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OZET

Kiiflerin sekonder metebolitleri olan mikotoksinler insanlarda ve de hayvanlarda hastaliklara
ve Oliime neden olabilirler. Bazi mikotoksinler veya bunlarin tiirevleri farmakolojik
aktiviteleri nedeniyle antibiyotik olarak kullanilirken bazilan ise kimyasal savag ajanlan
olarak kullanilmaktadirlar. Bu galismada mikotoksinlerin 6nemli bir tiirii olan aflatoksinlerin

tizerinde duruldu.

Aflatoksinlerin neden olduklart hastaliklar genel olarak aflatoksikozis olarak adlandirilirlar.
Akut aflotoksikozis hemen oliimle sonuglanirken; kronik aflotoksikozis kansere, bagisiklik
sisteminin baskilanmasina ve bagka “yavas” gelisen patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasina

neden olmaktadir.

Aflatoksinlerin kesfi ile bu toksinlerin gidalardaki konsantrasyonlarnin tespiti i¢in gesitli
metodlar geligtirilmistir, ancak aflatoksinler diinyadaki biitlin gidalar ig¢in bir problem
olusturmaktadir. Bu nedenden dolay: aflatoksinlerin kimyasal tespiti standardize edilmisgtir.

Bu c¢alismada standardize metodlardan biri kullanildi ve mevcut laboratuar gartlarinda,
yerfistid1 6mekleri kullanilarak metodun dogrulamas: yapildi. Ayrica metodun gtivenilir

sonuglar verdigi ispatlandu.

Anahtar Kelimeler: Mikotoksin, aflatoksin, yerfistig1, dogrulama
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ABSTRACT

Mycotoxins are secondery metabolites prbduced by microfungi that are capable of causing
disease and death in humans and other animals. Because of their pharmacological activity,
some mycotoxins or their derivates have found use as antibiotics; still others have been
implicated as chemical warefare agents. This review focuses on one of the most important

mycotoxin called aflatoxin.

The diseases caused by aflatoxins are loosely called aflatoxicoses. Acute aflatoxicosis resultes
in death; chronic aflatoxicosis results in cancer, immune suppression, and other “slow”

pathological conditions.

Since the discovery of aflatoxins, several methods were developed to detect their
concentration in foods, but aflatoxins are global problem in common foods. Because of this

chemical determination of aflatoxins has become standardized.

In this study, one of this standardized methods have been used and have been validated in
current laboratory conditions by useing peanut samples. It has been proven, that the validated

method gives correct results.

Keywords: Mycotoxin, aflotoxin, peanut, validation
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1. GIRIS

Insan beslenmesinde ve sanayide énemli bir yeri olan yaglar iki sinif altinda toplanir. Bunlar;
hayvansal ve bitkisel yaglardir. Hayvansal yaglar, {iretiminin sinirlt ve maliyetinin yiiksek
olmasi nedeniyle, diinya yag iiretiminin ancak %10-20’sini olusturabilmekte, %80-90’mm ise

bitkisel yaglar kargilamaktadir.

Diinyada yag elde etmek amaci ile yetistirilen bitkiler yaklagik 14-15 tanedir. Bunlar iginde
Onemli olanlar: aygicegi, susam, yerfistigi, soya, kolza, aspir, 1zgin ve ketencik gibi bitkilerdir

(Gl vd., 1995).

Onemli bir yag ve gida maddesi olan yerfistig1 diinyada 2000 yili itibariyle 24 milyon ha
alanda yetistirilmektedir. Soya ve pamuktan sonra diinyanin en 6nemli {iglincii yagli tohum

bitkisidir (Putnam vd., 1991).

Diinya yerfistif1 verimindeki gelismeler degerlendirildiginde, ele alinan 20 yillik periyotta
diinya ortalama yerfistig1 veriminde artig oldugu gézlenmektedir. Tiirkiye yerfistig1 veriminde
de yaklasik %20’lik bir artis dikkati ¢ekmektedir. 2000 yili itibariyle 2.571 kg/ha olan

Tiirkiye yerfistig1 verimi diinya ortalamasimn %77.5 iizerinde gergeklesmistir (Giil, 2001).

Unutulmamalidir ki, gelismekte olan birgok tilkenin oldugu gibi Tiirkiye'nin ekonomisinin
temelini de tarim sektorii olusturmaktadir. Ulusal gelirimizin arttinnlmasinda yerfistig1 gibi dig
satima y6nelik tarim iriinlerinin yetistirilmesinde ve bunlarin farkl tirtinlere islenmesinde
gerekli dikkatin gosterilmesi ve tedbirlerin alinmasi AB’ye girmeye hazirlandigimiz bu
giinlerde yadsinamaz bir gereklilik halini almigtir. Tarim Bakanlig "Avrupa Birligi'ne Katilim
Miizakereleri ve Tiirk Tarimimin Uyumu" baghkli yeni bir ¢alisma yapti. Yeni ¢aligma,
miizakere siirecinin teknik akigini, bu siiregte Polonya'nin yaptiklarim ve Tiirkiye'nin yapmasi
gerekenleri genel hatlartyla ¢izmekte. Cailsmada, cok acil olarak "gida sagligi, hayvan saghig
ve bitki saglig1" konularina dikkat etmezsek, hem AB'ye mal satamayacagimiz, hem de i¢
pazarimizda kendi insamimizi  sagliksizlifa mahkum edece§imiz  hatirlatiliyor.
Yedigimiz iiriin ve gidalarin AB'nin saghk standartlarindan ¢ok uzakta seyrettigi bir kez daha
bu ¢aligmayla saptanmakta; gidalarimizin en biiyiik sorunun ise aflatoksinler oldugunun alti
cizilmektedir [3].

Aflatoksin, 6zellikle yerfistig1 ve diger yagh tohumlarin uygun olmayan depolama ve tagima
dénemlerinde taneler iizerinde biyiylip gelisen Aspergillus flavus ve de Aspergillus
parasiticus tirli kiif mantarlan tarafindan retilen bir zehirdir. Bu zehirle bulagik {iriinlerin
yenmesinin insan ve hayvanlar i¢in tehlikeli oldugu saptanmustir (Bigici, 2001).



Aflatoksinler neden olduklar ekonomik kayiplar yaninda, insan ve hayvan saghig tizerindeki
olumsuz etkileri nedeniyle de ¢ok O©nemli mikrobiyal iriinlerdir (Derici, 1997).
Aflatoksin olusumunda; ortamdaki kiif gelisimine uygun substratlar, bu substratlara bulagan
kiiflerin ¢esidi, sicaklik ve nem gibi ¢evre kosullari, toprak isleme, zararlilarla miicadele,
sulama gibi yetistirme vasitalar1 son derece etkin roller oynamaktadir. Aflatoksin olusumunu
tamamen 6nlemek veya kisitlamak igin aflatoksin olusumuna neden olan kosullar1 kontrol

altina almak gerekir (Derici, 1997).

Uriine kiif sporlariin bulagmasi ve bunu takiben aflatoksin iiretiminin gergeklesmesinden
sonra normal sartlarda iiriiniin yapisim1 bozmadan kimyasallar ile aflatoksinleri elemine etmek
miimkiin degildir. Ayrica sicaklia oldukg¢a dayanikli olan aflatoksinler pastdrizasyonla da

tirlinde azaltilamamaktadir (Tosun, 1996).

Insan sagligini korumak i¢in, tiiketime sunulacak iirlinden &rnekler alinarak aflatoksin analizi
yapilmalidir. Tolerans seviyesinin {izerinde aflatoksin kirliligi i¢eren tirtinlerin pazarlanmasi
onlenmelidir. Aflatoksin i¢in tolerans seviyesi ilkelere gore degismektedir. Omegin bu seviye
ABD’de 20 pg/L olurken Avrupa iilkelerinde daha diistiktlir. Ulkemizde findik, yerfistig1 ve
diger yagh kuru meyveler, yagh tohumlar, incir, izlim ve kurutulmus meyveler ve bunlardan
iiretilen kurutulmus gidalar i¢in belirlenmis olan aflatoksin B; limiti 5 pg/L iken toplam
aflatoksin limiti (B;+B,+G,+G;) 10 pg/L dir (Ttirk Gida Kodeksi).

Gidalardaki aflatoksin miktarinin tespitinde kullanilan metod da ¢ok &nemlidir. Avrupa
Birligi Ulkelerine ihracat yapabilmemiz igin, kullanilan metodun uluslar aras: standartlara
uygun olmasi ve bulunan sonuglarin da uluslar arasi otoritelerce kabul gérmesi bir zorunluluk

halini almigtir.

Bu ¢aligmada yerfistiginda HPLC ile aflatoksin tespiti i¢in kullanilan metodun uluslar arasi

diizeyde oldugunun ispatlanmasi amaglanmugtir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda, kullamlqn HPLC sisteminin yerfistifinda aflatoksin analizine
uygun oldugu, kullanilan metodun ve sistemin performansmin tekrarlanabilir oldugu ve
caligtlan konsantrasyon araliginda (0.36-3.6 ug/L) yapilan Olglimlerin dogrusal oldugu
kanitlandi. Ayrica yerfistiginda aflatoksin analizi igin tayin ve Olgtim limitleri (LoD-LoQ)
saptandi. Yapilan stabilite ¢aligmalan ile de, belirli kosullarda bekletilen enjeksiyona hazir

yerfistig1 numunelerinde bekleme sonucunda meydana gelen degisiklikler saptandi.



2. YERFISTIGI
Yerfistig1, baklagiller familyasindan otsu, senelik, yazlik bir yag bitkisidir. Bezelye, bakla,

fasulye ile akrabadir, ancak bunlardan meyvelerini toprak i¢inde meydana getirmesi ile ayrilir
(Ogiitci, 1969).

Yerfistign baklagil bitkisi oldugundan, diger baklagillerde oldugu gibi, havamin serbest
azotunu topraga baglar ve kendisinden sonra ekilecek bitkiye azot ve organik maddece zengin
bir toprak birakir. Yerfistig1 aynt zamanda bir ¢apa bitkisi de oldugundan yetisme stiresi
boyunca toprak devamli ¢apalar, yabanct otlar temizler ve topragi havalandirir. Bu nedenle

de iyi bir ekim n&beti bitkisidir (Anoglu, 1999).

Yerfistif1 tohumlar, gesitlerine gore degismekle beraber %44-56 oraninda yag icermektedir.
Yerfistign yag:; tadi ve dayamklilik ozellikleri bakimindan pek ¢ok bitkisel yagdan daha
Ustlindiir.

Yerfistig1 tohumlarinda yaklagik % 18 oraninda karbonhidrat ile bol miktarda K, Ca, Mg, P ve
S gibi madensel maddeler bulunmaktadir. Ayrica, yerfistifi; A, B ve E gibi vitaminlerce de

oldukca zengindir.

Yerfistig1 bir baklagil bitkisi oldugu igin, bitki kismu ¢ok degerli bir hayvan yemidir. Yesil
yem olarak dogrudan hayvanlara yedirildigi gibi, kurutularak kis mevsiminde de hayvanlara
yedirilmektedir. Yerfistid1 kuru otunda %11 protein, %5 yag, %22 ham seliiloz, %42 azotsuz
6z maddeler, %10 kiil ve %10 su bulunmaktadir.

Yerfistig1 meyvelerinden tohumun ¢ikarilmas ile geriye kalan kabukta; % 6-7 ham protein,
%]1-2 yag, % 60-70 ham lif, %35-45 seliiloz, %27-33 lignin ve %2-4 kiil bulunmaktadir. Bu
nedenle yerfistign kabuklari; sunta yapiminda, yem dolgu maddesi olarak, mantar
yetistiriciliginde, yakacak olafak, yapay odun yapiminda dolgu maddesi olarak, yapay komiir
yapiminda, sigir yetistiric.iliginde kaba yem olarak, kiimes hayvanlan yetistiriciliginde altlik

olarak ve mulch olarak degerlendirilmektedir.

Kiiltiiri yapilan yerfistif1 gesitleri, pazar tiplerine gore dort grup altinda toplanmaktadir.
Bunlar; Valancia, Spanish, Virginia ve Runner gesitleridir. Bunlardan Spanish ve Valancia
cesitleri dik gelisme gosterir, Runner tipi ¢esitler yatik, Virginia tipindeki gesitler ise yar
yatik ve yatik gelisme gosterirler. Bugiin iilkemizde tiiretimi yapilan ¢esitler Virginia

grubundan olup, yatik ve yarn yatik olarak gelismektedir (Arioglu,1999).



2.1 Yerfistiginin Kékeni
Yerfistigimn kokeni ve yayilist hakkinda son yillarda yapilan yogun ¢aligmalar sonucunda,
gen merkezi oldukca aydinlatilmmigtir. Buna gore, yerfisnguun gen merkezi olarak Giiney

Amerika kitasi kabul edilmistir (Gliney Bolivya-Kuzey Bat1 Arjantin).

Yerfistifinin Tiirkiye’ye ne zaman ve nasil girdigi kesin olarak bilinmemektedir. Ancak
tilkemizde ilk defa Trakya bolgesinde yetistirilmeye baglandig1, daha sonra ise Ege, Akdeniz
ve Giiney Dogu Anadolu bolgelerine yayildigt arastiricilar tarafindan  bildirilmektedir
(Arioglu, 1999).

2.2 Yerfistiginin Hasadi ve Kurutulmasi
Ulkemizde tartmi yapilan yerfistig1 gesitleri 150-160 glinde hasat olgunluguna gelmektedirler.
Yerfistiginin hasat zamaniun dogru olarak belirlenmesi verimi ve de hasat kaybini 6nemli

6lgtide etkilemektedir.

Yerfist1ig1 hasadinin sonbahar dénemine rastlamasi nedeniyle, kurutma &nemli bir sorun
olarak ortaya ¢ikmaktadir. Yeni hasat edilen yerfistifinda %50 dolaylarinda rutubet
bulunmaktadir. Bu nedenle, hasat sonrast elde edilen iriiniin kurutulmasi gerekmektedir.
Yerfistiginin uzun siire bozulmadan saklanabilmesi i¢in, kabuklu olarak %9’un altinda, i¢
olarak ise %7’nin altinda nem igermesi gerekmektedir. Bu ise, sonbahardaki tabi sartlardaki
kurutma ile ¢ogu kez miimkiin olmamaktadir. Uzun stire saklanacak yerfistig1 {irtinleri
kesinlikle kurutma tesislerinde kurutulmalidir. Yukarda verilen rutubet oranlarinin {izerinde
nem igeren yerfistiklari kisa stirede kiiflenirler, aflatoksin olusur ve boceklenme baglar

(Woodnoof, 1973).

