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KURU INCIRDE AFLATOKSIN VARLIGININ BELIRLENMESI
OZET

Bu calismada Ege bélgesi; Germencik, Erbeyli, Incirliova, Soke, Selguk, Ortaklar,
Torbali’daki gesitli incir {ireticilerinden, 1’er kg numune olacak sekilde toplanan 44
incir numunesinde aflatoksin varlig1 incelenmistir.

Kuru incir numunelerinde ELISA analizi AgraQuant® 1-20 Toplam Aflatoksin test
prosediiriine gore yapilmigtir. Kuru incir numunelerinde HPLC ile aflatoksin analizi
“AOAC 999.07 Fistik Ezmesi, Antepfistig1 ezmesi, Incir Ezmesi ve Aci Pulbiber
Tozunda Aflatoksin Belirlenmesi” resmi metoduna gére Kolon Sonrasi
Tiirevlendirme ile Immunoafinite kolon Sivi Kromatografi yontemiyle yapilmistir.
Bu amagla toplanan kuru incir 6rnekleri dnce metanol ekstraksiyonu uygulanmis,
elde edilen ekstrakt daha sonra Immiinoafinite kolondan gegirilerek aflatoksinlerin
kolonda tutulmas: saglanmistir. Kolon daha sonra yikanarak, eliisyon islemi ile
aflatoksinler saflagtirilmistir.

Elde edilen eliient yiiksek basmng sivi kromatografi cihazi (HPLC) ile incelenmis ve
aflatoksin miktar1 hesaplanmigtir.

Calismada 7 ayr bolgeden toplanan 44 kuru incir numunesi ELISA ve IAK
saflastirma HPLC ile analiz edilmig iki yontem arasinda farkli sonuglar elde
edilmigtir. HPLC y6ntemiyle analiz sonucu incir numunelerinin 11’inde aflatoksin
tespit edilmigtir. ELISA yontemiyle analiz edilen 44 kuru incir numunesinden
14’iinde aflatoksin tespit edilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada kuru incir numunelerinde ELISA ile 6lgiilen toplam aflatoksin
degerleri HPLC ile elde edilen degerlerden oldukga yiiksektir. ELISA metodu ile
HPLC analizinden elde ettigimiz sonuglar arasinda degiskenlik bulunmasi ELISA
metodunun tarama amacl kullamlabilecegini gostermektedir.
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DETERMINATION OF THE PRESENCE OF AFLATOXINS IN DRIED FIG
SUMMARY

In this study, aflatoxin presence was inspected in dried fig samples collected from
Agean region of Turkey. For this purpose, 44 dried fig samples were collected from
Germencik, Erbeyli, Incirliova, Soke, Selguk, Ortaklar and Torbali and they were
analyzed for their aflatoxin By, Ba, Gi, G, and total aflatoxin content. Samples were
collected as amount of 1 kg of each.

The aflatoxin presence in 44 dried fig samples were firstly analyzed with ELISA
AgraQuant® 1-20 Toplam Aflatoksin test procedure.

The aflatoxin presence in dried fig samples were analyzed with AOAC 999.07
“Immunoaffinity Column Cleanup with Liquid Chromatography Using Post-
Column Bromination for Determination of Aflatoxins in Peanut Butter, Pistachio
Paste, Fig Paste and Paprika Powder” method. For this purpose, dried fig samples
were firstly extracted with methanol. Then extracts were applied to an
Immunoaffinity Colon containing antibodies specific for aflatoxins. Aflatoxins were
removed from Immunoaffinity Colon and were quantified by reversed phase liquid
chromatography.

44 dried fig samples were analyzed by HPLC and 11 of them were determined to

contain aflatoxins. Dried fig samples analyzed with ELISA, 14 of them were
determined to contain aflatoxin.

In this study, total aflatoxin levels of fig samples analyzed by ELISA were higher
than aflatoxin levels detected by HPLC method. Due to high variability between
data obtained by the ELISA method and the HPLC methods, it was concluded that
the ELISA method is applicable only as a screening method.
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1. GIRIS

_. Kuru incir iilkemiz ekonomisi acisindan Snemli ihrac iiriinlerindendir_; Incir hem

sofralik incir olarak hem de kuru incir olarak tiikketilmektedir (Aksoy, 2001)

Ulkemiz diinya taze ve kuru incir iiretiminde ilk sirada yer almaktadur. Diinya taze
incir tiretiminin %23,6’s1mn1, diinya kuru incir iiretimin ise % 54.3’iinii tek basina
karsilamaktadir. Tiirkiye’yi sirasiyla Misir, Yunanistan , Iran , Fas ve Ispanya

izlemektedir (Anonim, 2003).

Kuru incir hasadi olgunlagip yere diisen incirlerin elle toplanmasi ile yapilmaktadar.
Yere diisen incirler toplanip yerden 10-15 cm yiikseklikte kerevet ad1 verilen plastik
veya galvanizli telden yapilmis 1zgaralara serilmekte ve %20-22 neme ulasana

kadar 5 giin siireyle kurutulmaktadir (Aksoy, 2001).

Kiifler, insan saglif1 ve iiriiniin kalitesi acisindan Gnemlidir. Kiiflerin iiriinde
gelisme kosullarinin  arastirilmasi, bunlarmn iiriinde gelismelerinin 6nlenmesi

acisindan 6nemlidir.

Yapilan calismalarda incir mikroflorasinda Aspergillus niger, A. parasiticus, A.
flavus, A. ochraceus, Penicillium expansum, Cladosporium spp., Rhizopus sp,
Fusarium spp, Trichoderma sp., Mucor sp. varlig1 belirlenmistir (Arici, 2001; Var

ve dig., 2001).

Ozay (1989), cesitli incir bahcelerinden ve isletmelerinden topladigr 1988 yihi
mabhsiilii 103 incir numunesinin aflatoksin iceriklerini incelemis, incir 6rneklerinin

%29’unda aflatoksin saptamigtir.

Boyacioglu ve dig., (1989), 1985-1986 yillar aras: Tiirkiye’den Isvicre’ye ihrag
edilen 1986 mahsulii kuru incirlerden kurutma asamasinda toplanan drneklerin
%4’iinde aflatoksin Bj; %2’sinde aflatoksin B, ve %2’sinde aflatoksin Gy
saptamislardir. Isleme ve depolama agamasinda toplanan &rneklerde aflatoksine

rastlanmamustir.

Senyuva ve dig. (2005) cesitli ihracat¢ilardan tedarik ettikleri, Tiirkiye’den Avrupa
Birligi iilkelerine ihra¢ edilen 2003-2004 iiretimi kuru incirlerde okratoksin A ve



aflatoksin olusumunu incelemistir. Bu ¢aligma sonunda 2003 yilinda {iretilen kuru
incirlerde 58 ornekten 9’unda 35.1 ng/g aflatoksin B; saptanmigtir. 2004 yilinda
iiretilen kuru incirlerde ise 41 Ornekten 18’inde 20.6 ng/g aflatoksin B,

saptanmigtir.

Calismamizda cesitli iireticilerden tedarik edilen kuru incir numunelerinde
aflatoksin varhn ELISA ve Immiinoafinite kolon-Yiiksek ‘Basinghi  Sivi
Kromatografi (HPLC) yontemiyle belirlenmis ve iki yontem kargﬂag;tmlrm}gtlr.



2. LITERATUR OZETi
2.1 Kuru Incir Uretimi

2.1.1 Kuru incir tanimi

Kuru Incir, Ficus carica domestica L. tiiriine giren agaglarm olgun, meyvelerinin
hasat edildikten sonra yapay ya da dogal metotlarla kurutulmasiyla elde edilen
,dogrudan ya da islendikten sonra insan tiiketimine sunulan incir olarak

tanimlanmaktadir.

Kuru incir boyutlarina gore ekstra, birinci, ikinci sinif ve endiistriyel olarak
smiflandirilmaktadir. Buna gore 1 kiloya 60 adetten az incir gelirse ekstra, 60-80
arasi sayida gelirse 1.smnif, 80-110 aras1 sayida gelirse 2.smnif olarak simiflandirilir.
Endiistriyel incir ise hicbir smifa girmeyen hurda olarak nitelendirilmektedir

(Anonim, 2002a).

Islenmis kuru incir, 1hik su ile yikanmig, sap1 kesilmis olan kuru incir, iglenmemis
kuru incir ise dalindan koparildiktan sonra higbir isleme tabi tutulmayan incir
olarak tammlanmaktadir. Incir kurutulduktan sonra son neminin %20-22 arast
olmasi gerekmektedir (Aksoy, 2001).

Kuru incirin kalite kriterlerine uygun, saglam, bozulmamis, clirlimemis,
kokugsmamis ve biitiin halde bulunmasi gerekmektedir. Canli veya 6lii bocek,
kemiriciler ve yabanci madde icermemelidir. Kuru incirlerin nemi %26’dan fazla
olmamalidir. Ancak ithalatci {ilkenin ydnetmeliklerine uygun ise gerekli koruyucu
maddelerle muamele edilmis olan kuru incirlerin nemi %30’a kadar kabul

edilebilmektedir (Anonim, 2002a).

2.1.2 Kuru incir iiretimi

Kuru incir ekonomik potansiyele sahip 6nemli ihracat iiriinlerimizdendir. Incir
tilkemizin kiy:1 bolgelerinde, Biiyiik ve Kiiciik Menderes Havzalarinda, Giineydogu
Anadolu’da ve I¢ Anadolu’da yetismektedir. Ticari olarak kuru incir yetistiriciligi
yapilan bolgeler; Ege Bolgesi Aydin (Germencik), Birgi (Qdemig), Izmir il smirlar



icinde kalan Biiyiik ve Kiiclik Menderes orta havzasi, Tire, Bursa ve cevresidir.
Salihli (Manisa), Mut (Icel) ve Gaziantep'te ozellikle sofralik incir olarak bilinen
incir tiretimi yapilmaktadir (Aksoy, 2001). Ege Bolgesinde yetisen sarilop cesidi,
meyve kabugunun inceligi, kalin etli ve sekerce zangin, yomusak olusu nedeni ile

kurutmalik incir olarak bilinmektedir (Var ve dig., 2001).

Ulkemiz diinya taze ve kuru incir iiretiminde ilk sirada yer almaktadir. Diinya taze
incir iiretiminin %?23.6’s1m1, diinya kuru incir iifetimin ise %54.3’iinii tek basma
kargilamaktadir. Tiirkiye’yi swrasiyla Misir (%17.4), Yunanistan (7.4), Iran (6.6),
Fas (6.3) ve Ispanya (5.8) izlemektedir (Anonim, 2003). Tiirkiye kuru incir iiretimi

tablo 2.1’de gosterilmigtir.

Tablo 2.1: Tiirkiye Kuru Incir Uretimi (Anonim, 2003; Anonim, 2005a)

Yillar Uretim Miktar: (ton)
1998 50.981
1999 52.684
2000 49.001
2001 48.028
2002 52.684
2003 54.571
2004 55.631

2004 yilinda 275.000 tonluk incir tiretimimizin 220.000 tonu kurutmalik, kalan
55.000 tonu ise taze olarak tiiketilmektedir. Taze incirin 10.376 tonluk yaklasik
%18’lik boliimii ihra¢ edilmektedir (Anonim, 2005a).

Diinyada 2002 yil1 itibariyla 419 bin hektar alanda incir {iretimi yapilmakta ve elde
edilen incir miktar1 1,1 milyon tondur. Tiirkiye 2003 yilinda 46.500 ton iiretimle
diinya kuru incir {iretiminin %60’int olusturmaktadir. Tiirkiye’yi siwrasiyla
Yunanistan , ABD , Italya, Portekiz ve Ispanya izlemektedir. Diinya kuru incir

iiretimi tablo 2.2°de gosterilmistir (Anonim, 2003).



Tablo 2.2: Diinya Kuru Incir Uretimi (ton) (Anonim, 2003).

Ulkeler 1998 1999 2000
Tiirkiye 50.981 52.684 49.001
Yunanistan 12.250 12.400 12.500
ABD 12.400 12.650 12.500
Ttalya 7.200 T 6475 7.000
Portekiz 4.200 4.200 "4.000
Ispanya 3.600 3.500 3.700

2.1.3 Diinya'dd ve Tiirkiye'de kuru incir ihracati ve ithalati

Diinyada her yil yaklasik 60-70 bin ton kuru incir ihracati yapilmaktadir. Diinya
ihracatmn ortalama %355°1 iilkemiz tarafindan gergeklestirilmektedir. Ihracatimzin
%58°1 Avrupa Birligi iilkelerine yonelik olup, ihracat yaptigimiz baglica iilkeler
Almanya, Fransa, Ingiltere, italya ve Isvec’tir. Diger kuru incir alici iilkeler ise
Hollanda, Avusturya, Israil ve Isvigre’dir. Diinya ihracatinda Tiirkiye’yi Yunanistan
takip etmektedir (Anonim, 2003).

