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OZ:Mikotoksinler bazi fungus tiirleri tarafindan iiretilen, biyolojik orijinli, insan ve hayvanlarda akut veya kronik
mikotoksikozizlere neden olan sekonder metabolitlerdir. Tarimsal iiriinlerde mikotoksinler, hasat éncesi tarlada veya hasat sonrasi
uygun olmayan depo kogullarinda toksin iireten funguslarin gelismesiyle ortaya ¢ikmaktadirlar. Bazi fiziksel, kimyasal ve biyolojik
faktorler mikotoksin olusumu iizerine etkilidir. Mikotoksinlerden kaynaklanan insan ve hayvanlardaki toksikozlarla ilgili raporlar,
ozellikle az gelismis iilkelerde olmak iizere, diinyanin her bir kisesinden gelmektedir. Mikotoksinlerin en zararl toksik etkileri
cogunlukla karaciger iizerinedir. Bilinen en tehlikeli mikotoksin grubu da aflatoksinlerdir. Toksin tireten funguslar iiriine hasat
oncesinde, hasat sirasinda veya hasat sonrasinda olmak iizere 3 ayri donemde bulagirlar. Mikotoksinlere maruz kalma, funguslarin
olusturdugu mikotoksinleri soluma ya da hasatta veya depolama siirecinde toksijenik funguslarin bozdugu mikotoksinli gidalarin
tiiketilmesi ile olur. Son yillarda Avrupa Gida Giivenligi Kurulusu ve Avrupa Komisyonu gida maddelerinde mikotoksin seviyeleri
konusunu sicak tutmakta ve siirekli direktifler yayinlamaktadirlar. Ayrica AB iilkeleri arasinda dolasan iiriinlerde mikotoksinlerden
kaynaklanan geri doniisler ve bu iiriinlerin hangi iilkelerden geldigi giinliik rapor halinde hizli alarm sistemlerinde (RASFF)
duyurulmaktadr. Bu ¢alismada ekonomik ve toksikolojik bakimdan énemli olan mikotoksinler ve bu mikotoksinlerin kalinti
analizlerine deginilecektir. Mikotoksin analizleri aynmi pestisit kalinti analizlerinde oldugu gibi kromatografik yontemlerle (TLC,
HPLC, LC-MS) yapimaktadir. Bunun yaminda serolojik yontemlerde (ELISA, RIA) kullamilmaktadir. Ayrica son yillarda LC/MS/MS
sistemindeki hizli gelismler ¢oklu mikotoksin kalinti yontemlerini olanakl kilmaktadir. Mikotoksin analizleri igin, AB kilavuzlarinda
ve Tiirk Gida Kodeksi Yonetmeliginde yer alan érnek alma metotlari, laboratuvar drnegi olarak alimmasi gereken miktarlar, érnek
hazirlama ve analiz metodu kriterlerine de deginilecektiv. Ornegin laboratuvara gelisinden baslayip, ekstraksiyon, clean-up ve
kromatografik degerlendirmeler, kalite kontrol kalite giivencesi ilkeleri dogrultusunda yapilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Mikotoksin, kalinti, yem, aflatoksin, okratoxin, RASFF.
Mycotoxin Formation, their Toxicity and Mycotoxin Residue Analyses in Feeds

ABSTRACT: Mycotoxins are biological seconder metabolite produced by some fungi. They cause acute or chronic
mycotoxicosis in human and animal. In agricultural products, mycotoxins are produced by toxin producing fungi due to improper
storage conditions during post-harvest and pre-harvest period. Some physical, chemical and biological factors affect mycotoxin
production. There is a lot of toxicosis case report for human and animal in the world, particularly in less developed countries.
The most harmful effect of mycotoxin is on liver and the most dangereous mycotoxin is aflatoxins. There are 3 routes of
contamination of mycotoxin produced fungi, namely pre-harvest, at harvest and post-harvest. Two main routes of exposure have
been identified, which are the inhalation of mycotoxins produced by fungi and the consumption of mycotoxins with food that has
been spoiled by toxigenic fungi either before harvest or at storage. In recent years, some legistlation and directives on mycotoxin
level in food are published by European Food Safety and European Comission. Inappropriate products and their origin, due to
mycotoxin are reported in daily basis in EU Countries by means of RASFF (Rapid Alert System for Food and Feed). This review
deals with economical and toxicological important mycotoxins and their residue analysis. Mycotoxin analysis, similar to
pesticide analysis, are carried out by chromatography (TLC, HPLC and LC-MS) techniques and also serological techniques
(ELISA and RIA). Last developments of LC/MS/MS enable application of multi-mycotoxin residue analysis. With the update EU
Directives and Turkish Codex principles, some anaytical parameters such as sampling method, laboratory sample, sample
preperation for mycotoxin analysis are discussed in this review. All assessments for the laboratory sample, extraction and
chromatographic procedure were performed based on quality assurance and quality control.
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GIRIS

Mikotoksinler, yem ve gida maddelerinde fungus
tiirleri  tarafindan
iriinleri olup, bunlarla beslenen havyan ve
insanlarda latent, akut, sub-akut veya kronik

karekterde mikotoksikozislere neden olan toksik
maddelerdir.

sentezlenen metabolizma

1960 yilinda aflatoksin metabolitinin kesfinden
sonra mikotoksinler yogun arastirilan bir konu
olmustur. Gliniimiizde 350 fungus tiiriiniin 400’den
fazla mikotoksin tirettigi bilinmektedir. Mikotoksin
ireten kiif funguslarinin ¢ogunlugu Aspergillus,
Penicillium, Fusarium, Alternaria, Rhizopus ve
Cladosporium cinsleri iginde yer
(Kielstein, 1993; Tunail, 2000).

almaktadir

Hayvanlardan yiiksek miktar ve nitelikte {irlin
aliminda kullanilan yemin mikrobiyolojik ve
mikotoksikolojik yapisi bilylik 6nem tagimaktadir.
Yemin hijyenik kalitesinin 6nemi sadece hayvanlar
icin degil, hayvanlardan elde edilen {iriinleri
tilketen insanlar icin de gecerlidir. Son yillarda
saglikli ve kaliteli {irtinlerin tiiketilmesine yonelik
tiikketicinin bilinglenmesi gida gilivenligini énemli
hale getirmistir. Ayrica bu konunun uluslararasi
ticari boyutu da vardir (Basmacioglu ve Ergiil,
2003). Nitekim AB iilkeleri arasinda dolasan
iiriinlerde  mikotoksinlerden kaynaklanan geri
doniisler ve bu iirlinlerin hangi {ilkelerden geldigi
glinlik rapor halinde hizli alarm sistemlerinde
(RASFF) duyurulmaktadir.

Mikotoksinlerden deoxynivalenol (DON), T2-toxin
ve HT-2 toksininin insan ve hayvan sagligi
iizerine, gida ve yemlerde hatta en son islenmis
iirinlerdeki kontaminasyon seviyelerine bagh
olarak, ¢ok cesitli zararl etkileri vardir (Fels-Klerx
ve ark., 2008). Gida giivenligi {lizerine artan
kamuoyu ilgisi ve uluslararasi ticaretteki Onemi
dolayisiyla AB’nde gidalardaki birgok mikotoksinler
(Anonymous, 2006) ve yemlerdeki aflatoksin
(Anonymous, 2003) resmi tebligler ile (maksimum
mikotoksin limitleri) ¢ok yakindan izlenmektedir.
Mikotoksin olusumunu en aza indirmek i¢in, gida

MIKOTOKSIN KALINTI ANALIZLERI

isleme endiistrisi ve gida giivenligi otoriteleri
tarafindan, HACCP (Hazard Analysis Critical
Control Point) gibi koruma ve kontrol sistemleri,
erken uyar1 ve tahmin modelleri ve modern tani ve
analiz gelistirilmis  ve  yiriirlige
konmustur.

yontemleri

Son yillarda Avrupa Gida Giivenligi Kurulusu
(European Food Safety Authority, EFSA) ve
Avrupa Komisyonu gida maddelerinde mikotoksin
seviyelerini azaltmak i¢in Fusarium toksinleri,
limitleri, diizenlemeler {izerine goriislerini sikca
aciklamaktadir. Bu anlamda European legislation
(Reg, 1881/2006)’da DON mikotoksini i¢in
bugdayda 500 mg/kg, unda ise 750 mg/kg kalintt
limiti konmustur (Anonymous, 2006).

