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TURK CAYLARINDA AFLATOKSIN VARLIGI VE MUHTEMEL BULASMA
KAYNAKLARI

OZET

Aflatoksinler, insan sagligi ftizerinde olumsuz etkileri kanitlanmig olan toksik
bilesiklerdir. Ulkemizde, siyah ve yesil ¢ay iiriinlerinde aflatoksinlerin varligi ve muhtemel
bulasma kaynaklari konusunda yeterli sayida bilimsel arastirma yapilmis degildir. Bu
caligmada yaklasik 200 numune iizerinde aflatoksin analizi yapilmistir. Analiz sonuglarina gore
hi¢bir numunede aflatoksin tespit edilmemistir. Bunun nedenleri hakkindaki goriisler raporun
sonu¢ boliimiinde aciklanacaktir.

1. GENEL BIiLGILER
1.1 Aflatoksinler Hakkindaki Genel Bilgiler

Aflatoksinler, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tiirii mantarlar tarafindan
sentezlenen mikotoksinlerdir.  Konunun daha iyi anlasilabilmesi i¢in Once “mantar” ve
“mikotoksin” tanimlarini agiklamak gerekir.

1.1.1 Mantarlar

Mantarlar kok, govde, yaprak, cicek ve klorofile sahip olmayan makroskobik veya
mikroskobik canlilardir. Biyoloji biliminde “fungus” olarak isimlendirilirler. Bu kelimenin
cogulu ise fungi’dir. Hava ve toprakta dogal olarak bulunurlar. Hayvanlar sinifina m1 ait
olduklar1 yoksa bitkiler sinifina m1 ait olduklar1 konusu giiniimiizde bilim adamlari tarafindan
tartisilmaya devam etmektedir. Yukarida sayilan 6zellikleri nedeniyle bitki 6zelligi
tagimadiklar1 gibi hareket etme yeteneklerinin olmayisi, hiicrelerinin ¢evresinde bir ¢eperin
olusu ve sporla cogalmalar1 nedeni ile bitki olarak kabul edilmektedirler. Uremeleri sporlar ile
ya da tomurcuklanma ile gerceklesir.

Alman botanik¢i Johann Heinrich Friedrich (1767-1850)‘e gore mantarlar 6 boliime
(division) ayrilmaktadirlar.

Chytridiomycota
Deuteromycota
Zygomycota
Glomeromycota
Ascomycota
Basidiomycota

ouhkwnE

Aflatoksinleri iireten mantar tiirleri Ascomycota boliimiinde yer almaktadirlar.
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1.1.1.1  Aspergillus flavus

Aspergillus flavus tiiri mantarlarin Johann Heinrich Friedrich’e gore mantarlarin
sistematigindeki yerleri su sekildedir.

Tablo 1; A flavus mantarlarinin sistematigi

Domain: Eukaryota

Kingdom: |Fungi

Phylum: HAscomycota

Subphylum: ||Pezizomycotina

Class: Eurotiomycetes
Order: Eurotiales
Family: Trichocomaceae
Genus: Aspergillus
Species: A. flavus

Aspergillus flavus tlirli mantarlar hiicre duvari yapisinda bulunan kitin, seliiloz gibi
maddeler sayesinde degisik ¢evre sartlaria uyum saglayabilirler. %13-15 gibi diisiik rutubetli
ortamlarda yasayabilirler. Sicaklik istekleri optimum 35-38 °C dir. Ancak 6-60 °C gibi ¢ok
genis sicaklik araliginda cogalabilirler. Aerobik canlilardir. Oksijen azlifinda geligsmeleri
yavaglar. 1,5-8,5 pH araliginda gelisebilirler. 0,78 su aktivitesinde bile gelismelerini
siirdiirebilirler.Eseysiz sporlarla ¢ogalirlar. Bu mantar tiirliniin mikroskop altindaki goriintiisii
asagidaki gibidir.

