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KARMA YEMLERDE AFLATOKSIN ANALIZt
Yusuf Sanh* Selahattin Ceylan** Sezai Kaya***

Analysis of Aflatoxins In Mixed Feedstufs.

. ‘Summary: Some improvements were made in the analysis of aflato-
xins for the clean up of their residues from the co—extractives of mixed feeds-
tuffs. The procedure being used consisted of the following order of analytical
steps : 1) Extraction of aflatoxins from the Seedstuffs with acetonitril : potas-
sium chloride (go:10) mixtrure ; 2) Precipitation with lead acetate; 3) Li-
quid—liquid partition between acetonitril—isooctan, and 4) Silicagel column
chromatopraphy.

The experiments were conducted on the mixed feedstuff samples which
previously determined to be not contaminated with aflatoxins. Aflatoxin B, was
added to these samples in the concentrations between 2-40 pg| kg, and thirty
~five recovery analyses were carried out on the spiked samples to determine
validity of the procedure.

From the results of the experimental analyses it was calculated that the
mean recovery is 84 . 84 per cent and the residue can be detected to the level of 2ug/
kg. The procedure has some advantages of economy and reproducibility and
can be used for qualitative and quantitalive estimation of aflatoxin residues in

animal feedstuffs.

Ozet: Bu ¢aliymada, aflatoksin analizi yoniinden fazlaca yamlticr ve
maskeleyici kirlilik igeren karma yemlerde asetonitril: potasyum klorir ¢i-
zeltisi (9o:10) kargumila yapilan ekstraksiyon islemi ile metalle ¢iktirme
(kursun asetat), swi-swi dagilim kromatografisi ( asetonttril—izocktan) ve
kolon kromatografisi asamalarindan olugan bir temizleme teknidi denend:.
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Onceden aflotoksinle kirlenmedigi saptanan karma yemlere 2—40 u g | kg kir-
lenme diizeylerine gelecek sekilde aflatoksin B, standard: katilarak gruplar
halinde 35 rezidii kazang analizi yapilmak suretiyle denenen uyarlamalarin
gegerliligi dederlendivildi. Bdylece, kullamlan analiz yintemiyle %, 84.84
oraminda rezidii kazanci saglandi$r 2 ug| kg dizeyine kadar inen aflatoksin
kirliltklerinin nicel ve nitel olarak saptanabildifi, benzeri yintemlerle yapilan
karsilagtvmalara gire daha ekonomik oldufu, iyi sayilabilecek derecelerde
tekrarlanabilir ve giivenilir sonuglar elde edildigi anlagildr.

Giris

Mantar invaziyonlarina bagh olarak gelisen besin kiiflenmeleri
pek ¢ok iilkede sik sik kargilagilan dogal bir kirlenme olgusudur.
Onceleri insan ve hayvan yiyeceklerinin estetik yonden bozulmasi
seklinde degerlendirilen bu sorun, 1960’da Ingiltere’de kiifli yer
fisuklarinin hayvan yemi olarak kullanilmasi sonucu ortaya ¢ikan ve
100.000’den fazla kanatlinin kisa zamanda 6liimiiyle sonuglanan
toplu zehirlenme olayiyla, daha ok bir zehirlenme kaynag olarak
dikkati g¢ckmigtir (1,2,6,22,23,39). Giiniimiize degin konuya iligkin
olarak yapilan yogun arastirmalarla invaziyona katilan toksijenik
mantarlarin metabolizma iriinleri olan mikotoksinlerin izole edile-
rek, ¢ok yonli toksik etkileri agikhga kavusturulmus ve sorunun
insan ve hayvan sagligim ciddi sckilde tchdit eden boyutlan ortaya
gikartulmistir (4,5,7,12,13,47,54).

Aflatoksinler, hemen her gesit tahilda, hayvansal yiyeceklerde
ve karma yemlerde kolayca tireyen Aspergillus tiirleri tarafindan sen-
tezlenen metabolizma iriiniidiir. Bu yiizden de sik sik besin kirlen-
melerine ve dolayisiyle zchirlenmelere yol agarlar (4,12,14,15,22).
Mcmeli, kanathi, balik ve omurgasizlar basta olmak iizere,hemen
tim canl: tirlerine kargt agir1 derecede toksisite gosterirler. Ozel-
likle karaciger olmak iizere, pek ¢ok organda yaygin ve kalict bozuk-
luklara yol agarlar. Daha 6nemlisi, giiniimiize degin yapilan deney-
sel cabgmalarda ¢ck farkh tiirden deney hayvanlarinda siddetli
kanserojen etki gosterdikleri anlagilmigtir (1,2,5,10,12,15,20,24).

Aflatoksikozislerin tamist ve aflatoksin varlifimin saptanmasi : Akut
ve kronik aflatoksikozis olgularinda ortaya ¢ikan klinik belirtiler ve
patolojik bozukluklar segkin nitelikli olmadigindan, tanilar1 da giig-
likle yapilir. Ozellikle kronik olaylar her zaman igin gozden kaga-
bilir. Klinik belirtiler, gogu karaciger bozuklugu ve yctersizliginde go-
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riilcbilen tiptendir. Patolojik bozukluklar da hemorrajik ve septisemik
hastaliklarla karstirilabilir. Mantar invaziyonlar: her zaman igin tok-
sijenik nitelikli olmadigindan, sadcce hasta hayvanlara verilen be-
sinlerdeki goriilebilir kiiflere dayamlarak taniya varmak da giivenli
bir uygulama sayilamaz (13,22,52). Bu nedenle belirtilen zehirlen-
melerin tanisinda giivenilir bir uygulama olarak aflatoksinlerin var-
it ortaya koyabilen yontemlerc bagvurulur. En fazla kullanilan
yontemler arasinda, siipheli maddelerden hazirlanan ekstraktlarin bir
giinliik 6rdek palazlar1 ve alabaliklara yedirilerek toksisitesinin in-
celenmesi, ordek ve tavuk embriyonlarinda toksisitc denemelerinin
yapilmasi, doku kiltiirlerinde hiicre dejenerasyonlarimin incclenmesi,
toksijenik mantar tiirlerinin izole ve idantifiye edilmesi, indikator
bakteri suslar1 kullanilarak, karsinojenik etkili aflatcksin varhgimin
ortaya gikartilmasi ve nihayet, slipheli yem, tahillar, gesitli hazir
besinler, siit ve siit iiriinleri ile et niimunelerinden teknigine gore
yapilan ekstraktlarin kromatografik ve fluorodansitometrik yontem-
lerden biriyle nitel ve nicel olarak analiz edilmesi bulunur (4,7,12,

22,20,47,52).

