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OZET

TRABZON EKMEGI URETiMININ AFLATOKSINLER VE FUSARIUM
TOKSINLERIi UZERINE ETKISI

Pinar YILMAZ

Yuksek Lisans, Gida Muhendisligi Bolumu
Tez Danismani: Prof. Dr. Umran UYGUN
Ocak 2014, 67 sayfa

Kifler uygun kosullar altinda mikotoksin adi verilen, insan ve hayvan sagligina
zararli ikincil metabolitleri Uretirler. Yururlukteki dizenlemelerle tanimlanmis
mikotoksinler i¢in sinir degerler belirlenmis olsa da, mikotoksinlerin diyetle maruz
kalinan duzeyleri hala tartisma konusudur. Bu nedenle son yillarda cgesitli gida
igslemlerinin mikotoksinler Uzerine etkisini aragtiran pek ¢ok ¢alisma yapilmaktadir.
Bu tez calismasinda, Ulkemize 6zgu geleneksel bir ekmek utretim yontemi olan
Trabzon ekmegi Uretiminin her kademesinin, aflatoksinler ve Fusarium toksinleri
Uzerine etkisi arastirlmigtir. Trabzon ekmegi, 6nce uzun siren laktik asit
fermantasyonu ve ardindan kisa suren maya fermantasyonuna birakilarak
olgunlastirlan hamurun 220°C’den 175°C’ye degdisen firnn sicakliklarinda
pisirimesiyle elde edilmektedir. Aflatoksinler (Bi, B2, Gi, G2), deoksinivalenol
(DON) ve zearalenon (ZEA) iceren bugday unu 6rnekleriyle hazirlanan hamur ve
Trabzon ekmeklerinin mikotoksin miktari, fermantasyon oncesi ve sonrasi hamur

orneklerinde ve pisme sonrasi ekmek kabugu ve ekmek iginde belirlenmigtir.

Vi



Laktik asit fermantasyonu sonunda hamur o6rneklerinin AFLB1, DON ve ZEA
miktarinda istatistiksel olarak onemli bir degigiklik gozlenmezken; AFLB2, AFLG1
ve AFLG:2 miktarinda istatistiksel olarak 6nemli azalma meydana gelmistir. Maya
(Saccharomyces cerevisiae) fermantasyonu sonunda ise 0Ozellikle aflatoksinlerin
miktarinda olmak utzere ( % 5.4 — 16.7 araliginda) tum mikotoksinler igin
istatistiksel olarak onemli artislar meydana gelmistir. Trabzon ekmegi Uretiminin
mikotoksinler Uzerine etkisi degerlendirildiginde ise ekmek kabugu orneklerinde
tum mikotoksinler icin istatistiksel olarak dnemli azalmalar gézlenmistir. Ekmek
kabugu orneklerinde en yiksek azalma AFLG: i¢in bulunmustur (% 29.5 — 30.4).
Ekmek ici drneklerinde ise, DON miktarinda énemli bir degisim gézlenmezken,
ZEA ve aflatoksinlerin miktarinda istatistiksel olarak &énemli azalmalar
gerceklesmistir. Ekmek ici orneklerinde en yiksek azalma yine AFLG:2 icgin
bulunmustur (% 18.5 — 19.4).

ANAHTAR SOZCUKLER: aflatoksinler, deoksinivalenol, zearalenon, eksi hamur

fermantasyonu, maya fermantasyonu, Trabzon ekmegi
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ABSTRACT

EFFECT OF TRABZON BREAD MAKING ON AFLATOXINS AND
FUSARIUM TOXINS

Pinar YILMAZ

Master of Science, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Umran UYGUN
January 2014, 67 pages

Under suitable conditions moulds produce seconder metabolites called mycotoxins
that can damage both human’s and animal’s health. Regulatory limits for identified
mycotoxins have been determined by current legislations. However, the exposure
doses of various mycotoxins taken with daily diet are still under debate. Therefore,
in recent years many researches have been conducted on the purpose of
elucidating the effects of some food processes on mycotoxin levels in food

samples.

The aim of this study was to investigate the fate of aflatoxins and Fusarium toxins
during the Trabzon bread-making process. Trabzon bread was prepared by baking
of fermented dough at 175 - 220°C. During this process, wheat flour samples
including aflatoxins (B1, B2, G1, G2), deoxynivalenol (DON) and zearalenone (ZEA)
were used. Fermentation process is based on two-stage fermentation; the long-
term lactic acid fermentation and the short-term yeast fermentation. The mycotoxin
levels were determined in dough samples before and after each fermentation step
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and in bread samples (in both crumb and crust). Significant changes in AFLB1,
DON and ZEA levels were not observed while AFLB2, AFLG1 and AFLG: levels
were reduced significantly after the lactic acid fermentation. After yeast
(Saccharomyces cerevisiae) fermentation, it was observed that all mycotoxin
levels significantly increased in dough samples, especially for aflatoxins (5.4 —
16.7 %). With respect to the effect of Trabzon bread making process on
mycotoxins, statistically significant reductions were observed for all mycotoxin
levels in crust samples. The highest reduction in crust samples was found for
AFLG: levels (29.5 — 30.4 %). In crumb samples, significant changes were not
observed in DON levels while aflatoxins and ZEA levels were significantly
reduced. The highest reductions were observed in crumb samples for AFLG2 (18.5
—19.4 %).

Keywords: aflatoxins, deoxynivalenol, zearalenone, sourdough fermentation,

yeast fermentation, Trabzon bread
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1. GIRIS

Bugday, Ulkemizde en cok tlketilen gidalardan biri olan ekmegin hammaddesi
olarak ekonomik agidan buyuk onem tagir. Kuf gelisimini destekleyen iklim ve
depolama kosullarinda bugdayda mikotoksin kontaminasyonu ciddi boyutlarda
ortaya cikabilmektedir. islenmis veya islenmemis tahil Griinlerindeki mikotoksin
varligi, dnemli saglik sorunlarina ve Urin kalitesini bozarak ekonomik kayiplara yol
acmaktadir.

Tum dinyada ve ulkemizde tarlada veya hasattan sonra tahillarin Fusarium cinsi
kuflerle bulagmasi 6nemli bir sorundur ve bu bulaginin 6nine gecilmesi ¢ok
zordur. Onemli saglik sorunlarina ve ekonomik kayiplara neden olabilen bu sorun;
fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemlerle asilmaya c¢alisilmaktadir. Mikotoksin
varliginin azaltiimasinda biyolojik yontemlerin kullaniimasi fikri son yillarda 6nem
kazanmaktadir. Bu nedenle cesitli gida islemlerinin mikotoksinlere etkisinin
anlasiimasina katki saglayacak verilerin toplanmasi icin son yillarda daha fazla
arastirma yapilmaktadir.

Mikotoksin miktarinin biyolojik yontemlerle azaltilmasi son yillarda 6nem kazanmis
olsa da, bu yontemlerin gercek etkilerini degerlendiren galismalar hala sinirlidir.
Literatlrdeki calismalar ise mayalarin ve laktik asit bakterilerinin mikotoksinleri
azaltma etkisi Uzerine yogunlagmaktadir. Ancak maya ve LAB’larin gogaltildigi
kaltar ortamlarinin ya da bunlardan elde edilen hiicre ekstraktlarinin mikotoksinle
muamelesi sonucu saglanan miktarsal azalmalar, ayni mikroorganizmalarin
sorumlu oldugu fermantasyon islemleri sonunda gézlenememektedir. Bu nedenle
gida islemlerinin mikotoksinler Uzerine etkisini degerlendiren galismalar, maruz
kalinan gercek mikotoksin dizeyinin ve mikotoksin iceren gidalarda
uygulanabilecek en etkin detoksifikasyon yonteminin belirlenmesinde 6nem tasir.
Trabzon ekmegdi Uretimi uzun suren fermantasyon (laktik asit ve maya
fermantasyonu) ve pisirme islemleri ile gergeklestirildiginden, bu geleneksel
yontemin mikotoksin diizeyinde dnemli azalma saglayabilece@i dustunulmus ve bu
tez kapsaminda mikotoksinler Uzerine etkisi arastirilmistir.

Trabzon ekmegi; ilk agsamada un, su ve eksi hamur karigiminin belli bir stre dogal
fermantasyona birakilmasiyla olgunlasan hamura ekmek mayasinin da

katilmasiyla elde edilen ikinci hamurun yine belli bir sire fermantasyona
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birakilmasindan sonra elde edilen hamurun belli sicaklik ve surede pisiriimesiyle
elde edilir. Trabzon ekmegi Uretimi boyunca; fermantasyon oncesi ve sonrasi
hamur 6rneklerinde ve pisirme isleminden sonra ekmek 6rneklerinde olmak Uzere
asama asama aflatoksinler (Bi, B2, Gi ve Gg2), deoksinivalenol (DON) ve

zearalenon (ZEA) duzeyleri izlenmigtir.

Bu calisma kapsaminda, DON ve ZEA azaligini izlemek Uzere tarlada bugdaya
Fusarium greminearum kulturd inoklule edilerek dretilen dogal kontamine
bugdaydan elde edilen un kullaniimigtir. Aflatoksinle dogal kontamine un 6rnegi
bulunamadigi  igin, aflatoksin denemeleri una toksin ilave edilerek

gerceklestirilmigstir.

Bu tez kapsaminda yapilanlar 6zetlenirse; eksi hamurda laktik asit bakterilerinin,
ikinci hamurda ekmek mayasinin ve pisirme boyunca isil islemin mikotoksin riskini

azaltma etkisi belirlenmeye calisiimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikotoksinler ile ilgili genel bilgiler

Mikotoksinleri birka¢ kelime ile tanimlamak oldukga gugtir. Tum mikotoksinler en
kisa ve temel olarak, “lifsi mantarlarin ikincil metabolit olarak Urettigi, disuk
molekiler agirlikli bilesikler” olarak tanimlanabilir. Mikotoksin terimi, 1962 yilinda
“‘gizemli hindi hastaligi (turkey x disease)” olarak adlandirilan yaklasik 100.000
kimes hayvaninin dlumuyle sonuglanan vakanin, Aspergillus flavus ‘un urettigi
ikincil metabolitlerle (aflatoksinler) kontamine olmus yer fistigi ile iligkilendiriimesi
uzerine ilk defa kullaniimistir. Konuyla ilgili ilerleyen ¢alismalar antibiyotik olarak
kullanilan patulin gibi pek ¢cok kif metabolitinin toksik etkilerini ortaya ¢ikarmistir.
Ozellikle 1960 ve 1975 yillari arasindaki donemde yapilan yodun calismalar
sonucu pek ¢ok yeni mikotoksin tanimlanmistir. Gunimuzde kimyasal yapilari
benzer yaklagik 300-400 kadar madde mikotoksin olarak tanimlanmakta ve
bunlardan 30 kadari saglik tGzerine olumsuz etkileri nedeniyle Uzerinde en cok

caligilan grubu olusturmaktadir.

Tum mikotoksinler kufler tarafindan Uretilse de, kiflerin Grettigi tum toksinler
mikotoksin olarak nitelendirilmez. Burada 6nemli olan, metabolitin hedefi ve etki
gosterdigi konsantrasyondur. Etanol gibi ancak yiksek konsantrasyonlarda toksik
etki gobsteren fungal metabolitlerin aksine, mikotoksinler ¢ok dusuk
konsantrasyonlarda bile omurgalilara ve diger hayvan tirlerine zarar vermektedir
[1].

Mikotoksinler, gida ve yemlerde sikga rastlanan bulaganlarin basinda gelmektedir.
Gidalarda kif gelisiminin ve buna bagl olarak mikotoksin kontaminasyonunun
meydana geldigi en uygun kosullar iliman sicakliklardir. Gidalarda mikotoksin
olusumu en fazla 20 - 30°C arasinda, 3.5 - 5.5 pH araliginda ve 0.85 - 0.90 veya
Uzerindeki su aktivitesinde gerceklesmektedir. Buna karsin kimi Penicillium
turlerinde belirgin olmak Uzere, buzdolabi sicakliinda mikotoksin olusumu az da
olsa gorulebilir [2]. Gida maddelerinde en sik rastlanan mikotoksinler; aflatoksinler,
fumonisinler, okratoksinler (OTA), patulin, trikotesenler ve ZEA'dIr [3].
Aflatoksinler, birgcok gida ve yemde yetisme, hasat, depolama ve tasima sirasinda

Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve Aspergillus nominus gibi kif tarleri
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tarafindan Gretilir [4; 5]. Aflatoksinlerin, aflatoksin B;, B2, G, ve G2 olmak lzere

doért ana tdrevi bulunmaktadir. Bu isimlendirme ince tabaka kromatografisinde,

uzun dalga boyu UV i1g1g1 altinda aflatoksin B, ve B2'nin mavi, aflatoksin G, ve

G,'nin ise yesil floresan vermesiyle iligkilidir [6].

k/\/l s

Sekil 2. 1. Aflatoksinler (B1, B2, G1 ve G2) [6]

Trikotesenler ise hububat ve UrUnlerinde siklikla karsilagilan, Grunlerde basak
yanigi hastaligina sebep olan Fusarium turlerince dretilir. Tarim drunlerinde
trikotesenlerin olusumu, iklim kosullarina ve tarimsal uygulamalara bagh olarak
yildan yila dalgalanma goOstermektedir [7]. Bu mikotoksinler, 190 tane yapica
benzer molekulden olusur ve tumd ugucu olmayan, dusuk molekuler agirlikh
seskiterpen epoksitlerdir [8]. Trikotesenler kendilerini Ureten kuf turine ve
kimyasal yapilarina gére A, B, C ve D olmak Uzere dort gruba ayrilirlar. A ve B
grubu trikotesenler en sik rastlanan turleridir. A grubu trikotesenlerin en bilinen

tyeleri T-2 ve HT-2 toksinleri ve B grubu trikotesenlerin en bilinenleri ise DON,
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nivalenol (NIV) ve fusarenon X (FUS-X)'tir [9].

DON, Fusarium graminearum cinsi kufce Uretilen ve “vomitoksin” olarak da bilinen,
dunya genelinde en sik rastlanan mikotoksinlerden biridir. Bu mikotoksine bugday,
arpa ve misir orneklerinde sik¢a rastlanmaktadir [10; 11]. Bu bilesikler ugucu
olmayan ve yapilarinda ortak olarak trikotesen adi verilen G¢ halkali g¢ekirdek
yaplyl bulunduran, dusuk molekuler agirlikli bilesiklerdir. Bu bilesikler, 12. ve 13.
karbon atomlarinda genellikle bir epoksit intiva ederler (Sekil 2.2) [10].

'®) H

« OH

R\

Sekil 2. 2. Deoksinivalenol (DON) [10]

Zearalenon (ZEA), steroid yapida olmayan 0Ostrojenik etkili bir mikotoksindir. Bir
resorsiklik asit lakton olan ZEA (Sekil 2.3), Fusarium cinsi kuflerce Uretildiginden
DON ve NIV gibi diger Fusarium toksinleriyle bir arada bulunabilir [9; 12]. DON
Ureten Fusarium graminearum tarafindan da olusturulabilen ZEA, cogunlukla
misirda bulunmakta, ancak pek ¢ok Ulkede bugday, arpa, dari ve ¢avdar gibi diger

onemli tahillarda da varhgi tespit edilmektedir [13].

OH O  CHs

HO

Sekil 2. 3. Zearalenon (ZEA) [13]


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b3/Deoxynivalenol.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/db/Zearalenone.svg

Birgok mikotoksin, insanlarda ve besi hayvanlarinda c¢esitli duzeylerde
zehirlenmelere yol acabilmektedir [14]. Mikotoksinlerin neden oldugu
zehirlenmelere “mikotoksikosiz” adi verilir ve bu durum, gelismis Ulkelere kiyasla
gelismekte olan ulkelerde daha sik gorulmektedir. Mikotoksikosiz insandan insana
gecmez fakat bilinen etkin bir tedavisi de yoktur [1]. Mikotoksinlerin dusuk
miktarlari uzun sire alindiginda ise mikotoksinler viicutta birikirler ve kanserojenik,
immunotoksik, teratojenik, norotoksik, nefrotoksik ve hepatotoksik etkiler
gostererek halk sagligi acisindan tehlike olustururlar [3].

Mikotoksinlerin vicuda alimi genellikle kontamine olmus gidalarin tiketiimesiyle
gerceklesmektedir. Yine kuflerle kontamine olmus materyallere temas etmek ve

bunlarin tozlarini solumak da diger onemli alim yollaridir [1].

Aflatoksinler mutajenik, kanserojenik, teratojenik ve hepatotoksik 06zellikler
gosteren bir grup mikotoksindir [4; 5]. Birgok gida Uruninde dogal olarak olusan,
mutajen ve kanserojen mikotoksinlerden biri olan AFLB1, bilinen en toksik
aflatoksin tradur (Sekil 2.1) [6]. Yararlikteki diizenlemelere goére aflatoksin B1, Bz,
G1 ve G2 toplaminin hububat ve drunlerinde izin verilen maksimum duzeyi 4 pg/kg

olarak belirlenmistir [15].

DON’un kimes hayvanlarinda kusma ve yemi reddetme gibi semptomlardan
sorumlu oldugu belirlenmistir [10]. Yururltkteki dizenlemelere gore DON’un cesitli
urtnlerde izin verilen maksimum duzeyleri hububat i¢cin 1250 pg/kg, un i¢in 750
pg/kg ve ekmek igin 500 pg/kg olarak belirlenmigtir [16].

ZEA'nin en dikkat ¢ekici 6zelligi ostrojenik etkili olmasi ve Ostrojen reseptorlerine
baglanarak hormonal degisikliklere yol agmasidir [17]. Yururltkteki diizenlemelere
gore ZEA'nin gesitli Granlerde izin verilen maksimum duzeyleri hububat i¢in 100

Mg/kg, unicin 75 pg/kg ve ekmek icin 50 pg/kg olarak belirlenmigtir [15].

