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OZET

Bereket C., Kuzey Kibnis Tiirk Cumhuriyeti’nde Tiiketilen Siit Orneklerinde
Aflatoksin M; Diizeylerinin Arastirilmasi, Hacettepe Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Toksikoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2021. AFMy,
sitokrom P450 enzimleri tarafindan karacigerde olusan ve memelilerin idrar, digki ve
stitiine salgilanabilen, AFB;’in hidroksillenmis metabolitidir. AFM; Karsinojen,
sitotoksik, teratojenik, mutajenik ve genotoksik bir ajan oldugundan, hem insanlar
hem de hayvanlar iizerinde O6nemli saglik riskleri teskil etmektedir. Bu calisma,
KKTC’de tiiketilen ¢ig ve UHT inek siitlerinde AFM; varligini tespit etmek ve halk
sagligr agisindan risk olusturup olusturmadigini belirlemek amaciyla yapilmistir.
Calismada, KKTC’de iiretilen ve piyasada tiiketime sunulan 2 siit markasindan
toplam 20 UHT inek siitii ve farkli mandiralardan toplanmis 22 adet ¢ig inek siitii
Ornegi, immiinoafinite kolon saflagtirmasindan sonra yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC)-floresan belirleme ile AFM; varligi yoniinden analiz
edilmistir. Analiz edilen ¢ig ve UHT inek siitii 6rneklerinin higbirinde AFM; tespit
edilebilecek diizeyde bulunamamistir. HPLC-FLD yonteminin LOD ve LOQ
degerleri sirastyla, 1,038 ve 3,145 pg L™ olarak bulundu. Kér numunelerine i farkl:
diizeyde AFM; standart ¢ozeltisi ilave edilerek analiz edilmesi sonucu elde edilen
yontemin ortalama geri kazanim ve tekrarlanabilirlik degerleri sirasiyla, % 95,6 ve %
4,9 olarak bulundu. Bu degerler yontemin giivenirligini kanitlamaktadir. Sonug
olarak, KKTC’de tiiketilen siit 6rneklerindeki AFM; icerigi, halk sagligi agisindan
onemli bir risk teskil etmese de, daha fazla sayida siit 6rneginin ve hayvan yeminin

stirekli takibi, olast tliketici maruziyetini azaltmak i¢in gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Mikotoksin, Aflatoksin, Aflatoksin M, Siit, HPLC-FLD
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ABSTRACT

Bereket C., Investigation of Aflatoxin M1 Levels in Milk Samples Consumed in
the Turkish Republic of Northern Cyprus, Hacettepe University Graduate
School of Health Sciences, Msc Thesis in Pharmaceutical Toxicology Program,
Ankara, 2021. AFM; is the hydroxylated metabolite of AFB;, and it is formed in
the liver by cytochrome P450 enzymes and can be secreted into the urine, feces and
milk of mammals. Since AFM; is a carcinogenic, cytotoxic, teratogenic, mutagenic
and genotoxic agent, it poses a significant health risk to both humans and animals.
This study was conducted to determine the presence of AFM; in raw and UHT cow
milk consumed in the Turkish Republic of Northern Cyprus (TRNC) and to
determine whether it poses a risk to public health. In the survey, a total of 20 UHT
cow milk samples from 2 milk brands produced in the TRNC and offered for
consumption in the market and 22 raw cow milk samples collected from the different
dairies were analyzed for the presence of AFM; by high performance liquid
chromatography (HPLC)-fluorescence detection after immunoaffinity cleanup.
AFM; could not be detected in any of the analyzed raw and UHT cow milk samples.
The LOD and LOQ values of the HPLC-FLD method were 1.038 and 3.145 pg L-1,
respectively. The mean recovery and repeatability values of the method, which
obtained by spiking and analyzing blank samples at three fortification levels were
95.6% and 4.9%, respectively. These values prove the reliability of the method.
Although AFM; content in milk samples consumed in the TRNC does not pose a
significant risk to public health, continuous monitoring of more milk samples and

animal feed is necessary to reduce possible consumer exposure.

Key Words: Mycotoxin, Aflatoxin, Aflatoxin M1, Milk, HPLC-FLD
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1. GIRIS

Kiif mantarlari, belirli nem ve 1s1 kosullarinda, ham ve islenmemis materyalde
cogalarak bir yandan {iriiniin nitelik ve niceligini degistirip bozulmasina neden
olurken, diger yandan da mikotoksin adi verilen toksik metabolitleri olusturur (1).
Bir tilkenin ekonomik durumunun koétii olmasi, genellikle kiif gelisimi ve mikotoksin
iiretimi i¢in uygun olan hatali depolama kosullar1 nedeniyle mahsul kontaminasyonu
riskini ve kapsamimi artirir. Mikotoksinler, kimyasal olarak farkli yapilara sahip;
hasat oncesi, hasat sirasinda ve hasat sonrasi, her agsamada ¢esitli ekinlerin tizerinde
olusabilen, Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria, Claviceps basta olmak
lizere baz1 mantarlarin olusturduklar1 fungal sekonder metabolitlerdir. Mikotoksinler
cesit ve miktarlarina bagh olarak oral, inhalasyon veya dermal yollarla maruz
kalindiginda insan ve hayvan sagligi tizerinde olumsuz etkilere neden olabilmektedir
(2).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii'niin tahminlerine goére, diinya
capinda iretilen tarim trlinlerinin yaklasik % 25'inde mikotoksin kontaminasyonu
s0z konusudur (3). Dolayisiyla, mikotoksinler insan sagligina ek maliyet olusturmasi
ve kontamine tarim firlinlerinin tiiketilememesi agisindan diinya ¢apinda her yil
milyonlarca dolar kayip olusturmaktadir (4). Bu nedenle, mikotoksinler, gida
glivenliginin saglanmast ve insan ve hayvan sagligi iizerinde olusturabilecegi
risklerin azaltilabilmesi igin kontrol altina alinmasi gereken Onemli kiiresel
sorunlardan biridir.

Aflatoksinler, basta Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus suslari
olmak tizere, Aspergillus familyasina ait kiif mantarlar1 tarafindan tiretilen sekonder
metabolitlerdir (5). Aflatoksinler, ¢esitli laboratuvar ve ¢iftlik hayvanlarinda
kanitlanmis toksik ve kanserojen etkileri ve insanlarda akut toksikolojik ve kronik
hepatokarsinojenik etkileri nedeniyle en yogun sekilde arastirilan mikotoksin
grubudur ve varligi, tahil {irlinleri ve kuruyemis basta olmak tizere ¢esitli gida
tiriinlerinde saptanmistir (6). Aflatoksinler arasinda aflatoksin B; (AFB;), en iyi
bilinen insan hepatokarsinojeni ve en gii¢lii hepatotoksindir (7,8). Aflatoksinlerin
insan ve hayvanlarda olusturdugu akut ve kronik seyirli mikotoksikoz, aflatoksikoz
olarak adlandirilmakta ve ¢ok cesitli olumsuz saglik etkilerine neden olmaktadir

(9,10). Aflatoksinlerin  toksik etkileri hepatotoksisite, hepatokarsinojenite,



nefrotoksisite, mutajenite, teratojenite, immunotoksisite ve biiylimenin gerilemesi ile
iliskilendirilmistir (11,12).

AFB; ile kontamine olmus yemlerle beslenen sagmal ineklerin siitiinde

rastlanan, AFB; metabolizmasinin bir iriinii olan, fakat daha az biyolojik etki
gosteren hidroksile metabolit aflatoksin M; (AFM;), Uluslararas1 Kanser
Arastirmalart  Ajanst (International Agency for Research on Cancer, IARC)
tarafindan “Grup I” Kkarsinojen (insanlar ig¢in kesin karsinojen) olarak
siniflandirilmistir (13-15). Insanlar bu aflatoksine, dzellikle en diisiik kaliteli tahilin
hayvan yemi icin kullanildig1 bolgelerde, anne siitii dahil olmak {izere siit ve siit
tiriinleri yoluyla maruz kalabilmektedir. Kontamine olmus bu {iriinlerin insanlar
tarafindan tiiketilmesi ciddi saglik sorunlarina yol agmaktadir. AFM;’in in vivo
olarak, ana bilesik AFB;'in yaklasik % 10’u kadar kanserojenite ve in vitro olarak,
AFB'in yaklasik % 10°u kadar mutajenite potansiyeline sahip oldugu
bildirilmektedir (14,16). AFM; ve yan triinlerinin siitteki varlig1 diinya ¢apinda bir
endise yaratmaktadir; ¢iinkii bu metabolitlerin diisiikk diizeylerde bile olsa siitte
bulunmasi, gerek ¢ocuk gerekse de yetigkinler gibi biiyiik miktarlarda siit tiiketicileri
acisindan, 6zellikle uzun siireli maruziyette 6nem tasimaktadir.
Siit ve siit tirtinleri bebeklerin, ¢cocuklarin ve yetiskinlerin beslenmesinde ana besin
kaynagi olmasina ragmen, bilgimiz dahilinde, o6zellikle Kuzey Kibris Tiirk
Cumbhuriyeti’nde (KKTC) tiiketilen siit orneklerinde AFM; diizeylerinin
saptanmasina dair herhangi bir literatiir verisi bulunmazken, Kibris geleneksel
peyniri, Hellim orneklerinde AFM; diizeylerinin saptanmasina dair yalnizca bir
arastirma Oztiirk ve ark. (17) tarafindan rapor edilmistir.

Bu bilgiler 1s181nda planlanan bu tez calismasinda, KKTC’de iiretilen gesitli
stit firmalarindan toplanacak olan ultra yiiksek 1s1 (UHT) inek siitii ve ¢ig siit gibi
farkli islemlere tabi tutulmus ve islem gérmemis olan 6rneklerde AFM; diizeylerinin

Olclilmesi ve mevcut limitler acisindan degerlendirilmesi amaglanmaktadir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Mikotoksinler

Mikotoksinler, kiif mantarlarinin normal metabolizmalarinda belirgin bir
fonksiyonu olmayan, bir¢ok toksik mantarin sekonder metabolizmasi ile dogal olarak
olusan, ¢esitli kimyasal yapilarda, ¢ogunlukla kiiglik molekiiler agirlikli bilesiklerden
olusan bir toksin grubudur. Mikotoksinler, ¢ok ¢esitli gida ve yemlerde yaygin olarak
ortaya c¢ikabildigi i¢in; tarladaki tarim iirlinlerinden tliketicinin tabagma kadar tiim
gida zincirini kontamine edebilirler. Kiimes hayvanlari, baliklar ve memeliler dahil
olmak tizere ¢ok ¢esitli hayvan tiirleri igin toksiktirler (18-20).

Mikotoksin  kelimesi Yunan ve Latince kelimelerin birlesiminden
tiretilmistir. Yunancada "mykes" kelimesi "mantar" anlamina gelirken, Latinceden
"toxicum" kelimesi "zehir" anlamina gelir (21). Mikotoksinler, 1800'lerden bu yana
insanlik tarafindan ergot alkaloitlerinin neden oldugu °St. Anthony’s Fire’ ve
Rusya’da II. Diinya Savasi sirasinda T-2 toksinlerinin neden oldugu “Alimentary
Toxic Aleukia” ile bilinmektedir. Fakat o tarihlerde bu hastaliklara mikotoksinlerin
neden oldugu anlasilmamis ve ancak 1960'larda Ingiltere’de ‘Hindi X hastaligi’nin
patlamasiyla, mikotoksinler arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. ‘Hindi X hastaligr’
Brezilya’dan ithal edilen, mantarlarla kontamine olmus yer fistiZ1 kiispesi
tilketiminden dolay1 100.000 hindi civcivinin 6liimiiyle sonuglanmigtir. Bu hastaligin
ortaya ¢ikmasindan sonra, aflatoksinlerin 'Hindi X hastaligi’na neden olan ajanlar
oldugu tespit edilmis ve mikotoksinler dikkate deger toksinler olarak bilim
diinyasinda yerini almaya baslamistir (21,22).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii'niin tahminlerine gore, diinya
capinda iretilen tiriinlerin yaklagik % 25'i mikotoksinlerle kontamine olmakta ve bu
da milyarlarca dolarlik ekonomik zarara yol agmaktadir (3). ABD'deki yillik
ekonomik kaybin, hayvan yemindeki mikotoksin kontaminasyonu nedeniyle yaklasik
243 milyon dolar oldugu rapor edilmistir (23). Mikotoksinlerin ¢iftlik hayvanlarinin
verimliligi lizerindeki etkileri, mahsul kayiplar1 ve mikotoksinlere yonelik
diizenleyici programlarin maliyeti bu ekonomik kaybin ana nedenlerini

olusturmaktadir (24).



Izole edilmis ve kimyasal olarak tanimlanmis 300'den fazla mikotoksin
arasinda, gida maddelerinde 6nemli seviyelerde ve siklikta yaklasik olarak sadece 20
mikotoksinin olustugu ve gida giivenligi agisindan endise yarattigi bilinmektedir
(18). Mikotoksinler esas olarak Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria ve
Claviceps gibi 5 mantar tiirii tarafindan tretilirler. Tek bir mantar tiirii bir veya daha
fazla mikotoksin {iretebilir ve farkli mantar tiirleri de bireysel mikotoksinler
tiretebilirler; bu nedenle birlikte ortaya ¢ikan mikotoksinlerin gidalar1 veya yemleri
kontamine etme olasilifi daha muhtemeldir. En sik ortaya ¢ikan ve toksikolojik
olarak bilinen mikotoksinler aflatoksinler, okratoksinler, fumonisinler, zearalenon,
trikotesenler, patulin ve ergot alkaloidleridir (2,4,25). Cesitli gida iriinlerinde
meydana gelen bazi ana mikotoksinler ve bunlarin 6nemli saglik riskleri Tablo
2.1.'de listelenmistir.

Tarim iiriinlerinde kiif mantarlarinin gelismesi ve mikotoksin tiretimi, tarlada
hasat Oncesinde, hasat sonrasinda, kurutma, isleme, depolama ve nakliye sirasinda
meydana gelebilmektedir (19). Sicaklik, substrat tipi, nem igerigi, bagil nem, su
aktivitesi (aw), pH, havalandirma, diger mantarlarin ortamda bulunmasi, mikrobiyal
etkilesimlerden kaynaklanan fiziksel hasar, bocek istilalari, fungisitlerin
uygulanmasi, saklama gsekli ve saklama siiresi gibi ¢esitli ekolojik ve c¢evresel
faktorler mantar gelisimine ve toksin iiretimine katkida bulunurlar. Mikotoksinlerin
kararli yapilar1 sebebiyle, gida ve yem zincirine bir kere girdikten sonra ¢ikarilmasi
son derece zorlasir. Bu nedenle, yukarida bahsetilen faktorler dikkate alindiginda, iyi
tarim ve hasat uygulamalari, uygun kurutma, paketleme, yiikleme islemi, nakliye ve
depolama kosullari mantar gelisimini Onleyip, mikotoksin {iretimi riskini bir
dereceye kadar azaltabilir (2,23,25,26).

Insan saghg riskine yol agan mikotoksinlere maruz kalma, genellikle
kontamine bitki triinlerinin dogrudan tiiketimi veya kalinti miktarlarda mikotoksin
igeren et, siit ve yumurta gibi hayvan kaynakli iirlinlerin dolayli olarak tiiketiminden
kaynaklanmaktadir. Mikotoksinler, fumonisin gibi bazi istisnalar diginda lipofilik
Ozellikleri nedeniyle bitki ve hayvanlarin ya§ fraksiyonunda birikme
egilimindedirler. Fakat bitki {irlinlerinde bulunan mikotoksin konsantrasyonlari,
hayvan dokularinda bulunanlardan 6nemli 6l¢iide daha yiiksektir ve bundan dolay1

hayvansal kaynakli iiriinlerdeki kalintilar; yiliksek derecede siit ve siit iriinii



tilketicileri olan bebekler ve g¢ocuklar harig, insanlarda mikotoksin maruziyetinin

kiigiik bir yilizdesine katkida bulunurlar (4,23,27).

Tablo 2.1. Mantar tiirleri ve ilgili mikotoksinlerin listesi.

Mikotoksinler Kisaltma Mantar Tiirleri Gida iiriinleri Toksik etki
Fistik, misir, bugday,
. iring, yagl Mutajenik, k
Aflatoksinler AFB; AFB, . piring, yagti .u ajentikanser
A. flavus, A.parasiticus, tohumlar, ojen,
(B4, By, Gy, Gy, AFG, AFG, i X .
A.nominus, A. tamari baharatlar, kuru hepatotoksik,
My, M,) AFM; AFM, ) e
meyveler, sit, immunosupresif
peynir, incir, otlar
Sitrinin CTN P. citrinum, P. viridicatum B'u.gday, arpa, misir, Nefroto!<5|k,
piring kanserojen
Deoksinivalenol F. graminearum,
(tip B DON F. culmorum, Misir, bugday, arpa, Kusma, ishal,
.p F. sporotrichioides, yulaf immunosupresif
trikotesenler) .
F. cerealis
F. verticillioides,
. F.proliferatum Bobrek ve
F B
umonisin (By, FB, FB, ,F. culmorum, Misir, bugday karaciger
B,) . L
F. Avenaceum, F. nivale, tumorleri
Gibberella fujikuroi
Tahillar, fasul .
A. ochraceus, A. flavus ahtflar, as.u ve, Nefrotoksik,
P. viridicatum/verrucosum fistik, peynir, kahve, hepatotoksik
Okratoksin A OTA ’ . ’ kurutulmus L
P.nordicum - teratojenik,
meyveler, Gzlim, L
Kanserojenik
sarap
P. .
patulum, P e).(pansum, Subkiitan
A. clavatus, B. nivea Uziim, elma, elma sarkomalar
Patulin PAT A. giganteus, P. roquefortii, L ’
. suyu, diger meyveler  kanama,
P. claviforme, P. .
. kanserojenik
griseofulvum
Fusarium moniliforme, F.
equiseti, F. culmorum, F.
T-2 toksin (tip A solani, F. avenaceum, F. Misir. bugdav. aroa Emetik,
trikotesenlepl)') T-2 roseum, F. nivale, ! ElafYI pa, sitotoksik,
F.tricinctum, F. poae, ¥ teratojenik
F.sporotrichiella, F.
graminearum
F. graminearum, F.
tricinctum, F.culmorum, F. Hiper-stroienik
Zearalenone ZEN equiseti, F. cerealis, F. Misir, saman P ) ’

verticillioides, F.
incarnatum

gocuk distirme




Mikotoksinlerin hem hayvan hem de insan sagligi tizerindeki olumsuz etkisi
mikotoksikoz olarak adlandirilir ve siddeti; mikotoksinin toksisitesi, tiirii, dozu,
maruz kalma derecesi, hayvan cinsi, cinsiyet, yas, stres seviyeleri, bireyin beslenme
durumu ve maruz kaldiklar1i diger kimyasallarin olasi sinerjistik etkileri gibi
faktorlere baghdir (4,26). Mikotoksikozu karakterize eden tani 6zellikleri su sekilde
ozetlenebilir; (i) Bulasic1 bir hastalik degildir, (ii) ilag ve antibiyotik tedavileri
hastaligin ortadan kaldirilmasinda ¢ok az etki gosterir veya hig¢ etki gostermez, (iii)
Hastalik salgin1 genellikle mevsimseldir ve genellikle belirli bir gida maddesi ile
iligkilidir, (iv) Siipheli gidalar incelendiginde mantar aktivitesi belirtileri siklikla
goriiliir (2). Mikotoksinler hem akut hem de kronik toksisite olusturabilir. Akut
toksisite, hizli baslangic ve ani 6liim dahil belirgin bir toksik yanit ile karakterize
edilen yiiksek diizeyde bir maruziyetten kaynaklanirken; kronik toksisite kanserler de
dahil olmak iizere ¢esitli toksik yanitlar ile karaktarize edilen, uzun bir siire boyunca
diisiik dozda mikotoksinlere maruz kalmaktan kaynaklanir. Viicuttaki tiim sistemler
mikotoksinler igin biyolojik hedef olabilmektedir. Mikotoksinler insanlarda
hemorajik, hepatotoksik, nefrotoksik, norotoksik, Ostrojenik, teratojenik,
immiinosiipresif, mutajenik ve kanserojenik olmak tizere c¢esitli toksik etkiler
gosterirler. Toksik etkiler organizmada akcigerler, karaciger, merkezi sinir sistemi,
sindirim sistemi ve kardiyovaskiiler sistem iizerinde komplikasyonlar meydana
getirebilir (20,25). Mikotoksinlerin akut yiiksek doz aliminda hepatotoksisite,
nefrotoksisite ve hatta bazi durumlarda Olim gozlenirken; genotoksisite,
karsinojenite ve tireme bozukluklari kronik tiiketimde go6zlenen baslica toksik
etkilerdir (23). Mikotoksinlere en sik maruziyet oral yolla olsa da, toksisite
inhalasyon veya dermal yol ile maruziyet sonucu da ortaya cikmaktadir (20). Ote
yandan, her ne kadar yem alimiyla mikotoksin maruziyeti hayvanlarda akut
zehirlenmeye neden olsa da, semptomlarda biiyiikk c¢esitlilik gosteren subakut
zehirlenmelere modern tarim uygulamalarinda daha sik rastlanir. Subklinik etkiler
akut etkilerin neden oldugu kayiplardan daha fazla ekonomik kayba neden oldugu
icin, hayvan yetistiricileri mikotoksinlerin maruziyeti konusunda daha bilingli
olmalidir. Semptomlarin ilerlemesi ve cesitliligi kafa karistirict olabilir ve teshisi
zorlastirabilir. Diisiik dozlarda mikotoksine kronik maruziyet tespit edilmeyebilir ve

hayvanlarda diisiik kilo alimi, tretkenlikte azalma veya diislik siit iiretimi,



enfeksiyonlara karsi artan duyarlilik ve diisiik gebelik oranlari dahil olmak iizere
diisiik lireme performansi ile sonuglanabilir. Mikotoksinlerin etkilerini gostermede
rol oynayan ¢esitli mekanizmalar, (i) Azalmis besin emilimi ve bozulmus
metabolizma, (ii) Azalmis yem alimi veya yem reddi, (iii) Endokrin ve ekzokrin
sistemlerde degisiklikler (iv) Bagisiklik sisteminin baskilanmasi, (v) Antibiyotik
etkileri ve (vi) Hiicresel 6liim seklinde siralanabilir. Gevis getiren hayvanlarin rumen
(iskembe) mikrobiyotasi ve bu bélmedeki yem partikiilleri toksik molekiilleri basarili
bir sekilde ayristirip, deaktive edebildigi i¢in, gevis getiren hayvanlar
monogastriklere kiyasla mikotoksinlere daha az duyarlidir. Mikotoksinlerin ruminal
degradasyonu bakteriyal aktiviteden ziyade protozal aktiviteye daha bagh olsa da,
hem rumen protozoa hem de rumen bakterileri ¢esitli mikotoksinleri metabolize etme
yetenegine sahiptir. Dolayisiyla rumendeki mikotoksinlerin kismi bozunmasi
hayvanlar1 mikotoksinlerin toksisitesine karsi korumaya yardimci olmaktadir. Ancak
gevis getiren hayvanlar ¢ogunlukla tahil, yem ve yem yan trtinleri tiiketmektedir; bu
da daha az cesitli diyetlere sahip domuz ve kiimes hayvanlarina kiyasla mikotoksin
maruziyet riskini artirmaktadir. Buna ek olarak, sagmal biiyiikbas siiriisiinde
mikotoksikoz belirtileri; ¢ok sayida olast mikotoksin maruziyetine ve bu
mikotoksinlerin hem kendi aralarinda hem de diger stres faktorleri ile etkilesimlerine
bagli olarak farklilik gosterebilir. Ornegin, siiriideki geng inekler mikotoksikoz
semptomlarindan en ¢ok etkilenen hayvanlardir. Bunun sebebi, siirideki diger
hayvanlara nazaran stres seviyelerinin daha yiiksek olmasidir. Bu ineklerin
hassasiyeti onceden baskilanmis bagisiklik sistemlerinden de kaynaklanabilmektedir
(27-29).

Mikotoksinlere olasi maruziyeti ve dolayisiyla insan ve hayvan saglig
lizerinde yaratacagi riskleri azaltmak icin, gidalar ve yemler ile ilgili siki

yonetmelikler koyulmali ve uygun halk sagligi 6nlemleri alinmalidir.

2.2. Aflatoksinler

Aflatoksinler en g¢ok c¢alisilan mikotoksin grubu olup, Aspergillus
familyasiin farkl tiirleri tarafindan iretilen, dogal olarak ortaya ¢ikan sekonder
metabolitlerdir (31). Belirli kosullar altinda genellikle A.parasiticus, A.flavus ve

nadiren de olsa A.nomius, A. pseudotamarii, A. bombycis, A.ochraceoroseus ve A.



australis suglar tarafindan iiretilen bu toksinler; gida iriinlerinde dogal olarak
gelisip, insanlar dahil olmak iizere bir¢ok hayvan tiiriinde ¢esitli toksik etkiye neden
olurlar (13,32). Aspergillus tiirleri i¢in en uygun kosullar tropikal ve subtropikal
bolgeler; yani sicak ve nemli iklimlerdir (2,27).

“Aflatoksin” kelimesi Aspergillus’taki ilk harften ve ‘flavus’ igindeki ilk ii¢
harften tiiretilmistir (6). Tanimlanan 20'den fazla aflatoksin molekiilii tiirii arasinda
en onemli olanlar, aflatoksin B; (AFB;), aflatoksin B, (AFB,), aflatoksin G;
(AFG,), aflatoksin G, (AFG,), aflatoksin M; (AFM;) ve aflatoksin M, (AFM;)’dir
(Sekil 2.1.) (33). Aflatoksinler, diger birgok heterosiklik bilesik gibi, floresandir ve
floresan ozellikleri ile ayirt edilirler. Ultraviyole (UV) 1sik altinda, yaydiklar
floresansa dayali olarak, mavi floresans verenler AFB; ve AFB,, yesil-sar1 floresans
verenler ise AFG; ve AFG; olarak adlandirilmistir (6). Olusturduklar1 toksik etki
giiciine gore siralama AFB; > AFG; > AFB;, > AFG; seklindedir (1).

Aflatoxin M, Aflatoxin M,

Sekil 2.1. Farkl aflatoksinlerin kimyasal yapilar1. (39).

AFB; ve AFB;, genellikle A.flavus ve A.parasiticus tarafindan tretilirken;
AFG; ve AFG2, A.parasiticus tarafindan iiretilmektedir (34). Aflatoksinler; hasat

Oncesi ve sonrast mantar kontaminasyonu nedeniyle, tahillar, yer fistig1, findik, misir,



pamuk tohumu, bugday, sorgum, arpa, baharat, incir, kuru meyve, kakao ¢ekirdegi,
piring, kopra, soya fasulyesi, aycigcegi, pamuk ¢ekirdegi ve ham sebze yaglar1 gibi
cok ¢esitli gida trlinlerinde ortaya ¢ikabilirken; bunlarin daha az biyolojik etki
gosteren, AFM; ve AFM; gibi 6nemli metabolik {irlinlerinin siitte ortaya ¢iktig1 rapor
edilmistir. Ozellikle yer fistig1 unu, misir ve pamuk tohumu unu, yemlerde ana
aflatoksin kaynaklar1 olarak bilinmektedir (5,33,35,36). Kontaminasyon orani ve
derecesi, sicaklik, nem, a,, eszamanli mikrobiota, fiziksel hasar ve diger saklama
kosullar1 gibi farkli faktorlere baghidir (2).

Aflatoksinler, kanserojen, mutajenik, teratojenik ve immiinsiipresif etkiler
gostermektedir (37). Aflatoksinler arasinda AFB3, en bilinen insan hepatokarsinojeni
ve en gliglii hepatotoksindir (7,8). AFB; bir "pro-karsinojen” oldugundan, AFB;'in
toksik etkilerinden, enzimatik biyotransformasyonlari sonucu olusan toksik ana
triinlerin sorumlu oldugu bildirilmektedir (1,6). IARC, insanlarda AFB;'in
kanserojenligi i¢in yeterli kanit oldugu sonucuna varmis ve bu mikotoksini “Grup I
karsinojen olarak degerlendirmistir (6).

Insanlarda veya hayvanlarda aflatoksinlere maruziyet, oral, inhalasyon veya
dermal temas yoluyla gergeklesebilir. Aflatoksinler merkezi sinir sistemi, akcigerler,
karaciger, sindirim ve kardiyovaskiiler sistemde komplikasyonlar olusturarak,
aflatoksikoz olarak adlandirilan ¢ok ¢esitli olumsuz saglik etkilerine neden
olmaktadir. Aflatoksikozdan kaynaklanan 6liim oranlarmin, % 39 ile % 50 arasinda
degistigi bildirilmektedir. Aflatoksin dozuna ve maruz kalma siiresine gore
aflatoksikoz, akut veya kronik olarak tanimlanabilir (9,10,25). Akut asir1 doz
aliminda, ana toksik etkiler hepatotoksisite, nefrotoksisite ve hatta baz1 durumlarda
olim iken; kronik tiiketimde toksik etkiler genotoksisite, karsinojenite ve lireme
bozukluklar1 olarak ortaya g¢ikar (23). Ek olarak; ¢ok g¢esitli hayvan tiirlerinde
azalmig biliylime hizi, immiinosupresyon, azalmis siit ve yumurta iiretimi, diisiik
tireme, diisiik yem yararlanimi ve etkinligi ve anemi gibi ¢esitli etkiler AFB;'in
toksisitesi ile iligkilidir (6).

Ordekler, koyunlar, hindiler, kdpekler, domuzlar ve siganlar gibi hayvanlar
AFB;'e en duyarliyken; maymunlar, tavuklar, fareler ve gevis getiren hayvanlar en
direnglilerdir (11). Kiimes hayvanlar1 aflatoksinlere memelire gére daha duyarlidir.

Kiimes hayvanlan icinde ise ordekler; hindi civcivlerine ve tavuklara kiyasla en
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duyarl tiirlerdir (37). Hengstler ve ark.(38), baz1 spesifik tiirlere AFB; uygulayarak,
bunlarin duyarliliklarii kalitatif olarak degerlendirmisler ve g¢alisma sonucunda,
karacigerde AFB; -DNA baglanma diizeylerini azalan siralama ile sigan > domuz >

kobay > fare seklinde tespit etmislerdir.

2.3. AFB;'in Metabolizmasi ve Etki Mekanizmasi

Genel olarak, AFB;'in metabolizmasi iki faz ile ortaya ¢ikmaktadir. Faz I'de
AFB;, enzimatik islemlerle hidrofilik bilesiklere doniisttiriiliir. Faz II’de ise uygun
fonksiyonel gruplar1 igeren metabolitler, Faz | aktivasyonundan sonra idrar ve safra
yoluyla atilabilmesi i¢in glukuronat, glutamat, siilfat, indirgenmis glutatyon (GSH)
veya iridin difosfat-glukuronik asit gibi maddelerle konjiige edilir (10,39). Konakgt,
organ ve hiicre i¢i bilesenine bagli olarak AFB;'in biyoaktivasyonundan farkli
sitokrom (CYP) P450 izoenzimleri sorumludur. insanlarda 57 CYP450 tarafindan
tanimlanan izoenzimler arasinda, mikrozomal CYP1A2, 3A4, 3A5, 3A7, 2A3 ve
2B7, hepatositik 3A3 ve akciger CYP2AI13, ilgili organlarda AFB;
biyoaktivasyonundan sorumlu baslica izozimlerdir. Karacigerde biyoaktivasyon esas
olarak hidrasyon, hidroksilasyon, epoksidasyon ve demetilasyon yoluyla, CYP1A2
veya 3A4 tarafindan katalize edilir. Hayvanlarda ve boceklerde, CYP1A1, 1A, 1A2,
2AS5, 2A6, 3A, 3A4, 3Al13 ve 321A1 dahil olmak iizere cesitli CYP450
izoenzimlerinin, iretildikleri tiire ve organa bagli olarak biyoaktivasyon asamasini

katalize ettikleri rapor edilmistir (11,40).

