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OZET

KATI FAZ EKSTRAKSIYON KARTUSLARININ GIDA VE YEMLERDE
AFLATOKSIN TAYININDE EKSTRAKT SUZME, SAFLASTIRMA VE
KONSANTRE EDIiLMESINDE KULLANILMASI

AGAN, Cansu
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danismant : Prof. Dr. F. Nafi COKSOYLER
Ocak 2017, 63 sayfa

Aflatoksinler (AF), esas olarak Aspergillus flavus tiirii funguslar tarafindan
tiretilen bir grup mikotoksindir. Bitkisel kokenli gidalarda Aflatoksin Bi, B2, Gi ve G2
formlar1 6nemlidir. Aflatoksin analizlerinin 6nemli basamagi, kromatografik ayrim
Oncesi Ornekten aflatoksinlerin  ekstraksiyonu, siiziilmesi, saflastirilmasi ve
konsantrasyonudur. Klasik analizde bu agamalar uzun zaman alir ve énemli ekipmanlar
gerektirir. Bu caligmada aflatoksinlerin Ince Tabaka Kromatografisi ile tayini igin
ekstrakt saflastirma ve konsantre etme asamalarini yapacak ekonomik ve pratik bir kati
faz ekstraksiyon kartusu gelistirilmeye c¢alisilmistir. Bu amacgla kil dahil ¢esitli
adsorbantlar, malzemeler ve solventler denenmis sadece silika jel G60 ile oldukga sinirli
bir basar1 elde edilmistir. Ayrica HPLC analizlerinde aym amacla kullanilan immuno
Affinite Kolonlar1 (IAC) Klasik olarak saflastirilmis ekstraktin yeniden temizlenmesinde
kullanilarak TLC’ye yetecek miktarda olduk¢a temiz numune ekstrakti elde edilmistir.
Her iki kolonun basgaris1 Antep fistig1 drneginde geri alma g¢aligmasi ile test edilmistir.
Ticari olabilecek bir kolon gelistirilememis olmakla birlikte klasik yonteme IAC ile

temizleme eklenerek TLC’nin performansi ¢ok yukar ¢ikartilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin, Antep fist1ig1, IAC, Ince tabaka kromatografisi






ABSTRACT

USE OF SOLID PHASE EXTRACTION CARTRIDGES FOR FILTRATION,
PURIFICATION, AND CONCENTRATION OF EXTRACT FOR THE
ANALYSIS OF AFLATOXINS IN FOODS AND FEEDS

AGAN, Cansu
M. Sc. Thesis, Food Engineering
Supervisor : Prof. Dr. F. Nafi COKSOYLER
January 2017, 63 pages
Aflatoxins are a group of mycotoxins, produced by mainly Aspergillus flavus
group of fungi. Aflatoxin B1, B2, G1 and G2 are important for plant based foods. The
important steps in aflatoxin analysis, prior chromatographic separation, are sample
extraction and extract filtering, purification and concentration. In classical analysis,
thesae steps takes a long time and needs important laboratory equipments. In this study,
we tried to develop a economic and practical a solid phase extraction cartridge for
extract filtering, purification and concentration for aflatoxin analysis. For this purpose,
many sorbents including clays are tested. But only Sillica gel G60 showed limited
performance. Apart from these, Immunoaffinite column (IAC) is used for re-purification
of BF method final extract to obtain highly purified extract for TLC separation. Both of
applications are tested by aflatoxin skipped pistachio nut samples. In classical BF

method, IAC re-purification of final extract is increased performance of TLC analysis.

Keywords: Aflatoxin, Pistachio, IAC, Thin layer chromatography






ON SOZ

Aflatoksinler kesfedildikleri 1960’11 yillardan bu yana gidalarda en tehlikeli
maddelerden biri olarak kabul edilmektedir. O yillardan bu yana Aflatoksinler
Tirkiye’nin geleneksel kuru meyve ihracatinin en Onemli dar bogazlarindan birisi
olmustur. Cok pahali olan aflatoksin analizleri ozellikle KOBI gida isletmeleri
tarafindan yapilamadigi/yaptiritlamadigir igin isletmeler kendi oto kontrollerini
yapamamakta ve ihrag¢ iirlinlerinin geri gonderilmeleri hala devam etmektedir. Bu
calisma aflatoksin analizlerini hem kurulum masraflar1 ve hem de sarf masraflar1 olarak
ucuzlatarak sorunlu sektoriin kendi i¢ denetimlerini yapabilmeye olanak vermesi ve 60
yildir ¢oziilememis bu sorunun ¢oziimiine kiiclik bir katki konmak iizere planlanan,
ulusal imkanlarla metot ve ekipman gelistirme projesinin bir pargasidir. Bu proje ile
klasik aflatoksin analizinin ¢ok uzun siiren ve masrafli asamalarini azaltacak ve
piyasada kullanmilan tek malzeme olan ve ¢ok pahali olan immuno Affinite Kolonlarmna
ucuz ve yerli bir alternatif olacak bir kati faz ekstraksiyon kartusu gelistirilmeye
calistlmistir. Ancak bu mesakkatli caligmalar Danismanimin emekliye ayrilmasindan
sonra tanman simirhi siire icinde tamamlanamamis ve sadece bu konuda ulusal
imkanlarla bu sorunun ¢oziilme potansiyeli oldugunu gostermistir.

Bu tez ¢aligmasinda, her tiirlii ilgi ve yardimlarini esirgemeyen, emekli olduktan
sonra bile Ogrencilerine sahip ¢ikan damigmanim Sayin Prof. Dr. Fikret Nafi
COKSOYLER’e cok tesekkiir ederim. Calismanm her asamasinda ozellikle IAC,
saflastirilmamig aflatoksin Bi konsantre ¢ozeltilerini, gerektikce saf aflatoksin
standartlarim, kritik durumlarda bizle bilgi ve tecriibelerini paylasan Tarim Koy Isleri
Bakanligt Ankara il Kontrol Laboratuvar1 Miidiirliigii Mikotoksin Referans
Laboratuvar1 Sefi Dr. Tugrul Kaymak ve Hiiseyin Tiilay’a ¢ok tesekkiir ederim.
Calismamda bana zeolitleri saglayan Jeoloji Miihendisi Biilent ADIGUZEL’e,
Hiflosiperseli saglayan Ramazan Sevgi’ye, ¢alismam boyunca kameralarini kullanmama
izin veren ve cekimlerde yardimci olan Siikrii Oztiirk ve Siimeyye Kara’ya,
calismalarimda bana yardim eden Dogan Yasar ve Gizem Sarigiil’e, tiim yiiksek lisans
egitimiz boyunca birbirimize destek olarak ¢alismalarimizi beraber yiiriittigiimiiz ekip

arkadaslarim Rukyete Aydeniz ve Berfin Elmas’a, egitimim boyunca her tiirlii yardim



ve destegi gosteren, manevi olarak bana giic katan sevgili annem Fidan AGAN’a,
sevgili babam Cebrail AGAN’a ve biricik kardesim Anil AGAN’a, zorlu dénemimi
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saglayan Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanligi’na

tesekkiirii de bir borg bilirim.

2017
Cansu AGAN

Vi



ICINDEKILER

Sayfa
OZET oottt [
ABSTRACT e b bbbt ii
ON SOZ ..ottt ettt sttt v
ICINDEKILER ... .o ouiieit sttt ettt ettt ettt n ettt a s e ensaaneens vii
CIZELGELER LISTESI ...vviiv ettt Xi
SEKILLER LISTESI....coevititetiteieieieieteteieietstetesesesessssssesesssssssessssssss s sssssssssssssssssssssssnes Xiii
SIMGELER VE KISALTMALAR .....ccccooviiieieiitiecee et XV
EKLER DIZINT ...ttt Xvii
L GIRIS ettt ettt ettt sttt en e, 1
2. KAYNAK BILDIRISLERI ......coiiiiiiiececeeceeeee s s s s s s s 4
2.1. Aflatoksinler Hakkinda Genel Bilgi ........cccccvevuiiieiiieiieiieii e 4
2.2. Ince Tabaka Kromatografisi (TLC) .........ccoeceevveeeeueueiseieceeeeeteseseseeaeiesesesseesesenas 7
2.3. Kati Faz Ekstraksiyonu (KFE)..........cccciiiiiiiiiiiieseeeeee s 9
3. MATERYAL VE YONTEM ....cooviioieiieieieetee ettt ettt senns 11
B L IMAEEIYAL ... 11
T 4011 1<) 1 4 FE PP OU PP UURPRPTOPROPIN 12
3.2.1. Aflatoksin B1’in agilmasi ve Aflatoksin B: standartlarinin
konstrasyonun DelirleNMESi..........cceevviieiiiiiee e 12
3.2.2. Kullanilacak materyalin teSt ...........cuvriiiiiiniiisiseciseeee e 13
3.2.3. Adsorbant olarak kullanilan malzemelerin hazirlanmast ..................c...... 14
3.2.4. Kat1 faz ektsraksiyon kartuslarinin olusturulmast ..........cccccevverrerivennannnns 14
3.2.5. Olusturulan normal faz kartusun ve hazir olarak alinan ters faz
kartusun yeterli miktarda aflatoksin tutup tutmadiginin gosterilmesi....... 15
3.2.6. Aflatoksin standartlarinin ve Antep fistig1 numunesinin plakaya
TAEDTKI ... s 15
3.2.7. Plakalarin yUrltlilmesi .........oceivirinininieiee e 15
3.2.8. Plakalardaki dijital goriintiilerin alinmast.........c.ccveevveeiiieeiiiee e 16
3.2.9. Kil kolonu ile aflatoksin denemesi ...........ccoeveirineinieneneeseesceea 16
3.2.10. Hiflosipersel kolonu ile aflatoksin denemesi.........cccceveieeiiiiieiieenennnne 17
3.2.11. Zeolit kolonu ile aflatoksin denemMesi............ccovvvviieieneneiniiecnees 18

vii



3.2.12. Florisil kolonu ile aflatoksin deNEMESI.......cccuveeeeeeeeee e
3.2.13. Cis kolon ile aflatoKSin ENEMEST ......veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees
3.2.14. Silika jel kolonu ile aflatoksin deNeMESI ...........cccoovviiiieiicieiciciese

3.2.15. Antep fistig1 ekstraktinin tasarlanan silika jel kolondan gegirilerek
stiziilmesi, saflagtirilmasi ve yogunlastirilmast...........ccoovveiiiiniiinnnn,

3.2.16. BF yontemi kullanilarak Antep fistig1 ekstraktinin elde edilmesi
VE LEMIZIENMEST ...

3.2.17. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin dogrudan TLC’ye
UYGUIANIMAST .. nn e e

3.2.18. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin tasarlanan silika jel
kolonundan gegirilerek TLC’ye uygulanmasi ..........cccccevvveniiiinienennns

3.2.19. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin IAC’den gegirilerek
TLC YE UygUIANMAST ....ovviiviiiiiii e

3.2.20. Aflatoksinlerin plaka tizerinde teshis ve tayinleri ...........cccccoocvvieiennnne

3.2.21. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin temizlenmesine ait ii¢
plakanin karsilagtirtlmast ..........ccooeoiieiiiiiie i

3.2.22. Geri kazanim oraninin belirleNMESi.........ueeeeeeeee e

A BULGULAR ...ttt nb e

4.1. Spektrofotometrede AFB1 Stok Cozeltisinin Konsantrasyonunun
BelirIENMEST ... e

4.2. Kullantlacak Materyalin TeST ........ccoouiiriiiiiiieie et
4.3. Kat1 Faz Ekstraksiyon Kartuslarinin Olusturulmast.........ccccoocvviiiiiiiieniiieninnen,

4.4, Olusturulan Normal Faz Kartusun ve Hazir Olarak Alinan Ters Faz Kartusun
Yeterli Miktarda Aflatoksin Tutup Tutmadiginin Gosterilmesi...........cc.ccovvvenne.

4.4.1. Kil ile olusturulan KOION .........c.cccoviiiiiiiiie e
4.4.2. Hiflosipersel ile olusturulan KOION ...........ccccooiiiiiiiiiiiicece
4.4.3. Zeolit ile olusturulan KOION .........ccocviiiiiiiiie e
4.4.4. Florisil ile olusturulan Kolon ...........cccoovvi i
4.4.5. C18 KOIONU.....coviiiiiiiiciiicc
4.4.6. Silika jel ile olusturulan KOION..........cocoiiiiiiiii e,

4.4.7. Antep fistig1 ekstraktinin elde edilerek tasarlanan silika jel kolondan
gecirilerek siiziilmesi, saflastirilmasi ve yogunlastirilmasi ...........c.coov.e..

4.5. Aflatoksinlerin Plaka Uzerinde Teshis ve Tayinleri........c..ccocovveverrieririirersinennns

4.6. BF Yontemi ile Elde Edilen Son Ekstraktin Temizlenmesine Ait Ug¢ Plakanin
KarstlastirIimas........cooiiiiii i



Sayfa
4.7. Aflatoksin Standardi, Rezoliisyon ve Antep fistigit Numunesine Ait Piklerin

Elde EAIMEST ..o 46

4.8. Geri Kazanim Oraninin Belirlenmesi ..........cccoovvvieieiieniieie e 48

5. TARTISMA VE SONUC .....coiiiiiiieiiieiie ettt st 52
KAYNAKLAR ...ttt bbbt be b e e s e s e eenbesbenbesnenreas 55
o S ST URTTRTORRN 58
(0 /€ ) 216).Y 1 £ 7SR 63






CIZELGELER LISTESI

Cizelge Sayfa

Cizelge 2.1. Onemli baz1 aflatoksinlerin fiziksel ve kimyasal 6zelliKIeri........................ 5

Cizelge 2.2. Uyar1 alan mikotoksinlerin gida iirlinlerine ve bazi iilkelere gére dagilim
tablosu (EU-RASSF, 2015) ......ccccoiiiiiiiieiiesiees e 6

Cizelge 4.1. 20x20 cm’lik TLC plakasinin alttan 2.0 cm birakilan hayali hatta tatbik
edilen numuneler, miktarlar1 ve develope sonrasi benekte elde edilen
aflatoksin MIKtarlari.........cccoooviiiiii i 41

Cizelge 4.2. 20x20 cm’lik TLC plakasinin alttan 2.0 cm birakilan hayali hatta tatbik
edilen numuneler, miktarlar1 ve develope sonrasi benekte elde edilen
aflatoksin MIKtarlari.........cccooviiiiii i 43

Cizelge 4.3. 20x20 cm’lik TLC plakasinin alttan 2.0 cm birakilan hayali hatta tatbik
edilen numuneler, miktarlar1 ve develope sonrasi benekte elde edilen
aflatokSIN MIKEATIATT....c.ceiiiiiiic s 45

Cizelge 4.4. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin dogrudan
TLC’ye uygulanmasinda geri kazanim oraninin hesaplanmasinda
yardimci olunan degerler...... ..o 48

Cizelge 4.5. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin dogrudan
TLC’ye uygulanmasinda geri kazanim oraninin hesaplanmasinda
yardimci olunan degerler (devam) .........ccooieeiiiiieiieiee e 49

Cizelge 4.6. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin tasarlanan silika jel
kolonundan gegcirilerek TLC’ye uygulanmasinda geri kazanim
oraninin hesaplanmasinda yardimci olunan degerler.............cccocoeevirnnee 49

Cizelge 4.7. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin silika jel kolonundan
gecirilerek TLC’ye uygulanmasinda geri kazanim oraninin
hesaplanmasinda yardime1 olunan degerler (devam).........ccccceeereiiinnnnns 50

Cizelge 4.8. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin IAC’den gegirilerek

TLC’ye uygulanmasinda geri kazanim oraninin hesaplanmasinda

yardimci olunan degerler.........ccooviiiiiiiiiiii 50
Cizelge 4.9. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin IAC’den gegirilerek

TLC’ye uygulanmasinda geri kazanim oraninin hesaplanmasinda

yardimet olunan degerler (deVaM) .........cooviiiereiiiiiiseeeee e 51

Cizelge 4.10. Geri kazanim oranlari...........ccccooviiiiiiiii 51

Xi






Sekil
Sekil 2.1.

