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1. OZET

Aflatoksinler, kurutulmug kirmuzi biberler gibi gida maddelerinde geligen
bagta Aspergillus flavus Link ve Aspergillus parasiticus Speare olmak iizere bazi kiif
mantarlan tarafindan sentezlenen toksik kimyasal maddelerdir. Aflatoksinlerin insan
ve hayvan sagligina akut ve kronik toksik etkili baglica metabolitleri By, B,, G; ve
Gy’dir. Kirmizt biberler sicak, nemli ve yagish bolgelerde yetigmektedir. Bunlarin
agtk havada giinesli ortamda kurutulmalan esnasinda aflatoksin ile bulagikligm
ortaya ¢ikma olasilif artmaktadir. Aflatoksin toksikolojik agidan 6nemli karsinojen,
teratojen ve mutajen bir toksindir.

Bu g¢aligmada, marketlerden, pazar yerlerinden ve baharatgilardan temin
edilmis kirmuz1 biber 6rneklerinde ince tabaka kromatografisi ve floresans detektorli
yiksek basingli sivi kromatografisi ile aflatoksin By, Bs, Gy ve G, aragtirilmigtir.
Aflatoksin aranmasinda kullanilan her iki yontem de biyik kolayliklar
saglamaktadir. Ince tabaka kromatografisi basit, pratik, hizh ve pahali olmayist
nedeniyle tercih edilirken, yiiksek basingli sivi kromatografisi de hassasiyeti ve teshis
kolaylig1 sebebiyle kullanilmaktadir.

Caliymamizda Istanbul’un degisik semtlerindeki market (14 markal), pazar
(18 markasiz), baharatgi (26 markasiz) olmak iizere toplam 58 adet kurutulmug
kirmizi biber 6meginde aflatoksin analizi yapildi. En yiiksek aflatoksin B; diizeyi
baharatgidan temin edilen bir omekte 109.7 ppb olarak saptandi. Ince tabaka
kromatografisi ve yliksek basingh sivi kromatografisi galigmalarimin sonuglan
birbirleriyle uyumiu bulundu. Kurutulmus kurmizi biber érneklerinin % 46.6’sinda
aflatoksin B; Tirkiye’de kabul edilen limit deger olan 5 ppb’nin izerinde
bulunmugtur. % 41.4’tinde ise toplam aflatoksin (B; +B; +G; +Gs) Tiirkiye’de kabul
edilen limit deger olan 10 ppb’den daha yiiksek bulundu.

Aflatoksin kontaminasyonu sadece halk sagligt acisindan degil, ekonomik bir
problem olarak da kargimiza ¢ikmaktadir. Caltymamizin sonucunda biz, ttkemizdeki
muhtemel aflatoksin kontaminasyonunun gézoniinde bulundurulmasi ve aflatoksin
analizinin kurutulmusg kirmizi biber gibi tim gida trinlerinde yapilarak tiiketicinin

saghginin korunmasi i¢in agiklanmasinin yararh olacagina inamyoruz.
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2. SUMMARY

DETERMINATION OF AFLATOXINS IN DRIED RED PEPPER SAMPLES
PROVIDED FROM ISTANBUL MARKET

Aflatoxins are toxic chemical compounds which are synthesized by moulds
as Aspergillus flavus Link ve Aspergillus parasiticus Speare on foods like dried red
peppers. There are four naturally occurring aflatoxins; B;, B,, G; and G, are
acutely/chronically toxic and hazardous on human and animal health. Red peppers
are often produced in countries with tropical climates which have extreme range of
rainfall, temperature and humidity and it is believed that the sun drying process
presents the greatest potential for contamination. Aflatoxin, toxicologically may be
regarded as a quadruple threat: it can function as a potent toxin, a carcinogen, a
teratogen and a mutagen.

In this study, aflatoxins B;, B, G; and G; in dried red pepper samples,
provided from markets, street bazaars and spice-sellers were detected using thin layer
chromatography and high performance liquid chromatography with fluorescence
detector. Aflatoxin determination is no longer particularly difficult task using the
current thin layer chromatography and high performance liquid chromatography
methods. During the past two decades, identifications and determination of aflatoxins
were done by thin-layer chromatography because it was easy, fast and inexpensive.
However, high performance liquid chromatography using fluorescence detection is
now the method of choice for determining aflatoxins and is also growing in
popularity for their identification.

In our study, aflatoxins analysis is carried out in 58 dried red pepper samples
which are provided from market (14 trade marked), street bazaars (18 unmarked) and
spices-sellers (26 unmarked) in Istanbul. The highest level of aflatoxin B; was
determined as 109.7 ppb in the sample from a spice-seller. The results of TLC and
HPLC studies were found as comparable. In 46.6% of dried red pepper samples
AFLB; levels were higher than 5 ppb (recommended limit in Turkey) and in 41.4%
of samples total aflatoxin levels were higher than 10 ppb (recommended limit in

Turkey).



Aflatoxin contamination does not only concern public health but also stands
to be an economic problem. As a result of our study we believe that aflatoxin
analysis has to be done and declared to the consumer for food products such as dried
red peppers that can have a high possibility of aflatoxin contamination in Turkey.



3. GIRIS

Yurdumuz tarim riinlerinin gesitliligi bakimindan zengin bir ilkedir. Ancak
bu iriinler yetigtirme, igleme, tasgma ve depolama agamasinda gesitli kimyasal ve
biyolojik maddelerle kontamine olabilmektedir. Bu iiriinlerden biri de, igerdigi besin
maddelerinin zenginligi ve yemeklere verdigi lezzetten dolay: baharat olarak gok
fazla tiiketilen kirmiz: biberdir.

Kirmizi biberlerinde iginde yer aldifi tanm Uriinlerinin kontamine oldugu
biyolojik maddelerin baginda kiif mantarlar1 (funguslar) gelmektedir. Funguslarin
faaliyetine maruz kalmig irinlerde tat, koku, goriintigte bozulma gibi kalite
diigiklaginin yamnda mikotoksin sentezinin meydana gelmesi yalniz insan saglig
agisindan degil ekonomik bir problem olarak da kargimiza gikar.

Mikotoksinler g¢egitli patojenik mantar tiirleri tarafindan sentezlenen,
alindiklan zaman insan ve hayvanlarda akut ya da kronik karakterde zehirlenmelere
neden olan toksik metabolitlerdir. Mikotoksinler ile kontamine olmus yiyecekleri
titketen insan ve hayvanlarda meydana gelen zehirlenmelere “mikotoksikozis™ denir
a-7).

Kiif mantarlarmin gida ve yemlerde olusturduklari maddelerin toksik etkileri
¢ok eskiden beri bilinmektedir. Claviceps purpurea’min ¢avdar ve diger hububatlarda
olusturdugu ergot toksininin bu hububatlarla alinip tiiketilmesi sonucu ortaya gikan
hastalik Orta Cagda binlerce insanin hastalanmasina ve 6liimiine neden olmustur.
Haliisinasyon, delirium, konviilsiyon ve gangren tipte belirtiler gosteren bu hastalifa
o tarihte “St. Antony Atesi” adi verilmigtir. 1850’lerde Claviceps purpurea mantar
teshis edilmis, olugan toksine ergot, hastalifa ise ergotizm denmigtir (1, 5, 8-11).

II. Diinya Savag: siwrasinda hasat edilemeyen ve kist kar altinda gegiren
tahillarin tiiketilmesi sonucu dermal nekrozis, hemoraji, lokopeni ve kemik iligi
harabiyeti ile kendini gosteren alimenter toksik anemi (Alimentary Toxic Aleukia,
ATA) hastah@ sonucu insanlarda ¢ok sayida hastalik ve 6lim meydana gelmistir.
Ayni donemde atlarda da benzer bozukluklar ve 6liim gorialmugtir (3, 5 ,10).

Bugiin 350’yi agkin kiif sugunun tiirevleri ile beraber 300’lin iizerinde ¢esitli
mikotoksinleri tirettii saptanmugtir (11). Tablo 3.1°de yliksek toksisiteye sahip
mikotoksinler ve neden olduklart hastaliklar verilmigtir (1, 3, 5, 10, 12).
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Tablo 3.1. Mikotoksikozise neden olan en 6nemli mikotoksinler

Toksin Toksik kiif Etki Hastalik ismi
Aflatoksin By , G1  Aspergillus flavus, A. Hepatotoksik, Aflatoksikosis
parasiticus karaciger tlimorit
Penitrem A Penicillium  palitans, Tremorgenik, Penitrem
P.crustosum konvulsiyon toksikosis
Zearalenone (F;)  Gibberella zeae Vulvavajinitis, Zearalenone
abortus toksikosis
T, - Toksin Fusarium tricinctum Deride nekrozhe- Trichothecene
moraji toksikasis
Ochratoksin A Aspergillus ochraceous Nefrotoksik Ochratoksikosis
P. viridicatum
Citrinin Penicillium citrinum, Nefrotoksik Citrinin toksikosis
P.viridicatum
Patulin Penicillium  patulum, Xaraciger timorii
P.rugulosum
Sterigmatocystin  Aspergillus versicolor, Karacier timorii
A.nidulans, A.flavus
Penicillic acid Penicillium puberulum Subkutan sarkom

Tim bu bilgilere ragmen 1960°li yillara kadar mikotoksin problemi bilim
gevresince gok ciddiye alinmiyordu. Ancak 1960 yilinda Ingiltere’de 100.000°den
fazla hindinin “Hindi-X hastalif1” (Turkey-X disease) adi verilen hastaliktan 6lamu
iizerine yapilan aragtirmalarda Brezilya’dan yem olarak ithal edilen yer fistif
kuspelerinin Aspergillus flavus ile kontaminasyona ugradi: ve bu mantann toksinin
ise olime neden oldugu saptanmigtw (1-28). Aflatoksin kelimesi Aspergillus
JSlavus™un A ve fla harflerinin birlegtirilmesinden tiiretilmis bir isimdir (2, 11, 14, 16-
18).

Tiirkiye’de aflatoksinlerle ilgili olarak yapilan caligmalar 1967 wilinda
Kanada’ya ihra¢ edilen findiklann aflatoksin (AFL) igermeleri nedeniyle iade
edilmesinden sonra baglamistir (13, 29, 30). Antep fistift ve kuru incir gibi
iiriinlerimizin dig satiminda da zaman zaman AFL igerdikleri igin sorunlar yasanmus,
1994 yilinda ise Almanya ve Isvigre’ye ihra¢ edilen kirmizi biberlerde ise 6nemli
6lgiide AFL bulunmustur (26).

Aflatoksinler difer mikotoksinlere gore dogada ¢ok daha sik rastlanmalari,
denendigi hayvanlar iizerinde toksik etkilerinin yilksek olusu ve kanserojen
ozellikleriyle ayri bir énem tagmmaktadirlar. Insanlarmn da bu gibi etkilere karsi
duyarh olmadifint gdsteren herhangi bir bulgu yoktur. Aksine Afrika ve Giineydogu
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Asya’da yasayan kigilerde yaygin olarak goriilen karacifer kanseri olaylan ile
titketilen gidalardaki AFL miktar: arasinda siki bir iligki gorilmisg ve aflatoksinin
neden oldugu birgok akut olay saptanmugtir (1, 2, 21, 31).

Aflatoksinlerin insan ve hayvan sagligi tizerindeki olumsuz etkilerinden
dolay1 basta ABD ve Avrupa iilkeleri olmak iizere birgok iitke, AFL olusumuna
elverigli olan gida maddeleri i¢in kisitlamalar koymugtur. Tirkiye’de Tarim ve Koy
Isleri Bakanl@’mn Resmi Gazete’de yaymlanan Tirk Gida Kodeksi
Yonetmeligi’nin 16 Kastm 1997 tarihli 23172 numarah teblii (sayfa 124) ile
baharatlar, hububatlar, hububat unlar, tiim gida maddeleri peynir, siit ve siit tiriinleri,
bebek mamalan ve devam formilleri ile bebek gidalari ve hazir kangimlarin
kapsayabilecekleri en yiiksek kabul edilebilir AFL miktarlann Tablo 3.2°deki gibi
saptanmustir.

Tablo 3.2. Tirkiye’de gida maddelerinin kapsayabilecekleri en yiksek kabul
edilebilir aflatoksin miktarlari.

Madde Gida Maddesi Kabul Edilebilir En
Yiiksek Deger (mg/kg)

Aflatoksin B, Baharatlar 0.005

Aflatoksin By Hububatlar 0.002

Aflatoksin B, Hububat unlan 0.002

Aflatoksin B; Tim gida maddeleri 0.005

Aflatoksin M; Peynir 0.00025

Aflatoksin M; Stit ve siit Grinleri 0.00005

Aflatoksin M; Bebek ma;nalan ve devam 0.00002
formiilleri

Aflatoksinler(B, +B,+G;+ Bebek gidalart ve hazr 0.00001

Go) karigimlar

Aflatoksinler(B,+B,+G,+ Tiim gida maddeleri 0.010

Gy)

Aflatoksinlerin birgok laboratuvar ve evcil hayvan tiirlerinde gigli
karsinojenik, mutajenik, teratojenik ve karaciger hasarina yol acan etkileri vardir.
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Karsinojenik etki insan saghifi acisindan, mutajenik etkileri de daha sonraki
kugaklara taginabilecek kalici bozukluklara neden olmasi bakimindan son derece
Onem tagimaktadir (32, 33).