2005 yilmm ilk dokuz aylik ddneminde kuru incir ihracat miktar1 23.060 ton,
ihracat degeri ise 46.6 milyon dolar seviyesine ulagsmistir. AB iilkelerine yonelik
ihracat gecen yilin ayni donemine gore %18 artigla 9.8 milyon dolara ulagmustir.
Kuru incir ihracatinda 10.4 milyon dolarla Fransa ilk sirada yer almaktadir. Bu
iilkeyi sirasiyla, Almanya (7 milyon dolar), Italya (3.1 milyon dolar), Isvicre (2.6
milyon dolar) izlemektedir. IThracatimizdaki diger &nemli iilkeler Rusya
Federasyonu, Hollanda, Ingiltere ve Ispanya’dir (Anonim, 2005b). Tiirkiye taze ve
kuru incir ihracati tablo 2.3’te gosterilmistir.

Tablo 2.3: Tiirkiye Taze ve Kuru Incir Thracati (Anonim, 2005a).

Kuru incir Taze incir
Yillar | Miktar(Mt) | Deger(1000$) | Miktar(MLt) Deger(1000%)
1998 37.024 71.168 4.387 5.837
1999 40.238 70.278 6.253 6.357
2000 43.066 68.038 - -
2001 390.284 66.216 6.409 6.713
2002 35.052 70.553 6.412 5.898
2003 42.081 78.028 9.138 11.374
2004 53.121 90.956 10.336 13.643




Onemli incir iireticisi olan Tiirkiye az miktarda kuru incir ithal etmektedir. Diger
kuru incir ithal eden iilkeler Almanya, Fransa ve Ingiltere’dir. Italya ihracatci iilke
oldugu gibi kuru incir ithalati da yapmaktadir. Tiirkiye taze ve kuru incir ithalati

tablo 2.4’te gosterilmektedir.

Tablo 2.4: Tiirkiye Taze ve Kuru Incir ithalati (Anonim, 2003).

- Kuru Incir Taze Incir

Yillar | Miktar (Mt) | Deger (1000$) | Miktar (Mt) | Deger (1000$)
1998 797 1.392 0 0

1999 762 1.622 12 14

2000 1.015 1.818 - -

2001 1.491 2.613 0 0

2.1.4 Kuru incir titkketimi

Diinyada iiretilen 90.000 ton civarindaki kuru incir {iretiminin yaklagik %30-40’1
iiretici iilkelerce tiiketilmektedir. Kuru incir uluslararasi pazarlarda, cerezlik olarak
titketildigi gibi pasta imalatinda, cesitli yemeklerin yapiminda, dilimlenmis olarak
ekmek imalatinda,
kullanilmaktadir. Kalitesi diisiik olanlardan pekmez, hurda incirlerden de etil alkol

sekerli mamuller imalatinda ve meyve karigimlarinda
iiretilmektedir. Etil alkoliin {iretimi esnasinda ortaya c¢ikan incir c¢ekirdekleri de

boya, kozmetik ve ila¢ sanayinde degerlendirilmektedir (Anonim, 2003).

Ulkemizde iiretilen incirin %30’u taze olarak i¢ pazarda, %70’i kuru incir olarak dis
ve i¢ pazarda tiiketilmektedir. Kisi bagmma yillik kuru incir tiiketimi yaklasik 150-
200 g’drr. Tiirkiye’nin yillik kuru incir tiiketim miktan ise ortalama 5-6 bin ton
civarindadir (Anonim, 2003).

Tiirkiye kuru incir tiikketimi 1999 yilinda 6.508 ton, 2000 yilinda 2.084 ton ve 2001
yilinda 5.827 tondur (Anonim, 2003).

2.1.6 Kuru incir iiretim yontemleri

Kuru incir iiretimi, 6nce bahcenin secilerek incir ¢eliklerinin dikilmesiyle baglar.
Incir celikleri daha kolay koklenebildigi icin tercih edilmektedir. Giines yanikligina
kars1 incir fidanmmin boyu dikim sirasinda 50-100 cm’den kesilir. Meyveler
irilesmeye basladiginda agacin sarkan dallarindaki incirlerde giines yanikligi ortaya
cikar. Yiizeyinin iicte birinden fazlasi giines yaniklig1 nedeniyle derimsi hale gelmis

meyveler dziirlii kabul edilerek hurdaya ayrilir (Aksoy, 2001).



Kuru incir hasadi olgunlasip yere diisen incirlerin elle toplanmasi ile yapilmaktadir.
Yere diisen incirler toplanip yerden 10-15 cm yiikseklikte kerevet adi verilen plastik
veya galvanizli telden yapilmis 1zgaralara serilmekte ve nemi %20-22 olana dek
kurutulmaktadir. Incirlerin bu sekilde kurutulmasi yaklasik 5 giin siirmektedir
(Ozay ve Alperden,1989; Aksoy, 2001).

st e

Sekil 2.1: Kuru Incirlerin Kerevetlerde Kurutulmasi (Aksoy, 2001).

Kuru incirlerde kurutma son yillarda giines enerjisinden yararlanmilan solar kurutma
sistemleri ile yapilmaktadir. Bu yontemle %50-60 nem iceren incirler, topraga
dokiilmeden Once, agactan toplanarak, plastik telli kerevetlere dizilmekte, buradan
solar kurutma tiineline sokularak, meyvedeki nem orammnin %20-22 seviyesine

diismesi saglanmaktadur.

Kuru incirler buradan incir igletmelerine alinarak kurtlanmaya karsi metil bromitle
fumigasyon islemi uygulanmaktadir (Anonim, 2003). Kuru incirlerin kerevetlere

dizilerek kurutulmasi sekil 2.1°de gosterilmistir.

2.1.8 Kuru incirin beslenme a¢isindan énemi

Kuru incir yliksek kalsiyum, fosfor ve seker icerigi ile oldukga besleyici bir
meyvedir. Enerji degeri ise 217 kcal’dir. 100g kuru incirin besin degeri igerikleri

tablo 2.5’te gosterilmistir.



Tablo 2.5: 100 g. Kuru Incirin Besin Degeri Icerikleri (Anonim, 2003).

Enerji(kcal) 217
Protein(g) 4
Seker (g) 55.3
Yag (g) 1.2
Diyet Lifi (g) 6.7
Kalsiyum (mg) 138
Fosfor (mg) 163
Demir (mg) 4.2
Magnezyum (mg) 91.5
Vitamin B1 (mg) 0.073
Vitamin B2 (mg) 0.072

2.2 Kuru Incirde Goriilen Bozulmalar

Incir meyvesinde kék uyuzu, celik marazi, siirme (siyah kiif) ve ic ciiriikliigii gibi
hastaliklar goriilebilmektedir. Aspergillus niger stirme hastaliina ve Fusarium spp.
olgunlagma déneminde meyve i¢inin yumusayip pembelesmesi ve agizdan pembe
renkli sivinin akmasi ile belirgin i¢ ciiriikliiiine neden olmaktadir. Bu etmenler
erkek incirlerde gelistifinden ilek meyveleri asilirken clirimiis ve igi
kahverengilesmis olanlarmm ayrilmas: gerekmektedir. Bah¢e doénemindeki incir
zararlilar arasinda en Onemlileri kanl1 balsira, akarlar, eksilik bocekleri ve sirke

sinekleridir (Aksoy, 2001).

Incir meyvesine mayalar sineklerle bulagsmakta ve meyve icersine kadar
ulasmaktadir. Mayalar nedeniyle meyvede eksime meydana gelmektedir. Bunun
sonucunda incirde fermente olmus tat, sirkemsi koku olusmaktadir. Incir
meyvesinde bozulmaya neden olan baslica mayalar, Saccharomyces spp., Candida

spp., Pichia, Hanseniaspora, Debaryomyces tiirleridir (Mrak ve dig., 1942).

Incirin kurutuluncaya kadar gecirdigi asamalarda cok fazla hirpalanmas: kalitesinin
diismesine neden olur. Cuvallarda {iriin yiikii nedeni ile ezilme ve parcalanmalar,
bez torbalarda havalanmanin yetersizligi nedeni ile eksimeler, jiit cuvallarda ise
liflerin meyveye yapigma riski bulunmaktadir. Incirde fermentasyon nedeniyle tat,

koku ve goriiniim bozukluklar1 meydana gelmektedir (Aksoy, 2001).



Uzun siire giines 151nlarina maruz kalan incirler elastikiyetini kaybeder, sertlesir ve
giines yaniklifi meydana gelir. Agi1 derecede kuruyan incirler, sertlesir ve dogal

rengini kaybeder, lezzet kaybina ugrar (Anonim, 2002a).

2.3 Kuru Incirde Kiif ve Mikotoksin Olusumu

~ Incir meyvesi yiiksek oranda seker icerigi, hasat ve hasat sonras: kosullar nedeniyle
kif ve mikotoksin olusumunun goriildiigi bir trtindiir. Tncir tarlada kiifle
kontamine olmakta, kiif ve mikotoksin olusumu daha sonraki asamalarda da devam

etmektedir (Buchanan ve dig, 1975).

2.3.1 Kiif ve mikotoksin olusumuna etki eden faktorler

Mikotoksinler, kiifler tarafindan sentezlenen sekonder metabolitlerdir. Gidalarda

mikotoksin olusturan baslica kiifler Aspergillus, Fusarium ve Penicillum tiirleridir.

Uriinde mikotoksin olusumunda, depolama kosullar1 gibi dis faktorlerin yanmda
gidanin kimyasal ve fiziksel kompozisyonu da énemli rol oynar. Gidada mikotoksin
olusumunda kiiltiire alma, hasat, depolama ve tasima sartlar1 kadar, cografik ve
mevsimsel faktorler de etkilidir. Sicaklik, nem, iiriinde fiziksel hasar meydana
gelmesi gibi faktdrler nedeniyle hasat oncesi ve hasat sonrasi iiriinde kiif

kolonizasyonu ve mikotoksin olusumu goriilebilmektedir (Bhatnagar ve dig.,2004).

Genel olarak kiifler 25°C’de, %80 bagil nemde iyi geligirler. Aflatoksinler uygun
sicaklikta ve yiiksek bafil nemde hem hasat oncesi hem de hasat sonrasi

olusabilmektedir (Helferich ve Winter, 2000)

Meyveler 2.5-5.0 aras1 pH’ya sahiptirler. Pek¢ok kiif asidik kosullarda gelisebilir.
Meyvelerin olgunlagsmas1 smrasinda pH artar, dokularn yumusar, ¢6ziiniir
karbonhidratlar meyvede birikmeye baglar. Bu dénemde meyve kiif gelisimine
oldukca hassas hale gelir (Splittstoesser, 1987).

Hasat Oncesi ya da sonrasi kiif ve mikotoksin olusumu goriilen iirtinler musir,
yerfistig, pamuk tohumu, piring, kabuklu yemisler, tahillar ve meyvelerdir. Et, siit,
yumurta gibi hayvansal gidalar ise hayvan yemleriyle hayvana gecerek
mikotoksinlerle kontamine olurlar (Jay ve dig., 2005).

Gidada mikotoksin olusumu gidanin nem igerigi ve igerdigi kiif floras: kadar

kurutma ve depolama sartlarma da baglidir. Gidada kiif bulunmamasi mikotoksin



olmadig1 ya da kiif olmas: mikotoksin bulundugu anlamina gelmemektedir. Gidada
kiif olmadan mikotoksin bulunmasi mikotoksinin gida isleme prosesinden once,
erken asamalarda olustufunu gostermektedir. Kiifler uzaklastirilsa bile kimyasal
stabiliteleri nedeniyle mikotoksinler isleme siiresince bozulmadan kalabilirler (De

Vries, 1997).

Kiifler depo kosullarinda %13-18 nemde iyi gelisirler. Bullerman ve dig.(1984)
genel olarak mikotoksin olusumunun %13-16 nemde basladigmi ve %20-25 nemde
maksimuma ulastigini belirtmistir (Bullerman, 1979; Ominski ve dig., 1994).

2.3.2 Kuru incirde kiif ve mikotoksin olusumuna etki eden faktorier

Yapilan calismalarda incir mikroflorasinda Aspergillus niger, A. parasiticus, A.
flavus, A. ochraceus, Penicillium expansum, Cladosporium spp., Rhizopus sp,
Fusarium spp, Trichoderma sp., Mucor sp. varligi belirlenmistir (Arici, 2001; Var
ve dig, 2001). Bunlardan A.niger, A.parasiticus-A.flavus ve Fusarium’un en sik

rastlanan kiifler oldugu belirtilmektedir (Heperkan, 2005).

Incir meyvesi 4.8-5.0 aras1 pH’ya, %22 (0.68 su aktivitesi degeri) neme sahiptir
(Splittstoesser, 1987).

Buchanan ve dig.(1975), olgun incir meyvesinde mikotoksin olusturan baslica
kiifiin Aspergillus flavus oldugunu belirtmislerdir. Meyve yiizeyi kadar, sineklerle
kiiftin meyvenin icine kadar bulagsmasi da sézkonusudur. Bu arastiricilar incirin
olgunlagma, hasat ve kurutma sicakliklarmm 27-30°C arasi degistigini, bunun da
kiif gelisimi ve mikotoksin olusumu icin uygun bir ortam oldugunu belirtmislerdir.
Depolanmis iiriinlerde nem oranmm %13-18’in iizerinde olmasi mikotoksin

olusumuna neden olmaktadir .