2.2. Maskelenmis veya gida matriksine gomulii mikotoksinler

Son yillarda yapilan c¢alismalar, mikotoksinlerin bitki, mantar ve hayvan
metabolizmasindan veya gida proseslerinden kaynaklanan etkilerle, kimyasal

olarak farkli formlara dénusebilecedini gostermektedir. Olusan bu yeni formlar



genellikle ortamdaki serbest gsekerler veya diger biyolojik bilesenlerle
mikotoksinlerin baglanmasi sonucu ortaya c¢ikmaktadir [18]. Kimyasal olarak
donusume ugramig mikotoksinler, kutlelerinin ve polaritelerinin degismesi sonucu
rutin analizlerle olcilemez hale gelirler ve bu nedenle “maskelenmis (masked)
mikotoksinler” adini alirlar [19].

Bitkiler, bir detoksifikasyon mekanizmasi olarak, kismen polar olan trikotesenleri
ve ZEA'y! serbest sekerler, aminoasitler ya da sulfat gruplariyla baglayarak daha
polar yapilara donustirmekte ve vakuollerinde ayristirmaktadir. Bu nedenle F.
graminaeruim tarafindan enfekte edilmis buddaylarda 6zellikle DON-3-glikozid
(DON-3G) ve ZEA-4-glikozid (ZEA-4G) turevlerine rastlanmaktadir [20].

Mikotoksin analizlerinde karsilasilan baska bir sorun ise, mikotoksinlerin gida
matriksindeki makromolekillerle gugliu etkilesimler, birlesmeler veya baglanmalar
yapmaslyla ortaya ¢ilkan analiz hatalandir. Makromolekillere baglanan

”
)

mikotoksinlere, “sakh (hidden)”, “bagh (bound)” bazen de “gédmuli (embed)’
mikotoksinler adi verilmektedir. Bu durum, analizde kullanilan ekstraksiyon
sivisinin ekstraksiyon gucunu azalttigindan hatali analiz sonuglarina neden
olabilmektedir. Clinku analiz edilen trinde gergekte var olan mikotoksin diizeyleri,
uygulanan ekstraksiyon basamaginin yetersiz kalmasi (mikotoksinleri baglandigi
yerden koparamamasi) nedeniyle tam olarak olcilememektedir [18; 21].
Galaverna ve ark. [22]'nin yaptigi bir ¢alismada, Fusarium ile kontamine olmus
bugday orneklerinde, DON miktarinin yaklasik % 2 — 30 ‘u kadar DON-3G varligi
tespit edilmistir. Ayni calismada, cesitli teknolojik proseslerin DON, ZEA ve
bunlarin tlrevleri Uzerine etkisi de degerlendirilmistir. Gida islemleri sonucu
mikotoksin miktarinda meydana gelen artig, bu konjuge formlarin bozulmasi ile
mikotoksinlerin serbest hale ge¢gmesi olarak yorumlanmigtir.
Cimlendirme basamaginin ZEA Uzerine etkisini arastiran bir ¢calismada ise ZEA
miktari, ¢imlenmis bugdayda ham bugdaya gore yaklasik 20 kat yUksek
bulunmustur. Cimlendirme iglemi boyunca meydana gelen artiglar yine ZEA’nin
glikozid formlarindan ya da bagh oldugu makromolekillerden kopmasi olarak
yorumlanmistir. Ekstride bugday urtnlerinin tretiminde mikotoksin miktarinin son
urinde artis gostermesi de, benzer sekilde mikotoksinlerin baglandiklari yerden
1sil islem boyunca koparak serbest hale ge¢mesi sonucu olculebilir mikotoksin
miktarini arttirmasi olarak degerlendiriimektedir [23].
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Simsek ve ark. [21]nin konuyla ilgili yaptigi calismalarda, fermantasyon iglemi
boyunca hamurdaki DON miktari artisinin, DON-3G varligi ile dogrudan iligkili
olmadidi anlasiimistir. Clunkl elde edilen sonuclar, fermantasyon boyunca DON-
3G miktarinda meydana gelen azalisin, DON miktarindaki artisi miktarsal olarak

karsilamadigini gostermigtir.

2.3. Gesitli islemlerin Mikotoksinler Uzerine Etkileri

Mikotoksinler gidalardan mevcut gida islemleriyle tamamen
uzaklastirlamadigindan, son urinde mikotoksin varligini engellemek icin gida
uretim zincirinin her agamasinda koruyucu onlemlerin alinmasi gerekmektedir [7].
Ancak tum oOnlemlere ragmen Aspergillus ve Fusarium cinsi kiflerin Urettigi
mikotoksinlere  (aflatoksin, ZEA, DON) hububat drinlerinde  siklkla
rastlanmaktadir. Bu nedenle gidalarda mevcut ve dolayisiyla diyetle maruz kalinan
mikotoksin duzeyinin belirlenmesi 6nem kazanmakta ve son yillarda konuyla ilgili
cok sayida calisma yapilmaktadir. Gidalarda mikotoksin dizeyinin en dogru
tahmini icin mikotoksinlerin uygulanan gida islemleri boyunca ugradiklari
degisiklikler tam olarak ortaya konulmalidir. Bu amagcla tarim Grdnlerinde
baslangigcta var olan mikotoksin dizeyi belirlenmeli ve bu tarim dranlerinin

islenmesi boyunca mikotoksin dlizeyinde meydana gelen degisim izlenmelidir [16].

Konuyla ilgili calismalar genellikle gidalarda mikotoksin dizeyini azaltan veya
mikotoksini gidadan tamamen uzaklastiran yontemlerin gelistiriimesi Uzerine
yogunlagsmigtir. Mikotoksinlerin azaltilmasi Uzerine pek c¢ok farkli yontem
geligtirilse de bu yontemler, yuksek maliyetler ve uygulamadaki guclikler

nedeniyle 6nem kazanamamistir [14].

2.3.1. Fermantasyonun mikotoksinler tizerine etkisi

Gidanin matriksi, pH’si, nem igerigi, proses sicakligi, mikotoksin bulagisinin dogal
veya agilama yoluyla olmasi ve en 6nemlisi toksin konsantrasyonu gibi pek ¢ok
parametre, fermantasyon isleminin mikotoksin varhid Uzerine etkisini
degistirmektedir [25]. Son yillarda mikotoksinlerin ¢esitli mikroorganizmalar

kullanilarak gidalardan uzaklastirilabildigini gosteren c¢alismalar yapiimistir. Bu

8



calismalarda Flavobacterium aurantiacum, Corynebacterium rubrum, Candida
lipolitica, Aspergillus niger, Trichodema viride, Armillariella tabescens, Nurospora
spp., Rhizopus spp., Mucor spp gibi pek cok bakteri ve kuf tirinin enzim
sistemleriyle mikotoksinleri geri déntusimsuz pargalayabildigi anlasiimistir. Ancak
enzimatik parcalanmayla acgiga cikan Urdnlerin toksik olmalart ve kullanilan
mikroorganizmalarin  gidanin  dogal mikro florasina ait olmamasi, bu
mikroorganizmalarin  insan  tuketimine sunulacak gidalarda kullanimini
sinirlamaktadir. Konuyla ilgili bir calismada, ZEA'yi farkli bilesiklere gevirebilen 23
farkh cins mikroorganizma tanimlanmistir. Bu pargalanma Urlnleri arasinda o’-
zearalenon (a’-ZOL), B-zearalenon (B-ZOL) ve bir diger polar metabolit olan
zearalenon-4-O-sulfat bulunmaktadir [28]. Ancak bu parcalanma drtnlerinin en az
ZEA kadar, hatta bazilarinin daha yuksek toksik ozellik gosterdigi bildiriimektedir
[27].

zearalenone fi-zearalenol
OH O H gy OH i H, CH,
= | 0 — 0 OH
A o oH & “H
\\ u-zearalenol
OH 9 H cH,

OH H
Sekil 2. 4. ZEA’dan dogal yolla olusan o’-ZOL ve B-ZOL derivatlari [26]

Cesitli gidalarda fermantasyondan sorumlu maya ve LAB’In hiicre duvari
ekstraktlari ile mikotoksinlerin baglanmasi, mikotoksinlerin gida ve yemlerle alimini
azaltacak bir yontem olarak son yillarda onem kazanmigtir [28]. L. rhamnosus GG
ve L. rhamnosus LC705 suslarinin sivi kiltir ortaminda ZEA ve o’-ZOL ile

baglanmasinin arastirildigi bir ¢alismada, bu iki toksinin konsantrasyonunda



onemli dugus goOzlense de, bunun hizli bir reaksiyon oldugu, fermantasyon
surduruldugunde toksinlerin sivi kultire tekrar salindigi ve bir sure sonra bakteri
tarafindan tekrar baglandigi gézlenmistir. Ayni ¢alismadan elde edilen sonuclara
gore sicaklik uygulamalar ve asitlik artisiyla bakteri hlcre duvarinin yapisi
bozulmakta ve mikotoksini baglayan ancak yapi igine gomullu bolgelerin agiga
clkmasi saglanarak mikotoksin-bakteri baglanmasi artmaktadir. Ayrica bakterinin
cogaltildigi kdltir ortamina ilave edilen ZEA ve tlrevlerinin ancak bir kismi
cOzeltide tespit edilirken, geriye kalan kismi bakteri hicrelerinin olusturdugu
pellette dl¢cliimustir. Bu durum, bakterilerin inklilbasyon boyunca ZEA ve turevlerini
parcalamadigini ve toksinlerin inkibasyon kosullarina oldukga dayanikl oldugunu
gOstermistir. Toksinlerin dnemli bir kisminin bakteri hiicresiyle etkilesime girdigi de
kanitlanmistir. Benzer sonuclar, ayni metot ve bakteri suslarinin kullanildigi baska
bir calismada AFLBa icin de elde edilmistir [26].
Yiannikounis ve ark. [28]'nin yaptigi bir calismada ZEA'nin maya hicre
duvarindaki yapilarla baglanma mekanizmasi molekiler dizeyde aciklanmistir.
Buna goére, a-(1,3)-D glukan molekuline ait tek sarmal yapi ile ZEA molekula
arasinda stabil hidrojen baglari kurulmakta, glukan sarmalinin uzunlugundaki
artisa bagl olarak baglanma daha stabil hale gelmektedir. Yapisal baglanmalarin
otesinde, ZEA’daki hidroksil ve keton gruplari ile a-(1,3)-D glukanin 4. ve 6. karbon
atomundaki ve daha zayif olmak Uzere 2. karbon atomundaki hidroksil gruplari
arasinda molekuller arasi stabil hidrojen kopruleri kurulmaktadir.
Sivi kultir ortaminda gercgeklestirilen g¢alismalar, LAB-AFLB1 baglanmasinin
bakteri sus tirine ve konsantrasyonuna bagl oldugunu, ancak bakterinin canli
veya cansiz olmasinin baglanmay etkilemedigini ortaya koymaktadir. Bu sonug,
secilen bakteri susuna 0O0zgu hucresel maddelerin  mikotoksin-bakteri
baglanmasindan sorumlu oldugu goérisund kuvvetlendirmektedir. Ayni ¢alismada
AFLB1’in Lactobacillus rhamnosus GG ve L. rhamnosus Lc-705 suslarinca
baglanmasi toksinin yaklasik % 80’inini ortamdan uzaklastiran anlik bir proses
olarak tanimlanmaktadir [29].
Mikotoksinlerin biyolojik yolla azaltiimasi Uzerine yapilan ¢calismalar, en eski ve en
bilinen gida muhafaza ydntemlerinden biri olan fermantasyonun, mikotoksin
miktarini azaltmada kolay ve ekonomik bir yontem olarak kullanilabilecegini
gostermektedir [14]. Gidanin dogal mikro florasini olusturan gesitli mayalarin ve
10



laktik asit bakterilerinin (LAB) fermantasyon sirasinda ortamdaki mikotoksinleri
baglayabildigini gosteren ¢alismalar mevcut olsa da, konuyla ilgili galismalarin bir
cogu fermantasyon sonunda mikotoksin miktarinda artis oldugunu ortaya
koymaktadir. Cecchini ve ark. [30], sarapta alkol fermantasyonu boyunca OTA
miktarinda azalma gozlerken, Scudamore ve ark. [23], hamur fermantasyonu
boyunca OTA miktarinda azalma olmadigini bildirmektedir.

Misir ekmegi Uretimindeki fermantasyon ve pisirme basamaginin DON miktarina
etkisini arastiran bir galismada, baslangic miktarina gére fermente hamur ve
ekmek drneklerinde DON konsantrasyonun azalmadigi anlasiimigtir [31]. Tatl
coreklerde maya fermantasyonunun DON miktarina etkisini degerlendiren bir diger
calismada ise fermantasyon sonunda, baslangic miktarina gére DON dizeyinde
artis gézlenmistir [32]. Arastirmacilar, baslangi¢ unundaki DON &6ncu bilesiginin
fermantasyondan sorumlu mayalarin aktivitesi sonucu DON’a ¢evrilmis oldugunu
ve bunun olculebilir DON miktarini arttirdigini dusunmektedir [23].

Viyana ve Fransiz ekmegi Uretiminin DON (zerine etkisinin arastinildigi bir
calismada, farkli maya suslari kullanilarak 30 ve 50°C’de gercgeklestirilen
fermantasyonun DON miktarina etkisi arastiriimigtir. Fransiz ekmegine ait hamur
orneklerinde DON miktarinin, 30°C’de 60 dakika suren fermantasyon sonunda
baslangic degerine gore azalmadigi, 50°C’'de 40 dakika slren fermantasyon
sonunda ise % 41 oraninda azaldigi go6zlenmigtir. Viyana ekmegi hamur
orneklerinin DON miktarinda ise, 30°C’de gerceklestirilen fermantasyon sonunda
% 25 azalma saglanirken, 50°C’de gercgeklestirilen fermantasyon sonunda
maksimum azalma % 56 oraninda saglanmistir. iki ekmek modeli icin 6rneklerin
DON miktarinda gergeklesen farkli azalmalar, hamur formulasyonlarinin farkli
oranlarda maya icermesi ile iligkilendiriimektedir [25].

Sorgum bitkisi fermantasyonunun mikotoksinler Gzerine etkisinin arastirildigi bir
calismada, 24 saatlik maya fermantasyonunun AFLB:1 miktarinda bir degisiklik
meydana getirmedigi, ancak 36 saatlik fermantasyon sonunda toksin miktarinin

Olculebilir duzeyin altina indigi tespit edilmigtir [33].

2.3.2. Isil igslemin mikotoksinler Gzerine etkisi

Literatiirde mikotoksinlerin firinda pisirme ile azaltilabildigini bildiren c¢alismalar
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mevcut olsa da, bu calismalardan elde edilen sonuclar mikotoksin miktarinda
kayda deger azalmanin saglanmasi icin bu bilesiklerin 250°C’nin Uzerindeki
sicakliklarda birka¢ dakika boyunca tutulmasi gerektigini gostermektedir [34].
Bununla birlikte gidanin isil islem dncesi asit, alkali veya hicre duvarini yikan
enzimler ile muamele edilmesi, isiyla temas alanini arttirdigindan mikotoksin
miktarinda daha yuksek oranlarda azalma saglamaktadir [11].
Ekstruzyonla pisirmenin mikotoksinler Gzerine etkisini arastiran bir ¢aligmada,
misir érneklerinin fumonisin, aflatoksin ve ZEA miktarinda gerceklesen azalmalar
sirasiyla % 100, % 95 ve % 83 olarak saptanmistir. Ayni calismada DON ve OTA
A i¢cin daha dusuk azalma gézlenmis, maksimum azalma degerleri DON ve OTA A
icin sirasiyla % 55 ve % 40 olarak dlgtulmuagtir [35].
Cok sayida calisma DON’un isiya karsl yuksek dayaniklilikta oldugunu ortaya
koymaktadir. DON, 170 - 350°C’de firinda pigsirmeye karsi oldukga dayanikhdir.
DON miktarinda 170°C’de 30 dakika pisirme sonucu 6nemli bir azalma olmadigi
saptanmistir [10]. Literatirde haglama islemi sonrasi makarna ve eriste
orneklerinin DON miktarinda énemli azalmanin gerceklestigini bildiren c¢alismalar
mevcuttur [36; 37]. Diger pisirme yontemlerine gore haglama ile daha yUksek
azalmanin saglanmasi, DON’un suda yiksek ¢oztinme 6zelligine sahip olmasiyla
ve Isiyla birlikte haslama suyuna gecisin artmasiyla aciklanmaktadir. Geleneksel
pisirme ve kizartma iglemleri ile DON miktarinin azalmadigini bildiren ¢alismalarin
aksine, firinda pisirmenin DON miktarini 6nemli oranda azaltabildigini ifade eden
¢alismalar da bulunmaktadir [12].
Isil igslemin ZEA Uzerine etkisini arastiran bir calisma, ZEA miktarinda ekmek
uretimiyle % 34 - 40, erigte Uretimiyle % 48 - 62 ve biskivi Uretimiyle % 16 - 27
oraninda azalma meydana geldigini gostermistir. Ayrica ZEA'nin 1sil yolla
parcalanmasiyla agiga c¢ilkan maddelerin dstrojenik etkiye sahip olmadigi
bildirilmigstir [38].
Farkl sicaklik derecelerinde uygulanan isil islemin DON, NIV ve ZEA Uzerine
etkisini; toksin standardi, tahil unu ve tahil tanesinde inceleyen bir ¢alismada, en
yuksek H (yarilanma suresi) ve D (% 90 azalma igin gerekli sure) degerleri ZEA
icin saptanmistir. ZEA igin en ylksek pargalanma dizeyi % 85’lik azalma ile toksin
standardinda (220°C’de 60 dakika) belirlenmis, ayni érneklerin 140 - 160°C’de 1sil
islem gormesiyle ise, toksin standardinda onemli bir degigiklik meydana gelmedigi
12



gOzlenmigtir. Farkh drneklerin ZEA bozunma hizi karsilastirildiginda ise, 220°C’de
% 80 oraninda ZEA’nin bozunmasi igin gerekli sure tahil ununda 18 ve standart
cozeltide 60 dakika bulunmustur. Tahil tanelerinin 1sitilmasiyla, yuksek miktarda
ZEA ile kirlenmis olmasina ragmen, tanenin dig kisiminin ZEA miktarinda énemili
bir azalma gozlenmemigtir [39].

