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Bu arastirmada Diyarbakir ilinde satisa sunulan 15 tiir gida 6rneklerinden
(kisnis, karabiber, siyah pul biber, kirmizi pul biber, Antep fistig1, toz biber, kekik,
nohut, piring, findik, mercimek, bugday, tarcin, nane, misir) toplamda 45 gida
ornegindeki Aflatoksin G2, G1, B2, B1 miktarlar1t HPLC yontemi ile tayin edilmistir.
Alman 15 tiir Ornegin sadece 5 tiiriinde tespit edilebilir diizeyde aflatoksin
belirlenmis olup, diger 6rneklerdeki aflatoksin derisimlerinin tayin sinirinin altinda
oldugu belirlenmistir. Analiz edilen 6rneklerden kirmizi pul biber tiiriinde,

Deneylerden elde edilen sonuclar degerlendirildiginde, kirmizi pul
orneklerinden birindeki Aflatoksin tiirlerinin derisimlerinin Tiirk Gida Kodeksinde

bulunmasina miisaade edilen maksimum degerleri astig1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin, Baharat Uriinleri, Tahil Uriinleri, HPLC, Kolon

Sonrasi Tirevlendirme



ABSTRACT

In the present investigation, amounts of aflatoxin G2, G1 B2 and B1 in 15
type food samples (coriander, black pepper, black chili pepper, red chili pepper,
pistachio, powdered pepper, thyme, pea, rice, hazelnut, lentil, wheat, cinnamon, mint
and corn) out of totally 45, which are commercially available in Diyarbakir were
studied by HPLC method. Among the 15 type samples, aflatoxin was determined in
detectable level in only 5 types and it was not found at a detectable level in the other

samples.

When the results obtained from experiments were evaluated it was observed

that one of the red chili pepper sample exceeds the maximum aflatoxin level

determined by Turkish Food Codex Regulation.

Keywords: Aflatoxin, Spice Products, Grain Products, HPLC, Post Column

Derivatization
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1.GIRIS

Gilinlik yasantimizda sik goriilen ve hemen her c¢esit gida maddesinde
ireyebilen kiifler, son yillarda iizerinde 6nemle durulan bir arastirma konusu
olmustur. Kiifler, uygun kosullarda ham ve islenmis materyalde ¢ogalarak bir yandan
iriiniin kalite ve kantitesini degistirip bozulmasina neden olmakta diger yandan da
insan saglig1 i¢in az veya ¢ok zararli toksik maddeler olusturmaktadirlar.

A.flavus’un birgok 1rk1 aflatoksin meydana getirmedigi halde yaygin olarak
bulunmasi1 ve karbonhidratca zengin substratlar {izerinde ¢ok genis sicaklik sinirlar
icinde gelisebilmesi, dogada aflatoksin olusumunu tesvik edici 6gelerdir. Arpa,
fasulye, misir, pamuk tohumu, piring, bugday, yer fistig1, ceviz, kakao, Antep fistig1,
findik, incir, baharatlar, zeytin, aygigegi gibi bir¢cok iirtinde dogal olarak
belirlenmistir.

Dogada aflatoksin olusumunu tesvik eden ana faktorler, yiiksek sicaklik ve
yiikksek nem kosullaridir. Bu nedenle, mikotoksinler yeryiiziindeki tiim iilkelerin
sorunu olarak belirtilirken aflatoksinler, tropik ve subtropik kusakta sorun olarak
ortaya c¢ikmaktadir. Tarla kosullarinda zararlilarin yapmis oldugu hasarlar, ¢ig
diismesi gibi faktorler, aflatoksin olusumunu sinirlayici etki yapabilmektedir.

Aflatoksin sentezleyen kiifler diinyada yaygin sekilde bulunurlar. Gerek
tiretim gerekse depolama agsamasinda sartlar uygun oldugunda gida maddelerinde

geliserek aflatoksin sentezleyebilir'.



Aflatoksinler, insan ve biitiin hayvanlarda zehirli etkiye sahiptir. Ayrica aflatoksinler
bilinen en giiclii karaciger karsinojeni olup insan ve hayvanlarda karsinojenik,
mutajenik, teratojenik, nefrotoksik, immun sistemde zayiflama ve verim diisiikliigii

gibi etkilere neden olurlar™’.

Aflatoksinler ultraviyole 1s1k altinda 1s1ma yaptiklari  renge gore
isimlendirilmekte ve mavi 1s1ma yapanlar B, yesilimsi mavi 1s1ma yapanlar da G ile
gosterilmektedir. Daha ¢ok sayida aflatoksin olmasina ragmen en 6énemlileri B1, B2,
G1, G2, B2n, G2n, M1, M2, GMI1, GM2,M2n, GM2n, PI1, aflatoksikol ve

dihidroaflatoksikol’dur.

Bunlar i¢inde ilk dordii (B1, B2, G1 ve G2 ) digerlerine gore ¢cok daha yaygin
bulunur. B2 (C17H1406), B1 (C17H1206) in; G2 (C12H1407) ise G1 (C12H1707)
in dihidro tiirevidir. M grubu aflatoksinler ise ilk olarak siitte belirlenmis olmalar1
nedeni ile M ile isimlendirilmislerdir. Ancak siitten bagka, viicutta safra salgisinda ve

idrarda da saptanmustir.

Aflatoksin M’lerin ortak 6zelligi, hidroksil grubunun son furan halkasinda C-
2 pozisyonunda olmaylp C-4 pozisyonunda olmasidir. Goriildiigi gibi,
aflatoksinlerin temel yapilar1 benzemekle birlikte bilesimlerindeki kiigiik farkliliklar

toksisiteleri Uizerinde etkili olabilmektedir.



Aflatoksin analizleri, genel olarak immiinolojik ve kromatografik teknikler
kullanilarak ~ gerceklestirilmektedir. Immiinolojik olarak aflatoksin analizinde
Ozellikle ELISA test kitleri belirgin olarak ©One c¢ikmaktadir. Kromatografik
tekniklerde ise immiino afinite kolon kromatografisi yontemi, mini kolon
gorlintiileme yontemi, ince tabaka kromatografisi ve yiiksek basighh sivi
kromatografisi yontemleri aflatoksin analizlerinde 6n yeterli duyarlilik ve diisiik

tayin limitleri ile 6n plana ¢ikmaktadir.

Bu calismanin amaci Diyarbakir’da tiiketilmekte olan baharat ve tahil
driinlerindeki AFB1, AFB2, AFG1 ve AFG2 tiirlerinin HPLC ile analizlerinin
yapilarak wulusal standartlara uygunlugunun belirlenmesidir. Yapilan literatiir
taramasinda ilimizde tiiketilmekte olan baharat ve tahil {irlinlerindeki aflatoksin
diizeylerinin tespiti i¢in yapilmis bir ¢calisma olmadigi belirlenmistir. Bu ¢alismada
hem bu konudaki referans olabilecek niteligindeki ¢alismamizla literatiir boslugunun
giderilmesi ve hem de giinliik hayatta bolgemizde yogun olarak tiiketilmekte olan
baharat ve tahil drlinlerinin ulusal standartlara uygunlugunun aragtirilmasi
hedeflenmektedir. Bu amagla ters faz ayirma teknigi ile ayrilan aflatoksin tiirleri iyot

ile tlirevlendirilerek floresan dedektor ile tayin edilmistir.



1.2 KAYNAKLAR

1. Wood GE. Aflatoxin M1 Mycotoxin and Phytoalexins, Sharma R. P. and Salunkhe D.
K. (Editors). 1991; 145-163.

2. FAO. Prevention of mycotoxins. Food and Agriculture Organization of the United
Nations. Food and Nutrition paper. Rome, 1979; 10.
3. Castegnaro M, Gregor MC. Carcinogenic risk assessment of mycotoxins. Rev Med

Vet. 1998; 671-678.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. MiKOTOKSINLER

Kiiflerin salgiladiklar1 saglik i¢in zararli sekonder metabolitlere mikotoksin
ad1 verilmektedir. Mikotoksin terimi Yunanca “mukoz” ve Latince zehir anlamina
gelen “toxicum” kelimelerinin birlestirilmesiyle olusturulmustur. Bu toksinler,
insanlarda ve hayvanlarda bazi hastaliklara sebep olmalar1 yaninda birlikte biiyiik

ekonomik zararlara da yol agmaktadirlar .

