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OZET

TURKIYE PIYASASINDA SATILAN BiRALARDA
STERIGMATOSISTIN KALINTISININ ARASTIRILMASI

Meryem YILDIZ OCAL

Yiiksek lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dah
Damisman: Prof.Dr. Muharrem CERTEL
Haziran 2013, 46 Sayfa

Bu c¢alismada, Tiirkiye piyasasindan satin alinan 30 farkli bira 6rnegi analiz
edilinceye kadar 5 °C de muhafaza edilmis ve bu 6rneklerdeki sterigmatosistin kalintisi
ultra yiiksek basingli sivi kromatografisi (UHPLC) ile tespit edilmistir. Sterigmatosistin
kalintisinin  tespiti i¢in kullanilan analitik yOntemin validasyonu dogrusallik,
tekrarlanabilirlik, segicilik, geri kazanim, tespit limiti (LOD) ve Ol¢lim limiti (LOQ)
parametreleri belirlenerek yapilmistir. Kalibrasyon egrisinin korelasyon katsayisi olan 12
0.9999 olarak bulunmustur. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla, 1.48 pg/l ve 4.9 pg/l
olarak belirlenmigtir. Ortalama geri kazanim orani %93.69 olarak elde edilmistir.
Analizler 5 tekerriirlii ve 2 paralelli olacak sekilde yapilmis ve drneklerin higbirinde
sterigmatosistine rastlanmamustir. Sonug olarak, Tiirkiye piyasasinda satilan biralarin
tiretiminde kullanilan arpa, malt, piring ve bugdayin sterigmatosistin acisindan temiz
oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Bira, Sterigmatosistin, UHPLC
JURI: Prof. Dr. Muharrem CERTEL

Prof. Dr. Erdogan KUCUKONER
Yrd. Dog. Dr. Biilent SIK



ABSTRACT

INVESTIGATION OF STERIGMATOCYSTIN RESIDUE IN BEER
SOLD IN TURKISH MARKET

Meryem YILDIZ OCAL

M.Sc. in Food Engineering
Adyviser: Prof.Dr. Muharrem CERTEL
Haziran 2013, 46 Pages

In this study, 30 different beer samples purchased from Turkish markets, were
stored at 5 °C until analysis and the sterigmatocystin residue of these samples was
dedected by ultra high pressure liquid chromatography (UHPLC). The validation of the
analytical method used for detection of sterigmatocystin residue was made according to
the linearity, repeatability, selectivity-specifity, recovery, limit of detection (LOD) and
quantification (LOQ) parameters. The correlation coefficient of calibration curve (1)
was found as 0.9999. LOD and LOQ values were determined as 1.48 pg/l and 4.9 pg/l,
respectively. Mean recovery was obtained as 93.69%. Analysis were replicated five
times by using duplicate samples, and sterigmatocystin was detected in any of the
samples. As a result, it was determined that barley, malt, rice and wheat which are used
in the production of beer sold in Turkish markets, are clean in terms of
sterigmatocystin residue.

KEY WORDS: Beer, Sterigmatocystin, UHPLC
COMMITTEE: Prof. Dr. Muharrem CERTEL (Advisor)

Prof. Dr. Erdogan KUCUKONER
Asst. Prof. Dr. Biilent SIK
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ONSOZ

Yapilan caligmalarda sterigmatosistinin akut toksik, mutajenik, sitotoksik ve
karsinojenik etkileri aragtirilmig, sonu¢ olarak hepatotoksik, kanserojen ve teratojen
oldugu belirlenmistir.

Bu calismada, Tiirkiye piyasasinda satilan biralarda sterigmatosistin kalintisi
arastirilmistir. Biranin hammaddesi olan hububattaki sterigmatosistin kontaminasyonu
gbz Oniinde bulunduruldugunda, bu toksinin biralarda da bulunabilecegi
diistiniilmektedir. Bu ¢alismada Tiirkiye piyasasindaki biralarin sterigmatosistin icerigi
yoniinden mevcut durumunun belirlenmesi amaglanmastir.

Bu calismanin gergeklesmesinde her tiirlii yardim ve destegini esirgemeyen
degerli hocam Sayin Prof. Dr. Muharrem CERTEL e, katkilarindan dolay1 Sayin Yrd.
Dog. Dr. Biilent SIK’a, ¢alismam sirasinda destegi ile yanimda olan Yiiksek Lisans
Ogrencisi Sayin Nisa DURAK’a ve Sayin Gida Yiiksek Miihendisi Giilgin
ALTINDAG’a, yardimlarim esirgemeyen Saym Kimyager Taner ERKAYMAZ ve Sayin
Kimyager Timur TONGUR’a, beni yoOnlendiren ve manevi desteklerini her zaman
hissettigim Sayin Aras. Gor. Fundagiil EREM ve Sayin Aras. Gor. Ulgen Ilknur
KONAK'a, Gida Miihendisligi Boliimii’'ndeki tiim 6gretim elemanlar1 ve arkadaglarima,
maddi ve manevi destekleriyle her zaman yanimda olan sevgili esim Kiligaslan OCAL
ve kizim Nil Melis OCAL’a, aileme ve arastirmami maddi olarak destekleyen Akdeniz
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Kordinasyon Birimi’ne ve laboratuvarlarini
kullanma imkant veren Gida Giivenligi ve Tarimsal Arastirmalar Merkezi’ ne
tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Mikotoksinler mantarlar tarafindan tretilen, hayvanlarda ve insanlarda toksik
etkiler yaratan sekonder metabolitlerdir. Diinyada yaklasitk 100000 kif cinsi
tanimlanmis olup bunlarin 400°den fazlasi potansiyel olarak toksik kabul edilmektedir
(Keser ve Kutay 2008).

Tarimsal triinlerde mikotoksin olusumu, uygun kosullarda {iriine bagli olmak
tizere, hasattan tliketime kadar hemen her asamada meydana gelebilmektedir.
Mikotoksinler, gida giivenliginin saglanmasi agisindan kontrol altina alinmasi gereken
onemli sorunlardan biridir. insan ve hayvan saglig1 acisindan énemli olan findik, antep
fistig1, kuru incir, siyah zeytin, kirmizi toz ve pul biber gibi ihrag {iriinlerinin yaninda,
stit ve siit Urlinleri ve basta misir olmak tizere diger tahil iirlinleri mikotoksinlerle
kontamine olabilmektedir (Orug 2005).

Sterigmatosistin (STC) A.versicolor, A. chevalieri, A. ruber, A. amstelodami,
A. aureolatus, A.quadrilineatus ve A. sydowi gibi bircok Aspergillus spp. kiifleri
tarafindan tiretilen bir mikotoksindir (Rabie vd 1977, Lund vd 1995, Reijula ve Tuomi
2003). Penicillium, Bipolaris, Chaetomium ve Emiricella gibi diger tirler de bu toksini
iiretebilmektedirler.

STC’nin akut toksik, mutajenik, sitotoksik ve karsinojenik etkileri arastirilmis ve
hepatotoksik, kanserojen ve teratojen etkileri saptanmistir (Purchase ve Van Der Watt
1969, Cole ve Cox 1981, Davis 1981). Bununla beraber Aflatoksin B1 (AFB1) ile
kiyaslanirsa hem daha az toksiktir hem de kanserojen etkisi daha zayiftir. Farelerde
saptanan akut toksik doz, oldiiriicii doz (LD) 800 mg/kg, ordek yavrulari igin
LDso =1pg/yumurta olarak belirlenmistir. STC baz1 kiifler tarafindan ¢ok yiiksek
miktarda olusturuldugundan tehlikeli kabul edilmektedir (Tunail 2000).

STC gidalarda dogal olarak az goriilmektedir. Bu nedenle gidalarda bulunmasi
lizerine smirli sayida arastirma gercgeklestirilmistir. STC’nin hububatta, ekmekte,
kolzada, soya fasiilyesinde, peynirde, baharatlarda, kakao c¢ekirdeginde, sebzelerde,
antep fistig1 ¢ekirdeginde, kahve ¢ekirdeginde ve yemlerde bulunduguna dair arastirma
sonu¢ raporlart vardir. Ayrica yliksek seviyelerde STC, A.versicolor ile kontamine
olmus meskenlerde ve insaat malzemelerinde de tespit edilmistir (Gravesen vd 1999,
Nielsen vd 1999, Engelhart vd 2002). Hububatlarin Aspergillus kiifleriyle
kontaminasyonu, Avrupanin (kuzey, kuzeybati, kuzeydogu ve orta Avrupa) iklim
kosullar1 altinda 6zellikle depolama siiresince miimkiindiir. Hububatlarin hasattan sonra
Aspergillus ile kontaminasyonu, STC ve AFBI ile Okratoksin A (OTA) gibi diger
toksinlerin olas1 iiretiminden dolay1 saglik riski igermektedir (Versilovskis ve De Saeger
2010).

Bu caligsmada Tiirkiye piyasasinda satilan biralarda STC olup olmadig1 ve varsa
diizeyinin tespit edilmesi amaclanmistir. Béylece bu konudaki bilimsel literatiire bir
katk1 saglanacaktir.






2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI
2.1. Mikotoksinler

Mikotoksinler; Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Alternaria ve Claviceps gibi
kiif (mantar) cinslerinin sekonder metabolizmasi sonucu olusan, diisiik molekiil
agirhikl, ¢ok cesitli kimyasal yapiya sahip dogal toksinlerdir. Insan ve hayvan saglig
tizerinde giiglii ve gesitli toksik etki olusturmaktadir (Girgin 2001).

Mikotoksinlerin insanlar {izerindeki etkilerini net olarak sdyleyebilmek olanakli
degildir. Insanlar iizerinde direk arastirmalar yiiriitiilemediginden toksisite denemeleri
en duyarli hayvan olan ordek yavrulari, fareler ve ratlar kullanilarak genellikle oral
dozlarla bazen de subkutan yolla (deri alt1 enjeksiyonlar: ile) yapilir. Bir mikotoksinin
toksisitesi belli bir hayvan tiirii i¢cin onun letal dozu (LDso degeri) ile belirtilir. Bu deger
hayvanlarda kg basina, bazen de birey basina diisen doz (mg, pg, ng) olarak verilir.
Hayvan denemelerinde akut ve kronik etkileri saptanan mikotoksinlerin insanlar i¢in de
tehlikeli olacagindan kusku duyulmamalidir (Tunail 2000).

Mikotoksinler biitiin toksikolojik sendromlar gibi akut veya kronik olarak
karakterize edilebilmektedir. Akut toksisite hizli bir sekilde ortaya cikarak belirgin
toksik cevaplar olustururken, kronik toksisite uzun stireglerde etki gosteren diisiik dozlar
sonucu Ornegin kanser gibi geri donilisii olmayan etkilerle karakterize edilmektedir.
Insan ve hayvanlarda ortaya ¢ikan mikotoksin kaynakli saglik sorunlarinin neredeyse
tamami kronik olarak nitelendirilmektedir (Bennett ve Klich 2003).

Mikotoksinlerin viicutta etkili olduklar1 organ ve dokulara gore veya etki
mekanizmalarina bagli olarak cesitli etkilerinden s6z edilmektedir. Karacigere etki
edenler "hepatotoksik", deriye etkili olanlar "dermatoksik", bobreklerde toksik etki
yapanlar "nefrotoksik", sinir sistemine etki edenler "norotoksik", bagisiklik sistemini
etkileyenler "immunotoksik" veya "immunosupresif"' olarak tanimlanmaktadir. Toksik
etkilerinden baska; mutajenik, kanserojenik, teratojenik, halusinojenik, 0Ostrojenik,
tremorjen etkileri de goriilebilmektedir (Tunail 2000).

Sonug olarak mikotoksinler insanlarda; karaciger kanserine ve gen yapisinda
degisikliklere yol agar, viicudun hormanal dengesini bozar, bagisiklik sistemini
zayiflatir, kisirliga ve sakat dogumlara neden olur. Ayrica gida emilimini azaltir,
kemikleri zayiflatir ve viicut direncini diigiirerek viicudu hastaliklara acik hale getirir.
Cizelge 2.1°’de mikotoksin ¢esitleri, bunlarin kaynaklari, hedef hayvan, doku veya
organlar ve etkileri goriilmektedir.



Cizelge 2.1. Mikotoksin cesitleri, bunlarin kaynaklari, hedef hayvan, doku veya

organlar ve etkileri (Kaya 2001).

