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Doktora Tezi
Hayvan Yemlerinde Aflatoksin Tayini
T.U. Fen Bilimleri Enstitiisti

Kimya Anabilim Dali

OZET

Aflatoksinler, 6nemli tarimsal Grlinlerde sentezlenebilen (kabuklular, tahillar
vb.) kiif metabolitleridir. Insan ve hayvan saghig icin dnemli saglik etkilerine neden
olabilirler.

Bu ¢alismada, hayvan yemlerinde aflatoksinlerin kantitatif tayini icin, asetonun
(% 55/45, % 70/30, % 85/15), metanoliun (% 60/40,% 70/30,% 80/20), asetonitrilin (%
55/45, % 70/30, % 85/15) farkli karigimlar1 kullanildi. Metodun validasyonu igin
sertifikali referans madde (hayvan yemi) ve spike yapilmis 6rnekler (hayvan yeminde
toplam aflatoksinin farkli konsantrasyonlar1 olarak; 1.3-2.6-5.2-10.4-15.6 pg/kg )
kullanilmistir. Belirlenen HPLC sartlarinda (Aex = 360 nm, Aem = 430 nm, akis hizi: 1.0
mL/dk, kolon sicakligi: 25 °C, enjeksiyon hacmi: 100 pL, C18 kolon, mobil faz:
su/metanol/asetonitril (56/26/18) 120 mg KBr ve 350 puL 4M HNOj; iceren) ornekler
analiz edildi. Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2’ nin geri alma oranlari, %70/30 metanol/su
karisiminda Kantitatif olarak bulunmustur. Calisma sonunda, seksen adet hayvan yemi
orneginin bes adedinde 10-20 pg/kg ve bir adet drnekte 122.51 ug/kg aflatoksin Bl

tespit edilmistir. Yirmi dokuz adet Ornekte aflatoksin Bl tespit edilememistir.



Orneklerin aflatoksin B1 ortalamas1 4.78 pg/kg’ dir. Sadece 1 adet drnek (122.51
Hg/kg) yasal limiti agmistir.

Yil : 2014
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Doctorate Thesis
Analyze of Aflatoxins in Animal Feed
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ABSTRACT

Aflatoxins are fungal metabolite that can be synthesized in important
agricultural products (nuts, cereals, etc.) For human and animal health, aflatoxins cause
important health effects.

In this study, different mixtures of acetone (% 55/45, % 70/30, % 85/15),
methanol (% 60/40, % 70/30, % 80/20), acetonitrile (% 55/45, % 70/30, % 85/15),
used for the quantitative determination of aflatoxins in animal feed. Certified reference
material ( animal feed) and spiked samples (different consentrations of total aflatoxin at
animal feed: 1.3-2.6-5.2-10.4-15.6 pg/kg ) are used for method validation. At optimed
conditions for HPLC (1ex = 360 nm, Aem = 430 nm, flow rate: 1.0 mL/min, column
temperature: 25 °C, injection volume: 100 pL, C18 column, mobil phase:
water/methanol/acetonitrile (56/26/18) with 120 mg KBr and 350 puL 4M HNO3 )
samples were analysed. Recoveries of aflatoxin B1, B2, G1 and G2 were stable when
samples were extracted with %70/30 methanol/water mixture. In this study, aflatoxin
B1 were detected with 10- 20 pg/kg at five sample and 122.51 20 pg/kg at one sample.



At tewenty nine of eighty sample aflatoxin B1 not detected. Mean aflatoxin Bl
concentration of samples is 4.78 pg/kg. Only one sample (122.51 pg/kg) exceeded the
legal limit of 20 pg/kg aflatoxin B1.

Year : 2014
Number of Pages : 89
KEYWORDS : Aflatoxin, Extraction, Immunoaffinity, HPLC.

ONSOZz

Ulkemizde tarim ve hayvancilik faaliyetleri yogun olarak yapilmaktadir.
Mikotoksinler tarimsal {riinlerde ciddi etkiler olusturan bilesiklerdir. Aflatoksinler
diinyada en yaygin karsilagilan mikotoksinlerdendir. Bugiin, tespit edildigi giinden beri
hep guindemde olan aflatoksinlerin belirlenmesi, tarimsal iiriinlere verdigi zararlar, insan
ve hayvanlar i¢in olusturabilecegi yiiksek saglik risklerinden dolayr 6nemlidir. Hayvan
yemlerinde aflatoksinlerin belirlenmesi i¢in yapilan bu calismanin, bu alanda katki
saglayacagini diisiinmekteyim. Bu diislincelerle ¢alismalarim sirasinda,
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BOLUM 1

GIRIS

Kuraklik, asir1 seller, biyolojik ve kimyasal kirlenmeler, biiyiik ¢cevre felaketleri,
dinya niifusunun hizli artigi, tarimsal faaliyetlerde onemli degisiklikler meydana
getirmektedir. Meydana gelen degisiklikler hayvancilig: etkilemektedir.

Diinya’ da yillik yem diretimi 2008 yili verilerine gore 650 milyon ton
civarindadir [1]. Bu kadar buyuk Gretim iginde, yemlerin mikotoksinlerle kirlenmesi
Onemli kayiplara neden olmaktadir. DiUnya tahil {iretiminin %]1’1 mikotoksinlerle
kullanilmaz hale geldigi, %20’ sinin ise kirlenildigi diigiintldigiinde, lkemizin yillik
yem (retimine es deger bir rakamda zarar s0z konusu olur [2]. Yine aym sekilde
Amerika Birlesik Devletlerinde (A.B.D) sadece deoksinivalenol denilen bir mikotoksin
cesidinden dolay1r yillik kayiplarin 650 milyon dolar oldugunu diisliniildiigiinde
mikotoksin bulasmasinin hayvancilik sektoriindeki ekonomik kaybin ne kadar onemli
oldugunu gorebiliriz [3]. Boyle bir ekonomik zarar bizim tlkemiz icin de ciddi bir tehdit
icermektedir. Tabii ki bu sadece hayvancilik agisindan maddi olarak Onemlidir.
Mikotoksin kirlenmesini bir de saglik yoniinden ele aldigimizda ugrayabilecegimiz
zarar daha da artmaktadir. Mikotoksinlerin bir kismi1 kanserojenik etki gosterirken, bir
kism1 nefrolojik ve mutajenik etkiler gostererek ciddi sonuglar doguracak saglik
sorunlarina neden olmaktadir.

Tiim bu saydigimiz nedenlerden dolay1r Diinya genelinde yaklasik 77 {ilkede
mikotoksinler ile ilgili yasal diizenlemeler yapilmistir. En sert onlemlerin A.B.D. ve
Avrupa Birligi iilkelerinde alindigini, iilkemizde de bu diizenlemelerin Avrupa Birligi
diizenlemeleri paralelinde yiritildigini goérmekteyiz. Bu sebeplerden dolayi

mikotoksinlerin siki kontroliiniin yapilmas1 6nemlidir.



BOLUM 2

YEMLER HAKKINDA GENEL BiLGILER

Insanlar gibi hayvanlar da canliliklarini siirdiirebilmeleri i¢in karbonhidrat, yag,
protein, vitamin, mineral maddeler gibi hiicrelerin temel yap1 maddelerine ihtiyac duyar.
Hayvanlar bu maddeleri kullanarak sut, et, yumurta gibi hayvansal drinlere
doniistiiriirler. Thtiya¢ duyulan bu maddeler bazen bitkilerden, bazen ictikleri sudan ve
bazen de yemlerden saglanmaktadir.

Yemin bugiine kadar bir¢ok tanimi yapilmis olsa da en genel anlamda
hayvancilikta beslenme amaciyla kullanilan tiim maddeleri “yem” olarak
tanimlayabiliriz [4]. Daha bilimsel bir tanimla, “hayvanlara yedirildiginde, hayvanin
saghigina zararli etkisi olmayan, hayvanlarin yasamlarini siirdiirmelerini ve verim
vermelerini saglayan, hayvanlarin yararlanabilecegi formlarda organik ve inorganik
besin maddeleri iceren maddelere” yem denir [5]. Yemin iilkemizdeki tanimi ise
“hayvanlarin agiz yoluyla beslenmesi amaciyla kullanilan iglenmis, kismen islenmis
veya islenmemis yem katki maddeleri dahil her tlrli madde veya iiriin” olarak ifade
edilmektedir [6].

2.1. Yemlerin Simiflandirilmasi

Yemler, bitkisel (otlar, tahillar gibi) veya hayvansal kaynaklar (siit) igeren dogal
tirtinlerden olugabilmelerinin yaninda, bu kaynaklarin iglenmesi sonucu olusan artiklar
(kepekler, kiispeler) ve bunlarin yan iirinlerinden (misir gluteni, kan ve kemik unu, stt
tozu) meydana gelebilmektedirler.

Hayvanciligin ¢ok cesitli olmas1 ve de yemlerde kullanilan iiriinlerin zenginligi,
yemlerin bilimsel olarak smiflandirilmasinda zorluklar ortaya c¢ikarmaktadir. Bazi
bilimsel kaynaklarda, sahip olunan ortak 6zelliklere gore (suca zengin yemler, kaba

yemler, endiistri yan iriinleri gibi) gruplandirilma yapilirken, bazilarinda ise iiretim



durumlart ile (giftlik yemi ve ticari yemler) simiflandirilma yapilmistir [7]. En genel,

kolay ve anlasilir siniflandirma kaba yem ve kesif (karma) yem seklindedir [8].

2.1.1. Kaba Yem

Higbir islem gérmeden, hayvanlara yedirilen yemlerdir. i¢erdigi su oranina gore
sulu ve kuru kaba yemler olarak ikiye ayrilabilir. Sulu kaba yemler; ¢ayir ve meralar,
kok ve yumru yemler, yas meyve ve sebzeler, agaglarin dal ve yapraklari, silajlar gibi

urinlerdir. Kuru kaba yemler; kuru otlar, saman, kilif, kabuk ve kavuz gibi Grinlerdir.

2.1.2. Karma (kesif) Yem

Fabrika yemi (sanayi yemi) karma yem olarak da bilinmektedir. Yemin tarifinde
oldugu gibi, karma yem i¢in farkli amacglara hizmet eden yapilar (¢iftgiler, yem
tireticileri, bilim insanlar1 ve yasa koyucular) i¢in farkli tanimlamalar yapilabilmektedir.

Bilimsel olarak karma yemin herkes tarafindan kabul edilebilecek tanimi “karma
yem evcil hayvanlarin ¢ok miktarda ve nitelikli iiriin verebilmelerini saglayan, yapisi
garanti edilmis ve agiz yoluyla tiiketilen organik ve anorganik maddeler karigimidir [9].
Diger bir tanim ise; hayvanlarin agizdan beslenmesi icin tam veya tamamlayic1 yem
seklinde, yem katki maddelerini iceren veya icermeyen, en az iki yem maddesinin
karigimidir [10].

Karma yemler; hayvanin tiirli, cinsi, yast ve miktarina dikkat edilerek
hazirlanirlar. Tiim bu faktorlerden 6tiirii karma yem tiretiminde ¢ok gesitli hammaddeler
kullanilmaktadir [7].

2.2. Karma Yem Uretiminde Kullanilan Hammaddeler
Karma yem iretiminde, hayvanin ihtiyacin1 karsilayacak sekilde bitkisel
kaynakli hammaddeler, hayvansal kaynakli hammaddeler ve yem katki maddeleri
kullanilmaktadir [5]. Karma yemler hazirlanirken, bitkisel kaynakli hammaddelerden %
90 oraninda, hayvansal ve mineral kaynaklardan ise daha az oranlarda yararlanilir.
Bitkisel kaynakli hammaddeler (Tablo 2.1), Oncelikle enerji ve protein
ihtiyaclart olmak tizere, pelet baglayici ve yemde lezzet artirict 6zelliklerinden dolayr da

karma yemlerde kullanilirlar.



Tablo 2.1. Karma yem {iretiminde kullanilan bitkisel kaynakli hammaddeler.

Enerji verimi Tahil taneleri (Arpa, misir, ¢avdar, bugday, sorgum, yulaf gibi)
yiksek yem ile endiistriyel yan iirlinler (arpa, bugday, cavdar, misir
hammaddeleri kepekleri, melas)

Protein verimi Kiispe ¢esitleri (Aygicek tohumu kiispesi, pamuk tohumu
yiksek yem klspesi, yer fistig1 kiispesi, soya fasulyesi kiispesi, keten tohumu
hammaddeleri kiispesi, findik i¢i kiispesi ve gibi yag sanayi yan iirlinleri)
Protein ve enerji Bezelye, bakla, soya fasulyesi, burcak gibi baklagil taneleri.

verimi yiksek yem

hammaddeleri

Karma yem endustrisinde et-kemik unu, balik unu, tavuk unu gibi hayvansal
kokenli yem hammaddeleri de bitkisel Grlinlerle beraber kullanilmaktadir. Yemlerde
kullanilan katki maddeleri (vitaminler, mineral maddeler, probiyotikler vb.) ise yemlerin
bozulmasini Onleyici, sindirime yardimci ve biiyiimeyi hizlandiric1 gibi etkiler

gosterirler [7].



BOLUM 3

AFLATOKSINLER

Mikotoksinler diisiik molekiil agirhiginda olup, belirli kifler (aspergillus,
fusarium, penicillium gibi) tarafindan iretilen kimyasal bilesiklerdir. Aflatoksin,
okratoksin,  zearalenon,  fumonisin,  patulin, deoksinivalenol en  bilinen
mikotoksinlerdendir [12]. Mikotoksinlerin, hangi amac¢ ile kiifler tarafindan
olusturuldugu belli degildir. Fakat sicaklik, pH, rutubet, su aktivitesi gibi bazi
faktorlerin mikotoksin olusturduklar1 bilinmektedir.

Simdiye kadar 70.000 mantar turd raporlanmis ve tamimlanmistir. Mantarlar,
hasat Oncesi (tarla seviyesinde) veya hasat sonrasi durumlarda (depo, ulasim ve
islemede) yayilabilir, kolinize olabilir ve mikotoksin Gretebilir. Bugiin kimyasal yonden
tanimlanmis 60 kadar mikotoksin grubu bilinmektedir[13]. Gida ve yemlerde
cogunlukla rastlanilan, mikotoksin iireten kiifler ve bunlarin toksinleri Tablo 3.1° de
verilmistir.

Mikotoksinlerin tanimlanmasi; hangi kiif tarafindan, hangi cins 0riinde
olustuguna bakilarak yapilir. Bu tanimlamanin dogru yapilabilmesi i¢in de kif ve
mantarin alemden tiire kadar olan siniflama igindeki yerini bilmek gerekmektedir. Sekil
3.1, mikotoksin iretici kiif ve mantarlarin (Aspergillus, Penicillium, Alternaria ve

Fusarium) Mycobiota alemi i¢indeki yerlerini gostermektedir [2].

Sentez edilen bir mikotoksinin hangi kiif ve mantar tarafindan sentezlendigini
biliyorsak isimlendirmeyi yapabiliriz. En yaygin olarak bulunan mikotoksin ¢esidi olan
aflatoksin, aspergillus tdrleri tarafindan sentezlenir ve tanimlamasi da Aspergillus
Flavus’ un bas harfleri ve “toksin” kelimesi kullanilarak “Afla” 6n adi ile beraber

aflatoksin olarak isimlendirilir [15].



Tablo 3.1. Mikotoksin tiirleri, kiif ¢esidi ve bulundugu tirtinler [14].

Mikotoksin Turu

Toksini Ureten Kiif Cesidi

Bulundugu Uriin

Memeli Hayvanlara Etkileri

Aflatoksin Aspergillus flavus Antep fistigl, Yerfistigi, Findik, Hepatotoksik, kanserojen,
Aspergillus parasiticus Piring, Soya, Misir, Baharatlar, Teratojen (AFB;)
Aspergillus ostianus, Aspergillus niger Kakao, St ve st Urlnleri,
Aspergillus ochraceus Yemler.
Penicillum citrinium
Aspergillus nomius
Okratoksin Aspergillus ochraceus Arpa, Misir, Bugday, Cavdar, Nefrotoksik, hepatotoksik,
Aspergillus sulph ureus Findik, Yerfistig1, Kahve, teratojen, immunosupresif
Aspergillus ostianus Peynir, Soya, Kakao.
Penicillum cyclopium
Penicillum commune
Patulin P.patulum, P.rugulosum , P.cyclopi, Meyve sular1 (elma suyu, armut  Norotoksik, hiicreye toksik
P.expensum,Aspergillus clavatus suyu)
Peynirler
Rubratoksin Pen. Rubrum ,P. Purpurogenum Misir Hepatotoksik, teratojen
Trikotesenler F.sporotrichioides, F. Graminearum Misir Alimentary Toxic Aleukia
(T-2Toksin, Myrothecium roridum, Trichoderma viride Diger ¢esitli tahillar (ATA), kusma, lokopeni, deri
Nivalenol) nekrozlari
Zaeralenon Fusarium graminearum,Fus. culmorum, Maisir ve gesitli tahillar Ostrojen benzeri etki
Fus. Equiseti, Fusarium moniloforme
Fusarium tricinctum
Sitrinin Penicillum citrinium, A. Terreus Arpa, Cavdar, Bugday, Dart, Nefrotoksik, ndrotoksik

Piring, Peynir.
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Sekil 3.1. Mikotoksin iiretici kiif ve mantarlarin taksonomisi.

3.1. Aflatoksinlerin Fiziksel Ve Kimyasal Ozellikleri

Aflatoksinler, aspergillus flavus, aspergillus parasiticus, aspergillus nomius,
aspergillus bombycis, aspergillus ochraceoroseus ve aspergillus pseudotamari tirleri
tarafindan belirli sartlar altinda Qretilen sekonder metabolitlerdir [16]. Bu tirlerden
aspergillus flavus aflatoksin B1 ve aflatoksin B2’nin, aspergillus parasiticus aflatoksin B1
ve B2, aflatoksin G1 ve G2’ nin iiretiminden sorumlu oldugu bildirilmektedir [17].

Aflatoksinlere en ¢ok bitkisel iirlinlerde karsilagilir. Kabuklu {iriinler ve bunlardan
yapilmig Uriinler (findik, antep fistig1, yer fistig1, ceviz, badem, bunlardan yapilmis ezmeler,

cikolata), tahillar (bugday, misir, arpa, ¢avdar, piring, yulaf), tahillardan yapilmis iriinler



(kepek, un, irmik, makarna), yagli tohumlar (susam, aygicegi, kolza, pamuk tohumu),
baklagiller (fasulye, bezelye, mercimek, soya fasulyesi) kahve ¢ekirdegi, kakao, baharatlar
(karabiber, kirmiz1 biber) ve kurutulmus meyveler (kuru tiziim, incir) en ¢ok karsilasilan
bitkisel Grunlerdir [18].

Hayvansal Uriinlerde siit ve siitten yapilmig iriinler (siit tozu, krema, tereyagi,
peynir) aflatoksin M1 ile kontamine olabilmektedir [19]. Hayvan yemleri, yemlerde
kullanilan dari, misir, sorgum, kiispeler (yer fistigi, aygicegi, soya, pamuk tohumu
kiispeleri) gibi hammaddelerden dolayi, aflatoksin ile kontamine olmaktadir.

Aflatoksinler, renksizden soluk sariya dogru renklenebilen kristal yapida
bilesiklerdir. Aflatoksinler 362 nm’ de UV 15181 siddetli olarak absorplarlar ve 425-450
nm’de UV 1sikta mavi, yesil, mavi-yesil renklerde olmak iizere son derece floresans 6zellik
gosterirler. Aflatoksin B1 ve B2 mavi, Aflatoksin G1 yesil, Aflatoksin G2 mavi-yesil
renkte floresans gosterirler. Aflatoksinlerin floresans 0zelliklerinden yararlanarak floresans
dedektor ile tayinleri yapilmaktadir.

Aflatoksinler 300 °C gibi yiiksek sicakliklarda bile dayanikli olmalarina ragmen,
glines 15181na, oksijen varliginda UV 1s18a, diisiik (<3) ve yiiksek (>10) pH seviyelerine ve
oksitleyici maddelere karsi kararli 6zellik gostermezler. Aflatoksinler, suda 10-30 pg/mL
arasinda biraz, polar-olmayan c¢oziiculerde hig, polar organik ¢ozucilerde orta derecede
(kloroform, metanol vb.) ve 0Ozellikle dimetil sulfoksitte tamamen cozlinebilirler [20].
Aflatoksinlerin ¢esitli fiziksel 6zellikleri Tablo 3.2” de verilmistir [21].

Aflatoksinler, di-furan kumarin bilesikleridir (yapilarinda lakton ve bifuran
baglantis1 bulundururlar). Difurokumarosiklopentenon (AFB1, AFB2, AFB2A, AFMI,
AFM2, AFM2A) ve difurokumarolakton (AFG1 ve AFG2) seklinde iki grupta
siniflandirtlirlar. Bunlardan AFB1 gidalarda ve yemlerde en bol bulunan gesittir [16].

Gunimuzde aflatoksinlerin 18 ¢esit tlirii tanimlanmis olup, en yaygin ve temel
olanlar1 aflatoksin G1, G2, B1 ve B2’dir. Aflatoksin M1, M2, B2A, G2A diger ana tiir
olup, diistik miktarlarda tiretilir.

Aflatoksin tlrlerinin kimyasal yapilar1 Sekil 3.2” de verilmistir.



Tablo 3.2. Aflatoksinlerin gesitli fiziksel 6zellikleri.