Mikotoksinlerden kaynaklanan hastaliklara genel olarak mikotoksikozis adi
verilmektedir. Kiiflerin neden oldugu en eski mikotoksikozis olayr “Claviceps
purpurea” toksinleri ile enfekte olan ¢avdarlarin yenmesi sonucu goriilen ‘ergotizm’
dir. Diger onemli mikotoksikozis olayr ikinci diinya savasi sirasinda Rusya da
gorilmiistiir. Bu olayda depo edilen bozuk tanelerden elde edilen besinleri tiiketen

insanlardan bazilar1 hayatin1 kaybetmistir 3

Mikotoksinler ¢ok eskiden beri bilindigi halde diinya ¢capinda anlagilmasi ve
irdelenmesi 1960 yilinda ingiltere de aflatoksinle kontamine olmus yemle beslenen
yiiz bin civarinda hindi 6liimleri ile baslamistir. Hastaliga ilk olarak “Turkey X ad1
verilmistir. Turkey X hastaliginin ortaya ¢ikmasindan kisa bir siire sonra civcivlerde
ve Ordek yavrularinda da toksikolojik zehirlenmeler goriilmiistiir. Bu hastalik kanath
hayvanlarda akut hepatit nekroz, akut istahsizlik kaybi, kanatlilarda zayiflik ve

uyusukluk gibi belirtilerle karakterize edilmistir *.



Ulkemizde aflatoksin sorunu 1960’11 yillarda giindeme gelmeye baslamistir.
Ihrag¢ iiriinlerimizde siklikla aflatoksin goriilmeye baslamis, biiyiikk ekonomik
kayiplara neden olmustur. 1967 yilinda Kanada’ya gonderilen 10 ton findik ile 1971
yilinda ABD’ye ihra¢ edilen 45 parti Antep fistiginin 31 partisi aflatoksin icerdigi
gerekgesiyle iade edilmistir. Daha sonraki yillarda da bu sorunu azaltabilmek igin

bircok ¢aligma yapilmistir >0,

2.2. MIKOTOKSINLERIN ONEMi, OLUSMA SARTLARI VE

SINIFLANDIRILMASI

Mikotoksin olusturan kiifler ¢ogunlukla Deuteromycetes sinifina ait olan
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Cladosporium, Alternaria ve Byssochlamys
cinslerindendir. Sayilar1 tam olarak bilinmemekle birlikte dogada 300.000’in
tizerinde kiif oldugu tahmin edilmektedir. Toksin olusturan kiif sayis1 ise yaklasik
200’tn tiizerindedir. Bunlarin olusturdugu mikotoksin sayist da yaklasik 100
civarindadir” ®, Tablo 2.1 de gidalarda ve yemlerde siklikla rastlanilan mikotoksinler

ve tiretici funguslar gosterilmistir °.



Mikotoksinler Toksini Ureten Funguslar

Aflatoksin Aspergillus flavus, A. Parasiticus, A. Nomius

Alternaria Alternaria alternata, Alt. Tenuissima

tokinleri

Sitrinin A. terreus, Penicillium expansum, P. Citrinum, P. Citreonigrum,
P. puberulum

Siklopiazonikasit | Asp. flavus, Asp. tamarii, Pen. camambertii, Pen. griseofulvum,
Pen. puberulum

Fusarium Fus. culmorum, Fus. equiseti, Fus. graminearum, Fus. moniliforme,

toksinleri: Fus. poae, Fus. sambucinum, Fus. sporotrichioides, Fus.

- Trikotesen verticillioides

- Zearalenon

Okratoksin A Asp. achraceus Gr., Asp. alutaceus, Asp. fresenii, Eur. herbariorum,
Pen. verrucosum Chemotyp I ve 11

Patulin Asp. clavatus, Asp. terreus, Bys. fulva, Bys. nivea, Pae. variotii,
Pen. griseofulvum, Pen. expansum, Pen. roquefortii Chemotyp I1

Penisilikasit Asp. alutaceus, Pen. auratiogriseum, Pen. roquefortii Chemotyp II,
Pen. simplicissimum, Pen. raistrickii, Pen. viridicatum

Sterigmatosistin Asp. versicolor, Emer. nidulans, Eurotium spp. (iz miktarda)

Tablo 2. 1 Gidalarda bulunan 6nemli mikotoksinler ve bunlar1 Uireten kiifler

Mikotoksinler insanlarda ve hayvanlarda kanserojenik ya da toksik etkilere

yol acan kimyasal maddelerdir '™ ''. Gida ve yemdeki su miktar1 % 14’iin {izerine
cikinca ve ortam sicakligi 25-30 °C de ise kiifler geliserek mikotoksin iiretebilirler’.
Mikotoksinlerin toksikolojik yonden onemi; akut ve kronik zehirlenmelere neden
olmalarinin yaninda mikotoksinle kontamine olmus yemlerle beslenen hayvanlardan
elde edilen hayvansal gidalar araciligiyla da bunlarin insanlara gecebilmesi ve

12,13

toplum sagligt agisindan sorun yaratabilmelerinden kaynaklanmaktadir

Mikotoksinlerin giiglii dogal toksik etkilerinin bulunmasi, olduk¢a yaygin olmalari

ve dogal sartlarda olusabilmelerinden dolay1, son yillardaki 6nemi daha da artmistir

14



Mikotoksinlere findik, fistik, badem, ceviz gibi cerezlik gidalarda; bugday,
arpa, misir, yulaf gibi tahillarda; yagli tohumlardan susam, kolza ve aygigceginde;
kurutulmus meyvelerde ve bazi baharatlarda siklikla rastlanilmaktadir '°. Yapilan bir
arastirmada kontamine arpa ve lizimden yapilan bira ve saraplarda da mikotoksin
varligi tespit edilmistir'®. Mikotoksin olusumu cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik

faktorlerden etkilenmektedir. Bu faktdrler Tablo 2.2 de belirtilmistir °.

Fiziksel Etkenler Kimyasal Etkenler ‘ Biyolojik Etkenler
Bagil Nem Mineral Igerigi Bitki Tiirii
Sicaklik O, Hastalik Zarari
Kurutma Hizi CO, Mikrobiyal Yiik
Kizigsma Substratin Ozelligi Bocek Zarari
Mekanik Pargalanma Kimyasal Islemler Bitki Stresi

Tablo 2. 2 Mikotoksin olusumunu etkileyen baslica faktorler

2.3. MiKOTOKSIN OLUSUMUNUN ONLENMESiI VE BERTARAF

EDILMESI

Gida ve yemlerde mikotoksin olusumunu Onlemek i¢in ¢esitli metotlar
gelistirilmistir. En 1y1 metot gida ve yemlerde kiif gelisimini 6nlemektir. Kiif gelisimi
onlenememisse olusan mikotoksini ortamdan ayirmak veya parcalamak gerekir. Kif
gelisimini 6nlemek i¢in diisiik veya yiliksek sicaklik, diisiikk nem, 1sinlama, kontrollii
atmosfer ve kimyasal koruyucular uygulanmaktadir. Ancak biitiin bu uygulamalara
ragmen kif gelisimi goriilebilmekte bunun sonucu olarak da, olusan kiifler toksin

olusturabilmektedir.



Kiif gelisimi ile kiifiin toksin olusturabilme sartlar1 farkli oldugu i¢in kiif
gelisimi goriildiigii halde ortamda mikotoksin olmayabilir. Ayrica kiifleri ortamdan
uzaklastirmak i¢in 50-55 °C sicaklik yeterli iken, toksinler 200-250 °C sicakliklar da

ancak parcalanabilmektedir °.

2.4. AFLATOKSINLER

Aflatoksinler Aspergillus cinsine ait olan Aspergillus flavus ve A. parasiticus
tarafindan iiretilen potansiyel toksik, kanserojen sekonder metabolitlerdir. Bunlarin
disinda Penicillium, Rhizopus ve Streptomyces cinsleri de belirtilmis ise de yapilan
kiif izolant taramasinda aflatoksine rastlanmamustir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarla
ticlinci bir tiir olan Aspergillus nomius bunlara eklenmistir. Aflatoksin terimi
Aspergillus  (A-), flavus (-fla-) ve toksin kelimelerinden tiiretilmistir' 2’
Aflatoksinlerin neden oldugu akut, subakut ve kronik olarak seyreden

mikotoksikozise, aflatoksikozis adi verilir 15,21

Gorilintir sekilde kiiflenmis gidalar yenilmedigi igin, mikotoksinlerle akut
zehirlenme ihtimali olduk¢a azdir. Uzun donemde az miktarda alinan aflatoksin
karaciger, bobrek vb. organlara olan zehirli, mutajen ve kanserojen yapici etkileri
daha 6nemlidir'®. Aflatoksinler, karaciger kanserinin en énemli nedenlerinden biri
olarak tanimlanmistir. AFBI olarak diyetteki 1 ppb seviyesi karaciger tlimoriiniin
olusmasi i¢in yeterli miktardir. Aflatoksinlere bagl karaciger kanserinin Afrika

kitasinda diger kitalara gére goriilme oran1 daha fazladir 2.