Tiim bu nedenlerden dolay: aflatoksinlerin gerek insan gerekse hayvan saglig
lizerine zararh etkilerinden korunmak igin gida maddelerinin AFL bakimindan
analize tabi tutulmasi gerekmektedir. Caligma materyalimizi olugturan kirmiz1 biber,
AFL olusumu agisindan riskli driinlerden biridir, Kirmizi biber Solanaceae
familyasina ait Capsicum annuum tirine dahil tek yillik bir sebzedir (6, 34, 35).
Kirmizi biberlerde yapilan inceleme sonuglarina gére, dmeklerin hepsinde yiiksek
sayida toplam canli bakteri, koliform, aerobik termofil, mezofilik aerob spor,
anaerobik sporlu bakteri ile kiif ve maya bulunmas: baharatlarin hijyenik sartlara
uyulmadan tiretildigini, depolandigint ve pazarlandigini gostermektedir (36).

Ulkemizde kirmizi biber dretiminin yaklagkk % 80°i Kahramanmarag ve
Gaziantep illerinde yapilmaktadir. Kirmizi biber iiretimi oldukca ilkel sartlarda
yapilmaktadir. Tarladan toplanan kirmizi biberler kiigik pargalara aynildiktan sonra
toprak iizerinde kurutulmakta ve sonra degirmende toz haline getirilmektedir. Bu
sartlar  diginilince kuwmizi  biberlerin  toprak  kokenli toksijenik  kiif
kontaminasyonuna ve toksin olugumuna olduk¢a agik bir iiriin oldugu goriilmektedir
(6).

Devlet Istatistik Enstitisti (1992) verilerine gore, iilkemizde yilda toplam
20921 ton kirmuz1 biber tiretilmekte, 3500 ton/yil da ibrag edilmekte, kalan {iriin ise
yurt icinde tiiketilmektedir. Thracattan 3.323.000 $/y1l gelir saglanmaktadir (6, 36).
Istanbul Ticaret Odas: verilerine gore ise 1996 yiinda basta Almanya, Rusya
Federasyonu, Hollanda, ABD, Ingiltere olmak iizere 527.561 kg kirmizi biber ihrag
edilmis ve 1.196.841 § gelir saglanmigtir.

Bu ¢aligmanin amacs, Istanbul’un degisik semtlerindeki market, baharatg1 ve
semt pazarlarindan saglanan kurutulmug toz ve pul kirmizi biber érneklerinin AFL
diizeylerini aragturmak ve ortaya g¢tkacak sonuclara gére sorunun ¢oziimii icin
onerilerde bulunmaktir. Bunun igin de, toplanan 6rneklerde AFL B, B, G; ve Gz
miktarlari ince tabaka kromatografisi (ITK=TLC, Thin Layer Chromatography) ve
yitksek basingli sivi kromatografisi (YBSK=HPLC, High Performance Liquid
Chromatography ) analizleri ile saptanmugtir.



3.1 Aflatoksinlerin Olusumu

Kiifler; atmosfer, toprak, su gibi dogada ¢ok degisik ortamlarda yaygin
bigimde dagilarak tarimsal iiriinler ve islenmis gidalar i¢in 6énemli kontaminantlari
olustururlar (37-39).

Tarimsal driinlerde koloni olusturan funguslar 2 ana gruba aynlir: Tarla
mantarlart ve depo mantarlari. Tarla mantarlar1 topragin 80 cm. derinliginde bile
aktivite gosterebilirler. Karakteristik olarak olgunlagmig iiriinlerde kolonize olurlar.
Buna kargilik depo mantarlari hasat Oncesi digiik sayida bulunur. Genellikle
Aspergillus ve Penicillium turleri tanimsal driinlerin depolanmas: esnasinda kendileri
igin uygun ortamlarda hizla urerler. Hasatta digik diizeyde olan depo mantarlari
hasat zamam, kurutma ve depolama sirasinda kontaminasyon sonucu Onemli
derecede artar. Aradaki bir difer grup ise Fusarium tirleri gibi depodaki nemli
tirinde gelisen mantarlardir (38, 40, 41).

Son yillarda yapilan geniy ¢apli aragtirmalarda tarla ve depo mantarlarimin
degisik karakterde toksisite gostermesine bagli olarak pek ¢ok mikotoksin varlif
ortaya konulmugtur (42).

Mikotoksinler —arasinda yer alan aflatoksinler siganlarda  giiclii
hepatokarsinojen etki gostermeleri ve toksisite olugturmalari nedeniyle en yogun
¢aligtlan mikotoksinlerdir. AFL  iiretimi uriinde ekseriyetle ¢evresel kosullarla
tarlada ve hasat sonrasi olur. AFL iiretiminin Aspergillus flavus Link ve A.
parasiticus Speare basta iizere (% 20-98) Aspergillus’un diger tiirleri (4. niger, A.
ochraceous, A. oryzae, A.ostianus, A. citrinum A. nomium), Penicillium
(P.puberulum, P. crysogenum) ve Rhizopus, Cladosporium, Alternaria tarafindan
meydana getirildigi bildirilmektedir (1, 2, 5, 8, 23, 25, 28, 38, 39, 43-49).

Aflatoksinlerin, uriinlerin hasattan 6nce tarlada ve hasat zamam yagigh
mevsimlerde, sicakligin uygun oldugu ortamlarda funguslarla kontaminasyonu
sonucu meydana geldifi, tasima ve depolama sirasinda artti@ bildiritmigtir (1, 2, 3,
11, 50). AFL sentezinden sorumlu mantar tirleri olduk¢a farkli nitelikteki gevre
kosullarina uyum gosterebilirler. Dolayisiyla farkli iklim kogullarina sahip pek ¢ok
tilkede bu tir mantarlardan ileri gelen kiiflenme sorunlanyla karsilagma olasilig
btiytiktiir. Nitekim bu sorunun 6nceleri daha ¢ok tropik ve subtropik iklimlere sahip
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iilkelere 6zgti oldugu sanilirken son zamanlarda yapilan aragtirmalar sonucunda AFL
probleminin tiim diinyada kargilagilabilecegi gergegi ortaya ¢ikmugtir (3, 5, 12).

Kirmiz1 biberlerle yapilan bir ¢aligmada, saglam kirmizi biber érneklerinin
yiizeyinde hi¢ bir zedelenme ve kiif gelisimi olmamasina ragmen, i¢ kissmlarindan
kesit alindiginda yiiksek oranda yesil ve san renkte kif ile kontamine olduklar
gortlmigtiir. Ornekier mikrobiyolojik agidan incelendiginde, bu kiiflerin 4. flavus ve
A. ochraceous grubuna ait olduklant belirlenmigtir, Kuwmizi biberlerde ¢igek
doneminde, kif sporlann ¢igek tozlanna bulagarak, biberlerin i¢ kismina
yerlesebilmekte ve daha sonra wuygun kosul bulduklarinda burada
geligebilmektedirler. Ayrica gozle gorilemeyen bocek zararlart sonucu kiif sporlan
biberlerin i¢ kismina girerek, yine burada uygun kosul bulduklarinda geligebilmekte
ve toksin olugturabilmektedir (6).

Insan ve hayvan yiyeceklerinin aflatoksinlerle kirlenme derecesi 1s1, nem
orani, ortam havasinin bilegimi, tiriinlerde gekillenen mekanik hasar olgusu besinlerin
kimyasal bilegimleri, yag igerigi, pH gibi etmenlerle 6énemli 6lgiide degigebilir (1, 4,
6, 11, 50, 51).

AFL olusumunu etkileyen faktorler Tablo 3.3. *de gosterilmigtir. Bagil nem
ve iriiniin icerdifi su miktan, kif mantarlannin geligmesinde belirleyici bir rol
oynadig1 gibi AFL olusumunu da etkiler. Havadaki nem oraninin % 80, tiriiniin su
iceriginin % 14’0n izerinde olmasi AFL olusumunu hizlandirir (3, 4, 12, 25, 47, 48,
52). Sekil 3.1’de hidrotermik kosullarin AFL kontaminasyonuna olan etkisi
gosterilmigtir (53).

S akivitest
A
09} \\\}\Q\?\\i\‘\\\\\\\
0.8 1
4 + + . Slcakllk
e y

Sekil 3.1. Hidrotermik kogullarin aflatoksin kontaminasyonuna olan etkisi
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Aspergillus cinsi kiflerin treyebilmesi igin verilen optimum su aktivitesi
degeri 0.986 olup, taze kirmiz1 biberlerde 0.939-0982 aralifinda saptanmistir (6).

AFL olusumu igin ideal sicaklik 28-30° C olarak bildirilmistir. 4. flavus’un
11-45° C arasinda geligebilmesine kargin toksin diretimi igin ideal sicakliin 30° C
oldugu yapilan aragtirmalar sonucunda gosterilmigtir (3, 11, 25, 44, 50, 53).

Yapilan incelemelerde tarlada geligmekte olan triinlerin insektler tarafindan
mekaniksel zarara ugramast sonucunda fungal gelisimin ve AFL olugumunun arttif1
gozlenmigtir (6, 7, 11, 25, 52-54). Yag triiniin kiiflenmemesi igin kuru {irGnle
kangtinlmas1 ¢ok kullamlan bir yontemdir. Ancak bumun yetersiz yapilmasi
durumunda yag Uriin kiigiik gruplar olusturabilir ve buralarda yogun fungal
gelismeler olur. Kizigma problemi nem probleminden biraz farklidir. Urin
depolamaya uygun kurulukta olmasina kargin kiigiik bir grup herhangi bir nedenle
(stzint1, yetersiz kangim, bocek faaliyeti vb.) daha nemli olabilir. Burada baslayan
fungal gelisme sonucu ¢ikan metabolik su ve 1s1, nemliligi, sicakh@ ve dolayisiyla

Tablo 3. 3. Aflatoksin olusumunu etkileyen faktorler

Tarlada Hasatta Depoda
Fiziksel faladrier
Nem + + +
Kurutma hiz - + +
Tekrar 1slanma - + +
Nisbi rutubet + + +
Sicakltk + + +
Mekanik hasar + + +
Hububatin kangtiriimast - + +
Kizisma - -? +
Zaman + + +
Kimyasal faktorier
CO, - - +
0, - - +
Substrat yapist + -? +
Kimyasal iglemler (ilaglama) - - +
Biyolojik faktdrler
Bitki stresi + - +
Zararhlann faaliyeti + - +
Fungus enfeksiyonu + - +
Bitki varyete farkhiliklan + - +
Fungal sug farkdiliklan + + +
Mikroorganizmalar arasi rekabet + - +

fungal gelismeyi arttirr. AFL olugumunda zaman (iiriniin depoda kalig siiresi )
onemli bir faktor olarak dikkate alinabilir. Nem igerifi yitksek olan Griinler ancak
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kisa bir siire depolanabilir. Nem oram diigiikse bu siire uzayabilir (7, 11).

O2’nin kismi basincinin diigmesi ve CO, degerinin artist, AFL olugumu igin
inhibe edici etkiye neden olur. AFL sentezi pratik olarak yalnizca O, konsantrasyonu
% 1’in altinda oldugu zaman inhibe olur (53). AFL olusturan funguslar aerobiktir.
Bu nedenle O, azalmas: fungal gelisimi ve toksin olusumunu azaltir (11).

AFL sentezleyebilen kiiflerin geligmesi bakimindan, genellikle bir substrat
bagimhli1 olmamakla birlikte karbonhidratga zengin ve yag oram yitksek gidalarda
toksin olugumu hizlanmaktadir. Proteince zengin ve diigik karbonhidrath triinlerde
ise oluspum daha yavastir (36). Kirmiz1 biber, yerfistifi, findik gibi yagl riinler
siklikla kiiflenerek aflatoksinlerle kontamine olabilirler (25).

A. flavus diger birgok kif mantarlari gibi hafif asit ortamda direr. Yapidan
caligmalar sonucunda opﬁmum tremenin pH=3-4,5 arasinda oldugu bildirilmigtir.
pH’nin 2’nin altina inmesi ve 7°nin {istiine ¢gikmasi ile tireme ve toksin sentezi pratik
olarak durur (25).

