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KARMA YEMLERDE AI'LATOKSİN ANALİzİ

Yusuf Şanlı * Selahattin Ceylan* * Sezai Kaya * * *

Analysis of Aflatoxins In Mixed Feedstufs.

'Sunınıary: Same. improvements weTe made in the analysis of aflato-
xins fOT the dean up of their residues from the eo-extraetives of mixed feeds-
tujfs. The proeedure being used eonsisted of the following order of analytieal
steps: i) Extraetion of aflatoxins from the feedstıiffs with aeetonitril : potas-
sium ehloride (go: LO) mixtrure,. 2) Preeipitation with lead aeetate,. 3) Li-
quid-liquid partition between acetonitril-isooetan, and 4) Silicagel eolumn
ehromatopraphy.

The experiments were eondueted on the mixed feedstuff samples whieh
previously determined to be not eontaminated with aflatoxins. Aflatoxin Bı was
added to these samples in the eoneenti'ations between 2-40 /Lg/ kg, and thirty
-five tecovery analyses were earTied out on the spiked samples to determine
validity of the proeedure.

From the results of the experimental analyses it was ealeulated that the
mean reeoveryis 84.84. per cent and the residue can he deteeted to the level of 2 [Lg /

kg. The p,oeedure has same advantages of economy and reprodueibility and
can be used for qualitative and quantitative estimrıtion of aflrıtoxin residues in
animal feedstuffs.

Özet: Bu çalışmada, aflatoksin analizi yönünden fazlaca yanıltıcı ve
maskeleyiei kirlilik içeren kaTma yemlerde asetonitril: potasyum klorür çö-
zeltisi (go: LO) karışımıyla yapılan ekstraksiyon işlemi ile metalle çöktürme
(kurşun asetat), sıvı-sıvı dağılım kromatografisi (asetonit,il-izooktan) ve
kolon kromatografisi aşamalarından oluşan bir temizleme tekn(~i denendi.
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Önceden ajlotoksinle kirlenmediği saptanan karma yemlm 2-4° /-l g / kg kir-
lenme düzeylerine gelecek şekilde ajlatuksin Bı standardı katılarak gruplar
halinde 35 rezidü kaza'lç analizi yapılmak suretiyle denenen uyarlamaların
geçerliliği değerlendirildi. Böylece, kullanılan analiz yöntemiyle % 84.84
oranında rezidü kazancı sağlandığı 2 /-Lg/ kg düzeyine kadar inen ajlatoksın
kirliliklerinin nicel ve nitel olarak saptanabildiği, benzeri yöntemlerle yapılan
karşılaştıımalara ,göre daha ekonomik olduğu, iyi sayılabilecek demelerde
tekrarlanabilir ve güvenilir sonuçlar elde edildiği anlaşıldı.

Giriş

Mantar invaziyonlarına bağlı olarak gelişen besin küflenmeleri
pek çok ülkede sık sık karşılaşılan doğal bir kirlenme olgusudur.
Önceleri insan ve hayvan yiyeceklerinin estetik yönden bozulması
şeklinde değerlendirilen bu sorun, 1960'da İngiltere'de küflü yer
fıstıklarının hayvan yemi olarak kullanılması sonucu ortaya çıkan ve
ıoo.ooo'den fazla kanatlının kısa zamanda ölümüyle sonuçlanan
toplu zehirlenme olayıyla, daha çok bir zehirlenme kaynağı olarak
dikkati çekmiştir (I ,2,6,22,23,39). Günümüze değin konuya ilişkin
olarak yapılan yoğun araştırmalarla irıvaziyona katılan toksijenik
mantarların metabolizma ürünleri olan mikotoksinlerin izole edile-
rek, çok yönlü toksik etkileri açıklığa kavuşturulmuş ve sorunun
insan ve hayvan sağlığını ciddi şekilde tehdit eden boyutları ortaya
çıkartılmı~tır (4,5,7, i 2, i 3,47,54).

Aflatoksinler, hemen her çeşit tahılda, hayvansal yiyeceklerde
ve karma yemlerde kolayca üreyen Aspergillus türleri tarafından sen-
tezlenen metaboli7.ma ürünüdür. Bu yüzden de sık sık besin kirlen-
melerine ve dolayısiyle zehirlenmelere yol açarlar (4,12,14,15,22).
Memeli, kanatlı, balık ve omurgasızlar başta olmak üzere,hemen
tüm canlı türlerine karşı aşırı derecede toksisite gösterirler. Özel-
likle karaciğer olmak üzere, pek çok organda yaygın ve kalıcı bozuk-
luklara yol açarlar. Daha önemlisi, günümüze değin yapılan deney-
sel çalışmalarda çck farklı türden deney hayvanlarında ~iddetli
kanserojen etki gösterdikleri anlaşılmıştır (I ,2,5,10,12,15,20,24).

A/latoksikozislerin tanısı ve ajlatoksin varlığının saptanması: Akut
ve kronik aflatoksikozis olgularında ortaya çıkan klinik belirtiler ve
patolojik bozukluklar seçkin nitelikli olmadığından, tanıları da güç-
lükle yapılır. Özellikle kro~ik olaylar her zaman için gözden kaça-
bilir. Klinik belirtiler, çoğu karaciğer bozukluğu ve yetersizliğinde gö-
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rülebilen tiptendir. Patolojik bozukluklar da hemorrajik ve septisemik
hastalıklarla karıştırılabilir. Mantar invaziyonları her zaman için tok-
sijenik nitelikli olmadığından, sadece hasta hayvanlara verilen be-
sinlerdeki görülebilir küflere dayanılarak tanıya varmak da güvenli
bir uygulama sayılamaz (13,22,52). Bu nedenle belirtilen zehirlen-
melel'in tanısında güvenilir bir uygulama olarak aflatoksinlerin var-
lığını ortaya koyabilen yöntemlere başvurulur. En fazla kullanılan
yöntemler arasında, şüpheli maddelerden hazırlanan ekstraktIarın bir
günlük ördek palazları ve alabalıklara yedirilerek toksisitesinin in-
celenmesi, ördek ve tavuk embriyonlarında toksisite denemelerinin
yapılması, doku kültürlerinde hücre dejenerasyonlarının incelenmesi,
toksijenik mantar türlerinin izole ve idantifiye edilmesi, indikatör
bakteri suşları kullanılarak, karsinojenik etkili aflataksin varlığının
ortaya çıkartılması ve nihayet, şüpheli yem, tahıllar, çeşitli hazır
besinler, süt ve süt ürünleri ile et nümunelerinden tekniğine göre
yapılan ekstraktların kromatografik ve fluorodansitometrik yöntem-
lerden biriyle nitel ve nice! olarak analiz edilmesi bulunur (4,7,12,
22,29,47,52).

