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OZET

AFLATOKSIN M; ICEREN SUTLERIN KiL iLE DETOKSIFIKASYONU

SAG, Hiiseyin
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Fikret Nafi COKSOYLER
Kasim 2013, 64 sayfa

Aflatoksinler, esas olarak Aspergillus flavus grubu funguslar tarafindan iretilen
mikotoksinlerlerdir. Aflatoksinlerin bilinen 18 kimyasal formu bulunmakla birlikte,
tarimsal triinlerde daha ¢ok Aflatoksin B;, B,, G; ve G, formlari, siitte ise Aflatoksin
M; (AFM;) formu 6nemlidir. Siitte bulunan AFM;’in tek kaynagi yemlerle alinan
aflatoksin B;’dir. Bu c¢alismada, AFM; igeren siitlerin killer ile muamele edilerek
detoksifikasyonu amaclanmistir. Calismada farkli oranlarda AFM; igeren siit 6rnekleri
kullanilmistir. Bunlar kil ile islem gordiikten sonra aflatoksin diizeyinde azalma olup
olmadig belirlenmistir. Affinite kromotografi ile ekstrakt temizlenmis, ters faz HPLC
ve floresans dedektor ile AFM; teshis ve miktar tayini yapilmigtir. Caligmanin 6nemli
sonucu olarak; 0.1 g kil, 10 ml tampon ¢ozeltide bulunan 6.5 ppb AFM;’in tamamini
adsorbe ederken, 0.12 ppb AFM; i¢eren 100 ml siitteki AFM;’in tamamini ancak 5 g kil
adsorbe edebilmistir. Sonug olarak; killerin, AFM;’i tampon ¢6zelti ortaminda adsorbe
etmede basarili olduklari, ancak siit ortaminda AFM;’i adsorbe etmede ise siitiin

kendine 6zgii bilesenleri nedeniyle yeterli basarinin saglanamadigi goriilmustiir.

Anahtar kelimeler: Siit, Aflatoksin M, Kil, Detoksifikasyon, HPLC.



ABSTRACT

DETOXIFICATION OF AFLATOXIN M; CONTAMINATED MILKS BY CLAY

SAG, Hiiseyin
Msc Thesis, Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Fikret Nafi COKSOYLER
November 2013, 64 pages

Aflatoxins are mycotoxins that are produced by Aspergillus flavus fungi group.
There are 18 known chemical forms of aflatoxins; while aflatoxin B;, B,, G; and G;
forms are more important for agricultural products, aflatoxin M; (AFM;) form is
important for milk. The only source of AFM; in milk is aflatoxin B, taken with feeds.
In this study, detoxification of AFM; contaminated-milks by clay treatment was aimed.
In study, milk samples with different ratios of AFM; contamination were used. After
treated with clay it was determined whether or not aflatoxins levels decreased. Extract
cleaned by affinity chromatography and AFM; was detected and quantified by reverse
phase HPLC and fluorescence detector. Significant result of the study is; while 0.1 g
clay adsorbed all 6.5 ppb AFM; in the 10 ml buffer solution, 5 g clay could hardly
adsorbe all AFM; in 100 ml milk containing 0.12 ppb AFMj. In conclusion; clays were
found successful in adsorbing AFM; in buffer solution medium, however not
adequately successful in adsorbing AFM; in milk medium, due to the specific

components of milk.

Key words: Milk, Aflatoxin M;, Clay, Detoxification, HPLC.



ON SOZ

Aflatoksinlerin killer tarafindan tutuldugu bilinmektedir. Bu alanda yapilan
calismalar dikkate alindiginda siitte bulunan Aflatoksin M;’in de killer ile muamelesi
sonucunda tutulabilecegi diisiiniilmiistir. Siitin killer yardimiyla toksinlerinden
arindirilmasi amaciyla bu ¢alisma yapilmastir.

Olduk¢a zorlu bir siire¢ olan tez ¢alismasi siiresince beni yonlendiren,
calismamin her asamasinda ilgi ve destegini benden esirgemeyen cok degerli hocam
saym Prof. Dr. Fikret Nafi COKSOYLER e, analizlerin yapilmas1 sirasinda cok biiyiik
yardimlarim  gordiigiim Van 11 Kontrol Laboratuvar Miidiirliigii, Katki-Kalinti
Laboratuvar1 Birim Sorumlusu Gida Yiik. Miihendisi Adem CECEN’e, calismama
teknik alt yap1 destegi sunan Van Il Kontrol Laboratuvar Miidiirliigiine ve ¢alismam
stiresince yanimda olan esim ve kizima sonsuz saygi ve slikranlarimi sunarim. Ayrica
bu calismaya 2010-FBE-YLO051 proje numarasiyla gerekli maddi destegi saglayan
Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanligi’na tesekkiirii de bir

borg¢ bilirim.

Hiiseyin SAG
Van, 2013
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1. GIRIS

Gida maddeleri, lizerlerinde dogal olarak bulunan veya sonradan bulasan
mikroorganizmalar nedeniyle, tiretimden tiiketime kadar gecen siire igerisinde kosullar
uygun oldugu takdirde bazi olumsuz degisikliklere ugrayabilirler. Bu degisikliklere
neden olan mikroorganizmalarin bir kismini kiifler teskil eder. Kiifler ¢ok genis sicaklik
ve pH araliginda calisabildikleri gibi diger mikroorganizmalara nazaran daha diisiik
nispi rutubette iireyebilmektedirler. Bu o6zellikleri onlarin gida maddeleri {izerinde
yayginligmi arttirmakta ve Onemli gida kayiplarina olanak saglamaktadir. Bunun
yaninda kiifler iizerinde gelisip ¢ogaldiklar1 gida maddelerinde bir takim toksik
metabolizma {riinleri meydana getirmektedirler. Kiiflerin irettikleri bu toksik
maddelere mikotoksin denilmektedir.

Mikotoksin kelimesi Yunanca fungus anlamina gelen “Mykis’” ve Latince zehir

2

anlamma gelen “Toxikon” kelimelerinin birlesiminden olusmustur. Mikotoksinler
kiiflerin ikincil metabolitleridir ve iz miktarda (mg/L ve pug/L seviyelerinde) meydana
gelirler. Cok diisiik miktarlarda bile insan sagligini etkilerler. Mikotoksinleri belirli kiif
tiirleri iiretir ve her birinin Urettigi toksin farkli yapidadir. Kiif mantar1 gida maddesinde
gelisip toksin olusturduktan sonra tamamen yok olsa da tirettigi toksin gida maddesinin
titkketilmesi sonucu toksik etkisini gosterir (Charles ve Hurburg, 1995).

FAO’nun 1985 yili faaliyet raporuna gore, diinya yillik tarimsal {iretiminin
yaklagik % 25’1 mikotoksinlerle kirlenmekte yani farkli diizeylerde kiiflenmektedir. Bu
kiiflenmenin sonucu olarak, toplam iiretimin % 1-2’si tiiketilemez hale gelmekte ve
ekonomik kayiplar olmaktadir (Sanli, 2001).

Mikotoksinlerle bulasmis gida maddelerini tiiketen insan ve hayvanlarda
mikotoksikozis denilen hastaliklar, hatta 6liimle neticelenen zehirlenmeler meydana
gelmektedir. Claviseps purpurea ile kontamine olmus tahil tanelerinin tiiketilmesiyle
ortaya cikan ergotizm ilk mikotoksikozis olay1 olarak bilinmektedir. Organlarda cesitli
nekrozlara ve kangrene sebep olan bu hastalik Orta Cag Avrupa’sinda “Kutsal Ates”
olarak taninmustir (Duru ve Ozgiines, 1984). Ote yandan, ikinci Diinya Savasi yillarinda
kiiflii tahil tirtinlerinin tiiketilmesi sonucu Rusya’nin bazi bolgelerinde niifusun yaklasik

% 10’undan fazlas1 bu tip mikotoksikozislerden etkilenmis ve ¢ok sayida 6liim meydana



gelmigtir. Biitiin bunlar o yillarda “ihmal edilen hastaliklar” olarak goriilmiistiir (Van
Egmond, 1989a). Nihayet 1960’11 yillarda Ingiltere’de “Hindi X Hastaligi”nin ortaya
cikmastyla, bu konudaki kanaatler degismistir. Ortaya ¢ikan bu hastaliktan binlerce
hindi palazi1 6lmiis ve yapilan aragtirmalarda hastalifin etkeninin hindilere verilen
yemlerde protein kaynagi olarak kullanilan ve Brezilya’dan ithal edilen yer fistigi
kiispesindeki toksik bir faktoriin oldugu anlagilmistir. Daha sonralar1 bu konuda yapilan
calismalar bu bilesigin Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan
olusturulan bir metabolit oldugu tespit edilmis ve bundan sonra, toksine kendisini
olusturan fungusun adindan dolay1 “Aflatoksin” ad1 verilmistir (Stoloff, 1980).

Aflatoksinler, A.flavus ve A.parasiticus tirii kiifler tarafindan iretilen
mikotoksin grubudur. Aflatoksin iireticisi kiifler; tarimsal iiretim, kurutma, depolama ve
isleme asamalarinda, 6zellikle su aktivitesi ve sicaklik kosullarina bagli olarak hemen
her tiirlii tarimsal {iriinde ve gida maddesinde gelisebilirler. Bu nedenle de, 6zellikle
tropik ve subtropik lilkelerde olmak iizere; diinyanin bircok iilkesinde iiretilen gida
maddelerinde aflatoksin sorunu yasanmaktadir (Bullerman ve ark., 1984).

Aflatoksinler, bugiine kadar 18 tiirevi belirlenmis olan, difuranokumarin
yapisindaki maddelerdir. Ilk olarak, ultraviyole (UV) 1s1k altinda mavi renkli floresan
veren iki bilesen aflatoksin B; (AFB;) ve aflatoksin B, (AFB;) olarak; sari, yesil renkte
floresan veren diger iki bilesen ise aflatoksin G; (AFG;) ve aflatoksin G, (AFG,) olarak
adlandirilmigtir. Aflatoksinli yemle beslenen siit verici hayvanlarin metabolizmalar
sonucu, AFB; ve AFB,, monohidroksi tiirevleri olan aflatoksin M; (AFM;) ve
aflatoksin M, (AFM,) 'ye donilismekte ve hayvanin viicudundan siit yoluyla atilmaktadir
(Betina, 1989). AFM; ve AFMyj'ye, tropik iilkelerde yapilan arastirmalarda insan
siitlinde, yeni doganin ve annenin kaninda da rastlanmigtir (Wild ve ark., 1987; Maxwell
ve ark., 1989).

AFB;’in bir tiirevi olan AFM;’in olusumu, karacigerde gerceklesmekte ve siit
veren memelilerin siitleri ile idrarda bulunmakta, 6zellikle karacigerde tahribatlara
sebep olmaktadir. Bugiline kadar ki yapilan etiyolojik ve molekiiler laboratuar
caligmalarinda, AFM7’in insanlar icin de karsinojen ve genotoksik olduguna dair
bulgular elde edilmistir (Ueno, 1985; Ueno, 1986). AFM;'in; en kuvvetli hepatotoksik
etkiye sahip AFB;'den 10 kat daha az toksik oldugu ileri siiriilmektedir (Mayes ve
MacDonald, 1995). 1993 tarihinde IARC (Uluslararast Kanser Arastirma Kurulusu)



tarafindan AFB; birinci derecede, AFM; de ikinci derecede kanserojen maddeler
grubuna alinmistir (Dragacci ve ark., 1995).

AFB'in, siitte AFM;'e doniisiimiiniin % 0.8 - 2.2 oraninda oldugu, ancak bu
oranin hayvandan hayvana; laktasyon periyoduna ve siit miktaria bagh olarak degistigi
belirtilmektedir (Patterson ve ark., 1980; Smith, 1997). Buna gore 10 ppb diizeyinde
AFB; igeren yemden 6 kg tiiketen bir hayvanin siitiinde, 20 kg siit tiretmesi durumunda,
0.02 - 0.07 ppb AFM; bulunacaktir (Mayes ve MacDonald, 1995).

Halkin saghigin1 yakindan ilgilendiren bu konu {izerinde bir¢ok iilkede uzun
yillart kapsayan g¢esitli kontrol ve izleme programlar yiiriitilmekte ve elde edilen
sonuglara gore, iilke sartlar1 da dikkate alinarak cesitli gida ve hayvan yemlerinde
bulunmasina izin verilen aflatoksinler i¢in maksimum tolerans limitleri belirlenmis ve
buna gore mevzuat hazirlanmistir. Birgok iilkenin siitte bulunmasina izin verilen AFM;
limitlerine bakildiginda; limitin iki diizeyde, 0.05 ve 0.5 ppb diizeylerinde yogunlastigi
goriilmektedir (Van Egmond, 1999). Ulkemizde ise Gida Kodeksi Y&netmeligi'nde
(Anonim, 2002), siitlerde bulunabilecek AFM; smir1 0.05 ppb olarak belirlenmistir.
Diger {irlinlerle karsilagtirildiginda siit ve siit liriinlerinde AFM; i¢in miisaade edilen
maksimum kalint1 diizeyi oldukca diisiiktiir. Bunun nedeni siit ve {riinlerini tiiketen
hedef kitlenin daha ¢ok hassas bireyler olan ¢ocuklardan olusmasidir.

Ulkemizde yapilan bir¢ok calismada siit ve siit iiriinlerinde AFM1 diizeyinin ¢ok
yiiksek oldugu belirtilmis ve halk sagligi acisindan Oniine gecilmesi gereken bir sorun
oldugu ortaya konulmustur.

Tarim ve Koy Isleri Bakanlig: tarafindan iilke capinda yapilan kapsamli bir
arastirmada toplam 543 siit numunesi alinmis ve bunlarin 206’sinin 0.01 ppb’den fazla
ve 82’sinin 0.05 ppb’den fazla miktarda AFM; icerdigi belirlenmistir (Ozkaya ve ark.,
2003a). Giirbay ve ark. (2006) tarafindan Ankara’dan temin edilen 19 UHT tam yagh
siit, 5 UHT yagsiz siit ve 3 giinliik pastorize siit olmak {izere toplam 27 siit 6rneginin %
59.3’linde AFM; belirlemislerdir. Yapilan bagka bir ¢alismada Ankara, Konya, Kayseri,
Nigde ve Sivas illerindeki toplanan 129 UHT siit 6rneginde AFM; diizeyi incelenmistir.
Analiz edilen 6rneklerin 75’inde (% 58.1) ortalama 108.17 ng/l diizeyinde AFM1 tespit
edilmis ve Orneklerin 61’inde (% 47) AFM; diizeyi Tirk Gida Kodeksinde belirtilen
limit degerinin (0.05 ppb) tizerinde oldugu hesaplanmistir (Unusan, 2006).



Tirkiye’de yapilan bu ve benzeri galismalar siitlerde aflatoksinin yaygin
oldugunu gostermektedir. Ayrica bebek ve ¢ocuklarin yetiskinlere gore daha fazla siit
tilkketmek zorunda olduklar1 ve biinyelerinin de yetiskinlere goére daha duyarli oldugu
dikkate alinacak olursa, siit ve siit tiriinlerinde olusabilen AFM;’in saglik agisindan ne
kadar 6nemli oldugu ortadadir. Bunun yaninda iilke ekonomilerinde de her yil ciddi
kayiplar ortaya ¢ikmaktadir.

Aflatoksin olusumuna en hassas trtinler kuru meyveler, bunun yaninda yagh
tohumlar ve musir olarak goriilmektedir. Misir ve yagl tohum kiispeleri diinyada ve
iilkemizde en 6nemli hayvan yemi kaynaklaridir. Isleme sirasinda tohumda mevcut olan
aflatoksinin bir kism1 ham yaga ge¢mektedir. Yaga gegen aflatoksin orani genellikle
isleme sekli, kosullar1 ve hammadde kalitesine baglidir. Rafinasyon sirasinda bitkisel
yaglarda bulunan aflatoksinin uzaklastirildigi belirtilmistir. Bu nedenle yagli tohumlar
yaga islendiginde aflatoksinlerin neredeyse tamamina yakin bir kismi kiispede
kalmaktadir (Parker ve Melnick, 1966). Misir ise zaten hububatlar iginde hemen hemen
aflatoksin olusumuna hassas tek hububattir. Sonugta siit veren hayvanlarin yliksek
oranda misir ve yagl tohumlan tiikettikleri g6z 6niine alindiginda, aflatoksin yoniinden
en riskli materyallerle beslendiklerini soyleyebiliriz. Yem kanunu bu konuda oldukca
kat1 ve giivenilir limitler getirmis olmasina ragmen, siitlerimizde aflatoksinin yayginligi
yaptirimlarin ve limitlerin pek uygulanamadigi anlamina gelmektedir.

