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OZET

Hacibekiroglu I. (2013). Gida Orneklerinde Aflatoksin (G1, G2, B1, B2) ve Okratoksin
A’nin HPLC Metot Validasyonu ve Miktar Tayinleri. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Analitik Kimya Anabilim Dali, Doktora Tezi. Istanbul.

Bir¢ok tilkede mikotoksinler ile ilgili yasal limitler belirlenmis ve bu yasal limitler
cergevesinde gida irlinlerinin kontrolii i¢in giivenilir test yontemlerine ihtiyag
duyulmustur. Bu tez calismasinin amaci, toplam aflatoksin (G2, G1, B2, Bl) ve
okratoksin A i¢in HPLC metodu gelistirip valide etmek ve bu metotlarla 82 adet
islenmis tahil 6rneginde aflatoksin ve okratoksin A tayini yapmaktir. Modifiye edilen
metotlarla 0,5 pg/kg kadar diisiik seviyelerde toplam aflatoksin ve okratoksin A iceren
orneklerin analizi miimkiin oldu. Ornek hazirlik asamasinda metanol:su ile yapilan
ekstraksiyonda % 80’in iizerinde geri kazanim elde edildi. Modifiye metotlarin temel
metotlardan daha hassas olduklar1 saptandi. Toplam aflatoksin, aflatoksin Bl ve
okratoksin A i¢in teshis limitleri sirasiyla, 0,4 pg/kg, 0,117 ng/kg ve 1,477 ng/kg olarak
bulundu. Geri kazanim galigmalari toplam aflatoksin analizinde 8 pg/kg and 5 pg/kg
olarak iki seviyede yapildi, ortalama geri kazanim degeri %98 olarak bulundu.
Okratoksin A analizinde 8 pg/kg and 3 pg/kg olarak iki seviyede yapildi, ortalama geri
kazanim degeri %91 olarak bulundu. Modifiye edilen metotlarin tekrarlanabilirlik
caligmalarinda relatif standart sapma degerleri toplam aflatoksin metodunda % 2,83-
3,90 arasinda, okratoksin A metodunda % 11,15-12,48 arasinda bulundu. Sonug¢ olarak,
modifiye metotlar, ayn1 laboratuvarda ve farkli analistlerle yapilan ¢aligmalarda biitiin
seviyelerde kabul edilebilir sonuglar verdi. Bu nedenle, modifiye edilen bu metotlarla,
Avrupa Birligi’nin diizenledigi islenmis tahil iirlinlerinde aflatoksin ve okratoksin A
limitlerine gore analiz yapilabilecegi ve ¢ok diislik seviyelerde bile bu mikotoksinlerin
analizine olanak saglayacaklart kanitlandi. Sonu¢ olarak, floresans dedektor ve
KOBRA-cell kombinasyonlu HPLC kullanilarak aflatoksin ve okratoksin A tayini igin
modifiye ve valide edilen yontemler analiz 6rnegi i¢in segici ve iyi bir kromatografik
ayrimin kisa siirede yapilmasini saglamigtir.

Anahtar Kelimeler: Mikotoksin, Toplam Aflatoksin, Aflatoksin B1, Okratoksin A,
Metot Validasyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 22522
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ABSTRACT

Hacibekiroglu 1. (2013). Method Validation and Determination of Aflatoxin (G1, G2,
B1, B2) and Ochratoxin A in Food Samples by HPLC. Istanbul University, Institute of
Health Science, Deparment of Analytical Chemistry. Istanbul.

Regulatory limits for mycotoxines have been established in many countries, and reliable
testing methodology is needed to implement and enforce the regulatory limits. The aim
of this thesis is to develop and validate the HPLC methods for the determination of the
total aflatoxin (G2, G1, B1, B2) and ochratoxin A in 82 processed cereal samples. The
methods with all tested variations were found to be fit-for-purpose for the determination
of total aflatoxin, aflatoxin B1 and ochratoxin A in processed cereal samples at levels of
0.5 pg/kg and above with mean recoveries 80% for the extraction with methanol-water.
The LOQs of total aflatoxin, aflatoxin B1 and ochratoxin A were 0.117 pg/kg, 0.4
ug/kg and 1.477 ug/kg, respectively. For total aflatoxin, the mean recovery at 8 pg/kg
and 5 pg/kg was 98 % and for ochratoxin A, the mean recovery at 8 pg/kg and 3 pg/kg
was 91 %. The relative standard deviation for repeatability was found to be 1.03 — 9.34
% for modified method of total aflatoxin and 11.15 — 15.05 % for modified method of
ochratoxin A. In conclusion, the modified methods showed acceptable results at the
same laboratory with different analysts for cereals products at all levels. Therefore, the
newly modified methods allow the enforcement of EU legislative limits for aflatoxins
and ochratoxin A in processed cereal products. Finally, the modified and validated
methods for determination of aflatoxins and ochratoxin A using high performance liquid
chromatography in combination with a fluorescence detector and KOBRA-cell, resulted
in a selective and good chromatographic and analyte selective separation within a
shorter time.

Keywords: Mycotoxin, Total Aflatoxin, Aflatoxin B1, Ochratoxin A, Method
Validation

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University, Project
No0:22522.



1. GIRIS VE AMAC

Mikotoksinler, esas olarak protein yapisinda ve antijen 6zellikte olan bakteriyel
toksinlerin aksine, ¢ok ¢esitli kimyasal yap1 ve biyolojik aktiviteye sahip maddelerdir.
Uzerinde en cok calisilmis mikotoksin grubu olan aflatoksinler 1960 yilinda
kesfedilmistir, 1962 yilinda ise giiglii “hepatotoksik™ ve “hepatokarsinojen” etkilerinin
oldugu belirlenmistir. Aflatoksinler, Aspergillus flavus'un bazi suslari, Aspergillus
parasiticus 'un ise hemen hemen biitiin suglar1 tarafindan iiretilmektedir. Ancak 1987
yilinda A. flavus’a fenotipik olarak benzeyen A. nomius ve son olarak da A.

pseudotamarii’nin de aflatoksin tirettikleri tespit edilmistir.

Asya ve Afrika’nin cesitli lilkelerinde yapilan ¢aligmalarda, karaciger kanserine
yakalanma siklig1 ile aflatoksinle kontamine olmus gidalarin tiiketim diizeyi arasinda
kuvvetli bir iliski oldugu gozlenmistir. Bu ¢alismalarda bir donem diger
hepatokarsinojenik etmen olan hepatit B viriisii enfeksiyonunun dikkate alinmadigi
gerekcgesiyle bir tartigma baslatilmistir. Ancak yapilan molekiiler genetik ¢alismalarda,
aflatoksinin insanlarda karaciger kanserine neden oldugu konusunda onemli bulgular

elde edilmistir.

Okratoksin A ve daha az toksijenik olan Okratoksin B ilk kez 1965 yilinda
Giliney Afrikali kimyacilar tarafindan tanimlanmistir ve D.B. Scott tarafindan sorgum
tanelerinden izole edilen A. ochraceus K-804 susundan izole edilmistir. Bunu takip eden
caligmalarda arpa, bugday, piring, yulaf, soya fasulyesi, kahve g¢ekirdekleri, kirmizi
biber gibi bitkisel iirinlerde, un, kahve, ekmek, bira gibi bitkisel orijinli gidalarda,
hayvan yemlerinde ve yem hammaddelerinde tespit edilmistir. Bugiin hemen hemen
biitlin iilkeler, bu tehlikeden korunmak ve ihrag¢ ettikleri iiriinlerin geri doniisiini
azaltmak icin gida ve yemlerde bulunabilecek aflatoksin ve okratoksin diizeyleri i¢in
limitler belirlemektedir. Avrupa Birligi’nin bir direktifinde; “Bugiinkii bilimsel ve
teknolojik bilgilerin ve iiretim/depolama tekniklerindeki gelismelerin, bu toksinlerin
olusumunu tamamen Onleyemedigi bu nedenlerle de miimkiin oldugu kadar diisiik

limitler belirlenmesi gerektigi” belirtilmektedir.



Ulkemizde de Tiirk Gida Kodeksi’'nde gidalar, Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi’nin Tebligi’nde ise gida ve yemler icin aflatoksin ve okratoksin A limitleri
belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda, tahil bazli islenmis gida 6rneklerinde aflatoksin (G1, G2, B1,
B2) ve okratoksin A’nin HPLC metot validasyonunun yapilmasi ve valide edilen

yontemlerle bu mikotoksinlerin miktar tayinlerinin yapilmasi amaclanmastir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikotoksinler

Mikotoksinler, kiifler tarafindan firetilen, gidalarda ve hayvan yemlerinde
meydana gelen sekonder toksik metabolitler olarak tarif edilen dogal kontaminantlardir.
Sekonder toksik metabolit terimi, biitiin yasayan organizmalardaki primer metabolitler
(amino asitler, niikleik asitler, proteinler v.d.) ve bitkinin biiylimesi igin gerekli olan

bilesiklerden ayirmak i¢in kullanilmistir.

Mikotoksin terimi Yunanca “mukoz” ve Latince zehir anlamina gelen
“toksikum” kelimelerinin birlestirilmesiyle olusturulmustur (Turner ve ark. 2009).
Bugiine kadar c¢esitli kimyasal ve fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay1 yapisal farklilik
gosteren yiizlerce mikotoksin ¢esidi kesfedilmistir. Aflatoksin, okratoksin, fumonisin,
trikotesen, zeralenon, patulin ve ergot alkaloitleri insan ve hayvan sagligini tehdit eden
ve en sik karsilasilan mikotoksinlerdir (Bennett ve Klich 2003).

Mantarlarin gelismesi ve mikotoksin iiretebilmeleri, sicaklik, pH, rutubet,
oksijen ve karbondioksit diizeyleri, mikroorganizma rekabeti, mantarin tiirii gibi
kosullara baglhidir. Ayrica, mantarin gelismesi gida ve bilesimine de baghidir. Biitiin bu
etkenler mikotoksinlerin siniflandiriimasinda da énemli rol oynar (Ominsk ve ark. 1994
pp. 287-314). Mikotoksinlerin siniflandirilmalart bilim adamlarinin ¢aligma alanlarina
gore farkliliklar  gostermistir.  Klinisyenler —mikotoksinleri organlar iizerinde
gosterdikleri  etkiye  gore;  hepatotoksinler,  nefrotoksinler,  norotoksinler,
immunotoksinler olarak, biyologlar kimyasal risklerine gore; teratojen, mutajen,
karsinojen ve alerjen olarak, organik kimyacilar kimyasal yapilarina gore; lakton,
kumarin olarak, biyokimyacilar biyosentetik orijinlerine gore; poliketitler, aminoasit
tirevleri olarak, mikolojistler hangi mantar tarafindan tretildiklerine gére; Aspergillus

toksinleri, Penicillium toksinleri olarak siniflandirirlar. (Scott 1991).

2.2. Mikotoksin Cesitleri

Tablo 2-1’de mikotoksinler iiretildikleri mantar tiirlerine gore gruplandirildi.



Tablo 2-1: Mikotoksin cesitleri

Mikotoksin iireten mantar cinsleri

Mantar tiirleri

Mikotoksinler

A. flavus
A. parasiticus Aflatoksin
A. nomius
Aspergillus
A.clavatus
Patulin
A.terreus
A. flavus
Siklopiazonik asit
A. versicolor
C. purpurea Ergot alkaloitleri
C. fusiformis Klavinler
Claviceps
C. paspali Liserjik asit
C. africana Ergopeptinler
F. moniliforme
Fumonisin
F. proliferatum
F. graminearum A tipi Trikotesenler
F. culmorum T-2 Toksin, HT-2 Toksin
F. crookwellense
F. sporotrichioides B tipi Trikotesenler
F. poae Nivalenol
Fusarium
F. acuminatum Doeksinivalenol
F. sambucinum Fusarenon - X
F. sporotrichioides
F. graminearum
F. culmorum
Zeralenon
F. sporotrichioides
P. verrucosum
Penicillium Okratoksin

P. virridicatum




P. citrinum
Sitrin
P. verrucosum
P. roqueforti Roquefortin

P. cyclopium
Siklopiazonik asit
P. camemberti

P. expansum

P. claviforme
Patulin
P. roqueforti

2.2.1. Aflatoksin

Aflatoksinler Aspergillus flavus, A. parasiticus ve A. nomius tarafindan tiretilen
toksik metabolitlerdir. Baslica 4 ¢esit aflatoksin tiirii vardir: B1, B2, G1, G2. Aflatoksin
B1, bu dordii arasinda toksisite derecesi en yiiksek olandir. Artan toksisite siralamasi
B1>G1>B2>G2 seklindedir. Aflatoksin ile kontaminasyon riski en yiiksek olan gidalar
arasinda musir, yer fistig1, pamuk tohumu, Antep fistig1 yer alir.

Aflatoksin kelimesi Aspergillus’un ilk harfi “a” ile flavus’un ilk ti¢ harfi “fla”
dan tiiremistir. Aflatoksinin B1 ve B2 formu UV i1sik altinda mavi floresans renk
gostermesinden (Blue), G1 ve G2 formu ise yesil floresans renk gostermesinden
(Green) dolayi bu sekilde adlandirilmiglardir. Aflatoksinin diger iki formu olan M1 ve
M2, aflatoksin bulasan gidalarla beslenen laktasyondaki hayvanlarin siitiinden (Milk)
izole edilmislerdir (Creppy 2002).

Aflatoksinler metanol, kloroform ve asetonda ¢oziinmelerine ragmen su ve
petrol eterinde ¢ozlinmezler. Kuru halde erime noktalarina kadar 1sitya dayaniklidirlar.
Aflatoksinlerin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri Tablo 2-2’de, kimyasal yapilar1 Sekil 2-

1°de gosterilmektedir.




o
Aflatoksin B1

o

Aflatoksin G1

(]
Aflatoksin M1

(0]

Aflatoksin B2

(o]
Aflatoksin G2

Aflatoksin M2

Aflatoksin B2a

Sekil 2-1: Aflatoksin B1, B2, G1, G2, M1, M2 ve B2a’nin kimyasal yapisi



Tablo 2-2: Aflatoksinlerin baz fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Aflatoksin Molekiil Formiilii Molekiiler Agirhik [g/mol] Erime noktasi ['C]
B1 C17H1,06 312,28 268-269
B2 C17H1406 314,30 286-289
Gl C17H1,07 328,28 244-246
G2 C17H1407 330,30 237-240
M1 C17H1,07 328,28 299
M2 C17H1,07 330,30 293
B2a C17H1407 330,30 240

AFB1'in biyosentez yolu kismen aydmlatilmigtir. Aflatoksinin yapisinda
bulunan furan ve kumarin halkalari, primer metabolitlerden olan asetik asit ve malonik
asitten olusmaktadir. Sekiz kademeli reaksiyon zincirinin son iiriinii AFB1'dir. Bagka
funguslar tarafindan olusturulan, 6zellikle A. versicolor suslarmin yiiksek diizeyde
irettigi sterigmatosistin, AFB1 biyosentez yolunda bir ara metabolit olarak goriiliir.

AFB1, 25 genin dahil oldugu poliketit yolunu izleyerek sentezlenir (Papa 1984).
Aflatoksin B1’in biyosentezinde ilk asama, Hex A ve Hex B olmak iizere, iki tane Fatty
Asit Sintaz (FAS) enziminin, asetat ve malonil CoA’y1, 6 karbonlu “starter {initesi” diye
de adlandirilan alkil ara {iriiniine uzatilarak, fungal poliketit sintaz (PKS)’lara transfer
edilmesi ile baglar (Coran ve ark. 2002). FAS ve PKS enzimleri, 2-4 karbon {initeli
yapilardan baslayarak c¢ok ¢esitli ve ¢cok daha kompleks yapilari olusturabilmektedir.
PKS’ye transfer edilen bu “starter {initesi”, burada 7 malonik asidin de dahil olmasiyla 7
kez gerceklesen 2 karbon ekleme isleminden sonra, aldol dehidrasyonu ve Claisen
kondensasyonu ile aflatoksinin oOnciisii olarak da adlandirilan norsolorinik asitin
sentezlenmesi gergeklesir (Minto ve Townsend 1997) (Sekil 2-2). Bazi Aspergillus
tiirlerinde norsolorinik asit rediiktaz enzimi bulunmamaktadir. Bu yilizden, bu asidin
AFB1’e doniisiimii gergeklesmez ve biriken asit kirmizi-turuncu renkte bir pigment
olarak gozlemlenebilir (Papa 1984). Norsolorinik asit olusumundan sonra, bu asitten
aralarinda averufin ve sterigmatosistin gibi ara iiriinlerin de bulundugu ve yaklasik
olarak 15 ve ilizeri enzimin katalizlenmesi sonucu AFB1 sentezlenmektedir (Sekil 2-3)
(Minto ve Townsend 1997).
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Sekil 2-3: Aflatoksin B1 biyosentezine kadar olusan ara iiriinler

2.2.2. Okratoksin

Okratoksin A (OTA) ve daha az toksik dekloro analogu olan Okratoksin B ilk
kez 1965 yilinda Giliney Afrika’li kimyacilar tarafindan tanimlanmis ve D.B. Scott
tarafindan sorgum tanelerinden elde edilen Aspergillus ochraceus K-804 susundan izole
edilmistir (Fukal 1990; Steyn 1984). Insanlarda Balkan endemik nefropatisi,

domuzlarda Danimarka bobrek nefropatisi ve ayrica kiimes hayvanlarindaki énemli bir



saglik sorununun muhtemel kaynagimmin OTA oldugu belirlenmistir. Giintimiizde artik
OTA, 10’dan fazla tilkede dogal bir kontaminant olarak kabul edilmektedir (Van
Egmond 1991). OTA’nin diinyanin ¢esitli lilkelerinde baklagillerde, hububatlarda ve
diger bitkisel iiriinlerde, hayvan yemlerinde, hayvan etlerinde ve insan dokularinda
varhigi saptanmistir. OTA bitkisel iirlinler igerisinde ozellikle misir, bugday, arpa,
sorgum, yulaf, baklagiller, yer fistig1t ve karisik yemlerde bulunan en Onemli
mikotoksinlerden biri olarak kabul edilmektedir. Ayrica domuz dokularinda da yaygin
oldugu ve OTA diizeyinin hayvansal iiriinlerde hububatlardakilerden daha fazla oldugu
bildirilmistir (Fukal 1990).

Peptit bagi ile fenilalanine baglanmis bir izokumarin tiirevi olan OTA’nin
olusumunu belirleyen en 6nemli iki faktor sicaklik ve nemdir. Aspergillus tiirleri yiiksek
nem ve sicaklikta (12-37'C) toksin sentezlerken Penicillium tiirleri daha diisiik
sicakliklarda bile (4-31'C) toksin sentezleyebilmektedirler.

OTA, renksiz, kristalimsi, suda az ¢oziinen, fakat sulu sodyum bikarbonatli
cozeltilerde ¢oziinebilen, zayif asidik oOzellikte bir bilesiktir. Ksilen ile yeniden
kristalize edilebilir. Kristal formda, ultraviyole altinda, asit ¢ozeltide yesil ve alkalin
¢ozeltide mavi fluoresans verir, bu kristallerin erime noktasi 169°C’dir. OTA’nin serbest
asidi polar organik coziicliler icinde c¢oziinebilir. OTA, 151k ve havada dayanikli
degildir. Isik ve 6zellikle nemli kosullara maruz kaldigr zaman bozulabilir ve etkisini
kaybedebilir. Etanol ¢ozeltisinde karanlik ve sogukta muhafaza edildigi zaman, bir
yildan fazla dayanir. OTA, sicaga karsi olduk¢a dayanmiklidir, hububat {iriinlerinin
otoklavda (121°C, 1 atm) 3 saat kalmasi durumunda dahi toksinin %35’ etkinligini
sirdiiriir. Isiyla aynistirildigit zaman toksinden klorun toksik buhari ve nitrik oksit
ortama verilir. Normal kosullar altinda okratoksin A ve B olusturulur. Okratoksin B,
OTA’dan daha az toksiktir ve karaciger hiicrelerinde protein biyosentezini inhibe etmez.
OTA’nin molekiiler formiilii 1965 yilinda Van der Merwe ve arkadaglar1 tarafindan 7
karboksi—5-kloro-8-hidroksi-3,4-dihidro-3-metil izokumarin olarak agiklanmistir (Sekil
2-4) (Van der Merwe ve ark. 1965). OTA, dihidro-metil-izokumarin halka sisteminde
CS5 tizerinde klor atomuna sahiptir, bu atom okratoksin B’de bulunmaz ve klor atomuna
fenolik OH eklenmesi toksisiteyi arttirir. Fenilalanin ve dihidroizokumarin bilesikleri
amit bagi ile baglanirlar ve bu bag 1s1ya ve hidrolize kars1 ¢ok dayaniklidir (Frenettea ve
ark. 2008; Park ve ark. 2000).
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Sekil 2-4: OTA

Okratoksinler, L-B fenilalanine amit bagi ile bagl izokumarin tiirevleridir.
Biyosentetik  orijinine gore poliketitler grubu iginde pentaketitler olarak
simiflandirilmigtir. Pentaketitler, asetil ve malonil CoA’dan olusurlar. Pentaketit,
siklizasyon ve aromatizasyon ile izokumarine doniisiir. Karboksi tiirevinin metilasyon,
oksidasyon, klorinasyon ve asit aktivasyonlar1 ile sikimik asit yolu sonrasi olusan
fenilalanin ve fosfookratoksin A, OTA’y1 olusturmaktadir. Klorinasyon asamasinin
kloroperoksidaz enziminin varlig1 ile gerceklestigi diistiniilmektedir. Kloroperoksidaz
diisiik substrat spesifitesi gosteren, hayvanlarda ve mikroorganizmalarda yaygin olarak
bulunan iki yiizden fazla halojenlenmis maddelerin biyosentezini uyaran bir enzimdir.
OTA’daki klor fenolik gruba gore para konumundadir. OTA biyosentezindeki iki ana
kismin (fosfookratoksin A ve fenilalanin etil esteri) olusmasini, bunlarin birlesme
reaksiyonlar: takip eder. Birlesme reaksiyonu, okratoksin sentetaz kompleksi ile olur,
ATP ve MgJ'2 reaksiyon i¢in gereklidir. Yapilan ¢aligmalar 15181inda, okratoksinin bes
tiirevi oldugu bilinmektedir. Bunlar; Okratoksin A, B, C, a ve B’dir. Bunlarin i¢inde
toksik agidan en 6nemlisi molekiil agirligi 403,83, kimyasal formiilii C2oH1sCINOg olan
OTA’dir. OTA’nin yarillanma Omrii; farelerde 24-39 saat, siganlarda 55-120 saat,
domuzlarda 72-120 saat, maymunlarda 456-504 saat, insanlarda ise 840 saattir (Krogh
1992; Huff ve ark. 1979). Sekil 2-5’te OTA’nin biyosentezi 6zetlenmistir.
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Sekil 2-5: OTA’nin biyosentezi

2.2.3. Ergot alkaloitleri

Ergot, Claviceps purpurea kiifiiniin irettigi, Ozellikle cavdar gibi tahil
tirlinlerinde tireyen bir mikotoksindir (Lorenz 1979).

Bazi bugdaygillere asalak olarak yerlesen ve ¢avdar mahmuzu olarak bilinen
kiifteki (C. purpurea) ergot alkaloitlerinin yol ac¢tigi zehirlenmeye ergotizm denir.
Glinlimiizde ergotizmin biri kangrenli (kronik ergotizm) digeri konvulsiv (akut
ergotizm) olmak {izere iki tipi tarif edilmektedir. Kangrenli ergotizm halsizlik,
uzuvlarda soguma ve karincalanma hissi ile baslar, sonra 6zellikle baldirlarda siddetli

sancilar bas gosterir. Bunu yanma ve ardindan asir1 soguma periyotlarinin takip ettigi
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siire¢ izler. Uzuvlar hissizlesir, deri sogur, kararir ve mumya gibi bir goriintii olusur,
bazen de sulu kangren goriiliir. Kangrenin derecesi tirnaklarin diismesi, el ve ayak
parmaklarinin kayb1 veya uzuvlarin kaybina kadar degisebilir.

Konvulsiv ergotizmde ise daha ¢ok sinirsel semptomlar 6n plandadir. Bazi
vakalarda hem kangren hem de sinirsel semptomlar karisik halde ortaya ciksa da
konvulsiv ergotizmde kangren yoktur. Tipik belirti siddetli karincalanma hissidir.
Zaman zaman uyuklama, sersemlik bas gosterir. Beyin ve omurilik lezyonlarina, mental
bozukluklara ve &liime yol acabilir (Ozkaya 2000). Avrupa’da kangrenli ergotizm ilk
kez 857 yilinda Almanya’da goriilmiistiir ve bu bilinen en eski mikotokzikosiz vakasidir
ve binlerce kisinin 6liimiine neden olmustur (Bove 1970).

