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1. OZET

TURKIYE’DEKi ARI URUNLERINDE HPLC YONTEMi KULLANILARAK
SITRININ, DEOKSINIVALENOL VE ZEARALENON DUZEYLERININ
BELIRLENMESI

Besin kalitesini olumsuz etkileyen ve diinya capinda asirt israfa yol acan mikotoksin
kontaminasyonu, insan saglig1 icin risk olusturmakta ve mikotoksinlere diyetle maruz
kalmak, halen saglik tehdidi olmaya devam etmektedir. Art driinleri icerdigi yiliksek
biyoaktif bilesikleri ve saglig1 gelistirici etkileri nedeniyle geleneksel ve modern tipta en gok
kullanilan dogal besinler arasinda yer alir. Giiniimiizde ar1 iriinlerinin tiiketimi ile herhangi
bir veya birden fazla mikotoksinin viicuda almip alinmadigi belirsizligini korumaktadir. Bu
nedenle, caligmamizda yiikksek performanshi sivi  kromatografisi (HPLC) yontemi
kullanilarak ar1 iiriinlerinde (bal, polen, propolis ve ar1 siitii) sitrinin (SIT), deoksinivalenol
(DON), zearalenon (ZEA) diizeylerinin belirlenmesi amaglanmis ve ek olarak diyetsel
maruziyet degerlendirmesi yapilmistir. Mikotoksin analizi HPLC-UV ile gerceklestirilmis ve
mikotoksin saptanan numuneler, sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-
MS/MS) ile dogrulanmigtir. Risk degerlendirmesi igin maruziyet marji (MoE) yaklasimi
kullanilmistir. Tiim numunelerin %79,5’inde en az bir mikotoksin tespit edilirken, en sik
saptanan mikotoksinler ZEA (%37,5) ve DON (%35,7) olarak belirlenmistir. Bal ve propolis
numunelerinde i¢ mikotoksinin varligi gozlemlenmis, ancak bu numunelerde sadece DON
igin tespit limitinin iizerinde konsantrasyonlar saptanmustir. Polen numunelerinde SiT tespit
edilmezken, sadece bir ar1 siiti numunesinde SIT (<LOD pg/kg) goriilmiistir. ZEA
saptanan bal, polen ve propolis numunelerinde belirlenen konsantrasyonlar tespit limitinin
altinda iken, sadece bir ar siiti numunesinde ZEA miktarinin tespit limitinin iizerinde
(0,0094 pg/kg) oldugu belirlenmistir. Yapilan maruziyet degerlendirmesi sonucu, dort art
triinii grubu igin hesaplanan degerler c¢alisilan ili¢ mikotoksinin de saglik a¢isindan risk
olusturmadigini ortaya koymustur. Ancak ar1 iiriinii gruplarinda mikotoksinlerin tespit
edilmesi nedeniyle, bu besinlerin tiiketiminden kaynaklanabilecek saglik risklerinin kontrol

altinda tutulmasi i¢in rutin toksikolojik analizler gerceklestirilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Ar iriinleri, HPLC-UV, LC-MS/MS, maruziyet degerlendirmesi,

mikotoksin

Bu tez galigmasi Istanbul Medipol Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2021/19).



2. ABSTRACT

DETERMINATION OF CITRININ, DEOXYNIVALENOL, AND ZEARALENONE
LEVELS USING THE HPLC METHOD IN BEE PRODUCTS IN TURKIYE

Mycotoxin contamination, which negatively affects food quality and causes excessive waste
around the world, poses a risk to human health and dietary exposure to mycotoxins still
remains a health threat. Bee products are among the most used natural foods in traditional
and modern medicine due to their high bioactive compounds and health-promoting effects.
Today, it remains unclear whether any or more mycotoxins are taken into the body by the
consumption of bee products. Therefore, in our study, it was aimed to determine the levels of
citrinin (CIT), deoxynivalenol (DON), and zearalenone (ZEA) in bee products (honey, bee
pollen, propolis, and royal jelly) using high-performance liquid chromatography (HPLC)
method and additionally, dietary exposure assessment was performed. Mycotoxin analysis
was performed by HPLC-UV and mycotoxin detected samples were confirmed by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The margin of exposure (MoE)
approach was used for risk assessment. While at least one mycotoxin was detected in 79.5%
of all samples, the most frequently detected mycotoxins were ZEA (37.5%) and DON
(35.7%). The presence of three mycotoxins was observed in honey and propolis samples, but
only concentrations above the detection limit for DON were detected in these samples.
While CIT was not detected in bee pollen samples, CIT (<LOD pg/kg) was observed only in
one royal jelly sample. While the concentration values determined in honey, bee pollen and
propolis samples in which ZEA were detected were below the detection limit, it was
determined that the ZEA average concentration value was above the detection limit (0.0094
ug/kg) in only one royal jelly sample. As a result of the exposure assessment, the values
calculated for the four bee product groups revealed that the three mycotoxins studied do not
pose a health risk. However, due to the detection of mycotoxins in bee product groups,
routine toxicological analyzes should be carried out in order to keep the health risks that may

arise from the consumption of these foods under control.
Key Words: Bee products, exposure assessment, HPLC-UV, LC-MS/MS, mycotoxin

This work was financially supported by the Istanbul Medipol University Scientific
Research Projects Fund (Project No: 2021/19).



3. GIRIS VE AMAC

Besinlerin yapisinda birgok saglikli dogal bilesigin yani sira pestisitler,
mikotoksinler, agir metaller ve metaloidler gibi toksik bilesikler de bulunmaktadir
(1,2). Guinliik yasantimizda siklikla tiikettigimiz yiyecekler ¢ogunlukla mikotoksin
ad1 verilen zehirli bilesikler ile kontamine olmaktadir (3). Mikotoksinler esas olarak
Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsi mantarlar tarafindan ikincil metabolizma
sirasinda iretilen diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Mikotoksin tlireten bu kiif

(mantar) tiirleri dogada oldukga yaygindir (4).

Mikotoksin kontaminasyonu gida, tarim ve hayvancilik sektoriinde ge¢misten
giinimiize siiregelen kiiresel bir gida giivenligi sorunudur. Besinlerdeki bu
kontaminasyon kiiflerin varligina, tarimsal uygulamalara, hasat ve/veya depolama
kosullarina (sicaklik, nem orani vb.) baglidir. Mikotoksinlerin ¢ogu 1s1ya, fiziksel ve
kimyasal islemlere kars1 dayaniklidir. Bu nedenle kaynatma, kavurma, pastorizasyon
gibi isleme ve pisirme siirecleri sonrasinda bile yiyeceklerdeki toksik bilesik varligi
devam edebilir (4,5).

Gliniimiizde tanimlanmis ve bildirilmis Ui¢ ylizden fazla mikotoksin tiirii
vardir (6). Besinlerdeki yiiksek prevalanslari ve hem insan hem de hayvan saglig
tizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle bilinen 6nemli mikotoksinler arasinda;
aflatoksinler (B1, B2, G1, G2, M1), fumonisinler (A, Bl, B2), okratoksin A,
trikotesenler (deoksinivalenol, T-2 toksini vb.), zearalenon, patulin ve sitrinin yer alir
(7,8).

Deoksinivalenol (DON) ve zearalenon (ZEA) mikotoksinleri temel olarak
Fusarium graminearum ve Fusarium culmorum tiirleri tarafindan {iretilirken (9,10),
SIT Aspergillus, Penicillium ve Monascus tiirleri tarafindan iiretilen poliketid tiirevi
bir mikotoksindir (11). Ayn1 kif tiirleri tarafindan sentezlendigi i¢in DON ve ZEA
mikotoksinleri genellikle bugday, arpa, yulaf, cavdar ve misir gibi tahillarda ve tahil
bazli besinlerde birlikte bulunur (9,10). Sitrinin (SIT) ise tahillar, tahil bazl iiriinler,
yagl tohumlar ve baharatlar gibi cesitli besinlerde tespit edilmesi ile saglik i¢in

potansiyel bir tehdit olusturmaktadir (11,12).



Mikotoksinler, toksisite ve evrensellik nedeniyle gida giivenligi konularinin
odak noktasi haline gelmistir. Hem gidalardaki hem de yemlerdeki mikotoksin
olusumu, insanlarda ve hayvanlarda akut zehirlenmenin yan1 sira kronik maruziyet
sonucunda kanserojenik, mutajenik, nefrotoksik ve teratojenik gibi patolojik etkilere
neden olabilir (13). Nefrotoksisite SIT’in iyi bilinen toksik bir etkisidir. Calismalar,
memeli tiirlerinde tekrarli doz SIT maruziyeti sonrasi bobregin birincil hedef organ
oldugunu kanitlamistir (14-16). Kimyasal yap1 olarak endojen Ostrojene benzeyen
ZEA, bir Ostrojen antagonisti gibi davranarak 17-f Ostradiol ile Ostrojen
reseptorlerine baglanmak icin yarisir. Bu nedenle dogal Ostrojenlerin aktivitelerini
engelleyebilir, sentezlerini ve metabolizmalarin1 degistirebilir veya Ostrojenik
reseptorlerin sentezine miidahale edebilir (17). Ayn1 zamanda insan ve hayvan
calismalarinda ZEA, Ostrojenik aktivitesi ve Ostrojen reseptorlerine baglanma
afinitesi nedeniyle iireme bozukluklar1 ve hiperdstrojenizm ile iliskilendirilmistir
(18). En yaygin arastirilan mikotoksinlerden biri olan DON ise genellikle
enteropatojenik bir toksin olarak kabul edilir. Insanlarm DON ile kontamine
yiyecekleri tiiketmesi sonucu akut toksisite; kusma, ishal, ates ve karin agrisi gibi
besin zehirlenmesi belirtileri ile kendini gosterir (19). DON kontaminasyonuna
kronik maruziyet ise biiytimede gerilik, besin aliminda azalma, viicut agirligi kayb,

kanserojenik ve mutajenik etkiler ile iliskilendirilmistir (20).

Mikotoksinlerin saglik tizerindeki olumsuz etkileri bilinmesine ragmen, bu
toksinlere diyetle maruz kalmak insanlar i¢in giinliik bir tehlike olmaya devam
etmektedir. Bu nedenle, tiikettigimiz besinlerin hangi mikotoksinleri icerdigini
saptamak ve mikotoksinlerin besinlerde bulunabilecek kalinti limitlerini belirlemek
biiyiik 6nem tasimaktadir. Bal, polen, propolis ve art siitii gibi ar1 lirlinleri gegmisten
bugiine hem yetiskin hem de ¢ocuk beslenmesinde 6nemli Slgiide yer almaktadir.
Ozellikle giiniimiizde basta bulasici viral hastaliklar olmak iizere ok sayida hastaliga
kars1 bagisiklik sistemini giiclendirmek isteyen yetiskinler ari iriinlerini siklikla
tercih etmektedir. Ayn1 zamanda ebeveynler ¢ocuklarinin gelisimini ve bagisikligin
desteklemek amaci1 ile cocuklarin giinliik beslenmelerinde ar1 {irlinlerine yer
vermektedir. Dolayisiyla yas fark etmeksizin ar1 dirlinlerini tiiketen bireylerin

herhangi bir veya birden fazla mikotoksini viicuda alip almadigi halen belirsizdir.



Literatiir incelendiginde; SIT, DON ve ZEA mikotoksinleri ¢ogunlukla
tahillar, tahil bazli yiyecekler, tahil bazli bebek mamalari, yagl tohumlar, baharatlar
ve hayvan yemlerinde analiz edilmistir (5-7). An {iirinlerinde mikotoksin varligini
arastiran az sayida c¢alisma bulunmaktadir. Bu calismalar sadece polen ornekleri
iizerinde gerceklestirilmistir. Toskana (Italya)’da yiiriitiilen bir ¢alismada, polen
numunelerinde yiiksek DON konsantrasyonlari (max: 179,7 pg/kg) tespit edilirken
(21), Slovakya’nin cesitli bolgelerinden toplanan polenlerde yaygin olarak T-2
toksin, ZEA ve DON mikotoksinleri saptanmistir (22). Hem ulusal hem de
uluslararas1 yayimlarda polen disindaki diger ar1 iriinlerinde mikotoksin analizine
iliskin herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Mevcut ¢alismalardan farkli olarak
calisgmamizda polenin yan1 sira bal, propolis ve ar1 siitiindeki mikotoksin varliginin
degerlendirilmesi yeni bir yaklasim olarak disiiniilmektedir. Ayn1 zamanda
Tiirkiye’deki ar1 iiriinlerinde DON, ZEA ve SIT mikotoksinlerinden birinin veya
birden fazlasinin var olma olasiligi, literatiirdeki veri smirhiligi goz Oniinde
bulunduruldugunda bu konunun arastirilmaya deger oldugunu ortaya koymaktadir.
Bu caligmada yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yontemi kullanilarak,
Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden ve illerinden temin edilen ar1 iriinlerinde (bal,
propolis, polen ve ar siitii) SIT, DON ve ZEA diizeylerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Temel amacimiza ek olarak, temin edilen tiim ar1 {irlinlerinde tespit

edilen mikotoksinlere dair diyetsel maruziyet degerlendirmesi yapilmistir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Mikotoksinler

Besinler yapisinda bir¢ok dogal bilesigi bulundurur. Bunlarin arasinda, insan
diyetinde sayisinin yaklasik 5000-10,000 oldugu tahmin edilen zehirli bilesikler
(mikotoksinler, pestisitler, agir metaller, metaloidler, antibiyotikler vb.) mevcuttur.
Giinlik yasantimizda siklikla tiikettigimiz yiyecekler g¢ogunlukla mikotoksin adi
verilen toksik bilesikler ile kontamine olmaktadir (1-3). Mikotoksin ismi mantar
anlamma gelen Yunanca “mykes” ve zehir anlamina gelen Latince “toxicum”
kelimesinden tiiretilmistir (5). Mikotoksinler basta Aspergillus, Penicillium ve
Fusarium cinsi mantarlar olmak iizere bir¢ok filamentli mantarlar (kiifler) tarafindan
tiretilen diisiik molekiiler agirlikli (<1,000 Dalton) bilesiklerdir. Mikotoksin iireten
bu kuf tirleri cesitli ¢evresel kosullar altinda besinlerde olusabilme durumlari
nedeniyle, tiim diinyada kiiresel bir gida giivenligi sorunu olarak kabul edilmektedir
(4,23).

Gliniimiizde tanimlanmis ve bildirilmis Ui¢ ylizden fazla mikotoksin tiirii
vardir. Besinlerdeki yiiksek prevalanslart ve hem insan hem de hayvan sagligi
tizerindeki etkileri nedeniyle bilinen 6nemli mikotoksinler arasinda aflatoksinler (B1,
B2, G1, G2, M1), fumonisinler (A, B1, B2), okratoksin A, deoksinivalenol (DON),
T-2 toksin, HT-2 toksin, zearalenon (ZEA) ve sitrinin (SIT) yer almaktadir (7,8)
(Tablo 4.1).

Mikotoksin tireten kiif tiirleri (Aspergillus, Penicillium ve Fusarium) dogada
olduk¢a yaygin olup, tahillar (siklikla bugday, arpa, musir vb.), yagli tohumlar
(findik, ceviz, fisttk vb.), baharatlar ve kahve gibi cesitli besinler {izerinde
gelismektedir. Mikotoksinler, kontamine olmus bu besinlerin tiiketimi ile dogrudan
insan viicuduna alinmaktadir. Ayrica yem kontaminasyonu gida giivenligi i¢in ekstra
bir tehlike olusturur. Ciinkii hayvanlarin kontamine olmus yemleri tiiketmesi ile bu
mikotoksinler siit, et, yumurta gibi hayvansal kaynakli besinlere taginir ve bu durum
insanlarin mikotoksin iceren besinleri tiiketmesine neden olur (24,25). Ornegin,

Ispanya’da gerceklestirilen bir ¢alismada, marketlerden satin alinan on ii¢ inek



stitlinlin yaklasik %10’unda izin verilen maksimum limitten daha yiiksek seviyelerde
aflatoksin M1 saptanmus, diger aflatoksinler (B1, B2, G1, G2, M2), okratoksin A,
fumonisinler (B1, B2) ve ZEA diisiik seviyelerde tespit edilmistir (26).

Tablo 4.1. Baslica mikotoksinler (4,7)

Mantar tiirleri Mikotoksinler En sik saptanan besinler

. Aflatoksinler Maisir, bugday, piring, fistik

Aspergillus flavus ) ’ ’ o

As ef illgus arasiticus (Aflatoksin B1, B2, G1, antep fistig1, badem, incir,

Perg P G2) pamuk tohumu, baharatlar

Fusarium verticillioides Fumonisinler Misir, misir igeren iriinler,
Fusarium proliferatum  (Fumonisin B1, B2, B3) kuskonmaz

Aspergillus ochraceus
Penicillium verrucosum Okratoksin A
Aspergillus carbonarius

Tahillar, sarap, liziim, kahve,
kakao, peynir

Fusarium graminearum

Fusarium culmorum Tahillar (misir, bugday, arpa)
Fusarium cerealis Zearalenon ve tahil bazli irtinler, hayvan
Fusarium verticillioides yemleri

Fusarium incarnatum

Fusarium graminearum
Fusarium culmorum Deoksinivalenol
Fusarium cerealis

Tahillar ve tahil iirtinleri,
hayvan yemleri

Aspergillus, Penicillium Sitrinin Tahillar, meyveler ve hayvan
ve Monascus tiirleri yemleri

Penicillium expansum
Bysochlamis nivea Patulin Elma, elma suyu
Aspergillus clavatus

Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) verilerine gore, diinyadaki tarmm iiriinlerinin
%25’1 mikotoksinleri icermekte ve diinyadaki gidalarin yaklasik %5-10’u mikotoksin
olusumu nedeniyle israf edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag

Dairesi (FDA), Diinya Saglk Orgiiti (WHO), Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi



(EFSA), FAO ve Avrupa Komisyonu gibi birgok ulusal ve uluslararasi devlet
kurumu bu kiiresel halk sagligi sorununu ele almis, gida ve yemlerdeki mikotoksin
kontaminasyonunu sinirlamaya yonelik diizenlemeler ve yonergeler yayinlamistir
(4,24,27). Ulkemizde ise gida ve yemlerdeki mikotoksin varhigina iliskin veriler ve
limitler T.C. Tarim ve Orman Bakanlig1 tarafindan “Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar

Yonetmeligi”’nde belirtilmis ve 2011 yilinda Resmi Gazete’de yayinlanmastir (28).

Besinlerdeki mikotoksin  kontaminasyonu kiiflerin varligina, tarimsal
uygulamalara (hasat oncesinde veya hasat sonrasi besinlerin islenmesi, paketlenmesi,
dagitimi ve depolanmasi vb.) ve g¢evresel kosullara baghidir (29). Nem ve sicaklik
gibi c¢evresel faktorler mantar gelisimini tesvik ederek bu toksik bilesiklerin
besinlerde iretim riskinin artmasma ve toksinlerin  birikmesine katkida
bulunmaktadir. Arastirmalar tropikal ve subtropikal bolgelerdeki mahsullerin, 1liman
bolgelerin - mahsullerine kiyasla mikotoksin kontaminasyonuna daha duyarl
oldugunu ortaya koymustur. Ciinkii tropik bolgelerdeki yiiksek sicaklik ve nem
varlig1 mikotoksin olusumu i¢in en uygun kosullari saglamaktadir (30). Genel olarak,
yiiksek sicaklik ve nemli ortamlarda uygun olmayan bir sekilde depolanan basta
tahillar olmak tizere tiim besinler kiif olusumuna ve mikotoksin kontaminasyonuna
maruz kalmaktadir (31). Besinler islendikten sonra uygun kosullar altinda
depolandigi siirece mikotoksin iiretimi zorlagir. Bu, 6zellikle besinin su aktivitesi,
depolama sicaklig1 ve nem oraninin kiif olusumunu 6nleyecek kadar diisiik olmasi ile
saglanabilir. Ancak bu kosullar mikotoksin iretimine izin verecek seviyelere

yiikseldiginde islenmis olsa bile besinlerde mikotoksinler birikebilir (32).

Gida isleme siirecleri gida gilivenligi i¢in ongdriilemeyen bir sorun olarak
kabul edilmektedir. Mikotoksinlerin ¢ogu geleneksel gida isleme sicaklik araligina
(80-121 °C), fiziksel ve kimyasal islemlere karsi nispeten dayaniklidir. Bu nedenle,
kaynatma, kavurma gibi normal pisirme kosullarinda, hatta bazi durumlarda
pastorizasyon sonrasi bile yiyeceklerdeki toksik bilesik varligi devam edebilmektedir
(5,33). Fiziksel islemler (ayiklama, temizleme ve O&giitme) ve 1sil islemlerin
mikotoksinler iizerindeki etkisi incelendiginde, yiiksek sicaklik kullaniminin
mikotoksin diizeylerini azaltmada en biiyiik etkiye sahip oldugu bulunmustur. Yiiz

elli. °C’nin izerindeki yiiksek sicakliklarda pisirme isleminin mikotoksin



konsantrasyonlarini énemli 6l¢iide azaltabildigi bildirilmektedir (5). Genel olarak, bir
besine 1s1l islem uygulanmasi mikotoksin konsantrasyonlarini belirli 6l¢iide azaltir,
ancak tamamen ortadan kaldirmaz. Besinlerde mikotoksin olusumunu kontrol altina

almak i¢in birgok strateji 6nerilse de halen kesin bir ¢6ziim bulunmamaktadir.

4.1.1. Sitrinin

Aspergillus (A. carneus, A. niveus, A. terreus) Penicillium (P. citrinum, P.
verrucosum ve P. expansum) ve Monascus (M. ruber) tiirleri tarafindan iiretilen SIT,
en yaygin olarak depolama sirasinda olusan poliketid tiirevi bir mikotoksindir (Sekil
4.1) (11,34). 1lk kez 1930’lu yillarda bir P. citrinum kiiltiiriinden izole edilmistir
(35). Tahillar (musir, bugday, c¢avdar, piring, arpa, yulaf) ve tahil bazli iiriinler,
meyveler (elma vb.) ve meyve sulari, yagl tohumlar (badem, yer fistigi, findik,
fistik, aycigegi, vb.) ve baharatlar (zerdegal, kisnis, rezene, karabiber, kakule ve
kimyon vb.) gibi ¢ok ¢esitli besinlerde SIT kontaminasyonu tespit edilmistir (12,36).
Farkli olarak, peynir numunelerinin incelendigi bir ¢alismada SIT’in toksijenik
suslarinin  varligi saptanmistir (37). Aymi zamanda son yillarda Monascus
purpureus’un ikincil bir metaboliti olarak kirmizi fermente pirincin fermantasyonu
sirasinda SIT’in olustugu bilinmektedir. Kirmiz1 fermente piring geleneksel olarak

Dogu Asya’da gida boyasi olarak kullanilmaktadir (38).

Sekil 4.1. Sitrinin’in molekiiler yapis1 (36)



Ozellikle depolama kosullarindaki nem orani, sicaklik gibi ¢evresel faktorlere
bagli olarak SIT olusmaktadir. Biiyilk oranda, tahillar uygun sekilde
kurutulmadiginda ve daha yiiksek nem igerigi (>%16) olan yerlerde muhafaza
edildiginde ortaya ¢ikmaktadir. Bu mikotoksinin olusumu i¢in uygun sicaklik aralig
12-37 °C (optimum sicaklik 30 °C)’dir (34,39). Sicakligin farkli tahil numunelerinde
P. verrucosum biiyiimesi ve SIT olusumu iizerindeki etkisinin arastirildigi bir
calismada, deney esnasinda nem igerigi korunmus ve tahil numuneleri 40 giin
boyunca farklt depolama sicakliklarinda (10, 20 ve 30 °C) tutulmustur. Deney
sonunda, 30 °C’de P. verrucosum’un maksimum biiyiime sergiledigi ve SIT

birikiminin piringte 20 °C’de daha fazla oldugu belirlenmistir (40).

Diger mikotoksinlere kiyasla, SIT 1siya karsi daha fazla hassasiyet
gostermektedir. Besinlerdeki SIT diizeylerinin sulu ortamlarda >100 °C’de, kuru
kosullar altinda ise >175 °C’de igslenme sonucu azaldig1 tespit edilmistir. Besinler
isitildiktan sonra SIT pargalanir ve SiT’den daha diisiik sitotoksisite etkili olan
sitrinin Hy ve sitrinin H, olusur. Monascus kiifiindeki SIT konsantrasyonunun suda
kaynatma islemi sonrasi onemli Ol¢iide distiigii ve 20 dakikalik 1sitma sonucu
besinlerdeki SIiT diizeylerinin yari oranda azaldigi ortaya konmustur (39). Ist
uygulamalar1 disinda, flavonoidler gibi fitokimyasallarm besinlere eklenmesi SIT
konsantrasyonlarini etkileyebilecek bir faktor olarak dikkat ¢ekmistir. Yakin tarihli
bir caligmada, sivi ortam fermantasyonu sirasinda Monascus aurantiacus Li
AS3.4384 (MAL) tarafindan iiretilen SIT iizerinde cesitli flavonoidlerin (izoflavon,
kuersetin, daidzein, luteolin, apigenin, kaempferol, mirisetin ve genistein) etkileri
aragtirilmistir. SIT iiretiminde en yiiksek azalma fermentasyon sirasinda 2 g/L
genistein eklenmesi ile gézlemlenmis ve SIT seviyelerinde yaklasik %80 oraninda
bir azalma saptanmustir. Calisma sonuglart SIT’i azaltmak icin Monascus’un
fermantasyon siirecine genistein eklenebilecegini ortaya koymustur (41). Ayni
calisma grubu tarafindan gergeklestirilen bagka bir arastirmada, genistein ilavesinin
SIT konsantrasyonunu azaltma mekanizmas: incelenmis ve genistein eklenmesi ile
birka¢ genin (orf5, pksCT, orf3, orfl, orf6 ve ctnE genleri) onemli 6l¢iide asagi
regiile edildigi ve bunun sonucunda genisteinin SIT sentezini etkiledigi belirlenmistir
(42). Farkli olarak, SIT kontaminasyonu iizerinde yiiksek hidrostatik basing,

ultrasonikasyon ve soguk atmosferik plazma gibi gida endiistrisinde kullanilan yeni
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teknolojilerin etkileri arastirilmis ve bu teknolojilerin besin kalitesini etkilemeden

SIT diizeylerinde yaklasik %50-100 oranlarinda azalma sagladigi tespit edilmistir
(43-45).