Sekil 3.1.

Sekil 3.2.
Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.
Sekil 3.6.

Sekil 3.7.

Sekil 3.8.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4,

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.
Sekil 4.7.
Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

SEKILLER LISTESI

Sayfa

Bazi aflatoksinlerin kimyasal yapilart...........cccocoeiiiiiiiiinineeceec e 4
Inert taban ve iist yiizey olusturulmasinda kullanilan cam yiiniiniin
temizlenmesine ait fotograf..........cccoviiiiiiiiii i 14
Kili destek maddesine baglamada kullanilan uygulama ¢alismalari.............. 17
Cis kolonu ile yapilan aflatoksin analiz akim semast...........coccveveeriieiennnnne 19
Silika jel kolon ile Antep fistig1 ekstraktinin, siiziilmesi, saflastirilmasi

ve yogunlastirilmasina ait analiz akim $€mast.........ccoecververiiiinieeniseseen, 21
Analizde kullanilan Antep fistiZ1 numuneleri ..., 23
BEF YONIEMI ...ttt 24
Elde edilen son ekstraktin tasarlanan silika jel kolonundan gegirilmesinde

Uy gulanan IS1EMICT.......cvviiiiie i 25
Elde edilen son ekstraktin IAC’den gegirilmesinde uygulanan iglemler ....... 26
AFB1 ¢ozeltisinin absorbans deGeri..........cverveiiieiieiiiieiie e 30
Temizlenmis cam yiiniiniin UV kabininde ¢ekilen goriintlisii ...........ccceevueeee 31
Kati faz ekstraksiyon kolonlarinin yapiminda kullanilan malzemelerin

UV kabininde gorintimil............coerereiiniiinieiesesiesie e 31
Kil kolonu ile denenmis aflatoksin analizine ait plaka goriintiisii.................. 33
Hiflosipersel kolonu ile denenmis aflatoksin analizine ait plaka
(C ) 81128 ]S TP PP PP APRPPR 34
Zeolit kolonu ile denenmis aflatoksin analizine ait plaka goriintiisii ............. 35
Florisil kolonu ile denenmis aflatoksin analizine ait plaka gortintisii........... 36
Cis kolonu ile denemis aflatoksin analize ait plaka gorintlisii ..........ccccvenee 37
Silika jel kolonu ile denenmis aflatoksin analizine ait plaka goriintiisii ........ 38

Sekil 4.10. Silika jel kolonu ile denenmis Antep fistiginda aflatoksin analizine ait

PlaKa OTTNTISTL ... .veveeeieiieieee e 39

Xiii



Sekil Sayfa

Sekil 4.11. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin dogrudan TLC’ye
uygulanmasina ait plaka gorintlisii .........ccocvvveiiiiiiiiii e 40

Sekil 4.12. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin tasarlanan silika jel kolondan
gecirilerek, TLC’ye uygulanmasina ait plaka gorintisii............cccevvverrnnen. 42

Sekil 4.13. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin IAC’den gegirilerek, TLC’ye
uygulanmasina ait plaka gorintlisili ..........ccevvriiiiiiiiiii 44

Sekil 4.14. 20x20 cm’lik TLC plakasina tatbik edilen AFB1 standartlarinin
Microsoft Excel Programu ile elde edilen kalibrasyon grafikleri................. 47

Xiv



SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis baz1 simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklama

cm Santimetre

°C Santigrat derece

dk Dakika

g Gram

mg Miligram

ng Mikrogram

ng Nanogram

nm Nanometre

ul Mikrolitre

ml Mililitre

% Yiizde

Kisaltmalar Aciklama

AF Aflatoksin

AFB; Aflatoksin B1

AFB; Aflatoksin Bz

AFG; Aflatoksin G

AFG; Aflatoksin G2

AOAC Analitik Kimyacilar Birligi
BF Best Foods

DSRL Dijital Single Reflex Camera
ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
GC/MS Gaz/Kiitle Kromatografisi

XV



HPLC
HPTLC
IAC
KOBI
LLE
RASSF
RIA
KFE
MRL
TBME
TLC
uv

Yiiksek Basingli Stvi Kromatografisi
Yiiksek Performansli ince Tabaka Kromatografisi
Immuno Affinite Kolonu

Kiigiik ve Orta Biiyiikliikteki Isletmeler
S1v1 S1vi Ekstraksiyon

Gida ve Yem i¢in Hizli Uyar1 Sistemi
Radio Immuno Assay

Kat1 Faz Ekstraksiyon

Maksimum Kabul Edilebilir Kalint1 Diizeyi
Tetra biitil metil eter

Ince Tabaka Kromatografisi

Ultra Viyole

XVi



Ek
Ek 1.

Ek 2.

Ek 3.

Ek 4.

Ek 5.

Ek 6.

Ek 7.

EKLER DiZiNi

Sayfa
5-10 ml’lik otomatik pipet ucu, 20 ml’lik plastik siringa ve farkli adsorbantlar

ile hazirlanan kolonlarin gorintimil ...........ccveveveierineniese e 58

Aflatoksinleri kolondan geri almak i¢in kullanilan kloroformun her 0.2 ml’de
UV kabininden aflatoksin ilerleyiginin gosterilmesi..........ccoovrvrerieereeneneseneniens 58

Spayklanmig Antep fistig1 esktraktinin kolondan aseton gegirilerek her 1 ml’de
UV kabininde ilerleyisinin gOSterilmesi .........ccccveververiniiiiiiiseeeeese e 59

IMMUNO AFFINIE KOIONU ... 59

BF yontemi ile elde edilen ekstraktin dogrudan TLC’ye uygulanmasinda
gelquant goriintii analiz programi ile elde edilen pikler ve alanlari...................... 60

BF yontemi ile elde edilen ekstraktin tasarlanan silika jel kolonundan
gegirilerek TLC’ye uygulanmasinda gelquant goriintii analiz programu ile
elde edilen pikler ve alanlart ..........cocooiiiiiiiiiiii s 61

BF yontemi ile elde edilen ekstraktin IAC’den gegirilerek TLC’ye

uygulanmasinda gelquant goriintii analiz programu ile elde edilen pikler ve
ALANIATT. ... 62

XVii



1. GIRIS

Gida ve tarim {irlinleri tiretimden tiiketime sunuluncaya kadar bir takim ortam
sartlarma maruz kalmakta ve bulunduklart ortamin olumsuz sartlarindan
etkilenmektedir. Buna ek olarak tarimsal iriinler hasat Oncesinde veya sirasinda
olumsuz kosullardan etkilenmekte ve bunun neticesinde triinlerde olmasini
istemedigimiz, tiiketilmesiyle birlikte insan saglhiginda kot sonuglara neden olan
sorunlart meydana getirmektedir. Bunlarin en 6nemlisi kiiflerin yaptigi mikotoksinlerdir
(Heperkan, 2006). Mikotoksinli besinleri tiiketen insanlar ve miktoksinli yemlerle
beslenen hayvanlarin sagligini olumsuz etkileyen hastalik ‘‘mikotoksikoz’” olarak
bilinmektedir.

Mikotoksinler bitki, hayvan ve dolayisiyla insanlara toksik etki gdsteren fungal
ikincil bilesiklerdir. Mikotoksinler, kontamite olmus gidalar ve yemlerle beslenen
hayvanlar araciligiyla insanlara gegmektedir (Salem ve Ahmad, 2010). Aflatoksinler
bilinen en 6nemli mikotoksinlerden biridir.

Aflatoksinler, esas olarak Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tiirti
funguslar tarafindan tretilen mikotoksin grubudur. Aflatoksinler birgok faktore bagl
olarak gelisim gostermektedir. Gida {rlinlerinin {retim, isleme ve depolama
asamalarinda, su aktivitesi ve sicaklik kosullarindan etkilenerek tarimsal tiriinlerde ve
gida maddelerinde gelisme gostermektedir. Bu nedenle ¢ogu iilkede aflatoksin sorunu
yasanmaktadir.

Difuranokumarin yapisinda bulunan aflatoksinlerin bugiine kadar 18 tane tiirevi
tanimlanmis olmakla birlikte bitkisel kokenli gida maddelerinde Aflatoksin B1 (AFB1),
aflatoksin B2 (AFB2), aflatoksin Gi1 (AFGi1) ve aflatoksin G2 (AFG2) yaygin olarak
bulunmaktadir.

Aflatoksinlerin olumsuz etkiledigi 6nemli konularindan biri de ekonomik
kayiplardir. Ihracat iiriinleri iilkeler i¢in bilyilk énem arz etmekte ve herhangi bir
sorunla karsilasilmasi agir ekonomik kayiplara neden olmakta ayrica tliretimin kalitesini
diisiirmektedir. Tiirkiye ihracat yapan iilkelerden biridir. Ozellikle findik, Antep fistig1,
incir, kirmiz1 toz ve pul biber iriinlerinde tiretimde ihracatgi iilkelerden biridir ve bu

tiriinler aflatoksin kontaminasyonu yiiksek lirtinlerdir. Bu nedenle sayilan iriinlerde



aflatoksinlerin istenilen limitlerden yiiksek ¢ikmasi irtinlerin geri ¢evrilmesine ve yiklii
miktarda ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Tiirkiye’de ilk kez 1967 yilinda
Kanada’ya ihra¢ edilen 10 ton findik partisinin aflatoksinli oldugu gorilmiis ve
ekonomik kayiplar goz oniine alinarak aflatoksin iizerine ¢alismalara baglanilmistir.

Ulkemizde &zellikle aflatoksin olusumuna hassas ihrag iiriinlerimizde (incir,
findik, Antep fistig1 vb.) sik1 bir aflatoksin kontrolii yapilmaktadir. Benzer denetim yurt
ici tiikketim i¢in de gegerlidir. Denetimlere ragmen i¢ tiiketimde ve yurt dis1 satiglarinda
aflatoksin problemi devam etmektedir. Bunun en Onemli nedeni iiretim asamasinda
isletmelerin kendi analizleri yapacak bir oto kontrol sistemi kuramamis olmalaridir.

Analitik yontemlerin uygulanabilmesi ve dogru sekilde sonuglanabilmesi i¢in
analizi yapilacak Ornegin bir ka¢ veya daha fazla asamalardan ge¢mesi gerekir. Bu
asamalarin dnemli noktalarindan biri &rnegin analize hazirlanmasidir. Ornek hazirlama
asamasi, analizlerin sonucunun etkilendigi ve zaman zaman sonucu olumsuz
etkilenebildigi asama olup, Uzun ve zaman alicidir.

Kromatografik analizlerde 6rnek hazirlamanin 6nemli amaglarindan biri analizi
yapilacak olan maddenin (analit) uygun bir ¢ozeltide ¢6ziinmesi ve diger bir amacida
cozeltiden gegen diger bilesenlerden ayrilmasidir (Thurman ve Mills, 1998). Kat1 faz
ekstraksiyonu (KFE) o6rnek hazirlama yontemlerinden biridir ve diger yontemlere
nazaran daha yaygin kullanilmaktadir.

Analitik kimyada esas olarak saflastirma ve konsantre etme amaci ile kullanilan,
enstriimantal analizlerde ise analizi yapilacak olan maddenin 6n konsantrasyonu ve
temizlenmesinde kullanilan yontem kat1 faz ekstraksiyon kartusudur.

Analizde kullanilacak cesitli metotlar olmakla birlikte, sadece kromatografik
metotlar  (Yiiksek Performansli Sivi  Kromatografisi, HPLC; Ince Tabaka
Kromatografisi, TLC) dogruluk ydniinden gilivenilirdir. Giinlimiizde bir kati faz
ekstraksiyon Kkartusu olan Immuno Affinite Kolonu (IAC) kullanilarak HPLC ile
yapilan aflatoksin analizi hem ¢ok pratik hem de yiiksek dogruluktadir. Ancak her
analizde kullanilip atilan IAC ¢ok pahalidir, ayrica HPLC cihazinin kurulum ve igletim
maliyeti ¢cok yiiksektir. Bu nedenle kii¢iik ve orta biiyiikliikteki gida isletmeleri bunlari
kendi kurumlarinda kullanamamaktadir. HPLC 6ncesi yaygin kullanilan TLC metotlari
cok ekonomik olmakla birlikte ekstrakt saflagtirma asamalari pratik degildir. HPLC de
kullanilan TAC ise son ekstrakti nedeni ile TLC de uygulamasi pratik degildir.



Bu tezin temel amaci gidalarda aflatoksin tayininde gida isletmelerinde yaygin
kullanim1 saglayacak kadar ekonomik, pratik ve performans yoniinden AB normlarini
karsilayabilen bir diizenegi ve yontemi gelistirmek i¢in IAC’nin yerini alabilecek ve son
ekstraktt TLC’ye uygulanmasi kolay olan bir kati faz ekstraksiyon kartusu
tasarlamaktir. BoOylece TLC ile aflatoksin tayininde s6z konusu olan ekstraktin
stizilmesi, durultulmasi, sivi-sivi ekstraksiyonu ile ekstraktin temizlenmesi ve doner
vakumlu evaparotor ile ekstrakt konsantrasyonu gibi kiiciik bir igletmede uygulanmasi
miimkiin olmayan asamalar ortadan kaldirilarak TLC gibi ekonomik bir yontem ile
pratik ve ucuz bir analiz yapma imkan1 dogacaktir.

Ikinci temel amag ise, gelistirilen TLC analiz diizeneginin en azindan kuru incir,

Antep fistig1 ve findikta aflatoksin analizinde kullanilabileceginin gdsterilmesidir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

2.1. Aflatoksinler Hakkinda Genel Bilgi

Aflatoksinlerin varlig1 ilk kez Ingiltere’de ve 1960 yilinda 100.000°den fazla
hindi ve 6rdek yavrusunun 6lmesiyle kendini gostermistir. (Goldblatt, 1969).

Aflatoksinler, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve nadir olarak
Aspergillus nomius tiirlerine ait suslar tarafindan iiretilmektedir. (Turner ve ark., 2009).