Aflatoksin en fazla bitkisel gidalarda goriilmekle birlikte bazi hayvansal
tiriinlerde de aflatoksine rastlanabilmektedir. Findik, Antep fisti§1, badem, yerfistigi
en riskli gidalardir. Tahillardan bugday, misir, arpa, ¢avdar ve yulaflar aflatoksin
olusumuna duyarhdir. Yaglhh tohumlardan susam, kolza, aycice§i ve pamuk
tohumlari; baharatlardan kirmizi biber, karabiber, kisniste de bu toksinlere siklikla
rastlanir. Sakatatlar ile siit ve siit iirlinleri gibi hayvansal iirlinler de riskli gidalar

gurubuna girmektedir > %,

2.4.1. Aflatoksinlerin Yapisi

Aflatoksinler, B1, B2, G1 ve G2 olmak ilizere 4 ana gruba ayrilmiglardir.
Aflatoksin B1 ve G2’in yapis1 1965 yilinda belirlenmis, tam konfigiirasyonu ise 1967
yilinda ortaya konulmustur. Aflatoksin molekiillerinin temel yapisi, yogunlagmis bir
bisfuran/kumarin halka siteminden ibarettir. Aflatoksin B2 ve G2 sirasiyla aflatoksin

B1 ve G1’in dihidro tiirevleridir >* %,

Aflatoksin Bl metabolizmasi1 sirasinda, iglerinde aflatoksin M1’in de
bulundugu bazi metabolitler iiretilir. AFM1, hayvan veya insanin AFB1’i viicuduna

aldiktan sonra siitiinde ve idrarinda tespit edilmistir ***’.
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Aflatoksinlerin isimlendirilmesinde UV 15181 altinda verdikleri renklerin
Ingilizce bas harfleri kullanilmistir. Aflatoksin Bl ve B2 uzun dalgali UV 15182
maruz kaldiginda mavi fliioresan 1s1k verirken, aflatoksin G1 ve G2 aym sartlarda
yesil floresan 151k verir, Bu durum, bu toksinlerin ince tabaka kromatografisi gibi
fizikokimyasal metotlar kullanilarak belirlenmesine firsat vermistir.

Aflatoksinler, metanol, hekzan, aseton ve kloroform gibi bazi ¢oziiciilerde

¢oziiniirler ve birgogu substrat ekstraksiyonunda kullanilir »°.

Giliniimiizde ise aflatoksinler, dogal olarak kiifler tarafindan {iretilenler ile
hayvan veya insan viicudunda olusanlar olmak iizere sayilar1 18 i bulmustur. Bunlar
B1, B2, G1, G2, M1, M2, B2a, B3, G2a, GM1, GM2, GM2a, M2a, P1, Ql, Ro ve
aflatoksikol seklinde isimlendirilmislerdir. Bunlardan en 6nemli ve toksik etkileri
yiiksek olan Bl1, B2, G1, G2, M1 ve M2’in kimyasal yapilar1 Sekil 2.1 de
géisterilmistir28

Bazi1 6nemli aflatoksin bilesiklerinin molekiiler formiilii, molekiiler agirlig1 ve

erime noktasi Tablo 2.3 de verilmistir 2,
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o O OMe
Aflatoksin B1 Aflatoksin B2
@ 0 0O O
O 0] 0 0
|
O o OMe 0 0 OMe
Aflatoksin G1 Aflatoksin G2

O O OMe

Aflatoksin M1 Aflatoksin M2

Sekil 2. 1 Aflatoksin B1, B2, G1, G2, M1 ve M2’nin kimyasal yapilari

Aflatoksin Molekiil Formiilii  Molekiil Agirhg1  Erime Noktasi
(g/mol) O
B1 C17H1206 312 268-269
B2 C17H 1406 314 286-289
Gl Ci7H1207 328 244-246
G2 Ci7H1404 330 237-240
Ml Ci17H1207 328 299
M2 Ci7H1404 330 203

Tablo 2. 3 Baz1 6nemli aflatoksinlerin molekiiler formiild, agirlig1 ve erime noktasi
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2.4.2. Aflatoksinlerin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Aflatoksin olusumunu etkileyen faktorleri dort kategori de simiflandirmak
miimkiindiir. Bunlar; fiziksel, kimyasal, substratin igerigi ve biyolojik faktorlerdir.
Fiziksel etkiler; sicaklik, su aktivitesi, pH, nem, hava ve atmosferdeki gaz oranlar
seklinde siralanabilir. Aspergillus’lar mezofilik karakterli kiifler olup 6-8 °C den 50 —
60 °C ye kadar gelisip ¢ogalabilmektedirler. Optimum gelisme sicakliklar1 35-38 °C

iken toksini 25-30 °C’lerde olusturmaktadir.

Ancak diger etkenlere de bagli olarak 7.5--40 °C arasinda aflatoksini
iiretebildigini gosteren ¢alismalar da mevcuttur ** '°. Normal 1silarda oldukca stabil
olan aflatoksinleri ortamdan tamamen uzaklastirabilmek i¢in 300 °C’nin {izerindeki
sicakliklara ihtiya¢ vardir. Kisa siireli yiiksek 1sida pastorizasyon ile siitlerdeki

aflatoksin miktarinda azalma olmadig: yapilan ¢alismalarla belirlenmistir *'°.

Aflatoksin olusturan kiifler yiiksek diizeyde aflatoksin olusturmalari i¢in
gereken optimum pH araligi 5.0-6.0°dir. Aflatoksinler ¢ok diisiik veya yiiksek pH
larda (3’ten az ve 10’dan biiylik) ve ultraviyole (UV) 1sinina maruz kaldiklarinda bu
aktivitelerini hizla yitirdikleri belirlenmistir '> *2. Aflatoksinler % 15 ve iizeri nem
iceren gida ve yemlerde kolayca iireyerek mikotoksin sentezleyebilmektedir. Kiifler
% 12 — 13” den daha diisiik nem seviyesinde yok olmaz, ancak kiif gelisimi belirgin

derecede azalirken kiif toksisitesinde herhangi bir degisiklik olmamaktadir ** 3
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Diisiik tuz konsantrasyonlari (% 1-3 NaCl) kiiflerin gelisimini ve toksin
olusturmalarini olumlu etkilemekte, % 8 NaCl’de toksin olusumu sinirlanmakta ve %
14 de ise kiif gelisimi tamamen durmaktadir. Kiif gelisimi ve aflatoksin iiretimini
azaltmak icin ¢esitli kimyasal yontemler denenmistir. Aflatoksin; ¢inko, manganeze
karst duyarhdir. Kadmiyum ve demir karisimi da kiif gelisimini ve aflatoksin

olusumunu baskilamaktadir *°.

Aflatoksin olusumunu etkileyen biyolojik etkenler ise; bitki ¢esidi, bocek ve
hasat sirasinda meydana gelen yaralanmalar, mikroorganizma yiikii ve substrat
igerigi seklinde siralanabilir. Toksin sentezlemede en uygun substrat genellikle
karbonhidratca zengin driinlerdir. Glukoz, galaktoz ve sakkaroz en uygun
substratlardir. Ayrica kiif gelisimi, maltoz ve laktoz da kismen goriiliirken, seker

alkollerinden sorbitol ve mannitolde gelisme goriilmez "> %°.

Yapilan bir arastirmada A4. flavus ve A. parasiticus toksik suslart gesitli

gidalara agilanmis ve bunlardan susam tohumlarimin yiiksek seviyede toksin

olusturan en iyi substrat oldugu saptanmustir *°.
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2.4.3. Aflatoksinlerin Canlilar Uzerindeki Etkileri

Aflatoksinlerin neden oldugu akut, subakut ve kronik olarak seyreden
mikotoksikosise; aflatoksikosis ad1 verilir. Gidalarda ve yemlerde siklikla rastlanilan
aflatoksinlerin  toksisite siralamasi; AFB1>AFMI1=AFGI1>AFB2>AFG2>AFM2
seklindedir'™ *. Hayvan tiirlerinin higbiri, aflatoksinlerin akut toksik etkilerine karsi
direngli degildir. At, sigir, domuz, koyun, keci, rat, tavuk, ordek ve gokkusagi
alabaligt gibi hayvanlar aflatoksinlere kars1 olduk¢a duyarhdir. Disiik
konsantrasyonlarda bile kontamine yemlerin tiiketimi, aflatoksinlere duyarli olan bu

hayvanlarda 72 saat i¢inde 6liime yol agmaktadir 33,24

Aflatoksinlerle akut zehirlenmede hayvanlarda; burun akintisi, solunum
gicliigli, kanli diyare, akut karaciger hasari, i¢ organlarda kanamalar gibi belirtiler
goriilmekte ve 6liimle sonuglanmaktadir. Hayvanlarda akut seyreden aflatoksikosiste

direkt etkilenen organ karacigerdir. Toksinler karacigere yerlestikten sonra lipit

infiltrasyonu, hepatositlerde nekrosa ya da éliime yol agmaktadir >’

Aflatoksinlerin subakut etkileri; istahsizlik, diyare, karaciger hasari,
bagisiklik sisteminde zayiflama, kanamali bagirsak yangist ve trombosit sayisinda
azalma seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Trombosit sayisinda azalma kanin pihtilagma
yeteneginin bozulmasi ve kapiler damarlarin kolayca catlayabilmesi sonucu i¢

kanamalar meydana gelmektedir *®°.