Yukarida da belirtildigi gibi siitte aflatoksinin tek kaynagi yemle alinan
aflatoksindir. Dolayisiyla da siitlerimizde aflatoksin probleminin azaltilmasi veya
ortadan kaldirilmasi igin ¢6ziim de ya yemlerde aflatoksin diizeyinin azaltilmasi ya da
yemlerle gelen aflatoksinin siite gegmesinin engellenmesi olabilir. Yemle alinan
aflatoksinin siite gegmesinin engellenmesinde bir yontem olarak yeme kil katilmasi ve
aflatoksinlerin kil tarafindan adsorbsiyonu nedeniyle bagirsaktan emiliminin azaltilmasi
onerilmektedir (Jaynes ve ark., 2007).

Karma yem iiretiminde kullanilan bitkisel kokenli yemlerin hasadindan
depolanmasma kadar ve karma yem flretimi sirasindaki degisik asamalar (silolar,
tastyicilar ve sogutucular vb.) mikrobiyal bulagma agisindan kaynak olustururlar. Gerek
mikroorganizma ve gerekse bunlarin toksinleri ile bulagik yemlerin tiiketilmesi
sonucunda yem endiistrisi, hayvan yetistiricileri ve gida iireticileri onemli problemlerle

karsilagmakta ve ekonomik anlamda kayiplar ciddi boyutlara ulagabilmektedir.



Yemlerin hasadindan depolanmasi ve hatta hayvanin dniine gelinceye kadar tim
asamalarda alinacak bir takim Onlemlerle hijyenik agidan kaliteli yem iiretimine 6zen
gosterilmesi mikotoksin kontroliiniin temel ilkesidir. Ancak mikrobiyal bulasma
acisindan gerekli onlemlerin alinamadigi ve toksin olusumunun engellenemedigi
durumlarda toksinlerin yemden uzaklastirilmasi veya toksinlerin zehir etkisinin
giderilmesi ekonomik anlamda biiyiik 5nem tasimaktadir. Ozellikle son yillarda toksinli
yemlere organik ve inorganik katki maddeleri ilave edilerek bu agidan etkili sonuglarin
alindig1 goriilmistiir. S6z konusu bu maddeler toksinleri baglayici 6zellikleri sayesinde
bilesiklerin olugmasina neden olarak toksinlerin bagirsaklardan emilmeden disartya
atilmasini saglarlar.

Bu amagla kullanilan inorganik maddelerden biri olan bentonit, aliiminyum ve
magnezyumca zengin volkanik kiil, tif ve lavlarin kimyasal ayrismasi ile olusmus ¢ok
kiigiik kristallere sahip kil minarelerinden olusan ve agirliklt olarak kollaidal silis
yapida, yumusak, gozenekli ve kolay sekil verilebilir agik bir kayadir. Bentonit’in en
onemli ozelligi kendi agirligiin 5-6 kati1 suyu absorbe ederek 12-15 kat hacim artis1
gosterebilmesidir. Bentonit bir kil mineralidir ve esas olarak montmorillonitten
olusmustur. Kil minerali suyu veya organik molekiilleri emdiginde siser ve aym
zamanda 6nemli bir iyon degistiricidir (Yal¢in, 1997).

Son yillarda hayvan sagligini bozmayan, verimi artiran ve toksin adsorbsiyonu
yapabilen yem katki maddelerinin hayvan beslemede kullanimlari iizerine ¢aligmalar
artmis olup, bu anlamda kullanilan dogal kil tiirevlerinden birisi de zeolittir.

Zeolitler de bir kil grubudur. Volkanik kiillerin su ortaminda degisime ugramasi
sonucunda olusurlar. Son 200 yilda 50 gesit dogal zeolit ve 200'den fazla sentetik zeolit
tanimlanmis ve 9 zeolit mineralinin dogada biiyiik miktarlarda ve oldukga saf rezervler
olarak bulundugu anlasilmistir. Bunlar; analsim, klinoptilolit, sabazit, eriyonit,
ferriyonit, holandit, lomantit, mordenit ve filipsittir. Diinyada rezerv olarak en cok
bulunan ve teknolojik 6zellikleri en iyi olanlardan biri klinoptilolit olup, suyu, gazlari
ve metal iyonlarmi biinyesinde degisebilir durumda tutabilen, zararli elementler
icermeyen, 750 °C kadar sicakliga, yiiksek asit ve bazlara (pH:1.5-11) dayanabilen bir
dogal mineraldir (Baran ve Kutay, 1999).

Zeolitlerin yapilar1 bal petegi veya kafese benzeyen, degisebilir katyonlar ve su

ihtiva eden, 2-12 A° boyutlarinda kanal ve bosluklardan ibarettir. Biinyesindeki



bosluklara kolayca girebilen ve yer degistirebilen sivi ve gaz molekiilleri ile toprak
alkali iyonlarindan ileri gelen “molekiiler elek’” yapisindadir. Iyon degisimi 6zelligi
nedeniyle hayvanlarda bir katyonu adsorbe ederken digerini desorbe etmek suretiyle bir
tampon gorevi yapar. Bazi kil minerallerinden farkli olarak suda ¢oziinmeyen,
bulunduklar1 ortamda uzun siire bozunmadan kalabilen, katyon degisim kapasitesi
yiiksek minerallerdir (Celebi ve ark., 2004).

Zeolitlerin 1965 yilindan beri besi yemlerinde kullanimi konusunda yapilan
caligmalarda; % 1.5-15 arasinda degisen diizeylerde karma yemlere katilmasinin hayvan
sagligini bozmaksizin canli agirliklar1 artirdigi kaydedilmektedir. Beside genellikle
klinoptilolit ve mordenit ¢esitleri kullanilmakta olup, yem katki maddesi olarak
kullanilan zeolitler % 75-85 oraninda klinoptilolit igermeli ve bor igerigi 10 ppm’den
diisiik olmalidir. Klinoptilolit yemlere katildiginda; toksinleri tutup, yemdeki besleyici
maddeleri absorblamasiyla depolamada ortaya ¢ikabilecek besin kayiplarini engeller
(vaglarin oksidasyonu vb.), daha etkin bir yem tiiketimi saglar, hazmi kolaylastirir ve
besin maddelerinin daha etkin bir sekilde tiiketimini saglar. Klinoptilolitin yem degerini
arttirmasiyla tretim maliyeti diismekte ve besi siiresi kisalmaktadir. Keza sindirim
sistemine girdigi andan atilincaya kadar devamli iyon degisimi yapar ve aktif kalir.
Aliiminosilikat yapt bozulmadigindan, sistemde birikmez, kana karismaz ve tamami
viicut digina atilir (Demirel ve ark., 2010).

Dogal zeolitler yem donilisiim orani, performans ve yem tiiketimi iizerine
aflatoksinin olumsuz etkilerini minimize ederler (Parlat ve ark., 1999; Oguz ve
Kurtoglu, 2000b), hayvanlarin karacigerlerindeki mikotoksin konsantrasyonlarini
azaltirlar ve hayvan sagligini iyilestirip, biomass (bagirsaklarda sindirilemeyen bir
mannanoligosakkarit) tiretimini arttirirlar (Papaioannou ve ark., 2004).

Klinoptilolit, yiiksek oranda nem ve yag1 biinyesinde depolayabilmektedir. Bu
nedenle yemlerde depolama sirasinda nemden kaynaklanabilecek oksidasyon ve
kiiflenmeyi de engeller. Rasyon enerjisinin arttirtlmasi i¢in ilave edilen sivi yaglarin
yemden serbest birakilmasini ve depoda okside olmasimi engeller (Angulo ve ark.,
1995).

Killerin aflatoksinleri ¢ok iyi bir sekilde bagladiklar1 ortaya konulmustur. Bu
nedenle aflatoksine hassas hayvanlarin yemlerine karigtirilarak, yemle gelen

aflatoksinin kil tarafindan adsorbsiyonu ve dolayisiyla bagirsaktan emilmeyerek



diskiyla atilisin1 gdsteren ¢ok sayida bilimsel calisma ve uygulama bulunmaktadir.
Benzer yaklagimlar siit veren hayvanlarin yemlerine de kil katilmasi ile siitte AFM;’in
azaltilmasi alaninda da vardir (Edrington ve ark., 1996). Boylece aflatoksinlerin siite
gecerek AFM; formuna donilismesi ve siit tiikketen bireylere zarar vermesi kismen de
olsa engellenmektedir.

Stit ve siit trlinlerinde hem Tiirkiye’de hem de diinyada AFM;’in denetimi,
izlenmesi ve diizeyini takip ile ilgili tarama g¢alismalar1 yaygin olarak yapilmaktadir.
Yapilan tarama ¢alismalar1 iilkemizde {iretilen siitlerin ¢cok 6nemli dl¢lide aflatoksin M1
ile kontamine oldugunu goéstermektedir. Hem bu gidalarin yaygin tiikketimi hem de
tiiketenlerin 6nemli bir kisminin ¢ocuk ve bebekler gibi riskli bir grup olmasi nedeniyle,
AFM; kontaminasyonu ¢ok ciddiye alinmalidir. Bu kontaminasyonun engellenmesi i¢in
en etkin onlem aflatoksinsiz yem veya limitlerin altinda aflatoksin B; igeren yem
kullanimidir. Ancak bu bilinmesine ragmen ulasilamamis bir hedeftir.

Bu izlemeler ¢iftgiden siit alimi asamalarina kadar indirilmelidir. Ancak AFM;
diizeyi limitlerin {lizerinde bulunan siitlerin yine ekonomik degeri yliksek bir {iriine
cevrilmemeleri durumunda isletme veya c¢iftgi siitii atmak yerine temiz siitlerle
karistirmak (AFM; diizeyini limitin altina indirecek sekilde) veya denetimin
uygulanmadigi alanlara yoneltmek gibi (sokak siitii benzeri) yollara donecektir. Toplum
saglig alaninda dogru strateji; AFM; miktarinin yasal sinir seviyelerine diisiiriilmesiyle
herkesin bu toksini almasi yerine, miimkiin oldugunca az {irlin ile bu toksinin ana
kitleden uzaklastirilmas: olmalidir. Ciinkii bu toksinlerin zarar vermeyecegi bir alt
limitleri yoktur. Kullanilan yasal limitler ekonomik nedenlerle kabul edilebilir ve
analitik tekniklerle de saptanabilir olmalari ile belirlenmis olan diizeylerdir. Baska bir
deyisle limitler ne olursa olsun toplum miimkiin oldugunca diisiik diizeyde toksine
maruz kalmalidir. Bu da ekonomik oldugu siirece partinin yiiksek toksin igeren
boliimlerinin ayrilmasinin daha dogru oldugu anlamina gelmektedir. Bunun tesvik
edilebilmesi icin ise aflatoksin iceren siitlerin atilmayip detoksifikiye edildikten sonra
yine degeri olan farkli bir iiriine (hayvan gidas1 vb.) ¢evrilmesi gerekir.

Yapilmast planlanan bu ¢aligmada yiiksek miktarda AFM; iceren siitlerin bdyle
bir prosesten gegirilerek kullanilmasi yani kati bir faz olan kil ile siv1 bir faz olan siit
cesitli sekillerde karsilastirilarak, siitteki AFM;’in yaklasik tamaminin kil tarafindan

tutulmasin1  saglayacak bir igslem basamagi gelistirilmeye calisilacaktir. Boylece



kontamine siitiin degerini tamamen ortadan kaldirmayan ve onun alternatif bir iiriine
cevrilmesine olanak saglanmis olacaktir. Bu sayede siitte bulunan AFM; miktari
azaltilarak AFM; diizeyi diisiik siitler elde edilecektir. Ekonomideki kayiplar 6nlenecek
ve saglikli siit ve siit tirlinleri tilketme imkani1 elde edilmis olacaktir.

Kil kullanilarak siitte bulunan AFM;’in adsorbe edilip edilmedigi belirlenecek
ve AFM; adsorbsiyonunun gergeklesmesi halinde ise hazirlayacagimiz kil igerikli kolon
prototipleriyle AFM;’in kolonlardaki adsorbsiyon diizeyi belirlenecektir. Eger kolon
prototiplerinde istenilen diizeyde basar1 saglanirsa, siitte bulunan AFM;’i tutacak

endiistiiriyel amagl Kil i¢erikli kolonlarin gelistirilmesi amaglanmaktadr.



2. KAYNAK BILDIiRISLERI

2.1. Aflatoksinlerin Yapisi ve Ozellikleri

Aflatoksin terimi Aspergillus’un “A” ve flavus’un “fla” harflerinin birlestirilip
toksin kelimesinin ilavesiyle olusturulmustur (Kaya, 1984).

Aflatoksinler hemen tiim hayvan tiirleri ve insanlar i¢in zehirli olmalari, her ¢esit
yem ve gida maddesinde yaygin kirlenmeye yol agmalari, bircok hayvan tiiriinde ve
insanlarda karsinojenik etkilerinin goriilmesi, kiiflii yemleri yiyen hayvanlarin et, siit ve
diger iiriinlerinde kalintilarina rastlanmasi sebebiyle, halen iizerinde yogun bi¢imde
arastirma yapilan en dnemli mikotoksin grubunu olusturmaktadirlar (Kaya, 1989).

Aflatoksinler, 6zellikle Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve Aspergillus
nomius olmak iizere, yine bazi kaynaklarda belirtildigi sekilde diger bazi Aspergillus,
Penicillium ve Rhizopus tiirleri tarafindan da uygun sicaklik ve rutubet kosullarinda
sentezlenen toksik, mutajenik, teratojenik ve karsinojenik fungal metabolitlerdir
(Baskaya ve Atasever, 2005).

Cizelge 2.1. Aflatoksinler ve bunlari sentezleyen bazi fungus tiirleri (Ozturhan, 2005)

Fungus Tiirleri Aflatoksinler

B1 B2 G1 G2
A. flavus + + + +
A. flavus var. Columnaris +
A. oryzae + +
A. parasiticus + + + +
A. parasiticus var. Globosus + + + +
A. niger +
A. ventii +
A. ruber +
A. ostianus + +
A. ochraceus +
P. variable +
P. puberulum + + + +
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Aflatoksinin dort farkli bilesigi vardir. Ultra viyole 151k altinda mavi renk veren
iki bilesik aflatoksin B; (AFB;) ve aflatoksin B, (AFB,); sari-yesil renk veren iki bilesik
ise aflatoksin G; (AFG;) ve aflatoksin G, (AFG2) olarak adlandirilmistir. Daha sonra
yapilan caligmalarda aflatoksin igeren yemleri tiiketen hayvanlarin siitlerinde yeni bir
aflatoksin bilesigi tespit edilmis ve siit ile atilmasindan dolay1 adina aflatoksin M yani
stit toksini (Milk toxin) denilmistir. Aflatoksin M’in tespit edilmesinden sonra yapilan
calismalarda, siit toksininin hayvanlarin yemleri ile aldiklar1 aflatoksin B; ve aflatoksin
B2’nin 4-hidroksi tiirevi oldugu ve aflatoksin M; (AFM;) ve aflatoksin M, (AFM,)
seklinde siit ile atildig1 ortaya konarak yeni iki bilesik bulunmustur (Bakirci, 1995).

AFB; ve AFB; siit veren hayvanlarin karacigerinde metabolize olarak OH igeren
tirevlere doniisiir ve slitle salgilanarak ortaya ¢ikarlar (Wood, 1992). AFM, ayni
zamanda dihidro-aflatoksin M;’dir. AFM;’in karsinojenik giicii AFB;’den 10 kat daha
disiiktiir (Lopez ve ark., 2001). Aflatoksinlere verilen rakamlar ise, toksisite derecesini
gostermektedir. Numara “1” ile simgelenenler yiliksek toksisiteyi, numara “2’’ ile
gosterilenler ise daha diisiik toksisiteyi ifade etmektedirler (Tunail, 2000).

