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" Vigyonumus

“Gida konusunda bilimsel, anlasilir ve
yenilikgi bakis acisi ile kamu ve 6zel sek-
torde liderlik vasfini koruyarak guncel ve
kullanilabilir bilgiyi halk saghgr ve toplum
refahi icin sunmaktir.”

" CMisponumus

“Kurulugs kanunumuzdan aldigimiz gug ile ulu-
sal ve uluslararasi bilgi paylagsimina acik, yenilik-
ci, rehber, lider ve uzman bakis agimizla kaliteli
ve saygin bilimsel yayinlari bilim dinyasinda ait
oldugu hakh yere getirmektir. Saglanan katma
deger toplumsal refah, halk sagligi ve milli ekono-
mi yonunden degerlendirildiginde surekli iyilestir-
meye acik ve yenilik¢i bir yaklagimla seckin der-
giler arasinda yer alacaktir.”
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CS8akan Qdunus

lletisim teknolojisindeki gelismelerle birlikte giiniimiizde
toplumsal ve bireysel bilinclenme, hayatin her safhasinda en
ust dizeyine ¢ikmistir. Toplum bilincinde meydana gelen bu
degdisimler ile devletin vermekte oldugu hizmetlerin kapsam ve
kalitesi de artmakta, buna paralel olarak gida sektdriinde; or-
ganik Uretim, iyi tarim ve iyi hijyen uygulamalari yayginlas-
makta ve bu sekilde Uretilmis Grlnlere talep artmaktadir.

“Ciftlikten Sofraya Gida Guvenilirligi” kapsaminda en
Onemli islev Tarim ve Kdyigleri Bakanligimiza aittir. Bunu sag-
lamanin yolu Ulke dinamiklerimize uygun ve Avrupa Birlidi
mevzuati ile uyumlastirilabilir denetleme hizmetlerini etkin bi-
cimde saglamaktan ge¢cmektedir. Bu kapsamda 13 Haziran
2010 tarihinde yurarluge giren 5996 sayili “Veteriner Hizmetleri, Bitki Saghgi, Gida ve Yem Kanunu”
gida denetimine ve halk sagligi alanindaki ¢calismalara verilen énemi acikca ortaya koymaktadir. Ba-
kanligimiz, bu kanunun icrasinda, otuz dokuz il kontrol laboratuvari, bir gida arastirma enstitlisd, tUlke
laboratuvarlarinin koordinasyonunu ve uluslararasi seviyede temsilciligini saglamakta olan Ulusal Gi-
da Referans Laboratuvari ile gida kontrol hizmetlerinde bilimsel ve etkin calismalarini surdirmektedir.
Hedefimiz halk saghgini korumak, Uretim kalitesini yUkselterek ihracat kapasitesini arttirmak ve ekono-
mik katma deger saglamaktir.

Tuarkiye, Asya ve Avrupa arasinda kopru olusturmasinin 6tesinde, Akdeniz ve Karadeniz kiyilarinin
en bereketli topraklarina sahip olup, kiresel pazarda seckin bir yere sahiptir. Bu pazarin kiresel, ulusal
ve kanuni dengelerine bakildiginda, organik Grlinler ve iyi Gretim uygulamalari ile yetistiriimis veya imal
edilmig drlnler piyasada belirgin bir 5Snem arz etmektedir. Bu kapsamda Turkiye, gincel Uretim bilgileri
ve ileri teknolojik yaklagimi ile gida piyasasinda seckin bir noktaya dogru emin adimlarla ilerlemektedir.

GUnUmuz dunya gida piyasasinda en etkin pazar payina sahip tlkelerin Grtnlerinde bile belirgin fi-
ziksel, kimyasal ve biyolojik tehlikeler bulunmaktadir. ligili Gretici tlkeler bu tehlikeleri bertaraf etmek-
tense, izleyerek ortaya koymayi ve buna ait kaynagin ortadan kaldiriimasi egilimi ile gvenilir gida sag-
lamay1 hedeflemektedir. Ulkemiz, benzer sekilde, bakanligimiza ait laboratuvarlari, kontrol mekaniz-
masi ve kanuni dizenlemeleri ile riskleri azaltmay hedeflemis ve bu kapsamda yapilacak tim c¢alis-
malari desteklemeyi 6dev edinmigtir. Bu durum, Tarim ve Kdyigleri Bakanligrnin dinamik ve giincel ya-
pisi ile etkin olarak saglanmaktadir.

Ulusal Gida Referans Laboratuvari, Avrupa Birligi EC 882/2004 direktifi kapsaminda gérev yapan
Avrupa Birligi Ulkelerinin ulusal gida referans laboratuvarlari ile donanim, personel ve bilgi olarak es-
deger bir laboratuvardir. Ulusal Gida Referans Laboratuvari 14 Ocak 2009 tarihinde yayinlanan yénet-
melikle Gzerine dusen goérevleri Bakanhdimizin kurumsal kimligine yakisir sekilde yerine getirecektir.

Laboratuvarimizin hem bu gérevlerden ortaya c¢ikacak bilgileri hem de diger arastiricilarin degerli
bilgilerini Ulusal Gida Referans Laboratuvar Dergisi'nde énce Ulkesel ¢capta daha sonra uluslararasi
platformda paylasima sunacagindan suphemiz yoktur. Bilgi paylagimi kapsaminda yayin hayatina ye-
ni baglayan Ulusal Gida Referans Laboratuvar Dergisi’'nin hayirli olmasini dilerim.

Dr. M. Mehdi EKER

Tarim ve Kéyigleri Bakani
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Koruma Kontrol Genel Mudirligi’'ne bagh olarak Ulusal
Gida Referans Laboratuvarinin kurulmus olmasi Turkiye’nin
halk saghgi ve gida guvenligi konusuna verdigi 6nemi goster-
mektedir. Ulusal Gida Referans Laboratuvari’'nin kurulmasina
kadar tlkemizde mevcut Il Kontrol Laboratuvarlari ve ézel lab-
oratuarlar gida kontrol gdrevini yerine getirmekteydiler ve
halen bu géreve devam etmektedirler.

Ulusal Gida Referans Laboratuvar’'na kamu ve 6zel gida
laboratuvarlarinin bilimsel olarak  uyumlastiriimasi
asamasinda bir orkestra sefinin Ustlendigi orkestra Uyelerinin
ahenkli calismasini saglama gérevini yerine getirmesi 6n gérilmastar.

Ulusal Gida Referans Laboratuvari tim gida laboratuvarlarina énculik etmenin étesinde Avrupa
Birligi tarafindan Birlik Referans Laboratuvarlarinda uygulanan analiz yontemlerini Glkemizde gecerli
kilmak ve yayginlastirmak ile yokimlidar. Bu kapsamda yapilan ¢alismalar Turkiye’nin gida alaninda
Avrupa Birligi'nde ciddiyetle var oldugunu gdstermeye yoneliktir.

Ulusal Gida Referans Laboratuvari, 6zgiin mimarisi, bir yeni dogan Gnitesinin temizligine haiz lab-
oratuvar kosullar, seckin alt yapisi, glincel cihazlari ve yetkin personeli ile adini kisa zamanda Ulkem-
izde duyurmustur. Hi¢c siphesiz ki bu adi énce Avrupa daha sonra tum Dinya’da daha sik duyacagiz.
Koruma Kontrol Genel Mudirligu olarak Ulusal Gida Referans Laboratuvar’nin tim Gida Kontrol
Laboratuvarlarimiza lokomotif gérevini kendisine yakisir sekilde yerine getirecegine dair glvenimiz
tamdir.

Ulusal Gida Referans Laboratuvari kurulmasinin Ustiinden kisa bir zaman ge¢cmesine ragmen her
gida krizinde ¢dziim bularak adindan séz ettirmeyi basarmistir. Oncelikle GDO analizlerinde yetk-
ilendirilen dort laboratuvardan biri olarak calismaya baslamisken, halihazirda ihracat konusu olan yari
kuru ve kuru domateslerde mikrobiyoloji laboratuvarinda gelistirilen yontem ile Hepatitis A Virtsu tespi-
ti analizi yaparak, Ulkemizde bu hizmeti vermeye yetkin tek laboratuvardir.

Ulusal Gida Referans Laboratuvari Midirliga bunyesinde yayin hayatina baglayan Ulusal Gida
Referans Laboratuvari Dergisi’'nin yukarida anlatilan kalite ve guvenilirlik konusundaki temel hede-
flerinin bilimsel alanda da seckin bir yer alacagindan eminiz. Ulusal Gida Referans Laboratuvari
Dergisi’ne yayin hayatinda basarilar dilerim.

Dog. Dr. Muzaffer AYDEMIR

T.C. Tarnim ve Kdéyisleri Bakanligi
Koruma ve Kontrol Genel Mid(irti
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Insanoglunun da diger tim canlilar gibi hayatini devam
ettirebilmek i¢in beslenmeye, dolayisi ile gida tiketimine ihti-
yaci vardir. Bu ihtiyacin karsilanmasinin ilk sarti da guvenilir
ve saglikli gidaya erigimdir. Givenilir ve saglkli gida ise tar-
ladan sofraya veya ciftlikten catala diye agiklanan sireg iceri-
sinde yeterli ve dogru bilgilenme, Uretim, denetim, kontrol ve
izleme calismalarinin gerceklestiriimesi ve devamliliginin
saglanmasidir.

Saglkli ve guvenilir gidaya ulagsmada en énemli unsurlar-

dan biri gida analiz faaliyetleri ve laboratuar hizmetleridir. Ul-

kemizde gida, yem ve gida ile temas eden madde ve malzeme analizlerinin hijyen, kalite ve gavenilir-

lik ydbninden incelenmesi amaciyla tlke geneline yayilmis 40 gida laboratuvari mevcut olup bu labora-

tuarlanimizda 2009 yilinda 164.667 numunede fiziksel, kimyasal, mikrobiyolojik, katki, pestisit, toksin

vb. 1.646.672 analiz yapilmigtir. Ayrica Ulke genelinde kanatli eti, su Urlnleri, sit ve balda kalinti izle-

me plani kapsaminda 4326 numunede 5541 analiz yapiimistir. Bu laboratuarlarimizdan 22 tanesi de-

gisik konu ve parametrelerde akredite olmus olup son zamanlarda gindeme gelen GDO analizi kap-
saminda da 6 laboratuvarimiz faaliyetlerine devam etmektedir.

Bu laboratuvarlarimizdan ayri olarak gida alaninda referans laboratuar ihtiyacini karsilamak, yapi-
lamayan analizleri yapmak, yeterlilik testleri dizenlemek, egitim ve danismanlik hizmetleri vermek,
analiz metodlari gelistirmek, metod birlikteligi saglamak, uluslararasi dizeyde ulkemizi temsil etmek
Uzere gcalismalar yapacak olan Ulusal Gida Referans Laboratuvari (UGRL) da 24 Kasim 2009 tarihin-
de proje bitimini takiben faaliyetlerine baslayarak Ulke ihtiyaclari dogrultusunda hizmet verme heyeca-
nina kavusmustur.

UGRL binyesinde gida alaninda yapilan ve yapilacak olan arastirma ve calismalarin paylasiima-
sl amaclyla yayin hayatina baglayan ve UGRL’ nin disa agilan penceresi olacak “ Ulusal Gida Refe-
rans Laboratuvari Dergisi” ne hem ulusal hem de uluslararasi diizeyde kalite, dogruluk ve glvenilirlik
ilkeleri dogrultusunda hizmet vermesi ve bilimsel arastirmalara dnculik edebilecek, 1sik tutacak seckin
bir yer almasi temennisiyle basarilar dilerim.

Dr. Ali TORUN

T.C. Tanim ve Kdyisleri Bakanlgi
Koruma ve Kontrol Genel MdLirltigi
Halk Saghgi Hizmetleri Daire Baskani
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Ulkemiz gida laboratuarlarinin yasam igin ihtiyac duyulan
tim gidalarin temini ve Uretimi noktasinda hizla gelisen gida
sektoriine ayak uydurmasi ve bunun dahilinde de halkimiza
gUvenilir gida arzinda kontrol ve denetim hizmetlerinin
aksatilmadan yuratalmesini saglamasi gerekmektedir.

Onlarca kamu ve 6zel gida kontrol laboratuvarlarimiz
halen bu amaca yénelik hizmet vermeye tim gayretleriyle
devam etmektedir. Ancak bu hizmetlerin verilmesinde
orkestranin her bir ¢algisini olusturan laboratuarlarimizin ayni
notayl basmasi ve ahengi saglamasi icin bir sefe ihtiyaclari
vardi. Bu sebeple seflik gbrevini layikiyla yapacak ve yapacagl calismalar ve hizmetlerle sadece
ulkemiz de degil Dinya genelinde gunes gibi 1sik olacak bir laboratuvar “Ulusal Gida Referans
Laboratuari” miz kurulmustur.

Ulusal Gida Referans Laboratuarimiza bu amagla yapacagi kalite ve guvenilirlik adina bilimsel
calismalarinda ve baslattigi yayin hayatinda basarilar dilerim.

Hiseyin ARAP

T.C. Tarim ve Kdéyisleri Bakanligi
Koruma ve Kontrol Genel Md.

Halk Saghgir Hizmetleri Daire Baskanligi
Laboratuvarlar Sb. Md.
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14 Ocak 2009 tarih ve 27110 sayili resmi gazetede yer
alan Ulusal Gida Referans Laboratuvar’nin (UGRL) kurulus
ve gbrev esaslarina dair ydnetmeligin yayinlanmasi ile kuru-
lus calismalarimiz baslamigtir. Laboratuvarimizda calismak
Uzere secilen ve laboratuvarimizin ¢ekirdegini olusturan uz-
man ekip 2008 yilinda ilk egitim ¢alismalarini tamamlamis,
2009 yil nisan ayindan itibaren de madurlGgumuaze atanmiglardir. Bu tarihten itibaren zorlu bir ¢alis-
ma surecine girilmis ancak kisa surede gerekli donanim saglanarak calismalara baslanmistir.

Laboratuvarimiz; Biyolog, mihendis, veteriner hekim, kimyager gibi farkli meslek mensuplarindan
olusan 40 kisilik seckin bir kadroya sahiptir ve her gun yeni katilimlarla geniglemektedir. Multidisipliner
calismanin gerekliligine ve bilgiyi paylasmanin dnemine inan personelimiz, yayimladigimiz bu dergi ile
ayni platformda calisan tim bilim insanlarina ulasmayi ve yaptigimiz calismalar paylasmayi hedeflen-
mektedir.

UGRL Avrupa Birliginin (AB) EC/882/2004 sayih direktifinde yer alan gérevlerinin yani sira bir aras-
tirma laboratuvari olarak gida sanayi, tniversiteler, TUBITAK gibi kurum ve kuruluslarla isbirligi halin-
de calismalarini yaritmektedir. Kurulusumuzdan bu gline kadar gecen kisa sire zarfinda Ulkesel kati-
hmli 15 adet egitim/calistay gerceklestirmistir. GDO krizinde analiz yapabilen ilk laboratuvarlar arasin-
da yer almis, tUlkemizin kuru domates ihracatinda probleme yol agan Hepatit A konusunda aktif calisa-
rak yontem gelistirmis ve olusan problemi ¢ézmustar.

UGRL, Italya yénetiminde 16 tilke ile ortak AB 7. Cerceve projesi bagvurusunda bulunmus, FAQ’ya
sundugu Turkiye’nin ilk ulusal gida projesi kabul edilmistir. DPT, TUBITAK gibi birgok kuruma proje
Onerisinde bulunarak faaliyetlerini yurutmektedir. Bu kapsamda laboratuvarimiz Glkemizde AB stan-
dartlarina uygun bir sekilde gida kontrol hizmetlerinin yaritilmesinin saglamak tzere kokll bir labora-
tuar alt yapisi olusturarak, deneyimli laboratuvarlarin tecribelerinden faydalanarak, tim laboratuvar-
larimizin ayni bilimsellikte koordineli bir sekilde galismasini saglayacakiir.

Ik sayisini okumakta oldugunuz “UGRL Dergisi” bu bakis acisi ve hevesle alaninda saygin dergi-
lerden biri olmaya adaydir. UGRL y6netimi adina dergide emegi gecen herkese tesekkir eder, basa-
rilar dilerim.

Dr. Berrin SENOZ

T.C. Tanm ve Kdéyisleri Bakanligi
Ulusal Gida Referans Laboratuvari Mddl(irdi
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FCosgeldinia

Ulusal Gida Referans Laboratuvari adinin bize yikledigi gérev sorumlulugu bilinci ile ¢iktigimiz bu
yolda siz degerli bilim insanlarinin katkilar ile gida bilimi alaninda bu ginden yarina ¢ogalarak ve bi-
limsel birikimimiz artarak ilerleyecegimiz disunce ve inanci ile hosgeldiniz.

Mustafa Kemal Atatlrk’ n ‘Hayatta en hakiki marsit ilimdir, fendir’ s6zinU kendilerine ilke edinen
UGRL cahlisanlarinin emekleri ile yayin hayatina ilk adimini atarken sizlerin Uretici guglerinizin Grtnle-
rinin birbirimize aktarilmasinda ¢cok énemli rol oynayacagina inandidimiz dergimizin uzun soluklu olma-
si dilegi ile yureginizden ¢ocuk sevinci, diglincelerinizden bilimin gercekgiligi eksik olmasin.

Dr. E.Nazan AKCELIK
UGRL Dergisi Yazi Igleri Miid(irci
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K urulundan

Kuresel acglik indeksinde en buyuk iyilestirmeyi yaptigi vurgu-
lanan Turkiye ayni zamanda dinya gida uretiminde ilk siralarda
yer alan ve bu alanda hem yeniliklere acik hem de uygulamalar-
da Ortadogu ve Bati Asya’nin dncusu olarak aniimaktadir. Turki-
ye Avrupa Birligi ile uyum surecini hizlandirmistir. Bu kapsamda

Avrupa Birligi ile uyum sureci icerisinde en sikintili bagliklardan
biri olan “Gida Guvenligi” konusunda uyum calismalari devam etmektedir. Turkiye, bittn bu iyilestirme
calismalarinin bir ¢iktisi olarak, gida Uretiminde entegrasyona hizli gegisi saglamasinin étesinde gida
kontrolU ve guvenligi konusunda da gereken adimlari atmaya baslamistir. Bu ¢alismalarin ilk olgunla-
san meyvesi Ulusal Gida Referans Laboratuvar’dir (UGRL).

UGRL gida kontrolliniin yaygin ve etkin olarak Avrupa Birligi tarafindan bildirilen standarda ulasti-
riimasinda goérevlendirilmis ve kanunen yetkilendirilmistir. UGRL, kurulus kanunu ve yénetmeliginden
aldigi gucle sadece gidalarin givenliginin saptanmasinda degil ayrica tim Ulkede yaygin, etkin ve bir
6rnek analizlerin yapilmasinin da guvencesidir. UGRL’'nin kurulugsu Turkiye’de gida guvenli yolunun
6nemli kilometre taglarindan biridir.

Ulusal Gida Referans Laboratuvari Dergisi elinize ulasan bu ilk sayisinda, T.C. Tarim ve Kdyisle-
ri Bakanimiz Dr. M. Mehdi EKER, T.C. Tarim ve Kdyisleri Bakanligr’nin idarecileri tarafindan hazirlan-
mis de@erli derlemeleri icermektedir. Ayni zamanda bu sayi icerisinde UGRL uzmanlari tarafindan ka-
leme alinmig gida guvenligi ve kontroll alaninda dncelikli konulara ait derlemeler de yer almisgtir.

Yayin hayatina yeni baslayan UGRL Dergisi’nin hakem kurulu ve danismanlari gida alaninda say-
gin ve seckin akademisyenler, gida analizi konusunda engin tecribeleri olan arastirmacilar arasindan
secilmistir. Dergi ilk iki sayisinda Tiirkge yayinlanacak olup daha sonra ki sayilarda Turkce ve Ingiliz-
ce metinleri bir arada bulabileceginiz referans bir kaynak olacaktir.

UGRL Dergisi’'nin yayin hayatina baslamasinda blyik destegini esirgemeyen; UGRL Y&netimi ve
degerli personeline destekleri ve emekleri i¢in tesekkir ederiz. Dergimizin hazirlanmasi, basimi ve da-
gitiminda T.C. Tarim ve Kdyisleri Bakanligrnin kékli kimligini her tarli yayin platformunda en basarih
sekilde temsil eden Yayin Dairesi Baskanhgrna tesekkuri bir borg biliriz.

Dr. Asli KORKMAZ
Dr. Ahmet KOLUMAN
Gida Yik. Mih. R. Kirsat AKTAS

UGRL Dergisi Editér Kurulu
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Tek Tupte Mikrobiyolojik Tani

Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP)

Atanur TEZEL* Dr. Sibel 0ZKOK Dr. H. Duygu CALIM
Zeynep T. BURKAN Dr. E. Nazan AKCELIK Dr. Ahmet KOLUMAN

Ulusal Gida Referans Muiddirltgci
Mikrobiyoloji Laboratuvari

OZET

Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) hedef bélgenin hizl, yiiksek sensitivite, spesifite ve etkinlik-
te cogaltiimasina olanak veren molekiler bir yéntemdir. Yeni bir yéntem olmasina ragmen mevcut yayin sayisi,
bircok uygulama alani olduguna ve mikrobiyolojik analizlerde kayda de@er bicimde tercih edildigine isaret etmek-
tedir. Yontem, uygulama kolayligi, cogaltma ve goérintileme asamalarinda pahali alet/ekipmana gereksinim duy-
mamasi ve ekonomik olmasi nedeniyle 6zellikle gelismekte olan tlkelerde ve saha sartlarinda kullanim alani bul-
mustur. Bu derlemede yéntemin prensibi, uygulanisi, bazi molekuler yéntemlere karsl avantaj ve dezavantajlari
tartisilmistir. Ayrica ilgili ydntemin mikrobiyolojide bazi patojenler icin tespit limitleri ve reaksiyon suresi incelen-
migtir.

Anahtar kelimeler: Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP), Nukleik asit amplifikasyon, hizli tespit

ABSTRACT

Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) is a molecular method that helps to amplify target region
with high sensitivity, specifity and efficiency. Even it is a new method; high numbers of reports indicate a lot of
application and significant preference in microbiological analysis. The method has had area of usage in develo-
ping countries and field applications with its easiness, economical aspects, with excluding expensive devices
both in amplification and visualization steps. This review underlines principal of the method, application, advan-
tages and disadvantages of the method comparison with some molecular methods. This review also includes de-
tection limits and reaction time of LAMP for some pathogens.

Keywords: Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP), nucleic acid amplification, rapid detection

* Sorumlu yazar : atezel @ugrl.gov.tr I 13 .
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GIRIS

Mikroorganizmalarin tespitinde 6zellikle rutin gida
analizleri igin, uluslararasi standart yontem olarak ka-
bul edilen konvansiyonel kultir teknikleri kullaniimakta-
dir. Konvansiyonel kultir teknikleri gida analizlerinde
uluslararasi standart yéntem olarak kabul edilmelerinin
6tesinde canlihgin ve antibiyotik direncinin degerlendi-
rilmesi gibi konularda sagladigi bilgiler ve elde edilen
suslarin saklanabilmesi gibi avantajlari nedeniyle, ge-
listiriimis bircok yeni yénteme ragmen, énemini hala
korumaktadir (Poxton 2005). Bununla birlikte resmi ola-
rak mikrobiyolojik analizlerde zorunlu olmasina ragmen
konvansiyonel kuiltir ydéntemlerinde analiz slresinin
uzunlugu, istenilen sensitivitenin bazi durumlarda sag-
lanamamasi ve bazi mikroorganizmalarin yavas gelis-
meleri veya izolasyonlarinin yapilamamasi gibi neden-
lerle son yillarda birgok molekuler yontem gelistirilmis
ve rutin olarak kullaniimaya baglanmistir.

Molekuler yontemler icinde, nukleik asitlerin pato-
jenler icin 6zgin bolgelerinin in vitro amplifikasyonu
prensibine dayanan ydntemler daha avantajli durum-
dadir. Bu yontemlerde, varolan az miktardaki nukleik
asitlerin cogaltiimasi saglanarak testin hassasiyeti arti-
riimistir. Bu yéntemler arasinda Polimerase Chain Re-
action (PCR), Ligase Chain Reaction (LCR), Nucleic
Acid Sequence-Based Amplification (NASBA), Trans-
cription-Mediated Amplification (TMA) ve Strand Disp-
lacement Amplification (SDA) icin ticari kitler mevcut
olup bazi Ulkelerde yetkili otorite tarafindan onaylana-
rak rutin kullanima girmistir ( Versalovic ve Lupski 2002
)- Yukarida adi gegen ydntemlerden en ¢ok tercih edi-
leni PCR dir.

Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP),
Notomi ve ark. (2000) tarafindan gelistirilen alternatif
bir ndkleik asit amplifikasyon ydntemidir. Reaksiyon,
hedef bolgeye 6zgi 2 adet forward ve 2 adet backward
primer kullanilarak izotermal sartlarda (60-65 oC) ger-
ceklestirilir. Kullanilan enzim Bacillus stearothermophi-
lus’tan elde edilen ve strand displacement (zincir yer
degistirme) 6zelligi olan fakat ekzonikleaz aktivitesi ol-
mayan Bst DNA polimerazdir. Nagamine ve ark. (2002)
tarafindan, bu primerlere ilave olarak 2 adet loop pri-
meri kullanildiinda reaksiyon siresinin kisaldigr ve
hassasiyetinin arttigi bildirilmistir. Bu sekilde kullanildi-
ginda toplam 6 adet primer kombine olarak hedef
DNA’da 8 spesifik bdlgeye baglanmakta ve reaksiyo-
nun spesifitesi artmaktadir. Ayrica ayni reaksiyon td-
ptinde reverse transcriptase enzimi kullanilarak
RNA’dan DNA sentezlenmek ve takiben amplifikasyo-
nu yapilmak suretiyle yontem RNA amplifikasyonu igin-
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de kullanilabilmektedir (Reverse Transcription LAMP-
RT LAMP) (Mori ve Notomi 2009). LAMP reaksiyonu
sonucu bir saatten daha az bir strede 500 pg/ml.den
daha fazla miktarda DNA Urtunua elde edilebilmektedir
(Nagamine ve ark. 2002). Yéntem, hizl, ucuz ve dog-
ruluk orani yiksek oldugundan ilk bildirildigi 2000 yilin-
dan itibaren aragtirmacilarin ilgisini gekmis ve konuyla
ilgili ikiyGze yakin uluslararasi arastirma yayinlanmistir.
LAMP ydéntemi esas alinarak Salmonella, Verotoksije-
nik Escherichia coli (VTEC), Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni ve Campylobacter coli, Norovirus
ve diger bazi patojenler igin ticari kitler Gretilmis olup
bunlarin bazilarinin Japonya’da rutin identifikasyon ve
izleme programlarinda kullanimi resmi olarak onaylan-
mistir ( Mori ve Notomi 2009).

Prensip

LAMP, nikleik asitlerin amplifikasyonunu izoter-
mal sartlarda gerceklestirmek Uzere tasarlanmistir. Bu
nedenle PCR esnasinda gerekli olan cift iplikgikli
DNA’nin denaturasyonu asamasina ihtiya¢ duyulma-
maktadir. Bu, reaksiyon sirasinda primer baglanmasi
icin surekli tek iplik¢ikli bir bélgenin saglanmasi ile
muimkin olmaktadir. Hedef bdlge ve primer secimi se-
kil 1’de gosterilmistir.
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Sekil 1. LAMP reaksiyonu i¢in hedef bdlgeden segilen primerlerin
yerlesimi (Parida ve ark. 2008)

LAMP reaksiyonu lic agamadan olusan bir reaksi-
yondur. ligili agsamalar asagida verilmistir.

1- Déngilisel Amplifikasyon icin baslangic ma-
teryalinin olugsmasi

Bu asamanin amaci dénglsel amplifikasyon icin
baslangi¢ Grtind olan 5’ ve 3’ uglarinda birer adet tek ip-
likcikli DNA ilmigi (loop) bulunan Grinin sentezlenme-
sidir. Nagamine ve ark.(2001) LAMP reaksiyonunun
baslamasi icin denature DNA’ya gerek olmadigini bil-
dirmiglerdir. Cift iplikcikli DNA yaklasik 650C’de dina-
mik dengede oldugundan primerlerden biri hedefine
baglanarak reaksiyonu baslatir. Forward Inner Primerin
(FIP) F2 birimi, tamamlayici bdlgesi olan F2c’ye bagla-
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narak yeni zincirin 5’ ucundan 3’ ucuna dogru sentez-
lenmesini saglar. Ayni anda inner (i¢) primerden birkag
baz kisa ve dusuk konsantrasyonda olan Forward Ou-
ter Primer (F3) hedef bdlgesine daha yavas bir sekilde
baglanir. Bu sekilde yeni bir zincir sentezlenmeye bas-
lar. Bst DNA polimerazin zincir yer degistirme 6zelligi
oldugundan yeni zincir sentezlenirken mevcut ¢ift iplik-
cikli zincir tek iplikgikli hale getirilmis olur. Bu tek iplik-
cikli zincir kalip olarak kullanilarak ayni igslem 3’ ucun-
da Backward Inner Primer (BIP) ve Backward Outer
Primer (B3) tarafindan gergeklestirilerek sekil 2 deki re-
aksiyonlar sonucunda sekil 3 deki déngusel amplifikas-
yon igin baslangi¢c materyali olusur.
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Sekil 2. Baslangi¢ materyalinin olusmasi (Anon. 2010a)
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Sekil 3. Dongtisel amplifikasyon igin baslangic materyali (Anon.
2010a)

2- Déngiisel Amplifikasyon

Bu asamadan sonra Loop primerleri (FLP ve BLP),
FIP ve BIP hedeflerine baglanarak yeni zincirlerin sen-
tezini baglatirlar. Dongisel amplifikasyon F2'nin F2c’ye
baglanmasi ile baglar. Dénglsel amplifikasyon, baslan-

gi¢c Urindnun internal primerlerle logaritmik olarak co-
Jaltiimasina olanak verir. Dongusel amplifikasyonun
esasl sekil 4 teki 8 ve 11 nolu Urlnler arasindaki strek-
li déngu ile baslangic materyali ve bu materyalin ters
tekrarinin devamli bir sekilde Uretilmesidir. Bu déngu
sirasinda ag¢iga cikan ara urlnler takip eden elongas-
yon agsamasi icin gereklidir.
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Sekil 4. Dongtisel amplifikasyon ve Elongasyon (Anon. 2010a)

3- Elongasyon

Elongasyon icin baslangic materyali déngusel
amplifikasyonun ara Griinlerine FIP ve BIP lerin baglan-
masiyla olusur (Sekil 4). Bunu takiben ilgili primerlerin
tek iplik¢ikli ilmik bdlgesine baglanmasiyla yeni zincirler
sentezlenirken mevcut ¢ift iplik¢ikli zincirler agilarak re-
aksiyonun devamini saglar.

LAMP reaksiyonu sonunda olusan Grlnler, ayni
zincirdeki hedef bdélgenin dénisimli olarak Uretilen
ters tekrarlarina internal primerlerin baglanmasiyla olu-
san, degisik buyukluklerdeki ilmik DNA bolgesi karisimi
ile birlikte hedef bdlge ve bunun ¢ok sayida ters tekra-
rini iceren karnabahar benzeri yapilardir (Sekil 4). ligili
déngindn animasyonunun arastirmaci tarafindan iz-
lenmesi reaksiyon prensibinin netlesmesinde yardimci
olacaktir (Anon. 2010b).

LAMP reaksiyonunun etkinligi Nagamine ve ark.
(2002) bildirdigi gibi loop primerleri kullanilarak artirila-
bilir ve reaksiyon stresi kisaltilabilir. Buradaki temel
prensip kullanilan primerlerin her birinin DNA sentezi
icin baslangi¢ noktasi olarak gérev yapmasi ve orijinal
reaksiyonda olusmayan bazi ilave yapilarin olusmasi-
dir. Loop primerleri kullanildiginda reaksiyon suresinin
normal sUrenin Ucte birinden yarisina kadar degisken-
lik gbsterdidi ve reaksiyonun ortalama 30 dakikada ta-
mamlanabilecegdi gosterilmistir. Sekil 5’te FIP ve BIP’e
ilave olarak 2 adet loop primeri kullanildiginda reaksi-
yonun nasil devam edecegi gosterilmistir.

| 15 I
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Sekil 5. Loop primerleri kullanildiginda reaksiyonda olusan ircinler
(Anon. 2010c)

Uygulama Protokolii

LAMP reaksiyonu genellikle 2X reaksiyon karisi-
minin icinde ( 20 mM TrisHCI pH 8.8, 10 mM
(NH4)2504, 8 mM MgS04, 10 mM KCI, 1.4 mM dNTP
karisimi, 0.8 M betaine, %0.1 Tween 20, 8 Unite Bst
DNA polimeraz) FIP ve BIP primerlerinin her birinden
50 pmol, F3 ve B3 dis primerlerinin her birinden 5 pmol,
FLP ve BLP loop primerlerinin her birinden 25 pmol ve
2 pl template ile birlikte toplam 25 pl hacimde gercek-
lestirilir. Her reaksiyonda uygun pozitif ve negatif kon-
troller kullaniimalidir. LAMP reaksiyonu igin optimum
Isi derecesi Bst DNA polimeraz i¢in en uygun Isi olan
60-650C dir. RT-LAMP icin karisima reverse transcrip-
tase eklenmesi gerekmektedir (Parida ve ark. 2008).
Reaksiyon suresi 12-90 dk. arasinda degismektedir
(Tablo 1, en sonda gosterilmistir). Reaksiyon sonunda
olusan Granin belirlenmesi ve dogrulanmasi cesitli
ybntemlerle yapilabilmektedir. Bu yontemler asagida
verilmigtir.

1- Gorsel belirleme

a) Bulanikligin gézlenmesi : LAMP reaksiyonu so-
nucunda kisa slrede fazla miktarda olusan son urin (>
500 pg/ml) bol miktarda pirofasfat iyonu (1. denklem)
olugmasina neden olur. Pirofosfat iyonlarinin magnez-
yum (Mg+2) ile birlesmesiyle olusan magnezyum piro-
fosfatin (2. denklem) reaksiyon tiipiinde yaptigi bula-
niklik, herhangi bir alet/ekipman kullanmadan makros-
kobik olarak pozitif ve negatif reaksiyonun belirlenme-

e |

sine izin verir (sekil 6). Bulanikligin olugsmasinda etkili
kimyasal reaksiyona ait denklem asagidadir (Mori ve
ark. 2001).

(DNA), ; + dNT ——> (DNA), + P,O.* (1)

P,O,* + 2Mg>* ——> Mg,P,0; (2)

b) Floresan isimanin gézlenmesi: Olusan Urin, gift
iplikcikli nukleik asitlere dogrudan baglanan floresan
boyalar yardimiyla ( EtBr, SYBR Green |, Picogreen gi-
bi) veya Tomita ve ark. (2008) tarafindan bildirildigi gi-
bi calcein kullanilarak belirlenebilmektedir. Calcein kul-
lanildiginda reaksiyonun baslangicinda manganez
(Mn+2) iyonlari calceine baglanarak floresan isimasini
engeller. eaksiyonun sonunda Uretilen bol miktardaki
pirofosfat iyonu manganez iyonlari ile birleserek calce-
ininin serbest kalmasina ve floresan 1siImaya neden
olur (sekil 7). Bu isima basit bir UV el lambasi (366 nm)
ile belirlenebilmektedir.

Sekil 6. Bulanikhigin gézle tesbiti  Sekil 7. Calcein kullanilarak tespit

2- Bulanikhigin gercek zamanl belirlenmesi :
Magnezyum pirofosfat iyonlari nedeniyle olusan bula-
nikhk spektrofotometrik ydéntemle gercek zamanl ola-
rak belirlenebilmektedir. Bunun icin 6zel olarak tasar-
lanmig bir turbidimetre 400 nm’de her 6 saniyede bir
optik dansiteyi 6lgerek kayit etmektedir. Bu sayede olu-
san Grindn miktarini belirlemek gercek zamanl
PCR’da oldugu gibi mimkin olmaktadir (Mori ve ark.
2004).

3- Agaroz Jel Analizi : Son Uriin yukarida belirti-
len yontemlere ilave olarak agaroz jel elektroforezi ile
ayrilabilmekte ve cift iplikcikli DNA ya baglanan flore-
san boyalarla UV altinda gérintulenebilmektedir. Ayri-
ca dog@rulama igin kesim enzimleri ile Urin kesilebil-
mekte ve 6zgin kesim Urunleri belirlenebilmektedir
(Parida ve ark. 2004, Thai ve ark. 2004). Olusan UrU-
ndn yapisindan dolayi agaroz jelde merdiven benzeri
yapi gézlenir ( Sekil 8).
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Sekil 8. Dengue virusunun DEN-1,2,3 ve 4 serotiplerinin LAMP re-
aksiyonu sonucu olusan trtinleri ve bu drtinlerin Banll kesim enzimiy-
le kesildikten sonra olusan parcalarinin agaroz jeldeki fotografi (Pa-
rida ve ark. 2005)

4- Uriiniin sekans spesifik olarak belirlenmesi:
Mori ve ark. (2006) tarafindan bildirildigi sekilde son
aran, dusuk agirlikh polyethylenimine (PIE) ile kisa su-
reli santriflij islemi ile ¢oktirllerek ve ilmik bdlgelerine
6zgln, floresan boyalarla isaretli problar kullanilarak
UV altinda géruntilenebilmektedir.

LAMP yénteminin avantajlar

1- Reaksiyon izotermal sartlarda gerceklestigi
icin thermal cycler gibi 6zel ve pahall aletler gerektir-
memektedir. Bir su banyosu veya isi blogu ile izotermal
amplifikasyon gerceklestirilebilecedinden saha kosulla-
rinda kolaylikla uygulanabilmektedir (Liu ve ark. 2009).

2- LAMP reaksiyonundan baska NASBA ve SDA
gibi izotermal amplifikasyon ydéntemleri olmasina rag-
men her iki ydntem icinde birden fazla enzim ve olusan
arind goérantulemek icin alet/ekipman gerekmektedir
(Weusten ve ark. 2002, Barken ve ark. 2007). Ayrica
LAMP reaksiyonunun SDA’dan 50, NASBA’dan 10 kat
daha hassas oldugu bildiriimistir (Nagamine ve ark.
2002).

3- Hedef DNA’daki 8 bdlgeyi taniyan 6 primer kul-
lanildigr icin LAMP reaksiyonunun spesifitesi yiksektir.

4- Uriiniin tipl agmadan gozle belirlenebilmesi
nedeniyle PCR daki en édnemli kontaminasyon kaynak-
larindan birisi olan PCR sonrasi géruntileme asamasi-
na gerek kalmamakta, bdylece kontaminasyon riski
azalmaktadir (Parida ve ark. 2008). Goto ve ark. (2009)

reaksiyon basinda tipe eklenen hydroxy naphthol blu-
e ile olusan Urtinuin 650 nm. dalga boyunda bir mikrop-
leyt okuyucuda belirlenebilecegdini bildirmislerdir. Bu
sekilde hem kontaminasyon riskini minimuma indirmek
hem de c¢ok sayida érnegi ayni anda degerlendirmek
mumkdn olmaktadir.

5- Magnezyum pirofosfat iyonlarinin cékmesi so-
nucu olusan bulaniklik gercek zamanli olarak takip edi-
lerek olusan urinin miktari belirlenebilmektedir (Mori
ve ark. 2004). Gercek zamanl PCR’da da olusan Grln
miktari belirlenebilmesine ragmen pahal alet ve ekip-
mana ihtiyac duyulmasi nedeniyle, kaynaklar sinirli
kiicik laboratuvarlar ve saha kosullari igin ekonomik
olmamaktadir.

6- Reaksiyon, PCR ile karsilastirildiginda 1s1 de-
gisimlerine gerek duymamasi nedeniyle ¢ok daha hizli
olmaktadir (Tablo 1).

7- Tablo 1 de gorllecedi gibi yapilan bazi calis-
malarda LAMP ydnteminin tespit siniri, Misawa ve ark.
(2007) tarafindan yapilan ¢alisma istisna olarak, PCR’a
esit veya PCR’dan daha hassas olarak bildirilmigtir.

8- LAMP, PCR ile kiyaslandiginda reaksiyonu in-
hibe edebilen biyolojik maddelerden (serum, plazma,
idrar vs) daha az etkilenir. Bu yuzden ekstraksiyon asa-
masi yapilmadan reaksiyona baglanabileceginden
masraf ve zaman tasarrufu saglanmis olur ( Ohtsuka
ve ark. 2005, Kaneko ve ark. 2007).

9- LAMP ucuz bir yéntemdir, reaksiyon basina
maliyet bazi arastirmacilar tarafindan 50 cent ile 5
USD arasinda bildirilmistir (Hill ve ark. 2008, Misawa
ve ark. 2007). Test sonucunda elde edilen son Grinln
goruntilenmesinde farkh yéntemler kullanilabilmesinin
de ekonomik yénden etkisi belirgindir.

10- LAMP y6éntemi kullanim kolayhgi ve hizli olma-
sI nedeniyle ¢ok sayida 6rnegin kisa zamanda deger-
lendirilebilmesine olanak saglamaktadir.

LAMP yénteminin dezavantajlari :

1- LAMP icin hedef bélgede 8 spesifik bolge ge-
rektiginden primer dizayni PCR dan daha zordur. An-
cak bu islem icin Ucretsiz primer dizayn programlari bu-
lunmaktadir.