Besinlerdeki SIT kontaminasyonunu ve tiiketicilerin SIT maruziyet riskini
arastiran calismalar son yillarda artis gdstermistir. Insanlarin SiT’e maruz kalma riski
yiiksek olmasina ragmen, besinlerdeki maksimum SIT limitleri agisindan giiniimiizde
kesin bir yasal smir bulunmamaktadir (46). Besinlerde izin verilen en yiiksek SIT
miktar1 Avrupa Birligi mevzuatinda yer almig, 2014 yilinda kirmizi maya M.
purpureus ile fermente edilmis piring bazli besin desteklerinde maksimum sinir 2000
pg/kg olarak belirlenmistir (47). En son 2019 yili Avrupa Birligi mevzuatinda ise
besin desteklerinde SIT i¢in maksimum 100 pg/kg’a kadar kalinti limiti &nerilmistir
(48). Ulke bazli incelendiginde, sadece Cin (50 pg/kg) ve Japonya’da (200 pg/kg)
SIT i¢in fermente kirmizi piringte maksimum siir tanimlanmistir (49). Diger diinya
iilkelerinde SIT’in besinlerdeki maksimum kalinti limitleri i¢in heniiz diizenleme
yapilmamistir. Ulkemizde ise T.C. Tarim ve Orman Bakanlhigi “Tiirk Gida Kodeksi
Bulasanlar Yonetmeligi’nde SIT kontaminasyonu agisindan maksimum kalinti limiti
(MRL) sadece bir besin destegi (Monascus purpureus kullanilarak fermente edilmis
piring bazli iiriinler) icin 2000 pg/kg olarak ilan edilmistir (28). Ozetle SIT icin
diinya ¢apinda mutlak bir mevzuat yoktur. Bu nedenle, insanlarin beslenmesinde
SiT’e maruz kalma konusundaki mevcut bilgiler smrhdir ve bu durum risk
degerlendirmesini de engellemektedir. Uluslararasi otoriteler tarafindan tahillarda ve
tah1l bazli iiriinlerde SIT seviyelerinin izlenmesi onerilmistir. Besinlerdeki SIT

kontaminasyonu hakkinda yeni ¢aligmalar gereklidir (36).
4.1.1.1. Sitrinin’in saghk iizerindeki etkisi ve toksisite mekanizmasi

Literatiirde SIT &zellikle yiiksek nefrotoksisite ve genotoksisite etkileri
nedeniyle 6n plana ¢ikmistir. Nefrotoksisite SIT’in en iyi bilinen toksik etkisidir.
Calismalar, memeli tiirlerinde tekrarli doz SIT maruziyeti sonrasi bdbregin birincil
hedef organ oldugunu kamtlamistir (14,15). Insanlarda gergeklestirilen
toksikokinetik ¢aligmalarda, SIT’in %40 oraninda geri emildigi ortaya konmustur
(39). Bobrek disinda karaciger, kalp, tireme sistemi, mitokondriyal solunum zinciri

ve kemik iligi iizerinde de toksik etkileri olabilecegi bildirilmis, bu nedenle SIT

11



kontaminasyonu saglik konusunda endiseleri daha fazla artirmistir (50,51). Deney
hayvanlar1 (fare, tavsan, domuz ve sican) iizerinde farkli SIT dozlar1 uygulanarak
toksisite etkilerinin incelendigi calismalarda, SIT’in akut olarak maruziyet sonrasi 4-
12 saat i¢inde metabolik asidoz, azotemi ve hipokalemiye neden oldugu, uzun
vadede vicut agirhigini azalttigi, fertilizasyon ve embriyo gelisimini bozdugu,
gebelik oranmi diisiirdiigli, bobrek ve karaciger hasar1 (dejenerasyon ve nekroz)
olusumuna neden oldugu bildirilmistir (52-55). Genotoksik etkisi ise bakterilerde,
farkli memeli hiicrelerinde ve kemirgenlerde test edilmistir. Bu mikotoksinin
mutajenik olmadigi, klastojenik etkilerin gostergesi olan diger DNA hasar tiirlerini
indiikleyebilecegi gosterilmis ve genotoksik potansiyeli dogrulanmistir (11). Ancak
deney hayvanlarinda ve insanlarda karsinojeniteye iliskin sinirli kanit varligi
nedeniyle SIT Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan iigiincii grup
kanserojen (“insanlarda kanserojenligi ac¢isindan smiflandirilamayanlar”) olarak
bildirilmistir (56). Saglik iizerindeki tiim bu olumsuz etkilerden korunmak amaciyla,
SIT i¢in EFSA tarafindan belirlenen tolere edilebilir giinliik alim miktar1 (TDI) 0,2
ug/kg viicut agirhigr’dir (12,57).

Genel olarak, SIT kaynakli toksisite mekanizmasinin artmis reaktif oksijen
tirleri (ROS) varlig1 ve bozulmus anti-oksidatif enzimatik sistemlerle iligkili oldugu
diisiiniilmektedir. Bu durum SIT’in oksidatif stresi artirdigim ortaya koymaktadir.
Kesin mekanizma heniiz belirlenmemis olsa da SIT’in oksidatif stres yoluyla apoptoz
indiiksiyonunda yer aldigmma dair kanitlar da vardir (14,15,50,51). Solunum
zincirinde, SIT’in ROS olusumunu tesvik ettigi, siiperoksit anyonlarinin sentezini
artirdig1 ve mitokondriyal kompleks I inhibisyonuna neden oldugu kesfedilmistir. Bu
biyoaktiviteler, lipit peroksidasyonunu ve mitokondriyal fonksiyon bozuklugu ile

iliskili hiicre 6liimiinii agiklamaktadir (58).

4.1.2. Deoksinivalenol

Trikotesenler en biiyiik mikotoksin grubu olup, 6zellikle Fusarium tiirleri
tarafindan tiretilen ikincil metabolitlerdir. Ayn1 zamanda Stachybotrys, Trichoderma,

Myrothecium, Trichotecium ve Cephalosporium, trikotesenleri lireten diger bazi
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mantar tiirlerindendir (33,59). Yaklasik 170 mikotoksin trikotesenler grubunda yer
almaktadir. Bu toksinlerin diisiik molekiiler agirliklar1 ve temel kimyasal yapilar
benzer olmasina ragmen, C12—-C13 pozisyonunda yer alan epoksi halkasindaki
farkliliklara gore trikotesenler dort gruba [Tip A (T-2 toksin, HT-2 toksin,
neosolaniol, diasetoksisirpenol, harzianum A), Tip B (DON, nivalenol), Tip C
(krotosin) ve Tip D (satratoksin G ve H, roridin A, verrukarin A)] ayrilmaktadir (4).
Tip A ve Tip B trikotesenler yaygin olarak bulunmalar1 ve yiiksek toksik yapilari
nedeniyle 6n plana ¢ikmaktadir (34,60).

Tip B trikotesenler grubunda yer alan DON (veya vomitoksin) literatiirde en
yaygin arastiritlan mikotoksinlerden biridir ve yiiksek toksisitesi nedeniyle dikkat
¢ekmektedir. Baslica F. graminearum ve F. culmorum tarafindan tretilmekte ve
siklikla asetil tiirevleri olan 3-asetildeoksinivalenol (3-AcDON) ve 15-
asetildeoksinivalenol (15-AcDON) ile birlikte olusmaktadir (Sekil 4.2) (9,61).
Simdiye kadar siklikla bugday, yulaf, ¢avdar, arpa ve misir gibi tahil mahsullerinde
ve islenmis tahillarda (tahil bazli besinler, malt, bira) tespit edilmistir (5,9,62). Bu
nedenle DON tahillarin baglica ve en yaygin dogal kontaminanti olarak kabul

edilmektedir (5,63).

Sekil 4.2. Deoksinivalenol’iin molekiiler yapisi (7)

Genel olarak, besinlerin ve hayvan yemlerinin DON ile kontaminasyonu,
mekansal (farkli kitalar ve bolgeler) ve zamansal (hava ve iklim kosullar1) olarak

olduk¢a degiskendir. Avrupa’da iklim kosullarindaki degisiklikler, DON
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kontaminasyonundaki artis1 desteklemektedir (64,65). Sicaklik (mantar tiiriine bagh
olarak 0-50 °C), nem orani (>%70), hasat sirasinda yagan yagmurlar ve ani seller gibi
cevresel etmenler DON olusumundaki artiglarin nedenleri arasinda yer almaktadir
(66). Ek olarak su aktivitesi, Fusarium tiirlerinden DON olusumunu kolaylastiran bir
diger ¢evresel faktordiir. Yiiksek su aktivitesinin (0,95 ve 0,99 a,) daha fazla DON
tretimini destekledigi bildirilmistir. Bugdayda maksimum DON olusumu 15 ila
25 °C arasinda ve 0,97-0,99 a, degerlerinde tespit edilmistir (67). Baska bir
caligmada, sicaklik (15°ten 30 °C’ye) ve su aktivitesinin (0,95’den 0,99e) artisi,
DON iiretimini yaklasik %31 oraninda (1,5 pg/g’dan 47,5 pg/g’a) artirmistir (68).
Ozetle, 20-25 °C araligindaki sicaklik ve yiiksek su aktivitesi (0,95-0,99 ay) ile

Fusarium tiirlerinden DON’un meydana geldigi sonucuna varilabilir.

Giincel c¢alismalar, bozulmaya karst olduk¢a direngli olan DON’un
olusumunu minimize etmek i¢in degradasyon arastirmalar iizerine yogunlasmustir.
Giliniimiizde mikotoksin olusumunu engellemek i¢in yaygin olarak dogal ve/veya
sentetik fungisitler (mantar ve sporlarinin yok edilmesi veya kontrol altinda tutulmasi
amaciyla kullanilan kimyasal iiriinler) kullanilmaktadir. Ancak sentetik fungisitlerin
pahali olmasi, g¢evre kirliligine neden olmasi ve karsinojenite, teratojenite gibi
olumsuz saglik etkileri nedeniyle kullanimi istenmemektedir. Ayrica zamanla
fungisit kullanimina kars1 direng gelismekte ve direng nedeniyle etkili olabilmesi i¢in
fungisitlerin daha fazla kullanilmasi1 gerekmektedir. Daha fazla sentetik fungisit
kullanim1 da insan saghgi i¢in ciddi bir risk olusturmaktadir (69). Yakin tarihte
yapilan ¢alismada, ticari bir ila¢ olan azol fungisit prokloraz ile nar kabugu 6ziitii
kombinasyonunun, DON seviyelerinde %50 azalma sagladigi ve sadece azol fungisit
prokloraz kullanimina kiyasla bu kombinasyonun daha fazla yeterlilik gosterdigi
bildirilmistir (70). Baska bir ¢alismada, sentetik fungisitlerin yerine dogal antifungal
ajan olarak kullanilan kitosanin (2 mg/g), misirdaki F. graminearum RCFG6001°den
olusan DON’u %93-100 oraninda azalttig1 belirlenmistir. Ayn1 zamanda diigiik
konsantrasyondaki (0,5 mg/g) kitosanin misirda 0,98 a, degerinde uygulanmasi
durumunda DON olusumunu azaltmada daha etkili oldugu saptanmistir (71). Son
calismalar yiiksek buhar sicakliginin (185-265 °C) DON’u azaltmak igin alternatif bir
yontem oldugunu ortaya koymustur. Ornegin, 265 °C’de 3 m/s buhar hiziyla 6 dakika

boyunca buharda pisirme isleminin DON konsantrasyonlarint bugdayda ve unda
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sirastyla %77,4 ve %060,5 oraninda azalttigi bildirilmistir (72). Ancak giincel
caligmalar besinsel ve dokusal gida kalitesinde daha diisiik bir azalma saglayacak,
yiiksek bozunma verimliligine sahip biyolojik stratejiler gelistirme {iizerinde
durmaktadir. Bu noktada mikroorganizmalarin kullanimi 6ne ¢ikmistir (73).
Lactobacillus plantarum gibi laktik asit bakterilerinin, F. graminearum biiyiimesine
kars1 giicli inhibitor aktivite gosterdigi belirlenmistir. Cao ve arkadaslar1 (74), L.
plantarum AR524’un ekmek yapimi sirasinda F. graminearum biyiimesini %60,1
oraninda inhibe ettigini, DON’un %>50,5’ini ortadan kaldirdigin1 goézlemlemistir.
Altta  yatan  mekanizma olarak,  mikroorganizmalarin  mikotoksinlerin
detoksifikasyonunu saglayan ozel yapilara sahip olmalar1 ve/veya mikotoksinleri
metabolize ederek daha az toksik bilesiklere biyotransformasyonu yoluyla
gerceklesebilecegi lizerinde durulmaktadir. Tiim bu degradasyon g¢aligmalarina ek
olarak, en yiiksek DON konsantrasyonlarinin tahillarin dig kabugunda bulundugu ve
bu nedenle tahillarin temizlenmesi, elenmesi ve kabuklarinin ayiklanmasinin belirgin

bir diislise yol acabilecegi bildirilmistir (75).

Insanlarin DON’a maruz kalma riskinin yiiksek olmasi nedeniyle, DON igin
besinlerde izin verilen maksimum limitler uluslararasi otoriler tarafindan
belirlenmistir. FDA, insanlar tarafindan tiiketilebilecek un ve kepek gibi bugday
tirlinleri igin 1 ppm, hayvan tiiketimine yonelik tiim tahillar ve tahil yan iriinleri i¢in
5-10 ppm DON seviyeleri belirlemistir (7). Codex Alimentarius Komisyonu’na gore
bebekler ve kii¢iik ¢ocuklar igin tahil bazli besinlerde maksimum DON seviyesi 200
ng/kg iken, yetigkinler igin tahil iiriinlerinde (bugday, misir ve arpa) <2000 pg/kg’dir
(76). Benzer sekilde Avrupa Komisyonu, bebek mamalarinda DON igin maksimum
sinirin <200 pg/kg ve yetiskinler i¢in tahil bazli besinlerde bu limitin 500-1750 pg/kg
olmas1 gerektigini bildirmistir (77). Avrupa haricinde diger tilkelerde besinlerde izin
verilen DON limitleri degisebilmektedir. Japonya’da bugdayda DON limiti 1100
ng/kg iken, Giiney Kore’de tahil ve tahil bazli besinler ile misir ve musir bazlh
besinler i¢in limit sirastyla 1100 pg/kg ve 2000 pg/kg’dir. Endonezya’da misir ve
bugday i¢cin maksimum DON limiti 1000 pg/kg, makarna ve eriste icin 750 pg/kg,
pasta, ekmek ve biskiivi gibi hazir iiriinler igin 500 pg/kg’dir (78). Ulkemizde ise
DON’un besinlerde olmas1 gereken MRL diizeyleri islenmemis bugday ve misir i¢in

1750 pg/kg, dogrudan tiikketime sunulan tahillar ve makarna igin 750 pg/kg ve bebek-
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kiigiik ¢ocuklar i¢in ek gidalarda 200 pg/kg’dir (28). Yakin tarihli bir ¢alismada,
DON konsantrasyonunun 2040 yilina kadar bugdayda 500 pg/kg’dan 6000 ug/kg’a
yiikselecegi bildirilmistir. Bu seviye, islenmemis bugdayda Avrupa Komisyonu’nun

tolere edilebilir 1250 pg/kg siirimi asmaktadir (79).

4.1.2.1. Deoksinivalenol’iin saghk iizerindeki etkisi ve toksisite mekanizmasi

Besinlerdeki DON kontaminasyonu hem insan hem de hayvan sagligi igin
genis bir yelpazede olumsuz etkilere yol ag¢maktadir. Akut olarak DON’un
enteropatojenik toksisiteye neden oldugu iyi bilinmektedir (60). Kontamine
besinlerin (6zellikle tahillar) tiiketilmesinden kisa bir siire sonra insanlarda
gastroenterit belirtileri (kusma, ishal, karin agrisi, ates vb.) ve ciddi cilt problemleri
kendini gostermektedir (5,19,59). Son veriler, DON’a akut ve subakut maruziyetin
astim gelisimi ile dogrudan iligkili oldugunu ve akciger dokularinda artmis sitokin
seviyeleri (interlokin (IL)-6, IL-8 ve IL-1B) ile enflamatuar yanitlar1 artirdigini ortaya
koymustur (80). Akut zehirlenmenin yami sira DON kontaminasyonuna kronik
maruziyet biiylime geriligi, azalan besin alimi, viicut agirligi kaybi, kanserojenik ve
mutajenik etkiler ile iligkilendirilmistir (13,20). Olast kanserojen etkisi bazi
caligmalar ile ortaya konsa da deney hayvanlarinda ve insanlarda karsinojeniteye
iliskin sinirli kanit varhigi nedeniyle DON figiincii grup kanserojen (“insanlarda
kanserojenligi agisindan siniflandirilamayanlar”) sinifinda yer almaktadir (56). Ayni
zamanda DON’un bagisiklik sistemi fonksiyonunda (bagisiklik hiicrelerinin
aktivasyonu ve proliferasyonu) azalmaya neden olarak immiinotoksik etkiye sahip
oldugu bildirilmistir (79). Tiim bu olumsuz saglik etkilerinden korunmak i¢in, WHO,
EFSA ve FAO/WHO Gida Katki Maddeleri Ortak Uzman Komitesi (JECFA) dahil
olmak tiizere uluslararasi kuruluslar tarafindan DON ve asetillenmis tiirevlerinin

toplami igin TDI 1 pg/kg (viicut agirligi) olarak belirlenmistir (9,61,81).

Bu mikotoksin genellikle protein, DNA ve RNA sentezini engelleyerek insan
sagligint olumsuz etkiler. Toksisite mekanizmasi, 60S ribozomal alt birimine
baglanarak ve peptidiltransferaz enzimi ile etkilesimi sonucu protein sentezinin
inhibisyonu yoluyla gerceklesir. Peptidiltransferaz enzim inhibisyonu DNA ve
RNA’da bozulmaya neden olmaktadir (4,82,83). Ayn1 zamanda biiyiime geriliginin,

DON’un sitokin sinyallesmesini baskilayarak biiylime hormonunun {iretimini

16



azaltmasi sonucu meydana geldigi ortaya konmustur (84). Son veriler ile DON’un
neden oldugu bagirsak toksisitesi, temel olarak akut maruziyet sonucu asirt ROS

iiretimi nedeniyle olusabilecek mitokondriyal islev bozuklugu ile iliskilendirilmistir
(85).

4.1.3. Zearalenon

Esas olarak F. graminearum ve F. culmorum tiirleri tarafindan tiretilmektedir
(Sekil 4.3). Ay kiif tiirleri tarafindan sentezlendigi icin DON ile birlikte bugday,
arpa, yulaf, ¢avdar ve misir gibi tahillarda ve tahil bazli besinlerde bulunmaktadir.
Tahillar arasinda misir ve bugdayda ZEA kontaminasyonu insidansi yiiksektir
(4,10,86).

Sekil 4.3. Zearalenon’un molekiiler yapisi (7)

ZEA’nin olusumunu etkileyen cevresel faktorler diger mikotoksinlerde
oldugu gibi nem, sicaklik, pH ve a,’dir. Besinlerde 6zellikle optimum sicaklik 25-30
°C, optimum nem oran1 %16 ve optimum a, degeri 0,980-0,995 arasinda degisen
cevresel kosullarin en yiiksek ZEA konsantrasyonlarina neden oldugu belirlenmistir
(87). Bir diger etmen olan pH’nin toksin birikimini destekledigi ve maksimum ZEA
tiretiminin pH 7°de gergeklestigi gézlemlenmistir (88). Ayn1 zamanda ZEA fiiretimi
hasat oncesi, sonrasi ve hasat kosullar1 sirasindaki uzun siireli soguk ve yagish hava
kosullarinda artmaktadir (89). Misirdan izole edilmis F. verticillioides ve F.
graminearum tiirlerinin olusumu tizerinde a,, (0,92-0,95-0,98 ay), sicaklik (30-35 °C)
ve CO, (400, 800, 1200 ppm) etkilerinin incelendigi yakin tarihli bir ¢alismada, F.
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graminearum’un biiylimesi ve ZEA iiretimi i¢in optimum kosullar 30 °C, 0,98 a,, ve
400 ppm CO; olarak belirlenmistir (90).

Besinlerde ZEA’nin olumsuz saglik risklerini onlemek ve/veya azaltmak
amaciyla farkli bozunma yontemleri iizerinde durulmustur. Bir lakton halkasina
sahip olmasmma ragmen, ZEA’nin genel olarak normal pigirme isleminden
etkilenmedigi, 150 °C’ye kadar 1s1ya dayanikli oldugu bildirilmistir (4). Bozunmanin
sadece yiiksek sicakliklarda (>150 °C) ve/veya alkali kosullar altinda gergeklestigi
gozlemlenmistir (91). Giincel bir ¢alismada, 1s1l islemlerin dogal kontaminasyona
ugramis tahillardaki (muisir, bugday ve yulaf) ZEA konsantrasyonlarina etkisi
incelenmistir. Isil islem olarak farkli sicakliklarda (100-220 °C) ve farkli siirelerde
(10-30 dakika) pisirme, kavurma ve ekstriizyonla pisirme (yiiksek basing ve sicaklik
altinda pisirme) yontemleri kullanilmistir. Uygulanan tiim yontemlerin kontamine
tahillardaki ZEA miktarin1 azalttifi, ancak azalma miktarmin sicaklia ve islem
stiresine bagli oldugu ortaya konmustur. Tiim tahillarda kontaminasyonu en g¢ok
azaltan yontem ekstriizyonla pisirme (%80’e kadar) olarak belirlenmis ve kavurma
isleminin ZEA konsantrasyonlarin1 %40’a kadar azalttigi bildirilmistir (92). Isisal
islemlerden farkli olarak, giivenli, verimli ve ¢evre dostu olan ozon uygulamasinin
ZEA iizerindeki etkileri incelenmis ve dogal kontaminasyona maruz kalmis misir
orneklerinde bes saniyelik ozon uygulamasimin (10 mg/L) ZEA’y1 etkili sekilde
bozabildigi ve bozunma oranlarmin uygulanan ozon konsantrasyonu ve uygulama
siresi ile artis gosterdigi saptanmistir  (93). Son yillarda siklikla ZEA
detoksifikasyonu igin biyolojik yaklasimlar arastirilmakta ve DON’da oldugu gibi
ZEA’da da mikroorganizmalarin kullanimin1 ile yiiksek bozunma verimliligi
saglanabilecegi bildirilmektedir. Probiyotik bakteri olan Lactobacillus spp. ve
Saccharomyces cerevisiae mayasinin mikotoksinlere karsi detoksifikasyon 6zellikleri
incelenmis ve ZEA konsantrasyonlarinin S. cerevisiae ve Lactobacillus suslart
tarafindan sirasiyla ortalama %52 ve %57 oraninda azaldig: tespit edilmistir (94).
Saccharomyces cerevisiae kullanarak ZEA’nin biyolojik bozunmasmin ve olasi
bozunma mekanizmalarinin arastirildigi baska bir ¢calismada, ZEA ile S. cerevisiae
kombinasyonunun 48 saatlik inkiibasyonundan sonra, ZEA’nin tamamen bozundugu

ve S. cerevisiae’nmn oksidatif strese ve hiicre Oliimiine karsi etkili olan, ayrica
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toksinin hiicre duvar1 adsorpsiyonuna yardimei hiicre i¢i ve hiicre dis1 enzim iiretimi

yoluyla ZEA diizeylerini azalttig1 belirlenmistir (95).

Diinyanin birgok bolgesinden tahil iiriinlerinde ve diger besinlerde ZEA
olusumu rapor edilmistir. Saglik riski géz oniinde bulundurularak, ZEA’nin insan
tilketimine dair yonetmelikleri ve mevzuatlar1 yalnizca Avrupa Birligi tarafindan
belirlenmistir. Besinlerde izin verilen maksimum ZEA limitleri islenmemis tahillarda
100-200 pg/kg, islenmis tahillarda 75 pg/kg, islenmis tahil bazli besinlerde 20 ug/kg
ve tahilll atistirmaliklarda 50 pg/kg olarak bildirilmistir (91). Ozellikle yiiksek
diizeyde kontaminasyon nedeniyle, birka¢ Asya iilkesinde ZEA igin iilke bazli
diizenleyici limitler belirlenmistir. Yakin zamanda Cin’de bugday, misir ve unlarinda
ZEA igin diizenleyici limit 60 pg/kg olarak revize edilmistir (96). Ulkemizde ise
ZEA i¢in MRL diizeyleri islenmemis tahillar, dogrudan insan tiilketimine sunulan
misir, misir ¢erezleri ve misir bazli kahvaltilik tahillar icin 100 pg/kg, islenmis
tahillar i¢in 75 pg/kg, bebek ve kiigiik ¢ocuklar igin ek gidalarda ise 20 ug/kg’dir
(28).