Konuyla ilgili bagka bir ¢alismada isil islemin AFLB1 varligina etkisi, yikanmis
bugday o6rneklerinde incelenmis ve bugday ornekleri 100, 150 ve 200°C firin
sicakliklarinda 30, 60 ve 90 dakika bekletilmistir. Calismada, 100°C ve altindaki
sicakliklarda uygulanan isil islemin AFLB1 miktarini degistirmedidi, kayda deger
azalmanin ancak 150°C’den itibaren gergeklestigi gozlenmistir. 150°C’de
azalmalar 30, 60 ve 90 dakika suren isil iglemler sonunda sirasiyla; % 60, % 75 ve
% 82 olarak gergeklesmis, 200°C’de gerceklesen azalmalarin hepsi ise % 90’
gecmistir [40]. Tam bugday ekmegi tretiminin AFLB:1 Uzerine etkisinin arastirnidigi
bir caligmada, fermantasyon sonrasi tam bugday ekmegi hamurunun AFLB:1
miktarinda % 50 azalma oldugu, 120°C’de 30 dakika boyunca pisirme sonunda ise

toksin dlizeyinde énemli bir degisikligin olmadigi gézlenmistir [41].

2.4. Eksi Hamur ve Trabzon Ekmegi Uretimi

Eksi hamur yontemi ge¢gmis donemlerden beri kullanilan bir metottur. Eksi hamur
fermantasyonu dogal floraya ait maya ve bakterilerin birlikte faaliyet
gostermeleriyle gerceklesmektedir. Hic maya katilmadan kendi haline birakilan
hamur bir stre sonra degisime ugrar, icinde gaz kabarciklarinin olusmasiyla hacmi
genisler, yumusar, kendini salar ve kokusu fenalasir. Hamurda meydana gelen bu
degisikliklere un, su ve havadan gelen mikroorganizmalar sebep olmaktadir ve en
etkin olani genellikle bakterilerdir. Kendiliginden fermente olan hamura, mayalarin
yani sira laktik asit (sut asidi) ve asetik asit (sirke asidi) bakterilerini de igermesi ve
tadinin eksi olmasi nedeniyle eksi hamur adi verilmistir [42].

Eksi hamur yonteminin esasi; normal kultur mayalarinin yani sira havadan ve
kullanilan hamur unsurlarindan gelen yabani mayalarin, laktik, asetik ve sitrik asit
bakterilerinin faaliyet gosterdigi bir hamur pargasini, bir sonraki hamurda maya

olarak kullanmaktir [43].
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Cizelge 2. 1. Eksi hamurdan izole edilen bakteri ve maya turleri [44]

Laktik asit bakterileri Mayalar

Lb. delbrueckii, Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. S. cerevisiae, C. krusei, T. holmii,

fermentum, Lb. buchneri, Lb. brevis, Lb. brevis P. saitoi, C. stellata, S. exiguus,

subsp. lindneri, Lb. fructivorans, Lb. S. inusitatus, C. guillermondii, C. holmii,
alimentarius, Lb. sanfranciscensis, Leuc. H. anomala, T. delbrueckii, S. exiguus,
mesenteroides, Pediococcus spp., E. faecium, ~ C+ KIUSEl

Lb. acidophilus, Lb. pontis

Fermente bir Grin olan ekmek, antik ¢agdan gunumuze kadar her kulturde
beslenmenin temelini olusturmustur. Ekmekte bir mayalama metodu olarak
uygulanmakta olan eksi hamur mayasi; normal kultir mayalarinin yani sira laktik,
sitrik ve asetik asit bakterilerinden olugsmaktadir [45]. Eksi hamur, mayalanmig
ekmeklerin en eski ve en 6zgun seklidir.

Trabzon ekmegi, eksi hamur yontemiyle (indirekt hamur metodu, sponge) Uretilen
ve Ulke genelinde yaygin olarak tuketilen bir ekmek cesididir. Eksi hamur
metoduyla yapilmasinin yani sira bu ekmegin tipik 6zellikleri; kalin sert kabuklu, iri
gbzenekli, islem sdresinin uzun ve toleransinin yuksek olmasi, daha aromatik,
daha kaliteli, yiksek hacim ve gramajda uUretilmesi, ge¢ bayatlamasi ve pisirme
sicakhginin dusuk olmasidir [46].

Bu c¢alismada Trabzon ekmegi uretiminin (eksi hamur fermantasyonu, maya
fermantasyonu ve pisirme olmak lzere) aflatoksin B1, B2, G1 ve G2, DON ve ZEA
uzerine etkisi her bir basamakta incelenmis, hangi basamagin azalmada daha

etkili oldugu agiklanmaya calisiimigtir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
Calismada kullanilan materyal ve malzemeler agagida 6zetlenmistir.
3.1.1. Kimyasallar ve malzemeler

Asetonitril ve metanol Merck firmasindan (Darmstadt, Almanya) saglanmis olup,
HPLC’de kullanim igin uygun safliktadir. Fosfat tamponu (PBS, pH 7,4), nitrik asit,
sodyum klorir (NaCl) ve potasyum bromur (KBr) Sigma Aldrich firmasindan satin
alinmigtir (Diesenhofen, Almanya). DON, ZEA, aflatoksin standardlari ve
immuanoaffinite kolonlar R-Biopharm’dan (Germstadt, Almanya) saglanmigtir.
Whatman no.4 ve GF/A (cam mikrofiber) filtreler Whatman firmasindan
(Maidstone, UK) temin edilmistir.

Ekstraksiyonda kullanilan bigakli karistirici Waring (model 32BL79) markadir
(Waldbronn, Almanya). Analizlerde kullanilan HPLC sistemi Agilent marka olup,
kuarterner pompa (1100 Series G1312A), kolon firini (1100 Series G1316A),
otomatik 6rnekleyici, floresan (FLD) dedektdr (Agilent 1200 AGT-G1321A) ve
Diode Array (DAD) dedektorden (1200 Series G1315B) olusmaktadir. HPLC'de
kullanilan kromotografik kolon Lichrospher RP-18 (4 x 250 mm, 5um) ters faz

kolon olup, Agilent’'dan alinmistir (Waldbronn, Almanya).

3.1.2. Bugday unu ve eksi hamur ornekleri

Tarkiye'nin farkl illerinden (Ankara, Samsun, Hatay, Trabzon) saglanan 9 bugdday
unu Orneginde DON, ZEA ve aflatoksinlerin varhigr arastiriimigtir. DON icerdigi
bilinen yaklasik 500 g kadar bugday unu da Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanhgi
Ankara il Kontrol Laboratuvarlari Mikotoksin Laboratuar’ndan saglanmistir. Ayrica
Macaristan’daki bir arastirma enstitisinden (Cereal Research Non-Profit Ltd.,
Szeged-Macaristan) saglanan, DON ve ZEA igerdigi bilinen, dogdal kontamine
bugday kullaniimigtir. Macaristan’dan gelen bugday ornegi, tarlada bugdaya
Fusarium greminearum kultart inokule edilerek Uretilmistir. Bu ornekler, laboratuar
Olceginde cekicli bir degirmende (HD-703 model, Simsek Laborteknik, Ankara)
ogutulmus, kaba kepegi ayrilacak sekilde 1 mm'lik elekten gecirilerek 4°C’de
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muhafaza edilmigtir. Aflatoksinle dogal kontamine un Ornegi bulunamadigi igin,
aflatoksin denemeleri toksin icermedigi bilinen una aflatoksin ilave edilerek
gergeklestiriimistir.

Arastirmada kullanilan eksi hamur, toksin icermedigi belirlenen unla hazirlanan
Trabzon ekmegi hamurunun bir kisminin ayrilip oda sicakhginda, 15 saat
fermantasyona birakilmasiyla elde edilmigtir. Bu islem Trabzon ekmegi uUreten

lokal bir firnda (Ankara) gerceklestiriimigstir.
3.2. Metot
3.2.1. Fiziksel analizler

Ogutilmiis model galismasi ve bugday unu érneklerinde rutubet analizleri AACCI
Metot No: 44.19'a gore gercgeklestirilmistir [47].

Hamur 6rneklerinde pH analizi

Trabzon ekmegi Uretimi igin hazirlanan eksi hamur 6rneklerinde, 6 saatlik laktik
asit fermantasyonunun basi ve sonu, 130 dakikalilk maya fermantasyonunun basi
ve sonu olmak Uzere dort kademede pH dlguimleri yapilmistir. Olgiimler (i tekrarli
olarak gerceklestirilmistir. Olcimlerde Hanna marka HI 221 pH metre (Ronchi di
Villafranca, italya) kullanilmig olup analizler pH metre probunun hamur érneklerine

batiriimasi yontemiyle yapilmistir.

3.2.2. Ekgi hamur modeli

Eksi hamur modeli Corsetti ve Settanni [48]'nin dnerdigi geleneksel eksi hamur
prosesine gore hazirlanmistir. Toksin icermedigi bilinen 300 g un 6rnegine 250
pg/kg olacak sekilde (3 ml, 25 ppm) ZEA standart ¢ozeltisi eklenerek ¢ozicinin
uzaklagsmasi igin 1 saat beklenmistir. Homojenizasyonun gergeklestiriimesi
amaciyla un 6érneg@i 30 dakika spatil ile karistirlmigtir. Una 300 ml su eklenerek
gevsek yapida hamur hazirlanmistir. Fermantasyon surelerinin toksin duzeyine
etkisinin belirlenmesi icin 6, 12 ve 24 saat suresince hamur ornekleri oda
sicakhginda (25°C+£2) fermantasyona birakilmigtir. Bu sureler sonunda alinan

orneklerde uc tekrarli olarak ZEA analizi gergeklestirilmistir. Sonuglar geri kazanim
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degerine gore duzeltme yapilarak kuru madde Uzerinden verilmigtir.

Ayni iglemler, ZEA duzeyi tespit edilebilir sinirlarin altinda olan ancak
fermantasyon sirasinda aciga ¢ikmasi muhtemel toksin dizeyini belirlemek igin
ayni un orneginden toksin ilavesi yapilmaksizin hamur modeli hazirlanmis olup, bu

hamurda da ZEA analizleri gergeklestiriimigstir.

3.2.3. Ekmek Uretimi

Trabzon ekmegi Uretimi Kotancilar ve ark. [49] ve Gercekaslan [46]'nin Uretim
metodu modifiye edilerek H.U. Gida Mihendisligi Boélimi Hububat
laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Calismalarda kullanilan eksi hamur o6rnekleri oda sicakliginda, 15 saatlik
fermantasyon suresi sonunda elde edilmis olup, Ankara Yepas Ekmek
Fabrikasi’'ndan temin edilmistir.

ZEA ve aflatoksin analizleri icin yaklagik 350 gramlik ve DON analizleri igin
yaklagik 250 gramlik ekmekler uretilerek denemeler gergeklestiriimistir.

Trabzon ekmegi uretimi akis semasi Sekil 3.1 ve Sekil 3.2’de verilmistir. 15 saat
sureyle fermantasyona birakilan eksi hamurlardan ZEA ve aflatoksin igin 85 g,
DON igin 64,1 g alinip, bu 6rneklere 2,5 kati un (212 g ve 160 g) ve yaklasik % 50
su (32-40 ml ve 25-30 ml) ilave edilip 5 dakika yogrulmustur.

1. Fermantasyon: Sert yapidaki hamur oda sicakhiginda (26 + 2°C) ve nemini
korumak igin Uzerine I1slak bez kapatilarak 6 saat bekletilmistir.

Sire sonunda ZEA ve aflatoksin i¢in 56 g eksi hamura 12,32 g tuz ve 14 ml su
ilave edilerek bulamag hazirlanmig ve 15 dakika sonra uzerine, 560 g un, 336 ml
su (28°C), 5,6 g yas maya ilave edilerek 20 dakika yogrulmustur. DON igin ise 40 g
eksi hamura 8,8 g tuz ve 10 ml su (28°C) ilave edilerek bulamag hazirlanmis ve
yine ayni sure sonunda uzerine, 400 g un, 240 ml su (28°C) ve 4 g yas maya ilave
edilerek ayni suire boyunca yogrulmustur.

2. Fermantasyon: Daha sonra hamur tepsiye alinarak ve nemi korumak igin
hamurun Uzerine 1slak bez kapatilarak oda sicakliginda (26 + 2°C) 130 dakika

kitle fermantasyonuna birakilmistir.
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Hamur, ekmek gramaji ZEA ve aflatoksinler igin yaklasik 350 g, DON igin ise
yaklasik 250 g olacak sekilde kesildikten sonra oda sicakliginda (26 + 2°C) 100
dakika son fermantasyona birakilmistir. ik sicakligi 220°C olan ve pisirmenin
sonlarina dogru sicakligin 175 + 5°C’ye dustugu firinda, ekmek gramajlari da
dikkate alinarak ZEA ve aflatoksinli hamur ornekleri 110 dakika ve DON’lu hamur
ornekleri ise 100 dakika boyunca pisirilmistir.

Trabzon ekmegi geleneksel olarak odun atesinde pisirildigi icin bu firinlarda sabit
bir sicaklik s6z konusu degildir. Bu baglamda konuyla ilgili yapiimis caligmalar
([46]; [49]) referans alinarak, uygulamadaki firin kosullarinin saglanmasi amaciyla,
firin ilk sicakhgr 220°C’ye ayarlanmis ve pisme suresince sicaklik kademeli olarak
ve sonuna dogru 175 £ 5°C’ye kadar dusurtlmustir. Fermente hamur érnekleri,
onceden isitiimis laboratuar tipi bir firnda (Memmert, UNE 400, Almanya)

pisirilmistir. Uretilen ekmekler Sekil 3.1 ve 3.2'de gorilmektedir.
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Un (212 g)+ eksi hamur (85 g) + su (32-40 ml, 28°C)

> [Mikotoksin analizi ]

5-6 dakika yogurma, 6 saat oda sicakliinda (26 £ 2°C) bekletme

> [Mikotoksin analizi ]

Hamur (56 g) + tuz (12,32 g) + su (14 ml, 28°C)

Bulamag haline getirme, 15 dakika bekletme

Bulamag + Un (560 g) + su (336 ml, 28°C) + ekmek mayasi (5,6 g)

> [ Mikotoksin analizi }

20 dakika yogurma, oda sicakliginda (26 + 2°C) 130 dakika kitle fermentasyonu

l > [Mikotoksin analizi ]

Oda sicakhginda 100 dakika tavada bekletme

!

Pisirme (220 — 175 °C+5, 110 dakika)

Sekil 3. 1. ZEA ve aflatoksin i¢in Trabzon ekmegi Uretimi akis semasi [46]
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Un (160 g)+ eksi hamur (64,1 g) + su (25-30 ml, 28°C)

»

> M|kot0ksm analizi

5-6 dakika yogurma, 6 saat oda sicakliginda (26 + 2°C) bekletme

»
»

[ Mikotoksin analizi ]

@g) +tuz (8,8 g) + su (10 mID
|

Bulamag¢ haline getirme, 15 dakika bekletme

Bulamag + Un (400 g) + su (240 ml, 28°C) + ekmek mayasi (4 g)

l

20 dakika yogurma, oda sicakhginda (26 + 2°C) 130 dakika kitle fermantasyonu

- [Mikotoksin analizi ]

[
»

l [ Mikotoksin analizi ]

_

Oda sicakhginda 100 dakika tavada bekletme

!

Pisirme (220 — 175 °C5, 100 dakika)

Sekil 3. 2. DON igin Trabzon ekmegi uretimi akig semasi [46]
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3.2.4. Mikotoksin analizleri

Trabzon ekmegdi Ornekleri i¢ ve kabuk kismin ayrilmasi sirasinda elden
kaynaklanacak hatalarin elemine edilmesi amaciyla her mikotoksin icin iki tekrarh
yapilmistir. Fermantasyon asamalarinda elde edilen érnekler ve her ekmek ici ve
kabugu orneklerinde mikotoksin analizleri 3 paralel gergeklestiriimigtir. Bugday
unu, hamur ve ekmek orneklerinin mikotoksin analizleri igin asagida verilen
yontemler kullaniimistir. Ekmekler analize alinmadan once kabuk ve i¢ kisimlari
birbirinden ayrilmistir. Hamur ve ekmek ornekleri liyofilizatérde (0,05 atm) 24 saat
boyunca kurutulmustur. Ornekler liyofilizatérde kurutuluncaya kadar ve kurutulup

ogutuldikten sonra analize kadar -20°C’de muhafaza edilmigtir.