Glniimiizde ergot sklerotiumunun 10 farkli gruptan 100°den fazla madde
icerdigi bilinmektedir. Bunlar arasinda estolitler, aminoasitler, aminler, pigment
maddeleri, 1-3 bagli B-D glukopiranozil {initelerinde olusan glukanlar, enzimler ve yag
asitleri bulunur. Fakat bunlar i¢inde tipta ve toksikolojide en Onemli olanlar
alkaloitlerdir. Sayisinin 40’tan fazla oldugu belirtilen ergot alkaloitleri iki ana gruba
ayrilirlar. Bunlardan birisi liserjik asit tlirevleri digeri de liserjik asidin karboksil
grubunun hidroksimetil veya metal grubuna indirgendigi klavin alkaloitleridir (Sekil 2-
6). Liserjik asit ilk kez 1954 yilinda sentezlenmistir (Sekil 2-7). C. purpurea ve C.
paspali mantarlar1 farmakolojik olarak aktif liserjik asit alkaloitleri igerirler (Ozkaya
2000).
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Sekil 2-6: Ergot alkaloitleri

Liserjik asit CHz

Sekil 2-7: Liserjik asit

2.2.4. Zeralenon

Zeralenon (ZON) Fusarium tiirii mantarlarca {iziim, misir ve yiiksek nem igerigi
olan saman yigmlarinda siklikla iireyen Ostrojenik yapili bir mikotoksindir. Cesitli
calismalarda, hem insan diyetinde ve hem de hayvan yemlerinde ZON olusma insidansi
yiiksek bulunmustur. Misir, 06giitiilmiis arpa ve bugday gibi hububatlarin F.

gramineorum ile enfekte edilen ZON igerikli yemin tiiketilmesiyle, 6zellikle domuzda
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genital problemlere neden oldugu tespit edilmistir. Semptomlar, prepubertal donemdeki
disi domuzda vulvada yumru seklinde 6dem veya vajina ve rektumda sarkma
seklindedir. Ureme ile ilgili diizensizlikler, infertilite veya kuru kangren diye ifade
edilen doku oliimii, diisiik, gelisim bozuklugu gibi durumlar ile karakterizedir. ZON
giiclii Ostrojenik etkisinin yaninda karaciger lezyonlarina neden olmakta, daha ileride
hepatokarsinomay tetikleyebilmektedir (Massart ve Saggese 2010). ZON, CigH2,05
formiiliine sahip, molekiil agirligi 318,37 olan bir B-rezorsilik asit laktondur (Sekil 2-8).
Beyaz, kokusuz, kristal yapilidir. Erime noktas1 161-164 C arasindadur. Pratikte suda ve
tetraklorometanda ¢6ziinmeyip, dietileter, kloroform, diklorometan, etil asetat, alkol ve
sulu alkali c¢oziiciilerde c¢oziinmektedir. ZON standartlar1 genellikle metanoldeki

kararsizlik probleminden dolay1 asetonitrilde hazirlanmaktadir (Josephs ve ark. 2004).

OH O H, ,CH,

HO

Sekil 2-8: Zeralenon

2.2.5. Patulin

Patulin bazi Penicillium, Aspergillus, Byssochlamys tiirleri tarafindan
olusturulan bir metabolittir. 1943 yilinda P. patulum ve P. expansum kiiltiirlerinden
izole edilen patulinin antibiyotik 6zellikte oldugu saptanmustir.

Patulinin kimyasal yapisi, 1950 yilinda Woodward ve Sing tarafindan
aydinlatilmistir (Sekil 2-9). Patulin doymamus bir lakton olup kapali formiilii C;HgO,4 ve
molekil agirligr 154,12°dir. Laktonlar, hidroksikarbonik asidin esterleridir ve dogada
genellikle doymamis halde bulunurlar. Ancak patulin y-lakton olup kararli yapida 5°li
halka olusturmustur ve bu bakimdan dayanikli bir yapiya sahiptir.

Patulinin sentezinde, oncelikle kiiflin susu, ortamin sicakligi, su aktivitesi, pH,
stire, ortamdaki besin maddeleri ve osmotik basing énemli rol oynamaktadir (Acar ve

Gokmen 1998).
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Sekil 2-9: Patulin

Birgok gida maddesinde, 6zellikle meyve ve sebzelerde, patulin olusmaktadir.
Bu konudaki c¢aligmalara gore elma, armut, seftali, kayisi, domates gibi iiriinlerde
sentezlenebildigi, buna karsilik lahana, turp, kereviz, sogan gibi sebzelerde patulin
sentelenemedigi halde, portakal ve portakal suyunda patulin olusumu ancak bazi suslar
tarafindan gerceklestirilmektedir (Acar ve Gokmen 1998).

Lakton yapisinda olmasi nedeniyle patulinin kanserojen etkisi de arastirilmigtir.
Patulinin etki spektrumunun genis oldugu ve hayvan denemelerinde kanserojen,

mutajen, teratojen etkili bir metabolit oldugu saptanmistir (Janotova ve ark. 2011).

2.2.6. Fumonisin

Fumonisinler 6nemli toksik kiif melabolitleri olup (Weidenbomer 2001) misirin
en yaygin kiif kontaminantlarindan biri olan Fusarium moniliforme tarafindan
tretilmektedir. F. proliferatum, F. anthophilum, F. napifonne ve F. nygamaide,
fumonisin tireten Fusarium tiirleri arasinda yer alirlar (Gamanya ve Sibanda, 2001).

Fumonisinlerin kimyasal yapilari incelendiginde, 20 karbonlu propan-I,2,3-
trikarboksilik asit diesteri ve primer amino grubu igeren bir pentahidroksikosan
olduklar1 goriliir. Sfingolipidlerin iskeletini olustinan sfingozine benzer yapidadirlar
(Sweeney ve Dobson 1998). Bugiine kadar fumonisin B1, fumonisin B2, fumonisin B3,
fumonisin B4, fumonisin Al ve fumonisin A2 olmak {izere 6 fumonisin yapisi
belirlenmistir. Bunlar arasinda gidalarda en fazla bulunanlar fumonisin B1 ve fumonisin
B2'dir (Sekil 2-10) (Scott 1993; Sweeney ve Dobson 1998).

Fumonisinler polar bilesiklerdir. Suda ¢oziinebilirler, asetonitril:su ve metanolde
daha ¢ok ¢oziinebilme 6zelligine sahiptirler ancak apolar ¢oziiciilerde ¢oziinmezler
(Vesander ve ark. 1990). Bir kismi insan ya da hayvanlarin dokularina bagh
bulunabilirler ancak ¢ogu idrar, digki ve siit ile disar atilirlar. Buna ragmen, fumonisin

kalintilar1  diisiik de olsa domuzlarin karaciger ve bobreklerinde, sigirlarin
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karacigerlerinde bulunur. Insanlar, kontamine olmus et, siit, yumurta ve sakatat gibi
yenilebilir hayvansal iirtinlerin tiiketimi yoluyla fumonisinlere maruz kalabilirler. Bu

durum ise, insan sagligi iizerinde oldukga zararli sonuglara zemin hazirlayabilir.

Sekil 2-10: Fumonisin B1 ve fumonisin B2

2.2.7. Trikotesenler
Fusarium toksinleri arasinda trikotesenler 6nemli ve biiyiik bir gruptur. Bilinen

40 tiirevinin oldugu, ancak 150 civarinda farkli bilesigin bu grupta toplandigi ifade
edilmektedir. Hepsinin ortak ozelligi tetrasiklik yap1 gostermeleridir. Trikotesenler
kimyasal yapilar1 nedeniyle tetrasiklik terpenoitler grubuna girerler. Bu kadar fazla
tiireve ragmen tarim triinlerinde dogal kontaminant olarak saptananlar 4 adedi gegmez.
Bunlar; diasetoksisirpenol, T-2 toksin, nivalenol, deoksinivalenol ve T-2 toksinin
parcalanma triinii olan toksik metabolit HT-toksin'dir. 1940 yilinda Rusya'nin Orenburg
bolgesinde yetisen bugdaylardan yapilan un ve ekmeklerin tiikketilmesiyle ortaya c¢ikan
ve ¢ok sayida insanin Oliimiiyle sonuglanan olayin, Fusarium toksinlerinden

trikotesenlerin neden olduguna iligkin iddialar giderek bilimsel destek bulmustur. Bu
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toksik hastalikta deride nekrozlar, kemik iliginde hasarlar meydana gelir ve 16kosit
say1s1 diiserek 16kopeni olusur (Bensassi ve ark. 2009).

Trikotesen grubuna ait metabolit ilk kez Trichothecium roseum'dan izole
edildigi i¢in trikotesen adimi almistir. F. sporotrichoides, F. sambicinum, F.
graminearum, F. culmorum, F. poae, F. tricinctum, F. nivale, F. solani ve diger
Fusarium tiirleri yaninda Trichoderma viride, Myrothecim roridum ve Trichethecium
roseum da trikotesen tireticileridir (Freeman ve Marrison 1948).

Toprak veya tarla kiifleri olan Fusarium'lar diisiik sicakliklarda gelisirler.
Bazilar1 0°C nin altinda da gelismelerini siirdiirebilir. Gelisimleri i¢in ihtiya¢ duyduklar
minimum sicaklik istekleri -7°C olan tiirlere de rastlanir. F. poae ¢ok genis sicaklik
araliginda mikotoksin olusturmakla beraber optimum mikotoksin iiretimi 5-8°C’lerde
gerceklesir. Fusarium'larda trikotesenler genellikle 15-20°C arasinda yiiksek diizeyde
sentezlenir. Bir¢ok Fusarium tiirii yiiksek sicakliga (22°C) oranla diisiik sicaklikta (8
°C) daha fazla trikotesen olusturur. Laboratuvar denemeleri 22°C’de 3 hafta siire ile
inkiibe edilen Fusarium kiltiiriine oranla, 6. giin 8°C’de bir siire tutulup sogutulan
kiltirde 3 misli fazla mikotoksin olustugunu ortaya koymustur. Bu da tarlada
yetistirilen bugdaylarin yiiksek toksin igeriklerine agiklama getirmektedir.

Trikotesenlerin toksisiteleri ytiksektir. Hiicre i¢indeki etkisi protein sentezinin
inhibisyonu seklindedir. Canliya 30 pgmL™ diizeyinde verildiginde protein sentezi
durur. Molekiil spesifik olarak terminator bolgeleri yakalar, ayn1 zamanda ribozomlarda
polipeptit-transferaz enzimini bloke eder. Metabolizmada SH-grubu iceren 6nemli
enzim veya koenzimlerle reaksiyona girerek reaksiyonlar1 durdurur. T-2 toksininin
sicanlara oral yolla verilerek belirlenen toksisitesi LDs; = 3,8 mgkg™ ve
diasetoksisirpenoliin toksisitesi LDso= 7,3 mgkg'1 ‘dir.

Fusarium tiirlerinin gelistigi darilar1 tiketen insanlarda agiz, burun, sindirim
sistemi ve bobreklerde kanamalar ve sonugta 6liim goriilmiisse de bu etkilerin sirf
trikotesenlerden oldugunu séylemek zordur. Insan ve hayvanlarda akut dozun altindaki
dozlar kusmaya neden olur. Deney hayvanlarinda gozlenen en onemli etkileri, deri
nekrozlari, kusma ve I6kopenidir. Fusarium' lar tahillarda (bugday, yulaf, arpa, ¢avdar,
musir, piring), sorgum, fasulye, meyve ve sebzelerde goriiliir. Avrupa ve Amerika gibi
soguk-serin kusak iklim bélgelerinde Fusarium'lar iyi gelisirler. Ozellikle bu klimada
trikotesen igerikli yemler hayvan zehirlenmelerine ve 6liimlerine neden olur ve yasanan

olaylar cok seyrek degildir. Boyle yemlerde diger toksinlerin yani sira T-2 toksini 2
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mgkg'1 diizeyinde bulunmustur. Yem muisirlarinda trikotesenler oldukca fazla goriiliir.
Tiirkiye tahil ve yemleri, bulundugu iklim kusagi nedeni ile trikotesenler agisindan risk

altinda degildir (Nelson ve ark. 1983 pp. 193).

2.3. Gidalarin Mikotoksinlerle Kontaminasyon Yollari

Gidalara mikotoksin bulasmasi ¢esitli yollarla gergeklesir. Gidanin gozle fark
edilir sekilde kiiflenmesi mikotoksinin direkt kontaminasyonundan kaynaklanir. Bitkisel
tiriinlerden; tahillarda, baklagil danelerinde (soya fasulyesi, fasulye vb), findik, yer
fistig1, ceviz, Antep fistig1, badem, aycicegi tohumu, pamuk tohumu gibi yagh
tohumlarda, meyvelerde ve baharatta mikotoksin kontaminasyonu direkt yolla ve
onemli diizeyde meydana gelir. Gozle goriiliir sekilde tiim triiniin kiiflenmesi {iriiniin
islenmesini ve tiikketimini olanaksiz hale getireceginden herhangi bir risk tasimaz.
Ancak iirlin partilerinin ¢ok az bir kisminda baslayan kiiflenme 6zellikle depolama
stiresince mikotoksin kontaminasyon riskini arttirir. Bitkisel tiriinlerde mikotoksin
kontaminasyonu tarlada olgunlasma evresinden baslayarak, hasatta, kurutma
asamasinda ve agirlikli olarak da depolanma evresinde meydana gelir. Yer fistig1, findik
vb iriinlerde toksin kontaminasyonu hasat edilen iriinlerin kurutulma asamalarinda
baslar. Kirilan, hasar goren findik, fistik kabuklar1 kiif misellerinin i¢ daneye gecisine
ve mikotoksin olusturmasina olanak saglar. Ayrica nem oraninda dalgalanmalara neden
olur. Istatistiksel bilgilerden parti icindeki yer fistiklarinda 1:700 ve Antep fistiklarinda
1:4500 oranu ile aflatoksinle kontamine dane bulundugu hesaplanmaktadir.

Direkt kontaminasyon ekmekte, meyvelerde, dogal kiiflerle olgunlastirilan et
tirlinlerinde, siit mamullerinden &zellikle peynirlerde goriiliir. Dis iilkelerde geleneksel
olarak iiretilen ¢ig sucuk benzeri ancak kiifle olgunlastirilan mamuller biiyiik risk
tagirlar. Bunlarin {iretiminde belli bir Penicillium tirii starter olarak kullanilmakla
beraber, startersiz olarak dogal kiif populasyonundan yararlanilarak iiretilen fermente et
tirlinleri de bulunur. Bunlarin yapiminda mutlaka Penicillium nalgiovense biyotip 2' nin
kullanilmast Onerilmektedir. Genel olarak etlerde fazla goriilmeyen mikotoksinler,
mantarlar ile olgunlastirilan Macar ve Italyan tipi ¢ig fermente sucuklarda, tuzlanarak
kurutulmus ¢ig et jambonlarinda, ¢iftlik usulii hazirlanan yagli jambonlarda tehlike
yaratirlar. Bu iirlinlerde yaklasik 10-11 mikotoksinin bulunabilecegi hesaplanmalidir.

Spontan olarak olgunlagan bu iriinlerden izole edilen Penicillium' larin % 80' inin
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potansiyel mikotoksin iireticisi oldugu ve siklikla goriilen Aspergillus versicolor' un da
sterigmatosistin olusturdugu unutulmamalidir.

Kiifli peynirlerde ¢ok sayida mikotoksin oldugu goriilmiistiir. Ayrica sert
peynirlerin kabuklarinda ve dis tabakalarinda, yumusak ve yar1 sert peynirlerin, eritme
peynirlerinin yiizeylerinde, bugiine kadar aflatoksin, sitrinin, siklopiazonik asit,
mikofenolik asit, OTA, patulin, penisilik asit, penitrem A, sterigmatosistine
rastlanmistir. Toksinlerin peynir kitlesine kabuktan veya yiizeyden itibaren birkag cm
derinlige kadar difiize olabildikleri, sitrinin ve OTA'nin ise 8 cm derinlige kadar
inebildigi gosterilmistir. Tiirkiye'de kasar peyniri depolama 6rneklerinden izole edilen
dominant floranin agirliklt olarak toksik kiiflerden olustugu yapilan calismalarla
gosterilmistir.

Gidalarin mikotoksinlerle indirekt kontaminasyonu, mikotoksinle kontamine
olmus hammaddelerin veya katki maddelerinin gida iiretiminde kullanilmasiyla
meydana gelir. Patulinle kontamine olmus meyvelerin, meyve suyu ve konsantrelerine
islenmesi, aflatoksin ig¢eren incirlerden kuru incir ve incir ezmelerinin tiretilmesi, yine
kontamine yer fistiklarinin, fistik ezmesi vb iriinlerde kullanilmasi indirekt yolla
kontaminasyonlara 6rnek olusturur. Penicillium expansum, Byssochlamys spp. ve
Aspergillus clavatus' un olusturdugu patulin, elma sularinda ve konsantrelerinde siklikla
bulunur. Armut ve karisik meyve sularinda da rastlanir. Trichothecium roseum
tarafindan olusturulan trikotesenler bu kiifle kontamine olmus iiziimlerin sularinda
goriiliir. Cesitli gidalarda tat ve aroma kazandirmak amaciyla kullanilan baharatlar
(kirmiz1 toz biber, kirmiz1 pul biber, karabiber, zencefil, safran, kisnis) ¢ogunlukla
mikotoksinlerle  kontaminedirler. Baharat 0&zellikle et {riinlerinde indirekt
kontaminasyona neden olur. Tahillarda ve baklagil danelerinde olusan cesitli
mikotoksinler (OTA, aflatoksin B1, B2, G1, G2, penisilik asit, siklopiazonik asit,
sterigmatosistin, ksantomegnin) degirmen {iriinlerine, fraksiyonlara gore artan veya
azalan oranlarda gegerler. Soguk-serin iklim boélgelerinde bazi yillarda iklime bagh
olarak bugdayda Fusarium kiifleri daha fazla goriilir ve normal yillarda bugdayda
goriilen 0,15 mgkgolan deoksinivolenol (DON) miktar1 boyle yillarda 0,30 mgkg™
diizeyinin iizerine ¢ikar. DON ile kontamine bugdaylarin 6giitiilmesinden sonra yine
fraksiyonlara bagli olarak unlara % 55, % 47 ve % 34 oraninda DON gecer. Aflatoksin
ile bulasik piringlerin piring unlarinda toksin konsantrasyonu azalir, piring ve kepek

unlarinda ise 10 kat artar. Kiiflerin metabolitlerinin daha fazla danelerin dis tabakasinda
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kalmasi, endosperme penetre olmamasi buna neden olmaktadir. Tahil unlarinda en
siklikla goriilen OTA kontaminasyonuna ozellikle soguk-serin iklimlerde yetistirilen
tahillar iizerinde gelisen Penicillium verrucosum neden olur. Tahillarda bulunan OTA
miktarinin yaklagik % 50 oraniyla unlara gectigi saptanmistir.

Aflatoksin 1ile kontamine musirlarin unlarinda ise; aflatoksinin danedeki
miktarina oranla fraksiyonlarda arttigi, embriyo fraksiyonunda da 2-3 katina ulastigi
goriiliir. Un, kepek, irmik gibi degirmencilik iirlinlerinde veya firincilik iiriinlerinde
goriilen aflatoksin, OTA, zearalenon vb mikotoksinler indirekt kontaminasyonlardir.

Gidalarin mikotoksinlerle kontaminasyonlarinda "carry over" olarak adlandirilan
tiglincii bir yol daha vardir. Ciftlik hayvanlar1 mikotoksinlerle kontamine yemlerle
beslendiklerinde toksinleri metabolize ederek, biiyiik kismini idrar ve digk: ile atarlar.
Ancak metabolize formlara kanda, siitte, baz1 organlarda hatta ender olarak yagli kas
dokularinda rastlanir. Aflatoksin iceren yemlerin siit ineklerine yedirilmesi sonucu
aflatoksin B1 (AFB1) ve aflatoksin B2 (AFB2), aflatoksin M1 (AFM1) ve aflatoksin
M2 (AFM2)' ye doniiserek kalint1 halinde siitte ortaya cikar. Besi sigirlarinda AFB1 ve
AFB2 kalintilar1 en fazla karaciger ve bobreklerde bulunmustur. Kaslarda aflatoksin
tiirevlerine hem daha ender hem de ¢ok daha diisiik miktarlarda rastlanir. Domuzlarda
yemlerle alman AFBIl'in % 71' inin 9 giinde metabolize olarak diski ile atildigi,
kalintinin ise agirlikli olarak karacigerde ¢ok daha azinin ise bobrek ve akcigerlerde
biriktigi goriilmistiir. Aflatoksin biriken karaciger, patolojik ve anatomik degisiklikler
gostermeyebilir ve tiiketilme olasiligr yliksektir. Kanathilarda da AFB1, AFMI1 ve
AFBL'in pargalanma iiriinii olan aflatoksikol karaciger ve bobreklerde diisiik diizeyde
birikebilir. Okratoksin A igeren yemlerle beslenen hayvanlardan sigirlarin siitlerinde ve
organlarinda kalintt OTA'ya rastlanmazken, domuzlarin ve kanatlilarin organlarinda
degisik diizeylerde goriilmektedir. Bu durum gevis getiren hayvanlarin igkembelerinde
bulunan mikroorganizmalarin OTA'y1 metabolize edebilmeleriyle agiklanmaktadir. Tek
mideli olan domuzlarin, en ¢ok kanlarinda olmakla beraber bobrek ve karacigerlerinde
de 6nemli diizeyde kalinti OTA saptanmistir. OTA domuzlarda nefropati ajan1 oldugu
gibi, insanlarda da endemik ve endemik olmayan nefropatilerin kaynagidir. Bugiine
kadar piyasadaki tavuk etlerinde ve yumurtalarinda OTA belirlenememis olmasina
karsin OTA ile kontamine yemlerle beslenme denemelerinde kanatlilarda OTA' nin
degisik diizeylerde kanda, ette, bobrek ve karacigerde hatta yumurtada bulunabilecegi

gosterilmistir. Yemlerde bulunan Fusarium toksinlerinden zearalenon ve trikotesenler
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hayvanlarda ¢ok hizli metabolize olurlar. Hayvanlarin etlerinde ve siitlerinde zearalenon
saptanmazken trikotesenlerden T-2 toksinine inek ve domuzlarin kaslarinda ve
stitlerinde rastlanmistir. Kanatlilarin da etlerine ve karacigerlerine gecebilmekte, hatta

yumurtalarinda da gortilebilmektedir.

2.4. Mikotoksinlerin Insan ve Hayvan Saghgma Etkileri

Mikotoksinler gida ve yemlerle belli bir diizeyin iizerinde viicuda alindiklarinda
insan ve hayvan sagligina olumsuz etki ederler. Ancak bu etki, mikotoksin tiiriine,
alindig1 miktara, metabolizmaya, savunma mekanizmasina ve maruz kalma siiresine
baglidir (Hussein ve Brasel 2001). Cesitli sekillerde insan ve hayvanlar tarafindan
mikotoksinlerin viicuda alinmasiyla baz1 toksik belirtilerin ortaya ¢ikmasina
mikotoksikozis denir. Insanlar ve hayvanlar ya dogrudan, kontamine olmus gida ve
yemleri tiiketerek ya da kontamine yemle beslenen hayvanlarin yumurta ve siit gibi
iriinlerine toksinlerin ge¢mesi sonucu dolayli olarak mikotoksinlere maruz kalirlar. En
onemli mikotoksikozis St. Anthony’s Fire olarak bilinen ergotizm hastaligidir. Bu
hastalik 1750 yilinda Claviceps purpurea adli bir gesit mantarin tahil {riinlerine
bulasmasiyla ortaya ¢ikmigtir. Hastalik ortagag doneminde orta Avrupa’da salgin haline
geldi. Mikotoksinlerin bulasma potansiyeli yiiksek olan iriinler ve sebep olduklar
hastaliklar Tablo 2-3’te verilmektedir.

Mikotoksikozis olayma diger bir 6rnek toksik 16kopenidir. Burun, bogaz ve dis
eti kanamasi, nekroz, immiin sistemin baskilanmasi gibi belirtilerle 1940 yilinda
Rusya’da binlerce insanin 6liimiine sebep olmustur (Nelson ve ark. 1994). Aflatoksin
ise ilk kez 1960 yilinda Ingiltere’de 100,000 hindinin dliimiiyle kesfedilmistir.

Mikotoksinlerin insan ve hayvan sagligina olumsuz etkileri sunlardir:

-Akut toksisite: Toksinin bir kez veya kisa zaman diliminde (24 saat gibi)
genellikle birkag kez alinmasindan sonra zehirlenmeye neden olmasidir.

-Kronik toksisite: Akut toksisiteye yol agmayacak diisiik dozlarin uzun siire

viicuda alinmasiyla ile olusan toksisitedir.
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Tablo 2-3: Mikotoksinlerin saghk iizerindeki etkileri

Mikotoksin Saghga zararh olasi etkileri Uriin

Karaciger hastaliklar1 (hepatatoksik, hepatokarsinojenik), Yer fistig1 ve fistiklar,

Aflatoksin kanserojen ve teratojenik etkiler, kanamalar tahillar (musir), siit,

(bagirsaklar, bobrekler), bagisiklik sistemine bask1 baharatlar

) Nefrotoksik etki, kanserojen etki, bagisiklik sistemine Tahillar (bugday, misir),
Okratoksin
baski sarap, liziim suyu

o Akcigerde 6dem, equine leukoencephalomalacia,
Fumonisin ) ) ) ) ) Misir
nefrotoksik ve hepatotoksik etki, bagisiklik sistemine baski

Sindirim sisteminde diizensizlik (kusma, ishal), kilo
kaybinda artig, kanamalar (mide, kalp, ince bagirsak,
Trikotesen akciger, mesane), agizda yara, iltihap, kisirlik, kemik Tahuillar (bugday, arpa)
iliginde bozulmalar, yavas biiylime, bagisiklik sistemine

baski

Ostrojenik etkiler (kusma, ishal), genital bolgede 6dem,
Zeralenon vajinada sarkma, rahimde genisleme, testislerde atrofi, Mistr, bugday

yumurtaliklarda atrofi, kisirlik, diigiik

Ergot alkaloitleri Kangren, havale, haliisinasyonlar Cavdar

Patulin Genetik mutasyon, genotoksik, kanserojen Meyve sular1 (elma,armut)

Mikotoksikosizler toksinin dozuna ya da tiiriine baglh olarak akut toksik, kronik
toksik ya da her iki sekilde de meydana gelebilir. Hayvanlarda akut hastaliklar,
karaciger, bobrek, merkezi sinir sistemi iizerinde hasarlar, deri hastaliklar1 ve hormonal
etkiler gibi rahatsizliklari icerir. Bazi mikotoksinlerin giinlilk dgiinlerde az miktarda da
olsa mideye alinmalari, uzun vadeli donemde insan sagligi agisindan biiyiik riskler
tasidig1 gibi, birgok hayvan tiirlinde de karsinojenik etkiler yaratmasinin yani sira
bagisiklik sistemini etkilemesi miimkiindiir (Boermans ve Leung 2007). IARC
(International Agency for Research on Cancer) mikotoksinleri karsinojenitelerine gore
siiflandirmigtir. Bu siniflandirmaya gore patulin (PAT) ve zeralenon (ZON) Grup 3
karsinojenleridir (insanlar igin karsinojen degiller). AFB1 ise Grup 1 karsinojenleri

(insanlar i¢in karsinojen) icerisinde yer almaktadir (IARC 1993).
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Bu kontaminantlarin yarattig1 toksik etkiler, Gida Tarim Komitesi ve Diinya
Saglik Orgiiti Uzman Komitesi’nin olusturdugu toksikolojik verilerle ortaya
konulmustur. Bu datalarin temeli hicbir yan etki diizeyinin rastlanmadigi (no adverse
effect levels = NOAEL) seviyelere dayanmaktadir (NOAEL pgkg™ viicut agirhgy/giin).
NOAEL, hayvanlar iizerinde yapilan toksikolojik ¢alismalarda, tespit edilebilir herhangi
bir yan etkinin bulunmadigi en diisiik mikotoksin konsantrasyonu olarak tarif edilebilir
(WHO Technical Report Series 2002).