2.3.1. Metabolizma

AFB1'in metabolizmas1 esasen CYP450 enzimleri tarafindan gergeklestirilir.
CYP3A4 ve CYP1A2, bu metabolik reaksiyonlarin ¢ogunu gerceklestirerek bir dizi
hidroksile metabolit (AFQ1, AFP1 ve AFM1) olusturur. Ultimat kanserojen AFBO
olusumuna da bu enzimler aracilik eder. Bununla birlikte AFL, indirgenmis
nikotinamid-adenin diniikleotid fosfat (NADPH) rediiktazindan olusur ve AFBI1’e
geri dondiiriilebilir. Her ne kadar spesifik bir CYP izoformu tanimlanmamais olsa da,
AFB2a'nin hepatik olusumu rapor edilmistir, ancak bu metabolit asidik ortamlarda
kendiliginden de olusabilmektedir. AFHI iiretimi hakkinda ¢ok az sey bilinse de,
muhtemelen AFL veya AFQ1'den olusmaktadir (Sekil 2.2) (12).
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Sekil 2.2. AFB;'in sitokrom P450 aracili metabolik yolu

Aflatoksin B;-8,9-epoksit (AFBO)

AFB; sindirim sisteminde duodenumda emilir ve karacigere ulasir ve burada
cesitli mikrozomal sitokrom enzimlerinin etkisiyle biyolojik olarak aktiflestirilir.
Bunlar, furan halkasindaki C8 = C9 ¢ift baginin oksidasyonunu katalize eden ve
AFB;-ekzo ve -endo 8,9 epoksit olmak iizere iki stereoizomere sahip olan asiri
kanserojen AFB;-8,9-epoksiti (AFBO) olusturan monooksijenazlardir. Onceki
izomerin, ikincisinden 1000 kat daha fazla reaktif veya toksik oldugu bilinmektedir
(11,12). Bu metabolik doniisiim esasen insan karacigerinde CYP3A4 ve CYP1A2
tarafindan gerceklestirilir. Yiiksek AFB; konsantrasyonlarinda CYP3A4, AFBO'nun
ana Ureticisidir ve olusan iirlin sadece ekzo izomer formundadir. Ancak diisiik AFB;
konsantrasyonlarinda CYP1A2 ana AFBO iireticisi durumuna gecer. Ek olarak,
CYP1A2'nin bu diisiik konsantrasyonlarda CYP3A4'ten daha fazla ekzo izomeri
irettigi bulunmustur. Bu ara {riiniin yiiksek derecede elektrofilik yapisi, hiicresel
makromolekiillerle reaksiyona girmesini ve kovalent olarak baglanmasini saglar.

Protein ve niikleik asitlerdeki biyolojik aminler ile kendiliginden reaksiyona
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girebilmektedir. Deoksiribo niikleik asit (DNA) ile reaksiyonda AFBO, guanin
tizerindeki N7 pozisyonuna kovalent olarak baglanir ve AFB;-N7-guanin eklentisini
olusturur. Ekzo izomerin, guanin kalintilar1 i¢in endo izomerden ¢ok daha yiiksek bir
afiniteye sahip oldugu rapor edilmistir. Bu nedenle, AFB;-ekz0-8,9 epoksit, ana
karsinojen metabolit olarak kabul edilir. AFBO'nun son derece kararsiz dogasi
nedeniyle, bu metabolit herhangi bir makromolekiile baglanmadan once
kendiliginden veya enzimatik olarak epoksit hidrolazlar ile hidrolize olabilir (12,41).
Bu da, AFB;. dihidrodiol olusumuna neden olur. Bu diol, diger AFB;
sitotoksisitelerinin bir mekanizmasi oldugu diisiiniilen hiicresel proteinler tizerindeki
N termini ve lizin yan zincirlerine kendiliginden kovalent olarak baglanabilen, halka
acilmis bir dialdehit formu olan AFB; dialdehit ile dengededir (Sekil.2.3). Ancak,
AFB; dialdehit, aflatoksin aldehit rediiktaz (AFAR) ile AFB; dialkole metabolize
edilerek protein baglama kabiliyeti ortadan kaldirilabilir. AFBO'nun esas olarak
glutatyon-S-transferaz A1l olmak iizere, glutatyon S-transferaz (GST) ile glutatyon
konjugasyonu, ana detoksifikasyon yoludur ve hem endo hem de ekzo izomerleri ile
ortaya ¢ikabilmektedir. Glutatyona konjugasyon (AFB;-GSH), AFBO'nun DNA'ya
baglanma yetenegini bozarak etkisiz bir metabolit olusturur. Olusturulduktan sonra,
bu konjugat daha sonra polar ve daha az toksik metabolit olan, merkapturik asit
eklentisine in vivo olarak y-glutamiltranspeptidaz (GGT), dipeptidaz (DPEP) ve N-
asetiltransferaz (NAT) igeren bir dizi enzimatik reaksiyon yoluyla doniistiiriiliir ve
daha sonra idrarla atilir. Alternatif olarak, insan mikrozomal epoksit hidrolazi, GST

aktivitesinin yoklugunda AFBO'nun detoksifikasyonunda da yer alabilir (12,41,42).
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Sekil 2.3. AFBO'nun biyolojik yazgisi.

Hidroksilasyon iiriinleri

AFB; ayrica CYP450 enzimleri tarafindan bir dizi hidroksilasyon {irliniine
metabolize edilir. Bunlar arasinda AFM;, aflatoksin Q; (AFQ)), aflatoksin P, (AFP),
aflatoksikol (AFL), aflatoksikol Hy (AFH;) ve aflatoksin By, (AFB,,) bulunur.

AFM;, AFB;'e maruz kalan insanlarda ve hayvanlarda yaygin olarak tespit
edilen ve CYP1A2 tarafindan iiretilen ana metabolittir. Hidroksile metabolitler
arasinda en karsinojen olant AFM;’dir. Bu, AFBj'e benzer sekilde N; guanin
eklentisi olusturdugu tespit edilen AFM;j'in DNA baglanma etkisi ile
desteklenmektedir. AFMy, iiridin 5'-difosfo-glukuronosiltransferazlar (UGT) yoluyla
glukuronik aside konjlige edilebilir ve daha sonra safra yoluyla atilabilir. Alternatif
olarak, AFM; sistemik dolasima girebilir ve saglikli kadinlarin, siit ineklerinin ve
diger memelilerin idrarinda veya siitinde modifiye edilmeden atilabilir. Ayrica
AFM;, AFB;'e maruz kalindiktan sonra idrarda yiliksek seviyelerde atildigi igin,
AFB;’e maruz kalmanin iyi bir biyo-isaretidir (12,41).
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AFQ;, sadece CYP3A4 tarafindan {iretilen ilave bir hidroksillenmis
metabolittir. AFQ: bollugu baslangi¢ AFB; miktarmin % 1 ile % 11'i arasinda
degismektedir; bu da insanlarda AFQ; iiretiminin siklikla ve tespit edilecek kadar
yiiksek seviyelerde gergeklestigini gosterir (12). 2005 yilinda yapilan bir ¢alisma
sonucunda, AFQ:'in AFM; veya AFB1-Ny7-guanine kiyasla ¢ok daha yiiksek
seviyelerde atildigi bulunmustur. Bu etki AFM;'den yaklasik 60 kat daha fazla AFQ;
iceren fekal numunelerde daha belirgindi. Ek olarak, diski AFM; ve AFQ:
konsantrasyonlar1 idrardakinden daha yiiksekti; bu da diskilarin AFB; maruziyeti igin
bir markor olarak yararli oldugunu gostermistir (43). Ayrica AFQ;'in DNA baglama
potansiyelinin AFBO'ninkinden 6nemli 6lgiide diisiik oldugu bulunmustur. Bu da
AFQ;’in  AFM;'in aksine bir detoksifikasyon iiriinii olarak potansiyelini
gostermektedir.

AFP;, CYP2A13, CYP2A3 ve CYP321A1 gibi P450 enzimleri tarafindan
dretilir. AFP;, AFB;'e maruz kalan insanlarin idrarinda ve muhtemelen AFB;'e
maruz kalmanin bir sonucu olarak hepatoseliiler karsinom (HSK) gelistiren
bireylerde bulunmustur. Toksikolojik ¢alismalar, AFP;'in teratojenisitesinin
olmadigini gostermistir. Dolayisiyla, bu da detoksifikasyon fiiriinii olarak AFP;'in
roliinii gostermektedir. Ek olarak, AFP;’in glukuronide edilip, safraya atilabildigi
bilinmektedir (12).

AFL, diger AFB; metabolitlerinin aksine, karaciger preparatlarmin sitosolik
fraksiyonlarinda bulunur ve genellikle sitozolde NADPH rediiktaz tarafindan
olusturulur. AFL, DNA baglanma aktivitesini korudugu i¢in detoksifikasyon iiriinii
olarak kabul edilmez. Ek olarak, AFL, enzimatik olarak AFB;’e yeniden
doniistiiriilebildiginden, AFB; i¢in rezervuar gorevi gormekte ve toksik etkilerini
uzatmaktadir. Ilging bir sekilde, AFL, insan plasentadan aktarilabilen ve ayrica
plasenta tarafindan AFB;'den olusturulan tek metabolittir. Bu da AFL'nin AFB;'in
gelisimsel toksisitelerinde biiyiik bir rol oynayabilecegini gostermektedir. AFB;’e
maruz kalan popiilasyonlarda AFL, idrarda ve anne siitiinde bulunmustur.

AFH;, yapisal olarak AFL'ye benzeyen bir metabolittir. AFH;'in metabolik
formasyonunun iki enzim sistemine bagli oldugu bulunmustur: mikrozomal

hidroksilaz ve sitoplazmik rediiktaz sistemleri. Ancak, AFH;'in bir AFQ;
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indirgemesinden veya bir AFL hidroksilasyonundan olusup olusmadigi hala
belirsizligini koruyor.

AFB;'in, insanlarin mikrozomal preparasyonlarinda NADPH'ye bagli bir
sekilde AFBj,'ya metabolize oldugu gosterilmistir. AFB,,, AFB:'in hemiasetal
formudur. AFB,,, insanlarda ve hayvanlarda, enzimatik veya enzimatik olmayan bir
sekilde ortaya cikar. AFBy,, tiirler arasinda biiyiik olgiide farkliliklar gosterse de,
genellikle toplam AFB; metabolizmasinin % 50'sini olusturur. Diger metabolitlerin
coguna kiyasla AFB,;'nin 6zgiin 6zelligi, hiicresel proteinlere baglanma kabiliyetidir.
AFB2/nin protein baglama kapasitesinin, potansiyel hiicresel toksisitelere katkida
bulundugu diistiniilmektedir.

AFB; metabolizmasinda yer alan enzimleri modiile edebilen faktdrler (6rn.
Diyet  bilesenleri, cevresel  kirleticiler,  vb.)  toksik  metabolitlerin
tiretilmesini/inaktivasyonunu etkileyerek toksik etkilere duyarliligi dikte edebilir.
Bazi dogal antioksidan bilesikler (6rn., Curcuminoidler ve flavonoidler vb.), CYP
enzimi aktivitesinin inhibisyonu yoluyla ve/veya faz II'nin (GST ve UGT) ve
antioksidan enzimlerin (katalaz - CAT, glutatyon peroksidaz - GPx, kinon
oksidorediiktaz—1 -NQO1 ve siiperoksit dismutaz - SOD) indiiksiyonu yoluyla, AFB;
metabolitlerinin {iretimini azaltma ve/veya inaktivasyonunu artirma potansiyeline
sahip olabilir (41). Ornegin, oltipraz diisiik dozlarda kemopreventatif ajan olarak
kullanilmis ve idrarda aflatoksin-merkapturik asit atilimindaki artisin da kanitladigi
tizere faz II metabolizmasini indiikleyerek AFB; toksisitesine karst koruyucu bir rol

oynamistir (12).

2.3.2. Etki Mekanizmasi

Aflatoksinlerin ¢ogunun mekanizmasi, heniiz tam olarak aydinlatilamamig
olsa da, farkli mekanizmalarla gesitli toksikolojik etkiler sergilemektedirler. AFB;'in
mutajenik etkileri, kesiflerinden bu yana ¢ogu calismanin odagi olmustur ve esas
olarak ara metabolit AFBO ile iliskilendirilmistir. Olduk¢a kararsiz bir molekiil
olarak AFBO, c¢esitli genetik, metabolik, sinyal ve hiicre yapist bozulmalarini
indiiklemek i¢in niikleik asitler, proteinler ve fosfolipitler dahil olmak iizere hiicresel
makromolekiillerle reaksiyona girer. Bununla birlikte, oksidatif stresin (OS)

indiiklenmesi yoluyla AFB;'in hiicre fonksiyonu ve biitiinliigii izerinde esit derecede



16

dramatik veya daha yiiksek etkilerini gosteren, artan calismalar bulunmaktadir. Sekil
2.4.; genotoksisite, immiinotoksisite ve genomik DNA iizerinde etkili olarak akut

zehirlenmeye neden olan farkli toksisite mekanizmalarini 6zetlemektedir (11).
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Sekil 2.4. Oksidatif stres ve AFBO'nun aracilik ettigi baslica AFB; toksisite
mekanizmalari. (AFBO, Aflatoxin B;-ex0-8,9-epoksit; NA, Niikleik Asitler;

ROT, Reaktif Oksijen Tiirleri; LPO, Lipid Peroksidasyonu; ODH, Oksidatif DNA
Hasari; Akr, Akrolein; AA, Asetaldehit; KA, Krotonaldehit; HNE, 4-Hidroksi-2-

Nonenal; Ig’ler, Immunoglobulinler) (11).
AFBO aracili genotoksisite

AFBO serbest birakildiktan sonra DNA'da guanin kalmtismin N’ atomuna
kovalent olarak baglanarak, stereospesifik bir aflatoksin-DNA katim iriinii olan
trans-8,9-dihidro-8-(N’-guanil)-9-hidroksi-AFB;’i (AFB;-N"-Gua) olusturur. % 60-
80 oraninda bir siklikla, p53/PT53 tiimor baskilayici gen tizerindeki kodon 249'un C-
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AG*G-*) iigiincii guanin kalintisinda olusur. AFB;-N'-Gua katim iiriinii son derece
kararsiz oldugundan, pozitif yiikii nedeniyle, iki olast yazgidan birine ugrar: (i)
imidazol halkasi, guanin kalintis1 {izerinde kararli AFB;-formamidopirimidin (AFB;-
FAPY) eklentileri olusturmak i¢in hafif alkalin kosullar altinda agilabilir veya (ii)
serbest AFB3-N’-guaninin serbest birakilmasiyla, guanin kalintisi depiirinasyona
ugrayarak DNA zincirinde apiirinik (AP) bolge olusturabilir (11,12) Bu ii¢c AFBO
kaynakli DNA lezyonu (AP, AFB;-N'-Gua ve AFB;-FAPY), AFB; aracili genotoksik
ve kanserojen etkilerin ana onciileri olarak bilinmektedir (Bkz. Sekil 2.4.). Bunlar
arasinda AFBj;-FAPY'nin kalict DNA hasari nedeniyle en mutajenik oldugu
bildirilmigtir. Lezyonlarin stabilitesi ve onarim verimlilikleri {izerine ¢esitli gdzlem
ve mutasyon c¢alismalari, AFB; ile indiiklenen mutasyonlarin biiyiik cogunlugunda
ortaya ¢ikan AFB31-FAPY katim iiriiniiniin etkisini ortaya koymus ve bundan dolay1
AFBO ile indiiklenen lezyonlarla karsilastirildiginda daha yiiksek genotoksisite
meydana getirdigini kanitlamistir. Yukarida belirtilen lezyonlardan herhangi biri
tarafindan hasar géren DNA'nin onarilmamasinin bilyiik bir ¢ogunlukla (%80) p53
geni tizerindeki kodon 249’un iiglincii bazinda G—T transversiyon mutasyona;
birka¢ durumda ise kodonun ikinci bazinda veya G—A transversiyonuna yol actigi
rapor edilmistir. Sonug olarak, 249 pozisyonundaki arginin yerine serin kalintis1 ile
yer degistirilen (249" —249%"), fonksiyonel olmayan bir protein eksprese edilir.
Elde edilen degistirilmis protein, pR249S, DNA molekiillerine baglanamaz. Hiicre
siklusu arresti, senesans ve apoptoz gibi gesitli hayati hiicresel islevlerden sorumlu
cok sayida p53'e bagimli gen promoterine dogru transaktivasyon kapasitesini
kaybeder ve sonunda tiimor olusumuna yol acar. Bunun yan1 sira p53 mutasyonlari
oksidatif fosforilasyon, glikoliz, kok hiicre, sinyalizasyon, DNA onarimi, genomik
stabilitenin korunmas1 vb. gibi tiimor baskilamada yer alan ¢esitli diger hiicresel
fonksiyonlart ve metabolik yollar1 kontrol eden c¢ok sayida genin genetik

ekspresyonunu bozar (11).

Oksidatif Stres Aracilt Genotoksisite

Aflatoksinlerin mutajenitesi, esas olarak aflatoksin-N’-Gua DNA katim
tirlinlerinin olusumuna baglanmis olsa da, AFB; metabolizmasi tarafindan iiretilen

OS’den de ortaya ¢iktig1 giderek daha fazla anlagilmaktadir. OS, dogrudan DNA
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tizerinde, oksidatif DNA hasarin1 (ODH) indiikleyerek veya dolayli olarak membran
fosfolipitlerinin lipid peroksidasyonundan (LPO) olusan yan firiinler ile etki eder
(Bkz. Sekil 2.4.). Karacigerdeki AFB;'in CYP 450 enzimleri tarafindan
biyotransformasyonu, DNA'nin azot bazlarina ve deoksiriboz pargalarina saldirarak
100'den fazla farkli DNA katim {iriinii olusturabilen asiri miktarda reaktif oksijen
tiri (ROT) olusumuna neden olur. Bu katim iiriinleri arasinda en iyi bilinen ve en
cok incelenen, DNA guanin kalintisinin, hidroksil radikali ile oksidasyonundan
sonucu olusan 7,8-dihidro-8-okso-2'-deoksiguanozin (8-okso-dG)'dir ve oksidatif
DNA hasari igin olarak bir biyobelirteg olarak kullanilmaktadir. Oksidatif DNA
hasarinin derecesinin; olusan katim iiriiniine, DNA onarmmindaki etkinlik ve hizina,
tiire, organa, dokuya, subselliiler bilesenlere ve hiicre dongiisiine bagli oldugu
bildirilmistir. OS tarafindan 8-0kso-dG iiretiminin, insanlarda ve hayvanlarda gesitli
organlarda kansere neden oldugu bildirilmistir. Ancak akciger, esas olarak
mitokondri ve ¢ekirdekte biriken 8-0kso-dG tarafindan kaynaklanan DNA hasari igin
en yaygin hedef gibi goriinmektedir. AFBO kaynaklt DNA eklentileri gibi, 8-0kso-
dG lezyonlar1 da G—T transversiyon mutasyonlarina aracilik ederler, ancak spesifik
olarak p53 genini hedeflemezler ve farkli mekanizma ve DNA polimerazlari igerirler.
ROT miktarlar1 hiicresel antioksidan savunma mekanizmalar1 ile dengelenemeyecek
kadar yliksek oldugunda, DNA hasarlar1 zamaninda onarilamaz. Dolayisiyla hatali
gen ekspresyonu, ¢coklu mutasyonlar ve genomik instabilite dahil olmak {izere ¢esitli
genetik anormallikler ve sonunda tiimor olusumuna yol acarlar.

Ote yandan AFB;, oksidatif membran fosfolipidlerine saldiran ve farklh
mutajenik aldehitler salan ROT iiretimi yoluyla dolayli olarak OS tarafindan DNA
hasarin1 indiikleyebilir (Bkz. Sekil 2.4.). Bilinen 33 LPO tiirevi aldehit arasinda
malondialdehit (MDA), akrolein (Akr), 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) ve 4-okso-2(E)-
nonenal (ONE) en baskin olanlaridir. Bu tiirevler DNA bazlari ile reaksiyona girerek
pro-mutajenik ekzosiklik DNA eklentileri iiretikattim {riinleri olustururlar ve
genomik instabilite ve karsinojeniteye yol agarlar. OS’nin AFB; aracili mutajenitede
AFBO'dan daha 6nemli bir rol oynadig1 ve reaktif LPO kaynakli aldehitlerin serbest
radikallerden ve olduk¢a reaktif olan AFBO'dan daha mutajenik oldugu
belirlenmistir. Gerg¢ekten de, reaktif aldehitler, kisa omiirlii ve son derece kararsiz

serbest radikaller ve epoksitlerin aksine, olusum bolgelerinden uzakta etki edebilirler.
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Bu ayrica, AFB;'in aktive oldugu ve metabolize oldugu karacigerden uzak
organlarda kansere aracilik etmesinin bir nedenini de agiklayabilir (11). Weng ve ark.
(44)’na gore, OS'nin toksisitede oynadigi rol hafife alindigi i¢in, daha fazla arastirma

yapilmalidir.

AFB; ile Hepatoseliiler Karsinom (HSK) iliskisi

En giiglii hepatokarsinojenlerden biri olan AFBj, diinya capinda HSK
olusumuna 6nemli bir katkida bulunur. AFB;, diinya ¢apinda kanser Sliimlerinin
ticiincli nedeni olan tiim kiiresel hepatoseliiler karsinom veya karaciger kanserinin %
4,6-28,2'sinde rol oynamaktadir (5). Insanlarin aflatoksine maruz kalmasi cok sik
meydana geldiginden, biiyiik 6l¢iide izlenemeyen bu toksinin oral alimi ile kronik
karaciger hasari meydana gelir. Cesitli Asya iilkelerinde yapilan epidemiyolojik
caligmalar, AFB; maruziyetinin (idrar AFB; atilimi veya serum aflatoksin-albiimin
katim iriinleri) ve hepatit B viriisii (HBV) enfeksiyonunun (hepatit B ylizey antijeni)
biyolojik belirtegleri i¢in binlerce kisiyi degerlendirmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda,
AFB;'in, HSK gelisme riskini biiyiik 6lglide arttirmak igin HBV ile sinerjik olarak
etki ettigi bulunmustur. HBV kadar kapsamli bir sekilde karakterize edilememis olsa
da, bulgular, hepatit C viriisiiniin (HCV) de AFB; ile sinerjik bir rol oynayabilecegini
diisiindiirmektedir. Gelismekte olan iilkelerde HBV ve HCV'nin yiiksek enfeksiyonu
nedeniyle, bu bolgelerdeki birgok birey AFB;'in hepatokarsinojenik etkilerine karsi
oldukca hassas olabilir. Ayrica, insanlarda yapilan epidemiyolojik calismalara gore,
yiiksek aflatoksin riski olan bolgelerde HSK hastalarinda belirli mutasyonlar
gozlemlenmistir (12). Aflatoksine bagli HSK dahil olmak tizere insan
malignitelerinin % 50'sinden fazlasinda 249°"i indiikleyen p53 mutasyonlari
bulunmaktadir. Yiiksek aflatoksin maruziyet riski olan bolgelerde, HSK'li insanlar,

9% mutasyonunu sergilemektedirler (11). ilaveten, insanlarda

daha sik goriilen 24
hepatoseliiler karsinom ile serum AFBj-albiimin katim {iirlinlerinin pozitif bir iliskisi

oldugu da bulunmustur (6).

Immunotoksisite

Asilama etkinliklerinin azalmasina ek olarak, bulasici hastaliklarin artan
sikligl, siddeti ve uzun siireli iyilesmesi, aflatoksinlerin hem dogal hem de

kazanilmis bagisikligi bozduguna dair kanit saglamistir. AFBO, immiin yanit
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aracilarinin ~ ¢ogalmasimni  ve/veya  iretimini  etkilemek i¢in  viicuttaki
immiinokompetan hiicrelerle etkilesime girerek dogal ve kazanilmis bagisikligi bozar
(Bkz. Sekil 2.4.). Ek olarak, diisiikk veya orta diizeyde AFB; maruziyetinin pek az
immiinotoksisiteye sahip oldugu veya hi¢ olmadigi ve hiicre aracili bagisikligin,
aflatoksinlere humoral bagisikliga gore daha duyarli oldugu konusunda genel bir
fikir birligi vardir. Immiinomodiilatdr etkiler ile ilgili olarak, mevcut verilerin ¢ogu
aflatoksinlerin esas olarak supresif etkiler uyguladiklarin1 géstermektedir. Bununla
birlikte, in vitro ve in vivo c¢alismalar, aflatoksinlerin bagisiklik yanitini,

immunostimiilator etkiler yoluyla da bozabildigini gostermistir (11).

Dogal Bagisikligin Baskilanmast

Deri ve bagirsak epitel hiicreleri gibi fiziksel bariyerlerin mikrobiyal ve
toksin istilalarina kargt bariyer fonksiyonunda bozulma in vivo ve in vitro
calismalarda kanitlanmistir. AFB;'in farkli hayvan tiirlerinde deri ile temasinin,
damar i¢i vezikiil olusumundan yass1 hiicreli karsinoma kadar gesitli lezyon tiirlerine
neden oldugu bildirilmistir. Aflatoksinlerin, hiicre dongiisii progresyonunu
etkileyerek veya bagirsak epitel hiicrelerini ve bunlari birlestiren siki baglantilar1 yok
ederek bagirsaklarin mekanik bariyer biitiinliigiinii ve islevini bozdugu gosterilmistir.
Bu degisiklikler bagirsagin bariyer fonksiyonunu 6nemli 6lciide degistirir ve sadece
besin emilimine degil, ayn1 zamanda patojenlerin veya toksinlerin istilasina kars
koruyucu bir ara¢ olarak dogustan gelen bagisiklik yanmitin1 da etkiler. Molekiiler
diizeyde aflatoksinlerin, bagirsak mukozasini c¢esitli dis tehditlere karsi koruyan
mekanik, kimyasal ve bagisiklik bariyerlerini degistirdigi gosterilmistir. Monositler,
makrofajlar, dendritik hiicreler, dogal 6ldiiriicii hiicreler, sitokinler ve kemokinler
gibi bagisiklik hiicrelerinin aflatoksinler tarafindan canliliginin, fonksiyonunun veya
genetik ekspresyonunun kisitlanmasi iyice belgelenmistir. Ayrica AFB;, AFB;
velveya AFM;'in makrofajlarin canliligini, proliferasyonunu, sitotoksisitesini,
fagositik aktivitesini ve tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1) ve
interlokin-6 (IL-6) gibi sitokinlerin ekspresyonunu azalttig bildirilmistir. Enfeksiyoz
patojenlerin fagositozunu aktive eden ve dogustan gelen bagisikligin 6nemli bir
bileseni olan tamamlayic1 sistemin, ¢esitli hayvanlarda aflatoksinler tarafindan inhibe

edildigi gosterilmistir (11).
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Kazanilmis Bagisikligin Baskilanmasi

Aflatoksinlere maruz kalindiginda kazanilmis bagisikligin  baskilanmast,
maruz kalan konakeilarin enfeksiy0z ajanlara karsi artan savunmasizliginin yani sira
asillamanin azaltilmis veya basarisiz korumasmi gostermektedir. Kazanilmis
bagisikliga katkida bulunan ana bagisiklik hiicreleri olarak lenfositlerin, insanlarda
ve hayvanlarda azalan proliferasyonu, aktivasyonu ve/veya fonksiyonu
gdzlemlenmistir. Ornegin, 10 mg/L veya daha yiiksek bir AFB; konsantrasyonunun,
sigirlarda mitojen ile indiiklenen T ve B lenfositlerinin diferansiyasyonunu inhibe
ettigi ve bunun sonucunda hem T hiicresine bagimli hem de T hiicresinden bagimsiz
humoral bagisiklig1 ve dolayisiyla immiinoglobulin {iretimini bozdugu bulunmustur.
Insanlarda, serumdaki AFBj-albiimin katim {iriinii diizeyleri ile yiiksek AFB;
seviyeleri, D69 aktivasyon gostergesini (6r. CD3" CD69" ve CD19" CD69") tasiyan
CD3" ve CD19" lenfosit alt gruplarindaki ve asilama ve patojenlere kars1 bagisiklik
tepkisinde merkezi bir rol oynayan CD8", T-hiicrelerindeki azalma ile yiiksek
derecede korelasyon gdstermistir. Ikinci sonuglar, AFB;'in insanlarda edinilmis hiicre
aracili bagisikligt bozdugunu ve enfeksiyonlara karst direncini azalttigim

gostermistir (11).

Immiinostimiilasyon

Immiinostimiilatér etkilerle ilgili olarak, aflatoksinlerin birinci asamada
uyarict bir etki ve ikinci asamada baskilayici etki ile iki fazli bir bagisiklik yaniti
ortaya c¢ikardigina dair artan kanitlar vardir (45). Valtchev ve ark.(46)’na gore, kisa
stireli diisiik doz aflatoksinlere maruz kalmak bagisiklik sistemini uyarirken, daha
uzun siire yiiksek dozlara maruz kalmak bagisiklik baskilayict etkiler gostermektedir.
Ornegin, ¢ok diisiik seviyelerde aflatoksine maruz kalindiginda, toll benzeri
reseptOrlerin ekspresyonunun upregiilasyonu farkli organlardaki farkli bagisiklik
hiicrelerinde gozlemlenmistir. Aflatoksin maruziyetine yanit olarak uyarilan sitokin
tiplerine iligkin celigkili verilere ve fikir birligi eksikligine ragmen, bagisiklik
tepkisinin gereksiz upregiilasyonu dokuya zarar veren enflamatuar molekiilleri ve
serbest radikalleri stimiile ederek kronik inflamasyon, kanser ve sinir sistemi

dejeneratif hastaliklarina yol agar (11).
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Teratojenite

Hamile kadinlarin aflatoksinlere maruz kalmasi, rahimdeki embriyolar
etkileyerek c¢esitli olumsuz saglik etkilerine ve gebelikte farkli patolojik sonuglara
neden olabilir (47). Memelilerde, aflatoksinlere yiiksek diizeyde maruz kalan
annelerde sistemik kan dolagimi aflatoksinleri veya toksik metabolitlerini fetiislere
tagir. Bir¢ok calisma hamile ve emziren kadinlarin siitii, serum veya kordon kaninda
ve ayrica fetuslarin kordon kaninda da aflatoksin metabolitleri veya aflatoksin-DNA
ve aflatoksin-albiimin katim triinleri gibi biyobelirtecler bulundugunu gostermistir.
Bu da fetiislerin ve yenidoganlarin anne yoluyla aflatoksinlere maruz kalabilecegini
kanitlamaktadir (12). Bu nedenle, asir1 derecede aflatoksinlere maruz kalan annelerin
hamileligi, fetal biiyiime bozuklugu, fetal kayip ve erken dogum dahil olmak tizere
cesitli sonuclara yatkindir. Dogum agirligt ve kordon kanindaki biyobelirteclerin
miktarlar arasinda ters bir iliskinin yogun oldugu insanlarda ve hayvanlarda biiylime
kisitlamasi belgelenmistir (11). Abdulrazzaq ve ark. (48), AFM; diizeyleri ile dogum
agirliklar arasinda gii¢lii bir negatif korelasyon bulmuslar ve bu Turner ve ark.
(49)’nin maternal kandaki AFB;-albiimin’in, bebeklerin biiyiime geriliginin
gostergesi olduguna dair bulduklari bulgular ile uyusmaktadir. AFB;j-alblimin
diizeyleri ile kisa g¢ocuklarin boy/kilosu arasinda anlamli bir negatif korelasyon
bulunmus ve bu ¢ocuklar % 30-40 oraninda daha yiiksek AFB;-albiimin diizeyleri
sergilemislerdir (12). Ayrica, aflatoksinlere maruz kalan hayvanlarda canli dogum ve
yavru biylikliiglinde azalma, organ gelisiminde bozulma ve yavrulardaki iskelet
anomalileri belirlenmistir. Bu, aflatoksinlerin DNA'ya baglanmasi1 ve protein
sentezinin engellenmesi ile acgiklanmistir. Hamile kadinlarin aflatoksin yoniinden
zengin beslenmesi sagliklarini etkiler ve fetiislerini konjenital anormalliklerle dolayl
sonuglara maruz birakir.  Ornegin, maternal pro-enflamatuar  sitokinlerin
upregiilasyonu ve/veya anti-enflamatuar sitokinlerin downregiilasyonu plasental
bliylimeyi bozan ve yetersizligine neden olan sistemik inflamasyonu indiikler.
Dolayisiyla, zayif fetal biiyiime, diisiik veya 6lii dogum veya prematiire doguma Yyol
acar. Ayrica, aflatoksinlerin sitotoksik aktivitesi, kirmizi kan hiicrelerini parcalayarak
anemiye neden olur veya demir, selenyum ve vitaminler gibi besinlerin emilimini

degistirerek, zayif fetal bliylime ve/veya prematiirite ile sonuglanir. Ancak, ¢evresel
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olarak ilgili aflatoksin seviyelerinin, insanlarda kirmizi kan hiicresi lizisini ortaya

¢ikarabilecek dozlarin altinda kaldig1 goriilmektedir (11).