Biitiin mantar tiirleri aflatoksin sentezleyemediginden, kiiflen-
mig her gesit yem ve besin maddesi aflatoksikozise yol agmayabilir.
Ote yandan, aflatoksinler 300’C’ye kadar 1sitilmakla pargalanmazlar;
gesitli teknolojik ve analitik iglemler sirasinda gok az oranda kayba
ugrarlar. Bir kag kilegram kiiflenmig besin maddesiyle kargtirilan
tonlarca yem ve diger besinler de kirlenebilir; dolayisiyle iyi goriintiin-
lii veya kiiflerden arndirilmig bazi yem ve besin gesitleri de zehir-
lenme kaynagi olusturabilir. Belirtilen yonler dikkate alindiginda,
aflatoksinlerden ileri gelen bir zchirlenme olaymin tanist veya kiif-
lenme olgusunun ortaya gikartilmasi, bunlarin ortamdaki varligini
kesin bir sekilde nitel ve nicel olarak sergileyen fiziko—kimyasal
analiz yontemleriyle yapilir (5,7,22,29,33)-

Aflatoksinlerin  fiziksel-kimyasal zellikleri ve analiz yintemleri :

Aflatoksinler yapisal yonden birbirlerine gok benzeyen birer
furanokumarin tiirevidir (12,16). Halen izolasyonu yapilmig ve kim-
yasal nitelikleri agiklanmig 17 gesit tiirevin varhg bilinmekle beraber;
genellikle aflatcksin terimi dogal ortamda cn fazla bulunan ve en sik
kargilagilan tiirevler olan aflatoksin B,B,,G, ve G,’yi kargilar (5,12,13,
40). Bunlarin igerisinde cn fazla sentezlenen ve dolaysiyle besin-
lerde en yogun bulunan tiirev aflatoksin B, dir; diger tiirevlerin yo-
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gunlugu G,B, ve G, sirasmi izleyerek azalir (52). Yemlerle birlikte
alman aflatoksinler siit ineklerinin viicudunda biyotransformasyona
ugrayarak metabolitler halinde siit ve idrarla atilirlar. Daha ¢ok
siitte bulunan bu tiirevler “siit aflatoksini”” anlamina gelen afla-
toksin M, ve M, olarak adlandinlr (11,19,21,30,31).

Uzun dalga (325 nm) ultraviyole igginda aflatoksin B, ve B,
siddetli mavi, G, ve G, de yesil floresans verir. Aflatoksin varhginin
saptanmaslt, tiirevlerin oirbirinden ayirt edilmesi ve yogunluklarimin
Olgiilmesi amaciyla kullamilan tim fiziko-kimyasal yoéntemler bu
ozcelliklerine dayanir (16,22,52).

Tiim aflatoksinler kloroform, metanol, etanol, benzol ve dime-
til stlfoksit gibi polar ¢éziiciilerde serbestge ¢oziiniirler. Bu ozellik-
lerinden yararlanilmak suretiyle bulunduklart ortamdan ekstrakte
edilereck arilagtinlabilir; deneysel ¢aligmalarda, tani. ve yogunluk
olgtimlerinde kullamilabilir (5,13,29,34).

Giiniimiizde besinlerde ve biyolojik ortamda bulunan aflatok-
sinler ve diger mikotoksin gesitlerinin ayr1 ayr1 veya birlikte aran-
masima olanak veren ve pikogram diizcyine kadar duyarl olan miil-
timikotoksin analiz yontemleri gelistirilmigtir. Halen yayginlagmig
¢ok sayidaki analiz yonteminin hepsi de analiz numunelerinin ha-
zirlanmasi, aflatoksinlerin ekstraksiyonu, temizleme, tiirevlerin se-
parasyonu, nitel ve nicel tayini gibi temel agamalar bakimindan bir-
birine benzerler. Sadece analiz materyalinin gegidine ve 6zel sorun
lara gére yapilan ufak uyarlamalar yoéniinden ayrim gosterirler (8,
9,14,18,28,32,33,36,37,38,42,45,46,50,51,52).

Analiz niimunclerindeki aflatoksinler kloroform, aseton, ase-
tonitril veya metanol gibi ¢éziiciiler kullanilarak 9, 96-98 oraninda
ckstrakte edilebilir (8,9,14,17). Ekstraksiyon iglemi sirasinda, belir-
tilen ¢oziiciiler, scgilen analiz yonteminc gére gencllikle metanol:
su: hekzan (50), kloroform: su (8,9,17), aseton: su (12), asetonitril:
su (32,33) karigimi geklinde &giitiilmiis veya homojenize edilmig
analiz niimunesine katilarak, belli bir siire ¢alkalamak ya da kars-
tirmak suretiyle aflatoksinlerin sivi ortamda g¢éziinmeleri saglamir.
Santifuje edilerek (8,9,50) veya siiziilerek (17,33) niimunelerden
ayrilan sivi ekstrakt, ya sivi-sivi dagilim teknigiyle, ya da silikajel
veya diatome topragiyla hazirlanmg 6zcl kolonlara uygulanarak
once eter-hekzan karigimiyla yaglar, pigmentler ve diger maskeleyici
kirlilikler bertaraf edilir ve daha sonra da kloroform: metanol (17,




54 Y.Sanli—S.Ceylan—S.Kaya

33), kloroform: hckzan veya kloroform: aseton (12,13) karigimlarin-
dan biriyle eliisyonu yapilir. Boylece elde edilen cluat kuruyana ka-
dar ugurulduktan sonra 0.1 ml benzol: asetonitril karigiminda ¢oz-
diiriiliir. Bu ¢bzeltinin bir béliimii nicel olarak teknigine gore ince-
tabaka plakasina uygulanir; bilinen miktarlarda aflatoksin standart-
lari da uygulanan plakalar, uygun tanklarda kloroform: ascton
(8,9,13,50), metanol: su: eter (17) veya toluol: etilasctat: % go’lik
formik asit (32,33) ¢oziicii sistemlerinden biriyle develope edilir.
Aflatoksin varliginin saptanmasi, tiirevlerinin birbirinden ayirtedil-
mesi ve miktarlarinin saptanmasi islemi, ya bir ultraviyole 15181 kay-
nag altina (320-390 nm) yeclestirilen ince—tabaka plakasindaki sid-
detli mavi ve yesil floresans veren lekelerin aym renge ve Rf deger-
lerine sahip standart lekeleriyle kargilagtirilmasiyla, ya da fluoredansi-
tometri ile yapilir (8,12,16,17,25,30,33,38,45)-