Bütün mantar türleri aflatoksin sentezleyemediğinden, küflen-
miş her çeşit yem ve besin maddesi aflatoksikozise yol açmayabilir.
Öte yandan, aflatoksinler 300'C'ye kadar ısıtılmakla parçalanmazlar;
çeşitli teknolojik ve analitik işlemler sırasında çok az oranda kayba
uğrarlar. Bir kaç kilogram küflenmiş besin maddesiyle karıştırılan
tonlarca yem ve diğer besinler de kirlenebilir; dolayısıyle iyi görünüm-
lü veya küflerden arındırılmış bazı yem ve besin çqitleri de zehir-
lenme kaynağı oluşturabilir. Belirtilen yönler dikkate alındığında,
aflatoksinlerden ileri gelen bir zehirlenme olayının tanısı veya kiif-
lenme olgusunun ortaya çıkartılması, bunların ortamdaki varlığını
kesin bir şekilde nitel ve ıucel olarak sergileyen fiziko-kimya~:al
analiz yöntemleriyle yapılır (5,7,22,29,33).

AJlataksinlerin Jiziksel-kimyasal özellikleri ve analiz .J'öntemleri:

Aflatoksinler yapısal yönden birbirlerine çok benzeyen birer
[uranokumal'in türevidir (12,16). Halen izolasyonu yapılmış ve kim-
yasal nitelikleri açıklanmış 17 çeşit türevin varlığı bilinmekle beraber;
genellikle af1atcksin terimi doğalortamda en fazla bulunan ve en sık
karşılaşılan türevler olan aflatoksin BpBı,Gı ve Gı'yi karşılar (5, i 2, i3,
40). Bunların içerisinde en fazla sentezlenen ve dolayısıyle besin-
lerde en yoğun bulunan türev aflatoksin Bı dir; diğer türevIerin yo-
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ğunluğu Gı,B! ve Gı sırasını izleyerek azalır (52). Yemlerle birlikte
alınan aflatoksinler süt ineklerinin vücudunda biyotransformasyona
uğrayaı ak metabolitler halinde süt ve idrarla atılırlar. Daha çok
sütte bulunan bu türevler "süt aflatoksini" anlamına gelen afla-
toksin Mı ve Mı olarak adlandırılır (1 I, 19,21,3°,31).

Uzun dalga (325 nm) ultraviyolc ışığında aflataksin Bı ve Bı
şiddetli mavi, Gı ve Gı de yeşil flarcsans verir. Aflatoksin varlığının
saptanması, türevIerin oirbirinden ayırt edilmesi ve yoğunluklarının
ölçülmesi amacıyla kullanılan tüm fiziko-kimyasal yöntemler bu
özelliklerinc dayanır (16,22,52).

Tüm aflatoksinler kloroform, metanol, etanol, benzül ve dime-
til sülfoksit gibi polar çözücülerde serbestçe çözünürler. Bu özellik-
lerinden yararlanılmak suretiyle bulundukları ortamdan ekstrakte
edilerek arılaştırılabilir; deneysel çalışmalarda, tanı. ve yoğunluk
ölçümlcrinde kullanılabilir (5, i 3,29,34).

Günümüzde besinlerde ve biyolojik ortamda bulunan aflatok-
sinler ve diğer mikotoksin çeşitlerinin ayrı ayrı veya birlikte aran-
masına olanak veren ve pikogram düzeyine kadar duyarlı olan mül-
timikotoksin analiz yöntemleri geliştirilmiştir. Halen yaygınlaşmış
çok sayıdaki analiz yönteminin hepsi de analiz numunelerinin ha-
zırlanması, aflatoksinlerin ekstraksiyonu, temizleme, türevIerin se-
parasyonu, nitel ve niccl tayini gibi temel aşamalar bakımından bir-
birine benzerler. Sadece analiz materyalinin çeşidine ve özel sorun
lara göre yapılan ufak uyarlamalar yönünden ayrım gösterirler (8,
9,14, i 8,28,32,33,36,3 7,38,42,45,46,50,5 i ,52).

Analiz nümunelerind eki aflatoksinler kloroform, aseton, ase-
tonİtril veya metanol gibi çözücüler kuIlanılarak % 96-g8 oranında
ekstrakte edilebilir (8,9,14,17). Ekstraksiyon işlemi sırasında, belir-
tilen çözücüler, seçilen analiz yöntemine göre genellikle metanol:
su: hekzan (50), kloroform: su (8,9,17), aseton: su (12), asetoni tril :
su (32,33) karışımı şeklinde öğütülmüş veya homojenize edilmiş
analiz nümunesine katılarak, belli bir süre çalkalamak ya da karış-
tırmak suretiyle aflatoksinlerin sıvı ortamda çözünmeleri sağlarnı'.
Santifuje edilerek (8,9,50) veya süzülerek (17,33) nümunderden
ayrılan sıvı ekstrakt, ya sıvı-sıvı dağılım tekniğiyle, ya da silikajel
veya diatome toprağıyla hazırlanmış özel kolonlara uygulanarak
önce eter-hekzan karışımıyla yağlar, pigmentler ve diğer maskeleyici
kirlilikler bertaraf edilir ve daha sonra da kloraform: metanol (I 7,
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33), kloroform: hekzan veya kloroform: aseton (12,13) karı~ımlarrn-
dan biriyle elüsyonu yapılır. Böylece elde edilen eluat kuruyana ka-
dar uçurulduktan sonra o. i ml benzol: asetonitril karı~ımında çöz-
dürülür. Bu çözeltinin bir bölümü nicel olarak tekniğine göre ince-
tabaka plakasına uygulanır; bilinen miktarlarda aflatok.sin standart-
ları da uygulanan plakalar, uygun tanklarda kloroform: ascton
(8,9, i 3,50), metanol: su: eter (ı 7) veya toluol: etilasetat: % 90' lık
formik asit (32,33) çözücü sistemlerinden biriyle develope edilir.
Aflatoksin varlığının saptanması, türevIerinin birbirinden ayırtedil-
mesi ve miktarlarmın saptanması işlemi, ya bir ultraviyole ışığı kay-
nağı altına (320-39° nm) yedeştirilen ince-tabaka plakasındaki ~id-
detli mavi ve yeşil fIoresans veren lekelerin aynı renge ve Rf değer-
lerine sahip standart lekeleriyle karşılaştırılmasıyla, ya da fluoredansi.
tometri ile yapılır (8,12,16,17,25,30,33,38,45).