4.1.3.1. Zearalenon’un saghk iizerindeki etkisi ve toksisite mekanizmast

Mikotoksin igeren besinlerin tiiketilmesi sonucu insan ve hayvan viicudunda
patolojik veya olumsuz fizyolojik tepkiler meydana gelmekte ve mikotoksikoz adi
verilen mikotoksin tiiketiminden kaynaklanan hastaliklar olugmaktadir. ZEA’nin
akut toksisite riski diisiik olsa da kronik maruziyet biiyiik saglik risklerine neden
olmaktadir (97). Kimyasal yapi olarak, ZEA ve metabolitleri endojen Ostrojene
(6zellikle 17-B oOstradiol) benzemektedir. Ancak a-zearalenoliin  Ostrojenik
potansiyeli, ostrojen reseptorlerine daha fazla baglanma afinitesi nedeniyle ZEA ve
B-zearalenol’tinkinden daha yiiksektir (4). Bu mikotoksin bir dstrojen antagonisti gibi
davranarak 17-f ostradiol ile Ostrojen reseptorlerine baglanmak icin yarigir. Bu
nedenle dogal Ostrojenlerin  aktivitelerini  engelleyebilir, sentezlerini ve
metabolizmalarim1 degistirebilir veya 0Ostrojenik reseptorlerin sentezine miidahale
edebilir (98,99). Insan ve hayvan calismalarinda, Ostrojenik aktivitesi ve Ostrojen
reseptorlerine  baglanma afinitesi nedeniyle ZEA {reme bozukluklar1 ve
hiper6strojenizm ile iligkilendirilmistir (18). Ayrica Gstrojenik etkilerle iligkili tireme

bozukluklar1 olan kadinlarin endometriumlarinda ZEA tespit edilmistir. Diislik
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dollenme orani, implantasyon 6ncesi embriyonun gelisimi ve taginmasi, embriyonun
implantasyonu ve plasenta gelisimi dahil olmak {izere c¢esitli gebelik olaylarini
bozarak gebeligi de olumsuz etkileyebilecegi tespit edilmistir. Sonug olarak, ZEA
fetal sagligin programlanmasinda hayati bir rol oynayabilmektedir (100,101). ZEA
kontaminasyonu kadinlarin yani sira erkeklerin de {ireme saghigini olumsuz
etkilemektedir. Erkeklerde testosteron diizeylerini, testis agirligini ve spermatogenezi
diistirerek feminizasyonu indiikleyebildigi ve libidoyu azaltabildigi gézlemlenmistir
(102). Cocuklar iizerinde yapilan ¢alismalar incelendiginde, yiiksek miktarda misir
ve/veya musir igeren Yiyecekleri tiiketen ¢ocuklarin (6zellikle kiz ¢ocuklart) erken
ergenlige yatkin oldugu (103) ve idiyopatik ergenlige sahip olan ¢ocuklarin
kanlarinda yiiksek diizeyde ZEA oldugu tespit edilmistir (104). Ureme sagligi
tizerindeki olumsuz etkilerinden farkli olarak, uzun stireli diyetsel ZEA
maruziyetinin immiinotoksisite, hepatotoksik, hematotoksik, immiinotoksik ve
genotoksik etkilere sahip oldugu bildirilmistir (4). Yakin tarihte Tunuslu kadimnlar
iizerinde gercgeklestirilen bir c¢alismada, ZEA ve metabolitlerinin meme kanseri
riskini artirdigi ve Ozellikle o-zearalanol’iin bu riskte potansiyel rolii oldugu
saptanmistir (105). Bununla birlikte, ZEA’nin insan meme bezlerinde &strojenik
reseptorlere  sahip  hiicrelerin  biliylimesini  potansiyel olarak uyarabildigi
gosterilmistir. Bu sonuglar, diger epidemiyolojik c¢alismalarla birlikte, ZEA’ nin
meme kanseri etiyolojisinde bir rolii olabilecegi hipotezini desteklemektedir (106).
Ayrica, adenokarsinom tanist konmus kadinlarin endometriyal dokusunda ve bazi
endometriyal hiperplazi vakalarinda ZEA tespit edilmistir (4). Mevcut verilere
ragmen, ZEA TARC tarafindan ii¢iincii grup kanserojen olarak siniflandirilmaktadir.
Bu nedenle ZEA’nin kanserojen etkisi net olarak ifade edilememektedir (56).

Tim bu olumsuz saglik sonuglarinin patogenezinde oksidatif stres temel
faktor olarak gosterilmistir. Diyetsel ZEA maruziyetinin kanserojen aktivite
sergileyen hiicrelerin ¢ogalmasi, oOksidatif stres, DNA hasari, mitokondriyal
dejenerasyon, hiicre dongiisii durmasi ve son olarak apoptoz veya nekroz yoluyla
hiicre 6liimiine neden oldugu bildirilmistir (99,107,108). Bu mikotoksin i¢in EFSA
tarafindan belirlenen TDI degeri 0,25 pg/kg (viicut agirligi)’dir (61,91).
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4.2. Gidalarda Mikotoksinlerin Tespiti

Gida giivenligini saglamak igin besinlerdeki olasi kontaminantlarin varligin
degerlendirmek oldukga yiiksek bir 6neme sahiptir. Gida giivenliginin kontrolii temel
olarak besinlerin analiz edilmesi ile miimkiindiir (109). Giiniimiizde besinlerdeki
belirli tehlikeleri ve bunlarin kontroliine yonelik Onlemleri belirleyen “Tehlike
Analizi ve Kritik Kontrol Noktalar1 (HACCP)” sistemi gida giivenligini ve bunun
devamliligin1 saglamak igin en etkili sistem olarak kabul edilmektedir. Bu sistemin
uygulanmasiyla, olas1 kontaminantlarin varligini tespit etmek i¢in hizli, hassas ve
dogru analiz yontemleri {izerine ilgi yogunlagsmistir (97). Mikotoksin varliginin ve
diizeylerinin  belirlenmesi genellikle gida numunesinin alimi, mikotoksin
ekstraksiyonu, temizleme siireci ve son olarak saptama ve miktar belirlenmesi gibi

ana basamaklari i¢eren yontemlerle gergceklesmektedir (110).

4.2.1. Analiz 6ncesi numune hazirlama yontemleri

Mikotoksin kontaminasyonu basta insan ve hayvan sagligi olmak iizere diinya
capinda dikkat ¢ekmis, ayn1 zamanda ulusal ve uluslararasi ticarete bagl yiiksek
ekonomik kayiplar sebebiyle biiyiik bir finansal sorun olarak kabul edilmistir (7).
Mikotoksin tespiti i¢in segilen analiz yontemlerinin 6nemi ne kadar fazla ise analiz
oncesinde dogru numune hazirlama teknikleri (ekstraksiyon ve temizleme adimlari)
de onemli bir basamak ve analitik siirecin temel tagidir. Ciinkii uygun olmayan
numune hazirlama yontemleri hatali sonuglara yol agarak saglik ve ekonomik
risklere neden olabilmektedir (111,112). Numune hazirlamanin ilk adimi
mikotoksinlerin ekstraksiyonu olup ardindan belirli bir tespit yonteminin
duyarliligmi  ve  Ozgilliiglini.  artirmak  i¢in  temizleme  prosediirii
gergeklestirilmektedir.  Ekstraksiyon  ve  temizleme  yonteminin  segimi,
mikotoksinlerin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine, analiz edilecek besinlerin matriks
tipine ve saptama (dedeksiyon) yontemine baglidir (113). Sik kullanilan numune
hazirlama  yontemlerinden bazilar1  sunlardir:  ekstraksiyon i¢in  kati-sivi
ekstraksiyonu, sivi-sivi ekstraksiyonu, basingli sivi ekstraksiyonu, siiper kritik sivi
ekstraksiyonu, mikrodalga destekli ekstraksiyon ve ultrasonik ekstraksiyon;
temizleme prosediirii igin katt faz ekstraksiyonu ve immiinoafinite kolonlari

(29,114).
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4.2.1.1. Kati-siv1 ekstraksiyonu

Kati-siv1 ekstraksiyonu (SLE) iyi bilinen bir ekstraksiyon teknigidir. Eski bir
numune hazirlama teknigi olmasina ragmen ¢ok sayida numune hazirlamak igin
halen kullanilmaktadir. Mikotoksinlerin degisken ¢Oziiniirliige sahip olmalar1 ve
fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle, ekstraksiyon amaciyla farkli organik ¢oziiciiler
(metanol, asetonitril, aseton, etil asetat, kloroform, diklorometan vb.) ve/veya
bunlarin su ile hazirlanan karigimlar tercih edilmektedir. Kati-sivi ekstraksiyonunda
en yaygin olarak kullanilan ¢6ziicii karisim sistemi ¢esitli oranlarda asetonitril veya
metanoliin su ile karisimidir. Mikotoksinler ¢cogunlukla polar/hafif polar ¢éziiciilerde
¢oziiniirken, polar olmayan (apolar) c¢oziiciilerde ¢oziinmezler. Ornegin, polar
ozellikli olan fumonisinlerin ekstraksiyonlari i¢in su ve polar ¢oziicii (metanol ve
asetonitril) gereklidir. Ancak aflatoksinler, patulin gibi bazi hidrofobik mikotoksinler

ekstraksiyon sirasinda yalnizca organik ¢oziiciiye ihtiya¢ duyar (115).
4.2.1.2. Kat faz ekstraksiyonu

Kati faz ekstraksiyonu (SPE), yiyecek ve icecek numunelerinden
mikotoksinlerin temizlenmesi, ekstraksiyonu ve dn-konsantre edilmesi i¢in en yaygin
kullanilan prosediirdiir (117). Tahillar, tahil bazli besinler, yagli tohumlar gibi birgok
besinde mikotoksin (aflatoksinler, fumonisin, okratoksin A, trikotesenler vb.)
analizinden onceki siire¢ i¢in uygundur (116). Bu yontemde temel olarak ekstrakte
edilmis numuneler, istenmeyen bilesenlerinden temizlenmesi amaciyla numunenin
matriks yapisinin degistirilmesi i¢in hazirlanmis tek kullanimlik kolon veya
kartuglardan gecirilmektedir. Ekstraksiyon asamasi basit¢e su sekilde gerceklesir:
Mikotoksin igeren sivi numune, sabit faz olarak islev géren bir kolondan veya
kartustan gegirilir. Bu kolonda/kartusta silika jel, alumina, modifiye silika, karbon
gibi kati adsorbanlar mevcuttur (29). Bu yontemde iki farkli mekanizma yoluyla
ekstraksiyon-temizleme islemi gergeklesmektedir. Kisaca, ilk mekanizmada analiz
edilecek mikotoksinler adsorban maddeye baglanir ve kolonda tutulur. Tutulan
toksin uygun bir organik ¢oziicii ile kolondan ayristirilir. Diger mekanizmada ise tam
tersi  bir durum s6z konusudur. Mikotoksinler kati adsorbanlar tarafindan
tutulmazken, geri kalan bilesenler kolonda kalir. Béylece kolondaki tutucu maddeler

mikotoksinler igin filtre gorevi goriir (118,119).
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Bu ekstraksiyon yonteminin avantajlar1 arasinda hizli, verimli, tekrarlanabilir
ve giivenli olmasi, yiiksek saflikta numunelerin olusumu, genis bir segicilik araligi,
emiilsiyon olugma riskinin olmamasi, ¢oziici ve numunelerin az miktarlarda
kullanilmast ve daha az ¢oziici kullanimindan dolay1 zehirli maddelerle daha az
temas riski yer almaktadir. Bununla birlikte, bu teknikte tiim mikotoksinler igin
evrensel bir kolonun/kartusun bulunmamasi, fiziksel ve kimyasal faktorlerin (pH,
¢ozlicli tlrli, numunenin iyonik giicii vb.) yontem performansina etkisi gibi bazi

siirlamalar1 da mevcuttur (7,118).

4.2.2. Mikotoksin tespit yontemleri

Kiiresel capta gida giivenligi ac¢isindan mikotoksin kontaminasyonunun daha
iyi anlasilmasi i¢in besinlerde ve hayvan yemlerinde mikotoksinlerin rutin olarak
taranmast ve saptanmasinda dogru, hizli ve olduk¢a hassas yontemler gereklidir
(120).

Gida kontaminantlarinin ¢ogu, analiz hassasiyetini ve kesinligini artirmak
amaciyla ¢esitli dedektorlerle birlestirilmis ayirict teknikler kullanilarak analiz
edilmektedir. Giintimiizde mikotoksin tespiti ve tayini i¢in kullanilan baslica analiz
yontemleri arasinda HPLC, LC-MS/MS, enzim baglantili immiinosorbent tahlili
(ELISA), gaz kromatogrami (GC) ve ince tabaka kromatografisi (TLC) yer
almaktadir (5,7,26). Bu yontemler, uzun yillardir yaygin olarak kullanilmaktadir.
Mikotoksin alaninda yayinlanan c¢aligmalarin en az yarist bir tiir kromatografik

yontem(ler) kullanilarak gergeklestirilmistir.
4.2.2.1. Yiiksek performansh sivi kromatografisi

Konvansiyonel bir analitik yontem olan HPLC, mikotoksinlerin analizinde en
cok kullanilan kromatografik tekniklerden biri olup, c¢ogu mikotoksinin
(aflatoksinler, fumonisinler, DON, T-2 toksin, HT-2 toksin, okratoksin A, ZEA,
patulin vb.) kantitatif tespiti i¢in tercih edilen bir metodolojidir. Bu analitik yontem
Avrupa Standardizasyon Komitesi (CEN) tarafindan onaylanmis ve besinlerdeki
mikotoksinlerin analizi i¢in en glivenilir yontemlerden biri olarak kabul edilmistir.

Birgok standardizasyon ve resmi kurulug tarafindan biiyiik dl¢lide kullanilmaktadir
(121).
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Bu analiz sistemi temel olarak degazer (gaz giderici), pompa, numune alma

tinitesi, analitik kolon ve dedektor tinitelerinden olugmaktadir.

Degazer {initesi, mikotoksinlerin ayrilmasi igin kullanilan mobil faz
¢ozeltisindeki var olan hava kabarciklarinin giderilmesini saglar. Mobil faz ¢ozeltisi
temel olarak sulu tampon ¢ozeltilerden veya su ile organik bir ¢oziictiniin (metanol,
asetonitril vb.) karisimlarindan olusmaktadir. Ayni zamanda iyon bollugunu
arttirmak ve kromatografik pik seklini iyilestirmek igin mobil faz ¢ozeltisine %0,01-
0,3 araligindaki konsantrasyonlarda formik asit/asetik asit veya 0,5-10,0 mM

konsantrasyonlarinda amonyum format/amonyum asetat eklenebilmektedir (3,122).

Pompa iinitesi, mobil faz ¢ozeltisinin arastirmacilar tarafindan ayarlanan
basing ve akis hizina gére HPLC sisteminde hareket etmesini saglayan bolimdiir.
Mobil faz ¢6zeltisi pompa araciligr ile sistem iizerinden genellikle belirli bir akis
hizinda (0,4-1 mL/dk) kontrollii ve dogru bir sekilde iletilir. Kullanilan pompalarin
cogu (>%90) pistonlu pompalardir (123).

Degazerden alinan mobil faz ¢ozeltisi pompa araciligi ile otomatik numune
alma tinitesine ve daha sonra analitik kolon(lar)a gonderilmektedir. Sabit faz olarak
adlandirilan bu kolon(lar) analiz edilen mikotoksinin kimyasal ve/veya fiziksel
ozelliklerine gore ayrismasini saglar. Kolonlar genellikle paslanmaz celikten imal
edilen ve i¢i silika bazli veya polimer dolgulu olan yapilardir. Giiniimiizde uzun
omiirleri ve hizli analiz yapma 6zellikleri nedeniyle polimer dolgulu kolonlar tercih
edilmektedir. En yaygin olarak kullanilan analitik HPLC kolonlar1 10, 15 veya 25 cm
uzunlugunda olup, i¢ ¢ap1 4, 5 veya 6 mm’dir. Analitik kolondan 6nce ¢esitli

yardimce1 kolonlar (6zellikle koruyucu kolonlari) da kullanilabilir (123,124).

Mikotoksinlerin HPLC ile analizinde siklikla dedektor olarak ultraviyole
(UV), floresans (FLD), diyot dizisi dedektorii (DAD), MS veya tandem Kkiitle
spektrometrik (MS/MS) dedektorler tercih edilmektedir (29). Ornegin, aflatoksinler
ve okratoksin A dogal floresan sergiler, bu nedenle FLD detektorii tarafindan tespit
edilir. Patulin ve DON tespiti igin ise UV dedektorii kullanilmaktadir (121).
Hassasiyeti artirmak i¢in HPLC, farkli algilama sistemleri (MS/MS gibi) ile birlikte
kullanilabilir (7,125).
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Bu analiz yontemi temel olarak uygun bir dedeksiyon sistemine bagl
kromatografik ayirma tekniklerine dayanmaktadir. Sivi kromatografide farklilik,
kullanilan sabit faz (kolon) ile mobil faz arasindaki polarite farki nedeniyle ve
molekiiler etkilesim tiirlerine gore gerceklesmektedir. Sivi kromatografinin en sik
kullanilan teknikleri normal faz kromatografisi ve ters faz kromatografisidir. Normal
faz kromatografide, kolon silika gibi polar bir adsorbandir. Mobil faz ise apolar bir
¢oziiciiden olusur. Normal faz kromatografisi A, D, E ve K vitaminleri gibi nispeten
polar vitaminlerin, besinlerdeki dogal karotenoid pigmentlerin ve aktif polifenollerin
analizi i¢in Kullanilmaktadir (126,127). Ters faz kromatografi ise mikotoksin analizi
icin yaygin olarak kullanilan HPLC ayrim modudur. Bu teknikte normal faz
kromatografisinin tam tersi olarak sabit faz (kolon) apolar iken mobil faz ¢ozeltisi
polar yapidadir. Genel olarak, bu ayrim tekniginde Cig HPLC kolonlar1 kullanilir.
Cis kolonlar1 diger benzer kolonlardan daha iyi ayirma verimliligi ve hassasiyeti
gosterir. Mobil faz olarak siklikla metanol-su, asetonitril-su gibi polar ¢oziiciiler
tercin edilir. Analizlerin ¢ogu (>%70) ters faz modunda gergeklestirilir.
(121,128,129). Ters fazli HPLC, mikotoksin analizinin yani sira hem suda hem de
yagda ¢Oziinen vitaminlerin, fenolik aromatik bilesiklerin (vanilin gibi) ve
pigmentlerin  (Klorofiller,  karotenoidler, antosiyaninler vb.) analizinde
kullanilmaktadir (123).

Genis bir konsantrasyon araligindaki yiiksek duyarlilig1 ve segiciligi, gelismis
dogruluk/kesinlik, hizli analiz siiresi (¢ogu mikotoksin i¢in yirmi dakikadan daha
kisa siirede) ve kiiglik konsantrasyonlarda mikotoksin tespit edilebilme yetenegi bu
analitik yontemi mikotoksin analizinde daha avantajli hale getirmektedir. Bu
avantajlara ragmen mikotoksinlerin dogru bir sekilde saptanmasi i¢in analiz 6ncesi
kapsamli temizleme ve kolon oncesi/sonrasi tiirevlendirme gereksinimi HPLC’nin

dezavantajlari arasinda yer almaktadir (7,114)
4.2.2.2. St kromatografisi-tandem kiitle spektrometrisi

Gida giivenligine iliskin var olan endise nedeniyle, besinlerdeki
mikotoksinlerin belirlenmesi i¢in daha hassas analitik yontemlerin gelistirilmesi
zorunlu hale gelmistir (130). Diisiik mikotoksin diizeylerini tespit etmede etkili bir

yontem olmasina ragmen, Ozellikle ayni1 anda ¢oklu mikotoksinler analiz edilmek
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istendiginde besinin karmasik bir ekstraksiyon ve uzun temizleme siire¢ gerekliligi
HPLC yontemini zaman alic1 hale getirmektedir (97). Hizli bir analiz gerektiginde
ise ELISA gibi immiinolojik analize dayali yontemler hiz ve uygun maliyet agisindan
iyi bir alternatiftir. Ancak ELISA gibi yontemlerin tespit duyarliligi kromatografik
analiz yontemleri kadar yeterli goriilmemektedir. Tiim bu nedenlerden dolayr LC-
MS/MS giiniimiizde 6nemli bir konum kazanmis ve su anda siklikla tercih edilen bir
yontem haline gelmistir (112). HPLC’nin ayirma giicii ile kiitle spektrometre (MS)
dedektoriiniin  duyarliligi ve Ozgilliigiinii birlestiren bu analiz yontemi, analiz
siiresini azaltarak, numune verimini artirarak ve bazen temizleme adimi olmadan da
mikotoksinlerin daha hassas ve segicCi tespitini miimkiin kilmaktadir. En 6nemlisi
ayn1 anda ¢oklu mikotoksin analizinin dogru bir sekilde tanimlanmasi ve miktarinin
belirlenmesi bu yontemin tercih edilmesinin en biiyiik sebebidir (97,122,131). Ek
olarak, LC-MS/MS kullanimi, “maskeli” veya “degistirilmis” mikotoksinler olarak
adlandirilan rutin tespitten kacan konjuge mikotoksinlerin (glukoz gibi polar bir
bilesige baglh toksin) saptanmasina olanak saglar (121). Cok sinifli mikotoksinlerin
es zamanl analizine imkan saglamasinin yani sira hedef molekiiller hakkinda daha
fazla bilgi verir ve metabolomik, proteomik dahil olmak {izere gida analizinde ¢ok
sayida uygulamaya yonelik 6nemli bir kapt agar (131). Tiim bu giiglii yonlerine
ragmen pahali enstriimantasyon ve yiiksek nitelikli arastirmaci gerekliligi bu

yontemin sinirliliklart arasindadir (111).

4.3. Ar1 Uriinleri

Apidae familyasina ait bilyiik bir bocek grubu olan arilar (6zellikle bal arilarr)
insan saglig1 i¢in potansiyel olarak faydali olan bir¢ok ar1 liriiniinii ar1 kovanlarinda
tretir ve depolar. Bu driinler genel olarak bitkilerin nektarlarindan, polen
tanelerinden ve diger bitki bolimlerinden tek basina veya ari tiikiiriik bezi salgilart
ve/veya bitki salgilariyla karistirilarak elde edilmektedir (132).

Ar iriinleri basliginin altinda; bal, polen, propolis, art siitii, balmumu, ar1
zehiri ve ar1 ekmegi yer alir. Bu ar1 tirtinleri antik ¢aglardan beri sagligi iyilestirici ve

destekleyici etkileriyle bilinmektedir. Ancak uzun yillardir bu ar1 iiriinleri arasinda
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besin degeri yiiksek, biyoaktif bilesikler agisindan zengin, dogal ve fonksiyonel
tirtinler olarak tanimlanan bal, polen, propolis ve ari siitii daha fazla 6n plana ¢ikmis

ve ¢aligmalarda daha ¢ok ele alinmistir (133).
4.3.1. Bal

4.3.1.1. Tanimu, besinsel degeri ve saglk iizerindeki etkisi

Bal, arilarin ¢i¢eklerin nektarindan toplayip doniistiirdiikleri, kendilerine 6zgi
maddelerle birlestirdikleri, peteklerde depoladiklari ve olgunlastirdiklart dogal bir
besindir. Ar tiirii, ¢evre kosullar1 ve botanik koken farkliliklar1 nedeniyle en
karmasik kimyasal bilesime sahip dogal besinlerden biri olarak kabul edilen bu ar1
tiriind, tek basina besin olarak tiikketilmesinin yani sira giiniimiizde gida tatlandiricisi,

besleyici ajan ve tibbi destek olarak da kullanilmaktadir (134,135).

Avrupa Komisyonu tarafindan sunulan Ekim-2022 raporuna gore, kiiresel bal
tiretiminin 2021 yilinda yaklasik 1,2 milyon ton oldugu tahmin edilmektedir. Ayni
raporda, 2022 yilinin ilk alt1 ayinda bal ithal edilen baslica tilkelerin Cin (41,491 ton)
ve Ukrayna (27,646 ton) oldugu, Tiirkiye’nin 4,881 ton ile besinci sirada yer aldigi
bildirilmistir. Ayn1 zamanda AB’de i¢ tiikketimi karsilamak i¢in ithalat yapilmasi
gerektigi ve bal ticaret dengesinin biiyiik 6lciide negatif oldugu (Ithalat>ihracat)
iizerinde durulmustur (136). Ulkemizde ise Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)
verilerine gore 2021 yilinda 96,344 ton bal iiretildigi, iller bazinda incelendiginde en
cok tliretimin sirastyla Adana, Ordu, Sivas, Mugla ve Aydin’da oldugu bildirilmistir

(137).