Biyolojik faktorlerin baginda bitki stresi gelmektedir. Stres altindaki bitki
fungal enfeksiyona ¢ok hassas hale gelmektedir. Bunlann i¢inde en 6nemlisi kuraklik
stresidir (7, 11). Yapilan bir ¢alismada tarlada dalindan tiiketiciye sunulana kadar
gecen asamalarda kiif gelisimi ve toksin olusumu incelenmistir. Inceleme yapilan
yorede taze kirmzi biberlerin dalindan toplandiktan sonra dogrudan toprak tizerinde
3-5 giin gibi kisa siiren bir dénem dofal kurutmaya birakildift gozlenmigtir,
Aragtirma sonuglarina goére taze kirmizi biberlerin kif ile kontaminasyonunun
dalinda bagladig, toprak iizerinde kurutma sonucu ¢ok daha yiiksek seviyeye ulagtii

gorilmistiir (6).
3.2. Aflatoksinlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Aflatoksinler yapisal yonden birbirlerine ¢ok benzeyen birer difuranokumarin
tirevleridir (23, 26, 33, 46, 55, 56). Halen 17 ¢esit tiirevin varh bilinmekle birlikte
aflatoksin terimi genellikle en fazla rastlanan tiirevlier olan AFLB;, AFLB, AFLG,
AFLG, ’yi tammlar (10, 11, 22, 28, 32, 49, 57).



Aflatoksin B ve tiirevieri

R R )

RZ00 R

Sekil 3.2.

Aflatoksinler UV 15181 altinda gosterdikleri floresans dzelliklerine gore 2 ana
gruba ayrilirlar. Mavi (blue) floresans veren “B” serisi bir pentanon, yesil (green)
floresans veren “G” serisi bir lakton tagir (1, 3, 5, 15, 16, 22, 23, 47, 55, 58). Tablo
3.4 ve 3.5’te aflatoksinlerin iki ana grubu ve tiirevleri gosterilmigtir (1). AFL B.,
B;’in, AFL G, ise Gy’in rediiklenmig seklidir (55). AFL B; ve tiirevleri Sekil 3.2°de

Rs

Aflatoksin Gy ve tirevleri

RIOO OCH,

Sekil 3.3.

AFL G ve tiirevieri Sekil 3.3°te gosterilmistir (1).

Tablo 3.4. Aflatoksin B, ve tiirevleri

Aflatoksin R, R, Ry R4 Rs Re
B, H H H =0 H OCH;
B, H; H, H =0 H OCH;
B HOH H, H =0 H OCH;
M, H H OH =0 H OCH;
M; H, H, OH =0 H OCH;
P H H H =0 H OH
@ H H H =0 OH  OCH
Ro H H H OH H OCH;

AFL B; ve B, i¢eren yemlerle beslenen hayvanlar biyotransformasyon
sonucu “siit metabolitleri” olarak adlandirilan hidroksillenmis AFL M; ve M,

metabolitlerini siitleri ile itrah ederler (22, 23, 28, 32, 43, 59, 60).
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Tablo 3.5. Aflatoksin G; ve tirevleri

Aflatoksin Ry R, Ry
G, H H H

Gy H H, H

Goa OH H, H
GM, H H OH

Aflatoksinler renksiz veya sari, igne seklinde kristallerdir. Hekzan, petrol
eteri gibi yag coziciileri digindaki organik ¢éziiciilerde (kloroform, metanol, etanol
ve ozellikle dimetilsilfoksit) iyi ¢ozimirler. Sudaki ¢ozinirlikleri ise az olup
yaklagik 10-20 mg/L dir (46, 48).

Saf aflatoksinler yiiksek 1sida ¢ok stabildir. Normal pigirme ve pastorizasyon
igin 1sitma aflatoksine zarar vermez. Besin hazirlama iglemleri ile aflatoksinlerin
uzaklagtirilabilmeleri pratik olarak mimkiin goriilmemektedir. Yiiksek derecede
polar ¢ozicilerde iyonlagtiginda, ITK plaklarinda, 1sikta ve ozellikle UV
radyasyonuna maruz kaldiginda dayamksizdirlar. Kloroform ve benzendeki
cozeltileri eger karanlikta saklamirsa yillarca dayanabilir (44, 47, 48, 61, 62).
Aflatoksinlerin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Tablo 3.6’da gosterilmigtir (48).

Tablo 3.6. Aflatoksinlerin baz1 fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Adi | Formiili | Dekompoze sicakligi (' C) | Floresans rengi | Molekiil agirhg1
B: C17H1206 268-269 Mavi 312
By | Ci7H1406 | - 286-289 Mavi 314
Gy C17H1207 244-246 Yesil-san 328
Gy | Ci7H1407 237-240 Yesil-san 330

Molekiillerindeki lakton halkasinin varlig: aflatoksinleri alkali hidrolize
duyarh kilar. Bu yiizden hipoklorit uygulamas: veya amonyak varhiinda otoklav gibi
agrr iglemlerle timden yikimlanabilirler. Bununla birlikte eger alkali uygulamasi
zayif ise reaksiyon 6zgiin AFL yoniinde geri donebilir (2, 48).
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3.3. Aflatoksinlerin Uriinlerde Dagilumi

Aflatoksinlerin rastlandif:i uriinler hayvansal ve bitkisel triinler olarak
simflandmlabilir. Bitkisel driinler musir, un, gavdar, yulaf gibi bazi tahillar, yer
fistif1, pamuk tohumu, antep fistifi1, aygigegi gibi yaglh tohumlar; findik, badem gibi
sert kabuklu meyvalar; kirmiz1 biber gibi bazi baharat gegitleri ve hayvan yemleridir
(13, 6, 8, 9, 11, 14, 21, 24, 36). Hayvansal {riinlerdeki aflatoksinlerin varhig,
hayvanlarin tiikettifi yemlerde bulunan aflatoksinlerin metabolik faaliyetlerinden
kaynaklanmaktadir. Aflatoksinlerin rastlandifi hayvansal Giriinler, siit ve sit trinleri,
yumurta, et ve et Griinleri olarak bildirilmigtir (4).

1967°de Kanada’ya ihrag¢ edilen findiklann saglifa zararli miktarda AFL
igermesi gerekgesiyle iadesi Gizerine bu findik 6rmegi ile Ankara piyasasindan alinan
26 i¢ findik 6rnegi lizerinde A. flavus ve aflatoksinler aragtirilmugtir. Sonuglara gore
findiklarin %20’sinde A. flavus ve aflatoksinler saptanmigtir (10). Ayni olay tizerine
yapilan bagka bir ¢ahigmada iade edilen findiklarla birlikte Ankara piyasasindan
saglanan yer fistif1, ceviz ve badem i¢i 6mekleri ile galigilmug, findik ve badem igi
omeklerinde AFL saptanmgtir (17).

Yapilan diger bir ¢alismada tavuk yemlerinde ve yem ilkel maddelerinde
AFL tirevlerinin analizi yapilmig ve bulunan degerlerin insan ve hayvan saghgi
agisindan sakincali olabilecegi sonucuna varilmigtir (14).

Marmara bolgesi yem fabrikalarindan alinan kanatli karma yemleri ve yem
ham maddeleri iizerinde AFL yoniinden yapilan incelemelerde en yitksek AFLB,;
diizeyi 30.4 ppb olarak saptanmustir. AFLB; miktan 2.2 ppb iizerinde olan yem
6meklerinde AFLB,’ye de rastlanilmis olup AFL Gy ve Gy’ye ise rastlamlmamigtir
(15).

Bir diger ¢alismada da Tiirkiye’nin gesitli bolgelerinden temin edilen 72 adet
mustr 6rneginde AFL By, B,, Gy, G2 aragtinilmig ve galigilan 6meklerin 2 tanesinde
toplam AFL miktan Diinya Saghk Orgiiti’niin (World Health Organization, WHO)
kabul ettigi toksik smirin Gzerinde bulunmustur. Omeklerin % 54.2°sinde degisik
konsantrasyonlarda AFL saptanmigtir (29).

Ispanya’da yapilan bir ¢aligmada, badem, yer fist1f1, findik, antep fistif1 ve

aygicek tohumundan izole edilen mikotoksin iireten mantarlar ve mikotoksin
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olusumu aragtirdmistir. Toksinlerin aynlmasinda ITK yontemi kullanilmugtir.
Bademlerin birinde 95 ppb AFLB; ve 15 ppb AFLB, saptanmugtir. Yer fistift
orneklerinin birinde ise AFLB,; diizeyi 10 ppb’nin altinda bulunmugtur (38).
Japonya’da 1986-1990 yillar1 arasinda yiyecek ve yiyecek hammaddelerindeki AFL
kontaminasyonu arastirilmg, en yiiksek AFL kontaminasyonu insidensi % 80 olarak
kuciik hindistan cevizinde ve en yiikksek AFLB; degeri 1382 ppb olarak antep
fistiginda gdzlenmistir (63).

Ankara ve gevresinde iretilen yumurta Orneklerinde AFL kalintilarinin
arastirilmas: amaciyla yapilan bir ¢aliymada 133 degigik yerden alinan toplam 55
yumurtanin analizi yaptlmig 3 6rmek ekstraktinda AFLB;, 1 yumurta ekstraktinda ise
AFLG; bulunmugtur (23).

106 sit inefi yemi ve 38 siit omeginde ITK yontemi ile yapilan
aragtirmalarda 21 yem 6meginde % 19.6, 2 ¢ig siit érneginde % 5.7 oraninda AFL
saptanmustir (43).

AFL yoniinden kirmizi biber problemli driinlerin baginda gelir. Diinyanin
birgok yerinde yapilan caliymalarda kumizi biberlerin AFL ile 6nemli 6lgiide
kontaminasyona ugradigs bildirilmektedir. Almanya’da yapilan bir tarama
caligmasinda gok biiytik bir cogunlugu Tirkiye’den ithal edilmis olan 204 kirmizi
biber &rmeginde ve bunlarn % 50’sinde limitlerin Gizerinde AFL oldufu
belirlenmigtir. Bu o6meklerdeki AFL. miktart 2 ppb’den 150 ppb’ye kadar
degismektedir (11). Bursa ve Sakarya kirmuzi biberlerinde ITK yontemi ile AFL
arannug, 34 6rekten 8’inde AFL saptanmugtir. Ayn1 ¢aligmada AFLB; diizeyi 1.65-
15 ppb arasinda saptanmugtir (26).

Yerfistigi AFL olusumu agisindan en problemli iiriinlerden biridir. 1960’k
yillarda Afrika tlkelerinde yapilan incelemelerde dmeklerin % 15’inde 1000 ppb’den
fazla AFL bulunmugtur. Tirkiye’de 1970°1i yillarin baginda yapilan bir galismada
371 yerfistifinin % 21’inin AFL igerdigi belirtilmistir (11).

Antep fistigr da AFL olugumu agisindan problemlidir. 1976-79 yillan
arasinda ABD’ye ithal edilen antep fistiklarinin % 90°inda 15-67 ppb diizeyinde AFL
saptanmigtir (5). Yapilan bagka bir caligmada ihrag edilecek 40 antep fistif1
orneginin 6’sinda AFL saptanmigtir (30).

Incir de AFL yoniinden problemli trinlerdendir. 1973-74 yillarinda
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Tiirkiye’den ABD’ye ihrag edilen 67 kuru incir partisinin 6’sinda 33 ppb’ye varan
diizeyde AFL belirlenmigtir. 1988 yilinda Isvigre’ye Tirkiye’den ithal edilen
incirlerden alinan 103 6rnedin % 50’sinde 5 ppb’den fazla ve 203 ppb’ye varan
diizeylerde AFL belirlenmistir (11).

Ulkemizde yapilan genig kapsaml: bir tarama ¢aliymasinda gida ve yem
amaciyla kullanilan musirdan alinan 176 6rnegin 14’tinde 1-22.80 ppb, yem maddesi
olarak kullamlan pamuk tohumu kiispelerinden alinan 91 6megin 12’sinde 2.20-
18.40 ppb ve 137 aygicegi tohumu kiispesinin 9’unda 1-31.8 ppb AFL’ye
rastlanmigtir (11).

3.4. Aflatoksinlerin Absorbsiyonu

Aflatoksikozis olusumu AFL ile kontamine olmus yiyeceklerin insanlar,
yemlerin hayvanlar tarafindan yenilmesi ve sindirilmesi ile gergeklesir. Kronik dozda
inhalasyon yoluyla maruziyetin akcifer ve kolon kanseri ile iligkili oldugu, ancak
deri absorbsiyonu ile ilgili verilerin kesin olmadig: bildiritmigtir (1, 48).

3.5. Aflatoksinlerin Metabolizmasi

Aflatoksinlerin kendileri dogrudan toksik etkili degildir, viicutta ugradiklan
metabolik degisiklik sonucu meydana gelen tiirevleri kanalr ile toksik etkilerini
olusturmaktadirlar. Bu tiirevlerden en 6nemlisi hepatokarsinojenik etkili AFLB;-8,
9-epoksittir (AFLBO, eski isimlendirmelerde AFLB;-2,3-epoksit olarak verilmigtir)
(33, 43, 48, 64). Sekil 3.4te AFLB;’in biyotransformasyon yollan gosterilmistir
(33).