Giinimiizde aflatoksinler, aflatoksin Bi, By, Gi, G, M1 ve My olmak {izere
baslica alt1 ana bilesikten olusmaktadirlar. Bunlara ilave olarak, aflatoksinlerin sayilar
gerek kiiflii kiiltiirlerden gerekse hayvan viicudundan elde edilmis metabolitleri ile (B-a,
B3, Goa, GM;, GM,, GMsa, M2a, P1, Qi, RO ve aflatoksikol gibi) 17’yi bulmaktadir
(Pittet, 1998).

Aflatoksin sentezleyen toksijenik Aspergillus kiifleri, biitin diinyada yaygin
olarak bulunurlar. Bu kiifler ¢evre sicakliginin 25 °C civarinda oldugu ortamlar ile ay
degeri 0.80 ve lizerinde olan biitiin iriinlerde iireyebilirler. Aspergillus cinsine ait kif
tirleri Cizelge 2.2.°de gosterilen ortamlarda rahatlikla geliserek aflatoksin

sentezleyebilirler (Jay, 1992).

Cizelge 2.2. Aspergillus cinsine ait kiiflerin gelisme degerleri (Jay, 1992)

Sicaklik 10-45 °C
Su aktivitesi (aw) 0.80 ve tizeri
pH 1.6-9.3

Nem % 60 ve lizerl
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Onemli bazi aflatoksin bilesiklerinden olan aflatoksin Bi, By, Gi, Gy, M; ve
Mgz’nin kimyasal yapilar1 Sekil 2.1°de, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ise Cizelge 2.3’de

sunulmustur.

@) @) OCHs

@)
o
O O QOCHz3

Aflatoksin B Aflatoksin B,

(@) @)
(@)
G
@) O QCHz
Aflatoksin G; Aflatoksin G,
O o)
O
OH
®) (@) OCHs3
Aflatoksin My Aflatoksin M

Sekil 2.1. Baz1 aflatoksinlerin kimyasal yapilar1 (Betina, 1989).
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Cizelge 2.3. Onemli bazi aflatoksinlerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Reddy ve
Waliyar, 2000)

Aflatoksin Molekiiler Erime Agirhigi 365 nm UV 1sik altinda
Formiilii Noktas1 (°C) (g/mol) verdigi fluresan renk
B, C17 Hip Og 268-269 312 Mavi
B, C17 His Og 286-289 314 Mavi
G C17 Hi2 Oy 244-246 328 Yesil
G2 C17 Hiy Oy 237-240 330 Yesil
M, Ci7Hypp O 299 328 Mavi
M, Ci7 Huis Oy 293 330 Mavi

Aflatoksinler; renksiz ya da sar1 renkli, igne seklinde kristallerdir. Orta
polarliktaki coziiclilerde (kloroform, metanol, etanol ve dimetilsiilfoksit gibi) kolayca
¢cozlinebilen aflatoksinler, suda en fazla 10-20 mg/L’ye kadar ¢oziinebilmektedir.
Aflatoksinler, kuvvetli alkali ve oksitleyici maddelerle (sodyum hipoklorid, amonyak ve

potasyum permanganat gibi) reaksiyona girince ¢abukga pargalanirlar (Ozkaya, 2003b).

2.2. Siitte Aflatoksin M; Varhgi

Siitler, laktasyon donemindeki hayvanlarin AFB; igeren yemlerle beslenmesi
sonucunda AFM; ile kontamine olurlar. Sut trinleri ise AFM; ile kontamine siitten
yapilmalar1 veya siit tiriinlerinde aflatoksin {lireten kiiflerin tiremesine bagli olarak birkag
aflatoksin ¢esidi ile kontamine olabilirler (Van Egmond, 1989b).

Toksinin siite gecmesi i¢in 0.02 ppm ve lizerinde toksin iceren yemin yenilmesi
gerekir (Kaya, 1984). Siit ve triinlerindeki aflatoksinin miktarlarinin cografi bolgelere,
tilkelere ve mevsimlere gore farkliliklar gosterdigi, bahar ve yaz mevsiminde kis
mevsimine oranla siitlerde daha az miktarlarda AFM; bulundugu, dolayisiyla bu
mevsimlerde yapilan siit lirtinlerinde AFM; miktarinin dnemsenmeyecek diizeylerde

oldugu bildirilmistir (Birdane ve ark., 2006).
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Birgok iilkenin siitte bulunmasina izin verilen AFM; limitlerine bakildiginda;
limitin iki diizeyde, 0.05 ve 0.5 ppb diizeylerinde yogunlastigi goriilmektedir (Van
Egmond, 1999). Ulkemizde ise Gida Kodeksi Yonetmeligi'nde siit ve siit iiriinlerinde

bulunmasina izin verilen AFM;’in maksimum diizeyleri belirlenmistir (Cizelge 2.4).

Cizelge 2.4. Siit ve siit triinleri i¢in Tiirk Gida Kodeksi tarafindan kabul edilen
maksimum AFM; limitleri (Anonim, 2008)

Gida maddesi Kabul edilebilir maksimum limit
(ppb AFM:)

Peynir 0.25

Siit 0.05

Stit tozu 0.50

Bebek mamalari ve devam formiilleri 0.025

Bebekler icin 6zel tibbi amagli diyet gidalar 0.025

Tahillar, yemler ve yagli tohum kiispeleri tiikketen hayvanlarin siitlerinde bulunan
AFMy, insan viicudunda olumsuz gelismelere neden olmaktadir. Karaciger gelisme hizi
ve veriminde azalma, karaciger kanseri, sarilik ve bagisiklik sisteminin baskilanmasi
gibi ciddi saglik sorunlari ortaya ¢ikmaktadir ( Kaya ve ark, 2002).

Siitte AFM; tayini yapilirken aflatoksine 6zgii monoklonal antikorlar igeren
“immuno-affinite” kolonlar kullanilmaktadir. Aflatoksin igeren Ornek ekstrakti
kolondan gegcirilirken, antikorlar aflatoksini tutarlar. Daha sonra kolondan saf su
gecirilerek kolon temizlenir. Ardindan metanol ¢ozeltisi gecirilerek antikorlar denatiire
edilirek, toksinin yapidan ayrilmasi saglanir. Metanol ile yapidan ayrilan toksin,
kolondan tekrar gegirilen saf su ile birlikte viale alinarak HPLC sistemine enjekte edilir
ve miktar analizi yapilir (Anonim, 1999).

Immuno-affinite kolonun nasil aflatoksin adsorbsiyonu yaptign Sekil 2.2°de
gosterilirken, immuno-affinite kolon tarafindan tutulan toksinlerin HPLC’de analiz

edilmek tizere kolondan nasil alindig1 ise Sekil 2.3’te gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Immuno-affinite kolonun yapisi (Anonim, 1999).
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ADSORBSIYON/ ELUSYON / TESPIT

Iml

Oregin 100
It I ul' § HPLC
4T ﬁ stemine

enjeksivon

vapiks

10m ummnecksraktn Kolondan mumune gevtikien soera  Kokoodm | -2 damla / saarve Xo’mizn 1 ml ultra saf su geginlie
JAK" den dakikada 10 ml ultra saf su gesilir hezda | mi metanol (HPLC viakde toptanur

2~ damla / semiye huzla grade) gogirilenck vialde toplanr.

gegilr.
Sekil 2.3. immuno-affinite kolon uygulamas: ( Anonim, 1999).

2.3. Killerin Yapisi ve Ozellikleri

Killer, taglarin ve maden Kkiitlelerinin fiziksel nedenlerle en ileri asamada
parcalanmalariyla olusan 4 p veya daha kiigiik boyutlu taneciklerin bir araya gelmesiyle
olusan bir tortul kayag tiiriidiir. Kil mineralleri gogunlukla aliiminyum, silisyum, demir
ve magnezyumdan meydana gelirler. Killer su ihtiva eden aliiminyum silikatlardir.
Bazilar1 alkali veya esas bilesenler olarak toprak alkalileri igerir. Kil mineralleri
tetrahedron (diizgiin dort yiizlii)) ve oktahedron (diizgiin sekiz yiizli) olarak
isimlendirilen kafes seklinde kristal bir yapida yaratilmistir. Kil minerallerinin ¢ogu
plaka veya tabakali yapilidir (Albayrak, 1990).
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Kil mineral yapisinda iki temel blok vardir. Bunlardan biri 4 oksijenli

tetrahedron yapisidir. Bu yapida 4 oksijen atomu ortasinda bir silika atomu vardir.

Tetrahedral Yap1 Silikat Tabakas1

O Oksijen O Hidroksil e Silisyum
Sekil 2.4. Tetrahedron kil yapisi (Grim, 1968).

Ikinci temel yap1 olan oktahedral kil yapisinda ise 6 oksijen atomu arasinda bir

aliminyum veya magnezyum atomu bulunur (Tetik, 2001).

Oktahedral Yap1 Aliimina Tabakasi1

O Hidroksil grubu e Alimiinyum, magnezyum veya demir
Sekil 2.5. Oktahedral kil yapis1 (Grim, 1968).
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Killer ¢cok nadir olarak saf halde bulunurlar. Diger yabanci maddelerle karigik
killerin fiziksel 6zellikleri, bu maddelerin etkisi sonucunda daha karmasik bir hal alir.
Fizikokimyasal 6zellikler bakimindan alkali bazlar, toprak alkalileri ve asitler killerin
karekterlerini degistirirler. Killerin olusturduklar1 ortamin 1s1s1, basing degeri ve ortamin
asit dengesi meydana gelecek kil minerallerinin cinsini tayin etmektedir. Diisiik 1s1 ve
basing altinda ve asidik ortamda kaolinit tipi mineraller olusmakta, halbuki alkali iyonu
olarak potasyum mevcutsa ve bunun konsantrasyonu belli bir miktarin {izerinde ise
montmorillonit meydana gelmektedir (Seyhan, 1972).

Killerin kimyasal analizleri nadiren kil minerallerini birbirinden ayirabilmektedir
ancak X isinlart difraksiyonu ve diferansiyel termal analizler gibi yontemlerle kil
mineralleri birbirinden ay1rt edilebilirler (Yalgin, 1997).

Killerin tabakali yapida olmalarindan dolay1 siki istiflenme, plastiklik ve
hacimce genisleyip daralma gibi 6zellikleri bulunmaktadir. Bu &zellikleri sayesinde su
tutma kapasiteleri yiliksektir. Ayrica toprakta bol miktarlarda bulunan kil mineralleri
yiiksek katyon degisim kapasitesine sahiptirler. Bu yiizden i¢ ve dis yiizeylerinin igine
organik ya da inorganik molekiiller girebilir (Lee ve ark., 2004).

Killer aflatoksinleri de bu katyon degisim kapasiteleri sayesinde adsorbe ederler.
Bircok kil ¢esidi vardir. Adrorsbsiyon kapasiteleri yoniinden en iyi killer zeolitlerdir. En
yaygin olarak kullanmilan zeolit grubu ise klinoptilolittir. Klinoptilolitlerin yiiksek
katyon degisimi, agir metal giderimi, su tutma kapasitesi ve yiizey alanmin biiytikligi
gibi 6nemli ozelliklerinden dolay1 yiizlerce kullanim alani vardir. (Melenova ve ark.,
2003).

Klinoptilolit potasyum-kalsiyum alumino-silikat yapisindadir. Kimyasal

kompozisyonunda, eser elementler hari¢ ana oksit bilesenleri asagidaki gibidir.

Cizelge 2.5. Klinoptilolitin kimyasal bilesimi

Oksit bileseni % (Agirlikca)
SiO; 67.11
Al;O3 11.84
Fe20s3 1.47
MgO 1.15
Ca0o 2.18
Na,O 0.38

K20 3.44
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Klinoptilolitin baz fiziksel 6zellikleri ise Cizelge 2.6.’da verilmistir.

Cizelge 2.6. Klinoptilolitlerin baz fiziksel 6zellikleri

Renk Dogal kayag; beyaz, bej, badem yesili
renklerinde
Sertlik ( Mohs sertlik skalasina gore ) 3

Ozgiil agirlik 2.1 g/em®
Gorliniir porozite % 35

Su adsorbsiyon kapasitesi % 135

Su tutma kapasitesi % 20-50

Yiizey alani 40.79 m?/g

Is1 dayanimi 840 °C’ye kadar
Klinoptilolit kristal boyutu 5-15 um
Ortalama gbzenek cap1 0.041 pm

Killer kendine 0zgii yapilar1 ile bircok alanda kullanilmaktadirlar.
Aflatoksinlerin  detoksifikasyonunda da killer toksin baglayict olarak gorev
yapmaktadirlar.

Calismalarimizda diger bir kil ¢esidi olarak bentonit kullandik. Bentonit en az
%60 oraninda montmorillonit igeren bir kil g¢esididir. Kullandigimiz bentonit sodyum
iceriklidir ve en az %90 montmorillonit icermektedir. Tamamen dogaldir, higbir katki
maddesi icermez. Yiiksek sisme kapasitesine sahiptir. Suya karigtirlldiginda kolayca
dagilir ve topaklasma yapmaz. Aliiminyum ve magnezyum igerigi zengin volkanik kiil,
tiif ve lavlarin kimyasal ayrismasiyla veya bozulmasiyla olusur. Yumusak, goézenekli,
sekillenebilir ve agirlikli olarak koloidal silis yapidadir. Beyaz, sari, yesil, gri basta
olmak iizere gesitli renklerdedir. Cok degisik renklerde gozlenebilen bentonit yiiksek
bicimlenme oOzelligine (plastisiteye) sahip, sicaga dayanikli ve iyon degistirme
kapasitesi oldukc¢a yiiksek olan bir kildir. Bentonit, toksinleri miknatis gibi ¢eken bir
stinger 6zelligine sahiptir.

Bentonitin kimyasal bilesimi Cizelge 2.7’de gosterilmistir.



19

Cizelge 2.7. Bentonitin kimyasal bilesimi

Oksit bileseni % (Agirlikca)
SiO, 61.28
Al,O3 17.79
Fe20s 3.01
MgO 2.10
Cao 4.54
Na,O 2.70
K20 1.24

Bentonitin kristal yapisi, serit seklinde ve ti¢ katlidir. Bu katlar, dizilmis
sekizylizlii ve dortyiizliden olugmustur. Dortylizliiniin - merkezinde — Silisyum,
sekizylizliiniin merkezinde ise Al, Mg, Na, Ca, Fe, Li gibi katyonlar bulunur. Tek bir
bentonit kristalinin tane boyutu 2 mikrondan daha kiiciiktiir. Ince taneli ve gdzenekli bir
yaptya sahiptir.

Bentonitin katmanl yapis1 ise Sekil 2.6.’da gosterilmistir.

Dirtyilatii Senidh
- ( 5104 Dortyitzi )
S — Sekazyiizlii Sends
' (4106, FeO6 Selazyiulisi)
kat
Arasl
Kat Arasi
Katyonlan

Sekil 2.6. Bentonitin yapisi.
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2.4. Siitte AFM; Varhg ve Detoksifikasyonda Kil Kullanimyla Tlgili Cahsmalar

Bitkisel {iriinlere goére bulunma sikligi ve miktar1 az olmakla birlikte, hayvansal
iirlinler icinde en fazla aflatoksine siit ve siit iirlinlerinde rastlanmaktadir. Siit ve siit
tirtinlerinde aflatoksin bulunmasi iki kaynaktan kdken almaktadir. Birincisi siit veren
hayvanlarin yedikleri yemleri ile aldiklar1 aflatoksin B; ve B, nin siite aflatoksin M; ve
M, seklinde gecmesi ile olmaktadir. Ikincisi ise sagimdan sonraki tasima, isleme ve
depolama islemleri esnasinda siit ve siit iirlinlerine aflatoksin sentezleyen kiiflerin
bulagmalar1 ve aflatoksin tiretmeleri ile olmaktadir (Van Egmond, 1983).

