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OZET

Gida kaynakli bazi yaygin kiiflerin metabolitlerinin toksijenik etkilerinden dolay1 saglik
riskleri olusturabildigi bilinmektedir. Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus
kanserojenik toksinler (aflatoksinler) {iireten, gidalarda sik rastlanan kiiflerdendir.
Aflatoksinlerin kesfiyle, bu toksinlerin gidalardaki konsantrasyonlarinin tespiti i¢in gesitli
metotlar gelistirilmistir ve olugsma riskleri biitiin diinyadaki gidalarda rastlanabilecek bir
problem olmasindan dolayi, kimyasal tespiti standardize edilmisgtir.

Bu ¢alismada standardize metotlardan biri kullamildi ve mevcut laboratuvar sartlarinda
dogrulamasi yapildi. Ayrica, yerfistig1 ve kuru incir’deki aflatoksin konsantrasyon seviyesinin
tespiti ile ilgili uluslararasi kolaboratif ¢alismalara katilinarak dogrulamasi yapilan metodun
glivenilir sonuglar verdigi ispatlandi.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin, dogrulama, belirsizlik, findik, incir, HPLC

vii



ABSTRACT

It’s known that the metabolites of some common foodborne fungi can present a health risk
because of their toxigenic effects. Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus are the
common foodborne fungus which can produce cancerogenic toxins named aflatoxins. Since
the discovery of aflatoxins, several methods were developed to detect their concentration in
foods. Because aflatoxins are global problem in common foods, chemical determination of
aflatoxins has become standardized.

In this study, one of these standardized methods was used and validated in current laboratory
conditions. Also, by attending to international collaborative studies about detection of
concentration level of aflatoxins in peanut and dried fig paste, it is proved that the validated
method gives the correct results.

Keywords: Aflatoxin, validation, uncertainity, hazelnut, fig, HPLC
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1. GIRIS

Gidalarda olusan kiiflerin baz1 gesitlerinin insan sagligi lizerine olumsuz etkisi oldugu uzun
zamandan beri bilinmektedir. Mikotoksinler tarim {riinlerinde ya hasat Oncesi
bahgede/tarlada, ya da hasat sonrasi depolama strasinda, toksin sentezleyen kiiflerin gelismesi

sonucunda olusurlar. Viicut i¢inde mikotoksin sentezi ger¢eklesmemekte, mikotoksinler insan

ve hayvanlar tarafindan disaridan genellikle gidalarla/yemlerle alinmaktadir.

Findik ve kuru incir iilkemiz ihra¢ {irlinlerinde 6nemli bir yer kaplamaktadir. Bu {irtinlerin
ihracatinda karsilagilan en 6nemli sorun igerdikleri mikotoksin miktarlartdir. Bu bakimdan bu
iiriinlerin mikotoksin kontrolleri giin gegtikge Onem kazanmaktadir. Bu amagla
mikotoksinlerin 6zellikle aflatoksin Bl ve toplam aflatoksin (B1, B2, G1, G2) miktarlarinin
tespiti igin c¢esitli yontemler gelistirilmistir. Ancak son zamanlarda gortilmektedir ki
iilkemizde aflatoksin kontrolii yapilmuis ve tiiketime uygun bulunmus tiriinler ihra¢ edildikleri
tilkelerde tekrar analiz edildiginde aflatoksin igerigi bakimindan tiiketime uygun olmadig:
tespit edilerek geri gonderilmistir. Bu durum iilkemize maddi ve manevi bakimdan biiylik
zararlar vermektedir. Dolayisiyla aflatoksin miktarlarinin tespiti kadar kullamilan metodun
uluslararas: standartlara uygunlugunun ve sonuglarin dogrulugunun uluslararas: otoritelerce
belirlenen kriterler 1s131inda ispatlanmis olmasi da ¢ok 6nemlidir. Bu ¢aligmada findik ve
incirlerde HPLC ile aflatoksin tespiti i¢in kullamlan metodun uluslararas: diizeyde

dogrulugunun ispatlanmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGI

Sik¢a goriilen kiifler tarafindan tiretilen toksinler mikotoksinler olarak adlandinlirlar; Tamm,
gida ve yemlerde iireyen kiifler ile ilgili olup, kiiflerin tamami degil, belirli tiirleri
mikotoksin liretmektedir.

Mikotoksinler kiiflerin ikincil metabolitleridir. Kiiflerin = geligimi ile ilgili normal
metabolizmada yer almazlar ve genellikle gelisimi tamamlanmis mantarlar tarafindan
iiretilirler. Molekiil agirhigi 50 Da olan tek heterosiklik halkali yapiya sahip olanlarindan,
toplam molekiil agirligi 500 Da’dan fazla olan diizensiz olarak dizilmis 6 veya 8 halkadan

olusan yapiya sahip olanlarina kadar genis bir aralikta ¢ok farkli molekiillerdir (Sekil 2.1).

0 Q

Aflatoksin Bl Aflatoksin B2

(0] 0
Aflatoksin G1 Aflatoksin G2

Sekil 2.1 Aflatoksinlerin kimyasal yapilar



Mikotoksinler 4 temel toksik etki gosterirler: akut, kronik, mutajenik ve teratojenik. Akut
mikotoksin zehirlenmelerinin en gok bilinen etkisi karaciger veya bobrekde meydana gelen
bozukluklardir. Bu bozukluklar 6liime kadar gidebilir. Her ne kadar bazi mikotoksinler
protein sentezinin interfere etkisi altinda kalsalar da, cilt hastaliklan veya iﬂiimlerden, cok
onemli immun hasarlara kadar degisen bir aralikta etki yapabilirler. Mikotoksinler diginda
neurotoksinler vardir. Bunlar diisitk dozlarda hayvanlarda stirekli titremelere sebep olabilirler.

Sadece daha yiiksek dozlarda kalic1 beyin hasarlarina veya 6liimlere yol acgarlar.

Diisiik dozda mikotoksin uzun vadede de ¢esitli etkiler gosterir. Birgok mikotoksinin temel
kronik etkisi kansere sebep olmaktir. Ozelikle de karaciger kanserine sebep olurlar. Bazi
mikotoksinler DNA replikasyonuna sebep olurlar ve bu yiizden mutojenik ve teratojenik

etkiler olusturabilirler.

Mikotoksinlerin ¢ogu bakterial toksinler gibi protein yapisinda olmayip, nispeten daha kiigiik
molekiillerdir. Insan veya hayvanlarn immun sistemleri tarafindan genellikle tespit
edilemezler. Bu ozellikleri ile akut mikotoksin zehirlenmelerinin belirtileri bakterial
toksinlerden kaynaklanan zehirlenmelerin belirtilerinden oldukg¢a farklidir. Mikotoksinlerin
belirtileri kimyasal yapilar1 kadar ¢ok farklihk g&sterir. Bazilan cilt 6limii, lecopenia ve
immunosupresyon (immun sistemin baskilanmast) gibi bir takim etkiler meydana getirir. Baz1
mikotoksinlerin belirtileri ise 6liime kadar anlasilmaz. Kronik hastaliklar, kanser ve tiimér
olusumu gibi akut hastaliklara sebep olan dozlardan daha diisiik dozlarda ortaya ¢ikarlar ve
sadece hastalik ¢ok ilerlemis ise anlasilabilirler. Sonu¢ olarak mikotoksinlerin insan
sagligindaki potensiyel tehlikelerden bir tanesi biyolojik olarak tespit edilmelerindeki
giiclitktiir.



2.1 ASPERGILLUS TURLERINDEN A.flavus ve A.Parasiticus

2.1.1 ASPERGILLUS TURU KUFLER

Sekil 2.2a Elektron mikroskopu altinda Aspergillus Flavus ‘un goriiniisii




2.1.2 Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus

2.1.2.1 Saymmlan

A.flavus ve A.parasiticus 'un basarih sayimmi koloni dafilimimi azaltan uygun inhibitdrlerin
bulundugu herhangibir antibakteriyal sayim ortaminda yapilabilir, DRBC ve DG18 tavsiye
edilir. Stereomikroskop ile goriilen, géreceli olarak hizla biiyiiyen, orta derinlikte, sari-yesil,
sagakli-tomurcuklanan yapilar gosteren koloniler A.flavus ve A.parasiticus olarak sayilabilir.
Mikroskopik degerlendirme destekleyici bilgi verebilir, ama tam tanimlama i¢in standart
tanimlama ortaminda bu kolonilerden alinan 6rnekler ¢aligilmahdir.

Bu tiirlerin sayim i¢in daha etkili bagka bir ortam da Aspergillus flavus ve parasiticus agardir
(AFPA). AFPA’nin iki avantaji; 30°C’de iki giin inkiibasyon sonras1 sayim yapilabilir olmasi
ve iki tiirin yofun turuncu-sari kolonileriyle egitimsiz gozlemcilerce bile
tammlanabilmesidir. AFPA igin belirlenen inkiibasyon kosullarinda (30°C — 42-48sa) parlak
turuncu-sart renk bu tiir igin spesifiktir.

Sekil 2.3 Kati besi ortaminda A.Flavus kolonileri



2.1.2.2 Tanimlamalari

A.flavus ve A.parasiticus 'un neredeyse tlim tlirlerde ayrim zor degildir. Her ikisi de Czapek
agar, maltdzii agar ve Czapek maya §zii agar1 gibi standart tammlama ortamlarinda hizla
biiyiirler ve sari-yesil konidyum kolonileri olustururlar. A.flavus 'u A.parasiticus 'tan ayirmak
daha zordur. En giivenilir ayrim ozelligi; konidyum duvarlarindaki yapidir; 1000 kat
biyiitmede A.flavus’'un konidyumlar1 genelde piriizsiiz, hafif pliriizlii goriiliirken
A.parasiticus 'unkiler ise net olarak piiriizliidiir. Bir ¢ok bagka 6zellikler de simflandirmada
yararhidir. Bu tiirlerin ayrimi 6nemlidir, 4.flavus izolatlar1 genelde sadece B aflatoksinleri
tiretirler ve %50°den az izolat toksijeniktir. 4.parasiticus izolatlar1 ise G ve B aflatoksinleri
tiretirler ve istisnasiz her zaman toksijeniktirler. 4.flavus izolatlar1 ayrica siklikla bagka bir
mikotoksin olan CPA’y1 (cyclopiazonic asid) diretebilirler, A.parasiticus ise bu mikotoksini

liretmez.

2.1.3 Toksinler ve Toksisiteleri

Aflatoksinler dogal olarak sadece A. flavus, A. Parasiticus ve son zamanlarda yapisi
belirlenen bir tiir olan 4. Nomius. B1, B2, G1 ve G2 dogal olarak iiretilen 4 ana aflatoksindir.
B ve G aflatoksinleri ince tanaka kromatografisi plakasinda UV 151k altinda mavi ve yesil
floresan renk verir. 1 ve 2 rakamlar sirastyla major ve minor bilesenleri ifade eder. Yem ile
alinan aflatoksin B1 ve B2 siit veren hayvanlarda degisiklige ugrayarak (hidroksillenerek) bir
bagka aflatoksin formu olan aflatoksin M1 ve M2’ e doniiserek siite gegebilir. M1 ve M2 asil
molekiillerden daha az toksisite gosterir, fakat ¢ocuklar tarafindan yaygin bir sekilde
tiiketildiginden dolayr dikkate degerdir. Yiiksek toksik etkilerinden dolay:1 bir ¢ok iilke

gidalarda ve yemlerde diisiik aflatoksin limitleri ayarlamiglardir.

Aflatoksin B1’in ¢esitli hayvan tiirlerinde bilinen en giiclii karaciger karsinojeni oldugu
gosterilmistir. Insanlarda karaciger kanseri Orta Afrika’da ve Giineydogu Asya’nin bazi
béliimlerinde yiiksek oranlarda gériilmektedir. Epidemiyolojik data baglangigta insanlardaki
karaciger kanseri ile aflatoksinler arasinda bir bagin olduguna isaret etmistir. Baz1 Afrika
iilkelerinde ve Tayland’da yapilan ¢alismalar aflatoksin alimi ile insanlardaki karaciger
kanseri arasinda bir korelasyonun oldugunu gostermigtir. Bununla birlikte, Amerika’da
yapilan ¢aligmalarda tutarsiz sonuglar elde edilmigtir. Stoloff ve Friedman van Rensburg’un
calismalarinin 1g1inda Amerikanin kirsal alanlarinda yasayan gocuklardan belli bir oraninin
karaciger kanserinden Oliimlerine neden olacak miktarda aflatoksini musirdan aldigim

hesaplamiglar ve bu 6liim oraminin “4-10 / 100.000 yetiskin populasyan” oldugunu



hesaplasalar da gergekde bu oranin <1/100.000 oldugu gérilmiistiir. Stoloff tarafindan yapilan
bu hesaplamalar aflatoksinin Amerika’daki karacier kanserine kayda deger bir etkisinin

olmadig: sonucunu gii¢lendirmektedir.

Van Rensburg ile Stoloff*un sonuglan arasindaki uyugmazlik yakin zamanda 6ne stiriilen bilgi
¢oziime kavustu: Insanlardaki bu gesit karaciger kanserinin baslamas: i¢in 6nceden veya
eszamanl olarak Hepatit B viriisiiniin ortaya ¢ikmasi gerekebilir. Goriiniige gore aflatoksin ve
Hepatit B ortak karsinojenlerdir. Sadece aflatoksinin ve Hepatit B’nin birlikte yaygin oldugu
alanlarda karaciger kanseri olugsma riski yiiksektir Kars1 goriislii raporlar olmasina kargin,
yiiksek aflatoksin alimlan ile yiiksek kanser oranlar arasinda bir iliski olduguna dair kayda

deger kanitlar mevcuttur.

Yakin zamandaki kamtlar gostermektedir ki primatlar bazi hayvanlarda olmayan cesitli
yollarla aflatoksinlerin toksik etkilerini engelleyebilmektedirler. Aflatoksinlerin toksisiteleri
daha 6nceden diistiniilenden kesinlikle daha azdir. Bununla birlikte hayvanlardaki bilinen
karsinojen etkisi o kadar yiiksektir ki gidalarda sevyelerinin tespiti ve miktarlarinin miimkiin
oldugunca diisiiriilmesi icin gok bilyiik ¢aba harcanmalidir. Izin verilen aflatoksin limitlerinin

¢ok diisiik seviyelere indirilmeleri devam edecektir.