Hedef organ, doku ve olusan

Mantar Cesidi Mikotoksinler Kaynaklar etki Etkilenen canlilar
Karaciger; gelisme hizi ve
A.flavus Tahillar,yemler ve | verimde azalma, sarilik, .. .
. . - . . Tiim hayvan tiirleri
A.parasiticus Aflatoksinler yagli tohum kanama, stirgiin, karaciger .
. . . N . .. ve insanlar
P.puberulum kiispeleri kanseri ve bagisiklik sisteminin
baskilanmasi
Karaciger ve bobrek hasari, Kanatlilar ve
A.ochraceus Okratoksinler Tahullar ve otlar istah kaybi, ishal ve bagisiklik | .
S . e insanlar
P.viridicatum sisteminin baskilanmasi
Tahillar, . .
P.rubrum Rubratoksinler baklagiller ve A“ﬂato.k sine benzer etki Tiim hayvan tiirleri
- gosterirler
yagh tohumlar
F.roseum ve -~ Gevis getirenler ve
diger Fusarium Zearelenon Tahillar Ostrajenik etki 8
L domuzlar
tiirleri
Sinirsel belirtiler, ishal,
gelisme geriligi, karaciger ve
P.citrinum Sitrinin Tahallar bobrek nekrozu, kalp ve iskelet Kanatlilar ve
. . " domuzlarda
kasinda miyopati ve karaciger
kanseri
A.versicolor Aspertoksin Tahillar, piring ve . . . I
A nidulans Sterigmatosistin | yemler Karaciger kanseri Tiim hayvan tiirleri
A. clavatus . Slaj, elma ve Sinirsel belirtiler, beyin <
Patulin . . Sigirlar
P. patulum yemler kanamasi ve deri kanseri

A. ochraceus
P. puberulum

Penisillik asit

Tahillar ve misir

Deri kanseri ve kanamalar

Tiim hayvan tiirleri

Fu.sanum, Dermatit, deride nekroz,
Trikoderma, . . . .
. Trikotesenler Tahillar ve yemler | kanamalar, anemi ve Tiim hayvan tiirleri
Sefalosporium . .
vb. granulositopeni vb.
P. citreoviridae Streoviridin Piring ve tahillar MSS, kalp ve solunum felci ve Tiim hayvan tiirleri
cirpinmalar
.. . Misir, ot ve Bacaklarda gangren ve -
F. tricinctum Butenolid tahullar kuyrukta nekroz Sigirlar
f.’.emc.z lium Penitremler Tahillar Kas titremeleri, felg ve Tiim hayvan tiirleri
tiirleri cirpinmalar
. .o L . . At, domuz ve
Fusarium tiirleri Fuminosinler Misir Beyin ve akciger yangisi Kanathlar
A flavus o . . I
A. oryzae Kojik asit Misir Cirpinmalar ve 6dem Tiim hayvan tiirleri
A ni Mide irkiltisi, MSS ve bobrek
- mger Okzalik asit Bitkiler hasari, kanama ve kan Tiim hayvan tiirleri
A.oxalicum . P
kalsiyum diizeyinde azalma
C.purpurea Ergot Kuru gangren, asir1 uyari ve .. o
C.paspali alkoloidler Tahillar kanin pihtilagmasi Tiim hayvan tiirleri
Stachybotrysatra | Satratoksinler Tahillar, otlar Kemik iligi, deri ve mukozalar | Tiim hayvan tiirleri
Asp erglllL.ts, . Hiicre zarlar1, pihtilagsma, Tiim hayvan tiirleri
Zygosporium Sitakalasanlar .
. fagasitoz vb. vb.
Nigrosabulum vb.
A.terreus Territremler Tahillar, otlar MSS, tremorlar, neromuskuler Tiim hayvan tiirleri
kavsaklar
S. sclerotiorum Psoralenler Kereviz vb. Deri yangist Tiim hayvan tiirleri




2.2. Mikotoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Mikotoksin olusumuna nem, su aktivitesi (aw), sicaklik, substrat bilesimi, pH,
rekabetci kiif, mikroorganizma gelisimi ve bitki {izerindeki mekanik hasar etkilidir. Tarim
liriini veya gidanin nem igerigi, atmosfer bagil neminden etkilendiginden sicaklikla
birlikte bagil nem Oncelikle fungus sporlarinin ¢imlenmesini ve misellerin gelismesini
ardindan da toksin olusumunu etkileyen en dnemli faktordiir. Ayrica tarim {iriiniiniin
veya gidanin ¢esidi, kimyasal bilesimi, {riiniin yetistirildigi klima zonu, iiriiniin
olgunluk durumu, hasat, islemler, depolama bulasan kiiflerin spektrumuna etki eden
diger faktorlerdir. Her seyden Once tarimsal iirliniin veya gidanin kiif spektrumunda
bulunan kiiflerin potansiyel mikotoksin ireticisi olup olmadiklar1 Onem tasir.
Kontamine kiifler mikotoksin iireticisi olsalar bile toksinin sentezlenmesinde; {iriiniin
nem igerigi, sicaklik, isleme ve depolamada havanin bagil nemi etkendir. Ayrica
atmosferik oksijen, diger modifiye atmosfer gazlari, 151k, siire, asitlik (pH) gibi
faktorlerin de etkisi vardir (Ominsk vd 1994, Tunail 2000, Weidenborner 2001,
Kapetanakou vd 2009).

Spadaro vd (2010) OTA olusumuna aw, pH ve sicakligin etkisinin arastirdiklar
calismada A. carbonaris igin aw 0.98, pH 4 ve 30 °C sicaklikda maksimum seviyede OTA
tiretiminin oldugunu tespit etmislerdir.

Mikotoksin olusumunu; karbonhidratlar (glukoz, sakkaroz vb.), belli aminoasitler
(asparagin, glycin vb.) ve yag asitleri arttirmaktadir. Bitkisel iirtinler yiiksek karbonhidrat
icerikleri nedeniyle mikotoksin kontaminasyonunda hayvansal iiriinlere gore daha biiyiik
risk tasimaktadir. Hayvansal iirlinlerden ise oOzellikle siit riskli gruptadir (Weidenborner
2001).

2.2.1. Bagil nemin veya su aktivitesinin etkisi

Funguslarin gida maddeleri iizerinde gelisebilmeleri ve toksin olusturmalari
atmosferin bagil nem orani arttik¢a kolaylasir. Genellikle ortamin nisbi neminin % 50-
60, gidalarin nem oraninin > 9 oldugu durumlarda kolayca geliserek mikotoksin
sentezleyebilirler. Ornegin Aspergillus flavus ve Aspergilluslar % 13-18 rutubet igeren
gidalarda kolayca geliserek cogalirlar. Funguslarin gidalarda gelisme ve toksin
olusturmalart gidanin diisitk su aktivitesi (aw) degeri ile simirlandirilabilir veya
engellenebilir (Marquardt ve Frohlich 1992).

Funguslar bakterilerle kiyaslandiklarinda daha diisiik bagil nemde gelisebilirler.
Optimum gelismeleri i¢in minimum aw: 0.97 — 0.99 degerlerini talep etmelerine kargin
min. ay: 0.80 — 0.85 degerlerinde de rahatlikla ¢cimlenebilir ve gelisebilirler. Kserofilik
Eurotium tirleri ve Monascus (sin. Xeromyces) bisporus min ay: 0.61 — 0.62
degerlerinde bile varliklarini siirdiirtirler.

Aspergillus,  Penicillium ve  Fusarium’un  minimum aw degerleri
karsilagtirildiginda Penicillium ve Fusarium’larin daha yiliksek minimum ay degerleri
istedikleri, mikotoksin {ireticisi bazi onemli Aspergillus tlrlerinin min. aw: 0.80
degerlerinin altinda, min aw: 0.70 - 0.71 degerlerinde bile gelisebildikleri goriiliir. O
nedenle Aspergillus’lar kserofilik kiiflerden sayilirlar. Penicillium cinsinden yalnizca
Penicillum aurontiogriseum minimum aw: 0.79 degeri gosterir. Mikotoksin iiretimi i¢in



gereken minimum ayw degerleri, gelisim icin talep edilen minimum ay degerlerinden
daha ytiksektir. Her bir mikotoksin, kendisini sentezleyen kiif tiirline bagl olarak farkli
aw degerinde olusturulur. Ornegin Aspergillus clavatus patulini sentezlemek icin
minimum ay: 0.99 degerini, Penicillum griseofulvum ise minimum ay: 0.85-0.95
degerini talep eder. AFBI ve okratotoksin genel olarak minimum aw: 0.83-0.90
degerlerinde olusturulur. Havanin bagil neminin % 80’den % 86’ya yiikselmesi veya
daha fazla artmasi durumunda hem kiif gelisimleri hizlanir, hem de mikotoksin
sentezleri i¢in minimum aw degerlerine ulasilir. Aflatoksin iireticisi Aspergillus flavus
ve Aspergillus parasiticus’un recel ve marmelatlarda lireyememe nedenleri, yiiksek
miktarda bulunan sekerin suyu baglayarak, bagli olmayan, yarayisli su miktarin
diisiirmesidir. Bu iki Aspergillus tiirii kserofilik 6zelliktedir, ancak ozmofilik karakterli
degildir (Tunail 2000).

Tahillarda 9%20-25 arasinda nem igerigi bulundugunda mikotoksin olusumu
maksimum miktarda olmaktadir. Bu nedenle nem miktarinin; tahillarda %13’ten az, yiiksek
yag icerikli tohumlarda ise %7’den az olmasi gerektigi belirtilmistir (Weidenbdrner 2001).

2.2.2. Sicakhigin etkisi

Kiiflerin tiremeleri genis sicaklik araliklarinda olabilir, fakat her kiif tiiriiniin
optimum tireme sicakligi farklilik gosterir. Kiiflerin en yiiksek miktarda mikotoksin
sentezlemeleri ise o kiif tiiriiniin optimum iireme sicakliginda veya bu sicaklik degerinin
biraz altinda olmaktadir. Aflatoksin iireten kiifler minimum 6-8 °C lerde maksimum 50-
60 °C lerde tireyebildikleri halde toksin olusumu i¢in minimum 10-13 °C ve maksimum
42 °C sicaklik isterler. Bunlarin optimum gelismeleri 35-38 °C oldugu halde maksimum
toksin konsantrasyonuna 25-30 °C lerde ulasilir. Penicillium ve Fusarium’larin diigik
sicakliklarda (< 5 °C) gelisebilmelerine karsilik Aspergillus tiirleri bu sicakliklarda
iireyemez ve toksin olusturamaz. I¢lerinden sadece Aspergillus ochraceus diger
Aspergillus tiirlerine oranla daha diisiik sicaklik derecelerinde OTA sentezleyebilir
(Tunail 2000, Kaya 2001, Agag 2004).

+4 9C nin altindaki sicaklik degerlerinde mikotoksin olusumunun dnlenebilecegi
belirtilmektedir (Weidenbdrner 2001). Tahil ve diger bazi tarimsal iiriinlerin OTA ile
kontaminasyonunda; tropik ve subtropik iklimlerde Aspergillus ochraceus sorumlu
tutulurken, serin ve soguk iklimlerde Penicillum verrucosum (sin. Pen. viridicatum)
agirlikli olarak rol oynar. Sogukta kalmis ve aw degeri oldukga yiiksek tahillarda
Fusariumlar on plandadir ve trikotesen grubu mikotoksinleri olustururlar. Uzun siire
depolanacak tahillarda 6zellikle soguk ve serin iklimlerde danelerin %13.5’a veya daha
asagl nem igerigine kadar 6zel kurutma tesislerinde kurutulmas: ve 10-15 °C lerde
depolanmas1 kiif gelismesinin Onlenmesi icin Onerilir. Depolama sicaklifinin daha
diisiik tutulmast durumunda danelerin nem igerigi biraz daha yiliksek olabilir (Tunail
2000).

2.2.3. Diger faktorlerin etkisi

Mikotoksin olusumuna pH’nin, atmosferdeki oksijenin, 15181in ve CO2’in etkileri
laboratuvar denemeleri ile belirlenmeye calisilmistir. Bu aragtirmalar aflatoksin ve
patulin lizerine yogunlagmistir.