Piyasada bulunan ticari siitlerde aflatoksin Mj’in goriilme sikligi, ham g¢iftlik
siittindeki sikligina gore daha fazla olmaktadir. Ciinkii farkli kaynaklardan toplanan
aflatoksin My ile bulasik birkag litre siit karistig1 diger siitlerin tamaminin kirlenmesine
neden olmaktadir (Orug, 2003).

Cegen (2009) Van ilinin farkli noktalarinda merada beslenen hayvanlardan 31
adet; Ankara ilinde farkli ahirlarda kesif yemle beslenen hayvanlardan ise 30 adet olmak
tizere toplam 61 adet ¢ig siit 6rnegi alarak analiz etmistir. Yapilan analizler sonucunda,
merada beslenen hayvanlardan alinan siit 6rneklerinin sadece 1 tanesinde (% 3.22),
ahirda kesif yemle beslenen hayvanlardan alinan siit 6rneklerinin ise 23 tanesinde (%
76.66) farkli diizeylerde AFM; tespit etmistir.

Bostan ve ark. (2005) 2001 yilmin Mayis ve Agustos ay1 arasinda, Istanbul’da
cesitli perakende satis noktalarindan temin ettikleri pastorize ve UHT siitlerde yaptiklar
calismada, 21 pastorize siit 6rneginin 19’unda (% 90.47’sinde), 10 ile 144 ng/l arasinda
degisen seviyelerde, 46 UHT siit 6rneginin 42’sinde (% 91.3’linde), 10 ile 161 ng/l
arasinda degisen seviyelerde, toplamda ise 67 i¢me siiti Orneginin 61’inde (%
91.04’inde), 10 ile 161 ng/l arasinda degisen seviyelerde aflatoksin M; tespit
etmislerdir.

Mavus (2003) 2002 yilinin Subat ayinda Kayseri’nin dort farkli kdyiinden elde
ettigi siit 6rneklerinde yaptig1 ¢aligmada, 90 siit 6rneginin 81’inde (% 90’1nda) en az 5
ng/l olmak iizere degisik seviyelerde aflatoksin M tespit etmistir.

Birdane ve ark. (2006) Afyonkarahisar’da tiiketime sunulan 310 adet siit
ornegini AFM; konsantrasyonu yoniinden analiz etmisler ve bunlardan 158 (% 51.05)

adetinin degisik diizeylerde AFM; ile kontamine oldugunu belirlemislerdir. Yaz
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aylarinda (Haziran, Temmuz ve Agustos 2005) toplanan 158 (121 adet ¢ig siit ve 37
adet UHT siit) adet siit 6rneginin 74 (% 46.83) adedinin AFM; ile kontamine oldugunu
ve bunlarin yalnizca 1 (% 0.63) adedinin yasal sinir olan 50 ppt’yi astig1 bildirilmistir.
Buna karsin kis aylarinda (Aralik 2005-Ocak, Subat 2006) toplanan 152 (119 adet ¢ig
siit ve 33 adet UHT siit) adet siit 0rneginin 84 (% 55.27) adedinde degisik diizeylerde
AFM; tespit edilmis olup 5 (% 3.28) adedinin de yasal smir olan 50 ppt’yi astigi
bildirilmistir.

Ozkaya ve ark. (2003a) tarafindan Tiirkiye’nin cesitli bdlgelerinden toplanan
543 adet ¢ig siit 6rneginde AFM; diizeylerini tespit etmek amaciyla yapilan ¢alisma
kapsaminda 6 ilden (Bursa, Erzurum, Kars, Kastamonu, Samsun ve Trabzon) gelen siit
orneklerinin hicbirinde tespit edilebilir diizeyde AFM;j’e rastlanmamistir. 6 ilden
(Ankara, Balikesir, Bolu, Erzincan, Kirklareli ve Van) gelen siit 6rneklerinde ise
Tiirkiye limitini asan diizeylerde AFM; tespit edilememistir. Bu illerin disinda kalan 18
ilde ise cesitli diizeylerde AFM; sorunu goriilmektedir. Bu illerdeki kontaminasyon
% 16.7 ile % 100 arasinda degismekte ve Orneklerin % 6.2 ile % 58.8’nin AFM;
yoniinden 50 ppt’lik limitin iizerinde oldugu goriilmektedir.

Atasever ve ark. (2006) Erzurum’daki muhtelif satis yerlerinden halka satiga
sunulan 127 adet ¢ig siit 6rnegini AFM; yoniinden incelemisler ve 73 (% 57.49) adet siit
orneginde degisik oranlarda AFM; tespit etmislerdir. Cig siit numunelerinin 14
(%11.02) adedinde ise TGK’nin (Anonim, 2002) kabul ettigi tist sinir olan 50 ppt’lik
diizeyi gectigini bildirmislerdir.

Bakirc1 (2001) Van ilinden toplanan 90 adet ¢ig siit 6rneginin % 44.30’unda
Tirkiye’de kabul edilen limitin (0.05 pg/l) tizerinde AFM; bulundugunu bildirmistir.

Tirkiye’nin ¢esitli illerinden alinan ¢ig siitlerin analiz edildigi baska bir
caligmada da 360 6rnegin 159’unda (% 44.3), en yiiksegi 1.4 pg/l olmak lizere AFM;
bulunmus ve 48 adedinin (% 13.3) Tiirkiye limitini astig1 bildirilmistir (Ozkaya, 2002).

Celik ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada 85 adet pastorize siit 6rnegi
AFM; kontaminasyonu yoniinden incelenmis, 75 (% 88.23) adet Ornegin degisik
oranlarda AFM; ile kontamine oldugu, 48 (% 56.47) adet ornekte ise AFM;

konsantrasyonunun yasal sinirin tizerinde oldugunu bildirmislerdir.
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Akdemir ve Altintag (2003) HPLC yontemini kullanarak Ankara’da yaptiklar
bir ¢aligmada alinan 48 adet ¢ig siit 6rneginin % 72.9’unda 0.01 ppb’den yliksek
diizeyde ve % 33.3’linde yasal limit olan 0.05 ppb’nin iizerinde AFM; belirlemislerdir.

Coksoyler ve ark. (2005) tarafindan Van yoresinde yapilan bir ¢alismada, IAK ile
temizleme, RP (ters faz) kromatografi ve floresans dedektorle tayinin kullanildigi bir
calismada 2 yil yaz (hayvanlar merada) ve kis (hayvanlar ahirda) olmak iizere 4
donemde alinan toplam 203 ¢ig siit orneginin sadece 8 adedinde 0.010-0.023 pg/l
arasinda AFM; belirlemislerdir. Dolayisiyla 203 6rnegin hig birisinde 0.05 pg/l’yi asan
diizeyde AFM; e rastlanmamustir.

Giirbay ve ark. (2006) tarafindan Ankara’dan temin edilen 19 UHT tam yagl siit,
5 UHT yagsiz siit ve 3 giinliik pastorize siit olmak {izere toplam 27 siit numunesinde
HPLC yontemi ile AFM; tayin etmisler ve Orneklerin % 59.3’linde AFM;
belirlemislerdir. Ancak sadece 1 6rnekteki (% 3.7) miktar 0.05 ppb olan yasal limitlerin
tizerinde bulunmustur. Giivenilir, baska bir deyisle dogruluk, tekrarlanabilirlik ve teshis
limiti yeterli olan bu yontemle yapilan ¢alismalarda Tiirkiye siitlerinde AFM;’in 6nemli
bir problem oldugu goriilmektedir. Ozellikle isletmeye giren ¢ig siit denetim altinda
tutulmal1 ve yasal limitin tizerinde AFM; iceren higbir iiriin isletmeye alinmamalidir.

AFM; sadece ¢ig ve islenmis siitlerde bulunmamaktadir. Ayn1 zamanda siitiin
islenmesi sonucu elde edilen iirtinlerde de AFMj’e rastlanmaktadir. Giinsen ve
Biiyiikyorik (2002) Bursa’da yaptiklart bir ¢caligmada marketlerden rastgele toplanan
130 adet peynir 6rneginin (35 tam yagli beyaz peynir, 35 taze kasar, 35 eski kasar, 20
gravyer peyniri ve 15 krem peyniri) AFM; seviyelerini belirlemislerdir. Yapilan
incelemeler sonucu ortalama AFM; diizeyleri tam yagli beyaz peynirde 178.4 ng/kg,
taze kasarda 184.4 ng/kg, eski kasarda 91.2 ng/kg, gravyer peynirde 169.4 ng/kg ve
krem peynirde 207.5 ng/kg olarak bildirilmistir. AFM; tespit edilen 6rneklerden %
15.45’1 TGK (Anonim, 2008)’nin iist sinir1 olan 250 ng/kg’in iizerinde oldugu
bildirilmistir.

Ozmentese (2002) 1999 ve 2000 yillar1 arasinda Istanbul’da degisik kaynaklardan
elde ettigi siit, peynir, yogurt ve siit tozu Orneklerinde yaptig1 calismada, 87 siit
orneginin 69’unda (% 79.3’linde), 7 ile 567 ng/l arasinda degisen seviyelerde, 15 adet
peynirin tamaminda (% 100’tinde), 16 ile 713 ng/kg arasinda degisen seviyelerde, 15
adet yogurt 6rneginin tamaminda (% 100’iinde), 14 ile 1041 ng/kg arasinda degisen
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seviyelerde ve bulabildigi 1 siit tozu Orneginde 21 ng/kg seviyesinde olmak iizere
aflatoksin M tespit etmistir.

Aycigek ve ark. (2002) 2001 yilinda Istanbul bolgesinde beyaz peynir ve
tereyaginda yaptiklar1 ¢alismada, 183 beyaz peynir 6rneginin 121’inde (% 65’inde), 40
ile 4890 ng/kg arasinda degisen seviyelerde, 64 tereyagi Orneginin 52’sinde
(% 81’inde), 10 ile 2200 ng/kg arasinda degisen seviyelerde aflatoksin Mj’e
rastlamiglardir.

Yaroglu ve ark. (2005) 2001 yili Ocak ay1 ile 2002 yili Subat ay1 arasinda,
tilkemizin degisik bolgelerinden elde ettikleri beyaz peynir, kasar peyniri ve eritme
peynirinin her birisinden 200’er adet olmak fiizere yaptiklart toplam 600 Ornekli
calismada; 200 adet beyaz peynirin 10’unda (% 5’inde), 100 ile 600 ng/kg arasinda
degisen seviyelerde, 200 adet kasar peynirin 12’sinde (% 6’sinda), 120 ile 800 ng/kg
arasinda degisen seviyelerde, 200 adet eritme peynirinin 8’inde (% 4’linde) , 100 ile 700
ng/kg arasinda degisen seviyelerde aflatoksin M; tespit etmislerdir. Toplamda ise 600
adet peynir Orneginin 30’unda (% 5’inde), 100 ile 800 ng/kg arasinda degisen
seviyelerde aflatoksin My bulmuslardir.

Sarimehmetoglu ve ark. (2004) 2001 Eylil ayr ile 2002 yili Temmuz aylar
arasinda, Ankara’da ¢esitli marketlerden elde ettikleri beyaz peynir, tulum peyniri, kasar
peyniri ve eritme peynirlerinin her birinden 100’er adet olmak iizere toplam 400 adet
peynir orneginde yaptiklar ¢calismada; beyaz peynirlerin % 82’sinde, tulum peynirlerin
% 81’inde, kasar peynirlerin % 85’inde, eritme peynirlerin % 79’unda, toplamda ise 400
adet peynirin 327’sinde (% 81.75’inde) degisik seviyelerde aflatoksin M; tespit
etmiglerdir. Peynir 6rneklerinde bulunan aflatoksin M seviyeleri 50 ile 800 ng/kg
arasinda degismekle birlikte, sadece 1 tulum peyniri ve 4 kasar peynirinde seviyenin
800 ng/kg’1 gectigi goriilmuistiir.

Giirses ve ark. (2004) Erzurum ilinde tiiketime sunulan 23 adedi beyaz peynir, 14
adedi kasar peyniri, 11 adedi tulum peyniri, 9 adedi civil peynir ve 6 adedi lor peyniri
olmak {lizere toplam 63 adet Ornegi incelemisler, beyaz peynir Orneklerinin
% 28.08’inde ve toplam orneklerin % 44.44’tinde AFM; tespit ettiklerini bildirmisler,
Tirk Gida Kodeksi yasal limitinin iizerinde AFM; igeren numune bulunmadigini

belirtmislerdir.
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Tekingen ve Tekingen (2005), 2002 yilinin Eyliil ay1 ile 2003 yilinin Mayis ay1
arasinda iilkemizin Van ve Hakkari illerinde Van otlu peyniri ve beyaz peynirlerde
yaptiklar1 ¢alismada, 60 adet otlu peynir drneginin 52’sinde (% 86.7’sinde), 160 ile
7260 ng/kg arasinda degisen seviyelerde, 50 adet beyaz peynir 6rneginin 31’inde (%
62’sinde), 100 ile 5200 ng/kg arasinda degisen seviyelerde aflatoksin M; tespit
etmislerdir.

Sarimehmetoglu ve ark. (2003) 2002 yilinin Subat ayindan Temmuz ayina kadar,
Ankara’dan farkli marketlerden rastgele topladiklar1 yogurtlarda yaptiklar1 ¢alismada,
132 yogurt 6rneginin 49’unda (% 32.12°sinde), 50 ile 800 ng/kg arasinda degisen
oranlarda afatoksin M tespit etmislerdir.

Tiim bu calismalar dikkate alindiginda siit ve siit liriinlerinde AFM; diizeyinin
izlenmesi ve denetlenmesinin gerekli oldugu ve siitlerimizde AFM; diizeyinin en
azindan yasal limitlerin altina indirilmesi i¢in ¢aligmalarin yapilmasinin gerekli
oldugunu goriilmektedir. Yapilmas: gereken en saglikli ¢oziim, siit hayvanlarinin
aflatoksinden ar1 yemle beslenmesidir. Alternatif olarak yemdeki AFB1’in hayvanin
bagirsagindan biinyeye ge¢isinin engellenmesidir. Bu alanda ¢ok sayida mikotoksin
baglayict kullanilmaktadir. Bunlar ticari preparatlar haline de getirilmislerdir. Cesitli
killer hayvan (ev hayvani) yemlerinde keklesmeyi onleyici etken olarak % 2’ye varan
miktarlarda yeme katilabilmekte ve bu diizeyde kullanimlart FDA tarafindan “GRAS”
(Generally Recognized as Safe) giivenli olarak kabul edilmektedir (Diaz ve ark., 2003).

Jaynes ve ark. (2007) tarafindan yapilan caligmada; diger kaynaklara dayanarak
bentonitin sulu ¢o6zeltide AFB;’in % 94-100’tinii adsorbe ettigi, sodyum-kalsiyum
bentonitin (hidrate sodyum kalsiyum aliiminyum silikat, HSCAS) 7.5 mg/kg diizeyinde
AFB; iceren yemin olumsuz etkilerini ortadan kaldirdigini, bentonitin aflatoksinlerin
slite tasinmasini onemli Olciide engelledigi, %1 oraninda bentonit ve aktif karbonun 100
ug/kg diizeyinde AFB; igeren yeme katildiklarinda kegi siitiinde AFM; salimini
sirastyla % 65 ve % 75 oraninda azalttigi, % 0.5-2 oraninda yeme katilan ¢esitli killerin
(Ca?*-bentonit, HSCAS ve zeolit) domuzlarda aflatoksikosisi azalttigi ama bazilarnmn
daha etkili oldugu, % 0.5 Ca**-bentonit katilmasinin 200 pg/kg diizeyinde AFB; iceren
yemle beslenen piliglerde aflatoksikozisi onemli Olglide azalttigi belirtilmis ve
arastiricilarin yaptiklar1 ¢alismada sulu ortamdan denedikleri birgok kilin ortalama

olarak 200 mg AFM/1 kg kil oraninda tutuldugunu gostermislerdir.
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Aflatoksinlerle bulasik yemlerle beslenen yumurtaci tavuklarin yumurtalarindaki
aflatoksin kalintilariin incelendigi bir ¢alismada kontrol grubu, AFB; ve AFB;+toksin
baglayic1 olmak iizere 3 grup olusturulmustur. Bu yemlerle 17 hafta siireyle beslenen
tavuklardan 36. haftadan sonra alinan yumurtalardaki aflatoksin kalintilar1 kontrol
grubunda muamele grubuna oranla daha diisiik bulunmustur. Toksin baglayicinin
kullanildigi muamele grubundaki yumurtalarda 0.016 ppb AFB; olgiiliirken, kontrol
grubunda 0.030 ppb AFB; 6l¢iilmiistiir (Begino,2003).