2.3 Yerfistig1 ve Aflatoksin Sorunu

Aflatoksin, 6zellikle yerfistigh ve diger yagl tohumlarin uygun olmayan depolama ve tagima
donemlerinde taneler iizerinde biiyiiylip gelisen Aspergillus flavus ve de Aspergillus
parasiticus tiirli kiif mantarlar1 tarafindan tiretilen bir zehirdir. Bu zehirle bulagik {iriinlerin
yenmesinin insan ve hayvanlar igin tehlikeli oldugu saptanmigtir. Uriin tarlada iken uzun
stiren hasat 6ncesi kurakliklar toksin geligimini uygun kilabilir. Bu gibi durumlarda sulama
yapilarak bu kurak déneme ara verilebilir. 4. flavusun gok iyi blyliylip gelistigi yerfistig
tiriinii (Sekil 2.1) hasadi miiteakip hemen, giivenli nem igerigine kadar kurutularak diisiik
sicaklik ve nisbi nem kogullarina sahip depolarda bekletilmelidir. Ozellikle ilkel kogullarda
yol kenarlarninda veya bos arazilerde dogrudan toprak iizerinde giinler siiren bir kurutma



islemi aflatoksin gelisimi yoniinden sakincalidir. Hasadi takiben kurutma tesislerinde kabuklu
haldeki yerfistigi %10 nem igerigine gelinceye kadar kurutulmalidir. Hasat edilmis yerfistig
tiriinii %60 ve daha asagisindaki nisbi nem diizeylerine ve 15°C gibi diisiik sicakhiga sahip
depolarda tutulmalidir. Tarladan gelen bozuk ve bocek zararina ugramig meyveler segilerek
ayrilmali ve saglam driinle birlikte depoya sokulmamalidir. i¢ yerfistiginda giivenli nem
igerigi % 7’°dir (Bigici, 2001).

Tiiketime sunulacak iirinden 6rnekler alinarak aflatoksin analizi yapilamalidir. Tolerans
seviyesinin tizerinde aflatoksin kirliligi igeren {riinlerin pazarlanmasi 6nlemelidir. Aflatoksin
icin tolerans seviyesi iilkelere gore degismektedir. Omegin bu seviye ABD’de 20 ug/L
olurken avrupa iilkelerinde seviye daha disiiktiir. Ulkemizde findik, yerfistigi ve diger yagl
kuru meyveler, yagh tohumlar, incir, {iziim ve kurutulmus meyveler ve bunlardan iiretilen
kurutulmus gidalar igin belirlenmis olan aflatoksin B, limiti 5 pg/L iken toplam aflatoksin
limiti (B +B2+G+G,) 10 pg/L’dir (Tiirk Gida Kodeksi).

Sekil 2.1 A. flavus’un yerfistiga taneleri tizerinde geligimi



3. ASPERGILLUS TURU KUF MANTARLARI

Aspergillus’lar yeryiiziinde her yerde yaygin olarak bulunan hifli mantarlardir; dogal yasam
ortamlari toprak ve ciiriiyen bitki materyalidir; dogadaki temel islevleri karbon ve nitrojen
gevrimiyle ilgilidir, biyodegredasyonda rol alirlar. Bu mantarlar iirettikleri enzimler sayesinde
tiim organik maddeleri ayrigtirarak kullamir ve saprofit olarak yasarlar; uygun kosullarda bitki,
hayvan ve insanlarda patojen hale gegebilirler. Yasam g¢evrimlerini tamamlamak i¢in konak
olarak insan gereksinimleri yoktur. Ureme hizi ve kapasiteleri yiiksektir. Atmosferde dagilan
konidyumlar havada asili kalabilir, toz ve diger pargaciklarla her yere taginabilirler (Chazalet
vd., 1998; Hosphental vd., 1998).

Mantarlarin  etkisiyle bazi besinlerde olusan zehirlerin yenmesiyle ortaya cikan
mikotoksikozis’de de bu mantarin 6nemli bir yeri vardir. Aspergillus flavus ve benzeri
mantarlarin iredigi tahil ve meyvelerde gelisen aflatoksinlerle aflatoksikoz; aflatoksin B ile
karacigerde adenoma ve kanser olusumu; A4.ochraceus’un iirettigi okratoksin A ve B’nin
hayvanlarda bébrek ve karacigerleri bozdugu bildirilmistir (Bennett, 1987; 1991; Vesonder
vd., 1991; Unat vd., 1995; Lopez-Diaz ve Flannigan, 1997).

Alerji ve mikotoksikoz disinda Aspergillus tiirlerinin sebep olduklart hastaliklar aspergilloz
olarak tanimlanmaktadir. Bu mantarlar tiiberkiiloz, sarkoidoz, bronsektazi, pnémonilerin
ardindan akcigerlerde aspergilloma denilen mantar topu olusturabilirler. Aspergillus’larin
mantar siniizitlerinin en sik karsilagilan etkeni oldugu bildirilmektedir. Deri tutulumlan ve
sindirim sistemi oziirlii kisilerdeki enfeksiyonlar da diger aspergilloz sekilleri arasinda
sayilmaktadir (Kwon Chung ve Bennett, 1992; Richardson ve Warnock, 1997; Verschraegen
vd., 1997).

Aspergillus cinsi ile ilgili olarak Raper ve Fennel’in (1965) yayinladiklari monografta 132 tiir
sayilmugtir. Bugiin bu cinsin kabul edilmis 180’den fazla tiirii bulunmaktadir ve yeni tiirler de
tanimlanmaktadir (Samson ve Pitt, 1990; Samson vd.,1995). Aspergilloza en siklikla sebep
oldugu bildirilen tiirler 4. fumigatus, A. flavus, A. niger, A.terreus, A. nidulas'dir. Daha nadir
olarak hastaliga sebep olanlar arasinda ise A. amstelodami, A. avennaceus, A. caesiellus, A.
candidus, A. carneus, A. chevalieri, A. clavatus, A. glaucus, A. granulosus, A. oryzae, A.
quadrilineatus, A. restricus, A.sydowi, A. ustus, A. versicolor, 4. wentii sayilmaktadir (Kwon

Chung ve Bennett, 1992; Denning, 1998; Latgé, 1999).
Aspergillus tiirlerinin  simflandirilmast kiiltir ve morfoloji 6zelliklerindeki farkhliklara
dayanir; kimya ve biyokimya yontemlerinin tamm degeri diigiiktiir. Aspergillus hiicre

duvarlarinda N-asetilglukozamin, glukoz, mannoz ve galaktoz bulundugu belirlenmistir.



Molekiiler biyoloji ve genetik yaklasimlar daha giivenilir bulunmaktaysa da heniiz bilgi
birikimi yeterli degildir (Samson ve Pitt, 1990; Kwon Chung ve Bennett, 1992; Samson
vd.,1995; Latgé, 1999).

3.1 Aspergillus Flavus

Aspergillus flavus tiirli kiif mantar1 ayn1 zamanda “firavunlarin laneti” olarak da bilinmektedir.
Tutench-Amun’un mezarinda bol miktarda aspergillus flavus sporu bulunmaktayd: ve bu
sporlarin  direttigi  mikotoksinler kazi ¢alismalarina katilan 30 arkeologun hayatini
kaybetmesine neden oldu. Aspergillus flavus alerjik reaksiyonlara sebep olabildigi gibi

akciger, mide, bagirsak gibi organlarin yani sira sinir sistemine de saldirabilir [1].

Aspergillus flavus tiirii kiif mantarlari, ya aflatoksin B’yi (aflatoksin B; ve By) ve
siklopiazonik asidi bir arada tretirler ya da ikisini birden iiretmezler (Pitt, 1993; Hom ve
Grene, 1995; Vaamonde vd.,1995).

Sekil3.2 Aspergillus flavus™un gériiniisii



3.2 Aspergillus Parasiticus

Aspergillus parasiticus genellikle islenmis topraktan, tohumlardan, diger bitkilerden ve
boceklerden izole edilebilmektedir. Aspergillus parasiticus alerjik reaksiyonlara neden
olmaktadir, ancak bugiine kadar nébetli bir hastaliga neden oldugu belgelenmemistir.
Aspergillus parasiticus aflatoksin B, ve By’nin yani sira aflatoksin G; ve G, de iiretebilir,

ancak siklopiazonik asid tiretemez [2].

Sekil 3.3 Elektron mikroskobu altinda Aspergillus parasiticus’un goriiniisii

Sekil 3.4 Aspergillus parasiticus’un goriiniisii



4. MIKOTOKSINLER

Mikotoksinler, hifli mantarlar tarafindan tiretilen ikincil metabolitlerdir. Biitiin mitotoksinler
diisiik molekiiler agirliga sahiptir. Mikotoksinler insanlarda ve diger hayvanlarda hastaliga ve
de olime neden olabilirler. Bazi mikotoksinler ya da mitotoksin tiirevleri farmakolojik
aktiviteleri nedeniyle antibiyotik olarak kullanilirken, bazilariysa kimyasal savas ajani olarak

kullamlmaktadir (Bennett, 1987).

Toksik fungal metabolitlerin yenmesi, solunmasi, deri yoluyla ve diger yollarla viicuda
alinmasi sonucunda ise mikotoksikozis olarak adlandirilan hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir.
Mikotoksikozis’in belirtileri, mikotoksinin tiirtine, toksine maruz kalinan siireye, yasa, saghk

durumuna ve de maruz kalan kisinin cinsiyetine baghdir.

Mitotoksin terimi, 1962 yilinda Londra, Ingiltere’de 100,000 hindinin beklenmedik sekilde
6lmesinden sonra ortaya ¢ikmugtir (Blout, 1961; Forgacs, 1962). Bu esrarengiz hindi X
hastaliginin nedeni, hindilerin Aspergillus flavusa ait ikincil metabolitler (aflatoksinler) ile
kontamine olmus yerfistigi igerikli yemle beslenmeleriydi. Bu durum bilim adamlarinda
kiiflere ait baska metabolitlerin de &liimciil olabilecegi fikrini uyandirdi ve ¢ok gegmeden

daha 6nceden bilinen fungal toksinlere okratoksin A gibi ikincil metabolitler ilave edildi.

Cok sayida bilim adaminin toksijenik ajanlarin kesfine katilmasi nedeniyle, 1960-1975
arasindaki dénem mikotoksinlerin altin ¢agi olarak adlandirilmaktadir (Maggon vd., 1977).
Kullanilan tanima bagh olarak, giintimiizde 300-400 kadar bilesen mikotoksin olarak

adlandinilmaktadir (Cole ve Cox, 1981).

Biitiin mikotoksinler mantar kaynakli olmasina ragmen, mantarlar tarafindan iiretilen biitiin
toksik bilesenler mikotoksin olarak adlandirilmaz. Burada hem hedef organizma, hem de
metabolitin konsantrasyonu 6nemlidir (Graniti,1972). Mikotoksinler, mantarlar tarafindan
iiretilmektedirler ve de bunlarin diisiik konsantrasyonlari omurgalilar igin toksiktir. Etanol
gibi diisitk molekiiler agirliga sahip diger metabolitler ise, sadece yiiksek konsantrasyonlarda
alindiginda toksik etki gosterdiklerinden mikotoksin olarak degerlendirilmemektedirler

(Bennett, 1987).

Mikotoksinleri tanmimlamak zor oldugu gibi onlart siiflandirmak da zordur. Mikotoksinler,
cesitli kimyasal yapilarda olmalari, sayisiz biyolojik etkiye sahip olmalarn ve de birgok
degisik mantar tiirii tarafindan iiretiliyor olmalar1 nedeniyle, bu toksinlerin siniflandirilmasi
genellikle siniflandirmay1 yapan kisinin aldig1 egitime bagli olarak farklilik gostermektedir.

Ornegin doktorlar mikotoksinleri sebep olduklan hastaliklara gore simflandinrken, hiicre
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biyologlari bu toksinleri sentezlendikleri biyolojik materyale gére siniflandirmaktadirlar.

Yapilan siniflandirmalarin hig biri tam olarak tatmin edici degildir.

4.1 Toksikoloji ve Insan Saghg

Diger tiim toksikolojik sendromlar gibi mikotoksikozis de akut ve kronik olarak karakterize
edilebilir. Akut zehirlenmeler hemen etkilerini gosterirler ve bunlara belirgin bir toksik cevap
olusur. Kronik zehirlenmeler ise, kiigiik dozlardaki toksine uzun siire maruz kalindigi zaman
ortaya ¢ikar. Kronik zehirlenmelerin genellikle kanser gibi geri doniisii olmayan sonuglar

vardir (James, 1985).

Diinyada genelinde besinlerin islenmesi ve depolanmasi sirasinda ilkel metotlarin kullanildig:
yerlerde yasayan popiilasyonlar daha ¢ok mikotoksine maruz kalmaktadir. Bunun yani sira,
gelismis  iilkelerdeki bazi etnik gruplanin da geleneksel aligkanliklarindan dolay1

mikotoksinlere daha ¢ok maruz kaldiklart saptanmistir (Barrett, 2000).

Mikotoksinleri kontrol altina almaya yonelik olan metotlarin ¢gogu mikotoksin olugumunu
engellemeye yoneliktir. Bu metotlar arasinda iyi tanmsal uygulamalar ve hasat sonras: elde
edilen {iriiniin yeterli diizeyde kurutulmas: bulunmaktadir (Lisker ve Lillehoj, 1991).
Giiniimiizde ise {iriinlerde hasat éncesi kontaminasyonu énlemeye ydnelik pek ¢ok arastirma
yapilmaktadir. Bu yapilan ¢alismalar arasinda mikotoksin olusumuna neden olan genlerin
kontrol altina alinmasi ve de genetik olarak mikotoksin yapan mantarlara karsi direngli
irklarin gen miihendisligi yoluyla iiretilmesi bulunmaktadir (Brown vd., 1998). Bugiine kadar
Onerilen bu yontemlerden hi¢ biri bu problemi ¢dzemedi. Mikotoksinler yiyeceklere dogal
yollarla bulagtiklari igin, bu toksinlerin besinler iizerinde olusmalarim onlemek genelde
miimkiin degildir. Ancak, hiikiimetler kontrol yoluyla mikotoksinler ile kontamine olmusg

yiyecekleri kontamine olmamuslardan ayirmaya galismaktadir.

4.2 Mikotoksinlerin Bir Tiirii Olarak Aflatoksinler

Aflatoksinlerin dért ana tipi bulunmaktadir; By, By, G; ve G,. Bu dért aflatoksin ince tabaka
kromatografisinde farkli Ry degerlerine sahip olduklan i¢in birbirlerinden ayrilabildikleri gibi,
UV 11k altinda farkli renkte (mavi ya da yesil) fluoresans 1stmasi (Sekil 4.1) yapmalariyla da

birbirlerinden ayirt edilebilmektedirler.



Sekil 4.1 UV 11k altinda aflatoksin B;

Sekil 4.2 Aflatoksin B;’in kimyasal yapisi

Sekil 4.3 Aflatoksin B, nin kimyasal yapis1
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Sekil 4.5 Aflatoksin G’ nin kimyasal yapist

Aflatoksinler, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan iiretilen
difuranokumarin tiirevleridirler. Tarimda en ¢ok kontaminasyona yol agan kiif mantan
Aspergillus flavus’tur. Aspergillus bobycis, Aspergillus ochraceoroseus, Aspergillus nomius
ve Aspergillus pseudotamari de aflatoksin iireten aspergillus tiirleridir, ancak bu tiirlere daha
az siklikla rastlanmaktadir (Goto vd., 1996; Klich vd., 2000; Peterson vd., 2001). Her bir
aflatoksijenik tiir de, kendi i¢inde ¢ok farkli kalitatif ve kantitatif 6zellikler sergilemektedir.
Ormegin, Aspergillus flavus tiirlerinin sadece yarisi aflatoksin iiretmektedir (Kilch ve Pitt,
1988) ve bunlar 10° pg/kg’dan daha fazla toksin iiretebilirler (Cotty vd., 1994).

