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OZET

BALIK YEMLERINDE AFLATOKSIN B1, B2, G1 VE G2 DUZEYLERININ
SAPTANMASI

Yilmaz E. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Farmakoloji

ve Toksikoloji Program, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2026.

Amag: Bu calismanin amaci, alabalik, ¢ipura, levrek ve siis baliklar1 yemlerinde aflatoksin

varligini ve diizeylerini belirlemektir.

Gereg ve YOntem: Bu c¢alismada, farkli kaynaklardan temin edilen 50 ticari balik yemi
numunesinde kuru madde igerigi AOAC (1998) yontemine, aflatoksin duzeyi ise AOAC
(2003.02) yontemine gore belirlenmistir.

Bulgular: Yapilan analizler sonucunda, balik yemi 6rneklerinin kuru madde igeriginin %91,10-
%94,93 arasinda degistigi belirlenmistir. Numunelerin %74 iinde aflatoksin B1 tespit limitinin
altinda bulunurken, %26’sinda 0,03-11,48 ppb araliginda tespit edilmistir. Toplam aflatoksin
diizeyleri de benzer bir dagilim gdstermis; aflatoksin B2, G1 ve G2 ise ¢ogunlukla diisiik
diizeylerde veya tespit limitinin altinda kalmistir. Yem gruplari arasinda Aflatoksin B1, B2, G2
ve toplam aflatoksin diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<

0,05). Buna karsin Aflatoksin G1 diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli farklilik saptanmamistir (p>0,05).

Sonug: Elde edilen sonuglar, analiz edilen ticari balik yemlerinin mevcut aflatoksin agisindan

genel olarak gilivenli oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Aflatoksinler, akuakiiltiir, balik yemleri, gida giivenligi, kalite kontrol
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ABSTRACT

DETERMINATION OF AFLATOXIN B1l, B2, G1, AND G2 LEVELS IN
COMMERCIAL FISH FEEDS

Yilmaz E. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Pharmacology

and Toxicology Program, Master Thesis, Aydin, 2026.

Objective: The aim of this study was to determine the presence and levels of aflatoxin in feeds

used for rainbow trout, sea bream, sea bass, and ornamental fish.

Material and Methods: In this study, the dry matter content of 50 commercial fish feed
samples obtained from different sources was determined according to the AOAC (1998)

method, while aflatoxin levels were analyzed using the AOAC (2003.02) method.

Results: As a result of the analyses, the dry matter content of the fish feed samples ranged
between 91.10% and 94.93%. Aflatoxin B1 was below the detection limit in 74% of the
samples, while it was detected in 26% at levels ranging from 0.03 to 11.48 ppb. A similar
distribution was observed for total aflatoxin levels; aflatoxins B2, G1, and G2 were generally
found at low levels or below the detection limit. There were statistically significant differences
among the feed groups in terms of Aflatoxin B1, B2, G2, and total aflatoxin levels (p<0.05).
However, no statistically significant difference was detected among the groups with respect to
Aflatoxin G1 levels (p>0.05).

Conclusion: As a result of this study, aflatoxin contamination in fish feeds was found to be
below the legal limits.

Keywords: Aflatoxins, aquaculture, fish feeds, food safety, quality control
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1. GIRIS

Aflatoksinler, gida, yem hammaddeleri ve hayvansal Urtnleri kontamine eden kifler
tarafindan iretilen en giicli dogal toksik metabolitlerdir (Schoental, 1967). Su drlnleri
yetistiriciliginde kullanilan pamuk tohumu, yer fistigi, misir, soya, piring, kurutulmus balik,
karides ve balik unu gibi bir¢ok yem hammaddesinin siklikla kontamine oldugu tespit edilmistir
(Ellis ve digerleri, 2000; Fegan, 2005; Spring, 2005; Santacroce ve digerleri, 2008).
Gilintimiizde balik yetistiriciliginde yem formiilasyonlarinda bitkisel kdkenli ham maddelerin
kullaniminin artmasi, bu bilesenlerin yiiksek diizeyde aflatoksinle kontamine olabilmesi
nedeniyle liretim sistemlerinde aflatoksikozis riskini énemli 6lg¢iide yiikseltmistir. Bu durum,
su uriinleri yetistiriciliginde aflatoksin kontaminasyonu sorununu daha da ciddi bir boyuta
tasimistir (Tacon ve digerleri, 1995; Fegan, 2005; Spring, 2005; Santacroce ve digerleri, 2008).
Su iriinleri yemlerinde aflatoksin varligi, 6zellikle nemli tropikal iklimlere sahip tilkelerde
yaygin olarak rapor edilmektedir. Bu durum, basta kiif gelisimini tesvik eden elverisli iklim
kosullar1 ile yemlerin islenmesi ve depolanmasinda uygulanan yetersiz yontemler olmak iizere
cesitli faktorlere baglanmaktadir (Murjani, 2003). Akuakiiltiirde aflatoksikoz, baliklarda viicut
agirligimin diismesine, biiylimenin yavaslamasina ve 6liim oranlarinin artmasina yol agarak
iretkenligi azaltir. Aflatoksin, balik kasinda ve balik {iriinlerinde birikerek besin zinciri
araciligiyla insanlara gecer; bu da insanlarda kanser, genetik hasar ve bagisiklik sistemi
baskilanmasi gibi ciddi saglik sorunlarina neden olabilir. Baliklar1 ve balik yemini en ¢ok
etkileyen aflatoksin tiirii, Aflatoksin B1’dir. Bu nedenle, ABD Gida ve Ilag Dairesi basta olmak
tizere c¢esitli kurumlar, balik yemlerinde aflatoksin i¢in maksimum kabul edilebilir smir1
yaklasik 20 pg/kg olarak belirlemistir. Aflatoksinleri tespit etmek icin birgok analitik ve nicel
yontem gelistirilmis olsa da, gida ve yemlerdeki kontaminasyonu azaltmak i¢in hizli ve kolay
tespit yontemleri ile birlikte iyi tarim uygulamalari, iyi tiretim uygulamalar1 ve iyi depolama
uygulamalar1 uygulanmalidir. Boylece hem insan hem de hayvan sagligi giivence altina

alinabilir (Anandaraj ve digerleri, 2025).

Bu calismanin amaci, ticari balik yemlerinde aflatoksin kontaminasyonunun yayginligini

degerlendirmek ve elde edilen sonuglar1 yasal limitler agisindan incelemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Aflatoksinin Tarihsel Kesfi

1950’lerin sonunda Ingiltere’de, Brezilya yerfistig1 unu ile beslenen 100.000 hindi,
bilinmeyen bir hastalik (hindi “X” hastalig1) nedeniyle 6ldii; bu olayin ardindan aflatoksinler
kesfedildi (Blount, 1961). Etkilenen hindilerin biiyiik bir kism1 4-6 haftalik yas grubunda, geri
kalanlar1 ise 10-16 haftalik yas grubunda yer almaktaydi. Hastaligin belirgin 6zelligi, hindilerin
kulugka 1siticisina yonelmesi, giderek gii¢siizlesip yere ¢cokmesi ve bu durumun ardindan 24—
48 saat icinde yasamlarini yitirmeleriydi. Oliim oran1 degiskenlik gostermekle birlikte, %50—

90 arasinda seyretmekteydi (Blount, 1961).

W.P. Blount, yem toksisitesinin ve Brezilya yerfistig1 ununun hindi “X” hastaligina yol
actigini ortaya koydu; ozellikle karaciger lezyonlarin1 dogru bigimde tanimladi ve hastaligin
enfeksiyoz kaynakli olmadiginmi belirledi. Hastalik, diger enterit ve hepatit tiirlerinden ayirt
edilebildi. Veteriner muayeneleri genellikle olumsuz sonug verince, hindilerin “zehirlendigi”
diisiincesi ortaya ¢ikti. Ani 6len geng hindiler iizerinde yapilan incelemeler zehirlenmeye isaret
etti, ancak herhangi bir toksik madde saptanamadi (Siller ve digerleri, 1961; Wannop, 1961).
W. P. Blount, yemlerdeki kimyasal ve toksik maddelerin hastaliga neden olmadigini gostermis;
hastaligin nedeni bulunamamis olsa da sonraki ¢aligmalar i¢in temel olusturmustur (Blount,
1961). Yerfistig1 unu baslica siipheli olarak belirlendi. Brezilya yerfistigi unu ile beslenen
ordek, tavuk, siillin, s1g1r, fare ve domuzlarda yapilan otopsilerde karacigerde belirgin lezyonlar
g6zlemlendi (Asplin ve Carnaghan, 1961; Sargeant ve digerleri, 1961; Loosmore ve Harding,
1961; Wannop, 1963).

Hindi “X” hastaligindan sorumlu toksin kristal formda izole edildi; ince tabaka
kromatografisi ile mavi ve yesil floresan gosteren iki bilesen belirlendi. Bu toksin, Aspergillus
flavus kaynakli aflatoksin olarak adlandirildi ve birkag¢ iligkili bilesen igerdigi saptandi.
Aflatoksin kesfi ise veterinerlik, hayvan beslenmesi, toksikoloji, kimya ve mikoloji gibi farkl
alanlardan birgok uzmanin katkisiyla gerceklestirilen kolektif bir ¢alismayla miimkiin oldu

(Pickova ve digerleri, 1921; Van der Zijden ve digerleri, 1962).



2.2. Aflatoksin Turleri

Toksisite ve yayginlik acisindan en 6nemli aflatoksinler, Tablo 1°de gosterildigi gibi
AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 ve AFM1’dir. (Asao ve digerleri, 1965; Levin, 2012; Sun ve
digerleri, 2017; Tian ve digerleri, 2020; Zhongzhi ve Limiao, 2020; Hafez ve digerleri, 2021,
Xu ve digerleri, 2022). Bunlarin yani sira, AFM1’e yapisal olarak benzeyen ancak daha diisiik
toksisiteye sahip siit kaynaklit AFM2 gibi nadir aflatoksinler de bulunmaktadir. Ayrica, B2a ve
G2a, sirasiyla AFB2 ve AFG2’nin hidroksillenmis tiirevleri olup, aflatoksinlere maruz kalan

hayvan ve insan idrarinda saptanabilmektedir (Carvajal-Moreno, 2015).

Tablo 1. Aflatoksinlerin baslica tiirleri (Mahmoud ve digerleri, 2025).

Tur Aflatoksin B1 | Aflatoksin | Aflatoksin | Aflatoksin | Aflatoksin M1
(AFB1) B2 (AFB2) | G1 (AFG1) | G2 (AFG2) (AFM1)
Kimyasal | AFBI, gift bag | AFB2, AFG1, AFG2, AFMI1, AFB1’in
yapi1 iceren  furan | yapisal olarak | AFB1’e AFG1’e hidroksillenmis
halkasi AFB1’e kiyasla bir | benzer, bir metabolitidir.
nedeniyle benzer, ancak | lakton ancak furan
yiiksek furan halkast  ve | halkasinda
reaktivite  ve | halkasinda ek bir | ¢ift bag
toksisiteye cift bag | metoksi bulunmama
sahip bir | bulunmadigin | grubuna ktadir.
difurankumari | dan daha az | sahiptir.
n yapisindadir. | reaktiftir.
Floresans | Ultraviyole 1sik | Ultraviyole Ultraviyole | Ultraviyole |-
altinda  mavi | 151k altinda | 151k altinda | 151k altinda
renkte mavi renkte | yesil yesil renkte
floresans floresans floresans floresans
gosterir; bu | gosterir. gosterdigind | gosterir.
nedenle “B” en “G”
olarak olarak




adlandirilmistir adlandirilmi1
stir.