Bu inceleme makalesinde, yemlerde onemli olan
mikotoksinler ve bu mikotoksinlerin kalint1 analiz
yontemlerinden (kromatografik ve spektrofotometrik)
bahsedilecektir. Ayrica ¢alismada, mikotoksinlerle
ilgili AB kilavuzlarinda ve Tiirk Gida Kodeksi
Yonetmeliginde yer alan Ornek alma metotlari,
metot validasyonu, geri alim limitleri gibi kalite
kritrerlerine ve Maksimum Kalinti
(MRL)’ne deginilecektir.

Limitleri

MIKOTOKSIN OLUSUMU VE ETKILEYEN
FAKTORLER

Tarimsal {iriinlerde mikotoksin olusumu, uygun
kosullarda {irtine bagli olmak {izere, hasattan
tilketime kadar hemen her asamada meydana
gelebilmektedir. Funguslar biiyiime ve gelismelerini
tamamladiklarinda, hiicrelerinde birikmis bulunan
fazla karbonhidrati ikincil metabolizma yoluyla
mikotoksinlere ¢evirirler (Orug, 2005).

Tarimsal iriinlerde gelisen funguslar toksin
olusumunun temel sebebi olmakla birlikte,
funguslarin mikotoksin olusturmasinda ¢evresel
faktorler gok dnemlidir (Seger, 2000). Bu faktorler
kismen fungusun gelismesi i¢in de gereklidir
(Tunail, 2000). Mikotoksin olusumunu etkileyen
faktorler Cizelge 1’de etraflica maddeler halinde
Ozetlenmistir.
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YEMLERDE BULUNAN MIiKOTOKSINLER VE
OLUSTURDUGU TOKSIKOZiS OLAYLARI

Giiniimiize kadar 350 fungus tiirliniin mikotoksin
olusturdugu ve bunlar icinde 20-25 mikotoksin
¢esitinin yem ve besinlerde dogal kirletici olarak
bulunduklar1i ve bu besinlerin tiiketilmesi
durumunda, hayvanlarda ve insanlarda siklikla
zehirlenmelere  sebep  oldugu  belirtilmistir
(Anonim, 2010a).

Mikotoksinlerin viicutta etkili olduklari organ ve
dokulara gore veya etki mekanizmalarina bagh
olarak cesitli etkilerinden s6z edilir. Karacigere
etki edenler "hepatotoksik", deriye etkili olanlar
"dermatoksik", bobreklerde toksik etki yapanlar

"nefrotoksik", sinir sistemine etki edenler
"norotoksik"”, bagisiklik sistemini etkileyenler
"immunotoksik" veya "immunosupresif' olarak
tanimlanirlar. Toksik  etkilerinden  baska;

mutajenik, kanserojenik, teratojenik, halusinojenik,
Ostrojenik, tremorjen etkileri de goriilebilmektedir
(Tunail, 2000). Ancak, en fazla etkilenen organ
karacigerdir. Bu nedenle de mikotoksinlerin ¢cogu
hepatotoksik bir karektere sahiptirler. Cizelge 2’de
yemlerde bulunan mikotoksinler ve olusturdugu
toksikozis olaylar1 6zetlenmistir.

Cesitli literatiirlerde yiiksek organizmalara en etkili
olan  mikotoksinler  sirasiyla  aflatoksinler,
Fusarium tiirlerinin  olusturdugu trikotesenler,
fumonisinler ve okratoksin-A olarak

belirtilmektedir (Tunail,
Degirmencioglu, 2002).

2000; Karabulut ve

FUNGUSLARIN URETTIiGi ONEMLI
MIKOTOKSINLER

A. Aflatoksinler

Aflatoksinler, baslica Aspergillus (A. flavus, A.
flavus var. columnaris, A. oryzae, A. parasiticus,
vb) ve Penicillum (P. puberulum, P. variable, P.
citrinum vb.) tiirleri tarafindan iretilen sekonder
metabolit grubudur (Erzurum, 1996). Simdiye
kadar 8 ayn tiirevi (B1, B2, B2a, G1, G2, G2a,
M1, M2) saptanmis olup, bunlardan en fazla toksik
etkili olan1 B1’dir. Bu toksinler 1s183a Kkarsi
duyarhdirlar. Ozellikle depolama esnasinda bir ¢cok
besin ve hayvan yemi iriinlerinin uygunsuz nem
ve sicakliklarda bekletilmesi sonucunda aflatoksinler
olusur. Pisirme sicakliginda bozulmazlar ancak
270°C’de bozulduklar1 belirtilmektedir (Ayaz ve
Yurttagiil, 2008).

Aflatoksikozis, insan ve hayvanlarda, genellikle,
aflatoksin B1 tarafindan olusturulan, akut, subakut
veya kronik seyirli bir mikotoksikozisdir. Bu
toksinin ultraviyole 1smlar altinda gosterdigi
floresan ozelligine gore, mavi floresan veren
aflatoksin-B1 ve aflatoksin-B2 ile yesil floresan
veren aflatoksin-G1 ve aflatoksin-G2 gibi dort
temel komponentinin yanisira hayvanlarin siitleri
ile ¢ikan siit toksinleri aflatoksin-M1 ve aflatoksin-
M2 bulunmaktadir (Anonymous, 2010b).

Cizelge 1. Mikotoksin olusumunu etkileyen faktorler (Kielstein, 1993).
Table 1. Factors affecting mycotoxin production (Kielstein, 1993).

Fiziksel faktorler
Physical factors

Kimyasal faktorler
Chemical factors

Biyolojik faktorler
Biological factors

Nemlilik CO, Fungal enfeksiyon, inokulum miktari
Substrat nemliligi 0, Bitki ¢esidi, bitki dayanikliligi
Kuruma hiz Subsratin yapisi Bitki stresi, bitkinin hastaliklar1

Yeniden nemlenme

Subsrata yapilan kimyasal uygulamalar

Funguslarin genetik farkliligt

Nispi hava nemi

Kimyasal iglemler (giibreleme, ilaglama)

Mikroorganizmalar arasindaki iligki

Sicaklik

Zararlilarin faaliyeti

Mekanik zararlanma

Fungal izolat farkliliklari

Zaman

Hububatin karistirilmast

46



0. TIRYAKI, E. SECER, C. TEMUR: YEMLERDE MIKOTOKSIN OLUSUMU, TOKSISITELERI VE

MIKOTOKSIN KALINTI ANALIZLERI

Cizelge 2. Yemlerde bulunan mikotoksinler ve potansiyel toksisiteleri (Basmacioglu ve Ergiil, 2003; Suttajit, 2000).
Table 2. Mycotoxin in feed and their potential toxicity (Basmacioglu ve Ergiil, 2003; Suttajit, 2000).

Etkili
Fungus Mikotksin Etkili oldugu yem Etki Oldugu Tiir
Fungus Mycotoxin Feed effected Effect Species
Effected
Aspergillus ve | Aflatoksin Misir ve diger tahillar, pamuk Karaciger tahribati, bagisiklik Tiim tiirler
Penicillium (B1,B2,G1,G2) tohumu kiispesi, sorgum, sisteminde tahribat, kanserojen,
yerfistig1 kanama
Aspergillus ve : Okratoksin Misir ve diger tahillar, piring Bobrek tahribati Domuz,
Penicillium kanatl
Aspergillus ve | Siklopiazonik Yerfistii, misir ve diger tahillar Bobrek tahribati, kabuk kalitesinde | Domuz,
Penicillium asit azalma kanatl
Fusarium Deoksinivalenol | Misir ve diger tahillar Sindirim ve dolagim sistemi Domuz,
(DON, bozukluklari, istahta azalma, sigir,
vomitoksin) kusma, sinirsel tahribat kanatl
Fusarium T-2 Misir ve diger tahillar Azalan yumurta verimi, kabuk Kanath
kalitesinde kotlilesme
Fusarium Zearalenon Misir ve diger tahillar, cayirotu, Ureme sisteminde tahribat Domuz,
saman koyun
Fusarium Fumonisin Misir, tahil Sinir sisteminde tahribat At, domuz,
kanatl1
Penicillium Sitrinin Masir, arpa ve karma yemler Bobrek ve karaciger tahribati, 6dem - Kanatl,
koyun, at
Penicillium Rubratoksin Misir Hepatik sendrom, kanama Sigir,
domuz
Penicillium Patulin Bugday Deri lezyonlary, sinirsel sendromlar : Sigir
Claviceps Ergot Sorgum Bilylimede gerileme Tiim tiirler
Alternaria Tenuazoik asit Tahillar e Tiim tiirler

Aflatoksinler genellikle akut, subakut veya kronik
aflatoksikozise neden olurlar. Tavuk ve civcivlerde
gelisme bozukluklari, yumurta veriminde diigme ve
durgunluk gozlenir. Bu hayvanlarda aflatoksikozis
kronik bir seyir izler. Hindi ve 6rdek yavrularinda
yeme kars1 isteksizlik, genel bir zafiyet, tiylerin
kabarmasi, uyusukluk, opistotonus vardir. Ordek
yavrulart diger kanatlilardan ¢ok daha fazla
duyarhdirlar. Hastalik akut bir seyir izler ve
oldiiriiciidiir. Nekropside, i¢ organ ve dokularda
hemorajiler, safra kanallarinda hiperplazi, karaciger
parenkiminde nekrozlar, siroz, yag infiltrasyonlari
goriiliir (Anonymous, 2010b).