Bir ¢ok tiriin, aflatoksijenik kiiflerin aflatoksin iiretmesine zemin hazirlamaktadir. Tahillarda,
incirde, yagl tohumlarda, findikta, fistikta ve tiitiinde sikhikla aflatoksin kontaminasyonuyla
karsilagilmaktadir (Detroy vd., 1971; Diener vd., 1987).

Aflatoksin kontaminasyonu bir gok yolla gerceklesebilir. Uriin bazen hasat éncesi tarlada
aflatoksin ile kontamine olur. Tarlada gergeklesen kontaminasyonun ana sebebi kurakliktir

(Diener vd.,1987; Klich, 1987). Ancak, uygun olmayan depolama kosullar1 tarla
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kurakligindan daha biiyiik bir sorun yaratmaktadir. Depolama sirasinda kiif olusumunu
tetikleyen iki unsurdan biri tiriiniin nem igerigi, digeri ise deponun bagil nemidir (Detroy vd.,
1971; Wilson ve Payne, 1994). Cifliklerdeki hayvan &liimlerinin artmasi aflatoksinlerle
bagimtilidir. Bu durum, elde edilen iiriiniin hem hayvan yemi olarak, hem de ihrag iiriinii
olarak degerini diisiirmektedir (Smith ve Moss, 1985). Siit iirlinleri de indirekt aflatoksin
kaynagi olabilirler. Inekler aflatoksin ile kontamine olmus yem ile beslendikleri zaman

aflatoksin B,’i aflatoksin M, e déniistiirmektedirler (Van Egmond, 1989).

Aflatoksinler hem insanlarda hem de hayvanlarda zehirlenmelere ve kansere yol agmaktadir
(Newberne ve Butler, 1969; Shank vd., 1972; Peers ve Linsell, 1973; Eaton ve Groopman,
1994). Aflatoksin By, bilinen en kuvvetli dogal kanserojendir (Squire, 1981) ve toksijenik

tiirler tarafindan en ¢ok iiretilen aflotoksindir.

Aflatoksinlerin neden olduklar1 hastaliklar genel olarak aflatoksikozis olarak adlandirilirlar.
Akut aflotoksikozis hemen 6liimle sonuglanirken; kronik aflotoksikozis kansere, bagisiklik
sisteminin baskilanmasina ve bagka “yavasg” gelisen patolojik durumlarin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir (Hsieh, 1988). Kiimes hayvanlarina, kemirgenlere, baliklara ve insan
olmayan primatlara aflatoksin B, igeren besinler verilerek aflatoksin B,’in hedef organinin
karaciger oldugu saptandi. Ancak, bu bahsedilen tiirlerin aflatoksine gosterdikleri tepkinin,
yasla, cinsiyetle, viicut agirligiyla, beslenme sekliyle, hastaliga neden olan ajanlara maruz
kalinan siireyle ve de besinlerde diger mikotoksinlerin varligiyla farklilik gésterdigi saptandi

(Newberne ve Butler, 1969; Cullen ve Newberne, 1994; Eaton ve Groopman, 1994).

Sitokromda bulunan P450 enzimleri aflatoksinleri aktif formlari olan 8,9-epoksid formuna
cevirirler. 8,9-epoksid eski yayinlarda aflatoksin-2,3 epoksid olarak gegmektedir. 8,9-epoksid
hem DNA’ya hem de proteinlere baglanabilir (Eaton ve Groopman, 1994). Aktif aflatoksin
epoksidin guanine N7 pozisyonundan baglandig bilinmektedir. Aflatoksin B;-DNA dimeri
GC’nin TA ile yer degistirmesine neden olabilir. Sitozolde ve mikrozomlarda bulunan aktif
glutatyon S-transferaz sistemi, indirgenmis glutatiyonu aktif hale gelmis olan aflatoksin ile
birlestirir ve bu olay aflatoksinin viicuttan atilimiyla sonuglanir. Hem glutatyon transferaz
hem de sitokrom P450 sistemlerinin miktarlarindaki farkliliklarin ayni canli tiirtiniin
aflatoksine verdigi tepkinin ¢esitliligini etkiledigi diisiiniilmektedir (Eaton ve Ramsdel, 1992;

Eaton ve Groopman, 1994).
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Test hayvanlarinin aflatoksine verdikleri tepkilerin farkliligindan dolayi, elde edilen verilerle
aflatoksinin insanlar1 nasil etkileyecegini kestirmek pek miimkiin degildir. Ancak, Homo
sapiens’lerde akut aflatoksin zehirlenmelerine ¢ok sik rastlanmamaktadir. 1974 yilinda
Hindistanda goriilen hepatit salgininda 6len 100 kisinin hayatin1 kaybetme nedeni, yogun
sekilde aflatoksinle kontamine olmus musirla iligkilendirilmistir. Olen yetiskinlerin giinde
ortalama 2 ila 6 mg arasinda aflatoksin tiikettigi diisiiniilmektedir (Krishnamachari vd., 1975).
Giiniimiizde, yetigkinler i¢in akut 6liimciil aflatoksin dozu asagi yukari 10-20 mg olarak
hesaplanmustir (Pitt, 2000). Ancak, fikra gibi bir rapor bu tezi ¢iiritmektedir. Rapor, intihar
girisiminde bulunan bir kadinin, bu girisim sirasinda 40 mg saflagtinlmis aflatoksin
tiikettikten 14 yil sonra hala yasamim siirdiirmekte oldugunu bildirmektedir. Bu kadinin
kaninda ve idrarinda yapilan bir ok test, ¢ekilen réntgenler ve karin bilgesinde, karacigerde
ve de dalakta yapilan ultrason ve tomografi analizleri normal sonuglar vermistir (Willis vd.,

1980).

Aflatoksin tiiketiminin potansiyel bir zehirlenme yolu olmasi, aflatoksinlerin biyoterrizimde
kullanilmasini agiklamaktadir. Irak’in fiizelerde kullanmak {izere aflatoksin stokladigi

konusunda 6nemli kanitlar bulunmaktadir.

Aflatoksinlerin insanlarda yarattigi kanserojenik etkiler hakkindaki veriler, aflatoksinlerin
insanlardaki akut toksik etkileri hakkindaki verilerden ¢ok daha sarsicidir. Diyetle alinan
aflatoksinler, primer heptoseliller karsinoma olusumunu tetikleyen &nemli bir risk faktorii
olarak degerlendirilmektedir; ozellikle hepatit B gegirmis olan kisilerde bu etki daha da
yiiksektir. Klasik epidemiyoloji dalinda gerceklestirilen bir ¢ok ¢aligma, karacigerde kanser
olusumunu diyetle alinan aflatoksinlerle iliskilendirmistir (Pers ve Linsell, 1973; Van
Rensburg vd., 1985; Li vd., 2001). Bu g¢aligmalardan elde edilen sonuglar tamamen tutarli
degildir ve her bir bireyin hayati boyunca ne kadar aflatoksine maruz kaldigin -kantitatif
olarak belirlemek oldukga zordur. Karsilasilan karaciger kanseri sayist iilkeden iilkeye
farklilik gostermektedir, ancak Cin’de, Filipinler’de, Tayland’da ve bir ¢ok Afrika iilkesinde
en ¢ok rastlanilan kanser tiirtidiir. Hepatit B viriisiiniin neden oldugu enfeksiyonlarin varligi,
primer karaciger kanseri i¢in onemli bir risk olusturmaktadir. Bu olguyu kontrol etmek
amaciyla Shangay ve Cin’de 3.5 yil iginde toplanan 18,000 idrar 6rnegi ile yapilan ¢aligmalar
gostermisti ki; sadece aflatoksine maruz kalmug olan kisilerde relatif karaciger kanseri
olusumu riski 2’dir; idrarinda hepatit B viriisiiniin antijenlerine rastlananlarda bu risk 5°tir,
idrar 6rneginde hem aflatoksine hem de hepatit B’ye rastlananlarda bu risk 60’tir (Ross vd.,
1992). Karaciger kanseri riskini azaltmak i¢in hepatit B agis1 yaptirmak, aflatoksinleri diyetten
uzaklastirmaktan ¢ok daha gergekgi ve az maliyetli bir stratejidir (Henry vd. 1999, 2002).
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Biyolojik olarak aflatoksinlerin varligi, aflatoksin metabolitlerinin kanda, idrarda ve de siitte
analizlenmesiyle kanitlanabilir. Aflatoksin metabolitlerini  ekstrakte edilmis DNA
dimerlerinde ve kan proteini dimerlerinde de gézlemlemek miimkiindiir. Aflatoksin B;-N"-
guanin dimeri idrardaki en onemli aflatoksin biomarker’idir ve sadece kiginin daha dnceden
aflatoksine maruz kalmis oldugunu kanitlar (Eaton ve Gallagher, 1994; Eaton ve Groopman,

1994).

p53 timor supressor geninin deaktive olmasinin primer heptoseliiler karsinoma olusumunda
6nemli etkisi oldugu distiniilmektedir. Afrika’daki ve Cin’deki kanser hastalariyla
gergeklestirilen ¢aligmalar, p53 timor supressor genindeki mutasyonlarin, guaninlerin
timinlerle yer degistirmesiyle sonuglandigini gostermistir (Bressac vd., 1991; Hsu, vd., 1991).
Aktif olan aflatoksin epoksidin Guanin’e N’ pozisyonundan baglandig: bilinmektedir. Ayrica
aflatoksin B|-DNA dimerlerinin GC’nin TA ile yer degistirmesine neden oldugu da
bilinmektedir. p53 geninin 249 nolu kodonunda gergeklesen spesifik mutasyon ise, timor
dokusuna bagli kalan ilk “karsinojen-spesifik” biyomarker omegi olarak adlandirilmaktadir

(Eaton ve Gallagher, 1994).

Aflatoksinlerin biyosentezi ve molekiiler biyolojisi ile ilgili bir ¢ok 6nemli ¢aliyma
bulunmaktadir. Asya mutfaginda soya sosu fermentasyonunda kullanilan Aspergillus oryzae
ve Aspergillus sojae tirii organizmalar aflatoksijenik tiirler olan Aspergillus flavus ve
Aspergillus parasiticus ile yakin akrabadirlar. Yemek yapiminda kullanilan bu mantar
tiirlerinin  higbir zaman aflatoksin tirettigi gozlenmediyse de (Wei ve Jong, 1986), bu
mantarlar aflatoksin sentezi sirasinda gerekli olan genlerin homologlarina sahiptirler (Klich
vd., 1995). Silinmeler ve diger genetik hatalar sonucunda Aspergillus oryzae ve Aspergillus

sojae’de aflatoksin olugumu durmustur (Watson vd., 1999; Takahashi vd., 2002).
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5. MATERYALLER

5.1 Kullanilan Cihaz ve Malzemeler

Laboratuar terazisi : Sartorius LP1200
Ultraturrax blender : Janke&Kunkel-Ika T25
Mekanik galkalayici : Eberbach
Su destilasyon sistemi : Schott gerate
Ultra saf su sistemi : Sartorius arium 611UV
Cam malzemeler : Isolab, class A
- Erlen : 500 mL, kapakl
- Meziir : 50, 100, 250, 500 mL
- Pipet :Bullul, 23,5, 10 mL
- Dereceli pipet :5mL
- Olgiilii balon : 5,10, 20, 25, 50, 100, 1000 mL, amber renkli
- Beher : 100 mL
- Huni : 8 cm ¢apinda
- Sise : 250 mL, amber renkli, i¢ ve vida kapakli, cam
Rezervuar : Immiinoaffinite kolonlar i¢in
Siizgec kagidi : Siyah bant (filtrak, grade: 388, d= 125mm)
Siizme aparat1 :JT. Bakgr Inc., vakumlu
Filtreler : Macherey-Nagel Chromafil Pet- 45125
Otomatik pipet : 100-1000 pL (1pL aralikls)
pH metre : Metrohm 744
Immiinoaffinite kolonlarn1  : Bio-trap immunoaffinity column BC AF 050 (Bio-crom)

HPLC sistemi : Thermo Separation Product-Spectra System
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5.2 Kullamilan HPLC Sisteminin Tec¢hizat ve Calistirma Parametreleri

Kolon : ODS-2 Hypersil 250 mm/ 4.6mm (Thermo separation
corporation — Lot No: 6061)

Dedektor : Fluorometrik (thermo separation FL 3000)
Dalga boyu : Ex; 360 nm, Em; 456 nm

Enjeksiyon hacmi 1200 uL

Akis hiza : 1 mL/dak

Tiirevlendirme aparati : Kobracell (Rhone Diagnostic Tech.)
Kolon sicaklig1 :30°C

5.3 Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullamlan kimyasal maddeler Cizelge 5.1’de verilmistir.

Cizelge 5.1 Kullamilan kimyasal maddeler

Kimyasal Maddeler Uretici Firma Lot No. Kalite
Metanol (CH;0H) Merck 11017112321 HPLC grade
Asetonitril (CH;CN) J.T.Baker 314330017 HPLC grade
% 65’lik nitrik asit (HNOs3) Merck K32226143327| Extra pure
Potasyum bromiir (KBr) Merck K32064105332 GR
Sodyum kloriir (NaCl) J.T.Baker 213330006 | Baker analyzed
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,POy) Merck 205A644971 DAB
gz%“(‘)‘:)hidmjm fosfat anhidrid Merck | F1169586306 GR
n-Hekzan J.T.Baker 305610001 | Baker analyzed
Potasyum kloriir (KCl) Merck K31517236315 GR
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5.4 Kullanilan Referans Standartlar

5.4.1 Aflatoksin G, Referans Standard:

Ismi:

Molekiil agirlig
Paketlenme sekli
Fiziksel sekli
Tedarikei

Seri numarasi
Lot numarasi
Sertifikas1
Saklama kosullar:
Ampirik formiilii

CAS numarasi

: Aflatoksin G,

:330.30 g/mol

: 1 mL’lik amber renkli cam ampul
: 3.00 mg/mL’lik metanolik ¢6zelti
: Dr. Ehrenstorfer GmbH

: LS 10047500 ME

: 20302 ME

: 05.03.2002 tarihinde Dr. J. Heidrich tarafindan diizenlenmistir
: Isiktan korunarak, -15°C’de
: CiyH1Or

: 7241-98-7

5.4.2 Aflatoksin G; Referans Standardi

[smi:

Molekiil agirlig
Paketlenme gekli
Fiziksel sekli
Tedarikgi

Seri numarasi
Lot numarasi
Sertifikasi
Saklama kogullar
Ampirik formiilii

CAS numarasi

: Aflatoksin G;

: 328.30 g/mol

: 1 mL’lik amber renkli cam ampul
: 3.00 mg/mL’lik metanolik ¢ozelti
: Dr. Ehrenstorfer GmbH

: LS 10047500 ME

: 20302 ME

: 05.03.2002 tarihinde Dr. J. Heidrich tarafindan diizenlenmigtir
: Isiktan korunarak, -15°C’de
: Ci7H1207

: 1165-39-5
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5.4.3 Aflatoksin B; Referans Standard: |

Ismi:

Molekl agirhign
Paketlenme sekli
Fiziksel sekli
Tedarikei

Seri numarasi

Lot numarasi
Sertifikasi
Saklama kogullar
Ampirik formiilii

CAS numarast

: Aflatoksin B,

: 314.30 g/mol

: 1 mL’lik amber renkli cam ampul
: 3.00 mg/mL’lik metanolik ¢6zelti
: Dr. Ehrenstorfer GmbH

: LS 10047500 ME

120302 ME

: 05.03.2002 tarihinde Dr. J. Heidrich tarafindan diizenlenmisgtir

: Isiktan korunarak, -15°C’de
: C17H1406

: 7220-81-7

5.4.4 Aflatoksin B; Referans Standardi

Ismi:

Molekiil agirlig:
Paketlenme sekli
Fiziksel sekli
Tedarikei

Seri numarasi
Lot numarasi
Sertifikasi
Saklama kosullari
Ampirik formiilii

CAS numarasi

: Aflatoksin B

: 312.30 g/mol

: 1 mL’lik amber renkli cam ampul
: 3.00 mg/mL’lik metanolik ¢6zelti
: Dr. Ehrenstorfer GmbH

: LS 10047500 ME

120302 ME

: 05.03.2002 tarihinde Dr. J. Heidrich tarafindan diizenlenmigtir

: Istktan korunarak, -15°C’de
: C17H 1406

: 7220-81-7
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6. DENEYSEL CALISMA

6.1 Genel Prensip

Yerfistiginda aflatoksin miktar tayini i¢in hazirlanan test metodu AOAC Offical Method 17th.
Ed. (2000)°’den alinip modifiye edilmistir. Bu test metodunun laboratuar sartlari altindaki
validasyon ¢aligmalan kapsaminda segicilik, dogruluk ve geri kazamim, kesinlik, sistem
uygunlugu, tayin limiti (LoD), 6l¢im limiti (LoQ), dogrusallik ve aralik ve de stabilite
bulunmaktadir.