Balin besinsel degeri incelendiginde, en az 181 bilesen igerdigi ve yaklagik
bilesimini %80-85 karbonhidratlar, %15-17 su, %0,3-0,4 protein, %0,2 kiil ve az
miktarda mineraller, vitaminler, organik asitler, fenolik bilesikler ve enzimlerin
olusturdugu saptanmistir (138-140). Balin karbonhidrat igerigi mono-, di- ve
trisakkaritlerden olusur. Esas olarak glukoz (%31) ile fruktoz (%38) igeren bir
karbonhidrat ¢ozeltisi olarak tanimlanabilir (141,142). Bu iki monosakkarit disinda
bilesiminde sukroz, ramnoz, trehaloz, izomaltoz, maltoz, maltotetraoz, maltotrioz,
rafinoz bulunmaktadir (143). Karbonhidratlardan sonra bal en ¢ok su ve protein

icermektedir. Protein igerigi serbest amino asitler ve enzimlerden (glukoz oksidaz,
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amilaz, katalaz, peroksidaz, invertaz, diastaz, a-glukosidaz, asit fosfataz) olusur.
Balda saptanan amino asitler arasinda prolin (%50-80) baskin olup, yiiksek prolin
varligi balin olgunlugunu gosterir (144). Vitaminler ve mineraller (B,, B3, Bs ve Bg
vitaminleri, folik asit, C vitamini, E vitamini, kalsiyum, demir, ¢inko, potasyum,
fosfor, magnezyum, selenyum, krom, manganez) balda bulunan bilesiklerin kii¢lik
bir grubunu olusturur. Ancak biyoyararlanimlarinin yiiksek oldugu (yaklasik %80-
90) bildirilmistir (145). Organik asitler (asetik, biitirik, sitrik, siiksinik, laktik, malik
ve glukonik asit), fenolik asitler [hidroksisinamik asitler (klorojenik, vanilik, kafeik,
p-kumarik, ferulik asitler) ve hidroksibenzoik asitler (gallik asit, ellajik asit, benzoik
asit, 4-hidroksibenzoik asit)], flavonoller (kuersetin, kaempferol, mirisetin) flavonlar
(luteolin, apigenin, trisetin ve Kkrisin) ve flavanonlar (naringenin, hesperidin,
pinosembrin ve pinostrobin) balin diger 6nemli bilesenleri arasinda yer almaktadir
(146,147). Saglikli bir diyetle birlikte 250 mL suda ¢oziinmiis 1,2 g/kg viicut agirlig:
dozunda bal tiiketiminin saglikli insanlarda B-karoten, C vitamini, glutatyon rediiktaz

ve lirik asit gibi antioksidanlarin aktivitesinde artig sagladigi gosterilmistir (148).

Biyoaktif bilesikler, insan sagligi {iizerindeki potansiyel yararli etkileri
nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir. Bu nedenle bal, igerdigi aktif bilesikler nedeniyle
eski ¢aglardan beri hem dahili hem de harici kullanimlar i¢in geleneksel tipta dogal
bir ilag olarak kullanilmaktadir (149,150). Ozellikle balin saglik iizerindeki yararl
etkileri, balda en bol bulunan fitokimyasallar olan flavonoidler ve fenolik asitler ile
iliskilendirilmistir (151). Calismalarda balin toplam fenolik bilesik igerigi ile
antioksidan ve antienflamatuar aktivitesi arasinda pozitif bir iliski bildirilmekte, bu
da balin faydali 6zelliklerini belirlemede fenolik bilesiklerin roliinii vurgulamaktadir
(152,153). Antienflamatuar aktivitesinin mekanizmasi, baldaki fenolik asitlerin ve
flavonoidlerin tiimor nekroz faktorii-o aktivitesi ve nitrik oksit inhibisyonu
tizerindeki etkileri ile bagdaslastirilmistir (154). Ayn1 zamanda flavonoid igeriginin
antienflamatuar aktivitesi nedeniyle, enflamasyon nedenli nérodejeneratif hastaliklar
(Alzheimer ve Parkinson hastaligl), kardiyovaskiiler hastaliklar, karaciger
hastaliklari, diyabet ve obezite gibi bulasici olmayan hastaliklarin tedavisi i¢in bal
potansiyel bir dnleyici ve terapdtik ajan olarak onerilmistir (140,151,155). Bal aym
zamanda antimikrobiyal ozellikleri ile de one c¢ikmaktadir. Antienflamatuar etki

mekanizmasinda  oldugu  gibi, balin  icerdigi  flavonoidler  patojenik
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mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktiviteden de sorumlu olarak gosterilmistir
(156). Balin yiiksek ozmolaritesi, diisiik su aktivitesi, diisitk pH, glukoz oksidaz ve
glikoproteinlerin varligi da bu aktiviteye katkida bulunan diger o6zellikler olarak
bildirilmistir (140). Velasquez ve arkadaslarmin (157) yaptigi calismada, bal
orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarin Streptococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli bakterilerini inhibe ettigi
gozlemlenmigtir. Balin ilaca direngli bakterilere karsi bile etkili oldugu
belirlenmistir. Mekanizmasi, baldaki yliksek prebiyotik igerigi ve Bifidobacterium,
Fructobacillus ve Lactobacillaceae (6rn., antibiyotiklere oldukga direngli patojenleri
onlemede en gii¢lii tiir olan L. kunkeei) gibi baslica yararli laktik asit bakteri tiirleri

ile yakindan iligkisine baglanmistir (158,159).

Yiiksek karbonhidrat icerigi olmasina ragmen balin antidiyabetik aktivitesi
bildirilmis, bu aktivite prebiyotik etkilere sahip fenolik bilesikler ve
oligosakkaritlerin varligi ile ag¢iklanmistir (160). Ek olarak, antimetastatik,
antiproliferatif ve antikanser etkileri ile kanserin Onlenmesinde de anahtar rol
oynadigi gosterilmistir. Meme, karaciger ve kolorektal kanserler gibi belirli kanser
hiicre hatlarindaki rolii de kapsamli olarak aragtirilmistir (161,162). Meme kanseri
olusturulan bir sican modelinde hematolojik, Ostrojenik ve apoptotik aktivitelerin
modiilasyonu ile balin meme karsinogenezini hafiflettigi gosterilmistir. Boylece
kanser tedavisinde dogal bir ajan olabilecegi bildirilmis ve kemoterapdtik ajanlara ek

olarak bal tiiketimi 6nerilmistir (163).
4.3.2. Polen

4.3.2.1. Tanimu, besinsel degeri ve saglk iizerindeki etkisi

Bitkinin nektar1 ile armin tiikiirik salgilarinin karigimindan olusan polen,
arilar i¢in en O6nemli besin ve protein kaynagidir. Polen arilar tarafindan ari siitii
tiretimi i¢in veya dogrudan larvalarin besini olarak kullanilirken, besleyici agidan
onemli bilesen cesitliligi nedeniyle eski ¢aglardan beri insanlar tarafindan degerli bir
besin kaynagi olarak tiiketilmektedir. Bu nedenle son yillarda toz, graniil, tablet ve

stvi formiilasyonlarinda besin destegi olarak tiiketimi artmistir (164,165).
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Polen besin degerleri agisindan olduke¢a zengin olup, insanlar igin gerekli olan
esansiyel amino asitler, lipitler, vitaminler, antioksidanlar ve diger biyoaktif
bilesikler dahil olmak iizere en az 200 aktif madde igerdigi bildirilmistir (166). Kuru
polen agirhiginin yaklasik %40-85’ini olusturan karbonhidratlar arasinda bol
miktarda fruktoz, ardindan glukoz ve sukroz yer almaktadir. Oligosakkaritler ve
polisakkaritler de ¢esitli biyolojik fonksiyonlar1 diizenlemeye yardimci olan ¢ok
onemli polen bilesenlerdir. En bol bulunan ikinci bilesen proteinlerdir. Proteinler,
basta esansiyel amino asitler olmak iizere polen igeriginin yaklasik %14-30’unu
olusturmaktadir. Prolin, glutamik asit ve aspartik asit bu ar1 iirlinliniin yapisindaki
baslica amino asitlerdir. Polende toplam 20 yag asidi (kuru agirliginin yaklasik %1-
10’u) bulunmakta ve baslica yag asitleri arasinda ise y-linolenik asit, arasidonik asit
ve linoleik asit (%0,4) yer almaktadir. Mikro besin dgeleri olarak vitaminler (A, E, C
ve B grubu vitaminleri) ve mineralleri (potasyum, sodyum, kalsiyum, magnezyum,
fosfor, ¢inko, demir, bakir ve manganez) de igerir (167-169). Ek olarak, niikleik
asitler, pigmentler (klorofiller ve lutein, p-karoten, p-kriptoksantin gibi
karetonoidler), flavonoidler (kuersetin, kaempferol, katesin, epikatesin, luteolin) ve
fenolik asitler (gallik asit, ferulik asit, kumarik asit) polenin degerli bilesenleridir.
Ancak genellikle birden fazla bitki kaynagindan olustugu i¢in polenin bilesimi ve
icerigi, arilarin ziyaret ettigi botanik kaynaklar, toprak tipi, cografi koken, hasat

mevsimi gibi faktorlere bagl olarak degisiklik gosterebilmektedir (169,170).

Polendeki farkli besin bilesenleri besleyici, sagligi gelistirici ve tedavi edici
ozelliklere sahiptir. Son yirmi yilda birgok c¢alisma bu ar1 iirliniiniin biyolojik
aktivitelerini analiz etmis ve polenin viicut fonksiyonlarin1 diizenleyebilen
antioksidan, antibakteriyel, antienflamatuar ve antikanserojenik aktiviteler gibi
potansiyel terapotik 6zelliklere sahip oldugunu ortaya koymustur (140). [n vitro ve in
vivo c¢aligmalar, igerdigi flavonoidler sayesinde polenin serbest radikalleri
temizleyerek oksidasyonu bloke eden, lipit peroksidasyonunu inhibe eden ve serbest
radikalleri temizleyen aktiviteler gosterdigini ortaya koymustur. Boylece genotoksik
ve kanserojen ajanlara karsi etkili oldugu kanitlanmistir (171). Siganlarda
gergeklestirilen bir toksisite g¢alismasinda, polen takviyesinin kan ve beyindeki
stiperoksit dismutaz ve glutatyon seviyelerinde kayda deger bir artis saglayarak ve

malondialdehit diizeylerini 6nemli 6l¢iide azaltarak antioksidan sistemi giliglendirdigi
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belirlenmistir (172). Antioksidan aktiviteye ek olarak polenin antimikrobiyal ve
antienflamatuar aktivitelerin kombinasyonu ile bagisiklik sistemini destekledigi
bildirilmistir (173) Calismalarda Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes ve
Pseudomonas aeruginosa gibi gesitli bakteri tiirleri tizerinde gii¢lii antimikrobiyal
aktiviteler sergiledigi gosterilmistir (174). Ozellikle icerdigi flavonoidler, fenolik
bilesikler ve yag asitleri nedeniyle antienflamatuar ve antimikrobiyal aktiviteye sahip

oldugu da bilinmektedir.

Giincel caligmalar diizenli sekilde polen tiiketiminin kanser, hepatolojik,
kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklarin riskini azaltabilecegini ve mevcut
hastaliklarda tedaviyi destekleyici etkilerinin oldugunu gostermektedir (140).
Polenden izole edilen polisakkaritlerin kolon kanseri hiicreleri tlizerinde Onemli
antiproliferatif etkiler sergiledigi (175) ve poleninin kloroform ekstraktlari sayesinde
prostat hiperplazisini azaltarak prostat kanserine karsi antikanserojenik Ozellikler
sergiledigini bildirmistir (173,176). Kardiyoprotektif etkileri incelendiginde, polenin
viicuttaki kolesterol, trigliserit ve toplam lipit icerigini azaltarak hipolipidemik
aktiviteye sahip oldugu ve bu sayede kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisi igin
faydali oldugu saptanmistir. Aym1 zamanda kardiyak saglik iizerindeki bu
aktivitelerin, bir prostaglandin-3 onciisii ve trombosit agregasyonuna karst bir
inhibitér gorevi goren a-linolenik asit gibi -3 yag asitleri varligina ve seviyelerine
gore degistigi gosterilmistir (167). Bir¢ok ¢alismada, diizenli polen tiiketiminin,
trombosit agregasyonunu ve aterosklerotik plak olusumunu oOnemli o6lgiide
engelledigi belirlenmistir (177,178). Tim bu hastaliklara ek olarak, polen
tilketiminin karaciger fonksiyonlarini gelistirdigi, kandaki karaciger enzimleri (alanin
transaminaz, aspartat transaminaz, asit fosfataz) ve bilirubin diizeylerini azaltarak
karacigeri detoksifiye ettigi ve bu hepatoprotektif aktivitenin polenin bilesiminde
bulunan  polifenollerin  (fenolik  asitler ~ ve  flavonoidler)  varligindan

kaynaklanabilecegi ortaya konmustur (179-181).
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4.3.3. Propolis

4.3.3.1. Tanimu, besinsel degeri ve saglk iizerindeki etkisi

Arn tutkali olarak da adlandirilan propolis, bitkilerin tomurcuklarindan
toplanan reg¢ine ile balmumu, ugucu yaglar ve polen karisimindan olusan bir ari
triintidiir. Arilar tarafindan toplanan bitki reginelerinin giiglii antimikrobiyal etkileri
sayesinde propolis, kovanlari izole etmek, kovana giren 6lii bocekleri mumyalamak
ve dezenfekte etmek gibi ozellikleri ile hem kovan yapist i¢in hem de savunma
amagcli kullanilmaktadir (182,183).

Propolis diger bir ar1 iirlinii olan polen gibi kimyasal bilesim agisindan ¢ok
cesitlidir. Temel olarak recine (~%50), balmumu (~%30), ugucu yaglar (~%10) ve
polen (~%>5) karisimindan olusan propolisin giiniimiizde en az 300 biyoaktif bilesik
icerdigi bildirilmistir. Bu bilesikler; fenolik asitler (kafeik asit, kafeik asit fenetil
ester, ferulik asit, klorojenik asit, p-kumarik, sinnamik asit), flavonoidler (krisin,
luteolin, apigenin, galanjin, kaempferol, kuersetin, pinostrobin, pinosembrin),
mineraller (kalsiyum, magnezyum, manganez, c¢inko, bakir, demir, kobalt ve
selenyum), vitaminler (B1, B2, Bs, C ve E vitaminleri), terpenler (bisabolol), enzimler
(siiksinat dehidrogenaz, glukoz-6-fosfataz, adenozin trifosfat), alkoller (setil, mirisil,
mannitol ve inositol), B-steroidler, stilbenler ve tanenlerdir (183-185). Bu aktif
bilesiklerin icerigi ve bilesimi polende oldugu gibi biiyiik 6l¢lide kovanlarin
cevresindeki bitki Ortiisiine, cografi konuma ve iklim kosullarina gore degismektedir
(186).

Propolis saglik yararlari ile iyi bilinen bir baska ar1 tirlinlidiir ve uzun siiredir
geleneksel tip yaklasimlarinda dogal bir destek olarak kullanilmaktadir. Saglik
tizerindeki etkisinin antioksidan, antiviral, antibakteriyel, antikanser, noroprotektif ve

immiinomodiilator aktiviteleri ile saglandig bildirilmistir (187-189).

Mevcut birgok ¢alisma, propolisin  antioksidan aktivitesi tizerinde
yogunlagmistir (186,188,189). Ayrica Gram (+) (S. mutans, L. plantarum vb.) ve
Gram (-) bakterilere (E. coli vb.) kars1 giiclii bir antibakteriyel etki ve influenza A
virisiine kars1 antiviral bir aktivite sergiledigi gorilmistir (190,191). Bu ar

tirtinliniin saglik iizerindeki tiim bu yararl etkileri yapisindaki kafeik asit fenetil ester
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(CAPE), pinosembrin, galanjin, kuersetin gibi fenolik bilesiklerin varhig: ile
iliskilendirilmistir (140). Uzun yillardir propolis bu yararli etkileri sayesinde
geleneksel olarak gastrointestinal, jinekolojik, dermatolojik ve agiz hastaliklarinin
tedavisinde kullanilmistir (185,192). Giincel calismalar, propolisin ayni zamanda
icerdigi fenolik bilesikler (6zellikle CAPE) sayesinde noroprotektif etki saglayarak
beyindeki oksidatif stresi onledigini gostermistir (193-194). Ayrica bilesimindeki
CAPE varlig ile sitokin iiretimini ve T hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ederek
immiinomodiilator bir aktivite sergiledigi, bagisiklik yanitlarin1 modiile ettigi ortaya
konmustur (140). Dort hafta boyunca farkli dozlarda propolis takviyesi alan yagh
farelerde propolisin dogal ve kazanilmis bagisiklik tizerinde olumlu bir etkiye sahip
oldugu saptanmistir (195). Ayrica, deney hayvanlar1 {izerinde propolis
polifenollerinin (6zellikle pinosembrin) enflamatuar ve anjiyojenik faktorleri modiile
ederek ateroskleroz ilerlemesini Onledigi, diyabetik farelerde ise ndronlar
enflamasyon hasarindan koruyarak biligssel fonksiyonlardaki eksiklikleri azalttigi
gosterilmistir  (196,197). Birkag ¢alismada propolisin antikanser aktivitesi
degerlendirildiginde ise 16semi, lenfoma, gastrointestinal, akciger ve meme kanseri
gibi bir¢ok kanser hiicre dizisinde antiproliferatif ve proapoptotik aktivitelere sahip
oldugu ve bu aktivitelerin propolisin bilesimindeki flavonoidler ve fenolik asitlerin
(6zellikle CAPE, pinosembrin, galanjin) miktarina bagli olarak degistigi
belirlenmistir (140,198-201). Bu kanser tiirlerine ek olarak, propolisin CAPE igerigi
sayesinde giiclii bir antienflamatuar etki saglayarak ultraviyole B isinlar1 kaynakli

cilt kanserleri i¢in potansiyel bir kemopreventif ajan olabilecegi bildirilmistir (202).
4.3.4. An siiti

4.3.4.1. Tanimu, besinsel degeri ve saglik iizerindeki etkisi

An siitii, geng is¢i arilarin temel olarak hipofaringeal ve mandibular tiikiiriik
bezleri tarafindan salgilanan, sarimsi veya siit beyazi renkli, oldukca viskoz yapili bir
ar1 lirtiniidiir. Kralige arilarin yasamlar1 boyunca, is¢i ar1 larvalarinin ise yasamlarinin

ilk i¢ glinii i¢in temel yiyecegidir (203).

Aur siitii esas olarak su (%60-70), proteinler (%12-15), karbonhidratlar (%10-
16) ve lipitlerden (%3-6) olusmaktadir (204). Baslica karbonhidratlar %90 oraninda
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monosakkaritler (fruktoz, glukoz) olup, %0,8-3,6 oraninda sukroz ve az miktarda
maltoz, trehaloz, erloz igerir. Laktoz olup olmadigi ise belirsizdir (204,205). Arn
stitiiniin kuru agirhigmin yaklagik %82-90’ 111 proteinler olusturmakta ve bu
proteinler “Major Ari Sitii Proteinleri (MRJP’ler)” olarak adlandirilmaktadir.
Giliniimlizde dokuz adet ¢Oziiniir MRJP tanimlanmis olup bu proteinlerin yaklasik
yarist (>%45) MRIJP1’dir. Bu proteinler disinda protein bileseni olarak serbest amino
asitler (glisin, lizin, glutamik asit, prolin vb.) peptidler [jelleinler (I-1V), royalisin],
enzimler (amilaz, invertaz, katalaz, asit fosfataz ve lizozim) ve niikleotidler
(adenozin monofosfat, adenozin monofosfat N1-oksit ve adenozin N1-oksit) de yer
almaktadir (206,207). Lipitler ar1 siitii bilesiminde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ari
stitii lipitlerinin yaklagik %80-90’1 nadir bulunan serbest yag asitleridir: trans-10-
hidroksi-2-dekanoik asit (10-HDA), glukonik asit, 3-hidroksidodekanoik asit, 8-
hidroksioktanoik asit, 11-oksododekanoik asit gibi. Ar siitiiniin ana ve spesifik lipit
bileseni 10-HDA olup, ar siitiiniin kalitesi ve orjinalligini dogrulamak igin bir
belirteg olarak kullanilir (208). Bu besin 6gelerinin yan1 sira ari siitii bilesiminde az
miktarda mineraller (en yiiksek potasyum olmak iizere, sodyum, magnezyum, fosfor,
kiikiirt, kalsiyum, ¢inko, demir ve bakir), vitaminler (temel olarak B grubu
vitaminleri; By, By, Bs, Bs ve Bg vitaminleri, biotin, folik asit, E vitamini), fenolik
asitler (ferulik asit, oktanoik asit, dodekanoik asit, vb.) ve flavonoidler (kuersetin,
kaemferol, galanjin, fisetin, pinosembrin, narinjin, hesperidin, genistein, apigenin,
luteolin) mevcuttur (209,210). Diger ar1 tiriinlerinde oldugu gibi, ar1 siitii bilesiminin
de nektar ve ¢igek farkliliklari, bal aris1 tiirleri, mevsimsel ve cografi kosullar gibi

cesitli faktorlerden etkilendigi belirlenmistir (211).

Ar1 siitii uzun yillardan beri geleneksel tipta kullanilmakta, giiniimiizde saglik
tizerindeki yararli Ozellikleri nedeniyle hastaliklarin Onlenmesi ve sagligin
gelistirilmesi igin fonksiyonel bir besin olarak tiikketimi giderek artmaktadir. Ari
stitiiniin saglik tizerindeki faydalari, proteinler (6zellikle MRJP’ler ve peptidler)
basta olmak iizere lipitler (Ozellikle 10-HDA), flavonidler ve diger biyoaktif
bilesiklere atfedilmistir (212,213). Bu ar1 iirliniiniin immiinomodilatér (214),
antioksidan  (189,209,215), antiaging (216), hipokolesterolemik (217) ve
antihipertansif (218) aktiviteler sergiledigi ve bu etkilerin o6zellikle MRJP1 ve

MRJP2’nin, ayrica kismen de olsa flavonoidler ve fenolik bilesikler sayesinde
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gerceklestigi bildirilmistir (206). Ek olarak, MRJP2’nin antihepatik, antikanserojen
ve potansiyel bir yara iyilestirme biyoaktivitesine sahip oldugu da rapor edilmistir
(212,219). MRJP3’iin ise in vitro ve in vivo ¢aligsmalarda gii¢lii immiin diizenleyici
etkiler gostererek ari siitiiniin antialerjik ve antienflamatuar aktivitesine etkisi oldugu
ortaya konmustur (220). Ar siitiiniin Gram (+) ve Gram (-) bakterilere, mantarlara ve
mayaya karsi mikrobiyal hiicre duvarina zarar vererek antimikrobiyal aktivite
gosterdigi ve bu aktiviteden MRJP2, MRIJP4, an siitii peptidleri (jelleinler ve
royalisin) ve 10-HDA’nin sorumlu oldugu ortaya konmustur (215,221,222). Ayrica,
jelleinler, royalisin ve 10-HDA noroprotektif etki gostererek Alzheimer hastaligi gibi
norodejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde ar1 siitliniin etkili bir rol
oynayabilecegi belirlenmistir (223,224). Son olarak, ar1 siitiiniin disi farelerde tireme
performansin1 artirarak dogurganligi tesvik ettigi, anti-menopoz ajant oldugu
bildirilmis ve etki mekanizmasinin diger hastalik mekanizmalarinda oldugu gibi
MRJP’ler ve 10-HDA’dan kaynaklandigi diisgiiniilmektedir (225). Son yillarda
yapilan bir ¢alisma, ar1 siitinii SARS-CoV-2 (COVID-19) enfeksiyonu igin umut
verici bir tedavi ajan1 olarak Onermis ve bu etkisini MRJP2 bileseni ile
iliskilendirmistir (226).
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Materyal

Calismanin materyalini olusturan ar1 triinleri bal (n=28), taze ar1 poleni
(n=28), ham propolis (n=28) ve ar1 siitii (n=28) olmak lizere dort ana {iriin grubuna
ayrildi. Calismanin materyalini toplam 112 ar1 iirlinli olusturdu. Numuneler Eyliil-
Kasim 2021 tarihleri arasinda Tiirkiye nin yedi bolgesi ve her bolgeden dort il olmak
iizere 28 farkli sehirdeki yerel aricilardan dogrudan satin alindi. Bal numuneleri cam
kavanozlarda en az 500 g, polen numuneleri seffaf posetlerde en az 100 g, ham
propolis numuneleri seffaf posetlerde en az 20 g ve ari siitli numuneleri ise cam
kavanozlarda en az 10 gr olarak satin alindi. Ar iiriinlerinin tedarik edilecegi iller
segilirken TUIK tarafindan yaymlanan “Tiirkiye Iller Bazinda Aricilik Istatistikleri
(1991-2020)” verileri kullanildi. Segilen bolge ve iller; Marmara Bolgesi — Edirne,
Canakkale, Balikesir, Bursa; Ege Bolgesi: Mugla, Aydin, izmir, Afyon; Akdeniz
Bolgesi: Antalya, Hatay, Mersin, Kahramanmaras; I¢ Anadolu Bolgesi: Ankara,
Kayseri, Konya, Sivas; Karadeniz Bolgesi: Artvin, Kastamonu, Ordu, Tokat; Dogu
Anadolu Bolgesi: Agri, Erzurum, Mus, Van; Gilineydogu Anadolu Bdlgesi:
Adiyaman, Gaziantep, Siirt, Sanlurfa illerinden olustu. Tim ar1 iriinleri
etiketlendikten sonra, taze polen, ham propolis ve ar1 siitii numuneleri soguk (taze
polen: +4+1 °C, ham propolis ve an siitii: -18+1 °C) ve karanlik bir ortamda
muhafaza edildi. Sadece bal numuneleri oda sicakliginda (23-25+1 °C) ve karanlik
bir ortamda saklandi. Satin alinan tiim numuneler kendi ambalajlarinda belirtilen

saklama kosullarinda analiz giiniine kadar bekletildi.

5.1.1. Analiz i¢in kullanilan kimyasallar

Calismada kullanilan DON, SIT ve ZEA standartlar (tiimii >%98 saflikta)
Sigma-Aldrich’ten (St. Louis, MO, ABD) satin alind1. Analizde kullanilan asetonitril
Carlo Elba’dan (CARLO ERBA Reagents, Val-de-Reuil, Fransa), metanol ve asetik
asit Sigma-Aldrich’ten (St. Louis, MO, ABD), formik asit Honeywell’den (Riedel-de

Haén™, ABD) satin alindi. Kullanilan kimyasallarin ve ¢oziiciilerin tiimii yiiksek
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saflikta idi (HPLC-grade). Tiim ¢6zelti hazirlama adimlarinda ve HPLC analizinde
yer alan mobil fazlarda kullanilan ultra saf su, PURELAB flex-3-Ultra-Purified
Water Machine su aritma sistemi (ELGA LabWater NA, Woodridge, IL, ABD) ile

saflastirildi.

