283819

T. C.
- HACETTEPE UNIVERSITES]
SAGLIK BILIMLERI FAKULTES!

DEPOLAMA VE AMBALAJLAMA KOSULLARININ,
BESINLERE TOKSIK MADDELER BULASMASY

BAKIMINDAN INCELENMESI

Analitik Toksikoloji ve Bromatoloji

Program

DOKTORA TEZL

Ecz. Goniil SAHIN

ANKARA ~ 1978



T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESE
SAGLIK BILIMLERI FARULTEST

DEPOLAMA VE AMBALAJLAMA KOSULLARININ,
BESINLERE TOKSIE MADDELER BULASMASI

BAKIMMINDAN INCELENMESI

Analitik Toksikoloji ve Bromatoloji
Program

DOKTORA TEZL

Ecz. Gonill SAHIN

REHBER OGRETIM UYESI : Dog. Dr. SUNA DURU

ANKARA — 1978



ls] N s 4 Zz

Bu aragtirmada, mikotoksinler iginde en toksik olan
aflotoksin B, "in giinlilk diyetimize en ¢ok giren gida mad-
desi olan un Srneklerine bulagma sorunu incelenmigtir.
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Tezin baglrdindan da anlagildidi Uzere konunun kapsamyz ¢ok genig ol-
dudundan arastirmayi, sonuglarimin gergekci olmasini sadlamak amaciyla si~
nirlamsk zorunluludunu duyduk. Bu aragtirmada, mikotoksinler iginde en
toksik olan aflatoksin B, 'in giinlitk diyetimize en gok giren gida maddes i

olan un 6rneklerine bulagma sorunu incelenmigtir.

Mikotoksinlerden olan aflatoksiniez, Aspergillus flavus'un olugtur-
dudu, gok toksik ve kanserojenik etkide metabolitlerdir. Bunun yanlsira

diger Aspergillus ve bazi Penicillium genus 'lary da aflatoksin iretir.

Euratiaceae familyasinin, Euratiales takimndan olan Aspergillus ve

Penicillium genuslarinin en ¢ok aflatoksin olugturan tirleri :

Aspergillus flavus, A.terreus, A.parasiticus, -A.ostianus, A.wentii,
A.tamarrii, A.oryzae, Penicillium frequentans, P,variable, P.puberlum,
P.citrinum’dur. Bunlar saprofit kiif funguslari olup, sporlanmalara ¢ok bol-
dur. Sporlari uzun yillar canliliklarini koruduklar: gibi, su ve rizgar gi-

bi etkenlerle dinyanin her yerine yayilirlar (1-9}.

Sadliksiz depolama kogﬁllarznda, insan ve hayvan besinlerinde kif

funguslar: kolaylikla iiremektedir. Bunlarin metabolitlerinin insan sagliga



iizerine olumsuz etkilerini ortaya koymak igin, biyolojik gistemlerdeki a-
ragtarmalar gogunlukla aflatoksinlere ybneliktir, Aflatoksinler, sadlik
acisindan son yillarin en dnemli sorunlarindan biridir. Onceleri nedenle-
ri bilinmeyen bir ¢ok hastali§in fungusla bulagik besinlerin Qenmesiyle

iligkili oldudunun ortaya gikiga, aflatoksinlere gincellik kazandirmigtir.

Ingiltere‘'de 1960 yilinda 100,000 hindi yavrusunun Slmesi, aflatok-
sinlerin ilk uyar: igareti oldu. Daha bir gok hayvanda gériilen bu hastali-
4a, ilk Snce hindilerde gbzlenmesi nedeni ile "Hindilerin X Hastalida" é-
di verildi (Turkey X disease). 56z konusu hindiler ve yemleri idzerindeki
caligmalar, hastalik ile fungusla bulagik yemler arasinda direkt bir ilig~
ki oldudunu gésterdi. 1961 yilinda Weybridge 'deki Veteriner Aragtarma Mer;
kezi'nde, Sargeant ve aragtirma grubunun galigmalari sonucu ilk patojenik
kanat olarak Aspergillus flavus Link saptanmig, ve bunun toksik bir meta-

bolit olugturdudu bulunmugtur (1,2).

Aflatoksinlerin biyosentezi iizerinde ¢aligilmig ve birgok gemalar
geligtirilmigtir (10). Ancak bunlarin do§ruluju kesinlegmemigtir. Bu gema-
lardaki mekanizmaya kargi ¢ikanlarda vardir. Bununla beraber fenilalanin
kesin olarak aflatoksin B, biyosentezinde prekirsér rol oynadidi saptanﬁl;—
tir. §ikimik asidin ise aflatcksin B, biyosentezindeki prekirsér roli tar-

tagmalidir (11).

Aflatoksin BJ_ ve diderleri, margarin, kuru incir, hurma, marmelat,
meyva suyu, findik fistik, aycicedi cekirdekleri, misir, bugday., bezelyé,

soya unu, sidir ve koyun siitlerinde saptanmigtir (1,12).

Depoclanan her gida maddesinde, Szellikle yiiksek karbonhidrat igeren
bujday ve piringte aflatoksin B, ve digerlerinin olugma olaszligi gok ylik-

sektir,



U1kemizde bu tiir ilk problem, 1967 yilinda Kanada'ya sattigimiz I0
ton i¢ fandifan aflatoksinle bulagik olmasi neden gﬁsteiilerek geri gev-
rilmesi ile ortaya gikmigtir. 1971'de de Amerika Birlegik Devletleri'ne
sattifimaz 45 parti antep fistidanin 36 partisi ayni nedenlec gerirgevril-

migtir. Daha sonra 1972 yilinda Panimarka'ya satilan kuru incirlerde de
a38 pg%kg gibi yiiksek diizeyde aflatoksin bulundudu saptanmig olup bu yil-
Jardan itibaren iirinlerimiz aflatoksin igermesi bakimindan énem kazanmig-

tir (13).

piirkive'nin 1975 yilr igin tahil firetimi 13.189.320 ton, bujday lre-
¢imi 8.750.000 tondur (14). Rigi bagina tiketilen bugday miktari 1973 yi~

1z igin 200 kg/yil'dir (15).

Buffdayin beslenmemizde bu denli biiyik yer tutmasina karsin bu gida
maddesinde aflatoksin lzerine yapilan bilimsel ¢aligma yalniz bir tane-

dir (16).

Sunulan bu caligmamizda, Ankara Cevresinden toplanan, defirmen, bak-
kal, ev gibi yerlerde depolanmig un drneklerinin Uzerinde galigirlmigkar.
Bu 8rneklerde, insan sadligina gok zararli olan Aflatoksin BJ, nitel ve
yary nicel ydntemlerle aragtirildi. Bir aylik aralaria yinelenen tayinler-—
le, aflatoksin B, miktarinin, depolama siiresine bagl: dedigimj, bunun yani
sira nem tayinleri ile, aflatoksin B, Uzerinde nemin Gnemi, laboratuvar
kogullarimiza ve elimizdeki standart madde miktarina en uygun ydntemle a-

rastirilmaya galigilmgtir.



A. Aflatoksinlerin Toksisitesi

Aflatoksinlerin insan ve hayvan saglidi agasindan biiyiik tehlike ol-
dudunun saptanmasindan sonra, zararli etkilerinin, test sistemi, doz ve
temas siiresiyle iligkileri aragtirilmigtar, Sonugta, akut ve yiiksek dozda
aflatoksin, test hayvanlarina ve kiiltiirdeki hayvan hiicrelerine letal etki-
de oldudu, daha digiik dozlarin, &nemli histolojik degigmelere, kronik te-

masin ise,timdr indiiksiyonuna neden aldudu saptanmigtir. -

Aflatoksin B, idzerinde ¢ok durulan en kuvvetli hiicre zehiridir.
Aflatoksin B, 'in akut toksisite &lgiitii olarak bir glinlitk érdekler kulla-
nalir, Olgiit olarak alinan bir ginlik drdek yavrularinda aflatoksin B,
igin LDg 18,2 ngso gm olarak saptanmigtir. 72 saat sonra yapilan otopsi
de, intestinal bdlgede we peritonial boglukta hemoraji, karinda su toplan-
masi, safia proliferasyonu, karacigerde temel histolojik bozukluklar goriil~

miigtir (17-19).

