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Bu calismada Aydin ilinde tretilen incirlerde farkli yontemler kullanilarak, aflatoksin
analizi yapilmis ve yontemlerin birbirlerine gére zaman, duyarlilik, maliyet, hata olasilig1,
analiz asamasinin zorlugu-kolaylig1 ve yontemin incir numunelerine uygulanabilirligi gibi

kistaslar ele alinarak karsilastirilmalar1 yapilmgtir.

Homojenize hale getirilen 38 adet incir pastasi, HPLC (Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi) , TLC (Ince Tabaka Kromatografisi) ve Florimetrik Yontem gibi ii¢ farkli
yontem kullanilarak analiz edilmis ve yontemler birbirleriyle kiyaslanmistir. Bu yontemler
birbirleriyle kiyaslanirken, deney asamasi gergeklestirilemeyen diger aflatoksin analiz

yontemlerinden bazilar1 da (ELISA, RIA, UV lamba kullanimi) teorik olarak ele alinmistir.
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Y ontem

ABSTRACT

In this study, aflatoxin analysis were made by various methods on figs produced in
Aydin Region. These methods were compared according to their experimental time,

sensitivity, cost, error rate, difficulties of analysis level and their applicability on fig samples.

Homogenized 38 fig pastes were analysed by three different methods as HPLC (High
Pressure Liquid Chromatography), TLC (Thin Layer Chromatography) and Fluorimetric
Analysis. These methods were compared to each other. Also, some of the methods used to

analyse aflatoxin such as ELISA, RIA and UV light usage were approached theoretically.
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1. GIRIS

Giiniimiizde gida maddelerinde adin1 en fazla duydugumuz ve sagligimizi tehdit eden
etmenlerden biri olan aflatoksinler, , “aspergillus flavus link ex fries” ve “aspergillus
parasiticus speare” mantar tiiriine ait bazi irklarin olusturdugu mikotoksinlerdir. Mikotoksin,
fungus (mantar) anlamindaki Yunanca “mykes” sozciigii ile Latince’de zehirin karsitt olan
“toxicum” sozciiklerinden olusan ve bugiin belirli mantarlarin bazi irklarinca olusturulan,
insan ve hayvanlarca tiiketildiginde o6liimlere neden olan bir grup zehirli bilesigi tanimlayan

bir terimdir. Sekil 1°de A.flavus mantar tiirlinlin fotografi verilmistir.

Sekil 1. Aspergillus flavus

Aflatoksinler ilk olarak Ingiltere’de 1960 yilinda meydana gelen salgin sonucunda fark
edilmistir. Bu olayda yemlerinde yer fistig1 kiispesi bulunan yiiz binden fazla hindi palazi
birkag ay i¢cinde 6lmiis ve sebebi bilinmedigi i¢in bu hastaliga “x hastalig1”

(turkey X disease) denilmistir (Goldblatt and Amer, 1971).

O yillarda bu olaydan aflatoksin denilen toksik metabolitler (Afla B,,B,,G, ve G)

sorumlu tutulmusg, ancak son yillarda 1960’taki bu zehirlenmelerin baslica nedeninin
Aspergillus flavus "un trettigi siklopiazonik asit (CPA) oldugu anlagilmistir
(Stroka and Anklam, 2000).

Yine bu tarihlerde Ingiltere’de on dort bin drdek ve bes bin siiliin yavrusu ve Dogu
Afrika’nin baz giftliklerinde 6rdek yavrular1 ayni hastalik belirtileri ile 6lmiistiir. Bu olaylar
lizerine arastirmalar yogunlastirilmis ve nedeni bilinmeyen bu hastaligin hayvanlarin
yemlerinde bulunan ve 4.flavus kif tiirii tarafindan olusturulan bir mikotoksinden ileri geldigi
anlagilmistir ve bu kiifiin ismine ithafen, bulunan mikotoksine, “aflatoksin” adi verilmistir.

Daha sonralar1 4.parasiticus’unda aflatoksin iirettigi tespit edilmistir.



A.flavus’un birgok 1rki aflatoksin meydana getirmedigi halde yaygin olarak bulunmasi
ve karbonhidrat¢a zengin substratlar tizerinde ¢ok genis sicaklik sinirlart i¢inde gelisebilmesi,
dogada aflatoksin olusumunu tesvik edici O0gelerdir. Arpa, fasulye, misir, pamuk tohumu,
piring, bugday, yer fistig1, ceviz, kakao, antep fistigi, findik, incir, baharatlar, zeytin, ay¢icegi

gibi bir¢ok iiriinde dogal olarak belirlenmistir.

Dogada aflatoksin olusumunu tesvik eden ana faktorler, yiiksek sicaklik ve yiiksek
nem kosullaridir. O nedenle mikotoksinler yeryiiziindeki tiim {ilkelerin sorunu olarak
belirtilirken aflatoksinler, tropik ve subtropik kusakta sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir. Tarla
kosullarinda zararhilarin yapmis oldugu hasarlar, ¢ig diismesi gibi faktorler aflatoksin

olusumunu sinirlayici etki yapabilmektedir.

Laboratuar kosullarinda aflatoksin olusumu, havalanma, atmosfer bilesimi, sicaklik,
irlinlin su miktar1 ve hava neminden etkilenmektedir. Magnezyum, molibden, demir ve ¢inko
aflatoksin olusumu i¢in gerekli mineral maddeleri olarak dikkati ¢ekmektedir. Ortamdan

magnezyum veya ¢inkonun uzaklagtirilmasi ile aflatoksin olusumu durmaktadir (Celik, 2001).

Aflatoksinler ultraviyole 1s1k altinda 1s1ma yaptiklari renge gore isimlendirilmekte ve
mavi 1s1ma yapanlar B, yesilimsi mavi 1s1ma yapanlar da G ile gosterilmektedir. Daha ¢ok

sayida aflatoksin olmasina ragmen en onemlileri B, By, Gy, G2, Ban, Gon, M1, M2, GM;, GM3,
M,,, GM,,, Py, aflatoksikol ve dihidroaflatoksikol’dur.

Bunlar i¢inde ilk dordii ( B,,B,,G, ve G, ) digerlerine gore ¢ok daha yaygin bulunur.
B> (C17H1406), B1 (C17H1206) in; G (C12H1407) ise G; (Ci2H1707) in dihidro tiirevidir. M
grubu aflatoksinler ise ilk olarak siitte belirlenmis olmalari nedeni ile M ile
isimlendirilmislerdir. Ancak siitten baska, viicutta safra salgisinda, idrarda da saptanmustir.
Aflatoksin M’lerin ortak 6zelligi, hidroksil grubunun son furan halkasinda C-2 pozisyonunda
olmaylp C-4 pozisyonunda olmasidir. Goriildiigii gibi, aflatoksinlerin temel yapilari
benzemekle birlikte bilesimlerindeki kiiciik farkliliklar toksisiteleri iizerinde etkili

olabilmektedir. Sekil 2’de bazi aflatoksin bilesiklerinin yapis1 gosterilmistir.
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Sekil 2. Baz1 aflatoksin bilesikleri

Ulkemiz agisindan aflatoksin sorunu, 1960’11 yillarda giindeme gelmistir. Aflatoksin
sorunu 1967 yilinda Kanada’ya gonderilen 10 ton i¢ findigin, 1971 yilinda da ABD’ye ihrag
edilen 45 parti antepfistiginin 31 partisinin, aflatoksin icerdigi gerekgesiyle geri ¢evrilmesi

sonucu ortaya ¢ikmistir (Akpinar, 2003).

Yapilan caligmalar sonucunda birgok iilkede oldugu gibi Tiirkiye’de de gidalardaki
aflatoksin miktarlarini belli bir diizeye ¢ekebilmek icin sinir degerler kabul edilmistir. Tarim
ve Koy Isleri Bakanlhigi, 16.11.1997 tarihinde, Tiirk Gida Kodeksi Y&netmeligi’nde, bazi

gidalar i¢in sinir degerleri tespit etmistir.

Tarim ve Koyisleri Bakanlhigi'nca 560 sayili Gidalarin Uretimi Tiiketimi ve
Denetlenmesine Dair Kanun Hiikmiinde Kararname geregince hazirlanan, 16 Temmuz 1997
tarith ve 23172 sayili Resmi Gazetede yayimlanan, gida maddelerinin asgari hijyen ve kalite
kriterleri, katki maddeleri, bulasanlar, pestisit kalintilari, gida aroma maddeleri, numune
alma, ambalajlama, etiketleme, nakliye, depolama esaslar1 ve analiz metotlarini ihtiva eden
Tirk Gida Kodeksi Yonetmeligi’ne istinaden hazirlanan, Tiirk Gida Kodeksi Gida
Maddelerinde Belirli Bulasanlarin Maksimum Seviyelerinin Belirlenmesi Hakkinda
Teblig® e gore, gidalarda bulunabilecek mikrobiyal toksinler ve kabul edilebilir degerleri

cizelge 1°de verilmistir.



Cizelge 1. Gida Maddelerindeki Maksimum Mikotoksin Seviyeleri (TGK 2002/63)

Gida Maddesi

Maksimum Seviye (ppb=pg/kg)

Aflatoksin

Okratoksin
A

Patulin

B,

B{+B,+G+G, M,

Findik, yer fistig1 ve diger
yagli kuru meyveler, yagh
tohumlar, incir, iziim ve
kurutulmus meyveler ve
bunlardan iiretilen iglenmig

gidalar

10

Tahillar ve tahil Urtinleri

Stit

0.05

Siit tozu

0.5

Peynir

0.25

Bebek mamalari ve devam

formiilleri (siit bazl)

0.05

Bebek mamalar1 ve bebek

gidalari

Baharat

10

Diger gida maddeleri *

10

Islenmemis tahil taneleri

(celtik ve karabugday dahil)

Tahillardan elde edilen biitiin
iirlinler (tahil bazli islenmis
iirlinler ve dogrudan insan
tilketimine sunulan tahil

taneleri)

Kuru iizim

10

Elma suyu ve elma suyu

iceren igecekler ve sirkeler **

50

* Bulunmast muhtemel riskli gidalar

** Konsantre iiriinlerde tarifine uygun hazirlama sonucundaki iiriinde bakilir.




Tiirkiye’de 2002 yilinda yayinlanan TGK’da, gidalardaki aflatoksin miktarlar igin

uygulanan bu limit degerler, son yillarda miimkiin oldugu kadar, Avrupa Birligi iilkelerinde

uygulanan limitlere uygun hale getirilmeye calisilmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2. AB Ulkelerinde Aflatoksinlere Ait Yiiriirliikteki Limitler (Akpmar, 2003 )

Aflatoksin | Tipi Gida Maddesi Kabul
Edilebilir En
Yiiksek Deger
(ppb= ng/kg)
B; M | Baharat 5
B, M | Tahil ve tahil {irtinleri (dogrudan insan tiiketimine 2
sunulan veya bir gida maddesinin {liretiminde bilesen
olarak kullanilan)
B1+B,+G;+G, | M | Tahil ve tahil iirtinleri (dogrudan insan tiiketimine 4
sunulan veya bir gida maddesinin liretiminde bilesen
olarak kullanilan)
B, M | Tiim gida maddeleri (diger)* 5
B+B,+G;+G,| M | Tiim gida maddeleri (diger)* 10
B, M | Bebek mamalar1 ve bebek gidalari 1
B;+B,+G;+G;| M |Bebek mamalari ve bebek gidalari 2
B, M | Dogrudan tiiketime sunulmadan veya gida bileseni 5
olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya benzeri
fiziksel islemler gorecek olan yagli kuru meyveler,
yagli tohumlar ve kurutulmus meyveler
B1+B,+G;+G,| M | Dogrudan tiiketime sunulmadan veya gida bileseni 10
olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya benzeri
fiziksel islemler gorecek olan yagli kuru meyveler,
yagli tohumlar ve kurutulmus meyveler
B, M | Dogrudan tiiketime sunulacak veya bir gida 2
maddesinin tiretiminde bilesen olarak kullanilacak
yagli kuru meyveler, yagl tohumlar, kurutulmus
meyveler ve bunlardan iiretilen islenmis gidalar
B1+B,+G;+G,| M | Dogrudan tiiketime sunulacak veya bir gida 4
maddesinin iiretiminde bilesen olarak kullanilacak
yagli kuru meyveler, yagl tohumlar, kurutulmus
meyveler ve bunlardan iiretilen iglenmis gidalar
M; M | Peynir 0.25
M; M | Siit, Bebek mamalar1 ve devam formiilleri 0.05
M; M | Siit tozu 0.5

* : Bulunmas1 muhtemel gidalar

Tirkiye disindaki tlkelerde gidalarda bulunan aflatoksine karsi kabul edilebilir

degerler cizelge 3’de siralanmustir.




Cizelge 3. Baz1 Ulkelerin Aflatoksin Tolerans Smirlar (Celik, 2001)

TOLERANS SINIRI

(ng/kg)
ULKELER ARANILAN GIDA B, B1+B,+G1+G;
Avustralya | tiim yiyecekler 5
fistik, fistikl1 Griinler 15
Avusturya | tiim yemler 1 5
Belgika tiim yiyecekler 5
Kanada findik, findikl1 Girtinler 5
Danimarka | yerfistig,fistikli tiriinler, findik 10
Almanya fistik, fistikli dirtinler, findik,
kayisi,seftali ¢ekirdegi, 2,5 4
haghas,susam
Finlandiya | badem, findik, findikli iiriinler | 5 ng/g
Fransa tiim yiyecekler, 10
bebek besinleri 5
Irlanda yiyecek 5 30
Italya fistik 50 ng/g
Japonya tiim yiyecekler 50 ng/g
Hollanda fistik, fistikl1 Girtinler 5
Norveg fistik, Brezilya findig: 5
Portekiz fistik 0 30
Isveg tiim yiyecekler, fistik, findik 5
Isvigre Badem, bademli yiyecekler,
Fistik, fistikli iirtinler, findik, 1 5
findikl1 tirtinler,kayisi,seftali
cekirdegi ,haghas ,susam
ABD Tiim yiyecekler, yemler 20
Yugoslavya | Bugday,misir,piring,arpa,diger 1(G1+Gy)
tahillar
Baklagiller, bezelye, findik, 5(G1+Gy)
ceviz, kahve, cay




Cizelge 3’de goriildiigii gibi tiim iilkelerin sinir degerlerinde farkliliklar
bulunmaktadir. Bu {ilkelerin bir kism1 siir degerleri tiim gidalar i¢in verirken, bir kism1 da
gidalar1 gruplandirarak siir degerleri belirlemistir. Sinir degerleri en diisiik tilkelerin baginda

Almanya, Avusturya, Isvigre gelmektedir.
2. INCIR

Incir meyvesi, Anadolu’da insanlik tarihi kadar eski devrelere dayanan kiiltiir
meyveleri icinde, en eski gelisme tarihine sahip meyvelerden biridir. Incirin anavatam
Tiirkiye olup, buradan Suriye, Filistin ve daha sonra da Ortadogu iizerinden Cin ve
Hindistan'a yayilmistir. Incirin 6zel déllenme ve kendine 6zgii kurutma sartlar1 isteyen bir

meyve olmasi yetistigi bolgeleri sinirh kilmaktadir.

Incir, her ne kadar subtropik bir meyve olsa da genis ekolojik uyum kabiliyeti
nedeniyle yurdumuzun tiim sahil kusaginda ticari olarak yetistirilmekte olup, kuru ve taze
incir Uretim amaci ile Biliyik ve Kii¢ilk Menderes havzalarinda belirgin bir yogunlagma

goriilmektedir.

Insan saghg acisindan, yiiksek kalori degeri, icerdigi mineral maddeler ve besin
maddeleri ile 6zel bir yere sahip olan kuru incirin, 100 graminda 217 (kcal)’lik enerji, 138 mg
kalsiyum, 163 mg fosfor, 4,2 mg demir, 91,5 mg magnezyum, 0,073 mg B; ve 0,072 mg B,

vitamini bulunmaktadir (Cizelge 4).

Cizelge 4. Kuru Incirin Besin Degeri Igerikleri (www.tzob.org.tr)

Enerji (kcal) 217
P rotein (gr) 4
Seker (gr) 55.3
Yag (gr) 1.2
Diyet Lifi (gr) 6.7
Kalsiyum (mg) 138
Fosfor (mg) 163
Demir (mg) 42
Magnezyum (mg) 91.5
Vitamin B1 (mg) 0.073
Vitamin B2 (mg) 0.072




FAO (Food and Agriculture Organization) verilerine goére, 2002 yili itibartyla,

diinyada 419 bin hektar alanda incir iiretimi yapilmakta olup, elde edilen incir miktar1 ise 1,1

milyon tondur.

almaktadir.
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Diger Ulkeler; Turkiye; 23,6

32,9

@ Tarkiye

m Misir

O Yunanistan
O ran

Misir; 17,4 m Fas

Ispanya; 5,8 m ispanya

Fas; 6,3
iran; 6,6

Yunanistan; 7,4 m Diger Ulkeler

]
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Sekil 4. Ulkelere Gore Diinya Kuru Incir Uretimi (TZOB)



Cizelge 5. Diinya Kuru incir Uretimi(Ton) (TKB, 2000)

Ulkeler 1998 1999 2000
Tiirkiye 50.981 52.684 49.001
Yunanistan 12.250 12.400 12.500
ABD 12.400 12.650 12.500
Italya 7.200 6.475 7.000
Portekiz 4.200 4.200 4.000
Ispanya 3.600 3.500 3.700
Diger 1.300 1.450 1.500
Diinya 91.931 93.539 90.201

Sekil 3, Sekil 4 ve Cizelge 6’dan anlasilacagi gibi, incir lilkemiz ekonomisi agisindan
onemli bir gelir kaynagidir. Incirin son yillardaki en énemli sorunu aflatoksin olusumudur.
Ihracatta aflatoksin diizeyinin yiiksek olmasi, Tiirkiye icin biiyiikk maddi zarar, insan saglig

acisindan da biiyiik bir tehlikedir.

2.1. Aflatoksin Olusumu:

Mantarlar, enerji ihtiyaglar1 ve makro-molekiillerini ( protein, DNA gibi )

sentezlemek i¢in ¢esitli besin elementlerine gereksinim duyarlar:

» Karbonhidratlar1 sentezleyemedikleri i¢in ortamda karbonhidrat bulunmalidir.
Ancak, proteince zengin ortamlarda, karbon kaynagi olarak amino asitleri de
kullanabilirler.

» Organik azot bilesikleri, biitiin mantarlar tarafindan kullanilir, inorganik
bilesikleri ise az sayida mantar kullanabilir.

* Ortamda belirli vitaminler bulunmalidir. Bir kismi ise tiirlere bagli olarak

sentezlenebilir.

Hemen biitiin gidalar bu besin elementlerini igermektedir. Bu nedenle de mantar

gelisimine uygundur.

Burada yaygin bir yanlisin diizeltilmesi i¢in dnemli bir bilginin verilmesi yerinde
olacaktir. Gida maddesine, toksin iireten mantarin bulagsmasi toksin olusumu igin yeterli

degildir. Yani gida maddesinde mantara rastlandiginda mutlaka toksin vardir demek yanlistir.
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Mantarin varliginin yaninda, mantarin gelismesi ve mikotoksin iiretebilmesi i¢in uygun

kosullarinda bulunmasi gerekir. Bu kosullar: O,, sicaklik ve su aktivitesidir.

O, (Oksijen) : Toksin iireten mantarlarin hepsi aerobiktir. Bu nedenle yeterince
oksijen bulunmayan ortamlarda kiif gelisemez ve toksin olusamaz. Yapilan ¢alismalarda
ortamda CO, orant % 15’e cikartildiginda kiif gelismesi artmakta ancak bunun iizerinde

Onlenmektedir.