Bitkisel gida ve yem maddelerinde en sik rastlanan 4 aflatoksinin kimyasal

yapist asagida verilmistir.
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Aflatoksin B1 Aflatoksin B2
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g
e} ) QCHz
Aflatoksin Gi1 Aflatoksin G2

Sekil 2.1. Baz1 aflatoksinlerin kimyasal yapilar1 (Ozkaya ve Temiz, 2003).



Cizelge 2.1°de AFB1, AFB2, AFG1, AFG2’nin formiilii, erime noktasi, agirhigi,
360 nm’de molar adsorpsiyonu ve floresans emisyonu verilmistir.

Cizelge 2.1. Onemli baz1 aflatoksinlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Atik, 2012)

Aflatoksin Molekiiler Erime Agirhig 360 nm’de Floresans
Formiili Noktas1 (g/mol) Molar Emisyonu

(°C) Adsorpsiyonu (nm)

Bi1 Ci7 H12 Os 268-269 312 21800 425

B2 C17 H14 Os 286-289 314 24000 425

Gy Ci7 H12 Oy 244-246 328 17700 450

Gz C17 Hua Oy 237-240 330 17100 450

Gida ve tarimsal iirlinlerde aflatoksin olusumunu etkileyen en énemli faktorler
ortam sicakligi ve su aktivitesidir (aw). Bunlarin disinda toksijenik suslarin varligi,
kuraklik, hasat sirasinda olusan mekanik hasarlar gibi faktorler etki ederken, depolama
sirasinda ise nem birikimi nem arz etmektedir (Deshpande, 2002). iklimsel kosullarda
Aspergillus parasiticus ve Aspergillus flavus tropikal ve subtropikal iilkelerde ¢esitli
besin maddelerinde ve tarimsal gida iriinlerinde biiyiikk problem yaratmaktadir
(Arowara ve ark., 2012).

Taze olarak tiiketilen meyve ve sebzeler aflatoksin agisindan pek fazla risk
tasimamaktadir. Hasat ile beraber uygun olmayan kosullar neticesinde iiriinde bulunan
kiif toksin olusturmaya baslamaktadir. Incir, iiziim, ananas, biber ve cogu meyve icin bu
durum gegerlidir (Heperkan, 2014). Aflatoksinler birgok iirlinde meydana geliyor
olmasina karsin yerfistig1, Antep fistig1 gibi kabuklu kuru meyveler, misir gibi hububat,
pamuk tohumu, ayc¢icegi tohumu gibi yagli tohumlar ve incir gibi kurutulan meyveler,
kirmizt biber ve diger baharatlar aflatoksin olusumuna hassas goriinmektedir
(Coksoyler, 1996). Ayrica aflatoksinli yemleri yiyen hayvanlarin siitlerinde de bunlarin
tiirevlerine rastlanilmaktadir.

Aflatoksinlerin gidalarda en yaygin olarak rastlanan ve gida kontrollerinde rutin
olarak analiz edilenleri 5 adet olup, bunlar AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 ve AFM:’dir.
Bunlardan en toksik olan1 AFB1 olup bilinen en kuvvetli “dogal” karsinojendir. IARC
AFB1i 1993 yilinda 1. Sinif Insan karsinojenleri listesine dahil etmistir (Coksdyler,
1996).



Avrupa Komisyonu tarafindan, Avrupa birligi iilkelerinde gecerli olan yer fistigi,
findik, kuru meyveler, tahillar ve dogrudan tiiketime sunulan veya islem gormiis
tirtinlerde AFB1 i¢in maksimum limit 2 ng/g, toplam AF icin ise 4 ng/g olarak
belirlenmistir. Dogrudan tiiketime sunulmadan veya gida bileseni olarak kullanilmadan
once smiflandirma, ayiklama gibi fiziksel islemle tabi tutulacak olan fistiklar igin AFB1
icin maksimum limit 5 ng/g, toplam AF limiti ise 10 ng/g olarak belirlenmistir. (Sen ve
Nas, 2010).

Avrupa Birligi tarafindan gelistirilmis olan hizli alarm sistemi (European Union
Rapid Alert System for Food and Feed, EU-RASSF) ile her yil olmak iizere gida ve
irlinlerinde uyar1 alan tirtinler, mikotoksinler ile ilgili bilgiler verilmektedir. Asagidaki
tabloda EU-RASSF 2015 yili raporuna gore uyart alan driinlerin dagilimi

gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. Uyari alan mikotoksinlerin gida lirlinlerine ve bazi iilkelere gore dagilim
tablosu (EU-RASSF, 2015)

Uriin Uyart sayist (2015)
Findik, findik iiriinleri ve tohumlar (Tiirkiye) 53
Findik, findik iiriinleri ve tohumlar (iran) 55
Meyve ve Sebzeler (Tiirkiye) 48
Findik, findik riinleri ve tohumlar (Cin) 97
Findik, findik tirtinleri ve tohumlar (ABD) 37
Findik, findik iiriinleri ve tohumlar (Almanya) 39
Findik, findik iiriinleri ve tohumlar (italya) 39

Uyar alan mikotoksinler iilkeden iilkeye farklilik gostermekle birlikte Cin 2015
yili EU-RASSF raporuna gore en fazla uyar alan iilke, ABD en az uyar1 alan iilke
olmustur.

Aflatoksinlerin tayininde kullanilan yaygin yontemler HPLC, ELISA ve TLC
olarak siralanabilir. Ancak bunlarin disinda RIA (Radio Immuno Assay), GC/MS,
Elektrokimyasal teknikler, biyo-sensorler, fotometreler kullanilmaktadir. Enzim
baglanmig immunoabsorbant yontemleri de kullanilmaktadir. Cok &nceleri yaygin olan
biyo-testler artik kontrol amaci ile kullanilmamaktadir. HPLC, ekipman yoniiyle pahali

olmasinin yaninda, analiz sonucunu kisa zaman igerisinde vermesi ve TLC’ye gore hata



oraninin daha az olmasi ve dedeksiyon limitinin hassas olmasindan dolay1 aflatoksin
analizlerinde tercih sebebidir (Ozpala, 2006).

Yaygin kullanilan HPLC ve TLC metotlar1 dogrulama ve referans metot
ozelliginde iken, ELISA metotlar1 tarama metodu 6zelligindedir ve ¢apraz reaksiyonlar
nedeniyle hatali pozitifleri olabilmektedir. Bu nedenle pozitif bulgular1 mutlaka
kromatografik bir yontem ile dogrulanmalidir (Anklam ve ark., 2002).

Ince Tabaka Kromatografisi (TLC, HPTLC) ile aflatoksin tayin metotlar1 1970°li
yillardan itibaren AOAC international’in yayinladigi resmi yontemler iginde yer
almistir. Bu yontem ekonomik ve pratik olmakla birlikte, teshis ve tayin limitlerinin siit
ve hububat gibi lriinlerde giiniimiiz aflatoksin/mikotoksin kodeks limitlerini (MRL)
karsilayamamasi, tekrarlanabilirliginin HPLC’nin gerisinde kalmasi ve kromatografi
oncesi ekstrakt temizleme islemlerinin fazlalig1 nedeniyle bati iilkelerinde ve iilkemizde
son yillarda yerini HPLC’ye kaptirmistir.

Bu ekonomik yontemi tekrar kullanabilmek amaciyla, Stroka (2000) tarafindan
aflatoksin tayininde ekonomik bir metot olarak TLC’ye dayanan ve IAC ile ekstrakt
temizlemeyi kullanan aflatoksin tayin metotlar1 gelistirilmistir. Bu ¢ok kapsamli ¢alisma
bir kitap/PDF dokiiman1 halinde yaymlanmistir (Stroka, 2000). Bu ana rapordan veya
proje raporundan 7 adet bilimsel makale olusturulmustur (Stroka ve ark., 1999; Stroka
ve ark., 2000; Stroka ve Anklam, 2000) Bu makaleler ve 6zellikle tiim detayin yer aldig1

ana rapor bu ¢aligma i¢in 6nemli bilgiler icermektedir.

2.2. Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)

Kromatografi, bir ayrim teknigi olarak, ilk defa 1903 yilinda Rus botanikgi
Tswett tarafindan bitki ekstraktinindaki maddelerin ayrimi i¢in icat edilmis bir tekniktir.
Klorofilin kolonda ayristiminin renkli bantlar halinde olmasi nedeni ile teknige
“kromatografi” ad1 verilmistir. Ilk ince tabaka uygulamasi 1938 de 1zmailov ve Shraiber
tarafindan, daha az sorbent ve daha az numune kullanan pratik bir metot arayisi
nedeniyle gergeklestirilmistir (Sherma ve Fried, 2005).

Asil gelisme 1946-1956 yillart arasinda olmus giiniimiiz TLC teknigi (tank
icinde plaka ve dipteki solventin kapilarite ile yukariya dogru ilerlemesi ve plakaya

onceden uygulanmis olan beneklerdeki bilesenlerin plaka iizerinde ilerleyen solvent ile



ayrimi) sekillenmistir. Bu yillarda yontemin adi “Thin Layer Chromatography, TLC”
olarak sekillenmistir. TLC, 1960’11 yillardan beri bilinen en giiglii ayrim teknigidir.
Aminoasitlerde sekerlere, organik asitlere vb. her tiirlii kimyasal gurubun ayrimi igin
metotlar gelistirilmistir. 1969°da yayinlanan Stahl’in ikinci kitabinda tiim metotlar
bulunmaktadir. 1970’lerde hazir plakalar ve 1980’lerde yiliksek performansh plakalar
(HPTLC) gelistirilmistir. Giiniimiizde “Ultra” Ince plakalarin seperasyon kimyasinin
gelecegini olusturacag diistiniilmektedir (Olesik ve ark., 2014).

Klasik TLC sistemi; 10x22x22 c¢m boyutlarinda kapakli bir kromatografi odasi
(chamber) veya tanki, plakaya numune uygulama diizenegi ve plaka iizerindeki ayrimi
goriintiileyebilmek i¢in bir UV lambas1 veya kabini ve kullanilip atilan kromatografi
plakalarindan olusmaktadir. Aflatoksinlerin kesfedildigi 1960 yilindan itibaren, TLC tek
tayin yontemi olarak 1980’li yillara kadar kullanila gelmistir. Halen diinyanin g¢ok
sayida ilkesinde resmi yontemler TLC’ye dayanan yontemlerdir. Klasik TLC’nin
performansi daha iyi ayrim, plaka {izerinden miktar tayini ve daha kii¢iik miktarlar
teshis yoni ile gelistirilebilir, pratikligi artirilabilir, maliyeti disiiriilebilir ve boylece
otokontrolde kullanimi daha kolay kabul goriir. Modern TLC teknikleri bu 6zelliklere
sahiptir ancak ¢ok daha pahalidir (Coksdyler, 1996).

TLC ile aflatoksin tayininin en énemli sorunu ekstraksiyon, ekstrakt saflagtirma
ve ekstraktin konsantrasyonun pratik olmamasidir. Giinlimiizde HPLC analizleri igin
gelistirilmis olan TAC ile ekstrakt temizleme ve saflagtirma ¢ok miikemmel olarak
yapilmakta ve saatler siiren bu asamay1 10-20 dakikaya indirmektedir. Hatta siit gibi siv1
ve sulu fazda olan numuneler higbir sivi sivi ekstraksiyona uygulanmadan IAC’den
gegirilerek ekstrakte edilebilmektedirler (Cegen, 2009). Ancak saflagtirdigi ekstrakt
hacminde kalacak olan aflatoksin miktar1t HPLC ile tayinde goriilmeye yetecek kadar
olmakla birlikte, TLC i¢in ¢ok yetersizdir.

TLC’de de IAC temizlemesini igeren bir yontem gelistirilmistir (Stroka ve ark.,
2000). Ancak bu g¢alismada kat1 faz ekstraksiyon kartusundan (KFE) alinan metanol
eluatinin plakaya uygulanabilmesi icin HPLC’den farkli olarak tiim ekstraktin N2
altinda kurutulmasi1 ve yeniden toluen:asetonitril (98:2) de ¢d6ziilmesi gerekmistir
(Stroka, 2000). Bu nedenle numunedeki aflatoksinleri ilk metanol veya asetonitril
ekstraktindan, sivi-sivi ekstrat saflagtirmalarina gerek kalmadan, TLC’ye yetecek

miktarda ayirip saflastirip konsantre edecek ekonomik ve kullanimi kolay bir kat1 faz



ekstraksiyon kartusuna ihtiyag vardir.

2.3. Kati1 Faz Ekstraksiyonu (KFE)

Sivi s1vi ekstraksiyon yontemine alternatif olarak 1970°1i yillarda KFE yontemi
gelistirilmistir (Otles ve Kartal, 2015). Kalint1 analizlerinin en énemli sorunu litrelere
varan siv1 veya ekstraktlarin ayirma hunilerinde siv1 sivi dagilimu ile saflastirilmasi, ve
sonradan gelen doner vakumlu evaparatorlerde konsantrasyon islemleridir. Bu biktiric
islemler kat1 faz ekstraksiyon kartuslarinin gelistirilmesi ile bir¢ok analiz de ortadan
kalkmustir.

Kimyasal analizi yapilacak olan maddeler, gida ve iriinleri, su, toprak gibi
cevresel drlinler genellikle istenilen maddenin disinda karisik maddeler igerirler.
Istenmeyen bu maddelerin (interferenslerin) &rnek hazirlama asamasinda ozellikle
yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi (GC), radioimmun
assay (RIA) gibi cihazlar yardimiyla yapilan analizlerde analitten ayrilmasi ¢ok biiyiik
onem tagimaktadir (Yavuz ve Aksoy, 2006).

Kat1 faz ekstraksiyon kartusunun avantajlari; Sivi-sivi ekstraksiyon yontemine
gore daha az coziicii kullanimi, klasik yontemlere gore cevreyi kirletme oram1 daha
diisiik olmasi1 ¢ok sayida Ornegi aym anda ele alabilme ve tekrarlanabilirligin
yiiksekligi, daha ekonomik olmasi ve geri kazanimin daha iyi olmasi1 gibi 6zellikleridir
(Ilgiin, 2014). Kat1 faz ekstraksiyon ydnteminde analizi yapilacak olan madde tek
kullanima mahsus kolonlardan gegirilerek saflastirilip konsantre edilmekte ve analizi
yapilacak olan maddeye uygun solvent ile eliisyonu yapilmakta bdylece enstriimental
analize uygun hale getirilmektedir (Demirkan, 2007). KFE ekstraktin siizme, temizleme
ve konsantrasyonunda basar1 ile kullanilmaktadir. KFE’leri ozellikle litrelerce su
numunesinin  kullanilmas1  gerektigi c¢evre Orneklerinde ¢ok biiyiikk bir basari
gostermistir. Hatta bu Orneklerde ekstraksiyon asamasi bile kartus ile dogrudan
yapilmaktadir (Simpson, 2000).