Aflatoksinlere kronik maruziyet ile ortaya citkan diger toksik etkiler

Omiir boyu diisiik dozlarda aflatoksinlere tekrarlayan maruziyet, kronik
hastaliklara neden olur ve bunlardan en sik ve siddetli olan1 kanserdir.
Aflatoksinlerin diyetle aliminin primer karaciger kanseri ile iliskili olmasina ragmen,
bobrek, pankreas, mesane, kemik gibi diger i¢ organlarin da bu mikotoksinlere maruz
kaldiginda kanser gelistirdigi bildirilmistir. Aslinda, aflatoksinlere kronik maruziyet,
memelilerde immiinosupresyon, teratojenite, mutajenite, sitotoksisite ve Ostrojenik
etkiler dahil olmak iizere bir dizi ciddi hastaliga neden olur. Onceki boliimlerde
bahsedilen baslica toksikolojik etkilere ek olarak, aflatoksinler iist iiste binen
mekanizmalar ve risk faktorleri ile birlikte cesitli diger olumsuz saglik etkileri
gostermektedir. Bunlar yetersiz beslenme hastaliklarini (titreme ve bodurluk),
fiziksel ve zihinsel gelisim geriligini, ireme ve cinsellik problemlerini ve sinir
sistemi hastaliklarin1 (ndrodejeneratif hastaliklar ve noroblastom) igermektedir

(11,50,51).

Aflatoksinler ve yetersiz beslenme

Aflatoksinlere maruziyet selenyum, A, C ve E gibi vitaminlerin ve
minerallerin emilimini etkileyerek zayif beslenme durumunu siddetlendirir.
Boylelikle, ¢ocuklar/tiiketiciler hem bu temel mikro besinlerden mahrum kalir hem
de aflatoksinlere olan duyarhiliklar1 artar. Sonug¢ olarak, maruz kalan ¢ocuklar,
yukarida bahsedildigi gibi gestasyonel agamadan yetiskinlige kadar bodurluk, fiziksel
ve zihinsel gelisim geriligi gibi biiylime bozukluklari yasayabilir. Birgok Afrika
iilkesinde, ciddi protein yetersizligi, marasmus, kwashiorkor ve marasmic
kwashiorkor olan c¢ocuklarda, saglikli akranlarina kiyasla yiikksek AFB;
biyobelirtegleri bulunmustur. Aflatoksikol, kwashiorkor ve marasmic kwashiorkor
gozlenen cocuklarda tespit edilen ana AFB; metabolitidir. Mekanik olarak, AFB;'in
besin seviyelerini nasil degistirdigi bilinmese de; in vitro ¢alismalar, AFB;'in vitamin
D reseptoriinii (VDR) downregiile etme ve insiilin benzeri biiylime faktorii-2 sinyal
eksenini modiile etme yetenegini gostermistir. Bu da, bunlarin AFB; kaynakl

yetersiz beslenmenin potansiyel mekanizmalari olabilecegini gostermektedir (11,12).
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Aflatoksinler ve norodejeneratif hastaliklar

Aflatoksinlere kronik maruziyetin, ndrodejeneratif bozukluklardan da
sorumlu olabilecegine dair artan kanitlar bulunmaktadir. CYP450 enzimleri
tarafindan tiretilen AFBO, ROT ve aflatoksin kaynakli oksidatif stres, lipit ve protein
sentezini  inhibe  ettikleri ndronal  beyin  hiicrelerindeki  fonksiyonel
makromolekiillerle reaksiyona girebilir. Aflatoksinlerin ayrica beyin hiicrelerindeki
mitokondrilerin yapisini ve islevini bozarak, oksidatif fosforilasyonu engelledegi ve
hiicre apoptozuna yol agtigi bildirilmistir. EK olarak, kwashiorkor’dan olen bir
cocugun beyin dokularindaki aflatoksinlerin tespiti ve Reye sendrome (serebral 6dem
ve noronal dejenerasyon) ile iliskisi, aflatoksinlerin kan-beyin bariyerini
gecebildikleri ve dejenere ettikleri sinir sistemine sizabildiklerinin gii¢lii bir
gostergesidir (11). Ayrica, oksidatif strese ek olarak, aflatoksinler, merkezi sinir
sisteminde proinflamatuar kosullar ile immiinokompetan hiicrelerin yanitin1 bozarak

norodejeneratif bozukluklari indiikledigi bilinmektedir (52).

Aflatoksinler ve Solunum ve Endokrin Sistemleri

Birgok insan, tahilin kabugunun c¢ikarilmas: ve islenmesi sirasinda oldugu
gibi aflatoksin ile kontamine olmus tozlar1 soludugunda, aflatoksinlere, ozellikle
AFB;'e mesleki olarak maruz kalabilir. Bunlara maruz kalan kisilerin iist solunum
yolu ve akciger kanseri insidanslarinin daha yiiksek oldugu ve AFB;'in deney
hayvanlarinda % 100 pulmoner adenomu indiikledigi bildirilmistir. Aflatoksinlerin,
¢esitli hormonlarin sentezinden sorumlu enzimleri ve substratlarini bozarak gesitli
endokrin bezinin isleyisine de miidahale ettigi bildirilmistir. Aflatoksinler ve
metabolitlerinin yani sira liretilen ROT'un hipofiz bezi, yumurtalik graniiloza hiicreli
timorleri, adrenal bezin adenomlar1 ve adenokarsinomlari, bobrekler, tiroid bezi,
yumurtaliklar, testisler gibi farkli endokrin bezlerinde ¢esitli kanserlere neden oldugu

bildirilmistir (39).

Akut toksisite

Aflatoksinlerin tek bir dozda veya kisa bir siire igin tekrarlayan yiiksek
dozlarda oral alimi, insanlarda ve hayvanlarda sarilik, uyusukluk, bulanti, 6dem,

vaskiiler kirilganlik, karaciger dokularmmin hemorajik nekrozu, safra kanali
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hiperplazisi ve sonunda ciddi karaciger hasart ve olim (%10-60) gibi tipik
semptomlar1 igeren akut zehirlenmeye neden olur (39,53,54). Insanlarda akut
toksisiteyi tetikleyen spesifik aflatoksin dozu iizerinde bir fikir birligi olmamasina
ragmen, boyle bir dozun yas, cinsiyet, saglik ve beslenme durumu, kronik viral
hepatit, alkolizm, sigara igme, siroz, hepatotoksik mikrositine maruz kalma gibi
faktorlerin varlig1 veya yokluguna bagli olarak oldukc¢a degisken olabilmektedir.
Ornegin, iyi beslenmis yetiskin kadnlarm aflatoksinlere, benzer saglik ve beslenme
durumuna sahip erkeklerden daha az duyarli oldugu bilinmektedir. Diinya Saglik
Orgiiti'niin (DSO) diinya ¢apinda aflatoksikoz salginlar1 ve in vitro testlerin
kayitlarina dayanan bir tahminine gore, kisa bir siire i¢cin 1 mg AFB;/kg veya daha
yiiksek seviyelerde kontamine gidalarin diizenli olarak tiiketilmesi insanlarda akut
zehirlenmeye neden olmaktadir. Ayni rapora gore, AFB; ile kontamine gidalarin 1-3
hafta boyunca 0,02-0,12 mg/kg viicut agirligi dozunda giinliik tiiketimi, hayati tehdit
eden aflatoksikozu ortaya c¢ikarmaktadir. Ayrica, insanlarda kiimiilatif olimciil
dozun yetiskinler i¢cin 10 ila 20 mg ve ¢ocuklar icin 3 mg arasinda degistigi
ongoriilmektedir. Birgok arastirmaci, akut aflatoksikozu, aflatoksinler ve
makromolekiiller (proteinler, fosfolipidler ve niikleik asitler) arasindaki etkilesim ve
sonu¢ olarak makromolekiillerin fizyolojik ve yapisal islevlerinin bozulmas: ile
iliskilendirse de, akut aflatoksikoz mekanizmasi tam olarak anlagilabilmis degildir.
Aflatoksin-protein eklentileri (6zellikle de aflatoksin-albumin katim iiriinii), akut
zehirlenme ile siklikla iliskilendirilmistir (11). Ayrica, aflatoksin-albiimin katim
irtinii olusumunun yani sira AFB,'nin bir diyet kontaminant1 veya bir AFB;-faz |
metaboliti olarak metabolizmasinin da akut toksisite ile iliskili oldugu ileri
stiriilmiistiir. AFBp,'min hiicresel proteinler ve fosfolipidlerle kovalent olarak
baglanip, lipid ve protein eklentileri olusturarak, muhtemel akut aflatoksikoza yol
actigl da bildirilmistir (12). Ek olarak, Sekil 2.4.’de gosterildigi gibi aflatoksin-
fosfolipid eklentilerinin ve ROT kaynakli LPO'un, hiicre, mitokondri ve
endoplazmik retikulum zarlarmin biitiinliigliniin ve islevlerinin bozulmasindan
baslica sorumlu olduklarina dair artan bulgular vardir. Ayrica, yiliksek dozlarda
aflatoksinlere maruz kalindiginda, siddetli DNA fragmantasyonu, akut

aflatoksikozda rol oynayan diger 6nemli bir etkendir.
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Bununla birlikte, diisiik dozlarda aflatoksinlere kronik maruziyet akut
aflatoksikozda gozlenenlerle benzer etkiler iiretebilirken, etkileri faz II enzimleri ve
hiicresel antioksidan savunma mekanizmalar1 ile detoksifiye edilerek veya
mutasyonlart1 6nleme amagli DNA onarimi ile hafifletilebilir. Ancak, akut
aflatoksikoz, dozun ¢ok yiiksek oldugu durumlarda yukarida belirtilen hasarlarin
¢ogunun veya tamaminin aniden ortaya ¢ikmasindan kaynaklanir. Cok fazla miktarda
aflatoksin kisa siirede, hiicrenin detoksifikasyon kapasitesinin {istiine ¢ikabilir ve
metabolizmay1 ciddi DNA hasarina, hiicre dongiisii progresyonunun bozulmasina,
DNA parcalanmasina, metabolik bozukluklara, sitotoksisiteye ve sonunda doku

yetmezligine yol agan toksik metabolitlerin iiretimine dogru yonlendirebilir (11).

2.4. Aflatoksin M,

AFM;, CYPP450 enzimleri tarafindan karacigerde olusan, AFB;'in hepatik
hidroksillenmis metabolitidir ve memelilerin idrar, diski ve siitii ile 1trah
edilebilmektedir (14,15). Bu metabolit, AFB; ile kontamine olmus yemle beslenen
emziren ¢iftlik hayvanlarinin siitiindeki ana atilim {riintidiir; bu nedenle de
hayvanciliktan elde edilen siit ve siit iirtinlerini kontamine edebilmektedir (55,56).
AFM3, siitte tespit edilen aflatoksinlerin % 95'ini temsil etmektedir. Farkli
caligmalardan elde edilen verilere gore, AFB1’in sagmal ineklerin siitine AFM;
olarak taginma oran1 % 0,3 ile % 6,2 arasinda degisiklik gostermektedir (9). AFB;'in
yemden slite taginma oranini; beslenme rejimleri, yutma orani, sindirim orani, saglik
durumu, hepatik biyotransformasyon kapasitesi, laktasyon asamasi ve hayvanin
gercek siit iretimi gibi ¢esitli faktorler etkilemektedir. Bu da, AFM;'in siite itrah
oraninin; ¢esitli fizyolojik ve beslenme faktorleri, mevsimsel degisim ve genetik
polimorfizme bagli olarak hayvanlar arasinda degisebildigini gostermektedir
(9,16,57). Ornegin, laktasyonun baslangicinda 1trah, geg laktasyon fazina kiyasla 3,3-
3,5 kat daha fazladir. Bunun yan1 sira AFM; konsantrasyonunun kisin yaz mevsimine
gore daha yiiksek oldugu bildirilirken, sabah siitiiniin aksam siitiinden daha yiiksek
bir toksin ylizdesine sahip oldugu bulunmustur (35,58).

Stitteki AFM; ve hayvanlar tarafindan tiiketilen yemdeki AFB; miktar
dogrusal bir iliski gostermektedir (59). AFM; AFB;'in alinmasindan sonraki 15

dakika i¢inde, siit ve idrara itrah edilmeden 6nce emziren hayvanin kaninda tespit
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edilebilir. Ote yandan, siitte AFM; ilk AFB; alimindan 12-24 saat sonra tespit
edilebilir ve konsantrasyonu alimdan sonraki 2-3 giin ig¢inde daha yiiksek bir
seviyeye ulasir. Benzer sekilde, AFB; ile kontamine olmus yem maddeleri ile
besleme kesilirse, siitteki AFM; konsantrasyonu 2-3 giin i¢inde tespit edilemez bir
seviyeye diiser (35,55,60).

Yiiksek stabiliteleri nedeniyle; pastorizasyon, ultra yiiksek sicaklik,
sterilizasyon, pisirme, iyonlastirici radyasyon, enzimlerin eklenmesi ve diger siradan
gida isleme yontemleri ile veya depolanma sirasinda siit ve siit bazli iiriinlerdeki
AFM; miktarinda 6nemli bir azalma gozlenmemistir (15,40).

Siit ve siit tirlinlerinde AFM; olusumu en 6nemli halk sagligi sorunlarindan
biridir, ¢iinkii ¢ocuklar ve bebekler bu tiriinlerin ana tiiketicileridir ve aflatoksinlerin

yetiskinlere gore olumsuz etkilerine karsi daha hassastirlar (61).

2.4.1. AFM; Toksisitesi

AFM¢'in toksisitesi ile ilgili bilimsel bilgi birikimi dahilinde AFM; insan
saglig1 icin potansiyel risk olarak kabul edilmis ve IARC tarafindan “Grup I”
karsinojen (insanlar i¢in kanserojen) olarak siniflandirilmistir (13).

AFM;, esas olarak kontamine siit ve siit iriinlerinin tiikketilmesi veya
karacigerde AFB; metabolizmas1 yoluyla hem akut hem de kronik toksikozlara yol
acabilmektedir. insanlarda AFM;'e maruz kalma esas olarak siit tiiketimi yoluyla
gergeklesir (9). AFM; tarafindan hedeflenen ana organ karaciger oldugundan,
hepatotoksik bir metabolit olarak kabul edilmektedir. AFM;'in toksisitesi ve konakg1
tizerindeki etkisi cinsiyet, yas, tiir ve beslenme tutumuna baghdir (60). AFB;’in
metabolizmasindan kaynaklanan AFM; olusumu, bazi yayinlarda detoksifikasyon
islemi olarak bahsedilse de; AFM;'in karsinojen, sitotoksik, teratojenik, mutajenik ve
genotoksik bir ajan oldugu kanisina varilmistir. AFM;’in, memeli hiicrelerinde in
vitro olarak yapilan ¢alismalarda DNA hasarina, gen mutasyonuna, kromozomal
anomalilere ve hiicre transformasyonlarina neden oldugu bildirilmistir. Ayrica AFM;
de, AFB; gibi kalitsal p53 geni lizerinde mutajenik etki gosterebilmektedir. AFM;’in
in vivo olarak, AFB;'in yaklasitk % 10’u kadar karsinojenik ve in vitro olarak,
AFB;'in yaklasik % 10’u kadar mutajenik etkiye sahip oldugu bildirilmektedir
(1,14,16,35,58,62). AFB;’e gore daha az DNA hasar1 ve pre-neoplastik lezyon
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olusturmasinin AFM;'in DNA-reaktif epoksite metabolize olma yeteneginin siirl
olmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Farkli hayvan tiirlerinde yapilan wuzun siireli ¢alismalar, AFM;'in
hepatotoksisitesini kanitlamistir (9). Hepatit ile AFM; baglantis1 iizerine yapilan
calismalar, hepatit tasiyicilarinin, aflatoksinlerle kontamine gidalar1 tiikettikleri
takdirde hepatoseliiler karsinoma gelistirme egilimlerinin daha yiliksek oldugunu
gOstermistir (35).

AFB;'in proteine baglanmak ve akut toksik etkiler ortaya koyabilmesi igin
reaktif epoksite doniistiiriilmesi gerektigi kanitlanmig olsa da; bu islem AFMj'in
sitotoksisitesi i¢in onemli gériinmemektedir. AFM;, CYP450 enzimlerini eksprese
eden veya eksprese etmeyen insan hiicre hatlarinda (MCL-5), AFB;'in aksine
metabolik aktivasyon olmadiginda da dogrudan toksisite potansiyeli gostermistir.
Daha yakin zamanda, insan bagirsak enterosit kiltiirlerinde de AFM;’in dogrudan
sitotoksisitesi ve hiicre i¢i ROT iiretimi ile iliskili sitotoksik sonuglar da gézlenmistir
(9). AFM; ve AFB;, cesitli tiirlerde hemen hemen ayni akut toksisiteye yol
acmaktadir. AFM;'in neden oldugu akut aflatoksikoz, yetersiz beslenme
hastaliklarinin patogenezi, enfeksiyonlara neonatal duyarlilikta artis ve sarilik ile
iliskilendirilmistir. Kronik aflatoksikozun ise nutrisyonel, immiinolojik ve kanserojen
sonuglar1 bulunmaktadir (63). Bunlar disinda ek olarak, bagisiklik baskilama,
azaltilmig siit Giretimi ve viicut dokularina daha az oksijen temini gibi diger zararh
etkiler gozlenebilir (60). Magoha ve ark. (64), tarafindan yiiriitiilen ¢alismada, AFM;

maruziyeti ile bebeklerde agirlik ve boy arasinda anlamli bir ters iliski gézlenmistir.

2.4.2. Siit ve Siit Uriinlerinde AFM ile ilgili Diizenlemeler

Yemlerde ve gidalarda mikotoksinlerin birlikte bulunmasi, bazi uluslararasi
ve kamu otoritelerinin, olast mikotoksin maruziyetini kontrol etmek icin yasal
prosediirleri uygulamasma yol a¢mustir. Gida ve Tarim Orgiitii tarafindan
mikotoksinler i¢in diinya c¢apinda diizenlemeler iizerine yapilan arastirmaya gore;
2003 yil1 sonunda diizenlemeler yapan iilkelerdeki toplam niifus, diinya niifusunun
yaklagik yiizde 87'sini temsil etmektedir (3). Mikotoksin maruziyetinin insan sagligi

tizerindeki etkileri, diinya capinda endise yaratmasina ragmen, bazi iilkeler bilinen
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hicbir mikotoksin diizenlemesine sahip degildir. Bu iilkelerdeki toplam niifus diinya

niifusunun yaklagik yiizde 13'linii temsil ettigi bildirilmistir (Sekil 2.5.).

2003 yilinda mikotoksin diizenlemeleri
kapsamindaki kiiresel niifusun yiizdesi

Avrupa Latin Amerika Afrika
11 % 7.9 % 8.2 %

Kuzey Amerika
5.1 %
Bilgi mevcut
degil
13.3 % Asya/Okyanusya
54.5 %

Sekil 2.5. Mikotoksin diizenlemeleri kapsamindaki diinya niifusunun yiizdeleri (3).

2003 yili sonunda 60 iilkede siit ve siit iiriinlerinde AFM; i¢in yonetmelikler
kabul edilmistir. Cogunlukla Avrupa Birligi (AB) ve AB aday iilkeleri biiyiik oranda
en genis pike katkida bulunurken; Amerika Birlesik Devletleri (ABD), birka¢ Asya
tilkesi ve Latin Amerika, Sekil 2.6.'de goriildiigii gibi ikinci en genis pike katkida
bulunmustur. Farkli tilkelerdeki siit ve siit triinlerinde AFM;'in maksimum kabul
limitine yonelik uluslararasi diizenlemeler, Tablo 2.2.’de 6zetlenmistir. Ornegin, AB,
yetigkinlerin tiikettigi ¢ig siit, 1s1l islem gérmiis siit ve siit bazli tirlinlerin {iretimi i¢in
kullanilan siitteki kabul edilebilir maksimum AFM; limitini 0,05 ug kg™ olarak
belirlemistir. Fakat bebek siitii ve devam siitii dahil olmak {izere; bebek mamalar1 ve
takip mamalarinda AFM; i¢in daha kisitlayict olan 0,025 pg kg'l, maksimum sinir
olarak belirlenmistir (65). Hem Tirkiye hem de KKTC, Avrupa Birligi
diizenlemelerine uyumlu olarak yetiskin ve bebek tiiketimi igin siit ve siit
iiriinlerindeki maksimum AFM; smirini sirasiyla, 0,05 pg kg™ ve 0,025 pg kg™
olarak belirlemistir (66). Bununlar birlikte siitte AFM; i¢in daha yiiksek diizenleyici
seviye, ABD dahil olmak iizere baz iilkelerde 0,5 pg kg™ olarak belirlenmistir.
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15 pg/kg 1

5ugkg 1
0.5 pg/kg I 22
0.2 ugkg M1

0.05 ng/kg M 34

tespit edilemez [ 1

m Ulke sayisi

Sekil 2.6. 2003 yil1 sonunda, diinya ¢apinda siitte AFM; i¢in uygulanan limitler (3).

2.5. Mikotoksin Kontaminasyonunun Onlenmesi ve Detoksifikasyon
Yontemleri

Gida zincirinde AFM;'i kontrol etmenin en etkili yolu, tarimsal iiriinlerde kiif
biiyiimesini ve hayvancilik yemlerinde miiteakip AFB; {retimini Onlemektir.
Mikotoksinlerin tarladan beslenmeye kadar olan siirecte olusumlarini tam olarak
anlamak ve mikotoksin toksisitesini en aza indirmek i¢in entegre stratejileri
uyarlamak 6nemlidir. Hayvan yemlerinde, farkli hayvan tiirlerine iliskin izin verilen
maksimum AFB; seviyeleri, Avrupa Komisyonu tarafindan belirlenmistir (Tablo
2.3.) Bu nedenle, yemlerdeki AFB; konsantrasyonunun AB diizenlemelerine uygun
olmasi beklenmektedir. Bununla birlikte, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA)
tarafindan diizenlenen yemlerde aflatoksin i¢in etki seviyeleri ise, Avrupa
Komisyonu diizenlemelerine gore kiigiik bir farklilik gostermektedir (Tablo 2.4.).
Yemlerdeki mikotoksin kontaminasyonu tiim koruyucu Onlemlere ragmen
kacinilmaz olabilmektedir. Kiif biiylimesinin Onlenmesi, tarlada hasat Oncesi
basarisiz oldugunda, hasat sonrasi yaklasimlar ve mikotoksinlerin inaktivasyonu

veya dekontaminasyonu gibi diger alternatifler dikkate alinip uygulanmalidir (72).
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Tablo 2.2. Siit ve siit tirlinlerinde, tilkelere gore AFM;'in maksimum kabul limiti.

Maksimu
Ulke Uriin MIARMy
seviyesi
(ng/kg)
AB? Cig siit , 1s1l iglem gormiis siit ve siit bazli tirtinlerin liretimi i¢in siit 0.05
Bebek siitii ve devam siitii dahil olmak iizere; bebek ve devam mamasi 0.025
ABD" Siit 0.5
Ermenistan® Siit 0.5
Avustralya® Cocuk siitii 0.02
Arjantinb Sivi siit 0.5
Siit tozu 5
Brezilyab S1va siit 05
Siit tozu 5
Uruguayb S1va siit 05
Siit tozu 5
Paraguayb Siv1 siit 0.5
Siit tozu 5
Diizenleme
Bahamalar” Siit yok
Barbados® Siit 0.5
Siit protein konsantresi, tereyagi 0.5
Belarus® 1zin
Siit esasli bebek besini verilmiyor
Diizenleme
Bolivya” Siit yok
Bulgaristan® ) Cig fm ) 0.05
Siit tozu, yogunlastirtlmus siit 0.4
Burkina Diizenleme
Faso® Siit yok
Diizenleme
Kamerun” Siit yok
ili® Siit 0.05
S
. Siit ve siit iiriinleri " 05
Cin Tespit
Bebek mamasi siit tozu edilemez
Hirvatistan” Siit ve siit tirlinleri 0.5
Siit ve siit tirlinleri 0.05
Estonva’ Ham yag, don yagi, tereyagi, siit proteininin hidrolizatlari, kazein ve
y kazeinatlar, peynir alt1 suyu konsantreleri 05
Siit ve siit iiriinlerine dayal gida takviyeleri
Diizenleme
Gana” Siit yok
Al b Cig siit, 1s1l islem goérmiis siit ve siit bazli iiriinlerin Giretimi igin siit 0.05
manya
Bebekler ve kiiciik ¢cocuklar icin gida 0.01
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Tablo 2.2. (Devam) Siit ve siit tirtinlerinde, tilkelere gore AFM;'in maksimum kabul limiti.

Honduras® Siit ve siit iirlinleri 0.05
Bebek mamasi 0.02
izlanda” Siit ve siit iiriinleri 0.05
Siit, siit icecek {iriinii, fermente siit, renin hidrolize siit {irtinleri 0.5
Endonezya* Konsantre siit ve benzeri 0.5
Kuru siit ve ilgili {irlinler 5
Kore® Cig siit ve isleme Oncesi siit 0.5
Siitlii tahillara dayali bebek mamast 0.02
Siit [¢ig, pastorize, sterilize edilmis] 0.05
ran” Siit tozu 0.5
Bebekler i¢in siit tozu (sulandirildiktan sonra) 0.01
Diger siit liriinleri 0.05
israil® Siit ve siit tiriinleri 0.05
i talyab Cig siit, 1s1l islem gormiis siit ve siit bazli iiriinlerin tiretimi i¢in siit 0.05
Bebek mamasi 0.01
Japonya' Siit 0.5
Letonya” Siit ve siit iiriinleri 0.5
Diizenleme
Pakistan® Siit ve siit iiriinleri yok
Siit ve siit irtinleri 0.05
Fas® 3 yasin altindaki bebekler i¢in siit ve siit iiriinleri 0.03
Siit tozu 0.5
3 yasin altindaki bebekler i¢in siit tozu 0.3
Rusya” Siit ve siit iriinleri 0.5
Slovakyab Siit ve siit tirtinleri 0.5
Bebek mamasi ve ¢ocuklar igin siit bazli gidalar 0.1
Tayvan® St 0.5
Siit tozu 5
Tiirkiye? Cig siit, 1s1l islem gormiis siit ve siit bazli iiriinlerin tiretimi i¢in siit 0.05
Bebek siitii ve devam siitii dahil olmak iizere; bebek ve devam mamasi 0.025
KKTC Cig siit, 1s1l islem gormiis siit ve siit bazli iiriinlerin Giretimi i¢in siit 0.05
Bebek siitii ve devam siitii dahil olmak iizere; bebek ve devam mamasi 0.025
Siit ve siit iiriinleri, yogunlagtirtlmus siit, siit tozu, bebek mamasi igin
Ukrayna” siit iiriinleri 0.5
Venezuela® S1vi siit 0.5
Siit tozu 5

(67)," (3),°(68), " (69), ° (70), "(71), ¢ (66)

" Siit tozu, ¢ig siite gore hesaplanmistir
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Tablo 2.3. Yemlerde AFB; i¢in izin verilen maksimum seviyeler.

Maksimum AFB,

Hayvan yemi amagh iriinler icerigi (mg / ke’)

Tim yem malzemeleri 0.02
Sigir, koyun ve kegiler icin tam hayvan yemi 0.02

asagidakiler hari¢ olmak lzere:

- St hayvanlari igin tam yem 0.005
- Buzagi ve kuzu igin tam yem 0.01
Diger tam hayvan yemleri 0.01

Sigir, koyun ve kegiler igin tamamlayici yemler

(stt hayvanlari, buzagilar ve kuzular icin tamamlayici yemler 0.02
harig)
Diger tamamlayici yemler 0.005

# Nem igerigi % 12 olan bir hayvan yemine gore (77)

Tablo 2.4. ABD Gida ve Ilag Dairesi’nin yemdeki toplam aflatoksinler i¢in
belirledigi onlem seviyeleri.

