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OZET

MISIR UNUNDA AFLATOKSIN, OKRATOKSIN A VE AGIR
METAL ICERIKLERININ BELIRLENMESiI VE KEMOMETRIK
OLARAK DEGERLENDIRILMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
ISIL ALGUL
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. DERYA KARA FISHER)
BALIKESIR, EYLUL - 2012

Misir, igerdigi zengin besin maddeleri nedeniyle hem insan, hem de
hayvan beslenmesi bakimindan ¢ok degerli ve kullanim ¢esitliligi olan bir tahil
irtintidiir. Misir tirtinlerininin kullanim1 olduk¢a yaygindir, 6zellikle misir ununu
Karadeniz halkinin siklikla kullandig1 herkes tarafindan bilinmektedir.

Bu ¢alismada tilkemizin farkli sehir ve kdylerinden temin edilen 18 adet,
yurtdisindan temin edilen 3 adet musir unu 6rnekleri ile arastirmalar yapildi. Misir
unu oOrneklerindeki toplam aflatoksin, aflatoksin Bl ve okratoksin A
mikotoksinlerinin ve kursun, kadmiyum, civa, arsenik, bakir, ¢inko ve krom gibi
agir metallerin derisimleri belirlendi.

Bu arastirmalar sirasinda toksin analizlerinde giliniimiizdeki birgcok
laboratuarm tercih ettigi HPLC cihaz1 kullanilarak temel mantiginda kati1 faz
ekstraksiyonu olan immunoaffinite kolonlar tercih edildi. Agir metal analizlerinde
de hem ¢oklu element tayini hem de ppb diizeylerinde analiz yapmamiza olanak
saglayan ICP-MS cihazi kullanildi.

Yapilan degerlendirmelerde misir unu 6rneklerinin aflatoksin, okratoksin
A ve belirli diizeylerde kursun, kadmiyum, arsenik, bakir, krom, ¢inko igerdigi

ancak civanin tespit edilemeyecek diizeylerde az oldugu goriilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: musir unu, aflatoksin, okratoksin a, agir
metal, HPLC, ICP-MS, immunoaffinite kolon.



ABSTRACT

DETERMINATION AND CHEMOMETRIC EVALUATION OF
AFLATOXIN, OCHRATOXIN A AND HEAVY METALS CONTENTS
IN CORN FLOURS
MASTER THESIS
ISIL ALGUL
BALIKESIR UNIVERSITY, INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF. DR. DERYA KARA FISHER)
BALIKESIR, SEPTEMBER 2012

Since corn is nutrient-rich, it is a very valuable grain product that has a
variety of uses in human and animal alimentation. Corn products are widely used
everywhere, but people in the Black Sea region of Turkey especially prefer to use
corn flour in their diet.

In this study, the research was carried out using 18 corn flour samples that
were obtained from different cities and villages in Turkey and 3 corn flour
samples obtained from abroad. Concentrations of the total aflatoxin, aflatoxin B1,
ochratoxin A, lead, cadmium, mercury, arsenic, copper, zinc and chromium in the
corn flour samples were determined.

During this research, determination of the different toxins was carried out
using HPLC instrumentation which is preferred by many of the modern
laboratories and by using immunoaffinite columns that work through a
mechanism of solid-phase extraction. An ICP-MS instrument that can detect the
elements at ppb levels in a simultaneous way was used for the heavy metal
analyses.

The results obtained from HPLC and ICP-MS analyses of the corn flour
samples showed that these samples contain some aflatoxins, ochratoxins A, lead,
cadmium, arsenic, copper, chromium and zinc but the mercury was at un

detectable levels.

KEYWORDS: corn flour, aflatoxin, ochratoxin a, heavy metal, HPLC, ICP-MS,
immunoaffinity column.
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1. GIRIS

Misir igerdigi zengin besin maddeleri nedeniyle hem insan, hem de hayvan
beslenmesi bakimindan ¢ok degerli ve kullanim ¢esitliligi olan bir tahil Girliniidiir.
Misir, diinya tarim drilinleri piyasalarinda hem tiretim hem de ticareti ile oldukca

onemli yere sahiptir [1].

Tropik ve 1liman iklim kusaklarinda yetisebildigi i¢in, diinyanin hemen
hemen tiim {ilkelerinde az cok musir tarimi yapilabilmektedir. Bugiin, Antartika
haricinde, diinyanmn her yerinde musir yetisebilmektedir. Diinya tizerinde, 58°
kuzey ve 40° giliney enlemleri arasinda kalan alanlarda, deniz seviyesinden

baslayarak 4000 m' ye kadar yetistirilebilmektedir [2].

Mistr, binlerce yildan beri tarimi yapilan birka¢ ender bitkiden biridir.
Anavatant Amerika kitast olup buradan Diinya’nin her yerine yayildigi
bilinmektedir. A.B.D' nin New Mexico eyaletinde yapilan arkeolojik kazilarda,
kayalardan olugsmus barinaklarda ve magaralarda bulunan musir taneleri ve muisir
kogan1 parcalarinin yaklasik 5000 yillik olduklar1 tespit edilmistir. Ote yandan
1954 yilinda, Meksika’nin bagkenti Mexico City’ de yapilan arkeolojik kazilarda
ise, topragin 50-60 m derinliginde, yaklagik 7000 yillik oldugu belirlenen musir
cicek tozlarina rastlanmistir. Yabani misir bugiine kadar bulunamadigi igin,
muisirin orijini ve tarihine iligkin kesin bir bilgi elde edilememis, bu konuda ¢esitli
teoriler tiretilmis ve hepsi de giiniimiizde hala tartisiimaktadir. Ancak, yapilan tim
arkeolojik kazilardan elde edilen bulgular, misir bitkisinin 8.000 ile 10.000 yillik
bir ge¢misi oldugunu gostermektedir [2].

Misir gesitleri, her biri iginde farkli tipleri igeren, yedi grup (cesitler
grubu) altinda toplanirlar: At disi misir, Sert musir, Unlu musir, Seker musir, Patlak

(cin) musir, Mumlu misir, Kavuzlu misir [3].



Uzun siireli depolanacak misirin depolanmadan 6nce kurutulmasi gerekir.
Kurutma havalandirma suretiyle (dogal olarak) yapilabilmekle beraber bu yontem

pek kullanilmaz. Yaygin kurutma yontemi 1sitilmis hava ile suni kurutmadir.

Kurutma islemi ile misir tanesindeki rutubet oraninin %13-14’e indirilmesi
gerekir. Tanedeki nem oraninin daha yiiksek olmasi durumunda, depoda (siloda)
solunumdan dolay1 sicaklik artar, buna bagli olarak hava nemi yiikselerek

kiiflenme olusur. Kiif mantar: tarafindan iiretilen zehirli maddeye « aflatoksin »

denir [1].

Sanayide, misirdan pek cok iirin elde edilmektedir. Un, yag, nisasta,
tatlandiricilar basta olmak iizere, ylizlerce iiriin sayilabilir. Misirdan elde edilen

iirtinlerin her bir pargasi, ayr1 bir ekonomik degere sahiptir.

Misir unu kurutulmus musir tanelerinin ¢ok iyi bir sekilde ogiitiilmesiyle
elde edilir. Yumusak, ince, bej rengi, pudra goriinimiindedir. Kokusuzdur ve
yumusak bir tadi vardir. Misir unu opak olmasma ve suda ¢oziindiiglinde beyaz

kalmasina ragmen, 1s1 bu ¢ozeltiyi saydam hale ¢evirir [4].

Misir unu, karbonhidrat ve nisasta bakimindan zengin, protein ve vitamin

bakimindan ise fakirdir [5].

1.1 Misir Unu Kullanim Alanlar:

Misir unu bir¢ok amagla kullanilmaktadir. Asagida bunlardan 6rnekler
verilmistir.

1. Ekmek yapiminda kullanilir.

2. Baska tiir unlarla karistirilip hamur isi yapiminda kullanilir.
3. Dolgu macunu, yapistirici olarak kullanilir.

4. Et ve balik pisirmede kullanilir.

5. Her yemekte sunulan Italyanlarm "Polenta"sina benzer

"Mamaliga" misir unundan yapilir.



6. Cok yonlii kullanim alani olan misir unundan viski ve bazi bira

cesitleri de tretilir [4].

1.2 Diinya’da ve Tiirkiye’de Misir Uretimi

Diinya musir iiretiminin %52 ’si gelismis tilkelerde iiretilirken, ABD toplam
iiretimin %40’a yakinma sahiptir. Bu da ABD’yi misir piyasalarindaki en giiclii
iilke konumuna getirmektedir. ABD’nin ardindan 2. en biiyiik {iretici olan Cin
aynit zamanda Onemli bir ithalat¢idir. AB, Meksika, Brezilya ve Arjantin diger
onemli iretici iilkelerdir. Bu {lilkeler arasinda Brezilya ve Arjantin giiney yarim
kiirede olma avantaji ile tiikketimin ¢ogunun yapildig1 kuzey yarim kiirenin ihtiyac1

olan donemde piyasaya girerek 6nemli avantaj saglamaktadir [1].

Tiirkiye’de insan beslenmesinde tahillarin 6nemli bir yeri vardir. Bu sebeple
tahil ekim alanlar1 oldukga genis yer tutmaktadir ve yillar ilerledikce ekim

alanlarinda artis goriilmistiir.

Son birka¢ yila kadar musir ticari olarak Adana basta olmak iizere Dogu
Akdeniz ve Sakarya, Samsun’da, 0z tiikketim amagli olarak da Karadeniz
kusaginda tiretilen ve bu yonii ile ¢ok yiiksek oranli bolgesel yogunlagmaya sahip

bir tirtin olmustur [1].

Ancak Ozellikle 2000’11 yillarin ilk yarisinda baglayan ve ikinci yarisinda
hizlanan siiregle birlikte ekim alanlarindaki yayilma bu yogunlasmay1 azaltmis ve
baska bolgelere dogru yonlendirmistir. Misirin daha once diisiik miktarlarda
uretildigi Ege ve Giineydogu Anadolu gibi bdlgelerdeki ¢ok hizli ekim alan1 ve
iiretim artig1 bu durumu acik¢a ortaya koymaktadir. 2000 yilinda Akdeniz bolgesi
misir ekim alaninin 1/3’iine, iiretiminin de %40 civarindaki oranma sahipken,
2010°da bu paylarmni korumustur. Ayn1 donemde Giineydogu Anadolu’nun ekim
alan1 ve iretimde %2 civarinda olan payr %22’ye ulasmistir. Ege’de ise ayni
oranlar %@8’den, ekim alaninda %13’e, iiretimde de %16’ya c¢ikmustr.
Karadeniz’de iiretim ve ekim alaninda mutlak ve oransal olarak azalma olmustur.
Oransal azalma %50’yi asarken, mutlak azalma alanda 120 bin hatta iiretimde de
237 bin ton’a ulagsmistir. Dogu Marmara’da ise %25’lik alan daralmasina karsimn,

verimdeki %46°lik artis {iretim miktarinm az da olsa artmasina neden olmustur.il
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diizeyinde ekim alani ve iiretim incelendiginde 2000 yilinda en biiyilik liretim
payma sahip illerin Adana, Sakarya, Mersin, Kocaeli ve Osmaniye oldugu, bu
siralamanin 2010°da Adana, Sanlwrfa, Osmaniye, Sakarya ve Mardin olarak
degistigi gortilmektedir .Adana yaklagik 750 bin ton’luk iiretimi ile 500 bin ton’un
iizerinde liretim yapabilen tek ildir ve tretimini 2005-2008 déneminde 1 milyon
ton’un da lizerine ¢ikarmigtir. Misirin pamuk ile rekabeti tiretim miktarindaki bu

degisime neden olurken, ikinci tiretim de bunu desteklemistir [1].

Sanlurfa 2000 yilinda 8 bin ton’luk iiretimi ile ¢ok diisiik pay aldig1 misir
iretiminden 2010 yilinda 453 bin ton ile %10’un iizerinde pay almistir. Benzer
sekilde Mardin de 11 bin ton olan iiretimini 307 bin ton’a ¢ikarmistir. GAP ile
birlikte sulamaya acilan alanlardaki artis bu degisimin temel nedenidir. Bolgedeki
artis trendinin devam etmesi durumunda Gaziantep gibi illerde de 6nemli liretim
artislar1 beklenebilir. Manisa basta olmak iizere Aydin ve izmir gibi Ege bdlgesi
illerinin yam sira Konya ve Bursa gibi illerde misir liretimindeki artisin devam
etmesi de oldukea dikkat cekicidir. Ornegin, 2000 yilinda Manisa 44 bin ton’luk
iiretimi ile en biiyiik iiretim payma sahip 10 il arasinda yer almazken 2005°te 4.,
2010°da ise yaklasik 275 bin ton ile 6. il olmustur. Yine aynt donemde misir
iiretimi izmir’de ve Konya’da 8 kat, Bursa’da ise 3 kat artmistir. Benzer artislar

baska illerde de goriilmiistiir [1].
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Sekil 1.1: Tiirkiye'de yillara gore musir tiretimi [6].



2. MIKOTOKSINLER

Gida maddelerinde iireyebilen, bu yolla giinliik yagantida ¢ok sik temasin
s6z konusu olabildigi kiifler ve oOzellikle bunlarin olusturduklart toksik
metabolitler iizerinde Onemle durulan bir aragtirma konusudur. Bu toksinler
giinlimiizde halk sagligini tehdit etmenin yanisira ekonomide de ciddi kayiplara
neden olmaktadir. Konuyla ilgili olarak tarafimizdan tilkemizdeki gidalarda
mikotoksin kontaminasyon sorununu degerlendirmek amaciyla bilhassa tahil,
cocuk mamalar1 dahil siit ve siit iirlinlerinde kapsamli arastirmalar yapilmistir.
Ayrica, anne siitii ve insan serumunda mikotoksin diizeylerinin saptanmasiyla

ilgili projeler kapsaminda ¢aligmalar devam etmektedir [7].

2.1 Mikotoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Mikotoksin olusumunu etkileyen birgok faktér bulunmakla beraber bunlarin
basinda cevresel faktorler gelir. Tarim {iriinii veya gidanin nem igerigi, atmosfer
bagil neminden etkilendiginden sicaklikla birlikte bagil nem oncelikle fungus
sporlarmin ¢imlenmesini ve misellerin gelismesini ardindan da toksin olusumunu
etkileyen en onemli faktordiir. Tarmm {iriinliniin veya gidanin g¢esidi, kimyasal
kompozisyonu, iiriiniin yetistirildigi klima zonu, iiriiniin olgunluk durumu, hasat,
islemler, depolama bulasan kiiflerin spektrumuna etki eden diger faktorlerdir. Her
seyden Once tarimsal {liriiniin veya gidanmn kiif spektrumunda bulunan kiiflerin
potansiyel mikotoksin iireticisi olup olmadiklar1 énem tasir. Kontamine kiifler
mikotoksin iireticisi olsalar bile toksinin sentezlenmesine; liriiniin nem igerigi,
sicaklik, isleme ve depolamada havanin bagil nemi etkendir. Ayrica atmosferik
oksijen, diger modifiye atmosfer gazlari, 151k, stire, pH gibi faktorlerin de etkisi

vardir [8].

Uriinlerde mikotoksinler bir kez ortaya g¢iktiktan sonra iiriinlerden
uzaklagtirilmasi miimkiin olmadig1 i¢in mikotoksin olusumunun engellenmesine
yonelik; hasat Oncesi, hasat swrasinda ve hasat sonrasinda yapilan uygulamalar

onem arz etmektedir. Bununla birlikte agir metal igeriginin de hasat oncesi ve
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sonrasi bir ¢ok uygulamaya bagh olabilecegi agikardir. Yetistigi toprak, cevre

kosullar1 gibi bir ¢cok etken etkili olmaktadir.

Kiiflerin gelisebilmesi i¢in hava bagil neminin en az % 65 olmas1 gerekir.
Genellikle kiif mantarlarinin en uygun gelisme sicakliklar1 20-30 °C arasimdadir.
Buna karsi en diisiik ve en yiiksek gelisme sicaklik sinirlart kiif tiirlerine gore
degisik olmaktadir. Ornegin ; A.flavus igin gelisme sicakliklar1 en diisiik 7° C, en
iyi 32° C ve en yiiksek 45° C olarak verilmistir. Buna karsin toksin iiretimi 8° C de
baglamakta en fazla 27° C olmakta ve 42° C’ ye kadar siirmektedir. Olagan
kosullarda kiif mantarlar1 aerob mikroorganizmalar grubunda olmalarina ve
gelismek i¢cin oksijene ihtiya¢ duymalarina karsin % 1 gibi diisiik bir oksijen
varlig1 bile kiiftin gelismesi i¢in yeterli olmakta ve toksin liretebilmektedirler. Kiif
mantarlar1 gelismeleri i¢in genelde ndtr veya ona yakin pH derecelerini tercih
ederler. Bu nedenle pH 6,5 - 8,5 arasinda gelismeleri en uygun diizeydedir. Bu
faktorlerin yani sira tarlada, hasatta ve depolamada goriilen mekanik hasar, {iriin
karistrma, kizisma noktalari, siire, ortamin bilesimi, madensel elementler,
kimyasal islemler, bitki dayanikliligi, kiif enfeksiyonu, bitki varyete farkliligi,

spor yiikii ve mikrobiyal ekosistem toksin olusumu tizerine etkili faktorlerdir [9].

Tahillar, baklagil daneleri, yer fistig1, findik, ceviz, badem, yagh tohumlar,
baharat ve bazi meyveler dogal korunma sistemlerine sahiptirler. Bitkisel
irlinlerin ¢ogu hasat islemi ve proseslerden 6nce kiif kontaminasyonlarindan
korunur. Ciinkii biyolojik olarak disaridan kabuk, ¢ekirdek veya tohum kabugu ile
cevrelenmislerdir. Ayrica eterik yaglar, antibiyotik etkili maddeler, fitositler dis
dokuda lokalize olmuslardir. Biiyiimekte olan ve % 25 su iceren yer fistiklari
kiiflerle kontamine olmazken, olgunlasmuis fistiklar ¢ok daha az su igerigine karsin
yerde birakildiklarinda stiratle kiiflerin hiicumuna ugrarlar. Gelismekte olan

bitkide biiyiik olasilikla bir savunma mekanizmas1 bulunmaktadir.

Aspergillus flavus 'un et {riinlerinde ¢ok az, buna karsilik su igerigi ¢ok
daha diisiik olan tahillarda siklikla ve daha fazla aflatoksin olusturmasi veya
tahillar icinde misirm OTA ile kontaminasyona en fazla egilimli {iriin olmas1 hem

gidanin kompozisyonu hem de cevresel faktorlerle agiklanabilecek bir durumdur
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2.2 Aflatoksinler

Son yillarda yasamimizi 6nemli derecede etkiledigi i¢in siklikla sozii
edilen aflatoksin, giinliikk yasantimizda her yerde karsilastigimiz kiiflerden
bazilarmin, ftrettikleri birgok kimyasal maddelerden biridir. Bu Kkimyasal
maddeler arasinda bazilar1 insanlarda ve hayvanlarda hastaliga neden oldugu icin
bir tiir zehir 6zelligi tagimaktadir ve aflatoksin de bunlardan biridir. Zaten,
aflatoksin kelimesi de, onu yapan kiifin adindan (Aspergillus flavus ) ve zehir

anlamina gelen "toksin" kelimesinden tiiretilmistir [10].

Aflatoksinler, gida ve yemlerin iizerinde ve/veya icinde bulunan
Aspergillus flavus veya A. Parasiticus kiif mantarlar1 tarafindan tretilen toksik
metabolitler olup en kuvvetli mikotoksinlerdir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda
aflatoksinlerin B1, B2, G1 ve G2 olmak iizere dort temel bilesigi bulundugu
bunlara ek olarak gida ve yemlere direkt kontamine olmus M1 ve M2 olmak iizere
iki metabolik iiriiniin daha oldugu saptanmistir. En toksik etkisi olan hem kanser

hem de gen yapisini degistirebilen Aflatoksin B1°dir [11].

Aflatoksin, bir ¢ok organin yam sira esas olarak karaciger {izerinde etkili
olmakta ve giderek karaciger kanserine yol ag¢maktadir. Bu etki, genetik
calismalarla son yillarda kesin olarak kanitlanmistir. Ayrica bir¢ok iilkede yapilan
calismalar, karaciger kanserine yakalanan insan sayisi ile, tlikettikleri aflatoksinli

gida arasinda yakin bir iliski oldugunu géstermistir [10].

