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YIKAMA, KURUTMA VE KABUK SOYMA IiSLEMLERININ MISIR VE

BUGDAYDA BAZI FUSARIUM TOKSINLERI UZERINE ETKIiSi

Sine Yener

0z

Mikotoksinler kufler tarafindan Uretilen, insanlar ve hayvanlar Uzerinde 6nemli toksik
etkileri olan ikincil metabolitlerdir. Gida ve yemlerin mikotoksinlerle kontaminasyonu diinya
genelinde gorllen bir problemdir. Gidalarin mikotoksinlerle kontaminasyonu hasat
oncesinde ve gidalarin depolanmasi sirasinda meydana gelebilmektedir. Bugday, arpa,
misir ve yulaf gibi tahillarin buyuik bir kismi heniiz tarlada iken Fusarium turleri tarafindan
enfekte edilmektedir. Deoksinivalenol (DON) ve zearalenon (ZEA) hububat ve hububat
drdnlerinde sik rastlanan ve ekonomik acidan o6nemli Fusarium toksinlerindendir.
Kontamine olmus tahillarda mikotoksin duzeylerinin kontrolinde ve azaltiimasinda cesitli
fiziksel, kimyasal ve biyolojik dekontaminasyon yontemleri kullaniimaktadir.

Bu calismada ylkama, kabuk soyma ve kurutma islemlerinin dogal olarak kontamine
olmus bugday ve misir drneklerinde DON ve ZEA duzeyleri Uzerine etkisi arastiriimistir.
Uygulamalarda 11624 ppb DON ve 850 ppb ZEA iceren bugday 6rnegi ile 752 ppb ZEA
iceren misir rnegdi kullaniimistir. Kabuk soyma stiresinin (15, 30, 45 ve 60 saniye) bugday
o6rneginde DON ve ZEA dizeylerinin azaltilmasindaki etkisi ve ZEA ile kontamine olmus
misir orneginde alkali ile kabuk soyma isleminin etkinligi incelenmistir. Bugday 6rneginde
60 saniyelik kabuk soyma iglemi ile tane agirhginin %34’G azaltiirken DON ve ZEA
dizeylerinde sirasiyla %90 ve 96 azalma saglanmistir. Sodyum hidroksit ile kabuk soyma
islemi misirda bulunan ZEA’'nin tamamen uzaklastiriimasini saglamistir. Kabuk soyma
islemi uygulanan bugday ve misir érneklerinde toplam besinsel lif, protein ve kil igerikleri
belirlenmigtir. Kabuk soyma suresinin artmasiyla kabuk soyma igslemi uygulanan misir ve
bugday 6rneklerindeki toplam besinsel lif ve protein igeriklerinde azalma gézlenmistir.
Bugdaylarin 1 dakika stireyle basingli su ile yikanmalariyla DON konsantrasyonunda en
az %30 ve ZEA’da ise en az %24 olmak Uzere toksin seviyelerinde azalma saglanmistir.
Su ile yikama sonrasi uygulanan mikrodalga ve Kizilotesi kurutma islemleri ile DON ve
ZEA konsantrasyonlarinda en az %36.5 ve en ¢ok %89.0 oraninda azalma gézlenmisgtir.
Klorlu su ve 1 M sodyum karbonat c¢ozeltileriyle yikama ile bugdayda DON ve ZEA
seviyelerinde sirasiyla %37.2-87.7 ve %31.9-89.1 arasinda azalma saglanmistir. Misir
orneklerinin su ve 1 M sodyum karbonat ¢ozeltileriyle yikanmasi ile ZEA konsantrasyonu
kaydadeg@er Olcude azaltiimistir. Kabuk soyma ve yikama islemlerinin kontamine olmus
tahillarda mikotoksin seviyelerinin azaltiimasinda kullanilabilecek yararli uygulamalar
oldugu sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Deoksinivalenol, zearalenon, bugday, misir, yikama, kabuk soyma,
kurutma, dekontaminasyon

Danigsman: Prof. Dr. Hamit KOKSEL, Hacettepe Universitesi, Gida Mihendisligi Bélimii



THE EFFECTS OF WASHING, DRYING AND DEHULLING ON SOME
FUSARIUM TOXINS IN CORN AND WHEAT

Sine Yener
ABSTRACT

Mycotoxins are secondary metabolites produced by fungi and have been associated with
important toxic effects to humans and animals. Contamination of foods and feeds with
mycotoxins are a worldwide problem. The contamination of foods with mycotoxins can
occur before harvest and during storage of foods. A wide variety of crops including wheat,
barley, corn and oats are known to be infected by Fusarium species even in the field.
Deoxynivalenol (DON) and zearalenone (ZEA) are prevalent and economically important
Fusarium toxins found in cereals and cereal products. Several physical, chemical and
biological decontamination methods are used to control and reduce mycotoxin levels in
contaminated cereals.

In this study, the effects of washing, dehulling and drying procedures on DON and ZEA
levels of naturally contaminated wheat and corn samples were investigated. Wheat
sample containing 11624 ppb DON and 850 ppb ZEA and corn sample containing 752
ppb ZEA were used for experiments. The effect of pearling time (15, 30, 45 and 60 sec)
for reducing DON and ZEA levels in a wheat grain sample and the efficiency of alkali
dehulling of a corn sample contaminated with ZEA were evaluated. Pearling of wheat
during 60 sec resulted in 34% of grain mass removal, 90% and 96% reduction in DON
and ZEA levels, respectively. Complete removal of ZEA in corn was obtained by alkaline
dehulling with sodium hydroxide. Total dietary fiber (TDF), protein and ash contents were
determined in pearled wheat and dehulled corn. As pearling time increased TDF and
protein contents of dehulled wheat and corn samples decreased. Washing of wheat grains
with pressurized water reduced mycotoxin levels with a minimum of 30% in DON and 24%
in ZEA. Infrared and microwave drying of washed grains caused an increase in reduction
of DON and ZEA concentrations to a minimum 36.5% and a maximum %89.0. Using
chlorinated water and 1 M sodium carbonate solutions for 1 min reduced DON levels by
37.2-87.7% and ZEA levels by 31.9-89.1% in wheat. Washing of corn with water and 1 M
sodium carbonate solution reduced ZEA levels considerably. It can be concluded that the
dehulling and washing seem to be useful procedures for reducing mycotoxin levels in
contaminated grains.

Keywords: Deoxynivalenol, zearalenone, wheat, corn, washing, dehulling, drying,
decontamination

Advisor: Prof. Dr. Hamit KOKSEL, Hacettepe University, Department of Food
Engineering
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1. GIRIS

Mikotoksinler, tarim Grunlerinde tarladan tuketime kadar tum asamalarda, ekolojik
kogullara baglh olarak gelisen bazi kuf turleri tarafindan Uretilen sekonder
metabolitlerdir. Dunyada uretilen tahillarin buyuk bir kisminin mikotoksinlerle
kontamine oldugu bilinmektedir. Tahillarda ve diger gidalarda kuf gelismesi hem
ekonomik acidan Onemli kayiplara yol acmakta hem de mikotoksin riskini
beraberinde getirmektedir. Mikotoksinler insan ve hayvan sagligi Uzerindeki
olumsuz etkileri nedeniyle gida guvenligi kapsaminda en ¢ok calisilan konulardan
birini olusturmaktadir.

Mikotoksinlerin varligi ilk olarak 1960 yilinda Hindi-X hastaligina neden olan
aflatoksinlerin tanimlanmasi ile ortaya konmustur. Bugun ise kufler tarafindan
uretilen 400'den fazla mikotoksin oldugu belirtiimektedir (Kabak et al., 2006).
Mikotoksinler baslica Fusarium, Aspergillus ve Penicillium gibi kufler tarafindan
uretilen bilesiklerdir. Bu kufler tarafindan Uretilen onemli mikotoksinler basinda
aflatoksinler (aflatoksin B4, By, Gi, Gz, My, M), fumonisinler, deoksinivalenol,
zearalenon, T-2 ve HT-2 toksinleri, okratoksin A ve patulin sayilabilir. Dinyada
iklim ve ¢evre kosullarina bagli olmak Uzere pek ¢ok gidada bir veya birden fazla
mikotoksin bulunmaktadir. Simdiye kadar gidalardaki mikotoksin varliginin
belirlenmesi icin pek ¢ok calisma yurutulmuastur. Bu ¢galismalar sonucunda bugday,
misir, piring, sorgum gibi tahillar, kuruyemigler (6zellikle yer fistigi ve antep fistigi),
cesitli kuru meyveler ve sebzeler, baharat, siyah zeytin ve kahve gibi birgok gidada

mikotoksin varhgi saptanmigtir.

Mikotoksinler ¢ok c¢esitli kimyasal yapilara sahiptir ve birgogu gidalara uygulanan
cesitli iglemler sirasinda stabil kalmaktadir. Mikotoksinlerle kontamine olmus
hammaddelerde mikotoksinler Uzerinde azaltici etkisi oldugu bulunan temizleme,
ogutme, yikama, i1sil islemler, cgesitli kimyasallarla muamele gibi pek gok yontem
bulunmaktadir. Kullanilan yonteme ve mikotoksinin kimyasal yapisina bagl olarak
gidalarda toksin konsantrasyonlarinin azaltilmasi mumkun olmaktadir. Uygulanan
bazi iglemler ile gidalardaki mikotoksinlerin fiziksek olarak uzaklagtiriimasi
mumkin olmakta, bazi islemler sonucunda da mikotoksinlerin yapilarinda
degisiklikler gozlenmekte, kimi islemlerle toksinler pargalanabilmektedir. Bu acgidan
bakildiginda mikotoksinlerin fiziksel olarak uzaklastirilabildigi islemler 6nem
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kazanmaktadir. GuUnumuzde bazi mikotoksinlerin parcalanma Urlnleri ve

toksisitelerinin belirlenmesi konusunda ¢alismalar devam etmektedir.

Bu tez kapsaminda deoksinivalenol (DON) ve zearalenon (ZEA) ile kontamine
olmus bugday ve ZEA iceren misir gibi tahillara uygulanan bazi 6n iglemlerin
etkinlikleri arastirilmistir. Ornekler farkl sirelerde basingl su, klorlu su ve sodyum
karbonat ¢ozeltisi ile yikanarak islemin DON ve ZEA konsantrasyonlari Uzerindeki
etkisi belirlenmistir. Su ile gergeklestirilen yikama iglemi sonrasinda uygulanan
farkli kurutma islemlerinin (kizilotesi ve mikrodalga kurutma) mikotoksinler
uzerindeki azaltici etkileri arastirnlmigtir. Bugday orneklerine uygulanan farkh
surelerdeki kabuk soyma islemi ile kabugu soyulan taneler ve uzaklagtirilan
kepekteki DON ve ZEA miktarlari incelenmigtir. Mikotoksinlerin soyulmus tane ve
kepekteki dagilimlari belirlenmistir. ZEA igeren misirlarda ise NaOH kullanilarak
alkali kabuk soyma islemi gercgeklestiriimis ve islemin ZEA Uzerindeki etkisi
incelenmistir. Mikotoksinler, immunoafinite kolonlarla o6rnek temizleme ve
sonrasinda yuksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi kullanilarak analiz
edilmigtir. Bu metot yaygin olarak kullaniimaktadir ve guvenilirligi yuksektir.
Mikotoksin analizlerinde ayrica bugday ve misirda DON ve ZEA igin validasyon
calismalari da gergeklestiriimis, uygulanan metodun test edilen toksinler ve
matriks igin gecerliligi belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Gida Guvenligi ve Mikotoksinler

Gida guvenligi (food safety) terimi ilk defa 1992 yilinda dizenlenen Uluslararasi
Beslenme Konferansi ve 1996 yilinda dizenlenen Dunya Gida Zirvesi ile 6n plana
citkmigtir. Gida guvenligi, FAO/WHO Codex Alimentarius Uzmanlar Komisyonu
tarafindan “saglikli ve kusursuz gida Uretimini saglamak amaciyla gidalarin;
uretim, isleme, muhafaza ve dagitimlari sirasinda gerekli kurallara uyulmasi ve
onlemlerin alinmasi” olarak tanimlanmaktadir (Anonymous, 2004). Gida kalitesini
ve guvenligini etkileyen pek c¢ok faktor bulunmaktadir. Dogal toksinler, patojen
mikroorganizmalar, pestisit kalintilari, gida katki maddeleri, gida alerjenleri ve
genetigi degistirilmis organizmalari (GDO) iceren birgok faktor, gida guvenligini
tehdit etmektedir. Dogal toksinler sinifina giren mikotoksinler, bircok yerde
bulunmalari, insan ve hayvan saghgl Uzerindeki olumsuz etkileri nedeniyle

Uzerinde en ¢ok calisilan gruplar arasinda yer almaktadir (WHO, 2002).

Mikotoksinlerin varligi ilk olarak 1960 yilinda hindilerde ve kimes hayvanlarinda
gorulen Hindi-X hastahgi ile ortaya c¢ikmistir. Bu hayvanlarin bilinmeyen bir
hastalik ylzunden oldukleri belirlenmistir. Hastaligin nedenleri arastirildiginda
hayvanlarin yedikleri yemde UV 1sik altinda mavi ve yesil floresan veren toksik
bilesikler saptanmistir. Bu bilesikler, kromatografik yontemlerle aflatoksinler olarak
adlandirlmigtir (Scudamore, 2000). Mikotoksinler arasinda en Onemli grubu
aflatoksinler olusturmaktadir. Saglik agisindan risk olusturan diger mikotoksinler
arasinda Fusarium toksinleri (fumonisinler, deoksinivalenol, zearalenon),

okratoksin A ve patulin gibi toksinler de bulunmaktadir (Kabak et al., 2006).

Mikotoksin s6zcugu Yunanca kuf anlamina gelen “mykos” ve toksin anlamina
gelen “toxicum” kelimelerinden turemistir. Mikotoksinler genelde Aspergillus,
Penicillium ve Fusarium turu kufler tarafindan uUretilen sekonder metabolitlerdir
(Brera et al., 2008). Kufler dogada yaygin olarak bulunduklarindan gidalarda hasat
oncesinde, hasat sirasinda ve hasattan sonra gelisebilirler. Eger ortamda toksin
ureten bir kuf mevcutsa gida uretiminin hemen hemen tUm asamalarinda uygun
nem miktari ve sicaklik gibi kosullarda mikotoksin Uretimi gerceklesir (Lupien et al.,
1999; Scudamore, 2000). Gozle gorulebilir kiuf bulagisi olmadan da gidalarda



mikotoksin varligi saptanabilmektedir. Bu duruma kuf sporlarinin gesitli prosesler
sirasinda uzaklastirimis olmasi veya mikroorganizmanin yasam dongusunin
cesitli etkiler nedeniyle durmus olmasi neden olabilir. Bunun yaninda herhangi bir
gidanin gorsel olarak kufli olmasi o gidada mikotoksin bulundugunun bir
gOstergesi degildir. Ayrica spesifik bir mikotoksin, tek bir kuf turu tarafindan
uretilebilirken spesifik bir kif tira birden fazla mikotoksin de Uretebilmektedir
(Brera et al., 2008). Gida guvenligi agisindan buyuk éneme sahip mikotoksinler ve
bulunduklari gidalar Cizelge 2.1’de gosterilmektedir.

Cografik kosullarin ve iklim degisikliklerinin mikotoksin Uretimi ve varligi Uzerinde
etkisi bulunmakla birlikte mikotoksin kontaminasyonu dunya c¢apinda gorulmekte
ve gida zincirinde yer alan gidalarin buyudk bir kismi belli bir miktarda mikotoksin
icermektedir (Kuiper-Goodman, 2004).

Kaf kontaminasyonunu oOnlemek igin yapilan c¢esitli g¢alismalar bulunmasina
ragmen toksik kuflerin dogada yaygin olarak bulunmasindan dolayl hububat,
kuruyemigler ve meyveler gibi birgcok Grunde kuf Uremesi gozlenmekte ve bu
urinlerde mikotoksin varligi kimi zaman kaginilmaz olmaktadir (Murphy et al.,
2006).

Mikotoksin Ureten kufler tarla patojenleri ve depo patojenleri olarak
siniflandirilabilmektedir. Tarla patojenleri, tahillari genellikle bliyime evresinde
etkilerler. Enfeksiyon ve Ureme icin yuksek bagil nem ve tanede en az %19 nem
gereklidir. Avrupa’da toksin ureten tarla kufleri Fusarium, Claviceps ve Alternaria
turleridir. Depo patojenleri depolama sirasinda dusuk bagil nemde (>%65) ve
genelde dusuk sicakliklarda (>5°C) geliserek tahillara etki ederler. Aspergillus ve
Penicillium baglca depo kufleridir (Kopke and Thiel, 2007).

Mikotoksinler genis ve ¢ok cesitli gruplardan olusmaktadir. Genel o6zelliklerinin
basinda hepsinin kifler tarafindan Uretilmesi, omurgalilar ve diger organizmalar
uzerinde toksik etkili olmalari gelmektedir. Bununla beraber mikotoksinler
hakkinda genel yargilara varmak olduk¢a zordur. Toksin Uretiminde birgok
metabolik yollar bulunmaktadir ve mikotoksinler olduk¢a genis farmakolojik etkilere
sahiptir. insanlar ve hayvanlar; beslenme sirasinda, solunum yolu ile ve deriyle

temas gibi farkh sekillerde mikotoksinlere maruz kalirlar. Mikotoksinler yagda ve



suda ¢ozunebilir, bagirsaklardan, deriden ve hava yolu ile kolayca absorbe
edilebilirler (Bennet and Rai, 2010).

Cizelge 2.1. Onemli mikotoksinler, bu mikotoksinleri tireten kUf tirleri ve etkilenen

gidalar (Scudamore, 2000)

Mikotoksin

Kuf tara

Etkilenen gida

Aflatoksin B4, B>, G4, G>

A. flavus, A. parasiticus?®
(Sadece B1 ve By'yi Uretir)

Tahillar, kuruyemigler,
incir, kuru meyveler,

baharatlar, misir, piring

Aflatoksin M1,M;

Aflatoksin B ve B>’nin

metabolik Grinddiir.