Sicaklik : Mantarlarin sicaklik araligi ¢ok degiskendir. Bazi tiirler 0°C sicaklikta
gelisebilirken, bazilar1 icin minimum sicaklik 10°C olmalidir. Aspergillus flavus’un optimum

gelisme sicakligi 25°-35°C, min. 12°C ve max. 43°C dir.

Su Aktivitesi : Mikotoksin olusumunu 6nlemek yoniinden ele alindiginda belki de en
onemli etmendir. Su aktivitesi, mikroorganizmalarin yararlanabilecegi suyun ifadesidir.
Gidanin nemi, bu agidan ¢ok 6nemli degildir. Cilinkli % 90 larin iizerinde nem igeren regel,
tursu gibi gidalarda kiiflerin gelisememesi ancak bu gidalardaki su aktivitesinin diisiikligii ile

aciklanabilir.

Mantarlar, bakterilere gore daha diisiik nem ve su aktivitesinde gelisebildiklerinden

kurutularak muhafaza edilen gidalarda bozulma daha ¢ok mantarlar tarafindan olusur.

2.2. incirde Aflatoksinin Ilk Ortaya Cikisi :

Bu sorun ilk kez 1972 yilinda Danimarka’ya ihra¢ edilen Tiirk kuru incirlerinde
yiiksek miktarda (938 ppb) aflatoksin saptanmasi ile baslamis, ancak ilgili iilke tarafindan s6z
konusu incirlerin, Noel nedeniyle tiiketilmis olmalarindan dolay1 iade edilmedikleri ve
Tirkiye’den ihra¢ edilecek incirlerde aflatoksin kontrolii yapilmasi gerektigi belirtilmistir

(Stroka, 2000).

1973-74 yillarinda ABD’ye gonderilen kuru incirlerde, Gida ve ilag orgiitii (FDA)
tarafindan yapilan taramada 38 partinin 3 partisinde aflatoksin saptanmis ve bu partiler geri
gonderilmistir. 1986 yilinda ise Isvicre’ye gonderilen 1985 yili kuru incirlerde, sézkonusu
iilke tarafindan tolerans sinirlarinin {izerinde aflatoksin belirlendiginin bildirilmesi ile konu
yeniden giincellik kazanmustir (Giil, 1992). Incirlerde aflatoksin sorununun varligmn 1973-74
yillarinda ¢ikmasi ile birlikte aflatoksin olusumunun hangi asamalarda yogunlastig1 konusu

tizerinde calismalar baslamistir.
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2.3. Aflatoksinlerin Kimyasal Yapis :

Aflatoksinlerin kimyasal yapilariin aydinlatilmasi amaciyla yapilan c¢alismalarda, bu
maddelerin  bifuran halkasina sahip heterosiklik bilesikler oldugu belirlenmistir.
Aflatoksinlerin  biyosentez basamaklar1 su sekildedir: norsolorinik  asit-averufin-

versikonalasetat-versikolorinA-sterigmatosistin-Afla B;-Afla B..



-12-

Acetate
¥ LI
Noranthrone
Y m
WG e
v v
-
v v
S avw
Y v
L) .. ) ..
S X o o
Yy vi
LEER
0 oy
Y vio
BeD
- ¥ - ) &%m
|
- @..@ o Orl~ OH VAL
¥ x
x] L) L) L)
ap L A
JgSwme SIS w
' o VER A VER B
p 41}
£, e
» clf' DMST g J OH  DMDHST
o xm ¥V
Xm
»: @ OH . o
$ o
.!% CCOH. & Y0 OCH, pyisT
xrv ¥
e o
v > G omst o - ocu.mm
0 L) Cx:r-b
xv ¥ xv ¥
’ AFB) : AFE2

Sekil 5. Afla B ve B, ye ait Biyosentez Semasi (Celik, 2001)
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Aflatoksinler kimyasal yapilarina goére iki ana grupta toplanirlar. Birinci gruptaki
bilesikler difurankumarinsiklopentanon yapisinda olup, bu grup i¢inde B;, Ba, Bz, My, My,
M,, ve Aflatoksikol bulunmaktadir.

Ikinci gruptaki bilesikler difuranokumarinlakton yapisinda olup bu grup icinde ise Gy,
G2, G2a, GM |, GM,, GM,,, B3 komponentlerini icermektedir. Bu bilesikler i¢inde By, B, Gy,
G, ye gidalarda daha sik rastlanmaktadir. M; ve M; bilesikleri ise B; ve B, nin siitteki
hidroksil formlar1 olarak belirlenmistir. Sekil 6 da bazi aflatoksin bilesiklerinin kimyasal

yapisi gosterilmistir.

Sekil 6. Baz1 aflatoksin bilesiklerinin kimyasal yapilart
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Aflatoksinler 1s1ya kars1 dayanikl bilesiklerdir. Bu ylizden pastdrizasyon veya pisirme

gibi yontemlerle yapilar1 bozulmaz. Erime noktalar1 ve molekiil agirliklar1 UV absorbsiyonlari

gibi bilgiler cizelge 7°de verilmistir.

Cizelge 6. Aflatoksinlerin yapisal 6zellikleri (EMAN)

UV Absorbsiyonu
(metanol)
Aflatoksin | Molekiil Formiilii | Molekiil Agirlig1 (g/mol) | Erime Noktas1 | 265 nm | 360-362
nm

B, C17H1206 312 268-269 12.400 | 21.800

B C17H1406 314 286-289 | 12,100 | 24,000

G Ci7H1204 328 244 -246 9,600 17,700

Gy Ci7H1407 330 237-240 8,200 17,100

M; Ci7H1207 328 299 14,150 | 21,250

M, Ci7H140 330 293 12,100 | 22,900

B grubu aflatoksinler ile G grubu aflatoksinler, floresans dedektérde hemen hemen

ayn1 dalga boylarinda pik verirler. Iki grubun da uyarildiklar1 dalga boyu (ex. wavelenght)

365 nm dir. Ancak yayinim yaptiklar1 dalga boyu (em. wavelenght) farklidir. Afla B, ve By,

yaklasik 445 nm de 151 yaymimi yaparken, Afla G; ve G; yaklasik 455 nm de yayinim

yapmaktadir.
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Sekil 7, metanolde ¢oziilen referans standartlar kullanilarak Afla B, ve G; i¢in tespit

edilen uyarilma ve yayinim dalga boylarin1 gostermektedir.

Sekil 7. Afla B, ve G, i¢in floresans 6zellik gosterdikleri dalga boylar1 (Schuster et al, 2000)
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2.4. Aflatoksin Analiz Metotlan

Aflatoksinin incirde ilk tespit edildigi 1960’11 yillardan bu yana ¢esitli tayin metotlari
lizerinde calisilmis ve gelistirilmistir. Bu metotlardan bazilari: Ince Tabaka Kromatografisi
(TLC) , Yiksek Basingli  Sivi  Kromatografisi (HPLC), Florimetri, ELISA
(EnzymeLinkedImmunoSorbentAssay) ve RIA (RadiolmmunoAssay)’ dir.

Bu yontemlerden aflatoksin tayini i¢i en ¢ok kullanilanlart TLC ve HPLC’ dir. TLC
HPLC ye gore daha ucuz ve daha basittir. Ancak ¢ok kiiciik miktarlarda giivenilir olmamasi
(2ng/g’1n altinda), kullanilan kimyasallarin ekolojik dengeye zararli olmas1 ve HPLC’ ye gore

analizin uzun zamanda yapilmasi dezavantajlaridir (Stroka, 2000).

HPLC ise, ekipman agisindan ¢ok pahali bir metot olmasina ragmen, analizi kisa
stirede gerceklestirmesi, hata paymin TLC ye gore daha diisiik olmasi ve dedeksiyon limitinin

TLC ye gore daha hassas olmasi agisindan tercih edilen bir yontemdir.

ELISA ve RIA, imunokimyasal yontemlerdir. ELISA, antikor molekiillerini baglamak
icin test ¢oOzeltisindeki isaretlenmemis aflatoksin ile, tayin i¢in kullanilan isaretlenmis
aflatoksinler arasindaki yarisa dayanir. ELISA yontemi, diger yontemlere gore daha basit,

hizli ve kolaydir.

RIA da, ayn1 ELISA gibi uygulanir. Ancak isaretleme isleminde radyoaktif bir izotop

125

kullanilir. Genellikle kullanilan izotop “"I’dir. RIA ydnteminin en biiyiik problemi, islem

sonunda aciga ¢ikan atiklarin radyoaktif 6zellikte olmasidir. Bu yiizden pek tercih edilmez.

Bu metotlar1 tek tek incelemeden Once, analizi yapilacak numunelerle ilgili, analiz

Oncesi yapilmasi gereken bazi islemleri incelemek gerekmektedir.

2.4.1 Analiz oncesi

Numunelerin tasinmasi ve muhafazasi : Numunede meydana gelebilecek kiif ve
tesekkiil edecek toksin, numunenin partiyi temsil etme niteligini ortadan kaldiracagindan,
numunenin analize kadar gegen bekleme siiresi miimkiin oldugu kadar kisa olmalidir. Uriin

kuru olmadig siirece plastik torbaya konulmamali, kagit veya bez torba tercih edilmelidir.
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Yas numuneler ya hemen kurutulmali veya 5°C de saklanmalidir. Yeterli bir kurutma, etiivde

90°C de 3 saat tutmakla yapilabilir.

Numunelerin deneye hazirlanmasi : Numunenin tamami géz ag¢ikligi 0,85 mm olan

stizgecten gececek sekilde dgiitiiliir ve uygun karistiricilar ile homojen hale getirilir.

Kaplar : Aflatoksinle temas eden biitiin kaplar sirasi ile, seyreltik asit, su ve asetonla

yikanmali ve kurutulmalidir. Bu islem soyle yapilir:

Toksin ile bulasmis cam malzemeler % 5°lik hipoklorit ¢ozeltisi iginde 30 dk
bekletilir, daha sonra % 5’lik metanol ¢ozeltisinde 30 dk bekletilir. Hipoklorit kalintist
kalmayacak sekilde bol su ile durulanir (Usta, 2003).

Ayrica, stok veya uygulama standartlar1 aliiminyum kagida sarili olarak 0°C de
muhafaza edilmelidir. Bu standartlar kullanildigi zaman oda sicakligina gelene kadar
beklenmelidir. Boylece yogunlasma yoluyla standardin i¢ine rutubet girmesi 6nlenmelidir. Bu

sartlarda standart ¢ozeltiler en az bir yi1l dayanir.

2.4.2 BGYF (Bright Greenish-Yellow Florescence) metodu

BGYF metodu, uzun-dalga ultraviyole 1sik altinda (365 nm) kojik asitin varligi
gozlenerek yapilan bir testtir. Ciinkii kojik asit (C¢H¢O4), A4.flavus ya da A.parasiticus

tarafindan uretilir.

H

CHOH

Sekil 8. Kojik asit (2-hidroksimetil 5 hidroksi-4-piron)

Bu metodu ilk Steiner ve ark. 1988 yilinda uygulamislardir. Incirde karsilasilan
aflatoksin problemine ¢oziim aramak amaciyla yapilan bir g¢alismada, kuru incirlerde
aflatoksin kirliligi ile BGY (Mavi, Yesilimsi, Sar1) floresans gosterme Ozelligi arasindaki

iligki incelenmistir.
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BGYF metodunda 6nce numune UV 365 nm uzun dalga boylu 151k altinda incelenir ve
yesilimsi sar1 renk verenler belirlenir. Daha sonra numune, agirliginin 0.6 misli su ile havanda
ezilir ve ekstraksiyon i¢in metanol, asetonitril gibi uygun ¢ézgenlerle Waring blendir da 3 dk
kanstirihir. Olgiim asamasinda da, UV spektrofotometresi ya da spektroflorimetre cihazlari

kullanilir.

Bu sekilde yapilan ilk ¢alismada, BGY floresansi ile aflatoksin varligi arasinda
kalitatif bir iligki bulundugunu, ancak floresans siddeti ile aflatoksin miktar1 arasinda bir iligki
olmadigini belirlemislerdir. Calismada ayrica BGY floresanst gosteren incirlerin yigindan
uzaklastirilmasi ile 56 kg’lik numunedeki aflatoksin B; diizeyinin 22.6 ppb’den 6.3 ppb’ye
diisiiriildiigli de bildirilmistir. S6z konusu arastiricilar ayrica, BGY floresanshi incirlerin UV
lamba altinda ayiklanmasi ile yiginin tamamiyle temiz kabul edilebilme olasiliginin

bulunabilecegini de belirtmislerdir (Celik, 2001).

UV lambanin fonksiyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢alismada, UV altinda
sari-yesil floresans veren 92 adet kuru incir O6rneginden 54 tanesinde aflatoksin varligi
saptanamamis, floresans vermeyen 74 adet incirden 1 tanesinde aflatoksin gézlenmistir. Buna
gore UV lambanin isletmelerde fonksiyonel olarak kullanilmasinin yararli olacagi

belirtilmistir (Konca ve Giilseri, 1990).

Izmir 11 Kontrol Laboratuvari’nin yaptig1 baska bir ¢alismada, UV 151k altinda sari-
yesil floresans veren numunelerin % 58.7’sinde aflatoksin saptanamamustir. Isima vermeyen
numunelerden % 1.56’sinda ise aflatoksin belirlenmistir. Bu bulgulara goére UV lamba
kullanim1 aflatoksinli incirleri ayirmada fonksiyoneldir ve isletme girislerinde kullaniimasi

zorunlu olmahdir (ILKL-ML, 2002).

Sekil 9. UV Lamba (254-362 nm)
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2.4.3 Florimetrik metot

Floresans metodunda, maddenin ¢ozeltisine 1s1n enerjisi gonderilerek madde uyarilir.
Uyarilan maddenin aldig1 enerjiyi geri vererek ilk haline donmesi esnasindaki davranislari
incelenir. Madde iizerine gonderilen 1sinlar, ultraviyole, goriiniir alan nadiren de infrared
olabilir. Bu 1smlar madde tarafindan Once ¢ok kisa bir siire absorblanir ve ondan sonra

floresans 151nlar1 olarak etrafa yayilir.

M + hv > M*
M*9M+hV1

Floresans yayan maddelerin 1sin yayma omrii genel olarak 10°-10° saniyedir.
Floresans 1smlar1 sadece madde iizerine 1sin gonderildigi silirece goriiliir. Isin géonderme
durdugu anda durur. Genellikle madde {izerine UV 1sinlar1 gonderilir, bu nedenle floresans
1sinlarin dalga boylar1 380-720 nm arasinda degisir. Clinkii daha kiigiik dalga boylu 1s1nlar

molekiilde bozunma ve hatta pargalanmalara neden olurlar.

Floresans metodu ¢ok hassastir. Milyarda bir gibi ¢ok diisiik konsantrasyonlara

uygulanabilir (Giindiiz, 2002).

Floresans 6l¢me cihazlarinin kisimlart UV ve goriiniir bolge cihazlarininkilere benzer.
Bu tip cihazlarda gii¢ kaynagindaki dalgalanmalari Onlemek i¢in ¢ift 151 yollu

spektroflorimetreler kullanilir.
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A. Ism kaynagi B. Uyarma filtresi-Monokromator C. Numune Kab1
D. Yayilan 1s1n filtresi- Monokromator E. Numune fotoyiikselticisi

F. Fark Yiikselticisi G. Kaydedici H. Referans Yiikselticisi

K. Isin Siddeti Ayarlayicisi

Sekil 10. Bir spektroflorimetrenin basglica kisimlari (Giindiiz, 2002)

Spektroflorimetrelerde 151 kaynagimin giiclii olmasi gerekir. Bu amagla yiiksek
basingli ksenon ark lambalart kullanilir. Bu lambalar yaklagik 300nm den 1300nm ye kadar
sirekli ve siddetli bir 1simn bandi verir. Bu 1sin bandinit floresans 1simn elde etmede
kullanabilmek i¢in banttaki 1sinlar1 dalga boylarina ayirmak gerekir. Boyle bir ayirma ancak
greyting monokromatorleriyle yapilir. Bu nedenle bu cihazlar spektrofotometrelere gére daha

kullanigh fakat daha pahalidir.

Spektroflorimetrelerde floresans sinyalleri zayif oldugundan giiclendirmek igin
fotokatlandiric1 tiipler veya dedektorler kullanilir. Floresans 6lgiilmesinde camdan veya

silikadan yapilmis numune kaplar1 kullanilir.

Spektroflorimetre cihazi kullanilarak yapilan ¢ok ¢esitli analiz yOntemleri
bulunmaktadir. USDA-FGIiS’e (ABD Tarim Bakanligi-Tahil Inceleme Servisi) ait metoda
gore, misir ve gliiten ununda aflatoksin tayini, 4 asamada gergeklesir (VICAM, 1999).
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= Ekstraksiyon

* Siizme

= Imunoaffiniti Kolon ile Ayirma
= Olciim

Ekstraksiyon

Aflatoksin igeren 50 g numune, 250 ml metanol-su (3+2) karisim1 ve 5g tuz ilave

edilerek blendirda 3 dk yiiksek hizda karistirilir.

Siizme
Karigim ilk once normal filtre kagidi kullanilarak siiziiliir. Stizme islemi sonunda
stiziintiden 10 ml pipetle alimip 20 ml saf su ile seyreltilir. Daha sonra cam mikrofiber

filtreden gecirilir.

Imunoaffiniti Kolon ile Ayirma (Elusyon)

Bu islemlerden sonra 4 ml’lik numune siiziintiisli saniyede 1-2 damla akacak sekilde
(3ml/dk) imunoaffinite kolondan gegirilir ve behere alinir. Ardindan yikama islemi icin akis
hiz1 5Sml/dk olacak sekilde 10 ml saf su gecirilir. Yikama islemi iki kez yapilir. Yikama

isleminden sonra kolondan hava gegirilir.

Imunoaffiniti kolonda tutulan aflatoksinleri elue edebilmek icin 1 ml HPLC saflikta
metanol eklenir ve saniyede 1-2 damla olacak sekilde akmasi beklenir. Metanol gecisi
tamamlandiktan sonra, florimetre kiivetine 1 ml de Vicam’e ait Aflatest gelistirme

¢ozeltisinden eklenir. Iyice karismasi beklenir ve analiz baslatilir.

Sekil 11. Spektroflorimetre cihazi
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2.4.4 Ince tabaka kromatografisi (TLC)

Ince tabaka kromatografisi, bir plaka iizerine kaplanmis durgun faz boyunca,

numuneyi i¢eren mobil fazin, kapiler hareket ettigi kromatografik bir metottur.

TLC, ilaglarin ayrilmasinda ve tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan tekniklerden
birisidir. Bu yontem, arastirma maliyeti acisindan kolon sivi kromatografi ile ayirmalara gore
daha diisiik maliyetli ve uygulamasi1 daha kolay ve hizli oldugundan bir¢ok farkli dalda
kullanilmaktadir. Ila¢ sanayisinde iiriin safliginin belirlenmesinde, klinik laboratuarlarda,
biyokimyasal ve biyolojik ¢aligmalarda, endistriyel laboratuarlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yaygin uygulamanin bir sonucu olarak TLC ile en az HPLC’deki kadar
cok sayida analiz yapildig1 hesaplanmustir.

Ince tabaka Kromatografisi, iizerinde ayrilacak maddeye uygun bir adsorblayict madde
bulunan diizglin cam, plastik veya aliiminyumdan yapilmis plakalar ile yapilir. Bu plakalar
genellikle 5x20, 10x20, 20x20 boyutlarindadir. Piyasadaki plakalar klasik ve yiksek
performansli olmak tizere ikiye ayrilir. Genellikle kullanilan plakalar, partikiil biiytkligi 20
um veya daha biiyiik olan adsorblayict maddenin nispeten kalin bir tabaka olusturdugu (200-
250 pm) plakalardir. Bu plakalarda 25 dakikalik bir yiiriitme siiresi i¢inde 12 cm lik yol
boyunca 2000 teorik tabaka bulunur.