Insan sagligmi bozan bu etkiyi, aflatoksinin gida maddesi igerisindeki gok
diisiik miktarlar1 yapabilmektedir. Ulkemizde gida maddelerinde bulunmasma
izin verilen 5 ppb diizeyi, milyarda 5' in ifadesidir, yani 1 kg' da 5 mikrogram, 1
tonda 5 miligram, 1000 tonda 5 gram anlamma gelmektedir. Avrupa tilkelerinde
ise bu smir 2 ppb' dir. 1 kg gida maddesinde 1 ppb aflatoksin , 0,000001 gram
aflatoksin demektir [10]. Tablo 2.1 de Tirk Gida Kodeksinde yer alan bazi

yiyeceklerin maksimum aflatoksin limitleri verilmistir.

Gilinlimiizde aflatoksinlerin en az 18 yakin formu olmakla birlikte,
dogal olarak 4 ana tirii B1, B2, G1 ve G2 sentezlenir. Aspergillus parasiticus’

un tiim suslar1 4 aflatoksin tiirlinii birden sentezlerken , Aspergillus flavus



tiiriiniin baz1 suslar1 sadece B1 ve B2 formunu sentezler. Aflatoksinler ultraviyolet
151k altinda verdikleri renge gore ayrilmislar ve mavi 151k veren iki tiir B1 ve B2
olarak, yesil 151k verenler ise G1 ve G2 olarak adlandirilmiglardir [12]. Sekil 2.1
de Aflatoksin B1, B2, Gl ve G2'nin kimyasal yapilar1 verilmektedir.

Tablo 2.1: Tirk Gida Kodeksinde yer alan bazi yiyeceklerin maksimum
aflatoksin limitleri [13].

Gida Maksimum Limit (pg/kg)
. B.+B,+
AFLATOKSIN B M
1 G+G, 1

Badem, Antepfistig1 ve kayisi ¢ekirdegi (dogrudan
insan tliketimine sunulmadan veya gida bileseni
olarak kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger
fiziksel islemlere tabi tutulacak olan)

12,00 15,00 -

Findik ve Brezilya findigi (dogrudan insan
tilketimine sunulmadan veya gida bileseni olarak
kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger fiziksel
islemlere tabi tutulacak olan)
-Rafine bitkisel yag {iiretiminde kullanilan findik
harig

8,00 15,00 -

Sert kabuklu meyveler (dogrudan insan tiiketimine
sunulmadan  veya gida  bileseni  olarak
kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger fiziksel
islemlere tabi tutulacak olan)

8,00 15,00 -

Badem, Antepfistig1 ve kayisi1 ¢ekirdegi (dogrudan
insan tiiketimine sunulan veya gida bileseni olarak | 8,00 10,00 -
kullanilan)

Sert kabuklu meyveler ve bunlarin islenmis tirtinleri
(dogrudan insan tiiketimine sunulan veya gida |5,00 10,00 -
bileseni olarak kullanilan)

Tahillar, bunlardan elde edilen iriinler ve bunlarin

: e 2,00 4,00 -
islenmis tirlinleri

Misir  ve piring (dogrudan insan tiiketimine

sunulmadan  veya  gida  bileseni  olarak 5,00 10,00 )

kullanilmadan 6nce ayiklama veya diger fiziksel
islemlere tabi tutulacak olan)




Tiiketici saghigimnin korunmasi amaciyla diinya piyasalar1 2000 yilina
kadar, aflatoksin ag¢isindan riskli tirtinlerde aflatoksin limitinin sifira indirilmesini
hedeflemekte idi. Bu hedef dogrultusunda birgok iilkede tahillar i¢in aflatoksin B1
limiti 4'ten 2 ppb'a; aflatoksinlerin (B1, B2, G1, ve G2) toplam limiti de 10
ppb'tan 4 ppb'e indirildi.

17.05.2008 tarihinde resmi gazetede 2008/26 teblig no ile yayinlanan
tahillar i¢in belirtilen aflatoksin B1 limiti 2 ppb ve toplam aflatoksin limiti 4 ppb
olmakla beraber 29.12.2011 tarihinde resmi gazetede yaymlanan Tiirk Gida
kodeksi Bulasanlar Yonetmeligi’nde de tahillar i¢in aflatoksin limitleri ayn1 kaldj,

degisiklik yapilmadi.

Sekil 2.1: Aflatoksin B1 (a) , B2 (b) , G1 (¢) ve G2 (d) nin kimyasal yapilar1
[14]

Mikotoksinlerin kimyasal yapilar1 incelendiginde ¢ogunun aromatik yapida
oldugu, daha az bir kismmin da alifatik bilesiklerden olustugu goriiliir. Genellikle
yiiksek sicakliklara direnclidirler, mikotoksin ¢esitlerine, sicaklik derecelerine ve
uygulama siirelerine gore farkli stabilite gosterirler. Genellikle kendilerinin

sentezledikleri toksinlerden olumsuz etkilenmezler [8].




2.2.1 Aflatoksinin Tarihcesi

Mikotoksinler, bitkiler iizerinde bulunabilen ve bitkilerde hastalik yapabilme
yeteneginde olan ya da olmayan mikroorganizmalar tarafindan dogal olarak
retilen, toksik etkideki metabolitlerdir. Simdiye kadar, 300 — 400 kadar
mikotoksin saptanmistir. Mikotoksinler, geg¢miste insanlarin ve hayvanlarin
Oliimiine neden olmus zehirli kimyasal maddeler olmalarina karsgin, 1960 yilinda
aflatoksinin kesfinden sonra 6nemleri anlagilmis ve yogun arastirmalarm yapildigi

bir konu haline gelmistir [15].

1800 sonlar1 ve 1900 baslarinda arastirmacilar kiifler tarafindan tiretilen bir
cok ikincil metabolitin farkina varmiglardir. 1928 yilinda Alexander Fleming’nin
penisilini kesfinden sonra, arastirmacilar antibiyotikler {lizerine ¢aligmalarinda
arastrmiglardir.  Bilim adamlar1  bu arastwrmalar1 yaparken baz1 kiif
metabolitlerinin hayvanlar iizerine toksik etki gosterdiginin farkina varmasiyla,
bilim diinyas1 insanlar ve diger hayvanlar iizerine hastaliklara neden olan

mikotoksinlerle ilgili ilk ipuglarini elde etmislerdir [16].

Tahillarin depolanmasi sonucu ortaya ¢ikan problemler ve bunun iizerine
yapilan ¢alismalar ile birlikte, kiifler tarafindan tahillarda ortaya ¢ikan bozulmalar
ciftliklerde ve insanlarin tiiketimi sonucu ortaya ¢ikan toksik problemler daha iyi
anlasilmaya baslanmistir. 1940 ve 1950’lerde ikinci Diinya Savasi dncesi yillarda
Rusya’da insanlarda oOliimciil hastaliklar ortaya ¢ikmus ve bu durum
incelendiginde “Alimentary Toxic Aleuka (ATA)” 1 tanimlamislardir. Bu yikici
hastalik, kanama ve merkezi sinir sistemi etkileri sonucu siklikla O6limle
sonuglanmasi, bu hastaligin kiif kontaminasyonuna ugramis tahillarda 6nemini
ortaya koymustur. Ancak toksik etkiye sebep olan bilesikler o zamanlar
bulunamamistir. Daha sonralar1 T-2 toksininin neden oldugu ortaya g¢ikmustir.
Ayni1 zamanda yine Rusya insan ve atlar1 etkileyen bagka bir hastalikla
ugragmaktadir. 1930’larda bu hastalik binlerce atin oliimiiyle sonug¢lanmustir.
Sonunda neden olan kiif Stachybotrys atra, (giiniimiizde S.Chartarum olarak
bilinir) olarak tespit edilmis ancak, ATA’ya benzer semptomlar1 olmasi nedeniyle
kafa karisikligina neden olmustur. Daha sonra yapilan ¢aligmalarla simdilerde
trikotesenler olarak bildigimiz bu iki bilesigin benzer yapilara sahip oldugu

anlagilmigtir. Benzer durumun Birlesik Devletler’de de ortaya ¢ikmasi
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mikotoksinlere ve mikotoksikosise sistematik bir yaklasimin ortaya ¢ikmasina
neden olmustur. Modern mikotoksikoloji 1961°de Ingiltere’de 100.000°den fazla
hindinin Olimiiyle sonu¢lanan ve “Hindi X” hastalig1 olarak adlandirilan

aflatoksinlerin kesfiyle baslamistir [16].

2.2.2 Aflatoksin Nasil Olusur?

Bir gida maddesinde aflatoksinin olugmasi i¢in ilk kosul, bu toksini yapan
kiiflin sporlarmin gida maddesine bulasmasi; daha 6nemli ikinci kosul ise, gidanin
kendisinin ve bulundugu ortamin, bu kiif sporlarinin ¢imlenerek g¢ogalmasini
saglayacak sartlara sahip olmasidir. Kiifiin veya sporlarinin insan sagli§ina ¢cogu
kez herhangi bir olumsuz etkisi olmamasina karsm, Ttrettikleri maddelerin bir
kismi zararhdir ve bu maddelerin bircogu yiiksek sicaklik ile ortadan
kaybolmamaktadir. Kiiflerin gelisebildigi her gida maddesinde aflatoksin veya

benzeri baska bir zehirli maddenin meydana gelmesi ihtimali bulunmaktadir.

Bu yiizden, bu kiif sporlarinin gida maddesine bulasmasi
Onlenemiyorsa, aflatoksinin olugsmasini 6nlemek icin, kiifiin gelismesini 6nlemek

gerekmektedir.

Aflatoksin yapan kiiflerin gelismesi i¢in 25-35 °C sicakliga ve %70'in
tizerinde nispi neme (veya gida maddesine 0,70' in iizerinde su aktivitesine)

ihtiya¢ vardir.

Kiiflerin nemli ve sicak ortamlarda gelistigi herkes tarafindan
bilinmektedir. Bu agidan bakildiginda, tarladan yeni hasat edilmis gida
maddesinin; igerisinde barindirdigi nem oran1 Ve hasat zamanmndaki hava
sicakliklar1  nedeniyle, kiiflerin, 06zellikle de aflatoksin yapan kiiflerin
(Aspergilius flavus) ¢ogalabilmesi ve aflatoksin yapabilmesi i¢in ideal bir ortam
olusturmaktadir. Havada ve toprakta her zaman bulunabilen bu kiiflere ait
sporlarin herhangi bir zamanda gida maddesinin iizerine bulagmis olmast her
zaman miimkiindiir. Bu bulagsmay1 6nlemek hemen hemen imkansizdir, bu yiizden
esas onemli olan orada bulunan kiif sporlarmin gelismesini saglayan kosullari

ortadan kaldirmaktir. Bu durumda, ortami sogutmak veya
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nemliligi kaldrmak; kiifiin  iiremesini, dolayisiyla aflatoksin {iretmesini

engelleyecektir [10].

2.3 Okratoksinler

Okratoksinler, Aspergillus ve Penicillium gibi her yerde bulunabilen
kiiflerin cesitleri tarafindan olusturulurlar. Bu kiifler gida ve hayvan yemlerinin
kontaminasyonu i¢in bir potansiyeldir. Aspergillus tiirleri tarafindan olusturulan
okratoksin A yiiksek rutubet ve sicaklik sartlarinda sinirli olarak ortaya ¢ikar,
halbuki bazi Penicillium tiirleri ise en az 5 °C ye kadar diisiik sicakliklarda bile

okratoksin tretebilir [17].

Okratoksin A (OT-A) ve daha az toksik dekloro analogu olan Okratoksin B
(OT-B) ilk kez 1965 yilinda Giiney Afrikali kimyacilar tarafindan tanimlanmis ve
D.B. Scott tarafindan sorgum tanelerinden izole edilen Aspergillus Ochraceus K-
804 susundan izole edilmistir. Insanlarda Balkan Endemik Nefropatisi (BEN),
domuzlarda Danimarka Bobrek Nefropatisi ve ayrica kiimes hayvanlarindaki
onemli bir problemin muhtemel kaynagmm OT-A oldugu belirlenmistir. Ozellikle
hububatlar, kuru baklagiller, tahillar, ¢esitli hayvan yemleri ve hayvan dokulari
basta olmak {izere diinyada pek ¢ok gidada yaygin olarak saptanan OT-A ile ilgili
olarak yapilan ¢alismalar son yillarda artmustir. Tirkiye'de ise OT-A ile ilgili
tarama calismalar1 sayica az olmakla beraber, bu ¢aligmalarda Tiirkiye'deki gida
ve yemlerdeki OT-A miktarmin géz ardi edilmeyecek kadar yiiksek oldugu
belirlenmistir [18]. Tablo 2.2 de Tiirk Gida Kodeksinde yer alan bazi yiyeceklerin

maksimum Okratoksin A limitleri verilmektedir.
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Tablo 2.2: Tiirk Gida Kodeksinde yer alan bazi yiyeceklerin maksimum
okratoksin A limitleri [13].

Maksimum
GIDA Limit

(ng/kg)
Islenmemis tahillar 5
Islenmemis tahildan elde edilen tiim iiriinler 3
Kurutulmus asma meyveleri (kusiiziimii, kuru {iziim) 10
Kavrulmus kahve ¢ekirdegi ve 6giitlilmiis kahve 5
Kahve ekstrakti, ¢oziinebilir kahve ekstrakti 10

Sarap ve meyve saraplar1 (kopiikli sarap/sampanya dahil, likor
saraplar1 ve hacmen alkol miktari en az % 15 olan saraplar hari¢) |2

Aromatize sarap, aromatize sarap bazli icki ve kokteyli 2

Uziim suyu, konsantreden iiretilen iiziim suyu, iiziim nektari, iiziim

siras1 ve konsantreden {iretilen lizlim siras1 2
Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalar1 0,5
Bebekler i¢in 6zel tibbi amacl diyet gidalar 0,5

Okratoksinler A, B ve C olmak iizere birbirinden kimyasal yapilar1 biraz
farkli olan gruplardan olusmaktadir. Iglerinde en bol sik bulunan, bu nedenle de
en ¢ok tespit edilen, ayrica en toksik 6zellik gosteren OTA’dir [19]. Sekil 2.2 de

Okratoksin A’ nin molekiiler yapisi verilmektedir.
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Sekil 2.2: Okratoksin A’ nin molekiiler yapis1[18].

Okratoksinler, Aspergillus ve Penicillium familyalarindaki c¢esitli
mantarlarin ikincil metobolitleri olarak {iretilen bir mikotoksin grubudur ve

isocoumarin tiirevini igeren zayif bir organik asit grubudur [19].

OTA renksiz, kristalimsi, polar organik solventlerde yiiksek coziiniirliige
sahip, suda az c¢oziinen fakat sulu sodyum hidrojen karbonath ¢ozeltilerde

¢oziinebilen bir bilesiktir. Zay1f asidik 6zellik géstermektedirler [20].

2.4 Gida Analizlerinde Mikotoksinlerin Ol¢iim Teknikleri

Mikotoksinlerin farkli orneklerde tayini amaci ile farkli yOntemler
kullanilmistir. Bunlar arasinda Ince Tabaka Kromatografisi, ELISA, LC MS/MS
ve HPLC yontemleri bulunmaktadir. Bu tezin kapsaminda misir unu
orneklerindeki aflatoksin ve okratoksin A analizleri i¢in Yiiksek Basingli Stvi
Kromatografisi (HPLC) kullanildig1 i¢in asagida bu yontemle ile ilgili bilgi

verilmistir.

241 HPLC

HPLC giiniimiizde kimya, biyokimya, biyoteknoloji, farmakoloji, tip
kimyasi, bitki kimyasi, tarim ve kimya miihendisligini i¢eren alanlarda ayirma ve

analiz i¢in vazgegilmez bir ara¢ olarak kabul edilmektedir. Bilhassa diger
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kromatografik tekniklere uygun olmayan bilesiklerin ayrilmasi ve analizi i¢in

uygundur [21].

HPLC, sivi kromatografi bir aywrma teknigidir. Bir sivida ¢oziinmiis
ayrilacak bilesenler, bir kolon icerisinde bulunan genellikle kati bir destek
iizerindeki sabit faz ile farkli etkilesmelere girerek, kolon iginde degisik hizlarda
ilerler. Kolonu degisik zamanlarda terkederler ve bdylece birbirlerinden ayrilirlar.
Burada tasiyict faz olan sivi, pompalarla kolona basildigindan yiiksek akis

hizindadir. Bu nedenle ayirma daha kisa siirede ve tam olarak gergeklesmektedir.

Aflatoksin ve Okratoksin A analizlerinde fluoresans dedektdér kullanildi.
Fluoresans dedektor, organik maddelerin yaklasik %15°1 fluoresans olusturma
yetenegine sahiptir. Olusan fluoresans oOl¢iilmektedir. Kullanilan 151tk kaynagi

ksenon lamba olup, duyarliligi UV/VIS dedektore gore yaklagik 103 kat fazladir.

HPLC siste mi ile hangi analiz yapilacak ise dncelikle o analiz icin gerekli
sartlar saglanir. Analiz yapilacak numuneden, analiz yapilacak bilesenin saf
olarak ayristirilabilmesi i¢in uygun ekstraksiyon yontemi bulunur. Daha sonra o

analiz i¢in uygun kolon, haraketli faz ve akis hiz1 se¢ilmelidir [21].

Biitiin bu sartlar yerine getirildikten sonra analiz edilecek maddenin
bilinen bir derisimdeki standart1 sisteme enjeksiyon edilir. Standart ¢ok saf oldugu
icin deney sonucunda sadece tek pik gozlenmelidir. Standartin kolondan ¢ikis
stiresi (alikonma siiresi) tespit edilir. Analiz edilecek ¢ozelti sisteme enjekte
edildigi zaman elde edilen kromatogramda degisik zamanlarda gelen birden fazla
pik olmas1 muhtemeldir. Bu nedenle de standartin alikonma siiresine denk gelen

pik o kromatogramda bizim aradigimiz pik olacaktir.

Daha sonra derisimi bilinen standartin verdigi pikin altinda kalan alan veya
pik yiiksekligi (h) hesaplanir. Ornek kromotogramindaki yeri tespit edilen
bilinmeyen bilesenin pikinin altinda kalan alan veya yiikseklik hesaplanir.

Sonugta orant1 hesaplamasi ile analiz edilen bilesenin derigimi hesaplanir.
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2.4.2 HPLC ile Mikotoksinlerin Analizi

Mikotoksinler, insanlarda ve hayvansal organizmalarda sagligi bozan ve bu
nedenle tehlikeli olarak kabul edilen kimyasal bilesikler oldugundan ge¢misten
giinlimiize genis bir yelpazede bir ¢ok gida numunesinde ¢alisilmis ve halen

arastiritlmaya devam edilmektedir.

Bu kapsamda yapilmis caligmalardan 6rnekler verilmistir:

Amerika Birlesik Devletleri’'nde 644 misir Ornegi aflatoksin yOniinden
analiz edilmis ve sonug¢ olarak oOrneklerin % 1.6 sinda ortalama 300 ppb
diizeyinde aflatoksin tespit edilmistir [22]. Tayland’ daki misirlarm % 35’ inde,
Filipinler’ deki musirlarm % 97 sinde ve Uganda’daki misirlarin % 40’inda

aflatoksin B1 tespit edilmistir [23].

1977 yilinda yapilan ¢alismada toplam 127 adet bugday, arpa, un, yulaf
gevregi ve hububat bazli ¢ocuk gidasinda OTA arastirilmis ve caligsmalar
sonucunda 6rneklerin 84 tanesinde <1 ppb, 24 tanesinde 1-5 ppb, 14 tanesinde 5-
20 ppb ve 5 tanesinde ise >20 ppb diizeylerinde OTA bulundugu bildirilmistir
[24].