St ve sut drunleri

Deoksinivalenol, F. graminearum, F. Tahillar
Nivalenol culmorum, F. crookwellense
Zearalenon F. graminearum, F. Tahillar

culmorum, F.crookwellense

Fumonisin B4, B, Bs

F. moniliforme, F.

proliferatum

Misir ve misir drtnleri

T-2 toksin, HT-2 toksin

F. sporotrichiodes, F. poae

Tahillar

Okratoksin A P. verrucosum, A. ochraceus | Tahillar, kahve
cekirdegi, fasulye, bira,
kuruyemigler

Patulin P. expansum Elma suyu, meyveler

Sitrinin P. verrucosum Tahillar

Monilioformin

Fusarium tlirleri

Tahillar

Alternariol,
alternariolmonometileter,

Tenuazonik asit

Alternaria alternata, A. tenuis

Tahillar, meyveler,
domates, yagli

tohumlar

Ergot alkaloidleri

Claviceps purpurea

Tahillar

Sterigmatosistin

A. versicolor, A. nidulans

Tahillar, peynir

Siklopiazonik asit

A. flavus, P. commune

Tahillar, baklagiller,
peynir, kuruyemisler,




Mikotoksinlerin insan ve hayvan sagligi Uzerindeki toksik etkileri mikotoksikozis
olarak adlandinimaktadir. Mikotoksikozisin derecesi; toksine maruz kalma
seviyesi, yas ve beslenme duzeyine bagl olmakla beraber vicuda alinan diger
kimyasallarla olusturulan sinerjik etkilere de baglidir. Mikotoksikozis hem geligmis
hem de gelismekte olan ulkelerde de gorulir. Ancak kuf Uremesini tegvik eden
nem ve sicaklik gibi iklim kosgullari; gevresel, sosyal ve ekonomik etkilerle
birlestiginde mikotoksikozis gorulme sikligi artmaktadir (Peraica et al., 1999).

Mikotoksinlerin  hepatoksik veya karsinojenik  (aflatoksinler),  Ostrojenik
(zearalenon), immunotoksik (patulin, trikotesenler ve fumonisinler), nefrotoksik
(okratoksin A) etkileri olabilmektedir. Mikotoksinlerin neden olduklari riskleri
belirlemek oldukg¢a zordur gunkl mikotoksinler elimine edilmeleri olduk¢a zor dogal
kontaminantlardir. Ayrica bir kuf turd uygun kosullarda birden fazla mikotoksin
uretebilmektedir (Peraica et al., 1999). Mekanizmalari tam olarak agiklanamasa da
bircok mikotoksinin kombine toksik etki gosterdikleri bilinmektedir. Bir gidadaki
birden fazla mikotoksin benzer yapidaysa ve ayni kuf turu tarafindan Uretiliyorsa
veya ayni mikotoksin grubunda ise etki mekanizmalari ve toksisite profillerinin de
benzer olmasi beklenmektedir. Bazi c¢aligmalar sitrinin ve okratoksin A’nin
kombine toksik etki gosterdigini belirtmektedir. Her ne kadar sinirli sayida ¢alisma
bulunsa da trikotesenlerin toksik etkilerinin sinerjik oldugu bildirilmigtir (Speijers
and Speijers, 2004).

2.2. Fusarium Toksinleri ve Ozellikleri

Avrupa’da hasat oncesi gorulen baslica mikotoksin zararlar Fusarium tura kafler
tarafindan olusturulmaktadir. Fusarium kufleri bugdayda basak yanikhgi (Fusarium
head blight) ve misirda kocan curuklugu (ear rot) adi verilen onemli Dbitki
hastaliklarina neden olurlar. Bu hastaliklar bugdayda ve misirda 6nemli Glgide
verim ve kalite kaybina sebep olmaktadirlar. Fusarium zarari gérmug tahillarda
mikotoksin bulunma riski olduk¢a yuksektir (Bottalico and Perrone, 2002; Kabak et
al., 2006).



2.2.1. Deoksinivalenol (Vomitoksin)

Deoksinivalenol (DON) genellikle bugday, arpa, ¢cavdar, yulaf ve misirda bulunur.
Piring, tritikale ve sorgumda gorulme sikligi ise daha azdir. DON, Fusarium
graminearum (Gibberella zeae) and F. culmorum ile iligkilendirilmektedir. Fusarium
basak yanikligi ve DON kontaminasyonu arasinda direkt iliski oldugu belirlenmistir.
Ciceklenme zamaninda gorulen yagis sonrasi nemli bir ortam olugsmasi ve 25°C
civarindaki sicakliklar Fusairum basak yanikhdr riskini arttirmaktadir. Hasat
oncesinde Fusarium bagak yanikliginin gorulmesi gelismekte olan taneleri
etkileyerek burusuk ve buzusmus tane yapisina neden olmakta ve tane agirlig
olduk¢a dusmektedir. 1 mg/kg’a kadar DON kontaminasyonu genellikle tanelerin
yuzeyine yakin yerlerde bulunmakta, daha yuksek konsantrasyonlarda tane
iclerine dogru dagihm gostermektedir (Canady et al., 2001) .

Deoksinivalenol (C15H200s. molekul agirhgr 296.3 g/mol) trikotesen gurubu
mikotoksinler arasindadir ve Olgulebildigi kadariyla dunyadaki tahillarin %75’inden
fazlasini kontamine ettigi bildiriimektedir (SCF, 1999).

Trikotesenler, siklik seskiterpenoid ailesindendir ve karakteristik fonksiyonel
gruplarina gore dort gruba ayrilmiglardir (A, B, C, D). A ve B grubundaki
trikotesenler daha yaygin olarak bulunmaktadir. A grubu trikotesenler arasinda T-2
ve HT-2 toksinleri yer alirken DON, 3-asetil-DON (3-Ac-DON), 15-asetil-DON (15-
Ac-DON), nivalenol (NIV) ve fusarenon-X (FUS-X) B grubu trikotesenler arasinda
yer almaktadir. A grubu trikotesenlerde hidroksil gruplarinin azligi bu gruptaki
toksinlerin daha az polar 6zellikte olmalarina neden olmaktadir. DON (Sekil 2.1),
suda ve etanol (EtOH), metanol (MeOH), etil asetat ve asetonitril gibi (ACN) polar
cOzulerde ¢ozunebilmektedir (Krska et al., 2007).

H

\OH

‘\\\\

/
O
H

Sekil 2.1. Deoksinivalenolln kimyasal yapisi (Sobrova et al., 2010)



DON; hematoksik, norotoksik ve bagigiklik sistemini baskilayici Ozelliktedir.
Trikotesenlerlerin oral yoldan alinmasiyla hayvanlarda deride kizariklik, istahsizlik,
kusma, ishal, noral bozukluk ve dugsuk gibi semptomlar gérulmektedir. Molekuler
yapisindaki 3-OH grubunun DON’un bagisiklik sistemini baskilayici ozellik
gOstermesinde etkili oldugu bildiriimektedir. DON, DNA ve RNA sentezini inhibe
ederek ribozomal dizeyde protein sentezini engellemektedir. De-epoksidasyon ve
glukuronidasyon ile daha az toksik Ozellikteki metabolitlerine
donusturulebilmektedir (SCF, 1999; Canady et al., 2001; Richard, 2007). Avrupa
Komisyonu tarafindan belirlenen, bazi gidalarda bulunmasina izin verilen

maksimum DON miktarlari Cizelge 2.2’ te verilmistir.

Cizelge 2.2. Gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum deoksinivalenol
miktarlari (EC, 2007; TGK, 2009/22)

Gida maddesi'” Maksimum limit
(g DON/kg)
islem gérmemis tahillar (durum bugdayi, yulaf ve misir harig) 1250
islenmemis durum bugdayi ve yulaf 1750
islenmemis musir (islak égiitilecekler harig)® 1750

Dogrudan tiiketime sunulan tahillar, dogrudan insan tiketimine -z
sunulan tahil unlari, kepek (son urun olarak) ve ruseym (germ)

Makarna® 750

Ekmek (firncihk Urdnleri dahil), pastacilik artnleri, bisktvi, tahil 500
cerezleri, kahvaltilik tahil Granleri

Bebek ve kiiglik cocuk ek gidalan‘ 500

M Piring ve piring Urlnleri tahil ve tahil Griinleri kapsaminda degerlendiriimemelidir.

@ istisnalar sadece kullanim amaci belirtilen misirlar igin kullanilir. Ornegin; etiketinde veya herhangi bir
belgesinde, “nigasta Uretimi icin” gibi kullanim amaci belirtilenler vb.

® “TGK — Makarna Tebligi’nde tanimlanan uriinleri kapsar.

@ “TGK — Bebek ve Kuiglik Cocuk Ek Gidalarn Tebligi’nde tanimlanan gidalari kapsar. Maksimum miktar kuru
madde Uzerinden gecerlidir.

2.2.2. Zearalenon

Zearalenon (ZEA); (C1gH220s; molekdl agirhgr 318.36), steroid yapida dedgildir ve

F. culmorum, F.equiseti, F. graminearum ve F. moniliforme gibi birgok Fusarium
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turd kuf tarafindan dretiimektedir (Alldrick, 2004). Zearalenon, simdiye kadar
tanimlanan mikotoksinler arasinda Ostrojenik aktiviteye sahip tek mikotoksindir
(Krska and Josephs, 2001).

CH,

OH

a-Zearalenol B-Zearalenol

¢

OH O CH,

OH

=
pg-Zearalanol H
(Taleranol)

Sekil 2.2. Zearalenon, kimyasal yapisi ve bazi metabolitleri (SCF, 2000)



Zearalenon oral yolla alindiktan kisa bir slre sonra absorbe edilir. Karaciger
tarafindan iki izomerine (a ve [) donusturuldukten sonra ince bagirsakta
glukuronid konjugatlari olusturulur. Bu mikotoksin ve metabolitleri Ostrojen
antagonistleri gibi davranarak Ostrojen reseptorlerine baglanirlar. Reseptorlere
baglanma yetenekleri a-zearalanol > a-zearalenol > (3-zearalanol > zearalenone >
B-zearalenol seklinde verilmektedir. Ostrojen reseptorlerine  baglanarak
dogurganligi azaltmakta, embriyoda emilimi arttirmakta ve yavru buyuklugunu
azaltmaktadir (Alldrick, 2004). a-zearalanolun, zearalenondan 3 kat daha fazla
ostrojenik aktiviteye sahip oldugu ve hayvan yemlerine katilarak hayvanlarda
uremeyi arttirmak amacli kullanildig bildirilmektedir (Murphy et al., 2006).

Zearalenonun akut toksisitesi oldukga dusuktur ve LDsg degeri JECFA tarafindan
4000-20 000 mg/kg vucut agirhgi olarak verilmektedir (Alldrick, 2004). Ancak bu
oranin hububat depolama sistemlerinin kontrolinun yeteri kadar iyi yapiimadigi
ulkelerde daha fazla oldugu tahmin edilmektedir (Murphy et al., 2006).

Zearalenon ve metabolitleri, misir basta olmak tzere; arpa, ¢avdar, bugday, piring
ve sorgum gibi tahillarda bulunmaktadir. En yuksek zearalenon
konsantrasyonlarina misir ve misir drunlerinde rastlanmaktadir (Alldrick, 2004).
Taneler Uzerinde kuf Uremesinin gozlenmesi toksin Uretiminin isareti olarak
gorulmemelidir gunku Fusarium ile enfekte olmus taneler ¢cok yuksek mikotoksin

konsantrasyonlarinda kufli gorinuge sahip degildir (Murphy et al., 2006).

Toksin Uretimi genel olarak 3 agsamada gerceklesmektedir: bitkinin kuf ile enfekte
olmasi, kufun gelismesi ve toksin uUretmesi. Enfeksiyonun temel mekanizmasi
kufun bugday ve arpada tozlagsma doneminde, misirda ise puskullerin olustugu
donemde goérulen yagis veya ruzgar yardimi ile topraktan bitkiye tasinmasidir.
Gelismekte olan misirdaki fiziksel zarar mikotoksin riskini arttirmaktadir.
Deoksinivalenol Uretimi tane gelisiminin ilk evrelerinde gorulirken zearalenon
uretimi ise tane gelisiminin ileriki asamalarinda da gozlenebilmektedir. Fusarium
turleri tarla patojenleri olarak bilinmesine ragmen hasat sonrasinda depolama
sirasinda zearalenon uretiminin gergeklestigi bildiren ¢caligmalar da bulunmaktadir
(Eriksen et al., 2000; Alldrick, 2004; Richard, 2007)
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ZEA genellikle deoksinivalenol ureten kuf tarleri tarafindan Gretilir ve
deoksinivalenol ile birlikte bulunabilir. ZEA Ureten kufler, enfekte olmus tahillarda
ZEA Uuretimiyle es zamanh olarak pembe renkli bir pigment Uretmekte ve tanede
pembe renkli bolgelerin gorulmesi ZEA varhgi ile iligkilendiriimektedir (Richard,
2007).

Avrupa Komisyonu tarafindan belirlenen, bazi gidalarda bulunmasina izin verilen

maksimum zearalenon miktarlari Cizelge 2.3’ te verilmigtir.

Cizelge 2.3. Gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum zearalenon miktarlari
(EC, 2007; TGK, 2009/22)

(1 Maksimum limit
Gida maddesi'”

(ug ZEA/kg)
islem gérmemis tahillar (misir harig) 100
islenmemis misir (yas 6giitilecekler harig)® 350
Dogrudan tuketime sunulan tahillar, dogrudan insan tuketimine
sunulan tahil unlari, kepek (son urun olarak) ve ruseym =
Rafine misir yagi 400

Ekmek (firincilik Grtnleri dahil), pastacilik Grinleri, biskavi, tahil
cerezleri, kahvaltihk tahillar (misir cerezleri ve misir bazli 50
kahvaltihk tahillar harig)

Dogrudan insan tuketimine sunulan misir, misir gerezleri ve 100
misir bazl kahvaltilik tahillar

Bebek ve kuglk ¢ocuk ek gidalari 20

M Piring ve piring urlnleri tahil ve tahil Griinleri kapsaminda degerlendiriimemelidir.

@ jstisnalar sadece kullanim amaci belirtilen misirlar igin kullanihr. Ornegin; etiketinde veya herhangi bir
belgesinde, “nigasta Uretimi icin” gibi kullanim amaci belirtilenler vb.

2.3. Mikotoksin Kontaminasyonunu Azaltmada Kullanilan Yontemler

Bu bolumde mikotoksin kontaminasyonunu azaltiimasinda kullanilan yontemler,
hasat 6ncesinde ve hasat sonrasinda uygulananlar olmak Uzere iki baghk altinda
incelenecektir. Tahillarda hasat Oncesinde mikotoksin kontaminasyonun

onlenmesinde kuflerin mikotoksin Uretmesini tegvik eden kosullarin elimine
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edilmesi ve tarlada tarimsal Uretimin iyilestiriimesi gibi uygulamalar anlatilacaktir.
Hasat sonrasi uygulamalar kapsaminda ise temizleme, yikama, isil iglemler,
o0gutme, Isinlama, adsorbsiyon ve kimyasallarin kullanimi gibi iglemler ile
mikotoksinlerin biyolojik yontemlerle dekontaminasyonu anlatilacaktir. Gidalarin
islenmesinde kullanilan pisirme, ekstrizyon ve fermentasyon gibi Uretim
asamalarinin mikotoksinler Uzerindeki etkilerinden bahsedilecektir. Mikotoksin
kontaminasyonu azaltmada kullanilan uygulamalar aciklanirken mikotoksinlerin
azaltilmasinda etkili olan yontemlerin bilimsel agidan mikotoksinler Uzerinde
azalma saglayip saglamadiklar tartigilacaktir. Gida guvenligi agisindan insan
veya hayvan beslenmesinde kullanilmaya uygun olmayan hammaddelerin
kullanilabilir hale getirilmesi olanaklari Onerilmeyecek, uygulanan yodntemlerin

etkinlikleri kargilagtirilacaktir.

2.3.1. Hasat oncesi uygulanan islemlerle mikotoksin kontaminasyonunun

azaltilmasi

Tahillarda hasat 6ncesinde Fusarium zararinin dnlenmesinde Fusarium turlerine
direngli gesitlerin  yetistirilmesi yoluna gidilebilir. Uriin rotasyonu, topragin
islenmesi, sulama ve gubreleme islemlerinin kontrolli olarak yapilmasi Fusarium
zararinl azaltma amaciyla uygulanan yontemlerdendir. Bu islemler arasinda urin
rotasyonu onemli bir uygulamadir. Fusarium ile enfekte olmus misirdan sonra
bugday ekilmesi mikotoksin riskini arttirken enfekte olmus bugdaylardan sonra

baklagil gibi drtnlerin ekilmesi ile risk azaltilabilmektedir (FSA, 2007).