Bagka bir degerlendirmeye gore, kontaminantin toksisitesi, giinlilk alinan
maksimum tolere edilebilen seviyeyle hesaplanabilir (PMTDI = provisional maximum
tolerable daily intake). PMTDI kullanildiginda yapilan bu hesaplamaya, farkl tiirlerin
farkl1 kosullarda farkli savunma mekanizmalarina sahip olduklar1 diistiniilerek bir
belirsizlik faktorii eklenmelidir. Hayvanlarda bu deger, en diisiik NOAEL degerinin
100’e boliinmesiyle, insanlarda ise 10’a boliinmesiyle hesaplanir. Patulin ile ilgili olarak
PMTDI 0,4 pgkg™ viicut agirhigi, zeralenon igin 0,2 pgkg” viicut agirhgn olarak
belirlenmistir (WHO Technical Report Series 2002).

Mikotoksin zehirlenmelerinde etkin bir tedavi yontemi yoktur. Kontamine olan
besinlerin mikotoksinlerden arindirilmas: da olast goriinmemektedir. Bu nedenle, insan
sagligi bakimimdan kontamine gidalarin tiiketiminden kaginilmasi ve gidalarin
kontaminasyonuna kars1 etkin dnlemlerin alinmasi énemlidir (Sekil 2-11) (Yentiir ve Er

2012).
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Sekil 2-11: Reaktif metabolitlerin ve biyogostergelerin olusumuna aracilik eden AFB1
metabolizmasi

2.5. Mikotoksinlerin Kontrolii ve Onlenmesi

Mikotoksinlerin gelismesinde nisbi nem ve sicaklik onemli parametrelerdir.
Aflatoksijenik kiiflerin gelismesi i¢in optimum sartlar 24 — 35°C ve % 70’in {izerindeki
nisbi nemdir (Arrus ve ark. 2005). Ayrica gidalarda aflatoksin {iretimi ve misel geligimi
sicaklik ve su aktivitesi ile kontrol edilmektedir. Diger faktorler ise sicaklik uygulamasi,
paketleme ve koruyucu madde kullanimidir (Molina ve ark. 2002). Bu nedenle
mikotoksinler, hava veya gilineste kuruyan tahil, pamuk, yer fistig1 ve findik gibi
tohumlarda yaygin kontaminantlardir. Misir da yetistirme, hasat, depolama, tagima ve
islem basamaklarinda genellikle mikotoksine maruz kalan gidalardandir. Hasat 6ncesi
ve sonrasinda A. flavus ile enfekte olan misirlarda kurutma ve depolama kosullarinin iyi
olmamasi halinde aflatoksin kontaminasyonunda artig gériilmektedir (Bonjar 2004). Kiif
gelisimi i¢in gerekli olan sicaklik ve su aktivitesi (aw) degerleri toksin olusumu igin
gereksinim duyulan degerler ile aymi olmamakta ve tiire gore de degisiklik
gostermektedir. Ornegin A. flavus’un gelismesi ve mikotoksin iiretiminde aw sirasiyla
0,73 ve 0,85’dir. Bu durumda nem igerigi de % 8-12 ve % 17-19’dur. Kiif ve toksin

olusumu i¢in gerekli minimum sicaklik degerleri de farkliik gostermektedir. A.
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parasiticus’un gelismesi icin en diisiik sicaklik araligi 6-8'C iken 25-35 C’de optimum
gelisme saglanmaktadir. A. flavus icin ise en iyi gelisme araligi 19-35C iken 12-42'C
arasinda toksin iiretmektedir (Giorni ve ark. 2008; Bhat ve ark. 2010).

Mikotoksinlerin yapisal degradasyonu veya inaktivasyonu kimyasallarla
miimkiindiir. Ozellikle de sodyum hipoklorit, klor dioksit, klor gazi, hidrolitik
ajanlardan organik ve inorganik asitler ve sodyum hidroksit, amonyum hidroksit ve
potasyum hidroksit gibi alkaliler ile degradasyon saglanabilmektedir. Bu kimyasallarin
bir kism1 gida endiistrisinde kullanilmasina ragmen c¢ogu toksik kalint1 biraktigindan,
besin igerigine zarar verdiginden, tat, koku, renk, tekstiir ve iriiniin fonksiyonel
ozelliklerini etkilediginden kullanilmalar1 uygun degildir (Banu ve Muthumary 2010).
Gidalarin ve hayvan yemlerinin kontaminasyonunun fiziksel, kimyasal ve biyolojik
metotlarla 6nlenmesi ile ilgili bir¢ok calisma mevcuttur. Bunlar toksini daha az
mutajenik etkili ve daha az zararli hale doniistiirmek i¢indir. Bu kimyasallar asitler,
oksitleyici ajanlar, bisiilfitler ve gazlardir (Safara ve ark. 2010). Mikrodalga ile 1sitma,
ozon ile muamele (ozonlama) veya amonyak gibi bir¢ok fiziksel ve kimyasal yontemler
aflatoksin ile kontamine olmus gidalarin detoksifikasyonu i¢in tavsiye edilmektedir.
Son zamanlarda gidalarda aflatoksin detoksifikasyonu i¢in bir oksidasyon yontemi olan
ozonlama gelistirilmistir. Ozon (Os), giiclii bir dezenfektan ve oksitleyici ajandir (Inan
ve ark. 2007).

Mikotoksinler, radyasyon dozuna bagl olarak gida ve mikotoksinin tipine gore
gama (y) 1smlart radyasyonu ile inaktive olabilmektedirler. Bununla birlikte v-
radyasyon ile aflatoksinlerin bozunmasinda su aktivitesi kritik rol oynamaktadir
(Rustom 1997). Rustom, 1 ve 10 kGy dozunda y-1s1n1 uygulanan yer fistig1 6rneklerinde
sirastyla % 75 ve % 100 azalma goriildiiglini belirtmistir. Aflatoksinler 222, 265 ve 362
nm’de UV radyasyonuna duyarhdirlar. En biiyiikk absorpsiyonu ise 362 nm’de
gostermektedir. 1 ppb AFMI ile kontamine siit 6rneklerine 20 dakika 365 nm radyasyon
uygulandiginda % 56,2’sinin yikimlandigi bildirilmistir (Rustom 1997; Kabak ve
Dobson 2006). Mikroorganizmalarla aflatoksin detoksifikasyonuna iligkin ¢aligmalar da
bulunmaktadir. Thanaboripat ve ark., yaptiklar1 c¢alismada, ticari olarak {retilen
yogurtlarda laktik asit bakterilerinin ve Streptococcus lactisile’in aflatoksinin
detoksifikasyonunu arastirmislardir (Thanaboripat ve ark. 1997). Sonug¢ olarak S.
lactisile varliginda AFB1 diizeyinin 50°den 33,70 pugml™ye diistiigiinii ve laktik asit

bakterilerine gore detoksifikasyon icin daha gii¢lii olduklarini belirtmislerdir.



26

Dekontaminasyon veya detoksifikasyon islemi mikotoksin ile kontamine olan
besin maddeleri agisindan yararhidir. ideal dekontaminasyon islemi ucuz ve uygulamasi
kolay olmali, toksik metabolit olusumuna yol agmamalidir. Yem ve gida maddelerinde
besinsel ve tat Ozelliklerini degistirebilecek ve yeni mikotoksin olusumuna yol
acabilecek Ozellikte olmamalidir. Bu nedenle mikotoksin kontaminasyonunun
onlenmesi daha 6nemlidir (Leibetseder 2006 pp. 439-465).

2.6. Yasal Mikotoksin Limitleri

Aflatoksin igerikli gidalarin detoksifikasyonunda c¢ok basarili yontemlerin
bulunamamasi, bir¢ok tarimsal {iriin ihrag¢ eden iilke iirtinlerinin mikotoksinlerle bulasik
olmasi, gidalarin ve en az onlar kadar da yemlerin kontrol edilmesini gerekli kilmistir.
[Ik olarak WHO (World Health Organization), FAO (Food and Agriculture
Organization) gibi organizasyonlar, gidalarda tolere edilebilecek aflatoksin miktarini 30
ugkg™ olarak belirlemisler ve bu miktardan fazla aflatoksin igeren gidalarin ithal
edilmemesi kararini almiglardir. Bu sinir degerler zaman igerisinde distiriilmiistiir. Ayni
tarthlerde bazi Avrupa iilkeleri WHO ve FAO normlarindan daha diisiik miktarlar
benimsemis, UNICEF gibi kuruluslarin da c¢ocuklar tarafindan tiiketilecek gida
maddelerinde daha diisiik sinir degerlerin saptanmasinda katkis1 olmustur. Giiniimiizde
altmis kadar iilke aflatoksin, okratoksin A, sitrinin, patulin, zearalenon, deoksinivalenol,
T-2 toksin, fumonisin gibi mikotoksinlerin gida ve yemlerde bulunabilecek en yiiksek
diizeylerini yasal olarak belirlemistir. Avrupa Birligi'ne iiye ilkelerin saptadiklar
aflatoksin smir degerleri bile biyiik farkliliklar gostermektedir.  Sinir degerler
tartisilabilir, elestirilebilir gerektiginde de degistirilebilir degerlerdir. Onemli olan
uluslararast tarimsal {iriin, gida ve yem ticaretinde ortak normlara yaklagilmasi,
dolayisiyla ticarette rekabet kosullarinin bozulmasinin Onlenmesi ve tiiketicilerin
ozellikle de ¢ocuklarin ¢ok iyi korunmasidir. Her iilke, kendi koydugu limit degerlerini
zaman i¢inde Avrupa Birligi iilkelerinin belirledigi degerlere yaklastirma cabasi i¢inde
olmustur. Tiirkiye'de de 2011 yilinda gida ve yem maddelerinde bulunabilecek
mikotoksin miktarlartyla ilgili sinir degerler Avrupa Birligi uyum yasalar1 ¢ercevesinde
tekrar belirlenmistir (Tablo 2-4) (Tiirk Gida Kodeksi 2008).
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Tablo 2-4: AB Kkriterlerine gore diizenlenmis Tiirk Gida Kodeksindeki mikotoksin
limitleri (2011, Sayx: 28157, Ek:1)

Maksimum Limit (ng/kg)

AFLATOKSIN Bl B1+B2+G1+G2 | M1l

Yer fistig1 ve diger yaglh tohumlar
(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni
olarak kullanilmadan Once ayiklama veya diger fiziksel

islemlere tabi tutulacak olan) 8,0 15,0 T
— Rafine bitkisel yag iiretiminde kullanilan yerfistigi ve
diger yagli tohumlar harig
Badem, Antep fistig1 ve kayisi ¢cekirdegi
(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni 120 15.0 .

olarak kullanilmadan once ayiklama veya diger fiziksel
islemlere tabi tutulacak olan)

Findik ve Brezilya findig1

(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni
olarak kullanilmadan once ayiklama veya diger fiziksel 8,0 15,0 —
islemlere tabi tutulacak olan)

— Rafine bitkisel yag iiretiminde kullanilan findik harig

Sert kabuklu meyveler
(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni

olarak kullanilmadan once ayiklama veya diger fiziksel 8,0 150 T
islemlere tabi tutulacak olan)

Yer fistig, diger yagli tohumlar ve bunlarin islenmis

tirtinleri

(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni 50 10.0

olarak kullanilan)
— Rafine edilecek bitkisel ham yag ve rafine bitkisel yag
harig

Badem, Antep fistig1 ve kayisi ¢cekirdegi
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni 8,0 10,0 —
olarak kullanilan)

Findik ve Brezilya findig
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni

olarak kullanilan) 5.0 100 T
— Rafine bitkisel yag liretiminde kullanilan findik harig

Sert kabuklu meyveler ve bunlarin islenmis iiriinleri

(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni 5,0 10,0 —

olarak kullanilan)

Kurutulmus meyveler
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni 8,0 10,0 —
olarak kullanilan)




Tahillar, bunlardan elde edilen iirlinler ve bunlarin islenmis

uriinleri 2,0 4.0 —
Misir ve piring
(dogrudan insan tiiketimine sunulmadan veya gida bileseni 50 10.0
olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger fiziksel ' ' T
islemlere tabi tutulacak olan)
Cig sit, 1sil islem gormis siit, siit bazli iriinlerin
ToL . — — 0,050
iiretiminde kullanilan siit
Baharatin asagidaki tiirleri i¢in;
— Kirmizi biber (Capsicum spp.)
(bunlarin kurutulmus meyveleri, tim ve Ogitiilmiis
halleri dahil)
— Karabiber (Piper spp.) 50 100
(bunlarin meyveleri, akbiber ve karabiber dahil) ' ' T
— Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)
— Zencefil (Zingiber officinale)
— Zerdegal (Curcuma longa)
— Bunlarin bir veya birkagini igeren karigim baharat
Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalart 0,10 — —
Bebek formiilleri ve devam formiilleri 0025
(bebek siitleri ve devam siitleri dahil) T o :
Bebekler igin 6zel tibbi amacl diyet gidalar 0,10 — 0,025
OKRATOKSIN A
Islenmemis tahillar 5,0
Islenmemis tahildan elde edilen tiim iiriinler
(dogrudan insan tiiketimine sunulan tahillar ve islenmis 3,0
tahil dirlinleri dahil)
Kurutulmus asma meyveleri (kusiiziimii, kuru iiziim ve
. N 10,0
cekirdeksiz tiziim)
Kavrulmus kahve ¢ekirdegi ve 6giitiilmiis kahve 50
Kahve ekstrakti, c¢oziinebilir kahve ekstrakti veya
e e s 10,0
¢Oziinebilir kahve
Sarap ve meyve saraplari
(koptikli sarap/sampanya dahil, likdr saraplart ve hacmen 2,0
alkol miktar1 en az % 15 olan saraplar harig)
Aromatize sarap, aromatize sarap bazli icki ve aromatize 20

sarap kokteyli




Uziim suyu, konsantreden iiretilen iiziim suyu, iiziim
nektari, liziim siras1 ve konsantreden iiretilen

iizim s1rasi 2.0
(dogrudan insan tiiketimine sunulan)

Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalari 0,5
Bebekler igin 6zel tibbi amacli diyet gidalar 0,5
Baharatin asagidaki tiirleri i¢in;

— Karmuzi biber (Capsicum spp.) 300

(bunlarin kurutulmus meyveleri, tim ve Ogitiilmiis
halleri dahil)

— Karabiber (Piper spp.)
(bunlarin meyveleri, akbiber ve karabiber dahil)

— Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)

— Zencefil (Zingiber officinale)

— Zerdegal (Curcuma longa)

— Bunlarin bir veya birkagini igeren karigim baharat

(30.6.2012 tarihine kadar)

15,0
(1.7.2012 tarihinden sonra)

Meyan kokii (Glycyrrhiza glabra, G. inflate ve diger tiirler)

Meyan kokii 20,0
(bitkisel infiisyon bileseni olarak kullanilanlar)
Meyan kokii ekstrakti 800
(6zellikle alkolsiiz igcek ve gekerleme iretiminde '
kullanilan)
PATULIN
Meyve sulari, konsantreden iiretilen meyve suyu ve meyve 500
nektarlari '
Distile alkollii igkiler, elma sarabi ve elmadan iiretilen
. . L 50,0

veya elma suyu igeren diger fermente ickiler
Kati haldeki elma tirtinleri
(elma kompostosu ve dogrudan tiiketime sunulan elma

. 25,0
piiresi dahil)
Bebek ve kiigiik cocuklar igin iiretilen ve bu amacla
piyasaya arz edilen/etiketlenen elma suyu ve kat1 haldeki 10.0
elma tirtinleri '
(elma kompostosu ve elma piiresi dahil)
Tahil bazli olmayan ek gidalar 10,0
DEOKSINIVALENOL
Islenmemis tahillar 1950
(durum bugdayi, yulaf ve misir harig)
Islenmemis durum bugday1 ve yulaf 1750
Islenmemis misir 1750

(1slak ogiitiilecekler harig)

29



Tahullar, tahil unlar1, kepek ve riigeym

(dogrudan insan tiiketimine sunulan) 750
Makarna 750
Ekmek (hafif firincilik trtinleri dahil), pastacilik tirtinleri, 500
biskiivi, tahil ¢erezleri, kahvaltilik tahillar

Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalart 200
500 mikrondan biiyiik eleklerden gecirilerek iiretilen

misirin kabaca dgiitiilmesinden elde edilen kii¢iik pargalar

ve misir irmigi veya musirdan elde edilen pelletler ve

dogrudan insan tiiketimine sunulmayan 500 mikrondan 750
biiyilk eleklerden gecirilerek {tretilen misir veya musir

tirlinlerinin kabartilmas1 veya kavrulmasi suretiyle elde

edilen gida maddeleri

500 mikrondan kiiglik ve esit eleklerden gegirilerek

iretilen misir unu ve dogrudan insan tliketimine

sunulmayan 500 mikrondan kiicik ve esit eleklerden 1250
gecirilerek  iretilen musir veya musir  {irlinlerinin

kabartilmas: veya kavrulmasi suretiyle elde edilen gida

maddeleri

ZERALENON

Islenmemis tahillar 100
(musir harig)

Islenmemis musir 350
(1slak dgiitiilecekler harig)

Tahullar, tahil unlari, kepek ve riigeym

(dogrudan insan tiiketimine sunulan) 75
Rafine misir yagi 400
Ekmek (hafif firincilik diriinleri dahil), pastacilik tirtinleri,

biskiivi, tahil ¢erezleri, kahvaltilik tahillar 50
(musir gerezleri ve misir bazli kahvaltilik tahillar harig)

Dogrudan insan tiiketimine sunulan misir, misir ¢erezleri 100
ve misir bazli kahvaltilik tahillar

Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalar 20
Islenmis musir bazli bebek ve kiigiik cocuk 20

ek gidalari
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500 mikrondan biiyiik eleklerden gecirilerek {iretilen
misirin kabaca dgiitiilmesinden elde edilen kiiciik pargalar
ve musir irmigi veya musirdan elde edilen pelleter ve
dogrudan insan tiiketimine sunulmayan 500 mikrondan
biiyiik eleklerden gegcirilerek tretilen misir veya musir
irlinlerinin kabartilmas1 veya kavrulmasi suretiyle elde
edilen gida maddeleri

200

500 mikrondan kiiglik ve esit eleklerden gegirilerek
iretilen misir unu ve dogrudan insan tliketimine
sunulmayan 500 mikrondan kiigiikk ve esit eleklerden
gecirilerek  diretilen misir  veya musir  riinlerinin
kabartilmas:t veya kavrulmasi suretiyle elde edilen gida
maddeleri

300

FUMONISIN

FB1 + FB2

Islenmemis nusir
(1slak dgiitiilecekler harig)

4000

Misir ve musir bazli iiriinler
(dogrudan insan tiiketimine sunulan)

1000

Misir bazli kahvaltilik tahillar ve misir bazli gerezler

800

Islenmis musir bazli bebek ve kiiciik ¢ocuk
ek gidalart

200

500 mikrondan biiyiik eleklerden gegirilerek tretilen
misirin kabaca dgiitiilmesinden elde edilen kiigiik pargalar
ve musir irmigi veya misirdan elde edilen pelleter ve
dogrudan insan tiiketimine sunulmayan 500 mikrondan
biiyilk eleklerden gecirilerek iiretilen misir veya misir
iiriinlerinin kabartilmas1 veya kavrulmasi suretiyle elde
edilen gida maddeleri

1400

500 mikrondan kiigiilk ve esit eleklerden gegirilerek
dretilen misir unu ve dogrudan insan tiiketimine
sunulmayan 500 mikrondan kiiciik ve esit eleklerden
gecirilerek  dretilen musir veya misir riinlerinin
kabartilmas1 veya kavrulmasi suretiyle elde edilen gida
maddeleri

2000

2.7. Mikotoksinlerin Analizi
Mikotoksinler kesfedildiklerinden beri

31

icin bircok metodoloji

gelistirilmistir. Rutin olarak kullanilan metotlar ince tabaka kromatografisi, gaz

kromatografisi ve yiiksek performansli sivi kromatografisidir. Son yillarda, sivi

kromatografisi kiitle spektrometrisiyle birlestirilmis ve farkli siniftaki mikotoksinlerin
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yanyana analizlerinde yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Hizli tarama metotlari
olarak immunokimyasal yontemler, herhangi bir temizleme basamagi gerektirmemeleri
ve ticari olarak oOnemli mikotoksin g¢esitleri i¢in kullanilabilmeleri yoniinden
avantajlidirlar. Yeni gelisen yontemlerden olan immunosensdrler, uygun maliyetli

olmalar1 yoniinden immunokimyasal yontemlerin kullanimina alternatif sunmaktadirlar.

Boylesine eser miktarda olan kontaminasyon seviyelerinin tespiti, ¢ok duyarl ve
kesin sonuglar veren metotlarin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir. Bu amagla gida
maddelerinden mikotoksinlerin ayirimi ve teshisi i¢in birgok farkli metot gelistirilmistir

(Erkahveci ve Karaali 1997).

Aflatoksinlerin kesfedilmesiyle birlikte aragtirmacilar ¢alismalarini mikotoksin
analiz yontemleri lizerinde yogunlastirmiglardir. Mikotoksinlerin gida veya tohumlarda

tespit edilmesinde baslica 3 sorundan s6z edilmektedir. Bunlar;

1. Mikotoksinler kimyasal yapilarinin birbirinden farkli olmasi nedeniyle farkli
fiziksel ve kimyasal ozelliklere sahip olduklarindan her bir mikotoksin grubuna 6zgii

metodun gelistirilmesi gerekmektedir.

2. Gidada veya tohumda eser miktarda bulunabilecek mikotoksinin gidadan
izole edilebilmesi i¢in ¢ok etkili ekstrakt temizleme islemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ayrica her bir mikotoksin grubu i¢in ayr1 ekstrakt temizleme islemi gerekmektedir.

3. Mikotoksinler iirlinlere diizensiz bir sekilde dagilmis durumdadir. Bu nedenle
analizin hassasiyetini ve kesinligini arttirmak igin ¢ok sayida test uygulamak
gerekmektedir (Chu 1984).

2.7.1. Mikotoksin Analizlerinde Kullanilan Metotlar

2.7.1.1. ince Tabaka Kromatografisi
Ince tabaka kromotografisi ile yapilan mikotoksin analizlerinde analitik islem
basamaklari;; oOrnekleme, ekstraksiyon ve ekstrakt temizleme, yogunlastirma,

kromatografik ayirim, kalitatif ve kantitatif tayin, dogrulama testleri seklindedir.

Ornekleme: Alinacak orneklerin alindigi Kitleyi temsil edebilecek durumda

olmasi1 gerekmektedir (Coksdyler 1997).

Ekstraksiyon ve Ekstrakt Temizleme islemi: Orneklerden aflatoksin

ayristirilmas1 amaciyla baslica 3 farkli ekstraksiyon ve ekstrakt temizleme yontemi
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uygulanmaktadir. Bunlardan BF ve CB yontemleri, AOAC (American Official
Analytical Chemistry) resmi yontemidir. BF yontemi ayirma hunisinde, CB yontemi ise
kromatografi kolonunda temizleme islemlerini icermektedir. Ugiincii metot ise zencefil
icin Stoloff ve Trucksess adli arastiricilar tarafindan gelistirilmis bir yontemdir ve hem
ayirma hunisinde hem de kromatografi kolonunda ¢ok asamali temizleme islemlerini

icermektedir (Erkahveci ve Karaali 1997).

Son yillarda o6zellikle HPLC kullaniminda ekstraksiyon, immunoaffinite
kolonlarda yapilmaya baslanmistir. Bu ekstraksiyon yontemi ince tabaka kromatografisi
icin de Onerilmistir. Ekstraksiyondaki amag¢ mikotoksinin kullanilan ¢oziiciiyle karsi
karsiya gelmesi ve bu maddelerin molekiiler diizeyde c¢arpismasinin saglanmasidir.
Kullanilan ¢oziicii segiminde analizi yapilacak mikotoksinin polarlik derecesi goz
onlinde tutulmaktadir. Ekstraksiyon isleminde dikkat edilecek diger bir konu da,
ekstraksiyonda kullanilan ¢oziicii ile birlikte su ilave edilmesidir. Bunun nedeni, suyun
gida maddesinin ic¢ine penetre olma 6zelliginden kaynaklanmaktadir. Boylece su ile

birlikte ¢dziiciiniin iiriin igine girmesi saglanmaktadir (Ozkaya ve ark. 1999).
Aflatoksin analizlerinde kullanilan baslica ¢6ziicli karisimlari:
1. Kloroform-su
2. Metanol-su
3. Asetonitril-su

Ekstrakte tirtinde aflatoksinin yani sira protein, lipit, renk maddeleri gibi analiz
sonucunu etkileyebilecek safsizliklar da bulunmaktadir. Amag¢ bu Kirlilik maddelerini
ortamdan uzaklastirmak, toksinin ise fazda kalmasini saglamaktir. Son olarak da uygun

polaritede bir ¢dziicii kullanarak toksini fazdan almaktir (Ozkaya ve ark. 1999).