Kati faz kartuslarinin kullanim prosediirii kabaca; 1-Kati faz ekstraksiyon
kartusu uygun solvent ile sartlandirilmasi, 2-Orneklerin kolona yiiklenmesi, 3-Kolonun
uygun solventlerle yikanarak kirliliklerin (interferenslerin) uzaklastirilmasi, kolonun

gerekiyorsa kurutulmasi ve kolondan uygun solvent ile ve kiiclik hacimda analitin
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alinmasi ve son ekstraktin azot altinda kurutulmasi seklindedir (Pavlovic’ve ark., 2007).
Bir¢ok kalint1 analizinde oldugu gibi aflatoksin analizlerinde de siv1 s1v1 ekstraksiyon ve
klasik kolon kromatografisi yerini daha pratik ve daha basarili olan KFE kartuslarina
birakmustir (Papp ve ark, 2002). Bunlar gesitli olmakla birlikte en yaygin olan1 immuno
Affinite Kolonlaridir (IAC’ler). Yine yanlis bir kani olarak iilkemizde aflatoksin
analizlerinde KFE olarak sadece IAC anilmakta ve kullanilmaktadir. Sag (2013),
aflatoksinli siitlerden aflatoksinlerin ayrilmasinda adsorbant olarak c¢esitli killeri
kullanmigtir. Bu kullanim sekillerinden birisi de 20 cm boyunda ve 2.0 cm ¢apinda
kolonlar i¢ine ¢esitli destek maddelerine (talas, agaros jel) tutturulmus olarak kili
kullanma seklinde olmustur. Bu ¢alismada kolona belli miktarda kil destek maddesi
lizerine baglanmasinda basarili olunmustur. Bu ¢alismada kilin saf aflatoksin
cozeltisinden aflatoksinleri tutmada biiyiik basar1 goriildiigi ama siit ortaminda bu
basarinin smirli oldugu belirtilmistir. Sag (2013) c¢alismasinin asil amacimin kil ile
AFM1 igeren siitlerin detoksifikasyonu oldugunu ama bunda ¢ok siirli bir basar1 elde
edildigini belirtmis, ancak yontemin kesinlikle analitik amacli olarak kullanilabilecegini
belirtmigtir.

Bu calisma da Sag’in (2013) bulgularindan yola ¢ikarak sadece kil degil ama
benzeri ¢ok sayida adsorbantin denenmesi amaciyla kurulmustur. Eger bu c¢alisma ile
ornegin kil gibi yaygin bulunan bir adsorbant ile bir kat1 faz ekstraksiyon kartusu
gelistirilebilirse HPLC ile yapilan aflatoksin analizi fiyatinin 100-200 TL’lerden TLC

ile 5-10 TL gibi degerlere indirilebilmesi miimkiin olacaktir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada amag kati faz ekstraksiyon kartusu gelistirmektir. Bu kartuslar
icinde analit veya interferensleri tutan ve sonra uygun bir solvent ile geri veren bir
adsorbant igerirler. Bu c¢alismada adsorbant olarak Kkil, silikajel, florisil, zeolit,
hilfosipersel (diatome topragi) kullanilmistir. Dogal kaynaklardan saglanan kil, zeolit ve
hiflosipersel iglerindeki kirlerden arindirilmak amaci ile su, metanol, kloroform gibi
gittik¢e apolarlasan bir seri solvent ile yikanmigtir.

Calismada aflatoksinleri adsorbe ettigi belirlenen ve literatiirde belirtilen zeolit,
Izmir’den bir zeolit isletmesinden temin edilmistir. Fakiiltemizin Maden Miihendisligi
Boliimiinde 63-212 pm, 300-400 um, 400-500 pm boyutlarinda 6giitiilmiistiir. Ve 0
sekilde deneme kolonlarina doldurulmustur.

Hiflosipersel Ankara’dan bir firmadan o6giitiilmiis olarak temin edilmistir.
Kullanilmadan 6nce usiiliine gore asitle (HCl) yikanmis ve kurutulmustur. Analitik
saflikta temin edilen Silika jel G60 (Merck, Almanya) ve florisil (Merck, Almanya)
zaten temiz ve graniil yapida olduklari i¢in dogrudan kullanilmiglardir.

Bunlarin diginda Agilent firmasi tarafindan hazir olarak temin edilen Mega Bond
Elut Ciskartusu, IAC’de (VICAM-AflaTest, USA) ekstrakt temizlemede denenmistir.

Calismada kullanilacak olan saf AFB: standardi Across Organik (Israil)
firmasindan temin edilmis ve firmanin prospektiisiinde vermis oldugu sekilde
saklanmigtir. Coksdyler (1996) tarafindan kullanilan saf AFB1 standart usuliine gore
acilip, toluen:asetonitril (90:10) ile seyreltilmistir.

Kolonlarin fiziki govdeleri olarak uygun hacimde (20 ml’lik) plastik siringa
govdeleri ve 5-10 mI’lik otomatik pipet uglart kullanilmistir. Calismada inert taban ve
{ist yiizey smirlandirilmasinda kullanilan cam yiinii fakiiltemizin Insaat Miihendisligi
boliimiinden temin edilmistir. Bu amacla kullanilacak cam yiinii yine asit ve ¢esitli
solventlerle yikanip kurutulduktan sonra kolona yerlestirilmistir.

Aflatoksinlerin kolonda tutunma ve kolondan geri alinmalarinda metanol,

asetonitril, diklorometan, toluen, kloroform, tetra biitil metil eter (TBME) gibi analitik
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saflikta (Merck, Almanya) solventler kullanilmistir. Aflatoksinlerin kirlilikten
arindirilmalart  denemelerinde Antep fistig1 ekstrakti kullanilmistir. Bu amagla
kullanilacak olan Antep fistig1 ezme halinde piyasadan temin edilmis ve kullanilacag:
ana kadar buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir.

Ayn1 Antep fistig1 geri kazanma ve son ekstraktin KFE kartusu ile temizlemesi
denemelerinde de kullanilmistir.

Plakalar1 yiiriitmek (develope) icin mobil faz olarak TBME:metanol:su
(480:15:5) kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Aflatoksin B1 agilmasi ve Aflatoksin B: standartlarinin konsantrasyonunun
belirlenmesi

Kolon denemelerine baslanilmadan once ilk olarak standartlar hazirlanmistir.
Aflatoksin B1 1 mg’lik kuru film halinde Across organik (Israil) firmasindan temin
edilmistir. Ampul agilip i¢i 3-4 defa toluen:asetonitril (90:10) ile yikanip bir 100 mI’lik
balon jojede toplanmis, balon joje toluen:asetonitril (90:10) ile 100 ml’ye
tamamlanmistir. Elde edilen stok ¢6zeltinin toluen:asetonitril (90:10) koriine kars1 200-
400 nm arasinda absorbans spektrumu taranmis ve 350 nm civarindaki pik noktasindaki
absorbans degeri kaydedilmistir. AFB1 stok ¢ozeltisinin konsantrasyonu Cizelge 2.1 de
verilen molekiil agirligi ve molar absorbsiyon degerleri alinarak asagidaki formiilde

belirlenmistir (Coksdyler, 1996).

A x MW x 1000
Aflatoksin konsantrasyonu (ug/ml) = (3.2)
I

A = Spektrofotometre de Ol¢iilen absorbans degeri (350 nm civarindaki
maksimumum absorbans degeri)

MW= Molekiiler agirlik

& = AFBz toluen:asetonitril (90:10) de molar adsorbsiyonu : 19300 (2016, sozli

goriisme)



13

Hesaplama sonucu aflatoksin konsantrasyonu 8.2 pg/ml olarak bulunmustur. Bu
oran kullanilarak oncelikle 2.0 pug/ml konsantrasyonunda ana stok standardi bulunmus
ve 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 pg/ml konsantrasyonlarinda ara stok standardi bulunmustur.
Aflatoksin standartlart 2 ml toluen:asetonitril (90:10) ile tamamlandiktan sonra
buzdolabinin -18 °C bolimiine Konularak muhafazasi saglanmis ve analize
baslanilmadan o6nce buzdolabindan c¢ikarilarak karanlik bir dolaba konulmus,

aflatoksinin ortam sicakligina gelmesi saglandiktan sonra devam edilmistir.

3.2.2. Kullanilacak materyalin testi

Kolon denemeleri i¢in standartlar hazirlandiktan sonra, kolon icin yapilacak
maddelerin temiz oldugundan emin olmak, analizin kalitesinin diisiiriilmemesi ve UV
altinda floresans veren madde istenmedigi i¢in temizleme islemi yapilmistir. Dolgu
destek maddesi olarak kullanilan cam yiinii kirliliklerinden arimndirilmak i¢in ilk giin 100
g cam yiinii iki adet erlen igerisine konulmus {izerini gececek sekilde saf su konulup bir
giin bekletilmis, ertesi giin suyun tamanu siiziilmiistiir. Ikinci giin saf suda bekletilen
cam yiiniin tizerini gececek sekilde metanol konulup bir giin bekletilmis, ertesi giin
slizlilmistiir. Devaminda kullanilan kloroform, toluen ve hekzan iginde ayni yontem
kullanilmustir. 5. giin sonunda siiziilen hekzan plakaya pipet ile damlatilarak UV
kabininde (LVP marka LVP 75 model) kirlilik durumuna bakilmistir. Kolon olarak
kullanilacak olan otomatik pipet ucunun UV kabininde (LVP marka LVP 75 model)
kartus i¢in uygunluguna bakilmistir.
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Sekil 3.1. Inert taban ve iist yiizey olusturulmasinda kullanilan cam yiiniiniin
temizlenmesine ait fotograf.

3.2.3. Adsorbant olarak kullanilan malzemelerin hazirlanmasi

Kartus yapiminda dolgu destek maddesi olarak kullanilacak olan cam yiiniiniin
temizlenmesinin ardindan adsorbant amaci olarak kullanilan zeolitler 63-212 um, 300-
400 pm, 400-500 pm boyutlarinda ogiitiilerek her biri ayr1 erlene alinmistir. Zeolitler
ardindan saf su ile yikanmis ve etiivde 80 °C’ de kurutulmustur. Daha sonra metanolde
yikanarak etiivde 80 °C’ de kurutulmustur.

Hiflosipersel de adsorbant amaci olarak kullanilmustir. Iki ayr1 kavanoz alinmus,
hiflosipersel ve su kavanoza konularak bulamag haline getirilmistir. HCI ilave edilerek
karistirtlmistir. HC1 eklenmesiyle kdpiirmeye baslayan hiflosiperselin kopiirmesi bitene
kadar HCI ilavesine devam edilmistir. Cokme islemi bittikten sonra iki defa saf sudan
gecirilip, iizerinde biriken su siringa yardimiyla alinmis, saf su ilave edilerek 24 saat
bekletilmistir. Ayni sekilde biriken su uzaklastirilmis ve 65 °C’de inkiibatore konulup,

kurutulmustur.

3.2.4. Kat1 faz ekstraksiyon kartuslarinin olusturulmasi

Adsorbant olarak kullanilacak olan malzemeler hazirlandiktan sonra 20 ml’lik

plastik siringa, ve seffaf 5-10 ml’lik otomatik pipet uglari kolon muhafazasi olarak
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kullanilarak normal faz kartusu olusturulmustur.

Dolgu maddesinin kolon alt ucundan kagmamasi igin en alt kisma kolon tipine
bagl olarak 0.5 ve 2.0 cm yiiksekliginde Bolim 3.2.2°de bahsedilen solventlerle
yikanmig cam yiinii konmus, onun iizerine her bir kolonda ayr1 ayr1 olmak tizere zeolit,
kil, hiflosipersel, kolon igin silikajel, kolon ig¢in florisil adsorbantlardan denenecek olani
kolon tipine bagli olarak 1 ve 2 g miktarinda eklenmis ve eklenen adsorbant tabakasinin
iistli 0.1 cm ytiksekliginde cam yiinii ile kolon iist adsorbant yiizeyinin diizgiin olmasi
ve kolona madde yiiklenmesi sirasinda kullanilan adsorbantin bozulmasini engellemek

icin yerlestirilmistir.

3.2.5. Olusturulan normal faz kartusun ve hazir olarak alinan ters faz kartusun
yeterli miktarda aflatoksin tutup tutmadiginin gosterilmesi

Normal faz kartus olarak 5 adet kolon yapilmigtir. Bu kartuslara elimizde
bulunan 22 ve 40 ng/ul’lik karisik aflatoksin ¢ozeltisinden farkli miktarlarda Aflatoksin
eklenmistir. Kloroform ve farkli kimyasallar ile kolondan alimip alinmadigi test
edilmistir. Eger aflatoksinler kolonda kaliyorsa yapilan kolonun aflatoksin tutma
kapasitesinin bu diizeydeki aflatoksini tutmada yeterli olduguna karar verilmistir.
Aflatoksinlerin kolondan kagip kagmadiklari, kolondan gecirilen kloroformun ve farkl
kimyasallarin her mlI’den bir TLC plakasina uygulanip UV altinda inceleme ile

yapilmigtir.

3.2.6. Aflatoksin standartlarmin ve Antep fistig1 numunesinin plakaya tatbiki
Calismalarda 20x20 ve 20x10 cm’lik silika jel G60 (Merk no 5554) plakalar

kullanilmistir. Silika jel G60 plakasina alttan 2.0 cm birakilan hayali hatta birer cm

aralik birakilarak kursun kalem ile plakaya zarar vermeden tatbik noktalar

isaretlenmistir. Tatbik islemi, Hamilton siringa ve Sigma-ALDRICH firmasindan temin

edilen kilcal kapiler pipet ile az 151k altinda ve fazla zaman kaybetmeden yapilmustir.

3.2.7. Plakalarn yiiriitiilmesi

Yiriitme (develope) igin Klasik 10x22x22 c¢m boyutlarinda kapakli kromatografi
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tank1 kullanilmigtir. Tanka 0.5 cm yiiksekliginde Karakas (2014) tarafindan kullanilan
TBME:metanol:su (480:15:5) solventi konulmustur. Plaka tanka daldirildiktan sonra
develope edilmistir. Solventin ilerleme yoniindeki plaka boyu 10 cm oldugu i¢in 20x10
cm’lik plakada solvent stop ¢izgisi ¢izilmemis, 20x20 cm’lik plakalarda plakanin {ist
kismindan 4 cm birakilarak solvent stop ¢izgisi ¢izilmistir. Plaka iist sinira ulastiginda

plaka tanktan ¢ikarilarak karanlik bir dolapta kurutulmustur.

3.2.8. Plakalardaki dijital goriintiilerin alinmasi

Develope sonrasi plakalar kurutulduktan sonra karanlik odada UV kabininde
(LVP marka LVP 75 model) istten Canon EOS 500D ile 20x10 cm’lik plakalarin,
fujifilm DSRL kamerasi ile 20x20 cm’lik plakalarin goriintiisti ¢ekilmistir.