B. Okratoksinler

Okratoksinler, Aspergillus ochraceus, A. melleus,

A. alliaceus, A. ostianus, A. sclerotorium,
A. albertensis, A. wentii, A. auricomus, A.niger
niger, A.

viridicatum  P.

var. sulphureus ve  Penicillium
cyclopium, P. frequentans,
P. nidulans ve P. expansum funguslan tarafindan

uretilen mikotoksinlerdir. Bu toksinin A, B ve C

olmak iizere ii¢ tiirevi vardir. Ozellikle okratoksin
A (OTA) kuvvetli bir toksik etkiye sahiptir. OTA;
musir, kuru fasulye, kuru {iziim kakao c¢ekirdegi,
kahve ¢ekirdegi, soya fasulyesi, arpa, yulaf,
turunggil meyveler ve yer fistig1 gibi besinlerde bu
kiiflerin gelismesi sonucu olusmaktadir. Toksin,
hayvanlarin biiylimesini engellemekte, bobrek
genislemeleri ve diger bozukluklara yol agarak
Oltimlere neden olmaktadir. Okratoksinin insanlardaki
bobrek hastaliklar ile ilgili olabilecegi bildirilmistir
(Ayaz ve Yurttagiil, 2008; Girgin, 2001).

Okratoksin A (OTA) yem maddelerinde rastlanan
mikotoksinlerden biridir. Kompetetif fenil alanin-

tRNA-sentetaz inhibisyonu yapmak suretiyle
protein sentezini durdurur. Kanathilarda OTA
zehirlenmelerinde yem  tiiketiminde, agirlhik

artisinda ve yumurta veriminde azalma goriiliir.
Okratoksin yumurta ve dokulara da gecer.
Ruminantlarda 6n midelerdeki mikrobiyel aktivite
nedeniyle OTA toksisitesi tek midelilerden daha
disiiktir (Yildiz, 2009).
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C. Fumonisinler

Fumonisinler ~ Fusarium  tiirleri  tarafindan
iiretilebilmelerine ragmen en Onemli kaynaklar
Fusarium moniliforme ve F. proliferatum tiirleridir.
Fumonisinler, ¢esitli tiirlerdeki farkli hastaliklardan
sorumlu nongenotoksik karsinojenlerdir. Uretimleri
i¢in optimum kosullar nem, yaklagik 20°C sicaklik
ve 11-13 haftalik bir siiredir. Fumonisin grubunun
baslica toksinleri FB1 ve FB2’dir. Fumonisinlerden
FB1 ve FB2 hayvanlar iizerinde tiire bagli olarak
norotoksisite,  hepatotoksisite,  nefrotoksisite,
immiinosupresyon, gelisim  bozukluklar1t  ve
karaciger tiimorleri olusturmaktadirlar. Sigir ve
kiimes hayvanlarinda 50 pg/g’a kadar fumonisine

izin verilmektedir (Girgin, 2001).

Fumonisinlere ozellikle misirda siklikla
rastlanilmaktadir. Fumonisinlerin hepsi kanserojen
etkili olup, fumonisin tiirevleri (FB1, FB2, FB3,
FB4, FCI1, FA1 ve FA2) arasinda FB1, en 6nemli
mikotoksindir. Fumonisin B1’in, atlarda beyin
O0demine (Leukoencephalomacia), domuzlarda
akciger 6demine ve farelerde karaciger kanserine
neden oldugu bildirilmistir (Ayaz ve Yurttagiil
2008).

D. Trikotesenler

Trikotesenleri Fusarium, Trichoderma, Myrothecium
ve Stachybotris tiirleri olusturur. Giiniimiize kadar
kif kiiltlirlerinden 140’tan fazla trikotesen tipi
izole edilmistir ve bu sayr artmaya devam
etmektedir. Trikotesenler “12,13-epoksitrikotes-9-
en halkas1” temel alinarak kimyasal yapilarina gore
A, B, C ve D olmak {izere dort farkli gruba
ayrilirlar. B tipi trikotesenlerin A tipinden farki a-
ve B- bagma sahip olmasidir. Bu iki alt tip izole
edilmis 140 civarindaki toksinin yaklasik 100’iinii
olusturur. C tipi ilave bir epoksit grubu ile
karakterizedir, D tipi ise makrosiklik trikotesenlerden
olusmaktadir.  (Girgin, 2001). Yapilan bir
calismada trikotesen grubu mikotoksinlerden olan
ve musirlarda patojen olan F. moniliforme ve F.
graminearum  olusturdugu
Deoxynivalenol mikotoksinlerinin AB limitlerinin
iizerinde ¢iktig1 tespit edilmigtir (Ugkun, 2008).

Fumonisin ve
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T-2 ve HT-2 toksinler, diasetoksiskirperol (DAS),
deoksinivalenol (DON), nivalenol (NIV) bu grupta
yer alan en Onemli mikotoksinlerdir. Toksisite
siralamalar1 T-2 toksin > DAS > DON > NIV
seklindedir. DON, gida f{irlinlerinde en sik
rastlanan mikotoksindir (Sabuncuoglu, 2008).

Trikotesenlerin en bilinen toksikozlar1 16kositlerdeki
belirgin azalis ile karakterize olan “Alimentary
Toxic Aleukia” (ATA) hastaligidir. T-2 toksin, en
yiiksek toksisiteye sahip (kardiyovaskiiler, sindirim
ve immiinolojik sistemlerin fonksiyonlarinda
bozulmaya neden olur) trikotesendir. Zehirlenmeler,
daha c¢ok kiiflenmis tahil yemleri ile beslenen
hayvanlarda ve aclik donemlerinde bu tahillan
yiyen insanlarda goriilmiistiir (Ayaz ve Yurttagiil,
2008; Sabuncuoglu, 2008). Trikotesen igeren
gidalar1 alan hayvanlarin karaciger, kalp, kas ve
bobreklerinde bu Gebe
hayvanlara toksinli gida verildiginde siitleri ile
disar1 ¢ikarlar. Toksin, hayvanlarda kilo alamama,
dizanteri, ¢esitli doku ve organlarda kanamalar,
agizda ve karacigerde nekrotik odaklar, mukoza ve
deride lezyonlar meydana getirir (Aydin, 2010).
Yumurta {iretiminde ve yumurta kalitesinde
diismelere civcivlerde tily
olusumuna da neden olur. Anormal tilylin meydana
gelmesine T-2 toksininin ana besin maddeleri
(protein, yag, karbonhidrat) metabolizmasinda
meydana getirdigi degisikliklerin sebep oldugu
ileri siiriilmektedir (Anonymous, 2010b).

DON, epoksi-seskiterpenoid yapisinda, tip-B
trikotesen olan mikotoksindir. Akut maruziyeti
anoreksi (istahsizlik) ve emezise (bulanti) neden
olur (Sabuncuoglu, 2008).

toksine rastlanabilir.

ayrica, anormal

Bu toksinler, renksiz, kristal, suda erir, optikli aktif
molekiillerdir. ~ Saklama
pisirme ile bozulmazlar. Normal analizle tahillarda
bunlar tanimak giictlir. Bunlar, dolayli yollardan
etkilenmis besinlerden laboratuvar kiiltiirleri
yapilarak izole edilmiglerdir. Bu toksinleri iireten
kiifler bir cok besinde ¢ogalabilmektedirler. Bunlar
arasinda, musir Uriinleri, piring ve diger taneler ve
tirevleri yer almaktadir. Bu toksinler protein ve

siresince ve normal
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DNA sentezini inhibe ederler. Ayrica bazilan
antibakteriyel, antiviral ve antifungal aktiviteye
sahiptirler (Ayaz ve Yurttagiil, 2008).