15



Aflatoksinlerin hayvanlardaki kronik belirtileri; besini reddetme, gelisiminde
yavaslama, halsizlik, zayiflama ve hafif diyare seklindedir. Insanlarda ise; bagisiklik

sistemini zayiflatarak, ¢esitli enfeksiyonlara kars1 viicudun direncini azaltmaktadirlar

5

2.4.3.1. insanlarda Aflatoksinin Etkileri

Toksinlerin insan sagligi Tlzerine etkileri bireylerin bagisiklik sistemi,
beslenme durumu, yas, cinsiyet gibi ozellikler bagl olarak degismektedir .
Aflatoksinlerin insan saglig: lizerine etkileri akut ve kronik etki olmak tizere ikiye

ayrilmaktadir. Aflatoksinlerin akut etkilerine bagli o6liimlere c¢esitli tarihlerde

rastlanmaktadir.

Aflatoksin kontaminasyonu ile ilgili onemli bir vaka, 1974 yilinda
Hindistan’in Kuzeybatisinda, 900 — 1100 ppb mikotoksin kontamine olmus
musirlardan tiiketen 397 kisinin siddetli aflatoksizden zarar gérmesi ve 108 kisinin
olimiidiir. Kenya da 2004 ve 2005 yillarinda ortaya ¢ikan baska bir aflatoksikozis

olayinda 150’den fazla kisi hayatin1 kaybetmistir.

Aflatoksinlerin akut ve kronik toksisitesi ile kanserojenik potansiyeli,

ulkemizde ve bazi ilkelerde kabul edilebilir maksimum limitler bakimindan

diizenlemeler yapilmasina yol agmustir.
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Tiiketicilere ve hayvanlara bulagan kontamine gida ve yem maddelerindeki
toksini azaltmak icin ¢esitli diizenlemeler yayinlanmaktadir. 1995 yilinda en az 77
iilkede, gida ve yemler i¢in mikotoksin diizenlemesi yapilmistir. 1998 yilinda Avrupa
Birligi, tahil, siit, findik ve kurutulmus meyve gibi insanlar tarafindan yaygin olarak
tiikketilen gidalar icin toplam ve AFB1 miktar1 olarak sirasiyla 4 ve 2 ppb’lik bir limit
belirlemistir. Bu limitler, standartlar1 saglamak ve uluslar aras1 ticareti
kolaylastirmak ig¢in ¢ikarilmistir. Tablo 2.4 de AB iilkelerinde aflatoksinlere dair

yiiriirliikteki limitler gosterilmektedir. Ulkemizde yiiriirliikte bulunan limitler AB

iilkelerinde uygulanan limitlerle paralellik gostermektedir *>°°,
Gida Maddesi Maksimum limit (ng/k
2.1. AFLATOKSIN B, B,+B,+G+G, M,
2.1.1. Findik, antepfistig1 gibi sert kabuklu meyveler, yer fistigi,
yagl tohumlar, kuru meyveler ve bunlardan tiretilen iglenmis 500 10,0 @ -
gidalar
2.1.2. Yerfistig1 (dogrudan tiikketime sunulmadan veya gida
bileseni olarak kullanilmadan 6nce siniflandirma, ayiklama 8,01 1500 -

gibi fiziksel iglemlere tabi tutulacak olan)

2.1.3. Tahillar (karabugday (Fagopyrum sp.) dahil) ve bunlardan
iiretilen islenmis gidalar (dogrudan tiiketilen veya gida 2,0 4,0 -
bileseni olarak kullanilan)

2.1.4. Misir (dogrudan tiiketime sunulmadan veya gida bileseni
olarak kullanilmadan dnce siniflandirma, ayiklama gibi 5,0 10,0 -
fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

2.1.5. Cig siit @, 1s1l islem gérmis siit, siit bazl tirtinlerin

uretiminde kullanilan siit - - 0,050

2.1.6. Baharatlarin asagidaki tiirleri i¢in;

- Kirmuzibiber (Capsicum spp.) (bunlarin kurutulmus
meyveleri, kirmizibiber ve ac1 kirmizibiberin biitiin ve
toz hali dahil)

- Karabiber (Piper spp.) (bunlarin meyveleri, akbiber ve 5,0 10,0 -
karabiber dahil)

- Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)

- Zencefil (Zingiber officinale)

- Zerdecal (Curcuma longa)

2.1.7. Bebek ve kiigiik ¢cocuk ek gidalari ® 0,10 - -

2.1.8. Bebek formiilleri ve devam formiilleri ® (bebek siitleri ve ) ) 0.025

devam siitleri dahil)
2.1.9. Bebekler i¢in 6zel tibbi amagli diyet gidalar © 0,10 0,025

2.1.10. Diger gida maddeleri (bulunmast muhtemel riskli gidalar) 5,0 10,0 0,5

M Maksimum limit yerfistig1, findik ve kuru meyvelerin yenilebilir kisimlarina uygulanir. Findik, kabuklariyla
analiz edilecek ise aflatoksin igerigi hesaplanirken bulaganin tiimiiniin yenilebilir kisim {izerinden oldugu
kabul edilir.

Tablo 2. 4 Tiirkiye ve AB iilkelerinde aflatoksinlere dair yiiriirliikteki limitler
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Sonu¢ olarak toksinler insanlarda; karaciger kanserine ve gen yapisinda
degisikliklere neden olur, hormonal dengeyi bozar, kisirliga, sakat ve 6lii dogumlara
yol acgar, gida ve vitamin emilimini azaltir ve bagisiklik sistemini zayiflatarak viicudu

hastaliklara agik hale getirmektedir °.

2.4.4. Gidalarda Aflatoksin

Aflatoksinlere genellikle bitkisel {riinlerde rastlanmakla birlikte bazi
hayvansal {irlinlerde de toksinlere rastlanabilmektedir. Bitkisel {irlinlere kiif
bulasmasi hasattan once ve hasat sirasinda olmakla birlikte, kiiflerin {iremesi ve
aflatoksin sentezi en ¢ok depolama sirasinda olmaktadir. Bu nedenle aflatoksin
olusumu 6nlenmesinde en iyi strateji, lirlinlerin dogru olarak depolanmasi ve hijyenik
sartlara uygun sekilde islenmesi olacaktir. Gida maddeleri iginde findik, yer fistigi,
Antep fistig1, badem, ceviz, aygicegi gibi yagh tohumlarda ve bunlarin iiriinleri olan
fistik ezmesi, findik ezmesi ve badem ezmesinde; bugday, arpa, misir gibi tahillarda
ve bu tahil tirtinlerinde, karabiber, pul biber, kirmiz1 toz biber, kimyon gibi baharatlar
da kurutulmus meyvelerden incirde, siit, et ve yumurta gibi hayvansal iiriinler de
aflatoksinler bulunabilmektedir. Bahsi gecen gida maddelerinde uygun sartlar
olustugunda kiif liremesinin ve toksin sentezinin daha siklikla goriilmesi nedeni bu
gida maddelerinde kiiflerin ¢ogalmalar1 ig¢in gerekli olan kullanilabilir serbest su

miktarinim yiiksek olmasimdandir **2*,
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Gida maddelerindeki en yliksek toplam aflatoksin miktar1 (1706 mg/kg)
Brezilya’daki yemeye hazir fistiklarda tespit edilmistir. Hayvanlar kontamine yemle
beslendigi zaman toksin, aflatoksin M1 formuna doniiserek siite gectigi icin, siit ve
siit irlinlerinde de aflatoksine rastlanilmaktadir. Ayrica, pastorizasyon ve
sterilizasyon islemleri ile AFM1’in tamamen inaktive edilmesi i¢in yeterli degildir.
Bu ylizden isleme yoluyla tamamen uzaklastirilamayan {iriinler piyasaya siiriilebilir

ve kalint1 olarak toksin icerecek sekilde tiiketilebilir .

2.4.4.1. Bitkisel Gidalarda Aflatoksin

Bitkisel gidalara kiif bulagsmasi hasat sirasinda olmakla birlikte, kiiflerin
iiremesi ve toksin sentezi daha cok depolama sirasinda olmaktadir. Ulkemizde
bitkisel gidalar da aflatoksin kontaminasyonu hakkinda bazi ¢alismalar yapilmistir.
Ancak bu aragtirmalar daha ¢ok ihrag¢ edilen findik, Antep fistig1 ve kuru incirlerde
yapilmaktadir. Bununla birlikte az da olsa siit ve siit tirlinleri ile bazi baharatlar da
(kirmizi, toz ve pul biber) aflatoksinlerin varlig1 agisindan incelenmeye baslanmastir.
Aflatoksinlerin meydana geldigi bitkisel {riinler arasinda baharatlar 6nemli yer
tutmaktadir. Baharatlardan oOzellikle kirmizi biber aflatoksin agisindan oldukga
risklidir.