Cyclopiazonic asid (CPA) A.flavus dahil birkag Aspergillus ve Penicillium tiirleri tarafindan
iiretilir. Insan sagligindaki rolii tam olarak agiga kavugmarhlstlr. Fakat hayvan

hastaliklarindaki varhigina dair kanit lar giigliidiir

2.1.4 Semptomlan

Akut aflatoksin zehirlenmesinin semptomlar1 Hindistanda Hepatit’in ortaya ¢ikmasindan
sonra ¢alisilmaya baslandi. Sarilik, hizla gelisen assit (peritoreal bosluktaki sivi), ve portal
hipertansiyon ile karakterize edilmig hastalik karacigerde gida kaynakli toksinlerin varlifini
gosterir. Bununla birlikte kronik toksisiteye (6rn. Karaciger kanseri) neden olabilen diigiik
seviyelerdeki aflatoksin varlifi tamamen asimptomatiktir ve indiiksiyon periyodu ¢ok

uzundur.



2.1.5 Toksin Tespiti
Aflatoksinlerin kimyasal olarak tespiti standardize edilmistir (AOAC, 1984; Nesheim and

Trucksess, 1986). Numuneler kloroform veya metanol/su ile ekstrakte edilir ve silikagel
kolondan veya patentli bir ayirma paketinden (separating pack) gegcirerek kismen saflagtinlir.
Daha sonra ekstrakt konsantre edilir ve ayirma yapilir, en ¢ok kullamilan ayirma islemi ince
tabaka kromatografi si ve UV ile gozlemlemedir. Daha kolay ve kantitatif 6l¢tim yapilabilir
teknik UV ve absorbsiyon spektrofotometresi tespiti ile yiiksek performans sv1
kromatografisidir. Yakin zamanda kromatografi teknigine alternatif olarak ELISA teknikleri
gelistirildi ve ticari amagl gesitli ELISA kitleri kullanilmaya baglandi. Masrafl: ve zayif tespit
edilebilme 6zelliginden dolayr G aflatoksinlerinin kullammi giin gegtikge oldukga azald.

Bununla beraber, gelismis sistemler ve genis kullanim alan1 yakin gelecekte olacaktr.

2.1.6 Dogada ve Gidalarda Dagihm

Aflatoksin iireten kiifler genellikle yagh tohumlarda, sert kabuklu meyvelerde (findik, fistik,
ceviz v.b.) ve hubutta rastlamir. Yerfistigi, misir ve pamuk tohumu 4.flavusun iiredigi en
onemli iiriinlerdir. Baslangicta yapilan ¢aligmalar bu asir1 {iremenin 6ncelikli olarak yetersiz
kurutmadan veya yanlis depolamadan kaynaklandigimi gdsteriyordu ve bu fonksiyonlar nemli
ortamlarda kesinlikle aflatoksin olusumunda 6nemli bir rol alirlar. Bununla beraber, yakin
zamanlarda 1liman iklim bolgelerinde yapilan ¢aligmalarda bu iirtinlerde A.flavus iiremesinin
hasattan 6nce meydana gelmesinin 6nemi iizerinde durulmugtur. Yerfistiklarindaki {ireme
kuraklik ve buna bagli faktorler sonucunda meydana gelir. Misirlardaki hasat dncesi iireme
kismen gelismekte olan koganlardaki bécek hasarlarindan kaynaklanmaktadir. Pamuk
tohumlarinda iiremenin nektar aracilifiyla olustugu diisiiniilmektedir. Diger kabuklu

yemislerin ¢ogu tiremeden kolay etkilenirler.

Ayrica tahillarda A.flavus gelisimi igin bilinen bir substrattir. Fakat kabuklu yemisler ve yagh
tohumlar iizerinde yogunlasilmasi sebebiyle kiiciik taneli tahillarda A. flavus tarafindan
meydana gelen bozukluklar iizerinde fazla durulmamistir. Kiigiik taneli tahillardaki aflatoksin
seviyeleri nadiren kaydadeger boyuttadir. Baharatlarda da bazen A.flavus iireyebilir. Bununla
beraber baharat tiiketimi ¢ok diigiik oldugundan bunlardaki aflatoksin varlig1 gergek bir risk
olusturmaz.



Sekil 2.4 Yerfistig tohumu fizerinde Aspergillus flavus sporulasyonu

Geligsmisg tlkelerin riskli olan gidalardaki aflatoksin seviyesinin diigiirmek i¢in kullamlmas:
zorunlu olan simflandirma ve temizleme prosediirleri vardir. Yerfistiklarinda kiif gelisimi
cekirdegin renk degistirmesi ile birlikte olusur. Ithalat ve ihracat iilkelerinde saglik
kurallarinin zorunlu gerekliliklerini yerine getirildiginden emin olmak icin kolay etkilenen
{iriinlerde ve gidalarda istatiksel numune alma, biiylik numunelerin ayriimasi, alt numunelerin
alinmasindan 6nce homojenizasyon ve standardize aflatoksin analizleri kullamlir. Gelismekte
olan iilkeler daha sanssizdir. Diigiik standartta kabuklu yemis ve musirn iretilip tiikedildigi
iilkelerde herhangibir simflandirma ve denetim standarti yoktur. Bu yiizden de 6zellikle de
kirsal alanlarda aflatoksin alimi her zaman ¢ok yiiksektir.
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2.1.7 Kiif ve Toksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

2.1.7.1 Genel Bilgi

Cizelge 2.1°de ve ¢izelge 2.9’de A.flavus ve A.parasiticus Oliimlerinde direkt olarak etkili
ana faktorlerin dzeti verilmistir. Cizelge 2.2°de ve cizelge 2.10’da da A.flavus’un ve
A.parasiticus 'un biiyiimesinde ve aflatoksin tiretiminde etkili 6nemli gevresel parametrelerin
Ozeti mevcuttur. A.flavus’un Onemli 6zelligi iist mezofilik alanda genis bir 1s1 aralifinda
iireme yetenegidir. A.flavus aym zamanda kserofilikdir ve 0,8’e kadar olan su aktivitesi (aw)

degerlerinde biiylime gosterir.

Aflatoksinin 40°C’nin {iizerindeki sicakliklarda iiretildigi rapor edilse de, g¢ogu raporda
yaklagtk 34°C’nin {lizerindeki sicakliklarda az miktarda toksin dretiminin oldugu
belirtilmektedir. Bu sicaklik biiyiime i¢in gerekli yiiksek limitin yaklasik 10°C altindadir.

2.1.7.2 Sicakhik Etkisi

A flavus 1stya ¢ok direngli degildir, 52°C’de 40 dak. 60°C’de 1 dakikadan az D-
degerine (6lum degeri) sahiptir. Ortalama 2.5-4.5 arasindaki pH’larin etkisi minimaldir. Su
aktivitesi kismen koruyucu etki saglasa da bu bitkisel bakteri veya maya hiicrelerine gére
mantar sporlarinda daha azdir. 52°C’de A.flavus konidyumlarinin D-degerleri 44 dk’dan 54
dk’ya cikarken sukroz degerleri de 0’dan %60’a ¢ikmistir (aw 0,99°dan 0,89’a Cizelge 2.8).
NaCl etkisi daha kompleksdir; %6°ya kadar olan konsantrasyonlar D-deferlerinde artiga

neden olurken daha yiiksek konsantrasyonlarda diislise neden olur.

Biiylime 10°C’de veya biraz altinda baslar ve 43°C’ye kadar devam eder. Optimal
bilyiime 30°C’yi biraz gegince elde edilir. Optimal sicakliklarda 6zgiil biiyiime hizlarn
500um/h (yaklagik 25mm/giin olabilir).

Aflatoksin en az 15-37°C arasindaki sicakhiklarda firetilir. Ama optimum sicaklik
belirlenemez. Sicaklii hesaba katmadan, dogal substratlarin incelenmesinde yiiksek
aflatoksin Uretimi gorlilmistiir. Literatlirlerden bilinen aflatoksinin 1siyla yavagca yok
edildigidir (Cizelge 2.3). Anlaml aflatoksin konsantrasyonlarimin azaltilabilmesi i¢in yiiksek
doz iyonize radyasyon gereklidir (Cizelge 2.1)
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A parasiticus’un sicaklikla etkilesiminde yiiksek konsantrasyonda sodyumkloriir ve sukroz
yitksek derecede koruyucu bulunmugtur.; aw’nin 0,85-0,90 degerlerinde, 55°C’de D-
degerleri basal ortamdaki gibi 25 kat yiiksek bulunmugtur. Spor yaginin yiikseltilmesi sicaklik

direncini belirgin olarak azaltir, pH kullanilan tampon sistemine baglidur.

A flavus gibi bu tiir de iist mezofilde hizlica biiyiir. Iki tiiriin de tiim biiyiime parametreleri
benzerdir, ama A.parasiticus’un maksimum §zgiil bilylime hiz1 biraz dusiktiir. Optimal
biiyiime 30°C’de gelisir.

Piring (Cizelge 2.11) ve yer fistifa (Cizelge 2.12) gibi iirinler kullamilarak yapilmis daha
detayli galismalar gosteriyor ki B ve G aflatoksin tiretim oram sicaklik ile degiskenlik
gosterir, diisiikk 1s1da daha ¢ok aflatoksin tiretilmekteir. 30°C lizerinde aflatoksin B1 tiretimi

baskindir.,

2.1.7.3 Su Aktivitesi (aw) Etkisi

A.flavus lizerine su aktivitesinin (aw) etkisi ile ilgili datalar (Cizelge 2.4) gdsteriyor ki;
Biiyiime i¢in optimal aw yiiksek (ca 0.99) iken, maksimum aw ise 0.998 degerinde
olabilmektedir. Biiyiime i¢in minimum aw belli degildir. Baz1 yayinlarda aw 0.80°de biiylime
rapor edilirken bazilarinda daha yiiksek degerler verilmistir.

Su aktivitesinin (aw) A. Parasiticus lizerine etikisini gosteren ¢aligmalarda A.parésiticus’ un
biiytimesi i¢in minimum aw 0.83 bulunmusken, aflatoksin iiretimi i¢in belirlenen minimum

aw 0.87°dir.

Laboratuar ortamindaki verilerden elde edildigi iizere yilksek aw degerlerinde aflatoksin
tretimi de beklenildigi gibi artmaktadir. Aw ‘nin dogal iriinlerde aflatoksin iiretimine
etkisini gosteren veriler ise sinirhdir (Cizelge 2.13)

Diener ve Davis’in verileri A parasiticus’un aflatoksin firetimi i¢in alt limit aw degerini 0.86
olarak 6nermektedir, fakat baska yazarlarca 0.86 degerinde goreceli olarak yiiksek diizeylerde
tiretim bildirildiginden (Cizelge 2.13)  gercek degerin biraz daha diisik oldugu
distiniilmektedir. Yeni ¢aligmalar gerekmektedir
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2.1.7.4 pH KEtKkisi

pH’nin A flavus biiylimesine etkisi minimaldir (Cizelge 2.5). Bu tiir test edilen tiim pH
degerlerinde (2.1 — 11.2) biiyiidiiyse de; pH<3.5 oldugunda biiylime hizinin diistiigii ve
pH<3.0 diizeylerinde daha da belirgin diiyme gozlenmistir.

Cizelge 2.14’da pH’nin A. Parasiticus’un bliylimesi iizerine etkisi gosterilmistir. Optimal
bilytime pH 4 ile 7 arasinda elde edilmistir. A parasiticus pH 2.2 ‘de tireyemezken, A flavus
pH 2.1°de 6nemli bir bilytime gostermigtir. (Cizelge 2.5)

Cizelge 2.15°da pH’nin aflatoksin iiretimine etkisi tam olarak belirlenmistir. Baslangi¢ pH
degerlerine ait limitli veriler pH6’da aflatoksin firetiminde keskin bir pik, pH4’te azalma ve

pH3’te ¢ok az iiretim gostermektedir.

2.1.7.5 Gida Koruyucularmin Etkisi

Ozellikle diisiik pH’da, diisikk konsantrasyonda koruyucu bile A.flavus konidyumlarinin
sicaklik direncini belirgin olarak azaltir (Cizelge 2.7). Sodyum benzoat potasyum sorbat’a
oranla daha etkili bulunmustur. Benzer etkinlik gosterdiklerine inamildigindan bu farklilik
agiklanamamigtir. Yiiksek sukroz konsantrasyonlari D-degerlerinde koruyucularin etkisini

azaltirlar.

A.flavus’un biiylimesine koruyucularin etkisi ile ilgili veriler eksiktir (Cizelge 2.6). Bu
konuyla ilgili baz1 yayinlar yaymlandiysa da A.parasiticus ile ilgili oldugundan veya 6nemli
bilgileri (pH gibi) eksik oldugundan dahil edilmez.

Sorbik asidin A parasiticus biiylimesi tizerine etkisi genis olarak ¢aligilmistir. ( Cizelge 2.16)
Biiylimeyi onlemek i¢in pH 5.0-5.5 arasinda 1000-1500mg/kg sorbik asit gereklidir. Asetik
asit biyiimeyi pH 4.5’te 8000mg/kg olarak tam inhibe eder, 4000mg/kg ise etkisiz oldugu
degerdir. Aym1 pH’da propionik asidin 2000mg/kg’1 biiylimeyi tam olarak inhibe ederken,
1000mg/kg etkisiz dozudur.