Toksisite | Dogal olarak | AFB2, AFG1 AFG2, AFM1, AFBI1’e
olusan en giiglii | AFB1’e yiiksek AFGl’e kiyasla daha
karsinojenlerde | kiyasla daha | derecede kiyasla daha | disiik
n biri olup, | az toksik | karsinojenik | az toksiktir; | toksisiteye sahip
baslica olmakla tir,  ancak | ancak saglik | olmasina
karacigeri birlikte AFB1’e acisindan ragmen,
etkiler ve | karaciger gbre biraz | risk karsinojen
kronik hasari ve | daha diisiik | olusturur ve | olarak
maruziyette karsinojenite | etkiye kontamine | siniflandirilmakt
hepatoseltler | riski tagir. sahiptir. gidalarin adir.
karsinoma toplam
neden olur. toksik

etkisini
artirir.
Mevcudiy | Mistr, yer | Genellikle Ozellikle Ozellikle Kontamine
et fistig1, pamuk | kontamine kuruyemis | sicak ve | yemle beslenen
tohumu ve | olmus tarim | ve nemli hayvanlarin siit
kabuklu drGnleri  ve | tahillarda, kosullarda | ve sut
yemisler dahil | gida AFB1 ile | depolanan urtinlerinde,
olmak  Uzere | maddelerinde | birlikte tarim ayrica
cok cesitli | AFB1 ile | yaygin urtinlerinde | kontamine gida
tarimsal birlikte bulunur. AFG1 ile | tiiketen
urtinlerde bulunur. birlikte annelerin
bulunur. bulunur. sttunde
bulunabilir.
Tespit Ince Tabaka Kromatografisi (TLC), aflatoksinlerin varligmni belirlemek amaciyla

gecmiste yaygin olarak kullanilan ilk analitik yontemlerden biridir.

Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi (HPLC), yiiksek duyarlilik ve secicilik

sunan bir analiz yontemidir.




Enzim Baglantili Immiinosorbent Testi (ELISA), kullanim kolaylig1 ve hizh

sonug elde etme 6zelligi nedeniyle yaygin olarak tercih edilen bir yontemdir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), aflatoksin dreten kuflerin genetik

materyalini (DNA) dogrudan tespit etmeye olanak saglayan bir yontemdir.

Ultra Yiksek Performansli S1vi Kromatografisi ile Kiitle Spektrometrisi (UPLC—
MS/MS), aflatoksinleri ayni anda ve ¢ok hassas sekilde tespit etmeyi saglayan

bir yontemdir.

Kontrol | Mantar gelisimini kontrol altina almak i¢in {iriin rotasyonu uygulanmasi, uygun
sulama tekniklerinin tercih edilmesi ve hasadin zamaninda gerceklestirilmesi

onemlidir.

Uriinlerin diisiik nem seviyelerinde korunabilmesi i¢in uygun sekilde kurutulup

depolanmasi gerekmektedir.

Toksijenik olmayan Aspergillus suslar1 rekabet amaciyla kullanilmali, fungisitler
ise diren¢ gelisimi ve kalint1 riskleri goz Oniinde bulundurularak kontrollii

bicimde uygulanmalidir.

2.3. Aflatoksinlerin Kimyasal Ozellikleri

Aflatoksinler, kimyasal olarak kumarin ¢ekirdegine bagl bifuran halkalarindan meydana
gelen polisiklik bir yapiya sahiptir. B tipi aflatoksinler yapilarinda pentanon grubu
bulundururken, G tipi aflatoksinler ise lakton halkasi igeren bir yapisal 6zellik sergilemektedir
(Asao ve digerleri, 1963) (Sekil 1).
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Sekil 1. AFB1, AFB2, AFGI1 ve AFG2'nin kimyasal yapilar1 (Santacroce ve digerleri, 2008).

2.4. Aflatoksinlerin Fiziksel ve Spektral Ozellikleri

Aflatoksinler B1, B2, G1 ve G2, kimyasal yapilar1 ve fizikokimyasal Ozellikleri
bakimindan farklilik gésteren mikotoksinlerdir. Molekiiler formiilleri ve molekiiler agirliklari
her bir tiirev i¢in 6zgiin olup, B1 ve G1 doymamis yapiya sahipken, B2 ve G2 dihidro tlirevleri
olarak daha doymus bir karakter sergilerler. Bu bilesikler yiiksek sicakliklarda erime
gostermeyip termal olarak parcalanirlar. Ayrica, tim aflatoksinlerin 6zgiil donme degerleri

negatif olup, optik olarak sola dogru dondiirme egilimi tasimaktadir (Tablo 2).

Tablo 2. Aflatoksinlerin fiziksel 6zellikleri (Dhanasekaran ve digerleri, 2011).

Aflatoksin Molekdiler Molekiler Erime sicakhig [a]D?3
Formul Agirhk (°C)
Bl C16H1208 312 268-269* -559
B2 C17H1406 314 286-289* -492
G1 C17H1207 328 244-246* -533
G2 C17H1407 330 237-240* -473

*Madde bu sicaklikta erime yerine bozunma (ayrigma) gosterir.



Aflatoksinler, ultraviyole (UV) ve kizilotesi (IR) spektrumlarda benzer davraniglar
sergiler. UV 1s183inda absorbsiyon maksimumlart 265 ve 363 mp olarak belirlenmistir.
Floresans acisindan, B1 ve B2 tiirevleri 425 mp’de, G1 ve G2 tiirevleri ise 450 mp’de 151k
yayar. Ancak, bu floresansin siddeti her tiirev i¢in farklidir; baz1 aflatoksinler digerlerine gore

daha gucli bir floresans goésterir (Tablo 3).

Tablo 3. Aflatoksinlerin spektral 6zellikleri (Dhanasekaran ve digerleri, 2011).

Aflatoksin Ultraviyole Kizilotesi (IR) sogurma (cm™) Floresans
absorbsiyon (g) emisyonu

265 mp | 363 mu (mp)

Bl 13400 21800 | 1760 | 1684 | 1632 | 1598 425

B2 9200 14700 | 1760 | 1685 | 1625 | 1600 425

Gl 10000 | 16100 | 1760 | 1695 | 1630 | 1595 | 1562 450

G2 11200 19300 | 1760 | 1694 | 1627 | 1597 450

2.5. Baliklarda Aflatoksin Toksisitesi

Baliklarda aflatoksikozis ilk kez May1s 1960°ta ABD’nin Idaho eyaletindeki gokkusagi
alabaligi kulugkahanelerinde goriilen hepatoma salgimmi ile rapor edilmistir. Otopsi
incelemelerinde karacigerlerin belirgin sekilde biiylimiis ve ¢cok sayida nodiil igerdigi goriilmiis,
ayrica primer hepatoseliiler karsinom vakalari tespit edilmistir. Yapilan aragtirmalar sonucunda
salginin kaynaginin, alabalik yemlerinde hammadde olarak kullanilan ve aflatoksin ile
kontamine olmus kiiflii pamuk tohumu unu oldugu belirlenmistir. Bu olay, aflatoksinlerin
karsinojenik 6zelliklerinin anlasilmasi ve bilimsel literatiirde karsinojen olarak kabul edilmesi
acisindan 6nemli bir doniim noktasi olarak degerlendirilmistir (Ashley ve Halver, 1963). Daha
sonraki yillarda baliklarda aflatoksikozis salginlar1 Almanya (Wunder ve Korn, 1982), Meksika
(Perez, 1984) ve Danimarka’da (Rasmussen ve digerleri, 1985) bildirilmistir.

Aflatoksinlerin neden oldugu hasarin siddeti; gida veya yemlerde bulunan toksin
konsantrasyonu, maruziyet siiresi ve hayvan tiirlerinin toksine kars1 duyarlilik diizeyi gibi
cesitli faktorlere bagl olarak degisiklik gostermektedir. Hayvanlarda akut aflatoksin
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intoksikasyonu genellikle genel saglik durumunun bozulmasiyla karakterizedir. Baslica klinik
bulgular arasinda verim kaybi, canli agirlik artisinda azalma, fertilitede diisiis ve immiin
sistemin baskilanmasi yer almaktadir. Buna karsilik, daha yavas gelisen patolojik etkiler
cogunlukla uzun siireli maruziyet sonucunda ortaya ¢ikmakta olup, hem insanlarda hem de
hayvanlarda genotoksik, tiimdrojenik ve teratojenik etkilerle iliskilendirilmektedir. Benzer
klinik ve patolojik bulgularin, kulugkahanelerde yetistirilen sucul omurgalilarda da gozlendigi

bildirilmigtir (Stewart ve Larson 2002).

Stewart ve Larson (2002), aflatoksikozisi akut, subakut ve kronik olmak Uzere g
patolojik formda siniflandirmigtir. Baliklarda akut aflatoksikozis, orta veya yliksek diizeyde
aflatoksine maruz kalma sonucunda gelisir. Gokkusagi alabaliginda bu durum; anemi, soluk
renkli solungaglar, hematokrit degerlerinde diislis, Odem, yaygin kanamalar, besin

metabolizmasinda bozulma ve karacigerde ciddi hasar ile kendini gostermektedir.

Subakut aflatoksikozis gorilen hayvanlarda genellikle orta ya da ileri derecede
karaciger hasar1 gelismektedir. Bu tabloya skleralarda sararma, mukozalarda veya deride ikterik
goriiniim ve kanin pihtilasma mekanizmasinda bozukluklar eslik edebilmektedir. Bunun yani
sira yemden yararlanma oraninda azalma, anemi, iireme performansinda bozulma, bagisiklik
sisteminin baskilanmasi, bobrek hasar1 ve erken 6liimler de sik bildirilen bulgular arasinda yer

almaktadir (Hamilton, 1990).

Kronik aflatoksikozis, aflatoksinlerin diisiik veya orta diizeydeki dozlarina uzun sure
maruz kalinmasi sonucunda gelismekte olup, genellikle yavas ilerleyen ve ¢ogu zaman fark
edilmesi giic bir seyir gostermektedir. Klinik bulgular cogunlukla karaciger fonksiyon
bozukluklariyla iliskilidir; yemden yararlanma oraninda azalma, kilo kaybi, enfeksiyonlara
kars1 artan duyarlilik, ¢esitli organlarda hasar, tiimor olusumu ve yiikselen mortalite oranlari bu
bulgular arasinda yer almaktadir. Bu formda ozellikle aflatoksinlerin karsinojenik ve
genotoksik etkileri 6n plana ¢ikmaktadir. Nitekim, diisiik doz AFBl’e uzun siire maruz
birakilan gokkusagi alabaliklarinda karaciger tiimorlerinin gelistigi rapor edilmistir (Pier ve
digerleri., 1980; Lovell, 1992).

Bir balik tiirlinde aflatoksin toksisitesinin siddeti; yas, cinsiyet, viicut agirligi, beslenme
sekli ve enfeksiyonlara maruz kalma gibi ¢esitli faktorlere bagl olarak degismektedir. Geng
bireyler, yetiskin baliklara kiyasla genellikle daha duyarl olup, tiirler arasinda da aflatoksine
karst duyarlilik bakimindan farkliliklar gozlenmektedir (Santacroce ve digerleri, 2008).
Alabaliklar, AFB1’e karsi tiim baliklar i¢cinde en duyarli tiir olup en diisiik LDso degerine



sahiptir (Ames, 1989; Santacroce ve digerleri 2008). Yemlerde 500-1.000 ppb diizeyinde AFB1
bulunmasi, alabaliklarda kisa siire i¢inde popiilasyonun yaklasik %50’sinin 6liimiine neden
olabilmektedir. Baliklarda AFB1’e kars1 farkli duyarlilik, memelilerde oldugu gibi, AFB1’in
metabolizmasinda gorev alan enzimlerin farkliliklarindan kaynaklanir. Bu farkliliklar, genlerin
farkl sekilde ifade edilmesi veya enzimlerin etkinlik seviyelerine bagli olarak faz I ve faz II
metabolizma/detoksifikasyon dengesini etkileyebilir (Bailey ve digerleri, 1988). Ornegin,
gokkusagi alabaliginda CYP2K1 (LM2) ve CYP3A27 izoenzimleri, insanlardaki CYP1A2 ve
CYP3A4’¢ karsilik gelir ve AFB1’in epoksidasyonu ile first-pass detoksifikasyonunda 6nemli
rol oynar (Williams ve Buhler, 1983; Lee ve digerleri, 2001).