Kegeci ve ark. (1998) broilerlerde 3 hafta siiren bir calismada 2.5 mg/kg
aflatoksin ilave edilen rasyonlara 5 g/kg zeolit ve 5 g/kg bentonit eklenerek farkli
gruplar olusturmuslardir. Aflatoksikozis ile miicadele etkinliklerini arastirdiklari bu
calismada aflatoksin ilavesi ile ortaya c¢ikan olumsuzluklarin killer tarafindan
giderildigini gostermislerdir.

100 ppb AFB; igeren yeme klinoptilolit ilavesinin civcivlerde aflatoksinin zararli
etkisini azalttigi goriilmiistiir. Bununla birlikte civcivlerde aflatoksin bulagsmamis
yemlere klinoptilolit katilmasinda herhangi bir zararli etkinin olmadigi gorilmiistiir
(Oguz ve ark., 2002).

Aflotoksikozis siiresince klinoptolitlerin broiler civcivlerinde biyokimyasal ve
hematolojik karakterler lizerine etkilerinin incelendigi bir ¢alismada 1-21 giinliik yastaki
broiler civcivlerde, kontrol, Aflatoksin, Klinoptilolit (%1.5), Aflatoksin+Klinoptilolit
(% 1.5), Klinoptilolit (% 2.5) ve Aflatoksin (% 2.5 mg ) + Klinoptilolit (% 2.5) olmak
tizere toplam 6 deneme grubu olusturulmustur. Deneme sonunda kontrol grubu ile diger
gruplar karsilastirildiginda aflatoksin muamelesinin albumin, inorganik fosfor, iirik asit,
T. kolesterol ve hemotokrit degerlerinde artisa neden oldugu goriilmiistiir. % 1.5 ve
% 2.5 klinoptilolit ilave edilen diger gruplarda aflatoksinin etkisinin azaldigi ve
kanathilarda aflatoksine karsi koruyucu olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir (Oguz
ve ark., 2000a).

Kanserojenik kiif toksini AFB;’1 baglayan farkl: tiplerdeki toksin baglayicilarin
etkilerini saptamak amaciyla yapilan ¢alismada; % 2 oraninda bentonit, aktif kdmiir ve
diatomit adsorbanlari 250 mg/g AFB; iceren yemlerle karistirilarak 36 giin siiresince
125 Japon bildircinina yedirilmistir. Deneme sonunda muamele gruplarinda ortalama

canl agirliklar sirasiyla; 191.1, 182.8 ve 185.5 g olarak bulunmustur. Aflatoksin
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diizeyleri ve yem tiiketimi bakimindan muamele gruplarinin kontrol grubuna oranla
daha diisiik ve 6nemli oldugu goriilmiistiir (Celik ve ark., 1998).

Aflatoksin ve diger mikotoksinlerin kil tarafindan adsorbsiyonunu degerlendiren
Phillips (1999) aflatoksinlerin kil partikiiliiniin kenarinda, bazal yiizeylerde ama en ¢ok
tabakalar arasinda tutuldugunu gostermistir. Yine Phillips (1999) 100 mg HSCAS
yapisindaki Killeri kum ile Karigtirilarak immobilize edilip cam kolonlara doldurulmus
ve bunlardan AFB; igeren soliisyonlar gegirilerek soliisyondan AFB;’i ayirma kapasitesi
incelenmis ve IAK (immiino-affinite kolon) ile karsilastirilmis ve kil kolonla IAK’ya
esdeger bir temizleme elde edildigini gostermistir.

Killer hayvan yemlerine katilarak aflatoksini tutmakta ve gozenekli yapilar
sonucunda sindirimi kolaylastirmaktadir. Bu sayede hayvanlarin canli agirliklarinda
artis goriilmektedir.

Incelenen kaynaklar arasinda kilin aflatoksini adsorbe etme o6zelliginin, siitte
bulunan AFM;’in temizlenmesinde kullanilmasima yonelik higbir kaynaga veya

calismaya rastlanmamustir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢alismada materyal olarak siit, kil ve saf aflatoksin M; soliisyonu
kullanilmistir. Denemelerde kullanilacak olan siit 6rnekleri Van ve Sanlurfa illerinden
temin edilmistir. Van’dan esas olarak merada beslenen, siitiinde aflatoksin
beklemedigimiz hayvanlardan siit temin edilmistir. Bu ¢ig siit 6rnekleri ayn1 giin analiz
edilmigler ve kullanilana kadar buzdolabinda (+4 °C) muhafaza edilmislerdir.
Sanliurfa’da ahirda beslendigi bilinen ve beslenme kosullarina gore siitlerinde AFM;
bulundugunu diisiindiigiimiiz hayvanlardan alinan siit ornekleri ise dondurulmus
vaziyette Van’a getirilmis ve analiz anina kadar bu sekilde muhafaza edilmistir.
Dondurulmus siitler ¢oziindiiriilerek analiz edilmis ve ayn1 gilin ¢alismada kullanilmistir.

Calismada materyal olarak kullanilacak olan saf AFM; standart soliisyonu
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) firmasindan temin edilmis ve prospektiisiinde
belirtildigi sekilde muhafaza edilip, kullanim oranlarina metanol ile seyreltilmistir.

Bu calismada aflatoksinleri adsorbe ettigi literatiirde verilen, Tiirkiye’de dogal
olarak bulunan killer (bentonit, zeolit, klinoptilolit) kullanilmustir.

Bentonit Karakaya Bentonit Sanayi ve Ticaret A.S.’den (Ankara) temin
edilmistir. Klinoptilolit Enli Madencilik Sanayi ve Ticaret A.S.’den (Izmir) temin
edilmistir. Zeolit ise Sivas-Yavu bolgesinden elde edilmis ve Prof. Dr. Hiiseyin
YALCIN tarafindan temin edilmistir.

Killerin ilk ikisi toz halinde (bentonit ve klinoptilolit), sonuncusu ise (zeolit)
graniil halindedir ve graniil olan bu form belli elek boyunda (1-2 mm) fraksiyonu elde
edilerek sadece kolonda desteksiz kolon dolgusu hazirlanmasinda kullanilmistir.
Bentonit ve klinoptilolitin tampon ¢6zelti ve siit ortaminda aflatoksin tutma kapasiteleri
on denemelerde farksiz bulunmustur. Bu nedenle denemelerde (destek materyalsiz
kolon denemesi hari¢) sadece klinoptilolit kullanilmistir.

Kolon hazirlama caligmalarinda killer disinda agar-agar, 5 mm c¢apinda cam
borucuklar, c¢esitli sekillerde (spiral, ipliksi, kiiciik kiymik halinde) odun yongalari,

30*800’liik cam kolon ve siringalardan tasarlanan kolonlar kullanilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan cihaz ve malzemeler

Analiz Orneklerinin hazirlik asamasinda, ayn1 anda birden fazla tiipi
karistirabilme 6zellige sahip olan tiip karistirict ve 4000 dev/dk saglayarak 100 ml
hacmi santrifiij edebilme 6zelligine sahip santrifiij cihazi kullanilmistir. Numunelerin
immuno affinite kolondan ge¢irilmesi i¢in 10-50 ml hacminde plastik siringalar ve
kolondan gegen numunenin doldurulmasi igin 2-10 ml hacminde vialler kullanilmistir.
Enjektor, pompa, floresan dedektorii bulunan ve 6zel yazilimli bir bilgisayara sahip olan
Agilent 1100 serisi HPLC cihazi ile AFM; teshis ve miktar tayini yapilmistir. Agar-Kil
karisimlarinin kurutularak kolon dolgu materyali hazirlanmasinda ise Niive FN500
serisi etlivden faydalanilmistir. Calismada bunlarin disinda cam meziir, erlen, huni vb.
laboratuvar cam malzemesi ile hassas terazi, filtre kagitlari, otomotik pipet ve mikro

siringalar kullanilmistir.

3.2.2. Reaktifler
Kati destege tutturulmus monoklonal anti-aflatoksin M; antikorlar1 igeren
immuno-affinite kolonlar (IAK) ile ¢alisilmistir. Coziicii olarak kromatografik saflikta

asetonitril ve metanol kullanilirken, mobil faz olarak metanol-asetonitril-su (20:30:50)

kullanilmistir. Tampon ¢6zelti olarak ise 0.1 M fosfat buffer (pH 7) ile ¢alisiimistr.

3.2.3. Standart kurvenin hazirlanmasi

Aflatoksin Mi_Standart Cézeltisi: Aflatoksin M; konsantrasyonu 1000 ng/ml olan

standart ¢ozelti mobil faz (metanol-asetonitril-su: 20:30:50) ile 1/40 oraninda
seyreltilerek 25 ng/ml konsantrasyonda aflatoksin M; stok ¢ozeltisi hazirlanmis ve
bundan da farkli konsantrasyonlarda standart ¢calisma ¢ozeltileri hazirlanarak HPLC’ye
enjekte edilmistir. Hazirlanan kalibrasyon kurvesi standart ¢ézeltilerinin son AFM;

konsantrasyonlari ve enjekte edilen aflatoksin miktarlar1 Cizelge 3.1°de goriilmektedir.
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Standat _Kurvenin Hazirlanmasi: Bu c¢ozeltilerin - O0rneklerde beklenen AFM;

konsantrasyon araligi dikkate alinarak 5-7 adedinden bir konsantrasyon serisi
hazirlanmis ve serideki ¢ozeltilerden 100’er ul olacak sekilde sirayla HPLC cihazina
enjekte edilmistir. Cikan kromotogramdan AFM; piklerinin alanlar1 hesaplanmis ve
konsantrasyona karst pik alaninin dogrusal regresyonu elde edilerek bu dogru veya
denkligi kalibrasyon grafigi olarak kullanilmistir. Kalibrasyon grafigi ¢alismanin her
ginii tekrarlanmis olup bunlardan bir tanesi Sekil 4.1°de verilmistir. Kalibrasyon
grafiginin hazirlanmasinda tamamen cihazin kendi programindan yararlanilmistir.
Boylece konsantrasyonlarin da otomotik olarak cihaz tarafindan hesaplanmasi

saglanmustir.

Cizelge 3.1. Kalibrasyon kurvesinin hazirlanmasinda kullanilan aflatoksin standart
cozeltilerinin AFM; konsantrasyonlar1 ve enjekte edilecek hacim igindeki

AFM, miktarlar1
Vialno  Stok standart ¢6zeltiden Mobil fazdan AFM; Enjekte edilen AFM,
alinan miktart (pl) alinan miktar1 (ul)  konsantrasyonu (ng/ml) miktar1 (ng)

1 2 998 0.05 0.005

2 4 996 0.1 0.01

3 6 994 0.15 0.015

4 8 992 0.2 0.02

5 10 990 0.25 0.025

6 20 980 0.5 0.05

7 30 970 0.75 0.075

8 40 960 1 0.1

9 50 950 1.25 0.125
10 60 940 15 0.15

11 80 920 2 0.2

12 100 900 25 0.25

13 300 700 7.5 0.75

14 500 500 125 1.25

3.2.4. Analiz 6rneklerinin hazirlanmasi

Dondurulmamais ¢ig siit 6rnekleri icerdigi AFM; miktarlar1 belirlenirken, siitler
su banyosunda 35-37 °C’ye kadar 1sitilmis, 2000 dev/dk’da 5 dk. santrifiij edilerek
yaglarindan arindirilmis ve filtre edilerek analize alinmistir.

Dondurulmus siitler ise bir gece O6nceden buzdolabinda 4 O%C’de bekletilerek
pihtilasmadan ¢ozlilmeleri saglanmistir. 35-37 OC’ye kadar 1sitilmis, santrifiijle yaglar

uzaklastirilmig ve filtre edilerek analize alinmistir.
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Ayni sekilde siitte bulunan AFM;’i tutmak amaciyla kil ile muamele edilmis
olan siit drnekleri de 35-37 °C’ye kadar 1sitilmistir ve muamele amaciyla calkalandiktan
sonra santrifiij ile killerinden arindirilmistir. Kalan killer filtre kagidindan stiziilerek

uzaklastirilmis ve siit 6rnekleri analize alinmistir.

3.2.5. Siitlerde aflatoksin analizi

Aflatoksin M; analizleri, immumo-affinite kolon (IAK) ile temizleme ve yiiksek
performansl sivi kromatografisi cihazi (HPLC) ile kromotografik ayrim ve tayin

seklinde yapilmistir (Dragacci ve ark., 1995).

3.2.5.1. Yontemin prensibi

Siitte AFM; tayininde kullanilan yontemde prensip olarak; AFM;’e 0zgiin
monoklonal antikorlarin baglanmis oldugu bir destek katiyla doldurulmus olan
“immuno-affinite” kolonla, numuneden toksin ekstrakte edilmistir. Numune, bu
kolondan gegirildiginde, AFM; antikorlar tarafindan tamamen tutulmus ve bir antijen-
antikor kompleksi olusmustur. Numuneye ait diger bilesenler yikamayla
uzaklastirildiktan sonra, kolondan asetonitril veya metanol gegirilerek aflatoksin Mj

elue edilmigstir. Teshis ve miktar tayini ise, floresan dedektorlit HPLC ile yapilmistir.

3.2.5.2. Numunenin hazirlanmasi ve ekstraksiyon

Siit numunesi 35-37 °C’ye 1sitildiktan sonra, filtre kagidindan gegcirilerek siizme
islemi yapilmistir. Ardindan siit Orneklerinden 50 ml analiz numunesi alinarak,
immuno-affinite kolondan 2-3 ml/dk hizla gegirilmistir. Immuno-affinite kolonun
lizerine yeni bir siringa takilarak kolon, 10 ml saf su ile aym1 hizda yikanmistir.
Kolondan su tamamen gecirildikten sonra hava gecirilerek kolon iyice kurutulmustur.
Daha sonra aflatoksin My; 1.25 ml asetonitril: methanol (3:2) ve takiben 1.25 ml saf su

gegirilerek elue edilmistir. Eluat HPLC’ye enjekte edilmek {izere bir viale toplanmustir.
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3.2.5.3. HPLC (S1v1 kromatografisi)

Vialde bulunan AFM; igeren karisim test tiip karistiricisinda karistirilarak
homojen hale getirildikten sonra mikro siringayla 100 pl alinarak HPLC’ye enjekte
edilmig, kromotografik ayrimi yapilmis ve kromotogram {iizerinden miktar tayini
yapilmustir.

Standartlarin enjeksiyonundan 6énce HPLC’de AFM; analizi i¢in uygun kosullar

hazirlanarak (Cizelge 3.2), calisma metodu olusturulmustur.

Cizelge 3.2. HPLC caligma sartlari

Kolon materyali Spherisob ODS- 2, 250 x 4.6 mm, 5 um
Kolon sicakligi 20 °C

Mobil faz Metanol - Asetonitril - Su (20:30:50)
Akis hizi 1 ml/dk

Dedektor FLD (exc:360 nm, emis: 430 nm)
Enjeksiyon hacmi 100 pl

Basing 118 £2 bar

Hazirlanan ¢esitli konsantrasyonlardaki standartlar HPLC’ye enjekte edilerek
Aflatoksin M; miktarina karsilik elde edilen pik yiiksekliklerine (veya alanlarina) gore
kalibrasyon grafigi ¢izilmistir.

3.2.5.4. Kalibrasyon grafigi

Cizelge 3.1’e gore hazirlanan aflatoksin standart soliisyonlari, HPLC'ye enjekte
edilmis ve kalibrasyon grafigi ¢izilerek dogrusallik kontrol edilmistir. Numunelerin
kalibrasyon sinirlart disinda kalmasini dnlemek igin alternatif kalibrasyon grafikleri

cizilebilir.
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3.2.5.5. Aflatoksin M; miktarimin hesaplanmasi

Numune ekstraktindan bir miktar enjeksiyon yapilmis ve numune
kromatogramindaki piklerle standart piklerinin alikonma zamani karsilagtirilmistir.
Numunede toksin olduguna karar verilmesi durumunda, standart grafikten enjekte
edilen numunedeki aflatoksin M; miktar1 bulunmustur. Numune ekstraktina ait pik, en
yiiksek standarda ait pikten yiiksekse, numune asetonitrille seyreltilip enjeksiyon
tekrarlanir (Anonim, 1997).