Buttler ve Wogan, subletal dozlarda, haftalarca aflatoksin B, alan
gegitli hayvan tiirlerinde, ciddi karaciyer hasari, safra hiperplazisi gdz=

lemiglexdir (20,21).

Tulpule ve Madhavan, geng maymunlarda subakut toksisite aragtirma-
s1 yapmglardir. Maymunlar, 0.5 mg/gin dozda aflatoksin B, ile 18 giin te~
masta birakilmigtir. 14-28 giinde letal etki gézlenmiglerdir. Aflatoksikoz,
anoreksi ile baslamgtir, Histopatolojik bulgu olarak karacidger lezyonla~
r1 {portal inflamasyon, safra sirozu, ya¥d dejenerasyonu gibi) saptamig-

Jardir (22).

Lancester ve arkadaslari, % 20 oranda aflatoksin B, ile kontamine

diyetle beslenen siganlarda, kiga zaman sonra karacider timérd, akeifer



metastazi kesin olarak saptamiglardir (23). Ayma bulgular daha birgok hay-

vanlarda gézlenmigtir (24~27).

Doz-cevap iligkileri kesinlegmemekle beraber, 0.06-1.8 ppm dozda bi-
le aflatoksin Bi 'in % 90 oranda karacider timdri oclugturabilecedi bilin~

mektedir.

Ashley, alabaliklarda, aflatoksin B, ile yaptida aragtirmalarda, he-
patom olugma olasilidinin 2 ppm dozda toksin ile bilyik oldujunu saptamig-

tiy (28,29).

Dickens, sicanlarda aflatoksin B; ve Gl 'in birden fazla subkiitanoz
enjeksiyonu geklindeki uygulamasini igeren aragtirmalarinda, enjeksiyon
b3lgesinde sarkom, fibrosarkom geligtigini gézlemigtir. Hatta enjekte edi-

len doz yitkseldi&i takdirde subkiitandz dokularda kanser olugmugtur (30).

Yitksek doz aflatoksin alan ineklerde, siit iiretiminde belirgin azal-
ma, vicut ajirladinda azalma, stitlerinde aflatoksin M, ve M, fraksiyonlary
gozlenmistir. Erkek danalarda aflatoksin JB_l ile bacaklarda giic kaybxr, ge-~
ligsmede azalma saptanmigtiy. Domuzlarda éflatoksine hassas hayvanlardir.
Doza badli olarak, karacider hasar: gorilmigtir, Digik doz alfatoksin B,
ile, orta lob, bilyilk dozlardaki toksin ile tim loblarda hasar gorilmig-
tiir. Buna badli clarak serum enzim seviyelerinde ylikselme saptanmigtir.
Kimes hayvanlarinda aflatoksine duyarlidir. Bu hayvanlarda sadece karaci-

Jer dedil, bdbrek hasari da gdzlenmigtir (31}.

Aflatoksinlerin, &dzellikle aflatoksin B, 'in en 6nemli etkilerinden
birisi de, Ensefalopati ve Viscera'nin ya§ dejenerasyonudur (EFDV). Bu
etkiyi destekleyen birgok veri vardir (34,35). Bu konuda ilk veri Tayland'ta
Ensefalopati ve yad dejenerasyonundan élen 23 gocuktan 22'sinin cegitli oxr-

gan ve igerifinde gok yiiksek diizeyde aflatoksin B, saptanmig olmasidir (36,37).



Aflatcksinlerin etkileri, bazi etmenlerle dediskenlik gisterebil-
mektedir. Kobaylarda toksinin esas hedef organi, bébrekler, farelerde ak-

cider, sicanlarda karacider ve kolon'dur (38-40).

Yanlis beslenme ile aflatoksin hasari arasinda, direkt bir iligki
vardir. Cocuklarda, protein eksikli§i, Xwahiskor hastalidina neden olmak-
tadir. Bu arada aflatoksinle bulagik gidalarda alinirsa, infantile siro-
zun olusmasiy kesindir (41). Dilgiik oranda protein alinmasi, aflatoksine du-

yarli§z artirmakta, zira protein, aflatoksin hasarinl perdelemektedir (42).

Vitamin B, eksikliéi, aflatoksin hasarini cok arttirmaktadrr. Vita-

min B, azli1§y, transaminasyonun azalmasina neden olmaktadar (43).

Ya# orani digiik diyet de aflatoksin etkisini Gnemli dlglide arttir-

maktadir (44).

vitamin B, azlidi veya tamamen noksanligi, aflatoksinlerin karaci-

ger karsinoma riskini arttirmaktadir (45,46).

vitamin A orany digiik diyet, aflatoksinin olugturdudu kolon kanseri-

nin olugmasini kolaylagstirmaktadir (47).

Hipofizektomi, dietilstilboesterol, % 0.2 oranindaki Metionin, kara-
cider karsinomasinin olugma riskini gok arttirmaktadir (31,48,49). Buna
kargzlak % 00.1 - 0.6 oranda Uretan, fenobarbital, aflatoksin B, 'e du-

yarlid:s dnemli Slglide azalttigdi saptanmigtrr (50,51).

rasiocarpin (pirazolidin alkaloitlerinden), aflatoksin B, ile olu-

san nekrotik sirozun olugumunu hizlandirmaktadir (52).



B, Etki Mekanizmasi

Aflatoksinlerin etki mekanizmalari tam aydinlida kavugmamakla bera=-
ber, biiyiik bir olasilikla DNA ile birlegip RNA aktivitesini bozarak, pro-
tein sentezini Gnemli Slciide azaltmaktadir. DNA ya baglanma kanserojenik

etkinin kesin bir gbriintigiidir (53).

Aflatoksin B.z 'in kromozom kopmasina,kromozom aberasyonlarina neden
oldudu saptamigtir. Yine ayna toksinle farelerde yapilan denemelerde, gok
sayada caprazlamalar sonucunda, hicre béliinmesinin post ve premeiosis ba-

samadinda mutajen oldufu gdzlenmistir (54).
C. Hayvan Wicudundaki Yazgisa

Aflatoksin B, 'in métabolik yazgisinda, O-demetilasyonun biigl‘ik payi
vardir. Halka dayaniklidir. % 25 oraninda karbondioksit (CO,) geklinde y1-
kimlanmaktadir, Biyik kismx safra ile itrah edilmektedir. Cok az kism
aflatoksin B, geklinde, bir kismx da idrar ve feceste ¢bziinirlikleri fark-
11, kromatografik Gzellikleri dedigik iirinler geklinde atilmaktadir. % 6-8
oranda karaciderde tutulmaktadir (55,56). 15 PY aflatoksin B, 'in 24 saat

iginde idrarda aflatoksin M, sekline déniigtidi saptanmigtir (57).

Grice, aflatoksinlerin ve metabolitlerinin plasenta ve siite gegtidi~

ni gstermigtir (58)}.
D. Kimjasal Yapirlari, Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Aflatoksinler, furan ve piranon halkalarindan meydana gelmig, dihid-

rofuran tirevi, biiyiik molekiillii kimyasal bilegiklerdir.



Aflatoxin B, (CyH;05)

Aflatoxin B, (Cy 7”1406)

/ OCH3

Aflatoxin G, (Cy7H; £

SEKIT - 1.