Resim 1; Aspergillus flavus
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1.1.1.2  Aspergillus parasiticus

A flavus gibi Aspergillus parasiticus tiiriiniin de Johann Heinrich Friedrich’e gore
mantarlarin sistematigindeki yerleri su sekildedir.

Tablo 2; A.parasiticus mantarlarinin sistematigi

Domain: Eukaryota

Kingdom: |Fungi

Phylum: Ascomycota

Subphylum:||Pezizomycotina

Class: Eurotiomycetes
Order: Eurotiales
Family: Trichocomaceae
Genus: Aspergillus

Species: A. parasiticus

A.parasiticus, A.flavus gibi ayn1 fiziksel ve morfolojik 6zellikleri gdsterir. Bu mantar
tiiriiniin mikroskop altindaki goriintiisii agagidaki gibidir.

Resim 2; Aspergillus parasiticus

1.1.2 Mikotoksinler

Mikotoksin terimi Yunanca'da mantar anlamina gelen 'mykes' ve Latince'de zehir veya
toksik anlamina gelen 'toxicum' kelimesinden tliretilmistir. Kiifler tarafindan olusturulan ve
insan, bitki ve sicakkanli hayvanlar icin toksin etkisi gosteren sekonder metabolitlerdir.
Mikotoksinler birincil metabolit olan polipeptidler, amino asitler, fenoller ve terpenoitlerden
degisik enzimatik yollarla sentezlenmektedir. Gida ve yemlerde en dnemli kontaminantlardan
biri olarak kabul edilen mikotoksinler, diinyada gida iireticisi olan tilkelerin biiyiik béliimiinde,
gida giivenligi icin O6nemli bir tehlike olusturmaktadir. Gida iiretiminde kiif gelisimi ve
mikotoksin tiretimi hammadde asamasinda, hammadde depolama sirasinda, gidalarin islenmesi
sirasinda ve perakende satis notalarinda ortaya ¢ikmaktadir. Bu asamalarda kiifler oksijen,
sicaklik ve su aktivitesi gibi onemli faktorler acisindan uygun sartlar bulduklar1 zaman kolayca
geliserek cogalirlar. Sartlar uygun oldugu zamanda toksin liretimine baslarlar.
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Biitiin kiifler mikotoksin tiretmezler. Mikotoksin iiretebilen kiifler toksijenik olarak
tanimlanmaktadir ve tiir sayis1 350 civarindadir. Bilinen yaklasik 6000 adet kiif metaboliti
vardir. Ancak bunlarin hepsi mikitoksin degildir. Mikotoksin 6zelligine sahip olan metabolit
sayist 300 civarindadir. Mikotoksinlerden ancak 20-25 tanesi gida ve hayvansal yemlerde
bulunur ve bunlar tiikketen canlilar iizerinde etkili olurlar.

Mikotoksinlerin insanlara bulagsmasi genellikle iki sekilde olur. Birincisi, insanlar ve
hayvanlar dogrudan mikotoksin ile bulasmis gida ve yem maddelerini tiiketerek mikotoksinleri
biinyelerine alirlar. ikinci olarak da mikotoksin bulasmis yem ile beslenen hayvanlarm et, siit
ve yumurta gibi iirlinlerine bu toksinler gegmekte ve hayvansal iiriinlerin tiiketilmesi sonucu da
mikotoksin dolayli olarak insanlara gecebilmektedir. Bunlarin diginda; kiif sporlarinin ve
parcaciklarinin, 6zellikle {iriiniin islenmesi sirasinda, aeresol veya toz halinde havaya yayilmasi
sonucunda mikotoksinlerin dogrudan solunum ile cigerlere ve deri ile temas ile de viicuda
alinmasi s6z konusu olmaktadir.

Bilinen baslica mikotoksinler ve bunlari {ireten mantar tiirleri asagidaki tabloda
gosterilmistir.