Yogunlastirma: Yogunlastirma islemi, rotary evaporatdrde yapilmaktadir.
Yogunlastirma islemi sonunda aflatoksine ait olan kalinti, aflatoksini ¢ok iyi ¢dzen bir

coziiciiyle (genellikle kloroformla) yikanarak viale alinir (Coksoyler 1997).

Aflatoksini viale almak i¢in kullanilan ¢6ziicii azot gazi altinda buharlastirilir.
Buharlastirma sonucu vialde kalan kalint1 200 uLL benzen-asetonitril (98:2) kullanilarak

¢Oziindiiriiliir ve kromatografi igslemine tabi tutuluncaya kadar buzdolabinda bekletilir.
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Ancak bu yontemde uygulanan buharlastirma islemi aflatoksin kayiplarina yol

acabilmektedir.

2.7.1.2. Kalitatif Ince Tabaka Kromatografisi

Aflatoksin analizlerinde sabit faz olarak silikajel, hareketli faz olarak ise degisik
¢oziicii karigimlari kullanilabilmektedir. Sabit faz olan silikajel polar O6zelliktedir.
Hareketli faz ise daha az polar 6zelliktedir. Hareketli faz sabit faz iizerinde belirli bir
hizla hareket ederken polaritesi diisiik olan molekiiller hareketli faz ile daha hizli
stiriiklenirken, polaritesi yliksek olan molekiiller silikajele daha siki tutundugundan
yavas siiriiklenirler. Ornek ekstraktlarmin ve standartlarm, plakaya azaltilmis 151k

altinda ve miimkiin oldugu kadar ¢abuk bir sekilde tatbik edilmeleri gerekmektedir.
Plagin Degerlendirilmesi

Plakada Oncelikle referans standartinin (aflatoksin B1, B2, G1, G2) 4 lekesinin
olusturdugu hat incelenir. Bu 4 leke birbirinden tam olarak ayrilmig olmalidir. Bunlar
azalan R; degerlerine gore B1, B2, G1, G2’dirler. Aflatoksin B1 ve B2’ nin mavimsi
floresansina karsilik G1 ve G2’nin yesilimsi bir renkte oldugu goriiliir.

Ikinci olarak numuneye ait kromotogram incelenir. Numuneye ait lekeyle
standarta ait leke ayn1 renkte ve ayni1 Rf degerinde bulunmalidir. Bu durumda numuneye
ait kromotogramdaki lekenin aflatoksine ait olabilecegi, dolayisiyla numunede
aflatoksinin bulunabilecegi kabul edilerek dogrulama testlerine gegilir ve kantitatif ince

tabaka kromatografisi iglemi uygulanir (Coksoyler 1997).
Dogrulama Testleri

1. Siilfiirik asit testi: Aflatoksin oldugu siipheli lekeler tizerine % 25°1ik HoSO4

puskiirtiiliir.

2. Triflor asetik asit (TFA) testi: Bu test sadece aflatoksin B1 ve Gl’e
uygulanabilmektedir. Ornek ve standart noktalarmin iizerine 1-2 uL TFA konularak

yapilir (Ozkaya ve ark. 1999).

2.7.1.3. Kantitatif ince Tabaka Kromatografisi
Kalitatif ince tabaka kromatografisinde belirtilen incelemeler yapildiktan sonra
ornek ve standartlara ait aflatoksin lekelerinin floresans konsantrasyonlar1 birbiri ile

karsilastirilir. Oncelikle numune ve standartlardaki aflatoksin B1 lekeleri incelenir.
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Numunedeki aflatoksin B1 lekelerinin standarta ait hangi konsantrasyondaki lekeye esit
oldugu tespit edilir. Bu tespiti yaparken plaka UV lambasindan yavas yavas
uzaklastirtlir ve 6rnek lekesi ile birlikte kaybolan standart lekesi gozlenir ve miktar

tayini yapilir (Coksdyler 1997).
Aflatoksin B1 miktar1 su sekilde hesaplanir.
AFBI1 (ug/kg) =S x Cx V/WxY
S : Ornek ile ¢akisan standart hacim (uL)
C : Standart konsantrasyonu (pg/mL)
V : Ornek ekstraktini seyreltildigi son hacim (uL)
W : Alinan ekstrakt hacminin temsil ettigi ornek agirligi (g)

Y : Plaka iizerine uygulanan 6rnek hacmi

2.7.1.4. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi

Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC), mikotoksinler ve mikotoksinler
gibi diisiik molekiil agirligina sahip diger bilesiklerin analizlerinde en ¢ok kullanilan
cihazlardan birisidir (Chu 1984).

HPLC cihazi temel olarak pompa, enjektor blogu, kolon, detektor kisimlarindan
olusmaktadir (His1l 1999 pp. 218).

Hareketli faz olarak kullanilan ¢o6ziiciiler uygulanan kromatografi sekline
baghdir. Coziicii rezervuarmmin calisma esnasinda agzinin kapali olmasia 6zen
gosterilmelidir. Buharlasmadan dolayr hareketli fazin kompozisyonu degisebilir.
Floresans siddeti hareketli fazin kompozisyonuna gore degisebilir. Ornegin kloroform
hareketli faz ¢ozeltisinde aflatoksin B’ler, aflatoksin G’lerden daha az floresans

gostermektedir.

HPLC cihazinda kullanilan kolonlar 4,5-5 mm i¢ c¢apli ve 10-30 cm
uzunlugunda, 5-10 pm sabit faz partikiilleriyle paketlenmis durumdadirlar. Kolonlar
paslanmaz ¢elikten yapilmistir. Kolon dolgu maddesi se¢iminde, tanecik biiytkligi,
tanecik biliylikligliniin dagilimi, gézenek hacmi ve ylizey alanmi gibi 6zellikler rol oynar.
Sabit faz olarak genellikle gozenekli maddeler kullanilmaktadir. Kullanilan dolgu
maddeleri silika ve alimiina esashidir (His1l 1999 pp. 218).
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HPLC icin ideal bir detektér, genis bir konsantrasyon araliginda yliksek
duyarliliga, disiik giirtiltii seviyesine ve yiiksek secicilige sahip olmali ve kromatografik
rezoliisyona kotii etki yapmaksizin kolon akintisindaki bilesiklere duyarli olmalidir.
Aflatoksinler hem normal hem de ters faz sistemlerde UV absorbsiyon, floresans ve MS
detektorii ile HPLC’de analiz edilebilmektedir.

HPLC ile yapilan mikotoksin c¢alismalarinda genellikle floresans detektor
kullanilmaktadir. Floresans detektorde hiicreden hareketli faz igerisinde ¢oziinmiis halde
bilesikler gecerken iizerine uzun dalga boyunda monokromatik 1s1n gonderilir. Bilesik
tarafindan absorbe edilen bu 151n daha sonra baska dalga boyunda geri verilir. Floresans

6lgtimde bu emisyon analiz i¢in degerlendirilir (Hisil 1999 pp. 218).

Immunoaffinite kolonla 6rnek hazirlama: Ekstrakte edilen 6rnekten alman 10
mL filtrat immunoaffinite kolona aktarilir. Kolonun ¢ikisina bir toplama kab1 konulur.
Kolonu yikamak i¢in 2 defa 10 mL destile su kolondan gegirilir. Son olarak
aflatoksinleri kolondan almak i¢in 1 mL metanol uygulanir ve aflatoksinler kolondan
aliir (Sekil 2-12). Mikro enjektor vasitasiyla 6rnek cihaza enjekte edilir ve 6rnege ait
kromotogram alinir. Ikinci olarak aflatoksin standarti enjekte edilir ve standarta ait
kromotogram alinir. Kromotogramlardaki alikonma zamanlarina bakilarak kalitatif ve

kantitatif tayin yapilmaktadir.

Son yillarda mikotoksin analizlerinde ¢ok sik kullanilan HPLC cihazinin bazi

dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Ozkaya ve ark. 1999).
1. HPLC cihazinin hassasiyetinin yliksek olmasindan dolayi, 6rneklere etkili bir
ekstrakt temizleme isleminin yapilmasi gerekir.

2. Bir kerede sadece bir O6rnek analiz edilebildiginden, otomatik enjeksiyon

sistemi olsa bile ¢ok sayida drnek kisa siirede analiz edilemez.

3. Cihaz pahalidir ve kullanimi igin iyi yetismis teknik elemana ihtiyag
duyulmaktadir (Chu 1984).
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Sekil 2-12: Mikotoksin analizlerinde numune hazirhik asamasi

2.7.1.5. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) yoOntemi, antijen-antikor
reaksiyonlarmin  dogrudan saptandigt  bir enzim immunoassay yoOntemidir.
Mikotoksinler antijenik 6zellik gostermezler. Mikotoksinlerin antijenik 6zellik
gostermeleri i¢in bir protein veya polipeptit zincirine baglanmalar1 gerekir. Protein
olarak genellikle serum albumini, gamma globulin ve polilizin kullanilmaktadir.
Okratoksin, patulin ve penisilik asit gibi reaktif gruplara sahip mikotoksinler dogrudan
baglanma reaksiyonlar1 gosterirler. Buna karsin aflatoksin ve trikotesenleri kapsayan bir
cok toksin ise reaktif gruplara sahip degildirler ve bu nedenle reaktif karboksil veya
baska bir grubun oncelikle toksin molekiiliine baglanmasi gerekmektedir (Chu 1984).
Antijenler antikorlara hidrojen baglari, eletrostatik etkilesimler, hidrofobik etkilesimler
ve Van der Wals giicleri gibi kovalent olmayan baglarla geri doniisiimlii olarak
baglanirlar. Diger aflatoksin yontemlerinde oldugu gibi ELISA ydnteminde de ilk
asama, Ornege uygulanacak olan ekstraksiyon islemidir. ELISA yontemi ile yapilan
mikotoksin analizlerinde son yillarda sep-pak kartuslar kullanilmaktadir. Bu islem 3
asamada gerceklesmektedir. Birinci asamada Ornek kartusa ilave edilir. Daha sonra

uygun bir ¢oziicii kullanilarak ornekte bulunabilecek Kkirlilik maddeleri ortamdan
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uzaklastirilir ve son olarak uygun bir ¢oziicti kullanilarak toksin kartustan alinir (Chu

1984).
Ekstrakt temizleme asamasindan sonra yapilan islem basamaklari su sekildedir.

1. Heterojenik yarismali ELISA yonteminde ilk once spesifik antikorlar kati

yiizeye iki ayr1 set halinde baglanir (Unliitiirk ve Turantas 1998).

2. iki ayn set halinde 96’lik kuyucuklara baglanmis serbest antikorlar yikama

tamponu ile yikanirlar.

3. Birinci sete belirli miktarda enzim baglanmigs mikotoksin ile ayni1 miktarda
ekstrakt c¢ozeltisi ayn1 anda inkiibe edilir. Ikinci sete ise sadece enzim baglanmis
mikotoksin inkiibe edilir ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilir. Bu yéntemde yarisma
ornekteki serbest mikotoksin ile spesifik antikora baglanmaya ¢alisan mikotoksin-enzim

konjugati arasindadir (Warner ve Pestka 1987).
4. Inkiibasyon sonunda 96’lik kuyucuklar tekrar ytkama tamponu ile yikanirlar.

5. Enzimle spesifik olarak reaksiyon veren substrat ortama ilave edilir ve 37
'C’de 1 saat inkiibasyona birakilir. Siire sonunda asit veya alkali kullanilarak reaksiyon

durdurulur.

6. Enzim- substrat reaksiyonu sonucu olusan iiriin konsantrasyonu 405 nm’de
ELISA okuyucusunda kaydedilir ve standartla karsilastirilarak kantitatif olarak miktar
tayini yapilabilir.

Mikotoksin analizlerinde antijenlerin isaretlenmesinde genellikle peroksidaz ve
alkali fosfotaz enzimleri kullanilmaktadir. Bu enzimlerle reaksiyon veren bir¢ok
substrat reaksiyon sonucunda renkli maddeler olusturarak reaksiyon sonucunun gozle
saptanmasina olanak tanirlar. ELISA yonteminin degisik mikotoksin analizlerinde
kullanilmasi, degisik mikotoksinlere karsi spesifik antikor iiretimine baghdir. Bu
nedenle antikor {tretimi i¢in daha etkili yoOntemlerin gelistirilmesine ihtiyag

duyulmaktadir.

2.7.1.6. Gaz Kromatografisi
HPLC ve ince tabaka kromatografisi mikotoksin analizlerinde kullanilan en
yaygin yontemlerden olsalar da, gaz kromatografik metotlar son yillarda ¢ok sayida

mikotoksinin, 6zellikle trikotesenlerin analizinde 6nemli rol aynamaktadir.
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Mikotoksinlerin ¢ogu ugucu olmadiklarindan dolayr gaz kromatografisi
analizlerinde tiirevlendirme basamag gereklidir. Bagka hi¢ bir dedeksiyon teknigi
gerektirmediginden ve oldukca kararli tiirevler verebilmesinden dolayr en yaygin
kullanilan tiirevlendirme ajani trimetilsilildir. Heptaflorobiitirat tiirevleri ile elektron
yakalama dedektorii (ECD = Electrone Capture Detector) ve kiitle spektrometrisi
kullanilarak ¢ok hassas Ol¢limler yapilabilir. Trifloroasetil esterleri ugucu olmalarina

ragmen cok kararli yapida degildirler.

Mikotoksin analizlerinde alev iyonizasyon dedektorii (FID), elektron yakalama
dedektorii (ECD) ve kiitle dedektorii en sik kullanilan dedektor tipleridir. GC/MS (gaz
kromatografisi/kiitle spektrometrisi) ozellikle trikotesen analizlerindeki segiciligi,

hassasiyeti, zaman ve emek tasarrufu yoniinden giiglii bir analitik aragtir.

2.7.1.7. Kromatografik Metotlarin Kiitle Spektroskopisi ile Birlikte Kullanim
HPLC-MS/MS mikotoksin ve metabolitlerinin belirlenmesinde ¢ok sik
kullanilmaktadir. Trikotesen ve zeralenon mikotoksinlerinin kantitatif analizinde GC-
MS basari ile kullanilmistir (Tanaka ve ark. 2007). Matriks etkisi LC-MS'in basarisini
kisitlar. Iyon baskilama (veya artis1) analit ile beraber gelen matriks bilesiklerinin
olusturdugu bir etkidir. Bunun 6niine gegmenin yolu matriksli standartlar kullanmak
veya toksin/matriks kombinasyonu ile ¢alismaktir. Coklu mikotoksin metotlar1 sadece
ekstraksiyon ve temizleme basamaklarinin optimum sartlarda olmalar1 ydniinden
avantajlidir. Boyle metotlar konvansiyonel metotlarla karsilastirildiginda analitik
isgiiclinde biiylik bir azalis saglar ve analitik verimde biiyiik bir artisa neden olurlar
(Berthiller ve ark. 2005). En son jenerasyon elektrospray kullanilan LC-MS/MS
cihazlari, 6n temizleme islemine gerek kalmaksizin ham bitki ekstraktlarinin analizine

olanak verir (Spanjer ve ark. 2008).

2.7.1.8. Diger Yontemler

Su ana kadar mikotoksinlerin tespiti ve analizi i¢in kullanilan testler pahali ve
birgok ekipmana gereksinim duyulan testlerdi. Maragos adli arastirict hali hazirda
kullanilan ELISA igin yeni antikor gelistirerek testin hizlandirilmasini saglamistir
(Maragos 1999). Bu yeni antikor ile selektif bir sekilde aflatoksin baglanabilmekte
boylelikle dikkatli ve dogru bir sekilde toksinin tespiti yapilabilmektedir. Eger ortamda
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antikorla baglanacak toksin bulunmuyorsa koyu portakal renk, e8er toksin varsa

oldukga parlak bir renk ya da renksizlik test ¢ozeltisinde gozlenmektedir.

Mikotoksinler i¢in onerilen diger bir metot kapiler elektroforez metodudur.
Ornekler ince, dayanikli kapilerlerden elektrik akimi ile gegirilmektedir. Bu proses
bilesiklerin elektrik yiiklerine gore ayrilmasmi saglamakta geleneksel yontemlerde
oldugu gibi herhangi bir ¢oziicii kullanilmamaktadir (Maragos 1999). 1998°den itibaren
Maragos kapiler elektroforez yontemini diger mikotoksinlerden deoksinivalenol igin de
gelistirmistir. Son yillarda ise immunoassay metodunun bagka bir tipi olan
biyosensorlerin kullanimi yayginlagsmaktadir. Burada da toksin seviyelerinin 6l¢timiinde

ve toksinin yakalanmasinda antikorlar kullanilmaktadir.

Ik biyosensorler 1963 yilinda elektrokimyasal elektrotlar kullanilarak
diizenlenmistir (Palleschi 1999).

Biyosensorler biyolojik olarak tantyacaklari sistemlere gore
siniflandirilabilmektedirler. Biyosensorlerde kullanilan materyaller enzim/substrat,

antikor/antijen ve niikleik asit/tamamlayici siralari igeren giftlerdir.

Son yillarda bu konuyla ilgili ¢esitli arastirmalar yapilmaktadir. Biyosensorlerin
hizli1 aflatoksin tayininde kullanilmasiyla ilgili yapilan bir ¢aligmada; iki temel
immunokimyasal bazli analizden s6z edilmektedir. Birincisi atilabilir DNA bazl
biyosensorlerin kullanilmasidir. Bu analiz, yiizey baglantili DNA ve hedeflenen toksin
veya Kirleticiler arasidaki molekiiler interaksiyonu igermektedir. ikinci analiz ise ¢ok
yeni gelistirilmis otomatik ve manuel biyosensorler olup aflatoksinlerin tespiti ve
miktarlar1 hakkinda bilgi verebilmektedir. Bu yeni gelistirilen ekipman immunoaffinite
prensiplerine sahip ve kantitatif analizde ise floresans esasina dayandigi bildirilmektedir
(Prudente 2002). Bir baska calismada AFB1’in kesici dalga bazli fiber optik
immunosensor kullanilarak teshisi yapilmistir (Chris and Steven 1998). Gaag ve ark.
zeralenon, AFB1 ve OTA’nin tespitlerinde biyosensor teknolojisinden yararlanmislar ve
bu amagla BIACORE kullanmiglardir (Gaag ve ark. 1998). HPLC ile karsilastirmali
olarak gerceklestirilen bu ¢alisma sonucunda her iki yontem arasinda 6nemli bir fark
bulamamiglardir. Fakat, biyosensorlerle ¢alismanin daha kolay ve daha az kalifiye
elemana ihtiyag duydugunu belirtmislerdir. Gaag ve ark.,, HPLC ve ELISA

yontemleriyle karsilastirmali olarak biyosensor kullandiklar1 ¢alismada, biyosensorlerin
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tekrarlanabilirligi, Ttretilebilirligi gibi Ozelliklerinden dolayr ¢oklu mikotoksin
aranmasinin, tek bir dlgiimle yapilmaya c¢alisildigit ELISA ve HPLC tekniklerine gore
daha iyi oldugunu bulmuslardir (Gaag ve ark. 2000).

Mikotoksinlerin dogru ve kesin sonu¢ veren Ol¢limlerini igeren metotlar
gelistirilmeye devam edilmektedir. Bu yontemlerin, tarlada bile kullanilabilirliginin
saglanmasi Ol¢iisiinde gelistirilmeleri, toksinsiz gida ve yemlerin insanlara ulastirilmasi

umudunu da gergek kilacaktir.

2.7.2. Aflatoksin Analiz Yontemleri

Aflatoksin analizi i¢in ¢ok sayida ITK metotlar gelistirilmistir. Silika plaklar
siklikla kullanilan ITK araclaridir. Bu metotlarin ¢ogunda klorlu ¢oziiciiler
(diklorometan, kloroform v.b.) mobil faz, ekstraksiyon ya da temizleme ¢oziiciisii

olarak kullanilirlar.

Ekstraksiyon, kati-faz ekstraksiyon (SPE) kartuslariyla ya da immunoafinite
kolonlarla yapilir. Etkin matriks bilesenlerini kaldirmak ve c¢ok kisa siirede daha saf
ekstrakt elde etmek icin MycoSep™ SPE kolonlari ¢ok tercih edilir. Ayrica, silika,

alumina veya RP-18, konvensiyonel SPE kolonlarinda kullanilan materyallerdir.

Gelistirilen kromatografik metotlar ters faz bir kolonun kullanildigi, kolon
sonras1 tiirevlendirmenin yapildigi, florimetrik dedektoriin kullanildigi metotlardir.
Aflatoksin molekiilii diizlemsel heterosiklik yapisindan dolayr dogal floresans
ozelliktedir. Floresans yogunlugunun degiskenligi farkli yapisal varyasyonlarindan
dolayidir. Bu varyasyonlarla birlikte aflatoksinlerin 8,9- pozisyonundaki terminal furan

halkas1 ve ¢ifte bag toksisitede 6nemli rol aynar.

Aflatoksinler sulu ¢ozeltilerinde soniime ugradiklart i¢in floresans dedektorle
tayin edilmeden once tiirevlendirme yapilir. Aflatoksin B1’in yiiksek toksisitesi ve sulu
mobil fazlar kullanilmasindan dolayr soniim etkisini azaltmak i¢in degisik metotlar
denenmistir. Sonlim etkisini azaltmanin ise en iyi yolunun kolon oncesi yada kolon
sonrasi tiirevlendirme yaparak terminal furan halkasinin ayrilmasini saglamak oldugu
goriilmiistiir. Soniim etkisini azaltmanin diger bir yolu da siklodekstrinli mobil fazlar
kullanmaktir. Siklodekstrinler organik ve inorganik molekiillerin bosluklarinda

tutunmaya elverisli molekiillerdir. Ancak bu metot pahali olusundan ve diger metotlara
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gore farkli avantajlarmin olmayisindan rutin analizlerde pek kullanilmaz (Hernandez

2009).

Kolon oncesi tiirevlendirme teknikleri, aflatoksin B1’in TFA ile hemiasetaline
doniistiiriilmesi temellidir (Sekil 2-13). Bu teknik diger tekniklerden daha az zahmetli
olmasina ragmen kolon sonrasi tiirevlendirmeyle karsilastirildiginda ugurma basamagi
gerektirmesi ve tiirevlerinin polaritesinin yiiksek olmasi yoniinden tercih edilebilirligi
azdir. Ayrica piklerin retansiyon zamanlarinin ¢ok kisa olmasi ve matriks pikleriyle

girigsim yapmast kolon sonrasi tiirevlendirmeyi istiin kilmaktadir (Hernandez 2009).

TFA, H,0

Aflatoksin B1 Aflatoksin B2a

Sekil 2-13: Aflatoksin B1’in TFA ile olan reaksiyonu
Diger bir tirevlendirme sekli de iyot ve brom gibi halojenlerle yapilan
tiirevlendirmedir. Iyotla tiirevlendirme sicaklik ve zamanla ilgili daha zor sartlar
gerektirir (Sekil 2-14). Bromlama, piridinyum hidrobromiir perbromiir (PBPB) veya

elektrokimyasal yolla miimkiindiir (Hernandez 2009).

lyot

Aflatoksin B1 Aflatoksin B1

PBPB

Aflatoksin B1 Aflatoksin Bg,

Sekil 2-14: Aflatoksin B1’in iyot ve PBPB ile reaksiyonlari
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Elektrokimyasal tiirevlendirmede KOBRA (Kok-bromination-apparatus) adi
verilen 6zel bir aparat kulanilir (Stroka 2000) (Sekil 2-15). Bu metotta mobil faza
potasyum bromiir ve nitrik asit eklenir. Mobil faz KOBRA-cell’e ulasinca elektroliz
meydana gelir ve brom serbest birakilir. Brom aflatoksin ile reaksiyona girer ve ters faz

¢Oziicl sistemlerinde floresans tiirevler olusturur.

keilon reaksiyon hiicresi dedektor

=

elekirot (kurmuzi)

=] _~ araparca
. //‘/ )
membran

=
\\ ara parca
karsit elektrot

g, B (siyah)
siyah / T ax
J

Sekil 2-15: KOBRA-cell

A 4

A 4

2.7.3. Okratoksin A Analiz Yontemleri

OTA analizinde tercih edilen yontemler immunokimyasal yontem ile ince tabaka
kromotografisi ve fluoresans dedektorlii yiiksek performansli sivi kromatografisi
yontemleridir. OTA asitlendirilmis ortamlardan organik coziiciilerle kolaylikla ekstre
edilebilmektedir. Yontemlerin timiinde OTA analizine gegmeden dnce ornekte, uygun
yontemlerle ekstraksiyon, saflagtirma ve zenginlestirme islemlerinin yapilmasi

gerekmektedir (Scott 2002).

Okratoksin A analizi i¢in ¢esitli mikroekstraksiyon ve temizleme basamaklari,
farkli immunoassay tipleri gelistirilmistir. OTA dogal fluoresans gosteren bir maddedir.
Bu 6zelligi nedeni ile herhangi bir tiirevlendirme islemine gerek olmadan c¢ok diisiik
OTA seviyelerini floresans dedektorle tayin etmek miimkiin olabilmektedir. HPLC ile
analizlerde C18 kolonlar ve asetik asitli asetonitril su karisimi mobil fazlar tercih

edilmektedir. LC ¢aligmalarinda OTA’nin analizinde mobil fazin pH’1, sicaklik ve akis
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hiz1 6nemlidir. Yapilan literatiir caligmalarinda pH’1 asetik asit ile 2,36’ya ayarlanan 5
mM sodium asetat, asetonitril ve metanol (40:30:30) mobil faz sisteminde, 333 nm
eksitasyon, 467 nm emisyon dalga boylarinda ve 24'C sicaklikta yiiksek geri kazanimli
sonuglar elde edildigi belirlendi (Scott 2002).

OTA’nin gida maddeleri ve biyolojik iirlinlerdeki diizeylerinin tayininde en
onemli safha ekstrelerin temizlenmesidir. Yem gibi ¢ok kompleks matrikslerde
temizleme basamagindan 6nce dillisyon ve filtrasyon basamaklarina ihtiya¢ duyulabilir.
OTA’nin Orneklerden su ve asetonitril/metanol karisimlart veya kloroform ile
ekstraksiyonunun ardindan yapilacak temizleme isleminde en fazla tercih edilen
yontem, ¢oziicii sarfiyatinin diisiik diizeyde oldugu kati faz ekstraksiyon teknigidir. Cok
daha hizli ve etkili temizlemenin saglandig1 bu yontemde kat1 faz olarak florisil, C18,
silikajel ve diatome topragi kullanilmaktadir. Etkin matriks bilesenlerini kaldirmak ve
cok kisa siirede daha saf ekstrakt elde etmek icin immunoafinite Ochra Prep® kolonlar
daha ¢ok tercih edilmektedir (Scott 2002).