Wogan ve ¢aligma grubunun toksikologlarla beraber caligmalar:r sonu-

cu, aflatoksinlerin yapisl aydinlatildi. Aflatoksinlerin, dneoe dért ana

61). Ultraviyoie 151g2 altinda, kuvvetli ma-
aflatok=

komponenti oldudu saptandx (59—

vi floresans verenlere aflatoksin B, ve B, yegil floresans verenlere ise

sin G, ve aflatoksin Gz‘ad1 verildi. Daha sonra sitde bulunan, kigik Rg

deferli, ultraviyolede mor floresans veren aflatoksin M, ve aflatoksin M,

tiirevlieri de aydinlatildi. son olarak, ¢ok az toksisiteye sahip aflatok-

sin B, ve Gy 'nin hidroksi tirevleri olan aflatoksin By, V& aflatoksin Gy,

saptanmigtir., Tim bu aflatoksin tiirevierinin kimyasal yapisi, $ekil 1 de

gosterilmigtir,
Aflatoksinler, kimyasal yapz bakimindan az, toksik etkileri bakimin-

dan gok fark gisterirlers Monolakton yapisindaki aflatoksin B,., dilakton

yapasindaki aflatoksin G, 'e oranla iki kat:i kadar, toksisiteye sahip ol-

dudu bulunmugtur.(8,9) arasindaki ¢ifte baj, toksisite diizeyini belirle=-

yen énemli faktérlerden biridir (1).

aflatoksin B, ve aflatoksin G, ‘'in kimgasal numaralandirmas: ve oku-

nusu Sekil 2 ve 3 de gbsterilmigtir (62}.

J\g _
2 /\? .
SEKiL - 2 : Aflatoksin Bl'

(2,3,6 acl, 9 ad ~Tetrahidro-4 metokdoksisiqupenta [é] furo

[37,27:4,5] furo [2,3-5) [1] benzopiran 1,11-dion)
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SEKIL - 3 : Aflatoksin G1

(3,4,7 & , 10 2 = Patrahidro=5 ..l metoksi-1 H, 12 H — furc

[3 r,2':4, 5} furo [2, 3-.11] pirono [3, 4-c] [1] benzopiran=l ,l2~dion)

Kapali formiilii C17H1206 olan aflatoksin B; ;s DMSO (dimetilsﬁlfbksit),

etanol, metanolde iyi, kloroformda gok iyi gézinir. pPetrol eterinde ¢ozin-

mez. Isida dugarlidar. Sodyum hipoklorit, kromsilfirik asit, derigik sod=

yum hidroksit ile bozunur (62).

E. Aflatoksin Olugumunu ve Stakilitesini Etkileyen Etmenler

Aflatoksin olugumu, lg evrede incelenir.
Hasat ¢ncesi etmenler; Sulama, gitbreleme, uygun olmayan iklim kogul=

lari, zararli ve patojenlerin etkileridir. Bitkinin zarar gérmeyecek ge-

kilde sulanmasina Gzen gbstermek gerekir. fyi beslenmeyen bitki, fungusla=

rin saldirisina daha ¢ok ufrayabilir. Uriindeki parazit ve patojenlerin

etkileri aflatoksin olugumuna yol agar (63).
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Hasattan depolamaya kadar olan siiredeki etmenler; Erken veya geg ya=
palan hasat, aflatcksin olugumuna biiyiik &lglide olumlu etkendir. Olgunlagma~
dan énce incirlere Aspergillus flavus agi1landiginda, meyvalar clgunlagtik-
ca aflatoksinin en yiksek ditzeye ¢iktid: saptanmigtarr (64). Adar ¢igden
sonraki hasat, aflatoksin yodniinden dnemlidir. Hasat bigimi, kurutma, tagi-
m2 ve igleme teknigi, aflatoksin olugununu etkiler., Hasat sirasinda yara-
lanma, k;?zlma, kurutmada gecikme, tagima sirasinda ezilme, bulagma, karig-

ma aflatoksin olugumunu arttiricl etmenlerdir.

Aflatoksin olusumunda en &nemli etmenlerden biri de depolama kogul-
larinin uygun olmayigadir. Aflatoksinler depo funguslari oldugu igin, de-
polama kogullar: ¢ok &nem kazanir. bapolanan iriindeki nem, orani, sicak-
11k, depolama siiresi, deponun bag:rl nemi, depolanan iirindeki zararli ora-

ni, funguslarin geligmesinde ve metabolitlerinin olugmasinda etkendir,

Fungusun iriinde etkili olabilmesi ig¢in, bir miktar neme gerek var-
dir. Misirda % 16-25, unlarda % 16, piringte % 20-22, bugdayda % 17-18 o-

randa nem olugu aflatoksin miktarini doruk seviyeye g¢ikarir., M1S1r lizerin-

!

de yapilan bir aragtirmada, % 9.4 nem igerdigi zaman 114 mg/kg aflatoksin

B, saptanmigtar (65).

Aflatoksin olugumunda, depo sicakligi da énemli etmendir. Aflatok-—
sin 13°-42°C ler arasinda olugabilir. En yiiksek diizeyde aflatoksin olugu-
mu igin 24°%¢c ve 4-7 giin silre yeterlidir. En dligiik sicaklik 6°—8°c, en yik~

sek sicaklik ise 45°C olarak da belirtilmektedir (66).

! Depolama sdresi de dnemli etmenlerdendir. Aflatoksin, en fazla ola-

rak, depolamanin l-~4 aylik devresinde olugmaktadir.

Depolanan irindeki zararli miktari, nitel ve nicel kayaplara neden

oldudu gibi, iiriindeki aflatoksin oraninin artmasinda etmendir. Zira aflia-
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toksin olugturan funguslar, zarar gérmilg urinde daha kolay geligebilmek=-

te ve metabolit olusturmaktadir,

Fungusun geligmesinde, metabolit olugturmasinda substrat yapisinin
rolii biyiiktidr. Yiksek karbonhidrat iceren piring, bugday gibi maddelerde,
fistik ve pamuk gibi ﬁrﬁnlere oranla daha fazla olugma olasiligi vardair.
Aspergillus flavus, fazla orandaki yadi metabolize edememektedir., Mannoz,

ksiloz aflatoksin olugumunhu arttirmaktadir.

Biyolojik etmenlerde aflatoksin oranina etkilidir. Depo iirtinde Asper-
gillus flavus ve bircok mikroorganizmalar beraber bulunabilir. Bunlar mik-

robial yarigmaya girip aflatoksin olugumunu sinirlar.

Abdalla, Aspergillus killtiirine Rhizopus oryzae ve Sclerotium bato—

ticola agilandidy zaman toksik retiminin azaldigini gistermigtir (66,67).
-

Aflat&ksin 31 ve G, *in sudaki g¢bzeltileri karanlikta olduk¢a daya=
maklidir. Buna karsin igikta % 50 si bir giinde,tamam: dokuz ginde bozuldu-
du saptanmigtir. Tarcin’in da aflatoksin olugummu engelledigi gbsteril-
migtir. % 0.2-20 oraninda ekmede katilan tarcin kif geligimini ve toksin
olugumunu Snemli &lgide azaltmaktadir, Ekmek yapamindaki islemlerin, afla~-
toksin B, iizerine etkileri incelenmigtir. En Ffazla % 27 oraninda, yodqurma |

ve pigirme sirasanda aflatoksin B, miktarinin azaldir§i saptanmigtir (16,

68,69).
F. Nitel ve Nicel Yontemler
Aflatoksinlerin, insan ve hayvan sadligr agisindan biyik tehlike ol-

dudunun, dzellikle kanserojen etkisinin anlasilmasindan sonra tzerinde arag-

tirmalar yodunlagmgtir. En az biyolojik sistemlerde oldudu kadar, gidalarda
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da aragtirma konusu olmugtur ve olmaktadir. Gidalarda,ana dort aflatoksin

nitel ve nicel ydntemlerle belirlenmeye ve ayrilmaga ¢aligilmrgtlir. En faz-

la ince tabaka kromatografisi ydntemi geligtirilmig ve uygulanmgtir(l,16,70-110).
Bu arastirmalarin goju aflatoksin Bx’ By G,r Gé 'nin ayramwna ydneliktir.