Yiiksek performansli plakalar ise genellikle 200 pm ve partikiil ¢apt 5 pm lik
taneciklere sahiptir. Dolayisiyla yliksek performansl bir plakada 10 dakikalik bir yiiriitme
stiresi i¢inde 3 cm lik kisimda 4000 teorik tabaka bulunur. Yiiksek performansli plakalarin tek

dezavantaji numune kapasitesinin ¢ok kiigiik olmasidir.

TLC de adsorblayic1t madde ayrilmas: beklenen maddenin asidik ya da bazik olusuna
gore belirlenir. Genellikle asidik karakterli maddeler i¢in silikajel gibi asidik adsorblayicilar,

bazik karakterli maddeler i¢in aliiminyum oksit, talk gibi bazik adsorblayicilar kullanilir.

TLC metodunda, kullanilan hareketli faz olarak genellikle kloroform,
karbontetrakloriir, dietileter, t-biitilmetileter, aseton, etanol, metanol, su, 2-propanol ve asetik

asit kullanilir. Sabit faz olarak ise aliimina, silika jel, florisil gibi maddeler kullanilir.
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TLC’de numune genellikle % 0,01-% 0,1 lik ¢ozeltisi halinde plakanin bir kenarindan
1-2 cm mesafede yaklasik 5 mm lik ¢apa sahip bir nokta seklinde uygulanir. Bu islem kilcal
bir boru ya da mikropipet ile yapilir. Birden fazla numune varsa her numune arasinda en az 1

cm aralik birakilmalidir.

Numune uygulandiktan sonra ¢oziiciisiiniin buharlagmasi beklenir ve buharlasma
islemi tamamlandiktan sonra plaka, gelistirme ¢6ziiciisliniin buhariyla doymus kapali bir kaba
veya bir kromatografi tankina yerlestirilir. Bu kap icinde 1-2 cm yiiksekliginde gelistirme
¢Oziiciisii bulunmaktadir. Kromatografi tanklarinin ¢oziicii buhariyla iyice doyurulmasi
gerekir. Aksi halde maddelerin ayrilmasi iyi olmaz. Sekil 12°de goriildiigii gibi, a halinde
kromatogram agik havada yapilmistir, b halinde kromatogram tank ic¢inde yapilmig ancak
tank ¢Oziicii buhariyla doyurulmamistir, ¢ halinde ise tank atmosferi ¢6ziicli buhariyla iyice

doyurulmustur.

@O D

®O D

Sekil 12. Coziicli buhar1 ve kromatogram netligi (Giindiiz, 2002)

Numuneyi iceren plaka, kromatografi tankina yerlestirilirken bir ucu ¢oziicliye
daldirilir, ancak lekenin siviya temas etmemesine dikkat edilir. Yiriitme sivist kiigiik
partikiiller arasinda kapiler etkilesme olayr ile yukar1 dogru tirmanir. Coziicii numunenin

uygulandig1 yerden gegerken numuneyi ¢ozer ve list tarafa dogru tasir. Bu sirada numune



-4 .

hareket eden faz ile durgun faz arasinda kendiliginden dagilmaya ugrar. Yiikselme yaklagik

15¢m oldugu zaman plaka kap igerisinden ¢ikartilir ve kurutulur.

Sekil 13. Kromatografi tankinda yiiriitme islemi

Kurutma isleminden sonra ayrilan maddeler renkli iseler plaka {izerinde goriiniirler.
Ayrilan maddeler renksizseler g¢esitli yontemler uygulanabilir. Eger UV bdlgede kendileri
absorbsiyon gosteriyorlarsa ya da kisa veya uzun dalga boylu 1sinlara tutulduklarinda (254-
365 nm) floresans gosteriyorlarsa (Afla B1,B,,G,G; floresans ozellik  gosterir)
kromatogramda lekelerin saptanmasi basittir. Aksi halde maddelerin bir kimyasal reaksiyon

ile renkli tlirevlerini olusturmalarindan yararlanilarak, plakaya bir belirte¢ piiskiirtiiliir.

Aflatoksin tayininde belirte¢ olarak, AICl; ¢ozeltisi ya da H,SO4 ¢ozeltisi kullanilir.
AICl; ¢ozeltisi, etil alkolde % 20 lik hazirlanir. Plakaya piiskiirtiilmesinin amac1 Afla B; ve
G, in floresans siddetini arttirmaktir. H,SO4 ¢ozeltisi ise etil alkolde ya da suda % 25-50 lik
olarak hazirlanir ve plakaya piskiirtiiliir. Plakaya piiskiirtiiliince aflatoksinlerin UV 151k

altinda renklerini mavi-yesilden sariya dontistiiriir.
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Sekil 14. AlICI; ¢ozeltisi piiskiirtiilmiis TLC plakasi

TLC de her maddenin hareketli fazla siiriiklenmesi farklidir. Buna alikonulma faktorii

denir ve Ry ile gosterilir. Ry her madde i¢in kosullar ayni oldugu siirece sabittir.

Ro— Maddenin siiriiklenmesi (cm)
£

Coziiciiniin stiriiklenmesi (cm)

Sartlar ayn1 tutulursa Ry degerleri yardimiyla numune iginde ne gibi maddeler
oldugu tespit edilebilir. Ry degeri 1s1, basing, nem, konsantrasyon, mobil ve durgun fazlarin

karakteri gibi faktorlerden etkilenir.

TLC metodu kullanilarak yapilan aflatoksin analizi, AOAC’nin 970.45 sayil
metoduna gore, 5 asamada gergeklestirilir (AOAC, 2000).

= Numune hazirlama
= Ekstraksiyon

= Plakaya Uygulama
=  Yiritme

»  Qlg¢iim

Numune Hazirlama
1100 g doviilmiis yerfistigi, 1500 ml su ve 22 g NaCl ile birlikte blendirda orta hizda
3 dk karistirilir.
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Ekstraksiyon

100 g yerfistig1 ya da yerfistig1 unu veya 50 g yerfistig1 yagi blendir kabina konur.
Yerfistig1 yagi i¢in 250 ml metanol-su (55+45) ve 100 ml hekzan; yerfistig1 ya da unu igin
500 ml metanol-su (55+45) 200 ml hekzan ve 4 g NaCl eklenir. Yiiksek hizda 1 dk karistirilir.

Daha sonra 250 ml lik santrifiij tiipiine alinarak 2000 rpm de 5 dk santrifiijlenir. Islem
tamamlandiktan sonra alttaki metanol fazinin 25 ml si ayirma hunisine pipet yardimiyla
konulur. 25 ml CHCl; eklenerek 30-60 s ¢alkalanir. Tabakalar ayrildiktan sonra alttaki CHCl;
fazi, 600 ml lik paslanmaz ¢elik behere aktarilir. Beher azot buharina tutulur ve ¢ézgen 2 ml
kalincaya kadar buharlastirilir. Ekstrakt viale alinir ve tekrar azot buhari iceren sicak su

banyosunda buharlastirma islemi tekrarlanir.

Plakaya uygulama
Ekstrakt 200 pl benzen-CH;CN (98+2) de ¢oziilerek plakaya uygulanir. Durgun faz

olarak silikajel iceren aliiminyum, cam ya da plastik plaka kullanilabilir.

Yiiriitme
Kromatografi tankina, hareketli faz olarak 50 ml aseton-kloroform konur. Aseton ve
klorofomun karisimdaki ytlizdeleri (5+95) ile (15+85) arasinda degistirilebilir. Yiirlitme islemi

aflatoksin R¢ degerleri 0.4-0.7 oluncaya kadar siirer, bu da yaklasik 40 dk’dur.

Ol¢iim

Yiiriitme islemi bittikten sonra plaka tanktan ¢ikartilir ve ¢dzgenin ugmasi igin bir siire
beklenir. Daha sonra UV lamba altinda aflatoksinlerin floresansi gozlenir. Afla B, ve Afla B,
mavi renkli floresans verirken, Afla G; ve Afla G, yesil renkli floresans verir. R¢ degerleri

biiylikten kiigiige soyle siralanir: Afla Bj-Afla B,-Afla G;-Afla G,.
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2.4.5. Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC)

Kromatografinin mucidi Tswett’in caligmalar1 dahil, 6nceleri sivi kromatografilerinde
capt 1-5 cm ve uzunlugu 50-500 cm olan cam kolonlar kullanilirdi. Uygun akis hizlar1 temin
etmek icin kati durgun fazi olusturan partikiillerin ¢cap1 genellikle 150-200 pm araligindaydi.
Bu durumda bile akis hizi ¢ok diisiik olurdu. Bu ylizden ayirma ¢ok zaman alirdi. Bu hizi

arttirmak i¢in vakum uygulamasi da iyi sonu¢ vermemisti (Glindiiz, 2002).

1960 1 yillarda dolgu maddelerinin tanecik boyutunun azaltilmasi ile bilim adamlari
kolonu kiigiik partikiillii dolgu maddeleri ile doldurup kolonun {istiinden yiiksek basing

uygulamislardir. Boylece Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi yontemi dogmustur.

HPLC cihaz1 kullanilarak yapilan aflatoksin analizi, AOAC’nin 999.07 sayili
metoduna gore, 5 asamada gergeklestirilir (AOAC, 2000).

= Ekstraksiyon

= Siizme

* Imunoaffiniti Kolon ile Ayirma
= Enjeksiyon

»  Olgiim

Ekstraksiyon:
Kuru incirler i¢in ekstraksiyon asamasinda 50 g numune tartilir ve iizerine 150 ml
teknik metanol, 100 ml distile su ve 5 g tuz ilave edilir ve blendirda, 3 dk yiiksek hizda

karistirilir.

Siizme:
Bu asamada ekstrakt, 6dnce normal filtre kagidindan daha sonra Whatman No:4 ten

stuzulir.

Imunoaffiniti Kolon (IAC) ile Ayirma:

Affiniti kolonlar, Afla B; Afla B,, Afla G, ve Afla G,’yi kendisine baglayacak
antikorlar iceren kolonlardir. Bu kolonlar, Afla B; i¢in, 100 ng’lik miktara kadar
baglayabilirler. Bu kolonlarda geri kazanim, Afla B;, Afla B, ve Afla G; i¢in en az % 80,
Afla G; igin % 60 olarak belirlenmistir (AOAC, 2000).
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IAC’ler kullanilmadan 6nce oda sicakligina gelmesi saglanir. Daha sonra IAC’leri
hazir hale getirmek i¢in, 10 ml PBS (Fosfat tamponu) ¢ozeltisi akis hizi 2-3ml/dk olacak

sekilde kolonlardan gegirilir.

Pipet yardimiyla siiziintliden 10 ml alinir ve akis hizi 3ml/dk olacak (saniyede 1
damla) sekilde imunoaffinite kolondan gecirilir. Akis tamamlandiktan sonra kolondan ayni

akis hizinda 15 ml saf su gegirilir. Ardindan da 3-4 kez siringa yardimiyla hava gegirilir.

Aflatoksinleri viale almak i¢in, 0.5 ml metanol IAC den gegirilir, 1dk beklenir ve 0.75

ml daha metanol gecirilir. Boylece aflatoksinler vialde elde edilmis olur.

Enjeksiyon:
HPLC ye numunenin aktarimi ya oto-ornekleyici ile ya da siringa yardimiyla yapilir.
Eger siringa yardimiyla enjeksiyon yapilacaksa, vialdeki karisimdan yaklasik 200 pl lik

kismi siringaya alinir ve HPLC’ye aktarilir.

Eger enjeksiyon otomatik olarak yapilacaksa, numuneler oto-6rnekleyiciye dizilir ve
cihazin ne kadar numune kullanacagi miktar olarak ayarlanir ve analiz islemi baglatilir. Her
bir aflatoksin i¢in alikonulma siiresi Afla B; Afla B,, Afla G, ve Afla G, sirasiyla soyledir:
11dk, 9 dk, 8 dk ve 6 dk.

HPLC yontemi tiim analitik ayirma teknikleri arasinda en yaygm kullanilanidir.
Yontemin bu kadar yaygin olmasinin sebepleri arasinda hassas olmasi, ugucu olmayan
tiirlerin ya da sicaklikla kolayca bozunabilen tiirlerin ayrilmasina uygun olmasi ve de en
Oonemlisi sanayinin, bircok bilim dalinin ve halkin birinci derecede ilgilendigi maddelere
uygulanabilirligidir. Bu gibi maddelere 6rnek olarak, aminoasitler, proteinler, niikleik asitler,
hidrokarbonlar, karbonhidratlar, ilaglar, terpenoidler, pestisitler, antibiyotikler, steroidler,

metal-organik tiirler ve ¢esitli inorganik bilesikler sayilabilir.
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2.4.5.1. HPLC cihaz1

Sekil 15. HPLC cihaz1

HPLC cihaz1 en genel haliyle bir ¢oziicii haznesi, yliksek basing pompasi, analitik
kolon, dedektor ve yazicidan olusur.

Basing tlger

Sivi faz, yan gegigi
Y tisek Cozticl
basing

AN

Numune

Yazic

M

Sekil 16. HPLC cihazinin sematik goriiniimii

HPLC sistemi, ornegi sisteme tastyan ¢oziiciiyll iceren ¢dziicii bolmesiyle baglar. Her
cihazda en az bir tane 500ml lik camdan veya paslanmaz g¢elikten yapilmis bir ¢oziicii haznesi

bulunur. Coziicli haznesi, sisteme zarar verecek partikiilleri uzaklastirmak icin bir filtre icerir.

Modern HPLC cihazlarinda genellikle 2 veya daha fazla ¢oziiciiyii karistirabilen bir
sistem bulunur. Coziicli sisteme bir pompa yardimiyla ulagtirilir. Bu pompalar ileri-geri

hareket eden pompalardir. HPLC de pompa ¢ok 6nemlidir. O yiizden HPLC de pompalama
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sistemi su sartlar1 tasimalidir: 400 atm ye kadar basing {iretimi, puls igermeyen basing ¢ikist,
0,1-10 ml/dk araliginda degisen akis hizlari, akis hizi kontroliiniin ve tekrarlanabilirliginin

gerekmesi, korozyona dayanikli pargalar.

HPLC de kullanilan pompalar tige ayrilir: Silindir yollu pompalar, siringa veya siirgiilii

pompalar, pndmatik pompalar.

sf‘mﬁmlcyiciJ

Motor Cnnta\

Gidig-gelis

Kiiresel
kontrol
muslugu

=—— Cozcl

Sekil 17. HPLC igin bir pistonlu pompa 6rnegi

Diger bolme numune enjeksiyon bolmesidir. Enjeksiyon valfi, analizin yapilmasi i¢in

uygun boyutta numune haznesi ile donatilmistir.

Numune enjeksiyonu, yiiksek basingta yapilir. Enjekte edilen numune, yiiksek basingta
hareket eden mobil faza karisir ve kolonun {istiine mobil fazda ¢oziinmiis olarak ulasir.
Ulasma cok kii¢iik bir hacimde olur. Ciinkii hareketli fazin biiyiik bir kism1 yan gecisten
devam ederken, ¢cok az bir kism1 numuneyle karisip ana mobil fazla birlesir. Boylece numune
fazla seyrelmeden kolona ulasir. Bu 6nemlidir, ¢linkii numune seyrelirse pikler dedektdrden

yayvan ¢ikacaktir.

Enjektoriin ardindan analitik kolon ilk 6rnegin ayrilmasii gerceklestirir. Tipik bir
HPLC kolonunun ¢ap1 3-4 mm, uzunlugu 10-40 cm kadardir. Kolon paslanmaz celikten
yapilir. Giiniimiizde belki de en ¢ok kullanilan kolon, 25 ¢cm uzunlugunda 4,6 mm i¢ ¢apinda
ve Sum tanecik biiyiikliigiine sahip dolgu maddesi doldurulmus kolonlardir. Bu tip kolonlar

40000-60000 tabaka/metre igerirler (Skoog et al, 2002).
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Analitik kolonlar ¢ok degerli olduklarindan hareketli faz bunlara gelmeden once
genellikle kisa bir kolondan gegirilir. Bu kolonun gorevi sadece partikiil haldeki maddeleri ve
yabancit maddeleri tutmak degil, ayni zamanda numune i¢inde bulunan ve durgun faza

tersinmez olarak baglanan bilesikleri de tutmaktir.

Analitik kolonlarda dolgu maddesi olarak iki tip madde konur. Bunlar film dolgular ve
gozenekli dolgulardir. Birinci tip maddeler cam veya polimerden yapilir. Yiizeylerine
gbzenekli yapida silika, alumina veya iyon degistirme recinesi kaplanir. fkinci tip maddeler
gozenekli yapida olan, silika, alumina veya iyon degistirme reginesinden yapilan 3-10 umlik

pargaciklardir.

Sekil 18. HPLC analitik kolonu (ODS-3)

Analitik kolondan sonra ayrilan bilesenler, tayin edilecek maddeye uygun dedektorle
dedekte edilirler. Dedektorden sonra geri basing regililatorii bulunur. Bu alet c¢oziicii
dedektorden gecerken icinde hi¢ hava bulunmamasimi saglar. Cilinkii hava kabarciklar
numune bilesenlerinin dedeksiyonunu engeller. Alternatif olarak, ¢ézlinmils gazlarin atilmasi

icin, ¢oziicli haznesindeki ¢oziicliden inert bir gaz da gegirilebilir.
HPLC cihazinda kullanilan dedektorler iki gesittir:

> Genel amacli dedektorler, hareketli fazin kirma indisini, dielektrik sabitini ve
yogunlugunu dlgen dedektorlerdir.

. Kirma Indisi Dedektérii,

. Isin Dagitma Dedektorii,

. Elektrokimyasal Dedektérler vs.
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> Ozel amaglh dedektorler, bir maddenin UV absorpsiyonunu, floresansini veya

diffiizlenme akimini 6lger.

. IR Absorbans Dedektorleri,

. Floresans Dedektorleri ,

. UV Absorbans Dedektorleri,

. Filtreli UV Absorbans Dedektorleri,

. Monokromatorlu UV Absorbans Dedektorleri

1982 yilinda ve sivi kromatografinin 6nemli rol oynadigi 365 tane basilmis makalede

yapilan incelemede, calismalarin % 71’inin UV absorbsiyonunun belirlenmesiyle,% 15’inin

floresansla, % 5,4’linlin kirma indisiyle, % 4,3’iinilin elektrokimyasal 6l¢melerle ve geri kalan

% 4,3 linlin diger yontemlerle yapildigini ortaya koymaktadir.

Cizelge 8’de, HPLC icin genel olarak kullanilan dedektdrlerin 6nemli ozellikleri

gosterilmistir.

Cizelge 7. LC Dedektorlerin Performanst (Skoog et al, 2002)

Piyasada Kiitle LOD Kiitle LOD
LC dedektor var mi? (ticari dedektérler)” (bugiinkii durum)?

Absorbans Evet® 100 pg-1 ng 10 pg
Floresans Evet® 1-10 pg 10 fg
Elektrokimyasal Evet® 10 pg-1 ng 100 fg
Kirma indist Evet 100 ng-1 g 10 ng .
1letkenlik Evet 500 pg—1 ng 500 pg
Kitle spektrometre Evet? 100 pg-1 ng 1 pg
FT-IR Evet? 1pg 100 ng
Isik sagma® Evet 10 pg 500 ng
Optikee aktiflik Hayir = 1 ng
Element segici Hayir - 10 ng
Fotoiyonlagma Hayir — 1 pg-1ng

a. Kiitle LOD, enjeksiyonlarda 10 pL,mikrobor LC i¢in 1pL enjeksiyon,mol kiitlesi 200 g/mol alinarak, giiriiltii sinyalinin

beskatina esit bir sinyale karsilik gelen enjekte edilmis kiitle i¢in hesaplanir.

b. aile ayni olmasina karsin enjeksiyon hacmi genellikle daha kiigiiktiir.
c. Ayn1 zamanda mikrobor LC igin piyasada bulunmaktadir.
d. Suanda pahali olarak piyasadadir.

e. Kiigiik ag1l1 151k sagma ve nefelometreyi igeren.
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HPLC cihazinda, floresans dedektdr yardimiyla nanogram diizeyinde analiz
yapilabilir. Bu da bize sunu gosterir: Floresans dedektor kullanilarak, numunenin ¢ok az bir

miktariyla (50 pl gibi), ng diizeyinde aflatoksinler analiz edilebilir.

