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ELISA : Enzim Baglanmis Immunoabsorbant Yontemi (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay)
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H,0, - Hidrojen Peroksit (Hydrogen Peroxide)

HPLC :Yiksek  Basingi  Sivi Kromatografi ~ (High  Performance Liquid
Chromatography)

HSCAS : Hydrated Sodium Calcium Aluminosilicate

IAK : Immuno Aktif Kolon

iITK : Ince Tabaka Kromatografisi
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NaOH : Sodyum Hidroksit
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rpm : Dontlis-Devir Hiz1 (Revolutions Per Minute)

SPE : Kati-Faz Ekstraksiyon
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OZET

SUT BAZLI INFANT FORMULALARINDA AFLATOKSIN M1 DUZEYININ
BELIiRLENMESI

Ok M. T. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Besin Hijyeni
ve Teknolojisi (Veteriner) Programm Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2019.

Bu calisma Tiirkiye piyasasinda tiiketime sunulan siit bazli infant formiilalarinda bebek
sagligr iizerine ciddi toksikolojik etkisi olabilen mikotoksin c¢esitlerinden birisi olan
Aflatoksin M1 (AFM1)’in varhig1 ve diizeyinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Bu amagla,
materyal olarak 30 adet siit bazli infant formiilas1 incelenmistir. Siit bazli infant formiila
ornekleri uygun tasima kosullartyla laboratuvara getirilmis ve Aflatoksin M1 diizeyini
belirlemek amaciyla yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi kullanilmistir.
Elde edilen AFM1 diizeylerinin uygunlugu Tirk Gida Kodeksi Bulaganlar Yonetmeligi’nde
bebek formiilalar1 i¢in belirtilen AFM1 limit degerleriyle karsilagtirilmistir. Bu arastirma
sonucunda infant formiilalarinda Orneklerinde Tiitk Gida Kodeksi Bulasanlar

Yonetmeligi’nde belirtilen 0,025 pg/kg sinir degerini gegen bir 6rnege rastlanilmamustir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin M1, HPLC, infant formulas:.



ABSTRACT

DETERMINATION OF AFLATOXIN M1 LEVEL IN MILK BASED INFANT
FORMULAS

Ok M. T. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Food Hygiene
and Technology (Veterinary) Programme Master Thesis, Aydin, 2019.

This study was conducted to determine Aflatoxin M1 (AFM1) levels in infant formulas sold
in Turkey. AFML1 in infant formulas might have very serious toxicological effects on infant
health. A total of 30 milk-based infant formulas were collected from the supermarkets and
brought to the laboratory under appropriate conditions of transportation and high performance
liquid chromatography (HPLC) method was used to determine AFM1 level in the samples.
The level of AFML1 levels obtained was compared with AFM1 limit values specified for infant
formulas in Turkish Food Codex Contaminants Regulation. As a result of this research, none
of thesamples analysed exceeded the limit value of 0.025 ng/kg specified in Turkish Food

Codex Contaminants Regulation for infant formulas.

Key words; Aflatoxin M1, HPLC, infant formula.



1. GIRIS

Mikotoksinler, kiiflerin gelisimi sirasinda ortaya ¢ikan ve normal metabolizmalari i¢in
onemli olmayan ikincil metabolik trtinler olup (IARC, 2002), insan ve hayvanlarin besin
zincirine direkt veya indirekt yolla bulasmaktadirlar. Direkt kontaminasyon gida ve yemlerin
toksijenik kiiflerle kontamine olmasi sonucunda meydana gelirken, indirekt kontaminasyon
tiretimin herhangi bir asamasinda toksinli materyalin prosese girmesi sonucunda
sekillenebilmektedir (Smith, 2001). Mikotoksinlerin insan ve hayvanlarda olusturdugu
bozukluklar; kanserojenik, mutajenik, teratojenik ve Ostrojenik olarak siralanabilir. Bununla
birlikte, immun sistemde iizerine baskilayic1 6zellige de sahip olan mikotoksinlerin halk
saghigr agisindan Onemleri daha da artmaktadir (IARC, 2002). Kontamine gidalarin ve
yemlerin kullanilmasi sonucu insan ve hayvanlarda sekillenen hastalik ve zehirlenmeler bir
taraftan bliyiik isgiicii kaybina sebep olurken diger taraftan da ekonomik kayiplara neden
olmaktadir.

Mikotoksinler, giiniimiizde gida ve yemlerdeki en 6nemli bulasanlardan biri olarak
kabul edilmektedir (WEB_1). Toprak, hava, su gibi dogal ortamdaki kaynaklar ile depolama
ve tasima islemi gerceklestirilirken yem ham maddeleri ve islenmis yem iirlinlerine bulagan
kiifler, tirtiniin kalitesinde zararlara yol agarken, ikincil metabolizma iiriinleriyle insanlarda ve
hayvanlarda saglik risklerine neden olabilmektedir. Bu nedenle yem hammaddelerinde ve
yemlerdeki mikotoksin diizeyleri, gida giivenligi zincirinin 6nemli bir unsuru olarak ortaya
cikmaktadir. Saglik agisindan bazi 6nemli mikotoksinler; aflatoksinler (B1, B2, G1, G2, M1,
M2), okratoksin-A, deoksinivalenol (vomitoksin), zearalenon, fumonisinler ile birlikte T2
toksin olarak sayilabilir (Whitlow ve Halger, 2005; Reyneri, 2006).

Aflatoksinler (AF) gidalari, tarladan baslayip sofraya kadar hemen her asamada,
Ornegin lrilinlin gelisme, hasat, sevk asamasinda, uygun olmayan depolama sartlari, iiretim
sirasindaki  kosullar1 ve raf omrii esnasinda kontamine edebilmektedir. Insanlarm
aflatoksinlere maruz kalma sekilleri, direk, mesleki neden ya da bulasik gidalarla
olabilmektedir (Girgin ve ark, 2001). Bu gidalarin basinda da hayvansal iriinler; et, siit ve
yumurta gelmektedir.

Bilindigi gibi siit ve siit iiriinleri insan beslenmesinde Onemlidir ve giinliik
tiikketilmektedir. Dolayisiyla siit iirtinlerinin AFM1 ile bulagma olmasi ciddi saglik sorunlarina

yol agabilmektedir. Siit ve siit driinlerinin genellikle kiigiik cocuklarin ve gelisme



donemindeki ¢cocuklarin yiiksek miktarda tiikettigi géz ontine alindiginda tehlikenin boyutlar
daha belirgin olarak goriilmektedir. Bu sebeple pek c¢ok iilkede hayvan beslemede kullanilan
yemlerde kabul edilebilir AFB1 miktar ile siit ve siit {irlinlerinde bulunabilecek maksimum
AFMI1 miktarlar1 yasalar ile giivence altina alinmistir (Kabak ve Var, 2004).

Ulkemizde siit iiriinlerinde aflatoksin olusumuna iliskin pek ¢ok ¢alisma yapilmistir
(Karagozlii ve Karagdozli, 2000; Kamber, 2005; Yaroglu ve ark, 2005; Tekinsen ve Ugar,
2008; Kabak ve Ozbey, 2012; Gélge, 2014). Bu ¢alismalar incelendiginde maalesef siit ve siit
trtinlerinin AFM1 igeriginin hi¢ de i¢ agict olmadigi gozlenmektedir. Yapilan literatiir
arastirmalarinda siit ve siit Urilinlerinde aflatoksinlerle ilgili olarak yapilmis pek c¢ok
calismanin yaninda bebek beslenmesinde kullanilan bebek siitii ve devam siitii mamalarinda
yapilmis caligmalar daha sinirli sayida da olsa bulunmaktadir.

Bu sebeple gerceklestirilen bu tez galismasinda Tiirkiye’de satisa sunulan siit bazl
bebek formiillerinde (infant formiila) AFM1 diizeylerinin Tiirk Gida Kodeksi sinir degerlerine

uyup uymadiginin arastirilmast hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikotoksinler

Yunanca fungus “Mykis’” anlamin1 ve Latince’de zehir “Toxikon” anlamini karsilayan
mikotoksinler, kiiflerin ikincil metabolitleridir ve iz miktarda (ppm ve ppb seviyelerinde)
olusum gosterirler. Kiiciik dozlar1 bile insanlarda olumsuz etkilere neden olabilmektedir. Gida
maddelerinde toksin olusturduktan sonra tamamen yok olan kiif mantarlarinin meydana
getirdigi toksin, tiiketilen o gida maddelerinde insanlar ig¢in toksik etki olusturmaktadir
(Charles ve Hurburg, 1995).

Mikotoksinlerin sebep oldugu zehirlenmelere ve hastaliklara “mikotoksikoz”
denilmektedir. Orta ¢agda Kuzey Avrupa’da Claviceps purpurea’nin olusturdugu
ergotalkaloidleri ile enfekte olmus tahillarin tiiketilmesi sonucu goriilen ve binlerce insanin
oliimiine neden olan ergotizm bilinen en eski mikotoksikozdur. Ergotizm dokularda gangrene
sebep olmaktadir (Coker, 1984; Smith, 2001; Uylaser ve ark, 2005; Richard, 2007).

Diinya capinda insan saglhigi ve gida giivenligi acisindan biiyiik tehdit olusturan
mikotoksinler Tiikiye’de de ciddi sorunlara yol agmaktadir. Ozellikle de kokeni ve
islenmisligi agisindan yiiksek oranda fungus barindirabilecek tipteki gidalar mikotoksin
icerikleri acisindan bir risk faktorii olusturmaktadir. Oldukca iyi tanimlanmis yaygin
mikotoksijenik funguslar olan Aspergillus, Penicillium ile Fusarium tiirlerine ait sadece gida
tiiketimi ile degil, hasat ve gida isleme siirecinde kontaminasyona neden olduklarindan dolay1
alerjik ve toksijenik reaksiyonlara da sebep olabilmektedir (Giirbay ve ark, 2006).

Binder (2007) Avrupa’da 6nemli hayvan iiretim bolgelerinde yemlerde ve yem ham
maddelerinde 2 yil siireyle yapmis oldugu mikotoksin taramasinda test edilen 6rneklerin
%52’sinde elde edilen degerlerin oldukga yiiksek oldugunu bildirmektedir. Hayvanlar
metabolizmalariyla toksinleri tire ve digkiyla viicutlarindan atabilmelerine ragmen, toksinler
tavuklarda yumurtaya, memelilerde ise siite gegebilirler. Yumurtadaki mikotoksin kalintis1 ile
ilgili olarak 10,000 pg/kg konsantrasyonda yem ile beslenen tavuklarin yumurtalarinda ancak

0,3 pg/kg diizeyinde aflatoksin kalintis1 bulundugu bildirilmektedir (EFSA, 2009).



2.2. Toksin Baglayicilar

Kontamine olmus yemlerin yapisindaki mikotoksinlerin etkilerini ortadan kaldirmak
oldukca zor olmakla birlikte son yillarda rasyon toksinlerin olumsuz etkenlerini yok etmek ya
da minimuma ¢ekmek i¢in toksin baglayicilara bagvurulmaktadir. Bu amagla kullanilan toksin
baglayicilar rasyona katildiginda rasyon bilesiminde bulunan mikotoksinleri tutarak viicut
tarafindan alinmasimi belirli bir 6lgliide engellemektedirler. Dolayisiyla, viicuda alinmayan
toksinlerin hayvana verecegi zarar onemli Olclide ortadan kaldirilmis olmaktadir. Toksin
baglayicilarin besi performansina olumlu etkisi, yemdeki toksin miktarinin artmasina bagl
olarak degismektedir. Bir¢ok toksin baglayict mineral killerdir. Bunlar aflatoksinin
bagirsaktan emilimini engellerler. Toksin baglayicilarin dogru se¢imi ve uygun kullanimi ¢ok
onem arz etmektedir (Yalgin ve ark, 2019).