Alabalikta CYP2K1 enziminin AFB1’e yiiksek afinitesi ve etkinligi, AFB1’in hizla
toksik aflatoksin Bl-epoksit (AFBO) formuna doniismesini kolaylagtirmakta ve bdylece
DNA’ya baglanma olasiligini artirmaktadir. Alabaliklarda glutatyon S-transferaz (GST)
enziminin AFBO’yu etkili bir sekilde detoksifiye edememesi, bu tiiriin AFB1’in toksik ve
kanserojen etkilerine karsi neden daha hassas oldugunu agiklar (Valsta ve digerleri., 1988;

Bailey ve digerleri., 1996).

Gokkusagr alabaliklari, 21 giin boyunca AFB1 iceren diyetle beslenmis ve
aflatoksinlerin alimi ile atilimi incelenmistir. AFB1, karacigerde kas dokusuna kiyasla ¢ok daha
yuksek diizeyde birikmistir. Baslica metabolit olarak aflatoksikol tespit edilmistir. Aflatoksinler
hizli bir sekilde elimine edilmis ve kas dokusundaki AFBI diizeyi tespit sinirinin altina

diismiistiir (Nomura ve digerleri, 2011).

AFB1 iceren yemlerin cipurada (Sparus aurata) 85 giin boyunca uygulanmasi
sonucunda baliklarin biiylimesinin ciddi sekilde etkilendigi ve toplam agirlik artisinin %80
oraninda azaldig1 tespit edilmistir. Plazma ve karacigerdeki karbonhidrat ve lipid
metabolitlerinin azaldig1, karaciger, bobrek ve dalakta g¢esitli histopatolojik hasarlarin
goriildigi belirlenmistir. Bliylime ile ilgili gen ekspresyonunda degisiklikler saptanmus;
adenohipofizer buyume hormonu ve karaciger insulin benzeri buyume faktor 1 genleri ters
orantili bir iligski gostermistir. Stres gostergesi olan genlerin ekspresyonunun arttidi, ancak
dolasimdaki kortizol seviyelerinin etkilenmedigi rapor edilmistir. Yapilan analizlerde karaciger

ve kas dokusunda AFB1 kalintisina rastlanmadig1 da bildirilmistir (Barany ve digerleri, 2021).

56 gun slren bir besleme denemesinde, levrek (Lateolabrax maculatus) 0, 0,1, 0,5 ve
1,0 mg/kg AFBI igeren yemlerle beslenmistir. Bulgular, AFB1 miktar1 arttik¢a biiyiime, yem

tiketimi ve kondisyon faktorlerinin azaldigini; serum ve karacigerdeki antioksidan ve



bagisiklik gdstergelerinin ise ylikseldigini gostermistir. Ayrica, bagirsak tripsin aktivitesi
diismiis ve bagirsak morfolojisinde hasar olusmustur. Deneme, 1,0 mg/kg AFB1’in levrek

tizerinde toksik etkiler yarattigini ortaya koymustur (Peng ve digerleri, 2021).

2.6. Balik Yemlerindeki Aflatoksinlerin insanlara Etkisi

Insanlarda aflatoksinlere maruziyetin baslica kaynagi, aflatoksinle kontamine olmus
gidalarin tiiketimidir. Diyetle alinan aflatoksin miktari, 6zellikle gelismekte olan ve gelismemis
Ulkelerde yuksek diizeylere ulasabilmektedir. Gelismis tlkelerde ortalama aflatoksin
maruziyetinin, viicut agirligi basina giinde 1,0 ng/kg’in altinda oldugu tahmin edilirken,
gelismemis tilkelerde bu degerin 100,0 ng/kg/gilin’iin {lizerine ¢ikabildigi bildirilmektedir.
Aflatoksinlere maruziyet, kontamine olmus bitkisel gidalarin dogrudan tiikketilmesi yoluyla
gerceklesebilecegi gibi, mikotoksin iceren yemlerle beslenen hayvanlarin (6rnegin baliklarin)
kas dokusunda biriken aflatoksin kalintilarin1 i¢eren hayvansal proteinlerin tlketilmesi

sonucunda dolayli olarak da ortaya ¢ikabilmektedir (Oliveira ve VVasconcelos, 2020).

ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA), aflatoksinleri gidalarda kaginilmasi miimkiin olmayan
bir kontaminant olarak degerlendirmektedir. Aflatoksin kalintilar1 igeren baliklarin tiiketilmesi,
insanlarda akut karaciger toksisitesinden karaciger kanseri gibi kronik hastaliklara, kanamalara,
O0demlere ve hatta ani 6liimlere kadar uzanan olumsuz saglik etkilerine neden olabilmektedir

(Kew, 2012; Bbosa ve digerleri, 2013).

2.7. Balik Yemlerinde Aflatoksin i¢cin Yasal Limitler

Ulkemizde yemlerde istenmeyen maddelere iliskin esaslar, 2014/11 sayili “Yemlerde
Istenmeyen Maddeler Hakkinda Teblig” ile diizenlenmistir. Buna gére balik yemlerinde
aflatoksin B1 icin izin verilen en yiksek limit 10 ppb (0,01 mg/kg), deoksinivalenol (DON)
icin 5000 ppb (5 mg/kg) ve fumonisin (B1+B2) i¢in 10 000 ppb (10 mg/kg)’dir. Zearalenon ve
okratoksin A i¢in balik yemlerine 6zgii bir maksimum limit belirlenmemistir. Bu degerler, %12

rutubet iceren yem esas alinarak tanimlanmistir (Resmi Gazete, 2014).
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2.8. Balik Yemlerinde Aflatoksin Mevcudiyeti ve Kontaminasyon Kaynaklari

Balik unu, hamsi ve kapelin gibi biitiin baliklardan veya menhaden, ringa ve somon gibi
baliklarin islenmesi sirasinda ortaya ¢ikan yan Urinlerden elde edilmektedir (Hardy, 1989).
Balik etinin 6giitiiliip kurutulmasiyla elde edilen balik unu, yemlerde kullanilmak {izere besin
Ogeleri agisindan zenginlestirilir. Ayrica, balik yan iirlinleri; hidrolizat, protein konsantresi ve
benzeri yem hammaddelerinin {iretiminde degerlendirilmektedir. Bununla birlikte, uygun
isleme ve depolama kosullar1 saglanmadiginda, patojenler ve mikotoksinler gida zincirine
gegebilir ve hayvan sagligi iizerinde olumsuz etkiler olusturabilir (Santacroce ve digerleri,
2008). Aflatoksinler genellikle tarlada veya depolama sirasinda olusmakla birlikte, uygunsuz
depolama kosullar1 balik unu ve yan firiinlerinde de kontaminasyona yol agabilmektedir.
Ozellikle musir, yer fistig1 ve pamuk {iriinleri aflatoksin acisindan yiiksek risk tasimaktadir; bu
nedenle, bu tiir hammaddelerin balik yemlerinde kullanimi, hayvanlarin aflatoksin maruziyetini
ve buna bagl saglik sorunlarimi artirmaktadir (Thompson ve Henke, 2000; Guchi, 2015).
Arastirmalar, yemlerdeki aflatoksin kontaminasyonunun akuakiiltiirde hem yaygin hem de
ciddi bir sorun teskil ettigini ve bunun birc¢ok iilkede balik iiretiminde hem ekonomik hem de

saglik agisindan 6nemli riskler olusturdugunu géstermektedir (Santacroce ve digerleri, 2008).

Aflatoksin kontaminasyonu dinya genelinde 6nemli bir sorundur. Balik yemlerinde
aflatoksin icin onerilen yasal siir 20 pg/kg’dir (Anandaraj ve digerleri, 2025). Iran’da balik
yemlerinde Aspergillus mantarlar1 ve aflatoksinlerin %50’den fazla siklikla goriildiigii rapor
edilmistir (Fallah ve digerleri, 2014). Ozellikle gokkusag: alabalig1 icin iiretilen pelet yemler
ve yem bilesenlerinde aflatoksin diizeylerinin 1,83-67,35 pg/kg arasinda degistigi tespit
edilmistir (Alinezhad ve digerleri, 2011). Benzer sekilde, Brezilya, Meksika ve Hindistan’da
da balik yemlerinde aflatoksinlerin yiiksek siklikla bulundugu belirtilmistir (Dutta ve Das,
2001; Barbosa ve digerleri, 2013; Rodriguez-Cervantes ve digerleri, 2013). Dogu Afrika’da,
ozellikle Kenya’nin Victoria Golii bolgesinde balik yemlerinde aflatoksin goriilme sikligi
%64,3 e kadar ¢cikmakta ve seviyeler 806,9 pg/kg’a ulasmaktadir (Marijani ve digerleri, 2017).
Tiirkiye’deki ticari balik yemlerinin %56°sinda aflatoksin konsantrasyonu 21 pg/kg’in Gzerinde
bulunmustur (Altug ve Beklevik, 2003). Misir’da iiretilen balik yemlerinde yapilan bir
caligmada ise numunelerin %40’1inda ortalama 105,2 + 1,3 pg/kg dizeyinde yulksek aflatoksin
saptanmistir (Hassan ve digerleri, 2011). Pamuk tohumu Kkispesinde aflatoksin
kontaminasyonu, diinya genelinde ciddi bir sorun olarak degerlendirilmektedir. Ozellikle,

Amerika Birlesik Devletleri’nden Avrupa pazarina ihra¢ edilen Orneklerde, aflatoksin
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iceriklerinin 200-300 mg/kg diizeyinde ¢ok yiiksek oldugu bildirilmistir (Anthony ve digerleri,
2012). Aygigegi tohumu kiispesi, misir kepegi, soya fasulyesi, pamuk tohumu kiispesi ve piring
kepegi arasinda en yiikksek AFB1 diizeyini (806,9 pg/kg) gostermistir (Marijani ve digerleri,
2017). Tanzanya’da yapilan baska bir ¢alismada da maksimum 662,7 pg/kg aflatoksin tespit
edilmistir (Mmongoyo ve digerleri, 2017). Balik yemlerinde kullanilacak misirin maksimum
135 pg/kg AFBI ile kontamine oldugu tespit edilmistir (Marijani ve digerleri, 2017). Benzer
sekilde, misir numunelerinin %22,5’inin 20,6-135 ng/kg arasinda AFBI1 ile kontamine oldugu
bildirilmistir (Reddy ve Salleh, 2011). En diisiik kalite misirin hayvan yemlerinde kullanilmasi,
hayvanlar1 aflatoksikoz ac¢isindan daha yiiksek risk altinda birakmaktadir (Mutiga ve digerleri,
2015). Afrika ve Asya’da 6nemli bir temel gida olan piring ve piring kepegi, hayvan yemlerinde
de yaygin olarak kullanilmaktadir (Jayaraman ve Kalyanasundaram, 1990). Bununla birlikte,
Dogu Afrika’dan temin edilen balik yemlerinde kullanilacak piring kepeginin aflatoksin
agisindan kontamine olmadig1 bildirilmistir (Marijani ve digerleri, 2017). Ote yandan, Iran’da
gerceklestirilen bir ¢alismada piring kepeginin ortalama 18 pg-kg™ aflatoksin igerdigi rapor
edilmistir (Zaboli ve digerleri, 2010). Balik yemlerinde kullanilan diger bir tahil ise sorgumdur.
Sorgumun %28,6’smin (0,96-21,74 pg/kg) ve dari tanelerinin (105-14,96 pg/kg) aflatoksin ile
kontamine oldugu tespit edilmistir (Daneil ve digerleri, 2016).