2- LAMP reaksiyonunun belirleme limiti distk ol-
dugundan 6rnek ve reaksiyon hazirligi asamalarinda
kontaminasyona duyarhdir. Bunun icin uygun deney
kontrolleri tasarlanarak her reaksiyonda kullaniimalidir.

| 17
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Tablo 1. LAMP, PCR ve konvansiyonel kiiltir yontemi karsilastirmasi yapilmis bazi ¢alismalardan érnekler

LAMP PCR
Caligmalar Kaynaklar
Tespit siniri Sire Tespit siniri Sire
Enterotoksijenik E.coli ( LT1 geni igin)| 4 kob/test 12 dk 4x10" kob/test 3-4s Yano ve ark.,
I . - (2007)
Enterotoksijenik E.coli (ST1 geni igin)| 4x10' kob/test 20 dk 4x102 kob/test 3-4s
Wang ve ark.,
E.coli 0157 4.1x102 kob/ml 40 dk 4.1x10% kob/ml 3s g
(2008)
Hara-Kudo ve ark.
VTEC 0157, 026, O111 0.7-2.2 bakteri/test | 60 dk 10-17 bakteri/test | 3-4 s ( 2% 07)\, ’
. Liu ve ark., (2009),
Enterobacter sakazakii 1.2 kob/100g. 90 dk 1.3 kob/100g 4s ]
Liu ve ark., (2006)
Campylobacter jejuni 7.9 kob/test 23.5-25.5 | Sensitivite %98.5() 5.4 ai Yamazaki ve ark.,
-4 gln
Campylobacter coli 3.8 kob/test saal(1) | spesifite %97.4@ (2009)
Campylobacter jejuni 1.4 kob/test 60 dk Sensitivite %81.3? 54 g Yamazaki ve ark.,
. -4 gun
Campylobacter coli 1.2 kob/test 60 dk Spesifite %96.6(2) (2008a)
k k.
Salmonella enteritidis 108 kob/ml 30 dk 106 kob/m 4s Okamura ve ark.,
(2008)
. i . . Hara-Kudo ve ark.,
Saimonella subsp. enterica ve 1.9-2.2 bakteri/test | 60 dk 2.2-18.5 bakteriftest| 4 s ueo v
arizonea (2005)
Song ve ark.
Shigella ve Enteroinvaziv E.coli 8 kob/test 60 dk 8x10%kob/test 3s (290;5) ’
Metisiline direncgli Staphylococcus 5 Misawa ve ark.,
90 dk G| 2-3s
aureus 10< mecA kopyasi 10 mecA kopyasi (2007)
Staphylococcus aureus . 3 ) Goto ve ark.,
(sed geni igin) 38 bakteri/test 30 dk 3.8x10° bakteri/test | 4 s (2007)
Yamazaki ve ark.,
Vibrio parahaemolyticus 2 kob/test 13-22.dk | 19.6 kob/test 4s e v
(2008b)
Gao ve ark.
Yersinia enterolitica 65 kob/ml 60 dk 65 kob/ml 3-4s v ’
(2009)
Norovirus Genogrup | 102 kopya/test® 59 dk 103 kopya/test(® 34s Fukuda ve ark.,
- 2006
Norovirus Genogrup I 103 kopya/test® 61 dk 104 kopya/test® | 3-4s ( )
Ch k.,
Canine parvovirus 10-1 TCID,,® 60 dk 10 TCIDg,® 238 (zov(fG?r
Severe acute respiratory syndrome Thai ve ark.,
10-2 pfu®? 60 dk 1 pfuls.7) 3-4s
Coronavirus (SARS) 0-2 pfu piu (2004)
. _ o 47
Dengue virus DEN-1 serotipi igin | 1 pfu47) . 10 pra7 i Parida ve ark.,
Dengue virus DEN-2,3 ve 4 4.7 ' ;
serotipleri igin 10-1 pfu?) (2005)
H5 avian influenza virus 10-2 pfu/test*?) 40 dk 1 pfu/test?) 2-3s Im(azlovoeeiirk.,

(1) Preston broth’ta én zenginlestirme stiresi dahil edilmistir.
(2) Konvansiyonel kiilttir yéntemi ile karsilastiriimistir

(3) Real-time dubleks PCR

(4) Reverse Transcription LAMP (RT LAMP)

(5) Reverse transcription PCR (RT PCR)

(6) Tissue culture infective dose 50 (TCID50)

(7) Plaque forming unit (pfu)

s |
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3- PCR da inhibisyonun kontroli ve yanlis nega-
tif reaksiyonlarin belirlenmesi icin internal amplifikas-
yon kontroll kullaniimasinin gerekliligi arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir (Hoorfar ve ark. 2003). LAMP
reaksiyonunda ise internal amplifikasyon kontroli kul-
lanilamadigindan negatif sonuclarin, reaksiyon inhibis-
yonundan kaynaklanip kaynaklanmadigi belirleneme-
mektedir.

4- PCR da ayni tupte birden fazla hedef bélgenin
belirlenmesine olanak veren multipleks format kullani-
larak amplifiye edilen boélge belirlenebilirken, LAMP re-
aksiyonu icin bu format uygun degildir. Birden fazla he-
def bdlge icin primerler ayni reaksiyonda kullanilabil-
mesine ragmen (Fukuda ve ark. 2006), hangi bélgenin
amplifiye edildigi belirlenememektedir. Bu sekilde bir
belirleme yapilmak isteniyorsa her hedef bélge i¢in ay-
ri tiplerde ayri reaksiyonlar hazirlanmali (Parida ve
ark. 2005) veya Mori ve ark. (2006) tarafindan bildirilen
yontem ile her Urin igin farkl floresan isaretli problarin
kullaniimahdir.

SONUC

LAMP ydntemi, avantajlarinda bildirildigi gibi sen-
sitif, spesifik, hizli ve ekonomik bir ydntem oldugundan
kaynaklari sinirli laboratuvarlar icin tercih edilebilir bir
yontemdir. Cihaz bagimhhgi olmadigindan uygulanma-
sl ve sonucun okunmasi hem ucuz hem de kolaydir.
Diger yontemlerle beraber kombine edilerek amaca uy-
gun olarak gelistirilebilme potansiyeli bulunmaktadir.
Erken teshisin 6nemli oldudu hizla yayilan enfeksiyon
hastaliklarinda ve saha kosullarinda kullanima uygun
bir yéntem olarak degerlendirilebilir. Ulusal izleme
programlarinda ve rutin laboratuvar analizlerinde yay-
gin bir sekilde kullanim alani bulabileceginden kisa za-
manda Turkiye’deki bilim insanlarinin da dikkatini ceke-
cegi dusunlimektedir. Gida analizlerinde raf dmri goz
onlne alindiginda hizli sonu¢ vermenin énemi ortaya
cikmaktadir. Turkiye’de mevcut kosullar altinda tim
devlet laboratuvarlarinin PCR sistemine ydnelmesi ye-
rine bu yéntem ile belirli patojenlerin hizli tespitini yapa-
bilecekleri diistinilmektedir. ligili yéntemin resmi labo-
ratuvarlar da yayginlagsmasi guvenilirlikte artis saglaya-
cagi gibi ekonomik olarakta devlet butcesine katma de-
ger saglayacaktir. Ulusal Gida Referans Laboratuvari,
yénetmeliginin tanimladidi sorumluluklar kapsaminda
bu ybéntemin hem yayginlastiriimasinda hem de ilgili
sarf malzemelerinin hazirlanmasinda ve ulusal kulla-
nim amagcl olarak saglanmasinda uygun kaynaklar
saglandigi takdirde aktif rol alabilecektir.
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OZET

Gunimuzde, modern biyoteknolojik ydntemler kullanilarak, bir ya da birka¢ genin aktariimasi ile yeni tarim-
sal 6zelliklere sahip bitkiler elde edilmektedir. Boylece, zararlilara, hastaliklara, herbisitlere ve cesitli streslere da-
yanikli, Griin ve verim kalitesi artirilmis transgenik bitkiler Gretilmektedir. Transgenik bitkiler, cesitli gen aktarim
yOntemlerinin kullaniimasi ile Uretilmektedir. Ayrica, genetik yapisi degistiriimis organizmalar (GDO), protein ve
DNA esasli tanimlama yéntemleri kullanilarak saptanmaktadir.
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ABSTRACT

Novadays, utilizing modern biotechnological methods, plants with new agricultural properties have been
produced by transferring one or few genes. As a result, disease, pest, herbicide and various stress resistant, and
product and yield increased transgenic plants were produced. Transgenic plants was constructed using various
gene transfer methods. Moreoever, genetically modified organisims (GMO), were identified utilizing genetic and
protein based detection methods.
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GIRIS

Bitki 1slahi insanlik tarihi kadar eski olmakla bera-
ber Urinlerdeki kalite ve verim artigi, son elli yilda ge-
listirilen 1slah yéntemleri ile modern tarim teknolojisinin
birlikte kullaniimasi neticesinde olmustur. Ancak yaba-
ni formlariyla karsilastinidiginda islah edilen verimli ge-
sitlerin neredeyse tamami hastalik ve zararlilara karsi
dayaniksizdirlar. Bunun en dénemli nedeni uygulanan
Islah programlarinda verim ve kalitenin her zaman bi-
rinci planda tutulmasi, hastalik ve zararlilara kars da-
yanikliligin ise ikinci plana itiimesidir. Yabani turlerden
kaltar cesitlerine melezleme yoluyla dayaniklilik genle-
rinin aktarniimasi da kisirhk ve uyusmazlik nedeniyle
her zaman mimkun olmamaktadir. Bu bitkiler arasinda
melezleme yapilsa dahi, istenmeyen genlerin gecisi
6nlenememekte ve geri melezleme ile de bu genlerin
uzaklastiriimasi ¢ok uzun zaman almaktadir. Gunu-
muzde modern biyoteknolojik ydntemler kullanilarak bu
olumsuzluklar kolayca asilabilmekte, ¢ok verimli bir ¢ce-
sidin istenen &zellikleri degistiriimeksizin bir ya da bir-
kac gen, yeni tarimsal 6zellikler kazandirmak amaciyla
bitkilere kolayca aktarilabilmektedir (Ozcan ve Sancak,
2005).

Modern biyoteknolojik yéntemler kullanilarak elde
edilmis yeni bir genetik materyal kombinasyonuna sa-
hip olan herhangi bir canli organizmaya genetik yapisi
degistirilmis organizma (GDO) adi verilir (Anonim,
2003). GDO’lar transgenik organizmalar olarak da ad-
landiriimaktadir (Bayrag ve ark., 2007). Transgenik or-
ganizmalar ve bunlardan elde edilmis Urinlerin insan
saghgi ve biyolojik kaynaklar acisindan bazi riskler ta-
sidigi1 ve givenli kullanmaya ydnelik sistemler gelistir-
mekle bu risklerin minimuma indirilmesinin gerekliligi
tim dinyada kabul edilmektedir.

Ticari amacgl piyasaya surilmek icin Uretilen ve
yaygin olarak kullanilan transgenik bitkisel Grtnler; mi-
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Sekil 1. Diinyada GD bitkilerin normal bitkilere orani, (Clive, 2010)
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sir, soya, kanola, pamuk ve piring gibi Grtnlerdir (S6k-
men, 2005; Yang et al., 2008). Genetigi degistirilmis
(GD) soya tarimi yapilan alanlar (65,8 M.He), toplam
soya tarimi yapilan alanlarin (90 M.He) yaklasik %
77’sidir (Sekil1). Transgenik tarim yapilan alanlarin %
53’lnde soya, % 30’'unda misir ve % 12’sinde pamuk
tarimi yapilmaktadir (Clive, 2010)

Gelismis ve gelismekte olan llkelerdeki GD bitki-
lerin tarim alanlarindaki Gretimi 1996 yilinda basladik-
tan sonra her yil artarak buyumektedir (Sekil 2). GD bit-
ki tarim1 2009 yil verilerine gére 25 Ulkede 134 milyon
hektar alandir (Tablo 1). ABD en fazla (diinyadaki top-
lam alanin yarisi kadar) GD bitki tarimi yapilan Ulkedir.
Bu ulkeyi Brezilya, Arjantin ve Hindistan takip etmekte-

Sekil 2. GD bitkilerin yillara gére tiretim durumlari (Clive, 2010)

dir (Clive, 2010).

GD bitki sayisi, GDO tipi ve yetistirilen (ilke sayisi-
nin énimuzdeki yillarda dnemli oranda artacag tahmin
edilmektedir. En ¢ok tarimi yapilan soya dikkate alindi-
ginda 2008 yilinda ticari olarak AB tarafindan onayla-
nan sadece bir GD soya varken bu sayi 2009 yilinda 3
olmustur (Anonim, 2010). Ticari GD soya sayisinin
2015 yilina kadar katlanarak artacagi, yedi veya daha
fazla olacagi tahmin edilmektedir. Ticari GD bitki sayi-
sinin 2008 yilinda 33 iken 2015 yilinda tim bitki tdrle-
rinde 124’e ulasacagdl tahmin edilmektedir (Stein and
Rodriguez-Cerezo, 2009)

TRANSGENIK BIiTKI GELISTIRME AMACLARI

Zararllara karsi dayaniklilik: Genetik modifikas-
yon teknikleriyle béceklere karsi toksik etkili proteinleri
kodlayan genler, degisik kaynaklardan izole edilerek
bitkilere aktariimaktadir. Bunlardan en énemlisi Bacil-
lus thuringiensis (Bt) bakterisine ait delta-endotoksin
proteinlerinin sentezinden sorumlu olan cry (kristal)
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Tablo 1. GD bitkilerin tilkelere gére ekim alanlari (Clive, 2010)

Sira Ulke Ek(l|\r;|1 :;?aneneg?:kﬁgr-litr“m@
Soya, Misir, Pamuk,
Kanola,Papaya,
1 ABD 64.0 Yonca, S. PZn}cl:arl,
Kabak
2 Brezilya 21.4 Soya, Misir, Pamuk
3 Arjantin 21.3 Soya, Misir, Pamuk
4 Hindistan 8.4 Pamuk
5 Kanada 8.2 Kano;,FI)\;Il |:(|3;,mSoya,
o | on | a7 | ko
7 Paraguay 2.2 Soya
8 | Guney Afrika 2.1 Misir, Soya, Pamuk
9 Uruguay 0.8 Soya, Misir
10 Bolivya 0.8 Soya
11 Filipinler 0.5 Misir
12 Avustralya 0.2 Pamuk, Kanola
13 | Burkina Faso 0.1 Pamuk
14 ispanya 0.1 Misir
15 Meksika 0.1 Pamuk, Soya
16 Sili <0.1 Misir, Soya, Kanola
17 Kolombiya <0.1 Pamuk
18 Honduras <0.1 Misir
19 Cek Cum. <0.1 Misir
20 Portekiz <0.1 Misir
21 Romanya <0.1 Misir
22 Polonya <0.1 Misir
23 Kosta Rika <0.1 Pamuk, Soya
24 Misir <01 Misir
25 Slovakya <0.1 Misir

genlerinin bitkilere aktariimasidir. Bu toksin Lepidopte-
ra, Coleoptera ve Diptera takimindaki bdceklere karsi
toksikken, diger hayvan ve insanlara karsi zararsizdir.
Ayrica; bdceklerin biotin eksikliginden élimune neden
olan avidinin bitkilerde Gretimini saglayan gen aktarimi-
da yapilmaktadir. Bunlarin diginda; bdceklere dayanik-
g artirmak amaciyla proteaz inhibitér genleri, anti-
metabolitik enzim geni, Streptomyces tirlerinden ko-
lesterol-oksidaz geni ve bezelyedeki lektin geni kulla-
nilmaktadir (Anonim, 2001; Ozcan ve Sancak, 2005;
Demir et al., 2006).

Hastaliklara kargi dayaniklihik: Bu amacla yapi-
lan uygulamalar; i)Normalde bitkide bulunmayan ve
hastalik etmenlerine karsi toksik etki yapan proteinleri
kodlayan genlerin bitkiye aktariimasi, ii)Normalde bitki-
de bulunan ve patojen saldirisi sirasinda uyarilan sa-
vunma genlerinin bitkiye aktarilarak daha fazla tretim-
lerinin saglanmasi, iii)Ozellikle fitoaleksin sentezi asa-
masinda gerekli olan enzimlerin Uretiminden sorumlu
olan genlerin bitkiye kazandiriimasi, iv)Hastalik etme-
ninin salgiladigr Grtnleri yok edici proteinleri kodlayan
genlerin bitkiye aktariimasidir (Ozcan ve Sancak,
2005; Demir et al., 2006).

Herbisitlere karsi dayaniklilik: Yabanci ot kon-
trolinde kullanilan herbisitlerden secici olanlari daya-
nikli yabanci otlarin ortaya ¢ikmasina sebep olurken,
total herbisitler ise hem yabanci otlarin hem de kalttr
bitkileri icin toksiktir. GD bitkilerin filizienme dénemin-
den ciceklenme dénemi sonuna kadar herbisitlerle mu-
amelesi mimkin olabilmektedir. Bugiune kadar glifo-
sat, glufosinat amonyum, imidazolinon, silfonilire, set-
hoksidim ve bromoksinil herbisitlerine direngli alti Grin
kategorisi geligtirilmigtir. En bilineni ticari olarak Roun-
dup®, Rodeo® ve Accord® olarak adlandirilan glifosa-
ta karsi direncli soya, misir, pamuk, kanola, seker pan-
carl ve bugdaydir. Glufosinat amonyum herbisitini tole-
re eden genetik modifiye misir, soya, pirin¢, seker pan-
carl, tath misir ve kanola gibi tohumlara ticari olarak Li-
berty Link® denilmektedir. Ticari olarak Poast®, Poast
Plus®, and Headline® olarak adlandirilan herbisitler-
deki aktif bilesen olan sethoksidime karsi direncli soya
fasulyesi ve misir Uretilmektedir. Buctril® ismiyle ticari
olarak satilan bromoksinile karsi diren¢li pamuk da
mevcuttur (Anonim, 2001; Ozcan ve Sancak, 2005;
Demir et al., 2006).

Strese karsi dayaniklilik: Genetik modifikasyonla
bitkilere sicaklik, soguk, su eksikligi, yiksek tuzluluk
veya agir metallere karsi ylUksek tolerans kazandiril-
masiyla bunlarin uygun olmayan kosullarda yetistiril-
mesi saglanir. Nicotiana tabacum’a mangan-SOD ge-
ninin aktariimasi ile ozon zarari 3-4 kat azaltiimakta,
mannitol-hidrogenaz olusumundan sorumlu genin ak-
tariimasiyla kurakhga karsi dayanikllik artmakta, klo-
roplast membraninin lipitler ile doyurulmasina katkida
bulunan genler sogugda karsi toleransi artirmakta; glu-
tamin-sintataz enziminin fazla dretilmesini saglayan
genin celtige aktarimi ile tuza karsi tolerans artmakta,
kolinoksigenaz geninin aktariimasiyla tuza karsi daya-
niklihk artmakta, agir metallere kargi toleransi artiran
genlerin aktariimasiyla kirlenmis topraklarda bitkilerin
iyi yetismesi saglanmaktadir (Demir et al., 2006).

| 23 [



ULUSAL GIDA REFERANS LABORATUVARI / NATIONAL FOOD REFERENCE LABORATORY

Bitkilere gen transferiyle saglanan diger fayda-
lar: Genellikle kolza, domates ve misir gibi bitkilerde
erkek kisirlik geninin, 6zel bir gene baglanmasi ve bu
genin hibrit déle aktariimasi ile % 100 steril dol elde
edilmektedir (Demir et al., 2006). Bitkilere azot Uzerine
etkili glutamat dehidrogenaz enzimini kodlayan gen ak-
tarimi yapildiginda bitkinin azot alimi artmakta ve fazla
gubre kullanimi engellenmektedir. Bu gen bugdaya ak-
tarildiginda biyokutle Uretimi, blyime hizi ve dane
agirhgr artmaktadir (Anonim, 2001). Bitkilerin karbon-
hidrat metabolizmasi degistirilerek, nisastanin gida ve
kimya sanayinde kullanimi artirilmakta; gida ve eczaci-
lik sanayinde ugucu maddelerin veya aromatik bilesik-
lerin stabilize edilmesinde veya istenilmeyen maddele-
rin uzaklastirimasinda kullanilan siklodekstrin patates-
te Uretilmekte ; B-karotin Ureten ve demir baglamasi
duslk olan celtik (Golden Rice) Uretiimekte ve bitkiler-
de lisin sentezinin artirilabilmektedir. Domatesde etilen
Uretimi azaltilarak olgunlasma slresi artiriimaktadir.
Tahillar ve sebzelerde mineral maddelerin alimini en-
gelleyen fitat orani, fitaz enzim geninin aktariimasiyla
azaltilabilmektedir. Patates ve domateste toksik etkili
olan glikoalkaloidlerin sentezinde 6énemli olan UDP-
Glukoz-Glucosiltransferazin etkisi gen aktarimi ile dur-
durulabilmistir. Celtikte alerjik etki yapan protein orani,
antisens RNA teknolojisi sayesinde azaltilabilir. Yapis-
tirici ya da folya yapiminda kullanilan modifiye nisasta,
kagit dretiminde kullanilan seliiloz, jel ve kabartici ola-
rak kullanilan pektinlerin endustriyel anlamda elde edil-
mesinde gen teknolojisinden yararlaniimaktadir. Ayrica
bitkilerde biyoplastik Uretimide bu yolla saglanmaktadir
(Ozcan ve Sancak, 2005; Demir et al., 2006; Bayrac ve
ark. 2007). YUksek maliyetli ve eksik donanim nedeniy-
le donanimi kisith olan Hepaptit B asisi, Hepatit B yu-
zey antijeni Ureten transgenik titln ve patates ile gelis-
tirilmistir (Mason et al., 2002). Benzer calismalar kiza-
mik, ¢ocuk felci, difteri, kuduz ve viral hastaliklarin asi-
larindada devam etmektedir. Kistik fibrosis ve karaci-
ger hastaliklarinda kullanilan bir protein celtikte ve ga-
ucher hastaliginda kullanilan ve ¢ok pahali bir ilag olan
glukoserebrosidaz ise titiin bitkisinde Uretilebilmigtir.
Sus bitkilerine yeni pigment genleri aktarilarak veya
mevcut pigment genleri antisens RNA teknigi ile engel-
lenerek cok degisik renklerde sus bitkileri elde edilebil-
mektedir Patlayici maddeler ile kirlenmis topraklardan
TNT’yi temizleyen transgenik tltun; iyonize civayi daha
az tehlikeli olan metallik civaya dénustlrebilen manol-
ya; renk degisimi sayesinde mayin temizliginde kullani-
lan bitki érnek olarak verilebilir (Kusnadi et al., 1997;
Ozcan ve Sancak, 2005; Demir et al., 2006; Bayrac ve
ark. 2007).
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GEN AKTARIM TEKNIKLERI

Gen teknolojisinde bitki hiicrelerine gen aktarildik-
tan sonra bu hucrelerden doku kultard teknikleriyle ye-
ni bitkiler elde edilir (Ozcan ve Sancak, 2005).

Agrobacterium araciligiyla gen aktarimi: Bitkile-
re gen aktariminda en yaygin kullanilani, genetik mu-
hendisi olarak adlandirilan gram negatif toprak bakteri-
si olan Agrobacterium tumefaciens bakterisi araciligiy-
la gen transferidir. Bu bakteri araciligiyla tarimsal éne-
me sahip bircok gen, cift cenekli bitkilere kolaylikla ak-
tarilabilmektedir. Bu bakteri kromozom DNA’sindan
baska kék bogazi timdrine neden olan Ti plazmidine
sahiptir. Hastaligin sorumlusu olarak plazmitteki T-
DNA (aktarilan DNA) gdsterilmistir. Bu yéntemde T-
DNA bélgesi kesici enzimlerle cikartilip, yerine bitkiye
aktarilacak geni tagsiyan DNA parcasi yerlestiriimekte
ve bu DNA parcasi da bakteri dogasi geregi bitki huc-
relerine aktarabilmektedir. T-DNA’'nin kesilerek bitki
hicrelerine taginmasini ve kromozomlarla birlesmesini
Ti plazmidi Gzerinde bulunan virllens (vir) genler sag-
lamaktadir (Birch, 1997; Babaoglu, 1999; Zafar, 2004;
Ozcan ve Sancak, 2005). Agrobacterium sisteminin, ta-
hillarin da icinde bulundugu tek cenekli bitkilerde ve si-
ki doku yapisina sahip meristemlerde kullaniminin si-
nirli kalmasindan dolayi, sonikasyon destekli Agrobac-
terium araciligiyla gen transferi (SAAT) kullaniimakta-
dir (Trick and Finer, 1997, 1998). Ayrica agroinfeksiyon
ve agrolistik de gen aktariminda uygulanan diger tek-
niklerdir (Hansen and Chilton, 1996).

Dogrudan DNA transferi teknikleri: Bu y6ntem-
lerle hem tek ¢cenekli, hem de cift cenekli bitkilerde ba-
sarili sonuglar alinmistir.

Biyolistik gen transferi (Partikiil tabancasi ile
gen aktarimi): Bitki hlcrelerine aktariimak istenen
genleri tasiyan DNA parcasi, énce 1-2 | capindaki agir
metal partikillerine (altin veya tungsten) spermidin ve-
ya CaCl2 gibi bilesiklerle yapistirilir. Daha sonra bun-
lar, bitki hiicre ve dokularina (yaprak, embriyo, strgin
ucu meristemi gibi organ kisimlari), elektrik akimi, hel-
yum, hidrojen veya sikistiriimis havayla bombardiman
edilir. Metal zerreleri bitki hicrelerine girdikten sonra
DNA parcasi ayrilarak bitki hiicresinin kromozomlariyla
birlesir. Bu ydntemle dogrudan faj, bakteri veya maya
hiicreleri hedef dokuya transfer edilebilmektedir (Kik-
kert, 1993; Zafar, 2004; Ozcan ve Sancak, 2005).

Protoplastlara direkt gen aktarimi (Elektropo-
rasyon ve PEG araciligiyla transformasyon): Enzi-
matik yollarla hicre duvari eritilmis olan bitki hiicreleri-
ne protoplast denir. YUksek voltajli elektrik akimi veya
kimyasal maddelerle (%15-25 PEG: polietilen glikol)
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protoplast zarinda DNA molekillerinin gecebilecegi bu-
yuklikte (30 nm) gecici gdzenekler olusturulur ve ya-
banci genleri tagsiyan DNA parcasi hiicre icerisine gire-
rek kromozomlarla birlesir. Ancak bircok bitki tlriinde
protoplastlardan bitki rejenerasyonu mumkin olma-
maktadir (Babaoglu, 1999; Zafar, 2004; Ozcan ve San-
cak, 2005).

Mikro enjeksiyon ile gen aktarimi: Ik genetik
modifiye hayvan bu yéntemle elde edilmistir. Bitki hic-
releri mikro ignelerle delinmesi zor olan lignin ve sell-
lozdan olusan kalin tabakalar icerdiginden bitkilerde
kullanilmasi zor bir tekniktir. Bu yéntemde aktarilacak
genleri tasiyan DNA parcasi ¢ok ince (0.5-10 Im capin-
da) kilcal pipetlerle veya enjektérlerle dogrudan immo-
bilize edilmis hedef hucrelere, kallus, meristem, mik-
rospor vb. igerisine steril sartlarda mikroskop altinda
enjekte edilir (Babaoglu, 1999; Zafar, 2004).

Diger gen transferi aktarimi: Diger bazi teknikler
cok 6zel durumlarda uygulanmis olup pratikte genis uy-
gulamalar yoktur. Bunlar sonikasyon, lazer mikro 1sin-
lariyla transformasyon, silikon karbit fiberleri ile trans-
formasyon ve desikasyon (soldurma) teknikleridir (Ba-
baoglu, 1999).

GENETIGI DEGISTIRILMIS ORGANIZMALARIN
ANALIZ YONTEMLERI

GDO’lar biyoteknolojik yontemler kullanilarak can-
hlarin gen dizilimlerinde yapilan degisikliklerle elde edi-
lirler (Ahmed, 2002). Canlilardaki bu tir genetik degi-
siklikler sadece istenilen 6zelligi veren genin aktariima-
styla degil, belirli bir gen zincirinin aktarimiyla gercek-
lestirilir. Herhangi bir organizmaya aktarilan bu gen ya-
pisi; aktariimis olan DNA'nin mRNA'ya transkripsiyo-
nunu baslatan promotor gen (Karnibahar mozaik virQ-
sunlin 35S promotor vb.), bitkiye istenilen 6zelligi ka-
zandiran proteini kodlayan gen, transkripsiyonu son-
landiran terminatér gen (NOS terminatér vb), isaretleyi-
ci ve segici olarak gorev yapan markér genleri (antibi-
yotik diren¢ genleri vb.) icerir (Tripathi, 2005; Adugna
and Mesfin, 2008). Promotor, terminatdér ve markér
genler bitkinin genetik bir degisime maruz kalip kalma-
diginin tespitinde énemlidir (Asif, 2004; Turhan, 2008).
Son yillarda gelistirilen GDO’larda arastirmacilar Karni-
bahar mozaik viriisunin (CaMV) 35S promotoru yerine
bitkisel kaynakli olanlari (anter spesifik promotor ve
pTa29 polen spesifik promotor vb.) kullanmiglardir. Ay-
rica arastirmacilar, yatay gen gecisine sebep olabilece-
§i gerekgesi ile antibiyotik diren¢ genlerinin kullanimla-
rini azaltmig, bunlarin yerine “yesil protein floresani ve
mannoz” alternatif olarak gdstermislerdir (Bayra¢ ve
ark., 2007).

GDO analiz teknikleri, transgenik bitkiyle genetigi
degistiriimemis kaltur ¢esitleri arasindaki farkliliklardan
yararlanir. Bir GDO'nun analizi genetik modifikasyon
sonucu olusan yeni molekilin (DNA, RNA veya prote-
in) tespit edilmesi seklindedir. Bu kapsamda GDO ana-
lizleri protein ve DNA esasli olmak Uzere iki temel yon-
temle yapilir (Querci, et al., 2007; Adugna and Mesfin,
2008). Protein temelli teknikler GDO'ya 6zgu bir protei-
nin taranmasi seklindedir. DNA'ya dayali molekuler bi-
yolojik teknikler daha genis kapsamli kalitatif ve kanti-
tatif tespit calismalar seklindedir (Ahmed, 2002). Ayri-
ca kitle spektrofotometresi, kromatografi, Near Infra-
red (NIR) Spektroskopisi ve DNA ¢ipleri GDO analizle-
ri icin kullanilabilecek diger metotlardir (Ahmed, 2002;
Asif, 2004).

Protein Esasli Analiz Yontemleri: Genetik modi-
fiye Grtnlerin analizinde kullanilan bu yéntemin temeli,
belirli genler tarafindan kodlanan yeni proteinlerin
(transgenik bazi Uriinlerdeki Bt Cry1Ac, Cry1C, Cry3A,
Cry2A, Cry9C, CP4 EPSPS, ve PAT vb.) spesifik ola-
rak tespiti seklindedir. (Bonfini, et al., 2001; Ahmed,
2002; Querci, et al., 2007). Proteine dayali analiz me-
totlarinin kisitlayici ydnleri mevcuttur. Genetik modifi-
kasyonlar her zaman yeni bir proteinin sentezine ne-
den olmadigi gibi tespit icin yeterli miktarda protein
sentezi gerceklesmeyebilir. Ayrica proteinler sadece
bitkinin belli kisimlarinda ya da fizyolojik gelisimin fark-
I asamasinda, farkli seviyede ifade ediliyor olabilir. Bu
analiz metotlari denature olmamisg, konformasyonun
tam oldugu proteinlere gereksinim duydugu i¢in mat-
riks olarak taze ve islenmemis gidalarla sinirlidir (Asif,
2004).

Immunoassay: Protein ve antikor arasindaki 6z-
gin baglanma esasina dayanan immunoassay tekno-
lojisi kompleks matrikslerde bir¢ok protein tipinin kalita-
tif ve kantitatif tespiti icin uygulanmaktadir (Bonfini, et
al., 2001; Ahmed, 2002; Querci, et al., 2007). Immuno-
assay teknikleri test maddesi olarak antikorlari kullanan
Olcme sistemidir. Antikor hayvan serumlarinda Uretilen,
vicuda giren herhangi bir yabanci maddeye (antijen)
spesifik olarak baglanarak karsi cevap olusturan prote-
in molekdlidur. Bu yéntemler, antikorla birlikte hedef
molekdil bilindiginde (GDO tespiti durumunda yeni sen-
tezlenen protein /antijen) birgok matriksde protein tiple-
rinin tespiti icin uygulanabilir. Yéntemlerde kullanilan
antikorlar kati sabit faza baglidir. Iki sekilde uygulanir.
Birinci rekabet tekniginde; detektér ve hedef molekil
antikora baglanmak icin yarisir. Digerinde ise hedef
molekuliin detektér antikor ve esas baglayici antikor
arasina baglanmasi (¢ift sandvic modeli) seklindedir
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(Ahmed, 2002; Topal, 2006). Islenmis gida Grinleri gi-
bi bazi kompleks matrikslerde bu metotlarin kesinlik ve
dogrulugunun olumsuz etkilenmesi ve bu gida matriks-
lerinde bulunan surfektanlar, yag asitleri, fenolik bile-
sikler, endojen fosfatazlar ve bazi enzimlerin antijen-
antikor reaksiyonunu inhibe etmesi gibi dezavantajlar
vardir. Bitin bunlarin yaninda, transgenik protein du-
suk seviyede sentezlendiginde, i1s1 uygulamalari nede-
niyle denature ya da degrede oldugunda metodlarin
tespit limitide dismektedir (Asif, 2004).

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent As-
say): ELISA enzim isaretli immunoreaktant (antikor ya
da antijen) ve immunosorbent (kati sabit faza antikor
ya da antijen baglanmasi) kullanan immunoassay yon-
temdir. ELISA yeni gen tarafindan kodlanan proteinin
ifade edilme seviyesini degerlendirmek icin yaygin ola-
rak uygulanir (Asif, 2004). ELISA mikrokuyucuklu plaka
ve kaplanmis tup olmak Uzere iki tiptedir. Antikor kap-
lanmis mikrokuyucuklar; daha yiksek duyarhlikta, ve-
rimlilikte, ekonomik ve proteinlerin denature olmadan
calisilmasina olanak sagladigi i¢in kantitatif analizlerde
ideal bir ydntemdir. Bu yontemde igslem suresi 90 daki-
kadir. Antikor kaplanmis tip formatinda ise; islem su-
resi 15-30 dakika kadar oldugu icin alan testlerinde kul-
lanilir. Bu metotta; tipler hem gézle hem de optik oku-
yucu ile deg@erlendirilebilir. Kantitatif internal standart
olmadidi i¢in sonuglar kalitatiftir (Ahmed, 2002).

Transgenik tarim Grtnleri igin ELISA testinde, pro-
tein izole edilir. Bu proteinin ylzey spesifik yapilarina
(epitop) kars! antikor Uretilir. Eger protein varsa bunlar
test kitinin duvarlarina baglanir ve isaretlenmis antikor-
la reaksiyona girerek renk degisimine sebep olurlar.
Codu ticari kitlerde hedef proteinin miktarinin tespiti,
hazirlanmis olan standart egrilerden karsilastirma ile
muimkuandur (Asif, 2004).

Lateral Flow Strip Yéntemi: Bu ydntem, mikroti-
ter kuyucuklarin yerine striplerin kullanildigi, ELISA
yénteminin degisik bir formudur. Yeni proteine spesifik
immobilize antikor ¢ifti, renkli reaktantlara baglanir ve
nitrosellloz stripin icine yerlestirilir. Bu test stripleri
transgenik tohum proteinleri veya bitki doku ekstrakti-
nin bulundugu tuplere yerlestirildiginde, renkli reaktant-
larla cift yapmis antikorlarla birleserek sandvic modeli
olusturur. Bu yapi, birisi transgenik proteine spesifik,
digeri transgenik olmayan proteine spesifik, renkli reak-
tantlara bagli antikor bulunduran iki zonlu strip boyun-
ca ilerler. Membran Uzerinde tek bir bant olusumu ne-
gatif (kontrol), iki bantin olusumu pozitif sonu¢ demek-
tir. Metotta kantitatif internal standartlar olmadigi icin
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kalitatiftir. Bu yéntem hizli ve ucuz oldugu icin satis
noktalarindaki tarama analizleri icin uygundur (Adugna
and Mesfin, 2008).

Diger Inmunoassay Yéntemler: ELISA ve Late-
ral flow strip metotlarinin disindaki diger immunoassay-
ler kati sabit ylzey olarak manyetik partikdlleri kullanir-
lar. Bu manyetik partikiller yakalayici antikorlarca kap-
lanir ve reaksiyon tup icinde gerceklesir. Bagl partikil-
ler bir miknatis yardimi ile diger bagli olmayanlardan
ayrilirlar. Reaksiyon icinde serbest hareket eden es bi-
yuklukte partikuller oldugu icin bu yéntemin kinetigi cok
yuksektir ve bu durum metodun kesinligini artirir. Anti-
kora dayali metotlarla cihaza dayali metotlarin birlesti-
rilmesiyle (immunoassay-kitle spektrofotometresi vb.)
bu yontemlerde gelismeler saglanmistir (Ahmed, 2002;
Asif, 2004).

Western Blot Yéntemi: Western blot, hedef pro-
tein seviyesinin 6nceden belirlenen esik degerinin altin-
da veya Ustiinde olup olmadiginin kalitatif belirlenmesi-
ni saglayan bir metottur. Ozellikle ¢dziiniir olmayan
proteinlerin tespitinde kullanilir. Bu metot rutin yapilan
GDO testlerinden daha ¢ok arastirmaya yonelik calig-
malar icin uygundur. Test edilecek olan érnek, deter-
janlar ve indirgeyici ajanlarla ¢6zinUr hale getirilir ve
sodyum dodesil sulfat-poliakrilamid jel elektroforezi ile
ayrilirlar. Bu bilesenler nitroseliloz membrana transfer
edilir, 125l isaretli antikorlarin uclarina baglanirlar, bag-
lanmis olan antikorlar otoradyografik olarak tespit edilir
(Ahmed, 2002; Adugna ve Mesfin, 2008; Asif, 2004).

DNA Esasli Analiz Yéntemleri: Genetidi degisti-
rilmis gidalar icin DNA saptama metotlari, diziye 6zgu
sekilde hibridize olan DNA cift sarmalinin iki iplik¢iginin
tamamlanmasina dayanir. Birgok teknik olmasina rag-
men Southern blot ve 6zellikle PCR (Polimeraz zincir
reaksiyonu) analizleri yaygin olarak kullaniimaktadir.
Gen ekspresyonunun saptanmasi icin “mikroarray”a
dayal teknoloji halen gelistiriimektedir (Ahmed, 2002;
Pan, 2002). Mevcut metotlar arasinda rutin uygulama-
larda GDO ve GDO turevli materyalin tespiti icin, PCR
metotlari en duyarli ve guvenilir metotlar olarak kabul
edilir. Hedef dizi, genellikle degismis gen yapisinin bir
parcasidir (6rnegin; promotor, terminatér, gen ya da bu
elementlerden ikisinin birlesimi) (Jensen ve ark., 2003).

Genel olarak GDO analizleri (¢ asamada yapll-
maktadir. Birinci asama DNA’s! izole edilen Grindn
GDO’lu olup olmadigina yénelik taramadir. Bu asama-
da 6zellikle bu Urunlerde en ¢ok kullanilan 35S promo-
tor ve NOS terminator boélgelerinin cogaltiimasi yapilir.
Sonucun pozitif olmasi durumunda hangi ¢esit GDO ol-
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dugunu belirlemeye ybnelik tanimlama ydéntemleri uy-
gulanir. Son asamada ise tipi belirlenmis olan
GDO’nun kantitatif tayini yapilir (Turhan, 2008). Tara-
ma ve tanimlama yaygin olarak konvansiyonel PCR
kullanilarak yapilir. Gen aktariminda yaygin olarak kul-
lanilan dizileri hedefleyen primerlerin dizayniyla gelisti-
rilen tarama metotlari, kesin tanimlama gerektirmeden
genis bir araliktaki GD 0rUnlerinin tespitini saglar. Bu-
glne kadar, GDO gelistiriimesi icin basta Agrobacteri-
um tumefaciens ve karnibahar mozaik virtisii (CaMV)
orjinli olmak Uzere cesitli diizenleyici elementler kulla-
nilmistir. GDO miktarinin belirlenmesi gerektiginde po-
zitif bulunan érneklerde miktar tayini yapilir. Gelistirilen
degisik metotlar icerisinde nukleik asit miktar tayini icin
real time PCR en basarili, dogru ve gugll bir tekniktir.
Real time PCR teknolojisinde icerigi bilinen standart
materyaller kullanilarak hazirlanmig standart egri olus-
turulmasi gerekir. Hem standartlar hem de bilinmeyen
Ornekler ayni ¢alismada analiz edilir. GD materyalin
miktarinin tayini icin ve standart egri olusturmak icin
birgcok yaklasim bulunmaktadir (Querci et al., 2007)

Southern Blot metodu: Bu metot izole edilmis
DNA 6rneklerinin nitroselUloz ya da naylon membran-
lara sabitlenmesini, GDO’ya 6zgu cift iplikli-isaretlen-
mis nukleik asit problariyla isaretlenmesini ve hibridi-
zasyonun radyografiksel (radiografically), florometrik
(fluorometrically) olarak ya da kemiluminesanla (che-
miluminescently) saptanmasini icerir.

Onceden problar 32P ile isaretlenmekteyken, son
zamanlarda duyarliigi 32P’ye esit, radyoaktif olmayan
floresan etiketli DNA digoksigenin- ya da biotin-etiketli
DNA problart kullaniimaktadir. Bbéylece laboratuarda
radyoaktif malzeme kullaniimamaktadir. Ayrica 32P 24
saat gerektirirken bu problar saptama siresini 1 saat-
ten daha az bir zamana dusurur. Ancak tek prob kulla-
nildid icin ve ¢ogaltma yapiimadigi icin PCR’dan daha
az duyarl oldugu disinulir (Ahmed, 2002).

PCR metodu: PCR ilk olarak 1985’te Kary Mullis
et al. tarafindan tanimlanmistir ve molekdiler biyolojik
uygulamalarda kullaniimistir (Anonim, 2002).

PCR islemi DNA molekdllerinin hiicresel organiz-
mada meydana gelen dogal kopyalama isleminin in vit-
ro olarak gerceklesmesidir. Ancak dogal DNA kopyala-
manin aksine, PCR esnasindaki DNA Uretimi; orijinal
DNA molekilinin tim dizisini kapsamaz. Sinirlidir ve
DNA molekilinin 6zel, daha kisa olan bir bdlgesini
hedefler (Lipp et al., 2005). PCR ¢ok duyarlidir ve bu
nedenle analiz icin ¢cok az miktarda 6rnek gerektirir.
Herhangi bir PCR temelli saptama metodu stratejisi

GDO’larin gelistiriimesinde kullanilan transgenik DNA
dizisi ile molekuler yapisinin ayrintili bilinmesine ve
primerlerin secimine baghdir (Bonfini et al., 2001).