AFLB;’in metabolik aktivasyonu pek ¢ok sistemde gergeklesmektedir.
Bagslica mikrozomal karma fonksiyonlu oksidaz sistemi tarafindan karaciger ve diger
organlarda hidroksilasyon yoluyla metabolize olur. Mikrozomal biyotransformasyon
sonucu AFLM;, AFLQ, ve AFLP; bilesiklerine doniigebilir. AFLM,; metaboliti akut
oral toksisiteye sahiptir. Hidroksillenmis metabolitler glukuronit ve silfat
konjugatlan yapabilir. Siilfat konjugatlari B-glukuronidaz ve siilfatazlar tarafindan
enzimatiksel olarak hidroliz edilerek analiz edilebilitler (1, 3, 5, 9, 27, 48). AFLB;’in
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onemli bir detoksifikasyon yolu AFLBO’nun indirgenmis glutatyon (GSH)’la
enzimatik olarak konjugasyon olusturmasidir. Karsinojenik etki olugumunda
genellikle kabul edilen, AFLB,’in sitokrom P-450 enzimiyle aktive edilmis formu
AFLBO’nun DNA’daki guanine kovalent olarak baZlanmasidir (2, 8, 45, 64). Sekil
3.5’te AFLB;’in DNA’daki guanine baglanmast gosterilmistir (65).

O OH O OH O OH
c ()
o 1] — =)
; OH
o OCHg o” "o OCH, o "o OCHg
Aflatoksilkol M, Afiatoksilol Aflatoksikol H,
1.
[+
4 0o o
O
| 9 o
¢ l \m*A
‘m/ o’ o OCHj OH
2R Aflatoksin B, o o OCHg
e ' Aflatoksin
OH | i
m m m 0 O
0" o OCHg
Aflatoksin M, 0 0
o o
' o "o OH
H | o Aflatoksin P,
o "o OCH,q
HO 0" "o OCHg Aflatoksin B,-8,9 epoksit
s 1
\ 4
Niikleik asit
adukt

Sekil 3.4. Aflatoksin B, ' in biyotransformasyon yollan
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AFLATOKSIN

Sitokrom P-450 ile oksidasyon
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DNA DAKI GUANINE BAGLI KARSINOJEN
Sekil 3.5 : Aflatoksin By 'in biyoaktivasyonu

3.6. Aflatoksinlerin Eliminasyonu

Deney hayvanlarina C'* izotoplu AFL verildifinde yapilan aragtirmalarda,
bunun % 25-30’unun CO;’ye ¢evrildigi, % 25’inin idrar ve % 25’inin gaita ile ¢iktig1
ve % 6-9'unun da karacigerde bulundufu saptanmustir. Siite gegebilme olasilid
nedeniyle gerek insanlar gerek hayvanlar igin biiytik tehlike gostermektedirler (10,
44).
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Insan idrann ile yapilan aragtirmalarda degigik aflatoksinler ve degerleri
incelenmistir. idrarda By, By, Gi1, G2, My, Q1, Py, Bz, AFL-N’~guanin ve aflatoksikol
bulunmustur (27).

AFLM;, AFLB, tiikketiminden sonra insan idrarinda bulunur. Yapilan bir
caligmada AFL ile kontamine olmus fistik ezmesi tiiketen insan idrarinda AFLM;’e
rastlanmigtir (48).

Deney hayvanlarina oral yolla verilen toksinler sindirim kanalindan ¢abuk
emilir. Viicuda giren toksinin yaklagik % 10°u viicutta alikonulur. Bunun da % 8571
ilk 24 saat iginde siit ve idrarla atilir. Toksin verilmesi durduruldugunda 3-6 gin
sonra siitte, 6-9 giin sonra da idrar ve gaita da toksin bulunmamaktadir (43).

3.7. Aflatoksinlerin Patofizyolojisi

Aflatoksinlerin duyarl tiirlerdeki toksik etkileri alinan AFL miktarina ve
toksine maruz kalma siiresine bagh olarak

a) Letal dozu sindirim yolu ile alinan toksinin akut etkisi

b) Az miktarda alinan toksinin subakut etkisi

c¢) Toksinin kronik etkileri olmak tizere 3 gekilde ortaya ¢ikar.

Akut ve subakut zehirlenmeler klinik olarak seyrek karsilagilan olaylardir,
AFL’in bir defada ya da kisa siirede alinmasiyla ortaya ¢ikar. Genellikle kronik
aflatoksikozis ise kiiflenmiy yiyecek ve yemlerle beslenme sonucu oldugu gibi
stirekli olarak diisiik dozlarda AFL’e maruziyet sonucunda geligebilmektedir (4, 10,
44).

Akut zehirlenmeler genellikle hayvanda belirti gostermeksizin 72 saat iginde
olimle sonuglamir ya da anoreksi belirtileri, depresyon, ataksi, dispne, anemi ve
hemorajiler seklinde goriilebilir. Otopside karaciferin solgun bir goriiniim aldig,
nekroz odaklan, yag birikimi gdzlenir. Safra kanallarinda proliferasyon ve loblarda
atrofik degismeler goze garpar.

Subakut olarak hepatotoksik semptomlara ilaveten sarilik, hipoprotrombinemi
hematom, gastroenteritis dnemlidir (2, 3, 5, 10, 14, 44, 66).

Kronik aflatoksikozisin insanlarda ve evcil hayvanlarda olugma olasilif1 daha
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fazladir. Aflatoksinlerle kronik olarak beslenme veya maruziyet sonrasinda ortaya
¢ikabilecek etkiler; hepatotoksik, hepatokarsinojenik, nefrotoksik, mutajenik,
teratojenik etkiler, immun sistem faaliyetinin yavaglamasi veya durmasi besin
maddelerinden yararlansmin azalmasi, yaralanmaya karsi duyarliik seklinde
siralanabilir (2, 5, 6, 12, 15, 21, 24, 25, 37, 45, 49, 66).

Aflatoksinler hepatotoksik etkilerini karacier biiyimesi, siroz, ve sarilik
olugturarak gosterirler. AFLB; deney hayvanlaninda glikojen stofunu azaltir,
lipitlerin akiimilasyonuna neden olur. Safra kanali epitelinde hiicre artigt ve
sentrilobiiler nekroza neden olur (1, 10, 14, 17, 43).

Aflatoksinlerin kronik olarak titkketimiyle hepatoselliler karsinomanin
olusumu iligkili bulunmugtur (31). Degigik laboratuvar hayvanlarinda, &rdek,
alabalik, sigan ve farelerde hepatokarsinojen olarak gosterilmistir. Karacigere ilave
olarak mide, bobrek, akcifer, salgi ve gozyast kanallarinda, kolon ve ciltte
neoplazmay: indtkleyici dzelligi gosterilmigtir. (3, 17, 55, 65- 67).

Hayvan deneylerini ve epidemiyolojik gahgma sonuglanni deferlendiren
Uluslararas: Kanser Aragtirma Orgiitii (TARC, International Agency for Research on
Cancer) aflatoksinleri muhtemel insan karsinojenleri olarak kabul etmistir (2, 26, 33).

Akut ve kronik aflatoksikozis olaylarinda bobreklerde de bazi degisimlerin
meydana geldigi bildirilmistir. Bu lezyonlarm bébreklerde proksimal tubuluslarda ve
glomeruluslarda yer aldig1 saptanmugtir (49).

AFL’in karsinojenik potansiyeli sitokrom P-450 karma fonksiyonlu
oksidazlar tarafindan 8,9-epoksit gibi DNA alkilleyici ajana doniigmesine bagl
olabilir (1, 2, 33). DNA’ya baglanan aflatoksin DNA adukt formunu olugturur.Bu
adukt form RNA ve daha sonraki enzim sistemlerini etkileyerek protein sentezini
inhibe eder ve hiicre biitiinliiftni bozar. Hayvanlarda tiimor geligtirici olarak rol
oynar. Bu aduktun kansere neden olan etkisinin son yillarda yapilan ¢aligmalara gore
karaciger kanserinde goriilen p-53 tiimér supresor geni kodon 249 mutasyonundan
ileri geldigi bildirilmigti. AFL maruziyetinin yiksek oldufu bilinen Giney
Afrika’dan saglanan insan karacigerlerindeki genlerde mutasyonel hassas kisimlar
saptanmugtir (4, 20, 33, 68).

AFLB;’in metaboliti AFLB;-8,9-epoksit’in karsinojenik ve mutajenik etkileri
Salmonella typhimurium karaciger mikrozom teknigi ile yapilan caliymalarda
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gosterilmigtir. Bu bilesikler (metabolitler) DNA’daki guanin ile adukt olusturur (69).
Ayrica insan l6kositleri (izerinde yapilan gesitli galigmalarda da mutajen etki
gosterebildikleri ortaya konmugtur. Aflatoksinlerin insan ve sigan karacigerlerinden
hazirlanan mikrozomal preparasyonlar tarafindan aktive edilen bakteriyel test
sistemlerinde (Ames testi) mutasyonlara neden oldufu goriilmugtiir. (48, 69, 70).

Aflatoksinlerin teratojenik etkisini aragtirmak igin yapilan c¢aligmalarda
hamsterlere gebeligin 8. giliniinde intraperitonal yolla 4mg/kg tek doz AFLB;
verildiginde fetiislerde malformasyon ve oliimler gozlenmistir ( 46, 71).

AFL hiicre gekirdegindeki DNA ile birlesip m-RNA olusumunu engeller ve
azalan RNA sentezi sonucu protein sentezi inhibe edilir. Mitoz béliinme safhasi
gergeklesmez ve bunun sonucunda hiicre 6liir (72, 73, 74). Aflatoksinlerin en 6nemh
etkilerinden biri de immun sistemini etkilemeleridir. Azalan RNA sentezi antikor
dretimini yavaslatir. Aflatoksikozis olay: siiresince mikroorganizmalarin fagosite
edilmesi normal zamaninda gergeklesemez. Aflatoksinlerin fagositler iizerine olan bu
etkisi “temel 10kosit sendromu™ olarak isimlendirilir (12, 24, 46, 74).

Aflatoksinler kan plazmasinda kalsiyum diizeyinin diigmesine yol agarak D
vitamini aktivasyonunun kaybolmasina ve dolayisiyla kalsiyum-fosfor diizeyinin
digmesiyle de kemiklerin dayaniklihiginin azalmasina neden olurlar (4, 12).

Aflatoksikozis besin tiiketimini ve besinlerden yararlamimu diigiriir. Enzim
sistemini etkileyerek safra salgisimm inhibe eder. Boylece yag sindirimi ve
besinlerdeki yag icerifinden yararlanma oraninin azalmasina neden olur, Pankreatik
tripsin enziminin azalmasi sonucunda da protein sindirimi ger¢eklesemez, proteinden
yararlamm digser (74 ).

Aflatoksinlerin pihtilagma faktor(inii olugturan proteinlerin sentezini inhibe
ettifi ve kapiler damarlann dayaniklilifim1 azaltarak hemorajik lezyonlara neden
oldugu bildirilmektedir (5, 12, 22).

Hindistan, Tayvan ve bazi Afrika Ulkelerinde ates, lenfositoz, kusma,
konviilsiyon ve koma ile karakterize olan ve histopatolojik incelemelerde Reye
sendromuna benzeyen bulgular saptanmistir. Bu bolgelerde yasayan gocuklarin
karacier ve besinlerinde yiiksek miktarda AFL bulunmugtur. Bu yiizden AFL’nin
Reye sendromuna neden oldugu ileri siiriilmistiir. Ancak bu hipotez igin saglam
epidemiyolojik dayanaklar yoktur. Reye sendromu viral ensefalopatiye benzeyen ve
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cocuklarda kargilagilan norolojik bir hastaliktir. Karaciger, kalp, bobrek ve gesitli
serebral dokularda bitylime ve yaglanma g6zlenir. Hizla ilerler, koma konvillsiyon ve
olamle sonuglanir (2, 5, 9, 21, 55, 72).

3.8. Aflatoksikozisi Etkileyen Faktorler

Aflatoksinler viicuda alindiktan sonra toksinin tiirsi, miktari, alinan giin ya da

almma sayis1, canlimin tiiri, cinsiyeti, yagt, stres durumu ve gevresel kogullara bagit
olarak aflatoksikozis olugtururlar (43, 46).
» Tiir: AFL’e karst memeliler (insan, sifir, maymun, at, domuz, kobay, si¢an, fare
vs.), kanatlilar (6rdek yavrulary, hindi, tavuk, siliin) ve baliklar (ozellikle alabalik)
duyarlidir (3, 13, 44, 46). Degisik tiirlerde AFLB; ‘in tek dozunun LDso degeri Tablo
3. 6°da verilmigtir (3).

Tablo 3. 6. Degisik tiirlerde AFLB;’in tek dozunun LDso degeri

Tiir LDy mg/ kg
Ordek 0.3-0.6
Alabahk 0.8
Kopek 1.0
Kobay 1420
Maymun 2.2
Fare 9.0
Sigan 5.5-17.9
Domuz 0.6
Koyun 20
Tavuk 6.3

» Cinsiyet: AFLB,’in LDso degerinin tek bir dozunun mideye verilmesinden sonra
(gavaj ile) erkek siganlarda 5.5-7.2 mg/kg, disi siganlarda ise 17.9 mg/kg oldugu
saptanmugtir (73).