İnce-tabaka plakalarında ultraviyole ışığı altında belirlenen
gerçek aflatoksin lekeleri ile kirliliklerini birbirinden ayırabilmek
için, her analiz yönteminde ortak olan bazı doğrulama testlerine
başvurulur (36,37,38). Muhtemelen belirtilen amaçla başvurulan
testlerden ilki, developmanı yapılmı~ ince-tabaka plakalarma
% 25 lik sülfürik asit püskürtülerek yapılanıdır (4ı). Bu uygulamayla
plakada bulunan aflatoksin lekelerinin mavi veya yeşilolan floresans
renkleri sarıya dönüşür. Belirtilen testle olumlu sonuç alındığında
ise, aflatoksin varlığını kesinlikle kanıtlayacak formik asit: tionil
klorür, asetik asit: tionil klorür ve trifluoroasetik asit ayıraçlarıyla
yaı:ıılan testlere başvurulur (3,44). Ayıraçlarda' bulunan asitlerin ka-
talitik etkisiyle aynı renkte floresans ve farklı Rf değerlerinde dime-
rik asetat ve hidroksiıli aflatoksin türevIeri şekillenir. Belirtilen doğ-
rulama testlerinin basitleştirilmesine ve iyile~tirilmesine yönelik
olarak Pohland ve Arkadaşları'nın (25) önerdiği uyarlamada belirtilen
ayıraçlar yerine hidroklorik asit: asetik anlıidr karışımı veya tek ba-
~ına hidroklorik asit de kullanılmaktadır.

i g60'lı yıllarda uygulamaya konulan yöntemlerin hemen hepsi
yer üstıklarında aflatoksin varlığının araştırılmasına yönelikti. Her
geçen yıl iyileştirilerek bu grup yöntemlerin hemen hepsi de sıvı-
sıvı ekstraksiyon tekniğine dayanan dağılım kromatografisi ile kolon
kromatonrafisi kombinasyonuyla oluşturulan CB (Contamination
Branc) (8,g) metodu ile ayırma hunisi kullanılarak yapılan sıvı-
sıvı dağılım tekniğini kolon kromatografisi ile birleştiren ve sıvı eks-
traktın katı maddelerden ayırılmasında süzme işlemi yerine santri-



Karma Yemlerde Aflatoksin Analizi 55

fuj uygulamasını öngören ve BF (Best Foods) olarak bilinen (50,
5 i ,52) iki temel analiz sistemine ayınlır. Son yıllarda pamuk tohumu,
soya fasülyesi, mısır, şam fıstığı çe~itleri süt ve karma hayvan yemle-
rinde aflatoksin analizi amacıyla geliştirilen yöntemlerin büy~k çoğun-
luğu yukarıda belirtilen iki ayrı sistemin modifiye edilmesi temeline
dayanır (I 8,29,32,33,36,37,38,41 ,43,45,46).

Yemlerle birlikte alınan aflatoksinlerin ıı-g/ kg düzeyinde ka-
saplık hayvan etlerine ve yumurtalara geçtiği anlaşıldıktansonra
(47,52) havansal ürünlerde de af1atoksin varlığının saptanmasına
olanak veren ve proteinlerin çöktürülmesi, yağ1arınbertaraf edilmesi
ile kloroformlu ekstraktın silikajel: asidik alumina: susuz sodyum sül~,
fatla ileri derecede arıtılması aşamalarından oluşan aşırı derecede
duyarlı ve farklı ekstraksiyon ve temizleme teknikleri önerilmiştir
(17,38,52). '

Son yıllarda Aflatoksinlerle ilgili bilimsel verilerin artması üze-
rİne çeşitli besinlerde ve zehirlenme olaylarında kontrol amacıyla
hızla yoklanıalar yapmağa uygun, basitleştirilmiş analiz yöntem-
lerin önemi de artmıştır. Belirtilen amaçla yaygın kullanılma alanı
bulmuş belli başlı ,yöntemlerde küçük kolon tekniğiyle aflatoksin var-
lığının .belirlenmesi, ince tabaka kromatografisiyle yoğunluk ölçümü
ve ince tabaka phikalarında kimyasal türevler oluşturarak doğrulama
aşamaları birleştirilmiştir (37, 38).

Aflatoksin türevIeri ve tüm mikotoksinçeşitlerine karşı aşın
derecede seçkinlik göstermeleri ve oldukça yüksek duyarlık derece-
sine sahip olmaları nedeniyle' yüksek basınçlı likid kromatografisirie
dayanan bu yöntemler, bu alanda da yakın geleceğin en güvenilir
analiz seçeneklerinden biri gözüyle bakılmaktadır. Fakat bugün
için çok pahalı cihazları ve yetişmiş personeli gerektirdiğinden, rutin
çalışmalarda kullanılacak derecede yaygınlaşamamıştır (26,27,52).

Bu çalışmamızda, hayvan 'yetiştiriciliğinde büyük ekonomik
kayıplara yol açan ve hayvansal besinler aracılığıyla insanrara yan-
sıyarak ciddisağlık sorunları yaratan küf1enmiş karma ycmlerd,e ve
yem ilkel maddelerinde' aflatoksin kirliliklerinin anali~ edilebilmesi
için, labaratuvar koşularımızauygun, rutinçalışmalarda kullanıla-
bilecek, basit, güvenilir ve ekonomik bir ektraksiyon ve temizleme
tekniğinin uyarlanması amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot

Analiz Nümuneleri: , .
çalışmamızda, 'analiz gereci olarak % 65 tahıl, % 8-1'0 hay-

vansal protein, % 20 yağ endüstrisi artıkları % 4-6 kepek,yon-
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ca veya mısıI' gluteni ile % i oranında yem katkı maddeleri esası-
na göre hazırlanmış tavuk yumurta yemi nümuneleri kullanıldı.
Önce Robert. B.A. vePatterson. D.S.P. (32,33) ile Horwitz ve Arkadaşları'
nın (14.) yöntemleri kullanılarak yapılan analizler sonucunda, afla-
toksinlerle kirlenmemiş olduğu anlaşılan bu karışım, denemeler sü-
resince mantar invaziyonunu ve üremesini önleyici koşullarda sak-
landı.

Adsorbanları :

i. Silikajel G (ince-tabaka kromatografisi için, Type 60, Merck,
Art. 773i): Bağlayıcı madde olarak % i3 oranında alçı içerir ve
% ıo'luk sulu süspansiyonun Ph'sı 7'dh.

2. Silikajel (kolon kromatografisi için, 70-23° mesh ASTM,
Merck, Art. 7734): 80 °C'da etüvde iki saat süreyle aktive edilip,
desikatörde soğutulduktan sonra, ağırlıkı ağırlık esasına göre % i

oranında damıtık su katılarak iyice karıştırılmakla bölümsel olarak
deaktive edildi; analiz süresince desikatörde saklandı.