Genelde aflatoksin Uretimindeki inhibisyon biiytime inhibisyonu ile paraleldir. Biiyiime
inhibisyonunun ciddi oldugu zamanlarda aflatoksin tiretimi de ¢ok limitlidir. Yine de
koruyucular varliginda biiylime gelisirse aflatoksin {iretimi olasiigi da gbz oniinde

bulundurulmalidir.
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Cizelge 2.3 Sicaklik ve aflatoksin yikimi

Substrat Isitma metodu Sicakhk | Zaman | Aflatoksin |Ref.
(°C) | (dak) | azalmasi (%)
Pamuk tohumu unu® | Cekletli 1sitic1 100 120 70 1
Misir tanesi Kaynama 100 30 30 2
Misir tanesi Firinda pigirme 220° 25 13 2
Mistr tanesi Kizartma 175 20 35-50 2
Yer Fistig1 Kizartma 235 NS B1,G140-50 | 3
B2, G2 20-40
Yer Fisti§ %S5 tuzlu suda 116 30 80-100 4
kaynatma®
Yer Fistiga Tuzsuz suda 116 30 32-37 4
kaynatma®
Yer Fistifn Mikrodalga (1.6 kW) 137 15 69 5
Yer Fistifn Mikrodalga (3.23 kW) 150 5 95 5
Hindistan cevizi yag1 | Giines 1s131° ambient | NS 75 6

? Yiiksek nem (%20). Daha diisiik nem oraninda etki azalir.
® Finnim sicakhikligy, numunenin degil
° Basingl pisirme, Brazilyadaki yerel tiretimler gibi
d Yag aluminyum kap icerisinde 1.4 — 1.8 mm derinlikteki katmanlarda

Mann (1967)

Farah (1983)

NP

Stoloff ve Trucksess (1981)
Waltking (1971)

Luter (1982)Samarajeewa (1988)
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Cizelge 2.4 Su aktivitesi ve A.flavus’un bilyiimesi®

Kardinal

degerler Bw Sicakhk
Substrat| Min. | Opt. | 0.85 | 0.87 | 0.90 | 0.95 | 098 | 0.99 | (°C) | pH | Ref.
Malt 0.80 | - - - - - - - 25 | NS | 1°
agar
Tuz 090 | - - - - - - - - 38 | 2°
malat
Malt 0.80 | - 40 - 80 | 170 - 210 30 NS | 3°
jelatin
Malt 0.81 | 099 | 40 | 110 - 290 | 400 | 250 31 NS | 4°
gliserol
YNB 0.86 | 0.98 - 50 65 | 115 | 130 | 120 25 6.5 5
glu/fruk
YNB 0.84 | 098 | 20 - 65 | 115 | 130 | 120 25 6.5 5
gliserol
YNB 0.87 | 0.98 - 5 20 | 135 | 160 | 150 25 6.5 5
NaCl
MY 0.87 | 0.98 - - 220 | 430 | 500 - 37 6.5 6
glu/fruk
M NaCl | 0.86 | 0.98 - - 60 | 280 | 430 - 37 6.5 6
MY 0.92 1 0.98 - - - 336 | 270 - 25 6.5 6
glu/fruk
MNaCl | 091 | 0.98 - - - 180 | 220 - 25 6.5 6
MY 0.82 1 098 | 65 - 145 | 330 | 485 | 260 30 6.5 7
glu/fruk '

Ref 1 (2 izolat), 6 (3 izolat), 7 (3 izolat) i¢in izolatlarin ortlamas: almmugtir. Digerleri 1
izolattir.

? Radyal biiyiime (pum/sa)

® {zolatin A.flavus tanimlamasi yapilmamigtir

MY, malt mayas1

Tuz malat, Malik asit ve Sodyum malat ile tamponlanmi§ mineral tuzlan

Armolik ve Dickson (1964)

Pitt ve Christian (1968)

Ayerts (1969)

Northolt tarafindan tekrar hesaplanmistir (1977)
Pitt ve Hocking (1977)

Wheeler (1988)

Pitt ve Miscamble (1995)

NSk L=
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Cizelge 2.5 pH ve A.flavus biiyiimesi® (Czapek maya ekstrakt agar izerinde)
P

PH | 21 23 [ 30 | 34 | 40 | 6.1 8.1 90 {102 | 11.2 1
25°C| 42 86 168 | 177 | 220 | 227 | 211 | 207 | 158 | 138 1
30°C| 57 161 | 258 | 294 | 331 | 357 | 349 | 325 | 284 | 242 1
37°C| 70 118 | 202 | 234 | 279 | 296 | 291 | 282 | 215 | 160 1

Biiyiime oranlar yedi izolatin ortalamasidir. Ortam otoklav igleminden sonra fosforik asit ve

sodyum hidroksit ile ayarlanmigtir; pH degerleri ¢alismanin baginda 6l¢tilmiistiir.
2 Radyal bityii (um/sa)

1. Wheeler (1991)

Cizelge 2.6 Koruyucu (sorbik asit) ve A.flavus® biiyiimesi

Sicakhk (°C) Ref.
4 25
Test edilen izolat sayisi 10 10 1
500 mg/kg ile inhibe edilmis izolat sayis1 7 0 1
1000 mg/kg ile inhibe edilmis izolat sayisi 10 9 1
2000 mg/kg ile inhibe edilmis izolat sayis1 - 10 1

Test kosullar1: %10°luk tartarik asit ile pH degeri 5.5’e ayarlanmig YM agar (Difco).
Inokulum (ekim) plaka bagma 10. 30 giine kadar inkiibasyon zaman.
® Izolatin A.flavus tammlamasi yapilmamugtir

1. Leiwen ve Marth (1984)

Cizelge 2.7 pH ve koruyucunun 52°C’de 1sitilmig A.flavus konidyumlarlmn
oliim oranlar1 (D-degerleri) iizerine etkisi '

Koruyucu PH
Isitilan ortam Kons. (mg/1) | 2.5 | 3.0 | 3.5 | 4.0 | 4.5 |Ref.
Fosfat Tween Tamponu 0 40.8 1 41.7 143.2 (4441447 | 1
Tampon + Potasyum sorbat 50 20.8 127.5]36.6 4081432} 1
Tampon + Potasyum sorbat 100 18.9 [25.9130.91399(426]| 1
Tampon + sodyum benzoat 50 152 12413321342 (349] 1
Tampon + sodyum benzoat 100 81 1 95 14411761209 1

Konidyumlarn ilk sayis1 10°. zolatin A flavus tamimlamas: yapilmamustir.

1. Beuchat (1981)
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Cizelge 2.8 Su aktivitesi, ¢6zelti tipi ve koruyucunun 52°C’de 1sit1lmis pH 4.5’e ayarlanmus
A flavus® konidyumlarimin 6liim oranlan iizerine etkisi

Hesaplanan
Isitilan ortam Kons. (%)| a, (min) | D-degeri | Ref.
Basal ortam’ + sukroz 0 >0.998 44.0 1
10 0.99 50.2 1
30 0.975 52.6 1
45 0.95 55.2 1
60 0.90 58.0 1
Basal + sukroz + 500mg/1 sorbat® 0 >0.998 38.8 1
10 0.99 40.8 1
30 0.975 48.6 1
45 0.95 52.5 1
60 0.90 56.0 1
Basal + NaCl 0 >().998 42.7 1
3 0.985 46.7 1
6 0.965 50.0 1
9 0.945 42.2 1
12 0.925 40.6 1
Basal + 500mg/kg sorbat + NaCl + 0 >(0.998 38.7 1
500mg/kg sorbat® 3 0.985 41.7 1
6 0.965 45.6 1
9 0.945 37.8 1
12 0.925 37.8 1
Basal + 1000mg/kg benzoat + NaCl + 0 0.998 31.1 1
1000mg/kg benzoat® 3 0.985 28.9 1
6 0.965 27.8 1
9 0.945 26.1 1
12 0.925 20.0 1

?zolatin A flavus tammlamasi yapiimamigtir.

® Fosfat Tween Tamponu

¢ Sukroz + 500 mg/1 sorbat i¢in olan degerler birbirine ¢ok yakindir, sukroz + 500 veya 1000
mg/kg sorbat i¢in olan degerler %30’da 10dakikadan azdir, fakat %60°da sade 2-3 dakika
daha azdir.

d 1000mg/kg sorbat D-degerini 2-5 dakika diigiiriir.

¢ 500mg/kg benzoat ile d-degeri 3-7 dakika uzar.

1. Beuchat (1981)
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Cizelge 2.9 A.parasitucus konidyumlarinin 6liim ve yasami, aflatoksinlerin yikimi

Konidyumlarin
direnci
Radyasyon 27-35 krad (gamma 151nlar)
Sicaklik. 51°C’de 120 dak.
Koruyucular MIC sorbik asit, 1500mg/kg

MIC benzoik asit, bilinmiyor

MIC asetik asit, 1%

MIC propionik asit, pH 4.5, 0.2%
Aflatoksin B1
Direnci
Sicaklik A flavus igin olan ¢izelgeye bakimiz
Radyasyon A flavus i¢in olan ¢izelgeye bakiniz
Koruyucular MIC propionik asit, pH 4.5, 0.2%

Cizelge 2.10 A.parasiticus tarafindan aflatoksin tiretim ve biiylime limitleri

Minimum Optimum Maksimum
Biiyiime
Sicakhk (°C) 12 32 42
Su aktivitesi 0.80-0.83 0.99 >(.99
PH 2 5-8 >11
Aflatoksin tiretimi
Sicaklik (°C) 12 25 40
Su aktivitesi 0.86-0.87 0.95 >0.99
PH 2 6 >8

Cizelge 2.11 Sicaklik ve A.parasiticus NRRL 2999 tarafindan piring {izerinde aflatoksin

tiretimi
Inkiibasyon Aflatoksin (ng/kg) Oran (B1=1,0)
Sicakhk (°C) zamam (giin) B, B, Gy G; | Top. | B Gy G2 | Ref.
8 21 ND | ND | ND | ND - - - - 1
11 21 0.1 |ND|0.09 | ND| 0.2 0 090 | 0 1
15 21 2 0.2 3 03] 55 |0.10 | 1.50 | 0.15 1
18 9 125 19 | 160 | 12 | 316 | 0.15| 1.29 | 0.10 1
25 7 450 | 85 | 235 | 32 | 802 | 0.19 | 0.52 | 0.07 1
28 7 760 | 110 | 180 | 25 | 1075 | 0.15 | 0.24 | 0.03 1
32 7 760 | 125 | 46 5 936 | 0.16 | 0.06 | 0.01 1
34 7 18 2 | <02 |ND| 20 |O0.11 0 0 1
37 7 03 |[ND| ND [ND| 0.3 - - - 1

Daha kisa inkiibasyon zamanlar i¢in de her bir sicaklikta veri.

ND, tespit edilmedi

1. Sorenson (1966)
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Cizelge 2.12 Sicaklik ve A.parasiticus tarafindan yer fistig:® iizerinde aflatoksin iiretimi

Sicaklik (°C) Aflatoksin (pg/kg) Oran (B1=1,0) | Ref.
B, B; G G, Top. B; Gy (&)
12 0 0 0 0 0 0 - - 1
14 1700 1300 1400 670 5070 | 0.77 | 0.82 | 0.39 1
15 6900 1800 | 17600 | 3500 | 29800 | 0.26 | 2.55 | 0.51 1
20 84200 | 19900 | 213300 | 46600 | 364000 { 0.24 | 2.53 | 0.55 1
25 83300 | 13300 | 159900 | 55000 | 311500 | 0.16 | 1.92 | 0.66 1
30 94900 | 33300 | 106600 | 20800 | 255600 | 0.35 | 1.12 | 0.22 1
35 126600 | 33300 | 53300 | 16600 | 229800 ] 0.26 | 0.42 | 0.13 1
40 2500 1000 1000 170 4670 | 0.40 1| 040 | 0.07 1
43 0 0 0 0 0 - - - 1

21 giin a,, 0.97-0.99 arasinda inkiibe edilmis yer fistig1.

1. Diener ve Davis (1967)
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Cizelge 2.13 Su aktivitesi ve aflatoksin tiretimi (tirtin {izerinde A.parasiticus tarafindan)

Aflatoksin (ug/kg) Oran (B;=1,0) |

Substrat| ay |B; |B; Gi G, Toplam| B; | Gy G2 |Ref.
Yer 0.99( 10500 | 12000 | 8800 6700 | 38000 | 1.14| 0.84 | 0.64 1
fistigs®

Yer 0.95| 15200 | 18000 | 32000 | 10000 | 75200 | 1.18 | 2.11 0.66 1
fistig1®

Yer 0.90( 3800 | 4000 | 4800 6000 | 18600 [ 1.05| 1.26 1.58 1
fistigr®

Yer 0.89| 12200 | 1900 | 39700 | 8000 | 61800 | 0.16 | 3.25 0.66 1
fist1g1”

Yer 0.88| 1500 400 1700 500 4100 {027} 1.13 033 1
fistg1®

Yer 0.87| 4300 | 1100 | 7600 1400 | 14400 | 0.25) 1.76 | 0.33 1
fistig1®

Yer 0.86] 3800 | 1000 | 3200 500 8500 [0.26| 0.84 | 0.13 1
fistig1®

Yer 0.85 0 0 0 0 0 - - - 1
fistig®

Yer 0.99| 64000 | 8950 | 104550 | 26950 |201450|0.15| 1.71 0.44 2
fistig1®

Yer 0.92{ 30450 | 4250 | 58350 | 18300 {111350|0.14| 1.92 0.60 2
fistigr®

Yer 0.86| 9900 1750 | 23500 | 6800 | 41950 [ 0.18 | 2.37 0.69 2
fist1g1”

Misir® 0.97 30000 | 2800 | 47000 | 3300 | 84100 {0.13| 1.57 0.11 3
Misir® 0.90| 62500 | 2660 | 144000 | 10000 | 219160 0.04 | 2.30 0.16 3
Misir’ 0.87] 3760 890 18080 | 1170 | 23900 | 0.24 | 4.81 0.31 3

2 Sterilize, 900g’lik lotlar halinde 21 giin 30°C’de kontrollii ortamda inkiibe edilmis nemli yer
fistiklar.

® 14 giin 25°C’de devamli nemlendirilen havada 200g lotlar halinde inkiibe edilmis yiizeyi
dezenfekte edilmis yer fistiklar

¢ 16 giin 25°C’de petri’lerde inkiibe edilmis steril olmayan esit miktardaki misir

1. Diener ve Davis (1967)
2. Sanders (1968)
3. Montani (1988)
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Cizelge 2.14 pH ve A.parasiticus bitylimesi® (Czapek maya ekstrakt agar iizerinde)

PH 22 | 24 | 34 | 42 | 53 1 63 | 73 | 85 | 95 | 10.5 | Ref.
25°C| O 23 | 208 | 216 | 213 | 210 | 205 | 192 | 187 | 158
30°C| 33 84 | 333 | 344 | 341 | 342 | 344 | 311 | 263 | 221
37°C| 83 108 | 191 | 222 | 246 | 283 | 280 | 270 | 227 | 192

? Radyal bityiime (um/sa). Biiyiime oranlar: altt izolatin ortalamasidir. Ortam otoklav
isleminden sonra fosforik asit veya sodyum hidroksit ile ayarlanmistir; pH degerleri
¢aligmanin basinda dlgiilmiigtiir.