Baharatlar bircok hammadde ve iiriinde kullanilmaktadir. Sucuk, sosis,
pastirma gibi et Uriinlerine yiiksek oranda kirmizi toz ve pul biber katilmaktadir.
Baharatin herhangi bir kiif veya toksin ile kontaminasyonu, et iirlinlerine de

gecebilmekte ve bu iiriinler, potansiyel olarak toksin ihtiva edebilmektedir.
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Konuyla ilgili olarak degisik {ilkelerde bircok arastirma mevcut iken

iilkemizde baharatlarla ilgili yeterli sayida ¢alisma mevcut degildir.

2.4.4.2. Hayvansal Gidalarda Aflatoksin

Hayvansal gidalardan et ve et iriinleri ile siit ve siit iriinleri, insan
beslenmesinde en temel besin maddeleri arasinda yer almaktadir. Ancak 6zellikle son
yillarda gida kaynakli hastaliklar giderek yaygimlasmaktadir. Ulkemizde ¢ogu et
kombinalar1 ve ciftlikler yeterli derecede hijyenik sartlara sahip degildir. Hayvanlara
verilen yemler ise uygun olmayan kosullarda depolanmakta, bunun sonucu olarak
yemlerde kiiflenmeler goriilebilmektedir. Ozellikle sehir kenar mahallelerinde
yetistirilen hayvanlar cogunlukla ¢opliiklerdeki yiyecek artiklariyla beslenmekte ve
kiiflenmis yemleri de tiiketebilmektedir. Bu tiir yiyeceklerde kiife bagl olarak toksin
bulunmasi halinde yemi tiiketen hayvanin etinde ve siitiinde, dolayisiyla et ve siit

tirtinlerinde de aflatoksin bulunmasi olasilig1 diisiiniilebilir.

Ulkemizde ince tabaka kromatografisi ile yapilan bir calismada, siit, peynir,
slit tozu, tereyagi, yogurt ve ayran olmak iizere toplam 334 numune analiz edilmis,
orneklerin hi¢ birinde Aflatoksin M1’e rastlanmamistir *°.

Yiinde Aflatoksin B1’in ¢alisildig1 bir arastirmada, TLC sonuglarinin HPLC

yontemiyle elde edilen sonuglar ile benzer oldugu sonucuna varilmistir *'.

20



Toksin igeren siitlerden yapilan peynirlerden aflatoksin dagilimi hakkinda
bir¢ok arastirmaci tarafindan farkli sonuglar elde edilmistir. Baz1 arastirmacilar siitte
bulunan aflatoksinlerin % 40’nin peynir suyuna, % 10’un yikama suyuna gectigini,
geriye kalan % 50’lik kisminin ise peynirde kaldigimi ileri siirerken, baska bir
arastirici aflatoksinin tamamimin peynir suyuna gectigini ileri siirmiistir *> * '®. Siit
ve siit Urtinleri ile yapilan baska bir arastirmada 150 siit, 24 siit tozu, 21 yogurt,
tereyagt ve 102 peynir 6rnegi incelenmis hicbirinde insan saghigini etkileyecek

diizeyde aflatoksin M1 ‘e rastlanilmamistir ** '%.

Et iirlinleri ile ilgili bir calismada, 40 pastirma 6rneginde TLC yontemi ile
aflatoksin varligi incelenmis, 6rneklerde 2.8 ile 47 ppb arasinda toplam aflatoksin
oldugu tespit edilmistir. Ayni calismada pastirma Ornekleri kis ve yaz aylar1 olmak
tizere iki kez analiz edilmis, yaz aylarinda analiz edilen Orneklerdeki toplam

aflatoksin miktarinin, kis aylarma gére daha fazla oldugu gériilmiistiir .

Diger bir arastirmada Ankara’da, degisik firmalara ait 85 pastdrize siit
ornekleri ELISA yontemi kullanilarak analiz edilmis, Orneklerin % 63.86’1inda
belirlenen Aflatoksin M1’in, Tirk Gida Kodeksi tolerans limitlerini astig1

bulunmustur *°.

Yapilan baska bir ¢alismada 48 adet ¢ig siit 6rnegi aflatoksin M1 ydniinden

incelenmis, 6rneklerin % 70.83’iiniin aflatoksin M1 igerdigi ve % 33.3’{iniin tolerans

limit degerinin tizerinde oldugu tespit edilmistir *’.
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Bir diger arastirmada 5 farkli mandiradan temin edilen 54 pastorize siit
ornekleri, HPLC ile aflatoksin M1 varligi yoniinden incelenmistir. Calismada
incelenen Orneklerin % 88.8’inde farkli miktarlarda aflatoksin M1 oldugu tespit

edilmistir **.

Yine benzer bir caligmada 316 adet pastorize siit 6rnekleri, HPLC yontemi ile
aflatoksin M1 varligr yoniinden incelenmis, Orneklerin 5‘inde farkli miktarlarda

aflatoksin M1 tespit edilmistir *.

2.4.5. Aflatoksinleri Belirleme Metotlar:

Gida maddelerindeki aflatoksinin belirlenmesi i¢in farkl: kalitatif ve kantitatif
metotlar gelistirilmistir. Tiim metotlar ¢dziici ya da bir ¢oziicii kombinasyonu
yardimiyla, toksinlerin ekstrakte edilmesine ve ekstraktin saflagtirilmasina gereksim
duyar. Aflatoksin belirleme yontemleri ¢ok ¢esitli olup en ¢ok kullanilanlar, immiino
afinite kolon kromatografisi yontemi, mini kolon goriintiileme ydntemi, florimetrik
metot, ince tabaka kromatografisi, ELISA ve HPLC yontemleridir Bu metotlar

asagida kisaca aciklanmustir.

2.4.5.1. Immunoafinite Kolon Kromatografisi Yontemi
Bu yontemin, misir, ¢ig fistik ve fistik yaginda >10 ng toplam aflatoksin/g
diizeyindeki aflatoksinlerin belirlenmesinde uygulanabilir oldugu bildirilmistir*’,
Aflatoksinin ekstraksiyonu ve saflastirilmasinin ardindan ekstrakt, aflatoksin B1, B2,

G1 ve G2’ye 6zgili monokloanal antikorlar iceren bir affinite kolona uygulanir.
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Daha sonra aflatoksinler kolonda konsantre edilir ve bir brom veya iyot
¢oOzeltisi ile reaksiyona sokulmasinin ardindan fluoresan Ol¢iimle miktar belirlenir.
Bu yontemle geri doniisim % 60 — 90 arasindadir. Bu yontem bazi {riinlerde
kullanilmakla birlikte, bazi kompleks iirlinler, capraz reaksiyonlar ve miidahalelerden

dolay1 hatal1 pozitif sonuglar da verebilmektedir *°.

2.4.5.2. Minikolon Goriintiileme Yontemi

Minikolon goriintiileme, > 5 ppb’lik bir toplam aflatoksin (B1+B2+G1+G2)
tespit imkani olan kalitatif bir yontemdir. Uygun ¢oziiciilerle saflastirmanin
sonrasinda, aflatoksin ekstrakti, farkli adsorban tabakalariyla (CaSO,, florisil,
silikajel ve notral aliiminyum) kaplanmis 6 mm capli bir minikolondan gegirilir.

Karanlik bir odada UV 1s1k altinda test edilen kolonlarda, aflatoksin varsa,
florisil tabakasinin tepesinde fluoresan 151k ortaya ¢ikar. Minikolon yontemi hizli ve
basittir, ancak bu yontemle miktar tayini miimkiin olmadig1 i¢in sadece aflatoksinin

kalitatif olarak tespitinde kullamlir *°.
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2.4.5.3. Ince Tabaka Kromatografisi Yontemi

Ince tabaka kromatografisi, hizli bir aflatoksin goriintiileme ydntemi olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Silika jel ile kapli TLC tabakalar1 kullanilarak
aflatoksin tiirlerinin ayirimi ve bunlarin dogal floresan 6zelliklerinin uzun dalga
boylu UV 1sik altinda belirlenmesine dayanir. Kloroform, metanol, aseton, benzen,
etanol, su veya bu c¢oziiciilerin kombinasyonu gibi farkli ¢oziiciiler kullanilarak bazi
modifikasyonlar degerlendirilmistir. Bu yontemin gelistirilebilmesi i¢in 6rneklerin
ayn1 kosullarda muamele edildigi aflatoksin standartlar1 gereklidir.