Ayıraflar:

I. Sodyum sülfat: (Anhidr, granüllü, Merck Art. 6649).

2. Kurşun asetat çözeltisi: 20 g. nötral kuqun asetat trihidral;
balon jojede bir miktar damıbk suda çözdürüldükten sonra, o. ~$
ml glasiyal asetik asit katıldı ve damıtık su ile hacmi 100 ml'ye ulaş-
tırıldı.

3. Doymuş sodyum klorür çözeltisi.

4. Aluminyum klorür çözeltisi: % 95 etil alkolde % 24'lük.

5. T rijluoroasetik asit: (Merck, Art. 808206).

6. Sülfürik asit (% 25'lik)

7. O. i. N hidroklorik asit çözeltisi: 8.9 ml derişik HCl'e damıtık
su katılarak hacmi litreye ulaştırıldı.

8. Formik asit (% 9°, Merck, Art. 264).

9. Potasyum klorür çözeltisi: (% 4'lük sulu çözelti).

10. Ajlatoksin standardı: Kuru, kristalize toz halindeki afla-
toksin Bı (Sigma Chemical Company, No: A-6636) standart etiketi
üzerindeki ağırlığı dikkate alınarak 8-10 {Lgiml'Iik yoğunluk sağlaya-
cak şekilde benzol: asetonitril (98:2) karışımında çözdürüldü. Bu
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standart depo çözeltinin mt'sinde bulunan aflatoksin B/in gerçek
yoğunluğu spektrofotometrede ultraviyole (VV) absorbans ölçme
yöntemiyle (14) belirlendi. Aynı çözeltinin uygun bir bölümü benzol:
asetonitril karışımıyla 0.5 [Lgf ml yoğunluğuna kadar seyreltilmekle
ince-tabaka kromatografisi uygulama ç.özeltisi hazırlandı. Deneme-
lerde kullanılmak üzere, uygulama çözcltisinden belli bir miktar ayı-
nldıktan sonra geri kalanı standart depo çözelti ilc birlikte ayrı ayrı
mg düzeyine kadar tartılarak ağırlıkları referans amacıy la kaydedilip;
şişeleri aluminyum plakalada sarılmış halde soğutucuda saklandi.
Çalışmalar sırasında soğutucudan çıkartılan standart ısısının oda
ısısına çıkması için yeterli süre bekletildi.

Çözücüler:
I. Asetonitril (Merck, Art. 800015)

2. Benzol (Merck, Art. ı 78r)

3. hooktan (Merck, Art. 4727)

4. Klorojorm (Merck, Art. 243 i)

5. n-hekzan (Merck, Art. 4368)

6. Dietileter (Anhidr, Merck, Art. 921)

7. Metanol (Merck, Art. 6008)

8. Toluol (Riedel, 242-51)

9. Etil asetat (Merck, Art. 864)
Analizlerde kullanılan tüm çözücü ve ayıraçlar kromatografik

analiz kalitesinde seçildi.

Aygıtlar:
I. İnce-tabaka kromatografisi aygıtı ve eklcri (Desaga)

2. Vltraviyole (VV) lambalan (Chromatolux 2L, Pleuger):
16 "Vatt, uzun ve kısa dalga bir arada.

3. Spektrofotometre (Beckman, Model-B)

4. Rotatif evaporatör (Buchi).

5. Homojenizatör (Virtis, Model-23)
6. Etüv, desikatör, saç kurutma aygıtı, kromatografi kolonları

(20 mm iç çaplı ve 400 mm uzunluğunda), ayırma hunileri, santri-
fuj tüpleri (ml bölümlü).
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Metot

Çah~mamızda amaçlanan uyarlamanın gerçekle~tirilebilmesi i-
çin, karma yem nümunderindeki aflatoksinlerin ekstraksiyon u, me-
talIe çöktürme ve sıvı-sıvı dağılım kromatografisiyle yapılan ön
temizleme i~lemıeri, Robert ve Patterson (32,33) ile Romer (36)'in öner-
dikleri tekniklere göre yapıldı. ıleri temizleme aşamasında ise Horwitz
ve Arkadaşları (I 4) 'nın A. O. A. C. yöntemleri kapsamında tanımla-
dıkları kolon kromatografisi tekniği kullanıldı.

Temizlenmi~ ekstraktlardaki aflatoksin varlığının saptanması,
doğrulanması, türevIerİnin birbirİnden ayırt edilmesİ ve nİcel olarak
belirlenmesi ince-tabaka kromatografisinde VV ı~ığı, aluminyum
klorür, sülfürik asit ve trilfluoroasetik asit ayıraçlarına dayanan doğ-
nılama testleriyle yapıldı (38).

İşlemler:

a) Ekstraksiyon: Mikserde iyice öğütüImü~ 25 g karma yem
örneği homojenizatör kavanozuna kondu; üzerİne !-Lgi kg yoğunluk
düzeyinde bilinen miktarlarda Mlatoksin Bı standardı ve i 00 ml ase-
tonitril: potasyum klorür çözeltisi karı~ımı (go: io) katılarak 3 dakika
orta hızla homojenize edildi. Daha sonra asetonİtrilIi ekstrakt Whatt
man No: 41 filtre kağıdından süzüldü.

h) Ön temizleme aşaması:

Metalle çöktürme: Elde edilen filtratın 5° ml'si bir erlenmayere
aktarılarak üzerİne 5 ml kur~un asetat çözeltisi katıldı ve 2 dakika
ılırnh bir şekilde çalkalandıktan sonra 5 dakika dinlenmeğe bırakıldı.
Böylece filtrata geçen pigmentler, proteinler ve diğer organik mad-
delerin çöktürülmesi sağlandı. Ortamda bulunan kl1r~un asetat faz-
lasını bertaraf edebilmek için filtrata 5 ml doymuş sodyum klorür
çözeltisi katıldı ve 2 dakika ılımlı bir ~ekilde çalkalanıp 5 dakika din-
lenmcğe bu akıldı. Bu işlemlerle şekillenen çökeltiler süzülerek atıldı.

Sıvı-sıvı dağılım kromatograjisi: Yukarıdaki i~lemlerden sonra
elde edilen filtratı yağlı artıklarındarı da arıtabilmek için, 250 wl'lik
bir ayırma hunisinc aktarıldı ve üzerine 5° ml izooktan katılarak 2
dakika çalkalandı. Bekletilerek birbirinden ayrılan sıvı katmanlardan
üstte kalan ve yağlı artıkları içeren İzooktan katmanı atıldı ve aynı
işlem 5° ml izooktan kuııanılarak yinelendi.
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Ayırma hunisinde kalan ekstrakta 12.5 ml su katılarak kloro-
roformla ekstrak~iyon işlemi uygulandı. Bunun için karışıma önce
25 ml kloroform katıldı ve 2 dakika çalkalandıktan sonra sıvı kat-
manları ayırılmaya bırakıldı. Altta kalan klor oform-asetonitril kat-
manı uygun bir huniye yerleştirilen 9 cm'lik Whattman No: 41 süz-
geç kağıdına konulan susuz sodyum sülfat paketinden geçirildi. Her
defasında IO ml kullanılarak aynı ekstraksiyon işlemi 3 kez yine-
lendi. Elde edilen ekstraklar aynı erlenmayerde birleştirildi. Tüm
ekstrakt evaporatif konsantratörde 4-5 ml'ye kadar yoğunlaştırıla-
rak ileri temizleme aşamasında kullanıldı.