Ince-tabaka plakalarinda ultraviyole g1 altinda belirlenen
gercek aflatoksin lckeleri ile kirliliklerini birbirinden ayirabilmek
igin, her analiz yoénteminde ortak olan bazi dogrulama testlcrine
bagvurulur (36,37,38). Muhtcmelen belirtilen amagla bagvurulan
testlerden ilki, devclopmani yapilmig ince-tabaka plakalarina
o} 25 lik siilfiirik asit piiskiirtiilerek yapilanidir (41). Bu uygulamayla
plakada bulunan aflatoksin lekelerinin mavi veya yesil olan floresans
renkleri sartya dénigiir. Belirtilen testle olumlu sonug¢ almdiginda
ise, aflatoksin varligini kesinlikle kanitlayacak formik asit: tionil
kloriir, asetik asit: tionil kloriir ve trifluoroasetik asit ayiraglariyla
yapilan testlere bagvurulur (3,44). Ayiraglarda’bulunan asitlerin ka-
talitik etkisiyle aym1 renkte floresans ve farkli Rf degerlerinde dime-
rik asetat ve hidroksilli aflatoksin tiirevleri gekillenir. Belirtilen dog-
rulama testlerinin basitlegtirilmesine ve iyilegtirilmesine yonelik
olarak Pohland ve Arkadaslartmn (25) 6nerdigi uyarlamada belirtilen
ayiraglar yerine hidroklorik asit: asetik anhidr karigmi veya tek ba-
sina hidroklorik asit de kullamlmaktadir.

1960’ yillarda uygulamaya konulan yontcmlerin hemen hepsi
yer fistiklarinda aflatoksin varhgmin aragtinimasina yoénelikti. Her
gegen yil iyilestirilerek bu grup yontemlerin hemen hepsi de sivi-
siv1 ekstraksiyon teknigine dayanan dagiim kromatografisi ile kolon
kromatonrafisi kombinasyonuyla olusturulan CB (Contamination
Branc) (8,9) metodu ile ayirma hunisi kullamlarak yapilan sivi-
sivi dagilim teknigini kolon kromatografisi ilc birlestiren ve sivi eks-
traktin kati maddelerden ayirilmasinda siizme iglemi yerine santri-
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fuj uygulamasim ongoren ve BF (Best Foods) olarak bilinen (50,
51,52) iki temel analiz sistemine ayinlir. Son yillarda pamuk tohumu,
soya [fasiilyesi, misir, sam fisti1 gesitleri siit ve karma hayvan yemle-
rindc aflatoksin analizi amaciyla gelistirilen yontemlerin biiyiik gogun-
lugu yukarida belirtilen iki ayn sistemin modifiye cdilmesi temeline
dayanir (18,29,32,33,36,37,38,41,43:45.46).

Yemlerle birlikte alinan aflatoksinlerin pg/ kg diizeyinde ka-
saphk hayvan ctlerine ve yumurtalara gegtigi anlagildiktan sonra
(47,52) havansal iiriinlerde de aflatoksin varliginin saptanmasina
olanak veren ve proteinlerin ¢éktiiriilmesi, yaglarin bértaraf edilmesi
ile kloroformlu ckstraktin silikajel: asidik alumina: susuz sodyum siil-
fatla ileri derccede aritilmasi agamalarindan olugan agir1 derecede
duyarlt ve farkh eckstraksiyon ve temizleme teknikleri onerilmigtir
(17,38,52). , - :

Son yillarda Aflatoksinlerle ilgili bilimsel verilerin artmas iize-
rinc gesitli besinlerde ve zehirlenme olaylarinda kontrol amaciyla
hizla yoklamalar yapmaga uygun, basitlestirilmiy analiz yontem-
lerin 6ncmi de artmigtir. Belirtilen amagla yaygin kullamlma alam
bulmug belli bagh yéntemlerde kiigiik kolon teknigiyle aflatoksin var-
hgimnin belirlenmesi, incc tabaka kromatografisiyle yogunluk olgiimii
ve ince tabaka plakalarinda kimyasal tiirevler olusturarak dogrulama
agamalari b1rle§t1r11nu§t1r (37, 398).

Aflatoksin tiirevleri ve tiim mikotoksin gesitlerine kar§1 agirr
derecede segkinlik gostermeleri ve oldukga yiiksek duyarhik derece-
sine sahip olmalar1 nedeniyle yiiksek basingh likid kromatografisine
dayanan bu yéntemler, bu alanda da yakin gelecegin en giivenilir
analiz scgeneklerinden biri géziiyle bakilmaktadir. Fakat bugiin
i¢in ¢ok pahali cihazlar1 ve yetigmis personeli gerektirdiginden, rutin
caliymalarda kullanilacak derecede yayginlagamamugtir (26,27,52).

Bu ¢aligmamizda, hayvan 'yetistiriciliginde biiyiikk ekonomik
kayiplara yol agan ve hayvansal besinler aracihifiyla insanlara yan-
siyarak ciddi saghk sorunlar: yaratan kiiflenmi karma ycmlerde ve
yem ilkel maddelerindc’ aflatoksin kirliliklerinin analiz edilebilmesi
igin, labaratuvar kosularimiza uygun, rutin §a11§malarda kullanila-
bilecck, basit, giivenilir ve ekonomik bir ektraksiyon vc temizleme
tekniginin uyarlanmasi amaglanmgtir. '

Materyal ve Metot

Analiz N umunelen

Qa11§mam1zda, -analiz gereci olalak % 65 tahll % 8—10 hay-
vansal protein, % 20 yag ecndistrisi artiklar1 9% 4-6 kepek, yon-
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ca veya misir gluteni ile 9 1 oraninda yem katki maddeleri esasi-
na goére hazirlanmig tavuk yumurta yemi niimuneleri kullanildi.
Once Robert. B.A. ve Patterson. D.S.P. (32,33) ile Horwitz ve Arkadaglary
nn (14) yontemleri kullanilarak yapilan analizler sonucunda, afla-
toksinlerle kirlenmemis oldugu anlasilan bu karisim, denemeler sii-
resince mantar invaziyonunu ve iiremesini 6nleyici kogullarda sak-
lands.

Adsorbanlar: :

1. Silikajel G (ince-tabaka kromatografisi igin, Type 60, Merck,
Art. 7731): Baglayict madde olarak 9% 13 oraninda alg igerir ve
% 10’luk sulu siispansiyonun Ph’st 7’dir.

2. Silikajel (kolon kromatografisi igin, 70-230 mesh ASTM,
Merck, Art. 7734): 80 °C’da etiivde iki saat siireyle aktive edilip,
desikatérde sogutulduktan sonra, agirhk/agirlik esasina gére 9% 1
oraninda damitik su katilarak iyice kargtirilmakla béliimsel olarak
deaktive edildi; analiz siiresince desikatorde saklandi.