Numunedeki aflatoksin M; miktar1 asagidaki formiile gore hesaplanmistir (ISO
1998).

Aflatoksin (ppb)= (A/V) x (V'/m) (3.1)

Formiilde yer alan;

A =Numune ekstraktina ait pikin kalibrasyon grafiginden hesaplanan miktari(ng)
V =Enjekte edilen numune ekstraktinin hacmi (pl)

J’=Elde edilen eluatin ¢6ziildiigii son hacim (ul)

m =Analiz numunesinin hacmi (ml) veya kiitlesi (g) dir.

3.2.5.6. Siit 6rnekleri icin geri kazanim oranlarinin hesaplanmasi

Geri kazanim oraninin belirlenmesi i¢in, merada beslenen ve siit analizinde
aflatoksin M;'in ¢ikis zamaninda hi¢ bir pik vermeyen 1 adet siit 6rnegi kullanilmistir.
Siite belli miktarda AFM; eklenip HPLC’de standart kalibrasyon kurvesi kullanilarak
AFM; miktar1 hesaplanmistir. Bulunan AFM; miktarinin, baslangicta siite ekledigimiz
AFM; miktarina oran1 geri kazanim oranini vermektedir.

Geri kazanim oraninin olabildigince yiiksek olmasi istenir ve asagidaki formiil

kullanilarak bu oran hesaplanir.

Bulunan

Geri kazanim orani (%) = 100 X
Eklenen (3.2
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3.2.6. Siit ve tampon ¢ozelti 6rneklerine aflatoksin M; ekleme

AFM; igermeyen (tespit edilebilir diizeyde igermeyen) siitlere AFM; standart
cozeltisi eklenerek farkli diizeylerde AFM; igeren siit ornekleri hazirlanmistir. Bu
diizeyler izin verilen maksimum limit ve onun 2 ve 4 kat1 olan diizeyler (0.05, 0.10 ve
0.20 pg AFM4/L) seklindedir. Ayni islem tampon ¢ozelti ortaminda da yapilmistir.
Yukarida belirtilen diizeylerde AFM/’li siit veya tampon ¢ozelti elde etmede;

Vi X Ci = Vo x Co iliskisinden yararlanilarak eklemede kullanilacak olan

standart miktar1 asagidaki formiille hesaplanmistir.
V1:(V2 X Cz)/Cl (33)

Formiilde yer alan;

V1 = Kullanilan standardin hacmi (ml)

C; = Kullanilan standardin konsantrasyonu (pg/ml)
V, = Aflatoksin eklenen siit miktar1 (ml)

C, = Istenilen aflatoksin konsantrasyonu (pg/ml)’dur.

3.2.7. Tampon ¢ozeltide AFM; analizi

Tampon ¢ozeltisinde herhangi bir kirlilik maddesi bulunmadigindan, bunlarda

IAK ile temizleme yapilmamistir. Ekstraktin HPLC’ye enjeksiyonu sonucu AFM;

konsantrasyonu hesaplanmustir.

3.2.8. Killerin AFM; alikoyma kapasitelerinin belirlenmesi

3.2.8.1. Tampon cozeltide Killerin AFM; alikoyma kapasitelerinin belirlenmesi

Killerin AFM; adsorbsiyonu gesitli konsantrasyonlarda AFM; igeren sulu

cozeltilerin belli miktarda kille karistirthp calkalamasini (30 dk.) takiben sulu fazda

AFM; konsantrasyonunun azalmasindan ve ¢ozeltideki AFM; konsantrasyonuna karsi
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adsorbe edilen miktarlar hesaplanmak suretiyle Kkillerin AFM; adsorbsiyonu

belirlenmistir. Kilin tuttugu AFM; miktar1 asagidaki esitlikle hesaplanabilir.

Kilin tuttugu AFMy miktar1 (ng) = Tampon ¢ozeltiye eklenen toplam AFM;
miktart (ng) — Kil ile muameleden sonra ¢ozeltide kalan AFMy miktart (ng) (3.4)

Calismada kullanilan Kil, tampon ¢6zelti ortaminda degisik konsantrasyonlarda
aflatoksin ile muamele edilmistir. Kil 6rneklerimizden 0.1 g tartilmis ve tizerlerine 0.1
M fosfat buffer (pH 7) ¢ozeltisinden 10 ml eklenmistir. AFM; adsorbsiyon kapasitesini
belirlemek i¢in sirasiyla 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ng toksin icerecek
sekilde AFM; standart soliisyonlar1 kullanilmistir. Cozeltiler galkalama islemine tabi
tutulmus ve 30. dakikalarda numuneler almmistir. Hazirlanan bu farkh
konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler, Kil 6rnegi ile muamele edildikten sonra mikrofiltreden
(0.20 pm) siiziilmiistir. Ardindan filtreden metanol-asetonitril gegirilmek suretiyle
toksin elue edilmistir. Elde edilen eluatlar viallere alimarak HPLC cihazinda AFM;

varlig1 ve diizeyleri bakimindan analiz edilmistir.

Cizelge 3.3. Tampon ¢ozeltide bulunan killerin, AFM; adsorbsiyonlarinin belirlenmesi
denemelerinde kullanilan AFM; konsantrasyonlari, ¢dzelti miktarlar ve kil
miktarlari

Tampon ¢ozeltideki AFM;  Tampon ¢ozelti Tampon ¢ozeltisine eklenen  Kullanilan kil

konsantrasyonu (ng/ml) miktar1 (ml) AFM; miktar1 (ng) miktari ()
0.5 10 5 0.1
1 10 10 0.1
2 10 20 0.1
3 10 30 0.1
4 10 40 0.1
5 10 50 0.1
6 10 60 0.1
7 10 70 0.1
8 10 80 0.1
9 10 90 0.1
10 10 100 0.1
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3.2.8.2. Siit ortaminda killerin AFM; alikoyma kapasitelerinin belirlenmesi

Bu calismada 2 farkli konsantrasyonda AFM; igeren siit kullanilmistir. Siitler
farkli miktarlarda kil (klinoptilolit) ile muamele edilmistir. Calkalama ve santrifiij
isleminden sonra, AFM; konsantrasyonunun azalmasindan Kkillerin kapasiteleri
hesaplanmastir.

Birinci denemede siit 6rneginden 100’er ml alinarak sirastyla 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5
ve 10 g seklinde artan oranlarda kil ilave etmek suretiyle 30 dk. boyunca ¢alkalanmis ve
aflatoksin M; analizi yapilmistir.

Ikinci denemede ise aflatoksinli siite ekledigimiz killerin oranlari, diisiik kil
miktarlarinda AFM; adsorbsiyonunun nasil degistigini incelemek tizere 0.1 g ile 1 g
arasinda ayarlanmistir. AFM17li stit miktar1 yine 100’er ml alinarak sirasiyla 0.2, 0.4,
0.6, 0.8 ve 1 g kil ilave edilerek ayni sekilde 30 dk. boyunca g¢alkalanmis ve bu
orneklerin de aflatoksin M; analizi yapilmistir.

Kili tuttugu AFM; miktar1 asagidaki esitlikle hesaplanabilir.

Kilin tuttugu AFMy Miktar (ng) = Islem gormemis siitin AFMy miktar: (ng) — Kil ile
muamele edilmis siitte kalan AFMy miktari (ng) (3.5)

3.2.9. Kil dolgulu kolonlarin hazirlanmasi ve analizi

Kolonu dolduracagimiz kil dolgu materyalini, kolonda tutabilmek igin farkli
denemeler yapilmustir.

Killerin destek materyaline tutturulmasinda polar bir polimer olan agar-agar
kullanilmistir. Agar-agar kaynar suda ¢oOzilindiiriildiikten sonra kil silispansiyonuyla
karigtirllmis ve kaplamada kullanilmistir. Agarin katilagsmasiyla killer hidrofil olan bir
yap1 i¢inde hapsedilmislerdir. Killeri en etkin bi¢imde tutucak agar/kil oranlarini
belirlemek i¢in 0/10 - 5/10 arasinda denemeler yapilmistir.

Destek materyali olmayan kil kolonu hazirlanmasinda yine yukarida belirtilen
oranlarda agar ve kil iceren cozeltiler hazirlanmis, bunlar cam ylizeyler iizerine

dokiilerek orada film halinde kurumasi saglanmistir. Etiivde tamamen kurutulduktan
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sonra filmler camdan sokiilerek veya kazinarak alimmis ve bunlarin 6zel bir dolgu
olmaksizin kolon materyali olarak kullanilmasi denenmistir. Siringadan yapilmis
kolonlarin igine Kil-agar karigimi (10 cm kolon dolgu boyu) doldurulmustur (Bkz. Sekil
4.11).

Ikinci bir destek materyali olmayan kil kolonu ise graniil halde bulunan zeolitler
kullanilarak yapilmistir. Yine kiigiikk bir kolon prototipi olarak 1-2 mm c¢apindaki
zeolitten 2 g tartilmis ve dolgu maddesi ¢ikarilarak filtre takilmis olan IAK’ya (6 cm
kolon dolgu boyu) Sekil 4.15’te gorildigi gibi doldurulmustur. AFM; miktari
belirlenen siit drnegi bu sekilde hazirlanan kil kolondan gecirilmis ve kolondan gegen
stit numunesinin tekrar aflatoksin M; analizi yapilmistir.

Destek materyalli kil kolonlarin hazirlanmasinda ise cam borucuklar ve hizar
kaba yongalar1 kullanilmistir.

Ik 6nce cam borucuklar iizerinde kili yapistirarak tutturma denemeleri yapilarak
kolon dolgu maddesi olusturulmaya calisilmigtir. Bu amagla 5 mm c¢apindaki cam
borucuklar iizerine kil ¢6zelti halinde yapistirilmaya ¢aligilmistir (Bkz. Sekil 4.10).

Yine killer gesitli sekillerde lifli materyal ile karistirilmis ve sivi gegirgenligi
artirtlarak cam kolona doldurulmustur. Lifli materyal olarak ¢esitli sekil ve boyutlarda
odun kiymiklar1 kullanilmistir. Spiral sekilli, ipliksi ve kiigiik kiymiklar seklinde 3 farkl
lifli materyal ile yapilan denemelerde kilin hangisinde en 1yi tutuldugu belirlenmistir
(Bkz. Sekil 4.12).

Bunun i¢in 5 g agar tartilmig ve iizerine 500 ml su eklenerek belirli bir siire
kaynatilmigtir. Daha sonra 10 g kil tartilmis ve tizerine 200 ml su eklenerek ¢alkalama
islemine tabi tutulmustur. Kil-su karisimi, agar-su karisimina ilave edilmistir. Elde
ettigimiz karigim kiymiklarla muamele edilmis ve etiivde kurutma islemi yapilarak
karisimdaki su uzaklastirilmigtir. Kurutma isleminden sonra yapilan tartim sonucunda
ne kadar kiymigin ne kadar kil-agar tuttugu belirlenmistir. En basarili olan kiymik
¢esidi kolon dolgu maddesi olarak kullanilmistir.

Kolon dolgu maddesi 30*800°liik cam kolonun ig¢ine doldurulmustur. Kolon
dolgu maddesinin, yukartya dogru ¢ikmasini engellemek icin iizerine 10 cm
yiiksekliginde cam boncuklar ilave edilmistir. Kolon cam boncuklarin 10-15 cm
yukarisina kadar saf su ile doldurulmustur. 5-10 dk. bekledikten sonra kolonun altindaki

muslugu agilarak kolondaki su 10-15 ml/dk hizla bosaltilmistir. Kolondan gegirilen su
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bir erlene alinarak belirli bir siire bekletilmis ve suda herhangi bir ¢okelme, bulanikligin
olup olmadigi tespit edilmistir. Kolon tekrar su ile doldurarak 30 dk. daha beklenmistir.

Sonra kolondaki su tamamen bosaltilarak kurumasimna izin verilmeden AFM;
iceren siit kolona doldurulmustur. 10-15 dk. kadar aflatoksinli siitii kolonda beklettikten
sonra 10-15 ml/dk hizla, belirli araliklarla 100’er ml 6rnekler alinmistir. Kolondan siit
gecirildik¢e azalan orani tamamlamak i¢in aflatoksinli siitle kolon siirekli beslenmistir.
Kolondan gegcirildikten sonra alinan her 100 ml’lik porsiyon bir 6rnek kabul edilmis ve
orneklerin aflatoksin M; analizi yapilmistir (Bkz. Sekil 4.13).

Hazirladigimiz kil dolgu maddesine sahip kolonlar ile 50-100 ml gibi kiiciik
ornek hacimlerine uygulanabilir bir diizenek olusturulmustur. Kolondan gegirilerek
alinan stitlerin AFM; analizleri yapilmis ve kil kolonun ne kadar AFM; adsorbe ettigi
(3.5) nolu formiil kullanilarak hesaplanmustir.

Tim kolon denemelerinde basarinin Slgiitii olarak, kolonun su ile yikandigi
zaman kili kaybetmemesi ve kolondan suyun belli bir hizda gegme kabiliyetinin olmasi

seklinde ele alinmastir.



4. BULGULAR

4.1. Aflatoksin M; Kromatografik Ayrim

HPLC cihazina birka¢ diizeyde AFM; standart ¢ozeltisi enjekte edilerek pikler
ve ¢ikis zamani gézlenmeye calisilmistir. Sekil 4.1°de goriildiigi gibi AFM; piki
kullanilan sartlarda diizgiin ve simetrik olup 5.20 dakikada ¢ikmustir.

FLD1 A&, Ex=360, Em=430 (HEYNS1DEI1STRRA.D)

5. z0s

Sekil 4.1. 0.1 ng AFM; standardina ait HPLC kromatograma.

4.2. Kalibrasyon Grafigi

Miktar tayini hesaplamalarinda kullanilmak iizere 0.025 — 0.05-0.1 - 0.25- 0.5
ve 1 ppb diizeylerinde AFM; standart ¢ozeltileri HPLC’ye enjekte edilerek, Sekil 4.2°de
gosterilen 6 noktali kalibrasyon kurvesi hazirlanmistir. AFM; analizleri i¢in yapilan tim

caligmalarda bu kalibrasyon kurvesi kullanilmistir.
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Sekil 4.2. 6 farkli noktadan ¢izilen kalibrasyon grafigi.

4.3. Siitte AFM; i(;in Geri Kazanim Oranlar

Geri kazanim oranlarin1 belirlemek i¢in siit analizinde aflatoksin M;i'in ¢ikis
zamaninda hicbir pik vermeyen (Sekil 4.3) 1 adet siit 6rnegi kullanilmistir. Bu siitten
alman 3 adet 50 ml'lik analiz 6rnegine konsantrasyonu 0.5 ng/ml olacak sekilde
aflatoksin M; standart ¢6zeltisi eklenmis ve diger numunelerde oldugu gibi analize tabi
tutulmustur. Analiz sonuglari ve hesaplanan geri kazanim oranlari Cizelge 4.1 'de

verilmistir.
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Sekil 4.3. AFM;’in ¢ikis zamaninda pik vermeyen siit 6rnegine ait bir kromatogram.

Sekil 4.3°te goriildiigii gibi bu 6rnekte AFM;’e ait pik bulunmamaktadir. Siitten
teshis edilebilir limitlerin altinda bir diizeyde gelebilecek AFM; miktarinin (< 0.01
ng/ml), siite katilan standart miktarina (0.5 ng/ml) oranla geri kazanima olan etkisinin
cok diisiik kalabilecegi (< % 2) sOylenebilir. Bu nedenle siit analizinde bulunan
aflatoksin miktarinin tamamen katilan aflatoksinden geldigi kabul edilmistir.

Yapilan caligmada elde edilen geri kazanim oranlar1 asagida verilmistir.