Tablo 3; Baslica mikotoksinler ve iiretici mantar tiirleri

Mikotoksin Toksini iireten fungus tiirleri
Aflatoksin Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus
Okratoksin Aspergillus ochraceus, Penicillum verrucosum var.
Patulin Aspergillus clavatus, Penicillum patulum, Aspergillus giganteus
Trikotesen Fusarium culmorum, Trichoderma viride, Trichothecium roseum
Zearelenon Fusarium culmorum, Fusarium graminearum
Fumonisin Fusarium maniliforme, Fusarium proliferatum
Sitrinin Penicillum citrinum, Penicillum verrucosum var.
Penisilik aist Aspergillus ochraceus, Penicillum verrucosum var.
Siklopiazonik asit Aspergillus flavus, Penicillum verrucosum var.
Sterigmatosistin Bipolaris species, Eur. amstelodamii
Rubratoksin Penicillum Rubrum, Penicillum purpurogenum

1.1.2.1 Aflatoksinler

Aflatoksinler, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasitucus tiiri kiifler tarafindan
olusturulan ve kimyasal yapisi belirlenen ilk mikotoksindir. Isim olarak toksini {ireten en
onemli tiir olan Aspergillus flavus ile toksin kelimelerinin kisaltmasindan olugsmustur. On sekiz
degisik aflatoksin tipi tanimlanmis olup en yaygin olarak bilinenleri By, By, G1, G, M3 ve My
olarak isimlendirilmistir.

B ve G harfleri ile isimlendirilen aflatoksinler ana tipler olup ultraviole 1sik altinda
kendilerini mavi ve yesil renk ile belli ederler. Ultraviole 151k altinda mavi renk ile goriinenler
ingilizce blue=mavi kelimesinin bas harfi olan B ile, yesil renk ile goriinenler ingilizce
green=yesil kelimesinin bag harfi olan G ile isimlendirilmistir. B2, B1’in G2 de G1’in dehidro
tirevleridir. M harfi ile isimlendirilenler, B, ve B, aflatoksinlerinin oksidatif metabolitleri olup
stit aflatoksinleri olarak bilinirler. Bunlar kontamine besin veya yemlerin tiiketilmesinden sonra
siitte (hayvan veya insan siitii), idrar ve diskida gortilmektedir. Yem ile birlikte aflatoksin B;
alan bir inegin siitlinden aldig1 toksinin %1-3 kadar bir kisminin aflatoksin M; olarak izole
edilebildigi tespit edilmistir.
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Aflatoksinler daha ¢ok uygun sartlarda hazirlanmamis gidalarda bulunur. Ozellikle,
misir, hububat, un, ekmek, bitkisel caylar,findik, fistik, koti sartlarda kurutulmusg baharat,
incir, liziim, kuruyemis, pamuk, ay ¢ekirdegi, et, siit, yuamurta gibi iirlinlerde bulunabilmektedir.
Ozellikle temel tiiketim mamullerinde olusan aflatoksin, giinliik tiiketimlerinin yiiksek
olmasindan dolay1 ¢ok daha fazla tehlikelidir. Ornegin ekmegin fazla tiiketilmesinden dolayi
bugdayda bulunan aflatoksin miktarinin orani ¢ok onemlidir. Steril edilmekle, kizartmakla,
kaynatmakla zarar gormezler. Alkali ortamlara ve oksit maddelere karst hassastirlar.
Aflatoksinli tirtinlerin kesinlikle imha edilmesi gerekir.

1.1.2.1.1 Aflatoksinlerin Kimyasal Yapisi

Aflatoksinlerin kapali kimyasal formiilleri ile molekiil agirliklar1 asagidaki tabloda
gosterilmistir.