TLC yontemi basit ve pratik olmasi nedeniyle yaygin olarak tercih edilir.
TLC kullanilarak fistik ve fistik yaginda 0.5 — 1.0 ppb pamuk yag1 ve pamuk yagi
iirinlerinde ise 1 — 4 ppb gibi diisiik aflatoksin tespit limitleri belirlenmistir > °'.

Aflatoksin analizleri ile yapilan bir ¢alismada, yerfistig1 yaginda, TLC nin HPLC’ ye

gore daha kesin sonuglar verdigi rapor edilmistir *°.

2.4.54. ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) Yontemi

ELISA denemeleri antijen — antikor reaksiyonuna dayanmaktadir. Aflatoksin
uygun bir ¢oziiclii ile ekstrakte edilir. Bu eksrakt aflatoksine 0zgii antikorlara
yerlestirilir. ~ Antikorlar, ornekte bulunan aflatoksine baglanirlar.  Ornege
baglanmamis serbest antikorlarla reaksiyona giren bir aflatoksin — enzim konjugesi
ilave edilir. Baglanmamis enzim konjugesi, bir yikama asamasi ile uzaklastirilir.
Enzim substrat1 (lire peroksit) ve kromojen (tetrametilbenzidin) ilavesinin ardindan

aflatoksin — enzim bag1 konjugesi inkiibe edilir.
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Bu siire zarfinda bagli enzim konjugesi, renksiz kromojeni, mavi renkli bir
iiriine cevirir. Renk degisiminin derecesi, 0rnekteki aflatoksin konsantrasyonuyla
dogru orantilidir. Fotometrik olarak 450 nm’de 6l¢iim yapilir ve analizin tespit limiti,
firmaya bagl olarak degisir. Ornegin; Biofarm’in iirettigi Ridascreen toplam
aflatoksin icin 1.75 ppb, AFBI1 i¢in 0.62 ppb’lik bir tespit limitine sahiptir. ELISA
testinin avantajlari; ¢ok spesifik olmasi, kolayca yapilabilmesi ve ¢ok kisa silirede

)
sonug vermesidir »°.

ELISA ve TLC ile yapilan bir arastirmada kuru incirlerde metanol ile
esktraksiyon islemi yapilmis ve ELISA ve TLC metodu ile bulunmus degerlerin
birbirine ¢ok yakin oldugu tespit edilmistir. Whitaker ve ark. >, yaymladiklar1 bir
makalede tarimsal iiriinlerde aflatoksin 6l¢iimii i¢cin birgok metot ile ¢alistiklarini ve

ELISA’nin kesinliginin TLC ‘ye gore daha az oldugunu belirtmislerdir.

Ayrica ELISA yonteminin bazi gida ve yemlerde diisiik diizeylerde bulunan
toksinlerin tespiti i¢in uygun olmadig: bildirilmistir >*. Yine bagka bir arastirmada
ELISA ‘nin yiiksek geri kazanim vermedigi, ancak TLC ‘ye gore daha hizli ve daha

az zahmetli bir yontem oldugu belirtilmistir .
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2.4.5.5. HPLC (High Performance Liquid Cromatography)

Yontemi

Modern aflatoksin analizi yaygin olarak HPLC’nin kullanimina dayanur.
Ciinkii bu sistem, diger kromatografi tekniklerinin kullanildigi temel ayirma
prensiplerini kullanarak, her tiirlii bilesige duyarli, ¢cok hizli, hassas ve giivenilir
sonuclar verebilmektedir.

Bununla birlikte HPLC’nin dezavantaji, maliyetinin yiiksek olmasidir. HPLC,
tahil ve yemlerden uygun saflastirma yontemleri ile elde edilen ekstraklar gibi
kompleks bilesiklerin analizi icin son derece uygundur. Bununla birlikte,
aflatoksinler giiclii bir floresan hemiasetal olusturacak sekilde trifloraasetik asitle
tirevlendirilmelidirler. Ardindan mikotoksin tiirleri ters fazli sivi kromatografisi ile
ayrilarak floresan dedektor ile tespit edilir. Bu yontemle 0.1 ng gibi ¢ok diisiik
miktarlardaki aflatoksin (B1, B2, G1 ve G2) miktarlar1 belirlenebilmektedir. Tespit
limiti, her bir aflatoksin i¢in yaklasik 0.3 ng/g’dur.

. . . 51, 25, 50
Geri kazanim orani ise % 90 civarindadir °> =

. Kuru kayist da aflatoksin
olusumunun ve diizeylerinin incelendigi bir arastirmada, TLC ile HPLC yontemleri
karsilagtirtlmistir. TLC de CB (Contaminant Branch) ekstraksiyonu ile ortalama geri

kazanim orani % 85 olarak bulunurken, HPLC de imunoaffinite kolon kullanilarak

yapilan geri kazanim oran1 % 97 olarak tespit edilmistir *°.
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Diger bir arastirmada bazi hayvan karacigerlerinde TLC ve HPLC ile
aflatoksin diizeyleri incelenmistir. Aflatoksin analizlerinde kullanilan TLC
metodunun, kalitatif analizlerde c¢ok iistiin olmasina ragmen, yar1 Kkantitatif
degerlendirmelere uygun olmadigi belirlenmistir. HPLC ile kesin kantitatif sonuglar
elde edilmesine ve bu yontemin ¢ok hizli olmasina karsin TLC’ye kiyasla HPLC

yontemi biraz daha pahalidir **.

Toksin analizlerinde kullanilan metotlarin karsilastirildig: bir calismada, TLC
ve HPLC’nin kesinlik olarak ayni, ELISA yOnteminin ise bu yontemlere gore

kesinlik agisindan daha az giivenilir oldugu sonucuna varilmistir o7,

Pastorize siitte aflatoksin M1 miktarin1 tespit etmek amaciyla yapilan bir
arastirmada, ELISA ile HPLC yontemleri karsilastirilmistir. ELISA‘da ortalama geri
kazanim oran1 % 95.1 olarak bulunurken, HPLC de ise geri kazanim orani ortalama

% 109 olarak tespit edilmistir >*.

Yine benzer bir arastirmada, inek siitlinde aflatoksin M1 miktarini tespit
etmek amaciyla, ELISA ve HPLC yontemleri karsilastirilmistir. ELISA‘da ortalama
geri kazanim orani ortalama % 93.4 olarak bulunurken, HPLC de ise bu oran

ortalama % 89.3 olarak tespit edilmistir *°.
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Bu calismada Diyarbakir ilinde piyasada satilan bazi baharat ve tahil
tirtinlerindeki aflatoksin miktarlarinin belirlenmesi ve yapilacak analizler sonrasinda
elde edilecek sonucglarin Tirk Gida Kodeksi ve wuluslararast standartlara

uygunlugunun kontrol edilmesi amaglanmis bulunmaktadir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. MATERYAL

3.1.1. Tahil ve Baharat Uriinleri

Bu calismada Diyarbakir ilinde piyasadan toplanan bugday (3), nohut (3)
piring (3), findik(3), Antep fistig1 (3), mercimek(3), misir(3) gibi 21 tahil {irlinii ile
kirmizi pul biber (3), siyah pul biber (3), toz biber (3), karabiber (3), kisnis (3), nane
(3), tarcin (3) ve kekik(3) gibi toplam 24 baharat hammaddeleri bu arastirmanin
deneme materyalini olusturmustur. Calismada analiz edilen bu materyaller Mayis

2009 tarihinde toplanmastir.

3.1.2. Aflatoksin Standarti

e Miycotxin Mix-1 (Biopure, BRM 062021)

3.1.3. Kimyasal Maddeler
e Metanol (Merck, HPLC safliginda)
e Asetonitril (Merck, HPLC safliginda)
e Sodyum Kloriir (Carlo Erba)
e Na,HPO4 (Merck)
o KCI (Merck)

e lyot (Merck)
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3.1.4. Makine ve Techizat

e Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC, LabAlliance )

e Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi Kolonu (Macherey — Nagel EC 250/5
C18)

e Enjektdr (Hamilton 100 pL )

e Dedektdr (Shimadzu RF-10A Floresan Dedektor)

e Mixer (Ultra Turrax, T18 Basic)

e Homojenizator (Masticator, Nr 1147/470)

e Hassas Terazi (Denver APX-200)

e Immuno Afinite Kolon ( BioPharm, Alfaprep P07)

3.2. METOT

3.2.1. Metot

Aflatoksinlerin miktar tayininde kullanilan metotlar, genel olarak mikotoksin
analiz asamalarina (ekstraksiyon, temizleme, ayirma, saptama ve miktar tayinin
yapilmasi) gore farklilik arz etmektedir.

