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OZET

Bu ¢aligmada, bazi kiif mantarlar:a ile kontamine
olmug besinlerin kullanim amaglari gdz niinde tutularak;
aflatoksinler, okratoksinler, sitrinin ve patulinin biyo-
sentezi, izolasyonu, canlilar {izerine etkileri ve kontrol

yontemleri incelenmigtir.

Gunimlize kadar yapilan ¢alaigmalar aflatoksinler ilize-
rinde yogunluk kazanmaktadar. Bu nedenle aflatoksinler
hakkinda edinilen bilgiler diger mikotoksinlere oranla daha
kapsamlidar. Diger mikotoksinler hakkinda da detaylai bil-
gilerin elde edilebilmesi ic¢in bu konuda yapilacak caligma-
lara ihtiyag¢ vardir. Ozellikle ililkemizde kiiflii yiyecekler-
le beslenme ve besleme aliskanlifini ortadan kaldirmak,
ancak bu mikotoksinlerin =zararlarinin belirlenmesi ile
olacaktair. Bu da bu konuda yapilacak g¢aligmalarin gerekli-

ligini ortaya koymaktadir.



SUMMARY

In this study, the biosynthesises methods of control
and isolations of the aflatoxins, ochratoxins, citrinin and
patulin produced by mould and ochratoxins the effect
of food contaminated with some mould on human beings are

reviewed.

Most of the studies so for-fOCUSed on the aflatoxins.
That is why the information on the aflatoxins is more and
broader then those of other mycotoxins. More research is
needed to obtain more detailed information about other
mycotoxins, Especially for our country, it is necessary to
reveal the harm of mycotoxins in onder to eliminate the
habit of eating moulded food. That makes the studies on
the mycotoxins are necessary to draw attention to the

problem.
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1. GIRIiS

Glinlik yagantlmlzda si1k goriilen ve hemen  ‘her
gesit gida maddesinde lireyebilen kiifler, son yillarda
izerinde ©Onemle durulan giincel bir aragtirma konusu ol-
mustur. Insanlar tarafindan tiiketilen tarim iirlinlerinde
olusan kayiplarin biyik bir kismina kiifler neden olmakta-
dir. Cevre kosullari uygun oldqgu takdirde, bu mikrcor-
ganizmalar her tirli taraim Urlind lzerinde geligsebilmekte-
dir (Rambo et ali, 1974; Esentepe ve ark., 1977; Atli ve
K6gsker, 1980; Kivang, 1992). Bu nedenle biitiin Urinler,
geligtirilmeye ©basglandiklari andan tilketilinceye kadar
gecen her basamakta, kiifler ile bulasgma tehlikesi

ile karg:i kargsiyadirlar.

Yakin zamanlara kadar, g¢egitli irinlerde olusan bu
bozulmalara karsl duyulan ilginin temelinde ekonomik ka-
yiplar yer almakta ve ¢aligmalarin ¢ogu beslenme degerin-
deki dﬂsmelef, ¢imlenme yeteneginin yitirilmesi gibi ko-
nulari kapsamigtir. Uzerinde kif gelismesi goriilen irin-
lerin hayvan  yemi olarak kullanilmasinda bir sakinca g0-
riilmemis ve‘ bu mikroorganizmalarin geligme sirecgleri
iginde iirlnlerde olugturduklari metabolitlerle ilgilenil-
memigtir, KUiflll yemleri yiyen hayvanlardaki OSlimler ise
¢ok az sayida arastirmacinin dikkatini g¢ekmistir (Denizel

1986).

Mikroorganizmalar geligmeleri sairasinda iki tip bi-
lesik Uretmektedirler. Bunlardan bir grubu hilicrenin ya-
pisina giren bilesiklerdir. Diger grubu ise sekonder
metabolizma Hrinleri olup, hiicre fonksiyonunu yerine ge-
tirmeleri igin belirgin bir gdrevleri yoktur. Mikotok-

sinler bu ikinci grup icinde yer alirlar (Betina, 1989).



350 tir kuUf mantarinin, 300'liin lzerinde mikotoksin
olugturuldugu bilinmektedir. Tlrler ig¢inde varyasyonla-
rin oldugu da diisiiniiliirse, 10.000 civarinda mikotoksin

ireticisi olan kuUf oldugu tahmin edilmektedir (Peterson,
1986).

Mikotoksinler, degisik kiif tiirlerinin salgiladiklari
toksik sekonder metabolik urilinler olup, kimyasal yap1i ba-
kimindan oldukga farklilik géstérirler. Bu kif metabo-
litlerinin insan ve hayvanlarda neden oldugu patolojik
veya fizyolojik bozukluklara mikotoksikozis adi verilir,
Mikotoksikozise neden olan kiifler ve {iretmis olduklar:a
toksinler ile etkil gekilleri (Cizelge 1l.1'de goriilmekte-

dir.

19. yizyilda Japonya'da sara piring toksikozisine
kiiflerin nedén oldugu (Ciegler et al., 1971), Amerika'da
ise pekgok ¢iftlik hayvaninin ©Olimiine, yedikleri kiUflu
hububatlarin yol agtigi bilinmekte idiyse de (Christensen,
l§65); bu konudaki kapsamli ¢aligmalar 1960 yilindan son-

ra hiz kazanmisgtair.

1960 yilinda Ingiltere'de rasyonlarinda yer fistiga
kispesi bulunan 100.000'den fazla hindi , birkag ay
iginde ©lmis ve sebebi bilinmedigi igin bu hastaliga
"hindi X hastaligi" (turkey X disease) denilmistir. Yine
bu tarihlerde Ingiltere'de 14.000 6rdek, 5.000 siiliin yav-
rusunun ve Dogu Afrika'nin bazi ¢iftliklerinde de &rdek
yavrularinin ayni hastalik belirtileri ile 8ldikleri bil-

dirilmistir (Goldblatt, 1965; 1971).

Bu olaylar iizerine g¢ok yogun arastirmalar yapilmzis
ve nedeni bilinmeyen bu hastaligin, hayvan yemlerinde bu-

lunan Aspergillus flavus tarafindan olusturulan bir miko-

toksinden ileri geldigi anlasilmistir (Nagarajan, 1973).



Toksisiteye neden olan fungusun
his edildikten sonra,

rak "AFLATOKSIN" adini,

masi (A) ve Tflavusun (fla)

Gizelge 1.1.

speciesinden almigtar.

A.flavus oldugu teg-

toksin iiretim kaynagina baglai ola-

Aspergillus'un taksonomik kisalt-

Diger

Gida maddeleri lzerinde geligen kifler

tarafindan olusturulan bazi mikotoksinler

ve etkileri (MOSSEL,

Mikotoksin Kif Mantari
—%XQ—Aflatoksin A.flavus
— A.parasiticus

Citreoviridin Penicillium
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1977).
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Bagirsakta kanama
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Protein sentezi
engelleyici

Titreme, sarsilma

ndbetleri



Cizelge L.1.(Devami)

Mikotoksin Kif_Mantari
Luteoskyrin Penicillium islan-
dicum
‘Mpnilif6rmin Fusarium moniliform
—0Ochratoksin A.ochraceus

P.viridicatum

%ﬁé~wPatulin Penicillium ve

Aspergillus tirler,
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.. . .. P.R.Toksin Penicillium
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——
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s
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Deri iritasyonu,
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leyici
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Kusturucu

Steroid hormon
sistemlerini en-

gelleyici



toksinler de benzer gekilde kendilerini lireten mikroorga-
nizmalarin isimlerini tasiyacak sekilde isimlendirilmis-

lerdir (Sergeant et al., 1961).

Ayni yillarda Amerika'da alabalik g¢iftliklerinde,
aflatoksinin biylik kayiplara neden oldugunun anlasilmasi
ve zehirlenméden civeciv, yarka, Ordek yavrusu, buzagi gi-
bi diger hayVanlarln da etkilendiginin goriilmesi sonucun-
da, mikotoksinler 20.ylizyilin en popliler arastirma saha-
larindan biri haline gelmigtir. Grafik 1l.1'de son
ylizyilda mikotoksinler ile 1ilgili yayainlarin yogunlugu

gorilmektedir.

Grafik 1.1. Mikotoksin aragtirma periyotlara
(Yurtyeri, 1979).

Yayinlarin sayisi
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Tlirkiye'de 1ise bu konudaki ilk ¢aligmalar, 1967 yi-
linda Kanadafya ithra¢ edilen 10 ton ig¢ findigin "aflatok-
sinli" oldugu gerekgesi ile iade edilmesi Uzergne
baslamistir. 1971 yilinda A.B.D.'ne sattigimiz 45 parti
antep fistiginin 36 partisi de ayni nedenle geriye gev-
rilmistir. 1972 yilinda Danimarka'ya i1hrag¢ edilen kuru
incirlerde, 938 mg/kg gibi yiiksek diizeyde aflatoksin bu-
lundugu saptanmigtair. 1973-1974 yillarinda A.B.D.'ne
gdnderilen 38 parti kuru incirden 3 partisi aflatoksin

ihtiva ettigi igin geri gdnderilmistir (Anonymous, 1974).

Daha soﬁraki donemlerde findik, antep fistigi, bug-
day, un, mls;r, incir, sit, peynir, et ve et lrinleri gi-
bi bazi gidalar lizerinde de mikotoksin galismalari yapil-
mistair.

Gida maddelerinin yani sira yemlerde de mikotoksinle-
rin bulunmasi biyiik ©nem tagsimaktadair. Glinkd, yemle bir-
likte alinan mikotoksin, hayvanin viicudunda biyotransfor-
masyona ugratilarak siut, idrar vb.salgilarla digarz

atildig: saptanmistir (Masri et al., 1969).

Slit hayvanlarinda yemlerle viicuda alinan aflatoksinle-
rin, karacigerde biyotransformasyona ugratildiktan
sonra aflatoksin Ml'in meydana geldigi bildirilmistir. Af-
latoksin Ml'in, aflatoksin B1 ile hemen hemen ayni

toksik ve kanserojenik etkiye sahip oldugu saptanmigtir

(Holzalpfel et al., 1966).

Kumanin tlrevi olan ve difuranokumarinler ad: ile
bilinen aflatoksinlerin (Sekil 1.1} Aspergillus, Penicil-
lium ve bazi Rhizophus tirid mantarlar tarafindan sentez-

lendigi saptanmistir (Arda, 1979).



AFLATOKSIN B SERISI

1-metoksi-aflatoksin
2-metoksi-aflatoksin

l-etoksi-aflatoksin
3-hidroksi-aflatoksin Bl veya

CH_CH_OH
2 2

l-etoksi-aflatoksin

Sekil 1.1. Aflatoksinl

(Betina, 19

U oW w w2 W

i R R_ R
Toksin Rl R2 R3 4 5 6
OCH H H H 0o H

1 3 2
OCH H H H 0 H

2 3 2 2 2
L OCH3 H H OH 0 H2
OCH H H OH 0 H

2 3 2 2 P
, OCH H, OH H H 0 H
2a 3 2 2
OCH H H H OH H

° OCHS CH O H H 0 H2
2 3 3 2 2
OCH H CHO H 0 H

2 OCH3 02H 0 H 8 H 0 H2
2 OCH3 .cﬁ go H2 H 0 H2
2 3 3772 T2 2

L OCH3 H H H 0 OH
OH H H H 0 H

1 . 2

PARASITIKOL

(Aflatoksin B3)

AFLATOKSIN G SERIsi

Toksin R R R
1 2 3
G H H H
1
G2 H2 H2 H
G OH H H
2a 2
GM H H OH
1
G CHO H H
2 25 2

er ve kimyasal formiilleri
89)



Toksik, kanserojen, mutajen ve teratojen etkiye sahip
olan mikotoksinler igerisinde en etkili olani aflatok§in Bl

dir. AFlatoksin B , A.flavus ve A.parasiticus'un sekonder
! ! mSemZanE =2

metabolitidif. Fakat A.flavus'un biitin suslaranin aflatok-

sin lUretmedigi bildirilmigtir (Lee et al., 1981).

I1k kez 1960 yilinda Ince Tabaka Kromotografi (TLC) ile

izole edilen aflatoksinlerin Bl, B2, G:L ve G2 olarak adlan-

dirilan ddrt varyasyonunun oldugu anlasilmistir. B2 ve G2,

B ve Gl'in iinhidro tirevidir. U.V.1s1k altinda (360 nm)
1
B serisi mavi, G serisi yegil floresans lekeler olusturmak-

tadir (Diener and Davis, 1969).

Gliney Afrika'da tahillar ve baklagillerden izole edi-

len funguslarinin toksisitesi arastirilirken okratoksinler

bulunmustur (Scott, 1965). Aspergillus ochraceus ile bu-
ligstirailmigs  misair, deney hayvanlarinin climine neden

olmustur. A.ochraceus'un klor igeren metaboliti okratoksin

A, daha az 2toksik olan okratoksin B 1ile birlikte 1izole
edilmistir. Okratoksin grubu (Sekil 1.2), okratoksin A ve
metil, etil esterleri; okratoksin B ve metil, etil esterle-
ri; okratoksin C,  4-hidroksiockratoksin A ve okratoksin !

dan meydana gelmisgtir. Bunun yani sira P.vinidicatum'dan,

okratoksin, A,B,A—hidroksiokratoksin A ve 8-karboksi-3,4,-
dihidro—9—hidroksi—3—metilisokumarin izole edilmistir

(Hutchinson et al., 1971).



OH 0
R_C
3
CH3
R R
2 1
R R R
1 2 3
1 H ¢l phenyl-CHCH(COOH)NH i
2 H H phenyl-CHZCH(COOH)NH
3 H cl phenyl—CHZCH(CooczHg)NH
4 OH cl phenyl—CHZC(COOH)NH
5 H  Cl OH

Sekil 1,2. Okratoksinlerin kimyasal yapisi, (1)okra-
toksin A, (2) okratoksin B, (3) okratoksin C
(4)hidroksiokrateoksin A, (5) okratbksin(Betina,

1989)

Sitrinin, Penicillium citrinum'un kiltir filtratindan

izole edilmigtir. Birgok penicillium ve aspergillus tirle-
rine ait suglarin sitrinin Urettigi bilinmektedir (Jabbar

and Rahim, 1962).

Sitriniﬁin, antibakterial ve antibiyotik &zelliginin
yani saira, fitotoksik etkiye de sahip (Warren et al., 1963)

0ldugu bildirilmistir. Ayrica Artemia salina,civciv embri-

yosu ve fare fibroblastlarina da toksik oldugu bilinmekte-
dir. Sitﬂininin, domuz nefropatisine neden oldugu
bildirilmigtir. . Misir, piring, bugday, arpa, ¢avdar, yulaf
ve c¢liriiyen domateslerde dogal kontaminant olarak bulundugu

saptanmistir (Betina, 1989).

E;SiEEiEEE’un mutantlarindan dekarboksi-sitrinin ve
diger yapisal 1ilgili bilesikler izole edilmistir (Sekil
1.3). Fakat ibunlarin bir kisminin biyolojik etkileri hala

bilinmemektedir (Ciegler et al., 1977).
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CH CH
3 3
0 0 CH
~ 3
HOOC J~ NS
OH
1 2
CH CH
3 3
H €O
3 N C'H
25
O
Hél >
OH
0 5
7 6

3 R = COH
1

4 R = OCOCH(CH_)CH CH
1 ( 3) 2 3

5R =H
1

Sekil 1.3. Sitrinin ve ilgili bilesiklerin kimyasal
‘ vapilari (1) Sitrinin, (2) dekarboksisitri-
nin, (3) ML-236A, (4) DML-236B, (5) ML-236C,
(6) ascocehitine, (7)3,7 dimetil-8-hidroksi
6-métilizochroman (Betina, 1989)

En iyi bilinen beg iliyeli toksik loktonlar (Sekil 1.4)
patulin, penisillik asit, mycophenelik asit, butenolid, Y
-metil tetronik asit ve asclodiol'dlir. Bunlar c¢ogunlukla
degisik aspergillus ve penicillium tirlerinin metabolitle-

ridir (Engel and Teuber, 1984).

Patulin,, Penicillium patulum tarafindan olusturulan

bir aktif antibiyotik bilegen olarak kegfedilmigtir.
Fakat ilk olarak P.clavifarme'nin Urettigi klaviformin ada
altinda izole edilmigtir. Daha sonralari insanlarda

anti mikrobiyal ajan olarak kullanilmasi igin ¢ok =zehirli

oldugu belirlenmigtir (Norstadt and Mc Colle, 1963).



0
= ~ -~
/
o~ "OH
HO N0
1 2
CH
3
H_CO 0
HOOC
~_ =
OH 0
CH
3
4
0 OCH, HO
CH,=C~C~C=COOH
“ ‘ H C 0 0
CH,_ 3
3 5
0
HC
OH Il ~
oNg 0 NH-C-CH -
H C=C i 0 3 CH_OH
2' ‘
CH 3 6 CH OH
3 : 2

Sekil 1;4. Beg iliyeli toksik laktonlarin kimyasal
‘ formiilleri (1) patulin, (2) isopatulin,
(3) penisillik asit, (4) mycophenolic
asit, (5) ¥-metiltetronik asit, (6) bute-
nolit, (7) ascladiol (Betine, 1989)

Patulin,klavétin-c, klavisin, expansin, penisidin, mycoin,
leucopin ve ;tersinin gibi ¢egitli isimler altinda bildi-
rilmistir, Patulinin dogal olarak olusumu, toksisitesi ve
karsinojenitesi; patulini, insan ve hayvan sagligi ig¢in
kuvvetli bir tehlike haline getirmektedir. Izopatulinin

toksisitesi ise heniiz bilinmemektedir (Betina, 1989).
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Yiyecek ve yemlerdeki mikotoksinlerin yapisi ve olusu-
mu, insan ve‘hayvan sagligi Uzerindeki etkileri Bullerman,
Mirocha ve | diger aragtirmacilar tarafindan (Betina,
1989) detayli olarak incelenmistir. Mikotoksin problemini
bertaraf etmek oldukg¢ga =zor oldugundan, onlari kontrol igin
en etkili bigUmler, mikotoksinlerin besin ve yemlerdeki
varligini gdzlemek 1¢in yapilacak dikkatli bir programa
baglidir. Bu sebeple, insanlarin mikotoksinlere maruz kal-
ma riskini azéltmak igin, besinlerdeki mikotoksinlerin ana-

lizlerinin dogru ve duyarli yapilmasi OSnemlidir.

Aflatoksinlerin kesfi, mikotoksinler igin analitik me-
totlarin geligmesini tegvik edici arastirmalara neden ol-
mustur. Yeni;metotlar bildirilmesine ragmen, mikotoksinle-
rin analizi ile ilgili hala li¢ ana problem vardir: Bunlar-
dan birincisi; mikotoksinlerin kimyasal yapisi ve fiziksel
tzellikleri ile ilgilidir. Her bir mikotoksinin analizi
igin ayra biﬁ metot geligstirilmesi oOnerilmektedir. Bazai
mikotoksinlerjbrnegin, aflatoksin, okratoksin ve zearole-
non'un farkli' yapisal bilegiklerden ve diger kontaminant-
lardan ayrlldiktan sonra direkt kimyasal analize izin veren
spektral ve flouresans Ozellikler gdsterirken diger miko-
toksinler, érﬁegin; trichothecen'ler ve rubratoksinler iyi
tanimlanmisg ébsorbsiyon kurallarina sahip degillerdir.
Bundan dolayi degisik metotlarin kullanilmasi ©nerilmigtir

(Labuza, 1983).

ikinci 6£emli problem ise, mikotoksinlerdeki yapisal
anologlari ayirmaktir. Clinkli, besin ve yem gibi kompleks
karigimlarda toksinin ¢cok az bir miktar: bulunur.
Analizleri y%pmak igin 1ise biylik oranda saf toksin elde

edilmesi gerekmektedir.
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UgﬁncUsﬁ ise; mikotoksinler, zirai lriinlerde heterojen
dagilim gdsterirler. istatiksel sapmalari azaltmak igin
bir {Uriinden birgok ©drnegin analizi gereklidir (Labuza,
1983). Bd nedenle mikotoksin analizleri igin yeni
metot geligtirme calismalarinda bu g bliylik problem
halledilmeye:gallsllmaktadlr. iyi bir metot spesifik, du-
yarli ve yapimi kolay olmalidar. Tercihen otomasyona uyar-
lanabilmelidir. Mikotoksinler ig¢in, analitik metotlar lize-
rindeki arasklrmalar bu 6zellikierin birgogunu kapsayan,

birgok yeni teknige yol gdstermistir (Labuza, 1983).

Mikotokéin kontroliinde kimyasal metotlar kadar
biyolojik te%niklerin de ©nemi biliylktiir. GCinkl, bazi tok-
sik olmayan jbilegiklerin de flouresans verme Ozelliginde
olusu; kromoéografik caligmalarda bazi mikotoksinlerin ise,
benzer degerler vermesi nedeni 1ile biyolojik testler bir
doBrulama tésti niteligini tasgsimaktadirlar. Bunun yani
sira kimyasai yontemlerle belirlenemeyen bazi mikotoksinle-
re ait toksik etkiler de biyolojik yontemlerle kontrol edi-

lebilmektedir.

Mikotoksinlerin tayini konusunda yapilan laboratuvar
ara@tlrmalari, mikotoksinleri saptamada daha duyarli ve ko-
lay bir metodun gelismesini saglamigtair. Bu teknik
”Immunoassay@dir. Bu teknik, hemolog bir mikotoksine karsgz:
olusturulan jspesifik antibadi ve mikotoksin arasindaki
iligkiye dayénmaktadlr. Geligtirilen diger bir yontem de
"enzim bagli immunosorbant deney" (ELISA) ydntemidir

(Labuza, 1983).