3.2.4.1. DON analizi

25 g un 200 ml saf su ile 2 dakika yUksek hizli bigakli karistiricida karigtiriimigtir.
Sivi kisim Whatman no:4 filtre kagidindan ve GF/A filtreden suzulmustar.
Ekstraktin 2 mI’'si DON immunoafinite kolonundan 1 damla/s hizinda gegirilmistir.
DON immunoafinite kolonu 5 ml fosfat tamponu (PBS) ile 1damla/s hizda
yikandiktan sonra kolonda kalan PBS, su trombu ile olusturulan vakumla
uzaklastirimigtir. Daha sonra DON kolondan 1 damla/s hizinda 1.5 ml metanol
gegirilerek alinmis ve kolondan ayrilan fraksiyon 4 ml’'lik cam viallerde toplanmistir.
60°C sicakhktaki azot altinda metanol tamamen uzaklastirildiktan sonra kalinti
1000 pl ACN+su (10:90) (HPLC mobil faz) igerisinde ¢dzundurulmus ve 1 dakika
vorteks ile karistirilmistir [50].

Miktar tayini icin UV/DAD dedektérld HPLC cihazi kullaniimis ve 218 nm’de 6lguim
yapimistir. Mobil faz olarak 1 ml/dk akis hizinda su:asetonitril (90:10, v/v)
karigimi kullanilmigtir. Enjeksiyon 100 pyl hacminde gergeklestiriimis ve her bir

ekstraksiyon igin U¢ enjeksiyon yapilmistir.

3.2.4.2. ZEA analizi

ZEA analizi icin MacDonald ve ark. [51] tarafindan bildirilen ydntem kullaniimistir.
25 g un 125ml asetonitril:su (75:25, v/v) ile 2 dakika yuksek hizli karistiricida

karistinimistir. Sivi kisim Whatman no:4 filtre kagidindan suzilmastir. Toplanan
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ekstrakttan 20 ml alinarak 80 ml PBS ile seyreltilmistir. Sirasiyla 25 ml 6rnek ve 20
ml PBS immunoafinite kolondan 1 damla/s hizla gegcirilmistir. Kolonlarda kalan su,
su trombu ile olusturulan vakum ile uzaklastiriimistir. Toksin, kolondan 1.5 ml
asetonitril gegirilerek 4 ml'lik cam viallerde toplanmistir. Ornekler, 55°C’de azot
gazinda kurutulup 1 ml asetonitril-15 mM amonyum asetat tamponu (50:50, v/v)
eklenerek ¢ozundurulmustur.

Miktar tayini igin FLD dedektdrli HPLC cihazi kullanilmis ve emisyon dalga boyu
440 nm, uyarma dalga boyu 274 nm olacak sekilde dlgim yapilmistir. Mobil faz
olarak 1 ml/dk akis hizinda ACN:15 mM amonyum asetat (43:57, v/v)
kullaniimistir. Enjeksiyon 100 yl hacminde gercgeklestiriimis ve her bir ekstraksiyon

igin U¢ enjeksiyon yapilmistir.

3.2.4.3. Aflatoksin Bi1, B2, G1 ve G2 analizi

Aflatoksinlerin  analizi icin  991.31 nolu AOAC Resmi yontemi bazi
modifikasyonlarla kullaniimistir [52]. Bu yonteme gore 25 g 6rnek,2 g NaCl ve 125
ml metanol-su (60:40, v:v) cozeltisi ile homojenize edilerek ekstrakte edilmistir.
Ekstrakt filtre edildikten sonra su ile 1:1 oraninda seyreltilerek, GF/A filtreden
geciriimis ve immunoafinite kolonlarda saflastiriimistir. Ornekler kolonlara 10 ml
hacminde yuklenmis, yikama iglemi 10 ml PBS ile yapilmistir. Vakumla kurutulan
kolonlardan toksin 1 ml metanol ile alinmigtir. Daha sonra kolonlardan 1mi
deiyonize su gegirilmistir. Kolonlarda kalan su, su trompu ile olusturulan vakum ile
uzaklastiriimistir.

Elde edilen metanol-su karisimindaki 6érnek HPLC’ye 100 ul hacminde enjekte
edilmistir. Miktar tayini FLD dedektérde HPLC cihazi ile gergeklestirilmistir. Kolon
sonrasi tirevlendirme amaciyla Coring-Cell sistemi kullanilmistir. imminoafinite
kolondan saflastirilmis olarak elde edilen aflatoksinlerin, C18 kolonda ayrimlari
gerceklestirildikten sonra floresan dedektor dncesi Coring-Cell’de brom halojentru
ile tirevlendirilmesi gergeklestirilerek floresan 6zelliginin artirilmasi saglanmistir.
Floresan dedektdrde 365 nm uyarma dalgaboyu ve 430 nm emisyon dalgaboyu
olarak ayarlanarak kromatografik ayirim C-18 ters faz HPLC kolonunda, 35°C’de
gerceklestiriimistir. Enjeksiyon hacmi 100 pl olup mobil faz olarak 1.0 ml/dk akis
hizinda, icerisinde 119.6 mg KBr ve 100 yl HNO3 (65%) ¢o6zundurulmis olan
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su:metanol:asetonitril (64:23:13, v:v:v) karigimi kullaniimistir.

3.3. Validasyon Caligmalari

Bu tez kapsaminda validasyon c¢alismalari igin dogrusalligin belirlenmesinde
kalibrasyon egrileri olusturularak, geri kazanim (recovery) ve tekrarlanabilirlik
(repeatability) degerleri hesaplanmigtir. Kullanilan analitik cihaz igin tayin siniri

(limit of detection-LOD) ve tespit siniri (limit of quantification-LOQ) belirlenmistir.

3.3.1. Kalibrasyon caligsmalari

Farkli konsantrasyonlardaki aflatoksinler, DON ve ZEA standart c¢ozeltileri
hazirlanarak her mikotoksin igin ayri ayri kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Her
bir aflatoksin icin 0.25 ng/ml'den 5 ng/ml'ye kadar degisen aralikta yedi farkh
konsantrasyonda, DON i¢in 0.125 pg/ml’den 2 ug/ml’ye kadar degisen aralikta bes
farkh konsantrasyonda ve ZEA igin 0.015 ug/mlden 1 ug/ml'ye kadar degisen
aralikta alti farkli konsantrasyonda hazirlanmis standart ¢ozeltiler kullaniimistir.
Kalibrasyon dogrularini belirleme katsayilari (r?) aflatoksin Bi1, B2, G1 ve ZEA igin
0.9998, aflatoksin G2 ve DON icin ise sirasiyla 0.9996 ve 0.9999 olarak
bulunmustur ([Ek-1], [Ek-2], [EK-3]).

3.3.2. Geri kazanim g¢alismalari

Un, hamur ve ekmek odrneklerinde aflatoksin, DON ve ZEA icin geri kazanim
calismalari yapimistir. Geri kazanim degerlerinin belirlenmesi igin toksin
icermedigi tespit edilen un ornekleri kullanilarak gercek ornekleri temsil eden
fermente hamur ve Trabzon ekmegdi ornekleri Uretilmistir. Hamur ornekleri ve
ekmek Orneklerinin kabuk ve i¢ kisimlari liyofilizatdrde kurutulmus, mikotoksin
analizleri gergeklestirilinceye kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Un, hamur ve ekmek orneklerine, gergcek drneklerin mikotoksin dizeylerine yakin
degerlerde aflatoksin, DON ve ZEA ilavesi yapilmistir. Bu amagla un, hamur ve
ekmek Orneklerine DON icin 1000 ng/g ve ZEA igin 200 ng/g duzeyinde toksin
ilave edilmigstir. Aflatoksinlerin herbiri icin ise hamur 6rneklerine 1 ng/g ve ekmek

orneklerine 0,833 ng/g dlzeyinde ilave yapilimistir. Coézicunin (metanol)
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uzaklagsmasi icin 1 saat beklendikten sonra 6rnekler yukarida verilen yontemlerle
uc paralelli olarak analiz edilmis ve her paralel igin U¢ enjeksiyon yapilmistir. Geri
kazanim degerleri asagidaki esitlige gore hesaplanmigtir ve standart sapmalariyla
birlikte verilmistir.

% Geri kazanim = (b / a) x 100

a: eklenen mikotoksin miktari

b: belirlenen mikotoksin miktari

*Sonugclar geri kazanim degerleriyle duzeltilerek verilmigtir.

3.3.3. Tayin ve tespit siniri

Kullanilan analiz yontemleri igin tespit siniri (LOD: Limit of Detection) ve tayin
sinirt (LOQ: Limit of Quantification) degerlerinin belirlenmesinde, sinyal / gurultu

orani sirasiyla 3 ve 10 olarak alinmistir [53].

3.3.4. istatistiksel analizler

Proje kapsamindaki analizler t¢ paralelli gerceklestiriimis, HPLC analizlerinde de
ucer enjeksiyon yapilmistir. Ortalama sonuglar standart sapma (SD) ve relatif
standart sapma (RSD) degerleri ile beraber verilmistir. Arastirma sonuglari SPSS
15.0 istatistik paket programi (SPSS, Chicago, IL, USA) kullanilarak istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. islemler ©ncesi ve sonrasi mikotoksin dizeyleri
arasindaki farkin 6nem kontrolu %95 guven araliginda ve non-parametrik testlerle

(Friedman, Mann-Whitney ve Kruskal Wallis testleri) gergeklestiriimigstir.
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4, SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Trabzon Ekmegi liretimi

Trabzon ekmegdinin kalite Ozelliklerinin arastirildigr bir g¢alismada geleneksel
ekmegin kigtk (1000 g), orta (1500 g) ve buyik (3000 g) olmak lGzere 3 gramajda
yapildigi belirtiimekle birlikte, gramajin 500 g’a dusurtlmesinin, ekmek kalitesini
olumsuz etkilemedigi rapor edilmektedir [46]. Bu nedenle ekmek gramajlari,
mikotoksin analizlerinde ihtiya¢ duyulacak asgari miktari karsilamak tzere, ZEA ve
aflatoksin icin yaklasik 350 gram ve DON icin yaklasik 250 gram olarak

belirlenmistir. Uretilen ekmekler Sekil 4.1’de gdsterilmektedir.

Sekil 4. 1. Uretilen Trabzon ekmekleri
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4.2. Bugday unu orneklerinin aflatoksin, DON ve ZEA igerikleri

Caligsmalarda kullaniimak tzere farkli illerden temin edilen 9 bugday unu orneginin
hicbirinde tespit edilebilir sinirlarin tizerinde mikotoksin saptanmamistir. Ankara il
Kontrol Laboratuvarlari Mikotoksin Laboratuvar’'ndan saglanan 6rnedin DON,
Macaristan’dan saglanan 6rnegin DON ve ZEA igerdigi tespit edilmistir. Mikotoksin
varhg tespit edilen tum bugday unu oOrnekleri karigtirilarak pacal yapimistir.
Mikotoksinli un miktarini arttirmak icin dogal kontamine bugday unu 6rneklerinin
karigtinlmasiyla olusan pacal, toksin igcermedigi bilinen bugday unu ile
karigtirilarak ikinci kez pacgal yapilmistir. Her bir toksin diizeyinin fermantasyon
boyunca rahat izlenebilmesi i¢in un drneklerinin toksin diizeyinin kabul edilebilir
sinirlar Gzerinde olmasina dikkat edilmistir. Ornekler iyice homojenize edildikten
sonra DON ve ZEA icerikleri tespit edilmigtir.

Aflatoksin analizlerinde kullaniimak Uzere aflatoksinlerle dogal kontamine bugday
unu saglanamadidi igcin kuru maddesi bilinen ve mikotoksin icermeyen 850 g
bugday unu 6rnegine, her bir aflatoksinin konsantrasyonu 1 ug/kg olacak sekilde
B1, B2, G1 ve G2 aflatoksinlerini iceren standart ¢ozelti (4 ml, 1 ppm) ilave edilmis
ve aflatoksin igerigi belirlenmistir. Trabzon ekmegdi calismalarinda kullanilan

bugday unu érneklerindeki mikotoksin duzeyleri Cizelge 4.1’de verilmigtir.

Cizelge 4.1. Trabzon ekmegi uretiminde kullanilan budday unu o&rneklerinin

mikotoksin icerikleri [15].

Mikotoksin Kons. (ug/Kg)’ RSDT Maksimum Limit (ug/Kg)*
AFLB:1 1.1 +£0.02 1.793
AFLB: 1.2+0.04 2.869
4
AFLG1 1.4 +0.03 1.824
(B1+B2+G1+Gy)

AFLG? 1.7 +£0.08 4.483

DON 1576.3 £ 8.27 0.525 750

ZEA 294.0 £ 0.92 0.313 75

Analiz sonuglari, kurumadde duzeltmeleri yapilarak verilmistir.
T RSD: relatif standart sapma (RSD = (standart sapma / ortalama) * 100)
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4.3. Validasyon ¢aligmalari
4.3.1. Kalibrasyon egrilerinin olugturulmasi

Aflatoksin, DON ve ZEA icin elde edilen kalibrasyon egrilerinin R? dederleri (0.999)
olusturulan grafiklerin ¢alisilan konsantrasyon araliklarinda lineer oldugunu
gostermektedir. Enjekte edilen standart ¢ozeltideki mikotoksin miktarini gosteren
skala (x ekseni) enjeksiyon hacminin 100 pl olmasi sebebiyle DON [Ek-2] ve ZEA
[Ek-3] icin 0.1 ve dort aflatoksinin standart ¢ozelti icindeki konsantrasyonlarinin

esit olmasi sebebiyle aflatoksinler icin 0.025 katsayisiyla ¢arpilmistir [Ek-1].

4.3.2. Geri kazanim

Aflatoksinler, DON ve ZEA analizleri icin hazirlanan bugday unu o6rneklerinde

bulunan geri kazanim degerleri Cizelge 4.2’de gdsterilmistir.

Cizelge 4.2. Bugday unu orneklerinde aflatoksinler, DON ve ZEA igin belirlenen

geri kazanim degerleri (n=3)

Mikotoksin Geri kazanim (%) RSDT
AFLB1 99.7+2.24 2.25
AFLB2 106.4 +0.74 0.70
AFLG: 84.7 £ 0.00 0.00
AFLG2 79.2+2.13 2.69

DON 101.2 £ 0.57 0.57
ZEA 103.5+0.95 0.92

T RSD: relatif standart sapma (RSD = (standart sapma / ortalama) * 100)

Avrupa Birligi (EC) yénetmeliginde [54], mikotoksinler i¢in bildirilen analitik metod
kriterlerine gore 1 pg/kg’a kadar aflatoksin (B1 + B2 + G1 + G2) iceren drneklerde
geri kazanim degeri 50-120 ve 1-10 pg/kg icerenlerde 70-110 arasinda
olmaliyken, 500 ug/kg’'dan fazla DON ve 50 ug/kg'dan fazla ZEA igerigine sahip
orneklerde ise, 70-120 arasinda olmalidir. Bugday unu érneklerinde aflatoksinler,
DON ve ZEA igin bulunan geri kazanim degerleri sinir degerler arasinda

saptanmigtir. Hesaplanan relatif standart sapma dederlerinin disik olmasi, elde
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edilen sonuglarin kabul edilebilir dizeyde oldugunu gostermektedir. Tez
kapsaminda yapilan mikotoksin analizlerine ait sonuglar geri kazanim degerlerine

gOre duzeltilmistir.

4.3.3. Tespit sinir1 ve tayin siniri

Aflatoksin, DON ve ZEA igin tespit siniri ve tayin sinirt degerleri cihazdaki
elektronik gdraltinin 3 ve 10 kati alinarak hesaplanmistir. DON, ZEA ve
aflatoksinlere ait tespit siniri (LOD) ve tayin siniri (LOQ) degerleri Cizelge 4.3 ve

4.4’te gosterilmigtir.

Cizelge 4.3. DON ve ZEA igin belirlenen tespit siniri (LOD) ve tayin siniri (LOQ)

degerleri

Mikotoksin LOD (ug/kg) LOQ (pg/kg)
DON 16.9 56.3
ZEA 2.6 8.7

Cizelge 4.4. Aflatoksinler igin belirlenen tespit sinirt (LOD) ve tayin sinirt (LOQ)

degerleri
Mikotoksin LOD (ng/kg) LOQ (ng/kg)
AFLB1 0.033 0.110
AFLB:2 0.015 0.050
AFLG: 0.043 0.143
AFLG2 0.014 0.047

4.4. Eksi Hamur Modelinde ZEA Miktarinda Degisim
4.4.1. ZEA ilave edilmis unla hazirlanan eksi hamur modeli

Tespit edilebilir dizeyde ZEA saptanmamis una 0.25 mg/kg olacak sekilde
zenginlestirme yapiimis ve bu unun kuru madde Uzerinden ZEA igerigi 0.268
mg/kg olarak hesaplanmigtir. Bu unla hazirlanan hamur, oda sicakliginda 24 saat
suresince fermantasyona birakilmistir. Hamurdan 0, 6, 12 ve 24. saatlerde alinan
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orneklerde ZEA analizleri gergeklestiriimistir. ZEA miktarlari Cizelge 4.5'te
gosterilmektedir.

Cizelge 4.5. Eksi hamur modelinde fermantasyon boyunca ZEA miktarlari

Fermantasyon siresi (saat) ZEA (mg/kg)” RSDT  Una gore % azalma
un 0.268 - -
0 0.172 +0.008° 4.55 35.8
6 0.164 £+ 0.0082 4.90 38.6
12 0.236 +0.017¢ 7.00 12.0
24 0.211 £ 0.004¢ 1.97 21.2

Analiz sonuglari, kurumadde duzeltmeleri yapilarak verilmigtir.
(t RSD: relatif standart sapma (RSD = (standart sapma / ortalama) * 100)

Hamur igin geri kazanim degeri ilk hazirlanan hamurda gergeklestiriimis ve % 99.0
+ 0.63 olarak bulunmustur. Fermantasyon suresince una gore hamur orneklerinin
ZEA miktarlarinda go6zlenen azalmalar istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur
(p<0.05). Baslangic hamuruna goére fermantasyonun 6. saatinde alinan hamur
orneginde ZEA miktart % 4.7’lik bir azalma goOstermistir. Fermantasyonun 12.
saatinde alinan hamur érneginde tespit edilen ZEA miktari, baglangic hamurunda
Olculen ZEA degerine gore % 37.2°lik bir artis gostermistir. Fermantasyonun 24.
saatinde tespit edilen ZEA miktari, baslangic hamuruna gore yuksek bulunsa da
bir 6nceki basamak olan 12. saatte olgulen degere goére % 10.6’lk azalma
bulunmustur.