Sekil 19, iki ayr1 dalga boyunda floresans dedektorlit HPLC cihazi yardimiyla yapilan

aflatoksin analizini gostermektedir.

Lu 03 ng B2

10+ 0.2ng G2

] 2 4 b B 10 12 14 16 18
Tirre [riin]

Sekil 19. iki farkli dalga boyunda aflatoksin analizi (Schuster et al, 2000)

2.4.5.2. HPLC metodunda tiirevlendirme :

Afla B;, Afla B,, Afla G; ve Afla G; nin floresans sinyali ¢ok diisiiktiir. Ozellikle
Afla B; ve Afla G, in floresans sinyalini yiikseltmek i¢cin HPLC metodunda iki tiir

tiirevlendirme uygulanir: Kolon dncesi Tiirevlendirme ve Kolon Sonrasi Tiirevlendirme.

Kolon dncesi tiirevlendirmede, siizme isleminden sonra siiziintiiye TFA (Trifloroasetik
asit) c¢ozeltisi eklenir. Amag, Afla B; ve Afla G;’ in metanol-su ya da asetonitril-su gibi
coziiciilerde floresans Ozelligini arttirmaktir. Bu islemde aflatoksinlerle TFA arasindaki
reaksiyonun gergeklesmesi igin 30 dk 50 °C sicaklikta beklenmelidir. TFA ¢ozeltisi Afla B,

ve Afla G;’ in hemiasetal formlarina doniistiiriir. Bu formlara Afla B,, ve Afla G, denir.
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Sekil 20. Afla B, i TFA ¢ozeltisi ile tiirevlendirme

Bu metotta, TFA iceren aflatoksinli numunenin azot buharindan gecirilmesi de
gerekmektedir. Bu siirecte numune kaybi olasiligi, yontemin uzun zaman almasit ve TFA
ayracinin asindirict bir kimyasal olmas1 bu metodun kullaniminmi azaltmaktadir (r-biopharm,
2003).

Kolon sonrasi tiirevlendirme dort sekilde yapilir:

e Iyot ¢ozeltisi ile Tiirevlendirme
e PBPB (Pridinyumbromiirperbromiir) ¢ozeltisi ile Tiirevlendirme
e Fotolitik Tiirevlendirme
e Kobra Cell ile Tiirevlendirme
3
Iyot ile yapilan yéntemde, iyot ¢dzeltisi % 0.05 lik hazirlanir. Bunun igin 0.5 g iyodun

100 ml metanolde tamamen ¢6zililmesi saglanir, {izerine 900 ml saf su eklenir (Vicam, 1999).

Bu yontemde, iyot ¢Ozeltisini reaksiyon kabina gondermek i¢in, HPLC cihazinda
ikinci bir pompaya ihtiya¢ vardir. HPLC de, genellikle, iyot ¢ozeltisinin akis hiz1 0.7 ml/dk ve
hareketli fazin hiz1 0.8 ml/dk tutulur. Aflatoksinler ile iyot ¢6zeltisinin reaksiyonu, 60 °C de
teflon kolonlarda (0.5 mm x 3000 mm) gerceklestirilir. Islem yaklasik 40 s siirer. Bu
yontemde kolon Oncesi yontemdeki gibi buharlastirma islemi yoktur ancak bu metotta iyot
cozeltisi her giin yeni olarak hazirlanmalidir ve reaksiyon kabinda iyot kristallerinin

olusumunu engellemek i¢in ekipmanlar diizenli olarak temizlenmelidir (r-biopharm, 2003).
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Sekil 21. Afla B;’ i iyot ¢ozeltisi ile tiirevlendirme

PBPB ¢ozeltisi ile yapilan tiirevlendirmede, ikinci bir pompa yardimiyla hazirlanan
PBPB ¢ozeltisi (HPLC saflikta suda 0.05 mg/ml) akis hizi 0.3 ml/dk olacak sekilde
pompalanir. HPLC de hareketli fazin akis hiz1 da 1 ml/dk olmalidir (Nollet, 2004).

Sekil 22. Afla B’ i PBPB ¢ozeltisi ile tiirevlendirme

Fotolitik tlirevlendirme isleminde: Afla B; ve Afla G;, aym kolon Oncesi
tiirevlendirmedeki gibi hemiasetal tiirevleri olan Afla B,, ve Afla G,, ya doniistiiriiliir. Ancak
bu sistemde TFA c¢ozeltisi yerine bir fotokimyasal tiirevlendirme diizenegi kullanilir. Bu
diizenek, 254 nm diigiik basingl civa lambasi ve reaksiyon hiicresine birlestirmek i¢in PTFE

(politetrafloretilen) den yapilma bir geregten olusur.

Kobra Cell, Afla B, ve Afla G,’in floresansini yiikselterek daha hassas bir sekilde
analiz edilmelerini saglayan elektrokimyasal bir pildir. Bu elektrokimyasal pil, HPLC
hareketli fazina eklenen brom iyonlarmi daha aktif hale getirerek, Afla B; ve Afla G ile

reaksiyona girmelerini saglar. Bu reaksiyon sonunda Afla B; ve Afla G; in tiirevleri olan Afla
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B, ve Afla Gy, olusur. Bu iki bilesigin floresans 6zellikleri daha fazladir. Bu tlirevlendirme

islemi, hareketli fazin akis hiz1 0.5 ml/dk olursa yaklasik 4 s de gergeklesir.

Sekll 23. Afla Bl'Gl ve Afla Bza-G2a

Kobra Cell’in tiirevlendirmeye baslamadan 6nce ayarlari su sekilde olmalidir:
Hareketli faza ek olarak 120 ug KBr ve 350 pul 4 M HNO;3
Elektrik akimi : 100 pA

Reaksiyon tiipiiniin boyutlari: 40 cm ve 0.5 cm i¢ ¢ap

Kobra Cell’in kullanimi, diger metotlara gore daha avantajlidir. Giinliik olarak
herhangi bir hazirliga ihtiya¢ yoktur. Ayrica yeni bir ekipman gerektirmez. Diger yontemlere

kiyasla daha kisa zaman gerektirir.
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Sekil 24. Kobra Cell

PARAMETRE | iYOT COZELTISi | PBPB COZELTIiSi | ELEKTROKIMYASAL
ILE ILE
AKIS HIZI 1ml+0.6 ml reaktif 1ml+0.3 ml reaktif Iml (reaktif yok)
COZGEN Doymus iyot 1litre suda 50 mg Mobil faza eklenen KBr
¢Ozeltisi PBPB ve HNO;
DAYANIKLILIK | Yaklagik 1 giin Karanlikta 4 giinden | Limitsiz
fazla
REAKSIYON 6 m 50 cm 50 cm
BOBINI
SICAKLIK 70 °C Cevre sicakligi Cevre sicakligt
EXTRA GEREC | Firin ya da kolon Yok Perdeli elektrokimyasal
sonrasi tepkime kabi pil
SINYAL PBPB ¢éozeltisinden | Iyot ¢ozeltisinden PBPB ve Iyot
KAZANIMI az fazla ¢ozeltilerinden fazla
BILINEN Iyot kristalizasyonu | Yanlis saklama Yok
SORUNLAR sonucu PBPB

¢oOzeltisinde bozulma

Cizelge 8. Tiirevlendirme yontemlerinin kiyaslanmasi (Stroka, 2000)
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2.4.6. Imnmuno kimyasal yontemler

Aflatoksin tayininde kullanilan iki ¢esit immunokimyasal yontem vardir.

1. ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
2. RIA (Radio Immuno Assay)

2.4.6.1. ELISA (EnzymeLinkedImmunoSorbentAssay)

ELISA 1971 de gelistirilmistir. Antikor molekiillerini baglamak igin test ¢ozeltisindeki
isaretlenmemis aflatoksin ile, tayin i¢in kullanilan isaretlenmis aflatoksinler arasindaki yarisa

dayanir.

Bu teknik iki basamaktan olusur:
* Antikor ve toksin arasindaki reaksiyon

* Enzim bagl toksin ile birlikte siibstrat reaksiyonunun 6l¢iimii

ELISA metodunda, ilk dnce kat1 faza ilk antikor adsorbe edilir. Sonra antijen iceren
numune ortama katilir ve antikora baglanmasi i¢in inkiibe edilir. Enzim bagl ikinci antikor
ortama eklenir ve baglanmasi beklenir. Daha sonra enzime uygun substrat eklenir ve enzim

aktivitesi Olgiiliir.
ELISA metodunun en énemli iki teknigi sunlardir:

= Yarigmali metot

»  [ndirekt metot

Yarismah Metot:
Ilk once spesifik antikorlar kat: destege adsorbe edilir. Enzim bagl antijen ile
bilinmeyen serbest antijen eklenir ve plaka inkube edilir. Bagl ve serbest antijenler kat1 faza

baglandiktan sonra enzim substrati1 eklenir ve enzim aktivitesi ol¢iiliir.
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Sekil 25. Yarigmali Metot

Indirekt Metot:

Spesifik antijen kati faza baglanir. Antikorlar1 igeren serum ilave edilir ve plaka
inkube edilir. Baz1 spesifik antikor molekiilleri antijene baglanir. Daha sonra bagli enzim
eklenir ve plaka tekrar inkube edilir. Enzim de spesifik antikorlara baglanir. En son ortama
substrat katilir. Uygun kosullarda, orijinal serumdaki spesifik antikorlarin miktar1 enzim

aktivasyonuyla orantilidir.
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Sekil 26. Indirekt Metot
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AOAC’nin 990.34 sayili resmi metoduna gore, yerfistig1 yaginda aflatoksin analizi
ELISA metodu ile su sekilde yapilir:

Prensip

Afla B;, Afla B, ve Afla G, e 6zel antikorlar siizgece konulur ve toksin (Afla B))
enzim ile (horseradish peroksidaz) etiketlenir. Hareketsiz antikorlara, toksin-enzim konjugati
baglanmasi eklenen numunedeki serbest toksinlerle inhibe edilir. Reaksiyon ger¢eklestikten
sonra enzim aktivitesi, bagli toksin-enzim konjugati miktari ile orantilidir. Antikor-toksin-
enzim kompleksinin derisimi, eklenen serbest toksin derigimiyle ters orantilidir. Bagh enzim,
substrat oksidasyonunu katalizleyerek kompleks rengini maviye ¢evirir. Renk degisimi
numunelerin 20ng/g’dan kii¢iik miktarda aflatoksin i¢erdigini gosterir. Renk degisim

olmamasi, numunelerde 20 ng/g’dan biiylik miktarda aflatoksin bulundugunu gosterir.

Ekstraksiyon
50 g misir ya da pamuk tohumu, 100 ml metanol-su (8+2) ile blendirda 3 dakika

yiiksek hizda karistirilir. Daha sonra karisim siiziiliir ve filtrat geri kazanilir.

Yerfistig1 yagi icin ise, 50 g numune blendira konur tizerine 100 ml hekzan ve 250 ml
metanol-su (55+45) eklenerek yiiksek hizda 3 dakika karigtirilir. Karisim siiziiliir ve ayirma
hunisine aktarilir. Tabakalarin ayrilmasi i¢in 10 dakika beklenir ve alttaki fazin 20 ml si 150
ml lik behere alinir. Bu faz i¢ine en az 15 adet kaynama ¢ubugu atilarak buhar banyosunda

sitilir. 3 dakika kaynatilir ve sogutulur.

Enzim imunoassay

A substrati: Tetrametilbenzidin (0.4g/1 su) pH: 8.3

B substrat: Hidrojen peroksit(% 0.13 liik sitrik asit ¢ozeltisinde % 0.02 lik H,O, )
pH: 3.0

Tampon ¢ozelti : % 0.05 timerosal i¢ceren PBS cozeltisinde % 0.1 albumin

Yikama ¢ozeltisi: PBS ¢ozeltisi

Misir ve pamuk tohumu i¢in: Kullanilacak malzemelerin tiimiiniin oda sicakligina
gelmesi i¢in 1 saat beklenir. Bir test tiipiiniin i¢ine 500 pl (10 damla) A substratindan, 500 ul
B substratindan konularak yeni substrat hazirlanir. A substrati ile B substrati karistirildiktan

sonra 15 dk icinde kullanilmalidir.
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Daha sonra 400 pl lik tampona 200 pl lik test ekstrakt: eklenir. lyice karistirilir ve
birinci 150ul lik boliim alinarak kaba uygulanir. 1 dakika beklenir ve ikinci 150 pl lik boliim
uygulanir. 1 dakika daha beklenir.

Ardindan100 pl (2 damla) enzim ¢6zeltisi kaba uygulanir ve 1 dakika beklenir. Daha
sonra 1,5 ml lik (30 damla) yikama ¢ozeltisi eklenir. Eger birden fazla kap kullaniliyorsa her
kaba 3 sefer 500 pl lik yikama ¢ozeltisi katilir. Son olarak her kaba her test tliptindeki 1ml lik
substrat ¢ozeltisinin tamamu ilave edilir. 1 dakika beklenir ve bolmelerdeki renk gelisimi

izlenir.

Yerfistig1 yagi i¢in: Kullanilacak malzemelerin tiimiiniin oda sicakligina gelmesi i¢in 1
saat beklenir. Bir test tiipiiniin i¢ine 500 pl (10 damla) A substratindan, 500 pul B
substratindan konularak yeni substrat hazirlanir. A substrati ile B substrati karigtirildiktan

sonra 15 dk i¢inde kullanilmalidir.

500 pl test ekstrakt1 500 pl lik tampona eklenir. Iyice karistirildiktan sonra test
ekstraktinin 200 pl si plaka bolmesine uygulanir. 1 dakika beklenir ve ikinci 200ul lik boliim
uygulanir.1 dakika daha beklenir. Ugiincii 200 pl lik boliim uygulanir. 1 dakika daha beklenir.

Daha sonrada yukaridaki islemler tekrarlanir.

Sonuclarin Degerlendirilmesi

Eger plakadaki bolmede renk ac¢ik mavi veya daha koyuysa, numuneler Afla B;, Afla
B, ve Afla G; ( <20 ng/g ) iceriyor demektir.

Eger mavi renk yoksa ve 1dakika i¢inde rek degisimi gézlenmiyorsa, numune Afla By,

Afla B, ve Afla G; (> 20 ng/g ) igeriyor demektir.
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2.4.6.2 RIA (RadiolmmunoAssay)

RIA ilk olarak 1959°da insiilin i¢in gelistirilmistir. RIA nin gelistirilmesindeki amac,
hormonlar gibi o6lgiilmesi kolay olmayan biyolojik maddelerin, miktarlarmi tayin

edebilmektir.

Yontem temelde bir antikor (Ab) ile bir antijenin (Ag) antikor-antijen kompleksi

(AbAg) olusturmak iizere reaksiyona girmesine dayanir.

Ab+ Ag 2> AbAg

Antikor veya antijen radyoaktif olarak etiketlenir. En sik kullanilan izotop '*I dir.
Tercih edilme nedeni, proteinlere, molekiiliin yapisal ve kimyasal o6zelliklerinde
degisiklik yapmadan katilabilmesidir. Ayrica olduk¢a uzun yari-6miire sahip olmasit (60 giin)

ve nispeten zayif y yayicisi olmasi da diger tercih nedenleridir.

Etiketlenen, antijen ise, sinirli miktardaki antikora karsi etiketli ve etiketsiz antijenler
kompleks olusturmak iizere yarisirlar. Islem bittikten sonra serbest antijenden, antijen-antikor
kompleksi yapmis olanlar ayrilir ve iki guruptan bir tanesinin radyoaktivitesi dl¢iilerek antijen

miktar tespit edilir. Sonug¢ daha 6nceden hazirlanmis bir standart grafigi ile belirlenir.

Aflatoksinlere Uygulamsi

ELISA’ya benzer bir yontemdir. Ancak bu ydntemde isaretlenmis ligand olarak

radyoaktif aflatoksin kullanilir.

RIA yonteminde, aflatoksinler i¢in spesifik bir antikor, ¢esitli miktarlardaki toksin
standartlar1 ya da bilinmeyen bir gurup madde varliginda, sabit miktardaki 1sinla isaretlenmis

toksin ile birlikte inkiibe edilir.

Amonyum siilfat ¢ozeltisi [(NH4),SO4], ¢Ozeltiden toksin-antikor kompleksini
uzaklastirmak i¢in kullanilir. Materyaldeki toksin icerigi ¢ozeltideki baglanmamis radyoaktif

toksin kalintis1 miktariyla dogru orantilidir.
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3. KONU ILE iLGILi ONCEKi CALISMALAR

1988-1990 yillar1 arasinda bolgemizde yapilan bir ¢alismada aflatoksin olusumunun
aga¢ olumu doneminde basladigi, buruk, sergi ve iiretici deposu donemlerinde artarak

olustugu saptanmistir (Demir ve ark, 1990).

Mantarin gelismesi ve mikotoksin liretebilmesi i¢in uygun kosullarinda bulunmasi

gerekir. Bu kosullar, O,, sicaklik ve su aktivitesidir.

Aflatoksin olusumunda A.flavus ve A.parasiticus’un gelismedigi ve toksin
olusumunun 6nlendigi aw (activity of water) degeri, 0.84 ‘diir. Bu deger minimum kritik
degerdir. Ancak 1978 yilinda minimum aw degeri 0.80 olarak belirlenmistir. Uriinde kiif
gelisiminin 6nlendigi minimum aw degeri, biiyiik dl¢iide ortam sicakligina baglidir. Optimum

kiif gelismesi 0.90-0.99 aw’de elde edilmistir (Derici, 1997).

Sicaklik Aspergillus flavus’un iiremesinde bir diger onemli etkendir. Aspergillus

flavus’un optimum gelisme sicakligi 25°-35°C, min. 12°C ve max. 43°C dir ( Derici, 1997).

Aflatoksinler 1siya oldukga dayanikli bilesiklerdir. Afla B, 130°C de bile
parcalanmadig1 i¢in, pastorizasyon, sterilizasyon ve pisirme islemlerinde gidalarda

kalabilmekte ve insan sagligi agisindan tehlike olusturabilmektedir (Krishnamachari et al,

1975).

A.flavus ve A.Parasiticus mantarlart aerob oldugundan, ortamda CO; orant % 15 ¢
cikarildiginda kiif gelismesi artmakta, ancak bunun iizerindeki degerlerde Onlenmektedir

(Derici, 1997).

Kiif gelismesinde siire de 6nemli bir faktordiir. Su aktivitesi 0,85 iken 4. giinde, 0,90
iken 2. giinde, bu degerin iizerinde de 24 saat i¢inde kiif gelismesi gozlenir. A.flavus’un
A.parasiticus’a gore biraz daha yavas gelistigi bilinmektedir. Genel olarak kiifler genis bir pH
araliginda gelisebildiklerinden ( pH 3- 8 ) pH degisikliklerinden fazla etkilenmezler ancak
pH’1in 5- 5,5 olan optimum degerden uzaklagmasi diger gelismeyi etkileyen faktorlerin
etkilerini arttirir. pH’nin 4-7 arasinda degismesi kiif gelisgmesinde onemli bir degisiklik
meydana getirmez. Ancak pH’in 3 olmasi, A.flavus gelisiminin 6nemli derecede gerilemesine

sebep olmaktadir (Holmquist et al, 1983).