5.1.2. Calismada kullanilan cihazlar

Vi.
Vii.

viil.

Xi.

Xil.

Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC)

o HPLC sistemi (Agilent 1100 Series, ABD)

Degazer tlinitesi (G1322A)

Pompa tinitesi (G1312A)

Otomatik numune alma birimi (G1313A)

Kolon fir1 (G1316A)

HPLC kolonu [Ters faz-Cig kolonu (4,6 x 250 mm, 5 um)] (Purospher

YV V V V V

Star, Merck, Almanya).
» UV dedektor (G1314A)
Sivi kromatografi-tandem kiitle spektrometrisi (LC-MS/MS)
o LC-MS/MS sistemi (DIONEX UltiMate 3000 UHPLC, Thermo Scientific,
ABD)
Hacim ayarli mikropipet (100 ve 1000 uL’ lik)
Buzdolab1
Ceker ocak (TOLKIM, Istanbul, Tiirkiye)
Derin dondurucu
Elektronik hassas terazi (AND A&D Company, Tokyo, Japonya)
Etliv (Microtest, Ankara, Tiirkiye)
Isiticili manyetik karistirict (DLAB Scientific Inc., CA, ABD)
Ultra saf su cihaz1 (ELGA LabWater NA, Woodridge, IL, ABD)
Vorteks (Velp Scientifica, MB, Italya)
UV-Vis spektrofotometre (Schimadzu UV-1800, Japonya)
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5.1.3. Calismada kullanilan sarf malzemeler

i. Balon joje
ii. Beher
iii. Erlenmeyer
iv. Cam huni
v. Cam vialler (ISOLAB Laborgerate GmbH, Wertheim, Almanya)
vi. Enjektor
vii. Eppendorf tiipler
viii. Mezur
iX. Numune siizme filtresi (Whatmann No. 4) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
ABD)
X. Parafilm (ISOLAB Laborgerate GmbH, Wertheim, Almanya)
xi. Pipet uglar
xii. Plastik huni
xiii.  Steril siringa ucu filtre (0,22 pm/25 mm/PVDF) (ISOLAB Laborgerate GmbH,
Wertheim, Almanya)

5.2. Metot
5.2.1. Stok ve calisma standart mikotoksin ¢ozeltilerinin hazirlanmasi
5.2.1.1. Stok ve calisma standart SIT ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Stok SIT standart ¢dzeltisi, metanol icinde 5 mg/mL konsantrasyon olacak
sekilde hazirlandi. Calisma ¢6zeltileri, stok standart ¢ozeltinin metanol ile bes farkli
konsantrasyona (0,625 - 1,25 - 2,5 - 5 - 10 ug/mL) seyreltilmesi ile olusturuldu.
Hazirlanan tim stok ve g¢alisma standart ¢ozeltileri karanlik ortamda -20 °C’de

parafilm kapli amber cam siselerde saklandi.
5.2.1.2. Stok ve calisma standart DON cézeltilerinin hazirlanmast

Stok DON standart ¢ozeltisi asetonitril icinde 1 mg/mL konsantrasyonda

hazirlandi. Bu stok ¢6zelti, bir metanol:ultra saf su (20:80 v/v) karisimi ile bes farkl
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konsantrasyona (0,0025 - 0,005 - 0,01 - 0,02 - 0,04 pg/mL) seyreltildi ve DON
calisma ¢ozeltileri olusturuldu. Hazirlanan tim stok ve c¢alisma standart ¢ozeltileri

karanlik ortamda -20 °C’de parafilm kapli amber cam siselerde saklandi.
5.2.1.3. Stok ve calisma standart ZEA cozeltilerinin hazirlanmasi

Stok ZEA standart ¢ozeltisi asetonitril igerisinde 2 mg/mL konsantrasyonda
hazirlandi. Calisma ¢ozeltileri, stok ¢ozeltinin asetonitril ile 0,5-1-2 -4 - 8 ug/mL
konsantrasyonlarina seyretilmesi ile olusturuldu. Hazirlanan tiim stok ve calisma
standart ¢ozeltileri karanlik ortamda -20 °C’de parafilm kapli amber cam siselerde

saklandi.

5.2.2. An iiriinlerinde SIT analizi

5.2.2.1. SIT analizi éncesi art iiriinleri numunelerinin  hazirlanmast  ve

ekstraksiyonu

Ar iiriinleri numunelerinin SIT analizi 6ncesi hazirlama ve ekstraksiyon

islemleri Istanbul Medipol Universitesi Toksikoloji Laboratuvarinda gerceklestirildi.

Numunelerin hazirlanma ve ekstraksiyon islemi oncesi ve islem siiresince
kullanilan cam malzemeler yikandiktan sonra ultra saf sudan gegirildi ve 60°C’de 3
saat boyunca etiivde (Microtest, Ankara, Tiirkiye) birakildi. Kati taze polen ve ham
propolis numuneleri elektronik hassas terazide (AND A&D Company, Tokyo,
Japonya) 250+0,1 mg olacak sekilde tartilip cam beherlere konuldu ve numunelerde
var olabilecek nemin ugurulmasi amaciyla etiivde (Microtest, Ankara, Tiirkiye)
60 °C’de iki saat boyunca kurutuldu. Kurutma islemi sonrasi numunelere 50 mL
metanol eklendi ve numuneler manyetik karistirict (DLAB Scientific Inc., CA, ABD)
ile 2 saat boyunca (1500 rpm/dk) ekstrakte edildi. Bal ve ari siitii numuneleri ise
elektronik hassas terazide (AND A&D Company, Tokyo, Japonya) 250+0,1 mg
olacak sekilde tartilip cam beherlere konuldu. Uzerlerine 50 mL metanol eklendi.
Numuneler 2 saat boyunca (1500 rpm/dk) manyetik karistirictda (DLAB Scientific
Inc., CA, ABD) karistirilarak ekstrakte edildi. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen

cozeltilerde var olabilecek ¢6ziinmemis tortuyu ortadan kaldirmak igin tiim
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numuneler Whatman No: 4 filtre kagidindan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD)
gecirilerek siiziildii. Siiziilen tiim ar1 iiriinleri numuneleri ¢eker ocak (TOLKIM,
Istanbul, Tiirkiye) icerisinde uguruldu (60 °C, 3 saat, 500 rpm). Ucurma islemi
sonrast hassas terazide tartim islemi yapildi ve elde edilen ekstrakt miktarlari
belirlendi. Her bir ar triinii ekstraktlarindan 2’ser mg tartilip eppendorf tiiplerine
aktarildi. Tiim numune ekstraktlarina 2 mL metanol:ultra saf su (20:80 v/v) soliisyon
karisimi eklenerek vorteks ile karistirildi. Karigtirma sonrast her bir numune steril
siringa ucu filtreden (0,22 um/25 mm/PVDF) (ISOLAB Laborgeraite GmbH,
Wertheim, Almanya) gegirilerek viallere aktarildi. Viallere konulan tiim numuneler
analiz i¢in HPLC cihazinin otomatik numune alma {initesine yerlestirildi. Bal, polen,
propolis ve ar1 siitii numunelerinde SIT varhiginin ve miktarlarinin belirlenmesi i¢in
HPLC analizi ii¢ tekrarli olacak sekilde gerceklestirildi. Analiz sonucunda SIT tespit
edilen her numune igin saptanan toksin degerleri Microsoft Excel® programi

kullanilarak hesaplandi.

5.2.2.2. Arviiriinlerinde SIT analizi icin HPLC prosediirii ve calisma kosullart

Ar iiriinleri numunelerinde SIT’in HPLC-UV analizi Istanbul Medipol

Universitesi Farmasotik Kimya Laboratuvarinda gerceklestirildi.
SIT analizinde kullanilan ekipmanlar ve ¢alisma kosullar::

i. HPLC sistemi: Agilent 1100 serisi
ii. Kromatografik kolon: Encapped Purospher Star ters faz-Cig kolon (4,6 x 250
mm, 5 um)
iili. Mobil faz: Asetonitril:ultra saf su:formik asit (10:90:0.1, v/v/v)
iv. Enjeksiyon hacmi: 100 uL
v. Akis hizi: 1 mL/dk
vi. Kolon sicakligi: 25+1 °C
vii. Dedektor: UV (UV dalga boyu: 325 nm)

viii. Analiz siiresi: 15 dk

At iiriinleri numunelerindeki SIT varligim degerlendirmek igin kalibrasyon
grafigi kullanildi. Kalibrasyon grafigini olusturmak i¢in, farkli konsantrasyonlardaki
seyreltik SIT standartlar1 (0,625 - 1,25 - 2,5 - 5 - 10 ug/mL) HPLC-UV ile 15 dakika
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boyunca analiz edildi. Pik alani, alikonma zamani gibi veriler Agilent Chemstation

yazilim programi kullanilarak elde edildi.

5.2.3. Ariiiriinlerinde DON analizi

5.2.3.1. DON analizi oncesi art iiriinleri numunelerinin  hazirlanmast ve

ekstraksiyonu

Ar {iriinleri numunelerinin DON analiz 6ncesi hazirlama ve ekstraksiyon

islemleri Istanbul Medipol Universitesi Toksikoloji Laboratuvarinda gerceklestirildi.

Numunelerin hazirlanma ve ekstraksiyon islemi Oncesi ve islem siiresince
kullanilan cam malzemeler yikandiktan sonra ultra saf sudan geg¢irildi ve 60°C’de 3
saat boyunca etiivde (Microtest, Ankara, Tiirkiye) birakildi. Kati taze polen ve
propolis numuneleri elektronik hassas terazide (AND A&D Company, Tokyo,
Japonya) 250+0,1 mg olacak sekilde tartilip cam beherlere konuldu ve numunelerde
var olabilecek nemin ugurulmasi amaciyla etiivde (Microtest, Ankara, Tiirkiye)
60 °C’de iki saat boyunca kurutuldu. Kurutma islemi sonrasi numunelere 50 mL
metanol eklendi ve numuneler manyetik karistirict (DLAB Scientific Inc., CA, ABD)
ile 2 saat boyunca (1500 rpm/dk) ekstrakte edildi. Bal ve ari siitii numuneleri ise
elektronik hassas terazide (AND A&D Company, Tokyo, Japonya) 2504+0,1 mg
olacak sekilde tartilip cam beherlere konuldu. Uzerlerine 50 mL metanol eklendi. Bal
ve ar1 slitii numuneleri 2 saat boyunca (1500 rpm/dk) manyetik karistiricida (DLAB
Scientific Inc., CA, ABD) karistirilarak ekstrakte edildi. Ekstraksiyon sonrasi elde
edilen ¢ozeltilerde var olabilecek ¢oziinmemis tortuyu ortadan kaldirmak i¢in tiim
numuneler Whatman No: 4 filtre kagidindan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD)
gecirilerek stiziildi. Numuneleri DON bilesimine stabilize etmek icin ekstrakte
edilen tiim ar trtinleri aktif komiir, celite ve aliminyum oksit (Al,O3) igeren tek
kullanimlik temizleme kolonlarindan gecirildi (227,228). Daha sonra tiim numuneler
ceker ocakta (TOLKIM, Istanbul, Tiirkiye) 60°C’de 3 saat boyunca uguruldu.
Ucurma islemi sonrasi elde edilen ekstrakt kalintilar1 asetonitril:ultra saf su (21:4
v/v) karigimi ile manyetik karistiricida 1 saat boyunca karistirildi ve tiim numuneler

ceker ocak icerisinde tekrar ugurma islemine alindi (60 °C, 2 saat, 500 rpm). Ugurma
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islemi sonrasi tartim yapilarak elde edilen ekstrakt miktarlar1 belirlendi. Her bir ari
iirlinleri ekstraktlarindan 2’ser mg tartilip eppendorf tiiplerine aktarildi. Tiim numune
ekstraktlarina 2 mL metanol:ultra saf su (20:80 v/v) soliisyon karisimi eklenerek
vorteks ile karigtirildi. Karistirma sonrasi tiim numuneler steril siringa ucu filtreden
(0,22 um/25 mm/PVDF) (ISOLAB Laborgeraite GmbH, Wertheim, Almanya)
gecirilerek viallere aktarildi. Viallere konulan tiim numuneler analiz i¢in HPLC
cihazinin otomatik numune alma iinitesine yerlestirildi. Bal, polen, propolis ve ari
stitii numunelerinde DON varliginin ve miktarlarinin belirlenmesi i¢in HPLC analizi
ii¢ tekrarli olarak gercgeklestirildi. Analiz sonucunda DON tespit edilen her numune

icin saptanan toksin degerleri Microsoft Excel® programi kullanilarak hesaplandi.

5.2.3.2. Arviiriinlerinde DON analizi icin HPLC prosediirii ve ¢calisma kosullar
Ar iiriinleri numunelerinde DON’un HPLC-UV analizi Istanbul Medipol

Universitesi Farmasotik Kimya Laboratuvarinda gerceklestirildi.
DON analizinde kullanilan ekipmanlar ve ¢alisma kosullart:

I. HPLC sistemi: Agilent 1100 serisi
Ii. Kromatografik kolon: Encapped Purospher Star ters faz-C;g kolon (4,6 x 250
mm, 5 um)
iii. Mobil faz: Metanol:ultra saf su:asetik asit (97:2:1 v/v/v)
iv. Enjeksiyon hacmi: 100 uL
v. Akis hizi: 1 mL/dk
vi. Kolon sicakligi: 25+1°C
vii. Dedektor: UV (UV dalga boyu: 220 nm)

viii. Analiz siiresi: 15 dk

Ar triinleri numunelerindeki DON varligin1 degerlendirmek i¢in kalibrasyon
grafigi kullanildi. Kalibrasyon grafigini olusturmak i¢in, farkli konsantrasyonlardaki
seyreltik DON standartlar1 (0,0025 - 0,005 - 0,01 - 0,02 - 0,04 ug/mL) HPLC-UV ile
15 dakika boyunca analiz edildi. Pik alani, alikonma zamani gibi veriler Agilent

Chemstation yazilim programi kullanilarak elde edildi.

42



5.2.4. An uriinlerinde ZEA analizi

5.2.4.1. ZEA analizi oncesi ari iiriinleri numunelerinin  haurlanmas:  ve

ekstraksiyonu

Ar iriinleri numunelerinin ZEA analizi Oncesi hazirlama ve ekstraksiyon

islemleri Istanbul Medipol Universitesi Toksikoloji Laboratuvarinda gerceklestirildi.

Numunelerin hazirlanma ve ekstraksiyon islemi oncesi ve islem siiresince
kullanilan cam malzemeler yikandiktan sonra ultra saf sudan gegirildi ve 60°C’de 3
saat boyunca etiivde (Microtest, Ankara, Tiirkiye) birakildi. Kat1 taze polen ve ham
propolis numuneleri elektronik hassas terazide (AND A&D Company, Tokyo,
Japonya) 25040,1 mg olacak sekilde tartilip cam beherlere konuldu ve numunelerde
var olabilecek nemin ugurulmasi amaciyla etiivde (Microtest, Ankara, Tiirkiye) 60
°C’de iki saat boyunca kurutuldu. Kurutma islemi sonrasi numunelere 50 mL
metanol eklendi ve numuneler manyetik karistirici (DLAB Scientific Inc., CA, ABD)
ile 2 saat boyunca (1500 rpm/dk) ekstrakte edildi. Bal ve ar1 siiti numuneleri ise
elektronik hassas terazide (AND A&D Company, Tokyo, Japonya) 250+0,1 mg
olacak sekilde tartilip cam beherlere konuldu. Uzerlerine 50 mL metanol eklendi.
Numuneler 2 saat boyunca (1500 rpm/dk) manyetik karigtiricitda (DLAB Scientific
Inc., CA, ABD) karnstirilarak ekstrakte edildi. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen
cozeltilerde var olabilecek c¢oziinmemis tortuyu ortadan kaldirmak icin tiim
numuneler Whatman No: 4 filtre kagidindan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD)
gecirilerek siiziildii. Siiziilen tiim ar1 iiriinleri numuneleri ¢eker ocak (TOLKIM,
Istanbul, Tiirkiye) igerisinde ucuruldu (60 °C, 3 saat, 500 rpm). Ucurma islemi
sonras1 hassas terazide tartim islemi yapildi ve elde edilen ekstrakt miktarlart
belirlendi. Her bir ar1 {irlinii ekstraktlarindan 2’ser mg tartilip eppendorf tiiplerine
aktarildi. Tim numune ekstraktlarina 2 mL metanol:ultra saf su (20:80 v/v) soliisyon
karisimi eklenerek vorteks ile karistirildi. Karistirma sonrast her bir numune steril
siringa ucu filtreden (0,22 pm/25 mm/PVDF) (ISOLAB Laborgerite GmbH,
Wertheim, Almanya) gegirilerek viallere aktarildi. Viallere konulan tiim numuneler
analiz i¢in HPLC cihazinin otomatik numune alma iinitesine yerlestirildi. Bal, polen,
propolis ve ar1 siitli numunelerinde ZEA varli§inin ve miktarlarinin belirlenmesi i¢in

HPLC analizi ii¢ tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi. Analiz sonucunda ZEA
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tespit edilen her numune i¢in saptanan toksin degerleri Microsoft Excel® programi

kullanilarak hesaplandi.

5.2.4.2. Aruviiriinlerinde ZEA analizi icin HPLC prosediirii ve calisma kosullart

Ar iiriinleri numunelerinde ZEA’nin HPLC-UV analizi Istanbul Medipol

Universitesi Farmasotik Kimya Laboratuvarinda gerceklestirildi.
ZEA analizinde kullanilan ekipmanlar ve ¢aligma kosullart:

I. HPLC sistemi: Agilent 1100 serisi
Ii. Kromatografik kolon: Encapped Purospher Star ters faz-Cig kolon (4,6 x 250
mm, 5 um)
iii. Mobil faz: Metanol:ultra saf su:asetik asit (10:89:1, v/v/v)
Iv. Enjeksiyon hacmi: 100 uL
V. Akis hiz1 0,7 mL/dk
vi. Kolon sicakligi: 25+1 °C
vii. Dedektor: UV (UV dalga boyu: 236 nm)

viii. Analiz siiresi: 15 dk

Ar1 triinleri numunelerindeki ZEA varligin1 degerlendirmek i¢in kalibrasyon
grafigi kullanildi. Kalibrasyon grafigini olusturmak i¢in, farkli konsantrasyonlardaki
seyreltik ZEA standartlar1 (0,5 - 1 - 2 - 4 - 8 pg/mL) HPLC-UV ile 15 dakika
boyunca analiz edildi. Pik alani, alikonma zaman1 gibi veriler Agilent Chemstation

yazilim programi kullanilarak elde edildi.

5.2.5. HPLC-UV analizi sonrasi mikotoksin iceren ari iiriinleri numunelerinin

LC-MS/MS analizi ile konfirmasyonu

Arn trlinlerinin HPLC-UV analizi sonucunda belirlenen pozitif numuneler,
LC-MS/MS sisteminde mikotoksinlerin kiitle fragmentleri analizleri ile dogruland:
ve LC-MS/MS analizleri istanbul Pendik Veteriner Kontrol Enstitiisii Toksikoloji

Laboratuvarinda yapildi.
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Kiitle spektrometrik analizi, pozitif elektrosprey iyonizasyon modunda
gergeklestirildi. LC-MS/MS [DIONEX UltiMate 3000 UHPLC sistemi (Thermo
Scientific™, ABD)] analizinde her bir kiitle fragmentini dortlii kiitle parcacikli
quardrapolden (TSQ Quantum; Thermo Scientific™, San Jose, CA, ABD) geg¢irerek
daha segici bir mikotoksin analizi uygulandi. Verilerin degerlendirilmesi i¢in Thermo

Scientific™ SII for Xcalibur™ yazilimi kullanilda.
LC/M-MS analizinde kullanilan ¢alisma metodu:

i. Analitik kolon: Thermo Scientific™ Accucore™ Cyg kolonu (100 x 2,1 mm,
2,6 um)
ii. Elektron piiskiirtme iyonizasyonu voltaji: 3,5 kV
iii. Tasiyici gaz basinct: 45 psi
iv. Carpistirict gaz (argon) basinci: 1,5 mTorr
V. Buharlastirma sicakligi: 270 °C
vi. Enjeksiyon hacmi: 5 uL
vii. Gradyan pompa akis hizi: 0,30 mL/dk
viii. Kolon sicakligi: 30 °C
ix. Mobil faz: Ikili mobil faz akis1 kullanildi [mobil faz A (5 mM amonyum
format) ve mobil faz B (metanol)]. izogradient ¢oziicii akis programinda ilk 15
dakika boyunca ikili lineer gradient akis kullanildi. Mobil faz B %2’den %95’e
cikartlip 2 dakika boyunca bu oranda sabit tutuldu. Ardindan 2 dakika boyunca
%98 mobil faz A’da tutuldu. Toplam analiz siiresi 20 dakikaya ayarlanarak tiim
akis mobil faz B ile tamamlandi.

X. SIT, DON ve ZEA i¢in 200-800 m/z’lik bir kiitle tarama aralig kullanildz.

5.2.6. Metot validasyonu

Bal, polen, propolis ve ari siiti numunelerinde SIT, DON ve ZEA
mevcudiyetini ve miktarin1 saptamak igin yapilan HPLC-UV analizinin metod
validasyonu gergeklestirildi. Validasyon igin lineer aralik, linearite denklemi,
korelasyon katsayis1 (R?), tayin limitleri (LOQ), tespit limitleri (LOD) ve geri

kazanim parametreleri kullanildi ve degerlendirildi (229).
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5.2.6.1. Lineerlik

Lineerlik (lineer aralik, linearite denklemi ve R?) ayr1 ayr1 SIT, DON ve ZEA
standart ¢Ozelti serileri ile olusturulan kalibrasyon egrileri kullanilarak

degerlendirildi.

Kalibrasyon egrisi olusturulurken bes farkli SIT konsantrasyonu (0,625 - 1,25
- 25 -5 - 10 pg/mL) kullanildi. Farkli konsantrasyonlardaki bu bes ¢alisma
cozeltilerit HPLC-UV ile {i¢ tekrarli olarak analiz edildi. Analiz sonucu olusan pik
alanlar1 hesaplandi ve lineerlik degerleri elde edildi. SIT igin kalibrasyon grafigi

Microsoft Excel® programi kullanilarak ¢izildi.

Kalibrasyon egrisi olusturulurken bes farkli DON konsantrasyonu (0,0025 -
0,005 - 0,01 - 0,02 - 0,04 ug/mL) kullanildi. Farkli konsantrasyonlardaki bu bes
calisma ¢ozeltileri HPLC-UV ile ii¢ tekrarli olarak analiz edildi. Analiz sonucu
olusan pik alanlar1 hesaplandi ve lineerlik degerleri elde edildi. DON i¢in

kalibrasyon grafigi Microsoft Excel® programi kullanilarak ¢izildi.

Kalibrasyon egrisi olusturulurken bes farklt ZEA konsantrasyonu (0,5-1-2 -
4 - 8 ug/mL) kullanildi. Farkli konsantrasyonlardaki bu bes calisma cozeltileri
HPLC-UYV ile ii¢ tekrarli olarak analiz edildi. Analiz sonucu olusan pik alanlari
hesaplandi ve lineerlik degerleri elde edildi. ZEA i¢in kalibrasyon grafigi Microsoft

Excel® programi kullanilarak ¢izildi.
5.2.6.2. LOD ve LOQ

Bal, polen, propolis ve ar1 siiti numunelerinde DON, SIT ve ZEA
mikotoksinlerinin LOD ve LOQ degerleri sinyal/giiriiltii (S/N) oraninin sirasiyla 3,3
ve 10 kat1 olarak hesaplandi (230). Hesaplamalar i¢in Microsoft Excel® programi
kullanildi.

5.2.6.3. Geri kazanim

Her bir mikotoksin i¢in geri kazanim degerlerini belirlemek amaciyla, SIT
toksini icermeyen herhangi bir numuneye SIT (1,25 pg/mL); DON toksini igermeyen
herhangi bir numuneye DON (0,005 png/mL) ve ZEA toksini igermeyen herhangi bir
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numuneye ZEA (0,5 pg/mL) ¢alisma ¢ozeltisi i¢ standart olarak 100’er puL eklendi.
Farkl1 konsatrasyonlardaki farkli mikotoksinlerin eklendigi numuneler HPLC-UV ile
on tekrarli olarak analiz edildi. Boylece her bir mikotoksin i¢in geri kazanim

degerleri asagida belirtilen formiil ile hesaplanarak elde edildi.

Standart eklenmis numune analiz sonucu (pg/kg) x 100

%Geri Kazanim=
/o Eklenen standart miktar1 (ng/kg)

5.2.7. An iiriinlerinde SIT, DON ve ZEA icin diyetsel maruziyet ve risk

degerlendirmesi

Besinlerde sadece mikotoksin kontaminasyon diizeylerinin belirlenmesi,
tilketim sonucunda olusabilecek olasi olumsuz saglik risklerini degerlendirmede
eksik bir yontemdir. Bu nedenle, potansiyel tehlikeyi belirlemek igin bir maruziyet
degerlendirmesi ve risk karakterizasyonu yapmak dogru olacaktir. EKsiksiz ve genis
capli bir besin tiiketim ¢alismasinin mevcudiyeti, maruziyetin dogru bir sekilde
belirlenmesi i¢in esastir. Tirkiye’de ari iiriinleri tiiketimine iliskin kapsamli veri
bulunmamaktadir. Ancak calismamizda ar1 {riinleri tiikketimine bagli olasi
mikotoksin maruziyetini belirlemek i¢in Tiirkiye’de yapilan kesitsel bir ¢alismadan
yillik kisi basina diisen ar1 tirtinleri tiikketim verileri kullanildi (bal: 923,18 g kisi/yil,
ar1 poleni: 8,45 g kisi/y1l; propolis: 3,15 g kisi/yil ve art siitii: 3,01 g kisi/yil) (231).
Yetigkinler icin ortalama viicut agirlign (76,4 kg) Tiirkiye Beslenme ve Saglik
Aragtirmas1 (TBSA)-2019 verilerinden [19-65 yas aras1 7569 yetiskin (2938 erkek,
4631 kadin)] elde edildi (232).