3.2.9. Kil kolonu ile aflatoksin denemesi

Kil sahip oldugu ¢ok kiigiik partikiiller nedeniyle destek maddesine ihtiyag
duymaktadir. Killeri bir destek maddesine tutturmada Sag’in (2013) bildirdigi
yontemden yararlanilmistir. Caligmada kili destek maddesine baglamak igin hekzan ile
sulandirilan silikon kile eklenerek hamur haline getirilmis, tabaka halinde kagit {izerine
serildikten sonra kurutulmustur. Kuruduktan sonra seritler halinde kesilmistir. Filtre
kagid1 kiiciik ince parca ve tabaka halinde silikona batirildiktan sonra kile batirilmis ve
kilin filtre kagidina yapigmasi saglanmistir. Yapilan iki farkli denemede filtre kagidina
tutunmus olan kil ve seritler halinde kesilen kil su ile yikandiktan sonra killerin bir
kismu gitmistir. Kil herhangi bir destek maddesi olmadan Madde 3.2.4’de belirtildigi
sekilde hazirlanan kolon i¢ine dolduruldugunda kilin kolondan asagiya akmasi, kolonu
sartlandirmak icin kullanilan hekzan:kloroform (1:1) ¢6zeltisinin asagiya inmemesi ve
kilin kolon igerisinde bazi yerlerinde olusan topaklanma nedeniyle bu konuda basarili
olunamamustir.

Bunun iizerine ekstraktin veya aflatoksin ¢ozeltisinin ic¢ine kil ilave edip kil
coktiirtildiikten sonra {iist ¢ozeltide aflatoksin kalip kalmadigi yine TLC ile izlenerek
kilin ne boyutta aflatoksin tutabilecegi ve sonraki geri alma solventlerine ne boyutta

aflatoksinleri verebilecegi test edilmistir.
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Bu amagla 2 adet beher igerisine 0.05 g kil konulmus, 22 pug/ml’lik AFB:
standardindan pipet ile 1 ml alinmig ve kilin iizerine konulup karistirilmistir. Bir giin
boyunca kurumasi beklenilmis ve spatul ile alinarak iki adet temiz viale aktarilmistir.
Viallerin tizerine pipet ile 1 ml metanol ve 1 ml kloroform konularak karigtirilmustir.
Kilin vialin alt tarafina ¢okmesini saglamak amaciyla 10 dk beklenilmistir. Plakaya
karsilastirma yapmak igin 1 ve 2. noktaya 22 pg/ml’lik aflatoksin standardi tatbik
edilmistir. Kil asagiya ¢oktiikten sonra iist kisminda bulunan kloroform ve metanol
¢ozeltisinden Hamilton siringa ile 5 pl alinarak plakaya tatbik edilmis ve 30 dk
develope edilmistir. Plaka UV altinda fotograflanarak goriintiisii kaydedilmistir.
Amacimiz adsorbant olarak kullanilan kilin aflatoksini tutup tutmadigini belirlemek
oldugu i¢in Gelquant goriintii analiz programi ile goriintiiniin pikler halinde

kromatogramina ve miktar tayinine ihtiya¢ duyulmamustir.

Sekil 3.2. Kili destek maddesine baglamada kullanilan uygulama ¢aligmalari.

3.2.10. Hiflosipersel kolon ile aflatoksin denemesi

Kolon sartlandirilmadan 40 pg/ml’lik aflatoksin karigik standardindan 5 pl
alarak kolondan geg¢irilmistir. 1 ml kloroform geg¢irilmis fakat kloroform kolondan
asagiya inmemistir. Kloroformun kolonda sabit kalarak asagiya inmemesinden dolay1
kolonun iginde bulunan hiflosipersel, cam yiinii ve kloroform 20 ml’lik behere
bosaltilarak aflatoksin kapasitesi ol¢iilmeye ¢alisilmistir. Tekrardan 1 ml kloroform ve 1
ml metanol konulmus, ¢alkalanmistir. Karisimdan kapiler pipet ile alinmis ve aflatoksin
olup olmadigini anlamak igin silika jel G60 plakasindaki bir noktaya damlatilmistir.
Plaka develope edilmeden UV kabininde (LVP marka LVP 75 model) bakilmis ve

aflatoksine rastlanilmadigindan dolay1 develope edilmesine gerek duyulmamustir.
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3.2.11. Zeolit kolonu ile aflatoksin denemesi

Madde 3.2.4°de belirtilen sekilde hazirlanan kolon 2 ml hekzan:kloroform (1:1)
ile sartlandirilarak adsorbantin aktif hale gelmesini saglamigtir. Elimizde bulunan 22
nug/ml’lik aflatoksin karisik standardindan pipet ile 0.1 ml alinarak kolondan
gecirilmistir. Aflatoksin karigik standardinin kolona tutunmasini saglamak amaciyla 2
ml hekzan:kloroform (1:1), 2 ml kloroform kolondan gegirilerek her 1 ml de viallere
alinmis ve Hamilton siringa ile plakaya 5 pl tatbik edilmistir. Aflatoksinlerin geri alimi
icin 2 ml kloroform:metanol (1:1) ve 7.5 ml metanol kolondan gegirilerek her 0.5 ml’de
viallere alinmis ve Hamilton siringa ile plakaya 5 ul tatbik edilmistir. Plaka 30 dk
develope edilmis ve daha sonra UV kabininde (LVP marka LVP 75 model)
fotograflanarak gorilintiisii kaydedilmistir. Amacimiz adsorbant olarak kullanilan
zeolitin aflatoksini tutup tutmadigimi belirlemek oldugu i¢in Gelquant goriintii analiz
programi ile goriintiiniin pikler halinde kromatogramina ve miktar tayinine ihtiyag

duyulmamustir.

3.2.12. Florisil kolonu ile aflatoksin denemesi

Madde 3.2.4°de belirtilen sekilde hazirlanan kolon 2 ml hekzan:kloroform (1:1)
ile sartlandirilarak adsorbantin aktif hale gelmesini saglamigtir. Elimizde bulunan 40
nug/ml’lik aflatoksin karigik standardindan pipet ile 0.2 ml alinarak kolondan
gecirilmistir. Aflatoksin karigik standardinin kolona tutunmasini saglamak amaciyla 1
ml kloroform kolondan gegirilmis Hamilton siringa ile 5 ul tatbik edilerek aflatoksinin
kacip kagcmadigi belirlenmistir. Aflatoksinin geri alimi i¢in kolondan 1 ml
kloroform:metanol (1:1) ve 1 ml metanol gegirilerek Hamilton siringa ile 5 pl tatbik
edilmistir. Plakaya UV altinda bakildiginda aflatoksinlerin hepsinin geri alinmadigi,
kolonda oldugu kanisina varilmistir. Kloroform ile kolona tutulmus olan aflatoksinler
geri alinmadigindan dolay1 metanol:asetik asit (1:1) ¢ozeltisi kolondan gegirilmis ve her
2 ml de viallere alinarak Hamilton siringa ile plakaya 5 ul tatbik edilmistir. Plaka 30
dakika yiritilmiis ve daha sonra UV kabininde (LVP marka LVP 75 model)
fotograflanarak goriintiisii kaydedilmistir. Amacimiz adsorbant olarak kullanilan

florisilin aflatoksini tutup tutmadigini belirlemek oldugu icin Gelquant goriintii analiz
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programi ile goriintliniin pikler halinde kromatogramina ve miktar tayinine ihtiyag

duyulmamustir.

3.2.13. Cigkolon ile aflatoksin denemesi

Olusturulan normal faz kartuglarindan sonra hazir olarak alinan Ters faz kartus
olarak kullanilan Cis kolonu ile aflatoksin denemesi yapilarak yapilmadan 6nce elimizde
bulunan her biri 0.8 pg/ml’lik aflatoksin karisik standardindan 0.5 ml alinarak viale
konulmus ve 1.5 ml toluen:asetonitril (98:2) ile 2 ml’ye tamamlanarak aflatoksin

standard1 hazirlanmis ve uygulanan islemler sirasiyla Sekil 3.3’de belirtilmistir.

Hazirlanan aflatoksin karisik standarttan 0.5 ml erlene alinir ve ugurulur

\2

Uzerine 1 ml metanol konularak iyice ¢oziiliir ve 9 ml su:asetik asit ¢dzeltisi

(99:1) eklenir
\2
Ciskolonu 10 ml metanol ve 10 ml su ile sartlandirilir

2

Hazirlanan 10 ml’lik metanol ve sulu asetik asit ¢6zeltisi kolondan gegirilir
\2

10 ml sulu asetik asit ve 10 ml su kolondan gegirilir
2
Kolonun i¢indeki su pompa yardimiyla uzaklastirilir
\2
Kolondan 7 ml kloroform gegirilerek, her 1 ml de viallere alinir, Hamilton
siringa ile 5 pl tatbik edilir
2
Gegirilen toplam 7 ml kloroform ayr1 bir vial de toplanir ve Hamilton siringa ile
5 ul tatbik edilir

2

TBME:metanol:su (480:15:5) solventinde develope edilir, UV 15181 altinda goriintiilenerek

fotograflanir.

Sekil 3.3. Ciskolonu ile yapilan aflatoksin analiz akim semas.




20

3.2.14. Silika jel kolonu ile aflatoksin denemesi

Madde 3.2.4°de belirtilen sekilde hazirlanan kolon 2 ml hekzan:kloroform (1:1)
ile sartlandirilarak adsorbantin aktif hale gelmesini saglamistir. Elimizde bulunan 40
pug/ml’lik aflatoksin karigtk standardindan pipet ile 0.05 ml alinarak kolondan
gecirilmistir. Aflatoksin karigsik standardinin kolona tutunmasini saglamak amaciyla 1
ml kloroform kolondan gegirilerek her 0.2 ml’de viallere alinmis ve Hamilton siringa ile
5 pl tatbik edilmistir ve aflatoksin kagip kagmadigi belirlenmistir. Daha sonra
kloroform:metanol (1:1) yikama ¢ozeltisinden 2 ml alinarak her 0.2 ml’de Hamilton
siringa ile plakaya 5 pl tatbik edilmis ve aflatoksinlerin kolondan asagiya gegisi
izlenmis ve Ek 2’de gosterilmistir. Plaka 30 dakika develope edilmis ve daha sonra UV

kabininde (LVP marka LVP 75 model) fotograflanarak goriintiisii kaydedilmistir.

3.2.15. Antep fistig1 ekstraktinin tasarlanan silika jel kolondan gecirilerek
kirliliklerinden arindirilmasi

Silika jel kolonun aflatoksin tuttugunu diisiinerek Antep fistig1 kullanilarak karar
verilmistir. Analize baslanilmadan once, Madde 3.2.4’de belirtilen sekilde kolon

yapilmis ve devaminda uygulanan iglemler Sekil 3.4’de gosterilmistir.
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5 g Antep fistig1 tartilir
2
Elimizde bulunan 0.8 ng/ul aflatoksin karisik standardindan 20 pl Hamilton
siringa ile alinarak Antep fistiginin {izerine eklenir
\2
1 saat boyunca karanlikta bekletilir
2
3 ml su ve 25 ml kloroform eklenilir
2
30 dk boyunca el ile ¢alkalama yapilir
2
Huninin {izerine Whatman No:4 kagidi ve 5 g susuz sodyum siilfat konulur ve siiziilmesi
saglanir
2
Stiziilmesi beklenirken hazirlanan kolon 10 ml hekzan ile sartlandirilir
2
Siiziinti miktar1 8.5 ml ¢ikmustir ve tizerine ayn1 miktarda 8.5 ml hekzan konulur, vorteks
cihazinda karistirilir
2
Sartlandirilan kolondan ekstrakt gecirilir
\2
10 ml hekzan kolondan gegirilir
\2
8 ml aseton kolondan gegirilir ve her 1 ml de UV 15181 altinda fotograflanarak (Ek 3’te
verilmistir) ekstraktin kolondan ilerleyisi takip edilir
2
Toplam 8 ml aseton beherde toplanir ve aseton sicak su iginde ugurulur
2
3’er kez 0.2 ml toluen:asetonitril ile ¢alkalanarak viale toplanir
2
10x10 cm’lik plakaya 10,20 ve 40 ul tatbik edilir, 45 dk develope edilir ve UV altinda

goriintiilenerek fotograflanir

Sekil 3.4. Silika jel kolon ile Antep fistig1 ekstraktinin siiziilmesi, saflagtirillmasi ve
yogunlastirilmasina ait analiz akim semasi.
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3.2.16. BF yontemi kullanilarak Antep fistig1 ekstraktinin elde edilmesi ve
temizlenmesi

Kolonlarin aflatoksini tutmada basarisiz olmasi ve tasarlanan silikajel kolonu ile
Antep fistiginda analiz yapildiginda kirliliklerin yeterince ayrimi yapilmamasi
durumlar1 g6z 6niine alinarak BF yontemi ile Antep fistigi ekstrakti elde edilmistir. Elde
edilen son ekstrakt 1 ml toluen:asetonitril (98:2) ile viale alinmis ve son ekstrakt
dogrudan TLC’ye uygulanarak Kirliliklerin TLC’de yeterince ayrim yapilip yapilmadigi
test edilmistir. Viale alinan son ekstraktan 0.40 ml alinmistir. Tasarladigimiz silika jel
kartustan geg¢irilmis ve TLC’ye uygulanarak kartusun temizlemesindeki basarisi
denenmistir. Son olarak 1 ml’lik vialde kalan 0.60 ml ekstrakt IAC’den gegirilerek,
TLC’ye uygulanmus ve Kirliliklerin TLC’de yeterince ayrim yapilip yapilmadig: test
edilerek 3 ayr1 analiz yapilmigtir.

Yapilan 3 ayri analiz ayr1 baglik altinda agiklanmaistir.

Bu 3 ayr1 deneme i¢in oncelikle Antep fistig1 ekstraktt BF yontemi kullanilarak
elde edilmistir. BF yonteminin orjinalinde 50 g Antep fistig1 6rnegi, 250 ml metanol:su
(55:45), 4 g sodyum kloriir (NaCl) ile ekstrakte edilmekte ve 50 ml hekzan ile ekstrakt
yaglarindan arindirilmaktadir. Yeterli olanak bulunmayan kiigiik isletmeler goz 6niine
alinarak oranlar yariya distiriilmiis ve ¢alisma yiirtitiilmiistiir.

Ogiitiilmiis Antep fisti1 i¢i 4 adet petri kutusuna her biri 25 g olacak sekilde
konulmustur. Ikiser paralel kor ve spayklanmis Antep fistig1 numunesinde yapilmustir.
Kor, aflatoksin igermeyen numunedir. Spayklama, Antep fistigi {izerine istenilen
konsantrasyonlarda aflatoksin eklenerek yapilan bir iglemdir.

Spayklama yapmadan 6nce Madde 3.2.1°de hesaplanan 2.0 pg/ml’lik aflatoksin
B1 standardi buzdolabindan (-18 °C) ¢ikarilarak ortam sicakligina gelmesi igin karanlik
bir dolaba konulmustur. Ortam sicakligina gelen aflatoksin standardindan spayklama
yapmak i¢in Madde 3.2.1’de hesaplanan 2.0 pg/ml’lik aflatoksin Bi standardindan
0.125 ml alinmis ve 2 adet petri kutusunun iginde bulunan 25 g Antep fistigi

numunesinin tizerine aflatoksin bulastirilmis ve 1 saat karanlikta bekletilmistir.
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Sekil 3.5. Analizde kullanilan Antep fistig1 numuneleri.