Hasatin, yagigh bir donemde yapilmasi, Urunun tam olgunlagsmadan hasat
edilmesi ve Fusarium turleriyle enfekte oldugu bilinen basaklarin ge¢ hasat
edilmesiyle mikotoksin olusumunun arttigi bilinmektedir. Tarlada Fusarium
enfeksiyonunu Onlemenin bir diger yolu fungusit da kullanimidir. Fungusit
kullaniminda dnemli bir nokta belli bir mikotoksini Ureten bir kuf turnun kullanilan
fungusite karsi direngli olmasidir. Bu durumda onunla rekabet edecek diger kufler
ortamdan elimine edilerek mikotoksin uretiminde artis gozlenebilmektedir (FSA,
2007).
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2.3.2. Hasat sonrasi uygulanan iglemlerle mikotoksin kontaminasyonunun

azaltilmasi

2.3.2.1. Temizleme ve ayiklama

Temizleme ve ayiklama islemleri ile tahillarla karigik halde bulunan toz, toprak ve
saman gibi kirlerle beraber rengi degismis, kuflu, kirik ve kiguk boyuttaki tanelerin
ayrilmasi saglanmaktadir. Temizleme ile kuflu tanelerin ayrilmasi depolama
asamasinda udrun stabilitesini arttirmakta ve mikotoksin riskini azaltmaktadir
(Kabak et al., 2006; Bullerman and Bianchini, 2007). Temizleme iglemi elle,
mekanik olarak veya elektronik yodntemlerle gergeklestirilebilmektedir. Misir,
pamuk tohumu, kuru incir ve yerfistigi gibi Urunlerde floresan ayirma kullanilarak
aflatoksin iceren tanelerin ayrilmasi mumkun olmaktadir. Elektronik ayiricilar
(sorter) ile endustriyel duzeyde kontamine olmus tanelerin ayriimasi
gerceklestirilebilmektedir. Yuzdirme ve yogunluk farkina (density segregation)
gore yapilan ayirma iglemleri ile de mikotoksinle kontamine olmus taneler
ayrilabilmektedir. Kontamine olmus taneler saglikli olanlara gére daha hafif
olduklarindan sivi yuzeyinde kalmakta ve ayrilmalari kolay olmaktadir. Aflatoksin
iceren misirlarda bu iglem basari ile uygulanmaktadir. Su ve doygun tuz ¢ozeltileri
kullanilarak tahillardaki DON, ZEA ve aflatoksin duzeyleri onemli Olgude
azaltilabilmektedir (Bata and Lasztity, 1999; Kabak et al., 2006). Yuksek hizli ¢ift
dalga boylu ayiricilarin kullanimiyla kontamine olmus misirlarda aflatoksin ve
fumonisin miktarlarinin  6nemli 0Glgude azaltildigr c¢alismalar bulunmaktadir
(Pearson et al., 2004).

2.3.2.2. Yikama

Yikama iglemi birgcok gidanin udretim asamalarinda kullanilan 6nemli 6n
islemlerdendir. Yikama ile beraber hem hammaddedeki kir ve toz uzaklastiriimakta
hem de istenmeyen Ozellikteki bazi bilesenlerin ayrilmalari saglanabilmektedir.
Kiflerle kontamine olmus tahillarin su ile yikanmalari mikotoksin duzeylerinde
onemli Olgude azalma saglamaktadir (Juany, 2007). Boyle uygulamalar hem

gidalarda hem de yemlerde etkili olmakla beraber yas o6gutmede veya etanol
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uretiminde kullanilmayacak olan tahillarda kurutma giderlerini arttirmaktadir
(Fandohan et al., 2005).

Fusarium toksinleri ile kontamine olmug tahillarin su veya sodyum karbonat
cOzeltileri ile yikanmalarinin mikotoksin kontaminasyonunu azalttigi c¢aligmalar
bulunmaktadir (Abramson et al., 2005). DON ve ZEA ile kontamine olmus arpa,
misir ve bugdayda su ve sodyum karbonat ¢ozeltisi ile yapilan yikamanin toksin
duzeylerine etkisi incelendiginde su ile yapilan yikamada DON ve ZEA
duzeylerinde sirasiyla %65-69 ve %2-61 oraninda azalma saglanmistir. 1 M
sodyum karbonat ¢oOzeltisi ile yikamanin DON ve ZEA duzeylerinde %72-74 ve
%80-87 azalma sagladigi gorulmustir. Su ve sodyum karbonatla yikama
igslemlerinin arka arkaya yapilmasi ile toksin miktarlarinda %100’e varan azalma

saglanmistir (Trenholm et al., 1992).

2.3.2.3. Kabuk soyma

Mikotoksinler tahillarda daha ¢ok kepek ve/veya kavuz ve rugseym gibi bolgelerde
lokalize olmaktadirlar (Abbas et al., 1985). Mikotoksinlerin basta kepek ve karin
cizgisi olmak Uzere tanede en dig katmanlarda oldugunu gosteren calismalar
bulunmaktadir. Fusarium graminearum’un arpa ve bugdayda daha cok sakal
kisminda bulundugu, enfeksiyon suresinin artmasiyla kufun perikarp ve testaya
dogru ilerledigi bildirilmigtir (Skadsen and Hohn, 2004). Kuf enfeksiyonun ¢ok ileri
asamalarinda hidrolitik enzimlerin senteziyle endosperme dogru ilerleyen kuflerin,
tanede ciddi hasarlar meydana getirdigi ve bu bolgelerde mikotoksin bulunma
riskini arttirdigr  belirlenmigtir (Jacowiak et al., 2005). Tanelerdeki toksin
konsantrasyonunun artmasiyla tanenin i¢ kisimlarindaki mikotoksin miktarinin disg

kisimlara oranla arttigi belirtiimistir (Young et al., 1984).

Mikotoksinlerin tahillarda tanede bulundugu kisimlar g6z Onune alindiginda
tanelerin dis katmanlarinin ayrildigi kabuk soyma islemi, mikotoksinle kontamine
olmus tahillarda kontaminasyonun azaltiimasinda kullanilabilecek etkili bir yontem
olarak gorulmektedir. Bu yontemle beraber tahillarda yeni toksinler
olusturulmadan, tanenin besleyici 6gelerinde dnemli bir degisiklik olmadan mevcut
teknolojiler  kullanilarak  mikotoksinlerin  uzaklastirlmalari  saglanmaktadir.
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Kontaminasyonun ¢ok yuksek oldugu tahillarda kabuk soyma islemi tanede 6nemili
Olcude agirhk kaybi gerceklesmekte ancak mikotoksin kontaminasyonunu 6nemli
Olgude azaltilabilmektedir (Trenholm et al., 1991). ZEA ve DON ile kontamine
olmus bugday, misir ve gavdar orneklerinde eleme ve kabuk soyma islemlerinin
etkisinin arastirildigi bir calismada, iri olarak 6gutulen ve elenen 6rneklerde %67-
83 oraninda daha az mikotoksine rastlanmistir. Kabuk soyma isleminin orta
duzeyde kontamine olmus tahillarda ve tane yuzeyine yakin olan mikotoksinlerin
uzaklastiriimasinda daha etkili oldugu belirlenmistir (Trenholm et al., 1991). Durum
bugdayinda %10 oraninda kabuk soyma vyapildiginda DON miktarinda %45
oraninda azalma saglanmistir. Ogitme islemi ile karsilastirildiginda kabuk soyma
isleminin daha etkili oldugu bildiriimektedir (Rios et al., 2009).

Kavuzlu ve kavuzsuz arpa cesitlerinin yapay olarak Fusarium graminearum ile
enfekte edildigi bir calismada, mikotoksinlerin kavuzlu arpa cesitlerinde kavuz
kisminda birikmeye daha elverigli oldugu ve mikotoksinlerin dnemli bir kisminin
kavuzda toplandigi belirlenmigtir (Legzdinaa and Buerstmayr, 2004).DON ile
kontamine olmus arpalara uygulanan labotuvar oOlgekli kabuk soyma islemi ile
tanelerdeki DON seviyesinin %80-100 oraninda azaltildigi bildirilmigtir. Ancak
kabuk soyma suresi arttikga tane agirlhiginin oldukga azaldigi ve besleyici 6gelerin
kaybinda artis meydana geldigi gozlenmistir (House et al., 2003).

2.3.2.4. Ogiitme

Ogutme iglemi ile tahillar gesitli fraksiyonlara ayrilmakta ve kontamine olmusg
tahillarda mikotoksin seviyeleri azaltilabilmektedir. Ticari olarak yapilan bir kuru
o0gutmede fumonisinlerin irmik, un, ruseym ve kepekte bulundugu belirlenmigtir.
DON ile kontamine olmus bugdaylarda kifun endosperme nufuz etme yetenegine
bagli olarak degistigi, kontaminasyonun yuzeyde meydana geldigi tanelerden elde
edilen unlarda daha dusuk duzeyde mikotoksin bulundugu bildirilmigtir. P.
verrucosum ile enfekte edilen sert ve yumusak bugdaylarda 6gutme sonrasi OTA
miktarlarinda sirasiyla %66 ve %40 oraninda azalma gozlenmistir (Canady et al.,
2001; EMAN, 2011).
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Zearalenon ve aflatoksin iceren misirlarin 6gutilmesi sirasinda toksinlerin 6gutme
fraksiyonlarina dagiliminin incelendigi bir ¢alismada kontamine misir ornekleri
endustriyel bir igletmede ogutulmuastur. Ruseym, kepek, farkli irilikteki misir
irmikleri, un ve hayvan yemi igin kullanilan unda mikotoksin analizleri yapilmisgtir.
Kepek ve ruseymdeki aflatoksin ve zearalenon miktarlari taneye gore daha fazla

bulunmustur (Brera et al., 2006).

Misirin kuru ogutme oOncesi temizlenmesinin ZEA miktarinda %3-10 arasinda
azalma sagladigi bildirilmigtir. Ogutme fraksiyonlarinin tamaminin ZEA ile
kontamine oldugu, toksinin en ¢ok yag orani yuksek fraksiyonlarda ve kepekte
bulundugu belirlenmistir. irmik, un ve disik yag icerikli fraksiyonlardan olusan
urtnlerin ise tanedeki ZEA miktarinin %20’sini icerdigi saptanmistir (Bennet et al.,
1976). Misirin kuru o6gutulmesiyle unda ve irmikte %80-90 oraninda Fusarium
toksinlerinde azalma gozlenirken kepekte ve embriyoda daha yuksek oranlarda

mikotoksin bulunmustur (Magan and Aldred, 2007).

Dogal olarak kontamine olmus farkli ZEA igeriklerine sahip misir érneklerinin yas
ogutulmesiyle elde edilen nisastada ZEA'ya rastlanmamigtir. Diger butun 6gutme
fraksiyonlarda ise ZEA varlhigi tespit edilmistir. Toksin miktarinin en ¢ok gluten
basta olmak Uzere; sirasiyla ¢ozunur fraksiyonlar, kepek ve ruseymde oldugu
belirlenmistir. Kontaminasyon derecesi yuksek olan misir drneklerinde rugseym ve

nisasta verimlerinin daha dusuk oldugu bildirilmigtir (Bennet et al., 1978).

2.3.2.5. Isil igslemler

Zearalenon, lakton halkasina sahip olmasina karsin 1siya karsi oldukga
dayanikhdir. Simdiye kadar zearalenonun fiziksel, kimyasal ve biyolojik
yontemlerle azaltilmasina yonelik birgok ¢alisma yapilmistir. Yapilan ¢alismalarin
bir kismi model sistemlerde gerceklestirilirken bir kismi ise dogal kontamine

orneklerle surdurtlmustar.

Farkli pH’ya sahip tampon ¢ozeltilerde farkh sicakliklarda (100, 125, 150, 175, 200
ve 225°C) 1sil islem uygulanmasinin zearalenon uzerindeki etkisinin arastirildigi bir
calismada zearalenon miktarinin sicakhgin artmasi ile azaldigi belirlenmigtir.

Yuksek sicakliklarda gergeklestirilen uzun suareli islemlerin ZEA'nin azaltilmasinda
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daha etkili oldugu bulunmustur. Zearalenonun en ¢ok pH 7’de stabil oldugu bunu
sirasl ile pH 4 ve 10°un izledigi belirlenmistir (Ryu et al., 2003).

Ekstrizyon isleminin mikotoksinler Gzerindeki etkisinin arastinldigi pek c¢ok
calisma mevcuttur. Ekstrizyon pigirme ile sicaklik 100-200°C’ ye g¢ikabilmekte ve
istenen son urinun Ozelliklerine gére nem orani %13-30 arasinda olmaktadir.
Yuksek sicaklik-basing ve gergeklesen kimyasal reaksiyonlarin etkisiyle
mikotoksinler pargalanmakta veya ortamda bulunan diger bilesenlerle
interaksiyona girmektedir. Ekstruzyon isleminin Fusarium toksinleri Uzerindeki
etkisinin arastinldigi bir calismada yuksek nem igerigi ve sicakhgin zearalenon
konsantrasyonunun azaltilmasinda daha etkili oldugu belirlenmistir (Scudamore et
al., 2008).

Trikotesenlerin 120°C’de stabil; 180°C’de yari-stabil oldugu ve 210°C’de 30-40
dakikalik bir isil iglem ile parcalanabildikleri bildirilmigtir. Bagka bir ¢alismada ise
misirda bulunun DON'un alkali ortamda (tortilla Uretiminde) %72-82 oraninda
azaldigi belirtilmistir (Canady et al., 2001). Ekmek pigirme iglemi sirasinda DON’un
yaklagik %50 oraninda azaldigi bildiriimistir (Neira et al., 1997). DON ile
kontamine olmus eriste ve spagetti gibi Urlnlerin pisiriimesi ile dnemli miktarda
mikotoksinin pisirme suyuna gectigi belirlenmigtir (Scott, 1984). Bir baska
calismada DON’un makarnanin pisirilmesi sirasinda yaklasik %50 oraninda
pisirme suyuna gegtigi bildirilmigtir (Larsen et al., 2004). Diger taraftan, %50’ye
yakin deoksinivalenolin hamur fermantasyonu suresince varligini surduardugu,
ZEA'nin ise ekmekte %60 ve eriste benzeri Urunlerde %50 oraninda bulundugu
bildirilmigtir.

Durum bugdayinin igslenmesi sirasinda deoksinivalenol azalmasinin incelendigi bir
calismada dogal olarak kontamine olmus ve/veya Fusarium inokule edilmis 9
ornek ile calisiimistir. Temizlenmemis bugdaydan spagettinin pigiriimesine kadar
tum basamaklardaki mikotoksin azalmasi incelenmistir. Deoksinivalenolin 6gutme
fraksiyonlarina cesitli oranlarda dagildigi ve temizleme islemi, irmik uretimi,
spagetti uretimi ve pisirme iglemi ile sirasiyla %77, %37, %33 ve %20 oraninda
azalma gerceklestigi gorulmastir (Visconti et al., 2004).
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2.3.2.6. Isinlama (radyasyon)

Isinlama uygulamasi iyonize ve iyonize olmayan isinlama olarak kategorize
edilebilir. X-1ginlari ve gama (y)-1sinlari iyonize; UV isinlari, mikrodalga, kizil 6tesi
Isinlar ve radyo dalgalari iyonize olmayan isinlardir. 1980 yilinda FAO/IAEA/WHO
Uzmanlar Komitesi'nin (JECFI) gidalarin 1ginlanmasi konusunda yayimladigi
rapora gore 10 kGy'lik bir doza kadar yapilan 1ginlamanin insan saghgi agisindan
toksik etkisinin olmadigi, mikrobiyolojik sorunlara ve beslenme problemlerine yol
acmadigi bildirilmigtir. Isinlama iglemi gidalarin depolanmasi sirasinda mikotoksin
biyosentezini inhibe etme amagh kullaniimaktadir. Gama (y) isinlarinin  kaf
gelisimini ve mikotoksin olusumunu engelledigi c¢alismalar mevcuttur. Ancak
Isinlama isleminin etkinligi kuf turine ve uygulanan doza bagl olmakla birlikte
nemden ve depolama kosgullarindan oldukga etkilenmektedir (Kabak et al., 2006).

Ultraviyole (UV) 1ginlama yonteminin gida olarak tuketilecek veya hayvan yemi
uretiminde kullanilacak tarimsal drunlerin sterilizasyonunda basari ile uygulandigi
bilinmektedir. Bu ydntemin mikotoksinlerin elimine edilmesinde umut verici bir
yontem oldugu dusunudlmektedir. Bu amagla yapilan bir galismada, DON ve ZEA
iceren yemlerde dusuk ve yuksek dozda UV-isinlama igleminin mikotoksinler
Uzerine etkisi arastinlmigtir. Isinlama suresine bagh olmakla beraber UV-
Isinlamanin mikotoksinler Uzerinde azaltici etkisinin oldugu, 1 saatlik bir iglem
sonrasinda mikotoksinlerin dedekte edilemeyecek seviyeye indirildigi gosterilmigtir
(Murata et al., 2008).

2.3.2.7. Kimyasal yontemler

Farkli kimyasallarin mikotoksin detoksifikasyonu uzerindeki etkilerinin arastirildigi
¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Bu amagla ozonlama, alkali uygulamasi,
okside edici ajanlar, klorlama ajanlari ve indirgeme ajanlarinin kullanildigi
bildirilmektedir. Detoksifikasyonun basarisi; gidanin nem igerigi, uygulanan
prosesteki sicaklik, basin¢ ve uygulama zamani ile gidanin mikotoksin duzeyi gibi
faktorlerden etkilenmektedir (Shapira, 2004). Bazi Ulkelerde amonyak, sodyum ve
kalsiyum hidroksit  gibi bazik  ozellikteki kimyasallarin aflatoksin
detoksifikasyonunda kullanildigi ve unlarin agartiimasinda kullanilan klorun DON
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konsantrasyonlarinda %10 oraninda azalma saglandigi belirlenmigtir (Bata and
Lasztity, 1999).

Fusarium  toksinleriyle  kontamine olmug tahillarin  kimyasal olarak
dekontaminasyonunda DON igin sodyum bisulfit, klor gazi, nemli ozon ve
amonyak; ZEA igin ise kalsiyum hidroksit ve formaldehit kullanildidi ¢alismalar
bulunmaktadir. Dekontaminasyonda kullanilacak kimyasal yodntem, gidalarda
toksik kalintilar birakmayacak, gidanin besinsel 6gelerinde kayip veya teknolojik
ozelliklerinde degisiklik meydana getirmeyecek Ozellikte olmalidir (Shapira, 2004).