Buchanan ve dig.(1975) yesil, olgunlagsmamus incirin kiif kolonizasyonu ve
aflatoksin olusumuna direncli oldugu, Aspergillus flavus’ un inciri olgunlagma
safhasinda enfekte ettigi ve aflatoksin iirettigini belirtmistir. Aragtiricilar yaptiklari
calismada bu kiif tiirliniin incirin hangi safhalarinda kolonize oldugu, incirde
aflatoksin olusumu, kurutma hizinin aflatoksin olusumuna etkisini ve bocek ve
sineklerin inciri enfekte etmedeki rollerini incelemislerdir. Incirdeki aflatoksin
miktar1 ince tabaka yontemiyle tayin edilmistir. Calisma sonucunda aflatoksin
konsantrasyonu ve kiif {iremesindeki artisin, meyvedeki nem miktarinin diisiip,

kurumasina kadar gecen siirede devam ettigini ortaya koymuslardir .
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Morton ve dig. (1979) kuru incir, kayisi, ananas ve kuru iiziimii kiif ve aflatoksin
olusumunun goriildiigii potansiyel substratlar olarak tanimlamislardir. Bu 6rneklere
Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tiirlerini agilayarak aflatoksin
olusumunu incelemiglerdir. Bu caligmada kuru inciri aflatoksin olusturma
potansiyeli yoniinden kayisidan sonra ikinci sirada olarak smiflandirmuglar ve

aflatoksin B ile birlikte aflatoksin G, ve G, de oiusturduklarun belirtmigtir.

Steiner ve dig.(1988) kuru incirde aflatoksin olugumuyla ve UV 15181 altinda parlak

yesilimsi fuloresan olusumu arasinda korelasyon oldugunu belirtmistir.

Ozay (1989), incirin A.flavus ve A.parasiticus kiiflerinin gelisimi i¢in uygun bir
substrat oldugunu, yetistirildigi bolgelerde, olgunlasma ve hasat d6nemindeki
sicakliklarm (28-30°C), kiif ve mikotoksin olugumu icin ideal sicakliklar oldugunu

vurgulamugtir .

Pitt ve Hocking (1997), kuru incirde A. flavus ve A.niger’in en yaygin rastlanan
tiirler oldugunu ve incirin yiiksek seker konsantrasyonu nedeniyle kayisi ve

iiziimden daha fazla kiif kontaminasyonuna maruz kaldigim belirtmislerdir .

A flavus-A.parasiticus kontaminasyonu, agactan toplanan olgun incirlerde %41,
toprak iizerinden temin edilenlerde %21, giineste kurutulmus incirlerde %42,
depolardan alinan incirlerde %33, isletmelerden alinan incirlerde %25, incir

ezmesinde ise %25°tir (Heperkan, 2005).

Yapilan calismalarda agactan alinan incir drneklerinde aflatoksin miktarlar1 %32
(3.7-60.0 AFB; ve 3.2-37.7 AFG,), yere diisen incirlerde %21 (1.8-63.0 AFB; ve
15.2-78.9 AFG;), kurutmadan alinan 6rneklerde %17 (0.5-3.7 AFB; ve 0.5-4.0
AFG,), depodan alinanlarda %33, isleme asamasindan alinan incirlerde %25 ve

incir ezmesinde %60’ tir (Ozay ve Alperden, 1991).

2.3.3 Kuru incirde aflatoksin olusumuna neden olan kiiflerin 6zellikleri

Kuru incirde aflatoksin olusturan baslica kiifler A.flavus ve A.parasiticus’tur.
A.parasiticus ve A.flavus’'un genellikle hasat Oncesi bulagtigi ve depolanan
{irlinlerde toksin olusturduklar belirtilmektedir (De Vires ve dig., 2002; Ozay ve
Alperden, 1991).

Yapilan calismalarda A.flavus ve A.parasiticus 2,7,41 ve 46°C sicakliklarda wort

agarda 8 glin boyunca gelistirilmis ve bu siire boyunca aflatoksin olusumu
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gozlenmemistir. Bagka bir caligmada A.parasiticus’un 35°C’de maksimum geligme
gosterdigi, 25 °C’de ise en yiiksek miktarda toksin {irettigi goriilmiistiir (Jay ve dig.,
2005).

2.3.3.1 A. flavus

Aflavus dogada havada ve toprakta yaygmn bulunur. Aflatoksin B;, By,
siklapiazonik asit ve kojik asit mikotoksinlerini iretir (Horn ve dig, 1996).

Bugday, musir, pamuk tohumu, piring, arpa, bugday kepegi, un, fistik, soya,
stipirge darisi, kirmizibiber, kurutulmus hindistancevizi, akdari, yesil kahve
cekirdegi, kirmizi pulbiber gibi diisiik nem icerigine sahip, depolanan iiriinlerde
yaygm olarak goriiliir. Ayrica findik, incir, tahillar, siitte bulunur. Nem igeriginin az
olmas1 bu iirinlerde Penicillum ve Fusarium gibi yarismaci kiiflerin gelisimini

engeller (Park ve dig., 2000; Bhatnagar ve Garcia ,2001).

Aflavus, gelisme sicakliklari minimum 10-12°C, maximum 43-48°C,optimum
33°C’dir. 0.78 su aktivitesi (aw) degerinde 33°C’de, 0.84 su aktivitesi degerinde
25°C’de 1iyi gelisir. 2.1-11.2 aras1 pH’larda gelisir, pH 3.4-10 arasi optimum
gelisme gosterir. Istya dayaniklilif, yiikksek aw ve notral pH degerinde Dss degeri
160 saat, Dso 16 saat, Dsp 40-45 dak, Dgp 1 dak, degerleriyle belirtilir. A.flavus 13-
37°C’de, 0.82 aw iizerinde, 16-31°C optimum sicaklikta ve 0.95-0.99 aw arasi
aflatoksin iiretir (Pitt ve Hocking ,1997).

2.3.3.2 A. parasiticus

A.parasiticus misir, yerfistifi, soya, kasava, incir, pamuk tohumu, findik, tahillar,
stit, siipiirgedaris1 gibi gidalarda ve toprakta bulunur. A.flavus gibi sicak bolgelerde
yaygin olarak goriiliir. Aflatoksin By, By, G, G2 ve kojik asit mikotoksinlerini iiretir
(Horn ve dig,1996; Bhatnagar ve Garcia, 2001).

A.parasiticus  12-42°C’de, optimum 32°C sicaklikta iyi geligir. 25°C’de 0.82,
30°C’de 0.81 ve 37°C’de 0.80 minimum su aktivitesi degerine sahiptir. 12-40 °C ve
, 0.86’nmin altindaki a,, degerlerinde, 3-8 aras1 pH degerlerinde aflatoksin iiretir (Pitt
ve Hocking ,1997).
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2.4 Kuru incirde Bulunan Mikotoksinler

Yapilan cesitli caligmalarda kuru incirde bulunan baglica mikotoksinlerin aflatoksin
B1, B2, Gi, Gg, okratoksin A, ve kojik asit oldugu goriilmiistiir (Steiner, 1993).

2.4.1 Aflatoksinler
2.4.1.1 Aflatoksinlerin kimyasal 6zellikleri

Aflatoksinler, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus ve Aspergillus nomius

kiifleri tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerdir ( Pitt ve Hocking, 1997).

Aflatoksinler difuranocoumaiinler olarak adlandirilip 1iki gruba aynlur:
difurocoumarocyclopentenone serisi (AFB;, AFB;, AFB;a, AFM;, AFM,, AFM;a
ve aflatoxicol) ve difurocoumarolactone serisi (AFG;, AFG,, AFG;a, AFGM;,
AFGM,, AFGM;, ve AFB3). Aflatoksin Bj, B,, G;, Gy ve M; dogal floresan
verirler. Aflatoksin B; ve By 365nm dalga boylu UV 151ginda mavi floresan; G; ve
G, yesil floresan verir (Boundra ve dig,1994; Pitt ve Hocking, 1997; Helferich ve
Winter, 2000; Cole ve Milbra , 2003; Betina, 1993). Aflatoksinlerin kimyasal ve
fiziksel 6zellikleri tablo 2.6’da gosterilmistir.
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Tablo 2.6: Aflatoksinlerin Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri (Cole ve Milbra,

2003).
Aflatoxin Molekiil Molekiil Agirlig Erime Noktas:

Formiilii O

By Ci7 H1206 312.06339 268-269

B, Ci7 H1406 314.07904 286-289

Gy Ci7 Hi1207 328.05830 244-246

Gy Ci7 H140 330.07395 237-240

M; Ci7 H1204 328.05830 299

M, Ci7 Hi1407 330.07395 293

Boa Ci17 Hi404 330.07395 240

Goa Ci7 Hi403 346.06887 190

Aflatoksinler suda coziinmediklerinden, kloroform, metanol, asetonitril, aseton,
diklorometan gibi polar organik solventlerle ekstrakte edilirler (Stroka ve dig.,
2000; Blesa ve dig., 2003, Betina, 1993)

Aflatoksinler 250°C’nin {izerindeki sicakliklarda bozulurlar. Is1 uygulamas: ile
iiriinde aflatoksinin inaktivasyonu tiriiniin nem igerigi ile de iliskilidir. Ornegin %30
nem igeren pamuk tohumu yeminde 2 saat 100 °C’lik 151 uygulamasi ile aflatoksinde
%85°1ik azalma meydana gelmektedir. Yem %6.6 nem icerdiginde aym kosullarda
%50 oraninda aflatoksin azaltilabilmektedir (Magan ve Olsen, 2004).

Amonyak (NH,OH)-1s1 islemi ve yiiksek basing beraber kullanildiginda aflatoksinin
inaktive oldugu belirtilmektedir. Bu reaksiyon sonucu lakton halkasi ag¢ilmakta ve
aflatoksin molekiilii inaktive olmaktadir. Bunun yaninda monometilamin, NaOH,
NaOCl ve hidrojen peroksit de aflatoksinin yapisini bozan bilesiklerdir. Etanol
fermentasyonu ise aflatoksinin azaltilmasina ¢ok az etki gostermistir (Helferich ve

Winter, 2000; Park ve dig., 2000).
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Aflatoksin B;

Aflatoksin G, Aflatoksin G,

Sekil 2.2: Aflatoksinlerin Kimyasal Yapilari (Tarin ve dig., 2004).

Aflatoksinlerin kimyasal yapilari sekil 2.2°de gosterilmigtir.

2.4.1.2 Aflatoksin iireten Kkiifler ve izole edildikleri gidalar

Aflatoksinler musir, fistik, pamuk tohumu, kabuklu yemisler ve tahillar (Shier ve
dig., 2005; Wilson ve Payne, 1994), baharatlar, incir ve kuru meyveler gibi pek cok
iirtinde bulunurlar (Iamanaka ve dig., 2005). Aflatoksin olusumu, kiifiin iiriine
tarlada bulagsmas1 ve kolonizasyonu ile baglar ve hasat, kurutma, depolama ve

isleme siiresince devam etmektedir (Bedard ve Massey, 2006).

Aflatoksin iceren {irlinler, badem, Brezilya findigi, findik, antepfistifi, mahun
cevizi (cashew findig1), findik, pekan cevizi, incir, kavun cekirdegi, kabak
cekirdegi, niliifer tohumu, badem ezmesi, susam, aycgekirdegi, kirmiz1 biber, beyaz
biber, kiiciik hindistancevizi (nutmeg), kirmizibiber, baharat karigimlari, piring,
misir, miswr igeren lrlinler, kansik tahillar, yerfistigi, yerfistigi iceren iiriinler,
islenmemis seker, soya iceren yemler, fasulye, karabugday, kumrmmzibiber, toz
kirmizibiber, kakao iceren {iriinler, pamuk, kurutulmus hindistan cevizi,
sliplirgedarisi, akdari, yumurta, siit, peynir, yogurt ve etlerdir (De Vires ve dig.,
2002). | |
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2.4.1.3 Aflatoksinlerin biyolojik etkileri

1960’11 yillarda hindilerde ve diger kanatlilarda karaciger hastalifiyla ortaya ¢ikan
Turkey X sendromu, aflatoksinlerle iliskilendirilmektedir. Giineydogu Asya ve
Afrika {ilkelerinde pek cok kiside karaciger hastaliklar1 ve mide bagirsak sistemi
kanamalar1 goriilmesi ilgiyi aflatoksinler tizerine ¢ekmigtir. Aflatoksin By (AFB;),
1993’te Uluslararas: Kanser Aragtirma Merkezi (International Agency for Research
on Cancer=IARC ) tarafindan insanlarda karaciger kanserine neden olan Grup 1
karsinojen olarak tanimlanmaktadir (Stroka ve dig., 2000; Bedard ve Massey,
2006; Giray ve dig., 2005).

Aflatoksin By’in toksik etkileri tiir, cinsiyet, yas ve genel beslenme gibi faktorlerle
degiskenlik gostermektedir. Baglica hedef orgam karacigerdir. Pekcok hayvan
deneylerinde karaciger lezyonlari, karacifer kanseri ve bagirsakta safra artisi
gozlenmistir. Yavru sicanlarda LDsy degeri 0.56 mg/kg, genc erkek sicanlarda 5.5
mg/kg, genc disilerde 7.4 mg/kg, olgun erkek sicanlarda 7.2 mg/kg, olgun disi
sicanlarda 17.9 mg/kg’dir. Maymunlarda L.Dso degeri 7.8 mg/kg viicut agirligidar.
AFB; aym zamanda genotoksik o&zelliktedir. Bu toksin solunumla alindiginda
akcigerlere toksik etki gosterebilmektedir (Park ve dig., 200).