2.9. Aflatoksinler ve Aflatoksin Metabolitlerinin Tespiti ve Ol¢imi

Aflatoksinlerin belirlenmesi ve miktarlarinin tayini i¢in ¢ok sayida analitik yontem
gelistirilmis ve bu yontemler zaman igerisinde siirekli olarak iyilestirilmistir. Geleneksel ve
cagdas yontemlerin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 4’de gosterilmektedir. Immiinoafinite
kolon (IAC) ile temizleme sonrast HPLC analizi, aflatoksin dl¢limlerinde en yaygin yontemdir.
LC-MS/MS, yakin gelecekte ¢coklu mikotoksin analizleri i¢in en umut verici teknik olarak
degerlendirilmektedir. Cesitli immiinolojik yontemler, 6zellikle ELISA ve diger hizli antikor
temelli testler, genellikle tarama (screening) amagl kullanilmaktadir. Ancak bu yontemler ¢ogu
zaman daha giivenilir ve saglam analitik tekniklerle dogrulama analizlerini gerektirmektedir.
Bunun yami sira, ¢ogunlukla immiinokimyasal analizlerle birlestirilen bazi yeni gelisen
teknolojiler, farkli 6rneklerde aflatoksinlerin hizli analizi i¢in Onerilmektedir. Muhtemelen,
hizl1 6rnek tarama teknikleri ile analitik yontemleri bir araya getiren entegre bir yaklasim, gida

ve yemlerde aflatoksinlerin tespiti agisindan en uygun ¢dziim olacaktir.
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Bir tespit yonteminin se¢imi, gerceklestirilecek aflatoksin analizinin amacina baghdir.

Mikotoksinler ve ozellikle aflatoksinler insan ve hayvan sagligi agisindan ciddi tehditler

olusturdugundan, bu konuya yonelik ilgi her zaman devam edecektir. Bunun dogal bir sonucu

olarak, aflatoksinlerin tespiti ve analizine yonelik yontemler de zaman igerisinde gelismeyi

siirdiirecektir. Aym1 zamanda, gelistirilen ve giincellenen yontem ve teknolojilerin daha

kullanici dostu olmasi ve daha dogru ve giivenilir sonuglar iiretmesi beklenmektedir (Mahfuz

ve digerleri, 2020).

Tablo 4. Aflatoksin tespitinde kullanilan yontemlerin avantaj ve dezavantajlar1 (Mahfuz ve

digerleri, 2020).

Yontem

Avantajlar

Dezavantajlar

GC (Gaz Kromatografisi)

Mikotoksinlerin es zamanli
analizine olanak saglamasi,
yiiksek hassasiyet sunmasi,
otomasyona uygun olmasi,
kitle spektrometresi (MS)
dedektorii ile dogrulama
imkani saglamasi

Yuksek maliyetli ekipman
ve uzmanlhk gereksinimi,
tiirevlendirme zorunlulugu,

matriks girisimleri,
dogrusal olmayan
kalibrasyon, sinyal

suruklenmesi ve carry-over
etkileri ile  6lgimlerde
tekrarlanabilirlik sorunlari

TLC (ince
Kromatografisi)

Tabaka

Densitometri ile birlikte
kullanildiginda  giivenilir
sonuglar vermesi, HPLC’ye
benzer dogruluk ve
hassasiyet saglamast,
aflatoksinler icin  resmi
yontem  olarak  kabul
edilmesi

Eski teknolojiye
cihaz kullanimi

dayali

HPLC
Performansl

Kromatografisi)

(Yuksek
Sivi

Yiksek  hassasiyet ve
secicilik, tekrarlanabilirlik,
otomasyona uygunluk, kisa
analiz suresi, aflatoksinler
icin resmi yontem olmast

Pahali ekipman ve uzman
operator gereksinimi,
tirevlendirme gerekebilir
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LC-MS/MS (Siv1 | Coklu mikotoksin analizi, | Cok yiksek maliyet, ileri

Kromatografisi — Kitle | cok diisiik tespit limiti, | uzmanlik gereksinimi,

Spektrometrisi) dogrulama  imkdn1  ve | iyonizasyona bagl
tirevlendirme hassasiyet ve i¢ standart
gerektirmemesi eksikligi

ELISA Hizli ve kullanimi kolay | Capraz reaksiyon riski,
olmasi, diisiik maliyetli | yalanci pozitif/negatif
ekipman gerektirmesi, | sonuglar, matriks
diigiik tespit limiti sunmasi | girisimleri ve dogrulama
ve tarama amacli ¢oklu | gereksinimi
numune analizine uygun
olmasi

Biyosensor Hizli olmasi, temizleme | Capraz reaksiyon riski, kati
gerektirmemesi, yiksek | numuneler icin
secicilik ve diisiik tespit | ekstraksiyon ve temizleme
limiti sunmasi, kullanim | gereksinimi,
kolayligi, diisiik maliyet ve | tekrarlanabilirlik sorunlar1
tasmabilirlik

FPIA (Floresan | Hizli olmasi, temizleme | ELISA veya HPLC ile

Polarizasyon Immiinolojik | gerektirmemesi, tutarsizlik, capraz

Testi) mikotoksine Ozgu | reaksiyon  ve  matriks
isaretleyici kullanimi, | girisimi riski ile tek seferde
yuksek  hassasiyet  ve | yalnizca bir mikotoksinin
taginabilirlik tespit edilebilmesi

Kapiler Elektroforez Yakin yapili | Yiiksek altyap1 ve karmasik
mikotoksinlerin  ayrimina | cihaz gereksinimi nedeniyle
uygun olmasi, yiiksek | yalnizca laboratuvar
hassasiyet ve | ortaminda kullanilabilmesi
immunoassaylerle birlikte
coklu analiz imkani
saglamasi

IR
Spektroskopisi

(Kiz1l6tesi)

Hizli ve tahribatsiz 6l¢lim,
ekstraksiyon veya
temizleme gerektirmemesi,
kullanic1 dostu olmasi

Pahali ekipman
gereksinimi,  kalibrasyon
modelinin  dogrulanmasi
ihtiyaci, istatistik bilgisi
gerektirmesi  ve  diisiik
hassasiyet.
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IAC (1mm1'inoaﬁnite Siv1 florometri ile kombine | Numunenin tahrip olmasi,
Kromatografisi) + [ edilen IAC, aflatoksin | yalnizca toplam aflatoksin
Florometri tayininde LC ile | analizine uygun olmasi.
karsilastirilabilir  dogruluk
sunar ve resmi yodntem
olarak kabul edilir

2.10. Aflatoksin Kontaminasyonunun Kontroli

Aflatoksinlerin insan ve hayvan saglig1 iizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle kontroli
zorunludur ve bu amagla biyolojik, kimyasal ve fiziksel stratejiler kullanilmaktadir. Biyolojik
kontrolde, aflatoksin {iretmeyen atoksijenik suglar ile bazi bakteri ve mantar izolatlar
kullanilarak tarla kosullarinda aflatoksin olusumu azaltilmaktadir (Shabeer ve digerleri, 2022).
Kimyasal kontrol kapsaminda, sitrik asit, laktik asit, tartarik asit, propiyonik asit ve hidroklorik
asit gibi organik ve inorganik asitler aflatoksinleri azaltmada etkilidir. En ylksek inhibisyon ise
sitrik asitte (%86-92) ve laktik asitte (%67) gorilmektedir. Sodyum bisilfit ve sodyum
hidrosiilfit, uygulama yontemi ve islem sicakligina bagli olarak farkli diizeylerde aflatoksin
kontrolii saglamaktadir. Ozellikle sodyum hidrosiilfit, aflatoksin miktarin1 %96-100 oraninda
azaltabilmektedir. Ayrica bazi tuzlar, alkali bilesikler, ozon ve kitosan nanopargaciklari
aflatoksin seviyelerini disiiriir (Sipos ve digerleri, 2021). Antioksidanlar, gida ve yemlerde
oksidatif bozulmay1 dnleyen katki maddeleridir. Bu grupta yaygin olarak kullanilan BHA (biitul
hidroksi anisol), BHT (bdtil hidroksi toluen) ve propilparaben, sadece oksidasyonu
engellemekle kalmaz, ayni zamanda aflatoksin olusumunu ve toksik etkilerini azaltmada da
etkili olabilir (Yin ve digerleri, 2008). Bir diger kimyasal yontem adsorbanlardir. Kil, bentonit,
zeolit, aktif karbon ve maya turevleri gibi adsorbanlar broyler yemlerine eklenerek
aflatoksinleri baglar, kana karismasini onler ve viicuttan atilmasini saglar (Tahir ve digerleri,
2018; Sipos ve digerleri, 2021). Nanoyapili zeolit (NZ), aflatoksinleri baglayarak toksisitesini
azaltir ve {iretici mikroorganizmalarin etkisini siirlayarak aflatoksin kontaminasyonunun
kontroliine katki saglar (Nikawa ve digerleri, 1997). Aflatoksin kontaminasyonunu kontrol
etmek i¢in mekanik ayirma, 1s1 ile islem, ultraviyole veya iyonlastirici radyasyon ve yogunluk
ayrimi gibi yontemler kullanilabilir (Samarajeewa ve digerleri, 1990; Yin ve digerleri, 2008).
Soguk plazma ve gama 1511 gibi termal olmayan yontemler de aflatoksin seviyelerini énemli

oOl¢tide diistirtir (Sipos ve digerleri, 2021).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Cihazlar

Calisma kapsaminda, Aydin Adnan Menderes Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji ve
Gida Giivenligi Uygulama ve Arastirma Merkezi (TARBIYOMER)’nde bulunan hassas terazi
(Kern), etuv (Selecta) ve desikator kullanildi. Ayrica aflatoksin analizi i¢in hizmet alimi
gerceklestirildi ve Sinop Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve
Arastirma Merkezi (SUBITAM)’nde bulunan Ultra Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
(UHPLC; Thermo Scientific Ultimate 3000, ABD) ile analizler yapildi. Kullanilan detektor
FLD olup, yardime1 modiil olarak Kobra Cell tercih edildi.

3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Aflatoksin tayini icin aseton (Supelco), saf su, metanol (Carlo Erba), ve PBS (Phosphate
Buffered Saline, pH 7.4; Tuzlu ~0.01 M Fosfat Tamponu) hazirlanmasinda 0,2 g potasyum
dihidrojen fosfat (KH2PO.) (Scharlau), 1,45 g sodyum fosfat dibazik dihidrat (Na2HPO4-2H-0)
(Scharlau), 0,2 g potasyum Klorir (KCI) (Scharlau), ve 8 g sodyum klorir (NaCl) (Scharlau),
kullanilmigtir. Kullanilan standart LGC B-MYC0300-1 “dir.

3.2.YOontem
3.2.1. Kuru Madde Analizi
Analiz i¢in darasi alinan petrilere 5 g tartilan 6rnekler 105 °C’de agirliklari sabit kalana

kadar etiivde kurutulmustur. Kuru madde yiizdeleri asagidaki formiile gore hesaplanmigtir
(AOAC 1998).
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Nem (%) = (Kuru 6rnek + dara agirhg (g) — Ik 6rnek agirhig (g)) / Baslangig 6rnek
agirligi (g) x 100
Kuru madde (%) = 100 — Nem

3.2.2. Yemde Aflatoksin Analiz Metodu

Bu c¢aligmada hayvan yemlerinde aflatoksin tayini, AOAC 2003.02 metoduna gore
gerceklestirilmistir. Arastirma kapsaminda toplam 50 adet balikk yemi numunesi analiz
edilmistir. Calismada kullanilan yem 6rnekleri farkli kaynaklardan temin edilmistir. Alabalik
(Oncorhynchus mykiss), cipura (Sparus aurata) ve levrek (Dicentrarchus labrax)
yetistiriciliginde kullanilan ticari balik yemleri gesitli balik yetistiriciligi isletmelerinden
saglanmistir. Siis baliklarina yonelik ticari yem oOrnekleri ise farkli akvaryumculardan ve
internet lizerinden satis yapan tedarikgilerden temin edilmistir. Elde edilen yem numuneleri,
analiz asamasina kadar uygun depolama kosullarinda muhafaza edilerek c¢alisma materyali
olarak kullanilmigstir. Ayrica, her bir numunenin orijinal ambalajinda yer alan icerik, miktar,
son kullanma tarihi ve {iretici firma gibi bilgiler detayli sekilde incelenmis ve kayit altina
almmustir. Numunelerin aflatoksin analizleri, Sinop Universitesi Bilimsel ve Teknolojik
Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (SUBITAM) laboratuvarlarinda hizmet alim

kapsaminda ger¢eklestirilmistir.