2.8. Mikotoksin Analizlerinde Kalite Kontrol/Kalite Giivence (QA/QC) Kriterleri

2.8.1. Ornekleme

Mikotoksinlerin belirlenmesinde kullanilan biitiin analitik islemler; 6rnek alma,
ornek hazirlama, ekstraksiyon, temizleme, konsantrasyon, kalitatif ve kantitatif analiz
ve dogrulama asamalarindan olusmaktadir (Smith ve Moss 1985). Mikotoksin
analizlerinde 6rnek alma ve analiz 6rneginin hazirlanmasi en 6nemli agamalardir. Bir
yigin icinde mikotoksin dagilimi homojen olmadigindan bir yigindan alinacak 6rnek
miktariin ve analiz i¢in tiim y1gimni temsil edecek analiz 6rnegi miktarinin belirlenmesi
cok onemlidir. Alinan 6rnegin dgiitiilerek mikotoksinle bulagik parcaciklarin etkili bir
sekilde dagilimimi saglamak i¢in homojen hale getirilmesi gerekmektedir (Campbell ve
ark. 1986). Bu anlamda 26.04.2007 tarih ve 26504 sayili Resmi Gazetede
mikotoksinlerle ilgili 6rnek alma, Ornek hazirlama ve analiz metodu tebligi

yayinlanmustir.

Ornek igerisinde homojen bir sekilde dagilmayan mikotoksinler gibi istenmeyen
maddeler veya iiriinlerin kontrolii i¢cin belli sayida pacal numune (numune alinan
partiden alinan birincil numunelerin birlestirilmesi ve homojen olarak karigtirilmasi ile

elde edilen numune) olusturmak tiizere her bir boliimden alinan birincil numuneler
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(numune alinan partinin bir noktasindan almman miktar1) birlestirilerek karistirilir.
Tahmini ve g6z karar1 olusturulan her boliimden alinan pagal numune, alindig1 boéliime
gore kodlanir. Homojen bir numune elde edebilmek i¢in, her bir pagal numune dikkatli
ve Ozenli bir sekilde karistirilir. Gerekirse pacal numune mekanik veya otomatik ayirici
kullanilir. Laboratuvara gonderilmek iizere, esit ve aym1 Ozellikleri tasiyacak sekilde en
az iki numune olusturulur. Her bir numune uygun kap ya da ambalajlara ayr1 ayri

konulur.

Tahil ve tahil iiriinlerinde (Fusarium toksinleri, Okratoksin A, Aflatoksin B1 ve
toplam aflatoksin analizleri i¢in) birincil 6rnek yaklagik 100 g olmalidir. Pagal 6rnek
agirhigr ise 10 kg civarindadir. Mikotoksinlerin dagilimi homojen olmadigi igin,
ornekler biiyiik bir dikkatle homojenize edilmelidir. Laboratuvara ulasan numunenin
tamami homojenize edilmelidir. Ogiitme islemi ile tam bir homojenizasyon
saglanmalidir. Homojenize olan ornekten 50 g’lik analitik porsiyonlarla analiz
yapilmalidir. Daha kiiclik miktarlar analitik hata verir. Aflatoksinler ultraviyole 1siktan

etkilendigi i¢in, analiz sirasinda miimkiin oldugunca giin 151¢1ndan kaginilmalidir.

2.8.2. Metot Validasyonu

Kullanilan kalint1 analiz metodu, metot validasyon kriterleri ile gecerli
kilinmalidir. Bu kriterler 1) Dogruluk, 2) Uygulanabilirlik, 3) Gozlenebilme siniri, 4)
Tayin sinir1, 5) Kesinlik, 6) Geri alma, 7) Segicilik, 8) Duyarlilik, 9) Dogrusallik, 10)
Olgiim belirsizligi, 11) Matriks etkisi olarak siralanabilir (EuraChem Guide, 1998).
Metot validasyonu Kkriterlerinden hepsinin kalinti analizlerinde 6zel 6nemi vardir.
Ancak arastiricilarin en fazla tizerinde durduklari, kesinlik, 6l¢tim belirsizligi ve matriks
etkisidir. Kesinlik kriteri ¢ok onemlidir. Tekrar degerlerinin birbirine yakinliginin
ifadesidir ve rastlantisal hatalarin bir Ol¢iimiidiir. Bir analitik metodun c¢alisma
kosullarinda tekrar edilebilirliginin  Ol¢imiidiir. Bu parametre 4 alt kriterde
degerlendirilir. Bu degerlendirme metot, analist, ekipman ve laboratuvar kavramlariin
ayni ve/veya farkli oluslarina gore yapilir. Ancak kesinlik kriterinde belli limitler iginde
olmas1 gereken tekrar edilebilirlik ve tekrar dretilebilirlik kavramlarinin kalinti

analizlerinde anlam1 biiytiktiir.
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a) Tekrar Edilebilirlik (Repeatability)

Bir laboratuvarda kisa araliklarla tek bir analizcinin ayni ekipmanlarla yaptigi
analizlerin miimkiin oldugu kadar sabit kosullarda gergeklestigini gosterir. Ayni
ornekte, ayn1 metot kullanilarak, ayni laboratuvar, ayni kisi, ayn1 ekipman ve farkli
giinlerde yapilan analizler arasindaki iliskidir. Bu kosullarda yapilan iki analiz sonucu
arasindaki mutlak farktir (genellikle % 95 olan belirli bir gliven araliginda r = 2,8xsr

icinde kalmas1 beklenir).
b) Tekrar Uretilebilirlik (Reproducibility)

Laboratuvarlar ya da kisiler arasi yeniden yapilabilirliktir. Laboratuvarlar
arasinda yapilan ortaklasa calismalarin sonuglarinin birbirine yakinlhigini ifade eder.
Ayni Ornekte, ayn1 metot kullanilarak, ayni ekipman, farkli giinlerde ancak farkli
laboratuvarlarda farkl: kisiler tarafindan yapilan iki analiz sonucu arasindaki (genellikle
% 95 olan belirli bir giiven araliginda R = 2,8xsR i¢inde kalmasi beklenen) mutlak
farktir. Elde edilen sonuglarin relatif SD (standart sapma) yiizdelerinin hesaplanmasi ile

aciklanir. Kisaca RSD ile gosterilir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Analizin Yapildig: Yer
Bu tez ¢alismasi Bezmialem Vakif Universitesi Eczacilik Fakiiltesi ve Istanbul
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim Dali  Arastirma

Laboratuvarlari’nda yapildi.

3.2. Materyal

82 adet islenmis tahil iiriinii analiz materyallerini olusturdu. Ornekler tesadiifi
ornekleme yontemine gore Istanbul’daki cesitli marketlerden temin edildi (Subat 2013).
Ornekler kendi ambalajlarinda tutularak laboratuvara getirildi, aflatoksin ve okratoksin

analizleri i¢in soguk ortamda (+4°C) ve karanlikta muhafaza edildi.

Ornekler 11 ana iiriin grubuna (ekmek, un, nisasta, irmik, pasta unlari, makarna,
kek, biskiivi, cips, galeta, diyabetik iirtin) ayirildi, her bir ana gruptan farkli markalar
olmak tizere siniflandirildi. Markalar belirtilmedi. Tablo 3-1°de 6rneklerin ana grubu,

ad1 ve kodu verilmektedir.

Tablo 3-1: Analiz 6rneklerinin simiflandirilmalar: ve kodlari

" ORNEK
MARKA ORNEK ADI KODU
Kalorisi A nght ekmek E1A
El
azaltilmis
B Light tost ekmegi E1B
C Light kepekli ekmek E1C
EKMEK A Beyaz ekmek E2A
Beyaz E2 B Beyaz tost ekmegi E2B
A Kepekli ekmek E3A
Kepekli E3
B Kepekli ekmek E3B
Cavdarh E4 A Cavdarli ekmek E4A
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Cavdarli ekmek E4B
Beyaz Un UlA
Beyaz Ul Beyaz Un UlB
Beyaz Un uicC
Kepekli Un U2A
Kepekli U2
Kepekli Un u2B
Misir Unu U3A
UN Misir U3
Misir Unu U3B
Glutensiz U4 Glutensiz Un U4A
Koy Ekmek Unu US5A
Koy Ekmek U5
Koy Ekmek Unu uU5sB
Cavdar Ekmek Unu UGA
Cavdar U6
Ekmek
Cavdar Ekmek Unu u6B
Piring nisastasi N1A
Piring Piring nisastasi N1B
N1
. Sade piring unu N1C
NISASTA
Sade piring unu N1D
Bugday nigastas1 N2A
Bugday N2
Bugday nisastast N2B
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Misir nisastasi N3A
Misir N3
Misir nigastasi N3B
Patates N4 Patates nisastasi N4A
Irmik I1A
Sade irmik i1
frmik I1B
Sutld, irmikli, )
. . I2A
IRMIK balli, tahill1
Bebek i2 Sutli, 1rm1.k11, B
mamalari meyveli
Stitli, balli, irmikli 2C
Sade kek unu P1A
Sade kek
P1
karisim
Sade kek unu P1B
: Limonlu kek unu P2A
PASTA Limon
UNLARI aromali P2
Limonlu kek unu P2B
Limonlu kek unu p2C
Pogaca unu P3 Pogacga unu P3A
Pogaca unu P3B
Spagetti makarna M1A
Sade M1 Burgu makarna M1B
MAKARNA
Fiyonk makarna M1C
Kepekli M2 Burgu makarna M2A
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Burgu makarna M2B
Organik burgu M3A
Glutensiz M3
Eriste M3B
Sade pasta tabani K1A
Pasta alt1 K1l Sade pasta tabani K1B
KEK Sade pasta tabani K1C
Glutensiz K2 Glutensiz kakaolu kek ~ K2A
Meyveli kek K3A
Meyveli Meyveli kek K3B
K3
Karisik meyveli kek K3C
Kirmizi meyveli kek K3D
Kremah Kremal1 biskiivi B1A
Bl Sandvig biskiivi B1B
Coko damlal1 kremal1 B1C
Bebe Bebe biskiivisi sade B2A
BISKUVI B2
Bebe biskiivisi sade B2B
Bebe biskiivisi B3A
Glutensiz B3 Sade biskiivi B3B

Tuzlu kraker biskiivi

B3C




o1

Yulafli B4A
Kete;e:)(;rillljimlu, B4B
Light B4 Corek otlu, kepekli ~ B4C
Misir, piring patlakli B4D
Misir piring ¢itirt B4E
Tirtikli sade Cl1A
Patates C1 Klasik aile boyu CiB
CiPS Orjinal aile boyu CiC
Kiip misir C2A
Misir C2
Stit misir C2B
Light galeta G1lA
Light Gl Light galeta G1B
Light ¢ubuk kraker G1C
GALETA
Sade galeta G2A
Sade G2 Sade galeta G2B
Sade galeta G2C
DIYABETIK Gofret D Diyabetik gofret D
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3.3. Kimyasal maddeler, Coziiciiler, Cozeltiler

Toplam aflatoksin (AFB1, AFB2, AFG1, AFG2) ve okratoksin A standartlar1 R-
Biopharm firmasindan temin edildi. Aflatoksin standardinin 6 mL’sinde 250 ng/mL B1,
250 ng/mL B2, 250 ng/mL G1, 250 ng/mL G2 bulunmaktadir. Potasyum bromiir, HPLC
grade asetonitril, HPLC grade metanol, aseton, nitrik asit, sodyum bikarbonat, sodyum
kloriir Merck’ten, PBS (Phosphate Buffer Saline) Sigma’dan temin edildi. Aflatoksin
analizinde kullanilan immunoafinite kolonlar toplam aflatoksin ve aflatoksin B1’e karsi,
okratoksin analizinde kullanilan kolonlar okratoksin A’ya karst antikor igeren

kolonlardir ve ELISA test kitleriyle birlikte R-Biopharm’dan temin edildi.
3.4. Cihaz ve Geregler
1. HPLC cihazi (Shimadzu LC-20)
20A Floresans dedektor
LC-20AT Pompa iinitesi
DGU-2015 Degaze Unitesi
CTO-10ASVP Kolon firim
SIL-20AHT Otomatik numune 6rnekleyici
Cig Analitik Kolon: Cronusil-S ODS2 5 um 25 cm x 0,46 cm
2. Mikroplate okuyucu ELISA Reader (BioTek Power Wave XS USA)
3. Hassas terazi (Shimadzu AUW220D)
4. Vorteks (Velp Scientifica)
5. Santriftij (Niive NF800)
6. Ultrasonik banyo (VWR)
7. Ultra saf su cihazi (Human Power I)
8. Ornek siizme filtresi (Chromofil RC-45125 0,45 um)
9. Otomatik pipetler (Eppendorf, 10-100 pL, 100-1000 uL)

10. KOBRA CELL (Elektrokimyasal yolla bromla tiirevlendirme aparati)
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3.5. Orneklerin Analize Hazirlanmasi

3.5.1. ELISA Tarama Testi icin Orneklerin Hazirlanmasi ve Analiz Metodu

ELISA yo6ntemi bir 6n tarama testi olarak kullanildi. Gida 6rnekleri R-Biopharm
metodu esas alinip (R-Biopharm 2002; 2006; 2007) 5’er g tartilarak blenderdan gegirildi
ve homojenize edildi. Homojenize edilen ornekler %70 metanol ile ekstre edildi ve
Whatman No:4 filtre kagidindan siiziildii. Filtratin 1 mL’si alimip 1 mL distile su ile
seyreltildikten sonra bu ¢ozeltinin 50 pl’si Elisa taramasi testi igin kullanildi.
Standartlar ve reaktifler kullanilmadan 1 saat Once buzdolabindan c¢ikarilip, oda
sicakliginda bekletildi ve birkag defa ¢alkaland.

Standart ve orneklerden 50°ser uL Elisa kitlerinin (Sekil 3-1) ilk striplerinin 8
kuyucuguna ve ikinci stripin 8 kuyucuguna koyuldu ve plate hafif vurularak karigsmalari
saglandi (Sekil 3-1). Konjugat ve antikor 50’ser puL standart ve Orneklerin iizerine
eklendi. Antikor eklemesi hizl1 bir sekilde yapildi. Her eklemeden sonra plate vurularak,
eklenen kimyasallarin karismasi saglandi. Plate’in ilizeri siyah bir kapak ile kapatilarak
karanlik bir ortamda toplam aflatoksin ve okratoksin A i¢in 15 dakika, aflatoksin B1
i¢in yarim saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra plate bosaltilip distile su ile 3 kez
yikama yapildi (Aflatoksin B1 i¢in yikama islemi PBS ile yapildi). Son olarak her bir
¢ukura reaksiyonu durdurmak i¢in 100 pL durdurucu reaktif (%10’luk siilfiirik asit)
eklendi. Durdurucu reaktif ilavesinden sonra ELISA Reader ile 450 nm’de okuma

yapildi. Sonuglar RidaWin programi ile degerlendirildi.

Sekil 3-1: Mikotoksin ELISA test Kitleri



54

3.5.2. HPLC Cahsmasi icin Orneklerin Hazirlanmasi

Analiz 6rnegi, homojen hale getirmek i¢in blenderda 3 dk siire ile dgiitiildii.
Homojen haldeki 6rnegin 25 g’1 analizler i¢in kullanildi (Sekil 3-2, 3-3, 3-4, 3-5)
(AOAC 991:31; 2000:03).

25 g analiz 6rnegi + 125 mL metanol-su (70:30) (v/v)

Blenderda 3 dk homojenizasyon

v Whatman No.4 filtre kagidindan siizme

15 mL filtrat alinir, 30 mL PBS eklenir

l

15 mL seyreltilmis filtrat IAK’dan gegirilir

v

l

2 kez 10 mL distile su ile yikanir

1 mL metanol ile eliisyon

v

1 mL distile su ile seyreltme

v

100 uLL HPLC’ye enjekte edilir

Sekil 3-2: Aflatoksin analiz 6rneginin hazirlanmasi (temel metot)



25 g analiz 6rnegi + 125 mL metanol-su (75:25) (V/v)

Blenderda 3 dk homojenizasyon

Whatman No.4 filtre kagidindan siizme

15 mL filtrat alinir, 30 mL distile su eklenir

15 mL seyreltilmis filtrat [AK’dan gegirilir

2 kez 10 mL distile su ile yikanir

|

I mL metanol ile eliisyon

v

1 mL distile su ile seyreltme

v

100 uLL HPLC’ye enjekte edilir

Sekil 3-3: Aflatoksin analiz 6rneginin hazirlanmasi (modifiye metot)
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25 g analiz 6rnegi + 100 mL asetonitril-su (60:40) (v/v)

Blenderda 3 dk homojenizasyon

Whatman No.4 filtre kagidindan siizme

4 mL filtrat alinir, 44 mL PBS eklenir

48 mL seyreltilmis filtrat IAK’dan gegcirilir

v

2 kez 10 mL distile su ile yikanir

|

1 mL metanol ile eliisyon

v

Rotary evaporatorde ucurma

3 mL metanol: su: asetik asit (3:7:0,1) ile

seyreltme

v

100 uL HPLC’ye enjekte edilir

Sekil 3-4: Okratoksin A analiz 6rneginin hazirlanmasi (temel metot)
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25 g analiz 6rnegi + 125 mL metanol-su (75:25) (V/v)

Blenderda 3 dk homojenizasyon

Whatman No.4 filtre kagidindan siizme

5 mL filtrat alinir, 40 mL distile su eklenir

45 mL seyreltilmis filtrat IAK’dan gegcirilir

2 kez 10 mL distile su ile yikanir

|

1,5 mL metanol:asetik asit (98:2) ile eliisyon

v

1,5 mL distile su ile seyreltme

v

100 uLL HPLC’ye enjekte edilir

Sekil 3-5: Okratoksin A analiz 6rneginin hazirlanmasi (modifiye metot)

S7
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3.6. Metot Performans Parametrelerinin Belirlenmesi

LOD (Limit of Detection) ve LOQ (Limit of Quantification) degerleri aflatoksin
ve okratoksin A metotlar1 i¢cin EURACHEM GUIDE (EuraChem Guide 1998) esas
alinarak Microsoft Excel® programi kullanilarak hesaplandi. Kesinlik parametreleri
RSD;, RSDgr ve Horwitz degerleri IUPAC/AOAC Harmonization Protocol (Horwitz
1995) kaynagina dayanarak Microsoft Excel®’le hesaplandi. Tiim analizler iki tekrarl
yapild.

3.7. HPLC’de Aflatoksin Analizi Parametreleri
a) Temel metot
Analitik Kolon: Cronusil-S ODS2 5 um 25 ¢cm x 0.46 cm
Mobil faz: 6/3/2 Su: Metanol: Asetonitril + 0,132 g KBr + 300 pL Nitrik asit (1
L i¢in)
Akis hizi: 1 mL/dk
Floresans dedektor: Eksitasyon: 365 nm, Emisyon: 435 nm
Kolon sicakhigt: 40'C
Enjeksiyon hacmi: 100 pL
Elution Order: Aflatoksin G2, Aflatoksin G1, Aflatoksin B2, Aflatoksin B1
Tirevlendirme: Kobra Cell, 100 pA
Analiz stiresi: 10 dk
b) Modifiye metot
Analitik Kolon: Cronusil-S ODS2 5 um 25 ¢cm x 0,46 cm
Mobil faz: 8/54/38 Asetonitril: Su: Metanol + 0,2 g KBr + 360 pL Nitrik asit (1
L i¢in)
Akis hizi: 1 mL/dk
Floresans dedektor: Eksitasyon: 365 nm, Emisyon: 435 nm
Kolon sicakligi: 45 C
Enjeksiyon hacmi: 100 pL
Elution Order: Aflatoksin G2, Aflatoksin G1, Aflatoksin B2, Aflatoksin B1
Tirevlendirme: Kobra Cell, 100 pA

Analiz suresi: 12 dk
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3.8. HPLC’de Okratoksin A Analizi Parametreleri
a) Temel metot
Analitik Kolon: Cronusil-S ODS2 5 um 25 ¢cm x 0,46 cm
Mobil faz: 51/47/2 Asetonitril: Su: Asetik asit
Akis hizi: 1 mL/dk
Floresans dedektor: Eksitasyon: 333 nm, Emisyon: 460 nm
Kolon sicaklig: 35°C
Enjeksiyon hacmi: 100 pL
Analiz stiresi: 9 dk
b) Modifiye metot
Analitik Kolon: Cronusil-S ODS2 5 um 25 cm x 0.46 cm
Mobil faz: 68,5/ 29/ 2,5 Metanol: Su: Asetik asit
Akis hizi: 1 mL/dk
Floresans dedektor: Eksitasyon: 333 nm, Emisyon: 460 nm
Kolon sicaklig: 45 C
Enjeksiyon hacmi: 100 pL
Analiz siiresi: 7,5 dk

3.9. Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

3.9.1. Aflatoksin Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi
Kalibrasyon ¢alismasi i¢in standartlar 8 farkli konsantrasyonda (0,08, 0,14, 0,5,
1,25, 2,5, 5,0, 7,5, 10,0 ng/mL) hazirland1, ardindan 3’er tekrarli olarak cihaza enjekte

edilerek egim hesaplandi. Sonuglar Boliim 4’de verildi.

3.9.2. Okratoksin A Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi
Kalibrasyon g¢alismasi i¢in standartlar 8 farkli konsantrasyonda (0,125, 0,25, 0,5,
1,0, 1,5, 2,5, 5,0, 10,0 ng/mL) hazirlandi, ardindan 3’er tekrarli olarak cihaza enjekte

edilerek egim hesaplandi. Sonuglar B6lim 4°de verildi.

3.10. Aflatoksin ve Okratoksin A Analiz Yontemlerinin Validasyonu
Validasyon ¢alismalarinda aflatoksin analizi i¢in yulaf ezmesi 6rnegi, okratoksin
A analizi i¢in bugday unu Ornegi secildi. Aflatoksin ve okratoksin A analizleri,

ekstraksiyon asamasi ve eliisyon asamasi olmak iizere iki asamada yapildi. Uygun
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¢oOziiciiyle (metanol) ekstre edilen gida 6rnekleri filtre kagidindan siiziildii. Siiziintiiden
belirli miktarlarda alinip su ile seyreltme yapildi. Seyreltilmis filtrat immunoafinite
kolondan gecirildi. Filtratin tamami gectikten sonra kolon su ile 2 kez yikandi.
Aflatoksinler kolondan metanolle eliie edildi. Okratoksinler ise kolondan asetikasit:
metanol ile eliie edildi. Eltiatlar HPLC’ye enjekte edildi. Aflatoksinlerin daha yiiksek
duyarhilikla tayin edilebilmeleri icin bromla kolon sonrasi tiirevlendirme yapildi.
Modifiye edilip validasyonu yapilan metotlarin ekstraksiyon ve eliisyon agamalarina ait

semalar Sekil 3-2, 3-3, 3-4 ve 3-5'de gosterilmektedir.

Yontemlerin validasyonu i¢cin EURACHEM GUIDE’da belirlenen parametreler

incelendi.

3.10.1. Gozlenebilme (LOD) ve Tayin (LOQ) Simirlari

Gelistirilen yontemin hassasiyetini belirlemek icin LOD ve LOQ degerleri
asagidaki formiillerle hesaplandi. Tayin limiti i¢in kor Ornekler standart ile
zenginlestirildi. Zenginlestirilmis kor ile 2 analist tarafindan 10 defa bagimsiz ¢alisma

yapilarak dl¢timlerin ortalamasi ve standart sapmasi hesaplandi.
Gozlenebilme limiti (LOD) = C + 3SD
Tayin limiti (LOQ) =C +10SD
C= Konsantrasyon =~ SD= Standart sapma

Hesaplanan degerler Boliim 4°de verildi.

3.10.2. Dogruluk
Dogruluk icin gergeklik calismasi yapildi. iki analist tarafindan standart katilmas
orneklerle bagimsiz ¢alismalar yapildi. Sonuglar ve hesaplanan % bagil hatalar

aflatoksin ve okratoksin A i¢in ayr1 ayri Bolim 4’te verildi.

3.10.3. Kesinlik

3.10.3.1. Tekrar edilebilirlik
Tekrar edilebilirlik i¢in 2 analist tarafindan standart katilmis numune ile 6

bagimsiz ¢alisma yapildi. Sonuglar ve hesaplanan RSD'ler Boliim 4'de verildi.
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3.10.3.2. Tekrar iiretilebilirlik
Tekrar iiretilebilirlik i¢in standart katilmis 6rneklerle 6 defa galigilarak analistler

aras1 sonuclar ayni laboratuvar ve ayni ekipman kullanilarak karsilastirildi (Boliim 4).

3.10.3.3. Tekrar iiretilebilirlik limiti
Tekrarlanabilirlik limiti ayni laboratuvarda her iki analist tarafindan asagidaki

esitlikle hesaplandi:

R=2,83xsR

3.10.4. Geri kazanim
Iki analist tarafindan numunelere iki seviye olmak iizere standart katilarak
yapildi. 5 giin boyunca sabah aksam ikiser enjeksiyon olarak calisildi. Sonuglar ve

hesaplanan % geri kazanim, RSD degerleri Boliim 4’de verildi.

3.10.5. Uygunluk testi

Uygunluk testi i¢in 6nemli parametreler retansiyon zamani (tr), kapasite faktorii
(k"), kuyruklanma faktorii (T) ve teorik plato sayist (N) degerlendirildi. Sonuglar Tablo
4-45’te verildi.

3.11. Modifiye Edilen Yontemle Aflatoksin Miktar Tayini
Kalibrasyon c¢ozeltileri ile ¢izilen kalibrasyon egrisinden yararlanilarak
orneklerdeki aflatoksin miktart (A), pik alanlarindan yararlanarak pg/kg olarak

bulundu, seyreltme faktorii ile ¢arpilarak sonug verildi.