Cok az olarak Fluorodensitometrik (111-115) ve yiksek basaing likit kroma-

tografi (HPLC) ydntemleri uygulanmigtir (116,117).

Sadece budday ve iiriinlerinde, en toksik metabolit olan aflatoksin

B1 'in saptanmasi aragtirmalari ¢ok azdir (1,16,95,108,110).

Atli, A,, arastirmasinda, bufday drneklerinin, mikroflorasin: ve afla=
toksin B, olugumunu, stabilitesini esas almstir. Urpneklerde U.V. lambasin-
da 366 nm de mavi floresans vermesi esasina dayanarak aflatoksin Bz nitel

olarak aragtirilmgtir. Son nokta yéntemiyle nicel olarak saptanmigtir (16).

Frank, H.K., kuru gidalara uygulanabilecek ekstraksiyon, temizleme,
belirleme ydntemi vermigtir. silikajel adsorban olarak kullanilmaktadir.
tnee tabaka kromatografisi yéntemiyle, U.V. lambasi altinda 366 nm de afla-
toksin B, 'in mavi floresans vermesi esasina dayanarak nitel tayin yapil-
mgtir. Kloroform-Metanol (91 : 9) gdzici sisteminde aflatoksin B, igin Rg

dederleri 0.35-0.55 olarak saptandid bildirilmektedir (1).

Odotte, tahil cinsi gidalarda ekstraksiyon ve belirleme yéntemi uygu-
lamigtar. Silikajel G-HR adsorban olarak kullanilan aragtirmada aflatoksin

B, Gz’ Gz Metanol-kloroform (3 : 97) gdzilci gisteminde saptanmigtir (109}.

Engstrom, G.W., caligmasinda 3 ¢ozicl sistemi geligtirmigtir. Adsor-
pan olarak silikajel H, silikajel HR, silikajel G-HR kullanilmigtir. Dirt,

ana aflatoksin ayram ve belirlemesi gerceklegtirilmigtir (78).

Pons, W.A., ise aragtirmasinda uyguladidz ince tabaka kromatografi-

si ybnteminde, adsorban olarak alimingum oksit kullanmigtlr. Metanol =~
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Kloroform (3 : 97) coziicii sisteminde, aflatoksin B, .igin_Rf dederi olarak

0.5 dederini vermektedir (91).

Reddy, T.V. ve arkadaglari, yitle 4 ana aflatoksin olan 8,, By G,
ve G, ayrim ve belirlenmesi igin dedigik géziici sistemleri geligtirmig-
lerdir. Silikajel adsorban olarak kullanilmigtir. Toluen-iso-amil alkol~
metanol (90 : 32 : 3) g¢ézici sistemihde, aflatoksin Bl, Bz, Gl, 62 igin
‘siras: ile R, dederleri olarak 0.56, 0.48, 0.42, 0.34 olarak saptanmig=

lardair (95).

Ayrica tahillara uygulanabilen bir bagka, ekstraksiyon ve belirle—-
me yéntemi de vardir, Mikotoksinler ve Szellikle aflatoksinlerin ayirimi
ve belirlepmesi icgin, benzen-metanol-asetikasit (90 : 5§ : 5), eter =
metanol - su (96 : 3 : 1), kloroform - isopropanol (99 : 1), kloroform -
aseton — isopropanol - su (88 : 12 : 1.5 : 1), kloroform — aseton - su
tg8 : 12 : 1.5), kloroform - trikloroetan - n-amilalkol - formik asit

(80 : 15 : 4 : 1) gibi ¢oziici sistemleri geligtirilmigtir (110).



¢ E R E ¢ v e v N T E ML ER

Kimyasal Madde Listesi

aflatoksin B, (Prank, HE )
kiselgur (BDH)
Kloroform (Merck)
susuz sodyum silfat (Mexck)
Hekzan (Merck)
Metanol (Merck)

_. Dietil Eter (Merck)

» _kieselgel G (Merck)
Florisil (0.150~0,250 mm) (Merck)
Altiminyum oksit 150 nétral (Mexrck)
Benzen (Merck)
gtilasetat (Merck]
Metalik Sodyum (Merck)
% 7-5 1lik Sodywnhipoklorit_g&zeltisi (Merck)
pemir-3-klorir, 6 Hzo (Merck)
Sodyum hidroksit {Merck)

Ageton (Merck)

" :
(75/KALSRURE -~ DEUTSCHLAND)
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Kieselgel 60 (0.063-0,2 mm) (Merek)
Asetonitril (Merck)

der,Siilfirik Asit (Metck)

Potasyum ferrisiyaniir fMerck)

2,4~dinitrofenilhidrazin (Merck)

Gereg Listesi

plak éekme apareyi (Shandon unoplan)
Cam kolon (2 x 35 cm)

Mini cam kolon (0.3 x 10 cm)
Calkalatdr (MAS Laborteknik)

Tank (Camag)

Nuce erleni

Buchner hunisi

Etiiv (Dedeoglu)

U.v. lambasi (Camag—-29200)

Su banyosu (Dedeoglu)

Vakum pompas: (Karl Kolb)

pH metre {Beckman}

Enjektdr (10-15 ml)

Mikropipet (5-10 - 25 pl}

Rotovapor (Buchler Instruments L, N.J. U.5.4.

pisposable pipet (23 pl)

}
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YUNTEM

A- Nitel Tayin Yéntemi

tyguladagamrz nitel ydntem ana olarak i¢ béliim halindedir :

1, Ekstraksiyon

2. Temizleme

, 3. ince Tabaka Kromatografisine Uygulanig ve Tani

1. EKSTRAKSIYON

Un Srnefinden 50 g. tartaldi. 500 ml'lik kapakli erlene aktarildi.
Hzerine 25 ml distile su ilave edildi. Ayrica 25 g kiselgur ve 250 ml kio~
roform konularak erlenin kapagi s1kica bantlandi, Kuvvetli olarak c¢alka=~
lanip, calkalatérde 30-40 dakika galkalanmaya barakildi. Sonra, sizgeg ka-
gadz, kiselgur ve cam pamuéu/iii;rlanan buchner hunisi ile vakumdan Sii~
ziildd. Siiziintiniin ilk 50 ml'lik kismi renkli sigeye alindi, Renkli gigele-
rin etraf: kaditla sarilarak, temizleme safhasina kadar buzdolabainda sak-
landr. Her drnek igin ekstraksiyon ySntemi aynen ve ayri ayri uygulan&;.
olanaklarimiza gé-

purada vygulanan ekstraksiyon yéntemi, kogullarimiza,

re dedigiklikler yapirlarak kullanilmigtar {92,97,110).

2, TEMIZLEME
Kolon kromatografisiyle temizleme yapildi.

a) Kolon Hazirlid: : Ig¢ capr 2 cm, uzunludu 35 cm cam kolon kul=
lanild:, Yeterli cam pamugu ve ¢apa uygun siizgeg kagid1r énce yerlegtiril=-
di. 5 ¢ susuz sodyum siilfat tartzld: ve kolona yerlegtirildi iyice. Son-

ra kloroform iginde bulama¢ haline getirilen silikajel (0.063 ~ 0.2 mm)
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dikkatli olarak aktarildi, lyice yérlegmesi i¢in iizerine 5-7 cm kloroform
ilave edildi. 15 g susuz sodyum siilfat dikkatli ve yavag olarak kolona
aktaraldi. Ve kloroform kolondaﬁ gegirildi., Silikajel (0.063 - 0.2 mm) ,
kolona yerlegtirilme&en énce etiivde 1lodc de 2 saat aktive edilip, sodu-

tuldu, desikatérde saklandzi.

b) Rolondan Gegirme Iglemi

Hazirlanan kolondan, dnce ekstraksiyon sonucu kaganilan ve buz-

dolabinda saklanan 50 ml ekstrakt gegirildi.