DNA ekstraksiyon ve saflastirma asamasindan
sonra PCR’la cogaltma ve saptama/kantifikasyon yapi-
lir (Anonim, 2002). PCR’in bir déngusi ve buna bagh
olarak sicaklik profili denatlrasyon, primer yapismasi
ve uzama olmak Uzere tipik olarak ¢ fazdir; (Lipp et
al., 2005).

ilk adimda DNA polimeraz icin ana kopya olacak
kalip DNA, yaklasik 94°C’de tek zincire ayrilir. Ikinci
adimda, primerlerin hedef diziye yapismasi icin reaksi-
yon karisimi 50-65°C (primer GC icerigine bagh ola-
rak)’ye kadar sogutulur. Uclincii adimda, yapismis pri-
merler optimum olarak 72°C de DNA polimeraz kullani-
larak uzatilir. Primerlerin uzamasiyla hedef dizinin bir
kopyasi olusur (Bonfini et al., 2001). PCR protokolleri
genel olarak bu t¢ adiml PCR déngisinin 30-40 tek-
rarini icerir. Konvansiyonel PCR’larda sonu¢ ¢cogalma
isleminin sonunda analiz edilir ve PCR UrUnlerinin go-
rintllenmesi agaroz jel elektroforezle yapilir (Querci et
al., 2007).

Teoride PCR urUnlerinin Gretimi logaritmik olarak
ilerlemelidir. Ancak, pratikte reaksiyon bilesenlerinin si-
nirlanmasi dolayisiyla 30-40 déngl arasinda plato fazi-
na ulasir (Pan, 2002). Cogaltilmis DNA’nin gercekten
secilen hedef dizi olup olmadigini netlestirmek icin ta-
nimlanmasinin ve primerlerin spesifik olmayan baglan-
masi olmadiginin dogrulanmasi gereklidir. Bu amag
icin bircok metot vardir (Bonfini et al., 2001). Bunlar; i)
cogaltiimis Urindn restriksiyon endonukleaz parcala-
mayla 6zel kesilmesi, ii) hedef diziye 6zel DNA probla-
riyla hibridizasyon, iii) PCR UrUnlerinin direkt sekans-
lanmasi, iv) iki primer ciftinin, 6zellikle cogaltiimis he-
def diziye baglandigi nested PCR’dir (Pan, 2002).

Gelistirilen PCR metodlari arasinda, real time PCR
en basarili olanidir ve su anki mevcut durumda nakleik
asit kantifikasyonu igin en dogru ve etkili tekniktir (Qu-
erci et al., 2007)

Real time PCR teknigi 1992’ de Higuchi ve ark. ta-
rafindan gelistirilmistir ve birgok real time PCR cihazi-
nin ve kullanimi kolay PCR calismalarinin ortaya ¢ik-
masiyla hizli bir sekilde populer olmustur (Bonfini et al.,
2001). Real time PCR dislk miktarda DNA kopyalari-
nin tespitine izin verir (Pan, 2002). Konvansiyonel
PCR’dan, reaksiyon sirasinda her dénglide cogaltilan
PCR drinlerinin 6lcimu bakimindan farkhidir. Bu me-
tot; calismanin logaritmik fazinda, ¢cogalmanin takibine
ve baslangic materyalinin kesin tespitine izin verir. Bu-
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rada tespit; yeni olusan PCR Uriintyle birlesen ya da PCR
Urindnin cogalmasiyla tamponda serbest kalan probun
yaydigi floresanin élciimiine dayanir (Gachon, 2004).

Real time PCR igin gelistiriimis baslica tespit stra-

tejileri ya da kimyasallar iki ana gruba ayrilir. Bunlar;
Intercalating boyalar (6rnegin; etidyum bromir ve
SYBR® Green) ve hibridizasyon problari (6rnegin; Taq
Man® problari (Sekil 3) floresan rezonans enerji trans-
fer (FRET) problari ve molecular beacon, Amplifluor®
ve ScorpionTM) dir (Querci et al., 2007).

GDO analizlerinde kullanilan DNA ve protein

esasli metotlarin bazi avantaj ve dezavantajlari vardir,
bunlarin karsilastiriimasi Tablo 2’de verilmistir.

1) e mat Drasyon 5%,.“
TR
T rrr et ] quencher

L L L i b i o i i b i i i 0 il

Z)Primer yapsmasifprob hibridizasyon
el et i

—_
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Sekil 3. Taq Man® prob ile real time PCR (Querci et al., 2007)

Tablo 2. DNA ve protein esasli analiz metotlarinin avantaj ve dezavantajlari (Adugna and Mesfin, 2008).

Avantajlar

Dezavantajlar

DNA Esasli Metotlar

-Cok dustk miktarlarda GDO'lari tespit edebilecek
kadar hassas testlerdir.

-PCR spesifik DNA'larin segici amplifikasyonuna izin
verir.

-Hedef DNA iceren, gerekli 6rnek materyal miktari en
azdir.

-Immunolojik yéntemlere gére cok az bilesige gerek
duyar. islem siiresi (primer sentezi, antikor Gretimi vb.)
daha kisadir.

-DNA molekull islem suresince oldukga stabildir.

-Yanlis pozitif sonug verebilen ¢ok disik seviyedeki
bulagmalara bile asiri duyarhdir.

-Ornek analizi (yaklasik 1 giin kadar) uzun zaman
alir.

-CaMV 35S promotor, NOS ve nptll sekanslari gida-
larda dogal olarak bulunabilir ve bu tespit rDNA varli-
gini kanitlamaz, yanlis pozitif sonuca sebep olur.

-Bu testin sahada ve tahil ambarlarinda uygulanabi-
lirlik potansiyeli sinirhdir.

-Protein bazli metotlara kiyasla ekipman ve iglem an-
laminda ¢cok daha pahalidir. Ve iyi egitimli personele
gereksinim duymaktadir.

-Metot validasyonunun prosediirii ve gereken sartla-
r karmasiktir.

Protein Esash Metotlar

-Protein strip testleri basit, hizli, ucuz ve gavenilirdir.
Tum bunlar PCR GDO tespit metodlar igin tamamla-
yicl aragtir.

-Reaktifler birkez gelistirildikten sonra érnek maliyeti
dasuktar.

-PCR 'dan daha az hassas oldugundan dolayi dlsuk
seviyelerdeki kontaminasyonlarin neden oldugu yanlhs
pozitif sonucglara da PCR'dan daha az duyarhdir.

-Strip testler sahada ve tahil ambarlarinda kullanila-
bilir.

-Islem sonucu protein denaturasyonu olabilir.

-Benzer protein 6zelliklerini ifade eden farkh transge-
nik eventler arasindan farkli ifade modelleri ve bigim-
leri ayirt edilemez

-Analiz gelistirme ve antikor olusturma ve protein
standartlari i¢in yuksek fiyatlar

-GDO varhginin spesifik tanimlanmasina izin ver-
mez, ve proteinlerin agsiri kimyasal veya fiziksel uygu-
lamalara (6zellikle ¢ézlculer, 1sitma) karsi hassasiye-
tinden dolayi islenmis matrikslerde bulunan GDO var-
l1g1 tespit edilemeyebilir.

-Amaca ulasmak icin 6nemli dizeyde zamana ve
metod gelistirmeye gereksinim vardir.
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Gidalarda Katki, Tagsis ve
Orijin Belirleme

Determination Of Additives, Adulteration And
Origin In Foodstuffs

Rind Kiirgsat AKTAS* Dr. Giilin KOKSAL Onur BILBER
Dr. Ash 0ZKOK Dr. Ash Ozdem TURKOGLU

Ulusal Gida Referans MudidLirltigi
Katki Tagsis Orijin Belileme Laboratuvari

OZET

Birlesik Uzman Komitesi (Joint Expert Committee on Food Additives-JECFA) tarafindan gida katki madde-
leri i¢ gruba aynimistir. Bu gruplar A1-2 B1-2 C1-2 olarak diizenlenmistir. Tirk Gida Kodeksinde de gida katki
maddeleri kullanimlarina gére 24 ana baslik altinda incelenmistir. Tim bu gida maddelerinin kullanim sartlari ve
tasimasi gereken sartlar Turk Gida Kodeksi Yonetmeligi tebliglerinde aciklanmistir.

Gida guvenligi ve kalitesi acisindan katki maddelerinin eklenecegdi gida, ADI (Gunlik Alinabilir Doz) deger-
leri ve katilabilece@i maksimum miktarlar g6z énline alinarak gida teknolojisinde kullaniimasi gerekmektedir. Bu
baglamda katki maddelerinin laboratuar ortaminda denetimi ve takibi son derece 6nem tasimaktadir.

Gida katkilarinin bulunmamasi gereken bir gidaya ilavesi ile teknolojik 6zelliklerinin degistiriimesi mimkan
oldugu gibi gidanin bilesenlerinden birinin veya birkacinin yine gida 6zelligi gésteren baska bir madde ile degis-
tirlmesi de olasidir. “Tagsis” olarak ifade edilen ve istenmeyen bu durum, tlketicinin saghgini tehdit edebilir ve-
ya Ureticinin Uretim maliyetlerini asagi cekerek haksiz kazan¢ saglamasina, rekabet ortaminin bozulmasina ve
dolayli olarak tiketicinin en uygun maliyetle kaliteli gida maddesine ulasma hakkinin gaspina neden olabilir.

Gida glvenligi ve kalitesine karsi giderek artan ilgi sonug olarak tiiketicinin kendisine sunulan gidanin igeri-
@i ve orijini konusunda talepkar olmasini saglamis ve tuketici haklarini koruyan yasal diizenlemeler yolu ile Ure-
ticiyi de bu talepleri karsilayabilecek gida Uretimi metotlarina yénlendirmistir.

* Sorumlu yazar : kursata @ugrl.gov.tr I 31 .
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Ulkemizde, Tarim ve Kdyisleri Bakanligi Koruma Kontrol Genel Midarligi otoritesi altinda Ulusal Gida Refe-
rans Laboratuari blnyesinde kurulan Gida Katki Tagsis Orijin Belirleme Laboratuari, Glke geneline yayiimis 40 gi-
da kontrol laboratuarinin degisik birimlerinde yapilan katki, tagsis, orijin belirleme analizlerinin tek bir birimde top-
lanmasi ve 6zellikle yeni metotlarin gelistirilerek etkin denetim faaliyetlerinin desteklenmesini amag edinmistir.

Anahtar kelimeler: Gida katki maddeleri, Tagsis, Orijin, Tarim ve Kdyisleri Bakanhgi, Ulusal Gida Referans
Laboratuart.

ABSTRACT

United Professionals Committee (Joint Expert Committee on Food Additives-JECFA) by food additives are
divided into three groups. These groups A1-2 B1-2 C1-2 was as organized. Turkish Food Codex food additives
in use were examined according to 24 broad headings. All of these terms of use and handling of food items re-
quired conditions are described in the Turkish Food Codex Regulation notification.

In terms of food safety and quality of food additives to be added, ADI (Accepted Daily Intake) values and can
participate by taking into consideration the maximum amount must be used in food technology. In this context,
supervision and monitoring of additives in the laboratory environment are extremely important.

The absence of food additives added to food should be replaced with the technological properties of food
components as possible, one or more features of the food still be replaced with another substance is also pos-
sible to show. "Adulteration” as expressed and unwanted, this condition of the consumer threatens the health or
the manufacturer's production costs down by pulling to gain unfair competitive environment of corruption and in-
directly the consumer's optimal cost-quality food reaches the right cause of extortion.

Food safety and quality, against the ever-increasing interest as a result of consumers offered him food and
the origin of the content on the subject demanding ensure that consumer rights and protect their legal arrange-
ments via the manufacturer, this demand could meet food production methods ranked the direction.

In our country, Ministry of Agriculture and Rural Affairs General Directorate of Protection and Control under
the authority of the National Food Reference Laboratory established at Food Additives, Adulteration, Origin De-
termining Laboratory, the country is spread across 40 different food control laboratory units the contribution, adul-
teration, to determine the origin of their analysis in a single unit to gather and especially of new methods by de-
veloping effective supervision has aimed to support the activities.

Key words: Food additives, Adulteration, Origin, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, National Food
Reference Laboratory.

letlere bagll Gida ve Tarim Organizasyonu (FAO) ve
Dinya Saglik Orgitii (WHO) tarafindan ortaklasa ger-
ceklestirilen gida katkilari konferansinda baglatiimistir.
Konferans sonucunda kimyasal katkilarin teknik kulla-
nimlari ve gida gavenlik tedbirleri ile ilgili uzman komi-
telerin olusturulmasi teklif edilmis ve Birlesik Uzman

GIDALARDA KATKI, TAGSIS ve
ORIJIN BELIRLEME

En temel insan ihtiyaclarindan birisi olan beslen-
me, kaliteli ve albenili gida Uretimini de beraberinde ge-
tirmistir. Insan, bu ihtiyacini karsilamak (zere gida

maddesi bulmak, yetistirmek hatta avlamak zorunda
kalmistir. Bir sekilde elde ettigi bu gida maddesini mu-
hafaza etmesi, sadece bir ihtiyaci karsilamak disinda
tiketimini bir zevk kaynagi haline getirmesi veya ticari
mal olarak degerlendirmek Uzere hedef kitlenin tercih
etmesini saglayacak bir takim ek 6zellikler ilave etmesi
gerekmistir. Tum bu gereksinimleri kargilamanin en ba-
sit ve eftkili yollarindan birisi gida katki maddelerinin
kullaniimasidir.

Uluslar arasi diizeyde gida katki maddelerinin de-
gerlendiriimesi 1955 yilinda Cenova’da Birlesmis Mil-

W a2

Komitesi (Joint Expert Committee on Food Additives;
JECFA) kurulmustur. Ginimizde JECFA tarafindan
degerlendirilmis 1500’den fazla gida katki maddesi
mevcuttur(Anon., 2010b). Tirk Gida Kodeksinde gida
katki maddeleri “Tek basina gida olarak tiketilmeyen
veya gida ham veya yardimci maddesi olarak kullanil-
mayan, tek basina besleyici degeri olan veya olmayan;
secilen teknoloji geregi kullanilan islem veya imalat si-
rasinda kalinti veya tlrevleri mamul maddede buluna-
bilen, gidanin retilmesi, tasnifi, islenmesi, hazirlanma-
si, ambalajlanmasi, tasinmasi, depolanmasi sirasinda
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Tablo 1. Kullanim Alanlarina Gére Gida Katki Maddelerinin Siniflandiriimasi.

Sira No| Gida Katki Maddesi Tanimi
1 Aroma arttiricilar Gidanin mevcut tat ve/veya kokusunu arttiran maddeler
. Gida maddelerine tat ve koku vermek ve bunlari gelistirmek icin kullanilan
2 Aroma maddesi: . N
maddeleri ve bunlarin Gretiminde kullanilan kaynak materyaller
3 Asitler Asitligi arttiran ve/veya gidada eksi bir tat olusumunu saglayan maddeler
4 Asitlik duzenleyiciler Gidalarin asitlik veya alkaliligini degistiren veya kontrol eden maddeler
5 Ayiricilar Metalik iyonlarla kimyasal kompleks olusturan maddeler
6 Emiilgatérier Bir gida maddesinde, yag ve gu gibi iki veya daha fazla fazin homojen bir
karisimini olusturan veya sabit tutan maddeler
7 Emilgator tuzlar G@alarda pulunavn protelnlevn dispers hale getirerek yag ve diger bilesen-
lerin homojen dagilimini saglayan maddeler
8 Hacim arttincilar Gidalarin faydalanilabilir enerji degerini arttirmadan, gidalarin hacmini art-
tiran maddeler
9 Itici gazlar Gidanin, bulundugu kaptan disari ¢ikmasini saglayan hava disindaki gazlar
10 Jellestiriciler Jel olusumu ile gidada farkl bir tekstlr olusturan maddeler
Gaz olusturarak hamurun hacmini arttiran madde veya madde kombinas-
11 Kabarticilar
yonlari
12 Képuk olusturucular Sivi veya kati gidalarda gaz fazin homojen dagilimini saglayan maddeler
13 Képuklenmeyi 6nleyiciler | Képuklenmeyi azaltan veya énleyen maddeler
Gidalarin mikroorganizmalarla bozulmalarini énleyerek raf émurlerinin
14 Koruyucular 9
uzatilmasini saglayan maddeler
15 Kivam arttiricilar Gidanin kivamini arttiran maddeler
Fiziksel veya enzimatik uygulamaya, asit veya alkali inceltme veya agartma-
16 Modifiye nisastalar ya tabi tutulmus olsun veya olmasin yenilebilir nisastalarin bir veya daha faz-
la kimyasal igsleme tabi tutulmasi ile elde edilen maddeler
Gida maddelerinin disuk rutubetli ortamdan etkilenip kurumasini énleyen
17 Nem tutucular : .
veya toz gidalarin sivi ortamlarda erimesini kolaylastiran maddeler
18 Oksitlenmeyi énleyiciler QKSldasyonun nedervl oldugu bozulmalari énleyerek gidalarin raf dmirle-
rinin uzatiimasini saglayan maddeler
Yaglayicilar da dahil gidalarin dis yuzeyine uygulandiginda parlak bir go-
19 Parlaticilar L . N
rinim veren veya koruyucu bir tabaka saglayan maddeler
Tek basina gida olarak tiketiimeyen veya gidalarda ana bilesen olarak
20 Renklendiriciler kullanilmayan, gidaya renk artirici veya renk duzenleyici olarak katilan
maddeler
Meyve ve sebzelerin dokularini sert veya gevrek tutan veya mevcut jelles-
21 Sertlestiriciler tiriciler ile reaksiyona girerek jel olusumunu saglayan veya guglendiren
maddeler
Gidalarin fiziko-kimyasal durumlarini korumalarini saglayan, iki veya da-
22 Stabilizatorler ha fazla karistirlamaz fazin homojen dagilimini ve gidalarin var olan
renklerini koruyan veya kuvvetlendiren maddeler
23 Tatlandiricilar: Gidalarda tath bir lezzet saglayan, seker disindaki maddeler
o4 Topaklanmay! énleyiciler Gida partikillerinin birbirine yapismasi egilimini azaltan veya 6nleyen

maddeler
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gida maddesinin tat, koku, gérunus, yapi ve diger nite-
liklerini korumak, dlzeltmek veya istenmeyen degisik-
liklere engel olmak ve dizeltmek amaciyla kullaniima-
sina izin verilen maddeler” olarak tanimlanmistir.

JECFA tarafindan gida katki maddeleri (¢ gruba
ayriimistir. Bu gruplar A1-2 B1-2 C1-2 olarak dizenlen-
mistir (Anon., 2010a).

A1 grubunda bulunan tim maddelerin degerlendi-
rilmeleri tamamlanmis ve ginluk alinabilir dozlar (ADI-
Accepted Daily Intake) belirlenmistir. Bunlar kullanimi-
na izin verilen maddelerdir. A2 grubunda bulunan mad-
delerin degerlendirmeleri hentiz tamamlanmamis an-
cak gunluk kullanim miktarlari belirlenerek, gecici ola-
rak kullanimina izin verilmis olan maddelerdir (Anon.,
2010a).

B grubunda bulunan katki maddelerinin degerlen-
dirilmesi tamamlanmamistir. B1 grubundaki maddeler-
de ise degerlendirmeler baslanmis olup ancak gunluk
alinabilir miktarlar tespit edilmemistir. Uretimindeki
6neminden dolay! teknolojik agidan kullanimlarina izin
verilen maddelerdir. B2 grubunda ise hicbir degerlen-
dirmeye tabi tutulmamisg, ancak degerlendirmeye aday
olan katki maddeleri bulunur (Anon., 2010a).

C listesi olumsuz yapt listesidir. C1 ve C2 grupla-
rinda toksikolojik verilere gére kullanimi tamamen sa-
kincali olanlar ya da kullanimina kismen izin verilenler
yer alir. C1 listesi gida katkisi olarak kullanimlari insan
saghgi icin zararli olarak kabul edilen katki maddeleri-
dir. ADI degerleri yoktur. C2 listesi kullanimi ancak be-
lirli amaclar icin sinirlandiriimig olan katki maddelerini
icerir (Anon., 2010a). Turk Gida Kodeksinde de gida
katki maddeleri kullanimlarina gére 24 ana baslik altin-
da incelenmistir (Tablo 1)

TUm bu gida maddelerinin kullanim sartlarn ve ta-
simasi gereken sartlar Turk Gida Kodeksi Y&netmeligi
tebliglerinde aciklanmistir. Bazi katki maddelerinin kul-
lanim miktari iyi teknolojinin gerektirdigi miktar (Good
Manufacturing Processes=GMP) olarak tanimlanmak-
tadir. Bu durumda kullanim miktari (maksimum doz)
Quantum Satis (QS) (herhangi bir maksimum seviye-
nin belirtiimemesi) olarak ifade edilir. Bununla beraber;
bir katki, 6zgin bir gida maddesinde QS maksimum
miktari ile izin verilirken ayni katki maddesinin farkl bir
gidadaki miktari sinirlandiriimis olabilir (Anon., 2010c).

Katki maddelerinin her agidan sagladigi faydanin
maksimumda tutulmasi ancak insan saghginin gozetil-
mesiyle mimkinddr. Gida guvenligi ve kalitesi acisin-
dan katki maddelerinin eklenecegi gida, ADI degerleri
ve katilabilecegi maksimum miktarlar géz 6nline alina-
rak gida teknolojisinde kullaniimasi gerekmektedir. Bu

W s

baglamda katki maddelerinin laboratuar ortaminda de-
netimi ve takibi son derece 6nem tagimaktadir.

Gida katkilarinin bulunmamasi gereken bir gidaya
ilavesi ile teknolojik 6zelliklerinin degdistiriimesi mimkun
oldugu gibi gidanin bilesenlerinden birinin veya birkaci-
nin yine gida 6zelligi gésteren baska bir madde ile de-
gistiriimesi de olasidir. “Tagsis” olarak ifade edilen ve
istenmeyen bu durum, tiketicinin saghgini tehdit ede-
bilir veya Ureticinin Uretim maliyetlerini asagdi cekerek
haksiz kazanc¢ saglamasina, rekabet ortaminin bozul-
masina ve dolayli olarak tiiketicinin en uygun maliyetle
kaliteli gida maddesine ulasma hakkinin gaspina ne-
den olabilir. Tagsis icin kullanilan tagsis ajaninin gida
Ozelligi tagimamasi durumu da “taklit” olarak adlandiril-
sa da gida taklit, tagsis basligi altinda incelenmektedir.
Bu konuda yakin zamanda yasanan en c¢arpici érnek-
lerden biri Cin de bebek dlimlerine sebep olan bebek
mamalarinin melamin ile tagsisi olayidir. Disuk kalite-
deki st tozunun bebek mamalari Gretim prosesinde
hammadde olarak kullanilabilmesi icin melamin ilavesi
ile azot iceriginin optimizasyonu prensibi ile gercekles-
tirilen bu tagsis islemi Tarim Bakanlgi bunyesindeki la-
boratuarlarda LC-MS/MS metotlarni kullanilarak tespit
edilebilmektedir. Bu olay tagsisin insan sagligina zarar-
Il oldugu durumlara &rnektir. Ekonomik zarara neden
olan tagsis turlerine bal Gretiminde yuksek fruktozlu mi-
sir surubu (HFCS) kullaniimasi veya arinin sekerle
beslenmesi yolu ile balin tagsisi 6rnek gosterilebilir.
Arlya seker yedirerek veya uygun katki maddeleri ile
HFCS muamelesi ile elde edilen balin maliyeti, dogal
bal Uretim prosesi ile kiyaslandiginda ¢cok disuk ol-
maktadir. Dasik maliyetlerle Gretilen balin dogal balla
ayni ticari sartlar altinda tiketiciye sunulmasi tiketici-
nin tercih hakkinin etkilenmesi yolu ile aldatiimasi, da-
ha disik kaliteli Grind, kalite/fiyat skalasina gére daha
ylUksek bir bedel 6deyerek satin almasina neden ol-
maktadir. Bu alanda yapiimasi muhtemel tagsis bakan-
l§gimiz laboratuarlarinda izotop oranlari kitle spektro-
metresi (IRMS) ve yiksek performans sivi kromatogra-
fisi (HPLC) metotlari ile tespit edilebilmektedir.

Gida guvenligi ve kalitesine karsi giderek artan ilgi
sonug olarak tiketicinin kendisine sunulan gidanin ice-
rigi ve orijini konusunda talepkar olmasini saglamis ve
tiketici haklarini koruyan yasal dizenlemeler yolu ile
Ureticiyi de bu talepleri karsilayabilecek gida dretimi
metotlarina ydénlendirmistir. Rekabet ortaminin tesis
edilmesi, kamu sagliginin korunmasi i¢in Ureticinin gida
Uretim prosesinde kullandigi hammaddenin orijini de
6nem kazanmisg, tagsis tanimi bu dogrultuda “gida ice-
risine gidada bulunmamasi gereken katki maddelerinin
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katilmasi, bir veya daha fazla gida bilesenin gida 6zelli-
gi gosteren veya gdstermeyen disik maliyetli benzer
bir madde ile degistiriimesi, hammadde veya gidanin
orijini hakkinda yanhs beyan verilmesi” olarak genigletil-
mistir (Da-Wen, 2008). Avrupa birligi yasalarinda bu
kavram protected designation of origin (PDO), protec-
ted geographical indication (PGl) ve Traditional Specia-
lity Guaranteed (TSG) olarak ifade edilmis ve gidanin
cografik orjinini ve ticari garantiyi de kapsamistir. Yuka-
rda anlatilan balda tagsis tanimi kapsaminda HFCS ile
balin tagsisinin yaninda ariy1 sekerle besleyerek dogal
bal Uretimi prosesine mudahale edilmesi gibi et Grlinle-
rinde degisik trlerin karisiminin kullaniimasi da gida
orijini ile yapilan tagsise ¢rnektir. Karigim etlerden Ure-
tilen salam, sucuk, sosis gibi et trtnlerinde kiyasla da-
ha disuk maliyetli olan tiriin baskin kullaniimasi ve eti-
ket Uzerinde durumun agiklanmamasi, kesim sonrasin-
da dahi birbirinden ayriimasi oldukga zor olan at, esek
gibi hayvan etlerinin bu Urinlere islenerek ekonomik
fayda saglanirken halk sagligina zarar verilmesi gibi du-
rumlar ¢cogu zaman haberlere konu olmustur. Et ve et
urtnlerinde yapilabilecek bu tip tagsisler ancak labora-
tuar sartlarinda gergeklestirilecek spektroskopik gene-
tik, histolojik muayeneleri de kapsayan genis spektrum-
lu orijin belirleme analizleri ile mimkandir.

Ulkemizde, Tarim ve Kdyisleri Bakanhgi Koruma
Kontrol Genel Mudurlugu otoritesi altinda Ulusal Gida
Referans Laboratuari binyesinde kurulan Gida Katki
Tagsis Orijin Belirleme Laboratuari, Glke geneline ya-
yilmis 40 gida kontrol laboratuarinin degisik birimle-
rinde yapilan katki, tagsis, orijin belirleme analizleri-
nin tek bir birimde toplanmasi ve 6zellikle yeni metot-
larin geligtirilerek etkin denetim faaliyetlerinin destek-
lenmesini ama¢ edinmistir. Gidalarda katki, tagsis,
orijin belirleme ¢ok genis konulari kapsayan bir alan-
dir. UGRL, kékli analizleri barindirdigi gibi her gegen
gln arastirma yapilmasina ve yeni laboratuar analiz-
lerine ihtiya¢ duyulan bu alanda s6z sahibi olmayi he-
deflemektedir.
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Pestisit Analizlerine Genel Bakis

General Prospect To Pesticide Analysis

Dr. Ozge Cetinkaya Acar* Ayse Avci Sevilay Kinisg
Ozge Metin Fazil Diler
Ulusal Gida Referans Laboratuvari

Kalinti Analizleri Béliimti, Pestisit Analizleri Birimi

OZET

Tuketici acisindan neden olduklari potansiyel saglik riskleri nedeniyle, gida maddelerinde pestisit ve pestisit
metabolitleri kalintilarinin analiz edilmesi ve miktarlarinin tespit edilen maksimum kalinti limitlerinin (MRL) altin-
da olmasi olduk¢a 6nem tasimaktadir. Pestisit analizlerinde mimkin olan en ¢ok sayida maddeyi bir arada ana-
liz etmek Uzere ¢oklu kalinti analiz metotlan (MRM) gelistirilmistir. Pestisit analizlerinde kullaniimak Uzere gelis-
tirilmis cok farkli metotlar bulunmakla birlikte, genel olarak pestisit analiz yéntemlerinde dort temel asama s6z ko-
nusudur. Bunlardan ilk asama 6rnegin hazirlanmasi olup, matriksin kati ya da sivi olmasina gére érnege cesitli
on iglemler (parcalama, galkalama, karistirma vb.) uygulanir. Ikinci asama ekstraksiyon asamasidir ve bu asa-
mada pestisit kalintilarinin érnek yapisindan ayrilarak toplanmasini saglamak tzere ¢esitli yéntemler uygulanir.
Kullanilacak ekstraksiyon ydnteminin belirlenmesinde analitlerin sudaki ¢ézunurlikleri, polariteleri, érnekteki yag
miktari 6nem tasimaktadir. Ekstraksiyon asamasini takiben, ekstrakt icerisinde kalan ve analiz sonuglarini ve
analizin yapilacagi cihazi olumsuz etkileyen blyik molekullt bilesiklerin uzaklastinimasi amaciyla cesitli temiz-
leme (clean-up) yéntemleri uygulanir. Pestisit kalinti analizlerinde en sik kullanilan yéntemler gaz kromatografisi
(GC) ve sivi kromatografisi (LC) yontemleridir. Bunlarla birlikte, kiitle spektrometresi (MS) ile birlestiriimis gaz ya
da sivi kromatografisi cihazlarinin kullanildigi metotlar (GC/MS, GC/MS/MS, LC/MS, LC/MS/MS) yiksek hassa-
siyet ve secicilikleri nedeniyle pestisit kalinti analizlerinde en yaygin kullanilan metotlar olarak 6éne ¢ikmaktadir.
Pestisit kalinti analizlerinde en sik karsilasilan sorun matriks etkisidir. Matriks etkisini ortadan kaldirmak Gzere
6ne surulen birgok yéntem bulunmakla birlikte, en yaygin kullanim alani bulan yaklasim matriks ile birlestiriimis
kalibrasyon standartlari kullaniimasidir.

Anahtar kelimeler: Pestisit, MRL, pestisit analizleri, ekstraksiyon, matriks etkisi
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ABSTRACT

Due to the possible health risks, analysis of residues of pesticides and their metabolites in foods and ensu-
ring their amounts to be below maximum residue limits (MRL) is very important. Multiresidue methods (MRM) we-
re developed in order to analyze maximum amount of pesticides together. Although there are many different met-
hods developed for pesticide analysis, generally pesticide analysis methods were composed of four main steps.
The first step is sample preparation and some pretreatments (blending, stirring, mixing etc.) are applied accor-
ding to the physical state of sample. Second step is extraction and some methods are used in order to extract
the pesticide residues from the matrix. The solubilities and polarities of the pesticide residues and the amount of
fat in the sample is important to decide the suitable extraction method. After the extraction step, various clean-
up procedures are applied for separation of the impurities from the extract, in order to ensure the certainty of the
results of analysis and to protect the equipment. The most common methods used in pesticide analysis are gas
chromatography (GC) and liquid chromatography (LC). Additionally, the methods in which gas or liquid chroma-
tography coupled with mass spectrometry (GC/MS, GC/MS/MS, LC/MS, LC/MS/MS) became the most common
methods in pesticide residue analysis with their high precision and selectivity. The most common problem enco-
untered in pesticide residue analysis is matrix effect. Despite there are many suggested methods to overcome

the matrix effect, the most commonly applied method is to use matrix-matched calibration standards.
Keywords: Pesticide, MRL, pesticide analysis, extraction, matrix effect

GIRIS

Pestisit, zirai micadele uygulamalarinda kullani-
lan her tirlt kimyasal maddeyi ifade etmektedir. GUnuU-
muzde pestisit ya da pestisit metaboliti (parcalanma ya
da doénldsum Grinu) olarak tanimlanmig 500°Un Gzerin-
de madde bulunmaktadir. Pestisitler cok farkli 6zellikle-
rine gore siniflandirmaya tabi tutulmakla birlikte, en
yaygin kullanilan siniflandirmalar, molekiler yapilarin-
da bulunan fonksiyonel gruplara (inorganik, organik
klorlular, organik fosforlular, karbamatlar, organik azot-
lular, organik kuUkurtluler gibi) ya da hedef zararlilara
(insektisitler, fungusitler, herbisitler, akarisitler gibi) go-
re yapilan siniflandirmalardir.

Pestisitler, cesitli zararhlarin gelisimini engelleye-
rek ve hastaliklarin éntne gecerek tarimsal verimliligi
artirmak amaciyla tarimsal Grtnlere uygulanan madde-
lerdir. Ancak diger taraftan, tiketici acisindan ortaya
koyduklari potansiyel saglk riskleri nedeniyle kullanim
miktarlarinin mimkun olan en disik seviyede tutulma-
sI ve son urtndeki kalinti miktarlarinin belirli seviyele-
rin altinda olmasi gerekmektedir (Araoud ve ark.,2007).

Ikinci Diinya Savasi’nin ardindan ortaya ¢ikan gi-
da ihtiyacini karsilamak Gzere tarimda pestisit kullani-
minin yayginlagmasi ile birlikte, gida trunleri, toprak ve
suda bu kimyasallarin ve metabolitlerinin kalintilarinin
ortaya ¢ikmasi sorunu bas géstermis ve bu kalinti mik-
tarlarinin kontroliine ydnelik yasal dizenlemeler hazir-
lanmaya baslanmistir (Ahmed, 2001, Kruve ve ark.,
2008, SANCO, 2004). lyi tarim uygulamalari ve kabul
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edilebilir ginluk alim miktari degerleri temel alinarak
belirlenen en yiksek pestisit kalinti limiti ‘Maksimum
Kalinti Limiti (MRL, Maximum Residue Level)’ olarak
adlandiriimaktadir. Ulkemizde pestisitlerin MRL deger-
lerine ybnelik yasal dizenlemeler, 396/2005/EC sayili
Avrupa Birligi Parlamentosu ve Konsey Tuzigd’nun il-
gili hikumleri dikkate alinarak Avrupa Birligi'ne uyum
cercevesinde hazirlanan ‘Tirk Gida Kodeksi Gida
Maddelerinde Bulunmasina izin Verilen Pestisitlerin
Maksimum Kalinti Limitleri Tebligi'nde yer almaktadir.

PESTISIT ANALIZLERI

Pestisit analizlerinde analiz edilecek humunelerin
alinma sekli, nakliyesi, islenmesi ve depolanmasi ana-
liz sonuglarini etkilemektedir. Bu nedenle numuneler
2002/63/EC Direktifine ve ‘Gida Maddelerinde Pestisit
Kalintilarinin Resmi Kontrol(i icin Numune Alma Metot-
lar Tebligi'ne (2006/51) goére alinmalidir. Ayrica numu-
nelerdeki pestisit kalintilarinin, ‘Gida ve Yemlerde Pes-
tisit Kalinti Analizine Yénelik Metot Validasyonu ve Ka-
lite Kontrol Prosediri’ne (SANCO/10684/2009) gore
analiz edilmesi gerekmektedir.

Pestisit analizleri genel olarak dért temel asamada
gerceklestirilir: (1) Ornek (matriks) hazirlama, (2) Eks-
traksiyon, (3) Temizleme (clean-up) ve (4) Analiz

1.0RNEK HAZIRLAMA

Pestisit analizlerinde, matriksin yapisina bagl ola-
rak cesitli 6n islemler uygulanmaktadir. Analiz yapila-
cak gida maddesi katt madde ise (meyve sebze gibi),
tim 6rneg@i temsil edecek buyuklikte drnek tartilarak
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homojenize edilir. Homojenizasyon iglemi oldukca
6nem tasimaktadir ve 6rnek yapisina bagh olarak bir
mikser, parcalayici, ¢calkalayici, karistirici ya da sonika-
tor kullanilarak gerceklestirilebilir. Isiya duyarl pestisit-
lerin bozulmasini énlemek amaciyla bu agsamada kuru
buz veya sivi azot kullanilabilir. Sivi érnekler igin (sut
gibi) parcalama islemine gerek kalmamakla birlikte,
mikser, calkalayici, karistirici kullanilarak 6érnek homo-
jenliginin saglanmasi gerekmektedir.

2.EKSTRAKSIYON

Pestisit analizlerinde kullanilacak ekstraksiyon yon-
temini belirleyen en énemli parametre, analitin polarite-
si ve pestisitlerin sudaki ¢éztnarlUkleridir. Diger taraf-
tan, calisilan matriksin yapisi, 6zellikle de yag icerigi,
izolasyon, temizleme ve analizde uygulanacak metotun
belirlenmesi acisindan son derece 6nem tasimaktadir.
Yapisinda % 2’den fazla yag iceren érnekler yagh érnek
olarak kabul edilmektedir (Ahmed, 2001). Yagsiz érnek-
ler icin ise i¢erdikleri su miktari uygulanacak ekstraksi-
yon yénteminin belirlenmesinde énem tasimaktadir.

Coklu kalinti analizlerinde karsilagilan en énemli
problem, analiz edilecek maddelerin polarite araligi ge-
nigledikce matriksten kaynaklanan bulasanlarin da art-
masidir. Tum matriks cesitlerinden butin pestisitleri
ekstrakte edebilecek tek bir metot bulunmamaktadir
(Lehotay, 1997, Ahmed, 2001). Coklu analizlerinde kul-
lanilacak metotun gelistiriimesinde, mimkin olan en
az matriks bulasanina sebep olacak sekilde mimkin
olan en fazla sayida pestisit kalintisini analiz etmeye

olanak saglayan polarite araliginin ne olmasi gerektigi
ve bu seciciligin saglanabilmesi icin geri kazanim oran-
larindan ne kadar fedakarlik yapilabilece@i noktalari
6nem tasimaktadir.

Meyve ve sebzeler ile tahil érnekleri genellikle tek
bir organik bir ¢ézucu, ¢b6zicu karigimlari, su ya da pH
degeri ayarlanmis su ile karistinlarak ekstrakte edilir
(Ahmed, 2001, Lehotay, 1997). En sik kullanilan orga-
nik ¢éziciler asetonitril, metanol, aseton ve etil asetat-
tir. Sivi 6rnekler, gerekirse su ile seyreltilerek dogrudan
ekstrakte edilirler. Hayvansal kaynakli érneklerde ana-
liz edilecek pestisitler genlikle yagda birikirler. Bu tip 6r-
neklerin ekstraksiyonunda ilk agsama yagin matriksten
uzaklastirimasidir. Uzaklastirilan yag daha sonra uy-
gun bir ¢dzicutde tekrar ¢dézindurilerek analitlerden
uzaklastirilir.

Pestisit kalintilarinin ekstraksiyonunda matriks ya-
pisina ve analiz edilecek bilesiklere bagdl olmak Uzere
cesitli ydontemler kullaniimaktadir. Soxhlet ekstraksiyo-
nu (SOX), sivi-sivi ekstraksiyonu (LLE, liquid-liquid ex-
traction), kati faz ekstraksiyonu (SPE, solid phase ex-
traction), kati faz mikro-ekstraksiyonu (SPME, solid
phase micro-extracton), matriks-kati faz dagilimi
(MSPD, matrix-solid phase dispersion), superkritik sivi
ekstraksiyonu (SFE, supercritical fluid extraction), hiz-
landiriimis ¢6zlcl ekstraksiyonu (ASE, accelerated
solvent extraction), mikrodalga ekstraksiyonu (MAE,
microwave-assisted extraction) kullanilan baslica yon-
temlerdir (Tsipi ve ark., 1999, Lambropoulou ve Alba-

Tablo 1: Pestisit Kalinti Analizlerinde kullanilan Ekstraksiyon ve Temizleme (Clean-up) Teknikleri ve Uygulandiklari Temel Matriksler,

Kapsamlari, Avantaj ve Sinirlamalari (Ahmed,2001)

Teknik |Ekstraksiyon | Temizleme Temel matriks, kapsam, avantaj, sinirlamalar

LLE + + islenmis gidalar, sivilar, mahsuller, bitkisel Griinler

SPE i . . . .

Kartug | + ) .Ig,leTrrl@"gldalar, sivilar, mghsullgr, I.Ernulswon olmaz, az miktarda orga-
nik ¢cézicu harcanir, otomatize edilebilir

-GCB

SPME . +) I§I.enm|§-g|dle}lar, sivilar, mahsuller. Organik solvent kullaniimaza, oto-
matize edilebilir

MSPD | + + Bitkisel Grtnler, islenmis gidalar, sivilar, yemler. Emiulsiyon olmaz

SFE . . Tahillar, bitkisel trtnler. Ekolojik olarak toksik olmayan akiskan (CO2)
kullanilir. Ekstraksiyon miktarlari kagtktdr, kullanimi pahalidir.

Islenmis gidalar, mahsuller, bitkisel Griinler. Az miktarda ¢6zlcl kullani-

ASE + (+) ] -
lir, otomatize edilebilir.

MAE + (+) Islenmis gidalar, mahsuller, bitkisel trinler

GPC (+) + Fazla miktarda yag iceren matrikslerde uygundur. Otomatize edilebilir.

+=Ana etki (+ ) = Ikincil etki
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nis, 2007, Barriada-Pereira ve ark., 2003, Adou ve ark.,
2001, Beyer ve Biziuk, 2008, Ahmed, 2001).

Pestisit kalinti analizlerinde kullanilan ekstraksi-
yon ve temizleme (clean-up) teknikleri ve uygulandikla-
ri temel matriksler, kapsamlari, avantaj ve sinirlamala-
ri Tablo 1’de verilmektedir.