2 adet kor ve spayklanan numuneler asagida 6zetlendigi sekilde ekstrakt hale

getirilmistir.
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25 g 6rnek, 125 ml (55 methanol+ 45 su), 2 g NaCl, 50 ml hezgan blendere konulur
\2
Blender ilk 6nce diisiik ayarda ve sonrasinda hizli ayarda 1 dk ¢alistirilir
2
Huninin tizerine Whatman No:4 kagidi konulur ve siiziilmesi saglanir
2
Siiziintiiniin lizerine 25 ml diklorometan konulur (toksinlerin bu faza alinmasi saglanmis kismi
olarakta temizleme islemi yapilmistir), ayirma hunisine konulur, ¢alkalanir
\2
Huninin tizerine Whatman No: 4 kagid1 ve iizerine bir miktar susuz soydum siilfat konulur, siiziiltir
ve ardindan tekrardan 10 ml diklorometan konulur, siiziilmesi saglanir
\2
Her bir numuneden elde edilen siiziintii azot gazi altinda ve su banyosunda (60 °C) buharlastirilir
2
BF yontemi kullanilarak elde edilen numune ekstrakti toluen:asetonitril (98:2) ile ¢alkalanarak 1 mi

vialde toplanir, buzdolabinin -18 °C kismina konularak muhafazasi saglanir.

Sekil 3.6. BF yontemi.

Kor 1 numunesinin siiziintii miktar1 56 ml, koér 2, spayk 1 ve spayk 2

numunesinin stiziintii miktar1 55 ml ¢ikmustir.

3.2.17. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin dogrudan TLC’ye uygulanmasi

1 mP’lik viallerde bulunan kor 1, kor 2, spayk 1 ve spayk 2 ekstraktlar1 20x20
cm’lik plakaya kilcal kapiler pipet ile her bir numuneden 10 ve 20 pl tatbik edilmistir.
Kor 1 numunesi bir giin 6nceden plakaya 10 pl tatbik edilerek karanlikta ve oda
sicakliginda bekletilmis ve aflatoksin kaybi olup olmadigina bakilmstir. Plakadaki
ayrimi gostermek igin 3 ayr1 noktaya Rezolusyon standartlar tatbik edilmistir. Plaka 60
dk develope edilmistir. Develope edilen plakanin UV kabininde (LVP marka LVP 75
model) goriintiisii ¢ekilmistir. Gelquant goriintii analiz programi ile goriintiiniin pikler

halinde kromatogrami elde edilmis ve miktar tayini yapilmistir.
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3.2.18. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin tasarlanan silika jel kolonundan
gecirilerek TLC’ye uygulanmasi
BF yontemi ile temizlenen, yogunlastirilan vialde bulunan 1 ml’lik ekstraktan
0.40 ml alinmis ve tasarladigimiz kolondan gegirilmis, kolonun temizlemesindeki

basarisi test edilmistir.

Analizin daha iyi sonug verebilmesi i¢in kolon 3 ml hekzan ile sartlandirilir
\
Her bir 6rnek igin viallere alinan son ekstraktan 0.40 ml alinarak kolonlardan gegirilir
\
Ornegin kolona tutunmasini saglamak amaciyla 3 ml hekzan:kloroform (1:1) kolonlardan
gegirilir
\J
4 ml diklorometan:aseton (1:1) kolonlardan gegirilerek 6rnegin geri alinmasi saglanilir
\
Geri alinan ornekler beherde toplanilarak su banyosu (60 °C) ve azot gazi altinda kurutulur
\
0.2 ml toluen:asetonitril (98:2) ile galkalanarak viallerde toplanilir
\J
20x20 cm’ lik plakaya kilcal kapiler pipet ile 10-20 pl tatbik edilir ve plakadaki ayrimi
gostermek icin 3 ayr1 noktaya Rezolusyon standartlari tatbik edilir
\
Plaka 60 dk develope edilir ve UV 15181 altinda plakanin goriintiisii ¢ekilir
\
Gelquant goriintii analiz programu ile goriintliniin pikler halinde kromatogramu elde edilir ve

miktar tayini yapilir

Sekil 3.7. Elde edilen son ekstraktin tasarlanan silika jel kolonundan gegirilmesinde
uygulanan iglemler.

3.2.19. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin IAC’den gecirilerek TLC’ye
uygulanmasi

Analize baglamadan once IAC buzdolabindan ¢ikarilarak oda sicakligina
gelmesi saglanmistir. Her bir 6rnek igin viallere alinan son ekstrakta kalan 0.60 ml kor

2, spayk 1 ve spayk 2 numuneleri su banyosu (60 °C) ve azot gazi altinda
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kurutulmustur. BF yontemi ile temizlenen ekstraktin ve tekrardan 1AC’den gegirilen
ekstraktin plaka tizerinde karsilastiritlmasini yapmak i¢in Kor 1 numunesi 20 ul plakaya
tatbik edildikten sonra kurutma iglemi yapilmistir. Kér 2 numunesinden 50 ul tatbik
edilerek TLC’nin aflatoksin kapasitesine bakilmistir. Devaminda yapilan iglemler

sirastyla asagida gosterilmistir.

Kurutulan her bir rnek vialden 1 ml metanol ile alir
2
Uzerine 9 ml su eklenip IAC’den gegirilir. Kolon akismin hizlanmasi igin basing uygulanir
2
10 ml su ile yikama iglemi yapilir
\2
1 ml metanol ile elue edilir
2
Eluat viallere alinarak su banyosu (60 °C) ve azot gazi altinda ugurulur
2
0.2 ml toluen:asetonitril ile muamele edilerek viallere toplanilir
\2
20x20 cm’lik plakaya kilcal kapiler pipet ile 10 ve 20 ul tatbik edilir ve plakadaki ayrimi
gostermek icin 3 ayr1 noktaya Rezolusyon standartlari tatbik edilir
\2
60 dk develope edilir ve UV 15181 altinda plakanin gériintiisti ¢ekilir
2
Gelquant goriintii analiz programi ile goriintiiniin pikler halinde kromatogrami elde edilir ve

miktar tayini yapilir

Sekil 3.8. Elde edilen son ekstraktin IAC’den gegirilmesinde uygulanan islemler.

3.2.20. Aflatoksinlerin plaka iizerinde teshis ve tayinleri

Aflatoksinlerin plaka iizerinde teshisleri 365 nm UV 15181 altinda ve goz ile
yapilmistir. Yontem performansinin belirlenebilmesi i¢in Gelquant goriintii analiz
programindan yararlanilarak yontem kantitatif hale getirilmistir. Gelquant, TLC

plakalarinin degerlendirilmesinde kullanilan elektroforez igin gelistirilmis olan bir
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programdir. Karakas (2014) tarafindan kullanilan Gelquant goriintii analiz yonteminden
yararlanilmistir. Bu yontemde;

Plaka iizerinden UV 15181 altinda beneklerin floresans goriintiisiiniin fotografi
alinmig, Photoshop CS.7 programi ile goriintii kapasitesi daraltilip tek renkli (gri) hale
getirilmis ve sonra elektroforez igin gelistirilmis AMPL firmasindan temin edilen
Gelquant paket program ile goriintiiniin pikler halinde kromatogrami elde edilmistir.
Ayrica kromatogramlara ait tablolar elde edilmistir.

Plakaya 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 pg/mP’lik AFB1 standardindan 5 pl tatbik
edilmistir. Plakaya tatbik edilen aflatoksinler, Gelquant goriintii analiz programi ile elde
edilen wveriler kullanilarak, Microsoft Excel Programindan kalibrasyon grafikleri
cizilmistir. Kalibrasyon grafiklerinde elde edilen veriler ile plakaya tatbik edilen

benekteki aflatoksin miktar1 bulunmustur.

3.2.21. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin temizlenmesine ait ii¢ plakanin
karsilastirllmasi

Aflatoksinlerin plakadaki teshisinden sonra elde edilen plaka goriintiilerine
bakilarak yaptigimiz analizlerin hangisinin ekstrakt temizlemede daha basarili oldugu

karsilastirma yapilarak belirlenmistir.

3.2.22. Geri kazanim oranin belirlenmesi

Geri kazanim oram belirlenirken formiil (3.1) kullanilmustir. Ogiitiilmiis halde
alman i¢ Antep fistiginin aflatoksin igerdigi diistiniilerek formiil (3.1) da degisimler
yapilmistir. Formiilde belirtilen “‘bulunan aflatoksin miktari”” formiil (3.2) kullanilarak
hesaplanmistir. 3.2 maddesinde yer alan C degeri bulunurken Gelquant programinda
elde edilen pik alanlar1 Excel programinda hesaplanarak kalibrasyon denkligi bulunmus
ve (3.3) maddesinde belirtilen formiilden yararlanilmistir. Ws degeri bulunurken
ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciilerin hacimleri yardimiyla (3.4) maddesinde belirtilen

formiil kullanilarak bulunmustur.
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Bulunan aflatoksin miktart

Geri kazanma (%) =
Eklenen AF miktari+Ornekten gelen AF miktart

Vi1
m (ng/g) = C x

Va2 x Ws

Formiilde yer alan;

m : Bulunan aflatoksin miktar1 (ng/g)

C : Plakaya tatbik edilen benekteki aflatoksin miktar1 (ng)
V1: Ekstraktin ¢6ziindiigli son hacim (ul)

V2 : Benege tatbik edilen ekstrakt hacmi (ul)

Ws: Son ekstraktin temsil ettigi numune miktari (g)

(PA-b)
a
C : Benekteki aflatoksin miktar1 (ng)
PA : Excel programindan elde edilen pik alani

b :Kalibrasyon kurvesindeki sabit deger

a : Kalibrasyon kurvesindeki deger

vm’ Vd'

Ws =W x
Vm V4

Formiilde yer alan;

W;s : Son ekstraktin temsil ettigi numune miktar (g)
W : Metanol ile ekstrakte edilen numune miktari

Vm' : Alinan metanol ¢dzeltisinin hacmi (ml)

(3.1)

(3.2)

(3.3)

(3.4)
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Vm : Ekstraksiyon ¢ozeltisinin hacmi (ml)
V¢ : Alman diklorometan ¢ozeltisin hacmi (ml)

Vu : Toplam kullanilan diklorometan miktari (ml)



4. BULGULAR

4.1. Spektrofotometrede AFB; Stok Cozeltisinin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Spektrofotometrede, 240-400 nm absorbans spektrumunda yapilan 6l¢iim

sonucu absorbans degeri 0.51126 olarak goriilmiis ve Sekil 4.1°de gosterilmistir.

[ Sample/Result Table

Show Sample Info Last Spectum Delete Selected Sample

I N T
Sekil 4.1. AFB1 ¢ozeltisinin absorbans degeri.

4.2. Kullanilacak Materyalin Testi

Dolgu destek maddesi olarak kullanilan cam yiinii plakada damlatildig1 noktada

kirlilige rastlanilmamustir.
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Sekil 4.2. Temizlenmis cam yliniiniin UV kabininde ¢ekilen goriintiisii.

Kolon yapiminda kullanilan malzemeler UV altinda bakildiginda (Sekil 4.3)
kolon tiizerinde fazla miktarda bir parlaklik goriilmemistir. Kolondan aflatoksin

gecirildiginde goziimiiziin yanilmasina neden olabilecek bir durum gozlenmemistir

—> cam yinil

v

silikajel

v

cam yuni

Sekil 4.3. Kat1 faz ekstraksiyon kolonlarinin yapiminda kullanilan malzemelerin UV
kabininde goriinimii.
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4.3. Kat1 Faz Ekstraksiyon Kartuslarinin Olusturulmasi

Kartus olarak kullanilan malzemelerden biri olan 20 ml’lik plastik siringadan
solventlerin kolondan gegirilmesi esnasinda akis hizinin fazla oldugu goriilmistiir (1 ml
de 20 sn). Akis hizim1 azaltacak yontem olusturulamamasindan dolay1 vazgegilmistir.
Kartus olarak seffaf renkli 5 mI’lik otomatik pipet ucu kullanilmis fakat aflatoksinlerin
kolondan kagisina neden oldugundan kullanilmamistir. Onun yerine seffaf renkli 10
ml’lik otomatik pipet ucu kullanilarak aflatoksinlerin kagisi engellenmistir. Adsorbant
olarak kullanilan silika jelin miktar1 1 ve 2 g olacak sekilde kolona konulmus, kolondan
solvent gecimi sirasinda kolaylik sagladigi, daha fazla numuneyi kolondan gecirmeye

olanak verdigi i¢in 1 g olmasi tercih edilmistir.

4.4. Olusturulan Normal Faz Kartusun ve Hazir Olarak Alinan Ters Faz Kartusun
Yeterli Miktarda Aflatoksin Tutup Tutmadiginin Gosterilmesi

4.4.1. Kil ile olusturulan kolon

Madde 3.2.9’da belirtilen sekilde yapilan kolon denemesinde plakaya uygulanan
noktalara bakildiginda (Sekil 4.4) Karsilastirma yapmak i¢in konulan Aflatoksin
standartlar1 soldan 1 ve 2. noktada goriilmektedir. Aflatoksin i¢eren kil karigimi plakaya
tatbik edildigi noktada aflatoksine rastlanilmamis ve sadece gri renginde Kil
goriilmektedir. Kil aflatoksini tutmus ve geri birakmamustir. Kil aflatoksinin tutmada
basarili olmus fakat aflatoksinleri geri alinmasi basarisizlik gosterdiginden dolay: kilden

vazgecilmistir.
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Sekil 4.4. Kil kolonu ile denenmis aflatoksin analizine ait plaka gorintiisii.
4.4.2. Hiflosipersel ile olusturulan kolon

Madde 3.2.10°da belirtilen sekilde yapilan kolon denemesinde hiflosiperselin
plakanin tizerine damlatildigi noktaya UV 15181 altinda bakildiginda (Sekil 4.5) benek
mavi renkli ve ortas1 bos olarak goriilmiistiir. AFB1, UV 15181 altinda benegin tamami
mavi renk olarak goriilmektedir. Plakadaki mavilik hiflosipersel, cam yiiniinden veya
otomotik pipet ucunun kullanilan kimyasallarla etkilesim sonucu geldigi diisiintilerek

kesin olarak bir yargiya varilmadigindan hiflosiperselden vazgegilmistir.
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Sekil 4.5. Hiflosipersel kolonu ile denenmis aflatoksin analizine ait plaka goriintiisii.
4.4.3. Zeolit ile olusturulan kolon

Madde 3.2.11°de belirtilen sekilde yapilan kolon denemesinde plakaya
uygulanan noktalara UV 15181 altinda bakildiginda (Sekil 4.6) aflatoksinleri tutmak igin
kullanilan solvent ile aflatoksinlerin bir kismimi tutamadigi goriilmiis ve elusyon
solventi ile aflatoksinlerin plakada yavas yavas azaldigi ve aflatoksinleri geri alim
bittiginde plakada aflatoksinler goriilmemistir. Zeolitler aflatoksinlerin geri aliniminda
basarili olmug fakat kloroform ile aflatoksinlerin bir kismini tutamayip biraktigindan
kismen basart saglamistir. Kolondan aflatoksinlerin gecisi sirasinda aflatoksinleri

kolona tutamayip bir kismini biraktig1 i¢in vazgecilmistir.
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Sekil 4.6. Zeolit kolonu ile denenmis aflatoksin analizine ait plaka goriintiisii.