Funguslarin gelisebilmek i¢in daha fazla asit ortamlar1 tercih ettikleri, bununla
beraber pH 1.5 - 8.5 arasinda gelisebildikleri bilinmektedir. Aflatoksin iireticileri pH 2.5
- 6.0 arasinda toksin olustururlar, ancak yiiksek miktardaki iiretimi pH 5.0’den
baslayarak daha yiiksek pH’larda gergeklestirirler. Hypomycetes sinifinda bazi kiiflerin
atmosfer oksijeni azaldiginda iiremelerinin yavagladigi ancak durmadigr goriliir.
Enerjilerini oksidatif fosforilasyon ile saglayan bu kiifler, oksijen yoklugunda veya
azalmasinda alkol fermentasyonunu alternatif yol olarak kullanabildiklerinden
gelismelerini siirdiirebilirler (Tunail 2000).

Kiif gelisimi ve mikotoksin olusumu, diisiik O2 konsantrasyonu (< %1) ve yliksek
konsantrasyonlarda CO, ile inhibe edilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlu CO2’nin, yiiksek
konsantrasyonda N> ve diisiik konsantrasyonda Oz uygulamasindan daha etkili oldugu
belirlenmistir. Ozel gaz kompozisyonlarina toleransi, sicaklik ve su aktivitesi (aw)
etkilemektedir (Weidenborner 2001).

2.3. Sterigmatosistin

Sterigmatosistin hayvanlarda farkli toksikolojik, mutajenik ve karsinojenik etkiler
gosteren ve Uluslararasi Kanser Arastirma Enstitiisii tarafindan 2B kanserojen madde
olarak siniflandirilan, yaklasik 15 ¢esit kiif tarafindan iiretilen toksik bir metabolittir.
Sterigmatosistinin en 6nemli iireticisi Aspergillus versicolor’un belli suslaridir (Cole
1976, Versilovskis ve De Saeger 2010). Emerciella nidulans, Asp. sydowii, Eurotium
amstelodamii, Bipolaris spec. de bu mikotoksini olusturabilir. Aspergillus flavus,
Aspergillus flavipes, Aspergillus nidulans, Aspergillus sydowi, Aspergillus rugulosus ve
Aspergillus ustus’da iceren Aspergillus’un diger tiirleri tarafindan da sterigmatosistin
tiretildigi bulunmustur (Davis 1981).

Aflatoksin biyosentezinde de ara iirlin olarak goriilen sterigmatosistin bir
endotoksin olup suda ¢6ziinmez ve ortama salgilanmaz. Ancak misellerin pargalanmasi
veya otoliz sonucu ortama gecer. Aflatoksine benzer bir yapr gostermesine karsilik
toksin kumarin bilesigi degildir. Bilesik UV 1sinlar1 altinda brik rengi floresan verir.

Aspergillus versicolor 4-40 °C arasindaki sicakliklarda gelisir. Optimum gelisme
sicakligr 25-30 °C olan fungus sterigmatosistini 15-32 °C lerde sentezler. Aspergillus
versicolor kserofil funguslardandir ama ozmofil karakterli degildir. Gelismek igin
minimum aw=0.74-0.78 degerini gereksinir. Bu degerin altinda gelisemez, aw=0.84’lin
altinda ise konidilerinin ¢imlenmesi engellenir. Regel, konfitiir, marmelat gibi iiriinlerde
%30 oraninda seker bulunmasi sterigmatosistin olusumunu engeller (Tunail 2000).

2.3.1. Sterigmatosistinin kimyasal yapisi

Sterigmatosistin, agik sar1 renkte ve igne seklinde kristaller olusturabilmektedir.
Metanol, etanol, acetonitril, benzen ve kloroformda kolay ¢o6ziiniir. Sicak etonolik
potasyum hidroksit ile reaksiyona girer ve metil siilfat ve metil iyodad ile metillenir
(Desphande 2002). Erime noktas1 246 °C, UV 15181 absorbe ettigi maksimum dalgaboyu
245-325 nm, molekiiler formulasyonu CisH12Os dir. Yapisal olarak AFB1’e benzerdir
(Bkz. Sekil 2.1a, b) ve aym1 7,8 —dihidrofuro (2,3-b)furan yapisina sahiptir (Rodricks
1969, Tunail 2000).



Sterigmatosistin

(a) (b)

Sekil 2.1. a) STC kimyasal formiilii, b) Aflatoksin B1 kimyasal formiilii

Septien vd (1993) sterigmatosistinin farkli organik ¢oziiclilerdeki ¢oziiniirligi
ve stabilitesi lizerine yaptiklar ¢alismada sterigmatosistinin 7 ve 30 giinden sonra
kloroformda daha dayanikli oldugunu, kloroform ve pridinde daha ¢oziinlir oldugunu
tespit etmislerdir. Dondurucu depolamada sadece kloroformda %90 geri kazanim elde
edilmigtir. Sterigmatosistin standart soliisyonunun depolama ve ¢oziiniirliigli i¢in en
uygun c¢oziiciiniin kloroform oldugu belirtilmektedir. Bu calismadan elde edilen
sonuclar Cizelge 2.2°de goriilmektedir.

Cizelge 2.2. Sterigmatosistinin farkli organik ¢oziiclilerdeki ¢oziiniirlilk oranlar1 ve
soguk ve dondurucu depolamadaki stabilitesi (Kontaminasyon miktari:
5 ng STC) (Septien vd 1993)

% Stabilite
Soguk depolama Doncurucuda depolama
Organik solvent % Cozuniirlik | 7 giin 30 giin 7 gilin 30 giin
Benzen 95.80 93.80 81.20 91.50 80.05
Toluen 91.77 87.10 75.56 89.36 71.23
Etileter 95.43 88.24 83.26 81.80 81.73
Etil asetat 90.84 88.68 88.17 91.21 89.88
Aseton 92.15 84.65 81.07 93.04 81.58
Asetonitril 94.65 99.27 70.93 93.48 73.43
Kloroform 101.05 101.03 95.55 95.97 95.88
Metanol 89.16 97.09 74.60 90.01 74.11
Kloroform:metanol 89.30 95.40 90.35 90.48 72.68
Piridin 101.26 99.01 83.36 98.90 83.58




2.3.2. Sterigmatosistinin toksisitesi

Sterigmatosistinin akut toksik, mutajenik, sitotoksik ve karsinojenik etkileri
aragtirtlmistir (Purchase ve Van Der Watt 1970, Noda vd 1981, Terao 1983,
Sreemannarayana vd 1987). STC’nin hepatotoksik, kanserojen ve teratojen etkileri
saptanmistir (Purchase ve Van Der Watt 1969). Bununla beraber AFBI1 ile kiyaslanirsa
hem daha az toksiktir hem de kanserojen etkisi daha zayiftir. Fakat kontamine gidalarda
aflatoksine gore daha fazla miktarda STC {iretildiginden insan ve hayvan saghigi igin
onemli bir tehlikedir. STC’ nin toplam etkisi agisindan insan ve hayvanlar i¢in ¢ok daha
potansiyel olan aflatoksinden daha az tehlikelidir denemez (Holzapfel vd 1966).
Farelerde saptanan akut toksik doz LDso=800 mg/kg, ordek yavrulart igin
LDso=1pg/yumurta olarak belirlenmistir. Sterigmatosistin bazi kiifler tarafindan c¢ok
yiiksek miktarda olusturuldugundan tehlikeli kabul edilir (Tunail 2000).

STC, cogu test edilmis hayvanin akcigeri i¢in akut toksiktir ( Purchase ve Van
der Watt 1969, Purchase ve Pretoriu 1973). Karsinojenitesi uygulama sikligina ve
yoluna ve tiire gore degismekle birlikte organ 6zgilliigi ile kanitlanmistir ( Purchase ve
Van der Watt 1970).

Purchase ve Van der Watt’in (1970) siganlar iizerinde STC’nin akut
toksisitesinin belirlenmesine yonelik yaptiklari ¢alismada, STC’nin akut oral LDso
degerinin uygulama araci olarak difenilformamid ve bugday tohumu yag1 kullanilan disi
sicanlarda 120 mg/kg, erkek sicanlarda ise 166 mg/kg oldugu tespit edilmistir.
Intraperitoneal olarak, sirastyla difenilformamid ve bugday tohumu yaginin uygulama
arac1 olarak kullanildig1 erkek siganlarda akut LDsos degeri 60 ve 65 mg/kg dir. Oliim
sonrast asil bulgular akciger ve bobreklerin nekrozudur. Akcigerde nekrozun yeri
toksinin uygulama sekline gore degismektedir. Agir kanama, bdbrek tiibiillerinin
siddetli nekrozu ve glomeriil yiiksek dozlarda (144 mg/kg) meydana gelmektedir fakat
belirgin dejeneratif degisiklikler diisiik dozlarda (10-100 mg/kg) da goriilmektedir.
Bobreklerdeki zararin derecesinin, uygulamanin sekline ve uygulama aracina baglh
oldugu goriilmiistiir.

Noda vd’nin (1981) iiretilmis Cin hamster hiicrelerinde STC’nin mutajenik ve
sitotoksik etkilerini aragtirdiklar1 ¢alismada, metabolik aktivasyon sisteminin varliginda
ve yoklugunda sterigmatosistinin etkilerini aragtirmiglardir. Aktivasyon sisteminin
varliginda STC’nin mutajenik ve sitotoksik etkileri son derece artmistir ve %l
mikrozom firaksiyonu indiikleme etkileri i¢inde en etkilisi oldugunu goriilmiistiir.

Schroeder ve Kelton’un (1975) STC’nin tavuk embriyosu iizerine toksisitesini
arastirdiklar1 ¢alismada, 5 gilinliik embriyoda 1 ve 2 pg/yumurta arasinda STC’nin
toksik etkisi goriinmezken, asil 6ldiiriicii dozun 5-7 pg da ve 10 pg da ise embriyolarin
%90-100 oraninda oOldiiglinii tespit etmislerdir. Teratojenik etki ve agirlik kaybinin
genellikle dldiiriicti olmayan dozla iliskili oldugunu gostermektedir.

Farelerde STC intraperitonal enjeksiyon (Fujii vd 1976) veya agiz yoluyla
uygulamadan (Dickens vd 1966) sonra hepatoseliiler kansere, deriye tekrarlanmis
uygulamadan (Purchase ve Van der Watt 1973) sonra ise skuamoz hiicre kanserine
neden olmaktadir.



Rabie vd’nin (1977) STC iireten Aspergillus’un yeni tiirleri lizerine yaptiklar
calismada, Aspergillus aurantio-brunneus, Aspergillus quadrilineatus ve Aspergillus
ustus adinda 3 yeni Aspergillus tliriinlin, sterigmatosistin {lirettigini rapor etmislerdir.
Aspergillus rugulosus’un sterigmatosistin Urettigi dogrulanmis, Aspergillus stellatus ve
Aspergillus multicolor’in toksisitesi tanimlanmustir.

Mahrous vd (2006) STC’nin toksisitesi ve klastojenisitisinin (kromozom
kusuruna neden olma) degerlendirilmesi {izerine yaptiklari ¢alismada STC’nin
Oreochromis niloticus balig1 lizerinde genotoksik ve toksipatolojik etkisinin oldugu
tespit etmislerdir. Genotoksik etkiler sabit bantlarin kaybolmasi veya yeni bandlarin
olusumunu da iceren polimorfizm band ¢iftlerinde baz1 degisiklikler seklinde
gOrilmiistiir.

STC’nin karsinojenik etkisinin arastirildig: bir calismada, STC 52 hafta boyunca
diyet veya sonda ile beslenen siganlara giinliik 0.15-2.25 mg oraninda uygulanmis ve
yiiksek dozda STC alan 8 sican 5-18 hafta icerisinde dlmiistiir. 50 sicandan 42. haftaya
kadar yasayan 39 sicanda sonunda hepatoseliiler karsinoma gelismistir. Bunlardan 31
tanesinde cesitli derecelerde fibrosis goriilmiistiir. Degisik organlarda 8 tiimor ve deney
siganlarinin %85 inin midesinde akantotik degisiklikler meydana gelmistir. STC’e
maruz kalan siganlarin akcigerinde goriilen lezyonlar Bantu da bulunan hepatom ve
toksik hepatitis ile benzer oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular Afrika’da yiiksek oranda
akciger kanserinin goriilmesinin mikotoksinlerin yemekle alinmasiyla iligkili
olabilecegini desteklemektedir (Purchase ve Van der Watt 1969).