Fusarium cinsi patojen kuflerle kontamine olmus hububat danelerinde olusan ZEA
ve DON mikotoksinleri, yine patojen kufler ve konakgi bitki tarafindan (bitkinin bir
savunma mekanizmasi olarak); asetilasyon, glukozidasyon ve kukurtleme gibi
biyokimyasal mekanizmalarla daha az zararli formlara doénustirialmektedir. Bu
biyokimyasal donusimler s6z konusu mikotoksinin belirli fonksiyonel gruplarla ya
da molekdillerle konjugasyonu sonucu meydana gelmekte ve bu konjugatlar
maskelenmis  mikotoksinler olarak adlandinimaktadir. ZEA’'nin  glukozla
konjugasyonu sonucu ZEA-4G (ZEA-4-glikozid) formu meydana gelmektedir.
Bazen fermantasyondan sorumlu mikroorganizmalarin faaliyetleri sonucu ZEA,

kendisini olusturan o’-ZOL (a’-zearalenol) ve [B-ZOL (B-zearalenol) formlarina
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parcalanmaktadir [19]. Tum bu olusumlar fermantasyon boyunca dinamik bir yapi
olan eksi hamur ortaminda ZEA miktarini etkileyen parametreler olarak

deg@erlendirilebilir.

Gida maddelerindeki konjuge mikotoksinlerin ¢dzunurlik ve polarite gibi
fizikokimyasal 6zellikleri, serbest haldeki mikotoksinlerden farklidir. Bu nedenle
konjuge mikotoksinler, ekstraksiyon ve kromatografik ayrimda tespit edilemezler.
Bu konjugatlar, gida matriksindeki nisasta ve protein gibi makromolekullere
kovalent baglarla baglanirlar. Analiz oncesinde bu baglan kiracak uygun
yontemlerin (kimyasal ya da enzimatik hidroliz) uygulanmasi gerekir. Bu yapilar
genellikle metanol/su ya da asetonitril/su ile kismen ekstrakte edilebilmekte ya da
hi¢ ekstrakte edilememektedir. Bu durum hedef mikotoksinin nicelik olarak yanls
belirlenmesine neden olmaktadir. Benzer sekilde, mikotoksinler gida matriksindeki
makromolekullere kovalent olmayan baglarla da baglanabilmektedir. Bu yapilar da,
kimyasal ya da enzimatik islemler olmadan, mikotoksinin serbest halde tespit

edilmesini engellemektedir [18].

El-Nezami ve ark. [26] yaptiklari ¢alismalarda, eksi hamur fermantasyonundan
sorumlu olan Streptococcus ve Lactobacillius cinsi mikroorganizmalarin (LAB),
kaltar ortaminda ZEA miktarini azalttiklarini gézlemlemigtir. Bu azalmanin,
mikroorganizmanin peptidoglukan ve polisakkarit gibi hicresel yapilariyla ZEA'yi
baglamasi sonucu gergeklestigi anlasiimistir. Fermantasyon boyunca asitligin
artmasiyla LAB hicre duvarinin peptidoglukan ve polisakkarit yapilarinda yer alan
peptid ve glikozidik baglar kiriimakta ve yapisi bozulan LAB hucrelerinde ZEA ve
a’-ZOL’'u baglayabilecek daha fazla yapi ortaya ¢ikmaktadir. Calismada ZEA ve
a’-ZOL’un ortama ilave edildigi anda kultir ortaminda g¢ogaltiimis L. rhamnosus
GG ve L. rhamnosus LC705 suglariyla yuksek miktarda baglanma godsterdigi
ancak inkibasyona devam edildiginde ZEA ve tlrevlerinin tekrar kultir ortamina
salindigi ve daha sonra tekrar bakteri yuzeyine baglandigi gosterilmigtir. Benzer
sekilde ZEA eksi hamur modelinde de fermantasyon boyunca ZEA miktarinin
dalgalandigi gozlenmigtir (Cizelge 4.5).

Yiannikouris ve ark. [28], Saccharomyces cerevisiae’den izole edilmis B-D-glukan
gibi sarmal yapilarin ZEA’y1 in vitro kosullarda bagladigini gostermis ve bu

baglanmayi molekuller duzeyde aciklamistir. Bu bilgiye dayanarak, ZEA model
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calismasinin 6. ve 24. saatlerinde mikotoksin miktarinda gdzlenen azalmalarin
dogal floraya ait yabani mayalarin ¢ogalmasiyla meydana geldigi dusunulebilir.
Ayni calismaya goére B-D-glukan ile ZEA arasindaki baglanmanin asidik ve nétral
kosullar altinda stabil oldugu, oysa alkali kosullarda B-D-glukan yapisinin
bozulmasiyla baglanmanin azaldigi bildiriimektedir [28].

Yukarida bahsedilen mikotoksin - (3-D-glukan baglanmasi ile pH iligkisi Uzerine
bulgular, olusan mikotoksin- 3-D-glukan yapisinin fermantasyon gibi ortam pH’sini
dusuren bir igslem boyunca dayanikh kalacagina isaret etmektedir. Undan gelen
LAB ve vyabani mayalarin oda kosullarinda (26 + 1), 24 saat boyunca
fermantasyon gergeklestirdigi ZEA model calismasinda, hamur 6rneklerinin pH
dizeyinde 6nemli azalma beklenmis olsa da hamur drneklerinin pH degeri 5,5 +
0,2 olarak dl¢limus ve istatistiksel olarak 6nemli bir degisiklik saptanmamistir.
Sonu¢ olarak, hamurdaki yabani mayalarin odlgulebilir ZEA miktarini tek basina
azaltacak kadar cogalmadigi ve dolayisiyla ZEA - 3-D-glukan baglanmasinin diger
parametrelerin  varliginda baskin olmayan bir etkiye sahip olabilecedi
dusunulmektedir.

Bir baska calismada, fermentatif bakterilerin ZEA, DON ve FB'’yi baglama ve
parcalama dizeylerinin belirlenmesi amaciyla 202 farkli tirde bakteri, misirdan
hazirlanmis bir sivi ortama inoklle edilmistir. 30-37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilan sivi kaltur érneklerindeki ZEA’nin bir kismi (% 5.5), 8'i Lactobacilli ve 3’U
Leuconostoc cinsinden olan 11 tdr bakteri tarafindan o’-ZOL’a dénusttrtlmustir.
Ayni calismada inkiibasyon sonunda Streptococcus thermophilus hicrelerinin de
ZEA’nin yaklasik % 47’sini bagladigi bildirilmistir [55].

4.4.2. ZEA ilave edilmemis eksi hamur modeli

ZEA ilave edilmis eksi hamur modelinde 12. ve 24. saatte gozlenen artiglarin unda
maskelenmis ZEA varligi ile ilgili olabilecegi dusunulerek yukarida belirtilen
fermantasyon, toksin ilave edilmeyen ayni unla gerceklestiriimistir. Elde edilen

ZEA degerleri Cizelge 4.6’te verilmektedir.
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Cizelge 4.6. ZEA ilave edilmeyen eksi hamurda fermantasyon boyunca ZEA

miktarlari
Fermantasyon siresi (saat) ZEA (mg/kg)” RSDT
0 0.000
6 0.007 £ 0.0004 5.033
12 0.009 +0.0006 6.974
24 0.007 + 0.0002 2.574

* ZEA diizeyleri ortalama + SD seklinde verilmistir.
T RSD: relatif standart sapma (RSD = (standart sapma / ortalama) * 100)

Bu model galismasinda fermantasyon boyunca dl¢ilen ZEA degerleri, bu ¢alisma
kapsaminda ZEA icgin belirlenen tespit sinirinin (LOD) altinda bulunmustur. ZEA
tespit edilmeyen unla hazirlanan hamurda 6, 12 ve 24 saatlik fermantasyon
sonunda ppb dizeyinde ZEA aciga ¢ikmistir. Belirtilen zaman araliklarinda alinan
hamur 6rneklerine ait analiz sonuclari arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark
bulunmamistir. Elde edilen sonuclar, az miktardaki géomuli veya bagh toksinin
fermantasyon siresince enzimler tarafindan aciga cikarildigi goérisuna
desteklemektedir.

Simsek ve ark. [21], ekmek dretiminin DON Uzerine etkisini arastirdiklari
¢alismalarinda, hamurdaki DON miktarinin 30°C’'de ve % 85 nemde
gerceklestirilen fermantasyon sonunda 1.96 pg/kg arttigini belirtmektedir (p<0.05).
Ekmek Uretiminde kullanilan bugday unu DON ile birlikte DON-3G (DON-3-
glikozid)'yi de icerdiginden bu artisin DON-3G’nin DON’a dénusumu sonucu
meydana geldigi dusunulmus, fakat her iki bilesigin fermantasyon boyunca
miktarsal degisimi takip edildiginde, DON-3G miktarinda meydana gelen
azalmanin DON miktarinda meydana gelen artigi karsilamadigi anlasiimistir. Bu
nedenle fermantasyon boyunca makromolekullere gémulid DON’un enzimatik
reaksiyonlar sonucu serbest hale ge¢cmesiyle hamurdaki DON miktarinin arttigi
dusundlerek enzim aktivitesi calismalari gerceklestirilmistir. Elde edilen sonugclar,

Fusarium ile kontamine olmus bugdayda ksilanaz aktivitesinin normal una gore
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yuksek oldugunu, fermantasyon boyunca da bu aktivitenin artmaya devam ettigini
gOstermigtir. Ksilanaz enzim aktivitesi ile hucre duvari yapi taglari hidrolizinin
hizlandidi ve bagli DON’un serbest hale gectigi kabul edilmektedir.

ZEA icermedigi tespit edilen unla hazirlanan eksi hamurda, fermantasyon boyunca
bir miktar sakli ZEA'nin agiga c¢ikmasi, Simsek ve ark. [21]'nin bulgulariyla
paralellik gostermektedir. Her iki model ¢alismasinda da ZEA miktarinda ilk 12
saat icinde bir artig, sonraki 12 saat iginde ise bir azalis meydana gelmektedir. 24.
saat sonunda meydana gelen azalisin, ZEA’'nin laktik asit bakterileri ve undaki
dogal maya hucreleriyle kismen baglanmasiyla ya da fermantasyon boyunca
ZEA'nin farkli formlarinin olusmasiyla (a-ZOL ve (-ZOL) veya ZEA’nin yeniden
gida matriksindeki makromolekulllere baglanmig olmasiyla meydana geldigi
dusunulmektedir.

Ozetle, fermantasyon boyunca ZEA miktarinda meydana gelen dalgalanma genel
olarak her iki model calismasi igin de benzerlik gostermistir. Bu tez kapsaminda
gerceklestiriien ZEA model ¢alismalarina ait sonuglar, fermantasyon boyunca ZEA
miktarinda meydana gelen dalgalanmalarin sadece ZEA’nin tlrevlerine dontismesi
veya ZEA’'nin gida matriksindeki makromolekillere ve mikroorganizmalara
baglanmasi ile agiklanamayacagini gostermektedir. Clnki fermantasyon boyunca
eksi hamurda son derece dinamik bir yapi olusmakta ve ayni anda pek c¢ok
parametre ZEA'y1 nicel olarak etkilemektedir. Yukarida sayilan nedenler diginda
fermantasyon boyunca hamurun kimyasal yapisinda meydana gelen degisimler
(pH vb.) de mikotoksin miktarindaki dalgalanmalari etkilemektedir. Bu nedenle
sadece belli bir etkinin azalmayi veya artisi sagladi§i yonindeki yorumlar,

digerlerinin goz ardi edilmesine ve hatalara neden olacaktir.

4. 5. Trabzon Ekmegi Uretiminin ZEA, DON ve Aflatoksinler Uzerine Etkisi

Trabzon ekmegi Uretim akis semasi (Sekil 3.1 ve 3.2) incelendiginde, farkli
ingrediyenlerle hazirlanan iki ayri hamur karigiminin oldugu anlasiimaktadir. Bu
nedenle her hamur karigimi kendisinden sonra gerceklesen fermantasyon sonrasi
ornekler ile ve birbirlerinden bagimsiz olarak degerlendirilmigtir. Ekmekte elde
edilen sonuglar ise; pisirmenin etkisini degerlendirmek Uzere ikinci fermantasyon

sonras!i hamur Ornekleriyle ve Trabzon ekmegi Uretiminin mikotoksinler Gzerine
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etkisini degerlendirmek Uzere ikinci fermantasyon oOncesi hamur &rnekleriyle

kargilastiriimistir.

Cizelge 4. 7. Farkl surelerde fermantasyona birakilmis hamur, ekmek kabugu ve

ici 6rnekleri igin kisaltmalar ve agiklamalari

Ornek Kodu Aciklama
HMR1 1. hamur (un + eksi hamur)
FRM1 1. fermantasyon sonrasi hamur (6 saat)
HMR2 2. hamur (un + fermente 1. hamur + ekmek mayasi)
FRM2 2. fermantasyon sonrasi hamur (130 dakika)
EKMIC Ekmek ici
EKMKB Ekmek kabugu

Cizelge 4. 8. Fermantasyonlar dncesi ve sonrasi hamur orneklerinin pH degerleri

Ornek pH RSDt
HMR1 4.56 0.22
FRM1 4.24 0.14
HMR2 5.30 0.50
FRM2 5.23 1.61

T RSD: relatif standart sapma (RSD = (standart sapma / ortalama) * 100)
* Fermantasyon boyunca sicaklik 26+1°C olarak o6lgtlmustar.

Trabzon ekmegi Uretiminde birinci ve ikinci fermantasyona ait hamur orneklerinin
pH degisimi Cizelge 4.8'de verilmistir. Trabzon ekmegi Uretiminde kullanilan eksi
hamur, bir 0Onceki gunin ekmek hamurundan alinan parganin 15 saatlik
fermantasyonuyla elde edildigi igin bir miktar ekmek mayasi da icermektedir.
Ancak asitlik artisi, bu 15 saat boyunca ortama LAB’In hakim oldugunu
dusundurmektedir. HMR1'in yaklasik 6 saatlik ilk fermantasyonu boyunca pH’da
dusUs devam etmistir. Literatirde LAB’larin Urettigi organik asitlerin daha etkili
olmak (zere ve mayalarin dUrettigi CO2'nin hamurda c¢6zinmesinin de
fermantasyon boyunca gozlenen asitlik artisindan sorumlu oldugu bildiriimektedir
[56].
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Ekmek mayasi (Saccharomyces cerevisiae) katilarak gercgeklestirilen 130 dakikalik
fermantasyon sonunda pH’daki dusus birinci fermantasyona gore nispeten azdir.
ikinci fermantasyonun ilk fermantasyona gére daha kisa sirmesi asitlik artisini
azaltan bir faktor olsa da, literatiirde LAB’larin maya ile birlikte bulunduklari kaltr
ortaminda saf kultir ortamina gore daha yavas ¢ogalarak ve dolayisiyla daha az
laktik ve asetik asit UOrettigini gosteren calismalar mevcuttur. Saccharomyces
cerevisiae'ye ait enzim aktivitesinin LAB’a gore yuksek olmasi ve ortamdaki
serbest sekeri daha hizli kullanmasiyla, LAB fermantasyonu ve asit olusumu da

yavaslamaktadir [56].

4.5.1. Trabzon ekmegi liretiminin ZEA uzerine etkisi

ZEA analiz yonteminin her bir matriksteki geri kazanim degerleri Cizelge 4.9’da
verilmektedir. Elde edilen geri kazanimlar, mikotoksinler i¢cin Avrupa Komisyonu
tarafindan 401/2006 nolu yonetmelikte bildirilen analitik metot kriterlerine uygun

bulunmustur [54].

Cizelge 4. 9. ZEA analiz yontemi icin belirlenen geri kazanim degerleri (n=3)

Ornek % Geri Kazanim RSDf
UN 103.5+0.95 0.92
HMR1 107.4 +£1.43 1.33
FRM1 104.4 +£ 3.40 3.26
HMR2 99.0 £ 0.63 0.63
FRM2 104.4 £ 0.96 0.92
EKMIC 110.4 +1.75 1.59
EKMKB 114.3+1.64 1.44

T RSD: relatif standart sapma (RSD = (standart sapma / ortalama) * 100)

Kuru madde cinsinden 0.294 = 0.01 pg/g ZEA icerdigi bilinen bugday unu ile
gerceklestirilen Trabzon ekmegi uretimi boyunca ZEA miktarinda meydana gelen

degisim Sekil 4.2’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. Trabzon ekmegi Uretimi boyunca ZEA miktarindaki degisim
(f Hata gubuklari  standart sapma degerlerini géstermektedir.)

Uretim akis semasindan anlagilacagi tizere (Sekil 3.1) farkli formilasyona sahip iki
hamur karisimi s6z konusu oldugundan, fermantasyonlar kendi iclerinde
degerlendirilmigtir. Ekmek orneklerinden elde edilen sonuclar ise ikinci
fermantasyonun hem oncesi hem de sonrasina ait hamur 0&rnekleriyle
karsilastiriimistir.