Wy Uy

1. Wheeler (1991)

Cizelge 2.15 Baslangigtaki ortamin pH’1 ve A.parasiticus tarfindan aflatoksin iiretimi (pg)

PH 30| 40 | 45 | 50 | 55 | 60 | 7.0 | 8.0 | Ref.
Aflatoksin | 765 | 6065 | 6960 | 4590 | 5560 | 5870 | 5155 | 4285 | 1
Kiiltiirler 7 giin 28°C’de ¢alkalama yapilmadan yarsentetik ortamda inkiibe edilmistir.
Verilen degerler baslangi¢ pH’laridir, calisma sonunda pH’lar 6l¢iilmemistir. Aflatoksin
degerleri her bir kiiltiir kabi (25 ml) i¢in olan degerlerdir.

1. Buchanan ve Ayres (1976)

Cizelge 2.16 Koruyucu (sorbik asit) ve A.parasiticus bilyiimesi

Sicaklik (°C)
4° 12° 25°¢
Test edilen izolat sayisi 10 2 10
500 mg/kg ile inhibe edilmis izolat sayis1 7 0 0
1000 mg/kg ile inhibe edilmis izolat sayisi 10 0 9
1500 mg/kg ile inhibe edilmis izolat sayis1 - 2 -
2000 mg/kg ile inhibe edilmis izolat sayisi - - 10

* 4 ve 25°C: Liewen ve Marth (1984). YM agar (Difco). %10’1uk tartarik asit ile pH 5.5’
ayarlanmig. Her plakaya 107 spor inokulumu. Inkiibasyon zamani, 30 giin

® 12°C: Bullerman (1983). Yeast ekstrakt (2%), sukroz (15%), s1v1 ortam, HCl ile pH 5.0°a
ayarlanmis. Inkiibasyon 70 giin. Koruyucu olmadiginda 1000 mg/kg’daki biiyiime zamani 3-5
kat daha fazladir.
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2.2 MiKOTOKSIN ANALIZLERINDE KULLANILAN YONTEMLER

2.2.1 Ornek Alinmasi

Giiniimiizde mikotoksinlerin insan gidalart, hayvan yemleri, ¢esitli doku ve organlardan
analizleri i¢in birgok yontem gelistirilmistir. Bu analiz yontemleri sonucunda elde edilen
veriler baz1 faktorlere bagl olarak degismekte ve verilerin giivenilirligi etkilenmektedir. Bu
faktorlerin baginda drneklemenin uygun sekilde yapilmasi yer almaktadir. Analiz yonteminde
kullamlacak 6rnegin, iiriiniin toplamini ne kadar temsil ettifi ¢ok Onemli bir noktadir.
Omeklemede ilk dikkat edilecek, 6rnek miktar: ve sayisidir. Alinacak 6rnek toplam érnegin
miktarina ve tiirline gore degismektedir. Yerfistig1 gibi biiyiik taneli olan iirtinlerden alinacak
temsili ek miktan kiiclik tanelilere oranla daha fazla olmalidir. Sivilarda ise mikotoksin
analizleri icin gerekli olan temsili 5rnek miktan taneli olanlara gére daha azdir. Orneklemede
ikinci 6nemli faktér, drnekleme yéntemidir. Mikotoksin analizlerinde temsili 6rnegin uygun
sekilde alinabilmesi i¢in tesadiifi 6rnek alinmasi Onerilmektedir.Bunun i¢in gelistirilmis
mekanik 6rnekleme cihazlart mevcuttur.Omek alimindan 6nce orjinal 6rnegin harmanlanmasi
gerekmektedir. Orneklemede iigiincii adim analizde kullanilacak 6rnegin alinmasidir. Burada
alinacak 6rneginde orjinal 8rnedi temsil eﬁnesi gerektiginden 6rnek miktarinin azaltilmasinda
oldukca dikkat edilmesi gerekmektedir. Bazen orjinal 6megin ¢ok fazla oldugu durumlarda
iki safha halinde de uygulanabilmektedir. Bu ikinci 6rneklenme yapilmadan dnce Srnekler

ekstraksiyon agsamasinda kulanilabilecek sekilde dgiitiilerek partikiil biiyiikliigii azaltilmalidir.

2.2.2 Orneklerin Islenmesi

Mikotoksin analizleri baslamadan o6nce alinan Omeklerin bazi islemlerden gegirilmesi

gerekmektedir.

Ekstraksiyon: Ekstraksiyon asamasinda ama¢ toksinin Ornekten g¢esitli solventlerle
ayrigtirilmasidir. Kullamlacak solvent uygulanacak analiz y6ntemine, toksine ve iiriiniin

tiirline gére degismektedir.

Saflasarma: Saf bir ekstrat elde edilebilmesi i¢in yaglarin uzaklagtirilmas: gerekmektedir.
Analizi yapilacak toksine ve analiz metoduna gore degisik solventler kullanilarak yaglardan

arindirma islemi yapilir.
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Analiz: Istenilen amaca yonelik olarak Kkalitatif ve/ve ya kantitatif analizler yapilarak

mikotoksinlerin varlig tesbit edilir.

2.2.3 Mikotoksin Analiz Yontemleri

Kromotografik Yontemler
e Ince Tabaka Kromotografisi
¢ Kolon Kromotografisi
e Yiiksek Basingh Sivi Kromotografisi
~ « Gaz Kromotografisi

Immunolojik Yontemler
o Enzim Bagli Imunosorbant Testi (ELISA)
o Immunoaffinite Kromotografisi

e Radyoimmun Test (RIA)

2.2.3.1 Kromotografik Yontemler

Maddeler kangimii bir hareketli faz yardimiyla bir sabit faz tlizerinden gegcirilerek

bilesenlerine ayrilmasi islemine kromotografi denir.

2.2.3.1.1 ince Tabaka Kromotografisi

Ince tabaka kromotografisi uzun yillardan beri mikotoksin analizlerinde kullanilmaktadir. Bu
yontemde sabit faz bir cam, aluminyum veya plastik levha iizerine sabit kahinlikta yayilr.
Kullanilan sabit faz silikajeldir ve yontemde adsorbsiyon ilkesi uygulanir. Mikotoksinler
ultraviyole 15181 altinda gesitli renklerde floresan verirler ve ince tabaka kromotografisinde
mikotoksinlerin floresan verme ozelliklerinden faydalanilir. Diger mikotoksin analizlerinde
oldugu gibi ekstraksiyon ve temizleme agamalarindan sonra silikajel kapl plakalara, elde
edilen ekstrat ile standartlar damlatilarak uygun solventle yiirlitme islemi yapilir. Yiiriitiilen
plaka ultraviyole 1s181n altinda incelenerek degerlendirilir.Bu yontem hem kalitatif hem de

kantitatif olarak kullanilabilmektedir. Cesitli dogrulama testleri uygulanabilir.
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2.2.3.1.2 Kolon Kromotografisi

Bu yontem 6zellikle preparatif amagla kullanilir ve ¢ogunlukla adsorbsiyon ilkesi uygulanihr.
Yontemde sabir faz, bir cam kolon igine silikajel, aliimina, florisil, kiselgur gibi cesitli
adsorbanlar doldurularak hazirlamr. Mikotoksin analizlerinde kolon kromotografisi
¢ogunlukla ekstraktin saflagsmas1 yani yaglarin uzaklastirilmas: safhasinda kullamilmaktadir.
Ekstrat kolona verilir ve toksine uygun solventlerle yapilan temizlik asamasindan sonra

toplanan 6rnek (eluat) TLC,HPLC veya GC ye verilerek miktar tayini yapilir.

2.2.3.1.3 Yiiksek Basingh Sivi Kromotografisi

Ince tabaka kromotografisine gore daha hassas ve giivenilir oldugundan giiniimiizde
mikotoksin analizlerinde en ¢ok kullamlan yontemdir. Diger kromotografi yontemlerinde
oldugu gibi bir sabit ve hareketli fazi vardir.Sabit faz bir kapiler kolon igine doldurulmus
adsorban bir maddedir. Kullanilacak kolon, analizi yapilacak toksine gére degisir. Analizi
yapilacak olan toksin sabit faz igeren bir kolon boyunca hareketli faz yardimiyla taginir.Kolon
icinde degisik hizlarla yol alan bilesenler molekiil boyutlarina gére ayrilarak kolondan
¢ikarlar. Maddelerin kolonun iginde kaldiklar1 bu siireye aliakonma siiresi denir.Kolonun ¢ikis
kismi bir dedektore baghidir ve dedektdrce algilanan sinyal elektrik sinyaline déniistiiriilerek
yaziciya gonderilir. Yazicida, sonuglar gesitli pikler olusturur ve bu piklerin ¢1kis zamanina
gbre maddenin ne oldugu, pikin altinda kalan alana gére de maddenin miktar: hesaplanr.

Son yillarda mikotoksin analizlerinde yilksek basingli sivi kromotografisi, afinite
kromotografisi ile beraber kullanilmaktadir. Bu sayede elde edilen verilerin giivenilirligi

artmaktadir.

2.2.3.1.4 Gaz Kromotografisi

Gaz kromotografisi, buhar fazda gecen bir kromotografidir.Bilesikler karisiminin birbirinden
ayrilma ilkesi, bilesenlerin buhar olup hareketli faz ile sﬁn‘iklenme} ve sabit fazla tutunma
egilimlerinin farkli olusudur. Bu egilimlerin en nemlisi diger kromotografi yéntemlerinde de
oldugu gibi 6rnek madde sabit faz iliskisidir. Daha az $nemli olmakla beraber uguculuk farki,
GC’de ikinci bir faktor olarak karsimiza ¢ikar. Hareketli faz bir inert gazdir ve tastyici gii
olarak adlandirihir. En ¢ok hidrojen ,helyum ve azot kullanilmaktadir. Ornek,cih:

enjeksiyon kismindan injekte edilir. Injeksiyon islemi i¢in numune miktar ve formun

ozel olarak tiretilmis injektorler kullanilir. Injektdr septuma batinlir ve ek madde ke

bir sekilde hizla verilir. Ornek maddenin yavas injekte edilmesi yani uzun bi



25

aralifinda verilmesi, birbiri igine girmis piklere neden olur. Injeksiyon kisminda buharlasan
numune, tagiyic1 gazla spiral halinde sarilmig bir muhafaza i¢inden kolon dolgusu iizerine
stiriiklenir. Karisimi olugturan bilesikler birbirinden ayrilarak ilerler ve farkli zamanlarda
buhar halinde kolonu terk edip dedektér tarafindan saptanarak yazicida kaydedilir. Boylece
yazicida zamana karsi ¢izilmis bir kromotogram elde edilir. GC teknigi ile incelenecek olan
bilrlesiklerin belirli 6zelliklere sahip olmasi gerekir. Karigimi olusturan birlesikler kati, s1vi
veya gaz olabilir. Ancak her birinin ¢aligilan sicaklik kosullarinda ugucu olmalan gerekir. Sivi
ve gaz maddeler direkt injekte edilebilirken kat1 maddeler ¢ozeltileri halinde verilirler. GC de
6nemli kosullardan biriside incelenecek bilesiklerin caligilan sicaklik kosullarinda dayamkl
olmalar1 ve bozulmamalandir. GC’nin TLC’ye karg1 ¢ok 6nemli bir istlinligi, gaz veya

oldukga ugucu bilesiklerin kolayca incelenebilmesidir.

2.2.3.2 Immunolojik Yontemler:

Immunolojik y6ntemlerin mekanizmas1 mikotoksinlerle onlara karsi elde edilmis

antikorlarin baglanmasina dayalidir.

2.2.3.2.1 Enzim Bagh imunosorbant Testi (ELISA)

ELISA (Enzyme Linked Immuno System Assay) bir antijen antikor reaksiyonudur. Oldukg¢a
spesifik ve sensitiv bir yontemdir. Mikotoksin analizlerinde yarismali ELISA prensibine
dayal1 kit sistemleri kullamilir. Toksine karsi elde edilmis, spesifik determinantlara sahip
antikorlar plakaya yapistinhr. Iginde toksin oldugu siipheli 6rnek ve enzimle igaretli toksin
yani konjugat beraberce plakaya eklenir. Bunun yaninda bir kuyuya sadece enzimle igaretli
toksinleri iceren negatif kontrol konulur. Antijen ve antikorlarin baglanmasi igin bir siire
beklendikten sonra yikama islemi yapilarak yabanci maddeler uzaklagtirilir. Eger 6rnekte
toksin varsa antikorlarla baglanacagindan enzimle isaretli toksinlerin baglanmasi i¢in yeterli
antikor kalmayacak ve substrat ilavesi sonucu agik bir renk sekillenecektir. Omekte toksin
yoksa, negatif kontrolde oldugu gibi, sadece enzimle isaretli enzimler antikorlara baglanacak
ve substrat ilavesi ile koyu bir renk degisimi gériilecektir. Degerlendirmede gérsel bulgular

bir fikir versede esas olarak ELISA okuyucusundan alinan veriler 6nemlidir.
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2.2.3.2.2 immunoafinite Kromotografisi

Bu yontemde bir kolon igersinde mikotoksine karst elde edilmis monoklonal antikorlarin
fonksiyonel kisimlari Sepharose 4B’ye immunokimyasal yontemlerle baglanirlar.
Orneklerden elde edilen ekstrakt bu kolona verilerek toksinlerin antikora baglanmasi
saglanir. Cogulukla methanol/su’yun degisik oranlarda karigtirilmasi ile 6nce yabanci
maddeler kolondan atilir sonra antikorlara baglanms toksinler koparilarak toplamir. Bu

yontemde miktar tayini ya florometre ile ya da HPLC ile yapilmaktadur.