Gidalarin  toksijenik kiiflerle bulagmasint 6nlemek, mikotoksinlerin olusumunu,
dolayistyla neden olacaklari problemleri engellemek agisindan en rasyonel ve ekonomik
yaklagim olmasina karsin, bu yontem mevcut tarimsal ve depolama kosullarinda her zaman
miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle toksinlerle kontamine olmus gidalarin kullanilabilir hale
gelmesinde detoksifikasyon islemi biiylik onem tagimaktadir (Samarajeewa ve ark, 1990).

Insan ve hayvan saghigina zarar veren, hayvansal iiretimi olumsuz yonde etkileyerek
onemli ekonomik kayiplara neden olan mikotoksinlerin detoksifiye edilmeleri yoniinde
degisik yontemler denenmistir. Bu baglamda fiziksel yontemler {izerinde ¢ok sayida ¢alisma
yapilmistir. Ancak bunlarin uygulanmasi sirasinda gerek pahali olusu, gerekse yemlerin
bilesenlerindeki besin maddelerinin olumsuz yonde etkilenisi nedeniyle bu tiir yontemlerin
pratige aktarilmasini olumsuz yonde etkilemistir (Kessel ve Hiang-Chek, 2004).

Gidalarda kullanilan detoksifikasyon yontemleri, su temel 6zellikleri tagimalidir:

* Mikotoksini, toksik olmayan bilesiklere doniistiirerek inaktive etmeli,

» Kiif sporlarin1 ve misellerini tahrip ederek yeni toksinlerin olusumunu 6nlemeli,

* Gidalarin ve yemlerin besin degerinde, tat ve aromasinda degisiklige yol agmamali,

« Hammaddenin fiziksel 6zelliklerini 6nemli derecede degistirmemeli,

* Maliyeti diisiik olmalidir (Bata ve Lasztity, 1999).

Mikotoksinler ile kontamine olmus gidalarin ve yemlerin detoksifikasyonu icin bir¢ok
fiziksel ve kimyasal yOntem Onerilmistir. Bu konuda c¢alisan ¢esitli arastirmacilar,
mikotoksinlerin, gidalarin besin degerinde ve lezzetinde kayiplar olusturmadan, zararli
kimyasallar kullanilmaksizin, uygun kosullar altinda detoksifikasyonunun, ancak seg¢ilmis

mikroorganizmalarin kullanilmasiyla miimkiin olacagi fikrini savunmaktadirlar (Bata ve
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Lasztity, 1999). Bu fikir paralelinde 1966 yilindan bu yana mikotoksinlerin 6zellikle de
aflatoksinlerin mikroorganizmalarla detoksifikasyonu ile ilgili bir¢ok c¢alisma yapilmistir
(Smiley ve Draughon, 2000).

Diinya pazarinda mevcut olan bazi toksin baglayicilar arasinda sodyum kalsiyum
alimina silikatlar, inorganik orjinal mineral kaynaklari, maya hiicre duvari, aktive edilmis
odun komiirii, alfalfa, kolestiramin (cholestyramine), kaolen, mannan ve glikomannan,
sodyum bentonit, polivinilpirolidon (PVP) sayilabilir (Magan ve Olsen, 2004). Bazi toksin
baglayicilarin mikotoksinleri baglama 6zelligine sahip olduklar1 ilk olarak 1980’11 yillarda in-
vitro ortamda tespit edilmistir (Phillips ve ark, 1988). Hydrated Sodium Calcium
Aluminosilicate’in (HSCAS) AFBI i¢in yiiksek baglayici 6zellikte oldugunu gostermislerdir
(Huwig ve ark, 2001).

HSCAS; sodyum, kalsiyum, aliiminyum ve silika gibi mineral maddeleri igeren bir
toksin baglayicidir. Rat, tavuk, hindi, domuz, koyun, keci ve sigirlarda yemde yapilan
aragtirmalar, HSCAS’nin aflatoksinlerin olusturdugu zararli etkileri Onemli diizeyde
engelledigini, aflatoksinlerin  biyodonilisimiinii azalttigimi ve AFB1’in siite gegisini
engelleyerek siitlerdeki AFM 1 miktarini diistirdiigiinii géstermistir (Magan ve Olsen, 2004).

Killerin aflatoksinlerden baska diger mikotoksinleri baglamada yetersiz kalmalari,
modifiye maya (Saccharomyces cerevisiae) hiicre duvarindan yapilmis dogal bir baglayiciy1
ortaya ¢ikarmustir (Dawson ve ark, 2001). Mikotoksinleri baglayan ve biyoaktivitelerini
azaltan baglayicilar mikotoksinlerin sebep oldugu toksikozisin etkisini azaltmak igin
kullanilmaktadir.

Yiiksek baglama ve tutma kapasitesine sahip olan maya hiicre duvari ekstrakti
yemlerde dogal olarak meydana gelen mikotoksinlerin kontroliine yardimci olmak amaciyla
kullanilmaktadir (Dawson ve ark, 2001). Maya hiicre duvar1 ekstrakti aflatoksinler,
deoksinivalenol ve zearalenon gibi mikotoksinler i¢in giiglii baglayici etkiye sahiptir. Genis
bir pH araliginda aflatoksinleri %58-75 oraninda baglayabilmektedir (Jouany, 2001). Maya
hiicre duvarindan elde edilen organik maddelerin kullanimi, diyetle alinan mikotoksinlerin
sindirim sisteminde tutulmasini saglamakta ve hayvanlarda mikotoksinlerin zararli etkilerini

azaltmaktadir (Yiannikouris ve ark, 2003).



2.3. Aflatoksinlerin Fiziksel ve Kimyasal Yontemlerle Detoksifikasyonu

Giliniimlizde aflatoksinlerin zararli etkilerinin Onlenmesinde toksin baglayici
maddelerin yemlerde kullanimi en sik uygulanan yontemdir. Bu sekilde aflatoksinlerin
sindirim sisteminde emilimi Onlenebilmekte, kana gecisi ve hedef organda birikmesi
engellenebilmekte ve olumsuz bir etki meydana gelmeden aflatoksinler viicuttan
atilabilmektedir (Davidson ve ark, 1987). Bununla birlikte her toksin baglayic1 ayn1 diizeyde
etkili olmamaktadir. Bazi mikotoksin baglayicilar1 besin maddelerinden yararlanmada
azalmalara neden olabilmektedir (Scheideler, 1993).

Cesitli adsorbant maddeler aflatoksinleri baglama kabiliyetine sahiptir ve sulu
cozeltilerden uzaklastirilmalarina olanak saglamaktadir. Bu maddeler igerisinde en yaygin
olarak kullanilanlar bentonit ve aktif komiirdiir. Bu yolla toksin %94-100 arasinda
sollisyondan uzaklastirilabilmekte ve diger metotlara gore daha avantajli oldugu kabul
edilmektedir. Ciinkii bu metot toksini pargalama yerine baglamaktadir (Bakirci, 2001).
Adsorbe etme Ozelligi olan diger maddeler {lizerinde yapilan arastirmalar HSCAS’in
aflatoksini yiiksek oranda bagladigini ve toksik etkisini 6nemli diizeyde azalttigini ortaya
koymustur. Yapilan bir ¢alismada, in vitro kosullarda, HSCAS, sulu ¢ozeltilerdeki aflatoksin
B1’in %80’inden fazlasini adsorbe ettigi belirlenmistir (Ellis ve ark, 1991; Meerdink, 2002).

Aflatoksinler termostabil yani sicaklik uygulamasina dayaniklidir. Bu nedenle
besinlerin iiretimi ve hazirlanmas1 sirasinda sicaklik uygulamasiyla etkisizlestirilmeleri
olduk¢a zordur (Evren, 1999). Yiiksek sicaklik uygulamasi, 6zellikle evlerde uygulanan
pisirme islemlerindeki (kavurma, haslama) sicaklik dereceleri sitrinin gibi bazi
mikotoksinlerin par¢alanmasina yol agarken aflatoksinler iizerine fazla etkili olmamaktadir.
Aflatoksinin kismi par¢alanmasi i¢in gerekli sicaklik derecesinin 150°C’nin {izerinde olmasi
(237-306°C) gerektigi, 1sil islemle mikotoksinlerin parcalanmasinda iriiniin nemi ve
uygulama siiresinin de etkili oldugu bildirilmistir. Ayrica su, aflatoksin B1’in lakton
halkasinin acilarak karboksilik asit olusumuna yol acarken; iyonik tuzlar gibi baz1 maddelerin
varlig1 aflatoksinlerin par¢alanma siiresinin uzamasma yol agmaktadir (Heperkan ve ark,
2003).

Aflatoksinler UV 1sinlarina hassas olup, islem siiresine bagl olarak toksin miktarinda
azalma meydana gelmektedir. Islem sonrasinda meydana gelen iiriinlerin ise daha az toksik
oldugu bildirilmektedir (Heperkan ve ark, 2003). Siitteki AFM1’in, UV enerjisiyle muamele
edilme siiresine, kullanilan siitiin miktarma ve H,0, (%1) gibi oksitleyicilerin kullanilmasina

bagl olarak %3,6-100 oraninda pargalandigi saptanmistir (Bakirci, 2001). Aflatoksin B1 ve
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AFMY’in UV 1sinlama sonrasinda 12 yeni par¢alanma iiriinii meydana geldigi ve bunlarin
bazilarinin tavuk embriyolaria toksik etki gosterdikleri bildirilmistir (Samarajeewa ve ark,
1990). Ayrica 8 saat UV 15181 ile muamele edilmis aflatoksinli yer fistig1 unlar1 ordeklere
yedirildiginde, 6rdeklerde karaciger lezyonlar1 goriildiigii bildirilmistir (Ellis ve ark, 1991).
Aflatoksinlerin detoksifikasyonunda kullanilabilecek bir¢ok kimyasal madde iizerinde
calistlmigtir. Bunlar, asitler, alkaliler, oksitleyici ajanlar, aldehitler, gazlar ve bistilfitlerdir
(Ellis ve ark, 1991). Kuvvetli asitler aflatoksinleri etkili bicimde parcalamalarina karsin ¢ok
kuvvetli olduklarindan iiriinlin 6zelliklerini degistirmektedirler. Ayrica asitler aflatoksin B2
ve G2 tlizerinde pek de etkili degillerdir. Birgok arastirma inorganik veya organik bazlarin
kullaniminin aflatoksinlerin detoksifikasyonu i¢in nispeten daha ucuz ve daha etkili yontemler
oldugunu ortaya koymustur (Ellis ve ark, 1991). Bu nedenle sodyum hidroksit (NaOH) rafine
yaglarda, kalsiyum hidroksit (Ca(OH),) de yerfistig1 ve pamuk tohumu unlarindaki aflatoksin
diizeyini azaltmak i¢in kullanilmaktadirlar. Formaldehit de yerfistigi unundaki aflatoksini
azaltmaktadir. Amonyak kullanimi hayvan yemlerindeki aflatoksinin uzaklagtirilmasinda en
etkili ve ekonomik yontem olarak goriilmektedir. Kuru gaz olarak, yliksek sicakliklarda ve
basingta kullanildiginda yerfistigi unundaki toplam aflatoksin konsantrasyonunda %95-98
oraninda azalma sagladig bildirilmistir (Ellis ve ark, 1991). Bu yemlerle beslenen ineklerin
stitlerinin nispeten daha diisiik diizeyde AFM1 igerdigi, etlerinin ise az miktarda veya hig
aflatoksin B1 icermedigi belirlenmistir. Amonyaklama islemi Amerika Birlesik Devletleri’nin
bazi eyaletlerinde, Fransa, Senegal ve Sudan’da yasalarin 6ngordiigii sekilde endiistriyel ve
ticari boyutta kullanilmaktadir (Samarajeewa ve ark, 1990). Bu uygulama AFB1’in lakton
halkasini hidrolize ederek AFBI1’in daha az toksik bilesiklere donlismesini saglamaktadir
(Meerdink, 2002). Ancak, amonyakla muamele edilmis hayvan yemlerinin protein kalitesinde
azalma, lizin ve metiyonin igeriginde onemli diisiis olmasi, dolayisiyla besin degerinde
kayiplar meydana gelmesi, ayrica hidrolizasyon sonucu toksik kalintilarin ortaya g¢ikmasi

amonyaklama isleminin kabul edilebilirligini azaltmaktadir (Samarajeewa ve ark, 1990).