Sonug (ng/kg) = Ax SF
A: Numunenin kalibrasyon egrisine gére miktar1 (ng/kg)

SF: Seyreltme faktorii = 2

3.12. Modifiye Edilen Yontemle Okratoksin A Miktar Tayini
Kalibrasyon ¢ozeltileri ile ¢izilen kalibrasyon egrisinden yararlanilarak
orneklerdeki okratoksin A miktari (A), pik alanlarindan yararlanarak pg/kg olarak
bulundu, seyreltme faktorii ile carpilarak sonug verildi.
Sonug (ng/kg) = Ax SF
A: Numunenin kalibrasyon egrisine gére miktar1 (ug/kg),

SF: Seyreltme faktorii = 3



62

4. BULGULAR

4.1. ELISA Testi Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

ELISA test Kkitlerinin yaninda bulunan kullanima hazir  degisik
konsantrasyonlardaki standartlar 450 nm absorbansta ELISA reader cihazinda okutuldu.
Sonuglar RIDAWin bilgisayar programinda degerlendirilerek kalibrasyon egrileri
cizdirildi. Toplam Aflatoksin, Aflatoksin B1, ve okratoksin A Ol¢limlerine ait
kalibrasyon egrileri Sekil 4-1, 4-2, 4-3’de verildi.

Standards
. Standard curve
) Conc.(ppb)/ A(Mean)
307
257 1.70 1.553

(Coeff. of Var.: 0.0%)

5.00 1.166
(Coeff. of Var.: 0.0%)

15.00 0724
(Coeff. of Var.: 0.0%)

45.00 0.380
(Coeff. of Var.: 0.0%)

0o

-3.5

1.70 5.00 15.00 45.00
Concentration (ppb)

X-axis(zero point); 8.6
slope: -1.99
Corr.Coeff.: 0.9992
50% inhibition: 8.6

Sekil 4-1: ELISA yontemi toplam aflatoksin kalibrasyon egrisi
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Standards
Conc.(ppb)/ A(Mean)
1.00 1731
(Coeff. of Var.: 0.0%)

5.00 0.938
(Coeff. of Var.: 0.0%)

10.00 0.718
(Coeff. of Var.: 0.0%)

20.00 0.419
(Coeff. of Var.: 0.0%)

50.00 0.222
(Coeff. of Var.: 0.0%)

Sekil 4-2: ELISA yontemi aflatoksin B1 kalibrasyon egrisi

g Standard curve

~-,— 0

S Il

Il
3.0t

5.00 10.00 20.00 40.00

Concentration (ppb)

x-axis(zero point): 16.0
slope: -2.62
Corr.Coeff.: 0.9992
50% inhibition: 16.0

Standards
Conc.(ppb)/ A(Mean)
5.00 1.238
(Coeff. of Var.: 0.0%)

10.00 0.983
(Coeff. of Var.: 0.0%)

20.00 0.667
(Coeff. of Var.: 0.0%)

40.00 0.415
(Coeff. of Var.: 0.0%)

Sekil 4-3: ELISA yontemi okratoksin A kalibrasyon egrisi
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4.2. Aflatoksin Tayininde Kullanilan Temel Metodun Validasyonu

4.2.1. Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

Farkli konsantrasyonlarda aflatoksin B1, B2, G1 ve G2 igeren standart
cozeltiler hazirlanarak kolon sonrasi tiirevlendirme ile ve floresans dedektor ile tayin
edilmesi neticesinde aflatoksin bilesenlerine ait pik alan degerleri Sekil 4-4, 4-5 4-6, 4-7

’de verildi.

Name . Aflatoksin B1
Quantitative Method : External Standard
Function : f(x)=2.35e-006"x+0.0270917

Rr1=0.9979232 Rr2=0.9958507
MeanRF:2,40332e-006 RFSD:5.27199e-007 RFRSD:21.9363

FitType : Linear
ZeroThrough : Not Through
WeightedRegression : None
Detector Name : Detector A
Conc.
[*10%0]
3.0 # Conc(Ratio] Area | Area
1 0.020 7493.7 7494
25 7584.2 7584
, , 7709.0 | 7709
2 0.035 20590.1 20590
20 20888.1 20888
20903.7 20904
15 3 | 0.125 73504.7 73505
’ 72463.2 72463
719254 71925
1.0 4 0313 101803.2 1013803
100789.4 100789
05 103291.7 103292
: 5 0.625  221389.3 221389
221728.1 221728
0.0 221989.8 221990
00 02 04 06 08 10 1.2 6 _ 1.250 488825.2 4828825
Area [*1046] 489277.4] 489277
510753.3 510753
8 2.500 1069608.7 1069609

Sekil 4-4: Aflatoksin B1 kalibrasyon egrisi



Name
Quantitative Method
Function

FitType
ZeroThrough
WeiahtedRegaression
Detector Name
Conc.
[*10~0]

- Aflatoksin B2
: External Standard

: f(x)=1.4323e-006"x+0.0149947

Rr1=0.9983039 Rr2=0.9966106
MeanRF:1.41993e-006 RFSD:3.12715e-007 RFRSD:22.0233

: Linear

: Not Through
: None

: Detector A

3.0

25

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0
0002040608 1012141618

Name
Quantitative Method
Function

FitType
ZeroThrough
WeightedRegression
Detector Name
Conc.
[*10~0]

Area [*10%6]

Sekil 4-5: Aflatoksin B2 kalibrasyon egrisi

: Aflatoksin G1
: External Standard

: f(x)=3.02035e-006"x+0.0140822
Rr1=0.9985689 Rr2=0.9971399
MeanRF:3.04001e-006 RFSD:6.2724e-007 RFRSD:20.6329

: Linear

: Not Through
: None

: Detector A

3.0

25

20

1.5

1.0

05

0.0
00 1.0 2.0 3.0 40 50 6.0 70 809.0

Area [*1045]

# Conc (Ratio] Area Area
1 0.020 13439.4 13439
13080.0 13080
13729.2 13729
2 0.035 34425.4 34425
34914.4 34914
35288.5 35289
3 0.125 120153.8 120154
119895.4 119895
117028.9 117029
4 0.313 169019.3 169019
167374.1 167374
169863.5 169863
5 0.625 365726.5 365727
365910.5 365910
| e | 365757.0] 365757
6 1.250 351388.1 881388
882033.8 882034
| 902876.9 902877
8 2.500 17344526 1734453
# Conc (Ratio) Area Area
1 0.020 5616.7 5617
5787.7 5788
6130.3 6130
2 0.035 15416.2 15416
15071.4 15071
15331.6 15332
3 0.125 576789 57679
58181.6 58182
57428.3 57428
- 0313 818303 81830
81177.9 81178
82085.4 82085
5 0.625 176849.9 176850
1765221 176522
176374.2 176374
6 1.250 415083.5 415084
416269.8 416270
420395.3 420395
8 2.500 824520.6 824521

Sekil 4-6: Aflatoksin G1 kalibrasyon egrisi
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Name : Aflatoksin G2
Quantitative Method : External Standard
Function : f(x)=2.89395e-006"x+0.0090314

Rr1=0.9979070 Rr2=0.9958184
MeanRF:2.84351e-006 RFSD:6.03755e-007 RFRSD:21.2327

FitType : Linear
ZeroThrough : Not Through
WeightedRegression : None
Detector Name : Detector A
Conc.
[*10~0]
3.0 # Conc (Ratio) Area Area
1 _ 0.020 6702.3 | 6702
25 64849 6485
; 67316 6732
2. | 0.035 16737.8 | 16738
2.0 16441.9 16442
[ 16705.6 16706
15 3 0.125 59740.0 59740
: 60448.5 60449
601354 60135
1.0 4 0.313 85054.6 85055
H 84982.7 84983
05 84955.6 84956
: 5 0.625 183559.4 183559
_ 183290.7 | 183291
0.0 182996.2 182996
00 10 20 30 40 50 6.0 70 8090 6 1.250 453333.7 453334
Area [*1075] | 455795.1 455795
455307.0 455307
8 2.500 853641.2 853641

Sekil 4-7: Aflatoksin G2 kalibrasyon egrisi
Sekil 4-4, 4-5, 4-6, 4-7°de verilen kalibrasyon grafikleri degerlendirildiginde,
calisgilan konsantrasyon araliklarinda lineer kalibrasyon esitlikleri elde edildigi
goriilmektedir. Elde edilen esitliklerin korelasyon katsayisi degerleri de bunu
dogrulamaktadir. En diigiik konsantrasyonlardaki ve en yiiksek standart karisimi igin

alinan kromatogram Sekil 4-8’de verildi.

uV(x10,000)

Time . 9.549 Inten. 77,061
7.5
5.04
2.5+
0.0- —— PR —— 2 A e e - .
T T T T el
0.0 1.0 20 3.0 40 5.0 6.0 7. 8.0 8.0 min

Sekil 4-8: Temel Aflatoksin metodu kalibrasyon verilerine ait kromatogram



67

Metodun tayin limiti ve gozlenebilme simirinin hesaplanabilmesi ig¢in
igerisinde aflatoksin igermeyen kor ornege S/N (sinyal/gliriiltii)’in en diisiik oldugu
konsantrasyona kadar standart katilarak yapildi ve Boliim 3°de anlatildigi gibi

hesaplama yapilarak LOD degeri bulundu.

C:\LabSolutions\isifafiatoxin lod 1__2.Ilcd

mV
1 = DetAChi
2.04 ,‘;
p I 'I
1.5 |
l
¥ | ;
2
] 1 & g [\ b
0.5 NG
) AN ".-‘. ‘ | [\
- / “' "-‘ ‘I y'.v | "w,
N r“‘*\.if___;*___i__ |
o0 25  s0 715 100 125

Sekil 4-9: Temel toplam Aflatoksin metodu LOD kromatogrami

Temiz (kor) un numunesine standart katilarak geri kazanim degerleri % olarak
hesaplanmistir. Geri kazanim c¢aligmasina ait kromatogram Sekil 4-10°da

gosterilmektedir.
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Sekil 4-10: Temel toplam Aflatoksin geri kazamim kromatogram



Tablo 4-1: Temel toplam Aflatoksin metodu LOD ve LOQ degerleri

1. Analist Aflatoksin B1 (ng/kg) Toplam Aflatoksin (ng/kg)
Numune sayisi 1l.calisma 2. calisma ortalama 1.calisma 2. calisma ortalama
1 0,11600 0,12600 0,12100 0,33400 0,36600 0,35000
2 0,10800 0,11600 0,11200 0,30900 0,34400 0,32650
3 0,11600 0,10600 0,11100 0,28600 0,27100 0,27850
4 0,11900 0,11300 0,11600 0,31100 0,32200 0,31650
5 0,11300 0,10500 0,10900 0,32000 0,33200 0,32600
ortalama 0,114 0,320
S sapma 0,005 0,026
%RSDr 4,187 8,149
LOD (ort +3 x SD) 0,128 0,398
LOQ (ort+10x SD) 0,161 0,580
2. Analist Aflatoksin B1 (ng/kg) Toplam Aflatoksin (ng/kg)
Numune sayisi 1.calisma 2. caliyma ortalama 1.calisma 2. ¢caliyma ortalama
1 0,10600 0,10400 0,10500 0,30400 0,27100 0,28750
2 0,12200 0,11800 0,12000 0,34700 0,33600 0,34150
3 0,12200 0,12200 0,12200 0,35100 0,34200 0,34650
4 0,12700 0,11900 0,12300 0,35300 0,31900 0,33600
5 0,10800 0,10600 0,10700 0,27400 0,27200 0,27300
ortalama 0,115 0,317
S sapma 0,009 0,034
%RSDr 7,520 10,745
LOD (ort +3 x SD) 0,141 0,419
LOQ (ort + 10 x SD) 0,202 0,657

89



Tablo 4-2: Temel Aflatoksin B1lmetodu geri kazanim c¢alismasi

Aflatoksin B1 (ug/kg)

1. analist 2. analist
1. seviye 1.calisma 2. cahisma ortalama 1. calisma 2. caliyma ortalama
1.GUN SABAH 1,532 1,538 1,535 1,501 1,305 1,403
1.GUN AKSAM 1,304 1,407 1,356 1,516 1,343 1,430
2.GUN SABAH 1,504 1,362 1,433 1,252 1,367 1,310
2. GUN AKSAM 1,559 1,547 1,553 1,529 1,636 1,583
3. GUN SABAH 1,661 1,626 1,644 1,652 1,630 1,641
3.GUN AKSAM 1,448 1,471 1,460 1,549 1,450 1,500
ortalama 1,487
S sapma 0,107
%RSDr 7,225
hedef ppb 2
Geri kazanim% 74
2. seviye
4. GUN SABAH 0,737 0,723 0,730 0,709 0,705 0,707
4. GUN AKSAM 0,761 0,729 0,745 0,742 0,743 0,743
5.GUN SABAH 0,720 0,759 0,740 0,750 0,753 0,752
5.GUN AKSAM 0,762 0,748 0,755 0,751 0,753 0,752
ortalama 0,740
S sapma 0,016
%RSDr 2,118
hedef ppb 1
Geri kazanim% 74
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Tablo 4-3: Temel Aflatoksin B2 metodu geri kazanim ¢alismasi

Aflatoksin B2 (ug/kg)

1. analist 2. analist
1. seviye l.calisma 2. cahiyma ortalama 1. calisma 2. caliyma ortalama
1.GUN SABAH 1,099 1,182 1,141 1,228 1,148 1,188
1.GUN AKSAM 1,327 1,337 1,332 1,316 1,173 1,245
2.GUN SABAH 1,417 1,415 1,416 1,399 1,502 1,451
2. GUN AKSAM 1,321 1,274 1,298 1,180 1,253 1,217
3. GUN SABAH 1,618 1,574 1,596 1,589 1,597 1,593
3.GUN AKSAM 1,595 1,623 1,609 1,683 1,593 1,638
ortalama 1,393
S sapma 0,182
%RSDr 13,046
hedef ppb 2
Geri kazanim% 69,60
2. seviye
4. GUN SABAH 0,642 0,643 0,643 0,653 0,667 0,660
4. GUN AKSAM 0,647 0,651 0,649 0,656 0,663 0,660
5.GUN SABAH 0,633 0,666 0,650 0,672 0,683 0,678
5.GUN AKSAM 0,674 0,676 0,675 0,672 0,680 0,676
ortalama 0,668
S sapma 0,014
p%RSDr 2,051
hedef ppb 1
Geri kazanim% 67
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Tablo 4-4: Temel Aflatoksin G1 metodu geri kazanim ¢alismasi

Aflatoksin G1 (ng/kg)
1. analist 2. analist
1.calisma 2. cahiyma ortalama 1. calisma 2. caliyma ortalama

1.GUN SABAH 1,085 1,168 1,127 1,231 1,160 1,196
1.GUN AKSAM 1,331 1,353 1,342 1,352 1,204 1,278
2.GUN SABAH 1,376 1,317 1,347 1,212 1,265 1,239
2. GUN AKSAM 1,344 1,285 1,315 1,284 1,554 1,419
3. GUN SABAH 1,452 1,392 1,422 1,400 1,439 1,420
3.GUN AKSAM 1,296 1,344 1,320 1,511 1,277 1,394
ortalama 1,318
S sapma 0,094
%RSDr 7,165
hedef ppb 2
Geri kazanim% 66
2. seviye

4. GUN SABAH 0,670 0,651 0,661 0,679 0,698 0,689
4. GUN AKSAM 0,628 0,641 0,635 0,658 0,685 0,672
5.GUN SABAH 0,640 0,683 0,662 0,700 0,702 0,701
5.GUN AKSAM 0,688 0,712 0,700 0,698 0,544 0,621
ortalama 0,667
S sapma 0,029
%RSDr 4,377
hedef ppb 1
Geri kazanim% 67
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Tablo 4-5: Temel Aflatoksin G2 metodu geri kazanim ¢alismasi

Aflatoksin G2 (ug/kg)

1. analist 2. analist
1.calisma 2. calisma ortalama 1. ¢alisma 2. calisma ortalama

1.GUN SABAH 0,888 0,960 0,924 1,083 1,037 1,060
1.GUN AKSAM 1,097 1,116 1,107 1,117 1,017 1,067
2.GUN SABAH 1,135 1,138 1,137 1,038 1,100 1,069
2. GUN AKSAM 1,157 1,122 1,140 1,120 1,307 1,214
3. GUN SABAH 1,322 1,260 1,291 1,274 1,304 1,289
3.GUN AKSAM 1,265 1,295 1,280 1,427 1,242 1,335
ortalama 1,159
s sapma 0,124
%RSDr 10,660
hedef ppb 2,000
Geri kazanim% 57,500
2. seviye

4. GUN SABAH 0,482 0,468 0,475 0,499 0,503 0,501
4. GUN AKSAM 0,442 0,477 0,460 0,455 0,465 0,460
5.GUN SABAH 0,432 0,456 0,444 0,480 0,500 0,490
5.GUN AKSAM 0,468 0,472 0,470 0,474 0,576 0,525
ortalama 0,478
s sapma 0,026
%RSDr 5,465
hedef ppb 1
Geri kazanim% 48
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Tablo 4-6: Temel Aflatoksin B1 metodu dogruluk ¢alismasi
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Aflatoksin B1 Gergek Ortalama Deger Bagil Hata % Bagil
Analist Deger (ng/kg) (ng/kg) Sistematik Hata Hata
1 2 1,497 -0,503 -0,252 -25,150
2 2 1,478 -0,522 -0,261 -26,100
Tablo 4-7:Temel Toplam Aflatoksin Metodu Dogruluk Calismasi
. Toplam Aflatoksin Gergek | Ortalama Deger _ _ Bagil Hata % Bagil
Analist Deger (ug/kg) (ng/kg) Sistematik Hata Hata
1 8 5,353 -2,647 -0,331 -33,088
2 8 5,362 -2,638 -0,330 -32,975
Tablo 4-8: Temel Aflatoksin B1 Metodu Tekrarlanabilirlik Calismasi (1. Analist)
i i 11.A-2Al<r
Tekrar Sayis | LAnaliz 2.Analiz Ortalama ILA-2AI | 1L.A-2.AI
(ng/kg) (ng/kg) Degerlendirme
1 1,532 1,538 1,535 0,006 0,000 UYGUN
2 1,304 1,407 1,356 0,103 0,011 UYGUN
3 1,504 1,362 1,433 0,142 0,020 UYGUN
4 1,559 1,547 1,553 0,012 0,000 UYGUN
5 1,661 1,626 1,644 0,035 0,001 UYGUN
6 1,448 1,471 1,460 0,023 0,001 UYGUN
Ortalama 1,50
Standart 0,10
Sapma
RSDr 0,07
%RSDr 6,96
r:2,83 xs, 0,29
Min. 1,30
Max. 1,66
G-low 1,30 Degerlendirme UYGUN
G-high 1,66 Degerlendirme UYGUN
Grubbs Olgiitii 1,82
RSDg (Horwitz) 28,11 Degerlendirme UYGUN
Horrat 0,25
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Tablo 4-9: Temel Aflatoksin B1 metodu tekrarlanabilirlik ¢calismasi (2. Analist)

ILA-2Al<r
Tekrar Sayisi 1.Analiz 2. Analiz Ortalama 11.A-2.Al 11.A-2.AI° -
(ng/kg) (ng/kg) Degerlendirme
1 1,501 1,305 1,403 0,196 0,038 UYGUN
2 1,516 1,343 1,430 0,173 0,030 UYGUN
3 1,252 1,367 1,310 0,115 0,013 UYGUN
4 1,529 1,636 1,583 0,107 0,011 UYGUN
5 1,652 1,630 1,641 0,022 0,000 UYGUN
6 1,549 1,450 1,500 0,099 0,010 UYGUN
Ortalama 1,48
S
RSDr 0,09
%RSDr 9,13
r:2,83 xs, 0,38
Min. 1,25
Max. 1,65
G-low 1,25 Degerlendirme UYGUN
G-high 1,65 Degerlendirme UYGUN
Grubbs Olgiitii 1,82
(Hlf)fv?iiz) 28,16 Degerlendirme UYGUN
Horrat 0,32

Tablo 4-10: Temel Toplam Aflatoksin metodu tekrarlanabilirlik ¢alismasi (1. Analist)

1.Analiz | 2.Analiz 11.A-2Al<r
Tek I 11.A-2.Al 11.A-2.AI2
ekrar Sayisi (g/ke) | (ng/ke) Ortalama Degerlendirme
1 4,604 4,848 4,726 0,244 0,060 UYGUN
2 5,059 5,213 5,136 0,154 0,024 UYGUN
3 5,432 5,232 5,332 0,200 0,040 UYGUN
4 5,381 5,228 5,305 0,153 0,023 UYGUN
5 6,053 5,852 5,953 0,201 0,040 UYGUN
6 5,604 5,733 5,669 0,129 0,017 UYGUN
Ortalama 5,35
Standart 0,42
Sapma
RSDr 0,08
%RSDr 7,78
r:2,83 xs, 1,18
Min. 4,60
Max. 6,05
G-low 4,60 Degerlendirme UYGUN
G-high 6,05 Degerlendirme UYGUN
Grubbs
Olgiitii 182
RSDg o .
(Horwitz) 23,20 Degerlendirme UYGUN
Horrat 0,34
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Tablo 4-11: Temel Toplam Aflatoksin metodu tekrarlanabilirlik ¢alismasi (2. Analist)

Tekrar Sayist | L/AANaliz 2.Analiz Ortalama LA2Al | 1A2ApR | ARALST
(ng/kg) (ng/kg) Degerlendirme
1 5,043 4,650 4,847 0,393 0,154 UYGUN
2 5,301 4,737 5,019 0,564 0,318 UYGUN
3 4,901 5,234 5,068 0,333 0,111 UYGUN
4 5,113 5,750 5,432 0,637 0,406 UYGUN
5 5,915 5,970 5,943 0,055 0,003 UYGUN
6 6,170 5,562 5,866 0,608 0,370 UYGUN
Ortalama 5,36
Standart Sapma 0,51
RSDr 0,09
%RSDr 9,43
r:2,83 xs, 1,43
Min. 4,65
Max. 6,17
G-low 4,65 Degerlendirme UYGUN
G-high 6,17 Degerlendirme UYGUN
Grubbs Olgiitii 1,82
RSDg(Horwitz) 23,20 Degerlendirme UYGUN
Horrat 0,41

Tablo 4-12: Temel Aflatoksin B1metodu tekrar iiretilebilirlik ¢alismasi

Tekrar Sayisi 1.Analist:X1 | 2.Analist:X2 (X1-X2/ Xi )?

1 1,535 1,403 0,00048400

2 1,356 1,430 0,00015211

3 1,433 1,310 0,00042367

4 1,553 1,583 0,00002417

5 1,644 1,641 0,00000017

6 1,460 1,500 0,00004444

Toplam 0,00112858
RSDg=\Y. [/ (2X1-X2)/Xij : 0,00969784

n




Tablo 4-13: Temel toplam Aflatoksin metodu tekrar iiretilebilirlik ¢alismasi

Tekrar Sayis1 1.Analist:X1 | 2.Analist:X2 (X1-X2/ Xi)*
1 4,726 4,847 0,00040334
2 5,136 5,019 0,00038025
3 5,332 5,068 0,00194334
4 5,305 5,432 0,00044803
5 5,953 5,943 0,00000278
6 5,669 5,866 0,00108351
Toplam 0,00426124
ZiDRz\/E [oxa-x2yxif* 0,01884419

Tablo 4-14: Temel Aflatoksin B1metodu tekrar iiretilebilirlik limiti calismasi

76

Tekrar Sayis1 | 1.Analist: X1 | 2.Analist: X2 X1- X2 : Xl—é(ZI = Degerlendirme
1 1,53500 1,40300 0,13200 0,13200 olumlu
2 1,35550 1,42950 -0,07400 0,07400 olumlu
3 1,43300 1,30950 0,12350 0,12350 olumlu
4 1,55300 1,58250 -0,02950 0,02950 olumlu
5 1,64350 1,64100 0,00250 0,00250 olumlu
6 1,45950 1,49950 -0,04000 0,04000 olumlu
S;gg‘rjnaa” 0,107440355
R :2,83 x sR 0,304056205

Tablo 4-15: Temel Toplam Aflatoksin metodu tekrar iiretilebilirlik limiti calismasi

Tekrar Sayis1 | 1.Analist:X1 | 2.Analist: X2 X1- X2 : Xl-é(ZI = Degerlendirme
1 4,72600 4,84650 -0,12050 0,12050 olumlu
2 5,13600 5,01900 0,11700 0,11700 olumlu
3 5,33200 5,06750 0,26450 0,26450 olumlu
4 5,30450 5,43150 -0,12700 0,12700 olumlu
5 5,95250 5,94250 0,01000 0,01000 olumlu
6 5,66850 5,86600 -0,19750 0,19750 olumlu
S::g?na;t 0,422991052
R :2,83 x sR 1,197064677
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4.3. Aflatoksin Tayini i¢cin Modifiye Edilen Metodun Validasyonu

Aflatoksin tayinlerinde hassasiyeti arttrmak, pikleri birbirinden daha iyi
ayirmak, daha kisa zamanda ve daha az maliyetli analizler yapabilmek i¢in metot
modifiye edildi. Bu amagla 6rnek 6n hazirlama asamasinda ekstraksiyon ¢oziiciisiinde,
filtrat seyreltmede kullanilan ¢6ziiciide, mobil faz bilesiminde, kolon sicaklifinda
degisiklikler yapildi.

Aflatoksin B1, B2, G1, G2 tayini i¢in ¢esitli parametrelerin degistirilmesi ile
belirlenen modifiye metodun kalibrasyon egrileri Sekil 4-11, 4-12, 4-13, 4-14’de

verildi.