Sadece eksi maya katilarak gerceklestirilien 6 saatlik ilk fermantasyon sonunda
baglangic hamurunun ZEA miktari degismemistir (p>0.05). ilk fermantasyondan
sonra hamur 6rneklerinin ZEA miktarinda meydana gelen artig, ikinci hamur
karisimina un ilave edilmis olmasiyla acgiklanmaktadir.

ZEA miktarinda 130 dakikallk maya fermantasyonu sonrasi meydana gelen %
2.2’lik artig (Sekil 4.2) ile ekmek kabugu (% 25.7 — 31.6) ve ekmek igi 6rneklerinde
(% 16.4 - 21.9) meydana gelen azalislar 6nemli bulunmustur (p<0.05). Ekmek
orneklerinin sonuglar istatistiksel olarak kendi icinde uyumludur (p>0.05). Bu da,
ekmek orneklerinin i¢ ve kabuk kisimlarinin ayrilmasi sirasinda elden kaynaklanan
hatalarin ve firin i¢ci konumdan kaynaklanan farklarin elimine edilebildigini
gostermektedir. Trabzon ekmegi Uretiminin ZEA Uzerine etkisi, 2. hamur (HMR2)
sonuglarinin ekmek kabugu ve iginden elde edilen sonuglarla kargilagtiriimasiyla

incelenmigtir. Buna gore tum islem sonunda ekmek igcinde % 14.5 - 16.1 ve ekmek
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kabugunda % 24.1 - 30.1 araliginda azalma gergeklesmistir.
Ilk fermantasyon boyunca ZEA miktarinda 6nemli bir degisim gdzlenmemistir.
Buradan elde edilen sonugclar, asitligin hizla arttigi LAB fermantasyonu ve 1sil
islem boyunca ZEA’nin buylk oranda dayanikli kalabildigini gostermektedir
(p>0.05).
Ikinci fermantasyon boyunca tiim Orneklerde olgilen ZEA miktarinin undaki
degerden ylksek olmasi dikkat c¢ekicidir. Bu durum, ilk fermantasyon sirasinda
artan bakteriyal ve enzimatik faaliyetler ile ZEA’'nin gida matriksinden kopmasi ve
serbest hale ge¢cmesi seklinde yorumlanabilir. Ancak literatirde yogurma gibi
mekanik islemlerin de mikotoksinleri agiga c¢ikarabildigini gosteren c¢alismalar
mevcuttur. Lancova ve ark. [16], DON ile dogal kontamine bugday unu kullanilarak
hazirlanan ekmek hamurundaki DON miktarinin yogurma iglemi sirasinda % 21 -
40 oraninda arttigini gdézlemlemigtir.
Bu tez kapsaminda, dogal kontamine unla hazirlanan Trabzon ekmegi hamurunda
(6zellikle 2. fermantasyon sonunda) gdézlenen ZEA’daki artisin bir kisminin
yogurma gibi mekanik iglemlerle de aciga ¢ikabilecegi dusunulmektedir.
Ancak bu 6nemli artisin, ZEA model ¢alismasinda oldugu gibi ortamda ¢ogdalan
mikroorganizmalarin ve undan gelen enzimlerin gida matriksini bozmasiyla
ZEA'nin degisik formlarinin Olculebilir ZEA’'ya dénismesi sonucu ortaya ciktigi
kabul edilebilir. Eksi hamur ortaminda fermantasyon boyunca meydana gelen
degisimleri aciklayan literatirdeki galismalar bu durumu daha iyi aydinlatmaktadir.
Eksi hamur ortaminda fermantasyon suresi uzadikgca LAB’lar ve dogal olarak
bulunan mayalar arasinda beslenme rekabeti de artmaktadir. Fermantasyon
boyunca enzim faaliyetleri artsa da, nisasta gibi makromolekullerin hidrolize olma
hizi, mayalarin ¢gozunur sekerleri tuketme hizindan yavas gergeklesmekte ve bu
rekabete bagh olarak ¢ozunur sekerler hizla tiketilmektedir. Dolayisiyla ekmek
mayasinin eksi hamur ortamina ilavesi, bu rekabeti daha da arttirmakta ve buna
bagli olarak asitlik artis hizi da artan LAB - maya rekabeti nedeniyle dugmektedir
[56]. Bu durum konjuge ZEA’nin hidrolizini arttiran bir etken olarak
degerlendirilebilir.  Zira literatirde fermantasyon gibi proseslerin sonunda
maskelenmis (konjuge) mikotoksinlerden serbest mikotoksin formlarinin agiga
ciktigini bildiren galigmalar mevcuttur ([22]; [19]).
Sindirimin konjuge ZEA Uzerine etkisini arastiran bir gcalismanin sonuglari, kiimes
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hayvanlarinin mide ortaminda ZEA-4G’nin pargalanmasiyla ZEA'nin serbest
formlarinin agiga ¢iktigini ortaya koymaktadir [57].
ikinci fermantasyon sonrasi hamur drneklerinin ZEA miktari ile karsilastirildiginda
ekmek oOrneklerinin  ZEA miktarinin daha disuk bulunmasi, sicaklk
uygulamalarinin da ZEA varligini etkiledigini gostermektedir. Ancak bu sonuglari
literatirdeki benzer calismalarla desteklemek oldukga gugtir. Cinktu Trabzon
ekmegi Uretimi, fermantasyon asamasi bakimindan uzun ve kademeli bir prosestir.
Ayrica uygulanan pisirme sicakligi ve slresi de normal ekmege uygulanan
normlara gore farklilik gostermektedir. Zira 1sil islemin mikotoksinler Gzerine etkisi;
fermantasyon ve pisirme iglemlerinin kosullari ve suresine bagli olarak degisiklik
gostermekte ve bu nedenle literatirde yer alan bulgular da birbirleriyle
celismektedir [24].
Literatirde sl igslemler sirasinda gidanin i¢ sicakhginin firin igi sicakligina
ulasamamasi ya da mikotoksinlerin 6rnek icindeki diger bilesenlere baglanarak
uygulanan sicakliktan korunmalari sonucu mikotoksinlerin  bozunmadan
kalabildigini bildiren ¢alismalar mevcuttur [58].
Matsuura ve ark. [38], ZEA ilave edilmis budday unu ile hazirlanan hamurun
200°C’de 30 dakika pismesiyle hazirlanan ekmekte ZEA miktarinin % 34 - 40
azaldigini bildirmektedir. Bu tez calismasinda da 220 - 175 + 5°C ‘de 109 dakika
uygulanan 1sil islem sonrasi kaydedilen en yiksek azalmanin % 31.6 (ekmek
kabugunda) (Sekil 4.2) dizeyinde gergeklesmesi, Matsuura ve ark. [38]'nin
bulgulariyla parallelik go6sterse de, 1sil iglem sirelerinin  ve uygulanan
fermantasyon kosullarinin farkl olmasi benzer oranlardaki azalislarin tek basina
1sil igslemle agiklanmasini guglestirmektedir.
Numanoglu [53]'nun misir ve drunlerinde 1sil igslemin Fusarium toksinleri tzerine
etkisini arastirdigi bir caligmada, ZEA miktarinda kayda deger bir azalmanin ancak
150°C ve Uzerindeki sicakliklarda meydana geldigi gézlenmis ve 200°C’de 30
dakika tutulan hamur disklerinin ZEA miktarinda % 31.7 oraninda azalma
belirlenmistir. Model calismada gozlenen ZEA'nin termal bozunma davranisi,
ekmek Uretiminde de benzer sicaklik ve sureler segilerek arastiriimis ve misir
ekmegi uretiminde 250°C’de 70 dakika pisirme uygulanmigtir. ZEA dizeyindeki
azalma, ekmek kabugunda % 15.5 ve ekmek icinde % 1.2 olarak saptanmigtir.
Trabzon ekmegi kabuk ve i¢ 6rneklerinde saptanan azalmalarin bu ¢alismaya goére
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daha ylUksek olmasi; her iki ¢alismada sicaklik, sire ve gida matrikslerinin farkl
olmasi ve misir ekmegi Uretiminde bir fermantasyon basamaginin olmamasiyla
aciklanabilir. Zira, fermantasyon boyunca ZEA'nin serbest hale gec¢mesinin,
ZEA'nin sicakhga temas eden ylzey alaninda artisa sebep olarak uygulanan isil

igslemin etkinligini arttirdig1 dustnulmektedir.

4.5.2. Trabzon ekmegi uUretiminin DON (zerine etkisi

DON icin yapilan geri kazanim ¢alismasinda, 6 saat fermantasyon sonrasi hamur
ornekleri harig tium orneklerde hesaplanan geri kazanim degerleri Avrupa
Komisyonu’'nun (EC) belirledigi limit degerler icerisindedir (Cizelge 4.10). Geri
kazanim degerleri ilk fermantasyon sonrasi elde edilen hamur 6rnekleri icin limit

degerin altinda bulunmustur [54].

Cizelge 4.10. DON analiz yontemi icin belirlenen geri kazanim degerleri (n=3)

Ornek % Geri Kazanim RSDt

UN 101.2 £ 0.57 0.57
HMR1 95.6 + 3.08 3.22
FRM1 38.3+6.56 17.14
HMR2 100.3 £1.67 1.66
FRM2 99.8+1.81 1.81
EKMIC 93.8 1,72 1.83
EKMKB 945+1.52 1.61

T RSD: relatif standart sapma (RSD = (standart sapma / ortalama) * 100)

Geri kazanim galismalarinda 6 saatlik fermantasyon sonunda alinan hamur érnegi
mikotoksin analizinde kullaniimak Utzere liyofilizatérde dondurularak kurutulmustur.
Butun geri kazanim analizleri kurutulmus o6rneklerde gerceklestirildiginden burada
baslangi¢c ununa ilave edilen toksinin yalnizca % 38’sinin geri alinabilmesi olduk¢a
ilging bir sonugtur. DON’un suda ¢dzunurligunun ¢ok yuksek oldugu bilindiginden
dondurarak kurutma sirasinda uzaklasan suyla bir miktar DON’un kaybedildigi
dusundlebilir (Sekil 4.3). Ancak bu durum, ayni sekilde liyofilize edilen hamur

orneklerinde goézlenmemistir. 1. fermantasyon sonrasi hamur 6rneginin, diger
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hamur Orneklerinden LAB hucrelerince daha zengin oldugu tahmin edildiginden
(pH degeri en duguk ornek), azalmanin DON-LAB arasindaki baglanmaya bagli
oldugu sdylenebilmektedir. Tekrarlanan deneylerde de yine benzer sonuclar elde
edilmistir. Bagka bir ifadeyle DON, LAB’ce zengin bir ortama ilave edildiginde anlk
bir DON-LAB baglanmasi gerceklesmis ve toksinin o6nemli bir kismi
Olculememigtir. Oysa hamurun DON igeriginde fermantasyon sonrasi benzer bir
azalma gerceklesmemistir. Bu durum, DON-LAB baglanmasinin ilave edilen
serbest DON ile ortamdaki LAB’in anlik etkilesimi sonucu gergeklestigini ve toksin
miktarinda ciddi bir azalmaya yol acgtigini dugstindurmektedir.

Nitekim literatirde s6z konusu durumu guglendiren g¢alismalar mevcuttur. Lancova
ve ark. [16], ekmek Uretiminin DON dulzeyine etkisini fermantasyon ve isil islem
asamalarinda incelemiglerdir. Fermente hamur orneklerinde yapilan geri kazanim
calismalari, benzer sekilde EC’nun belirledigi limit degerlerin altinda bulunmus ve
bu durum, DON’un kanitlanamayan sekilde maya hucrelerine anlik baglanmasi
olarak yorumlanmistir. LAB-mikotoksin etkilesiminin arastirildigi bagka bir
calismada ise, ZEA ve a-ZOL’un LAB kulttr ortamina ilave edildigi anda azaldigini
ancak inkubasyon devam ettikge bagli mikotoksinlerin tekrar ortama salinmasiyla
artis meydana geldigi bildirilmigtir. Arastirmacilar bu durumu, mikotoksin-LAB
baglanmasinin anlik bir proses oldugu seklinde yorumlamislardir. Ayni calismada,
kaltur sivisinda élgtilemeyen ZEA ve a-ZOL’un % 50’sinin etanol ekstraksiyonuyla
bakteriyal pelletten geri kazanilmig olmasi, mikotoksinin bakteri hicresiyle
etkilesime girdigini gosteren bir bagka kanittir [26].

Kuru madde cinsinden 1.576 + 0.008 ppm DON icerdigi bilinen dogal kontamine
bugday unu kullanilarak Uretilen Trabzon ekmeginin Uretim asamalarinda DON
miktari degisimi Sekil 4.3'te verilmektedir.
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Sekil 4.3. Trabzon ekmegi Uretimi boyunca DON miktarindaki degisim

(f Hata gubuklari + standart sapma degerlerini géstermektedir.)

DON konsantrasyonunda 6 saat fermantasyon sonunda o6nemli bir degisim
g6zlenmemis olup (p>0.05), 130 dakika fermantasyon sonunda ise % 1.4’lUk
onemli bir artis meydana gelmistir (p<0.05).

Ekmek orneklerinde bulunan sonuglar istatistiksel olarak kendi aralarinda paralellik
gOstermektedir (p>0.05). Ekmek ici orneklerindeki azalma ve artiglar istatistiksel
olarak 6nemsiz bulunmus (p>0.05), ekmek kabugu oOrneklerindeki azalmalar %
14.5-15 araliginda ve istatistiksel olarak onemlidir (p<0.05). Trabzon ekmegi
dretiminin DON Uzerine etkisi, 2. hamur karisimindan itibaren ekmek kabugu ve
icinden elde edilen sonuclarda incelenmistir. Buna goére tium proses sonunda
ekmek icinde % 0.4 - 1.4 oraninda artis ve ekmek kabugunda % 13.3 - 13.8
araliginda azalma gergeklesmigtir.

Young ve ark. [32], mayalanmis firincilhk Grlnleri Gretiminin mikotoksinler tzerine
etkisini arastirdiklari galismalarinda, proses boyunca érneklerdeki DON miktarinin
arttigini gézlemlemis ve bunu, DON’un éncdillerinin enzimatik reaksiyonlar sonucu
DON’a dénusmesi olarak agiklamiglardir.

Lancova ve ark. [16] da, ekmek Uretiminin trikotesenler Uzerine etkisini

arastirmiglar; Saccharomyces cerevisiae katilmis hamur o&rneklerinde DON
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miktarinin, 30°C’de 50 dakika suren fermantasyon sonrasi % 38 — 46 azaldigi,
ancak fermantasyonun devaminda (45 dakika sonunda) % 32 — 45 artis meydana
geldigini gozlemiglerdir. Orneklerin DON miktarinda meydana gelen bu
dalgalanmalar, kontaminasyon dizeyi ne olursa olsun tim 0&rneklerde ayni
desende gerceklesmigstir (azalig-artig).
Benzer sekilde Trabzon ekmegi Uretiminin fermantasyon asamasi boyunca hamur
orneklerinin  DON miktarinda g6zlenen dalgalanma deseni de azalis-artis
seklindedir. Fermantasyondaki sicaklik ve sure parametreleri her iki ¢alisma igin
farkli olsa da, DON-maya ya da DON-LAB baglanmalarinin fermantasyon basinda
olustugu ancak fermantasyon ilerledikge DON’un serbest kalarak ortama salindigi
her iki ¢calismanin sonuglarindan da anlasiimaktadir. Ayni ¢alismada fermente
hamur o6rneklerinin 210°C firnda 14 dakika pisiriimesinden sonra ise DON
miktarinda 6nemli bir azalma goézlenmemistir (P>0.05). Trabzon ekmegi Uretimi
sirasinda ise, kullanilan sicaklik degerleri bu ¢alismadakine yakin olup (220 —
175°C), pisme siresi ¢cok daha uzun olmasina ragmen (109 dakika) ekmek ici
orneklerinin  DON miktarinda yine benzer sekilde 6nemli bir degdisim
gerceklesmemistir.
Yumbe-Guevara ve ark. [11], 220°C’de tutulan ¢ozelti icindeki DON’un, ayni
sicaklikta tutulan 6gutilmids dogal kontamine arpa 6rneklerindeki DON’a gore 2
kat daha hizli bozundugunu gézlemlemistir. Bu sonuclar, kif ile dogal kontamine
hububat tanesinde dretilmis DON’un, DON ilave edilmis 0Orneklerin yilizeyinde
bulunan DON’a gore sicaklik uygulamalarina daha dayanikli oldugunu
gostermektedir. Cunkid mikotoksinler, ekmek ici sicakliginin firin sicakhgina
ulasamamasi ya da mikotoksinin gida bilesenleriyle etkilesmesi gibi nedenlerle 1sil
islemler boyunca bozulmadan kalabilmektedir [58]. Trabzon ekmegi Uretimi
boyunca 6rneklerdeki DON’un pisirme kosullarina bu kadar dayanikli olmasi,
Uretimde kullanilan bugday ununun dogal kontamine olmasi ve mikotoksinlerin
sicakhiga dayaniklihgiyla agiklanmaktadir.
Dusuk, orta ve yiksek dizeyde DON iceren bugday unu &rneklerinin ekmek
dretiminde kullanildigi bir ¢alismada, fermantasyon asamasi Saccharomyces
cerevisiae kullanilarak gergeklestiriimis ve dusuk ve orta dizeyde DON igeren
orneklerin DON miktarinda onemli artis meydana gelmistir (sirasiyla % 46 ve %
31) (p<0.05). Yuksek duzeyde DON iceren 0Ornekte ise onemli bir degisim
42



olmamigtir (p>0.05). Yiksek dizeyde DON iceren érnekte meydana gelen artigin
istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmasi, bu artigsin 6rnegin igerdigi toplam DON
miktarina oranla ihmal edilebilir dizeyde olmasi ile agiklanmigtir. Trabzon ekmegi
dretiminin 2. fermantasyonu sonrasi istatistiksel olarak énemli olan ancak gorece
ciddi olmayan bir artigsin (% 1.4) meydana gelmis olmasi da yukarida bahsedilen
calismada kullanilan un ile hemen hemen ayni DON dlzeyine sahip un kullanildigi
g6z 6nune alinarak ayni nedenle acgiklanabilmektedir. Ayni ¢alismada ekmekler
170 - 225°C firin sicaklklarinda, 0 - 13 dakika slresince pigirilmigtir. Buradaki
sicaklik de@erleri bizim ¢alistigimiz sicaklik degerlerine oldukga yakin olup, benzer
sekilde bu galismada da son drinlere ait DON diizeyinde 6nemli bir degisim
saptanmamistir [7].