Ayrraglar :
1. Sodyum siilfat: (Anhidr, graniillii, Merck Art. 6649).

2. Kurgun asetat ¢ozeltisi: 20 g. notral kursun asetat trihidrat
balon jojede bir miktar damitik suda ¢ozdirildiikten sonra, 0.3
ml glasiyal asetik asit katildi ve damitik su ile hacmi 100 ml’ye ulag-
tirildi.

. Doymugs sodyum kloriir ¢ozeltisi.

. Trifluorcasetik asit: (Merck, Art. 808206).
. Silfiirik asit (% 25’lik)
7.0.1. N hidroklorik asit gozeltisi: 8.9 ml derisik HCl’e damitk
su katilarak hacmi litreye ulagtirildi.
8. Formik asit (% 9o, Merck, Art. 264).
9. Potasyum kloriir ¢ozeltisi : (% 4’lik sulu ¢ozelti).
10. Aflatoksin standardr: Kuru, kristalize toz halindeki afla-
toksin B, (Sigma Chemical Company, No: A-6636) standart etiketi

iizerindeki agirhig: dikkate alinarak 8-10 pug/ ml'lik yogunluk saglaya-
cak sekilde benzol: asetonitril (98:2) karigminda ¢o6zdiiriildii. Bu

3
4. Aluminyum Kloriir gizeltisi: % 95 etil alkolde %, 24’liik.
5
6
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standart depo ¢ozeltinin mblsinde bulunan aflatoksin B/’in gergek
yogunlugu spektrofotometrede ultraviyole (UV) absorbans olgme
yontemiyle (14) belirlendi. Ayni ¢ozeltinin uygun bir bolimi benzol:
asetonitril karigimiyla 0.5 pg/ml yogunluguna kadar seyreltilmekle
ince—tabaka kromatografisi uygulama ¢bzcltisi hazirlandi. Deneme-
lerde kullanilmak iizere, uygulama ¢ozeltisinden belli bir miktar ayi-
rildiktan sonra geri kalant standart depo ¢ozelti ile bitlikte ayri ayr
mg diizeyine kadar tartilarak agirhiklari referans amacryla kaydedilip;
siscleri aluminyum plakalarla sarilmig halde sogutucuda saklandi.
Cahgmalar srrasinda sogutucudan gikartilan standart isisimn oda
1sisina gikmast igin yeterli siire bekletildi.

Ciiziiciiler :

1. Asetonitrii (Merck, Art. 8ooors)

2. Benzol (Merck, Art. 1781)

Izooktan (Merck, Art. 4727)
Kloroform (Merck, Art. 2431)
n—hekzan (Merck, Art. 4368)
Dietileter (Anhidr, Merck, Art. 921)
Metanol (Merck, Art. 6008)

Toluol (Riedel, 242-51)

. Etil asetat (Merck, Art. 864)

Analizlerde kullanilan tiim ¢bziicii ve ayiraglar kromatografik
analiz kalitesinde secildi.

W O~ OO = R

Aygitlar :
1. Ince-tabaka kromatografisi aygitt ve ekleri (Desaga)

2. Ultraviyole (UV) lambalar1 (Chromatolux 2L, Pleuger):
16 Watt, uzun ve kisa dalga bir arada.

3. Spektrofotometre (Beckman, Model-B)
4. Rotatif evaporatér (Buchi).
5. Homojenizator (Virtis, Modcl-23)

6. Etiiv, desikator, sag kurutma aygit, kromatografi kolonlar
(20 mm ig ¢apli ve 400 mm uzunlugunda), ayirma hunileri, santri-
fuj tiipleri (ml boliimli).
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Metot

Caliymamizda amagclanan uyarlamanin gergcklestirilebilmesi i-
¢in, karma yem nimunclerindeki aflatoksinlerin ekstraksiyonu, me-
talle ¢oktirme ve sivi—sivi dagibm kromatografisiyle yapilan 6n
temizleme islemleri, Robert ve Patterson (32,33) ile Romer (36)’in oner-
dikleri rekniklcre gore yapildi. lleri temizleme asamasinda ise Horwitz
ve Arkadaslart (14)nm A.O.A.C. ybntemleri kapsammda tammla-
diklar: kolon kromatografisi teknigi kullanildi.

Temizlenmis ekstraktlardaki aflatoksin varliginin saptanmasi,
dogrulanmasr, tiirevlerinin birbirinden ayirt edilmesi ve nicel olarak
belirlenmesi ince-tabaka kromatografisinde UV igif1, aluminyum
kloriir, siilfiirik asit ve trilfluoroasetik asit ayiraglarina dayanan dog-
rulama testleriyle yapild: (38).

Islemler :

a) Ekstraksiyon : Mikserde lyice 6giitilmiiy 25 g karma yem
ornegi homojenizatér kavanozuna kondu; tizerine pg/kg yogunluk
diizeyinde bilinen miktarlarda Aflatoksin B, standard: ve 100 ml ase-
tonitril: potasyum kloriir ¢ozeltisi karigumi (go:10) katilarak 3 dakika
orta hizla homojenize edildi. Daha sonra asetonitrilli ekstrakt Whatt
man No: 41 filtre kagidindan siiziildi.

h) On temizleme asamast :

Metalle ¢oktiirme : Eldc edilen filtratin 50 ml’si bir erlenmayere
aktarilarak iizerine 5 ml kursun asetat ¢ozeltisi katild1 ve 2 dakika
ithml bir ekilde galkalandiktan sonra 5 dakika dinlenmege birakildu.
Boylece filtrata gegen pigmentler, proteinler ve diger organik mad-
delerin goktiiriilmesi saglandi. Ortamda bulunan kursun asctat faz-
lasim bertaraf edebilmek igin filtrata 5 ml doymug sodyum kloriir
gozeltisi katild1 ve 2 dakika ilimh bir sekilde ¢alkalanip 5 dakika din-
lenmege buakildi. Bu islemlerle sekillenen gokeltiler siizillerek atilda.