Name : Aflatoxin B1
Quantitative Method : External Standard
Function (f(x)=1.9747e-006"x+0.00664189

Rr1=0.9997914 Rr2=0.9995828
MeanRF:2.02392e-0068 RFSD:1.82324e-007 RFRSD:9.00848

FitTvpe : Linear
ZeroThrough : Mot Through
Weighted Reqgression : None
Detector Name : Detector A
Conc.
[*10~0]
3.0 # Cong (Ratio) Area | Area
1 0.020 9422.2 9422
35 9051.7 9052
9091.3 | 051
2 0.035 173454 17345
2.0 181236 18124
17200.5 17201
15 3 | 0.125 761251 76125
: 73330.8 73340
699279.1 69979
1.0 4 | 0.313 130080 2 139080
138367.6 139368
0.5 136288.5 136288
: 5 0.625 3076637 307664
308208.2 308205
0.0 _ 3109295 310030
00 02 04 06 08 10 12 14 3 2500 1268608.3 | 1268608
Area [*1046] 1264835.8 1264836
1260581.4 1260581

Sekil 4-11: Modifiye Aflatoksin B1 metodu kalibrasyon egrisi



Name
Cluantitative Method
Function

78

: Aflatoxin B2
: External Standard
s f(%)=1.33944e-006"x+0.00393259
Rr1=0.9997987 Rr2=0,9995975
MeanRF:1.34228e-006 RFSD:1.1641%9e-007 RFRSD:8.67327

FitType : Linear
ZeroThrough : Not Through
WeightedRegression : Mone
Detector Name : Detector A
Conc.
[*10~0]
3.0 # Conc (Ratio) Area Area
1 0.020 142921 14292
25 14570.6 14571
14388.4 14338
2 0.035 27047.5 27047
20 27129.3 | 27129
27043.4 27043
15 3 0123 112980.2 112980
' 1087429 108743
103182.6 103183
1.0 4 0.313 2058454 205345
2049961 204996
0E 201956.0 201856
’ 5 0.625 460613.5 460614
461614.0 461614
0.0 _ _ | 4693918 169392
000204060810121416 1820 3 2500 13703746 1870375
Area [*10°6] 1865231.5 1865231

1860043.8 1860044

Sekil 4-12: Modifiye Aflatoksin B2 metodu kalibrasyon egrisi

Name
Quantitative Method
Function

: Aflatoxin G1
: External Standard
: f(x)=3.30819e-006*x+0.0117839

Rr1=0.9998708 Rr2=0.9997416
MeanRF:3.51104e-006 RFSD:2.29673e-007 RFRSD:6.54143

FitType : Linear
ZeroThrough : Not Through
WeightedRegression : None
Detector Name : Detector A
Conc.
[*1020]
3.0 # Conc (Ratio] Area | Area
1 0.020 5041.6 5042
25 5143.6 5144
’ 54775 5477
2 0.035 10536.7 | 10637
2.0 9862.0 9862
9986.4 9986
15 3 0.125 387324 38732
3 38469.0 38469
37756.6 37757
1.0 4 0.313 84257.1 84257
83146.3 83146
05 82876.2 82876
. 5 0.625 1794499 179450
179591.8 179592
0.0 185080.7 185081
00 10 20 30 40 50 60 7.0 80 3 2.500 754996.0 754896
Area [*105] 753934.9 753935
752036.6 752037

Sekil 4-13: Modifiye Aflatoksin G1metodu kalibrasyon egrisi
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MName : Aflatoxin G2
Quantitative Method : External Standard
Function : fix)=3.0326e-006"x+0.0107589

Rr1=0.9998546 Rr2=0.9997093
MeanRF:3.17342e-006 RFSD:1.98458e-007 RFRSD:6.25376

FitType : Linear
ZeroThrough : Mot Through
WeightedRegression : Mone
Detector Name : Detector A
Conc.
[*10+0]
30 # Conc (Ratio] Area Area
1 0.020 5809.1 5809
25 5943.3 | 5943
6186.9 6187
2 0.035 11808.3 | 11808
20 10809.4 | 10809
[ [ [ 11199.1 11199
15 3 0.125 43686.8 43687
’ 42539.6 42540
414221 41422
1.0 4 0.313 91352.3 81352
B89413.5 89414
05 89294 1 89204
: 5 0.625 198040.4 198040
198990.1 | 198990
0.0 200381.0 200381
0010 20 30 40 50 60 7.0 809.0 ] 2.500 8241754 824175
Area [F1008] 8224456 822446
820256.9 B20257

Sekil 4-14: Modifiye Aflatoksin G2 metodu kalibrasyon egrisi
Kalibrasyon grafikleri dikkate alindiginda, ¢alisilan konsantrasyon araliklarinda
lineer kalibrasyon esitlikleri elde edildigi goriilmektedir. Elde edilen esitliklerin
korelasyon katsayisi degerleri de bunu dogrulamaktadir. Sunulan verilerden en
diisiik konsantrasyonlardaki ve en yliksek standart karisimi i¢in alinan kromatogram

Sekil 4-15’de verildi.

uv
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Sekil 4-15: Modifiye Aflatoksin metodu kalibrasyon verilerine ait kromatogram
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Metodun tayin limiti ve go6zlenebilme simirimin hesaplanabilmesi i¢in
igerisinde aflatoksin igermeyen temiz (kor) un Ornegine S/N (sinyal/giiriiltii)’in en
diisiik oldugu konsantrasyona kadar standart katilarak yapildi ve Boliim 3’de anlatildigi
gibi hesaplanarak LOD degeri bulundu.

C:\LabSolutions\isilafiatoxin lod 5__5.lcd

mV
1.254 3 Det. A Ch1
1 [l
] ’ l
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J [ ]
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075] | - @
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J \ © ~ \ h-A
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0.0 25 5.0 75 10.0 125

Sekil 4-16: Modifiye Aflatoksin metodu LOD kromatogrami

Temiz (kor) un numunesine standart katilarak geri kazanim degerleri % olarak

hesaplandi. Geri kazanim ¢alismasina ait kromatogram Sekil 4-17°de verildi.
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Sekil 4-17: Modifiye Aflatoksin metodu geri kazanim c¢aliymas1 kromatogrami



Tablo 4-16: Modifiye toplam Aflatoksin metodu LOD ve LOQ degerleri

1. Analist Aflatoksin B1 (ng/kg) Toplam Aflatoksin (ng/kg)
Numune sayisi 1.calisma 2. calisma ortalama 1.calisma 2. calisma ortalama
1 0.070 0,07800 0,07800 0,24900 0,27200 0,26050
2 0,07800 0,07900 0,07850 0,28200 0,28500 0,28350
3 0,08300 0,08100 0,08200 0,28800 0,28200 0,28500
4 0,08100 0,07300 0,07700 0,28800 0,26400 0,27600
5 0,07200 0,07500 0,07350 0,26000 0,26800 0,26400
Ortalama 0,078 0,274
S sapma 0,003 0,011
%RSDr 3,925 4,072
LOD (ort +3 x SD) 0,087 0,307
LOQ (ort+ 10 x SD) 0,108 0,385
2. Analist Aflatoksin B1 (ng/kg) Toplam Aflatoksin (ng/kg)
Numune sayisi 1.calisma 2. caliyma ortalama 1.calisma 2. ¢calisma ortalama
1 0,06700 0,06700 0,06700 0,25100 0,24300 0,24700
2 0,07200 0,07800 0,07500 0,26700 0,28200 0,27450
3 0,08300 0,07700 0,08000 0,28700 0,27000 0,27850
4 0,07600 0,08300 0,07950 0,27200 0,29200 0,28200
5 0,07700 0,07200 0,07450 0,27900 0.261 0,27900
Ortalama 0,075 0,272
S sapma 0,005 0,014
%RSDr 6,951 5,267
LOD (ort +3 x SD) 0,091 0,315
LOQ (ort + 10 x SD) 0,127 0,416

18



Tablo 4-17: Modifiye metot Aflatoksin B1 geri kazanim ¢calismasi

Aflatoksin B1 (ng/kg)

1. analist 2. analist
1. seviye 1.calisma 2. calisma ortalama 1. ¢alisma 2. caliyma ortalama
1.GUN SABAH 2,215 2,182 2,199 2,200 2,193 2,197
1.GUN AKSAM 2,203 2,127 2,165 2,178 2,198 2,188
2.GUN SABAH 2,190 2,114 2,152 2,169 2,199 2,184
2. GUN AKSAM 2,194 2,202 2,198 2,217 2,187 2,202
3. GUN SABAH 2,202 2,196 2,199 2,180 2,196 2,188
3.GUN AKSAM 2,220 2,238 2,229 2,266 2,201 2,234
ortalama 2,194
S sapma 0,023
%RSDr 1,037
hedef ppb 2
Geri kazanim% 109
2. seviye
4. GUN SABAH 1,287 1,107 1,197 1,257 1,258 1,258
4. GUN AKSAM 1,388 1,413 1,401 1,450 1,436 1,443
5.GUN SABAH 1,332 1,330 1,331 1,312 1,326 1,319
5.GUN AKSAM 1,279 1,271 1,275 1,280 1,274 1,277
ortalama 1,313
S sapma 0,079
%RSDr 6,054
hedef ppb 1,25
Geri kazanim% 105

8



Tablo 4-18: Modifiye metot Aflatoksin B2 geri kazanim ¢calismasi

Aflatoksin B2 (ng/kg)

1. analist 2. analist
1. seviye 1.calisma 2. calisma ortalama 1. ¢alisma 2. calisma ortalama
1.GUN SABAH 1,923 1,891 1,907 1,897 1,894 1,896
1.GUN AKSAM 1,905 1,836 1,871 1,880 1,899 1,890
2.GUN SABAH 1,924 1,908 1,916 2,010 2,183 2,097
2. GUN AKSAM 1,901 1,900 1,901 1,915 1,894 1,905
3. GUN SABAH 2,016 2,013 2,015 1,991 2,021 2,006
3.GUN AKSAM 2,002 2,072 2,037 2,097 2,031 2,064
ortalama 1,958
S sapma 0,079
%RSDr 4,042
hedef ppb 2
Geri kazanim% 98,00
2. seviye
4. GUN SABAH 0,928 1,047 0,988 1,057 1,048 1,053
4. GUN AKSAM 1,225 1,180 1,203 1,212 1,248 1,230
5.GUN SABAH 1,117 1,126 1,122 1,098 1,110 1,104
5.GUN AKSAM 1,104 1,100 1,102 1,106 1,093 1,100
ortalama 1,112
s sapma 0,077
%RSDr 6,927
hedef ppb 1,25
Geri kazanim % 89,70

€8



Tablo 4-19: Modifiye metot Aflatoksin G1 geri kazanim ¢calismasi

Aflatoksin G1 (ng/kg)
1. analist 2. analist
1.calisma 2. calisma ortalama 1. ¢alisma 2. calisma ortalama
1.GUN SABAH 2,341 2,315 2,328 2,299 2,297 2,298
1.GUN AKSAM 2,344 2,234 2,289 2,269 2,279 2,274
2.GUN SABAH 2,336 2,287 2,312 2,269 2,332 2,301
2. GUN AKSAM 2,340 2,289 2,315 2,355 2,254 2,305
3. GUN SABAH 2,304 2,365 2,335 2,270 2,363 2,317
3.GUN AKSAM 2,318 2,408 2,363 2,435 2,377 2,406
ortalama 2,320
S sapma 0,035
%RSDr 1,528
hedef ppb 2
Geri kazamim% 116
2. seviye
4. GUN SABAH 1,323 1,201 1,262 1,329 1,291 1,310
4. GUN AKSAM 1,449 1,496 1,473 1,525 1,529 1,527
5.GUN SABAH 1,425 1,412 1,419 1,395 1,389 1,392
5.GUN AKSAM 1,376 1,361 1,369 1,354 1,339 1,347
ortalama 1,387
S sapma 0,086
%RSDr 6,181
hedef ppb 1,25
Geri kazanim% 111,00

¥8



Tablo 4-20: Modifiye metot Aflatoksin G2 geri kazanim calismasi

Aflatoksin G2 (ng/kg)

1. analist 2. analist
1.calisma 2. calisma ortalama . caliyma 2. calisma ortalama

1.GUN SABAH 1,534 1,509 1,522 1,566 1,510 1,538
1.GUN AKSAM 1,525 1,527 1,526 1,493 1,509 1,501
2.GUN SABAH 1,530 1,576 1,553 1,853 1,875 1,864
2. GUN AKSAM 1,519 1,512 1,516 1,528 1,505 1,517
3. GUN SABAH 1,769 1,753 1,761 1,721 1,773 1,747
3.GUN AKSAM 1,727 1,769 1,748 1,932 1,911 1,922
ortalama 1,643
S sapma 0,154
%RSDr 9,4
hedef ppb 2,0
Geri kazammm% 82,0
2. seviye

4. GUN SABAH 0,867 0,788 0,828 0,875 0,911 0,893
4. GUN AKSAM 1,011 0,971 0,991 0,998 1,044 1,021
5.GUN SABAH 0,919 0,925 0,922 0,903 0,921 0,912
5.GUN AKSAM 0,905 0,902 0,904 0,910 0,918 0,914
ortalama 0,923
S sapma 0,060
%RSDr 6,453
hedef ppb 1,250
Geri kazammm % 74,0

G8



Tablo 4-21: Modifiye Aflatoksin B1 metodu dogruluk ¢calismalar:

86

Aflatoksin B1 Gergek Bagil
Analist Deger (ppm) Ortalama Deger (ppm) | Sistematik Hata Hata % Bagil Hata
1 2,190 0,190 0,095 9,500
2 2,199 0,199 0,099 9,950
Tablo 4-22: Modifiye toplam Aflatoksin metodu dogruluk ¢alismalari
Toplam Aflatoksin Bagil
Analist | Gergek Deger (ppm) | Ortalama Deger (ppm) | Sistematik Hata Hata % Bagil Hata
1 8 8,058 0,058 0,007 0,725
2 8 8,172 0,172 0,022 2,150

Tablo 4-23: Modifiye Aflatoksin B1 metodu tekrarlanabilirlik ¢calismasi (1. Analist)

Tekrar Sayisi | LAAnaliz 2.Analiz Ortalama LA2AI | 1LA2AR —TAZALST
(ng/kg) (ng/kg) Degerlendirme
1 2215 2,182 2,199 0,033 0,001 UYGUN
2 2,203 2127 2,165 0,076 0,006 UYGUN
3 2,19 2,114 2,152 0,076 0,006 UYGUN
4 2,194 2,202 2,198 0,008 0,000 UYGUN
5 2,202 2,196 2,199 0,006 0,000 UYGUN
6 2,22 2,238 2,229 0,018 0,000 UYGUN
Ortalama 2,19
Standart Sapma 0,04
RSDr 0,02
%RSDr 1,64
r:2,83 xs, 0,10
Min. 2,11
Max. 2,24
G-low 2,11 Degerlendirme UYGUN
G-high 2,24 Degerlendirme UYGUN
Grubbs Olgiitii 1,82
RSDg(Horwitz) 26,54 Degerlendirme UYGUN
Horrat 0,06
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Tablo 4-24: Modifiye Aflatoksin B1 metodu tekrarlanabilirlik cahismasi (2. Analist)

Tekrar Sayisi LAnaliz 2.Analiz Ortalama 11.A-2.Al I1LA-2.A17 Il;A-2'A|.< ;
(ng/kg) (ng/kg) Degerlendirme
1 2,200 2,193 2,197 0,007 0,000 UYGUN
2 2,178 2,198 2,188 0,020 0,000 UYGUN
3 2,169 2,199 2,184 0,030 0,001 UYGUN
4 2,217 2,187 2,202 0,030 0,001 UYGUN
5 2,180 2,196 2,188 0,016 0,000 UYGUN
6 2,266 2,201 2,234 0,065 0,004 UYGUN
Ortalama 2,20
Standart Sapma 0,02
RSDr 0,01
%RSDr 1,12
r:2,83 xsr 0,07
Min. 2,17
Max. 2,27
G-low 2,17 Degerlendirme UYGUN
G-high 2,27 Degerlendirme UYGUN
Grubbs Olgiitii 1,82
RSDg(Horwitz) 26,53 Degerlendirme UYGUN
Horrat 0,04

Tablo 4-25: Modifiye toplam Aflatoksin metodu tekrarlanabilirlik calismasi (1. Analist)

Tekrar Sayist 1.Analiz 2.Analiz Ortalama 11.A-2.Al LA2AR [AZALST
(ng/kg) (ng/kg) Degerlendirme
1 8,013 7,897 7,955 0,116 0,013 UYGUN
2 7,977 7,724 7,851 0,253 0,064 UYGUN
3 7,98 7,885 7,933 0,095 0,009 UYGUN
4 7,954 7,903 7,929 0,051 0,003 UYGUN
5 8,291 8,327 8,309 0,036 0,001 UYGUN
6 8,267 8,487 8,377 0,220 0,048 UYGUN
Ortalama 8,06
Standart Sapma 0,23
RSDr 0,03
%RSDr 2,83
r:2,83 xsr 0,64
Min. 1,72
Max. 8,49
G-low 7,72 Degerlendirme UYGUN
G-high 8,49 Degerlendirme UYGUN
Grubbs Olgiitii 1,82
RSDg(Horwitz) 21,82 Degerlendirme UYGUN
Horrat 0,13
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Tablo 4-26: Modifiye toplam Aflatoksin metodu tekrarlanabilirlik calismasi (2. Analist)

Tekrar Sayisi | L/\naliZ 2.Analiz Ortalama LA2AI | 1LA2AR |TAZAL<T
(ng/kg) (ng/kg) Degerlendirme
1 7,062 7.894 7,928 0,068 0,005 UYGUN
2 7.82 7.885 7,853 0,065 0,004 UYGUN
3 8,301 8,580 8,445 0,288 0,083 UYGUN
4 8,015 784 7,928 0,175 0,031 UYGUN
5 8,162 8,353 8,258 0,191 0,036 UYGUN
6 8,73 8,52 8,625 0,210 0,044 UYGUN
Ortalama 8,17
Standart Sapma 0,32
RSDr 0,04
%RSDr 3,90
r:2,83 xsr 0,90
Min. 7,82
Max. 8,73
G-low 7,82 Degerlendirme UYGUN
G-high 8,73 Degerlendirme UYGUN
Grubbs Olgiitii 1,82
RSDg(Horwitz) 21,77 Degerlendirme UYGUN
Horrat 0,18

Tablo 4-27: Modifiye Aflatoksin B1lmetodu tekrar iiretilebilirlik ¢alismasi

Tekrar Sayisi 1.Analist:X1 | 2.Analist:X2 | (X1-X2/Xi)?

1 2,19900 2,19300 0,00000100

2 2,16500 2,19800 0,00003025

3 2,15200 2,19900 0,00006136

4 2,19800 2,18700 0,00000336

5 2,19900 2,19600 0,00000025

6 2,22900 2,20100 0,00002178

Toplam 0,00011800
RSDe=VY. [(X1-X2)/Xi? /2n 0,00313581




Tablo 4-28: Modifiye toplam Aflatoksin metodu tekrar iiretilebilirlik

calismasi
Tekrar Sayis1 1.Analist:X1 | 2.Analist:X2 | (X1-X2/ Xi)?
1 7,95500 7,92800 0,00000729
2 7,85050 7,85250 0,00000004
3 7,93250 8,44500 0,00262656
4 7,92850 7,92750 0,00000001
5 8,30900 8,25750 0,00002652
6 8,37700 8,62500 0,00061504
Toplam 0,00327547
RSDr=VY. [(X1-X2)/Xi]? /2n 0,01652136
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Tablo 4-29: Modifiye Aflatoksin B1 metodu tekrar iiretilebilirlik limiti ¢alismasi

Tekrar Sayisi 1.Analist:X1 | 2.Analist:X2| X1- X2 | | X1-X2I <R |Degerlendirme

1 2,19900 2,19300 0,00600 0,00600 olumlu

2 2,16500 2,19800 -0,03300 0,03300 olumlu

3 2,15200 2,19900 -0,04700 0,04700 olumlu

4 2,19800 2,18700 0,01100 0,01100 olumlu

5 2,19900 2,19600 0,00300 0,00300 olumlu

6 2,22900 2,20100 0,02800 0,02800 olumlu
Standart sapma 0,019135878
R :2,83 x sR 0,054154534

Tablo 4-30: Modifiye toplam Aflatoksin metodu tekrar iiretilebilirlik limiti ¢calismasi

Tekrar Sayisi 1.Analist:X1 | 2. Analist:X2| X1- X2 | X1-X2I < R | Degerlendirme

1 7,95500 7,92800 0,02700 0,02700 olumlu

2 7,85050 7,85250 -0,00200 0,00200 olumlu

3 7,93250 8,44500 -0,51250 0,51250 olumlu

4 7,92850 7,92750 0,00100 0,00100 olumlu

5 8,30900 8,25750 0,05150 0,05150 olumlu

6 8,37700 8,62500 -0,24800 0,24800 olumlu
Standart sapma 0,269386705
R :2,83 x sR 0,762364376
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4.4. Okratoksin A Tayini i¢in Kullanilan Temel Metodun Validasyonu

4.4.1. Kalibrasyon Egrilerinin Hazirlanmasi

Farkli konsantrasyonlarda okratoksin A igeren standart ¢ozeltiler hazirlanarak

cihazda goriilen pik alan degerleri Sekil 4-18°de verildi.

Name :ota
Quantitative Method : External Standard
Function - f(x)=1.78664e-005*x-0.0952034

Rr1=0.9987019 Rr2=0.9974054
MeanRF:1.72044e-005 RFSD:3.2216e-006 RFRSD:18.7255

FitType : Linear
ZeroThrough : Not Through
WeightedRegression :None
Detector Name : Detector A
Conc.
[*10M]
1.2 it Conc (Ratio) Area Area
1 0.125 6643.7 | 6644
1.0 | 6747.8 6748
6652.2 6652
2 0.250 11262.7 11263
0.3 | 11383.0 11383
11716.7 1717
06 3 | 0.500 48153.0 48153
' | 48720.0 48720
50017.9 50018
0.4 4 1.000 544138 54414
54557.7 54558
547431 54743
0.2 5 1.500 97936.2 97936
95753.3 95753
0.0 2 | | 96866.2 | 96866
00 10 20 30 40 50 60 [5 2.500 1291435 129144
Area [*1075] 138309.8 138310
e 143581.5 143581
T | 5.000 297628.1 | 297628
2987776 298778
291244.2 291244
8 10.000 539053.1 539053
5718756 571876
567883.6 567884

Sekil 4-18: Okratoksin A kalibrasyon egrisi
Sekil 4-18’de wverilen kalibrasyon grafigi dikkate alindiginda, caligilan
konsantrasyon araliklarinda lineer kalibrasyon esitligi elde edildigi goriilmektedir. Elde
edilen esitligin korelasyon katsayisi degeri de bunu dogrulamaktadir. Sekil 4-18’de
sunulan verilerden en diisiik konsantrasyonlardaki ve en yiiksek standart karigimi igin

alinan kromatogram Sekil 4-19°da verildi.
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Sekil 4-19: Temel Okratoksin A metodu kalibrasyon verilerine ait kromatogram

Metodun tayin limiti ve gozlenebilme sinirmin hesaplanabilmesi igin

icerisinde okratoksin A igermeyen temiz (kor) Ornege S/N (sinyal/giiriilti))’in en

diisiik oldugu konsantrasyona kadar standart katilarak yapildi ve Boliim 3’de anlatildig

gibi hesaplanarak LOD degeri bulundu.
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Sekil 4-20: Temel Okratoksin A metodu LOD ¢alismasi kromatogrami

Temiz (kor) un numunesine okratoksin A standardi katilarak geri kazanim

degerleri % olarak hesaplandi. Geri kazanim ¢alismasina ait kromatogram Sekil 4-21de

verildi.
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Sekil 4-21: Temel Okratoksin A metodu geri kazanim ¢alismasi kromatogrami

Tablo 4-31: Temel Okratoksin A metodu LOD ve LOQ sonuglari (ug/kg)

Tekrar sayist 1. analist| 2. analist

1 0,999 0,934

2 0,969 0,907

3 0,856 1,124

4 0,921 1,079

5 0,862 0,979

6 0,806 0,969

7 0,742 0,957

8 0,838 0,951

9 0,890 0,953

10 0,816 0,891

Ortalama 0,92215

SD 0,090767067
LOD(Ort.+ 3SD) 1,194451202
LOQ(Ort.+ 10SD) 1,829820674
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Tablo 4-32: Temel Okratoksin A metodu geri kazanim calismasi sonuglar1 (8 ng/kg ve 3

ng/kg)
1.seviye( 8 pg/kg)
Tekrar sayisi 1. analist 2. analist
1 6,03900 6,15000
2 6,03200 6,10100
3 6,14200 6,15100
4 6,14400 6,15200
5 6,57200 6,74000

2. seviye (3 pg/kg)

Tekrar Sayis1 | 1.analist | 2. analist
1 2,585 2,631
2 2,566 2,572
3 2,546 2,591
4 2,590 2,566
5 2,463 2,614
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6 7,69900 6,93100 6 2,607 2,586
7 7,55000 5,87400 7 2,045 2,048
8 6,21100 5,76900 8 2,040 2,045
9 5,67800 5,73900 Ortalama 2,43025 2,45663
10 572900 | 5,72600 SD 0243 | 0,254
11 8,79900 5,734 %RSD 10,011 10,340
12 8,55100 5,75900 Gergek deger 3,0 3,0
Ortalama 6,762 6,069 %Gerikazanim 81,0 81,9
SD 1,098 0,402
%RSD 16,232 6,624
Gergek deger 8,000 8,000
%Gerikazanim 84,527 75,860
Tablo 4-33: Temel Okratoksin A metodu dogruluk ¢calismasi sonuglari
Analist Gergek Deger (ppm) | Ortalama Deger (ppm) | Sistematik Hata | Bagil Hata %Hz?g;ﬂ
1 8 6,762 -1,238 -0,155 -15,473
2 6,069 -1,931 -0,241 -24,140

Tablo 4-34: Temel Okratoksin A metodu tekrarlanabilirlik ¢alismasi sonuglari (1. analist)