3.TEMIZLEME (CLEAN-UP)

Hangi ekstraksiyon ydntemi kullanilirsa kullanilsin
6rnek ekstrakti icerisinde lipidler, proteinler, karbonhid-
ratlar, pigmentler gibi ylksek molekdl agirlikli bilesikler
kalmaktadir ve hem dog@ru analiz yapilabilmesi ve di-
suk tespit limitlerine ulasilabilmesi, hem de analiz yapi-
lan cihazin korunmasinin saglanmasi icin bu bilesikle-
rin ortamdan uzaklastinimasi gerekir (Ahmed, 2001,
Beyer ve Biziuk, 2008). Bu amagcla ekstraksiyon son-
rasinda ekstraktin saflastiriimasi amaciyla temizleme
(clean-up) islemleri uygulanir. En sik kullanilan temiz-
leme ydntemleri sabunlastirma, jel kromatografi (GPC,
gel-permeation chromatography), adsorpsiyon kroma-
tografisi (aluminyum, silikajel ya da fluorisil), sivi-sivi
ayirmasi (LLE, liquid-liquid partitioning), asit uygulama-
sI, buhar destilasyonu ya da dusuk sicaklikta ¢oktlr-
medir ve bu ydntemler tek basina ya da bir arada kul-
lanilabilmektedir (Ahmed, 2001, Araoud ve ark.,2007,
Beyer ve Biziuk, 2008).

4. ANALIZ

Pestisit analizlerinde zaman, kimyasal ve sarf mal-
zeme ve masraflarin azaltiimasi agisindan mimkin
olan en cok sayida maddeyi bir arada analiz etmek
6nem tasimaktadir. Bu amaca yonelik olarak ¢oklu ka-
linti analiz metotlari (MRM, Multiresidue Methods) ge-
listirilmektedir (Lehotay, 1997). Analiz edilen maddele-
rin polarite, ¢6zUnurlUk, uguculuk gibi dzelliklerinin fark-
[l olmasi nedeniyle bir arada ekstrakte ve analiz edil-
meleri zor oldugundan c¢oklu kalinti analiz metotlarinin
gelistiriimesi oldukc¢a zordur (Araoud ve ark.,2007).

Pestisit kalinti analizlerinde kullaniimak tzere cok
sayida analitik metot gelistirilmistir. Pestisit kalinti ana-
lizleri, elektron yakalama dedektéri ((ECD, electron-
capture dedector), azot-fosfor dedektérii (NPD, nitro-
gen-phosphorus dedector), alev fotometrik dedektor
(FPD, flame photometric detector) gibi farkli dedektor-
ler iceren gaz kromatografisi (GC, gas chromatog-
raphy) ve diyot dizini dedektér (DAD, diode array de-
dector), floresans dedektér (FD, fluorescence dedec-
tor) gibi dedektdrler iceren sivi kromatografisi (LC, liqu-
id chromatography) cihazlari ile gerceklestirilebilmekte-
dir (Lopez ve ark., 1998, Démétérova ve Matisova,
2008, Adou ve ark., 2001). Bunlarin disinda, kutle
spektrometresi (MS, mass spectrometry) ile birlestiril-
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mis gaz ya da sivi kromatografisi cihazlarinin kullanil-
digi  metotlar (GC/MS, GC/MS/MS, LC/MS,
LC/MS/MS), yiksek hassasiyet ve secicilikleri nedeniy-
le pestisit kalinti analizlerinde en yaygin kullanilan me-
totlar olarak ©6ne c¢ikmaktadir (MartinezVidal, 2002,
Huskova ve ark., 2009, Zrostlikova ve ark., 2003). Ucu-
cu olmayan ve isiya duyarli pestisitlerin GC ile analiz-
leri zor oldugundan, bu tip pestisit kalintilarinin anali-
zinde LC kullaniimaktadir (Kruve ve ark., 2008, Araoud
ve ark., 2009).

Gida maddelerinde coklu pestisit kalinti analizle-
rinde en sik karsilasilan problem matriks etkisidir
(Schenck ve Lehotay., 2000, Kruve ve ark., 2008, Tir-
yaki, 2009). Matriks etkisi, gida maddesinin yapisindan
kaynaklanan bilesikler nedeniyle analiz edilen pestisit
kalintilarina ait sinyallerde degisim meydana gelmesi-
dir. Matriks etkisinin gercek mekanizmasi bilinmemek-
le birlikte, ugucu olmayan bilesenlerden ya da yuksek
ylzey aktivitesine sahip bilesiklerden ileri geldigi ortaya
konmustur. Matriks etkisi ayrica analiz edilen bilesigin
kimyasal yapisi ile de yakindan ilgilidir. Polar bilesikle-
rin iyonlagsma verimlerinin, daha az polar bilesiklere
oranla matriksten kaynaklanan bilesiklerden daha fazla
etkilendigi belirlenmistir (Kruve ve ark., 2008). Bununla
birlikte, kullanilan iyonlasma kaynagi (APCI, Atmosp-
heric Pressure Chemical lonization ya da ESI, Elec-
trospray lonization), iyonlastirma modu ya da akis hizi
gibi analiz parametrelerinin de matriks etkisinin derece-
sini etkiledigi bilinmektedir. Matriksten ileri gelen bile-
siklerden kaynaklanan girisim genellikle analiz edilen
bilesiklere ait piklerin seklinin bozulmasina sebep olur.
Matriks etkisinin s6z konusu olup olmadigi, ¢ézucu ice-
risindeki analitin piki ile ayni miktar analitin 6érnek eks-
traktl icinde elde edilen piki karsilastiriimasi ile tespit
edilebilir (Tiryaki, 2009).

Matriks etkisinin dikkate alinmasini saglamak Uze-
re benimsenen bazi yaklagimlar vardir. Bu amacla
Onerilen yaklagimlardan biri standart ekleme metotu-
dur; ancak bu ydéntem enjeksiyon sayisinin artiriimasi-
ni gerekli kilmaktadir. Matriks etkisi genellikle bilesik
yapisina bagh oldugundan, ¢oklu pestisit analizlerinde
ic standart kullanimi yaygin degildir. Bu amagla kullani-
labilecek ideal bir i¢ standart izotopik olarak isaretlen-
mig standart olabilir ancak bu tip standartlar mevcut de-
gildir ya da son derece pahalidir (Kruve ve ark., 2008,
Kirchner ve ark., 2008). Bununla birlikte, izotopik olarak
isaretlenmis standartlarin da matriks etkisine sebep
olabilecegi bildirilmistir (Liang et al., 2003). Matriks et-
kisini ortadan kaldirmak tzere SANCO tarafindan éne-
rilen ydntem, matriks ile birlestiriimis kalibrasyon stan-
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dartlar kullanilmasidir. Muhtemel tim matriksler icin
ayri ayri standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi gercekgi bir
yaklasim olmadigindan, bir grup matriksi temsil edecek
matriksler kullaniimaktadir. Tim bu yaklagimlar, mat-
riks etkisinin ortadan kaldiriimasini degil hesaba katil-
masini saglamaktadir. Matriks etkisini en aza indirme-
nin yolu érnek hazirlama tekniklerinin modifiye edilme-
si ya da kromatografik analiz kogullarinin degistiriimesi
ile mimkin olabilmektedir (Kruve ve ark., 2008).

Kruve ve ark. (2008), en dusUk matriks etkisi ve en
ylUksek geri kazanim degerlerini veren metotu belirle-
mek Uzere, cesitli meyve ve sebze 6rneklerinde Ug
farkli metotla (Luke metodu (AOAC 985.22), QuEc-
hERS metodu (AOAC 2007.01) ve matris-kati faz dagi-
m metodu (MSPD, Matrix Solid Phase Dispersion)) 14
adet pestisit kalintisini LC/MS de analiz etmiglerdir.
Genel olarak Luke ve QUEChERS metotlar tim sonug-
larda iyi ve yeterli bulunmustur. En dusik matriks etki-
sine sebep olan metot Luke metotu olarak belirlenmis-
tir. Bununla birlikte, QUEChERS metodunda geri kaza-
nim degerleri olduk¢a yiksek oldugundan tercih edil-
mektedir. MSPD metodunda ise matriks etkisi dusik
fakat geri kazanim degerleri kabul edilemez diizeyde
disUk olarak tespit edilmistir. Calismada metot validas-
yonunda matriks etkisi ve geri kazanim degerlerinin bir-
likte degerlendiriimesi gerektigini vurgulamislardir
(Kruve ve ark., 2008)

SONUC

Zirai mUcadele uygulamalarinda kullanilan ve po-
tansiyel saglik riskleri tasimasi nedeniyle gida madde-
lerindeki kalinti miktarlarinin belirlenen Maksimum Ka-
hinti Limitlerinin (MRL) altinda olmasi gereken pestisit-
lerin analizlerinde, matriksin yapisina ve analiz edile-
cek pestisitlerin polaritesi ve sudaki ¢ézundrliklerine
bagh olarak ¢ok cesitli metotlar kullanilabilmektedir. Bu
metotlarda uygulanan islemler, genel olarak olarak 6r-
nek (matriks) hazirlama, ektraksiyon, temizleme (cle-
an-up) ve analiz asamalarindan olusmaktadir. Pestisit
kalinti analizlerinde en dnemli nokta, analiz edilecek
matrikse ve pestisit ¢cesidine gére uygulanabilecek en
uygun metodun secilmesidir.
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Mikotoksinler ve Toksik Etki
Mekanizmalari
Mycotoxins And Their Mechanism Of Toxicity
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Kalinti Analizleri Béltimd, Mikotoksin Birimi

OZET

Baslica Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsine bagl olan toksijenik kifler, agirlikl olarak tarimsal éne-
mi olan bitkilerde hasat 6ncesinde veya depolama esnasinda gelismektedir. Bu toksijenik kiflerin sekonder me-
tabolitleri olarak, mikotoksinler, insan ve hayvanlarda toksik etkilerini géstermektedir. Birkaci halk sagligi ve ta-
rim-ekonomisi yéniinden énemlidir: aflatoksinler, okratoksinler, trikotesenler, fumonisinler, zearalenon ve patulin.
Bu mikotoksinler insan sagligi, hayvan saghgi ve tarimsal Grtnlerde diinya ¢capinda kayiplara sebep olmaktadir.
Mikotoksinlerin hayvan veya insanlar Gzerindeki olumsuz etkileri ve karsinojenik potansiyelleri son yillarda yogun
sekilde cahsiimistir. Mikotoksinle bulasik gida veya yemleri tiketen insan ve hayvanlarda toksisite derecesini et-
kileyen faktorler icinde tir, etki sekli/mekanizmasi, metabolizma ve savunma mekanizmasi bulunmaktadir.

Anahtar s6zciikler: Mikotoksin, Kif, Gida, Toksisite

ABSTRACT

Toxigenic moulds that mainly belong to genera Aspergillus, Penicillium and Fusarium, predominantly grow
on plants of agricultural importance during pre-harvest or storage. As secondary metabolites of these toxigenic
moulds, mycotoxins exert their toxic effects on animals and humans. Several of them are significant for public he-
alth and agro-economy: aflatoxins, ochratoxins, trichothecenes, fumonisins, zearalenone and patulin. These
mycotoxins cause losses worldwide in human health, animal health and agricultural products. The adverse ef-
fects and carcinogenic potentials of mycotoxins to humans or animals have been studied extensively in recent
years. Factors affecting the magnitude of toxicity of humans or animals consuming mycotoxins-contaminated fo-
ods or feeds, respectively, include species, mechanisms/modes of action, metabolism and defense mechanisms.

Key Words: Mycotoxins, Mold, Food, Toxicity
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GIRIS

Mikotoksinler, bircok tarimsal Grinde ve gidada
bulunan saprofit kifler tarafindan olusturulan toksinler-
dir (Turner ve ark. 2009). Tarlada veya hasat sonrasin-
da kolaylikla mahsullere kolonize olan kuiflerin buyume
ve gelisiminde biyokimyasal 6neme sahip olmayan
(Hussein ve Brasel 2001, Anklam ve ark. 2002, Zheng
ve ark. 2006), nispeten kicik (MA ~700) ve toksik se-
konder metabolitlerdir (Peraica ve ark. 1999, Turner ve
ark. 2009). Toksin olusturan kufler, bu toksik sekonder
metabolitlerin birini veya daha fazlasini olusturabilmek-
tedir. Kuflerin tdminun toksin olusturma 6zelliginin ol-
madigl ve kiflerin sekonder metabolitlerin timanin
toksik olmadigi bilinmektedir (Hussein ve Brasel 2001).
Sekonder metabolitlerin fonksiyonlari tam olarak ortaya
konamamistir ancak ayni ¢cevrede rekabet eden diger
mikroorganizmalari elimine etmede rol oynadiklari ve
ayrica parazitik kiflerin, konakgi dokularini istila etme-
lerine yardimci olduklari distnilmektedir (Brése ve
ark. 2009).

Gida ve yemlerde bulunmalari, insanlar ve hay-
vanlar icin bir saglik riskidir (Anklam ve ark. 2002,
Zheng ve ark. 2006, Turner ve ark. 2009). Hasat 6nce-
sinde, hasatta, kurutma sirecinde gecen zamanda ve
depolama esnasinda urlnlerde olugabildiklerinden, bir-
¢ok gida ve yem mikotoksinlerle kontamine hale gele-
bilir (Zheng ve ark. 2006). Genellikle, birka¢ ginden
fazla muhafaza edilen mahsuller kuf gelisimi ve miko-
toksin olusumu icin potansiyel bir hedef haline gelmek-
tedir. Kuftn tarine bagl olarak mikotoksinler hem 1li-
man hem de tropik bélgelerde olusabilir (Turner ve ark.
2009). Mikotoksinlerle siklikla kontamine olabilen riin-
ler; tahillar (misir, bugday, arpa, yulaf), sert kabuklu
meyveler (ceviz, findik, yer fistigi, Antep fistigi), kuru
Uz0m, incir, kahve, kakao, baharatlar, yagh tohumlar,
kuru baklagiller, pamuk tohumu ve elmadir (Zheng ve
ark. 2006, Turner ve ark. 2009). Mikotoksinler ayrica
Uretimlerinde kontamine arpa, diger tahillar ve Uzim
kullaniimasi sonucu bira ve sarapta da bulunabilir. Bu-
nun diginda insan gida zincirine, kontamine yemle bes-
lenen ciftlik hayvanlarindan elde edilen yumurta, sit ve
peynir gibi hayvansal Urlnlerle veya etlerle girebilirler
(Turner ve ark. 2009).

Mikotoksinler ¢ogunlukla genotip olarak spesifik-
lerdir, ancak bir veya daha fazla kaf tar0 tarafindan
olusturulabilirler. Olusumlarina birgok faktér dahil oldu-
gundan toksin Ureten bir kufin varhgi, ilgili toksinin de
mevcut olacagl anlamina gelmedigi gibi gériinen bir
kfin olmamasi da gidanin toksinlerden ari olacagi ga-
rantisini vermez (Turner ve ark. 2009). Tek bir kif tird
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bir veya birka¢ mikotoksin Uretebilmekte veya bir veya
birka¢c mikoksin farkli kof tdrleri tarafindan Uretilebil-
mektedir (Hussein ve Brasel 2001).

Toplam yaklasik 300 farkli mikotoksin tanimlan-
maktadir ki bunlar yaklasik 200 farkh kif tarafindan
Uretilmektedir (Anklam ve ark. 2002, Gromadzka ve
ark. 2008, Brase ve ark. 2009). Mikotoksin olusturan en
Onemli kuf cinsleri Aspergillus, Fusarium ve Penicilli-
um’dur (Zheng ve ark. 2006, Gromadzka ve ark. 2008).
Bununla birlikte, bu 300 mikotoksinin yaklasik 20’si, in-
san ve hayvanlarda saglik riski olusturduklari disunu-
len seviyelerde gida ve yemlerde bulunabilmektedir
(Anklam ve ark. 2002). Risk olusturan ve yaygin olarak
g6rilen mikotoksinler aflatoksinler, okratoksinler, fu-
monisinler, trikotesenler, zearalenon ve patulindir
(Hussein ve Brasel 2001, Anklam ve ark. 2002, Zheng
ve ark. 2006, Gromadzka ve ark. 2008). Bu toksinler
her yil insan ve hayvan saghg alaninda ve tarimsal
artinlerde milyonlarca dolarlik kayba sebep olmaktadir.
1993 yilinda WHO (Diinya Saglik Orgiitl) ve IARC
(Uluslar arasi Kanser Arastirma Ajansi) aflatoksinler,
okratoksinler, trikotesenler, zearalenon ve fumonisinle-
rin karsinojenik potansiyellerini degerlendirmistir. Do-
gal olarak olusan aflatoksinler karsinojenik (Grup 1)
olarak siniflandirilirken, okratoksinler ve fumonisinler
muhtemel karsinojenler (Grup 2B) olarak sinirlandiril-
mistir. Bununla birlikte trikotesenler ve zearalenon in-
san karsinojeni olarak siniflandiriimamistir. Mikotoksin-
le bulasik gida veya yemleri tiketen insan ve hayvan-
larda toksisitenin buyukligunu etkileyen faktérler icinde
thr, etki mekanizmasi/sekli, metabolizma ve savunma
mekanizmalari vardir (Hussein ve Brasel 2001). Bircok
mikotoksinin bir hayvanda belirli bir sistem U(zerinde
spesifik etkileri bulunmaktadir ancak ¢ogu birkag siste-
mi ayni anda etkilemektedir. Mikotoksinler tarafindan
olusturulan farkli toksisite diizeylerini anlamak igin, bi-
yolojik etkileri bilgisine sahip olmak gereklidir (Brase ve
ark. 2009).

AFLATOKSINLER

Mikotoksinlere olan genel ilgi, ingiltere’de ciftlik
hayvanlarinda daha sonra sebebinin aflatoksinler oldu-
gu kanitlanmis Hindi X hastaligi olarak adlandirilan
yem kaynakli bir mikotoksikozis’in ortaya c¢iktigr 1960’1
yillarda artmistir. Daha sonra, aflatoksinlerin hayvan ve
insanlarda karaciger karsinojeni oldugu ortaya konmus
ve bu, mikotoksinlerle ilgili arastirmalar tesvik etmistir
(Peraica ve ark. 1999). Aflatoksinler hayvanlari ve in-
sanlari etkiledigi bilinen en giclu dogdal kanser yapici
bilesiklerdir. Genellikle dort bilesigi gidalarda olusur:
B1, B2, G1 ve G2 ama M1 ve M2 gibi biyotransformas-
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yona ugramis diger aflatoksinler de gidalarda (sit) bu-
lunabilmektedir (Frisvad ve ark. 2007).

Aflatoksinler en ¢ok calisiimis mikotoksin grubudur
ve Aspergillus cinsinin farkli tirleri tarafindan olusturul-
maktadir. Farkli kuf tarleri tarafindan olusturulan 20’nin
Uzerinde aflatoksin tlrevi vardir. (Hussein ve Brasel
2001). Aspergillus flavus tropik Ulkelerde birgok gida
cesidinde olusur ve aflatoksinleri Greten en yaygin tar-
dar. Bu tdrler misir, yer fistigi ve pamuk tohumunda
cok yaygindir ve sadece AFB1 ve AFB2Yyi olusturur.
Aspergillus parasiticus daha ziyade yer fistiginda yay-
gindir ancak diger gidalarda daha nadir gérulur. A.fla-
vus ile kiyaslandiginda cografi olarak daha kisithdir.
A.parasiticus hem AFB1, AFB2 hem de AFG1 ve
AFG2’yi olusturur ve hemen hemen tum bilinen izolat-
lari toksijeniktir (Hussein ve Brasel 2001, Frisvad ve
ark. 2007). Bunlar diginda A.toxicarius, A.parviscleroti-
genus, A.pseudotamarii, A.tamarii, A.ochraceoroseus,
A.rambellii tirleri de aflatoksin Ureten turlerdir ancak
gidalarda yaygin degillerdir ya da hi¢ bulunmazlar
(Frisvad ve ark. 2007).

Aflatoksinler kimyasal olarak bir kumarin halkasiy-
la birlesmis dihidrofuran veya tetrahidrafuran kismin-
dan olusur. Aflatoksinler diger birgcok heterosiklik bilesik
gibi flioresans 6zelliktedir ve bu 6zellikleriyle ayrimlari
yapilmaktadir. Ultraviyole i1sik altinda AFB1 ve AFB2
mavi flioresans verirken, AFG1 ve AFG2 yesil flliore-
sans vermektedir (Hussein ve Brasel 2001).

AFB1, bilinen en gicli dogal karsinojendir ve
IARC siniflandirmasinda kategori 1A’da yer almaktadir
(Caloni ve ark. 2006, Rosi ve ark. 2007). AFB1 sitok-
rom P450 enzimleri tarafindan karsinojen bir madde
olan AFB1-8,9-epoksit tlirevine metabolize edilir (Cou-
lombe 1993, Smela ve ark. 2001, Rosi ve ark. 2007).
Ayrica aflatoksin M1’e, N7-guanin katimi olusturan bir
DNA reaktif metabolite biyoetkinlestirilir ve ayrica pro-
teinlere de baglanabilir (Rosi ve ark. 2007). AFB71’in
karsinojenik ve mutajenik etkisi, elektrofilik ve ylksek
oranda reaktif AFB1-8,9-epoksit'in DNA gibi hicresel
nukleofillere affinitesinin bir sonucudur. Asin reaktif ol-
ma 6zelliginden dolayi, AFB1-8,9-epoksit sadece indi-
rekt olarak glutatyon (GSH)'un veya DNA bazlarinin
katimi olarak biyolojik sistemlerden izole edilmektedir.
AFB1-8,9-epoksit GSH tarafindan etkisiz hale getirile-
bilir ve reaksiyon GSH-S-transferaz tarafindan kataliz
edilir. Birgok tiirde, GSH tarafindan etkisiz hale getirme
6nemli bir AFB1 detoksifikasyon yolagidir ve AFB1-
GSH olusumu, AFB1’in hepatokarsinojenik etkilerine
karsi koruyucudur. AFB1’e direncli tirlerde GST tara-
findan aracilik edilen detoksifikasyon énemli bir belirle-

yici olabilir. AFB1, sulfatlar ve glukuronik asit ile konju-
gasyon yoluyla da detoksifiye olabilir. AFB1-8,9-epok-
sit, ayrica katalitik olarak (epoksit hidrolaz tarafindan)
veya kendiliginden AFB1-8,9-dihidrodiol’e hidrolize ola-
bilir (Coulombe 1993).

Etkinlesen AFB1 ayricalikl olarak guanil kalintila-
rina baglanir ve AFB1-N7-guanin (AFB1-N7-Gua) kati-
mi en baskin olanidir (Coulombe 1993, Smela ve ark.
2001). Izole edilen diger katimlar arasinda AFB1-N7-
Gua’nin acik-halkal turevi olan AFB1-formamidopirimi-
din (AFB1-FAPyr) en yaygin olanidir. Bu katimlarin
olusumu, tumdrlerin ortaya cikabildigi kalitsal mutas-
yonlarin gelisimindeki varsayilan ilk basamaktir. Bu ge-
netik lezyonlarin tamiri canli hiicrelerde enzimatik ola-
rak veya kendiliginden olusur ve uzaklastirilan katimlar
idrarla atihr (Coulombe 1993).

AFM17’in ortaya konmus olan toksik ve karsinojenik
etkileri WHO-IARC ‘in siniflandirmasini grup 2 den
grup 1 ‘e degismesine yoneltmistir (Rosi ve ark. 2007).
AFBT’in hidroksillenmis metaboliti olan AFM1 ana mo-
lekiile gbre %2-10 arasinda bir karsinojeniteye sahiptir
ve IARC Grup 2B’de muhtemel insan karsinojenleri
olarak siniflandiriimistir. AFM1, AFB1 ile bulasik yem-
lerin thketiminden sonra hayvanlarin sutlerinde tespit
edilmektedir (Caloni ve ark. 2006). Sutteki AFM1 iceri-
gi pastorizasyon, sterilizasyon ve sutin dondurulma-
slyla veya sut Uranleri yapilmasiyla indirgenmemekte-
dir (Caloni ve ark. 2006, Rosi ve ark. 2007). Bunun ya-
ninda sutte okratoksin A veya T-2 toksin gibi diger mi-
kotoksinlerin de bulunma olasiligi AFM1 ile sinerjistik
toksik etkiler olusturabildiklerinden énemlidir (Caloni ve
ark. 2006).

Avrupa Komisyonu Direktifinde, sit veren hayvan-
larin yemlerindeki en yiksek AFB1 icerigi 5 pg/kg ola-
rak belirlenmigken, yetigkinlerin tiketimine sunulan sut
ve kurutulmus veya islenmis sut Grinlerinde 50 ng/L'ye
bebeklerin tliketimine sunulan sltlerde ve bebek ma-
masina katilan sut drlnlerinde 25 ng/L’ye ayarlanmis-
tir (Caloni ve ark. 2006, Rosi ve ark. 2007).

OKRATOKSINLER

Okratoksinler kimyasal olarak, L--fenilalanin’in
amino grubuna bagl bir amid ile ekli 3,4-dihidrometili-
zokumarin tdrevleri olarak tanimlanmaktadir. Bu bile-
siklerin nefrotoksik etkili oldugu bilinmektedir. Bu gru-
bun en toksik bilesigi Okratoksin A (OTA)’dir (Hussein
ve Brasel 2001). OTA, Aspergillus veya Penicillium tu-
r0 kuflerin Grettigi bir mikotoksindir. (Hussein ve Brasel
2001, O’Brien ve ark. 2001, Bakker ve Pieters 2002).
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OTA hayvan ve insanlarda etkili bir nefrotoksindir.
Muhtemel insan karsinojeni (Sinif 2B) olarak siniflandi-
riimaktadir. OTA ve Balkan Endemik Nefropatisi ara-
sindaki iliski uzun zaman arastirilmis ancak ortaya ko-
namamistir. Aspergillus kismindan Flavi, Circumdati ve
Nigri, Pencillium kismindan Verrucosa en ¢énemli OTA
ureten kuflerdir (Frisvad ve ark. 2007). A.ochraceus,
6zellikle tahil ve kahve olmak Uzere depolanan birgok
Uriinde sporadik olarak bulunmaktadir (Bakker ve Pie-
ters 2002, Frisvad ve ark. 2007). Glneste kurutma es-
nasinda kahve ¢ekirdeklerini enfekte edebilir ve bdyle-
ce yesil kahve taneleri OTA kaynag: olurlar (Bakker ve
Pieters 2002). Iiman iklimlerde OTA; misir, bugday, ar-
pa gibi Urunlerde ve depolanan tahillarda Penicillium
verrucosum tarafindan olusturulmaktadir (Bakker ve
Pieters 2002, Frisvad ve ark. 2007). Enfeksiyonun ha-
sat Oncesinde ve sonrasinda olustugu ancak hasat
sonrasi dénemin gidalarda OTA olusumunda baskin
bir faktér oldugu goéralmektedir. Avrupa’da hayvan
yemlerinde buyuk dlgcekte tahil kullanildigindan ve OTA
nispeten in vivo olarak stabil oldugundan, bu mikotok-
sin o boélgedeki 6zellikle bébrek ve karaciger gibi bazi
hayvansal trlnlerde de bulunmaktadir (Bakker ve Pie-
ters 2002). A.carbonarius da okratoksin A Ureten
dnemli bir kiftir. Uzimde, Gzim suyu, sarap, kuru
UzOm gibi Urinlerde ve kahve cekirdeginde olusur
(Bakker ve Pieters 2002, Frisvad ve ark., 2007). Olgun-
lasan meyvelerde (6zellikle Gzimde) yiksek isilarda
A.carbonarius gelismektedir. Siyah sporlari sebebiyle,
glines 1s1gina yiksek oranda direnclidir ve kurutmada
canli kalabilmektedir (Bakker ve Pieters 2002). Asper-
gillus kisim Flavi'de bulunan Petromyces alliaceus saf
kultirde bilyUk oranlarda okratoksin A Uretir ve bu ti-
rin Urettigi toksin Kaliforniya kaynakh incirlerde bulun-
maktadir. Aspergillus kisim Circumdati’de bulunan
A.steynii de etkili bir OTA Ureten kuftlir ve yesil kahve
cekirdedi, kifli soya fasulyesi ve piringte bulunmakta-
dir. A.niger, cok yaygin bir tir olmasina ragmen sade-
ce birka¢ susu OTA Uretir. P.nordicum salam gibi et
UrGnlerinde bulunan baslica OTA ureticisi kuftar (Fris-
vad ve ark. 2007).

OTA bir amid bag ile 7-karboksil grubu vasitasiyla
bir molekil L-,-fenilalanine bagli klorlanmis dihidroizo-
kumarin kismi icermektedir. OTA nispeten stabil ve
normal pisirme veya isleme kosullar altinda kismen
bozulmaktadir. Ogiitmenin beyaz unda biyiik dlciide
OTA konsantrasyonunu azalttigi ancak kepekli bugday
unundaki duzeyler Uzerine ¢ok az etkisi oldugu bildiril-
mektedir. Isitma ve 6gitme islemleri kahvaltilik tahil ve
biskivi Uretiminde okratoksin icerigini azaltmaktadir
ancak makarna imalatinda azalma olmamaktadir. Kah-
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vede dekafeinasyon islemi OTA konsantrasyonunu
yaklasik %90 oraninda azaltmaktadir. Kahvenin kavrul-
masiyla olusan azalma degiskendir ancak o da %90’la-
ra ulasabilmektedir. Pisirme, kavurma, fermente etme
gibi birgok gida isleme asamalarindan OTA etkilenme-
mektedir ve pazarlanan Urinlerde tespit edilmektedir
(Bakker ve Pieters 2002).

OTA mide-bagirsak kanalindan yavas bir sekilde
emilir. Birgok tlrde kan yoluyla baslica bébrekler olmak
Uzere dusuk konsantrasyonlarda karaciger, kas ve yad
dokuya dagilir. Ratlarda, tavsanlarda ve insanlarda su-
te gecis gosterilmistir ancak rumen mikroflorasi tarafin-
dan OTA’nin metabolize olmasi sebebiyle inek sutiine
gecis azdir. OTA kismen metabolize olur ve blyik kis-
mi degismeden atilir. incelenen tim tirlerde OTA'nin
ana metaboliti okratoksin alfadir. Bu ve daha kucuk
metabolitlerinin OTA’nin kendisinden daha az toksik ol-
dugu bildiriimektedir. OTA idrar ve digki ile atilir ve
farkh tdrerde bu atilim yollarinin her birinin katkisi
OTA’ninenterohepatik resirkllasyonunun &lgiisiinden
ve serum makromolekdllerine baglanmasindan etkilen-
mektedir. Bu faktdrler tirler arasinda genis 6lgiide de-
gisen serum OTA yari émriiniin saptanmasinda 6énem-
lidir. OTA insan ve ruminant olmayan hayvanlarda
uzun yari dmre sahiptir (Bakker ve Pieters 2002).

OTA’nin test edilen tim hayvan tirlerinde nefro-
toksik oldugu goésterilmistir. Ana hedefi sitotoksik ve
karsinojenik etkiler gdsterdigi renal proksimal tubuller-
dir. Nefrotoksisiteye duyarlilikta énemli cinsiyet ve tir
farkhliklar oldugu aciktir. Kemirgenlerde karsinojenite-
nin gézlemlendigi dozlar nefrotoksisiteye sebep oldugu
dozlardan yuksektir. OTA ile ilgili karsinojenite ¢alisma-
lari degerlendirildiginde OTA’nin DNA ile dogrudan et-
kilesime girip girmedigi veya reaktif oksijen tirleri olus-
turarak etki edip etmedigi acik degildir. OTA’nin hem in
vitro hem in vivo kosullarda genotoksik oldugu gésteril-
se de, genotoksisitenin mekanizmasi acgik degildir ve
bunun DNA ile dogrudan etkilesmesine aracilik ettigi
yoénlnde bilgi bulunmamaktadir. OTA plasentay! gece-
bilir ve ratlarda ve farelerde embriyotoksik ve teratoje-
niktir. Bircok tlirde immunosupresif etkileri oldugu gos-
terilmektedir. Immunolojik ve teratojenik etkiler nefro-
toksisite olusan dozlardan ¢ok daha ylksek dozlarda
gbézlemlenmektedir. OTA, Kuzey Yarimkuredeki iliman
iklime sahip Ulkelerdeki insan kan &érneklerinde tespit
edilmistir ancak insanlarda higbir akut zehirlenme olgu-
su bildiriimemistir. Insanlarda éliimcuil bébrek hastaligi-
nin olustugu boélgelerde yasayan insanlardan alinan
kan orneklerinde OTA c¢ok sik ve ylksek konsantras-
yonlarda tespit edilmistir ve bu st idrar yolunun timaor-
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lerinin artmasiyla iligkilidir. Bununla birlikte hastaligin
g6rilmedigi diger bazi Avrupa Ulkelerinde benzer kon-
santrasyonlar bulundugu bildiriimektedir (Bakker ve
Pieters 2002).

TRIKOTESENLER

Mikotoksinler arasinda énemli bir grup olan trikote-
senleri Urettigi bilinen kif cinsleri Fusarium, Trichoder-
ma, Trichothecium, Stachybotrys, Verticimonosporium,
Cephalosporium, Myrothecium ve Cylindrocapron kuf-
leridir (Hussein ve Brasel 2001, Pronk ve ark. 2002,
Larsen ve ark. 2004, Zhou ve ark. 2008). Fusariumlar
bu cinsler arasinda belirgin sekilde éneme sahiptir ¢tin-
ki diinya capinda yaygindirlar ve ¢ok buyik 6lcekte tri-
kotesen uretirler. Bununla birlikte, bilinen 150 den faz-
la trikotesenin sadece birka¢ tanesi hayvan ve insan
kullaniminda olan urlnlerde bulunmalarindan dolayi
6neme sahiptir (Pronk ve ark. 2002, Frisvad ve ark.
2007). Bunlar; deoksinivalenol (DON; vomitoksin ola-
rak da bilinir), nivalenol (NIV), diasetoksisirpenol (DAS)
ve T-2 toksin (T-2) ve daha seyrek bulunan tirevleri; 3-
asetildeoksinivalenol (3-Ac-DON), 15-asetildeoksiniva-
lenol (15-Ac-DON), fusarenon X (FusX), neosolaniol
(NeoSol) ve HT-2 toksin (HT-2) (Pronk ve ark. 2002).
DAS, NeoSol, T-2, HT-2 Tip A Trikotesenler olarak,
NIV, FusX, DON, 3-Ac-DON, 15-Ac-DON Tip B Triko-
tesenler olarak siniflandiriimaktadir (Pronk ve ark.
2002, Larsen ve ark. 2004). Trikotesenler, bir 12,13-
epoksi-trikotes-9-en cekirdedi ile karakterize seskuiter-
pen halkasi iceren bilesiklerdir (Hussein ve Brasel
2001). Trikotesenler renksiz ve ¢ogunlukla kristal kati-
lardir. Tip A trikotesenler kloroform, dietil eter, etil ase-
tat ve aseton gibi kismen polar olan ¢ézuculerde ¢6zu-
nirken, Tip B trikotesenler sulu metanol, sulu asetonit-
ril gibi daha yuksek polariteye sahip ¢ézlculere gerek-
sinim duyarlar. Trikotesenler UV 1s1g1 altinda fliore-
sans vermezler (Hussein ve Brasel 2001, Pronk ve ark.
2002).

Deoksinivalenol (DON) ve asetillenmis tlrevleri (3-
Ac-DON, 15-Ac-DON) belirgin sekilde en 6nemli triko-
tesenler arasindadir. Olusumlari hakkinda ¢ok sayida
rapor yayinlanmistir. Fusarium graminearum ve F.cul-
morum 6zellikle tahillarda DON ureten énemli kiflerdir.
Nivalenol (NIV) ve Fusarenon X (FX, 4-NIV), DON ile
ayni UrGinlerde olugsmaktadir. NIV, DON’a gbre daha
disik konsantrasyonlarda tespit edilmekte ancak daha
toksik oldugu dusinulmektedir. F.graminearum tahil-
larda NIV ve FX Urettidi bilinen en énemli kiftar. T-2
toksin de en toksik trikotesenlerden biriyken, HT-2 tlre-
vi daha az toksiktir. Yapisal benzerliklerinden dolayi bu
toksinler cogunlukla ayni analitik metot i¢ine dahil edil-

mektedir. F.sporotrichioides ve F.langsethiae tahillar-
dan siklikla izole edilen, T-2 ve HT-2 Ureten kuflerdir
(Frisvad ve ark. 2007).

Genel olarak, trikotesenler sindirim kanalindan iyi
bir sekilde emildikten sonra birgcok doku ve organa ya-
yilirlar. Vicutta metabolize olmasina konjugasyon ve
de-epoksidasyon yardimci olur, ayrica bazi trikotesen-
lerde deasetilasyon ve hidroksilasyon da rol oynar. Tri-
kotesenlerin detoksifiye olmasinda de-epoksidasyon
en 6nemli basamaktir. Bu islem, sindirim kanalindaki
mikroorganizmalar tarafindan yapilir, sigirlarda ayrica
ruminal flora da etkilidir. Trikotesenlerin sindirim kanal
mikroflorasinin  kompozisyonunu degistirdigi belirtil-
mektedir. Sindirim kanal florasinin de-epoksit metabo-
litleri olusturmak icin adapte olmasi birka¢ giin alabil-
mektedir. Trikotesenlerin bu ilk birka¢ giin de-epokside
edilememesi, trikotesenli Urlinlerle beslenmenin basin-
da gorullen yuksek toksik etkilerin bir aciklamasi olabi-
lir. Bazi hayvan turleri (tavuklarin da bulundugu) epok-
sit indirgenmesi icin gerekli mikrofloradan yoksundurlar
ve trikotesenlere muhtemelen en duyarl tdrlerdir
(Pronk ve ark. 2002).

Trikotesen bilesiklerinin akut toksisitesi insan ve
hayvanlarda ishal, kusma, |6kositozis, hemoraji, dola-
sim soku ve 6limle karakterizedir. Kronik toksisitesi ise
istahsizlik, kilo artisinda disme, yem veya gida tuket-
meme, noéroendokrin degisiklikler ve immunolojik etki-
lerle karakterizedir (Pronk ve ark. 2002, Larsen ve ark.
2004, Frisvad ve ark. 2007, Zhou ve ark. 2008). Triko-
tesenler, immun fonksiyonu hem baskilayabilir hem de
uyarabilir, bu da ya enfeksiyona veya neoplaziye di-
rencte bozulma ya da asir duyarllik veya otoimmun
bozukluklarla sonuglanabilmektedir (Pronk ve ark.
2002).

Biyokimyasal olarak, trikotesenler hicre ve organ
diizeyinde asir toksiktirler. Okaryotik hiicrelere yiiksek
dizeyde sitotoksik etkilidirler; hiicre lizisine ve mitozun
inhibisyonuna yol acarlar. Trikotesenler ayrica protein
ve DNA-RNA sentezinin de ¢ok guclu baskilayicisidir-
lar ve hucre zariyla etkilesime girebilirler. Hucre-alti du-
zeydeki toksisiteleri blylk oranda protein sentezini
baskilama ve sulfidril gruplarina kovalent olarak bag-
lanma yeteneklerine baglidir (Pronk ve ark. 2002, Lar-
sen ve ark. 2004, Zhou ve ark. 2008).

FUMONISINLER

Fumonisinlerin, baslica F.proliferatum ve F.verticil-
lioides tarafindan olusturulan ve yapilarinda toksisitele-
rine sebep olan uzun zincirli hidrokarbon (sfingosin ve
sfinganin’in yapisina benzer) birimine sahip, yuksek
dizeyde karsinojen metabolitler olduklari bildiriimekte-
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dir (Hussein ve Brasel 2001, Bakker ve ark. 2003, Fris-
vad ve ark. 2007). Fumonisin B1 (FB1) en yaygin ve en
toksik olanidir (Hussein ve Brasel 2001, Bakker ve ark.
2003, Stockmann-Juvala ve Savolainen 2008) ve rat-
larda timoru tesvik ettigi, atlarda l6koensefalomalasi
(ELEM) ve domuzlarda pulmoner édem olusturdugu
belirtiimektedir (Hussein ve Brasel 2001). Dogal olarak
olusan fumonisin B bilesikleri grubuna ait molekuller
uzun bir hidroksillenmig hidrokarbon zinciri icermekte-
dir ki buna trikarballilik asit, metil ve amino gruplar ek-
lenmektedir (Stockmann-Juvala ve Savolainen 2008)
ve bu yapinin, sfingoid bazlara yapisal benzerliginden
dolayi toksik etki gésterdigi bildirilmektedir (Hussein ve
Brasel 2001).

Onemli miktarlarda fumonisin olusturan tek tiir Fu-
sarium verticillioides (F.moniliforme) tirtddr. En az 10
farkh Fusarium tir0 daha fumonisin olusturma yetene-
gine sahiptir (Bakker ve ark. 2003). Fusarium verticilli-
oides ve F.proliferatum misirda yaygin bir kiftar ve sik-
likla hem hasar gérmis hem de normal misir danele-
rinden izole edilmektedir (Bakker ve ark. 2003, Frisvad
ve ark. 2007, Stockmann-Juvala ve Savolainen 2008).
Bu turler, sicak iklimlerde énemli bir bitki hastaligi olan
misirlardaki “fusarium dane ¢uriklGga” hastaliginin se-
bebidirler. F.verticillioides ve F.proliferatum c¢ok genis
IsI aralhiginda ama sadece nispeten yiksek su aktivite-
sinde (aw> 0,9) gelistiklerinden, hasattan dnce veya
kurutmanin erken dénemi esnasinda misirda olusmak-
tadir. Asin durumlarin haricinde, fumonisinlerin kon-
santrasyonu depolama esnasinda artmamaktadir. Fu-
monisinler cografi olarak genis bir dagilim géstermek-
tedir ve dogal olarak misirda olusumlari dinyada bir-
cok bdlgede bildirilmektedir. Fumonisinler bugday, sor-
gum, dari, piring, asparagus ve mung fasulyesi gibi di-
ger gidalarda daha nadir olusmaktadir (Bakker ve ark.
2003). F.nygamai, F.napiforme, F.thapsinum, F.ant-
hophilum ve F.dlaminii dari, sorgum ve piringte fumoni-
sin Greten diger tarlerdir (Frisvad ve ark. 2007).

Calisilan tim hayvan tirlerinde, fumonisinler sindi-
rim kanalindan zayif sekilde emildigi ve hizli bir sekilde
dagilim gosterip atildigi tespit edilmektedir. Karaciger
ve bdbrek emilen fumonisinlerin (baslica FB1) cogunu
tutmaktadir ve FB1 rat karacigeri ve bdbreginde plaz-
maya goére daha uzun sire kalmaktadir. Gebe rat ve
tavsanlarda, ¢cok diisiik konsantrasyonlarda FB1 uterus
ve plasentada tespit edilmistir. Fétusta FB1’in bulun-
mamasi plasental transferin olmadigini gdstermekte-
dir. Laktasyon esnasinda gecis ile ilgili ¢cok az bilgi
mevcuttur ve fumonisinlerin in vivo ve in vitro metabo-
lize olmadigi gérilmektedir. Her ne kadar fumonisinler,
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sitokrom P450 enzimleriyle metabolize olmasalar da,
FB1 bu enzimlerin aktivitesini, sfingolipid biyosentezini
degistirdigi mekanizma yoluyla degistirebilmektedir
(Bakker ve ark. 2003).