AFB7’in toksititesi yiiksek derecede reaktif olan AFB; 8,9-epoxide (AFBQO)’e
bioaktivasyonu ile ilgilidir. Aflatoksin B; hiicrede terminal furan halkasinm
epoksidasyonuyla AFB; 8,9-epoksit’e (AFBO) doniisiir. Olusan bu bilesigin DNA,
RNA ve proteinler gibi cesitli hiicre bilesenlerine baglanarak karaciger kanserine
neden oldugu belirtilmektedir (McKean ve dig., 2006).

Aflatoksin Bo'nin toksik ozellikleri aflatoksin B; ile aymi olmasina ragmen,toksik
potansiyeli daha diisiiktiir. Hayvan deneylerinde 50ug aflatoksin B;’nin yaptigi
etkiyi, 3.9 pg aflatoksin B;’in meydana getirdigi saptanmustir. Aflatoksin Gy, toksik
acidan aflatoksin B, ile benzer 6zellikler tasimasimin yaninda akut toksititesi B;’den
az, By’den fazladuw. LDsy degeri ordeklerde 0.785 mg/kg vucut agirhigidir.
Aflatoksin G, diger aflatoksinler arasinda en az toksik 6zellikte olan mikotoksindir.
Ordeklerde LDsg degeri, 2.96mg/kg viicut agirhigidir (Cole ve Milbra, 2003).

2.4.1.4 Aflatoksin analizleri

Aflatoksin analizleri, 6rnekleme, Grnek hazirlanmasi ve Ornefin analizlenmesi

agamalarmdan olugsmaktadir. Belirlenen drnekleme metoduna gore bir partiden belli
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miktarda numune almir. Alinan numunenin o partideki mikotoksin miktarimn temsil
etmesi gerekmektedir. Alinan numune laboratuarda alt 6rneklere ayrilarak ,68iitme

ve karistirma iglemlerinden gecirilerek analiz edilmektedir (De Vires ve dig., 2002).

Aflatoksin analizi, ekstraksiyon, aywma/saflastuma ve miktar belirleme
basamaklarim icermektedir. Aflatoksinler, TLC ve HPLC gibi kromatografik

yontemler ile ELISA gibi immiinolojik testlerle analizlenebilmektedir.

Ince tabaka- kromatografide sabit faz, silika_ jel, alumina (Al,O3) ve seliiloz gibi
partikiillii yapida plakalardan olusur. Ince tabaka kromatografi plakasmm bir ucuna
aflatoksin iceren ornek damlatilir. Plaka, Srnek igeren kisim asagiya gelecek sekilde
cam bir tankta bulunan yiiriitiicii solventin icine daldimrilir. Ince tabaka
kromatografide plakalar solventten daha polar olduklarmdan yiiksek polariteye
sahip bilesikler plakada oldukca yavag ilerler ve burada tutunurlar (Betina, 1993).
Yapillan ¢esitli dogrulama caligmalarinda ince tabaka kromatografi
uygulanmasindan Once immiinoafinite kolon kullamiminin aflatoksin belirleme

limitinin 10-50 ng/g oldugu belirlenmistir (Gilbert ve Anklam, 2002).

Yiiksek performans sivi kromatografi (HPLC), kimyasal yapilar1 benzer olan
bilesikleri birbirinden ayirmak ve miktarlarini belirlemek icin kullanilan, hassasiyeti
ve kesinligi yiiksek, hata oran1 diisiik, hizli bir metottur. Ters faz, iyon ¢ifti, normal
faz gibi baglica ii¢ tip HPLC metodu mevcuttur (Kuronen, 1993).

HPLC baslica iki faz icerir. Bunlar sabit faz ve mobil fazdir. Normal faz HPLC’de
kati faz, mobil fazdan daha polardir. Kat1 faz olarak kullanilan inorganik maddeler
silika ve alumina, ya da siyano, amino, diol, nitro bagl: kat1 faz cesitleridir. Mobil
faz olarak kullanilan organik solventler hekzan gibi zayif solventler, diklorometan,
metil t-biitil eter, etil asetat, ve asetonitril gibi kuvvetli organik solventlerdir. Polar
kat1 faz polar bilesikleri baglayarak maddeler arasmnda aymim yapar (Kuronen,

1993).

Ters faz HPLC de mobil faz, kat1 fazdan daha polardir. Kati faz hidrokarbon yapida
olup, mobil faz organik polar solventlerden olugur. Mobil fazda ¢6ziinmiis bilesikler
kat1 faz ile hidrofobik olarak etkilesirler. Polaritesi yiiksek bilesikler kolondan 6énce
cikarken, polar olmayanlar kolonda daha uzun siire tutulur. Kolon maddesi C18, C8
, fenil ya da siyanopropil bagl: silikadan olusur. Ters faz HPLC de kullanilan mobil

fazlar, metanol, asetonitril, tetrahidrofuran ve bunlarin suyla kombinasyonlardir.
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Organik c¢oziiciiler kuvvetli, su zayif bir coziiciidiir. Ters faz HPLC de ¢oziicii
polaritesi diisiikse, ¢c6ziiciintin giicii artar, bilesikler arasi secicilik degisir (Kuronen,

1993).

Mikotoksinlere uygulanan immiinolojik teknikler, IAK , ELISA (membran,
mikrotitre plak ve tiip) teknikleridir (Patel, 2004).

Aflatoksin analizinde kullanilan immiinolojik teknikler tablo 2.7°de verilmistir.

Tablo 2.7: Aflatoksin Analizinde Kullanilan Immiinolojik Teknikler (Patel, 2004)

Immiinoafinite kolon ELISA

Membran Mikrotitre plak Tiip
Toplam AF Toplam AF Toplam AF _
Aflatoksin B; _ Aflatoksin B; Aflatoksin By

Aflatoksin By, B,

Aflatoksin Gy, Go

Aflatoksin M; Aflatoksin M; Aflatoksin M;

Aflatoksin M;,M,

Immiinoafinite kolon, agaroz icersinde kovalent bagli anti-mikotoksin antikorlar
icerir. Immiinoafinite kolon saflagtirma tekniginde ornekte bulunan aflatoksinler
uygun organik coziiciilerde ¢oziildiikten sonra elde edilen ekstrakt HPLC cihazina
verilmeden 6nce belli miktarda aflatoksin tutma kapasitesine sahip antikorlar igeren
immiino afinite kolondan (IAK) gecirilir. IAK daha sonra saf suyla yikanarak
baglanmayan partikiiller uzaklastirilir. IAK da tutulan aflatoksinler metanol gibi
coziiciiler kullanilarak eliisyon islemi ile gegirilir ve aflatoksinler saf halde elde
edilir. Elde edilen akstrakt cozgenle cozillerek HPLC (Yiiksek basing sivi
kromatografisi), TLC (Ince tabaka kromatografisi) ve MS (Kiitle spektroskopisi)
yontemleri ile analiz edilir (Stroka ve dig., 2000; Candlish ve Stimson,1993).
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Sekil 2.3: Immiinoafinite Kolonun Mikotoksin Saflastirma Prensibi (Patel, 2004)

Immiino afinite kolonun mikotoksin saflastirma prensibi sekil 2.3’te gosterilmistir

(Patel, 2004)

Zayif floresan veren aflatoksin B; ve G;’in floresan yaymmmlarinin giiglendirilmesi
amaciyla HPLC analizinde tiirevlendirme islemi yapilamaktadir. Kimyasal yolla
tiirevlendirme kolon 6ncesi triflorasetikasitle yapilamaktadir. Fakat bu yontemde
aflatoksin B; ve G; kolondan erken cikmakta ve solvent pikleri ile ortiilmektedir
(Anonim, 2006c). Kolon sonras: iyotla tiirevlendirme yiiksek sicakliklarda uzun
reaksiyon siiresi gerektirmekte ve kalibrasyonun hergiin yapilmasi gerekmektedir.
Bir diger kolon sonrasi tiirevlendirme yontemi ise Kobra cell (CoBrA cell) cihazi
kullanilarak mobil faza katilan Potasyum bromiirdeki bromiir iyonu elektrik akimi
ile broma donistiiriilerek aflatoksinlerin tiirevlendirilmesi teknigidir (Anonim,

2006).

Yapilan cesitli dogrulama caligmalarinda HPLC metodunun belirleme limitlerinin
aflatoksin B; icin 2 ng/g, toplam aflatoksin icin 4 ng/g, aflatoksin M; i¢in 0.05 ng/g
oldugu belirtilmistir (Gilbert ve Anklam, 2002).

ELISA yo6ntemi, mikrotitre plak, tiip ya da membran ELISA gibi cesitli formatlara
sahiptir. ELISA yontemi genellikle, aflatoksinlerin belli bir seviyenin {izerinde olup
olmadifimi belirlemede kullanmilir. Kalitatif, kantitatif ve yari-kantitatif olciimler

yapilabilir (Pate], 2004).
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Direkt yarigmali ELISA’da numunede bulunan aflatoksinlerle enzim-konjuge bagh
aflatoksinler karistirllir ve antikor iceren kuyulara ilave edilir. Numunedeki
aflatoksinlerle standartin icindeki aflatoksinler, enzim-konjuge aflatoksinlerle
antikorlara baglanmak icin yangir. Substrat eklenmesiyle olusan renk 450-630 nm
filtreli okuyucuda olciiliir, ve 6rnegin optik densitesi standartlarinkiyle kargilagtirilir
(Patel, 2004; Anonim, 2002c).

Fistik ezmesinde toplam aflatoksin miktart microtitre plak ELISA analizi ile 9 ppb
diizeyinde kantitatif olarak 6l¢iilebilmektedir (Patey ve dig., 1992). |

Toplam aflatoksinler (Aﬂa—cup) Immunoblot membran ELISA ile pamuktohumu ve
fistik ezmesinde > 20 ppb; misir ve fistikta > 30 ppb miktarlarda (Trucksess ve
dig., 1989) ; misirda > 20 ppb, miktarlarda kalitatif Olclim yapilabilmektedir
(Trucksess ve dig., 1994).

1990 yilinda Trucksess ve dig. tarafindan immiinoafinite kolon kullamlarak musir,
yerfistig1 ve yerfistif1 ezmesinde toplam aflatoksin belirlenmesi ile ilgili metod ilk
aksiyon metodu olarak kabul edilmistir. Bu metot ile misir, fistik ve fistik ezmesi
icin toplam aflatoksin belirleme limiti 10 ng/g’dir. Bu metodun aflatoksin belirleme
limitinin yiiksek olusu ve Avrupa Birligi yasal gereksinimlerini yerine getirememesi
ve iiriin ¢esidinin artmasi nedeniyle, Avrupa Komisyonu Standartlar, Olgiim ve Test
Programi (European Comission Standarts, Measurement and Testing Programme,
SMT) fistik ezmesi, antepfistifn ezmesi, incir ezmesi ve kirmizibiberde metod
validasyonu ile ilgili bir proje baglatmistir. Kolon sonrasi tiirevlendirme ile
immiinoafinite kolon likit kromatografisi aflatoksin seviyesinin belirlenmesi ile
ilgili 999.07 metodu Avrupa Standardizasyon Komitesi (CEN) standard: olarak
kabul edilmistir (Stroka ve dig., 2000).

Kuru incir numuneleri 999.07 Kolon Sonras: Tiirevlendirme ile Immunoafinite
kolon Sivi Kromatografi Yontemiyle Fistik Ezmesi, Antepfistig1 ezmesi, Incir
Ezmesi ve Aci1 Pulbiber Tozunda Aflatoksin Belirlenmesi metodunun belirleme
limiti aflatoksin B; icin >1lng/g ve toplam aflatoksin icin >2.4 ng/g olarak
belirtilmektedir (Stroka ve dig., 2000).

2.4.1.5 Aflatoksinlerle ilgili yasal diizenlemeler

- Avrupa Komisyonu aflatoksinle ilgili 194/97 regiilasyonuna gore kuru incirde

toplam aflatoksin limiti 4 pg/kg, aflatoxin B; limiti ise 2 pg/kg; ayiklama ya da
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fiziksel isleme tabi tutulacak kabuklu yemisler ve kuru incir icin limitler aflatoksin
B; icin 5 pg/kg, ve toplam aflatoksin icin limit degeri ise 10 pg/kg’dir (Comission
Directive 194/97).

Avrupa Birligi 16 Haziran 1998 Direktifi (Comission Directive 98/53/EEC)
kabuklu kuru yemigler, kuru meyveler, tahillar ve baharatlarda aflatoksin
belirlenmesi i¢in drnekleme planini icermektedir. Bu direktife gére bu gidalardan
alman 30 kg’lik 6rnekler 10 kg’lik 3 alt érnege béliindiikten sonra, 10 kg’lik her bir
~ alt brnek ogiitiiliip, karistirilarak homojenizasyonu saglanmaktadir (Gilbert ve dig.,
2003). '

Kuru incir 6rnekleme planina gére >15 ton agirliktaki partiden 30 kg’lik yani 3 adet
10 kg’lik 6rnekler almarak, 300 g’lik 100 alt 6rnege boliinmektedir. Bu 6rnekler
daha sonra aflatoksin analizi icin kullanilmaktadir (Gilbert ve dig., 2005).