-44 -

Baz1 kimyasal maddelerin kiif gelisimini hatta toksin sentezini onledigi belirlenmistir.
Ancak bunlarin bir ¢ogu saghiga zararli oldugundan besinlerde kullanilmamaktadir. Thiram,
ortocide, botran, sodyum siilfit, flopet, benomil, formik asit tuzu, asetik asit tuzu, propiyonik

asit tuzu, biitirik asit tuzu 4. Flavus gelisimini tamamen 6nlemektedir (Derici, 1997).

Diger bir ¢caligmada, 250 ppb Afla B, igeren kuru incirler % 1°lik sodyumbisiilfit ile
muamele edilince 72 saatte aflatoksinin % 28.2 sinin, % 2’lik hidrojen peroksit ile muamele
edilince % 65.5 inin bozundugu goézlemlenmistir. Ayn1 ¢aligmada UV 11k altinda 1 saat

bekletilirse % 45.7 sinin bozunacagi da belirtilmistir (James et al, 1992).

Baz1 metaller aflatoksin iiretimini engelleyebilmektedir. Cinko, aflatoksin iiretimini
stimiile ederken, bazi iz metalleri diisiik konsantrasyonlarda aflatoksin tiiretimini inhibe

edebilmektedir (Derici, 1997).

Kuru incirlerde, UV lamba altinda parlak yesilimsi sar1 floresans (BGYF) veren
incirlerin ayrilarak, partilerin aflatoksin yogunlugunun diisiiriilebilecegi, yani kuru incirlerde,

BGYF ile aflatoksin arasinda yiiksek iliski bulundugu belirlenmistir (Demir ve ark, 1988).

UV lambanin fonksiyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢aligmada, UV altinda
sart-yesil floresans veren 92 adet kuru incir 6rneginden 54 tanesinde, aflatoksin varligi
saptanamamis, floresans vermeyen 74 adet incirden 1 tanesinde aflatoksin gézlenmistir. Buna
gore UV lambanin isletmelerde fonksiyonel olarak kullanilmasimin yararli olacag:

belirtilmistir (Konca ve Giilseri 1990).

1988’de yapilan bir calismada 62 adet BGYF gosteren kuru incirde, 10 numunede 0.2
ppb’den az,1 numunede ise 1000 ppb den fazla olmak iizere 0.2-1000 ppb arasinda aflatoksin
B, degerleri elde etmislerdir (Steiner et al, 1988).

Diger bir ¢alismada Ozay ve ark. (1989), 106 BGY floresansh kuru incir érneginde
aflatoksin analizi yapmislar ve 7 numunede 1 ppb den az olmak iizere diger numunelerde 1-

6344.8 ppb arasinda degisen Afla B; saptamiglardir (Giil, 1992).

1992°de Bornova’da yapilan bir ¢caligmada, farkli 6zellikte BGYF gosteren toplam 64
kuru incirde aflatoksin analizi yapilmis ve numunelerin 61’inde degisik miktarlarda aflatoksin
saptanmig, 3’linde aflatoksin saptanmamistir. Ayrica Giil, numunelerde incelenen meyve

rengi ile BGYF arasinda onemli derecede iliski belirlemistir. Meyve rengi koyulastik¢a
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BGYF’li meyve oraninin arttig1, meyve rengi agildikca BGYF’li meyve oraninin azaldigim
saptamistir. Bu nedenle, meyve rengini olumsuz etkileyecek faktorlerin aflatoksin olusumunu

hizlandirdigini savunmustur (Giil, 1992).

Aflatoksin analizi s6z konusu oldugunda, UV spektrofotometresi, seciciliginin az
olmasi ve dedeksiyon limitinin ¢ok yiiksek olmasi nedeniyle tercih edilmemektedir. Onun
yerini son yillarda, aflatoksinlerin floresans 6zelligi sebebiyle, spektroflorimetreler almigtir

(Miraglia and Berra, 2000).

TLC ile yapilan ve incirde aflatoksin miktarlarinin incelendigi bir ¢alismada, 24 adet
UV lamba altinda 1s1ma veren ve 24 adet 1isima vermeyen 48 adet numune kullanilmis,
bunlardan 1s1ma vermeyen 24 adet numunede aflatoksine rastlanmamistir. Isima veren
numunelerin ise 12 tanesinde Afla B; (ort. 205.47 ppb) , 8 numunede Afla B, (max 16.06
ppb), 7 numunede Afla G; (ort. 79.15 ppb), 3 numunede Afla G, ye (ort. 2.63 ppb)
rastlanmistir (Derici, 1997).

Van ilinde agik olarak satisa sunulan kirmizi pul biberlerde Afla B, varligmi
belirlemek amaciyla yapilan ve yontem olarak TLC yonteminin kullanildig1 bir ¢alismada,
kirmizi pul biber numunelerinde Afla B, miktar1 1.10- 44.00 ppb (ort. 8.66 = 1.31) arasinda
saptanmistir. Afla B, miktari, incelenen kirmizi pul biberlerin % 57.5’inde (23 numune)
tilkemizde izin verilen sinir degerin (5 ppb) lizerinde, % 7.5’inde (3 numune) ise sinir degerde
saptanmigtir. Sonug¢ olarak, analizi yapilan kirmizi pul biberlerin tamamimnm Afla B, ile

degisik diizeyde kirlenmis oldugu belirlenmistir (Agaoglu, 1999).

Afla M; ve M, Afla B; ve Afla B, nin hidroksil tiirevleridir. Ozellikle siit ve siit

tiriinlerinde ve viicutta idrar ve safra salgisinda belirlenmistir.

Tiirkiye’de Ince Tabaka Kromatografisi (TLC) ile yapilan calismalarda, Demirer, siit,
peynir, siit tozu, tereyagi, yogurt ve ayran olmak iizere toplam 334 numuneyi; Coksodyler ve
Kosker, 101 adet ¢ig siit 6rnegini; Kardes, 123 adet degisik peyniri; Gilirbliz ve arkadaslar
Konya’da, 240 peynir numunesini analiz etmigler ve bu ¢aligmalar sonucunda numunelerinde

Afla M, tespit edememislerdir (Orug, 2003).

HPLC ile siit numunelerinde Afla M; degerini saptamak i¢in yapilan bir ¢aligmada,
Ozkaya ve arkadaslarinin, Tiirkiye'de 25 ilden topladiklari siit numunelerinin Afla M;

ortalamalarina baktigimizda, Antalya (64 ng/l), Ankara (57 ng/l), Balikesir (145 ng/l), Bursa
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(142 ng/l),Elaz1g (94 ng/l), Kahramanmaras (94 ng/l) ve Konya'daki (60 ng/l) miktarlarin
tolerans diizeyini (50 ng/l) astig1 belirtilmistir. Yine aynmi1 calismada, Ankara ve Izmir
piyasasindan toplanan peynir numunelerinde Afla M,'in rastlanma orani yiiksek olmasina

ragmen (% 44.9), bir tanesi (500 ng/kg) tolerans limitini asmaktadir ( Ozkaya, 2002).

Kuru kayis1 da aflatoksin olusumunun ve diizeylerinin incelendigi bir ¢alismada, TLC
ile HPLC mukayese edilmistir. TLC de CB (Contaminant Branch) ekstraksiyonu ile ortalama
geri kazanim % 85 olarak bulunurken, HPLC de imunoaffinite kolon kullanilarak yapilan geri

kazanim % 97 olarak bulunmustur (Celik, 2001).

Sig1ir, koyun ve tavuk karacigerlerinde aflatoksin diizeylerinin belirlenmesine dair bir
calismada su sonuca varilmistir. Aflatoksin analizlerinde kullanilan geleneksel bir ve iki
boyutlu TLC teknikleri, nitel analizlerde iistiin olmasina ragmen, ancak yar1 kantitatif
degerlendirmeye olanak tanimaktadir. HPLC ile kesin kantitatif sonuglar elde edilmesine ve

HPLC’nin hizli olmasina karsin TLC ye gore oldukga pahalidir (Kelle ve ark, 1979).

Yerfistig1 yaginda aflatoksin analizinin yapildig1 bir ¢alismada, TLC’nin HPLC’ye
gore daha kesin sonuclar verdigi bildirilmistir (Dell et al, 1990).

Farkli numunelerdeki mikotoksinlerin, kantitatif analizinin yapildig1 bir ¢alismada,
TLC ve HPLC Kkarsilastirilmis ve TLC metodunun dogruluk, kesinlik, duyarlilik ve geri

kazanim agisindan HPLC metoduna esedeger oldugu vurgulanmistir (Tosch et al, 1984).

Yiinde Afla B;’in tayininin yapildig1 bir ¢alismada, TLC sonuglarinin HPLC sonuglari
ile uyum ig¢inde oldugu belirtilmistir (Lee et al, 1990).

Mikotoksin analizinde uygulanan metodlarin kesinlik parametrelerinin hesaplandigi
bir ¢calismada, TLC ve HPLC’ nin kesinlik olarak ayni, ELISA y0nteminin ise bunlara gore

kesinlik bakimindan zayif oldugu sonucuna varilmistir (Horwitz et al, 1993).

Floresans ve UV dedektdrler, molekiilde floresans ya da UV kromoforlarin varligina
ihtiya¢ duyarlar, bu ylizden HPLC yo6nteminde tiirevlendirmeye ihtiyag vardir. Dolayisiyla
TLC yontemi, tlirevlendirilmemis mikotoksinlerin analizinde HPLC’ye gore daha elverislidir

(Martin et al, 1986 ).

TS 541°de, yagli kuru meyvelerde aflatoksin tayin metotlar1 olarak ekstraksiyon

isleminde CB (Contaminant Branch) ve BF (Best Food) metodun yaygin olarak kullanildigi
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belirtilmistir. AOAC de bildirilen TLC metotlari, incirde Afla B;-Afla G; bdlgesinde goriilen
girisimden dolayr pek tatmin edici sonuglar vermemistir. Bu nedenle Allen 1974’te bu

girisimi 0onlemek i¢in iki boyutlu antigonal spotlama teknigini kullanmistir (Giil, 1992).

1989 yilinda yapilan bir ¢alismada incirlerde aflatoksin saptanmasinda Romer ve CB

metodlar1 karsilagtirilmis ve modifiye Romer metodunu tavsiye etmistir (Altug, 1988).

ELISA ve TLC ile yapilan bir ¢aligmada, floresansli kuru incirlerde metanol ile
ekstraksiyon iglemi yapilmis ve iki yontem kiyaslanarak ELISA ile bulunan degerlerin TLC

metodu ile bulunan degerlerden uzak olmadigi belirlenmistir (Reichert et al, 1988).

TLC, diislik diizeylerde aflatoksin i¢eren numunelerde ELISA ya gore daha giivenilir
sonugclar verir (Dell et al, 1990).

Tarimsal triinlerde aflatoksin analizi i¢in yontemlerin incelendigi bir arastirmada,

TLC nin ELISA ya gore daha kesin sonuglar verdigi bulunmustur (Whitaker et al, 1996).

DON (Deoksinivalenol)’iin kantitatif olarak o6l¢lilmesinde TLC ve ELISA nin
kiyaslandig1 bir ¢aligmada, ELISA ile yiiksek geri kazanimlar elde edilmedigi ancak TLC ye
gore ¢ok hizli ve az yorucu oldugu belirtilmistir (Wolf Hall et al, 1996).

Sarimehmetoglu ve arkadaslari, ELISA ile, Ankara’da, degisik firmalara ait 85
pastorize siit Orneginin % 63.86’sinda belirlenen Afla M;’in, Tirk Gida Kodeksi’nde

belirtilen tolerans limitlerini agtigini bildirmistir (Sarimehmetoglu et al, 2004).

Yaroglu, Bursa’daki T.S.K.’ne baglh birliklere alinan kasar, eritme ve beyaz
peynirlerden aldig1 300 6rnegin % 7.66’sinda Afla M, tespit etmis, numunelerin % 1.66’ndaki
diizeylerin Tiirk Gida Kodeksi tolerans diizeyini gegtigini bildirmistir (Yaroglu et al, 2005).

Tarimsal alanda aflatoksin Ol¢limii i¢in bircok yontemle ¢aligmis olan Whitaker 1996
da yaymladigi makalesinde, ELISA nin kesinliginin TLC ye gore daha az oldugunu
belirtmistir (Whitaker et al, 1996).

Wolf Hall ve arkadaslarinin 1996 yilinda yayinladiklar1 makalede, ELISA nin yiiksek
geri kazanim vermedigi, fakat, TLC ye gore daha hizli ve daha az zahmetli oldugunu

belirtmistir (Wolf Hall et al, 1996).



- 48 -

4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Arastirma Materyali

Bu c¢alismada kullanilan Aydin yoresi kuru incirleri Aydin Borsasi Gida
Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Analizi yapilan ilk 20 adet numune “A numuneleri”

olarak adlandirilmais, ikinci 18 adet numuneye de “C numuneleri” ad1 verilmistir.

Numunelerin analizi i¢in, ince Tabaka Kromatografisi (TLC), Yiiksek Basin¢li Sivi

Kromatografisi (HPLC), Florimetrik yontem kullanilmigtir.

Ince tabaka kromatografisi icin iki ydntem segilmistir ve bu iki ydntemin incir
numunelerine uygulanabilirligi tartisilmistir. Birinci yontem, Roberts B.A. and Patterson
D.S.P. ye ait, “Detection of twelve mycotoxins in mixed animal feedstuffs using a novel
membrane cleanup procedure” adli makalede kullanilan yontemdir. Bu yontem 1975 yilinda
AOAC’de yayinlanmis ve karisik hayvan yemlerinde c¢esitli mikotoksinlerin analizi i¢in
kullanilmigtir. Daha sonra bu yontem gelistirilerek, 1982 yilinda Sanl ve ark. tarafindan

karma yemlerde aflatoksin analizi yapmak amaciyla kullanilmistir (Sanli ve ark, 1982).

ikinci uygulanan yontem, Stroka ve Anklam’in ‘Journal of Chromatography A’ da
yayinlanan “Standard operation procedure for the determination of aflatoxins in various fod
matrices by ICA clean-up and TLC” adli makalede uyguladiklar1 yontemdir. Bu yontemde
diger TLC yontemlerinden farkli olarak, aflatoksinleri safsizliklardan ayirma islemi igin,

imunoaffinite kolonlar kullanilmistir (Stroka et al, 1999).

HPLC yontemi olarak, AOAC’nin 999.07 sayili “Aflatoxin B, and Total aflatoxins in
Peanut Butter, Pistachio Paste, Fig Paste, and Paprika Powder” adli resmi yontemi kullanildi

(Scott, 1995).

Florimetrik yontem olarak, ABD Tarim Bakanlig1 Tahil Kontrol Servisi’nin (USDA-
FGIS) kabul ettigi yontem kullanild1 (Vicam, 1999).
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4.2 Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

Deneyler sirasinda kullanilan cihazlar asagidaki ¢izelgede belirtilmistir.

Cizelge 9. Analizlerde kullanilan cihazlar

1 CAMAG UV lamba (262-365nm)
2 HP-AGILENT HPLC cihazi
3 GL Sciences Inc. Inertsil ODS-3 ters faz Sivi

Kromatografi Kolonu

4 BUCHI R-3000 Rotavapor
5 KobraCell

6 Etiiv

7

Fluoroskan Ascent FL 2.5 Spektroflorimetre

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler alfabetik siraya gore asagidaki cizelgede

belirtilmistir.
Cizelge 10. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler
Sira No | Maddenin adi Markas1 | Katalog No
1 Aliiminyumklortir Merck 801081
2 Aseton Merck 100020
3 Asetonitril (HPLC grade) Merck 100030
4 Dietil Eter (susuz) Merck 100929
6 Etil Asetat (HPLC grade) Merck 100868
7 Florisil (for column chrom.) Merck 112518
8 Formik asit % 98-100 GR for | Merck 100264
analysis

9 Hidroklorik asit Merck 100317
10 Iyot Merck 104761
11 [zooktan Teknik

12 Kloroform Merck 102444
13 Kursun Asetat Teknik

14 Metanol (HPLC grade) Merck 106018
15 Metanol Merck 106008
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16 n-Hekzan Merck 104368
17 Nitrik Asit J.T.Baker | 7622

18 Parafin Merck 107162
19 PBS tablet Merck 106018
20 Potasyum Bromiir Riedel 02110
21 Potasyum Kloriir Merck 104936
22 Rhone Total Aflatoxin 1000 ppb | Rhone SE 698/B
23 Silika jel 60G Merck 107731
24 Sodyum Kloriir Riedel 13423
25 Sodyumbikarbonat Teknik

26 Sodyumsiilfat Merck 106649
27 Siilfiirik Asit Merck 100713
28 Ters-Butil-Metil Eter Merck 101845
29 Toluen Merck 108327
30 2-propanol GR for analysis Merck 109634
31 Aliiminyum plaka (Silika gel 60) | Merck 105553
32 Cam plaka (Silika gel 60) Merck 105721
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4.3 Kullanilan Yontemler

Kuru incir numunelerindeki aflatoksin diizeylerinin tespiti ve yontemlerin

ozelliklerinin incelenmesi ic¢in Florimetrik yontem, TLC ydntemi ve HPLC yontemi

kullanildi.

4.3.1 Florimetrik yontem ile aflatoksin analizi

Bu analiz yonteminde Fluoroskan Ascent FL 2.5 marka spektroflorimetre cihazindan
yararlamldi. Dért asamada gergeklestirildi: Ekstraksiyon, Siizme, Imunoaffiniti Kolon ile

Ayirma, Olgiim.

Ekstraksiyon asamasinda aflatoksin iceren 50 g numune, 150 ml teknik metanol ve

100 ml distile su ve 5 g tuz ilave edilerek Waring blendir da 3 dk yiiksek hizda karistirildi.

Daha sonra karisim ilk 6nce normal filtre kagidi kullanilarak, ardindan Whatman no:4

filtre kagid1 kullanilarak siiziildii. Stizme islemi 5 dk siirmiistiir.