Yem malzemesi Aflatoksinlerin mg / kg olarak

konsantrasyonu
Olgunlasmamis hayvanlar ve sit sigirlari igin misir 0.02
Damizlik et sigiri icin misir ve yer fistigi Griinleri 0.1
Kesim i¢in hazirlanan damizlk et sigiri icin misir ve yer fistigi 03
artnleri ’
Pamuk tohumu kispesi (yem maddesi olarak) 0.3
Diger tim yem maddeleri 0.02
(28)

Kiif biiyiimesi ve mikotoksin iiretimi temel olarak ¢evresel faktorlere, hasat
(mahsul olgunlugu, sicaklik ve nem) dahil olmak iizere tarim ve silaj yapim
uygulamalarina, depolama (yapi, nem, sicaklik), islenme ve yiikleme-bosaltma
kosullarina baghdir (5,73). D’Mello ve MacDonald (74), gidalarda ve yemlerde
mikotoksinlerin ortaya ¢ikmasini veya tiretimini etkileyen cesitli faktorleri fiziksel,

kimyasal ve biyolojik olarak simiflandirmistir. Kuraklik, sicaklik artigi, bagil nem,
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nem mevcudiyeti, mekanik yaralanma ve bocek / kus hasart gibi ¢evresel kosullar
fiziksel faktorler olarak kabul edilir ve bu faktorler mikotojenik mantarlarin
kolonizasyonunu degistirebilir. Mevsim i¢in normal olmayan hava kosullar1 ekinleri
ve yemleri modifiye edip, mikotoksin iiretimine duyarli hale getirebilir. Mikotoksin
tiretimini etkileyen diger faktorler ise fungisitlerin ve/veya giibrelerin kullanimini
iceren kimyasal faktorlerdir. Biyolojik faktorler ise kolonize edici toksijenik mantar
tiirleri ve substrat arasindaki etkilesimlere dayanir. Ayrica biyolojik faktorler kendi
icinde mantar tiirleri, sus spesifikligi, sus varyasyonu ve toksijenik oOzelliklerin
degiskenligi gibi i¢ faktorlere ayrilir (31). Tahillarda, sicaklik ve nem igerigi kiif
olusumunu ve miiteakip mikotoksin tiretimini uyaran en kritik faktdrlerdir. Nem
icerigine bagil nem etki eder ve bu da kiif gelisimi i¢in su mevcudiyetine neden olur.
Tahillarda kiiflerin biiyiimesine ve miiteakip mitoksin iiretimine elverisli veya
baskilayici olabilen faktorler Sekil 2.7.’de 6zetlenmistir. Genel olarak hububatlarda
kiifler, 10°C-45°C sicaklik araliginda, > %70 bagil nem ve 4-8 pH araliginda
biiyliyebilirken, aflatoksin liretimi i¢in gerekli olan optimum sicaklik ve ay, sirasiyla
33°C ve 0.99'dur (5). ideal olarak, mikotoksinler tarafindan kontamine olan gida ve
yemlerin zararh etkilerinden kaginmak i¢in ti¢ strateji vardir: 1) kiif kontaminasyonu
ve bliylimesinin 6nlenmesi 2) mikotoksin i¢eren gida ve yemlerin dekontaminasyonu,
3) tiiketilen gida / yemlerin mikotoksin igeriginin sindirim sistemine emiliminin
engellenmesi (75). Mikotoksin zehirlenmesinin Onlenmesi i¢in bazi geleneksel
stratejiler genellikle hasat Oncesi ve sonrasi yaklasimlari ve hasat sirasinda 6zel
yaklagimlar gerektirir. Ote yandan, gida ve yem mikotoksinler tarafindan kontamine
oldugunda; kimyasal, fiziksel ve biyolojik yontemleri igeren ¢esitli dekontaminasyon
stratejileri uygulanir (Sekil 2.8.). Sekil 2.8.’de 6zetlenen alisilagelmis stratejilere ek
olarak, aragtirmacilar mikotoksinlerin degradasyonu i¢in mikrodalga 1sitma, elektron
15101 ve gama 1sinlamasi, UV ve darbeli 151k, elektrolize su ve soguk plazma gibi yeni

teknikleri de arastirmaktadir (76).
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FAKTORLER

=

iklim kosullan
-Sicakhk, nem

Agronomik uygulamalar

-Kuraklik stresi

-Stresli zayif bitkiler

-Onceki plantasyon

kalintilar

Duyarl ekin cesitleri
Bdcekler ve akarlarla

etkilesimler
Yabanc ot istilasi
Tek tirld tanm ve

inokiiliim (as1) olusumu

= Mantar suglan ve

spor yukd

= Mikrobiyolojik
ekosistem

=  Bitki hastaligina
bagh hasar

*  Su aktivitesi
= Substratin dogasi
*  Besin bilesimi

HASAT /
KURUTMA

C.

(O

HASAT SONRASI/
DEPOLAMA

(=

iklim kosullar

- Sicaklik, nem
Bocekler ve akarlarla
etkilesimler

Spor yiki

Kurutma hizi

Tekrar islatma

Mekanik hasar
Tahillarin
harmanlanmasi
Uriin olgunlugu /
gecikmis hasat
Kontamine olmus
ekipman

&

« iklim kosullar
- Sicakhk, nem, oksijen

seviyesi

*  Mantar suslari ve spor
yikd

+ Bocekler ve akarlarla
etkilesimler

*  Mikrobiyolojik ekosistem
- Bitki hastaligina bagh hasar *

+ Substratin dogasi

*  Mineral beslenmesi

* Besin bilesimi

= Kurutma hizi

s Tekrar islatma/Sicak
noktalar

Mekanik hasar
*  Atmosfer
= Tahillarin
harmanlanmasi
=  Kimyasal
koruyucular
Hijyenik kosullar
Kontamine silolar
ve tahillar
* Islak hasarh
tahillar

_

Sekil 2.7. Tahillarda kiif birikmesine ve miiteakip mikotoksin iiretimine katkida
bulunan faktorler (5,75).
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|
Koruyucu

Onlem
| |

Hasat Oncesi

|
Dekontaminasyon
|

Hasat Sonrasi Fiziksel Kimyasal Biyolojik
-Tiirsel seleksiyon -Ayiklama - Adsorpsiyon - Kimyasal ajanlar - Fermentasyon
-Ekim tarihi (fiziksel, kimyasal, - Amonyasyon o
-Uygun saklama biyolojik) - Ozonlama - Mikrobiyal

-Kiltivasyon teknikleri metabolizasyon

-Termal iglemler (pisirme,
kavurma, firinda pisirme,
kizartma, ekstriizyon)

-Hasere kontrolii - Enzimler

Sekil 2.8. Mikotoksinler i¢in alisilagelmis 6nleme ve dekontaminasyon stratejileri (73).

2.5.1. Mikotoksin Kontaminasyonun Onlenmesi

Tarla yonetiminin tiim asamalarinda (ekimden once bile) iyi tarim ve {iretim
uygulamalari, depolama izleme, siralama, ayirma ve temizleme prosediirleri
mikotojenik mantar biiylimesini ve miiteakip mikotoksin {iretimini Onlemenin en
temel ve etkili yoludur (23). Mikotoksin dekontaminasyon stratejilerinin kontrolii,
tehlike analizi ve kritik kontrol noktalart (HACCP) yaklagiminin kriterleri ile
saglanabilir. Gida yonetiminde mikotoksin tehlikeleri de dahil olmak iizere gida
zehirlenmesini  Onlemek i¢in tasarlanmis olan bu yaklasim, tarlalardan
gidalara/yemlere mikotoksinlerin olusumunu kontrol etmek i¢in proaktif yontemler

sunmaktadir (78).

Mantar Olusumunu ve Mikotoksin Uretimini En Aza indirmek I¢in

Hasat Oncesi Yontemler

Kuraklik stresi, mantar ve bocek istilasi gibi ¢esitli abiyotik ve biyotik
faktorler ve yanlis ekim teknikleri hasattan dnce tahillarda mikotoksin iiretimine esas
olarak sebebiyet verir (79). Tarla yonetiminde hasat Oncesi Onlemler, tohumlama
yataginin hazirlanmasi, {irlin rotasyonu, ¢esit se¢imi, toprak isleme, uygun ekim
zamani, sulama, toprak giibrelerinin ve atoksijenik mantar tiirlerinin kullanimi, bocek
oldiiriictilerin kullanim1 ve fungisitlerin kullanimi gibi etkili tarimsal uygulamalari
icerir (29,35). Ekimden Once tarla yonetimi mikotoksinlerin kontrolii i¢in ¢ok
onemlidir. Ornegin, 6nceki mahsul bitkilerinin kalintilarin1 gidermek icin derin ¢ift

stirme, konakg¢1 olmayan bitkilerle mahsul rotasyonu, ge¢ olmayan ekim tarihleri ve
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yiiksek kirpma yogunlugundan kaginmak, tarlada mikotoksijenik mantar inokiilim
birikimini Onlemek i¢in proaktif uygulamalardandir. Misir ve diger hububat
cesitlerinin se¢imi ile ilgili olarak, ¢ekirdek vaksi bilesimindeki farkliliklardan dolay:
melez cesitler arasinda Aspergillus tiirlerine karsi duyarlilikta 6nemli farkliliklar
gbzlenmistir. Bu nedenle, uygun melez se¢imi ve yumusak ¢ekirdek melezlerinin
kullanimindan kagmilmasi dikkate alinmalidir. Mantar birikimine direngli bitki
cesitlerin yetistirilmesi ve katabolizma yetenegine sahip veya toksin iiretimine
miidahale edebilen transgenik cesitlerin daha da gelistirilmesi saha yonetiminde
potansiyel olarak etkili yontemler olabilir. Ayrica, uygun sulama yontemleri kuraklik
stresini 0nlemek ve bitkilerin mantar kontaminasyonuna duyarliligini azaltmak i¢in
¢ok yararli olabilir (29,72,80,81). Giibreleme; N, P,05 ve K,O arasinda denge elde
edildiginde, bitki sagligimin iyilestirilmesi, canlili§i ve direncinin siirdiiriilmesi
acisindan oOnemli bir uygulama olarak bilinmektedir. Yiiksek oranda azot
kullanildiginda ve denge saglanmamis giibreleme yapildiginda, giiclii vejetatif gelisir
ve bu "bitkilerin yumusamasina" yol agar. Sonug¢ olarak, lriinler bocek ve kiif
saldirilarina ve miiteakip aflatoksin {iretimine daha duyarli hale gelir (35,81).
Yabanci ot ve boceklerin mantar enfeksiyonunu arttirdigi bilindiginden; pestisitlerin
ve fungisitlerin kullanimi ve ayrica bunlarin kullanimlarinda uygun zamanlama,
mikotoksijenik mantar kontaminasyonunun engellenmesi i¢in alinabilecek kritik
onlemlerdir (81). Fernando ve Bean (82), ¢alismasinda fungisit trisiklazoliin in vitro
testte A.flavus ve A.parasiticus'un biiylimesini ve miiteakip aflatoksin iiretimini
inhibe etmede etkili oldugunu bildirmistir. Baska bir calismada ise, dikloran,
iprodione ve vinclozolin gibi fungisitler A.flavus'un misel biiylimesini inhibe etmis
ve aflatoksin iretimini baskilamistir (81). Ayrica El-Kady ve ark. (83), musir
tanelerinde aflatoksin iiretiminin, vitavax-captan ve rizolex-T mantar oldiriiciiler
gibi giiclii inhibitorler tarafindan inhibe edildigini rapor etmislerdir.

Ek olarak, besleyici kaynaklar i¢in rekabet ve ekolojik nis istilasi
mekanizmasint igeren toksijenik olmayan mantar suslarinin saha ydnetiminde
uygulanmasi 6nemli bir biyokontrol yontemi olarak kabul edilir. Toksijenik olmayan
bu suslar, toksijenik mantar suslar ile ayn1 ekolojik nis i¢in rekabet eder, boylece
toksijenik mantar kontaminasyonu ve mikotoksin iiretimi seviyesini azaltirlar. Bu

nedenle, toksijenik suslarin rekabet¢i bir sekilde dislanmasi igin, toksik olmayan
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suslarin agirlikli olarak toksijenik suslar tarafindan kontamine olmaya duyarli olan
gida veya yem maddelerinde bulunmasi gerekmektedir (29,84). Tarladaki kolonize
bugday tohumlar i¢in toksik olmayan A.flavus susu AF36'nin test edilmesi, pamuk
tohumlarmin olgunluk doneminde aflatoksin seviyesinin azalmasi ile sonuglanmigtir
(85). Brown ve ark. (86), tarafindan yapilan bir bagka ¢alisma, toksik olmayan suslar
es zamanli olarak veya tarla deneylerinde toksijenik sustan 1 giin 6nce asilandiginda,
musirdaki aflatoksin kontaminasyonunun % 95'e  kadar azaldigim1  gOstermistir.
Ayriyetten, toksik olmayan bir sus olan A.flavus NRRL 21882 saha testinde
kullanilmis ve hasat zamani ve hatta depolamadan sonra bile aflatoksin seviyelerini
etkili bir sekilde azaltmistir. A.flavus ve A.parasiticus'un toksik olmayan suslarinin
tarla topragina uygulanmasiyla aflatoksinlerin kontrolii i¢in basar1 elde edilmis olsa
da, toksijenik olmayan suslarin diger mikotoksin tiirlerinin  iretimini

indiikleyebilecegi géz oniinde bulundurulmalidir (81).

Ekim

Genetik tekdiizelik, bitki patojenleri, bocekler ve abiyotik faktorlerde
kirilganliga yol agabilir. Bu da gida gilivenligi i¢in yiiksek riskle sonuclanabilir.
Uretime yonelik riskleri en aza indirmek amaciyla yararli genetik cesitlilik saglamak
ve gelismis 0Ozglin 6zellik performansi sunmak i¢in, uygun olmayan, egzotik
germplazma ile yetistirme yapilir. Genetik kirilganhi§in azaltilmasi ve genetik
lyilestirmelerin saglanmasi, gida ve yemlerin verimliligini veya kullanimini
artirabilir. Dolayisiyla bu da lreticilere tedarik edilecek mahsuliin degerini artirmis
olur.

Misirda tirlin gesitlendirme ile ilgili 6nemli ilerlemeler katedilmistir. Tarimsal
tretimin  kiiresel stirdiiriilebilirligi, ekonomik istikrar ve beslenmeye katkida
bulunmak i¢in egzotik, kamusal ve tescilli misir germplazmindan yararlanilmasinm
amaglayan Misir’in Genetik Gelistirilmesi programi ve Misir Dernegi Haritalama
Paneli projesi verilebilecek 6rneklerdendir. Bunlar aflatoksin birikimine direngli bir
germplazmi tanimlamiglardir. Elde ettikleri hatlar su anda uygun misir cesitleri
tiretmek i¢in testlere tabi tutulmaktadir (87,88). Williams (89)’a gore, tahillarda
aflatoksin azaltilmasi i¢in en etkili yontemlerden biri olan misir yetistiriciligi ile

A flavus ve aflatoksin birikimine kars1 direng elde edilebilir. Tarla testinde aflatoksin
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iceriginin % 30-73 oraninda azaltilmasi, tescilli {i¢ adet misir germplazm hatt1 olan

Tx736, Tx739 ve Tx740 ile elde edilmistir (90).

Ekin Bicme

Olgunluga ulasmis tarla ekinlerinin hasat zamanlamasi; nem veya su
aktivitesini (a,) ve buna bagl olarak mikotoksin kontaminasyonunu azaltmak i¢in en
kritik faktordiir (72). Mahsul stresine neden olan gecikmeli veya erken hasattan
kagimilmalidir. Ornegin, Kaaya ve ark. (91), tarafindan bildirildigine gore, gecikmis
hasat misirdaki aflatoksin seviyesini 6nemli dl¢iide artirmaktadir. Yem ekinlerinin
hasatinda biiylime asamasi, bigme yiiksekligi ve solma gibi faktorlere de dikkat
edilmelidir (29). Tarim iireticilerinin hasat sirasinda kaginmasi gereken bir diger
faktor ise, hasarli ¢ekirdekleri toplamaktir. Yabanci maddeleri ve hasarli ¢ekirdekleri
cikarmak icin yeni hasat edilmis {irlinler temizlenmelidir. Mahsuliin mantar
bliylimesine duyarliliginin artmasina neden olan mekanik hasardan ve hasat
asamasinda toprak ile tahil temasindan, mantar kontaminasyonunu en aza indirmek
icin kacinilmalidir. Son olarak, hasat edilmis tahillar1 toplamak ve tagimak icin
kullanilan konteynerlerin yani sira, hasat ekipmanlar1 da kontaminasyondan

armdirilmig olmali ve uygun sekilde sterilize edilmelidir (5).

Mantar Olusumunu ve Mikotoksin Uretimini En Aza indirmek I¢in

Hasat Sonras1 Yontemler

Hasat sonrast kontaminasyon, c¢ogunlukla hasat Oncesi asamada mantar
bliylimesinin ve kontaminasyonunun sonucudur. Mantar kontaminasyonunu 6nlemek
pratik olarak kacinilmaz olsa da, hasat sonrasi prosediirler gidalarda ve yemlerde
mikotoksin tretimi ile iligkili tehlikeleri en aza indirebilir (72). Mikotoksin
dretiminin azaltilmasi, hizli ve uygun kurutma, uygun tasima ve paketleme,
ayiklama, temizleme, bocek kontrolii ve depolama koruyucu olarak botanik veya

sentetik pestisitlerin kullanimini i¢eren hasat sonrasi uygun silo yonetimi ile elde

edilebilir (5).
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Silo Yonetimi

Uygun silaj yapim uygulamalar1 ve iyi silo yonetimi, silaj orneklerindeki
mikotoksijenik mantarlarin seviyelerini ve tiirlerini azaltabilir. Iyi ydnetim, tarladaki
silajlarin uygun sikistirma, sizdirmazlik ve bosaltma uygulamalarini igerir.
Anaerobik veya mikroaerofilik kosullar ve organik asitlerin varligi, iyi korunmus
silajda mantar biiyiimesinin kisitlanmasini saglar. Depolama sirasinda veya besleme
sirasinda uygun olmayan sizdirmazlik nedeniyle silolanmis malzemede artan oksijen
mevcudiyeti, mayalar ve asetik asit bakterileri koruyucu asitlerin ve artik su
karbonhidratlarinin oksidasyonuna ve boylece aerobik bozulmaya yol agar. Aerobik
bozulma; sicaklik ve pH artisina neden olur ve mantarlarin silajlarda ¢ogalmasina
sebebiyet verir. Bu nedenle, pH'1 ve oksijenin elimine edilmesini hizli bir sekilde
azaltmak ve ayrica tiim toplama siiresi boyunca bozulmadan kalmasi i¢in silajlarin en
kisa siirede silolanmasi tavsiye edilir. Ayrica, silolanmig malzemenin kuru madde
igerigi ile yakindan alakasi olan sikistirma; silo yonetiminde oksijenin silaj kiitlesine
dagilimim etkileyen bir bagka uygulamadir. Yem bitkilerinin optimum kuru madde
iceriginde silolanmasi ¢ok 6nemlidir. Ornegin ¢im ve tam iiriin misirin optimum kuru
madde igeriginde silolanmas: sirasiyla, 350-450 g kg ve 300-350 g kg “’dur.
Silajin aerobik stabilitesinin iyilestirilmesi ile ilgili olarak, organik asitler (asetik asit,
propionik asit, formik asit, benzoik asit, sorbik asit, sitrik asit, vb.) ve bunlarin
tuzlari, inorganik asitler (siilfiirik asit, fosforik asit, sodyum bikarbonat, vb.) ve
bunlarin tuzlari, antagonistik bakteriler ve mayalar, heterofermentatif laktik asit
bakterileri ve kombinasyon iirlinleri igeren inokulantlar, ¢esitli bitki 6zleri ve ugucu
yaglar gibi ¢esitli silaj katki maddeleri tarim direticileri tarafindan kullanilabilir
(29,92,93). Asit bazli katki maddelerine ekonomik ve pratik alternatifler olarak, L.
plantarum ve L. fermentum gibi laktik asit bakterileri, siloj iiretiminde aerobik
stabiliteyr gelistirmek veya garanti etmek ve yemlerin giivenli bir sekilde
depolanmasin1 uzatmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (9). Silolamay1 ve

dolayisiyla iyi silo yonetimini etkileyen faktorler Sekil 2.9.”da 6zetlenmistir.
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Sekil 2.9. Silo yonetiminde silolamay1 etkileyen faktorler. (29)

Kurutma

Hasattan sonra, tarimsal iireticilere siirecteki hizlilig1 artirabilmeleri agisindan
hasat ve kurutma arasindaki siireyi en aza indirmeleri 6nerilir (80). Pitt ve ark.
(94)’na gore, yavas kurutma mikotoksin konsantrasyonunun artmasina neden
olurken, hizli kurutma hububat tanelerinde mikotoksin konsantrasyonunu diisiik
seviyelere indirmektedir. Bunun yani sira, uygun kurutma isleminde nem seviyesi,
tiriinlerde mikotoksin iiretimini en aza indirmek i¢in ¢ok Onemli bir faktordiir.
Genellikle, tahillarin % 14 nem igeriginin altina ve 0,7 a,’den daha azina hemen
kurutulmasi, mantar biiyiimesi ve miiteakip mikotoksin birikimi i¢in uygun olmayan
bir kosul olusturmaktadir (5). Ornegin, Magan ve Aldred (80)’e gore, mikotoksin
birikimini 6nlemek i¢in kurutma ile musir, piring ve arpadaki nem seviyeleri sirasiyla

% 14, % 13-14 ve % 14-14,5’e diistiriilmelidir.

Saklama

Tahillarda diger yasam formlarinin enerji ve besin maddeleri kullanarak
neden oldugu bozulma, depolama sirasinda kalite kaybina yol acar (5). Kabak ve ark.
(95)’nin, c¢alismasinda tahil tanelerinin depolama ortamlarinda  Aspergilli
biiyiimesine 06zellikle yatkin oldugu gosterilmektedir. Bu nedenle, depolama

sirasinda mantarlarin biliylimesi ve tahil kalitesi bozulmasinin 6énlenmesi i¢in nem,



42

sicaklik ve bagil nem gibi kritik faktdrler akillica yonetilmelidir. Ornegin; bugday,
arpa ve yulaf i¢in % 14-14.5; misir i¢in % 14 ve piring i¢in % 13-14 nem igeriginin
depolama sirasinda giivenli oldugu bulunmustur (96). A.flavus biiyiimesi i¢in en az
0,82 a, gerekli olsa da; aflatoksinlerin iiretilebilmesi i¢in 0,95 ila 0,99 arasinda
degisen daha yiiksek a,, degerlerine ihtiyag vardir. Genel olarak, aflatoksin tiretimi
icin daha yiiksek ay'ye ihtiya¢ duyuldugundan < 0,70 a,’ye esdeger nem igeriginde
uygun depolama ile tahilda bozulma onlenebilir. Ayrica, nem igerigi % 70 veya daha
disik bagil nem ile dengede oldugunda A.flavus'un tahilda birikmeyecegi
bildirilmistir. Ote yandan, aflatoksinlerin 12 ile 40 °C arasindaki sicakliklarda
tiretildigi bilinirken, A.flavus biiyiimesi i¢in sicaklik 38,5 °C civarindadir. Bu
nedenle, sicakligin uygun sekilde yoOnetimi, depolanmis {iriinlerde mantar
biiylimesini 6nlemek i¢in kritik parametrelerden biridir. Kurutulduktan sonra, tahillar
yaz aylarinda 10 °C ile 15 °C arasinda ve aylarin geri kalaninda depolama siiresi
boyunca 1°C-4°C sicaklikta korunursa, mantarlarin biiylimesini ve metabolizmasini
en aza indirmek miimkiin olur (5). Sicakliktaki kiigiik dalgalanmalarin (2-3°C'lik bir
artig) bile kiif bliyimesini veya bocek istilasini tetikleyebilecegi bir gercektir (97).
Bu nedenle, silolarda sicakligi kontrol etmek ve nemi buharlastirmak icin tahillarin
havalandirilmasi, mikotoksin iiretimini 6nlemek i¢in bir zorunluluktur.

Uygun tasima ve paketleme islemlerine, hasarli tahillarin ¢ikarilmasina,
metabolik suya neden olan ve 1sinmay1 baglatabilen bocek ve hasere kontroliine,
hijyenik kosullara, etkili yonetim ve iyi yapilandirilmis silolarin siirekli gozetimine
mikotoksin kontaminasyonunu en aza indirmek i¢in daha fazla dikkat edilmelidir
(5,80). Ayrica Channaiah ve Maier (98), sanitasyon, yiikleme, havalandirma ve
izlemenin (SLAM) tahillarin depolanmasi igin kritik derecede etkili uygulamalar

oldugunu belirtmistir.

Modifiye Atmosfer Depolamast

Modifiye atmosferler veya alternatif gazlar tahillarin orta ve uzun stireli
depolanmas1 i¢in giliniimiize kadar bir¢ok kez arastirilmistir. Nemli depolanmis
tahillarda hem mantarlar1 hem de bocekleri kontrol etmek i¢in modifiye atmosfer
depolamas1 gereklidir. Genel olarak, nispeten diisiik oksijen konsantrasyonu (< %

0.14) ve nispeten yiiksek CO; (>% 50) ve N, konsantrasyonlari, mantar biiylimesini
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onlemeye ve mikotoksin iiretimini engellemeye katkida bulunur (23,80). Bununla
birlikte Paster ve Bullerman (99), ¢alismasinda mantar biiylimesini engellemek igin;
mikotoksin iiretiminin inhibisyonundan daha yiiksek CO, konsantrasyonuna ihtiyag
oldugunu bildirmistir. Tahillarin kurulugu ne kadar yiiksek olursa, bu islemin de
etkinligi o kadar artar. Unutulmamalidir ki, diisiik O, ve yiiksek CO, seviyeleri ile
inhibisyon derecesi, tahil tipi, su mevcudiyeti, besin maddesi ve bagil nem ve
sicaklik gibi diger gevresel faktorlerle etkilesime baghdir (5,80). Siilfiir dioksit
(SOy), tahillarin orta vadeli depolanmasindaki etkinliginin arastirildigi bir baska
alternatif gazdir. Eckhoff ve arkadaslari, farkli nem igerigi seviyeleri ve farkli SO, ve
NH3 konsantrasyonlari ile nemli misirin depolanmasi {izerine iki 6nemli ¢aligma
yaptilar. Onceki calisma, misirin % 24 nem igerigi ile % 0.3 SO,'nin isleminin,
mikrobiyal kolonizasyonda 6nemli bir azalmaya neden oldugunu ve kalite kaybi
acisindan tahil iizerinde herhangi zararli bir etkiye neden olmadigini ortaya
koymustur Nemli misirin % 26.5 nem igerigi ile hem % 0.066 SO, ’nin yalniz, hem
de % 0.018 NHjs ile birlikte islemini iceren daha sonraki ¢aligma, 60 giin boyunca kiif
bulunmamastyla sonuglanmistir (100,101). En az % 4,4 SO, g kg™in 5 aylik orta
vadeli depolama i¢in koruma agisindan etkili oldugu bulunmustur (80). Ayrica, baska
bir ¢aligmada, Aspergillus tiirlerinin (A.flavus, A.ochraceus, A.terreu) biiylimesinin
inhibisyonu, malt ekstrakti bazli bir ortamda 0.95 ve 0.995 a,'de 50 mg Lt
¢ozlinmiis SO, kullanilarak elde edilmistir (102). Tahillarin depolanmasinda SO,'nin
verimliligine iliskin ¢esitli bulgulara ragmen; depolanan tahillara SO, boru tesisati
ile temin edildigi i¢in, SO, nin agindirict 6zelligi 6zellikle borularda sorunlara neden
olmaktadir (80).

Koruyucular ve Fungisitler

Yemlerde bozulmaya neden olan mikotoksijenik mantarlarin ve boceklerin
kontrol edilmesi i¢in alternatif yontemlerin kullanimima yonelik ilgi artmasina
ragmen, ¢esitli organik asitler ve mantar dldiriiciiler olarak sentetik kimyasallarin,
hasattan sonra alisilagelmis yontemler olarak uzun siiredir kullanildig1 bilinmektedir.
Herting ve Drury (103), ¢calismasinda asetik, formik, propiyonik, biitirik ve izobiitirik
asitlerin kullaniminin misir, sorgum, bugday, yulaf ve arpada mantar biiyiimesinin

onlenmesine yol agtigini belirtmistir. Sauer ve Burroughs (104), tarafindan yapilan



44

benzer bir bagka ¢aligmada, kullanilan organik asitler arasinda propionik asidin, misir
ve sorgum tahilinda mantar kontaminasyonunun inhibisyonunda etkinligi daha
belirgin bir organik asit oldugu belirtilmistir. Kimyasallardan biri olan potasyum
sorbat’mm hem A.flavus hem de A.parasiticus biiylimesini inhibe ettigi, potasyum
benzoat’in ise sadece A.parasiticus biiylimesini inhibe ettigi bulunmustur. Bu
kimyasallarin kullanilmasi sonucunda aflatoksin tiretimi azalmistir (105,106). Ayrica
fungisit iprodionun doza bagli yonetiminde, A.parasiticus'un misel agirhigmin ve
miiteakip AFB; seviyelerinin azaldigi gozlenmistir (107). Dahasi, A.flavus
miselyumunun neredeyse tamamen inhibisyonu, daha yiiksek iprodion
konsantrasyonu kullanilarak elde edilmistir (108). Son zamanlarda, mantar
biiylimesini ve mikotoksin birikimini 6nlemek i¢in ¢esitli antioksidan kullanim1 yeni
bir alternatif yontem olarak ortaya c¢ikmistir. Tiim tahillarda bulunan benzoik ve
sinnamik asitlerin tlirevleri olan fenolik asitlerin kullanimina artan ilgi; bunlarin
antioksidan aktivitesine atfedilmektedir (109). Nesci ve Etcheverry (110)’e gore, aw
azaldiginda fenolik asitlerin ve bunlarin karisimlarinin artan etkinligi, A.flavus ve
A.parasiticus biiyiimesi ve aflatoksin iiretimini azaltmaktadir. Ote yandan, depolanan
misirin korunmasina iliskin, Nesci ve ark. (111), propil paraben, (antimikrobiyal
koruyucu) ve biitillenmis hidroksianisol (antioksidan) karisimi kullanarak bu
karisimin verimliligini incelemistir. Sonuglar 6 aylik depolama siiresince Aspergillus
tiirlerinde 6nemli bir azalma oldugunu gostermistir.

Kimyasal kontrol yontemlerinin kullanimi, mantar biiyiimesi ve mikotoksin
tiretimi i¢in bir dereceye kadar kontrol etkinligi saglasa da, yiiksek verimlilik, diigiik
ilag direnci, toksik olmayan yap1 ve pargalanabilirlik acisindan c¢evre dostu
alternatifler gereklidir. Bu nedenle, dogal sulu bitki ozleri ve ugucu yaglarin
kullanimi, tahil mantarlarini 6nlemek i¢in yeni ortaya ¢ikmis alternatiflerdir. Cesitli
bitki ekstraktlarinin ve ugucu yaglarin mantar tiirleri tizerindeki inhibitor etkilerini in
Vitro test etmek i¢in yapilan birgok ¢alisma olmasina ragmen, bu ¢alismalarin ¢ok azi
bitki ekstraktlarinin tahil mantarlar1 ve mikotoksin iiretimi itizerindeki etkilerini
aragtirmistir (81). Bu ¢alismalardan bazi 6rnekler, asagida bahsedilecektir.

Ornegin, Paster ve ark. (112), tarafindan yapilan calismada A.flavus, A.niger
ve A.ochraceus'un bilylimesinin inhibisyonu, depolanmis bugdayda kekik ve keklik

otundan ekstrakte edilen iki esansiyel yagin fumigasyonuyla elde edildigi
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bildirilmistir. Bitki esansiyel yaglari ve bilesenleri ile misir ¢ekirdeginin A.flavus'a
kars1 korunmasina iligkin bir bagka 6nemli ¢alisma Montes-Belmont ve Carvajal
(113) tarafindan Vyiritilmistir. Bu c¢alismaya gore targmn (Cinnamomum
zeylanicum), nane (Mentha piperita), feslegen (Ocimum basilicum), keklikotu
(Origanum vulgare), karanfil (Syzygium aromaticum), epazot (Teloxys ambrosioides)
ve kekik (Thymus vulgaris)‘in % 3 ila % 8 arasinda degisen optimum dozaji ,
musirda A.flavus kontaminasyonunu % 100 azaltmistir. Bu esansiyel yaglar arasinda
timol ve o-metoksisinnamaldehit agirlikli olarak musir tanesi kontaminasyonunu
azaltmistir. Reddy ve ark. (114)’nin g¢aligmasi; Syzygium aromaticum'un piring
tanelerinde A. flavus'a karsi tam inhibisyon ve aflatoksin iiretiminin azaltilmasi
acisindan oldukga etkili oldugunu kanitlamaktadir. Nar ve limonun toz formu 9 ay
boyunca piring tanelerinde A.flavus'u inhibe ederken, limon kabuklarinin ve nar
kabuklarinin depolanan piring tanelerinde sirasiyla, 3 ve 4 ay boyunca aflatoksin
tiretimini tamamen bastirdig1 bildirilmistir (115). Zerdegal esansiyel yaginin, misirda
A.flavus kontaminasyonuna karsi baskilama etkisinin arastirildigi daha yakin tarihli
bir calismada; zerdegal esansiyel yagmin potansiyel antifungal ajan olarak
kullanilabilecegi sonucu ¢ikmistir (116).