C) Ileri temizleme aşaması:

Kolon kromatografisi:

Kromatografi kolonunun hazırlanması: Gereç bölümünde Ö7.el-
likleri belirtilen kromatografi kolonu taşıyıClya yerleştirildi. Altta
kalan musluklu ucuna uygun şekilde paketlenmi~ cam pamuğu
hafifçe yerle~tirildi. Musluk kapalı iken üzerine 5 g. susuz sodyum
sülfat kcndu ve kolon yarısına kadar kloroformla dolduruldu; daha
senıa, aktive edilmiş 10 g. silikajel yavaş yavaş kolona döküldü.
Silikajc1 ile bulaşmış olan kolon duvarlaıı 20 ml klorofoı m ile yıkandı.
Silikajd katmanında olu~an topaklanmalaıı gidermek ve iyi bir da-
ğılım sağlamak için, kolon hafifçe kendi etı afında çevirilerek içeri-
ğin karışması sağlandı. Silikajcl katmanının iyice oturmasını sağlamak
için musluktan biraz kloroform akıtıldı ve bunun da üzerine tekrar
yavaş yavaş 15 g. susuz sodyum sülfat dolduruldu. Alttaki musluk
açılarak kloroform içeriği sodyum sülfat katmanının üst düzeyine
kadar akıtılarak kolon elüsyona hazırlandı.

Aflatoksinlerin elüsyonu: Yoğunlaııtırılmış numüne ekstraktı dik-
katlice kolona aktanldıktan sonra musluk tam olarak açıldı. Var olan
sıvı içeriği dolgu düzeyine kadar inince önce i 00 ml n-hekzan dökü-
lerek maksimum akış hızında kolandan geçmesi sağlandı; sonra da
aynı işlem ıoo ml susuz dietileter ile yinelendi, Ekstrakttaki çeşitli
kirlilikleri içeren n-hekzan ve dietileter birikintileri atıldı. En son
aşamada kolona i 50 ml kloroforın: metanol karışımı (97 :3) konula-
rak aflatoksinlerin elüsyonu yapıldı. Elde edilen duat, önce rotatif
(;vaporatörde 4-5 ml'ye kadar yoğunlaştırıldı; sonra da ölçülü bir
santrifüj tübüne aktarılarak düşük ısıda, ben-maride azot gazı akı-
mıyla kuruyana kadar uçuruldu. Tüpteki af1atoksin kalıntıları o. i
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ml benzol: asetonitril (98:2) karışımında çözdürülerek ince-tabaka
kromatografisinde kullanıldı.

d) ince-tabaka kromatografisi (İTK):

Plakaların hazırlanması: Yayma tablası üzerine, temizlenip
kurutulmuş, 20X20 cm boyutlarındaki 5 adet plaka yerleştirildi. Al-
kol ve n-hekzanla yüzeyleri silinerek, yağ ve diğer kirliliklerden arı-
tıldı. Ağzı cam kapaklı bİr erlenmayere 30 g silikaje1-G ve 60 ml da-
mıtık su konularak hazırlanan adsorban karışımı önceden 0.250
mm' e ayarlanmış ve uygun şekilde plakaya yerleştirilmiş yayıcıya
dökülerek yayıldı. Plakalar bir süre laboratuvar ısısında kurutul-
du ve etüvde i05 oC ısıda bir saat tutular ak aktive edildi; sıcakken
desikatöre alınarak kullanılıncaya kadar saklandı.

Aflatoksinlerin plakalara uygulanması ve developman işlemi: Plakalar-
daki adsorban katmanı, developman yönüne paralel olarak i cm
aralıklarla çizilerek kolonlara ayırıldı. Böylece plakaya uygulanan
her lekenin bağımsız olarak developmanı sağlandı. Çözücü karışı-
mının plakanın her yanına aynı hızla tırmanmasına yardımcı olmak
ve tank kenarından yansıyan bulaşmaları önlemek İçin, plakanın iki
yanındaki adsorban katmanı 0.5 cm kadar kazındı.

Plakanın çözücü sİstemine daldırılacak alt ucunda 2 cm yüksek-
likte işaretlenıni~ imgesel bir eksen boyunca o. i ml çözdürülmü~
nümune (:kstraktından mikrolitrelik pipederle alınan 5, i o ve i 5 (LL

hacmindeki örnekler, saç kurutma aygıtımn sıcak hava akımı yardı-
mıyla kurutularak olanak ölçüsünde eşit çaplarda kompakt lekeler
halinde uygulandı. Ekstrakt lekelerindeki aflatoksin türevİnin varlığı-
m ve çeşidini saptamak vc yarı-niccl yoğunluğunu belirlemek amacıyla
bir kontrol ve karşılaştırma ölçütü olarak değerlendirilmek üzere
o .5 (Lg / ml'lik standart aflatoksin Bı çözeltisi kullanılarak aynı pla-
kaya 0.5, i. o, 2. o, 3. o, 5. o, ve iO.o ng aflatoksin içeren lekeler
yapıldı.

Hazıclanan plaka, en az bir saat önceden 100 ml toluol: etil
asetat: % go formik asit (60: 30: ıo) çözücü karı~ımı konulmuş tanka
yerleştirildi; ıo cm yüksekliğe kadar developman yapıldı. Tanktan
çıkarılan plaka laboratuvar ısısında çözücülerin uçması için bek-
letild i.

4flatoksin varlığının saptanması ve yarı-nicel ölçümü: Develope edil-
miş plaka, karanlık odada uzun dalga ultravİyo1c ışığı altında
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incelendi. Standaıt aflatoksin Bı lekesiyle aynı renkte florasans veren
ve Rf değeri gösteren lekeler, yem nümunesine katılan aflatoksin Bı
olarak dikkate alındı. Florasans ~iddeti ve leke alanları bakımından
dt:ğişik yoğunluklarda aflatoksin Bı içeren standart lekeleriyle yapı-
lan karşJI~tırmalarla nümune ekstraktına ait lekelerde bulunan af-
latoksin yoğunluğu yan-nicel olarak ölçüldü.

e) Doğru/ama testleri:

Aflatoksin Bı standardı ile aynı Rf değeri ve florasesans rengi
veren ekstrakt lekesinin aflatoksin olup olmadığını doğrulamak için,
plakaya önce aluminyum k.lorür çözeltisi püskürtülerek 1°5 °C'de
etüvde LO dakika tutuldu. Böylece, daha belirgin hale gelen lekeler,
büyüklük ve renk şiddetleri bakımından ikinci kez kar~ılaştırıldı.
En son olarak da aynı plakaya % 25'lik sülfürik a5it çözeltisi püs-
kürtülerek mavi florasans rengin parlak sarıya dönmesi kontrol edildi.
Belirtilen yönde değişikliğe uğrayan lekeler aflatoksin olarak değer-
lendirildi.