Swi-swr  dagilim  kromatografisi : Yukaridaki iglemlerden sonra
elde cdilen filtrat: yagh artiklarindan da aritabilmek igin, 250 ml’lik
bir ayirma hunisinc aktarild: ve iizerine 50 ml izooktan katilarak 2
dakika galkalandi. Bekletilerek birbirinden ayrilan sivi katmanlardan
ustte kalan ve yagli artiklari igeren izooktan katmam atild: ve ayni
iglem 50 ml izooktan kullanilarak yinelendi.
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Ayirma hunisinde kalan ckstrakta 12.5 ml su katilarak kloro-
roformla ckstraksiyon isglemi uygulandi. Bunun igin karigima 6nce
25 ml kloroform katild: ve 2 dakika calkalandiktan sonra sivi kat-
manlar: ayinlmaya birakiddi. Altta kalan kloroform-asctonitril kat-
mant uygun bir huniyc yerlegtirilen g cm’lik Whattman No: 41 siz-
gee kagidima konulan susuz sodyum silfat paketinden gecirildi. Her
defasinda 10 ml kullanilarak aym ekstraksiyon iglemi 3 kez yine-
lendi. Elde edilen ekstraklar ayni erlenmayerde birlestirildi. Tim
ckstrakt cvaporatif konsantratorde 4-5 mlye kadar yogunlastirila-
rak ileri temizleme agamasinda kullanildi.

C) lleri temizleme asamast :

Kolon kromatografisi :

Kromatografi kolonunun hazirlanmasi:  Gereg boliimiinde ozel-
likleri belirtilen kromatografi kolonu tagiyicrya yerlestirildi. Altta
kalan musluklu ucuna uygun sekilde pakctlenmiy cam pamugu
hafifce yerlegtirildi. Musluk kapal iken iizerine 5 g. susuz sodyum
siilfat kendu ve kolon yarisina kadar kloroformla dolduruldu; daha
scnra, aktive edilmiy 10 g. silikajel yavag yavas kolona dokildi.
Silikajcl ile bulagmis olan kolon duvarlat: 20 ml kloroform ile yr'kandu.
Silikajel katmaninda olugan tcpaklanmalars gidermek ve iyi bir da-
gilim saglamak igin, kolon hafifce kendi etiafinda cevirilerck igeri-
gin karigmas: sagland:. Silikajel katmaninin iyice oturmasini saglamak
icin musluktan biraz kloroform akiild: ve bunun da iizerine tekrar
yavag yavag 15 g. susuz sodyum siilfat dolduruldu. Alttaki musluk
acilarak kloroform igerigi sodyum siilfat katmanmmmn st diizeyine
kadar akitilarak kolon eliisyona hazirlandi. '

Aflatoksinlerin eliisyonu : Yogunlagtirilmig numiine ekstrakti dik-
katlice kolona aktarildiktan sonra musluk tam olarak agildi. Var olan
swv1 igerigi dolgu diizeyine kadar inince 6nce 100 ml n-hekzan dokii-
Jerck maksimum akig hizinda kolandan gegmesi saglandi; sonra da
aym iglem 100 ml susuz dietileter ile yinelendi, Ekstrakttaki gesitli
kirlilikleri iceren n-hekzan ve dietileter birikintileri atildi. En son
agamada kolona 150 ml kloroform: metanol karigimui (97:3) konula-
rak aflatoksinlerin eliisyonu yapildi. Elde edilen eluat, dnce rotatif
cvaporatorde 4-5 ml’ye kadar yogunlagtinldi; sonra da olgiili bir
santrifiij tibiine aktarilarak disiik sida, ben-maridc azot gazi aki-
muyla kuruyana kadar uguruldu. Tiipteki aflatoksin kalintilari o.1
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ml benzol: asetonitril (98:2) karigiminda ¢ozdiiriilerek ince-tabaka
kromatografisinde kullanild:.

d) Ince-tabaka kromatografisi (1TK):

Plakalanin  hazirlanmasi: Yayma tablasi iizerine, temizlenip
kurutulmug, 20x20 cm boyutlarindaki 5 adet plaka yerlestirildi. Al-
kol ve n-hekzanla yiizeyleri silinerek, yag ve diger kirliliklerden ari-
tldi. Agz1 cam kapakli bir erlenmayere 30 g silikajel-G ve 60 ml da-
mitik su konularak hazirlanan adsorban karigimi énceden o.250
mm’e ayarlanmig ve uygun sekilde plakaya yerlestirilmis yayiciya
dokiilerek yayildi. Plakalar bir siire laboratuvar isisinda kurutul-
du ve ctiivde 105 °C 1sida bir saat tutularak aktive edildi; sicakken
desikatére alinarak kullanilincaya kadar saklandi.

Aflatoksinlerin plakalara uygulanmas ve developman islemi : Plakalar-
daki adsorban katmani, developman yéniinc paralel olarak 1 cm
araliklarla gizilerek kolonlara ayirildi. Béylece plakaya uygulanan
her Ickenin bagumsiz olarak developmani saglandi. Céziici karigi-
minm plakanin her yanmmna aynit hizla trmanmasina yardime: olmak
ve tank kenarindan yansiyan bulagmalari 6nlemek igin, plakanin iki
yanindaki adsorban katmani 0.5 cm kadar kazindi.

Plakanin ¢6ziicii sistcmine daldirilacak alt ucunda 2 cm yiiksek-
likte isaretlenmis imgesel bir eksen boyunca o.1 ml ¢ozdiiriilmiig
nimune ekstraktindan mikrolitrelik pipetlerle aliman 5, 10 ve 15 pl
hacmindeki 6rnekler, sa¢ kurutma aygitimin sicak hava akimi yardi-
miyla kurutolarak olanak 6lgiisiinde esit gaplarda kompakt lekeler
halinde uygulandi. Ekstrakt lekelerindeki aflatoksin tiirevinin varhigi-
n1 ve gesidini saptamak ve yari-nicel yogunlugunu belirlemek amaciyla
bir kontrol ve kargilagtirma 6lgiitii olarak degerlendirilmek iizere
0.5 pg/ mllik standart aflatoksin B, ¢ozeltisi kullanilarak ayni pla-
kaya 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0, Ve 10.0 ng aflatoksin igeren lckeler
yapildt.

Hazirlanan plaka, en az bir saat énceden 100 ml toluol: etil
asctat: %, 9o formik asit (60: 30: 10) ¢bziicii karismi konulmug tanka
yerlegtirildi; 10 cm vyiikseklige kadar developman yapildi. Tanktan
¢tkarilan plaka laboratuvar isisinda ¢éziiciilerin ugmasi igin bek-
letildi.