ABD’de FDA gidalar ve yemlerle ilgili olarak aflatoksin miktarlarini, Brezilya
findigy, yerfistifl, yerfistig1 iirtinleri ve antepfistiginda AFB; limitini 20 ppb
(ng/kg) olarak belirlemigtir. Siit ve siit iiriinlerinde aflatoksin M; limiti ise 0.5 ppb
(ng/kg)’dr (Jay ve dig., 2005). FDA tarafindan belirlenen toplam aflatoksin

limitleri tablo 2.8’te gosterilmigtir.

Tablo 2.8: FDA Tarafindan Belirlenen Toplam Aflatoksin Limitleri (Wood ve dig.,

2003)
Izin verilen maksimum

Uriinler toplam AF miktari(ppb)
Siit disinda, insanlarin tiiketimine sunulan biitiin 20
gidalar
Yavru ve siit veren hayvanlar 20
S1g1r,domuz ve kanath yemleri 100
Eriskin domuz ve sigir yemleri 300
Siit 0.50

Tiirk Gida Kodeksi 2002/63 no’lu tebligine gore findik, yer fistig1 ve diger yagh
kuru meyveler, yaglh tohumlar, incir iziim ve kurutulmus meyveler ve bunlardan

iiretilen islenmis gidalarda maksimum mikotoksin seviyeleri aflatoksin B icin 5
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ppb, toplam aflatoksin(B1, By, Gi, Gy) i¢in 10 ppb seklinde belirlenmistir (Anonim,
2002b). Tiirk Gida Kodeksi 2002/63 no’lu tebligine gore gidalarda bulunmasi

gereken maksimum aflatoksin seviyeleri tablo 2.9’da gosterilmistir.

Tablo 2.9: Tiitk Gida Kodeksi 2002/63 No’lu Tebligine Gore Gidalarda
Bulunmas: Gereken Maksimum Aflatoksin Seviyeleri (Anonim, 2002b).

. Maksimum aflatoksin(ppb) seviyesi
Gida Maddesi B, B+B,1G11G, M,
Findik, yer fistif1 ve diger yagh kuru
* imeyveler,yagli tohumlar, incir iiziim ve 5 10
. kurutulmus meyveler ve bunlardan
tiretilen iglenmis gidalar
Tahillar (karabugday dahil) ve tahil 2 4
lirtinleri
Siit 0.05
Siit tozu 0.50
Peynir 0.25
Bebek mamalari ve devam formiilleri
i 0.05
(siit bazli)
Bebek mamalar: ve bebek gidalari 1 2
Baharat 5 10
Diger gida maddeleri 5 10

2.4.2 Kuru incirlerde kiif gelisimi ve aflatoksin olusumuyla ilgili yapilan

calismalar

1972 yilinda Danimarka’ya ihra¢ edilen kuru incirlerde 938 ppb aflatoksin
bulundugu belirlenmistir.1973-1974 yillarinda ABD’ye ihrag edilen 38 parti kuru
incirden ticiinde aflatoksin bulundugu nedeniyle Tiirkiye’ye iade edilmistir. Yapilan
analizler sonucu ABD’ye ihra¢ edilen 106 incir partisinden sadece 1 tanesinde 10

ppb diizeyinde aflatoksin bulundugu saptanmstir (Var ve dig., 2001).

Isve¢’te kuru incirde yapilan analizler neticesinde Isve¢ Ulusal Gida Heyeti
(Swedish National Food Administration) tarafindan 14 kasim1988’de iilkede kuru

incir satisi yasaklanmgtar.

Danimarka’da tiiketilen kuru incir ve ezmesinden alinan 31 6rnegin sekizinde 10
g/kg aflatoksin tespit edilmis ve 26 kasim 1988’te iilkede Tiirk kuru incir tiiketimi
yasaklanmigtir (Var ve dig., 2001).
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Boyacioglu ve dig.(1989), 1985-1986 yillar1 arasi Isvicre’ye ihrac edilen Tiirk kuru
incirlerin aflatoksin icerdigini belirtmistir. Bunun iizerine kuru incirler, kurutma,
depolama ve ambalajlama asamalarinda toplanarak analiz edilmistir. 1986 mahsulii
kuru incirler; kurutma asamasinda 206 Ornek, depolama 64 Ornek ve isleme
agsamasmda 14 Ormek Ege Bolgesinden toplanmustir. Omekler ince tabaka
kromatografi yontemiyle incelenmistir. Kurutma agafnasmda toplanan orneklerin
8inde ortalama 112.3 ng/g aflatoksin B;, 50.6 ng/g B,, 61.4 ng/g G; tespit
edilmigtir. Igléme ve depolama asamasinda toplanan orneklerde aflatoksine

rastlanmamuistar.

Ozay (1989), cesitli incir bahgelerinden ve isletmelerinden aldig: 1988 yil1 {iriinii
103 incir numunesinin nem icerikleri, su aktivitesi(ay) degerlerini ve aflatoksin
igeriklerini incelemis ve incir 6rneklerinin %29 unda 0.5-63 ppb aflatoksin By, 0.5-
37-7 ppb aflatoksin B,, 0.5-78.3 ppb aflatoksin G;, 0.5-12.5 ppb aflatoksin G

saptamigtir .

Sharman ve dig.(1991), Ingiltere’de yaptiklar caligmalarda 1988 Kasim-1989 Ocak
tarihleri arasmnda Tiirkiye’den ithal edilen kuru incir ve kuru incir ezmesinden
aldiklar1 6reklerin  %24’iiniin 165 pg/kg toplam aflatoksin icerdigini saptamugtir.
Kuru incir numuneleri 20 kg lik numuneler (20 alt drnek igeren) halinde , incir
ezmesi ise 5 kg'lik (20 alt 6rnek) numuneler halinde test edilmistir. Orneklerdeki
aflatoksin miktar1 IAK floresan dedektér-HPLC cihaza ile analiz edilmistir.
Caligma sonunda 112 parti incir ezmesinin %11°i ve 93 parti kuru incirin %9 unun
40 ug/kg toplam aflatoksin igerdigi saptanmistir. Bu gézetim programi sonucunda
14 parti incir Tiirkiye’ye iade edilmistir .

Steiner ve dig.(1993), 160 kg kuru incir iceren partiden aldigi 386 kuru incir
Ornegini incelemis ve 0.2-30 ng/g arasinda degisen konsantrasyonlarda 94

numunede aflatoksin B1, 49 numunede aflatoksin G; saptamiglardir .

2001 yilinda yurticinde tiiketime sunulan kuru incirlerin kiif ve aflatoksin
igeriklerini saptamaya y&nelik yapilan bir ¢aliymada; Adana, Eskisehir, Gaziantep
ve Malatya illerindeki gesitli marketlerden ve pazarlardan, 16 adet ambalajli ve 24
adet ambalajsiz 40 ©6mek cesitli tarihlerde 200 ve 250°glik paketler halinde
toplanmigtir. Ornekler ince tabaka yontemiyle analizlenmis ve ambalajsiz

orneklerden biri UV 15181 altinda yapilan aflatoksin taramasinda pozitif sonug
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vermis ve dogrulama testi sonucu da aflatoksin Bjoldugu kesinlesmistir ( Var ve

dig., 2001).

2001 yilinda yapilan bir diger calismada Erzurum piyasasimdan toplanan 17 kuru
incir numunesi ince tabaka yontemiyle analizlenmis ve 5’inde aflatoksin tesbit
edilmistir. Bu ¢aligmada analizlenen kuru incirlerde toplam aflatoksin miktarlarinin

4.1-33.9 pg/kg arasinda degistigi belirtilmektedir (Erdogan ve dig., 2003).

Senyuva ?é dig.(2005) cesitli illracatgllardan topladiklari, Tiirkiye’den Avrupa
~ Birligi iilkelerine ihra¢ edilen 2003-2004 {iretimi kuru incirlerde okratoksin A ve
aflatoksin varhfim incelemiglerdir. Daha 6nce UV ile ayristirma iglemi yapilmig
kuru incir numunelerini iceren her bir konteynirdan 6nce 3 adet 10 kg’lik 6rnek
(toplam 30 kg) alinmustir. Herbir 10kg’lik 6rnek kendi iginde homojenize edilmistir.
Herbir 10 kg’lik incir ezmesi 6rnedi, 3 esit parcaya ayrilarak (yaklagik 3.33 kg)
bunlarin her biri aflatoksin analizi i¢in kullanilmigtir. Bunun yaninda 2004 yilinda
yerel marketlerden rastgele alinan 1 kg’lik kuru incir numuneleri de incelenmistir.
Aflatoksin analizi JAK HPLC/floresan dedektorii ve kolon sonras: tiirevlendirme
cihazi (kobra cell) ile yapilmustir. Geri kazanim i¢in 20 6rnek igeren her yigmdan
alinan 1 6rnege 10ng/g aflatoksin agilanmigtir. 20 6rnekten biri sahit numune, bir
ornek ise kontrol numunesi olarak kullanilmistir. Metodun kabul edilebilir olmas:
icin sahit numunenin 0.lng/g’den az ve asilanmis orneklerin %85°ten fazla

aflatoksin geri kazanimi gostermesi gerektigi belirtilmistir (Senyuva ve dig., 2005).

Bu ¢alisma sonunda 2003 yilinda iiretilen kuru incirlerde 58 &rnekten 9’unda 35.1
ng/g aflatoksin B; saptanmustir. 2004 yilinda iiretilen kuru incirlerde ise 41
ornekten 18 Ornekte 20.6ng/g aflatoksin B; saptanmigtir. Piyasadan aldiklar1 20

kuru incir numunesinde aflatoksine rastlanmamigtir (Senyuva ve dig., 2005).

Iamanaka ve dig. (2005) Brezilya’da yaptiklar1 bir calismada Arjantin, Sili, Iran ve
Tiirkiye kokenli siyah kuru izim, beyaz kuru iiziim ve kuru incir numunelerini
cesitli marketlerden toplayarak nem igerikleri, kiif floras1 ve aflatoksin igeriklerini
incelemislerdir. Toplahan numunelerdeki aflatoksin miktarlart AOAC metodu, JAK
yiiksek basing siv1 kromatografi cihazi ile analizlenmistir. Herbir érnekten yaklasik
500 g numune analiz igin kullamlmistir. Orneklerde A.flavus ve A.parasiticus
kiifleri izole edilmistir. Kuru incirlerde A.flavus gelisimiyle beraber aflatoksin

olusumu gozlenmistir. Kuru incir numunelerinin sekizinde 0.3 pg/kg‘dan az,

24



10’unda 0.3 ile 2.0 pg/kg aras1 degerde aflatoksin B; ve B;‘ye rastlanmistir. Kuru

incir numunlelerinin birinde 1500 pg/kg aflatoksin B saptanmusgtur.

2.4.3 Kuru incirde mikotoksin olusumunun énlenmesi

Coksoyler ve dig.(1991), kuru incirde 0, 3, 5 ve 10kGy’lik 1sinlama ile A.flavus
gelisiminin 6nlenebilecegini gﬁétermi@tir.

- Igbal ve Altug (1992), SO, gazi, 1s1, UV 1181 (365nm) ve hidrojen peroksit
uygulamasmm incirde bulunan aflatoksinler iizerine etkilerini arastirmislardir. 100
- ppb toplam aflatoksin (B1,B2,G1,G3) ilave edilmis kuru incir drnekleri, 2000 ppm
SO, gazi uygulanmis incirlerin 65°C’de, %0.2 hidrojen peroksit ¢Ozeltisi ile
muamele edilmesi ile kuru incir &rneklerindeki toplam aflatoksin oraninda %95

azalma meydana gelmistir.

Uriinde aflatoksin olusumunun 6nlenmesi oncelikle kiif gelisiminin dnlenmesini
gerektirmektedir. Hasat sonrasi iriiniin yeterli derecede kurutulmasi da kiif

gelisiminin 6nlenmesinde etkilidir (De Vries, 1997).

Ozay ve Alperden(1991), incirlerin sodyum metabisiilfit, potasyum metabisiilfit,
potasyum sorbat, 100°C’de sicak su uygulamasi ve solar kurutma iglemi ile kiif ve

aflatoksin miktarinin azaltilabilecegini belirtmislerdir .

Proses swasinda uygulanan fiziksel islemlerin aflatoksin  olusumunun
Onlenmesindeki etkileri cesitlidir.Yikama ve aywrma islemleri ile aflatoksin igeren
tiriinlerle icermeyenler ayrilabilmektedir. Misirda uygulanan 1slak 6giitme ile az
miktarda aflatoksin uzaklagtirilabilmigtir. Kuru Ogiitme ile bugday unundaki
aflatoksin miktar1 azalmistir. Sulu soliisyonlarda kaynatma, otoklavlama ve farkli
metodlar kullanarak isleme ile gida iirlinlerinde 1s1 uygulamasim aflatoksinler
tizerindeki etkileri incelenmigs ve aflatoksinler tamamen yokedilememistir. Pek ¢ok
calisma sonucunda kavrulmus fistik, mikrodalga islemi ile kavrulmus fistik, misir
ve kahve gibi iiriinlerde kavurma isleminin aflatoksin miktarmin azaltilmasmda
etkili oldugu gosterilmistir. Isinlamanin aflatoksinler iizerinde etkisinin

bulunmadif belirtilmektedir (De Vries ve dig, 2002).