6.2 Caliyma Ortam
Validasyon ¢alismalann 20£5°C sicaklikta, camlari UV korumah film ile kapli, direkt

fliioresans 15181 almayan laboratuar ortaminda yapilmistir. Analizler sirasinda amber renkli
cam malzeme kullanilmasina 6zen g6sterilmistir. Amber renkli olarak temin edilemeyen cam

malzemeler ¢alisma esnasinda aliiminyum folyo ile sarilmisgtir.

6.3 Mobil Fazin Hazirlanmasi

Bu islem i¢in Cizelge 5.1°de belirtilmis olan kimyasallar ve de ultra saf su sistemi 611UV’den

elde edilen su kullanilmigtir.

620 mL su, 160 mL aseto nitril ve 220 mL metanol 1 litrelik 6l¢iilii balona alinarak karistirildi.
120 mg KBr ve 350 uL 4M HNO; ilave edildi. KBr galkalanarak ¢6ziildii. Bu sekilde elde
edilen mobil faz 0.45 p’luk filtreden siiziildii.

6.4 Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Cozeltilerin hazirlanmasinda destile su kullanilmustir.

6.4.1 Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (pH = 7.4)

0.20 g potasyum kloriir, 0.20 g potasyum dihidrojen fosfat, 1.16 g disodyum hidrojen fosfat
ve 8.00 g sodyum kloriir 1L°lik 6lgiilii balona tartildi. 900 mL su ilave edilerek iyice ¢oziildii.
Tuzlar tamamen ¢6ziildiikten sonra, 0.1 mol/L konsantrasyonundaki hidroklorik asit ya da 0.1
mol/L konsantrasyonundaki sodyumhidroksit kullamlarak pH 7.4’e ayarlandi. Olgiilii balonun
hacmi suyla 1 L’ye tamamlandi.
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6.4.2 Nitrik Asit Cozeltisi (4 mol/L)

% 65°lik (v/v) nitrik asitten 28.1 mL alindi, &lgiili balonun hacimi su ile 100 mL’ye

tamam!landi.

6.4.3 Ekstraksiyon Cozeltisi

80 hacim metanol 20 hacim su ile kangstirildi.

6.4.4 Seyreltme Cozeltisi (Metanol-Su Karisimi)

40 hacim metanol 60 hacim su ile karigtirild.

6.4.5 Aflatoksin G,-G1-B;-B1 Referans Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Aflatoksin referans standardi ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda ultra saf su sistemi Sartorius

arium 611UV den elde edilen su kullanilmistir.

6.4.5.1 Aflatoksin G,-G-B,-B; Referans Standartlarinin Stok Cozeltileri
Dr. Ehrenstorfer GmbH’den 1 mL’lik amber renkli cam ampullerde, metanol iginde,
3.00 mg/L konsantrasyonunda temin edilen aflatoksin G,, aflatoksin G, aflatoksin B, ve

aflatoksin B, sertifikali referans standartlar stok ¢ozeltileri olarak kullamlmigtir.

6.4.5.2 Aflatoksin G;-G(-B,-B; Referans Standartlarmmm 1.Mix Ara Stok Cozeltisi
(150 pg/L)

Ayr1 ayn ampuller igerisinde metanolde ¢6zlinmiis olarak bulunan 3.00 mg/L
konsantrasyonundaki aflatoksin G,, aflatoksin Gy, aflatoksin B, ve aflatoksin B, referans
standart stok ¢ozeltilerinin her birinden 1.0 mL’lik porsiyonlar alinarak 20 mL’lik amber
renkli bir 6l¢iilii balona aktarildi. Balon hacmi metanol ile 20 ml.’ye tamamladi.

6.4.5.3 Aflatoksin G,-G;-B,-B; Referans Standartlarinin 2.Mix Ara Stok Cozeltisi

(75 ng/L)

Aflatoksin G,-G;-B,-B; referans standartlanmin 1. mix ara stok ¢6zeltisinden (150 pg/L)
5 mL’lik bir porsiyon 10 mL’lik amber renkli bir 6l¢iilii balona alindr ve balonun hacmi

metanol ile tamamlandi.



23

6.4.5.4 Aflatoksin G;-G;1-B:-B; Referans Standartlarimin 3. Mix Ara Stok Cozeltisi

(60 pg/L)
Aflatoksin G,-G;-B,-B; referans standartlanmin 1. mix ara stok g¢6zeltisinden (150 pg/L)

10 mL’lik bir porsiyon 25 mL’lik amber renkli bir 6l¢iilii balona alind1 ve balonun hacmi su

ile tamamlandi.

6.4.5.5 Aflatoksin G,-G;-B:-B; Referans Standartlarimin 4. Mix Ara Stok Cozeltisi

(6 pg/L)
Aflatoksin G;-Gi-B;-B; referans standartlarinin 3. mix ara stok ¢zeltisinden (60 pg/L)
1 mL’lik bir porsiyon 10 mL’lik amber renkli bir 6l¢tilli balona alind1 ve balonun hacmi

seyreltme ¢ozeltisi ile tamamlandi.

6.4.6 Aflatoksin G,-G1-B>-B; Mix Referans Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmas:
(0.36 pg/L, 0.72 pg/L, 1.2 pg/L, 1.5 pg/L, 2.4 pg/L ve 3.6 pg/L)

6.4.6.1 1.2 pg/L Konsantrasyonundaki Aflatoksin G;-G;-B;-B; Mix Referans Cahsma
Cozeltisinin Hazirlanmasi

Aflatoksin G,-G;-B,-B; referans standartlarimin, madde 6.4.5.4’te belirtilen sekilde
hazirlanmus 3. mix ara stok ¢ozeltisinden (60 pg/L) 2.0 mL’lik bir porsiyon alinarak
100 mL’lik amber renkli olgiilii balona aktarildi ve balon seyreltme ¢ozeltisi ile hacimine

tamamlanda.

6.4.6.2 1.5 pg/L. Konsantrasyonundaki Aflatoksin G»-G;-B»-B; Mix Referans Caliyma
Cozeltisinin Hazirlanmasi

Aflatoksin  G,-G-B,-B; feferans standartlarinin, madde 6.4.5.4’te belirtilen sekilde
hazirlanmig 3. mix ara stok ¢ozeltisinden (60 pg/L) 5.0 mL’lik bir porsiyon alinarak
200 mL’lik amber renkli 6l¢iilit balona aktarildi ve balon seyreltme ¢6zeltisi ile hacimine
tamamlandi.

6.4.6.3 2.4 pg/L. Konsantrasyonundaki Aflatoksin G»-G;-B,-B; Mix Referans Caliyma
Cozeltisinin Hazarlanmas

Aflatoksin  G,-G;-B,-B; referans standartlarinin, madde 6.4.5.4’te belirtilen sekilde
hazirlanmis 3. mix ara stok ¢ozeltisinden (60 pg/L) 4.0 mL’lik bir porsiyon almarak
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. 100 mL’lik amber renkli 6lgiilii balona aktarildi ve balon seyreltme ¢6zeltisi ile hacimine

tamamlanda.

6.4.6.4 3.6 pg/L Konsantrasyonundaki Aflatoksin G,-G;-B;-B; Mix Referans Calisma
Cozeltisinin Hazirlanmasi

Aflatoksin G,-G-B,-B; referans standartlarimin, madde 6.4.5.4’te belirtilen sekilde
hazirlanmis 3. mix ara stok ¢ozeltisinden (60 pg/L) 6.0 mL’lik bir porsiyon alinarak
100 mL’lik amber renkli olgiilii balona aktarildi ve balon seyreltme ¢ozeltisi ile hacimine

tamamlanda.

6.4.6.5 0.36 png/L Konsantrasyonundaki Aflatoksin G,-G-B;-B; Mix Referans Calisma
Cozeltisinin Hazirlanmasi

Aflatoksin  G-G;-B5-B; referans standartlarinin, madde 6.4.6.4’te belirtilen sekilde
hazirlanmig, 3.6 pg/L aflatoksin G;-G(-B2-B; igeren mix referans calisma ¢6zeltisinden
1.0 mL’lik bir porsiyon alinarak 10 mL’lik amber renkli &lgiilii balona aktarildi ve balon

seyreltme ¢ozeltisi ile hacimine tamamlandi.

6.4.6.6 0.72 pg/L. Konsantrasyonundaki Aflatoksin G»-G1-B2-B; Mix Referans Cahsma
Cozeltisinin Hazirlanmasi

Aflatoksin  G;-G;-B;-B; referans standartlarinin, madde 6.4.6.4’te belirtilen sekilde
hazirlanmis, 3.6 pg/L aflatoksin G,-G1-B;-B; igeren mix referans ¢alisma ¢ozeltisinden
2.0 mL’lik bir porsiyon alinarak 10 mL’lik amber renkli &lgiilii balona aktarild: ve balon

seyreltme ¢ozeltisi ile hacimine tamamlandi.

6.4.7 Yerfistizn Ornek Cozeltisinin Hazirlanmas:

Asagidaki galigmalar madde 6.2’de belirtilen laboratuar sartlan altinda yapilmistir.

Yaklagik 1.5 kg i¢ yerfistign Ornegi i¢ piyasadan temin edildi ve ultraturrax blender’da
porsiyonlar halinde ogiitiildii. Ogiitiilen porsiyonlar karistinlarak homojen hale getirildi.
50.0 g “lik bir test 6rnegi 0.001 g hassasiyetle 500 mL’lik silifli erlene tartildi. 5 g sodyum
kloriir, 300 mL ekstraksiyon ¢ozeltisi ve 100 mL n-Hekzan ilave edildi. Kangim elde 30
saniye siddetle, daha sonra ise 30 dakika mekanik ¢alkalayicida ¢alkalandi. n-Hekzan fazimn
ayrilmasi i¢in beklendi. Alt faz kaba filtre kagidindan siiziildii. Stiziintiintin ilk 20 mL’si atild1.
Kalan siiziintii amber renkli kapaklt bir cam giseye alindi. Amber renkli cam siseye aktarilan

bu siiziintii 6rnek ¢dzeltisi olarak kullanildi.
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6.5 immiinoaffinite Kolonlarmin Hazirlanmasi — Sartlanmas:

Buzdolabinda saklanmakta olan immiinoaffinite kolonlar dolaptan ¢ikarildi ve kolonlarin oda
sicaklifina gelmesi beklendi. Oda sicaklifina gelen immiinoaffinite kolonlar1 rezervuara
baglandi. Kolonlardan 2-3 mL/dak akis hiziyla 6nce 10 mL su daha sonra ise 10 mL madde
6.4.1°de belirtildigi sekilde hazirlanmis fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (pH = 7.4) gegirildi.

Kolon dolgu maddesi tizerinde yaklasik 0.5 mL ¢&zelti kalinca rezervuarin vanasi kapatildi.

6.6 Ornek Ekstraktinmn Temizlenmesi ve Aflatoksinlerin Elusyonu

Asagidaki ¢aligmalar madde 6.2°de belirtilen laboratuar sartlar: altinda yapilmigtir.

6.6.1 Ornek Ekstraktinin Temizlenmesi

Sartlanmig immiinoaffinite kolonunun rezervuarina 60 mL fosfat tamponlu tuz ¢dzeltisi
(pH = 7.4) aktanildi. Yerfistify o6rnek ¢ozeltisinden 10.0 mL’lik bir porsiyon alinarak
rezervuardaki ¢6zeltiye ilave edildi ve ¢Ozeltiler kangtinldi. Akis hiza 1 damla/saniye
(~3 mL/dak) olacak sekilde rezervuardaki ¢zelti kolondan gegirildi eluat atild1. Kolon 15 mL
destile su ile yikandi, eluat atildi. Kolondan 15-20 saniye stireyle hava gegirilerek kolon

kurutuldu.

6.6.2 Aflatoksinlerin Elusyonu

Immiinoaffinite kolonunun altina 5 mL’lik amber renkli bir 6l¢iili balon yerlestirildi.
Kolondan 1 mL metanol gecirildi ve eluat toplandi. 1 dakika beklendikten sonra kolondan
1 mL daha metanol gegirildi ve eluat toplandi. Olgiilii balonun hacmi destile su ile 5 mL’ye
tamamlandi. Cozelti 0.45 pm’lik filtreden stiziildii. Bdylece enjekte edilecek 6rnek ¢ozeltisi
elde edildi.

6.7 Yapilan Validasyon Caliymalarmin Kapsami

Asagidaki ¢aligmalar madde 6.2°de belirtilen laboratuar sartlar1 altinda yapilmagtr.
6.7.1 Segicilik Caligmalar (Selectivity — Specifity)

6.7.1.1 Immiinoaffinite Kolonu Kullammmm Piklerin Cikiy Zamanlarn Uzerine
Etkisinin Incelenmesi
1.5 pg/L aflatoksin G;-Gi-B2-B; igeren mix referans ¢aligma ¢ozeltisi immiinoaffinite

kolonundan gegirilmeden ve de gegirilerek birer kez sisteme enjekte edildi. Immiinoaffinite
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kolonundan gegirilerek ve de gegirilmeden elde edilen enjeksiyon ¢6zeltilerindeki aflatoksin

Gz, Gy, B, ve By piklerinin ¢ikig zamanlan bulundu.