Aflatoksin varhifinin saptanmast ve yari—nicel 6lgiimii : Develope edil-
mig plaka, karanlik odada uzun dalga ultraviyole 1131 altinda



Karma Yemlerde Aflatoksin Analizi 61

incelendi. Standart aflatoksin B, lekesiyle ayn: renkte florasans veren
ve Rf degeri gosteren lekeler, yem niimunesine katilan af latoksin B,
olarak dikkate alindi. Florasans siddeti ve leke alanlari bakimindan
degisik yogunluklarda aflatoksin B, igeren standart lekeleriyle yapi-
lan karglagtirmalarla niimune ekstraktina ait lekelerde bulunan af-
latoksin yogunlugu yari-nicel olarak 8lgiildii.

e) Dogrulama testler: :

Aflatoksin B, standard: ile aym Rf dcgeri ve florasesans rengi
veren ckstrakt lekesinin aflatoksin olup olmadigini dogrulamak igin,
plakaya o6nce aluminyum klorir ¢dzcltisi puskiirtilerck 105 °C’de
ctitvde 10 dakika tutuldu. Béylece, daha belirgin hale gelen lckeler,
biiyiiklik ve renk siddetleri bakimindan ikinci kez karglagtirilda.
En son olarak da aym plakaya % 25lik siilfiirik asit ¢ozeltisi pis-
kiirtiilerek mavi florasans rengin parlak sariya dénmesi kontrol cdildi.
Belirtilen yénde degisiklige ugrayan lekeler aflatoksin olarak deger-
lendirildi.

Sonu¢ ve Tartigma

Caligmada analiz gereci olarak segilen karma tavuk yemlerine
2-40 ug/kg kirlenme diizeylerine denk gelecek boyutlarda aflatok-
sin B, katilarak kalinti analizleri yapildi. Bu iglem her analizin bas-
langicinda 6nceden giitiilerek homojenize edilmis 25 g yem Orne-
gine 50, 100, 150, 200, 300 ve 500 ng aflatoksin B, i¢eren standart
¢ozcltinin kaulmasiyla  gergekletirildi. Benzeri arastirmalarda (8,
9,17,18,26,29,32,36,39,43,48) da bagvurulan séz konusu uygulamayla,
biiyiik hacimlerdcki yem niimunelerine ar aflatoksin katilmasiyla
ortaya ¢tkacak kayiplar onlenmekte ve yetersiz homojenizasyondan
dogabilecck sakincalar giderilmektedir. Belirtilen yogunluk diizeyle-
rinden her birinin en az 5 kez katilmasiyla 6 grup halinde yapilan
toplam 35 analiz sonucuna iligkin veriler Cizelge 1’de gorilmektedir.
Ayni yogunlukta aflatoksin katilarak yapilan analiz sonuglarina gore
hesaplanan bireysel ve oitalama kazang yiizdeleri ile standart ayri-
liglar1 da aymi ¢izelgede verilmigtir.

Cizelge r’deki veriler incelendiginde, bireysel analiz sonug-
Jarina gore hesaplanan aflatoksin kazang yiizdesinin 62.5-104 limit-

.....

Jeri arasinda degistigi goriilmektedir. Esit yogunluklarda aflatoksin
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Cizelge 1. Karma tavuk yemi érneklerine aflatoksin’ B, katilmasiyla yapilan
- analiz sonuglar, analiz gruplarina gére hesaplanan ortalama kalint kazang yiizdeleri
ve standart ayrthglan.
Kg. karma yeme | Geri kazamlan
Katlan afla- digen yogunluk | aflatoksin mik.|{ Kazang
Sira No. toksin B, (ng) mikrogram/ kg. ng. olarak. yuzdesi
1 50 2 34 68 ‘
2 50 2 42.1 84.2 |
3 50 2 43.6 87.2
4 50 2 46 92 |
1
5 50 2 39.2 78.4 ‘
Ortalama Kazang Yiizdesi: 40.98 81.98
Standart ayrihg 4.615 9.236
6 100 4 8o 8o |
7 100 4 72 72
8 100 4 104 104
9 100 4 8o 104
10 100 4 82 82
1 100 4 86 86
Ortalama kazang yiizdesi 84 84
Standart ayrihg 10.807 -, 10.807
12 150 6 130.05 86.7
13 150 6 120 8o
14 150 6 139.95 93-3
15 150 6 139.95 93.3
16 150 6 127.5 85
Ortalama Kazang Yiizdesi 131.49 87.66
Standart Ayrilig 8.563 5.706
17 200 ] 165 82.5
18 200 8 180 go
19 200 8 188 94
20 200 8 125 62.5
21 200 8 182 64
22 200 8 190 95
23 200 8 152 76
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Gizelge 1'in devami.

Kg. karma yeme | Geri kazamlan
Katilan aflatok- | diigen yogunluk aflatoksin mik. Kazang
Sira No. sin B, (ng) mikrogram [ kg. ng. olarak yuzdesi
24 200 8 156 78
25 200 8 170 85
Ortalama Kazang Yizdesi 161.5 80.77
Standart ayrilig 23.745 7.914
26 300 12 300 100
27 300 12 260.1 86.7
28 300 12 252 84
29 300 12 279-9 93-3
30 300 12 240 8o
Ortalama Kazang Yizdesi 266. 4 88.8
Standart Ayrihg 23.745 7.914
31 500 20 450 90
32 500 20 480 96
33 500 20 450 90
34 500 20 380 76
35 500 20 4725 94-5
Ortalama Kazang Yizdesi 446.5 89.3
Standart Ayrihig 39.512 7.902

katilarak yapilan analiz gruplarma gore hesaplanan ortalama kazang
yiizdelerinin de 80.77-89.3 oranlari arasinda kaldigi belirlenmistir
(Cizelge 1). Bireysel analiz sonuglarina dayali olarak yukarida veri-
len kazang yiizdelerini gosterir rakamsal degerler arasindaki ayn-
min (41.5) 6énemli sayilacak derecede olmasina kargin, her bir analiz
grubu dikkate almarak hesaplanan ortalama kazang yiizdeleri arasin-
daki ayrimimn 6ncmsiz sayilabilecek boyutlarda kaldig: dikkati gek-
mektedir. Belirtilen durumun analiz érneklerine katilan aflatoksin
yogunlugunun veya dogal kirlenme diizeyinin diigmesine kosut olarak,
analiz kazang yiizdesinin de azalmasindan ileri geldigi sanilmaktadir.
Gergekten Gizelge 1°dcki bireysel analizler ve gruplarla ilzili degerler
géz oniine alindiginda, azalan yogunuklarda aflatoksin kullarlan
analiz gruplarinin ortalama kazang yiizdelerinin de giderek azalmasi,
bu goriisii kanitlar niteliktedir.
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Bircysel analiz sonuglarimin aflatoksin kazang yiizdeleri dik-
kate alinarak hesaplanan 35 adet aflatoksin analizinin ortalama
kazang yiizdesi 84.84 olarak bulunmugtur.