Aflatoksinlerin kanser yapma etkileri saptandiktan
sonra, bazi ilkeler bunun gida maddelerinde hangi miktar-
lardan fazla bulunmamasi gerektigini standartlarla tesbit

etmislerdir (Cizelge 1.2).
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Cizelge 1.2. Cegitli lilkelerde aflatoksin kontroli

(Stoloff, 1977).
| Misaade edilen
.. Kanuni kontrol . . .
Ulke Lo Besin Gida Aflatoksin 1im.
sekli
‘ 1
A.B.D. Kanuni tolerans Yer fistiga X 15 T (Pg/kg7
idari tiiziik diger biitiin
‘ gida ve yemler X 20 T
| copee 2
Almanya Nizamname Bitin gidalar X 5 B veya 10T
Brezilya Bakanlik hiikmii Yerfistiga kiis- 50 B
pesi
Danimarka Hitktm Yerfistiga, ka-
; buksuz Brazil
fistigy, yer fis-
tig1 Uriinleri X 0
EEC
Ulkeleri Konsey Direktifi Bitin karmasgik
: yemler X 15-50 B
Fransa Niéamname Blitin gidalar X 5 B
Hindistan Hiﬁdistan Standart- Yerfistigi kiis- X 30 B
lar Enstitiisii tek- pesi
lifi
Ingiltere Gumriik Nizamnamesi Yer fistigi X 50 B
isveg Kraliyet Hikmii Biitiin gidalar 5T
Tavsiye Niteli! Yerfistigi kiis—
ginde Standart pesi 600 B
Italya Saglik Bakanlag: Yerfistigi veya
sirkiileri mamiilleri X 50 B
: R : riinl Bt ddeleri
Israil Rggg}igg%%ekigﬁ er Bltin yem madde eri 20 B
Japonya Niiamname Butin gidalar ve 0
1 Yerfistigi kiis- X 1000 B

pesi




15

. Qizelge?l.Z. (devamz)

1k Kanuni kontrol Besin Gida  Yem Miseade edilen
© sekli Aflatoksin lim.
Kanada Idari Tizik Sert kabuklu mey- X 15 T

veler we iirlinleri

Malawi ihﬁacaat Nizam. Yerfastiga X 5B

Malezya Gida kanunu Bitin gidalar X o)

Norveg Taflm Bak.Nizam. Yagla tohum kiis. X 600 B

Polonya Kanun layihasi Biitiin gidalar X 0

Rodesya ihtiyac1i Kanun Yerfistigi ka- X 25 8B
rigik yem X50-400 B

1. Toplam Aflatéksinler
2. Aflatoksin Bi

i e s o e e e e

Gelismis ilkeler tarafindan ithal edilen gida maddele-
rinin, aflafoksin igerigi bakimindan siki denetime tabi
tutulmalarinin nedeni halk saglifini korumaktar. Ornegin,
Amerika 1965 yilinda yer fistiklarinda bulunabilecek afla-
toksin miktarlnl 30 }g/kg olarak sinirlandirmis iken, 1969
yilinda bu siniri 20 Pg/kg'a disirmistiir. Bugiin bu sinirain
15 }Jg/kg'a3 diglrilmesi amaglanmaktadir (Wessel, 1974;
Labuza, 1983). Danimarka, Hollanda ve Polonya gibi
bazi Ulkele&, gida maddelerinde ve yemlerde teshis
edilebilir séviyede aflatoksin bulunmamasi garti koymusglar-
dair. Ulkemfzde ise mikotoksin sinirlamalarain: belirleyen
bir kanuni idﬁzenleme bulunmamaktadir. Oysa ki FAO
ve WHO gida %addelerinde blunabilecek aflatoksin miktarin:
30 Pg/kg ol%rak sinirlandirmis bulunmaktadir (Oser, 1969;

Labuza, 19835.
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Bu c¢aligmada; gerek besinlerde, gerekse yemlerde sik-
likla rastlapan kiflerin sekonder metabolitleri olan afla-
toksin, okratoksin, sitrinin ve patulinin besinlerde bulun-
ma orani, biyosentezi, biyosentezine etki eden faktdrler
ile bunlarln!insan ve hayvanlara toksijenik etkileri, tayin
metotlari ve?besinlerde mikotoksinlerin kontrolli ile detok-
sifikasyonlari konularindaki yayinlar godzden gegirilerek

tartlsllmlstﬂr.
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2, BAZI BESIN VE YEM MADDELERI UZERINDE YAPILAN MIKOTOKSIN

CALISMALARI

Yer flsﬁlgl, misir ve bunlardan elde edilen lirinler;
¢igit, soya,;piring, ceviz, findik, badem, bugday, irmik,
un, bezelye,jhindistan cevizi, limon, gseftali, domates sal-
gasi, elma,j elma suyu gibi bitkisel {Urinler ile siit,
yogurt, peynir, yumurta, et ve et Urinleri gibi hayvansal
tirlinler, mik?toksin ireten bazi fungus tilirleri ile kontami-
ne olduklarinda kalite kaybina, dolayis:i ile ekonomik zara-
ra neden ol@aktadlr. Bunun yanisira insanlar 1{izerinde
olusturduklaﬁl akut ve kronik toksisite konunun &nemini bir
kat daha artirmaktadir (Ahrens, 1977; Uzunboy, 1984).

A.flavus ve A.parasiticus'un bu besinlerde kolaylikla geli-

serek toksin olusturabildikleri bildirilmistir (Scott, 1978).

Yurdumu%da mikotoksin galigmalari ¢ok sinirlidir. Be-
lirli Urﬁnl@rde periyodik olarak yapilmasi gereken
taramalar is; bugiline dek Marmara Arastirma Enstitisii'niin
1981 ylllndaibaslattlgl NATO projesine aittir. Bu proje

kapsaminda bﬁlunan Ege B&lgesine ait g¢aligma sonuglari Ci-

zelge 2.1'de verilmistir.

Giray ve Vural (1968), Kanada'ya ihrag edilip tekrar
iade edilen findiklar ile, Ankara piyasasindan toplanan 26

i¢ findik numunesinin % 20'sinde aflatoksin saptamislardir.

Demirer (1972, 1975) siit, yogurt, beyaz peynir, ayran,
eritme, kagsar peyniri, tereyagi, sit tozu ve dondurmadan
meydana gelén toplam 63 Ornek ile 91 tulum peyniri
orneginin ﬁigbirinde aflatoksin tesbit edemedigini

bildirmistir.,

Colakoglu ve Unal (1974), 13 i¢ findik, 20 yer fisti-
g1, 4 pamuk tohumu ile 1 zeytin 8rneginde yaptiklari galis-

mada aflatoksine rastlayamamiglardir.
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Cizelge ;2.1. Ege Bdlgesi tarim {iriinlerinde rastlanan
‘ toksin olusgturan kiifleri igeren uriinle-
rin yillara gére dagilaimi (TUBITAK, 1985,

NATO Projesi) :

YILLAR
‘ 51 s 53 52 TUM YILLAR

incelenen Urdnler N N N N

Bugday | 1 2 3
Piring ‘ 1 1
Arpa | 1 1 2
Misar ; 2 2
Tahail urﬁnleﬁi 1 i
Aygigegi toh@mu 1 1
Gelincik toh@mu 2 2
Susam tohumuj 1 1 2
Kuru tUzlm 3 3 6
incir 2 2
Nohut § 1 1
Kayisz 5 1 1
Mercimek 1 1
Fasulye : 1 1

N= Rastlama sayisi

Alperden (1976), pastirma, sucuk, salam, sosis gibi et
Urinleri ile;peynirlerde yaptigi mikotoksin aramasinda; et
irinlerinin % 8'inde, peynirlerin % 4'iinde aflatocksin bul-
dugunu bildifmistir. Ayni arastirmac:i daha sonra Marmara
ve Trakya Balgesinden temin ettigi 145 adet et ve siit irin-
lerinin % 4,82'sinde aflatoksin tesbit ettigini bildirmis-

tir (Alperdenjve ark., 1978).

ler lzerinde waptlklarl bir galigsmada, nemlendirilip steri-

lize edilmig! birinci grup ©&rnek 1ile herhangi bir igleme
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sugu ile aslléyarak 28 °C'ta 1iki hafta siire ile inkiibe et-
miglerdir. Bﬁrinci grupta olugsan aflatoksin miktarlarinin
agsilanan kﬁitﬁre gdre degistigini, maksimum 80-675
Pg/kg aflatogsin Bl, 300-750 Pg/kg aflatoksin Gl meydana
geldigini, ikinci grup Orneklerde ise kif geligsiminin ve

aflatoksin olusumunun olmadigini bildirmiglerdir.

Ulkemizin c¢esitli bolgelerinde yetisen arpa, bugday,
yulaf, gavdaﬁ gibi tahillarda aflatoksin arama c¢aligmasi
yapan Giiray ve ark.(1978), 41 bugday ®rnefinin 10'unda; 43
arpa 6rneginin 6'sinda; 10 ¢avdar ve 33 misir Orneginin

l'er tanesindé aflatoksin saptamigslardir.

Denizel (1979), Ordu ve Sakarya Illerinden toplanan 41
misir 6rneginin 5 tanesinde 20 ppb'nin altinda; 13 tanesin-
de 30-1000 pﬁb arasinda aflatoksin tespit ettigini bildir-

migtir.

Atla vejK6sker (1980), bugday, un ve ekmekte aflatok-
sin olusumu Qe stabilitesini saptamak amaci ile yaptiklara
¢aligmada, 721bugday Orneginin sadece 1 tanesinde 1,5 Pg/kg
aflatoksin Bl tesbit etmiglerdir. Ayni arastirmacilar la-
boratuvar kosullarinda bugdayda A.flavus'un Uremesini ve
aflatoksin olugturmasina saptamak amaci ile Ornekleri
A.flavus spohlarl ile asilamis ve 26 °C'ta 15 gilin inkilbe

etmislerdir.f inkiibasyon sonunda yapilan aflatoksin anali-

zinde 10.000 yg/kg aflatoksin B1 olustugunu gozlemiglerdir.

goksbylef ve Kosker (1980), 101 ¢ig sit, 9 kuflu g¢oke-
lek ve 4 kﬁﬁlu tulum peyniri Orneginde tesbit edilebilir

miktarda afla&oksin saptayamamislardar.

Bagsaran ve ark.(1986), Eskisehir yOresinden elde et-

tikleri 90 gida maddesi ile 63 yem &rnefi olmak lizere tcplam
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153 drnekte 'yaptiklari aflatoksin arama galismasinda, 6
ornekte aflatoksin bulduklarini bildirmislerdir. Yine ayni

arastirmaci ve ark.(1988), Eskisehir'de imal edilen boza-

larda ve boza yapiminda kullanilan hammaddelerde mikotoksin

bulunamadigini bildirmislerdir.
Kivang t1990), peynirlerde kif geligimi ve aflatoksin

olusumunu inbeledigi arastirmasinda ©Orneklerin higbirinde

aflatoksin belirleyemedigini bildirmistir.

Basaran‘ ve ark.(1991), aflatoksinlerin kanserojenik

etkisini, Ecbailium elaterium'un anti-kanserojenik aktivite

gbstererek dasklladlglnl; dolayisi 1ile aflatoksin Bl'in

verdigi zaraﬁln Oonlenebilecegini bildirmiglerdir.

Kivang ;ve ark.(1992), Erzurum ySresinden temin
ettikleri ¢ig sitlerde yapmigs olduklari aflatoksin arama
gallsma51ndaiaflatoksine rastlayamadiklarini bildirmigler-

dir.

Mikotokﬁinler ile ilgili diger iulkelerdeki cgalismala-
ri, Ulkemizdé yapilan ¢aligmalarla kiyasladigimizda yaptzi-

gimiz cgalismalarin gok sinirli oldugu gbériilmektedir.

Piring,ibgal olarak pek ¢ok toprak kokenli mikroorga-
nizmaya igerméktedir. Piringlerdeki funguslari belirlemeyi
amacglayan Dey Prada ve Christensen (1952) tarafindan yapi-
lan bir aragtlrmada, kabuklar:i ¢i1karailmis piringlerden

Aspergillus, Penicillium, Curvularia ve Fusarium cinsi fun-
I

guslar izole;edilmistir. Kabuklari izole edilen kiiflerin

ger % 8'ini ZPenicillium spp.nin olusturdugu saptanmigtir

(Erig, 1989).

Shotwelll et al.(1969), 1368 bugday, sorgum Ve

yulaf 6rneéiﬂin 11'inde 2-19 ppb aflatoksin tesbit etmig-
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lerdir. Ayﬁl arastirmacilar 1311 misir Orneginin 35'inde
3-19 ppb afﬁatoksin Bl, 5'inde 2-8 ppb aflatoksin Gl,
866 soya faéulyesi orneginin 2'sinde 7-10 ppb aflatoksin
Bl, 0,4 ppb éflatoksin Gl saptamiglardzir. Aflatoksin, ok-
ratoksin ve izearalenon yoniinden 238 misir Ornegini analiz
eden Shotwell ve ark.(1970), 6 8rnekte 12-25 ppb aflatokson

B , 1 drnekte 12 ppb aflatoksin G bulmuslardir (Cetina,1989).
1 i 1

1971-1972 yillarina ait 369 misir Ornegi lizerinde ga-

ligan Rambo 1et al. (1974), orneklerden Fusarium, Mucor,

Penicillium, i Cepladosporium, Gibberella, Nigraspora ve

A.flavus grubuna ait kiuf mantarlari izole ettiklerini bil-

dirmislerdir (Betina, 1989).

A.flavué%m,,sterilize edilmig bazi hayvan yemleri ve

sogan, patatés, seker pancari, kuru ilzim, incir, erik, el-
ma, kayisi gibi gidalarda aflatoksin lretme potansiyelini
arastiran Bénzen ve ark. 7-24 gin inkiibe edilen bu
irtinlerde 50;500 ppb aflatoksin olustugunu saptamiglard:ir

(Sert, 1982).

A.ochraceus, ¢ogunlukla toprak ve c¢lirliyen bitkiler
fizerinde buluhur. Ayrica birgok taraimsal {riinlerde de ge-
nis oranda :gérﬁlmektedir. A.ochraceus'un toksijenik

suslari birgok arastiric: tarafindan izole edilmigtir
(Steyn, 1984).

Okratoksin A'yi ilkolarak Giliney Afrikali kimyacilar

tanimlamislarsa da, bu bolgede bunun dogal olusumu
heniz bildiriimemistir (Steyn, 1984). Toksin, Kuzey Ameri-
ka, Asya ve Avrupa'daki birgok bitki uriniunde tesbit

edilmistir (Betina, 1989).

Okratoksinlerin bulundugu zirai uUrinler misir, bugday,

arpa, c¢avdar, yulaf, sorgum, yer fistigi ve kahve tohumla-
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ridir. Okr%toksinlerin olusumu ile ilgili ilk raporlar
Amerikan mls#rl ve Kanada bugdayi ile ilgilidir. Steyn
-(1984), 1970$1erde Kanada, A.B.D., Fransa, Isvigre, Polon-
ya, Yugoslavia, ingiltere ve Hindistan'da okratoksinierin
dogal olusumlbrl ile ilgili verilerin bazilarini karsilas-

tirmigtair. Zirai {riinlerin toksin konsantrasyonlari, 5-
I

27,45 Pg/kg ara51nda degismektedir. Okratoksinler ayrica

hububat unlarﬁnda da saptanmistir (Betina, 1989).

Okratoksin A'nin kontamine arpadan biraya gecgtigi de
tesbit edilmigtir. Toksin ile Dbulagmis yesil kahve

tohumlarindaki okratoksin A'nin kavurma islemi sirasinda

yok oldugu; ' fakat asilanmig yegil kahve tohumlarindaki

A.ochraceus tarafindan {Uretilen okratoksininstabil oldugu

gorilmiigtir (Isubouchi et al., 1987).

Patulin,;yaygln bir besin kontaminantidir. Penicilli-
um expansum§

. gibi patulin tireten Penicillium tirleri

meyvelerde b@lundugundan, kahverengi leke bozuklugu gdste-
ren bir grupzmeyve (elma, muz, iizim, armut, ananas, gsefta-
li, kayisi) ﬂncelenmis ve patulin igerdikleri saptanmigtir

(Frank et al., 1977).

P.expansum, P.urtica ve Byssochlamys nivea ile

enfekte edil@n meyve sulari, komposto ve sebzelerde de pa-

tulin tesbit edilmigtir (Betina, 1989).

1977—197é yilinda Kanada'da tim biyilik Ureticilerin el-
ma sulari incelenmis ve analiz edilen ©Orneklerin
% 37'sinin p%tulin igerdigi saptanmistar. incelen Brnek-
lerdeki ortaﬁama patulin seviyesi 56,5 pg/L; en ylksek se-
viye ise llSiFg/L olarak belirlenmigtir,. Konsantrelerden
hazirlanan elha sularinin, taze elmadan hazirlanan elma su-

larindan dahd dlisiik seviyede patulin igerdigi g&zlenmigtir

(Williams, 1985).
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Ekmek ve ¢Oreklerin de uygun bir sus ile enfekte edil-~-
diginde patulén tagsidiklari belirlenmigtir. Buna ragmen bu
toksin, ¢ig éucuk ve peynirde patulin sentezleyen fungus
ile kontaminé edilmesine ragmen saptanamamisgtair. Bu, muh-
temelen patuﬁinin proteinlerin -SH gruplariyla olusgsturdugu
reaksiyonun déha az toksik olmasi veya kimyasal olarak de-
gismis bilegenlerin meydana gelmesindendir {Scott and

Bullerman, 1976).

Ozgelik K1980), Tlirkiye'de yetistirilen bazi elma ge-
gsitleri ile yaptigi c¢alismada, patulin iireten kiUf suslara

ve dogal yuzey mikoflorasinin (Penicillium) 3°C'ta

45 giinde c¢lrittikleri elmalarda 51,7-210 Pg/g degerleri

arasinda patuiin olusturduklarini bildirmigtir.

Kendiliginden  dogal  mikoflora ile  kiiflenmis
ekmek ve k?ru pastalarla, peynir, sucuk, pastirma,
salam ve sosﬂs gibi hayvansal gidalarda da patulin lretil-
digi bildiril@igtir. Patulinin daha ¢ok meyve ve sebze gi-
bi bitkisel g;da maddeleri ile bunlarin iliriinlerinde Uretil-

digi saptanmlstlr (Ozgelik, 1982).

Patulin blusturabilen kiifler, meyve ve sebzelerde ko-
laylikla Ureyébilmekte ve ¢glirimeye neden olabilmektedirler.
Meyvelerin, méyve suyuna islenmesi sirasinda kiiflerin zarar
gormesine raémen, olusturduklarai bu kanserojen etkili tok-
sik madde sudé ¢bzlindiglinden, kolaylaikla meyve suyuna gece-
bilmekte ve péstérizasyon sicakliginda, asit ortamda ve da-
ha sonra depoiama sirasinda stabilitesini oldukga 1iyi koru-
yabilmektedir; Bundan dolayi meyve sulari, meyve suyu kon-
santreleri, méyve pulpu gibi {lirtlinlerde patulin diger gida-
lara gore dah; fazla onem tasimakta, Gzellikle meyve suyuna

iglenecek elmalarin iglenmeden ©nce uzun sitire fabrikalarda
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yigainlar halihde bekletilmelerinden dolayi, ticari elma su-
larinda siklikla patuline rastlandig: bildirilmigtir

(Aping, 1982; Mayer, 1982).

ince (1978), Tiirkiye'de satilan ticari meyve sularinda
yaptiga aragglrmada degigik fabrikalara ait 260 adet meyve
suyu 6rneéinin incelenmesi sonucunda geftali nektarlarinda
400-1710 Pg/l@ vigne sularinda 710-~1710 Pg/l, kayisi nektar-
larinda 700 Hg/l, erik nektarlarinda 400-700 yg/l ve armut
sularinda 70d yg/l olarak 24 6rnekte'patulin saptandigini,
buna karslllkielma ve lizim sularinda patulin saptanamadigi-

ni1 agirklamigtar.

Ayrica g@sitli Ulkelerde elma ve diger meyve sularainda
yapilan arastﬁrmalar sonucunda incelenen &rneklerde Almanya'
da 105 farkﬂl elma {Urind ©Orneginin % 7'sinde 11-50 Pg/l,
italya'da 58 %eyve suyu drneginin % 21'inde 5-15 Fg/l, yine
italya'da 20 regel ©drneginin % 50'sinde 5-50 pg/l,
Ingiltere'de FBG meyve suyu Orneginin % 16'sinda 1-38 Pg/l,
Fransa'da 27 élma konsantrati Srneginin hepsinde 55—610 Pg/l,
Ispanya'da 10@ elma iUrilnleri 6rneginin % 52'sinde 1-250 pg/l,
24 armut ﬁrﬁ%leri orneginin % 23'inde 0,9-1,0 Pg/l, Yeni
Zelanda'da ZOielma suyu Orneginin % 3'iinde 106-216 Pg/l se-
viyesinde pafulin saptandigi bildirilmistir (Mortimer et

al., 1985).
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3. MIKOTOKSINLERIN BIYOSENTEZI
3.1. Aflatokéinlerin Biyosentezi

Biyosentetik olarak aflatoksinler, asetat tilirevli de-
caketidelerdﬁr. Aflatoksinler polihidroksi antrakuinon
arallklarlndé olusurlar. Basitlestirilmis bir biyosentetik
plan Sekil 3;1'de verilmigtir. Semadaki oklar, asetattan

decaketide, norsolorinik asit, averantin, averutin, norsi-

conal asetat, versicolerin A ve sterigmatosistin'den afla-

|
toksin Bl'e }kadar giden birgok biyosentetik basamaklara

gbstermektedir.

Aflatokéinleri igeren ana siklopentanon halkalari, af-

latoksin Bl,iB , Ml ve Mz“dir. Birgok yayinda igaretlenmis

2
aflatoksin Bi“in aflatoksin B2, Gl ve G2'ye doniligtligl be-

lirtilmistir.% Fakat, A.parasiticus ve A.flavus‘un bloke

edilmisg mutadtlarlyla yapilan son caligmalar, aflatoksinle-
rin cok yﬁhlu bir devirden gegerek bagimsiz olarak
olugtuklariny digindirir. Maggan et.al. (1977), aflatoksin
Bl ve Gl‘in wversicolorin A ve sterigmatosistinden gegerek

olustugunu ve dihidrofurafuran aflatoksinleriﬁ su sekilde

meydana geldigini belirtmigtir® Versiconal —.y versicolo=

rin C ——~»5,Hidroksidihidro sterigmatosistin, Dihidrofurfu-
ran aflatoksinler de su sekilde olusur: Versicenal-—3
5.hidroksidihidro sterigmatosistin —w Aflatoksin B,——

Aflatoksin G;.

Cok yakinlarda bu biyosentetik devrim iki basamakta
olustugu saptanmistir. O-metilsterigmatosistinin, sterigma-
tosistin ve . Aflatoksin B arasinda bir araci oldugu

1

bilinmektedir. Yabani tip A.parasiticus‘dan temel

antrakuinon Hileseni izole edilmis ve bu bilesen averufanin
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Sekil 3.1: Aflatoksin B 'in biyosentezi (Turner and Aldrige, 1983)
1
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olarak karakterize edilmigtir. Averufanin, erken ddnemdeki

gallsmalarda}izole edilmesine ragmen aflatoksinin biyosen-

tetik ana ma&desi oldugu diislinlilmemigtir. Galigmalar sonu-

cunda averufaninin, averufin, versicolorin A, O-metilste-

rigmatosistimin ve Aflatoksin Bl'e donligtigli godzlenmistir.
Bu bilgiler aogrultusunda tasarlanan aflatoksinin biyosen-
tetik devri agagldaki basamaklardan olugmustur: Asetat .—»
norsolorinik %sit-——>averantin«~—>averufanin——+ averutin—»
versiconal he@iasetal asetat———»#ersicolorin A—>»sterigmo-

tosistinin-——#q-O—metilsterigmatosistinin —y Aflatoksin B .
s 1
|

O—metils&erigmatosistinin (OMST) A.parasiticus'da, af-

latoksin B ve G . ] . . .. .
1 1'in ana maddesi olduguna dair ©&nceki ta-

nimlamalar: Bbatnager et al.,(1987) tasdiklemislerdir.