Aflatoksin Molekl Erime UV Absorpsiyonu Floresans
Tard Yapisi ve Sicaklhigr (Etanolde) Emisyonu
Agirhig ‘c) Amak € (hm)
(nm) (L/mol.cm)
Aflatoksin Ci7 Hi2 O7- 244-246 243 11500 450
Gl 328 257 9900
264 10000
362 16100
Aflatoksin Ci7 Hi4 O7- 237-240 265 9700 450
G2 330 363 21000
Aflatoksin Ci7 Hiz Og- 268-269 223 25600 425
Bl 312 265 13400
362 21800
Aflatoksin Ci7 Hi4 Os— 286-289 265 11700 425
B2 314 363 23400
Aflatoksin Ci17 Hi2 O7— 299 226 23100
M1 328 265 11600
357 19000

3.2. Aflatoksin Olusturan Faktorler

Aflatoksinlerin olusum mekanizmalar1 su ana kadar tam olarak aydinlatilamamustir.
Ayni sekilde aflatoksin olusumuna neden olabilecek faktorler belirlenmis olsa da,
aflatoksinlerin olusumu i¢in bu faktérlerin ayri ayrt mi yoksa birkaginin ayni anda mi
olmasi gerektigi konusu hala tartigilmaktadir. Toksin Uretimi igin gerekli faktorleri,
biyolojik ve kimyasal kaynakli ve de c¢evresel kaynakli faktorler olarak ayirabiliriz.
Biyolojik ve kimyasal kaynakl faktorler; bitkisel liriinlerin veya gida maddelerinin cinsi, su
aktivitesi, pH, kimyasal bilesimi ve hasat sirasindaki olgunluk seviyesidir. Cevresel
kaynakl1 faktorler ise; ortamin sicaklik kosullari, bagil nem durumu, oksijen, 1s1k, {iriiniin
yetistirildigi yerin iklimi, cografi bolge, liriiniin gecirdigi (depolama, kurutma teknikleri)

islemlerdir [22].
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Sekil 3.2. Aflatoksin B1*, B28, G1°, G2°, M1%’nin kimyasal yapilar1 [20].

A 6-Metoksidifurokumarin,(6aR,9aS)-2,3,6a,9a-tetrahidro-4-metoksisiklopenta[c]furo-
(3',2":4,5)furo[2,3-h][I]benzopiran-1,11-dion(9CI),

® Dihidroaflatoksin B1,(6aR,9aS)-2,3,6a,8,9,9a-hekzahidro-4-metoksisiklopenta[c]-
furo[3’,2":4,5]furo[2,3-h][I]benzopiran-1,11-dion (9Cl),

© (7aR,10aS)-3,4,7a,10a-tetrahidro-5-metoksi-1H,12H-furo- [3',2":4,5] furo[2,3-h]pirano[3,4-
c][l]benzopiran-1,12-dion (9CI),

P Dihidroaflatoksin G1, (7aR,10aS)-3,4,7a,9,10,10a-hekzahidro-5-metoksi-
1H,12Hfuro[3',2":4,5]furo[2,3-h]pyrano[3,4-c][I]benzopiran-1,12-dion (9CI),

E 4-Hidroksiaflatoksin B1,(6aR,9aR)-2,3,6a,9a-tetrahidro-9a-hidroksi-4-
metoksisiklopenta[c]furo[3’,2":4,5]furo[2,3-h][I]benzopiran-1,11-dion (9CI),
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3.2.1. Rutubet Ve Su Aktivitesinin (ay) EtKisi

Aflatoksin sentezinden sorumlu olan aspergillus turt mantarlar ile birgok urtinde
(tahillar, yagl bitkiler, yem hammaddeleri vb.) yaygin bir sekilde karsilasilir. Uriin
cesitliligi de dikkate alinirsa, % 9-14 arasi veya daha yiiksek oranlarda rutubet iceren
besinler ile ortam sicakliginin 24-45 °C oldugu durumlarda, 3-4 gunde kiflenme
g6zlenebilmektedir. Depolama sartlarinda tahil i¢in % 12, yagh triinler i¢in % 8-9’dan
kiiclik nem oranlarinin olmasi 6nemlidir.

Mantarlarin etkinliginin artmasinda rutubetin yaninda, su aktivitesi de énemli bir
yer tutar. Gidanin su aktivite (ay) degeri, bagil nemden diisiik oldugunda, gida maddesi
nem ¢ekmeye baslar [23]. Ozellikle endiistriyel depolama ve islemede, kiif gelisiminin sinir
degerlerde tutulmasi veya tamamen engellenmesinde su aktivitesi degerlerinden yararlanilir
[16]. Genel olarak a,=0.60 oldugunda mikroorganizmal faaliyetler baglamaktadir. 0.78 < a,
<0.90 araliginda ise mikotoksin ireticisi kiifler gelisebilmektedir. Aflatoksin {ireticisi
aspergillus flavus icin a,=0.78 degeri optimum sartlarda kiif gelisiminin bagladigi sinir
olurken, aspergillus parasiticus i¢in bu sinir deger a,~0.82’dir. a,, 0.82-0.87 arasinda ise

aflatoksin tiretiminin oldugu goriilmiistiir [23].

3.2.2. Sicaklik Etkisi

Sicaklik, kiiflerin gelismesi ve aflatoksinlerin olusmasi i¢in 6nemli faktorlerden
biridir. Kiiflerin olusmasi i¢in nem ve sicaklik arasinda da bir iligki bulunmaktadir. Bu
iliski kullanilarak uygun depolama ortami1 hazirlanmaktadir. Aflatoksin (retiminde
sicakligin etkisi iizerine yapilan bir ¢alismada, sicakligin a.flavus ve a. parasiticus’un

gelisimi i¢in 6nemli bir faktor oldugu ortaya konmustur [23].

3.2.3. Diger Faktorlerin Etkisi

Aflatoksin {ireticisi kiiflerin gelisimine nem, su aktivitesi, sicaklik gibi bagka diger
faktorlerde etki eder. Bu faktorler; pH, O,-CO,, metal varligi, bocek gibi diger canlilar,
cografi konum ve mekanik zararlardir.

Mikroorganizmalarin gelismesini pH etkilemektedir. pH 4’den kiigiik oldugunda

mikroorganizmalar gelisme g0sterebilirler. pH=7" de ise en iyi gelismeyi gdsterme
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yetenegine sahiptirler. Genel olarak pH= 3.5-8.0 araliginda kiiflerin gelistigi bilinmektedir
[23].

Kiiflerin gelismesinde ortamdaki metallerin varligi da incelenmistir. Dutton,
Llewellyn ve ark. aflatoksin olusumunun metal iyonlar: tarafindan etkilendigini belirtmistir
[24]. Diger bir faktor olan iklim ise farkli donemlerde Ornekler alinmasinda, tarimsal
uygulamalardan, hasat ve depolama sartlarindaki farkliliklardan kaynaklanan aflatoksin
seviyeleri Uzerinde etkilidir. Serin iklimlerdeki iiriinler, sicak bolgelerdeki iiriinlere gore
aflatoksin sentezleyen kiifler tarafindan daha az kontamine olurlar.

Bitkilerin gelisme doneminde, kuslar ve bocekler tarafindan bitkide olusturulan
fiziksel lezyonlar fungal sporlarin bitkiye girisine yol agtigindan kontaminasyonu
kolaylastirabilir. Ayrica ¢esitli boceklerin mikotoksijenik kiiflerin dagilmasinda gorev
aldig1 diistiniilmektedir [25].

3.3. Aflatoksinlerin Kontrol Altina Alinmasi

Bitkiler ve bunlardan yapilmis iriinlerin mikrobiyal olarak saldiriya ugramasinda,
yetistirildikleri ¢evre, bitki ¢esidi, kimyasal islemlerle muamele (bocek ve kiif koruyucular,
giibreleme), hasat, triinlerin nem igeriginin belli oranda tutulmasi1 (kurutma), prosesler,
depolama kosullar1 énemli derecede etkilidir. Bu noktalarda alinacak Onlemler toksin
kontroltinuin temelidir.

Aflatoksin ile Kkirlenmenin 6nlenmesinde izlenecek stratejiler, hasat dncesi ve
sonrasi alinacak tedbirlere gore degerlendirilmelidir. Hasat oncesi islemler, aflatoksin
olusturacak kiiflerin, bitkiler gelisme doneminde iken kendi florasinda kiiflerin olusmadan
onlenmesini amaglar. Hasat sonras1 uygulamalar yetigmis iriinlerin depolama ve sevkiyat

gibi islemlerde aflatoksin Uretici kiiflerle kirlenmesini énlemeyi amaglar.

Endustriyel uygulamalarda aflatoksin ile kontamine gida, yem gibi iiriinleri
degerlendirmek icin, Grinln kalitesinde ekonomik kayiplar olusturmayacak sekilde fiziksel,

kimyasal ve biyolojik islemlerle, mikotoksinlerin etkilerinin azaltilmasi amaglanir [26].
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3.3.1. Hasat Oncesi Kontrol Yollari

Bu uygulamalar proaktif islemler olup, bitkinin veya iirlinlin mikrobiyal bulagma
olmadan o©nlemlerin alinmasim1 amaglar. Bitkilerin yetistirildigi alanlar, seralar, 6zel
laboratuvar sartlar1 gibi kapali ortamlar degilse, her tiirli saldirtya (boceklerin,
kemiricilerin istilasindan dolay: fiziksel zararlar) ve kirlenmeye (kullanilan kimyasallar ve
mikroorganizmalar) agik yerlerdir.

Tarla ortaminda bitkilerle beraber yabanci zararl otlarin bulunmasi, tarlada bulunan
tas ve kirintilar, boceklerin, kemiricilerin ve diger canlilarin zararli etkilerinin sonucu;
bitkinin dis kisimlarinda olusan mekanik zedelenmeler bitki direncinin diismesine ve
boylece bitkinin funguslarla enfekte olmasina neden olur. Fiziksel olarak zarar gérmemis

bitkiler de aflatoksin Uretici kif ve mantarlar tarafindan enfekte olabilir [27].

3.3.2. Hasat ve Sonrasi1 Kontrol Yollar

Bitkisel triinlerin hasadi sirasinda atilacak adimlar depolamada kuflenmenin
dolayisiyla aflatoksin Uretiminin gézlenmemesi i¢in 6nemlidir. Bu adimlar sunlardir;

- Uriin tarladan uygun zamanda ( tam olgunlasma) ¢ikartiimal,

- Uriintin fiziksel zarar gormesi engellenmeli,

- Uygun metotlar ile uygun ekipmanlar kullanilarak hasat yapilmalidir [28].

Uriinlerin ister hasat edildikten sonra hammadde olarak (bugday, misir, findik vb.),
isterse bazi islemler neticesinde gida veya yem maddelerine doniistiikten sonra olsun belli
bir déonemde saklanmasi veya depo edilmesi gerekebilir. Gida veya yem maddelerinin
depolanmasi sirasinda, aflatoksin iireteci kiiflerin olusumunu kolaylastiracak faktorler
kontrol altina alinmalidir. Bu amagla depolamada asagidaki sartlarin gbz Oniine alinmast
gerekmektedir;

- Farkhi tiirdeki kiif mantarlar, gelismeleri i¢in farkli orandaki neme ihtiyag
duyarlar. Depolama esnasinda gida veya yem maddelerinde nem oranmi kiif mantarlarinin
gelismeye basladigr % 13’ n Usttiinde (aspergillus glaucus igin % 14.6-16.9) olmamasina
dikkat edilmelidir. Yine depolarin bulundugu cevrede ortam neminin % 75 Uzerinde

olmamasi gerekir.
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- Depo sicakliklari, kiif mantarlarmim gelistigi 20-35 °C sicaklik araligi dikkate
aliarak kontrol altinda tutulmalidir. Ayrica iiriinlerin sicakligi ve depolarin iyi bir sekilde
hava almamasina bagli olarak olusan su buharlari, nemlenmeye neden olur.

Kiif mantarlari aerobik ortamda gelisirler. Oksijen orani % 1 olsa bile gogalabilirler.
Depolama sartlarinda karbondioksit miktar1 % 20 oldugunda mantarlarin gelismesi
yavaglayacaktir.

- Urinlerde mekanik hasar olmas1 mikroorganizmalarin ¢ogalmalarini hizlandirir.

- Kemirgenlerin, kuslarin, boceklerin (giive ve kurtguklar vb.) verdigi zararlara
dikkat edilmelidir.

- Depolar iiriinlerin ¢ikisindan sonra aktif olarak fungal ve bakteriyel gelisime karsi
temizlenmelidir.

Bu noktalarda alinacak etkin 6nlemler, iiriinlerin depo sartlarinda herhangi bozulma

ve kontamine olma riskine kars1 giivenle depolanmasina yardimci olacaktir [29].

3.3.3. Tasima Sirasinda Kontrol

Gida ve yem iirlinleri, liretim yapildiklar: yerlerden, tiikketim noktalarina ulagincaya
kadar; hava, deniz ve kara ulasim sistemlerinden biri kullanilmaktadir. Bu sistemlerin
tagiyict elemanlarina kiif ve mantarlarin bulagmasi, {riinlerin ulastigi noktalarin da
kontaminasyonla kars1 karsiya kalmasi demektir. Tasiyict elemanlarin, her tasima
isleminden sonra cesitli bulagmalara kars1 temizlikleri yapilmalidir. Yine baska bir sorun,
(6zellikle gemi ile yapilan tasimacilikta veya yagish giinlerde) triinlerin uzun siiren
hareketlerinde nem oranlarinin artmasidir. Nemlenmenin 6nune gegmek igin modern

koruyucu ekipmanlar kullanilmalidir [27].

3.4. Aflatoksinlerin Detoksifikasyonu

Urdinlerin aflatoksinlerle kontaminasyonun engellenemedigi durumlarda, gida ve
yemlerden aflatoksinin  uzaklastirilmasi  veya etkilerinin  azaltilmasi  amaciyla
detoksifikasyon c¢alismalar1 yapilmaktadir. Aflatoksinlerin detoksifikasyonunda; fiziksel,
kimyasal ve biyolojik metotlar kullanilmaktadir [28].
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3.4.1. Fiziksel Metotlar

Aflatoksinlerin ayriminda fiziksel metotlardan yararlanilmaktadir. Bu metotlar
manuel olarak aflatoksin ile kontamine tanelerin fiziksel olarak ayrilmasindan, floresans,
yiiksek sicaklik uygulamasi, UV, X-ray veya mikrodalga 1simmlamasi ve solvent
ekstraksiyonu gibi gesitli toksin inaktive metotlarini igermektedir [29].

Manual olarak veya gesitli elektronik ekipmanlar kullanilarak, Grtinlerden renk
bozulmasina ugramis, bozulmus tanelerin ayrilmasi genel olarak uygulanmaktadir [30]. Yer
fistig1, misir veya pamukta aflatoksinli tanelerin ayiklanmasinda bu metotlar kullanilmistir.
3-250 ppb arasinda aflatoksin igeren musir tanelerinde bu metotla ayrim gergeklesmis,
ayrimdan sonra ortalama aflatoksin seviyesinin 56 ppb oldugu goriilmiistiir. Bu c¢alisma,
fiziksel ayirmalarla aflatoksin kontaminasyonunun giivenli seviyelere diisliriilmesinin
muamkin olmadigini gostermektedir [31]. Aflatoksin ile kontamine tanelerin ayrilmasindan
baska diger bir yaklagim tanelerin yikanmasidir. Misir tanelerinin, su veya sodyum
karbonat ile yikanmasi Fusarium toksinlerinin kontaminasyonunu azaltabilecegi
belirtilmistir [29]. Aflatoksinlerin floresans 6zellikleri kullanilarak da ayirma yapilabilir.
UV bolgede 365 nm’ de sari-yesil renkli 1s51ma yapan tanelerin (renkli 1s1malarin, iiriinde
aflatoksin ile beraber iiretilen kojik asit tarafindan olusturuldugu diisiintilmektedir)
ayrilmast mimkiindiir.

Aflatoksinlerin detoksifikasyonunda kullanilan diger bir fiziksel uygulama ise 1s1 ile
muameledir. Bu amagla fistik, ceviz, musir gibi iriinlerde kavurma islemleri metot olarak
denenmistir [31]. Is1 uygulamasinda triiniin kalitesinde (goriintii, tat, koku) degisiklik
olmasi, biitiin aflatoksin cesitlerine uygulanamamas: gibi nedenlerden dolayr sirli bir
kullanim alan1 bulunmaktadir.

Is1 ile muamele icin ¢esitli 6rnekler Tablo 3.3’de verilmistir. Tablodan goriildigi
gibi her ne kadar 1s1 uygulamasinda aflatoksinler i¢in belli seviyelere inilse de, {irlinden
tamamen uzaklastirilmasi s6z konusu degildir.

Aflatoksinlerin uzaklastirilmasi amaciyla kullanilan diger bir fiziksel yontem
isinlamadir. Diger uzaklastirma islemlerinde oldugu gibi 1smmlamada amag, zararsiz

parcalanma urunlerine aflatoksinlerin doniistiiriilmesidir.
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3.4.2. Kimyasal Metotlar

Kimyasal metotlar, diger biitin alanlarda oldugu gibi, aflatoksinlerin
uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir. Bu amagla oksitleyici (ozon, hidrojen peroksit) ve
indirgeyici (bisulfitler) reaktifler, asitler, bazlar (amonyak, kostik, soda), tuzlar gibi ¢esitli
kimyasallar; 6zellikle yem sanayinde, aflatoksinler basta olmak {izere mikotoksinlerin
azaltilmasinda kullanilmaktadir. Fakat kimyasal metotlar fiziksel metotlara gore ilave
uygulamalar (kurutma, temizleme) i¢erdigi i¢in zaman harcayan, pahali yéntemlerdir [29].

Amonyak ile muamele 0Ozellikle yem endustrisinde kimyasal metotlar icinde en
yaygin  olarak  kullanilan  metotlardandir. Pamuk tohumlarindan aflatoksinin
uzaklastirilmasinda amonyak ile yapilan ¢alismada, aflatoksin seviyeleri 316-545 ppb’den 4
ppb seviyelerine kadar inmistir [33]. Yine 30-100 ppb aflatoksin iceren musirlara
laboratuvar ortaminda amonyaklama islemi uygulanmis, aflatoksin seviyesi 1-3 ppb’ e
kadar diistirilmistiir. Depo sartlarinda yiiksek nem igerigine sahip misirlarda % 2 amonyak
veya % 1 propiyonik asit gibi kimyasal maddelerin kullanilmasinin a. parasiticus veya a.
flavus gelisimini ve aflatoksin tiretimini durdurmada etkili oldugu bildirilmistir [31].

Kimyasal detoksifikasyonun ana sakincalari, renkte bozulmalarin goriilmesi, keskin
koku olusturmasi, yemlerde asirt kalinti kalmasi (amonyak) ile hayvan sagliginin
bozulmasidir.

Kimyasal uygulamalar, aflatoksinlerin uzaklastirilmasin da fiziksel islemlere gore
daha iyi sonuglar gosterse de, gida ve yemlerde olusacak kalintilarin insan ve hayvan
saglig1 agisindan riskli olmasi, besin degerlerinde kayiplara yol agmasi, standart prosediirler

haline gelmemeleri gibi dezavantajlara sahiptirler [28].

3.4.3. Biyolojik Metotlar

Fiziksel ve kimyasal metotlarin pahali, uygulama alaninin sinirli, zararh etkilerinin
cok olmasi, hayvanlarda mikotoksikozisi kontrol etmek i¢in yeni bir strateji izlenmesine yol
acmistir. Bu amagla bazi mikotoksinleri daha az toksik metabolitlere ¢evirme yetenegine

sahip mikroorganizmalardan yararlanilmaktadir [28].
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Gida fermantasyonunda iki 6nemli mikroorganizma olan saccharomyces cerevisiae
ve laktik asit bakterileri, farkli mikotoksinleri giiglii bir sekilde hiicre duvari bilesenlerine

baglar. Besleyici 6zelliginin yaninda maya veya maya hiicre duvari, potansiyel mikotoksin

Tablo 3.3.Aflatoksinlerin 1s1 ile uzaklastirilmasi uygulamalarina 6rnekler [32].

Uriin Cesidi Uygulama Degisiklik

Yer fistig1 (yaginda) 10 dakika 250°C Aflatoksin B1’de % 96 azalma

Yer fistig1 30 dakika 160°C 100 ppm’den 5 ppb’ye azalma

Misir (yemlik) 145-165°C 1s1 uyg. Aflatoksin Bl’de % 40-80
azalma

Misir Yag ile kizartma-haglama % 28 oraninda parcalanma

Aflatoksin standardi 4 saat 120°C Aflatoksin Bl floresans
gOstermez.

Sulu aflatoksin ¢ozeltileri 20 dakika 120°C Aflatoksin B1’de % 20 azalma

Sat Pastorizasyon- % 22 ile % 28 arasinda

Sterilizasyon pargalanma

baglayici olarak davranir. Biitiin hiicreler yerine, sadece maya hiicre duvarlar1 kullanarak,
mikotoksinin adsorpsiyonu zenginlestirilebilir [28].

Hiicre duvarlarinda bulunan polisakkaritler (glukomannanlar), proteinler ve lipidler,
farkl1 baglanma mekanizmalar: (hidrojen baglari, iyonik veya hidrofobik baglantilar) ile
cok sayida farkli ve kolay ulasilabilir adsorpsiyon merkezleri olarak davranir. Fakat bircok
bakteri ve fungi ¢esidinin, enzimatik olarak mikotoksinleri yok ettigi bilinmesine ragmen,
enzimatik yikim triinlerinin toksisitesi ve fermantasyonun istenmeyen etkilerinin gida

kalitesi tizerine etkileri ile ilgili belirsizlik hala agiktir.
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3.5. Aflatoksinlerin Canlilar Uzerine Etkileri

Mikotoksinlerle kontamine olan yem ve gidalari tiiketen hayvan ve insanlarda latent
(gizli), akut (hizli ilerleyen), subakut (akut-kronik arasi durum) veya kronik olarak
gerceklesen durumlara mikotoksikozis denmektedir.

Mikotoksinlerin canlilar {izerindeki biyolojik etkileri, organizmaya alindiklar
miktara, mikotoksin turl, sdresine, insan ve hayvanin duyarliligina baghdir.
Mikotoksinlerin canli organizmasina sirasiyla diisiik-uzun sireli ve yuksek-kisa siireli
miktarlarda alinmalarina gore kronik hastaliklar ve akut zehirlenme ile 6liim olaylari
gozlenebilir. Insanlar ve hayvanlar igin zararlh etkiler; karsinojen, teratojen (embriyonal
gelisimi etkileyen), dermatitik (deriye etkili olan), hepatotoksik (karacigere etki eden),
nefrotoksik (bdbreklerde toksik etki yapan) ve neurotoksik (sinir sistemine etki eden),
mutajenik, imunsupresif (bagisiklik baskilayici) seklinde olabilmektedir [34].