> Yas: Genellikle gok geng hayvanlann erigkinlerden daha duyarli olduklart
saptanmugtir (13, 26, 46).
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» Aflatoksinin tipi: AFL tirevlerinin olugturduklar toksisite molekiil yapilarina
bagh olarak degisir. Olusturduklan toksisite bakimindan siralamgt B; > G > By > G,
seklindedir. En toksik tiirev olan B;’in toksisitesi B2 nin toksisitesinin 4 katidir (10,
46).

> Aflatoksinin dozu ve uygulama siiresi: Aflatoksinlerin olusturduklart
toksisitenin gekli ve derecesi alinan aflatoksinin dozuna ve maruz kalma siiresine
baghidir. Baz1 hayvan tiirlerinde AFL konsantrasyonu ve beslenme siiresine bagh
olarak olusan etkiler Tablo 3.7°de verilmigtir (3).

Tablo. 3.7. Baz1 hayvan tiirlerinde AFL konsantrasyonu ve beslenme siiresine bagl
olarak olugan etkiler.

Hayvan Yas AFL Ierigi  Beslenme Etkileri
Tiiri {(ppm) siiresi
Buzag Siitten 0.2-2.2 16 hafia Bitylimenin durmasikaraciger
kesilmig harabiyeti, 6lim.

Inek 2 yasinda 2.4 7 ay Karaciger harabiyeti

Domuz Yeni dogmus 0.23 4 giin Bitylimenin durmast.

Domuz, 2 haftahk 0.17 23 giin Istahsizlik, biiylimenin durmast.

Domuz. 4-6 haftalik 0.4-0.7 3-6ay Biiyiimenin durmasi, karaciger
harabiyeti,

Tavuk 1 haftalik 0.8 10 hafta Bitylimenin durmas: karacifer
harabiyeti

Ordek Bilinmiyor 0.3 6 hafta Karaciger harabiyeti, 6liim.

» Aflatoksinin uygulama yolu: Uygulama yoluna bagli olarak ortaya ¢ikan toksik
etkilerin siddetinde degisiklikler goriiliir. Toksik etki siralamasi vena igi, periton igi,
deri alt1, a1z yolu ve deri yolu olarak azalan bir sira izlemektedir (73).

» Beslenme: Beslenmede kullanilan yag, protein, karbonhidrat, vitamin ve diger

katki maddelerinin aflatoksikozisi etkiledigi anlagilmugtir (73 ). Diyetteki protein
azlig1, AFLB;’in in vivo olarak fare karacigerindeki makromolekiillere baglanmasini
hizlandirmaktadir (36). Diigiik proteinli gidalarla beslenenlerde, yitkksek proteinlilere
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oranla, daha fazla karaciger lezyonu gorildiigi bildirilmektedir (46).

3.9. Aflatoksinlerin Inhibisyonu ve Yikimlama Ydntemleri

Insan ve hayvan safligim ciddi bigimde tehdit eden aflatoksinlerden
korunmak i¢in oncelikle olusumunu engelleyici tedbirlerin alinmasi gerekmektedir.
AFL olusumu Onlenemedii zamanlarda ise iiriinlerden giderilmesi veya
inaktivasyonuna dayanan “dekontaminasyon” wve “detoksifikasyon” iglemleri
uygulanmaktadir (36).

Pek gok caligmada aflatoksinlerin katki maddeleri, koruyucular, kimyasallar
ve degisik ¢evre kosullan tarafindan inhibe edilmesi aragtinlmigtir, AFL inhibisyonu
i¢in kullanilan katk: maddeleri, koruyucu ve kimyasallar su gekilde stralanabilir: 1.
Organik asitler (sorbik asit, benzoik asit ve benzoatlar , propionik asit ve
propionatlar, asetik asit, sitrik asit, laktik asit) 2.Sodyum kloriir, potasyum kloriir ve
sodyum nitrit 3.Antibiyotikler (nistatin, pimaricin) 4.Fenolik antioksidanlar (BHA
=butillenmis hidroksi anisol) 5.insektisit ve herbisitler (diklorvos gibi bazi organik
fosforlu bilegikler) 6.Metil ksantinler (kafein) 7.Otlar, baharatlar ve ugucu yaglar
(57).

Targmn kabugunun, difer ot ve kurutulmus baharatlarla kargilagtinldiginda
toksin tireten bazi Aspergillus tiirlerinin en etkili inhibitorii oldugu bildirilmistir (57).

Piyasadaki gesitli baharatlar toksijenik aspergilli tarafindan sentezlenen AFL
agisindan incelenmis, karanfil, anason tohumu, yenibaharin AFL Gretimini tamamen
inhibe ettifi bulunmugtur. Aragtirmacilar karanfilden ekstrakte edilen 6jenol ve
kekikten ekstrakte edilen timolin 4. flavus ve A. versicolor olusjumunu 4 mg/mL.’
den diisik konsantrasyonlarda inhibe ettiini bulmuslardir. Anason tohumunun
metanolle ekstraksiyonu sonucu 2 mg/mL konsantrasyonunun biitiin AFL iireten
kiifleri inhibe ettigi bildirilmigtir (57).

Karabiber, tar¢in, nane, kimyon, zencefil ve karanfilin A. flavus tarafindan
sentezlenen AFL iizerine etkileri aragtinimigtir. Karanfil % 0.1 konsantrasyonda Vhem
kiif olusumunu hem de AFL iiretimini kismen inhibe etmiy, % 0.5 konsantrasyonda
ise kiif ve AFL olusumunu tamamen inhibe etmigtir. AFL iretimi, % 5 kimyon ve
nane, % 10 karabiber ve zencefil, % 10 tar¢in konsantrasyonunda yavaslamagtir
ancak tamamen engellenememistir (57).
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A. parasiticus’un sentezledigi AFL iizerine anetol ve &6jenoliin inhibitér
etkileri aragunlmigtir. 400 pg/mi’nin Gzerindeki anetol ve 300 pg/mL’nin
tizerindeki &jenol AFL iiretimini tamamen inhibe etmigtir (19).

AFL igeren uriinlere uygulanan detoksifikasyon iglemleri fiziksel (fiziksel
ayirmm, sicaklik, iginlama gibi), kimyasal ve biyolojik olarak 3’e ayrilir. Fiziksel
ayinm yontemi olarak bozuk tanelerin renk veya UV 15181 altinda verdigi floresansa
gobre yapilan islem, yerfisti1, antepfistiy, incir gibi iri taneli tiriinlere uygulanabilir.
Bu islem “elektronik g6z adi verilen fotoelektrik hiicreden gegirme geklinde veya el
ile yapilabilmektedir (36, 53). Kimyasal detoksifikasyon klor bilegikleri, peroksitler,
ozon ve difer oksitleyici maddeler, asit ve alkaliler , ¢dziiciilerle temizleme ile
toksini pargalamaktan ibarettir. Coziiciilerle temizleme etkili bir detoksifikasyon
islemi olmakla birlikte protein igeriginin azalmasi ve ¢dzitciiyli uzaklagtirmak icin ek
bir maliyet gerektirdiginden sakincalidir. Aflatoksinler Flavobacterium aurantiacus
gibi belirli mikroorganizmalarla biyolojik olarak detoksifiye edilebilirler (73).

Aflatoksinlerin st ile detoksifikasyonu olduk¢a giigtir. Saf ve susuz
formlardaki aflatoksinlerin erime derecelerine kadar olan sicakliklara kars1 direngli
olduklari bildirilmistir. Saf aflatoksinler sulu gozeltilerde 120° C* de 4 saat otoklav
isleminden sonra floresans vermeyen formlara doniigmiislerdir. AFLB; degerinde
120° C’de 20 dakika otoklav isleminden sonra %20 azalma saptanmustir (2, 61, 75).

Aflatoksinlerin  sulu  ¢ozeltilerde lakton halkasmin  agilmast  ve
dekarboksilasyon gibi hidrolitik olaylarin etkisiyle sicakliga karst direnglerinin
azaldif: bildirilmektedir. Yapilan bir galigmada evdeki pigirme kogullariyla AFL
duzeylerinde azalma olup olmadii aragtinimugtir, Mikrodalga finn ile yapilan
pisirmede AFL diizeylerinde anlamli bir azalma olmadid: gozlemlenmigtir. Normal
pisirme tekniginde de AFL konsantrasyonunda 6nemli bir azalma olmamigtir (76).

Aflatoksinler UV igmnlarma hassas olup uzun siire 1ginlamalarda kristal ya da
¢oziinmiis haldeki aflatoksinlerin floresans verme 6zellikleri azalmakta ve meydana
gelen trinler civeiv embriyolarina kargt daha az toksik olmaktadirlar (61).

Aflatoksinlerin etkileri kuvvetli asit ve alkali g¢ozeltileri yardimiyla
azaltilabilmektedir. Kuvvetli asitler AFLB,; ve AFLG; e suyun baglanmasin katalize
etmekte ve bu suretle AFL B, ve G; , AFL B,, ve G, ya doniigmektedir. AFL B,, ve
Gz’nin  civeiv embriyo testlerinde, bir giinlik civcivierde, drdek palazlarinda,
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alabalik larvalarinda AFLB;’den daha az toksik olduklar1 ve Ames mutajenite
testinde inaktif bulunduklan bildirilmektedir (61).

Aflatoksinler alkalilere kargi duyarlidirlar. Molekiillerindeki lakton halkasinin
varhig aflatoksinleri alkali hidrolize duyarli kilar. Bu yiizden hipoklorit uygulamas:
veya amonyak varliginda otoklaviama gibi agir iglemlerle tiimden yikimlanabilirler.
Bununia birlikte eger alkali uygulamasi zayif ise reaksiyon 6zgiin AFL yoniinde geri
donebilir (2, 48). Aflatoksinli materyallerin amonyakla iglem gormeleri sonucunda
toksisiteleri civciv embriyo test ve laboratuvar hayvanlarinda azalmistir (2, 12, 75).

Aflatoksinler biyolojik detoksifikasyonda mikroorganizmalar tarafindan
etkisiz hale getirilmektedir. Yaklagik 1000 kadar maya, kif ve bakteri AFLB,’i daha
az toksik olan aflatoksikole ¢evirmektedir (74).

3.10. Aflatoksin Tayininde Kullanilan Yontemler

AFL tayininin en hassas gekilde yapilabilmesi i¢in son yillarda pek cok
yontem geligtirilmigtir.  Aflatoksinlerin  kalitatif ve kantitatif analizlerinin
yapiimasinda kullamlan baglica yontemler 3’e ayrilir ($ekil 3.6.). Bu yontemlerin
esast deney orneginden AFL’nin ekstraksiyonu, ekstraktin saflagtiriimasimi takiben,
teghisi ve uygun miktar tayini yontemleriyle analizleri kapsamaktadir (77). Bu tayin
yontemleri Mini kolon kromatografisi (77), ITK (18), YBSK (16), Gaz
Kromatografisi-Mass Spektrometri (18), Spektrofotometre (78) ve Mass
Spektrofotometre (73)dir.

3.10.1. Biyolojik Yontemler:

Yiyeceklerde, hayvansal dokularda ve biyolojik stvilarda aflatoksinin
belirlenmesi amaciyla en fazla bagvurulan yontemler arasindadir. Siipheli yem ve
gidalardan hazirlanan ekstraktlarin bir giinlitk 6rdek yavrularina ve alabaliklara 5 giin
siireyle verilmesi ile ortaya gikan klinik belirtiler, 6liimler ve otopsi bulgularina gore
degerlendirme yapilir (14, 28, 44, 48).

Ordek ve tavuk embriyolarinda toksisite denemelerinin yapilmasi da yaygin
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olarak kullanilan bir yéntemdir. 10 ug AFLB; yumurta membranina uygulandifinda
21 giinlik kulucka siiresince anormal embriyonal geligme ve éliimler gériilmektedir
(14, 44, 79).

Toksijenik mantar tiirlerinin izole ve identifiye edilmesi, indikatér olarak baz
Salmonella suglar1 kullanilarak karsinojenik etkili aflatoksinin ortaya ¢ikartimast
AFL teghisinde kullanilan biyolojik ydntemlerdendir (73).

3.10.2. Kimyasal yontemler:

Aflatoksinlerin kimyasal yontemlerle analizinde prensip olarak agafidaki
basamaklar aym olmakla birlikte bu iglemlerin uygulamasi hem teknik hem de
¢Oziich ve kimyasal maddeler bakimindan oldukga degigiklik gostermektedir.

Ornekleme ve 6mek hazirlama

’

Aflatoksin ekstraksiyonu

|

Ekstraktin temizlenmesi

|

Ekstraktin konsantre edilmesi

|

Kromatografik ayirim

Ekstraksiyon ve temizleme agamasinda Contamination Branc (CB) ve Best
Foods (BF) yontemi en fazla kullamlan yontemlerdir (11, 18, 48, 77, 80).