Ozonlama isleminin aflatoksin, patulin, siklopiazonik asit, okratoksin A ve ZEA gibi
mikotoksinlerin detoksifikasyonunda ve degredasyonunda etkili oldugunu gosteren
galismalar bulunmaktadir. islemin etkinligi ozon konsatrasyonu, uygulama siiresi,
ornek sicakhigi, uygulanan tahilin pH ve nem igerigi gibi faktorlere bagh olarak
degismektedir (Tiwari et al., 2010). DON ile kontamine olmus misirlara uygulanan
1 saatlik nemli ozonlama ile toksin duzeyinin %90’lara kadar azaldigi bildirilmistir.
Ozonun mikotoksinler Uzerinde kimyasal modifikasyonlara neden olarak biyolojik
aktivitelerini azalttigi bildiriimektedir. Bazi c¢aligmalarda ozon uygulanmasi ile
olusan vyeni UrUnlerin toksisitelerinin azaldigi belirtiimigtir. Model ortamda
gerceklestirilen calismalarda da ozonun mikotoksinler Gzerinde etkili oldugu
bildiriimektedir (Young et al., 2006)

2.3.2.8. Biyolojik yontemler

Mikotoksinlerin biyolojik yontemlerle detoksifikasyonu mikotoksin
kontaminasyonunu azaltmada kullanilan yontemlerdendir. Biyolojik
detoksifikasyonda herhangi bir mikroorganizma, hicre veya enzim sistemi
kullanilarak toksinin biyotransformasyonu veya hayvanlar tarafindan tuketildiginde
toksik olmayan metabolitlerine pargalanmasi veya daha az toksik etkiye sahip
metabolitlerin olugsmasi saglanmaktadir (Sweeney and Dobson, 1998).

Saccharomyces cerevisiae ve laktik asit bakterileri birgok gidanin Uretiminde
kullaniimaktadir. Fermentasyon sirasinda mikotoksinler mayalarin ve bakterilerin
hdcre duvarindaki [(-glukan ve glukomannanlara baglanmaktadir. Olusan

kompleks sindirim sisteminde ayrismamakta ve mikotoksin detoksifikasyonu
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ortamdaki maya sayisinin artmasiyla artmaktadir (Shetty and Jespersen, 2006).
Yapilan bir calismada Saccharomyces cerevisiae turlerinin aflatoksin B4 baglama
kapasiteleri arastirlmig ve ture bagli olmakla birlikte %10-40 oraninda toksin
baglanmasi gézlenmistir (Shetty et al., 2007). In vitro kosullarda 37-39°C arasinda
zearalenonun %50 oraninda S. cerevisiae hucre duvarina baglandig bildirilmistir
(Yiannikouris et al., 2006).

Deoksinivalenoliun mikrobiyel transformasyonlarla daha az toksik Ozellikteki de-
epoksi metabolitlerine donusturuldugu belirtiimistir. Dogal olarak DON ile
kontamine olmus arpa ve bugday malti kullanillarak bira Gretimi
gerceklestirildiginde mayseleme asamasinda enzimatik aktivite etkisiyle DON
konsantrasyonunda bir miktar artis gozlenmigtir. Siranin 90 dakika kaynatiimasinin
DON udzerine yikict bir etkisinin olmadigi gozlenmistir. Biradaki mikotoksin
konsatrasyonunun kullanilan malttaki toksin konsantrasyonuna c¢ok yakin bir

degerde oldugu bildirilmigtir (Canady et al., 2001).

2.3.2.9. Adsorbanlarin kullanimi

Mikotoksinlerin kontaminasyonun azaltiimasinda kullanilan yontemlerden birisi de
adsorbanlarin kullanimidir. Bazi adsorban 0zellikteki maddeler mikotoksinleri
baglayarak bulundugu ortamdan uzaklagtirmaktadir. Genellikle meyve suyu ve st
gibi sivi gidalarda mikotoksinlerin uzaklastirimasinda adsorban Ozellikteki
maddelerin kullanimi yaygindir. Bu adsorbanlarin baginda aktif karbon ve bentonit
gibi maddeler bulunmaktadir. Elma suyundan patulin ve sutten aflatoksin M+’in
uzaklastirlmasinda bentonit basari ile kullaniimaktadir (Kabak et al., 2006).
Adsorbanlarin kullanimi ile mikotoksinlerin canl vicudunda tutulmasini saglayan
calismalar mevcuttur. Bu amagla genellikle hayvan yemlerine inert bit katki olarak
adsorban eklenmekte ve hayvanin sindirim siteminde mikotoksin adsorban
tarafindan tutularak vucuttaki emilimi azaltilmaktadir. Aluminasilikat yapidaki
adsorbanlar (zeolit, sepiyolit, diatom topragi, bentonit gibi) degisik Ozellikteki
mikotoksinlerin baglanmasinda kullaniimaktadirlar (Philips et al., 1990).

Adsorbanlarin mikotoksinleri baglamasindaki mekanizma fiziksel olmasina ragmen

kimyasal reaksiyona benzer bir 6zellik de gostermektedir. Adsorbsiyon igin goz
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onunde bulundurulmasi gereken en onemli Ozellik adsorbanin fiziksel yapisidir.
Adsorbandaki toplam yuk, yukin dagilimi, yapidaki porlarin buayukligu ve
ulagilabilir yuzey alani gibi ozellikler onemli yer tutmaktadir. Mikotoksinlerin
polaritesi, ¢ozunurlugu, buyuklik ve sekil oOzellikleri, yuk dagilimlar ve
disasosiyasyon sabitleri de baglanma Uzerinde etkili olmaktadir (Philips et al.,
1990; Huwig et al., 2001; Dakovic et al., 2005).
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

Aragtirmada kullanilmak Uzere biri Macaristan’dan (Cereal Research Non-Profit
Ltd., Szeged) bes adedi ise Turkiye'nin farkli illerinden (Bolu, Hatay ve Ankara)
bugday 6rnegi ve Hatay, Bolu ve izmir illerinden saglanan 9 misir érneginde hizli
test kitleri ile DON ve ZEA miktarlari yaklagik olarak tespit edilmigtir.
Macaristan’dan gelen bugday Ornegi tarlada yetismekte olan bitkilere Fusarium
greminearum Kulturu inokule edilerek Uretilmigtir. Diger misir ve bugday ornekleri
ise dogal ortamda inokulasyon yapilmadan kuf Uremesi gozlenen o6rneklerden
secilmigtir. Mikotoksin analizlerinde kullanilan hizh kitler, immunoafinite kolonlari
ve mikotoksin standart c¢ozeltileri R-Biopharm (Germstadt, Almanya)dan;
asetonitril, fosfat tamponu tabletleri ve diger kimyasal maddeler Sigma Aldrich
(Taufkirchen, Almanya)’den temin edilmigtir.

3.2. Metot
3.2.1. Fiziksel analizler

Ogutilmis  orneklerde rutubet analizleri AACCI Metot No: 44.19'a gore
gerceklestiriimigir. Rutubet igerigi %13’ten yuksek olan tane halindeki orneklerde
rutubet analizleri AACCI Metot 44-18’e gore iki kademeli olarak gergeklestirilmisir.
Orneklerdeki kiil, toplam besinsel lif ve protein analizleri sirasiyla AACCI Metot
No: 08.01, AACCI Metot No: 99143 ve AACCI Metot No: 46-30'a gore
gercgeklestiriimistir (AACCI, 2000).

3.2.2. Mikotoksin analizleri

Yikama, kurutma ve kabuk soyma iglemlerinde her bir uygulama iki tekrarl olarak
yapilmistir. Elde edilen drneklerde mikotoksin analizleri herbir 6rnek igin 2 paralel
halinde gergeklestiriimigtir. Sonuglar geri kazanim degerine gore duzeltme
yapilarak kurumadde Uzerinden verilmigtir. Ornek tarama asamasi sonrasinda
mikotoksin analizlerinde ikili pompa, diyod array dedektor (DAD), floresan
dedektor (FLD) ve otomatik ornekleyiciden olusan HPLC sistemi (Agilent 1100,
Agilent Technologies Waldbronn, Almanya) kullaniimigtir.
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3.2.2.1. Hizh test kitleri ile mikotoksin iceren orneklerin belirlenmesi

Ornek hazirlama asamalarinda kullanilmak (izere farkli bélgelerden toplanan misir
ve bugday oOrneklerinde DON ve ZEA varhdinin belirlenmesinde hizli test
kitlerinden yararlaniimigtir. DON saptanmasi igin yanal akis prensibi ile galisan
RIDA®QUICK DON (R-Biopharm AG, Germstadt) (tespit sinirt 500 ppb) ve ZEA
analizi igin sandvig ELISA prensibi ile calisan RIDASCREEN®FAST Zearalenon
SC (R-Biopharm AG, Germstadt) (tespit siniri 5 ppb) test kitleri kullaniimistir.

3.2.2.2. ZEA analizi

5 g ornek, 25 ml asetonitril (ACN):su (75:25, v/v) ile iki kademeli olarak ekstrakte
edilmistir. ilk asamada 5 g érnek lizerine 15 ml ekstraksiyon c¢ozeltisi eklenerek
2800 rpm’de 2 dakika vorteksle karigtiriimistir. Ardindan 8000 rpm’de 5 dakika
santrifij edilmistir. Santriflj sonrasi supernatant bir tipe alinmigtir. Santrifdj
sonrasi kalan g¢okelti Gzerine 10 ml ekstraksiyon c¢ozeltisi eklenerek vorteks ve
santrifuj asamalari tekrarlanmis ve tum ekstraktlar ayni tupte toplanmistir.
Toplanan ekstrakttan 10 ml alinarak 40 ml fosfat tamponu (PBS) ile seyreltiimigtir.
immunolojik yéntemlerde kullaniimak (izere (retilmis olan fosfat tamponu
tabletlerinin 1 tanesi 200 ml suda ¢ozundurulerek hazirlanmaktadir. Bir tabletin
25 C’de 200 ml suda g¢ozundurulmesi ile 0.0027 M potasyum klorur ve 0.137 M
sodyum klordr iceren 0.01 M fosfat tamponu elde edilmektedir ( pH 7.4).

ZEA analizi igin MacDonald ve ark. (2005a) tarafindan bildirilen yontem modifiye
edilerek  kullanilmigtir.  ZEA  immunoafinite  kolonlari  (EASI-EXRACT®
ZEARALENONE, R-Biopharm AG, Germstadt) Vakum Manifold’a (Supelco
Visiprep™ SPE Vacuum Manifold) yerlestiriimistir. Kolonlar Uzerine 20 ml’lik
rezervuarlar takilmistir. Kolon tamponu 1 damla/s hizda kolondan alinarak
sirasiyla 20 ml 6rnek ve 20 ml PBS gegirilmistir. Kolonlarda kalan su, su trombu ile
olusturulan vakum ile uzaklagtiriimigtir. Toksin, kolondan 2 kez 1 ml ACN:15 mM
amonyum asetat (50:50, v/v) gegcirilerek alinmig ve kolondan ayrilan fraksiyon 4

ml’'lik cam viallerde toplanmistir.

Miktar tayini igin floresan dedektorlt HPLC cihazi kullaniimis ve emisyon dalga
boyu 245 nm, uyarma dalga boyu 450 nm olacak sekilde Olgim yapiimigtir.
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Kromatografik ayrim C18 (250 mm x 4 mm x 5 pm) ters faz HPLC kolonunda
(Lichrospher, Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) gergeklestirilmistir. Mobil faz
olarak 1.0 ml/dk akis hizinda ACN:15 mM amonyum asetat (43:57, v/v)
kullaniimigtir. Enjeksiyon 100 uyl hacimde gergeklestiriimis ve her bir ekstraksiyon
icin 2 enjeksiyon yapilmigtir.

3.2.2.3. DON analizi

5 g érnek 50 ml deiyonize su ile 2 kademeli olarak ekstrakte edilmistir. ilk
kademede 5 g ornege 25 ml deiyonize su eklenerek 2800 rpm’de 2 dakika
vorteksle karistirlmigtir ve ardindan 8000 rpm’de 5 dakika santriflj edilmigtir.
Santrifij sonrasi supernatant bir tupe alinmistir. Santriflj sonrasi kalan ¢okelti
Uzerine 25 ml deiyonize su eklenerek vorteksleme ve santrifij asamalar
tekrarlanmigtir. Ekstraktlar bir tupte toplanmis; bulanikh@r gidermek amaciyla 2 ml
ekstrakt, 10000 xg'de 10 dk santriflj edilmistir. Supernatant 1:1 oraninda
deiyonize su ile seyreltilmistir. Seyreltilen ekstrakt DON immunoafinite kolonundan
DONPREP® (R-Biopharm AG, Germstadt) 1 damla/s hizda gegirilmigtir.

DON immunoafinite Kolonu 5 ml saf su ile 1 damla/s hizda yikandiktan sonra
kolonda kalan su, su trompu ile olusturulan vakumla uzaklagtiriimigtir. Daha sonra
DON, kolondan 1 damla/s hizinda 2 kez 750 ul metanol gegirilerek alinmig ve
kolondan ayrilan fraksiyon 4 ml’lik cam viallerde toplanmigtir. Cozucu (metanol)
50°C sicaklikta azot gazi akiminda tamamen buharlastirildiktan sonra kalintt 1000
Ml mobil faz igerisinde ¢ozundurdlmustir (MacDonald et al., 2005b).

Miktar tayini icin UV/DAD dedektorli HPLC cihazi kullaniimig ve 218 nm’de 6lgim
yapilmistir. Kromatografik ayrim C18 (250 mm x 4 mm x 5 pym) ters faz HPLC
kolonunda (Lichrospher, Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) gercgeklestirilmistir.
Mobil faz olarak 1.0 ml/dk akig hizinda su:ACN (90:10, v/v) karigimi kullaniimigtir.
Enjeksiyon 100 pl hacimde gercgeklestiriimis ve her bir ekstaksiyon igin 2
enjeksiyon yapiimigtir.
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3.2.2.4. Validasyon calismalari

Validasyon, kullanilan analitik metodun gegerliligini goOsteren bir tanimdir.
Gegerlilik ise bir cihazin, yontemin veya sistemin basarisinin belirlenen kosullara
uygun oldugunu gostermek igin yapilan islerin tumaduar (Ertas and Kayali, 2005).
Bu tez kapsaminda validasyon calismalari igin dogrusaligin belirlenmesinde
kalibrasyon egrileri olusturularak, geri kazanim (recovery) ve tekrarlanabilirlik
(repeatability) degerleri hesaplanmigtir. Kullanilan analitik cihaz igin tayin sinin
(limit of detection-LOD) ve tespit siniri (limit of quantification-LOQ) belirlenmisgtir.

Kalibrasyon calismalari

Farkli konsantrasyonlardaki DON ve ZEA standart c¢ozeltileri hazirlanarak her
mikotoksin igin ayri ayri kalibrasyon egrileri olugturulmugtur. DON ig¢in 5 ng/ml’den
1000 ng/ml'ye kadar degisen aralikta dokuz farkh konsantrasyonda standart
coOzelti ile cahsilmigtir. ZEA igin 25 ng/ml'den 1000 ng/ml’ye kadar deg@isen aralikta
yedi farkli konsantrasyonda ZEA standart ¢Ozeltisi kullaniimigtir. Kalibrasyon
egrilerinin olusturulmasinda enjeksiyon 100 pl hacimde gergeklestiriimis ve her bir
konsantrasyon degerinde 2 enjeksiyon yapilmistir.

Geri kazanim

Bugday ve misir drneklerinde DON ve ZEA toksinleri i¢in geri kazanim galismalari
yapilmistir. Geri kazanim degerinin belirlenmesi icin DON ve ZEA icermedigi tespit
edilen bugday ve misir érnekleri kullanilmistir. Ogatiimis bugday érnegine 1000
ng/g oraninda DON ve 500 ng/g oraninda ZEA; misir ornegine ise 344 ng/g
oraninda ZEA standart ¢Ozeltisi eklenerek ¢ozuclinin buharlagmasi igin 2 saat
beklenmistir. Bu surenin ardindan her bir mikotoksin ve matris igin 3 tekrarl olarak
ekstraksiyon gercgeklestirilmistir.

% Geri kazanim = @2 x100 (3.1)

a: Eklenen mikotoksin miktari
b: Hesaplanan mikotoksin miktari
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Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik (r); ayni operator, ayni Oornek, ayni alet, ayni laboratuvar gibi
tekrarlanabilir kosullar altinda kisa zaman igersinde elde edilen iki ayri sonug
arasindaki mutlak farkliligi belli bir given araliginda (genellikle %95) ifade eden
terim olarak tanimlanmaktadir (EC, 2006). Bu amagla yikama islemlerinde
kullanilmak Gzere DON ve ZEA igeren bugday orneginde ve ZEA igeren misir
orneginde tekrarlanabilirlik galismalari icin herbir drnekten 5 tekrarli ekstraksiyon
gergeklestirilmistir. Orneklerdeki ortalama toksin konsantrasyonlari, standart
sapma (S;) ve bagil standart sapma (RSD;) degerleri hesaplanmigtir.