3.2.2.1. Numune Ekstraksiyonu

Yem numunelerinin analizlerinin gerceklestirilebilmesi ve tam homojenizasyonun
saglanabilmesi amaciyla her bir numuneden en az 50 gram O6rnek alinmistir. Balik yemi
numuneleri analiz 6ncesinde homojenizasyon amaciyla mutfak tipi elektrikli kahve 6giitiiciisii
(Bosch TSM6A014R) kullanilarak 6giitiilmiistiir (Resim, 1). Homojenize edilen numuneden 50
g tartilarak 500 mL hacimli bir erlene aktarilmigtir. Numune {izerine 250 mL aseton:su (85:15,
v/v) karisimi ilave edilmistir. Karigim blenderda homojenize edildikten sonra ultrasonik
banyoda tutulmus ve ardindan santrifiij edilmistir. Bu asamada uygulanan seyreltme faktorii
250 mL/50 g = 5 olarak hesaplanmistir. Elde edilen ekstrakt, huniye yerlestirilen katli filtre
kagidindan gegirilerek siiziilmiis ve filtrat temiz bir beher igerisine toplanmistir (Resim, 2).
Filtrattan 5 mL alinarak {izerine 95 mL fosfat tamponlu salin (PBS) ilave edilmis ve karisim

cam elyaf filtreden gecirilmistir. Bu agsamadaki seyreltme faktorii 100 mL/5 mL = 20 olarak
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belirlenmistir (Resim, 3). Immiinoafinite kolonuna yiikleme yapilirken, kolondan gegen 0,5 g
yem esdegeri ekstrakt icindeki aseton/asetonitril oraninin %5°1 gegmemesine dikkat edilmistir.
Bu nedenle ¢6ziiciiniin seyreltilmesi, M:1Vi1 = M:V2 bagintisina gore hesaplanmistir. %85 aseton
iceren ekstrakttan 5 mL alinarak toplam hacim 100 mL’ye tamamlandiginda, son aseton

konsantrasyonu %#4,25 olarak bulunmus ve kolon yiiklemesi i¢in uygun kabul edilmistir.

Resim 1. Ornegin dgiitiilmesi.
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Resim 2. Ekstraktin siiziintiiye birakilmasi.
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Resim 3. Ekstraktin, fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi ile karistirildiktan sonra cam elyaf

filtreden gecirilmesi.
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Resim 4. Vakumlu imminoafinite kolon (IAK) sistemi ile analit saflastirma ve eliisyon

islemi.
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Resim 5. Eliisyon sonrasi drnegin teflon filtreden gecirilerek HPLC vialine aktarilmasi.

3.2.2.2. immunoafinitif Kolonun Hazirlanmasi ve Uygulama Prosediirii

12 portlu vakum manifoldu (Biocomma SPEMF12G-E) (zerine sabitlenmis
immunoafinite kolonu (Romer, AflaStar™ R IAC 3 ml, COIAC1504-10001966) oncelikle
sartlandirilmigtir. Sartlandirma icin kolona, fosfat tamponlu salin (PBS) ¢ozeltisi saniyede bir
damla (3 mL/dakika) hizinda toplam 10 mL uygulanmistir. Ardindan, 50 mL filtrat-PBS
karistmi kolondan gegirilerek aflatoksinlerin kolona baglanmasi saglanmistir. Kolondaki
istenmeyen maddeleri temizlemek amaciyla lizerine 20 mL saf su uygulanmis ve kolon
ardindan hava ile kurutulmustur. Bu asamaya kadar kolondan gecen tiim ¢Ozeltiler bertaraf
edilmistir (Resim, 4). Eliisyon i¢in kolondan 2 mL mobil faz gegirilmis ve kiigiik bir falkona
almmugtir. Falkonun igerigi daha sonra 0,45 pm teflon filtreden gegirilerek HPLC vialine
aktarilmistir (Resim, 5). Eliisyon asamasinda, klasik prosedirlerde uygulanan 1 mL metanol ve
I mL su kullaniminin yapilmamasinin gerekgesi tartisma boliimiinde ac¢iklanmistir. Bu
asamadaki seyreltme faktorii 2/50 olarak kaydedilmistir. Toplam seyreltme faktorii ise

5%20x%(2/50)=4 olarak hesaplanmistir (Stroka ve digerleri, 2003).
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3.2.2.3. HPLC Analiz Kosullar1

LC-MS/MS cihazlarinin ilk yatirim, bakim, sarf ve isletme maliyetlerinin yiiksek
olmasi; ayrica cihazin siirdiiriilebilir kullaniminin uzman personel, siirekli teknik destek ve
yuksek isletme altyapisi gerektirmesi nedeniyle, il gida kontrol laboratuvarlar1 da dahil olmak
tizere birgok rutin analiz laboratuvarinda daha uygulanabilir ve ekonomik bir yontem olan
HPLC sistemleri tercih edilmektedir. Bu nedenle ¢aligmada analizlerin yaygin erisilebilirligi,
strdurdlebilirligi ve rutin laboratuvar kosullarina uygunlugu dikkate alinarak HPLC yontemi
kullanilmistir. Aflatoksin analizi, Thermo Scientific Ultimate 3000 HPLC sistemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Dedeksiyon floresans dedektor (FLD) ile yapilmis ve elektrokimyasal
tirevlendirme amaciyla Kobra Cell sistemi, 9V ve 100 pA akimda calistirilmistir.
Kromatografik ayirma, Troyasil 100 C18 kolonu (250 x 4,6 mm, 5 um tanecik boyutu, 110 A
gozenek capi) kullanilarak saglanmistir. Otomatik ornekleyici sicakligi 15 °C, kolon sicakligi
ise 40 °C olarak ayarlanmistir. Mobil faz; 550 mL saf'su, 180 mL asetonitril ve 270 mL metanol
karigtmina 0,119 g KBr ve 93 uL %68’lik HNO:s ilave edilerek hazirlanmis ve pH degeri 2,88
olacak sekilde ayarlanmistir. Akis hiz1 1,0 mL/dak olarak sabit tutulmustur. Standart ¢ozeltiler,
1:1 (v/v) metanol karisimi kullanilarak hazirlanmistir. Enjeksiyon hacmi 100 pL olarak
belirlenmis ve sistem basinci yaklagik 120 bar olacak sekilde sabitlenmistir. Floresans dedektor
kosullari; Aflatoksin B1 ve G1 i¢in uyarilma/emisyon dalga boylar1 362/425 nm, Aflatoksin G2
ve G2 i¢in 362/455 nm olarak ayarlanmus, tiim aflatoksinlerin birlikte degerlendirilmesinde ise
360/440 nm dalga boylar1 kullanilmistir. Analiz sirasinda aflatoksinlerin kolon ¢ikis siras1 G2,
G1, B2 ve B1 seklinde gerceklesmis olup, toplam analiz siiresi 18 dakika olarak belirlenmistir.
Analizler, laboratuvar sicakligi 18-28 °C ve bagil nemi %20-80 araliginda olan kosullarda

ylritilmustir.

3.2.2.4. Standart Hazirlama

Bu calismada aflatoksin standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda LGC B-MYC0300-1
aflatoksin standart1 kullanilmistir. Ana standart ¢ozeltisi aflatoksin G2, G1, B2 ve B1’1 sirasiyla
0,503 ppm, 2,01 ppm, 0,50 ppm ve 2,01 ppm konsantrasyonlarinda i¢cermekte olup, toplam
aflatoksin konsantrasyonu 5,023 ppm’dir. Toplam aflatoksin igerisindeki bilesen oranlart G2

i¢cin 0,10, G1 i¢in 0,40, B2 i¢in 0,10 ve B1 i¢in 0,40 olarak belirlenmistir. Ana stok ¢ozeltisinin
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konsantrasyonu 5023 ppb olup, 100 ppb konsantrasyonunda ara stok elde etmek amaciyla ana
stoktan 0,10 mL alinarak 10 mL hacimli falcon tiipe aktarilmis ve lizerine 4,90 mL 1:1 (v/v)
metanol:su karisimi eklenmistir. Elde edilen 100 ppb ara stok ¢ozeltisinden, farkli hacimlerde
alikotlar alinarak son hacmi 10 mL olacak sekilde 1:1 (v/v) metanol:su ile tamamlanmis ve 0,5;
I; 2; 5; 6; 8 ve 10 ppb toplam aflatoksin konsantrasyonlarina sahip ¢alisma standartlari
hazirlanmistir. Cihaz yazilimma girilen bireysel aflatoksin konsantrasyonlari, toplam
konsantrasyon ve bilesen oranlar1 dikkate alinarak hesaplanmistir. Aflatoksin G2 ve B2 i¢in
0,05-1,00 ppb, aflatoksin G1 ve Bl igin ise 0,20-4,00 ppb araligi kullanilmistir. Metot
dogrulama caligsmalarinda, toplam aflatoksin konsantrasyonlar1 0,5; 1; 2; 5; 6; 8 ve 10 ppb

olarak belirlenmistir.

3.2.2.5. Kalibrasyon Egrisi

Yedi noktal1 kalibrasyon egrisi kullanilarak standart ¢ozeltiler hazirlanmistir. Her bir
aflatoksin i¢in standart konsantrasyonlar ve HPLC alikonma zamanlar1 (RT) asagida verilmistir

(Tablo 5).

Tablo 5. Aflatoksinlerin tutunma siireleri ve standart konsantrasyonlari.

Aflatoksin RT (min) Standart konsantrasyonlar (ppb)
G2 7.801 0.05,0.1,0.2,0.5,0.6,0.8,1
Gl 9.585 0.2,04,08,2,24,32,4
B2 11.843 0.05,0.1,0.2,0.5,0.6,0.8, 1
Bl 14.893 0.2,04,08,2,24,32,4
Toplam - 051,2,5,6,8, 10

Kalibrasyon egrilerinden elde edilen floresan alan degerleri (cps x min) asagida

verilmistir (Tablo 6).
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Tablo 6. Aflatoksin standartlari i¢in floresan alan degerleri (cps X min).

Standart
G2 (cpsxmin) G1 (cpsxmin) B2 (cpsxmin) B1 (cpsxmin)

stdl 11,665 37,961 22,718 43,862
std2 28,170 945,84 49,457 103,298
std3 61,328 206,545 107,993 228,313
std4 153,431 501,058 265,435 556,488
std5 188,767 609,847 328,759 689,887
std6 251,447 812,121 432,656 910,716
std7 318,793 1.025,624 547,457 1.153,620
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Tablo 7°de, Aflatoksin B1 igin farkli standart konsantrasyonlara karsilik elde edilen

floresan alan degerleri (cps % min) verilmistir.

Tablo 7. Aflatoksin B1 standart konsantrasyonlar1 ve floresan alan degerleri (cps X min).

Aflatoksin B1 (ppb) FLD (cps x min)
0.2 43,862
0.4 103,298
0.8 228,313
2 556,488
2.4 689,887
3.2 910,716
4 1.153,620

Sekil 2’de, Aflatoksin Bl standartlar1 kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi
gosterilmektedir. Standart konsantrasyonlar ile floresan alan degerleri arasinda dogrusal bir

iliski oldugu goriilmektedir.
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Sekil 2. Aflatoksin B1 standartlar i¢in kalibrasyon egrisi.
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Tablo 8’de, Aflatoksin B2 igin farkli standart konsantrasyonlara karsilik elde edilen

floresan alan degerleri (cps X min) sunulmustur.

Tablo 8. Aflatoksin B2 standart konsantrasyonlar1 ve floresan alan degerleri (cps x min).