Imunoaffiniti kolonlar buzdolabindan ¢ikarilip oda sicakligina gelmesi igin bir siire
beklendi. Daha sonra agiz kisimlar1 kesilerek kurumamasi i¢in 10 ml PBS gecirildi. Bu
islemlerden sonra 10 ml’lik numune siizlintiisii pipet yardimiyla alinarak, saniyede 1-2 damla
akacak sekilde (3 ml/dk) imunoaffinite kolondan gecirildi ve behere alindi. Ardindan yikama
islemi icin akis hiz1 3 ml/dk olacak sekilde 15 ml saf su gecirildi. Yikama isleminden sonra 3-
5 kez hava gegirildi. Imunoaffinite kolonda tutulan aflatoksinleri elue edebilmek icin, 0.5 ml
metanol TAC den gegirildi, ardindan 0.75 ml daha metanol gegirildi. Boylece aflatoksinler
vialde elde edilmis oldu. Tamamen safsizliklardan ayrilan numune, “microfluor black plate”
ad1 verilen spektroflorimetre plakasina konuldu ve 365 nm de floresans degerlerine bakilarak

miktarlart hesaplandi. Analiz islemi yaklasik 60 saniye siirdii.
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Sekil 27. Microfluor black plate

Cizelge 11. Florimetrik yontemde
Kalibrasyon Grafigi Degerler Tablosu

Aflatoksin Standart | Aflatoksin Standardi Olgiilen Deger
Numarasi Derigimi (ng/ml)

1 0.8 0,371

2 2 0,512

3 4 0,787

4 8 0,868

5 12 1,013

6 20 1,724

y = 0,0641x + 0,3789 o 1,724
R?=0,95

6 8 10 12 14 16 18 20 22
DERISIM ng/ml

Sekil 28. Florimetrik yontemde Kalibrasyon Grafigi
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Cizelge 12. Numunelerde toplam Aflatoksin degerleri (Spektroflorimetre)

Sira Numarasi | Numune Adi Spektroflorimetre de tespit edilen
Afla B1+B,+G;+G; derisimi

(ng/ml)
! Al 12.514
2 A2 25.422
3 A3 9.045
4 Ad 16.218
> AS 11.210
6 A6 5.890
7 AT 11.772
8 A8 24.353
? A9 7.878
10 Al10 2 867
11 All 7999
12 Al2 9.773
13 Al3 6.672
14 Ald 13.849
15 AlS 6.155
16 Al6 10.226
17 Al7 6.948
18 Al8 10.788
19 Al19 7545
20 A20 12.037
21 ¢l 12.738
22 2 11700
23 e 12.062
24 4 10.044
25 5 12.633
26 co 23.015
27 7 2.310
28 C8

16.169
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29 9 17.505
30 C10 2 161
31 Cl1 2327
32 C12 2 308
33 €13 4.380
34 cl4 3.843
35 15 8.340
36 1o 7.133
37 17 10.456
38 CI18

125.120
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4.3.2 Ince tabaka kromatografisi ile aflatoksin analizi

TLC de, florodensitometri cihazi olmadigi i¢in, dedeksiyon asamasi UV lamba ile
gerceklestirildi. Dolayistyla kantitatif bir analiz yapilamadi. Ciplak gozle aflatoksinler,
standart beneklerine bakilarak tespit edildi.

ik &nce sistemin duyarliligimi 6lgmek amactyla, 1000 ng/ml lik toplam aflatoksin
standardi, silikajel G kapli aliiminyum plakaya 100 ul, 50 ul, 25 pl, 10 pl ve 5 pl lik hacimler
halinde uygulandi. islem tamamladiktan sonra, dedeksiyon asamasinda, 100 pl, 50 pl, 25 ul,
10 pl lik hacimlerde, dort tip aflatoksin (Afla By, By, G, G2) ¢iplak gozle gdzlemlenebildi.

Toplam aflatoksin standardinda her aflatoksinden 250 ng/ml vardir. Bu standarttan 10
ul alinirsa, bu hacimde, her bir aflatoksinden 2.5 ng bulunur. Bu da bize TLC ile her bir

aflatoksin i¢in 2.5 ng’1, kalitatif olarak tespit edebilecegimizi gosterdi.

Literatiirde bulunan TLC yontemlerinden, bu ¢aligma i¢in en uygununu belirlemek

amaciyla, metot gelistirme yoluna gidildi.

Bu islem igin literatlirdeki iki farkli yontem denendi ve hangisinin en iyi sonucu
verdigi ve hangisinin daha kullanigl oldugu belirlendi. Kullandigimiz yontemlerden ilki, 1975
yilinda AOAC de yaymlanmis olan Roberts B.A. and Patterson D.S.P. ye ait yontemdir, bu
yontemi 1982 yilinda Ankara Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi’nden Sanli ve ark. da

kullanmistir. Bu yontemin isleyisi su sekildedir:

25 g incir numunesi alind1 ve 100 ml asetonitril - % 4 potasyum kloriir ¢ozeltisi (90 +

10) karisimi ilave edildi. Mekanik karistiricida 3 dakika calkalandi.

Whatman No:4 filtre kagidindan siiziildii. Stiziintiiden 50 ml alinarak, buna 5 ml % 20
lik kursun asetat katildi. Yonteme uygun olarak 2 dakika ¢alkalandi ve 5 dakika bekledikten
sonra 5 ml doymus sodyum kloriir ¢ozeltisi ilave edildi. Yine 2 dakika ¢alkalandi, 5 dakika
beklendi ve slizge¢ kagidindan siiziildii. Siiziintli ayirrma hunisine koyuldu, iizerine yag vs.
maddelerini gidermek i¢in 2 x 25 ml izooktan ilave edildi ve iistteki izooktan kismi atildi.
Sulu asetonitril kismma 25 ml 0.1 N NaHCO; ¢ozeltisi ilave edildi ve karstirildi.
Mikotoksinler énce 25 ml ve sonra 3 x 10 ml kloroformla ekstre edildi her seferinde asagida

toplanan kloroform kismi susuz sodyum siilfattan gegirilerek kurutuldu (bu ekstrakt 1’ dir)
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Ayirma hunisinde kalan sulu kisma 1 ml 1 N HCI ilave edildi ve bu ortamdaki
mikotoksinler (okratoksin ve sitrinin) 3 x 10 mlI kloroformla ekstre edildi. Yine her seferinde
kloroform ekstrakti susuz sodyum siilfattan gegirilerek kurutuldu (bu ekstrakt 2’dir).
Ekstraktlar, rotavaporda kurumaya yakina kadar buharlastirildi, ekstrakt 2 TLC i¢in saklandi.

Ekstrakt 1 ise 3 x 1 ml asetonitril ile karistirilarak kolona aktarildi.

Ekstrakt 1, yukarida belirtildigi gibi kolona aktarildi, kolonun muslugu agilarak var
olan siv1 akitildi. Once 100 ml hekzan, sonra ayni miktarda susuz dietileter gegirilerek kolon
yikandi. Daha sonra, 150 ml kloroform-metanol (97+3) ile aflatoksinler eliie edildi. Eluat
rotovaporda buharlastirildi ve 100 pl benzol-asetonitril (98+2) veya klorofomda ¢ozdiiriilerek

TLC’ye uygulandi.

Silika jel -G ile 0.25 mm kalinliginda kaplanmisg ve 105 °C’de 60 dakika siireyle
etkinlestirilip sicakken kurutucuya alinarak bir gece bekletilen plakaya ekstrakt 1 ve 2’den 5-
20 pl arasinda uygulandi. Ayni plakaya aflatoksin standardindan (kloroformda aflatoksin 5
pg/ml ) miktarda uygulandi. Plaka toluen-etil asetat-formik asitten (60+30+10) olusan
karisimda gelistirildi. Daha sonra da plaka, UV lamba altinda uzun dalga boyunda (365 nm)
ve kisa dalga boyunda (254 nm) kalitatif olarak incelendi.

Incir numunelerinde aflatoksin analizi i¢in ikinci yontem olarak literatiirden, Stroka ve
Anklam’in ‘Journal of Chromatography A’ da yayimlanan “Standard operation procedure for
the determination of aflatoxins in various fod matrices by ICA clean-up and TLC” adl

yontemi se¢ildi (Stroka et al, 1999).

Bu yodnteme uygun olarak, 50 g incir pastasina 200 ml metanol-su (8+2) karisimi
eklenerek yiiksek hizda blendir da 3dk karistirildi. Daha sonra karisim Whatman No:4 filtre
kagidindan siiziildii. Siiziintiiniin 20 ml’si alinarak, 140 ml PBS (Fosfat Tamponu) ¢ozeltisi ile

karistirildi. Karigim tekrar siiziildii.

Stizme islemi tamamlanirken, IAC (Immunoaffinity column) lerin oda sicakligina

gelmesi saglandi ve i¢inden 10 ml PBS gecirilerek kullanima hazir hale getirildi.

Stizme islemi tamamlandiktan sonra siiziintiden 70 ml alindi ve akis hiz1 3ml/dk
olacak sekilde IAC den gegirildi. Akis hizin1 sabit tutabilmek i¢in siringa yardimiyla kolona
basing uygulandi.
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Islem tamamlandiktan sonra, kolonda istenmeyen maddeleri temizlemek igin, % 11
metanol, % 0,5 Tween-20 (polioksietilen-sorbitan monolorat) igeren 15 ml lik sulu ¢ozelti

uygulandi. Daha sonra da kolon 10 ml saf su ile yikandi.

Yikama isleminden sonra siringa yardimiyla kolondan 3-4 defa hava gecirildi. Son
olarak kolonda tutulan aflatoksinleri elue edebilmek i¢in, kolondan 1,5 ml metanol gecirilerek

vialde toplandi. Vial, elusyondan 6nce 50 pl lik metanol-formik asit ¢ozeltisi ile yikandi.

Elde edilen karisimin ¢dzgeni olan metanol 40 °C de rotavaporda buharlastirildi. Daha

sonra viale 150 ul hekzan-aseton-metanol ¢ozeltisi (90+5+5) eklendi ve plakaya uygulandi.

Plaka olarak silikajel 60 kapl aliiminyum plaka kullanildi. Bu plakaya numuneler 100
ul lik hacimler halinde uyguland1 ve plaka kromatografi tankina konuldu. Tankta yonteme
uygun olarak tersiyer biitil metil eter-metanol-su (96+3+1) ¢ozeltisi mobil faz olarak
kullanildi. 45 dakikalik yiiriitme isleminden sonra plaka UV lamba altinda incelendi. Sonugta
sadece toplam aflatoksin standardina ait benekler gozlendi ama numunelerdeki aflatoksin

goriilemedi.

Ayni yontem 18 adet C numunelerine uygulandi. Plakaya her numuneden 20 pl lik
hacimler uygulandi. Uygulamadan o©nce yine plakalar 45 dk etiivde aktiflestirildi.
Kromatografi tankinda, ayni mobil faz kullanilarak yapilan yiiriitme sonunda, aflatoksin
standartlar1 net olarak gozlemlendi, ancak numunelerden yalnizca 1 tanesinde Afla B; ve B,

gbzlemlendi.

Tim yapilan islemler sonunda, UV lamba altinda aflatoksinlerin floresans 6zelligini
arttirmak amaciyla, plakaya aliiminyum kloriir ayiraci (etil alkolde % 20°lik) piiskiirtiildii.

Bununla tam bir gézlem yapilamadiginda siilfiirik asit ayiraci (su ile % 25 lik) kullanildi.
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4.3.3 HPLC ile aflatoksin analizi

HPLC analizleri sirasinda HPLC cihazinda uygulanan kosullar ve parametreler

Cizelge 15°de gosterilmistir.

Cizelge 13. HPLC parametreleri

Enjeksiyon Hacmi 50uL

Akis Hizi 1.000 ml/dk
Durdurma Zamani 15 dk
Mobil Faz MeOH-ACN-Su
Calisilan Basing 83 bar
Max. Basing 400 bar
Sicaklik 40°C
Dedektor Floresans
Ex. dalga boyu 362 nm
Em. dalga boyu 425 nm
HPLC kolon C18

HPLC cihazinda hareketli faz olarak su -metanol-asetonitril karisimi kullanildi. Buna
gore, 600 ml HPLC saflikta su 300 ml metanol ve 200 ml asetonitril meziir yardimiyla
Olgiilerek 1100 ml lik bir ¢6zelti hazirlandi. Bu ¢oOzeltinin 100 ml’lik kismi atildi ve
tiirevlendirmeyi saglamak amaciyla 1000ml’sine 120 mg potasyum bromiir ve 100 pL saf

nitrik asit ilave edildi. Boylece HPLC i¢in hareketli faz hazirlanmis oldu.

Daha sonra kalibrasyon egrisinin ¢izilmesi i¢in standartlar hazirlandi ve Afla
B1,B2,G1,G; i¢in ayri ayr standart grafigi ¢izildi. Kalibrasyon egrisi 6 basamakli olarak alindi
ve bu dogrultuda elimizde bulunan 1000 ng/ml toplam aflatoksin standardindan ilk 6nce
100ul alip 900 pl metanol ile seyrelterek 100 ppb lik bir ara standart olusturuldu. Cizelge
16°da gosterildigi sekilde 0,8-2-4-8-12-20 ppb lik 6 adet standart hazirlandi.
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Cizelge 14. Aflatoksin Standartlar1 Hazirlanist

Standart Cozeltinin Ara standarttan
Konsantrasyonu(ppb) | alinan miktar (ul) Solvent Miktari (ml) | Su miktar1 (ml)
0.8 40 1.46 1
2 100 24 2.5
4 100 1.15 1.25
8 100 0.525 0.625
12 100 0.300 0.400
20 100 0.150 0.250

Daha sonra hazirlanan aflatoksin standartlart HPLC ye enjekte edildi ve her bir

aflatoksin i¢in standart grafigi ¢izildi.

Standart grafikleri ¢izildikten sonra numuneler, Aydin Ticaret Borsasi Gida
Laboratuvari’nin kullandig1, kuru incir numunelerinde aflatoksin tayini i¢in AOAC’nin

999.07 sayil1 resmi yontemine gore analizlendi.

Bu yonteme gore ekstraksiyon agamasinda 50 g incir numunesi tartildi ve tizerine 150
ml teknik metanol, 100 ml distile su ve 5 g tuz ilave edilerek blendirda yiiksek hizda 3 dakika
boyunca karigtirildi. Daha sonra ekstrakt, dnce normal filtre kagidindan daha sonra Whatman

No:4 filtre kagidindan siiziildii.

IAC’ler kullanilmadan once oda sicakligina gelmesi saglandi. Daha sonra IAC’leri
kullanima hazir hale getirmek i¢in, 10 ml PBS (PhosphateBufferSaline ) ¢ozeltisi akis hiz1 2-3
ml/dk olacak sekilde kolonlardan gegirildi.

Stizme islemi tamamlandiktan sonra, pipet yardimiyla siiziintiiden 10 ml alind1 ve akis
hiz1 3 ml/dk olacak sekilde imunoaffinite kolondan geg¢irildi. Akis tamamlandiktan sonra
kolondan ayni1 akis hizinda 15 ml saf su gegirildi. Ardindan siringa yardimiyla IAC’lerden 3-4
kez hava gegirildi.

Aflatoksinleri viale almak i¢in, 0.5 ml metanol IAC den gecirildi, 1 dk beklendi ve

0.75 ml daha metanol geg¢irildi. Boylece aflatoksinler vialde elde edilmis olur.
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HPLC ye numunenin aktarimi oto-6rnekleyici ile yapildi. Buna gére numuneler oto-

ornekleyiciye dizildi ve her birinin analizi 15 dk siirecek sekilde cihaz ayarlandi.

Cizelge 15. Afla B, i¢in Kalibrasyon Grafigi Degerler Tablosu (HPLC)

Aflatoksin Aflatoksin
Standart Standardi Alan Derisim/Alan
Numarasi Derisimi (ng/ml)
1 0.8 0.9676 0.8268
2 2 2.5908 0.7720
3 4 4.7543 0.8413
4 8 9.9358 0.8052
5 12 16.2036 0.7406
6 20 26.1688 0.7643
30

y = 1,3256x - 0,2364

R? = 0.9986 26,1688

25

20

15
5 7

0 5 10 15 20 25
DERISIM ng/ml

PiK ALANI

Sekil 29. Afla B, i¢in Kalibrasyon Grafigi
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Cizelge 16. Afla B, i¢in Kalibrasyon Grafigi Degerler Tablosu (HPLC)

Aflatoksin Aflatoksin
Standart Standardi Alan Derisim/Alan
Numarasi Derisimi (ng/ml)
1 0.8 1.3485 0.5932
2 2 3.4973 0.5719
3 4 6.6014 0.6059
4 8 13.6562 0.5858
5 12 22.2152 0.5402
6 20 36.2779 0.5513
12
y = 0,5138x - 0,0928
10 5 & 10,1050
R* =0,9988

=

<

-

<

X

o

O T T T T
0 5 10 15 20 25

DERISIM ng/ml

Sekil 30. Afla B, i¢in Kalibrasyon Grafigi
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Cizelge 17. Afla G, i¢in Kalibrasyon Grafigi Degerler Tablosu (HPLC)

Aflatoksin Aflatoksin
Standart Standardi Alan Derisim/Alan
Numarasi Derisimi (ng/ml)
1 0.8 0.2708 2.9541
2 2 1.0332 1.9357
3 4 1.8774 2.1306
4 8 3.9178 2.0420
5 12 6.2850 1.9093
6 20 10.1050 1.9792
12
y = 0,5138x - 0,0928
10 Rz:W 10,1050
= 8
<
3 6 72850
X
a4 3,9178
Msz
O 2708 T T T T
0 5 10 15 20 25
DERISIM ng/ml

Sekil 31. Afla G, i¢in Kalibrasyon Grafigi
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Cizelge 18. Afla G, i¢in Kalibrasyon Grafigi Degerler Tablosu (HPLC)

Aflatoksin Aflatoksin
Standart Standardi Alan Derisim/Alan
Numarasi Derigimi (ng/ml)
1 0.8 0.4030 1.9849
2 2 1.0335 1.9350
3 4 1.9042 2.1006
4 8 3.9363 2.0323
5 12 6.4605 1.8574
6 20 10.2824 1.9451
12
y = 0,5209x - 0,0599
10 - R2 =W 10,2824
= 8
é 6 y6.464
X /
= 3,9363

5 10

15
DERISIM ng/ml

20 25

Sekil 32. Afla G, i¢in Kalibrasyon Grafigi
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Cizelge 19. Numunelere ait Afla B; Degerleri (HPLC)

Sira Numarasi Numune Ad1 Analiz i¢in HPLC de tespit
Alikonulma edilen derisimi
Siiresi (dk) (ng/ml)
1 Al 10.755 6.137
2 A2 10.740 18.711
3 A3 10.770 3.566
4 A4 10.768 6.752
5 AS 10.771 7.058
6 A6 10.737 0.681
7 A7 10.772 2.077
8 A8 10.788 16.304
9 A9 10.767 1.966
10 Al0 10.765 1.123
11 All 10.762 1.182
12 Al2 10.746 4.013
13 Al3 10.766 1.005
14 Al4 10.776 2.135
15 AlS 10.762 1.178
16 Al6 10.741 2.116
17 Al7 10.777 0.798
18 Al8 10.742 1.938
19 Al9 10.779 1.221
20 A20 10.782 2.131
21 Cl 10.535 3.124
22 C2 10.534 3.062
23 C3 10.539 2.603
24 C4 10.572 2.384
25 C5 10.617 2.800
26 C6 11.258 14.889
27 C7 e -
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28 C8 11.178 7.758
29 C9 11.067 5.662
30 C10 11.167 0.643
31 Cl1 11.500 0.501
32 C12 11.506 1.130
33 C13 10.947 0.250
34 Cl4

35 C15 11.408 0.211
36 C16 11.245 0.227
37 C17 11.444 1.629
38 C18 11.300 84.549

Cizelge 20. Numunelere ait Afla B, Degerleri (HPLC)

Sira Numarasi Numune Adi Analiz i¢in HPLC de tespit
Alikonulma edilen derisimi
Siiresi (dk) (ng/ml)

1 Al 8.621 0.346

2 A2 8.608 0.703

3 A3 8.642 0.216

4 A4 8.648 0.645

5 AS 8.629 0.433

6 A6 8.585 0.100

7 A7 8.640 0.239

8 A8 8.651 2.092

9 A9 8.614 0.212

10 Al0 8.630 0.151

11 All 8.603 0.085

12 Al2 8.612 0.172

13 Al3 -—-- -—--

14 Al4 8.633 0.387

15 AlS 8.626 0.110
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16 Al6 8.570 0.142
17 Al7 8.638 0.164
18 Al8 8.610 0.121
19 Al9 8.616 0.071
20 A20 8.641 0.371
21 Cl1 8.936 0.236
22 C2 8.935 0.238
23 C3 8.938 0.231
24 C4 8.966 0.211
25 C5 8.994 0.246
26 C6 9.474 2.096
27 C7 ---- -—--

28 C8 9.416 0.516
29 C9 9.342 0.392
30 C10 9.389 0.055
31 Cll1 ---- 0.000
32 Cl12 9.656 0.046
33 C13 ---- -—--

34 Cl14 -—-- ----

35 CI5 ---- -—--

36 Cl16 ---- -—--

37 C17 9.612 0.297
38 CI8 9.504 0.137
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Cizelge 21. Numunelere ait Afla G; Degerleri (HPLC)