STC’nin civcivler iizerinde akut toksisitesinin arastirildigi bir ¢alismada, LDso
degeri 10.0 ve 14.0 mg/kg viicut agirlig1 olacak sekilde STC zeytinyaginda ¢oziilerek
enjekte edilmis ve enjeksiyondan 9 ile 21 saat arasinda O6lim meydana geldigi
goriilmiistiir.  Histopatolojik calismalar, bobrekde tiibiiler dejenerasyon ve nekroz;
akcigerde ise siniizoidlerde fibroblastik ¢ogalma ile nekroz ve kanama oldugunu
kanitlamistir (Sreemannarayana vd 1987). Vesonder ve Horn (1984) tarafindan 7.75
ng/g STC iceren yemle beslenen mandira sigirlarinda kanli ishal ve 6liim gerceklestigini
tespit etmislerdir. Yemden izole edilen 9 adet A.versicolor’in 13-89 pg/g STC {irettigi,
stvi kiiltiirde ise daha az miktarda STC ftirettigi belirtilmektedir.

2.3.3. Sterigmatosistin iireten Kiifler ve gelisme sartlar

Yapisal olarak aflatoksine benzeyen sterigmatosistin, aslen Aspergillus
versicolor’m bir metaboliti gibi izole edilmistir.  STC Aspergillus versicolor,
Aspergillus chevalieri, Aspergillus ruber, Aspergillus amstelodami, Aspergillus
aureolatus, Aspergillus quadrilineatus ve Aspergillus sydowi gibi bircok Aspergillus
spp. kiifleri tarafindan iiretilen bir mikotoksindir ( Scroeder ve Kelton 1975, Rabie vd
1977, Lund vd 1995, Reijula ve Tuomi 2003). Penicillium, Bipolaris, Chaetomium ve
Emiricella gibi diger tiirler de bu toksini iiretebilirler. Daha sonralar1 Aspergillus flavus,
Aspergillus flavipes, Aspergillus nidulans, Aspergillus sydowi, Aspergillus rugulosus ve
Aspergillus ustus’da iceren Aspergillus’un diger tiirleri tarafindan iretildigi
bulunmustur (Davis 1981).
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STC’nin asil {ireticisi olan Aspergillus versicolor diisiik su aktivitesinde (<0.8)
gelisebildiginden kserofiliktir. Aspergillus versicolor igin minimum ve maksimum
bliytime sicakligi 4-40 °C, optimum sicaklik ise 30 °C’dir.

Rabie vd (1976) kat1 ve yar1 sentetik ortamda Aspergillus versicolor ve
Bipolaris sorokoniana 1ile yaptiklart c¢aligmada, her iki ortamda da Aspergillus
versicolor tarafindan daha fazla STC iiretildigi tespit edilmistir. Aspergillus versicolor
icin optimum STC iiretim sicakligr 27-29 °C iken, B. sorokiniana igin 23 °C dir. Siv1
kiiltirde B. sorokoniana taratindan iiretilen STC miktar1 thmal edilebilir diizeyde iken
Aspergillus versicolor tarafindan 210 mg/litre STC {iretildigi goriilmistiir. Kat1 ortamda
ise Aspergillus versicolor tarafindan 8 g/kg STC iiretilmistir.

Aspergillus smmifindaki birgok tiir, 6rdek yavrulari igin STC {iretimi ve toksisitesi
tizerine  degerlendirilmis  olup, Aspergillus  aurantio-brunneus,  Aspergillus
quadrilineatus ve Aspergillus ustus’un STC irettigi bulunmustur. Bu {i¢ yeni tiiriin
ordek yavrular i¢in toksik oldugu tespit edilmistir (Rabie vd 1977).

Halls ve Ayres’in (1975) yaptiklar ¢alismada, sitrik asit dongii bilesikleri ile
bagl olarak kullanildiginda, inorganik fosfatin Aspergillus versicolor tarafindan STC
tiretiminin arttigini tespit etmislerdir.

2.3.4. Gidalarda bulunmasi

Sterigmatosistin gidalarda dogal olarak az goriilir. Bu nedenle gidalarda
bulunmas1 iizerine smirli sayida arastirma gerceklestirilmistir. STC’nin hububatta,
ekmekte, kolzada, soya faslilyesinde, peynirde, baharatlarda, kakao ¢ekirdeginde,
sebzelerde, antep fistig1 ¢ekirdeginde, kahve g¢ekirdeginde ve yemlerde bulunduguna
dair arastirma sonu¢ raporlar1 vardir. Ayrica yiiksek seviyelerde STC, Aspergillus
versicolor ile kontamine olmus meskenlerde ve insaat malzemelerinde de tespit
edilmistir (Gravesen vd 1999, Nielsen vd 1999, Engelhart vd 2002). Hububatlarin
Aspergillus kiifleriyle kontaminasyonu, Avrupanin (kuzey, kuzeybati, kuzeydogu ve
orta Avrupa) iklim kosullar1 altinda 6zellikle depolama siiresince miimkiindiir.
Hububatlarin hasattan sonra Aspergillus ile kontaminasyonu, STC ve AFBI ile OTA
gibi diger toksinlerin olasi liretiminden dolay1 saglik riski igermektedir (Versilovskis ve
De Saeger 2010).

STC’nin; kiiflii bugday (Scott vd 1972, Atalla vd 2003), yem (Lepom 1986),
piring (Takahash1 vd 1984) ve yerfistiginda (Youssef vd 2008) kiif metaboliti olarak
bulundugu rapor edilmistir. Aspergillus versicolor ile inokiilasyondan sonra jambonda
yiikksek seviyede STC iiretildigi tespit edilmistir (Halls ve Ayres 1973). Aspergillus
versicolor sporlart ile inokiile edilmis farkli tip ekmeklerin (bugday, arpa, tam bugday
v.s.) arastirtlmasi stiresince STC konsantrasyonunun 10 giin depolama sonunda 100-400
ug/kg’a ulastigr bulunmustur (Reif3 1976).

Son 30-40 yil siiresince STC’nin ¢esitli {irtinlerde dogal olarak bulunmasi
lizerine sadece birkag tane arastirma gergeklestirilmistir. Buckle (1983) tarafindan 1976-
1979 willan1 siiresince hububatlari, yem bilesiklerini, saman ve silaji da kapsayan
4000’in iizerinde hayvan yem maddelerini kiif ve mikotoksin agisindan aragtirildigi
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bildirilmektedir. Bu kontrol etme, rutin danisma ve inceleme sonucunda Agricultural
Development and Advisory Service (Ministry of Agriculture, Fisheries and Food)
Ingiltere ve Wales’deki Mikrobiyoloji Laboratuvarlar tarafindan ¢iftlik hayvanlarinin
sagligl ve tiretim problemleri ile tohum depolarindaki sorunlarla baglantili olarak
gerceklestirilmistir. Genellikle Penicillium ve Aspergillus tiirleri tarafindan sarilmis
kiiflii hububatlarin okratoksin A, sitrinin, zearelenon ve STC ile kontamine oldugunu
bulmuslardir (523 tohum 6rneginden 17’sinin ve 1 saman 6rneginin STC i¢in pozitif
oldugu bulunmustur. Bu ¢alismanin olumsuz yani analitik metodun yiiksek tayin limiti
degerinin (LOD) (20 mikrogram/kg) yiiksek olmasidir. Brezilya’da yapilan diger bir
calismada, analiz edilen 286 Ornekte (misir, maniok unu, kuru fasiilye) STC tespit
edilmemistir (Soares ve Roriguez-Amaya 1989). Ancak bu calismada da uygulanan
metodun LOD (15-35 pg/kg) degeri biraz yiiksektir. Tiirkiye’de 1989 yilinda yapilan bir
caligmada, 167 musir 6rnegi STC agisindan analiz edilmistir. LOD degeri 20 ng/kg
olmak iizere 10 6rnekte STC tespit edilmistir (Ozay ve Heperkan 1989). Ayrica 1972 de
Kanada’da bugday orneklerinde sterigmatosistine rastlanmistir (Scott vd 1972). 1975°de
Japonya’da piringte ve hayvan yeminde; 1977°de Polonya’da kahve c¢ekirdeginde;
1982°de Hindistan’da misirda sterigmatosistin varliginin arastirildigr bildirilmektedir
(Versilovskis ve De Saeger 2010). 1994°de Misir’da 24 ¢esit baharattan olusan 120
farkli 6rnekte dogal mikotoksin varligi arastirilmis ve kirmizi biber, Frenk kimyonu,
kimyon ve origanum orneginden olusan 10 6rnekte konsantrasyon araligi 18-23 pg/kg
arasinda degisen sterigmatosistin tespit edilmistir (El-Kady vd 1995). Diger bir ¢alisma
UK de 1996’da gergeklestirilmistir. Yapilan baska bir ¢alismada LC-MS metod
sterigmatosistin tespitinde kullanilmigtir. LOD degerleri peynir, ekmek ve musir
iiriinlerinde 1.7 ile 2.4 pg/kg arasinda bulunmustur. Orneklerin higbirinde STC’ye
rastlanilmamistir (Scudamore vd 1996). 2006-2007°de Letonyada farkli tohumlarda
(arpa, bugday, karabugday ve piring) yapilan bir aragtirmada 215 Ornekten 55’inde
konsantrasyonu 0.7-83 pug/kg arasinda degisen STC bulunmustur (VerSilovskis vd
2008b). Analiz edilen 26 bira Orneginden 2’sinde konsantrasyonu 4.0-7.8 pg/kg
arasinda degisen STC bulunduguna dair sadece bir kayit vardir (VerSilovskis vd 2008a).
Kiigiik miktarlarda veya gida maddelerinde bulunan kiiflerden izole edilen STC’nin
bulunmasiyla ilgili tohum ve ekmekte (Takahaski vd 1984, Scott vd 1972, Begum ve
Samajpati 2000), soya fasiilyesi ve yerfistiginda (Begum ve Samajpati 2000, Shannon
ve Shotwell 1976), piringte (Begum ve Samajpati 2000), kakao ¢ekirdeginde (Hurst vd
1987), bitkilerde (Thurm vd 1979b), yer fistiginda (Sommer vd 1976), kahve
cekirdeginde (Scudamore vd 1997), ve yemde (Versonnder ve Horn 1985) arastirmalar
yapilmustir.

Takahash1 vd (1984) Aspergillus versicolor tarafindan dogal olarak enfekte
edilmis kahverengi piring tanelerinde mantar miselyumu ve sterigmatosistinin dagilimi
iizerine yaptiklar1 calismada, farkli 6glitme seviyelerinde ogiitiilmils piring ve piring
kepeginde mikotoksin seviyesi florodansitometre tarafindan belirlenmis ve mikotoksin
konsantrasyonunun % 97.7 den % 56.4 e kadar 6gilitme derecesine bagl olarak %71.6
dan %?7.7 ye diistiigii belirlenmistir.

STC’nin peynirlerde bulunmasiyla ilgili ¢calismalar da vardir. Siit tirlinlerinde
STC’yi de iceren mikotoksinlerin varligi iki sebepten kaynaklanmaktadir. Birincisi
dolaylt kontaminasyon olup, kontamine yemlerle beslenen hayvanlar aracilifiyla
olurken; ikincisi direkt kontaminasyon olup, siit iiriinleri lizerindeki kiiflerin kazara
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veya kasith olarak biliyiimesinden dolayr olmaktadir (Sengun vd 2008). Aspergillus
flavus ve Aspergillus parasiticus gibi aflatoksin iireten kiifler peynir iizerinde nadir
bulunurken, Aspergillus versicolor siklikla bulunmaktadir. Peynir olgunlastirma
odasindan ve peynir iizerinden izole edilen Aspergillus versicolor’un sterigmatosistin
tiretebildigi belirlenmistir (Lund vd 1995). Depolarda olgunlastirma siiresince, evde
veya markette dilimleme ve kesme sonrasi depolama siiresince peynir kolaylikla
kiiflenebilirken, STC ile kontamine olma olasilig1 da ytiksektir.