Esansiyel yaglarin antifungal etkiye iliskin mekanizmasi, membran ve mantar
hiicresi  kolonizasyonun bozulmasmma dayandirilir. Ek olarak, karbonhidrat
katabolizmas1 ve mikotoksin tiretimi ile ilgili baz1 6nemli enzimlerin esansiyel yaglar

tarafindan inhibe edilebildigi bilinmektedir (117).

2.5.2. Kontamine Olmus Yemlerde Mikotoksinlerin Dekontaminasyonu

Tarlada ve depolama siirecinde mikotoksin olusumunun kontrolii i¢in alinan
tim Onleyici tedbirlere ragmen; bu olusuma katkida bulunan ¢esitli faktorler
bulunmasindan dolayi, mikotoksin olusumunun kontrolii ancak bir dereceye kadar
saglanabilmistir. Bu, mikotoksinleri kontamine gida/yemden inaktive etmek veya
cikarmak i¢in dekontaminasyon ydntemlerinin gelistirilmesine ihtiya¢ oldugunu
gostermektedir. Gida isleme hammaddedeki mikotoksinleri (i) fiziksel olarak
uzaklastirma, (i1) daha diisik veya daha yiiksek toksisite metabolitleri ile
sonuglanabilen kimyasal doniigiim, (ii1) biyoyararlanimi artirabilecek maskelenmis

veya tutturulmus formlardan saliverme , (iv) enzimatik detoksifikasyon ve (v) kati
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yiizeylere adsorpsiyon ile etkileyebilir (36). Genel olarak, mikotoksinlerin
degradasyonuna yonelik yaklasimlarin giivenli standartlarda olabilmesi igin bazi
gereksinimler karsilamalidir: 1) toksini etkisiz hale getirmeli, uzaklastirmali veya
yok etmeli, 2) gidada / yemde toksik kalinti {iretmemeli veya birakmamali, 3)
gida/yemlerin besleyici degerini korumali, 4) {irliniin kabul edilebilirligini veya
teknolojik 6zelliklerini degistirmemeli ve eger miimkiinse 5) mantar sporlarint yok
etmelidir (84). Bu yaklasimlarin ekonomik ve teknik olarak pratikte uygulanabilir
olmasi gerektigi unutulmamalidir. Mikotoksinlerin dekontaminasyonu, kontamine
olmus tiriinlerin uzaklagtirilmasi veya mikotoksinlerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
yontemlerle inaktivasyonu ile miimkiin olabilir (118). Toksik olmayan ve ¢evre dostu
ozellikler saglama yolunda, mikotoksin detoksifikasyon yontemleri fiziksel ve
kimyasal yontemlerden biyolojik yontemlere dogru gelismektedir. Bu yontemlerin

asagida 6zetlenmesi amaglanmaktadir.

Fiziksel Yontemler

Fiziksel yontemlerle mikotoksin dekontaminasyonu, se¢me, ayirma,
temizleme, yikama, kabuk ¢ikarma, 1slatma, Ogiitme, kaynatma, pisirme,
nixtamalizasyon (alkali ortamda pisirme), firinda pisirme, kavurma, kizartma,
mikrodalga 1sitma, ekstriizyon, ¢oziiciilerle ekstraksiyon, isinlama ve adsorpsiyon

gibi gesitli prosediirleri igerir (21,36,119).

Secme, Yikama ve Ayirma

Pargalanmis ve hasarli ¢ekirdekler genellikle mikotoksin kontaminasyonuna
duyarl olurlar. Aflatoksin kontaminasyonunun yaklasik % 80'i ¢esitli boyutlarda,
kiigiik, burusmus tohumlar, renksiz/lekeli tohumlar ve goriiniir kiif biiyiimesi ile
iligkilendirilir. Hasarli ¢ekirdekler goriiniim ve yogunluk agisindan tanimlanabilir
oldugundan, aflatoksin kontaminasyonunu azaltmak icin tahildaki hasarh
cekirdeklerin secilip ayrilmasi Onerilir. Aflatoksin kontaminasyonu c¢ogunlukla
heterojendir. Bu heterojenlik sayesinde hasarli ¢ekirdekler ¢ikarilarak aflatoksin
diizeylerini en aza indirmek miimkiin olur. Ornegin Pearson ve ark. (120),
yuriittiikkleri ¢alismada aflatoksinleri % 81 azaltarak misirda ayiklamanin etkinligini
gostermistir. Ancak, yiiksek diizeyde toksinler ¢ekirdegin i¢ kisimlarina yayilirsa ve

son iriinde yiiksek seviyelerde kalinti kontaminasyon bulunursa mikotoksinlerin
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tamamen uzaklastirilmas: igin baska prosediirler gerekebilir (72,95,121,122).
Mikotoksin dekontaminasyonuna yonelik diger bir yaklasim ise yiizer ve yogunluk
ayrismasina dayanmaktadir. Yogunluk farkindan dolayr kontamine olmus tahillari
suya batirmak ve yiizen fraksiyonlardan kurtulmak, bir dereceye kadar aflatoksinleri
azaltmaya yardimci olabilir (23). Patenti, Bethke ve ark. (123)’ne ait olan ylizer
teknikle ilgili 6zel bir aparat, aflatoksin seviyelerini % 80'e kadar diisiirebilir. %
22'lik bir kiitle kaybinda, aflatoksin seviyelerinin % 60 oraninda azaltilmasi, suda
yiizen musirin uzaklastirilmas: ile gozlenmistir (124). Aflatoksinler suda diisiik
¢Ozliniirliige sahip olmalarina ragmen Hwang ve Lee (125), kontamine bugdaydaki
AFB'in yaklastk % 401 ykayarak uzaklastirmayr basarmigtir. Bunun
aflatoksinlerin bugday yiizeyine baglanmasindan 6tiirii olabilecegi diisiiniilmektedir.
Fakat aflatoksinler, gidanin i¢ dokusuna gii¢lii bir sekilde yapistiginda veya
baglandiginda, bunlar1 uzaklastirmak ¢ok zor olur (121).

Kabuk Cikarma

Bir baska fiziksel teknik olan kabuk ¢ikarma veya ayirma, hububatlarin dis
katmanlarinin ¢ikarilmasini igerir. Mikotoksin dekontaminasyonuna yonelik basarili
bir kabuk ¢ikarma islemi i¢in mantar kolonizasyonu ve mikotoksin birikiminin,
cekirdek ylizey katmanlarinda siirli olmasit gerekmektedir. Misirdaki aflatoksin
birikimi yiizey tabakalarda sinirli oldugu takdirde, misir kabuklarmin g¢ikartilmasi

aflatoksin seviyelerini % 93’e kadar azaltabilir (126,127).

Islatma

Islatma, misirin yas ogiitiilmesinde birincil adimdir. Hiicre ayrigsmasinin
kolaylastirilmasi ve protein matrisinin parcalanmasi i¢in, misir, % 0.1-0.2 SO, iceren
50°C'lik suda 36-50 saat boyunca bekletilir. Aly (128)'e gore, bu yaklasim sonucu
musirin aflatoksin igeriginin % 50'si demlenmis likorde bulunmustur. Leyfedi ve
Taylor (129), tarafindan yapilan bir baska caligma, sorgum tanelerinin % 0.2’lik
NaOH igerisinde 1slatilmasi sonucu, aflatoksin konsantrasyonunun saptanamayan

seviyelere diistiiglinli géstermistir.
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Ogiitme

Ogiitme prosediirii genellikle 1slak 6giitme ve kuru dgiitmeyi igerir. Misirin
1islak ogiitiilmesi, farkli mikotoksinlerin demlenmis su, lif, gluten, hiicre ve nisasta
gibi farkli kisimlara dagitilmasina yol agar. Bu da farkli mikotoksinlerin, farkli
fraksiyonlarda birikmesine neden olur. Islak 6giitme sonucu, aflatoksinlerin % 40-
50'si misirdan demlenmis suya dagilmis, % 28-38’1 lifte, % 11-17‘si gliitende, % 6-
11’1 hiicrede ve % 1’1 nisasta fraksiyonunda kalmistir. Belirli bir fraksiyondaki
mikotoksin konsantrasyonu risk ydnetimini kolaylastirir. Ote yandan, Bullerman ve
Bianchini (130), muisir tanesinin kuru 6giitiilmesi sonucu mikotoksinlerin hiicre ve
kepek fraksiyonunda birikdigini bildirmistir. Dogal bir sekilde kontamine olmus
musirin kuru 6gitiilmesi ile ilgili bir baska ¢alisma, en yiiksek AFB; seviyelerinin,
kontaminasyon seviyesine bagli olarak degisen dagilim derecesi ile hiicre ve kabuk

fraksiyonlarinda goriindiigiinii ortaya koymustur (36,72).

Coziicii Ekstraksiyonu

Fiziksel yontemlerden biri olarak kabul edilen ¢oziiciilerle ekstraksiyon, kiif
hasarli {riinlerde aflatoksinlerin uzaklastirilmast i¢in  kullanilabilir. Ancak
¢oziicilerin bu amag¢ icin kullanilmasi hem avantajlara hem de dezavantajlara
sahiptir. Coziicii ekstraksiyonunun avantajlart  su sekilde siralanabilir; (a)
Aflatoksinler uygun kosullar altinda uygun ¢dziiclilerle tamamen uzaklastirilabilir.
(b) Aflatoksinlerin ¢esitli ¢oziiciiler ile ekstraksiyon yoluyla uzaklastirilmasi,
aflatoksinlerin kimyasal olarak inaktivasyonunun aksine; ¢ogunlukla iiriinlerde diger
toksik bilesiklerin / artefaktlarin olusumunu engeller. (c) Disiik islem sicakliklari ile
¢oziicii ekstraksiyonu, bir¢cok durumda besin kayb1 olmadan sonuglanir.

Ote yandan, ¢dziicii ekstraksiyonunun dezavantajlari ise su sekilde siralanabilir; (a)
Ozel ¢bziicii ekstraksiyon ekipmanina ihtiyag vardir. (b) Aflatoksinler ile birlikte
arzu edilen ¢oOziinlir bilesenlerin bir kismi da, ¢oziicii solventi ile istenmeden
tiriinlerden ¢ikabilir. (c) Toksik ekstraktlarin ortadan kaldirilmasi ile ilgili problemler
ortaya cikar. (d) Coziicii ekstraksiyonun yiliksek maliyeti nedeniyle smirli sayida
biiyiik 6lgekli uygulama yapilabilir. (¢) Uriinlerde, olas1 istenmeyen lezzet ortaya

¢ikabilir.
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Aflatoksinlerin  uzaklastirllmasi  i¢in  kontamine olmus {irlinlerde;
ekstraksiyonun etkinligi ii¢ 6nemli faktore baghdir; 1) Uygun polar ¢oziicliniin
kullanilmasi; 2) Aflatoksinlerin serbest birakilmasi igin ekstraksiyon sisteminde
yeterli nem ihtiyacinin saglanmasi ve 3) Yeterince yiliksek ¢alisma sicakliklarinin
kullanilmas (119,131). % 95 etanol, % 90 sulu aseton, % 80 izopropanol, heksan-
metanol, metanol-su, asetonitril-su, heksan-etanol-su ve aseton-heksan-su,
aflatoksinlerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan c¢oziiciilere ornektir. Coziicli: 6rnek
oraninin, toksinlerin geri kazanilmasinda 6énemli bir rol oynadig: bilinmektedir. Ek
olarak, ¢oziicii ekstraksiyonuyla iglenmis iiriinler sadece hayvan besleme igin uygun
olabilir (132). Aragtirmacilar fistik yagli tohum, pamuk tohumu ve yer fistigindan
¢oziicli ekstraksiyonu ile aflatoksinlerin uzaklastirilmasini arastirmislardir. 60°C'de
% 80 sulu izopropanol ile 6 kez tekrarlanan ekstraksiyon, hem pamuk tohumlarinda
hem de yer fistiklarinda aflatoksinlerin tamamen ¢ikarilmasiyla sonuglanmis ve sulu
izopropanoliin etkinligi kanitlanmigtir (133). Gardner ve ark. (134) calismalarinda,
pamuk tohumu ve yer fistigi gevreginde aseton-heksan-su (54:44:2) ile
ekstraksiyonun aflatoksinlerin 6nemli Olgiide azalmasina neden oldugunu
bildirmistir. Ayrica, kontamine pamuk tohumu kiispesinin daha biyiik Olgekli
ekstraksiyonlari i¢in aseton-su (90:10), 2-propanol-su (80:20) ve 2-propanol-suyun
azeotropu (87.7:12.3) kullanilmistir. Kullanilan ¢dziiciiler arasinda aseton-su (90:10),
AFB; konsantrasyonunu 448 ppb'den 3 ppb'ye diisiirerek AFB; seviyelerinde en
Oonemli azalmayr ve % 4.4 oraninda da diger ¢Oziinlir bilesenlerin en diisiik
ekstraksiyonunu saglamistir (131). Sulu asetonun aflatoksinlerin ekstraksiyonu igin
etkili bir ¢oziicii oldugu bilinse de, aseton kullanimi sonucu mesityl oksit iiriinii
ortaya ¢iktigindan yaglhi tohum kiispesinde bazen kotii koku ve istenmeyen lezzete
neden olabilmektedir. Bu nedenle uygulayicilar igin iiriinlerdeki koku ve aroma
onem teskil ediyor ise, aflatoksinlerin uzaklastirilmasi i¢in aseton disindaki

ekstraksiyon ¢oziiciileri tercih edilmelidir (135).

Alsilagelmis Termal Islemler

Aflatoksinler, yemek veya yemlere uygulanan pisirme, kavurma, firinlama,
kizartma, nixtamalizasyon/alkali ortamda pisirme, ekstriizyon ve mikrodalga 1sitma

gibi geleneksel termal islemlere kars1 biiyiik direng gosterirler. Ayrisma sicakliklari
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237° C ila 306° C arasinda degismekte olan aflatoksinler, 1s1ya ¢ok dayaniklidirlar.
AFB; ayrisma noktasinin altindaki sicakliklarda kararli oldugu ve ayrisma noktasinin
tizerinde 1sitildiginda disariya keskin bir duman yaydigi i¢in, AFB;’i iiriinlerden
tamamen uzaklastirmak cok zordur. Aflatoksinlerin 1s1 stabilitesine ragmen, 1sil
islemlerle bunlarin bir dereceye kadar dekompozisyonu saglanabilir. Isil islemlerin
verimliligi genellikle 1sitma sicakligl, maruz kalma siiresi, yiyecek tipi ve nem igerigi
gibi faktorlere baghdir (76,119,136). Baz1 gidalarda/yemlerde ¢esitli 1s1l islemlerle

aflatoksin azaltilmasina yonelik ¢alismalar Tablo 2.5.’te 6zetlenmektedir.

Tablo 2.5. Termal gida isleme yontemleri ile AFB; indirgeme galismalari.

Substrat islem metodlari indirgeme Referans
Kuru 150°C'de 30 dakika 1sitma AFB,'de % 50 azalma (125)
Bugday 200°C’de 30 dakika i1sitma AFB,'de % 90 azalma (125)
Normal pisirme AFB,'de % 34 azalma (137)
Pilav pisirme makinesinde
Piring pisirme AFB,'de % 25 azalma (138)
Basingli pisirme (0.1 Mpa) AFB,'de % 78-88 azalma (139)
Asiri suda pisirme AFB;'de % 87.5 azalma (140)
Misir Alkali ortamda pisirme AFB,'de % 94 azalma (141)
Misir Kavurma AFB;'de % 40-80 azalma (142)
Misir ¢éregi  Firinlama AFB;'de % 13 azalma (143)
Yem Sicak hava ufleyen firin AFB,'de % 57.6 azalma (144)
kurutma

Ekstriizyon ve mikrodalga isitma

Ekstriizyon ve mikrodalga 1sitmasi, mikotoksinleri azaltabilen 1s1l islemlere
yonelik, gida endiistrisinde kullanilan en yaygin islemler arasindadir. Ekstriizyon 1si,

nem ve mekanik giiclin kombinasyonuna dayali bir islem oldugundan, uygulayanlar


https://tureng.com/en/turkish-english/pilav%20pi%C5%9Firme%20makinesi
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icin yiiksek sicaklik ve kisa kullanim siiresi saglar. Hammaddeyi derinligine
modifiye ettiginden, yapilarda ve sekillerde degisikliklere neden olur ve farkli
fonksiyonel ve beslenme ozelliklerine yol acar (33). Aflatoksin dekontaminasyonu
igin ekstriizyonun kullanilmasi, sicaklifa ve neme baglh olarak aflatoksin
seviyelerinin % 50-80 oraninda azalmasiyla sonuglanabilir (130). Elias-Orozco ve
ark. (141), tarafindan bildirildigine gore, misirm % 0, % 0,3 ve % 0,5 kiregle
ekstriizyonu, AFB; seviyelerinin sirasiyla % 46, % 74 ve % 85 azalmasina neden
olmustur. Diger baska bir ¢alismada da tahillarin ekstriizyonla pisirilmesi, aflatoksin
seviyelerinin % 95 oraninda azalmasiyla sonuglanmistir (145).

Mikrodalgalar, dalga boylar1 yaklasik bir metreden bir milimetreye kadar
degisen ve 300 MHz (1 m) ile 300 GHz (1 mm) arasindaki frekanslara sahip bir
elektromanyetik radyasyon seklidir. Mikrodalgalarin, aflatoksinlerin azaltilmasinda
faydal1 olabilecek 1sitmay1 da iceren cesitli uygulamalar1 vardir. Mikrodalgalar hizl
1sitma ve nispeten yiiksek kurutma verimliligi gibi avantajlar saglasa da, mikrodalga
kurutmanin homojen olmayan 1sitma, mikrodalga radyasyonunun sinirli penetrasyon
derinligi ve nihai {irline olast dokusal hasar gibi bazi1 dezavantajlar1 oldugu bir
gercektir (76). Perez-Flores ve ark. (146), alkalize misir1 1.65 kW gii¢ seviyesinde
5.5 dakika boyunca mikrodalga ile 1sittiktan sonra aflatoksin seviyelerinde % 68-84
azalma oldugunu bildirmistir. Daha yakin tarihli bir ¢alismada bugdayin 6 dakika
boyunca mikrodalgada 1sitilmasi, aflatoksin diizeylerini % 54 oraninda diistirmiistiir
(147).

Giines lsig1 ile Fotodegradasyon

Aflatoksinler 1s18a duyarli olduklarindan, giines 15181 AFB;'in etkili bir
sekilde bozunmasi i¢in kullanilabilir (21). Herzallah ve ark. (148), tarafindan
aflatoksinlerin dogrudan giines 1s181yla fotodegradasyonuna yonelik yapilan bir
calismada, tahillar 3 saat ve 30 saat dogrudan glines 1s181na maruz birakiltiktan sonra

aflatoksin seviyeleri sirasiyla, yaklasik % 40 ve % 75 ‘e kadar azalmistir.

Isinlama

Radyasyon; iyonlastirict radyasyon (X-isinlari, ultraviyole isinlari, gama
isinlari, elektron 1s1m1) ve iyonlastirict olmayan radyasyon (radyo dalgalari,

mikrodalgalar, kizil6tesi dalgalar, goriiniir 1s1nlar) olarak iki kategoriye ayrilabilir.
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Iyonlastiric1 radyasyon, sicaklik artisi az olan veya olmayan enerji saglayip,
molekiiler yapilarda tehlikeli degisikliklere neden olurken; yeterli yogunlukta iyonize
olmayan radyasyon sicaklikta artisa ve genellikle molekiiler yapida tehlikeli olmayan
degisikliklere neden olabilir (76,84). Iyonlastirict radyasyon yaklasimi olarak gama
wsinlart birgok arastirmaci tarafindan aflatoksinlerin bozunmasi igin aragtirilmistir.
Gama 1sinlar1 s1v1 ve kati ortamlarda nispeten iyi penetrasyon derinligi saglamasina
ragmen, aflatoksinler dogrudan gama radyasyon islemine direng gosterirler ve bu
nedenle gama 1sinlamasi genellikle daha iyi bozunma verimliligi i¢in diger isleme
teknolojileri ile birlestirilir. Aflatoksin degradasyonuna yonelik gama isimasinin
mekanizmasi, suyun veya diger bilesenlerin radyolizine bagli serbest radikal
reaksiyonu gibi dolayli etkileri icermektedir. Serbest radikaller terminal furan
halkasindaki AFB;'e saldirir ve daha diisiik biyolojik aktiviteye sahip {iriinler ortaya
cikarir (76). Aquino ve ark. (149) ve Ghanem ve ark. (150), tarafindan ayri ayri
yapilan misirda AFB; bozunmasina yonelik 10 kGy dozaj seviyesi ile gama 1s1mas1
caligmalari, AFB; seviyelerinde sirasiyla, % 100 ve % 81.1 oraninda azalmayla
sonuglanmistir. Mohamed ve ark. (151), tarafindan yapilan daha yeni bir ¢aligmada,
AFB; konsantrasyonu 8 kGy dozaj seviyesi ile % 60.3 azaltilmistir.

Elektron 1sinlama (EBI) kompleks organik molekiillerin dogrudan veya
dolayli oksidasyon yoluyla bozunmasinda potansiyel gostermis, yeni bir isleme
teknolojisidir (152). Gama 111 ile EBI arasinda penetrasyon ve uygulama
yontemleri agisindan bazi farkliliklar olmasina ragmen, her ikisi de gidalar tizerinde
benzer etkiler gosterir (76). Ornegin, 25 kGy dozaj seviyesinde, misirda gama
1simasi ile AFB; konsantrasyonunda % 69 azalma gézlemlenmis ve benzer sekilde,
ayni dozaj seviyesinde, EBI ile misirda AFB; konsantrasyonunda % 67 azalma
gozlemlenmistir (153). Son zamanlarda EBI, mikotoksinlerin par¢alanmasi i¢in yeni
bir yaklagim olarak ilgi gorse de, AFB;'in elektron 1sinlama tarafindan olusturulan
bes pargalanma iiriiniinden biri mutajenik ve sitotoksik 6zelliklere sahip oldugu i¢in
bu yeni yaklagimin etkinligini kanitlamaya yonelik daha fazla ¢calisma yapilmalidir
(154).

Ultraviyole (UV), dalga boyu 10 nm ila 400 nm arasinda olan
elektromanyetik radyasyondur. AFB;'in UV i1smlamasi ile dekontaminasyonu

miimkiin olabilir ve bozunma verimliligi farkli 1s1nlama kosullarina goére degisebilir
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(155). AFB;, 222, 265 ve 362 nm'de ultraviolet radyasyonunu emer. En biiyiik
emilim 362 nm'de meydana gelir ve bu AFB;'in aktivasyonuna ve bozulmaya karsi
artan duyarliliga yol agar (156). Bugdaym ultraviyole C (UVC) radyasyonuyla (100-
280 nm) 160 dakika islenmesi, ham protein icerigi lizerinde herhangi bir etki
yaratmadan % 80 AFB; konsantrasyonun azalmasi ile sonuglanmistir (157). UV
isleminin umut verici sonuglarina ragmen; diisiik penetrasyon derinligi, dar dalga
boyu ve bozunmus lriinler tarafindan kalint1 toksisite tutulmasi; islemin gidalarda
aflatoksin dekontaminasyona yonelik uygulamasini kisitlamaktadir (76).

Aflatoksin yikimi i¢in yeni ortaya ¢ikmis termal olmayan bir teknoloji olan
darbeli 1s1k; ultraviyole, goriiniir ve kizildtesi isinlar dahil olmak iizere genis
spektrumlu beyaz 15181 kisa ve yiiksek yogunluklu flaglarini olusturarak islemeni
gerceklestirmektedir (158). Wang ve ark. (159)’na gore, piring kepeginin 15 saniye
boyunca darbeli 1sikla islenmesi (0.52 J/cm?%/pals), AFB; seviyesini % 90.3
azaltmaktadir. Aflatoksinin degradasyon tiriinlerinde kalint1 toksisite bulunmasa da,
daha iyi degradasyon etkinligi saglamak ve diger ¢esitli lirlinlerde test edilmek tizere

darbeli 151k teknolojisinin daha fazla arastirilmasi gerekmektedir.

Adsorpsiyon

Adsorpsiyon; kontamine yemlere adsorbanlar veya mikotoksin baglayici
ajanlar ilave edilerek, mikotoksinlerin alimindan sonraki biyoyararlanimlarini
azaltmak i¢in yaygin olarak kullanilan mikotoksin dekontaminasyonuna yonelik bir
islemdir. Adsorpsiyon islemi prensibi, mikotoksinlerin gastrointestinal sistemdeki
yiiksek molekiil agirligina sahip adsorbe edici ajanlara baglanmasini igerir, bu da
mikotoksin alimini ve bunlarin kana ve daha sonra hedef organlara dagilimini onler.
Hem mikotoksinlerin hem de adsorbanlarin ¢esitli 6zellikleri, adsorpsiyon isleminin
etkinligini agisindan 6nemli rol oynamaktadir. Adsorbanlar i¢in bu 6zellikler dozaj,
toplam yiik ve yiik dagilimi, gbzenek boyutu ve erisilebilir yiizey alanini igerirken,
mikotoksinler i¢cin bu o6zellikler polarite, ¢oziiniirliik, molekiiler boyut, sekil, yiik
dagilim1 ve ayrisma sabitleridir. Mikotoksin adsorbanlarinin genis bir pH araliginda
stabil olmasi, bunlarin etkinliklerinin degerlendirilmesinde 6nemli bir hususdur.
Ciinkii mikotoksin adsorban kompleksinin, tiim gastro-intestinal sistem boyunca pH

degisikliklerinde stabil olmas1 beklenir, boylece bagli mikotoksinlerin desorpsiyonu
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Onlenebilir ve daha sonra idrar ve diski ile atilabilir (26,160,161). Genel olarak,
adsorbe edici ajanlar Sekil 2.10.'da gosterildigi gibi organik adsorbanlar, inorganik
(mineral) adsorbanlar ve sentetik polimerler olarak smiflandirilabilir. Aktif komiir,
altiminosilikatlar (kil, bentonitler, montmorillonitler, smektitler, zeolitler, hidrath
sodyum kalsiyum aliiminosilikat), diyatomit (kil yiginlar1 igerdiginde diatomlu
toprak olarak adlandirilir), maya hiicre duvari, laktik asit bakterileri, mikronize lifler
ve sentetik polimerler (regine kolestiramin, divinilbenzen-stiren polimerleri,

polivinilpirolidon, hiimik asit) adsorbanlarin bazilaridir (26,29).

Adsorbe Edici

Ajanlar

inorganik /
Mineral Aliiminosilikatlar

Adsorbentler

Fillosilisler:
+ Montmorillonit
+ Bentonit
« HSCA
+ Haloysit

Tektosilisler:

\ + Zeolit /

Diger mineral killer
+ Diyatomit

Organik
Adsorbentler

+ Aktif karbon

+ Maya hiicre duvan

+ Esterlestirilmis glilkomannan

+ Laktik asit bakterileri, propiyonik asit bakterileri ve bifidobakteriler
+ Mikronize lifler

+ Uziim posasi

Sentetik
Adsorbentler

Polimerler
\— + Kolestramin

+ Polivinilpirolidon

Sekil 2.10. Mikotoksin adsorbe edici ajanlarin siniflandirilmasi. (164,175)
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Aflatoksin adsorbanlar1  kontamine yemdeki aflatoksinleri baglayip
hayvanlarin sindirim sisteminde emilimi engelleyebildiginden, ¢iftlik hayvanlarinin
yemindeki aflatoksin diizeylerini diisiirmek i¢in bunlarin yem katki maddesi olarak
kullanilmasimin mikotoksin dekontaminasyonuna yonelik umut verici bir yaklasim
olduguna inanilmaktadir. Bu yaklasim sayesinde hayvanlarin viicudunda ger¢eklesen
bagka toksik reaksiyonlar da inhibe edilebilmektedir (162). Birgok arastirmaci
seyrelticiler, intestinal fragmanlar veya kiltiirlenmis hiicreler kullanarak hem in
vitro, hem de doku artiklar1 veya biyokimyasal paramaterlerdeki degisiklikler gibi
biyolojik markorleri veya performans yanitlari baz alarak in vitro olarak
aflatoksinlerin adsorpsiyonu i¢in ¢esitli adsorbanlarin etkinligi iizerinde ¢alismistir
(26,163). In vitro ¢alismalarin bazilar1 Tablo 2.6.’da 6zetlenmistir. Her ne kadar
domuzlar dahil olmak tiizere farkli hayvan tiirlerinde ve 6zellikle de piligler gibi
kiimes hayvanlarinda c¢esitli adsorbe edici ajanlarin verimlilikleri iizerine in vivo
calismalar yapilmis olsa da; ruminantlarda ¢ok az in vivo ¢alismalar1 yapilmistir
(26,164). Ruminantlarin mikotoksinlere monogastriklerden daha direngli oldugu ve
bu direncin, rumen mikroflorasinin ve mikroorganizmalarin toksik molekiilleri
degrade etme, deaktive etme veya baglamasindaki etkinliginden dolay1
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bu nedenle, mevcut in vivo c¢alismalar, AFB;-
kontamine yem varliginda olast AFMj'in siite aktarilmasina odaklanmigtir (165—
167). Literatiirde farkli hayvanlarda adsorbe edici ajanlarin etkinligi ile ilgili in vitro
ve in vivo c¢alismalar bulunsa da, bu bolim ruminantlarda AFB; adsorpsiyonu

disindaki ¢alismalar1 incelemeyi amaglamamaktadir.

Inorganik Adsorbanlar

Aliiminosilikatlar, fillosilikatlar (bentonitler, montmorillonitler, smektitler,
kaolinitler ve illitler) ve tektosilikatlar (zeolitler) dahil olmak iizere iki ana alt sinifa
sahip, lizerinde en ¢ok calisilan inorganik adsorban grubudur. Diisilik polar bilesikler
ve Ozellikle de aflatoksinler icin yapilar1 ve bilesimleri agisindan etkili
adsorbanlardir. Yiiksek afinite, segicilik ve katyon degisim kapasitesi ile ilgili
adsorpsiyonda avantajlar saglarlar. Bentonitler (montmorillonitler) ve hidrate
sodyum kalsiyum aluminosilikat (HSCAS), bu grup igerisindeki en verimli bilesikler

olarak bilinmektedirler (26,160). HSCAS, genellikle hayvan yemlerinde
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topaklanmay1 engelleyici ajanlar olarak kullanilir. HSCAS ayrica hayvanlarin
gastrointestinal sistemindeki aflatoksinlere siki ve segici bir sekilde baglandigi icin
enterosorbent gorevi gormektedir. Bundan dolayi, hayvan yemlerinde HSCAS

kullanimi, aflatoksinlerin  biyoyararlanimlarin1  ve iliskili  aflatoksikozunu

azaltabilmektedir (168,169).