1987'de 1 Clevelant tarafindan OMST in hidroksi
tiirevi olanz hidroksiortometilsterigmotosistin (HOMST)

A.parasiticus*dan izole edilmigtir, Deney sonuglari Afla-

toksin B2, B; ve Gl in, aflatoksin biyosentetik devrinin
ayri dallarlddan olugstugunu, sterigmatosistin (ST) ve OMST
arac1lar1ndan§6nce biyosentetik devirdeki bifurcation sdy-

ledir:

//-ST——5 OMST —5 Aflatoksin B_/Aflatoksin G_

// —>HOMST —» Aflatoksin B,

Sterigmatosistinin Aflatoksin B 'e ddniisiimiiniin termi-
| 1

nal devrinde%i iki aktivite A.parasiticus'un aflatoksin

iretmeyen muténtlndan elde edilmigtir.
i

Bir posthikrozomal enzim aktivitesi ST 'nin OMST'e do&-
niglimint katalizler ve mikrozomal aktivite OMST'yi aflatok-

sin B 'e dénﬁsturﬁr. A.parasiticus'un bloke edilmis mu-
1 |

tantlarainin sferigmatosistini hem B hem de G aflatoksinlere



dSniigtiirme yéteneéinde olduklari belirlenmistir. Bunu ta-
kiben ST 'den B ve G aflatoksinlere bagimsiz devirler oldu-
gu deneysel %olarak tekrarlanmigtar. Aflatoksin Bl, bir
araci degildﬁr. Fakat aflatoksin biyosentetik devrinin son

irtinidir (Betina, 1989).
3.2. Okratoksinlerin Biyosentezi

Okratoksin Uretimi, substratin sicakligina, su aktivi-

tesine, sistein ve ilgili yapisal bilegikler ile diger be-

sin elementleri gibi faktdrlere baglaidir (Lisker, 1985).

Okratok%in A, L—F—fenilalanine bir karboksi grubundan
baglanan 3—4%trihidro-(3R)—metilisokumarin parcasina sahip-
tir. Teorik%olarak 3-4-trihidro-(3R)-metilisokumarin ase-

tat polimoladat cevriminde olusur.

Okratoksin A'nin biyosentetik bir ¢alismasi, asetattan
ve orjinal poliketin ddniigslimiinden tiireyen okratoksin A'nin

gsiniflandirma modelini saptamak iginJesus (1980) tarafindan

yapilmigtar.

P.viridicatum kiltiirleri , Yeast-Ekstrakt-Sukroz

i .13
(Y.E.S.) ortaminda iiretilmis ve ortama h—C l-asetat ek~

. . 14
lenmigtir. dl—c
\
| 13
enerjisi dizensizliginden ¢iftlegsmigs C NMR spektrumu, bes

tane artmisg karbon gbstermektedir. Yani C

—-asetat tilirevli okratoksin A'nin proten

C

(1) 7(3)7 "(5)]

ve ; Bunlar okratoksin A'nin dihidrometiliso ku-

C C

(7) (9)
marin pargasi igin karsilikli pozisyolari iggal eden
siniflanmalariyla, bir asetat-polimolanat devrini destek-
ler.

1 13
A.ochraceus'un kiiltir ortamina \1,2—0 —-asetat eklen-
| 13-asetat tiirevli okratoksin A'nin proton

|
diginde, 1.2-C
enerjisi dﬁzénsizligi, C7 NMR spektrumu ddnerek birlesmis
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(spin—spinvcéupling) oldugunu gosterir. Bu bilgiler de

C -C c, .-C , C, .-C c,. ,-C ve C -
(11) “(3)'  (4) “(s) (6) (7))’ (8) " (9) (10)
C( )'in Sekil 3.2'de gdsterildigi bigimde dizenlenmig bes

i ;
asetat initesinden orijin aldigini gdsterir. Bu yiizden

okratoksin A'nin 3.4-dihidro (3R)-metilisokumarin pargasi-
nin biyosentetik orijini sgiphesiz bir sekilde tanimlanmig-

tir.

3 16
Sonug¢ olarak, A.ochraceus'un sodyum (Cl ")-klorid ige-

ren ortamda ﬁnkﬁbasyonu sonucu,_Cl36 okratoksin A ile bir-
lesir. Klo& atomlarinin katilaiminin biyosentezin hangi

noktasinda oldugu heniiz anlagilmamistir.

Okratokéin A'nin biyosentezi Huff and Hemilton

(1979) tarafﬁndan yeniden incelenmigtir. Okratoksin A'nin
kombine patw?ylerden yani sikimik asit devri.(fenilalanin)
ve poliketidé devrinden (dihidroiso kumarin) gecgerek olusan

bir bilesik oldugu ve C 'deki karboksi grubunun C k&-

(8) (1)

keninden tliredigi ve klorin atomunun kloraperoksidaz etkisi

sirasinda birlestigi sdylenebilir (Steyn, 1984).
3.3. Sitrinin Biyosentezi

Sitrinin biyosentezi, birbirinden ayri olarak ve sira-

14 14
s1 1ile ll—C‘ |-asetat ve metionin-metil-C kullanilarak

tir. Bu denpyler sonucunda sitrinin, 5-asetil linitesinden

olusan bir pknta—?—ketide'nin siklizasyonu ile olugtugunu
ve bunun %—ekstra metil ve karboksil fonksiyonunun
C kékenli%oldugunu gostermisgtir, Sekil 3.3'de sitrinini

(1) \

takip eden ziki bilegsenin gergekte onun Onciil maddesi

oldugu bulun@ustur (Schwenk, 1958).
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3
COOH
CHch—HN—OC
OH 0
Sekil S.é. Okratoksin A'nin biyosentezi(Turner and
Aldrige, 1983)
Bulgular? dayanarak gsu sdylenebilir: A.terreus'un bir
mutant susu, sadece ikinci bilegigi Uretir. Diger

sugslar ise her 1ikisini de yani hem sitrinini hem de ©nciil

maddeyi ﬁretifler (Hassel and Jones, 1962).

P.viridicatum tarafinda salinan intraselliiler

faktorlerin, hikotoksinin instabilitesinden sorumlu oldugu
anlasilmistair. Sitrininin yikim:r sonucu olusan temel lrin-

ler dihidrositrinon (3.4-dihidro-6,8-dihidroksi-3.4,5-tri
metil-iso kumérin—7—karboksilik asit) ve okratoksin A ola-

rak adlandlrlimlstlr. Okratoksin A'yi normal olarak lrete-

bilen P.viridicatum'un dihidrositrinonu okratoksin

A olusturmaw lzere degistirmesi mimkin goériilmektedir

(Sekil 3.4).
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CH C —CH
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Sekil 3.3. [C | -asetattan sitrinin biyosentezi(Turner

and Aldrige,

1983}).
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Skkil 3.4. Asetat metioninden sitrinin biyosentezi
‘ (Turner and Aldrige, 1983)

3.4. Patulin Biyosentezi

Patulinih kimyasal yapisi 1949-1950 yillarinda
Woodward ve S#ngh tarafindan aydinlatilmis olup 4-hidroksi-
4H-furo (3.2.C)-piran-2.(6H)~)on'dur (Mortimer et al.,
1985). Strﬁk#ﬁr formili Sekil l1.4'de verilen patulin, doy-
mamis bir laktan olup kapali formiili C7H6O4 ve molekiil
agirlaiga l54£12'dir. Laktonlar, hidroksikarbonik asitin
esterleri olué dogada genellikle doymamig halde bulunurlar.

Ancak patulinfy-lakton olup, stabil 5-halkasi olugturdugun-

dan dayanlklﬂ bir yapiya sahiptir (Acar ve Arsan, 1988).

Patuliniﬁ biyosentezi bazi arastiricilara gdre su se-

kilde (Sekil 3.5) olmaktadir:
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| CH
. P 3 g
Asetil CoA+Malonil CoA . o 3C0 -
: +
; 2
1 0
| OH

COOH Patulin

Sekil 3.5. Patulin biyosentezi (Ough and Corison, 1980)
Patulin%de diger birgok mikotoksin ve sekonder metabo-
litler gibi Aynl sekilde poliketitlerden olugturulur. Buna
gore patulinéc14 ile igsaretlenmis glukozdan bir poliketit-
den asetat—G%metil—salisilik asitler olugmaktadir. Patuli-
nin biyosentézinde baslangigta bir asetil COA ile g tane
malonil CoA birbirleri ile birlegerek molekiilden rediiksiyon
ve dekarboksilasyonla 6-metil-salisilik asit sentezlenmek-
tedir. Daﬁa sonra dekarboksilasyon ve bunu takiben
m—hidroksibeﬁz aldehid Uzerinden son liriin olarak patulin

olusmaktadlrj(Lindroth, 1980).



4, MIKOTOKSINLERIN BIYOSENTEZINI ETKILEYEN FAKTORLER

4.1. Biyolojik Faktorler

4.1.1. Sus 6%elliéi

Mikotok%in olusturan kif tirleri arasinda mikotoksin
olusturma yéﬁunden bliyik farklar vardair. Bir c¢insin farkla
tirleri farkil derecelerde mikotoksin olusturdugu gibi, bir
tirin bitin [suslari mikotoksin élusturma giicline sahip de-
gildir. Cins degigikligi Uretilen mikotoksinin cinsini de
etkiler (ABaoglu, 1985).

Son zamanlarda, American Type Cultire Collection

(ATCC))daki 169 Aspergillus susunun piringte, yerfistiginda

ve semisentetik ortamda ylksek basinglai sivi kromotgrafi

kullanilarak|aflatoksin liretme yetenekleri arastirilmistar.

Incelenen suglardan 59 tanesi aflatoksin olusturma yoniinden

pozitif son@g vermigtir. Besin fungusu olan A.oryzea ve

toksin Bl, %2, Gl ve G2'yi Uretmektedir. Her susun genoti-

pi} o} susuﬁ aflatoksin {iretip {retmeyecegini belirler

(Ellis et all., 1991). Ayraica A.niger, A.ruber, P.citrinum,

P.variabile, P.frequentans ve Rhizopus spp. lerinin de af-

latoksin olusturduklari bildirilmistir (Ahrens, 1977).
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Semeniuk et al. (1971) ile Hesseltine (1972),
okratoksin % ve B'nin, A.sulphureus, A.sclerotiorum,
A.alliaceus,i A.melleus, A.ostianus ve A.petrakii suslar:i

tarafindan sentezlendigini bildirmiglerdir.

Van Walbeek (1969), okratoksin A'nin P.viridicatum ta-

rafindan Uretildigini ilk defa bildirmistir. Okratoksin A

P.crysogenum %ve ELXEEEEEilE olarak belirtilmistir (Turner

and Aldrige, 1983).

Birgok fungusun ikinecil metaboliti olan sitrinin ori-

tir (Hetheriﬁgton and Raistrick, 1931). Bunun yanl sira

sitrinin Ureftigi bilinen tirler ise sunlardir: P.,lividum,

P.phaeajanthinellum, P.impilcatum, P.chrzaszci ve P.citreo-

sulphuratum’dur. Bunlardan P.phaeajanthinellum, P.fellita-

Egg'un sinonimi; P.chrzaszci, P.Janserii'nin sinonimi;

P.citreo-sulphuratum ise P.citreovide'nin sinonimidir
(Raper and Tham, 1947).
Sitriniﬂ Urettigi bildirilen diger penicilliumlar ise

sunlardir: P.Viridicatum, P.expansum, P.steckii, P.odonatum,

P.velutinum, P.canescens, P.purpurescens, P.claviforme ve

P.requeforti'ﬁir (Jabbar and Rahim, 1962).

vips'inde sitrinin Urettigi bildirilmistir (Steyn, 1979).

Sitrinin, Pythium ultimum ve Clavariopsis aquatica'nin

kiltir filtratlarindan da izole edilmigtir (Ewart, 1983).

Patulin,iPenicillium, Aspergillus, Paecilaomyces ve

Byssoehlamys }genuslarlnln cesitli tlrleri tarafindan Ure-

tilmektedir. . Patulin lirettigi bilinen penicilliumlar ise
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P.expansum (P.leucopus), P.patulum Bainier (P.urticae,

P.lanosum, 3 P.melinii, P.cyclopium, P.cyaneo-fulvum,

Y
P.roqueforti'dir (Engel and Teuber, 1984).

|
Patulinﬁﬁreten diger mikroorganizmalar Paecilomyces

varioti, A.clavatus, A.gigantus, A.terreus, Byssochlamy

nivea ve B.fﬁlva‘dlr.(Engel and Teuber, 1984).

Bir sussmikotoksin Uretmek ig¢gin genetik bir potansiye-
le sahip ise bu susun liretecegi mikotoksin seviyesi diger

faktérlere bagl: olarak degisir.

4.1.2. Ortamdaki diger mikroorganizmalarla rekabet

|
Uygun kosullar altinda besinlerde lireyen kiifler arasin-

daki mikrobiyal rekabet, mikotoksin olusumunu azaltir veya

51n1rland1ra5ilir. Toksin miktarindaki degismenin nedeni,

substrat igiﬁ bir rekabetin varligindan veya bir kif susu-
|

nun digerleri igin inhibitdr metabolitler salgilamasindan da

olabilir. ﬁﬁnegin, Rhizopus oryzae aflatoksin olusumunu in-
hibe etmektedir. Ayrica ©6nceden olusmus aflatoksinleri de
metabolize edebilmektedir (Betina, 1989).

élparasiticus, A.candidus'un bulundugu ortamda iyi ge-

li§mektedir.j Bununla beraber, A.chevalieri'nin ise afla-

toksin liretimini inhibe ettigi bildirilmistir (Boller and

Schroeder, 1984 ; 1974).

deniyle subsfratln PH'sinin 3'e inmesine neden olur. Bu PH'da
da aflatoksiﬁ iretimi inhibe olmaktadair. Horn and Wicklow
(1983), mlslfda, élgiggg'in aflatoksin olugumuna inhibitér
etki yapan; suda ¢gozlilebilir bilesikler irettigini

bildirmiglerdir.
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tadan baslayérak mikrofloraya hakim olurken, A.ochraceus'un

ancak besinci haftadan itibaren &nem kazandigi bildirilmig-

tir (Denizelj 1979).

Austwicﬁ and Ayerst (1963), Boller and Schroeder

(1973), A.chévalieri'nin A.flavus ve A.parasiticus ile re-

\ :
kabet ederek laflatoksin olusumunu azalttigini bildirmisler-

|
dir. |

4.2. Kimyasai Faktdrler

4.2.1. Substrat
i
i

Mikotoksinlerin olusumunda fungusun susu kadar
substratin yéplslda Oonemlidir. Mikotoksin tipi ve mikotok-
sin Uretim s@viyesi substratin yapisina bagli olarak degig-

mektedir.

Bugday, | piring gibi yiiksek karbohidratli gidalarain,

yerfistiga vé pamuk gibi yagli tohumlardan genellikle daha
i
fazla aflato@sin olusturdugu bilinmektedir. Bu durum, As-~

pergillus grubunun, yagli tohumlardaki yiliksek derecedeki
|

yagi metabolize edememedikleri sgeklinde yorumlanmaktadair

(Agaoglu, L98§>

|
A. flavus un basit karbohidratlar ve nigasta gibi poli-

sakkarltlerln yani sira, karboksimetil seliilozu karbon kay-

nagi olarak ?kullanabildiéi saptanmistir (Denizel, 1979).

Denizel ve ark. (1966), % 15 sukroz ve % 2 maya
ekstretsi igeren yari sentetik bir ortamda 600 mg/l'den

fazla mikotoksin elde ettiklerini bildirmiglerdir. Daha
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fazla miktarlarda toksin elde etmek igin ise kati ortamla-

rin daha avantajli oldugunu g&zlemisgslerdir.

Proteinierce yuksek, karbohidratlarca diigsiik substrat-
|

lar, élparaSiticus'un aflatoksin Uretimini artirmazken,
A.flavus az miktarda bulunan karbohidratlar: kullanabildigi

igin aflatoksin {lretimi daha fazla olmustur (Park and

Bullerman, 1983).
|

Yaklaglé 25 °C'ta inkilibasyon ile proteinler, fungal
proteazlar ile aminoasitlerine pargalanirlar. Bu amino
asitlerin bi# kismi nitrojen kaynagi olarak kullanilirken,
karbon kayn%klarlnln az o0ldugu durumlarda ise bir Lkism:i
karbon kaynaél olarak kullanilmaktadair. Aminoasitler kar-
bon kaynag: élarak kullanildiginda biiyik bir miktarda amon-
yak serbest %allr. Serbest kalan amonyak ve metabolize ol-
mugs diger nitrojen kaynaklari ise aflatoksin ilUretimini in-

hibe eder (Ellis et al., 1991).

A.ochraceus ve P.viridicatum tarafindan arpada toksin

iretiminin degigik protein seviyelerine bagli oldugu
saptanmigtar. Yiksek oranda protein igeren arpada

toksin {retimi de fazla olmustur. Uretimin

6zellikle glutamik asit ve prolin varliginda arttig:i sap-
tanmigtar (Bétina, 1989). Glutamik asit, okratoksin A mo-

lekilinin heh fenil alanin, hem de isokumarin pargalarina

birlegtigi i§in A.ochraceus'un amino asit metabolizmasinda
hemen etkili olmadig: bildirilmigtir (Bacan et al.,

1973).

Sitrinin, tahil ve meyvelerde oldugu gibi kati veya
sivl ortamda fungal yodntemlerle de iretilebilmektedir.
Birgok aragt#rma01 sentetik ve sivi ortamlar kullanmislar-

dar. Birgogh misir 1likoOri, maya ekstresi, pepton veya pa-
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tates ekstreéi ile zenginlegtirilmig kompleks ortamlar kul-

lanmlglardlr%(Betina, 1984).

Patulin% ireten Penicilliumlar ve Aspergilluslar ig¢in
Czapek-Dox &rtaml kullanailmigtzair. Bu konuda Raulin-Thom
ortami da gagarl ile kullanilmis ve 70 mg/l patulin
elde edilmis%ir. Patulinin yiliksek oranda elde edilmesi ise
kompleks orﬁamlarln kullanilmas: ile saglanmigstir (Engel,

1975).

P.patulﬁm ile Yeast-EXtract-Sukroz-Broth ortaminda

700 mg/l jkonsantrasyonunda patulin elde edilmigtir.

mg/1 patulinjelde edilmistir (Norstadt and Mc Colla, 1969).

Yapllani arastirmalar, ortamdaki karbohidratain
niteligine gbre patulin olusumunun da farkli oldugunu gods-
termigtir. bzellikle ortamdaki dekstroz, fruktoz gibi ge-
kerler patulgn olusumunu artirmaktadair. Yapilan bir arag-
tirmada Eigzﬁiggg'nin, patates-dekstroz ortaminda, patates-

sakkaroz ortémlna gbre daha fazla patulin meydana getirdigi

gézlenmistiri(Norstadt and Mc Colla, 1969).

Torres iet al.(1987), P.griseofulvum'un patulin olus-
turmasini ay¥1 ayri glikoz ve sakkaroz igeren ortamda ince-
lemigler ve éonug olarak, glukozlu ortamda 28 °C'da 25 glin-
de yakla§1k§1300 mg/l1 patulin olusurken, éynl kogullarda
sakkarozlu o#tamda 300 mg/l patulin olustufunu bildirmig-

lerdir.

|
| . .
sum'un malik asit igeren Czapek-DOX sivi ortaminda

ancak 20.gﬁnben sonra geligme gdsterdigini ve patulin olus-

turmadigin séptamlslardlr.
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Ozgelik (1982), P.expansum'un farkl: karbohidrat ige-
ren ortamlar&a patulin olusturmas: ile ilgili olarak yapti-
g1 gallsmada125 °C'da, PH 3,5'da ve 10 giinliik inkiibasyon
siiresi sonunaa en fazla patulinin fruktoz igeren ortamda
(887,5 Pg/mlfbuyyon), sonra glukoz (537,5 Pg/ml buyyon) ve

en sonra da éakkaroz (7,2 Pg/ml buyyon) igeren ortamda sap-

tadigini bildirmistir.
4.2.2. Besin maddeleri

Gida maddelerinin yapisinda bulunan bazi besin 6geleri
de mikotoksin olusumunda dnemli rol oynar. Ornegin, A.fla-
vus grubunda%i organizmalar, gida maddelerinde bulunan sak-
karoz, gluko%, ksiloz, riboz, gliserol ve fruktoz gibi kar-

bohidratlardén yararlanarak aflatoksin olugstururlar. Man-

. | s s . ” L . s
noz ve ksiloz, A.parasiticus'un aflatoksin iiretimini stimi-

le ederken A.flavus'un aflatoksin iretimini inhibe ettigi

saptanmlstlri(Mateles and Adye, 1965). Azot kaynagi olarak
ta baza duru&larda sadece inorganik azot kaynaklari kulla-

nilmaktadir. Buna ek olarak organik azot kaynagi bulundu-

gunda ise aflatoksin iretimi maksimuma c¢ikmaktadir. Inorga-

nik azot ka&naklarlndan (NHA)ZSOA ve KNOS'un aflatoksin

iretiminde ©onemli etkisinin olduju saptanmigstir (AZaoZlu)

organik azoﬁtan nitrifikasyon yolu 1ile nitrit ve nitrat

iretebilme yﬁteneginde olmasidir. Mikotoksin Ureten fun-
‘ + . .

guslarin azot kaynaga olarak NO3 veya NH4 '4 tercih

etmesi cinsé gbre degisiklik g&sterir (Betina, 1989).

Tiwari ét al.(1986), sentetik bir ortamda, A.parasitu-

cus'un aflatoksin retimine , doymus ve doymamis yvag

asitlerinin etkilerini arastairmislardair. Bu arastirmalar
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sonucunda, béhenic, sebacic, linolenik ve linoleik asitle-
rin aflatokshn Uretimini stimile ettigini bulmuslardar.
50 mM'laik lfnoleik asit ile aflatoksin iUretiminde 34 kat
artis gbzlen&istir. Arastiricilar g¢inkosliifat ve sodyum
molibdat varilglnda aflatoksin iliretiminde bir artis oldugu-
nu gézlemisl%rdir.