Sfingolipidler tim okaryotik hiicrelerde bulunabi-
len bir lipid sinifidir. Bu hiicrelerde énemli yapisal mo-
lekdller olarak hizmet eder ve bir¢ok hiicre fonksiyonu-
nun dizenlenmesinde gérev yaparlar (Stockmann-Ju-
vala ve Savolainen 2008). Fumonisinler, sfingolipidlerin
uzun zincir baz yapisiyla agik bir yapisal benzerlik ta-
sirlar (Bakker ve ark. 2003, Stockmann-Juvala ve Sa-
volainen 2008). Bu benzerlik nedeniyle, bazi arastirma-
cilar, sfingolipid metabolizmasinin bozulmasinin fumo-
nisinler i¢in bir hedef olabilecegini éne strmektedirler.
FB1’in primer rat karaciger hepatositlerinde de novo
sfingolipid biyosentezini inhibe edebildigi ve bu olayda
seramid sentetaz enziminin inhibisyonunun anahtar rol
oynadigi gosterilmistir. Bu sonug, FB1’in ratlarda idrar
sfinganin ve sfingosin dlzeylerini, FB1-bulagik yem ti-
keten ponilerde serum dizeylerini, deri alti yolla FB1
uygulanan farelerin bébrek, karaciger ve ince bagirsak-
larinda sfinganin duzeylerini ve in vitro kosullarda bdb-
rek epitelyum hucrelerinde hicresel sfinganin ve sfin-
gosin dlzeylerini artirabildiginin gdsterildigi bir¢cok ca-
lismayla dogrulanmaktadir (Stockmann-Juvala ve Sa-
volainen 2008).

ZEARALENON

Zearalenon, 6-(10-hidroksi-6-okso-trans-1-unde-
senil)-,-rezorsilik asit p-lakton olarak bilinen bir fitods-
trojenik bilesiktir. Zearalenon, diinyanin iliman ve sicak
bélgelerinde tarimsal Urlnlerde blyime ve hasat se-
zonlari esnasinda olusma egilimi gdsteren ve birgcok ta-
hila kolonize olan farkl Fusarium tarleri tarafindan tre-
tilmektedir. (Hussein ve Brasel 2001, Gromadzka ve
ark. 2008). F.graminearum, F.culmorum, F.crookwel-
lense, F.equiseti, F.semitectum ve F.sporotrichioides
gibi Fusarium tirleri tarafindan enfekte olan misir, bug-
day, yulaf ve arpada ¢ok siklikla yiksek miktarlarda ze-
aralenon bulunabilmektedir (Coulombe 1993, Gro-
madzka ve ark. 2008). F.graminearum ciftlik hayvanla-
rinda gérilen 6strojenik etkilerden sorumlu en dnemli
turdar (Hussein ve Brasel 2001). Zearalenon uzun yil-
lar boyunca domuzda hiperdstrojenizm ile iligkilendiril-
mis ve insanlardaki muhtemel etkileri de bildirilmistir.
Zearalenon turevleri ¢iftlik hayvanlarinda gelisimi tesvik
amaciyla kullaniimis ancak Avrupa Birligi'nde artik ya-
saklanmistir (Frisvad ve ark. 2007).

Zearalenon, alkali ¢Ozeltilerde, eter, benzen, ase-
tonitril, kloroform, aseton ve alkollerde ¢ézunir ancak
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suda ¢6zinmez. Isiya dayanikli oldugu icin bu onun gi-
dalardan uzaklastiriimasini ve/veya bozunmasini zor
hale getirmektedir. Zearalenon’un rezorsinol kismi ke-
ton ve metil gruplari olan trans izomerik formda ¢ift bag
ile 14-atomlu makrosiklik lakton halkasina kaynasmis-
tir. En sik kargilagilan zearalenon tiirevleri zearalanon,
--, ,-zearalenol ve --, ,-zearalanol’dur (Gromadzka ve
ark. 2008). Alkol metabolitleri de (-- ve ,-zearalenol) 6s-
trojenik etkilidir (Hussein ve Brasel 2001).

Zearalenon’un birgok hayvan tlriinde 6strojenik ve
anabolik 6zellikler ortaya koydugu ve fare, rat ve ko-
bayda oral uygulamay: takiben nispeten dusiuk akut
toksisiteye sahip oldugu bildiriimektedir (Gromadzka ve
ark. 2008). Ostrojenik olarak tanimlanan zearalenon ve
metabolitlerinin toksisiteleri kimyasal yapilariyla iligkili-
dir, bu yapi 6stradiol, 6stron ve &striol gibi dodal olarak
olusan 6éstrojenlerin yapisina benzemektedir. Bu bile-
sikler, 17,-Ostradiol ile yarismali olarak insan dstrojen
reseptorleriyle etkileserek Ureme sistemi Gzerine etki
etmektedirler (Coulombe 1993, Gromadzka ve ark.
2008). Birgok calismada zearalenon’un &strojenik po-
tansiyelinin diger cevresel &strojenlerinkinden birkag
kat fazla oldugu gosterilmektedir. Oral uygulamay: taki-
ben zearalenon hizli bir sekilde emilir ve --, ,-zearalenol
ve --, ,-zearalanol bilesiklerine dénustigu ve sonra glu-
kuronik asit ile konjuge oldugu bagirsak hiicrelerinde
metabolize olabilmektedir. Her ne kadar emilim orani-
nin 6lctlmesi zor olsa da, ratlarda, tavsanlarda ve in-
sanlarda yaygin sekilde emildigi gérilmektedir. Ayrica,
zearalenon, hepato-, hemato-, immuno- ve genotoksik
Ozellikler de géstermektedir. Bu nedenle, tahil ve tahil
UrGnlerinde zearalenon tolerans duzeyleri (ug/kg) bir-
cok Ulkede duzenlenmektedir (Gromadzka ve ark.
2008).

PATULIN

Patulin (4-hidroksi-4H-furo[3,2-c]piran-2(6H)-on),
curiyen meyvelerde bircok kuf tarafindan sentezlenen
bir mikotoksindir ve ticari olarak satilan elma sularinda
da siklikla olusmaktadir (Rychlik ve ark. 2004, Kawa-
moto ve ark. 2008). Patulin kontaminasyonu, Gzim, ka-
yisi, seftali gibi meyvelerde de bildiriimektedir. Patulin,
Aspergillus clavatus, Penicilium expansum, P.grise-
ofulvum ve Byssochlamys nivea gibi farkli kif turleri ta-
rafindan Uretilen bir mikotoksindir (Kawamoto ve ark.
2008). P.expansum en o6nemli patulin kaynagidir.
Byssochlamys nivea pastdrize meyve sularinda patulin
Uretebilmektedir. P.griseofulvum saf kiltirde ylksek
dizeyde patulin Ureten etkili bir kuftir ve potansiyel
olarak tahil, hamur isi ve benzer Urinlerde de patulin
Uretebilir. P.carneum, P.paneum, P.sclerotigenum,

P.dipodomycola diger patulin Greten tirlerdir ancak
dnemleri nispeten daha azdir (Frisvad ve ark. 2007).

Yapilan calismalarda patulin’in hayvanlarin akci-
ger, karaciger, bagirsak kan damarlari ve dokularinda
konjesyon ve 6dem gibi énemli semptomlara yol ac¢tigi
g6zlemlenmistir. Bununla birlikte, patulinin toksisite
mekanizmasi hala tam olarak netlesmemistir (Brase ve
ark. 2009). Patulin, hem gram-negatif hem de gram-po-
zitif bakteriler lzerine antibiyotik etkiye sahiptir (Kawa-
moto ve ark. 2008). Bircok calismada hayvanlarda akut
toksik sekilde ve teratojenik olarak etkidigi ve ayrica
mutajenite, DNA hasari yapma, nérotoksisite ve alerji
gelisimi gibi farkli toksik etkilere de sahip oldugu bildi-
rilmektedir (Rychlik ve ark. 2004, Kawamoto ve ark.
2008). Patulin’in karsinojenik glici hala bilinmemekte-
dir. 1960’larda arastirmacilar deri alti uygulamay taki-
ben sarkomalar tespit etmigken, daha sonraki yillarda
yapilan yedirme denemesi calismalarinda patulin’in
karsinojenik etkinligi kanitlanamamistir. Cok yakin geg-
miste patulin toksisitesinin hucresel yénleri yaygin se-
kilde arastiriimistir. Elektrofilik karakterine bagli olarak,
patulin’in glutatyon (GSH) ve proteinler gibi hiucresel
nikleofiller ile etkilestigi gosterilmektedir. Insanlarda
patulin’in emilimi, toksikokinetik davranigi ve metabo-
lizmasi hakkinda bilgi olmadigindan patulin’in organiz-
mada mutajenik dlizeylerde olusup olusmadigi hala
tartismalidir (Rychlik ve ark. 2004). Insan tiiketimine
sunulan gidalarda (elma ve Urinleri) patulin icerigi bir-
cok Ulkede 50 pg/kg olarak sinirlandiriimistir, AB gocuk
mamalari i¢in 10 pg/kg’lik bir limit belirlemistir. Bunun-
la birlikte bu limitler hala tartisiimaktadir (Rychlik ve
ark. 2004, Kawamoto ve ark. 2008).
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Dioksinler ve Gidalarda
Yarattigi Risk

Dioxins And Risk In Foodstuffs

Devrim Kili¢ * Dr. Giil C.Cakirogullar Yunus Ucar

Ulusal Gida Referans Muddlirligci
Kalinti Analizleri Béldimdi, Dioksin Birimi

OZET

Dioksinler yiksek toksik etkiye sahip ¢ok klorlu bilesiklerdir. Klor varliginda ¢esitli dogal olaylar ve endisti-
yel islemler sirasinda yUksek sicaklikta olusmaktadirlar. En bilinen dioksin bilesigi olan 2,3,7,8-TCDD aflatoksin-
den 600 kat daha fazla toksik etkiye sahiptir. Dioksinler dogada toprak, su ve diger alici ortamlarda bulagi olarak
bulunur ve asil énemli biyolojik birikimi lipofilik 6zelliginden dolayi yagli dokularda yaparlar. Insanlarda dioksin
maruziyetinin %90’ninin gidalardan ve 6zellikle hayvansal yag iceren gidalardan oldugu tespit edilmigtir.

Anahtar kelimeler: Dioksin, poliklorlu bifeniller, risk, gida

ABSTRACT

Dioxins are polychlorinated compounds which have high toxic effects. In availability of chlorine, they occur
in some natural events and industrial processes at high temperatures. 2,3,7,8_TCDD which is the most toxic dio-
xin congener is 600 times more toxic than aflatoxin. Dioxins exist in soil, water and the other receiving environ-
ment as a contaminant and as a result of their lipophilic character they biologically accumulate in fatty tissues.
Ninty percentage of human exposure to dioxin occurs from foods and especially from animal originated foods.

Keywords: Dioxin, polychlorinated biphenyls, risk, food
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GIRIS

insanlarin biling diizeyi arttikca, yasamlarini daha
uzun ve kaliteli sirdurme istegine paralel olarak guven-
li gida kavrami ortaya cikmistir. Son yillarda artan gida
glvenligi hassasiyeti sebebiyle, artik gidalar sadece
besinsel 6geleri ile degil ayni zamanda, kisa veya uzun
vadede insan saghgina etkili olabilecek katki, kalinti ve
bulasanlarin varligina ve miktarlarina bagh olarak de-
gerlendiriimektedir.

Gidalardaki bulasanlarin belki de en toksik olani
dioksinlerdir. Ornegin aflatoksine oranla 600 kat daha
toksik oldugu belirtiimistir (Foodinfo.net, 2008). Diok-
sinler denilince kastedilen poliklorludibenzo-para-diok-
sinler (PCDD), poliklorludibenzofuranlar (PCDF) ve co-
gu zaman dioksin benzeri poliklorlu bifenillerdir (Top-
lam 209 PCB'nin 12 tanesi). Poliklorludibenzo-para-di-
oksin iki oksijen képrusuyle, poliklorludibenzofuran tek
oksijen kopraslyle birbirlerine baglanmis klorlu ben-
zen halkasi iceren bilesen grubunun genel ismidir. 75
PCDD isomeri ve 135 PCDF izomeri bulunmatadir
(Anon., 1989). Bu bilesiklerden 17si toksik etkisi agisin-
dan degerlendiriimekte ve analiz edilmektedir (Dioxin
fact sheet, 2001). PCB’ler ise bifenillerin dogrudan klor-
lanmasi ile sentezlenmis klorlu aromatik hidrokarbon-
lardir (Dioxin fact sheet, 2001). Bu bilesiklerin icinde en
bilinen ve en toksik olani 2,3,7,8 TCDD’dir ve diger bi-
lesiklerin toksik degeri TCDD’ye goére ifade edilmekte-
dir (Anon., 1989).

Dioksinler (PCDD ve PCDF) insan yapimi olarak
ve kasten Uretilmezler fakat kimyasal islemlerin yan
arind olarak olusurlar. Volkanik patlamalar ve orman
yanginlari gibi dogal olaylar, kimyasallar, pestisitler, ce-
lik ve boyalarin Gretilmesi, kagit ve kagit hamurlarinin
beyazlatiimasi, egsoz yayilimlari ve yanma gibi pro-
sesler sonucu olusmaktadirlar. Ornegin klorlu bir atik,
yakma tesisinde kontrolstiz bir sekilde yandiginda, ya-
yilan hava dioksin icermektedir (10). PCB’ler ise yakin
tarihlere kadar ticari olarak Uretilmislerdir ve transfor-
matdrler, ingsaat malzemeleri, yaglayici maddeler, kap-
lama malzemeleri, plastik maddeler ve murekkeplerde
bulunmaktadirlar (Dioxin fact sheet, 2001).

Dioksinlerin cevrede kaliciliklari cok fazladir, i1s1 ve
zamanla parcalanma oranlari ¢ok disUktir (Anon.,
1989). Bu sebeple kalici organik kirleticiler olarak
Stockholm Konvensiyonunda belirtilmistir (chm, 2008).

Bircok arastirmada dioksinlerin 6zellikle TCDD’nin
kanser yapici etkisi belirtimistir. Ornegin Van Miller et
al 1977, Kociba et al 1978, NIH 1982a, NIH 1980b,
NCI, 1977, NCI 1979 calismalarinda dioksinlerin kan-
ser yapici etkileri gésterilmistir (Anon., 1989). Yapilan
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calismalarda dioksinlerin teratojenik oldugu fakat muta-
jenik etkilerinin olmadigi belirtilmigtir (Anon., 1989).
Bunlarin yanisira insanlarda TCDD maruziyeti sonucu
ortaya cikan ve cesitli calismalarda belirtilen septom-
lardan klorakne, hiperkeratozis, hiperpigmentasyon
elastosis gibi deri bagkalasimlari, karacigerde yumu-
sak fibroz doku olusumu, kanda transaminaz degerle-
rinde artma, hiperkolesterolemi, hipertrigliseridemi, is-
tah ve kilo kaybi, sindirim bozukluklar (6zellikle alkol
ve yagli gida sindiriminde), kas eklem agrilari ve genel
halsizlik, sismis lenf bezleri, kardiovaskdler, Uriner ebz
solunum ve pankreatik bozukluklar gibi sistemik etkile-
ri, sekstel fonksiyon kaybi, basagrisi, néropati, gérme
bulanikhdi, duyma tatma ve koku kaybi gibi sinir siste-
mine etkileri ve uyku bozukludu, depresyon, nerji ve
motivasyon kaybi, ani sinir gibi psikiyatrik etkileri bu-
lunmaktadir (Anon, 1989).

1971 yazinda ABD Missouiri’'de 57 atin élumuyle
ortaya cikan olay, 1976 italya Seveso’da yasanan fab-
rika kazasi, Viethamda ABD ordusu tarafindan kullani-
lan portakal gazi (Anon., 1989), Belcikadaki 1999 diok-
sin krizi (Lok ve Powell, 2000),1968deki Yusho ve Yu-
cheng vakasi (Anon., 1989), Ukrayna baskani Yush-
chenko’nun dioksin ile zehirlenmesi tarihteki 6nemli di-
oksin vakalaridir.

Crummett ve Stehl'in 1973 yilindaki calismalarin-
da belirttikleri Gzere dioksinler lipofilik olup birgok ¢6z0-
cude c¢ok az, suda cok daha az ¢dzunurler (Anon.,
1989). Suda ¢dzlnmeyip yagda ¢ézinmesi sebebiyle
cevrede organik maddelere ve sedimente baglanan di-
oksinler insanlarin ve hayvanlarin yagh dokularinda ab-
sorbe edilir ve biyolojik olarak pargalanmamasi sebe-
biyle de strekli biriktirilirler. (Dioxin fact sheet, 2001)
Flesh-Janys et al. tarafindan 1996da yapilan calisma
cesitli dioksin bilesiklerinin insan vucudunda 3 ile 19.6
yil arasinda degisen, ortalama 7-8 yil gibi olduk¢a uzun
yarilanma émdrleri oldugunu ortaya koymustur (Hays
ve Aylward, 2003). Isense ve Jones 1975'te biobirikim
sebebiyle canli organizmalarda yuzlerce kat fazla
TCDD bulundugunu gdstermislerdir (Anon., 1989).
Boylelikle toprakta ve havada dioksin miktari ¢cok az
iken hayvansal dokularda yuzlerce hatta binlerce kati
olabilmektedir. Bu sebeple dioksin maruziyeti acisin-
dan hayvansal gidalar bayudk énem teskil etmektedirler.

Amerikan Cevre Koruma Ajansi (EPA) tarafindan
2000 yilinda bildirildigine gére insanlarin dioksinlere
maruziyetinin %90 oranla gidalardan ve 6zellikle hay-
vansal yag iceren gidalardan oldugu tespit edilmistir
(Hays ve Aylward, 2003). Avrupa Gida Guvenligi Kuru-
mu (EFSA)’nun 2000 yih taslak degerlendirmesine gé-
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re dioksin aliminda en blyUk orana sirasiyla sut ve sit
aranleri, balk, et ve yumurta sahip olmaktadir (EFSA,
2004). Ancak bu dagilim Ulkeden Ulkeye ve beslenme
aliskanliklarina bagl olarak degisiklikler géstermekte-
dir. Bircok Ulke agisindan baliklarin daha éncelikli risk
grubu oldugu belirtilmistir.

Dioksinlerin toksik etkisi yasam slresi boyunca vi-
cutta biriken miktarla direkt olarak ilgilidir.(Dioxin fact
sheet, 2001) Avrupa Birligi Gida Bilim Kurulunun belirt-
tigine godre haftalik tolere edilebilir ahm miktari 14
pgTEQ/kg vicut agirigidir (Gies ve ark., 2007).

Ulkemizde de dioksinlerin maksimum miktarlari ile
ilgili yasal duzenlemeler yapilmis olup 2005 yilinda
yemlere, 2008 yilinda gidalara yénelik maksimum se-
viyeler, AB sinirlari esas alinarak teblig seklinde ya-
yimlanmis ve yUrirlige girmistir.

Dioksinlerin analizi gerekli ekstraksiyon ve saflas-
tirma asamalarindan sonra GC-HRMS’de izotop sey-
reltme ydéntemine gére 6lcim yapilarak gerceklestirilir
(5,6). Son derece kapsamli ve pahali olmasi sebebiyle
dlnyada az sayida analitik laboratuvarda yapilabilmek-
tedir. Ulkemizde Ankara Il Kontrol Laboratuvarr’nda gi-
da ve yem 6rneklerinde PCDD, PCDF ve dioksin ben-
zeri PCBler, Tubitak Marmara Arastirma Merkezinde
hava ve sediment 6rneklerinde PCDD ve PCDFler
analiz edilebilmektedir.

Turkiye'de gidalarda dioksin (izerine Ankara I
Kontrol Laboratuvar tarafindan yapilan iki calismada
tereyaglarinda 0,29 ile 3,98 pg TEQ/g yag arasinda de-
gisen degerlerde ve maksimum limitlerin altinda kal-
mak suretiyle (Traag et al., 2007) , baliklarda da yine
maksimum seviyelerin altinda olarak 0,84 ile 2,80 ara-
sinda degerlerde (Ugar et al., 2008) dioksin bulunmus-
tur.

Izleme ve arasgtirma galigsmalari devam etmektedir.
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OZET

Sentetik fosfodiesteraz tip-5 enzim (PDE-5) inhibitdrleri siklikla erkeklerde ereksiyon bozukluklari-nin teda-
visinde kullaniimaktadir. Bunlardan biri ge¢miste pulmoner arter hipertansiyon tedavisinde kullanilan, daha son-
ra Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan ereksiyon bozukluklarinin tedavisinde kullaniimasi igin onay
verilen sildenafil sitrat (Viagra®) dir. Bu ila¢ doktor kontroliinde kullaniimahdir, ctinkl yiksek dozda kullanimi cid-
di yan etkilere sebep olabilmektedir. Son birkag on yilda bitkisel besin desteklerinin ve bitkisel ilaglarin kullanimi
bilyuk 6lgiide artmistir. Genel olarak toplumda bitkisel desteklerin tamamen dogal oldugu yéniinde bir inang var-
dir. Fakat son zamanlarda bitkisel ila¢ ve besin desteklerinde, bilhassa sildenafil ve analoglariyla olmak Uzere,
sentetik PDE-5 inhibitorleriyle bircok tagsis vakasi rapor edilmistir. “Dogal” olan bitkisel desteklerde yapilan tag-
sis insan saghgi tehdidine sebep oldudu icin, bu maddelerin analiz edilmesi icin analitik metotlar olusturulmustur.
Literatlirde, bitkisel destek ve ilaglarda yapilan yasal olmayan tagsisin izlenmesi genel olarak HPLC, LC/MS,
LC/MS/MS ile yapilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: PDE-5 inhibitorleri; sildenafil; sildenafil analoglari; tagsis; bitkisel destekler; LC/MS.
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ABSTRACT

Synthetic phosphodiesterase type-5 enzyme (PDE-5) inhibitors are frequently used to treat erectile dysfunc-
tion (ED) in men. One of them which was used in the past to treat pulmonary artery hypertension is sildenafil cit-
rate (Viagra®), was approved for the treatment of ED in man by the US Food and Drug Administration (FDA).
This drug should be taken under doctors’s control because over-dose may cause serious side effects. Over the
last few decades the use of herbal dietary supplements and herbal remedies has increased greatly. There is a
general belief in the public that herbal supplements are “all natural.” But recently, in particular, there have been
several reports about herbal supplements and herbal drugs which had been adulterated with synthetic PDE-5 in-
hibitors, especially with sildenafil and sildenafil analogues. Because of the adulteration of “natural” herbal supp-
lements poses a health treat to people, analytical methods were performed to analyse these substances. Repor-
ted methods in the literature concerning for illegal adulterations in herbal supplements and drugs are generally
HPLC, LC/MS, LC/MS/MS.

Key Words: PDE-5 inhibitors; sildenafil; sidenafil analogues; adulteration; herbal supplements; LC/MS.

Hastalarda ereksiyon bozukluklari genellikle

1. GIRIS

1990’ yillarin basinda, fosfodiesteraz enzim-5 et-
kinligini engellemek icin bir ilag gelistirildi. Gelistiriime
amaci bir iskemik kalp rahatsizligi olan angina pekrosis
(g6gus agrisi) ve hipertansiyon tedavisinde kullaniima-
siydi. Fakat ila¢ heniiz faz 1-2 ¢calismasi asamasinday-
ken arastirmacilar deneklerin kullanmadiklar tabletleri
iade etmek istememesiyle hayrete dustuler. Ve calis-
ma, denek- lerden bircok erkegdin daha 6nce var olan
ereksiyon bozuklugunun ¢ézimlendigini ifade etmesiy-
le sonuglandi (Gratz ve ark., 2004, Anonim, 2010a).
Daha sonra bu madde sildenafil sitrat, (Viagra®) olarak
adlandirildi. 2003 AJustos ayina kadar ereksiyon bo-
zukluklarinda kullanilan tek PDE-5 inhibitéri sildenafil
sitrat oldu. Daha sonra iki farkli PDE-5 inhibitéri daha
daha hem Avrupa’da hem de Amerika’da onaylandi.
Bunlar; vardenafil hidroklorid (Levitra®) ve tadalafil
(Cialis®) olarak adlandirildi (Gratz ve ark., 2004, Reep-
mayer ve Avignon, 2008).

Sildenafil sitratin etki mekanizmasi, korpus kaver-
nosumda azot oksit salinimini saglamakla baslar. Sali-
nan azot oksit, guanilaz siklaz enziminin reseptérlerine
baglanir, bu durum da siklik guanozin monofosfat sevi-
yelerinin artmasina sebep olur. Bu da penis yapisinda
bulunan sarmal arterlerdeki diiz kaslarin gevsemesine
bdylece kan akisinin hizlanmasina dolayisiyla ereksi-
yona sebep olur. Sildenafil karaciger enzimleri tarafin-
dan metabolize edilir ve hem karaciger hem de bdbrek
tarafindan vicuttan atimi gergeklesir. Vucuttaki yari
6mri 3-4 saattir (Anonim, 2010a, Singh ve ark., 2009).
Sildenafil, C22H20N604S kimyasal formUline sahip
olup, molekdl agirigr 474,6 g/mol’dir.
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(%60-70 kadar) hipertansiyon ve iskemik kalp rahat-
sizliklari ile birlikte seyreder. Ne yazik ki PDE-5 inhibi-
torleri, bu hastaliklarin tedavisinde kulanilan bazi ilag-
larda negatif etkilesim gdstermektedir. Nitrogliserin, do-
xazosin, terazosin gibi. (Singh ve ark., 2009). PDE-5
inhibitdrlerinin hem bu negatif etkilesimleri hem de gor-
me bozuklugu ve noksanligi, hipotansiyon, ani duyma
bozuklugu gibi yan etkilere sebep olmasi gibi problem-
ler PDE-5 inhibitérlerinin bitkisel alternatiflerinin ortaya
cikmasina zemin hazirlamistir (Anonim, 2010a, Singh
ve ark., 2009, Pomeranz ve Bhavsar, 2006, Anonim,
2010b).

Bitkisel besin destekleri, “tamamen dogal, gtivenli
ve hic bir yan etkiye sebep olmamasi” gibi sloganlariy-
la kisa zamanda bUyuUk bir pazara ulasmiglardir. Fakat
bircogunun maalesef PDE-5 inhibitdrleri eklenerek tag-
sise ugradigi tespit edilmistir. Su anda sadece onay al-
mis PDE-5 inhibit6rleriyle degil, onaylanmamis PDE-5
analoglariyla da yapilan tagsis vakalari rapor edilmis
ve literatlire gecmistir. Bu problem, gizlenip Gzeri 6rtul-
dikcge daha da icinden ¢ikilamaz bir hal almakta, PDE-
5 analoglarinda yapilan yapisal degisikliklerle elde edi-
len modifiye anologlarin da tagsis amaci kullanildigi or-
taya cikmaktadir.

Bu derleme, bitkisel besin desteklerinde tagsis ola-
rak tiketicinin karsisina ¢ikan ve sagligini tehdit eden
PDE-5 inhibitérlerinden sildenafil ve yeni olarak ortaya
cikan sildenafilin yapisinda yapilan degisiklerle elde
edilen sildenafil analoglarinin tespitiyle ilgili literatir
derlemesi yapmayi amaglamaktadir.
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2. BITKISEL BESIN DESTEKLERINDE
SILDENAFIL VE ANALOGLARIYLA
YAPILAN TAGSIS

2.1. Bitkisel Besin Destekleri

Bitkisel besin destekleri artik hem gelismis hem de
gelismekte olan llkelerde yaygin olarak kullaniimakta-
dir. Thketicideki genel kani ise, bitkisel desteklerin sen-
tetik iceriklerden, ilaglardan daha guvenli oldugu yé-
nindedir. Fakat yapilan son arastirmalar, bunun aksi
ybnundeki sonuclarla bizi kargi karsiya birakmaktadir.
Ozellikle Cin ve Tayvan gibi uzak dogu menseli bitkisel
ilac ve besin desteklerinde fazla miktarda agir metal ve
ureticinin belirtmedigi ilaclara rastlanmaktadir (Gratz ve
ark., 2004, Singh ve ark., 2009, Lin ve ark., 2006, Liang
ve ark., 2006).

Bitkisel besin desteklerinin iceriginin Uzerinde be-
lirtilmesi zorunlu olup, piyasaya surilmeden énce sag-
likli ve glvenli olmasinin tim sorumlulugu ise Ureticiye
aittir. FDA piyasadaki glvenli olmayan bitkisel besin
desteklerine karsi énlem almaktan sorumludur. Ulke-
mizde ise Tarim ve Koyisleri Bakanligi bitkisel besin
desteklerine ruhsat vermekte ve glvenli olmayan urun-
lere kargl 6nlem almaktadir. (Singh ve ark., 2009).

Dogada afrodizyak etkili bircok bitki bulunmakta-
dir. Bunlardan en cok kullanilanlari; ginseng kokd, lici
tohumu, kurt GzOm0 meyvesi, aveto, keciboynuzu, sa-
kayik koékl, magnoliavine meyvesi vb. cogu uzak dogu
kdkenli bitkilerdir. Bunlardan faydalanilarak da afrodiz-
yak etkili bitkisel besin destekleri hazirlanmaktadir. Bu
bitkisel besin destekleri ylksek dozda kullaniimadiklari
surece, hicbir saglik tehlikesi olusturmadan cinsel gucu
arttirici etki gbstermektedir. Fakat Greticiler, Grin- leri-
nin etkisini arttirmak ve sadece biraz daha fazla kar el-
de etmek igin Urinlerine sentetik PDE-5 inhibitdrlerin-
den olan sildenafil ve thiosildenafil, thiomethiosildena-
fil, thiohomosildenafil, homosildenafil, acetildenafil, hid-
roksihomosildenafil gibi sildenafilin yapisal analoglarini
sonradan eklemekte, bu durum halk saghgi i¢in tehlike
olusturmaktadir (Singh ve ark., 2009, Zhu ve ark.,
2005). Literatirde sildenafil ve onun yeni analoglariyla
yapilmis bircok tagsis vakasi ve bu maddelerin tespiti
icin gelistiriimis analiz yéntemleri vardir.

2002 yilinda Cin’de yapilan bir arastirma sonucun-
da bitkisel besin destegi kapsullerinde ortalama 42,8
mg/kapsul sildenafil sitrat tespit edilmistir (Tseng ve
Lin, 2002). Pfizer firmasi ise, etken maddesi sildenafil
sitrat olan Viagra®nin giinde 50 mg kullaniimasi gerek-
tigini ve maksimum dozun 100 mg oldugunu tavsiye et-
mektedir. 65 yasin Uzeri ve ciddi bébrek rahatsizligi
olanlarin ise glinde 25 mgdan fazla viagra tliketmesinin

tehlikeli olabilecegini belirtmektedir (Anonim, 2010c).
Bu durum saglikli insanlarin bile glinde 3 destek table-
ti almasinin ¢ok tehlikeli olabilecedini géstermektedir.

Tayvan’da 2006 yilinda yapilan bagka bir calisma-
da, bitkisel besin desteklerinde bir sildenafil analogu
olan hidroksihomosildenafile rastlanmistir. Bu yeni
maddenin sildenafilin piperazin tarafindaki N-metil gru-
bunun yerine N-hidroksi-etil grubunun gelmesiyle elde
edildigi géralmektedir (Lin ve ark., 2006).

2009 yilinda Fransa’da yapilan bir calismada ise
afrodizyak etkili 17 ticari bitkisel besin destegi ve bitki-
sel ila¢ analiz edilmistir. Analiz edilen bes numunede
sildenafil, bir numunede hidroksihomosildenafil, bir nu-
munede ise distk miktarda thiomethisosildenafil tespit
edilmistir (Balayssac ve ark., 2008).

Yukaridaki literatir calismalarindan da anlasilaca-
g1 Uzere dnceleri sildenafil ile yapilan tagsis, yerini ye-
ni analoglarina birakmistir. Ve bu analoglar, insanlarda
kullaniimasi ruhsatlandiriimis ilaglar degildir. Son za-
manlarda ise, sildenafilin piperazin tarafindaki oksijenin
yerine kikurt gelmesiyle elde edilen thio-sildenafil tu-
revleriyle yapilan hileler literatrlere gecmeye basla-
mistir (Zou ve ark., 2008).

2.2. Piyasadan Cekilen Bitkisel Besin Destekleri

Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA), PDE-5 inhi-
bitorleriyle tagsis yapilmis bircok marka bitkisel besin
destekleri tespit etmis ve bunlarla ilgili gerekli dnlemle-
ri almaktadir. Cogu zaman firmalara Grtnlerinin kendi-
lerinin piyasadan cekmesini tavsiye etmekte ya da
arinleri tamamen yasaklamaktadir.

Mayis 2003’te, “Viga” isimli bitkisel besin deste-
ginde sildenafil tespit edildiginden, FDA tlketici- leri bu
arand satin almamalari konusunda uyarmis, firmanin
da goéndlli olarak bu Grtnu geri ¢cekmesini talimat ola-
rak vermistir (Anonim, 2010d).

Eylul 2007°de “Axcil ve Desirin” markal, dogal af-
rodizyak etki amacli tUm dinyada satilan bitkisel besin
desteklerinde, FDA laboratuarlarinda yapilan analizler
sonucunda sildenafil, thiosildenafil, thiohomosildenafil
tespit edilmis, Ureticinin firmanin ilaglarini géndlli ola-
rak piyasadan ¢ekmesi karari verilmistir (Anonim,
2010e).

FDA, yine 2007 yilinda “True Man ve Energy Max”
adli bitkisel besin desteklerinin tamamen yasaklamistir.
Bu besin desteklerinde ise, 6nce sildenafilin thio ana-
logu tespit edilmis, sonra ise hem sildenafilin thio ana-
logu hem de vardanafilin bir analogu tespit edilmistir
(Anonim, 2010f).
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2.3. Kullanilan Teknikler

Literatirde, karmasik matrislerde PDE-5 inhibit6r-
leri ve analoglari ile yapilan tagsiste, dolayisiyla silde-
nafil ve analoglarinin hem ayrimi hem de tespitinde, in-
ce tabaka kromatografisi (TLC), yuksek performansli
sivi kromatografisi (HPLC), sivi kromatografisi kutle
spektrometrisi (LC/MS) kullaniimaktadir. Ayrica yeni ve
bilinmeyen sildenafilin analoglarinin tanimlanmasinda,
ultraviyole spektroskopi (UV), infrared spectroskopi
(IR), nikleer manyetik resonans (NMR), LC/MS/MSn
gibi bircok teknigin kullanimi faydal bulunmustur
(Singh ve ark., 2009). Bununla beraber, LC/MS tek-
nikleri, bitkisel besin desteklerinde sildenafil ve analog-
larinin hem tespitinde, hem de yeni analoglarinin ta-
nimlanmasinda baskin olarak gértlmektedir.

Tablo 1’de (en sonda verilmistir) sildenafil ve ana-
loglarinin tespitinde siklikla kullanilan HPLC teknikleri
ve cihaz sartlari, Tablo 2'de (en sonda verilmistir) ise
sildenafil ve analoglarinin yapisi ve MS parcalanma
verileri yer almaktadir. Tablo 2'de goérildugu gibi ilaglar
ve onlarin analoglari benzer bir kimyasal yapi gbster-
mektedir. Bu ylzden onlarin parcalanirken de ayni yo-
lu izlediklerini disunebiliriz. Sildenafil ve analoglarinin
karakteristik ortak iyonlari m/z 311 ve m/z 377’tir. Bu
yuzden sipheli bir numune ile karsilastigimizda ve
icinde ki sildenafil ve analoglari konusunda bilgi sahibi
olmadigimizda bu karakteristik iyonlar bize iyi bir kanit
saglayacaktir. Benzer sekilde thiosildenafil ve analog-
larinin ortak karakteristik parcalanma iyonu m/z
299’dur. Bu iyon bize thiosildenafil ve analoglari hak-
kinda ciddi bir ipucu saglayacaktir. Literatirde, baska
sildenafil gruplarn ve diger PDE-5 inhibitorleri ile ilgili
benzer calismalar vardir. Biz bu derlemede, en cok
rastlanan, son zamanlarda en ¢ok tagsis olarak rapor
edilen sildenafil ve analoglari ile ilgili verilere yer ver-
meye calistik. Ayrica MS verilerinin bilinmeyen bir ila-
cin tespitinde, 6zellikle tagsis vakalarinda, kullanilabi-
lecegini géstermeye calistik.

Kullanilan cihaz teknidinin yaninda, diger énemli
konu numune hazirlamaktir. Cogu numune hazirlama
teknikleri, istenen analitinin organik bir solvent igine
alinmasiyla saglanmaktadir. Tablo 3'de (en sonda ve-
rilmistir) siklikla kullanilan numune hazirlama teknikleri
listelenmistir. llaglar genel olarak su ve metanolde iyi
¢6zundugunden, literatirde bitkisel besin desteklerinde
sildenafil ve analoglarinin tespitinde, ekstraksiyon asa-
masinda metanol ve su siklikla kullaniimakta, basit
ekstraksiyon yéntemleri ile bera- ber HPLC ve uygun
detektér secimi (UV,MSn v.b.) genel stratejiyi olustur-
maktadir.
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3. SONUC

Son zamanlarda, bitkisel besin desteklerinde sil-
denafil ve analoglariyla yapilan tagsise siklkla rast-
lanmaktadir. Bu durum halk sagligini ciddi bir sekilde
tehdit ettiginden, literatlrde sildenafil ve analoglarinin
tespiti ve yeni analoglarinin tanimlanmasiyla ilgili bir-
cok metot gelistiriimistir. Bu derlemede, literatiirde ge-
nel olarak yer alan numune hazirlama teknikleri, cihaz
teknikleri, MS parcalanma verilerini de icine alan bir
metotlar tablolar halinde sunulmus, genel stratejilere
yer veril- migtir. Burada verdigimiz bu bilgiler, bitkisel
besin desteklerinde sildenafil ve analoglarinin tepsi-
tinde kolaylkla kullanilabilecek verilerdir.
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Tablo 1: Literatiirde yer alan bitkisel besin desteklerinde sildenafil ve yeni analoglari icin HPLC metotlari

o Mobil Faz Gradient | Akis Hizi
Uygulanabirlik Kolon Kaynak
A B Tdk/A:B (ml/dk)
SB-C18 s T0-5/85:15;
u t k.
Sildenafil 150 x 2,1 mm Asetonitril T5-15/10;90 | 0,4 Gratz va ark.
(% 0,1 Formik asit) 2004
5pm T15-20/10;90
Piperidine asetildenafil | SB-C18 o T0-15/95:5;
_ . . Su Asetonitri Gratz ve ark.,
Hyroksiasetildenafil 150 x 2,1 mm T15-20/5;95 |0,2
. ) (% 0,1 Formik asit) | (% 0,1 Formik asit) 2006
Sildenafil 3.5 ym T20-27/95;5
Sildenafil
HI ena'Ild fil c18 A f t
omosildenafi monyum forma Z K.
: "~ |250x 4,6 mm | Asetonitril Y T0-27/38:62 | 1,0 ou ve ar,
Hyroksihomosildenafil 0,01 M 2006
Asetildenafi 5 Hm
Asetildenafil g % 0,1 Sodyum-1-
heksanesulfonik
Hyroksiasetildenafil . ! ! TO-15/45:55 Choi ve ark.,
_ ) 250 x 4,6 mm | asit Asetonitril 1,2
Sildenafil . . T15-28/0;100 2008
5pum (%0,1 Fosforik asit
Homosildenafil icinde)

Thiomethisosildenafil SB-C18 T0-5/85:15 Reepmayer
o ] Su Metanol ]
Methisosildenafil 150 x 4,6 mm T5-15/10;90 |1,0 ve Avignon,
(7mM Formik asit) | (7mM Formik asit)

Thiosildenafil 5 pm T15-20/10;90 2008
SB-C18 T0-5/85:15
o ) ) i Su Metanol Reeprpayer
Thiohidroksihomosildenafil | 150 x 4,6 mm T5-15/0;100 |1,0 ve Avignon,
(7mM Formik asit) | (7mM Formik asit)
5 um T15-20/0;100 2009
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Tablo 2: Sildenafil ve Analoglarinin Yapisi ve MS Pargalanma Verileri

. ' . Ana Parcalama Ortak parcalanma
Sildenafil ve Analoglari | Tam Kiitle .o i Kaynak
Uriinleri (m/z) (m/z)
pae———rt c,n.n.lru
o 475, 447, 418, 391, 377,
I e, 474,2049 374, 329 311, 283, 163 311, 377 Reepmayer, 2009
-0,
-]
- 487, 461, 377
’ ’ ’ Reepmayer, 2009
'}J'L 488,2206 311,299,283,255, 113, 311, 377 pmay
il i fj . 99 Zou ve ark., 2008
" Reepmayer, 2009
,}:CJ;_W_ 5042155 | 505: 487, 461,377, 311, 311377 eepmay
= 283, 129, 112, 99 Lin ve ark., 2006
*—-,__-1—1 E"L
h-l--"':-\.-"-lb-c'eh-
491, 407, 393,343, 341, Zou ve ark.. 2008
'ﬂ..ﬂ::--a 490.1821 327, 315, 312, 299, 283, 299 ’
h:_:r' !: 5 5, 271, 163, 99 Reepmayel’, 2009
wf_ﬂ:-ubﬁ
o 505, 477, 421, 393, 355,
- {:,_ -, 504,1977 307,299, 271, 113, 99 299 Zou ve ark., 2008
s o b

Tablo 3: Sildemafil ve Analoglarinin Ekstraksiyonu Igin Numune Hazirlama Teknikleri

Ekstraksiyon

Sivi ¢dzeltiyi LC-MS’e enjekte et.