Aflatoksinlerin azaltilmasinda kullanilan aktive olmus karbon ve kilin sulu
¢ozeltide bulunan aflatoksinleri bagladig:, aminosilikatlarin ise yaglarda ve hayvan

yemlerinde etkili oldugu gosterilmistir. Fermentasyonun aflatoksinler iizerine etkisi

25



incelenmis ve birada aflatoksin B; miktarinda %70-80 oraninda azalma
gortilmistiir. Rhizopus oryzae ve R.oligosporus fermentasyonla siklopentan
halkasim1 degisiklige ugratarak aflatoksin B; den 18 kat daha az toksik olan
aflatoksikol A ya doniigtiiriirler. Bu reaksiyonun geri déniisiimli oldugu
belirtilmektedir (Janssen ve dig., 1997)

Laktik asit fermentasyonunda, pH 4.0’te, aflatoksin B; daha az toksik olan
-aflatoxin Bya’ya doniisiir. Bu degisiklikler aflatoksin molekiiliiniin toksititesini
azaltmakta, fakat molekiiliin tamamen inaktive edilmesi ancak lakton halkasmin
koparilmas: ile miimkiin olmaktadir. Bu reaksiyon aflatoksin molekiiliiniin 366
nm’de floresan kaybma neden olmaktadw. Olusan floresan kaybi mutajenitenin

azalmasi ile iligkilendirilmektedir (Janssen ve dig.,1997)

Amonyak uygulamasmin musir, fistik, pamuk tohumu ve yemlerde iyi sonug verdigi
belirtilmistir. %0.5-2.0 oraninda amonyak ile birlikte 45-55 psi basing, %12-16
nemde 80-100°C sicaklik uygulamasmn oldukca etkili oldugu gosterilmistir.
Amonyak islemi ile aflatoksinin toksititesi azalmaktadir. Yiiksek sicaklikta
ekstraksiyon, izolasyon ve saflagtirma iglemleri ile aflatoksin molekiilii toksik
olmayan daha kiiciik bilesiklere doniigmektedir (De Vries ve dig, 2002).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Materyal
- 3.1.1 Incir 6rnekleri

(;ahgmada kullamlan incir 6rnekleri 2003-2004 yillarinda Ege Bﬁlgesinde; 7 farkhi
Bolgeden kurutma asamasindaki incirlerden temin edilmistir. Orneklerin temin
edildigi Bélgeler; Germencik, Erbeyli, Incirliova, Soke, Selcuk, Ortaklar, Torbalr’
dir. Toplam 44 adet kuru incir 6rnegi, 6mekleme planina uygun olarak alindiktan
sonra 4°C’de kontrollu kosullarda laboratuara ulastirlmistir. Kuru incir

Orneklerinin toplandig1 Bolgeler tablo 3.10° da gosterilmistir.
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Tablo 3.10: Kuru Incir Orneklerinin Toplandig1 Bolgeler

Sira Ornek Sira Ornek

No. No. Bolge No. No. Bolge

1 1-03* Germencik 23 29-03 Incirliova
2 3-03 “ 24 54-03 “

3 4-03 -~ |“ 25 68-03 “

4 6-03 “ 26 40-04 “

5 112-03 “ 27 41-04 “

6  |26-03 “ 28 36-03 Ortaklar
7 56-03 “ 29 52-03 “

8 62-03 |« 30 33-04 |«

9 6503 | 31 42-04 |«

10 2-04* “ 32 43-04 “

11 3-04 “ 33 44-04 «

12 9-04 “ 34 21-03 Soke
13 11-04 « 35 61-03 “

14 30-04 “ 36 19-04 “

15 8-03 Erbeyli 37 22-03 Selcuk
16 11-03 «“ 38 35-03 “

17 19-03 “ 39 69-03 “

18 64-03 “ 40 12-04 «“

19 9-03 Incirliova 41 42-03 Torbali
20 10-03 “ 42 70-03 ¢

21 14-03 “ 43 71-03 «“

22 20-03 « 44 4-04 “

*.03: 2003 yili 6rnekleri
-04: 2004 yil1 6rnekleri

3.1.2 Ekipman

ELISA analizi i¢in gerekli Romer Lab. AgraQuant®1-20 ELISA test kiti Pera
Medikal Ltd.Sti. adli firmadan saglanmustir.

ELISA kitlerini ytkamada kullanilan Biotek® ELx 50 Auto Strip Washer yikayici
ile kitlerin analizlendigi Biotek® ELx 800 Universal Microplate Reader ELISA

okuyucu hazirlanmastir.

Caligmada kullanilan stomaher cihazi, blendir, terazi (3000g kapasiteli), su

banyosu, azot gazi diizenegi, vorteks, hava kabarcig: giderici cihaz hazirlanmustir.
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Maksimum 100ng aflatoksin B, kapasitede ve en az %80 aflatoksin B;, B,, G; ve en
az %60 aflatoksin G, geri kazanimi saglayan Vicam Aflatest®P immiinoafinite

kolon, Deryalar Analitik Cihazlar1 Ltd.Sti. adli firmadan saglanmistir.

Agilent 1100 serisi manuel enjektdr, Kuarterner pompa, Microvakum gaz giderici,
ve floresan dedektor ile Agilent 1100 serisi HPLC cihazi, ve Kobra cell cihazi
Agilent firmasmdan saglanmisti. HPLC kolonu, Supelco 250x4.6mm, Sum
-+ partikiil caplh, ODS Hypersil ters faz C18 kolon aym firmadan tedarik edilmistir.

Calismada kullanilacak Aflatoksin standartlar1 (supelco) Deryalar Analitik
Cihazlan Ltd.Sti. adli firmadan tedarik edilmistir. V

3.1.3 Kullanilan cozeltiler
3.1.3.1 Aflatoksin standart c¢ozeltisi

0.3 pg/ml Gy, 1 pg/ml Gy, 0.3 pg/ml By, 1 pg/ml B, aflatoksin igeren, metanol
icinde ¢Oziinmils, 1ml aflatoksin standardi, 10ml’lik balonjojede metanolle
¢izgisine kadar tamamlanarak, 100 ng/ml B; ve 100 ng/ml G; ile 30 ng/ml B, ve
30ng/ml G, iceren aflatoksin standart ¢dzeltisi hazirlanmustir.

3.1.3.2 HPLC kalibrasyon c¢ozeltisi

Aflatoksin standart ¢ozeltisinden sirasiyla 20, 100, 180, 360ul miktarlarda alinarak
4 adet kalibrasyon ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Hazirlanan HPLC kalibrasyon c¢ozeltileri

ve igerdikleri aflatoksin miktar tablo 3.11°de gosterilmistir.
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Tablo 3.11: HPLC Kalibrasyon Cozeltileri ve Icerdikleri Aflatoksin Miktar

Aflatoksin miktar1 (ppb) Kalibrasyon Metanol Saf su
Std.coz.

B; B, |Gy G,

040 | 0.12 [ 0.40 | 0.12 20ul 7 1980u! 3ml

20 [0.60 [2.0 |0.60 100u1 1900u1 3ml

3.60 | 1.80 |3.60 | 1.08 180p1 1820ul 3ml

7.20 {2.16 |7.20 |2.16 360ul 1640ul 3ml

3.1.3.3 Mobil faz

Mobil faz, su/asetonitril/metanol (6+2+3, v/v/v), 110ul %65°1ik nitrik asit, 132 mg
potasyum bromiir (KBr) ile hazirlanmis, filtre edilmis ve gaz gidericide 10 dakika
bekletilerek gazi giderilmistir.

3.2 Metot

Kuru incir numunelerinde ELISA analizi AgraQuant® 1-20 Toplam Aflatoksin testi

prosediiriine gére yapilmigtir (Anonim, 2002c)

Kuru incir numunelerinde HPLC analizi AOAC 999.07 Fistik Ezmesi, Antepfistig1
ezmesi, Incir Ezmesi ve Aci Pulbiber Tozunda Aflatoksin Belirlenmesi resmi
metoduna gore Kolon Sonrasi Tiirevlendirme ile Immunoafinite kolon Sivi
Kromatografi yontemiyle yapilmistir (Journal of AOAC, 2000) (Stroka ve dig.,
2000).

3.2.1 Ekstraksiyon

Incir drnekleri et kiyma makinasinda kiyilarak ezme haline getirilmigtir. Kiyilmis
incirden 300g 6rnek tartilmig ve 4/5 oraminda musluk suyu ilave edilerek stomacher
cihazinda homojenize edilmistir. Homojenize edilmis, bulamac¢ halindeki bu
karigimdan 50g (+0,1) almarak paslanamaz celik blendira eklenmistir. Uzerine 5 g
NaCl ve 300 ml metanol-su (8:2;v/v) ilave edilmistir. Blendir yiiksek devirde 3
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dakika calistmilmistir. Elde edilen karigim Whatman No:4 (20-25um) filtre
kagidindan siiziilerek, filtrat 500ml’lik erlende toplanmistir.

Immiinoafinite (IA) kolon oda sicakligma getirilmigtir. Kosullandirma igin kolona
10ml PBS (phospfat buffer saline, pH 7.4) ilave edilerek, dakikada 2-3ml hizda
kolondan gecirilmistir. Kolonda en az 0.5ml PBS kaldiginda, iizerine 60ml PBS ve
10ml filtrat eklenerek karigmasi saglanmis, kolon muslugu agilarak, dakikada 3ml

hizda kolondan gecirilmistir.

Istenmeyen diger maddelerin uzaklastirilmas: icin, kolona 15ml saf su ilave
edilmistir. Kolona en son enjektorle 10 saniye hava verielerek kalan damlalarin
akmasi saglanmig ve siiziintli atilmigtir. Boylece kolonda sadece aflatoksinlerin

kalmasi saglanmstir.

Immiinoafinite kolon 3ml’lik cam tiipe konmus ve tizerine 0.5ml (500ul) metanol
ilave edilip 1 dak bekletilmistir. Bu siire sonunda kolona 0.75ml (750ul) metanol
daha ilave edilmis ve yercekimi kuvvetiyle ge¢cmesi saglanmustir. Immiinoafinite
kolonda kalan metanol de siringa ile hava vererek kolondan tiipe alip, 35-

40°C’deki su banyosunda, azot gaz: altinda metanol ugurulmustur.

3.2.2 ELISA ile toplam aflatoksin analizi

Ekstraksiyon asamasindan sonra numuneler 1000ul %70’lik metanolde (30/70,
su/metanol) ¢bziinerek ELISA analizi icin hazirlanmigtir. Mavi renkli diliisyon
kuyularma 200’er pl konjugat konmusgtur. Kuyulardan ilk 6 s1 aflatoksin standartlar
digerleri numuneler icin ayrilmistir. 1lk 6 kuyuya sirayla 0, 1, 2, 4, 10, ve 20ppb
toplam aflatoksin igeren 100ul standart ilave edilmigtir. Diger kuyulara sirayla her
bir drnekten 100ul pipetlenmistir. Kuyular hafifce calkalanmistir. Bu karisimdan
100ul almnarak antikor iceren seffaf kuyulara aktarilarak 15 dakika inkiibe
edilmigtir. Bu siire sonunda antikor igeren kuyularin igerigi bosaltilarak saf suyla 5
kez yikanmustir. Kuyular kagit havlu iizerine ters ¢evrilerek kurutulmustur. Her bir
kuyuya 100ul substrat ilave edilmis ve 5 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra
100ul stop soliisyonu eklenmis, kuyularda olusan renk 450nm filtreye sahip ELISA

okuyucuda analizlenmigtir. Numuneler iki paralel olacak sekilde analizlenmistir.
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3.2.3 HPLC ile aflatoksin analizi

Kolon sonras: tiirevlendirme igin gerekli kobra cell cihazi HPLC cihazina monte
edilmisgtir.

Mobil fazin akis hizi 1.000+0.005 ml/dak olacak sekilde ayarlanmistir. Floresans
dedektoriin  eksitasyon dalga boyu 360nm , emisyon dalga boyu 420nm olarak
ayarlanmgtir.

rKob‘ra cell cihazi mobil faz B icin 1.00ml/dak akis hizinda, 100uA akim olacak
sekilde caligtirlmugtir. 100ul standart aflatoksin karigimi HPLC’ye enjekte

edilmistir. Kalibrasyon egrisi hazirlanmastir.

Tutulma zamanlar1 aflatoksin B; igin yaklasik 11 dakika, aflatoksin B, icin 9,
aflatoksin G, icin 8, aflatoksin G, i¢in 6 dakikadur.

Daha once elde edilen ekstrakt 1250 ml metanol ilave edilerek vortekste
karigtinlmigtir. 200ul ekstrakt HPLC cihazina enjekte edilip, standart pikleri ile

numune pikleri karsilagtirilmig ve numunedeki aflatoksin miktar1 hesaplanmustir.

3.2.4 Geri kazanim

4 ng/g aflatoksin B, 1.2 ng/g aflatoksin B,, 4 ng/g aflatoksin G; ve 1.2 ng/g
aflatoksin G, toksin icermeyen incir numunesine katilarak geri kazamm

Olciilmiistiir.