Aflatoksin B2 (ppb) FLD (cps x min)

0.05 2,2718

0.1 49,457

0.2 107,993

0.5 265,435

0.6 328,759

0.8 432,656

1 547,457

Sekil 3’de, Aflatoksin B2 standartlar1 kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisi
gosterilmektedir. Standart konsantrasyonlar ile floresan alan degerleri arasinda dogrusal bir

iligki oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3. Aflatoksin B2 standartlar i¢in kalibrasyon egrisi.
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Tablo 9°da, Aflatoksin G1 igin farkli standart konsantrasyonlara karsilik elde edilen

floresan alan degerleri (cps X min) sunulmustur.

Tablo 9. Aflatoksin G1 standart konsantrasyonlari ve floresan alan degerleri (cps X min).

Aflatoksin G1 (ppb) FLD (cps x min)
0.2 37,961
0.4 94,584
0.8 206,545
2 501,058
24 609,847
3.2 812,121
4 1.025,624

Sekil 4’te, Aflatoksin Gl standartlar1 kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisi

gosterilmektedir. Standart konsantrasyonlar ile floresan alan degerleri arasinda dogrusal bir

iliski oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4. Aflatoksin G1 standartlari i¢in kalibrasyon egrisi.
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Tablo 10°da, Aflatoksin G2 igin farkli standart konsantrasyonlara karsilik elde edilen

floresan alan degerleri (cps X min) sunulmustur.

Tablo 10. Aflatoksin G2 standart konsantrasyonlari ve floresan alan degerleri (cps X min).

Aflatoksin G2 (ppb) FLD (cps x min)

0.05 11,665
0.1 28,170

0.2 61,328

0.5 153,431

0.6 188,767

0.8 251,447

1 318,793

Sekil 5’te, Aflatoksin G2 standartlar1 kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisi

gosterilmektedir.
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Sekil 5. Aflatoksin G2 standartlar1 i¢in kalibrasyon egrisi.
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Tablo 11°de, balik yemlerinde HPLC ile o6lgiilen aflatoksin konsantrasyonlar1 (ppb)
verilmigtir. Alan degerleri ile konsantrasyonlar arasinda dogrusal iliski olup, matematiksel
esitlikler kullanilarak seyreltme faktorii dikkate alinarak gercek aflatoksin miktarlar

hesaplanmaistir.

Tablo 11. Balik yemlerinde HPLC analizine gore belirlenen aflatoksin konsantrasyonlari

(Ppb).

Sonug (ppb) Esitlik

Bl ((Numunenin B1Alan1+12307)/290179)x4
Gl ((Numunenin G1Alan1+8885)/257687)x4
B2 ((Numunenin B2Alan1+4830)/550243)x4
G2 ((Numunenin G2Alan1+4384)/321322)x4

*Esitliklerdeki g¢arpan 4, seyreltme faktdriinii temsil etmektedir.

3.2.2.6. Aflatoksin Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

Test numunesindeki aflatoksin konsantrasyonu, kalibre edilmis standart ¢ozeltilerden
elde edilen deneysel veriler kullanilarak hesaplanmistir. Bu kapsamda, farkli konsantrasyonlara
sahip aflatoksin standart ¢ozeltilerine ait pik alan1 degerleri (x ekseni, birim) ile bu degerlere
karsilik gelen aflatoksin konsantrasyonlar1 (y ekseni, ng/mL) tablo héalinde diizenlenmistir. Elde
edilen veriler dogrusal regresyon analizine tabi tutulmus ve buna bagl olarak bir kalibrasyon

egrisi olusturulmustur.
Dogrusal kalibrasyon egrisi asagidaki denklem ile tanimlanmaistir:
y=a-x+b
Burada;
y, aflatoksin konsantrasyonunu (ng/mL),
X, dedektor sinyalini (pik alani),
a, dogrusal regresyon dogrusunun egimini,

b, dogrunun y-eksenini kestigi noktay1 ifade etmektedir.
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Analiz edilen 6l¢iim ¢ozeltisinden elde edilen pik alan1 degeri, kalibrasyon denkleminde
x yerine yazilarak 6l¢iim ¢6zeltisindeki aflatoksin konsantrasyonu hesaplanmistir. Hesaplanan
Olglim c¢ozeltisi  konsantrasyonundan yola c¢ikilarak test numunesinin  aflatoksin

kontaminasyonu (ng/g) asagidaki parametreler dikkate alinarak belirlenmistir:
Wt (g): Analiz i¢in kullanilan test numunesi miktari
Solvent (mL): Ekstraksiyon isleminde kullanilan ¢6ziicii hacmi
Aliquot (mL): Immiinoafinite kolonu (IAC) temizleme islemine alinan ekstrakt hacmi
Eliisyon (mL): IAC eliisyonu sonrasi elde edilen nihai ¢6zelti hacmi

C hesap (ng/mL): Dogrusal regresyon kullanilarak hesaplanan aflatoksin

konsantrasyonu

Numunenin aflatoksin  kontaminasyonu asagidaki genel esitlik kullanilarak

hesaplanmistir:

Chesap X Eliisyon (mL) X Solvent (mL)
Aliquot (mL) X Wt (g)

Kontaminasyon (ng/g) =

Heksan veya sikloheksan kullanilan izolasyon prosediirlerinde, ekstraksiyon sirasinda

eklenen bu solventlerin hacimleri hesaplamaya dahil edilmemistir.

Toplam aflatoksin kiitle fraksiyonu, her bir aflatoksin tiirii (AFBi, AFB2, AFG: ve

AFG) i¢in ayr1 ayr1 hesaplanan kontaminasyon degerlerinin toplanmasiyla elde edilmistir:
Toplam Aflatoksin (ng/g) = AFB; + AFB, + AFG; + AFG,

Bu yaklagim ile test numunesinin toplam aflatoksin igerigi nicel olarak belirlenmistir

(AOAC, 2003.02)

3.2.2.7. istatistik Analiz

Veriler normal dagilim gostermedigi ve ¢ok sayida sifir deger icerdigi i¢in gruplar
arasindaki karsilastirmalarda Kruskal-Wallis testi kullanilmistir. Anlamli farklilik saptanan
parametrelerde ikili karsilastirmalar Bonferroni diizeltmeli Mann—Whitney U testi ile

gerceklestirilmistir. Sonuglar medyan (minimum—maksimum) olarak sunulmus olup, farkl iist
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simge harfler istatistiksel olarak anlamli farkliliklar1 gdstermektedir (p < 0.05). Istatistiksel

analizler, p < 0,05 anlamlilik diizeyinde IBM SPSS Statistics 21 kullanilarak gerceklestirilmistir
(Logan, 2010).
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4. BULGULAR

4.1. Yem Orneklerinde Kuru Madde Analizi Bulgular
Calismada analiz edilen yem 6rneklerinin kuru madde igerikleri Tablo 12’de verilmistir.

Her 6rnek i¢in ti¢lii 6l¢timler (n=3) alinmis ve sonuglar aritmetik ortalama =+ standart sapma (X

+ SD) olarak sunulmustur.

Tablo 12. Yem oOrneklerinde kuru madde analizi sonuglari (%).

Numune No Kuru Madde (X + SD)
(Cyprinidae-sazangiller)
1

92,22+1,19
2 91,90+1,19
3 91,28+1,18
4 91,81+1,19
5 91,22+1,18
6 93,80+1,21
7 91,18+1,18
8 91,80+1,19
9 91,86+1,19
10 91,67+£1,18
11 92,37+1,19
12 92,45+1,19
13 92,59+1,20
14 91,10+1,18
Canli Doguranlar
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15 93,84+1,21
16 92,27+1,19
17 91,25+1,18
18 94,93+1,23
19 92,58+1,20
20 93,60+1,21
21 91,42+1,18
22 91,97+1,16
Cichlid

23 91,87+1,19
24 91,53+1,18
25 92,83+1,20
26 92,49+1,19
27 92,68+1,20
28 92,25+1,19
29 92,37+1,19
30 91,98+1,19
Labirentliler

31 91,84+1,19
Kedi Baliklar

32 91,62+1,18
Alabalik (Oncorhynchus mykiss)

33 91,37+1,18
34 91,85+1,19
35 91,59+1,18

34



36 91,82+1,19
37 91,86+1,19
38 91,46+1,18
Cipura (Sparus aurata)

39 91,86+1,19
40 91,52+1,18
41 91,13+1,18
42 91,96+1,19
43 91,25+1,18
44 91,10+1,18
Levrek (Dicentrarchus labrax)

45 91,86+1,19
46 91,67+1,18
47 91,28+1,18
48 01,18+1,18
49 91,42+1,18
50 91,83+1,19

* Analizler {i¢ tekrarl1 (n=3) olarak gerceklestirilmistir. X: Aritmetik ortalama, SD: Standart sapma

Tablo 12’ye gore yem Orneklerinde yapilan kuru madde analiz sonuglar1 incelendiginde,

tim Orneklerin %91,10 ile %94,93 arasinda degisen kuru madde igerigine sahip oldugu

belirlenmigtir. Buna karsilik, nem igeriklerinin %5,07 ile %8,90 araliginda degistigi tespit

edilmisgtir.
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4.2. Yem Numunelerinde Aflatoksin B1, B2, G1, G2 ve Toplam Aflatoksin Duzeylerine

fliskin Bulgular

Aragtirma siiresince 50 adet yem numunesi analiz edilmistir. Yontemin duyarliligini

gostermek icin tespit smirt (LoD) ve tayin siir1 (LoQ) belirlenmistir. LoD, analitin

saptanabildigi en diisiik konsantrasyonu; LoQ ise giivenilir sekilde miktarinin dl¢iilebildigi en

diistik diizeyi ifade eder (Tablo 13).

Tablo 13. Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2 igin tespit sinir1 (LoD) ve tayin sinir1 (LoQ) degerleri

(Ppb).
Aflatoksin LoD (ppb) LoQ (ppb)
B1 0,0016 0,0053
B2 0,0010 0,0034
Gl 0,0019 0,0063
G2 0,0015 0,0051

Sekil 6, kontrol numunesine ait kromatogrami gostermektedir. Kontrol numunesi, analiz

prosediiriiniin dogrulugunu ve yontemin gilivenilirligini degerlendirmek amaciyla referans

olarak alinmustir.
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0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 18.0 18.0
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount
min counts counts*min %
1 850 G2 539753.000 211828.931 14.04 1.030
2| 1003 G1 1687056.000 602378.486 39.94 4.093
3| 1167 B2 427543.000 168923.537 11.20 0.625
4 | 1399 B1 1141762.000 525198.971 34.82 3.050
Total: 3796114.000 1508329.925 100.00 8.803

Sekil 6. Kontrol numunesi kromatograma.

Olgiimlerin dogrulugu ve geri kazanim (%recovery) hesaplamalarinda CRM (Sertifikali

Referans Malzeme) olarak kullanilan TUBITAK UME RM 9909 kontrol numunesi ile analizler

yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore aflatoksin B1 i¢in geri kazanim %96,2, B2 i¢in %94,7
G1icin %95,5 ve G2 icin %96,3 olarak tespit edilmistir (Tablo 14).

Tablo 14. TUBITAK UME CRM RM9909 standart kontrol 6rnegi kromatogramu.

Atanms Deger | Olgiilen Deger Kazamim
(Lg/kQ) (Lg/kg) Hata (%) Dogruluk (%) (%)
1.07 1.03 3.74 96.26 96.26
4.29 4.10 4.48 95.52 95.52
0.66 0.63 5.30 94.70 94.70
3.17 3.05 3.79 96.21 96.21
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Tablo 15. Yem 6rneklerinin aflatoksin B1, B2, G1, G2 ve toplam aflatoksin igerigi (ppb).