Tablo 2.6. Mikotoksinlerin farkli adsorbanlar tarafindan adsorpsiyonu iizerine in
vitro ¢alismalar.

Mikotoksin Adsorban Diliient e

Adsorban (konsantrasyon) (mg) pH kapasitesi (%) Referanslar

Aktif komur ~ AFB1 (0.821 pg/ml) 82 Deiyonize su 7.0 >99 (185)
AFB1 (0.821 pg/ml) 82 Tampon g¢ozeltisi  2.0ve 7.0 >99 (185)
Bentonit AFL (0.2 pg/ml) 50 0.1 M K2HPO4 3.0 96.9 (186)
AFL (0.2 pg/ml) 50 0.1 M K2HPO4 6.9 96.9 (171)

AFB1 (0.821 pg/ml) 82 Deiyonize su 7.0 48-99
AFB1 (0.821 pg/ml) 82 Tampon g¢ozeltisi  2.0ve 7.0 97-99 (185)
Diyatomit AFL (0.2 pg/ml) 50 0.1 M K2HPO4 3.0 95 (170)
AFL (0.2 pg/ml) 50 0.1 M K2HPO4 6.9 95 (170)
HSCAS AFB1 (20 pg/ml) 75 PBS 6.0ve 8.0 sirasiyla, 100 ve 98 (187)
AFB1 (2 pg/ml) 100 0.1 M PBS 3.0 1 (169)
AFB1 (2 pug/ml) 10 0.1 M PBS 3.0 91.1 (169)
AFB1 (2 pg/ml) 1 0.1 M PBS 3.0 81.8 (169)
AFB1 (2 pg/ml) 0.5 0.1 M PBS 3.0 75.4 (169)
AFB1 (2 pg/ml) 0.25 0.1 M PBS 3.0 40.1 (169)
AFB1 (2 pg/ml) 0.05 0.1 M PBS 3.0 8.8 (169)

s 5.0, 10.0,

Montmorillonit AFB1 (4 pug/ml) 100.0 0.1 M PBS 3.0ve7.0 96-100 (188)
Zeolit AFL (02 ug/ml) 50 0.1 M K2HPO4 3.0 95 (186)
AFL (0.2 pg/ml) 50 0.1 M K2HPO4 6.9 95 (171)
AFB1 (0.821 pg/ml) 82 Deiyonize su 7.0 80 (185)
AFB1 (0.821 pg/ml) 82 Tampon gozeltisi 5 5ye 7.0 <10 (170)

PBS, fosfat tampon ¢ozeltisi; AFL, aflatoksinler; AFBy, aflatoksin B;; HSCAS, hidratlanmusg
sodyum kalsiyum aliiminosilikat; K,HPOy,, dipotasyum fosfat
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Bentonitler, volkanik kiilden koken alan ve ana bilesen olarak esas olarak
montmorillonitten olusan bir baska mineral fillosilikat kildir. Bentonitlerin
verimliligi montmorillonit igeriine ve birbiriyle degistirilebilir katyonlara baglidir.
Bentonitler, 6zellikle aflatoksinler i¢in mikotoksin adsorpsiyonuna yonelik biiyiik bir
etkinlik gosterirler. Hem katyonlarin hem de polar molekiillerin penetrasyonu,
organik maddelerin etkili adsorpsiyonuna yol agmaktadir. Etkin adsorpsiyonun,
yiiksek katyon degisim kapasitesi ve bentonitlerin genis yiizey alani ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir (161,170). Bentonitin, Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA)
tarafindan yem katki maddesi olarak giivenlik ve etkinlik acgisindan
degerlendirilmesinden sonra, bentonitlerin genotoksik olmadigi ve yem katki
maddesi olarak kullanimlarinin hayvan i¢in dogrudan toksikolojik riske neden
olmadigr bulunmustur (171). Avrupa Birligi'nin mikotoksin adsorbanlari
kullanilmasia yonelik talep ettigi kat1 zorunluluklara ragmen, bentonitin AFB;'e
yiilksek baglanma kapasitesi, talep edilen gereklilikleri yerine getirmis ve AFB;
tarafindan kontamine olmus hayvan yemi kontaminasyonunun azaltilmasi igin
adsorban olarak kullanilacak ilk {iriin olarak Avrupa Komisyonu tarafindan
onaylanmistir. Dahasi, ¢ok sayida yaymlanmis in vitro ¢alisma ve ayrica ineklerin
stitinde AFM; transferinin % 40 oraninda azaldigin1 gosteren iki in vivo calisma
incelendikten sonra, bentonitin siit inekleri igin aflatoksin baglayici olarak etkili olma
potansiyeli oldugu kabul edilmis ve boylece bentonitin kullanimi tiim ruminantlar
icin gecerli sayilmistir (172,173).

Aliminosilikatlar arasinda, zeolitlerin sigir rumen suyunda % 100 AFB;

adsorpsiyonu ile etkili oldugu bulunmustur (174).

Organik Adsorbanlar

Aktif komiir, mikotoksinlerin yani sira gesitli ilag ve toksik ajanlar i¢in en
yiiksek verimliligi saglayan toksik olmayan organik adsorbanlardan biridir. Genis
yiizey alam1 ve gozenekliligi aflatoksin icin yiiksek afinite saglamakta ve bu
mekanizmanin hidrofobik baglanma nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir. Bununla
birlikte, aktif komiiriin spesifik olmayan adsorptivitesi; Ozellikle konsantrasyonu
mikotoksinlerden daha yiiksek oldugunda, minerallerin ve vitaminlerin baglanmasina

bagli olarak olumsuz nutrisyonel etkilere yol acabilir (163). Maya hiicre duvari
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(YCW), laktik asit bakterileri (LAB), mikronize lifler ve biyo-sorbentler gibi organik
adsorbanlar da mikotoksinlerin adsorpsiyonunda potansiyel gostermektedirler. Bu
adsorbanlar farkli kaynaklarda  biyolojik adsorbanlar olarak da
smiflandirilabilmektedirler (161,175). Ancak bu adsorbanlar, bu incelemede organik
adsorbanlar olarak ele alinacaktir.

Maya hiicre duvart (YCW): Saccharomyces cerevisiae olusumu gidalardaki
dogal mikrobiyal popiilasyonlarin bir pargasi olarak ortaya ¢ikar. Baz1 mikotoksinleri
adsorbe etmek igin saccharomyces cerevisiae gibi mayalar veya maya hiicre
duvarlar1 kullanilabilir. YCW esas olarak polisakkaritler (glukanlar, kitin ve
mannanlar), proteinler ve lipitlerden olusur. Saccharomyces cerevisiae
mannanlarinin ve maya hiicre duvarlarinin B-D-glukan fraksiyonunun ¢esitli
mikotoksinleri baglama isleminde etkili oldugu diisiiniilmektedir (29,164). AFB;'in
adsorpsiyonu dikkate alindiginda; saccharomyces cerevisiae’in AFB;’1 baglamada ve
baz1 hayvanlarda AFB;'in zararli etkilerini azaltmada etkili oldugu bulunmustur
(176,177). Ayrica, YCW’den ekstrakte edilmis esterlestirilmis glukomannanlarin
(EGM) AFB;'e baglandig1 ve toksik etkilerini yok ettigi kanitlanmigtir. Bunun yani
sira, siit ineklerinin aflatoksin kontamine diyetlerinde esterlenmis glukan polimerin
kullanilmasi, siit aflatoksin kalintilarin1 6nemli 6l¢iide azaltmistir (161,178). Bazi
laktik asit bakterileri (LAB), propiyonik asit bakterileri ve bifidobakteriler de
mikotoksinleri baglayabilirler. LAB, genellikle karbonhidrat fermantasyonunun
metabolik siireci sonucunda laktik asit iireten ¢liriimiis bitkilerde ve siit iirlinlerinde
bulunan, gram-pozitif, aside toleransli bir grup bakteridir. EI-Nezami ve ark.
(179,180), calismalarinda LAB ve propiyonik asit bakterilerinin aflatoksinleri
sekestiire edebildigini vurgulamigtir.  Lactobacillus rhamnosus gibi bazi LAB
suslarinin, ince bagirsakta AFBj'i bagladigi kanitlanmistir. Hiicre duvari
peptidoglikanlarinin, polisakkaritlerin ve teikoik asidin baglama isleminde 6nemli rol
oynadiklar diisiiniilmektedir. Dikkat ¢ekici bir not olarak belirtmek gerekirse; AFM;
ve AFBi'in baglanmas1 yapilan c¢aligmalara gore geri doniisiimli olarak
gerceklesmektedir. Adsorpsiyon, Olii veya yasayan bakterilerle gerceklestirilebilir.
Ek olarak, laktik asit bakterilerinin asit veya 1siyla inaktivasyonu ile artan

adsorpsiyon verimi elde edilebilir (161,164).



59

Mikronize lifler, bugday, arpa, alfafa, yulaf, bezelye kabugu veya tahil igeren
baklagiller gibi farkli bitki bilesenlerinden elde edilebilir ve uygun bagirsak
adsorpsiyonu ve gelismis diski atilimi nedeniyle mikotoksin adsorbanlar1 olarak
kullanilabilirler. Mikronize lifler esas olarak seliiloz, hemiseliilloz ve ligninden
olusur. Mikronize lifler mikotoksinler i¢in adsorpsiyon potansiyeli gosterse de,
seliiloz triinlerinin AFB; icin adsorpsiyon kapasitesi diger inorganik adsorbanlara
gore daha azdir (181,182).

Fenolik bilesikler agisindan zengin olan dehidrate iiziim posasi nin, sivi bir ortamda
yapilan in vitro ¢alismalar sonucunda, AFB;'in uzaklastirilmasi i¢in miikemmel bir
adsorban oldugu kanitlanmistir (183).

Buna ek olarak, karmasik organik adsorbanlar olarak bilinen hiimik asitlerin de AFB;
icin adsorpsiyon kapasitesine sahip oldugu, Jansen van Rensburg ve ark. (184),
tarafindan bildirilmistir.

Birgok adsorbe edici ajan in vitro ¢alismalarda etkinlik gostermesine ragmen,
hayvanlar {izerinde yapilan in vivo c¢alismalar, adsorbe edici ajanlarin hayvan
yemindeki besin kalitesini degistirmeden mikotoksinlerin toksisitesini azaltmadaki

etkinligini kanitlamalidir.

Soguk Plazma

Soguk plazma ile aflatoksin rediiksiyonu, termal olmayan, c¢evre dostu
teknoloji saglama acisindan yeni bir yaklasimdir. Ayrica soguk plazma yaklagiminin
gida endiistrilerinde, gidalarin kirillgan veya sicakliga duyarl yiizeylerini sterilize
etmek icin de kullanildigr bilinmektedir (36,76). Soguk plazma; mikrobiyal
dekontaminasyon, enzim inaktivasyonu ve ylizey modifikasyonlari i¢in dikkate deger
bir potansiyel gostermektedir (189-192). Soguk plazma iiretiminde kullanilan giiglii
elektrik alaninin bir sonucu olarak olusan iyonlar (H+, H;0", 0", H, O, OH, N2+),
molekiiler tiirler (N2, O,, O3, H20;) ve reaktif radikallerden (Oe, He, OHe, NO¢)
dolay1; soguk plazma kullanimi aflatoksin degradasyonu i¢in bir¢ok arastirmacinin
dikkatini ¢ekmistir (76). AFB;'in soguk plazma tarafindan ortaya ¢ikan ana bozunma
mekanizmasi, furan halkasinin hidrojenasyon, hidrasyon ve oksidasyonunu
icerdiginden, aflatoksin bozunma mekanizmasi, ¢alisma gaz1 ve reaktif plazma gazi

tirlerine baglidir (193). AFB;'in cam substrat {izerindeki indirgenmesi, 5 saniye
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boyunca atmosfer basincinda mikrodalga argon plazmasi ve 15 dakika boyunca azot
gazi plazmasi kullanilarak arastirilmistir. Sonuglara gore, AFB; seviyesi sirasiyla,
tamamen ve % 90 oraninda indirgenmistir (194,195). AFB; ile spayklanmis 1slak
damitik tahilin, yogunlasmis ¢oziiniirlerin ve kurutulmus damitik tahilin 10 dakika
boyunca 90 kV'de soguk atmosferik hava plazma islemini igeren bir bagka ¢alisma,
AFB; seviyelerinin sirastyla % 52, % 20 ve % 35 azalmasi ile sonuglanmistir (116).
Diger yeni alternatif aflatoksin dekontaminasyon islemleri gibi, soguk plazma
teknolojisinin de indirgeme verimliligini artirmak ve toksik kalinti birakmamasi
acisindan gidalarda/yemlerde yapilan daha fazla arastirmalar ile  giivenirligi

degerlendirilmelidir.

Elektrolize Su

Elektrolize su (ES), gida firlinleri, ekipman yiizeyleri ve gida ile temas
etmeyen yiizeyler dahil olmak tizere, gida endiistrisinde mikrobiyal indirgeme igin
temizleyici ve dezenfektan olarak kullanilmustir. Suzuki ve ark. (196), Aspergillus
parasiticus'un sterilizasyonu iizerine Yyaptiklar1 ¢alismada ES kullanmis ve
hipokloréz asit (HOCL) kaynakli OH radikali olusumunun sonucu olarak AFB;'in
mutajenitesi ortadan kaldirmigtir. Fan ve ark. (197), tarafindan bildirildigine gore,
yenilebilir bitki yaglarinda AFB1'in tamamen azaltilmasi, bazik ES kullanilarak ve
ardindan 220 rpm'de 5 dakikalik salinim ile elde edilmistir. ES kullanimi, tasarim
basitligi, diisiik isletme maliyeti, yerinde iiretim, toksik kalint1 birakmama ve cevre
dostu olmasi nedeniyle ticari uygulamalar i¢in énemli bir potansiyele sahip olabilir.
Fakat, bildigimiz kadariyla, gida iiriinlerinde ve ayrica ciftlik hayvan yemlerinde ES
ile aflatoksin dekontaminasyonuna yonelik az sayida yapilmis c¢alisma
bulunmaktadir, bu nedenle ES etkinligini kanitlamak igin farkli ve ¢ok sayida gida

tirlinlerinde daha fazla arastirma yapilmalidir (192).

Kimyasal Yontemler

Kimyasal yontemler; asitler, bazlar, oksitleyici ajanlar ve indirgeyici ajanlar
gibi kimyasallarin kullanilarak mikotoksin yapisinin bozulmasi esasina dayanir. Son
zamanlarda, aflatoksinlere karsit kimyasal olarak aktif 6zelliklere sahip olan bitki
Ozlerinin ve gida maddelerinin kullanimi, yeni gelismekte olan kimyasal yontem

olarak ortaya c¢ikmaktadir. Kimyasallar mikotoksinleri bagka bilesiklere
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doniistiirdiigii  i¢in, kimyasal yoOntemin gilivenirli§i agisindan  toksisite
degerlendirmesi muhakkak yapilmalidir (33,36). Kimyasallarin  bir kismi
mikotoksinleri toksik olmayan veya daha az toksik bilesiklere doéniistiiriirken; ¢ogu
yem dokusunun bozulmasi, lezzetliligin azalmasi, besin degerinin 6nemli olgiide
azalmasi, veya yan iriinlerin olusumu gibi istenmeyen yan etkiler tretir (72,84).
Kimyasal ajanlar, mikotoksinlerin detoksifikasyonu icin tek baslarina veya
karistirma, daldirma, fumigasyon ve sikistirma yoluyla fiziksel ydntemlerle
kombinasyon halinde uygulanabilir. Genel olarak, kimyasal yontemlerin kullanima,
ek temizlik islemleri gerektirdigi i¢in kullanissiz, giivenilmez, maliyetli ve zaman
alicidir.  Belirtilmelidir ki, bu boéliimde kimyasal islemlerin gida / yemdeki
aflatoksinler tizerindeki etkisi, bu islemlerin diizenleyici kurumlar tarafindan izin

verilmis standart gida islemi olup olunmamasina bakilmaksizin gézden gegirilecektir

(36,37).

Asitler ile Isleme

Mikotoksinlerin ¢ogu zayif asitlere karsi direngli olsa da, Ciegler ve Peterson
(198) ve Dutton ve Heathcote (199) aflatoksinlerin giiglii asitlerle isleminin; AFB;'i
hemiasetal form olan AFBy'ya doniistiirerek biyolojik aktivitesini yok ettigini
bildirmislerdir. Sitrik asit AFB;'i AFBy,'ya indirgerken; laktik asidin AFB;'i hem
AFB; hem de AFBy,'ya indirgedigi bilinmektedir (198,200). Hwang ve Lee (125)’nin
yuriittiigli ¢alisma, IN sulu sitrik asidin musir tanesinde AFB; seviyelerinin % 96.7
oraninda azaltilmasinda etkili oldugunu gostermistir. Ayriyetten, pH degeri 2 olan
hidroklorik asit (HCI) kullanimi, 24 saat igerisinde AFB; seviyelerini % 19 oraninda
azaltmistir (201). Buna ek olarak, AFB;'in HCI ile yiiksek sicakliklarda islenmesi,
AFB;’i toksik kalintilar olusturmadan tamamen bozmustur (202,203). Sorgumda
AFB1'in % 90’n1 asan etkili bozunmasi; salisilik, siilfamik, siilfosalisilik, antranilik,
benzoik, borik, oksalik ve propiyonik asitler gibi diger asitlerin kullanimi ile elde

edilmistir (204).

Bazlar ile Isleme

Aflatoksinler alkalin kosullar altinda kararsiz olduklari i¢in, gidalarin ve
yemlerin bazlarla islenmesi aflatoksinlerin azaltilmasinda etkinlik gostermektedir

(205). Miiller (206), sodyum hidroksit, kalsiyum hidroksit, sodyum karbonat,
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trisodyum fosfat, metilamin, etilendiamin, etanolamin igeren g¢esitli alkalin
cozeltilerin kullanilmas1 sonucu pamuk tohumu kiispesi, yerfistig kiispesi ve misirda
aflatoksinlerin parcalanmasini gézden gecirmistir. Cogu alkalin ¢ozeltisi ile kismi
detoksifikasyon saglanmastir. Amonyak kullaniminin aflatoksinlerin pargalanmasi
icin kapsamli bir sekilde incelenmesi sonucunda, amonyaklastirma giiniimiiz dahil
olmak {izere hayvan besleme amagli musir, yerfistigi kiispesi ve pamuk tohumu
icindeki aflatoksinleri par¢alamak ic¢in ana endiistriyel islemi olarak kullanilmaya
baglanmistir (84). Sivi veya gazli amonyak, yemdeki aflatoksinin yaklasik % 95'ini
azaltmaktadir (207). Weng ve ark. (208)’nin c¢alismasi, misirda aflatoksin
diizeylerinin % 75'ten fazla azaltilmasinin amonyaklastirma ile saglanmig oldugunu
gosterirken; Prudente ve King’in (207), ¢alismasi kirlenmis misirin % 1 amonyak ile
islenmesi dort aflatoksin tipi diizeylerinin % 98 oraninda azaltilmasi ile sonuglandigi
gostermestir. Amonyaklastirma igleminde uygun sicaklik, basing, nem Ve siire
kullanimi1 ve ayrica substratin uygun kosullari; kontamine gida ve yemdeki aflatoksin
seviyelerinin azaltilmasinda iyi bir etkinlik saglamaktadir (208). Ornegin,
aflatoksinlerin yok edilmesinde amonyaklastirma isleminin yiiksek basing altinda
uygulanmasi, atmosferik veya diisiik basing altinda uygulanmasma goére daha iyi
etkinlik goéstermistir  (209). Hayvan yemlerinde aflatoksinleri azaltmak igin
amonyaklastirma islemine, ABD Gida ve Ilag Dairesi tarafindan izin verildigi
bilinmektedir (84).

Oksitleyici Ajanlar ile Isleme

AFB;3, AFG; ve AFM; gibi aflatoksinler, kimyasal yapilarinda dihidrofuran
halkasinda cift bir baga sahip olduklar1 ig¢in oksitleyici ajanlarin saldirisina karsi
duyarhdirlar. Giigli oksitleyicilerden biri olan ozon aflatoksin ile reaksiyona
girdiginde, aldehitler, ketonlar ve organik asitler gibi monozonid tiirevlerinin
olusumuna neden olur (210). Ozon; gida isleme, imalat ve depolamada
antimikrobiyal ajan olarak kullanilmak iizere ABD Gida ve ilag Idaresi tarafindan
onaylanmustir (211,212). N6tr pH ve ortam sicakliginda ozonun, kisa bir yarilanma
stiresi ile islenmis tirlinlerde mikroorganizmalari etkisiz hale getirebildigi ve toksik
metabolitlerini herhangi bir ozon kalintis1 birakmadan parcalayabildigi gozlenmistir

(213). Ayrica, ¢esitli gida {irlinlerinin ozon kullanilarak iglenmesi sonucunda,
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aflatoksin bozunmasina yonelik de umut verici sonuglar ortaya ¢ikmistir. Yakin
tarihli bir ¢caligmada belirtildigine gore, uygulanan ozon konsantrasyonu ve maruz
kalma siiresi aflatoksinlerin azaltilmasini olumlu yonde etkilemistir (214). Prudente
ve King (215), ¢alismalarinda ozon islemi yoluyla hayvan yemindeki AFB;’in %
90'dan fazlasimin degrade edildigini vurgulamislardir. Misir ve bugdaydaki
aflatoksinlerin ozon tarafindan indirgenmesine yonelik umut verici sonuglar, Tablo
2.7.°de gosterilmistir. Ozonlama, gida iiriinlerinde ve 6zellikle de misirda AFB;
yikimina ve toksisitesinin azaltilmasina yonelik hizli, etkili ve gilivenli bir yontem
olsa da; ozonlama kosullar1 nedeniyle bu yontem gelismekte olan tilkeler i¢in uygun
maliyetli degildir. Ayrica ozon isleminin diger bir dezavantaji ise iriinlerin besin
degerini degistirebilmesinden kaynaklanmaktadir (216,217).

Diger bir oksidan olan hidrojen peroksit (H0,), aflatoksinlerin
detoksifikasyonu icin ticari 6l¢ekte kullanilmistir. Misir ve yer fistigi kiispesinin
H,0O; ile islenmesiyle, aflatoksin konsantrasyonlarinin azaldigi gézlemlenmistir (36).
Ek olarak, piring yemeginde oksitleyici ajanlar olarak % 16.5 NaCl ve % 1
NaClO’nun 24 saat boyunca kullanimi, aflatoksinleri tamamen ortadan kaldirmistir

(218).

Tablo 2.7. Misir ve bugdaydaki aflatoksinlerin ozon tarafindan indirgenmesi.

islem parametreleri Sonugclar Referanslar
Substrat
ozon konsantrasyonu: 50 mg /I, maruz kalma
e 6 120y g AFB,'de 89-91 (219)
siireleri: 60, saat % azalma
Misir
(216)
ozon konsantrasyonlart: 40-90 mg/l, maruz kalma AFB1'de 88 %'e
stireleri: 5-40 dakika kadar azalma
ozon konsantrasyonlari: 20-40 mg/l, maruz AFB;'de 84-97% (220)
kalma siireleri: 5-40dakika azalma
Bugday
ozon konsantrasyonlart: 40—60 mg/l, maruz Aflatoksinde 81- (221)

kalma siireleri: 30-180 dakika 95 % azalma




64

Indirgeyici Ajanlar ile Isleme

Indirgeyici bir ajan olan sodyum bisiilfit, AFB;'in detoksifikasyonu icin
arastirtlmis ve umut verici sonuglar elde edilmistir. Ayrica, kalint1 bisiilfitin gida
katki maddesi olarak kullanilmasina izin verildigi bilinmektedir (36,222). Sodyum
bisiilfit AFB; ile reaksiyona girdiginde; AFB;’in 15a-sodyum siilfonati (AFB;S) ana
tirtin olarak olusur ve AFB; molekiiliinii ana DNA baglanma bolgesine baglanmaktan
mahrum eder (223). Diisiik ve yiiksek seviyelerde aflatoksin ile kontamine olmus
misirin sodium bisulfit ile islenmesi sonucu, aflatoksinlerin etkili bir sekilde yok
edilmesi Moerck ve ark. (224) ve Hagler ve ark. (225) tarafindan kanitlanmistir.
Yiiriitilen bu c¢alismalarda dekontamine edilmis musir; gelismis renk, daha iyi
lezzetlilik, daha iyi kullanom ve gelismis eckonomi oOzelliklerine sahip idi.
Gilinlimiizde sodyum bisiilfit, hayvan yemi olarak kullanilan musir, yer fistig1 kiispesi
ve pamuk tohumu ig¢indeki aflatoksinleri indirgemek i¢in ana endiistriyel islemi

olarak kullanilmaktadir (84).

Bitki Ozleri ile Isleme

Bitki 6zlerindeki bilesikler ¢evre dostu, biyogdziiniir, biyolojik olarak
glivenli, yenilenebilir ve uygulamasi diisiik maliyetlidir. Bu yiizden sulu bitki
ozlerinin, aflatoksinlerin dekontaminasyonuna yonelik kullanilmasi yeni bir yaklagim
olarak biiylik bir potansiyele sahip olmaktadir. Aflatoksinlerin bozunmasinda ¢esitli
bitki ve baharatlarin etkinligi son yillarda sik¢a arastirilmaktadir (226). Velazhahan
ve ark. (118), calismalarinda Asya yemeklerinde baharat olarak kullanilan
Trachyspermum ammi (misir anason) tohumlarindan elde ettikleri ekstrakti AFB; ile
inkiibe etmis ve AFB; seviyelerini 6nemli 6lgiide azaltmayir basarmiglardir. Diger
bagska bir calismada, aflatoksinler Ocimum tenuiflorum o6zleri kullanilarak oda
sicakliginda bile onemli Olgiide detoksifiye edilmistir (227). Cesitli bitkilerin
yapraklarindan ve tohumlarindan elde edilen ekstraktlar arastirmacilar tarafindan in
vitro ¢aligsmalarda test edilmistir ve bu in vitro ¢alismalar arasinda ekstraktlarin

sagladigi en 6nemli AFB; rediiksiyonlar1 Tablo 2.8.’de gésterilmistir. Ayn1 zamanda,
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bitki ekstraktlar1 ile aflatoksin arasindaki daha uzun temas siiresinin, ekstraklarin
indirgeme etkinligini olumlu etkiledigi de bulunmustur. Bildigimiz kadariyla,
kontamine gida veya yemlerde aflatoksinlerin detoksifikasyonuna yonelik bitki
ekstraktlarinin uygulanmasina iliskin ¢alismalarin olmamasina ragmen; in Vvitro
calismalardan elde edilen veriler, bitki ekstraktlarinin kullaniminin gidalarda veya
yemlerde aflatoksinlerin dekontaminasyonunda biiyiik bir potansiyele sahip

olabilecegini gostermektedir (33).

Tablo 2.8. Aflatoksin dekontaminasyonuna yonelik sulu bitki ekstraktlarinin
kullanimai tizerine yapilmis yakin tarihli in vitro caligmalar.

Bitki tiirleri (bilinen  Ekstraktin  Aflatoksin Islem Indirgeme  Referanslar
isim) hacmi seviyesi parametleri (%)
(uL) (ng/L)
Justicia adhatoda (adulsa) 500 100 (AFB;) 37 °C, 24 saat 98.4 (226)
Corymbia citriodora 250 30 °C, 72 saat
(okaliptiis) 100 (AFB;) 95.2 (228)
Cassia fistula (altin dus) 250 100 (AFB;) 30 °C, 72 saat 54.4 (229)

Ocimum basilicum
(feslegen) 250 100 (AFB;) 30 °C, 72 saat 92.8 (229)

Ozetlemek gerekirse, baz1 fiziksel ve kimyasal dekontaminasyon
yaklasimlarina endiistriyel Olgekte kullanilmak iizere izin verilmis olsa da; sinirh
etkinlik, giivenlik sorunlari, beslenme kalitesinde olas1 kayiplar ve uygun maliyetli
olmama endiseleri nedeniyle ¢ogunun, hayvan yemi veya insan gidasi olarak
kullanilma amaci ile tiretilen tarim iriinlerini dekontamine etmesine izin verilmez.
Bu nedenle, hayvan yemi ve insan gidasi olarak kullanilacak cesitli tarim {irtinleri
icin daha yeni detoksifikasyon yontemleri, giivenlik konulart g6z Oniinde

bulundurularak incelenmeli ve gelistirilmelidir (23,164).

Biyolojik Yontemler

Bakteriler, kiifler ve mayalar gibi ¢esitli mikroorganizmalar ve enzimler gibi

ilgili tirtinlerinin kullanilmasiyla saglanan biyolojik bozunma; yem iiriinlerinde hem
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hasat oncesi hem de hasat sonrasinda aflatoksin kontaminasyonunu azaltmak igin
umut verici ve alternatif bir yaklasim olabilir. Aflatoksinin dekontaminasyonu igin
mikroorganizmalarin kullanilmasi, biyo-bozunurluk, 6zgiinliik, maliyet etkinligi ve
yiiksek verimlilik saglar. Ayrica, mikroorganizmalar biiylime i¢in gida matrisini
kullanmadiklarindan, kontamine yemlerin besin degerini ve lezzetini azaltmazlar
(29,230). Biyolojik sistemler mikotoksinlerin detoksifikasyonuna yonelik islevlerini,
iki temel mekanizma ile gergeklestirirler. Bu iki temel mekanizma, adsorpsiyon ve
enzimatik bozunmadir. Adsorpsiyon mekanizmasinda hem canli hem de canli
olmayan hiicreler —mikotoksinleri hiicre duvart bilesenlerine  baglayarak
uzaklastirirlar. Ikinci mekanizmada ise, hiicre dis1 veya hiicre i¢i enzimler enzimatik
bozunmanin gergeklestirilmesinde rol alirlar (33,75).

Probiyotikler ve 6zellikle laktik asit bakterilerinin (LAB) siit suslarini igeren
bakteriler, Saccharomyces cerevisiae'nin maya suslar1 ve A.flavus'un aflatoksijenik
olmayan suslar1 gidalardan ve yemlerden aflatoksinlerin uzaklastirilmasi igin
cogunlukla incelenen ana mikroorganizmalardir (84). Aflatoksinlerin LAB ve
Saccharomyces cerevisiae kullanilarak azaltilmasi, literatiirdeki ¢alismalarin
cogunda biyolojik detoksifikasyon yontemleri altinda gegse de; bu derlemede bu
mikroorganizmalardan, fiziksel olarak mikotoksinleri bagladiklari i¢in adsorbe edici
maddeler olarak fiziksel detoksifikasyon yontemleri altinda boliim 2.5.2.1°de de
bahsedilmistir. ~ Ayrica, mikroorganizmalarin hasat Oncesi donemde de
mikotoksinlerin detoksifikasyonu i¢in kullanilabilecegi bilinmektedir. Bu nedenle,
toksik olmayan Aspergillus mantarlarinin  kullanimi, mantar olusumunu ve
mikotoksin iiretimini en aza indirmek ic¢in hasat oncesi yontemler adi altinda, daha

once bolim 2.5.1.’de de belirtilmistir.