- Sr
RSD,=—* 100 (3.2)

Tespit siniri ve tayin siniri

Kullanilan DON ve ZEA analiz yontemleri icin tespit siniri (LOD:Limit of Detection)
ve tayin sinir (LOQ:Limit of Quantification) degerlerinin belilenmesinde, DON ve
ZEA igin olusturulan kalibrasyon egrilerinden yararlaniimistir. Kalibrasyon egrisi
denklemleri kullanilarak belirtlen yontemler icin LOD ve LOQ degerleri
belirlenmistir (Miller and Miller, 2005).

y=ax+b (3.3)

(3.4)

y = Kalibrasyon egrisine ait regresyon denkleminde gergek x degerlerine karsilik

gelen y degerleri (fit edilmis y degerleri)

Syix = y dogrultusundaki geligiguzel hatalar

n= nokta sayisi

LOD=b+3xs, (3.5)

LOQ=b+10xs,), (3.6)
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3.2.3. Misir ve bugday orneklerine uygulanan mikotoksin konsantrasyonunu

azaltma yontemleri

3.2.3.1. Kabuk soyma

Bugday orneklerinde kabuk soyma islemi igin Strong-Scott (Seedburo Equipment,
Chicago, IL, ABD) kabuk soyma aleti kullaniimistir. Kabuklari soyulan bugdaylar
elenmis, ayrilan kisim ayri bir yerde toplanmistir. 100 g 6rnekte farkh surelerde
uygulanan kabuk soyma iglemi ile ayrilan miktarlar belirlenmis ve tane agirhginda
meydana gelen azalma vyuzde (%) olarak hesaplanmigtir. Dig kisimlarn
uzaklastirlan bugdaylarda ve ayrilan kisimlarda mikotoksin analizleri
gerceklestiriimigtir.  Kabuk soyma isleminin  tanelerden  mikotoksinlerin
uzaklastiriimasindaki etkinligi belirlenmigtir. Bugday orneginin, kabugu soyulan
bugdaylarin ve uzaklastirilan kisimlarin toplam besinsel [if, protein ve kul
iceriklerindeki degisimler incelenmistir. Farkli slUrelerde kabuk soyma islemi
uygulanmig bugday Orneklerinde her sure icin kabuk soyma iglemi iki kez
gerceklestiriimig; kabugu soyulan orneklerde ve kepekteki mikotoksin analizleri,
toplam besinsel lif, kil ve protein analizleri iki tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Misirlarda kabuk soyma isleminde tane yapisinin kabuk soyma aletine uygun
olmamasi nedeniyle Strong-Scott kabuk soyma aleti kullanilamamigtir. Bunun
yerine gida endustrisinde cesitli Urlnlerin Gretim asamalarinda kullanilan alkali
uygulamasiyla kabuk soyma iglemi yapilmistir. Kabuk soyma Mistry ve Eckhoff
(1992) tarafindan bildirilen yonteme gore gerceklestiriimigtir. Bu amacgla 50 g
misira 100 ml % 6’ik NaOH c¢ozeltisi eklenmis, 57°C’deki su banyosunda 8 dk
bekletilmistir. Bu surenin ardindan misirlar bir suzge¢ yardimiyla stzulerek bol su
ile yikanmigtir. Yikama islemi sonrasi kabuklari yumusayan ornekler, elle
soyularak kabuklari uzaklastinimistir. Uzaklastirilan kabuklar misir kepegi olarak
adlandiriimigtir. Misir kepegi ve taneler 25°C'de 14-16 saat slUre boyunca
kurutulmustur. Kurutma sonrasi ornekler tartihp kepek verimi belirlenmigtir. Misir
kepegi ve soyulmus taneler 6gutulerek mikotoksin analizleri gergeklestirilmistir.
Kabuk soyma islemi ve mikotoksin ekstraksiyonu ki tekrarli olarak
gerceklestiriimigtir. Misir 6rnegi, kabugu soyulan misirlar ve misir kepeginde

toplam besinsel lif, protein ve kul igeriklerindeki degisimler belirlenmis ve analizler
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iki tekrarh olarak yapilmigtir. Sonuglar ortalama degerler Uzerinden kurumadde

duzeltmesi yapilarak verilmigtir.

3.2.3.2. Yikama

Misir ve bugday orneklerinde yikama igleminin gerceklestiriimesi igin bir basingh
yikama duzenegi olusturulmustur (Sekil 3.1). Basingl yikama igin ticari bir basingli
yikama makinesi (Karcher K 2.15, Alfred Karcher Gmbh & Co., Almanya)
kullaniimigtir. Yikama duzeneginde kullanilan basingl yikama makinesi 8 MPa
cikis basinci ile galismakta ve suyu Ornek Uzerine 5.5 L/dk debi ile vermektedir.
Olusturulan sistemde i¢ ice gegen iki boru arasinda, Uzerine yikanacak tanelerin
yerlestirildigi bir elek bulunmaktadir. Bugday ve misir orneklerinden 100’er g
tartilarak gapi 20 cm (ylizey alani yaklasik 314 cm?) olan elek iizerine konmus ve
ornekler 52.5 cm mesafeden basingh su puskurtilerek yikanmigtir. Yikama iglemi
sonrasi oOrnekler elek Uzerinden alinarak fazla suyu uzaklastirildiktan sonra
tartiimis ve yikama suresi boyunca bunyelerine aldiklari su miktari belirlenmigtir.
Basingli yilkama duzeneginde su ile yikama suresinin bugday ve misir érneklerinin
rutubet miktarina etkisinin belirlenmesi icin farkh surelerde yikama yapilarak

orneklerin rutubet igerikleri belirlenmistir.

Ayni surede vyikanan bugday ve misir orneklerinin kururtulmasinda farkl
uygulamalar kullaniimistir. Bu uygulamalarin DON ve ZEA miktarlari Uzerindeki
etkileri belirlenmistir. Yikama isleminden sonra uygulanan kurutma yontemleri ve

parametreleri agagida verilmistir:

1. Etlivde kurutma: Misir ve bugday ornekleri 30°C’de 14-16 saat sureyle
etivde (Simsek Laborteknik, Model No: ST 120) kurutulmuglardir.
2. Kizilotesi kurutma: Misir ve bugday oOrnekleri yakin (near) kizilotesi

(Infrared: IR) bolgede caligabilen kapali bir sistem olan infrared cihazinda (Infrared
Heater, Biasis Ltd. S$ti., Ankara) 525 Watt'ta yarim saat sureyle kurutulmustur.
Kizildtesi uygulamasi Philips (Philips, Infrared, R125, Holland) marka halojen
lambalar ile yapilmistir. Philips marka lambalarin her biri 150 W’lik olup toplam
1800 W gli¢ saglamaktadir. Ornekler tek sira halinde kurutma tahtasina yayilarak
kurutma islemi gerceklestiriimigtir. Isik kaynagi kurutulacak orneklerden 20 cm
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uzaga yerlestirilmistir. Kizildtesi kurutucuda kurutma suresi boyunca farkh
surelerde sicaklik olgumleri gerceklestiriimigtir. Her 10 dakikada bir ortam sicakhgi
ve orneklerin yuzey sicakliklari dlgulerek sicaklik profilleri gikariimistir.

3. Mikrodalga kurutma: Bugday ornekleri ev tipi bir mikrodalga firinda (Vestel
Goldstar, Model No: ER 536 MT) %100 gug¢ seviyesinde 1 dakika boyunca
kurutulmustur. Misir 6rnekleri mikrodalga firinda patladigi igin mikrodalga kurutma
yapilamamistir.

Basingli ylkama makinasi

q

S
N

N "l)
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N

IOrnek I Elek

Atik

Sekil 3.1. Basingl yikama duzeneginin sematik olarak gosterimi

Yikama isleminde farkh ¢ozeltilerin DON ve ZEA duzeylerine etkisi arastiriimistir.
Bunun i¢in 2 ppm klor iceren su ve 1 M sodyum karbonat ¢ozeltisi kullaniimigtir.
Klorlu su ile 1 ve 2 dk boyunca yikanan bugday ve misir ornekleri etuvde
kurutulmustur. Sodyum karbonat ¢ozeltisinin basingli yilkama sistemine zarar
verme olasiligi oldugu i¢in burada yikama oncelikle ¢calkalama (90 rpm) yontemi ile
1 ve 2 dk sureyle gergeklestiriimig, ardindan 6rnekler basingl yikama dizeneginde
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su ile 1 dakika boyunca yikandiktan sonra etlivde kurutulmustur. Kurutulan

ornekler 6gutulerek DON ve ZEA analizleri gergeklestirilmigtir.

Basingli yikama islemi ile basing uygulamadan yikama igleminin etkisini
kargilastirmak i¢in bugday ve misir ornekleri 1 ve 2 dk sureyle calkalanarak (90
rom) yikanmistir. Yikama sirasinda kullanilacak 6rnege ornek miktarinin iki kati
kadar su eklenmistir. Daha sonra taneler suzulerek yikama suyu ayrilmig ve
ornekler etuvde kurutulmustur (30°C, 14-16 saat). Kurutma sonrasi o6gutulen
orneklerde ve yikama suyunda DON ve ZEA analizleri gergeklestiriimigtir.

Su ve farkli kimyasal cOzeltilerle yapilan yikama iglemleri misir ve bugday
ornekleri igin iki tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Orneklerdeki mikotoksin ve
rutubet analizleri de iki tekrarli olarak gergeklestiriimis ve sonuglar ortalama

degerler Uzerinden kurumadde duzeltmesi yapilarak verilmistir.

3.2.4. istatistiksel analiz

Aragtirma sonuglari SPSS 16.0 istatistik programi kullanilarak tek yonlu varyans
analizi (ANOVA) ile degerlendirilmigtir. Ortalama degerler arasindaki farklar 6nemli

bulundugunda (p<0.05) DUNCAN testi kullanilarak kargilagtirma yapiimigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. Orneklerin hizh test kitleri ile belirlenen mikotoksin igerikleri

Arastirma kapsaminda kullaniimak Uzere temin edilen 6 bugday ve 9 misir
orneginde hizli test kitleri ile DON ve ZEA miktarlari yaklasik olarak tespit
edilmistir. Analize alinan bugday orneklerinden Macaristan’dan gelen bugday
orneginde 2000 ppb Uzerinde DON ve 247 ppb ZEA; Hatay'dan gelen bugday
orneginde ise 44 ppb ZEA bulundugu belirlenmigtir. Taranan misir érneklerinden
sadece Hatay’'dan gelen ornegin 500 ppb ZEA igerdigi bulunmustur. Kabuk soyma
ve ylkama islemlerinde (Macaristan’dan gelen) hem DON hem de ZEA igeren
bugday 6rnegi ve Hatay’dan gelen ZEA igeren misir 6rnegdi kullaniimigtir. Hizl test
kitteri ile DON ve ZEA gerdigi belirlenen oOrneklerdeki mikotoksin
konsantrasyonlari ayrica HPLC yontemi ile daha guvenilir bir sekilde tespit

edilmistir.

4.2. Validasyon Caligmalari
4.2.1. Kalibrasyon egrilerinin olugturulmasi

DON kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda 5 ng/ml’den 1000 ng/ml'ye kadar
degisen aralikta dokuz farkli konsantrasyonda DON standart ¢ozeltisi kullanilmigtir
(Sekil 4.1). ZEA icin kalibrasyon egrisinin hazirlanmasinda ise 25 ng/ml’den 1000
ng/ml'ye kadar degisen aralikta yedi farkli konsantrasyondaki ZEA standart
coOzeltisi ile gahgiimistir (Sekil 4.2). DON igin elde edilen kalibrasyon egrisinin
denklemi y=0.1137x+1.0586 ve regresyon Kkatsayisi R?=0.9994; ZEA icin
olusturulan kalibrasyon egrisinin denklemi y=0.0693x-1.1219, regresyon katsayisi
0.9958 olarak bulunmustur. Elde edilen dogru denklemleri ve R? degerleri,
olusturulan grafiklerin c¢alisilan konsantrasyon araliklarinda lineer oldugunu

gOstermektedir.
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4.2.2. Geri kazanim

DON i¢in bugdaydaki ortalama geri kazanim degeri 1000 ng/g duzeyinde %71.2;
ZEA igin ortalama geri kazanim degeri 500 ng/g duzeyinde %104.3 olarak
bulunmustur. ZEA icin misirdaki geri kazanim degeri 344 ng/g duzeyinde %103.1
olarak bulunmugtur. Misir drneginde DON tespit edilemedigi icin geri kazanim
calismasi yapilmamigtir. Elde edilen geri kazanim degerleri ve bagil standart
sapmalar (%RSD) Cizelge 4.1’de gosterilmigtir.

Cizelge 4.1. Misir ve bugdayda DON ve ZEA icin belirlenen geri kazanim degerleri

Matriks Mikotoksin Geri kazanim (%) RSD (%)

Bugday DON 71.2 £ 1.60 2.62
Bugday ZEA 104.3 + 2.33 2.23
Misir ZEA 103.1 + 7.49 7.27

Cizelgedeki degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

Avrupa Birliginin (EC), 401/2006 no’lu yonetmeliginde mikotoksinler igin bildirilen
analitik metod kriterlerine gore 500 pg/kg duzeyinden daha fazla DON veya ZEA
iceren orneklerde geri kazanim degeri 70-120 arasinda olmaldir. Hem DON hem
de ZEA igin hesaplanan geri kazanim degerleri test edilen mikotoksinler ve matriks
icin uygun bulunmustur. Hesaplanan relatif standart sapma degerlerinin dusuk
olmasi elde edilen sonuglarin kabul edilebilir dizeyde oldugunu gostermektedir.
Tez kapsaminda yapilan tum mikotoksin analiz sonuglari geri kazanim degerlerine

gore duzeltme yapilarak verilmigtir.

4.2.3. Tekrarlanabilirlik

Yikama denemelerinde kullanilacak bugday ve misir érneklerindeki ortalama DON
ve ZEA konsantrasyonlari ile gergeklestirilien tekrarlanabilirlik g¢alismasinin
sonuglari Cizelge 4.2°’de gosterilmigtir.
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Cizelge 4.2. Misir ve bugday orneklerindeki ortalama mikotoksin miktarlari ve
tekrarlanabilirlik degerleri (n=5)

Matriks ~ Mikotoksin Ortalama toksin miktari o, popy

(ng/kg)
Bugday DON 11624 + 125.5 11
Bugday ZEA 850 + 4.6 2.3
Misir ZEA 752 +7.5 1.0

Cizelgedeki degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

Avrupa Birliginin (EC), 401/2006 no’lu yonetmeligine gore 500 pg/kg DON
seviyesinde tekrarlanabilirlik degeri (% RSD;) 20'den kuguk; 500 pg/kg ZEA igin
ise 25'ten kuguk olmalidir. Elde edilen tekrarlanabilirlik degerleri mikotoksinler igin
bildirilen analitik metod kriterleri dikkate alindiginda, test edilen mikotoksin ve

matriks i¢in uygun bulunmustur.

4.2.4. Tespit sinir1 ve tayin siniri

DON ve ZEA standart c¢Ozeltileri ile olusturulan kalibrasyon egrilerinin
denklemlerinden yararlanarak Esgitlik 3.3, 3.4, 3.5 ve 3.6 yardimiyla hesaplanan
tespit siniri (LOD) ve tayin siniri (LOQ) degerleri Cizelge 4.3’te gosterilmistir.

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

Mikotoksin LOD (ng/kg) LOQ (ng/kg)
DON 34.0 110.9
ZEA 8.7 26.5

Cizelge 4.3'teki sonuglara gore DON ve ZEA analizinde kullanilan metot ve cihaz
ile DON varligi minimum 34 ng/g seviyesinde tespit edilebilmekte ve en az 110.9
ng/g’lik DON konsantrasyonu igin miktar tayini yapilabilmektedir. Ayni degerler
ZEA igin sirasiyla 8.7 ng/g ve 26.5 ng/g olarak belirlenmistir.
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43. Misir ve Bugdayda Kabuk Soyma islemlerinin Mikotoksin

Konsantrasyonlari Uzerine Etkileri
4.3.1. Bugdayda kabuk soyma isleminin DON ve ZEA lizerine etkisi

DON ve ZEA igeren bugday orneginde farkl surelerde uygulanan kabuk soyma
igleminin tane agirliginda meydana getirdigi azalma Cizelge 4.4'te, tane

agirhgindaki azalma ile kabuk soyma arasindaki iligki ise Sekil 4.3’te gosterilmigtir.

Cizelge 4.4. DON ve ZEA igeren bugday orneginde kabuk soyma suresinin tane

agirhgr tzerine etkisi

Kab"uk §oyma Tane agirligindaki RSD (%)
suresi (s) azalma (%)
0 0+0.00 0.0
15 8.5+0.44 5.13
30 17.4 £ 0.29 1.68
45 25.8 £ 0.67 2.60
60 34.1+£0.74 2.29

Cizelgedeki % azalma degerleri ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

40
35
30
25

20

15

y =0.5702x + 0.0729

10 R2 = 0.9999

Tane agirhgindaki azalma (%)

15 30 45 60 75

Kabuk soyma siiresi (s)

Sekil 4.3. Bugdayda kabuk soyma suresi ile tanede agirlik azalmasi arasindaki
iligki (Hata gubuklar + standart sapma degerlerini vermektedir.)
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Sekil 4.3’te kabuk soyma suresi ile bugdayin tane agirhginda meydana gelen
azalma arasindaki iligskinin lineer oldugu gorulmektedir. Baska bir galismada farkl
bir kabuk soyma aleti ile makarnalik bugdayda yapilan 30 dakikalik kabuk soyma
isleminde soyma suresi ile tane agirhgindaki azalma arasindaki iligkinin polinomik
bir esitlik ile ifade edilebilecegi bulunmustur (Rios et al., 2009). Ancak bu cihazda
yaklasik ayni miktardaki kabuk soyma icin Strong-Scott aletine gore ¢cok daha

uzun surelere ihtiyag duyulmaktadir.

Tez kapsaminda kullanilan bugday o6rneginin soyma sayisi degerinin 34.1 oldugu
bulunmus olup bu deger bugdayin yumusak bir tekstire sahip oldugunu
gOstermektedir. Farkli sertlikteki bugdaylara ayni surelerde kabuk soyma iglemi
uygulandiginda tane agirhgindaki azalmalarin farkh miktarda olmasi
beklenmektedir. Ayrica, bu galismada belirlenen standart sapma degerlerinin
dustuk ve bagil standart sapmalarin %10’'un altinda olmasi uygulanan kabuk
soyma isleminin tekrar edilebilir oldugunu ve sonuglarin kesinliginin iyi oldugunu

gOstermektedir.

Farkli surelerde kabuk soyma islemi uygulanan bugdayda DON ve ZEA
mikotoksinlerinin kepek ve soyulmus tanedeki konsantrasyonlari Cizelge 4.5te
verilmigtir. Cizelge 4.5’e gore kabuk soyma igleminde kullanilan bugday 6rneginin
DON igeriginin ZEA igeriginden daha fazla oldugu gorulmektedir. Kabuk soyma
suresinin arttirimasiyla kepekteki DON ve ZEA konsantrasyonlarinda artig
gorulurken tanede kalan DON ve ZEA konsantrasyonlarinda ise azalma meydana

gelmistir.