Mikotoksinlerin kana girisi ve organizma boyunca dagilimini kontrol eden
gastrointestinal absorpsiyon, sivi fazda polar bilesiklerin basit diflizyonu, iyonik olmayan
bilesiklerin siv1 fazda diflizyonu ve aktif tasima ile olmaktadir. Mikotoksinler canli yapisina
diflize olduktan sonra, organizma icin hayati 6nemi olan proteinler, enzimler, RNA-DNA,
ve ortamda bulunan diger kimyasal yapilar ile reaksiyona girerek, protein sentezine engel
olma, hormonlar1 etkileme, albumin-globulin seviyelerinde azalma, vitamin ve besin
maddelerinin aliminda azalisa (enerji iiretiminin azalmasi) neden olma gibi etkilere sahiptir
[29].

Mikotoksinlerin icinde aflatoksinlere, gida giivenligi agisindan biiyiik riskler
olusturmasi ve ekonomik olarak biiyiik kayiplar vermesinden dolay1 butiin dinyada ciddi
onem verilmektedir. Toksik ve kanserojen yapma 6zelliginden dolay1 bircok gelismis iilke,
gida ve yemlerde maksimum izin verilebilir aflatoksin miktarina siki diizenlemeler
getirmistir.

Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC), uzun yillar cesitli ¢alisma gruplari ile
yaptiklar1 aragtirmalar (Aralik 1971, Ekim 1975, Mart 1987 ve Haziran 1992) ve izlemeler
sonucunda 1993 yilinda yayinladiklar rapor ile aflatoksinleri insanlarda kanserojen yapici

olarak smiflandirmisdir (GRUP 1) [20]. Arastirmacilar, hem hepatit B virisi hem de
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aflatoksin B1’ in, P53 geninde meydana getirdikleri degisiklik sonucu Karaciger kanserinin
olustugunu belirlemislerdir.

Insanlar, direkt ve indirekt olarak aflatoksinlerle karsilasabilir. Direkt olarak,
aflatoksinlerin gidalar ile alinmasi, indirekt olarak ise aflatoksinler igeren besin maddeleri
ile beslenen hayvanlarin {iriinlerinin insanlar tarafindan tiikketilmesi ile olur. Bu karsilagma,
st ve sht drunleri (peynir, tereyag vb.) ve yumurtanin tiiketilmesi ile olabilir. Aflatoksin
icin gunliik alinabilecek kabul edilebilir doz (TDI) 0.014 ng/kg olarak agiklanmistir. Yani
80 kg olan bir insanda bu deger; 80 x 0.014 =0.112 ng olur [2].

Hayvanlarda (maymun, alabalik, rat vb.) aflatoksinlerin etkileri, maruziyet dozu,
siiresi, trlne, cinsine, diyet veya beslenme durumuna, genel saglik durumuna gore degisir.
Bu etkiler akut ve kronik etkiler olarak degismektedir. Karacigerde zarar olma durumu,
kanser, siit liretiminde azalis, immun baskilama, anemi gibi saglik problemlerine neden
olabilir. Besili ineklerde siit {iretiminde diislis ve siitiin yag igeriginde artis 50 ile 150 mg
AFB1 uygulanmasindan sonra gozlenmistir. Baska bir ¢alismada 120 ppb aflatoksin ile
kontamine olmus misir ile maruz kalmis siiriide kiiciik dogum olma, sagliksiz buzagilar,
solunum bozukluklari, kil dokiilmeleri, yem tiiketiminde diisiis gdzlenmistir [29].

Aflatoksinler, metabolitleri halinde hayvanlarin siitlerinde ve dolayisiyla siit
tirtinlerinde aflatoksin M1 halinde bulunmaktadir. Aflatoksinlerin yemden siite gegisi %
0.3-3 arasinda olup, bu deger hayvandan hayvana, giinden giine, bir siit sagimindan
digerine gore degisir [35]. Siitten iiretilen bebek mamalari, yogurt, birgok peynir ¢esidi,
tereyagi gibi Urtinlerde aflatoksin M1’ rastlanilmustir [36].

Aflatoksin M1 ve M2, aflatoksin B1 ve B2’ in mono hidroksi turevleridir [37].
Aflatoksin M1, stabil bilesik oldugundan ham ve islenmis siitte bulunmakla beraber,
pasterizasyon veya peynire islenmesi ile kaybolmaz [35]. Diger mikotoksinlerden
deoksinivalenol, yemde yiiksek miktarlarda bulunsa da sutte tespit edilmemistir. T-2 nin
stite gecis oran1 % 0.05-2 arasindadir. Okratoksin A ve metabolitleri inek siitiinde sadece
viicut agirliginin her bir kg i¢in 1.66 mg okratoksin uygulandiginda tespit edilmistir.

IARC, aflatoksin M1’i, Grup 2B (potansiyel kanser yapici bilesik) sinifinda
degerlendirmis, aflatoksin M1’i insanlarda kanser yaptigina dair yetersiz veri oldugunu

belirtmekle beraber, hayvanlarda yeterli kanitin oldugunu belirtmistir [20].
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BOLUM 4

AFLATOKSINLERIN BELIRLENMESI

Mikotoksinlerin, ¢ok diisiik konsantrasyonlar1 (aflatoksin M1 gibi) insan ve
hayvanlar i¢in  zararlidir. Diinya genelinde ticaretten dolayr  mikotoksin
kontaminasyonlarinin artmast arttk daha kolay ve hizli olmaktadir. Bu da (lke
yoneticilerini, hem ulusal diizeyde kendi yasalarinda ve hem de uluslararasi standartlarda
mikotoksinlerin iist sinirlarini belirlemeye sevk etmis ve arastirmacilarin guvenilir ve kesin
sonuclar verecek metotlar lizerinde ¢alismalarinin artmasina neden olmustur.

Mikotoksinlerin  bulundugu matrikslerin  kompleks yapida olmasi, diisiik
konsantrasyonlar, mikotoksinlerin analitik olarak tespit edilmesini giiglestirmektedir. Bilim
adamlar1, mikotoksinlerin tespiti i¢in yaptiklar1 ¢alismalarda asagidaki hususlarin dikkat
edilmesi gereken noktalar olduklarini belirtmislerdir. Bunlar;

1. Mikotoksinlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri bakimindan birbirinden farklidir.
Bu ozelliklerin birbirinden farkli olmasi nedeni ile mikotoksin analizleri standardize
edilerek butin mikotoksinler tek bir metot ile tespit edilememektedir. Aflatoksin,
okratoksin, zearalenon gibi mikotoksin gesitleri igin ayr1 ayr1 metotlar gelistirilmistir [11].

2. Mikotoksinler, gida ve yem maddelerinde diisilk konsantrasyonlarda
bulunabilmektedir. Mikotoksinler i¢in ayr1 ayri metotlar gelistirilirken, farkli ve efektif
ekstraksiyon islemleri iizerinde detayli ¢calismalar yapilmasi gerekmektedir.

3. Mikotoksinler gidalarda ve hayvan yemlerinde dagimik olarak farkli yerlerde
bulunurlar. Mikotoksin analizinin kesinlik ve hassasiyetinin artmas1 i¢in 1iyi bir

homojenizasyon islemi yapildiktan sonra, yeterli sayida paralel analizler yapilmalidir.
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4. Mikotoksin teshisi, fiziksel ve kimyasal Ozelliklere dayandigindan, metotlar
olusturulurken esnek (flexible) ve genis tabanli (broad-based) analitik tekniklere
dayanmalidir.

5. Iyi bir laboratuvar uzmanligina ihtiyag vardir.

6. Pahali olmayan ve uzmanlik gerektirmeyecek personel ile yapilacak basit bir
metot tercih edilmelidir.

7. Mikotoksinlerin belirlenmesinde, hem gidalardaki ve yemlerdeki yasal sinirlari
karsilayacak ve hem de toksisiteden dolay1 basit, ucuz ve etkili ¢ozeltiler kullanilmalidir.

8. Basarili bir teshis metodu, genis bir araliktaki bilesikler i¢in giiclii, hassas ve
yiiksek bir esneklikte olmali fakat gerektiginde spesifik olmalidir.

9. Sistem hizl1 ve uygulanabilir olmalidir [11].

4.1. Numune On Hazirhk Metotlar

Gida ve yem Orneklerinin aflatoksin analizleri genel olarak matriksten toksinin
ekstraksiyonu ve farkli analitik tekniklerle miktarinin tayini esasina dayanir [38]. Bu iki
basamaga ilave olarak numune alma ve zenginlestirme basamaklari eklendiginde, On
hazirliktan analizin sonlanmasina kadar aflatoksin analizleri asagidaki gibi siralanabilir;

a. Orneklerin homojenizasyon basamagi,

b. Ekstraksiyon basamagi,

c. Zenginlestirme ve temizleme basamagi,

d. Tanimlama ve miktar tayini

Numune alma ve homojenizasyon basamagi orneklerin sonuglarinin dogrulugu ve
paralellik gostermesi agisindan en Onemli basamaktir. Aflatoksinler Griinlerde kuflerin
farkli yerlere yayilabilmeleri sonucu daginik halde bulunurlar. Bu daginiklik, numuneden
alman kisimlarin, 6rnegi temsil etme yetenegini giclestirir. Bazi durumlarda, ayni
yerlerden 6rnek alinmasina ragmen analiz sonuglar1 farklilik gosterir. Bundan dolay: tiim
partinin etkin olarak temsil edilmesi icin, uygun yerlerden yeterli miktarlarda ornekler
almmalidir [39].
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Aflatoksin analizlerinde ekstraksiyonun amaci, mikotoksinin ekstraksiyon solventi
icinde ¢ozunmesidir. Ekstraksiyon i¢in kullanilan solventlerin su ile seyreltilmesi ile
uriindeki etki alan1 genisletilebilir.

Aflatoksinlerin ekstraksiyonu icin kloroform [40], diklormetan, metanol, asetonitril
[41], aseton [42], gibi organik solventler kullanilmaktadir-

Temizleme islemlerinde, likid-likid dagilimi, kolon sistemlerinden (immunoafiniti
[43], multi fonksiyonel [44] ve florisil kolonlar1 [45]) ve c¢oOktirme metotlarindan
yararlanilir. Ayrica SPE [46] ve SFE [47] de temizleme amaci gorebilir.

Aflatoksinlerin kalitatif ve kantitatif tayinlerinde, immunokimyasal (ELISA) ve
kromatografik yontemler de (TLC, HPLC vb.) kullanilmaktadir [38].

4.1.1. Sivi-Sivi Ekstraksiyonu (SSE)

Mikotoksinlerin 6n hazirliginda kullanilan sivi-sivi ekstraksiyonu (SSE), toksinin
farkli siv1 fazlarda farkli ¢oziiniirliigiinden yararlanarak, matriksten istenilen coziicliye
gecirilmesi iglemidir. Bu amag ile asetonitril, aseton, metanol, hekzan gibi organik
coziiciller kullanilabilir. Bu ¢oziiciiler yardimiyla polar o6zellikte olmayan, toksini
maskeleyebilecek bazi safsizliklar (kolestrol, yag vb.) analiz ¢evresinden uzaklastirilir.
SSE’nin uzun siiren islem slreleri, fazla miktarda solvent kullanimi, kantitatif olmayan
sonuglar, matriksin cam ekipmanlarda adsorpsiyonu ve c¢oziiciilerin uzaklasmamasi ile

kirlilik olugmasi gibi dezavantajlari vardir [48].

4.1.2. Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyon (SFE)

SUperkritik akigkan ekstraksiyon, CO, gibi siiperkritik akiskanin, matriksten gerekli
bileseni ekstrakte etmek icin kullanildigi 6n hazirlik metodudur. Bu metot yiiksek ¢6zme
giicii ve ¢Oziicli stvinin yogunlugu ile ¢alisir. Siiperkritik akiskan kromatografisi, 6ncelikli
olarak silika kapiler kolonlarda toksinlerin ayrilmasi i¢in uygulanmistir, fakat SFE’nin
kendine 0zgu problemlerinden dolayr ¢ok basarili bir yontem degildir. Bundan daha otesi
maliyetlerin ¢ok pahali olmasi ve 6zel ekipmanlar gerektirmesinden dolayr yaygin olarak

kullanilan bir metot degildir [47].
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4.1.3. Kat Faz Ekstraksiyonu (KFE)

Kat1 Faz Ekstraksiyonu (KFE)’de kullanilan kartuslarda yiiksek baglama kapasitesine
sahip fonksiyonel grup iceren adsorbentler kullanilmaktadir. Bu fonksiyonel gruplara etil
(C2), oktil (C8), silika jel (SiOH), C-18 (oktadesil), florisil (MgSiO3 ), fenil, aminopropil,
Iyon-degistirici regineler, immunoaffiniti maddeler vemolekiler baskilama polimerleri
(MIPs) ornek verilebilir.

Silika jel SPE’de sik kullanilan popiiler adsorbanlardandir. Silanol gruplari i¢eren
silika ylizeyi elektrostatik olarak adsorbenti baglayabilmektedir. Cesitli fonksiyonel
gruplarin modifikasyonu ile silikanin kullanimi genisletebilir. Mikotoksin analizlerinde ise
silika jel, direkt veya modifiye edildikten sonra kullanilabilir.

KFE; az ¢oziicli kullanimi, uygulama hizinin kisa ve pratik olmasi, ylksek geri
kazanim orani, On-zenginlestirme ile iyi dedeksiyon sonuglarinin alinmasi, yaygin kullanim
alan1 gibi avantajlara sahip oldugundan birgok ekstraksiyon ve dedeksiyon metodunun bir
pargast olmustur [48]. KFE’nin dezavantaji ise butin toksinlerin ekstraksiyonunda
kullanilacak tek tip kapsamli (universal) kartusun gelistirilmesinin zor olmasidir. Clnk{ her
bir toksin belirli sartlarda ¢alisir ve pH, ¢0zicl ve numunenin iyon konsantrasyonundan
etkilenebilir [11].

4.2. Ayirma Metotlar1
Aflatoksin analizleri icin kromatografik metotlar, ELISA tabanli metotlar, hizl
metotlar seklinde cesitli siniflarda metotlar kullanilmaktadir [49,50]. Bu metotlarin iginde

en yaygin olarak kullanilan1 kromatografik metotlardir.

4.2.1. Kromatografik Metotlar

Kromatografik metotlar, kolon ve diizlemsel kromatografi olarak iki sekilde
smiflandirilabilir. Kolon kromatografisinde durgun faz ince bir kolonda tutturulur ve
hareketli faz basing altinda bu durgun faz arasindan ge¢meye zorlanir (GC, LC, SFC gibi).
Dizlemsel kromatografide, durgun faz diiz bir plaka tzerine veya bir kagidin gézenekleri
arasina tutturulur ve bu durumda hareketli faz durgun faz arasindan kapiler etkiyle veya yer

cekimi etkisiyle hareket eder (PC, TLC gibi).
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Mikotoksinlerin yap1 ve miktar tayinlerinde; ince tabaka kromatografisi (TLC) [51],
gaz kromatografisi (GC) [52] ve yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) [53]

yontemlerinden yararlanilir.

4.2.1.1. ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Ince tabaka kromatografisi (TLC) ile aflatoksin analizlerinin uygulanmasi ¢ok
sayidaki numunede analiz edilebilmesi, diisiik maliyet, hem kantitatif hem de yari-kantitatif
tayini gibi avantajlarindan dolay1 yaygin kullanim alani bulmustur. TLC’ de sabit faz olarak
modifiyeli ve modifiyesiz silika-jel yaygin olarak kullanilmaktadir. Oktadesil bagli olanlar1
en ¢ok kullanilan gesitler olup silanlanmis [54], organik asit ile muamele edilmis [55],
poliamid tabanli [56] olanlar1 da kullanilmaktadir. Numune hazirlama sirasinda, toksinin
¢esidine ve oOzelligine dayanan temizleme prosediri TLC’de temel gereksinimdir. Bu

amagla, silika-jel kolonlari [46], pH-bagli kartuslar [57] kullanilmustir.

4.2.1.2. Yiuksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Mikotoksinlerin modern analizi, buyik bir oranda toksinin fiziksel ve kimyasal
yapisina bagli oldugundan HPLC’ de ¢esitli adsorbanlarla yapilabilmektedir. Bu amagla,
mikotoksinleri ayirmak ve saflagtirmak ig¢in normal ve ters faz kolonlar kullanilmaktadir.
Mini kolonlar, numunenin 6n hazirligi i¢in kullanilmigtir [11].

Yuksek performans sivi kromatografisi cihazlari; sabit (kolon) ve hareketli faz,
dedektor, enjeksiyon sistemi ve pompa boliimlerinden olusur. Mikotoksinlerin ¢esidine
gore hareketli ve sabit faz degisebilmektedir. Buna gore, sistemin floresans derecesi
hareketli fazin bilesiminden etkilenir. Kloroform igeren hareketli fazlarda aflatoksinlerin B
gruplari, aflatoksin G gruplarindan daha az floresans ortaya ¢ikartabilir. Bu sistemlerde
kullanilan pompa ve enjektorlerin tekrarlanabilirlikleri incelendiginde iyi sonuglar elde
edildigi goriilmiistiir. Pompalar 600 bar basinca kadar ¢ikarken, puls igermeyen bir akis
olustururlar.

Mikotoksinlerin tayini i¢in kullanilan dedektorlerin segiciligi, duyarliligi, giiriilti
seviyeleri analizlerin sonuglarin1 etkilemeyecek derecede iyidir. Mikotoksinlerin
belirlenmesinde UV absorbsiyon, floresans, diod—array dedektérler (DAD) ve kitle (MS)

dedektorleri kullanilmaktadir. Mikotoksin analizlerinde kullanilan en genel dedektor ise
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floresans (FLD) dedektorlerdir. Bir¢ok mikotoksin ¢esidi (OTA, AFT, CIT gibi) dogal
olarak floresans karakterdedir ve direkt olarak HPLC-FLD ile tayin edilebilir. Floresans
ozelligi gostermeyen mikotoksinlerin (FUM gibi) uygun kromofor gruplar1 eksiktir.
Bundan dolay1 tiirevlendirmeye ihtiya¢ duyarlar. Turevlendirme icin kullanilan ajanlar o-
fitaldialdehid ve 9-(florenilmetil) kloroformat gibi kimyasallardir. Tirevlendirme ile

hassasiyet artar. Tlrevlendirme kolon dncesi (pre) ve sonrasi (post) yapilabilir.

4.2.1.3. Gaz Kromatografi (GC)

Gaz kromatografisi, gidalarda bulunan mikotoksinlerin kalitatif ve kantitatif
analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikotoksinler ugucu yapida olmayan, termal
olarak stabil hale gelmeyen bilesiklerdir. Bundan dolayr GC ile tayin edilebilmeleri igin
kimyasal reaksiyonlarla ttrevlendirilmeleri gerekir (okratoksin A ugucu hale getirilemedigi
icin GC ile analiz edilemez) [58]. Gaz kromatografisinin mikotoksin tayini i¢in kullanimi,
HPLC gibi ucuz ve hizli bir alternatifinin olmasi nedeniyle ¢ok kullanim alam

bulamamustir.

4.2.2. ELISA (Enzim-Baglantih Immunosorbent Assay) Bazh Yontemler

HPLC, TLC ve LC/MS gibi yontemler; dogru ve hassas dl¢timler icin yararli olsa da
hizli ve pratik analizler i¢in uygun degildirler. Bu nedenle bir¢ok cihaz iireticisi mikotoksin
analizleri icin mevcut ELISA cihazlarini gelistirmislerdir. ELISA cihazlarinin diisiik analiz
maliyeti, kolay uygulanabilirligi, portatif olmasi, hizli ve ylksek derecede spesifik olmasi
popiiler olmasina neden olmustur. ELISA’ nin dezavantaji ise kullanilan kitlerin tek
kullanimlik olmasidir [59]. Ticari olarak satilan ELISA kitleri ile; aflatoksinler, okratoksin

A, fumonisin, zearalenon, deoksinivalenol’ un kantitatif tayinleri yapilabilmektedir [60].
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BOLUM 5

YEM VE YEM HAMMADDELERINDE YAPILAN
CALISMALAR

Dinya genelinde iki yil siire ile planli yapilan arastirmada, temel iretim
bolgelerinde imalati gergeklestirilen yem ve yem hammaddelerinde mikotoksin varligi
arastirilmustir. Iki y1l boyunca Avrupa ve Akdeniz marketlerinden alinan 1507 drnekte 2753
analiz, Asya-Pasifik bolgesinden alinan 1291 6rnekte 6391 analiz yapilmistir. Yine bu
arastirma ile fusarium toksinleri (deoksinivalenol, T-2 toksin, zearalenon, fumonisin B1,
B2 ve B3) ile okratoksin A ve aflatoksin B1 arasinda iligski olup olmadig1 arastirilmistir.
Mikotoksin analizleri ile ilgili sonuglar Tablo 5.1 ve 5.2° de verilmistir [61]. Bu ¢alismadan
farkli olarak, Amerika kitasinda g¢esitli bolgelerde yapilan c¢alismalardan elde edilen

sonuglar Tablo 5.3’de verilmistir.
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Tablo 5.1. Asya ve Okyanus bolgesi kaynakli hayvan yemi ve yem maddelerinde mikotoksin kontaminasyonunun varligi [61].

Deoksinivalenol Zearalenon Fumonisinler Okratoksin A Aflatoksin B1
P.OS/T.O0S Mak. P.0O.S/T.0.S Mak. P.0.S/T.0.S Mak. P.OS/T.0S. Mak. P.0.SJT.0S. Mak.
Seviye Seviye Seviye Seviye Seviye

Misir 219/312 10626 128/312 6468 213/309 14714 9/36 143 54/311 457
Bugday 79/98 18991 26/98 1489 4/98 646 6/8 23 0/97 T.E.
Misir 7137 4423 34/37 3158 34/37 3740 0/15 T.E. 3/37 45
Gluteni
Soya 9/122 1347 21/122 1078 9/122 331 4/31 11 3/122 13
Fasulyesi
Karma 194/531 4994 204/532 4132 306/524 4909 23/87 59 109/536 330
Yem
Silaj 33/80 1860 35/79 4738 2/80 733 3/6 15 19/80 17
Piring 1/27 79 5/27 162 2127 929 0/1 T.E. 3/27 11
Diger Yem 28/74 2690 23/74 10374 7173 331 3/15 82 7171 70
Maddeleri

T.E.:Tayin Edilemedi, P.0O.S.: Pozitif Ornek Sayis1, T.0.S.: Toplam Ornek Sayisi, Mak. Seviye: ug/kg.
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Tablo 5.2. Avrupa ve Akdeniz bolgesi kaynakli hayvan yemi ve yem maddelerinde mikotoksin kontaminasyonunun varhigi [61].