A.flavus

________ ve A.parasiticus ,erken bilylime dbnemlerinde
etilen Uretirler. Yine de -aflatoksin Dbiyosentezinin
bagslamaszi, eﬁilen geligiminin varligi ile belirlenir. Eti-
len olusturaﬁ bir bilegsen olan 2-kloroetil fosforik asit,

invivoda aflatoksin biyosentezini engeller (Betina,

1989).

80-400 pg/ml arasindaki konsantrasyonlarda sodyum se-

geller (Bhatnager et al., 1986).

Glisin, |glutamat, prolin, aspartik asit, alanin, glu-
|
! ++ +
tamin gibi amino asitlerle, Cd R Mg+ , Zn+ gibi mindr be-
sin maddeleri aflatoksin Uretimini stimile etmektedirler

(Davis et al., 1967, Lee et al., 1986).

Hicre celigmesi ve metabolizma igin esas olan

¢ginko, aflatqksin biyosentezi icin de esastir. Riboflavin
harig, thiamﬂn ve diger B grubu vitaminler ile MgSO4 ve de-
mir gibi mineral maddelerin aflatoksin lretimini stimile

ettigi belirlenmistir (Agaoglu, 1985; Ellis et al., 1991 ),

Mikotokéin Uretimini etkileyen iz elementlerden ¢inko
ve manganeziﬁ en az 0,4 ppm olarak ortamda bulunmasi gerek-

lidir. P.urticae'nin patulin Uretebilmesi ig¢in kesin ola-

rak manganezé ihtiyaci vardir. Patulin liretimine gegisg stu-

resinde manganezin hilicresel seviyeleri saptanmis ve kontrol

sinirlara belirlenmistir (Scott, 1986).
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4,2.3. Antifungal amiller

1.3.5-triarylpyrazolin ve ilgili pyrazolinlerin dugik

ettigi, fakat A.parasiticus'da ise T-2 toksini, g¢ok diigiik

dozlarda stimiile ettifi saptanmistair (Betine, 1989).

Amino bénzoik asit, silfamil amil ve anthronilik asi-

tin aflatoksin Uretimini engelledigi saptanmistir (Agaoglu)

Fungal % gelismeyi inhibe eden bazi bilegikler,

mikotoksin séntezini etkilemektedirler. Propionik asitin

al., 1991). §Sorbik asit, P.requeforti'nin hassas suglari-

nin tamam1n1; direng¢li suslarini ise bilyiik Olgiide inhibe

eder. Soﬂbik asidin, A.flavus ve A.parasiticus'un

misel gelisihini yavaslattigi ve toksin {Uretimini inhibe
ettigi bilinmektedir. Bununla beraber sorbik asitin, inhi-
bitor seviyeierinin altindaki seviyeleri aflatoksin iireti-

mini stimiile, etmektedir (Garies et al., 1984; Yousef and

Marth, 1983).

Potasyuﬂ sorbat, A.parasiticus, A.flavus, A.ochraceus

ve Penicillidm_ipp.'lerinin geligmesini ve spor olusturma-

sini engellemistir. Potasyum sorbat A.sulphureus ve P.vi-

tedir (Klvang, 1990).

Fenil aianini%karaciger kiiltlir hiicrelerinde okratoksin
A'nin toksik;etkisini engelledigi, farelerde akut zehirlen-
meyi énledigi ve prenotal teratojenik etkileri azalttig:

bildirilmistir (Mayura, 1984).
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Sitriniﬁ iretimi ilizerinde ¢ok fazla etkisi o¢lan
400 Pg/ml'lﬂk etionin, bilylime Uzerine etkisizdir (Betina
and Binouski; 1979). Kiltivasyonun 1Uglinci glinlinde ortama
etionin eklehmesi ise sitrinin Uretimini bloke eder. Seki-
zinci gﬁndefetionin eklenmesinin etkileri ise daha az be-
lirgin olmak%a birlikte sitrinin biyosentezinin fazla etki-
lenmedigi gbélenmistir. Bu sonuglar dolayli yoldan da ol-
sa; etioninih sitrinin sentezini bloke ettigini; Uretimin
ilk maksimumhndan sonra, bﬁyﬁme”ortamlndaki sitrinin sevi-
yesinin dU§mésinin mikotoksinin bir biyolojik transformas-
yonu nedeni% ile oldugunu gdstermigtir (Petterson and

Demoglou, 1987).
4.3. Gevresel Faktdrler
4.3.1. Sicaklik

Mikotokéin olusumunda bagil nemden sonra en Onemli
faktor ortamin sicaklik derecesidir. Kiflerin geligebildi-
gi sicaklzak dereceleri, oldukga genisg sinirlar arasinda ol-
masina ragmen, mikotoksin olusumunun genellikle optimum si-
caklaik derecési civarinda en {list dizeye ulagstigi bildiril-

mistir (Agaoglu, 1985).

A.flavué ve A.parasiticus'un 25-30 °C sicaklik arali-

ginda en yiksek seviyede toksin UUrettigi bilinmektedir.
10 °C'in altlndaki sicakliklarda toksin {iretilmez iken,

40 °C'ta ancak eser miktarda toksin {iretilmektedir. Bu

sonuglar, A.flavus ve A.parasitucus'un 25 izolatinda, tok-

sin Uretimi ig¢in 1s1 miktari galismalarina dayanarak belir-

lenmistir (Agaoglu, 1985).

Yaygin depo kiflerinin geligmesi igin gerekli olan mi-

nimum, optimum ve maksimum sicaklik degerleri (Gizelge 4.1)
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5-55 °C aras#ndadlr (Christensen, 1974).

Cizelge 4.1. Bazi depo kiiflerinin gelismesi icin
| gerekli sicakliklar (Christensen, 1974)

Gelismesi igin gerekll sicaklik °C

Fungus min. opt. max.

Aspergillus %estrictus 5-10 30-35 40-~-45
A.glaucus ? 0-15 30-35 40-45
A.candidus j 10-15 - 45-50 50-55
A.flavus % 10~15 40-45 45-50

Penicillium spp. 5-10 20-25 35-40

25 °C'té 42 gin depolanan ve A.parasiticus ile asila-

nan piringlerde, danelerin % 56,5 inde A.parasiticus

siticus tarafindan infekte edilmistir. 35 °C'ta depolanan

danelerde ise % 95 oraninda A.parasiticus hakim olmustur

(Uzunboy, 19$4).

25-30 ve 35 °C'ta inokiile edilmeden depolanan

piringlerde,ﬁaflatoksine rastlanamadigi; tim bu sicaklik-

% 35'ini ve;35 °C'ta ise % 53'Unl infekte ettikleri goril-

mistlir (Boller and Schroeder, 1973).

A.ochraceus'un okratoksin iretimi ig¢in minimum sicak-

lik istegi 1? °C, P.viriticatum'un ise minimum sicaklik is-

tegi 4 °C, optimum sicaklak istegi 24 °C'tar (Tang

and Proughan, 1985).

un Patates ?ekstroz sivi ortaminda, O °C'da yavas da olsa

patulin olusturabildigini agiklamislardair.
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Nordholt et al.(1978), yaptiklar: g¢alismada ,besiyeri

12-24 °C olarak saptadiklarini belirtmislerdir.

Lindrotﬂ et al.(1978), P.expansum ile asilanan

regellerde A?C ve 22 °C'da patulin olusumunu incelemigler
ve 4 °C'tai 22 °C'dakinden daha az patulin olusmasina
ragmen sonugjolarak her iki sicaklik derecesinde de patulin

Uretilebildigini saptamislardir,

(YES) ortaminda, 5°C'da, 28 glinde wve PH 6,5'da 1,8

Fg/ml patulin olusturdugunu tesbit etmigtir.
4.3.2. Su aktivitesi

Biyume 3ve mikotoksin iretimi disik 1s1, dusik
su aktivites# (aw) ve ylksek 1s1 ile sinirlanir. Buna rag-
men yiksek s@ aktivitesi blylmeyi ve toksin olugumunu etki-
lemez. BUyu@e igin minimum sicaklikta 0,95 su aktivitesine
gereksinme v%rdlr. 15-20 °C arasindaki disiik saicakliklarda
su aktivites% 0,975 1iken, yiksek sicakliklarda optimum su
aktivitesi OAQS'dir.

Depolanan lriinlerde gelisen kif mantarlarinain
\
geligebildikleri en diisiik su aktivitesi degeri ile toksin

olusturduklari su aktivitesi degerleri arasinda belirgin
bir farklilik vardair. A.flavus'un toksin olusturmasi igin

gerekli a degeri, sporlarinin ¢imlenmesi igin gerekli olan
w

a ~degerinden daha yiksektir (Agaoglu,,1985).
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Depolaﬁan Urin neminin % 18'den az, % 40'dan fazla ol-

masi A.flaﬁus'un geligmesini 1inhibe eder, gcunki, bu

nemde gelismekte olan kif mantarlari ile rekabete gireme-
mektedirler. Aspergillus cinsleri % 13,2-18 arasindaki

nemde depolanan hububatlarda aktiftir (Agaoglu , 1985).

A.parasiticus ile inokiile edilen piringlerde aflatok-
sin B1 miktari, 0,75 ve 0,80 a deferlerine sahip piring-
w

lerde ¢ok dlisiik olarak saptanirken, 0,85 aw degerine sahip
cus'un piring Uzerindeki geligsmesi ve buna bagli olarak ta
aflatoksin olusturmasi su aktivitesine baglidir (Boller and

Schroeder, 1974).

catum'un toksin iretmesi igin optimal a degerinin
| w

0,95 oldugu bildirilmistir (Tang and Proughan, 1985).

|
Patulini olugsumu ic¢in minimum su aktivitesi degeri,

Lindroth et al. (1978), P.expansum ile asilanarak
22 °C'ta deﬁolanan, % 20 ve % 44 sakkaroz ilave edilerek
farkla seviy%lerde su aktivitesi igeren g¢gilek regellerinde,
patulin miktérl ile ilgili bir galigma yapmiglardar. Sonug
olarak, ilk ﬁki aylik depolama sonucunda su aktivitesi de-
geri 0,98 olén ve sakkaroz ilave edilmemis Ornekte maksimum
patulin miktérl 477,8 mg/kg olarak saptanmisken, su aktivi-
tesi 0,96 (%§2O sakkaroz) olan drnekte 41,2 mg/kg, su akti-

vitesi 0,94 k% 44 sakkaroz) olan Ornekte ise 6,9 mg/kg pa-

tulin saptamiglardlr.
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4.3.3. Atmosf%rik gazlar

Fungusla%, aerobik organizmalardir, fakat oksijen ve
karbondioksit? ihtiyaglarz: arasindaki ilisgki, tur ve
susa bagla ol?rak onemli Olcglide farklilik gdsterir. Atmos-
ferik oksijénin % 20'den daha asagiya digmesi veya
% 90 ve déha yukariya cikmasi aflatoksin olusumunu

inhibe etmektledir (Shih and Month, 1973).

Nitrojen konsantrasyonundaki arflglnda aflatoksin olu-
sumunu inhibe ettigi bilinmektedir (Epstein et al.,

1970).

Orth 19?4 yi1linda yaptigi bir gallémada, atmosferdeki
% 40 ve Uzerindeki CO2 konsantrasyonunun kif geligimini ve
buna bagla oiarak toksin olusumunu azalttigini ve % 90 CO2
bulunan ortamda mikotoksin olusumunun saptanamadigini be-
lirtmigtir. iAyrlca % 2'lik oksijen (02) konsantrasyonunun
da fungal ge?ismeyi etkilememekle birlikti toksin olusumunu
azalttigini ve O2 konsantrasyonunun % 0.2 olmasi durumunda
ise gelisgme Qe toksin yapiminin saptanamadigini belirtmis-

tir (Northolﬁ and Bullerman, 1982).

Lindroth et al. (1978), yaptiklar: arastirmada, normal

sum 1ile asilanmis siyah frenk Uzlmu regellerinde toksin
miktarinin 6§ay11k depolama sonunda 738,4 mg/kg bulunmasina
kargin % 101002 igceren ortamda bu miktarin ancak 1iki ay

icerisinde méx. 88.2 mg/kg olarak saptadiklarin: bildirmig-

lerdir.
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4.3.4. PH

Mikotoksiin olugumu igin PH sinirlari 2,5-6,5 arasinda

|
degismektedir. Mikotoksin ireten fungusun Ozelligine gore
optimum PH sﬂnlrlarl farklilik gOstermektedir. Demoglou:and
25 °C'ta optimum PH'in 3,2 ile 3,8 arasinda olduBunu bil-

dirmislerdir. Diger taraftan Ozgelik (1982), P.expansum'un

% 10 glukoz ﬁgeren Czapek-Dox s1§1 ortamda 25 °C'ta 14 gin-

de en fazla ﬁatulini PH 3,5 da olugturdugunﬁ saptamigtar.

Bullerman (1985), yaptigi calismada Yeast-Extract-Suk-
lini PH 6,4'da (708 pg/ml) olusturdugunu PH 3,5 da ise

693,6 pg/ml gatulin olusturdugunu bildirmigtir.
4.3.5. Isaik

Isik, bﬁr gok kif tiirlinlin biylime ve sporulasyonunda
temel bir etkendir. Kati ve sivi ortamlardaki toksijenik
kiiflerin aflatoksin liretimini ve vejetatif blylimesini etki-
lemektedir. % Isik, fotokimyasal etkisinden dolay: tirler

izerine stimilatdr ve inhibitdr etki yapmaktadair.

ranlik ve éydlnllk ortamda spor olusturdugunu; fakat

1sikla ortaﬂda spor olusumunun karanlik ortama gore daha

fazla oldué@nu bildirmiglerdir. Aynz aragtiraicailar,

kiiflerin 31cék ortamlarda 1giga karg: daha hassas oldukla-
|

rini, yﬁkse@ ve diislik sicakliklarda aflatoksin {lretiminin

inhibe edildigini; fakat optimum (20-25 °C) sicakliklarda

inhibe edilmedigini bildirmigslerdir (Ellis et al., 1991).
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Kullan1¥an substratin cinsi de 1s1ga kars: olan
duyarlailig: ?e aflatoksin Uretimini etkilemektedir. Reiss
(1975), ekme%te aflatoksin ilretimine 1s18in etkisinin olma-
digina bild#rmistir. Joffe and Lisker (1969), Czapek

ortamda, 1sigin aflatoksin lretimini tamamen inhibe ettigi-

ni bildirmisierdir (Ellis et al., 1991).
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5. MIKOTOKSINLERIN ETKILERI
|
5.1. Biyokimygsal Etkileri

Claviceps purpurea'nin sclerotiumlarinin tiketimi so-

nucu ortaya §1kan ergotizm, bilinen ilk mikotoksikozisler-
dendir. Ergotizm uzun yillardan bu yana bilinmekle birlik-
te mikotoksinler ve mikotoksikozisler lizerindeki galigmalar
son yillara kadar yetersiz kalm;@, ancak 1960'l1 yillarda
hayli karsin&jenik olan aflatoksinlerin bulunmasi 1ile bu
konudaki galismalar yogunlasmaigtir. Nitekim bu tarihten
itibaren tUm;mikotoksin ve mikotoksikozisler genis bir ge-
kilde ele allharak bunlarain insanlar ve hayvanlar tzerinde-
ki hepatoksik% nefrotoksik, dermatoksik, norotoksik, karsi-
nojenik, mutaﬁenik, teratojenik ve diger biyolojik etkileri
ile metaboliima izerindeki biyokimyasal etkileri iizerinde
aragtlrmalar‘hlz kazanmis ve birgok mikotoksinin insan ve
hayvanlarda etyolojisi bilinmeyen hastaliklarin etmeni ola-

bilecegi belirlenmigtir (Chu, 1977).

Mikotoksﬁnlerin etki sgekli, hayvan organlarindan ser-
best hﬁcreli:sistemlere kadar degigik seviyelerde ¢aligsil-
mistair. Metébolizmanln belirli 3 bodlgesinin toksinler ta-
rafindan etkilendigi go6zlenmigtir. Bunlar, glikoneojene-

zis, mitokondrial transport sistemi ve protein sentezidir.
5.1.1. Enerjﬂ metabolizmasina etkileri

Purchosé and Theron (1968), fare karaciger hiicreleri-
nin stoplaz%alarlnda, okratoksin A'nin neden oldugu
glikojen birikimhﬁbulmuslardlr. Bu, toksin tarafindan fos-
forilaz sistéminin bozulmas: ile ilgili diiglincelerin ortaya
¢gi1kmasina neaen olmustur. Fosfarilaz enzim sisteminin ck-

ratoksin A tarafindan inhibisyonu Pitovt (1968) tarafindan
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gbzlenmistir, fakat glikomutaz, glikoz-6-fosfat dehidroge-
naz veya hekizokinazin inhibisyonu g&zlenememigtir (Betina,

1989).

Hemiltoﬁ et al., (1977), hepatik glikojenin birikimi
sonucu etli@ piliglerde, glikojen depolama hastaligi goz-
lemiglerdir.: Bunun aksine Japon arastiricilar ise, okra-
toksin A verilen farelerde hepatik glikojende bir azalma,
serum glukozﬁ, serum laktat: ve -karacifer laktatinda artma

gézlemislerdir.

Aflatoksinlerin mitokondrial solunum =zincirine de za-
rarli etkilerinin oldugu belirlenmigstir. Aflatoksin Bl, G:L
ve M 'in etkileri sitokrom b ve ¢ arasinda olusan bir seri

1
etkiye dayanarak agiklanmigtir. Fakat ortamlarda adenozin
trifosfat enziminin aktivitesini inhibe ederek, adenozin

tirifosfat Uretiminin azalmasina neden oldugu belirlenmig-

tir (Betina, 1989).
5.1.2. Karbohidrat ve lipid metabolizmasina etkileri

Endo and Kurada (1976), fare karaciferinde, kolesterol

ve triglisérid biyosentezinde sitrininin inhibitor
etkilerini gbstermislerdir. Sonraki deneylerde fare
karacigerinden bir hiicre serbest sistemde sitrinin

isaretlenmis%asetatln non-saponifiable (bir esteri asit ve
alkolde ayrlétlrmak) lipidlere birlegmesinini engellemisg,
fakat isaretienmis molanatin birlesmesini engellememigtir.
Kolesterol biyosentezinde bulunan enzimlar arasinda iki ta-
nesi, aseto ésetil CO.A.tiolaz ve 3-hidroksi-3-metil gluta-
ri Co.A.redU%taz Ozellikle inhibe edilenlerdenir. Bugday-
dan alinan bir hiicre, serbest sistemde inhibisyon igin yiuk-
sek konsantrasyonlarin varlifina gereksinim duymasina rag-

men aynli sonuglar elde edilmigtir.
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Kimes kanatlilarinda aflatoksinler agizdan alindigin-
da, karacige%de lipid miktarinin artmasi sonucunu doguran
lipid metabolizmasinda deZisme ve karkas yaginda azalma
meydana getirir. Bagisiklik sistemini etkileyerek bulasic:
ajanlara kar§1 hayvani daha da hassaslagtirmakta ve agila-
mayi daha azjetkin hale getirmektedir. Aflatoksikozis si-
rasinda lipid emilmesinin zayiflamasz: ile birlikte
yaéda—eriyenévitaminlerin eksikliginin gorilmesi de

mimkiindir (Akyaldiz, 1979).

Basaranfve ark.(1990), aflatoksin Bz'nin si¢ganlar ilze-
rine etkilerini arastirdiklari c¢aligmada kanserumunda glu-
koz ve total lipid seviyesinin ©nemli derecede distlgini

bildirmiglerdir.

5.1.3. Nokleik asit (DNA ve RNA) ve protein sentezine
etkileri

Aflatoksin Bl'in karaciger mikrozomal fraksiyonu,

Pseudomonas aeruginosa'nin lizogenik hilicrelerinde profajin

indiksiyonuna neden olur. Lizogenik olmayan hiicrelerde ise

DNA sentezini Onemli ©lglide engeller (Betina, 1989).

DNA ve RNA replikasyonu ile protein sentezinin afla-
toksin Bl t?raflndan engellendigi g&zlenmigtir. Ayrica
hiicre membrani ve oksidatif forforilasyon iizerine etkisinin

oldugu da bilinmektedir (Betina, 1989).

Yapllan‘deneyler sonucnuda aflatoksin Bl'in yiksek re-
aktif metabolitlerinin, DNA'daki guanin artiklarinin N-7
atomuna kovaient baglanmasi ispatlanmigtar. Bu baglanma
DNA'nin ana gérUnusu ile sonuglanmaktadir. B-DNA'daki bir
guaninin aflatoksin Bl'e reaktivitesinin yapilmasa

¢ift heliksteki purini g¢evreleyen temel seriye baglidar.

invivoda, aflatoksin B 'in tavsan karaciger DNA'sina kova-
1
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lent baglanmasi, antioksidantlarin besinle verilmesi veya

toksine kargi immunizasyon ile azaltilir (Betina, 1989).

Aflatoksin B1 metabolitlerinin DNA'ya kovalent baglan-
masi1i DNA repiikasyonunun, DNA sentezinin ve mutajenik akti-

vitenin inhibisyonu ile sonug¢glandig:i saptanmigtair.

Aflatok$in Bl tarafindan protein sentezinin inhibisyo-
nu, degigiklhayvanlarln degigik dokularinda gdzlenmistir.
invivoda fare karacigerinde protgin sentezinin inhibisyonu-
nun zaman yénﬁnden etkisinin iki baSamagl gbsterilmigtir.
inhibisyonun; erken fazi, aflatoksinin polizomlar uzerine
direkt etkisine neden olur (5-saatlik bir silire). Translas-
yonun uzamasé ve sonlanmasinin spesifik inhibisyonu godzle-
nir. Buna rggmen toksin veriminden 7 saat sonra hem m-RNA
hem de r—RNAénln azalmasina yol acgan transkripsiyon zayifla-

masinin bir sonucu olarak protein sentezinin inhibisyonu

gériliir (Healtcote and Hibbert, 1978).

Aflatoksin Bl'in karaciger proteinleri lizerine etkile-
ri aragtirilmisg ve sonugta bazi spesifik protein seviyele-
rinde dﬁsme,:ba21lar1nda artma, bazi enzim aktivitelerinde
ve protein sentezinde degigmeler oldugu gbzlenmigtir

(Betina, 1989).