Numune Cesidi Solventi Prosediir Kaynak
. Metanol Metanol ile ultrasonik banyoda 30 dk numuneyi ekstrakte et. Va-
Kapsul e . . Zou ve ark., 2008
Kloroform kum altinda ¢6zliclyi ugur. Kloroform ile kalan kalintryr ¢6z.
Ultrasonik banyoda 20 dk 25 ml (1:1) Asetonitril / Su ile ekstrak- Reepmaver ve ark
Kapsul Asetonitril / Su | te et. 4500 rpm’de santrif(ij yap. Ustte kalan ¢ozeltiyi LC-MS’e P 2)607 v
enjekte et.
s Numuneyi 0,45 pm naylon filtreden gecir. Metanol ile belli bir
Oral Gozelt Metanol orana seyrelt. Sivi ¢ézeltiyi LC-MS’e enjekte et. Zhu ve ark., 2005
Manyetik karistiriciyla 2 saat 100 ml metanol ile numuneyi ¢6z.
. 30 dk ultrasonik banyoda muamele et. Cozeltiyi seyrelt. Balayssac ve ark.,
Kapsdll, tablet Metanol Numuneyi 0,45 pm naylon filtreden gegir. Sivi ¢dzeltiyi 2008
LC-MS’e enjekte et.
30 dk oda sicakhginda 5 ml etanol ile ultrasonik calkalayicida
Toz numune Etanol numuneyi ekstrakte et. Numuneyi 0,45 pm naylon filireden gecir. | Lin ve ark., 2006
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Gida lle Temas Eden
Ambalaj Malzemelerinde
Bisfenol A

Bisphenol A In Packaging Materials In Contact
With Food

Semra Yiiksel SENER Dr. Ebru SANLI* Dursun KIRISIK T. Bogachan ALTUNKAYNAK
Ulusal Gida Referans MudidLirltigd

Gida ile Temas Eden Madde ve Malzemeler Bélimdi

OZET

Gidayla temas eden ambalaj malzemeleri, dogru secilmediginde icerdikleri kimyasallardan dolayi gidaya ce-
sitli kimyasal maddeleri bulastirma tehlikesini de beraberinde getirebilmektedir. Bu problemin ¢6zimu i¢in gida
ile temas eden malzemeler konusunda Avrupa Birligi ve Uye Ulkeler tarafindan benimsenen ve Ulkemizde de ge-
cerli olan mevzuat ¢alismalari yapilmaktadir. Gida ile temas eden malzemelerde yaygin olarak analizleri yapilan
bilesikler; formaldehit, ftalat ve aromatik amin bilesikleri, BADGE ve BFDGE, Bisfenol A (BPA), kalinti solvent
analizleri, melamindir. S6zkonusu bilesiklerden ¢alismamizin konusu olan BPA’nin en fazla kullanildidi alan %
60’hk oranla polikarbonat plastik Uretimidir. Bunu %26’lik oranla epoksi recine Uretimi takip etmektedir. Genel ola-
rak polyester Uretimi, termal kagit Gretimi, PVC plastiklerde katki maddesi olarak kullanimi, lastik ve poliamid sa-
nayinde kullanimi % 0.2-0.3 oranlarinda degismektedir. GinlUk hayatimizda kullandigimiz PVC plastik pencere-
ler, kompakt disk, is guvenlik kasklari, toz boya, su damacanalari, bebek biberonu konserve kutularinin i¢ yizey
kaplama folyolarinda, elektrik ve elektronik parca yapiminda da siklikla kullaniimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Bisfenol A; ambalaj; migrasyon.
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ABSTRACT

Packaging materials which are contacting to food stuff are if not proper can cause different chemicals to con-
taminate into food. To attemp to solve this problem, there are draft legislationas espoused in Europen Union
and memberships also hold true in our country. Most common chemical compounds analysing in food stuff con-
tacting packaging material are formaldehyde, ftalat ve aromatic amin compounds BADGE ve BFDGE, Bisfenol A
(BPA), residii solvent analysis , melamine. Case of our study, BPA is mostly in use with 60 % rate policarbonic
plastic production. Epoxy resin production is following BPA with 26 % rate. Generally the rate in production of
polyester and thermal paper, in use an additive in PVC plastics, use in gum and poliamid industry is between
0,2 - 0,3 % . Furthermore it’s frequently used in PVC plastic windows, CD, security casques, powder paints, fla-
gons, feding bottles, covering inside the tin cans, production of electric and electronic materials.

Key words: Bisphenol A; packaging; migration,

GIRIS

Ambalaj malzemeleri; 1s1k, nem, oksijen, mikroor-
ganizma, koku gibi maruziyetlere karsi gidayi korumak
ve gidanin kalitesi ile glvenligini saglamak amaciyla
kullaniimaktadir (Strathmann ve ark., 2005). Genel ola-
rak gidayla temas eden ambalaj malzemeleri, plastikler
(Lau ve Wong, 1997) agirlikta olmak Uzere seluloz, ka-
git, karton, seramik (Miguel ve ark., 1997; Saria-Vidal
ve ark., 1997), cam, kauguk, silikon, metal, ahsap ve
vaks gibi maddelerden olusmaktadir (Muncke, 2009).
Gidalarla temas eden malzemelerin bilesimlerinde, ka-
zandirdigi 6zellige gére monomer, baglatici maddeler,
katalizérler, ¢ézuctler ve katkilar olabildigi gibi bu mad-
delerin kanigimlari, reaksiyon ve parcalanma arinleri
de olabilir. Dolayisiyla bu malzemeler icerdikleri kimya-
sallardan dolayi gidaya cesitli kimyasal maddeleri bu-
lastirma tehlikesini de beraberinde getirebilmektedir
(Bonini ve ark., 2008; Muncke, 2009). S6z konusu bu
gecisler tek baslarina olabilecekleri gibi ¢esitli kimyasal
tepkimeler esliginde de ortaya c¢ikabilmektedir. Kimya-
sal go¢ kavrami (migrasyon), belirli kosullar altinda am-
balaj malzemesinin Uretiminde kullanilan kimyasal
maddelerin temasta bulundugu gida maddesi ile etkile-
serek gidaya gb¢ etmesi ya da transferi olarak tanim-
lanmaktadir (Katan, 1997; Muncke, 2009). Migrasyonu
etkileyen temelde dort farkli degisken vardir. Bunlar gi-
danin yapisi, temas suresi, temas sicakligi ve ambala-
jin yapisinda bulunan ve iceriginde kullanilan maddele-
rin miktaridir. Tiam bu degiskenlere bagli olarak gida
maddesinin kalitesi bozulabilmekte ve ambalajin bazi
Ozellikleri degisebilmektedir. Gidayla temas eden am-
balaj malzemeleri, degisen yasam kosullari sonucunda
gerek hijyenik gerekse de giindelik yasami kolaylastir-
diklar icin yaygin olarak kullaniimaktadir. Gunlik ya-
samda hemen her yerde karsimiza ¢ikan bu Grunler,
muhtemel tim kullanim durumlarn géz éninde bulun-
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durularak hazirlanmalidir ve insan saghgina zarar ve-
recek, gidanin niteliginde degisiklige neden olacak her-
hangi bir maddenin sicakhk degistikce ve zamanla gi-
daya gecisine izin vermeyecek o6zelliklerde olmalidir
(Sanches-Silva ve ark.,2009). Gida maddesinin bozul-
masi ve tuketici sagligini tehdit etmesi ciddi bir prob-
lemdir. Bu problemin tstesinden gelebilmek icin giday-
la temas eden madde ve malzemeler konusunda
ABD’nde, Ulkemizde (TGK, 2008) ve Avrupa birligi Gl-
kelerinde mevzuatlar ve duzenlemeler gelistirilmistir.
Bu mevzuatlara gére gida ile temas eden madde ve
malzemeler givenli olmali ve bilesenlerini gida madde-
lerine kabul edilemez miktarlarda tranfer etmemelidir
(Katan, 1997). Plastik malzemelerle ilgili toplam ve
spesifik olmak Uzere iki tir migrasyon limiti olusturul-
mustur. Birincisi gida ile temas eden madde ve malze-
melerden gida maddesine gecgebilen tim maddeler icin
olusturulmus bir limittir, bu maddeler toplamda
10mg/dm2 (madde/ambalaj malzemesinin alani) gec-
memelidir (Atek ve Belhaneche-Bensemra, 2005; Grob
ve ark., 2007). Ikincisi spesifik go¢ limitidir ve gidaya

Tablo 1. Bisphenol A'nin Genel Ozellikleri

Genel Adi Bisphenol A

IUPAC Adlandirmasi | 2,2-bis (4-hidroksifenil) propan

CAS numarasi 80-05-7

Kimyasal Formdila C5H1602

Yapisal Formilu (CH3)2-C-(C6H4-0OH)2

Molekdler Agirig 228.9

Erime Sicaklig 153-156°C

Kaynama Sicakligi 220°C (0.5kPa)

Alevlenme Sicakligi | 270°C

Ucuculugu 193°C (1 atm basincta)

Sudaki Cozunarliga | 120 mgL -1 (25°C’de)
(ECB 2003)
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gecebilen her bir madde icin toksikolojik degerlendir-
mesine dayanarak olusturulmustur. Spesifik gé¢ limiti,
genelde Avrupa Bilimsel Gida Komitesi tarafindan be-
lirlenen kabul edilebilir veya tolere edilebilen gunlik
alima gore olusturulur. Bu degerler 60kg agirhgindaki
bir kisi yagsami boyunca her gun plastik materyal ile pa-
ketlenmis Urunler yiyebilecedi gbz édnunde bulundurula-
rak hesaplanmistir (Grob ve ark., 2007). Bu ¢alismada
ele aldigimiz BPA spesifik migrasyon olarak degerlen-
dirilmektedir. Genel 6zellikleri tablo 1’de verilmigtir.

1. Bisfenol A’nin Genel, Fiziksel ve Kimyasal
Ozellikleri

2,2-bis (4-hidroksifenil) propan, genel olarak Bisfe-
nol A (BPA) adi ile bilinmektedir. Iki mol fenoltn bir mol
aseton ile disik pHda ve yiksek sicaklikta konden-
sasyonu ile elde edilmektedir. BPA kati, fenolik kokulu,
krem-beyaz renkte, kristal yapidadir. 25°C’deki yogun-
lugu 1.1-1.2 g.L-1’dir. Etanol, aseton ve dimetilsulfok-
sid (DMSOQ) gibi ¢dzlcllerde iyi ¢dzinmektedir Genel-
de Uretilen BPA %99-99.8 saflikta olmaktadir (Staples
ve ark., 1998).

2. Bisfenol A’nin Uretimi ve Kullanim Alanlari

BPA’nin dlinyadaki yillik Gretimi ortalama 1.7 mil-
yar kg civarindadir. Alimanya, Hollanda, Japonya ve
Amerika gibi Ulkelerde cesitli firmalar (Dow, Bayer,
Shell, Mitsubishi gibi) tarafindan Uretilmektedir.
BPA'nin kullanim alaninin fazla olmasi ve artan talep
nedeniyle yillik Gretimi de giderek artmaktadir (Feld-
man ve Krishnan, 1995). Sadece Avrupa’da 1997-98
yillari arasinda 40.000 ton BPA kullaniimigtir. BPA’nin
en fazla kullanildii alan %60’k oranla polikarbonat
plastik Gretimidir (Feldman ve Krishnan 1995; Fent ve
ark., 2003, Le ve ark., 2008; Maia ve ark., 2009). Poli-
karbonat plastikler ve epoksi recineler genel olarak gi-
da saklama posetleri, su damacanalari, kola ve meyve
suyu siseleri, bebek biberonlari (Biles ve ark., 1997;
Staples ve ark., 1998; Sajiki ve Yonekubo, 2003; Bre-
de ve ark., 2003; Maia ve ark., 2009), kola ve bira ku-
tularinin i¢ yGzeyinin kaplandigi plastik film yapiminda
kullaniimaktadir (Kang ve Kondo, 2005, Staples ve
ark., 1998). Ylksek sicakliga dayanikli polikarbonat
plastikler yaygin olarak otomotiv sektériinde de kulla-
nilmaktadir. BPA’nin ¢cok genis kullanim alaninin olma-
sI gunluk hayatta kisilerin BPA ile temas etme risklerini
arttirmaktadir. BPA, gunluk kullandi§imiz ara¢ gerec-
lerde de aciga cikmaktadir (Staples ve ark., 1998, Mai-
a ve ark., 2009). Polikarbonat bebek biberonlarinin
normal kullanimi ile <0.03-5 ppb (Biles ve ark., 1997;
Brede ve ark. 2003), polikarbonat siselerin otoklav edil-
mesi ile 2.8 ppb (Krishnan ve ark., 1993; Feldman ve

Krihnan, 1995) ve epoksi film kapli konserve kutusun-
dan 80 ppb BPA'nin agiga cikabildigi belirtiimektedir.
Le ve arkadaslari (2008), kullaniimis polikarbonat su
siselerini ve ayni marka ile satin aldiklari yeni polikar-
bonat su siselerini, normal hayatta bu polikarbonat su
siselerinin kullanim sartlarini simile edecek sekilde 7
glin boyunca test emigler ve polikarbonat siselerden
salinan BPA’nin, kullaniimis ve yeni siselerde ayni ol-
dugunu bulmuslar. Brede ve arkadaslar (2003) ise
yaptiklari calismada kullaniimis siselerde BPA’nin da-
ha fazla oldugunu ancak Avrupa Birligi’'nin belirttigi
gunluk tolere edilebilir alim miktarini (0,01 mg/kg vicut
agirhgi/gin) asmadigini belirlemislerdir. Bununla birlik-
te, kaynar suya tabi tutulmus polikarbonat siselerde
¢ok daha fazla BPA salinimi gerceklestirdigi bircok
arastirmaci tarafindan da gézlenmistir. Aradaki farkin
ise 15 ile 55 kat arasinda dedgistigini rapor etmislerdir
(Biles ve ark., 1997; Le ve ark. 2008). Ayrica, dis dolgu
maddesi yapiminda da polimerik BPA bis-glisidildime-
tasiralat ve BPA-dimetilakrilat kullaniimaktadir (Olea ve
ark., 1996; Snyder ve ark., 2000, Vandenberg ve ark.,
2007). Olea ve ark., (1996) 50 mg dis dolgu maddesi-
nin uygulanmasindan 1 saat sonra 0.05-1 ppm
BPA'nin agiga ciktigini belirtmektedir. Avrupa Gida
Gulvenligi Kurumu (EFSA) ve Fransa Gida Gulvenligi
Ajansi (AFSSA)’nin ortaklasa yaptigr arastirmalara go-
re insanda maksimum BPA alim miktarinin ginlak 0,05
mg/kg oldugu belirlenmigtir.  Avrupa Direktifi
2002/72/EC’ye gbre BPA igin spesifik migrasyon limiti
gida veya gida simulantlarinda 3 mg/kg’dir.

3. Bisfenol A’nin Cevresel Durumu

BPA’nin ¢evrede bulunma orani hakkinda yapilan
calismalarda ylzey sularinda BPA konsantrasyonlari-
nin farkliliklar gésterdigi belirtiimektedir. Aimanya, Bel-
cika ve Hollanda da yapilan calismalarda sehir sebeke-
si suyunda (<8-11 ngL-1) BPA bulundugu belirtiimekte-
dir (Giilnaz, 2006). Uretim sirasinda olusan atiklarin
yeterince aritilmadan atik sularla ylizey sularina veril-
mesi, BPA depolarinda meydana gelen kacaklar ve ta-
simacilik sirasinda meydana gelen kazalarla BPA’nin
blaydk miktarlarda cevreye bulastigi belirtiimektedir
(Sajiki ve Yonekubo, 2003; Kang ve Kondo, 2005; Le
ve ark.,, 2008). 1993 yilinda Uretilen 640.000 ton
BPA’nin yaklasik %0.017’si cesitli yollarla cevreye da-
gilmistir (Staples ve ark., 1998; Fent ve ark., 2003)

4. Bisfenol A’nin Viicuda Alinmasi ve Fetiise
Etkisi

Oral yolla alinan BPA, gastrointestinal yolla vicu-
da girmektedir. Oralyolla alinan miktarin %83 kadari
Oncelikle karacigerde monoglukuronid formuna dénus-
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tirulmekte daha sonra 72 saat icinde idrarla vicuttan
atilmaktadir. BPA’nin monoglukuronid formunun anne
sutline gecebilecegdi belirtiimektedir (Snyder ve ark.,
2000). Hamile si¢anlara besinlerle verilen BPA’nin, pla-
sentada, 0.4 ve kanda 1.6 Ig/kg (yas agirlik) olarak bu-
lundudu ve plasenta yolu ile fetlise gectigi belirtiimek-
tedir (Gulnaz, 2006). Icme suyu ile verilen BPA'nin
Ureme, testis patolojisi ve spermatogenezis lzerine et-
kisi dért dél boyunca incelenmis (2-200 Ig/kg viicut
agirh@ gin), BPA’nin sicanlarda Greme, testis patoloji-
si ve Ozellikle spermatogenezis izerinde olumsuzluklar
meydana getirdigi belirlenmistir (Snyder ve ark., 2000).

5. Bisfenol A’nin Saghk Uzerindeki Etkisi

Biberon, su damacanalarn gibi sert plastik madde-
lerde bulunan BPA’nin insan saghgina zararh oldugu
cesitli bilimsel calismalarda ortaya konulmustur. Co-
gunlukla polikarbonatlarin Gretiminde kullanilan BPA,
insan viclUdundaki endokrin sistemini bozan ve “en-
docrine disruptor” adi verilen insan yapimi kimyasallar-
dan birisidir (Biles ve ark., 1997; Gaido ve ark., 1997;
Snyder ve ark., 2000; Fukudo ve ark., 2001; Brede ve
ark. 2003; Kang ve Kondo, 2005; Le ve ark., 2008; Mai-
a ve ark., 2009; Muncke, 2009 ). BPA, bir ¢cok plastik
gida kaplarinin bir bileseni oldugundan (Biles ve ark.,
1997; Maragou ve ark., 2008), cogunlukla her yastaki
insan sistemlerinde etkisini gdstermektedir. Kadin tre-
me hormonlari yaninda beyin ve kardiyovaskduler siste-
mi i¢in hayati tehlike arz etmektedir. Aralik 2009 PNAS
dergisinin haberine goére INRA (Fransa Ulusal Gida
Arastirmalan Enstitlsi)’li bilim adamlan tarafindan si-
canlarin mide-bagirsak sistemlerinde BPA ya maruz
kaldiktan sonra bagirsak gecirgenliginde bir azalma ol-
dugu, dislk dozlarda visseral agri (i¢ organlardan kay-
naklanan agn) etkilerinin olustugu ve bagirsak iltihap-
lanmasi olustugunu tespit etmislerdir. Ayni zamanda
yetigkin disi sicanlarda dogum 6ncesinde ve sonrasin-
da bagirsak duvarlarinin fonksiyonunu zayiflattigi éne
surdlmustur. Arastirmalar, farelerde ve insana ait ba-
girsak hucrelerinde BPA’nin, vicut icin gerekli mineral
tuzlar ve suyun dolasimina olanak saglayan bagirsak
epitelyumunun gegcirgenligini azalttigini ortaya cikar-
mislardir. Ayrica, BPA idrarda, kanda ve amniyotik si-
vida da tespit edilmistir (Sajiki ve Yonekubo, 2003,
Vandenberg ve ark., 2007).

6. Bisfenol A’nin Mutajenite ve Toksisitesi

Yapilan bakteriyel mutasyon calismalarinda
BPA’nin mutajenik olmadigi belirtiimektedir. BPA du-
suk akut inhalasyon toksisitesi gdstermektedir. 10’ar
adet disi ve erkek Fisher F344 sicanlar ile gergceklesti-
rilmis bir calismada 170 mg m-3 BPA inhalasyon yolu
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ile verilmis ve g¢alismada hicbir sicanin élmedigi, LC50
degerinin>170 mg m-3 oldugu belirtiimistir (Nitschenke
ve ark., 1985). BPA’nin akut oral toksisitesinin belirlen-
mesi icin yapilan c¢alismada 5’er adet disi ve erkek
(Sprague-Dawley) sicana oral yolla (2000-5000
mg/kg) verilen BPA’nin 2000 mg/kg konsantrasyonun-
da 6lime neden olmadigi, 5000 mg/kg konsantrasyo-
nunda erkeklerden 1’inin ve disilerin hepsinin 6ldugu
belirtilmistir. Digilerin erkeklerden daha hassas oldugu,
erkek ve diglerin hepsi degerlendirildiginde LD50 dege-
rinin 5000 mg/kg oldugu belirtiimistir (Snyder ve ark.,
2000; ECB, 2003).

7. Bisfenol A’nin Hormonal Aktivitesi

Hormonlar viicudumuzdaki blytume, gelisme, Ure-
me, bazi metabolik olaylarin saglanmasi ve vicudun
saglikli olarak gérev yapmasini saglayan kimyasal ha-
bercilerdir. Hormonlarin biyolojik etkileri reseptérlere
baglandiktan sonra olusur. insan, rat ve siganlarda s-
trojen reseptodrlerinin (Hormonlarin hiicrede baglandik-
lari yapiya “reseptdr” denir) ER- ve ER, olmak Uzere iki
alt tipi bulunmaktadir. BPA’nin ER- ve ER, reseptdr bol-
gelere baglanabilme 6zelligi 17,-estradiol’e (bir timor
promotor olan 17-beta-estradiol) gére 10.000 kez daha
zayiftir (Feldman ve Krishnan, 1995; Gaido ve ark.
1997; Snyder ve ark., 2000, Vandenberg ve ark.,
2007). BPA’nin, MCF-7 hucre kiltirinde insan seru-
mu varliginda hadcre proliferasyonunu inhibe ettigi (Vil-
lalobos ve ark., 1995), dstrojen antagonisti hidroksita-
moksifen varliginda 6strojenik aktivitesinin 17,-estradi-
ol gibi inhibe oldugu, 17,-estradiol gibi progesteron se-
viyesinin artisina neden oldugu belirtiimektedir (Feld-
man ve Krishnan, 1995; Olea ve ark., 1996). Ayrica,
BPA’nin progesteronik aktivite gdstermedigi ve anti-an-
drojenik aktiviteli oldugu belirtiimistir (Gaido ve ark.,
1997). Bisfenol A 17,-estradiol gibi prolaktin salgilan-
masini arttirmakta, konsantrasyona bagli olarak degi-
sen prolaktin salinmasi 17,-estradiole gére 1/1000-
5000 kat daha zayif olmaktadir (Steinmetz ve ark.,
1997).

8. Bisfenol A’nin Biyodegradasyonu

BPA’nin biyodegradasyonu, kultir ortamindaki or-
ganizmalarin oksijen tuketimi, karbondioksit olusturma-
sI ve analitik cihazlarla, kalitatif ve kantitatif analiz gibi
farkll yéntemlerle gerceklestirilebilmektedir. Ornegin,
OECD (Organization for Economic Cooperation and
Development) 301B metodu ile BPA’nin sehir kanali-
zasyonu lagim camurunda 28 gunlik biyodegradasyon
dlzeyinin %83.6 oldugu, organizmalarin Urettigi CO2
miktarina gére belirlenmistir. Dow kimya sirketi (1984),
BPA’nin 20 gunlik biyolojik oksijen ihtiyaci testinde
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(BOD20) %71’nin biyolojik olarak parcalandigini belirt-
migstir. West ve Goodwin (1997), OECD 301F Mano-
metrik Respirometri testi ile BPA'’nin 28 gunlik biyo-
degradasyon dlizeyinin %81-93.1 arasinda degistigini,
Stone ve Watkinson (1983) kapali sise ve Modifiye
Sturm testiyle aktif camurda BPA’nin biyolojik olarak
parcalandigini, Turner ve Watkinson (1986), biyolojik
atik su aritma tesisi Modifiye SCAS (Semi Continuous
Activated Sludge) testi ile BPA’nin 30 glnlik aerobik
biyodegradasyon diizeyinin %87-95 arasinda degisti-
gini belirtmektedir (Staples ve ark., 1998). BPA'nin ne-
hir suyu 6rneklerinde pargalanmasinda bakteri sayisi-
nin ve sicakliginin etkili oldugu, bakteri sayisi >10.000
CFUmL-1 oldugu durumlarda 30°C’de 2, 20°C’de 4, ve
4°C’de 20 ginde %40’nin parcalandigi belirtiimistir
(Kang ve Kondo,2002). Ayrica beyaz curukgul kif
mantari Trametes villosa’dan izole edilen lakkaz enzimi
ile BPA’nin pargalanabildigi yapilan calismalarda elde
edilmistir (Fukuda ve ark., 2001). BPA’nin topraktaki
parcalanabilirliinin cok uzun zaman aldigi, 14C ile isa-
retli BPA kullanilarak yapilan calismada ancak 120
gunluk inklibasyon sonrasinda isaretli karbondioksit 6r-
neklerinin toplanabildigi de belirtiimistir (Fent ve ark.,
20083).

9. Bisfenol A’'nin Metabolize Edilmesi

BPA’nin biyodegradasyonu sirasinda minér ve
majér olmak Uzere iki metabolizma yolu oldugu,
BPA’nin dnce 4-hidroksibenzoik asit, 4-hidroksiaseto-
fenon gibi ara bilesiklere ve daha sonra karbondioksite
kadar parcalandigi belirtiimistir (Lobos ve ark., 1992;
Staples ve ark., 1998). Biyodegradasyon sonucunda
BPA’nin yaklasik %80 kadari p-hidroksiasetofenon ve
p-hidroksibenzaldehit'e donismektedir. Bu iki ana par-
calanma Uriinu, daha sonra p-hidroksibenzoik asit ve
CO2ye kadar indirgenmektedir. BPA'nin kalan %20’lik
kismi biyolojik siklus icinde dnce 2,2-bis(4-hidroksife-
nil)-1-propanol’e daha sonra minér biyodegradasyon
yolunda 2,3-bis-(4-hidroksifenil)-1,2-propandiol (Tetra-
ol-IV)’e doénusturilmektedir. Tetraol-IV olduk¢a yavas
bir sekilde p-hidroksifenacil alkole dénusturiimektedir
(Spivack ve ark., 1994, Staples ve ark., 1998).

10. SONUC

Degisen yasam kosullari sonucunda hayatimizin
her noktasinda karsimiza cikan, gida ile temas eden
gida digi tim malzemelerin migrasyon testleri ile kon-
trol edilmesi gida glvenliginin saglanmasi icin en
onemli kosullardan biridir. lyi bir ambalaj glvenilir ve
temasta bulundugu gida numunesine higbir bilesenini
gecirmeyen yapida olmalidir. Bu amagla gelismis tlke-
ler, gida ile temas eden malzemelerin analizleri Gzerin-

deki calismalarini yogunlastirmiglardir. Sdzkonusu
analizlerden birisi de ambalaj sanayinde yaygin olarak
kulanilan BPA’dir. Ginku BPA , ginlik hayatimizda
¢cok genis bir Urin yelpazesi icinde kullaniimaktadir.
Ancak, BPA gibi endistriyel uygulamalar sonucu cev-
reye verilen atiklar, sucul ve karasal canlilarda treme,
gelisme ve diger yasamsal faaliyetlerin olumsuz etki-
lenmesine neden olmaktadir. Bu nedenle BPA hakkin-
da cok fazla ¢alisma yapilmis ve yapilmaktadir. Ancak
su da belitiimelidir ki bazi Ulkelerde devlet tarafindan
desteklenen bilimsel ¢alismalar BPA'nin distk dozlar-
da dahi zararli etkilerinin oldugunu raporlarken, polikar-
bonat endustrisi tarafindan desteklenen makalelerde
durum tam tersi; zarar ihmal edilebilir seklindedir. Ifade
edilen durumlar g6zdéninde bulundurularak konu ile il-
gili daha kapsaml calismalarin yapilmasi gerekmekte-
dir.
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Mineral Mikro Besin
Ogelerinin Metabolizma
Uzerine Etkileri

The Effects of Mineral Micro Nutritional
Components On Metabolism

Dr. Atilla BESKAYA* Dr. E. Banu SAGLAM Dr. G. Isil BEKTAS

Ulusal Gida Referans Laboratuvar Mdd(irltigdi
Mineral Madde Boltimdi

OZET

Gida olarak tanimlanan yiyecek ve icecek besin 6geleri ile vicuda alinan karbonhidratlar, proteinler ve yag-
lar “makro besin 6geleri” olarak mineral ve vitaminler ise “mikro besin 6geleri” olarak adlandiriimigtir. Yasam icin
mutlak gerekli olan organik bilesiklerin metabolizmadaki oranlarina bakildiginda proteinler % 50-60, nukleik asit-
ler % 10-20, yaglar % 10-20, karbonhidratlar % 10-15 ve inorganik yapi taslar da % 1-5 oraninda bulunmakta-
dir. Gida guvenligi ve besleyici degerinin belirlenmesinde gidalarin icerdigi element diizeyleri Snemli yer tutmak-
tadir. Ozellikle inorganik yapi tasi olan maddelerin insan saghgi iizerine olan etkilerinin ortaya konulmasiyla bir-
likte, belirli bir dozun Uzerine ¢ikildiginda halk saglig! acisindan tehlike olusturdugu bildirilmistir.

Mikro besin 6gelerinden kursun (Pb), kadmiyum (Cd), kalay (Sn), arsenik (As), civa (Hg) ve titanium (Tn) gi-
bi iz mineraller toksik metaller olarak tanimlanirlar. Demir (Fe), bakir (Cu), ¢inko (Zn), mangan (Mn), selenyum
(Se), kobalt (Co), iyot (1), molibden (Mo), nikel (Ni), krom (Cr) ve aliminyum (Al) gibi elementlere ise essansiyel
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iz mineraller denir. Kalsiyum (Ca), fosfor (P), magnezyum (Mg), potasyum (K), sodyum (Na), klor (Cl) gibi canh-
nin temel yapi tasi olan makro elementler ise organizmada iyonik diizeyde bulunan minerallerdir.

Modern yasamin vazgecilmez unsurlari olan kimyasal maddelerin kullanimi éncelikle saglikh bir toplumun
olusmasinda, halk saghgi, hayvan saglig: ve bitki sagliginin korunmasi ile halkin yeterli, dengeli ve givenli gi-
dayla beslenmesi biyilk 6nem arz etmektedir. Insan, hayvan ve bitki saghgi ile gevre igin riskler s6z konusudur.
GUnUmuz teknolojinin sagladigi imkanlar ile bu riskler kabul edilebilir diizeylere indirilmesi i¢in analiz metotlari ge-
listirmek, metot gecerliligini kilmak, yeterlilik testi ve referans materyal Uretimi ¢calismalarina katilmak, konuyla il-
gili ulusal ve uluslararasi arastirma projelerinde gérev almak, Glkede ve diinyada bu alandaki gelismeleri takip et-
mek ve kimyasal kullanim nedeniyle insan saghgini tehdit eden unsurlari izlemek énem arz etmektedir.

Cevre hava, su ve toprak gibi fiziksel unsurlarin ortaya ¢ikardig kirlilik nedeniyle canl 6gelerin hayati aktivi-
telerini olumsuz yonde etkileyen unsurlar olarak bilinir ve bu sorunlar "Cevre Kirliligi" adiyla degerlendiriimekte-
dir. Dlzensiz sehirlesme, orman ve dogal bitki 6rtistnun tahribi, erozyon, hava Kkirliligi, gibre ve zira-
i micadele ilaglari, endUstriyel artiklar ve ¢op ¢evre sorunlarinin baslica kaynaklari arasindadir. Béylece gidala-
rin hangi toprak, yem, su ve gevre kosullarinda yetistirildigi Urtinlerde metal diizeylerinin belirlenmesi mevcut ulu-
sal ve uluslar arasi kodeks yasal limitleri kullanirken, kurulusumuz gelisen ve degisen endustriyel kosullar karsi-
sinda durumu izleyerek, elde edilmis verilere gére kamu ve 6zel kuruluslara 6éncilik etmeyi hedeflemistir. Ayri-
ca Bakanlik¢a yetkilendirildigi konularda sahit numunelerde analiz yapan, egitim veren, arastirma yapan, yeterli
bilgi ve donanima sahip personeli ile Turk Akreditasyon Kurumu veya Avrupa Akreditasyon Kuruluslarinca akre-
dite edilmeyi hedefleyerek bu yénde calismalarini stirdlirmeyi amaclamistir.

Anahtar Kelimeler: Mikro Besin Ogesi, Gida, Antioksidan, Iz Mineral

ABSTRACT

Carbonhydrates, proteins and fats taken as nutritional components from food and beverages are named as
‘macro nutrient components’, minerals and vitamins are named as ‘micro nutrient components’. When examining
the percentage of essential organic molecules vital for life in metabolism, proteins 50-60%, nucleic acids 10-20%,
fats 10-20, carbonhydrates 10-15% and 1-5% inorganic constituents form the basic composition.

Elemental value of food is important in examining the food safety and nourishment value. Showing the effect
of inorganic constituents on human health, its stated that it may be dangerous for public health above a certain
dose. Trace minerals from the micro nutrient components, lead (Pb), cadmium Cd), tin (Sn), arsenic (As), mer-
cury (Hg) and titanium (Tn) are named as toxic metals. Essential trace elements such as iron (Fe), cupper (Cu),
zinc (Zn), manganese (Mn), selenium (Se), cobalt (Co), iodide (I), molibden (Mo), nickel (Ni), chromium (Cr) ve
aluminum (Al) are named as micro elements. Calcium (Ca), phosphrous (P), magnesium (Mg), potassium (K),
sodium (Na), chloride (Cl) that are basic constituents of living organisms are found as ionic level in organism.

Using the chemicals is indispensable fact of modern life. Primarily, generating a healthy public, protecting
public health, animal health, and plant health, nourishing the public with enough and healthy food is important.
Point of issue is that there are risks for human, animal and plant health. To decrease these risks to acceptable
levels by using technological opportunity of today’s, developing analysis methods, method validation, sustaining
proficiency testing and reference material, performing national and international research projects, following the
developments in our country and in the world, following the factors that are threating the human health due to the
use of chemicals.

Enviromental pollution is defined as problems that affect the living organisms’ life in a negative way that ap-
pear in air, water and soil. Irregular urbanization, destroying forest and natural flora, erosion, air pollution, fertili-
zer and herbicides, industrial waste, garbage are the main reasons of enviromental pollution.

Thus, determining the metal content of food that are produced in different soil, water, feed, enviromental con-
ditions by using existing national and international codex legal levels and following the changing and improving
industrial situations, pioneering the state and public foundations according to obtained data. It also aimed making
witness analysis that are authorized by Ministry, giving training, making research, being accredited by Turkish or
European Accreditation Foundations with its staff who has enough information and equipment (MARA Legislati-
on and Instruction).

Key Words: Micro-nutrient, Food, Antioxidant, Iz Mineral

i s |



UGRL DERGISI / JOURNAL of NFRL

l. GIRIS

Gida kontaminantlar istegimiz digi gidalara bula-
san kimyasal maddelerdir. Uretim sirasinda kullanilan
tarim ilaglarinin (pestisitler) gidadaki kalntilari, arse-
nik, kursun, kadmiyum, civa, kalay, vb. agir metaller,
dioksin, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, ¢evre kirliligi
ajanlari, hayvansal Urunlerdeki veteriner ilaglari kalinti-
lari, pisme sirasinda olusan piroliz GrGnleri, gida Gze-
rinde kimyasal tepkimelerle olusan N-nitroso bilesikleri,
gidalarda Ureyen mantarlarin metabolizma artiklari
olan mikotoksinler, gida ambalaj maddelerinden gida-
lara bulagsan kimyasallar, gida kontaminanti olarak ad-
landirihrlar (Beier RC, 1990).

Gundmuzde 80 000 civarinda kimyasal madde ce-
sitli amaclar icin kullaniimakta ve bu sayi her gecen yil
artmaktadir. XX inci yuzyilin basinda ¢cogu dogal kay-
nakli olmak Uzere bir kag¢ bin kimyasal madde kullanil-
mis iken, bu durum 1940'lardan sonra daha da hiz ka-
zanmis ve 1950 yilinda 7 milyon ton/yil olan diinya kim-
yasal madde Uretimi 1985 yilinda 250 milyon ton/yil'a
yukselmis iken bugin bu rakam 400 milyon ton/yil'a
ulasmisgtir. Dinya'da 19.yuz yilin baslarinda ortalama
yasam suresi 30 yas iken, 1997 yilinda 63 yasa ylksel-
mis ve bu rakamlar ABD'de sirasiyla bahsedilen yillar
itibariyla 49 ve 77 yas oldugu rapor edilmistir (FA-
O/WHO, 2001).

Gida standardini belirlemede etkin olan Kodeks
Alimentarius Komisyonu'nun kurulusuna giden sireg,
1945 yilinda Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Teskila-
ti (FAO) ile 1948 yilinda Diinya Saghk Orgiti
(WHO)'niin kurulmasi ile baglamistir. 1950'lerden son-
ra gida guvenligi konusundaki uluslararasi isbirligi gi-
derek artmis ve 1961 yilinda FAO tarafindan "Kodeks
Alimentarius Komisyonu" kurulmustur. Komisyon,
WHO ile igbirligi icinde calismalar ylritmis ve sonraki
yillarda FAO ve WHO gida guvenligini hedefleyen or-
tak komisyonlar kurmuslardir (FAO/WHO, 2001).

Iki yilda bir toplanmak tizere komiteler araciligiyla
gorevini yuriten Kodeks Alimentarius Komisyonu bu-
gln Glkemizin de i¢cinde bulundugu 165 Ulkenin Gyeligi
bulunmaktadir. Bu c¢alismalar sonucunda olusturulan
standartlarin, dinyada gida guvenligi saglamasina ek
olarak ulkeler arasindaki gida ticaretinde bilim disi su-
ni engellerin énlenmesi gibi dnemli bir yarari saglamis-
tir. Diinya Ticaret Orgiti (WTO)'niin 1994 yilinda ku-
rulmasinin ardindan yGrarlige giren "The WTO Agree-
ment on the Application of Sanitary and Phytosanitary
Measures (ASPM)" ve "The Agreement on Technical
Barriers to Trade (TBT)" gibi uluslararasi antlagsmalar-
da gida ile ilgili duzenlemeler icin Kodeks Alimentarius

Standartlan referans olarak kabul edilmistir. Avrupa
Birligi'nin gidalarla ilgili beslenme, gida hijyeni ve toksi-
koloji konularinda yetkili komitesi 1974 yilinda kurul-
mus olup bugtin ise Avrupa Birligi Direktifleri "EC Direc-
tives” olarak uygulamaya konulmustur. Gida ile ilgili her
Ulkenin ulusal mevzuati oldugu gibi bizde de "Turk Gi-
da Kodeksi Yo&netmeligi"nin gidalardaki istenmeyen
maksimum kalinti limitlerini (MRL) ve maksimum izin
verilebilir miktarlarinin baslangic¢ suresi olan 16 Kasim
1997 tarihli ve degisik surelerde revize edilerek Resmi
Gazete'de yayimlayarak yurirlige konulmus bir mev-
zuatimiz bulunmaktadir (ILSI-Eu. Rp.,1997)

Boylece Diinya Ticaret Orgiti'niin (WTO) yiiriirlii-
ge koydugu "The Agreement on the Application of Sa-
nitary and Phytosanitary Measures (ASPM)" ve "The
Agreement on Technical Barriers to Trade (TBT)"gibi
uluslararasi antlagmalar ile aciklanan dizenlemeler,
Kodeks Alimentarius Standartlar Referans olarak alin-
mis ve bu standartlara Turkiye’nin de uyuma katki sag-
lamasi zorunlulugu dogmustur. Bu nedenle yukarida
sayilan ulusal ve uluslar arasi kuruluslar ile AR-GE c¢a-
lismalari sonucunda yasanabilir bir cevre ile eko sistem
icerisinde saglkli bir ulusal toplum ve dinya insani ile
entegrasyonu saglayabilme 6dev ve sorumlulugu bu-
lunmaktadir (ILSI-Eu. Rp.,1997)

Saglik Bakanhgi Ana Cocuk Saghg! ve Aile Plan-
lamasi Genel Mudirligu tarafindan, "Ulusal Mikro Be-
sin Ogesi Yetersizliklerinin Onemi ve Kontrolli Sem-
pozyumu" 19 Nisan 2007 tarihinde istanbul Ceylan in-
tercontinental Otel'de yapilarak, Sempozyuma ulusal
ve uluslararasi kuruluglardan kadin, cocuk ve halk sag-
g1 ile biyokimya, endokrinoloji, beslenme, gida, tarim,
egitim, iletisim ve gelisim gibi bir ¢cok farkli disiplinler-
den uzmanin katilimi saglanmistir. Konuyla ilgili basta
iyot, demir, cinko, folat gibi mineraller ile A ve D vita-
minler olmak UGzere tim mikro-besin 6gesi yetersizlikle-
ri ile ilgili arastirmalarin sézel bildiri ve poster sunumla-
ri bu bilimsel toplantida tartisiimistir. Turkiye'de konuy-
la ilgili yapilan sempozyumda proje, arastirma, derleme
gibi tim calismalarin toplanmasi ve llkemizde mikro-
besin 6geleri ile ilgili bir durum degderlendirmesi yapil-
mistir (MN-Rp., 2007)

Sonug raporunda Turkiye'de 6-24 aylik bebeklerin
“demir” yetersizligine bagl olarak beyin gelisiminde bo-
zukluk riskinin var oldugu bildirilmistir. Uzmanlar her yil
tahminen yeni dogan 330 bin bebegdin ise annenin ha-
mileligi stresince yeterli “iyot” alamamasi nedeniyle zi-
hinsel gelisimlerinin yeterli olmadigi ve "Guatr” gérulme
sikhginin ise % 20 ve Uzeri oldugu ulkemizde gbzlenen
orta diizeydeki iyot yetersizligine bagh olarak IQ deger-
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lerinin normalden 10-15 puan daha az dizeyde seyret-
tigi tespit edilmistir (MN-Rp., 2007).

Ulusal Gida Referans Laboratuari llkemiz icinde
bulunan 56 arastirma enstitisu ile 40 il kontrol labora-
tuari, 6zel laboratuarlar ile Universiteler, TUBITAK,
Yuksek Teknoloji Enstitlleri, Turkiye Bilim Akademisi
ile AB Cerceve Programlarinda Proje alabilen bir yapi
ile kollaboratif calisma duzenleyen, analiz yontemleri-
nin gelistiriimesi ve standardizasyonunun saglanmasi
icin calismaktadir. Yurti¢i ve yurtdigi bilimsel kurulus-
larla isbirligi ve ortak calisma yuruten, egitim ve arastir-
ma yapan, ulusal diizeyde analiz sonuglarina itiraz du-
rumunda sahit numunelere bakan ve AB referans labo-
ratuvarlarinin faaliyetlerine Ulke adina ulusal diuzeyde
katihm saglayan ve Turk Akreditasyon Kurumu veya
Avrupa Akreditasyon Kuruluglarinca akredite edilmeyi
hedeflemektedir.