E. Patulin

Patulin Aspergillus clavatus, Penicillium expansum,
P. patulum, P. aspergillus ve P. byssochlamys
dahil olmak {izere Aspergillus ve Penicillium
cinslerinin ¢ogu tiirleri tarafindan iiretilen bir
mikotoksindir. 4-hidroksi-4H-furol [3,2-c] piran-
2(6H)-on yapisindadir. Pek ¢ok organik solventte
ve suda ¢oziinebilir (Girgin, 2001).

Patulin, pek ¢ok canli i¢in toksik bir maddedir.
Siilfhidril gruplarina olan afinitesi nedeniyle bazi
enzimleri inhibe etmektedir. Patulinin, sicanlarda
lenfosit sayisinda ve kapiller permeabilitede artma
gibi  degisikliklere neden olabildigi tespit
edilmistir. Kromozom kirikliklar: ile karekterize
cekirdek  gelisim  bozukluklarindan
tutulmus ve dolayisiyla kansorejen bir madde
oldugu bildirilmistir (Sabuncuoglu, 2008).

sorumlu

Patulin en ¢ok; elma sulari, kiiflii ekmek ve diger
meyve sularinda (iizim, seftali vb) bu kiiflerin
¢ogalmasi  sonucu  olugmaktadir.  Patulinin,
antibiyotik  6zelliklerinin yaninda kanserojen,
mutajen ve teratojen niteliklerinin oldugu da
saptanmistir. Patulinin dokularda 6dem, hemoraji,
bulantt ve kusma gibi belirtilere neden olmasi
yaninda muhtemel karsinojen oldugu
bildirilmektedir. SO, ve C patulini
parcalar. Ayrica iiziim sirasmmin fermentasyonu
sonucunda da patulin parcalanmaktadir. Patulin
asidik ortamlarda (pH 6’ya kadar) stabildir. Bu pH
degerinde 1s1ya karsi direngli olup 125°C’ye kadar
bozulmamaktadir. Bu nedenle patulin ozellikle
meyve suyu gibi gidalarda 6nem tasimaktadir
(Ayaz ve Yurttagiil, 2008).

vitamini

F. Zeralenonlar

Zeralenon (ZON); musir, arpa, yulaf, bugday ve
darilarda yaygin olarak bulunabilen Fusarium
tiirleri tarafindan farkli sartlarda iiretilebilen bir
mikotoksindir. Orn. F. roseum tarafindan ZON

MIKOTOKSIN KALINTI ANALIZLERI

iiretimi i¢in yiiksek (24-27°C) ve diisiik (12-14°C)
olmak farkli  sicaklik
bulunmaktadir. Diisiik sicaklik enzim aktivasyonu
icin sarttir, fakat enzim bir kere aktive oldugunda
yiksek sicakliklarda da toksin iiretebilmektedir
(Girgin, 2001).

tzere iki alternatifi

Zeralenon (ZON) Fusarium tirli funguslarca
liziim, misir ve yiikksek nem igerigi olan saman
yigilarinda siklikla iireyen Ostrojenik yapili
mikotoksindir (Sabuncuoglu, 2008). Bu nedenle
FES (Fermentasyon Ostrojenik Madde) veya F-2
toksini adlar1 ile de bilinir. Zeralenonla kontamine
olmus yemlerle beslenen hayvanlarin biiyiimeleri
yavaglar. Domuzlarda abortus ve infertiliteye de
rastlanabilir. Bu degismeler domuzlarin
disindaki diger hayvanlarda da goriilebilir. Fakat

tarz

bunlarda daha az belirgindir. Toksinin 1 ppm
miktarindaki dozu sigirlarda siit salgisinda azalma,
istahsizlik ve wvulvada siskinliklere neden olur.
Mikroskobik olarak
endometriumda kalinlasma, meme dokusunda
proliferasyon (hiicrelerin kontrolsiiz bir bi¢imde

myometrium ve

cogalarak artmasi), serviks (rahim agzi kanseri) ve
vajinada skuamatdoz metaplazi goriiliir. Toksin
idrarla ve digki ile atilir. Kanatlilar toksine
direnglidir (Anonymous, 2010b).

Zeralenon (ZON) diinyanin her iklim bolgesinde
bulunabilen bir fungus metabolitidir. Bu metabolit
direk bir toksin olmaktan c¢ok hormon benzeri
kimyasal yap1 gosterir. Tahillar, misir ve domates
icin ¢ok Onemli sorun olup, bitkilerde pek ¢ok
hastalik  yapabilmektedir. Bulasma tarladan
itibaren olup, yiiksek 1s1 ve rutubet gibi uygun
olmayan depolama sartlar1 insan ve hayvanlara
genis tahribatlar yapar. ZON’un 1-5 ppm’lik
diizeyleri canlilarda fizyolojik hasarlar meydana
getirebilmektedir. Bu diizeyde ZON ihtiva eden
musir hormon diizenini bozarak, lireme sistemleri
tizerinde tahribat yapmaktadir. ZON, mutajenik ve
kanserojen etkili olup, baz1 hayvanlarda, ozellikle
cinsel organlarda toksik etkiler gdstermektedir.

Zeralenon, funguslar tarafindan iiretildigi bilinen
tek bitkisel Ostrojen olup, bu 6zelligi ile ticari bir
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Ooneme sahiptir. Zeralenon tiirevlerinden biri olan
Zeralenol (Zeranol) anabolik ajan  olarak
kullanilmaktadir (Ayaz ve Yurtagiil, 2008).

MIiKOTOKSINLERLE KONTAMINASYON
YOLLARI

Mikotoksin kontaminasyon diizeyi iklim kosullarmna,
iriinlin cinsine ve cografi konuma bagli olarak
mevsimden mevsime, yildan yila farklilik
gosterebilir (Girgin, 2001). Ancak toksin iireten
funguslar iriine hasat oncesinde, hasat sirasinda
veya hasat sonrasinda olmak iizere 3 ayr1 donemde
bulagirlar. Bunlardan birincisi inokulasyonu tarlada
(hasat oOncesi) gerceklestiren Fusarium genusuna
bagl bitki patojeni funguslardir. Ikincisi, depo
doneminde inokulasyonu gerceklestiren Aspergillus
ve Penicillium genuslarma bagh funguslar,
ticiinciisii ise sadece fiziksel zarara ugramis yaral
tiriinlerde hasat sonrasinda bozulmalara neden olan
Aspergillus, Chaetomium, Scopulariopsis, Rhizopus,
Mucor ve Absida genuslarina baglh funguslardir
(Karabulut ve Degirmencioglu, 2002).

Berthiller ve ark, (2007) mikotoksinlere maruz
kalma sekli, ya kiiflerin olusturdugu mikotoksinleri
soluma (¢ogunlukla fungus sporlar1) ile ya da
hasatta veya depolama siirecinde toksijenik
kiiflerin bozdugu mikotoksinli gidalarin tiiketilmesi
ile oldugunu bildirmektedirler.

Toksin olusturan tarla funguslari, hasattan Once
olgun danelere bulasan, pas ve yaniklik etmenlerinin
disinda kalan funguslardir. Bunlar arasinda 6nemli
olanlar;
Cladosporium,  Helminthosporium,  Fusarium,
Stemphylium ve Verticillium cinsleridir. Funguslarin
olusturdugu sporlar riizgar ve su ile danelere taginir
veya bitkinin enfekte olmus kisimlar1 danelerle
temas eder. Kontamine danelerde, sporlarin
cimlenmesi ve funguslarin iiremesi sonucunda renk
ve gorlntii degisir, ¢imlenme kabiliyeti diiser,
mikotoksinler olusur. Depo funguslart silolarin
yetersiz temizligi nedeniyle silolarda siirekli
bulunur ve gelen {iriinii kontamine eder. Ancak
depo funguslarinin danelere bulasmasi asil hasat
zamaninda olur.