Yapilan literatiir aragtirmasinda baharat ve tahil iriinlerinin HPLC ile
aflatoksin analizi i¢in TS EN 12955 “Gida Maddeleri Hububatlarda, Kabuklu
Meyvelerde ve Tiiretilmis Uriinlerde Aflatoksin Bl ile Aflatoksin Bl, B2, GI ve G2
Toplamlarimin Tayini-Artkolon Tiireviendirmeli ve Immunoaffinite lle Kolondan Geri

Almali Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisi Yontemi” kullanilmistir.
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3.2.2. Ekstraksiyon

Tahil ve baharat tiriinlerinin afla toksin igerikleri i¢in asagidaki ekstraksiyon
yontemi kullanilmastir.

Bu amagcla alinan 25 gr 6rnek ve 5 gr NaCIl 250 ml’lik kapakli bir balona
konuldu. Daha sonra iizerine 125 ml (Metanol-su; 70:30) eklenerek karistiricida 500
rpm de 30 dakika karistirildi. Daha sonra elde edilen karisim bir siizge¢ kagidi
(Whatman, 24 c¢cm, Cat No: 1202240, ingiltere) ile siizdiikten sonra, yine bir filtre
kagidi (Whatman, 934 — AH, 11 cm, Cat No:1827900646) kullanilarak tekrar
stiziildii ve elde edilen filtrat 100 ml’lik bir erlen de toplandi. Filtrattan 15 ml
alinarak tizerine 30 ml su ilave edilerek 50 ml’lik bir tiipe konuldu.

Kullanilacak immuno affinite kolonuna (AflaTest, ABD), 50 ml seyreltilmis
10 ml filtrat 6nce 2 ml/dak hizla kolondan gecirildi, daha sonra 10 ml PBS (Fosfat
Buffer Saline: 8 g NaCl, 1.2 g Na,HPOy, 0.2 g, 0.2 g KCI, 990 ml saf su konulmus ve
pH 7.4 e ayarlanmis) 5 ml/dak’lik bir hizla immuno affinite kolonundan geg¢irildi.

Aflatoksinler kolondan saniyede 1 damla gececek sekilde 1 ml metanol ile

elue edildi. Bu eluattan 20 pL‘e alinarak HPLC’ye enjekte edildi.
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3.2.3. HPLC’de Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2 Diizeylerinin
Saptanmasi

Deneysel asamalarda kullanilan kosullar ve parametreler Tablo 3.1 de

gosterilmistir.
Parametre
Enjeksiyon hacmi 20 uLL
Akis hizi 1 ml/dk
Durdurma zamant 10 dk
Mobil faz Metanol — asetoniril — su (22:22:56)
Calisilan basing 131 — 142 bar
Max. basing 400 bar
Sicaklik 42 °C
Dedektor Floresans
Uyarilma dalga boyu 365 nm
Emisyon dalga boyu 430 nm
HPLC Kolon RP-C18

Tablo 3. 1 HPLC parametreleri

Aflatoksin analizleri, LabAlliance marka bir HPLC, cihazi ile gergeklestirildi.
Ekstraktlar i¢in hareketli faz olarak su:metanol:asetonitrilden (56:22:22) olusan
mobil faz sabit oranda analitik HPLC pompasi aracilig: ile akis hiz1 1 ml/dk olacak
sekilde sisteme pompalandi, enjeksiyon miktar1 ise 20 uL olarak ayarlandi. Analiz
icin C18 kolonu (5 pm, 250 mm X 4.6 mm, Macherey — Nagel) kullanild1 ve bu
kolon 131 — 142 bar basingta tutuldu. Kolon sicakligi, 42 °C de tutuldu, degazer
olarak ise Systec sistemi kullanildi. Analizler, eksitasyon ve emisyon dalga boylari
sirastyla 365 nm ve 430 nm’ye ayarlanan bir florasan dedektérde (Shimadzu RF-
10A) , aflatoksin tiirevlendirme islemi ise LabAlliance (Post Column Reactor) kolon
sonrasi tiirevlendirme sistemi kullanildi, burada etkin bir tiirevlendirme ajani olan
100 ppm iyot ¢ozeltisi akis hiz1 0,3 ml/dk olacak sekilde ayarlandi. Piklerin ¢ikis

stiresine gore her bir analiz, yaklasik 10 dk‘da tamamlandi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. KALIBRASYON VE VE GERI KAZANIM CALISMALARI

Farkli konsantrasyonlarda aflatoksin B1, B2, , GI, ve G2 iceren standart
cozeltilerin HPLC ile ayrildiktan sonbra iyot ile tiirevlendirilmesi ve floresans
dedektdr ile tayin edilmesi neticesinde aflatoksin bilesenlerine ait pik alan degerleri

Tablo 4.1°de verilmistir.

Konsatrasyon ppb Alan mV
G2 G1 B2 B1 G2 G1 B2 B1
0,5 2 0,5 2 0.45 0,503 1,389 1,568
1 4 1 4 0.80 1,096 2,404 2,811
1.5 6 1,5 6 1.24 1,589 3,536 4,781
2 8 2 8 1.69 2,123 4,894 5,888

Tablo 4. 1 Kalibrasyon standartlar1 i¢in konsantrasyon ve alan degerleri
Tablo 4.1’de verilen sonuglara iliskin kalibrasyon kromatogrami Sekil 4.1°de
verilmistir.

Aflatoksin tiirlerine ait bilesenler ters fazli HPLC’de net olarak birbirinden
ayrilabilmekle birlikte immiino affinite kolon ile dnderistirme islemi sonrasinda
floresans dedektor kullanimi ile ng/mL seviyelerinde duyarli bir analiz yapmak
mimkiindiir. Tablo 4.1°de sunulan verilerden en diisiik konsantrasyonlardaki

standart karigimi i¢in alinan kromatogram Sekil 4.2’de verilmistir
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Sekil 4. 1 Tablo 4.1°de verilen kalibrasyon verilerine ait kromatogram

A
PG R TR R

Sekil 4. 2 En diisiik konsantrasyondaki standart karisimi i¢in alinan kromatogram
(AFG2:0.5 ng/mL, AFG1:2 ng/mL, AFB2:0.5 ng/mL, AFB1:2 ng/mL)
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G2

2 . y=0,8274x +0,0135

R? = 0,9984
1,5 | ——G2
>
S
c 17
o
<
0,5 -
O T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Konsantrasyon ppb
Sekil 4. 3 Aflatoksin G2 standardi kalibrasyon egrisi
G1
2,5 -
y =0,2677x - 0,0105
2 R? =0,9987
>
- 1,5 -
c —o—G1
S 1
<
0,5 -
O T 1
0 5 10

Konsantrasyon ppb

Sekil 4. 4 Aflatoksin G1 standardi kalibrasyon egrisi
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B2

6 - y =2,3294x + 0,144
2 =
5 R? = 0,9956
4 -
£
% 3 A —eo— B2
< , |
1 4
0 T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
Konsantrasyon ppb
Sekil 4. 5 Aflatoksin B2 standard1 kalibrasyon egrisi
B1
, y = 0,7427x + 0,1275
| R? =0,9984
6 -
5
g4
c —eo— B1
8 3
<
2
1
O T T T T 1
0 2 4 6 8 10

Konsantrasyon ppb

Sekil 4.

6 Aflatoksin B1 standardi kalibrasyon egrisi
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Sekil 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6°de verilen kalibrasyon grafikleri dikkate alindiginda,
calisilan konsantrasyon araliginda lineer kalibrasyon esitlikleri elde edildigi
goriilmektedir. Elde edilen esitliklerin korelasyon katsayisi degerleri de bunu
dogrulamaktadir. Metodun tayin limiti ve gozlenebilme sinirinin hesaplanabilmesi
i¢in ise icerisinde aflatoksin igermeyen sahit bir deney yapilmis ve elde edilen
kromatogramlarda aflatoksin tiirlerine ait piklerin alikonma zamanlarindaki sinyal
degerleri alinarak ortalama sahit sinyalinin standart sapmasinin 3 katinin tayin limiti,
10 katinin ise gozlenebilme sinir1 degerlendirmesiyle tayin smirlarinin AFG1 igin
0.24 ng/mL, AFG2 i¢in 0.06 ng/MI, AFB1 i¢in 0.18 ng/mL, AFB2 i¢in 0.015 ng/mL
ve gozlenebilme siirlarinin ise AFG1 i¢in 0.8 ng/mL, AFG2 i¢in 0.2 ng/mL, AFB1

i¢in 0.6 ng/mL, AFB2 i¢in 0.05 ng/mL oldugu belirlenmistir.