Sira Numarasi

Numune Adi

Analiz i¢in

HPLC de tespit

Alikonulma edilen derisimi
Siiresi (dk) (ng/ml)
1 Al - -
2 A2 7.121 0.158
3 A3 ---- ----
4 A4 7.122 1.968
5 AS -—-- ----
6 A6 7.122 0.443
7 A7 7.122 1.227
8 A8 -—-- ----
9 A9 ---- ----
10 A10 7.122 0.355
11 All - -
12 Al2 — —-
13 Al3 - -
14 Al4 7.146 0.188
15 AlS5 --- ----
16 Al6 - -
17 Al7 -—-- -—--
18 Al8 --- ----
19 Al19 - -
20 A20 7.253 0.981
21 C1 7.980 1.402
22 C2 7.981 1.449
23 C3 7.984 1.206
24 C4 8.005 1.099
25 C5 8.031 1.401
26 Cé6 -—-- ----
27 C7 - -
28 C8 8.378 0.175
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29 C9 8.329 6.025
30 C10 -—-- ----
31 Cl11 8.558 0.500
32 C12 -—-- -—--
33 C13 8.234 0.220
34 Cl4 - -
35 C15 8.535 0.605
36 Cl6 8.448 0.117
37 C17 8.556 1.485
38 C18 8.464 18.623
Cizelge 22. Numunelere ait Afla G, Degerleri (HPLC)
Sira Numarasi Numune Ad1 Alikonulma HPLC de tespit
Siiresi (dk) edilen derisimi
(ng/ml)

1 Al -—-- -

2 A2 ---- -

3 A3 -—-- ----

4 A4 5.816 2.022
5 AS — —-

6 A6 5.816 0.326
7 A7 5.819 1.477
8 A8 5.821 0.257
9 A9 -—-- ----
10 Al0 5.816 0.446
11 All ---- -
12 Al2 — —-
13 Al3 5.959 0.324
14 Al4 5.815 1.569
15 Al5 -—-- -—--
16 Al6 -—-- ----
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17 Al7
18 AlS
19 Al19
20 A20 5.816 1.161
21 Cl
22 C2 6.896 0.072
23 C3
24 C4
25 Cs
26 C6
27 C7
28 C8
29 C9 7.151 0.271
30 C10
31 Cll1
32 CI2
33 C13
34 Cl4
35 C15
36 C16
37 C17 7.313 0.250
38 CI8
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Cizelge 23. Numunelerde toplam Aflatoksin degerleri (HPLC)

Sira Numaras1t | Numune Adi HPLC de tespit edilen Afla
B +B,+G+G; derisimi
(ng/ml)

! Al 6.483
2 A2 19.572
3 A3 3.782
4 Ad 11387
> AS 7.491
6 A6 1.550
! AT 5.020
8 A8 18.653
0 A9 2.178
10 Al10 2075
11 All 1267
12 Al2 4185
13 Al3 1329
14 Al4 4979
15 AlS 1.288
16 Al6 2.258
17 Al7 0.962
18 Al8 2.059
19 Al9 1.292
20 A0 6.644
21 C1 4762
22 C2 4.821
23 C3 4.039
24 C4 3.695
25 C5 4.447
26 C6 16.984
27 C7 -
28 C8 8.450
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29 C9 12.350
30 C10 0.697
31 Cl1 1.001
32 Cl12 1.176
33 C13 0.470
34 Cl4
35 Cl15 0.816
36 Cl16 0.344
37 C17 3.661
38 C18' 103.310

1 C18 nolu 6rnek i¢in seyreltme yontemi uygulanmistir.
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5. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada, aflatoksin analizinde kullanilabilecek analitik ya da imunokimyasal
yontemler arastirilmis ve bunlardan, aflatoksin analizi i¢in en ¢ok kullanilan {i¢ tanesi (HPLC,
TLC ve Florimetrik yontem) ele alinarak avantajlar1 ve dezavantajlar1 belirlenmistir. Bu

amagla, calisilacak numune olarak Aydin yoresi kuru incirleri se¢ilmistir.

Florimetrik yontemde, aflatoksin miktarlar1 toplam olarak hesaplanmaktadir. Yani
Afla By, Afla B,, Afla G; ve Afla G; i¢in ayr1 ayr1 miktar tayini yapilamamistir. Dolayisiyla

ele alinan 38 numunede, ancak 4 aflatoksin ¢esidinin toplam miktarlari tespit edilebilmistir.

Florimetrik yontem ile dl¢iilen degerler, HPLC yontemi ile Olciilen degerlerden
yiiksek ¢ikmistir. Numuneler incelendiginde, dlciilen degerler arasinda 4-22 ppb arasinda bir
fark s6zkonusudur. Bu farkin, numune i¢indeki safsizliklarin uygulanan yontemle tam olarak

ayrilamamasi nedeniyle ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir.

Zira uygulanan yontem musir gluten unu numunelerinde aflatoksin analizi i¢in
uygulanan, Amerika Birlesik Devletleri Tarim Bakanligi’nin resmi metodudur. Literatiir
incelendiginde incir numunelerinde, aflatoksin analizinin florimetrik yontemle yapildig: bir
kaynaga rastlanmamistir. Dolayisiyla aflatoksin derisimleri 6l¢iiliirken, tam olarak
aflatoksinlerin temizlenememesi sonucu ekstraktta bulunan, floresans 6zellik gdosteren diger

bilesikler de dl¢iilmiis olabilir.

Florimetrik yontemin en biiylik kazanci kisa siirede yapilabilmesidir. Ekstraksiyon
kisim tamamlandiktan sonra, 6l¢iim agamasinda spektroflorimetri cihazina konan numunelerin
tamaminin analizi yaklasik 20 s siirmistiir. HPLC yonteminde 6l¢iim asamasinda, HPLC
cihazina konan her bir numune i¢in analiz siiresinin 15 dk oldugu diistiniiliirse florimetrik

yontemin 6l¢iim asamasinin ne kadar kisa oldugu anlagilabilir.

Florimetrik yontem c¢ok hassastir. Milyarda bir gibi ¢ok diisiik konsantrasyonlara

uygulanabilir (Giindiiz, 2002).

Florimetrik yontemde kullanilan spektroflorimetre cihazi, gii¢li bir 1sin kaynagina
sahip olmas1 ve 1sinlar1 dalga boylarina gore ayirmak i¢in greyting monokramotorlerine sahip

olmasi gibi -fotometrelere gore- birgok farkli 6zellik icermesi yliziinden pahalidir.
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Yapilan florimetrik tayinde en biiyiik sorun, plakaya numuneleri pipet yardimiyla
uygularken yasanmistir. Ciinkii kesinlikle pipet ucu, plaka {izerinde, bolmeler hari¢ baska bir
yere degmemelidir. Pipet ucunun plakanin herhangi bir yerine degmesiyle olusabilecek

kirlilik, yanlis sonuglar alinmasina yol agmaktadir.

TLC yontemi, aflatoksin analizi i¢in olduk¢a kolay ve ucuz bir yontemdir. Ancak
yontemin uygulanmasi, uzun zaman almaktadir. Ayrica literatiirdeki TLC yontemlerinin
cogunda, mobil faz olarak, numuneyi temizleme asamasinda ya da ekstraksiyon asamasinda
hala, diklormetan veya kloroform gibi klor iceren ¢ézgenler kullanilmaktadir. Bilindigi gibi

bu ¢ozgenlerde ekolojik dengeye zarar vermektedir.

TLC yénteminde, diger ydntemlere gore hata yapma payr cok yiiksektir. Incir
numuneleri ile yapilan TLC yonteminde, siirekli hatali sonuglar bulunmus ve hata kaynaklari

aragtirilmustir.

Roberts ve Patterson’a ait “Detection of twelve mycotoxins in mixed animal feedstuffs
using a novel membrane cleanup procedure” adli yontem, hayvan yemlerinde rahatlikla
uygulanabilirken, incir numunelerinde bir dizi hataya yol agmistir. Plaka toluen-etil asetat-
formik asitten (60+30+10) olusan karisimda gelistirildikten sonra, uzun ve kisa dalga UV
1s1kta incelenmistir. Kisa dalga boyunda (254 nm) net bir gozlem yapilamamistir. Uzun dalga
boyunda (365 nm) ise 1000 ppb lik toplam aflatoksin standardinda Afla By, B,, G; ve G, ye
ait dort ayr1 benek net olarak gdzlenmistir. Ancak uygulanan numuneler, bant seklinde

stiriiklenmis olarak gozlenmistir.

Bunun kirlilikten kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilerek numuneler kati-faz
ekstraksiyon (SPE) kolonundan ge¢irilmistir. Numuneler SPE’den gecirilmesine ragmen, yine

bant tarzinda siiriikklenmis olarak gozlenmistir.

Bunun nedeninin, yiiriitme asamasinda, kromatografi tankinin yeterince c¢oziicii
buhartyla doyurulmamis olmasi olabilecegi disiiniilerek kromatograf tanki 6nceden
hazirlanmistir ve ¢dziiciiniin (toluen-etil asetat-formik asit) buhartyla doymasi saglanmstir.
Plaka tekrar hazirlanip tank i¢inde kosturuldugunda ayni sorunla karsilagildigindan, sorunun

mobil fazdan kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir.

Bu nedenle c¢ift yonli yiiritme islemi yapilmistir. Ayni sekilde hazirlanan plaka

ilkénce 50 ml dietil eter de kosturulmustur. Daha sonra 90° dondiiriilerek kloroform-aseton
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(45+5) karisiminda kosturulmustur. Yiirlitme islemi bittikten sonra plaka UV 1s1ik altinda

incelendiginde numunelerin yine bant seklinde oldugu gézlenmistir.

Daha sonra elusyon asamasinda degisiklik yapilmistir. Rotavaporda ¢doziiciisii
buharlagtirilan ve Iml kloroformda ¢ozdiiriilerek, plakaya uygulanacak olan numunenin 0,5
ml si [AC den gegirilmistir. Daha sonra metanol ve su ile elue edilmistir. IAC den gegirilmis
ve normal prosediir uygulanmis iki ayr1 0,5 ml lik numune plakaya uygulanmistir. Bu
asamada UV 1s1k altinda, normal prosediir uygulanan numunede aflatoksinler yine bir bant

halinde gézlenirken, IAC den gecirilen numunede aflatoksinler gézlenememistir.

Ayni numuneler daha sonra aliiminyum plakaya degil de cam plakaya uygulanmistir.
Numunelerdeki hata yine giderilememistir. Aflatoksin standartlar1 daha belirgin bir sekilde

gozlenmistir.

Bu yontemden belirgin bir sonug elde edilemedigi i¢in Roberts ve Patterson’a ait olan
yontemin, incir numunelerinde aflatoksin analizi i¢in uygun olmadigina karar verilmistir.
Roberts ve Patterson, bu yontemi hayvan yemlerinde aflatoksin analizi i¢in kullanmislardir.
Literatiir incelendiginde bu yontemle hayvan yemlerinde ¢ok iyi sonuglar alindigi goze
carpmaktadir. Ancak incir gibi meyvelerde, cok fazla organik madde ( niikleotitler,
vitaminler, yaglar, sekerler vs. ) oldugundan, bu gibi maddelerin aflatoksinlerle girisim
olusturdugu, bu nedenle UV 151k altinda aflatoksinlerin siiriiklenmis olarak goriildiigii

distiniilmustir.

Uyguladigimiz TLC yonteminde hata kaynaklarindan birisi de, ekstraksiyon

asamasinda IAC nin, kullaniminin yanlis yapilmasidir.

Roberts ve Patterson’a ait TLC yoOnteminde, temizleme asamasinda imunoaffinite
kolon kullanilmasi, plakalarda goriilen siiriklenmeleri ya da numunelerde aflatoksinlerin
goriinmeyisini agiklayabilir. Zira yapilan caligmada, temizleme asamasinda imunoaffinite
kolon kullanilan HPLC ydnteminde, herhangi bir soruna rastlanmamistir. HPLC de bdyle bir
girisime rastlanmamasinin nedeni, TLC yontemi ile HPLC yonteminin farkli ayirma
mekanizmalarina sahip olmasidir. Deneyde kullanilan TLC yonteminde hareketli faz
apolar(toluen-formik asit-etil asetat), durgun faz ise polardir (silika jel). Deneyde kullanilan
HPLC yonteminde ise hareketli faz polar (metanol-su), durgun faz apolardir (oktadesil

gruplart).
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Yapilan deneysel ¢aligmalarin sonunda, aflatoksinleri IAC’den geri alma asamasinda

kloroform yerine metanol-su ¢dzgeninin daha iyi sonug verdigi tespit edilmistir.

Metanol-su ¢dzgeninin disinda bu girisimleri engellemek i¢in uygulanan yontemler

sunlardir:

-Imunoaffinite kolon &ncesinde seyreltilmis ekstrakt, mikrofiber cam filtre ile

temizleninceye kadar siiziiliir.

-Girigim yaratacak diger bir kaynak da IAC yi yikama asamasinda eser miktarda
kirliligin imunoaffinite kolon igerisindeki jele karigmasidir. Bunu gidermek i¢in iki islem
yapilabilir. Yikama, % 0,5 Tween-20 (monosorbitanlaurat) i¢eren ¢ozeltiyle yapilabilir ya da

yiiksek saflikta su kullanilabilir.

Kruger ve ark. nin 1999 yilinda yaptigi bir ¢alismada, misir numunelerindeki
aflatoksinin florimetrik tayininde, imunoaffinite kolonlarin temizlenmesi asamasinda Tween-

20 kullanilmis ve ¢ok iyi sonuglar elde edilmistir (Stroka, 2000).
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Sekil 33. Tween-20 kullanilmis ve kullanilmamuis biber tozu

ve misir numunelerinin ince tabaka kromatogrami

TLC’de yiiriitme asamasinda, mobil fazin plaka iizerinde ilerleme hizi, kapilar
kuvvetlere baglidir ve kontrol edilemez (Yiiksek basingli TLC yontemi hari¢). HPLC de ise

mobil fazin hiz1 ayarlanabilir ve kontrol edilebilir.
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TLC de numunenin ¢6ziindiigli ¢ézgenin se¢imi, TLC i¢in HPLC kadar 6nemli
degildir. Ciinkii yiiriitme asamasi dncesi bu ¢dzgenler buharlastirilmaktadir. HPLC de ise,
numunenin ¢oziindigli ¢ézgen, mutlaka mobil fazin yapisiyla ve kolonun dayanikliligiyla

uyumlu olmalidir (Sherma and Fried, 1999).

TLC yonteminin, kiyaslanan diger yontemlere gore daha az duyarli oldugu tespit
edilmistir. Uygulanan TLC yonteminde 2,5 ng lik bir dedeksiyon limiti belirlenmistir. Oysaki
literatiirde HPLC yonteminin, 0.05 ng/g gibi oldukga diisiik dedeksiyon limitine sahip oldugu
belirtilmektedir (Reif et al, 1995).

TLC metodu 2 ng/g dedeksiyon limitinin altinda giivenilir sonu¢ vermez. En biiytlik

dezavantaji da ekolojik dengeye zararl ¢ozeltiler kullanilmasidir (Nollet, 2004).

TLC de, UV 151k altinda ¢iplak gozle gorsel tespit yoluyla ancak 1pg/kg ve iizeri
aflatoksinler tespit edilebilir. Ayrica ¢iplak gozle yapilan islem, ancak yar1 kantitatif islemdir

(Stroka, 2000).

TLC nin duyarlilig, floresans dedektor kullanilan bir HPLC yontemine gore 100 kat
daha azdir. Bunun nedeni, HPLC’de temizleme asamasinda IAC kullanilmas1 ve ekstraksiyon

asamasinda metanol ¢ozeltisi kullanilmasidir (Anklam and Stroka, 1999).
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5. SONUCLAR

TLC yontemi, kullanilan diger kromatografik ayirma yontemlerine gére daha basit, hizli ve
ucuzdur. Ozellikle numunelerdeki aflatoksinlerin kalitatif ya da yar1 Kantitatif olarak
analizlenmesinde ¢ok bagarili bir ydontemdir. Ancak incelenen konuyla ilgili kaynaklarda, kantitatif
olarak giivenilirliginin az oldugundan bahsedilmektedir. TLC yonteminin ekstraksiyon asamasinda
birgok farkli kimyasal kullanilmasi, aflatoksinlerin derisim olarak belirlenmesinde hatalara yol
agmaktadir. Ornegin ¢dzgenlerin buharlastirilmasi asamasinda, mutlaka bir miktar aflatoksin kaybi
yasanmaktadir. Ayrica IAC de, su ya da PBS kalintis1 kalmas1 ya da eser miktarda Tween-20
kalmas1 aflatoksinlerin yapisim1 bozacaktir. Bu bozulmalar1 6nlemek i¢in cam viallere bir miktar

formik asit katilmalidir (Stroka, 2000).

Diger taraftan, bazik ortam aflatoksinlerin yapilarindaki lakton halkalarinin bozulmasina,
dolayisiyla, aflatoksinlerin yapisinin bozulmasina yol agar. Bunu 6nlemek i¢in tiim cam geregler, %

10’1uk siilfirik asit ile ve daha sonra da saf su ile yikanmalidir.
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Sekil 34. Bazik ortamda aflatoksinlerin yapisal bozunmasi (Stroka, 2000)

TLC yonteminin, kiyaslanan diger yontemlere gore daha az duyarli oldugu da tespit
edilmigtir. Uygulanan TLC yonteminde 2,5 ng lik bir dedeksiyon limiti belirlenmistir. Oysaki
literatiirde HPLC yonteminin, 0.05 ng/g gibi oldukca diisikk dedeksiyon limitine sahip oldugu
belirtilmektedir (Reif et al, 1995).
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Ozellikle TLC yénteminde, ekolojik hasara yol agmamak igin ve aflatoksin derisimlerinde
daha duyarli Ol¢lim yapabilmek icin, temizleme asamasinda IAC’ lerden yararlanilmasi
gerekmektedir. IAC’ler pahali ve tek kullanimlik kolonlar olmasma karsin, aflatoksinleri
safsizliklardan ayirmada ¢ok basarilidirlar. IAC’lerden aflatoksinlerin geri elde edilmesi agsamasinda

(elusyon) ¢ozgen olarak en iyi sonucu veren metanol-su karigimidir.

Daha once de belirtildigi lizere TLC yonteminde en biiylik sorun, laboratuarda meydana
gelebilecek insan kaynakli hatalardir. Yapilan deneyler sonucunda, deney asamasinda insan
kaynakl1 hatalar en aza indirilirse, TLC yontemi ile florodensitometre gibi bir cihaz yardimiyla
dogrulugu yiiksek sonuglar alinabilecegi, ayrica bdyle bir sistemin, florimetrik ve HPLC
yontemlerine gére daha ucuz olmasi, daha hizli ve basit olmasi nedeniyle incir numunelerinde
aflatoksin analizinde kullanilabilecegi, ayrica bu durumda IAC, C-18 ya da ODS gibi pahali
kolonlara ihtiya¢c duyulmamasi nedeniyle incir numunelerinde aflatoksin analiz yOnteminin

maliyetinin azalacagi kanisina varilmistir.

Isletmelerde kullanilan UV lambanimn, aflatoksin analizinde kesin sonuglar vermedigi
anlasilmis, ancak yinede yurtdisina ihrag edilen tiriinlerde kalitatif olarak kullanilabilecegi kanisina

varilmstir.

Florimetrik analiz yoOnteminin, diger yOntemlere gore en biiyiikk dezavantaji, toplam
aflatoksin miktar1 hakkinda bilgi vermesidir. Afla B; diger aflatoksinlere gore insan viicuduna daha
zararl ve kanserojendir. Thra¢ edilmek istenen iilkeler de 6zellikle numunelerde Afla B; degerini

ogrenmek istemektedirler (Cizelge 4).