Sonra 150 ml. hekzan gegirildi, Daha sonra fosforpentaoksit (9205)
veya metalik sodyum ile ha21r1anén susuz eter, 50 g &rnek igin 150 ml he=
sab: ile kolondan gegirildi. Bunu takiben, 150 ml Metanol+Kloroform(3+97),
gegirilirken aflatoksin olmasi milmkin kisim eliie edildi. Metanol+Kloroform
(3+97), gegirilirken esas toplama kabimiz kolon‘musluéu altina yerlegti-

rildi,

Ucurma iglemine kadar yine renkli gigede kagitla sarili olarak buz=

dolabznda‘saklandi.

Caligmamizin her safhasi dikkat, titizliz gerektirmekte idi., pevam-
11 % 5-6 lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile eller, eldivenler, tiim kul~
lanalan gerecler yakanmakta, sonra temizlik malzemesiyle gerekli gekilde
temizlenmekte idi. Zira gok tehlikeli, kanserqjen etkili aflatoksin B ,
sodyum hipoklorit gdzeltisinden zarar gdrmektedir, 150 ml MetanoliKloro-
form (3+97) ile kazanilan eluat, rotovaporda kuruluga ﬁek uguruldu. Ar-
tik, 2-3 ml kloroformda ¢oziilerek flakon gigesine enjektdr yardimiyla ak-
tar1ldi ve makinada adzi kapatildi. Tel ile sarilip, buzlukta, ince tabaka
kromatografisine tatbik safhasina kadar saklandi. Burada uygulanan kolon
kromatografisi ile temizleme ydntemi yine gart ve olanaklarimiza gbre de-

igtirilip uygulammigtair (86,110),



3. INCE TABAKA KROMATOGRAFISINE UYGULANIS'VE TANI
a) Kromatografi Plaklarinan Hazairlanisi :

30 g. Silikajel G, 62 ml distile su ile iyice galkalandi. Homo=
jen bir bulamag haline getirildi. Bu karigim plak yayma apareyl ile
20 x 20 cm boyutlu 5 plaja veya 10 x 20 cm boyutlu 10 plaga 0.3 mm kalin=
likta yayildi. Oda sicaklidanda kurumaya barakzldxr. Sonra 110°c ye ayarli
etilvde bir saat aktive edildi, soduduktan sonra nem gegirmeyen dolaba a-

landi.

Hazairlanan plaklar 181 ve nemi dedigmeyen, dolapta saklanip, bir haf-

ta giire ile kullanaimlari miimkiindir.
b) Kromatografik Cézici gistemlerinin Hazirlanigi :

1. Sistem : Benzen-Asetonitril (80 : 20) Bu oranlarda coziicd
karigim: hazairlandi. Kromatografi kivetinde bir gece doyrulmaya birakildi

ve sonra kullanildz.

7I. Sistem : Etilasetat - Su (50 : 50) Bu oranlarda hazirlanat
cozticii karigam iyice galkalanip krcmatografi?kﬁvetlerinde bir gece doyrul-
madja birakildiktan sonra kullanildi. Uygulanaﬁ iki cbzict sistemi tarafi-

mizdan geligtirilmis olup tartigma bé1iimiin deiagrzca iizerinde durulmakta-

dir.
¢) Laboratuvar Sartlari :

‘ : o
piim kromatografi galigmalari sirasinda, oda sicakliginin 22°%-24°%

olmasina &zellikle dikkat gosterildi.
d) Standart Aflatoksin B, Cézeltisinin Hazirlaid: :

1.85 mg standart aflatoksin B, énce. 3 ml kloroformda cézildi .
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Sonra yapilan seyreltmeleri ile 0.74 pg/ml standart aflatoksin B1 havi fla-
kon kromatografi plagina tathik edilme iglemine kadar tel ile sarili olarak

puzlukta sakland:.

8N CALISMA

Aragtirmamiza Snce 74 pg/kg miktarda aflatoksin B,, aflatoksin B,
icermeyen Ornede ilave edip, yéntemimizi uyguladik. Minikolon kromatogra-
fisi ile aldidimz sonug yarl nicel olarak 30 pg/kg dan fazla aflatoksin
B, havi oiduéunu gosterdi. Sonug, ydntemimizde ekstrasyon ve temizleme

basamaklarindaki kayip ihmal edilebilecek kadar az oldudunun kanitidir.

e) Kromatografi Iglemi :

Hazirlanan plaklara, énce standart aflatoksin B, ve srneklerden
ele gecen, buzlukta saklanan bilinmeyen gézelti uygulandz. Noktalaran Kuru-
masindan sonra, g¢oziict sistemlerine konup, siriiklenme yaparld:. Coziictnin
plak iizerinde 13 cm yiikselmesi igin gegen sire, Benzen-Asetonitril (80 = 20)
gdziicl gistemi 15-17 dakika, Etilasetat-Su (50 : 38) goziict sisteminde ay—
n1 miktarda yikselmesi igin ise 17-22 dakikadir. Bu siire sonunda kiivetten

¢ikarilan plaklar, oda sicaklidinda 10-15 dakika kurumaya birakildi.

v.v. lambasi altinda 366 nm'de goriilen mavi floresans lekeler ince-

lendi, yerleri saptandi.

Aflatoksin B, #.v. lambasi altanda 366 nm'de verdidi belirgin mavi
floresans ile kolayca belirlenebilir. Rg deferleri, standart aflatoksin
B, 'in verdidi mavi floresans lekelerinin yerleri ile kargzlagtaralip, &r-
neklerde aflatoksin B, "in olup olmadigda incelendi, Her iki sistemde elde

edilen Rg de§erleri Tablo 1 de verilmistir. Kromatoplaklarin U.V. 151dz2
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altinda 366 nm'de ¢ekilmig fotograflari ise Sekil 4 a,b,c, 5 a,b,c ve

6 a,b,c de gorilmektedir. Ayrica, aflatoksin B1 'in verdigi mavi flore-
sans ¢ok belirgin ve 6zel olmasina, Rg dederleri ayny olmasina radmen be-
lirteglerle de kamitlandi. % 25 lik Sﬁlfﬁrié asit, 2,4-dinitrofenil hid-
razin gimdiye dek denenmig olup (108), ¢aligmamizda biz de plaklara uygu-
ladik. 2.4-dinitrofenil hidrazin ile mavi, siilfiirik asit ile sari renk o-
lugtu. Ayrica literatiirde aflatoksinlerin belirlenmesinde kayatli olmayan
Potasyum-demir-~3-siyanir, demir-3~kloriir belirteci uygulandi. Belirgin ma-
vi renkli lekeler olugtu. Kullanilan belirteglerin hazirlanigl géyledir

(118) -
1} 2,4-pinitro fenilhidrazin Belirtecinin Hazirlanigi :

2 N HCl asit iginde % 4 lik 2,4—dinitrofénil hidrazin ¢ozeltisi ile,
10 ml % 36 lik HCl asitte g¢&ziilip 1000 ml etancle ilave edilen 1 g 2,4-
dinitrofenil hidrazin ¢bzeltisi ayri ayri hazairlanir. Kullanirken egit o-

ranlarda karigtairilip plak tizerine piiskiirtilir,
2) % 25 Silfiirik asit Belirtecinin Hazirlanigi :

siilfiirik asitin n-butanoldeki % 25 ¢bzeltisi hazirlamir ve plak tze-

rine piliskiirtiiliir.
3) Potasyunm demir-3-sivantir-demir-2~klorir Belirtecinin Hazairlanigl :

Potasyum ferri siyanir % 1 1ik sulu gozeltisi ile % 2 1ik demir-3-
kloriiriin sudaki ¢6zeltisi hazirlanir. xullanacadi zamani egit oranlarda

karigtariliir, piiskiirtiilir, 2 N HCl ile renk belirginlestirilir.
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1. (Qézicii Sistemi) 2. (Coziici Sistemi)
drnek Benzen-Asetonitril (80:20) Etil Agetat-Su (50:50)
aflatoksin B,'in Rg deferi  aflatoksin Bl'in Re dederi

A 0.30 - 0-32 0' 48 - 0. 51
B 0031 - 0-32 0.45 bl O. 47
C 0.31 - 0033 0-47 - 0.48

rablo-1 Aflatoksin B, saptanan 3 un Srnedinin, iki ayri g¢éziicl sis~

teminde Rg dederleri gériilmektedir.