2.2.3.2.3 Radyoimmun Testi

Mikotoksinlerin analizinde kullanilan radyoimmun testi yontemi, yarigmali mekanizmaya
bagl bir antijen antikor reaksiyonudur. Bu test, bilinen konsantrasyonda radyoaktif madde
(iyot 125) ile isaretlenmis mikotoksin, bilinen konsantrasyonda antikor ve konsantrasyonu
bilinmeyen mikotoksin igeren test 6rnegi kullanilarak yapilir. Testin mekanizmasi yarigmali
ELISA testine benzer ancak olugan reaksiyonun okunmasinda ve buna bagli olarak toksin
miktarinin belirlenmesinde 6zel radioaktif sayicilara (Scintillation counter) gerek vardir. Bu
alet sayesinde mikotoksin ve antikorun baglanmasi radioaktif saymm sonucunda ortaya
konulmaktadir. Test i¢in radioaktif madde kullanilmasi dezavataj tegkil eder ve bu yiizden

Ozel laboratuvarlar gereklidir.
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2.3 HPLC SISTEMI
HPLC (Yiksek Basingli Sivi Kromatografisi) analitik kimya alaninda en hizli gelisen

tekniklerden birisidir. Yiiksek basing nedeniyle analiz siiresinin azalmasi, kesin sonuca
ulasma, diisiik oranlarda miktar saptama, analizlerin oda 1isisinda olmasi sistemin
avantajlaridir ve genig kullamm alam kazandirir. En gok kullanildig: yerlerden biri olan gida
biliminde, katki maddeleri, bulasma, bozulma, karbohidratlar, reklendiriciler, yag ve yag
asitleri, tatlandirici ve ugucu bilesikler, inorganikler, organik asitler, azotlu bilesikler,

vitaminlerin analizlerinde uygun kolon ve dedektor segilerek kullanilabilmektedir.

Kromatografi, ¢agdas analitik kimya laboratuvarlarinca en ¢ok benimsenmis olan bir
“ayrrma” teknigidir. Karigimlarin ayrimi, bilesenlerin tamsi ve miktarlari, hassas bir sekilde,

kisa zamanda yapilabilmektedir.

2.3.1 Prensip

Analizlenecek 6rnegin, kullanilan biri sabit, digeri hareketli olmak {izere iki faz arasinda
“Paylagim Katsay1” lariin (partitation coefficent) farkhihigina gore bilesenlerine
ayrilmalandir. Sabit faz igeren bir kolon boyunca hareketli faz ile tasinan 6rnek, kolon iginde
borular halinde degisik lzlarda yol alan bilesenlerine aynlarak kolonu terketmektedir.
“Alikonma Siiresi” (retention time) olarak tanimlanan bu kavram bilesenlerin ayr1fn1nda etkin
bir faktordiir. Kolon ¢ikisinda dedektérce algilanan sinyal, elektrik sinyaline déntistiiriilerek
yazict veya entegratorde sonuglar “peak” olarak alinarak, degerlendirilir. Bu prensip hem GC
(Gaz kromatografisi) hem LC (Siv1i Kromatografisi) i¢in aymdir, ancak GC’de tasiyic: faz

gaz, LC de ise sividir.
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2.3.2 HPLC Sisteminin Teknik Ozellikleri

Dizayn agisindan sistem
e modiiler

e entegre olmak iizere iki tiirlii olabilir.

2.3.2.1.1 Modiiler Sistem

Birbirinden ayrilabilen ¢ok pargal sistemdir ve daha avantajlidir. Tagima, yerlestirme, cihaz
tamima kolayliga vardir. Laboratuvar biitgesine gére zamanla yeni parcalar ilave edilerek

sistem gelistirilebilir,

2.3.2.1.2 Entegre Sistem

Bir veya iki par¢adan ibarettir ve zamanla sistem gelistirme sans1 azdir, cihazi tanima

agisindan ise “kapal1 bir kutu” niteligindedir.

Sistem operasyon sekline gore iki tiirlii olabilir;
1. Isokratik sistem

2. Gradient sistem

Isokratik Sistem: En basit ve ucuz olamdir. Tek pompalidir ve kullamilan sivi (tastyici faz)
analiz boyunca aymt derisimde tutulur. Cihazin dengeye gelme siiresi kisa, kullamlan kolon

Omrii uzundur. Rutin analiz yapan laboratuvarlara 6nerilebilir. (Sekil 1-a)

Gradient Sistem : Birden fazla solvent karigimi1 kullanilir ve zamanla solvent oranlarimn
degistirilebilme olanag1 vardir. Bilesenlerine zor ayrilan 6mekler i¢in idealdir. Ikinci bir
pompa (hatta lgiincii), solventleri kanstirici {inite, karisim oranlarini kontrol eden bir

programlayict tinite vardir. Ayrica isokratik olarak da ¢alisabilir. (Sekil 1-b).

Bunlarin disginda bir de otomatik sistem vardir ki gradient sistem {initelerine ilaveten

Otomatik Enjeksiyon Mekanizmas: bulunur (Sekil 1-c)
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2.3.3 HPLC Sistemi Uniteleri

HPLC sistemi iiniteleri incelencek olursa swrasiyla:
* solvent besleme {initesi,
¢ pompa(lar),
* enjeksiyon bloku,
s kolon,
* dedektor,

s yazicL

2.3.3.1 Solvent Besleme Unitesi

Sistemde tagiyict faz olarak kullanilan
» solventleri igeren sise(ler)
e pompa(lar)
o Degasser : yeni sistemlerde solvent igerisinde kalabilecek hava kabarciklarmin

akig yoluna gitmesini 6nlemek icin degasser denilen sistemler bulunmaktadir.

Solvent cihaza pompa yardimiyla verilir, belirli zamanda belirli hacimde solvent gegecek
sekilde (ml/dak.) akis hiz1 ayarlanabilir. Birbirinden bagimsiz olarak calisan 1, 2 veya 3

pomipa olabilir.

2.3.3.2 Enjeksiyon Bloku

Analizlenen Srnegin sisteme verildigi yerdir. Degigik firma iriinlerinde
¢ septumlu (manual),

e septumsuz otomatik enjeksiyon donamimly olanlar: vardir.
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2.3.3.3 Kolon

e Cihazin “kalbi” sayilir.

o Genellikle paslanmaz gelikten yapilir.

e Degisik boy ve ¢apta olabilir.

e 10-30cm boy

e 4.6-5mm i¢ gap

e 5veya 10um dolgu maddesi partikiil biiytkliigii

Son zamanlarda i¢ ¢api 1-4,6mm arasinda degisen, yliksek ¢oziiniirliikde ve daha kisa
zamanda, daha az solvent harcayarak sonug¢ verebilme 6zelligi olan kolonlar gelistirilmistir.
Kolon Dolgu Maddesi
Tipik bir dolgu maddesi

e iyi belirlenmis partikiil biiytikliigiine

e Dbasmca kars1 uygun mekanik kuvvete

o yiiksek kimyasal stabiliteye sahip olmalidir.

Sekil 2.5’de dolgu maddelerinin gesitleri gosterilmigtir.
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iBagh Silika Faz

- hidrokarbon gruplar ile bagl silanol (Si-OH)
igeren silica

- the bonded phase’in dogas1 kromatografik

idavranigi belirler

Pelikiiler Dolgu
- Inert bir tabaka fiziksel destegi saglar
- Inert tabaka tizerindeki ince tabaka ayrilmay:

isaglayan fonksiyonel gruplar saglar.

Mikro gozenekli

. Capraz bagli polimerler igeren jel-tipinde regine

IMakro gozenekli

- Yiiksek derecede ¢apraz bagh (>50%) regine
- pH 1 — 14 arasinda stabil

- Cesitli partikiiller ve gozenekler icerebilir.

Sekil 2.5 Kolon dolgu maddeleri
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2.3.3.4 Dedektor
HLC dedektorleri 2 ana baslik altinda toplanabilir;

o Mobil faz dedektirleri: Analiz edilmek istenen maddenin varligi nedeniyle mobil

fazda meydana gelen degisikliklere cevap veren dedektorler
- Refraktif Indeks
- Dielektrik Sabiti
- yogunluk dedektorleri

o Analiz edilmek istenen madde dedektorleri: Analiz edilmek istenen maddenin

varligina cevap veren dedektorler
- UV absorbans
- Fluoresans dedektorler
Dedektorlerin segimi
e Analiz edilecek maddeye
e Maddenin Konsantrasyonuna baglidir.

Hassasiyeti arttirmak igin light scattering dedektor, radyoaktif dedektor, vizkozite dedektdrleri
gibi dedektorler gelistirilmistir.

Ayrica spesifikligi ve hassasiyeti arttirmak i¢in birden fazla gesit dedektor kullanilabilir.
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3. FINDIK VE INCIiRLERDE AFLATOKSIN TAYINi YONTEMi

3.1 Amag¢ ve Kapsam

Findik ve incir numunelerinde aflatoksin Bl ve toplam aflatoksin tayini ve metod
dogrulamasin1 amaglamaktadir. Metodun saptama sinir1 aflatoksin B1 i¢in 0.2 ng/g toplam
aflatoksin i¢in 0.5 ng/g’dir. Cesitli iilkelerde kolaboratif ¢aligmalar diizenleyen FAPAS’dan
(Food Analysis Performance Assesment Scheme) Fistik ve Incir numuneleri temin edilerek bu

metodun koloboratif ¢galigmalarda ki performansini inceledik.

3.2 Uygulama Ydntemleri

3.2.1 Uyanlar

° Aflatoksinin toksik etkisi oldugundan, analize baslarken koruyucu 6nlemler alinmali,
uygun laboratuvar 6nliigii ve plastik eldivenler kullanilmalidir.

o Aflatoksinler 1siktan etkilendigi igin analizler miimkiin oldugunca giin 1s13indan
uzakta yapilmalidir. Standart ¢ozeltiler koyu renkli siselerde saklanmalldlr.

o Analiz bittikten sonra kullanilan tiim cam malzemeler bir gece sodyum hipoklorit
¢ozeltisi (%1 w;w) icinde bekletilir. Daha sonra distile su ile iyice durulanir.

o Ucugu kimyasallarin hazirlanmas: sirasinda ¢aligma ¢eker ocakta yapilmalidir.

3.2.2 Kullamlan Kimyasallar ve Hazirlanislar

Fosfat tamponlu tuz ( PBS ) : 0.2 g potasyum klériir, 0.2 g potasyum dihidrojen fosfat, 1.16 g
disodyum hidrojen ortofosfat ( veya 2.92 g hidrojen fosfat.12H,0 ) ve 8 g sodium klériir 0.9 L
distile suda ¢6ziildii. Tamamen ¢oziindiikten sonra 0.1lmol/L HCI veya 0.1 mol/L NaOH
kullanarak pH 7.4’e ayarland:. Distile su ile litreye tamamlanda.

Hazir olarak temin edilebilen PBS tabletleri de kullamlabilir. (1 tablet 100 ml su (2.2.7)
igerisinde ¢oziindiriiliir. 25°C’nin altinda saklamir)

Sodyum kloriir

Asetonitril, HPLC i¢in uygun kalitede

Metanol, teknik kalite

Metanol, HPLC i¢in uygun kalitede
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Benzen

Saf su, HPLC i¢in uygun kalitede

Ekstraksiyon ¢ozeltisi: Metanol / Su [8+2 (v+v)]

HPLC mobil fazi: Su / Asetonitril / Metanol [6+2+3 (v+v+v)] kanisimi hazirland:.

Cozeltinin 1 litresine 120 mg potasyum bromiir ve 350 pl nitrik asit ilave edildi. Kullanmadan
Once siiziildi.

Benzen/Asetonitril ¢ozeltisi: Benzen / Asetonitril [98+2 (v+v)]

Potasyum bromiir

Nitrik asit, 4 mol/L

Aflatoksin Bl, B2, G1, G2 standartlar:, Kristal halde

Immunoafinite kolon, 4-8°C’de muhafaza edildi. Kullanmadan 6nce oda sicakhigma gelmesi

beklendi.

3.2.3 Alet Ekipman Tanimlar:

Swi Kromatografi Cihazi : SHIMADZU - HPLC 10Avp
Dedektor: RF-10AXL Floresans dedektor

HPLC kolonu: Macharey Nagel CC 250/4.6 Nucleosil 100-5 C18 HD
Kobra cell tiirevlendirme cihazi: Rhone Diagnostis Technologies
Analitik terazi: 0.1 mg hassasiyetle 6l¢gtim yapabilen
Laboratuvar terazisi: 0.1 g hassasiyetle 6lglim yapabilen

Yiiksek devirli blender: 500ml blender kabi ile birlikte

Manyetik karigtirici

Rotary evaporator

Whatman No.4 filtre kagid

Cesitli hacimlerde balonjoje

El pompas:

Mobil faz siizme aparatt

Otomatik pipet: 0-100 pl ve 1060-1000 pl arasi ayarlanabilen
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3.2.4 HPLC Sartlan

HPLC sartlan asagida tanimlandig sekilde ayarlandi:
Ex. :365nm, Em. :435nm, Sicaklik : Oda sicakhigy , Pompa akig hizi: 1 ml/dk

Basing : Basing degeri ortam sicakligina gére 155-175 bar arasinda degisir.

3.2.5 Spektrofotometre Kalibrasyonu

. 9 mmol/L stilfirik asit ¢ozeltisi hazirlandi. (1ml konsantre siilfiirik asit 2L.°ye saf su ile
tamamlandt).

. Hazirlanan ¢ozelti ile 0.25 mmol/L potasyum dikromat ¢ozeltisi hazirlandi. (78mg
potasyum dikromat 1L, 9 mmol/L stilfiirik asit ile ¢6ziildii).

. 25ml 0.25 mmol/L potasyum dikromat ¢6zeltisi 9 mmol/L siilfiirik asitle S0ml’ye
tamamlanarak 0.125 mmol/L potasyum dikromat ¢6zeltisi hazirlanda.

. 25ml 0.125 mmol/L potasyum dikromat ¢ozeltisi 9 mmol/L siilfiirik asitle 50m!’ye
tamamlanarak 0.0625 mmol/L potasyum dikromat ¢ozeltisi hazirland:.

o Kor olarak kullamilan 9 mmol/L siilfiirik asit ¢Ozeltisine karsin, degisik
konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ potasyum dikromat g¢6zeltisinin 350nm’de maksimum
absorbsiyonu (A) 6lgiildii.

. Her konsantrasyonun molar absorptivitesi, €, hesaplandi (€=A/Lc, ¢= konsantrasyon,
mol/L, L= 1cm).

o Hesaplanan ii¢ € degerinin ortalamasi alindi, ve diizeltme faktorii F bulundu (F=3160/
€ort).

. 0.95<F<1.05 sarti saglamiyorsa bu spektrofotometre standart kalibrasyonu icin

kullamilabilir demektir.
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3.2.6 Stok Standart Hazirlanmasi ve Kalibrasyonu

Kristal halde bulunan aflatoksin B1, B2, G1, G2 standartlari, Benzen/Asetonitril ¢ézeltisi

icinde ¢oziindiiriilerek 10pg/ml konsantrasyonda ¢ozeltiler elde edildi.