1974-1981 yillar1 arasinda Yugoslavya’nin nefropati goriilen Orta Posavina
ve nefropati goriilmeyen Kuzey Posavina bolgesindeki tarlalardan toplanan 1850
misir ve bugday 6rneginde yapilan toksin analizlerinde en fazla kontaminasyonun
1979-1980 yillarinda oldugu, nefropatik bolgeden 1979 yilinda alinan 6rneklerde
0.01-68.9 ppm; 1980 yilinda alinanlarda ise 0.01-4.7 ppm arasinda OTA
saptandig1 bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada nefropatik bolgedeki silolardan alinan
bugday ve musir drneklerinde ortalama OTA miktarmin nefropati goriilmeyen
bolgeden alinan Orneklerdeki toksin miktarindan daha fazla oldugu ve toksin
iceren 6rneklerin % 25’ inin 2-5 ppm, % 12.5” inin 5-20 ppm ve % 7.5’ inin ise
7.5 ppm’den fazla OTA igerdigi belirtilmistir [25].

Yapilan bir baska arastirmada 100 adet bugday, arpa, yulaf ve karigik yem
orneklerinde yapilan OTA analizinde 6rneklerin 54 {inde maksimum 1300 ppb

olmak tizere toksin saptanmistir [26].
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1990 yilinda yem hammaddesi olarak kullanilan 20’ si misir, 9° U soya
fasulyesi, 11° 1 pamuk tohumu kiispesi ve 11’ i1 de aygicek kiispesi olmak iizere
toplam 51 6rnekte aflatoksin B1, aflatoksin B2, aflatoksin G1, aflatoksin G2 ve
OTA varligimi belirlemislerdir. Calisma sonunda 1 misir ve 6 aygicek kiispesi
orneginde OTA, 1 pamuk tohumu kiispesinde aflatoksin saptanmig, OTA
miktarmin misirda 260 ppb, aygicegi kiispesinde ise 200-800 ppb arasinda ve
ortalama 438 ppb oldugu belirlenmistir [27].

Toplam 108 6rnegin analiz edildigi bir bagska calismada 67 bugday, kepek,
yulaf, ev tipi un, 20 makarna, sehriye, biskiivi ve kahvaltilik hububat ve 21 miisli
ornegi incelenmistir. Bugday, kepek, yulaf ve un 6rneklerinin 64’iinde <4 ppb, 1
kepek, 1 biskiivilik un ve ev tipi unda sirasiyla 4.2, 6.4 ve 5.3 ppb OTA
saptanmistir. 21 adet miisli 6rneginin ise 5 tanesinde 0.6-1.7 ppb arasinda OTA
tespit edildigi ve miislinin iceriginde kullanilan kuru {iziim 6rneginin 6.5 ppb

OTA igerdigi belirtilmistir [28].

Bursa Gida Teknolojisi Arastirma Enstitiisii biinyesinde gerceklestirilen bir
arastirmada findik ve mamulleri, antep fistig1, susam ve tahin, misir ve mamulleri,
yer fistig1 ve mamulleri, incir ve Kirmizi1 biber 6rneklerinden olusan toplam 1414
gida 6rnegindeki OTA analizleri sonucunda toplam 38 6rnekte, maksimum OTA
miktarlar1 10-110 ppb arasinda saptanmistir. Gida 6rneklerindeki en fazla OTA
kontaminasyonu 60 ornegin 20 tanesinde (% 33.3) maksimum 110 ppb olarak
saptanan kirmizi biberde belirlenmistir. Ayni1 arastirmada 41 misir ve mamuliinde

ise OTA saptanmadig bildirilmistir [29].

Tiirkiye ve Yunanistan’tan Ingiltere’ye ihra¢ edilen 1997 yili {iriinii 20
cekirdeksiz kuru {iziim 6rneginden 17 tanesinde OTA varlig:r tespit edilmistir.
Orneklerden 9 tanesinde 0.2-4 ppb, 4 tanesinde 4-10 ppb ve 4 tanesinde ise 10-
18.1 ppb arasinda OTA saptandigi belirtilmistir [30].

Van ilinde agik olarak satisa sunulan kirmizi pul biberlerde aflatoksin B1
varligini belirlemek amaciyla yapilmis bir ¢galismada toplam 40 adet kirmizi pul
biber 6rnegi materyal olarak kullanilmustir. Ornekler; nem miktari, su aktivitesinin

(a,) degeri ve aflatoksin B1 yoniinden incelenmis ve yapilan analizler sonucunda,

kirmiz1 pul biber 6rneklerinde ortalama nem miktar1 % 12.85 + 0.72, su aktivitesi
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(a,,) degeri 0.742 + 0.006 olarak saptanmistir. Orneklerin tamaminin aflatoksin B,

ile degisik diizeylerde (1.10-44.00 ppb) kontamine olduklar1 saptanmistir [31].

Asurelik bugday, misir, misir unu, yulaf gevregi, yulaf ezmesi, yulaf unu ve
miisliden olusan toplam 100 adet gida 6rneginde okratoksin A taramasi yapilmis
ve Orneklerin fungal yiikleri saptanmistir. Analiz edilen 100 6rnekten 1 adet
asurelik bugday, 2 adet misir ve 1 adet yulaf ezmesi olmak iizere toplam 4 6rnekte

0.27-9.84 ppb diizeyleri arasinda degisen okratoksin A varligi saptanmistir [32].

Van yoresinde c¢iftci sartlarinda depolanan kaba yemlerde aflatoksin
olusumunu belirlemek i¢cin merkeze bagl koylerden 10 tanesinden kaba yem
ornekleri alinmistir. Kaba yemler Haziran ayinda hasat edilmistir. Haziran, Ekim
ve Subat aylarinda 10’ar adet olmak iizere toplam 30 kaba yem Ornegi
toplanmistir. Toplanan 6rneklerde rutubet miktari, toplam kiif sayimi, toksijenik
kiiflerin teshisi ve aflatoksin analizleri yapilmistir. 30 Ornekten yalnizca bir

ornekte 7 ppb B1 ve 6 ppb G1 diizeyinde aflatoksine rastlanmstir [33].

Farkli bir yontem kullanilarak yapilan ancak misir1 konu alan bir diger
calismaya da yer verildi. Ince tabaka kromatografi yontemiyle Slavonski Brod,
Osijek, Hrvatsko Zagorje, Istria ve Slovenya’dan 92 bugday ve 51 musir
ornegindeki okratoksin A konsantrasyonunu belirlemek i¢in yapilan bir
calismadir. Okratoksin A, 92 bugday orneklerinin % 75.8 inde ve 51 musir
orneklerinin % 33.3 {inde tespit edilmistir [34].

Sao Paulo’ da satilan 60 misir yiyecegi ve misir ununda aflatoksin ve
fumonisin varlig1 arastirilmistir. Her iki iiriniin tamaminda da aflatoksin varligina

rastlanmamistir [35].

Macaristan’ da, ekim ve kasim 2004’ te, ticari satisa sunulan
immunoaffinite kolon asamasindan sonra HPLC’ye verilen 91 baharat
numunesinde (70 toz kirmizi biber, 6 siyah biber, 5 beyaz biber, 5 baharat
karigim1 ve 5 kirmizi pul biber Ornekleri) aflatoksin B1, B2, G1 ve G2 ile
okratoksin A igerikleri incelenmistir. 70 toz kirmizi biber 6rneginden 17 tanesi
aflatoksin Bl igermektedir, bunlardan 7 tanesi maksimum limitin (5 pg/kg)
istiinde bulunmustur, diger baharatlardan 1 kirmizi pul biberde limitin {istiinde

aflatoksin B1 bulunmustur. 70 toz kirmizi biber oOrneginden 32 tanesine
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okratoksin A tespit edilmistir. Bunlarin 8 tanesi maksimum limitin (10 pg/kg)
iistiinde bulunmustur. 1 kirmizi pul biber 6rneginde maksimum limitn altinda pul

biber bulunmustur [36].

Yapilan diger bir arastirmada, Tekirdag ilinde satisa sunulan toplamda 45
kuru incir 6rnegindeki aflatoksin miktarlart HPLC yontemi ile incelenmistir.
Orneklerin sadece 4 iinde tespit edilebilir diizeyde aflatoksin belirlenmis olup,
diger 6rneklerde tespit edilebilir diizeyde aflatoksin bulunmamustir. Tespit edilen
bu degerler, ilgili Teblig’de, incir i¢in belirlenmis olan maksimum aflatoksin

seviyesini agsmamaktadir [37].

Erzurum piyasasinda satisa sunulan bugday unu Ornekleri ile yapilan
calismada toplam aflatoksin, AFB1 ve okratoksin A yoniinden incelenmistir.
Calismada Erzurum yoresinden toplam 50 6rnekte toplam aflatoksin, AFB1 ve
okratoksin A analizi yapilmistir. Toksin varliginin belirlenmesinde ELISA teknigi
kullanilmustir. Incelenen toplam 50 bugday unu 6rneginin 37 adedinde (%74),
AFBI tespit edilmistir. Numunelerin 8 tanesinde (%16) ise AFB1 miktarmnin Tiirk
Gida Kodeksi’ ne gore, kabul edilebilir smirlarin {izerinde oldugu saptanmustir.
Orneklerin 37 (%74) adedinde toplam aflatoksin belirlenmis, 6rneklerin 9
tanesinde (%18) ise toplam aflatoksin miktarinin Tirk Gida Kodeksi’ne gore,
kabul edilebilir smirlarin iizerinde oldugu saptanmustir. incelen numunelerin 45
tanesinde (%90) okratoksin A tespit edilmis, drneklerin 6 (%12.00) adedinde ise
okratoksin A miktarinin Tirk Gida Kodeksi’ne gore, kabul edilebilir sinirlarin

tizerinde oldugu saptanmustir [38].

Brezilya’da 2003 ve 2004 yilina ait 300 misir 6rneklerinde aflatoksin ve
fumonisin arastirilmistir, 2003 yilina ait 6rneklerin tamaminda 2004 yilina ait
orneklerininde neredeyse tamamina yakminda fumonisin tespit edilmis, analiz

orneklerinin %92’sinde aflatoksin tespit edilememistir [39].

Diger bir calismada, Erzurum ili Pasinler ilge merkezi ve kdylerindeki siit
sigirciligr isletmelerinden alman misir silajlarinin aflatoksin B1 ve bu yemi
tilketen hayvanlarin siitlerinin aflatoksin M1 igerigi ile aflatoksinin yemden siite
gecis durumu arastirilmistir. incelenen yem &rneklerinde aflatoksin B1 miktar:

ortalama 361.12+94.76 ppt ve siit 6rneklerindeki aflatoksin M1 miktar1 ortalama
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3.85£3.71 ppt olarak belirlenmistir. Tiiketilen yemdeki aflatoksin B1’in
%1.07’sinin siite aflatoksin M1 olarak gectigi saptandi. Siit numunelerinin 6
adedinde (%8.33) oOlgiilebilir aflatoksin M1 tespit edilememistir. 66 Ornekte
(%91.67) ise Tirk Gida Kodeksi’ne gore kabul edilebilir sinirlarin altinda
aflatoksin M1 belirlenmistir. Incelenen 72 yem 6rneginin 3 adedinde (%4.16)
aflatoksin B1 saptanmamistir. Diger 6rneklerde ise standartlarda belirtilen sinirin
altinda aflatoksin B1 saptanmistir. Incelenen yem Orneklerinde saptanan
aflatoksin B1 miktar1 ile siit 6rneklerindeki aflatoksin M1 miktar1 arasinda ¢ok
onemli iligki (P<0.01) ve pozitif korelasyon (+0.329) oldugu belirlendi. Siit ve
irtinlerindeki aflatoksin M1 miktarinin minimum diizeyde tutulabilmesi i¢in,
modern tretim teknikleri uygulanmali, siit hayvanlarma verilen yemlerin
depolanma kosullar1 uygun hale getirilmeli, gerekli kontroller yapilmali ve siit
iireticileri bu konuda bilinglendirilmelidir. Gida maddeleri ve yemler her agsamada
aflatoksin yoniinden analiz edilmeli ve kabul edilen simirlardan fazla icerenlerin
tikketimine izin verilmemelidir. Yem ve besinlerde kiif bulagsmasini ve dolayisiyla
aflatoksin olusumunu 6nlemek i¢in etkili, ekonomik ve uygulanabilir ¢galismalarin

yapilmasi gereklidir [40].

Bir diger c¢alismada Brezilya’ daki marketlerde satilan c¢ikolatalarda
aflatoksin B1, B2, G1, G2 ve okratoksin A olusumu arastirilmistir. Siit tozundan
iretilmis c¢ikolata, bitter, aci, siitlii ve beyaz olmak iizere 125 adet c¢ikolata
mikotoksin agisindan incelendi. Tiim orneklerin %98’ inde okratoksin A, %80
ninde ise aflatoksin tespit edilmistir. Ortalama olarak okratoksin A en yiiksek
seviyede sirasiyla siit tozundan tiretilmis ¢ikolata, ac1 ¢ikolata ve bitter ¢ikolatada
tespit edilmistir. Aflatoksin icerigi yine en fazla bu ¢ikolatalarda tespit edilmistir.

Bu rapor ¢ikolatada aflatoksin ve okratoksin olusumu iizerine ilk rapordur [41].

Ispanya’ da insan tiiketimi i¢in satisa sunulmus 30 adet patlamis misir
cekirdegi ve 30 adet misir ununda aflatoksin, okratoksin A, zearelenon, sitrinin
analizleri yapilmistir. 4 misir unu ve 10 patlamis misir 6rneginde okratoksin A
tespit edilirken, 14 misrr unu ve patlamis misir ¢ekirdeginde aflatoksin tespit
edilmistir. Bu rapor Ispanya’ da aflatoksin ve okratoksin A ile kirlenmis ticari
patlamis misir c¢ekirdekleri ve misir unu Orneklerinin ilk raporudur. Calisilan

orneklerdeki mikotoksin oranlar1 ciddi bir saglk tehlikesi olusturmaktadir.
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Patlamig musir bir ¢ok lilkede yliksek popiilerlikte atistirmalik bir yiyecektir, misir
unu da Meksika ve diger Latin Amerika’ daki yemeklerin 6n hazirliginda
oncelikle kullanilir. Misir taneleri ve musir bazli iriinlerde aflatoksin ve

okratoksin A’nin dogal olusumu diinya genelinde bir problemdir [42].

2011 y1lt ocak ayinda Sirbistan' in Vojvodina bdlgesinin merkez kenti Novi
Sad’deki farkli slipermarketlerden toplanmig 15 bugday unu  Orneginde
Deoksinivalenol (DON), Zearalenon (ZON) , T-2, Aflatoksin (AFS), okratoksin A
(OTA), HT-2 toksin, fumonisin Bl (FB1) yam swra B2 (FB2) incelenmistir.
Aflatoksin (AFS), okratoksin A (OTA) tespit sinirlarinin altinda kalmigtir [43].

Son olarak bahsedecegim c¢aligma; Yunan antepfistigmin tiim iiretim
zincirini takip ve aflatoksin liretimini etkileyen iiretim asamalari, kosullar1 ve /
veya kullanim uygulamalarmi belirlemek amaciyla yapilan ¢alismaya gore 4
bah¢eden 20’ser aga¢ izlenmis ve farkli zamanlarda numuneler alinmistir.
Aflatoksin analizleri i¢in her agac¢tan 5 numune alinmistir. Numuneler sirasiyla 31
temmuz, 13 agustos, 20-30 agustos ve kurutma evresi sonunda alinmistir. Alindigi
ilk tarihte 11-1361 pg/kg araliginda aflatoksin tespit edilmistir, sonuglar aflatoksin
kontaminasyonu icin en kritik basamak oldugunu gostermektedir. Hasat aninda
bahgelerden birinde 1420 pg/kg aflatoksin konsantrasyonuna ulastigi goriilmiistiir.
Aflatoksin konsantrasyonunun 1000 pg/kg m {istiinde olmasi ile bocek istilasi
arasinda pozitif bir korelasyon oldugu saptanmistir. Hasat sonrasinda 4 bahgedeki
agaclarda aflatoksin kontaminasyonu tespit edilmistir, aflatoksin konsantrasyonu,
kurutuldugunda 40-1200 pg/kg araliginda, depoda 650-1100 pg/kg araligindadir.
Bu sonuglar, Antep fistigindaki aflatoksini azaltmak veya ortadan kaldirmak igin
depo uygulamalar1 ve isleme asamalarini gelistirmeye ve tarladan depoya tiretim

zincirinde Antep fistigindaki aflatoksin kontaminasyonunu anlamaya katkida

bulunur [44].
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3. AGIR METALLER

Gida trtinlerinin agir metallerle kirlenmesi bugiinlerde kaginilmaz bir sorun
haline gelmistir. Hava, toprak, ve su kirliligi gida maddesinin kadmiyum, kursun,
civa ve arsenik gibi zararli maddelerin varlig1 ile kirlenmesine katkida bulunur
[45].

Agir metaller yaygin kullanimlar1 nedeniyle en zararli g¢evresel
kirleticilerdendir. Kursun (Pb), civa (Hg) ve kadmiyum (Cd) Toksik Madde ve
Hastalik Kayit Ajansi (Agency for Toxic Substances and Disease Registry:
ATSDR)’nin en son 2007’de bildirdigi 6ncelikli tehlikeli maddeler igerisinde ilk
10’a aldig1 toksik agir metallerdir [46].

Bazi metallerin viicutta belli oranlarda gereksinimleri olmakla beraber
metallerin zehirliligi 6zelliklerine gore degisir. Elementlerin zehirliligi sirasiyla;
civa, glimiis, bakir, kadmiyum, ¢inko, kursun, krom, nikel ve kobalt seklindedir.
Bu dizilis kesin olmayip farklhilik gosterebilmektedir. Agir metaller,
organizmalara gerekli olsun ya da olmasim yiiksek konsantrasyonlarda potansiyel

olarak zehirlidir [47].

Insanlarmn viicutlarinda biriken metal iyonlarinin viicuttan atilmasi ¢ok uzun
yillar gerektirmektedir. Bu metal iyonlarmin viicutta birikimi toksik etkiye neden
olmaktadir. Bu duruma en bilindik 6rnek Japonya’da goriilmiis olan civa
zehirlenmesi ile olusan Minamata hastaligidir. Bunun nedeni Minamata’ da
kurulan bir fabrikadan metil-civa bilesiginin korfeze dokiilmesi ile o korfezde
bulunan baliklarin viicutlarinda birikmesi ve o baliklarla beslenen bolge halkinin

agir metal olan civa (Hg) zehirlenmesiyle fel¢ ve 6liimlere neden olmasidir.

Asagida kursun, kadmiyum gibi baz1 agir metaller ve insan saghigina etkileri

ile ilgili bilgi verilmektedir.
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3.1 Bazi1 Agir Metaller ve Etkileri

3.1.1 Kursun

Kursun, Diinya’nin birgok yerinde saglik problemlerine ve kapsamli ¢evre

kirliligine sebep olmus kullanimi1 yaygin toksik bir metaldir [48].

Kursunun viicutta toksik etki yaratmasi i¢in kanda veya yumusak dokularda
belli bir diizeye kadar birikmesi gerekir. Yas, beslenme ve fizyolojik durumlar
gibi bir¢ok faktdre bagh olarak etkisi degismektedir. Cocuklar i¢in 40-80 pg Pb/
100 mL toksik belirtilerin goriilebilecegi smirdir. 80 pg Pb/ 100 mL ise kursun
zehirlenmelerinin  goriildiigi diizeydir. Saclar, kemikler ve dislerdeki kursun
miktar1 muhtemel kursun zehirlenmeleri hakkinda bilgi vermektedir [49]. Tablo
3.1’ de Turk Gida Kodeksinde yer alan tahillarin maksimum kursun limitleri

verilmektedir.

Tablo 3.1: Tiirk Gida Kodeksinde yer alan tahillarin maksimum Pb ve Cd
limitleri [13].

Maksimum limit

GIDA (mg/kg yas agirhk)
KURSUN (Pb)

Baklagil sebzeleri , tahillar ve

baklagiller 0,2

KADMIYUM (Cd)

Tahillar 0,1

3.1.2 Kadmiyum

Yeryliziinde nadir olarak bulunan kadmiyum; c¢inko benzeri bir gecis
elementi olup, yumusak ve glimiis beyazi rengindedir. Dogada 0 ve +2 degerlikli

olmak tizere iki ylikseltgenme basamaginda bulunabilmesine karsin metalik hali
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olduk¢a nadir goriiliir. Kadmiyum oksit, kadmiyum klorid, kadmiyum siilfat ve

stilfit sekillerinde bulunabilen, tadi ve kokusu olmayan bir maddedir.