Aflatoksin sentczleyen Aspergillus tiirleri tarlada ve ambarlama
kogullarinda basta yer fisugi, musir, pamuk tohumu, soya fasiilyesi
olmak {izere, bugday ve arpa gibi tahilarda ve karma yem cesit-
lerinde kelayca iireyebilirler. Bu yiizden de hayvan yemleri insan
besinlerinden daha vyiiksek oranlarda kirlenme riskiyle yiizyiizedir
(1,2,22). Nitekim, bugiine dcgin aflatoksinlerle kirlenmis besinlerin
yol agtigr saghk sakincalari daha ¢ok hayvanlarda kargilagilan bi-
reysel veya toplu zchirlenme olaylar: seklinde kendini gostermistir (52).

Bugiin igin insan ve hayvanlarda kargilagilan atlatoksikozis-
ler rasyonel bir gekilde sagitilamaz. Bu ncdenle de koruyucu sagitim
daha ¢ok 6nem tagir (2,4,5,15,21,23,24,29,35). Belirtilen sagium
secenegi, besin kiiflenmelerinin 6énlenmesi, kirlenme olgularmm or-
taya gikartilmasi, kirlenme diizeylerinin 6l¢iilmesi, insan ve hayvan
sagligt yoniinden sakincali bulunan kirlenme derecelerinin belir-
lenmesi, tolerans diizeyleri ile giinlik alim limitlerinin saptanmast,
sakincall diizeylerde kirlenmis besin tiiketiminin 6nlenmesi seklinde
yapilan uygulamalarla gergeklegtirilebilir  (7,10,12,13,15,24,29,35,
39,40,52). Ozet halinde verilen bu bilgilerden de anlagilacagi gibi,
aflatoksinlerle kirlenmis besinlerden ileri gelen saghk sakincalarinin
onlenmesinde, ¢esitli bilimsel ve yasal énlemleiin alinmasinda ve
zchirlenme olaylarinin giivenli bir sekilde ortaya cikartilmasinda
aflatoksin analizleri kilit uygulama niteligini tagir. Bu yiizden de son
yillarda aflatoksinlerin akut ve kronik toksik etkilerinin aciklanma-
sinda oldugu kadar; besinlerde ve biyolojik ortamda aflatoksin var-
liginin oraya gikartilmasma yénelik yéntem ¢aligmalar: da 6nem ka-
zanmustir (8,9,12,17,18,25,27,29,45).

Aflatoksin analizlerinde en énemli boliimiinii ekstraksiyon ve te-
mizleme iglemleri olusturur. Birbirini tamamlayici nitelikte bir kag
asamada gergeklestirilen uygulamalarla aflatoksinler besinlerden ve
biyolojik ortamdan ayirilarak tani ve yogunluk élgiimiinde kullani-
Ibilecek derecede temizlenir (14,16,18). Ancak, bugiine degin uy-
gulamaya konmus yéntemlerin hemen hepsinde niimunelerden elde
edilen aflatoksinli ekstraktlarin kromatografik ve floresans 6zellik-
leri yéniinden aflatoksinlere benzeyen klorofil ve diger kirliliklerden
ger¢ek anlamuyla aritilmasi tam olarak bagarilamamigtir. Bu yiizden
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incc-tabaka kromatografisi agamasinda, her zaman igin hatali sorug-
lara ve degerlendirmelerc yol agabilecck yabanc: lekelerle kargilagilma
olasiligr vardir (38,44,45.46).

Fabrikasyon ve karma hayvan yemleri, oldukga farkli yapiya
sahip bitkisel, hayvansal, sentetik ve mineral maddelerin kariggmin-
dan olusmalari; hazirlanmalan sirasinda gekillenen protein ve diger
organik maddclerin dckompozisyon iiriinlerini igermeleri nedeniyle
daha da ileri temizleme tekniklerini ve titiz degerlendirmeleri ge-
rektirir (16,18,26,32,38)). Bu tiir maddelerde aflatoksin analizi igin
geligtirilmis yontemlerde ya tek bagina stvi-sivt dagilim kromatog-
rafisi (43,45; 46,48) veya kolon kromatografisi (14,53), sivi-sivi
dagilim kromatografisi ile kolon klormatografisi ve geriye dializ ig-
lemi (8,9,32,33), ya da mctalle ¢oktiirme iglemi ile temizlemede
kullanilan kromatografilerden biri birlegtirilerck temizleme kosul-
lar1 olanak olgisiinde iyilestirilmege ¢ahgilmigtir (26,27,32,37,49).

Belirtilen yo6ndeki iyilestirme g¢abalarina katkida bulunabilmek
i¢in, uyarlama nitcliginde yapilan bu ¢aliyjmamzda asetonitril: po-
tasyum kloriir ¢ozeltisi karigimiyla yapilan ekstraksiyon igleminden
sonra, metalle ¢oktirme, sivi-sivi dagiim ve kolon kramatografisi
agamalarindan olugan iiglii bir temizleme sistemi denenmigtir.

Bugiine degin yapilan literatir taramalarinda, aynisina rast-
layamadigimiz s6z konusu uyarlamayla yem niimunelerinden elde edi-
len aflatoksin ckstraktindaki klorofil, klorofilli maddeler ve pro-
teinler ile diger organik maddclerin kurgun asetat ile ¢okeltilerek ber-
taraf edilmesi; siizme iglemi ile presipitatlardan ayrilan filtrati bir
ayirma hunisinde izooktanla galkalayarak, sivi-sivi dagibm kroma-
tografisi kurallari uyarinca, yagh aruiklarin bu ¢éziiciiye gegirilerck
atilmasi, boylece kolon kromatografisine yiiklenecek gesitli kirlilik-
lerin 6nemli dlgiide azaltilmasi; son olarak yapilan kolon kromatog-
rafisiyle de ctkili bir aritma igleminin saglanmas: diigiiniilmiigtiir.

Yukanda kisaca oOzetlenilen degisikliklerden olugan uyarla-
malarin aflatoksin analizlerinde kullamlan belli bash se¢kin yéna
temlerden (14,25,26,29,32,33,36,37,43,44) daha farkli iyilestirmeler
getirip getirmedigini bclirleyebilmek igin, genellikle bu tiir ¢alig-
malarda stk stk kullanilan (27,38) “ortamdaki aflatoksin miktarinin
geri almmast” veya “kazang oranlarinin 6lgiilmesi” (recovery)
denemelerine bagvuruldu. Analiz sonuglarinin istatistik yonden de-
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gerlendirilmesiyle elde edilen bulgular duyarlk diizeyi yiizde kazang
orani, tekrarlanabilirlilik niteligi, analiz siiresi ve ekonomik katki
yonlerinde benzeri aragtirma sonuglariyla kargilagtirtlds.