Aspergillus versicolor ile kontamine edilmis peynirde STC tespit edilmistir
(Scott 1989). Northolt vd (1980) Hollanda’da depolarda olgunlastirilan Gouda ve Edam
peynirlerinde STC’nin bulundugunu rapor etmislerdir. 39 peynir 6rneginden 9’unda 5-
600 pg /kg araliginda degisen konsantrasyonlarda STC bulunmustur. Van Egmond vd
(1980) STC’nin, kontamine peynirlerde farkli sicakliklarda (-18 °C den 16 °C ye) 3
aylik periyotda kararli oldugunu belirtmistir. Bullerman tarafindan diisiik sicakliklarin
(5-7 °C) Aspergillus versicolor’in biiylimesini ve depolama ve olgunlagsma siiresince
STC iiretimini engelledigi, bu sicakliklarda Penicillium tiirlerinin gelisebilecegi, onlarin
ise aflatoksin veya STC tiretmedigi belirtilmistir (Versilovskis ve De Saeger 2010).

Misirda Ras peynirlerde STC’nin bulunmasi, dagilimi ve kararligi iirerine
calistimistir. Orneklerin %35¢inin pozitif oldugu, konsantrasyon araligmin 10-63 pg/kg
araliginda degistigi ve ortalama konsantrasyonun 22 pg/kg oldugu bulunmustur.
A.versicolor sporlari ile kontamine olan Ras peynirlerde, olgunlastirmanin 45. giiniinden
sonra toksin tiretimi baslamis ve 90 giinden sonra maksimuma ulasgtig1 tespit edilmistir.
6 aydan fazla olgunlastirilan peynirlerde toksin iiretiminin engellendigi goriilmiistiir
(Abd Alla vd 1996).

Engel ve Teuber’in (1980) Wilstermash peynirinde STC’nin gogliyle
(migrasyon) ilgili yaptiklar1 ¢alismada, Aspergillus nidulans ile inokiilasyondan ve
27°C’de 60 giin inkiibasyondan sonra maksimum oranda mikotoksin {retildigini,
tiretilen mikotoksinlerin peynir ylizeyinden 8 mm igeriye yerlestiklerini bulmuslardir.
Van Egmond vd tarafindan benzer sonuglarin dogal olarak Aspergillus versicolor
gelisen Gouda peynirlerinde de elde edildigi bildirilmektedir (Versilovskis ve De Saeger
2010). Veringa vd (1989) tarafindan peynir yiizeyinden 1-1.5 cm i¢inde STC
bulundugu tespit edilmistir. Versilovskis ve De Saeger’in (2010) bildirdigine gore;
Lafont vd tarafindan migrasyonla ilgili yapilan baska bir calismada; dogal olarak
kontamine olmus 3 sert peynirin distaki 2 cm’lik tabakasinda 45-330 pg/kg
konsantrasyonda STC tespit edilirken, peynirlerin merkezinde bu toksine
rastlanilmadigr  belirtilmektedir. Veringa vd (1989) Hollanda’da 1989 yilinda
peynirlerde STC gelisimini etkileyen faktorler {izerine caligmalar gerceklestirmistir.
Laktoz, gliserol, yag icerigi, olgunlagma siiresince yiiksek nem ( >%86) ve sicaklik
peynirlerde Aspergillus versicolor tarafindan STC {iretimini uyaran birinci grup faktor
olarak belirlenmistir. Toksin, peynirde %90 bagil nemde ve 14 °C de olgunlastirmanin
ilk 5-6 haftasi siiresince sentetik olarak {iretilmistir. Uyaric1 faktorlere bagl olarak STC
konsantrasyonu olgunlastirmanin 8. giinlinden sonra 160-700 pg/kg konsantrasyona
ulagsmistir. Peynirlerde STC’ nin sentetik ikinci tiretiminde konsantrasyon belirgin olarak
diismiistiir. Goriiniiste peynir yiizeyindeki ince plastik kaplama kiiflerin gelisimi i¢in
gerekli olan diisiik molekiillii maddelerin gegisine izin verirken, STC {iretiminde 6nemli
olan yag ve yag benzeri yiiksek molekiillii bilesiklerin difiizyonunu engellemistir. Bu
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ylizden olgunlastirmanin ilk haftas1 siiresince peynir yiizeyindeki bircok plastik
kaplamanin varlig1 toksin iiretimine karsi etkili bir ¢are olabilir. Yiiksek enfeksiyon
yogunlugunda depolarda kiif ve kiif sporlar1 ile agir kontamine havanin sonucu olarak
veya zaylf hijyenik durumda rafa kaldirilma, yliksek nemde depolamayla baglantili
olarak STC {iretimi i¢in elverisli kosullar yaratilir. Halls ve Ayres (1975) yan sentetik
ortamda sterigmatosistin iretimini etkileyen faktorleri arastirmis ve sitrik asit
cevriminin bilesikleri olan sitratlar, a-ketogluteratlar, suksinatlar, fumarazlar ve
malatlarin STC {iretimini artirirken asetatlarin etkilemedigini tespit etmislerdir. 2008
yilinda Letonya ve Belcika’da peynirlerde de STC varlig1 arastirilmistir. Lokal siiper
marketlerden alinarak analiz edilen farkli tip ve olgunlukta 21 peynir 6rneginden
2’sinde STC tespit edilmistir. Pozitif 6rneklerdeki STC konsantrasyonu sirasiyla 0.52 ve
1.23 pg/kg, LC-MS/MS metodunun LOD degeri ise 0.03 ug/kg dir (Versilovskis vd
2009).

2.3.5. Sterigmatosistin tespitinde kullanilan yontemler

Sterigmatosistin tespitinde esas olarak Ince tabaka kromatografisinin (TLC)
kullanildig1 bir¢ok metod vardir. STC’nin gidalarda tespitine yonelik analitik metodlar
iki grup olarak belirlenmistir. Bunlar imminokimyasal ELISA ve kromatografidir.
STC’nin ayrilmasi (saflastirma ve konsantrasyonu) ve tespiti i¢cin TLC (Vorster ve
Purchase 1968, Reifl 1976, Shannon ve Shotwell 1976, Gimeno 1979, Siriwardana ve
Lafort 1979, Thurm vd 1979a, Van Egmond vd 1980, Francis vd 1985, Tapio 1985,
Versonnder ve Horn 1985, Van Egmond ve Paulsch 1986, Francis vd 1987, Volkov
1994, Abramson vd 1997, El-Shanawany vd 2005), HPLC (Sommer vd 1976, Stack vd
1976, Abramson ve Thorsteinson 1989, Versilovskis vd 2008a), HPLC LC-MS
(Scudamore vd 1996), HPLC LC-MS/MS (Sulyok vd 2007, Versilovskis vd
2007, Versilovskis ve Mikelsone 2008), UHPLC-orbitrapMS (Zachariasova vd 2010),
GLC-MS (Salhab vd 1976) ve GC-MS (Tanaka 2007) gibi kromatografik teknikler
siklikla kullanilmistir. STC UV 15181 altinda iyi floresansa sahip olmadigindan TLC
metotlar, ¢ok hassas degildir ve tespit limiti (LOD) 20-50 pg/kg arasinda degisir. Fakat
son zamanlarda Stroka vd (2004) tarafindan yapilan calismada rutin ve izleme amagh
bir ince tabaka kromatografisi ile bir reaktif serbest tiirevlendirme prosediirii
(sterigmatosistinin flordsans indiiksiyonu i¢in) basariyla uygulanmis ve sonucta LOD 2-
11 pg/kg bulunmustur.

STC’nin belirlenmesi ile ilgili yliksek performansh sivi kromatografisi
uygulamalar1 da bulunmaktadir. Bunlar aliiminyum klorid ile post kolon tiirevlendirme
reaksiyonunun kullanildigi ¢ok hassas olmayan yontemlerdir. Bu yiizden ppb
seviyelerinin asagisinda STC’nin tespiti, tercihen kiitle cihaz1 kullanilmasiyla
yapilmalidir. Farkli hububatlar igin elektrosprey pozitif iyonlasma tandem kiitle
spektrometrisi ile HPLC gelistirilirken; ¢ok yakinlarda peynir, ekmek ve misir gibi
gidalar i¢in atmosferik basingli iyonlagma kiitle spektrometrik dedeksiyon bagl
HPLC’nin kullanildigr metodlar gelistirilmistir. STC’yi (LOD 0.4 pg/kg) de iceren
mikotoksinlerin es zamanl tespiti i¢in ¢oklu mikotoksin kiitle spektrometrik metod da
gelistirilmistir (VerSilovskis vd 2008a). Cizelge 2.3’de gida maddelerinde, yemde,
tozda, yap1 malzemelerinde ve i¢ havada STC’nin tespiti i¢in kromatografik metodlarin
ozeti verilmektedir.
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Cizelge 2.3. Gida maddelerinde, yemde, tozda, yapt malzemelerinde ve i¢ havada STC’nin tespiti i¢in kromatografik metodlarin 6zeti

(Versilovskis ve De Saeger 2009)

Matriks Ekstraksiyon Yagini uzaklastirma ve temizleme | Ayirma ve tespit LOD Recovery
ng/kg Yo
Peynir 100 ml % 5 NaCl+200 | CHCI; ve kloroform-etil aseatat AlCl;z ile TLC-UV 20 87
ml MeOH/aseton karigimu ile s1v1 s1vi ekstraksiyonu,
(50/50 v/v) Silikajel kolonda SPE
Peynir CHCI3 - AlCl3 ile TLC-UV - 89-97
Peynir MeOH/%4 KCl (90/10 | Florisil ve poliamid kolonda SPE TFA ile TLC-UV 5 30-80
\7A%)]
Peynir ACN/%4 KC1 Temizleme: CHCI3 ve kiibrik AlClgile TLC-UV 2 86-88
(85/15 viv) karbonat kolon ile s1vi-sivi
ekstraksiyonu
Peynir CHCI3 n-hekzan ile defatting, temizleme: AlCl3 ile TLC-UV 10
CHCI; ve sonra ACN ile s1vi-sivi
ekstraksiyonu
Peynir ACN/%4 KC1 Yagini uzaklastirma: n-hekzan, TLC-UV - 85-91
(85/15 viv) temizleme: iki atomlu toprak kolon
ve CHCl; ile sivi-s1vi ekstraksiyonu
Peynir ACN/H20 Yagini uzaklastirma:n- LC-ESI*-MS/MS 0.03 96-104
(90/10 v/v) hekzan,temizleme: Strata X kolonda
SPE sonra azot akimi altinda
kurutma, mobil fazda tekrar
¢Ozdiirme
Tahil MeOH/%4 KCl Temizleme: CHCI; ile sivi-sivi AlCI3 ile TLC-UV 100 60
(90/10 v/v) ekstraksiyonu

Devami Arkada
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Cizelge 2.3’lin devami

Matriks Ekstraksiyon Yagim uzaklastirma ve temizleme | Ayirma ve tespit LOD Recovery
pg/kg %
Ekmek, ACN/%4KCl Yagini uzaklagtirma: n-hekzan, TLC-UV 20 -
tiitstilenmis (90/10 v/v) temizleme: CHCl; ile s1vi-sivi
jambon, ekstraksiyonu,silikajel kolonda SPE
salam
Tahil ACN/H20 Yagini uzaklastirma: n-hekzan, GLC-MS 5 >90
(90/10 v/v) temizleme: CHCljs ile s1vi-sivi
ekstraksiyonu, polisitren ile jel niifuz
etme kromatografisi
Piring Etilasetat Buharlastirma,MeOH-%20 KCI(4/1 GLC 50 -
v/v)ile ¢cozme, n-hekzan ile yagini
uzaklastirma, CHClj ile s1vi-sivi
ekstraksiyonu, evaporasyon, kuru
tortunun aseton ile ¢ozlilmesi,
Sephadex LH-20 kolonda SPE.eluatin
buharlastirilmasi ve kuru tortunun
asetonda tekrar ¢ozdiiriilmesi
Ekmek CHCl3 Ekstraktin buharlastirilmasi, AlClz ile TLC-UV 20 -
CHCI; ile kuru tortunun yeniden
¢Ozdiiriilmesi
Maisir, Yulaf, ACN/H20 Yagini uzaklastirma: n-hekzan, AlCls3 ile TLC-UV 30 -
bugday (90/10 v/v) temizleme: silikajel kolonda gel
niifuz etme kromatografisi
Tahul, MeOH/%4 KCl (90/10 | Florisil kolonda SPE TLC-UV 50 92-134
soyafasiilyesi v/v)

Devami Arkada
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Cizelge 2.3’lin devami