Numune Bl RSD B2 RSD Gl RSD G2 RSD Topl RSD
No X) (%) X) (%) X) (%) X) (%) A«}fg . (%)
oksin
1 1,11 6,63 0,08 6,68 <DL <DL <DL <DL 1,19 | 6,633
2 1,07 8,68 0,07 9,62 <DL <DL <DL <DL 1,14 | 8,438
3 0,16 7,16 <DL <DL <DL <DL <DL <DL 0,16 7,160
4 2,37 2,65 0,21 3,12 <DL <DL <DL <DL 2,58 | 2,655
5 4,70 2,81 0,41 2,10 <DL <DL <DL <DL 511 | 2,752
6 0,22 5,38 0,02 2,75 <DL <DL <DL <DL 0,25 | 4,615
7 0,08 6,68 <DL <DL <DL <DL <DL <DL 0,08 | 6,681
8 2,39 5,60 0,30 6,65 <DL <DL <DL <DL 2,69 | 5,689
9 4,09 5,80 0,37 6,47 <DL <DL <DL <DL 4,46 | 5,855
10 4,24 1,22 0,40 2,49 0,26 1,84 <DL <DL 491 1,143
11 0,15 8,50 <DL <DL <DL <DL <DL <DL 0,15 8,499
12 0,74 8,84 0,06 3,17 0,07 5,47 <DL <DL 0,87 | 7,961
13 0,08 9,16 0,02 3,74 <DL <DL <DL <DL 0,10 | 6,881
14 <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL <DL 0,00 0,00
15 <DL <DL <DL <DL <DL <DL 0,05 8,32 0,05 8,316
16 <DL <DL 0,44 1,97 <DL <DL 0,35 4,97 0,78 1,741
17 10,40 5,90 1,08 8,42 <DL <DL <DL <DL 11,48 | 5,893
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18 0,11 6,78 0,02 3,88 0,05 7,84 0,04 5,46 0,22 2,959
19 7,54 9,96 0,65 9,04 <DL <DL <DL <DL 8,19 9,884
20 3,90 0,58 0,38 1,28 <DL <DL <DL <DL 4,27 0,590
21 1,88 9,51 0,20 9,74 <DL <DL <DL <DL 2,08 9,467
22 0,03 7,64 <DL <DL <DL <DL <DL <DL 0,03 7,640
23 1,19 5,18 0,13 2,22 0,16 7,07 0,02 3,66 1,51 4,952
24 0,19 8,56 0,03 11,23 <DL <DL <DL <DL 0,21 7,795
25 0,38 4,94 0,03 0,36 0,09 4,76 0,05 9,12 0,56 5,036
26 0,80 6,86 0,09 7,99 <DL <DL 0,03 5,87 0,91 4,857
27 1,07 9,83 0,09 6,87 0,06 8,06 <DL <DL 1,22 9,158
28 0,33 5,56 0,05 8,45 <DL <DL 0,08 3,06 0,46 3,048
29 1,37 7,97 0,12 11,61 0,05 7,94 <DL <DL 1,54 7,996
30 0,03 6,81 <DL <DL <DL <DL <DL <DL 0,03 6,807
31 4,53 7,55 0,44 8,14 <DL <DL <DL <DL 4,97 7,589
32 <DL <DL 0,02 5,76 <DL <DL 0,15 5,68 0,17 4,733
33 0,16 4,43 <DL <DL 0,13 0,59 <DL <DL 0,28 6,662
34 0,42 7,45 0,07 8,88 <DL <DL <DL <DL 0,50 7,615
35 0,32 5,79 0,07 1,93 <DL <DL <DL <DL 0,39 4,632
36 <DL <DL <DL <DL <DL <DL 0,49 6,76 0,49 6,756
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37 0,37 5,12 0,07 1,06 0,05 1,72 0,02 1,46 0,49 | 10,858
38 0,49 6,06 0,05 9,41 0,03 3,03 <DL <DL 0,57 | 6,039
39 0,14 8,56 <DL <DL <DL <DL 2,68 4,14 2,82 | 4,028
40 0,21 7,52 0,02 2,35 <DL <DL 1,82 6,92 2,05 | 6,096
41 0,05 6,46 <DL <DL <DL <DL <DL <DL 0,05 6,459
42 0,06 8,07 <DL <DL <DL <DL <DL <DL 0,06 8,072
43 0,09 1,36 <DL <DL <DL <DL 2,04 8,53 2,13 | 8,123
44 0,09 4,56 <DL <DL <DL <DL 1,86 6,59 1,95 | 6,115
45 0,32 6,38 0,05 6,25 0,05 9,57 1,62 9,78 2,04 | 8,946
46 0,21 8,63 0,04 3,76 0,02 8,60 0,02 1,44 0,29 | 6,878
47 0,04 3,98 <DL <DL <DL <DL 0,04 8,31 0,08 | 1,801
48 0,06 4,55 <DL <DL <DL <DL <DL <DL 0,06 | 4,554
49 0,03 1,47 <DL <DL <DL <DL 0,78 4,92 0,82 | 4,696
50 0,11 3,74 <DL <DL <DL <DL 3,23 3,22 3,35 | 3,125

 *Analizler ii¢ tekrarli (n=3) olarak gergeklestirilmistir. B1: Aflatoksin Bl (ortalama deger); B2: Aflatoksin B2
(ortalama deger); G1: Aflatoksin G1 (ortalama deger); G2: Aflatoksin G2 (ortalama deger); Toplam Aflatoksin:
B1+B2+G1+G2 toplami; X: Aritmetik ortalama; %RSD: Yiizde Bagil Standart Sapma; <DL: Tespit limitinin

altinda

Yapilan analizler sonucunda, 50 numunenin %74’tinde aflatoksin B1 tespit limitinin
altinda bulunmustur. Kalan 13 numunede (%26) aflatoksin B1 tespit edilmis olup, diizeyler
0,03-11,48 ppb arasinda degismektedir. Toplam aflatoksin icerigi agisindan da benzer bir

dagilim g6zlenmis; 37 numune tespit limitinin altinda, 13 numune ise 0,03—11,48 ppb arasinda
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degisen diizeylerde aflatoksin igermektedir. Aflatoksin B2, G1 ve G2 ise genellikle diisiik

seviyelerde bulunmus ve bir¢ok numunede tespit limitinin altinda kalmistir (Tablo 15).

Tablo 16. Yem Gruplarina Gore Aflatoksin B1, B2, G1, G2 ve Toplam Aflatoksin

Konsantrasyonlarinin Karsilastirilmasi [Median (Min—Maks)].

Yem Orne | Aflatoksin B1 | Aflatoksin B2 | Aflatoksin | Aflatoksin G2 Toplam
Gruplan k [Median [Median Gl [Median Aflatoksin
Sayis | (Min-Max)] (Min—-Max)] [Median (Min-Max)] [Median (Min-
1(n) (Min- Max)]
Max)]
Grup 1 96 0,77 (0.00- 0,07 (0.00- 0,00 (0,00- 0,00 (0,00- 1,22 (0.00—
10,99)? 1,16) 0.27) 1,15)° 12,07)z
Grup 2 18 0,35 (0,00- 0,07 (0,00- 0,00 (0,00- 0,00 (0,00- 2,50 (0,26-2,60)"
0,51)° 0,08)? 0,06)2 2,51)°
Grup 3 18 0,09 (0,05- 0,00 (0,00- 0,00 (0,00- 1,89 (0,00- 1,92 (0,05-2,95)¢
0,22)° 0,02)° 0,03)2 2,80)2
Grup 4 18 0,09 (0,03- 0,00 (0,00- | 0,00(0,00- | 0,04(0,00- | 053 (0,06-3,47)
0,33)° 0.06)° 0,11): 4,81)

~ Not: Grup 1: Siis balig1 yemleri; Grup 2: Alabalik yemleri; Grup 3: Cipura yemleri;
Grup 4: Levrek yemleri. 2% Farkli {ist simge harfler gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilig1 gostermektedir (p < 0.05).

Yem gruplar arasinda Aflatoksin B1, B2, G2 ve toplam aflatoksin diizeyleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p < 0.05). Buna karsin Aflatoksin Gl
diizeyleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamuistir (p >
0.05) (Tablo 16).

Asagida farkli konsantrasyonlardaki aflatoksin standartlarinin balik yemleri 6rneklerine

ilave edilmesiyle elde edilen HPLC kromatogramlar1 gosterilmistir (Sekil 7-10).
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800,000 2026 02 06 #27 [modified by Administrator]
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No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min counts counts*min %
1 1222 B2 165218.000 63804.763 1563 0472 BMB
2 1472 B1 733068.000 344357550 84.37 4852 BMB
Total: 898286.000 408162.313 100.00 5.325

Sekil 7. Analiz edilen siis balig1 yemi kromatogrami (17. Ornek).
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Emission_1

900000 2026 02 06 #43 [modified by Administrator, 2 peaks manually assigned]
* counts 360 nm /440 nm
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0.0 20 40 6.0 8.0 10.0 12.0 140 16.0
No. Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min counts counts*min %
1 8.53 G2 805092.000 248332.243 96.83 3.180 BMB**
2 15.01 B1 18177.000 8130.153 3.17 0.115 BMB**
Total: 823269.000 256462.397 100.00 3.295

Sekil 8. Analiz edilen alabalik yeminin kromatogram 6rnegi (33. Ornek).
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» 500.000.2026 02 06 #49 [modified by Administrator] _EY 39 C Emission_1
' ’ |counts 360 nm /440 nm
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min counts counts*min %
1 1473 Bl 6947.000 2646.787 100.00 0037 _ BMB*
Total: 6947.000 2646787 100.00 0.037

Sekil 9. Analiz edilen ¢ipura yeminin kromatogram 6rnegi (39. Ornek).
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800000 2026 02 06 #55 [modified by Administrator] EY45C Emission_1
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No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min counts counts*min %
1 10.58 G1 50650.000 17054 672 465 0.270 BMB
2 1225 B2 140548.000 52756.817 14.39 0.391 BMB
3 1474 B1 657054.000 296884 470 80.96 4183 BMB
Total: 848252.000 366695.958 100.00 4.844

Sekil 10. Analiz edilen levrek yeminin kromatogram 6rnegi (45. Ornek).
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5. TARTISMA

Bircok {ilkede balik yemlerinde aflatoksin diizeyi iizerine c¢esitli arastirmalar
yapilmistir. Tirkiye’de de benzer calismalar bulunmaktadir. Bu ¢alisma ise alabalik, ¢ipura,
levrek ve siis baligi yemlerinin birlikte degerlendirildigi ve yerli tliretim HPLC kolonu
kullanilan ilk ¢alisma olmasi agisindan Ozgiindiir. Analiz sonuglarina gore, aflatoksin

diizeylerinin mevzuatta belirtilen iist sinirlar1 asmadig1 saptanmistir.

Immiinoafinite kolon (IAC) kullanilarak gerceklestirilen aflatoksin analizlerinde
literatiirde siklikla eliisyon basamagi icin 1 mL metanol ve ardindan 1 mL su kullanimi
onerilmektedir (AOAC, 2003; AOAC, 1999). Bu yontem, metanoliin antikor—aflatoksin
etkilesimini zayiflatmasiyla analitlerin kolondan ayrilmasini saglar. Ardindan su eklenerek
mobil faz kosullarina uygun bir ortam olusturulur. Ancak uygulamada, %50 metanol igeren bu
elisyon kosullarinin bazi durumlarda antikor—aflatoksin bagini tamamen kirmakta yetersiz
kalabildigi ve buna bagli olarak geri kazanimin diistiigii veya kromatografik sinyal elde
edilemedigi gdzlemlenebilmektedir. Ozellikle diisiik konsantrasyon seviyelerinde bu durum pik

olusmamasi ya da zay1f pik siddeti seklinde ortaya ¢ikabilmektedir.