SEKIL (4 a) + A drnedinde saptanan aflatoksin Bl'in,
silikajel G adsorban kullanarak hazirlanan
(20x20 cm} lik plaklarin, Benzen:Asetonitril
(80:20) ¢bziici sisteminde giiriiklenmesi sonucu
.v. lambas: altinda 366 nm de verdigi mavi flo-
resans lekeler gérilmektedir. Sol lekeler stan—

dart aflatoksin B, 'e aittir. Saddaki lekeler

ise A érnedine aittir.



SEKIL (4 b) : A drnedinde saptanan aflatoksin Bl'in,
silikajel G adsorban kullanarak hazirlanan
(20x20 cm) plaklarin, Ftilasetat-Su (50:50)
goziicli sisteminde siiritklemesi sonucu, U.V. lam=
basi altinda 366 nm de verdi§i mavi floresans

lekeler goriilmektedir.

A &rnedinin silikajel G adsorban kullanarak
(20x20 cm) 1lik plaklaran benzen-asetonit-
siiriiklenmesi sonucu,

icerdigi aflatoksin B, 'in verdidi mavi floresans
lekeler goriilmekte (renkli).

SEKIL (4 c) :
hazirlanan
ril (80:20) gdziici sisteminde,
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SEKIL (5 a) + B Srne§inde saptanan aflatoksin B 'in
dserbani: ile hazirlanan (20x50 cm)

silikajel G a
plaklara uygulanip Benzen-Asetonitril (80 : 20)

gozticd sisteminde siiriiklenmesi sonucu U.V. lam-
basi altinda 366 nm de verdigi mavi floresans
goriiltiyor. Sol leke standarta aittir. Sadgdaki

lekeler B érnedine aittir.

(5 b) : B Ornefinde saptanan aflatoksin B, 'in
gilikajel G adsorbami ile hazirlanan (20x20 cm)
1lik plaklara uygulanip, Etilasetat-Asetonitril
{50:50)¢Sziicl  sisteminde stirtiklendikten sonra
y.v. lambasi altinda 366 nm de verdigi mavi flo-

resans lekeler gorilmektedir.

SERIL
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SERIL (5 ¢)

: B Srnedinin igerdigi aflatoksin Bl'in Benzen-

Asetonitril (80:20) ¢bziici sisteminde U.V. lambasanda
366 nm de verdigi lekeler gériilmektedir (Renkli olarak).

SEKIL

(6 a) : C 8rnedinde saptanan aflatoksin B_'in
silikajel G adsorban kullanarak hazirlanan
(20x20 cm) lik plaklarin, benzen-asetonitril
(80:20) ¢dzicii sisteminde siiriitklenmesi sonucu,
y.v. lambasi altinda 366 nm de verdigi mavi
Floresans lekeler gdriilmektedir. Soldaki lekeler
standart aflatoksin Bl'e aittir, Saddaki leke-

ler ise C Srnedine aittir.



SEKIL
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SEKIL (6 b) : C Srnefinde saptanan aflatoksin Bl'in
Etilasetat-Su (50:50) oranda hazirlanan g¢ozicd
sistemde siiriklenmesi sonucu, U.V. lambasi al-
tinda 366 nm de verdi§i mavi floresans lekeler

gSriilmektedir,

(6 c) : C 8rne¥inde saptanan aflatoksin B 'in, Benzen-
asetonitril (80:20) ¢dziicit sisteminde, siiriiklen=
mesi sonucu, U.V. lambas: altinda 366 nm de ver-
didi lekeler goriilmektedir {Renkli)}.
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B. Yari Nicel Tayin Yéntemi :

Mini kolon kromatografisi ydntemi ile yari nicel olarak, un Ornek-
lerinde daha Snce nitel olarak tayin ettigimiz arlatoksin B, miktarini sap=-

tamaya caligtik,
Uyguladadamrz yari nicel tayin yéntemi, iki bélum igerir.

1. Ekstraksiyon

2. Minikolon Hazarlidi ve Kolondan Gegcirme.

1. Ekstraksiyon :

50 g. drnek tartilda, 500 ml'lik kapakli erlene alindi. 250 ml
Aseton+Su (85 + 15) ¢dzelti karigimi uzerine ilave edildi. 30 dakika g¢al-
kalatérde calkalandi. siiziildi ilk 90 ml'lik siiziinti alindi, iginde jel bu=
Junan behere aktarildir. Artik siziinti su ile yikayarak behere aktaraldz.
1-2 dakika kuvvetle calkalandi., Sizildi. Bulaniklik olursa stizme iglemi
yinelendi. Siizintd 500 ml'lik ayirma hunisine alindi. Stiziintii kadar dis-
tile su ve 50 ml kloroform ilave edilip 1-2 dakika ekstre edildi. Kloro-
form tabakasi behere alindi, ugq:uldu. Artik, 2 ml kloroform + aseton
(9 + 1}, ¢ozicii karigam yardimiyla ufak gigeye alindi. Aym gin kullanil-

di veya buzlukta saklandi.
a~ Jel Hazarladz

10 ml distile su, 10 ml % 15 lik FEC13 . 6 Hzo gbzelti kari-
gamna pH metrenin elektrotlar: daldiraldi. % 4 lik NaOH gﬁéeltisi bir
biiret yardimiyla pH'y:r 4.6 ya ayarlamak iizere damlatilarak i;ave edildi
(vaklasik olarak 16-18 ml % 4'1iik NaOH ¢dzeltisi ile pH 4.6 ya ayarlana-

bilmektedir.
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Sayet pH 4.6 dejerini agarsa geri titrasyon yapilamaz. Islem bagtan

tekrar edilir.

2. Mini Kolon Hazirlidgz

3 mm ig¢ ¢apr, 10 cm uzunlujunda cam kolonlar kullanildi. Kolonun
en altina gayet az cam pamugu, filtre kagrdr yerlegtirildi. Bunu takiben
5«7 mm ytiksekliginde kiselgur yerlegtirildi, Sonra 5-9 mm, etiivde 2 saat
110°C de aktive edilmis florisil ilave edildi. 2 cm yiksekliginde silika-
jel (0.063;0.2 mm), 105°C de 1 saat etilvde aktive edildikten sonra koyul-
du. Bunum lizerine etiivde 110°C de 2 saat aktive edilen Aldminyum oksit
nétral 1,0-1.5 cm yiiksekliginde yerlestirildi. 1 ml daha dnce hazairlanan
Srnek ekstraktindan mini kolona aktaraldi. Sonra I ml, kloroform-aseton
(9 + 1) oranda hazirlanmg karigim gegirildi, Kolondan musluk yardi-
myla aktarildi. Ve U.V. lambas: altinda aflatoksin B, 'in verdidfi mavi
floresans bandinin yeri, 366 nm de gozlendi. A, B, C un 6fneklerine ait

bu bantlarin yeri Sekil 7, 8, 9 da gérilmektedir.

Sayet mavi floresans bandi, florisil katinda ise 3 pg/kg dan daha
fazla aflatoksin B, vardir. Floresans band: silikajel-florisil arasinda
ise 20 pg/kg'dan fazla, eder Floresans bandi flofisilden silikajele iyice
yayilmg ise 30 Fg/kg dan fazladir. Bu yéntemle drnekte 5 pg/kg'a kadar

aflatoksin Bz, yar: nicel olarak saptanabilir (105,110).