Kor olarak kullamlan Benzen/Asetonitril ¢ozeltisine kargin  hazirlanan standartlarin
350nm’deki absorbanslarn (A) okundu. Her aflatoksinin konsantrasyonu C (mg/L), 1 nolu
esitlik ve Cizelge 3.1°deki veriler kullanilarak hesaplands.

C= 1000*F*A*Mi*/ E1

A;  Absorbans degeri

Mi; Her bir aflatoksinin molekiil agirlig1, (g/mol)

Ei;  Her bir aflatoksinin Benzen/Asetonitril igindeki molar absorbtivitesi, (m*mol)
F; Spektrofotometre faktorii

Cizelge 3.1 Aflatoksinlerin molekiil agirligs (Mi) ve molar absorpsiviteleri (E1 )

Mi Ex
Aflatoksin (g/mol) (m*/mol)
B1 312 19800
B2 314 20900
G1 328 17100
G2 330 18200

Hazirlanan standartlardan Benzen/Asetonitril i¢erisinde 1000 ng/ml aflatoksin B1 ve G1, 200
ng/ml aflatoksin B2 ve G2 standartlar1 hazirlands.

Kangsik stok standart hazirlamak igin 10ml’lik balonjojeye seyreltik standartlardan 1’er mi
alindi. Cozelti azot gaz1 altinda uguruldu. 4ml metanol eklendi. Aflatoksinlerin ¢oziinmesi
beklendi. Daha sonra 10ml’ye su ile tamamlandi. Iyice kanstirildi. (Karisik stok standardin

son konsantrasyonu B1 ve G1 i¢in 100ng/ml; B2 ve G2 i¢in 20ng/ml oldu.)

Stok standartlar koyu renkli numune siselerine koyuldu ve parafilm ile iyice kapatildi.
4°C’nin altinda muhafaza edildi. Tekrar kullanilacag: zaman 6nce oda sicaklifma gelmesi

beklenmeli daha sonra parafilm ¢ikariltilmahidir.
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3.2.6.1 Cahsma Standardi Hazirlanmasi

Hazirlanan kangik stok standarttan Cizelge 3.2°deki miktarlar alindi ve 10 ml'lik
balonjojelere koyuldu. Metanol/su (40/60) ile c;izgisit}e tamamlanda. ‘

Cizelge 3.2 Caligma standartlarinin hazirlanmasi

Cahsma | Ara standarttan ahnan | Son konsantrasyonlar (ng/ml)
standardi miktar (ul) B1 B2 Gl G2

1 40 0.400 | 0.080 { 0.400 | 0.080

2 120 1.200 | 0.240 | 1.200 | 0.240

3 200 2.000 | 0.400 | 2.000 | 0.400

4 280 2.800 | 0.560 | 2.800 | 0.560

5 360 3.600 | 0.720 | 3.600 | 0.720

3.2.6.2 Ornege Ilave Edilecek Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

Seyreltik stok standartlarin her birinden 2ml almarak 10ml’lik kalibreli balonjojeye koyuldu.
Benzen-Asetonitril ¢dzeltisi oda sicaklifinda azot gazi altinda kuruluga yakin uguruldu.
Metanolle 10ml’ye tamamlandi ve iyice kanstirildi. Ilave edilecek standart g¢ozelti
konsantrasyonu aflatoksin B1 ve G1 i¢in 200 ng/g aflatoksin B2 ve G2 i¢in 40 ng/g oldu.

[lave edilecek standartlar koyu renkli numune siselerine koyuldu ve parafilm ile iyice
kapatildi. 4°C’nin altinda muhafaza edildi. Tekrar kullanilacagi zaman 6nce oda sicaklifina

gelmesi beklenmeli daha sonra parafilm ¢ikarilmalidir.

Geri doniisiim hesaplarken standart ilaveli rnek konsantrasyonunun kalibrasyon egrisi digina
¢ikmamasina dikkat edildi. Bu yiizden ilave edilecek standarttan 2 ml’den fazla kullanilmadi.
Ornege standart eklendikten sonra 0.5-2 saat siireyle karanlik bir yerde muhafaza edildi.
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3.2.6.3 Kalibrasyon Egrisi

Her bir aflatoksin i¢in en az bes ayr1 noktadan olusan bir kalibrasyon egrisi ¢izildi.

standarttan HPLC’ye 100ul enjekte edildi.

Her analizde kalibrasyon egrisi bir standart enjeksiyonu ile kontrol edilmelidir.

3.2.7 Numune Hazirlanmasi

Numuneler homojen hale getirildikten sonra ekstraksiyona baglandi.

3.2.7.1 Incir

500 ml’lik blender kabina 50 gram numune 0,1 g hassasiyetle tartildi. 5 gram sodyum kl&riir
ve 300 ml ekstraksiyon ¢o6zeltisi ilave edildi ve 3 dakika yiiksek devirde karigtirildi. Filtre
kagidindan siiziildii. Stiziilen kisimdan 6 ml alinip iginde 60 ml PBS ¢ozeltisi bulunan behere

koyuldu. Yavagca kanigtirildi. B6liim 3.2.8 uygulandi.

3.2.7.2 Findik

500 mI’lik blender kabina 50 gram numune 0.1 g hassasiyetle tartildi. 4 gram sodyum kloriir,
100 ml su ve 150 ml metanol eklendi, 3 dakika yiiksek devirde karistirildi. Filtre kagidindan
stiziildii. Siiziilen kisimdan 5 ml alimip 5 ml PBS ¢ozeltisi ile iyice kanstirildi. Boliim 3.2.8
uygulandi.

3.2.8 iImmunoafinite Safhasi ve Enjeksiyon

Immunoaffinite kolonun basindaki mavi kisim ¢ikanldi, ucu kesildi ve tekrar takildi. Kolon
bu kismindan el pompasina sabitlendi. Ekstraksiyonu tamamlanmis numune el pompasindaki
cam enjektore koyuldu. Kolondan saniyede yaklagik 1 damla akacak sekilde gegirildi. Daha
sonra 2 kez 10 ml saf su gegirilerek yikama yapildi (akis hiz1 5 ml/ dk’y1 gegmemelidir)
Kolondan birkag saniye hava gegirilip su tamamen ¢ikarildi. 1 ml metanol alindi ve kolondan
yavageca gegcirildi. Bu sirada bir iki kez piston geri ¢ekilerek geri yikama yapildi. Tiim metanol

5 ml’lik koyu renkli siseye toplandi. 1 ml su ile islem tekrarlandi ve su aym siseye alindi.
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Toplam hacim 2 ml oldu. 100ul enjeksiyon yapildi. Her numune i¢in en az 2 enjeksiyon

yapildi. Her enjeksiyon i¢in ayr1 numune sigesi kullanildi.

3.2.9 Hesaplamalar

Analizin seyreltme fakt6rii 2’dir. Bu ytlizden sonug 2 ile ¢arpildi.

Ornek: Analiz sonunda aflatoksin B1 2 ng/ml bulunsun.
(50gram/250ml)*5ml/2ml = 0.5g/ml’dir. (veya (50gram/300ml)*6ml/2ml = 0.5g/ml )

Ornegin 0.5g/ml’sinde 2ng/ml bulunursa 1graminda 4ng olmalidur.

Sonug: 4 ng/g aflatoksin B1
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Sekil 3.1 Findik numunesinin aflatoksin kromatogrami
RF (Ex:365nm,
Em:435nm)
. Alikonma
Isim Zamam (dk) Alan Konsantrasyon Birim
G2 7.974 13933 0.16 ng/g
Gl 9.364 120553 2.05 ng/g
B2 10.591 138176 0.79 ng/g
B1 12.642 435167 5.89 ng/g

| Toplam ] 1 707829 | 8.89 | nglg |
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RF (Ex:365nm,

Sekil 3.2 Incir numunesinin aflatoksin kromatogrami

Em:435nm)
Alikonma

Isim zamam (dk) Alan Konsantrasyon Birim

G2 7.719 305336 1.29 ng/g

G1 8.992 554274 346 ng/g

B2 10.149 810882 1.69 ng/g

B1 12.026 948430 471 ng/g
| Toplam | 2618922 | 11.15 | ng/g
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Sekil 3.3 Yerfisti31 numunesinin aflatoksin kromatogramt
RF (Ex:365nm,
Em:435nm)
Alikonma
isim Zamani (dk) Alan Konsantrasyon Birim
G2 7.960 20905 0.09 ng/g
G1 9.339 99716 0.62 ng/g
B2 10.561 171362 0.36 ng/g
B1 12.594 526909 2.62 ng/g

[ Toplam o [ 818893 | 3.69 1 nglg
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4. AFLATOKSIN ANALIZi BELIRSIZLiK HESAPLANMASI

Bu boliimde findik ve incir numunelerinde aflatoksin tayini belirsizlik hesabinin yapilmast

amaglanmagtir.

4.1 Deneysel Islemler

Ornek Alma

'

Ekstraksivon Kalibrasyon Standardi

l Hazirlama

HPLC’ de Olciim Kalibrasyon

!
:

Sekil 4.1 Deneysel [slemler

SONUC

4.1.1 Stok Standart Cozelti Hazirlanmasi (10pg/ml)

Kristal halde bulunan aflatoksin B1,B2,G1,G2 standartlan Benzen/Asetonitril ¢6ziiciide
cozillerek 10 pg/ml derisimde stok ¢6zelti hazirlandi.

4.1.1.1 Stok Standart Cozelti Kalibrasyonu(10pg/ml)

Hazirlanan stok ¢ozelti derigimi agagidaki formiile gére hesaplandi.

M .A.F .1000
E

C,(ug/ml)=

Ca  : Aflatoksin derigimi( pg/ml)
A : Olgiilen absorbans (350 nm )
M : Aflatoksinin molekiil agirlig: (g/mol)

E : Aflatoksinin molar absorpsivitesi
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F : Spektrofotometre kalibrasyonundan gelen faktér. Metod kisminda belirtildigi gibi
hesaplandi.

Aflatoksinlerin molekiil agirliklar: ve molar absorptiviteleri Cizelge 3.1° de verilmistir.

4.1.1.2 Ara Stok Standart Cozelti Hazirlanmasi

Hazirlanan ana stok ¢ézeltiden 1000ng/ml B1, G1 ve 200 ng/ml B2, G2 aflatoksin i¢eren ara
stok ¢6zelti hazirlandi. 1000 ng/ml ara stok i¢in ana stok ¢ozeltilerden B1 ve G1 den 1 ml

alindi, B2 ve G2 den 200 pl alinip 10 ml lik balonda hacme tamamlandi.

4.1.1.3 Cahsma Cozeltileri Hazirlanmasi

Hazirlanan ara stok ¢ozeltiden Cizelge 3.2°de verilen derisimlerde ¢alisma standart ¢6zeltileri

hazirlandi. Cizelge 3.2’de belirtilen miktarlar 10 ml lik balonjojede hacme tamamlanmgtir.

Hesaplama Formiilii

c,V
F

m(ng / g) =

: Aflatoksin miktar ( ng/g)

B

: Ornekte bulunan miktar1 oram1 ( ng/ml)

: Ornek tartim ( g)
: Omek hacmi (ml)

: Derigim Faktorii

’11<€

4.2 Belirsizlik Bilesenlerinin Hesaplanmasi

Aflatoksin miktarmin analizindeki belirsizlik bilesenleri

o Aflatoksin standardindan gelen belirsizlik

o Aflatoksin kalibrasyon egrisinden gelen belirsizlik
o Alinan 6rnek hacminden gelen belirsizlik

) Metot Geri kazamim belirsizligi

. Tekrarlanabilirlikten gelen belirsizlik
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C(kal) W(C')rnek)
Tekr. Kal.
N
5 m(Afl)
C(stok) Geri K.

V(6rnek)

Sekil 4.2 Belirsizlik bilegenleri

Bu belirsizlik bilesenlerinin herbiri asagida hesaplanmigtir.

4.2.1 Aflatoksin Standard: Derisimi Belirsizligi

4.2.1.1 Stok Standart Cézelti Hacim Belirsizligi

Tekrarlanabilirlik:10 ve 100 ml balonlar i¢in yapilan bir seri doldur-bosalt test sonucu
tekrarlanabilirlik standart sapma olarak 0.009 ml bulundu.

Kalibrasyon: 10ml balon igin kalibrasyon sertifika degeri % 95 giivenilirlik diizeyinde
0,021 ml olarak verilmigtir. Dikdortgen dagilimla 0.021/2=0.0105 ml olarak hesaplandi.

100ml balon igin kalibrasyon sertifika degeri % 95 givenilirlik diizeyinde +0.309 ml olarak
verilmigtir. Dikd6rtgen dagilimla 0.309/ 2=0.155 ml olarak hesaplandi.

1ml otomatik pipet i¢in kalibrasyon sertifika degeri % 95 giivenilirlik diizeyinde +0.001 ml
olarak verilmigtir. Dikdortgen dagilimia 0.001/2=0.0005 ml olarak hesaplandi.
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Stcaklik: Laboratuvardaki sicakhik degisimi +5°C ,olarak verilmistir. Sicaklikla  suyun
hacimsel genlesme katsayis1 2.1x10™ /°C dir. Standart belirsizlik dikdortgen dagilima gore

1 ml otomatik pipette (1x2.1x10 * x5)/¥3=0.00061 ml

10ml balonda (10x2.1x10 ™ x5)/43=0.0061 ml

100ml balonda (100x2.1x10 * x5)/73=0.061 ml bulundu.

Bu belirsizlik bilesenleri birlegtirilerek toplam hacim belirsizligi asagidaki sekilde hesaplandi
ve Cizelge 4.1°de gosterildi

u(Vigom);
\)0.0092 +0.155* +0.061> =0.167 ml
u(Viom)s
\j 0.009% + 0.0105% + 0.0061> = 0.0151 ml
u(Vim);
\J 0.0005% + 0.00061> = 0.000789ml
Cizelge 4.1 Aflatoksin Stok Cozelti Hacim Belirsizlik Bilesenleri
Bilesen Deger Standart Bel Rel. Std. Bel
Co6zelti hacmi (ml) 100 0.167 0.00167
Cozelti hacmi (ml) 10 0.0151 0.00151
Cozelti hacmi (ml) 1 0.000789 0.000789
Toplam Belirsizlik 0.0024

Toplam stok ¢ozelti hacim belirsizligi:

\j 0.00167> + 0.001512 + 0.000789> = 0.0024 ml

4.2.1.2 Stok Standart Cozelti Derisim Belirsizligi(10 pg/ml)

Aflatoksinin 350 nm deki molar absorptivitesi UV spektrometrede Olgiilerek derigimi

asagidaki formiile gore hesaplandi. Cizelge 4.2’da toplam derisim belirsizligi degerleri

M .4.F.1000
E

C, (ug/m)=

gosterildi.