Maruziyet risk degerlendirmesi icin Oncelikle yetigkin bireylerin ar
iiriinlerinden SIT, DON ve ZEA’nin tahmini giinliik alim (EDI) miktarlar1 asagidaki
formiile gore hesaplandi ve ng/kg viicut agirligi/giin olarak ifade edildi (233):

Ortalama mikotoksin konsantrasyonu (%) x besin tiiketimi (i)

EDI =

ortalama viicut agirligi (kg)

Formiilde yer alan ortalama mikotoksin konsantrasyonu hesaplanirken, WHO
tarafindan Kasim 2020’de yayinlanan “Gidalardaki kimyasallarin diyetle maruziyet

degerlendirmesi (Dietary exposure assessment for chemicals in food)” raporu dikkate
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alind1 (234). Calismamizda ar iiriinleri tiiketimi sonucu mikotoksinlere (SIT, DON,
ZEA) olan maruziyet degerlendirilirken, LOD ve LOQ’un altinda tespit edilen analiz
sonuglarmin islenme prensipleri yukarida belirtilen rapora gore uygulandi. DON, SIT
ve/veya ZEA konsantrasyonu tespit edilemeyen ve <LOD olan numuneler igin
tahmini orta sinir hesaplanirken “2 LOD” degeri, konsantrasyonu <LOQ olan
numuneler igin “%» LOQ” degeri ele alindi. DON, SIT ve/veya ZEA konsantrasyonu
tespit edilemeyen ve <LOD olan numuneler i¢in “LOD” degerleri, konsantrasyonu
<LOQ olan numuneler i¢in “LOQ” degerleri tahmini iist sinir hesaplamasinda
kullanildi. Tahmini alt smir hesaplanirken ise DON, SIT ve/veya ZEA
konsantrasyonu tespit edilemeyen ve <LOD olan iiriinler i¢in “sifir”, konsantrasyonu
<LOQ olan iirtinler i¢in “LOD” degeri kullanildi.

Yapilan ¢alismalarda SIT, DON ve ZEA’nin genotoksik etkileri oldugu
ortaya konmustur. Ancak bu etkileri nasil gosterdikleri konusunda net bir veri
bulunmamaktadir. Bu nedenle EFSA tarafindan 2020 yilinda yapilan risk
degerlendirmesinde, mikotoksinlerin gida ve yemlerdeki kanserojen ve genotoksik
etkilerine iligskin soru isaretlerini ortadan kaldirmak amaciyla mikotoksinler igin
maruziyet marji (MOE) degeri yaklagiminin benimsenmesi gerektigi belirtilmistir.
Calismamizda da bu yaklasimdan yola ¢ikarak risk karakterizasyonu belirlendi.
Maruziyet marj1 hesaplamasinda kullanilan formiil asagida verildi (235). Formiilde
yer alan kiyaslama dozu alt limiti (BMDL) degeri olarak EFSA tarafindan 6nerilen,
kemirgenler i¢in %10 ekstra kanser riski ile ilgili kiyaslama dozu alt limiti (BMDL0)
dozlar1 kullanildi ve SIT, DON, ZEA igin BMDL1, degerleri sirasiyla 48 ng/kg viicut
agirhgi/giin, 210 pg/kg vicut agirhig/gin ve 6,39 mg/kg viicut agirhgy/giin idi
(46,91,236).

BMDL,, (ng/kg viicut agirligi/giin
MOE = 10 (ng/kg girligi/giin)

EDI (ng/kg viicut agirligi/giin)

Hesaplama sonucunda MoE degerinin 10,000’in altinda olmasi genotoksik
kanserojene maruz kalmayla iliskili olas1 bir saglik riski olarak tanimlanmakta ve

tiiketiciler i¢in saglik endiselerine yol agmaktadir (235).
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6. BULGULAR

Bu calismada, Tiirkiye’nin yedi bdlgesinden ve her bolgeden dort il olmak tizere
yirmi sekiz farkli sehirden satin alinan toplam 112 ar1 iirlinii numunesi (dort farkl
grup; bal, polen, propolis ve ar1 siitii) HPLC-UV ile DON, SIT, ZEA varliginin ve

miktarinin tespiti i¢in analiz edildi.

6.1. Metod Validasyon Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Bu ¢alismada; bal, polen, propolis ve ar1 siitii numunelerinde analiz edilen
SIT, DON ve ZEA mikotoksinleri icin metod validasyon parametreleri (lineer aralik,
linearite denklemi, korelasyon Kkatsayisi (Rz), LOD, LOQ, geri kazanim)
degerlendirildi. Hazirlanan SiT, DON ve ZEA ¢alisma standart ¢ozeltilerinin HPLC-
UV’de yiiriitiilmesi ile olusturulan kromatogramlara gore, alikonma zamanlar1 SIT,
DON ve ZEA i¢in sirasiyla 2,6 dakika, 6,2 dakika ve 4,4 dakika olarak tespit edildi
(Sekil 6.1.1).

300

2507
200 7
150 7
100

501

Alikonma zamam

Sekil 6.1.1. Toksin standartlarinin HPLC-UV kromatogrami
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Sekil 6.1.2°de bes farkli SIT konsantrasyonlar1 kullanilarak olusturulan
kalibrasyon egrisi, linearite denklemi ve R? degeri gosterildi. Kalibrasyon egrisi
dogrusal bulundu. Hesaplanan R? degeri >0,99 idi. Bu bulgu, lineerligi analitik
olarak dogruladi. Lineerlik SIT igin 2,5-10,0 pg/mL olarak &lgiildii. Farkl
konsantrasyonlardaki SIT calisma standartlarinin kromatogram cakistirmast Sekil

6.1.3’te verildi.

18000
16000 y = 1256,4x + 2873,9 “.
14000 R2=0,9955
12000
= e
o0 e s
s .mww.wu ......
oo ¥
2000
0
0 2 4 6 8 ) 12

SIT konsantrasyonu (ug/mL)

Pik alam

Sekil 6.1.2. SIT icin kalibrasyon grafigi

700 ] 10 pg/mL

600
5 pg/mL
500 4

400 q
300 4
1.25 pg/mL

200

0.625 pg/mL
100 ]

Alikonma zamani

Sekil 6.1.3. Farkli konsantrasyonlardaki SIT standartlarinin  kromatogram

cakistirmasi
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Sekil 6.1.4’te bes farkli DON konsantrasyonlar1 kullanilarak olusan
kalibrasyon egrisi, linearite denklemi ve R? degeri gosterildi. Olusturulan kalibrasyon
egrileri dogrusal bulundu. Hesaplanan R? degeri >0,99 idi. Bu bulgu, lineerligi
analitik olarak dogruladi. Lineerlik DON igin 0,0025-0,02 pg/mL olarak olgiildii.

Farkli konsantrasyonlardaki DON standartlarinin kromatogram ¢akistirmasi Sekil

6.1.5’te verildi.
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Sekil 6.1.4. DON icin kalibrasyon grafigi
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Alikonma zamani

Sekil 6.1.5. Farkli konsantrasyonlardaki DON standartlarinin  kromatogram

cakistirmasi
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Sekil 6.1.6’da bes farkli ZEA Kkonsantrasyonlari kullanilarak olusan
kalibrasyon egrisi, linearite denklemi ve R? degeri gosterildi. Kalibrasyon egrileri
dogrusal bulundu. Hesaplanan R? degeri >0,99 idi. Bu bulgu, lineerligi analitik
olarak dogruladi. Lineerlik ZEA i¢in 0,5-8,0 pg/mL olarak olgildii. Farkli

konsantrasyonlardaki ZEA standartlarinin kromatogram ¢akistirmasi Sekil 6.1.7°de

verildi.
25000
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ZEA konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 6.1.6. ZEA igin kalibrasyon grafigi
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Sekil 6.1.7. Farkli konsantrasyonlardaki ZEA standartlarinin  kromatogram

cakistirmasi
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Mikotoksinlerin analizlerine iliskin LOD, LOQ ve geri kazanim degerleri
Tablo 6.1.1°de verildi. Toksin icermeyen numunelerden elde edilen SIT, DON ve
ZEA’nin geri kazanim degerleri sirastyla %97,2, %96,6 ve %99,9 olarak belirlendi.
Tirk Gida Kodeksi (TGK)’nin “Gidalardaki Mikotoksin Seviyelerinin Resmi
Kontroli i¢in Numune Alma, Numune Hazirlama ve Analiz Metodu Kiriterleri
Tebligi (Teblig No:2018/10)’ne (237) gore performans Kkriterleri agisindan
degerlendirildiginde, geri kazamm degerlerimizin SIT, DON ve ZEA i¢in sirasiyla
%70-120, %60-100 ve %60-120 araligimi karsiladigi saptandi. Bu sonuglar SIT,
DON ve ZEA igin geri kazanim diizeylerinin TGK’nin analiz metodu Kriterlerine

uygun oldugunu ortaya koydu.

Tablo 6.1.1. incelenen ii¢ mikotoksinin LOD, LOQ ve geri kazanim degerleri

Toksin LOD (ng/kg) LOQ (ng/kg) Geri kazamim (%0)
SIT 0,003 0,008 96,6
DON 0,002 0,005 97,2
ZEA 0,007 0,022 99,9

DON: deoksinivalenol, SIT: sitrinin, ZEA: zearalenon.
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6.2. Ar1 Uriinleri Numunelerinde SIT Varhg ve Diizeyi

Tirkiye’nin yirmi sekiz farkli ilinden satin alinan ar1 iirtinlerinde tespit edilen
SIT kontaminasyonu harita iizerinde gosterildi (Sekil 6.2.1). Bal, polen, propolis ve
ar1 siitii numunelerindeki SIT varlign bélge bazli incelendiginde, Marmara, Ege,
Akdeniz ve Karadeniz Bolgeleri’nde SIT tespit edilmezken, I¢ Anadolu Bélgesi’nde
sadece Ankara ilinde SIT saptanmadi. I¢ Anadolu Boélgesi’ndeki diger iller
degerlendirildiginde, Kayseri’de bal, Konya’da propolis, Sivas’ta ise ari siitii
numunesinde SIiT kontaminasyonu belirlendi. Dogu Anadolu Bélgesi’nde sadece
Agrn ilinin propolis numunesinde SIT’e rastlanildi. Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde
ise Adiyaman ve Sanhurfa’da SIT varhigi goriilmezken, Siirt’te bal ve propolis,
Gaziantep’te ise yalnizca bal numunesinde SIT belirlendi (Sekil 6.2.1 ve Sekil
6.2.2).

Tablo 6.2.1°de ar1 iiriinleri numunelerinin HPLC-UV ile SIT analiz
sonuglarma ait degerler her bir ar1 {iriinii grubu i¢in ayr1 ayr1 gosterildi. Ortalama SIT
konsantrasyonu LOD diizeyinin altinda oldugu saptanan ar1 {riinlerinin
konsantrasyon degerleri tabloda “<LOD” olarak ifade edildi. Ar iriinleri arasinda
kiyaslama yapildiginda, bal ve propolis numunelerinin polen ve ari siitii
numunelerine gore daha fazla SIT kontaminasyona maruz kaldig1 belirlendi. Tiim
polen numunelerinde SIT kontaminasyonu saptanmazken, sadece bir ari siitii
numunesinde (Sivas) SIT (<LOD pg/kg) goriildii. Kontamine bal (Kayseri, Siirt,
Gaziantep) ve propolis (Konya, Agri, Siirt) numunelerinde SIT miktarlarinin tespit
limitinin altinda (<LOD pg/kg) oldugu belirlendi.
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* Bal ® Polen B Propolis A Arn sitii
SIT

Sekil 6.2.1. Tiirkiye’nin farkli illerinden temin edilen ari iriinlerinde tespit edilen SIT kontaminasyonu. Renkli sekiller (sar1 yildiz,

kirmiz1 daire, yesil kare ve mor {iggen) SIT tespit edilen ari iiriinlerini temsil eder.
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Numune sayisi

mBal mPolen mPropolis m Ar siitii

Marmara Ege Bolgesi Akdeniz Karadeniz I¢ Anadolu  Dogu Anadolu  Giineydogu
Bolgesi Bolgesi Bolgesi Bolgesi Bolgesi Anadolu
Bolgesi

Sekil 6.2.2. Bolgelere gore SIT tespit edilen ar1 iiriinlerinin dagilimi




Tablo 6.2.1. HPLC-UV analizi ile ar1 iiriinlerinde tespit edilen SIT miktarlar:

SIT (ng/kg)
Bolgeler ve iller Bal Polen Propolis Ar siitii
(n=28) (n=28) (n=28) (n=28)
X+ SH X+SH X+ SH X+ SH
Marmara Bolgesi
Balikesir TE TE TE TE
Canakkale TE TE TE TE
Edirne TE TE TE TE
Bursa TE TE TE TE
Ege Bolgesi
Mugla TE TE TE TE
[zmir TE TE TE TE
Aydin TE TE TE TE
Afyonkarahisar TE TE TE TE
Akdeniz Bolgesi
Kahramanmarasg TE TE TE TE
Antalya TE TE TE TE
Mersin TE TE TE TE
Hatay TE TE TE TE
ic Anadolu Bolgesi
Ankara TE TE TE TE
Kayseri <LOD TE TE TE
Konya TE TE <LOD TE
Sivas TE TE TE <LOD
Dogu Anadolu
Bolgesi
Van TE TE TE TE
Mus TE TE TE TE
Erzurum TE TE TE TE
Agr TE TE <LOD TE
Karadeniz Bolgesi
Artvin TE TE TE TE
Tokat TE TE TE TE
Kastamonu TE TE TE TE
Ordu TE TE TE TE
Giineydogu
Anadolu Bolgesi
Siirt <LOD TE <LOD TE
Adiyaman TE TE TE TE
Sanliurfa TE TE TE TE
Gaziantep <LOD TE TE TE

TE: Tespit edilemedi, SIT: sitrinin
Degerler ortalama (X) + standart hata (SH) olarak verildi.
“SH degerleri < 0,0001 oldugu igin tabloda gosterilmedi.
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An diriinlerinde SIT kontaminasyonunun gorsellestirilmesi ve anlasilmasi

amaciyla, kontaminasyona maruz kalmis bir propolis numunesine ait HPLC-UV

kromatogrami Sekil 6.2.3°da, SIT igermeyen bir polen numunesine ait HPLC-UV

blank kromatogrami ise Sekil 6.2.4’de verildi.

SIT

mAU,
1204
1004
80
60

40 4

20
0 - J

A

0 1 2 3

5 min

Sekil 6.2.3. SIT kontaminasyonuna maruz kalmis bir propolis numunesine ait

HPLC-UV kromatogrami

mAU

40 A

35 1

30 1

25 4

20 4

N :

6 7

min

Sekil 6.2.4. SIT icermeyen bir polen numunesine ait HPLC-UV kromatogrami
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6.3. Ar1 Uriinleri Numunelerinde DON Varhg ve Diizeyi

Tirkiye’nin yirmi sekiz farkli ilinden satin alinan ar1 {iriinlerinde tespit
edilen DON kontaminasyonu harita iizerinde gosterildi (Sekil 6.3.1). Bal, polen,
propolis ve ari siiti numunelerindeki DON varligi bolge bazli incelendiginde, her
bolgedeki en az bir ilde DON konsantaminasyonu belirlendi. Marmara
Bolgesi’'nde en sik polen, Ege, Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu
Bolgesi'nde ar1 siitii, Akdeniz Bolgesi’nde bal, i¢ Anadolu ve Karadeniz
Bolgesi’nde ise en sik propolis numunelerinde DON saptandi. Marmara ve Dogu
Anadolu Bolgesi’ndeki sadece bal ve propolis numunelerinde DON tespit
edilmedi. Izmir, Antalya ve Ordu’nun tiim ar1 iiriinlerinde DON gériilmezken,
sadece Konya ilinden satin alinan ar1 drilinlerinin tamaminda DON

kontaminasyonu saptandi (Sekil 6.3.1 ve Sekil 6.3.2)

Tablo 6.3.1°de ari iiriinleri numunelerinin HPLC-UV ile DON analiz
sonuglarma ait degerler her bir ar1 {irlinii igin ayr1 olarak gosterildi. Ortalama
DON konsantrasyonu LOD diizeyinin altinda oldugu saptanan ari iiriinlerinin
konsantrasyon degerleri tabloda “<LOD” olarak ifade edildi. Ari driinleri
arasinda kiyaslama yapildiginda, propolis numunelerinin diger art triinleri
numunelerine gére daha fazla DON kontaminasyona maruz kaldig: belirlendi.
Ortalamalar agisindan en yiiksek ortalama DON konsantrasyonu 0,013 pg/kg ile

propolis numunesinde (Siirt) saptandi.
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* Bal ® Polen B Propolis A An siitii

DON

Sekil 6.3.1. Tiirkiye’'nin farkl illerinden temin edilen ar1 {iriinlerinde tespit edilen DON kontaminasyonu. Renkli sekiller (sar1 yildiz,

kirmiz1 daire, yesil kare ve mor tiggen) DON tespit edilen ar1 {irtinlerini temsil eder.
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Numune sayisi
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mBal mPolen mPropolis m Ar siiti

Marmara
Bolgesi

Ege Bolgesi Akdeniz Karadeniz Ic Anadolu  Dogu Anadolu  Giineydogu
Bolgesi Bolgesi Bolgesi Bolgesi Anadolu
Bolgesi

Sekil 6.3.2. Bolgelere gore DON tespit edilen ar1 iiriinlerinin dagilimi




Tablo 6.3.1. HPLC-UV analizi ile ar1 tiriinlerinde tespit edilen DON miktarlari

DON (ng/kg)
Bolgeler ve iller Bal Polen Propolis Ar siitii
(n=28) (n=28) (n =28) (n =28)
X+SH X +SH X+SH X+SH
Marmara Bolgesi
Balikesir TE <LOD TE <LOD
Canakkale TE 0,0021 TE TE
Edirne TE 0,0020 TE TE
Bursa TE TE TE <LOD
Ege Bolgesi
Mugla TE TE 0,0041 0,0021
[zmir TE TE TE TE
Aydin TE TE TE 0,0020
Afyonkarahisar <LOD <LOD TE 0,0022
Akdeniz Bolgesi
Kahramanmaras 0,0038 TE TE <LOD
Antalya TE TE TE TE
Mersin <LOD TE TE TE
Hatay TE <LOD TE TE
Ic Anadolu Bélgesi
Ankara TE TE 0,0069 TE
Kayseri <LOD TE TE <LOD
Konya <LOD <LOD 0,0067 0,0024
Sivas TE TE 0,0066 TE
Dogu Anadolu
Bolgesi
Van TE TE TE <LOD
Mus TE 0,0036 TE TE
Erzurum TE TE TE <LOD
Agri TE <LOD TE 0,0021
Karadeniz Bolgesi
Artvin <LOD TE TE TE
Tokat TE TE 0,0085 TE
Kastamonu TE <LOD 0,0054 TE
Ordu TE TE TE TE
Giineydogu
Anadolu Bolgesi
Siirt TE <LOD 0,0130 0,0021
Adiyaman TE TE 0,0036 TE
Sanlurfa 0,0022 TE TE 0,0040
Gaziantep TE <LOD TE 0,0030

DON: Deoksinivalenol, TE: Tespit edilemedi.

Degerler ortalama (X) + standart hata (SH) olarak verildi.
“SH degerleri < 0,0001 oldugu igin tabloda gosterilmedi.
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Ar iirlinlerinde DON kontaminasyonunun gorsellestirilmesi ve anlagilmasi
amaciyla, kontaminasyona maruz kalmis bir polen numunesine ait HPLC-UV
kromatogrami Sekil 6.3.3’da, DON i¢ermeyen bir bal numunesine ait HPLC-UV
blank kromatogrami ise Sekil 6.3.4’de verildi.

mAU -
20-
175
15-
125-

10-

75 *

2.55

6 7 8 9 10 " 12 13 14 min

Sekil 6.3.3. DON kontaminasyonuna maruz kalmis bir polen numunesine ait HPLC-
UV kromatogrami

mAU 1
60
50 1
40 1
30 A

20

10*J\

Sekil 6.3.4. DON igermeyen bir bal numunesine ait HPLC-UV kromatogrami
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6.4. Ar1 Uriinleri Numunelerinde ZEA Varhg ve Diizeyi

Tirkiye’nin yirmi sekiz farkli ilinden satin alinan ar1 iirtinlerinde saptanan
ZEA kontaminasyonu harita iizerinde gosterildi (Sekil 6.4.1). Bal, polen, propolis
ve art siiti numunelerindeki ZEA varligi bdlge bazinda incelendiginde, yedi
bolgeden temin edilen yirmi yedi ilin en az bir ar1 iirlinii grubunda ZEA tespit
edilirken, sadece Akdeniz Bolgesi’nde Kahramanmaras ilinden satin alinan tiim
art iriinlerinde ZEA’ya rastlanmadi. An {riinii bazli incelendiginde, yedi
bolgenin en az bir art siiti numunesinde ZEA goriildii. Ege ve Akdeniz
Bolgesi’nin bal ve propolis numunelerinde, I¢ Anadolu Bélgesi’nin polen
numunelerinde, Glineydogu Anadolu Bolgesi’nin ise bal ve polen numunelerinde
ZEA saptanmadi (Sekil 6.4.1 ve Sekil 6.4.2)

Tablo 6.4.1’de ar1 iriinleri numunelerinin HPLC-UV ile ZEA analiz
sonuglarina ait degerler her bir ar1 Girinii grubu i¢in ayr1 ayr1 gosterildi. Ortalama
ZEA konsantrasyonu LOD diizeyinin altinda oldugu saptanan ari iiriinlerinin
konsantrasyon degerleri tabloda “<LOD” olarak ifade edildi. Ari diriinleri
arasinda kiyaslama yapildiginda, polen ve ari siitii numunelerinin bal ve propolis
numunelerine gore daha fazla ZEA kontaminasyona maruz kaldigi belirlendi.
ZEA saptanan ar1 tirlinleri numunelerinde belirlenen konsantrasyonlar tespit
limitinin altinda iken, sadece Aydin ilinden satin alinan ar1 siitii numunesinde

ZEA miktarinin tespit limitinin tizerinde (0,0094 ug/kg) oldugu goriildii.
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Antalya @

# Bal ® Polen B Propolis A An siiti

ZEA

Sekil 6.4.1. Tiirkiye’nin farkli illerinden temin edilen ar1 Giriinlerinde tespit edilen ZEA kontaminasyonu. Renkli sekiller (sar1 yildiz,

kirmiz1 daire, yesil kare ve mor tiggen) ZEA tespit edilen ar1 tiriinlerini temsil eder.
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Sekil 6.4.2. Bolgelere gore ZEA tespit edilen ar1 liriinlerinin dagilimi




Tablo 6.4.1. HPLC-UYV analizi ile ar1 tiriinlerinde tespit edilen ZEA miktarlari

ZEA (ng/kg)
Bolgeler ve iller Bal Polen Propolis Art siitii
(n=28) (n=28) (n=28) (n =28)
X+ SH X+ SH X+ SH X +SH"
Marmara Bolgesi
Balikesir TE TE <LOD <LOD
Canakkale TE TE TE <LOD
Edirne <LOD TE <LOD <LOD
Bursa <LOD <LOD TE <LOD
Ege Bolgesi
Mugla TE <LOD TE TE
[zmir TE <LOD TE <LOD
Aydin TE TE TE 0,0094
Afyonkarahisar TE TE TE <LOD
Akdeniz Bolgesi
Kahramanmarasg TE TE TE TE
Antalya TE <LOD TE TE
Mersin TE <LOD TE <LOD
Hatay TE TE TE <LOD
i¢c Anadolu Bolgesi
Ankara TE TE TE <LOD
Kayseri TE TE <LOD <LOD
Konya TE TE <LOD TE
Sivas <LOD TE TE <LOD
Dogu Anadolu
Bolgesi
Van <LOD <LOD TE TE
Mus <LOD TE <LOD TE
Erzurum <LOD TE TE <LOD
Agri TE <LOD TE TE
Karadeniz Bolgesi
Artvin TE <LOD TE TE
Tokat <LOD TE TE <LOD
Kastamonu TE TE <LOD TE
Ordu TE <LOD TE <LOD
Giineydogu
Anadolu Bolgesi
Siirt TE TE <LOD <LOD
Adiyaman TE TE TE <LOD
Sanliurfa TE TE <LOD TE
Gaziantep TE TE TE <LOD

TE: Tespit edilemedi, ZEA: Zearalenon.
Degerler ortalama (X) + standart hata (SH) olarak verildi.
“SH degerleri <0,0001 oldugu icin tabloda gosterilmedi.
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An iriinlerinde ZEA kontaminasyonunun gorsellestirilmesi ve anlasilmasi

amaciyla, kontaminasyona maruz kalmis bir ar1 siitii humunesine ait HPLC-UV

kromatogrami Sekil 6.4.3’de, ZEA icermeyen bir polen numunesine ait HPLC-UV

blank kromatogrami ise Sekil 6.4.4’de verildi.

mAU
2504
2004
150+
100
504
0 MJ
I I T I T
1 2 3 4 5 min

Sekil 6.4.3. ZEA kontaminasyonuna maruz kalmig bir ari siiti numunesine ait

HPLC-UV kromatogrami

mAU
140+
120+
100+
804
60 4
404
204
0 ————-/r\\“-______________
I I I L e
0 1 2 3 4 5 min

Sekil 6.4.4. ZEA icermeyen bir polen numunesine ait HPLC-UV kromatogrami
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6.5. Ar1 Uriinleri Numunelerinde SIT, DON ve ZEA Kontaminasyon Sikhg ve

Ortalama Degerleri

Bal, polen, propolis, ar1 siitii ve toplam ar1 tiriinlerindeki ortalama mikotoksin
konsantrasyon degerleri Tablo 6.5.1°de gdsterilmistir. Ortalama SIT, DON ve ZEA
konsantrasyonu LOD diizeyinin altinda oldugu saptanan ari iriinlerinin ortalama
konsantrasyon degerleri tabloda “<LOD” olarak ifade edildi ve genel ortalama

hesaplamasina dahil edilmedi.