Aflatoksinin  ekstraksiyonu: Aflatoksinlerin  kimyasal yontemlerle
analizinde ilk basamak ekstraksiyondur. Aflatoksinlerin degisik 6meklerden
ckstraksiyonu ve farkli kromatografi yontemleri igin ¢esitli organik ¢dziiciiler
kullanilir. Coziicii sistemleri arasinda ilk siray1 kloroform-su ya da metanol-su ile
yapilan ekstraksiyonlar alir. Aflatoksinlerin sudaki ¢oziinirliiklerin ¢ok az olusuna
karsgihk suyun ¢6ziici sistemlerinde kullamlmasmin nedeni hidrofilik dokulara
penetrasyonu sagladifindan ekstraksiyonun daha verimli olmasiu miimkiin
kilmasidir (18, 48, 81-83).
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Ekstraktin Temizlenmesi: Ekstraksiyon asamasinda aflatoksinlerle birlikte
girisime neden olabilecek birgok madde ekstrakta gegebilir. Bu maddelerin baginda
yaglar gelmektedir. Bu yiizden girisime neden olabilecek maddelerin ekstrakttan
temizlenmesi gerekmektedir. Onceleri bu amag igin Soxhlet cibazt kullamlmis (17) daha
sonra kolon kromatografisi ve sivi-sivi partisyon iglemlerinden yararlanilmigtir (48, 84).

Guniimiizde temizleme basamagindaki en oOnemli gelisme ka1 faz
ekstraksiyonunun (solid phase extraction= SPE) kullamlmasinin yayginlagmas
olmugtur. SPE hizli, verimli ve ekonomiktir. SPE kolonlarinda kullanilan en énemli
sabit faz silikajeldir. Bunun diginda Cis, florisil, mikosep multi- fonksiyonel temizleme
ve antikor affinite tipleri bulunmaktadir (18, 82, 85).

Findiklarda AFL aranmasinda YBSK yontemi kullanilarak yapilan bir caligmada
materyali temizleme amaciyla Sep-Pak kartuglanindan yararlamimugtir (16). Yapilan bir
bagka calismada musir ve yemlerdeki AFL Sep-Pak silika kartuslari ile temizleme
igleminden gegirildikten sonra floresans detektor yardimiyla YBSK’de saptanmugtir (85).
Yemlerde AFL ve difer bazi mikotoksinlerin ITK ya da YBSK ile saptanmasinda
kloroform-su ile yapilan ekstraksiyonun ardindan Sep-Pak silika kartuglar ile ekstrakt
temizlenmistir (86, 87).

Japonya’da 1986-1990 yillar1 arasinda 3054 degisik yiyecek ve yiyecek maddesi
omeginde kloroform-su ekstraksiyonu ve florisil kolonlar ile yapilan temizlemenin
ardindan YBSK ile aflatoksinler aragtinimigtir (63). Bagka bir caligmada musir, bugday,
yer fistift ve peynirdeki aflatoksinler florisil kolonlar kullanilarak HPTLC’de
saptanmistir (18). Yapilan bir diger caligmada gidatardaki AFLB; saptanmasi igin 6
farkli yontem kargilagtirtlmig, YBSK analizinden énce Sep-Pak florisil , Sep-Pak Cis
kartus ile temizleme islemi tercih edilmigtirr Bu yontem 1991 yilinda Avrupa
Komitesince (European Community, EC) kollaboratif g¢aligmalarin sonuglarinin
izlenmesi igin 6nerilmistir (18, 88).

Mikosep multi-fonksiyonel temizleme kolonlan hizli ve tek basamakli temizleme
saglar. Bu kolonlar, YBSK analizi i¢in gesitli tanimsal driinlerin ekstraktinin
hazirlanmasinda kullanitmagtir (18).

Monoklonal antikor affinite kolonlarindan da yiyeceklerden aflatoksinleri ve
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stitten AFLM;’i izl bir gekilde izole etmek igin yararlanilmigtir. Kolondan eliie edilen
aflatoksinler YBSK ile analiz edilmiglerdir. Affinite kolonlarin aflatoksinleri hemen
hemen biitiin girisim yapan bilegiklerden izole edebildigi bildirilmigtir (18).

Jel permasyon kromatografisi (Gel Permation Chromatography, GPC) nin
temizleme amaciyla kullammu c¢ok yaygin degildir. Bununla birlikte ¢ok iyi bir
temizleme sagladig bildirilmigtir (18). Bir ¢aligmada yemlerdeki AFL By, Gy, By, Gy
analizleri i¢in ekstraktin temizlenmesinde YBSK ve GPC kullaniimugtir (88).

¢ Kromatografik Yontemler: Kromatografi, bir kangimin igindeki bilegenlerin
biri sabit (stasyoner), digeri hareketli (mobil) iki faz arasinda dagilim dengelerinin farkls
oluguna baglh olarak ayrilmasidir.

Kromatografide karigimda bulunan maddelerden sabit faza ilgisi fazla olanlar
daha yavas taginmalarina karsilik hareketli faza ilgisi fazla olanlar daha kolay
dolayisiyla daha hizli taginirlar, Boylece sabit faz tizerinde belli bir noktada birlikte
bulunan maddeler bir siire sonra orijinden farkli uzakliklara taginmig olacaklarindan
birbirlerinden ayrilmis olurlar (11).

a) Mini Kolon Kromatografisi: Bu teknikte diger yontemlere gore daba az
miktarda Omek kullanidir. Bu yontemle elde edilen sonuglar, 6rnefin gergek AFL
miktanim degil de, AFL (+) var veya saptanabilir miktarda AFL (-) yok geklinde ifade
edilir. Sonug (-) ise dmekte limit deferden daha az miktarda AFL oldugu kabul edilir.
Bu durumda kontrole devam edilmesine gerek yoktur. Sonug (+) ise ornekteki gergek
AFL miktannin saptanmast igin difer yontemlerin uygulanmas: gerekir (77).

b) Ince Tabaka Kromatografisi: AFL analizinde kolay, hizli ve ekonomik bir
teknik olmasindan dolay: eskiden beri kullanilan yontemlerden biridir (18, 85). Kalitatif
ve yar1 kantitatif analiz i¢in ¢oziicii sistemi igeren yiiriitme tanki, adsorban kaplanmig
plaka ve uzun dalga boylu ultraviole (UV) lamba gerekmektedir. Giinimiizde adsorban
tabakasinin homojen ve dayanikliliinin yiiksek olusundan dolay: en fazla tercih edilen
plaklar silikajel kapl plaklardir. Plaklann g¢ofunlukla 20x20 ¢m boyutlari tercih
edilmekle beraber iki boyutlu ITK uygulamasinda 10x10 ¢m veya 7x7cm boyutlari da
kullamlabilmektedir (31, 58, 77). Omek uygulandiktan sonra plaka, ¢oziicti sistemi
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iceren yiiritme tankinda yiriitiilir. AFL analizleri igin kullanlan en 6nemli ¢ziicii
sistemleri kloroform/aseton (9:1), dietileter/metanol/su (96:3:1) ve susuz dietileterdir.
Cozici kapileriteye bagli olarak yiikselir. Bunun sonucunda plakaya uygulanmis olan ve
ayrilmas: istenen maddeler, ¢Ozicli sistemindeki ¢bziicii durumlarina ve adsorban
tabakasina olan affinitelerine bagli olarak az veya gok siiriiklenirler. Coziicii plagin
bitimine yaklagtk 0.5-1 cm. kalincaya kadar yiiriitiiliir ve tanktan ¢ikanldiktan sonra
¢oziiciisii ugurulur. UV lamba altinda incelenir ve degerlendirilir (10, 11, 15, 17, 18, 22-
24, 42, 43, 51, 56, 58, 77,79,80, 82-84, 89-03),

Baglangicta tek yiiriitme ¢éziiciisii kullanilirken, giiniimiizde ekstrakttaki girisim
yapan maddeleri uzaklagtrmak ve saptama limitlerini diigirmek amaciyla birden fazla
¢ozlict sisteminin kullammi uygulama alammna girmigtir. ITK’da plafin ortasina
uygulanan omek ekstrakti once dietileterde yiirttiiliir. Cozicli ugurulur, UV altinda
incelenir ve girisime neden olabilecek maddeler kesilerek uzaklastinlir. Plaka 180°
dondiriliir ve bu defa kloroform/aseton (9:1) ¢dziicii sisteminde geligtirilir (18, 77).

Son yillarda AFL miktar tayininde florodansitometrik yontem de ¢ok kullanilir
hale gelmigtir. Bu yontem de ince tabaka kromatografisi tamamlanan plaka UV s
altinda incelenir. Standart ve 6rnegin olusturdugu lekelerin koordinatlari belirlenir ve
dansitometre ayarlanarak yazicidan pik alanlar belirlenir (36, 77).

¢) Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi: Giiniimiizde aflatoksinlerin floresans
detektorler yardumiyla YBSK’de saptanmasi ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir (16,
18).

Sabit fazin mobil fazdan daha polar oldugu kromatografi gekline normal faz
kromatografisi, mobil fazin sabit fazdan daha polar oldugu kromatografi sekline ters faz
kromatografisi denir. AFL analizinde hem normal, hem ters faz sivi kromatografisi
kullamimaktadir (16).

Son yillarda AFL analizi igin ters faz teknigi en fazla ilgi geken yontemlerdendir.
Cis kolon ve su-asetonitril-metanolden olusan mobil faz AFL saptanmasinda
kullanilmustir (67).

Baglangigta kullamlan UV absorbans detektorlerinin saptama limitleri yiiksek

bulunmug ve daha segici olan floresans detektorlerin kullanimina gegilmigtir. Bu
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detektorlerin floresans 6zelligi gosteren bilegigi segme Gzelligi nedeniyle karigimlardaki
floresans maddeyi ayirma yetenegi diger detektorlerden daha fazladir (18, 27, 94-97).

Floresans detektorler AFL B, ve G; i¢in daha segici ve hassas saptama saglar.
Bununla birlikte gerek normal, gerekse ters faz YBSK’de kullanilan eliientlerden dolay:
AFL B, ve G, zayif floresans gosterir. YBSK’de AFL B, ve Gy’in floresans detektorler
yoluyla saptanabilmesi, dolayisiyla floresans siddetlerinin arttiriimast igin ;

1. Eldent ya da detektorlerde degisiklik yapilabilir.

2. Kolon oncesi (precolumn) ya da kolon sonrast (postcolumn) AFL bilegikleri
tiirevlendirilebilir (18, 27, 67).

Normal faz YBSK’de ¢oziicii sistemi olarak kullanilan kloroform, diklorometan,
metanol yerine toluen igeren ¢oziicii sistemleri ve kolon olarak silikajel diol ya da CN
kolonlar kullanilabilir. Ters faz YBSK’de AFL B, ve G;’in floresans siddetini arttiran
mobil faza siklodekstrinin ilave edildigi bildirilmigtir (67).

¢ Kolon oncesi tiireviendirmede, AFL B; ve Gy’in trifluoroasetikasit (TFA) ile
reaksiyonu sonucu AFL Bj, ve Gi'ya doniigiir. Olugan yan asetallerin floresanslari
YBSK’da AFL B, ve G; *den kuvvetlidir, Dezavantaji ise kuvvetli reaktiflerin kullamm
(TFA), zaman kayb1 ve otomasyon giicligiidir (18, 67).

o Kolon sonras: tireviendirmede ,benzer sekilde AFL By ve G; formu floresans
siddeti disik oldugu takdirde iyot ile reaksiyona sokulur. Bu iglem 1sttilmig kapiler
reaktdrde akan doyurulmug iyodun 6mnek ile kangimiyla olur. Bu islemin dezavantaji
glnlik iyot ¢dzeltisinin hazirlanmas: ve iki pompa gerektirmesidir (18, 82). Yapilan bir
caliymada iyot ile kolon sonrasi tlirevlendirme ile ters faz sivi kromatografisi
kullamlmigtir (87). Aflatoksinlerin kolon sonras: tirevlendirilmesinde brom ile de
bilesik olugturulabildigi ve iyi bir ayirumin saglandig: bildirilmigtir (27, 98, 99).

d) Gaz Kromatografisi-Mass Spektrometri: Aflatoksinlerin tayininde mass
spektrometri detektorli gaz kromatografisi de kullanilmigtir (18).

4 Optik Yontemler:

a. Spektrofotometre: Absorbsiyon spektrofotometre, aflatoksinlerin nicel
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tayinlerinde kullanilmugtir (78).
b. Mass-spektrometre: Yapilan bir caligmada iug AFL B; ve G;’in mass-
spektrometre ile saptanabilecegi bildirilmigtir (73).

3.10.3. immunokimyasal Yéntemler:

Son yillarda immunolojik yontemlerin gelismesiyle AFL analizinde hizh ve
giivenilir sonuglarin alinmas: mimkiin olmaktadir. Bu teknik ¢ok farkli yiyecek
orneklerine tek basamakli ekstraksiyon yapilarak uygulanir (97). Bu teknik igin ticari
immunoaffinite kolonlann kullanilmaktadir. Immunoaffinite kolonlari destek bir
materyale baglanmig durumda sadece AFL B; veya M; ya da AFL B; ,B; , Gy, Gz 'yi
baglayabilecek antikor (antibody) icermektedirler. Aflatoksinleri igeren 6rnek ekstrakt:
bu kolonlardan gegirildiginde antikorlar tarafindan sadece aflatoksinler tutulur. Daha
sonra kolonlardan, metanol gegirilerek toksinler eliie edilir (60, 93).