Tablo 4; ; Onemli aflatoksinlerin molekiil formiilii ve molekiil agirliklar:

Aflatoksin Molekiil Formiilii Molekiil Agirhgi
B1 C17 H1206 312
B2 Ci17 H1406 314
G1 Ci7 H1207 328
G2 Ci7 H1407 330
My Ci7 H1207 328
M Ci7 H1407 330

Kimyasal yapi olarak bifuron halkas1 ve lakton baglantisi tasiyan yiliksek yapili kumarin
bilesiklerdir. Difurokumarosiklopentanon grubu ve difurokumarolakton grubu olarak ikiye
ayrilir. B1 ve B2 aflatoksinleri difurokumarosiklopentanon grubunda, G1 ve G2 aflatoksinleri
ise difurokumarolakton grubunda bulunurlar. Renksiz veya sari, igne seklinde kristallerdir.
Kloroform, metanol, etanol ve dimetilsulfoksid igerisinde kolayca ¢oziiniirler. Kloroform veya
benzen igindeki ¢dzeltileri yillarca dayamiklidir. Onemli aflatoksinlerin halka yapilar1 asagidaki
resimde gosterilmistir.

Resim 3; B ve G aflatoksinlerine ait halka yapilar
o o




1.1.2.1.2 Aflatoksinlerin Sentezi

Aflatoksinler, kendilerini iireten kiiflerin ikincil metabolitleridir. Kiifler hayatlarini
siirdiirmek igin protein, amino asit ve niikleik asit gibi birincil metabolitleri iiretirler. Ikincil
metabolitler, bu metabolitlerin olusumu sirasinda meydana gelen ve kimyasal yonden
birbirleriyle benzer madde gruplarindan olusan bilesiklerdir. ikincil metabolit iiriinlerin kiifler
tarafindan savunma mekanizmasi ve metabolizmada regiilasyon gorevleri i¢in iiretildikleri
diisiiniiliiyorsa da tam olarak ne i¢in olusturulduklari heniiz agikliga kavusmamustir.

Aflatoksinlerin sentez asamalar1 konusunda bir ¢ok arastirma yapilmis olup sentez
islemi asagida resimde gosterilmistir.

Resim 4, Aflotoksin sentez basamaklar
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Bir iirtine aflatoksin iireten kiiflerin bulagsmasi o iirinde aflatoksin oldugu anlamina
gelmez. Kiiflerin aflatoksin sentezleyebilmesi i¢in uygun ortam bulmalar1 ve yeteri kadar
zamana sahip olmalar1 gerekmektedir. Kiiflerin {iriinde gelisip aflatoksin liretmelerine etki eden
onemli fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorler sunlardir.

1.1.2.1.2.1 Su Aktivitesi

Su aktivitesi genel anlamda iirlinde mikroorganizmalar tarafindan kullanilabilecek suyu
ifade eder. Uriiniin yapisinda bulunan suyun buhar basincinm ayni sicakliktaki saf suyun buhar
basincina oranidir. Saf suyun su aktivitesi degeri 1’°dir. Uriinlerin su aktivitesi degeri 0-1
arasindadir. Uriiniin yapisindaki serbest su miktarmin artmasiyla su aktivitesi degeri de artarak
1 e yaklagir.

Aflatoksin iireten kiiflerin gelisebilmesi i¢in gerekli olan minimum su aktivitesi degeri
ile bunlarin aflatoksin iiretebilmeleri igin gerekli olan su aktivitesi degerleri asagidaki tabloda
gosterilmistir.

Tablo 5; Kiiflerin gelismesi ve aflatoksin tiretmesi igin gerekli olan su aktivitesi degerleri

. Gelisme icin gerekli olan Aflatoksin sentezi icin gerekli
Kif Lo, . .. SO
minimum su aktivitesi olan minimum su aktivitesi
Aspergillus flavus 0,780 0,830-0,870
Aspergillus parasiticus 0,820 0,870

1.1.2.1.2.2 Sicakhik

Aflatoksin tireten Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tiirti kiiflerin gelisme
i¢in ihtiya¢ duyduklart minimum sicaklik degerleri 6-8° C” dir. Bu kiifler, en fazla 50-60° C*de
gelismelerini devam ettirebilirler. Gelismelerini stirdiirebilmeleri i¢in gerekli en uygun sicaklik
35-38° C’ dir. Toksin sentezi i¢in gerekli en diisiikk sicaklik 10-13 ° C, en yiiksek sicaklik 42°
C, en uygun sicaklik ise 25-30 ° C’ duir.