. GUNLUK BESLENMEDE MINERALLERIN
YERI VE ONEMI

MINERAL METABOLIZMASI

Viicut fonksiyonlari ve biyokimyasal reaksiyonlar
icin gerekli olan mineraller enzimleri etkinlestirmekten,
kimyasal reaksiyonlari harekete gecirmeye ve iyi bir
kemik yapisi olusturmaktan, saglikli beyin fonksiyonla-
ri saglamaya kadar fonksiyonlari bulunmaktadir. Vita-
minlerin aksine mineraller inorganik maddeler olup, or-
ganizma tarafindan Uretilemedigi icin besinler yoluyla
alinmasi zorunlu maddelerdir. Vitaminler gibi hayatin
devamhhgini saglayan mineraller, besinin yakilmasi
sonucunda geride kil olarak kalan inorganik element-
lerdir. Kil analizi sonucunda 40’a yakin element ortaya
cikar. Bunlardan 17’si vlcut icin elzemdir. Bir mineralin
elzem olup olmadigi, diyetten cikartildiginda yetersizlik
belirtisi gdstermesiyle ayirt edilir. Diyetten c¢ikartildigin-
da yetersizlik belirtisi gésterenlere elzem mineraller adi
verilir. Elzem mineraller, viicudun gereksinim duydugu
miktara gére makro veya mikro olarak ikiye ayrilirlar
(Goksoy K, 1986; Ursel, 2001).

Vucudun kendi kendine olusturamadidi inorganik
maddeler olan mineraller, vitaminler ile birlikte calisa-
rak en fazla ihtiya¢c duyulan bdlgelere etkin bir sekilde
ulasmalarini saglarlar. Insan viicudunun en az vitamin-
ler kadar minerallere de ihtiyaci vardir. Kan basincin-
da, kalp ritminde, kas fonksiyonlarinda, vlcuttaki sivi
dengesinin devamhliginda, Uremede oldukgca 6nemli
rol oynayan mineraller kan olusumunu ve saglikli sinir
fonksiyonlarinin gelisimini de kontrol ederler. Ozellikle
blylme ve gelisme cagindaki ¢cocuklarda mineral ek-
siklikleri oldukg¢a buyuk sorunlara neden olabilmektedir.
Dunyada yaklasik 2 milyar insan, vitamin ve mineral

Mol

eksikligi yasadigi bildirilmektedir. Glnlik beslenme te-
rimi, 24 saatte icinde alinacak besinlerin ne tir ve ne
miktarda alinacagi ile tanimlanan bir terimdir (DNC,
2010).

Organizmanin iki cesit besine gereksinimi vardir.
Eneriji verici besin maddeleri ve yapi tasi maddeleridir.
Gunlik beslenmede ¢ok énemli bir yer tutan enerji ve-
rici besin maddeleri, karbonhidratlar, yaglar, proteinler
harcanacak kalori miktarlarini karsilamalari gerekir. Bu
maddeler yalnizca bazal metabolizmay! dizenlemekle
kalmayip, organizmanin i1si dengesini, blylimesini ve
fiziksel etkinligini de dengede tutabilmelidirler. Beslen-
mede amag, alinan enerji ile verilen enerji arasinda bir
denge saglamaktir. Alinan enerji harcanandan fazlay-
sa, artan enerji yag biciminde depo edilerek kisinin sis-
manlamasina yol agar. Durum bunun tersiyse, insan
zayiflar. Beslenmede duzenli bir alisveris dengesi uy-
gulayan kisilerde, beden agirli§i degismez degerlerini
korur. Enerji harcama kisiden kisiye degisir. Bu neden-
le, gunlik beslenme programlari hazirlanirken, Kisinin
yasam ve calisma kosullar g6z 6ninde bulundurul-
mustur (Conrad et al, 2009).

Diinya Saglik Orgitii (WHO) tarafindan hazirlanan
ve yasamin cesitli ddnemlerinde gerekli kalori miktarla-
rini gésteren programlari séyledir: 24 saat icin bazal
metabolizma kosullarinda 1600 kalori gereklidir, otura-
rak caligsan erigkinlerin 24 saat icin enerji gereksinme-
leri 2400 kaloridir. Bu deger kadin ve yaslilarda artar ya
da azalabilir; 15-18 yaslar arasinda yani gelisme ¢agin-
da 24 saat icin 3200 kalori gerekli iken, strekli beden
ile calisanlarin kalori gereksinimi 3000-3500 kalori ara-
sinda degismektedir. Agir islerde calisanlar ile sporcu-
larin kalori gereksinimleri 24 saat icin 6000-8000 kalori
arasinda alinmasi 6nerilmektedir (ILSI-Eu. Rp.,1997)

Yap! maddeleri yalnizca enerji gereksinimi agisin-
dan bakildiginda, ister protein, ister yag, ister karbon-
hidrat, hangi madde olursa olsun, yeterli derecelerde
alindiklarinda aralarinda hig¢ bir fark olmadigi goralir.
Ne var ki, beslenme yalnizca bir enerji kaynagi degil
ayni zamanda organizmanin bazal dengesini de sag-
lar. Buna gore, bir yandan besinler alinirken, diger yan-
dan da yasamin duzenli olarak surmesi icin gerekli
maddeler, yani vitamin, su ve mineraller organizmaya
girmelidir. Yoksa beslenme bozukluklari ortaya cikar.
Beslenme yetersizligi, enerji verici maddeler ile vita-
min-mineral maddelerin topluca eksikligi; kétd beslen-
me ise yap! maddelerinden herhangi birinin eksikligidir.
Aslinda kétl beslenme ve beslenme yetersizligi, 6zel-
likle yagsam kalitesi dusUk Ulkelerin birinci derecede so-
runu oldugu rapor edilmistir (FAO/WHO, 2001).
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Gunlik beslenmede mineral madde ve vitamin ek-
siklikleri, metabolizmay: etkileyerek cesitli hastaliklarin
gelismesine neden olurlar. Bunlara “beslenme yetersiz-
ligi hastaliklari” adi verilir. Ornegin Ca ve D vitamini ek-
sikligi rasitizme ve osteomalaziye, vitamin A korlige,
Zn kil dékilmesine, Cu enzoatik ataksiye, vitamin E ve
Se kas distrofisine, Fe anemiye, lyot guatra, vitamin C
yetersizligi ise skorbute neden oldugu bilen olgular ara-
sindadir. Mineral vitamin arasindaki bu iligki dengeli
beslenme ve sagligin korunmasi agisindan énem tasir.
Gunluk gereksinimi 50 mg'in Gizerinde olan minerallere
makro, altinda olanlara ise mikro veya iz elementler de-
nir. Mineralleri metabolik faaliyetlerine gére U¢ grupta
incelemek mamkuandir (Aksoy, 2000; Ursel, 2001).

1. Temel Makro Mineraller: Kalsiyum, Fosfor,
Magnezyum, Sodyum, Potasyum, Klor ve Sulfur

2. Esansiyel Iz Mineraller: Demir, Bakir, Cinko,
Manganez, Selenyum, Molibden, iyot, Kobalt, Flor,
Krom, Lityum, Bor, Nikel ve Aliminyum

3. Toksik iz Mineraller: Arsenik, Civa, Kadmiyum,
Kalay ve Kursun

Mikro besin 6gesi olarak degerlendirilen metallerin
tasnifi yapildiginda makro, mikro ve toksik minerallerin
metabolizmadaki etkilerini, 6nemini, disik ya da yuk-
sek oranlarda alimlariyla ilgili bulgular ile yiyecek ve
icecek kaynaklari asagidaki bilgilerle agiklanmaya cali-
silacaktir. Bu derlemede yer alacak konu bashg esan-
siyel iz mineraller olacak, daha sonraki sayimizda ise
toksik ve makro mineraller ele alinacaktir.

Esansiyel iz Mineraller

Demir (Fe)

a) Metabolik Onemi: Kirmizi kan hiicrelerindeki
hemoglobinin yapisinda bulunur ve oksijenin tasinma-
sini saglar. Hucrelerde enerji olusumuna ve ¢ikan kar-
bondioksitin disari atilmasini saglar. Omrii 4 ay olan
kirmizi kan hlcrelerinden, islevi bitmis olan demiri de-
polayip tekrar kullanilabilir hale getirir. Yemekler ile al-
digimiz demir kana 60-120 dakika sonra gecer, oradan
da kemik iligi ve karacigere tasinir (Chan, 1989). Be-
sinler ile alinip emilen demirin ytzde 90’1 kemik iligine
tasinir, bunun da % 70’i, 8-10 gun icinde kan dolasi-
minda tekrar dénerek yerini alir. Bagisiklik sisteminde
etkili olup, kollojen doku ve aminoasitlerin sentezlen-
mesinde gdrev alir. Demir bircok enzim icin hayati 6ne-
mi vardir. Hastalklara kargi direnci artirir, yorgunlugu
azaltir ve kirmizi kan hucrelerinin oksijenlenmesini
saglar (Washington, 1996; Karagul ve ark., 2000)

b) Yetersizlik Belirtileri: Demir Glkemizde en ¢ok
eksikligine rastlanan mineralidir. Vicutta yeterli miktar-

da demir depolanmazsa, kirmizi kan hudcreleri oksijeni
tastlyamadi@i icin anemi, yorgunluk, halsizlik, nefes
darhdi, sabirsizlik ve depresyon gibi belirtiler gdsterir.
Ayrica istahsizlik, zayif hafiza, zeka diizeyinde gerilik,
dikkatini toparlayamama, motivasyon guclugu, kilo kay-
b1, kirllgan sa¢ ve kemik yapisi ile bagisiklik sisteminin
zayiflamasi gibi sorunlara sebep olur (Géksoy, 1986;
Karagl ve ark., 2000).

c) Kaynaklari ve Gereksinimi: Besinlerin icinde,
hem ve hem olmayan demir seklinde iki formu bulunur.
Hayvansal kaynakli olan hem demirler; et, tavuk ve ba-
likta yer alip, yaklasik ylzde 15-35 oranini kapsar.
Hem olmayan demir kaynaklari ise yumurta, pekmez,
bulgur ve bitkisel besinlerdir. Bunlar, yizde 2-20 ora-
ninda emilir. Bazi besinler demirin emilimini artirirken,
bazilari da azaltir. Askorbik asit (Vit.C) demirin emilimi-
ni artirirken, cayda bulunan taninler, kuru baklagillerde
bulunan fitik asit, kahvedeki polifenoller, hem olmayan
demirin emilimini azaltir(Chan, 1989). Kirmizi et, saka-
tat turG Orunler, beyaz et, balik, yumurta, bal, sut ve
ardnleri, bakliyat, kabuklu yemisler, kuru Uzim, pek-
mez gibi besinler bolca demir icerir. Maden sulari, ba-
dem, avokado, fasulye, kirmizi pancar, misir gevregi,
hurma, yesil yaprakh sebzeler, findik, midye, seftali, ar-
mut, kabak, kuru Gzim, pirin¢, kahve, bugday, yulaf,
kuru erik, 1spanak, hurma, tzim, incir, portakal, doma-
tes, muz, havug, lahana, karaturp, marul, mercimek,
cavdar, salgam ve kereviz de ikinci derecede demir
(Fe) kaynagi besinlerdir (Karagul ve ark., 2000; Ursel,
2001).

Demir Yiiksekligi: Uzmanlar yash insanlarin vi-
cutlarinda demir depolanmasinin, demir eksikliginden
daha zararli oldugunu ve vicutta demir depolanmasiy-
la kanser, siroz, seker hastaligl ve kalp rahatsizliklari
gibi kronik hastaliklara davetiyedir. Yapilan bir calisma-
da yaglarl 67-96 arasinda olan 1016 insan Uzerindeki
bulgular, bu kisilerin % 13?0nde demir fazlahgi tespit
edilmis ve buna bagl kronik 6demler, siroz ile enfeksi-
yon belirtileri gézlenmistir (Conrad et al, 2009).

Bakir (Cu)

a) Metabolik Onemi: Bilinen bitiin iz elementler,
enzimler ve hormonlar gibi daha biyuk molekillerin ya-
pi tasi olarak bunyelerinde bulunur ve onlarla etkilese-
rek iliski icindeler. Bdylece buyuk miktarlardaki subs-
tratlar reglle ederler. iz elementler ézellikle ko-faktor
rolleri ile metallo enzimlerin gérevleri yéninden énem-
lidir (Jacob, 1987; Kurt ve ark., 2001). Bakir tirozinaz,
katalaz, sitokrom oksidaz, slperoksit dismitaz ve do-
pamin beta-hidroksilaz, lizil oksidaz enzimlerin kofaktd-
ridir. Ince bagirsaktan emilir %10 albumin ve %90 se-

| 7+ [



ULUSAL GIDA REFERANS LABORATUVARI / NATIONAL FOOD REFERENCE LABORATORY

riloplazmin ile tasinir. Serbest miktari %1'in altinda
olup idrar ve safra yolu ile atilir. Bakirin saglk agisin-
dan risk tagimasinin nedeni, su tesisatinda kullanilan
cesitli malzemelerde bakir kullanilmasi ve bakir veya
bakir kapli kaplarin bazi toplumlarda yemek pisirme
amaciyla kullaniimasidir (Orug ve ark., 2009). Genel
olarak dogada bulunan sulardaki bakir miktari 4 pg/L’i
gecmez. Ancak bazi sularda daha ylUksek oldugu sap-
tanmistir. Konuta désenmis bakir alasiml tesisatlarda-
ki su 6 saat veya daha uzun sire kalirsa sudaki bakir
miktari 1.0 mg/L Uzerine c¢ikabilecedi ve bu nedenle
musluk ilk acildiginda akan su kullanilmamali 15-30
saniye akmasi beklenmesi 6nerilir. Sudaki maksimum
bakir seviyesi 1.3 ppm’dir (Sures ve ark., 2001).

b) Yetersizlik Belirtileri: Kan bakirinda disme,
enzim aktivitelerinde azalma, melanin sentezinde bo-
zulma, kil-tiy-yinde depigmentasyon, demiyelinizas-
yon, enzootik ataksi (swayback), abortus, yasama ka-
biliyetinde azalma, kansizlik, kemiklerde deformasyon,
spastik paraliz, titreme, koordinayon bozuklugu ve ishal
ortaya c¢ikar (Goksoy, 1986). Bakir eksikliginde buyu-
me geriligi, hipokrom mikrositer anemi, nétropeni, se-
beroik dermatit, ataksi, fotofobi, konjonktivit, hipotoni
ve hepatomegali gérulir. Daha sonra vezikilobull6z ve
ekzematoid bir karakter alan bu lezyonlar daha ¢ok dis-
tal eksremiteler ve perianal bdlge gibi u¢ noktalarda da-
ha belirgin oldugundan, acrodermatitis adi verilmistir.
Saclar seyrek ince ve kirilgandir (Karagul ve ark.,
2000)

c) Kaynaklari ve Gereksinimi: Daha cok istiridye,
karaciger, balik ve yesil sebzeler ile kuru Gzim, pan-
car, havug, muz, 1spanak, lahana, erik, kayisi, badem,
findik ve cavdar gibi besinlerde bulunur. Igilen sularda
yaklasik 150 mcg Cu alinmasi 6nerilirken saghkli bir
yasam icin yetiskin bir insanin 1000 mcg’a kadar tuket-
mesinde sakinca goérilmedigi rapor edilmistir. YUksek-
liginde Wilson ve Menken hastaliklari gérulir (Was-
hington, 1996; Aksoy, 2000).

Cinko (Zn)

a) Metabolik Onemi: Cinkonun gidasal olarak
esansiyel olusu ilk kez 1934 yilinda farelerde ve ratlar-
da, 1955 yilinda domuzlarda, 1958'de kanatlilarda,
1960 yillarinda sigirlarda ve 1961’de insanlarda belir-
lenmistir (Doepel et al., 2002). Yetigkin insan vicudu-
nun sag, deri, tirnak, kemik, karaciger, bdbrek, kas,
pankreas, dalak ve testis dokularinda 1.5 ile 2 gram ci-
varinda bulunur. Karbonhidrat, yag ve protein sentezin-
de etkin rol oynar. Hiicre buyumesi ve yenilenmesi ile
farklilagsmasinda son derece gerekli bir mineraldir. Zi-
hinsel fonksiyonlarin gelismesinde, bagisiklik sistemi-
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nin pik yapmasinda, hormonal dengenin korunmasinda
Onemli yere sahiptir. Kalp, beyin ve Ureme sisteminin
calismasi icin gereklidir. Antioksidan 6zelligi ile hem
hicreleri serbest radikallerden korur, hem de hticre za-
r ve fonksiyonlarina yardim eder. Cinko iceren enzim-
lerin karbonhidrat, lipit, nikleik asit metabolizmasi ve
protein olusumunda énemli iglevleri vardir. Organizma-
da 300’e yakin enzimin aktivitesinden sorumlu ¢inko
(Zn) 6nemli metallo enzimlerin yapisina girerek karbo-
nik anhidraz, karboksipeptidazlar, alkali fosfataz, DNA
ve RNA polimeraz, timidin kinaz, aldolaz, superoksit
dismutaz, alkol retinal dehidrogenaz, laktat dehidroje-
naz, glutamik dehidrojenaz, urikaz ve karboksipeptidaz
enzimlerinin aktif bélgesinde yer alarak enerji metabo-
lizmasinda, protein sentezinde ve ribonukleik asit bio-
sentezinde gorev alir (Aksoy, 2000; Karagul ve ark.,
2000; Suttle, 2001).

b) Yetersizlik Belirtileri: Enfeksiyonlara duyarli,
istahsizlik, kilo kaybi, 6grenme ve dikkat eksikligi, tat
alma duyusunda bozukluk, ciltte gérilen egzama, ak-
ne, dermatit, saclarda incelme ve dékulme gibi sorun-
lar yasanir. Cinko eksikligi cok yaygin olarak yiksek ta-
hil icerikli vejetaryen diyetlerde bulunan ve organik
asitlerden olusan fitatlardan kaynaklanir. Vitamin A ve
cinko yetersizligi kil dékilmesi (allopecia), deride kalin
kabuklanmalar (hiperkeratozis), deride kepeklenme
(pitriozis), bakarkdrluk (amourozis), gece kdérligu (night
blindness), infertilite bozuklugu ile derinin epidermis ta-
bakasinda yangisal olmayan kabuklanma ve catlaklar-
la karakterize bozukluklarin olusumuna neden olmak-
tadir (Karagul ve ark., 2000; Akkaya ve ark., 2005).
Kan cinko seviyesinde disme, enzim aktivitelerinde
azalma, anoreksi, blyimede yavaslama veya durmasi,
parakeratozis, dusik sut verimi, yapagi-kil dékulmesi,
pika, bagisikligin zayiflamasi, yaralarin iyilesmesinde
gecikme, timusta klcllme, I6kosit ylzdesinde artma,
kemiklerde deformasyon, tirnaklarin gevresinde sisme
ve yaralanmalar, gézlerin etrafinda ¢apaklanma, salya
akintisi, kayitsizlik ve agirlik kaybi gibi bozukluklar
gbzlenmistir (Kalaycioglu ve ark., 1998).

c) Kaynaklari ve Gereksinimi: Cinko daha c¢ok
deniz Urlnleri, et, karaciger, tavuk yiregi, peynir ve yu-
murta, findik, ay cicegdi cekirdegi, baklagiller, pekmez,
susam, soya fasulyesi, kabuklu kuruyemigler, tim tahil-
lar, kabak cekirdegi, zencefil koki maden sulari ve isti-
ridyede bulunur. Gunlik ¢inko ihtiyaci yaklasik 15 mg
olup, 50 mg dan fazla alinmasi tavsiye edilmez. Eger
uzun sdureli ¢inko kullanilacaksa gunluk olarak 20
mg’hk doz 6nerilir. Cinkonun evcil hayvanlarda ortala-
ma kan serum diizeyi 80-120 Ig/dl iken bu oran insan
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plazmasinda 78-156 Ig/d'dir (Altintas ve Fidan-
¢1,1993). Degisik bitki tirlerine gére saman ve slajlar-
da 60 ppm, tahil danelerinde 20-30 ppm, soya, susam,
pamuk tohumu gibi bitkisel proteinlerde 50-70 ppm ara-
sinda degisir. Yemlerde Zn iceriginin 40 ppm den du-
stk olmasi yetersizlik nedeni kabul edilir (Mc Dowell,
1992). Cinko degerleri kuru madde bazinda (dry mat-
ter), kaba yem maddelerinde 17-160 ppm, tahil danele-
rinde 20-30 ppm, yagli tohum klsbelerinde 50-70 ppm
ve hayvansal protein kaynaklarinda 90-100 ppm ara-
sinda ve icme suyunda 5 ppm olarak degismektedir.
Memeli dokularin gogunda Zn konsantrasyonu turlere
gbre 30-250 mg/g arasinda degisir (Georgievski, 1982;
NRC, 2001).
MANGANEZ (Mn)

a) Metabolik Onemi: Hayvanlar ve insanlar icin
zorunlu bir mikro element olup; biyolojik sistemlerde al-
fa-2 makro globulin Mn+2 olarak bulunan formu, trans-
ferine Mn+3, enzime Mn+4 ve dogada Mn+7 degerlik-
li olarak oksidasyon formlari mevcuttur. Bir enzim akti-
vatori olarak metallo enzimlerin sentezine istirak eder
ve makro molekdllerin ko-faktér bileseni olarak fonksi-
yon gorlr (Zaloglu, 2001). Manganez minerali kemik
olusumu ve bag dokulari icin ¢cok gereklidir. Protein ve
genetik yapinin sentezine katkida bulunur ve besinlerin
enerjiye dénusiminde yardimci olur. Ayni zamanda
antioksidan gérevi var, normal kan pihtilasmasina yar-
dimci olur. Glikoz metabolizmasinin anahtar enziminde
6nemli bir yardimci faktérdlr. Bébreklerde ve karaci-
gerde depolanir (Aksoy, 2000; Ceylan, 2001).

b) Yetersizlik Belirtileri: Mangan yetersizligine
bagh olarak blyimede gerileme, iskelet kaslarinda de-
formasyon, Ureme fonksiyonlarinda bozukluk (kisirlik),
abortus, eklemlerin genislemesi, hareketin azalmasi,
tarsus ekleminin ve tendodaki gastrokinemiya kondilu-
sa bagh disa ve ice dénmesi, perozis, yeni doganlarda
ataksi, yumurta veriminde ve yumurta kabugu kalitesin-
de dlsis gézlenir. Ayrica enzimlerin aktivitesinde azal-
ma, vicut yaglarinda artis, pankreas bozukluguna bag-
I hipoplazi, aplazi ve diyabet géralar (Suttle, 2001; Za-
loglu, 2001).

c¢) Kaynaklari ve Gereksinimi: Diyetle alinan
Mn’in en 6nemli kaynagini yesil yaprakli sebzeler, de-
niz Urdnleri, kuskonmaz, butin tahil dranleri ve cay
olusturmaktadir. Yagl kuruyemislerden ceviz, findik,
fistik, badem ile maden sular, avokado, kuru bezelye
ve yumurta gibi Grtnlerde olduk¢a fazladir. Manganez
genis bir glvenlik sinirna sahip olmasina ragmen tok-
sik diizeyi 1000 ppm’e kadar tolere edilebilecegi rapor
edilmigtir (Ergin A, 2001; NRC, 2001).

Selenyum (Se)

a) Metabolik Onemi: Selenyum antioksidan bir
madde olup glutasyon peroksidaz enzimin kofaktora-
dir. Ayni zamanda her hicrenin dogru calismasinda
gerekli olan tiroit hormonunun vicutta 5' iodinaz reak-
siyonunda da koenzim olarak gérev yaparak en az ak-
tif olan T4'den, T3'e donlstirilmesi icin de yasamsal
6nemi vardir. Selenyum, E vitamini ile birlikte alindigin-
da savunma sisteminin gulc¢lendiriimesinde katkida bu-
lunan ve kanserden korumada etkili olan bir mineraldir
(Swain et al., 2000). Serbest radikallerin olusumunda
etkili olan alkol, sigara dumani ve yaglarin etkilerini nét-
ralize eder. Hava kirliligi, ultraviole isinlari, radyasyon
ve toksik minerallere maruz kalma ile kardiyovaskiler
hastaliklardan, karaciger fonksiyonlarinin ve tireme ye-
teneginin korunmasini saglar. Cornell Universitesi ve
Arizona Universitesinde gerceklestirilen bes yillik bir
calisma sonucunda ginde 200 mcg alan insanlarin
%63 daha az prostat timdéri, %58 daha az kolon kan-
seri, %46 daha az habis akciger hastaligi oldugunu ve
genelde kanserden dlimlerde %39 azalma oldugunu
gostermistir (Chan AC, 1989; Conrad et al, 2009). Ag-
riculture Research makalesine gore, fareler Gzerindeki
arastirmalarda her ikisi de antioksidan olan selenyum
minerali ile E vitamini eksikliginin viris ve bakteriyel
hastaliklarin neden oldudu infeksiyonlarla micadelede
basarn saglandigini bildirmislerdir. Selenyum, viicuda
kendisini zararl bakterilerden ve ayni zamanda kanser
hiicrelerinden korumada yardimci olan saglikli bir bagi-
siklik sistemi icin esastir. Selenyum ile Vitamin E kom-
binasyonu uguklarin nedeni olan herpes virtisii ve zona
ile mucadelede rol aldigi, immun arttirici etkileri ile ro-
matoit artrit, sedef hastaligi, lupus ve egzama gibi kro-
nik hastaliklara kargi 6nemli islev gérdtugu bildirilmistir
(Sies et al., 1992; Surai, 2001).

b) Yetersizlik Belirtileri: Selenyum eksikligi, top-
ragin selenyum acisindan zenginligi veya fakirligi ile
iliskilidir. Selenyum agisindan fakir topraklarda yasa-
yan ailelerin ¢ocuklarinin diger cocuklara oranla daha
yavas buylmekte olduklari gdzlemlenmistir. Selenyum
etkisi serviks, rektum, yumurtalik, mesane, yutak, pan-
kreas ve karaciger gibi kanserleri 6nlemede yardimci
oldugu bildiriimistir. Cinin bir bélgesinde selenyum ek-
sikligine bagli miyokard nekrozu ve fibrozu endemik
olarak gorildigu, kas yapisinda siddetli bir zayiflik,
kalp ve damarlardaki esneme, zafiyet ve cocuklarda fe-
tal kardiyomyopatiye neden oldudu rapor edilmistir
(Beier, 1990; Benford, 2000).

c) Kaynaklari ve Gereksinimi: Selenyum beyaz
et, deniz Uranleri, kirmizi et, sogan, sarimsak, kirmizi-
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biber, brokoli, bugday tohumu vb. gidalar en yaygin
kaynaklardir. Hicre DNA’sina zarar veren serbest radi-
kallere karsi Se antioksidan olarak gorev yapar. Kan-
ser, kalp rahatsizliklari ve yaslanma ile mlcadelede
yardimci olarak vitamin C ve E ile birlikte alinmasi 6ne-
rilmektedir. GUnluk gereksinimi erkekler icin 70 mcg ve
kadinlar icin ise 55 mcg olarak bildirilmistir. Tedavi
amaciyla kullanilacak ise bu oran 600 mcg’a kadar ar-
tirilabilecegdi énerilmistir. Se’un toksik dizeyi koyunlar-
da 20 ppm, sigirlarda 5-50 ppm, kanatllarda ise 15
ppm olarak kritik sinir oldugu bildiriimistir (Sies et al.,
1992; Surai and Mellor, 2001).

iyot (i)

a) Metabolik Onemi: Organizmanin normal bliyii-
me ve gelismesi icin gerekli olan dnemli bir mikro besin
6gesidir. Insan viicudunda ¢cok az miktarda bulunmak-
ta olup, bedensel iyodun blylk bir kismi tiroit bezinde
bulunur ve tiroit hormonlarinin yapiminda gérev alir. Ti-
roit bezi, boynun 6n tarafinda yer alir ve tiroit hormon-
larini Uretir. Bu hormonlar vicudun normal blyimesi
ve zihinsel gelismesi ile birlikte viicut 1sisinin ve eneriji-
sinin olusmasi gibi olaylarin devamini saglar. lyotca fa-
kir topraklarda yetistirilen yiyeceklerde ve bolge sula-
rinda yetersiz miktarda iyot bulunduran besinlerle bes-
lenen bireyler yeterli miktarda iyot alamazlar. lyot'un
%100'e yakin bélimu ince bagirsaklardan emilimi ger-
ceklesir. Tiroksin ve triiodotironinin yapisina giren iyot,
idrarda miktarinin tespiti ile eksikligi taramasi yapilr.
lyot eksikligi yemek tuzlarina iyot eklenmesi ile 6nlene-
bilir. Turkiye'de 2000 yilindan itibaren yemek tuzlarinin
iyotlanmasi zorunlu hale getirilmis ve eksikliklerin gide-
rilmesine bir nebze katki saglamistir (Karagdil ve ark.,
2000; Aksoy, 2000).

b) Yetersizlik Belirtileri: Iyotun yetersiz alinma-
siyla gebe annelerde diusik yapma, 6li dogum, ano-
mali bebek, yavas blyime ve gelisme geriligi, nérolo-
jik bozukluklar, zeka geriligi ve guatr gibi cok cesitli
saglik problemlerine neden olabilmektedir. Hafif ve or-
ta derecede iyot eksikliginde basit guatr ve hipotiroid
olusur. Gunlimuzde diinya niifusunun %30'u iyot yeter-
sizligi olan bdlgelerde yasandigi bildiriimis olup, dinya
ndfusunun %12'sinde iyot eksikligine bagli guatr,
%1.6'sinda zihinsel kusurlar ve %0.44’Gnde ise kreti-
nizm oldugu rapor edilmistir. lyot yetersizligine bagh ti-
roid bezinin asin calismasi neticesinde bezde biyime
ve iyot'u depolamadan dolayi guatr olusur. Guatr ola-
rak adlandirilan bu hastahgdi énlemede iyot en énemli
mineraldir. Tiroit bezinin dengeli calismasi i¢in iyot zo-
runludur. Yetersiz alimlarda boy uzamasi ve kemik ge-
lisimi durur, beyin gelisimi 6zellikle gebelik ve bebeklik
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déneminde zarar gorlr, bunun sonunda zeké geriligi
ortaya cikar. Asiri iyot yetersizligi durumunda ise sagir-
lik, dilsizlik, ctcelik ve dodustan sakatlklarin gérilme-
sinin arttigi bildiriimistir (Aksoy, 2000; Yavuz, 2001).

c¢) Kaynaklari ve Gereksinimi: iyot en ¢ok deniz
yosununda, 6zellikle de "kelp" denilen yosun tarinde
bulunur. Diger kaynaklar deniz Grlnleri, kuskonmaz,
lahana, havug, bdégartlen, turp, 1spanak, domates, pa-
tates, sogan ile muz gibi besinler iyot kaynagi Grinler-
dir. Ozellikle kara lahananin fazla tiketilmesi iyodun
baglanmasina neden olur. Baglanan iyot aktif olmadi-
g1 icin troit bezinde gérev alamaz béylece T3 ve T4 hor-
monlari inaktif konumda olacagdindan, iyot almanin en
kolay ve etkili yolu iyotlu tuz kullanimi énerilmektedir
(Aksoy, 2000; Yavuz, 2001).

Kobalt (Co)

a) Metabolik Onemi: Kobalt, B12 vitaminiyle be-
raber kobalamin bilesigini meydana getiren bir ele-
menttir. Pankreasta énemli miktarda bulunur. Instlinin
ve bazi enzimlerin sentezlerinde kullanilir. Organizma-
da az miktarda bulunan bu mineral B12 vitaminin olu-
sumuna dogrudan etki eden ve metabolizmada kobala-
min olarak adlandirlan bilesigin aktif kofaktéru olarak
islev gorur ve kandaki alyuvarlarin gelismesi icin 6nem-
li bir iz elementtir (Karagul ve ark., 2000).

b) Yetersizlik Belirtileri: Vitamin B12 eksikligi fo-
lik asit eksikligine neden olarak nukleik asitlerin biyo-
sentezini azaltir. Kobalt eksikliginin belirtileri istah kay-
b1 sonucu agirlik kaybi, blyime geriler, gebelik déne-
minde dogumsal anomalilere, halsizlik, enfeksiyonlara
karsi diren¢ azalir ve pernisiydz anemiye neden olur.
Cinsiyet organlari gelisemez, karaciger ve dalak biyr,
ishal ve sinir sisteminde bozukluklar goéralir (Aksoy,
2000).

c) Kaynaklari ve Gereksinimi: Hayvansal kay-
naklardan kirmizi ve beyaz et, deniz Urlnleri, karaci-
ger, yumurta sarisi ve bitkisel kaynaklardan tahil to-
humlari ile mantarda bol miktarda bulunur (Aksoy,
2000; Yavuz, 2001).

Krom (Cr)

a) Metabolik Onemi: Krom temel bir iz mineral
olup bazal metebolizma aktivitesini artirdigindan vicut
yaglarini yaktigini, bunun da kas tontstni gelistirme-
ye yardimci oldugu ileri stiriimektedir. Diyet yapmakta
mucize bir bulus oldugu rapor edilmistir. Ayrica karbon-
hidratlarin metabolizmasi igin gerekli oldugundan ve
ayni zamanda kan sekeri metabolizmasinin dizenlen-
mesine katki sagladigi bdylece diyabeti geriletmeye
yardimci olugu bilgiler mevcuttur. Kan yag ve koleste-
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rol diizeylerini kontrol ettigini ve yiksek kan basincini
dustrmeye yardimci oldugu bildirilmigtir.

b) Yetersizlik Belirtileri: insan ve hayvanlarda
glikoz intoleransi, serum kolesterol, trigliserit ve aclik
insulin dizeyinin ytkselmesiyle hiper kolesterolemiye
neden oldugu kaydedilmistir (Ergin A, 2001; NRC,
2001)

c) Kaynaklari ve Gereksinimi: Kromun en iyi kay-
nag gercek bira mayasinda ve tahil Grunlerinde oldugu
saptanmistir. Diyet yapanlar kromu karbonhidrat ve
yag metabolizmasi Gzerine etkisi nedeniyle kullanir.
Genel olarak krom pikolinat seklinde alinir. Kromun
gunlik gereksinimi 50-200 mcg arasinda oldugu ve
genis bir endikasyona sahip oldugundan herhangi bir
toksisiteye neden olmadigi saptanmistir. Kaynaklari
arasinda, mercimek ile burgakta var oldugu ileri saral-
mektedir (Aksoy, 2000; Karagul ve ark., 2000).

Fluor (FI)

Hidroksiapatit kristallerinin yapisina girdigi icin dis
ve kemik olugsumu icin gereklidir. Flortr dis minelerini
sertlestiren ve curimelerini 6nler. Anne suti icinde az
miktarda florir bulunmasina karsin bebeklerde en az
altinci aya kadar florir eksikligi ortaya ¢ikmaz. Bu do-
nemde flurlr takviyesi yapilirsa sirmekte olan dis yapi-
sI bozulabilir. Eger sehir sularinda yeteri kadar floriir
yoksa (0.6 ppm’den az) fluorlrli dis macunlar kullanil-
miyorsa ve diger yiyeceklerden alinan floriir miktari du-
suk ise florir takviyesi yapilmaldir. Florir gelisiguzel
kullaniimamalidir. Clnk( tedavi edici dozlar ile toksik
dozlar arasindaki sinir fazla degildir. Florir fazlaliginda
dislerde siyah lekeler (fluorozis) olusur. Daha ¢ok su-
larda, cayda, ette ve deniz Urtnlerinde bulunur. % 80-
90 kadari ince bagirsaklardan emilir( Ursel, 2001).

Lityum(Li): Lityum beyinin depresyon ve alkol ba-
gimhhgr gibi ruhsal bozukluklarin sebeplerini azaltma
ve O6nlemeye yardimci olan bir mineraldir. Bu mineral
azligr pek yaygin degildir. Kaynaklari: Maden sulari,
deniz Urlnleri ve domates, pirasa, patates, tahillar, ci-
ger, patlican ve yaprakli sebzelerdir (Aksoy, 2000; Ur-
sel, 2001).

Nikel: Bu mineral pankreasi ve karacigeri etkiler.
Ancak bu konudaki bilgiler hayvanlar tzerinde yapilan
deneylerle sinirli kalmistir. Insan Gzerindeki etkisi he-
niiz yeterince agiklanmig degildir.

Kaynaklar: Mantar, lahana, tahil Grtnleri, meyve-
ler, havug ve kuru fasulyedir (Ursel, 2001).

Bor: Bor saglikli kemikler, disler ve kalsiyum,
magnezyum ve fosforun uygun metabolizmasi icin ihti-
yac duyulan iz mineralidir. Bor beyin fonksiyonlarini ge-

listirir, kemik erimesini azaltir ve kas yapar. Bor'un ek-
sikligi D vitaminin yetmezligini hizlandirir. D vitaminini
bébreklerde en aktif form haline dénistirmesi icin ge-
reklidir. Ostrojen gibi belli hormonlarin aktive edilmesi
icin bor gerekmektedir. Viicudumuzdaki ve kemiklerde-
ki kalsiyum, magnezyum ve fosforun muhafazasi igin
gerekli olan bir mineraldir. Bu ¢ mineralin vicutta
maksimum sekilde kullaniimasi ve muhafazasini sagla-
yan yardimci mineraldir. Kaynaklari en fazla bulundu-
ran maden sulari, elma, havug, tahil, tzim, findik, ar-
mut ve yaprakli sebzelerdir (Aksoy, 2000; Ursel, 2001).

Esansiyel Mikro/iz Minerallerin Antioksitadif
Metabolizma iliskisi

Gindmiizde serbest oksijen radikalleri kendilerinin
ve antioksidan kapasitesinin o6lciimesiyle; oksitadif
stresin meydana getirecegi biyolojik hasar ile ¢ogu
hastaligin patolojisinde kritik rol oynadigi bildiriimekte-
dir. Bu nedenle antioksidan intraseliler enzimlerin in-
celenmesi bircok konuyu aydinlatacagi gibi 6nemli has-
taliklarin prognozunda ve tanisinda yol gésterici olabil-
digi aciklanmistir (Beskaya ve Fidanci, 2004). Organiz-
manin saghkli olabilmesi i¢in vitaminlerin yaninda mi-
nerallere de gereksinimi vardir. Minerallerin baslica g6-
revi hiicre ici ve digi sivilar ile kanin asit-baz dengesi-
nin korunmasina yardimci olmaktir. Vitaminler ile mine-
raller organizmada igbirligi yaparak iglev gorarler. Anti-
oksidan savunma sistemi ile stres sartlarinin olusturdu-
Ju serbest radikal olusumu arasinda bir denge vardir
(Zini ve ark. 1993 ). Oksidatif stres sartlarinda birinci
savunma hattini olusturan Glutasyon Peroksidaz
(GSH-Px-Se), Sitokrom Oksidaz (COX-Cu-Fe), Siipe-
roksit Dismutaz (SOD-Zn-Cu-Mn) ve Katalaz (CAT-Fe)
gibi intraselltler antioksidan enzimlerin kofaktéri me-
taller uygun diyet alimi ile antioksidan sistem hattina
katkida bulundugu rapor edilmistir (Dindar ve Aslan,
2000; Beskaya, 2004).

Yapilan bir calismada, etlik piliclerin rasyonlarina
ilave edilen dogal ve sentetik antioksidanlar ile iz ele-
mentlerin metabolizmasi irdelenmis; buna bagh olarak
yapilan calismada olasi prooksidatif-antioksidatif etki-
lesimin istatistiki degerlendiriimesi yapilmistir. Elde edi-
len bulgular ile kan serumunda vitamin C-Fe, vitamin
A-Cu, vitamin A,E-Mn ve BHT-Se degerlerinde
p<0.001 duzeyinde istatistik 6nemlilikte artisa; ancak
vitamin E-Fe, vitamin C-Cu ile Mn ve vitamin A,C,E-Se
degerlerinde p<0.001 dizeyinde istatistik 6nemlilikte
distse neden olmustur. Ayrica serum Zn dizeyleri ise
birbirine yakin olup gruplar arasindaki farkhliklarin ista-
tistik 6nemi bulunmamistir (p>0.05). Boylece broyler
rasyonlarina ekstra olarak ilave edilen antioksidan vita-
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min A, C, E ve sentetik bir antioksidan olan BHT’nin,
onemli bazi mikro elementlerin; Fe, Cu, Zn, Mn, Se me-
tabolizmasi Gzerine beklenen sinerjist veya antagonist
etkileri ile prooksidatif-antioksidatif etkilesimleri gercek-
lestigi rapor edilmistir (Beskaya ve Fidanci, 2004).
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Poliklorlu Bifenillerin Sucul
Sistemler Uzerine Toksisitesi

Toxicity Of Polychlorinated Biphenyls On
Aquatic Systems
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OZET

Poliklorlu bifenillerin cevresel tasinmasi, yayilmasi ve dénisimi olduk¢ca kompleks bir mekanizmadir. YU-
zey sulari poliklorlu bifenillerle atmosferik olaylar, nokta kaynaklardan direkt emisyonlarla veya atiklarin bosaltil-
masi yoluyla kontamine olurlar. Suda, polikorlu bifeniller sedimente ve diger organik maddelere adsorbe olurlar.
Baliklar batun yasamlari boyunca su yoluyla PCB’leri viicutlarina alirlar bu nedenden éturi biokonsantrasyon fak-
torleri ylksektir. Sucul organizmalar Gzerine poliklorlu bifenillerin etkilerine iliskin hemen hemen butin ¢alisma-
lar ticari PCB karigimlari olan Aroclor karisimlarini icermektedir. Sonuglar buytk anlamda degiskendir. Birbirleri-
ne ¢ok benzer organizmalarda bile klorlanma yizdesi veya cevresel kosullar ve toksisite arasinda kesin ve tutar-
I bir iligki yoktur. Baliklar icin 96 saatlik LC50 deg@erleri 0.008 - > 100 mg/L olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: PCB, sucul organizma, toksisite, akut, kronik

ABSTRACT

Environmental transport, distribution and transformation of polychlorinated biphenyils is a very complex mec-
hanism. Surface waters are contaminated with the atmospheric events, direct emissions from point sources and
discharging of wastes. Polychlorinated biphenyls adsorb on sediment and other organic matters in water. Fish
accumulate polychlorinated biphenyls by exposure from water and because of that their bioconcentration factor
is high. Almost all of the studies in effects of polychlorinated bipheyls on aquatic organisms concern the industri-
al mixtures of polychlorinated bipheyls named as Arochlors. The results are very variable. There is not a mea-
ningful correlation between chlorination degree, environmental conditions and toxicity, also in similar organisms.
LC50 values for 96 h is determined as 0.008 - > 100 mg/L for fish.