Deoksinivalenol Zearalenon Fumonisinler Okratoksin A Aflatoksin B1
P.OS/T.0S Mak. P.0O.S/T.0.S Mak. P.0.S/T.0.S Mak. P.OS/T.0S. Mak. P.0.SJT.0S. Mak.
Seviye Seviye Seviye Seviye Seviye

Misir 197/244 3970 59/93 1958 9/16 2174 0/11 T.E. 3/14 311
Bugday 157/254 5510 44/48 921 1/14 580 5/12 7 0/11 T.E.
Arpa 81/161 1400 9/81 970 0/1 T.E. 1/31 33 0/3 T.E.
Soya 13/32 840 1/18 50 1 3120 0/0 0 0/0 -
Fasulyesi
Karma 166/294 2226 45/166 2348 3/10 1077 24/33 530 18/56 60
Yem
Yulaf 41/50 3021 0/11 T.E. 0/1 T.E. 0/0 0 0/0 -
Diger Yem 345/472 8020 37/143 1392 7/18 530 17/25 293 11/30 656
Maddeleri

T.E.:Tayin Edilemedi, P.O.S.: Pozitif Ornek Sayisi, T.O.S.: Toplam Ornek Sayis1, Mak. Seviye: pug/kg.
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Tablo 5.3. Amerika bolgesinde yapilan ¢esitli ¢alismalar [62].

Uriin Mikotoksin Pozitif Orn./ Mak. Seviye
Turd Ornek Sayisi Ma/kg
Misir Aflatoksin B1 21/70 130
Misir Uriinleri ~ Aflatoksin B1 66/654 1600
Sorgum Aflatoksin B1 14/130 7,33
Masir Aflatoksin B1 82/214 129
Yem Zearalenon 33/50 122
Yem Okratoksin A 15/45 352
Yem Fumonisin B1 240/240 4,02
Misir DON 190/1560 4600
Misir ve Fumonisin B1 852/1737 19130
arunleri
Misir Zearalenon 65/214 246

Tirkiye’de hayvan iiretiminde kullanilan yem ve yem hammaddelerinde
aflatoksinlerin ve ¢esitli mikotoksinlerin varligi ¢esitli arastirmacilar tarafindan farkl
bolgelerde incelenmistir. G.Altug ve G.Beklevik tarafindan 1998-2000 yillarinda
cesitli yerlerden (balik {ireten tesisler ve yem fabrikalari) alinan 85 tane balik yemi
(alabalik, levrek, c¢upra) numunelerinde aflatoksin miktarlarn TLC ve ELISA
yontemiyle arastirilmistir. Buna gore, 43 tane ornekte aflatoksin tespit edilmemistir.
Diger 42 6rnegin ise 5-42.4 pg/kg seviyelerinde toplam aflatoksin (G2, G1, B2, B1)
igerdigi goriilmiistiir [63].

Y Karakaya ve M. Atasever tarafindan Erzurum’da yem ve siitlerde aflatoksin
B1 ve aflatoksin M1 seviyeleri aragtirilmigtir. Buna gore 72 adet yem 6rneginde, (3
Ornek haricinde) ortalama 361.12+94.76 pg/kg aflatoksin B1, 72 adet siit 6rneginde
(6 6rnek haricinde) ortalama 3.85+3.71 pg/kg aflatoksin M1 bulunmustur. Hayvanlar
tarafindan aliman yemde bulunan aflatoksin B1’in, aflatoksin M1 olarak % 1.07
oraninda siite gectigi belirlenmistir [64].

Konya’da 52 adet yem ve 26 adet misir 6rnegi olmak iizere toplam 78 Grnekte
ELISA yontemi ile toplam aflatoksin miktarlar1 aragtirilmistir. Bu aragtirmaya gore

yem orneklerinden 37 adedinde (% 71.1) ve musir 6rneklerinin 15 adedinde (% 57.7)
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1.5-133 pg/kg arasinda aflatoksin tespit edilmistir. Bununla beraber aflatoksin
kontaminasyonunun biiyiik ¢ogunlugu ( pozitif 6rneklerin % 50’sinde) 5 ug/kg’dan
daha azdir [65].

Kars’ da A. Dogan vd. tarafindan 100 tane yem o6rneginde (20 tane st yemi,
40 tane besi yemi, 20 tane ot ornegi, 20 tane karma yem), toplam aflatoksin Bl
diizeyleri arastirilmigtir. Buna gore, orneklerin % 30’ unda aflatoksin Bl’e
rastlanmamustir. % 8’ inde 10 pg/kg’dan yiiksek, % 62’ sinde 10-20 pg/kg arasinda
aflatoksin B1’ e rastlanmustir.

S. Kaya. vd. 51 adet yem hammaddesinde (20 adet misir 6rnegi, 11 adet
aycicek kuspesi ornegi, 9 adet soya fasulyesi 6rnegi, 11 adet pamuk tohumu Kiispesi)
tarama caligsmasi ile okratoksin A varligini arastirmislardir [66]. Okratoksin A, 1 adet
misir 6rneginde 260 pg/kg, 6 adet aygicegi kiispesi orneginde 200-800 pg/kg
arasinda (ortalama 438 pg/kg) bulunmustur [67]. A. Ayar vd. tarafindan 48 adet
islenmemis siit, 48 adet yem Orneginde aflatoksin diizeyleri aragtirilmstir.
Islenmemis siitte 3-200 ng/kg arasinda aflatoksin M1, yemde 600-17000 ng/kg
aflatoksin B1 bulunmustur [68].

5.1. Diinya’da Ve Tiirkiye’de Yasal Mikotoksin Sinirlar:

1960 yilinda aflatoksinlerin kesfi ile birgcok {ilke, tiiketicileri gidalara
kontamine olabilecek mikotoksinlerin zararli etkilerinden korumak amaciyla yasal
diizenlemeler yayinlamaya basladi. Mikotoksinlerin limitlerinin belirlenmesinde
karar almada birgok faktor rol oynar (risk, gida tiiketim bilgileri, 6rnekleme ve analiz
icin detayli bilgiler ve sosyo-ekonomik yayinlar gibi bilimsel faktorleri icerir).
1974’den beri, baz1 lilkeler gidalarda maksimum mikotoksin limitlerini diizenlemekte
veya Onermektedir. Su anda bircok iilke, ulusal ve uluslararasi bazi organizasyonlar
ve ajanslar tarafindan hazirlanan tavsiye Kkararlari duzenleyen, standart protokoller
gelistiren bazi 6zel komiteler ve komisyonlara sahiptirler. Ulkelerde bulunan bu
kurumlar ve bunlarin tecriibeleri ile yasal sinirlar cesitli {ilkeler tarafindan
yayilanmistir [69]. Tablo 5.4 ve 5.5° de bu ama¢ ile Avrupa Birligi ve cesitli
ulkelerde yirurliikte olan yem ve yem maddeleri igin gegerli mikotoksin sinirlar
verilmistir.

Tiirkiye’de de mikotoksinler hakkinda diizenlemeler Gida, Tarim ve

Hayvancilik Bakanlig1 tarafindan yapilmaktadir. Gidalarda mikotoksin seviyeleri,
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Avrupa Birligi Komisyon Tiiziigii dayanak alinarak, 1881/2006/EC sayili
Gidalardaki Belirli Bulasanlarin Maksimum Limitlerinin Belirlenmesi Hakkinda, 29
Aralik 2011 28157 tarihli Resmi Gazetede yayinlanan Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar
Yonetmeligine gore diizenlenmistir. Yem ve yem maddelerinde ise mikotoksin
sinirlandirilmalart “Yemlerde Istenmeyen Maddeler Hakkinda Tebligde (Teblig No:
2005/3)” belirtilmistir [70]. Tablo 5.6’da bu teblige gore belirlenen seviyeler

verilmistir.
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Tablo 5.4. Avrupa Birligi iilkelerinde vyiiriirlikte olan gida, yem ve yem
maddelerinde mikotoksin sinirlar1 [71].

Ulke Matriks Mikotoksin Simir Deger
Cesidi pa/kg
Islem gormiis yerfistigt ~ Aflatoksin B1 8
(insan tiiketim amagli) Toplam 15
Aflatoksin
Tiim tahillar ve Toplam 4
bunlardan tretilen Aflatoksin
drdinler (islem gormiis
misir harig)
Islem gérmiis misir Aflatoksin B1 5
(insan tiiketim amagli)
Islem gormemis tahillar ~ Okratoksin A 5
A Birlis: Islem gdrmemis misir Deoksinivalenol 1750
U;Eu Ip a THEL “fslem gbérmemis tahillar Zearalenon 100
elen (musir harig)
. Islem gdrmemis misir 200
(éAI\J\Ilu;:JSrt)e/l?l’ CeE%%I;a Islem gdrmemis misir Fumonisin B1 2000
Dan%marka, Eston a. Yem Maddeleri Aflatoksin B1 20
Einlan diya, Franza’ Tamamlayict ve Tam 10
Almanya, Yunanistan, Yemler ; " -
Macaristan,  irlanda, 2006/576_/EC e gore hayvan  yem Sinir Deger
italya, Litvanya maddelerinde; _ mg/kg
LUksémburg ’ Yem Maddeleri 8
Hollanda, Polanya, (Misir harig tahullar) Deoksinivalenol
Romanya, isvec, Tamamlayict ve Tam 3)
Portekiz, Ingiltere, Yemler -
ispanya vd.) Yem Maddeleri 2
(Maisir harig tahillar)
Misir ve triinleri Zearalenon 3
Tamamlayict ve Tam 0,5
Yemler (buzagy, siit inegi
koyunu ve kegici igin)
Yem Maddeleri Okratoksin A 0,25
Tamamlayict ve Tam 10
Yemier (balik) Fumonisin B1
Tamamlayict ve Tam ve B2 20

Yemler
(kiimes hayvanlari, kuzu)
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Tablo 5.5. Cesitli iilkelerde yiiriirliikte olan gida, yem
mikotoksin sinirlari [71].

ve yem maddelerinde

Asya-
Amerika-
Afrika’dan
Cesitli
Ulkeler

Ulke Matriks Mikotoksin Swir
Cesidi Deger
Ha/kg
Rusya Yagl tohumlar Aflatoksin B1 5
Ekmeklik tahil (bugday,
arpa,yulaf,dari,piring,misir,sorgum)
Isvigre Tam ve tamamlayic1 yemler Aflatoksin B1 50
(S1g1r yemi, koyun, kegi)
Gin Kiimes hayvanlari i¢in yem bileseni  Aflatoksinler 20
Cin Yem bileseni ve misir Okratoksin A 100
fran Misir Aflatoksin B1 5
Toplam 30
Aflatoksin
Japonya Tiim Gidalar Aflatoksin B1 10
Sigir ve tavuk i¢in bilesim yemler Aflatoksin B1 20
Filipinler  Karigim Yemler Aflatoksin B1 20
Kanada Kabuklu yemisler ve tirtinleri Toplam 15
Aflatoksin
Buttn yemler Toplam 20
Aflatoksin
Meksika Tahillar ve {iriinleri Toplam 20
Aflatoksin
A.B.D. Masir ve yer fistigi iiriinleri Toplam 300
(s1gir igin) Aflatoksin
Misir ve musir  driinleri, pamuk 20
tohumu ve diger hayvan yemleri,
hayvan tdrleri igin
Hayvan yemleri ve Igerikleri Toplam 50
Aflatoksin
Fas Tiim Gidalar Aflatoksin B1 10
Tahillar Okratoksin A 30
Yerfistigi, pamuk tohumu, misir ve Aflatoksin B1 20
onlarin {irinleri
Senegal Yer fistig1 tirtinleri Aflatoksin B1 300
(yem icerilleri)
Misir Hayvan ve tavuk yemi Aflatoksin B1 10
Toplam 20
Aflatoksin
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Tablo 5.6. Tiirkiye’de yem ve yem maddelerinde mikotoksin seviyeleri [70].

Matriks Mikotoksin Cesidi Simir Deger
Ho/kg

Tum yem maddeleri 20

Sut hayvanlar1 (s1g1r, koyun, 5

kuzu, keci)

Keci, koyun, sigir karma Aflatoksin B1 20

yemler

Tahil ve tahil {iriinleri 8000

(misir yan {iriinler harig)

Misir yan iirlinleri 12000

Tam ve Tamamlayici Yemler 5000

(kuzu, buzagi, domuz, oglak Deoksinivalenol

tam yemleri harig

Tahil ve tahil Giriinleri 2000
(misir yan iiriinler harig)

Misir yan tirtinleri Zearalenon 3000
Siit inegi, ke¢i, kuzu, buzagi 500
Tam ve tamamlayict yemleri

Tahil ve tahil iriinleri 250
Kanatli tam ve tamamlayici Okratoksin A 100
yemleri

Misir ve misir Uriinleri 60000
Tam ve tamalayic1 yemler;

Ev hayvani, tavsan, at Fumonisin B1+B2 5000
Balik 10000
Kuzu, kanatli, oglak, buzagi 20000
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BOLUM 6

DENEYSEL BOLUM

6.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler ve oOzellikleri Tablo 6.1° de

verilmistir.

Tablo 6.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler.

Kullanilan Uretici Teknik Ozelligi
Kimyasal
Maddeler

S Metanolde ¢oziinmiis,
Aflatoksin Mix Kit Supelco
I mL’lik amber ampullerde

Aflatoksin B1: 12.9 pg/kg

Sert. Ref. Mad. ERM Aflatoksin B2: 0.68 pg/kg
Aflatoksin G1: 5.2 pg/kg

Metanol (CH3;0H) Merck HPLC Gradient

Aseton ( C3HgO) Merck HPLC Gradient

Asetonitril Merck HPLC Gradient

(CH3CN)

KBr ve NaCl Merck % 99.9

HNO; Merck % 65

H,SO, ve KOH Merck % 99.9

Calismalarda kullanilan standart aflatoksin ¢ozeltileri (mix) Supelco (U.S.A.)
firmasindan satin alindi. Standartlar 1 mL’lik ampiiller i¢inde mix olarak aflatoksin

B1, B2, G1 ve G2’ i igcermektedir. Standart aflatoksin ¢ozeltisinin konsantrasyonlari
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Tablo 6.2. Ana Stok aflatoksin konsantrasyonlari.

Aflatoksin Tara Konsantrasyon (ng/mL)
Aflatoksin G2 300 ng/mL

Aflatoksin G1 1000 ng/mL

Aflatoksin B2 300 ng/mL

Aflatoksin B1 1000 ng/mL

Toplam Aflatoksin 2600 ng/mL

Tablo 6.2° de verilmistir. Sertifikali Referans Madde olarak ERM firmasindan satin
alinan ERM-BE 36 kodlu aflatoksin G1, B1 ve B2 igeren hayvan yemi Ornegi
kullanildi.

6.2. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

Aflatoksin tayini i¢in deneysel ¢aligmalarda Agilent-1100 Series marka (Palo
Alto, CA, USA) HPLC kullanildi. Tirevlendirmede Coring-Cell marka
elektrokimyasal hiicre kullanildi. Aflatoksinlerin tanimlanmasi i¢in ACE (Aberdeen,
Scotland) firmasindan satin alinan Cig -250 mm uzunlukta, 4.6 mm ¢apinda, Sum
partikiil boyutlu analitik kolon kullanildi.

Cihazda kullanilan ekipmanlar ve deneyler de kullanilan ara¢c ve gerecler

Tablo 6.3’ de verilmistir.

6.3. Orneklerin Toplanmasi

Kocaeli, Sakarya ve Yalova illerinde bulunan yem fabrikalarindan ve
bunlarin satis yerlerinden rastgele 6rnekleme yontemiyle 80 adet cesitli 6zellikte
hayvan yemi ve bunlarin yapiminda kullanilan yem hammaddeleri toplandi. 80 adet
yem Orneginin 36 adeti karma yem, 18 adet sigir yemi (besi, siit ve buzagi yemleri),
3 adet kuzu yemi, 6 adet tavuk yemi (pilic blyitme, civciv yemi), 17 adet yem
hammaddesidir (7 adet soya kiispesi, 8 adet aycicegi kiispesi, 1 adet misir, 1 adet
yem katk1). 500 g olarak alinan orneklere, laboratuvar ortaminda Sekil 6.1°de
goriildiigii gibi ince toz haline gelinceye (I mm’lik elekten gececek sekilde) kadar

ogiitme islemi uygulanda.
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Tablo 6.3. Deneylerde kullanilan arag ve geregler.

Kullanilan Alet
Ve Ekipmanlar

Marka /Model

Ozellik ve

Kullanilan Ekipmanlar

HPLC

Turevlendirme

/elektrokimyasal

hiicre,
Analitik kolon

Analitik terazi
Protein Tayin

Ultrasonik su

banyosu

Etiv

Celik ogiitiicti
Mikro pipet

Cam

Malzemeler

Siringa

Filtre Kagid1

Agilent-1100

Series

Coring-Cell

ACE

Sartorius
LECO-FP 528
Elma S 100

Nive FN 500
Waring

Eppendorf

Muhtelif

Muhtelif

Whatmann

400 bar basinca dayanabilen,

Kolon firin1 sicaklig1 ayarlanabilen,

FLD dedektorlu, Otomatik 6rnekleyici iceren
100 pA akim saglayabilen.

Paslanmaz celik

250 mm x 4.6 mm, 5pum
4 haneli hassas terazi
Termal iletken dedektorli

12 L su hacimli.

Farkli sicakliklara ayarlanabilen

1 L 6rnek kapasiteli

100-1000 pL ve 0-100 pL arasinda giivenli
miktarlarda 6lgim yapabilen.

10, 25, 50, 100 mL kalibreli cam balonlar,
10 mL hacimli deney tipleri, 250 mL hacimli
cam balonlar, 110 mL ¢apli cam huniler,
Desikator ve Gooch Kroze

Plastik, Disposable, 20 mL rezervuari olan

20 um gozenek boyutlu.

6.4. Orneklerin Ogiitiilmesi ve Saklanmasi

Ogiitme islemi, 1 L hacme sahip celik dgiitiiciiler kullamlarak, érneklerin

yapisal 6zellikleri degismeyecek sekilde yapildi. Ogiitme islemi ile sadece 6rneklerin

belli bir boyuta getirilmesi amaglanmadi ayn1 zamanda yapisi geregi orneklerde

dagimmik halde olabilen aflatoksinlerin homojen bir

gerceklestirilmis oldu (Sekil 6.1).

sekilde dagilmas1 da
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Ornekler, dgiitme isleminden sonra saklanmak iizere kodlar1 iizerine yazilmis
polietilen numune Kaplarina yerlestirildi (Ornek kodlar1 Tablo 6.4> de verilmistir.
Ornek kaplari, +4 °C’lik ortamda saklandi [72].

Sekil 6.1. Numunelerin 6gilitme 6ncesi ve 6glitme sonrasi durumu.

6.5. Rutubet Tayini [73]

Rutubet tayininde amag, su hari¢ diger biitin maddelerin toplamint (kuru
madde orani) hesaplayabilmektir. Ayrica rutubet oran1 yemin kalitesini gdsteren
degerlerden biridir.

Rutubet tayini sirasinda, alinan 6rnekler bekletilmeden, % rutubet oranlarinin
belirlenmesi i¢in analize alindi. Sabit tartima getirilmis cam petri kaplarina,
orneklerden 0.1 mg hassaslikta analitik terazi ile +3.00 g civarinda tartildi. Cam petri
kaplar1 105°C’ de etiivde 4 saat bekletildi. 4 saat sonra petri kaplar1 oda sicakligina

kadar sogumasi i¢in desikatore alindi. Sogutulan cam petri kaplari tekrar tartildi.
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Tablo 6.4. Ornek kodlar ve tiirleri.

Ornek Ornek Ornek  Ornek Ornek  Ornek Ornek  Ornek
No Turd No Turd No Turd No Turd
1 Karma'yY. 21 Buzag1 Y. 41 Sigir B. Y. 61 Ayc. K.
2 Soya K. 22 Ayc. K. 42 KuzuB.Y. 62 Ayc. K.
3 Ayc. K. 23 Ayc. K. 43 Karma'yY. 63 Karma'Y.
4 Buz. Buy.Y. 24 Soya K. 44 Karma'yY. 64 Soya K.
5 Ayc. K. 25 Karma'Y. 45 Karma'Y. 65 Soya K.
6 Karma'Y. 26 Karma'Y. 46 Karma'Y. 66 Karma'Y.
7 Karma'yY. 27 SigirB. Y. 47 Soya K. 67 Karma'yY.
8 Buz. Bly.Y. 28 Karma'Y. 48 Yem Katki 68 Karma'Y.
9 Karma'Y. 29 Karma'Y. 49 Karma'Y. 69 Soya K.
10 Karma'yY. 30 Karma'Y. 50 Buz.Bas.Y. 70 PilicB. Y.
11 Sigir Be.Y. 31 Sigir S.Y. 51 Buz. BO.Y. 71 Karma Y.
12 Karma Yem 32 Karma'Y. 52 Ayc. K. 72 Karma'yY.
13 E.Pilic Y. 33 Sigir S.Y. 53 Karma'Y. 73 Karma'Y.
14 Sigir Yemi 34 Sigir Be.Y. 54 Sigir Be. Y. 74 Karma'Y.
15 Sigir Yemi 35 Sigir Siit Y. 55 Besi Yemi 75 Ayc.K.
16 Kuzu B.Y. 36 Pilic Bly.y. 56 Sigir Be.Y. 76 KarmaY.
17 Karma'yY. 37 Sigir Be.Y. 57 Karma'y. 77 Karma'yY.
18 Karma'yY. 38 E.PilicY. 58 Karma'y. 78 Soya K.
19 Kuzu B.Y. 39 Tavuk Y. 59 Karma'y. 79 Misir
20 Karma'yY. 40 E. Civciv Y. 60 Karma'y. 80 Karma'yY.

Asagidaki formiile gore % rutubet miktar1 belirlendi;

% Rutubet= [Son tartim - Ik tartim / Ornek miktar1 ] x 100

Son tartim= Petri kabi+ numune

Sonuglar Tablo 6.5 de verilmistir.