Alternaria,  Aureobasidium,  Botrytis,
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Gidalara mikotoksin bulagmast ¢esitli yollarla
gergeklesir; Gidanin
gozle fark edilir sekilde kiiflenmesi mikotoksinin

1. Direk kontaminasyon:

direkt kontaminasyonuna neden olur. Direkt
kontaminasyon ekmekte, meyvelerde, dogal
kiiflerle olgunlastirilan et {iriinlerinde,  siit

mamullerinden 6zellikle peynirlerde goriiliir. 2.
Dolayli kontaminasyon: Gidalarin mikotoksinlerle
indirekt kontaminasyonu, mikotoksinle kontamine
olmus hammaddelerin veya katki maddelerinin
gida iretiminde kullanilmasiyla meydana gelir.
Patulinle bulagik meyvelerin, meyve suyu veya
konsantreleri seklinde islenmesi sonucu patulinin
varligina bu iriinlerde rastlanir. 3. Tasinma-kalint
(carry over): Ciftlik hayvanlari mikotoksinlerle
kontamine yemlerle beslendiklerinde toksinleri
metabolize ederek, biiylik kismini atarlar. Ancak
metabolize formlara kanda, siitte, bazi organlarda
hatta yagli dokularda rastlanir. Aflatoksin igeren
yemlerin siit ineklerine yedirilmesi sonucu
aflatoksin B1 ve aflatoksin B2, aflatoksin M1 ve
aflatoksin M2'ye doniiserek kalinti halinde siitte
ortaya ¢ikar (Tunail, 2000).

MIKOTOKSIN KALINTI ANALIiZLERI

Mikotoksin analizleri i¢in ¢ogu analitik prosediirler
su analitik basamaklart icerir: Ornekleme,
homojenizasyon, ekstraksiyon, clean-up ve drnegin
konsantrasyonu. Nihai ayristirma ve dedeksiyon
kromatografik teknikler veya immunokimyasal
metotlarla yapilir. Immunokimyasal metotlar her
bir mikotoksine 0zgii antibadi gerektirirken,
kromatografik teknikler c¢ok sayida analiti
ayristirabilir. = HPLC-MS/MS  mikotoksin  ve
metabolitlerinin belirlenmesinde ¢ok kullaniglt bir
aractir. GC metotlar1 polar bilesiklerin analizinden
once genellikle tiirevlendirmeye ihtiya¢ duyar. Bu
da zaman israfi ve potansiyel hataya sebep olabilir.
Bununla beraber trikotesen ve zeralenon (ZON)
mikotoksinlerinin kantitatif analizinde GC-MS
basart ile kullanilmistir (Tanaka ve ark., 2000).
Sonu¢ olarak kiitle spektrofotometresi, UV
absorbans veya floresans gibi kimyasal 6zelliklere
bagli olmayan bir dedektdrdiir. Matris etkisi LC-
MS'in basarisim kisitlar. Iyon baskilama (veya
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artis1) ilgilenen analit ile beraber gelen matris
bilesiklerinin olusturdugu bir etkidir. Bunun 6niine
gecmenin yolu matrisli standartlar kullanmak veya
toksin/matris kobinasyonu ile ¢aligsmaktir. Coklu-
mikotoksin metotlar1 sadece ekstraksiyon ve clean-
up basamaklar1 optimum oldugu siirece timitvardir.
Boyle  metotlar  konvansiyonel = metotlarla
karsilastinldiginda analitik isgiiclinde biiyiik bir
azalis saglarlar ve analitik verimde biiyiik bir artisa
neden olurlar (Berthiller ve ark., 2007). En son
generasyon elektro spray kullanilan LC-MS/MS
cihazlari, 6n clean-up islemine gerek kalmaksizin
ham bitki ekstraktinin analizine olanak verir
(Spanjer ve ark., 2006).

Mikotoksinlerin analizinde, ince tabaka
kromatografisi (Thin Layer Chromatography, TLC),
yiiksek basingh sivi kromatografisi (High Pressure

Liquid Chromatography, HPLC), gaz
kromatografisi/kiitle spektrometresi (GC/MS), enzim
baglanmig immunoabsorbant yontemi (ELISA)

(Orug, 2005) ve radio-immunassay (RIA) yontemi
kullanilmaktadir. Bunlardan en fazla ve rutin olarak
TLC ve HPLC kullanilir. Mikotoksinlerin ugucu
olmamasindan dolay1i, GLC’nin kullanimi sinirhdir.
Ancak  floresan  olmayan trichotecen’lerin
belirlenmesinde GLC uygundur. Kalitatif olarak -
yani 0rnegimizde var ya da yok seklinde belirlemek-
UV lambasi altinda gorsel olarak belirlenebilmektedir
(Smith ve Moss, 1985).

TLC mikotoksinlerin analizinde en ¢ok kullanilan
bir tekniktir. TLC kalitatif veya yar1 kantitatif bir
analiz yontemi olup, genellikle clean-up’a gerek
duyulmaz. TLC’de cam bir levha iizerine ince bir
tabaka halinde ve homojen olarak yayilan sabit
(kat1) faz (silikajel, aliiminyum oksit vb) ve
hareketli faz (aseton, metanol, hekzan) kullanilir.
HPLC hassas, gilivenilir ancak pahali ve clean-up’
a ihtiya¢ duyan bir analiz yontemidir. HPLC ile
hangi mikotoksinin hangi dedektorle
aranacaginin  bilinmesi  gerekir.  Aflatoksinler,
fumonisinler ve okratoksin A(OTA) analizlerinde
fluoresans dedektor; trikotesenlerin analizinde UV
veya DAD  dedektorii  kullanilir.  Ayrica
mikotoksinler kiitle dedektorii ile de LC-MS veya

analizde
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LC-MS/MS sisteminde analizleri yapilir. Bu
analizler daha hassas ve giivenilirdir. Aflatoksin,
fumonisin, okratoksin analizinde temelde C-18
kolonlar1  ve  mikotoksinlerin  ekstraksiyon
asamasinda toksinlerin daha konsantre ve saf olarak
elde edilebilmesi icin genellikle immiino Affinite
Kolonlar1 (IAK) kullanilmalidir (Orug, 2005).

ELISA ucuz, 6n hazirhigr kolay, hizli sonug veren
ancak dogrulama gerektiren bir ydntemdir.
ELISA’da ise kat1 ylizeylere baglanmis az
miktarda antikor ile 6rneklerde bulunan toksin ve
toksin ile isaretlenmis enzimlerin baglanmasini
temel almaktadir. Yikama sonrasi baglanmamis
enzimler ayrilmakta, kullanilan belirli substrat ile
meydana gelen renkli madde miktari, toksin
miktari ile ters orantili olarak hesaplanabilmektedir
(Orug, 2005). RIA’da ise ekstraksiyon ve clean-up
isleminden sonra yiiksek spesifik aktiviteli
radyaoaktif markerlar kullanilir.

Ekstraksiyon, clean-up islemi ve dedeksiyonlari
farkli olan, bircok mikotoksinin ayni anda
belirlenmesini saglayan multi-mikotoksin analiz
metotlart gelistirilmistir. Tek bir ekstraksiyon ile
mikotoksinlerin pozitif varligi anlagilir, sonra da
mikotoksinin kantitatif analizi, o mikotoksin i¢in
spesifik metotla yapilir. Cogu multi-mikotoksin
analizinin temelini TLC olusturmaktadir. Bunlar,
tahil ve iriinleri, yagh tohumlar, hayvan yemleri
ve siit konsantrelerinin analizlerinde kullanilir
(Smith ve Moss, 1985).

Soares ve Rodriguez-Amaya (1989), tahillarda
TLC ile multimikotoksin analiz  yOntemi
gelistirmiglerdir. Yontem, MeOH ve % 4’liikk KCl
ile ekstraksiyon, kloroform ile organik faz ayrimu,
susuz Na,SO, bulunan filtre kagidindan siiziilerek
yapilan clean-up ve TLC ile dedeksiyonunu igerir
(Secer, 2000).