Kadmiyum havadan solunarak, kadmiyum bulagsmig yiyeceklerin
yenmesiyle, sigara dumanindan, kadmiyumla kirlenmis sularin i¢ilmesiyle viicuda

alinabilir [50].

Yiiksek diizeyde kadmiyumun solunmasi akciger hasarina bagli olarak
Olime neden olabilir. Cok yiiksek diizeyde kadmiyumun yiyeceklerle alinmasi
kusma ve ishale neden olur. Hava, su ya da besinler yoluyla diisiik diizeyde
kadmiyuma uzun slire maruziyet sonucunda kadmiyum bobreklerde birikir ve
bobrek hastaliklarina neden olabilir. Akcigerde hasar ve kemiklerin kirilganliginin
artmas1 diger etkileridir. Hayvan deneylerinde kadmiyumun tansiyon
yiikselmesine, kandaki demir diizeyinin diismesine, karaciger hastaliklarina, sinir
sistemi ve beyinde hastaliklara neden oldugu gosterilmistir [50]. Tablo 3.1’ de
Tirk Gida Kodeksi’ nde yer alan tahillarin maksimum kadmiyum limitleri

verilmektedir.

3.1.3 Civa

Civa, yer kabugunda bulunan temel elementlerden biridir. Parlak, glimiis
beyazi renkte, kokusuz bir sividir. Isitildiginda kokusuz bir gaz halini alir.

Inorganik tuzlar1 olusturmak iizere klor, siilfiir ve oksijenle bilesik olusturabilir.

Civa, gidalarda dogal olarak bulunmaz. Tarlalardaki ¢evresel kirlenmeden
dolay1 et onemli miktarda civa ihtiva edebilir. Bitkisel iiriinlerde civa bulunmaz,
fakat tarimsal uygulamalar esnasinda civa igeren spreylerin kullanilmasiyla

sebzelerden ve diger tiriinlerden insan viicuduna taginabilir [51].

Civanin insanlar iizerinde bir¢ok olumsuz etkisi vardir. Sinir sistemi
bozukluklarma sebep olur, beyin fonksiyonlarma =zarar verir, DNA ve
kromozomlara zarar verir, alerjik reaksiyonlara, deri isiliklerine, yorgunluga ve
bas agrisina yol acar, lireme ile ilgili negatif etkileri vardir, spermlere zarar

vermek, sakat dogumlar ve diisiik dogum gibi [51].
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Sinir sistemi civanin tim formlarma karst ¢ok duyarhidir. Yiiksek
miktarlarda maruziyet beyinde, bobreklerde ve fetus gelisiminde kalict zararlara
neden olabilir. Beyin fonksiyonlarmma yapacagi etkiyle irritabilite, tirkeklik,
titreme, gérme ve duyma kusurlar1 ve bellekte zayiflama ortaya ¢ikabilir. Kisa
stireli ve yiiksek diizeyde maruziyet durumunda akciger hasari, bulanti, kusma,

ishal, tansiyon yiiksekligi, deri dokiintiileri ve gozde irritasyon meydana gelebilir
[50].

Civanin hayvan deneylerinde kansere neden oldugu gdsterilmistir. Insanda

olas1 kanserojenler arasinda siniflandirilmaktadir.

Yeni dogan ve fetusta, civa, beyin gelisiminde gerilik, zeka geriligi, korliik,
ve konusamamaya neden olabilir. Cocukta sinir ve sindirim sistemleriyle

bobrekler etkilenir [50].

3.1.4 Arsenik

Arsenik azot ailesinden metalloid 6zellik gosteren bir elementtir. Gri ve sar1
kristaller halinde iki ayr1 bigimde bulunan ve bilesikleri 1.0. 4.y.y. dan beri
bilinen arsenik, element olarak ancak 17.y.y.” da tamimlanabilmistir. Yazili
belgelere gore arsenigi ilk kez serbest element halinde tanimlayan, 1649 da
oksidini tas komirl ile 1sitarak arsenik elde etmis olan Alman Eczaci Johann

Schroeder'dir. Arsenik, bakir, kursun gibi metallerin eritilmesi ile yan {iriin olarak
da olusabilmektedir [52].

Tarimda kullanilan ve arsenik i¢eren kimi pestisitlerin kullanimi son yillarda
yasaklanmis olmakla birlikte, gida maddelerinin arsenik ile kontaminasyonunda
onemli etkenlerdir. Arsenik ile kontamine siitten zehirlenen bebeklerde, karaciger
biiyiimesi ve kansizlik belirtileri, bazilarinda deride kahve renkli pigmentler,
tirnaklarda ¢izgiler ve anormal elektrokardiyogram saptanmustir. Sudan zehirlenen
yetiskinlerde deri dokiilmesi, deride nasir seklinde kalinlagma, idrarda protein ve
reflekslerde yavaslama goriilmiistiir. Bira zehirlenmelerinde, act veren sinirsel
krizler, kas zayiflig1, kol ve bacaklarda uyusma, istah kaybi, karaciger rahatsizligi,
deride kahve renkli pigmentler ve deri altinda asir1 derecede sivi toplanmasi

gozlenmistir. Kemik ve solunum sistemi kanseri de goriilebilir [53].
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3.1.5 Krom

3 ana sekilde (Krom 0, Krom III, Krom IV) bulunabilen krom bilesikleri
tatsiz ve kokusuzdur. Sadece Krom III bilesikleri viicut icin diyetle eser
miktarlarda alinmasi gerekli elementlerdir. Diger formlardaki kroma viicudun

ihtiyac1 yoktur [50].

Krom partikiilleri havaya karigtiginda 10 giin kadar kalabilir. Toprak
partikiillerine sikica yapisir. Suda dibe ¢oker, topraktan kiiciik miktarlarda sulara

karisabilir. Havadan solunarak, suyla ve besinlerle viicuda alabilir.

Giinliik krom ihtiyac1 0.1 — 0.2 mg kadardir. Krom eksikligi, huzursuzluk,
halsizlik ve yorgunluga neden olur. Kalp ve damar saglhigini olumsuz etkileyerek
damar sertligi ve seker hastaligi riskini artirir. Krom eksikligi olanlarda siirekli
aclik hissi ve yeme istegi, tathilara diiskiinliik goriliir. Krom eksikligi istahi
kontrol etmeyi engellemesinin yani swra viicudun yaglanmasina da neden

olmaktadir.

Krom bilesiklerinin tiimii yiiksek miktarlarda alindiginda toksik olabilir,
ancak Krom IV, Krom IIl'e gore daha toksiktir. Yiiksek miktarlarda solunmasi
burun, akciger, mide ve bagirsaklara zarar verebilir. Kroma allerjisi olan kisilerde
astim krizlerine neden olabilir. Uzun siire yiiksek ve orta diizeylerde maruziyet
burun kanamasi, yaralari, akciger hasar1 ve kanser digindaki akciger
hastaliklarinda artisa neden olabilir. Sindirim yoluyla yiiksek diizeylerde alinirsa
mide sikayetleri ve iilsere, konviilsiyonlara, bobrek ve karaciger hastaliklarina,
hatta 6liime neden olabilir. Cilde temas durumunda cilt iilserleri olusabilir. Ayrica

ciltte allerjik reaksiyonlara yol agabilir [50].

3.1.6 Bakir

Bakir ¢cok yaygin bir maddedir ve dogada dogal olarak bulunur. Bir ¢ok
gidada, igme suyunda ve havada bulunabilir. Bu yiizden her giin yiyerek, icerek
ve soluyarak onemli bir miktar bakir1 viicudumuza aliriz. Bakirin absorbsiyonu

gereklidir, clinkii bakir insan saghgi icin gerekli olan bir eser elementtir.
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Insanlarin yiiksek konsantrasyonlarda bakir1 orantili olarak idare edebilmelerine

ragmen, ¢ok fazla bakir 6nemli saglik problemlerine yol agabilir.

Cogu bakir bilesigi su tortusuna ya da toprak parcaciklarma yerlesip
baglanir. Coziiniir bakir bilesikleri insan saglhgi i¢in en biiyiikk tehdidi
olusturmaktadir. Genellikle dogada suda ¢oziiniir bakir bilesikleri tarim

uygulamalarinda kullanimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Yetiskinlerde giinliik bakir ihtiyacini ortalama 2,5 mg kadardir. Bakirin asir1
dozda alinmasi, viicutta bakir fazlalig1 olusmasina neden olur ki bakir fazlalig,
kanser riskini biiylik oranda arttirmasinin yani sira depresyon, sizofreni, bunaklik,
hipertansiyon gibi ciddi zihinsel ve bedensel rahatsizliklara yol acabilmektedir.
Bakirin yeterince alinmamasi durumunca kansizlik gortliir. Bakir eksikligi, viicut
direncinin azalmasina, gii¢siizliik, deride yara ve egzama gibi saghk sorunlarina
yol agmaktadir. Ayrica, sa¢ dokiilmesi, istahsizlik, ishal ve carpinti meydana
gelebilir. Bagisiklik sistemi zayiflar. Kemikler ve dokularm yapist olumsuz
etkilenir. Bakir, viicut tarafindan zor absorbe edilen bir maddedir. Insan viicudu
besinlerdeki bakirin ancak %5 kadarmi emebilmektedir. Bakir eksikligi, bakir
acisindan yetersiz beslenme, bakirin viicut tarafindan yeterince emilememesi ya

da fazla ¢inko alimi gibi nedenlerden kaynaklanabilmektedir [54].

Bakira uzun siireli maruz kalma burun, agiz ve gbz tahrisine ve bas
agrilarina, karin agrilarina, bas donmesine, kusmaya ve ishale neden olmaktadir.
Bakirin kasten yiiksek miktarda alimi karaciger ve bakir hasarlarina ve hatta
Olime bile neden olabilir. Bakirin kanserojen olup olmadigi da heniiz

saptanmamustir [55].

3.1.7 Cinko

Cinko, sik altigen diizende kristal yapiya sahip, mavimsi beyaz renkli bir

metaldir.

Cinko metali ve birgok bilesigi, diger agwr metallerle karsilastirildiginda
diistik zehirlilik etkisi gosterirler. Cinko tuzlarmin toksikligi, ¢inkodan daha fazla

olup yapisinda bulundugu bilesigin anyonik kisminin toksikligine baghdir.
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Ornegin; ¢inko kromatm (ZnCrOy) yiiksek zehirleyici ve kanserojen ozelligi
Zn(Il) yiiziinden degil anyonik CrO4* bileseni sebebiyledir. Cinko ve ¢inko

tuzlarindan zehirlenme nadir goriilmektedir [56].

Eriskin bir insanda gilinliik Zn ihtiyaci 15 mg kadardir. Zn en fazla bobrek,
karaciger dokularinda birikir. Zn’un fazla alinmasi durumunda istah ve bagisiklik
sistemi aktivitesinde azalma, yaralarin gec iyilesmesi, kolestroliin yiikselmesi ve
deride hassasiyet gibi olumsuzluklar goriiliir. Eksikliginde ise hamile kadinlarda
bebeklerin gelisimi yavaglar, genglerde biiylime olumsuz etkilenir ve bagisiklik

sistemi zayiflar [57].

3.2 Mikrodalga Yontemi ile Materyal Coziiniirlestirme

Mikrodalga, enerji spektrumunda Kizilotesi Isima (IR) ile radyo
dalgalarmin arasmda kalan bolgedir. Mikrodalga teknigi ile numune
coziiniirlestirme ilk defa 1975°de Abu Sarma ve arkadaslar1 tarafindan biyolojik
materyalleri asitlerle hizli ¢oziiniirlestirmek amaci ile kullanildi. Mikrodalga
1sitma mekanizmast hedef kiitledeki biitiin molekiilleri ayni1 anda etkileyerek
klasik tekniklerin konveksiyon isitmasma gore cok daha kisa siirede iglemi
tamamlamaktadir. Cilnkii klasik 1sitma teknikleri bir kiitleyi distan ice
dogru tabaka tabaka isitirken, mikro dalga yontemi bir kiitlenin her yerini

ayn1 anda 1sitir ve zamandan tasarruf saglar.

Mikro dalga 1sinmasi distan oldugu gibi i¢ten de oldugundan, enerji
molekiiler carpismadan ziyade polarizasyon yolu ile transfer olur. i¢ 1smmma
numuneyi mekanik olarak uyarir ve numunenin dis tabakalarini bozar, boylece
asit ile numune arasmda daha iyi bir temas saglanir. Son yillarda Onem

kazanan bu aletlerin en 6nemli kismi ¢oziiniirlestirme tiipleridir.

Gilinlimiizde agik (Atmosferik basing) tiiplerde ve kapali (Yiiksek basing)
tiplerde olmak iizere iki tir mikro dalga c¢oziiniirlestirme  teknigi
kullanilmaktadir. Kapali tiiplerde mikrodalga ile ¢oziiniirlestirme tekniklerinin
basarili bir sekilde yapilmasi, tiipilin ig¢erisindeki numunenin asitle par¢calanma
reaksiyonunun ve reaksiyondan kaynaklanan sicaklik ve basincin da belirlenmesi

ile olur. Numunenin parcalanmasi esnasinda ¢Oziinilirlestirme kabindaki
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gercek Dbasing, kabin cinsine, kullanilan asidin tiiriine, miktarmna, asidin
sicakligina, ¢Oziniirlestirilen numunenin boyutuna ve bilesimine baglhdir.
Mikrodalga ile ¢Oziinilirlestirmenin  zamandan tasarruf, tekrarlanabilirlik,
minumum enerji ve kimyasal madde sarfiyat, ucucu bilesiklerin ortamda
tutulmas1 ve c¢evresel kirlenmelere neden olmamasi gibi avantajlari

bulunmaktadir [58].

3.3 Agir Metallerin Analizinde Kullamlan Spektroskopi Teknikleri

Agir metallerin farkli Orneklerde tayini amaci ile farkli ydntemler
kullanilmistir. Bunlar arasinda UV-Goriiniir Bolge Spektrometresi, Alevli Atomik
Absorpsiyon Spektrometresi (FAAS), Indiiktif Eslesmis Plazma Atomik Emisyon
Spektrometresi (ICP-OES), Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-
MS), Voltametri, Molekiiler Floresans Spektrometresi bulunmaktadir. Bu tezin
kapsaminda musir unu Orneklerinin  yas yakma sonucunda elde edilen
¢ozeltilerindeki agir metallerin tayini amaci ile ICP- Kiitle Spektroskopisi (ICP-

MS) kullanildig1 i¢in asagida bu yontemle ile ilgili bilgi verilmistir.

3.3.1 Indiiktif Eslesmis Plazma (ICP)

Katyon ve elektronlardan meydana gelen ve elektrik akimini ileten ortama
plazma denir. Gaz halindeki iyon akimi olarakda tanimlanabilir. Plazmanin
disartya yukii sifirdir. Yani negatif yiiklerin toplami yaklasik pozitif yiiklerin
toplamina esittir. Plazmadaki katyonlar farkli katyonlardan meydana gelir.
Ornegin argon plazmasinda, argon katyonlari, elektronlar ve analiz yapilan
numuneden buharlasan atomlarm katyonlar1 bulunmaktadir. Numuneden
buharlagan atomlarin katyonlar1 miktar olarak argon katyonlar1 ve elektronlardan
azdwr. Bir plazmada argon iyonlar1 olustuktan sonra bu iyonlar, daha fazla
iyonlagma ile plazma halinin siirdiiriilmesini saglayacak bir diizeyde sicaklik
olusturmak i¢in bir dis kaynaktan yeterli gii¢ absorplama yetenegine sahiptir. Yani
argon katyonlar1 enerji absorplayarak ortamin sicakligi yaklagik 10000 K* de sabit
olarak tutulur [59].
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Ug tip yiiksek sicaklik plazmasi vardir. Bunlar;
1) Indiiktif eslesmis plazma (ICP)
2) Dogru akim plazmas1 (DCP)
3) Mikrodalga plazma (MIP)

Indiiktif eslesmis plazma kaynag: i¢ ice gegmis ii¢ kuvars borudan (torch)
yapilmistir. Bunlarin arasindan dakikada 10-17 mL argon gazi1 gecer. En genis
borunun c¢ap1 2.5 cm dir. Bu borunun iist kisminda suyla sogutulan radyo
indiiksiyon bobini bulunur. Radyo indiiksiyon jenaratoriiniin giicii 27 veya 41
Mhz de 0.5-2 kw tir. Akan argonun iyonlagmasi bir Tesla bobininden kivilcim ile
baslatilir. Olusan iyon ve elektronlar indiiksiyon bobini tarafindan olusturulan
manyetik alan salmimlar1 ile etkilesir. Bu etkilesim sonucunda iyonlar ve
elektronlar ayn1 yone dogru akmaya baslar. Ortamim bu akmaya kars1 gosterdigi

direng ile ortamin sicakligi 10000 K* e kadar yiikselir.

En i¢teki kuvarz borudan gecen argon gazi akisiyla plazma igerisinde

numune tasmir. Numune cihaza 3 sekilde ilave edilebilir.

1) Aerosol halinde: Ultrasonik bir sislestirici vasitasiyla olusan ¢ok kiigiik

damlaciklar argon gazi yardimiyla plazmaya taginir.

2) Buhar halinde: Plazmaya sivi ve kati numuneleri vermek igin

elektrotermal buharlastiricilar kullanilir.
3) Ince toz halinde: Nebulizer yerine lazer kulanilir.

Numune atomlar1 tasiyict argon gazi sayesinde 4000-8000 K
sicakligindaki bdlgeye ulasir. Burada 2 ms kalirlar. Bu sicaklikta atomlasma olur.
Sicakligin bu kadar yiiksek olmasi sonucunda diger yontemlerde karsilagilan
kimyasal girisim sorunu ile daha az karsilagirken iyonlasma girisimi yok denecek
kadar az olur. Plazma sicaklig1 her bolgede aynidir ve bu nedenle self absorpsiyon

ve self doniigiim etkileriyle karsilagilmaz [59].
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3.3.2 I¢ Standart

Bir i¢ standart, bilinmeyen ornege ilave edilen ve analitten farkli olan,
miktar1 bilinen bilesiktir. I¢ standartlar ¢esitli rastgele ve sistematik hatalar

dengeler.

I¢ standart, girisim sonucu olusabilecek yanilgilar1 minimuma indirmeyi
amagclar. Cozelti ve standartlarm ayni ortamu igcermesi sebebiyle de analizlerin

dogrulugu yiiksektir.

Bir i¢ standart, 6rnek, sahit ve kalibrasyon standartlarma ayni miktarda
ilave edilen bir maddedir. Standartlardan alman 6lgme sonuglari, ‘analit sinyali /
ic standart sinyali’ degerleri standartlardaki analit konsantrasyonlarina gore
grafige almir. Ornek igin elde edilen ‘analit sinyali/ i¢ standart sinyali oranmdan

kalibrasyon egrisi kullanilarak analitin konsantrasyonu bulunur.

Analit sinyalinin i¢ standart sinyaline orani analitik parametre olarak
kullanilir. Yontemin basarili olabilmesi i¢in i¢ standart sinyalinin 6rnekteki diger
maddelerin piklerinden uzakta, analit pikinin yakininda olmasi tercih edilir.

Uygun bir i¢ standart kullanildiginda bagil hata % 0,5-1 civarindadir [60].

3.3.3 ICP- Kiitle Spektroskopisi (ICP- MS)

Analitik bir cihaz olarak ICP-MS iki iiniteden olugsmaktadir:
1) indiiktif olarak eslestirilmis plazma(ICP)
2) Kiitle spektrometresi(MS)

ICP — MS (Inductively Coupled Plasma — Mass Spectrometer) cihazi kat1
ve sivi Orneklerde olmak ilizere son derece hizli ve hassas olarak oOlgiim
yapilmasmi saglayan bir analiz teknigidir. Analiz edilmek istenen Ornekteki
elementler ICP de iyonlastirildiktan sonra kiitle spektroskopisine gonderilirler ve

burada kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore ayrilarak olciiliirler.

ICP-MS direkt olarak ¢ozeltide iz element derisimlerinin belirlenmesinde
uygundur. Bir¢ok element i¢in gozlenebilme sinir1 ng/L’nin (ppb ve daha diisiik

derisimler) altindadir. Cok sayida elementi ayni anda analiz edebilme 06zelligi
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sayesinde nitel analizlerde ve izotop oranlarmin belirlenmesinde oldugu gibi,
basta metalik elementler olmak {iizere periyodik tablodaki elementlerin biiyiik
cogunlugunun nicel ve yari-nitel tayinlerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir.