Aflatoksin 1‘:’.1 gsaptanan érneklerimizden elde edilen temizlenmig eks-

traktlar flokonlar icinde buzlukta ve tathik edilen ince tabaka plakla-

r1&am&,mmmzmms@ﬁkﬂ&hﬂ&i&hﬂamMmmgnpmmim-

basi1 altinda 366 nm de 3 ay stire ile yapllan-gﬁzlemdg, mavi floresans’in

siddetinin hig bir azalma olmadzi.



- 29 =

vine aflatoksin Bl saptanan Ornekler, nem ve sicakliy:r oldukga de-
Jigmeyen, 1giktan uzak olarak, isole odada saklandi. Uygulanan ydntem ay-
nen, hér ay olmak iizere 3 ay sire ile yinelendi., Aflatoksin Bl miktarinda
bir dedigiklik gbzlenemedi. Yéntem tekrarlanabilirdi, saptanan Rg deder=

lerinde sapma yoktu.

SEK1L-7 : A érnedinde yari nicel saptanan
aflatoksin B,'in mini kolon kromato-
grafisinde olugturdugu band ve yayil=
ma durumu, U.V. lambasi altinda, 366
nm de verdigi floresans gériilmektedir.
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§EKIL-8 : B Ornedinde yari nicel sap~
tanan aflatoksin B,'in mini kolon
kromatografisinde, U.V, lambasi
altinda, 366 nm de verdigi flore-
sans, yayilma durumu gorilmekte~

dir.
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SER1L-9 : C Srnedinde mini kolon
kromatografisi ile yari nicel
saptanan aflatoksin B,'in U.V.
lambasi altinda 366 nm de ver-—
di§i mavi floresans band goril-
mektedir.
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8rneklerimizin igerdidi nem miktari, yapilan ayri ayri nem tayin-
leriyle saptandi. Bunun igin 2 gram tartilan un &rnedi, darasa belli por-
selen kapsitllerde 135°C deki etilvde 2 saat bekletildi. Desikatérde soguduk-
tan sonra tekrar tartimi alindi. Ve % olarak nem miktarlari hesaplandi.

Her &rnek icin islem en az 3 defa tekrarlandi.

Tablo 2 de 6rneklerin ortalama % nem miktarlari verilmigtir.

rnek No. Ortalama Uirnek No. Ortalama
% nem miktari ' % nem miktari

1 % 9,18 21 % 8.79
2 % 9.055 22 % 9.48
3 , % 8.78 23 % 11.98
4 % 9.01 24 % 10,01
5 % 10,05 25 % 8,29
6 % 8.93 26 % 12.12
7 % 8.81 27 % 11.28
8 % 11.21 28 % 8.27
9 | % 8.98 29 % 10.88
10 ) % 9.90 e % 11.09
11 % 8,21 31 % 13,56
12 % 12.12 32 % 12.48
13 % 11.98 33 % 8.77
14 % 10,18 34 % 11.41
15 % 11,78 35 % 9.56
16 % 9.62 36 % 10.81
17 % 9,12 37 % 11.07
18 % 11,56 38 % 12.41
19 % 10,48 v 39 % 12.11

20 % 8.01 20 % 8.6l
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Gznek No. % .nz‘;;t:ii;tam:n Grnek No. % nZ;t :1.:'.1?1":::1
41 % 8,02 68 % 8.11
42 % 11.01 69 % 9.25
43 % 12,13 70 % 9.50
24 % 9.61 71 % 11.48
45 % 9,20 72 | % 10,78
46 % 8.93 73 % 8,33
47 % 9.62 74 % 8.49
48 % 11,08 75 % 9.34
49 % 10,15 76 ¥ 10.40
50 % 12.03 77 x 10.01
51 % 23.10 78 % 8.98
52 X 9.05 79 % 9.07
53 % 9.17 20 % 8.16
54 % 9.28 81 % 8.22
55 ¥ 8.17 82 % 9.13
56 % 12,69 83 % 10.10
57 % 8.00 84 % 9.09
58 % 8.41 85 % 9.17
59 % 9.16 86 % 9,42
60 ¥ 8.81 87 % 10.51
61 % 8.01 88 T 9.22
62 x 9.19 89 X 9.68
63 % 9.28 90 % 10.00

64 % 11.03 91 % 11.73
65 % 10,35 92 % 9.68
66 % 10,03 | 93 % 9.19

67 % 11.53



Gere¢ ve ybntem p&limiinde anlatilan nitel ve yara nicel tayin ydnte~-

mi, farkl: yerlerde depolanmig 93 un Srnefine uygulanmigtir.

Tayini yapilan 93 érnegin, 19 tanesi bakkal, 57 tanesi ev, 7 tanesi
un fabrikasi, 5 tanesi un ve kepek toptancisi, 3 tanesi defirmen, 2 tane-

si pastaneden alinmigtir.

Bu Srneklerden 3 tanesinde yari nicel tayin yéntemi ile, B drpegin-
de 20 pg/kg dan fazla, A ve ¢ Srnefinde 30 Pg/kg dan fazla aflatoksin Bz
saptanmigtar. Bir aylik aralarla yinelenen tayinlerde, aflatoksin Bz mik=
tarinda belirgin bir degigme gbzlenememigtir. Bu da aflatoksin Bl'in daya-

nikli oldudunu gbstermektedir.

vine drneklerin ortalama % nem miktarlari saptanmigtrr. Tirkige'nin
atmosfer nem ortalamasi % 9 dur (119). Bizim érneklerimizde ise nem ylizde
miktar: % 8.00 - 13,56 arasinda dedigmektedir. Bu ise depolama ve ambalaj-
lamanin ne kadar kétii oldudunu gbstermektedir, Tablo 2 de gorildiigi gibi
en diigiik nem % 8.00 en yitksek oran ise % 13.56 dir. Urneklerden 39 tanesi-
nin nemi % 10 iistiindedir, Aflatoksin B, saptanan 3 6rnedin nem yizde mik-
tar: % 11'in iistiindedir. A Grneginin ortalama nem miktari % 11.98, B drne-

&inin ortalama nem miktari % 12.12, ¢ &rnefinin ortalama nem miktari % 11.28

dir.



Gidalarda, aflatoksinlerin ayrimi, belirlenmesi, nicel tayini ile
ilgili gok ydntem vardir. Bunlar iginde biyolojik ydntemler de sayilabi-
lir, Uzellikle aflatoksin B 'in oldukga duyarl: olarak nicel tayinini yap-

mada olanak sadlamada gerekli deney ortaminin bulunmasindaki gliglik kulla=-

nimi kisitlar.

Yumusakga yumurtalari ile yapilan yontem, 0.05 pg/ml aflatoksin Bl'e

kadar duyarlidir. Ancak g¢ok diigiik gsicaklik, bol deniz suyu gerektirmekte-

dir. Yumugak¢a yumurtasi bulmakta gok gictiir (120).

Embriyone tavuk yumurtalar: da aflatoksin B, te duyarlidir. Ama &=
liim oranz gok fazla olmasi nedeniyle kullanilim kisitlidar. Nicel tayin
igin civeivde gériilen Gdem, hemoraji, beyin gelisiminde gecikme ve gaga

anomalisi gibi gézlenen belirtiler de aflatoksin B, 1o dzgil degildir (121).

Doku kiiltiri yéntemi, 0.5-1 ppm afFlatoksin B, miktarina kadar duyar-
lidair., 5 ppm aflatoksin Bl ile embriyonik akciger hiicrelerinde mitoz bé-
linmede belirgin olarak yavaglamaktadir. Tavuk embriyon hiicrelerinde, bu
dozda aflatoksin B, ile temasdan 12 saat sonra ise niikleol hacim gok azal-

makta ve nihayet niikleoller kaybolmaktadir (122).