Secer (2000), “Ac¢ik alanlarda  depolanan
bugdaylarda gelisen funguslar ve bunlarin
olusturdugu toksinler iizerinde arastirmalar”

konulu tez ¢aligmasinda, Toprak Mahsulleri Ofisi
Genel Midiirliigi’'ne bagh 4 farkli bolgede, acgik
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yigin seklinde depolanan bugdaylardan, 1993 yili
iriiniinden 41, 1994 yil1 liriiniinden 34 ve 1996 yili
iirlinlinden 14 olmak iizere alinan toplam 89
bugday ornegi su aktivitesi, fungal flora ve
mikotoksin  igerigi  yOniinden  incelemistir.
Mikotoksin analizlerinde, Orneklerde aflatoksin
B1, Okratoksin A, Sterigmatosistin ve Zeralenon
mikotoksinleri yoniinden ince tabaka kromatografi
yontemiyle multi-mikotoksin analizi yapilmistir.
Toplam 89 6rnekte Okratoksin A, Sterigmatosistin
ve Zeralenon tespit edilmemistir. Aflatoksin B1 ise
sadece 1994 yilina ait bir 6rnekte 1.12 pg / kg
diizeyinde saptanmistir. Kullanilan metodun geri
alma orani, Aflatoksin B1 i¢in % 68,25, OTA i¢in
% 84,12, Sterigmatosistin i¢in % 93,3 ve ZON igin
% 82,94 bulunmustur.

Siegel ve ark. (2010), Alternaria mikotoksinlerinin
ekmek yapim siirecinde degradasyonu iizerine
calismiglar ve HPLC-MS/MS ile 6rnek matrisli
kalibrasyon kullanarak (Tiryaki, 2009) yaptiklari
analizlerde mikotoksinlerin stabil kalmalarmni su
siralamada bulmuglardir: alternariol monomethyl
ether >alternariol > altenuene.

Berthiller ve ark. (2007), tahillarda 90 adet
mikotoksin ve onlarin konjuge metabolitlerinin
LC-MS/MS ile ¢oklu-mikotoksin metodu ile
analizi lizerine ¢aligmislardir.

Nielsen ve Smedsgaard (2003), LC-UV-Ms
metodu ile 474 adet mikotoksin ve metaboliti
analiz metodu gelistirmigler tabani
olusturmuslardir. Positif electrospray ionization
(ESI) modu- TOF Kkiitle spektrofotometresi - DAD
dedeksiyon
kullanmuslardir.

Sulyok ve ark. (2006), tahillarda, A- ve B-
trichothecene’leri, ZON ve ilgili tiirevleri,
fumonisin, enniatin, ergot alkaloidleri, okratoksinler,
aflatoxinleri ve moniliforminleri i¢eren 39 adet
miktoksinin LC-ESI-MS/MS metodu ile analizi
iizerine c¢alismiglardir. Birbirini takip eden iki
kromatografik enjeksiyonda en iyi hassasiyeti elde
etmek ic¢in electrospray ionization (ESI) modu
secilmistir. Metotta clean-up basamagi olmadig1 ve

ve verl

sistemini mikotoksin analizlerinde
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iyl bir geri alim elde etmek i¢in ham ekstraktlar
(6rn., musir ekstrakti) seyreltilmelidir.

Son  yillardaki LC-TOF/MS  sistemindeki
gelismeler, kompleks biyolojik materyallerden az
miktarda ornek alarak genis bir sekonder
metabolitlerin hizli bir sekilde analizine ¢oklu
mikotoksin metodu imkan vermektedir. Senyuva
ve ark. (2008) bu anlamda incirlerde mikotoksin
taramasi amaciyla yaptiklar1 ¢alismada LC-
TOF/MS sistemi ile aflatoxin B1 ve diger sekonder
metabolitleri ayni anda tarayabilmiglerdir.

LC-MS mikotoksin analizleri ile ilgili cok genis bir
caligma Sforza ve ark. (2006) tarafindan yapilmig
ve yaymlanmigtir.

MIKOTOKSIN KALINTI ANALIZLERINDE
KALITE KONTROL/KALITE GUVENCESI
(QA/QC) KRITERLERI

A. Ornekleme

Mikotoksinlerin belirlenmesinde kullanilan biitiin
kimyasal analitik islemler; Ornek alma, o6rnek
hazirlama, ekstraksiyon, temizleme, konsantrasyon,
kalitatif ve Kkantitatif analiz ve dogrulama
asamalarindan olusmaktadir (Smith ve Moss, 1985).
Mikotoksin analizlerinde ornek alma ve analiz
Orneginin hazirlanmasi en 6nemli asamalardir. Bir
yigin  i¢inde mikotoksin  dagilimi  homojen
olmadigindan bir yigimdan alinacak 6rnek miktarinin
ve analiz i¢in tim yigin1 temsil edecek analiz
Ornegi miktarinin belirlenmesi ¢ok Onemlidir.
Alman oOrnegin ogiitillerek mikotoksinle bulasik
pargaciklarin etkili bir sekilde dagilimint saglamak
icin homojen hale getirilmesi gerekmektedir
(Campell ve ark., 1986).

Bu anlamda 26.04.2007-tarih ve 26504 sayili
Resmi Gazetede (Anonymous, 2007) mikotoksinlerle
ilgili Oornek alma, ornek hazirlama ve analiz
metodu tebligi yaymlanmigtir. Analiz edilecek her
partiden (orijin, ¢esit, ambalajlayici, ambalaj tipi,
isaretleme, sevkiyat1 yapan gibi 6zelliklerinin ayn
oldugu belirlenen ve bir seferde teslim edilen
tanimlanabilir miktardaki gida maddesi) O6rnek
alinmalidir. Laboratuvara getirilen 6rnek o partiyi
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temsil edebilmelidir. Alinacak pagal numune (parti
veya alt partiden aliman birincil numunelerin
tamaminin birlestirilmesi ile elde edilen numune)
birincil érneklerin yapisini bozmamalidir. Ornegin
kuru {izim paketi birincil 6rnek olup bu
bozulmamalidir. Tahil ve tahil {iriinlerinde
(Fusarium toksinleri, Okratoksin A, Aflatoksin Bl
ve toplam aflatoksin analizleri i¢in) birincil 6rnek
yaklasik 100 g olmalidir. Pagal 6rnek agirligi ise
10 kg civarindadir. Mikotoksinlerin dagilimi
homojen olmadigi i¢in, 6rnekler biiyiik bir dikkatle
homojenize edilmelidir. ulasan
numunenin tamami  homojenize edilmelidir.
Ogiitme islemi ile tam bir homojenizasyon
saglanmalidir. Homojenize olan 6rnekten 50 g’lik
analitik porsiyonlarla analiz yapilmalidir. Daha
kiiciik miktarlar analitik hata verir. Aflatoksinler
ultraviyole 1siktan etkilendigi i¢in, analiz sirasinda
miimkiin oldugunca giin 1s181ndan kagimilmalidir.

Laboratuvara

B. Metot validasyonu

Kullanilan kalint1 analiz metodu, metot validasyon
kriterleri ile gecerli kilinmalidir. Bu kriterler 1)
Dogruluk 2) Uygulanabilirlik 3) Tespit smirt 4)
Tayin smirt1 5) Kesinlik 6) Geri alma 7) Segicilik 8)
Duyarlilik 9) Dogrusallik 10) Olgiim belirsizligi
11) Matris etkisi olarak siralanabilir (Tiryaki,
2006).

Metot validasyonu kriterlerinden hepsinin kalinti
analizlerinde 6zel 6nemi vardir. Ancak arastiricilarn
en fazla tlzerinde durduklan, Kkesinlik,
belirsizligi ve matris etkisidir. Kesinlik (precision)
kriteri ¢cok onemlidir. Tekerriir degerlerinin birbirine
yakmhgmnin ifadesidir ve rastlantisal hatalarin bir

Olelim

Ol¢limiidiir. Bir analitik metodun ¢aligma kosullarinda
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tekrar edilebilirliginin Sl¢iimiidiir. Bu parametre 4 alt
kriterde degerlendirilir. Bu degerlendirme metot,
analist, ekipman ve laboratuvar kavramlarinin ayni
ve/veya farkli oluglarina gore yapilir (Cizelge 3).
Ancak kesinlik kriterinde belli limitler iginde olmasi
gereken tekrar edilebilirlik (repeatability) ve yeniden
tiretilebilirlik (reproducubility) kavramlarmm kalmnti
analizlerinde anlam biiyiiktiir.