Sekil 4.4 ve Jekil 4.5’te farkh kabuk soyma sureleri sonucu tanede meydana gelen
agirlik azalmasinin ve kabuk soyma suresinin bugdayda kalan DON oranina (%)
etkisi gorulmektedir.

Sekil 4.6 ve Sekil 4.7de ise farkli kabuk soyma sureleri sonucu bugdayda
meydana gelen agirlik azalmasinin ve kabuk soyma suresinin tanede kalan ZEA
oranina (%) etkisi gosterilmistir. Elde edilen verilere uygun regresyon modelleri

denenmis ve en uygun regresyon modellerinin Ussel oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.5. Farkh surelerde kabuk soyma iglemi uygulanan bugday orneginde
soyulmus tane ve kepekteki DON ve ZEA miktarlari ve % dagilimlari

Kabuk Mikotoksin konsantrasyonu . o
soyma (ng/g) Mikotoksinlerin dagilimi (%)
suresi
(s) DON ZEA DON ZEA
Soyulmus 48404 13,1 116 + 2.1 622+0.13  56.4+0.79
15 Tane
Kepek 11978 + 150.4 962+ 13.4  37.8+013  43.6+0.79
Soyulmus 1265 + 1.0 95 + 0.1 201+026  21.6+0.09
30 Tane
Kepek 14603 + 174.6  1644+7.0 709+026  78.4 +0.09
Soyulmus 4599 4 44.0 101 + 0.2 175+046  12.6 +0.45
45 Tane
Kepek 17634 +40.9  2033+87.9 825+0.46  87.4+0.45
Soyulmus 45034 443 87+1.2 10.5 + 0.16 42+0.13
60 Tane

Kepek 17139 + 53.6 3872+74.2 89.5+0.16 95.8+0.13

Cizelgedeki degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

100 + 100
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60 - {622
50 -

40 -
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y = 101.96 0068
R?=0.9956

Bugdayda kalan DON (%)

10.5

T T T

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Bugdaydaki agirlik azalmasi (%)

Sekil 4.4. Farkh kabuk soyma sureleri sonucu bugdayda meydana gelen agirlik
azalmasinin bugdayda kalan DON oranina (%) etkisi
(Hata gubuklari + standart sapma degerlerini vermektedir.)
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Sekil 4.5. Kabuk soyma suresinin bugdayda kalan DON orani (%) Gzerine etkisi
(Hata gubuklari + standart sapma degerlerini vermektedir.)
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Sekil 4.6. Farkl kabuk soyma sureleri sonucu bugdayda meydana gelen agirlik
azalmasinin tanede kalan ZEA (%) miktarina etkisi
(Hata cubuklari + standart sapma degerlerini vermektedir.)
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Sekil 4.7. Kabuk soyma suresinin bugdayda kalan ZEA (%) uzerine etkisi
(Hata gubuklari + standart sapma degerlerini vermektedir.)

15 saniye sureyle uygulanan kabuk soyma islemi bugdayin tane agirliginda
%8.5’lik bir azalma meydana getirirken taneden yaklasik %44 oraninda ZEA; ve
%38 oraninda DON’un uzaklagtiriimasini saglamistir. Diger bir ifade ile ilk 15
saniyelik kabuk soyma isleminde tane agirhiginda %38.5’lik bir azalma olugurken
ZEA konsantrasyonundaki azalma DON konsantrasyonundaki azalmadan %6

oraninda daha fazla olmustur.

30 saniye sonunda ise ZEA miktarindaki azalma %78e ve DON miktarindaki
azalma vyaklasik %71'e c¢ikmistir. Kabuk soyma suresine bagli olarak tane
agirhgindaki azalmanin artmasiyla 30 saniyeden sonra her iki mikotoksinin
taneden uzaklasma hizi azalmis; 60 saniye sonunda ZEA ve DON igin sirasiyla
yaklagik %96 ve 90 azalma degerlerine ulagmistir. 60 saniye boyunca uygulanan
kabuk soyma igleminin her iki mikotoksinin taneden uzaklagtirimasinda etkili
oldugu sonucuna varilmigtir. Farkli kabuk soyma surelerinde DON ve ZEA’nin
taneden farkli miktarlarda uzaklastirilabilmesi bu mikotoksinlerin tanenin farkh dis
katmanlarinda yogunlagmis oldugunu gostermektedir.

39



Mikotoksinlerin tahillarda genellikle kepek gibi dig katmanlarda ve karin ¢izgisinde
yogunlastigini gosteren galismalar bulunmaktadir. Kuf enfeksiyonunun artmasi ile
endosperm gibi i¢ kisimlardaki mikotoksin konsantrasyonu da artmaktadir (Young
et al., 1984; Skadsen and Hohn, 2004; Jacowiak et al., 2005). Bu nedenle ilk 15
saniyelik kabuk soyma ile tane agirhgi %8.5 azalirken bugdaydaki ZEA
konsantrasyonun daha fazla azalmasi bu mikotoksinin DON’a gore tane ylzeyine
daha yakin konumda bulundugunu gostermektedir. Oktanol/su ayriim katsayisi
(partition coefficient: Kqow), bir bilesigin oktanol-su karisiminda denge durumundaki
konsantrasyonunu gosteren bir terimdir. Ko, ile bir bilesigin sudaki ¢ézunurlGgu
arasinda ters bir iligki s6z konusudur. Ky, genellikle Log K, olarak
kullaniimaktadir (Anonymous, 2011b). Deoksinivalenol i¢in Log Kow degeri -0.71
(Anonymous, 2011a) ve zearalenon igin Log K,y degeri 3.58 (Anonymous, 2011c)
olarak bildirilmistir. Bu bilgiler 1siginda DON'un sudaki ¢ozunurlugunin ZEA'ya
gore daha ¢ok oldugu gorulmektedir. DON’'un ZEA'ya gore daha polar 6zellikte
olmasi (EMAN, 2011) ve daha kuguk molekul agirligina sahip olmasi (SCF, 1999;
Krska and Josephs, 2001) muhtemelen onun tane iglerine dogru daha kolay
ilerlemesini ve i¢ kisimlarda daha ¢ok bulunmasini saglamaktadir.

Trenholm ve ark. (1991) 2.45 ppm DON ve 80 ppb ZEA ile kontamine olmus
bugday 6rneginde Strong-Scott kabuk soyma aleti ile 25 s boyunca kabuk soyma
iglemi uygulamig ve tane agirhginin %18.6 azaldigini belirlemiglerdir. Bu iglemle
%52.5 oraninda DON ve %97.7 oraninda ZEA'nin uzaklagtiriidigini bildirmiglerdir.
Rios ve ark. (2009) tarafindan bildirilen sonuglara gore ise tanede yaklagik %37’lik
agirhk azalmasi bugdayda DON miktarinda %78 azalma saglamistir. Bu tez
kapsaminda elde edilen regresyon denkleminden (Sekil 4.3) hesaplanan
sonuglara gore ise ayni miktarda (%18.6) agirlik azalmasi 32.5 saniyede
gerceklesmekte ve %71.5 oraninda DON ve %80.3 oraninda ZEA kepekle beraber
uzaklasmaktadir. Daha 6nceki ¢alismalar ve bu tez kapsaminda bulunan sonuglar
kabuk soyma igleminin DON ve ZEA uzerinde etkili oldugunu goOstermektedir.
Ancak azalma degerlerinde bazi farkhliklar gorilmesi nedeniyle kabuk soyma
igleminin  etkinliginin bugdayin tane yumusakhidina ve baslangic toksin

konsantrasyonuna bagli oldugu soylenebilir.
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Cizelge 4.6'da farkli surelerde kabuk soyma isleminin bugdayda toplam besinsel

lif, protein ve kul igeriklerine etkisi verilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli surelerde kabuk soyma islemi uygulanan bugdayda soyulmus
tane ve kepekteki toplam besinsel lif, kil ve protein igerikleri

Kabuk Tane Toplam
soyma agirhgindaki Besinsel Lif Kal (%) Protein (%)
suresi (s) azalma (%) (%)

0 0+0 Kontrol 162+ 158 228+0.004 13.4+0.39
Soyulmus 41584052 1.60+0034 12.2+0.10

15 8.5 + 0.44 Tane
Kepek 48.1+0.36 3.25+0.095 14.5+0.15
Soyulmus 4444093 1.48+0012 11.4+0.28

30 17.4 +0.29 Tane
Kepek 35.1+093 3.03+0.142 14.5+0.25
Soyulmus 135,033 1.37+0005 1141028

45 25.8 + 0.67 Tane
Kepek 345+194 293+0.118 13.7+0.09
Soyulmus 45 44076 1.30+0.042 11.0%0.09

60 34.1+0.74 Tane
Kepek 29.2+003 276+0.059 14.3+0.09

Cizelgedeki degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

Cizelge 4.6’ya gore tane agirliginin azalmasiyla soyulmus tanedeki toplam
besinsel lif orani azalmigtir. Bugdayda kepekte daha yuksek oranda bulunan kul
icerigi toplam besinsel lif icerigi ile benzer egilim gostererek kabugu soyulan
tanelerde azalmigtir. Kabugu soyulan tanelerdeki protein miktarlarinda kabuk
soyma suresi arttikga kontrol 6rnegine gore azalma gozlenmigtir. Kabuk soyma
suresi arttikgca bugday tanesinde daha i¢ kisimlar soyulmaya baslamisg, bu nedenle
kepekle ayrilan endosperm miktari artmis ve soyulan tanedeki toplam besinsel lif,

protein ve kil icerigi giderek azalmigtir.
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Cizelge 4.7°de farkli surelerde gergeklestirilen kabuk soyma isleminin bugdayda
toplam besinsel lif, protein ve kulin soyulan tanede kalma orani Uzerine etkisi

gorulmektedir.

Cizelge 4.7. Bugdayda farkh surelerde kabuk soyma islemi ile gerceklesen agirlk
azalmasinin bugdayin toplam besinsel lif, kil ve protein icerigine etkisi

Tane Toplam besinsel lifin Toplam kulun Toplam proteinin
agirligindaki bugdayda kalma bugdayda kalma bugdayda kalma
azalma (%) orani (%) orani (%) orani (%)

8.5+0.44 75.3+1.46 90.9+1.22 90.0 £ 0.17
17.4 £ 0.29 64.1 £ 2.04 81.8+0.18 78.8+0.13
25.8 £ 0.67 55.7 £ 2.19 68.4 + 4.39 70.5+£0.94
34.1+£0.74 39.9 +0.82 61.7 £ 2.50 59.9 £ 0.05

Cizelgedeki degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

Kabuk soyma suresinin arttiriimasiyla kul ve protein igerikleri benzer sekilde
azalirken toplam besinsel lif miktarinda daha hizli bir dusis gorulmustar. 60
saniyelik kabuk soyma islemi sonunda toplam besinsel lifin yaklasik %601, kil
igeriginin yaklasik %38’i ve toplam protein miktarinin ise yaklasik %40’ taneden
uzaklastirilmigtir. Ayni sure ile kabuk soyma islemi sonunda DON ve ZEA
konsantrasyonlarinda saglanan azalmalar ¢gok daha yuksek bulunmustur (sirasiyla
%90 ve 96).

Son yillarda saglik Uzerindeki olumlu etkileri nedeniyle lif icerigi yuksek gidalara
olan ilginin arttigi bilinmektedir. Bu amagla tam tahil unlari kullanilarak veya una
belli oranlarda kepek ilavesi yapilarak gesitli hububat Granleri Gretilmektedir. Bu tez
kapsaminda ve daha Onceki calismalarla elde edilen sonuglar mikotoksinlerin
tahillarda daha c¢ok lif icerigi yuksek kepek gibi kisimlarda bulundugunu
gOstermigtir. Dolayisiyla gidalara besinsel lif ilave etmek amaciyla kullanilan
kepegin yuksek oranda mikotoksin icerme ihtimali bu Urunlerdeki gida guvenligi
riskini arttirmaktadir. Bu nedenle kepek uretiminde kullanilacak tahillarin
mikotoksin igeriklerinin belirlenmesi ve mikotoksin igermeyen tahillardan elde
edilen kepegin urlnlerde yuksek lifli Grinlerde kullaniimasi oldukga 6nemli hale
gelmektedir.
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4.3.2. Misirda kabuk soyma igleminin ZEA uizerine etkisi

ZEA iceren misir 6rnegine iki tekrarli olarak alkali kabuk soyma islemi uygulanmisg,

kabugu soyulan taneler ve misir kepeginde ZEA analizleri gergeklestirilmistir.

Mistry ve Eckhoff (1992) misirda kabuk soyma iglemi sirasinda farkh sicaklik ve
NaOH konsantasyonlarinin kepek verimi Uzerine etkisini incelemig ve 57°C’de 8
dakika %6’k NaOH (a/h) uygulamasi ile maksimum kepek verimi (%4.64) elde
etmislerdir. Bu tez calismasinda da ZEA igceren misir orneginde mikotoksin
seviyesini azaltacak maksimum kepek verimini elde etmek i¢in Mistry ve Eckhoff
(1992) tarafindan optimize edilen kosullar kullaniimistir. Kabugu soyulan misir igin
kepek verimi %4.94+0.04 (n=2) olarak bulunmustur.

Misir orneklerine uygulanan alkali kabuk soyma islemi sonrasinda misir kepegi ve
soyulmus tanelerde iki tekrarl olarak ZEA analizi gergeklestiriimis ve analiz edilen
kepek ile soyulmus tane orneklerinde ZEA varligi saptanamamistir.

Alkali uygulamasinin bazi mikotoksinlerin yapisinda bulunan lakton halkasinin
acllmasina neden oldugu ve bodylece toksin konsantrasyonunda azalma
saglandigini gosteren galismalar bulunmaktadir (King and Prudente, 2006). %2’lik
Ca(OH)2 kullanilarak o6gutilmus misir orneklerinde ZEA'nin %100 oraninda
parcalandigi bildirilmistir (Abbas et al., 1988). Elde edilen sonuglarin alkali kabuk
soyma uygulanan misirlarda literatirde belirtilen c¢aligmalarla uyumlu oldugu
gorulmektedir. ZEA molekul yapisindaki lakton halkasinin alkali kabuk soyma
islemi sonucu pargalandigi dugunulmektedir.

Alkali uygulamasi ile kabugu soyulmamis misir 6érnegi (kontrol), kabugu soyulmus
tane ve misir kepeginde toplam besinsel lif, protein ve kil igerikleri belirlenmis ve
sonuglar Cizelge 4.8’de verilmigtir.

Cizelge 4.8’e gore alkali kabuk soyma islemi uygulanmamis olan misirda %12.5,
kabugu soyulmus tanelerde %10.4 ve misir kepeginde %79.0 oraninda toplam
besinsel lif bulunmustur. Soyulmus tanelerdeki besinsel lif miktarinin kontrole gére
%2.1 oraninda azaldigi gorulmektedir. Alkali uygulamasi ile kabugu soyulan misir
ornegindeki kepek verimi hesaba katilarak yapilan hesaplama ile tanedeki toplam
besinsel lifin %30.9’'unun kepekle ayrildigi ve %69.1’inin soyulmus tanede kaldigi

sonucuna varilimistir. Kabuk soyma iglemi ile kabuk soyma islemi uygulanmamig
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misir ornegindeki proteinin yaklagik %98’inin soyulmus tanede kaldigi ve %2 gibi
cok kucguk bir kismin kepekle birlikte uzaklastirildigi belirlenmistir. Elde edilen
sonuglarin literaturde belirtilen bilgilerle uyumlu oldugu bulunmustur (Kent, 1975).
Kontrol, soyulmus tane ve kepekteki kul miktari sirasiyla %1.49, 1.72 ve 12.14
olarak bulunmustur. Soyulmus tanede kul igeriginin kontrole gore artmasinin misir
orneginin kabuk soyma sirasinda kullanilan baz ¢ozeltisini absorblanmasindan
kaynaklandigi dusunulmektedir. Bu sonuglar daha onceki ¢alismalarla da paralellik
gostermektedir (Mistry and Eckhoff, 1992).