6.6. Orneklerin Kalite Analizlerinin Yapilmasi

[lk tartim= Bos petri kab1

(6.1)

Yemler, kendilerini olusturan su, yag, nitrojenli maddeler, seliiloz ve mineral

maddelerden olusur. Yem ve yem hammaddelerinin degerlendirilmesinde fiziksel

(sertlik, renk, koku), kimyasal (protein, seliiloz, yag ve kul) ve biyolojik (enerji)

analizlerden faydalanilir. Bu analizlerin anlam kazanmasi i¢in Sekil 6.2’ de verilen

yemlerin kimyasal yapilar1 bilinmelidir.
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Tablo 6.5. % Rutubet sonuglari.

Ornek % Ornek % Ornek % Ornek %
No  Rutubet No Rutubet No Rutubet No Rutubet
1 8.20 21 8.54 41 11.90 61 7.59
2 10.80 22 9.93 42 8.80 62 7.39
3 9.63 23 8.56 43 10.09 63 9.34
4 8.95 24 10.34 44 9.59 64 7.89
5 8.42 25 8.39 45 13.50 65 8.47
6 9.08 26 9.28 46 10.70 66 7.37
7 9.16 27 10.96 47 10.92 67 7.02
8 8.56 28 8.33 48 3.14 68 7.95
9 9.02 29 8.17 49 10.55 69 8.30
10 8.24 30 8.52 50 10.35 70 7.35
11 9.32 31 9.58 51 10.50 71 6.99
12 5.54 32 7.94 52 9.05 72 5.97
13 9.97 33 11.49 53 9.38 73 6.34
14 9.75 34 11.60 54 10.79 74 7.35
15 8.28 35 10.12 55 8.39 75 6.21
16 10.37 36 12.97 56 9.72 76 7.42
17 9.10 37 10.52 57 11.22 77 5.20
18 8.66 38 7.80 58 11.27 78 11.71
19 10.12 39 8.80 59 12.31 79 6.14
20 9.75 40 9.22 60 9.67 80 10.05

Yem kalitelerinin belirlenmesinde kullanilan ham protein, ham seliilloz, ham

yag, ham kil gibi kimyasal analizler genelde Weende analiz yontemlerine gore

yapilmaktadir [74].
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YEM

Kuru Madde | | Su
| Organik Maddeler | Anorganik Maddeler
(Ham Kul)
Nitrojenli Org. Nitrojensiz Org.
Maddeler Maddeler
| Ham protein | Ham Yag
| (Trigliseridler)

| Nitrojenli Maddeler |

| Ham Seliiloz |

Nitrojensiz Oz Mad.
(Sekerler, Nisasta)

Sekil 6.2. Yemlerin bilesenleri.

6.6.1. Ham Kul Tayini [73]

Yem ve yem hammaddesi orneklerinin ham kil tayinleri i¢in ornekler, belirli
sicaklikta (550 °C) yakilir, organik kistm yakma ile ucurulur ve geriye kalan
anorganik kisim % olarak hesaplanir.

Yakma isleminde kullanilacak porselen krozeler temizlendikten sonra, etiivde
sabit tartima getirilene kadar bekletildi. Porselen krozeler desikatdrde oda sicakligina
kadar sogutulduktan sonra analitik terazi de daralar1 alindi. Porselen krozelere ince
ogiitilmis yem numunesinden +3 ¢ civarinda tartildi. Krozeler 550 °C sicakliga
ayarli kiil firmina yerlestirildi. 550 °C sicaklikta 4 saat (6rnekleri komiirlesme
olusturmadan agik gri-beyaz renk skalasinda kiil olusuncaya kadar) tutuldu. Dort saat
sonra firin kapagi yarim seviye acilarak sogumaya birakildi. Desikatdrde oda
sicakligina kadar sogutulduktan sonra son tartim alindu.

% Ham kiil degeri asagidaki formiile gore hesaplandi;
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% Ham Kl = (c-a) x 100/b-a

a: Porselen krozenin bos agirligi (dara, g)

b: Porselen krozenin bos agirlig: (dara) + yem 6rneginin agirligi ( g )

c: Porselen krozenin bos agirligi (dara) + ham kiiltin agirligi (g)

Elde edilen sonuglar Tablo 6.6’ da verilmistir.

Tablo 6.6. % Ham kil sonuglari.

(6.2)

Ornek % Ornek % Ornek % Ornek %
No Ham Kl No Ham Kl No Ham Kul No Ham Kul
1 8.80 21 7.76 41 7.90 61 7.71
2 7.50 22 6.60 42 10.30 62 7.07
3 7.53 23 6.15 43 8.62 63 7.45
4 9.31 24 7.16 44 11.05 64 5.82
5 7.80 25 9.02 45 7.17 65 7.12
6 13.05 26 7.87 46 7.85 66 7.19
7 8.12 27 13.75 47 6.00 67 8.37
8 7.20 28 9.75 48 21.63 68 8.42
9 5.50 29 9.95 49 7.70 69 6.83
10 8.60 30 6.98 50 7.55 70 4.78
11 8.19 31 19.30 51 7.70 71 9.09
12 3.15 32 6.57 52 7.78 72 7.65
13 4.93 33 14.15 53 8.40 73 37.48
14 8.48 34 13.13 54 9.19 74 8.23
15 7.23 35 8.40 55 10.07 75 7.56
16 14.40 36 5.05 56 8.42 76 8.05
17 6.71 37 7.76 57 10.67 77 2.49
18 12.17 38 5.35 58 6.10 78 7.13
19 14.40 39 12.98 59 5.32 79 1.64
20 8.90 40 5.90 60 10.03 80 9.02
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6.6.2. Ham Seltloz Tayini [73]

Ince sekilde ogiitiilmiis yem veya yem hammaddesi 6rneginden yaklasik
olarak +1.0 g cam balona tartildi. Cam balon, tizerine 100 ml hacimde % 1.25” lik
stilfiirik asit ¢ozeltisi ilave edildikten sonra geri sogutucuya baglanarak isiticiya
yerlestirildi. Cozelti ve numune karigimi kaynamaya basladiktan 30 dk sonra tizerine
10 ml % 28’lik potasyum hidroksit ¢ozeltisi ilave edilerek 30 dk daha kaynatma
islemine devam edildi. 30 dk sonra numune, suzllmesi icin énce Gooch krozesi
kuvars kumla yar1 seviyeye kadar dolduruldu ve vakum pompasi kullanilarak sicak
saf su ile yikanarak kuvarz kum siklagtirildi. Sicak numune, gooch krozesinden filtre
edildi. Filtre isleminden sonra kuvarz kum {izerinde seliiloz i¢eren kalint1 birikti.
Biriken kalint1 2 defa sicak su, 10 ml % 1’ lik siilfiirik asit ¢ozeltisi ile yikandi. Sicak
saf su ile yikama yapildiktan sonra 10 ml % 1 lik sodyum hidroksit ¢dzeltisi ve sicak
saf su ile tekrar yikandi. Son kalint1 aseton ile yikandi. Gooch krozesinde kalan
kalint1 1 saat 130 °C’ de etiivde kurutuldu. Krozeler etiivden desikatore alindi ve oda
sicakligina kadar sogutulduktan sonra tartildi (tartiml). Tartilan gooch krozesi
yakma firmina konuldu ve 550-600 °C’ de 30 dk yakildi. Desikatorde sogutuldu ve
tartildi (tartim 2).

% Ham seliiloz degeri asagidaki formiile gére hesaplandi;

% Ham Seluloz = [(Tartim1- Tartim2)/ numune agirligi (g)] x 100 (6.3)

Elde edilen sonuclar Tablo 6.7’ de verilmistir.

6.6.3. Ham Protein Tayini [75]

Yem ve yem hammaddesi 6rneginin bilesiminde bulunan protein igeriginin
belirlenmesi icin saf oksijen, ornek ile yiiksek sicaklikta yakilarak ortaya cikan
serbest azot, LECO cihazinda bulunan termal iletkenlik dedektorii yardimiyla
Olctliir. Uygun sayisal faktor ile carpilarak esdeger protein hesaplanir.

Ham protein tayininde islem i¢in, aliiminyum analiz kagitlarina 6rneklerden
0.15-0.25 g civarinda tartildi ve kalibrasyon ayarindan sonra Ornekler okunmaya
alind.

Cihazda elde edilen % N (serbest azot) degeri kullanilarak % ham protein
degeri asagidaki formile gore hesaplandi;

% Ham Protein=% N x 6.5 (6.4)

Elde edilen sonuglar Tablo 6.8 de verilmistir.
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Tablo 6.7. % Ham seliiloz sonuglari.

Ornek % Ornek % Ornek % Ornek %
No H.Seluloz No H.Seluloz No H.Seltloz No H.Seltloz
1 13.80 21 10.43 41 7.54 61 17.83
2 3.68 22 17.30 42 15.90 62 19.06
3 18.17 23 14.96 43 6.69 63 12.62
4 16.01 24 2.46 44 10.80 64 2.06
5 18.78 25 6.40 45 11.18 65 3.20
6 13.55 26 8.66 46 11.50 66 8.85
7 12.96 27 11.40 47 2.65 67 10.49
8 13.11 28 9.67 48 16.43 68 8.10
9 5.05 29 8.82 49 7.75 69 12.86
10 12.50 30 11.32 50 7.60 70 2.82
11 16.93 31 20.20 51 10.05 71 13.35
12 21.09 32 9.20 52 17.66 72 16.41
13 2.13 33 11.07 53 7.88 73 17.77
14 8.78 34 8.02 54 23.29 74 9.55
15 24.94 35 12.92 55 16.77 75 32.58
16 16.05 36 1.75 56 7.26 76 20.29
17 13.61 37 13.78 57 11.29 77 15.21
18 14.98 38 2.20 58 12.58 78 4.52
19 13.95 39 6.92 59 8.62 79 10.29

20 8.50 40 2.62 60 10.23 80 9.13
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Tablo 6.8. % Ham protein sonuglari.

Ornek % Ornek % Ornek % Ornek %
No H.Protein No H.Protein No H.Protein No H.Protein
1 12.95 21 18.13 41 13.82 61 38,32
2 48.21 22 34.85 42 21.54 62 38.59
3 7.85 23 38.84 43 14.41 63 19.96
4 14.78 24 48.11 44 17.06 64 26.25
5 37.06 25 16.10 45 22.64 65 49.96
6 17.45 26 19.87 46 16.34 66 17.31
7 18.94 27 13.33 47 46.87 67 19.27
8 15.89 28 14.02 48 3.28 68 15.87
9 14.63 29 16.17 49 17.28 69 53.05
10 12.14 30 20.45 50 18.32 70 23.78
11 15.89 31 10.01 51 16.98 71 18.51
12 21.01 32 16.85 52 34.25 72 20.34
13 21.08 33 16.59 53 15.02 73 17.62
14 18.78 34 15.63 54 19.65 74 18.44
15 19.63 35 20.65 55 22.99 75 37.91
16 14.00 36 22.75 56 20.66 76 16.99
17 15.77 37 15.42 57 16.01 77 24.12
18 21.87 38 19.08 58 20.52 78 49.56
19 14.00 39 16.25 59 15.54 79 8.89
20 14.76 40 23.13 60 15.78 80 15.05

6.7. Aflatoksin Tayini

6.7.1. Aflatoksin Tayini i¢cin HPLC Sartlarinin Belirlenmesi

Aflatoksinlerin ¢esitli dalga boylarindaki absorpsiyonlar1 incelendiginde 362
nm’ de UV 15181 kuvvetli olarak absorpladigi ve 425-450 nm’ de floresans emisyonu
gosterdigi bilinmektedir [34]. Cesitli ¢alismalarda aflatoksinlerin belirlenmesi igin
absorpsiyon ve emisyon dalga boylart 360-450 nm araliginda belirtilmistir [76]. Bu
calismada da floresans dedektor aflatoksinlerin belirlenmesi ic¢in kullanilmus,
absorpsiyon ve emisyon dalga boylari i¢in sirasiyla 360 ve 430 nm’ de ¢alismalar

yapilmistir.
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Aflatoksinlerin tayininde arastirmacilar kolon firinin sicakligi i¢in oda
sicakligindan 40 °C’ e kadar aralikta degisen sicakliklar kullanmuslardir [77]. Bu
caligmada, kolon firin sicakligi oda sicakligina yakin deger olarak 25 °c
ayarlanmistir.

Hazirlanan standartlar ve Ornekler, otomatik o6rnekleyici (autosampler)
kullanilarak, 100 pL hacimli loop takilmis enjektor ile otomatik olarak sisteme
enjeksiyon yapildi.

Birgok c¢alismada yem ve yem hammaddelerinde aflatoksinlerin
belirlenmesinde mobil faz akis hizi degisik araliklarda (0.5 mL/dk — 2.0 mL/dk)
denenmistir. Bu ¢alismada mobil faz akis hizi olarak M. U. Beg, vd. (2006) ve
L.Decastelli vd. (2007) tarafindan uygulanan 1.0 mL/dk segilmistir. HPLC ile
aflatoksinlerin ayrilmasi ve tanimlanmasi igin sabit faz olarak 250 mm uzunlukta, 4.6
mm ¢apinda, Sum Cyg partikil boyutlu analitik kolon kullanilmistir [78,79].

HPLC’de mobil faz igerikleri farkli oranlarda karigimlar halinde
olabileceginden izokratik veya gradient olarak sistemde kullanilabilir. Bu ¢aligmada,
HPLC’de mobil faz izokratik olarak, su/metanol/asetonitril (56/26/18) karisimi
kullanilmistir [80]. Calismalarda kullanilan mobil faz HPLC’ e takilmadan 6nce
ultrasonik su banyosunda hava kalmayincaya kadar bekletildi. Yine HPLC’ e mobil
fazin her takilisinda sistem icinde kalabilecek havanin disari atilmasi igin purch
vanasi agilarak, sistemde olmas1 muhtemel hava baloncuklari sistem disina atildi.

Analitik kolonda gerceklesen ayirmalar sonucu elde edilen sinyaller
ChemStations bilgisayar yazilimi ile otomatik olarak integrasyonlar1 hesaplandi.

Analizler sirasinda elde edilen veriler bilgisayara ait hard diskte depolandi.

6.7.2. Turevlendirme

Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2’ nin HPLC’ de floresans dedektor kullanilarak
belirlenmesinde, sadece B2 ve G2 su bazli mobil fazlarda yeterli yogunlukta analitik
olarak kullanishi olan floresans iiretirler. Fakat numune i¢inde bulunan aflatoksin Bl
ve G1’ in HPLC ile tayin edilebilmeleri i¢in, UV 15181 altindaki dogal floresans
yayinimlarinin  tiirevlendirme reaksiyonu ile giiglendirilmesi gerekmektedir.
Aflatoksin B1 ve G1’ in floresans siddetini 6nemli derecede arttirmak igin, Kuvvetli

asitler veya oksidanlar, brom veya iyot gibi g¢esitli reaktiflerin reaksiyonlari

incelenmistir [81].
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Son 20 yildir elektrokimyasal hicreler yardimiyla kolon sonrasi
tirevlendirmede (post-column derivatization-PCD) brom ile yapilan g¢alismalar,
cesitli tiirde orneklerin tiirevlendirmesi i¢in genis bir kullanim alan1 bulmustur. Bu
amacla elektrokimyasal hicreler yaygin olarak kullanilmaktadir. Burada istenilen
brom, mobil fazda bulunan bromit tarafindan kolondan elektrokimyasal hiicreye
dogru akarken fiiretilir. Uretilen bromun miktar1 iiretilen akim tarafindan kontrol
edilebilmektedir. Elektrokimyasal hiicrede brom kullanilarak yapilan tiirevlendirme
icin ¢ok cesitli Orneklerde yiiksek geri alma ve diisiik dedeksiyon limitlerine
ulagtimistir [82].

Bu c¢alismada analitik kolonda aflatoksinlerin (B1, B2, G1, G2) birbirinden
tam olarak ayrilmasi ve aflatoksin Bl ve aflatoksin G1° in floresans siddetinin
kuvvetlendirilmesi icin Coring-cell marka (Tablo 6.10) kolon sonrasi (post column)
tiirevlendirme amagli elektrokimyasal hiicreden yararlanildi. Bromun iiretilmesi igin,

kullanilan her 1 L mobil faza 120 mg KBr ve 350 pL 4 M HNOj3 eklenmistir.

6.7.3. Aflatoksin B1,B2,G1,G2’ nin Tanmimlanmasi Ve Lineer Calisma Arahiginin
Belirlenmesi
Bu ¢aligmada, yemler i¢in yayimnlanan yasal limitlerden yararlanarak calisma
araliginin sinirlari belirlenmistir. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanliginin Yemlerde
Istenmeyen Maddeler Hakkinda Tebligi ve Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar
Yonetmeliginde belirtilen gida ve yemler i¢in maksimum limitler Tablo 6.9’ da
verilmistir. Calisma aralig1 belirlenirken bu sinirlara yakin degerler dikkate alinarak

basamaklar hazirlanmistir.

Tablo 6.9. Gida ve yem maddelerinde Aflatoksin B1 i¢in maksimum limitler

[70].
Matrikfs Ornek Tura Yasal Sinir
(Ha/kg)
Yem Maddeleri Yem 20
Tam yemler Yem 5
(stit hayvanlar1)
Sigir, keci, koyun, Yem 20

kanatli tam yemi
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Tablo 6.10. Calismalarda uygulanan HPLC sartlari.

Mobil Faz Su/metanol/asetonitril, (56:26:18)
(izokratik) 120 mg KBr ve 350 pL 4M HNO;

Mobil Faz Akis Hizi 1.0 mL/dk

Kolon 250 x 4.6 mm, 5um partikil boyutlu

Kolon Sicakhigi 25°C

Elektrokimyasal Hiicre | Coring-celll marka -100 pA

'Ej"v

Floresans dedektor Aex : 360 nm ve Aem:430 nm

Enjeksiyon Hacmi 100 pL

Aflatoksinlerin tanimlanmasi piklerin ¢ikis zamanina gore (standart madde
sertifikasyonu esas alinarak) belirlenmistir. Caligma araliklarinin belirlenmesinde
kullanilan standart c¢Ozeltiler, Tablo 6.2° de igerigi verilen ana stok Uzerinden
hazirland1. Ana stok ¢ozelti kullanilarak II.Asama standart ¢dzelti hazirland:. ikinci
asama standart ¢oOzeltisi hazirlanmasi i¢in 1 mL’ lik mix aflatoksin ¢ozeltisi, 10
mL’lik balon jojeye aktarildi ve HPLC saflikta metanol kullanilarak 10 mL ¢izgisine
kadar tamamlandi. Hazirlanan standart ¢6zeltilerin son konsantrasyonlar: Tablo 6.11°

de verilmistir.
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Tablo 6.11. II. Asama Standart ¢6zelti son konsantrasyonlari.

Aflatoksin Turu Konsantrasyon
ng/mL
Aflatoksin G2 30 ng/mL
Aflatoksin G1 100 ng/mL
Aflatoksin B2 30 ng/mL
Aflatoksin B1 100 ng/mL
Toplam Aflatoksin 260 ng/mL

Ikinci asama stok ¢ozeltiden, Tablo 6.12° da belirtilen hacimlerde standart
cozelti, bidistile su ve HPLC saflikta metanol kullanilarak 10 mL’ lik c¢ozeltiler
halinde 6 seviyeli standart ¢alisma araligi hazirlandi. Elde edilen konsantrasyonlar
Tablo 6.13’ de verilmistir.

Tablo 6.12. II. Asama stok ¢ozeltiden 6 basamakli ¢aligma araligi hazirlanmasi.

II. Asama Metanol Bidistile Su Toplam Hacim
Stoktan
Almman Hacim
puL pL pL mL
1.Seviye 40 3960 6000 10
2.Seviye 120 3880 6000 10
3.Seviye 200 3800 6000 10
4.Seviye 280 3720 6000 10
5.Seviye 360 3640 6000 10
6.Seviye 720 3280 6000 10

Tablo 6.13. Calisma aralig1 basamaklarinda bulunan aflatoksin konsantrasyonlari.

Aflatoksin B1  Aflatoksin B2  Aflatoksin G1 Aflatoksin G2

ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
1.Standart 0.40 0.12 0.40 0.12
2.Standart 1.20 0.36 1.20 0.36
3.Standart 2.00 0.60 2.00 0.60
4.Standart 2.80 0.84 2.80 0.84
5.Standart 3.60 1.08 3.60 1.08
6.Standart 7.20 2.16 7.20 2.16

Tablo 6.13” de belirtilen konsantrasyonlar1 igeren standart ¢ozeltiler HPLC’

de 100 pL’ lik hacim halinde otomatik olarak enjeksiyon edilerek okumalar yapildi.
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Kromatogramdan aflatoksin piklerinin ¢ikis zamanlar1 belirlenerek aflatoksinlerin
tanimlamalar1 yapildi (Sekil 6.3).

Sekil 6.3’ de belirtilen kromatogramdan da goriildiigii gibi 6nce 6.43 dk’ da
aflatoksin G2 piki, 7.42 dk’ da aflatoksin G1 piki, 8.26 dk’da aflatoksin B2, 9.71 dk’
da flatoksin B1 piki elde edilmistir (Tablo 6.14).
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Sekil 6.3. Aflatoksin G2, G1, B2, B1 piklerinin ¢ikis zamanlar1 ve tanimlamalari.

Piklerin integrasyonlari otomatik olarak yapildi ve pik alanlar1 hesaplandi.
Piklerin ¢ikis zamanlari,alanlar1 ve konsantrasyonlari Tablo 6.14° de verilmistir. 4

aflatoksin turu (aflatoksin B1, B2, G1 ve G2 igin ayr1 ayri ) i¢in elde edilen pik

alanlari, konsantrasyona (ng/mL) kars1 grafige gecirildi (Aflatoksin G2: Sekil 6.4,
Aflatoksin G1: Sekil 6.5, Aflatoksin B2: Sekil 6.6, Aflatoksin B1: Sekil 6.7).
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Tablo 6.14. Aflatoksin piklerinin ¢ikis zamanlari, miktarlar1 ve alanlari.