ICP-MS’in ¢alisma aralig1 diger yontemlere oranla oldukc¢a genistir.

Oldukca farkli disiplinlerde kullanim alan1 bulunun ICP-MS baslica,
jeoloji, hidrojeoloji, ¢evre, tip, biyoloji, kimya, petrokimya, metaliirji ve gida
mithendisligi alanlarinda kullanilmaktadir. Diger kullanim alanlar1 ise; silah
sanayisi (mermi atiklari, madde karakterizasyonu, zehirler), gida g¢evre (igcme

suyu, deniz suyu, atik su, kat1 atiklar, toprak, ¢amur), klinik (kan, sa¢, idrar) [61].

Nukleer %5 Genel Kimya %4
Yakt uretimi,

Silah Sanayi %1

RasypRolon Sighmer! Me rmi atiklan madde
Jelojik %2 Cl;a(:ai?asyonu zehirler
Toprak Kaya Sediment, a

izotop oran caligmalar,
Laser ile drnekieme

evre %48
Klinik %6 i $ i
Igme suyu, deniz
Kan sag serum, suyu kati
idr ar doku atiklar toprak camur,
Yarietkenler %33 oL e Lt

Kimyasal uretimi

Sekil 3.1: ICP-MS kullanim alanlar1 [61].

3.3.3.1 ICP- Kiitle Spektroskopisi (ICP- MS) ile Gida Orneklerinde
Yapilan Agir Metal Analizleri

Hindistan’ da Bati1 Wengel bolgesinden almman su ve gida orneklerinde
arsenik, bakir, nikel, mangan, ¢inko ve selenyum konsantrasyonu arastirilmistir.
Her bir gida 6rnegi 6nemli bir miktarda arsenik icerir. Jalangi ve Domkal’da gida
kategorilerindeki arsenik diizeyleri sebze (20.9 ve 21.2mg/kg), tahillar ve firin
iirtinleri (130 ve 179 mg/kg) ve baharatlar (133 ve 202 mg/kg) seklindedir. Bakr,
nikel ve mangan degerleri yiiksek, c¢inko degeri diisiik, selenyum degeri hafifce
yiiksek bulunmustur [62].
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Banglades’ in Samta bolgesinde ¢esitli gidalar lizerinde ICP-AES ve ICP-
MS ile As,Cd, Pb, Cu ve Zn analizleri yapilmustir. iri, etli sebze materyallerinde
As miktarlarinin diisiik oldugu goriilmiistiir. Genel olarak, baz1 sebzelerde Pb nin
Cd a gore daha yiiksek konsantrasyonda agir metal biriktirme potansiyelinin

oldugu goriilmiistiir [63].

Giiney Afrika’ da 24 adet ¢ig inek siitiindeki V, Cr, Mn, Sr, Cd ve Pb
analizleri ICP-MS ile analizleri yapilmigtir. 8 farkli ciftlikten alman 3 er

numunede yapilan analizler kemometrik olarak degerlendirilmistir [64].

Polonya’ da 16 bolgeden alinan 3 farkl tiire ait 140 adet bal 6rnegi ICP-MS
ile analiz edilmis, Al, B, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sr, ve Zn
elementleri incelenmistir. Bal 6rneklerini siniflandirmak ve elementler arasindaki

iliskiyi anlamak i¢in kemometrik degerlendirmelere tabi tutulmustur [65].

Almanya’ da siit ve yem 6rneklerinde ICP-MS ile 40 element arastirilmistir.
2 farklh c¢iftlikten iki farkli yem ile beslenen ineklerden alinan taze siitlerde
yapilan arastirmalarda Li, P,Mn, Co, Cu, Rb, Sr, Br, I elementlerinin farklilik
gosterdigi gézlenmistir [66].

Brezilya’ da meyve sularinda basit ve hizli bir yontem olan ICP-MS
cihazinda Ca, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Rb, Sr, V, Zn elementleri
analiz edilmistir. 20 meyve suyu orneginde yapilan element analizlerinde bulunan
sonuglar bitkinin yetistigi toprak ozellikleri, su ve katki maddeleri gibi farkli
etkenlere gore degisiklik gostermektedir. Bulunan sonuglar kemometrik

degerlendirmelere tabi tutulmustur [67].

Ispanya’ da yemeklik yaglar (zeytinyagi, zeytin, prina, aycicegi, soya ve
musir) Ag, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Sh, Ti, Tl ve V
ICP-MS cihaziyla analiz edilmistir. Cesitli yag Orneklerinde yapilan bu
elementlerin analiz sonuglarinda fiiriinler arasinda %10 dan daha az farklilik

g6zlenmistir ve bazi kemometrik degerlendirmeler yapilmistir [68].

Brezilya’ da ICP OES ve ICP MS ile Khaki, Cherry and Italy olmak tizere
iic domates tiirli 6rneklerinde Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Se, Sn, Sr,

V ve Zn celementleri arastirilmis, ¢ tiirdede olgunlasmis domateslerde
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elementlerin ~ konsantrasyonunun yiikksek oldugu goriilmiistiir.  Organik
domateslerin olgunlasmis diger domateslere oranla besleyici iceriklerinin fazla

oldugu, metal kontaminasyonunun daha az oldugu goriilmiistiir [69].

Ispanya’ da soya ve giinlik yogurtlarda 20 element icerigi mikrodalga
yakma sisteminde ¢Oziliniirlestirilerek ICP-MS ile analiz edilmistir. Gilinlitk
alinmas1 gereken degerlerin altinda kalan besleyici degerlerin ve toksik etki
yaratan alinmasi gerekenden fazla bulunan elementlerin aragtirmasi yapilmistir.
Soya iiriinlerinde Cu ve Mn miktarlarmin ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda
oldugu goriilmiis, Fe ve Zn igeriginde kii¢iik farkliliklar go6zlenmistir.Bu
calismada yliksek konsantrasyonda bulunan bir diger elementte Ni olmustur.
Bunlarin yami sira toksik elementlerin ¢ok diisiik diizeyde ve bazi durumlarda

dedeksiyon limitinin altinda kaldigi goriilmistiir [70].
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4. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

4.1 Korelasyon Analizi

Korelasyon analizi, iki degisken arasindaki dogrusal iliskiyi veya bir
degiskenin iki veya daha fazla degisken ile olan iliskisini test etmek, varsa bu

iligkinin derecesini 6lgmek i¢in kullanilan istatiksel bir yontemdir [71].

Korelasyon analizinde amag, bagimsiz degisken (X) degistiginde bagimli

degiskenin(Y) ne yonde degisecegini géormektir [71].

Korelasyon analizi yapabilmek i¢in her iki degiskenin de siirekli olmalar1 ve

normal dagilim gostermeleri gerekmektedir [71].

Korelasyon analizi sonucunda, dogrusal iliski olup olmadig1 ve varsa bu
iligkinin derecesi korelasyon katsayisi ile hesaplanir. Korelasyon katsayis1 “r” ile
gosterilir ve -1 ile +1 arasinda degerler alir [71]. Sifira yakin degerler iki
degisken arasinda dogrusal ve zayif iliskinin oldugunu, +1’e yakin degerler ise iki
degisken arasinda dogrusal ve giiglii bir iliskinin oldugunu gdsterir. Bununla
birlikte negatif degerler iliskinin ters yonlii oldugunu, pozitif degerler ise iliskinin
ayni yonli oldugunu gosterir.  Korelasyon katsayisi degiskenler arasindaki
nedensel iliskiyi vermez. Yani hangi degiskenin neden, hangisinin sonug
niteliginde oldugunu belirtmez.  Sadece degiskenlerin birlikte degisiminin

olgtimidur [72] .

4.2 Faktor Analizi

Faktor analizi degiskenler arasindaki karsilikli iligkileri inceleyerek,
degiskenlerin daha anlamli ve 6zet bir sekilde sunulmasini saglar. Degisken
gruplar: arasindaki iligkilerin altinda yatan birlikteligin ortak Oriintiilerinin hangi

faktorler i¢inde tanimlanacag iliskileri basit anlamda ortaya koyar. Diger bir
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ifade ile, analiz veri grubunda yer alan degiskenler arasindaki iligkilerin altinda
yatan ortak 6zellikleri kurmaya g¢alisir. Bununla birlikte analiz boyut indirgeme

ve bagimlilik yapisini yok etme yontemi olarak da tanimlanir [72].

Faktor analizinde, ele alinan degiskenlerin bagimli ve bagimsiz degisken
seklinde tanimlanamamasi, her bir degiskenin normal béliinmeye sahip oldugu,
gbzlemlerin birbirinden bagimsiz oldugu ve degiskenler arasindaki iliskinin

dogrusal oldugu varsayilir.

Faktor analizinde ilk asama gozlenen degisken degerlerin degerleri
arasinda korelasyonlarin hesaplanarak orijinal degiskenlerin bir korelasyon
matrisi haline getirilmesidir.  Korelasyon matrisinden faktorlerin tiiretilerek
dondiiriilmemis faktor matrisinin elde edilmesi analizin ikinci asamasini olusturur.
Bu asamada, herhangi bir veri grubuna faktor analizinin uygulanmasi i¢in faktor
tiretme tekniklerinden birinin ele alinmasi gerekir. Cesitli faktor tliretme
teknikleri vardir, fakat en yaygin kullanilan1 temel bilesen analiz teknigidir.
Analizin iglincii asamasi, dondiirme yontemlerinden birinin kullanilarak
dondiiriilmiis faktor matrisinin elde edilmesidir. Dik ve egik olmak {izere iki
farkli dondiirme yontemi, bunlar i¢cinde ¢esitli teknikler mevcuttur. Dondiriilmiis

faktor matrisinin yorumlanmasi ise analizin son asamasini olusturur [72].

Faktor analizinde optimal faktor sayisinin bulunmasina karar vermede
cesitli yaklasimlar s6z konusudur. En ¢ok kullanilan1 6zdegeri birden biiyiik olan

faktorlerin alinmasidir.
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5. MATERYAL

51 Misir unu

Calismada iilkemizin farkli sehir ve koylerinden temin edilen 18 adet,
yurtdisindan temin edilen 3 adet musir unu Ornekleri ile arastirmalar yapild.
Afyon, Balikesir (Balhkli, Ivrindi, Savastepe), Bursa, Erzurum, Gaziantep,
Giresun, Izmir, Kirklareli, Rize, Sakarya, Samsun, Tekirdag, Trabzon, Zonguldak
illerinden 18 adet musir unu temin edildi. Yurtdisindan ingiltere’ den 3 adet misir

unu temin edildi.

5.2 Aflatoksin

5.2.1 Kimyasal maddeler

Aflatoksin analizinde kullanilan kimyasal maddeler Tablo 5.1° de
verilmistir.

Tablo 5.1: Aflatoksin analizinde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal adi Formiilii Markasi
Sodyum klortir NaCl Merck
Potasyum Bromid KBr Merck
Asetonitril CH3CN (HPLC Grade) Merck
Metanol CH3OH (HPLC Grade) Merck
Metanol CH3OH (Analitik saflikta) Tekkim
Nitrik Asit HNO3 (%65, d=1,38 g/mL) Merck
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5.2.2 Aflatoksin analizi icin gerekli ¢ozeltilerin hazirlanisi

Ekstraksiyon ¢ozeltisinin hazirlanisi: 70 mL metanole (analitik saflikta) 30

mL ultra saf su karistirilarak hazirlandi.

Hareketli (mobil) faz 600 mL ultra saf su, 200 mL asetonitril ve 300 mL
metanol (HPLC saflikta) iin karigtirilmasi ile hazirlandi. Mobil fazin igine, 132
mg potasyum bromiir ve 110 uL derisik nitrik asit ilave edilerek karistirildi,

kullanilmadan 6nce degaze edildi.

Seyreltme ¢6zeltisi, 50 mL metanole (HPLC saflikta) 50 mL ultra saf su

karistirilarak hazirlandi.

5.2.3 Aflatoksin analizinde kullanilan alet ve ekipmanlar

Tartimlar i¢in Kern marka 0,1 mg hassasiyette hassas terazi, Blender
olarak Waring marka blender, Ultra saf su i¢in Millipore Direct Q3 UV su aritma
cihazi mobil fazin degaze edilmesi i¢gin Kudos marka ultrasonik su banyosu
kullanildi. Whatman No:4 filtre kagidi ve otomatik pipet olarak Axygen marka
pipetler kullanildi.

5.2.4 Aflatoksin Standardi ve Immunoaffinite Kolonu

Arastirmada 1000 ng/mL (R-Biopharm Rhone Ltd, Glassgow, UK)
toplam aflatoksin iceren standart kullanildi. Standart 1:1:1:1 oraninda B1l: B2:
G1: G2 aflatoksinlerini icermektedir. Aflatoksin B1, B2, G1, G2’ ye spesifik olan
antikorlar1 igeren immunoaffinite kolonlar1 (Aflaprep) kullanildi. Standart ve

immunoaffinite kolonlar 2-8 °C buzdolabmmda muhafaza edildi.
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5.3 Okratoksin

5.3.1 Kimyasal maddeler

Okratoksin analizinde kullanilan kimyasal maddeler Tablo 5.2° de

verilmistir.

Tablo 5.2: Okratoksin analizinde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal ad1 Formiilii Markasi
NaCl : KCI: Na;HPO,4: KH,PO,

PBS(Fosfat Tampon Cozeltisi) [8,0:0,2:1,15:0,2 Oxoid

Sodyum bikarbonat NaHCO; Sigma Aldrich

Asetonitril CH3CN (HPLC saflikta) Merck

Glasiyel asetik asit CH3;COOH (%100) Merck

Metanol CH3OH (HPLC saflikta) Tekkim

5.3.2 Okratoksin icin gerekli ¢cozeltilerin hazirlanisi

PBS ¢ozeltisi: 1 tablet PBS 100 mL suyun igerisinde ¢oziindiiriilerek hazirlanda.

%1 Sodyum bikarbonat: 1 gr sodyum bikarbonat 100 mL ye saf su ile

tamamlanarak hazirland:.

Hareketli (mobil) faz 510 mL asetonitril, 470 mL ultra saf su ve 20 mL asetik asit

karistirilarak hazirlandi, kullanilmadan 6nce degaze edildi.

Seyreltme ¢ozeltisi, 2:98 oraninda asetik asit ve metanol karistirilarak hazirlandi.
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5.3.3 Okratoksin analizinde kullanilan alet ve ekipmanlar

Bolim 4.2.3’de aflatoksin analizlerinde kullanilan alet ve ekipmanlar

okratoksin A analizlerinde de kullanilmistir.

5.3.4 Okratoksin A Standard: ve Immunoaffinite Kolonu

Aragtirmada 1000 ng/mL (R-Biopharm Rhone Ltd, Glassgow, UK)
okratoksin A igeren standart kullanildi. Okratoksin A ya spesifik olan antikorlar1
iceren immunoaffinite  kolonlar1  (Ochraprep) kullanildi.  Standart ve

immunoaffinite kolonlar 2-8 °C buzdolabinda muhafaza edildi.

5.4 Agir Metaller

5.4.1 Kimyasal maddeler

Agir metal analizinde kullanilan kimyasal maddeler Tablo 5.3° de
verilmistir.

Tablo 5.3: Agir metal analizinde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Adi Formiilii Markasi
Nitrik asit HNO; (%65) Merck
Hidrojen peroksit | H,0, (%30) Merck
Hidroklorik asit |HCI (%37) Merck
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5.4.2 Agir metal analizi icin gerekli cozeltilerin hazirlanisi

%2’ lik (w/v) Nitrik Asit ¢ozeltisi, 22 mL % 65 lik nitrik asit alinarak

1000 mL’ lik balon jojede distile su ile ¢izgisine tamamlanarak hazirlandi.

%2’ lik Nitrik Asit + % 0,5’ lik Hidroklorik Asit karisimi, 22 mL %65 lik
nitrik asit ve 11 mL %37’lik hidroklorik asit almarak 1000 mL’lik balon jojede

distile su ile ¢izgisine tamamlanarak hazirlandi.

5.4.3 Agir metal analizinde kullanilan alet ve ekipmanlar

Tartimlar icin Ohaus marka 0,1 mg hassasiyette hassas terazi ve yakma

islemleri i¢in CEM Mars Xpress marka mikrodalga cihazi kullanildi

Agilent 7700x marka ICP-MS cihazi agir metallerin konsantrasyonlarmin
belirlenmesi amaciyla kullanildi. ICP-MS cihazindaki analizlerde yiiksek saflikta
Ar gazi kullanild.

5.4.4 Agir metal standartlan

Arastirmada her biri 10000 pg/mL (AccuNoHaz reference standart) Pb,
Cd, Hg, As, Cu, Zn ve Cr igeren standartlar kullanild1. I¢ standart karisim ¢ozeltisi
olarak, ticari Agilent (100 mg/L Bi, Ge, In, Li, Lu, Rh, Sc, Tb) igeren karisim
kullanild.
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6. METOT

6.1 Misir Unu

Toplam 21 adet misir unu Ornegindeki aflatoksin ve okratoksin A,
immunuaffinite kolon kullanilarak ekstrakte edildi. Ekstraktlardaki toksin tiirleri

yiiksek performansi sivi kromatografi cihazi ile kantitatif olarak belirlendi.

Bunlarin yani sira Mikrodalga cihazi ile yas yakma yontemiyle yakilan
misir unu  Orneklerinin asit ekstraktlarindaki Pb, Cd, Hg, As, Cu, Zn ve Cr un

konsantrasyonlar1 ICP-MS ile analiz edilerek belirlendi.

6.2 Aflatoksin standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Aflatoksin ¢alisma ¢6zeltisinin hazirlanmasi amaciyla stok ¢ozeltiden 500
uL alinarak 5 mL’lik balon jojeye aktarildi ve 100 pg/mL (100 ppb ) ara stok elde
etmek amaciyla metanol/su (1:1) ile 5 mL’ye tamamlandi. Aflatoksin ¢aligma
standart c¢ozeltisi kullanilmadan oOnce, sicaklifinin oda kosullarina gelmesi

beklendi.

6.3 Misir unlarinda aflatoksin varhginin arastirilmasi

Bu c¢alismada aflatoksinin belirlenmesi i¢in AOAC’e ait metotdan
yararlanildi. AOAC Official Method 991.31 Aflatoxins in Corn, Raw Peanuts, and

Peanut Butter metodu kullanildi.

25 g misrr unu Ornegi +£0,1 g hassesiyetle tartildi. Waring blendera
(Waring Commercial Laboratory Blender - Waring Prducts Division USA)
konuldu, tizerine 5 g NaCl ve 125 mL ekstraksiyon ¢ozeltisi (87,5 mL metanol,
37,5 mL ultra saf su) eklendi. 2 dakika yiiksek devirde (22.000 rpm) karistirilip

homojenize edildikten sonra Whatman No.4 siizge¢ kagidindan siiziildii. 15 mL
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filtrat ve 30 mL ultra saf su ile karistirtlir ve bu karisimdan 15 mL alinarak
aflatoksine duyarli antikorlar igeren immunoaffinite kolondan saniyede 2 damla
olacak sekilde gecirildi. Daha sonra yaklasik saniyede 2 damla olacak sekilde 10
mL ultra saf su gecirilerek 2 kez yikandi ve kolon kurutuldu. immunoaffinity
kolonda tutunmus aflatoksin kolondan saniyede 1 damla gececek sekilde 1 mL
metanol ( HPLC Saflikta) ile elue edildi ve 15 mL lik falcon tiipiine toplandi.
Immunoaffinite kolondan son olarak 1 mL ultra saf su gecirildi ve toplam eluat
miktar1 2 mL olacak sekilde ayni falcon tiipiine toplandi. Eluat 0,45 pm lik
filtreden ge¢irildi. 100 pL Ornek, floresans dedektorli HPLC cihazina
yerlestirilerek, misir unlarinda aflatoksin miktar1 tespit edildi. Sekil 6.1° de musir

unu 6rneklerinin ektraksiyon asamasi verilmistir.