Sonuç ve Tartışma

Çalışmada analiz gered olar ak seçilen karma tavuk yemIerine
2-40 [Lg/ kg kirlenme düzeylerine denk gelecek boyutlarda aflatok-
sin Bı katılarak kalıntı analizleri yapıldı. Bu işlem her analizin baş-
langıcında önceden öğütülerek homojenize edilmiş 25 g yem örne-
ğine 50, 100, 15°, 200, 300 ve 500 ng aflatoksin Bı içeren standart
çözeltinin katılmasıyla gerçekleştirildi. Benzeri araştırmalarda (8,
9, i 7,i 8,26,29,32,36,39,43,48) da başvurulan söz konusu uygulamayla,
büyük hacimlerdeki yem nümunelerine arı aflatoksin katılmasıyla
ortaya çıkacak kayıplar önlenmektc ve yetersiz homojenizasyondan
doğabilecek sakıncalaı giderilmektcdir. Belirtilen yoğunluk düzeyle-
rinden her birinin en az 5 kez katılmasıyla 6 grup halinde yapılan
toplam 35 analiz sonucuna ilişkin veriler Çizelge i 'de görülmektedir.
Aynı yoğunlukta aflatoksin katılarak yapılan analiz sonuçlarına göre
hesaplanan bireysel ve oı talama kazanç yüzdeleri ile standart ayrı-
lışları da aynı çizelgede verilmiştir.

Çizelge i 'deki veriler incelendiğinde, bireysel analiz sonuç-
larına göre hesaplanan aflatoksin kazanç yüzdesinin 62.5-104 limit-
leri arasında deği~tiği görülmektedir. Eşit yoğunluklarda aflatoksin
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Çizelge ,. Karma 'avuk yemi örneklerine aflatoksin' Bı katılmasıyla yapılan
analiz sonuçları, analiz gruplarına göre hesaplanan ortalama kalıntı kazanç yüzdeleri

ve sta ndart ayrılışları.

Kg. karma yeme Geri kazanılan

iKatılan afla- düşen yoğunluk af) a to ksi n mik. Kazanç
Sıra 1\'0. toksin Bı (ng) mikrogram! kg. ngo olarak. yüzdesi
------- ___ o

i 5° 2 34 68
.------- - -- ---._-

2 5° 2 42. i 84.2
------ --,. ----

3 5° 2 43.6 87.2_._-- ----
4 5° 2 46 92-----
5 5° 2 39.2 78.4
Ortalama Kazanç Yüzdesi: 4°.98 81.98
Standart ayrılış 4.615 9.236
6 100 4 80 80

7 100 4 72 72----_. ____ o

8 100 4 ~°4 ~°4----- -------
9 100 4 80 1°4- --------
10 100 4 82 82

----- -------- ---_.-
II '00 4 86 86
Ortalama kazanç yüzdesi 84 84 ._-
Standart ayrılış 10.807 '°.8°712 '5° 6 13°.°5 86.7

----
13 15° 6 120 80

------- ---_._-- ---------- _._---
'4 15° 6 '39.95 93.3

--------.
'S '5° 6 139.95 93.3-._---- ----------- ----------
16 150 6 127.5 85
Ortalama Kazanç YÜzdesi ı::p .49 87.66
Standart Ayrılış 8.563 5.7°6

i7 200 8 165 82.5
- ._-- -------- -------- -----18 200 8 180 9°-_._--

'9 200 8 ,88 94---- - -_._------
20 200 8 125 62.5-_._- -------- ----_._---
21 200 8 182 64------- --------- -- ----._---
22 200 8 'go 95----- i "_._--
23 200 8 i 152 76
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Çizclge ı'in devamı.

63

Kg. karma yeme Geri kazanılan

L
Katılan afla tok- düşen yoğunluk aflatoksin mik. Kazanç

Sıra No. sm B, (ng) mikrogram i kg. ngo olarak yüzdesi
-- -- ------

24 200 8 156 78
--"_.--'- ._._- -- ----

25 200 8 17° 85
Ortalama Kazanç Yüzdesi 161_5 80.77
Standart ayrılış 23.745 7.914-

26 300 12 3°0 100

27 3°0 12 260.1 86.7
---- -------_.

28 300 12 252 84
._-- --- --

29 300 12 279.9 93.3
----

30 300 12 24° 80
Ortalama Kazanç Yüzdesi 266.4- 88.8
Standart Ayrılış 23.745 7.914-

31 500 20 450 90-_ ..~
32 500 20 4-80 96

--
33 500 20 45° 90

----
34- 5°0 20 380 76

----- ---,_.- ------- -_.._--------
35 500 20 472.5 94.5
Ortalama Kazanç Yüzdesi 44-6.5 89.3
Standart Ayrılış 39.512 7.902

katılarakyapılan analiz glUplarına göre hesaplanan 01 talama kazanç
yüzdelerinin de 80.77-89.3 oranları arasında kaldığı be liı lenmiştir
(Çizclge ı). Bireysel analiz sonuçlarına dayalı olarak yukarıda veri-
len kazanç yüzdelerini gösterir rakamsal değerler arasındaki ayrı-
mın (41.5) önemli sayılacak derecede olmasına karşın, her bir analiz
glUbu dikkate alınarak hesaplanan ortalama kazanç yüzdderi arasın-
daki ayrımın önemsiz sayılabilecek boyutlarda kaldığı dikkati çek-
mektedir. Belirtilen durumun analiz örneklerine katılan aflatoksin
yoğunluğunun veya doğal kiclenme düzeyinin düşmesine koşut olarak,
analiz kazanç yüzdesinin de azalmasından ileri geldiği sanılmaktadır.
Gerçekten Çizclgc i 'deki bi.reysel analizler ve grurlarla i19i1i.değerler
göz önüne alındığında, azalan yoğunuklarda aflatoksin kullanılan
analiz gruplarının ortalama kazanç yüzdelerinin de giderek azalması,
bu görüşü kanıtlar niteliktedir.
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Bireysel analiz sonuçlarının aflataksin kazanç yüzdeleri dik-
kate alınarak hesaplanan 35 adet aflatoksin analizinin ortalama
kazanç yüzdesi 84.84 olarak bulunmuştur.