6.7.1.2 Matriksten (yerfistigr), Enjeksiyon Solventinden ve Mobil Fazdan Gelen

Interferanslarin Degerlendirilmesi

Matriksten (yerfistid1), enjeksiyon solventinden ve mobil fazdan gelen interferanslarin

degerlendirilmesi igin agagidaki ¢aligmalar yapildi:

6.7.1.2.1 Matriksten (yerfisti1) Gelen Interferanslarin Degerlendirilmesi
Aflatoksin G,-G;-B,-B; igermeyen bir yerfistif1 6rnegi ile 200 uL’lik bir enjeksiyon yapildi.
Yapilan enjeksiyona ait drnek kromatograminda, aflatoksin G;-G1-B,-B; piklerinin ¢ikis

zamanlarindaki yabanci pikler degerlendirildi.

6.7.1.2.2 Enjeksiyon Solventinden Gelen interferanslarin Degerlendirilmesi

Enjeksiyon solvent karigimi olarak kullanilan metanol:su (40:60) karigimindan 200 pL
sisteme enjekte edildi. Yapilan enjeksiyona ait 6rnek kromatograminda, aflatoksin G2-G;-B;-

B, piklerinin ¢ikis zamanlarindaki yabanci pikler degerlendirildi.

6.7.1.2.3 Mobil Fazdan Gelen Interferanslarin Degerlendirilmesi

Madde 6.3’te belirtilen sekilde hazirlanmis mobil fazdan 200 pL sisteme enjekte edildi.
Yapilan enjeksiyona ait ornek kromatograminda, aflatoksin G,-G;-B2-B; piklerinin ¢ikis
zamanlarindaki yabanci pikler degerlendirildi.

6.7.2 Dogruluk ve Geri Kazanim Cahiymalar1 (Accuracy and Recovery)

Yerfistiginda bulunabilecek ortalama aflatoksin GZ-GI-BZ-BI konsantrasyonu 4.8 pg/L olarak
kabul edildi. 4.8 pg/L’lik konsantrayon %100’lik konsantrasyon degerdir ve buna bagli
olarak %50’lik deger 2.4 ug/L ve %150°1ik de_ger ise 7.2 pg/L olarak kabul edildi.

Yapilan ¢alismalar ile gergek bir geri kazamim degerlendirmesi yapildi ve mevcut

kromatografik sartlar altinda yerfistig1 matriksinin analiz {izerindeki etkisi incelendi.

Ornekler ve paralelleri ile yapilan test ¢aligmalar sonucunda elde edilen aflatoksin G,-G1-B»-

B, miktarlari, laboratuar sartlan altinda valide edilen test metodunun dogrulugunu belirledi.
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%350, %100 ve %150°lik konsantrasyon degerlerinde aflatoksin G,-G,-B,-B) igerecek sekilde .
kirletilmis ornekler ile asagidaki ¢aligmalar yapildi. Her konsantrasyon degeri i¢in (% 50,
% 100 ve % 150) iki ayn giinde ikiger paralel olmak tizere toplam dért numune hazirlandi.

6.7.2.1 % 50°lik Konsantrasyon Degerinde (2.4 pg/L) Aflatoksin G,-G;-B»-B, I¢erecek
Orneklerin Hazirlanmas:

Aflatoksin G,-G(-B,-B, icermedigi bilinen dgiitiilmiis yerfistif1 6rmeginden 1mg hassasiyetle
50g’lik iki porsiyon tartildi. Her bir 6rmege madde 6.4.5.4’te belirtilen sekilde hazirlanan
aflatoksin G,-G;-B;-B; referans standartlarinin 3. mix ara stok g¢ozeltisi’'nden (60 pg/L)
2.0 mL ilave edilerek ornek kirletildi. Kirletilmis 6mege 5 g sodyum kloriir, 300 mL
ekstraksiyon ¢ozeltisi ve 100 mL n-Hekzan ilave edildi. Karisim elde 30 saniye siddetle, daha
sonra ise 30 dakika mekanik c¢alkalayicida calkalandi. n-Hekzan fazinin ayrilmasi igin
beklendi. Alt faz kaba filtre kagidindan stiziildii. Siiziintiintin ilk 20 mL’si atild1. Bu sekilde
elde edilen ¢ozeltiye madcie 6.6.1 ve madde 6.6.2’de belirtilen islemler uygulandi. Elde edilen

her bir drnek ¢ozeltisi iki defa sisteme enjekte edildi.

2.4 ug/L aflatoksin G,-G;-B»-B; igerecek sekilde kirletilmis olan 6rnegin enjeksiyon ¢ozeltisi
0.8 pg/L aflatoksin G,-G-B,-B) icermektedir.

6.7.2.2 %100’liik Konsantrasyon Degerinde (4.8 pg/L) Aflatoksin G,-G-B»-B; I¢erecek
Orneklerin Hazirlanmas:

Aflatoksin G,-G;-B,-B; igermedigi bilinen 6giitiilmiis yerfistif1 6rneginden 1mg hassasiyetle
50g’lik iki porsiyon tartildi. Her bir dmege madde 6.4.5.4’te belirtilen gekilde hazirlanan
aflatoksin G,-G1-B,-B; referans standartlarimin 3. mix ara stok ¢ozeltisi’nden (60 pg/L)
4.0 mL ilave edilerek &rnek kirletildi. Kirletilmis Ornege 5 g sodyum kloriir, 300 mL
ekstraksiyon ¢ozeltisi ve 100 mL n-Hekzan ilave edildi. Karisim elde 30 saniye siddetle, daha
sonra ise 30 dakika mekanik ¢alkalayicida calkalandi. n-Hekzan fazinin ayrilmasi igin
beklendi. Alt faz kaba filtre kagidindan siiziildii. Siiziintiiniin ilk 20 mL’si atildi. Bu sekilde
elde edilen ¢6zeltiye madde 6.6.1 ve madde 6.6.2’de belirtilen islemler uygulandi. Elde edilen

her bir drnek ¢ozeltisi iki defa sisteme enjekte edildi.

4.8 ug/L aflatoksin G,-G;-B;-B; igerecek sekilde kirletilmis olan rnegin enjeksiyon ¢dzeltisi
1.6 pg/L aflatoksin G,-G;-B;-B) igermektedir.
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6.7.2.3 % 150’lik Konsantrasyon Degerinde (7.2 pg/L) Aflatoksin G;-G;-B,-B; I¢erecek
Orneklerin Hazirlanmasi

Aflatoksin G,-G1-B;-B; icermedigi bilinen 63iitiilmis yerfistigi drneginden 1mg hassasiyetle
50g’lik iki porsiyon tartildi. Her bir drmege madde 6.4.5.4’te belirtilen sekilde hazirlanan
aflatoksin G,-G;-B,-B; referans standartlarimin 3. mix ara stok g¢6zeltisi’nden (60 pg/L)
6.0 mL ilave edilerek 6rnek kirletildi. Kirletilmis 6rnege 5 g sodyum kloriir, 300 mL
ekstraksiyon ¢ozeltisi ve 100 mL n-Hekzan ilave edildi. Karigim elde 30 saniye siddetle, daha
sonra ise 30 dakika mekanik c¢alkalayicida ¢alkalandi. n-Hekzan fazinin ayrilmasi igin
beklendi. Alt faz kaba filtre kagidindan stizlildi. Stizlintiiniin ilk 20 mL’si atildi. Bu sekilde
elde edilen ¢ozeltiye madde 6.6.1 ve madde 6.6.2°de belirtilen islemler uygulandi. Elde edilen

her bir 6rnek ¢ozeltisi iki defa sisteme enjekte edildi.

7.2 ng/L aflatoksin G,-G;-B,-B) igerecek sekilde kirletilmis olan 6rnegin enjeksiyon ¢ozeltisi
2.4 pg/L aflatoksin G,-G-B,-B, igermektedir.

6.7.3 Kesinlik (Precision)
Kesinlik iki alt boliim halinde incelendi. Bu béliimler sistemin tekrarlanabilirligi ve de

metodun tekrarlanabilirligidir.

Kesinlik, standart sapma (SD) ve % relatif standart sapma (%RSD) cinsinden ifade edilmistir.

6.7.3.1 Metod Tekrarlanabilirligi

Metodun tekrarlanabilirligi; aym analitik sartlar altinda yapilan belirli bir sayidaki 6l¢timiin
sonucunda elde edilen aflatoksin G;-G-B;-B; miktarlariin birbirlerine yakinhginn
Olgtistidiir.

Metodun tekrarlanabilirligini kanitlamak i¢in, madde 6.7.2.2°de belirtildigi gibi, 4.8 pg/L
aflatoksin G,-G;-B,-B, icerecek sekilde kirletilmis 6rmekten elde elden ¢ozelti, ard arda 7 defa

sisteme enjekte edildi.

6.7.3.2 Cihaz Tekrarlanabilirligi
Cihazin tekrarlanabilirligi ise yapilan enjeksiyonlar sonucu elde edilen aflatoksin piklerinin

¢ikis zamanlarinun birbirine yakinhiginin dl¢iistidiir.

Cihazin tekrarlanabilirligini kamtlamak igin, madde 6.7.3.1’de belirtilen sekilde yapilan
enjeksiyonlar dikkate alindu.
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6.7.4 Sistem Uygunluk Caliymalar1 (System Suitability Studies)

Sistem uygunluk caligmalann swrasinda madde 6.4.6.2°de belirtilen sekilde hazirlanms,
1.5 pug/L aflatoksin G,-G;-B-B; igeren, mix referans galigma ¢ozeltisi sisteme ard arda 11
kere enjekte edildi. Sonuglar alikonma zamani, pik alani, pik yiiksekligi, kapasite faktorii,

rezoliisyon ve de teorik plaka sayis: agisindan incelendi.

6.7.5 Tayin Limiti Caliymalar1 (LoD)

Aflatoksin G;-G;-B;-B;igermedigi bilinen 6giitiilmiis yerfistig1 6meginden 1 mg hassasiyetle
50 g tartildi. Bu 6rnege, madde 6.4.5.5°te belirtilen sekilde hazirlanan aflatoksin G;-G1-B; -B;
referans standartlarinin 4. mix ara stok ¢ozeltisinden (6 pg/L) 9.0 mL ilave edilerek dmek
kirletildi. Kirletilmis 6rnege 5 g sodyum klortir, 300 mL ekstraksiyon ¢ozeltisi ve 100 mL
n-Hekzan ilave edildi. Karisim elde 30 saniye siireyle siddetle, daha sonra ise 30 dakika
mekanik ¢alkalayicida ¢alkalandi. n-Hekzan fazinin ayrilmasi i¢in beklendi. Alt faz kaba filtre
kagidindan siiziildii. Siiziintliniin ilk 20 mL’si atildi. Bu sekilde elde edilen ¢ozeltiye madde
6.6.1 ve madde 6.6.2°de belirtilen iglemler uygulandi.Béylece 0.36 pg/L aflatoksin G2-G-B;-
B igeren bir drnek enjeksiyon ¢ozeltisi elde edildi. Hazirlanan bu &rnek ¢ozeltisi ard arda 12
defa sisteme enjekte edildi. Bulunan aflatoksin G;-G;-B,-B; miktarlarinin standart sapmast

hesaplandi. Standart sapmanin 3 kat1 tayin limiti olarak kabul edildi.

6.7.6 Ol¢iim Limiti Calismalar1 (LoQ)
Madde 6.7.5’te yapilan galigmalar sonucunda elde edilen standart sapma degerinin 10 kat1
Olgiim limiti olarak kabul edildi.

6.7.7 Dogrusallik ve Aralik Calismalar:

Madde 6.4.6’da belirtilen sekilde hazirlanan, 0.36 ug/L, 0.72 pg/L, 1.2 pg/L, 1.5 ug/L,
2.4 pg/L ve 3.6 ng/L konsantrasyonlarindaki aflatoksin G-G;-B2-B; mix referans ¢alisma
¢ozeltileri kullanilarak enjeksiyonlar yapildi. Bu enjeksiyonlardan elde edilen sonuglar
kullamlarak kalibrasyon egrileri ¢izildi ve kalibrasyon egrilerinin baginti katsayilan (R?)
hesaplandu.

6.7.8 Stabilite Caliymalar

Aflatoksin G,-G;-B;-B; igermedigi bilinen 6giitlilmiis yerfistig: 6rneginden 1mg hassasiyetle
50g tartildi. Ornege, madde 6.4.5.5°te belirtilen gekilde hazirlanan aflatoksin G2-G1-B»-B;
referans standartlarinin 3. mix ara stok ¢ozeltisinden (60 pg/L) 4.0 mL ilave edilerek 6mek
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kirletildi. Kirletilmis érnege 5 g sodyum klortir, 300 mL ekstraksiyon ¢6zeltisi ve 100 mL
n-Hekzan ilave edildi. Kansim elde 30 saniye siireyle siddetle, daha sonra ise 30 dakika
mekanik ¢alkalayicida ¢alkalandi. n-Hekzan fazinin ayrilmas: i¢in beklendi. Alt faz kaba filtre
kagidindan siiziildii. Siiziintiintin ilk 20 mL’si atildi. Bu sekilde elde edilen ¢ozeltiye madde
6.6.1 ve madde 6.6.2°de belirtilen islemler uygulandi. Bu sekilde hazirlanan 4.8 pg/L
konsantrasyonundaki drnek ¢ozeltisi ve de madde 6.4.6.2’de belirtilen sekilde hazirlanmig
1.5 ug/L konsantrasyonundaki aflatoksin G;-G-B2-B; mix referans ¢alisma ¢6zeltisi, hem
renksiz hem de amber renkli viallere alindi. Viallerin bir seti fluoresans lamba ile aydinlatilan
laboratuar ortaminda bekletildi, viallerin diger seti ise buzdolabinda bekletildi ve her iki vial
setinden belirli araliklarla enjeksiyonlar yapildi. Belirtilen kogullarin piklerin ¢ikis zamanini

ve aflatoksin miktarlarini nasil etkiledigi incelendi.
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7. SONUCLAR
7.1 Segicilik Caligmalar: (Selectivity — Specifity)

7.1.1 immiinoaffinite Kolonu Kullanominm Piklerin Cikis Zamanlar: Uzerine Etkisinin
Incelenmesi

Segicilik ¢alismalan sirasinda, immiinoaffinite kolonunun piklerin ¢ikis zamanlan {tizerine
etkisini incelemek amaciyla, madde 6.7.1.1°de belirtilen mix referans c¢alisma ¢ozeltisi,
immiinoaffinite kolonundan gegirilerek ve de gegirilmeden sisteme enjekte edildi. Yapilan
enjeksiyonlar sonucunda; her iki ¢aliymadan elde edilen piklerin ¢ikis zamanlan arasinda

kayda deger bir fark olmadig goriildii (Cizelge 7.1).