Cikis Zaman1  BilesenAdi Basamak Miktar Alan
dk (ng/mL) (Area)
6.43 Aflatoksin G2 1 0.12 0.53
2 0.36 1.12
3 0.6 2.13
4 0.84 2.70
5 1.08 3.82
6 2.16 9.08
7.42 Aflatoksin G1 1 0.4 1.23
2 1.2 3.45
3 2.0 6.61
4 2.8 8.21
5 3.6 12.16
6 7.2 28.16
8.26 Aflatoksin B2 1 0.12 1.25
2 0.36 3.58
3 0.6 6.43
4 0.84 8.83
5 1.08 13.30
6 2.16 24.21
9.71 Aflatoksin B1 1 0.4 2.28
2 1.2 6.52
3 2.0 11.09
4 2.8 15.79
5 3.6 21.24
6 7.2 41.22
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S =0.39312137
r=0.99350688

Alan
i
@
1

0.0 0.4 0.8 12 16 20 24

ng/mL

Sekil 6.4. Aflatoksin G2 i¢in kalibrasyon grafigi (y= mx+b olmak lzere,
m = 4.25 (egim), b = -0.43, Korelasyon kat sayisi: 0.9935)

S =1.09751737
r=0.99484684

,50936 i

15.13 i

,L()f)x ]

Alan

xq,‘ﬁg ]
A0 20 7]

o]

ng/mL

Sekil 6.5. Aflatoksin G1 i¢in kalibrasyon grafigi (y= mx+b olmak lzere,
m =4.00 (egim), b = -1.51, Korelasyon kat sayisi: 0.9948)
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S =0.68921375
r=0.99723291
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Sekil 6.6. Aflatoksin B2 i¢in kalibrasyon grafigi (y= mx+b olmak (zere,
m = 11.46 (egim), b = -0.25, Korelasyon kat sayisi: 0.9972)

S =0.39528152
r=0.99967607
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Sekil 6.7. Aflatoksin B1 i¢in kalibrasyon grafigi (y= mx+b olmak tzere,
m = 5.77 (egim), b = -0.19, Korelasyon kat sayisi: 0.9996)

6.7.4. Ekstraksiyon Ve Temizleme (Clean-up) Basamagi
Aragtirmacilar ¢esitli matrikslerden aflatoksinlerin ekstraksiyonu i¢in aseton,
asetonitril, metanol, kloroform gibi organik cozlcllerin  farkli oranlardaki

karigimlarini kullanmislardir [82].
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Bu calismada ekstraksiyon islemleri i¢in aseton, metanol ve asetonitrilin
farkli oranlardaki karigimlart kullanildi. Ekstraksiyon igin ¢elik blenderlara 50 g
ornek ve 5 g NaCl tartildi. Ekstraksiyonda kullanilacak ¢6zelti hacmi 250 mL olarak
belirlendi.

Immunoaffiniti kolon uygulamasi igin ekstrakte edilen 6rnek, Whatman filtre
kagidindan (20 pm) filtre kagidindan siiziildii. Siiziintiden 20 mL alinip, 60 mL
hacme saf su ile seyreltildi. Seyreltilen filtrat cam-mikrofiber siizge¢ kagidindan
suzildi. Sdzuntliden 15 mL alinarak, immunoaffiniti kolon tizerine 20 mL
rezervuara sahip takilmis siringa igine bosaltildi ve saniyede 1-2 damla ve surekli
olarak gegecek sekilde siringanin pistonuna bastirilarak gegirildi. Daha sonra
immunoaffiniti kolon 10 mL bidistile su ile yikandx.

Eliisyon islemi 1 mL HPLC saflikta metanol ile gergeklestirildi. Daha sonra
metanoliin seyreltilmesi i¢in 1 mL distile su kullanildi. Toplam 2 mL 6rnek ¢ozeltisi
lgr numuneye esdeger olmustur. Ornek c¢ozeltileri vialllere konularak, sira ile
HPLC’de analiz edildi.

Bu c¢aligmada farkli ekstraksiyon ¢ozeltilerinin analizinde, aflatoksin
icermedigi bilinen karma yem Ornegi {izerine (Sekil 6.8), toplam aflatoksin
konsantrasyonlart  1.3-2.6-5.2-10.4-15.6  pg/kg olan  standart  aflatoksin
karisimlarindan (II. asama stok ¢ozeltiden) ilave edilerek spike yapildi. Spike islemi
icin kullanilan 5 farkli konsantrasyondaki standart ¢ozeltilerin igerikleri Tablo 6.15’

de verilmistir.

6.7.4.1. Asetonun Farkh Oranlardaki Karisimlarinin Denenmesi

Toplam aflatoksin konsantrasyonlart 1.3-2.6-5.2-10.4-15.6 pg/kg olacak
sekilde Tablo 6.15°de verilen ¢Ozeltiler (Cozelti 1, 2, 3, 4ve 5) kullanilarak kirletilen
ornekler, hacimce aseton/su oranlar1 % 55/45, % 70/30, % 85/15 olan ekstraksiyon
cozeltileri ile ekstrakte edilmistir. Aseton ile yapilan ekstraksiyon ¢aligmalarinin %
geri kazanim sonuglar1 Tablo 6.16-18’ de verilmistir.

% Geri kazanim oranlar1 asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

% Geri Kazanim= [Olgiim Sonucu/Referans Deger] x 100 (6.5)
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Sekil 6.8. Aflatoksin igermeyen karma yem 6rnegi (HPLC kromatogramu).

Tablo 6.15. Orneklere ilave edilen aflatoksin standartlarmnin igerikleri.

sty |

__min

Cozelti AFL AFL AFL AFL Toplam
No Bl B2 Gl G2 Aflatoksin

(ug/kg)  (Hg/kg)  (ng/kg)  (Ho/kg)  (Hg/kg)

1 0.50 0.15 0.50 0.15 1.3

2 1.0 0.30 1.0 0.30 2.6

3 2.0 0.60 2.0 0.60 5.2

4 4.0 1.20 4.0 1.20 10.4

5 6.0 1.80 6.0 1.80 15.6
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Tablo 6.16. % 55-45 Aseton-Su ile yapilan ekstraksiyon ¢alismasi sonuglari.

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Ha/kg Hg/kg Ho/kyg Ho/kg Hg/kg
AFL B1: 0.50 AFL B1: 1.00 AFL B1: 2.00 AFL B1: 4.00 AFL B1: 6.00
AFL B2: 0.15 AFL B2: 0.30 AFL B2: 0.60 AFL B2: 1.20 AFL B2: 1.80
Aflatoksin AFL G1:0.50 AFL G1:1.00 AFL G1: 2.00 AFL G1:4.00 AFL G1:6.00
Tiirii AFL G2:0.15 AFL G2:0.30 AFL G2: 0.60 AFL G2:1.20 AFL G2:1.80
TOPLAM AFL: 1.3 TOPLAM AFL.: 2.6 TOPLAM AFL:5.2 | TOPLAM AFL:10.4 | TOPLAM AFL.: 15.6
Olgiim Geri Olgum Geri Olgiim Geri Olgum Geri Olgiim Geri
Sonucu  Kazamm | Sonucu Kazanmmm | Sonucu Kazammm | Sonucu Kazammm | Sonucu  Kazanim
ug/kg % Ma/kg % pg/kg % Ha/kg % pg/kg %
Aflatoksin 0.70 140 0.11 11 2.37 118.5 3.82 95.50 4,76 79.33
Bl
Aflatoksin 0.03 20 0.06 20 0.22 36.66 0.36 30 0.48 26.66
B2
Aflatoksin 0.12 24 0.12 12 0.35 175 0.61 15.25 0.73 12.16
G1
Aflatoksin 0.11 73.3 0.12 40 0.16 26.66 0.29 24.16 0.27 15
G2
Toplam 0.96 73.84 0.41 15.76 3.10 59.61 5.09 48.94 6.25 41.66
Aflatoksin
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Tablo 6.17. % 70-30 Aseton-Su ile yapilan ekstraksiyon ¢alismasi sonuglari.

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Ha/kg Hg/kg Ho/kyg Ho/kg Hg/kg
AFL B1: 0.50 AFL B1: 1.00 AFL B1: 2.00 AFL B1: 4.00 AFL B1: 6.00
AFL B2: 0.15 AFL B2: 0.30 AFL B2: 0.60 AFL B2: 1.20 AFL B2: 1.80
Aflatoksin AFL G1:0.50 AFL G1:1.00 AFL G1: 2.00 AFL G1:4.00 AFL G1:6.00
Tiirii AFL G2:0.15 AFL G2:0.30 AFL G2: 0.60 AFL G2:1.20 AFL G2:1.80
TOPLAM AFL: 1.3 TOPLAM AFL: 2.6 TOPLAM AFL:5.2 | TOPLAM AFL:10.4 | TOPLAM AFL.: 15.6
Olgiim Geri Olgum Geri Olgiim Geri Olgum Geri Olgiim Geri
Sonucu  Kazamm | Sonucu Kazanmmm | Sonucu Kazammm | Sonucu Kazammm | Sonucu  Kazanim
ug/kg % Ma/kg % pg/kg % Ha/kg % pg/kg %
Aflatoksin 0.77 154 1.21 121 1,04 52 3.05 76.25 4.56 76
Bl
Aflatoksin - - - - - - - - 0.19 10.55
B2
Aflatoksin 0.11 22 0.17 17 0,12 6 0.38 9.5 0.59 9.83
G1
Aflatoksin - - - - 0,11 18.33 0.16 13.33 - -
G2
Toplam 0.88 67.69 1.38 53.07 1,27 24.42 3.59 34.51 5.36 34.35

Aflatoksin
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Tablo 6.18. % 85-15 Aseton-Su ile yapilan ekstraksiyon ¢alismasi sonuglari.

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Hg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg
AFL B1: 0.50 AFL B1:1.00 AFL B1: 2.00 AFL B1: 4.00 AFL B1: 6.00
AFL B2: 0.15 AFL B2: 0.30 AFL B2: 0.60 AFL B2:1.20 AFL B2: 1.80
flatoksi AFL G1: 0.50 AFL G1:1.00 AFL G1: 2.00 AFL G1: 4.00 AFL G1: 6.00
Aflatoksin AFL G2: 0.15 AFL G2: 0.30 AFL G2: 0.60 AFL G2: 1.20 AFL G2: 1.80
Tara TOPLAM AFL: 1.3 | TOPLAM AFL: 2.6 | TOPLAM AFL:5.2 TOPLAM AFL: TOPLAM AFL:
10.4 15.6
Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri
Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim
Ha/kg % Ha/kg % Ha/kyg % Ha/kg % Ha/kyg %
Aflatoksin 0,56 112 0.78 78 1.56 78 4.05 101.25 3.44 57.33
B1
Aflatoksin - - - - - - 0.26 21.66 - -
B2
Aflatoksin 0,73 146 0.88 88 1.20 6 1.36 34.00 0.48 8
G1
Aflatoksin 0,25 166,66 0.27 90 0.34 56.66 0.07 5.83 - -
G2
Toplam 1,54 118 1.94 74.61 3.10 59.61 5.76 55.40 3.92 25.12
Aflatoksin
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6.7.4.2. Asetonitrilin Farklh Oranlardaki Karisimlarinin Denenmesi

Toplam aflatoksin konsantrasyonlar1 1.3-2.6-5.2-10.4-15.6 pg/kg olacak
sekilde Tablo 6.15° de verilen cozeltiler (Cozelti 1, 2, 3, 4, ve 5) kullanilarak
kirletilen 6rnekler, hacimce asetonitril/su oranlar1 % 55/45, % 70/30, % 85/15 olan
ekstraksiyon g¢ozeltileri ile ekstrakte edilmistir. Asetonitril ile yapilan ekstraksiyon

calismalarinin % geri kazanim sonuglar1 tablo 6.19-6.21°de verilmistir.

6.7.4.3. Metanoliin Farkh Oranlardaki Karisimlariin Denenmesi

Toplam aflatoksin konsantrasyonlart 1.3-2.6-5.2-10.4-15.6 pg/kg olacak
sekilde Tablo 6.15° de verilen c¢ozeltiler (Cozelti 1, 2, 3, 4,ve 5) kullanilarak
Kirletilen 6rnekler, hacimce metanol-su oranlar1 % 60/40, % 70/30, % 80/20 olan
ekstraksiyon c¢ozeltileri ile ekstrakte edilmistir. Metanol ile yapilan ekstraksiyon

caligmalarinin % geri kazanim sonuglari tablo 6.22-24" de verilmistir.
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Tablo 6.19. % 55-45 Asetonitril-Su ile yapilan ekstraksiyon ¢alismasi sonuglari.

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Hg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg
AFL B1: 0.50 AFL B1:1.00 AFL B1: 2.00 AFL B1: 4.00 AFL B1: 6.00
AFL B2: 0.15 AFL B2: 0.30 AFL B2: 0.60 AFL B2:1.20 AFL B2: 1.80
flatoksi AFL G1: 0.50 AFL G1:1.00 AFL G1: 2.00 AFL G1:4.00 AFL G1:6.00
Aflatoksin AFL G2: 0.15 AFL G2: 0.30 AFL G2: 0.60 AFL G2: 1.20 AFL G2: 1.80
Tara TOPLAM AFL: 1.3 | TOPLAM AFL: 2.6 | TOPLAM AFL:5.2 TOPLAM AFL: TOPLAM AFL:
10.4 15.6
Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri
Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim
Ha/kg % Ha/kg % Ha/kyg % Ha/kg % Ha/kyg %
Aflatoksin 0.73 146 0.85 85 1.58 79 1.46 36.5 0.25 4.16
B1
Aflatoksin 0.18 175.20 0.023 7.66 0.14 23.33 0.05 4.16 - -
B2
Aflatoksin 0.034 6.80 0.052 5.20 0.26 13 0.56 14 0.43 7.16
Gl
Aflatoksin 0.16 145.45 0.33 110 0.12 20 0.10 8.33 0.093 5.16
G2
Toplam 1.11 85.38 1.26 48.46 2.10 40.38 0.71 6.82 0.77 4.93
Aflatoksin
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Tablo 6.20. % 70-30 Asetonitril-Su ile yapilan ekstraksiyon ¢alismasi sonuglari.

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Hg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg
AFL B1: 0.50 AFL B1:1.00 AFL B1: 2.00 AFL B1: 4.00 AFL B1: 6.00
AFL B2: 0.15 AFL B2: 0.30 AFL B2: 0.60 AFL B2:1.20 AFL B2: 1.80
flatoksi AFL G1: 0.50 AFL G1:1.00 AFL G1: 2.00 AFL G1: 4.00 AFL G1: 6.00
Aflatoksin AFL G2: 0.15 AFL G2: 0.30 AFL G2: 0.60 AFL G2: 1.20 AFL G2: 1.80
Tara TOPLAM AFL: 1.3 | TOPLAM AFL: 2.6 | TOPLAM AFL:5.2 TOPLAM AFL: TOPLAM AFL:
10.4 15.6
Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri
Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim
Ha/kg % Ha/kg % Ha/kyg % Ha/kg % Ha/kyg %
Aflatoksin 0.59 118 - - 1.80 90 0.16 4.00 0.17 2.83
B1
Aflatoksin - - - - - - - - - -
B2
Aflatoksin 0.07 14 0.20 20 0.13 6,50 - - 0.29 4.83
G1
Aflatoksin - - 0.10 33.33 0.14 23.33 0.31 25.83 0.08 4.44
G2
Toplam 0.63 48.46 0.30 11.53 2.07 39.80 0.48 4.61 0.54 3.46
Aflatoksin
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Tablo 6.21. % 85-15 Asetonitril-Su ile yapilan ekstraksiyon ¢alismasi sonuglari.

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Ha/kg Ho/kg Hg/kg Ha/kg Ha/kg
AFL B1: 0.50 AFL B1:1.00 AFL B1: 2.00 AFL B1: 4.00 AFL B1: 6.00
AFL B2: 0.15 AFL B2: 0.30 AFL B2: 0.60 AFL B2:1.20 AFL B2:1.80
flatoksi AFL G1: 0.50 AFL G1:1.00 AFL G1:2.00 AFL G1: 4.00 AFL G1: 6.00
Aflatoksin AFL G2: 0.15 AFL G2: 0.30 AFL G2: 0.60 AFL G2: 1.20 AFL G2: 1.80
Taru TOPLAM AFL: 1.3 | TOPLAM AFL: 2.6 | TOPLAM AFL:5.2 TOPLAM AFL: TOPLAM AFL:
10.4 15.6
Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri
Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim
Ha/kg % Ha/kg % Ha/kyg % Ha/kg % Ha/kyg %
Aflatoksin 0.43 86 0.67 67 0.89 445 1.17 29.25 - -
Bl
Aflatoksin - - - - - - - - - -
B2
Aflatoksin 0.024 4.8 0.03 3.00 0.064 3.20 0.07 1.75 - -
Gl
Aflatoksin - - 0.12 40 - - - - 0.17 9.44
G2
Toplam 0.45 34.61 0.80 30.76 0.95 18.26 1.24 11.92 0.17 1.08
Aflatoksin
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Tablo 6.22. % 60-40 Metanol-Su ile yapilan ekstraksiyon ¢alismasi sonuglari.

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Hg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg
AFL B1: 0.50 AFL B1:1.00 AFL B1: 2.00 AFL B1: 4.00 AFL B1: 6.00
AFL B2: 0.15 AFL B2: 0.30 AFL B2: 0.60 AFL B2:1.20 AFL B2: 1.80
Aflatoksi AFL G1: 0.50 AFL G1:1.00 AFL G1: 2.00 AFL G1:4.00 AFL G1:6.00
atoksin AFL G2: 0.15 AFL G2: 0.30 AFL G2: 0.60 AFL G2: 1.20 AFL G2: 1.80
Tara TOPLAM AFL: 1.3 | TOPLAM AFL: 2.6 | TOPLAM AFL:5.2 TOPLAM AFL: TOPLAM AFL:
10.4 15.6
Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri
Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim
Ha/kg % Ha/kg % Ha/kyg % Ha/kg % Ha/kyg %
Aflatoksin 0.61 122 0.85 85.09 1.42 71.45 2.86 71.73 3.89 64.83
B1
Aflatoksin 0.18 124.87 0.27 92.26 0.43 72.16 0.89 74.52 1.25 69.66
B2
Aflatoksin 0.58 116.22 0.98 98.06 1.64 82.00 3.07 76.98 4.50 75.12
Gl
Aflatoksin 0.17 114.28 0.18 60.53 0.29 49.33 0.76 64.03 1.33 74.08
G2
Toplam 1.54 119.22 2.28 88.05 3.80 73.07 7.61 73.18 10.98 70.41
Aflatoksin
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Tablo 6.23. % 70-30 Metanol-Su ile yapilan ekstraksiyon ¢alismasi sonuglari.

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Hg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg
AFL B1: 0.50 AFL B1:1.00 AFL B1: 2.00 AFL B1: 4.00 AFL B1: 6.00
AFL B2: 0.15 AFL B2: 0.30 AFL B2: 0.60 AFL B2:1.20 AFL B2: 1.80
Aflatoksi AFL G1: 0.50 AFL G1:1.00 AFL G1: 2.00 AFL G1:4.00 AFL G1:6.00
atoksin AFL G2: 0.15 AFL G2: 0.30 AFL G2: 0.60 AFL G2: 1.20 AFL G2: 1.80
Tara TOPLAM AFL: 1.3 | TOPLAM AFL: 2.6 | TOPLAM AFL:5.2 TOPLAM AFL: TOPLAM AFL:
10.4 15.6
Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri
Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim
Ha/kg % Ha/kg % Ha/kyg % Ha/kg % Ha/kyg %
Aflatoksin 0.76 150.00 0.89 89.00 1.95 97.50 3.12 78.00 3.71 61.83
B1
Aflatoksin 0.15 100.00 0.22 73.33 0.43 71.66 0.78 65.00 1.01 56.11
B2
Aflatoksin 0.54 108.00 0.76 76.00 1.66 83.19 3.09 77.25 3.78 63.00
Gl
Aflatoksin 0.14 93.33 0.19 63.33 0.46 76.66 0.74 61.66 0.99 55.00
G2
Toplam 1.61 123.84 2.07 79.61 452 86.92 7.75 74.51 9.50 63.33
Aflatoksin
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Tablo 6.24. % 80-20 Metanol-Su ile yapilan ekstraksiyon ¢alismasi sonuglari.

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Referans Deger

Hg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg Hg/kg
AFL B1: 0.50 AFL B1:1.00 AFL B1: 2.00 AFL B1: 4.00 AFL B1: 6.00
AFL B2: 0.15 AFL B2: 0.30 AFL B2: 0.60 AFL B2:1.20 AFL B2: 1.80
Aflatoksi AFL G1: 0.50 AFL G1:1.00 AFL G1: 2.00 AFL G1:4.00 AFL G1:6.00
atoksin AFL G2: 0.15 AFL G2: 0.30 AFL G2: 0.60 AFL G2: 1.20 AFL G2: 1.80
Tara TOPLAM AFL: 1.3 | TOPLAM AFL: 2.6 | TOPLAM AFL:5.2 TOPLAM AFL: TOPLAM AFL:
10.4 15.6
Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri Olgiim Geri
Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim Sonucu Kazanim
Ha/kg % Ha/kg % Ha/kyg % Ha/kg % Ha/kyg %
Aflatoksin 0.85 170.68 0.88 88.00 1,45 72,53 2.71 67.75 4.74 79.11
B1
Aflatoksin 0.19 126.93 0.23 79.80 0,37 62,68 0.66 55.00 1.11 61.69
B2
Aflatoksin 0.51 103.64 0.90 90.09 1,53 76,86 2.67 66.75 4.83 80.57
Gl
Aflatoksin 0.07 50.26 0.08 28.93 0,21 35,00 0.45 37.50 0.79 44.18
G2
Toplam 1.63 125.96 2.10 81.04 3,57 68,82 6.50 62.50 11.48 73.63
Aflatoksin
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6.7.5. LOD (Limit of Detection) ve LOQ (Limit of Quantification) Degerlerinin
Belirlenmesi

Bu calismada kullanilan metodun LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi
i¢in, aflatoksin i¢ermedigi bilinen karma yem Orneginin ilizerine, Tablo 6.11° de
hazirlanan II. Asama standart ¢ozeltiden 125 pL hacimde ilaveler yapilarak, 10 adet

ornek hazirlandi. Elde edilen son konsantrasyonlar Tablo 6.25” de verilmistir.

Tablo 6.25. Spike yapilarak hazirlanmis son konsantrasyon (pg/kg).