Keywords: PCB, aquatic organism, toxicity, acute, chronic
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GIRIS

Poliklorlu bifenillerin ¢cevresel taginmasi, yaylimasi
ve donisimi oldukca kompleks bir mekanizmadir.
Dunya genelinde poliklorlu bifenillerin ¢cevreye yayilhmi-
nin ¢ok genis olmasinin nedenleri arasinda dogadaki
kaliciliklarinin ¢ok uzun zaman boyunca devam etmesi
ve diger fizikokimyasal 6zellikleri gdsterilebilir.

Yizey sulari poliklorlu bifenillerle atmosferik olay-
lar, nokta kaynaklardan direkt emisyonlarla veya atikla-
rin bosaltiimasi yoluyla kontamine olurlar. Suda, poli-
korlu bifeniller sedimente ve diger organik maddelere
adsorbe olurlar. PCB’lerin suya bulasmasi temel olarak
endustriyel ve sehir atiklarinin nehirlere, géllere ve de-
nizlere desarj noktalarindan olur. PCB’lerin sudaki du-
suk ¢6zunarlugu ve yuksek spesifik aktivitesine bagli
olarak desarj edilen PCB’lerin blyik bir cogunlugunun
nehirlerin veya géllerin tabaninda sediment tarafindan
adsorbe edildigi ve temel olarak sudaki partiklller yo-
luyla tasindigi belirtilmistir (WHO, 1993).

insanlar lizerine olan etkileri:

Poliklorlu bifenillerin toksikolojik olarak degerlendi-
rilmesinde bircok problem mevcuttur. Poliklorlu bifenil-
ler cogunlukla bircok bilesenin karigsimi olarak mevcut-
tur ve poliklorlu bifenillerin toksisitesine iliskin olan ve-
rilerin blyuk bir kismi da bu karigimlarin test edilmesi-
ne dayanmaktadir. Karisimlari olusturan bilesenlerden
bazilarn cevrede digerlerine nazaran daha kolay parca-
lanabilmektedirler. Bu nedenden 6tirld genel populas-
yonun bu bilesiklere maruz kalma durumu iscilerin ma-
ruz kalma durumundan farkhdir.

Genel populasyonun poliklorlu bifenillere maruz
kalma durumu temel olarak kontamine olmus gidalar
(sucul organizmalar, et ve ciftlik Griinleri) yoluyla olur.
Endustriyel Ulkelerin bircogunda, poliklorlu bifenillerin
gunlik ahmi kisi basina birka¢ mikrogram dizeylerin-
dedir. Bu tarz bir maruz kalma herhangi hastalikla ilig-
kilendirilmemistir. Anne st yoluyla poliklorlu bifenille-
re maruz kalan bebeklerin ginlik poliklorlu bifenil alimi
kg vucut agirhgi basina birka¢g mikrogramdir.

Poliklorlu bifenillerin, poliklorlu dibenzodioksinlerin
ve poliklorlu dibenzofuranlarin insan saghgi Gzerine et-
kilerini ayri ayri degerlendirmek olduk¢a zordur ¢unki
poliklorlu bifeniller poliklorlu dibenzofuranlar icermekte-
dirler ve bazen bazi kazalarda poliklorlu dibenzodiok-
sinler tespit edilmektedir. Ticari poliklorlu bifeniller po-
liklorlu dibenzofuranlar ile kontamine olmustur bu ne-
denden 6tirl birgok durumda olusan etkilerin poliklorlu
bifenillerden mi yoksa daha toksik olan poliklorlu di-
benzofuranlardan mi kaynaklandigini tespit etmek
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mUmkin degildir. Insanlar igin olumsuz etkileri g6zlem-
lenen buyudk intoksikasyon olaylarindan olan Yusho,
Yu-Cheng ve diger intoksikasyon olaylarindan elde edi-
len verilerin yeniden de@erlendiriimesi gerekmektedir.
Cunku olusan etkiler buylk ihtimalle poliklorlu bifeniller
ve poliklorlu dibenzofuranlara maruz kalma sonucunda
olusan etkilerdir.

Yusho ve Yu-Cheng hastalarinda intoksikayon be-
lirtileri gézlerin Meibomian bezlerinde hipersekresyon,
gbzkapaklarinin sismesi, tirnaklarda ve mukoz mem-
branlarda pigmentasyon, bazen yorgunluk ve mide bu-
lantisi ile ilgili olarak kusma gorulur. Bu durumu genel-
likle hiperkeratozis ve derinin renginin koyulasmasi ile
birlikte folikiler genisleme ve akne seklinde kizariklik-
larin olusumu gibi belirtiler takip eder. Bunlara ilaveten
kollarda ve bacaklarda édem, karacigerde blyume, ka-
raciger bozukluklari, merkezi sinir sistemindeki bozuk-
luklar, solunum problemleri érnegin bronsit benzeri ra-
hatsizliklar ve hastalarin bagisikhk sistemindeki degi-
simler gézlemlenmistir. Yusho ve Yu-Cheng hastalari-
nin cocuklarinda blyimede azalma, deri ve mukoz
membranlarda pigmentasyonda koyulasma, dis etleri-
ne ait hiperplazi, ksenoftalmik 6dem yapmis goézler, do-
gumda dis ¢cikarma, ayak tabaninda topukta ve kafata-
sinda normal olmayan kalsifikasyon ve dusiuk dogum
agirliklarr gézlemlenmistir. Bu hastalarda malignant ya-
ni habis neoplazmalarin olusumu ile poliklorlu bifeniller
ve poliklorlu dibenzofuranlara maruz kalma arasinda
bir korelasyonun mevcut olup olmadigi acgik bir sekilde
ortaya cikarilamamigstir ciinkd 6lim sayisi ¢ok dusuk-
tdr. Bununla beraber neoplazmalar, karaciger ve akci-
ger kanserlerinden kaynaklanan 6liimlerle birlikte erkek
hastalarda istatisitik olarak énemli bir artis gbézlemlen-
mistir.

Meslek dolayisiyla meydana gelen hastalik veya
zarar durumlarinda akut olarak maruz kalmadan birka¢
saat sonra deride lekeler meydana gelir. YUksek kon-
santrasyonlarda poliklorlu bifenillere maruz kalmadan
sonra kasinma ve yanma duygusu, konjuktivitenin irri-
tasyonu, parmaklarin ve tirnaklarin pigmentasyonu ve
klorakne gibi belirtiler gézlemlenir. Klorakne polikloriu
bifenillere maruz kalan isciler arasinda en yaygin ola-
rak g6zlemlenen bir bulgudur. Intoksikasyonun bu der-
mal belirtilerinin yanisira farkli yazarlar karaciger bo-
zukluklari, bagisiklik sistemini baskilayici degisimler,
solunum sisteminin mukoz membranlarinda kisa stureli
iritasyon ve basagrisi, bas ddnmesi, sersemlik, depres-
yon, uyku ve hafizada bozukluklar, sinirlilik, yorgunluk
ve erkeklerde iktidarsizlik gibi sinirsel, spesifik olmayan
fizyolojik ve psikosomatik etkiler yarattigini bulmuslar-
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dir. Batdin bunlar g6z éniinde bulunduruldugunda; yik-
sek konsantrasyonlarda poliklorlu bifeniller ve poliklor-
lu dibenzofuranlara meslek nedeniyle maruz kalma du-
rumunda deri ve karaciger Gzerinde etkiler gdzlemlenir.

Aroclor 1254, 1242, 1016’a maruz kalan bir grup
isci ile iki buyUk 6lim calismasi yarGtalmustar. Calis-
malardan birinde karaciger ve safra kesesi kanserin-
den artan 6lum goézlemlenirken, diger calismada ise
neoplazmalar ve gastrointestinal sistemde kanserden
otard artan 6lumler gézlemlenmistir. Mevcut epidemi-
yolojik ¢alismalarin hicbiri poliklorlu bifenillere maruz
kalma ve kanseden 6lim oranindaki artis konusunda
6nemli bir delil ortaya cikaramamistir. Bu toksik mad-
delere maruz kalan populasyonda gérilen 6lm sayisi-
nin ¢ok disuk olmasi, doz baglatilarinin eksikligi ve po-
liklorlu bifenil karigimlarindaki kontaminantlardan kay-
naklanan problemler énemli deliller elde edememenin
nedenleri olarak disunulebilir.

PCPB’ler grup 2A icinde siniflandirilirlar ve bu grup
insanlar Uzerine muhtemel karsinojenik etkileri olan
ajanlari igerir. Insanlarin beslenmesinde PCB kontami-
nasyonunda en énemli rol oynayan besin maddesinin
balik oldugu Berglund (1972) ve Hammond (1972) ta-
rafindan tespit edilmistir (WHO, 1992). Bu durumun
6zellikle de baligin ¢ok tuketildigi ve tuketilen baligin da
yuksek oranda kontamine olmus bdlgelerden yakalan-
digi1 Japonya veya Kuzey Amerikan Blyuk Goélleri gibi
alanlar icin gecerli oldugu ve Japonya’da insanlarin gi-
da yoluyla ginlik olarak tikettikleri en yiksek PCB
miktarinin 48 Ig/giin oldugu tespit edilmis ve bu dege-
rin % 90’'inin baliktan kaynaklandigi Kobayashi (1972)
tarafindan belirtilmistir (WHO, 1992). Gidalarin poliklor-
lu bifenillerle kontamine olmasi igin ¢ ana yol vardir:

a. cevreden balik, ciftlik hayvanlar (besin zincirle-
ri yoluyla) ve UrGnleri ile alim

b. ambalaj materyallerinden gidaya migrasyon yo-
luyla gegis (temel olarak 1 mg/kg’dan daha az fakat ba-
zi durumlarda 10 mg/kg’a kadar cikabilir)

c. endustriyel bir kaza sonucu gidalarin veya hay-
van yemlerinin direkt kontaminasyonu (WHO, 1992).
Gecmise dayal verilerin 1s1ginda; bir erigkinin haftalik
besin yoluyla poliklorlu bifenil aliminin maksimum 100
pg’a kadar varabildigi veya bir kisinin bir glinde yine be-
sin yoluyla poliklorlu bifenil aiminin yaklasik olarak 14
pg oldug@u tespit edilmistir. 70 kg agirliginda bir kisi icin
bu alim maksimum 0.2 pg/kg vucut agirhgi/gin kon-
santrasyona tekabil ettigi Dunya Saghk Orgiti
(WHO/EURO) (1987) tarafindan belirtiimistir(WHO,
1992).

Mevcut calismalarin 1siginda, poliklorlu bifenillerin
vlcuttaki yayilimi, poliklorlu bifenillerin kandan hizl bir
sekilde temizlenmesi ve karacigerde ve degisik organ-
larin adip6z dokularinda birikim yapmasi seklinde iki
fazl kinetik islemden olusur. Ayrica plasental tasinma
oldugdu, fetal birikim yaptigi1 ve slte de gectigi bilinmek-
tedir. Insanlarla yapilan bazi ¢aligsmalarda, deri en yik-
sek PCB konsantrasyonuna sahip doku olurken lipid
icerigine dayal olarak, beyindeki konsantrasyon tah-
min edilenden daha dusuk olarak bulunmustur. Polik-
lorlu bifenillerin yagdan hareketi, bireysel poliklorlu bi-
fenil bilesenlerinin metabolizma oranlariyla buylk 6l¢u-
de iligkilidir. Poliklorlu bifenillerin viicuttan atilmasi; bu
bilesiklerin, fenoller, tiyol bilesikleri ve diger suda ¢6zU-
nen tdrevlerinin konjugatlar gibi daha polar bilesiklere
metabolize olmasina dayanmaktadir. Poliklorlu bifenil-
lere iliskin metabolik yollar hidroksilasyon, tiyoller ve di-
Jer suda c¢6zinen tlrevlerinin konjugasyonunu iger-
mektedir. Bunlardan bazilari arene oksitleri gibi reaktif
ara basamaklari icerir. Metabolizma oranlari, poliklorlu
bifenillerin yapisina bagl olup bilesikteki klor atomlari-
nin pozisyonuna ve klorlanma derecesine gére degis-
mektedir. Yiksek oranda klorlanmis poliklorlu bifenille-
rin polar metabolitleri fecesde ilk olarak elimine olmak-
tadir fakat ayni zamanda ure ile bosaltimda olduk¢a
belirgindir. Onemli bir eliminasyon yoluda anne siitiyle
olmaktadir. Bazi poliklorlubifenil bilesenleri de sa¢ yo-
luyla elimine olmaktadir. Poliklorlu bifeniller insanlarda
adip6z dokuda ve anne sitinde akimule olmaktadir.
Poliklorlu bifenillerin beyin haricindeki, farkli organlarda
ve dokulardaki konsantrasyonlari organ ve dokularin
yag icerigine baghdir. Endustri yéniinden gelismis tlke-
lerde genel populasyonun adip6z dokusunda poliklorlu
bifenil konsantrasyonlarinin seviyeleri < 1-5 mg/kg (yag
Uzerinden hesaplanmistir) arasinda degismektedir.
Memelilerde poliklorlu bifenil karisimlari veya bilesen-
leri ile kisa dénem oral maruz kalmada hedef organ ve
sistemler karaciger, deri immun sistem ve Ureme siste-
midir. Poliklorlu bifenil karisimlari veya bireysel polik-
lorlu bifenil bilesenlerine maruz kalindiginda karaciger,
deri, bagisiklik sistemi ve Greme sisteminde lezyon olu-
sumlar tetiklendigi gibi 6dem olusumu, gastrointestinal
sistem ve tiroid bezinde ise istenmeyen olusumlar géz-
lemlenir. Poliklorlu bifeniller karacigerde cesitli enzim-
leri tetikleme 6zelligine sahiptirler. Endokrin sistemle-
rinde gézlemlenen etkiler ise hormonal-reseptér bagla-
rinda ve steroid hormon dengesinde baskalasimlar ola-
rak tespit edilmistir (WHO, 1992).

Baliklar bitin yasamlari boyunca su yoluyla
PCPB’leri viicutlarina alirlar bu nedenden 6tlrl biokon-
santrasyon faktorleri yuksektir. Dengeye ulasmak icin
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gecen sure degisken olup genellikle uzundur ve 100
glnln Uzerindedir. Ylksek oranda klorlanmis bifenille-
rin vicuda alimi ve vucutta tutulmasi daha fazladir. Ya-
sa bagl olarak viicudun PCB yliki artar ve yiksek lipid
icerigine sahip olan baliklarda PCB seviyeleri daha faz-
ladir. Birikim yapan PCB’ler lipid yénlinden zengin do-
kularda toplanirlar. PCB’lere maruz kalma sona erdik-
ten sonra vicuttan PCB atilimi tespit edilmistir. Yari-
lanma dmrl birka¢ haftadan birkac yila kadar degis-
mektedir. Bircok poliklorlu bifenilin biokonsantrasyon
faktorleri sucul tarlerde (balik, karides, midye) deneysel
olarak tespit edilmis ve 200’den 70000 veya daha yUk-
sek degerlere kadar degistigi tespit edilmistir. Acik de-
nizde yuksek trofik seviyelerde poliklorlu bifeniller bioa-
kiimule olurlar ve bu birikim yUksek predatérlerde 6zel-
likle yiksek oranda klorlanmis bifenillerin artan orani
olarak géralir (WHO, 1992). Insanlar ve hayvanlar
Uzerine yapilan birgok ¢alisma PCB’lerin agiz yoluyla
alimindan sonra vicuttaki birikim sirasinin adipéz do-
ku>deri>karaciger>kas seklinde oldugunu ortaya koy-
mustur (WHO, 1986). Organizmalarda PCB’lerin elimi-
nasyonu, organikklorlu insektisitler gibi metabolizmaya
baglidir. PCB bilesenlerinin vicuttan atilma oranlari
¢ok yavastir ancak bununla beraber disik miktarlarda
PCB disi baliklarda yumurtaya lipoproteinler vasitasiy-
la tasinarak vicuttan atihmlar gerceklesir. Ancak bu
tarz vicuttan atiimlarin total vicut yikinde ¢ok buyuk
bir oran teskil etmedigi belirtiimistir (Walker, 2001).

Cesitli sucul omurgasiz tirleri ve farkli Aroclor (ti-
cari PCB karisimlari) karisimlari icin 96 saatten daha
uzun slre statik kosullar altinda, LC50 degerleri 12
pg/L ve > 10 mg/L arasinda degismistir. Surekli akis
poliklorlu bifenillerin toksisitesini arttirmistir. Genel ola-
rak en toksik ticari karigimlar Aroclorlardir ki Aroclorlar
orta dlizeyde klorlanma derecesine sahiptirler. Dusuk
ve yuksek oranda klorlanma ylizdesine sahip karigsim-
lar daha az toksiktirler (WHO, 1992).

Kabuklular, kabuk degistirme déneminde polikloriu
bifenillere karg! daha hassastirlar. Uzun dénem testle-
rinde kismen statik kosullar altinda gerceklesen maruz
kalmada poliklorlu bifenillerin toksisitesinin beklenilen-
den daha disUk oldugu tespit edilmistir.

Duzbasgli golyan baligi (Phoxinus phoxinus) yavru-
lari icin 96 saatlik LC50 degerleri 0.008 mg/L olarak
tespit edilirken, kanal yayinlari i¢in bu deger > 100
mg/L olarak tespit edilmistir. Bu énemli farklilik tarlere
ve PCB karisimlarina baglanabildigi gibi azda olsa si-
caklik ve suyun sertligi gibi deneme kosularina da bag-
[l olabilir. PCB’lerin toksisitesi, su akisinin devamli ola-
rak saglandi§i ortamlarda PCB’lerin sudaki konsan-
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trasyonunun sabit tutulabildigi durumlarda daha fazla-
dir.

Sucul organizmalarda kisa ve uzun dénem tok-
sisite:

Hansen ve ark. (1976b) fingerling kanal yayin ba-
liklarini (Ictalurus punctatus) 20 hafta boyunca 20
mg/kg Aroclor 1242 iceren yemle beslemislerdir. Balik-
larda agirlik kaybi ve karacigerde hipertrofi gézlemlen-
migtir. Aroclora maruz birakilmis baliklar 8 hafta bo-
yunca kontrol yemi ile beslendikten sonra yeniden 8
hafta boyunca Aroclor ihtiva eden yemle beslenmis ve
agirlik kazanci ile karaciger agirliklarinin normal sevi-
yelerine dondugu tespit edilmistir. PCB ile beslenen
baliklarda histopatolojik lezyonlar gézlemlenmemistir
(WHO, 1993).

Nestel ve Budd (1975) Gokkusagi alabaliklar’ni
(Salmo gairdneri) 330 giinl agkin bir sureyle 1, 10 ve
100 mg/kg Aroclor 1254 ile beslenmiglerdir. Biyime
oranlari Gzerinde hicbir etki gézlenmezken, bitin doz-
larda renal lezyonlar tespit edilmistir. Renal nekrozis,
hlcresel veya granuler tipte olusumla birlikte gézlem-
lenmistir. Batiin dozlarda karacigerde birim alana du-
sen hepatosit sayisinda belirgin bir artis gdzlemlenmis
olup bu durumun doza bagli olarak gelistigi tespit edil-
migtir. 10 ve 100 mg/kg Aroclor ihtiva eden yemle bes-
lenen baliklarin dalaklarinda beyaz 6z maddelerinin
(lenfatik elementler) sayisinda azalma oldugu tespit
edilmistir. Renal nekrozisi olan balikta dalaktaki beyaz
0z maddelerinde ve beyaz hicre sayisinda azalma
gdzlendigi belirtilmistir (WHO, 1993).

PCB’lerin sucul organizmalarda gelisme doé-
nemlerinde ve Gireme dénemlerindeki etkileri:

Westin ve ark. (1983) disi Cizgili levrek’lerden (Mo-
rone saxatilis) yumurtalarina gecen PCB’lerin etkileri ile
yem olarak kullanilan organizmalar yoluyla kuluckada-
ki larvalara gecen PCB’lerin etkilerini arastirmiglardir.
Disi damizhk bireylerden ve Artemia’lardan kaynakla-
nan PCB’lerin etkisinin olmadigi tespit edilmistir. Geng
bireylerdeki PCB seviyeleri baliklar PCB icermeyen su-
lara nakledildiklerinde calisma boyunca dusus gdster-
migtir. Arastiricilar ayni zamanda disi bireyden ve yem
olarak kullanilan organizmalardan kaynaklanan
PCB’lerin dogada yeni bireylerin olusumu U(zerine
olumsuz etki yapmayacagini tespit etmislerdir (WHO,
1993).

Halter ve Johnson (1974) Coho salmonlarinin (On-
corhynchus kisutch) yumurtalarini 4.4-56.4 pg/L Aroc-
lor 1254 ihtiva eden solusyonlara maruz birakmiglardir.
Aroclora maruz kalma periyodu kulugkadan énce 2
hafta ve kuluckadan sonra 4 hafta kadar yani alevinler
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gen¢ dénemine gelinceye kadar devam etmistir. En
yuksek doz olan 56.4 pg/L konsantrasyonda kulugka
verimi % 30 oraninda dusmustar. Yumurtalar kulugka-
dan dnce temiz suya transfer edilirse alevinlerin yasa-
ma oraninin belirgin bir sekilde arttigi belirtilirken, ku-
lucka déneminde en yiksek dozda Aroclora maruz bi-
rakilan yumurtalardan c¢ikan bireylerin alevin dénemin-
de ise % 58 mortalite gézlenmistir. Alevinler kulucka-
dan sonra 4 hafta boyunca PCB’lere maruz birakildik-
larinda, yagsama orani ile maruz kalinan konsantrasyon
arasinda ters bir iliski oldugu tespit edilmistir (6rnegin
4.4 pg/L konsantrasyonda % 18’i, 26 pg/L’de % 901 6l-
mustir) (WHO, 1993).

Freeman ve ark. (1982) Atlantik morinasi baliklari-
ni 5.5 ay boyunca 1-50 mg/kg yem Aroclor 1254 ile
beslemislerdir. Bu doza maruz kalan baliklarda testis-
lerde ve bas bdbrekte (adrenal ekivalenti) in vitro ola-
rak baskalasmis steroid biosentetik yapilar gézlemlen-
migtir. Histolojik muayene sonunda testislerde,solun-
gaclarda ve karacigerde anormallikler tespit edilmigtir.
Testiktler anormallikler loplardaki duzensizlik, lop du-
varlarinda hiperplazi, spermatogenik elementlerin yag-
I nekrozu ve/veya parcalara ayrilip dagiimasi olarak
tespit edilmistir. 5-50 mg/kg yem PCB ile beslenen ba-
hiklarda solungaclarin ikincil lamellalarinin epiteliyal ta-
bakasinda hiperplazi tespit edilmistir( WHO, 1993).

Sucul organizmalarda fizyolojik ve biyokimya-
sal etkiler:

Leatherland ve Sonstegard (1978) Coho salmon-
larini (Oncorhynchus kisutch) 50 ve 500 mg/kg kuru
yem konsantrasyonunda PCB karisimi (1:4, Aroclor
1242:1254) ile beslemiglerdir. En ylksek dozda besle-
nen baliklarda 3 ay sonra serum triiodothyronine (T3)
seviyeleri istatistik olarak énemli derecede disis gos-
termistir. Thyroxine (T4) seviyelerinin bu muameleden
etkilenmedigi belirtilmistir. 3 ay sonra, en yiksek dozda
Aroclor ile beslenen grubun T3:T4 seviyeleri, kontrol
grubu ve dusik dozda beslenen gruba goére istatistik
olarak énemli derecede ylUksek bulunmustur. 500
mg/kg konsantrasyonda Aroclor ile beslenen baliklarin
vicut agirhiklar ¢calismanin sonunda kontrol grubu ile
kiyaslandiginda énemli derecede disik bulunmustur.
50 mg PCB/kg ve 5 mg mirex/kg karisiminin 3 aylik bir
periyodun sonunda serum triiodothyronine ve thyroxine
seviyelerini istatistik olarak énemli derecede disurdi-
gu ancak T3:T4 seviyelerini etkilemedigi belirtilmistir
(WHO, 1993).

Leatherland ve Sonstegard (1979) Gokkusag! ala-
baliklarini (Salmo gairdneri) 2 ay boyunca 500 mg/kg
kuru yem konsantrasyonunda Aroclor 1254 ile besle-

mislerdir. PCB’lerin tiroid histolojisi ve serum tiroid hor-
mon seviyeleri Gzerine etkisinin olmadigi belirtilmistir.
Aroclor’a maruz birakilan baliklarin karaciger agirlikla-
ri, total karaciger lipid icerigi ve karkas lipid icerigi diger
baliklara gore istatistik olarak 6nemli derecede ylksek
bulunmustur (WHO, 1993).

Johansson ve ark. (1972) Kahverengi alabaliklari
(Salmo trutta) kapsil veya intramuskuler enjeksiyon
yoluyla 4 gun arayla 2 defa 5 mg/kg vicut agirhgr do-
zunda Clophen A50 ile muameleye tabi tutmuslardir.
Baliklar 43 giin boyunca beslenmigler, 116 giin boyun-
ca a¢ birakilmiglar ve takip eden 87 giin boyunca yeni-
den beslenmiglerdir. Baliklara iliskin metabolik analizler
denemenin 43. guninde ve calismanin sonunda ger-
ceklestiriimistir. Calismanin sonunda baliklarin vicut
agirliklarinda belirgin bir artis tespit edilmistir. Ancak
baliklarin beslendigi ilk 43 giinin sonunda benzer bir
sonug elde edilememistir. Kan glukozu, kas glikojeni ve
karaciger somatik indeksi degerleri 43 giin sonra ista-
tistik olarak 6énemli derecede artmis olup denemenin
sonucunda ise kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatis-
tik olarak dustagu tespit edilmistir. Hemoglobin ve he-
matokrit seviyelerinin 43 gun sonra istatistik olarak
6nemli derecede distugu belirtilirken calismanin so-
nunda elde degerlerin kontrol grubundan elde edilen
degerlerden istatistik olarak farkli olmadigi belirtilmistir
(WHO, 1993).

Camp ve ark. (1974) fingerling kedi balklarini (lc-
talurus punctaus) 8 mg/L konsantrasyonda Aroclor
1254 iceren suda tutmuslardir. 4 saat sonra balikla
Camp et al. (1974) fingerling kedi baliklarini (Ictalurus
punctaus) 8 mg/L konsantrasyonda Aroclor 1254 ice-
ren suda tutmuslardir. 4 saat sonra baliklarda serum
transaminase aktivitesinde istatistik olarak énemli de-
recede artis elde edilmistir. Serumun Kortisol igerigi
baskilanmistir anak bu durumun istatistik olarak énem-
li olmadigi belirtilmistir. Sodyum:potasyum orani sabit
kalmistir (WHO, 1993).

Sucul organizmalarda davraniglar lGizerine etki-
leri:

Fingerman ve Russell (1980) erkek Kérfez (Fun-
dulus grandis) baliklarini 24 saat boyunca 4 mg/L kon-
santrasyonda Aroclor 1242’e maruz birakmiglardir. Bu
periyodda beyinde noradrenalin ve dopamin seviyele-
rinde istatistik olarak 6nemli derecede dusus elde edil-
digi belirtilmistir. Baliklarin ytizme aktiviteleri de baliklar
24 saat boyunca Aroclora maruz kaldiktan sonra 10
dakika icersinde tankin tabaninda isaretlenmis cizgileri
kac defa gectiklerini sayarak izlenmis olup aktivitenin
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6nemli derecede arttigi ve takip eden 2 gun icerisinde
de bu sekilde kaldigi belirtiimistir (WHO, 1993).

Sucul organizmalarda diger kimyasallarla inte-
raksiyonlar:

Halter ve Johnson (1974) 32.2 pg/L konsantrasyo-
nunda Aroclor 1254’e maruz birakilan Coho salmon’la-
rinin fry’lari (Oncorhynchus kisutch) icin ortanca yasa-
ma zamaninin 336 saatten daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Frylar 2 hafta boyunca Aroclor ve DDT kari-
simlarina maruz birakildiklarinda ise yasama zamanla-
ri DDT icin tek basina bulunan reaksiyon zamanina ya-
kin olarak tespit edilmistir (WHO, 1993).

Bilgi notu: Metnin icerisinde yer alan eski tarihli
kaynaklara ulasilamadigindan, bu kaynaklarin alindigi
WHO 1986; 1992; 1993 tarihli asil kaynaklar referans
olarak alinmis ve kaynaklar béliminde bu sekilde lis-
telenmistir.
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Yazarlar icin Yazim Kilavuzu

1. UGRL Dergisi (Journal of NFRL) Tirkge ve Ingilizce dillerinde yazilmig yayinlari kabul eder.

2. Yayinlanmak Uzere arastirma yazilari, derlemeler ve editére mektuplar kabul edilir.

a. Arastirma yazilan kaynaklar dahil olmak Uzere 15 sayfayl gecmemelidir.

b. Derlemeler kaynaklar dahil olmak Gzere 10 sayfayr gegmemelidir.

c. Editére mektuplar 1 sayfayr gecmemeli ve ilgili makalenin bildirilmesi gerekmektedir.

3. Dergiye gdnderilen makale v.b. gibi yayinlar daha énce herhangi bir dergide yayinlanmamis olmalidir.

4. Yayinlanmak amaciyla génderilen makaleler v.b. gibi yayinlar asagida belirtilen yazim kurallarina gére
dizenlenmelidir.

a. A4 kagit boyutunda, tim kenarlardan 2 cm bosluk birakilmalidir. Metin, tablolar ve sekil altlar yazilirken
12 punto Times New Roman yazi karakteri kullaniimali, 1.5 satir araligi bulunmalidir.

b. Metin icindeki terimler mimkin oldugunca Turkce ve Latince olmali, dilimize yerlesmis kelimelere yer ve-
rilmeli ve celiskili durumlarda Tirk Dil Kurumu'nun giincel s6zIigi kullanilimahdir. Oz Tiirkce'ye 6zen gésterilme-
li ve Tirkge kaynak kullanimina énem verilmelidir.

c. Metin icinde gecen Latince mikroorganizma isimleri ilk kullanildiginda tam ve acik yazilmali, daha sonra-
ki kullanimda kisaltilarak  verilmelidir. Mikroorganizmalarin orijinal Latince isimleri cins ismi blyik harfle basla-
yacak, tir ismi ise kicik harfle baslayacak sekilde italik olarak yazilmalidir: Pseudomonas aeruginosa, P. aeru-
ginosa gibi. Ayrica kullanilan tdr isimlerinin Linnuess tir olmasi durumunda bu durum mutlaka tir isminden son-
ra “L.” harfi ile belirtilerek kullaniimalidir. Yazida sadece cins adi gecen cumlelerde stafilokok, streptokok gibi di-
limize yerlesmis cins adlari Turkce olarak yazilabilir.

d. Derleme tir0 yazilarda yazar daha énce bu konuda ¢alisma ve yayin yapmis olmaldir. Ancak istisna-
i kosullarda editérlik tarafindan kendisine davet gikartilabilir. Derlemelerde Ingilizce 6zet, Ingilizce ve Tirkge
anahtar sézcukler bulunmalidir.

e. Daha 6nce yayimlanmis yazilara elestiri getirmek, katkida bulunmak ya da bilim haberi niteligi tasiyacak
bilgilerin iletiimesi amaciyla yazilan yazilar, Yayin Kurulu'nun inceleme ve degerlendirmesinin ardindan "Editére
Mektup" bdlimiinde yayinlanir. Bu yazilarin bir sayfayr asmamasi ve en fazla bes kaynakla desteklenmesi ge-
rekmektedir.

f.  Yazilar bir zorunluluk olmadik¢a "mig'li gecmis" zaman edilgen kip ile yazilmaldir. Genel gecer bilgiler-
de genis zaman kullanilabilir. Orn: Daucus carota (L.) bir yillik bir olup beta karoten igerigi oldukca yliksektir.

g. Tum satirlar numaralandiriimalidir. Numaralandirma surekli olmalidir.

h. Yayimlanmis gerecleri yeniden basmak veya deney konusu olan insanlarin fotograflarini kullanmak igin
alinan izinler, insanlar Gzerinde ilag kullanarak yapilan klinik arastirmalarda ilgili "Kurum Etik Kurul Onay1" ve gé-
nullilerden yazil bilgilendirme ile olur alindiina dair belgeler birlikte génderilmelidir. llgili etik kurul belgesine ya-
zlI icerisinde Materyal-Metot béliuminde acik bir génderme yapiimalidir.

i. Metin yaziminda dikkat edilecek hususlar sunlardir: Aragtirma yazilari; Baglik sayfasi, Tirkce Ozet, In-
gilizce Ozet, Giris, Gereg ve Yoéntem, Bulgular, Tartisma, Kaynaklar, varsa Tesekkiir béliimlerinden olusmalidir.
Derlemeler; Baslik sayfasi, Tirkce Ozet, Ingilizce Ozet, Derleme Metini, Kaynaklar, varsa Tesekkiir bélimlerin-
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den olugmalidir. Bu bélumlerin basliklari, iki yana yaslanacak sekilde biyik harflerle kalin yazilmalidir. Ingilizce
makalelerde Tiirkge Baslik ve Ozet bulunmalidir. Yabanci yazarlarda Tiirkce 6zet kosulu aranmaz.

Baslik sayfasi: Makalenin Tlrkge bashgi, Ingilizce bashgi, kisa baslik, yazar adlari, ¢alistiyi kurumlara ait
bilgiler, dergi ile yapilacak yazisma isini Ustlenen yazarin agik adresi, telefon numaralari (sabit ve cep), elektro-
nik posta adresi belirtiimelidir:

i. Yazinin ana baghgi mimkuin oldugu kadar kisa ve konuyu agiklayici olmali, buyik harfle yazilmahdir.
ii. Sayfa baslarina konacak olan kisa baslik 40 karakteri gegcmemelidir.

iii. Makale birden fazla yazar tarafindan yazilmis ise, ayni tnitede calisan yazarlarin soyadlari sonuna ay-
ni miktarda yildiz konularak belirlenmelidir.

Tiirkge Ozet: Arastirma yazilarinda; Amac, Yéntem, Bulgular ve Tartisma alt basliklarindan olusmalidir (ya-
pilandiriimis 6zet) ve en az 100, en fazla 250 s6zcik icermelidir.

Derlemelerde bildirilen basliklar aranmaz.

ingilizce Ozet (Abstract): Tiirkge Ozet béliimiinde belirtilenleri birebir karsilayacak sekilde yapilandiriima-
hdir.

Anahtar Sézciikler: Tirkce ve Ingilizce Ozetlerin altinda her biri virgil isareti ile birbirinden ayrilarak veril-
melidir. Anahtar kelime sayisi 3-8 arasinda olmali ve makalenin 6zgunliguni vurgulayacak sézcikler kullaniima-
hdir.

Giris: Arastirmanin amaci, benzer calismalarla ilgili kaynak bilgisi kisaca sunulmalidir.,

Gerec¢ ve Yontem: Arastirmanin gergeklestirildigi kurulus ve tarih belirtiimeli, arastirmada kullanilan arag,
gereg ve yontem agikg¢a sunulmalidir. Standart metotlarda yapilan modifikasyonlar acik olarak ortaya konulmali-
dir.

Bulgular: Sadece elde edilen bulgular acik bir sekilde belirtiimelidir. Bulgularin anlatiminda tablo ve grafik
kullanimi ile veriler desteklenmelidir.

Tartisma: Bu bélimde, arastirmanin sonunda elde edilen bulgular, diger arastiricilarin bulgulariyla karsilas-
tirlmalidir. Arastirici, galisma ile ilgili kendi yorumlarini bu bélimde aktarmahdir.

Tesekkiir Boliimi: Gerekli gortliyorsa Kaynaklar béliminden hemen énce belirtiimelidir. Calisma bilimsel
bir kurulus ve/veya fon ile desteklenmisse, destegin alindigi kurumun acgik adi ve proje numarasi ile tesekkir kis-
minda bildirilmelidir. Makalenin bir kismi, kongre/sempozyumda sunulmussa mutlaka sunum tird ile birlikte ayni
bdélimde belirtiimelidir. Makalenin tamaminin sunulmus olmasi halinde yayinlanmak Uzere kabul edilmeyecektir.

Kaynaklar: Metnin icinde yazarlarin soyadini ve yayin tarihini icerecek sekilde parantez icinde ciimle sonla-
rinda verilmelidir. iki veya daha az yazar varsa hepsi yazilmalidir; yazar sayisi 3 veya daha coksa yalniz ilk ya-
zarin soyadi yazilip ardindan ingilizce metinlerde “et al.” Tiirkce metinlerde "ve ark." seklinde kisaltiima yapilma-
hdir. Metin icerisinde birden fazla yayina ait atiflarda tarih sirasi gézetilmelidir. Ayni yazarin farkli yayinlarina ait
atiflarda da tarih sirasi gézetilmelidir. Ayni yazarin ayni yil icerisinde yaptigi farkl calismalara yapilan atiflarda
ise tarihin yanina kiguk harflerle (a, b, ...) siralama yapilarak atif yapiimalidir. Kaynaklarin yazilimi mutlaka asa-
gidaki 6rneklere uygun olmalidir:

Metin icinde kaynak kullanimina érnek:

“Gida kaynakli infeksiyon ve intoksikasyonlar icerisinde dnemli bir yere sahip Salmonella tdrlerinin hizli iden-
tifikasyonuna yonelik bircok teknik gelistirilmistir. Bu teknikler arasinda immuno magnetic seperasyon (IMS) tek-
nigi birgok farkli materyalle calisilan yayina konu olmustur (Cudjoe ve ark.,1994, Griffiths ve Haseth, 2007,
Anonim, 2010a).”
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Ayni yazarin ayni tarihli fakli yayinlarina ait kullanima ait 6rnek

“Cihaz; lazer ve infra red isinlarini birbirine orantili olarak karistirip, 6rnek ytizeyindeki degisik molekuler bag-
larin hareketlerinden kaynaklanan yansimaya gére spektrum vermektedir (Naumann ve ark. 2006a, Naumann
ve ark. 2006b)”

Kaynak yazimi érnekleri:
Standart Dergi makalesi icin 6rnek:

Demirci M., Unli M., Sahin U. 2001. A Case of Hydatid Lung Cyst Diagnosed by Kinyoun Staining of Bron-
co-Alveolar Fluid. Turk. Parazitol. Derg., 25 (3): 234-235.

Ananonim kaynaklar icin érnek:
Anonymous. 1981. Coffee drinking and cancer of the panceras (Editorial). Br. Med. J., 283:628.
Dergi eki icin érnek:

Frumin A. M., Nussbaum J., Esposito M. 1979. Functinal asplenia: demonstration of splenic activity by bone
marrow scan (Abstract). Blood, 54(Suppl 1): 26.

Kitap icin érnek:

Eisen H. N. 1974. Immunology: an Introduction to Molecular and Cellular Principles of the Immun Respon-
se. 5th ed. New York: Harper and Row, 406.

Kitap bélimi icin érnek:

Weinstein L., Swarts M.N. 1974. Pathogenic properties of invading microorganisms. In: Sodeman WA Jr, So-
deman WA, eds. Pathologic Physiol ogy: Mechanism of Disease. Phidelphia: WB Saunders, 457-472.

internet sayfasi adresi icin drnek:

Eger yazari bilinmiyorsa Anonim olarak gecmektedir.

Anonim 2010. Erisim adresi: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html, Erisim tarihi 15.02.2010.
Tez icin 6rnek:

Korkmaz A. 2009. Sican bébreginde iskemi reperflizyon hasarina karsi flavonoid uygulamasinin etkilerinin
incelenmesi. Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisti, Doktora Tezi.

Kongre tebligleri icin érnek:

Susan Z., Kontur A. High media for accumulation in Campylobacters. International Campylobacter Sympo-
sium. ltaly, Rome. 18-21 September 2008. Oral Presentation.

Tablolar ve Sekiller:

Her gorsel (tablo, sekil, grafik, fotograf) metin icerisinde ilgili yere konulmus olmalidir. Tablolar alt ve Ust ¢giz-
giler ve gerektiginde ara situn cizgileri icermelidir. Tablolar, "Tablo 1." seklinde numaralandiriimali ve tablo bas-
g1 tablo Ust gizgisinin Ustine yaziimalidir. Sekil, grafik ve fotograflarin basliklari genellenerek Sekil adi altinda
toplanmali ve Sekillerin altina yazilmalidir. Fotograflar "jpeg. veya tiff." formatinda olmalidir. Baski kalitesinin ar-
tinlmasi icin gerekli oldugu durumlarda fotograflarin taranmig halleri talep edilebilir. Yeniden génderilecek fotog-
raflar yUksek ¢ozinurlikte olacak sekilde diizenlenerek dergi e-posta adresine en ge¢ 2 giin icerisinde génderil-
melidir.
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Sekil ve tablolarin basliklari ve sayilar koyu olarak yazilmaldir.

Ornek:

Froduct ¥ Tablo 8.4. Ekonomik durum gdstergesi (Csedege, 2010)

Tahle £.4(a) Profit and Loss financial projections
foor the longer term (2004-2003)
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Sekil 1. Diinyada endemik bitkilerin fiyatlandirmasi, (Coldu, 2010)

5. Her yazar Cikar Catismasi Beyani’'ni doldurmahdir.
6. Sorumlu yazar tarafindan Yayin Hakki Devir Formu hazirlanarak tim yazarlara imzalatiimalidir.

7. Yukarida bildirilen yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan makaleler, ¢ikar catismasi beyani ve yayin
hakki devir formu ile birlikte asagidaki adrese gdénderilmelidir.

E-posta adresi: journal.nfrl@ugrl.gov.tr

8. Yukarida bildirilen yazim kurallarina goére uygun olarak hazirlanmamis ve formlari eksik makaleler hakem
gdrisi icin gdnderilmez.
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Notlar:
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