1.1.2.1.2.3 pH

Aklatoksin olusturan kiifler 1,5 - 8,5 pH araliginda gelisme gosterebilirler. Aflatoksin
tretimi 2,5 - 6 pH araliginda gergeklesir. Yiiksek miktarda toksin iretimi pH 5,0 {izerinde
olusur. pH 4’1in altinda toksin iiretimi oldukca azalir.

1.1.2.1.2.4 Diger

Uriinlere bulasan kiiflerin aflatoksin sentezleme miktarlarina etki eden diger hususlar
zaman, 151k, bagil nem, karbondioksit konsantrasyonu, oksijen konsantrasyonu, iiriindeki
mekanik zararlar ve mineral madde icerigi olarak sayilabilir. Aflatoksin iireten kiifler gelisme
ve toksin iiretimi i¢in uygun ortam bulduklar1 zaman 1-4 giinde risk olusturabilecek seviyede
aflatoksin iiretirler.

[7]



1.1.2.1.3 Aflatoksinlerin Saghk Uzerindeki Etkileri

Aflatoksinlerin canlilar iizerinde meydana getirdigi rahatsizliklara “Aflatoksikoz” adi
verilir. Aflatoksikoz ile ilgili rahatsizliklar iki degisik sekilde ortaya ¢ikar. Akut aflatoksikoz,
orta diizeyin lizerinde aflatoksin alimi sonucu ortaya cikar. Kanama, akut karaciger hasari,
o0dem, gida sindirimi, emilimi veya metabolizmada degisiklik ve 6liim gibi sonuglara neden
olur. Kronik aflatoksikoz ise diisiik ve orta diizeyde aflatoksin alimi sonucu ortaya cikar.
Teshisi zordur. Ortak belirtiler arsinda gidalarin sindiriminde sikint1 veya diisiik biiyliime hizi
yer alir.

Aflatoksinler ¢ok diisiik dozlarda dahi viicuda alindiginda kanserojenik, mutajenik,
teratojenik ve kuvvetli hepatotoksik etki gosterirler. Bu etkileri gostermesi bakimindan
aflatoksinler B;>G;>B,>G, seklinde siralanirlar. Buna gore aflatoksin B1 en etkili olandir.

Aflatoksinler bilinen en kanserojenik maddeler arasinda yer almaktadir. Viicuda alinan
aflatoksin siit, idrar ve karacigere gecerken DNA’y1 mutasyona ugratarak kanser meydana
getirmektedir. Bir ¢ok epidemiyolojik ¢alisma aflatoksinler ile artan karaciger vakalari arasinda
bir iligki oldugunu géstermistir. Ayrica bobrek ve kolon kanserlerine de neden olurlar. Uluslar
Aras1 Kanser Arastirma Merkezi (IARC), aflatoksinleri “Grup I” kanserojenler siifina dahil
etmistir. Bu grup yeterli kanit elde edilmis kanserojenleri igermektedir. Ulkemizde de Kasim-
1983 ve Kasim -1984 aylar1 arasinda Saglik Bakanligi Kanserle Savas Dairesi Baskanligina
ithbar edilen kanser vakalarmin %77,2 si aflatoksin formasyonu i¢in uygun iklim kosullarina
sahip bolgelerden (Marmara, Ege ve Akdeniz bolgeleri) olmasi dikkat ¢ekicidir.