2.4. Aflatoksinler

Mikotoksinler icerisinde aflatoksinler yalnizca bir grubu olusturmaktadirlar ve
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Rhizopus, Alternaria ile Claviseps tiirlerine ait mantarlar
tiremesine yol acar. Tanimlanan {i¢ ylizden fazla mikotoksin bulunmasina ragmen bunlardan

yaklagik 30’unun toksik ozellikler tasidigi belirlenmistir (Kaya, 2011; Sahin ve Sehu, 2015).
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Aflatoksinler furan ve piranon halkalarindan meydana gelmis dihidrofuran tiirevi biiyiik
molekiillii kimyasal bilesiklerdir. Baslangicta sadece aflatoksinin B1, B2, G1, G2, M1, M2
tipleri tespit edilmistir. Kiiltiir filtratlarinda en ¢ok B1 ve G1 goriilmektedir. M tipleri B1 ve
B2’nin siitteki hidroksil formlaridir. Sonraki arastirmalarda B2 ve G2’nin hidroksi derivatlari
olan B2a ve G2a da belirlenmistir (Kurtzman ve ark, 1987; Gourama ve Bullerman, 1995;

Evren, 1999; Uylaser ve ark, 2005). Aflatoksinlerin kimyasal yapis1 Sekil 1°de gdsterilmistir.
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Sekil 1. Aflatoksinlerin kimyasal yapisi (Tabata, 2002)




Insanlarin, aflatoksin bulasmuis incir, zeytin, fistik, findik, siit iiriinleri, toz biber ve
birgok gidalar1 tiikketmesi Oliim vakalar1 ile sonuglanan durumlara neden olabilmektedir.
Bununla birlikte aflatoksin bulunma durum ve etkileri, iklimsel, bolgesel ve tutunduklar1 gida
cesidine gore degisiklik gostermektedir. Aflatoksinlerin insan sagligina vermis olduklar
olumsuz etkileri ve neden olduklar1 ekonomik kayiplar degerlendirildiginde kontrol
edilebilirliginin son derece 6nemli oldugu goriilmektedir (Yentiir ve Er, 2012).

Canlilarda mikotoksinlerin neden oldugu toksisite sendromu mikotoksikozis,
aflatoksinlerin neden oldugu mikotoksikozis ise aflatoksikozis olarak tanimlanmaktadir
(Bhatnagar ve Garcia, 2001). Aflatoksikozis birincil ve ikincil formlarda bulunmaktadir.
Birincil, primer, formu da akut ve kronik olmak tizere iki farkli sekilde varlik gostermektedir.
Akut primer aflatoksikozis, orta ya da yiiksek miktarda alinmasi durumunda canlinin 6liimiine
neden olmaktadir. Bu durumda ortaya ¢ikan semptomlarin basinda, nefritis, hemoraji,
karacigerde yaglanma, karaciger enzimlerinde artis, renk bozulmalari, solgunluk, serum
proteinlerinde azalma ve gastrointestinal sisteminde kanamalar meydana gelmektedir. Akut
aflatoksikozis vakalarinin en siddetlileri, tropikal, gelir diizeyinin diisik ve gida
tilketimlerinin misir ve piring agirlikli oldugu {ilkelerde goriilmektedir. Tayvan’da 1967
yilinda 200 ppb aflatoksin B1 igeren piring nedeniyle toplam 26 koylii zehirlenmis, bu olay 3
cocuk Oliimii ile sonuglanmistir (Pitt ve Hocking, 1997).

Kronik aflatoksikozis ise diisiik ve orta seviyede alinan aflatoksine uzun zaman maruz
kalan canlilarda goriilmektedir. Kronik aflatoksikozis semptomlarinin basinda, karaciger ve
safra kesesi epitelyum hiicrelerinde proliferasyon, karacigerde ve nekrotik bolgelerinde
kanama ve tikaniklik, fertilitede diisiis, akut gastrointestinal etki ve bobrek kanamalari
seklindedir (Peraica ve ark, 1999).

Ikincil, sekonder, aflatoksikozis de ise canlida diisiik seviyede aflatoksin alimi
sonucunda bagisiklik hiicrelerinin azalmasi ve bagisikligin simirlandirilmas: sekillenmekte ve
sonucta bakteri, virlis ve kiifler tarafindan ikincil enfeksiyonlar meydana gelmektedir
(Desphande, 2002).

10



2.5. Aflatoksinler icin Belirlenen Yasal Degerler

Mikotoksinlerin tiriinlere bulagsmasi, kiiflerin hasattan énce kontaminasyonuna bagh
oldugu icin kaginilmazdir. Mikotoksinin gidalardaki orani ise seneden seneye ve cevresel
etkenlere gore degisim gostermektedir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Teskilati tim
diinyada tarimsal iriinlerin %25’inin 6nemli boyutta mikotoksinlerle kontaminasyona
ugradigini  duyurmustur (FAO, 1995). Mikotoksin ile kontamine gidalarin piyasadan
¢ekilmesi, liretiminin durdurulmasi veya alinan iilkeye geri verilmesi ekonomik agidan ciddi
kayip nedeni olabilmektedir (Heperkan, 2003). FAO (1995) diinya genelinde her yil tarim
tirtinlerinin %25’inde tamamen ya da kismi olarak kiiflenme sonucu kaybedildigini bildirerek;
bu durumun saglik ve ekonomik acidan ciddi sorunlara yol agtigini belirtmektedir. Ornegin
Amerika Birlesik Devletleri (ABD) igin yillik kaybin yaklagik 0,5-1,5 milyar dolar
seviyelerinde oldugunu tespit edilmistir (Schmale ve ark, 2017). Tiirkiye’de mikotoksin
problemi ilk kez 1967 yilinda Kanada’ya ihracati gergeklesen 10 ton i¢ findigin ve ikinci defa
da 1971 yilinda ABD’ye ihraci yapilmis olan 45 parti Antep fistiginin 36 iriin partisinde
aflatoksin ihtiva etmesi gerekgesiyle kabul edilmemeleri ile belirlenmistir. Bu yillardan
itibaren Antep fistigi ve diger ihra¢ edilen iiriinlerde aflatoksin analizleri yapilmaya
baslanmistir. Danimarka’ya 1972 yili sonunda ihrag¢ edilen kuru incirlerde de 938 pg/kg gibi
yiiksek miktarda aflatoksin bulundugu bildirilmistir (Ozgelik ve Sagdig, 2003). Tiirkiye’den
Almanya’ya 1994 yilinda ihraci gergeklesen kirmizi pul biberin yasal sinirlarin iizerinde
aflatoksin ihtiva etmesi gerekgesiyle iade edilmesi, 1994°de 2522 ton olarak ger¢eklesen
kirmizi pul biber ihracatinin 1996 yilinda 527 tona seviyelerine gerilemesine sebep olmustur.
Bu kaybim maddi karsiligi 2.126,000 dolar olmustur (Heperkan, 2003).

Basta ABD ve Avrupa lilkeleri olmak iizere birgok iilkede, gidalarda bulunabilecek
mikotoksin 0zellikle de aflatoksin miktarlar1 i¢in kisitlamalar mevcuttur. Tiirkiye’de gidalarda
bulunabilen belirli bulaganlarin maksimum limitleri, TGK Bulasanlar Y6netmeligi (2011)
hiikiimleri ile diizenlenmektedir (Tablo 1). Bu Yonetmelik ile belirlenen maksimum limitler
tilkemiz tarafindan iiretilen ve ihra¢ edilen bazi iirlinler hari¢ olmak iizere AB’nin 1881/2006
sayil1 Komisyon Tiizligii karari ile birebir uyumludur (WEB_2). 1881/2006 sayili Komisyon
Tlztigli kararina gore dogrudan tiiketime sunulan gidalarda aflatoksin limit degerleri
belirlenmis ve 165/2009 sayili Tiiziik karar1 kapsaminda bu limitlerde bir degisiklige

gidilmemistir.
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Tablo 1. Tiirk Gida Kodeksi Bulaganlar Yonetmeligi, (2011).

Gida(})

Maksimum Limit (ng/kg=ppb)

2.1.AFLATOKSIN

B,

B1+B,+G;+G, M,

2.1.1.Yerfistig1 ve diger yagh tohumlar (°) (dogrudan insan tiiketimine sunulmadan
veya gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger fiziksel islemlere
tabi tutulacak olan) — Rafine bitkisel yag tiretiminde kullanilan yerfistig1 ve diger
yagl tohumlar hari¢

2.1.2.Badem, Antepfistigt ve kayisi ¢ekirdegi (dogrudan insan tiiketimine
sunulmadan veya gida bileseni olarak kullanilmadan once ayiklama veya diger
fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

2.1.3.Findik ve Brezilya findig1 (dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida
bileseni olarak kullanilmadan once ayiklama veya diger fiziksel iglemlere tabi
tutulacak olan) — Rafine bitkisel yag tiretiminde kullanilan findik harig

2.1.4.Sert kabuklu meyveler (Boliim 2.1.2 ve 2.1.3’de belirtilenler hari¢) (dogrudan
insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni olarak kullanilmadan oOnce
ayiklama veya diger fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

2.1.5.Yerfistig, diger yagh tohumlar (%) ve bunlarim islenmis iiriinleri (dogrudan
insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni olarak kullanilan) — Rafine edilecek
bitkisel ham yag ve rafine bitkisel yag hari¢

2.1.6.Badem, Antepfistig1 ve kayisi cekirdegi(”) (dogrudan insan titketimine sunulan
veya gida bileseni olarak kullanilan)

2.1.7.Findik ve Brezilya findig1 (*) (dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida
bileseni olarak kullanilan) Rafine bitkisel yag tiretiminde kullanilan findiklar hari¢
2.1.8.Sert kabuklu meyveler ve bunlarin islenmis iriinleri (Bolim 2.1.6 ve 2.1.7°de
belirtilenler hari¢) (dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni olarak
kullanilan)

2.1.9.Kurutulmus meyveler (dogrudan insan tiikketimine sunulan veya gida bileseni
olarak kullanilan)