Maisner {1983), besinleri ile okratoksin A alan
farelerin bobreklerinde fosfoenol pilirivat karboksikinaz
(PEPCK) igin taginabilen m-RNA seviyesinin oldukga azaldi-
gini bulmustur. Toksin almig farelerden izole edilen nuk-
leuslarda, tbtal RNA veya PEPCK, m-RNA'nin transkripsiyon

oclayinain toksin tarafindan azaltildigi goriilmiistir.
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Okratoksﬁn A, invitro sistemde oldugu gibi prokaryotik
ve evkaryotik hiicrelerde de protein sentezini inhibe eder.

Roschenthaler et al. (1978), Bacillus subtilis ve Strepto-

coccus faecalis in protein sentezinde kuvvetli bir inhibis-

yon gozlemiglerdir.

Okratoksin A tarafindan inhibe edilen reaksiyon
aminoasitatasfon reaksiyon (fenil alanin t-RNA sentezi) ol-
dugundan, okratoksinlerin maya sistemlerde protein sentezi-
ni fenil alanin-t-RNA sentez katélizasyon reaksiyonunda fe-
nil alanil ile geri gevrilebilecegi agiklanmistir (Creppy,

1979).

Benzer éonuglar karaciger kiiltlir hiicrelerinde de elde
edilmigtir. ©Protein sentezindeki okratoksin A tesvikli in-
hibisyonun hiicre kiltilir ortaminda fenil alanil bulundugunda
tamamen engellendigi g&sterilmigtir. Okratoksin A'nin (1-
15 mg/kg) infraperitoneal dozlaraina protein olusumunun du-
yarliligi daha sonra fare, karaciger, bdbrek ve dalaBi ic¢in
saptanmlstlr.: Protein sentezinin inhibisyonu, dalak ve
bobrekte karécigerdekinin 2-3 kat fazlasidir. Okratoksin A
ile birlikte: fenil alanin injeksiyonu tiim organlardaki
protein sentéz inhibisyonunu ortadan kaldirmaktadir (Creppy

1984).

Karaciger kiltiir hiicrelerinde okratoksin A ve sitri-
ninin birlesik etkileri, hiicresel protein, RNA ve DNA sen-
tezinde bu iki toksinin birlegsik ve tektek olan etkileri
arastirilmigtar. Okratoksin A varliginda, protein sentezi
toksinin eklenmesinden 30 dakika sonra, RNA sentezi
150 dakika sonra inhibe edilirken, DNA sentezinde en az 5
saat silre ile inhibisyon olusmadifi saptanmigtir. Sitri-
ninin ilk olarak RNA sentezini, daha sonra protein sentezi-
ni ve en son DNA sentezini inhibe ettigi bildirilmistir

(Creppy, 1980).

7
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polimeraz I 1ile karsilastirildiginda tercihen eukaryotik
RNA polimeraz I'i inhibe ettigi belirlenmistir (Terao and

Ueno, 1978).

Sitrininin, 25 PM konsantrasyonunun sitostatik, 50-200
PM konsantrasyonlarinin ise sitotoksik etkili oldugu; lOOPM
konsantrasyonﬁnda hiicrelerdeki RNA, protein ve DNA
sentezini inhibe ettigi saptanmistar. RNA inhibisyonunun
5-7 dakikada, protein sentezi inhibisyonunun 12 dakikada,
DNA sentezi inhibisyonunun ise 2 saatte oldugu bildirilmis-
tir. Bu bifgiler sitrininin RNA sentezini protein sente-
zinden daha hizli etkiledigini gdstermektedir. izole ce-
kirdeklerde 100 Pg/ml sitrininin, RNA polimeraz I'i % 60
oraninda, RNA polimeroz II'yi ise % 24 oraninda inhibe et-
tigi gdsterilmistir (Terao and Ueno, 1978). RNA polimeraz
I, r-RNA sentezinden sorumlu olduundan bunun inhibisyonu
total RNA sentezinde azalma olarak g¢ok c¢abuk gdriiliir hale
gelir, Eukaryotik m-RNA' larin yarilanma Omiirleri uzun ol-
dugunda; m-RNA sentezinden sorumlu olan RNA polimeraz II
aktivitesindeki bir diiglsiin, protein sentezinde hizli bir

etki gbstermeyecegi dislinlilmektedir (Roedar et al., 1976).

Sitrinin ve okratoksinin, kiUf kontamineli maddelerde
ayni oranda blusabildigi ve her ikisinin de karaciger kiil-
tir hﬁcreleri izerine sitotoksik oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle bunlarin, hilicresel protein, RNA ve DNA sentezi lize-
rindeki tek veya birlegik etkileri incelenmigtir. Sitri-
ninin, RNA séntezini 10 dakika, protein sentezini 20 daki-
ka sonra ve DNA sentezini ise 120 dakika sonra inhibe etti-
gi bulunmugtﬁr. Halbuki okratoksin A'nin varliginda prote-
in sentezi Sb dakika, RNA sentezi ise 150 dakika sonra in-

hibe edilirken en az 5 saat sonra DNA sentezinde inhibisyo-
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nun olusmadig: bildirilmistir. Karaciger kiiltir hilicreleri-
ne her iki mikotoksin birlikte verildiginde, RNA ve protein
sentezinin inhibisyonu hemen, DNA'ninki ise kisa bir siire

sonra oldugu saptanmistir (Creppy et al., 1980).

Patulinin, DNA'da siirekli tek kenar kiraiklarina neden
oldugu belirlenmigtir. Benzer sonuglar insan ve hayvan
hiicre kiiltiirleriyle yapilan deneylerden de elde edilmigtir

(Umeda et al., 1972).

Patulinin, E.coli'de DNA'ya zarér verdigi belirlenmis-
tir. Canli  hicrelerde 10 Pg/ml konsantrasyonunda patulin
DNA'da tek kenar kiriklarina neden olur. Mililitrede 50 re
patulinin uygulanma81nda ise ¢ift kenar kiriklari gdzlen -

migtir. Patulin segici DNA hasar verici aktiviteye sahip

bir miko toksindir (Lee and Réschenthaler, 1986).

RNA sentezinin patulin ile inhibisyonu arastirilmig ve
patulinin invitroda DNA sentezleme sisteminin aktivitesini
degistirdigi:gézlenmigtir. Patulin,6 zellikle transkripsi-
yonun baslangig basamagindaki RNA polimerazin aktivitesini

bozdugu saptanmigtir (Movla and Hatay, 1977).

Patulinin protein sentezini de direkt olarak bozdugu
gbrilmiitlir. @ Glinkil, bir serbest hiicre protein sentezleme
sistemine toksinin eklenmesi amino asit birlegmesini engel-
lemektedir.j Patulinin translasyonu, polizomlari degigtir-
mekten ziyade pH 5'de enzim fonksiyon aktivitesini bloke

etmekle bozdugunu diistindlirmiistir (Maule et al., 1978).
5.2. Biyolojik Etkileri
5.2.1. Kanserojenik etkileri

Kanserojen olarak en iyi bilinen mikotoksinler afla-

toksin, stefigmotoksitin, patulin ve luteaskirindir. Bun-



57

lardan en fazla kanserojenik etkiyi aflatoksin gdstermekte-
dir ve sentetik kanserojen maddelerden 100 kat daha

etkili oldugu bildirilmigtir (Ahrens, 1977).

insan ve drdeklerde kiiflii yiyeceklerden dolayi &liimler
de saptanmlsﬁlr. Aflatoksin B1 en yaygin hepatokarsinojen
olarak belirlenmigtir. Aflatoksin Bl‘in fare, sigan, may-
mun, O&rdek ve gbkkugsagi alabaliklarinda habis tiimdrlere ne-
den oldugu saptanmistair (IARC, 1976). Aflatoksinlerin he-
def organi karacigerdir, fakat diger organ timdrleri de
g8zlenmigtir. Besindeki 1 mg/kg kadar diisiik bir dozun bile
farelerde kafaciger timdrlerine neden oldugu bildirilmig-

tir (Betina, 1989).

Iinsanlardaki karaciger kanserinin, kontamine yer fis-
t181 ve tahil ile beslenme sonucunda olustuguna dair Afrika‘f
da birgok bildiri vardair. Mozambik, Tayland'ain bir kismz,
Kenya, Filipinler gibi karaciger kanserinin yiksek
siklikta oldugu bdlgelerde ¢cok miktarda aflatoksin
tiketimi belirlenmistir. Bu lilkelerdeki epidemiyolojik ¢a-
lismalardan, fazlamiktarda aflatoksin ile beslenme ve kara-
ciger kansefi arasainda bir dogru ilisgki bulunmusgtur

(Carlborg, 1979).

Hollanda'da yer fistigi ve keten tohumu isleme fabri-
kalarindaki iggilerde goriilen kanser sikliginin aflatoksin
bulagsmigs tozlarin solunumu ile iliskili olduguna dair de-
liller bulunmustur (Burge et al., 1981). Giineydogu Amerika
halkinda yapilan bir g¢aligmada; aflatoksin bulagmig misir
irtinlerinin tiiketimi ile ilgili karaciger kanserinde ®nemli

bir artis gdzlenmigtir (Betina, 1989).

Okratoksin A, erkek BGCBF 'lerde renal kanserojen ve
‘ 1
bu susun digsilerinde hepatik kanserojen olarak etkili oldugu

bildirilmistir (Bendole, 1985).
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Sitrinininbilinen kanserojenik ve mutajenik 0Ozellikle-
rinin, makromolekiiler sentez 1{izerindeki zararli etkileri
ile ilgili oldugu disglinlilmiistiir (Betina and Barth, 1980).

Patulin ile yapilan arastirmalar sonucunda ise
patulinin  doymamis lakton yapisi nedeni ile kanserojen bir
madde oldugu bulunmustur (Enomoto and Saito, 1972). Patu-
linin karaciger, dalak, bobrek, éastro—intestinal sistem ve
dolasim sisﬁemi hastaliklarina yol agtigi saptanmigtair

(Lindroth, 1980).

5.2.2., Mutajenik etkileri

Aflatoksin Bl'in Salmonella typhimurium'un histidine
gerek duyan suslari igin mutajenik oldugu bulunmustur. Di-

ger aflatoksinlerin mutajenitesi E.coli, S.typhi veya

Photobacteriumphasphareun gibi mikroorganizmalar kullanila-

rak arastirilmaistair. Toksinlerin mutajenik etkileri

P.phasphareuﬁ'un koyu esmer mutanti kullanilarak saptanmis-

tir. Bacillus thruringiensis var. tolworthi'nin lizogenik

hiicrelerine aflatoksin B uygulanmasi, uzamig hiicrelerin
1

olusmasina ve profaj safhasinin olusumuna yol agan olaylara

neden oldugu bildirilmistir (Auffray and Boutibonnes, 1985).

Saccharomyces cerevisa'nin 8ldiirtici bir susunda (du-

yarly: suslarai 8ldiiren, glikopeptid toksin olusturan) 10-20
Pg/ml aflatoksin Bl uygulanmasi, toksik glikopeptid lretme-

yen 3 yeni fénotipin olusummésebep oldugu goriilmiigtir.

Aflatoksinlerin insan 1l0kositlerinde mutajenik etkiye

sahip oltuguisaptanmlstlr (Eser ve ark., 1978).
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Iinvivo ve invitroda, bakterial kromozomal DNA ve plaz-
mid DNA'sa :Uzerinde sitrininin etkisi arastirilmistar.
SitriAinin Elggii'de degisik konsantrasyonlar:i su etkilere
sahiptir: ininoda 100 Pg/ml dekromozomal-DNA'da basit ke-
nar kiriklari olusgur. 100 yg/ml varliginda, U.V. tesvikli

DNA tam biliyliime ortamina gerek duymadan bakteri hilcresi

iginde ©onarailzir, 300 Pg/ml PN profaj bir lizogenik

susunda ml basina 200 pe sitrinin uygulandiginda hlicrelerin

% 4.7'si Lac fenotipi gdstermistir (Betina, 1989).
5.2.3. Teratojenik etkileri

200 re ?flatoksin verildiginde, sigan fetiislerinin ve
bazen gebe ratlarin kendilerinin de olduigl gorilmigtir.
Gebeligin sekizinci giliniinde intrapevitonal, 4 mg/kg hesa-
biyla, hamsterlere verilen aflatoksin Bl, yliksek oranda
kotli gekillenmis, reabsorbe olmus ve Olmis fetislerin mey-

dana gelmesine yol agmigtir (Agaoglu, 1985).

Okratoksinlerin embriyo toksisitesi ve teratojenik et-

kileri, tavuk embriyosu ve Brachidonio rerio kullanilarak

gdzlenmigtir (Debeaupuise, 1984). Teratojenik etkiye
sahip oldugu fare ve siganlarda da g&zlenmistir (Hayashi

and Kameyama, 1982).
5.2.4. Hepatoksik etkileri

Aflatoksinler canli viicuduna gesitli yollarla alindik-
tan sonra karacigerde metabolize edlirek daha az toksik tii-
revlere donlistirilir. Koyun, kec¢i, inek, si¢gan, maymun,
domuz ve tavuk gibi deney hayvanlari ilzerinde yapilan de-

neylerde aflatoksin Bl; aflatoksin Ml, P ve Ql'e; aflatok-

1
sin B2; aflatoksin M2'ye; aflatoksin Gl ise aflatoksin Ml'e
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doniligtirililerek idrar ve silitle viicuttan disari atilmaktadar

(Wyllie and Marehause, 1977; Gote and Hsieh, 1985).

Deneysel olarak standart aflatoksin verilen koyunlarin
karaciger, bSbrek ve idrarlarainda, yine aflatoksin
Bl igeren saman ve yerfistigi ile beslenen ineklerin siitle-
rinde aflatoksinler tesbit edilmis ve bunlarin karaciger
lezyonlarlna‘ neden olduklara saptanmigtir (Alcroftt

et al., 1966; Goto and Hsieh, 1985).

Aflatoksinlerle meydana gelen =zehirlenmeyi takiben,
karacigerde olusan hilicresel degigiklikleri saptamak amaciy-
la invitroda denemeler yapilmigtair, Bu amacgla; Ordeklere
15 pg toksin wuygulanmisg, sonugta ise karaciger ylizeysel
hﬁcrelerinin‘ﬁremeleri igin indiklendikleri ve hiicrelerde

yagl: bozunmalarin yayginlastigi gdzlenmistir (Butler, 1964).

Fareler‘O,l mg aflatoksin igeren diyetle beslendikten
sonra incelendiklerinde, girintili g¢ikintili bir yapisal
©zellik gOsteren endoplazmik retikulumun sistigi ve hiicresel
Ayni konuda yapllan bir diger ¢aligmada ise 0,45 Pg/kg af-
latoksin Bl farelere oral olarak verilmig ve 24-72 saat
sonra, hayvanin karaciger hiicrelerinin nukleus ve stoplaz-
masindaki protein ve RNA miktarlarinda azalma oldugu gdz-

lenmistir (Sporn and Dingman, 1966).

Aflatoksinlerin karacigerde olugsturduklari hasar sonu-
cu plazmadaki laktik dehidrogenoz, aldolaz, glutamik-pruvik
trans aminaz aktivitelerinde artig oldugu gdzlenmistir.
Serumda bu enzimlerin faaliyetlerinin artmasi sonucunda ise

karaciger lezyonlarinin olustuBu saptanmistir (Eris, 1989).

Galtier et al. (1984), farelereoral olarak 15 kez ok-

ratoksin verilerek saglanan okratoksikozdan sonra karaciger
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enzim aktivitesinin disgtigiini gdzlemiglerdir.

Birgok prbtozoa, fungus, memeli hayvanlar, bitkiler,
Hela hucrelefi ve viriislere toksik olmasina ek olarak patu-
linin antimitotik ve karsinojenik oldugu bilinmektedir.
Siganlara haftada iki kez 0,2 mg subkuten verilmesi enfek-
siyon bﬁlgesinde malignant tilmdrlerin olusumuna neden ol-
mustur. Fakat &liim dozunun altindaki dozlarda oral uygula-
ma fare ve sicanlarda karsinojenik etki gdstermemisgtir.,
Patulin ve diger mikotoksinlerin karsinojenik etkilerinin
DNA etkilegimi ile oldugu belirlenmigtir (Ueno and

Kubato, 1976).
5.2.5. Toksik etkileri

Gi1da ve yem maddelerinde, kalite ve kantite yoOniinden
0ldugu kadar insan ve hayvan saglig: agisindan da ©&nemli
olan kiiferintoksik metabolitlerinin neden oldugu zehirlen-
melere mikotoksikozis denilmektedir, Aflatoksikozis, gida

ve yem maddelerinde A.flavus ve A.parasiticus'un metaboliti

olan aflatoksin tarafindan olusturulan, insan ve hayvanlarda
akut veya kronik bozukluklara ve ©zellikle deney hayvanla-

rinda karaciger timdrlerine neden olan bir mikotoksikozis-

tir. (Agaoglu, 1985).

Mikotoksinlerin biyolojik etkileri g¢egitlidir. Hay-
vanlardaki akut toksisitesi tlirden tilire hatta hayvanin cin-
siyetine gbre degisir. Ornegin erkek fareler aflatoksin B !

1

e disilerden daha duyarlidir (Arda, 1980).

Ciegler (1975), aflatoksin B 'in tek doz oral
1

olarak verilmesinden sonra, hayvan tirlerinin LD o olarak
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belirlenen asagidaki duyarlilik sirasini vermistir. Ordek
yavrusu 0,3-0,6; domuz 0,6; alabalik 0,9; kopek 1,0; Gine
domuzu 1,4-2,0; koyun 2,0; maymun 2,2; fare 4,5-17,9; civ-

civ 6,3; (mg/kg vicut agirlaigi).

Dort ana aflatoksin arasinda en fazla akut toksisitesi
olan aflatoksin Bl'dir. Bunu Gl, B2 ve G2 izler. Bir gilin-
liik 8rdek yavrularinda LD50 degerleri (Pg/SO gr vicut agir-
1151) sdyledir: B1 18,2; G1 38,2; B2 84,8; G2 175,5

(Carnagha, 1963).

Bir gﬁniﬁk rdek yavrularinda (yg/drdek yavrusu afla-
toksin Bl, Ml ve M2 igin LD5O degerlerinin karsgilastirilma-
s1 sirasi 1le 230; 16,6 ve 62,0 olarak bildirilmigtir. AF -
latoksin 83 drdek yavrularina oldukga toksiktir. Hayvan-
larda aflatoksin Bl in bir metaboliti olarak bilinen afla-

toksikoliin belirli hayvan deneylerinde g¢ok +toksik oldugu

ortaya konmustur. Sicanlarda B in anametaboliti olan
1

riyo testi ve Salmonella typhimarium testinde nontoksiktir

(Buchi, 1974).

Okratoksin A, gliglu bir nefrotoksindir ve Danimarka'da
domuzlarda ve Balkan ilkelerinde insanlarda goriilen
nefrotik sendromlarda rol almaktkadir. Renal fonksiyonla-
rin okratoksinler ile bozulmasi, son zamanlarda mikotoksin-
lerin toksikolojisi ile 1ilgili g¢aligmalarda tanimlanmigtair

(Ueno, 1985).

Okratokéin A igeren diyetle beslenmis domuzlarda bsSb-
rekler, kas dokulari ve adipoz doku pisirmeden dnce ve son-
ra incelenmigtir. Pigirme sirasinda mikotoksinin yaklasik
% 20'si kaybblmaktadlr. Fakat adipoz doku da toksin kayba

olmadigir saptanmistir (Josefsson and Moller, 1980).
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Okratoksin A'nin klimse hayvanlarinda demir eksikligi
anemisine neden oldugu ve farelerde koyun eritrositlerine
kargi immun ‘cevabi inhibe ettigi gdsterilmigtir (Haubeck,

1981).

Okratoksin A , ©Oncelikle nefrotoksin cldugundan
domuzlarda, kimes hayvanlarinda ve insanlarda nefrotoksik
sendromlarda bulunmaktadir. Danimarkadaki domuzlarda nef-
ropati yayginligi orani ile besinlerdeki okratoksin A orana

arasinda dogrusal iligki vardir (Kragh et al., 1973).

"Balkan Endemik Nefropati" Yugoslavya, Romanya ve
Bulgaristan'daki kirsal alanlarda yerlesmis insanlari ende-
mik olarak etkileyen ©ldirtici kronik bir hastaliktir. Bal-
kan nefropatinin yaygin oldugu Yugoslavya'nin bir bdlgesin-
de besinlerde yiksek siklikta okratoksin A kontimanisyonu
bulunmustur.; Polonya tahil ve yemlerinde okratoksin A,
sitrinin, sterigmatosistin, penicillik asit ve toksijenik

funguslarin genis yayilaima bildirilmistir (Betina, 1989).

Sintirininle ilk toksikolojik ve farmakolojik
¢alismalar, 1940-1950 yillarinda yapilmis ve nefrotoksisite-
si daha sonra 1970 yilinda ortaya g¢ikarailmigtir. Sitrinin-
in toksisitesi ile yayinlanan veriler su gekildedir: Sub-
ketanoz ve intraperitonal verimlerden sonra siganlarda LD

50
67 mg/kg ve farelerde 35 mg/kg dir. Gine domuzlarinda LD

50
37 mg/kg ve tavsanlarda 19 mg/kg dir. Domuz ve siganlarda
sitrinin tegvikli renal toksisite, biliyimis bdbrekler, prok-
simal tubililerin dejenerasyonu, pingtik cekirdek,

temel membranin kalinlagmasi ve bazi tubiililerin kiste do---

niismesidir (Betina, 1989).

Tubiiliilerin patolojik degigimlerinin oldugu hedef or-

ganin bobrek oldugu saptanmistar. Bu bulgulara ek
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olarak fare, sigan, tavsan, domuz ve kiimes hayvanlarini
igeren birgok hayvan tirinde sitrininin birgok organik bi-
lesenin transportunu etkiledigi gbzlenmigtir (Berndt

and Hayes, 1978).

Ordek yavrularina ve hindilere gok fazla sitrinin ve-
rilmesi ise vicut agirliklarinin azalmasina ve nefropatiye
neden olmusgstur. Piliclere giinliik besinlerinde verilen sit-
rinin ise su aliniminin artmasina ve buna bagla olarak ta

dieriheaya sebep olmustur (Ames, 1976).

Yapilan arastirmalar sonucunda mikotoksinlerin bitki-
ler ve mikroorganizmalar 1iizerine toksik etkide bulundugu
ortaya konmusgtur. Patulin,elma polenleri germinasyonunu ve
kiiltlire alinmig soya fasulyesi hiicre silspansiyonunun geli-
simini inhibe etmistir (Lindroth, 1980). Aflatoksinleq
bitki tohumiarlnln gimlenme oranini diislinmekte, yaprakta
klorofil tesgekkiiliini ©Onlemekte ve biliylimeyi yavaslatmakta-

dir (Sert, 1984).