Cizelge 7.1 Immiinoaffinite kolonunun aflatoksin G,-G-B,-B; piklerinin ¢ikig zamanlarina

etkisi
Immiinoaffinite Kolonundan Immiinoaffinite Kolonundan
Aflatoksinler Gegirilmeden Gegirildikten Sonra
Cikis Zamani (dak) Cikis Zamani (dak)
G, 9.677 9.682
Gy 11.938 11.930
B, 13.337 13.362
B, 16.768 16.782

7.1.2 Matriksten (yerfistig1), Enjeksiyon Solventinden ve Mobil Fazdan Gelen
Interferanslarin Degerlendirilmesi
Segicilik ¢aligmalart sirasinda matriksten (yerfistig1), enjeksiyon solventinden ve mobil

fazdan gelen interferanslarin degerlendirilmesi igin yapilan ¢aligmalar sonucunda:

7.1.2.1 Matriksten (yerfistigr) Gelen Interferanslarin Degerlendirilmesi

Aflatoksin G,-G)-B,-B; igermeyen bir yerfistifi ornegi ile yapilan 200 pL’lik enjeksiyon
sonucunda bir drnek kromatogrami elde edildi. Omek olarak kullamlan yerfistifina ait bu
kromotogramda aflatoksin G»-G;-B,-B; piklerinin ¢ikig zamanlarinda herhangi bir yabanci
pik gbézlenmedi. Boylece yerfisifi matriksinin aflatoksin G»-G;-B-B; miktarlarim

etkilemedigi kanitlanmig oldu.
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7.1.2.2 Enjeksiyon Solventinden Gelen interferanslarm Degerlendirilmesi

Enjeksiyon solvent karigimi olarak kullanilan metanol:su (40:60) karisimindan yapilan
200 pl’lik enjeksiyona ait 6rmek kromatograminda, aflatoksin G,-G;-B,-B; piklerinin ¢ikig
zamanlarinda herhangi bir yabanci pik gézlenmedi. Béylece enjeksiyon solventinin aflatoksin

G,-G1-B,-B miktarlarim etkilemedigi kanitlanmis oldu.

7.1.2.3 Mobil Fazdan Gelen Interferanslarin Degerlendirilmesi

Kullanilan mobil fazdan (bkz. madde 6.3) yapilan 200 pL’lik enjeksiyona ait Ornek
kromatograminda, aflatoksin G,-G;-B2-B; piklerinin ¢ikis zamanlarinda herhangi bir yabanci
pik gozlenmedi. Boylece mobil fazin aflatoksin G;-G;-B;-B; miktarlari etkilemedigi

kanitlanmis oldu.

7.2 Dogruluk ve Geri Kazanim Caliymalar (Accuracy and Recovery)

Yapilan ¢aligmalarda; % geri kazanim hesaplan i¢in kullanilan denklem asagida verilmistir.

0 ) _ Bulunan konsantrasyon
% Geri Kazanim = o a1

Teorik konsantrasyon

7.2.1 %50’lik Konsantrasyon Degerinde (2.4 pg/L) Aflatoksin G,-G1-B;-B; Igeren
Orneklerle Yapilan Calismalar

i) %50’lik konsantrasyon degerinde aflatoksin G,-G;-B;-B; igerecek sekilde ilk gilin

hazirlanan 6rmeklerle yapilan enjeksiyonlarin sonuglan Cizelge 7.2’de belirtilmistir.

Cizelge 7.2 2.4 ug/L aflatoksin G,-G;-B,-B; igecek sekilde ilk gilin hazirlanan iki paralel
Omege ait sonuglar.

. Aflatoksinlerin % Geri Kazanimi
Ornekler
Gz G1 B, B,
Kirletilmis Ornek No: 1 87.08 103.33 105.42 107.50
Kirletilmis Ornek No: 2 90.00 107.50 105.80 110.80
Ortalama % Geri Kazanim 88.54 105.42 105.61 109.15
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ii) %50’lik konsantrasyon degerinde aflatoksin G,-G;-B,-B; igerecek sekilde ikinci giin

hazirlanan dreklerle yapilan enjeksiyonlarin sonuglan gizelge 7.3’te belirtilmistir.

Cizelge 7.3 2.4 ug/L aflatoksin G,-G-B2-B) igecek sekilde ikinci giin hazirlanan iki paralel
Ornege ait sonuglar

. Aflatoksinlerin % Geri Kazanim
Ornekler
Gz G1 Bz B1
Kirletilmis Ornek No: 1 84.71 100.40 103.15 111.38
Kirletilmis Ornek No: 2 91.14 104.95 105.01 106.72
Ortalama % Geri Kazanim 87.93 102.68 104.08 109.05

722 %100’liik Konsantrasyon Degerinde (4.8 pg/L) Aflatoksin G»-G;-B2-B; Iceren
Orneklerle Yapilan Cahymalar
i) %100°lik konsantrasyon degerinde aflatoksin G,-G;-B,-B; igerecek sekilde ilk giin

hazirlanan 6reklerle yapilan enjeksiyonlann sonuglan ¢izelge 7.4°te belirtilmistir.

Cizelge 7.4 4.8 ug/L aflatoksin G,-G;-B;-B; igecek sekilde ilk giin hazirlanan iki paralel
Ornege ait sonuglar

- Aflatoksinlerin % Geri Kazanimi
Ornekler
G, G B: B,
Kirletilmis Ornek No: 1 96.71 103.60 102.12 103.16
Kirletilmis Ornek No: 2 97.41 103.36 99.79 100.55
Ortalama % Geri Kazanim 97.06 103.48 100.96 101.86

i) %100’likk konsantrasyon degerinde aflatoksin G,-G;-B,-B; igerecek sekilde ikinci gilin

hazirlanan drneklerle yapilan enjeksiyonlarin sonuglan gizelge 7.5te belirtilmigtir.
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Cizelge 7.5 4.8 pg/L aflatoksin G,-G;-B2-B; igecek sekilde ikinci gilin hazirlanan iki paralel
Omege ait sonuglar

. Aflatoksinlerin % Geri Kazanimi
Ornekler
G; G, B; B,
Kirletilmis Ornek No: 1 94.29 99.98 97.89 97.99
Kirletilmis Ornek No: 2 82.08 87.58 83.97 83.52
Ortalama % Geri Kazanim 88.19 93.78 90.93 90.76

7.2.3 %150°lik Konsantrasyon Degerinde (7.2 pg/L) Aflatoksin G,-G;-B,-B; Igeren
Orneklerle Yapilan Caliymalar
i) %150°’lik konsantrasyon degerinde aflatoksin G;-G1-B,-B; icerecek sekilde ilk giin

hazirlanan 6meklerle yapilan enjeksiyonlarin sonuglan gizelge 7.6’da belirtilmistir.

Cizelge 7.6 7.2 pg/L aflatoksin G»-G;-B-B, igecek sekilde ilk giin hazirlanan iki paralel
Ornege ait sonuglar .

. Aflatoksinlerin % Geri Kazanimi
Ornekler
Gz G1 B2 Bl
Kirletilmig Ornek No: 1 93.33 97.58 96.59 96.61
Kirletilmis Ornek No: 2 92.32 96.65 94.52 95.67
Ortalama % Geri Kazanim 92.83 97.12 95.55 96.14

ii) % 150’lik konsantrasyon degerinde aflatoksin G,-G;-B»-B; igerecek sekilde ikinci giin

hazirlanan drneklerle yapilan enjeksiyonlarin sonuglan gizelge 7.7°de belirtilmigtir.
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Cizelge 7.7 7.2 pg/L aflatoksin G,-G-B»-B) igeren iki paralel 6rnegin ikinci giin yapilan
caligmalarina ait sonuglar

Aflatoksinlerin % Geri Kazanimi

Ornekler
G; Gy B B
Kirletilmis Ornek No: 1 97.55 100.93 102.47 99.12
Kirletilmis Ornek No: 2 93.67 97.52 97.57 98.20
Ortalama % Geri Kazamim 95.61 99.23 100.02 98.66

Birinci ve ikinci giin gergeklestirilen 4 analize ait ortalama % geri kazanmim degerleri

Gizelge 7.8’de belirtilmigtir.

Cizelge 7.8 Birinci ve ikinci glin yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglarin ortalamasi

- Aflatoksinlerin Ortalama % Geri Kazanim
Ornekler
G, G1 B, B, TOTAL
2.4 pg/L aflatoksin iceren drnek 88.24 104.05 | 104.85 | 109.10 | 101.59
4.8 pg/L aflatoksin iceren drnek 92.63 98.63 95.95 96.31 92.56
7.2 pg/L aflatoksin iceren 6rnek 94.22 98.18 97.79 97.40 97.71

7.3 Kesinlik (Precision)

Madde 6.7.3.1 ve madde 6.7.3.2’de belirtilen c¢aligmalar sonucunda elde edilen veriler

Cizelge 7.9 ve Cizelge 7.10°da belirtilmistir. Elde edilen bu sonuglar hem metodun hem de

sistemin tekrarlanabilirligini kanitladu.



Cizelge 7.9 Aflatoksin G2-G)-B2-B piklerinin ¢ikis zamanlari
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Cikis Zamani (dak)
Enjeksiyon G2 Gy B, B,

1 9.352 11.408 12.772 15.898
2 9.323 11.377 12.743 15.858
3 9.323 11.367 12.737 15.825
4 9.303 11.347 12.713 15.835
5 9.425 11.358 12.733 15.872
6 9.383 11.520 12.887 16.067
7 9.345 11.458 12.832 16.010
Ortalama 9.345 11.405 12.774. 15.909
SD 0.042 0.058 0.058 0.086

% RSD 0.452 0.513 0.455 0.540

Cizelge 7.10 Aflatoksin G,-G;-B,-B piklerinin alanlan
Pik Alanlan
Enjeksiyon &) Gy B B,

1 75273 71845 132630 76745

2 76566 71692 130544 76672

3 78537 73692 - 132701 76011

4 76387 74065 129267 75312

5 74995 70464 126654 72914

6 78975 73545 137086 78212

7 76493 71671 133282 77536

Ortalama 76746 72424.94 131737.7 76200.84

SD 1507.6 1343.94 3318.8 1730.84

% RSD 1.96 1.86 2.52 227
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7.4 Sistem Uygunluk Caliymalar (System Suitability Studies)

Madde 6.7.4’te belirtilen sekilde 11 enjeksiyon yapildi. Yapilan ¢aligma ile aflatoksin G,-G;-

B;-B; referans standartlarina ait piklerin ¢ikis zamanlarinin, alanlarinmin, yiiksekliklerinin

tekrarlanabilir oldugu ispatlandi. Piklere ait bu &zelliklerin tekrarlanabilirligi sistemin yapilan

¢alisma igin uygun oldugunu kanitladi. Elde edilen sonuglar Cizelge 7.11, Cizelge 7.12,

Cizelge 7.13 ve Cizelge 7.14’te gosterilmistir.

Cizelge 7.11 Aflatoksin G; pikinin alikonma zamanu, alan, yiiksekligi ve bulunan kapasite
faktérii, rezoliisyonu ve de teorik plaka sayisi

o Alikonma . i Pik . | Kapasite i Teorik
Enjeksiyon| Zamam | Pik Alam | Yiiksekligi Faktorii Rezoliisyon| Plaka
(dak) (mAU) Sayis1 (N)
1 9.802 102527 4744 3.90083 0.000 4692
2 9.778 104936 4738 3.88917 0.000 4629
3 9.803 100990 4670 3.90167 0.000 4752
4 9.788 102938 4701 3.89417 0.000 4514
5 9.788 99926 4693 3.89417 0.000 4594
6 9.782 99638 4553 3.89083 0.000 4697
7 9.797 103566 4651 3.89833 0.000 4693
8 9.803 100243 4578 3.90167 0.000 4652
9 9.780 101574 4729 3.89000 0.000 4768
10 9.697 101914 4671 3.84833 0.000 4648
11 9.670 100126 4658 3.83500 0.000 4550
Ortalama 9.772 101670.73| 4671.45 3.88583 0.000 4653.545
SD 0.04 1694.87 |  61.41 0.02 0.00 78.80
% RSD 0.44 1.67 1.31 0.58 0.00 1.69
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Cizelge 7.12 Aflatoksin G pikinin alikonma zaman, alan, yiiksekligi ve bulunan kapasite
faktorti, rezolisyonu ve de teorik plaka sayisi

o Alkonma Pik i Pik .. | Kapasite ) Teorik
Enjeksiyon| Zamani Alani Yiiksekligi Faktbrii Rezoliisyon Plaka
(dak) (mAU) Sayis1 (N)

1 12.043 94450 3957 5.02167 3.71763 5781

2 12.027 95103 3951 5.01333 3.72983 5818

3 12.045 95120 3973 5.02250 3.73745 5836

4 12.037 96079 3889 5.01833 3.69517 5765

5 12.023 92350 3861 5.01167 3.7017 5830

6 12.038 96325 3904 5.01917 3.72422 5698

7 12.033 95035 3884 5.01667 3.64345 5388

8 12.052 94502 3847 5.02583 3.66166 5448

9 12.017 95151 3946 5.00833 3.68694 5524

10 11.843 93902 3940 4.94667 3.66511 5706

11 11.858 94335 3932 4.92917 3.58556 5372

Ortalama 12.006 94459.27| 3916.73 5.00303 | .3.68625 5651.455

SD 0.063 1074.82 41.91 0.03 0.05 182.66

% RSD 052 1.13 1.07 0.66 1.22 3.23
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Cizelge 7.13 Aflatoksin B, pikinin altkonma zamani, alani, yiiksekligi ve bulunan kapasite
faktorii, rezoliisyonu ve de teorik plaka sayisi

Cy Ahkonma Pik " Pik ... | Kapasite . Teorik
Enjeksiyon| Zamani Alam Yiiksekligi Faktérii Rezoliisyon Plaka
(dak) (mAU) Sayis1 (N)
1 13.462 151832 6369 5.73083 2.2451 7307
2 13.450 150227 6300 5.72500 2.25718 7282
3 13.470 149417 6274 5.73500 2.25998 7306
4 13.465 152828 6289 5.73250 2.24762 7152
5 13.458 151927 6400 5.72917 2.27773 7273
6 13.462 151917 6316 5.73083 2.23761 7207
7 13.447 152438 6347 5.72333 2.19057 7183
8 13.473 150753 6266 5.73667 2.21475 7301
9 13.433 146582 6292 5.71667 2.22291 7324
10 13.298 144319 6160 5.64917 2.22534 7062
11 13.253 147651 6241 5.62667 2.18885 7138
Ortalama 13.425 149990.1| 6495.82 5.71235 2.23324 7230.455
SD 0.072 2740.76 64.91 0.04 0.03 86.97
% RSD 0.53 1.83 1.03 0.66 1.25 1.20
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Cizelge 7.14 Aflatoksin B, pikinin alikonma zamani, alani, yliksekligi ve bulunan kapasite
faktorii, rezoliisyonu ve de teorik plaka sayisi

o Alhkonma Pik ) Pik . | Kapasite ) Teorik
Enjeksiyon| Zamani Alan Yiiksekligi Faktorii Rezoliisyon Plaka
(dak) (mAU) Sayisi (N)
1 16.873 88622 3258 7.43667 5.05585 8795
2 16.863 86681 3250 7.43167 5.09293 9027
3 16.877 85553 3207 7.43833 5.06215 8900
4 16.893 86507 3229 7.44667 5.08329 9007
5 16.870 86772 3273 7.43500 5.11351 9210
6 16.857 86635 3214 7.42833 5.02424 8839
7 16.858 87779 3277 7.42917 5.11979 9331
8 16.880 88554 3227 7.44000 5.07210 8978
9 16.630 84931 3216 7.41500 5.10561 9178
10 16.567 81619 3117 7.31500 4.99032 8972
11 16.818 81878 3168 7.28333 4.92626 8525
Ortalama 16.818 85957.36| 3221.45 7.40902 5.05873 8978.364
SD 0.106 23.6138 46.95 0.06 0.06 220.41
% RSD 0.63 2.75 1.46 0.75 1.16 245
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7.5 Tayin Limiti Caligmalan (LoD)

Madde 6.7.5°te belirtilen sekilde hazirlanan, 0.36 pg/L konsantrasyonundaki aflatoksin G,-
G1-B,-B; 6mek ¢ozeltisi sisteme 12 defa enjekte edildi. Bulunan aflatoksin G;-Gi-B2-B;
miktarlarinin standart sapmasi hesaplandi. Standart sapmanin 3 kati tayin limiti olarak kabul

edildi.