25 g musir unu érnegi + 5 g NaCl + 125 mL ekstraksiyon cozeltisi

\

2 dk. Blender (22.000 rpm)

\

Whatman No.4 siizgec¢ kagidi ile filtrasyon

\

15 mL filtrat + 30 mL ultra saf su

\

15 mL filtratin IAK den gecirilmesi

\

10 ar mL ultra saf su ile iki kez yikama

\

1000 pL. metanol + 1000 pL ultra saf su ile IAK dan toksini alma

\

Enjeksiyon 100 puL

Sekil 6.1: Misir unu 6rneklerinin aflatoksin ekstraksiyon asamasi

6.4 HPLC’ de Aflatoksin Analizi

Misir unu 6rneklerinde aflatoksin  derisimlerinin belirlenmesi amaciyla
floresans dedektorlii Shimadzu  marka LC 20-AT Model HPLC cihazi
kullanilmistir.  Aflatoksin  analizi i¢in metot, cihazda asagidaki gibi

olusturulmustur.
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Kobracell: HPLC’ de kolondan sonra brominasyon ile tiirevlendirme

islevini yapan elektrokimyasal hiicre, R-Biopharm
Kolon: C18 (5 um, 4,6x250 mm, ODS3, Inertsil)

Hareketli faz: Metanol/Asetonitril/Su (3/2/6, hacim/hacim/hacim) + 132
mg potasyum bromiir+110 pL nitrik asit

Hareketli faz akis hizi: 1 mL/dak

Basig¢: Minimum 0 bar, maksimum 378 bar

Analiz siiresi:20 dakika

Enjeksiyon hacmi: 100 uL

Dalga Boyu: 360 — 420 nm

Kolon sicaklig1:40 °C

Calismada kullanilan metotun yani sira HPLC cihazinda okutulan misir
unu Orneklerindeki aflatoksin derigimlerinin belirlenmesi amaciyla aflatoksin
standardi kullanilarak farkli konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi, hazirlanan
standartlar cihaza okutularak kalibrasyon grafigi cizildi. Kalibrasyon grafigi

cizilirken 0,25-0,5-1-2,5-5-10 ppb lik aflatoksin standart ¢6zeltileri kullanildi.

Kalibrasyon grafigi HPLC cihazinda bulunan ‘LC Solution software
(Shimadzu) paket program’ yazilimi kullanilarak olusturulmustur. Misir unu
orneklerindeki aflatoksin varliginin arastirilmasinda, hazirlanan bu kalibrasyon

grafigi kullanildi.

6.5 Okratoksin A standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Okratoksin ¢aligma ¢ozeltisinin hazirlanmasi amaciyla stok ¢ézeltiden 500

pL alinarak 5 mL’lik balon jojeye aktarildi ve 100 pg/mL (100 ppb) ara stok elde
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etmek amaciyla metanol/su (1:1) ile 5 mL’ye tamamlandi. OTA c¢alisma standart

¢ozeltisi kullanilmadan 6nce, sicakliginin oda kosullara gelmesi beklendi.

6.6 Misir unlarinda okratoksin varhginin arastirilmasi

Bu ¢alisgmada okratoksinin belirlenmesi i¢in R-Biopharm a ait metottan
yararlanildi. R-Biopharm Cereal Ochratoxin A extraction method A9-P14.V4
Date May 2009 metodu kullanild:.

10 g musir unu Ornegi +0,1 g hassasiyetle tartildi. Waring blendera
(Waring Commercial Laboratory Blender - Waring Prducts Division USA)
konuldu, tizerine 200 mL %] lik sodyum bikarbonat ¢ozeltisi eklendi. 2 dakika
yiiksek devirde (22.000 rpm) karistirilip homojenize edildikten sonra Whatman
No.4 siizge¢ kagidindan siiziildii. Immunoaffinite kolon 5 mL/dak hizla 10 mL
PBS ¢6zeltisi gegirilerek sartlandirildi. 20 mL filtrat okratoksine duyarli antikorlar
iceren immunoaffinite kolondan dakikada 3 mL olacak sekilde gegirildi. Daha
sonra yaklasik dakikada 5 mL olacak sekilde 20 mL PBS gegirilerek yikandi.
Kolon Yaklasik 10 s sirmga ile hava gegirilerek kurutuldu. Immunoaffinite
kolonda tutunan okratoksin kolondan saniyede 1 damla gegecek sekilde 1,5 mL
asetik asit:metanol ¢ozeltisi (2:98) ile elue edildi ve 15 mL lik falcon tiipiine
toplandi. Immunoaffinite kolondan son olarak 1,5 mL ultra saf su gegirildi ve
toplam eluat miktar1 3 mL olacak sekilde ayn1 falcon tiipiine toplandi. Eluat 0,45
um lik filtreden gegirildi. 100 pL O6rnek, floresans dedektorlii HPLC cihazina
yerlestirilerek, misir unlarinda okratoksin miktar1 tayin edildi. Sekil 6.2° de musir

unu orneklerinin ektraksiyon agamasi verilmektedir.
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10 g musir unu 6rnegi + 200 mL %1 lik sodyum bikarbonat ¢ozeltisi |

v

2 dk. Blender (22.000 rpm) |
v

Whatman No.4 siizgec kagidi ile filtrasyon |
v

10 mL PBS ¢ozeltisi ile IAK sartlanmasi |
v

20 mL filtratin [AK den gegirilmesi |
v

20 mL PBS ile yikama |
v

1500 uL asetik asit:metanol ¢ozeltisi ( 2:98) + 1500 pL ultra saf su ile IAK dan
toksini alma

v

Enjeksiyon 100 uL.

Sekil 6.2: Misir unu 6rneklerinin okratoksin A ekstraksiyon asamasi

6.7 HPLC’ de Okratoksin A analizi

Misir unu 6rneklerinde okratoksin derisimlerinin belirlenmesi amaciyla
floresans dedektorlii Shimadzu marka LC 20-AT Model HPLC cihazi kullanilda.

Okratoksin analizi i¢in metod cihazda asagidaki gibi olusturuldu.

Kolon: C18 (5 um, 4,6x150 mm,0ODS4, Inertsil)

Hareketli faz: Asetonitril/Su/Asetik asit (51/47/2, hacim/hacim/hacim)

Hareketli faz akis hizi: 1 mL/dak

Basing: Minimum 0 bar, maksimum 378 bar

Analiz siiresi: 8 dakika

Enjeksiyon hacmi: 100 uL

Dalga Boyu: 333 — 443 nm

Kolon sicaklig1:40 °C
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HPLC cihazinda okutulan musir unu Orneklerinde okrotoksin
derigimlerinin belirlenmesi amaciyla okratoksin standardi kullanilarak farkli
konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi, hazirlanan standartlar cihaza
okutularak kalibrasyon grafigi ¢izildi. Kalibrasyonda 0,125-0,25-0,5-0,75-1,25-
2,5-10 ppb okrotoksin standart ¢ozeltileri kullanild.

Kalibrasyon grafigi HPLC cihazinda bulunan ‘LC Solution software
(Shimadzu) paket program’ yazilimi kullanilarak olusturuldu. Misir unu
orneklerindeki okratoksin derigimlerinin belirlenmesi amaciyla hazirlanan bu

kalibrasyon grafigi kullanildi.

6.8 Agir metaller i¢in standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Agir metal ¢aligma ¢ozeltisinin hazirlanmasi1 amaciyla 10.000.000 ppb lik
ana stoktan 50 pl alind1 ve 50 mL’ lik balon jojede 10.000 ppb’ lik ara stok
hazirlandi. Bu ara stoktan 500 ul alindi, 50 mL’ lik balon jojede 100 ppb ikinci ara

stok hazirlandi.

Calismada arastirmasi yapilan metallerin ana stok, ara stok ve
standartlarinin hazirlanmasi islemi %2’ lik nitrik asit + % 0,5’ lik hidroklorik asit

karisimi ile yapilda..

6.9 Misir unlarinda agir metal varhginin arastirilmasi

Bu ¢alismada agir metallerin belirlenmesi icin NMKL’ ye ait metottan
yararlanildi. Trace elements-As, Cd, Hg, Pb and other elements, determination by
ICP-MS after pressure digestion (NMKL Method no.186, 2007) metodu
kullanilda.

0,25 g musir unu numunelerinden mikrodalga tiiplerine tartildi. Uzerine 5
mL %65°1ik nitrik asit ve 2 mL hidrojen peroksit eklenerek Mikrodalga cihazinda

hazirladigimiz  programda parcalama islemi yapildi. Pargalama islemi
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tamamlandiktan sonra numune ultra saf su ile 25 mL lik balon jojede ¢izgisine
tamamlandi. Numune ile birlikte ayni kosullar altinda bir de blank ¢ozelti

hazirlandi.

Numunelerin
Toplanmasi

|

Numunenin Hazirlanmasi

l

Numunenin Yakilmasi

l Kalibrasyon Standardi
Istenilen Hacime Tamamlama Hazirlama

\4

l Kalibrasyon

ICP-MS Cihaz
kontrolleri

ICP-MS’ de Ol¢iim

1

SONUC

Sekil 6.3: Misir unu 6rneklerinin agir metal analizlerine ait basamaklar1

6.10 ICP-MS’ te Agir metal analizleri

6.10.1 Mikrodalga Yontemi ile Materyal Coziiniirlestirme

0,0001 gr hassasiyetli terazi ile musir unu Orneklerinden 0,25 gr
tartilarak, CEM Mars Xpress marka mikrodalga cihazina ait teflon tiiplere
konuldu. Her bir teflon tiipiin igerisine 5 mL HNOj3 (%65) ve 2 mL H,0, (%30)

ilave edildi. Misir unu 6rnekleri 3 paralel olarak hiicrelere konuldu ve kapaklar1
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kapatilarak mikrodalga firinmna yerlestirildi. Belli zaman, giic ve sicaklik

araliklarinda ¢oziindiiriildii. Coziindiirme programi Tablo 6.1 de verilmektedir.

Tablo 6.1: Mikrodalga yakma programi

Ulagma Bekleme
Basamak | Gii¢ % Sicaklik | siiresi Sicaklik | siiresi
1 1600 W |65 160 °C 15 dk 160 °C 5 dk
2 1600 W |65 200 °C 8 dk 200 °C 15 dk

Mikrodalga firininda 43 dakikalik c¢oziiniirlestirme islemi yapildiktan
sonra firndan ¢ikarilan hiicreler ¢eker ocak i¢inde oda sicakliinda sogumaya
birakildi. Soguyan hiicrelerin kapaklari agildiktan sonra ¢dziinen numuneler

ultra safsu ile 25 mL’ ye seyreltilerek balon jojelere aktarildi.

6.10.2 Pb, Cd, Hg, As, Cu, Zn, Cr analizleri:

Misir unu 6rneklerindeki Pb, Cd, Hg, As, Cu, Zn, Cr™ un tayini amaciyla
Agilent marka 7700x model ICP-MS cihazi kullanildi. Agir metallerin analizi
icin ICP-MS cihazinda yapilan ayarlar Tablo 6.2° de verildi.

Tablo 6.2: ICP-MS parametreleri

Parametre Ayarlar
RF-Gii¢ (W) 1550
Tasiyici gaz akis hizi (L/dak) 1,05

Yardimci gaz akis hizi1 (L/dak) 0,90

Seyreltme gazi akis hiz1 (L/dak) |0,08

Atomlastirici MicroMist
Atomlastirict pompasi (rps) 0,1
Sislestirici sicakligi (°C) 2

Tekrar sayisi 3
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ICP-MS cihazinda misir unu 6rneklerindeki agir metallerin derisimlerinin
belirlenebilmesi amaci ile farkli konsantrasyonlarda elementler igeren multi
element standart ¢ozeltileri hazirlandi. Multi element standart ¢ozeltileri Pb, Cd,
As, Hg derisimleri 0,05- 0,1- 0,5- 1,0- 5,0- 10,00 ppb, Cu ve Cr derisimleri 0,5-
1,0- 5,0- 10,00- 20,00- 50,00 ppb, son olarak Zn derisimi 25,00- 50,00 -100,00-
200,00- 300,00- 500,00 ppb olacak sekilde 50 mL’lik balon jojelere 6nceden
hazirlanan ara stok (10000 ppb) ve ikinci ara stok (100 ppb) ¢ozeltileri

kullanilarak hazirlandi.

Girigim etkilerinin 6nlenmesi amaciyla 100 mg/L Bi, Ge, In, Li, Lu, Rh,
Sc, Tb i¢ standart karisim ¢ozeltisi kullanildi. Bu ¢ozeltiden 1250 pL almarak %2’
lik Nitrik Asit + % 0,5’ lik hidroklorik asit karigimi ile 250 mL ye tamamlanarak
500 pg/l lik ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozelti standartlarla ve numunelerle birlikte

cthaza gdnderildi.

Kalibrasyon grafigi ICP-MS cihazinda bulunan ‘ICP-MS Top (Agilent)

paket program’ yazilimi kullanilarak olusturuldu.

Analiz siiresince yikama islemleri i¢in ti¢ adet ¢ozelti kullanildi. Bunlar saf
su, %2’ lik nitrik asit ¢ozeltisi ve %2’ lik nitrik asit + %0,5 lik hidroklorik asit

iceren ¢oOzeltilerdir.
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7. ARASTIRMA BULGULARI

Misir ve musir irlinleri diinyada tiiketilen en popiiler yiyeceklerdendir.
Aragtrmamizda sehir pazarlarindan, kodylerden temin edilen halkin satigma
sunulan yirmi bir farkli Gireticiye ait misir unu 6rneklerinin toplam aflatoksin ve
aflatoksin B1, okratoksin A ve bazi agir metallerin igeriklerinin belirlenmesi

amaci ile caligsmalar yapild:.

7.1 Aflatoksin analizleri

Aflatoksin analizlerinde Bolim 6.2° de de belirtildigi gibi toplam
aflatoksin igeren standartlar kullanilarak hazirlanan 0,25-0,5-1-2,5-5-10 ppb lik
standartlar ile 6 noktali kalibrasyon grafigi hazirlandi. Her standart iicer kez
okutuldu ve taradigi alan-konsantrasyon degerlerine gore grafikler ¢izildi.
Aflatoksinlere ait kalibrasyon grafikleri Sekil 7.1, 7.2, 7.3 ve 7.4’ te

gosterilmektedir.
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Sekil 7.1: Aflatoksin B1 kalibrasyon grafigi
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Sekil 7.2: Aflatoksin B2 kalibrasyon grafigi
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Sekil 7.3: Aflatoksin G1 kalibrasyon grafigi
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Sekil 7.4: Aflatoksin G2 kalibrasyon grafigi

Her bir toksine ait pikin alanna karsi konsantrasyon grafigi ¢izildi ve R

degerlerinin 0,995 rakaminin altinda olmamasina dikkat edildi.
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Calismamizin dogrulugunu gostermek amaci ile Aflatoksin tayinleri igin

kullanilan Fapas T04164 Hazelnut sertifikali referans maddesi kullanildi. Bu

maddedeki sertifikali referans degerleri ve elde edilen sonuglar Tablo 7.1° de

verilmektedir.

Tablo 7.1: Hazelnut T04164 sertifikali referans materyal ile yapilan

calismaya ait degerler

Kabul edilebilir
Hazelnut T04164 Analit Birim | Hedef deger arahk
Sertifikali referans
materyalin gergek
degerleri Aflatoksin B1 ug/kg 4,48 2,51-6,46
Cahisma sonucunda
bulunan degerler | Aflatoksin B1 | pg/kg 5,52+0,06 Arahgin icinde
Sertifikali referans
materyalin gercek
degerleri Aflatoksin B2 ug/kg 1,39 0,78-2,01
Calisma sonucunda
bulunan degerler | Aflatoksin B2 | ng/kg 1,73+0,05 Arahgin icinde
Sertifikali referans
materyalin gercek
degerleri Aflatoksin G1 ng/kg 2,94 1,64-4,23
Cahisma sonucunda
bulunan degerler | Aflatoksin G1 | ng/kg 3,66+0,02 Arahgin icinde
Sertifikali referans
materyalin ger¢ek
degerleri Aflatoksin G2 ug/kg 0,72 0,40-1,04
Calisma sonucunda
bulunan degerler | Aflatoksin G2 | png/kg 0,83+0,02 Arahgmn icinde
Sertifikali referans
materyalin gercek Toplam
degerleri Aflatoksin ug/kg 9,54 5,34-13,74
Caliyma sonucunda Toplam
bulunan degerler Aflatoksin pg/kg 11,84+0,04 Arahgin icinde
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Ulkemizin farkli sehir ve kdylerinden temin edilen 18 adet, yurtdigindan

temin edilen 3 adet musir unu o6rneklerinde toplam aflatoksin derisimleri

belirlendi. Elde edilen sonuglar Tablo 7.2" de verilmistir.

Tablo 7.2: Misir unu 6rneklerinde Toplam Aflatoksin diizeyleri

Toplam Toplam Toplam
aflatoksin aflatoksin aflatoksin
Ornek (ug/kg) Ornek (ug/kg) Ornek (ug/kg)
Afyon 5,35+0,06 |Giresunl <LOD |Rize 1,62+0,00
Balikesir-
Balikli 1,08+0,02 |Giresun2 | 0,24+0,07 |Sakarya 13,92+0,04
Balikesir-
Ivrindi 0,37+0,04 |ingiltere 1 <LOD |Samsun 0,18+0,04
Balikesir-
Savastepe | 0,69+0,60 |ingiltere 2 <LOD Tekirdag 3,87+0,04
Bursa 0,79+£0,00 |Ingiltere 3 | 0,13+0,00 | Trabzon 1 0,32+0,03
Erzurum 3,61+0,03 |Izmir 1,69+0,04 | Trabzon 2 0,35+0,00
Gaziantep| 0,50+0,00 |Kirklareli 0,56+0,01 |Zonguldak | 0,21+0,00

Ulkemizin farkl sehir ve kdylerinden temin edilen 18 adet, yurtdisindan

temin edilen 3 adet musir unu orneklerinde Aflatoksin B1 derisimleri belirlendi.

Elde edilen sonuglar Tablo 7.3" de verilmistir.

55




Tablo 7.3: Misir unu drneklerinde Aflatoksin B1 diizeyleri

Aflatoksin Aflatoksin Aflatoksin
Ornek B1 (ng/kg) Ornek B1 (ng/kg) Ornek B1 (ng/kg)
Afyon 4,79+0,02 Giresun1 |[<LOD Rize 1,41+0,00
Balikesir-
Balikl1 0,59+0,01 Giresun 2 | 0,17+0,01 Sakarya |12,87+0,05
Balikesir-
Ivrindi 0,1840,01 Ingiltere 1 | <LOD Samsun | 0,13+0,00
Balikesir-
Savastepe | 0,524+0,01 Ingiltere 2 | <LOD Tekirdag | 3,45+0,02
Bursa 0,62+0,00 Ingiltere 3 |0,13+0,00 Trabzon 1 |0,14+0,00
Erzurum | 3,25+0,01 [zmir 0,91+0,00 Trabzon 2 |0,21+0,00
Gaziantep | 0,35+0,00 Kirklareli |0,25+0,01 Zonguldak | 0,21+0,00

Afyon iline ait Aflatoksin piklerini ve verilerini igeren kromatogram Sekil 7.5’te

verilmistir.
afla\AFYON-1.Icd
ol I ¥ DetA Chi
25 |
20
15
10 §
e 8 =
s : : 3
, s £
AN 3 A
0 T e
0.0 2.5 5.0 75 10.0 125 15.0 17.5
y X min
1 Det.A Ch1/360nm - 420nm
Detector A Chl 360nm - 420nm A e e R O P TIO R OR RE 5T T O R
bI’Le:hal(\‘)i# Name Ret. Time _  Area |  Height Area% _ .. Conc.
1 G2) 8.164. 1705 101, 7.
2 G 10621, . 1236] BRI
3 B2) 11980 574391  2819]
4 B 143100 572622 25846,

Sekil 7.5: HPLC cihazinda aflatoksine ait kromatogram
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7.2 Okratoksin A analizleri

Okratoksin analizlerinde 6.5’ te belirtildigi gibi okratoksin A igeren standart
kullanilarak hazirlanan 0,125-0,25-0,5-0,75-1,25-2,5-10 ppb lik standartlar ile 7

noktali kalibrasyon grafigi hazirlandi. Her standart tiger kez okutuldu ve taradigi

alan-konsantrasyon degerlerine gore grafikler ¢izildi. OTA’ ya ait kalibrasyon

grafigi Sekil 7.6” da verilmektedir.