Cizelge 4.2 Toplam derisim belirsizligi degerleri
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ilesen , B1 Deger Standart Bel Rel. Std. Bel
Faktor, F ( birimsiz) 0.97 0.014 0.014
Molar Absorptivite, E(l/mol) 19800 200 0.010
Absorbans (birimsiz) 0.638 0.035 0.055
Derisim Belirsizligi, C(ug/ml) 9.75 0.058

Bilesen B2 Deger Standart Bel Rel. Std. Bel
Faktor, F ( birimsiz) 0.97 0.014 0.014
Molar Absorptivite, E(I/mol) 20900 200 0.010
IAbsorbans (birimsiz) 0.687 0.0322 0.047
Derigim Belirsizligi, C(ug/ml) 10.01 0.050

ilesen G1 Deger Standart Bel Rel. Std. Bel
aktor, F ( birimsiz) 0.97 0.014 0.014
olar Absorptivite, E(1/mol) 17100 200 0.012
/Absorbans (birimsiz) 0.528 0.0421 0.080
Derisim Belirsizligi, C(ug/ml) 9.82 0.082

Bilesen G2 Deger Standart Bel Rel. Std. Bel
Faktor, F ( birimsiz) 0.97 0.014 0.014
olar Absorptivite, E(I/mol) 18200 200 0.011
Absorbans (birimsiz) 0.529 0.0369 0.070
9.30 0.072

Perisim Belirsizligi, C(ug/ml)
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Toplam stok ¢ézelti derisim belirsizigi:

u(©C)= [ 0.058 2+ 0.0502+0.082% + 0.0722 =0.13

Stok standart ¢ozelti toplam belirsizlik

2 2
U(SK; ) _ 0.0024 L[ _013 —0.013
SK,, 10 10

4.2.2 Ornek Tartim Belirsizligi (Uw)

Analiz 6rmegi olarak 50 g 6mek 0.1 g hassasiyetle tartild1 ve ekstraksiyon yapildi. Daha
sonra bu ¢dzeltiden bir miktar alimp immiinoaffinite kolonundan gegirildikten sonra 2 ml’ye

tamamland: ve HPLC de analiz edildi.

4.2.2.1 Tartim Belirsizligi:

Kalibrasyon/Lineerlik: Kullanilan 0.1 g hassasiyetli terazinin toplam kalibrasyon belirsizligi,
sertifikasinda % 95 giivenilirlik diizeyinde +£0.015 g dir. Standart belirsizlik 0.015 g/ 2 =
0.0075 g’dir ve tartim farktan hesaplandigi igin iki kere hesaba katilda.

w (W ) = \/2(0.00752) = 0.011g

4.2.2.2 Hacim Belirsizligi

Tekrarlanabilirlik: 250 ml balon i¢in yapilan bir seri doldur-bosalt test sonucu

tekrarlanabilirlik standart sapma olarak 0.05 ml olarak bulundu.

Kalibrasyon: Kalibrasyon sertifika degeri % 95 giivenilirlik diizeyinde +0.08 ml olarak
verilmigtir. Normal dagilimla 0.08/ 2=0.04 ml olarak hesapland.

Bu belirsizlik bilesenleri birlegtirilerek toplam hacim belirsizligi

u(V) =+/0.05% +0.04>



50

U(V)=0.064 ml bulundu.

6 ml 10 ml lik pipetle alind1.

Tekrarlanabilirlik : Standart sapma olarak 0.03 ml
Kalibrasyon: Standart sapma olarak 0,028 ml

u(V) =+/0.032 +0.028 °

U(V)=0.041 ml bulundu.

2 ml hacim 1 ml ile iki kere ilave edilmigtir.
Tekrarlanabilirlik: Standart sapma olarak 0.01 ml
Kalibrasyon: Standart sapma olarak 0.01 ml

u(V) =+ /4 (0.01)

U(V)= 0.02 ml bulundu.

Bu iig belirsizlik bilesenleri birlestirilerek toplam hacim belirsizligi

u(V) =\/ 0.064 2 +0.041 %+ 0,02 2

U(V)=0.079 ml bulundu.

4.2.3 Kalibrasyon Egrisinden Gelen Belirsizlik

Kalibrasyon igin hazirlanan standartlar ve pik yiikseklikleri Cizelge 4.6-4.7-4.8-4.9’da
verilmistir.

Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2 ye ait kalibrasyon egrileri agagida verilmistir.
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46090 06994866

Aﬂatoksm Bl KahbrasyOﬂ Egr isi re ° 99524549

| Konsantrasyonf'(nglg);, .

Sekll 4.3 Aflatoksin B1 Kalibrasyon egrisi

o ) ) A I s= 29752644524031,&
| Aflatoksin G1 Kalibrasyon tgrst | 7=0.99682006

Sekil 4.4 Aflatoksin G1 Kalibrasyon egrisi
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A ag ; ; sl | §=16635. 97937631
Aﬂatqksln B2 Kahbrasyon EgI'lSl I : ’r=0995 oeezs

Srra b iaa Pyl s o |_|_ by e

- Konsantrasyon (nglg)

sekll 4.5 Aﬂatoksm B2 Kalibrasyon egrisi

- = S s
‘ Aﬂatqksm G2 Kallbrasyon Egr1s1n |~ reoss67os2s

Sekil 4.6 Aflatoksin G2 Kalibrasyon egrisi
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Kalibrasyon Egrisi Belirsizlik formiilii

_ a2
U(Co)=£_\[1_+1.+<c_o_c>__
B, )4 n S

XX

- S : Residual Standart Sapma

- B1 :Egim

- p : Ornek 6lgiimii igin okuma sayis1

- n : Kalibrasyon i¢in yapilan 6lglim sayis1

- co :Tayin edilen ¢ozelti derigimi

- c -farkli kalibrasyon standartlarinin ortalamasi

- Sxx  :Asagidaki formiile gére hesaplanir.
- I : Kalibrasyon standardin1 gésteren indis

- ¢j .’ Kalibrasyon egrisinden hesaplanan 6l¢iim sonucu
Sxx =Y (c,-¢&)°
—~ i

Aflatoksin B1 , B2, G1 ve G2 ye ait kalibrasyon egrileri belirsizlik hesaplama verileri ve

hesaplanan belirsizlik Cizelge 4.3’de verilmistir.



Cizelge 4.3 Kalibrasyon egrisi verileri ve belirsizlik hesaplama
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Sembol B1 B2 G1 G2

S 46090 16636 29753 7120
B1 420861 745360 329680 390931
P 3 3 3 3

N 27 27 27 27
Co 1.25 0.32 1.25 0.30
Cort 1.38 0.28 1.38 0.28
Sxx 31.61 1.26 31.43 1.26
U 0.067 0.014 0.055 0.011

Kalibrasyon egrisinden okunan érnek derisimi Cy=1.25 pg/L dir.

4.2.4 Geri Kazanim Belirsizligi

Metot Dogrulama ¢alismalart sonucunda elde edilen geri kazamm yiizdeleri ve geri kazanim

belirsizligi , degisik 6rnek tipleri i¢in asagida verilmistir;

0.1 ppb ile 8 ppb araliginda
Findik i¢in geri kazanim ortalama olarak % 95 ve RSD olarak %2.52,
Maksimum standart sapma olarak 0.14 bulundu (Cizelge 5.2).

2 ppb ile 8 ppb araliginda
Incir icin geri kazanim ortalama olarak % 93 ve RSD olarak %1.17,
Maksimum standart sapma olarak 0.21 bulundu (Cizelge 5.4).

4.3 Bilesik Belirsizligin Hesaplanmasi

Belirsizlik bilesenleri asagidaki formiile gore her bir aflatoksin igin hesaplandi ve degerler

Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5’da gosterildi.

Umg) _ f(uds)) , (2T)) , (#Re)) |, (#C))
m Afl 4 stok Vdr R ar C ar
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Cizelge 4.4 Bilesik Belirsizlik (Findik i¢in)

ilesen Deger Standart Bel Rel. Std. Bel
A flatoksin Stok Cozelti(ng/ml) 10 0.013 0.0013
Ornek Tartim (g ) 50 0.011 0.0002
Omek Cozelti Hacmi(ml) 2 0.079 0.0395
Geri kazanim (R) 1 0.14 0.1400
B1 1.25 0.067 0.0536
Gl 0.28 0.055 0.1964
B2 1.25 0.014 0.0112
Kalibrasyon Egrisi belirsizligi G2 0.28 0.011 0.0393
B1 0.155
G1 0.244
B2 0.146
Toplam Belirsizlik G2 0.151
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Cizelge 4.5 Bilesik Belirsizlik (Incir i¢in)

Bilesen Deger Standart Bel Rel. Std. Bel
Aflatoksin Stok Cézelti(ng/ml) 10 0.013 0.0013
Ornek Tartimi (g ) 50 0.011 0.0002
Ornek Cozelti Hacmi(ml) 2 0.079 0.0395
Geri kazanim (R) 1 0.21 0.2100
B1 1.25 0.067 0.0536
G1 0.28 0.055 0.1964
B2 1.25 0.014 0.0112
Kalibrasyon Egrisi belirsizligi G2 0.28 0.011 0.0393
B1 0.220
GI 0.290
B2 0.214
Toplam Belirsizlik G2 0.217

Aflatoksin miktar: hesaplama formiilii:

c,V
FW

m(ng /g) =

m : Aflatoksin miktar ( ng/g)

C, : Omekte bulunan miktar1 oram ( ng/ml)
W : Omek tartimi ( g)

V : Omek hacmi (mi)

F : Derisim Faktorii
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Omek:

Findik i¢in;

Ornekte bulunan B1 miktan C¢=2 ng/ml
Omnek tartim1 W=50 g

Omek Hacmi V=50 ml

Derigim Faktori F=5/2

2250
= 4ng /
2550 &'&

m(ng /g)=

B1 aflatoksin i¢in standart belirsizlik U(m)=4X0.155=0.62 ng/g

4.4 Genisletilmis Belirsizlik

Genigletilmig belirsizlik k=2 ( %95 giivenilirlik sinur igin)
U(m)=0.62x2=1.24 ve yaklasik olarak 1.2 ng/g bulunur.

4.5 Raporlama

Aflatoksin Bl miktar1 (4.0+ 1.2) ng/g olarak  raporlamir.(k=2 ve %95 glivenilirlik
diizeyinde)
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Cizelge 4.6 B1 Kalibrasyon Verileri

Derisim (ng/g) Y x(Ci) (ci-Cort) (ci-cort)2
0.2 87956 0.147056 -1.2307 1.5147
0.2 85469 0.141147 -1.2367 1.5293
0.2 87014 0.144818 -1.2330 1.5202
0.4 180829 0.36773 -1.0101 1.0202
0.4 179955 0.365654 -1.0121 1.0244
0.4 178294 0.361707 -1.0161 1.0324
0.6 273297 0.587442 -0.7904 0.6247
0.6 271360 0.582839 -0.7950 0.6320
0.6 265331 0.568514 -0.8093 0.6549

1 443657 0.992231 -0.3856 0.1487
1 433668 0.968497 -0.4093 0.1675
1 434118 0.969566 -0.4082 0.1667
12 559085 1.2665 -0.1113 0.0124
12 557263 1.26217 -0.1156 0.0134
1.2 558281 1.26459 -0.1132 0.0128
1.4 607817 1.38229 0.0045 0.0000
1.4 612823 1.39418 0.0164 0.0003
1.4 609835 1.38708 0.0093 0.0001
1.6 702249 1.60667 0.2289 0.0524
1.6 704154 1.61119 0.2334 0.0545
1.6 702886 1.60818 0.2304 0.0531
2 946138 2.18617 0.8084 0.6535
2 947840 2.19021 0.8124 0.6600
2 903096 2.0839 0.7061 0.4986
4 1609216 3.7617 2.3839 5.6830
4 1818641 4.25931 2.8815 8.3031
4 1599522 3.73866 2.3609 5.5737
Cort= 13778 ng/g Sxx 31.61
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Cizelge 4.7 B2 Kalibrasyon Verileri

Derisim (ng/g) y X(Ci) (ci-Cort) (ci-cort)2
0.04 32387 0.026626 -0.2490 0.0620
0.04 33177 0.0276859 -0.2479 0.0615
0.04 29759 0.0231002 -0.2525 0.0638
0.08 66573 0.0724911 -0.2031 0.0413
0.08 65351 0.0708516 -0.2047 0.0419
0.08 60686 0.0645929 -0.2110 0.0445
0.12 104574 0.123475 -0.1521 0.0231
0.12 100051 0.117406 -0.1582 0.0250
0.12 91862 0.10642 -0.1692 0.0286

0.2 152513 0.187791 -0.0878 0.0077
0.2 149788 0.184135 -0.0915 0.0084
0.2 150975 0.185728 -0.0899 0.0081
0.24 194026 0.243486 -0.0321 0.0010
0.24 192727 0.241744 -0.0339 0.0011
0.24 193093 0.242235 -0.0334 0.0011
0.28 228444 0.289663 0.0141 0.0002
0.28 230149 0.29195 0.0164 0.0003
0.28 227839 0.288918 0.0133 0.0002
0.32 265459 0.339323 0.0637 0.0041
0.32 273046 0.349502 0.0739 0.0055
0.32 271191 0.347013 0.0714 0.0051
0.4 340846 0.440465 0.1649 0.0272
0.4 340914 0.440556 0.1650 0.0272
0.4 311857 0.401572 0.1260 0.0159
0.8 571889 0.75044 0.4748 0.2255
0.8 628544 0.82645 0.5509 0.3034
0.8 576316 0.756379 0.4808 0.2311
Cort=0.2756 ng/g Sxx 1.26
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Cizelge 4.8 G1 Kalibrasyon Verileri