Bazi bitkiler, aflatoksin B, ‘e duyarlidir. Urnedin Lepidium stivum
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bitkisinde, 1-10 pg/ml aflatoksin B: ile albinizm gérilmektedir (123).

vukarida kisaca dedindi§imiz ve sonugta aflatoksin Bl 'in yara ni-
cel miktari hakkinda bizi aydinlatacak biyolojik yéntemler, deney materye=~
1i bulma giicliiffii gdzlenen belirtilerin, gok spesifik olmayiglari, deney

ortami §artlarinin saglanmasindaki giiglitkler nedeniyle pratik degildir.

Bircok arastirici, 4 ana aflatoksini ayirma belirleme yontemi gelig-
tirmede ydnelik galigmalar yapmigtir. Hemen hemen tiim caligmalarda ince ta-

baka kromatografisi yéntemi esas alinmgtir.

Kromatografik ydéntemlerde, aliiminyum oksit, Silikajel G-HR, gilika=-
jel-HR, Silikajel H ve Silikajel G, polyamid gibi adsorbanlar kullanilmig
ve en iyl sonug, bu aragtirmada kullanildids gibi silikajel G ile alinmig-

tar (71,72,74,75,78,79,81,95,96)}.

caligmamizda, adsorban kalinlidr sonuclara etkili énemli bir etken
olarak kargimizda cakmigtir. En iyi sonuglar, 0.3 mm adsorban kalinlagi

olan plaklarla alinmigtar.

Bu aragtirmada karsilagilan en biiyiik giigliiklerden biri de standart
madde temininde olmugtur. Cok toksik ve kanserojenik madde olmasi nede-
niyle temini zor gergeklegmigtirx. Caligmanin her basamagi agirl titiz-
1lik, temizlik, dikkat gerektirmektedir. El ve gereglerin yikanmasl uzun

siire ve énce sodyum hipoklorit gozeltisi ile yapilmigtir.

Literatiirde gelistirilen gegitli géziicu sistemleri kayitlidir. En-
cok kullanilanlari, ter~butil-alkol~formikasit~Su (10:1:25), kloroform-

triklor etilen-n-amil alkol-formikasit (80:15:4:1}, Metanol-kloroform

¥* R o
Dr. Frank, H.K.'a, aflatoksin B standardil sadlamada yakin ilgilerini
gérdigimizden gok tegekkir ederiz,
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(3:97}, kloroform-metil isobutil keton (6:1) 'dur,

Bu ¢éziicii sistemleri ile normal siirikleme zamani 40~75 dakika ola-

rak saptanmigtir (78,95,102).

Bizim aragtirmamirzda geligtirdigimiz iki gozici gisteminde 1se, sii-
riikleme zamani 15-22 dakikadir. Ki yukardaki siize ile kayaslanacak olur-
sa, oldukga daha az bir zaman gerektirmektedir, Geligtirdigimiz gdzici sis-
teblerimizle, yinelenen tayinlerinde Rf dederlerinin sapmas cok az olusu,
mavi Floresans leke sinirlarinin bariz olugu, tekrarlanabilirligi ile afla-

toksin B, saptanmasinda uygun goriinmektedir.

7.V. lambasi altinda 366 nm de mavi floresans veren aflatoksin Bl
lekelerini literatiirde kayitli olan 2,4-dinitrofenil hidrazin ve % 25 1lik
siilfiirik asit belirtegleri pliskiirtmek suretiyle verdigi, girasiyla mavi
ve sari renklerle kanitladiktan bagka, bir bagka belirteg olan ve literatiir-
de aflatoksin Bl ‘e uwygulamg kaydi olmayan Potasyum demir-3-giyanir-demir-

3=klorir ile de mavi renk vermesi ile kanitladik.

var:i nicel tayin yéntemi olarak son nokta usuli dige tariflenen yén-
tem cegitli aragtiricirlar tarafindan uygulanmigtar (16). Ancak bu ydntem-
de ufak hacimli seyreltmeler hazarlanilisindaki kisitli standart madde ka-~
yaplari, az da olsa yapilabilecek kigisel hatalar olabilece§inden ve renk
kiyaslamasi géze dayandidindan, daha uzun siire gerektirdiginden givenilir

dedildir.

Mini kolon kromatografisi ile yari nicel tayin daha emin, daha g¢abuk
uygulanabilir ve sonug alinabilir bir ydéntemdir, Bu galigmada geligtirme-
e galigtrfimz ekstraksiyon temizleme, belirleme ve yari nicel tayin yén-
temi, biitiin yﬁntemlerin/ﬁgiumu ve standart madde miktarina, laboratuvar

gart ve olanaklarimiza gére dedigiklikler sonucu ortaya gakmagtir (1,16,

84,86,92,104,105,110).
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Ulzerinde galigalan un Srneklerinde uyguladifamrz ydntemle 3 drnekte
Aflatoksin B1 saptadik. Nem ylizde miktari ile aflatoksin B, arasinda olum-
Iu bir iligki vardir. Zira % 11 'in iistinde nem igeren drneklerde bu ¢ok
toksik metabolit bulunmugtur. Bulgularimizda da belirttigimiz ilizere érnek-
lerimizdeki 20 ve 30 pg/kg lzerindeki aflatoksin Bx’ F.A4.0,, W.H.O., ve
OMS gibi kuruluglarin, dilnya gida acirda gozdniine alinarak hoggori igeri-
sinde tamxdidr emniyet limiti olan 30 Fg/kg'a agmaktadir ve limite yakin

dederlerdedir (124).

Aragtirma sonucunda, kéti depolama kogullarinda, gok toksik, kanse-~
rojenik aflatoksin B1' unlarda olugsabilecedini kanitladik. Ayrica yinele-
nen tayinlerimizde, uzun sire aflatoksin B, stabilitesini korudu§u anlagal-
migtar. Aflatoksinli unlarin ne gekilde olursa olsun tiiketilmesi insan ve

hayvan saflidr igin cok sakincaladir.



Bu aragtirmada un érneklerinin ¢ok toksik ve konserojenik etkisi
olan aflatoksin B1 igerip igermedigi saptanmaya caligilmigtar. Bu amacla
sartlarimza uygun, oldukga hizli bir yéntem geligtirmeye galagilmigtir.
Nite} tayin ydntemi olarak ince tabaka kromatografisi, yari nicel éﬁntem

olarak mini kolon kromatografisi uygulamigtir.

fncelenen un Srneklerinin 3'iinde 86z konusu fungal metabolit F.A.O0.,

W.H.O., OMS nin tamadid: limitlere yakin ve onun tizerinde bulunmugtur.



Mikoteksinler, 6zellikle aflatoksinler iizerinde galigmalar son yil-
larda yodunlagmigtar ama bu konuda heniiz aydinlanmamig noktalar goktur,
Sorunun ¢éziimi; éncelikle fungal enfeksiyonu dnlemek gereklidir. Bu da -
reticilerin ve hasat sonrasi irini elde tutanlaria sorumluludundadir. Sa=~
yet bitki hastaliksiz olarak yetigtirilir, hasat dikkatli ve bilgili ola~
rak gergeklestirilirse, kurutma gabuk depolama ve nakliye de gok dikkatli
bir gekilde sadlik kogullarina uygun yapilirsa, sorun kismen ée olsa halle-

dilmig olur.

gonu, Once diger iilkelerde olduju gibi, Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanli$i, S.S.Y.Bakanlig:, Ticaret Bakanlid: igbirligi ile ilkemizde gi=

dalarda aflatoksin tolerans limitlerinin saptanmasi ile ele alinmalidar.

Sonuc olarak, béylesine Snemli bir konuya gosterilecek kékld, plan~

11, ciddi yaklagamlar halk sadlig: ve ekonomimiz agisindan faydali olaca-

&1 kanmisindayim.
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