Bolim 4.4.1’de yer alan ZEA modelinde deginildigi gibi Simsek ve ark. [21], enzim
calismalarindan elde edilen sonuglara gore fermantasyon boyunca DON
duzeyinde meydana gelen artisin sadece DON’un bir metaboliti olan DON-3G’nin
DON’a doéntsimda ile agiklanamayacagini ifade etmislerdir. Clinki fermantasyon
boyunca hamurun DON miktarinda surekli artis meydana gelirken, DON-3G
miktarinda ise Once artis, daha sonra azalig gdézlenmistir. Bu nedenle
arastirmacilar, biyomolekullere gomuli DON’un enzimatik reaksiyonlar sonucu
serbest hale gegmesi gibi farkh ihtimaller Gzerinde durmuslardir. Bugdayin ylksek
diizeyde Fusarium ile kontaminasyonu sonrasi bugday unundaki a-amilaz ve
selllaz aktivitesi artisina ve Fusarium kuflerine ait hlicre duvarinin bugday ici
makromolekdilleri parcalayan enzimlerin iyi bir kaynagi olmasina dayanan ayrintil
enzim aktivitesi calismalari yapilmistir. Bu amacla ekmek Uretimi boyunca a-
amilaz, proteaz ve ksilanaz enzim aktiviteleri olguimustur. Elde edilen sonuglar,
fermente olmus hamur orneklerindeki ksilanaz aktivitesinin fermente olmamis
hamur 6rneklerine goére yuksek oldugunu goéstermistir (p<0.05). Fermantasyon
boyunca artan ksilanaz aktivitesine badgli olarak, hicre duvari materyallerinin
hidrolizi artmakta ve bu materyallere bagh olan DON serbest hale gegmektedir. Bu
calismayla fermantasyon boyunca mikotoksin miktarinda meydana gelen artista
enzim aktivitesinin dnemli yere sahip olabilecedi anlasiimigtir. Ayni ¢alismada
pisirme sonrasi ekmek orneklerinin DON miktarinda kismi bir azalma gergeklesmis
olsa da bu azalma, bu tez galismasina ait sonuclarla benzer sekilde istatistiksel
olarak 0Onemsizdir. Butun c¢alismanin sonuglari degerlendirildiginde, baslangig
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hamuruna gore son urin ekmekteki DON miktarinin % 40.8 daha fazla oldugu da
tespit edilmigtir.

Literatirde yer alan diger calismalarda bildirildigi gibi ([16, 21]), ekmek Uretimi
boyunca DON dlzeyinde gerceklesen dalgalanmalara ragmen, ekmek Uretiminde
kullanilan un ile ekmegin DON duzeyi kargilastirildiginda, uygulanan prosesin

DON dizeyini 6nemli dl¢gude degistirmedigi anlagiimaktadir.

4.5.3. Trabzon ekmegi liretiminin aflatoksin B1, B2, G1 ve G2 lizerine etkKisi

Aflatoksin analiz yonteminin her bir matriksteki geri kazanim degerleri Cizelge
4.11’de verilmektedir. Elde edilen geri kazanimlar, ekmek kabugu 6rnekleri harig
tum orneklerde, AFLB:1 igin Avrupa Komisyonu tarafindan 401/2006 nolu

yonetmelikte bildirilen analitik metod kriterlerine uygun bulunmustur (EC, 2006).

Cizelge 4. 11. AFLB:1 analiz yontemi icin belirlenen geri kazanim degerleri (n=3)

Ornek % Geri Kazanim RSDt

UN 99.7 +2.24 2.25
HMR1 91.3 +1.50 1.64
FRM1 96.0 + 2.08 2.17
HMR2 100.5 + 1.44 1.43
FRM2 94.5 + 2.45 2.59
EKMIC 108.7 + 3.60 3.30
EKMKB 116.5 + 2.33 2.00

T RSD: relatif standart sapma (RSD = (standart sapma / ortalama) * 100)

Kuru madde cinsinden 1.075 + 0.019 ppb AFLB: igeren bugday unu ile
gerceklestirilen Trabzon ekmegi Gretimi boyunca AFLB1 miktarindaki degisim Sekil

4.4’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.4. Trabzon ekmegi Uretimi boyunca AFLB1 miktarindaki degisim
(f Hata gubuklari + standart sapma degerlerini géstermektedir.)

Ik fermantasyon sonunda AFLB: miktarinda 6nemli bir degisim gézlenmemis
(p>0.05) ve ikinci fermantasyon sonunda % 9.6 oraninda 6nemli artis meydana
gelmistir (p<0.05).

Ekmek Orneklerinden elde edilen sonuglar kendi aralarinda paralellik
gostermektedir (p>0.05). Pisme 6ncesi hamur 6rnegine kiyasla ekmek kabugu ve
icinde meydana gelen azalmalar 6nemli bulunmustur (p<0.05). Isil islemin etkisiyle
ekmek kabugu ve icinde meydana gelen azalmalar sirasiyla % 33.4 — 34.7 ve %
5.5 - 10.5’dir. Trabzon ekmegi Uretiminin AFLB1 Uzerine etkisi, 2. hamur (HMR2)
sonuglarinin ekmek kabugu ve iginden elde edilen sonuglarla kargilastiriimasiyla
incelenmigtir. Buna gore tiUm proses sonunda ekmek iginde % 1.9 azalis ve % 3.5
artis gozlenirken, ekmek kabugunda % 26.9 - 28.4 araliginda azalma tespit
edilmigtir.

Aflatoksin analiz yonteminin her bir matriksteki geri kazanim degerleri Cizelge 4.
12’de verilmektedir. Elde edilen geri kazanimlar AFLB: icin Avrupa Komisyonu
tarafindan 401/2006 nolu yénetmelikte bildirilen analitik metod kriterlerine uygun

bulunmustur [54].
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Cizelge 4.12. AFLB:2 analiz ydntemi icin belirlenen geri kazanim degerleri (n=3)

Ornek % Geri Kazanim RSDt

UN 106.4 +0.74 0.70
HMR1 98.6 + 1.82 1.85
FRM1 104.6 +1.29 1.23
HMR2 112.0 +1.38 1.23
FRM2 106.7 +1.84 1.72
EKMIC 116.2 + 1.19 1.02
EKMKB 118.4 +2.19 1.85

T RSD: relatif standart sapma (RSD = (standart sapma / ortalama) * 100

Kuru madde cinsinden 1.242 + 0.036 ppb AFLB: iceren bugday ununun
kullanildid1 Trabzon ekmedi Uretimi boyunca AFLB2 miktarindaki degisim Sekil

4.5’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.5. Trabzon ekmegi Uretimi boyunca AFLB2 miktarindaki degisim
(f Hata gubuklar + standart sapma degerlerini gdstermektedir.)

AFLB2 miktarinda 6 saatlik ilk fermantasyon sonunda % 2.3 oraninda dnemli bir
azalig (p<0.05), 130 dakikallk maya fermantasyonu sonunda ise % 5.4 oraninda
onemli bir artis bulunmustur (p<0.05).

Ekmek 0orneklerinden elde edilen sonuclar istatistiksel olarak paralellik

gostermektedir (p>0.05). Pisirme dncesi hamur érnegine kiyasla ekmek kabugu ve
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icinde meydana gelen azalmalar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05). Isil iglem
sonunda ekmek kabugu ve icinde gdzlenen azalmalar sirasiyla % 29.3 — 30.4 ve
% 18.1 - 19'dur. Trabzon ekmegi Uretiminin AFLB2 Uzerine etkisi, 2. hamur
(HMR2) karsimi sonuglarinin ekmek kabugu ve icinden elde edilen sonuglarla
kargilastiriimasiyla incelenmistir. Buna gore tim proses sonunda ekmek icinde
%13.7 - 14.7, ekmek kabugunda % 25.5 - 26.7 aralidinda azalma tespit edilmistir.
Aflatoksin analiz yonteminin her bir matriksteki geri kazanim degerleri Cizelge 4.
13’de verilmektedir. Elde edilen geri kazanimlar, AFLG: icin Avrupa Komisyonu
tarafindan 401/2006 nolu yonetmelikte bildirilen analitik metod kriterlerine uygun

bulunmustur [54].

Cizelge 4.13. AFLG:1 analiz yontemi igin belirlenen geri kazanim degerleri (n=3)

Ornek % Geri Kazanim RSDt

UN 84.7 £ 0.00 0.00
HMR1 76.9 £ 2.48 3.23
FRM1 83.3+£2.92 3.51
HMR2 89.3 £ 2.65 2.96
FRM2 76.9 £ 2.48 3.23
EKMIC 93.4 +3.51 3.75
EKMKB 89.0 + 3.60 4.05

T RSD: relatif standart sapma (RSD = (standart sapma / ortalama) * 100)

Kuru madde cinsinden 1.433 + 0.026 ppb AFLG: igerdigi bilinen bugday unu
kullanilarak gergeklestirilen Trabzon ekmegi Uretimi boyunca AFLG1 miktarindaki

degisim Sekil 4.6’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.6. Trabzon ekmegi Uretimi boyunca AFLG1 miktarindaki degisim
(f Hata gubuklari + standart sapma degerlerini géstermektedir.)

Hamur orneklerinin AFLG:1 miktari, 6 saatlik ilk fermantasyon sonunda % 4.3
oraninda azalmis ve 130 dakikallk maya fermantasyonu sonunda ise % 16.7
onemli artig gostermistir (p<0.05).

Ekmek Orneklerinden elde edilen sonuglar kendi aralarinda paralellik
gostermektedir (p>0.05). Pisme dncesi hamur drnegine gore ekmek kabugu ve ici
orneklerinde meydana gelen azalmalar istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).
Pisirme sonrasi ekmek kabugu ve icinde gerceklesen azalmalar sirasiyla % 36.6 —
40.3 ve % 30.2 — 30.9’dur. Trabzon ekmegi Uretiminin AFLG:1 Uzerine etkisini
degerlendirmek Uzere ekmek orneklerinden elde edilen sonuclar, 2. hamur
karisimindan elde edilen sonuglar ile karsilagilastiriimistir. Buna goére tUm proses
sonunda ekmek icinde %18.5 - 19.4 ve ekmek kabugunda % 29.5 - 30.4 oraninda
azalma tespit edilmigtir.

Aflatoksin analiz yonteminin her bir matriksteki geri kazanim degerleri Cizelge 4.
14’te veriimektedir. ilk fermantasyon sonrasi hamur érnegi hari¢ tim 6rneklerde
AFLG: igin hesaplanan geri kazanim degerleri Avrupa Komisyonu (EC) tarafindan
401/2006 nolu ybnetmelikte bildirilen analitik metod kriterlerine  uygun

bulunmustur. ik fermantasyondan sonra elde edilen hamur dérnegine ait geri
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kazanim degeri ise sinir degerin altinda bulunmustur [54].

DON deneyinde oldugu gibi AFLG:2 icin bulunan dusuk geri kazanim degeri,
benzer sekilde ekmek dretimi sirasinda gerceklesmemistir. Bu durum yine
ispatlanamayan ancak anlik LAB-mikotoksin baglanmasina isaret etmektedir. Bu
sonuglara gore, olu LAB hicrelerinin AFLG2'yi baglama kapasitesinin yuksek

oldugu dusunulebilir.

Cizelge 4.14. AFLG:2 analiz yontemi icin belirlenen geri kazanim degerleri (n=3)

Ornek % Geri Kazanim RSDt

UN 79.2 +2.13 2.69
HMR1 52.3+2.46 4,70
FRM1 44,9 + 2.50 547
HMR?2 90.4+2.70 2.96
FRM2 81.0+4.50 557
EKMIC 85.7 + 3.87 4.52
EKMKB 68.8 + 3.29 4,79

T RSD: relatif standart sapma (RSD = (standart sapma / ortalama) * 100)

Kuru madde cinsinden 1.698 + 0.076 ppb AFLG:2 igeren bugday unu ile
gerceklestirilen Trabzon ekmegi Uretimi boyunca AFLG2 miktarindaki degisim Sekil

4.7’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.7. Trabzon ekmegi Uretimi boyunca AFLG2 miktarindaki degisim
(f Hata gubuklar £ standart sapma degerlerini gdstermektedir.)

AFLG2 miktar 6 saatlik fermantasyon sonunda % 4.8 oraninda azalmis (p<0.05)
ve 130 dakikalik fermantasyon sonunda % 12.7 oraninda artmistir (p<0.05).
Ekmek Orneklerinde bulunan sonuglar kendi iginde paralellik gdstermektedir
(p>0.05). Ekmek kabuk ve ici érneginde azalmalar énemli bulunmus (p<0.05),
AFLG2 miktarinda meydana gelen azalmalar sirasiyla % 41.8 — 47.6 ve % 37 —
38.3 oraninda gergeklesmistir. Trabzon ekmegi uUretiminin AFLG: Uzerine etkisi, 2.
hamur (HMR2) karsimi sonuglarinin ekmek kabugu ve iginden elde edilen
sonuglarla kargilastiriimasiyla incelenmigtir. Buna gore tum proses sonunda
ekmek icinde %29 — 30.5, ekmek kabugunda % 30.4 - 40.9 araliginda azalma
tespit edilmigtir.

Zinedine ve ark. [59], Afrika’ya 6zgu eksi mayali hamurdan izole ettikleri LAB
suslarini, 30°C ve pH 6.5'daki kiltir ortaminda g¢ogaltmis ve 48 saat sonunda
ortamdaki AFLB1 konsantrasyonunun % 1.8 — 44.9 oraninda azaldigini
bildirmiglerdir. Ortam pH’si ve sicakhgindaki farkhliga bagl olarak elde edilen
sonuclarin degistigi anlasiimis ve bu durumun kosullara bagh olarak spesifik bir
enzim aktivitesinin degismesi sonucu gergeklestigi dusunulmastur.

Bu tez calismasinda, 6 saatlik eksi hamur fermantasyonu sonunda AFLB:
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miktarinda o6nemli bir degisimin gergeklesmemesi yukarida bahsedilen
calismalarin sonuglariyla gelisse de, enzim faaliyetlerinin hamur fermantasyonu
boyunca AFLBi1 — LAB baglanmasini etkiledigi disunulmektedir. Ancak daha
onceki calismalarda da bahsedildigi gibi, fermantasyon canl ve dinamik bir proses
oldugundan pek ¢ok parametrenin bu baglanmayr etkileyebilecedi
dusunulmektedir.

Shetty ve ark. [60], kultir ortaminda ¢ogaltilan ¢esitli maya suslarinin AFLBz1’i in
vitro dizeyde baglama kapasitesini arastirmistir. Calisma boyunca 18 tane
Saccharomyces cerevisiae susuyla calisiimig, bunlardan 11 tanesi bir cesit
geleneksel fermente misir hamuru olan Kenkey'den ve 7 tanesi Sorghum
bitkisinden Uretilen bir ¢esit biradan (Pito) izole edilmistir. Calismada kullanilan
Saccharomyces cerevisiae suslarinin AFLB:1'i baglayabildigi ancak baglama
kapasitesinin susa 6zgu baglanma mekanizmasina gére degistigi anlasiimistir. Bu
suslardan 3 tanesinin ortamdaki AFLB1'i % 40’tan fazla, diger 3 tanesinin ise %
10’dan daha az baglayabildigi tespit edilmistir. Geriye kalan 12 sus taru ise,
ortamdaki AFLB1’i % 10 — 40 oraninda baglamaktadir. En ylksek baglanmanin
gerceklestigi zaman ise, maya hucrelerinin buyume fazinin (eksponansiyel faz)
baslangicidir ve duragan faza yaklastikga baglanma orani giderek azalmaktadir.
Bu sonug, bu tez calismasinda DON ve AFLG: igin elde edilmis geri kazanim
sonuglarini agiklayan bir veri olarak degerlendirilebilir. Ayni ¢alismada % 73 — 75
oraninda baglanmanin inkubasyonun ilk 30 dakikasinda gerceklestigine vurgu
yapilarak LAB-mikotoksin baglanmasinda oldugu gibi maya-mikotoksin
baglanmasinin da hizli ve anlik bir proses oldugu bildiriimektedir. Isil islemin ve
asitlik artisinin maya hicre duvarinda mikotoksini baglayan spesifik bolgeleri agiga
cikardigr dusunulerek isil islem ve pH'daki disme sonucu maya htcresi-AFLB1
baglanmasinin artacagi belirtilmistir.