Aflatoksinlerin kanserojen etkilerinin yaninda hepatit B ve hepatit C viriislerinin
viicuttaki etkilerini arttirdiklar1 ve bagisiklik sistemini bozduklari tespit edilmistir. Ayrica
karaciger tizerindeki kanjerojen etkilerinden baska karacigerin hepatik dokularina da zarar
vererek akut rahatsizliklara (siroz, sarilik, vb.) ve 6liimlere neden olurlar. Hepatik lezyonlari ve
kanamayi arttirirlar. Serum enzimlerini arttirir, serum proteinlerini azaltir ve kanin pihtilasma
mekanizmasini bozarlar.

Aflatoksin B; en mutajen mikotoksindir. Kromosal yanilmaya ve DNA kirilmasina
neden olarak istenmeyen mutasyonlarin ortaya ¢ikmasini saglar.

Aflatoksinler teratojenite 6zelligine sahip olmalar1 nedeniyle protein sentezini inhibe
ederler. Boylece canlilarda sakat veya 6lii dogumlarin ortaya ¢ikmasina neden olurlar.

Aflatoksinler akut olarak bobreklerde hasar, tiimor olusumu, nefropati ve bobreklerde
ani kanama gibi hastaliklara da neden olurlar.

1.1.2.1.4 Maksimum Kalint1 Limitleri

Maksimum Kalinti Limiti (MRL= Maximum Residue Level), iizerinde bulundugu
iiriinti tiiketen canlilar {izerinde saglik agisindan risk olusturmayan kontaminant miktari igin
kritik sinir1 ifade eder. Maksimum kalint1 limitleri uzun ¢alismalar sonucunda tespit edilmekte
olup genelde iirlinlerin 1 kilograminda bulunmasina izin verilen maksimum kalintt miktarin
gosterir. Bu miktarlarin hesaplanmasi i¢in yapilan ¢alismalarda insan agirligi i¢in ortalama 60
kg degeri kullanilir. Avrupa Birligi tarafindan giinliik aflatoksin i¢in kabul edilebilir doz
insanlarda 0,014 ng/kg viicut agirlig1 olarak belirlenmistir. Buna gore, 60 kg agirligindaki bir
insan i¢in 1 giinde aliabilir doz 0.84 ng olmaktadir.

Aflatoksin probleminin yaygin olmasi nedeniyle FAO, WHO ve UNEP gibi ¢esitli
uluslar arasi kuruluslar tarafindan gesitli tarama caligmalar1 yapilmaktadir. Aflatoksinlerin
degerlendirilmesi icin genel olarak toplam aflatoksin ve aflatoksin B; miktarlar1 dikkate
alinmaktadir. Cesitli tiriinlerde aflatoksinler i¢in {ilkelerin izin verdigi MRL degerleri farklilik
gostermektedir. Bu degerler iilkelerin kendi mevzuatlarinda belirtilmektedir. Ancak uluslar
arasi ticarette gecerli olacak normlar1 yakalamak i¢in yapilan ¢alismalar siirdiiriilmektedir.
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Ulkemizde ve Avrupa Birligi’nde aflatoksinler igin belirlenmis maksimum kalinti
limitlerini gdsteren tablo asagida verilmistir.

Tablo 6; Aflatoksinler i¢in belirlenen MRL degerleri, ug/kg (Toplam: B+ B,+ G+ G,)

N TURKIYE AB
URUN
B1 | (Bi+G1+By+Gy) B1 | (B1+G1+B,+Gy)

Dogrudan tilketime | Yerfistig: 5 10 8 15
sunulmadan —veya  gida I3 o T 5 10 8 15
bileseni olarak
kullanilmadan once | Badem 5 10 12 15
siniflandirma,  ayiklama <
ibi fiziksel islemlere tabi |1 cPISUE! > 10 12 15
tutulacak olan gidalar Findik 5 10 8 15