4.4.4. Florisil ile olusturulan kolon

Madde 3.2.12’de belirtilen bicimde yapilan kolon denemesinde plakaya
uygulanan noktalara UV 15181 altinda bakildiginda (Sekil 4.7) aflatoksinleri tutmak igin
kullanilan solvent ile istenilen bi¢gimde kolona tutunmus ve 2. noktadan baslanarak
kolondan gegirilen elusyon solventi ile aflatoksinlerin tamaminin geri alinilmasi
beklenmistir. UV altinda plakaya bakilmig ve aflatoksinlerin hala kolonda oldugu
kanisina varilmasi nedeniyle 4. noktadan baslanarak 20. noktaya kadar aflatoksinlerin
geri alilmmi i¢in kolondan farkli elusyon solventi gecirilmis ve gittikce azalan
miktarlarda aflatoksinler goriilmiistiir. Aflatoksinlerin kolondan alimi goriilmis fakat
20. noktada az miktarda aflatoksine rastlanilarak aflatoksinlerin kolondan geri alinimi
saglanamamigtir. Hem aflatoksinlerin alinamamasi hem de fazla miktarda c¢oziicii

kullanilmasi istenilmeyen bir durum oldugundan florisil kolonundan vazgegilmistir.
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Sekil 4.7. Florisil kolonu ile denenmis aflatoksin analizine ait plaka goriintiisii.

4.45. Ci3 Kolonu

Madde 3.2.13’de belirtilen sekilde yapilan kolon denemesinde plakaya
uygulanan noktalara UV 15181 altinda bakildiginda (Sekil 4.8) ilk 4 benek aflatoksin
standartlarina aittir. Kolondan gegirilen elusyon solventleri ile aflatoksinlerin tamaminin
alindig1 goriilmiistiir. Plakada sagdaki son noktada 7 ml’de aflatoksinlerin tamaminin
alindig1 belirlenmistir. Ci1s kolonunda suyu ugurma agamasinda pompa ile kurutulurken
kolon bozulmustur. Istenilen sonuglar elde edilmesine ragmen Cis kolonun tercih
edilmemesinde Cis kolonunun pahali bir sistem olmasi ve tekrarlanabilirlik durumunun

zor olmasi dikkate alinmuistir.
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Sekil 4.8. Ciskolonu ile denenmis aflatoksin analizine ait plaka goriintiisii.

4.4.6. Silika jel ile olusturulan kolon

Madde 3.2.14’de belirtilen bi¢imde yapilan kolon denemesinde plakaya
uygulanan noktalara UV 15181 altinda bakildiginda (Sekil 4.9) aflatoksinleri tutmak igin
kullanilan solvent ile istenilen bi¢imde kolona tutunmus, aflatoksinlerin geri alinimi igin
kolondan farkli elusyon solventi gegirilmis ve gittikge azalan miktarlarda aflatoksinler
goriilmistiir. Plakanin sonlarina dogru aflatoksinler goriilmediginden tamaminin geri
alindi1 anlasilmustir. Istenilen sekilde aflatoksinler silika jele tutunmus ve diisiik
miktarda kullanilan geri alma solventi ile aflatoksinler geri alinarak silika jel adsorbant

olarak uygun bulunmustur.
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Sekil 4.9. Silika jel kolonu ile denenmis aflatoksin analizine ait plaka goriintiisii.

44.7. Antep fistig1 ekstraktinin tasarlanan silika jel kolondan gegirilerek
siiziilmesi, saflastirilmasi ve yogunlastirilmasi

Silika jel kolonunun basarili bulunmasindan dolayr denenmistir. Madde
3.2.15’de belirtilen sekilde yapilan denemede UV kabininde (LVP marka LVP 75
model) goriintiisii ¢ekilen plakada (Sekil 4.10) soldan sirasiyla 4 nokta 2 ul, 4 ul, 6 ul
ve 8 ul plakaya tatbik edilmis olan 0.8 ng/ul aflatoksin karigik standardinin
goriinimidiir. 5, 6 ve 7.nokta kolondan gegirilen Antep fistig1 ekstraktinin aseton ile
elue edilip, viallere alindiktan sonra 10 pl, 20 ul, 40 ul plakaya tatbik edilen noktalardir.
Tasarlanan silika jel kolonu aflatoksin ekstraktini yeterince temizleyememis, plakada
beneginin iist kisminda yogun sekilde kirlilikler goriilmiistiir. Karsilastirma yapmak igin
tatbik edilen aflatoksin standardina bakildiginda, Antep fistig1 ekstrakt benekleri geride
kalmis ve benekler belirgin goriilmemistir. Tasarladigimiz silika jel kolonu Antep fistigi

ekstraktini yeterince temizleyememistir.
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Sekil 4.10. Silika jel kolonu ile yapilan Antep fistiginda aflatoksin analizine ait plaka
goruntisii.

4.5. Aflatoksinlerin Plaka Uzerinde Teshis ve Tayinleri

Zeolit, florisil, hiflosipersel, kil ile olusturulan kolonlarin basarisiz olmasindan
dolay1 aflatoksinlerin plaka tizerinde sadece teshisi yapilmustir, tayini yapilamamuistir.
Silika jel ile olusturulan kolon basarili olmus, fakat Antep fistigi numunesine
uygulandiginda kirliliklerin ayrilmayip yogun sekilde plakada kalmasi sebebiyle plaka
lizerinde teshisi yapilmig, tayini yapilamamistir. BF yontemi ile elde edilen son
ekstraktin dogrudan TLC’ye uygulanmasi, tasarlanan silika jel kolondan ve IAC’den
gecirilerek TLC’ye uygulanmasina ait 3 plakada aflatoksinlerin, koér ve spayklanmis
Antep fistig1 ekstraktinin teshis ve tayinleri madde 3.2.20°de verildigi sekilde yapilmis
ve plaka goriintiileri Sekil 4.11, 4.12 ve 4.13’te verilmistir. Ayrica her bir plakanin
benek numaralari, plakaya tatbik edilen numune ve miktarlari, benekteki AFB1
miktarlar1 Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3te belirtilmistir.

Aflatoksin standartlarinin dogrusallik grafigi, Microsoft Excel Programu ile elde
edilmis ve Sekil 4.14°de gosterilmistir. 1.plaka i¢in % 98.2, 2.plaka i¢in % 93.8 ve
3.plaka i¢in % 95.6 korelasyon ile dogrusalliklar: belirlenmistir.
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Sekil 4.11. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin dogrudan TLC’ye uygulanmasina
ait plaka goriintiisii.
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Cizelge 4.1. 20x20 cm’lik TLC plakasinin alttan 2.0 cm birakilan hayali hatta tatbik
edilen numuneler, miktarlar1 ve develope sonrasi benekte elde edilen
aflatoksin miktarlari

Benek Tatbik edilen numune ve miktarlari (ul) Benekteki AFB1 miktari (ng)

1 Rezolusyon - 5 pl

2 0.1 pg/ml AFB; standardi - 5 pl 0.5
3 0.2 pg/ml AFB; standardi - 5 pul 1.0
4 0.3 pg/ml AFB; standardi - 5 ul 15
5 0.4 pg/ml AFB; standardi - 5 pl 2.0
6 0.5 pg/ml AFB; standardi - 5 pl 2.5
7 Kor 1 (eski) - 10 pl 0.2189
8 Kor 1 (yeni) - 20 pl 0.2974
9 Kor 1 (yeni) - 10 pl 0.3198
10 Rezolusyon -5 pl

11 Kér2-10 pl 0.2787
12 Koér2-20 pl 0.6860
13 0,5 pg/ml AFB; standardi - 5 pl 2.5
14 Spayk 1-10 pl 1.2130
15 Spayk 1-20 pl 2.1098
16 0,5 ng/ml AFB; standardi - 5 pl 25
17 Spayk 2 - 10 pl 0.9701
18 Spayk 2 - 20 pl 1.4222
19 Rezolusyon - 5 pl

Plakada yeterince ayrimin yapilip yapilmadigimi anlamak i¢in tatbik edilen
Rezolusyon standartlarina bakildiginda birbirinden gayet iyi ayrildiklari goériilmiistiir.
Aflatoksin kaybinin olup olmadigini anlamak icin plakaya tatbik edilen kor 1 eski
numunesi (benek no 7) ile kor 1 yeni numunesi (benek no 9) karsilastirildiginda
aflatoksin kaybinin 0.1009 ng oldugu goriilmiistiir. Tatbik edilen kér numunelerin

0.6860-0.2189 ng diizeyinde aflatoksin icerdigi belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.1).
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Sekil 4.12. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin tasarlanan silika jel kolondan
gecirilerek, TLC’ye uygulanmasina ait plaka goriintiisii.
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Cizelge 4.2. 20x20 cm’lik TLC plakasinin alttan 2.0 ¢cm hayali hatta tatbik edilen
numuneler, miktarlar1 ve develope sonrasi benekte elde edilen aflatoksin

miktarlari
Benek Tatbik edilen numune ve miktarlar: (ul) Benekteki AFB:1 miktari (ng)

1 Rezolusyon - 5 pl

2 0.1 pg/ml AFB; standardi - 5 pl 0.5

3 0.2 pg/ml AFB; standardi - 5 pul 1.0
4 0.3 pg/ml AFB; standardi - 5 ul 15
5 0.4 pg/ml AFB; standardi - 5 pl 2.0

6 0.5 pg/ml AFB; standardi - 5 pl 2.5

7 Kor 1 (eski) + Rezolusyon - 20 pl 5.1288
8 Rezolusyon - 5 ul

9 Kér 1 - 10 ul 0.7871
10 Koér 1 -20 pul 0.6330
11 0.5 pg/ml AFB; standardi - 5 pl 2.5868
12 Kor2 - 10 ul 0.5840
13 Kor 2 - 20 ul 1.0812
14 Kor 2 (yeni) + Rezolusyon - 20 pl 6.0602
15 Spayk 1 -10 pl 2.2857
16 Spayk 1 -20 pl 4.6456
17 Spayk 2 - 10 pl 2.0056
18 Spayk 2 - 20 pl 4.0994
19 Rezolusyon - 5 ul

Plakada yeterince ayrimin yapilip yapilmadigin1 anlamak icin tatbik edilen
Rezolusyon standartlarina bakildiginda birbirinden gayet iyi ayrildiklar1 goriilmiistiir.
Plakaya tatbik edilen kor numunelerin 0.5840-1.0818 ng diizeyinde aflatoksin igerdigi
belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.2). Kor 1 (eski) numunesi rezolusyon standartlari ile
birlikte tatbik edildiginde benek (benek no 7) tizerinde kirlilik olusturarak benekteki
ayrimi bulanik hale getirmistir. Kor 2 (yeni) numunesi (benek no 14) de aym sekilde
goriilmiis fakat bir giin 6nceden bekletilen kor 1 numunesi ile karsilastirildiginda kirlilik

oraninin az oldugu ve ayrimin daha net oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.13. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin IAC’den gegirilerek TLC’ye
uygulanmasina ait plaka gortintiisti.
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Cizelge 4.3. 20x20 cm’lik TLC plakasinin alttan 2.0 cm hayali hatta tatbik edilen
numuneler, miktarlar1 ve develope sonrasi benekte elde edilen aflatoksin

miktarlari
Benek Tatbik edilen numune ve miktarlari (ul) Benekteki AFB:1 miktari (ng)

1 Rezolusyon - 5 pul

2 0.1 pg/ml AFB; standardi - 5 pl 0.5
3 0.2 pg/ml AFB; standardi - 5 pl 1.0
4 0.3 ng/ml AFB; standardi - 5 pl 15
5 0.4 pg/ml AFB; standardi - 5 pl 2.0
6 0.5 ug/ml AFB; standardi - 5 pl 25
7 Kor 1 (BF uygulanan) - 10 pl 1.6316
8 Kor1-5 pl 0.6744
9 Kor1-10 pl 1.2477
10 0,5 pg/ml AFB; standardi - 5 pl 2.4192
11 Kor2-5 pl 0.6645
12 Kor2-10 pl 0.7691
13 Kor2-50 pl 2.0503
14 Spayk 1-5 pl 2.0254
15 Spayk 1-10 pl 3.8399
16 0,5 pg/ml AFB; standardi - 5 2.3793
17 Spayk 2-5 pul 0.5049
18 Spayk 2 - 10 pl 0.8938
19 Rezolusyon - 5 pul

Plakada yeterince ayrimin yapilip yapilmadigin1 anlamak icin tatbik edilen
Rezolusyon standartlarina bakildiginda birbirinden gayet iyi ayrildiklar1 goriilmiistiir.
Plakaya tatbik edilen kor numunelerin 0.6645-1.2477 ng diizeyinde aflatoksin igerdigi
belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.3)

4.6. BF Yontemi ile Elde Edilen Son Ekstraktin Temizlenmesine ait U¢ Plakanin
Karsilastirilmasi

BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin direkt TLC’ye uygulandigi plakaya
bakildiginda (Bkz. Sekil 4.11) kor ve spayk numunelerinin kirliliklerinden ayrilmadig:
goriilmiistiir. Tatbik edildigi noktada parlakliklar olusturmustur. BF yoOnteminde

temizledigimizi diisiindiiglimiiz kor ve spayk numunelerinin daha i1yi temizlenmesi igin
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tasarladigimiz silika jel kolondan gegirilip TLC’ye uygulanan plakaya bakildiginda
(Bkz. Sekil 4.12) kirliliklerin ayrilmadig1 goriilmiistiir. ilk defa denenmis olan bu
yontemde 1.plakaya gore bir farklilik goriilmemistir. IAC’den gecirilip TLC’ye
uygulanan plakaya bakildiginda (Bkz. Sekil 4.13) kirliliklerin yeterince ayrildigi
goriilmiis ve plaka lizerinde karsilagtirma yapmak i¢in BF ydntemi ile temizlenen
ekstrakt (benek no 7) ve tekrardan IAC’den gegirilen ekstrakta (benek no 9)
bakildiginda BF uygulanan K6r 1 numunesinde kirliliklerin ayrilmadigi, hala var oldugu

goriilmiistiir.

4.7. Aflatoksin Standardi, Rezoliisyon ve Antep Fistigi Numunesine Ait Piklerin
Elde Edilmesi

Ug plakaya tatbik edilmis olan aflatoksin standartlari, rezoliisyon ve Antep
fistig1 numunesine ait pikler elde edilmistir. Pikleri elde ederken UV kabininde (LVP
marka LVVP 75 model) plakalarin fotografi ¢ekilmis ve Photostop programu ile gri hale
getirildikten sonra Gelquant programu ile veriler islenmistir. 3 plakaya ait pikler Ek 5, 6

ve 7°de verilmistir.
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Sekil 4.14. 20x20 cm’lik TLC plakasina tatbik edilen AFB1 standartlarinin Microsoft
Excel Programu ile elde edilen kalibrasyon grafikleri.
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4.8. Geri Kazanim Oranimnin Belirlenmesi

25 g Antep fistigi numunesi, 125 ml metanol:su (55+45) ile ekstrakte edilmis kor
1 numunesinde 56 ml, kor 2, spayk 1 ve spayk 2 numunesinde 55 ml siiziinti elde
edilmistir ve madde 3.2.22°de belirtilen formiiller kullanilarak hesaplama yapilmustir.
Kor 1 ve kor 2 numunelerinde aflatoksin bulunmus ve hesaplamalara eklenmistir.
Benekte goriilen aflatoksin miktar1 hesaplanirken Microsoft Excel Programindan elde

edilen kalibrasyon kurvelerinden yararlanilmigtir.