Karma yem orneklerine (25 g) toplam 50 ng veya 2 ug yogunlu-
lugunda aflatoksin B, standard: katilarak yapilan deneme ekstrakt-
lariyla hazirlanan ince-tabaka kromatogramlari UV 1ggt altinda
olduk¢a temiz bir gériiniim vermckle beraber, 5 mikrolitreye kadar
ekstrakt kullanilarak yapilan lekelerde aflatoksinlere bagh floresans
rengi tam olarak scgilememigtir. Halbuki toplam 100 ng veya 4 ug/
kg yogunluk hcsabiyla aflatoksin kullamilarak yapilan ekstraktlarla
hazirlanmig aym kromatogramlarda 5 mikrolitrelik ekstrakt lekeler-
inde bile afltoksin varh@ kolayca secilehildiginden, tanisi ve yart
—nicel yogunluk 6l¢iimii yapilabilmigtir (Cizelge 1). Bu agiklamalar
dikkate alindiginda, denenen ekstraksiyon ve temizleme sistemiyle
karma yemlerde bulunan 2 pg/kg'hk aflatoksin varliginn kolayca
ortaya ¢ikartilabildigi anlagihr. Diger bir anlatimla, kullanilan analiz
yonteminin duyarhk diizeyi 2 pg/kg yogunluk derecesine kadar
inebilmektedir.

Robert ve Patterson (32,33) tarafindan onerilen miiltimikotoksin
yonteminde aflatoksinler igin duyarhk diizeyi 3 pg/ kg olarak sap-
tanmugtir. Romer’ (36,37)’in uyarladifr yontemde aymi deger 2—4
pg/ kg arasinda bulunmugtur. Pons ve Arkadaslar: (27)’nin kullandik-
lar1 yontemde de 4-5 ug/ kg arasinda saptanmgtir. Stolof ve Arkadag-
lant (45)’mn tahil gesitlerinde mikotoksin analizi igin gelistirdikleri
yontemde aflatoksin B, ve G, igin en diisiikk duyarhk diizeyi 20 pg/
kg, Eppley (8,9)’in dcnedigi yontemde 32 upg/ kg olarak olgiilmesine
kargin, Prior (29), Thomas ve Arkadaglar: (48) ile Wilson ve Arkadaglan
(53)’nin ¢aligmalarinda bu deger 3 ug/ kg diizeyinde bulunmustur.
Bugiin i¢in en fazla kullanilan belli bash analiz yontemlerine iligkin
olarak verilen yukaridaki bilgilerin ipginda denenen degisikliklerle
saglanan duyarhk diizeyinin yeterli élgiilerde oldugu gergegi ortaya
cikar.

- Cizelge 1’deki aflatoksin kazang yiizdeleriyle ilgili veriler in-
celendiginde, bunlardan sadece g tancsinin 9, 60-70 oranlan ara-
sinda kaldig1 ve 2’sinin de %, 100 veya daha yiiksek oranlarin iistiine
Giktig1, geri kalanlarin (% 85.57) ise 9% 70-100 oranlar arasinda
kaldig1 goriliir. Waltking (51) tarafindan BE (50), CB (8) ve celite
yontemleri kullamlarak farkli aflatoksin gesitleriyle yapilan kargi-
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lagtirmalr kazang denemclerinde aflatoksin B, igin bulunan kazang
oranlari, verilen yéntem sirasina gére %, o-172, % 25-125 ve % 54.5-
118 limitleri arasinda degistigi kaydedilmektedir. Thomas ve Arkadag-
larz (48)’'min iyilegtirdikleri A.O.A.C. yénterinde sdzkonusu or-
anlar %, 29-100, Pons ve Arkadaglarr (26)’min denedikleri yontemde
% 92-120 ve Robert ve Patterson (32)’un uyarladiklart yontemde de
% 20—95 arasinda bulunmugtur. Siralanan bu rakamsal verilerden de
anlagilacag: gibi ileri derccede tekrarlanabilir nitelige sahip ve gii-
venilir olarak kabul cdilen ¢ok sayidaki analiz yoénteminin aflatok-
sin kazang degerleri 6nemli variyasyonlar gosterebilmektedir. Galigma-
mizdan eld¢ edilen aym nitelikli sonuglarin ¢ok daha dar bir yiizde
oranlar1 arasinda variyasyon gosterdigi dikkate alinirsa, degigiklik-
lerle denedigimiz yontemin de oldukga iyi sayilabilen derecelerde
tekralanabilen ve giivenilir sonuglar verdigi anlagilir.

Galgmamizda bireysel analiz sonuglarimin dikkate alinmasiy-
la hesaplanan ortalama aflatoksin kazang yiizdesi (% 84.84), diger
aragtirmalarin ayn tiir degerleriyle kargilagtirildiginda bir kistm ana-
liz yontemlerinde (37,49.53) verilen yiizde oranlarma (% go-g94)
¢ok yakin oldugu ve bazi yontemlere (8,32,50,51) ait bulgulardan
(% 20-80) belirgin derecede yiiksck oldugu kolayca farkedilir. Basit-
ge yapilan bu kargilastirmaya dayamlarak, denenen ekstraksiyon ve
temizlemc sisteminin de etkin bir aflatoksin geri alim yiizdesi sagla-
dig1 soylenebilir.

Niimune ekstraktlarinin temizlenmesi agamasinda metalle GOk-
tirme ve swvi-sivi dagilim kromatografisiyle yapilan 6n temizleme
iglemleriyle kolon kromatografisine yansiyan kirliliklerin &nemli
olgiide azaluldi saptaninca, aflatoksinlerin eliisyonunda kullanilan
¢oziictilerin hacmi (n-hckzan, dictileter, kloroform) 1/g oraninda
azaluldi. Coziici hacmini azaltmadan vyapilan clissyonlar kadar
etkili oldugu anlagtlan bu uygulamayla belirtilen ¢oziiciilerin tiike-
timinde 1/ 8§ oraninda ekonomi saglanabildigi gibi, eliisyon i¢in gere-
ken zaman siiresinin de aym oranda (ortalama yarim saat) kisaldif:
saptanda.

Sonug¢ olarak, uygulanan dcgigikliklerle olusturulan ekstrak-
siyon ve temizleme tckniginin duyarhk diizeyi, tckrarlanabilir nite-
likte sonuglar saglamasi, rezidii kazang oram, analiz siiresi ve eko-
nomik oluguyla, 6zcllikle karma ycmlerdeki aflatoksin analizlerinde
bagariyla kullanilabilecegi kanisma vanldi.
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