Aflatoksin sentezleyen Aspergillus türleri tarlada ve ambarlama
koşullarında i)aşta yer fıstığı, mısır, pamuk tohumu, soya fasülyesi
olmak üzere, buğday ve arpa gibi tahıllarda ve karma yem çeşit-
lerinde kolaye a üreyebilirler. Bu yüzden de hayvan yemleri insan
besinlerinden daha yüksek oranlarda kirlenme riskiyle yüzyüzedir
(ı ,2,22). Nitekim, bugüne değin aflatoksinIerle kirlenmiş besinlerin
yol açtığı sağlık sakıncaları daha çok hayvanlarda karşılaşılan bi-
reysel veya tcplu zehirlenme olayları şeklinde kendini göstermiştir (52).

Bugün için insan ve hayvanlarda karşılaşılan aflatoksikozjs-
ler rasyonel bjr şekilde sağıtılamaz. Bu nedenle de koruyucu sağıtım
daha çok önem taşır (2,4,), i5,2 i ,23,24,29,35). Belirtjlen sağıtım
seçeneği, besin küflenmelerinin önlenmesj, kirlenme olgularının or-
taya çıkartılması, kirlenme düzeylerinin ölçülmesi, insan ve hayvan
sağlığı yönünden sakıncalı bulunan kirlenme derecelerinjn belir-
lenmesi, tolerans düzeyleri ile günlük alım limitlerinin saptanması,
sakıncalı düzey lerde kirlenmiş besin tüketiminin önlenmesi şeklinde
yapılan uygulamalarla gerçekleştirilebiiiI' (7, io, i 2, i 3, i 5,24,29,35,
39,40,52). Özet halinde verilen bu bilgilerden de anlaşılacağı gibi,
aflatoksinlerle kirlenmiş besinlerden ileri gelen sağlık sakıncalarının
önlenmesinde, çeşitli bilimsel ve yasal önlemleı in alınmasında ve
zehirlenme olaylarının güvenli bir şekilde ortaya çıkartılmasında
aflatoksin analizleri kilit uygulama niteliğini taşır. Bu yüzden de son
yıllarda aflatoksinlerin akut ve kronik toksik etkilerinin açıklanma-
sında olduğu kadar; besinIerde ve biyolojik ortamda af1atoksin var-
lığının oraya çıkartılmasına yönelik yöntem çalışmaları da önem ka-
zanmıştır (8,9, i 2,1 7, i8,25,27,29,45).

Aflatoksin analizlerinde en önemli bölümünü ekstraksiyon ve te-
mizleme işIemleri oluşturur. Birbirini tamamlayıcı nitelikte bir kaç
aşamada gerçekleştirilen uygulamalarla aflatoksinler besinlerden ve
biyolojik ortamdan ayırılarak tanı ve yoğunluk ölçümünde kullanı-
lbilecek derecede temizlenil' (14, i 6, i8). Ancak, bugüne değin uy-
gıılamaya konmuş yöntemlerin hemen hepsinde nümunclerden elde
edilen arlatoksinli ekstraktIarın kromatografik ve flofesans özeııik-
leri yönünden aflatoksinlere benzeyen klorofıl ve diğer kirliliklerden
gerçek anlamıyla arıtılması tam olarak başarılamamıştır. Bu yüzde.n
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ince-tabaka kromatografisi a~amasında, her zaman için hatalı sor;uç-
lara ve değerlendirmelerc yol açabilecek yabancı lekelerle kar~ıla~ılma
olasılığı vardır (38,44,45,46).

Fabrikasyon ve karma hayvan yemleri, oldukça farklı yapıya
sahip bitkisel, hayvansal, sentetik ve mineral maddelerin karı~ımın-
dan olu~maları; hazırlanmalan sırasında şekillenen protein ve diğer
organik maddelerin dekompozisyon ürünlerini içermeleri nedeniyle
daha da ileri temizleme tekniklerini ve titiz değerlendirmeleri ge-
rektirir (I 6, i 8,26,32,38)). Bu tür maddelerde aflatoksin analizi için
geli~tirilmi~ yöntemlerde ya tek ba~ına sıvı-sıvı dağılım kromatog-
rafisi (43,45; 46,48) veya kolon kromatografisi (14,53), sıvı-sıvı
dağılım kromatografisi ilc kolon klormatografisi ve geriye dializ i~-
lemi (8,9,32,33), ya da metalle çöktürme i~lemi ile temizlernede
kullanılan kromatografileiden biri birlqtirilerek temizleme ko~ul-
ları olanak ölçüsünde iyile~tirilmeğe çalı~ılmı~tır (26,27,32,37,49).

Belirtilen yöndeki iyile~tirme çabalarına katkıda bulunabilmek
için, uyarlama ni teliğinde yapılan bu çalı~mamızda asetonitril: po-
tasyum klorür çözeltisi karı~ımıyla yapılan ekstraksiyon i~leminden
sonra, metalle çöktürme, sıvı-sıvı dağılım ve kolon kramatografisi
a~amalarından olu~an üçlü bir temizleme sistemi denenmi~tir.

Bugüne değin yapılan literatür taramalarında, aynısına ra~t-
layamadığımız söz konusu uyarlamayla yem nümunelerinden elde edi-
len afJatoksin ekstraktındaki klorofil, klorofilli maddeler ve pro-
teinler ile diğer organik maddelerin kurşun asetat ile çökeltilerek ber-
taraf edilmesi; süzme i~lemi ile presipitatlardan ayrılan fiItrat! bir
ayırma hunisinde izooktanla çalkalayarak, sıvı-sıvı dağılım kroma-
tografisi kuralları uyarınca, yağlı artıkların bu çözücüye geçirilerek
atılması, böylece kolon kromatografisine yüklenecek çe~itli kirlilik ..
lerin önemli ölçüde azaltılması; son olarak yapılan kolon kromatog-
rafisiyle de etkili bir arıtma i~leminin sağlanması dü~ünülmü~tür.

Yukarıda kısaca özetlenilen deği~ikliklerden olu~an uyarla-
maların afJatoksin analizlerinde kullanılan belli ba~lı seçkin yön~
temlerden (14,25,26,29,32,33,36,37,43,14) daha farklı iyile~tirmeler
getirip getirmediğini belirleyebilmek için, genellikle bu tür çalı~-
malarda sık sık kullanılan (27,38) "ortamdaki af1atoksin miktarının
geri alınması" veya "kazanç oranlarının ölçülmesi" (recovery)
denemelerine ba~vuruldu. Analiz sonuçlarının istatistik yönden de-
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ğerlendirilmesiyle elde edilen bulguIar duyarlık düzeyi yüzde kazanç
oranı, tekrarlanabilirliIik niteliği, anaIiz süresi ve ekonomik katkı
yönlerinde benzeri ara~tırma sonuçIarıyla kaı ~IIa~tırıIdı.