Stibitam tarafindan gelistirilen yontemde, mobil faz kompozisyonu %55 su, %18
asetonitril ve %27 metanol olacak sekilde hazirlanmis; ortama 93 uL/L HNOs ilave edilerek
pH 2,8’e ayarlanmistir. Bu asidik kosullar altinda gergeklestirilen eliisyon isleminin daha etkin
sonuclar verdigi goriilmiistiir. Diisiik pH kosullari, antikor ile aflatoksin arasindaki hidrojen
baglarimi ve zayif elektrostatik etkilesimleri bozarak analitin kolondan tamamen ayrilmasini
saglar. Ayrica metanol ve asetonitrilin birlikte bulundugu organik faz karisimi, aflatoksinlerin
¢ozinlrligiini artirmakta ve eliisyon verimini yiikseltmektedir. EIUsyon ¢dzeltisinin mobil faz
ile ayn1 bilesime sahip olmasi, enjeksiyon sirasinda ¢oziicli uyumsuzlugunu onler, pik seklinin
bozulmasini engeller ve daha kararli tutunma siireleri elde edilmesini saglar. Bu nedenle, CRM
kontrol numunesinde dogru sonuglarin elde edilmesi, uygulanan eliisyon kosullarinin analitik

acidan uygun ve yeterli oldugunu gostermektedir.

Mobil faz hazirlanirken ¢oziiciilerin karistirilma sirasi, fazin homojenligi ve sistemin

kararli c¢alismasi agisindan Onemlidir. Bu calismada mobil faz hazirlanirken 6nce su ve
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asetonitril kanistirlmis ve elde edilen karisim ultrasonik banyoda en az bes dakika
bekletilmistir. Ultrasonik islem sirasinda olusan yogun kabarcik cikist sona erdikten sonra
karigima metanol eklenmis ve ultrasonik isleme bes dakika daha devam edilmistir. Son agamada
ise ¢Ozeltiye nitrik asit ilave edilerek pH degeri 2.5-3 araligina ayarlanmistir. Bu siralama,
mobil fazin homojenligini saglamak ve ¢ozeltide olusabilecek istenmeyen fiziksel degisimleri

Oonlemek amaciyla uygulanmistir.

Buna karsilik, metanol ve su 6nce karistirilip ardindan asetonitril eklendiginde ¢ozeltide
kismi beyaz kolloidal olusum ve giderilemeyen kabarciklar gézlenmistir. Bu durum mobil fazin
tam olarak homojenlesmesini geciktirebilmekte ve sistemde kararsizli§a neden olabilmektedir.
Bu nedenle mobil faz hazirlanirken ¢oziiciilerin eklenme sirasina dikkat edilmesi, analizlerin

tekrarlanabilirligi ve kromatografik performans agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu ¢alismada dikkat ¢ceken bir diger husus, immiinoafinite kolonlarinin (IAK) hacminin
analitik performans Gzerindeki etkisidir. 3 mL hacimli IAK kartuslarinin aflatoksinleri etkin
sekilde tuttugu goriilmiistiir; ancak bu kartuslarin 1 mL kartuglara kiyasla daha fazla antikor
icermesi, bazt HPLC sistemlerinde kullanilan C18 kolonlarda ayrim performansini olumsuz
etkileyebilmektedir. Yiksek antikor kapasitesi nedeniyle, aflatoksin—antikor etkilesimleri
elisyon sonrasinda tam olarak ayrigtirllamamakta ve bu durum kromatografik sinyal

davranigina yansimaktadir.

Ayni1 numunenin ayn1 3 mL IAK kartusundan ikinci kez gegirilmesi durumunda daha
yiiksek sinyal elde edilmesi, bu durumu dogrulamaktadir. ilk kullamimda kartustaki yiiksek
antikor miktarinin aflatoksini kismen maskeleyerek analitin solvent pikinin hemen arkasinda
diizensiz bir sinyal olusmasina yol actig1 diisiiniilmektedir. Buna karsilik, 1 mL hacimli IAK
kartuslarinda boyle bir sinyal kaymasi veya maskeleme etkisi gézlenmemistir. Bu bulgular,
IAK kartus hacminin ve antikor Kkapasitesinin kullanilan kolon boyutu ve sistem
parametreleriyle uyumlu se¢ilmesinin, dogru pik ayrimi ve giivenilir kantifikasyon agisindan

kritik dneme sahip oldugunu gostermektedir.

Bu ¢alismada, aflatoksin analizinde literatliirde yaygin olarak kullanilan ithal C18
kolonlara alternatif olarak, yerli tiretim (Troyasil) ters faz C18 kolonu kullanilmigtir. S6z
konusu kolon, mevcut USP esdegerlik tablolarinda yer almamakla birlikte, benzer faz

ozelliklerine sahip olmasi nedeniyle yontem gelistirme ve validasyon caligmalarina dahil
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edilmistir. Elde edilen sonuglar, yerli {iretim bir HPLC kolonunun aflatoksin analizinde etkin
sekilde kullanilabilecegini gdstermektedir. Bu yoniiyle calisma, yerli kolon kullanilarak
gergeklestirilen ilk aflatoksin analizi olmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Kullanilan kolon,
kiiresel morfolojide ve yiiksek saflikta (<10 ppm metal igerigi) silika bazli dolgu materyaline
sahip olup, 110 A gozenek capi, 300 m?/g yiizey alam ve 0,8 mL/g gdzenek hacmi ile
karakterizedir. Partikiil boyutlar1 1,8-10 um araliginda degismekte (opsiyonel olarak 4 ve 7
um), sabit faz ise monomerik ve u¢ gruplari kapatilmig yapi1 gostererek %15 karbon yuki
icermektedir.

Balik yemlerinde aflatoksin kontaminasyonunun yem tiirtine bagl olarak farklilik
gosterebildigi, ozellikle B1, B2 ve G2 aflatoksinlerinin dagiliminda belirgin degisimler
bulundugu belirlenmistir. Bu bulgular, yem hammaddelerinin ve tiretim kosullarinin aflatoksin

profili lizerinde etkili olabilecegini gostermektedir.

Bu calismada en yiiksek toplam aflatoksin degeri, 17 numarali yem 6rneginde 11,48 ppb
olarak tespit edilmistir. Bu deger, toplam aflatoksin icin belirlenen 20 ppb sinirinin altinda
kalmakla birlikte dikkatle izlenmesi gereken bir diizeydir. Ayni 6rnekte aflatoksin B1 (AFB1)
diizeyi 10,40 ppb olarak belirlenmis olup, Yemlerde Istenmeyen Maddelere iliskin Teblig
(Teblig No: 2014/11) kapsaminda AFB1 i¢in belirlenen maksimum sinir olan 10 ppb’ye
olduk¢a yakin oldugu goriilmiistiir. Bu durum, yemlerin uzun siireli kullanimi1 ve kronik
maruziyet acgisindan potansiyel risk olusturabilecegini gdostermektedir (Shabeer ve digerleri,
2022). Benzer sekilde 19 numarali yem &rneginde toplam aflatoksin dizeyi 8,19 ppb, 5
numarali yem 6rneginde ise 5,11 ppb olarak belirlenmistir. Bu degerler yasal sinirlarin altinda
olmakla birlikte, 6zellikle akvaryum balik yemlerinde tahil ve bitkisel igerik oraninin yiiksek
olmasi nedeniyle kontaminasyon riskinin daha belirgin olabilecegini gostermektedir (Oliveira

ve Vasconcelos, 2020).

Kaymak (2001), Tirkiye’nin farkli bolgelerinden alinan toplam 59 alabalik yemi
orneginden %49,1’inde aflatoksin B1, B2, G1 ve G2 toplamini 0,48-3,46 ppb araliginda tespit
etmis; hicbir 6rnegin yasal limitleri asmadigini bildirmistir. Ayrica nemlendirilen yemlerin 28
°C’de 20 giin bekletilmesiyle aflatoksin iiretiminin gerceklestigini gostermistir. Altug ve
Beklevik (2003), 1998-2000 yillarinda balik iiretim isletmeleri, yem fabrikalar1 ve yurtdis
kaynakli yemlerden elde ettikleri 85 6rnekte aflatoksin diizeylerini incelemislerdir. Analizlerde,

20 ornekte 21,2-42,4 ppb, 22 ornekte 5-20 ppb araliginda total aflatoksin bulunurken, 43
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ornekte aflatoksin tespit edilmemistir. 20 ppb’nin lizerindeki Orneklerde total aflatoksinin
biiylik ¢ogunlugunu Aflatoksin B1 olusturmustur. Ayrica, balik {iretim isletmelerinden alinan
yemlerde aflatoksin diizeyleri fabrika ve yurtdisi kaynakli yemlere gore daha yiiksek
bulunmustur. Aktlre (2005), Adana ve ¢evresindeki alabalik ¢iftliklerinde kullanilan 33 yem
ornegini HPLC ile analiz etmis; 8 O0rnekte Aflatoksin B1 tespit edilmis ancak higbir 6rnek
Tiirkiye’de belirlenen limitleri agmamigtir. Yaroglugiil ve Gl (2007), Erzurum’daki yavru
alabalik yemlerinde aflatoksin B1 diizeylerini incelemis, Agustos ayinda en yiiksek, Ekim ve
Aralik’ta daha diistik oldugunu bulmuslardir. Artis, yiiksek nemle iligkili olmasina ragmen 20
ppb’nin altinda kalmistir. Merako (2010), Trakya’daki alabalik ¢iftliklerinde kullanilan ii¢ ticari
yemde aflatoksin diizeylerini HPLC ile incelemistir. Yapilan analizlerde tiim 6rneklerde
aflatoksin degerleri tespit edilebilir smirmm altinda bulunmustur. Tiirkiye’nin farkli
bolgelerindeki balik yemleri tizerinde yapilan ¢alismalar, analiz edilen 6rneklerin tlkemizde
belirlenen aflatoksin limitlerini agmadigini gostermektedir. Bu sonug, yem iiretiminde
kullanilan hammaddelerin 6zenle secilmesi, tiretim ve depolama kosullarinin uygun sekilde
saglanmasi ile diizenli denetimlerin uygulanmasi sayesinde aflatoksin riskinin blyuk olgtide

kontrol altinda tutuldugunu ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada yapilan analizler ve literatiirde bildirilen arastirmalar 1s1ginda, balik

yemlerinde aflatoksin kontaminasyonunun yasal sinirlarin altinda oldugu gézlemlenmistir.

Balik iiretim tesislerinde kullanilan yemlerin diizenli olarak analiz edilmesi, depolama
kosullariin incelenmesi ve gerekli dnlemlerin alinmasi, olasi aflatoksin kaynakli kayiplarin

Onlenmesi agisindan 6nemlidir.

Depolama sirasinda kiiflenmis yemler tespit edildiginde, bu yemler baliklara verilmemeli
ve uygun yontemlerle imha edilmelidir. Kiif olusumu, yemlerde toksin birikimine yol
acabileceginden, kullaniminin balik saglig1 tizerinde ciddi olumsuz etkiler yaratmasi ve Kitlesel

Oliimlere neden olmasi olasilig1 bulunmaktadir.

Baliklara sunulan yemlerin taze ve hijyenik olmasi kritik dneme sahiptir. Depolama
sirasinda yemler, temiz, kuru ve uygun kosullarda muhafaza edilmelidir. Ideal olarak sicaklik

ve nem kontroliiniin saglandigi ortamlarda saklanmalar1 tercih edilmelidir.

Ureticiler, satin aldiklar1 yemlerde aflatoksin bulunmadigmni belgeleyen analiz raporu
veya garanti belgesi talep etmelidir.

Balik iretim tesisleri, ilgili paydaslarla isbirligi i¢inde yemlerin diizenli denetimini
saglamali ve personelin yem giivenligi konusunda bilinglendirilmesine yonelik egitimler

diizenlemelidir.
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SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

BIiLIMSEL ETiK BEYANI

“Balik Yemlerinde Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2 Diizeylerinin Saptanmasi” baslikli
Yiksek Lisans tezimdeki buttn bilgileri etik davranis ve akademik kurallar ¢er¢evesinde elde
ettigimi, tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu ¢aligmada, bana ait olmayan her tiirlii
ifade ve bilginin kaynagina eksiz atif yaptigim bildiririm. ifade ettiklerimin aksi ortaya

ciktiginda ise her tiirlii yasal sonucu kabul ettigimi beyan ederim.
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