Patulin; Mycobacterium tuberculasis'ide igeren degisik
gruptaki pozitif ve negatif bakterilere karsi kuvvetli bir
antibiotik aktivite gbsteren toksindir. Ayni zamanda anti

fungal aktiviteye de sahiptir. Dokulardaki bitki ve hayvan

hiicrelerine ¢ok toksiktir. Patulin, Penicillium stalani-

ferim'daki virislerin replikasyonunu ©o&nler, Botrytis

degismelerin olusumunu tegvik eder. Patulin, bitki
hiicre zarlarinin gecirgenligini de bozmaktadair (Betina,

1989).
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6. MIKOTOKSINLERIN TAYIN YONTEMLERI
6.1. Ornekleme

Numunede meydana gelebilecek KkUf ve tesgekkiil edecek
toksin, numunenin partiyi temsil etme niteligini ortadan
kaldiracagi ig¢in numunenin analize kadar gegen bekleme sii-
resi mimkin oldugu kadér kisa olmalidair. Uriin kuru
olmadigi silirece muhafaza ig¢in plastik torbaya konmamalzi,
kagit ya da bez torbaya konmalidair. Yas olan numuneler ya
hemen kurutulmali veya 4 °C'ta saklanmalidair. Yeterli bir
kurutma, 90 °C'ta 3 saat siire ile uygun kurutma dolabainda

tutmakla saglanabilir.

Numunelerin herhangi bir yerinde bulagma cepleri bulu-
nabileceginden numunenin tamami g8z agikligas 0,85 mm. olan
elekten gececek gsekilde ©gitulir veya uygun karigtiricailar

ile homojen hale getirilir.

Un, sivi veya hamur sgeklindeki {rinler igin Ogltmeye
gerek olmamakla birlikte deney numunesi alinmadan OJnce iyi
bir karigtirma yapilmalidir. Ayrica sivai irinlerde

numune almadan dnce tortu iyice karistirilmalidir.

Alinacak ©rnek miktari 50-1000 gr arasinda olmalidir.
Geﬁelde orneklendirilen yiginlar 20 ton veya daha biliylk
miktarda olabileceginden ¢alisma igin alinacak alt
Orneklerin, depoyu temsil edecek bzellikleri tasimasi ¢ok

tnemlidir (Anon, 1983).

Orneklendirme yaparken dikkat edilmesi gereken &nemli
noktalardan biri de Orneklendirilecek {ilrinin tane bliyUkliUgl
ile orantili olacak miktarda ©rnek alinmasidir (Cizelge

6.1).
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Cizelge 6.1. Orneklendirme yaparken alinabilecek
minimum &rnek miktari (Anon, 1983).

Alinabilecek
Urin Tipi minimum Srnek
miktari

Cok kiiglik partikiiller (damla bii-
Tip I yikliigiinde) sit, siit iriinleri ve 500 gr.
bitkisel yaglar.

Orta biuyuklukte partikiiller un,

Tip I1I kiregle muamele edilmig misair, 3 kg.
3gam fistigi yag:
Tip III a. Kliciilk tanelilerde
Piring, sipilirge darisi (sorghum), 5 kg.

yulaf, arpa

b. Orta biyiukliikte tanelilerde 10 kg.
misir, pamuk tohumu.

c. Biylk tanelilerde
Gam fistigi, yerfistiga 20 kg.

Analizler igin alinacak Orneklerin depoyu temsil edici
6zellikleri‘ta§1malar1 amaciyla g¢esitli Orneklendirme ydn-

temleri gelistirilmigtir:
I. Yontemde,

20 tonluk __s 20 kg. « 1 kg ~ 50 or

depo Srnek SEltulmis g
.. assay Ornegl
ornek

(Anon, 1983).
II. Yontemde,

1. Ug adet 3 1/2 kg lik ornek alinir.

2. Depoyu tam olarak temsil etmeleri amaciyla her bir 3 1/2 kg
lik Ornek, ayri olarak iyice karaigtirilarak homojenize edilir; daha
sonra 180 gr lik 20 adet alt drnege ayrilir (Anon, 1983).

ITI. ydntemde 1ise, A.B.D.de depolarin aflatoksin yo-

niinden incelenmesi amaciyla gelitirilmig bir yontemdir.

Depolanmis yiginin herbir ylizeyi, ikiger fit mesafe i1le ol-



67

mak lizere 8'er kez Orneklendirilmig, ddrt ylzeyden alinan

Srnekler birbirinden bagimsiz olarak karigtirilip homojeni-

ze edilmig, daha sonra her bir ylzeyi temsil etmek
izere, 50 gr.lik deney ©ornekleri ayrilmigtair (Johnson,
1969).

6.2. Numunenin Ekstraksiyonu

Aflatoksinler, bircok besin.ve yemlerde az miktarda da
olsa bulunurlar. Onlarin ekstraksiyonu, konsantrasyonu ve
saflagtirilmalari: igin degigik metodlar diiginiilmiigtir. La-
boratuvarda sivi ortamda veya blylk miktardaki fermentas-
yonlarda iretildiginde, aflatoksinler kiltiir filtratlarinda
extrekte edilirler. Her ne kadar aflatoksinlerin kiiltivas-

yon sivisina hemen gegtigi griilse de, bunlarin ilgili tok-

sinleri, Ornegin; versicolorinler, kiUf miselleri arasinda
kalir ve bozulmamis misel zarlarini gegemezler. Misgeller
genellikle yaikanir, dondurularak kurutulur ve +toz haline
getirilir, Toz haline getirilen miseller daha sonra 35°C!'
in altinda azaltilmis basingta kloroform ile ekstrakte edi-

lir (Heatcote and Hibbert, 1975).

Van der Merve (1965)'nin orjinal metodu, okratoksin A
ve B'nin, kiiflenmisg misir unundan kloroform-metanol
ile ekstraksiyonunu igerir. Bu, kaba kloroform ekstrati,

daha sonra sulu sodyum hidrojen karbonat ile ekstrakte

edilir. Okratoksinler, sulu tabakadan ekstraksiyon ve
asidifikasyon ile elde edilir. Daha sonra kolon kromatog-
rafisi ile saflagtirilair,. Kaba ekstrakt, hegzan-%

85 metanol arasinda parcgalanir. Metanolik tabaka disiik ba-
sincta konsantre edilir ve kloroform-su arasinda pargala-

nir. Okratoksin A ve B, sodyum hidrojen karbonatta ekst-
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raksiyon, asidifikasyon ve kloroformda ekstraksiyon

ile organik tabakadan elde edilir (Steyn, 1984).

Sitrininin izolasyonu ya hidroklorik asit ile
cbkeltmeye ya da dligsiik PH'da sulu solisyonlardan ekstarksi-
yona dayanir. P.citrinum kiltirid filtre edilir ve filtrat,
konsantre HC1 ile PH'sa 1,5 olarak asitlestirilir.
Gokiintd filtre edilir, kurutulur ve kloroformda ¢Oziilir.
Kloroformda éﬁzﬁnmeyen artiklar filtrasyon ile uzaklagtiri-

lir. Kloroform buharlagtirilir ve sitrinin sicak ethanolde

kristallegtirilir (Davis et al., 1975).

Diger bir’yéntem olarak, sitrinin bir kiltir filtra-
tindan PH 2,5 olan etil asetat ile ekstrakte edilir. Bunu
PH 8,5 olan, fosfat tamponda tekrar ekstraksiyon ve PH 2,5
olan kloroformdaki ekstraksiyon izler, Kloroform ekstresi
buharlagtirilar. Artik etilen glikol ve karbon tetra-klo-
rid arasinda. ayrigtairilir. Sonraki tabaka kuruyana kadar
buharlastirilair. Sitrinin, asetatdan tekrarlanan kristal-

lenme ile saflastairilir (Betina, 1984).

P.urticae'nin patates-glikoz brotundaki kiiltirinin
filtrasyonuyla, miseller wuzaklagtirailmig ve filtrat, etil
asetat 1ile konsantre ve ekstrakte edilmisgtir. Birlegik
ekstreler susuz MgSO4 ile kurutulmusg, etil-asetal vakumda
ugurulmus ve artik dietil eterde yikanan bir kolona uygu-
lanmistar. Patulin 20:1 konsantre eterli soliisyonda, tam

beyaz kristaller halinde kristallesir (Norstadt and

Mc Callan, 1969).
6.2.1. CB metodu

50 gr hazirlanmis numune 500 ml.lik cam kapakli erlene
konur. Uzerine 25 ml damitik su, 25 gr diatame topragi ve

250 ml kloroform ilave edilir. Erlenin agzi iyice kapa-
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tildiktan sonra 30 dakika mekanik g¢alkalayicida galkalanair.

ve filtre kagidindan (Whatmann NO.4) siiziilir (Appley, 1968).

Stiziilmenin yavas olacagl durumlarda ise iginde 5 mm kalinliginda diatome topragy
bulunan buhner hunisi, hafif vakum yapilarak stzmede kullamilsbilir (Vakum, Kloroformn
hizla buharlagmasina neden olacagindan yogunluk degigebi-
lir. Bu nedenle zor siziilen numunelerin diginda kullanil-

mamalidir).

Sizilen kloroform fazindan 50 ml alinir ve temizleme-

saflagstirma isleminde kullanilair.

6.2.2. BF metodu

50 gr hazirlanmis numune bir blender kavanozuna akta-
rilair. Bunun {zerine 250 ml metanol-su (55+45; V:V)
gdziicisi, 2 gr NaCl ve 100 ml hekzan ilave edilir.
Blender yiliksek devirde 1 dakika c¢alaistirildiktan sonra
igindekiler 250 ml lik gsantrifi]j tiplerine konarak
fazlarin ayrilmasi igin 2000 devir/dakikada 5 dakika silre

ile santrifij edilir,.

Fazlarin ayrilmasindan sonra 25 ml sulu metanol fazi
pipetle alinarak 125 veya 250 ml lik ayirma hunisine konur.
Ayirma hunisine 25 ml de kloroform 1ilave edilerek kapaga
kapatilir ve 1 dak. kadar galkalanir. Tekrar fazlarin ay-
rilmasa: igin beklenir. Alt faz 600 ml lik paslanmaz gelik
bir behere {(yoksa cam behere) alinair. Bu ekstraktta her-

hangi bir numune pargacigi bulunmamalidir.

Beher, azot akimi altinda kaynar su banyosu lzerinde
tutulur. Cozlici, 2 ml ile kuruma noktasi arasinda bir
miktara inince ekstrakt dikkatlice yirkanarak kiiglik
bir giseye alinir. Su banyosunda hafif bir azot akimi al-

tinda bu sisedeki kloroform kuruyana kadar buharlastirilair.
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Kurutulan sisge agzi sikica kapatilarak ince tabaka

kromotografisi (T.L.C) islemi ig¢in buz dolabinda saklanair,
6.3. Ekstraktin Temizlenmesi

Ekstrakt ig¢inde bulunan yag artiklari, hafif petrol
veya n-hegzan ile yikamadan sonra, sivinain buharlastirilma-
s1 1ile wuzaklagtirilabilir, Yagi wuzaklastirilmis artik,
saflastirma i¢in hazirlayici ince tabaka veya sivi kolon

kromografi ile kullanilir (Hartley et al., 1963).

Birgok besin, yliksek ocranda dogal yag igerir,
Sonraki saflastirmaya karigmamalari igin, miimkiin olduZunca
uzaklagtirilmalidarlar,. Zirai Urinlerdeki aflatoksinlerin
izolasyonu ve saflagtirma teknikleri belirlenmigtir. Bu

tekniklerden birisi gdyledir:

Iyice ©glitilmiis yer fistiklari, bir kag dakika n-hek-
zan metanol ve su karigiminda bekletilir, santrifilj
edilerek ayrilair. Sulu aflatocksin igeren kisim, diatomlu
kolonda lipidleri ayirmak ig¢in n-~hekzan ve kloroform-n-hek-
zan (1:1) kullanilarak, aflatoksinleri elde etmek igin ayi-

rici kromografide saflastirilir (Nesheim, 1964).

Okratoksinlerin kolon kromografi ile ayrilmasinda kul-
lanisly olan teknikler, Steyn (1984) tarafindan incelenmig-
tir. Peterson and Ciegler (1978}, okratoksin A'nin
saflastirilmasinda, likid-1ikid ekstraksiyonu ve ylksek
performansli. 1likid kromografi ile (HPLC) son temizleme kul-
lanimini bildirmiglerdir. |C13|—okratoksin A'nin saflagti-
rilmasinda hazirlayici slika-jel ince tabaka kromotografi

(PLC) kullanilmistir (de Jesus, 1980).
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Ekstraktin kolon ile temizlenmesi amaci ile kullanilan kolonun
(22x300 mm) alt kismina gevsek bir gsekilde cam pamugu yer-
legtirilir.l Kolon yarisina kadar kloroform ile doldurul-
duktan sonra‘S gr. Na2804, silikajele destek tegkil etmesi
i¢in kolona yavas yavas ve hava kabarcig: kalmayacak gekil-
de dokiilir., Na2804'1n kolonun dibine oturmasini saglamak
igin bir miktar kloroform, musluk agilarak akitilar. Sonra
0,063-0,2 mm'lik silikajel 60 dan 10 gr.ilave edilir ve si-
likajelin homojen bir dagilim géstermesi igin karaistirilair.
Kolon kromotografisinde kullanilin silikajel, 60, bir saat
105 °C'ta kurutulup 100 gr.ina 1 ml su ilave edilerek iyice
karaistairildiktan sonra hava gegirmez bir kapta muhafaza
edilerek hazirlanir, Silikajel anhidrit Nast4 tabakas1
izerine oturduktan sonra, lzerine 15 gr anhidrit Na SO4
ilave edilir. Bundan sonra kloroform Na2$O4 tabakasinin
2 mm Uzerine gelene kadar akitilir. Ayrica, elde edilen
50 ml ekstraktin tzerine 150 ml hegzan ilave edilir ve klo-
roform-hegzan karisimi, hazirlanan 22x300 mm.lik kolondan
10-20 ml/dak. hizla akacak sekilde gegirilir. Bu karisaimain
akigsindan sonra kolon 150 ml anhidrit eterle yikanir.
Eter fazainin Na2804 tabakasinin lizerine inmesi beklenir ve
150 ml kloroform-etanol (97+3) karisimi aflatoksinleri elde
etmek icin kolona ilave edilir. Bu agamada kolonun altina
konan agzi trasli erlenler, karigsimin akigi Kkesilene kadar
kolonun altinda tutulur. Elde edilen kloroform-metanol
fazi bir buharlagtiricida ugurulduktan sonra agzi trasl:
erlene 1-3 ml., kloroform ilave edilerek ekstrakt kalintila-
r1 kiglik bir giseye alinair ve kloroform, azot gazi altinda
ugurularak siselerdeki ekstrakt kalintilari ince tabaka

kromotografisinde kullanailmak izere sisenin etrafa

aleminyum kagitla sarilarak buzdolabinda muhafaza edilir.
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6.4. Ayirma

Ekstraksiyon ve temizleme igslemlerine ragmen ekstrakta
tayini etkileyebilecek maddeler bulunabilir. Bu maddelerin
uzaklagtirailmasi amaciyla en yaygin olarak kromografik tek-

nikler kullanilmaktadir.
6.4.1. Fizikokimyasal metotlar

6.4.1.1. Kromotografik yontemler

Ince Tabaka Kromotografisi:

Mikotoksin arastirmalarinin ilk yillarinda ince tabaka
kromotografisi (TLC) ¢ok yaygin bir teknik olmugtur. Bag-
langigta tek ylriitme ¢dzgeni kullanilirken, ekstrakta giri-
sim yapici maddeleri uzaklastirmak ve tayin limitlerini di-
slirmek amaciyla iki boyutlu TLC uygulamaya gidilmisgtir, Bu
teknik hayvansal dokularda, siit lirliinlerinde ve baharatlarda

aflatoksin analizinde kullanilmigtair.

Aflatoksinlerin wuzun dalga boylu UV 1s1gax altinda
fluoresans yaymalari g¢ok disglik dlizeylerde dahi tayinlerini
mimkin kilabilir,. Ancak tim mikotoksinler fluoresans yay-
mazlar veya sadece gOriinir 1sik absorbsiyonu gdsterirler.
Bu nedenle mikotoksinler bazen plakaya reaktif pilskirterek
veya reaktif buharina tutarak gdrinir hale getirilmektedir.
Ornegin; sterigmatocystin molekiiliiniin keto ve hidroksil
gruplari ile bir aleminyum kompleksi olusgsturmak lizere AlCl3
pliskiirtiilerek floresans yaklasik 100 kat artirilmasgtir.
Ayrica fluoresans kiremit kirmizisindan sariya doniismekte-

dir (Boyacioglu ve Go&nil, 1987).

ince tabaka kromotografisinde c¢esitli maddeler kulla-

nilmakla birlikte en yaygin uygulama sekli sdyledir:
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Dogrulama testi sonucu aflatoksin oldugu kesinlikle
saptanan drneklerde, kantitatif olarak aflatoksin tayininde
gbriilebilen son nokta ydnteminden (Jones, 1972) yararlani-
lir. Kullanilan 20x20 cm boyutlaridaki cam plakalar
silikajel G ile kaplanirilar. Silikajel ile kaplanan plaka-
lar akiskanliklarini kaybetmeleri igin 30 dak. kurumaya bi-

rakilair. Daha sonra 70 °C'ta 2 saat etiivde kurutulur.

Y&ntem, 500 pm kalinlikta ~yayilmis plakada, 15-20 yl
ekstrakt damlatilmis noktalarin, uzun dalga (365 nm) ultra
viole lambasi altinda gbzle en son g&riilebildigi zaman 0,4

ng B ve 0,3 ng G 1ihtiva etme esasina dayanir (Coomes et
1 1

al., 1965).

Kloroform ile ¢Ozilen ekstraklar 5,10,15,20 ve 25 pl'
lik kisimlar halinde plakalara tatbik edilir. Uygun solvent
sisteminde (toluen-etil asetat-%80l1k formik asit; S5 + 4 + i)

geligtirilen plakalar tanktan g¢ikarildiktan sonra uzun
dalga (365 nm) ultra viole 1g1k altinda incelenerk
ekstraktin g¢esitli miktarlarda damlatildigi plakada her
miktar igin floresan gdriildiiginde ekstraktin konsantrasyonu
seyreltilmeli, aksi bir durum mevcut ise ekstrakt,
azot gazi altinda koyulastirilmalaidair. Diliisyon oranlara
ve son nokta esasi dikkate alinarak oranti ile hesaplanarak

Fg/kg olarak aflatoksin miktarlari saptanabilir.

TLC'nin mikotoksin analizlerinde kullanimi son yillar-
da HPLC wve kismen GLC tekniklerinin glincellik kazanmasi
ile azda olsa azalmigtair. Ancak TLC tekniginin basit ve
giivenilir olusu 1ile ©Ozellikle 1iki-boyutlu uygulamasinin
mikemme L ayiraim saglamaszi ve disik tayin limitinde
analizi mimkin kilmasi nedeniyle halen ¢ok sik tercih edi-

lebilmektedir.
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Yiksek Basingli Sivi Kromotografi:

Yiiksek basingli sivi kromotografi (HPLC) ile yapilan
ilk galigmalarda saf aflatoksin standartlari ile cgalisilmisg
ve milkemmel sonuglar alainmigtair. Ancak ©Ornekler ile gali-~
si1ldiginda disiik geri kazanmalar elde edilmis ve ekstraktin
temizleme safhasinin gok etkin yapilmas1 gerektigi
anlasilmigtair. Daha sonralari g¢ok g¢egitli kolonlaran
ve dedektdrlerin bulunusuyla teknik gok yaygin hale gelmig-
tir. Metodun dezavantaji ise akisg Hﬁcrelerinin ornek sayi-
s1 arttik¢ca kontamine olmasi, kirlenmesi ve degistirilmesi

zorunlulugudur.

Teknigin tayin limiti g¢ok diisiik olmamakla birlikte
uygulamasi g¢ok kolaydir. Ancak hareketli fazdaki asit ne-
deni ile kolonda aflatoksin Bl ve Gl'in bozulmasi da mim-
kindir. Bu nedenle asit miktarlarinin ¢ok yiliksek tutulma-
s1 ve standartlar ile en uygun kosullarda bozulma olup ol-

madiginin kontroli gerekmektedir,

HPLC teknigi siit ve siit Urinlerinde aflatoksin Ml ta-
yininde de basari ile kullanilmigtir (Yazicio3lu ve Goniil,
1987). Bu metotlarin pek c¢ogunda aflatoksin Ml reverse
faz ¢Oziclilerde daha giddetli fluoresans verdigi ig¢in re-
verse faz HPLC tercih edilmigtir,. Ayrica HPLC teknigi ile
bugday, arpa, misir ve diger tahillarda zearalenon
cok diiglik dlizeylerde tayin edilmistir (Boyacioglu ve GOnil,

1987).

HPLC metodunun mikotoksin tayinindeki iUstinlikleri g¢ok
sayida ©Ornekle kisa zamanda ¢aligilabilmesi ve mikemmel
kantitatif sonuglar vermesidir. Cihazin maliyeti ve kulla-
niminda yetigmis elemanin gerekliligi teknigin kullaniminzi

sinirlamaktadair.
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<. Gaz-sivl kromotografisi:

Gaz-sivi kromotografisi (GLC) tekniginin mikotoksin
analizlerinde kullanima pek cok mikotoksinin ugucu
olmamasi ve bu nedenle mutlaka tlrevlendirme igleminin ge~
rekmesi nedeniyle sinirlaidir. Ancak trichothecene
grubu mikotoksinlerin fluoresans 0Jzellikleri olmadigindan
ve UV absorbsiyonu da gdstermediklerinden TLC ve HPLC tek-
nikleri ile tayinleri glgtiir. Bu mikotoksinlerin tayinle

rinde GLC biylik 6lglide Onem tasimaktadair (Scott, 1982).