Diger kuruyemisler | 5 10 5 10

Kuru meyveler 5 10 5 10

Yerfistig1 5 10 2

Yagli Tohumlar 5 10 2

Badem 5 10 8 10

Antepfistig1 5 10 8 10
Dogrudan tiiketime Findik 5 10 5 10
sunulan / islenmis

Diger kuruyemisler | 5 10 2

Kuru meyveler 5 10 2

Baharatlar 5 10 5 10

Bebek mamasi 1 2 0,1 -

AB ve Tirkiye disinda diger iilkelerde de aflatoksinler icin belirlenmis limitler
bulunmaktadir. Ozellikle ABD ve Cin’de belirlenen limitler Tiirkiye ve Avrupa Birligi’nde
belirlenen limitlerden daha yiiksektir. (20 ppb seviyeleri)

1.1.2.1.5 Aflatoksinlerin Diinya ve Tiirkiye Giindemine Girisi

Aflatoksinlerin ve dolaysiyla mikotoksinlerin diinya giindeminde yer almasi 1960
yilinda olmustur. Bu tarihten 6nce de gesitli vakalar meydana gelmis ancak bu vakalarin
nedenleri o tarihlerdeki kosullar altinda tam olarak aydinlatilamamustir.

Mikotoksinlerin neden olduklar1 hastaliklara ait kayitlar M.O 600 yillarma dayanir. Bu
tarihlere ait Asur tabletlerinde ¢avdarmahmuzu adi ile anilan kiifler (Claviceps purpurea) ile
bulagmis tahillarin zararl etkilerinden bahsedilmektedir.

M.O. 400 yilinda Sparta’da ilk toplu zehirlenmeye iliskin kayitlar bulunmustur.
Ortacag Avrupasi’'nda nekroz ve kangrenle kendini goOsteren ergotizm hastaligi da
mikotoksinlere bagli olarak ortaya ¢ikan bir hastaliktir. O tarihlerde Aziz Antoyus Hummasi
olarak adlandirilan bu hastalik yine mikotoksinli tahillarin tiiketilmesi sonucu sik sik ortaya
cikmistir. Hastalik 1920 yilinda tekrar ortaya ¢ikmis en son olarak ta 1951 yilinda Fransa’da
gOrilmiistiir.
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Penicillum tiirlerinin piringler iizerinde toksin olusturmasina bagli olarak toksinli
piringleri tiiketen kisilerin hastalandigi, kusma, kasilma ve felg belirtileri ortaya ¢iktig1 ve ilk
belirtilerden sonra 1-3 giin igerisinde hastalarin 6ldiigii 1890 yilinda Japon patoloji uzmanlari
tarindan kesfedilmistir. 2. Diinya Savasi’ndan sonra da degisik {iilkelerden ithal edilen sari
renkli kiiflii piringlerin tiiketilmesi ile bu hastalik sik¢a ortaya ¢ikmustir. Hastalik, Sar1 Piring
Hastalig1 olarak adlandirilmistir.

1928 yilinda Almanya ve Iskandinav iilkelerinde domuzlarda “nefropati” tanilanmustir.
Bobrek hastaligina neden olan ve Aspergillus achraceus tirii kiif tarafindan olusturulan
mikotoksin daha sonra tanimlanabilmistir. Okratoksin A olarak isimlendirilen bu mikotoksinin
Eski Yugoslavya, Bulgaristan ve Romanya gibi Balkan iilkelerinde ortaya ¢ikan Balkan
nefropatisinin de nedeni oldugu ¢ok daha sonra ortaya ¢ikmistir.

Penicillum rubrum tiirii kiiflerle bulasik misirlarla beslenen at ve sigirlarin 6ldiigiine
dair raporlar 1927 yilina dayanir.

1960 yilindan 6nce Pityomyces chartarum tiirli kiifler ile bulagmis yemlerle beslenen
koyun ve sigirlarda yliz egzamasinin gorildiigii bilinmektedir.