Cizelge 4.1. Siitte AFM; i¢in geri kazanim oranlar1

Numune no Eklenen AFM; Tespi edilen AFM; Geri kazanim *
miktar1 (ng/ml) miktar1 (ng/ml) orant (%)
1 0.5 0.495 99.0
2 0.5 0.482 96.4
3 0.5 0.474 94.8
Ortalama +Standart sapma 0.483 +0.017 96.73+3.27

* Geri kazanim oram (ng/ml) = 100 x (Tespit edilen AFM; miktar1 / Eklenen AFM; miktar1)
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4.4. Killerin AFM; Adsorbsiyon Kapasitelerinin Belirlenmesi

Madde 3.2.8.1’de belirtildigi iizere kil 6rnegimizden 0.1 g tartilmis ve farkl

oranlarda AFM; standart soliisyonlar1 kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen

sonuclar Cizelge 4.2°de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. 0.1 g kil 6rneklerinin AFM; adsorbsiyonu kapasiteleri

Tampon ¢ozeltideki ~ Kullanilan kil ~ Muameleden sonra ¢6zeltide kalan Muameleden sonra kilde tutulan
AFM; miktar1 (ng) miktar1 (g) AFM; miktar1 ve konsantrasyonu AFM; miktar1 ve konsantrasyonu
Miktar Konsantrasyon Miktar Konsantrasyon
(ng) (ng/ml) (ng) (ng/g)

5 0.1 * * 5 0.5

10 0.1 * 10 1

20 0.1 * * 20

30 0.1 * * 30 3

40 0.1 * * 40 4

50 0.1 * * 50 5

60 0.1 * * 60 6

70 0.1 5 0.5 65 6.5

80 0.1 15 1.5 65 6.5

90 0.1 25 2.5 65 6.5

100 0.1 35 3.5 65 6.5

* Tespit edilebilir limitin altinda

Analiz sonuglarina gére 0.1 g oraninda kullanilan kil 6rneginin 10 ml tampon

¢ozeltide bulunan yaklasik olarak 65 ng AFM;’i tamamen adsorbe ettigi Cizelge 4.2°de

goriilmektedir. Ayn1 durum asagidaki grafikte daha acgik bir sekilde goriilmektedir.

Kil érneklerinin AFM; adsorbsiyon kapasiteleri Sekil 4.4°te gosterilmistir.

120
100
80
60
40
20

Aflatoksin M, (ng)

6

7

8

9

10 11

=== FEklenen AFM1 Miktar1
== Tutulan AFM1 Miktar1

Sekil 4.4. 0.1 g kil 6rneklerinin AFM; adsorbsiyonu kapasiteleri.
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Kontrol amagli olarak aflatoksinin tutuldugu killer saf su ile yikandiktan sonra
metanolle ekstrakte edilmis ve bu ekstraktta AFM; analizi yapilmistir. Bu dogrulama

amagcli analizlerden birine ait kromotogram Sekil 4.5’te goriilmektedir.

Sekil 4.5. Standart AFM; c¢6zeltisinin kilden elue edilmesi ve analizine ait bir
kromatogram.

4.5. Siit Orneklerinde Killerin AFM; Adsorbsiyon Kapasitelerinin Belirlenmesi

Bu amagla farkli konsantrasyonlarda aflatoksin M; igeren siit orneklerine

degisik oranlarda killer katilarak 2 farkli calisma yapilmistir. Her iki c¢aligmada
uygulanan islemler Sekil 4.6’da 6zetlenmistir.

AFM; miktar1 belirlenen siit 6rnegine farkli oranlarda kil katilir

1
Calkalama iglemine tabi tutulur (30 dk.) ve santrifiij edilir (2000 dev/dk)

Aflatoksin analizi yapilir

!

Siit 6rnegi ve kil-siit 6rnegi karisiminin AFM; miktarlar karsilagtirilarak, kilin siit

ortamindaki AFM; adsorbsiyonu kapasitesi belirlenir

Sekil 4.6. Killerin siit 6rneklerindeki AFM; adsorbsiyonu kapasitelerinin belirlenmesi
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Birinci ¢alismada kullanilan siit 6rneginde yapilan analiz sonucunda AFM;
konsantrasyonu 0.12 ppb olarak belirlenmistir. Siit 6rneginden 100’er ml alinarak
sirasiyla artan oranlarda kil ilave etmek suretiyle Sekil 4.6’da belirtildigi gibi aflatoksin
M; analizi yapilmstir.

Yapilan analiz sonucunda sirasiyla 0.05 g kil eklenince 0.113 ppb, 0.1 g kil
eklenince 0.099 ppb, 0.5 g kil eklenince 0.042 ppb, 1 g kil eklenince 0.017 ppb, 5 g ve
tizeri kil eklendiginde ise tespit edilebilir limitlerin altinda AFM; miktarinin oldugu
belirlenmistir. Kullanilan kil miktarinin artirilmasina bagli olarak aflatoksin  M;
miktarinda azalma oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.7°de muamelede kullanilan kil miktarina bagli olarak, 0.12 ppb AFM;

iceren siitte kalan AFM1 miktar1 grafiksel olarak gosterilmistir.

0,14

0;0,12
0,05; 0,113
0,1; 0,099

0,12

0,1

0,08

0,06

0,5; 0,042

0,04

Siitteki AFM, Diizeyi (ppb)

0,02

[, ]
»

0 1 2 3 4
Siite flave Edilen Kil Miktar (g)

Sekil 4.7. 0.12 ppb AFM; igeren siite eklenen farkli orandaki killerin AFM;
adsorbsiyonu.

Ikinci galismada kullanilan siit érneginde ise yapilan analiz sonucunda AFM;
konsantrasyonu 0.101 ppb olarak belirlenmistir. Aflatoksinli siite (100 ml) eklenen
killerin miktar1 0.1 g ile 1 g arasinda degisecek sekilde ayarlanmis ve Sekil 4.6’da
belirtildigi gibi aflatoksin M analizi yapilmistir.
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Yapilan analiz sonucunda sirasiyla 0.2 g kil eklenince 0.096 ppb, 0.4 g kil
eklenince 0.061 ppb, 0.6 g kil eklenince 0.034 ppb, 0.8 g kil eklenince 0.023 ppbve 1 g
kil eklendiginde ise 0.016 ppb AFM; miktar1 belirlenmistir. Kullanilan kil miktari
azaldikca siitiin ihtiva ettigi toksinin kil tarafindan yeterince tutulamadig1 gérilmiistiir.

Sekil 4.8’de muamelede kullanilan kil miktarina bagl olarak, 0.101 ppb AFM;

iceren siitte kalan AFM1 miktar1 grafiksel olarak gdsterilmistir.

0,12

0;0,101

01 0,2 ;0,096

=
(=9
=
=
g 008
=
A
= 0,4 : 0,061
h 1 H H
= 006
=
2
::% 0,04
: 0,6 ; 0,034
0,8:0,023
0,02 1:;0,016
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Siite flave Edilen Kil Miktar1 (g)

Sekil 4.8. 0.101 ppb AFM; igeren siite eklenen farkli orandaki killerin AFM;
adsorbsiyonu.

Siit 6rneklerinde killerin AFM; adsorbsiyon kapasitelerini belirlemek amaciyla
yapmis oldugumuz ¢aligmalarda iki farkli yol denenmistir. Birincisinde, kil ile muamele
edilmis olan aflatoksinli siit 6rnegine IAK prosediiri uygulanmis yani Kil ile
muamelenin ardindan aflatoksinli siit immuno-affinite kolondan gegirilmis ve HPLC
ile miktar analizi yapilmustir. Ikincisinde ise, aflatoksinli siit ile temas eden kil santrifii]
ile ¢oktiiriilmiis ve kil tarafindan adsorbe edilen aflatoksin dogrudan kilden metanol ile

elue edilmis ve HPLC ile miktar analizi yapilmistir.
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Yapilan analizlerde uygulanan bu tekniklerden ikincisinin kullaniminin uygun
olmadig1 sonucuna varilmistir. Analiz sonuglarina gore ikinci teknikle yapilan analizler
sonucunda ortaya ¢ikan kromotogramlarda, uygulanan analizde IAK kullanilmadig:
igin ¢ok yogun Kirlilik oldugu gozlenmis (Sekil 4.9) ve geri alma calismalari istenilen
diizeyde gerceklestirilememistir. Dolayistyla kilin siitteki AFM; adsorbsiyon kapasitesi
hesaplanirken ¢aligmalarimizda IAK yontemi uygulanmis ve siitte kalan AFMI1

tizerinden analizler yapilarak sonuglar hesaplanmistir.

= ==

I 1 1 3 4 § § i ull

0

Sekil 4.9. Sitteki AFM;’in kilden dogrudan metanol ile elue edilmesine ait bir
kromatogram.

4.6. Kil Dolgulu Kolonlarim Hazirlanmasi

Kolonu dolduracagimiz kil dolgu materyalini kolonda tutabilmek icin farkl
denemeler yapilmistir. Cam borucuklarin kille kaplanmasi1 amaciyla litreye 15 g olacak
sekilde kaynar agar-agar c¢oOzeltisi hazirlanmistir. Borucuklar bu ¢ozeltinin igine

daldirilmis ve agar donmadan fazla agar ¢oOzeltisi uzaklastirildiktan sonra kil ile
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karistirtlarak kaplanmistir. Borucuklar tarafindan kaplanan kil devamli olarak kopmus
ve yikama suyuyla akmaya devam etmistir. Bu sebeple cam borucuklar iizerinde kili
yapistirarak tutturma denemeleri basarisiz olmustur.

Cam borucuklar kullanilarak yapilan kil kaplama islemi Sekil 4.10’da

gosterilmistir.

a)

Sekil 4.10. Destek materyalli cam borucuklu kolon dolgu maddesi hazirlama ¢aligmalari
a) kil ile kaplanmus sekli, b) kil kaplamalarin kopmaya baslamis sekli, ) kil
kaplamalarin kopmus sekli.

Agar kullanarak destek materyalsiz kolon dolgu maddesi hazirlama isleminde ise
Madde 3.2.9°da verilen yontemle cam plakalar iizerine dokiilen ve etiivde kurutulan
agar-kil karisimlar1 Sekil 4.11°de goriildiigii gibi cam plakalarin tizerinden kazilmis ve
burusuk levhams1 goriiniime sahip bir dolgu maddesi elde edilmistir. Bu materyal yeteri
kadar sert ve sulu fazin kile ulagmasina imkan verecek kadar islanabilen bir yapida
olmasina karsilik, kolonda kismen yumusamasi ve levhalarin aradaki bosluklari
kapatarak kolonun gegirgenligini azaltmasi veya kolonu tikamasi nedeniyle basaril
olamamigtir. Sekil 4.11 (c)’de goriildiigii gibi uygun bir kolon meydana gelmesine
ragmen, Sekil 4.11 (d)’de kolondan ilerleyen su akimini takiben kil dolgu maddesinde
¢okme meydan gelmis ve sonucunda kolon tikanmustir.

Cam plakalar {izerinde kil-agar karisimi kurutularak elde edilen, destek
materyalsiz kolon dolgu maddesi hazirlama ve yapilan uygulama calismalart Sekil

4.11°de gosterilmistir.
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a) b) c) d)

Sekil 4.11. Kil-agar karisimi desteksiz kolon dolgu materyali hazirlama ve uygulama
caligmalar1 a) cam plakalar lizerinde kurutulmus olan kil-agar karigimi,
b) kil-agar karigimimin cam plakalardan kazinmis sekli, c) Kil-agar
karisiminin  giringadan  yapilan kolona doldurulmasi, d) kolonun islem
sirasinda tikanmis sekli.

Bunun iizerine Killer ¢cokmeyecek ve kille baglanabilecek yapiya sahip olan 3
farkli sekildeki lifli materyal (aga¢ yongalar1) ile Madde 3.2.9’da belirtilen sekilde
muamele edilmistir. Lifli materyal, kil ve kaynar agar ¢ozeltisiyle karistirilmig ve cam
kolona doldurulmustur. Spiral sekilli (cam agacindan elde edilmis), ipliksi (s6giit
agacindan elde edilmis) ve kii¢iik kiymiklar (kavak agacindan elde edilmis) seklinde 3
farkli 1ifli materyal ile yapilan denemelerde ne oranda Kil-agar karigimi tuttuklarina dair
elde edilen sonuglar asagida verilmistir.

10 g ipliksi (sogit) kiymiklarin 0.7 g Kil-agar karigimi, 10 g kiigiik (kavak)
kiymiklarin 1.15 g Kil-agar karisimi ve 20 g spiral (¢cam) kiymiklarin ise 2.57 g kil-agar
karigimi tuttugu yapilan tartimlar sonucunda belirlenmistir.

Yapilan bu tartimlar sonucunda kilin en iyi spiral ¢am kiymiklar iizerinde
tutuldugu belirlenmistir. Bu nedenle calismalarimizda destek materyalli cam kolon
dolgu maddesi olarak spiral cam kiymiklara agar yardimiyla tutturulmus olan kil dolgu

maddesi kullanilmistir.
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Destek materyalli kil kolonlarin hazirlanmasinda kullanilan hizar kaba
yongalarinin, kil-agar karisimi ile muamele edilmis ve etiivde kurutulduktan sonra elde

edilmis olan goriintiileri Sekil 4.12°te gdsterilmistir.

Sekil 4.12. Farkli sekillere sahip odun yongalariyla islem goren kil-agar karigiminin
kurutulmasiyla elde edilen destek materyalli kolon dolgu maddeleri
a) ipliksi (sogiit) kiymiklar, b) kiigiik (kavak) kiymiklar, c) spiral (¢am)
kiymuklar.

Kil tutturulmus olan spiral ¢am kiymiklar 30 mm g¢apinda ve 800 mm
uzunlugundaki cam kolona doldurulmus ve 39.5 cm yiiksekliginde kolon dolgu maddesi
boyu elde edilmistir. Madde 3.2.9°da belirtildigi sekilde kolonda belirli bir siire saf su
bekletilmis ve suyun kolondan bosaltilmasi sonucunda herhangi bir bulaniklik veya
¢okelmenin olmadigi goriilmiistiir. Kolon dolgu materyali aflatoksinli siit gegirilinceye
kadar 1slak olarak bekletilmistir. Sonra kolondaki su tamamen bosaltilmis ve
kurumasina izin verilmeden 0.056 ppb’lik AFM; igeren siit kolona doldurulmustur. 10-
15 dk. aflatoksinli siit kolonda bekletilmis ve 10-15 ml/dk hizla, belirli araliklarla
100’er ml 6rnekler alinarak AFM; analizi yapilmistir.

Kolondan gegirilen siit 6rneklerinin AFM; analiz sonuglari soyledir. Sirasiyla ilk
alinan siit 6rneginde 0.014 ppb, ikinci alinan siit 6rneginde 0.020 ppb, iigiincii alinan siit
orneginde 0.028 ppb, dordiincii alinan siit 6rneginde 0.043 ppb, besinci ve altinct alinan
stit orneklerinde ise 0.056 ppb AFM1 miktar1 belirlenmistir.

Spiral ¢am kiymik ve Kil-agar karigimi dolgulu olan destek materyalli cam

kolonun saf su ve AFM; igeren siitle muamelesi Sekil 4.13’te gosterilmistir.
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a) b)
Sekil 4.13. Spiral ¢cam kiymik ve kil-agar karigimi dolgulu olan destek materyalli cam
kolonun saf su ve aflatoksinli siit ile muamelesi a) kolonun saf su ile
muamelesi, b) kolonun aflatoksinli siit ile muamelesi.

Kolondan gegirildikten sonra art arda elde edilen 100’er ml siit 6rneklerinin

AFM; analiz sonuglari ise grafiksel olarak Sekil 4.14°te gosterilmistir.

0,056 0,056

0,06

0,05

o

o

=
1

AFM, Miktar1 (ppb)
o
&

1. 2. 3. 4., 5. 6.
Almnan Siit Ornekleri (100 ml)

Sekil 4.14. 0.056 ppb AFM; igeren siitiin kil dolgulu cam kolondan gegirilmesi sonucu
alinan 6rneklerin AFM; analizi sonuglari.
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Bu kolon denemelerinin yani sira graniillii yapiya sahip olan zeolitler
kullanilarak, agar kullanilmadan destek materyalsiz bir kolon olusturulmustur. Zeolitler
kendi graniil yapisina bagli olarak gegirgenlik saglamistir. Bu sekilde hazirlanan 2 g
zeolit doldurdugumuz kolondan 0.056 ppb AFM; igeren 100 ml siit gegirilmis ve AFM;
analizi yapilmistir. Analiz sonucunda 0.039 ppb AFM; tespit edilmistir.