GLC kiitle spektrometresi ile birlikte kullanilabilmek-
tedir. Segici 1iyon monitoring modelinde g¢aligildiginda
kiitle spektrometresi g¢ok segici ve duyarl:i bir dedoktdr ha-
line gelmektedir. GLC-kiitle spektrometresi kombinasyonu
8zellikle trichothecenelerin tayininde kullanilmakla bir-
likte elma suyunda patulin ve fahllda sterigmatocystine ta-
yinlerinde de denenmigtir, Ayrica gida analizlerinde GLC'
deki son geligmelerden olan kapiler kolonlarin trichothece-
ne mikotoksinlerin analizlerinde kullaniminda da basarz:i
kazanilmisgtar. Ancak bu ¢gok gelismisg cihazlarain.
asirl pahalil kombinasyonlari kullanimlarinin yayginlasmasi-

ni sinirlamaktadir (Boyacioglu ve Godniil, 1987).
6.4.2. Hizl1 metotlar

6.4.2.1. Parlak yesil-sari fluoresans testi

Mikotoksinlerin tayini ig¢in, gelismis bir laboratuvara
sahip olmayan O0zellikle tarlada, ¢giftiikte ve lirin
satis istasyonlarinda aflatoksinlerin analizi, parlak
yesil-sari flouresans verme testinden (BGYF) yararlanilarak

yapilir, Bircok bitkisel dokuda yer alan peroksidaz enzimi
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varliginda, kojik asitin parlak yegsil-sari flouresans veren
bir bilesije dodniigsmesinden (Marsh ve ark., 1969) hareketle,
bu flouresansin gdzlendigi substratta aflatoksin lireten ki-
fin wvarligi tahmini olarak belirlenmektedir (Boyacioglu
ve Goniil, 1987).

Bu test Ozellikle misirda basari ile uygulanmis olup,
aflatoksinler BGYF gdzlenen Orneklerin yaklasik % 50'sinde
2 ppb dizeyinde saptanabilmigtir (Sheotwell et al.,
1972; Shotwell and Hesseltine, i982). Ancak BGYF testinde
en ©nemli husus, aflatoksin kontaminasyonuna duyarli olan
tarimsal lrinlerin timlniin peroksidaz enzimi igermemesi ve
mevcut diger enzimlerin inaktive edilmesi zorunlulugudur.
BGYF testi en ¢ok misirlarda kullanilmasina karsin bugday,
arpa, yulafta ve bademde (Bothast and Hesseltine, 1975;
Schade and King, 1984) benzer BGYF gdzlenmistir (Boyacioglu

ve GoOnil, 1987).

6.4.2.2. Mini kolon kromografisi

Yaygin bir kullanim alani olan teknikte 3-6 mm ig¢ c¢ap-
ta ve yaklasik 20 cm uzunlukta cam veya plastik tipler kul-
lanilmaktadar. Kolonun daraltilmis ucuna ufak bir cam pa-
mugu tikag¢ olarak konulur ve sikigtirilir. Kolona belirti-
len seviyelerde sirasiyla 8-10 mm kalsiyum siilfat veya sod-
yum silfat; 8-10 mm florisil; 8-16 mm silikajel; 8-10 mm
notr aleminyum oksit ve 8-10 mm kalsiyum siilfat veya sodyum
silfat konulur. Son olarak kolonun en istiine kiigllk bir cam
pamugu sikistairilar. Kolona her ilaveden sonra lstten ince
bir cam gubukla hafif hafif vurularak dolgunun yerlestiril-

mesi saglanir (Anonymaus, 1985).
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Bu ¢o&zlicliler aflatoksinleri florisilden ¢&zebilecek
kadar polar olmadiklar: igin aflatoksinler florisil tabaka-
sinda kalmaktadair. Ornek kolonunda gdzlenen mavi floure-
sansi, bilinen miktarlarda standart toksin igceren bir mini
kolonla karsilastirarak kabaca bir tahmin yapmak miimkin
olur. Ancak bir hataya diismemek i¢in mavi flouresansain
gbzlendigi ekstraktta kantitatif analiz uygulanmalidir

(Boyacioglu ve Goniil, 1987).

Aflatoksinler disinda diger mikotoksinler igin de g¢ok
cegitli gidalarda okratoksin A ve zearalenon (Holiday,
1976, 1980) igin mini kolon iglemleri geligtirilmistir

(Boyacio0glu ve GOniil, 1987).

Mini kolon metodu ¢ok hizli uygulanabilen, uzmanlik ve
gelismis bir ekipman gerektirmeyen bir metottur. Ancak yari
kantitatif oluslari, yliksek bir tayin limitine sahip olma-
lara ve duyarlilagain disiik olugsu bu teknigin dezavantajla-

rindandir.
6.4.3. Aletli metotlar

6.4.3.1. Florodansimetre

Aflatoksinler, sadece U.V. isinlarini absorbe etmezler.
Aflatoksinler gesitli iginlari absorbe etmelerinden dolayi kalitatif ve
kantitatif olarak kolaylikla belirlenebilir. Mikotoksinle-
rin flouresans yogunluklara konsantrasyonlarinin belirlenme-
sinde kullanilar. Bilinen standartlaran kullanilmasi ve dan-
simetre ile mikotoksinlerin miktari belirlenir.Florodansimet-—
re genellikle TLC ydntemlerine 8zgi glivenilir bir metottur

(Ellis et al., 1991).
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6.4.3.2. Spektrofotometre

Bu metodun temeli, 363 nm U.v.isinlarinin absorbsiyonuna
dayanir. Silika-jel TLC plakalarinda temizlenmis aflatoksin
eksfraktlarlnln metanolde solusyonu elde edilmistir. Elde e-
dilen solusyonun 363 nm'de optik yogunluBu 6lglilerek standart
elde edilir. Bundan da aflatoksin yofunlugu hesaplanir. Sik kullanilan

bir yontem degildir (Ellis et al., 1991).
6.4.4. Biyolojik metotlar

6.4.4.1. Hicre ve doku kiiltiiri testi

Biyolojik metotlar &dzellikle bilinmeyen mikotoksinle-
rin tayininde kullanilairlar. Nitekim, aflatoksinlerin ilk
kez bulunmalarinda ¢gok Snemli bir rol oynamislardir. Fakat
hangi mikotoksinin aranacagi biliniyorsa her zaman kimyasal
yontemler tercih edilmektedir. Gunkli bu metotlar gok daha
hizli, spesifik ve tekrarlanabilir olup, ¢ok diisiik tayin

limitlerine sahiptirler.

Biyolojik tayin sisteminde kullanilan organizmalar,
mikroorganizmalar, suda ve karada yasayan hayvanlar, organ
ve doku kiiltir sistemleri ve bitkilerdir (Watson and Lindsay,

1982; Boyaci0glu ve G8niil, 1986).

Biyolojik tayin metotlari igerisinde, karaciger, bdb-
rek ve kas hiicreleri kiiltir yoOnteminin kullanim avantaja,
diigiik konsantrasyonlarda ¢alismaya uygunlak saglamasidair.
Ancak kif kiltlirleri igin kullanilan pek ¢gok besi ortaminin
toksik olabilmesi ve tayininde kontrol olarak kullanilama-
masia metodun dez avantajlarindandir (Boyacioglu ve Goniil,

1986).
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Zuckerman et al (1967)) yaptiklari g¢aligmada 10 ppm
aflatoksin Bl'in doku kiiltiri ile inkiibasyonu sonucunda,
stoplazmadaki RNA'nin tamamen kayboldugu ve nukleustaki
kromatinin g&zle farkedilir gekilde azaldigi bildirilmis-

lerdir (Erig, 1989).

Zuckerman (1967), insan karaciger  hiicreleri ile
yapilan kiiltirel akut toksisite galigmalari sonucunda, LD5O
degerinin aflatoksin B igin 10 ppm, G igcin 5 ppm ve G2

1 - 1

igin 16 ppm o0ldugu saptanmistir (Erisg, 1989).

6.4.4.2. Civciv embriyo testi

Tlm biyolojik testler iginde en duyarla olanz,
civeciv embriyo testidir. Bu metotta az miktarda ekstrakt
hiicreye enjekte edilmekte ve 3-4 haftalik inkiibasyondan

sonra canl: kalanlar sayilmaktadair (Anon, 1983).

Bu test, aflatoksin, tremortin, okratoksin, sitrinin,
patulin, penisillik asit, gentisik asit ve kojik asit ile
pek ¢ok kuUf toksinleri iizerinde denenmig, hassas, basit ve
hizli bir test olarak belirlenmigtir. Bir Dbiyolojik
kontrol yodntemi olan bu test, toksik veya teratojenik etki-

yi g8zlemek igin yapailir (Topal, 1986).

Fertil (d88llenmis) beyaz legorn yumurtalari kullanila-
rak toksinlerin etkisi, yumurtadan ¢ikis anina kadar sapta-
nan OJlilerin ve sekellilerin toplam yumurta sayisina orani

olarak kabul edilir (Topal, 1986).

Yapilan bir g¢alismada patulinin; 1000 ppm-500 ppm ve
100 ppm'lik dozlarindan 0,2 ml injekte edilen yumurtalarin,
4 giinliik ©6n inkibasyona tutulmug embriyolarini 24 saatte

5ldurdiigi gdrilmistir (Topal, 1986).
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Aflatoksin B , G ve okratoksin A'nin LD5O degerleri
1 1
kargilastirildiginda, B 'in civciv embriyolarinda G 'e g0re
‘ 1 1
(B LD_. =0,017 re; G LD_ _=0,37 ug) 20 kere, okratoksin A'
1 50 1 50 /
dan ise (LD50=2,4 Fg) yvaklagik 140 defa daha toksik oldugu

gdriilmektedir (Denizel, 1979).

6.4.4.3. Larva testi

Bazi balak tiirleri ve karides gibi deniz hayvanlar:i
mikotoksinlerin tayininde kulléhllmlstlr. Ancak metodun
sorunu pek ¢ok mikotoksinin suda oldukga az miktarda ¢ozin-
mesi ve bazi mikotoksinlere uygulanabilmesidir (Boyacioglu

ve Goniil, 1986).

Genellikle, Brine shrimp olarak bilinen Artemia salina

larva testinde, tuzlu su karidesi larvalariyla ¢aligililair.
Bu test g¢ok kisa zamanda sonug vermesi ve kolay olmasi ba-
kimindan en yaygin kullanilan test y&ntemidir. Bu test ile
calisirken larvalaran 2 glinden yasla olmamasina ve
yag ile kirlilige karsi hassasliklarina dikkat edilmelidir

(Denizel, 1979; Topal, 1986).

Brine shrimp larva ydnteminin hassasiyeti, pek g¢gok
mikotoksinin toksik etkilerinin kontrol edilmesi bakimindan
elveriglidir. Bu yontemin hassas oldugu toksinler, afla-
toksin B, gliotoksin, kojik asid, okratoksin A, rubratoksin

B, sterigmatosistin, stemfon ve T2 toksindir (Topal, 1986).

Sitrininin A.salina igin LDSO si 33,9 Pg/ml dir.

6.4.4.4. Ordek yavrulari testi

Bir ginlik &6rdek yavrulari testi, besin ve yemlerdeki
mikotoksinlerin aranmasinda kullanilan ilk biyolojik yon-

temlerden birisidir.
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Bu testin uygulanmasinda Ornekler, ©Ordek yavrularainan
kursaklarina verilir ve 7 giin sonra Ordek yavrularinin &lim

cranlarina godre mikotoksinin etkisi belirlenir.

Bir giinlik Ordek yavrularainda (Pg/brdek yavrusu) afla-

toksin B , M ve M2 igin LD50 degerlerinin karsilastirilma-
1 1

s1 sirasi ile 230; 16,6 ve 62 olarak belirlenmistir (Betina

1989).

Okratoksin A'nin oral LDSd‘si bir glinliik drdek yavru-
larinda 150 pg/kg ve yine bir giinlik civcivlerde 3,6 mg/kg
olarak bildirilmistir (purehose and Nel, 1967). Bu deger

okratoksin B icin 54 mg/kg dir.

Yapilan toksikolojik ve patolojik g¢aligmalarda okra-
toksin A'nin, aflatoksin Bl'e benzer bir toksisite yaptig:,
50 gr'lik ©ordek yavrulari igin LDSO degerinin 25 re ocldugu
belirlenmigtir (Ciegler and Lillehoj, 1968).

Aflatoksin Bl igin LD50 degerleri farkli hayvan tilirle-
ri igin arastirilmig ve 0,3-180 mg/kg arasinda deZigtigi ve
bir ginlik ©Ordek yavrularainin en duyarli oldugu belirlen-

mistir (Ciegler, 1973).

6.4.4.5. Mikroorganizma testleri

Birgok mikroorganizma mikotoksinlere kargi hassas ol-

dugu igin mikotoksin tayinlerinde kullanilmaktadir. Bacil-~-

-

lus megaterium'un aflatoksinlere kargi en hassas. bakteri

oldugu bilinmektedir (Topal, 1986).

Bu testin mekanizmasi Uzerine yapilan bir incelemeye

gbre, aflatoksin B 'in B.megaterium gelismesine inhibitor
, % ZefzedrEcoi”

etkisi, hlicre membranlarina verdigi zarardan kaynaklanmak-

tadir (Tiwari et al., 1985).
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Burmaister and Hesseltine (1966), yaptiklari galisma
sonucunda, teste tabi tuttuklari 329 mikroorganizmadan 12

Bacillus, 1 Clostridium ve 1 §§£§BEQ§ZE€%? spesiesinin af-

latoksinler tarafindan inhibe edildiklerini bildirmigsler-

dir. Bu organizmalar, B.brevis, B.licheniformis, Bsphaeri-

cus, B.subtilisg, B.thuringiensis, B.alvei, B.bombysis,

B.cereus, B.macerans, B.pumilis, B.techicus, B.megaterium,

Clostridium sporogenes ve Streptomyces sp.dir. Aflatoksin-

lerin ayrica, Flavobacterium aurantiacum, E.coli, P.aurugi-

nosa, P.vulgaris, Streptococus vulgaris tirleri ile

Brevibacterium ve Nocardia cinslerine ait birgok bakteri

tiiri tzerinde de olumsuz etkileri bildirilmistir (Arai et

al., 1967; Reiss, 1978).

Lillehoj et al.(1967), 37,5 Pg/ml G 1ile F.aurantiacum
k1

un  blyimesinin 48 saat sonra % 90 inhibe edildigini
bildirmislerdir. Ayni mikroorganizmada ayni derecede inhi-

bisyon igin aflatoksin Bl‘in 15 Pg/ml si yeterli bulunmus-

tur.

Sitrinin, antibakteriyal olarak tanimlanmistar. Sit-
rinin, Gram negatif tiirlerden (Vibrio coma, Shigella
dysenteria, Salmonella enterididis) =ziyade Gram pozitif
bakterilenri (B.subtilis, B.mycoides, Micrococcus pyagenes

var.aereus, M.pyogenes var.albus) inhibe ettigi bildiril-

mistir (Warren et al., 1962).

Bacillus subtilis'in % 50 inhibisyonu igin gerekli olan

sitrinin konsantrasyonuun 5 Pg/ml. oldugu bildirilmigtir

(Betina, 1989).



83

Mikroorganizmalarin mikotoksin tayininde kullanilmasa
oldukga basit olmakla birlikte mikotoksinlere karsa
spesifik olmalari dez avantaj olusturur. Bu nedenle de ta-

mamlayici test olarak kullanilmaktadir.
6.4.5. Immuno-kimyasal metotlar

Bu metotlar kromotografik ayirma iglemlerinden
tamamen farklidair. Klasik immuno analitik metotlar, anti-
jenantibody kompleksinin gékelmésiné yol agan dogal anti-
jenler ve spesifik antibody'lerin arasindaki etkilegim Ulze-
rine kuruludur. Antijen-antibody kompleksinin ¢dkelmesi
antijen veya antibody konsantrasyonu igin bir &lgilidir. Mi-
kotoksin tayininde kullanilan immuno kimyasal metotlar
Radio Immuno Assay (RIA) veya Enzim bagli Immuno Sorbant

Assay (ELISA) dir (Boyacioglu ve Godnil, 19886).

6.4.5.1. Radioimmunoassay (RIA)

RIA testleri, aflatoksin B , M , B ve Q@ ; okratoksin
1 1 2a 1

A T toksin ve =zearalenon ig¢in gelistirilmigtir (Chu,

-

1983).

Yiiksek oranda immunojenik olan bakterial toksinlerden
farkla olarak, mikotoksinler diisliik molekliler agrilikli me-
tabolitlerdir. Bu nedenle antijenik degildirler ve immun-
izasyondan 0Once protein veya polipeptit tagsiyiciya baglan-
malari gerekir. Tasiyici olarak sigir serum albumini, gam-
ma globulin veya polylysin kullanilir (Bierman and Terpian,

1980).

Bilesim hazirlandiktan sonra antibody iiretimi, tavsan
ve kegiler kullanalarak Uretilir. Aflatoksinler ig¢gin tav-
gsan ve keg¢i kullanilirken, =zearalenone kargi antibody lre-

timi domuzlarda yapilmistir (Ueno ve Chu, 1978).
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Antibody spesifitesinin farkliligi nedeni ile degisik af-
latoksin metabolitlerinin analizi ig¢in degigsik antibody

preparatlari kullanilabilir (Ueno and Chu, 1978).

RIA'de radio 1igaretli toksin kullanilar. Halbuki
ELISA'da toksin-enzim bilegseni kullanilmaktadir. Boylece
radiocaktif baglarin spesifik aktivitesi RIA'nin duyarlili-

ginda ®nemli bir rol oynar (Chu, 1983).

RIA ydntemi, bilinmeyen Ornek veya bilinen standardain
sabit miktardaki isaretli toksin ve spesifik antibodynin
fosfat buffer deki ¢dzeltisinin eg =zamanli inkubasyonunu
igerir. Serbest ve bagli toksinler daha sonra uygun tek-
niklerle ayrilir ve bu fraksiyonlardaki radyoaktivite sap-
tanair. Bilinmeyen ©ornegin toksin konsantrasyonu, sonugla-
rin standart egriyle karsilastirilmasindan sonra saptanir

(Chu, 1983).

Genelde RIA, standart preparasyonunda 0,25-0,5 ng di-
zeyindeki saflasgtirailmigs mikotoksini saptayabilmektedir.
Besin ve yemlerdeki mikotoksini saptamada en digik

sinir ise 2-5 Pg/kg dir (Chu, 1983).

6.4.5.2. Enzim bagla immuno sorbant assay (ELISA)

Biyolojik olarak aktif maddelerin analizi igin
ELISA'nin iki tipi kullanailir, Her 1iki tip deney
iginde, bir enzim bagli karisim hazirlanmalaidair. Birinci

tipi, homojen-ELISA olarak adlandirailair,. Bunda enzim akti-
vitesi spesifik antibodylere baglandiktan sonra degisir.
Bu ylizden deneyde, enzim bagli karisimin bagli ve serbest
sekillerini ayirmak gerekli degildir. ikinci tipi
ise, heterojen rekabetli ELISA'dir. Bunda enzim aktivitesi
degismeden kalir ve serbest bagli enzim ligantlarini ayir-

mak gereklidir.
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Mikotoksin analizleri ig¢in kullanilan ELISA en son
yontemdir. Mikotoksin analizleri igin ELISA duyarlilig:
aflatoksin Bl igin 3-5,8 Pg/kg; Ml igin 0,25-0,50 Fg/kg;
okratoksin A ig¢gin 1-2 Pg/kg ve T2 toksin igin 2,5-5 Pg/kg
dir {(Chu, 1983). Saflastirilmis mikotoksinler kullanildi-
ginda ELISA, RIA'dan yaklasik olarak 10-50 kat daha duyar-

lidair.

ELISA'nan en biliyik avantaji radyocaktif maddelerin kul-
lanilmamasidir. Ayrica radionﬁklebtidlerin diizenlenmesi
ile 1ilgili problemler ve yaygin alet kullanimini ortadan
kaldirmaktadar. Toksinin radyoaktif bagi: uygun olmadiga
durumlarda ELISA daha da avantajlidra. Ornegin silitteki
0,25 pg/l kadar az miktardaki aflatoksin Ml ELISA ile sap-
tanabilir, Halbuki RIA'de en diisliik saptama seviyesi 5 Fg/l
dir. Siit Srnekleri ELISA'da direkt olarak kullanilabilir.
Saflagstirma safhasi olmadifindan kisa zamanda birgok &rnek

analiz edilebilir (Chu, 1983).

Aflatoksin Ml seviyesi 0,5 pg/l den diigiik olan 100 siit
rnegi, HPLC, TLC ve ELISA ile analiz edilmig ve veriler
arasinda slper bir uyum gbzlenmigtir. Yine misir,
yerfistaigi: ve yagi alinmig misir Ornekleri, diger yontem-
lerle tayin edildiginde siras:i ile 15, 231 ve 49 pg/kg se-
viyesinde aflatoksin tesbit edilmig; ELISA ile tayin edil-
diginde ise 14, 270 ve 35,5 pg/kg aflatoksin tesbit edil-
migtir, Sit Orneklerinde diger yo6ntemlerle tayin edilen
aflatoksin Ml miktar: 7,6 Pg/l iken ELISA ile bu deger

8,6 Pg/l olarak bulunmustur (Friesen and Garren, 1982).
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7. MIKOTOKSINLERIN KONTROLU

7.1. Kif Gelismesinin ve Kontaminasyonunun Onlenmesi

Kifler, glinlik yasantimizda sik goriilen ve hemen her
¢esit gida maddesinde lireyebilen organizmalardair. Ozellik-
le son yillarda izerinde ©Onemle durulan aragtirma konula-
rindan birisi, kifler ve bunlarin olusturduklari mikotok-
sinlerdir. Mikotoksinler, antijenik 0zellik gSstermedikle-
ri igin toksin zehirlenmelerinih tedavisinden g¢ok toksin
iretiminin ©6nlenmesi yolunda ¢aligmalar yogunluk kazanmig-
tir. Bundan dolayidir ki {irinlerin uygun kogullar altinda

hasat edilmesi ve depolanmasi lzerinde ©nemle durulmustur.
7.1.1. Ciftlik kosullarinin iyilegtirilmesi

Toksijenik kif ile bulagma, lrlinlin geligsmesi sirasinda
hasat ve hasat sonrasainda olabilmektedir. Hasat sirasinda
irinlin mekanik zarar gdrmesi, kiifler ile kontaminasyon san-
sini artirair. Zarara ugrayan dis kabuk, taneleri koruma
gbrevini yerine getiremediginden wuygun sartlarda sporun
gimlenmesi ve tohumlari enfekte etmesi daha da kolaylasa-

caktir.

Ekimde kullanilacak tohumlarin saglam olmasi; bdcek ve
bitki hastaliklarinin ortaya g¢ikmasi ve yayilmasinin &nlen-
mesi ile sulama sularinin kontrol edilmesi kontaminasyon .-

un olusumunu ve yayilmasini Onleyebilir.

Hasat edilen Urilinlerin depolanmasi sirasinda ¢evre
sartlari kontrol altina alinarak kif gelisimi engellenmeye
gallsllmalldlr.l Bu tedbirlerin alinmasi ile kiuf kontami-
nasyonu, gelisimi ve buna bagli olarakta mikotoksin iretimi

kontrol altina alinabilir (Ellis et al., 1991).
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7.1.2. Antifungal amiller

Mikotoksinlerden korunmanin en etkili yolu hayvanlara
kiifli yemlerin yedirilmemesidir. Bundan da ©dnemlisi kif
gelisiminin ve toksin olugturulmasinin ©Onlenmesidir. Son
zamanlarda bu amag¢la gida maddelerine ve yemlere bazi kim-

yasal maddeler katilmaktadair.