2.1.10.Tahillar, bunlardan elde edilen tiriinler ve bunlarin islenmis triinleri

(Bolim 2.1.11, 2.1.14 ve 2.1.16’de belirtilenler harig)

2.1.11.Musir ve piring (dogrudan insan tiikketimine sunulmadan veya gida bileseni
olarak kullanilmadan once ayiklama veya diger fiziksel islemlere tabi tutulacak
olan)

2.1.12.Cig siit (%), 1s1] islem gormiis siit, siit bazh iiriinlerin iiretiminde kullanlan siit
2.1.13.Baharatin asagidaki tiirleri i¢in; Kirmizibiber (Capsicum spp.) (bunlarin
kurutulmus meyveleri, tim ve Ogiitiilmiis halleri dahil), Karabiber (bunlarin
meyveleri, akbiber ve karabiber dahil), Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans),
Zencefil (Zingiber officinale) Zerdegal (Curcuma longa), Bunlarin bir veya birkagini
igeren karisim baharat

2.1.14.Bebek ve kiigiik ¢ocuk ek gidalar1 (%), (°)

2.1.15.Bebek formiilleri ve devam formiilleri (*), (*°) (bebek siitleri ve devam siitleri
dahil)

2.1.16.Bebekler igin 6zel tibbi amagh diyet gidalari (*), (%)

80()

12,0 ()

80 ()

80()

50 ()

8.0 ()

50 ()

50 ()

8,0

2,0

5,0

5,0

0,10

0,10

150 ©) —

15,0 (%) —

15,0 () —

15,0 (%) —

10,0 (%) —

10,0 (% —

10,0 (% —

10,0 (% —

10,0 —

10,0 —

— 0,05
10,0 —

— 0,025

— 0,025

*Numaralandirmalarin agiklamalart Ek 1°de verilmistir.
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2.6. Siit ve Siit Uriinlerinde Aflatoksin M1

Siit ve siit tirtiinlerinde AFM1 genellikle iyi kosullarda depolanmamis, bozuk ve kiiflii
yemlerin hayvanlara yedirilmesi ile bulasmaktadir. Kiiflii yemlerde AFB1 olan mikotoksin
hayvan viicudunda AFM1’e doniismekte ve siitiin sentezlenmesi sirasinda siite gegmektedir.
Siitte bulunan AFM1 ise teknolojik islemlerden (pastdrizasyon, homojenizasyon vb.) ¢ok
fazla etkilenmedigi i¢inde siit tiriinlerine gegebilmektedir.

AFBI’in, siitte M1’e doniisiimiiniin %0,8-2,2 oraninda oldugu belirtilmektedir. Siite
gecme oraninin %6’ya kadar ulasabildigini ileri siiren ¢alismalar da mevcuttur (Ozkaya ve
ark, 2003). Veldman ve ark (1992), siit verimi yiiksek olan ineklerin fazla miktarda konsantre
yem tiiketmeleri durumunda bu oranin %6,2’ye ¢iktigini rapor etmislerdir. Concon (1988),
McKinney ve ark (1973) ve Polan ve ark (1974)’e atfen, kilograminda 250 pug AFB1 igeren
kuru yem tiiketildigi zaman siitlin litresinde 1pg AFM1 meydana geldigini bildirmektedir.

Siitteki AFM1 kontaminasyonuna mevsimin etkisi birgok arastirmaci tarafindan
belirlenmistir (Madal1 ve Ayaz, 2017). Buna gore kis mevsiminde yaz mevsimine kiyasla
stitlerde daha yiiksek AFM1 miktarlar tespit edilmektedir. International Agency for Research
on Cancer (IARC) tarafindan 1993 yilinda yapilan simiflamada AFM1 “Muhtemel insan
karsinojenleri (2B)’in smifinda yer almigtir. Siit ve iiriinlerinde AFM1 bulunmasi, bu iiriinleri
daha c¢oktiiketen bebek ve cocuklar acisindan oldukc¢a onemlidir. Ciinkii bebek ve ¢ocuklar
mikotoksinlerin olumsuz etkilerine karsi oldukga hassastir (Orug, 2003).

Diinyanin bir¢ok yerinde ¢esitli arastirmacilar tarafindan yapilan caligmalar siit ve siit
tiriinlerinin AFM1 ile 6nemli diizeyde kontamine olduklarini ortaya koymustur (Concon,

1988; Barrios ve ark, 1996; Martins and Martins, 2004).

H O OCHs

Sekil 2. Aflatoksin M1’in kimyasal yapisi.

Bakirc1 (2001), ince tabaka kromatografisi yontemi ile Van’da iretilen siit ve siit
tirtinlerinde AFM1 diizeylerini incelemis, 90 adet ¢ig siit 6rneginin %87,77’sinin AFM1
icerdigini ve bunlarin %44,3’iintin 0,05ppb’nin iizerinde oldugunu bulmustur. Akdemir ve

Altintas (2003), immunoaffinite kolon ile temizlemeyi takiben floresan dedektorli HPLC
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metodu ile Ankara bolgesinde inceledikleri toplam 48 adet ¢ig inek siitii 6rneginin %72,9’
unun AFML1 igerdigini, bunlarin %33,3’linlin Tiirkiye i¢in bildirilen limit degerin iizerinde
oldugunu belirlemislerdir.

Yine aymiyontemi kullanarak, 30 ilden temin ettikleri toplam 543 ¢ig siit
orneginianaliz eden Ozkaya ve ark (2003), 18 ilden alinan Orneklerde %16,7 ile %100
oraninda AFM1 kontaminasyonu oldugunu, bu 6rneklerin %6,2-58,8’inin limit degeri astigini
tespit etmislerdir. Arastirmacilar, bolgeler arasinda AFM1 diizeyleri acisindan belirgin
farkliliklar oldugunu, iilkemizde iiretilen siitlerde bolgesel olarak sorun oldugunu; sorunun
oldugu bolgelerde aflatoksin kaynaklarinin arastirilmasi ve onlemlerin alinmasi gerektigini
ifade etmislerdir.

Arastirmacilarin bir kism1 AFM1’in yarisinin hatta yarisindan fazlasinin peynir suyuna
gectigini bildirirken diger bir kismi toksinin ¢ogunun pihtida kaldigini bildirmektedirler
(Galvano ve ark, 1996; Govaris ve ark, 2001). Peynirin, iretildigi siitteki AFM1
konsantrasyonundan daha yiiksek konsantrasyonda AFM1 icermesi, kimyasal yapisi itibariyle
suda ¢oziinebilen bir bilesik olan AFM1’in kazeine baglanmasi ile aciklanmaktadir. Kazeinin
hidrofobik bolgeleri vardir ve AFM1 bu bolgelere baglanmaktadir (Dosako ve ark, 1980).

Olgunlasma ve depolama siiresince toksinin peynirdeki stabilitesi ile ilgili elde edilen
veriler de degisiklik gostermektedir. Cheddar (Brackett ve Marth, 1982), Brick ve Limburger
peynirlerinde olgunlagsmanin baslangicinda aflatoksin konsantrasyonunun arttigi daha sonra
azaldig1 (Brackett ve Marth, 1982), Parmesan peynirinde ise tam tersi sekilde olgunlagmanin
ilk aylarinda toksin miktarinin azaldigi sonrasinda yavas yavas arttigi gézlenmistir (Brackett
ve Marth 1982). Yine ayni ¢alismada Mozzarella peynirinde 4,5 aylik olgunlastirma siiresi
boyunca Onemli sayilacak diizeyde bir degisim belirlenememistir. Arastirmacilara gore,
olgunlagsma siirecindekazeinin proteolizi, slitten AFM1’in geri kazanimimi %31 oraninda
arttirmaktadir (Brackett ve Marth, 1982). Cheddar peynirinin olgunlagma siirecinde meydana
gelen AFM1 konsantrasyonundaki artis da muhtemelen kazeinin kismi proteolizinden
kaynaklanmaktadir (Brackett ve Marth, 1982).

Bakirci (2001), islenmek tizere isletme tankinda toplanan ¢ig siit ile bu siitten tiretilmis
pastorize siit, yagsiz siit, yogurt, yayik alt1 ve peynir alt1 suyundaki AFM1 miktarlari arasinda
istatistiki agidan Onemli bir fark olmadigini, ancak beyaz peynir ve kasar peyniri
orneklerindeki toksin miktarinin ¢ig siitiin toksin miktarindan yiiksek oldugunu belirlemistir.
Krema ve tereyagi drneklerinde ise ¢ig siittekinden daha diisiik diizeyde toksin bulmustur.

Tekinsen ve Ugar (2008), Tiirkiye’nin 5 biiyiik sehrindeki perakende satis yerlerinden

topladiklar1 92 adet tereyagi Orneginin tamaminda, 100 adet krem peynir Orneginin de
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99’unda AFM1 tespit etmislerdir. Aragtirmacilar tereyagi 6rneklerinin %28’inin, krem peynir
orneklerinin de %18’inin limit degerin lizerinde AFM1 i¢erdigini bildirmislerdir.

Omar (2016) yilinda ELISA yontemini kullanarak yaptigi ¢alismada 2014-2015 yillar
arasinda Urdiin marketlerinden toplamis oldugu 175 taze siit drneginden %66’smimn Avrupa
limitlerine gore degerlendirildiginde smir limiti astifini, Amerikan standardina gore
degerlendirildiginde ise %23 oraninda astigini belirlemistir. Bebek formiila orneklerinin
%385’inde bulunan AFML1 seviyesi Avrupa ve ABD tarafindan kabul edilen sinirdan daha
yiiksek bulunmustur.

Elaridi ve ark. (2019) yilinda yaptigi ¢alismasinda Liibnan pazarinda bulunan infant
formiilalariyla iliskili olarak yaptig1 ¢aligmada 2017 ve 2018 yillarinda 42 markanin tiriinlerini
toplamis ve toplam 84 adet numuneyi ELISA yontemi kullanarak analiz etmis olup bu analiz
sonucunda 74 numunenin %88’inin AFM1 ile kontamine oldugu tespit edilmistir. Bunlar
icerisinde 13 markaya ait 6rneklerin %31°inin Avrupa komisyonu degerlerinin {izerinde bir
seviyeye sahip oldugu tespit edilmistir.

Rastogi ve ark (2004) ELISA yontemiyle AFMI1 varligini arastirdigi caligmada
Hindistan’da siit bazli infant mamalar1 ve sivi siit 6rneklerinin (87 6rnek) %87,3’iinde AFM1
tespit etmislerdir. Bu 6rneklerin %99’nun Avrupa, %9’nun ise ABD sinir limitini astigi
belirtilmistir.

Azarikia ve ark (2018) yilinda ELISA yéntemiyle yaptiklari ¢aligmada Iran’da kentsel
ve kirsal alanlardan topladiklar1 88 anne siitii 6rneginin AFM1 ve AFBI agisindan analizini
yapmuslar ve drneklerin %93,2’sinde AFB1, %100’iinde ise AFM1 tespit etmislerdir.