Matriks Ekstraksiyon Yagim uzaklastirma ve temizleme Ayirma ve tespit LOD | Recovery
ng/kg %
Antep fistigi ACN/%4KCl Yagimi uzaklastirma: n-hekzan, HPLC-UV - -
(90/10 v/v) temizleme:CHCl; ile sivi-sivi
ekstraksiyonu,silikajel kolonda SPE
Masir, yulaf ACN/H20 Yagimi uzaklastirma: n-hekzan, HPLC-UV 20 -
(90/10 v/v) temizleme: silikajel kolonda gel niifuz
etme kromatografisi
Tahil, misir, soyafasiilyesi, ACN/%4KCl Yagini uzaklastirma: izooktan, AlCl; ile TLC-UV 140 92-95
yem (90/10 v/v) temizleme: CHCIj; ile sivi-sivi
ekstraksiyonu
Silajlik misir MeOH/CHCl3 Yagini uzaklastirma: n-hekzan, AlCls ile TLC-UV 10 -
(50/50 v/v) temizleme: CHCI;-H,O ile sivi-sivi
ekstraksiyonu
Bitkiler Etilasetat Yagini uzaklastirma: n-hekzan, TFA anhidrit ile TLC- 20 -
temizleme:CHCI3 ile stvi-sivi UV
ekstraksiyonu,silikajel kolonda SPE
Kakao ¢ekirdekleri ACN/H3PO, Yagini uzaklastirma: n-hekzan, CN kolonda HPLC-UV 13 100-108
(95/5 viv) temizleme:
CHCl; ile s1vi-s1vi ekstraksiyonu, silika
bant-elut SPE kolonda
Arpa ACN/%4KCl Yagini uzaklastirma: n-hekzan, HPLC-FLD 20 31-96
(90/10 v/v) temizleme: CHCIj; ile s1vi-sivi (piridin ve asetik
ekstraksiyonu, silikajel kolonda SPE anhidrit ile kolon dncesi
tiirevlendirme
Masir, manyok unu,piring, kuru | MeOH/%4 KCl Temizleme ajanlar1 ve HifloSuper-Cel HPLC-FLD 15-35 98-117
siyah fasiilye, silajlik (90/10 v/v) ile temizleme ardindan CHCl; ile

musir,ekmek,peynir

par¢alama

Devami Arkada
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Cizelge 2.3’lin devami

Matriks Ekstraksiyon Yagini uzaklastirma ve temizleme | Ayirma ve tespit LOD | Recovery
pg/kg %
Misir,ekmek,peynir ACN/%4 KC1 Yagini uzaklastirma: n-hekzan, HPLC-APCI*-MS 1.7 118
(90/10 v/v)MeOH/%4 | temizleme:
KCl (90/10 v/v) CHCl; ile s1vi-sivi ekstraksiyonu
Tahil, misir ve misir bazli | ACN/%4 KCl Yagini uzaklastirma: n-hekzan, HPLC-FLD 1.9 96
urtinler (90/10 v/v) temizleme: CHCls ile s1vi-sivi 2.4 55
ekstraksiyonu, silikajel kolonda SPE 3.0 70-110
Tahil, un, piring ACN/%4 KC1 Yagini uzaklastirma: n-hekzan, HP-TLC 2.0 80
(95/5 vIv) temizleme: CHCl3 ile s1vi-sivi
ekstraksiyonu, fenil kolonda SPE
Piring ACN/H20 Temizleme: MycoSep#226 kolon GC-MS 2.0 72
(85/15 v/v) 4.0
10°
Tahil ACN/H20 Strata X SPE kolonda SPE, sonra LC-MS/MS 42 80-107
(84/16 v/v) azot altinda buharlastirma, mobil HPLC-UV 28
fazla kuru tortunun tekrar LC-ESI*-MS/MS 0.15
¢Ozdiiriilmesi
Ekmek, findik, piring, ACN/H20/ - LC-ESI-MS/MS 0.4 101-109
sarimsak, domates, elma, | CH;COOH
limon, kirmiz1 sarap, recel | (79/20/1 v/v/v)
Mistr, fistik, Antep fistigl, | ACN/H20 - LC-MS/MS 10 101-109
bugday, kuru iiziim, incir | (80/20 v/v)
Bira - Strata X SPE kolonda SPE, sonra HPLC-UV 0.26 81-126

kuru tortunun konsantrasyonunu
artirma ve mobil fazda tekrar
¢Ozdiirme

Devami Arkada
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Cizelge 2.3’lin devami

Matriks Ekstraksiyon Yagini uzaklastirma ve temizleme | Ayirma ve tespit LOD | Recovery
pg/kg %
Yem CHCl5/%4 KCl Kloroform kalintisinin TLC-UV 30 -
konsantrasyonu
Yem CHCI3/H3POq4 Jel filtrasyonu TLC-UV 50 -
(90/10 v/v)
Yem MeOH/%4 KCl (90/10 | Temizleme: Florisil kolonda SPE AlCl3 ile TLC-UV 50 -
v/v)
Farkli gida maddeleri ACN/%4 KCI+HCI Yagin1 uzaklastirma: n-hekzan, TLC-UV 20 80
(90/10 v/v) Temizleme: CH2Cl; ile s1vi-sivi
ekstraksiyonu,
Yem, mistr, silaj MeOH/%4 KCl (90/10 | Temizleme: Florisil kolonda SPE AlCls ile TLC-UV 2 -
v/v)
Silaj CHCl3 Temizleme: H,O ve CHCI; ile sivi- AlCl; ile TLC-UV - -
stv1 ekstraksiyonu,
ACN/ H20 - HPLC-UV - -
MeOH - HPLC-UV - -
Yap1 malzemeleri, i¢ ACN Cam fiber filtre ile filtrasyon, kuru LC-EST*-MS/MS 2-4 33
hava, toz tortunun MeOH/ H2O (50/50 v/v) ile
tekrar ¢Ozdiiriilmesi
Katlanmus filtre ile filtrasyon, kuru
Etil asetat sonra tortunun MeOH/ H>O (30/70 v/v) ile | LC-ESI*-MS/MS | 1.1-1.5 61
CH2Cl, ACN/H20+ tekrar ¢ozdiiriilmesi pg /L
H3PO4 (pH 1.5) Temizleme:
Chromabond XTR kolonda SPE 100
HPLC-UV 50-64

a) Kolonda Ng. Metodun hassasligi pg /kg olarak belirtilmemis.




2.3.6. Yasal diizenlemeler

Cek Cumhuriyeti ve Slovakya’da gidalardaki STC seviyesiyle ilgili
diizenlemeler yapilmistir. Toksin i¢in izin verilen sinir, piring, sebze, un, kiimes
hayvanlari, et ve siit i¢in 5 ug/kg, diger gidalar i¢in ise 20 pg/kg olarak belirlenmistir.
Diger iilkelerde ise yasal diizenlemeler yoktur. Bu yiizden kontrol ve izleme programlari
da bulunmamaktadir (Stroka vd 2004). Versilovskis ve De Saeger’in  (2010)
bildirdigine gore Avrupa Mikotoksin Biliglenme Ag1 (Europen Mycotoxin Awareness
Network) tarafindan 70 kg’lik bir insan i¢in 6nemli risk olusturmayacak STC miktar1 8
ng/kg viicut agirligi / giin seklinde tanimlanmistir.

2.4. Validasyon

Validasyon bir cihazin, metodun veya 6l¢iim sisteminin belirlenen amaca uygun
oldugunun test edilerek yazili kayitlarla onaylanmasidir. Validasyon ile analitik
metotun, ilgili performans parametrelerine veya karakteristiklerine uydugu
kanitlanmalidir.

2.4.1. Metot validasyonu

Metot validasyonu, bir analitik metodun kullanim amaci i¢in kabul edilebilir
oldugunu kanitlayan islemdir. Bir metodun performansini belirlemek i¢in yapilan 6lgme
islemleridir.

2.4.2. Metot validasyonu isleminin amaclari

Yapilan 6l¢timiin belirlenen amaca uygun dogrulukta sonu¢ vermesi 6nemli bir
ihtiyactir. Bu ise analitik 6l¢lim yapan laboratuarin belli kosullar1 yerine getirmesi ile
mimkiindiir. Bir metodun performansinin belirlenen analiz ihtiyacina uygun oldugunu
belirlemek ve gostermek i¢in metot validasyonu yapilmalidir.

2.4.3. Metot validasyonu ne zaman uygulanmahdir

Metot validasyonu, herhangi bir metot bir laboratuvarda ilk defa uygulanacagi
zaman, bir analiz i¢in yeni metot gelistirildigi zaman, kullanmakta olan metotta
degisiklik yapildig1 zaman, valide edilmis bir metot baska bir laboratuarda kullanilacagi
zaman veya farkli bir cihazla kullanilacagi zaman, ilk metodu karsilastirmak i¢in, kalite
kontrol testleri sonucunda metodun performansinda zamanla bir degisme oldugu
anlasildiginda uygulanmasi gerekir.

2.4.4. Validasyon parametrelerinin belirlenmesi

Validasyonu yapilacak metot performans parametreleri metodun uygulama
amacina ve kapsamina bagli olarak belirlenir. Metot validasyonuna baglamadan 6nce
kullanilacak cihazin performansinin standartla test edilmesi ve uygunlugunun
saptanmast gerekir. Metot performans: ile ilgili hi¢bir bilgi yoksa on testler yapilarak
metodun uygulama amacina uygunlugu kontrol edilir. Test sonuglarina gére metot
performans kriterleri belirlenir.
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2.4.5. Metot validasyon parametreleri

Spesifiklik, segicilik, kesinlik, tekrarlanabilirlik, ara-tekrarlanabilirlik, dogruluk,
lineerlik, 6l¢iim araligi, tayin limiti (LOD), 6l¢iim limiti (LOQ) ve saglamliktir.

Spesifiklik/Segicilik

Spesifiklik testinin amaci analiz edilen maddenin matriksin yaninda dogru olarak
Ol¢iilip Olgtilemediginin belirlenmesidir. Spesifiklik, diger bilesenlerin varliginin
beklendigi yerde bir analitin varligmin tespit edilmesidir. Bu diger bilesenler tipik
olarak cesitli pislikler, degradasyon {irlinleri, matriks i¢indeki diger bilesenler, vs.
olabilirler. Segicilik, metodun, testi belirtilmis kosullar altinda, ilgili analiti diger
bilesenlerle birlikte bulundugu bir matriks i¢inde dogru olarak tanimlama yetisidir.

Tespit Limiti ( Limit of Detection-LOD)

Tespit limiti 6rnekte Olgiilebilen fakat kesin olarak miktar1 belirlenemeyen en
diisiik miktardir. Ornegin sinyal olarak okunabildigi diisiik derisimdir. Tespit limiti
genellikle sinyal/giiriiltii oraninin 3 kat1 olarak alinir.

Olgiim Limiti (Limit of Quantitation-LOQ)

Olgiim limiti kabul edilebilir dogrulukta ve tekrarlanabilirlikte Slciilebilen en
diisiik derisimdir. Ol¢iim limiti 3 metotla hesaplanabilir.

LOD/LOQ Testi
Metot 1

LOD ve LOQ i¢in azalan konsantrasyonda standart hazirlanarak elde edilen
kromatogram pik yiiksekligi ve giiriiltii (noise) Olcililerek (S)inyal/(N)oise (girtiltii)
orant hesaplanir. LOD S/N oraninin ii¢ kat1 alinarak LOQ S/N oraninin 10 kati alinarak
hesaplanir.

Metot 2
LOD ve LOQ ig¢in yaklasik beklenen LOD’nin {i¢ kat1 konsantrasyonda standart

hazirlanarak elde edilen sinyal degerinden (kromatografik analizlerde alan,
spektrofotometrik analizlerde absorbans) miktar hesaplanir.
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Metot 3

Bu yontemde LOD ve LOQ icin azalan derisimlerde standart hazirlanarak elde
edilen sonuglarin %RSD’si hesaplanir. Belli bir %RSD tekrarlanabilirlikte olgiilebilen
miktar LOQ olarak hesaplanir.

Olgiim Aralig1 ve Lineer Aralik

Olgiim araligi metodun uygulama araligini belirler. Mevcut 6rnek tipinde
analitin kabul edilebilir bir kesinlik ve gergeklikle tespit edilebildigi konsantrasyon
araligidir. Metot valide edilirken validasyon deneyleri bu aralik gbéz Oniinde
bulundurularak planlanir.