Bu amagla hazirlanan farkli konsantrasyondaki aflatoksin B1, B2, G1 ve G2

standart  kalibrasyon egrileri, Sekil 4.3,4.4, 4.5, 4.6 da verilmistir.
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4.2. BAHARAT URUNLERI ANALIZLERI

Arastirmada toplam 24 adet Baharat {iriinii 6rnegi analiz edilmis ve analiz

edilen, bu baharat iiriinlerine ait aflatoksin B1, B2, G1 ve G2 miktarlar1 Tablo 4.2°de

verilmistir.
Uriin Ornek Belirlenen Aflatoksin Miktarlar: (ppb)
B1 B2 Gl1 G2 Toplam
Kirmizi 1 5.61 TE* 0.13 TE 5.74
2 5.38 TE 0.23 TE 5.61
pul biber 3 432 TE TE TE 4.32
Siyah pul 1 2.13 TE 0.21 TE 2.34
2 1.03 TE 0.35 TE 1.38
biber 3 1.58 TE 0.11 TE 1.69
Toz biber 1 1.85 0.36 TE 1.18 3.39
2 2.15 TE 0.14 0* 2.29
3 0.96 TE TE 0* 0.29
Karabiber 1 TE 0.80 TE TE 0.80
2 TE 1.80 TE TE 1.80
3 TE 2.60 TE TE 2.60
Kisni 1 TE TE TE TE TE
15nis 2 TE TE TE TE TE
3 TE TE TE TE TE
Nane 1 TE TE TE TE TE
2 TE TE TE TE TE
3 TE TE TE TE TE
T 1 TE TE TE TE TE
argin 2 TE TE TE TE TE
3 TE TE TE TE TE
) 1 TE TE TE TE TE
Kekik 2 TE TE TE TE TE
3 TE TE TE TE TE

Tablo 4. 2 Analiz edilen baharat {iriinlerinde belirlenen aflatoksin miktar1 (n=3)

* TE-Tespit edilemedi

Tablo 4.2°’e gore kirmizi pul biber Orneklerinin %66’nda aflatoksin B1

miktar1 Tiirk Gida Kodeksi Limit degerlerini astig1 goriilmiis, siyah pul biber ve toz

biber oOrneklerinde aflatoksin miktarinin Tiirk Gida Kodeksine uygun oldugu

goriilmiistiir. Diger baharat 6rneklerinde aflatoksin tiirlerine rastlanmadi.
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Bu arastirmada 21 adet tahil iiriinii ile 24 adet baharat {iriinlerinde aflatoksin

varlig1 yoéniinden incelenmistir. Oncelikle, Tahil ve baharat iiriinleri i¢in HPLC de

geri kazanim oranlarini belirlemek amaciyla karabiber ve findik 6rneklerine farkli

miktarlarda Miycotoxin Mix-1 standardi eklenerek, her bir aflatoksin icin geri

kazanim degerleri belirlenmistir (Tablo 4.3).

Tablo 4. 3 Geri kazanim oranlar1 (n=3)

flave Edilen Miktar Analiz Sonucu (ppm) Geri Kazanim (%)
(ppm)
Bl |B2 |Gl | G2 | Bl B2 Gl G2 B1 B2 | G1 G2
K.Pul |- - - - 5.61+0.45 - 0.13+0.01 - - - - -
Biber® |2 05 |2 0.5 | 6.97£0.56 | 0.39+0.04 1.66+0.12 0.41+0.03 68 78 1765 |82
b |- - - - 4.10+£0.39 | - - - - - - -
Findik
2 05 |2 0.5 | 5.41+0.30 | 0.40+0.05 1.50+0.10 | 0.39+0.02 65.5 [ 80 |75 78

# Tablo 4.2 de 1 nolu drnek
® Tablo 4.4 de 1 nolu drnek

Analiz sonucunda aflatoksin igerigi tespit edilebilir limitin altindaki karabiber

ve bugday orneklerine aflatoksin standardindan bilinen konsantrasyonlarda aflatoksin

standard1 eklenerek geri kazanim oranlar1 Tablo 4.3 de belirtilmistir.

HPLC ile aflatoksin oranlarinin belirlenmesi amaciyla yapilan bu arastirmada

geri kazanim oranlarina bakildigi zaman karabiber icin aflatoksin G1 oraninin %

76,5, aflatoksin B2 oraninin ise % 78 civarinda oldugu goriilmektedir (Tablo 4.2).

Bugday da aflatoksin B2 icin bu oran % 80 iken, aflatoksin G2 i¢in % 78

bulunmustur.
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4.3. TAHIL URUNLERINDE AFLATOKSIN ANALIZLERI

Arastirmada; toplam 21 adet Tahil iiriin 6rnekleri analiz edilmis ve analiz

edilen orneklerde tespit edilen aflatoksin B1, B2,G1 ve G2 miktarlar1 Tablo 4.4 ‘de

gosterilmistir.

Tablo 4. 4 Analiz Edilen Tahil Uriinlerinde Belirlenen Aflatoksin Miktar1 (n=3)

Uriin Ornek Belirlenen Aflatoksin Miktarlar1 (ppb)
B1 B2 Gl G2 Toplam
Piring 1 TE* TE TE TE TE
2 TE TE TE TE TE
3 TE TE TE TE TE
. 1 TE TE TE TE TE
Bugday 2 TE TE TE TE TE
3 TE TE TE TE TE
Misir 1 TE TE TE TE TE
2 TE TE TE TE TE
3 TE TE TE TE TE
Nohut 1 TE TE TE TE TE
2 TE TE TE TE TE
3 TE TE TE TE TE
Mercimek 1 TE TE TE TE TE
2 TE TE TE TE TE
3 TE TE TE TE TE
Antep 1 TE 1.2 TE TE 1.2
2 TE 1.6 TE TE 1.6
Fistg1 3 TE 2.1 TE TE 2.1
1 4.1 TE TE TE 4.1
Findik Y TE TE TE 3.8
3 1.8 TE TE TE 1.8
*Tespit Edilemedi

Tablo 4.4’den de izlenebildigi gibi analiz edilen tahil iiriinlerinde Antep

fistig1 ve findik disindaki iiriinlerde aflatoksin tiirlerine rastlanmadi. Bununla beraber

findik ve Antep fistig1 6rneginde bulunan aflatoksin B1 ve B2 miktarlar1 Tiirk Gida

Kodeksi Degerlerine uymaktadir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez calismasi ile Diyarbakir ili piyasasinda bulunan baharat ve tahil
triinlerinde aflatoksin kontaminasyon diizeylerinin durumlarini tespit etmek
hedeflenmistir. Yapilan bu calismada tahil ve baharat {iriinlerinin bazilarina belli
oranlarda aflatoksin tespit edilmis olmakla beraber kirmizi pul biber 6rneklerinde
belirlenen limit degerlerin iistiinde ¢ikmustir.

Orneklerin satis yerlerinde gida iiriinlerinin uygun kosullarda bulunduruldugu
cok bekletilmeden satisa sunuldugu degerlendirmesi yapilmastir.

Gerek Gida Triinlerinin satig yerlerinde gerekse iiretim ve depolama
tesislerinde sartlar elverisli oldugu takdirde her zaman i¢in toksijenik kiif dolayisiyla
aflatoksin bulunma riski olacagr goéz Oniinde bulundurulmalidir. Bu nedenle
tretimden tiiketime kadar gecen tiim evrelerde kiif gelisimini engelleyecek tedbirler
alinmalidir. Bu amagla; modern iiretim teknikleri uygulanmali, Gida {irtinleri uygun
bicimde depolanmali ve gida satis noktalarinda uzun siire bekletilmemeli, olasi
muhtemel kontaminasyonlara yonelik olarak siirekli kontrol edilmelidir. Gida
driinleri her asamada aflatoksin kontaminasyonu yoniinden analiz edilmeli ve
limitleri asan iiriinlerin tiiketimine izin verilmemelidir.

Aflatoksin olusumunda {riiniin nem igerigi, bulundugu ortamin sicakligi ve
depolama sekli ¢ok Onemlidir. Depolama kosullarinin yaninda {iriinlerin hasat
edilmesi sirasinda iiriinde meydana gelen mekanik tahribatta kontaminasyon riski

olusturur.
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Yapilan bir ¢cok arastirma kurutma ve depolamanin aflatoksin olusumu ve
gelisimi agisindan son derece énemli oldugunu ortaya koymustur. Depolama iglemi
mikotoksin olusumu agisindan en kritik asama olup, depolama sirasinda {iriiniin
kontamine olmamasi i¢in depolarda uygun bagil nem ve sicaklik kosullar1 kontrollii
olarak saglanmalidir. Uygun sekilde ambalajlanmis f{irtinler olarak piyasaya
stiriilmelidir.

Sonug olarak; gerek iilkemizde gerekse diinyada kanserojen oldugu bilinen
Aflatoksinlerin denetiminin halk saglig1 agisindan ¢ok énemli oldugu bir gercektir.

Bulgularimiz kirmizi pul biber 6rnegi disinda limit degerlerin altinda
olmasia ragmen insan saghgi acisindan riskli gidalar olarak degerlendirilmelidir.
Ulkemizde daha saglikli ve kaliteli gidalar iiretilmesi amaciyla kodekste bildirilen
Aflatoksin limit degerlerinin daha alt seviyelere c¢ekilmesinin gerektigini

diistinmekteyiz.
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