Tiirkiye’de de siit ve siit iirlinlerinde bulunan AFM1 ile ilgili ¢esitli caligsmalar
yapilmustir. Tiirkiye’de siit ve peynirlerde, insan saglig i¢in risk olusturabilecek diizeylerde
AFM1 belirlenebilmistir (Orug, 2003). Kocak (2016) Sanlurfa’da anne siitiindeki AFM1
varhigmin berlirlenmesi {izerine 89 anne siitii 6rneginin 83 (%93,25)’ti AFM1 pozitif olarak
saptanmis olup, AFM1 miktarinin ise 8,1 pg/ml diizeylerinde oldugunu belirtmistir. Cetin
(2004) Ankara’da satilmakta olan farkli ireticiler tarafindan iiretilen toplamda 25 adet kasar
peyniri 6rneginde AFM1 varligin1 ve seviyelerini tespit etmeyi amaclamistir. Caligmanin
sonucunda ulagilan 6rneklerin %56’sinda 0,01-0,40 pg/kg arasinda degisen diizeylerde AFM1
belirlenmistir. Aycicek ve ark (2002) ise yaptiklari ¢calismada Istanbul ilinde satisa sunulan
beyaz peynirleri AFML1 igeriklerini belirlemek tizere ELISA yontemi ile analiz etmislerdir.
Arastirma sonucunda analiz edilen 183 adet peynir Orneginin 121’inde 40-4890 ng/kg
arasinda degisen diizeylerde AFM1 saptadig: bildirilmistir. Arastirma sonuglarina gore 85

adet peynir 6rneginde toksin diizeyinin Tiirkiye’deki yasal limitlerin {izerinde oldugu ortaya
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ctkmistir. Virdis ve ark (2010) italya’da yaptiklari ¢alismada, keci siitii ve kegi siitiinden
yapilan peynirlerin AFM1 ile kontaminasyon durumunu tespit etmeyi amaglamislardir. 41
peynir 6rneginin 4 (%9,8)’tinde AFM1’i 79,5-389 ng/kg seviyeleri arasinda bulduklarini
belirtmislerdir. Torkar ve Vengust (2008) Slovenya’da yaptiklari ¢calismada ¢ig siit ve peynir
orneklerinde maya, kiif ve AFM1 varligini aragtirmiglardir. Peynir 6rneklerinin 4 (%10)’iinde
AFM1 seviyesinin 51-223 ng/kg arasinda oldugunu belirtmislerdir.

Bazi iilke ve bolgelerin AFM1 maksimum limitleri Tablo 2’de verilmistir
(Mohammadi 2011, T.C. Resmi Gazete, 29 Aralik 2011, say1: 28157, Oliveria ve ark, 2013).

Tablo 2. Siit ve siit tiriinlerinde AFM1’in maksimum limitleri (Mohammadi 2011, T.C. Resmi
Gazete, 29 Aralik 2011, say1: 28157, Oliveria ve ark, 2013).

Ulke Cig Siit (ug/kg=ppb) Siit Uriinleri Tiirevleri
(ng/kg=ppb)
AB 0,05 0,05
Almanya 0,05
Belgika 0,05
ftalya 0,01 (Coguk Gidalari I¢in)
Isveg 0,05 (Srv1 Siit Gidalarr)
Uruguay 0,5 05
Barbados 0,005
Kibris 0,5 0,5
Moritus 10 10
Avusturya 0,05 0,02 (Tereyag), 0,25 (Peynir), 0,4 (Siit Tozu)
Fransa 0,05, 0,03 (3 Yasindan Kiigiik Cocuklar 0,05, 0,03 (3 Yasindan Kiigiik Cocuklar
I¢in) I¢in Siit Tozu) )
) 0,025 (Peynir Alt1 Suyu ve Uriinleri), 0,25
Isvigre 0,05 (Peynir), 0,02 (Yag), 0,10 (Siit Tozu)

. 0,1 (Siit Tozu), 0 (Siit Tozu Ve Bebek
Bulgaristan 05 Mamalari), 0,02(Bebek Mamalarr)
Romanya 0
Cek Cumbhuriyeti 0,05 5, 0,1 (Bebek Mamalarr)

Brezilya 0,5 0,50 (S1v1 Siit), 5,0 (Siit Tozu)

Avrjantin 0,05 0,50, 0,05 (Siit Tozu)

Honduras 0,05 0,25 (Peynir), 0,02 (Bebek Mamalarr)

Nijerya 1

Misir 0 0

Tiirkiye 0,05 0,25 (Peynir)

ABD 0,5 0,50

iran 0,50

Fas 0,05, 0,03 (3 Yasindan Kiigiik Cocuklar 0,05, 0,5 (Siit Tozu), 0,03 (Siit Tozu ve 3
Igin) Yagindan Kiigiik Cocuklar I¢in)

Kore 05

Avustralya 0,2 (Cocuk Siitlerinde)
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2.7. Aflatoksin M1’in insan Saghgina Etkisi

Icerisinde aflatoksin olan besinler insana bulasmasi durumunda ilk olarak kan
dolasimina gegerek hiicre membranlarindan emilirler. Kan yoluyla farkli dokulara, karacigere
ve ksenobiyotik metabolizmasimin temel organlarna dagilim gosterirler. Aflatoksinler,
temelde daha az zararli olan AFML1 i¢in hidroksilata ya da reaktif epokside karaciger
tarafindan metabolize edilirler (Bbosa ve ark, 2013). Metabolize edilmesinde sitokrom P450
enzim sistemi rol oynamaktadir (Tirmenstein ve Mangipudy, 2014).

Sitokrom P450 enzimleri hem igeren proteinlerdir ve birincil olarak karacigerde
bulunurlar. "450" rakami; hem igeren Kkaraciger pigmentlerinin, karbonmonokside
baglandiktan sonra absorbe ettigi 1s1ga ait dalga boyunun nanometre olarak en yiiksek
degerini ifade eder. P450 enzim sistemi; disaridan alinan ilaglar, kimyasal maddeler,
insektisidler, petrol tirtinleri vb. maddeleri metabolize eden sistemdir (Yiiksel 2001).

Insanlarda aflatoksinlerin Reye sendromu, kwashiorkor ve hepatit gibi hastaliklarin
gelisiminde etken oldugu distiniilmektedir (Peraica ve ark, 1999; Deshpande, 2002).
Tayvan’da kusma, hipoglisemi, konviilziyonlar, hiperamonemi, koma ve diger akut klinik
semptomlarla karakterize bir hastalik olan Reye sendromu goriilmiis ve bu aflatoksin
maruziyeti ile iligskilendirilmistir. Yeni Zelanda’da goriilen Reye sendromlu iki vakada
dokularda aflatoksin tespit edilmistir. Akut aflatoksikoziste de ayni klinik semptomlarin
goriilmesi bu goriisii desteklemektedir (Cullen ve Newberne, 1994; Peraica ve ark, 1999).
Protein enerji malnutrisyonu olarak da bilinen kwashiorkor hastaligi ise 6zellikle gelismekte
olan iilkelerde 5 yasin altindaki ¢ocuklarda 6liimle sonuglanan bir hastalik olup proteince
fakir gidalarla beslenmeyle birlikte aflatoksin alimi ile de iligkilendirilmektedir (Pitt ve

Hocking, 1997).

2.8. Mikotoksinleri Gidalarda Belirleme Yontemleri

2.8.1. Kiiltiirel Yontemler

Aflatoksinler, sitrinin, kojik asit, mikofenolik asit, 3-nitropropionik asit, okratoksinler,
patulin, penisilik asit, PR-toksin, T-2 toksin ve zearalenon gibi ekstraselliile rmikotoksinlerin
belirlenmesi igin kiiltiirel yontemler kullanilabilmektedir (Filtenborg ve ark, 1983). Kiiltiirel

yontemler; ucuz olmasi, biiylik bir cihaz gerektirmemesi, teknik beceri seviyesi gelismis ve
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geligen iilkeler i¢in uygun olmasi gibi bazi avantajlara sahiptir (Abbas ve ark. 2004). Ancak
roquefortin C, penitrem A, sterigmatosistin ve diger hiicre i¢i mikotoksinlerin
belirlenebilmesinin miimkiin olmamasi (Filtenborg ve ark, 1983), mikotoksin tipinin ayirt
edilememesi, miktariin belirlenememesi, analitik yontemlere gore diisiik hassasiyete sahip
olmasi gibi bazi dezavantajlara da sahiptir. Mikotoksijenik kiiflerin belirlenmesi igin
kullanilan kiiltiirel yontemler;
e [-siklodekstrin gibi bazi maddeler ile ortamin zenginlestirilmesine dayali mavi
floresan yontemi (FL),
e Koloni alt kisminda sar1 pigmentin belirlenmesi,
e Kiiltiiriin amonyum hidroksit buhar1 ile muamele edilmesi sonrasi sar1 pigmentin erik

kirmizisina doniismesinin belirlenmesidir.

2.8.1.1. Mavi floresan yontemi

Mikotoksinlerin mavi floresan 6zelligi, uygun ortamlarda gelistirilen kiltiirlerin
mikotoksin liretme yeteneklerini belirleme yoniinde kullanilmaktadir. Bu amagla; patates
dekstroz agar ve coconut agar gibi kati ortamlar kullanilabildigi gibi siklodekstrin ve iyodin
gibi cesitli floresan uyaricilar ile zenginlestirilmis kati ortamlar, musir likoriiniin ilave
edilmesi ile czapeks agarin modifiye edilmesi sonucu elde edilen aflatoksin iiretme yetenegi
ortami kullanilabilmektedir. Ancak kati ortamda iiretilmis olan mikotoksinin gézlemlenmesi
oldukca basittir. Gelisme siiresinin sonrasinda uzun dalga boylu UV 15181 altinda mavi
floresan gozlenmesi pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmektedir (Arseculeratne ve ark, 1971,
Filtenborg ve ark, 1983; Dyer ve McCammon, 1994; Heenan ve ark, 1998; Abbas ve ark,
2004).

2.8.1.2. Sar1 pigment belirleme

Kiiltiirel ortamda saridan turuncuya kadar degisen koloni arka yiizeyinin olusmasi
mikotoksijenik kiiflerin ayrimida kullanilmaktadir. Kiiltlir gelisimi esnasinda  kdiltiir
merkezinde baslayan parlak sar1 rengin mikotoksijenik kiiflerde daha yogun oldugu
belirlenmis ve mikotoksijenik kiiflerin ayriminda kullanilmistir. Ancak tiim ortamlarda
mikotoksin ve mikotoksijenik kiiflerin ayriminda gegerli bulunmamuistir (Abbas ve ark, 2004).
Diger bir ortam olan Aspergillus flavus parasiticus agar (AFPA) kiiltiir gelisimi ile olusan
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turuncu renkli koloni arka ylizeyinin olugmasi ile aflatoksijenik kiiflerin ayirt edilmesinde

kullanilmaktadir (Dyer ve McCammon, 1994; Samson ve ark, 2014).

Resim 1. Sar1 pigment belirleme (Giinkaya ve ark, 2016).

2.8.1.3. Amonyum hidroksit buhari ile muamele etme islemi

Bu yontemde incelenen kiif patates dekstroz agar gibi bir ortamda petrinin ortasinda
tek bir koloni olarak gelistirilir. Petri ters olarak tutularak petri kapagina 1-2 damla konsantre
amonyum hidroksit soliisyonu damlatilir. Aflatoksin {ireten kolonilerinin alt yilizii hizli bir
sekilde erik kirmizisina doniisiir. Kolonilerde renk degisimi coconut agar (CCA) gibi
zenginlestirilmis ortamlar kullanildiginda daha kuvvetli ve belirgin olmaktadir (Abbas ve ark,
2004).