500000

Alan

100000 +————

R?=0,9994
4000004 —

00004

2000004

Konsantrasyon

10

12

Sekil 7.6: Okratoksin A kalibrasyon egrisi

Okratoksin i¢in kullanilan sertifikali referans madde Fapas T17100, maize

flour’dur. Bu maddedeki sertifikali referans degerleri ve bu ¢alismada elde edilen

sonuglar Tablo 7.4’ te verilmektedir.

Tablo 7.4: Maize flour T17100 sertifikali referans materyal ile yapilan ¢alismaya

ait degerler

Kabul
Hedef | edilebilir
Maize flour T17100 Analit Birim deger arahk
Sertifikali referans
materyalin gergek
degerleri Okratoksin A ug/kg 1,10 0,62-1,59
Calisma sonucunda Araligin
bulunan degerler Okratoksin A ng/kg |1,02+0,02| icinde
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Ulkemizin farkli sehir ve kdylerinden temin edilen 18 adet, yurtdisindan

temin edilen 3 adet misir unu 6rneklerinde Okrotoksin A derisimleri belirlendi.

Elde edilen sonuglar Tablo 7.5 te verilmistir.

Tablo 7.5: Misir unu 6rneklerinde Okratoksin A diizeyleri

Okratoksin A

Okratoksin A

Okratoksin A

Ornek (ng/kg) Ornek (ng/kg) Ornek (ng/kg)
Afyon <LOD Giresun 1 <LOD Rize 0,48+0,00
Balikesir-

Balikl1 25,34+0,05 |Giresun 2 <LOD Sakarya 0,73+0,00
Balikesir-

Ivrindi 0,72+ 0,01 Ingiltere 1 0,38+0,00 Samsun 0,70+0,00
Balikesir-

Savastepe 0,94+0,00 |Ingiltere 2 <LOD Tekirdag 0,55+0,00
Bursa 0,42+0,00 |Ingiltere 3 <LOD Trabzon 1 <LOD
Erzurum 0,56+0,00 | Izmir 0,37+0,00 Trabzon 2 <LOD
Gaziantep 0,37+0,00 | Kurklareli 0,50-+0,00 Zonguldak | 2,14+0,01

Balikesir ili Balikli kdyline ait Okratoksin A pikini ve verisini igeren

kromatogram Sekil 7.7’ de verilmistir.
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Sekil 7.7: HPLC cihazinda okratoksine ait kromatogram

7.3 Pb, Cd, Hg, As, Cu, Zn, Cr analizleri

Yaptigimiz ¢alismada da 6rneklerde tayin edilen elementlerin kalibrasyon
egrisindeki araligm i¢inde yer alabilmesi i¢in her elementin Ornekteki
konsantrasyonlar1 6n ¢aligmalarla arastirildi ve buna uygun olacak sekilde her

element i¢in farkl konsantrasyonlarda standartlar hazirlandu.

Calismamizda kullanilan elementlerin  kiitle degerleri ve Pb, Cr

elementlerine ait izotoplarin kiitle degerleri Tablo 7.6° da verilmektedir.

Tablo 7.6: Calisilan elementlere ait kiitle degerleri

Element| Kiitle |Element| Kiitle
Cr 52 Cd 111
Cr 53 Hg 202
Cu 63 Pb 206
Zn 66 Pb 207
As 75 Pb 208
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Krom, kadmiyum, bakir, ¢inko analizlerinin dogrulugunun belirlenmesi
amaci ile kullanilan sertifikali referans madde Fapas T07101 Soft drink’ tir. Bu
maddedeki sertifikali referans degerleri ve bu calismada elde edilen sonuglar

Tablo 7.7’ de verilmektedir.

Arsenik, kadmiyum, civa analizlerinin dogrulugunun belirlenmesi amaci
ile kullanilan sertifikali referans madde Fapas T07139 Canned Fish’ tir. Bu
maddedeki sertifikali referans degerleri ve bu ¢alismada elde edilen sonuglar

Tablo 7.8 de verilmektedir.

Arsenik, kadmiyum, kursun analizlerinin dogrulugunun belirlenmesi amaci
ile kullanilan sertifikali referans madde Fapas T07141 Chilli Powder’ dir. Bu
maddedeki sertifikali referans degerleri ve bu ¢alismada elde edilen sonuglar

Tablo 7.9’ da verilmektedir.
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Tablo 7.7: Soft Drink T07101 sertifikali referans materyal ile yapilan ¢caligmaya

ait degerler

Kabul
edilebilir
Soft Drink T07101 Analit Birim | Hedef deger aralhk
Sertifikali referans
materyalin gergek degerleri Krom ug/kg 210 125-295
Calisma sonucunda bulunan Araligin
degerler Krom ng/kg 224,413 .9 iginde
Sertifikali referans
materyalin gergek degerleri | Kadmiyum | ng/kg 96,3 53,9-138,7
Calisma sonucunda bulunan Araligin
degerler Kadmiyum | pg/kg 91,2+1,1 icinde
Sertifikali referans
materyalin gercek degerleri Bakir ug/kg 763 509-1017
Calisma sonucunda bulunan Araligin
degerler Bakir ug/kg 743,8+11,1 icinde
Sertifikali referans
materyalin ger¢ek degerleri Cinko ng/kg 1436 1001-1871
Calisma sonucunda bulunan Araligm
degerler Cinko ng’kg | 1382,3+38,2 icinde
Tablo 7.8: Canned Fish T07139 Sertifikali referans materyal ile yapilan
calismaya ait degerler
Kabul
edilebilir
Canned Fish T07139 Analit Birim | Hedef deger arahk
Sertifikali referans
materyalin gercek degerleri Arsenik ug/kg 762 508-1016
Calisma sonucunda
bulunan Araligin
Degerler Arsenik ug/kg 607,8+15,4 icinde
Sertifikali referans
materyalin gercek degerleri | Kadmiyum | pg/kg 46,8 26,2-67,4
Calisma sonucunda bulunan Araligin
Degerler Kadmiyum | pg/kg 43+1,1 icinde
Sertifikali referans
materyalin gercek degerleri Civa ug/kg 539 350-728
Calisma sonucunda bulunan Araligin
Degerler Civa ug/kg 423 ,4+6,5 icinde
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Tablo 7.9: Chilli Powder T07141 Sertifikali referans materyal ile yapilan

calismaya ait degerler

Kabul
edilebilir
Chilli Powder T07141 Analit Birim | Hedef deger aralhk
Sertifikali referans
materyalin gergek degerleri | Arsenik ug/kg 508 328-688
Calisma sonucunda bulunan Araligin
Degerler Arsenik ng/kg 493,945,3 icinde
Sertifikali referans
materyalin gercek degerleri | Kadmiyum | pg/kg 375 236-514
Calisma sonucunda bulunan Araligin
Degerler Kadmiyum | pg/kg 350,1+3,9 i¢inde
Sertifikali referans
materyalin gergek degerleri | Kursun ng/kg 320 198-441
Calisma sonucunda bulunan Araligin
Degerler Kursun ng/kg 377,9+2.8 icinde

Calismamizda kullanilan misir unu o6rneklerinde tayin edilen bakir ve

¢inko derisimleri Tablo 7.10’ da, kursun ve kadmiyum derigimleri Tablo 7.11° de

ve arsenik, civa ve krom derisimleri Tablo 7.12’ de verilmistir.
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Tablo 7.10: Bakir ve ¢inkoya ait ICP-MS sonuglari

63 Cu 66 Zn
) Derisim [ mg/kg] |Derisim [mg/kg |
Ornek

X £5 X s
Afyon 1,22+0,00 10,70+0,06
Balikesir-Balikli | 1,97+0,01 23,21+0,00
Balikesir-Ivrindi | 1,2840,01 13,98+0,15
Balikesir-
Savastepe 1,70+0,01 25,18+0,04
Bursa 0,75+0,07 6,25+0,07
Erzurum 0,79+0,01 7,47+0,04
Gaziantep 0,63+0,00 7,27+0,05
Giresun 1 2,00:£0,02 19,80+0,09
Giresun 2 1,94+0,01 22,59+0,14
Ingiltere 1 0,14+0,00 0,48+0,01
Ingiltere 2 0,08+0,00 0,25+0,01
Ingiltere 3 0,77+0,00 6,45+0,00
[zmir 1,25+0,01 14,53+0,03
Kirklareli 1,68+0,01 19,59+0,07
Rize 1,53+0,03 13,27+0,21
Sakarya 1,36+0,00 13,43+0,04
Samsun 1,78+0,02 24,24+0,15
Tekirdag 1,2441,78 11,33+0,02
Trabzon 1 1,19+0,00 15,41+0,06
Trabzon 2 1,05+0,01 6,54+0,03
Zonguldak 1,49+0,00 21,91+0,06
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Tablo 7.11: Kursun ve kadmiyuma ait [CP-MS sonuglar1

208 Pb 111 Cd
) Derisim [ pg/kg ] | Derisim [ png/kg ]
Ornek
X £s X 58

Afyon 34,32+0,43 7,50+0,19
Balikesir-Balikli 75,18+0,42 4,16+0,09
Balikesir-Ivrindi 80,94+4,42 2,78+0,12
Balikesir-Savastepe |210,22+0,27 6,38+0,10
Bursa 31,78+0,70 2,41+0,07
Erzurum 57,47+0,19 1,89+0,08
Gaziantep 20,08+0,42 0,97+0,04
Giresun 1 20,12+0,52 2,73+0,04
Giresun 2 39,32+0,47 2,29+0,04
Ingiltere 1 38,97+0,07 0,96+0,08
Ingiltere 2 50,47+0,31 1,03+0,00
Ingiltere 3 47,81+0,29 1,76+0,08
[zmir 136,73+0,28 5,69+0,14
Kirklareli 46,18+0,29 2,81+0,16
Rize 27.21£0,14 3,13+£0,15
Sakarya 15,03+0,14 3,03+0,10
Samsun 33,68+0,71 4,60+0,15
Tekirdag 111,58+1,25 2,36+0,16
Trabzon 1 21,90+0,25 1,98+0,11
Trabzon 2 47,07+0,25 8,86+0,26
Zonguldak 51,20+0,32 2,05+0,06
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Tablo 7.12: Arsenik, civa ve kroma ait ICP-MS sonuglar1

75 As 202 Hg 52 Cr
Ornek Derisim [ pg/kg] |Derisim [ pg/kg ] Derisim [ pg/kg ]
X s X £s T £

Afyon 4,21+0,77 1,14+0,37 84,67+1,44
Balikesir-Balikl 34,01+1,30 <LOD 115,7345,26
Balikesir-Ivrindi 27,24+1,74 <LOD 99,10+1,70
Balikesir-

Savastepe 51,88+2,58 <LOD 137,24+0,80
Bursa 5,20+1,16 <LOD 74,32+1,02
Erzurum 3,76+1,04 <LOD 96,18+4,40
Gaziantep 2,66+0,67 1,18+0,30 89,16+1,71
Giresun 1 3,78+1,02 <LOD 78,68+1,77
Giresun 2 8,51+0,52 <LOD 83,61+0,63
Ingiltere 1 2,63+0,53 <LOD 82,26+0,80
Ingiltere 2 2,02+1,13 <LOD 102,77+0,68
Ingiltere 3 2,96+0,92 <LOD 98,36+0,96
[zmir 29,88+0,85 <LOD 92,86+0,53
Kirklareli 5,41%0,75 <LOD 148,70+1,35
Rize 11,78+1,14 <LOD 131,58+3,13
Sakarya 6,28+0,44 0,72+0,45 284,83+2,.38
Samsun 12,12+1,23 1,74+0,42 80,62+0,81
Tekirdag 3,46+0,26 <LOD 99,53+0,36
Trabzon 1 5,47+0,57 <LOD 76,55+0,73
Trabzon 2 4,00+0,35 <LOD 94,33+0,90
Zonguldak 9,08+0,96 7,01+0,73 92,98+0,51
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8. TARTISMA

Misir ve musir tiriinleri diinyada tiiketilen en popiiler yiyeceklerdendir. Bu
caligmada misir unu 6rneklerinin toplam aflatoksin ve aflatoksin B1, okratoksin A
ve bazi agir metallerin igeriklerinin Tiirk Gida Kodeksi degerlerine uygunlugunun

degerlendirilmesi ve sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaglandi.

8.1 Misir ununda Aflatoksin, Okratoksin A ve agir metal

iceriklerinin belirlenmesine ait bulgularin degerlendirilmesi

8.1.1 Aflatoksin analizlerine ait bulgularin degerlendirilmesi

Aflatoksin varligin1 arastirmak igin resmi olarak yaymlanmis ¢esitli
metotlar bulunmaktadir. Yayinlanan metotlarda temelde floresans dedektorlii sivi
kromatografisi Onerilmekte olup, ekstraksiyon asamasmnda da Kkati-faz
ekstraksiyon  temizleme veya immunoaffinite kolon yaygin olarak
kullanilmaktadir. Yaymlanan metotlarin tespit limitlerinin diisiik olmas1 (<0.5
ug/kg) ve bir ¢ok gida iiriiniine basar1 ile uygulanabilmesi onemli avantajlar

sunmaktadir.

Calismamizda da 6nemli avantajlar sagladigi icin floresans dedektorlii sivi

kromatografisi , ekstraksiyon agsamasinda da immunoaffinite kolon kullanildi.

Calismamizin dogrulugunu gostermek amaci ile Aflatoksin tayinleri i¢in
kullanilan Fapas TO04164 Hazelnut sertifikali referans maddesi kullanildi.
Hazelnut T04164 nolu standart referans Ornegindeki toplam aflatoksin’in
konsantrasyonu 9,54+4,2 pg / kg’dir. Calismada ekstrakte edilen toplam
aflatoksin konsantrasyonu 11,84+0,04 pg / kg olarak bulunmustur (bkz. Tablo
7.1) Toplam Aflatoksin konsantrasyonu standart referans 6rnegin degerine yakin
olarak bulunmustur. Hazelnut TO04164 nolu standart referans Ornegindeki
aflatoksin B1’in konsantrasyonu 4,48+1,97 ng / kg’dir. Calismada ekstrakte
edilen aflatoksin B1 konsantrasyonu 5,53+0,06 pg / kg olarak bulunmustur (bkz.
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Tablo 7.1) Aflatoksin B1 konsantrasyonu standart referans 6rnegin degerine yakin

olarak bulunmustur.

Fapas T04164 Hazelnut sertifikali referans maddesinin analizi ile elde
edilen sonuglarin kabul edilebilir aralik i¢inde oldugu Tablo 7.1° de
goriilmektedir. Bu sonuglar Aflatoksin analizleri i¢in kullanilan yontemin misir
unu  Orneklerinde  aflatoksin  miktarlarinin ~ belirlenmesi  amact  ile

kullanilabilecegini gostermektedir.

Ulkemizin farkh sehir ve kdylerinden temin edilen 18 adet, yurtdismndan
temin edilen 3 adet musir unu Orneklerindeki toplam aflatoksin derisimlerinin
belirlenmesi amaci ile yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar (Tablo 7.2)
degerlendirildiginde Afyon ve Sakarya sehirlerimizden temin edilen misir unu
orneklerindeki toplam aflatoksin degerlerinin Tiirk Gida Kodeksi’ nde belirtilen
sinir degerin (4 ppb) iistiinde oldugu bulundu. Giresunl, Ingiltere-1 ve Ingiltere-2

kod numaral 6rneklerde ise tespit edilebilir diizeyde sonug bulunamadi.

Analiz edilen misir unu 6rneklerinde belirlenen Aflatoksin B1 miktarlar
(Tablo 7.3) incelendiginde Afyon, Erzurum, Sakarya ve Tekirdag sehirlerinden
temin edilen 6rneklerdeki Aflatoksin B1 miktarlarmin Tirk Gida Kodeksi’ nde
belirtilen smir degerin (2 ppb) iistiinde oldugu bulundu. Giresun 1, Ingiltere 1 ve
Ingiltere 2 kodu ile gosterilen Orneklerde ise Aflatoksin B1 tespit edilebilir

diizeyde bulunamadi.

8.1.2 Okratoksin A analizlerine ait bulgularin degerlendirilmesi

Okratoksin A ig¢in kullanilan sertifikali referans madde Fapas T17100,
maize flour’dur. Maize flour T17100 nolu standart referans Ornegindeki
okratoksin A’nin konsantrasyonu 1,10+0,49 pg / kg’dir. Calismada ekstrakte
edilen okratoksin A konsantrasyonu 1,02+0,02 ug / kg olarak bulunmustur (bkz.
Tablo 7.4). Okratoksin A konsantrasyonu standart referans 6rnegin degerine yakin

olarak bulunmustur.
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Bu sertifikali referans maddesinin analizi ile elde edilen sonuglarin kabul
edilebilir aralik ic¢inde oldugu Tablo 7.4° de goriilmektedir. Bu sonuglar
Okratoksin A analizleri i¢in kullanilan ydntemin misir unu o6rneklerinde
Okratoksin A miktarlarmmn  belirlenmesi amaci1 ile kullanilabilecegini

gostermektedir.

Ulkemizin farkli sehir ve kdylerinden temin edilen 18 adet, yurtdisindan
temin edilen 3 adet musir unu o6rneklerindeki Okrotoksin A derisimlerinin
belirlenmesi amaci ile yapilan ¢alismalardan elde edilen sonuglar (Tablo 7.5)
degerlendirildiginde Balikesir-Balikli” dan temin edilen misir unu 6rneklerindeki
Okratoksin A degerinin Tiirk Gida Kodeksi’ nde belirtilen sinir degerin (3 ppb)

iistiinde oldugu bulundu.

8.1.3 Pb, Cd, Hg, As, Cu, Zn, Cr analizlerine ait bulgularin

degerlendirilmesi

ICP-MS cihazi, bir ¢ok elementi tayin edebilme 6zelligi sayesinde
kantitatif analizlerde ve izotop oranlarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

Farkli derisime sahip elementlerin ayn1 anda tayinine olanak saglamaktadir.

Misir unu Orneklerinde agir metallerin tayinleri amaci ile kullanilan
yontemin dogrulugunun gosterilmesi amaci ile farkli sertifikali referans
materyaller kullanilmistir. Bu amagla krom, kadmiyum, bakir, ¢inko analizlerinin
dogrulugunun belirlenmesi amaci ile Fapas T07101 Soft Drink, arsenik,
kadmiyum, civa analizlerinin dogrulugunun belirlenmesi amaci ile Fapas T07139
Canned Fish ve arsenik, kadmiyum, kursun analizlerinin dogrulugunun
belirlenmesi amac1 Fapas T07141 Chilli Powder sertifikali referans maddeleri

kullanilmastir.

Soft Drink TO07101 nolu standart referans Ornegindeki bakirin
konsantrasyonu 763+254 pg / kg’ dir. Calismada mikrodalga ile yas yakma
yontemi ile elde edilen ektraktlardaki Cu konsantrasyonu 743,8+11,1 pg / kg
olarak bulunmustur (bkz. Tablo 7.7) Cu konsantrasyonu standart referans drnegin

degerine yakin olarak bulunmustur.
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Soft Drink TO7101 nolu standart referans Ornegindeki kadmiyumun
konsantrasyonu 96,3+42,4 pg/ kg’ dir. Calismada mikrodalga ile yas yakma
yontemi ile elde edilen ektraktlardaki Cd konsantrasyonu 91,2+1,1 nug / kg olarak
bulunmustur (bkz. Tablo 7.7). Canned Fish T07139 nolu standart referans
ornegindeki kadmiyumun konsantrasyonu 46,8+20,6 pg /kg’ dir. Calismada
mikrodalga ile yas yakma yontemi ile elde edilen ektraktlardaki Cd
konsantrasyonu 43+1,1 pg / kg olarak bulunmustur (bkz. Tablo 7.8). Chilli
Powder T07141 nolu standart referans oOrnegindeki arsenigin konsantrasyonu
375+139 pg / kg’ dir. Calismada mikrodalga ile yas yakma yontemi ile elde
edilen ektraktlardaki Cd konsantrasyonu 350,1+3,9 ng / kg olarak bulunmustur
(bkz. Tablo 7.9). Cd konsantrasyonu standart referans ornegin degerine yakin

olarak bulunmustur.