Tiim ar1 liriinlerinin ortalama DON ve ZEA degerleri sirastyla 0,0041 pg/kg
ve 0,0094 pg/kg olarak belirlendi. Bu degerlerin DON ve ZEA igin belirlenen tespit
limiti diizeylerinin {izerinde oldugu saptanmustir. Tiim ar1 iiriinlerindeki ortalama SIT
konsantrasyonu LOD degerinin altinda idi. Tiim numunelerin %79,5’inde en az bir
mikotoksin tespit edilirken, en sik saptanan mikotoksinler ZEA (%37,5) ve DON
(%35,7) olarak belirlendi.

Bal ve propolis numunelerinin sadece tespit limiti {izerinde bir konsantrasyon
ile DON kontaminasyonuna maruz kaldigi belirlendi ve kontaminasyon siklig1 bal
icin %25 iken, propolis numunelerinde bu siklik %28,6 idi. Bal numunelerinde
ortalama DON, SIT ve ZEA konsantrasyonlarinin sirastyla 0,0030 pg/kg, <LOD ve
<LOD oldugu goriildii. Benzer durum propolis numunelerinde de saptanmis olup
DON, SiT ve ZEA konsantrasyonlar1 sirastyla 0,0069 pg/kg, <LOD ve <LOD idi.
Polen numunelerinde SIT tespit edilmezken, bu numunelerin en fazla DON (%39,3)
mikotoksini ile kontamine oldugu belirlendi. Polenlerde ZEA miktar1 ise LOD
degerinin altinda idi. An siiti numunelerinde, analiz edilen tiim mikotoksinlerin
varh@ goriilse de, sadece SIT konsantrasyonu LOD degerinin altinda tespit edildi.
En sik saptanan mikotoksin ise ZEA (%64,3) olup, sadece bir ari1 siitli numunesinde
ZEA kontaminasyonu tespit limitinin tizerinde (0,0094 pg/kg) idi. ZEA’dan sonra bu
numunelerde 0,0025 pg/kg’lik bir konsantrasyon ile tespit limitinin iizerinde

belirlenen mikotoksin ise DON idi.
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Tablo 6.5.1. Ar1 tirlinlerinde tespit edilen mikotoksinlerin kontaminasyon sikligi ve konsantrasyon degerleri

Ar1 iiriinleri

Bal Polen Propolis Ar siitii Toplam

(n=28) (n=28) (n=28) (n=28) (n=112)

Pozitif numune %, (n)” 25,0 (7) 39,3 (11) 28,6 (8) 50,0 (14) 35,7 (40)
DON Ortalama (ug/kg)T 0,0030 0,0026 0,0069 0,0025 0,0041

Min. - max. (ug/kg)* 0,0022 -0,0038  0,0020-0,0036  0,0036—-0,0130  0,0020 - 0,0040  0,0020 — 0,0130

Pozitif numune %, (n)” 10,7 (3) TE 10,7 (3) 3,6 (1) 25,0 (7)
SiT Ortalama (pg/kg)’ <LOD TE <LOD <LOD <LOD
Min. - max. (ug/kg)* <LOD TE <LOD <LOD <LOD

Pozitif numune %, (n)" 25,0 (7) 32,1 (9) 28,6 (8) 64,3 (18) 37,5 (42)

ZEA Ortalama (pg/kg)’ <LOD <LOD <LOD 0,0094 0,0094
Min. - max. (ng/kg)* <LOD <LOD <LOD 0,0094 0,0094

Tabloda “<LOD” gosterimi SIT ve ZEA igin LOD degerlerinin sirasiyla 0,003 ve 0,007’ den daha kiigiik olmasi durumunu ifade eder.

"DON, SIT ve ZEA igin >LOD olarak belirlenen numune sayisi
"DON, SIT ve ZEA igin >LOD olarak belirlenen numunelerin ortalama konsantrasyon degeri
'DON, SIT ve ZEA igin >LOD olarak belirlenen numunelerin minimum ve maksimum degeri



Tiim ar1 irilinlerinde saptanan mikotoksinlerin bolgelere gore dagilimlar
Sekil 6.5.1°de gosterilirken, bal, polen, propolis ve ar1 siitii numunelerinde analiz
sonucu tespit edilen ti¢ mikotoksinin ar1 iiriinii gruplarinda bolge bazli dagilimi Sekil

6.2.2, 6.3.2 ve Sekil 6.4.2°de verildi.

Sekil 6.5.1°de dagilimlar belirlenirken, her bir bolgedeki dort ilden satin
aliman toplam ar1 iirlinleri ele alindi ve LOD degerinin altinda tespit edilen tiim
numuneler dagilima dahil edildi. Bunun sonucunda bdlgelere gore ari iirlinlerinde
mikotoksin bulunma siklig1 su sekilde siralanabilir: Marmara Bolgesi: ZEA > DON
(SIT tespit edilmedi); Ege Bolgesi: DON > ZEA (SIT tespit edilmedi); Akdeniz
Bolgesi: DON=ZEA (SIT tespit edilmedi); Karadeniz Bélgesi: ZEA > DON (SiT
tespit edilmedi); I¢ Anadolu Bélgesi: DON > ZEA > SIT; Dogu Anadolu Bolgesi:
ZEA > DON > SIT; Giineydogu Anadolu Bélgesi: DON > ZEA > SiT.

100
90
80
70 mSIiT
= DON
uZEA

Sekil 6.5.1. Bolgelere gore tiim ar1 iirlinlerinde saptanan mikotoksinlerin dagilimlari
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6.6. Ar1 Uriinlerinde LC/MS-MS Konfirmasyonu

HPLC-UV ile analiz sonras1 SIT, DON ve ZEA tespit edilen pozitif numuneler
dis laboratuvara gonderilerek LC-MS/MS analizi ile konfirme edildi. Ar1 iirlinlerinde

tespit edilen ii¢ mikotoksini temsil eden MS kromatogram Ornegi Sekil 6.6.1°de

verildi.
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Sekil 6.6.1. Bir propolis numunesinde tespit edilmis ii¢ mikotoksini temsil eden MS

kromatogrami
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6.7. An1 Uriinlerinde SIT, DON ve ZEA Acisindan Diyetsel Maruziyet Analizi

ve Risk Degerlendirmesi

Bal, polen, propolis ve art siitii numunelerinde SIT, DON ve ZEA’ nin tahmini
LB, MB ve UB diizeylerindeki konsantrasyonlari ile bu ar1 {iriinlerini tiiketen
yetiskin bireylerin bu ii¢c mikotoksin i¢in tahmini glinlik alimlar1 LB, MB ve UB
diizeyinde hesaplandi ve sirasiyla Tablo 6.7.1, Tablo 6.7.2 ve Tablo 6.7.3’de verildi.
Bal, propolis ve ar siitii tilketen yetiskinlerin SIT i¢in tahmini giinliik MB alimlar
sirastyla 0,033 ng/kg viicut agirhigi/giin, 0,000118 ng/kg viicut agirhigi/giin ve
0,000105 ng/kg viicut agirligi/giin idi. DON igin tahmini giinlik MB alimlari
0,000199 - 0,046 ng/kg viicut agirligi/giin araliginda belirlendi. Tahmini giinlik ZEA
MB alimlar1 ise 0,000398 - 0,1145 ng/kg viicut agirhgi/giin araliginda oldugu

saptandi.

Tablo 6.7.1, Tablo 6.7.2 ve Tablo 6.7.3‘de gosterilen, ar1 {irinlerinin
tilketimine bagli mikotoksin maruziyeti ve bu maruziyetten kaynaklanan saglik riski
degerlendirmesine gore her bir ar iiriinii grubunda SIT, DON ve ZEA igin

hesaplanan MoE degeri 10,000in lizerinde idi.
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Tablo 6.7.1. Ari iiriinleri tiiketimi ile SIT e diyetsel maruziyet analizi ve risk degerlendirmesi

Ar1 liriinleri

Bal Polen Propolis Ar siitii
(n=28) (n=28) (n=28) (n=28)
Toksin konsantrasyonu
(ng/g)
MB' 0,001 - 0,001 0,001
LB-UB* 0-0,002 0-0,002 0-0,002
Tiiketim (g/giin) 2,5 0,023 0,009 0,008
SIT  EDI (ng/kg v.a./giin)
MB 0,033 - 1,18 x 10™ 1,05 x 10
LB-UB 0-0,065 0-2,36x 10" 0-2,09x10*
BMDLyw . 48,000 48,000 48,000 48,000
(ng/kg v.a./ glin)
MoE” >10,000 - >10,000 >10,000

BMDL: %10 ekstra riskle ilgili kiyaslama dozu alt limiti, EDI: tahmini giinliikk alim, LB:tahmini alt sinir, MB:tahmini orta stnir, MOE: maruziyet

marj1, SIT: sitrinin, UB: tahmini {ist stir, v.a.: viicut agirlig1,

"MB: Konsantrasyon <LOD olanlar i¢in 2 LOD degeri kullanildi; Konsantrasyon <LOQ olanlar i¢gin %2 LOQ degeri kullanildu.

*LB: Konsantrasyon <LOD olanlar igin “sifir” degeri kullanildi; Konsantrasyon <LOQ olanlar icin LOD degeri kullamld:.
UB: Konsantrasyon <LOD olanlar i¢in LOD degeri kullanildi; Konsantrasyon <LOQ olanlar i¢in LOQ degeri kullanild1.

#SIT igin BMDL,o degeri = 48 pg/kg v.a./giin.

®MoE degeri > 10,000 oldugunda “saglik agisindan riskli degildir” anlamma gelir.
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Tablo 6.7.2. Ar1 irtinleri tiiketimi ile DON’a diyetsel maruziyet analizi ve risk degerlendirmesi

Ar1 iiriinleri

Bal Polen Propolis Ar siitii
(n=28) (n=28) (n=28) (n=28)
Toksin konsantrasyonu
(ng/g)
MB' 0,0014 0,0014 0,0093 0,0019
LB-UB* 5,71 x 10— 0,003 5,45 x 10— 0,0028 0,0036 — 0,013 0,0011 — 0,0037
Tiiketim (g/giin) 2,5 0,023 0,009 0,008
EDI
DON (ng/kg v.a./giin)
MB 0,046 4,21 x10* 0,0011 1,99 x 10
LB-UB 0,019 — 0,982 1,64 x 10 -8,43 x 10™ 424x10%-0,0015 1,15x 10*-3,87 x 10
BMDLw 210,000 210,000 210,000 210,000
(ng/kg v.a./ glin)
MoE” >10,000 >10,000 >10,000 >10,000

BMDLg: %10 ekstra riskle ilgili kiyaslama dozu alt limiti, DON: deoksinivalenol, EDI: tahmini giinliik alim, LB:tahmini alt sinir, MB:tahmini orta
siir, MoE: maruziyet marji, UB: tahmini {ist sinir, v.a.: viicut agirlig1.
"MB: Konsantrasyon <LOD olanlar i¢in % LOD degeri kullamldi; Konsantrasyon <LOQ olanlar i¢in % LOQ degeri kullanild:.
*LB: Konsantrasyon <LOD olanlar igin “sifir”” degeri kullanildi; Konsantrasyon <LOQ olanlar icin LOD degeri kullanildu.
UB: Konsantrasyon <LOD olanlar i¢in LOD degeri kullanildi; Konsantrasyon <LOQ olanlar i¢in LOQ degeri kullanildi.
“DON igin BMDL o degeri = 210 ug/kg v.a./giin.
°MOoE degeri > 10,000 oldugunda “saglik agisindan riskli degildir” anlamina gelir.
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Tablo 6.7.3. Ar1 iirtinleri tiiketimi ile ZEA’ya diyetsel maruziyet analizi ve risk degerlendirmesi

Ar1 iiriinleri

Bal Polen Propolis Ar siitii
(n=28) (n=28) (n=28) (n=28)
Toksin konsantrasyonu
(ng/g)
MB' 0,0035 0,0035 0,0035 0,0038
LB-UB* 0-0,007 0 — 0,007 0 — 0,007 3,88 x 10— 0,0071
Tiiketim (g/giin) 2,5 0,023 0,009 0,008
ZEA EDI (ng/kg v.a./giin)
MB 0,1145 0,0011 412 x 10 3,98 x 10™
LB-UB 0-0,2291 0-0,0021 0-8,25x 10 4,06 x 10°- 7,43x10*
BMDLy 6,390,000 6,390,000 6,390,000 6,390,000
(ng/kg v.a./ giin)
MoE” >10,000 >10,000 >10,000 >10,000

BMDL,o: %10 ekstra riskle ilgili kiyaslama dozu alt limiti, EDI: tahmini giinliik alim, LB:tahmini alt sinir, MB:tahmini orta sinir, MoE: maruziyet

marj1, UB: tahmini st sinir, v.a.: viicut agirligi, ZEA: zearalenon.

"MB: Konsantrasyon <LOD olanlar i¢in %2 LOD degeri kullanildi; Konsantrasyon <LOQ olanlar i¢in 2 LOQ degeri kullanildi.
*LB: Konsantrasyon <LOD olanlar igin “sifir”” degeri kullanildi; Konsantrasyon <LOQ olanlar i¢in LOD degeri kullanildu.
UB: Konsantrasyon <LOD olanlar i¢in LOD degeri kullanildi; Konsantrasyon <LOQ olanlar i¢in LOQ degeri kullanildi.

®ZEA igin BMDL y degeri = 6,39 mg/ kg v.a./giin.

*MOE degeri > 10,000 oldugunda “saglik agisindan riskli degildir” anlamuna gelir.



7. TARTISMA

Ekosistemin mikotoksinlerle kontamine olmasi, besinlerde birikime ve bunun
sonucunda besin zincirinin kontaminasyonuna neden olmaktadir. Giiniimiizde
gelismis ve gelismekte olan iilkelerde besinlerin ve yemlerin mikotoksin olusumuna
maruz kalmasi hem saglik hem de ticari boyutta biiyiik bir endise kaynagi olmustur
(7,111,112). Bu nedenle mikotoksin varligin1 ve diizeylerini belirleyen ¢alismalar
hem gida giivenligi hem de halk saglig1 acisindan olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir.
Literatiirde ¢ogunlukla tahillar, tahil bazli besinler, yagl tohumlar, baharatlar, kuru
meyveler, siit {irtinleri ve kahve gibi besinlerde siklikla aflatoksinler, fumonisinler,
DON, okratoksin A, ZEA gibi baslica mikotoksinlerin analizine iliskin veriler yer
almaktadir (5-7,11,12,36). Ancak bu ¢alismalar incelendiginde, giiniimiizde
biyoindikator olarak kabul edilen ar1 {irlinlerinin genis kapsamda ele alinmadigi
goriilmiistiir. Bu nedenle ¢alismamizda; bal, polen, propolis ve ar1 siitii olmak tizere
dort ar1 {irlinii grubunda mikotoksin bulunma olasilig1 iizerinde durulmus ve bu
varsayim c¢alismamizin amacint olusturmustur. HPLC yo6ntemi kullanilarak,
Tiirkiye’nin yedi bolgesindeki yirmi sekiz farkli ilden temin edilen toplam 112 ar1
iiriiniinde (bal, propolis, polen ve ar1 siitii; her bir grup i¢in n=28) SIT, DON ve ZEA
diizeylerinin belirlenmesi amaciyla yiiriitilen bu c¢alismanin bulgular1 mevcut

literatiir ile karsilastirilarak tartisilmistir.

7.1. A1 Uriinlerinde SIT, DON, ZEA Mikotoksinlerinin Varhg ve Diizeyleri

Mikotoksinler agiz, solunum sistemi veya deri gibi dogal bir yol araciligiyla
viicuda alindiginda omurgali canlilarda toksik etkiye neden olabilen bilesiklerdir.
Mikotoksin kontaminasyonu gida, tarim ve hayvancilik sektoriinde kiiresel bir sorun
olup, gida giivenligi ve besin kalitesi konularinin odak noktasi haline gelmistir
(4,23). Toksik o6zellikleri ve toksisite dereceleri kimyasal yapilarina ve besinlerdeki
konsantrasyonlarina gére degisen mikotoksinlerin saglik tizerindeki toksik etkileri
birbirlerinden olduk¢a farklidir. Bu etkiler; karaciger, bobrekler, gastrointestinal
sistem, merkezi sinir sistemi ve bagisiklik sisteminde akut veya kronik hasarlardir
(5,14-16,19,59,79). Bu olumsuz saglik etkileri bilinmesine ragmen, mikotoksinlere

maruz kalmak tiiketiciler i¢in halen bir tehlike olmaya devam etmektedir. Bu

77



nedenle, tiikettigimiz besinlerin hangi mikotoksinleri igerdigini saptamak ve
mikotoksinlerin besinlerde bulunabilecek kalint1 limitlerini belirlemek biiyliik 6nem

tagir.

Ulusal ve uluslararasi ¢alismalar incelendiginde, ar1 iiriinlerinde mikotoksin
kontaminasyonu ile ilgili az sayida arastirma bulundugu ve bunlarin yurtdisi orijinli
oldugu belirlenmistir. Ar1 {irinlerinde mikotoksin diizeylerinin belirlenmesine
yonelik Tiirkiye’de gerceklestirilen bir ¢alismaya rastlanmamistir. Sadece Sandikgi
Altunatmaz ve arkadaslar1 (238) tarafindan Istanbul’daki farkli saticilardan toplanan
12 polen orneginin mikrobiyolojik kalitesi arastirilmigs ve mikotoksin olusumuna
neden olan Aspergillus (A. flavus, A. ocraceus), Penicillium (P. verrucosum, P.
melanochlorum), Alternaria (A. alternata), Trichothecium (T. roseum) ve Monascus
(M. ruber) kiif tiirleri polen numunelerinde tespit edilmistir. Caligmamizda
Tiirkiye’deki ar1 iriinlerinde mikotoksin  varligit ve dizeyleri ilk kez
degerlendirilmistir. Bulgularimiz tiim ar1 drinlerinin  %79,5’inde en az bir
mikotoksin varhigin1 gosterirken, en sik saptanan mikotoksinler ZEA (%37,5) ve
DON (%35,7) olmustur. Tim ar1 TUrinlerinde ortalama DON ve ZEA
konsantrasyonlarmin bu iki mikotoksin igin belirlenen tespit limit diizeylerinin
tizerinde oldugu saptanmig, ancak tim ar1 driinlerinde ortalama SIT
konsantrasyonunun belirlenen LOD degerinin altinda oldugu bulunmustur. Ari tiriini
grubu bazli incelendiginde, bal ve propolis numunelerinin sadece tespit limiti
iizerinde bir konsantrasyon ile DON kontaminasyonuna maruz kaldigi, DON
kontaminasyon sikliginin bal i¢in %25, propolis i¢in ise %28,6 oldugu belirlenmistir.
A siitii numunelerinde analiz edilen ii¢ mikotoksinin varligi goriilse de sadece SIT
kontaminasyonu tespit limitinin altindadir. An siitiinde en sik saptanan mikotoksin
ZEA (%64,3) olup sadece bir ar1 siitii numunesinde tespit limitinin iizerinde ZEA
kontaminasyonu (0,0094 ug/kg) goriilmiistiir. Literatiir taramasina gore, ulusal ve
uluslararas1 kapsamda bal, propolis ve ar1 siitii numunelerinde gergeklestirilen
mikotoksin ¢alismalarina rastlanmamistir. Bu nedenle, diger arastirmalar ile
calismamizin bulgular1 arasinda bir Kkarsilagtirma yapilamamistir. Boylece bal,
propolis ve ari siitiinde elde ettigimiz bulgularimizin hem ulusal literatiire hem de
“Birlesmis Milletler Siirdiiriilebilir Kalkinma Hedefleri’nden biri olan “Gida

giivenligi” verilerine katki saglayabilecegi diistintilmektedir.
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Bal, propolis ve ar1 siiti numunelerinde elde ettigimiz bulgularimizi
karsilagtirabilecegimiz ulusal ve uluslararasi caligmalara rastlanilmamis olsa da
mevcut literatliirdeki sinirli sayida olan arastirmalarin materyallerini sadece polen
numuneleri olusturmustur. Bu calismalarin hepsi uluslararas1 merkezlidir. Ispanya’da
yiiriitiilen bir ¢alismada, on bes polen numunesinde sekiz Fusarium toksini (DON, 3-
asetildeoksinivalenol, fusarenon-X, diasetoksiscirpenol, nivalenol, neosolaniol, HT-2
toksin ve T-2 toksin) arastirilmis ve GC-MS/MS yontemi ile analiz edilen on bes
numuneden ikisinde yiiksek konsantrasyonlarda neosolaniol (30 ve 22 pg/kg) ve
nivalenol (~1 pug/kg) kontaminasyonu goriilmiistiir. Analiz edilen diger mikotoksin
konsantrasyonlarinin ise her toksin i¢in belirlenen tespit limitlerinin (LOD: 0,3-1,2
ng/kg) altinda dlgiildiigii bildirilmistir (239). Ancak Ispanya’da gergeklestirilen bir
baska calismada, aricilardan ve aktar diikkkanindan satin alinan toplam yirmi polen
ornegi, onceki ¢alismadan farkli olarak HPLC-FLD ile aflatoksin (B1, B2, G1, G2)
ve okratoksin A tespiti amaciyla analiz edilmis ve polen 6rneklerinde mikotoksin
kontaminasyonu goriilmemistir (240). Benzer sonuglar Xue ve arkadaslar1 (241)
tarafindan Cin’de yiiriitiilen ¢alismada da ortaya konmustur. Cin’nin kuzeyindeki
yerel aricilardan toplanan yirmi adet polen 6rneginde aflatoksinler (B1, B2, G1, ve
G2) ve okratoksin A farkli bir analiz yontemi kullanilarak (LC-MS/MS) incelenmis
ve bu bes mikotoksinin timii igin LOD ve LOQ degerlerinin sirasiyla 0,01-0,05
ng’kg ve 0,25-0,5 pg/kg araliginda oldugu bildirilmistir. Ancak tiim polen
numunelerinde aflatoksinler (B1, B2, G1, ve G2) ve okratoksin A i¢in Olgiilebilir
konsantrasyonlar belirlenmemistir. Bati Slovakya’nin farkli bolgelerindeki iig
aricidan toplanan kirk bes polen numunesinde (hashas, kolza ve aygicegi poleni
olmak {izere ti¢ grup; her grup i¢in n=15) ise toplam aflatoksin, fumonisin, DON, T-2
toksin, okratoksin A ve ZEA mikotoksinleri ELISA ile analiz edilmistir. Tim
numunelerde fumonisin hari¢ diger mikotoksinler saptanmistir. En yaygin goriilen
mikotoksinler hashas polenlerinde sirasiyla ZEA (356,6 ug/kg), DON (228,5 ug/kg)
ve T-2 toksin (214,3 pg/kg) iken, kolza ve aycicegi polenlerinde bu siralama T-2
toksin (231,3 pg/kg; 276 ng/kg), DON (229,9 ng/kg; 187,9 ng/kg) ve ZEA (159,4
ng/kg; 132,4 ng/kg) olarak degismistir. Ayrica ¢alismadaki tiim polen numunelerinde
mikotoksin olusumuna neden olan en yaygmn mantar tiirleri arastirilmis ve

numunelerin tiimiinde Aspergillus (baskin olarak A. flavus), Fusarium (F.
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verticillioides ve F. sporotrochoides), Alternaria (A. alternata) ve Penicillium (P.
verrucosum) tiirlerine ait mantarlar tespit edilmistir (22). Benzer bulgular Gonzalez
ve arkadaslar1 (242) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada goriilmiistiir. Polende mantar
olusumuna dikkat cekilen calismada, 87’sinin Ispanya’dan, 3’iiniin Arjantin’den
temin edildigi toplam 90 adet tiiketime hazir polen numunesi analiz edilmistir.
Numunelerde P. verrucosum, A. niger agrega (A. niger + A. tubingensis), A.
carbonarius, A. ochraceus, A. flavus, A. parasiticus ve Alternaria suslar
saptanmustir. Izole edilen mantar tiirleri olarak A. carbonarius, A. ochraceus, P.
verrucosum ve A. niger agrega izolatlarinin sirasiyla %100, %53,3, %33,3 ve
%25’inin okratoksin A; A. niger agrega izolatlariin %28,6’sinin aflatoksin B1 ve
%10’unun aflatoksin B2 iiretimine neden oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismay1 6nceki
caligmadan farkli kilan etken kullanilan analiz yontemi olup, analizler HPLC-FLD ile
gercgeklestirilmistir. Sirbistan’da ise lilkenin orta ve kuzeybati1 bolgelerinden toplanan
26 polen numunesinin tamaminda yiiksek konsantrasyonlarda (ELISA; 3,15-17,32
ug/kg) aflatoksin Bl tespit edilmis ve mikrobiyolojik olarak on numunede 6nceki
caligmalarla benzer olarak Penicillium sp., Alternaria sp., Aspergillus flavus ve
Fusarium tiirleri, farkli olarak ise Mucor sp., Rhizopus sp. ve Trichoderma sp.
belirlenmistir. Bu tiirlerin tiimii potansiyel mikotoksin tireten mantarlardir (243). Son
olarak, yakin tarihte Italya’nin Toskana kentindeki yerel aricilar, siipermarketler ve
ciftci pazarlarindan toplanan 29 polen 6rnegi iizerinde gerceklestirilen ¢alismada,
ELISA ile DON ve toplam aflatoksin varligi arastirilmis, tim polenlerde aflatoksin
tespit edilirken, 25 Ornekte (%86,2) DON saptanmistir (21). Tim bu galigmalar
dikkate alindiginda, polen numunelerinde elde ettigimiz bulgularimizin literatiirdeki
caligmalarla benzer ve farkli yonleri mevcuttur. Diger iilkelerde gergeklestirilen
caligmalarla kiyaslandifinda, sadece Slovakya ve Italya’daki sonuglarla benzer
sekilde polen numunelerimizin DON (%10,7) ve ZEA (<LOD) kontaminasyonuna
maruz kaldigi belirlenmistir. Ancak yaptigimiz karsilastirmalarda, diger
calismalardan farkli olarak polen numunelerimizde SIT varlig: arastirilmis ve analiz
sonucunda SIT kontaminasyonu saptanmamustir. Ulkemizde ise polen drneklerinde
mikotoksin analizi ile ilgili bulgularimizi karsilastirilabilecegimiz c¢aligmalar
bulunmamaktadir. Literatiirde ve ¢aligmamizdaki polen numunelerinde tespit edilen

mikotoksinlerin varligi, ¢alismalarda gosterildigi gibi polen orneklerinden izole
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edilen mantarlarin varlhigi ile agiklanabilir. Ancak polenlerde ve ayni1 zamanda diger
ar1 Uriinlerinde mikotoksin olusumuna neden olan mantarlar ve bunlarin bazi1 kosullar
altinda mikotoksin iiretme yetenekleri hakkinda smirli sayida veri olmasi ve ari
iriinlerinde mikolojik analiz i¢in Ozgiin bir prosediir olmamasi gdéz Oniine
alindiginda, hem kendi bulgularimiz ve hem de mevcut literatiirdeki veriler iilkelere
0zgli ve/veya uluslararasi otoriteler tarafindan resmi bir prosediir gerekliligini

diisiindiirmektedir.