Cizelge 7.15 Yerfistiginda aflatoksin G,-G;-B»-B; i¢in tayin limitleri

Aflatoksinler
Gz G1 Bz B1
Ard arda 12 miktar tayini i¢in standart 0.02 0.02 0.02 0.03
sapma
Tayin Limiti (pg/L ) 0.06 0.06 0.06 0.09

7.6 Olgiim Limiti Cahsmalar1 (LoQ)
Madde 6.7.5’te yapilan galigmalar sonucunda elde edilen standart sapma degerinin 10 kat:
Slgiim limiti olarak kabul edildi. Aflatoksin G»-Gi-B,-B; i¢in hesaplanan &l¢tim limitleri

Cizelge 7.16°da belirtilmistir.

Cizelge 7.16 Yerfistiginda aflatoksin G,-G;-B;-B; igin 6l¢tim limitleri

Aflatoksinler
G2 Gy B, B,
Ard arda 12 miktar tayini icin standart 0.02 0.02 0. 0‘2 0.03
sapma
Tayin Limiti (ng/L) 0.20 0.20 0.20 0.30

7.7 Dogrusallik ve Aralik Cahymalan

Madde 6.4.6’da belirtildigi sekilde 0.36 pg/L, 0.72 pg/L, 1.2 pug/L, 1.5 pg/L, 2.4 pg/L ve
3.6 ug/L konsantrasyonlarinda hazirlanan aflatoksin Gz-Gj-B-B; mix referans g¢alhigma
¢ozeltileri kullanilarak her bir konsantrasyon degeri igin 5 enjeksiyon yapildi. Bu
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enjeksiyonlardan elde edilen sonuglar kullanilarak kalibrasyon egrileri ¢izildi ve kalibrasyon

egrilerinin bagimt: katsayilar1 (R?) hesaplandi.
Bagint1 katsayisinin (R®) minimum 0.995 degerinde olmas: gerekmektedir.

Her bir aflatoksin i¢in hesaplanan bagint1 katsayilan yukarida belirtilen R? kosulunu yerine

getirmektedir.
Cizelge 7.17 Aflatoksin G; piki i¢in elde edilen alan degerleri
Konsantrasyonlar (pg/L)
Alanlar 0.36 0.72 1.2 24 3.6
1 21292 40410 74669 147485 214358
2 18495 39324 72921 146168 210825
3 18440 39530 70697 144598 215877
4 17623 38655 73444 145978 213940
5 17448 37624 71214 147604 212507
Ortalama 18659.6 39108.6 72589 146366.6 213501.4
250000
200000 -
g 150000 7
< 100000
50000 -
0 . T 1
0 1 2 3 4
Konsantrasyon (pg/L) R"=0999

Sekil 7.1 Aflatoksin G,’ye ait dogrusallik grafigi
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Cizelge 7.18 Aflatoksin Gy piki i¢in elde edilen alan degerleri

Konsantrasyonlar (pg/L)
Alanlar 0.36 0.72 1.2 24 3.6
1 19296 36869 66663 132679 196377
2 18231 36560 68145 134088 192293
3 18803 35255 67512 133355 193900
4 16991 38516 66312 134159 191123
5 17621 34813 68152 134744 191778
Ortalama 18188.4 36402.6 67356.8 133805 193094.2
250000
200000 -
g 150000 1
< 100000 -
50000
0 T T T T T
0 0.5 1.5 2 2.5 35 4
Konsantrasyon (ug/L) R® =0.9985

Sekil 7.2 Aflatoksin G’e ait dogrusallik grafigi
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Cizelge 7.19 Aflatoksin B, piki i¢in elde edilen alan degerleri

Konsantrasyonlar (ug/L)
Alanlar 0.36 0.72 1.2 2.4 3.6
1 31397 58685 112692 225523 334065
2 29385 58285 110223 225175 333102
3 26250 59788 112408 224786 335904
4 27688 61506 112445 225379 330754
5 27274 59799 115200 224492 333189
Ortalama 28398.8 59612.6 112593.6 225071 333402.8
400000
350000 -
300000 -
5 250000 -
< 200000 -
150000 -
100000 -
50000
O ¥

0

2
Konsantrasyon (ug/L)

R? =0.9993

4

Sekil 7.3 Aflatoksin B;’ye ait dogrusallik grafigi
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Cizelge 7.20 Aflatoksin B piki i¢in elde edilen alan degerleri

Konsantrasyonlar (pg/L)
Alanlar 0.36 0.72 1.2 24 3.6
1 15131 34115 63147 130862 190366
2 16783 36413 63125 127763 187855
3 16805 34015 63390 125165 188932
4 18160 35292 61910 131963 185745
5 15375 31448 64576 128173 189487
Ortalama 16450.8 34256.6 63229.6 128785.2 188477
200000
180000 -
160000 -
140000 -
o 120000 -
= 100000
< 80000 A
60000 -
40000 -
20000 -
0 T 1
0 1 2 4
Konsantrasyon (pg/L) R’ =0.9992

Sekil 7.4 Aflatoksin B;’e ait dogrusallik grafigi
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@
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A
it ‘
8 N bt 86
Tt v|‘1‘1gv;tw1vr-w’!v—l;}vr‘v‘yyrf""
0 5 10 15 ® 2 30 35
Kanutes
w sample (g} = 1
smatde, factor =1
seq name =DHPLC-FL'Sequencelfistik val260404 fistik seq
FL2000FL3000-456n
m Results {system
(472672004 10:52:50
AM} (Reprocessed))
Name R.T. (min) Area Height ESTD
A concentration
g2 9,662 144598 6633 2.400 CAL
gl 11833 135355 57143 2400 CAL
b2 13.235 224786 9416 2.400 CAL
bl . 16.547 125165 4733 " 2400 CAL
Totals '
629904 26525 9.600 CAL

Sekil 7.5 2.4 ug/L konsantrasyonundaki ek gozeltisine ait kromotogram
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Name ? -
a4 B
o s b 1.
- 2
2 |
0.5+ 0.5
-
8.8 o~ L, L@L 1 g $1
LA s B SR M e AN B B AR ah AN AR S0 AN AN S G B AR Jat At N T SN AK At Jur AR SR I B AR SN AN NN AN AN | L08 1
8 5 10 15 2 25 30 35 40 45 50 55
Sequence Name= D:\HPLC-FL\Sequence\fistik val280404.seq
w Sample(g)= |
Mult=1
FL2000/FL3000-436n
m Resuits (system
(51312004 10:57:19
AM) (Reprocessed))
Name R.T. (min) Area Height ESTD
7 concentration
g2 9.350 207812 8639 3.600 CAL
gl 11.382 189399 7380 3.600 CAL
b2 12.720 334175 13099 3.600 CAL
b1 15.778 191348 6794 3.600 CAL
Totals
922734 35852 14.400 CAL

Sekil 7.6 3.6 pg/L konsantrasyonundaki 6rnek ¢ozeltisine ait kromotogram
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___ FLIDONFL00-458 T
@R g 0 g oy e - Reptadet
Retention Time a
Name )
N
Gt < -6
3 4 » 2
E <
2
N
4 D o8 =2
N B [
i
i ;’L‘ a §L‘ .
0-l'llll'Y‘l““lI'l'Llﬁ"Tr""|"Yr-“Y‘"'I! | S S B J L tn
] 5 10 15 2 30 35 40 4 50 8
Minutes
Sequence Name= D:\HPLC-FL\Sequence\ﬁstik vali280404.seq
w Sample{g)= 50.224
Mult=150
FL2000/FL3000-456n
m Results (system ~
(5/3/2004 10:09:08
AM) (Reprocessed))
~ Name R.T. (min) Area Height ESTD
v . A - concentration
g2 9.305 88331 4168 4.711
gl : 11.323 85373 3786 4.920
b2 12.668 150097 6422 4.924
bl 15,725 84054 3274 4912
Totals
407855 17650 19.467

Sekil 7.7 4.8 pg/L konsantrasyonundaki 6rnek ¢6zeltisine ait kromotogram
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7.8 Stabilite Caliymalar:

Madde 6.7.8’de belirtildigi sekilde hazirlanan 4.8 pg/L konsantrasyonundaki 6rnek gozeltisi
ve de madde 6.4.6.2°de belirtilen sekilde hazirlanan 1.5 pg/L konsantrasyonundaki aflatoksin
G,-G1-B,-B| mix referans ¢alisma ¢6zeltisi.hem renksiz hem de amber renkli viallere alindi.
Viallerin bir seti fluoresans lamba ile aydinlatilan laboratuar ortaminda bekletildi, viallerin
diger seti ise buzdolabinda bekletildi ve her iki vial setinden belirli araliklarla enjeksiyonlar
yapildi. Belirtilen kosullarin piklerin ¢ikis zamanim ve aflatoksin miktarlarim nasil etkiledigi

incelendi.

i) Renksiz vialler igerisinde, fluoresans lamba ile aydinlatilan laboratuar ortaminda bekletilen
numune ve standart ¢ozeltilerinden sekizer saat arayla enjeksiyonlar yapildi. Elde edilen
kromotogramlardaki aflatoksin G,-G;-B,-B; piklerinin ¢ikis zamanlan belirlendi. Elde edilen

sonuglar Cizelge 7.21°de verilmistir.

Cizelge 7.21 Renksiz vialler igerisinde, fluoresans lamba ile aydinlatilan laboratuar ortaminda
yapilan stabilite galigmasinda aflatoksin (G,-G;-B,-B1) piklerinin ¢ikis zamanlari

R GG BB MR | 13 g, Aol GG
(L5 pg/L) I¢erecek Sekilde Kirletilmis Ornek
Cikis Zamanlar: (dak) Cikiy Zamanlan (dak)
Aflatoksinler Aflatoksinler
Z::::)“ G | Gi | B B Z(::;i‘;‘ G: | G | B B
0 9.802 | 12.043 | 13.462 | 16.873 0 9.810 | 12.049 | 13.465 | 16.875
8 9.778 111.923 | 13.015 |. 16.463 8 9.761 | 11.801 | 13.002 | 16.363
16 9.603 | 11.748 | 12.903 | 16.177 16 9.653 1‘1.691 12.845 | 16.007
24 9.588 | 11.045 | 13.465 | 15.993 24 9.568 | 11.037 | 12.489 | 15.893

ii) Renksiz vialler igerisinde, fluoresans lamba ile aydinlatilan laboratuar ortaminda bekletilen
numune ve standart ¢ozeltilerinden sekizer saat arayla enjeksiyonlar yapildi. Elde edilen
kromotogramlardaki aflatoksin G;-G;-B,-By’in miktarlar1 belirlendi. Elde edilen sonuglar
Cizelge 7.22’de verilmistir.
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Cizelge 7.22 Renksiz vialler igerisinde, fluoresans lamba ile aydinlatilan laboratuar ortaminda
yapilan stabilite ¢aligmasi sirasinda elde edilen aflatoksin (G,-G1-B,-B) miktarlan

Aflatoksin (G,-G;-B;-B;) Mix Referans
Standart Calisma Cdzeltisi

.4.8 pg/L Aflatoksin (Gz-Gl-B.z-Bl)
Icerecek Sekilde Kirletilmis Ornek

(1.5 ng/L)
Bulunan Miktarlar ( pg/L) Bulunan Miktarlar ( pg/L)
Aflatoksinler Aflatoksinler
Zaman Zaman
(saat) G, Gy B; B, (saat) G, Gy B, B;
0 1.498 | 1.506 | 1.489 | 1.441 0 4224 | 4.501 | 4.365 | 4.356
8 1423 1 1371 | 1474 | 1.297 8 3.928 | 3.961 | 4.103 | 3.964
16 1.348 | 1.235 | 1.444 | 1.138 16 3.548 | 3.241 | 3.623 | 3.441
24 1.124 | 0.934 | 1.221 | 0.807 24 2.746 | 2.476 | 3.623 | 2.701
8. saatin 8. saatin
sonundaki | %5 %9 %1 %10 | sonundaki { %7 %12 %6 %9
kayip kayip
16. saatin 16. saatin
sonundaki | %10 | %18 %3 %21 | sonundaki | %16 | %28 | %13 | %21
kayip kayip
24. saatin 24. saatin
sonundaki | %25 | %38 | %18 | %44 | sonundaki| %35 | %45 | %17 | %38
kayip kayip

Renksiz vialler igerisinde, fluoresans lamba ile aydinlatilan laboratuar ortaminda bekletilen

numune ve standart g¢Ozeltilerinden yapilan enjeksiyonlar sonucunda, piklerin ¢ikis

zamanlanmn 6ne dogru kayma egiliminde oldugu ve ¢ozeltilerdeki aflatoksin miktarlarinin

bozunma sonucu giderek azaldig1 gbzlendi.

iii) Amber renkli vialler igerisinde, fluoresans lamba ile aydinlatilan laboratuar ortaminda

bekletilen numune ve standart ¢dzeltilerinden sekizer saat arayla enjeksiyonlar yapildi. Elde
edilen kromdtogramlardaki aflatoksin G,-G,-B;-B; piklerinin ¢ikig zamanlar1 belirlendi. Elde

edilen sonuglar Cizelge 7.23’te verilmisgtir.
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Cizelge 7.23 Amber renkli vialler igerisinde, fluoresans lamba ile aydinlatilan laboratuar
ortaminda yapilan stabilite ¢aligmasinda aflatoksin (G2-G;-B;-B)) piklerinin ¢ikis zamanlar

Aflatoksin (G2-G1-B2-B1) Mix Referans
Standart Cahyma Cozeltisi

4.8 pg/L Aflatoksin (G2-G1-B,-By)
Icerecek Sekilde Kirletilmis Ornek

(L5 pg/L)
Cikis Zamanlan (dak) Cikis Zamanlar (dak)
Aflatoksinler Aflatoksinler
Zaman G, G B, B, Zaman G, G B, B,

(saat) (saat)
0 9.780 | 12.038 | 13.450 | 16.873 0 9.780 | 12.038 | 13.450 | 16.873

8 9.697 |12.033|13.470 | 16.863 8 9.689 |12.033 |13.470 | 16.863
16 9.670 |12.052 | 13.465 | 16.877 16 9.654 | 12.052 | 13.465 | 16.877
24 9.772 |12.017 | 13.458 | 16.893 24 9.790 {12.017 | 13.458 | 16.893

iv) Amber renkli vialler igerisinde, fluoresans lamba ile aydinlatilan laboratuar ortaminda
bekletilen numune ve standart ¢6zeltilerinden sekizer saat arayla enjeksiyonlar yapildi. Elde
edilen kromotogramlardaki aflatoksin G,-G;-B;-B;’in miktarlan belirlendi. Elde edilen

sonuglar Cizelge 7.24’te verilmigtir.