Lineer aralik ise kalibrasyon isleminin lineer oldugu derisim araligidir. Lineer
aralik metot 6l¢iim araligindan daha dar olabilir.

Lineer Olgiim Araligi

Olgiim araliginda derisim/sinyal baglantisinin lineer oldugu derisim araligidir.
Lineer oOl¢iim araligimi belirlemek igin artan derisimde 7 kalibrasyon standardi
hazirlanarak Ol¢iim yapilir. Derisime karsilik okunan sinyal grafige gecirilerek lineer
bolge belirlenir. Kalibrasyon dogrusunun korelasyon katsayisi ve Residual Standart
sapmasi hesaplanir.

Dogruluk

Bir o6l¢iim cihazinin veya metodun Olglim sonucunun gercek degere ve
birbirlerine yakinligini ifade etmek i¢in kullanilir. Dogruluk niteleyici bir kavramdir ve
rakamsal olarak verilmemelidir. Dogrulugun iki bileseni vardir.

Gergeklik: Gergek degere yakinligin Olgiisiidiir. Bir metodun sistematik hatasi
(bias) dogrulugun gergeklik bilesenini olusturur.

Kesinlik (precision) ol¢lim sonuglarinin birbirlerine yakinligmin 6l¢iistidiir ve
Ol¢iim sonuglarinin ortalama deger etrafindaki dagilimini gosterir. Kesinlik standart
sapma veya %RSD olarak ifade edilir.

Tekrarlanabilirlik: Ol¢iim sonuclarinin birbirine yakmligmin &lgiisiidiir. Mutlak
hata veya rolatif (% hata) olarak ifade edilir. Bir metodun, ayni laboratuvarda, ayni
cihazla, ayn kisi tarafindan, kisa zaman araliginda yaptig1 6l¢lim sonuglarinin birbirine
yakinliginin dlgiistidiir.

Hassasiyet (Sensitivity)
Bir 6l¢lim cihazinin veya metodun hassasiyeti o metot veya cihazla yapilacak

analizin en disik tayin smirmi belirler. Birim miktar i¢in cihazin verdigi sinyal
biiytiklugidiir.
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Kromatografik analizlerde Respons faktorii olarak ifade edilir. Kalibrasyon
dogrusunun egimi sistemin hassasiyetini verir.

Geri Kazanim (Recovery)

Kimyasal 6l¢iimde gergek degerin Olclilmesi uygulanan metoda bagli olarak
degisim gosterir. Deneysel islemler esnasinda cesitli nedenlerle kayip olusur. Bu kayip
miktarinin oranmi ve belirsizligini hesaplamak gerekir. Kayip miktar1 metodun geri
kazanim orani olarak ifade edilir. Geri kazanim, sertifikali referans madde ile spike
yontemi ile ve referans metotla analiz edilerek belirlenir.

Sertifikali Referans Madde ile Geri Kazanim
Sertifikali referans madde mevcutsa referans madde analiz edilir ve bulunan
degerin referans madde degerine orani geri kazanim (Rm) oranidir. Formiil 2.1°e gore

hesaplanir.

Cobs

R, =
" CCRM

(2.1)

Cobs: Bulunan konsantrasyon degeri, Ccrm: Referansin konsantrasyon degeri

Analit Ekleme Yontemi ile Geri Kazanim

Sertifikali referans madde mevcut degilse spike yontemi ile geri kazanim orani
bulunabilir. Analiz edilecek maddeyi igermeyen matriks madde iizerine belli oranda

standart eklenerek analiz edilir. Formiil 2.2’ ye gore hesaplanir.

Cobs

R, = (2.2)

Cspike

Cobs: Bulunan konsantrasyon degeri, Cspike: Spike konsantrasyon degeri

Analiz edilecek maddeyi icermeyen matriks yoksa Ornek iizerine belli oranda
standart eklenerek analiz edilir. Formiil 2.3’e gore hesaplanir.

C,,. - Csam
R, =-2 "~ 4 (2.3)
CCRM

Csamp= Ornegin konsantrasyon degeri
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Referans Metotla Geri Kazanim

Analiz 6rnegi belirsizligi bilinen referans metotla analiz edilerek geri kazanim
orani bulunabilir. Analiz 6rnegi aday metot ve referans metotla analiz edilir. Formiil
2.4’e gore hesaplanir.

Rm — Cmet

24
Cror (2.4)

Cmer= Metot konsantrasyon degeri, Cre= Referans konsantrasyon degeri
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

Arastirmanin materyalini piyasadan alinmis olan bira 6rnekleri olusturmaktadir.
Bira 6rneklerinde sterigmatosistin varligt UHPLC ile tespit edilmistir. Biitiin 6rnekler

analiz edilinceye kadar buzdolabinda 5 °C de muhafaza edilmistir. Denemelerde HPLC
safliginda kimyasallar kullanilmistir.

3.2. Metot

Birada sterigmatosistin miktarinin tayini i¢in VerSilovskis vd (2008a) birada
STC’nin belirlenmesi metodu segilmistir. Yapilan ¢alismalarla, metodun dogrusalligi
(Linearity), segiciligi (Selectivity-Specifity), tekrarlanabilirligi (Repeatability), geri
kazanimi (Recovery), Tespit Limiti (LOD) ve Olg¢iim Limiti (LOQ) belirlenmistir. Sekil
3.1’de analizlerin yapildig1 gradyen programi, Sekil 3.2°de otosampler i¢in belirlenen
metot parametreleri ve Sekil 3.3’de PDA dedektor icin belirlenen metot parametreleri
gosterilmektedir.

A. Sistem kosullari

UHPLC sistemi: Thermo Scientific Accela UHPLC

Dedektor: Photodiode Array Dedektor; ex.: 245 nm, em.: 325 nm

Kolon: C:18 (3 mm x 150 mm x 5 pm )

Akis Hizi: 0,4 ml/dakika

Mobil Faz: asetonitril:su (60:40 v/v )

B. Kullanilan kimyasallar
Asetonitril: HPLC i¢in uygun kalitede
Metanol: HPLC i¢in uygun kalitede
Sterigmatosistin: Applichem (Lot no: IR004282)

Saf su: HPLC i¢in uygun kalitede
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Purp General

—Pump 1
Tire | A% | B% | % | D% | plimin P2
o pf 0.00j1000( 0.0 00| 0.0 4000
10,00 | 100,0 0.0 0.0 0,0 4000
2 100,00 00 0.0 0,0 4000

Sekil 3.1. Analizlerin yapildig1 gradyen programi

Accela AS Method | Sample Preparation | Resenvoir Ennlentl Timed Eventsl

Injection wolume [ul): I _|j

Meede height from battorn [ {1.0 _I
Swiinge speed [ulds]); (5.0 =

Flush walume [ul; |400 —

Fluzhwash source: Iballle "I
Wl ash volurne [ul): IEI _|j

Flush speed [ul/g); (100.00 —
Postiniection valve switch time (mir: 0.0 =

Loop lnading speed [ul/s]; |5.00 _I

~ Injection tode

* Partial loop
" Full loop

" Mo waste

— Tray Temperature Contral

[ Enable tray temperature contral

Temperature [T |20.0 _I

— Calumn Oven Contral

V' Enable column oven contral

Temperature [T} |30.0 =

Sekil 3.2. Otosampler i¢in belirlenen metot parametreleri
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Acela PDA Method

Diode Array Scan Rate: 80Hz

—FRun
Run Length fmin) [10.00 Fikex Rise Time [sec] 002 7] ﬂ'
~ Spectia — Uritz
[V Collect Spectral Data Wavelength Step [nm) I'| % ‘Wavelength /
Start W avelength [nm] | 230 Sample Rate [Hz] IEUU "l Absarbance
" Diode /
End *#/avelength [nm] |4EID Filter Bandwidth (nm] |1 Intensity
— Channels
 NoChannd — Channel &
b -hanneis Wavelength [nm]  |240 Filter B andwidth [nm] I3
" One Chanrel
— Channel B
¥ Two Charinels Wavelength (nm) 323 Fiker Bandwidth [nm) |3
" Thres Channels
— Channel C
Sample Rate (Hz) |200 - Wavelength [nm]  |“%0 Filter Bandwidth [nm) I9

Sekil 3.3. PDA dedektor igin belirlenen metot parametreleri
3.3. Bira Orneklerinin Analize Hazirlanmasi

Bira Ornekleri laboratuar tipi ultrasonik banyoda 40 dakika bekletilerek
analizden Once gazinin alinmasi saglanmistir. Gazi alman 6rneklerden 30 ml alinarak
ornek filtre edilmis, 10 ml siiziinti 5 ml asetonitril: su (10:90, v/v) karisimi ile
seyreltilmis ve Oasis HLB (60 mg) kat1 faz ekstraksiyon (SPE) kolonu (Waters,
Milford, MA, USA) kullamlarak saflastirilmistir. Ornek SPE kolona yiiklemeden 6nce
kolon sirastyla 6 ml metanol ve 6 ml su gegirilerek sartlandirilmigtir. Ardindan 15 ml
seyreltilmis ornek kolona (manifold (Waters, Milford, MA, USA) kullanilarak)
yiiklenmistir. Kolon asetonitril: su (30: 70, v/v) ile yikanmis ve sterigmatosistin 3 ml
%100 asetonitril ile elue edilmistir. Kalan eluat azot altinda kurutmak ig¢in
buharlastirilmis ve 200 pl asetonitril: su (60: 40, v/v) karisiminda tekrar ¢ozdiiriilmiis ve
akabinde UHPLC ile analiz edilmistir.

3.4. UHPLC Analizi

Thermo Scientific Accela UHPLC Photodiode Array Dedektorlii (PAD)
(Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachussetts, USA) sistem kullanilmistir.
Kromatografik  degerlendirmeler Excalibur  yazilimi  kullanilarak  yapilmastir.
Kromatografik ayirim (Thermo scientific C18 (S5um), 150x3.0 mm, kolonda (Part
n0:97105-153030, Waltham, Massachussetts, USA ) gergeklestirilmistir. Mobil faz
asetonitrilde %40 sudan olusmus ve isokratik mod kullanilmustir.
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Sterigmatosistin Olglimii harici kalibrasyondan hesaplanan kalibrasyon egrisi
kullanilarak pik alaninin dlgiilmesiyle gerceklestirilmistir. Sterigmatosistin 245 nm ve
325 nm dalga boylarinda tespit edilmistir.

3.5. Stok Soliisyonun Hazirlanmasi

5 mg STC 10 ml asetonitril: su (50:50 v/v) da ¢ozdiiriilerek yaklasik 500 pg/ml
stok soliisyon hazirlandi. Stok soliisyondan 500 pl alindi ve ortam sicakliginda
oksijensiz azot altinda kurutuldu. Akabinde 5 ml asetonitrilde ¢6zdiiriildii. Hazirlanan
stok ¢ozelti agz1 sikica kapatildiktan sonra -18 °C de muhafaza edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Dogrusallik Calismalar (Linearity Studies)

Stok soliisyonun seyreltilmesi i¢in asetonitril: su (75:25, v/v) kullanilmistir. 25
ppb, 50 ppb, 100 ppb, 200 ppb, 500 ppb, 1 ppm, 2 ppm konsantrasyonlarinda standart
kullanilarak yapilan enjeksiyonlardan sonra elde edilen kalibrasyon egrisinin
Korelasyon Katsayisi-r> (Correlation coefficient) hesaplanmis ve elde edilen
Kalibrasyon Egrisi icin 1’=0.9999 olarak bulunmustur. Cizelge 4.1°de kalibrasyon
egrisinin baglant1 katsayis1 (r?) (Correlation coefficient), Sekil 4.1°de STC igin elde
edilen kalibrasyon grafigi ve Sekil 4.3’de STC standartina ait pik goriintiisi
goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Kalibrasyon Egrisi’nin Korelasyon Katsayis1 (r?) (Correlation

coefficient)
Parametreler Sterigmatosistin
Korelasyon Katsayisi(r?) 0.9999
Egim 124540
y-intercent 1305.18

Stengmatosistin
Y= 1305.18+1245407K R2=09999 W. Equal

260000;
240000%
2200005
200000%
180000;
waooooé
EmooooE ///.////,////
< ]

120000
1000005
80000;
60000;
400005

20000

O_|\\||\|\\|\\\|\||\|\\\|\\|\||\\||\|\|\\|\
0.0 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22