Karma yem örneklerine (25 g) toplam 50 ng veya 2 [LgyoğunIu-
luğunda aflatoksin Bı standardı katılarak yapılan deneme ekstrakt-
larıyla hazırlanan ince-tabaka kromatogramları VV ı~ığı altında
oldukça temiz bir görünüm vermekle beraber, 5 mikrolitreye kadar
eks~rakt kullanılarak yapılan lekelerde aflatoksinlere bağlı f10resans
rengi tam olarak seçiIememiştir. Halbuki toplam !oo ng veya 4 [Lgi
kg yoğunluk hesabıyla aflatoksin kullanılarak yapıIan ekstraktlal'la
hazırlanmış aynı kromatogramlarda 5 mikrolitrclik ekstrakt lekeler-
inde biIe afltoksin varlığı kolayca seçilebildiğinden, tanısı ve yarı
-ni ed yoğunluk ölçümü yapılabilmiştir (Çizclge ı). Bu açıklamaIar
dikkate alındığında, denenen ekstraksiyon ve temizleme sistemiyle
karma yemlerde buIunan 2 [Lgi kg'lık aflatoksin varlığının koIayca
ortaya çıkartılabildiği anla~ılır. Diğer bir anlatımIa, kullanılan analiz
yönteminin duyarlık düzeyi 2 [Lgi kg yoğunluk derecesine kadar
inebilmektedir.

Robert ve Patterson (32,33) tarafından öneriIen mültimikotoksin
yönteminde aflatoksinler için duyarlık d ü:teyi 3 [Lgi kg olarak sap-
tanmı~tır. Romer' (36,37)'in uyarladığı yöntemde aynı değer 2-4
[Lgi kg arasında bulunmu~tur. Pons ve Arkadaşları (27)'nın kullandık-
ları yöntemde de 4-5 [Lgi kg arasında saptanmıştır. Stolqf i'e Arkadaş-
ları (4s)'nın tahıl çeşitlerinde mikotoksin analizi için geliştiıdikleri
yöntemde aflatoksin Bı ve Gı için en düşük duyarlık düzeyi 20 [Lgi
kg, Eppley (8,g)'in denediği yöntemde 32 [Lgi kg olarak öIçülmesine
karşın, Prior (2g), Thomas ve Arkadaşları (48) ile Wilson ve Arkadaşlan
(S3)'nın çalışmalarında bu değer 3 [Lgi kg düzeyinde bulunmuştur.
Bugün için en fazla kullanılan belli başlı analiz yöntemlerirıe ilişkin
olarak veriIen yukarıdaki bilgilerin ışığında denenen değişikliklerle
sağIanan duyarlık düzeyinin yeterli ölçülerde olduğu gerçeği ortaya
çıkar.

Çizclge i 'deki aflatoksin kazanç yüzdeleriyle ilgiIi veriler in-
celendiğinde, bunlardan sadece 3 tanesinin % 60-7° oranları J,ra-
sında kaldığı ve 2'sinin de % !oo veya daha yüksek oranIarın üstüne
çıktığı, geri kalanların (% 85.57) ise % 70-100 oranIarı arasında
kaIdığı görüIür. Waltking (5 i) tarafından BE (50), CB (8) ve celite
yöntemleri kullanılarak farklı afIatoksin çeşitleriyle yapılan karşı-
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la~tırmalı kazanç denemelerinde aflatoksin Bı için bulunan kazanç
oranları, verilen yöntem sırasına göre % 0-172, % 25-125 ve % 54.5-
i i 8 limitleri arasında deği~tiği kaydedilmektedir. Thomas ve Arkadaş-
ları (48)'nın iyile~tirdikleri A. O. A. C. yönterrinde sözkonusu or-
anlar % 29-100, Pons ve Arkadaşları (26)'nın denedikleri yöntemde
% 92-120 ve Robert ve Patterson (32)'un uyarladıkları yöntemde de
% 20-95 arasında bulunmu~tur. Sıralanan bu rakamsal verilerden de
anla~ılaeağı gibi ileri derceede tekrarlanabilif niteliğe sahip ve gü-
vcnilir olarak kabul edilcn çok sayıdaki analiz yönteminin afla tok-
sin kazanç değerleri önemli "ariyasyonlar gösterebilmektedir. Çalı~ma-
mızdan elde edilen aynı nitelikli sonuçların çok daha dar bir yüzde
oranları ar1sında variyasyon gösterdiği dikkate alınırsa, değişiklik-
lerle denediğimiz yöntemin de oldukça iyi sayılabilen derecelerde
tekralanabilen ve güvenilir sonuçlar verdiği anlaşılır.

çalışmamızda bireysel analiz sor.uçlarının dikkate alınmasıy-
la hesaplanan ortalama aflatoksin kazanç yüzdesi (% 84.84), diğer
ara~tırmaların aynı tür değerleriyle karşılaştırıldığında bir kısım ana-
liz yöntemlerinde (37,49,53) verilen yüzde oranlarına (% 90-94)
çok yakııı olduğu ve bazı yöntemlere (8,32,50,5 i) ait bulgulardan
(% 20-80) belirgin derecede yüksek olduğu kolayca farkedilir. Basit-
çe yapılan bu kar~ıla~tırmaya dayanılarak, denenen ekstraksiyon ve
temizleme sisteminin de etkin bir aflatoksin geri alım yüzdesi sağla-
dığı söylenebilir.

Nümune eks'traktlarının temizlenmesi a~amasında metalle çök-
türme ve sıvı-sıvı dağılım kromatografisiyle yapılan ön temizleme
i~lemleriyle kolon kromatografisine yansıyan kirliliklerin önemli
ölçüde azaltıldığı saptanınca, af1atoksinlerin elüsyonunda kullanılan
çözücülerin hacmi (n-hekzan, dietileter, klorofarm) 1/3 oranında
azaltıldı. Çözücü hacmini azaltmadan yapılan elüsyonlar kadar
etkili olduğu anlaşılan bu uygulamayla belirtilen çözücülerin tüke-
timinde 1/ 3 oranında ekonomi sağlanabildiği gibi, elüsyon için gere-
ken zaman süresinin de aynı oranda (ortalama yarım saat) kısaldığı
saptandı.

Sonuç olarak, uygulanan dcği~ikliklerle olu~turulan ekstrak-
siyon ve temizleme tekniğinin duyarlık düzeyi, tekrarlanabilir nite-
likte sonuçlar sağlaması, rezidü kazanç oranı, analiz süresi ve eko-
nomik oluşuyla, özellikle karma yemlerdeki af1atoksin analizlerinde
başarıy la kullanılabileceği kanısına varıldı.
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