2.8.2. Analitik Yontemler

Canlilarda alinma dozuna ve direncine bagli olarak mikotoksinlerin 6lime neden
olabilecegi gibi kanserojen, teratojen, tremorgen, hemoraljik, dermatitik, hepatotoksik,
nefrotoksik ve norotoksik etkilerde de bulunabilmektedir. Mikotoksinler sahip olduklar
etkileri oldukg¢a diisiik dozlarda gosterebilmekte ve bu miktarda olan hastalik bulasma
diizeylerinin  belirlenmesi  gerekliligi, tespitini saglayacak yoOntemlerin  varligini
gerektirmektedir. Bu amagla degisik gida maddelerinden mikotoksinlerin ayirimi ve teshisi

i¢in birgok farkli yontem gelistirilmistir (Var ve ark, 2004).
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Analizi yapilacak olan mikotoksinlerin oncelikle orneklenmesi, ekstraksiyonu ve
ekstraktin temizlenmesi, yogunlastirilmas: sonrasinda da kromatografik ayrim, kalitatif ve

kantitatif tayininin yapilmasi mikotoksinlerin analizlerinde izlenen temel bir yoldur (Var ve
ark, 2004).

2.8.2.1. Ornekleme

Belirlenen o6rneklerin, uygulandigi evreni yansitmasi dahilinde olmasi gerekliliktir
(Var ve ark, 2004). Ornek degiskenligini etkileyen iki nemli faktdr vardir. Bunlardan
birincisi; 0rnek se¢im prosediirii, ikincisi ise parti icerisindeki kontamine olmus partikiiller
dagilimdir. Genellikle uygun 6rnekleme ekipmaninin ve yonteminin kullanilmasiyla 6rnek
secimi tlizerindeki etki en aza indirilebilmektedir. Kontamine olmus partikiillerdeki
dagilimdan kaynaklanan sorun ise Ornek hacminin arttirilmasi ile saglanabilmektedir

(Whitaker, 2001).

2.8.2.2. Ekstraksiyon ve ekstrenin temizlenmesi

Ekstraksiyonun amaci, mikotoksinin islemde kullanilan solventle reaksiyona
gecmesidir. Islemde solventin seciminde, uygulamaya almacak mikotoksinin polarlik
derecesi belirleyicidir. Islem, High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
kullaniminda ekstraksiyon immuno aktif kolonlarda da yapilmaktadir. Bu ekstraksiyon
yontemi ITK (Ince Tabaka Kromatografisi) icin de dnerilmistir (Ozkaya ve ark, 1999).

Immuno Aktif Kolonlarda Temizleme (IAK); mikotoksin analizlerinde yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. IAK kat1 destek iizerine immobilize edilmis olan anti-mikotoksin
antikoru igermektedir. Ornek ekstrakt: belirli mikotoksinler igin spesifik antikorlar1 iceren
IAK uygulanir. Bu asamada mikotoksin antikorlara tutunmakta ve sonrasinda su gegirilerek
mikotoksin digindaki diger kirlilikler kolondan uzaklastirilmaktadir. Daha sonra s6z konusu
toksin i¢in uygun ¢Oziicii gecirilerek antikorlara bagli olan mikotoksin kazanilmaktadir
(Zheng ve ark, 2006).

Kati-Faz Ekstraksiyon (SPE); yontemi oldukga hizli ve ekonomik bir yontemdir. En
yaygin kullanilan kolon materyali silika jel, C18 bagl silika jel, florisil ya da iyon degistirme
regineleridir. Ornegin uygulanmasi ile SPE materyali analizati adsorbe eder, sonrasinda
eliisyon islemi uygulanir. Bu islemde mikotoksin eliie edilirken, mikotoksin disinda kalan

kirlilikler kolon materyalinde kalmaktadir (Zheng ve ark, 2006).
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2.8.2.3. Ince tabaka kromatografi (ITK)

ITK ydntemi fizikokimyasal analizlerde yaygin olarak tercih edilmektedir. Ciinkii her
bir ornekte birden fazla mikotoksin bulunabilir ve bunlar ITK yontemi ile
belirlenebilmektedir. Temel prensip her bir bilesigin belirli organik ¢oziiciide go¢ etme
hizlarinin farkina dayali olarak go¢ faktorlerinin yiiriime hizi (Rf) belirlenmesi ve ilgili saf
standartlar ile kiyaslanmasina dayanmaktadir. Ancak bu yontemde dikkat edilmesi gereken
onemli nokta kimyasal olarak farkli maddelerin birbiri ile benzer Rf degerlerine sahip

olabilecegidir (Muro-Cacho, 2004; Turner ve ark, 2009).

2.8.2.4. Yiiksek basin¢h sivi kromatografi (HPLC)

HPLC, mikotoksinler ve mikotoksinler gibi diisiik molekiil agirliklarina sahip diger
bilesiklerin analizinde son yillarda iizerinde en ¢ok calisilan cihazlarindan birisidir (Var ve
ark, 2004). HPLC’de hareketli faz siv1 (asetonitril, metanol, etanol, tetrahidrofuran, etil asetat,
su gibi ¢oziiciiler) ve sabit faz ¢ok kiiciik kat1 parcaciklardan (kolonun dolgu maddeleri olan
silisyum dioksit, aliiminyum oksit, gézenekli polimer ve iyon degistirici regineler gibi)
olusmaktadir. HPLC ile mikotoksin analizinde bilinmesi gereken en énemli faktorlerden biri,
hangi mikotoksinin hangi dedektorle aranacaginin bilinmesidir (Orug, 2003; Turner ve ark,
2009).

2.8.2.5. Gaz kromatografi (GC)

Gas Chromatography (GC), hareketli gazlardan olugmakla birlikte, sabit faz siv1 veya
kat1 olabilir. Olusumu kii¢iik kati parcaciklara dayanmaktadir. Gaz kromatografi, Mass
spectrometry (MS) ve Gas Liquid Chromatography (GLC) olmak itizere iki tiirdiir.
Mikotoksinlerin analizinde GC’ye kiitle spektrometre (MS) dedektorii baglanarak
mikotoksinler atomlarma kadar parcalanabilmekte ve bdylece dlglimleri yapilabilmektedir.
Ancak mikotoksinlerin analizi GC/MS ile yapilabilmekle birlikte diger sistemler daha pratik
oldugundan GC/MS pek tercih edilmemektedir (Orug, 2003; Turner ve ark, 2009).
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2.8.2.6. Kapiler elektroforez (CE)

Birbiri ile yakin iligkili toksinlerin ayriminda kullanilan hassas bir ydntemdir.
Bilesiklerin etkin ayrimi; elektriksel yilik ve kiitlelerine bagli olarak elektriksel bir akim
alaninda go¢ etme farkliliklarina gore gergeklesmektedir. Hizli ayrim, organik c¢oziicli
olmaksizin sivi tampon ortaminda gergeklestirilmektedir. Capillary Electrophoresis (CE)
sisteminin floresan dedektor ile birlikte kullanimi, mikotoksinlerin belirlenmesi ve 6l¢liimiinde
etkin bir sonu¢ olusturmaktadir (Maragos ve Greer, 1997; Pena ve ark, 2003; Turner ve ark,
2009).

2.8.2.7. Enzim baglanmis immunoabsorbant yontemi (ELISA)

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) yontemi 13 yildan fazla siiredir
mikotoksin analizinde kullanilmaktadir. Spesifik antikorlarin spesifik mikotoksinlerin ii¢
boyutlu yapisi ile baglanma yetenegine sahiptir (Zheng ve ark, 2006). Bu yontemde 6nemli
olan nokta ise; mikotoksinlerin antijenik reaksiyon vermemesidir (Var ve ark, 2004). Islem
kat1 ylizeylere baglanmis az miktarda antikor (antibadi) ile orneklerde bulunan toksin ve
toksin ile isaretlenmis enzimlerin baglanma miicadelesini temel almaktadir. Yapilan yikama
sonrast baglanmamis enzimler ayrilmakta, kullanilan belirli substrat ile meydana gelen renkli
madde miktari ile toksin miktar1 ters orantili olarak bulunan toksin miktarinin hesaplanmasini

saglamaktadir (Orug, 2003).

2.8.3. Diger Analiz Yontemleri

Yaygin olarak kullanilan kromatografik ve immiinolojik yontemlere ilaveten siirekli
gelisen ve yenilenen teknoloji ile mikotoksin analiz yontemlerine yeni ve hizli teknikler
eklenmektedir. Bunlar arasinda; membran esasli immiinoassay, florometrik analiz, floresan
polarizasyonu, dalga boyu kaybi1 teknolojisi, molekiiler dalgali polimerler, mikroarray

teknolojisi, luminexx MAP teknolojisi, biyosensorler bulunmaktadir (Zheng ve ark, 2006).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Bu calismada, Tirkiye piyasasinda satisa sunulan 30 farkli siit bazli infant bebek
formilleri materyal olarak kullanilmistir. Siipermarketlerden, aligveris merkezlerinden ve
bebek malzemeleri satan magazalardan temin edilen 6rnekler kendi ambalajinda laboratuvara

getirilmis ve HPLC cihazinda AFM1 varlig1 agisindan analiz edilmistir.

3.2. Yontem

Laboratuvara getirilen bebek mamas1 6rnekleri aflatoksin analizi icin TS EN 1SO
14501 (2008), (R-Biopharm Milk Extraction Method for Aflatoksin M1 Ref No:All-
RP71/70N.V2) metoduna gore ekstrakte edilmistir. HPLC analizi i¢in numunelerden 10’ar
gram tartilip {lizerine 80 ml 35°C su eklenerek, homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenizatlar 35°C’deki su banyosunda 30 dakika inkiibe edilmistir. inkubasyon sonrasinda
numunelere 20 ml 35°C su eklenip tekrar homojenize edilmistir. Homojenizasyonun ardindan
numuneler oda sicakliginda 4000 rpm’de 15 dakika hitachi marka himac CT6 model cihazla
santrifiij edilip, dillisyon islemine gecilmistir. Dillisyon isleminde ekstrakt, whatman no:4
filtre kagidindan siiziilmiistiir. Stizme islemi tamamlandiktan sonra ekstrakt filtratindan 50 ml
alinip, adsorbsiyon islemine gecilmistir. Oda sicakligindaki R-Biopharm Easi-Extract
Aflatoxin RP71 / RP70N (IAC Immunoaffinity Column) AFM1 kolonlarin agzi agilip 4-5
damla PBS (Phosphate Buffer Saline) akitilarak kolon kontrolii saglanmistir. 50 ml’lik filtrat
akis hiz1 3 ml/dakika (saniyede 1 damla) olacak sekilde kolondan gecirilmistir. Kolon 10 ml
su ile iki kere yikanarak ve kolondan 3-5 kez hava gegirilerek kurumasi saglanarak eliisyon
islemine gecilmistir. Eliisyon isleminde kolonun igerisinde tutulan AFM1 2 asamali olarak;
once immunoaffinity kolondan 1,25 ml metanol:asetonitril (2:3 v/v) karisimi gegirilmis ve
kendiliginden vial i¢ine akmasi beklenmistir. Ikinci asamada ise 1,25 ml HPLC grade
ozellikte su kolondan gecirilerek toplam 2,5 ml’lik eluat vial igerisinde toplanmistir. HPLC
i¢in yliriitiicli akigkan olarak mobil faz igcerigi Metanol / Asetonitril / Su (2:3:5 v/v/v/) bu
sekilde hazirlanan Aflatoksin M1 mobil faz1 yaklasik 15 dakika ultrasonik banyoda bekletilir
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ve degaze edilmistir. Analiz icin HPLC cihazina yiiklenmistir. Ornekler HPLC cihazinda
(Nexera XR, Shimadzu, Japonya) analiz edilmistir. Kullanilan dedektér RF 20 Axs ve
C18 5um x 25cm x 5mm kolondur. HPLC'ye numunenin aktarimi oto-ornekleyici (Nexera

XR, Shimadzu, Japonya) ile yapilmuistir.