Tekrar Edilebilirlik (Repeatability)

Bir laboratuvarda kisa araliklarla tek bir
analizcinin ayni ekipmanlarla yaptigi analizlerin
miimkiin oldugu kadar sabit kosullarda gerceklestigini
gosterir. Ayni Ornekte, ayni metot kullanilarak,
ayni laboratuvar, aymi kisi, ayn1 ekipman ve farkli
giinlerde yapilan analizler arasindaki iliskidir. Bu
kosullarda yapilan iki analiz sonucu arasindaki
mutlak farktir (genellikle % 95 olan belirli bir
gliven araliginda r = 2.8x sr icinde kalmasi
beklenenin). Bu da prosedurde belirtilen range’i
icerecek sekilde en az 9 veri ile yapilir. Ornegin, 3

seviye, her birinden 3 tekrar gibi.
Yeniden Uretibilirlik (Reproducibility)

Laboratuvarlararas1 ~ yeniden  yapilabilirliktir.
Laboratuvarlar ~ arasinda  yapilan  ortaklasa
caligmalarin sonuglarmin birbirine yakinligmi ifade
eder. Aymi Ornekte, ayn1 metot kullanilarak, aym
ekipman,  farkli  glinlerde  ancak  farklh
laboratuvarlarda farkli kisiler tarafindan yapilan iki
analiz sonucu arasindaki (genellikle % 95 olan
belirli bir giiven araliginda R = 2.8xsR i¢inde
kalmasi beklenen) mutlak farktir. Elde edilen
sonuglarn relatif SD yiizdelerinin (CV) hesaplanmasi
ile aciklanir. Kisaca RSD ile gosterilir.

Cizelge 3. Laboratuvar i¢i ve laboratuarlar aras1 6l¢iim hassasiyeti (precison) kriterleri (Tiryaki, 2011).
Table 3. Precision criteria within laboratory and interlaboratory (Tiryaki, 2011).

Laboratuvar igi Laboratuarlar aras1
Within laboratory Inter laboratory
Tekrar edilebilirlik Saglamlik Dayaniklilik Yeniden iiretilebilirlik
Repeatability Robustness Ruggedness Reproducibility
Ayni metot Ayn1 metot Metotta kii¢lik bir sapma Ayni metot
Ayni lab. Ayni lab. Ayni lab Farkli lab
Ayni kisi Farkli kisi Ayni kisi : Farkli kisi
Ayni ekipman Ayni ekipman Ayni ekipman Farkli ekipman
Farkli giinlerde Farkli giinlerde
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RSDr = Tekrarlanabilirlik kosullarinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan oransal standart sapma,
[(sr/x)x100]

RSDR=Yeniden yapilabilirlik kosullarinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan oransal standart
sapma, [(sR/x)*100]

sr = Tekrarlanabilirlik kosullar1 altinda elde edilen
sonuglardan hesaplanan standart sapma

sR = Yeniden yapilabilirlik kosullar1 altinda elde
edilen sonuglardan hesaplanan standart sapma

Mikotoksin kalint1 analizlerinde geri alimlar ve
limitleri ornekteki mikotoksin konsantrasyonuna
bagli  olarak  degisir.  Genellikle  6rnekteki
konsantrasyon diistiik¢e geri alim da diiser. Bunlarla
ilgili geri alim, tekrar edilebilirlik ve yeniden
iiretilebilirlik limitleri Cizelge 4 de verilmistir.
Olgiim Belirsizligi (U)

ISO 17025 (Anonymous, 2005), ISO GUM (ISO
Guide to the Expression of Uncertainty in
Measurement) (Anonymous, 1995), ve
EUREACHEM/ CITAC Guide CG4 (Anonymous,
2000) gibi uluslararasi dokiimanlara gore,
laboratuvar islemlerinin belirsizlik genisliklerinin
Olciilmesi veya saptanmasi bir zorunluluktur.

Analizlerdeki Olglimler her zaman tam ve kesin
degildir. Ancak bu kesin olmamanin derecesinin
rakamsal olarak ifade edilmesi gerekir. Olgiim
belirsizligi bir ol¢iimiin sonucu ile ilgili olasi
dalgalanmalar1 tanimlayan istatistiksel parametredir
ve analizle ilgili her bir laboratuvar iglemlerinin ve
test prosediirlerinin  belirsizliginin  saptanarak
birlestirilmis toplam belirsizlik hesaplanmasi ile
bulunur. Olgiim belirsizligi, verilerin giivenirligini
saglayan kantitatif bir indikatordiir. Bir sonug ile
iligkili  belirsizlik  degerlendirmesi  kantitatif
analizlerin esas bdoliimiidiir. Eger bir sonucun,
belirsizligi ile ilgili bilgi yoksa o sonug¢ eksik
aciklaniyor demektir. Bu 6l¢im  belirsizligi
degerinin ¢ok diisiik olmasi istenen bir olgudur,
ancak bunun istatistiksel olarak dogrulanmasi
gerekir (Anonymous, 2000; Barwick, 1998; Meyer,
2007). Analitik basamaklarin hepsi ayr ayn
belirsizlik bilesenidir. Bunlar temel laboratuvar
ekipmanlarinin belirsizligi, ekstraksiyon belirsizligi
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ve clean-up belirsizligidir. Belirsizlik bilesenlerinden
toplam belirsizlige en fazla katkisi olani da “clean-
up” islemidir.(Tiryaki ve Baysoyu, 2008).

Matris Etkisi

Mikotoksin kalint1 analizlerinde analiz edilecek
ornekten ekstraksiyon ¢ozeltisine gecen bilesikler
matris etkisi olusturarak kantitatif analizlerin
sonucunu pozitif veya negatif yonde etkileyebilir.
Bunun oOniine geg¢mek i¢in arastiricilar gok
alternatifler {izerine ¢aligmislarsa da en uygulanabilir
olan1 matrisli kalibrasyon uygulamaktir. Ornek
matrisli kalibrasyon, analiz edilecek {iriin ekstrakti
icinde hazirlanan standartlarin  kullanilmasi ile
yapilan kalibrasyon olarak tanimlanmistir. Matris
blank analizler i¢in hazirlanmalidir. Matris
konsantrasyonu analiz edilecek Ornegin
konsantrasyonu ile ayni1 olmalidir (Tiryaki, 2009).

KABUL EDIiLEBILIR EN YUKSEK
MIiKOTOKSIN MiKTARLARI

Bugiin gelinen noktada insanlar1 bu toksik grubun
etkilerinden korumak amaciyla mikotoksinlerin
gida ve yemlerde bulunabilecek tolere edilebilir en
yiiksek miktarlar yasal diizenlemelerle belirlenmekte,
her iilkenin limit (simir) degerleri farkli olsa da
uluslararasi ticarette belli normlara yaklasmak i¢in
¢aba sarf edilmektedir. Kiiresel anlamda her iilke
cografi konumuna gore uluslararasi kabul gdren
limitleri dikkate almalidir. Bunlar arasinda, Tiirk
Gida Kodeksi (Tiirk Kodeks, 2002), Codex
Alimentarius (Codex, 2001), Avrupa Birligi EC
NO 1881/2006 direktifi (Anonymous, 2006) ve
Amerika FDA (Steyn ve Stander, 1999) limitleri
sayilabilir. Tiirk Gida Kodeksinde mikotoksinlerle
ilgili limitler 2002/63 nolu teblig ve ekinde
verilmistir (Cizelge 5). Bu Tiirk Kodeksinden diger
bazi1  organizasyonlarin  limitleri farklilik
gostermektedir. Ornegin, aflatoksin kontrollerinde
(findik ve antepfistigi dahil) AB’nin uyguladig
tolerans limitleri (Anonymous, 2006) AFB1 i¢in
2,2ug/kg, toplam aflatoksin (B1+B2+G1+G2) igin
4 pg/kg iken, bu limitler Tiirk Gida Kodeksi’ne
(Codex, 2002) gore sirastyla 5 ve 10 pg/kg’dir.
Codex Alimentarius’da (Codex, 2001), islenmemis
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yerfistiginda toplam aflatoksin limiti 15 ppb, siitte
aflatoksin M1 0.05 pg/kg, elma suyunda patulin 50