3.2.5 Belirleme limitlerinin dl¢iimii

HPLC analizinde aflatoksinlerin belirlenebilecek en diisiik degerlerini &l¢mek
amaciyla aflatoksin standart ¢ozeltisinden (100 ng/g aflatoksin B; iceren) Tablo

3.12°de verilen miktarlarda almip seyreltilmistir.
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Tablo 3.12: HPLC Yontemi Belirleme Limiti Olgiimii I¢in Hazirlanan Standart
Cozeltilerin Konsantrasyonlan ve Icerdikleri Aflatoksin Miktari

Aflatoksin miktari (ppb) Aflatoksin Cozeltinin son
standart hacmi (ml)
By B2 G Gz gﬁizlrtlilsqifjff;(pl)
0.30 0.09 |0.30 ‘0.09 30 - 1.0
010|003 0.10 0.03 50 | 50
020 006 [020 |006 20 10
0.05 |0.015 |0.05 0.015 25 5.0

3.2.6 Dikkat edilecek noktalar

Aflatoksinler saghk iizerine olan olumsuz etkilerinden dolay: aflatoksin analizleri

sirasinda maske, gozliik, eldiven, bone kullanilmas: gerekmektedir.

Aflatoksinler, giin 1s13mda kolaylikla bozunabildiklerinden aflatoksin analizi
srasmda  kullamlan cam ekipmanlar ve diizenekler ile aflatoksin standart
solusyonlar:, aluminyum folyoya sarilmustir. Asitlerle bozunabildiklerinden,
kullanilan malzemeler (deney tiipler, erlenler) asitle muamele edildikten sonra saf

suyla durulanmagtir.

Aflatoksinlerin deney ekipmanlarindan uzaklagtirilmasi, deney numunelerine
kontaminasyonun 6nlenmesi agisindan gereklidir. Bu amagla aflatoksin ¢alisilan
deney malzelmeleri ve kaplar %10’luk camasir suyu igeren ¢ozeltiyle muamele
edilmigtir (Stroka ve dig., 2000). Daha sonra bulasik deterjam ile yikanarak

durulanmisg ve saf sudan gegirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Boyacioglu ve dig.(1989), 1985—1986 yillar1 aras1 Isvigre’ye ihrag edilen Tiitk kuru
incirlerin aflatoksin igerdiginin belirlenmesi tizerine, 284 kuru incir 6rnegi toplamis
ve analizlenmistir. Kuru incirler aragtiricilar tarafindan kurﬁtma, depolama ve
ambalajlama agamalarinda toplanarak analiz edilmistir. 1986 mahsulii kuru incirler;
‘kurutma agamasmda 206 6rnek, depolama 64 6rnek ve isleme asamasinda 14 6rnek
Ege Bolgesinden toplanmistir. Ornekler ince tabaka kromatografi yontemiyle
incelenmistir. Kurutma agamasinda toplanan Srneklerin 8inde ortalama 112.3 ng/g
aflatoksin Bj, 50.6 ng/g B,, 61.4 ng/g G; tespit edilmistir (Boyacioglu ve Goniil,
1989).

Ozay (1989), cesitli incir bahgelerinden ve isletmelerinden aldigi 1988 yili iiriinii
103 incir numunesinin aflatoksin igeriklerini incelemis ve incir &rneklerinin
%29unda 0.5-63ppb aflatoksin B;, 0.5-37-7ppb aflatoksin B,, 0.5-78.3ppb
aflatoksin G, 0.5-12.5 ppb aflatoksin G, saptamistir (Ozay ,1989) .

Sharman ve dig.(1991), 1988-1989 yillar1 arasinda Tiirkiye’den ithal edilen kuru
incir ve kuru incir ezmesinden aldiklar1 Srneklerin %24 iiniin 165 pg/kg toplam
aflatoksin icerdifini saptamstir. Kuru incir numuneleri 20 kg’lik numuneler
halinde, incir ezmesi ise 5 kg’lik numuneler halinde test edilmistir. Orneklerdeki
aflatoksin miktar1 IAK floresan dedekt6r-HPLC cihazi ile analiz edilmistir.
Calisma sonunda 112 parti incir ezmesinin %11°i ve 93 parti kuru incirin %9’unun

40 png/kg toplam aflatoksin icerdigi saptanmugtir (Sharman ve dig.,1991) .

Steiner ve dig.(1993), 160 kg kuru incir iceren partiden aldign 386 kuru incir
Ornegini incelemis ve 0.2-30 ng/g(ppb) arasinda degisen konsantrasyonlarda 94
numunede aflatoksin B;, 49 numunede aflatoksin G; saptamistir (Steiner ve

dig.,1993).

Var ve dig.(2001), 2001 yilinda yurticinde tiikketime sunulan kuru incirlerin kiif ve
aflatoksin igeriklerini saptamaya y&nelik yaptﬂdarl calismada; Adana, Eskisehir,
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Gaziantep ve Malatya illerindeki cesitli marketlerden ve pazarlardan, 16 adet
ambalajli ve 24 adet ambalajsiz 40 ornek cesitli tarihlerde 200 ve 250g’1ik paketler
halinde toplamigtir. Ornekleri ince tabaka yontemiyle analizlemis ve ambalajsiz
orneklerden birinin UV 15181 altinda yapilan aflatoksin taramasinda pozitif sonuc
verdifi ve dogrulama testi sonucu da aflatoksin B; oldugu kesinlesmistir ( Var ve

dig., 2001).

Erdogan ve dig.(2003), 17 kuru ‘incir numunesinin 5’inde 4.1—33.9 pg/kg arasi
seviyelerde toplam aflatoksin (B1, B2, G1,Gy) tespit etmislerdir.

Senyuva ve dig.(2005), 2003 yili tiretimi 58 kuru incir érneginden 9’unda 35.1 ng/g
aflatoksin By, 2004 yil1 {iretimi 41 kuru incir 6meklerinden 18’inde 20.6 ng/g
aflatoksin B saptamuglardir.

lamanaka ve dig.(2005), Arjantin, $ili, Iran ve Tiirkiye kkenli siyah kuru iiziim,
beyaz kuru iiziim ve kuru incir numunelerini cesitli marketlerden toplayarak
aflatoksin iceriklerini  incelemiglerdir. Toplanan numunelerdeki aflatoksin
miktarlar1 AOAC metodu, IAK yiksek basng sivi kromatografi cihazi ile
analizlenmigtir. Herbir 6mekten yaklagik 500g numune analiz icin kullanilmustir.
kuru incir numunelerinin 8inde 0.3 pg/kg’dan az, 10’unda 0.3 ile 2.0 pg/kg aras
degerde aflatoksin B; ve B, belirlemislerdir. Kuru incir numunlelerinin birinde

1500 pg/kg (ppb) aflatoksin By saptanmustir.

Caliymamizda HPLC ve ELISA yontemleri birlikte uygulanarak elde edilen
degerler karsilagtirilmastir. Buna gore, 7 farkli bolgeden 2 yil iist tiste temin edilen
44 drnegin HPLC ile analiz edilmesi sonucu 11°inde 0.06-763.24 ppb aras1 degisen
oranlarda toplam aflatoksin tespit edilmigtir. ELISA ile analiz ettigimiz 44 6rnegin

14’iinde aflatoksin tespit edilmistir.

Kuru incirlerde aflatoksin belirlenen 6rnek sayilarimin ELISA ve HPLC
yontemlerindeki dagilimmin kargilagtiriimasina bakacak olursak, ELISA ile analiz
edilen, 2003 yilina ait 30 incir 6meginin 9’unda, 1.38-49.20ppb aras1 oranlarda;
2004 yilma ait 14 incir 6meginden 5’inde, 1'.26-48.62ppb aras1 miktarlarda

aflatoksin saptanmuastir.

HPLC ile analiz edilen, 2003 yilma ait 30 kuru incir 6rneginin 9’unda, 0.23-
763.24ppb aras1 degisen oranlarda toplam aflatoksin tespit edilmistir. HPLC analizi
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ile 2004 yilina ait 14 kuru incir meginden 2’sinde sirayla, 33.91 ile 4.22ppb

miktarlarda aflatoksin saptanmustir.

HPLC yontemine gore pozitif ¢ikan orneklerde bolgelere gore aflatoksin dagilimina
bakacak olursak, Germencik ilgesinden toplanan 2003 yilma ait 9 numunenin
2’sinde, Erbeyli’den toplanan 4 numunenin 2’sinde, Incirliovadan alman 7 6rnegin
I’inde, Stke’den alman 2 6megin 1’inde, Selguk’tan alinan 3 Ornegin 1’inde,
Tobalr’dan alman 3 ornegin- 2’sinde aflatoksin saptanmustir. Séke’den alinan

orneklerde aflatoksin saptanmamustir.

Germencik ilgesinden toplanan 2004 yilina ait 5 drnegin 1’inde, Torbali’dan aliman
1 ornekte aflatoksin saptanmig, Incirliova, Ortaklar, Soke ve Selcuk’tan alman

2004 yilna ait numunelerde aflatoksin saptanmamusgtir.

HPLC analizinde aflatoksin belirleme limitleri aflatoksin B; 0.10ng/ml, aflatoksin
G; 0.10ng/ml, aflatoksin By 0.09ng/ml, aflatoksin G, 0.09ng/ml olarak
belirlenmistir. HPLC analizinde aflatoksin belirleme limitleri tablo 4.13’te

gosterilmistir.

Tablo 4.13: HPLC Analizinde Aflatoksin Belirleme Limitleri

Aflatoksin HPLC yontemi aflatoksin
belirleme limitleri (ppb)
B, 0.10
B, 0.09
G 0.10
G, 0.09
Toplam AF 0.38

HPLC analizinde geri kazamim degerleri, aflatoksin B; 4.05ng/ml, aflatoksin B,
1.22ng/ml, aflatoksin G; 3.11ng/ml, aflatoksin G, 0.80ng/ml ve toplam aflatoksin
9.18ng/ml olarak belirlenmistir. HPLC yonteminde geri kazanim degerleri tablo

4.14’te gosterilmistir.
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Tablo 4.14: HPLC Yonteminde Geri Kazanim Degerleri

HPLC yontemi
Aflatoksin Astlanan
aflatoksin Aflatoksin geri kazamim | Aflatoksin %  geri
miktar,ppb degerleri (ppb) ' kazamim degerleri
B; - 4.0 4.05 101.25
B, 1.20 1.22 | _ 101.70
G 4.0 3.11 71.75
G, 1.20 0.80 67.0
Toplam AF 10.40 9.18 88.27

HPLC ybntemine gore aflatoksin Bi, B, Gi, ve Gy’nin kalibrasyon grafikleri

belirlenmisgtir.

60 - y =7,5099x + 1,5529
R? =0,0674

50 -
40

30 -

Alan

20 1

10

o
J

Miktar(ppb)

Sekil 4.4: Aflatoksin B;’in Kalibrasyon Grafigi
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30 y = 12,476 + 0,5483
o5 | R = 0,9750
20 |
=
10 -
5 N
o T T T T 1
0 05 1 15 2 2,5
Miktar(ppb)

Sekil.4.5: Aflatoksin B, nin Kalibrasyon Grafigi

25 y =3,084x +0,8213
R? =0,9784

Alan

Miktar(ppb)

Sekil 4.6: Aflatoksin G; in Kalibrasyon Grafigi
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y =3,1653x +0,0773
R? =0,9803

Alan

0 0,5 1 1,5 2 2,5
~ Miktar(ppb)

Sekil 4.7: Aflatoksin G, nin Kalibrasyon Grafigi

Aflatoksin B, B,, G; ve Gz,nin kalibrasyon grafikleri sekil 4.4., 4.5., 4.6 ve 4.7°de
gosterilmistir.

HPLC ve ELISA analizi sonucu incelenen 44 kuru incir numunesinde degisen
oranlarda aflatoksin belirlenmigtir. ELISA yontemi ile analiz edilen 44 numunenin
14’iinde aflatoksin saptanirken, HPLC yontemi ile analiz edilen bu orneklerin
11’inde aflatoksin belirlenmistir. Cesitli Bélgelerden toplanan 2003-2004 yilina ait
kuru incir numunelerinin HPLC analizi sonucu aflatoksin By, B2 G1, G, ile toplam
aflatoksin miktarlar1 ve ELISA analizi sonucu toplam aflatoksin miktarlar: tablo

4.15’te gosterilmistir.
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Cesitli bdlgelerden toplanan 2003 yilma ait kuru incir 6meklerinde HPLC ve
ELISA yontemi ile elde edilen aflatoksin bulgular: tablo 4.16’da gésterilmistir.