3.2.1. Aflatoksin M1’in HPLC Cihazinda Belirlenmesi

Pompa akis hiz1 1 ml/dakika olacak sekilde floresans dedektérde ekstraktsiyon dalga
boyu 360 nm, emisyon dalga boyu 430 nm olarak ayarlanip, kolon firin sicakligi 25°C’de
HPLC kalibrasyon egrisi olusturulmustur. AFM1 standartiyla geri kazanim orani
hesaplanmugtir. Sonraki asamada HPLC cihazimin oto-yiikleyicisine yerlestirilen numunelere

100 pl enjeksiyon hacminde analiz islemi yapilmistir.
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4. BULGULAR

Tiirkiye piyasasinda satilan 30 adet siit bazli infant formiilasinin igerisindeki AFM1'in
diizeyinin Tirk Gida Kodeksi Bulaganlar Yonetmeligi’nde AFML1 igin belirtilen en yiiksek
sinir deger olan 0,025 pg/kg degerini asip asmadigt HPLC metoduyla incelemeye alinmig
olup, analizleri gergeklestirilmistir. Yapilan analizler sonucunda siit bazli infant
formiilalarinda bu sinirt asan herhangi bir 6rnegin varligi tespit edilememistir. Analizi yapilan

tim 6rneklerde HPLC kromatogramlart Resim 2’te gosterildigi gibidir.

Resim 2. Incelenen infant formiilalardan elde edilen kromatogram sonuglari
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Alan

8 farkli yogunlugun uygulanmasiyla elde edilen standart kalibrasyon egrisi Sekil 3’te

verilmigtir. Arastirmada saptama smir degeri 0,01 ng/ml ve 6l¢iim sinir degeri 0,025 ng/ml

olarak saptanmistir.
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Sekil 3. Aflatoksin M1 standardi kalibrasyon egrisi

Analizler sonucunda aflatoksin igeren Orneklerin ortalama geri kazanim miktrarlari

Tablo 3’te belirtilmistir.

Tablo 3. Bebek Mamasi 6rneklerine (0,025 ppb aflatoksin M1 igeren) ilave edilen

0,01 ppb Aflatoksin M1 geri kazanim oranlar1

Bebek Mamasi Tespit edilmek Analizde elde Geri kazamim
orneginde ilave edilen | istenen Aflatoksin | edilen Aflatoksin oram (%)
Aflatoksin M1 (ppb) M1 (ppb) M1 (ppb)
0,010 0,035 0,0253 72,3
0,010 0,035 0,0295 84,3
0,010 0,035 0,0241 68,9
Ortalama: 75,1+2,6
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5. TARTISMA

Aflatoksinler oncelikle A. flavus’un bazi suslari ve A. parasiticus’un tiim suslari
tarafindan tiretilmektedir. Baslica dort adet aflatoksin tipi bulunmaktadir. Bunlar; B1, B2, G1
ve G2’dir. AFML1 ise kiifle kontamine olmus yemlerle beslenen hayvanlarin karacigerinde
olusur ve siit salgisiyla birlikte atilir. Bu aflatoksinler ilk kez aflatoksinli yemlerle beslenen
hayvanlarin siitlerinden izole edilmislerdir ve bundan dolayr M olarak gdsterilmiglerdir. Siit
ineklerinde yem ile alinan aflatoksin B1’in %1-3’ii kadar bir miktarin M1 olarak siitten izole
edilebilecegi bildirilmistir (Demli ve ark, 2012).

Siit ve siit lriinleri basta ¢ocuklar olmak iizere hemen her yas grubu insan tarafindan
tilketilen gida tirtinleridirler. Siit 6zellikle insan beslenmesi agisindan biyokimyasal ¢esitliligi
ve esansiyel amino asitleri saglamasi agisindan 6nemli bir besin maddesidir. Silva ve ark
(2007) diinya iizerinde bulunan ¢ocuklarin %80°den fazlasininin aligkanliklar1 ve beslenme ile
aldiklar1 besin maddesini siit iiriinlerinin olusturdugunu belirtmektedir.

Her ne kadar siit ve siit {irlinleri insanlar 6zellikle de ¢ocuklar i¢in hayvansal protein,
kalsiyum, vitamin ve esansiyel yag asidi gibi besin maddeleri i¢in iyi bir kaynak olsalar da
ayn1 zamanda aflatoksinler a¢isindan da potansiyel kaynaktirlar (Pei ve ark, 2009). AFB1’in
alinmasindan 12—24 saat sonrasinda siitte AFM1 saptanabilmektedir. Siit bazli diger iiriinlerde
de AFMI iiriin islenme basamaklarindan etkilenmemektedir (Sarimehmetoglu ve ark, 2004).
Bununla birlikte, AFM1 siite uygulanan pastdrizasyon islemine dayaniklhidir (Pei ve ark,
2009). Siit ve siit Uriinleri agisindan getirilen yasal kisitlamalarda; ¢ig siit, 1s1l islem gormiis
siit ve siit bazli triinlerin iiretiminde kullanilan siitlerde maksimum AFM1 miktarinin 0,05
pg/kg olmasi gerektigi belirtilmistir (TGK, 2011). Bebek ve kii¢iik cocuk ek gidalart igin ise
maksimum AFB1 miktar ise 0,10 pg/kg olarak belirtilmistir. Ayrica, bebek mamalarinda
(bebek siitleri ve devam siitleri dahil) maksimum AFM1 0,025 pg/kg, bebeklerin 6zel tibbi
amagh diyet gidalarinda maksimum AFB1 ve AFMI sirasiyla 0,10 pg/kg ve 0,025 pg/kg
olarak bildirilmektedir. Aflatoksin bulunmasi muhtemel riskli gidalar i¢in ise genel olarak
maksimum degerler AFB1, toplam aflatoksin ve AFM1 i¢in sirasiyla 5,0, 10,0 ve 0,5 ug/kg
olarak belirtilmistir (TGK, 2011).

Yeni dogan bebeklerin anneleri tarafindan emzirilerek beslenmeleri anne siitiiniin
bebek i¢in gerekli besin 6gelerini en mitkkemmel sekilde igermesi nedeniyle hi¢ siiphe yok Ki

en iyl beslenme tarzidir. Ayrica, bu beslenme tarzi anne siitiiniin icerdigi antimikrobiyal ve
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immiinolojik ajanlar nedeniyle yeni doganin geligsmesi, biiylimesi ve sagligmin daha da
iyilesmesine biiyiik katki saglamaktadir (Elaridi ve ark, 2017). Diger taraftan ise infant
formiilalar1 emzirerek beslemeye alternatif olarak kullanilan en popiiler beslenme tarzi olup,
bebegin dogumunu takiben 1 ay icerisinde, cogunlukla en temel ve bazen de tek gida kaynagi
olarak karsimiza ¢ikmaktadirlar (Meucci ve ark, 2010).

Mikotoksine maruz kalma durumunda mikotoksinlerin toksik etkileri nedeniyle
infantlar ve kiigiik ¢ocuklarin yaninda, teratojenik etkileri g6z oniine alindiginda da elbette Ki
hamile kadinlar ve ¢ocuklar en savunmasiz olan gruplar arasinda yer almaktadirlar (Landrigan
ve ark, 2002; Murphy ve ark, 2006; Sherif ve ark, 2009; Raiola ve ark, 2015). Yeni
doganlarda biyotransformasyon kapasiteleri yetiskinlere oranla daha yavas oldugundan, agiz
yoluyla alinan ksenobiotikler kan dolasiminda daha yiiksek oranlarda bulunabilmektedirler
(Sadeghi ve ark, 2009). Bu nedenle 6zellikle 12 ayliktan kiigiik ¢ocuklar mikotoksinlerin
olumsuz etkilerine diisiik viicut agirliklart yetisikinlere gore daha fazla gida, su/kg oraninin
olmasi, hizli biiyiime oranlari, tam gelismemis detoksifikasyon sistemleri, yiiksek metabolik
hizlar1 ve tam gelismemis organ ve dokular1 6zellikle merkezi sinir sistemi nedeniyle
erigkinlerden daha duyarli olmaktadirlar (WHO, 1986; Etzel, 2006; Fakhri ve ark, 2010;
Atasever ve ark, 2014; Lombard, 2014).

AFM1 Aspergillus tiirleri tarafindan iretilen Aflatoksin B1’in hidroksile edilmis
toksik bir metabolitidir. Insanlarin AFM1’e maruz kalmasi icin en dnemli risk faktdrlerinden
bir tanesi de siittiir. infantlarin genellikle siit tiiketiyor olmalar1 onlarm AFM1’e maruz kalma
olasiligin1 arttirmaktadir (Shundo ve ark, 2009). Diger taraftan siit sadece sivi siit olarak
tilketilen bir gida maddesi olmayip, infant formiilalarinin hazirlanmasinda, peynir yogurt gibi
stit Urlinlerinde, ayrica ¢ikolata ve tathilar gibi ¢esitli gida maddelerinin yapiminda da
kullanilmaktadir (Sweeney ve Dobson, 1998; Giirbay ve ark, 2006). Bu nedenle siitten
hazirlanan bu tip tirlinlerde bulunan AFM1 miktarlarinin belirlenmesi 6zellikle ¢esitli yaslarda
bulunan tiiketicileri tehlikelerden korumak adina ¢ok onem arz etmektedir (Fallah ve ark,
2009). Infantlarin siit bazli formiillalarla beslenmeleri de AFM1’in bu yolla bebeklere
bulasabilen, olas1 bir zoonotik hastalik Aflatoksikozis M1 olma ihtimalini giiglendirmektedir
(El Tras ve El Kady, 2011). Bebeklerin AFM1’e maruz kalmalar1 etkenin International
Agency for Research on Cancer tarafindan grup 2B muhtemel karsinojenik olmasi nedeniyle
onem arz etmektedir (IARC, 2002). Cocuklarin AFMI1’e kronik olarak maruz kalmasi
malnutrisyon, karaciger kanseri, diisiik viicut agirligi ile bebeklikte ve ileri ki yaslarda diigiik
gelismeye neden olmaktadir (Gong ve ark, 2002;2004; Tchana ve ark, 2010; Sherif ve ark,
2009).
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Burada rapor edilen ¢aligmada farkli markalara ait 30 infant formiilasi piyasadan satin
alimmis ve HPLC kullanilarak bu formiilalarda ki AFM1 diizeyi belirlenmeye calisilmistir.
Analizler sonucunda incelenen 30 6rnegin hig birisinde, uygulanan metodun saptama sinirlari
icerisinde, AFM1 tespit edilememistir. AB komisyonu, islem goérmiis tahil temelli ve bebek
gidalarinda AFB1 en yiiksek limit degerini 0,1 pg/kg; tibbi amagh bebek diyet gidalar ve
devam siitlerinde ise 0,025 pg/kg olarak belirlemistir (European Commission, 2010). Tiirk
Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi’nde (2011) AFM1 seviyesi i¢in en yliksek deger 0,025
ng/kg olarak kabul edilmektedir. Omar (2016) tarafindan Urdiin’de ELISA kullanilarak
yapilan bir ¢caligmada analize edilen 175 siit ve siit iirlinii 6rnegi icerisinde bulunan 20 infant
formiila 6rneginin hepsinin 16,55 ile 154,14 ng/kg arasinda degisen degerlerle AFML1 ile
kontamine oldugu rapor edilmistir. Calismada incelenen infant formiilalarinin %85’inin
AB’nin kabul ettigi smirlar1 astig1 belirlenmistir. incelenen diger iiriinlerde ise bu oran taze
stitler i¢in %66, pastorize siitler i¢in %12 ve evapore siitler i¢in ise %100 olarak rapor
edilmistir. Elaridi ve ark (2019) Liibnan’da satilan 84 infant formiilasi 6rneginde ELISA
yontemi kullanilarak yaptiklari arastirmada test edilen formiilalarin 74 tanesinin (%88)
ortalama 20,1+1,3 ng/kg diizeyinde AFM1 ile kontamine oldugunu rapor etmislerdir.
Calismada incelenen pozitif 6rneklerden %31’inin AB yasal sinirlarini astigi belirlenmistir.
Alvito ve ark (2010) yilinda Portekiz’de yapmis olduklar1 ¢alismada incelemis olduklar1 27
bebek gidasinda bulunan aflatoksinleri ve okratoksin A’yt HPLC yontemi kullanarak
aragtirmislardir. Caligmada incelenen 27 6rnegin 4 tanesinin AFM1 ile 17-41 ng/kg diizeyleri
arasinda kontamine oldugunu saptamislardir. Meucci ve ark (2010) Italya’da yapmis olduklar
arastirmada inceledikleri 185 infant formiila 6rneginin 2’sinin, degerleri AB’nin kabul ettigi
en yiiksek deger olan 25 ng/kg degerinin altinda olsa da (11,8-15,3 ng/kg), AFML1 ile
kontamine oldugunu bulmuslardir. Baydar ve ark, (2007) Ankara’da siipermarket ve
eczanelerden topladiklar1 63 infant formiilalar1 ve bebek gidalarinda ELISA kullanarak
yapmis olduklar1 calismada incelenen 6rneklerin %36,5’inin AFM1 ile kontamine oldugunu
gostermislerdir. Yunanistan’da yapilan diger bir ¢alismada ise ELISA yontemiyle incelenen
stit orneklerinin %46,5’inin AFM1 ile kontamine oldugunu rapor etmislerdir. Cogunlukla
cocuklar tarafindan tiiketilen bu tip siitlerde kontaminasyon seviyesinin genellikle 5 ile 10
ng/kg arasinda oldugu rapor edilmistir.