Kirmizi biber, pul biber, zencefil, karabiber, kimyon gibi birgok baharat
Orneklerinde immunoaffiniteli kolon yontemi kullanilarak AFL analizi yapilmugtir. Yan
kantitatif iglemlerin hizh ve birgok iiriin igin verimli oldugu bildirilmistir (97).

Immuno-dot y6ntemi; AFL(+) ve AFL(-) sonuglari: saptamak amaciyla
kullanilir. Aflatoksinler, 20 ng/g degerinin Gizerinde (+), bu degerin altinda (-) sonuglar
verir. AFL kontaminasyonunun (+) oldugu pamuk tohumu ve fistikk ezmesinde bu
yontem kullanilarak yapilan ¢aligmalarda giiven aralift % 95 olarak bulunmusgtur (18).

Immunokimyasal yontemlerden biri olan ELISA (enzyme linked immuno-
sorbent assay) ve ITK yontemi ile 315 yem o6meginde AFLB; aragtirilmgtir. ITK
yalmizca ELISA ile pozitif sonu¢ veren Orneklere uygulanmigtir (24). Biberlerle
(karabiber, beyaz biber ve yesil biber) ile yapilan bir galigmada AFLB;’in
saptanmasinda kolay, hizli ve pahali olmayan ELISA kitleri kullanimistir (7).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Gereg

Bu c¢ahiymada analizi yapilan kurutulmus kirmizi biber omekleri, Istanbul’un
degisik semtlerindeki pazar, baharatgi ve marketlerinden saglandi. Orneklerdeki AFL
B1, B,, Gy, G, ’nin saptanmas: igin ITK ve YBSK kullamlidi.

4.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

AFL standartlar::
AFLB; (Sigma A-6636)
AFLB; (Sigma A-9887)
AFLG (Sigma A-0138)
AFLG; (Sigma A-0263)
* Benzen (Merck 1782)
* Asetonitril (Carlo Erba for HPLC Code No. 412392)
* Metanol (Carlo Erba No. 309203)
* Metanol (Riedel-de Ha&n for HPLC 34888)
*  Sodyum kloriir (Merck 1.06400)
* Hekzan (Merck 1.04368)
* Kloroform (Merck 1.02431)
* Diklorometan (Merck 1.06049)
* Dietileter (Merck 1.00926)
*  Asetik asit (Merck 1.00056)
*  Aseton (Merck 13)
* Trifluoroasetik asit (Riedel-de Haén 61030)
* Celite- 545 (Merck 2693)
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4.1.2. Cozeltiler

AFL By, B, Gy, G2’nin kangik standart ¢ozeltisi: YBSK igin 20 ng/mL , ITK i¢in
10 pg/mL olacak gekilde benzen/asetonitril (98:2)’de ¢dziilerek hazirlandi. Hazirlanan
bu standart ¢ozeltiler balon jojeye alinip, 151k ve havadan korumak amaciyla aliiminyum
folyolara sartlarak buzdolabinda saklandi. Her kullanim sonrasi ¢6ziicii sinir1 isaretlendi
ve kullanimdan 6nce gerekirse benzen/asetonitril (98:2) ile tamamlands,

% 25 HySO04 gozeltisi: 26 mL % 98’lik H,SO,4 ¢ozeltisi distile su ile 100 mL’ye
tamamlandi.

% 10 NaCl ¢ozeltisi: 10 g NaCl tartilip 100 mL distile suda ¢ozildi.

4.1.3. Alet ve Malzemeler

Silika Plus kartug- Sep-Pak (Waters 020520)

Silika kartus- J. T. Baker kartug-(7086-07)

Blender (Waring Commercial Laboratory Blender)

Nuge

Terazi (Sartorius Basic)

Rotary evaporator (Janke & Kunkel IKA-Labortechnik RV 05-ST )
Azot tiipii (Habag)

Su banyosu (BM 102 Niive)

ITK plaklari (20x20 silikajel kaph aliiminyum plaklar, Merck 5553)
UV lamba (Camag )

Vorteks (Niive, NM 110)

Yiriitme tanklar: (Camag 10x10, 20x20)

Mikro enjektér (Hamilton 701)

Plak kesici (giyotin)

Vakum pompast (GVD- 050 A Ulvac)

Cam malzemeler

Agz vidali kapakli renkli cam sigeler (10, 15 mL)
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Sag¢ kurutma makinasi (Alice Turbo 1200)
Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (Waters Corporation, U. S. A.)

4. 2. Yontem

Kirmiz: biberlerdeki aflatoksinlerin ITK ve YBSK ile analizleri, AOAC Official
Method 993.17 (78, 100, 101) ve Waters’a (101, 102) gore yapildi.

Ornek Ekstraksiyonu -1

50 g omek tartilip blendere alindi, 200mL metanol/su (85:15) ilave edilerek 3
dakika yiiksek devirde homojenize edildi. Vakum pompast yardximyla nuge ve nuge
erleni kullanlarak tizeri Celite ile tabakalandirilmug filtre kagidindan stzildi. 40 mL
filtrat ayirma hunisine alinds, tizerine 40 mL %10 NaCl ¢ozeltisi ve 25 mL hekzan ilave
edilip 1 dakika siireyle ¢alkalandi. Fazlar aynildiktan sonra tstte kalan ve lipitleri igeren
hekzan fazi atildi. Tekrar 25 mL hekzan ilave edilip aym iglemler tekrarlandi. Altta
kalan sulu faz 2 kez 25 mL kloroformla ¢alkalanip kloroformlu fazlar vakum
evaporatdrinde kuruluga kadar uguruldu. Kuru ekstrakt 3 mL diklormetan ile ¢oziildi ve
SPE kolondan (Sekil 4.1) gegirildi. (SPE kolondan ekstre verilmeden 6nce sirastyla 3mL
hekzan, 3 mL diklormetan gegirilir ve hepsi atilir). Ardindan 3 mL hekzan, 3 mL eter ve
3 mL diklormetan ile yikandi. Eluat 6mL kloroform/aseton (9:1) ile 10 mL’lik agz1
vidali kapakh renkli giseye alindi ve ¢oziiciisi Nz gaz1 akimu altinda kurulufa kadar
uguruldu.
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Ornek ekstraksiyornu-2:

25g ornek tartilip blendere alindi. 1g NaCl, 12,5 mL su ve 125 mL kloroform
ilave edilerek 10 saniye yiiksek devirde kangtinildi. 12,5 g Celite ilave edilip tekrar 60
saniye kangtinldi. Uzeri 4 g Celite ile tabakalandinlmug filtre kagidindan vakum
pompasi yardimyla stziildi. Bir enjektor yardimiyla SPE kolondan (§ekil 4.2) 12,5 mL
kloroformlu ekstre gegirildi. Ardindan 10 mL hekzan ve 10 mL eter gecirildi ve
¢oziiciiler atildi. Eluat 10 mL kloroform/metanol (95:5) ile 15 mL’lik a2 vidali kapakh
renkli sigeye alindi. Coziiciisti N; gazi akimi altinda kuruluga kadar uguruldu.

Ince Tabaka Kromatografisi:

Ornek ekstrakt (1) 200 pL Kloroform/metanol (1:1) kangiminda ¢ozildd. 1
dakika sire ile vorteksde kanstiildi. 10x20 boyutlarinda kesilen silikajel kapl
aliiminyum plagin yanlarindan 1’er cm, alt kenarindan ise 11 cm mesafe birakildi. 25 ylL
ve 50 pul. omek ¢ozeltisi ile 2 pL ve 5 pL’lik kangim standart ¢bzeltisi 1’er cm
araliklarla Hamilton enjektér yardimiyla plaga uygulandi. Sekil 4.3°de ITK plagina
6rnek uygulamas: gosterilmistir.

Uygulama yapilan plak eterle doygunluga ulastirilmig tanka yerlegtirildi.
Karanlikta plagin bitimine yaklagtk 1 cm kalincaya kadar yiiriitiildii, plak tanktan
¢ikarildiktan sonra ¢dziiciisi uguruldu. Karanlikta vltraviole (366 nm) lambas: altinda
incelendi. Girigime neden olabilecek maddelerin uzaklagtirlmast amaciyla AFL standart
lekelerini kesmeyecek gekilde plagin yaklagtk 5-6 cm’lik kism kesilerek atildi. Plaka
180° dondirillerek bu defa kloroform/aseton (9:1)’da yiiritildi. inceleme sonucunda
AFL standartindan 4 ayn floresans veren lekenin olustugu gorildii. Bu lekeler Rf
degerleriyle ve standartlarla karsilagtinlarak AFL By, By, G, Gy, olarak belirlendi. AFL
B; ve By’nin mavi floresans, AFL. G; ve G2’nin ise yesil floresans verdigi goriildii.
Ornekteki floresans gosteren lekeler ile standartin lekeleri (AFLB; Rf=0.46, AFLB,
Rf=0.41, AFLG, Rf=0.37, AFLG, Rf<0.33) incelendi. Standartlarin Rf degerlerine gok
yakin Rf degerlerine sahip ormek lekeleri hakkmnda kesin yargiya varmak igin
dogrulama testleri yapildi.
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Sekil 4.3. ITK plagina 6rnek ve standart uygulamast.
a: 2yl 6mek ekstrakti
b: 5ul 6mek ekstrakts
c¢: 10ul 6rek ekstrakts
s: 2, 5, 10ul standart ¢ozeltileri
d: 10ul 6rnek ekstrakti + Sul standart ¢ozeltisi

Hesaplama ve sonuclarm gosterilmesi

. SxY xV
Aflatoksin B; (ug/kg) ZW
Burada;
S= Bilinmeyene egdeger olan AFLB, standart1 (L),
Y= AFLB, standartimin konsantrasyonu (g /mL),
V= Omnek ekstraktinin son seyreltildigi hacim (L),
E= AFLB; standartina esdegier miktarda floresans yogunluk gosteren drnek
benegi icin tatbik edilen 6rnek ekstrakt: (L),

M= Vialdeki ekstrata egdeger olan 6rnek (g),
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Aflatoksinler I¢in Dogrulama Testleri :

1. Sulfiirik asit testi: %25 HSO4 bir atomizerle beneklerin tizerine piskiirtiildii.
Bu iglem sonucunda baglangigta mavi-yesil floresans gosteren lekelerden sariya dénenler
pozitif kabul edildi.

II. Trifluoroasetik asit (TFA) testii Bu test yalmzca AFL B; ve Gy’e
uygulanabilmektedir. TFA uygulamas: sonucunda AFL B; ve G;, AFL B,, ve Gz.’ya
dénusiirler ve ITK ile teghis edilebilirler. TFA testi igin ITK plag: iki esit kisma aynldi
ve bir tarafi temiz bir cam plak ile kapatildi. A¢ik olan kisma 6rnek ekstrakti ile AFL B,
ve Gy standartlan tatbik edildi. Biitiin 6rmek ve standart noktalarinin iizerine 1’er pL
TFA uygulandi. Reaksiyonun tamamlanmasi igin 5 dakika beklendikten sonra sag
kurutma makinesi ile plak kurutuldu. TFA’nin tamamen ugmasindan sonra kapali kismin
tizeri agildi. TFA uygulamas: hari¢ diger islemler ayni sekilde yapildi. Plak tek boyutta
1. yonde dietileterde, ardindan 2. yonde kloroform/aseton (9:1)’da yiiriittldii. Yirttme
sonucunda uzun dalga UV 15181 altinda yapilan inceleme sonucunda TFA uygulanmayan
kisimda reaksiyona girmemis aflatoksinler plagin iist kismina yakin bir yere ulagmmgken,
TFA uygulanan kisimda mavi floresans renkli B, i¢in Rf=0.20, Gj, i¢in Rf=0.22
degerinde oldugu gorildi.

Yiiksek Basmingly Stvi Kromatografisi (YBSK):

Ornek ekstrakt1 (1) ve (2)’ye 0.2 ml hekzan ilave edilerek 10 saniye vorteksde
kangtirildi. Ardindan 0.2 mL % 80 TFA eklendi ve tekrar 30 saniye vorteksde
karigtirlldi. Sonra 1.8 ml. CH3CN/ % 2.5 asetikasit (10:90) ilave edilerek iyice
kangtirnldi. Alttaki sulu faz Millex HV (0.45um)’den filtre edildi. Filtrat 25pl ve 50ul
miktarlarda YBSK’ya iiger defa enjekte edildi. Elde edilen kromatogramlardan
yararlanarak hesaplamalar yapildi.

Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (Waters Corporation, U. S. A.)

Pompa (M 510 ¢ozicii dagitan sistem)

Stzme kiti (Millipore)

Degaze cihazi (Ultrasonic LC 30)

Detektor (M 420-AC Floresans Dedektor 365 nm eksitasyon, 425 nm emisyon)
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Enjektor (Rheodyne 7725 - 100ulL.)