Chilli Powder T07141 nolu standart referans Ornegindeki kursunun
konsantrasyonu 320+122 pg / kg’ dir. Calismada mikrodalga ile yas yakma
yontemi ile elde edilen ektraktlardaki Pb konsantrasyonu 377,9+2,8 ug / kg
olarak bulunmustur (bkz. Tablo 7.9). Pb konsantrasyonu standart referans 6rnegin

degerine yakin olarak bulunmustur.

Canned Fish TO07139 nolu standart referans Ornegindeki arsenigin
konsantrasyonu 7624254 pg / kg’ dir. Calismada mikrodalga ile yas yakma
yontemi ile elde edilen ektraktlardaki As konsantrasyonu 607,8+15.4 ug / kg
olarak bulunmustur (bkz. Tablo 7.8). Chilli Powder T07141 nolu standart referans
ornegindeki arsenigin konsantrasyonu 508+180 pg /kg’ dir. Calismada mikrodalga
ile yag yakma yontemi ile elde edilen ektraktlardaki As konsantrasyonu 493,9+5,3
ng / kg olarak bulunmustur (bkz. Tablo 7.9). As konsantrasyonu standart referans

orneklerin degerine yakin olarak bulunmustur.

Canned Fish T07139 nolu standart referans Ornegindeki civanin
konsantrasyonu 539+189 pg / kg’ dir. Calismada mikrodalga ile yas yakma
yontemi ile elde edilen ektraktlardaki Hg konsantrasyonu 423,446,5 pg / kg
olarak bulunmustur (bkz. Tablo 7.8). Hg konsantrasyonu standart referans 6rnegin

degerine yakin olarak bulunmustur.
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Soft Drink TO07101 nolu standart referans oOrnegindeki kromun
konsantrasyonu 210+85 ng / kg’ dir. Calismada mikrodalga ile yas yakma
yontemi ile elde edilen ektraktlardaki Cr konsantrasyonu 224,4+3,8 pg / kg
olarak bulunmustur (bkz. Tablo 7.7) Cr konsantrasyonu standart referans 6rnegin

degerine yakin olarak bulunmustur.

Bu sertifikali referans maddelerin analizi ile elde edilen sonuglarm kabul
edilebilir aralik i¢inde oldugu Tablo 7.7, Tablo 7.8 ve Tablo 7.9° da da
goriilmektedir. Bu sonuglar misir unlarinda agir metallerin tayini amaci ile

verilen yas yakma ve 6l¢tim tekniginin kullanilabilecegini gostermektedir.

Tablo 7.10° da musir unlarinda tayin edilen bakir ve ¢inkoya ait sonuglar
yer almaktadir ve giinliik ihtiyaglar g6z Oniine alindiginda bulunan bakir
miktarlarinin sagliga zarar verecek boyutlarda olmadig: fakat ¢inko degerlerinin

genel olarak fazla oldugu goriilmektedir.

Tablo 7.11° de kursun ve kadmiyuma ait sonuglar pg/kg cinsinden
verilmektedir. Kursun ve kadmiyumun Tiirk Gida kodeksinde yer alan limitleri
dikkate alindiginda tahillar ig¢in kursunun 200 ug/kg’ mn altinda, kadmiyumun ise
100 pg/kg’ m olmast gerekmektedir. Misir unlarinda kursun degerleri
incelendiginde yalnizca bir misir ununun limitin {istiinde oldugu (Balikesir
Savastepe), iki adet misr ununun 100 ppb’ nin iistiinde oldugu (Izmir ve
Tekirdag) ve diger misir unlarinin ise 100 ppb® nin altinda oldugu goriilmektedir.
Kadmiyum degerlerine bakildiginda sonuglarm 100 ppb’ nin altinda oldugu
goriilmektedir. Bunun yani sira sonuglarin 10 ppb’ den bile az olmasi kadmiyum
acisindan olumlu bir durum olmasina ragmen unutulmamalidir ki kursun ve
kadmiyum ¢ok diisiik dozlarda bile organizmalar i¢in toksik etki

gosterebilmektedir.

Arsenik ve civa giiniimiiziin en popiiler agir metallerindendir. Arsenik
solunum, sindirim ve deri yoluyla alinir. Sag, tirnak, karaciger ve bdbreklerde

birikim gosterir. Kansorojen etkiye sahiptir.
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Arsenik, civa ve kromun olumlu ve olumsuz etkileri bu sekilde olmakla
beraber ¢alismamizda kullandigimiz misir unlarina ait sonuglar Tablo 7.12” de
verilmigtir. Misir unlarinda krom degerlerinin genel olarak giinliik ihtiyacin ¢ok
iizerinde olmadig1 goriilmektedir. Tim misir unlarmin belirli seviyelerde arsenik
icerdigi ve civa acisindan sonuglarin olumlu oldugu goriilmektedir. Birgok musir

ununda civa derigimlerinin tayin sinirlarinin altinda kaldig1 goriilmektedir.

8.2 Misir ununda  Aflatoksin, Okratoksin A ve agr

metal iceriklerinin kemometrik olarak degerlendirilmesi

Her bir misir unu Orne8i i¢in arastirilan metal ve toksin igerikleri
arasindaki iligkileri incelemek amaciyla korelasyon analizleri ve temel bilesen

analizleri SPSS programi kullanilarak yapilmustir.

8.2.1 Korelasyon Analizleri

21 farkli misir ununda yas yakma yontemi ile yapilan deneylerden elde
edilen toplam metal iyonlar1 konsantrasyonlarin1 (Pb, Cd, Hg, As, Cu, Zn, Cr)
kullanarak metal iyonlar1 ve HPLC yontemiyle bulunan toplam aflatoksin,
aflatoksin B1 ve okratoksin A arasinda iliski kurulmaya calisilmistir. Bir ¢ok
misir unu drnegindeki civa derisimlerinin tayin smirlarinin altinda ¢ikmasi nedeni
ile civa sonuglar1 istatistiksel degerlendirmeye alinmamustir. Tablo 8.1° de her bir
metal iyonlar1 ve toksinlerin en yliksek korelasyon gosterdigi metal iyonlar1 ve
toksinler gosterilmistir. Bu ¢izelgeden yiiksek korelasyon gosteren metal iyonlari

ve toksinler 4 farkli grupta smiflandirilabilir. Bu gruplar:

1. grup Cu, Zn
2. grup Zn, As
3. grup Pb, As
4. grup Cr, Toplam Aflatoksin, Aflatoksin B1

olarak belirlenmistir.

71



Tablo 8.1’ de de goriilecegi gibi Cd ve Okratoksin A’ nin hi¢ bir agir metal ve

toksin ile arasinda istatistiksel bir iligki goriilmemistir.

Tablo 8.1: Misir unu 6rneklerindeki metaller ve toksinler arasindaki korelasyon

Toplam Aflatoksin

Cu |Zn |Pb |Cd |[As |[Cr Aflatoksin | B1 OTA
Cu 1,00 10,93 (0,16 [0,35 | 0,43 0,17 |-0,05 -0,06 0,42
Zn 0,93 (1,00 (0,29 (0,26 |0,55 |0,12 |-0,18 -0,19 0,37
Pb 0,16 | 0,29 | 1,00 |0,36 | 0,80 | 0,01 |-0,17 -0,19 0,05
Cd 0,35 (0,26 | 0,36 | 1,00 | 0,40 | 0,04 |0,04 0,03 0,19
As 0,43 0,55 0,80 0,40 | 1,00 |0,12 |-0,18 -0,20 0,38
Cr 0,17 [0,12 /0,01 |0,04 | 0,12 [1,00 |0,80 0,80 0,001
Toplam
Aflatoksin | 0,05 | 0,18 | 0,17 | 0,04 | 0,18 | 0,80 |1,00 0,99 0,09
Aflatoksin
B1 0,06 |0,19 |0,19 |0,03 |0,20 | 0,80 |0,99 1,00 0,12
OTA 0,42 |0,37 /0,05 (0,19 | 0,38 | 0,001 | -0,09 0,12 1,00

8.2.2 Temel Bilesen Analizi

Temel bilesen analizinin uygulamasi korelasyon analizlerinde oldugu gibi
musir  unlarindaki  toplam metal iyonu konsantrasyonlar1 ve  toksin
konsantrasyonlar1 arasindaki iligkiyi kurmak ve gruplandirma amaci ile yapild.
SPSS programini kullanarak faktor loading degerleri bulunmaya g¢alisildi. Bu
degerlendirmeden metal iyonlar1 igin elde edilen faktor loading degerleri Tablo
8.2> de verilmistir. Bu degerlendirmede 3 faktor elde edilmistir ve bu bize

metaller ve toksinler arasinda 3 farkli gruplanmanin oldugunu gdstermektedir.
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Tablo 8.2: Misir unu drnekleri i¢in metal iyonlar1 ve toksinler arasindaki iligkiyi

gosteren faktor loading degerleri

PCA 1l PCA2 PCA3

Cu 0,093 0,933 0,141

Zn -0,010 0,919 0,230

Pb -0,103 0,038 0,929

Cd 0,130 0,172 0,616

As -0,064 0,412 0,838

Cr 0,893 0,123 0,075

A-]I:I(;E)Cl)?(rsnln 0,982 -0,046 -0,024

Aflatoksin

B1 0,982 -0,058

-0,050

OTA -0,034 0,560 0,120

Tablo 8.2” de verilen temel bilesen analizi ile elde edilen sonuglar en yiiksek
iliskiyi veren ilk grupta Cr, Toplam Aflatoksin ve Aflatoksin B1 bulundugunu
gostermektedir. Ikinci grupta ise ayn1 sekilde Cu, Zn ve kismen Okratoksin A
arasinda bir iligkinin oldugunu ve ticiincli grupta ise Pb, Cd ve As arasinda bir
iliskiyi vermektedir. Bu elde edilen degerlendirme Bolim 8.2.1° de verilen

korelasyon analizleri ile elde edilen sonuglara benzemektedir.

Temel Bilesen Analizi ile elde edilen faktér loading degerleri grafige
gecirilerek metal iyonlar1 ve toksinler arasindaki iligki grafiksel olarak da

gosterilmistir.
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Bu ti¢ farkli faktor loading grafikleri yine bu ti¢ gruplanmayi gostermektedir. Cr,
toplam aflatoksin ve aflatoksin B1 bir arada bulunmaktadir ve PCA1 ekseninde
maksimum degeri almaktadirlar. Zn, Cu ve OTA ise PCA2 ekseninde maksimum

degeri alirken Pb, As ve Cd elementleri ise PCA3 ekseninde maksimum degerleri

almislardir. Bu grafikler,

gostermektedir.
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Tablo 8.3: Misir unu drnekleri i¢in sehirler arasindaki iliskiyi gosteren faktor skor

degerleri

Misir ununun temin edildigi sehir | PCA1 PCA2 PCAS3
Afyon 0,799 -0,378 0,219
Balikesir-Balikli -0,194 2,351 0,459
Balikesir-ivrindi -0,393 -0,020 0,666
Balikesir-Savastepe -0,038 0,401 3,275
Bursa -0,438 |-0,772 -0,428
Erzurum 0,330 -0,813 -0,240
Gaziantep -0,433 |-0,712 -0,834
Giresun 1 -0,535 [1,122 -1,025
Giresun 2 -0,485 [1,168 -0,734
Ingiltere 1 -0,594 |-1,603 -0,421
Ingiltere 2 -0,451 |-1,725 -0,257
Ingiltere 3 -0,418 |-0,792 -0,394
[zmir -0,151 |-0,376 1,854
Kurklareli 0,033 0,790 -0,526
Rize 0,188 0,339 -0,403
Sakarya 4,054 0,091 -0,502
Samsun -0,470 1,130 -0,327
Tekirdag 0,408 -0,457 0,304
Trabzon 1 -0,540 10,186 -0,813
Trabzon 2 -0,221 |-0,739 0,636
Zonguldak -0,450 {0,809 -0,510

Bu degerlendirme ile elde edilen faktor skor degerleri grafige gegirilerek

temin edilen sehirler arasindaki iliski grafiksel olarak da gdsterilmistir.
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Sekil 8.6: Misir unu 6rnekleri icin PCA2-PCA3 faktor skor grafigi

Faktor loading ve faktor skor grafiklerinin beraber degerlendirilmesi Cr,
toplam aflatoksin ve aflatoksin B1™ in konsantrasyonlarinin en yiiksek Sakarya
ilimizden alinan Ornekte oldugunu gostermektedir. Ciinkii Sakarya ilimizden
alman ornek en vyiikksek PCAl degerine sahiptir. Yine bu bilesenlerin
konsantrasyonlar1 sirasiyla Afyon, Tekirdag ve Erzurum illerimizden alinan
orneklerde de yiiksektir. Zn, Cu ve OTA" nin konsantrasyonu ise en yliksek
Balikesir in Balikli koyiinden alinan oOrnekte go6zlenmistir. Sirasiyla bu
elementlerin konsantrasyonlarmin yiiksek oldugu diger iller Balikesir Savastepe,
Giresun, Samsun, Zonguldak, Kirklareli ve en son olarak da Rize illerimizden
alinan orneklerdededir. Pb, As ve Cd elementlerinin konsantrasyonun en yiiksek
oldugu 6rnek Balikesir™ in Savastepe ilgesinden alinan 6rnektir. Bu elementlerin
konsantrasyonlarmin yiiksek oldugu diger illerimiz siwrasiyla Izmir, Balikesir-
fvrindi, Trabzon-2" den temin edilen 6rneklerdir.  Bursa, Gaziantep, ingiltere (1-
2-3) ve Trabzon-1 nolu drneklerde tiim PCA skor degerleri negatif ¢ikmustir. Bu
orneklerde analiz edilen toksin ve agir elementlerin konsantrasyonlarmm diger

orneklerden ¢ok diisiik oldugunu gostermektedir.
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9. SONUC VE ONERILER

Tarmmsal iiriinlerde mikotoksin olusumu ve agir metal icerigi , liriine bagl
olmakla birlikte yetistirme siirecinden tiiketime kadar her asamada sartlara bagl

olarak artig gosterebilir.

Misir ve mistr iirlinleri oldukca sik tiiketilen gidalar oldugu i¢in icerdikleri

toksin ve agir metal acisindan riskli gida kategosinde degerlendirilebilirler.

Bu calismada cesitli sehir ve koylerden temin edilen musir unlarmda
aflatoksin, okratoksin A ve agir metal igerikleri arastirildi. Misir unlarindaki
toksin konsantrasyonlarmi belirlemek i¢in immunoaffinite kolon kullanilarak
musir unlarindaki aflatoksin ve okratoksin A ekstrakte edildi. Misir unlarindaki
toplam metal konsantrasyonlarini belirlemek i¢in de misir unlarma HNOs ile yas

yakma islemi uygulandu.

Ayrica yontemin dogrulugunu belirlemek icin ayni iglemler uygulanarak
standart referans maddeler analiz edildi. Hazelnut TO04164 stadart referans
materyali toplam aflatoksin ve Aflatoksin B analizlerinin, Maize Flour T17100
sertifikali referans materyali okratoksin A analizlerinin, Fapas T07101 Soft Drink
krom, kadmiyum, bakir, ¢inko analizlerinin, Fapas T07139 Canned Fish arsenik,
kadmiyum, civa analizlerinin ve son olarak da Fapas T07141 Chilli Powder
arsenik, kadmiyum, kursun analizlerinin dogruluklarmnin gosterilmesi amaci ile
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar secilen yontemlerin  dogruluklarini
gostermektedir (bkz. Tablo 7.1, Tablo 7.4, Tablo 7.7, Tablo 7.8 ve Tablo 7.9).
Secilen tayin yontemlerinin miSir unlarindaki aflatoksin, okratoksin A ve agir

metallerin analizlerinde kullanilabilecegini gostermistir.

Misir unlar1 arasinda en yiiksek toplam aflatoksin konsantrasyonu
Sakarya’dan temin edilen ornekten belirlenmis olup gidalardaki kabul edilebilir
sinir degerinin oldukga iistiindedir. Misir unlar arasinda en yiiksek Aflatoksin B1
konsantrasyonu Sakarya’ dan temin edilen drnekten belirlenmis olup gidalardaki

kabul edilebilir sinir degerinin oldukga tistiindedir.
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Misir unlar1 arasinda en yiiksek okratoksin A konsantrasyonu Balikesir
Balikli’ dan temin edilen 6rnekten belirlenmis olup gidalardaki kabul edilebilir

sinir degerinin oldukga iistiindedir.

Misir unlar1 arasinda en yiiksek bakir konsantrasyonu Giresun-1" den temin
edilen ornekten belirlenmis olup gidalardaki kabul edilebilir sinir degerinin ¢ok

altindadir.

Misir unlar1 arasinda en yiiksek ¢inko konsantrasyonu Balikesir-Savastepe’
den temin edilen Ornekten belirlenmis olup gidalardaki kabul edilebilir sinir

degerinin ¢ok altindadir.

Misir unlar1 arasinda en yiiksek kadmiyum konsantrasyonu Trabzon-2’ den
temin edilen 6rnekten belirlenmis olup gidalardaki kabul edilebilir smir degerinin

cok altindadir.

Misir unlar1 arasinda en yiiksek kursun konsantrasyonu Balikesir-
Savastepe’ den temin edilen 6rnekten belirlenmis olup gidalardaki kabul edilebilir

simir degerinin {istiindedir.

Misir unlar1 arasinda en yliksek arsenik konsantrasyonu Balikesir-Balikli’
dan temin edilen O6rnekten belirlenmis olup gidalardaki kabul edilebilir sinir

degerinin ¢ok altindadir.

Misir unlar1 arasinda en yiiksek civa konsantrasyonu Zonguldak’ tan temin
edilen Ornekten belirlenmis olup gidalardaki kabul edilebilir smir degerinin

altindadir.

Misir unlart arasinda en yiiksek krom konsantrasyonu Sakarya’ dan temin
edilen ornekten belirlenmis olup gidalardaki kabul edilebilir smir degerinin ¢ok

altindadir.

Bu c¢alisma her ne kadar farkli sehirlerden temin edilen musir unlari
hakkinda bilgi saglasa da, farkli saticilardan temin edilen daha fazla sayida

Oornegin incelenmesi ve farkli illerde yapilacak caligmalarla birlestirilmesi
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gerekmektedir. Ancak, o zaman Tiirkiye’ de ve Diinya genelinde sik¢a tiiketilen

musir ve misir Urinlerinin kalite 0zellikleri tam olarak belirlenebilecektir.

9.1 Istatistiksel Degerlendirme

Analizi yapilan tim musir unu Ornekleri i¢in toplam metal iyonu
konsantrasyonlari ile toksin konsantrasyonlar1 arasindaki iligki korelasyon analizi
ve temel bilesen analizi ile ayr1 ayr1 incelenmistir. Korelasyon analizi ve temel
bilesen analizi ile yapilan istatistiksel degerlendirme ile elde edilen sonuglar
kismen birbiri ile uyumlu bulunmustur. Bu tez calismasi agmr metaller ve
mikotoksinlerin konsantrasyonlari arasinda bir iliski olup olmadigin1 inceleyen ilk

calismadir.

Toksinlerin ve metallerin gruplandirilmas1 amaciyla yapilan istatistiksel
degerlendirmede misir unu 6rneklerinde benzer gruplar elde edilmistir. Misir unu
orneklerinde Cr, Toplam Aflatoksin ve Aflatoksin B1 bir grupta yer almistir. Cu,
Zn ve OTA diger bir grupta ve Pb, Cd ve As ise ayr1 bir grup olusturmustur.

Ayrica temel bilesen analizlerinde de sehirler arasinda benzerlik olup
olmadig1 gozlemlenmistir. Balikesir-Balikli, Giresun-1, Giresun-2, Samsun,
Zonguldak, Kirklareli bir grup, Savastepe, izmir, Balikesir-Ivrindi, Trabzon-2
diger bir grup, Sakarya, Afyon, Tekirdag ve Erzurum ise ayr1 bir grup

olusturmustur.

Yapilan istatistiksel testlerle toksinler ile agir metaller arasinda iliski
kurulmaya ¢alisilmis ve Cr metali ile Aflatoksin arasinda yakin bir iligski oldugu
hem korelasyon hem de temel bilesen analizi ile gésterilmistir. Bu ¢alisma agir
metal ile toksin arasinda iliski kuran ilk calisma olmasi sebebiyle dnem arz

etmektedir.
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