Top.Aflatoksin ~ AFL G2 AFL G1 AFL B2 AFL B1
(ho/kg) (ho/kg) (ho/kg) (ho/kg) (ho/kg)
1.30 0.15 0.50 0.15 0.50

10 adet 6rnegin standart sapmalar1 (SS) ve egim (m) degerleri kullanilarak,
asagida verilen (6.6) ve (6.7) formilleri ile LOD ve LOQ degerleri hesaplandi.

LOD=3S s/m (6.6)
LOQ=10 Ss/m (6.7)

Elde edilen veriler ve sonuglar Tablo 6.26” da verilmistir.

Tablo 6.26. Hesaplanan LOD ve LOQ degerleri.
Aflatoksin G2 Aflatoksin G1  Aflatoksin B2  Aflatoksin B1

Calisma No (H9/kg) (H9/kg) (Hg/kg) (Hg/kg)
1 0.07 0.53 0.13 0.47
2 0.05 0.52 0.12 0.48
3 0.09 0.48 0.12 0.50
4 0.05 0.50 0.12 0.52
5 0.05 0.53 0.12 0.55
6 0.05 0.52 0.12 0.54
7 0.05 0.52 0.12 0.40
8 0.06 0.50 0.13 0.40
9 0.07 0.56 0.12 0.45
10 0.06 0.50 0.13 0.46

Ortalama

(Xort) 0.06 0.52 0.12 0.48

STD (Ss) 0.014 0.021 0.004 0.052

Egim (m) 4.25 4.00 11.46 5.77

LOD

3(Ss)/m 0.0101 0.0162 0.0011 0.027

LOQ

10(Ss)/m 0.034 0.054 0.004 0.09
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6.7.6. Sertifikall Referans Madde (CRM) Kullanilarak Yapilan Calismalar
Hayvan yemlerinde aflatoksin tayini igin uygulanan deneysel prosedirin
dogrulugunu teyit i¢in aflatoksin igerigi (hayvan yemi) bilinen ERM — BE 376 kodlu
Sertifikali Referans Madde kullanildi. Ekstraksiyon islemi paralel ¢alismalar ile %
80/20 ve % 70/30 metanol/su karigimi ile tekrarlanarak, sonuglar karsilagtirildi.
Kullanilan CRM’ nin referans degerleri Tablo 6.27°de verilmistir.
Elde edilen sonuglar ve % geri kazanim degerleri Tablo 6.28 ve Tablo 6.29°

da verilmistir.

Tablo 6.27. ERM — BE 376 Sertifikali Referans Madde igerigi.

Kod No ERM - BE 376
Bilesim HAYVAN YEMI
Sertifikali Deger (Certified Value)  Belirsizlik (Uncertainty)
Hg/kg Ha/kg
Aflatoksin B1 12.9 1.8
Aflatoksin B2 0.68 0.10
Aflatoksin G1 5.2 0.80

6.7.7. Ger¢ek Orneklerin Aflatoksin Miktarlariin Belirlenmesi

Toplanan oOrneklerin aflatoksin miktarlarinin belirlenmesinde ekstraksiyon
cozeltisi olarak % 70/30 metanol/su karisimi ve Tablo 6.10° da belirtilen HPLC
sartlar1 kullanilmistir. Bu sartlara gore elde edilen sonuglar Tablo 6.30° da

verilmistir.
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Tablo 6.28. CRM’nin %80-20 metanol-su ekstraksiyonu ile elde edilen sonuglar.

Cahsma  Aflatoksin  Aflatoksin  Aflatoksin  Aflatoksin  Aflatoksin Aflatoksin

No Bl B1 B2 B2 Gl Gl
Ho/kg % G.K. po/kg % G.K. pg/kyg % G. K.

1 9.08 70.38 0.56 82.35 0.24 4.61
2 8.82 68.37 0.51 75 0.72 13.84
3 9.73 75.42 0.59 86.76 0.93 17.88
4 9.6 74.41 0.58 85.29 0.85 16.34
5 9.12 70.69 0.57 83.82 0.98 18.84
6 9.31 72.70 0.59 86.76 1.01 19.42
7 7.07 54.80 0.51 75 0.43 8.26

ort. 8.96 69.53 0.55 82.14 0.74 14.17

Tablo 6.29. CRM’nin %70-30 metanol-su ekstraksiyonu ile elde edilen sonuglar.

Cahisma  Aflatoksin  Aflatoksin  Aflatoksin  Aflatoksin  Aflatoksin Aflatoksin

No Bl Bl B2 B2 Gl Gl
po/kg % G.K. pg/kg % G.K. po/kg % G. K.
1 12.86 99.70 0.49 72.08 5.09 98.01
2 12.95 100.39 0.49 77.72 4.89 94.11
3 11.15 86.40 0.53 78.57 4.30 82.74
4 11.37 88.15 0.55 80.14 4.21 80.97
5 11.15 91.73 0.46 68.14 4.77 91.73
6 10.63 82.40 0.39 58.47 4.52 86.98
11.22 85.32 0.39 57.02 4.44 85.32
9.99 77.42 0.41 60.36 4.46 85.95
9 9.43 81.86 0.36 52.63 4.26 73.11
10 9.70 84.04 0.35 51.44 4.37 75.17
11 10.22 84.17 0.38 56.05 4.38 84.17
Ort. 10.97 87.41 0.45 64.78 451 85.29
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Tablo 6.30. Yem o6rneklerinde tayin edilen aflatoksin miktarlari.

Sira No/ AFLB1 AFLB2 AFLG1 AFLG2 Toplam Sira No/ AFLB1 AFLB2 AFLGl1 AFLG2 Toplam
Ornek Turd  (ug/kg)  (Mg/kg)  (Mg/kg)  (Mg/kg)  AFL (ug/kg) | Ornek Tiird (Mg/kg)  (Hg/kg)  (nglkg)  (Mglkg)  AFL (ug/kg)
1 Karma. 1.58 0.15 - - 1.73 11 Sigir B. Y. - - - - -

2 Soya K. - - - - - 12 Karma Y. 12251 10.76 - - 133.28
3 Ay¢. K. - - - - - 13 E.PilicY. 3.20 0.45 0.88 - 4.54
4 Buz. Bly.Y. 8.09 0.69 - - 8.79 14 Sigir Y. - - - - -

5 Aye. K. 0.26 0.037 0.11 0.065 0.48 15 Sigir Y. 0.29 - - - 0.29

6 Karma Y. 0.57 - - - 0.57 16 Kuzu B.Y.. 18.12 1.57 - - 19.70
7 KarmaY. 1.11 0.12 - - 1.22 17 Karma Y. 1.45 0.13 - - 1.74
8 Buz. BiiyY.. 0.30 - - - 0.30 18 Karma VY. 0.33 0.19 - 1.20 1.73
9 Karma. 0.17 - - - 0.17 19 Kuzu B.Y. 0.38 - - 0.85 1.23
10 KarmaY. 1.13 0.1 - - 1.24 20 Karma Y. 2.18 0.37 - - 2.55
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Tablo 6.30. Yem o6rneklerinde tayin edilen aflatoksin miktarlari (devam).

Sira No/ AFLB1 AFLB2 AFLGl1 AFLG2  Toplam [Sira No/ AFLB1 AFLB2 AFLGl1 AFLG2  Toplam
Ornek Tiird (ug/kg)  (uglkg)  (Mg/kg)  (uglkg)  AFL (ug/kg) | Ornek Tiri (Mo/kg)  (Mg/kg)  (Mg/kg)  (ug/kg)  AFL (nglkg)
21 Buzag1 Y. 3.90 0.58 0.84 - 5.33 31 Sigir Siit Y. 11.62 0.81 - - 12.43

22 Ayc. K. 0.21 - - 0.16 0.36 32 Karma Y. 1.06 0.13 - - 1.20

23 Ayc. K. 0.37 0.044 0.11 0.13 0.65 33 Sigir S. Y. 6.89 0.66 - - 7.56

24 Soya K.. - - - - - 34 Sigir B. Y. 1.01 0.15 - - 1.17

25 Karma Y. 5.15 0.48 - - 5.63 35 Sigir Siit Y. 0.20 - - - 0.20

26 Karma Y. - - - - - 36 Pili¢ Biy.Y.  11.72 0.67 - - 12.4

27 SigirBe. Y. 10.38 0.84 - - 11.22 37SigrBesiY.  1.71 0.17 0.44 0.10 2.44

28 Karma Y. 0.70 - - - 0.70 38 E.Pilic Y. 0.20 - - - 0.20

29 KarmaY. 0.73 - - - 0.73 39 Tavuk Y. 0.26 0.04 0.20 - 0.51

30 Karma Y. 0.99 - - - 0.99 40 E. Civciv Y. - - - - -
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Tablo 6.30. Yem 6rneklerinde tayin edilen aflatoksin miktarlari (devam).

Sira No/ AFLB1 AFLB2 AFLGl1 AFLG2 Toplam Sira No/ AFLBl1 AFLB2 AFLGl1 AFLG2 Toplam
Ornek Tiird (ug/kg)  (ug/kg)  (Mg/kg)  (uglkg)  AFL (ug/kg) | Ornek Tiird (Mo/kg)  (ug/kg)  (pg/kg)  (ug/kg)  AFL (nglkg)
41 SigirB. Y. - - - - - 51 Buz. B.Y. 1.71 0.16 - - 1.87
42 Kuzu B. Y. 0.55 0.079 - - 0.63 52 Ayg. K. - - - - -

43 Karma Y. - - - - - 53 Karma'Y. 1.48 0.21 - - 1.69
44 Karma Y.. 0.24 - - - 0.24 54 Sigir B. Y. 0.32 - - - 0.32
45 Karma Y. 55 Besi Yemi 0.13 0.03 0.11 - 0.28
46 Karma Y. - - - - - 56 Sigir B. Y. - - - - -

47 Soya K. - - - - - 57 Karma Y. - - - - -

48 Yem Katki - - - - - 58 Karma Y. 0.36 0,04 - - 0.40
49 Karma Y. 0.42 0.10 0.41 - 0.93 59 Karma'Y. 0.24 - - - -

50 Buz.Bas.Y. 0.12 - - - 0.12 60 Karma Y. - - - - -
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Tablo 6.30. Yem o6rneklerinde tayin edilen aflatoksin miktarlari (devam).

Sira No/ AFLB1 AFLB2 AFLG1 AFLG2 Toplam Sira No/ AFLB1 AFLB2 AFLGl1 AFLG2 Toplam
Ornek Turd  (ug/kg)  (Mg/kg)  (Mg/kg)  (Mg/kg)  AFL (ug/kg) | Ornek Tiird (Mg/kg)  (Hg/kg)  (nglkg)  (Mglkg)  AFL (pglkg)
61 Ayc. K. - - - 0.21 0.21 71 Karma Y. - - - - -

62 Ayg. K. - - - 0.30 0.30 72 Karma'Y. - - - - -

63 Karma'Y. - - - - - 73 Karma'Y. 0.14 - - - 0.14
64 Soya K. 10.16 0.62 - - 10.78 74 Karma'Y. 0.14 - - - 0.14
65 Soya K. - - - - - 75 Ayc. K. 0.75 0.14 0.26 - 1.15
66 Karma Y. 7.30 0.63 - - 7.93 76 Karma Y. 0.33 - - - 0.33
67 Karma Y. - - - - - 77 Karma'yY. 0.70 0.13 - - 0.83
68 Karma Y. - - - - - 78 Soya K. - - - - -

69 Soya K.. - - - - - 79 Misir - - - - -

70 Pili¢ B.Y. - - - - - 80 Karma Y. - - - - -
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BOLUM 7

SONUCLARIN DEGERLENDIRILMESI VE TARTISMALAR

7.1. Orneklerin Kalite Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Yem ve yem hammadde 6rneklerinin kalitesinin belirlenmesi icin elde edilen
ham protein, ham seliiloz, ham kiil degerleri; Yemlerin Piyasaya Arzi ve Kullanimi
Hakkinda Yonetmelik (27.12.2011 tarih, 28155 sayili Resmi Gazete), Gida ve Yemin
Resmi Kontrollerine Dair Yonetmelik (17.12.201 1tarih, 28145 sayili Resmi Gazete)
ve 1734 sayili Yem Kanununa dair ¢ikan Yem Yo6netmeliginde bulunan (05.08.1974
tarih, 14967 sayili Resmi Gazete) karma yem ve kiispe normlari kriterlerine gore
degerlendirilmistir. Bu kriterler, Tablo 7.1 de verilmistir.

Yapilan deneyler ile belirlenen ham kiil degerleri (Tablo 6.6), Tablo 7.1° de
verilen ham kiil normlarina gore, tolere degerlerde dikkate alinarak degerlendirildi.
Cok cesitli 6rneklerden deneysel olarak elde edilen ham kiil degerleri, % 1.64 (misir)
ile % 37.48 (karma yem) arasinda degismektedir. Karma yem Orneklerinden 14
tanesi (6rnek no; 6, 16, 18, 19, 27, 31, 32, 34, 42, 44, 54, 55, 57, 73) ham kil
normlarina gore sinirlarin disina ¢ikmistir.

Yapilan deneyler ile belirlenen ham seliiloz degerleri (Tablo 6.7), Tablo 7.1’
de verilen ham seliiloz normlarmma gore, tolere degerlerde dikkate alinarak
degerlendirildi. Cok cesitli orneklerden deneysel olarak elde edilen ham seliiloz
degerleri, % 2.06 (soya kiispesi) ile % 32.58 (aycigegi kiispesi) arasinda
degismektedir. Karma yem orneklerinden 17 tanesi (6rnek no; 4, 8, 11, 12, 15, 16,
18, 19, 31, 42, 54, 55, 72, 73, 75, 76, 77) ham seliiloz normlarina gore sinirlarin
disina ¢ikmustir.

Yem ve yem hammaddelerinde yapilan deneyler ile belirlenen ham protein

degerleri (Tablo 6.8), Tablo 7.1’ de verilen ham protein normlarina gore, tolere
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Tablo 7.1. Karma yem ve kiispe normlari kriterleri.

Yem Turu Ham Ham Ham Kuru

Seluloz Protein Kl Madde

% % % %

en cok en az en cok en az
Kuzu Basglangic n 18 o o8
Kuzu Buyutme 10 16 10 88
Kuzu Besi 12 15 9 88
Buzag1 Baslangig 12 18 8 88
Buzag: Buytutme 12 17 10 88
Sigir Besi 14 12 9 88
Sigir Stt 14 16 9 88
Ayc.Toh.Klspesi 27 27 9 88
Soya Kuspesi 8 40 8 88

degerlerde dikkate alinarak degerlendirildi. Cok ¢esitli 6rneklerden deneysel olarak
elde edilen ham protein degerleri, % 8.89 (musir) ile % 53.05 (soya kiispesi) arasinda
degismektedir. Karma yem orneklerinden 5 tanesi (6rnek no; 3, 14, 16, 19, 31) ham

protein normlarina gore sinirlarin disina ¢ikmistir.

7.2. Rutubet Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Yem ve yem hammadde Orneklerinin % rutubet sonuglarinin
degerlendirilmesi; Yemlerin Piyasaya Arzi ve Kullanimi Hakkinda Yo6netmelik
(27.12.2011 tarih, 28155 sayili Resmi Gazete), Gida ve Yemin Resmi Kontrollerine
Dair Yonetmelik (17.12.2011 tarih, 28145 sayili Resmi Gazete) ve 1734 sayili Yem
Kanununa dair ¢ikan Yem Yonetmeliginde bulunan (05.08.1974 tarih, 14967 sayili
Resmi Gazete) karma yem ve kiispe normlart kriterlerinde belirlenen % 12 lik
maksimum rutubet miktarina gore yapilmistir (Tablo 7.1).

Yem ve yem hammaddelerinde yapilan deneyler ile belirlenen % rutubet

degerleri (Tablo 6.5), Tablo 7.1’ de verilen kuru madde normlarina gore, tolere
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degerlerde dikkate alinarak degerlendirildi. Deneysel olarak elde edilen % rutubet
degerleri, % 3.14 (yem katki) ile % 13.5 (karma yem) arasinda degismektedir. Yem
orneklerinden 3 tanesi (0rnek no; 36, 45, 59) kuru madde normlarina gore
degerlendirilmistir (% 12 rutubet iceriginden biiyliktiir). Rutubet sonuglar1 3 farkl
duzeyde Tablo 7.2’ de verilmistir. Buna gore, rutubet oran1 % 8’ den diisiik 19 adet
Ornek, rutubet orani % 8-10 arasinda olan 37 adet Ornek, rutubet oram1 % 10-12
arasinda olan 21 adet 6rnek, rutubet oran1 % 12” den biylk olan 3 adet 6rnek
bulunmustur.

Tablo 7.2. Orneklerin farkl diizeylerde % rutubet igerikleri

Rutubet Icerigi (%)

<8 8-10 10-12 >12
Ornek 19 37 21 3
Sayis1
Toplam n=80

7.3. Ekstraksiyon Calismalarinin Degerlendirilmesi

Yem ve yem hammaddelerinin aflatoksin G2, G1, B2 ve B1 duzeylerinin
belirlenmesinde kullanilacak ekstraksiyon ¢ozeltisinin belirlenmesi igin aseton,
asetonitril ve metanoliin degisik oranlardaki ¢o6zeltileri kullanildi. Spike yapilirken,
aflatoksin G2, G1, B2 ve B1’in 5 farkli konsantrasyonunda denemeler yapildi.
Degisik oranlardaki ¢ozelti karisimlart ile her bir aflatoksin tiirtine gore elde edilen
geri kazanim oranlart Sekil 7.1-7.4> de verilmistir. Sekiller incelendiginde,
caligmalarda % 0 ile % % 175 arasinda geri kazanim oranlarinin elde edildigi
goralda.

Aflatoksin G2 igin, yapilan ekstraksiyonlardan elde edilen sonuglar
incelendiginde (Sekil 7.1), aseton ile elde edilen geri kazanim oranlarinin % 0 -
166.66 arasinda oldugu, asetonitril ile elde edilen geri kazanim oranlarmin % O-
145.45 arasinda oldugu, metanol ile elde edilen geri kazanim oranlarinin % 28-
114.28 arasinda oldugu goriildii. Aseton ve asetonitril karigimlarinin, farkh
konsantrasyonlarda % 0 geri kazanim oranlar1 verdigi ve en kararli, en yiiksek geri

kazanim oranlarinin metano-sul ile elde edildigi goriildii.
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Tablo 7.3 ve Sekil 7.1° de metanol-su karisiminin farkli oranlardaki
karigimlarinin standart sapma degerleri incelendiginde en ¢ok sapmanin 24.99 ile %
60/40 (metanol/su, h/h) "lik ¢ozeltide oldugu goriildii. % 70/30 (metanol/su, h/h) ve
% 80/20 (metanol/su, h/h) karisimlar1 arasinda sapma en az % 80/20 (metanol/su,
h/h) ¢ozeltisinde goriilmesine ragmen, ¢ok diisiik geri kazanim oranlari elde
edilmistir. Bundan dolay1, aflatoksin G2 i¢in en kararli sonucun % 70/30

(metanol/su, h/h) ile elde edildigi goriildii.

Tablo 7.3. Aflatoksin G2 igin farkli konsantrasyonlarin standart sapma degerleri.

Konsantrasyon Metanol ¢ozelti karisimlar: (h/h)

60/40 70/30 80/20
1.3 114.28 93.33 50.26
2.6 60.53 63.33 28.93
5.2 49.33 76.66 35
10.4 64.03 61.66 375
15.6 74.08 55 44,18
Standart Sapma 24.99 15.23 8.26
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80

% GERI KAZANIM

60

40

20

AFLATOKSIN G2 (ASETON)

KONSANTRASYON (ng/kg)

—i— ASETON 55/45
—&— ASETON 70/30
—=— ASETON 85/15

% GERI KAZANIM

120

100

AFLATOKSIN G2 (ASETONITRIL)

—a— ASETONITRIL 55/45
—&— ASETONITRIL 70/30

\ —m— ASETONITRIL 85/15

2 10,4 15,6
KONSANTRASYON (ug/kg)

% GERI KAZANIM

160

120

100

AFLATOKSIN G2 (METANOL)

A

—a— METANOL 60/40
—&— METANOL 70/30

\/‘\/‘ —=— METANOL 80/20

T

N

13 2,6 52 10,4 15,6
KONSANTRASYON (ng/kg )

Sekil 7.1. Aflatoksin G2 i¢in aseton, asetonitril ve metanol ile yapilan ekstraksiyon sonuglari.
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Aflatoksin G1 i¢in elde edilen sonuglar incelendiginde (Sekil 7.2), aseton ile
elde edilen geri kazanim oranlarinin % 6 -175 arasinda oldugu, asetonitril ile elde
edilen geri kazanim oranlarinin % 0-14 arasinda oldugu, metanol ile elde edilen geri
kazanim oranlarinin % 63-116.22 arasinda oldugu goriildii. Aseton ve asetonitril
karigimlari, farkli konsantrasyonlarda % 0 ve % 6 gibi ¢ok diisiik geri kazanim
oranlart verdigi ve en kararli ve en yiiksek geri kazanim oranlarinin metanol-su ile
elde edildigi goriildii.

Tablo 7.4 ve Sekil 7.2° de metanol-su karisimmin farkli oranlardaki
karisimlarinin standart sapma degerleri incelendiginde en ¢ok sapmanin 17.37 ile %
60/40 (metanol/su, h/h) ’lik ¢ozeltide oldugu goriildii. % 70/30 (metanol/su, h/h) ve
% 80/20 (metanol/su, h/h) karisimlar1 arasinda sapma en az % 80/20 (metanol/su,
h/h) ¢ozeltisinde goriildii. Bundan dolayi, aflatoksin G1 i¢in en kararli sonucun %

80/20 (metanol/su, h/h) ile elde edildigi goriildii.

Tablo 7.4. Aflatoksin G1 i¢in farkli konsantrasyonlarin standart sapma degerleri.