Li ve ark (2016) Cin’de yapmis olduklar1 bir ¢aligmada infant formiilalari i¢in siit tozu
yapan fabrikalardan almis olduklar siitlerde (1207 adet) ELISA yontemi kullanarak AFM1
varligmmi arastirmiglardir. Calismada 56 Ornegin (%4,6) AFMI acisindan pozitif oldugunu
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ancak bu érneklerin de Amerikan standartlarina gore 0,05 pg/kg yiiksek olmasina ragmen Cin
i¢in yasal sinirlarin (62,5 ng/L) altinda oldugunu rapor etmislerdir.

Brezilya’da Ishikawa ve ark (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada anne siitii ve
piyasada tiiketime sunulan infant formiilalarinda AFM1 varlig1 ve seviyesi tizerine yaptiklari
calismada toplamis olduklari 94 anne siitii 6rnegini ve 16 infant formiilay1 incelemislerdir.
Arastiricilar inceledikleri 5 anne siitii 6rneginin (%5,3) ve 7 infant formiilanin (%43,8)
sirastyla ortalama 0.003 ng/g ve 0.011 ng/g miktarlarinda AFM1’le kontamine oldugunu
gostermislerdir.

Er ve ark (2013) ELISA teknigi kullanarak incelemis olduklari 85 bebek gidasi
orneginin (35 infant formiila ve 50 devam siitii) 32 tanesinin gesitli degerlerde (0,0055 ile
0,0201 pg/kg arasinda) AFM1 ile kontamine oldugunu, ancak elde edilen sonuglarin bebekler
icin bir saglik riski olusturmayacagini belirtmislerdir.

Sibaja ve ark (2019) Kolombiya’da (QUEChERS Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe) ekstraksiyon ve high-performance liquid chromatography (HPLC) ydntemi
kullanarak yapmis olduklar1 ¢aligmada incelemis olduklar1 51 siit tozu Orneginin hepsinin
cesitli oranlarda AFM1 ile kontamine oldugunu (0,20 ile 1,19 pg/kg arasinda) ve bunlarin
%55’inin Kolombiya ve AB’nin siit i¢cin kabul ettigi degerleri (0,5 pg/kg) astigini
belirtmislerdir.

Burada rapor edilen ¢alismada kullanilan HPLC metodunun saptama limiti kullanilan
kolon uzunlugu nedeniyle 0,025 pg/kg’dir ki bu deger ayn1 zamanda yonetmeliklerde AFM1
icin siit bazli formiilalarda bulunmasina izin verilen en yiiksek smnir degerdir. Incelenen
formiilalarda bu siirin altinda kalan AFM1 diizeyleri tespit edilememis ancak simir degeri
asan Orneklerin varligr arastirilmistir. Bu nedenle calismamizla yukarida belirtilen farkl
metotlar ve farkli saptama sinirlar1 igeren cesitli arastirmalar arasinda AFM1 bulunma
oranlarinda farkliliklar sekillenebilmektedir. Bu durum siit bazli infant formiilalarinda
bulunan AFM1 miktarlarinin farkli olabilecegi gergeginden kaynaklanabilecegi gibi, bu
calismada kullanilan kolonun diger calismalarda kullanilan kolanlardan daha kisa olmasindan

ve saptama sinirinin altinda ki degerleri belirleyememesinden de kaynaklanmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Ozellikle bebek beslenmesinde infant formiilalarinda kullanilan siit ve tarimsal
kaynakli gida maddelerinde bulunan ¢esitli mikotoksin tiirleri heniiz gelisimini
tamamlamamis bebeklerde ciddi saglik sorunlarina yol agabilmektedir. Mikotoksinler tasinma
(carry over) Ozellikleriyle, etkinliklerini akuttan ¢ok kronik olarak birikme yaparak
gosterdiklerinden dolayr saglik agisindan tehlikeli kimyasal maddelerdir. Mikotoksinlerin
kontaminasyonundan 6nce dikkat edilmesi gereken iiremesini saglayacak unsurlarin ortadan
kaldirilmasi olmalidir. AFM1 olusumuna sebep olabilecek, Siitiinden yararlanilacak hayvanin
rasyonundaki besinlerin AFB1 icermemesi bebek mamalarinda kullanilan hammaddenin
kalitesini direk olarak etkilemektedir. Siit bazli bebek mamalari i¢in siite uygulanacak
sterilizasyon yonteminin dahi engelleyemeyecek oldugu mikotoksin {iremesi bebek
formiilasinin kontemine olmasina sebep olacaktir. Hammadde asamasindayken {iriin kalitesi,
ireticinin gida hijyenine vermis oldugu 6nem ve iiretilen ortamin gida giivenligi ve hijyeni

gibi kalite unsurlar1 s6z konusu olmaktadir.

Bebekler immun sistemlerinin daha gelisme asamasinda ve yetersiz olmasi sebebiyle
yetiskinlere gore mikotoksikozis olgusunda daha ciddi saglik sorunlariyla karsi karsiyadirlar.
Gidalardaki mikotoksin oranlarinda tiim diinya {ilkelerinde belirlenen maksimum yasal
limitlerle bu patojenik kiif gruplarim smurh tutulmustur. Ulkemizde bu konuda ciddi
calismalar ve denetimler devam etmekte olup riski en aza indirmek i¢in gerekli adimlar

atilmaktadir.

Burada rapor arastirmada Tirkiye piyasasinda satilan siit bazli 30 adet infant
formiilasinin icerisindeki AFM1 varlig1 ve diizeyi acisindan HPLC cihaziyla yapilan analizler
sonucunda siit bazli infant formiilalarinda herhangi bir AFM1 tespit edilmemis olup Tiirk
Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi’nde 0,025 pg/kg smir degeri gecen bir bulguya

rastlanilmamastir.
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EKLER

Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi EK 1.

(*) Meyve, sebze ve hububat icin Tiirk Gida Kodeksi — Pestisitlerin Maksimum

Kalinti Limitleri Yonetmeliginde yer alan siniflandirma esas alinir. Buna gore;
karabugday (Fagopyrum spp.) hububat ve karabugdaydan elde edilen iiriinler ise hububat
trtinleri kapsaminda degerlendirilir. Meyveler igin belirlenen maksimum limitler sert
kabuklu meyveleri kapsamaz.

(*) Bebek ve kiigiik gocuk ek gidalari ilgili mevzuatinda tanimlanan iiriinleri kapsar.

(*) Maksimum limit; iretici tarafindan beyan edilen kullamm talimatina gore

hazirlanan veya dogrudan tiiketime hazir olarak piyasaya arz edilen iiriinler i¢in gegerlidir.

(5) GTIP 1201, 1202, 1203, 1204, 1205, 1206, 1207 kapsamindaki yagl tohumlar1 ve
GTIP 1208’den iiretilen iiriinler; GTIP 1207 99 kavun tohumu harig

(6) Maksimum limit; yerfistig1 ve sert kabuklu meyvelerin yenilebilir kisimlarina
uygulanir. Yerfistig1 ve sert kabuklu meyveler kabuklariyla analiz edilirse Brezilya findig1

harig, aflatoksin miktar1 hesaplanirken tiim bulasanin yenilebilir kisim {izerinden oldugu

kabul edilir.

(") islenmis iiriinlerin tamami veya hemen hemen tamamu bahse konu sert kabuklu
meyvelerden iiretiliyorsa bu sert kabuklu meyveler i¢in belirlenen maksimum limit;
islenmis iirlinii i¢in de kullanilir. Aksi halde 6 inc1 maddenin birinci, ikinci ve ligilincl
fikralar1 uygulanir.

(®) Hayvansal Gidalar igin Ozel Hijyen Kurallar1 Yénetmeliginde tanimlanan iiriinleri

kapsar.
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(*) Maksimum limit; kuru madde iizerinden gecerlidir. Kuru madde, mikotoksin
limitlerinin resmi kontrolii i¢in gidalardan numune alma, numune hazirlama ve analiz
metodu kriterleri ilgili mevzuatinda belirtilen sekilde hesaplanir.

(10) Bebek formiilleri ve devam formiilleri ilgili mevzuatinda tanimlanan iirtinleri
kapsar.

(') Ozel tibbi amagh diyet gidalari ilgili mevzuatinda tanimlanan iiriinleri kapsar.

(*?) Maksimum limit; siit ve siit iiriinleri icin iretici tarafindan beyan edilen kullanim
talimatina gore hazirlanan veya dogrudan tiikketime hazir olarak piyasaya arz edilen
tiriinlere uygulanirken siit ve siit lirlinleri disindaki tirlinler i¢in ise kuru madde iizerinden
gecerlidir. Kuru madde, mikotoksin limitlerinin resmi kontrolii i¢in gidalardan numune

alma, numune hazirlama ve analiz metodu kriterleri ilgili mevzuatinda belirtilen sekilde

hesaplanir.
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