Cizelge 4.8. Alkali kabuk soyma islemi uygulanan misir, soyulmus tane ve misir
kepeginde toplam besinsel lif, kil ve protein igerikleri

Toplam Besinsel Kl (%) Protein (%)

Lif (%)
Kontrol 125£05 1.49 £ 0.002 9.84 £ 0.636
Soyulmus Tane 10.4£04 1.72£0.019 9.35 £ 0.453
Kepek 79.0£ 1.4 1214£0.030  3.53£0.182

Cizelgedeki degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

4.4. Yikama islemlerinin Mikotoksin Konsantrasyonlari Uzerine Etkisi
4.4.1. Bugdayda yikama igleminin DON ve ZEA uzerine etkisi

Yikama isleminin DON ve ZEA Uzerindeki etkisini incelemek igin bugday ornegi
farkli sureler ve farkh coOzeltilerle yikanarak degisik yontemlerle kurutulmustur.
Yikama suresi olarak 1 ve 2 dakika segilmis; ornekler su, klorlu su ve 1 M sodyum
karbonat gozeltileriyle yikanmigtir. Su ile 1 ve 2 dakika boyunca yikanan ornekler
etivde, kizilotesi kurutucuda ve mikrodalga firinda kurutulmustur. Hazirlanan

orneklere ait kisaltmalar ve agiklamalari Cizelge 4.9’da verilmigtir.
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Cizelge 4.9. Farkh surelerde su, klorlu su ve sodyum karbonat ¢ozeltisi ile yikanan
ve etlvde, kizilotesi kurutucu ve mikrodalga firinda kurutulan bugday orneklerine
ait kisaltmalar ve aciklamalari

Ornek

Kodu Aciklama

Su ile 1 dakika sureyle yikanan ve etivde 30°C’de 14-16 saat
BS1E < 2T
kurutulan kurutulan bugday 6rnegi

Su ile 2 dakika sureyle yikanan ve etivde 30°C’de 14-16 saat
BS2E - 2T
kurutulan kurutulan bugday 6rnegi

2 ppm klorlu su ile 1 dakika sureyle yikanan ve etuvde 30°C’de 14-16
BCIME N .
saat kurutulan bugday 6rnegi

2 ppm klorlu su ile 2 dakika sureyle yikanan ve etuvde 30°C’de 14-16
BCI2E - SRR
saat kurutulan kurutulan bugday ornegi

Su ile 1 dakika sureyle yikanan ve kizilotesi kurutucuda 525 W’ta 30
BS1IR : - s
dakika kurutulan bugday ornegi

Su ile 2 dakika sureyle yikanan ve kizilotesi kurutucuda 525 W’ta 30
BS2IR : - s
dakika kurutulan bugday ornegi

Su ile 1 dakika sureyle yikanan ve mikrodalga firinda %100 gugte 1

BSIMD  jakika kurutulan bugday 8megi

Su ile 2 dakika sureyle yikanan ve mikrodalga firinda %100 gugte 1

BS2MD  jakika kurutulan bugday 8megi

1 M sodyum karbonat c¢ozeltisi ile 1 dakika sureyle calkalama
BSK1E  yontemiyle yikanan, ardindan 1 dakika basing¢li su yikanan ve etuvde
kurutulan bugday 6rnegi

1 M sodyum karbonat ile 2 dakika sureyle ile gcalkalama yontemiyle
BSK2E  yikanan, ardindan 1 dakika basingli su yikanan ve etiuvde kurutulan
bugday 6rnegi

DON ve ZEA iceren bugday ornegi su ile 1 ve 2 dakika boyunca yikanmis ve
etlvde, mikrodalga firinda ve kizil6tesi kurutucuda kurutulmustur. Yikama oncesi
ve sonrasi ve ayrica kurutma sonrasinda orneklerin rutubet icerikleri belirlenmis,
elde edilen sonuglar Sekil 4.8'de verilmistir. Sekil 4.8'de goruldugu gibi tim
orneklerde 1 ve 2 dakikalik yikama iglemleri sonucu tane rutubeti %26.7+0.6
araliginda degismigtir ve sonuglar birbirine yakindir. Ancak kurutma iglemleri
sonucu tane rutubeti %11.3+1.2 araliginda degismis olup tane rutubeti kurutma
islemlerinden farkli oranlarda etkilenmistir. Orneklerin timinde son rutubetin

%14’Gn altinda olmasi orneklerin saglikh depolama igin uygun rutubet icerigine
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sahip olduklarini gostermektedir. Uygulanan kurutma islemlerinden rutubet miktari

uzerinde en etkili olanin kizilotesi kurutma oldugu gorulmektedir.

Yikama sonrasi  ®Kurutma sonrasi

30
26.1 26.9 27.0 26.9 27.3
I I I I 1 26_.3
25 -
20 -
15 -

Ornek rutubeti (%)

12.1 . 125 | 123
10.2 10.6 101
10 -
N [
0 T T T T T

Kontrol BS1E BS2E BS1IMD BS2MD  BS1IR BS2IR

Sekil 4.8. Farkli surelerde yikama iglemi ile kurutma islemlerinin (etlv, mikrodalga
ve kizilotesi) bugdayin tane rutubeti Gzerine etkisi

(Hata gubuklar + standart sapma degerlerini vermektedir. Ornek isimlerine ait kisaltmalar Cizelge
4.9'da verilmigtir.)

Cizelge 4.10°'da yikama iglemi sonucunda orneklerde bulunan DON ve ZEA
konsantrasyonlari ile baslangic toksin konsantrasyonuna gore hesaplanan
mikotoksin konsantrasyonlarindaki azalma degerleri (%) verilmistir. Cizelge 4.10’a
gore basingl yikama ve kurutma iglemlerinin mikotoksin konsantrasyonu uzerine
etkisinin gozlenebilmesi icin farkli uygulamalarla hazirlanan 6rneklerdeki DON
konsantrasyonlari arasindaki farklar ve bunlarla kontrol o6rnegindeki DON
konsantrasyonu arasindaki farklar istatistiksel olarak énemli bulunmustur. Ayrica
farkh uygulamalarla hazirlanan o6rneklerin ZEA konsantrasyonlari arasindaki
farklar ve bu oOrnekler ile kontrol Orneginin ZEA konsantrasyonu arasinda da
onemli farklihklar saptanmigtir. Yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gére DON
icerikleri arasinda onemli fark olsa da BS2IR, BS2MD, BSK1E ve BSK2E
orneklerinde %80’'in Uzerinde azalma saglanmigtir. Bu Ornekler ZEA igerigi
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acisindan karsilastirildiginda benzer sekilde ZEA igerikleri arasinda da onemli
farklihklar bulunmus ancak bu orneklerde %50’nin Uzerinde azalma saglanmigtir.
En dusuk DON konsantrasyonlari BS2MD ve BSK2E o6rneklerinde ve en dusuk
ZEA konsantrasyonu ise BSK1E ve BSK2E 6rneklerinde bulunmustur.

Cizelge 4.10. Su, klorlu su ve 1 M sodyum karbonat ¢ozeltisi ile farkli surelerde
yikanan ve kurutulan (etuv, mikrodalga ve kizilotesi) orneklerdeki DON ve ZEA
konsantrasyonlari ve toksin miktarindaki azalma degerleri (%)

Yikanan orneklerde mikotoksin
konsantrasyonlarinda gorulen
azalmalar (%)

Yikanan orneklerdeki mikotoksin
konsantrasyonlari

Ornek AdI’ DON (ng/qg) ZEA (ng/g) DON ZEA
Kontrol 11624 a 848 a - -
BS1E 8105 b 644 b 30.0 241
BS2E 7688 ¢ 625 c 33.9 26.2
BCIME 7302 cd 582 d 37.2 31.9
BCI2E 6518 e 510 f 43.9 42.3
BS1IR 7378 cd 522 e 36.5 38.2
BS2IR 2103 f 425 g 81.9 51.8
BS1MD 7168 d 493 f 38.3 41.8
BS2MD 1275 gh 328 h 89.0 61.3
BSK1E 1434 g 92i 87.7 89.1
BSK2E 1020 h 87 i 91.2 89.9

Ornek isimlerine ait kisaltmalar Cizelge 4.9'da verilmigtir.
Ayni sutunda farkh harflerle isaretlenmis ortalamalar arasinda istatistiksel olarak énemli fark vardir
(p<0.05).

Avrupa Komisyonu tarafindan bildirilen 1126/2007 no’lu yonetmelige gore
bugdayda izin verilen yasal sinirlar DON ve ZEA igin sirasiyla 1250 ve 100 ppb
olarak verilmektedir. DON konsantrasyonu yasal sinirin yaklagik 10 kati olarak
bulunan ornekte 2 dakika 1 M sodyum karbonat ¢ozeltisi ile yikama igleminin ve
ZEA konsantrasyonu yasal sinirinin yaklasik 8 kati olarak bulunan érnekte 1 ve 2
dakika 1 M sodyum karbonat c¢ozeltisi ile yikama isleminin mikotoksin
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konsantrasyonlarini yasal sinirlarin altina dusurdagu gorulmektedir. Bu ¢alismada
kullanilan bugday o6rneginin mikotoksin icerikleri oldukga yuksektir. Mikotoksin
seviyesi daha dusuk olan orneklerde uygulanan diger yikama islemlerinin de
toksin konsantrasyonlarinin azaltiimasinda daha etkili olacagi dustunulmektedir.

Sekil 4.9'da 1 ve 2 dakika sureyle su ile yikanan bugday oOrneklerinin farkli

yontemlerle kurutulmasinin DON ve ZEA konsantrasyonu uzerindeki etkileri

verilmigtir.
100 ZEA = DON
|
89.0
90 - _
81.9
80 - =

Toksin konsantrasyonundaki azalma (%)

61.3
60 -
51.8
50 - 418 5g 4
) 38.2
30.0 -
20 -
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BS1E BS2E BSTMD BS2MD  BS1IR BS2IR

o

Sekil 4.9. Farkh kurutma parametrelerinin 1 ve 2 dakika suresince yikanan
bugdaylarda ZEA ve DON konsantrasyonu Uzerine etkisi
(Hata gubuklari + standart sapma degerlerini vermektedir.)

Yikama islemi sonrasi etuvde kurutma sirasinda dusuk sicakhk (30°C)
kullanilmigtir. Bu uygulamanin amaci sicaklik etkisi ile mikotoksin seviyesinde
degisim yaratmadan sadece yikama etkisi sonucu mikotoksin seviyesindeki
azalmayi tespit etmektir.

Sekil 4.9’a gore 1 dakikalik yikama islemi ZEA ve DON konsantrasyonlarinda
sirasiyla yaklasik %24 ve %30’luk azalma saglamistir. 2 dakikalik yikama iglemi ile
toksin konsantrasyonunda saglanan azalma ise ZEA icin yaklagsik %26 ve DON
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icin %34’tur. 2 dakikalik yikama iglemi, 1 dakikalik yikama iglemine gore DON
konsantrasyonunda yaklasik %4’lUk bir fark meydana getirmistir. Bu farkin ZEA
icin %2 oldugu gorulmektedir.

Sekil 49da 1 ve 2 dakikallk yikama surelerinde DON ve ZEA
konsantrasyonlarindaki azalmalara ait hata ¢ubuklari Ust Uste gakigsmadiklari igin
ylkama suresinin 1 dakikadan 2  dakikaya cikariimasinin  toksin
konsantrasyonunun azaltilmasinda  etkili ~ oldugu sOylenehbilir. DON
konsantrasyonunda meydana gelen azalmanin her iki yilkama suresinde de
ZEA’'da meydana gelen azalmadan daha ylUksek oldugu gorulmekle beraber
yikama igleminin her iki mikotoksin Uzerinde de etkili oldugu bulunmustur. Su ile
yikama iglemiyle DON’un taneden ZEA'ya gore daha fazla uzaklagtinimasinin
DON’un, ZEA'ya gore daha polar Ozellikte olmasi ve sudaki ¢ozunurligunun
ZEA'dan daha fazla olmasindan (EMAN, 2011) kaynaklandigi dugunulmektedir.

Sekil 4.9 ve Cizelge 4.10’a gore sadece yikama, ylkama sonrasi uygulanan
kizilotesi (5625 W) ve mikrodalga kurutma iglemlerinin ZEA ve DON
konsantrasyonu uzerinde azaltici etkisinin 6nemli oldugu gorulmektedir. 1
dakikalik yilkama islemi sonrasi etuvde, mikrodalga firinda ve kizil6tesi kurutucuda
kurutma iglemlerinin azaltici etkisi ZEA igin sirasiyla %24.1, 41.8 ve 38.2 ve DON
igin sirasiyla %30.0, 38.3 ve 36.5 olarak bulunmustur. 1 dakika suresince basingh
su ile yikama ve mikrodalga kurutma ile ZEA konsantrasyonunda saglanan
azalmanin DON konsantrasyonunda saglanan azalmayla yaklasik ayni oldugu
ancak 2 dakikalik yilkama ve mikrodalga kurutma igleminin DON konsantrasyonu
uzerinde daha etkili oldugu gorulmektedir. Toksin konsantrasyonlarinda meydana
gelen azalmalar de@erlendirildiginde uygulanan kurutma iglemlerinden ZEA ve
DON konsantrasyonu uzerinde en etkili olanin mikrodalga kurutma oldugu
bulunmustur. infrared kurutma isleminin etkisinin mikrodalga kurutmadan daha az
oldugu belirlenmigtir. DON ve ZEA konsantrasyonlarinin azaltiimasindaki etkileri
bakimindan 525 W’ta kizilotesi kurutmanin sadece yikama iglemine gore onemli
duzeyde fark yarattigi gorulmektedir.

Sekil 4.10°da kizilétesi kurutucuda gergeklestirilen kurutma islemi sirasinda ortam

sicakligindaki ve orneklerin yuzey sicakliklarindaki degisiklikler verilmistir.
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Sekil 4.10. Kizilotesi kurutucuda kurutulan bugday orneklerinin yuzey sicakliklari
ve kizilotesi kurutucunun ortam sicakhigindaki degisiklikler

Sekil 4.10’a gore kizilotesi kurutucuda gergeklestirilen kurutma islemi sirasinda
ortam sicakligi ortalama 31.8+0.52°C duzeyinde kalmistir. Yikanmis orneklerin
baglangic yuzey sicakliklari yaklagik 20°C civarinda olgulmus ve 30 dakika
sonunda orneklerin yuzey sicakligi yaklasik 65°C’ye ulastigi belirlenmigtir.

Literatirde kizilotesi ve mikrodalga kurutmanin mikotoksinler Uzerindeki etkisinin
arastinldigi calismalar sinirli sayidadir. Yilmaz ve Tuncel (2010) farkli kurutma
yontemlerinin misirda fumonisin B4 ve fumonisin By Uzerine etkisini arastirmiglar
ancak kizilotesi kurutmanin toksin seviyeleri Uzerinde Onemli bir azalma
saglamadigini kaydetmislerdir. Aflatoksin igeren misir unlarinin alkali ortamda
mikrodalga firinda pisiriimesiyle %84’e varan azalma saglandigi (Pérez-Flores et
al., 2011), mikrodalga destekli plazma uygulanmasi ile aflatoksin, DON ve NIV’in
tamamen uzaklastirildigr (Park et al., 2007) calismalar bulunmaktadir. Bu tez
calismasinda elde edilen sonuclar genel olarak degerlendirildiginde yukarida
belirtilen calismalarla uyum igerisindedir. Bu sonuglar yikanan bugdaylara
uygulanan kizilotesi (625 W’ta 30 dakika) ve mikrodalga (%100 glgcte 1 dakika)
kurutma islemlerinin DON ve ZEA konsantrasyonu uzerinde Onemli azalma

sagladiginin gosterilmesi agisindan dikkat ¢ekicidir.
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Mikrodalga kurutma ve kizildtesi kurutmanin etki mekanizmalari birbirinden
farkhdir. Mikrodalga kurutmada 6rnege 500 Mhz ile 10 GHz frekans araliginda 1sin
yollanmakta ve su molekulleri elektrik alaninda yon degistirerek molekuller arasi
surtinme artmakta ve 1si1 agiga ¢ikmaktadir. Mikrodalga isinlari, mikotoksinlerin
molekul yapilarinda iyon degisimlerine neden olarak etki gOstermektedirler
(Shapira, 2004). Kizilétesi kurutmada ise 120-400 THz frekansa sahip isinlar
(dalga boyu 0.78-3.00 um) kullaniimaktadir. Kurutma amach kullanilan kizilGtesi
Isinlarinin dalga boyu genellikle 2.5 ile 200 um arasindadir. Kizilotesi kurutmada
ornekteki suyun O-H baglari enerji absorblar ve gonderilen isinla ayni frekansta
donmeye baslar. Bu yolla saglanan enerji ise ornekteki suyun buharlagmasina
neden olur (Caleb and Mwithiga, 2011). Mikrodalga ve kizilotesi kurutma
islemlerinin etki mekanizmalarinin birbirlerinden farkli olmasi nedeniyle DON ve
ZEA konsantrasyonlarinda saglanan azalmalarin birbirine esit olmamasi beklenen
bir durumdur. Ayrica DON ve ZEA’nin molekul yapilarinin degisik olmasi ve
kurutma yontemlerinden ayni sekilde etkilenmemeleri de azalmalarin farkh

olmasinin nedenleri arasinda sayilabilir.

Sekil 4.11°de su, klorlu su ve sodyum karbonat ¢ozeltisi ile 1 ve 2 dakika boyunca
yikanan bugday orneklerindeki DON ve ZEA konsantrasyonlarinda meydana gelen

azalmalar verilmigtir.

Sekil 4.11’e gore klorlu su ve sodyum karbonat ¢ozeltisi ile gergeklestirilen yikama
iglemlerinin, ZEA ve DON konsantrasyonlarinin azaltiimasinda sadece su ile
yapilan yikama islemine gore genellikle daha etkili oldugu ve saglanan azalmalarin

kontrole gore tum yikama uygulamalari igin dnemli oldugu gorulmektedir.

Klorlu su ile gerceklestiriien 1 ve 2 dakikalik yikama iglemlerinin DON
konsantrasyonu Uzerinde ZEA'ya gore daha etkili oldugu gorulmekte ve yikama
suresinin 2 katina c¢ikariimasiyla DON konsantrasyonunda %6.7’lik fark
olusmaktadir. Klorlu su ile yapilan yikama suresinin 2 kat arttinimasi ise ZEA
konsantrasyonundaki azalmada daha buyuk bir fark (%10.4) meydana

getirmektedir.
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Sekil 4.11. Su ve farkh yikama c¢ozeltilerinin bugdayda DON ve ZEA
konsantrasyonu uzerine etkisi
(Hata gubuklari + standart sapma degerlerini vermektedir.)

1 M sodyum karbonat ¢Ozeltisi ile yikamanin DON ve ZEA Uzerindeki azaltici
etkisinin su ile yikamaya gore daha etkin oldugu, 1 dakikalik yikama igleminin ZEA
ve DON konsantrasyonlarinda sirasiyla %65.0 ve 57.7 oraninda daha fazla; 2
dakikallk yikama isleminin ise %63.5 ve 57.3 oraninda daha fazla azalma
sagladigr gorulmektedir. Bu tez kapsaminda kullanilan yikama c¢ozeltileri
arasindan DON ve ZEA duzeylerinin azaltilmasinda kullanilabilecek en etkili
yikama yonteminin 1 M sodyum karbonat ¢ozeltisi ile ylkama oldugu ve sodyum
karbonat c¢oOzeltisi ve basingli su ile yikamanin beraber yapildigi Orneklerin
tuminde DON ve ZEA konsantrasyonundaki azalmanin %90’a yakin ve uzerinde
oldugu tespit edilmistir. Sodyum karbonat c¢ozeltisi ile temas siresinin
arttriilmasinin ZEA konsantrasyonunun azaltiimasinda 6nemli etkisi olmadigi buna
karsin DON konsantrasyonunun azaltiimasinda onemli etkisi oldugu gorulmustur.
Bu tez kapsaminda DON ve ZEA konsantrasyonunda 1 dakika gibi kisa sureli
yikama ile saglanan azalmanin daha onceki ¢alismalarda (Trenholm et al., 1992)

¢ok daha uzun surelerde yikama ile saglanan azalmalara yakin degerde oldugu
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bulunmustur. Ancak uzun sure suda bekletme ve yikama islemleri ile taneler
yuksek oranda su absorbe edecegi i¢cin bu tez kapsaminda kullanilan kisa sureli
yikama iglemlerinin bazi avantajlar saglayacagi aciktir.