Tablo 4.15: 2003 Yilina Ait Kuru Incir Omeklerinde HPLC ve ELISA Yéntemi ile

Aflatoksin Bulgulari
ELISA
: HPL.C yOntemi | yontemi
Sira | Ornek ' Topla |Toplam -
no |no Bolge B, B, Gy G, m AF |AF, ppb
1{1-03 Germencik | 0 0 0 0 |0 <1.0
2|3-03 | 0 0 0 0 . 0 <1.0
3(4-03 | “ 0 0 0 0 0 <1.0
416-03 | 0 0 0 0 0 <1.0
5(12-03 | “ 0 0 0 0 0 <1.0
6|26-03 | « 2.93 0.12 0 0 3.05 12.99
7({56-03 | “ 0 0 0 0 0 <1.0
8162-03 | « 0 0 0 0 0 <1.0
9{6503 | ” 0.08 0 0.15 0 0.23 1.38
10|8-03 | Erbeyli 2.69 0.52 1.12 0 4.33 15.40
11/11-03 | * 0 0 0 0 0 <1.0
12119-03 | « 0 0 0 0 0 <1.0
13164-03 | “ 1.23 0.32 0.36 0 1.91 9.54
1419-03 | Incirliova |0 0 0 0 0 <1.0
15)10-03 | 0 0 0 0 0 <1.0
16114-03 | « 0 0 0 0 0 <1.0
17120-03 | “ 0 0 0 0 0 <1.0
18129-03 | « 0 0 0 0 0 <1.0
1915403 | “ 0 0 0 0 0 <1.0
20(68-03 | “ 356.09 [3.75 192.84 |0 552.67 [49.20
21[36-03 | Ortaklar 0 0 0 0 0 <1.0
22152-03 | “ 0 0 0 0 0 <1.0
23121-03 |Soke 0 0 0 0 0 <1.0
24161-03 |Soke 696.25 |3.50 63.49 |0 763.24 |49.08
25[22-03 |Selguk 0 0 0 0 0 <1.0
26|35-03 0 0 0 0 0 <1.0
27169-03 |~ 156.04 {16.73 |0 0 172.77 |47.93
28|42-03 |Torbali 1.32 0.50 0 0 1.82 6.09
29]70-03 |“ 0.32 0 0 0 0.32 2.07
30(71-03 |“ 0 0 0 0 0 <1.0

2004 yilna ait kuru incir drneklerinde HPLC ve ELISA yoéntemi ile aflatoksin
bulgular tablo 4.17’de gosterilmistir.

40



Tablo 4.16: 2004 Yilna Ait Kuru Incir Orneklerinde HPLC ve ELISA Yontemi ile

Aflatoksin Bulgulari
ELISA
HPLC yontemi yontemt
Sira | Ornek ' Toplam |Toplam AF,
no |no Bolge B, B, €7 G, AF ppb
112-04 |Germencik |0 0 0 0 0 <1.0
213-04 | 30.46 (345 |0 0 33.91 48.62
319-04 | 0 0 0 0 0 <1.0
4111-04 |« 0 0 0 0 0 <1.0
5/30-04 |« 0 0 0 0 0 <1.0
6|40-04 |Incirliova |0 0 0 0 0 <1.0
7141-04 |« 0 0 0 0 0 1.38
8133-04 |Ortaklar 0 0 0 0 0 <1.0
9142-04 | 0 0 0 0 0 <1.0
10(43-04 |“ 0 0 0 0 0 1.26
11(44-04 |« 0 0 0 0 0 <1.0
12119-04 |Soke 0 0 0 0 0 <1.0
13|12-04 |Selguk 0 0 0 0 0 1.26
1414-04 |Torbali 232 1023 (146 |0.21 [4.22 35.86

ELISA ve HPLC ile analiz edilen 2003 yilma ait 30 kuru incir drneginin 9’unda
toplam aflatoksin belirlenmistir. ELISA ile analiz edilen 2004 yilina ait 14 kuru
incir numunesinin 5’inde toplam aflatoksin belirlenirken, HPLC ydntemine gore bu
Orneklerin 2’sinde toplam aflatoksin saptanmistir. Kuru incirlerde aflatoksin
belirlenen &mek sayillarmin ELISA ve HPLC yontemlerindeki dagilimmm

kargilastirilmasi tablo 4.18°de gosterilmisgtir.
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Tablo 4.17: Kuru Incirlerde Aflatoksin Belirlenen Ornek Sayilarimn ELISA ve
HPLC Yontemlerindeki Dagihmimnm Karsilagtirilmasi

Aflatoksin Iceren Omek Sayisi

Toplam | Pozitif
Orgek Ornek TOPLAM
Sayis1 | Sayisi B By G G, |AF
2003 30 |9 T R
2004 14 |5 - - - |5
ELISA |TOPLAM |44 14 - - - - 14
2003 30 |9 SRS A VS ST
2004 14 2 - 2 2 1 1 )
HPLC |TOPLAM |44 11 11 9 5 1 11

HPLC ybntemine gore pozitif ¢ikan 6rneklerde bolgelere gore aflatoksin dagilimina

bakacak olursak Germencik’ten toplanan 2003 yilma ait 9 6rnekten 2’sinde(%22),

Erbeyli’den alman 4 omnegin 2’sinde (%50), Incirliova’dan alman 7 &megin

I’inde(%14.3), Soke’den almman 2 6rnegin 1’inde (%50), Selcuk’tan alman 3

ornegin 1’inde (33.3) ve Torbali’dan alinan 3 &rnedin 2’sinde (%66.6) aflatoksin

belirlenmistir. Germencik’ten toplanan 2004 yihna ait 5 drnekten 1’inde (%20) ve

Torbal’’dan alinan 1 &rnekte (%100) aflatoksin belirlenmistir. HPLC y&ntemine

gore pozitif c¢ikan orneklerde bolgelere gore aflatoksin dagilimi tablo 4.19°da

gOsterilmisgtir.
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Tablo 4.18: HPLC Yontemine Gore Pozitif Cikan Orneklerde Bolgelere Gore

Aflatoksin Dagilim
2003 yila 2004 yili Toplam
' Pozitif
Ornek
| v . Sayisi/To
Ornek | Pozitif Ornek . | Pozitif plam
Sayis1 | Ornek Sayis1 | Omek Ornek
Bolgeler Sayis1 | % Sayis1 | % Sayisi %o
Germencik
9 2 22.2 5 1 20.0 3/14 (2142
Erbeyli
4 2 50 - - - 2/4 50
Incirliova
7 1 14.3 2 - - 1/9 11.1
Ortaklar
2 - - 4 - - 0/6 -
Soke
2 1 50 1 - - 1/3 33.3
Selcuk
3 1 33.3 1 - - 1/4 25.0
Torbal1
3 2 66.6 1 1 100 3/4 75.0

HPLC analizi sonucu 6rneklerin (2003 ve 2004) 6’s1 yasal limitin (Toplam F>4ppb)
lizerinde toplam aflatoksin icermektedir. Bolgelere gore inceleyecek olursak
Germencik’ten alman ve pozitif ¢ikan 3 6rnegin 1’i, Erbeyli’de pozitif cikan 2
ormegin 1’i, Incirliova’da 1, Séke’de 1, Torbali’dan alman ve pozitif ¢ikan 3
Ornedin 1’1 yasal limitin {izerindedir. Bagka bir deyisle Germencik Bélgesine ait
aflatoksin igeren orneklerin %33.3’i, Erbeyli’ye ait aflatoksin iceren orneklerin
%50’si, Incirliova, Soke ve Selguk Bélgesine ait pozitif ¢ikan Sreklerin %1007 ile
Torbali Bélgesine ait pozitif ¢ikan drneklerin %33.3’ii limitin iizerindedir. HPLC
yontemine goére yasal limitlerin (Toplam AF>4ppb) iizerinde aflatoksin iceren
2003-2004 yillarma ait 6rneklerin bolgelere gére aflatoksin dagilim tablo 4.20’de

gosterilmistir.
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Tablo 4.19: HPLC Yontemine Gore Yasal Limitlerin (Toplam AF>4ppb) Uzerinde
Aflatoksin Igeren 2003-2004 Yillarma Ait Orneklerin Bolgelere Gore

Aflatoksin Dagilimu
Yasal Limitlerin
(Toplam AF>4ppb)
Uzerinde aflatoksin i iceren 2003-2004 yillararina ait Srnekler
Bolgeler Ornek sayis1 | Ornek sayisv/toplam %
pozitif 6rnek sayisi
Germencik ' ' ‘
1 . 1/3 33.3
Erbeyli .
1 1/2 50
Incirliova . 100
1 1/1
Ortaklar
Soke
1 1/1 100
Selcuk
1 1/1 100
Torbal1
1 1/3 33.3

ELISA ile olgtiigiimiiz toplam aflatoksin degerleri HPLC ile elde ettigimiz
degerlerden oldukga yiiksektir. ELISA analizi ile elde ettigimiz toplam aflatoksin
miktarlarinin  yiiksek olusu biiyikk olgiide antikorlara baglanabilen, aflatoksin
olmayan diger maddelerden kaynaklaniyor olabilir. Ayrica ELISA analizinde
kullamilan kitlerde kuyularin birbirine yakin olusu kontaminasyon riskini
artirmaktadir. Bunun yaninda ELISA analizinde $l¢iim limitleri icinde pozitif deger
elde edilen 6meklerin HPLC’deki 6lciimleri sonucu aflatoksin tespit edilmesi,

ELISA’nin tarama amacli kullanilabilecegini g6stermistir (Patel, 2004).

ELISA’da belirleme limitleri oldukca yiiksekken (9 ppb) (Patey ve dig., 1992)
HPLC’de B; igin 0.10 ppb, G; igin 0.10 ppb, B, i¢in 0.09 ppb, G, icin 0.09 ppb
aflatoksin belirleme limitlerinin oldukga diigiik olusu, HPLC’nin daha iyi sonuglar

vermesini saglamaktadir.
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5. SONUC

Aflatoksinler toksik ve kanserojen bilesikler olmalari nedeniyle incirde tespit
edilmeleri bilyiik 6nem tagimaktadir. Aflatoksinlerin gidalarda en diisiik seviyelerde
tespit edilmeleri gerekmektedir. Bunun ig¢in uygun Ornekleme metodu, &rnek
hazirlama ve analiz metodlarinin secilmesi ve uygulanmasi gerekmektedir.
Aflatoksinlerin analiz yontemleri c¢esitlidir. Aflatoksinler TLC, HPLC gibi
kromatografik yontemlerin yanisira, IAK, ELISA gibi immiinolojik y6ntemlerle de
analizlenebilmektedir. ELISA y&ntemi ucuz maliyetli olusu ve kisa siirede sonug
vermesi nedeniyle kullanimi olduk¢a yaygindir. HPLC ydnteminin, kesinlik ve

hatasizlik orani yiiksektir ve bu yontem gesitli iiriinlere uygulanabilmektedir.

Gegmis yillarda ihracatta ve yurt iginde tiiketimde incirde aflatoksin varhigiyla ilgili
cesitli sorunlar yasanmistir. Incirde aflatoksinle ilgili yapilan galismalar cesitlidir.
Pek cok arastirict incirde aflatoksin varligint incelemis ve c¢esitli bulgular elde

etmislerdir.

Calismada 7 ayrt bodlgeden toplanan kuru incir numuneleri ELISA ve IAK
saflastirma HPLC ile analizlenmis iki yontem arasinda farkli sonuglar elde
edilmistir. ELISA y&ntemi ile analiz edilmis kuru incir 6rneklerinin 14’tinde, HPLC
yontemiyle analiz sonucu incir numunelerinin 11°inde aflatoksin tespit edilmistir.
Elde ettigimiz sonuglar neticesinde ELISA’nin kisa siirede sonug¢ veren, tarama

amach kullanilabilecek, bir yontem oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen veriler sonucunda ilkemizde sik tiiketilen bir meyve olan kuru incirin
iiretimi sirasinda aflatoksin olusumunun &nlenmesine yonelik onlemlerin alinmasi

gereklidir.
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EK A: YUKSEK BASINCLI SIVI KROMATOGRAFiSi METODU SONUC
KROMATOGRAMLARI

TIDT A B30, En=20 (¥ LAWSTOO00.0). -~
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Sekil A.1: HPLC Aflatoksin Standarti Kromatogrami
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Sekil A2: 04.03 no’lu Incir Numunesinin HPLC Kromatogrami
FLDT A, Bx=300, Em=420 (AF LANNCD4033.0)
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Sekil A3: 06.03 no’lu Incir Numunesinin HPLC Kromatogrami
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A B30, Emedz0 (AFLAINCOR3T.0)

Sekil A4: 08.03 no’lu Incir Numunesinin HPLC Kromatogram

~ FLDT A Ex=300, Em=420 (AF LAINC26031.0)

2 4 : 8 S T :

T
~:12-min

Sekil A5. 26.03 no’lu Incir Numunesinin HPLC Kromatogrami
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Sekil A6: 42.03 no’lu Incir Numunesinin HPLC Kromatogrami

~ TIDTA Bx=00, Eme=420 (AF AUNCS1030.0)
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Sekil A7: 61.03 no’lu Incir Numunesinin HPLC Kromatogrami
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Sekil A8: 64.03 No’Iu Incir Numunesinin HPLC Kromatograrm
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Sekil A9: 65.03 No’lu Incir Numunesinin HPLC Kromatogrami1
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Sekil A10: 68.03 No’lu Incir Numunesinin HPLC Kromatogrami
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Sekil A11: 69.03 No’lu Incir Numunesinin HPLC Kromatogrami
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A =300, Em=420 (FLANCTO0SZD) 0

2o g g g 0

Sekil A.13: 02.04 No’Iu Incir Numunesinin HPLC Kromatogrami
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T FLDTA Bx=300; Em=420 (AF AINC03040.D)
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Sekil A14: 03.04 No’lu Incir Numunesinin HPLC Kromatogrami

~ FIDTA B30, Emed2h (AFLAINCORB.DY o

Sekil A15: 04.04 No’lu Incir Numunesinin HPLC Kromatogrami
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0, Em=420 (AF LAINC41041.0)

Sekil A16: 41.04 No’lu Incir Numunesi HPLC Kromatogrami

. TIDTA Bx=300, Em=420 (AF LANCA3042. 0y

Sekil A17: 43.04 No’lu Incir Numunesinin HPLC Kromatogrami
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