Misir, yerfistiga ve pamuk tohumu gibi {riinlerin depo-
lanmasinda da dikkatli olunarak, bunlara propionik asit,
formol gibi antifungal ajanlar ilave edilmektedir, Afla-
toksinlerin antagonisti olan metil amin, NaOH, formaldehit,
H202, gaz klorin, sodyum hipoklorit, ozon vb. maddelerle
muameleden sonra bol su ile yikama sonucunda aflatoksinle-

rin bir kismi uzaklagstirilabilinir (Agaoglu, 1985; Betina,

1989).

Hekzan-aseton-su karisimi ve % 80 izopropanol'in de
aflatoksinleri erittigi; fakat yagli maddelerde goriniisii ve
lezzeti bozdugu ig¢in uygulanamayacagz bildirilmigtir

(Agaoglu, 1985).

Sorbatlarin ise kifler lzerine etkili oldugu hatta bu
etkinin diger mikroorganizmnalara oranla daha fazla oldugu

bildirilmigtir. Sorbatlar tarafindan P.frequentans,

P.rogueforti, A.flavus, A.parasiticus, P.patulum, Geotric-

hum candidum, Mucor spp. ve A.ochraceus'un bazi suslarinin

tamamen inhibe edildii, bazi suslarinin ise biylimelerinin
ve spor olusumlarinin geciktirildigi bildirilmigtir (Kivang,

1990).

Meyve sularinda gorilen patulin ise, O©zellikle L-as-
korbik asit ve SO2 ilavesi ile katilan miktara bagli olarak
inaktive edilebilmektedir. Ancak inaktivasyon sonucu olu-

san {riinlerin Ozellikleri insan saglig: agisindan toksik
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olup olmadigr heniiz bilinmemektedir (Pohland and Allen,

1970).

Patulin, ortamdaki sistein, glutation, aktin gibi siil-

»

fidril gruplar: ile reaksiyona girerek inaktive olmaktadair.
Ortama askorbik asit ve askorbatlarin ilavesi ile patulin
miktarinda Oonemli derecede azalmalar elde edilmistir

(Lindroth, 1980).
7.1.3. Genetik milthendisligi

Kiiflerin kontaminasyonunu ©&nlemek ig¢in ya kuf konta-
minasyonuna direngli g¢egitlerin {Uretilmesi ya da toksin
iretimini inhibe edebilecek gegitlerin yetigtirilmesi fikri

son yillarda onem kazanmigstair.

Yapilan laboratuvar ¢aligsmalarinda misirda A.flavus'a
ve aflatoksin lretimine direngli farkla varyateler bulun-
musg tur. Bu gsekilde farkli g¢esitlerin {ilretilmesi ile kif

Uremesi ve mikotoksin Uretiminin engellenebilecegi saptan-

mistir (Ellis et al., 1991).
7.1.4. Depolama kosullarinain kontroli

Depolanm1s> tahi1llarin ve tohumlarin korunmasinda nem
ve sicakligin disik olmasi gerekir. Kontamine olmusg {Uriinde
kifiin gelisimi, Urilinlin nem dizeyine, sicakliga ve havanin
bagil nemine; hizlai kurutma ve havalandirmaya bagli olarak

degismektedir (AZaogzlu, 1985).

Depolanan 1iUrinlerde kaliteyi korumak ig¢gin kullanilan
yontem, genellikle {Urilinde fungus geligiminin Onlenebildigi
disiik nem oranlarinda depolama yapmaktadair. Diisiik nem ve
diigik sicakligin kombinasyonu gidalarda kalitenin korunma-
sinda ¢ok etkili olmaktadir (Atli ve Kosker, 1980; Betina,

1989).
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Mikotoksinlerin olusumuna engel olmak igin, depo,
ambar ve samanliklarda ¢ati izolasyonu 1iyi olmali, depola-
nan iriin tabandan ve duvardan nem almamalidair. Bu nedenle
yem guvallari tahta 1zgaralar {izerinde bulunmali ve 5 gu-
valdan fazlasi iUst lste yigin yapilmamalidir.

Yigin yapilan guvallar duvara dayanmamalidir.
Karma yemler hazirlanirken ve stok edilirken en fazla
7-10 ginlik 1ihtiyaci karsilayacak gekilde stok edilmeli,
kiiflenmis yemler hayvanlara yedirilmemeli; bulasli olmayan
yemlerle karigstirilarak konsantrasyonu azaltilmaya galigil-

mamasi dnerilmigtir (Agaoglu, 1985).

7.1.4.1. Nem

Uriinlerin depolanacagi ambanlarda, nisbi nem artikga
mikotoksin liretimi de artacagindan % 85 ve daha yukari nis-
bi nemlerde, 25-35 °C si1caklik kosullarainda depolama

yapilmamasi bildirilmigtir (Ellis et al., 1991).

Depolanan gidalarda A.glaucus grubunun esas &nemi, dii-

siik rutubette geligip kendilerine gdre daha az =zerafilik

olan A.candidus, A.versicolor ve A.flavus gibi tlirlere; ge-

ligmeleri sirasinda olusturduklar:i su ile ortamin bagil ne-
mini ylikselterek, bu tiirlerin geligmelerine yardim etmekte-
dir. Bu nedenle, depolanan gidalarda bagil nemin A.glaucus
un geligsmesine yeterli bir seviyeye gelmesi, havalandirma-
nin yetersiz oldugu hallerde A.flavus gelismesine ve sonug-

ta aflatoksin olusumuna yol agabilir (Denizel, 1979).

Urinlerin depolandig: ortamlarda nem miktarinin artma-
s1, elverigsiz havalandirma sartlarindan ileri gelmektedir.
Depolanan Uriinlerdeki degigimlerin onemli bir nedeni
de sicakliktir. Depolanan {iriinlerin nem igerigi ve sicak-

1181 sabit kalmalidir (Denizel, 1979; Betina, 1989).
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7.1.4.2, Sicaklaik

Kiflerin gelismesini ve mikotoksin olugturmasaini etki-
leyen g¢evre faktdrlerinden birisi de sicakliktir. Diligiik
sicakliklarda depolama, A.flavus'un geligmesinin ve afla-
toksin UUretiminin kontrolli igin uygun olabilir. Depolanan
liriinlerde sicaklik disiligsi mimkin oldugunca kisa silirede sag-
lanmali ve bu sicaklik korunmalidir. Ancak zirai irinlerin

digiik sicakliklarda depolanma81..ekonomik olmadigindan ge-

nellikle uygulanmamaktadir (Betina, 1989, Ellis et al., 1991).

7.1.4.3. Gaz atmosferi

Besinlerde kif geligsmesi ve buna bagli oclarak mikotok-
sin gelismesinin engellenmesi igin modifiye edilmig gaz at-
mosferi, kontrolll atmosfer ve modifiye atmosferde paketle-

me ortamlarindan yararlanilair.

Modifiye edilmis gaz atmosferinde havayi olusturan
gazlarin normal oranlari degigtirilmigtir. Bu degistirme
genellikle havanain 002 ve N2 oranini artirma, O2 oranini
digiirme seklinde wuygulanmaktadir, Modifiye edilerek gaz
oranlara kontrol altinda tutulan atmosferde depolama ve bu

ortamlarda ambalajlama ile kif geligimi 6nlenebilir (Ellis

et al., 1991).

Kontrolli atmosferde gaz oranlara istenildigi gsekil-
de ayarlanarak kontrol altinda tutulur. Bu ydntem genel-
likle yaigin seklinde depolanan gida maddeleri igin uygula-
nir, Ayrica raf OSmrini uzatmak istedifimiz gida maddeleri-
nin uzun sire tazeliklerini korumasini saBlamak amaci ile

kontrolli atmosfer ortamlarindan yararlanilmaktadair.
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Modifiye atmosferlerin kullanilmasi ile respiragyon
oraninin yavaglatilmasi, mikrobiyal geligmenin OSnlenmesi ve
enzimatik bozulmanin geciktirilmesi saglanabilmektedir. Bu
yontem, dogal ve ucuz olmasi ile tercih edilen y&ntemler

arasinda bulunmaktadir (Ellis et al., 1991).

7.2. Toksik Uriinlerin Detoksifikasyonu

Gida ve yemlerdeki mikotoksinlerin detoksifikasyonun-
da, mikotoksinlerin yapilarinin degigtirilmesi, parcgalanma-
s1 veya baska bir madde ile birlegtirilip zararsiz hale do-

niigtlirilmesi sz konusudur, Detoksifikasyon isleminde;

a- Mikotoksinin pargalanmasi veya inaktif hale geti-

rilmesi,

b- Detoksifikasyon iglemi sonucunda {iriinde toksik veya

kanserojenik artiklarin birakilmamaszi,

¢- Uygun sartlar altinda geligip yeniden toksin olug-
turabileceklerinden dolayi, kiUf sporlari ve misellerinin

yok edilmesi,

d- Uriniin besleyicilik degerini ve kabul edilebilirli-

gini korumasai,

e- Uygulanan iglemin ©Onemli teknolojik degigsikliklere

yol agmamasi gereklidir (Jewers, 1983).

Mikotoksin problemini ortadan kaldairmak amaci ile bir-
¢cok detoksifikasyon yollari denenmigtir. Bunlar; fiziksel
ayirma, kimyasal detoksifikasyon, solventle pargalama ve

biyolojik degigimdir.
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7.2.1. Fiziksel ayrigtirma

Fiziksel ayirma islemi birgok avantaj saglamaktadair.
Bu avantajlardan en Onemlisi ise son {liriinlin besleyicilik
O0zelligini etkilememesidir. Bu nedenle mikotoksinlerin gi-
da ve yemlerden fiziksel y&ntemlerle uzaklagtirilmasinda

% 100 basari saglanmaya calisilmaktadir (Eris, 1989).

Fiziksel ayristirma islemleri basari ile kﬁllanllan
bir ydntemdir. Bu ydntemler, gl&alarln tiketim ig¢in uygun-
luk derecelerini saptamada temel tesgkil etmektedirler
(Goldblatt, 1979). Bu teknikler olgunlasmamis, kirilmis,
berelenmis, renksizlegmis tohumlara uygulanmaktadir. Fi-
ziksel ayristirma islemi genellikle 1limit miktarlarda
kontamine olmug tohumlar igin kullanilmaktadir (Eris, 1989)
Bu ydntemde bentonit ve aktif k8miir, aflatoksini fiziksel

olarak uzaklastirmada kullanilir (Betina, 1989).

7.2.1.1. Solvent ile parcalama

Mikotoksinlerin pargalanmasi amaci ile kullanilan sol-

ventler iki grubu ayrilmislardair:

1- Uygulandiklari {Urilindeki yaga etkimeyip, sadece mi-

kotoksini uzaklastiran solventler (8rnegin; Aseton/su).

2- Urilindeki yagi ve mikotoksini birlikte uzaklagtiran

solventlerdir (Ornegin; Petrol hidrokarbonlari/su).

Yerfistiklarindaki aflatoksinlerin detoksifikasyon is-
lemlerinde; % 80 su igeren izopropanoliin 60 °C'ta 6 defa
uygulanmas: sonucu, gidadaki aflatoksinin tamamen uzaklag-
tirildaig: saptanmigtar. Ayni amagla kullanilan bir diger
ikili sistem ise; % 90 aseton ve % 100 su igermektedir. Bu
sistem kullanildiginda pamuk tohumlarindaki aflatoksin di-

zeyi 10 ppm'den inmektedir (Eris, 1989).
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Aflatoksinlerin solvent yardim:i: 1ile pargalanmasinda
kullanilan sulu alkoller, {iliriinin yapisinda yer alan ¢Oziinir
karbohidratlarain % 2,5-10'unu uzaklastirdiklari ig¢in ekono-
mik bulunmamisgtair. Fakat ayni amagla kullanilan hekzan-
metanol, hekzan-etanol, hekzan-etanol-su ve hekzan-aseton-
su karigimlari ile yapilan caligmalarin lmit verici oldugu

gdzlenmistir (Eris, 1989).

Solvent uygulanmasi ile, uygun sartlarda aflatoksinin
tamami uzaklagtirilabilmekte; koki fizyolojik etkilere sa-
hip molekiuillerin meydana gelmesi ©nlenmekte ve ekstrakt ile
solvent ayrigstirilarak yeniden elde edilmektedir (Jewers,

1983).

Yontemin dezavantajlari ise; iglem ic¢gin &zel malzeme
gerekliligi; irindeki karbohidratlarin da ekstrakte edilme-

si ve maliyetinin ylksek olmasidir {(Jerwes, 1983).

7.2.1.2. Isi1 ile inaktivasyon

AFlatoksinler genelde 1siya dayanikli bir yapiya sa-
hiptirler. Bu nedenle bunlarin detoksifikasyonlarai 250 °C
gibi ylUksek bir sicaklikta yapilmaktadir. 250 °C'ta sicak-
li1k uygulamasi aflatoksinlerin inaktivasyonunda etkili ol-
maktadir. Isitilan Uriiniin nem igerigi ve 1sitma islemi so-
nucunda basingla meydana gelen degigiklik aflatoksin

miktarinin azalmasini etkilemektedir (Ellis et al., 1991).

Mikotoksinlerin 1sa1 ile inaktif hale getirilmesi, di-
sik dozda mikotoksin igeren gidalar ig¢gin uygun olmamakla
birlikte beslenme degirini degistirmediginden dolayi uygun

bir tekniktir (Ellis et al., 1991).
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7.2.1.3. Isinlama

Aflatoksinler u.v. 1s1g1na kars: hassastirlar,
Fakat detoksifikasyon igleminde U.V, 1sinlarinin kullanil-
masi bir takim sakincalari da beraberinde getirmektedir.
Ornegin, U.V. 15181 ile detoksifikasyonu yapilmis yemle
beslenen Oordeklerin cigerlerinde bir takim degigmeler

gdzlenmistir (Betina, 1989; Ellis et al., 1991).

Aflatoksinlerle kontamine olmus yer fistiklarz
X—lslnlarl ile detcksifike edildikten sonra ©rdeklere
verildiginde yine ayni sonuglar elde edilmistir (Ellis et

al., 1991).

Yapilan benzer g¢alismalarda aflatoksinlerin elektron
veya X-igsinlarai ile 1sinlanmasi, harabiyet ig¢in ihtiyag¢ du-
yulan doz ve silirede yapilirsa aflatoksinlerin parcalandigi-

ni gdstermigtir.

7.2.1.4. Adsorbsiyon

Bentonit adsorbsiyon ©Ozelligi gdsteren bir kildir.
Aflatoksin Bl igeren solusyona Bentonitin ilave edilmesi
ile aflatoksinin adsorbe edildigi gorilmektedir. Bentoni-
tin adsorbsiyon kabiliyeti ve aflatoksin uzaklagmasi isiyla
muamele ve partikiil hacmine bagli olarak degigir (Ellis et

al., 1991).

Aluminyum-oksit, silika ve Aluminyum-silika gibi g¢ge-
sitli kimyasal maddeler {izerinde de adsorbsiyon 0Ozellik
gostermelerinden dolaya galisllmlgtlr. Bunlarain iginde
hidrat, Na, Ca, Aluminyum-silikatin aflatoksin Bl igin yuk-
sek Dbir anfiniteye sahip oldugu bulunmustur (Ellis et

al., 1991).
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7.2.2. Kimyasal detoksifikasyon

7.2.2.1., Amonyaklama

Fransa'da yerfistiklarini 1iyilestirme amaci ile uygu-
lanan amonyaklama iglemi gdyledir: Yagli tohumlara 90 °C!
ta 2-3 Atmosfer basaingla, 15-30 dak. slire ile amonyak gazi
uygulanmakta ve islem aralaiklarla tekrarlanmaktadair. Amon-
yaklama sonucu aflatoksin B1 mo%ekulﬁ yapisal degisime ug-
ramakta ve aflatoksin D1 (Sekil 7.1) olusmuktadir (Cucullu

et al., 1976; Erig, 1989).

T

o)
o X

Sekil 7.1. Aflatoksin D 'in kimyasal yapisa (Turner
1
and Aldrige, ~ 1983)

7.2.2.2. Kiklirt dioksit

Pohland and Allen (1979),'yapt1klar1 c¢alismada patuli-
nin kiikirt dioksit (SOZ) ile hizli bir gekilde reaksiyona
girdigini ve pargalandigini bildirmiglerdir. Arastiricilar
baglangig absorbsiyon maksimumu 277 mm olan patulinin
5.10_5M dizeyindeki sulu ¢Ozeltisine makalede belirtilmeyen
dizeyde 802 katildiktan sonra 15 dak. icinde bu degerin de-
gistigini, 238 ve 309 nm.de iki yeni pik saptadaiklarini ve
bu piklerin de bir silire sonra tamamen kaybolduklarini bil-
dirmiglerdir. Bu kayip aragtirmacailara gdre kimyasal
yaplnln'degisiminden ve patulinin sulu ¢dzeltilerinde 802'
in etkisinin patuline katiliminin HSOé seklinde gergeklesme-

sinden kaynaklanmaktadir (Aytag, 1990).
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Qugh and Corison (1980), yaptiklari aragtirmada 25 mg/l
patulin igeren 1izim suyuna 100 ppm 802 ilavesi sonucunda
15 dak. sonra patulin miktarainin 11,6%1,37 mg/l patulin se-
viyesine dﬁgtugUnﬁ'saptamlslardlr. Adam, 1980'de yaptig:
calismada yiksek konsantrasyoplarda (2000 ppm) SOZ'in patu-
lin ile hemen reaksiyona girdigini bildirmistir (Scott,

1984).
7.2.3. Biyolojik degisim

Ciegler et al. (1966), yaptiklari bir g¢aligmada
mayalari, kifleri, aktinomisetleri, algleri ve fungal spor-
lari aflatoksinleri pargalama yeteneklerine gdre elemigler-

dir. Sadece, Flavobacterium aurantiacum NRRL B-184'in, so-

lusyondaki aflatoksin B , G1 ve M 'i geriye doniigsli olmaya-
1 1

cak bir gekilde metabolize edebildigini saptamiglardir

(Eris, 1989; Ellis et al., 1991). Bunun yani sira bazi

mikroorganizmalarin aflatoksin B 'i degigsiklige ugrattig:
1

belirlenmigtir. Bu mikroorganizmalar; Corynebacterium
rubrum, Trichoderma viride, Dactylium derroides, Absidia
regens, Rhizophus arrhizus ve R.stolonifer'dir (Ellis et

al., 1991).

Ordek . yavrusu denemeleri, Flavobacterium aurantiacum

ile yeni bir toksik Uridn olugmadan detoksifikasyon iglemi-

nin basarildigini gdstermigstir (Erisg, 1989).
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8. TARTISMA VE SONUG

Mikotoksinler, insan sagligini tehdit eden Onemli bir
unsur oldugundan bazi ililkeler Ozellikle aflatoksinler igin
bazi limitler Lkoymuslardar. Bu {Ulkeler ithal edecekleri
gida ve yem maddelerinde bulunabilecek toksin limitlerini
kanuni dizenlemelerle belirlemiglerdir. FAO ve WHO, besin-
lerde ve yemlerde bulunabilecek aflatoksin miktarini 30 yg/
kg; FDA ise insan beslenmesinde” kullanilacak besinler ic¢in

bu siniri 20 Pg/kg olarak saptamigtair.

Ulkemizde ise, ¢esitli {riinlerde bulunabilecek miko-
toksin miktarini sinirlayici higbir yasal dlizenleme olmadi-
gindan, halkimiz sagligi igin blyik tehlike tegkil eden bu
maddelere karsai tamamen korumasizdar. Gida maddeleri tizi-
ginin (Ercogkun, 1987) 268.maddesi, '"tahillar, bulgur ve

yemlik baklagil kuru taneleri agagida yazili hallerde;

a- Bozulmus, ¢imlenmisg, kifli, ekgi, tabii olmayan bir
koku ve lezzette olanlar, parazitleri ve bunlarin digskila-

rini igerenler,

b- Cavdar mahmuzu % 0,1 ve diger bitkisel unsurlar

miktari % 0,2 den fazla olanlar,

sagliga az veya ¢ok =zarar verecek derecede bozulmug sayi-

lirlar" der.

Gorildiigli gibi tlkemizde gdzlemler sadece duyu organ-
larimizin duyularina dayandirailmaktadair. Halbuki besinler
ve yemler Lkiflli olmasalar bile mikotoksin igeriyor olabi-
lirler. Bu nedenle gida ve yemlerde bulunabilecek mikotok-
sin digin tolerans sinirlarinin kantitatif olarak belirlen-

mesi gerekmektedir.
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Ulkemizdeki <g¢alismalar genellikle aflatoksinler ilze-
rinde yogunlasmis olup, ¢ogunlugu bireysel g¢alaismalardan
ibarettir. Diger mikotoksinler izerinde caligmalar ise yok
denecek kadar az veya hig yoktur. Yapilmig bu galigmalarain
sonuglarini yorumlamak ve aralarindaki inter aksiyonu bul-
mak 1ise g¢ok zordur. Bu nedenle ilke ¢apinda genis gapl:
bir arastirmaya gereksinme vardir.

Kif geligsiminin engellenmegi aglisindan ve buna bagl:
olarak mikotoksin olusumunu Onlemek amaciyla alinacak ted-
birlerin baginda kif geligmesini ve kontaminasyonu O6nlemek
gelmektedir., Bunun ig¢gin ise iglemlerin tarladan baslamas:
Onerilmektedir. Bunu saglamak ic¢in temiz tohumluk kulla-
nilmasi, bOcek ve bitki hastaliklarinin kontroli ve kont-
rolli sulama ilk dikkat edilmesi gereken hususlar olmakta-
dir. Uriniin toplanirken zarar gdrmemesi ve depolama kosul-

larinain 1slah edilmesi gibi hususlar ©nem tagsimaktadir.

Daha sonraki evrelerde 1ise hizli tarama teknikleri
geligtirilerek kif ve mikotoksin ile bulasik uUrinin ayril-

masi gelmektedir.,

Ama¢ {Urinlerde LkiUf gelismesini ve buna bagli olarak
mikotoksin olugumu i¢gin gerekli g¢evre gartlarinain 11slah
edilmesini saglamaktir. Mikotoksin olustuktan sonra bunun
detoksifikasyonu igin alinmasi gereken ©&nlemler genellikle
ekonomik olmamaktadair. Bu nedenle de en iyisi, toksin olu-
sumunun engellenmesinin saglik agisindan da daha emniyetli

olacagidir.
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