Dolayistyla, florimetrik yontemde Afla B, Afla By, Afla G; ve Afla G, derisimleri ayr1 ayri
belirlenemedigi i¢in, bu yontemin ihracat esnasinda kullanilamayacagi, ayrica uygulanan yontemde
IAC gibi pahal1 kolonlara yer verildigi i¢in yontemin maliyetinin TLC’ye gore daha fazla oldugu
belirlenmistir. Aflatoksin analizi ile ilgili incelenen makaleler ve kitaplar da goz oniine alinarak,
florimetrik yontemin TLC ve HPLC yontemine yardimci ve dogrulayict bir yontem olarak

kullanilmas1 gerektigi kanisina varilmistir.

HPLC yo6nteminin TLC ve florimetrik yonteme gore en biiylik avantaji, her asamasinin
cihaz tarafindan gerceklestirilmesidir. Oysaki TLC ve florimetrik yontem, HPLC kadar hassas
olamaz, c¢iinkii tamamen otomatik yapilan islemler degillerdir. Bu da analiz sonuglarinda

istenmeyen hatalara ve yanlis 6l¢iimlere yol agmaktadir.
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HPLC yontemi, diger yontemlere gore daha fazla maliyete sahip olmasina karsin, her seyin
cihaz tarafindan yapilmasi ve dolayisiyla hareketli fazin akis hizindan, enjeksiyon miktarina kadar
analizin her asamasinin kontrol edilebilir olmasi, ayrica tiirevlendirme islemi yapildiginda dort ayri
aflatoksin derisimini, c¢ok kiiclik derisimlerde bile yiliksek dogrulukla hesaplayabilmesi yani
hassasiyetinin yiiksek olmasi sebebiyle su an diinyada en ¢ok tercih edilen analiz yontemi haline

gelmistir.

Kisaca, pahali bir yontem olmasina karsin, diger yontemlerle kiyaslandiginda aflatoksin
derisimini hesaplamada hata payimin ¢ok diisiik olmas1 sebebiyle, liretimde, diinya pazarinda birinci
sirada oldugumuz incir gibi {irlinler i¢in, diger iki yonteme gore HPLC yonteminin kullanilmasinin

daha uygun olacagi kanisina varilmistir.

Sekil 35°deki grafikte, liggen sekil ile belirtilen degerler florimetrik yontem ile Olgililen
degerleri, kare sekil ile Olgiilen degerler HPLC yontemi ile Slgiilen degerleri gostermektedir. Bu
grafikten de anlasilacagi gibi yapilan c¢alismada, florimetrik yontem yoluyla bulunan toplam
aflatoksin degerleri, HPLC yonteminde bulunan degerlere gore yiiksek cikmistir. Bu yiiksek
degerlerin, numune igindeki safsizliklarin uygulanan yontemle tam olarak ayrilamamasi nedeniyle

ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir.
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Cizelge 24. HPLC ve Florimetrik yontem ile dl¢iilen toplam Aflatoksin degerleri

Sira Numarasi | Numune Adi HPLC de tespit edilen Afla Spektroflorimetre de tespit

B +B,+G+G; derisimi edilen Afla B;+B,+G;+G;
(ng/ml) derisimi (ng/ml)
! Al 6.483 12.514
2 A2 19.572 25.422
3 A3 3.782 8.045
4 Ad 11.387 16.218
> AS 7.491 11.210
6 A6 1.550 5.890
! AT 5.020 11.772
8 A8 18.653 24.353
? A9 2.178 7.878
10 A0 2.075 8.867
i All 1.267 7.299
12 Al2 4.185 9.773
13 Al3 1.329 6.672
14 Ald 4.279 13.849
15 AlS 1.288 6.155
16 Al16 2.258 10.226
17 AlT 0.962 6.948
18 Al8 2.059 10.788
19 Al9 1.292 7.545
20 A20 6.644 12.037
21 Cl 4762 12.738
22 C2 4.821 11.700
23 C3 4.039 12.062
24 C4 3.695 10.044
25 C5 4.447 12.633
26 C6 16.984 23015
27 <7 T 2.310
28 C8 8.450

16.169
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29 C9 12.350 17.505
30 C10 0.697 % 161
31 Cl1 1.001 %37
32 C12 1.176 £ 308
33 Cl13 0.470 4380
34 cl4 3.843
35 Cl15 0.816 8 340
36 Cl16 0.344 7133
37 Cl17 3.661 10.456
38 Cl18 103.310

125.120
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Sekil 35. HPLC ve Florimetrik yontemlerle dlgiilen toplam aflatoksin derisimleri
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OZET

Bu ¢alismada Aydin ilinde iiretilen incirlerde farkli yontemler kullanilarak, aflatoksin analizi
yapilmis ve yontemlerin birbirlerine gore zaman, duyarlilik, maliyet, hata olasiligi, analiz
asamasinin zorlugu-kolaylig1 ve yontemin incir numunelerine uygulanabilirlii gibi kistaslar ele

alinarak karsilagtirilmalar1 yapilmustir.

Homojenize hale getirilen 38 adet incir pastasi, HPLC (Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi) , TLC (Ince Tabaka Kromatografisi) ve Florimetrik Yontem gibi ii¢ farkli yontem
kullanilarak analiz edilmis ve yontemler birbirleriyle kiyaslanmistir. Bu yontemler birbirleriyle
kiyaslanirken, deney asamasi gergeklestirilemeyen diger aflatoksin analiz yontemlerinden bazilari

da (ELISA, RIA, UV lamba kullanimi) teorik olarak ele alinmistir.

Bu yontemlerden, spektroflorimetre cihazi kullanilarak yapilan florimetrik yontem, toplam
aflatoksin derisimini vermesi Afla B;, Afla B,, Afla G; ve Afla G, derisimlerini ayr1 ayri

analizleyememesi nedeniyle diger yontemlere gore daha az kullanilabilir olarak nitelendirilmistir.

TLC yonteminin HPLC yontemine gore daha ucuz, fakat daha zahmetli oldugu
belirlenmistir. Ancak HPLC ydnteminin ekipman yoniinden oldukca pahali olmasi sebebiyle, TLC
yonteminin dedeksiyon asamasinda florodensitometre gibi bir cihaz kullanildiginda, en az HPLC
kadar kesin sonuglar verecegi, ayrica tiirevlendirme i¢in ayr1 bir gerece gerek duymamasi, IAC ve
C-18 gibi kolonlarin kullanilmamasi1 sonucunda maliyet agisindan HPLC’ye gore daha diisiik

oldugu i¢in, daha ¢ok tercih edilebilecegi diisiiniilmektedir.

Calismada, sonuglar tablolar ve grafikler halinde verilmis, ayrica numunelerde en az
rastlanilan aflatoksinin Afla G,, en ¢ok rastlanilanin da Afla B; oldugu belirlenmis, rastgele secilen

38 numuneden sadece 2 tanesinin aflatoksin icermedigi belirlenmistir.
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SUMMARY

In this study, aflatoxin analysis were made by various methods on figs produced in Aydin
Region. These methods were compared according to their experimental time, sensitivity, cost, error

rate, difficulties of analysis level and their applicability on fig samples.

Homogenized 38 fig pastes were analysed by three different methods as HPLC (High
Pressure Liquid Chromatography), TLC (Thin Layer Chromatography) and Fluorimetric Analysis.
These methods were compared to each other. Also, some of the methods used to analyse aflatoxin

such as ELISA, RIA and UV light usage were approached theoretically.

Fluorimetric method uses spectrofluorimeter device, gives total Aflatoxin concentration (can
not analyse Afla B;, Afla B,, Afla G; ve Afla G, concentrations individually). As a result of this;

usage of fluorimetric method is not common in aflatoxin detection according to other methods.

TLC method is appointed that less expensive and but more laborious than HPLC method. In
TLC method, there is no need any extra device for derivatisation step and also it is not necessary to
use expensive columns such as IAC and C-18 used in HPLC. More accurate results are obtained by
using fluoridensitometer in detection step of TLC method. In conclusion, it is considered that TLC

method with fluoridensitometer is preferred instead of HPLC method for aflatoxin analysis

In this study, results were given in tables and figures. Besides, aflatoxin of Afla G, was seen
least and aflatoxin of Afla B; was seen most in samples. Also, in random choice of 38 samples, only

2 of the samples did not contain aflatoxin.
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EKLER

EK 1. CB METODU (AOAC 17th edn , 2000 Official Method 968.22 Aflatoxins in

Peanuts and Peanut Products CB Method )

50 g toz halindeki numune, 500 ml lik erlene alinir. Uzerine 25 ml su, 25 g diatome toprak
ve 250 ml CHCI; eklenerek 30 dk calkalanir. Daha sonra da filtre kagidindan stiziiliir. Siizme iglemi
yavagsa, ekstrakt Smm lik diatome toprak tabakasi iceren Buchner hunisine aktarilir ve hafif vakum

uygulanir. Daha sonra da filtratin ilk 50 ml si alinir.

I¢i susuz Na,SOy igeren silikajel ile kaplanmis 30 cm lik kromatografi kolonuna filtratin ilk
50 ml si eklenir. Uzerine maximum akis hizinda akacak sekilde 150 ml hekzan ardindan 150 ml
susuz eter ilave edilir ve kolondan gectikten sonra atilir. Son olarak aflatoksinler 150 ml metanol-

CHCI; (3+97) ile elde edilir. Daha sonra plakaya uygulanir.

EK 2. BF METODU (AOAC 17th edn , 2000 Official Method 970.45 . Aflatoxins in
Peanuts and Peanut Products )

100 g yerfistig1 ya da yerfistigi unu veya 50 g yerfistigi yagi blendir kabina konur. Yerfistigi
yagi i¢in 250 ml metanol-su (55+45) ve 100 ml hekzan ; yerfistig1 ya da unu i¢in 500 ml metanol-su
(55+45) 200 ml hekzan ve 4 g NaCl eklenir. Yiiksek hizda 1 dk karigtirilir. Daha sonra 250 ml lik
santrifiij tiipiine almarak 2000 rpm de 5 dk santrifiijlenir. islem tamamlandiktan sonra alttaki
metanol fazinin 25 ml si ayirma hunisine pipet yardimiyla konulur. 25 ml CHCI; eklenerek 30-60 s
calkalanir. Tabakalar ayrildiktan sonra alttaki CHCI; fazi, 600 ml lik paslanmaz c¢elik behere
aktarilir. Beher azot buharina tutulur ve ¢ézgen 2 ml kalincaya kadar buharlastirilir. Ekstrakt viale
aliir ve tekrar azot buhart igeren sicak su banyosunda buharlagtirma islemi tekrarlanir. Ekstrakt

200 pl benzen-CH3CN (98+2) de ¢oziilerek plakaya uygulanir.
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EK 3. ROMER METODU (AOAC 17th edn, 2000 Official Method 975. 36. Aflatoxins

in Food and Feeds)

Romer metodu, > 5 ppb toplam aflatoksin iceren badem numunelerinde , > 10 ppb
diizeyinde toplam aflatoksin igeren beyaz ve sar1 misir, yerfistii, pamukyaginda, yerfistig1 yaginda

ve antepfistiginda , > 15 ppb toplam aflatoksin i¢eren karma yemlerde uygulanir.

50 g numune alinir, iizerine 250 ml aseton-su (85+15) eklenerek belndirda 3 dk yiiksek
hizda karigtirilir. Ya da 500 ml lik erlene konulan numune, 45 dk boyunca mekanik karistirict da
karistirilir. Daha sonra numune Whatman No:4 filtre kagidindan siiziilerek 250 ml lik dereceli

silindire alinir. Stiziintiiniin 150 ml si alinarak 400 ml lik behere konur.

Saflastirma asamasinda 600 ml lik behere 170 ml 0.2 N NaOH ve 30 ml FeCl; ¢ozeltisi
eklenir ve karistirilir. Daha sonra 400 ml lik beherdeki ekstrakta 3g CuCOj eklenir, karistirilir ve
karigim iistte sozkonusu olan 600 ml lik behere eklenir.150 ml diatome toprak karisima eklenir ve

iyice karistirilir. Daha sonra Whatman No:4 filtre kagidindan 16cm lik huni kullanilarak siiziiliir.

Stiziintiiniin 150 ml si alinarak, 500ml lik ayirictya konur. Uzerine 150ml % 0.03 H,SO4 ve
10 ml CHCl; eklenerek 2 dk kadar galkalanir ve tabakalarin ayrilmasi beklenir. Alttaki 13-14 ml lik
CHCI; tabakasi almarak 125 ml lik ayirictya konur. Uzerine 100 ml KOH ¢ézeltisi eklenerek 30 sn

yavag¢a dondiiriiliir ve tabakalarin ayrilmasi beklenir.

Eger emiilsiyon olusursa, emulsiyon 10 ml lik dereceli silindire (cam tikagli) alinir ve
lizerine 1g susuz Na,SOy eklenerek 30 sn galkalanir ve tabakalarin ayrilmasi beklenir. Eger
emulsiyon bozulmazsa 125 ml lik ayiriciya alinir ve 50 ml % 0.03 H,SOy ile yikanir. 10 ml lik
dereceli silindirden (cam tikagli) 3 ml CHCI; tabakasi alinir.

Siringa yardimiyla 2 ml CHCl3; minikolona aktarilir. Yergekimi yardimiyla akmasi beklenir.
CHCL; seviyesi, adsorbanin iizerine geldiginde 3ml CHCls-Aseton (9+1) karigimi eklenir.
Yercekimi yardimiyla akmasi beklenir. Kolona UV (365 nm) lamba altinda bakildiginda, kolonun
altindan 2.5 cm {istte, florisil tabakasinin tam baslangicinda, aflatoksinden kaynaklanan mavi

floresan bandi gozlenir. Daha sonra da miktar1 bilinen baska bir numune ile kiyaslanir.
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EK 4. Roberts ve Patterson’a ait “Detection of twelve mycotoxins in mixed animal
feedstuffs using a novel membrane cleanup procedure” adli yontemin deney asamalari

Karistirma asamasi Siizme agamasi Doymus NaCl ¢oz. ilave edilmis numuneler

Ayirma hunisinde ii¢ ayri faz Rotavaporda
kloroformun buharlastirmasi

Plakanin hazirlanmasi Yiirlitme asamasi Dedeksiyon agsamast
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EK 5 : Cizelge 25. Yiyeceklerdeki Aflatoksinler igin Kullanilan TLC ve HPLC Metotlar1 (Shibamoto,1998)

Aflatoksin | Numune Yontem Ekstraksiyon | Temizleme Plaka Coziici Tiirevlen | Dedeksiyon Dedeksiyon
dirme Limiti
(ng/kg)
B1-B>.Gi-G; | Misir,Yerfist1 | TLC MeOH-Su Sivi-sivi dagilma Silikajel Klo-Ast TLC scanner | 3-50
g1 (85-15) ve Silikajel kolon | 60 (90-10)
Yerfistig1 yagi krom.
Bi-B,.G1-G, | Bitkisel Cift yonlii | Hekzan Silikajel kolon Silikajel Klo-Ast Uzun dalga
yaglar TLC krom. 60 (90-10) Boyunda
Etet- Ciplak gozle
MeOH-Su
(96-3-1)
M; Peynir Cift yonlii | Ast-Su (3-1) Cygve Silika Silikajel Etet- Florodensitom | 0.01
TLC kolonlar1 60 MeOH-Su etre
(95-4-1) (ex:366nm
Klo-Ast em: >430nm)
(7-3)
M, Peynir TLC Klo-NaCl ¢6z | Silikajel kolon Silikajel Klo-Ast- Uzun dalga
(100-1) krom. GHR Izop Boyunda
(87-10-3) Ciplak gozle
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veya TLC
scanner ile
M, Stit ve Stit TLC MeOH-Ast Silikajel kolon Silikajel Klo-Ast- Uzun dalga 0.02-0.1
Uriinleri (50-20) krom. 60 izop Boyunda
Klo (85-10-5) Ciplak gozle
B1-B2.G -G, | Yerfistigi yag1 | HPTLC Ast-Su Fenil SPE kolonu | Silikajel Diet-Klo- Florodensitom
60 kaph Ksi-Ast etre
Aliiminyu | (6-3-1)
m plaka
Bi-B,.G-G; | Incir, Brezilya | Cift yonlii | MeOH-Su Sivi-sivi dagilma Silikajel Diet-Klo - Florodensitom | 0.2-100
fistigi,Antep | TLC (71-29) Ast-Su etre (365nm-
fistig1 (80-12- >430nm)
0.2)
B-M; Sigir HPLC MeOH-Su Cig ters faz SPE Spherisorb | Klo-2pro- Floresans 0.1
karacigeri (80-20) kolonu silika tetra dedektor
kaph
kolon
B1-B2.G-G; | Yerfistigi HPLC MeOH-HCI Sivi-sivi dagilma | Silika Su- UV (360- 0.3-1.0C
iirtinleri 0.1IN ve Silikajel kolon | (10um- Diklom- 365nm) ya da
(4-1) krom. 30cm) Jel | Sheg- Floresans
kaplh ACN- (ex:360-365)
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kolon EtOH (em: 400-410
(25-7.5-1- )
1.5)
Bi-B2.G-G; | Yerfistigi, HPLC Klo-Su (10-1) | Silikajel kolon Ters faz Su-ACN- | Kolon Floresans
Yerfistig krom. Cig MeOH oncesl Ex:365 nm
yag1l, misir (10um,25 | (75-15-10) | TFA Em:450 nm
cm)
B1-B,.G-G; | Cesitli iirtinler | HPLC ACN-Su (90- | Cok fonksiyonlu Ters faz Su-ACN Kolon Floresans >(0.5
10) kolon Cs (Sum, | (80-20) oncesi
10 cm) TFA
M;,M, Siit HPLC Ether Silikajel kolon Ters faz Su-izop- | Kolon Floresans 0.07
krom. Cig ACN oncesi Ex:360 nm
(Sum,25¢ | (80-12-8) | TFA Em:440 nm
m)
B1-B2.G-G; | Yerfistigi, HPLC MeOH-Su IAC Ters faz Su-ACN- | Kolon Floresans 10
Yerfistig (70-30) Cis MeOH sonrasit Ex:360 nm
yag1l, misir (5um,25¢ | (60-20-20) | Iyot ¢6z. | Em:>420 nm
m)
B-B2.G1-G; | Yerfistigi yag1 | HPLC MeOH-Su Sivi-sivi dagilma | Ters faz Su- Kolon Floresans 1.0
(55-45) Cig MeOH- sonrasl Ex:365 nm
(5um,20c | ACN Iyot Em:440 nm
m) (60-24-16) | Kolonu




92

B1-B,.G-G; | Yerfistigi HPLC MeOH-Su Sivi-s1vi dagilma Ters faz Su-MeOH | Kolon Floresans 0.1
(80-20) Cis (60-40) sonrast Ex:365 nm
(4pm,15 Kobracell | Em:440 nm
cm)
Bi-B,.G -G, | Baharatlar HPLC MeOH-Su IAC Ters faz Su-ACN- | Kolon Floresans 1.0
(80-20) Cig MeOH sonrasi Ex:362 nm
(5um,25¢ | (60-22.2- | PBPB Em:418 nm
m) 17.8)
B1-B,.G-G; | Misir HPLC Klo-Su (10-1) | Silikajel kolon uBondapa | MeOH- Kolon Floresans 1.0
krom. k Cis Siklodekst | sonrasi Ex:365 nm
(30cm) rinsu¢dz | 0.015 Em:418 nm
(1-1) g/ml B-
siklodekst
rin ¢Oz.
Bi-B,.Gi-G; | Yerfistigi HPLC MeOH-Su Sivi-sivi dagilma | Ters faz Su- Kolon Floresans 0.1
(56-44) Cig MeOH- sonrasl Ex:365 nm
(4pum,15 But Fotokimy | Em:440 nm
cm) (70-35- asal

1.2)
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