Derisim (ng/g) Y x(Ci) (ci-Cort) (ci-cort)2
0.2 67761 0.159362 -1.2184 1.4846
0.2 68403 0.16131 -1.2165 1.4798
0.2 69455 0.164501 -1.2133 1.4721
0.4 137472 0.370813 -1.0070 1.0140
0.4 137084 0.369636 -1.0082 1.0164
0.4 138667 0.374437 -1.0034 1.0067
0.6 211370 0.594963 -0.7828 0.6128
0.6 203844 0.572135 -0.8057 0.6491
0.6 207331 0.582712 -0.7951 0.6322

1 343055 0.944396 -0.4334 0.1878
1 338952 0.98195 -0.3959 0.1567
1 339733 0.984319 -0.3935 0.1548
1.2 432338 1.26521 -0.1126 0.0127
1.2 430745 1.26038 -0.1174 0.0138
1.2 430919 1.26091 -0.1169 0.0137
14 472340 1.38655 0.0088 0.0001
1.4 474171 1.3921 0.0143 0.0002
14 464576 1.363 -0.0148 0.0002
1.6 544249 1.60467 0.2269 0.0515
1.6 545575 1.60869 0.2309 0.0533
1.6 543391 1.60206 0.2243 0.0503
2 728139 2.16245 0.7847 0.6157
2 7726513 2.15752 0.7797 0.6080
2 702386 2.08433 0.7065 0.4992
4 1265059 3.79106 2.4133 5.8238
4 1401684 4.20547 2.8277 7.9957
4 1265119 3.79124 24134 5.8247
Cort=1.3778 ng/g Sxx 31.43
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Cizelge 4.9 G2 Kalibrasyon Verileri

Derisim (ng/g) Y x(Ci) (ci-Cort) (ci-cort)2
0.04 16737 0.0361978 -0.2394 0.0573
0.04 15591 0.0332664 -0.2423 0.0587
0.04 15929 0.034131 -0.2415 0.0583
0.08 32165 0.0756626 -0.1999 0.0400
0.08 31691 0.0744501 -0.2011 0.0405
0.08 32247 0.0758723 -0.1997 0.0399
0.12 49997 0.121277 -0.1543 0.0238
0.12 46502 0.112337 -0.1633 0.0267
0.12 49348 0.119617 -0.1560 0.0243

0.2 79658 0.197149 -0.0785 0.0062
0.2 80200 0.198536 -0.0771 0.0059
0.2 79318 0.19628 -0.0793 0.0063
0.24 101448  0.252888 -0.0227 0.0005
0.24 100764  10.251138 -0.0245 0.0006
0.24 101343 {0.252619 -0.0230 0.0005
0.28 109128 10272533 -0.0031 0.0000
0.28 110700  |0.276555 0.0010 0.0000
0.28 104255  10.260068 -0.0155 0.0002
0.32 124688  [0.312336 0.0367 0.0013
0.32 127098  0.318501 0.0429 0.0018
0.32 126564  10.317135 0.0415 0.0017
0.4 171218  0.431359 0.1558 0.0243
0.4 172109  0.433638 0.1580 0.0250
0.4 166069  10.418188 0.1426 0.0203
0.8 295811  |0.750067 0.4745 0.2251
0.8 331124 10.840398 0.5648 0.3190
0.8 306653  {0.777801 0.5022 0.2522
Cort=0.2756 ng/g Sxx 1.26
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5. AFLATOKSIN ANALIZi METOT DOGRULAMA

Immunoafinite kolon kullanilarak ekstraksiyonu yapilan 6meklerde HPLC yontemi ile

aflatoksin B1 ve toplam aflatoksin tayini metodudur.

Metot dogrulama engok 20 ng/g toplam aflatoksin igeren findik ve incir 6rnekleri kullanilarak
yapilmigtir. Avrupa birligi limit degerlerine gore kabul edilebilen en yiiksek deger aflatoksin
B1 i¢gin 2 ng/g, toplam aflatoksin i¢in 4 ng/g’dur.

5.1 Metot Dogrulama Parametreleri

Bu metot i¢in asagida belirtilen metot parametrelerinin Dogrulama ¢alismalan yapilmugtir.

. Saptama Stnuri

. Hesaplama Sinin

o Lineer dl¢tim aralig1
) Geri kazanim

5.1.1 Saptama Simin1 (LLOD) ve Hesaplama Sinin1 (LOQ)

Saptama sirt i¢in HPLC cihazinin saptayabilecegi en diigik konsantrasyonda (0.02 ng/g B1,
G1 ve 0.004 ng/g B2, G2) standart ¢ozelti hazirland1 ve 6 kez okuma yapilarak standart

sapmas1 hesaplandi.

Buna goére;
LOD= Ortalama + 3xStandart Sapma
LOQ= Ortalama + 10xStandart Sapma

formiilleri kullanilarak her bir aflatoksin i¢in agagidaki degerler hesapland: (Cizelge 5.1).
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Cizelge 5.1 LOD ve LOQ hesaplama

B1 B2 G1 G2 Toplam
(0.02 ng/g) | (0.004 ng/g) | (0.02 ng/g) | (0.004ng/g) (0.048ng/g)
1 0.018 0.003 0.019 0.004 0.050
2 0.021 0.004 0.018 0.005 0.043
3 0.018 0.004 0.020 0.004 0.042
4 0.019 0.003 0.019 0.003 0.046
5 0.018 0.004 0.019 0.005 0.047
6 0.020 0.005 0.020 0.004 0.051
ortalama 0.019 0.004 0.019 0.004 0.047
Std sapma 0.0012 0.0007 0.0007 0.0007 0.0033
2 std sapma 0.002 0.001 0.001 0.001 0.007
10 std sapma| 0.023 0.014 0.014 0.014 0.066
LOD 0.02 0.005 0.02 0.006 0.053
LOQ 0.04 0.018 0.03 0.018 0.113

Kalibrasyon egrisinde kullanilan en diigiik konsantrasyonlar B1 i¢in 0.2 ng/g ve toplam
aflatoksin i¢in 0.5ng/g oldugundan dolayi. Bu degerler 6l¢iilebilen minimum degerler olarak
kabul edildi.

5.1.2 Lineer Ol¢iim Arahi@ (Linearite)

Linearite igin artan konsantrasyonlarda hazirlanan kangsik aflatoksin standartlarindan 3
tekrarli enjeksiyonlar yapildi ve her bir aflatoksin i¢in kalibrasyon egrisi olusturuldu. (Cizelge
4.6-7-8-9). Elde edilen kalibrasyon egrilerine gore linearite degerleri asagidaki gibidir.

B1 i¢in S=46090, r=0.995, Egim=420861

B2 igin S=16636, = 0.995, Egim=745360
G1 igin S=29753, r=0.997, Egim=329680
G2 igin S=7120, 1=0.997, Egim=390931

5.1.3 Geri Kazanim

Geri kazamim hesaplan alandan gidilerek yapildi. Bunun i¢in her ¢alismadan sonra Ing/g
aflatoksin B1,G1 ve 0.2 ng/g aflatoksin B2, G2 kanigik standardi enjekte edildi. (Analiz
yoénteminde 6rmegin 0.5 gramindaki aflatoksini buldugumuz i¢in standart konsantrasyonu da
yariya inmigtir. Kromatogramdaki standart 1 ng/g B1 G1 ve 0.2 ng/g B2 G2 olarak okunmasi
gerekir.)

Geri Kazanim = (Agandart ilaveli-Asmek) X 100 olarak hesaplandi.

Astandart
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5.1.3.1 Fimdik

Fmdik igin Sertifikali Referans Omek kullamldi ve her giin 3 adet olmak iizere 5 giin
boyunca geri kazanim ¢aligmast yapildi. Bulunan degerler ve geri kazamim sonuglar: Cizelge
5.2’dedir.

Cizelge 5.2 Findik i¢in geri kazanim

FINDIK Aflatoksin B1 Toplam Aflatoksin
Sertifika
degeri 5.88 ng/g 10.4 ng/g
Tekrar |Sonuc (ng/g)| %GK |Sonu¢ (ng/g)| %GK
1 5.54 94 9.37 90
2 5.58 95 9.39 90
3 5.6 95 9.42 91
4 5.64 96 9.38 90
5 5.34 91 9.44 91
6 5.45 93 9.4 90
7 5.48 93 9.58 92
8 5.63 96 9.44 91
9 5.6 95 9.45 91
10 5.58 95 9.34 90
11 5.9 100 9.33 90
12 5.44 93 9.41 90
13 5.65 96 9.46 91
14 5.63 96 9.52 92
15 5.3 90 9.02 87
Ortalama 5.56 95 9.40 90
Std sapma 0.14 2.46 0.12 1.18
2 std sapma 0.29 4.92 0.25 2.36
3 std sapma 0.43 7.38 0.37 3.54
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5.1.3.2 incir

Dogrulama ¢alismalarinda kullanilan incir drnedinde aflatoksin bulunamadig igin tek paralel
calisilmasina karar verildi. Geri kazamim c¢aligmalar1 iki farkli konsantrasyonda yapildi

(Cizelge 5.3 ve Cizelge 5.4).

Nave edilecek standartlarin konsantrasyonu émekte 2ng/g aflatoksin B1; 4.8 ng/g toplam
aflatoksin bulunacak sekilde hazirland:.

Daha sonra ¢alismalar farkli konsantrasyonda, 8ng/g aflatoksin Bl ve 19.2ng/g toplam

aflatoksin igerecek sekilde hazirlanan standart ilaveli 6rnek ile tekrarlandi.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda en ¢ok 20 ng/g aflatoksin i¢eren incir émeginde geri kazanim

degerleri asagidaki gekilde bulunmustur:

Aflatoksin B1 = 87-101 %
Toplam Aflatoksin =91-100 %
Ortalama sonug¢ % 94’tiir.
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Cizelge 5.3 Incir numunesi i¢in diisiik konsantrasyonda geri kazanim

INCIR Aflatoksin Bl Toplam Aflatoksin
Ilave Standart 2 ng/g 4.8 ng/g
Konsantrasyonu

Tekrar Sonu¢ (ng/g) | %GK | Sonuc¢ (ng/g)| %GK

1 1.85 93 4.78 100
2 1.89 95 4.58 95
3 1.78 89 4.62 96
4 1.86 93 4.48 93
5 1.91 95 4.41 92
6 1.75 88 4.70 98
7 1.88 94 4.65 97
8 2.02 101 4.63 97
9 1.96 98 4.82 100
10 1.84 92 4.53 94
11 1.86 93 4.59 96
12 1.88 94 4.64 97
13 1.96 98 4.59 - 96
14 1.74 87 4.76 99
15 1.99 100 4.44 93
Ortalama 1.88 94 4.61 96
Std sapma 0.08 3.98 0.12 3.90
2 std sapma 0.16 7.97 0.23 7.80
3 std sapma 0.32 11.95 0.35 11.70
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Cizelge 5.4 Incir numunesi igin yiiksek konsantrasyonda geri kazanmim

INCIR Aflatoksin B1 Toplam Aflatoksin
Ilave Standart 8 ng/g 19.2 ng/g
Konsantrasyonu

Tekrar Sonug¢ (ng/g) | %GK | Sonuc (ng/g) %GK

1 7.31 91 17.88 93

2 7.32 92 17.84 93

3 7.61 95 18.24 95

4 7.46 93 17.94 93

5 7.34 92 17.92 93

6 7.42 93 17.46 91

7 7.36 92 17.88 93

8 7.48 94 18.14 94

9 7.68 96 17.85 93

10 7.36 92 17.91 93

11 7.31 91 17.96 94

12 7.35 92 18.41 96

13 7.14 &9 17.84 93

14 7.38 92 17.92 93

15 7.43 93 17.96 94

ortalama 7.40 92 17.94 93
std sapma 0.13 1.61 0.21 1.10
2 std sapma 0.26 3.23 0.42 2.19
3 std sapma 0.39 4.84 0.63 3.29
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6. METODUN DEGERLENDIRILMESI

Metodun Dogrulama g¢aligmalar1 tamamlandiktan sonra uluslararasi kolaboratif ¢aligmalara
katilindi. Cesitli tilkelerde kolaboratif caligmalar diizenleyen FAPAS’dan (Food Analysis
Performance Assesment Scheme) Fistik ve Incir numuneleri temin edildi. Fistik numunesi
cesitli metodlarla 129 iilkede analiz edildi. Incir numunesi de yine g¢esitli metodlar ile 73
iilkede analiz edildi. FAPAS tarafindan laboratuvarin elde ettikleri sonu¢lar i¢in bir z-skor
degeri hesaplanarak ilgili laboratuvarlara bu sonuglar génderildi. FAPAS’1n hesaplarina gore
metodun uygulanabilir olmasi i¢in z-skor degerinin -2 ile +2 arasinda (optimum 0) olmast
gerekir. Yapilan caligmalar sonucunda elde ettifimiz z-skor’lar asagida verilmistir. Z-skor

degerlerinden de goriildiigii gibi metodumuzun sonuglari uluslararas: kolaboratif ¢aligma ile

dogrulanmigtir.
Cizelge 6.1  Incir ve Yer fist1f1 z-skor degerleri
Olmas:
Matriks Gereken (ng/kg) | Bulunan (pg/kg) | z-skor
Incir
Aflatoksin Bl 16.1 14.65 -0.4
Aflatoksin Toplam 293 29.71 0.1
Yerfistii
Aflatoksin B1 4.84 3.32 -1.4
Aflatoksin Toplam 9.43 6.15 -1.6

Bilindigi gibi yayinlanan her metodun her laboratuvar kosulunda benzer sonuglar vermesi
miimkiin degildir. Metod uluslararasi gegerlilige sahip olsa bile verdigi sonuglar temelde
uygulandif: laboratuvarin sartlarinda gegerlidir. Bu sartlar icerisinde sicaklik, rakim gibi
cevresel sartlar, metodu uygulayan kisi, kullanilan cihazlar, sarf malzemeler ve kimyasallar
sayilabilir. Bu sartlar her laboratuvarda farklidir. Bu yiizden her metodun, uygulandigy
laboratuvar sartlarinda dogrulanmasi (valide edilmesi) gerekir. Ancak bu sekilde her

laboratuvarda metotdan benzer sonuglar elde edilebilir.

Bu ¢alismada elde ettigimiz sonuglar géstermektedir ki kullandifim metod kendi c¢alisma

ortamimda valide edilmigtir ve uluslar arasi diizeyde dogru sonuglar vermistir.
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