Bakteriler

Bacillus, Lactobacilli, Ralstonia, Pseudomonas ve Burkholderia spp. gibi
cesitli bakteri tiirleri incelenmis ve laboratuvar kosullar1 altinda bakteriler mantar
biiyiimesi ve aflatoksin iiretimini inhibe etme kabiliyeti gostermistir (75). Dahasi,
Ismail ve ark. (33)’nin belirttigine gore, hem kiiltiir ortamlarinda hem de gidalarda
aflatoksinlerin  uzaklastirilmasinda saglanan miikkemmel verimlilik; Bacillus

licheniformes, Streptomyces cacaoi, S. lividans, Rodococcus eritropolis,
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Lactobacillus debrueckii gibi bakteriler kullanilarak elde edilmistir. 1960'larda, test
edilen ¢ok sayida mikroorganizma arasindan sadece Flavobacterium aurantiacum
NRLL B-184 adindaki bir bakteri ¢ozeltilerden aflatoksini geri doniisiimsiiz olarak
uzaklastirmistir.  Yillar sonra, bulgular afatoksinin Flavobacterium aurantiacum
tarafindan detoksifikasyonunun enzimatik oldugunu, ancak mekanizmanin hala tam
olarak bilinmedigini gostermistir (36,75). EK olarak, Flavobacterium aurantiacum
NRLL B-184, gidalarda ve yemlerde de aflatoksinlerin detoksifikasyonu ic¢in ¢ok
yiiksek bir kabiliyet gostermistir. Antibiyoz yetenegi olan birkag laktik asit bakteri
(LAB) susunun, aflatoksini bagladigi ve biyosentezini inhibe ettigi veya aflatoksini
ortamdan uzaklagtirdigi bildirilmistir (75,84). EI-Nezami ve ark. (231) tarafindan
AFB;'in ¢ikarilmasi iizerine yapilan calismada, arastirilan 7 bakteri tiiri arasindan
L.rhamnosus, mediyumdan mikotoksinleri % 80’¢ kadar c¢ikarmistir. Ayrica,
kontamine misirda AFB;'in % 44.5 oraninda en belirgin azalmasi, test edilen
Lactobacillus acidophilus, L. brevis, L. casei, L. delbruekii, ve L. plantarum
bakterileri arasindan L. plantarum kullanimi ile saglanmistir (232). Ote yandan,
Bacillus subtilis'in aflatoksin {iretimini azaltmada Onemli etkinlik gosterdigi de
bilinmektedir (84). Bacillus licheniformis, B.subtilis susu 168 ve Bacillus natto CICC
24640 gibi Bacillus suslarinin bazilari, laktik asit bakterileri gibi genellikle giivenli
olarak kabul edilir (GRAS). Bu nedenle, giivenli olarak kabul edilen
mikroorganizmalar, hayvan yemlerinde aflatoksinlere yonelik biyo-detoksifikasyon
ajanlar1 olarak kullanilabilir (29,84). Bazi bakteri suslar1 in vitro galismalarda,
mantar biiyiimesi ve miiteakip aflatoksin iiretiminin azaltilmasi igin yiiksek etkinlik
gosterse de; tarlada aflatoksinlerin azaltilmasinda benzer etkinlik, bakteriyel
hiicrelerin yem firtinlerinde Aspergillus ile kontamine olmus bolgelere saha kosullart

altinda rahatga uygulanamadigi i¢in gézlemlenememistir (233).

Mayalar

Maya suslarinin aflatoksinleri baglama islemi, bakteri suslarindaki gibi hizli
ve geri donilisiimliidiir, ancak baglama kabiliyeti genellikle bakteri suslarina kiyasla
daha diistiktiir. Aflatoksinlerin uzaklastirilmasinda S. cerevisiae kullanimi, bir¢ok
aragtirmaci tarafindan arastirilmis ve arastirmalar sonucunda S. cerevisiae’in kayda

deger bir etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Belirli bir maya cinsi veya tiiriiniin ¢esitli
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suglari, mikotoksinlerin uzaklastirilmasinda degisken verimlilik ile farkli baglanma
yetenekleri gosterebilir. Ornegin, ilgili bir calismada tampon ¢dzelti igerisinde test
edilen 18 farkli S.cerevisiae susu arasinda; sadece 3 sus, AFB;’in % 40'tan fazlasim
uzaklastirabilmistir (33,84). Bueno ve ark. (234), S. cerevisiae tarafindan sivi
ortamda AFB; baglanmasinin, AFB; ve maya hiicre duvari arasinda geri doniisiimlii
bir kompleks olusmasina neden oldugunu ortaya koymuslardir. Baglanma
mekanizmasindan sorumlu olan bilesiklerin, maya hiicre duvarindaki
mannanoligosakkarit (MOS) ve esterlestirilmis gliikomannan (EGM) oldugu
distintilmektedir (84). Ayrica, S.cerevisiae'nin fiziksel, kimyasal ve enzimatik
tedaviler gibi diger yontemlerle kombinasyon halinde uygulanmasi, ortam icerisinde
aflatoksinlerin uzaklastiritlmasini artirabilir. Canli maya hiicrelerinin tek baglarina
kullanilmasinin aksine, S. cerevisiae hiicrelerinin 60 °C ve 120 °C'de 1sitilmasi ve
ayrica hidroklorik asit (2 M) ile islenmesi, AFB;'in ortamdan uzaklastirilmasini
artirmustir (33). Son olarak belirtmek gerekir ki, Aspergillus biiyiimesinin
inhibisyonunda maya suslari; tarla kosullarina nazaran laboratuvar kosullar1 altinda

daha iyi etkinlik gostermektedir (84).

Toksijenik Olmayan Mantar Suslar

Daha once bolim 2.5.1.'de de bahsedildigi gibi, biyo-rekabetin mantar
saldirisina duyarli tarim trlinlerinde aflatoksin kontaminasyonunu onlemek i¢in en
faydali girisimlerden biri olabilecegi disiiniilmektedir. Aspergillus suslari (6zellikle
A.parasiticus ve A.niger), Trichoderma viride ve Mucor ambiguus gibi toksik
olmayan mantar suslart AFB; degradasyonunda, dikkate deger etkinlik
gostermislerdir. Ozellikle, toksik olmayan Aspergillus suslarmm birgok saha
deneyinde hem hasat oOncesi hem de hasat sonrasi, iirlinlerde aflatoksin
kontaminasyonunu etkili bir sekilde onledigi bildirilmistir (84). 2003 yilinda,
Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (EPA), Amerika’nin Teksas ve
Arizona eyaletinde pamugun islenmesi igin, Aspergillus flavus'un atoksijenik izolati
olan AF36’nin biyokontrol ajani olarak kullanilmasini tescillemistir (233). Misir ve
yer fistiginda aflatoksini 6nemli 6l¢iide azaltan Aflasafe® (IITA) ve ayrica yer
fistiginda kullanimi onaylanmis Afla-guard® (Syngenta); aflatoksinlere karsi
piyasada bulunan iki yeni biyokontrol sistemidir. Aflatoksin kontroliniin %
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90'indan fazlasinin, bu {riinlerin kullanimi ile saglanabilecegi bildirilmistir
(33,235). Daha once farkli yazarlar tarafindan incelenmis olan bakteri, maya ve
toksijenik olmayan mantar suslari dahil olmak iizere c¢esitli mikroorganizmalarin
aflatoksin bozunmasindaki etkinligi, Tablo 2.9. ve Tablo 2.10.'da gosterilmistir. Bu
iki tablonun yan1 sira, AFB;'in ¢esitli mikroorganizmalar ile mikrobiyal bozunmasi,

Verheecke ve ark. (87)’nin, kapsamli incelemesinde agik¢a bahsedilmektedir.

Tablo 2.9. Gida iiriinlerinde veya hazirlanmis mediyumlarda aflatoksinin
dekontaminasyonu i¢in, mikroorganizmanin tek basina veya baska bir
mikroorganizma ile kombinasyon halinde kullanilmasi.

Yiyecek AFB;
Mikroorganizma tiirii veya (ng/kg Analiz kogullari
mediyum veya L)

indirgeme
(%)

72 saat boyunca 28 °C'de bir

iﬁotcllzzof;;: meclj_iB um (ZA(I):(?(;) calkalayicida (170 rpm) bakteri 100
ythrop v kiltard ile inkiibasyon
Nutrition AFB
Pseudomonas Broth (0 1; Bakteri kulttird ile karanlikta, 37 83
aeruginosa (N-17-1) (Besleyici ’ °C'de 72 saat boyunca inkibasyon
buyyon)
Streptqmyces IS.P AFBy 24 saat boyunca 30 °C'de bakteri 88
aureofaciens ve S. mediyum (20,000) et e
.. kiltlrleri ile inkibasyon
lividans
10 dakika boyunca yer fistig
kispesinin isil islemi (100-121 °C
Streptococcus . )(pH: 10), ardindan 3 giin boyunca
Yer f AFB
thermophilus ve L. If[:s |set'|§| (10 51) 37 °C'de anaerobik kavanozlarda S. 100
bulgaricus P ) thermophilus (108 hicre / mL) ve L.
bulgaricus (10° hiicre / mL) ile
inklibasyon.
Nutrition
Bacillus licheniformis Broth AFB; 37 °C'de 24 saat boyunca 95
CFR1 (Besleyici (500) inkGibasyon
buyyon)
. Maya kiltiranin (10° hiicre / mL)
Zygosaqharomyces Yef flstlgl AFB, 30 °C'de 3 giin boyunca 57_84
roxii suglari kispesi (115)

inklibasyonu

(33)
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Tablo 2.10. Cesitli bakteri, maya ve toksijenik olmayan mantar suslari
kullanilarak, aflatoksinlerin bozunmasi.

Biyolojik Mikroorganizmalar Yiyecek tiirii veya Mikotoksin  indirgeme
yontem mediyum (%)

Lactobacillus rhamnosus
GG (LBGG), Lactobacillus Sivi mediyum AFB; 80
rhamnosus (LC-705)

Bakteriler Lactobacillus,Lactococcus,

Bifidobacterium sp. PBS sollisyonu AFB; 5.6-59.7

Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus casei, Sivi mediyum AFB; 25-61
Lactobacillus plantarum

Saccharomyces cerevisiae PBS soliisyonu AFB, 40
Saccharomyces ve .
. PBS sollisyonu AFB; 15-60
Mayalar Candida suslari
Saccharomyces cerevlsiae
hiicre duvar bl.Ie§en| Kontamine yem AFB, 81.6
esterlenmis
glukomannan(EGM)
Toksik K94 Misir Aflatoksinler 83-98
olmayan Afla-guard Misir Aflatoksinler 9-75
mantar .
Afla-guard Misir Aflatoksinler 85-88
suslari
(84)

Enzimler ve Mikrobiyal Iliskili Diger Yaklagimlar

Mikotoksinlerin parcalanmasinda rol oynayan enzimlerin mekanizmasi,
detoksifikasyon igsleminin karmasikligi nedeniyle hala bilinmese de; arastirmacilar,
1990'larin bagindan beri mikotoksinlerin mikrobiyal enzimler tarafindan biyo-
doniistimiinii incelemektedirler. Buna ragmen, farkli kaynaklardan elde edilen ¢esitli
enzimler gida maddelerindeki aflatoksinin azaltilmasinda, verimlilik gostermektedir.
Phoma glomerata ve A.niger gibi mantar tiirlerinden elde edilen aflatoksin degrade

edici enzimler, detoksifiye edici ajanlar olarak kullanilma potansiyelini gostermistir
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(33). Hem Pleurotus ostreatus hem de Rhodococcus erythropolis'ten izole edilmis
ekstraseliiler enzimlerin AFB;'i doniistiirdiigii ve toksisite kaybina yol actif
gozlemlenmistir (161). Ayrica, lakkazlar ve peroksidazlar gibi enzimlerin, ¢esitli
organik Dbilesikleri degrade edebildigi bilinmektedir. Wang ve ark. (236),
aflatoksinlerin Phanerochaete sordida kaynakli peroksidaz enzimi ile olusan
bozunma {riinlerini aydmnlatmiglardir. Bazi farkli mantar tiirlerinin lakkazlar
tarafindan AFB;'in bozunmasina yonelik yapilan g¢alismada, AFB;’in bozunma
triinlerinin mutajeniteye sahip olmadigr kanitlanmistir. Ancak bu bozunma
tirtinlerinin yapilar1 tam olarak belirlenememistir (36). Armillaria tabescens’ten izole
edilen ve saflastirilan, aflatoksin-detoksifizim (ADTZ) adindaki bir enzim ve
Raphinus sativa bitkisinden izole edilen yabanturpu peroksidaz enzimi, AFB;
tizerinde  detoksifikasyon aktivitesi — gostermistir  (21,75).  Aflatoksinlerin
degradasyonu i¢in kullanilan gesitli enzimler ve diger mikrobiyal iligkili yontemler,
hem Tablo 2.11.'de hem de Tablo 2.12.'de gozden gecirilmistir. Su ana kadar higbir
enzimin kullanimi AB tarafindan tescillenmese de, gelistirilmekte olan enzimler
gelecekte mikotoksin diizeylerini veya bunlarla iliskili toksisiteyi azaltmak i¢in gida
ve yemlerde potansiyeli olan bir uygulama olarak kullanilabilir (36).

Aflatoksinlerin dekontaminasyonu i¢in mikroorganizmalarin ve enzimlerin
kullanimi, potansiyel biyolojik yontemler olarak yeni yeni ortaya ¢ikmis olsa da; bu
biyolojik ajanlarin hayvan yemine uygulanabilmesi i¢in belirli sartlar saglanmis
olmalidir. Ornegin, mikroorganizmalar patojenik olmamali ve iiriinlerin toksisitesini
degerlendirmek icin bozunma iiriinleri belirlenmelidir. Bozunma f{irtinleri toksik
olmamali ve doniisiimiin verimliligi in vivo calismalarda degerlendirilmelidir. Bu
nedenle, biyolojik ajanlarin saha kosullar1 altinda aflatoksin kontaminasyonunu

azaltmadaki etkilerini test etmek i¢in, ileri saha deneyleri gereklidir (161).
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Tablo 2.11. Aflatoksin bozunmasina yonelik yakin zamanda galisilmis enzimler ve

diger mikrobiyal iligkili yontemler.

Prensip

Mediyum

Analiz kosullari

Sonuglar

Enzimatik
detoksifikasyon

Mantar
metabolitleri
ile
detoksifikasyon

Mantar
metabolitleri
ile
detoksifikasyon

Sitrat tampon (0.1 M)

Besin mediyumu

Besleyici buyyon ve

pamuk tohumu
kiispesi

% 20 dimetil sulfoksit ve
lakkaz enzimi (30 U/mL)

iceren mediyum (pH 4.5)
35 ° C'de inkibe edildi.

Depolanan fasulyelerden
(Phaseolus vulgaris L.)
toplanan Phoma
glomerata'dan kiiltir sivi
filtrati (CLF) ve hiicresiz
ekstrakt (CFE), 27 °C'de
72 saat siireyle AFB; (2
pg / mL) ile inkibe edildi.

Mutasyonlar igin yabani
bir A. niger (FS-Z1) susu
UV radyasyonuyla
indiklendi ve mutant
suslarin hiicreleri, hidrath
sodyum kalsiyum
aliminosilikat tabaninda
immobilize edildi.
Ardindan 30 °C'de 48 saat
boyunca AFB; ile inkiibe
edildi.

Enzim baslangig aflatoksin
seviyesinin % 67'sini azaltt.

CLF ve CFE'nin aflatoksin
bozunma verimliligi sirasiyla
% 78 ve % 66'ya ulagmistir.

Bir mutant tlrinin (FS-UV1)
hareketsizlestirilmis hiicreleri,
besleyici buyyonda baslangi¢
aflatoksin seviyesinin % 95'ini
azaltti. Sonuglar kontamine
pamuk tohumu kispesinde %
93-97 aflatoksin yikimi ile
cogaltilmistir.

(33)
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Tablo 2.12. Saflastirilmis enzimler ile AFB; bozunmasi.

. . Ureten .
Enzim Familya . Analiz kosullari Sonuglar
organizma
FDR-A, Fa20H2 bagimli Mycobacterium 30 uM AFB,, 24 saate kadar 10 % 100
FDR-B rediktaz smegmatis UM F4yq ile inokule edildi. indirgenme

Phanerochaete 50 mg/| AFB,, 5 nkat MnP ile

MnP Mn peroksidaz % 86 indirgenme

sordida YK-624 inokule edildi.
42 kD.a Mn peroksidaz Pleurotus 312 mg/I.AfF.Bl'. 1.5 U/ml 1'12.kDa % 90 indirgenme
protein ostreatus proteini ile inokule edildi.
Lakkaz Lakkaz Trametes 1.4 me/l .AFBl' 1 U/'mI'Iakkaz fle % 89 indirgenme
versicolor inokule edildi.

Mn: manganez; MnP: manganez peroksidaz (87)

2.6. Siitte AFM; Dekontaminasyonu

Siit kontaminasyonu, kontamine siitteki AFM; igeriginin dogrudan
azaltilmasiyla veya dolayli olarak siit hayvanlarinin yeminde AFB;
kontaminasyonunun azaltilmasiyla kismen giderilebilmektedir (9). Tarlada veya yem
bitkilerinin depolanmasi sirasinda hasat Oncesi ve hasat sonrasi miidahaleler, ve
yemdeki AFB; seviyelerinin konsantrasyonunu azaltmak i¢in detoksifikasyon
yontemleri, 6nceki boliimlerde detayli bir bigimde belirtildigi igin; bu boliim daha
cok siitteki AFM;'in dogrudan dekontaminasyonuna odaklanmay1 amaglamaktadir.
Arastirmacilar, siitteki AFM; diizeylerini diislirmek i¢in uygulanabilir ve yaygin
olarak kabul goren dekontaminasyon stratejilerini uyarlamaya yonelik gesitli fiziksel,

kimyasal ve biyolojik yontemleri degerlendirmislerdir. (58).

2.6.1. Kimyasal Dekontaminasyon Yontemleri

AFB;, AFG; ve AFM;’in oksitleyici ajanlarin etkilerine karsi hassas oldugu
bilindiginden, bir¢ok arastirmact AFM;'in siitten kimyasal inaktivasyon ile yok

edilmesini arastirmistir. Applebaum ve Marth (237), dogal olarak kontamine olmus
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cig siitten AFM; inaktivasyonu iizerine yaptiklart c¢alismada, H,O,, H;0, arti
riboflavin (Rib.) ve H,O; art1 laktoperoksidazin (LPO) etkinligini arastirmiglardir. Bu
caligmaya gore, AFM; diizeylerindeki azalma % 0 ile % 98 arasinda degisiklik
gostermistir. % 98 ile maksimum etkinlik; % 1 H,O;’nin 0.5 mM Rib. ile birlikte 30
dakika boyunca 30 °C'de kullanilmas1 ve ardindan 63 °C’de 30 dakika boyunca
isitilmasiyla elde edilmistir. 3 glin boyunca 4°C sicaklikta, 5 tinite LPO ve % 0.1
H202’nin birlikte kullanimi, AFM;'in 6nemli 6lgiide yok edilmesini saglamstir.
AFM7’in inaktivasyonuna yonelik kullanilan bu kimyasallarin mekanizmasi tam
olarak bilinmese de, AFM1'in inaktivasyonundan reaktif tiirlerden olan tekli oksijenin
(*O,) ve / veya hipoklordz asidin (HCIO), sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Aym
yil, Doyle ve digerleri (1982) tarafindan yayinlanan bir baska ¢alismada, 10 ml siit
basmma 0.04 g potasyum bisiilfit (indirgeyici ajan) ilave edilmesinin, AFM;
seviyelerinin % 45'ten fazla azalmasina neden oldugu belirtilmistir. Daha yakin
tarihli bir ¢aligmada, siitin 80 mg/dk ozon gazina 5 dakika boyunca maruz

birakilmasi, AFM; konsantrasyonunu % 50 azaltmistir (238).

2.6.2. Kil Bazli Yem Dekontaminasyonu

Siit hayvanlarinin diyetinde enterosorbent kullanimi, hayvan viicudunda
AFB; emiliminin azalmasina yol agar. Bundan dolayi, yemin kil bazli
dekontaminasyonu, siit hayvanlarinin siitinde ~AFB; metaboliti olan AFM;'in
azaltilmasina yonelik dolayli bir yaklasim olarak kabul edilir. AFBj-kontamine
yemlerle beslenen laktasyon donemindeki sigirlarin ve kegilerin diyetine kil bazli
adsorbanlarin dahil edilmesi sonucunda, siitteki AFM; konsantrasyonunda kayda
deger bir azalma gdzlemlenmistir. Ornegin, sagmal ineklerin yemine % 2 aktif
karbon ve % 2 HSCAS eklenmesinin, AFB;'in siite AFM; olarak tasinmasindaki
etkisi arastirilmis ve bu adsorbanlarin tasinmayi sirastyla, % 50 ve % 36 oraninda
azaltigt bulunmustur (9,239). Aflatoksin ile kontamine yemler tiiketen sagmal
ineklerin diyetine EGM’nin % 0.05 oraninda takviye edilmesi, siitteki AFM;
seviyelerinin %58 oraninda azalmasina neden olmustur (31). Adsorbanlar arasindan
aktif karbon, kalsiyum bentonit, esterlestirilmis glukomannan ve ii¢ adet HSACS
tirtinii aflatoksin ile kontamine yem tiiketen ineklerin diyetine eklenmis ve bu iiriinler

siitlin AFM; konsantrasyonlarinda sirasiyla % 5.4, % 31, % 59, % 65, % 50 ve % 61
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azalma saglamislardir. Benzer bir ¢aligmada, sagmal ineklerin diyetinde, % 0.5
oraninda takviye edilmis Novasil Plus®, Solis® ve esterlestirilmis glukomannan
iriinii olan MTB-100’lin etkinligi arastirilmistir. Bu ¢alismaya gére, MTB-100
AFM; seviyelerini % 4 oraninda disiiriip, en diisiik rediiksiyon verimliligini
saglarken; Solis® siitteki AFM1 seviyelerini % 48 azaltarak en yiiksek rediiksiyon
verimliligini saglamistir (9). Ayrica bir baska ¢alismada, aflatoksin ile kontamine
yem tiiketen laktasyon donemindeki ineklerin diyetinde bentonit (AB-20) kullanimi,
stitdeki AFM; konsantrasyonlarini % 60.4 oraninda azaltmistir (240).

Ozetlemek gerekirse, AFB;’in kontamine yemlerden siite AFM; olarak
taginmasi, kil bazli adsorbanlar kullanilarak en aza indirilebilir ve bunun sonucu

olarak siit hayvanlarinda aflatoksikoz hafifletilebilir.

2.6.3. Kil Bazh Siit Dekontaminasyonu

Adsorbanlarin etkinligi, AFM; ile kontamine olmus siitiin, dogrudan
dekontaminasyonu i¢in de arastirilmistir. Bentonitin etkinligi {izerine, ge¢cmisten
glinlimiize kadar yapilmis olan deneyler, bentonitin siitteki AFM;'in ¢ikarilmasi i¢in
etkili bir kil malzemesi oldugunu kanitlamistir. Ayrica, bentonit kalintilart siitte
diisiik miktarda (% 0.4) kalmasina ragmen, bentonit kullaniminin siitiin besin
ozelliklerini degistirmedigi ve insan sagligi lizerinde onemli bir etki yaratmadig:
ortaya cikmistir. Ancak, siit kalitesinin diger parametreleri hakkinda ¢ok az veri
bulunmaktadir. Son olarak belirtmek gerekirse, adsorbana bagli AFM; toksininin

slitten ayrilmasina yonelik yapilan arastirmalar halen devam etmektedir (9,241,242).

2.6.4. Mikrobiyal Dekontaminasyon

Daha oOnceki boliimlerde bahsedilmis olan isitma ve isinlama gibi hem
fiziksel yontemler hem de amonyaklama ve ozon tedavisi gibi kimyasal yontemler,
mikrobiyal yontemlere kiyasla daha yiiksek maliyet, daha fazla zaman alic1 ve daha
olas1 beslenme kayiplar1 nedeniyle siitte AFMi'in ¢ikarilmasina yonelik bir¢ok
kisitlamaya sahiptir. Bundan dolayi, AFM;'in mikrobiyal dekontaminasyonu, daha
etkili, ¢evre dostu ve son derece spesifik oldugu igin yeni, umut verici bir yaklasim
olarak ortaya ¢ikmistir. Mikroorganizmalarin, mikotoksinlere baglanmadaki yiiksek
kabiliyetlerine ek olarak, genelde giivenli olarak kabul edilen (GRAS) statiileri,

aragtirmacilan siitteki AFM; i¢in mikroorganizmalarin baglanma kabiliyetini daha
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fazla aragtirmaya tesvik etmistir (60). Bu amag¢ dogrultusunda, bakteri suslarinin,
maya suslarinin ve bunlarin karisik havuzlariin baglanma verimlilikleri kapsamli bir
sekilde incelenmistir. Sonug¢ olarak, AFM;'in mikrobiyal hiicreler tarafindan
baglanmasinin hizli bir islem oldugu ve sonugta ortaya c¢ikan degisken baglanma
yiizdelerinin; hiicre duvarlarinin ve membranlarin yapisindaki farkliliklar,
inkiibasyon siiresi, sicaklik, AFM; ve mikrobiyal konsantrasyonlar gibi bazi
faktorlerden kaynaklandigi bildirilmistir (60,243). Bazi mikrobiyal adsorbanlar
tarafindan AFM; baglanmasinin etkinligi bu boliimde belirtilecektir.

Ticari Lactobacillus, Streptococcus ve Bifidobacterium suslarinin, fosfat
tamponlu salin (PBS) ve siit i¢erisinde, AFM; konsantrasyonunu degisen derecelerde
azalttiklar1 bulunmustur. Ozellikle L. bulgaricus CH-2 ve S. thermophilus ST-36'nin
sit Orneklerinde bulunan AFM;'in sirasiyla, % 28'ini ve % 39'unu bagladig
bildirilmistir (9,60). Pierides ve ark. (244), AFM'in ¢ikarilmasinda 1s1 ile 6ldiiriilen
L. rhamnosus GG'nin yasayabilir hiicrelere gore daha verimli oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica, bu calismaya gore, 1s1 ile dldiiriilen hiicrelerin yagsiz siite
kiyasla tam yagl siitte AFM'i uzaklastirmas1 daha etkili olmustur. Ilging bir sekilde,
L. rhamnosus LC-705'in canli hiicrelerinin, AFM;'in hem tam yagl siitten hem de
yagsiz siitten ¢ikarilmasinda, 1s1 ile oldiiriilen hiicrelere kiyasla daha etkili oldugu
bulunmustur. EK olarak, dnceki ¢alismalardan elde edilen sonuglar, toprak bakterisi,
N.corynebacterioides'in kontamine siitte toksik molekiil tiretmeden aflatoksinleri
(AFB, AFG ve AFM) tamamen detoksifiye ettigini gostermistir (9). Farkli maya
suslarinin da kontamine siitte bulunan AFM;'in azaltilmasina yonelik etkinlik
gosterdigi  bilinmektedir. Ornegin, kontamine olmus UHT vyagsiz siitte
Saccharomyces cerevisiae kullanimi, AFM; konsantrasyonunu % 92.7'ye kadar
azaltmigtir  (60). Ayrica, Abdelmotilib ve ark. (245), tarafindan AFM;'in
cikarilmasimma yonelik yapilan c¢alisma sonucunda elde edilen sonuglar;
Kluyveromyces lactis ve S. cerevisiae gibi cansiz maya suslarinin kombinasyonunun,
tek basina maya suslarmin kullanimina kiyasla daha etkili oldugunu gostermistir.
Siitte AFM; ¢ikarilmasina yonelik tek veya kombine olarak bakteri suslarinin ve
bakteri sus havuzlarinin maya suslari ile birlikte kombine halde kullanilmasindaki
verimlilik Tablo 2.13.’te 6zetlenmistir. Ek olarak, ¢esitli mikroorganizmalarin farkli

soliisyonlarda AFMj'e baglanma verimlilikleri Assaf ve ark (60), tarafindan kapsamli
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olarak belirtilmistir. Belirtmekte yarar vardir ki; farkli konsantrasyonlarda canli
LAB, maya veya her ikisinin karisiminin siite eklenmesi, iiriinde kontrolsiiz
¢ogalmaya neden olup, bozulmaya yol agabilir. Bu yiizden siit dekontaminasyonu
igin 1s1 ile oldiiriilmiis mikrobiyal hiicrelerin kullanimi, canli mikrobiyal hiicrelerin
kullanimma nazaran daha elverislidir (246). Omegin, Kluyveromyces ve
Saccharomyces tiirleri genellikle siit laktozunu fermente ederek, siit bozulmasina

neden olur.

Tablo 2.13. Mikroorganizmalarin, siitte AFM;’in ¢ikarilmasina yonelik etkinligi.

Mikroorganizma Sut Aflatoksin Analiz kosullari indirgeme
cesitleri (ng/kg veya L) (%)

Istyla oldirilmis bakteri

Lactobacillus bulgaricus . canl0 - 0 e 13-33
L. rhamnosus UHT siit AFM, (0.5) hiicreleri (10 hiicre/m) ile 4°C 20-24
- . . veya 37°C'de 15 dakika boyunca
Bifidobacterium lactis S 32-38
inkiibasyon
Sacharomyces cerevisiae srlr:ILa)l 3: /u\:: eanLr:; fﬂf:rgleri ‘;;53/ 11-12
Laktik asit bakterileri (LAB)b UHT sit AFM, (0.5) . y. o 90-93
.. hicre/mL) ile 37 °C'de 30-60
S. cerevisiae+LABb S 92-100
dakika inkiibasyon
- Istyla 6ldtrilmis maya ve / veya
S cerevisiae bakteri hiicreleri (107-10" 100
(LAB)d Sut AFM; (0.05 ve 0.1) hicre/mL) ile oda sicakhginda 1 73-100
S. cerevisiae+(LAB)° ) 1le 0da sicaxlig 92-100
saat sureyle inkiibasyon
Fermante 4.2 £ 0.02 pH degerine ulasilana
L. acidophilus edsllur:ls AFM; (0.5) kadar 40°C'de inkiibasyon 98

® Lactobacillus rhamnosus, L. delbrueckii spp. bulgaricus ve Bifidobacterium lactis'den olusan havuz.
¢ |actobacillus plantarum (NRRL B-4496), L. helveticus (ATCC 12046) ve L. lactis (JF 3102)' den olusan
havuz.

UHT, ultra yiksek 1sI
(33)

Mikrobiyal adsorbanlarin  endiistriyel — dlgekte  kullanimina  iliskin
sinirlamalardan biri, AFM; ve mikrobiyal adsorbanlar arasinda kismen geri

doniistimlii baglanmanin olusmasidir. Mikrobiyal adsorbanlarin geri doniistimlii
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baglanmasinin, Van der Waals etkilesimleri ve hidrojen baglar1 gibi kovalent
olmayan baglarin etkilesiminden kaynaklandigina inanilmaktadir. Dolayisiyla,
maksimum tolere edilebilir siirlarda olmasi beklenen gerekli mikrobiyal adsorban
miktarlarinin hesaplanmasi, bu tip baglamanin kismi tersinirligi nedeniyle kolay
degildir. Sabit ve dayanikli bir AFMji/mikrobiyal kompleksi, AFM;'in insan
viicudundan glivenli bir sekilde atilmasini  saglamaktadir. Bu  yiizden,
dekontaminasyona yonelik mikrobiyal adsorbanlar kullanildiginda, serbest AFM;
miktarlarinin  ve mikrobiyal adsorbanlarin konsantrasyonlarinin siirekli olarak

izlenmesi gerekmektedir (60).