Konsantrasyon Metanol ¢ozelti karisimlari (h/h)

60/40 70/30 80/20

1.3 116.22 108 103.64
2.6 98.06 76 90.09
5.2 82 83.19 76.86
10.4 76.98 77.25 66.75
15.6 75.12 63 80.57

Standart

Sapma 17.37 16.55 13.98
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Sekil 7.2. Aflatoksin G1 i¢in aseton, asetonitril ve metanol ile yapilan ekstraksiyon sonuglari.
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Aflatoksin B2 icin elde edilen sonuglar incelendiginde (Sekil 7.3), aseton ile
elde edilen geri kazanim oranlarinin % 0 -36.66 arasinda oldugu, asetonitril ile elde
edilen geri kazanim oranlarmin % 0-175.2 arasinda oldugu, metanol ile elde edilen
geri kazanim oranlarinin % 55-126.93 arasinda oldugu goriildii. Aseton ve asetonitril
karisimlar, farkli konsantrasyonlarda bazi aflatoksin tiirlerinde % 0 gibi diistik geri
kazanim oranlar1 elde edildigi ve en kararli, en yliksek geri kazanim oranlarinin
metanol-su ile elde edildigi goriildii.

Tablo 7.5 ve Sekil 7.3° de metanol-su karisimimn farkli oranlardaki
karigimlarin standart sapma degerleri incelendiginde en az sapmanin 16.431 oldugu,
aflatoksin B2 i¢in en kararli sonucun % 70/30 (metanol/su, h/h) ile elde edildigi

goralda.

Tablo 7.5. Aflatoksin B2 igin farkli konsantrasyonlarin standart sapma degerleri.

Konsantrasyon Metanol ¢ozelti karisimlar: (h/h)

60/40 70/30 80/20
1.3 124.87 100 126.93
2.6 92.26 73.33 79.8
5.2 72.16 71.66 62.68
10.4 7452 65 55
15.6 69.66 56.11 61.69
Standart
Sapma 23.12 16.43 29.26
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Aflatoksin B1 igin elde edilen sonuglar incelendiginde (Sekil 7.4), aseton ile
elde edilen geri kazanim oranlarinin % 11 -154 arasinda oldugu, asetonitril ile elde
edilen geri kazanim oranlarinin % 0-146 arasinda oldugu, metanol ile elde edilen geri
kazanim oranlariin % 61.83-170.68 arasinda oldugu goriildii. Aseton ve asetonitril
karigimlari, farkli konsantrasyonlarda % 0 ve % 11 gibi ¢ok diisiik geri kazanim
oranlart verdigi, en kararli ve yiiksek geri kazanim oranlarinin metanol-su ile elde
edildigi goriildii.

Tablo 7.6 ve Sekil 7.4° de metanol-su karistmimn farkli oranlardaki
karisimlarinin standart sapma degerleri incelendiginde en az sapmanin 22.99 ile %
60/40 (metanol/su, h/h) "lik ¢ozeltide oldugu goriildii. Fakat % 60/40 (metanol/su,
h/h) karisimi, % 70/30 (metanol/su, h/h) karisimina gore, daha diisiik geri kazanim
oranlar1 elde edilmistir. Bundan dolayi, aflatoksin Bl i¢in en kararli sonucun %

70/30 (metanol/su, h/h) ile elde edildigi goriildii.

Tablo 7.6. Aflatoksin B1 igin farkli konsantrasyonlarin standart sapma degerleri.

Konsantrasyon Metanol ¢ozelti karisimlari (h/h)

60/40 70/30 80/20

1.3 122 150 170.68
2.6 85.09 89 88

5.2 71.45 97.5 72.53

10.4 71.73 78 67.75

15.6 64.83 61.83 79.11

Standart
Sapma 22.99 33.38 42.65

82



120

100

80

% GERi KAZANIM

60

40

20

AFLATOKSIN B1 (ASETON)

AN

\
A\

AAN

VI

\
\

e

—a— ASETON 55/45
—&— ASETON 70/30
—=— ASETON 85/15

gl

\ S

\/

Y

2,6 52 10,4 15,6
KONSANTRASYON (ng/kg)

% GERI KAZANIM

120

AFLATOKSIN B1 (ASETONITRIL)

—a— ASETONITRIL 55/45
—&— ASETONITRIL 70/30
—8— ASETONITRIL85/15

2,6 52 104 15,6
KONSANTRASYON( pg/kg)

% GERI KAZANIM

180

160

140

120

100

80

60

40

20

AFLATOKSIN B1 (METANOL)

—a— METANOL 60/40

—&— METANOL 70/30
—=— METANOL 80/20

~

2,6 5,2 104 15,6
KONSANTRASYON (ug/kg )
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Butlin ekstraksiyon ¢ozeltileri incelendiginde aflatoksin G2, B2, B1 igin en iyi
cozeltinin % 70/30 (metanol/su, h/h), aflatoksin G1 icin ise % 80/20 (metanol/su, h/h)
karistmi  oldugu gorilmistir. Butln aflatoksin tdrleri, ayn1 kromatogramda farkli
zamanlarda beraber belirlendiginden, % 70/30 (metanol/su, h/h) ile % 80/20 (metanol/su,
h/h) karisimlarini karsilastirmak i¢in CRM ile ¢aligmalar yapildi.

7.4. CRM Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Spike yapilan 6rnekler tizerinden % geri kazanim degerleri dikkate alinarak % 70/30
(metanol/su, h/n) ve % 80/20 (metanol/su, h/h) karigimlar1 kararli sonuglar gostermisti.
Bolim 6.7’ de belirtilen HPLC sartlar1 ( Tablo 6.10) ve uygun ekstraksiyon ¢ozeltisinin
performansinin belirlenmesi icin ERM — BE 376 kodlu Sertifikali Referans Madde
kullanildi (Tablo 6.27). Ekstraksiyon ¢Ozeltileri olarak % 70/30 ve % 80/20 ( metanol/su,
h/h) karisimlart kullanildi ve sonuglar karsilastirilarak degerlendirildi.

% 80/20 metanol/su ekstraksiyonu ile elde edilen degerler ortalama olarak
aflatoksin G1 i¢in 0.74 ug/kg, aflatoksin B2 icin 0.55 pg/kg, aflatoksin B1 icin 8.96 pg/kg
olarak bulundu (Tablo 6.28).

% 70/30 metanol/su ekstraksiyonu ile elde edilen degerler ortalama olarak
aflatoksin G1 icin 4.51ug/kg, aflatoksin B2 icin 0.45 pg/kg, aflatoksin B1 icin 10.96 pg/kg
olarak bulundu (Tablo 6.29).

Sertifikali referans maddenin, referans aflatoksin degerleri dikkate alinarak ortalama
% geri kazanim degerleri hesaplandi. Bu degerler, % 70/30 metanol/su ekstraksiyonu igin
daha iyi oldugu gozlendi (aflatoksin Gl igin % 85.29, aflatoksin B2 igin % 64.78,
aflatoksin B1 icin % 87.41)

Standart referans madde kullanilarak bulunan aflatoksin B1 igin elde edilen % 87.41
geri kazanim orani, spike yapilarak elde edilen % 61.83 geri kazanim oranindan daha
yilksek oldugu goriildii. Bu karsilastirma Tablo 6.15° de spike yapilan ornek
konsantrasyonlarinda, standart referans maddeye en yakin aflatoksin B1 konsantrasyonu
iceren (6 pg/kg) 5 numarali ¢ozeltinin referans degerine gore yapildi.

Aflatoksin B2 igin standart referans madde kullanilarak elde edilen % 64.78 geri

kazanim orani, spike yapilarak elde edilen % 71.66 geri kazanim oranindan daha diisiik
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oldugu goriildii. Bu karsilagtirma Tablo 6.15° de spike yapilan 6rnek konsantrasyonlarinda,
standart referans maddeye en yakin aflatoksin B2 konsantrasyonu iceren (0.6 pg/kg) 3
numarali ¢6zeltinin referans degerine gore yapildi.

Aflatoksin G1 icin standart referans madde kullanilarak elde edilen % 85.29 geri
kazanim orani, spike yapilarak elde edilen % 63 geri kazanim oranindan daha yiiksek
oldugu goriildii. Bu karsilagtirma Tablo 6.15° de spike yapilan 6rnek konsantrasyonlarinda,
standart referans maddeye en yakin aflatoksin G1 konsantrasyonu iceren (1.8 pg/kg) 5

numarali ¢6zeltinin referans degerine gore yapildi.

7.5. Orneklerin Aflatoksin Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Orneklerin aflatoksin G2, G1, B2 ve B1 konsantrasyonlarinin belirlenmesi, ERM—
BE 376 kodlu Sertifikali Referans Madde’ nin aflatoksin igeriginin belirlenmesinde de
kullanilan, % 70/30 (metanol/su, h/h) karisimi ve Tablo 6.10° da belirlenen HPLC sartlari
uyguland1. Orneklerde gozlenen aflatoksin G2, G1, B2 ve B1 konsantrasyonlar1 Tablo 6.30’
da verilmistir. Orneklerde bulunan aflatoksin konsantrasyonlarmin tespit smir1 olarak Tablo
6.26” da belirtilen LOQ degerleri kullanildi. Bu degerler aflatoksin G2 i¢in 0.033 pg/kg,
aflatoksin G1 igin 0.054 pg/kg, aflatoksin B2 igin 0.004 pg/kg, aflatoksin B1 icin 0.09
pg/kg’ dir.

Orneklerin sadece 3 adedinde 4 aflatoksin tiiriine de rastlandi. 7 adet 6rnekte 3 farkl
aflatoksin tiirline ayn1 anda rastlandi. 2 aflatoksin tiiriiniin ayn1 anda bulundugu 6rnek sayisi
24 tiir. 19 adet 6rnegin, sadece 1 aflatoksin tiirii icerdigi gdzlendi. Orneklerin 27 adedinde
aflatoksinin higbir tiirline rastlanmadi.

8 adet Ornekte aflatoksin G2 tespit edilmistir. 8 adet 6rnekte bulunan aflatoksin
G2’nin ortalamas1 0.38 pg/kg’dir. Aflatoksin G2 miktar1 0.06-1.2 pg/kg arasinda
degismektedir.

9 adet 6rnekte aflatoksin G1 tespit edilmistir. 9 adet 6rnekte bulunan aflatoksin G1’
in ortalamasi1 0.37 pg/kg’dir. En diisiik aflatoksin G1 miktar1 0.11 pg/kg, en yuksek miktar
0.88 pg/kg’ dir.

85



32 adet ornekte aflatoksin B2 tespit edilmistir. 32 adet 6rnekte bulunan aflatoksin
B2 ’nin ortalamasi 0.66 pg/kg’ dir. En disiik aflatoksin B2 miktart 0.03 pg/kg, en yiksek
aflatoksin B2 miktar1 10.76 pg/kg’ dir.

51 adet ornekte aflatoksin B1 tespit edilmistir. 51 adet 6rnekte bulunan aflatoksin
B1 ’nin ortalamasi 4.78 pg/kg’ dir. En disiik aflatoksin B1 miktart 0.09 pg/kg, en yiksek
aflatoksin miktart 122.51 pg/kg’ dir.

22 adet ornekte aflatoksin B1 ve aflatoksin B2 ayn1 drnekte tespit edilmistir.

Yem ve yem maddelerinde bulunan aflatoksin G2, G1, B2 ve Bl degerlendirilmesi
icin Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi tarafindan ¢ikartilan Yemlerde Istenmeyen
Maddeler Hakkinda Teblig’ ne (Tablo 5.6) ve Avrupa Birligi tilkelerinde yir(rlikte olan
yem ve yem maddelerinde aflatoksin sinirlarina gére degerlendirilmistir (Tablo 5.4).
Yayinlanan bu diizenlemelerde sadece aflatoksin Bl i¢in sinirlandirmalar verildiginden,
degerlendirmeler sadece aflatoksin B1 i¢in yapildi.

5.4 ve 5.6 numarali tablolar ve tablo 6.30° da bulunan Orneklerden elde edilen
aflatoksin B1 sonuglar1 incelenerek degerlendirildiginde, Orneklerin % 36.25° inde
aflatoksin B1 tespit edilmedi. Yine Orneklerin % 36.25° inde aflatoksin B1 miktar1 0.09-
1.00 pg/kg araliginda bulunmustur. 1-10 pg/kg araliginda aflatoksin B1 igeren 6rnek sayisi
tim 6rneklerin % 20’ sidir. 10-20 pg/kg araliginda 6rnek sayisi 6rneklerin % 6.25° i ve 20
Mg/kg’dan biiylik konsantrasyonda aflatoksin B1 igeren 6rnek sayisi 6érneklerin % 1.25” dir
(Tablo 7.7)

Tablo 7.7. Orneklerde bulunan aflatoksin B1’in farkli araliklarda bulunan oranlari.

Konsantrasyon Araligi

Tespit 0.09-1,00 1-10 10-20 >20
Edilemeyen no/kg  upg/kg pg/kg pa/kg

Ornek Sayisi 29 29 16 5 1
% 36.25 36.25 20 6.25 1.25
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Ornekler incelendiginde, karma yem igin Tiirkiye’de limit deger olan 20 pg/kg
aflatoksin B1 sinirini sadece 122.51 pg/kg aflatoksin B1 iceren 1 adet karma yem 6rneginin
gectigi goriildii.

Sigir tam yemi ve kanathi yemi ornekleri ve yem hammaddeleri incelendiginde,
aflatoksin B1 i¢in sinir deger olan 20 pg/kg miktarini asan Ornege rastlanmadi. Siit
hayvanlari i¢in belirlenen 5 pg/kg’lik smnir aflatoksin B1 degeri, 2 6rnekte ( 6.89 ve 11.62
Mg/kg) asilmstir.

Avrupa Birligi tilkelerinde yiiriirliikte olan diizenlemede tam ve tamamlayici yem
maddelerinde aflatoksin B1 smir degeri 10 pg/kg’ dir (Tablo 5.4). Bu diizenlemeye gore

elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, sinir degeri agsan 5 adet 6rnek tespit edilmistir.

7.6. Tartisma

Aragtirmacilar, farkli amagclarla mikotoksinlerin tespiti icin birgok analiz metodu
gelistirmislerdir. Uzun yillar, ince tabaka kromatografisi ile tespitler yapilmis, kantitatif ve
kalitatif olarak bu metodun performansinin siirlt olmasi, yerine bagka metotlarin (HPLC
ve ELISA tabanli) gelistirilmesini zorunlu kilmistir. Yine bu amagla gelistrilen hizli analiz
metotlar1 diinya ticaretinde 6énem ifade etse de, yasal limitleri saglamada eksik kalmasi
kullanimini sinirlandirmigtir. Téim bu ¢aligmalarin paralelinde arastirmacilar modern tayin
yontemleri ile de mikotoksinlerin tespitini gergeklestirmek igin c¢alismislardir. Bu
calismalarda ozellikle HPLC, GC ve son zamanlarda da LC-MS gibi tayin metotlari
kullanilmis, hem kantitatif hem de kalitatif olarak yeterli sonuglar alinmistir [51,52]. 1990’
lardan itibaren mikotoksinlerin ¢esitli gida ve yem maddelerinde tespiti i¢in yapilan
calismalara bu aletler damgasini vurmustur.

Mikotoksin analizleri incelendiginde, hangi metot ile yapilirsa yapilsin ekstraksiyon
basamaginin 6n plana ¢iktigi gorilmektedir. Ekstraksiyon prosediri aflatoksin ile
kirlenmis olan Urlnlerin fizikokimyasal 6zellikleri zerine buyik 6lglide baghdir.
Literatlirde yapilan ¢aligmalar1 inceledigimizde aflatoksinler polar ¢oziiciilerde ¢oziinebilir
oldugundan, genelde asetonitril, kloroform veya metanol gibi organik ¢oziiciilerin karigimi
ile ekstrakte edildigi goriilmiistiir. Onceki caligmalarda, kloroform ekstraktraksiyon

¢Oziiciisii olarak kullanilsa da daha ¢evre dostu ¢oziictilerle yer degistirmis durumdadir. Biz
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de bu amag¢ dogrultusunda c¢evreye olan zararlarindan dolayi, ¢calismalarimizda kloroform
¢oziiciisiine yer vermedik. Calismalarimizi aseton, asetonitril ve metanol c¢oziculeri ile
gergeklestirdik. Elde etti§imiz sonuglar i¢ginde en tutarl ve kararli olan ¢6ziiciiniin metanol
oldugunu gordiik. Bu sonucumuz, Gilbert ve Vargas (2003) tarafindan ekstraksiyon icin
metanol-su karisiminin asetonitril-su karisimina gore daha uygun oldugunu raporladigi
calisma ile uyumludur.

Mikotoksin analizlerinin ikinci 6nemli basamagi, etkili ekstraksiyon basamagi
sonrasi, Ozellikle yiksek lipid ve pigment igerigi olan iriinlerin segici bir metotla
saflastirilmalart  gerekliligidir. Yem ve yem hammaddelerinin yiksek lipidli drtnler
icermesi ve kompleks bir {iriin igerigine sahip olmasindan dolay1 ¢alismamiz da bu amacgla
immunuaffiniti kolon sisteminden yararlandik. immunoaffiniti sistemi, antibody temelli
olarak calistigindan aflatoksinlerin secici olarak ayrilmasinda ¢alismalarimiza 6nemli katki
sunmustur. Ayrica temizleme (clean-up) basamagindan sonra HPLC ile okumalarimizi
gerceklestirdigimizden, aflatoksin piklerinin safsizliklardan uzak bir ortamda net bir sekilde
ayrilmasini  saglamakta yardimci olmustur. Immunoaffiniti kolon ile ¢alismanim
dezavantaji, tek kullanimlik olmalarindan dolayr maliyetlerinin diger temizleme
yontemlerine gore yiiksek olmasi ve ¢evre kirliligini arttirmasidir.

Aflatoksin B1 ve G1° in disiik floresans oOzellik gostermesi, bu bilesiklerin
sinyallerinin giiclendirmelerini gerekli kilar [79]. Bu amacin gergeklestirilmesi igin
caligmamizda, kolon sonrasi tiirevlendirme sistemi olan elektrokimyasal hiicre (kobra-cell)
kullanildi. Bu sistem 4 sn gibi kisa bir siirede tiirevlendirmeyi gerceklestirdiginden,
metodumuza hizlilik kazandirmistir. Aflatoksinin 4 ana tiirii gii¢lendirilmis sinyaller ile
ayni anda tek kromatogramda elde edildi.

Literatiir calismalar1 incelendiginde aflatoksinler icin yiizlerce ¢esit analiz metotlari
ile kargilasmaktayiz [53]. Aymi durum diger mikotoksin gesitleri iginde gegerlidir. Daha
onceki arastirmacilarin tecriibeleri ve burada kazandigimiz tecriibeler de gostermistir ki,
aflatoksinlerin (mikotoksin ¢esitleri de dahil) tayininde belli bir standartlasma diizeyine
ulagsmak zor goziikmektedir. Bu noktada 6ne ¢ikan faktorler, her bir bitkisel {iriiniin kendine
6zgii yetisme sartlarnin ve igeriklerinin (yag, protein vs.) farklilik gdstermesidir. islenmis

gidalar ve karma yemler gibi bir ¢ok iirlinden ve kompleks yapidan (vitamin, mineral gibi)
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olusan iiriinlerde bu zorluklar artmaktadir. Burada metot standartlasmasinda, analizcilerin
isini kolaylastiracak bir yontem belki benzer 6zellikteki iiriinlerin gruplandirilmasi olabilir.
Boylece iiriinlerin ortak oOzelliklerinden yararlanarak, analiz metodlarinin en az bir
basamagi (ekstraksiyon gibi) standart bir yontem kullanilarak ortak hale getirilebilir
(bugday, arpa, vb. gibi tahillarin ayni1 grup altinda ele alinmasi gibi). Burada unutulmamasi
gereken en 6nemli husus, aflatoksin iiretici funguslarin grup iiyesi triinlerde toksin iiretme
yetenegine sahip olup olmadigi olacaktir.

Buradaki ¢alismanin sonuglari1 incelendiginde, orneklerde aflatoksinlerin 4 tiiriine
beraber rastlaniimis, diger aflatoksin tiirleri de 2’ ser ve 3’ er tirler halinde 6rneklerde
bulunmustur. Sonuglarin  degerlendirilmesi, ulusal ve uluslararasi diizenlemelerde
aflatoksin B2, G1 ve G2 igin smir degerler olmadigindan, sadece aflatoksin Bl’e gore
yapilmistir. Yem ve yem hammaddeleri igeren 6rnekler ulusal degerlere gore [70] 3 adet,
A.B. kriterlerine gore [71] ise 5 adet &rnekte degerler agilmustir. Ornekler incelendiginde,
karma yem limit degeri olan 20 pg/kg aflatoksin B1 sinirint [70] sadece 122.51 pg/kg
aflatoksin Bl iceren 1 adet karma yem Orneginin gectigi goriildii. Yemlerde bulunan
aflatoksin B1’in % 3-6’ nin siite aflatoksin M1 olarak gectigi diistiniiliirse [64], aflatoksin
M1 yasal simir degerlerini (siit igin; 0.05 pg/kg) asmis olacaktir. Bu kadar diisiik degerlerin
g0zlenmesinde ana sebep aflatoksinlerin tarladan depolamaya, yem iiretiminden hayvanin
oniine gelinceye kadar ki siirecte yapilan siki takiplerdir. Ozellikle kiiflii ve kalitesi diisiik
hammaddelerin kullanilmamas1 aflatoksin iiretiminin diisiik oranlarda kalmasinda etkili
oldugu disiiniilmektedir. Yine 6rneklerin ¢ok az bir orani igin kalite degerlerinde limitlerin
[73] disina ¢ikilmis olmasi, bu ifadeyi dogrulamis olacag: diistiniilmektedir.

Calismanin biitiinii ve simdiye kadar mikotoksinler igin yapilan ¢aligmalar1 dikkate
aldigimizda, aragtirmacilarin sadece aflatoksinler i¢cin degil diger mikotoksin cesitleri
tizerine de ortak metot gelisimi i¢in yeni ¢alismalar yapmasi gerekmektedir. Son yillarda
multitoksin olarak bu mikotoksinlerin ayni1 anda belirlenmesi, bunlarin birlesik etkilerinin
insan ve hayvan biinyesinde olusturacag: etkilerin arastirilmasi biiytik bir ilgi gérmektedir.
Bizde bu ¢aligmalarin, organizasyon yetenegine sahip biiyiik kuruluglarin 6nciiliigiinde, ilgi
alanma giren {ilkelerin ortak destek vermesiyle daha hizli ve verimli sonuglar alinacagin

diistinmekteyiz.
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