MIKOTOKSIN KALINTI ANALIZLERI

limitleri, Cizelge 7°de Amerikan Gida Ilag Kurulu
(FDA) tarafindan aflatoksin kontaminasyonu ig¢in

png/kg olarak Tirk Gida Kodeksi ile aymidir. kabul edilen maksimum  diizeyler  (ppb)
Cizelge 6’da AB Direktifinde bazi mikotoksinler  goriilmektedir (Steyn and Stander, 1999).
Cizelge 4. Mikotoksin analizlerinde geri alim (%), tekrar edilebilirlik, yeniden iiretilebilirlik limitleri (Anonymous, 2007).
Table 4. Recovery (%), repeatability and reproducibility limits for mycotoxin analysis (Anonymous, 2007).
Mikotoksin Konsantrasyon Geri alma (%)
Mycotoxin Concentration Recovery (%) RSDr(%) RSDR ( %)
(ng/kg)
Geri alma-Aflatoksin M1 0.01-0.05 60-120 Horwitz Degeri*
>0,05 70-110 Horwitz Degeri
Geri alma-Aflatoksin B1, B2, <1.0 50-120 Horwitz Degeri
G1,G2 1-10 70-110 Horwitz Degeri
>10 80-110 Horwitz Degeri
Okratoksin A <1 50-120 <40 <60
1-10 70-110 <20 <30
Patulin <20 50-120 <30 <40
20-50 70-105 <20 <30
>50 75-105 <15 <25
Deoksinivalenol >100- <500 60-110 <20 <40
>500 70-120 <20 <40
Zeralenon <50 60-120 <40 <50
>50 70-120 <25 <40
Fumonisin B1 ve B2 <500 60-120 <30 <60
>500 70-110 <20 <30
T-2 Toksini 50-250 60-130 <40 <60
>250 60-130 <30 <50
HT-2 Toksini 100-200 60-130 <40 <60
| >200 | 60-130 | <30 | <50

*

Kesinlik degerleri Horwitz denkleminden hesaplanmalidir. RSDR =2(1-0,5l0gC);-RSDR Yeniden yapilabilirlik kosullar

altinda elde edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart sapmay1 [(sR /x) x 100], C ise konsantrasyon oranini ifade eder.
Horwitz esitligi; analite ve matrikse bagli olmayan, yalniz analit konsantrasyonuna bagl olarak degisen ve birgok rutin analiz

metodu i¢in gegerli olan genel bir kesinlik denklemidir.

Cizelge 5. Ulkemiz igin gegerli olan gida maddelerindeki maksimum mikotoksin seviyeleri (Tiirk Kodeks, 2002).
Table 5. Maximum mycotoxin levels in Turkish Food Codex (Tiirk Kodeks, 2002).

Maksimum diizey / Maximum level (ng/kg)
Gida Maddesi Aflatoksin Okratoksin A -~ Patulin
Food Aflatoxin Ochratoxin A
Bl ! B1+B2+G1+G2 | Ml
Findik, yer fistig1 ve diger yagh kuru meyveler, yagh tohumlar, 5 10
incir liziim ve kurutulmus meyveler ve bunlardan iiretilen
slenmis gidalar
_Tahillar (karabugday-.dahil) ve tahl Grénleri @ 2 4
Siit 0,05 :
Siit tozu 0,50
Peynir 025 @ .
_Bebek mamalar ve devam formiilleri (sitbazl) 0,05
_Bebek mamalari ve bebek gidalann 1 2
Baharat 5 10
Diger gida maddeleri 5 10
Islenmemis tahil taneleri S
_Tahillardan elde edilen bitin Grénler . 3
Kuru iiziim 10
Elma suyu ve elma suyu iceren icecekler 50
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Cizelge 6. AB Direktifinde verilen tahil ve misirlarda bazi mikotoksinler limitleri (Anonymous, 2006).
Table 6. Limits of some mycotoxins in grain and maize in the EU legistlation (Anonymous, 2006).

Gida maddesi / Mikotoksin Maksimum diizeyler
Food/ Mycotoxin Maximum levels
(ng/ke)
AFLATOKSINLER (AF) (AFLATOXINS) Bl BI1, B2, Gl, G2
Insan tiiketimi 6ncesinde ayiklama veya diger fiziksel uygulamalara tabi tutulan veya gida 5,0 10,0
maddelerine ilave edilen misir
OKRATOKSIN A (OTA) (OCHRATOXIN A)
Islenmemis tahillar 5,0
Dogrudan islenmis tahil iirlinleri ve insan tiiketimine sunulacak tahillari igeren islenmemis 3,0
tahillardan {iretilen biitiin {iriinler
DEOKSINIVALENOL (DON) (DEOXYNIVALENOL
Islenmemis musir 1750
Dogrudan insan tiiketimine sunulan tahillar, tahil unlar1 (misir unu, kabaca ogiitiilmiis 750
misir dahil), insan tiiketimine sunulan kepek ve germleri (bebek ve kiigiik cocuklar igin
iiretilen islenmis tahil bazli iiriinler harig)
ZERALENON (ZEARALENONE)
Islenmemis musir 200
Dogrudan insan tiiketimine sunulan misir unu, kabaca 6giitilmiis misir, misir germi ve 200
rafine misir yagi
Masir bazli kahvaltilik tahillar 50
Bebek ve kiigiik ¢ocuklar i¢in iglenmis misir bazli gidalar 20
FUMONISINLER (FUMONISINS) B1 ve B2 toksinleri toplami
Total B1 ve B2 toxins
Islenmemis musir 2000
Misir unu, kabaca 6giitiilmiis misir, misir germi ve rafine misir yagi 1000
Dogrudan insan tiiketimine sunulan musir bazli gidalar (Misir unu, kabaca ogiitiilmiis 400
misir, misir germi ve rafine misir yagi ile bebek ve kii¢iik cocuklar igin iiretilen islenmis
tahil bazli gidalar harig)
Bebek ve kiigiik ¢ocuklar i¢in iiretilen iglenmis tahil bazli gidalar 200

Cizelge 7. Amerikan Gida Ila¢ Kurulu (FDA) tarafindan aflatoksin kontaminasyonu icin kabul edilen maksimum diizeyler (ppb)

(Steyn and Stander, 1999).

Table 7. Accepted maximum levels (ppb) of aflatoxins set by FDA (Steyn and Stander, 1999).

Substrat Maksimum miktar
Substrate Maximum level

. (ppb)

Insan yiyecegi ve bazi tiir hayvan yemleri 20

Siit 0.5

Besi Hayvan1 Yemi 300

Domuz yemi (et i¢in) 200

Siit veren inek, domuz ve kiimes hayvani yemi | 100

HIZLI ALARM SiSTEMi (RASFF)

Uluslararasi ticaretin bu denli arttig1 giiniimiizde,
dolasimda olan tarimsal {iriinlerin mikotoksinlerden
ari olmasi oOnemlidir. AB iilkelerine gonderilen
bitkisel iirlin partilerinden uygun bulunmayanlarin
sayist ve uygun bulunmama nedenleri (pestisit
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kalintisi, toksin kalintisi, kiif, bakteri, bocek vb)
giinlik olarak AB’nin internet sayfasinda
yaymlanmaktdir.  Tiirkiye’den AB  {ilkelerine
gonderilen bitkisel {iriin partilerinden mikotoksinler
nedeniyle uygun olmayan parti sayilar1 2004 den su
ana kadar Cizelge 8 de verilmigtir. Bunlarin
¢ogunlugu aflatoksin mikotoksinine aittir.
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Cizelge 8. Tiirkiye’den AB iilkelerine gonderilen bitkisel iiriin
partilerinden ~ mikotoksinler nedeniyle uygun
olmayan parti sayilar1 (RASFF., 2011).

Table 8. RASFF information and alert notifications published
in EU originated Turkey (RASFF., 2011).

Yil Uygun bulunmayanlarin sayist
Year Number of alert notification

2004 88

2005 129

2006 167
2007 198

2008 203

2009 179

2010 113

2011 (21 Mart’a kadar) | 41
SONUC
Mikotoksinler ~ funguslarn  irettigi  biyolojik

kokenli sekonder metabolitlerdir. Mikotoksinler
iiriinde tarla sathasinda olusabildigi gibi, depolama
siirecinde de olusabilmektedir. Kalint1 analizlerinde
ise, pestisit kalint1 analizlerinde gegerli olan tim
analitik iglemler mikotoksinler i¢in de gegerlidir.
Bunlar 6rnek alma, ornekleme, homojenizasyon,
ekstraksiyon, clean-up ve kromatografik yontemlerdir.
Yine son yillarda, laboratuvarda {iretilen verilerin
giivenirligini saglayan, kalite kriterleri mikotoksinler
icin de gecerlidir. Mikotoksin analizlerinde TLC
ve HPLC kullanimi GCye gore daha yaygindir.
Birden fazla mikotoksinin ayni sistem ile analiz
edilmesine yonelik -¢oklu kalinti analiz metodu-
caligmalar son yillarda yogunlagmigtir.
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