2.6.5. Mikroorganizmalarin ileriye Doniik, Muhtemel Endiistriyel
Uygulamalari

Mikrobiyal adsorbanlar kullanilarak siitte AFM;'i azaltmaya yonelik biiyiik
cabalar sarf edilse de, arastirmacilar tarafindan heniiz ticari olarak uygulanan
giivenilir bir yontem bulunamamistir. Destek veya membran iizerinde mikrobiyal
sabitleme, mikrobiyal biyofilm olusumu ve 6zellestirilmis donen karigtirict kullanimi
gibi birtakim ileriye yonelik yontem, gelecekte siitte AFM;'in azaltilmasina yonelik
¢oziim  saglayabilir.  Ornegin, S.cerevisiae'min  perlit destegi iizerinde
immobilizasyonu ve siitiin 80 dakika bu perlit destegi lizerinde sirkiilasyonundan
sonra, Uriiniin fizikokimyasal 6zelliklerinde herhangi bir degisiklik olmadan AFM;
konsantrasyonu % 81.3 oraninda azalmistir. Bu nedenle, LAB, maya veya
karigimlarinin sabitlenmis oldugu destek veya membran iizerinden kontamine siit
riinlerini gecirmek, AFM;’1 detoksifiye etmek icin endiistriyel dlcekte olasi bir
yontem olabilir. Mikrobiyal biyofilm olusumu, siitte AFM; dekontaminasyonu igin
kullanilan mikrobiyal ajanlarin retansiyonunun Onlenmesine dayanmaktadir. L.
rhamnosus GG tarafindan olusturulan biyofilm, siit protein igerigini 6nemli 6l¢iide
degistirmeden tam yagh siitte AFMj'i % 60.74'e kadar uzaklastirarak verimlilik
gostermistir. Dolayisiyla bu c¢alisma, prospektif yontemlerden biri olan biyofilm
olusumunun, gelecekte mikotoksin dekontaminasyonuna yonelik kullanilabilecegini
gostermektedir (60). Assaf ve ark. (247)’ne gore, AFM;'in mikrobiyal adsorbanlara
artan maruziyeti, AFM; baglanma miktarin1 etkileyebilir. AFMj'in 1s1 ile ldiiriilen
L.rhamnosus GG tarafindan baglanmasinin, pipetleme gibi karistirma islemi ile

arttign  bulunmustur. Dolayisiyla, bu bulgu, 0Ozellestirilmis doner Kkaristirict
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kullanilarak AFM; ve mikrobiyal adsorbanlar arasinda artan temasin, serbest
AFM;'in baglanmasini arttirmak i¢in endiistride yeni bir uygulama olarak ortaya

cikabilecegini dngérmektedir (60).

2.6.6. Spesifik Antikorlar Tarafindan Nétralizasyon

Sagmal hayvanlarin asilanmasi, aflatoksinler tarafindan kontamine olmus
yemlerin tliketilmesine bagli toksisiteyi azaltmak i¢in yenilik¢i bir yaklagimdir.
Indiiklenen antikorlar (Anb) spesifik olarak aflatoksinlerin biyoaktivasyonunun ilk
emilimini ve daha sonra siitiin igine taginmasini engeller. Bu strateji, serbest
aflatoksinlerin immiino-engellenmesine (ndtralizasyon) dayanir (9). AFB;'in
kimyasal olarak detoksifiye edilmis bir formu olan anaflatoksin B1'in (An-AFB;),
ana molekiil ile reaktif olan antikoru indiikleme yetenegine sahip oldugu
bilinmektedir. AFB;'in siit tretiminin farkli asamalarinda (orta ve ge¢ laktasyon
asamasi) AFM; olarak tagmmmasinin azaltilmasinda, sagmal ve yavru ineklerin
Giovati ve ark. (249), tarafindan yiritilmiistiir. Her iki deneyde, sagmal hayvanlar,
formiilinde An-AFB;'in protein-konjiigatlarini igeren mikotoksid asisi ile sistemik
olarak agilanmistir. Bu ¢alismalara gore asilanmis ineklerin siitiinde AFM; diizeyleri
asilanmamig kontrol gruplarmma kiyasla onemli Ol¢lide azalmistir. Ayrica, bu
calismalardan elde edilen sonuglar, asilamanin AFM; konsantrasyonlarini azaltma
acisindan tlim siit dretim dongiisii lizerinde bir koruma saglayabilecegini
gostermektedir. Sonu¢ olarak, siit hayvanlarinin asilanmasi, hem siitte AFM;
seviyelerinin 6nemli 6l¢lide azalmasint hem de aflatoksikozun neden oldugu saglik

tehlikesine karsi ¢iftlik hayvanlarinin korunmasini saglayabilir.

2.7. AFM; Tespiti icin Kullanilan Analitik Yontemler

Siit ve siit iirtinlerinde AFM; miktarini analiz etmek i¢in diinya ¢apinda en
yaygin ve sik kabul edilen tekniklerden biri, yiiksek performansh sivi kromatografisi
(HPLC) ve enzime bagli immiinosorbent analizi (ELISA) 'dir (58,60). Bununla
birlikte, floresans dedektorii (FLD) ile sivi kromatografisi (LC), ince tabaka
kromatografisi (TLC), florometri, ultra performansli sivi kromatografisi-tandem
kiitle spektrometresi (UPLC-MS/MS), lateral akis immiinoanalizleri ve jel bazli

immiinoanalizler siit ve siit {irlinlerinde AFM; tespiti i¢in kullanilmistir (16). TLC,
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operasyon basitligi, yiiksek hizi, dedeksiyon ve miktar belirleme kabiliyeti, maliyet
etkinligi ve dislik solvent kullanimi ile yiikksek numune verimi nedeniyle
aflatoksinleri ayirmak, tanimlamak ve miktar belirlemek i¢in yaygin olarak kabul
edilmis ¢ok eski bir yontemdir (16,63,250). Fakat, sivi kromatografisinin
gelismesiyle TLC kullanimi birakilmig ve floresans deteksiyon ile birlikte HPLC gibi
yontemler TLC kullanimin1 devralmistir. Ayrica, floresans dedektorii ile yiiksek
performansh sivi kromatografisi (HPLC-FLD), siitteki AFM;'in belirlenmesinde
uluslararasi resmi bir yontem olarak onaylanmis, hassas ve onerilen yontemlerden
biridir. Siitte AFM; analizi i¢in hem normal hem de ters fazli HPLC'nin de yaygin
olarak kullanildig1 bilinmektedir. HPLC’nin yiliksek ayirma kalitesi, diisiik tespit
limiti (LOD) ve ¢oklu tespit sistemini (floresan, UV) birlestirmedeki esnekligi;
arastirmacilarin bir ornekten ¢ok ¢esitli bilesikleri tespit etmelerini saglar. Ayrica
kiitle spektrometrisi (MS) veya gaz kromatografisi (GC) gibi diger aracglarin HPLC
ile kombinasyonu, daha gelismis 6zellikler saglamaktadir. Ornegin, HPLC-MS/MS,
HPLC'nin ayirma kabiliyetinin, MS'nin duyarliligi ve o6zgilligiiyle birlestirildigi
analitik bir tekniktir. Bundan dolayi, bu teknik gelismis tespit limitleri ve ayrisma
acisindan avantajlar saglar. Bununla birlikte, HPLC-MS/MS, AFM;'in rutin
analizleri icin pratik bir teknik olmayabilir ¢iinkii cihazin karmasikligi, masrafi ve
bliylik miktarlarda organik coziicii gereksinimi, kullaniminda sinirlamalara neden
olabilir. Busman ve ark. (251)’nin belirtigi gibi, kiitle spektrometrisi alaninda yeni
gelistirilen bir yontem olarak kabul edilen ger¢ek zamanli dogrudan analiz- kiitle
spektrometrisi  (DART-MS) de arastirmacilarin  siitteki  AFM; miktarini
belirlemelerini  saglamaktadir. ELISA, kullanimdaki basitligi ve uygun fiyati
nedeniyle siit ve siit iirlinlerinde AFM;'i 6lgmek icin en c¢ok kullanilan, popiiler
analitik yontemlerdendir. HPLC'nin aksine, AFMj'in siitten immiinoafinite kolonlar
(IAC) kullanilarak temizlenmesi, ELISA yonteminde gerekli degildir. ELISA Kitleri
AFM;'in analizinde portatif, hizli ve oldukca spesifik olmasina ragmen; kitler tek
kullanimlik oldugundan, toplu tarama maliyetinin artmasina yol agabilir. ELISA'nin
en biiylk dezavantaji, potansiyel capraz reaktivitesinden ve spesifik matrise
bagimliligindan kaynaklanmaktadir (16,60,63). Ancak, Guan ve ark. (252)’nin
calismasinda, AFM; e yliksek afinite i¢in ultra hassas ve spesifik monoklonal antikor

bazli rekabetci ELISA'nin gelismesiyle, AFB;, AFB;, AFG; ve AFG,'ye capraz
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reaktivite gozlenmemistir. AFM; i¢in yakin zamanda gelistirilen tespit ve
kantifikasyon teknigi olan elektrokimyasal immiinosensorler, 1-100 pg/ml araliginda
olan diisiik AFM; konsantrasyonlari i¢in yiiksek diizeyde geri kazanim saglamaktadir
(253). Ayrica, portatif ve tek kullanimlik enstriimanlar olarak daldirma ¢ubugu ve
yanal akig immiino tahlilleri, bilylik numune boyutlarinda AFM;'in kalitatif tayininde
kullanilabilir. Bununla birlikte, bu tahlillerin test basina maliyeti ELISA'ya nazaran
daha yiiksektir (63).

Immiinokimyasal teknikler genellikle bir mikotoksin veya kii¢iik benzer
yapilandirilmis bilesik grubu i¢in spesifik oldugundan, bu tekniklerin kisith sayida
bilesikleri ayirabildigini belirtmekte yarar vardir. Diger yandan ise, kromatografik
yontemlerin ¢ok ¢esitli farkli kimyasal maddeleri ayirabildigi bilinmektedir (253).

Yukarida belirtilen bu yontemlerin uygulanmasinda; numune hazirlamadan
ekstraksiyona, ekstraktin sonraki iglenmesine, rezidiiel AFM;'in saptanmasina veya
miktarinin belirlenmesine kadar herhangi bir asamada cesitli deneysel varyantlar
meydana gelebilir (60). Deneysel sonuglarda daha yiiksek dogruluk elde etmek igin;
bu uygulamali tekniklerde ¢esitli derecelerde gelistirilmis hassasiyet ve giivenlik ile

birlikte hiz ve maliyet etkinligi gerekmektedir (58).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec
3.1.1. Siit Orneklerinin Toplanmasi

Bu tez calisgmasinda, KKTC’de iiretilen ve piyasada tiiketime sunulan 2 siit
markasindan 10’ar adet olmak iizere toplam 20 UHT inek siiti ve farkh
mandiralardan toplanmig 22 adet ¢ig inek siiti AFM; varligi yoniinden analiz
edilmistir. Hepsi farkl tarihlerde tiretilmis olan 20 adet UHT inek siitii Eyliil ayinda
cesitli marketlerden orjinal ambalajlarinda (200 ml veya 1L) alind1 ve analize kadar
+4°C’de buzdolabinda muhafaza edilidi. 22 adet ¢ig inek siitii ise Gazimagusa
bolgesine bagh 3 kdyde bulunan mandiralardan, yine Eyliil ayinda 22 ayr1 inekten
toplandi. Cig inek siitli numunelerinin aliminda 50 ml’lik falkon tiipleri kullanildi ve
analize kadar -20°C’de buzdolabinda muhafaza edilidi.

KKTC Meteoroloji Dairesi’nden alinan verilere gore, numunelerin toplandig:
Eylil ay1 2020 yilindaki ortalama sicaklik ve standart yagis indeksi (SPI) degerleri
Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Eyliil 2020 yili i¢in KKTC. Meteoroloji Dairesi verileri.

Ay Ortalama Hava Sicakligi (°C) SPI?

Eyliil 28 0,50 ile -0,50

# KKTC. Meteoroloji Dairesi hafif nemli ve hafif kurak arasinda olan
SPI degerini (0,50 ile -0,.50), “normal civar1” olarak siniflandirmustir. (254,255)

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Asetonitril i¢inde 0,5 pg/ml AFM; standart (2 ml), (Trilogy Analytical Lab. Inc.,
ABD)

o Asetonitril (Stvi Kromatografi i¢in Gradyan Derecesi, Merck, Almanya)

e Metanol (HPLC i¢in Gradyan Derecesi > 99,9 % ; Sigma-Aldrich, Israil)

e Fosfat Tamponlu Salin (pH 7,2- 25°C; Sigma-Aldrich, ABD)

e Ultra Saf Su (Millipore Elix 35/Milli-Q Advantage A10 system; Millipore, USA)
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3.1.3. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

e Agilent Technologies 1260 Infinity HPLC (SEM Lab Inc., Tiirkiye)

e Buzdolab1 (-20°C ve +4°C; ARCELIK)

e Cam Test Tiipti Kapakli (Orlab, Tirkiye)

e Easi-Extract Aflatoxin (Aflatoksin M; IAC, 50 kolon; R-Biopharm Rhone
Ltd.,Iskocya)

e Enjektor 5 ml (Dorhan Medical, KKTC)

e Enjektor Ucu (Dorhan Medical, KKTC)

e Falkon/Santrifiij Tipi (50 ml; ISOLAB)

o Filtreleme Hunisi (Fisher Scientific)

e Otomatik Numune Alma Siseleri, Amber Cam 2 ml (Sigma-Aldrich, Almanya)

e Otomatik Pipet (10-200 ul, 100-1000 pl, 1-5 ml; Eppendorf, Isolab)

e Otomatik Pipet Ug (10-200 ul,100-1000 pl, 1-5 ml; Eppendorf, True- Line)

e Pastor Pipeti (3 ml’lik, Biosigma, Italya)

e Paslanmaz Celik Laboratuvar Spatulasi (Fisher Scientific)

e RC 0.45 um filtreleri (Phenomenex, Torrance, CA, ABD)

e Santrifiij Cihaz1 (BOECO C-28A, Almanya)

e Ultrasonik Banyo (Ultrasons H-D, J.P. SELECTA, ispanya)

e Rocker Chemker 300 Vakum Pompasi (Sterlitech, ABD)

e Mixer Uzusio VTX-3000 L (Laboratory & Medical Supplies, Japonya)

e Whatman Filtre Kagidi No.4, 125 mm @ (Merck, Almanya)

¢ Yan Kollu Buchner Filtre Sisesi 250 ml (Sigma-Aldrich, Almanya)

e Kauguk flakon tipas1 (Thomas Scientific, Ispanya)

3.2. Yontem

Stit Orneklerinde AFM; diizeyi, floresan dedektorli HPLC yontemi ile
belirlenmistir. Numunelerin  hazirlanmasinda ve immiinoafinite kolon ile
temizlenmesinde ftretici firmanin (R-Biopharm Rhone LTD.) belirttigi protokoller

uygulanmistir (256).
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3.2.1. Analiz Icin UHT Inek Siitii Orneklerinin Immiinoafinite
Kromatografisi ile Temizlenmesi

100 mP’lik siit numuneleri homojenlestirilip, ultrasonik banyoda 37°C’ye
1stild1 ve 4,000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi, yiizeyde kalan yag
tabakasi spatula yardimi ile alinarak uzaklastirildi. Yagin tamamen uzaklastirilmasi
icin siit numuneleri whatman No:4 filtre kagidindan siiziildii. Hazirlanan siit
orneklerinden 50’ser ml alinarak, yan kollu buchner filtre sisesi ve vakum sistemi
yardimi ile dakikada 2 ml akis hizinda immiinoafinite kolondan gegirildi. Siitiin
tamami kolondan gecirildikten sonra kolon, dakikada yaklasik 5 ml'lik bir akis
hizinda 20 mL fosfat tamponlu salin (PBS) gecirilerek yikandi. Kalan siviyr
gidermek icin kolondan hava gegirildi. AFM;’i kolondan elue edebilmek i¢in 1.25 ml
methanol: asetonitril (40:60 v/v), kolondan saniyede 1 damla akis hizinda gegirildi ve
cam test tiip igerisinde toplandi. Bu islem sirasinda ters yikama yapildi ve 2-3 kez
tekrarlandi. Eliisyonun ardindan 1.25 ml saf su kolondan gegirilip ayni cam test tiip
icerisinde toplandi ve toplamda 2.5 ml eluat elde edildi. Eluat vorteks ile
karistirildiktan sonra 2 ml’lik amber siseye transfer edildi. Amber sise iginde

toplanan numunelerden 100 ul, HPLC sistemine enjekte edildi.

3.2.2. Analiz icin Cig Inek Siitii Orneklerinin Immiinoafinite
Kromatografisi ile Temizlenmesi

UHT inek siitii 6rneklerine kiyasla, ¢ig inek siitii drneklerinin immiinoafinite
kromatografisi ile temizlenmesinde ufak degisikler yapilmigtir. Buna gore, 100
ml’lik siit numuneleri homojenlestirilip, 4,000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi.
Santrifiij sonrasi, ylizeyde kalan yag tabakasi spatula yardimi ile alinarak
uzaklastirildi. Hem filtrasyonu artirmak hem de immiinoafinite kolonlarinin
ttkanmasini engellemek igin siit numuneleri ultrasonik banyoda 37°C’ye 1stild1 ve
yagin tamamen uzaklastirilmasi i¢in siit numuneleri whatman No:4 filtre kagidindan
stiziildli. Hazirlanan siit 6rneklerinden 50’ser ml alinarak, yan kollu buchner filtre
sisesi ve vakum sistemi yardimi ile dakikada 2 ml akis hizinda immiinoafinite
kolondan gegirildi. Siitiin tamami kolondan gecirildikten sonra kolon, dakikada
yaklagik 5 ml'lik bir akis hizinda 20 mL PBS gecirilerek yikandi. Kalan siviyr
gidermek icin kolondan hava gegirildi. AFM;’i kolondan elue edebilmek igin 1.25 ml

methanol: asetonitril (40:60 v/v), kolondan saniyede 1 damla akis hizinda gegcirildi ve
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cam test tiip igerisinde toplandi. Bu islem sirasinda ters yikama yapildi ve 2-3 kez
tekrarlandi. Eliisyonun ardindan 1,25 ml saf su kolondan gegirilip ayn1 cam test tiip
igerisinde toplandi ve toplamda 2,5 ml eluat elde edildi. Eluat vorteks ile
kanistirildiktan sonra RC 0,45 pm filtrelerde filtrelendi ve 2 ml’lik amber siseye
transfer edildi. Amber sise i¢inde toplanan numunelerden 100 pl, HPLC sistemine
enjekte edildi.

3.2.3. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi Analizi

Otomatik ornekleyici ve floresans dedektorii (Agilent FLD cell 8 pl,
Almanya) ile donatilmis Agilent Technologies 1260 Infinity HPLC (SEM Lab Inc.,
Tirkiye) sistemi AFMj'nin analizleri ve kantifikasyonu igin kullanildi. Floresans
detektorti sirastyla 365 ve 435 nm'lik eksitasyon ve emisyon dalga boylarinda
ayarlandi. Inertsil ODS-3V 4,6x150 mm kolon kullanildi ve kolon sicakligi 25 °C'de
tutuldu. 1,0 mL dk™ akis hizina sahip izokratik mobil faz (asetonitril / su, 25:75, v /
v) kullanildi. Hem AFM; standardi hem de numune i¢in HPLC sistemine enjeksiyon
hacmi 100 pL idi. Kantifikasyon, toplam alt1 konsantrasyon noktas1 i¢in (2, 5, 10, 20,
50 ve 100 pg L) asetonitril i¢inde standart AFM; ¢ozeltilerinin kullaniimasiyla

olusturulan kalibrasyon egrisine dayali olarak gergeklestirildi.

3.2.4. Metodun Dogrulanmasi

Yontem, dogrusallik, algilama smir1 (LOD), miktar belirleme sinir1 (LOQ),
tekrarlanabilirlik (repeatability) ve geri kazanim (recovery) igin Avrupa Birligi
Komisyonu'nun 657/2002 (Avrupa Komisyonu, 2002) kararina gore bir kurum igi
modelle dogrulanmistir. Dogrusallik, standart ¢ozeltilerin 6 konsantrasyon
noktasinda (her biri i¢in ii¢ tekrar) enjeksiyonu ile degerlendirildi. LOD ve LOQ

degerleri sirasiyla, Formiil 3.1. ve Formiil 3.2. kullanilarak hesaplandi:

LOD = 3.3 %a 3.1)
LOQ = 10 57“ (3.2)

Sa, kesisimin standart sapmasidir; ve b, kalibrasyon egrisinden elde edilen regresyon

¢cizgisinin egimidir (257).
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Tekrarlanabilirlik ve geri kazanim, kor numunelerin (AFM; varligini
gostermeyen siit numuneleri) ti¢ takviye seviyesinde (eluat igerisinde 2,5; 5 ve 7,5 ug
kgl'e karsilik gelen 12,5; 25 ve 37,5 pg kg') spayklanip, analiz edilmesiyle

hesaplanmistir. Analizler her konsantrasyon seviyesi i¢in 6 kez tekrarlanmstir.

3.2.5. istatistiksel Analizler

Veriler tek yonlii ANOVA ile analiz edildi. Yapilan tiim testlerde gliven
diizeyi % 95 olarak alindi. Tiim istatistiki analizler Microsoft Excel istatistik

programu ile yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Siit Orneklerindeki AFM; Diizeyleri

Siit 6rneklerinden elde edilen kromatogramlar, AFM; standart ¢ozeltilerinin
kromatogramlar1 ile karsilastirilarak bu 6rneklerideki AFM; diizeyi hesaplanmasi
amaglandi. Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.’de goriildiigii lizere analiz edilen ¢ig ve UHT inek

stitli 6rneklerinin hicbirinde AFM; tespit edilebilecek diizeyde bulunmadi.

Current Chromatogrami(s)
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Sekil 4.1. AFM; diizeyi tespit edilemeyen UHT inek siitii numunesinin HPLC
kromatogram Srnegi.
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Sekil 4.2. AFM; diizeyi tespit edilemeyen ¢ig inek siitli numunesinin HPLC
kromatogram Ornegi.

4.2. AFM; Kalibrasyon Egrisi Verileri

Dogrusal regresyon ¢izgisi, farkli konsantrasyonda AFM; standartlarinda elde
edilen Kkarsi tepe alan1 kullanilarak ¢izildi. Kalibrasyon egrisi, dogrusal denklem y =
0,1463x + 0,0652 olmak tizere 2 -100 ppb arasinda dogrusaldi. Kalibrasyon egrisinin
belirme katsayisi (R?) = 0,9998 olarak bulundu (Sekil 4.3.). 20 ppb standart AFM;

cozeltisi enjekte edilerek, AFM;’in tutulma siiresi 7.637 dakika olarak bulundu
(Sekil 4.4.).
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Sekil 4.3. AFM; standart soliisyonlarinin kalibrasyon egrisi.
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Sekil 4.4. 20 ppb konsantrasyonda AFM; standart ¢6zeltisine ait kromatogram.
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4.3. Yontemin Geri Kazanim Oranlar1 ve Hesap Limit Degerleri

Yontemin ortalama geri kazanimi ve tekrarlanabilirligi sirastyla, % 95,6 ve %
4,9 idi. Tekrarlanabilirligi ve geri kazanimi kontrol etmeye yonelik testler Tablo

4.1.'de sunulmustur.

Tablo 4.1. Tekrarlanabilirlik ve geri kazanim verileri.

AFML1 Spayk Diizeyleri
12,5 ppb 25 ppb 32,5 ppb

Parametreler

Tekrarlanabilirlik (varyasyon katsayisi, % CV) 4,6 3,6 6,4

Geri Kazanim (% = standart sapma SD) 96,6 4,5 91,8+3,3 98,6+6,3

Geri kazanim i¢in kullanilan siit numunesine ait standart ilave edilmis, ilave
edilmemis analiz kromatogramlart ve 5 ppb konsantrasyonda AFM; standart

¢oOzeltisine ait kromatogram sirasiyla, Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7°de sunulmustur.



Current Chromatogramis)

1 TLD1 A, Ex-365, Em=435 [Cengiz SOl SATDIEsHaw 10.nal 2020-10-50 11-37-25000T 77.07
Lu

B

&=

Z N

045
047
0.5
r |
|
045 | |
|
|
|
1
i
|
£ |
= | | = =
N = = 1 A
WATAY | - - L] M r I, 4 P! \
\ LAY D enon S a
Ly A N AW N T "'J\qk/"’ VAR
D44 w { L~ EAVa Voo
| [ v | : e

Vol

0.43 |}
1 1 H 1 I L ¥

Sekil 4.5. Standart ilave edilmemis 17 no’lu siit 6rnegine ait kromatogram
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Sekil 4.6. 5 ppb AFM; standarti igeren 17 no’lu siit 6rnegine ait kromatogram.
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Sekil 4.7. 5 ppb konsantrasyonda AFM; standardinin kromatogrami

olarak bulunmustur.

HPLC-FLD yonteminin LOD ve LOQ degerleri sirastyla, 1,038 ve 3,145 ppb
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5. TARTISMA

Aflatoksinler; insan ve hayvanlarda bircok saglik sorununa ve tarimsal
iriinlerde diinya ¢apinda ekonomik kayiplara neden oldugundan bu konudaki
caligmalar tiim diinyada yogunluk kazanmistir. Akdeniz diyetinin temel unsuru olan
stit ve siit Urtlinleri, 6zellikle bebekler i¢in dnemli bir besin kaynagi oldugundan, siit
ve siit lirlinlerinde AFM'in varligin1 diizenli olarak kontrol etmek gerekir.

KKTC’de farkli hayvan tiirlerinden (koyun, kegi ve inek) elde edilen ve
tilkketime sunulan yerel siit c¢esitleri mevcut olmasma ragmen, halkin biiyiik
cogunlugunun inek siitii tiikketmesi nedeniyle, bu c¢alismada yalnizca inek siitii
orneklerinin AFM; varlig1 yoniinden arastirilmasi tercih edilmistir. Bu baglamda,
hem Gazimagusa’ya bagli koylerden toplanan 22 adet ¢ig inek siitii hem de
merkezdeki siipermarketlerden toplanan 20 adet UHT inek siitii AFM; varligi
yoniinden HPLC yo6ntemi ile analiz edilmistir. Bu arastirmada, analiz edilen ¢ig ve
UHT inek siitlerinin higbirinde AFM;, tespit edilebilir seviyelerde degildi.
Dolayistyla 6rneklerde AFM; seviyeleri, TGK (66) ve AB (258) tarafindan bildirilen
limit degerlerin lizerinde ¢ikmamustir.

Kutlubay ve Sokmen (259)’in, Giresun Universitesi’nde vyiiriittiikleri
calismada, analiz edilen 30 inek siitii numunesinin higbirinde AFM; bulunamamustir.
Bellio ve ark. (260), Italya’da toplanan toplam 1668 inek siitii 6rneklerinden yalnizca
sekizinin (% 0,5) AB diizenleme sinirina uygun olmadigini rapor etmislerdir. Piva ve
ark. (261), 1985 yilinda 276 siit 6rnegini AFM; varlig1 yoniinden arastirmiglar ve
sadece 7’sinde AFM; diizeylerinin 50 ng/L’yi astigini tespit etmislerdir. Behfar ve
ark. (262), Iran’da iiretilen 100 adet pastdrize siit drneklerinin higbirinde AFM;
diizeylerinin, siit i¢gin maksimum smir olan 50 ng/L degerini agmadigini rapor
etmiglerdir. Cammilleri ve ark. (257)’nin, 170 inek siiti 6rneginde AFM; varlig
lizerine yaptiklari ¢alismada, higbir numunede AFM; diizeyleri Avrupa Komisyonu
yonetmeligi 1881/2006 tarafindan belirlenen sinirin iizerinde g¢ikmamistir (263).
Giliney Kore'de 100 adet ¢ig siitte AFM; olusumu iizerine yapilan bir ¢aligmada,
orneklerin higbiri AFM; i¢in 0.5 ppb olan Kore yasal sinirmi asmamistir (264).
Yukarda bahsedilen ¢alismalarda analiz edilen siit 6rneklerinde AFM; diizeylerinin
yasal sinirlari agmamasi veya cok az Ornekte yasal simirlari asmasi; yapmis

oldugumuz arastirmadan elde edilen bulgular ile benzerlik gostermektedir.
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Cografi ve mevsimsel farkliliklar, siit Orneklerinin alindig1 laktasyon
periyodu ve kullanilan farkli analiz yOntemleri gibi ¢esitli parametreler;
arastirmalardan elde edilen AFM1 bulunma sikligina iliskin farkli sonuglarin
nedenlerindendir (265). Bilindigi gibi hayvan beslemede kullanilan yemler, siitte
AFM; varligimin tek faktoridiir. Dolayisiyla yemlerde bulunan AFB; miktarina bagl
olarak siitlerdeki AFM; diizeyi de yiikselmektedir (266). Yemlerin iiretim ve
depolanmasinin uygun olmayan kosullarda gergeklestirilmesine bagl olarak, kiiflerin
gelistigi ve toksin olusturdugu yemlerle beslenen hayvanlarin siitlerinde AFM;
miktarlarinin yiiksek ¢ikmasi kaginilmaz olmaktadir (267).

Bu arastirmada analiz edilen siit numunelerinde saptanan AFM; diizeylerinin
yasal smirlart asmamasi hem siit tiiketicileri hem de iireticileri i¢in sevindirici bir
durumdur. Tez c¢alismasi sonucunda elde edilen bulgular, hayvan yemlerinin hasat
sonras1 iyi kurutularak uygun depolama kosullarinda kisa siire tutulmasi, uygun
sartlarda muhafaza edilmesi, sicak ve yogun neme maruz kalmamasiyla agiklanabilir.
Aflatoksin olusumunda gerekli olan optimum a,, sicaklik ve bagil nemin sirasiyla
0,99; 33°C ve > %70 oldugu bilinmektedir (5). Ancak KKTC Meteoroloji Dairesi,
siit numunelerinin toplandig1 Eyliil ayindaki ortalama hava sicakligini 28°C ve
standart yagis indeksini 0,50 — 0,50 (hafif nemli ve hafif kurak arasinda olan ‘normal
civart’ olarak rapor etmistir (Bkz Tablo 3.1). Dolayisiyla siit numunelerinde AFM;
diizeylerinin saptanamamasi, aflatoksin olusumu i¢in gerekli olan ideal kosullarin

saglanamamasi ile de agiklanabilir.
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6. SONUC

KKTC’de tiiketilen siit 6rneklerindeki AFM; igerigi, halk sagligi acisindan
onemli bir risk teskil etmese de daha fazla sayida siit 6rnegini igeren bir arastirmanin
gerekliligi ortaya cikmaktadir. Bununla birlikte, hayvan yeminin tedarik ziciri
boyunca aflatoksin kontaminasyon riskini izlemek i¢in stirekli bir gdzetim programi
gerekmektedir. Biitiin bu etmenlerin yani sira tiiketicilerin beslenme aligkanliklarina
gore maruz kalinan toplamsal aflatoksin veya mikotoksin olasiligi da onem arz
etmektedir. Bu sekilde cok yonlii diisiiniildiiglinde iyi tarim uygulamalari, iyi
muhafaza uygulamalari, iyi hijyen uygulamalar1 ile HACCP bazli gida giivenligi

sistemlerinin uygulanmasi bu agidan yararli olacaktir.
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