Calismamiz ile yukarida sonuglari verilen arastirmalar arasindaki
farkliliklarin analizleri gerceklestirilen ari iiriinlerinin temin edildigi iilkelerin farkli
olmasi, her iilkenin kendine 06zgii cografi ve iklim kosullari, ¢alisilan polen
numunelerinin fiziksel yapisi (taze, kurutulmus, dondurulmus vb.), tilkelerin tarimsal
politikalarindaki farkliliklar (hasat ve depolama kosullari, hasat yontemleri vb.) ve
bocekler, arilar ve/veya rlizgar gibi cevresel faktorler araciligiyla ari iirlinlerinin
carpraz kontaminasyona maruz kalmasi gibi nedenlerden Kaynaklabilecegi
diisiiniilmektedir. Ornegin, bilindigi iizere yiiksek sicaklik ve nem varhig
mikrobiyolojik aktiviteyi artirir. Besinlerin nem igerigi her iilke i¢in farkli olmakla
birlikte, ulusal diizenlemeler polendeki nem oranmin kalitesini korumak ve raf
Omriinli artirmak i¢in %4-10 arasinda olmasi gerektigini ve kurutulmus polenin nem
iceriginin %6’y1 ge¢gmesi durumunda polende kontaminasyona neden olabilecegini
vurgulamaktadir (244). Ayrica analiz edilen her bir mikotoksin tiiriiniin ve
konsantrasyonlarinin ¢aligmalar arasinda farklililik géstermesi, mikotoksinlerin farkl
kif tlirleri tarafindan sentezlenmesi ve bu kiif tiirlerinin her iilkede degisik
oranlardaki varlig: ile agiklanabilir. Ayn1 zamanda kullandigimiz analiz yontemleri
calisma bulgularimiz1 diger ¢aligmalardan farkli kilan bir faktor olarak gosterilebilir.
Genel olarak literatiirdeki arastirmalarda ELISA, GC-MS/MS ve HPLC-FLD gibi
analiz yontemleri kullanilirken, ¢alismamizda ar1 iirtinleri oncelikle HPLC-UV ile
analiz edilmis, ardindan mikotoksin tespit edilen numuneler LC-MS/MS analitik
yontem ile dogrulanmistir. Diger arastirmalara kiyasla, ¢alismamizda genel olarak ar1
iiriinlerindeki SIT, DON ve ZEA kontaminasyonlarinin oransal ve miktarsal olarak
daha diisiik konsantrasyonlarda dahi belirlenebilmesi, son yillarda en hassas, segici
ve duyarli olarak nitelendirilen iki analiz yonteminin (HPLC ve LC-MS/MS) birlikte

kullanimina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Calismamizda analizleri gergeklestirilen ar1 iirlinleri Tirkiye’nin yedi farkli
bolgesinde iiretim yapan yerel aricilardan temin edilmistir. Bu nedenle, ¢calismamizin
sonuglar1 Tirkiye’deki ar1 iiriinlerinde mikotoksin kontaminasyonu hakkinda bilgi
vermesi agisindan 6nemlidir. Bulgularimiz ari tiriinlerindeki mikotoksin ¢esitliliginin
Tiirkiye’nin bolgelerine gore farklilik gosterdigini ortaya koymustur. Diger bolgelere
kiyasla Marmara, Karadeniz ve Dogu Anadolu Bolgelerinde ZEA kontaminasyonu
daha yiiksek iken, Ege, i¢ Anadolu ve Giineydogu Anadolu Bélgelerindeki ari
iriinlerinde  DON kontaminasyonunun baskin oldugu belirlenmigtir. Ayrica
Marmara, Ege ve Akdeniz Bélgelerinden temin edilen ari iiriinlerinde SIT tespit
edilmemistir. Bolgeler arasinda ortaya ¢ikan bu farkliliklar, numunelerin temin
edildigi her bolgenin ve hatta her ilin kendine has bitki ortiisii, iklim kosullar1 (yagis
durumu, sicaklik, nem orani vb.), numunelerin toplanma ve depolanma kosullari ile
stireleri arasindaki farkliliklar gibi faktorlerden kaynaklanabilir. Ayni zamanda her
bir ar1 {irlinii grubunun (bal, polen, propolis ve ar1 siitii) farkl: iireticiler tarafindan
farkl1 hasat ve isleme yontemlerine maruz kalmasi, {reticilerin ve hasat-isleme-
depolama ortamlarinin hijyeninden biiyiik olasilikla etkilendigi, tiim bu asamalarda

capraz kontaminasyona maruz kalabilecegi diisiiniilmektedir.

7.2. Artiiriinlerinde Diyetsel Maruziyet ve Risk Degerlendirmesi

Bilindigi iizere mikotoksinler saglik i¢in ciddi bir tehdit olusturmaktadir.
Insanlar i¢in mikotoksinlere maruz kalmanin ana kaynagi, mikotoksinlerle kontamine
olmus besinlerin diyet yoluyla alinmasidir. Diinya genelinde insanlar, 6zellikle
gelismekte olan tlkelerdeki kirsal alanlarda yasayan niifus yerel olarak iiretilen
yiyeceklerle beslenmektedir. Bu yerel besinlerin basinda gelen ar1 tiriinleri ge¢gmisten
bugiine giinliik beslenmemizde yer almakta ve bu besinler saglik agisindan ¢ok
onemli besin degerleri icermektedir. Bircok hastaliga karsi bagisiklik sistemini
giiclendirmek isteyen yetigkinler ar1 tirtinlerini siklikla tercih etmektedir. Ek olarak
ebeveynler c¢ocuklarinin gelisimini ve bagisikligini  desteklemek amaci ile
¢ocuklarinin giinliik beslenmelerinde ar1 iiriinlerine yer vermektedir. Ozellikle son
yillarda COVID-19 gibi bulasici viral hastaliklarin 6n plana ¢ikmasi nedeniyle ari

tirtinlerinin hem yetiskinler hem de ¢ocuklar tarafindan yaygin bir sekilde tiiketildigi
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gorlilmiistiir. Dolayisiyla art tirtinlerini tiiketen ¢ocuk ve yetiskinlerin herhangi bir

veya birden fazla mikotoksini viicuda alip almadig1 halen belirsizligini korumaktadir.

Giliniimiizde mikotoksin maruziyeti ve risk degerlendirmesi i¢in kullanilan en
yaygin yontem MoE yaklagimidir. Bu yontem halk sagliginin korunmasina yonelik
onlemlerin uygulanmasinda 6nceliklerin belirlenmesine hizmet eder. Gézlemlenebilir
yan etkisi olmayan mikotoksin diizeyi ile besinde saptanan mikotoksin
konsantrasyon degerleri arasindaki iliskiyi gostermektedir. Bu yaklasim bir iliskiyi
ortaya koydugu i¢cin MOE boyutsuz bir say1 olup, MoE degerinin >10,000 olmasi
saglik agisindan bir risk olusmadiginin gostergesi iken, bu degerin <10,000 olmast
hem bireysel hem de toplumsal saglik agisindan potansiyel bir risk olusabilecegini
ifade etmektedir (36,91,235).

Cesitli besinlerin tiiketimine bagli olarak mikotoksin maruziyeti ile ilgili
literatlirde bircok calisma bulunmaktadir. Ancak ari iriinleri ile ilgili maruziyet
caligmalar1 olduk¢a yetersizdir. Bu nedenle calismamizda kontamine olmus ari
riinleri tiiketiminin insan sagligi agisindan potansiyel bir risk olusturup
olusturmadigin1 belirlemek i¢in maruziyet analizi ve saglik acisindan risk

degerlendirmesi yapilmistir.

Tiirkiye’deki mevcut galismalar incelendiginde, ar1 tirinlerinde mikotoksin
kontaminasyonuna dair herhangi bir maruziyet ve risk degerlendirme ¢alismasi ile
karsilasilmamigtir. Uluslararasi literatiirde ise mikotoksin ¢alismalarinda oldugu gibi
¢ok sinirlt sayida polen tiikketimine yonelik maruziyet ¢caligmalari s6z konusudur. Bu
nedenle ar1 iriinleri tiiketimi sonucunda karsilasilabilecek maruziyet riski ile ilgili
elde ettigimiz bulgularin literatiire katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Végh ve
arkadaglarinin  (244) yakin tarihli bir ¢alismasinda, literatiirdeki polen
caligmalarindan elde edilen verilere dayanilarak, en yaygin mikotoksinler (aflatoksin
B1, okratoksin A, fumonisinler, ZEA, DON ve T-2 toksin), pestisitler, agir metaller
ve pirolizidin alkaloidleri i¢in bir risk degerlendirmesi yapilmistir. Giinliik polen
tilketiminin 25 g oldugu varsayilarak hesaplanan risk degerlendirmesinde, T-2 toksin,
okratoksin A, ZEA ve DON maruziyetinin otoriteler tarafindan Onerilen TDI
diizeylerine sirasiyla %119,65, %20,43, %16,43 ve %7,39 oranlarinda katkida

bulundugu belirlenmistir. Arastirmacilar tarafindan giinlik 25 g polen tiiketimi ile
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DON, ZEA, okratoksin A ve T-2 toksinine maruz kalmanin saglik agisindan risk
olusturdugu bildirilmistir. Ancak c¢alismamizin bulgulart mevcut literatiir
verilerinden farkli sonuglar ortaya koymustur. Sadece polen numunelerinde degil,
tim bal, propolis ve ar1 siitii numunelerinde tespit ettigimiz mikotoksinler igin
hesapladigimiz MoE degerlerinin 10,000’in {izerinde oldugu belirlenmistir. Bu bulgu
ile Tiirkiye’deki ar1 tiriinlerinin tiiketiciler i¢in saglik riski olusturmadigi sonucuna
varilabilir. Ancak calismamiz ile literatiirdeki wveriler arasindaki farkliliklar,
calismamizda ar1 triinlerinin tiiketiminden kaynaklanabilecek olast maruziyeti
belirlemek i¢in kiigiik 6rneklemli kesitsel bir ¢alismadan elde edilen giinliik tiiketim
verilerinin ~ kullanilmasma, analiz edilen a1 drinlerindeki  mikotoksin
konsantrasyonlarindaki farkliliklara ve maruziyet analizinde kullanilan farkli
yontemlere baglanabilir. Daha dogru bir maruziyet analizi i¢in tiim yas gruplarini
iceren genis bir popiilasyon iizerinde ari iriinlerine dair detayli bir besin tiiketim

caligsmasina ihtiya¢ vardir.
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8. SONUC

Giliniimiizde segiciligi ve hassasiyeti 6n planda olan HPLC ve LC-MS/MS
analiz yontemleri kullanilarak, Tiirkiye’nin yedi bolgesinden ve her bolgeden dort
sehir olmak tizere 28 farkli sehirden temin edilen ar1 iirlinlerinde (bal, polen, propolis
ve ar siiti) SIT, DON ve ZEA diizeylerinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirdigimiz ¢alismamizin sonuglart bu boliimde 6zetlenmis ve ek olarak,
caligmamizin temel amacin1 olusturmasa da ar1 {driinlerinde tespit edilen
mikotoksinlerin maruziyet analizine dair elde ettigimiz sonuglar asagida

sunulmustur;

e Tiim an triinleri humunelerinin %79,5’inde en az bir mikotoksin tespit
edilirken, en sik saptanan mikotoksinler ZEA (%37,5) ve DON (%35,7)
olmustur.

e Tiim ar trlinlerinin ortalama DON ve ZEA degerleri sirasiyla 0,0041 pg/kg
ve 0,0094 pg/kg olarak belirlenmistir. Bu degerlerin DON ve ZEA i¢in
belirlenen tespit limiti diizeylerinin iizerinde oldugu saptanmistir. Tiim ar1
tiriinlerindeki ortalama SIT konsantrasyonunun ise belirlenen tespit limitinin
altinda oldugu goriilmiistiir.

e Mikotoksin bazli incelendiginde, bal ve propolis numunelerinin polen ve ar1
siiti numunelerine goére daha fazla SIT kontaminasyona maruz kaldi§1
belirlenmistir.  Tiim  polen numunelerinde SIT  kontaminasyonu
saptanmazken, sadece bir ar1 siitii numunesinde SIT goriilmiistiir.

e Mikotoksin bazli incelendiginde, tiim ar1 iriinii gruplarinin tespit limiti
iizerinde bir konsantrasyon ile sadece DON kontaminasyonuna maruz
kaldig1 tespit edilmis ve kontaminasyon sikligi bal, propolis, polen ve ari
stitll i¢in sirastyla %25,0, %39,3, %28,6 ve %50,0 olarak belirlenmistir. Ar1
sliti numunelerinin diger ar1 {irlinleri numunelerine gore daha fazla DON
kontaminasyona maruz kaldig1 goriilmistiir. Ancak ortalamalar agisindan en
yiiksek DON konsantrasyonu 0,013 pg/kg ile bir propolis numunesinde
saptanmistir.

e Mikotoksin bazli incelendiginde, ZEA kontaminasyon siklig1 bal, propolis,
polen ve ar siitii i¢in sirasiyla %25,0, %32,1, %28,6 ve %64,3 olarak
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belirlenmistir. Polen ve ar1 siitii numunelerinin bal ve propolis numunelerine
gore daha fazla ZEA kontaminasyona maruz kaldigi goriilmiistir. Ari
iiriinleri numunelerinde belirlenen konsantrasyonlar tespit limitinin altinda
iken, sadece bir ar1 siiti numunesinde ZEA miktari tespit limitinin tizerinde
(0,0094 ng/kg) saptanmustir.

Uriin grubu bazli incelendiginde ise bal numuneleri esit oranlarda DON
(%25) ve ZEA (%25) ile kontamine olmus, ancak sadece DON i¢in LOD
degerinin tizerinde bir konsantrasyon (0,003 pg/kg) tespit edilmistir. Polen
numunelerinin en fazla DON (%39,3) mikotoksini ile kontamine oldugu
saptanmistir. Art siiti numunelerinde, analiz edilen tim mikotoksinlerin
varhigr goriilse de sadece SIT konsantrasyonu LOD degerinin altinda tespit
edilmis ve en sik saptanan mikotoksin ZEA (%64,3) olmustur. Propolis
numuneleri ise esit oranlarda DON (%28,6) ve ZEA (%28,6) ile kontamine
olmus, ancak sadece DON icin LOD degerinin iizerinde bir konsantrasyon
(0,0069 pg/kg) belirlenmistir.

Bolgelere gore ar1 firiinlerinde mikotoksin bulunma sikligi su sekilde
siralanmistir: Marmara Bolgesi: ZEA > DON (SIT tespit edilmedi); Ege
Bolgesi: DON > ZEA (SIT tespit edilmedi); Akdeniz Bolgesi: DON=ZEA
(SIT tespit edilmedi); Karadeniz Bélgesi: ZEA > DON (SIT tespit edilmedi);
I¢ Anadolu Bolgesi: DON > ZEA > SIT; Dogu Anadolu Bolgesi: ZEA >
DON > SIT; Giineydogu Anadolu Bolgesi: DON > ZEA > SIT.

Bal, polen, propolis ve ar1 siitii numunelerindeki SIT varligi bolge bazl
incelendiginde, Marmara, Ege, Akdeniz ve Karadeniz Bélgeleri'nde SIT
tespit edilmezken, I¢ Anadolu Bolgesi’'nde sadece bir ilde SIT
saptanmamustir. I¢ Anadolu Bolgesi’nden numunelerin alindigi diger iller
degerlendirildiginde, Kayseri’de sadece bal, Konya’da sadece propolis ve
Sivas’ta ise sadece ar1 siiti numunelerinde SIT kontaminasyonu
belirlenmistir. Dogu Anadolu Bolgesi’nde sadece Agri ilinin propolis
numunesinde SIT’e rastlamlmistir. Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde ise
Adiyaman ve Sanlurfa’da SIT varligi goriilmezken, Siirt’te bal ve propolis,

Gaziantep’te ise sadece bal numunesinde SIT belirlenmistir.
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Bal, polen, propolis ve ar1 siitii numunelerindeki DON varligi bolge bazl
incelendiginde, her bdlgedeki en az bir ilde DON konsantaminasyonu
belirlenmistir. Marmara Bolgesi’nde en sik polen, Ege, Dogu Anadolu ve
Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde ar siitli, Akdeniz Bolgesi’nde bal, I¢
Anadolu ve Karadeniz Bolgesi'nde ise propolis numunelerinde DON
saptanmistir. Marmara ve Dogu Anadolu Bdlgesi’ndeki sadece bal ve
propolis numunelerinde DON tespit edilmemistir. Izmir, Antalya ve
Ordu’nun tiim ar irlinlerinde DON goriilmezken, sadece Konya ilinden
satin alinan ar1 iiriinlerinin tamaminda DON kontaminasyonu Saptanmaistir.
Bal, polen, propolis ve ar1 siitii numunelerindeki ZEA varlig1 bolge bazinda
incelendiginde, yedi bolgeden temin edilen yirmi yedi ilin en az bir ar1 tirtinii
grubunda ZEA  tespit edilirken, sadece Akdeniz  Bdlgesi’'nde
Kahramanmaras ilinden satin alman tim ar1 {riinlerinde ZEA’ya
rastlanmamuistir. Art iiriinii bazli incelendiginde ise, yedi bolgenin en az bir
ar1 siiti numunesinde ZEA goriilmiistiir. Ege ve Akdeniz Bdlgesi’nin bal ve
propolis numunelerinde, I¢ Anadolu Bolgesi’nin polen numunelerinde,
Giineydogu Anadolu Bélgesi’nin ise bal ve polen numunelerinde ZEA
saptanmamaistir.

Art lriinlerinin tiikketimine bagli mikotoksin maruziyeti ve bu maruziyetten
kaynaklanan saglik riski degerlendirmesine gore, her bir ar1 {irlinii grubunda
SIT, DON ve ZEA igin hesaplanan MoE degeri 10,000in iizerinde
bulunmus ve bdylece Tiirkiye’de ar1 iiriinleri tiiketicilerinin SIT, DON ve
ZEA mikotoksinlerine maruziyetine iliskin herhangi bir saglik riski olmadigi

gorilmiistiir.

Besin zincirinin kontaminasyonu diinya ¢apinda 6nemli bir gida giivenligi

sorununu olusturmaktadir. Bu nedenle mikotoksin diizeylerini belirleyen ¢aligmalar
hem toplum sagligi hem de ¢evre kirliligi agisindan oldukg¢a 6nemlidir. Gliniimiizde
biyoindikator olarak kabul edilen ari {irlinleri siiper besinler arasinda yer almaktadir.
Diinya genelinde gerek direkt tiikketimi gerekse formiile edilen besin desteklerindeki
kullanim1 nedeniyle, ar1 driinlerinin kalitesi ve giivenligi 6n plana ¢ikmaktadir.

Calismamizda elde ettigimiz bulgular, ilk kez Tiirkiye'deki ar1 iiriinlerinin DON, SIT
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ve ZEA ile dogal kontaminasyona maruz kaldigin1 gostermektedir. Bu nedenle gida
giivenliginin saglanabilmesi igin ar1 Uriinleri rutin olarak toksikolojik testlerden
gecmeli ve bu iiriinlerde farkli kontaminantlar da degerlendirilmelidir. Ote yandan,
tahillar ve yagli tohumlarda oldugu gibi ari iirlinlerinde de mikotoksinlerin izin
verilen maksimum kalint1 limitleri belirlenmeli ve ulusal otoriteler tarafindan kabul
edilebilir mikotoksin konsantrasyonlarinin diizenlenmesi i¢in gerekli g¢alismalar
yapilmali ve standartlar olusturulmalidir. Ari diriinlerindeki mikotoksin igerigine

iliskin gida kilavuzlart hazirlanmalidir.

Calismamizda ar1 Trlinleri tiketimi ile mikotoksin maruziyet riskinin
degerlendirilmesi, mevcut literatiire bir diger katki olarak sayilabilir. Ancak
gergeklestirdigimiz risk degerlendirmesinin daha net ve dogru bir sekilde
belirlenebilmesi i¢in Tiirkiye genelinde daha fazla sayida ari dirlinliniin analiz
edilmesi ve her yas grubunu igeren daha genis bir popiilasyon ile c¢alisiimasi
gerekliligi 6nerilerimiz arasindadir. Olas1 toksikolojik saglik risklerini 6nlemek igin
diizenli araliklarla tiim yas gruplarin1 kapsayan risk degerlendirmeleri yapilmalidir.
Ayrica hem art iriinlerindeki mikotoksin varligi hem de olas1 saglik riskleri
konusunda ilgili kurumlarca egitim programlar1 diizenlenerek iireticiler, saticilar,
ihracat yapan vyetkililer ve tiiketiciler bilinglendirilmeli ve farkindalik

olusturulmalidir.

Mikotoksinlerin besinlerde her zaman tespit edilemeyecegi ve mantarlarin
mikotoksin igeren besinlerden tam anlamiyla izole edilemeyecegi bilinmektedir. Bu
nedenle, mikotoksin igermeyen ari1 {riinlerinin ve ar1 Urlinlerini igeren besin
desteklerinin giivenli iiretim, isleme ve depolama siiregleri i¢in 6nemli kriterler s6z
konusudur. Hem hasat Oncesi/sonrast kosullarda hem de isleme/depolama
stireclerinin herhangi bir asamasinda sicaklik, nem, su aktivitesi, cografi veya
iklimsel sartlar gibi mikotoksinlerin olusumuna ve diizeyine dogrudan katkida
bulunan c¢evresel faktorler dikkate alinmalidir. Calismamizda, tespit edilen
kontaminasyonlarin ar1 {iriinlerinin iiretiminde mi yoksa depolama kosullarinda mi1
meydana geldigi belirsiz oldugu i¢in, basta sicaklik, nem ve hijyen olmak iizere yerel
otoriteler tarafindan bildirilen tiim tedbirlerin gida siire¢lerinin her asamasinda

titizlikle uygulanmasi ve takip edilmesi gerekmektedir. Mikotoksinlerin bu

88



besinlerde kontrol altinda tutulabilmesi i¢in HACCP planlari, Iyi Tarmm
Uygulamalar1 (Good Agricultural Practices, GAPs) ve lyi Uretim Uygulamalari
(Good Manufacturing Practices, GMPs) etkili sekilde yiiriitiilmelidir. Ote yandan, ar1
triinlerindeki ve bu triinleri igeren besin desteklerindeki mevcut mikotoksinlerin
uzaklastirilmasi i¢in uygulanacak her tiirlii islem, herhangi bir kalinti birakmadan
mikotoksinleri gida matrislerinden etkili bir sekilde etkisiz hale getirmeli ve bu
besinlerin fiziksel, kimyasal ve organoleptik 6zellikleri iizerinde zararli bir etkiye
sahip olmamalidir. Ancak gida isleme siireglerinin ar1 iriinleri tizerindeki olasi
etkileri ve isleme yontemleri hakkindaki bilgiler smirli olup bu konu ileride
yapilacak arastirmalarla kapsamli bir sekilde aciklanmay1 beklemektedir. Bu
hususlara dayali olarak, ar1 iriinleri ve mikotoksin iliskisine dair ¢ok yonlii

arastirmalara ihtiyag vardir.
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