Sekil 4.1. Kalibrasyon grafigi
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RT 524-824 SM: 9G

RT 6.74 NL
AA 25533 241E3
SN 69 Spectrum
2400 Ml murm
] nm=2445.245 5
] PDA Genesis
22007 02ppm_standard
] 200812
20004
18007
1600
1400
2 12007
5 ]
1000
8007
800
400 554 530 589
1 537 566 576 02 630 04
200
-
82

Sekil 4.2. STC standartina ait pik gorilintiisii

4.2. Tekrarlanabilirlik Calismalar1 (Repeatability Studies)
Birada 200 ppb ye esdeger olacak sekilde 10 ppm standarttan 600 pl spike

yapilan bira 6rneklerinden 10 tekrar yapildi. Bu sekilde degerlendirilen sonuglar Cizelge
4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Sterigmatosistin i¢in elde edilen Alikonma Zamanlari, Pik alanlar1 ve %
geri kazanim ile ilgili sonuclar

Sterigmatosistin Alikonma Zamani | Pik Alani(Hz*s) 9% Geri kazanim
(dak)

Enjeksiyon

1 6.74 1235511 95.34
2 7.33 1211537 93.49
3 7.33 1243186 95.95
4 7.33 1164409 89.87
5 7.35 1144585 88.34
6 7.35 1149378 88.71
7 7.35 1270682 98.08
8 7.35 1290031 99.58
9 7.35 1195775 92.27
10 7.33 1256002 96.94
Ortalama 7.28 1216109.60 93.69
SD 0.19 51445.44 7.95
9%RSD 2.6 4.23 4.23

4.3. Secicilik Calismalar ( Selectivity-Specifity Studies)

Secicilik ¢aligmasinda sterigmatosistin igermeyen bir bira 0rnegi analiz edildi.
STC’nin bagil ¢ikis zamaninda yabanci pikler goriilmedi (Bkz. Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

RT: 0.00-1000 SW: 9G

1700000
1600000
1500000
1400000
1300000
1200000
1100000
1000000

Z 900000

500000
700000
600000
500000
400000
300000
200000
100000

288
3’22—3’44_4_04 458 521 5863
T T

L
1.60E6
Spectrum
Mladimum
nm=244.5-
2455
PDA
Skol_3

021 079
L e
0 1

Sekil 4.3. STC icermeyen bira 6rnegi
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80000
75000
70000
650003
600003
550003
50000
, 450004
5 40000
35000
30000% : 6.04
25000§ = 2 6.79 687 6,95 7,05 7.13 738 744 749 7.70
20000
150003
100003
5000

Oil\\l\|l\l|l\I\II\\II\|\II|\II\I\I|I\I|III\
58 6,0 6.2 6.4 6,6 6,8 7.0 72 74 76 7,

Sekil 4.4. STC icermeyen biraya ait kromatogram
4.4. Geri Kazamim Calismalar: (Recovery Studies)

Birada bulunabilecek sterigmatosistin i¢in orta konsantrasyon degeri olarak 200
ppb (%100) olarak kabul edilmis ve drnekte nihai konsantrasyon 200 ppb olacak sekilde
10 ppm standarttan 600 pl standart eklenerek 10 tekrar yapilmistir. 200 ppbde elde
edilen geri kazanim sonuglar Cizelge 4.3’de goriilmektedir.

Cizelge 4.3. 200 ppb STC eklenmis 6rnege ait geri kazanim ¢aligmast

Konsantrasyon ppb Geri kazanim % Geri kazanim
200 190.68 95.34
200 186.98 93.49
200 191.90 95.95
200 179.74 89.87
200 176.68 88.34
200 177.42 88.71
200 196.16 98.08
200 199.16 99.58
200 184.54 92.27
200 193.88 96.94
Ortalama 187.71 93.69
SD 7.95

% RSD 4.23
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4.5. Tespit Limiti Calismalar: (Limit of Detection-LOD Studies)

Ormnekte nihai konsantrasyon 25 ppb’ye esdeger olacak sekilde 1.25 ppm
standart ile 600 pl ylikleme (spike) yapilarak 10 tekrar yapildi. Bu enjeksiyonlarin
Curve’e gore konsantrasyon hesaplari yapildi. Elde edilen konsantrasyon degerlerinin
standart sapmasi (SD) hesaplandi. Bulunan ortalama standart sapmanin 3 kati1 Tespit
Limiti (Tanim Limiti) olarak kabul edildi. Cizelge 4.4’de STC i¢in tespit limiti
calismasina ait sonuglar goriilmektedir.

Cizelge 4.4. Sterigmatosistin i¢in Tespit Limiti caligmasina ait sonuglar

Konsantrasyon ppb Geri kazanim % Geri kazanim
25 17.28 69.12
25 17.16 68.64
25 17.90 71.6
25 17.88 71.52
25 17.72 70.88
25 18.32 73.28
25 17.10 68.4
25 18.4 73.6
25 18.12 72.48
25 17.22 68.88
Ortalama 17.71 70.84
SD 0.49

% RSD 2.78

LOD 1.48

4.6. Olciim Limiti Cahsmalar1 (Limit of Quantitation-LOQ Studies)

Bulunan ortalama standart sapmanin 10 kati alinarak Ol¢lim limiti tespit
edilmistir. Formiil 4.1’e gore hesaplanmuigtir.

LOQ= SDx10=0.49x10= 4.9 ppb 4.1

4.7. Bira Orneklerinin Analizi

30 farkli bira 6rnegi 5 tekerriirlii ve 2 paralelli olarak analiz edilmis ve analiz
sonucunda oOrneklerde STC tespit edilmemistir. Bira Orneklerinin analiz sonuglari
Cizelge 4.5°de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Bira 6rneklerinin analiz sonuglari

Ornek ad1
Tuborg Gold
Tuborg Special
Tuborg Fig1
Corono Cerveza
Hoagaarden

Leffe Brune Braun
Leffe Blonde Blond
Carlsberg

Skol

Veniis

Efes pilsen

Efes Alkolsiiz
Mariachi

Efes Dark
Mariachi Black
Bomonti

Efes Dark Brown
Efes Xtra

Mojo

Efes Pilsen Fig1
Satsu m:x

Miller

Marmara Gold
Efes Pilsen Yiiksek Alkolli
Fig1

Beck’s

Efes Light
Marmara Kirmizi
Gusta

Efes limonlu Fig1 Sise
Siiral Perge Bira

Bira tipi

Acik renkli bira
Acik renkli bira
Acik renkli bira
Acik renkli bira
Acik renkli bira
Siyah bira

Acik renkli bira
Acik renkli bira
Acik renkli bira
Acik renkli bira
Acik renkli bira
Acik renkli bira
Acik renkli bira
Acik renkli bira
Acik renkli bira
Acik renkli bira
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Agik renkli bira
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Analiz sonucu
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5. TARTISMA

Yapilan literatlir taramasi sonucu, ulasilabilen kaynaklar arasinda, birada
sterigmatosistin analizi {izerine yaymlanmis yalnizca iki ¢alismaya rastlanilmas,
Letonya’da gergeklestirilen ilk ¢alismada analiz edilen 26 bira 6rneginden 2 tanesinde
sterigmatosistin oldugu belirlenmistir (VerSilovskis vd 2008a). Diger c¢alisma
Zachariasova vd (2010) tarafindan birada sterigmatosistini de igeren 32 adet
mikotoksinin arastirilmasi {lizerine yiiksek ¢oziinilirli kiitle spektrometresi yontemini
(U-HPLC-orbitrapMS) kullanarak gergeklestirilmistir. Bu metotta sterigmatosistin igin
geri kazanim oranit %91-%118 arasinda degismektedir.

Versilovskis vd (2008) birada sterigmatosistin tespitine yonelik yaptiklari
calismada LOD degeri 0.26 pg/l, LOQ degeri 0.68 pg/l olarak elde edilmistir. Bu
calismadan elde edilen LOD ve LOQ degerlerinin daha yiiksek olmasi LOD degerinin
25 ppb de geri kazanim calismasi yapilarak hesaplanmasi, sozi edilen calismada ise
LOD degerinin 0Ornek korline standart eklenerek enjeksiyon tekrar1 ile
hesaplanmasindan kaynaklanmaktadir. Ayni yontemle geri kazanim yapilmadan
standart eklenmis 6rnek korii ile LOD ve LOQ hesaplanmis olsaydi bu ¢alismada da
daha diisiik degerler elde edilecekti.

Litaratiirde ince tabaka kromatografisi yontemiyle tahillarda (Scott ve ark, 1972,
Gimeno 1979, Stroka, 2004) STC tespitine yonelik yapilan ¢aligsmalarda en diisiik LOD
degerinin 2 pug/kg oldugu, yiiksek basingli sivi kromatografisi yontemiyle tahillarda ve
birada ( Stack vd 1976, Abramson ve Thorsteinson 1989, Hsieh vd 1973, Scudamore vd
1997) STC tespitine yonelik ¢aligmalarda ise en diisiik LOD degerinin 0.26 pg/l olarak
birada elde edildigi goriilmektedir. Bu c¢alismadan elde edilen LOD degerinin so6zii
edilen caligmalardan elde edilen degerler ile karsilastirildiginda ince tabaka
kromatografisinden elde edilen de§erden diisiik oldugu, yiiksek basingli sivi
kromatografisi ile yapilan ¢alismalardan elde edilen LOD degerinden ise yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bunun nedeni kullanilan cihazin ve kolonun farkli olmasindan, 6rnek
hazirlama asamasindan ve farkli metotla LOD degerinin hesaplanmasindan
kaynaklanmis olabilir.

Bu c¢alismadan elde eldilen LOD ve LOQ degerleri Cizelge 2.3 ile
karsilastirildiginda ¢ogu calismadan elde edilen degerlerden diisiik oldugu
goriilmektedir. Scudamore vd (1996) musir {riinii, ekmek ve peynirde HPLC-MS ile
STC’nin belirlenmesi lizerine yaptiklar1 ¢alismada; ekmek, yemlik misir ve peynir igin
LOD degerleri sirasiyla 1.9 pg/kg, 1.7 pg/kg ve 2.4 pg/kg olarak elde edilmistir. Bu
calismadan elde edilen LOD degerinin Scudamore vd (1996) tarafindan bulunan
degerlerden diistik oldugu goriilmektedir.

Versilovskis vd (2008) tarafindan sterigmatosistin i¢in 5 pg/kg seviyesinin
altinda yeterli LOQ degerinin LC-MS ve GC-MS metoduna dayandigi bildirilmektedir.
Bu calismada UHPLC ile LOQ degeri 4.9 ng/kg olarak elde edilmistir.

Ulkemizde gidalardaki sterigmatosistin seviyesiyle ilgili yasal diizenlemeler

bulunmamakla birlikte Cek Cumbhuriyeti ve Slovakya’daki diizenlemelerde toksin i¢in
izin verilen smir, piring, sebze, un, kiimes hayvanlari, et ve siit i¢in 5 pg/kg, diger
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gidalar i¢in ise 20 pg/kg olarak belirlenmistir (Stroka vd 2004). Bu ¢alismada LOQ
degeri 4.9 pg/l olarak elde edilmis olup STC tespiti amaciyla kullanilabilir. Bu ¢alisma
ile sterigmatosistin tayinine yonelik bilimsel literatiire katki saglanmis olacaktir.
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6. SONUC

Bu calismada piyasadan toplanan 30 farkli bira 6rnegi sterigmatosistin kalintist
acisindan arastiritlmis  olup, Orneklerin higcbirinde sterigmatosistin  kalintisina
rastlanilmamustir. Ulkemizde en ¢ok tiiketilen alkollii iceceklerden biri olan birada STC
kalintisina rastlanilmamasi halk sagligi acisindan sevindiricidir. Birada STC varligi
tiretiminde kullanilan arpa, malt, piring ve bugdaya bagli olmakta ve ¢evresel faktorler
havadaki nem ve depolama sicaklig1 gibi faktérler STC olusumunu etkilemektedir. STC
ile kontamine olmus yiyeceklerin tiiketilmesi insan sagligi agisindan tehlike
olusturdugundan olusumunun 6nlenmesi gerekmektedir. Sterigmatosistinin toksik etkisi
dikkate alindiginda 6niimiizdeki yillarda da kontroliiniin yapilmas1 6nem arzetmektedir.
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