Cizelge 4.4. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin dogrudan TLC’ye
uygulanmasinda geri kazanim oraninin hesaplanmasinda yardimeci
olunan degerler

MeOH:H,0
Ornek Numune ektraksiyon Solventin alman  Son ekstraktin temsil
miktar1 (Q) solventinin hacmi kismu (ml) ettigi numune miktari
(ml) )]
Kor 1 (eski) 25 125 56 11.2
Kor 1 (yeni) 25 125 56 11.2
Kor 1 (yeni) 25 125 56 11.2
Kor 2 25 125 55 11
Kor 2 25 125 55 11
Spayk 1 25 125 55 11
Spayk 1 25 125 55 11
Spayk 2 25 125 55 11

Spayk 2 25 125 55 11
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Cizelge 4.5. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin dogrudan TLC’ye
uygulanmasinda geri kazanim oraninin hesaplanmasinda yardimei olunan
degerler (devam)

Son Plakaya tatbik Numunede
Pik Benekte goriilen ekstraktin edilen numune bulunan aflatoksin
alani aflatoksin miktart  ¢6ziindiigi hacim miktar1 (pul) miktar1 (ng/g)
(ng) (ul)

1.27 0.2189 1000 10 1.95
1.48 0.2974 1000 20 1.32
1.54 0.3198 1000 10 2.90
1.43 0.2787 1000 10 2.53
2.52 0.6860 1000 20 311
3.93 1.2130 1000 10 11.02
6.33 2.1098 1000 20 9.59
3.28 0.9701 1000 10 8.81
4.49 1.4222 1000 20 6.46

“1 plaka igin kalibrasyon denkligi ayn1 oldugundan dolay: ¢izelgede belirtilmemistir.

Cizelge 4.6. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin tasarlanan silika jel kolonundan
gecirilerek  TLC’ye  uygulanmasinda  geri  kazanim  oraninin
hesaplanmasinda yardimc1 olunan degerler

BF son Silika Silika kolonuna
Ornek ekstraktin BF son ekstrakt kolonuna uygulanan BF ekstrakt
temsil ettigi miktar1 (pl) uygulanan BF miktarinin temsil ettigi
numune ekstrakt miktar1 numune miktari
miktari (ul) (9)
Kor 1 11.2 1000 400 4.48
Kor 1 11.2 1000 400 4.48
Kor 2 11 1000 400 4.40
Kor 2 11 1000 400 4.40
Spayk 1 11 1000 400 4.40
Spayk 1 11 1000 400 4.40
Spayk 2 11 1000 400 4.40

Spayk 2 11 1000 400 4.40
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Cizelge 4.7. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin silika jel kolonundan gegirilerek
TLC’ye uygulanmasinda geri kazanim oraninin hesaplanmasinda yardimci
olunan degerler (devam)

Benekte goriilen Son Plakaya tatbik Numunede
Pik aflatoksin miktari ekstraktin edilen numune  bulunan aflatoksin
alani (ng) * ¢ozlindiigii hacim miktart (pl) miktar1 (ng/g)
(uD)

2.87 0.7871 200 10 3.51
2.65 0.6330 200 20 1.41
2.58 0.5840 200 10 2.65
3.29 1.0812 200 20 2.45
5.01 2.2857 200 10 10.37
8.38 4.6456 200 20 10.54
4.61 2.0056 200 10 9.10

7.6 4.0994 200 20 9.30

“1 plaka igin kalibrasyon denkligi ayn1 oldugundan dolay: ¢izelgede belirtilmemistir.

Cizelge 4.8. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin IAC’den gecirilerek TLC’ye
uygulanmasinda geri kazanim oranmin hesaplanmasinda yardimei olunan

degerler

BF son ekstraktin

temsil ettigi

BF son ekstrakt

miktar1 (pl)

IAC’ye uygulanan
BF ekstrak miktari

IAC’ye uygulanan
BF ekstrakt

miktarinin temsil

Ornek numune (ul) ettigi numune
miktart miktar1

©)
Kor 1 11.2 1000 600 6.72
Kor 1 11.2 1000 600 6.72
Kor 2 11 1000 600 6.60
Kér 2 11 1000 600 6.60
Kér 2 11 1000 600 6.60
Spayk 1 11 1000 600 6.60
Spayk 1 11 1000 600 6.60
Spayk 2 11 1000 600 6.60
Spayk 2 11 1000 600 6.60
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Cizelge 4.9. BF yontemi ile elde edilen son ekstraktin IAC’den gegirilerek TLC’ye
uygulanmasinda geri kazanim oraninin hesaplanmasinda yardimci olunan
degerler (devam)

Benekte goriilen Son Plakaya tatbik Numunede
Pik aflatoksin miktart Ekstraktin edilen numune bulunan aflatoksin
Alani (ng) " ¢ozlindligii hacim miktar1 miktar1 (ng/g)
(uh (uh

2.72 0.6744 200 5 4.01
3.87 1.2477 200 10 3.70

2.7 0.6645 200 5 4.02
291 0.7691 200 10 2.33
5.48 2.0503 200 50 1.23
5.43 2.0254 200 5 12.27
9.07 3.8399 200 10 11.63
2.38 0.5049 200 5 3.05
3.16 0.8938 200 10 2.70

“1 plaka i¢in kalibrasyon denkligi ayn1 oldugundan dolayi ¢izelgede belirtilmemistir.

Cizelge 4.10. Geri kazanim oranlar1

Geri Kazanim Orani (%)

Ornek TLC Silika jel kolon IAC
Spayk 1 85 76 87
Spayk 1 84 92 84
Spayk 2 77 71 21.7

Spayk 2 49 74 21.8




5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez caligmasinda, gerceklesmesini istedigimiz amaglardan biri gidalarda
aflatoksin tayininde gida isletmelerinde yaygin kullanimi saglayacak kadar ekonomik,
pratik ve performans yoniinden AB normlarini karsilayabilen bir diizenegi ve yontemi
gelistirmek i¢in IAC’nin yerini alabilecek ve son ekstraktt TLC’ye uygulanmasi kolay
olan bir kat1 faz ekstraksiyon kartusu tasarlamaktir. Bu amagla kil, florisil, silikajel,
zeolit, diatome topragi adsorbant olarak kullanilmistir. Kolon fiziki yapisini olusturmak
icin ¢esitli boylarda otomatik pipet uglari, 20 ml’lik plastik siringalar denenmistir.
Plastik siringanin UV 15181 altinda mavi renkli floresans vermesi ve akis hizin1 azaltacak
yontem gelistirilemediginden dolay1r uygun goriilmemistir. Otomatik pipet uclarindan
bliytigiiniin kartus i¢in uygun goriilmesinde fazla miktarda ¢ozeltiyi kolona yiiklemenin
kolay oldugu, kolondan gecirilen ¢dzeltinin basing ile akis hizinin arttirilmasinin daha
kolay oldugu belirlenmistir. Inert taban ve iist yiizey olusturulmasinda kirliliklerinden
arindirtlan cam yiinii kullanilmistir.

Kil, hiflosipersel, zeolit, florisil ve silika jel ile kolon hazirlanmis ve bu
kolondan AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 gegirilerek basarisi test edilmistir. Philips (1999),
aflatoksin ve diger mikotoksinlerin kil ile adsorbsiyonunu degerlendirdiginde,
aflatoksinlerin kil partikiillerinin kenarinda ve en ¢ok olarak tabakalar arasinda
tutuldugunu gostermistir. Kartusun basarisinda kolondan gecirilen aflatoksinlerin
tamamini tutabiliyor olmasi, yikama i¢in kullanilan ¢ozeltilerle hi¢ aflatoksin kaybi
meydana gelmemesi ve eliisyon i¢in kullanilan solventin 1-10 ml’si ile aflatoksinlerin
tamaminin kolondan alinmasi esastir. Bu durumu saglayan tek kolon silika jel olmustur
ve elusyon solventi ile 2.2 ml’de aflatoksinlerin tamami geri almmustir. Kil,
hiflosipersel ve florisil aflatoksinleri tutmus fakat geri vermeyerek kismen basari
saglamistir. Zeolit aflatoksinlerin bir kismint geri biraktig1 igin basarisiz olmustur. Cis
kolonu aflatoksinleri 7 ml de geri almis fakat pahali bir yontem oldugundan tercih
edilmemistir.

Plaka olarak Stroka ve ark. (2000) tarafindan da kullanilan silika jel G60 hazir
kaplanmis plakalar kullanilmis ve solvent tercihinde TBME:metanol:su (480:15:5)

cozeltisi secilmistir.
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Tezin ikinci amaci gelistirilen TLC analiz diizeneginin en azindan kuru incir,
Antep fistig1 ve findikta aflatoksin analizinde kullanilabileceginin gosterilmesidir. Bu
amagla matriks olarak Antep fistig1 se¢ilmis ve secilmesinde ekstraktinin plaka iizerinde
fazla kirlilik birakmamasi etkili olmustur. Basarili olarak bulunan silika jel kolonu ile
ekstrakti elde edilerek yogunlastirilmis numune plakanun st kisminda yogun sekilde
kirmizi renklerde kirliliklere rastlanilmistir. Tasarladigimiz silika jel kolonu Antep
fistig1 ekstraktin1 temizleyememis fakat aflatoksinleri tutmayi basardigindan dolay:
kismen basar1 saglanmustir.

Olusturulan kolonlarin basarisiz olmast yeni bir yontem aranmasina neden
olmustur. BF yontemi likitte basarili sekilde kullanilan ekstrakt temizleme olayidir. Bu
calismada TLC’de denenerek basarisina bakilmis ve ayni ekstrakt tasarlanan silika jel
kolondan gegirilerek ilk defa boyle bir yontem denenmis, kolonun temizleyip
temizlemedigine bakilmis ve ayni ekstrakt IAC’den gegirilerek TLC’ye uygulanmis ve
TLC’deki basaris1 denenmistir.

Bu amagla 2 adet kor ve 2 adet spayklanmig Antep fistigit BF yontemi ile
ekstrakti elde edilmistir. Dogrudan TLC’ye uygulanan plaka incelendiginde, plakanin
tizerinde kirlilikler goriilmiistiir. Kirliliklerin yeterince ayrimi saglanamamistir. BF
yonteminde elde edilen son ekstrakt tasarlanan silika jel kolondan gegirildikten sonra
TLC’ye uygulanan plaka incelendiginde kor ve spayk numunelerinin kolona tutundugu
ve geri alindig1 goriilmiistiir fakat plaka tizerinde kirlilikler goriilmiistiir. Tasarladigimiz
silika jel kolonu kismen basar1 gostermistir. BF yonteminde elde edilen son ekstraktin
IAC’den gegirildikten sonra TLC’ye uygulanmasina ait plaka incelendiginde diger iki
plakaya oranla kirliliklerden ayrildig1 goriilmiistiir.

Yapilan calismada liger plakaya tatbik edilen 0.5, 1.0, 1.5. 2.0, 2.5 ng igeren
AFB:1 standartlar1 Excel’de yaptigimiz hesaplamalar sonucunda, pik alaninin
regresyonuna ait R? degerleri %95.6, %93.8 ve %98.2 olarak bulunmustur (Bkz. Sekil
4.14) Kalibrasyon kurvesine bakilarak yontemin dogrulugunu ve goriintii analiz
programinin basarili oldugu kanisina varilmstir.

Yapilan ii¢ analizin geri kazanim orani hesaplanmistir. Dogrudan TLC’ye
uygulanan ekstraktin geri kazanim oran1 %85, %84, %77, %49. Silika jel kolonundan
gecirilen ekstraktin geri kazanim oran1 %76, %92, %71, %74. Geri kazanim oranlarina

bakildiginda silika jel kolonunda IAC’den gegirilen TLC’ye uygulanan ekstraktin geri
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kazanim oran1 %87, %84, %21.7, %21.8. IAC ile yapilan denemede iyi bir kazanim
elde edilir (Turner ve ark., 2009). IAC’den gegirilen ekstraktin TLC’deki geri kazanim
oranlarina bakildiginda yiiksek oranlarda geri kazanim elde edilmis ve TLC nin basarili
oldugu goriilmiistiir. Geri kazanim degerlerinde Spayk 2 numunesinin diisiik ¢ikmasinin
nedeni tam olarak anlagilamamustir.

Sonug olarak; Cesitli adsorbantlarla yapilan kolon denemelerinde bagsari
saglanamamig yalnizca silika jel ile smirli bir basar1 elde edilmistir. Silika jel
aflatoksinleri tutmus fakat Antep fistig1 6rneginde basarisiz olmustur. Yeni bir yontem
kullanilarak yapilan silika jel kolonunda yeterli diizeyde kirlilikler ayrilmamistir. Ticari
olabilecek bir kolon gelistirilememistir. HPLC analizlerinde ayn1 amag ile kullanilan
IAC, klasik olarak saflagtirllmis ekstraktin yeniden temizlenmesinde kullanilmig
TLC’ye yetecek miktarda temiz ekstrakt elde edilmistir. Klasik yonteme IAC ile

temizleme eklenerek TLC’nin performansinin ¢ok yukari ¢ikartmustir.
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EKLER

Ek 1. 5-10 mI’lik otomatik pipet ucu, 20 ml’lik plastik siringa ve farkli adsorbantlar ile
hazirlanan kolonlarin goriintimii

Ek 2. Aflatoksinleri kolondan geri almak igin kullanilan kloroformun her 0.2 ml’de UV
kabininden aflatoksin ilerleyisinin gosterilmesi
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Ek 3. Spayklanmig Antep fistig1 ekstraktinin kolondan aseton gegirilerek her 1 ml’de
UV kabininde aflatoksin ilerleyisinin gosterilmesi
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Ek 5. BF yontemi ile elde edilen ekstraktin dogrudan TLC’ye uygulanmasinda gelquant
goriintii analiz programu ile edilen pikler ve alanlari

GEL Quant - [Peak Table (DSCF3374 dik karpimig bmp
File Undo Distortion Lanes-->Table Window Help

Bleal e Ol la Wl o o< x|l  l20/pall 2| | |
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Ek 6. BF yontemi ile elde edilen ekstraktin tasarlanan silika jel kolonundan gegirilerek
TLC’ye uygulanmasinda gelquant goriintii analiz programi ile elde edilen pikler
ve alanlar1

@ File Undo Distortion Lanes -->Table Window Help

LR FIERC ERIRIERE
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Ek 7. BF yontemi ile elde edilen ekstraktin IAC’den gegirilerek TLC’ye
uygulanmasinda

gelquant goriintii analiz programi ile elde edilen pikler ve alanlar

@ GEL Quant - [Peak Table (DSCF3404 dikbmp)

File Undo Distortion _ Lanes -->Table Window Help
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