Bilgisayar program (Data Station). Unicam 4880 Chromatography Data
Handling System

Kolon: pBondapak C;g 125 A° 10p 3.9x300 mm (Waters)

Calisma kogullarr:

Coziict Sistemi: Metanol/Asetonitril/ %5 Asetik asit (14:14:72)
Enjeksiyon  : 10pL, 25 pL, 50 L.

Akig iz :1.7 mL/dak.

Kagit iz :0.25 cm/dak.

Pompa basinct: ~2000 -2100psi

Coziicii sistemi, Millipore HV (0.45um) membran filtreden gecirildi, ultrasonik
banyoda 30 dak. degaze edildi Cihaz analizden Once, 1 saat kadar caligtirilarak
stabilizasyonu saglandi.

AFL standart kansimi (By+B2+Gi+Ga =0.02 ng/ul), TFA ile tiirevlendirildikten
sonra 0.2 ng, 0.4 ng, 0.6 ng miktarlarda enjekte edilerek linearitesine bakildi (AFL B,
igin y=2.6325x-33,3, r=0.9984; B; i¢in y=3.3825x+21, =0.9998; G; i¢in y=3.0375x-24,
=0.9984; G, i¢in y=3.57x-18.7, r=0.9998).
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S. BULGULAR

Istanbul’un degisik semtlerindeki market, baharatgt ve pazarlarindan temin
edilen kirmizi biber drmeklerinde ITK ve YBSK ile yapilan AFL analizi sonuglar: Tablo
(5.2), (5.3), (5.9’te verilmigtir. Caligmamizda 58 adet kimuzi biber 6meginin
%65.5’inde AFLB; saptandi. AFL tespit edilen orneklerin %46.6’s1 AFLB; igin
tilkemizde baharatlarda kabul edilebilir en yiiksek deferin (5 ppb) ve %41.4%1 AFL
(B1+B;+G1+Gg) igin tiim gida maddelerinde kabul edilebilen en yiiksek degerin (10 ppb)
tizerinde bulunmugtur. Elde edilen sonuclara gére érneklerdeki en yitksek deger 109.7
pbb olarak baharat¢idan temin edilmis olan bir 6rnekte bulundu.

AFL oldugu ITK ile belirlenen kirmizi biber 6rneklerinde yapilan dogrulama
testleri de pozitif sonuglar verdi.

Sekil 5.1 de AFL By, B,, G1 ve Gy’nin YBSK’da kalibrasyon egrileri, Tablo
5.1’de ise aflatoksin standartlarimin alikonma zamanlart verilmigtir. Sekil S.Z’de Ornek
ve standartlarin ITK ile yapilan analiz sonucunu gosteren plagin UV igik altindaki
fotografi sunulmugtur. Sekil 5.3°de AFL(B;+B2+G1+Gy) standart kangiminin Sekil 5.4
ve 5.5 ’de ise kirmuzi biber ekstrelerinin kromatogramlan verilmigtir.

0 200 400 600
konsantrasyon (pg)

Sekil 5.1 YBSK’da AFL B, , B, , G; ve G?’in kalibrasyon egrileri
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Sekil 5.2 Ornek ve standartlarin lekelerini gdsteren plak
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Tablo 5.1. Aflatoksin standartlarmmn alikonma zamanlari

Aflatoksin Gy By G, B;
Alikonma zamani (Retention time, R,) (dak.) 431 5.65 | 7.76 | 10.90
o
S
o
=
G, G,
431 1776
B,
By 10.90
5.65
5]
L o | RS C—
"8 g &
o v £
= =

Sekil 5.3 0.02 ng/pulL AFL (B;+B;+G+G,) standart karisimi (20 pL enjekte edilen)’nin
kromatogrami.
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100.00

B,

Gy

0.000
11.000
Minutes

Sekil 5.4 AFL B, ,B; ve G tespit edilen bir kirmizi biber ekstresinin kromatogrami
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Sekil 5.5 AFL tespit edilemeyen bir kirmizi biber ekstresinin kromatogrami
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6. TARTISMA VE SONUC

Istanbul piyasasinda satilan kirmuzi biberlerin biiyiik bir kismi Kahramanmaras,
Gaziantep ve Sanlwrfa illerinden saglanmaktadir (6). Bu yorede iretilen, iilkemiz
insanlari tarafindan gok sevilen ve ihrag degeri fazla olan kirmizi biber ne yazik ki gevre
ve iklim sartlarimin yaninda, ilkel iretim, kurutma ve depolama yiiziinden AFL
olugumuna elverigli bir triindiir.

Kahramanmarag yoresinde kirmizi act biber yetistirilir ve bundan toz ve pul biber
iiretilir. Tarlada kirmiziliga ulagan biberler, hasat edilir, hi¢ bir 6n yikama ve ayiklama
yapilmaksizin pargalama makinelerine almir. Pargalama makineleri her kullanimdan
sonra temizlenmedigi icin makinada kalan eski artiklar tizerinde mikroorganizmalar
iireyebilmektedir. Pargalanan biberler kurutulmak i¢in dogrudan topraga serildiginden
ozellikle toprakta bulunan mantarlarin kontaminasyonuna agik hale gelmektedir (26).

Kurutma isleminden sonra, tiriinler soguk yerlerde saklanip nemli yerlerden uzak
tutulmalidir. Hasat edilen urinler klimali depolarda en iyi sekilde depolanmalidir.
Sicaklik ve nem degerleri kontrol altinda tutulmali, hava sirkilasyonu saglanmalidir.
Dis atmosferden de nem alabilecegi iin dogal havalandirma islemleri depo sartlar: igin
yetersizdir (26).

Kirmuzi biberlerde olusan aflatoksinlerden korunmak igin 6ncelikle olusumunu
engelleyici tedbirlerin alinmast gerekmektedir. Kurutma agamasinda alinacak nlemlerle
sorun azaltilabilir. Ozellikle iireticilerin, kiif ve AFL olusumu, tehlikesi ve énlenmesi
konusunda egitilmeleri gerekmektedir. Bunun yaminda, tarimsal irinlerdeki AFL
kontrolii yapan kurumlar desteklenmelidir (68).

Yapilan bir ¢alismada kurutma igleminin toprakta degil, modern kurutma
sistemlerinde yapilmasi ve biberlerin kizardigi an, dalinda bekletilmeksizin toplanip
zaman kaybetmeden kurutulmas: gerektigi belirtilmektedir. Aymt  calismada
pargalanmarmg kuru biberlerdeki incelemelerde 4. flavus’un ¢ogu kez biberin icerisinde
gelistigi ve diginda kaf geligimi belirtisi olmadigi goriilmastiir. Bu durum, kuruma
strasinda biberin igindeki kapali ortamdaki nispi nemin, kiif gelisimi igin ¢ok uygun hale
geldigini diigindirmektedir. Bu nedenle, biberlerin uygun sekilde pargalanarak



kurutulmasi gibi basit bir yéntemin bile AFL miktarmin azalmasina katkida bulunacagi
dikkate alinmalidir (6).

1986-1990 yillar1 arasinda Tokyo’da 3054 gida ve gida maddesinde yapilan AFL
analizinde 22 kirmizi biber 6rnefinin 7 tanesinde 0.2-9.1 ppb arasinda AFLB;
bulunmugtur (63).

Bursa ve Sakarya’da yetigtirilen kirmizi biberlerde yapilan AFL galismasinda,
cahigtlan 34 ornekten 8’inde AFL’e rastlanmustir. AFLB; miktarlari 1.65-15.0 ppb
arasinda bulunmus olup, 8 6rnegin 7’sinde ise AFLB; miktarimn insan saghig: icin
tehlikeli oranlarda oldugu bildirilmistir (26).

1991-1995 yillar arasinda gesitli yem, baharat ve diger gida maddelerinden 103
ornekte AFL analizi yapilmis, 18 kirmizi biber drneginin 2 tanesinde AFL saptanmistir.
Kirmuzi biberlerdeki AFLB; miktar1 1.048 ve 1.273 ppb olarak belirlenmigtir (13).

1994 yilinda inceleme kapsamina aliman biber orneklerinde kirmuzi toz ve pul
biberin % 66.7 sinin aflatoksinli oldugu ve % 46.7’sinin 5 ppb’den daha fazla AFLB,
ierdigi gosterilmistir. Urtiniin % 10°u 22.0 ppb’den fazla AFL igermektedir. Gaziantep
ve Kahramanmaras illerinden toz ve pul biber émeklerinde kontaminasyon oram ise
%90’ 1n iizerinde bulunmustur (68).

Caliymamizda 14 market (markali), 18 pazar, 26 baharat¢i olmak Gzere toplam
58 kirmizi biber 6rnegi ile caligilmistir. Marketlerden sagladigimiz 12 érnek ITK, 4
omek ise YBSK ile ¢alisgitlmustir. 1TK ile calistigimiz éreklerin %66.7’sinde AFL’e
rastlanmis, %41.7’sinde saptanan degerler AFLB; ve AFL(B;+B;+Gi+G) icin kabul
edilen limit degerin iizerinde bulunmustur. YBSK ile caligitlan 4 6rnegin %50’sinde
AFL’e rastlanmistir. Saptanan degerler limitlerin altinda bulunmustur.

Pazarlardan temin ettigimiz 14 omek ITK ile, 7 omek YBSK ile analiz
edilmigtir. ITK ile ¢alistigimiz orneklerin % 64.3%inde AFL’e rastlanmistir. Bu
omeklerin %50°si AFLB; ve AFL(B;+B2+GitG,) igin kabul edilen limit degerin
iizerinde bulunmustur. YBSK ile ¢aligilan 6érneklerin %71.4’inde AFL’e rastlanmustir.
2%28.6” sinda AFLB; ve AFL(B;+B»+G;+G,) i¢in kabul edilen limit degerlerin iizerinde
saptama yapiimistir.

Baharatgilardan temin edilen 20 ornek ITK ile, 11 érnek YBSK ile galigilmustir.
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ITK ile galigilan 6rneklerin % 75’inde AFL’e rastlanmustir. Bu 6rneklerin % 60’inda
AFLB; ve AFL(B;+B;+Gi+Gy) igin kabul edilen limit degerlerin tizerinde saptama
yapilmigtir. YBSK ile caligtlan 11 ornefin %63.6’sinda AFL’e rastlanmigtir. AFL
saptanan omeklerin %45.4’a AFLB; ve AFL(B;+B;+Gi+Gs) igin kabul edilen limit
degerlerin tizerinde bulunmustur.

Caligmamizda AFL By, B, Gi, G2’nin analizleri ITK ile normal faz, YBSK ile
ters faz teknigi kullanilarak yapildi Aflatoksinlerin floresans ozellik gostermeleri
sayesinde selektif olarak analiz edilmesi yontem gelistirmede onemli bir faktor olmugtur
(17). ITK ile orneklerdeki AFL diizeyi yan kantitatif olarak saptandi. ITK, kolay, hizlt
ve pahali olmayan bir tekniktir. Son yillarda hassas, tekrarlanabilir bir yontem olan
floresans detektorlii YBSK ise aflatoksinlerin saptanmasinda popiilaritesi gittikge artan
bir yontemdir. Galiymamizda YBSK’min AFLB, igin saptama limiti 0.075 ng, AFL Bs,
Gy, G, igin ise 0.06 ng olarak saptanmustir. ITK’da ise 1 ng’dir. Kirmiz1 biberlerde 4 ppb
katim yapilmig YBSK’da AFL B, Bz, Gi, G2’nin geri kazanimlari sirastyla %91, 71, 97,
ve 67 olarak bulunmustur.

Ornegin ekstraksiyonundan sonra temizleme agamasinda Sep-Pak silika kartuglar
kullantlmistir. Bu kartuglar kolay, hizli, verimli ve ekonomik olmalarindan dolay1 son
yillarda ¢ok kullanilmaktadir.

Caligmamizda aym &rnekler iizerinde ITK ve YBSK yontemi ile saptanan AFL
diizeylerinin birbirine oldukca yakin oldugu gozlendi. Bu sonuglar ITK yonteminin de
AFL analizi igin giivenilir bir yontem oldugunu gostermektedir.

Istanbul’'un degisik semtlerindeki pazar ve baharatgilarindan saglanan kirmizi
biberler hig bir denetim ve inceleme yapilmaksizin ambalajsiz olarak satilmaktadir.
Markali biberler digerlerine oranla daha hijyenik gorinmesine ragmen ambalajlan
iizerinde AFL analizi yapilip yapiimadigina dair herhangi bir isarete rastlanmamaktadir.
Oysa yaptigimiz incelemelerde markali kirmizi biberlerde de AFL saptanmustir. Sorunun
ne derece bityitk oldugu bilindigine gore, baharatgi ve pazarlarda satilan uriinlerin AFL
kontroliinden sonra ambalajlanmast ve tizerine “AFL kontrolii yapilmigtir” ibaresine yer

verilmelidir.
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