Basingli su ile yikama isleminin etkisini belirlemek i¢in 1 ve 2 dakika basinglh su ile
yikanan ve ayni surelerde suda cgalkalanarak yikanan bugday orneklerinde DON

ve ZEA konsantrasyonlarindaki azalmalar Cizelge 4.11’de gosterilmistir.

Cizelge 4.11. Basingh su ile yikama ile suda calkalanarak yikama islemlerinin
bugdayda DON ve ZEA konsantrasyonlari GUzerine etkisi

Toksin konsantrasyonundaki azalma (%)

DON ZEA
Yikama Basingli Calkalama ile Basingli Calkalama ile
suresi (dk) yilkama yikama yikama yikama
1 30.0+£0.9 11.6 £ 0.48 241 +£0.69 17.7 £ 0.89
2 339+1.0 13.1+£1.20 26.2 +0.26 21.8+£0.12

Cizelgedeki degerler ortalama * standart sapma olarak verilmistir.

Cizelge 4.11'deki verilere gore 1 ve 2 dakika boyunca gerceklestirilen suda
calkalama ile yikama iglemleri DON konsantrasyonunda sirasiyla %11.6 ve 13.1
azalma saglamigtir. Ayni iglemin ZEA Uzerindeki azaltici etkisi %17.7 ve 21.8
olarak bulunmustur. Ayni surelerde gerceklestirilen basingli yikamanin galkalama
ile yikamaya gore bugdaydan daha fazla mikotoksinin uzaklagmasini sagladigi
gorulmektedir. 1 dakikalik basingh yikama igleminin ¢alkalama ile yikamaya gore
DON ve ZEA igin sirasiyla %18.4 ve 6.1 oraninda daha fazla azalma sagladigi
bulunurken 2 dakikalik yilkama suresi i¢in bu oranlar %20.8 ve 4.4 olarak
bulunmustur. Elde edilen sonuglar, yikama isleminin basingli olarak
gerceklestirimesinin bugdaydan DON ve ZEA'nin uzaklagtirimasinda onemli

etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
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4.4.2. Misirda yikama igleminin ZEA uzerine etkisi

ZEA igeren misir orne@i su ile 1 ve 2 dakika boyunca yilkanmig, etlivde ve
kizilotesi kurutucuda kurutulmustur. Hazirlanan oOrneklere ait kisaltmalar ve
aciklamalar Cizelge 4.12°te gOsterilmigtir. Su ile yikanan misir orneklerinin
mikrodalgada kurutulmasi sirasinda ornekler patladigi i¢in yikanan misirlara bu
yontemle kurutma uygulanamamistir. Yikama oOncesi ve sonrasi ile kurutma
sonrasinda orneklere ait rutubet icerikleri belirlenmis ve sonuclar Sekil 4.12°'de

verilmigtir.

Cizelge 4.12. Farkli siUrelerde su ve sodyum karbonat ¢ozeltisi ile yikanarak
etivde ve kizildtesi firinda kurutulan misir orneklerine ait kisaltmalar ve
aciklamalar

Ornek

Kodu Aciklama

Su ile 1 dakika sureyle yikanan ve etivde 30°C’de 14-16 saat
MS1E RN
kurutulan kurutulan misir 6rnegi duzelt

Su ile 2 dakika sureyle yikanan ve etivde 30°C’'de 14-16 saat
MS2E RN
kurutulan kurutulan misir 6rnegi duzelt

Su ile 1 dakika sureyle yikanan ve kizilotesi kurutucuda 525 W’ta 30
MS1IR : A
dakika kurutulan misir 6rnegi

Su ile 2 dakika sureyle yikanan ve kizilotesi kurutucuda 525 W’ta 30
MS2IR : A
dakika kurutulan misir 6rnegi

1 M sodyum karbonat c¢ozeltisi ile 1 dakika sureyle calkalama
MSK1E  yontemiyle yikanan, ardindan 1 dakika basing¢li su yikanan ve etuvde
kurutulan misir 6rnegi

1 M sodyum karbonat c¢ozeltisi ile 2 dakika sureyle calkalama
MSK2E  yontemiyle yikanan, ardindan 1 dakika basingli su yikanan ve etuvde
kurutulan bugday 6rnegi
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Sekil 4.12. 1 ve 2 dakika sureyle su ile yikanan misir drneklerinde yikama sonrasi
tane rutubeti ve etlivde kurutma ve kizilétesi kurutmanin tane rutubeti Gzerine
etkisi

(Hata cubuklari + standart sapma degerlerini vermektedir.)

Sekil 4.12’ye gore 1 ve 2 dakikalik yikama iglemlerinin tane rutubetindeki artiga
etkilerinin birbirlerine yakin oldugu ve kontrole gore tane rutubetini yaklagik %4
oraninda arttirdigi gorulmektedir. Etivde ve kizilotesi kurutucuda (525 W, 30
dakika) kurutma iglemlerinin 6rneg@in son rutubetine olan etkilerinin yaklasik ayni
oldugu ve etlvde kurutmanin kizilétesi kurutmaya gore daha etkili oldugu sonucu
cikarilabilir. kizilétesi kurutmanin bugdayda tane rutubetini daha ¢ok dusurmesi
kurutmanin daha c¢ok tane yuzeyinde gerceklesmesi ve misir kabugunun su
gecirgenliginin daha az olmasinin tanedeki rutubetin uzaklasmasina karsi direng

olusturmasi ile agiklanabilir (Hoseney, 1994).

Misir orneginde gergeklestirilen yikama iglemi sonucunda Orneklerdeki ZEA
konsantrasyonlari ile baglangi¢ toksin konsantrasyonuna gore hesaplanan ZEA
konsantrasyonlarindaki azalma degerleri (%) Cizelge 4.13’te verilmistir.
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Cizelge 4.13. Misir drneginin 1 ve 2 dakika boyunca su ve 1 M sodyum karbonat
cozeltisi ile yikanip etivde ve kizilétesi kurutucuda kurutulan orneklerdeki ZEA
konsantrasyonlari ve ZEA konsantrasyonunda gorulen azalmalar (%)

Toksin Toksin
Ornek adi konsantrasyonu (ng/g) konsantrasyonundaki

y 99 azalma (%)
Kontrol 752+7.5 0
MS1E <LOQ Hesaplanamadi
MS2E 127 £ 0.6 83.1 £ 0.09
MS1IR 269 + 8.7 64.1+1.16
MS2IR 186 £ 8.6 75.2+1.16
MSK1E 0.0+£0.0 100
MSK2E 0.0+£0.0 100

Cizelgedeki degerler ortalama * standart sapma olarak verilmigtir.

Cizelge 4.13’teki sonucglara gore MS1E orneginde ZEA konsantrasyonu tayin
sinirinin altinda bulunmug, MS2E 6rneginde ise 2 dakikalik yikama ile %83.1’lik
azalma saglanmistir. 1 ve 2 dakika boyunca yikanan ve kizilétesi kurutucuda 525
W’ta 30 dakika kurutulan MS1IR ve MS2IR orneklerinde sirasiyla %64.1 ve
%75.2’lik azalma saglanmistir. 1 M sodyum karbonat ¢ozeltisi ile 1 ve 2 dakika
boyunca yikanan MSK1E ve MSK2E oOrneklerinde ise ZEA varlhgi

saptanamamistir.

Misir orneklerinin baglangictaki ZEA konsantrasyonun belirlenmesinde misir
orneginde farkli bolgelerden 6rnek alinarak 5 tekrarli olarak analiz yapiimig ve
azalmalar belirlenen ortalama degere gore hesaplanmigtir. Yikama iglemi sonrasi
etivde kurutma sirasinda dusuk sicakhk (30°C) kullaniimigtir. Bu uygulamanin
amaci sicaklik etkisi ile mikotoksin seviyesinde degisim yaratmadan sadece

yikama etkisi sonucu mikotoksin seviyesindeki azalmayi tespit etmektir.

Elde edilen sonuglar 1 ve 2 dakikalik yikama islemlerinin misirda ZEA
konsantrasyonu Uzerindeki azaltici etkisini agiklamasi bakimindan yetersiz
kalmigtir ¢inkd 1 dakika yikama ile elde edilen azalmanin 2 dakika yikama

sonuglarina gore daha fazla oldugu gorulmektedir. Daha 6nce belirtildigi gibi,
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sadece ylkama ve ylkama sonrasinda kizilotesi kurutma islemlerinin bugdayda
ZEA Uzerindeki etkisi 1 ve 2 dakikalik yilkama igin sirasiyla %24.1, 38.2 ve %26.2
ve 51.8 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar bugdayda yilkama sonrasi
kizilotesi kurutmanin sadece yikamaya gore daha etkin oldugunu ve 2 dakikalik
yikama ile ZEA konsantrasyonundaki azalmanin daha fazla oldugunu
gOstermektedir. Ancak ayni azaltici etki misir érnekleri igin gézlenememigtir. Misir
tanelerinin bugdaya gore daha iri yapida olmasi 6rnek homojenliginin yeteri kadar
iyi olmamasi ve misir orneklerinin farkli bolgelerindeki ZEA konsantrasyonlarinin
birbirinden farkli olmasina neden olabilmektedir. Sonuglarin bu sekilde ¢ikmasi
baslangi¢c orneklerindeki ZEA konsantrasyonlarinin birbirinden farkli olmasindan
kaynaklanmig olabilecegi dusunulmektedir.

MSK1E ve MSK2E orneklerinde ZEA varliginin bulunamamasinin  sodyum
karbonatin ZEA Uzerindeki etkisinden kaynaklandigi sonucu ¢ikarilabilir. Bu etki
bazik ortamda mikotoksinin pargalanmasi ve yikama c¢ozeltisi ile yikanarak
uzaklagsmasi ile aciklanabilir. Daha 6nce bazik kosullarin mikotoksinin Uzerine
etkisi bolum 4.3.2°de tartisiimistir.

Bugday orneginde sodyum karbonat ¢ozeltisi ile yapilan 1 ve 2 dakikalik yilkama
igslemlerinin ZEA konsantrasyonunda sirasiyla %89.1 ve %89.9 azalma sagladigi
belirlenmistir. Bugday oOrnegindeki 848 ppb’lik ZEA konsantrasyonu Uzerinde
%90’a varan azalma saglayan ylkama igleminin daha dusuk konsantrasyon
duzeyinde daha etkili olmasi beklenen bir durumdur.
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5. YORUM ve ONERILER

Gidalarin mikotoksinlerle kontaminasyonu genel bir gida guvenligi sorunudur.
Kiflerin dogada yaygin olarak bulunmalari nedeniyle kif iremesinin engellenmesi
zorlagsmakta ve dunyada uretilen tahillarin buyuk bir kisminda bir ya da birden ¢ok
mikotoksin bulunmaktadir. Bu nedenle gidalarda mikotoksin varliginin saptanmasi
ve mikotoksin konsantrasyonlarinin azaltilmasi Uzerine yapilan ¢alismalar énem
kazanmaktadir. Bu tez kapsaminda Fusarium toksinlerinden DON ve ZEA ile
kontamine olmus bugday orneginde farkli surelerde kabuk soyma, misirda alkali
uygulayarak kabuk soyma, misir ve bugdayda su ve cesitli kimyasal madde
cOzeltileriyle yikama iglemlerinin  mikotoksinler Uzerinde azaltici etkileri
arastinlmistir. Misir ve bugdayda yikama sonrasi uygulanabilecek alternatif
kurutma yontemlerinin mikotoksinler Uzerindeki etkileri belirlenmigtir. Ayrica misir
ve bugdayda DON ve ZEA analizleri igin kullanilan analitik metotlarin validasyon
calismalari gerceklestirilmigtir.

Bugdayda kabuk soyma iglemi kabuk soyucu ile gergeklestirimis ve bugday
ornegine 15, 30, 45 ve 60 saniye boyunca kabuk soyma iglemi uygulanmistir.
Kabuk soyma suresinin tane agirliginda meydana getirdigi azalma belirlenmig, 1
dakika sonunda tane agirliginin yaklasik %34’4nun uzaklastigi bulunmustur. Farkli
kabuk soyma surelerinde DON ve ZEA'nin belli oranlarda taneden
uzaklastirilabildigi belirlenmistir. ilk 15 saniye sonunda bugdaydaki DON ve ZEA
konsantrasyonunda sirasiyla yaklasik %38 ve 44 azalma saglanmigtir. Kabuk
soyma suresinin arttinlmasiyla taneden uzaklasan DON miktar1 yaklasik %90;
ZEA miktar ise yaklasik %96 seviyesine c¢ikmistir. Kabuk soyma isleminin
bugdayin toplam besinsel lif, protein ve kul icerigine etkisi incelenmis; kabugu
soyulan tanelerde toplam besinsel Iif, protein ve kil igeriginin azaldig
bulunmustur. Farkh kabuk soyma surelerinin bu iki mikotoksinin taneden
uzaklastiriimasi Uzerine etkisinin farkli olmasi, tanedeki konsantrasyonlarinin farkh
olmasina ve bu mikotoksinlerin tanenin farkli dig katmanlarinda lokalize olmalarina
bagh olabilecegi sonucuna variimigtir. Daha uzun sureli uygulanan kabuk soyma
isleminin bugdayda DON ve ZEA’nin uzaklastirlmasinda daha etkili olacagi
dusunulmektedir. Ancak uzun sureli kabuk soyma iglemi ile tane agirligindaki
azalma ¢ok fazla olacagindan ekonomik agidan kayip olugsacaktir. Kabuk soyma
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suresinin arttirlmasi mikotoksinlerle yuksek seviyede kontamine olan tahillardan
bu yontemle toksinlerin uzaklastirimasinda daha avantajli olacaktir. Buna ek
olarak, kullanilan kabuk soyma yonteminin kolay uygulanabilir ve dusuk maliyetli
olmasi, toksinlerin taneden fiziksel olarak uzaklastirlmasina imkan vermesi
nedeniyle kuguk taneli tahillarda mikotoksinlerin azaltilmasinda kullaniminin uygun
oldugu dusunulmektedir. Kabuk soyma igleminin DON ve ZEA digindaki
mikotoksinler  Uzerindeki  etkisinin  belirleneniimesi ve  farkh  tahillara
uygulanabilirliginin arastirlmasi i¢in daha c¢ok c¢alisma yapilmasi gerektigi

dusunulmektedir.

Misirda sodyum hidroksit ¢ozeltisi kullanimi ile gergeklestirilen kabuk soyma islemi
sonunda kabugu soyulan orneklerde ve misir kepeginde ZEA’nin tamamen
uzaklastirildigr gorulmuastar. Kabuk soyma islemi ile misirdan yaklasik %5
oraninda kepek uzaklastirilabilmigtir. Kabugu soyulan misir Orneklerinde
uzaklastirilan fraksiyonla misirdaki toplam besinsel lifin %30’unun ayrildigi, protein
iceriginin yaklasik %98’inin tanede kaldigi belirlenmistir. Bazik ¢ozeltilerle kabuk
soyma igleminin daha ekonomik olarak yapilabilmesi igin daha dusuk
konsantrasyondaki baz gozeltilerinin denenmesi uygun olacaktir.

Basingli su yikama duzenegi ile gergeklestirilen 2 dakikalik yikamanin 1 dakikalik
yikamaya gore bugdayda DON ve ZEA konsantrasyonlari Uzerindeki azaltici
etkisinin daha fazla oldugu belirlenmigtir. Bugdayda yikama islemi sonrasi
uygulanan %100 gugte 1 dakika mikrodalga ve 525 W’ta 30 dakika kizilGtesi
kurutma islemlerinden DON ve ZEA konsantrasyonlari Uzerindeki azaltici
etkilerinin 6nemli oldugu belirlenmigtir. Mikrodalga kurutmada ile kizil6tesi
kurutmanin mekanizmalarinin birbirinden farkli olmasin nedeniyle mikrodalga
kurutmanin mikotoksinler Uzerinde daha fazla azaltici etkide oldugu sonucuna
variimigtir. DON’'un ZEA'ya gore daha polar 6zellikte olmasinin su ile yikama ile
DON konsantrasyonunda saglanan azalmanin daha fazla olmasini sagladigi
dusunulmektedir. Misirda su ile gergeklestiriien yikama igleminin  ZEA

konsantrasyonu uzerinde etkili oldugu gorulmasgtur.

Bugdayda klorlu su ve sodyum karbonat ¢ozeltileri ile yikama igleminin DON ve
ZEA Uzerindeki etkisi arastiriimis ve ikisinin de mikotoksinlerin azaltiimasinda suya

gore daha etkili oldugu bulunmustur. Sodyum karbonat ¢ozeltisi ile 1 ve 2 dakikalik
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yikama sonucu toksin konsantrasyonunda %90’a yakin azalma saglanmistir.
Klorlu su ile ylkama sonucunda ise yikama suresine bagl olarak DON ve ZEA
konsantrasyonlarinda %40’in Uzerinde azalma saglanmistir. Misirda sodyum
karbonat c¢ozeltisi ile gergeklestirilen 1 ve 2 dakikallk yikama islemleri ile
orneklerdeki ZEA’'nin tamamen uzaklastirildigi belirlenmigtir. Basingh yikama
igsleminin calkalayarak yikama islemine gore mikotoksinlerin azaltiimasinda daha

etkili oldugu sonucuna variimigtir.
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