Trabzon ekmegi Uretiminin 130 dakika maya fermantasyonu sonunda AFLB1
miktarinda meydana gelen artig, yukarida bahsedilen AFLBi1-maya baglanmasini
desteklememektedir. Ancak daha once de ifade edildigi gibi hiicresel yapilarla
baglanma veya enzim faaliyeti gibi mekanizmalarin etkilerini fermantasyon
boyunca tek basina go6zlemek mimkin olmadigindan pek cok parametre
ortamdaki mikotoksin duzeyini etkilemektedir. Ayrica mikotoksin miktarinin uzun
suren fermantasyon basamaklari sonunda degerlendiriimesi nedeniyle anlik hiicre-
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mikotoksin baglanmasi tespit edilememigstir. Ancak AFLB1 hari¢ tim aflatoksinler
icin fermantasyonun ilk 6 saatinde gerceklesen onemli azalmadan sonra devam
eden 130 dakikanin sonunda 6nemli artisin gézlenmesi, fermantasyon uzadikc¢a
ortaya c¢ikan baska etkiler nedeniyle hilcre-mikotoksin yapisinin zayifladigina
isaret etmektedir.
Chelule ve ark. [61], Afrika’'ya 6zgu misir lapasinda yaptiklari bir arastirmada 24
saat boyunca, oda sicakliginda laktik asit fermantasyonuna birakilan misir
lapasinda AFLB1 miktarinin tespit edilebilir dizeyin altina indigini gézlemistir. Bu
sonug, LAB fermantasyonu devam ettirildiginde mikotoksin miktarinda ciddi
azalmanin saglanacagini gosterse de, bunun AFLB1-LAB baglanmasi sonucu mu
yoksa enzimatik ya da bakteriyal par¢calanma sonucu mu gergeklestigini anlamak
icin destekleyici galismalara ihtiyag vardir.
Tam bugday ekmegi Uretiminin AFLB1 Uzerine etkisinin arastinldigi bir galigmada,
kristal halde AFLB1 eklenen tam bugday unu ile hazirlanan ekmek hamurunun
AFLB:1 miktarinda yogurma boyunca dusus gozlenmistir. Bu sonug, ZEA igin
gerceklestiriien eksi hamur modelinden (Cizelge 4.5) elde edilen sonuclarla
paralellik gostermektedir. Nitekim, una ilave edilen toksinin yogurma sirasinda
cesitli gida bilesenleriyle etkilesmesi sonucu 6lgulebilir serbest toksin formunun
azalmasi beklenmektedir. Ancak dogal kontamine un d6rneklerinin serbest toksin
miktarinda yogurmayla artis meydana gelmesi, yogurma gibi islemlerin kullanilan
hammaddenin 06zelligine gore toksin igerigini etkiledigini gostermektedir. Ayni
calismada hazirlanan hamur 30 dakika boyunca maya fermantasyonuna
birakilmis, daha sonra 120°C firinda 30 dakika pisirilmistir. Pisirme sonrasi ekmek
orneklerinin AFLB1 miktarinda hamur ornekleri ile kiyaslandiginda onemli bir
azalma gozlenmemigtir (p>0.05) [41].
Bu tez calismasinda da AFLB:1 Uzerine pisirmenin etkisi sadece isil islem olarak
ele alindiginda bir azalis tespit edilse de, Trabzon ekmedi Uretiminin AFLB:1
uzerine etkisi degerlendirildiginde toksin varligini degistirmedigi gozlenmektedir.
Bu durum, baslangic hamurunda (HMR2) d&lgulen toksin dederinin varolan
degerden daha dusik oélguldigunu goésterdiginden, bir prosesinin toksin Gzerine
etkisini saglikli bir sekilde degerlendirebilmek i¢in her asamada o6lgim yapma
gerekliligi daha iyi anlasiimaktadir.
Adegoke ve ark. [62], %1 oraninda manyok unu iceren ekmek tretiminin AFLB1
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varhgina etkisini arastirmigtir. Manyok kokinden elde edilen un, suyla karistirihp
kaynatiimis ve karisim 36°C’ye sogutularak yari saydam jel kivamina getirilmistir.
Daha sonra seker, tuz, maya ¢ozeltisi ve yag ile karigtirilarak elde edilen hamur,
30 — 40 dakika boyunca fermantasyona birakiimistir. Olgunlastirilan hamur,
215°C’de firinda 40 dakika boyunca pisiriimistir. islem boyunca manyok ununda
Olcilen AFLB1 degeri; jelde %45.5 oraninda azalmis, hazirlanan hamurda
degismemis ve manyok ekmeginde % 50 oraninda azalma gostermistir.

Yukaridaki ¢alismada pisirme sonrasi AFLB1 miktarinda belirlenen % 50 oraninda
azalma, Trabzon ekmegi Uretiminin pisirme basamagi sonrasi ekmek kabugunda
gozlenen % 33.4 — 34.7 azalma oranina kiyasla olduk¢a yuksektir. Her iki
calismada fermantasyon dncesi uygulanan islemlerin farkli olmasi ve ¢alismalarin
farkh gida matrikslerinde gercgeklestiriimesi nedeniyle AFLB1 miktarinda meydana
gelen azalma oranlari degismektedir denilebilir.

Kpodo ve ark. [63], fermente misir Urlnlerinde proses boyunca aflatoksin ve
sitrinin miktari degisimini arastirmislardir. Bu amagla mikotoksin igerdidi bilinen
misir taneleri karistirilip 3 gin boyunca, 28°C ortam sicakliginda ve 1:3 (w/v)
oraninda suyla islatiimis ve daha sonra égutilmastir. Bu misir unu ile hazirlanan
hamur ornekleri 28°C ortam sicakliginda 3 gin fermantasyona birakildiktan sonra,
3 saat pigirilerek geleneksel bir Grlin olan Kenkey hazirlanmistir. Ornekler yiiksek
(A) ve disuk (B) dizey aflatoksin icerikli olmak tzere iki sinifa ayrilmistir. Yuksek
dizeyde aflatoksin iceren A sinifindaki érneklerin aflatoksin miktarinin, 72 saatlik
fermantasyon sonrasi azalmadigi bildiriimektedir (p>0.05). Hatta 6rneklerin AFLB1
miktarinda i1slatma ve 48 saatlik fermantasyon sonunda ve AFLB2 miktarinda ise
yine islatma ve 24 saatlik fermantasyon sonunda énemli artiglar bulunmustur. Bu
artis, fermantasyon boyunca hamur érneklerinin pH degerindeki distse baglanmis
ve pH duslsuyle birlikte aflatoksindeki lakton halkasinin kendini onarmis
olabilecegi bildirilmigtir. Pisirme sonrasi AFLB:1 ve AFLG:i miktarinda % 80 ve
AFLB2 miktarinda ise % 35 azalma gercgeklestigi belirtiimistir (p<0.05). AFLG:2
miktarinda ise onemli bir degisiklik bulunmadigi bildiriimektedir (p>0.05). Dusuk
miktarda aflatoksin igeren B sinifi érneklerin aflatoksin miktarinda da fermantasyon
sonunda 6nemli bir degisiklik gozlenmedigi ancak, isil islem sonrasi aflatoksin
miktarinda meydana gelen azalmalarin yuzdesel olarak dustugu ifade edilmistir
(AFLB1 icin % 38 ve AFLB: igin %7). Ayni galismada pisirme iglemi sonunda
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AFLB2 ve AFLG2nin, AFLB1 ve AFLGie go6re isiya daha stabil oldugu
anlagiimigtir.

Benzer sekilde bu tez caligmasida da pigsirme sonrasi AFLB1 miktarindaki azalma
AFLB2'ye gore yuksek bulunmustur. Ancak isil islem sonunda en yuksek azalma
celiskili olarak AFLG2 miktarinda gerceklesmigtir.

Elsanhoty ve ark. [64], gesitli LAB suslarinin aflatoksin B1, B2, G1 ve G2'yi baglama
yetenedini ve Baladi ekmegi Uretiminin bu mikotoksinler Uzerine etkisini
arastirmistir. Secilen suslar arasinda en ylksek baglama yetenedini tim
aflatoksinler (B1, B2, G1 ve G2) i¢in L. rhamnosus TISTR 541 susu gdstermis, canli
ve 1sitilarak oldurdimus hicre olarak aflatoksinleri % 86.2 - 34.1°’e degisen
oranlarda baglamistir. Baladi ekmegi Uretimi, sadece ekmek mayasi, sadece L.
rhamnosus TISTR 541 ve ekmek mayasi ile L. rhamnosus TISTR 541’nin birlikte
kullanildigi Gg farkli ydntemle gerceklestiriimigtir. Hazirlanan hamur érnekleri 450 -
500°C sicakhginda, 1-1.5 dakika pisirilmistir. Aflatoksin diizeyi; un, hamur karigimi,
1. ve 2. saat fermantasyon ve pisirme sonrasi olmak Uzere 5 asamada
OlcUlmagtlr. Tum proses degerlendirildiginde, Saccharomyces cerevisiae ve L.
rhamnosus TISTR 541’nin birlikte kullanildigi 6érneklerde diger orneklere goére

aflatoksin miktarinda en yiksek azalmanin gergeklestigi bildirilmigtir.

Yukarida bahsedilen ¢alismanin sonugclari ile bu tez calismasindan elde edilen
sonuglar  karsilastinldiginda, secilmis  LAB  suglariyla  gerceklegtirilen
fermantasyonlarin aflatoksinleri azalmada daha etkili oldugu disunutlmektedir. Bu
calisma ile geliskli bir sekilde Trabzon ekmegi Uretiminde 130 dakikallk maya
fermantasyonu sonunda tum aflatoksinler icin 6nemli artislarin bulunmasi,
fermantasyon igleminin aflatoksin-maya baglanmasini baskiladigini, hatta maya
enzimlerinin g¢alismasiyla gomullu aflatoksinin daha ¢ok serbest hale gegtigini
diustundurmektedir. Ancak pisirme islemi sonrasi bu tez kapsaminda incelenen
mikotoksinler arasinda en yuksek azalma aflatoksinlerde goézlendiginden bu
durum, fermantasyon boyunca yuksek miktarda aflatoksinin serbest kalmig
olmasiyla iligkilendirilmektedir. Ancak 1sil iglemin, dogal kontamine Urunlere gore
toksin ilave edilen drtnlerin mikotoksin miktarini daha fazla etkiledigi de gbz ardi

edilmemektedir.
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5. YORUM VE ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda geleneksel bir ekmek dretim yéntemi olan Trabzon
ekmegi Uretiminin Fusarium toksinleri ve aflatoksinler Uzerine etkisi arastiriimigstir.
Trabzon ekmegi Uretimi, uzun suren fermantasyonun ardindan olgunlastirilan
hamurun, normal ekmege gore daha uzun surede ve daha yuksek sicaklikta
pisirimesiyle elde edilmektedir.

Trabzon ekmegi Uretiminde fermantasyon basamagi, laktik asit bakterilerinin
hakim oldugu uzun sureli ve ekmek mayasinin hakim oldugu kisa sureli olmak
Uzere iki agsamada gergeklestirilir.

ilk 6 saatte hamurun pH’sinda gozlenen disiis, fermantasyon boyunca LAB’larin
¢ogalarak ortama hakim olduguna isaret etmektedir. Bu asamada, ZEA ve AFLB:1
miktarinda istatistiksel olarak Onemsiz artis gozlenmektedir. DON miktarinda
onemsiz (p>0.05) ve aflatoksin B2, Gi1 ve G2 miktarinda ise dnemli (p<0.05)
azalma meydana gelmistir. Bu sonuclar ile eksi hamur fermantasyonu sonunda
aflatoksin B2, G1 ve G2 miktarinda kismi azalmalarin saglanabilecegi gosterilmis
olsa da, bu azalma dizeyi gidalardaki mikotoksin miktarini yasal sinirlarin altina
indirmek i¢in yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle insan tuketimine sunulacak
gidalarda eksi hamur fermantasyonu tek basina mikotoksin riskini azaltacak bir
yontem olarak degerlendirilemez.

Ekmek mayasi katilarak hazirlanan ikinci hamurun 130 dakikalik fermantasyonu
sonunda ortama artik Sacchoromyces cerevicea hakim olmaktadir. Cunku
Sacchoromyces cerevicea’nin ortamdaki diger mikroorganizmalara gore daha
gelismis bir enzim sistemi bulunmaktadir. Fermantasyonun bu asamasinda tim
mikotoksinlerin miktarinda istatistiksel olarak énemli artis gézlenmistir. En yiksek
artis orani aflatoksinler icin gézlenmistir (AFLG1). Literatiirdeki maya-mikotoksin
baglanmasini acgiklayan c¢alismalarin aksine, bu sonuglar Saccharomyces
cerevisiae ile gergeklestirilen fermantasyonun mikotoksin miktarinda artis
meydana getirdigini ortaya koymaktadir. Daha acgik bir ifadeyle, literattrdeki
calismalar maya hlcre duvarina ait yapilarin mikotoksinleri yiksek kapasitede
bagladigini gosterse de, canli maya hucreleri yiuksek enzim aktivitesine sahip
oldugundan fermantasyon boyunca gida matriksini hizla bozarak bagh

mikotoksinleri serbest hale gecirmektedir. Ekmek mayasi katilarak gergeklestirilen
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fermantasyon prosesi boyunca mikotoksin miktarinin artis gostermesi yine
literatUrdeki pek ¢ok calisma ile desteklenmektedir.
Eksi hamur fermantasyonunun ZEA Uzerine etkisini degerlendirmek Gzere yapilan
model ¢alismasinin ilk 6 saatinde gtzlenen azalma ile Trabzon ekmegi Gretiminin
fermantasyon asamasindaki ilk 6 saat sonunda ZEA miktarinda gézlenen dnemsiz
artis geligkili bulunmustur. Her iki galismanin da eksi hamur fermantasyonu olmasi
ve sure, sicaklik gibi kosullar bakimindan benzer olmalarina karsin, fermantasyon
kosullarinda hakim mikroorganizma modelleri ayni degildir. Cidnkid model
¢alismasinda unun dogal mikro florasinin hakim oldugu fermantasyon kosullari
s6z konusuyken, Trabzon ekmegdi Ureminde kullanilan starter hamur pargasi bir
onceki gune ait ekmek hamurundan alindigindan ticari ekmek mayasi da
icermektedir. Bu nedenle, yukarida da aciklandidi gibi, Trabzon ekmegi tUretiminin
ilk fermantasyon asamasinda meydana gelen 6nemsiz artis, Sacchoromyces
cerevicea varligina ve enzimatik faaliyetine de baglanabilir.
Tum mikotoksinlerin model calismasi ve fermantasyon boyunca gosterdigi
davranisin genel olarak ¢cok benzer oldugu goézlenmektedir. Buradan hareketle
fermantasyon boyunca gotzlenen mikotoksin miktarlari, mikotoksinin yapisindan
cok hamurun yapisinda meydana gelen fiziksel, kimyasal ve biyolojik degisimlere
badli olarak degismektedir denilebilir. Cunkl yapisal olarak farkli olsalar da tim
mikotoksinler ayni kosullarda benzer davranis gostermistir. Aradaki istisnai farklar
ise fermantasyonun ilk 6 saatinde ortaya ¢ikmig ve kullanilan unun dogal
kontamine ya da toksin ilaveli un olmasina ve mikotoksinin yapisal 6zelliklerine
bagl olarak degisiklik gostermistir. Kullanilan un érneklerinin mikotoksin duzeyinin
de sonuglardaki farki etkiledigi dusunulmektedir.
Fermantasyon isleminin mikotoksinler Uzerine etkisi kisaca 6zetlendiginde, LAB ve
maya hucresel yapilarinin mikotoksinleri ylUksek dizeyde bagladigini gosteren
mevcut ¢alismalarin aksine, bu mikroorganizmalarin hakim oldugu fermantasyon
kosullarinda ayni sonuglar goézlenmemektedir. Cunkl fermantasyon canh ve
dinamik bir prosestir; buna bagl olarak 6zellikle uzun stiren fermantasyon iglemleri
boyunca, hucre-mikotoksin baglanmasini baskilayacak mekanizmalarin ortaya
¢cikmasi ve serbest mikotoksin miktarini arttirmasi kaginilmaz goériinmektedir.
Isil iglemin miktoksinler Uzerine etkisi degerlendirildiginde ise, bu c¢alismayla
literatirdeki pek ¢ok calismaya gore mikotoksin miktarinda gorece bir azalmanin
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saglandigi gorulmektedir. Clinktu normal ekmege gore Trabzon ekmegi pisirme
sicakhgdl daha yuksek ve pisirme siresi daha uzundur. Burada etkili bagka bir
faktor ise, uzun siren fermantasyonda gomulu (sakh) mikotoksinlerin agiga
¢cilkmasi ve buna bagh olarak mikotoksinlerin 1siya maruz kalan yuzey alaninin
genislemesidir. Ekmek 6rneklerinde gbzlenen en yuksek azalma hem kabuk, hem
ic orneklerinde AFLG: igin, en dusuk azalma ise yine kabuk ve i¢ drneklerinde
DON igin g6zlenmistir. Bu sonuglara gore isiya en dayanikl mikotoksin DON’dur.
Uretimde kullanilan unun dogal kontamine ya da toksin ilaveli un olmasi,
fermantasyonda oldugu gibi, pisirme sonrasi ekmek orneklerinde meydana gelen
azalma oranlarini etkilemektedir. Bu nedenle en yuksek azalma, toksin ilaveli unun
kullanildigi, aflatoksin iceren ekmek drneklerinde tespit edilmistir denilebilir.

Ozetle, gida analizlerinde tespit edilemeyen mikotoksinin uygulanan islemler
boyunca serbest kalmasi son drindn mikotoksin miktarinda artisa sebep
olabilmektedir. Ozellikle dogal vyolla kontamine olmus hammaddelerde,
mikotoksinin yapisal materyallerle etkilesimi nedeniyle gercek mikotoksin miktari
cogu zaman belirlenememektedir. Bu ve benzeri arastirmalardan elde edilen
sonuglar, var olan analiz yontemlerinin sorgulanmasini ve bu yontemlerin

geligtiriimesine yonelik calismalari tesvik etmektedir.
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EKLER

Ek-1 Aflatoksinler igin olusturulan kalibrasyon egrileri
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Ek-2 DON igin olusturulan kalibrasyon egrisi
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