Tekrar Sayist | LANIZ | 2Analiz | | Al | nazar fma2AST
(ng/kg) (ng/kg) Degerlendirme
1 6,039 6,032 6,036 0,007 0,000 UYGUN
2 6,142 6,144 6,143 0,002 0,000 UYGUN
3 6,572 7,699 7,136 1,127 1,270 UYGUN
4 7,550 6,211 6,881 1,339 1,793 UYGUN
5 5,678 5,729 5,704 0,051 0,003 UYGUN
6 8,799 8,551 8,675 0,248 0,062 UYGUN
Ortalama 6,76
e
RSDr 0,16
%RSDr 16,23
r:2,83 xs, 3,11
Min. 5,68
Max. 8,80
G-low 5,68 Degerlendirme UYGUN
G-high 8,80 Degerlendirme UYGUN DEGIL
Grubbs Olgiitii 1,82
(Hifvlaiiz) 22,40 Degerlendirme UYGUN
Horrat 0,72
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Tablo 4-35: Temel Okratoksin A metodu tekrarlanabilirlik ¢alismasi sonuglar (2. analist)

Tekrar Sayist | ~AMAIZ | 2Analiz g o ILA2AI | 1LA2AR [ZAZALST
(ng/kg) (ng/kg) Degerlendirme
1 6,150 6,101 6,126 0,049 0,002 UYGUN
2 6,151 6,162 6,157 0,011 0,000 UYGUN
3 6,740 6,931 6,836 0,191 0,036 UYGUN
4 5,874 5,769 5,822 0,105 0,011 UYGUN
5 5,739 5,726 5,733 0,013 0,000 UYGUN
6 5,734 5,759 5,747 0,025 0,001 UYGUN
Ortalama 6,07
Standart Sapma 0,40
RSDr 0,07
%RSDr 6,63
r:2,83 xs, 1,14
Min. 5,73
Max. 6,93
G-low 5,73 Degerlendirme UYGUN
G-high 6,93 Degerlendirme UYGUN
Grubbs Olgiitii 1,82
RSDg(Horwitz) 22,77 Degerlendirme UYGUN
Horrat 0,29

Tablo 4-36: Temel Okratoksin A metodu tekrar iiretilebilirlik ¢alismasi sonuglari

Tekrar sayist 1.Analist (X1) | 2.Analist (X2) | Ortalama | ((X1-X2)/Ort.)?
1 6,039 6,150 6,0945 0,0003
2 6,032 6,101 6,0665 0,0001
3 6,142 6,151 6,1465 0,0000
4 6,144 6,152 6,1480 0,0000
5 6,572 6,740 6,6560 0,0006
6 7,699 6,931 7,3150 0,0110
7 7,550 5,874 6,7120 0,0624
8 6,211 5,769 5,9900 0,0054
9 5,678 5,739 5,7085 0,0001
10 5,729 5,726 5,7275 0,0000
11 8,799 5,734 7,2665 0,1779
12 8,551 5,759 7,1550 0,1523

T ((X1-X2)/Ort.)? 0,0800

3 ((X1-X2)/Ort.)?/2n 0,0040
RSDg=\Y((X1-X2)/Ort.)>/2n 0,0633
%RSDg 6,3260
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Tablo 4-37: Temel Okratoksin A metodu tekrar iiretilebilirlik limiti calismasi sonuglar:

Tekrar sayist 1.Analist(X1) | 2.Analist(X2) IX1-X2I Dgerlendirme
1 6,039 6,150 0,111 Uygun
5 6,032 6,101 0,069 Uygun
3 6,142 6,151 0,009 Uygun
4 6,144 6,152 0,008 Uygun
5 6,572 6,740 0,168 Uygun
6 7,699 6,931 0,768 Uygun
7 7,550 5,874 1,676 Uygun
) 6,211 5,769 0442 Uygun
9 5,678 5,739 0,061 Uygun
10 5,729 5,726 0,003 Uygun
11 8,799 5,734 3,065 Uygun
12 8,551 5,759 2,792 Uygun
Sk 0,88254203

R :2,83 x sg 2,497593945

4.5. Okratoksin A Tayini I¢in Modifiye Edilen Metodun Validasyonu

Okratoksin A tayinlerinde hassasiyeti arttrmak, matriks kaynakli pikleri en aza
indirmek, daha kisa zamanda ve daha az maliyetli analizler yapabilmek amaciyla metot
modifiye edildi. Bu amagla 6rnek 6n hazirlama asamasinda ekstraksiyon ¢oziiciisiinde,
filtrat seyreltmede kullanilan ¢6ziiciide, mobil faz bilesiminde, kolon sicaklifinda
degisiklikler yapildi.

Kullanilacak metoda ait biitlin parametreler ¢ok cesitli denemelerden sonra

belirlenerek kalibrasyon egrisi hazirlandi (Sekil 4-22).
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Name : Okratoksin A
Quantitative Method : External Standard
Function : f(x)=1.23559e-005"x+0.0763268

Rr1=0.9998719 Rr2=0.9997438
MeanRF:1.35982e-005 RFSD:1.13474e-006 RFRSD:8.34475

FitType : Linear
ZeroThrough : Not Through
WeightedRegression : None
Detector Name : Detector A
Conc.
[*1071]
12 # Conc (Ratio} Area Area
2 0.250 16490.4 16490
10 16394.6 16395
16401.8 16402
3 0.500 33519.7 33520
0.8 334698 33470
33686.3 33686
06 4 | 1.000 69999.8 70000
z 69931.4 69931
70484.3 70484
04 5 1.500| 112718.2 112718
111730.8 111731
0.2 112795.5 112796
: 6 2.500 197209.0 197209
197285.1 197285
0.0 [ 197306.6 197307
00 10 20 30 40 50 60 7080 7 | 5.000 406516.8 406817
Area [*1045] 406897.1 406897
407185.7 407186
8 | 10000  799279.9 799280
799380.1 799380
799365.7 799366

Sekil 4-22: Modifiye Okratoksin A metodu kalibrasyon egrisi

Sekil 4-22°de verilen kalibrasyon grafigi dikkate alindiginda, calisilan
konsantrasyon  araliklarinda  lineer  kalibrasyon  esitlikleri  elde  edildigi
goriilmektedir. Elde edilen esitliklerin korelasyon katsayisi degerleri de bunu
dogrulamaktadir. Sunulan verilerden en diisiikk konsantrasyonlardaki ve en yiiksek

standart karigimi i¢in alinan kromatogram Sekil 4-23°de verildi.

uV(x1U,00U)
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Sekil 4-23: Modifiye Okratoksin A metodu kalibrasyon verilerine ait kromatogram
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Metodun tayin limiti ve go6zlenebilme simirimin hesaplanabilmesi i¢in
icerisinde okratoksin A igermeyen temiz (kor) Ornege S/N (sinyal/gliriiltii)’in en
diisiik oldugu konsantrasyona kadar standart katilarak yapildi ve Boliim 3’de anlatildigi
gibi hesaplanarak LOD degeri bulundu.

C:\LabSolutions\isil\yeni metot lod deneme__1.lcd

mv
= DetAChi
4 o
7.5 ¥
5 &
I |
h |
|
p ’ lI
5.0+ [ |
- I |l‘
] ‘ ‘.\
. ‘,‘ I“, | ".
251
0. - 13 " S T - — r_;"' — —— —— —
gy - ¢ T R g d B % Sagg W8 5 8 g N W ¥ Uigy
min

1 DetACh1/333nm - 460nm

Sekil 4-24: Modifiye Okratoksin A metodu LOD ¢alismasi1 kromatogrami

Temiz (kor) un numunesine okratoksin A standardi katilarak geri kazanim

degerleri % olarak hesaplandi. Geri kazanim ¢alismasina ait kromatogram Sekil 4-25’de

gosterildi.
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Sekil 4-25: Modifiye Okratoksin A metodu geri kazanim ¢aliymas1 kromatogrami



Tablo 4-38: Modifiye Okratoksin A metodu LOD ve LOQ sonuglari

Tekrar sayist 1. analist 2. analist

1 0,985 1,100

2 0,970 1,089

3 1,049 1,094

4 1,089 1,049

5 1,075 1,023

6 1,014 1,090

7 0,993 1,096

8 1,091 1,085

9 1,087 1,079

10 1,088 1,083

Ortalama 1,06145

SD 0,041515343
LOD(Ort.+ 3SD) 1,085996028
LOQ(Ort.+ 10SD) 1,476603428
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Tablo 4-39: Modifiye Okratoksin A metodu geri kazanim sonuglari (8 pg/kg ve 3 pg/kg)

1.seviye( 8 pg/kg) 2. seviye (3 ug/kg)
Tekrar sayisi 1. analist 2. analist Tekrar Sayis1 | 1.analist | 2. analist
1 7,10500 7,53500 1 3,14200 2,77700
2 7,25100 7,44700 2 2,96400 2,79300
3 6,36900 6,29100 3 3,52100 3,32900
4 6,22000 6,17600 4 3,50300 3,57800
5 5,08400 5,18900 5 2,74200 3,25300
6 5,69600 5,23700 6 3,70600 2,57300
7 6,01200 6,18900 7 2,29800 3,41800
8 6,10700 6,30300 8 3,45800 3,03600
9 6,73600 6,72900 Ortalama 3,16675 3,09463
10 6,71400 | 6,72100 SD 0477 | 0,356
11 5,41800 5,864 %RSD 15,055 11,494
12 5,44800 5,33200 Gergek deger 3,000 3,000
Ortalama 6,180 6,251 %Gerikazanim | 105,558 103,154
SD 0,689 0,780
%RSD 11,147 12,478
Gergek deger 8,000 8,000
%Gerikazanim 77,250 78,139
Tablo 4-40: Modifiye Okratoksin A metodu dogruluk ¢alismasi sonuclar:
Sistematik
Analist Gergek Deger (ppb) | Ortalama Deger (ppb) Hata Bagil Hata | % Bagil Hata
1 8 6,180 -1,820 -0,228 -22,750
2 8 6,251 -1,749 -0,219 -21,863
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Tablo 4-41: Modifiye Okratoksin A metodu tekrarlanabilirlik sonuglar: (1. analist)

Tekrar Sayist | ANz 2.Analiz Ortalama LA2AI | 1LA2AR EAZAIST
(ng/kg) (ng/kg) Degerlendirme
1 7,10500 7,25100 7,178 0,146 0,021 UYGUN
2 6,36900 6,22000 6,295 0,149 0,022 UYGUN
3 5,08400 5,69600 5,390 0,612 0,375 UYGUN
4 6,01200 6,10700 6,060 0,095 0,009 UYGUN
5 6,73600 6,71400 6,725 0,022 0,000 UYGUN
6 5,41800 5,44800 5,433 0,030 0,001 UYGUN
Ortalama 6,18
o
RSDr 0,11
%RSDr 11,15
r:2,83 xs, 1,95
Min. 5,08
Max. 7,25
G-low 5,08 Degerlendirme UYGUN
G-high 7,25 Degerlendirme UYGUN
Grubbs Olgiitii 1,82
(HEE\B;Z) 22,71 Degerlendirme UYGUN
Horrat 0,49

Tablo 4-42: Modifiye Okratoksin A metodu tekrarlanabilirlik sonuclar: (2. analist)

Tekrar Sayist | ANz 2.Analiz Ortalama ILA2AI | 11LA2AP | JEAZALST
(ng/kg) (ng/kg) Degerlendirme
1 7,535 7,447 7,491 0,088 0,008 UYGUN
2 6,291 6,176 6,234 0,115 0,013 UYGUN
3 5,189 5,237 5,213 0,048 0,002 UYGUN
4 6,189 6,303 6,246 0,114 0,013 UYGUN
5 6,729 6,721 6,725 0,008 0,000 UYGUN
6 5,864 5,332 5,598 0,532 0,283 UYGUN
Ortalama 6,25
Standart Sapma 0,78
RSDr 0,12
%RSDr 12,48
r:2,83 xs, 2,21
Min. 5,19
Max. 7,54
G-low 5,19 Degerlendirme UYGUN
G-high 7,54 Degerlendirme UYGUN
Grubbs Olgiitii 1,82
RSDg(Horwitz) 22,67 Degerlendirme UYGUN
Horrat 0,55




Tablo 4-43: Modifiye Okratoksin A metodu tekrar iiretilebilirlik sonuglari

Tekrar sayist 1.Analist (X1) | 2.Analist (X2) | Ortalama | ((X1-X2)/Ort.)?
1 7,10500 7,53500 7,3200 0,0035
2 7,25100 7,44700 7,3490 0,0007
3 6,36900 6,29100 6,3300 0,0002
4 6,22000 6,17600 6,1980 0,0001
5 5,08400 5,18900 5,1365 0,0004
6 5,69600 5,23700 5,4665 0,0071
7 6,01200 6,18900 6,1005 0,0008
8 6,10700 6,30300 6,2050 0,0010
9 6,73600 6,72900 6,7325 0,0000

10 6,71400 6,72100 6,7175 0,0000
11 5,41800 5,864 5,6410 0,0063
12 5,44800 5,33200 5,3900 0,0005
>((X1-X2)/0rt.)? 0,0137

> ((X1-X2)/Ort.)*/2n 0,0007
RSDg=VY((X1-X2)/Ort.)?/2n 0,0261

%RSDg 2,6148

Tablo 4-44: Modifiye Okratoksin A metodu tekrar iiretilebilirlik limiti sonuglari

Tekrar sayist 1.Analist(X1) | 2.Analist(X2) IX1-X2I Dgerlendirme
1 7,10500 7,53500 0,430 Uygun
2 7,25100 7,44700 0,196 Uygun
3 6,36900 6,29100 0,078 Uygun
4 6,22000 6,17600 0,044 Uygun
5 5,08400 5,18900 0,105 Uygun
6 5,69600 5,23700 0,459 Uygun
7 6,01200 6,18900 0,177 Uygun
8 6,10700 6,30300 0,196 Uygun
9 6,73600 6,72900 0,007 Uygun
10 6,71400 6,72100 0,007 Uygun
11 5,41800 5,864 0,446 Uygun
12 5,44800 5,33200 0,116 Uygun
SR 0,720588164
R :2,83 x sg 2,039264505

100
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4.6. Modifiye Toplam Aflatoksin ve OKkratoksin A Metotlar1 Uygunluk
parametreleri

Uygunluk parametreleri sonuglart Tablo 4-45°de verildi.

Tablo 4-45: Modifiye Toplam Aflatoksin ve Okratoksin A Metotlar1 Uygunluk
Parametreleri

AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 OTA
Retansiyon zamani (tg) (dK) 11,84 10,26 8,31 7,30 6,77
Kuyruklanma Faktorii 1,383 1,380 1,384 1,402 1,244
Rezoliisyon (Rs) 2,077 2,854 1,624 3,024 6,916
Alikonma faktorii (K') 3,095 2,549 1,875 1,527 0,794
Teorik plato sayisi (N) 3578 3161 2750 2333 4558
Yar1 yiikseklikte pik genigligi (W) 0,274 0,257 0,239 0,227 0,230
HETP 25,256 30,543 | 35,444 | 42,658 | 32,909

4.7. Orneklerde Aflatoksin ve Okratoksin A Miktar Tayin Sonuclar

ELISA 06n tarama testi ile aflatoksin ve okratoksin A analizleri yapilan
orneklerin yalniz birinde (U3B) 4,502 ug/kg seviyesinde toplam aflatoksine rastlandi.
(toplam aflatoksin LOD< 1,7 pg/kg, aflatoksin B1 LOD=1 pg/kg, OTA LOD=5
ug/kg’dir).

HPLC ile modifiye edilen aflatoksin ve okratoksin A metotlar: 82 adet gida
numunesine uygulandi. Bu 6rneklerden C2A’da 0,137 ug/kg AFBI tespit edildi. U3A
ve U3B’de sirastyla 0,999 pg/kg ve 3,250 ng/kg AFBI, 1,127 ng/kg ve 3,606 ng/kg
bulundu. Orneklerden yalnizca G2C’de dedeksiyon limitinin {istiinde OTA tespit edildi
(1,157 pg/kg).

Sonuglar her bir mikotoksin i¢in geri kazanim degerleriyle dogrulandi. Bu
orneklere ait sonuglar Tablo 4-46’da, kromatogramlar ham veriler béliimiinde verildi.

Tablo 4-46: HPLC ve ELISA ile orneklerde tespit edilen Aflatoksin ve Okratoksin A
diizeyleri

Ornek ELISA HPLC
Kodu AFL AFB1 OTA AFL AFB1 OTA
C2A - - - - 0,137+ 0,001
U3A - - - 1,127£0,004 0,999 £ 0,003
U3B 4,502+ 0,05 - - 3,606+0,073 3,250 £ 0,004
G2C - - - - - 1,157 +£0,001%

*>L0OD
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5. TARTISMA

Islenmis tahil {iriinlerinin mikotoksinlerle bulasma risklerinin ¢ok yiiksek olmas1
daha hassas metotlarin gelistirilmesini giindeme getirmistir. Bu calismada, modifiye
edilen metotlar temel metotlardan daha hizli, tayin ve teshis limitleri daha diisiik ve
daha ekonomik metotlardir. Bu doktora tez c¢alismasinda, 82 adet islenmis tahil
orneginde HPLC ile toplam aflatoksin (G1, G2, B1, B2) ve okratoksin A’nin metot

validasyonu ve miktar tayini yapildi.

HPLC ile toplam aflatoksin (G1, G2, B1, B2) ve okratoksin A tayini igin
kullanilan temel metotlar valide edilirken secicilik, dogrusallik, kesinlik (giin i¢i ve
giinler arasi, farkli analistler), LOD, LOQ parametreleri g6z 6niinde bulunduruldu. Bu
amagla her iki mikotoksin analizinde kor un Orneklerine belirli konsantrasyonlarda
toplam aflatoksin ve okratoksin A standartlar1 ayri ayri standart katilarak yapildi.
Secicilik, icerisinde yalnizca aflatoksin (G1, G2, B1, B2) ve okratoksin A’ya duyarl
antikorlar bulunduran immunoafinite kolonlar kullanilarak saglandi. Kalibrasyon
egrileri hazirlanirken enjeksiyonlar {iger tekrarli sekiz seviye olarak yapildi.
Kalibrasyon egrilerinin korelasyon katsayilar1 r* > 0,9995 olarak bulundu. Analizler iki
tekrar olarak gerceklestirildi. Lineer kalibrasyon egrisi egimi istatiksel olarak % 95
giiven aralifinda 0’dan farkli bulundu. Geri kazanim c¢alismalar1 iki seviyede yapildi.
Bu seviyeler kalibrasyon egrilerinin orta ve yiiksek noktalarindan segildi (toplam
aflatoksin i¢in 8 pg/kg ve 5 ng/kg, OTA icin 8 ng/kg ve 3 pg/kg,). Dogruluk degerleri
% bagil hata ve sistematik hata hesaplanarak bulundu. Tekrar tiretilebilirlik ¢aligsmalari
sonuclart % RSD’ler (relatif standart sapma) ile verildi. Tekrarlanabilirlik ¢alismalari
sonuglar1 degerlendirilirken Horwitz esitligi kullanildi. Ortalama ve standart sapma
datalar1 u¢ noktalar1 arasinda farklar Grubbs kritik degerler tablosu kullanilarak Grubbs
testi ile hesaplanarak verildi. Tayin limiti (LOD) ve teshis limiti (LOQ) sonuglari, kor
un 6rneklerine, S/N degerinin en az 10 oldugu noktaya kadar, en diisiik seviyede toplam
aflatoksin ve okratoksin A standartlar1 katilarak bulundu. Orneklere standart katildiktan
sonra optimum bekleme siiresinin 30 dk oldugu belirlendi, 30 dk’dan daha az
bekledikten sonra ekstre edilerek calisilan 6rneklerde geri kazanimin % 70’ten diisiik

oldugu belirlendi.
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Islenmis tahil iiriinlerinde toplam aflatoksin tayininde asetonitril:su:metanol
iceren izokratik mobil fazin, okratoksin A tayininde ise metanol: su: asetik asit igeren
izokratik mobil fazin, piklerin ayrilmasinda en yiiksek performans gosterdikleri
belirlendi. Aflatoksin tayin metodunda mobil faz belirlenirken organik ¢doziiclilerin
farkl1 oranlar1 denendi. En iyi mobil faz bilesiminin asetonitril:su:metanol 8:54:38
oldugu saptandi. Mobil fazda organik ¢oziicii miktar1 arttikga toplam aflatoksin geri
kazaniminin azaldig tespit edildi. En yiiksek geri kazanim metanol:asetonitril oraninin
4,75 oldugu mobil fazda belirlendi. Bu oran, piklerin retansiyon zamanlarinda artiga
sebep olsa da, piklerde en iyi ayrilmanin bu oranla miimkiin oldugu saptandi. Su miktari
arttikga piklerde yayvanlagsma tespit edildi. Toplam aflatoksin tayininde aflatoksin G2
piklerinin floresans dedektorle tayin edilebilmesi ig¢in tiirevlendirme yapilmasi
gerekmektedir. Bu calismada tiirevlendirme i¢in KOBRA-cell kullanilarak bromla
tirevlendirme yapildi. Mobil faza belirli miktarda KBr katilarak aflatoksin G2’lerin
yiiksek hassasiyette tayin edilebilmeleri saglandi. Kullanilan KBr’in orami arttikca,
piklerin siddetlerinin arttif1 en iyi piklerin 0,2 g/L’de elde edildigi belirlendi. Daha
yiiksek miktarlarda piklerde omuz tespit edildi. Daha diisiik miktarlarda ise aflatoksin

G2 pikinin siddetinde azalma oldugu saptandi.

Okratoksin A gibi asidik ortam seven maddelerin tayininde, mobil fazin pH’1
analiz i¢in Onemli bir etkendir. pH arttirildiginda okratoksin A pikinin siddetinde
azalma oldugu saptandi. Farkli pH’lar denendiginde, retansiyon zamanlarinin da pH’tan
etkilendigi belirlendi ve okratoksin A tayini i¢in optimum pH 3,74, mobil faz bilesimi

metanol:su:asetik asit 68,5: 29: 2,5 olarak belirlendi.

Bu mobil fazlar kullanilarak akis hizlar degistirildi. 0,8, 0,9, 1,0, 1,5 mL/dk akis
hizlar1 denendi. Yiiksek hizlarda aflatoksin pikleri iistiiste ¢akisti. Diisiik akis hizlarinda
toplam aflatoksin ve okratoksin A analizlerinin her ikisinde de analiz siirelerinin uzadigi
ve piklerin genisledigi goriildii. Bu sebeple optimum akis hizi 1 mL/dk olarak
belirlendi.

Aflatoksin ve okratoksin A analizleri i¢in 45°C, optimum sicaklik olarak
belirlendi. HPLC analizlerinin siiresini etkileyen bir diger faktor kolon sicakligidir.
Yukaridaki sartlarda, kisa analiz siiresi, diisiik kolon hacmiyle ya da yiiksek kolon
sicakligiyla miimkiin olabilir. Yiiksek kolon sicakligi mobil fazin vizkozitesini diigiiriir

ve rezoliisyonda azalmaya neden olmadan analiz siiresini kisaltir, kullanilan mobil faz
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hacmi diistiikce, atikta olusan toksik c¢ozelti hacimlerinin azalmasi modifiye edilen

metotlarin bir bagka avantajidir.

Orneklerin ekstraksiyon asamalarinda metanol, su, asetonitril, aseton gibi
coziiciiler kullanild1 ve en yiiksek geri kazanimin metanol:su ile oldugu tespit edildi.
Mobil fazdaki en yiiksek oranli ¢oziiciiniin metanol olmasi ve ekstraksiyonun bu ¢oziicii
ile yapilmasi keskin piklerin elde edilmesinde 6nemli bir etkendir. Ayrica metanoliin
asetonitrile oranla daha ucuz olmasi kullanimi agisindan bir avantaj olusturdu.
Okratoksin A analizinde ekstraksiyon asamasinda su kullamildiginda pik dedekte
edilemedi. Aflatoksin analizinde ise yayvan ve diizgiin olmayan pikler gozlenirken

aflatoksin G1 ve G2 gozlemlenmedi.

Modifiye toplam aflatoksin ve okratoksin A metotlarinda analiz 6rneklerinin
ekstraksiyon asamalari tamamen aynidir, bu da tahil bazli bir gida 6rneginden tek bir
ekstre hazirlanarak hem toplam aflatoksin hem de okratoksin A tayininin
yapilabilmesini miimkiin kilmaktadir. Modifiye toplam aflatoksin ve okratoksin A
metotlarinin daha hassas olmalari, ¢ok diisiik seviyelerdeki kontaminasyonlarin bile
tespit edilebilmelerini sagladi (toplam aflatoksin LOQ=0,4 pg/kg, aflatoksin Bl
LOQ=0,117 pg/kg, okratoksin A LOQ=1,477 ng/kg).

Modifiye toplam aflatoksin ve okratoksin A tayin metotlari, islenmis tahil
orneklerine basariyla uygulandi ve 4 6rnekte (C2A, U3A, U3B, G2C) kontaminasyona
rastland1. ELISA 0n tarama testinden elde edilen sonuglarla, HPLC analizlerinden elde

edilen sonuglarmn birbirine yakin oldugu gortildii.

Sonug olarak islenmis tahil bazli gida 6rneklerinin bazilarinda belli oranlarda
aflatoksin ve okratoksin A tespit edilmis olmasi, Orneklerin tarladan sofraya kadar
uygun kosullarda bulundurulmasinin, gerek satis yerlerinde gerekse iiretim ve depolama
tesislerindeki sartlarin uygun olmasinin ne kadar énemli oldugunu vurgulamaktadir.
Uretimden tiiketime kadar gegen tiim evrelerde kiif gelisimini engelleyecek tedbirler
alinmalidir. Bu amagla modern {iiretim teknikleri uygulanmali, gida {riinleri uygun
bicimde depolanmali ve gida satis noktalarinda uzun siire bekletilmemeli, olasi
kontaminasyonlara yonelik olarak siirekli kontrol edilmelidir. Gida {iriinleri her
asamada aflatoksin ve okratoksin A kontaminasyonu yoniinden analiz edilmeli ve

limitleri agan iirtinlerin tiiketimine izin verilmemelidir.
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