Belirli graniil biiytikliigiine sahip (1-2 mm capinda) zeolit dolgulu kolon yapisi
Sekil 4.15°de gosterilmistir.

Sekil 4.15. Zeolit dolgulu destek materyalsiz kolon yapisi.



5. TARTISMA VE SONUC

Yaptigimiz calismalarda AFM; iceren siitlerin killerle islem gdrerek
detoksifikasyonunun saglanmasi amag¢lanmistir. Yani kat1 bir faz olan kil ile s1v1 bir faz
olan siit cesitli sekillerde karsilagtirilarak, siitteki AFMj’in yaklagik tamaminin kil
tarafindan tutulmasini saglayacak bir islem basamagi gelistirilmeye ¢alisilmistir.

On galismalarimizda aflatoksin adsorbsiyonunda kullanimi literatiirde yaygin
olarak verilen ve basarili olmus olan kil ¢esitleri (zeolit, klinoptilolit, bentonit)
kullanilmistir. Jaynes ve ark. (2007) yaptiklar1 calismada bentonit, Kegeci ve ark.
(1998) yaptiklar1 calismada zeolit ve bentonit, Oguz ve ark. (2002) ise yaptiklar
calismada klinoptilolit kullanmislardir.

On calismalarda farkl1 oranlarda killer yine farkli oranlarda AFM; iceren tampon
¢ozelti ve siit numuneleriyle muamele edilerek adsorbsiyon kapasiteleri belirlenmistir.
Kullanilan kil c¢esitlerinin AFM; adsorbsiyon kapasitesitelerinin birbirine ¢ok yakin
diizeylerde gerceklestigi belirlenmistir. Islem kolayligi saglamasi ve literatiirde
aflatoksin baglayici olarak en yaygin kullanima sahip kil ¢esidi olmasi nedeniyle
klinoptilolit, 6n ¢alismalar disinda yapilan tiim analizlerde kil ¢esidi olarak
kullanilmigtir. Baran ve Kutay (1999) klinoptilolitin diinyada rezerv olarak en g¢ok
bulunan killerden bir tanesi oldugunu ve teknolojik oOzelliklerinin de oldukca iyi
oldugunu belirtmistir.

Yapilan analizler sonucunda klinoptilolitin AFM;’i tampon ¢6zelti ortaminda
adsorbe etmede basarili oldugu gorilmustir. Sekil 4.4’te gorildigi gibi 0.1 ¢
klinoptilolit tampon ¢ozeltide bulunan 6.5 ppb AFM1’in tamamini adsorbe edebilmistir.
Yine sonuglarda goriildiigii gibi metanol-asetonitril ile % 92-98 araliginda geri alma
bildirilmistir. Metodun bu hali yiiksek oranda geri almaya bagli olarak oldukg¢a basarili
bulunmustur. Klinoptilolit tampon ¢o6zeltide bulunan AFM;’i yiiksek seviyede
tutabilmistir.

Jaynes ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada; diger kaynaklara dayanarak
bentonitin sulu ¢ozeltide AFB;’in % 94-100’iinii adsorbe ettigi belirtilmistir. Bulunan
sonuglar Killerin tampon ¢o6zeltideki AFM; adsorbsiyonunun, literatiirde verilen AFB;

adsorbsiyon miktarina yakin diizeyde basar1 sagladigini gostermektedir.
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Cizelge 4.3°de verilen analiz degerlerinde goriildiigii gibi 0.12 ppb AFM; iceren
100 ml siitten AFM;’in tamamini ancak 5 g klinoptilolit adsorbe edebilmistir.
Kullanilan klinoptilolit miktar1 azaldik¢a aflatoksin adsorbsiyonu da dogru orantili
olarak azalmistir. Yine Cizelge 4.4’te verilen analiz degerlerinde gorildiigi tizere 0.101
ppb AFM; igeren 100 ml siitten AFM; adsorbsiyonunda 1 g veya daha diisiik
diizeylerde klinoptilolit kullaniminda istenilen seviyede adsorbsiyonun gerceklesmedigi
goriilmiistiir. Kullanilan Klinoptilolit miktar1 azaldikga anlamli bir adsorbiyon
olusmamustir. Yapilan analizlerde 1 g klinoptilolitin  AFM;’in tamamini adsorbe
edemedigi goriilmiistiir. Dolayisiyla AFM; adsorbsiyon kapasitesinin siit ortaminda
tampon ¢ozelti ortamina gore daha diisiik seviyede ger¢eklestigi belirlenmistir.

Analiz sonuglarinda belirlenen adsorbsiyonun siit ortaminda tampon ¢ozelti
ortamina gore ¢ok diisiik ¢ikmasinin nedeninin, siitiin kendine 6zgii ve ¢ok bilesenli
yapisindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Muhtemelen killerin AFM; ile etkilesime
girerek onu tutan bolgeleri, siitten gelen ve kile daha yiiksek affinite gosteren diger
bilesenler tarafindan doldurulmaktadir. Bu da Kilin aflatoksinle olan etkilesimini
zorlagtirmakta ve tampon ¢ozelti ortaminda gosterdigi  basarinin  olusmasini
engellemektedir. Bu durum Sekil 4.5. ve Sekil 4.9’da gosterilen iki kromatogramda
acikca gorilmiistiir. Sekil 4.5’te gosterilen kromatogram tampon ¢ozelti ortaminda
AFM; ¢ozeltisinin kilden elue edilmesine aittir. Buradaki kromatogramda herhangi bir
Kirlilik pikinin yok denecek kadar az oldugu goriilmistiir. Sekil 4.9’da gosterilen
kromotogram ise siit ortaminda AFM;’in Kil ile adsorbsiyonundan sonra kilden toksinin
metanol-asetonitril karigimi ile alinan ¢ozeltisine aittir. Burada ise AFM; varliginin
yaninda kromatogramdaki yabanci pikler bize ortamda o6nemli Olglide Kkirliligin
oldugunu gostermistir.

Bu c¢alismada 0.12 ppb AFMI1 igeren 100 ml siitten aflatoksinin tamaminin
alinabilmesi i¢in 5 g klinoptilolit kullanilmas1 gerektigi goriilmistiir. Bu 1 ton ayni
diizeyde toksin igeren siit i¢in 50 kg Klinoptilolit kullanim: anlamina gelmektedir. Bu
diizeyde biiyiik kil miktarinin kullanimi anlamsiz veya ekonomik olarak yararsizdir.
Eger killeri tekrar tekrar kullanabilmeyi disiiniiyorsak, bu hacimdeki kilden toksini
alacak olan solvent miktar1 da kabul edilemez boyutlarda olacaktir.

Belirtilen bu nedenlerle killerin siit ortaminda AFM; adsorbsiyonunun istenilen

basariy1 saglayamadigi goriilmistiir. Yine de killer kullanilarak farkli sekillerde kolon
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hazirlama c¢aligmalart yapilmistir. Yapilan denemeler sonucunda Sekil 4.12°de
goriildiigii gibi spiral cam kiymiklara Klinoptilolit tutturularak destek materyalli kolon
dolgu maddesi olusturulmustur. Kil ihtiva eden bu dolgu maddesiyle olusturulan cam
kolondan aflatoksinli siitler Sekil 4.14’de gosterildigi sekilde gegirilerek analiz
edilmistir. Cizelge 4.5’te goriildiigi gibi 0.056 ppb AFM; igeren siit numunesi kil
dolgulu destek materyalli cam kolondan gegirilmis ve analiz edilmistir. Analiz
sonucunda cam kolondan alinan ilk siit numunesindeki toksin adsorbsiyonu miktarinin,
sirayla alinan diger siit numunelerinde giderek azaldigi belirlenmistir. Analiz sonuglari
kil dolgulu destek materyalli cam kolonun da basarili bir AFM; adsorbsiyonu
gerceklestiremedigini gostermistir.

Uygulanan diger kolon denemelerinde de istenilen basar1 saglanamamistir. Sekil
4.15’te goruldigi gibi tasarlanan zeolit dolgulu destek materyalsiz kolon denemesi de
bize yeterli seviyede AFM; adsorbsiyonunun yapilmadigini gostermistir. Yine Sekil
4.11’de goriilen klinoptilolit-agar karisimi  dolgulu  destek materyalsiz  kolon
denemelerinde de istenilen diizeyde gegirgenlik saglanamadigindan kolonda tikanmalar
meydana gelmistir. Sekil 4.10’da goriildiigii gibi cam borucuklar {izerinde klinoptiloliti
tutturarak destek materyalli kolon olusturma denemeleri de kilin borucuklarin
yiizeyinde istenilen seviyede tutundurulamamasi nedeniyle basarisiz olmustur.

Sonug olarak bu c¢alismada elde edilen sonugclar, kilin siit ortamindan aflatoksin
M;’1 uzaklastirdig1 gibi yeni ve Onceden test edilmemis bir bulguyu ortaya koyuyor

olmakla birlikte, bunun endiistriyel olarak uygulanmasi miimkiin gériilmemektedir.
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EKLER

Ek 1. 1 litre siitiin icerdigi protein, yag, karbonhidrat, vitamin, tuz ve suyun ortalama
oranlar1 (Keskin, 1982)

Su 860-900 g
Yag ve yagda ¢oziinen maddeler

Siit yagi 35-40 g

Lesitin 0.3-05¢

Kolesterin 0.1-0.15¢g

Karotenoidler 0.1-0.6 mg

A, D, E vitaminleri 1.5-2.0 mg
Proteinler

Kazein 25-30 g

Laktalbumin 4-5¢

Laktoglobumin 05-1g
Karbonhidrat

Laktoz 45-50 g
Tuzlar 9-95¢
Suda ¢oziinen maddeler

B vitamini 1.9-3.6 mg

C vitamini 60-100 mg

Pantotenik asit 2.8-3.6 mg
Gazlar

CO, 100 mg

\P) 15 mg

O, 7.5mg
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Ek 2. Cesitli tilkelerde siit ve siit iiriinlerinde bulunmasina izin verilen maksimum AFM;
diizeyleri (Van Egmond, 1989a)

Ulkeler Uriin Maksimum
Limit (ng/kg-1)
Belgika Siit, siit tozu, kondanse siit 0.10
Romanya Siit ve mamiilleri 0
Avusturya Cocuk ve bebekler i¢in pastorize siitler 0.01
Diger siitler ve siit tirtinleri 0.05
Tereyagi 0.02
Peynir 0.25
Cekoslovakya Stit 0.05
ABD Siit ve tirtinleri 0.50
Brezilya Siit ve trtinleri 0.50
Isvicre Siit, siit tozu, kondanse sit 0.05
Bebekler igin siit 0.01
Isveg Stvi siit iiriinleri 0.05
Hollanda Siit ve diger siv1 siit iiriinleri 0.05
Peynir 0.20
Tereyagi 0.02
Almanya Stit 0.05
Bebek siitleri 0.01
Rusya Siit ve siit iirtinleri 0.05
Cocuk gidalar 0
Avrupa Birligi Siit ve siit iiriinleri 0.05
Tiirkiye Stit 0.05
Peynir 0.25
Cocuk gidalar 0.025
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Ek 3. Mikotoksin ¢esitleri, kaynaklari, hedef hayvan, doku veya organlar (Kaya ve ark,

2002)

Mikotoksinler

Mantar gesidi

Hedef organ, doku ve olusan etki

Etkilenen hayvan

Aflatoksinler

Sitrinin

Okratoksin

Patulin

Sterigmatosistin
Aspertoksin
Penisillik asit

Rubratoksin
Luteoskirin
Sikloklorotin
Rugulosin
Zearalenon
(F-2 toksin)
Sporidesmin

Trikotesenler
Streoviridin
Butenolid
Penitremler
Lolitremler
Fumonisinler
4-ipomeanol
Kojik asit
Okazalik asit
Ergot alkaloidleri
Satratoksinler

Sitakalasanlar

Territremler
Psoralenler

Aspergillus flavus
A.parasiticus
P.puberulum

Penicillium citrinum
Aspergillus terreum

A. ochraceus
P. viridicatum

A. clavatus
P. patulum
A. versicolor
A. nidulans
P. puberulum
A. ochraceus
P. rubrum

P. islandicum
P. rugulosum

F. roseum ve diger

Fusarium tiirleri
S. bakeri

Fusaryum
Trikoderma,
Sefalosporium vb.
P.citreoviridae

F. tricinctum
Penisilium tiirleri
Acremonium loliae

Fusarium tiirleri
Fusarium solanii
A. flavus

A. oryzae

A. niger

A. oxalicum

C. purpurea

C. paspali
Stachybotrys atra
Aspergillus,
Zygosporium,
Nigrosabulum vb.
A. terreus

S. sclerotiorum

Karaciger; gelisme hizi ve veriminde
azalma; sarilik, kanama, siirgiin, karaciger
kanseri, bagisiklik sisteminin
baskilanmasi

Sinirsel belirtiler siirgiin gelisme geriligi,
karaciger ve bobrek nekrozu, kalp ve

iskelet kasinda rniyopati, karaciger
kanseri

Karaciger ve bobrek hasari, istah kaybi,
stirgiin, bagisiklik sisteminin
baskilanmasi

Sinirsel belirtiler, beyin kanamasi, deri
kanseri
Karaciger kanseri

Deri kanseri, kanamalar

Aflatoksinlere benzer

Karaciger hasar1 ve kanseri

Ostrojenik etki

Karaciger hasari, safra kanali tikanmasi,
1518a asir1 duyarlilik

Dermatit, deride nekroz,
anemi, graniilositopeni vb.

kanamalar,

MSS, kalp ve solunum felci, ¢irpmnmalar
Bacaklarda gangren, kuyrukda nekroz
Kas titremeleri, felg, ¢irpinmalar
Tremorlar, hareket diizensizlikleri,
cirpinmalar, ok, spazm gibi

Beyin ve akciger yangisi

Akciger 6demi, pndmoni, amfizem
Cirpinmalar, 6dem

Mide irkiltisi, MSS ve bdbrek hasari,
kanama, kan kalsiyumunda azalma

Kuru gangren, asir1 uyari, kanin
pihtilasmast

Kemik iligi, deri, mukozalar

Hiicre zarlari, pthtilagma, fagasitoz vb.

MSS, tremorlar, néro-muskiiler kavsaklar
Deri yangist

Tim hayvan tiirleri,
insanlar

Kanatlilar, dornuzlar

Kanatlilar, insanlar

Sigirlar

Tiim hayvan tiirleri
Tiim hayvan tiirleri
Tiim hayvan tiirleri
Kanatlilar
Gevisenler, domuzlar
Gevigenler

Tiim hayvan tiirleri
Tiim hayvan tiirleri
Sigirlar

Tiim hayvan tiirleri
Gevisenler, at

At, domuz, kanathilar
Sigirlar

Tiim hayvan tiirleri
Tiim hayvan tiirleri
Tiim hayvan tiirleri
Tiim hayvan tiirleri

Tiim hayvan tiirleri

Tiim hayvan tiirleri
Tiim hayvan tiirleri




0Z GECMIS

Hiiseyin SAG 1987 yilinda Bingol ili Kig1 ilgesinde dogdu. Ilkokul 6grenimini
Fatih ilkégretim Okulu, ortaokul grenimini Yusuf Ziya Degnekgi ilkdgretim Okulu ve
lise 6grenimini ise Fuat Dagistan Cok Programli Lisesi’nde tamamladi. Lisans egitimine
2004 yilinda Yiiziincii Y1l Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi béliimiinde
basladi. Bu boéliimden 2008 yilinda mezun oldu. Mezuniyet tarihinden itibaren 6zel
sektordeki farkli gida isletmelerinde gida miihendisi olarak gorev yapti. 2012 yilinda
Firat Universitesi, Karakogan Meslek Yiiksekokulu, Gida Isleme Béliimiine &gretim

gorevlisi olarak atandi. Evli ve bir ¢ocuk babasidir.