Amber renkli vialler igerisinde, fluoresans lamba ile aydinlatilan laboratuar ortaminda
bekletilen numune ve standart ¢dzeltilerinden yapilan enjeksiyonlar sonucunda, piklerin ¢ikis
zamanlarinda kayda deger bir degisim olmamustir, ancak ¢ozeltilerdeki aflatoksin
miktarlaninin bozunma sonucu giderek azaldigi g6zlendi. Ancak, aflatoksin miktarlarinda

gozlenen azalma renksiz viallerde yapilan stabilite ¢aligmalarina gére daha azdir.
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Cizelge 7.24 Amber renkli vialler i¢erisinde, fluoresans lamba ile aydinlatilan laboratuar
ortaminda yapilan stabilite ¢aligmasi sirasinda elde edilen aflatoksin (G2-G;-B,-B;) miktarlar

Aflatoksin (G2-G1-B2-B1) l\:llx l.le.ferans 4.8 pg/L Aflatoksin (G2-G1-By-By)
Standart Cahsma Cozeltisi fcerecek Sekilde Kirletilmis Ornek
(1.5 pg/L)
Bulunan Miktarlar ( pg/L) Bulunan Miktarlar ( pg/L)
Aflatoksinler Aflatoksinler
Zaman Zaman
(saat) G2 Gy B, B, (saaf) G; Gy B, By
0 1499 | 1.501 { 1.510 | 1.422 0 4225 | 4499 | 4375 | 4.366
8 1.454 | 1.441 | 1.508 | 1.323 8 4014 | 4.049 | 4.244 | 4.104
16 1.394 | 1.351 | 1.450 | 1.266 16 3.718 | 3.644 | 3.862 | 3.580
24 1.304 | 1.231 | 1.253 | 1.052 24 2958 1 2.924 | 3.763 | 3.100
8. saatin 8. saatin
sonundaki | %3 %4 - %7 | sonundaki { %5 %10 %3 %6
kayip kayip
16. saatin 16. saatin
sonundaki | %7 %10 %4 %11 | sonundaki | %12 | %19 %9 %18
kayip kayip
24. saatin 24. saatin
sonundaki ! %13 | %18 | %17 | %26 | sonundaki | %30 | %35 | %14 | %29
kayip - kayip

v) Renksiz vialler igerisinde, buzdolabinda bekletilen numune ve standart ¢ozeltilerinden

sekizer saat arayla enjeksiyonlar yapildi. Elde edilen kromotogramlardaki aflatoksin Gz-Gj-

B,-B; piklerinin ¢ikig zamanlar1 belirlendi. Elde edilen sonuglar Cizelge 7.25’te verilmisgtir.



53

Cizelge 7.25 Renksiz vialler igerisinde, buzdolabinda bekletilerek gerceklestirilen stabilite
¢aligmasinda aflatoksin (G;-G;-B,-B) piklerinin ¢ikig zamanlari

Aflatoksin (G;-G1-B2-B;) Mix Referans
Standart Calisma Cozeltisi

.4.8 pg/L Aflatoksin (Gz-Gl-B.z-Bl)
Igcerecek Sekilde Kirletilmis Ornek

(L.5 pg/L)
Cikis Zamanlari (dak) Cikiy Zamanlan (dak)
Aflatoksinler Aflatoksinler
Z(i‘:;j)“ G: | G | B, | B Z(';‘gi‘)“ G: | G | B, | B
0 9.802 | 12.043 | 13.462 | 16.873 0 9.809 | 12.049 | 13.465 | 16.875
8 9.799 | 11.923 [ 13.015| 16.463 8 9.790 | 11.801 | 13.002 | 16.363
16 9.743 | 11.748 { 12.903 | 16.177 16 9.753 | 11.691 | 12.845 | 16.007
24 9.678 | 11.045 | 13.465| 15.993 24 9.668 [11.037 | 12.489 | 15.893

vi) Renksiz vialler igerisinde, buzdolabinda bekletilen numune ve standart ¢ozeltilerinden

sekizer saat arayla enjeksiyonlar yapildi. Elde edilen kromotogramlardaki aflatoksin G,-Gj-

B,-B;’in miktarlar belirlendi. Elde edilen sonuglar Cizelge 7.26’da verilmistir.

Bu c¢alisma sonucunda, buzdolabinda bekletilen aflatoksin ¢ozeltilerindeki bozunmanin

laboratuar ortaminda bekletilen ¢6zeltilerdeki bozunmya gore daha az oldugu gézlemlenmistir.

Piklerin ¢ikis zamanlarinda yine 6ne dogru bir kayma gozlemlendi, ancak bu kayma miktan

laboratuar ortaminda bekletilen ¢ozeltilerdeki kadar fazla degildir. Esas olarak hazirlanan

¢ozeltilerin taze olarak enjekte edilmesi tavsiye edilmektedir. Ancak, eger ¢ozeltiler taze

olarak enjekte edilemiyorsa, ¢ozeltilerin buzdolabr kosullarinda bekletilerek enjekte edilmesi

daha dogru sonuglarin elde edilmesini saglayacaktir.
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Cizelge 7.26 Renksiz vialler igerisinde, buzdolabinda bekletilerek gerceklestirilen stabilite
¢aligmasi sirasinda elde edilen aflatoksin (G2-G;-B,-B1) miktarlan

Aflatoksin (G,-G1-B;-B)) 1\jhx l.le.ferans 4.8 pg/L. Aflatoksin (Gy-G1-B;-By)
Standart Cahsma Cozeltisi igerecek Sekilde Kirletilmis Ornek
1S pg/l)
Bulunan Miktarlar ( pg/L) Bulunan Miktarlar ( pg/L)
Aflatoksinler Aflatoksinler
Zaman Zaman
(saat) G, Gy B, B (saat) G, Gy B, By
0 1.505 | 1.496 | 1.439 | 1.491 0 4214 | 4521 | 4.395 | 4.350
8 1.460 | 1.466 | 1.435 | 1.417 8 4.003 | 4.385 | 4.263 | 4.089
16 1.400 | 1.436 | 1.353 | 1.357 16 3.708 | 4.159 | 4.000 | 3.872
24 1.340 | 1.346 | 1.252 | 1.252 24 3.498 | 3.843 | 3.692 | 3.480
8. saatin 8. saatin
sonundaki | %3 %2 - %35 | sonundaki | %S5 %3 %3 %6
kayip kayip
16. saatin 16. saatin
sonundaki | %7 %4 %6 %9 | sonundaki | %12 %38 %9 %11
kayip kayip
24, saatin 24, saatin
sonundaki | %11 | %10 | %13 | %16 | sonundaki | %17 | %15 | %16 | %20
kayip kayip

vii) Amber renkli vialler igerisinde, buzdolabinda bekletilen numune ve standart
¢ozeltilerinden sekizer saat arayla enjeksiyonlar yapildi. Elde edilen kromotogramlardaki
aflatoksin G,-G1-B,-B; piklerinin ¢ikig zamanlari belirlendi. Elde edilen sonuglar Cizelge
7.27°de verilmistir.
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Cizelge 7.27 Amber renkli vialler igerisinde, buzdolabinda bekletilerek gergeklestirilen
stabilite ¢aligmasinda aflatoksin (G,-G-B,-B;) piklerinin ¢ikis zamanlari

Aflatoksin (G;-G1-B2-B;) Mix Referans
Standart Cahsma Cozeltisi

.4.8 pg/L Aflatoksin (Gz-Gl-]?.z-Bl)
Igerecek Sekilde Kirletilmis Ornek

(1.5 pg/L)
Cikis Zamanlan (dak) Cikis Zamanlar (dak)
Aflatoksinler Aflatoksinler
Zaman Zama
(saat) Gz G] Bz B1 n Gz G1 Bz Bl
(saat)

0 9.789 }12.038 | 13.450 | 16.873 0 9.780 [12.038{13.450| 16.873
8 9.770 | 12.033 | 13.470 | 16.863 8 9.689 |12.03313.470| 16.863
16 9.759 |12.052 | 13.465 | 16.877 16 9.654 |12.052 |13.465| 16.877
24 9.772 | 12.017 | 13.458 | 16.893 24 9.790 | 12.017 | 13.458 | 16.893

viil) Amber renkli vialler igerisinde, buzdolabinda bekletilen numune ve standart
¢ozeltilerinden sekizer saat arayla enjeksiyonlar yapildi. Elde edilen kromotogramlardaki
aflatoksin  G-G;-B»-By’in  miktarlari belirlendi. Elde edilen sonuglar Cizelge 7.28°de
verilmigtir.
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Cizelge 7.28 Amber renkli vialler igerisinde, buzdolabinda bekletilerek gergeklestirilen
stabilite ¢aligmasi sirasinda elde edilen aflatoksin (G,-G;-B,-B)) miktarlar

Aflatoksin (G2-G;-B2-By) I\‘/.le lole.ferans 4.8 pg/L Aflatoksin (G2-Gy-By-By)
Standart Cahyma Cozeltisi Igerecek Sekilde Kirletilmis Ornek
(1.5 pg/L)
Bulunan Miktarlar ( pg/L) Bulunan Miktarlar ( pg/L)
Aflatoksinler Aflatoksinler
Zaman Zaman
(saat) G2 G B; By (saat) G, Gy B, By
0 1.508 | 1.469 | 1.499 | 1.481 0 4229 } 4513 | 4.395 | 4.316
8 1.493 | 1.440 | 1.498 | 1.451 8 4018 | 4.423 | 4.263 | 4.057
16 1433 | 1.410 | 1.409 | 1.363 16 3.722 | 4.242 | 4.043 | 3.884
24 1.372 | 1.337 | 1.334 | 1.259 24 3.595 | 3.881 | 3.780 | 3.539
8. saatin 8. saatin
sonundaki [ %!l %2 - %2 | sonundaki | %5 %2 %3 %6
kayip kayip
16. saatin 16. saatin
sonundaki { %5 %4 %6 %8 | sonundaki | %12 %6 %38 %10
kayip kayip
24, saatin 24, saatin
sonundaki | %9 %9 %11 | %15 | sonundaki | %15 | %14 | %14 | %18
kayip kayip

Bu c¢alisma sonucunda, buzdolabinda bekletilen aflatoksin ¢&zeltilerindeki bozunmanin
laboratuar ortaminda bekletilen ¢ozeltilerdeki bozunmya gére daha az oldugu gdzlenmistir.

Piklerin ¢ikig zamanlarinda belirgin bir degisiklik g6zlendi.
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8. TARTISMA

Toplum ekonomisinde en 6nemli miibadele edilen mallardan biri olarak gida hep Gnemini
korumustur. Insan hayatinin vazgegilmez ihtiyaci olan gida ayni zamanda insan hayatimn

tehdidi de olabilmektedir.

Baz1 kiiflerin toksik metabolitleri olan mikotoksinler, insanlar ve hayvanlarda istenmeyen
degisik etkilerin olusmasina neden olabilirler. 1970°li y1llardan beri bu konuyla 1lgili ulusal ve

uluslar arasi ilgi artarak devam etmektedir.

Son yillarda yiizlerce farkli mikotoksin tipi belirlenmistir. Ekonomik y6nden aflatoksin en iyi
bilinen ve énemli oldugu varsayilan toksindir. Aspergillus flavus ve Aspergillus paraciticus
kiif mantarlar1 arasinda en sik aflatoksin liretimine rastlanilan mantarlardir. Bu tiir mantarlar
yiksek nemli ve sicak ortamlarda rahathikla tireyebilmektedirler. Tropikal ve subtropikal

bolgelerdeki bitkiler kontaminasyona daha ¢ok maruz kalirlar.

Aflatoksinler yerfistigi, misir, baz1 kuru yemisler (fistik, findik vd. yagh tohumlar) ve incir
gibi bazi meyvelerde bulunurlar. Aflatoksin ayrica hayvan yemlerinde bulunmasi durumunda,
bu yemleri tiiketen hayvanlardan elde edilen siit {irlinlerine de gegebilmektedir. Inekler
aflatoksin ile kontamine olmus yem ile beslendikleri zaman aflatoksin B;’i aflatoksin M;’e

doniistirmektedirler (Van Egmond, 1989).

Aflatoksinler hem insanlarda hem de hayvanlarda zehirlenmelere ve kansere yol agmaktadir
(Newberne ve Butler, 1969; Shank vd., 1972; Peers ve Linsell, 1973; Eaton ve Groopman,
1994). Aflatoksin B;, bilinen en kuvvetli dogal kanserojendir (Squire, 1981) ve toksijenik

tiirler tarafindan en ¢ok iiretilen aflotoksindir.

Uriine kiif sporlarimin bulagmasi ve bunu takiben aflatoksin iiretiminin gergeklesmesinden
sonra, normal sartlarda iirliniin yapisiu bozmadan kimyasallar ile aflatoksinleri elemine
etmek miimkiin degildir. Ayrica sicakliga olduk¢a dayanikli olan aflatoksinler pastdrizasyonla

da tirtinde azaltilamamaktadir (Tosun, 1996).

Aflatoksinlerin insan saglig1 i¢in olusturduklar tehdit géz Oniine alindifinda, gidalardaki
aflatoksin miktarimin dogru belirlenmesinin ne kedar 6nmeli oldugunu anlamak miimkiindiir.
Bu nedenden dolay: iilkemizde de uluslar arasi otoriteler tarfindan kabul géren analiz
metodlarinin kullanilmasi bir zorunluluk halini almugtir.

Bu ¢alismada yerfistiginda HPLC ile aflatoksin tespiti igin kullanilan metodun uluslar arasi

diizeyde oldugunun ispatlanmas: amaglanmugtir.
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Yapilan ¢aligmalar sonucunda, kullanilan HPLC sisteminin yerfistiginda aflatoksin
analizlerine uygun oldugu, kullanilan metodun ve sistemin performansinin tekrarlanabilir
oldugu ve galisilan konsantrasyon aralifinda (0.36-3.6 pg/L) yapilan Ol¢timlerin dogrusal
oldugu kanitlandi. Ayrica yerfistiinda aflatoksin analizi igin tayin ve 6l¢tim limitleri (LoD-

LoQ) saptand.

Yapilan stabilite galigmalan ile de, belirli kosullarda bekletilen enjeksiyona hazir yerfistigi
numunelerinde bekleme sonucunda meydana gelen degisiklikler saptandi ve bazi Oneriler
sunuldu. Aflatoksin analizi sirasinda hazirlanan ¢ozeltilerin taze olarak enjekte edilmesi
tavsiye edilmektedir, ancak eger ¢ozeltiler taze olarak enjekte edilemiyorsa, ¢ozeltilerin
amber renkli viallerde, buzdolab: kosullarinda bekletilerek enjekte edilmesi daha dogru

sonuglarin elde edilmesini saglayacaktir.
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