Mikotoksinlere bagli olarak goriilen 6nemli bir salgin vakasi da 2. Diinya Savasi’ndan
sonra 0 zaman ki Sovyetler Birligi’nin Orenburg Bolgesi’nde ortaya ¢ikmistir. Bu salgina, agiz
boslugunda yaralar, deride ve mukozlu membranlarda kanamalar, ates gibi belirtiler gosteren
ve beslenmeye bagh toksik etki ile kanda l16kosit sayisinin diigmesi sonucu olusan bir 16semi
tirti olan ve Alimentary Toxic Aleuika (ATA) olarak isimlendirilen hastalik neden olmustur.
Hastaligin savas sirasinda hasat edilmeyen ve kis boyu tarlalarda kalan hububat iizerinde
Fusarium ve Cladosporium kiiflerinin ¢ogalmasi sonucu ortaya ¢iktig1 diistintilmustiir.

Aflatoksinlerin kesfedilmesi 1960 yilinda Ingiltere’nin giineyindeki kiimeslerde
meydana gelen ve 100.000’den fazla hindi, binlerce 6rdek yavrusu ve siilin palazinin telef
olmasma neden olan olaydan sonra olmustur. Salgina neden olan hastalik Turkey-X olarak
isimlendirilmistir. Hastaliga kiimes hayvanlarinin yemlerine protein kaynagi olarak ilave edilen
Brezilya menseli yer fistiklarinda bulunan toksinin neden oldugu tespit edilmistir. Bu
caligmalar sirasinda toksinin kromatografik ayrimi yapilmig ve aflatoksin olarak
isimlendirilmistir. Esasinda 1910 yilinda bir arastirmaci kiiflenmis Brezilya cevizinden
Aspergillus flavus tiirii kiifii izole etmis ve bu kiiflin zehirlenmeye neden oldugunu belirtmis
ise de 0 zamanlar bu konu iizerinde fazlaca durulmamistir. 1980 yilinda yapilan bir ¢aligmada
ilk verileri dogrulayici sonuglar elde edilmistir.

Ulkemiz agisindan aflatoksin sorunu 1967 yilinda ortaya g¢ikmistir. Bu tarihte
Kanada’ya ihrag¢ edilen 10 ton i¢ findik aflatoksinli oldugu i¢in geri ¢evrilmistir. Ayni sekilde
1971 yilinda ABD’ye ihrag edilen 45 parti Antep fistiginda da aflatoksin tespit edilmis ve 31
parti {irlin geri ¢evrilmistir. 1972 yilinda Kanada’ya ihrag¢ edilen kuru incirlerde de aflatoksin
tespit edilmistir.

Aflatoksinlerin tanimlanmasindan sonra diinya iizerinde Onemli vakalar ortaya
cikmistir. 1970 ‘li yillarda Tayvan’da 3, Uganda ve Tayland’da birer ¢cocuk aflatoksin diizeyi
yiiksek gidalar tiiketmeleri sonucunda ortaya ¢ikan akut zehirlenmeler sonucunda hayatlarin
kaybetmislerdir. 1974 yilinda Hindistan’da 15 ppm’e kadar yiiksek diizeyde aflatoksin i¢eren
musir yiyen 320 kisiden 80’1 hayatin1 kaybetmistir. 1981 yilinda Kenya’da konsantrasyonlari
1,6-12 ppm arasinda olan misirdan kaynaklanan 20 akut zehirlenme olayinda 12 kisi 6lmdistiir.
2004 yilinda Kenya’nin Dogusu’nda ve Merkez’indeki 8 ilde meydana gelen aflatoksin
zehirlenmelerinde 317 kisi etkilenmis, bunlarin 125°1 hayatlarim1 kaybetmistir. Hastaligin tespit
edildigi evlerden toplanan 31 misir unu, dar1 ve fasulye érneginden 15 tanesindeki aflatoksin B;
miktarinin 20 - 8.000 ppb arasinda oldugu saptanmistir. Ayrica bolgedeki pazaryerlerinden
toplanan musir tiriinlerinde de yiiksek diizeyde aflatoksin tespit edilmistir. Ayn1 bolgede 2005
yilinin Mayis ayinda yine aflatoksin zehirlenmeleri ortaya ¢ikmis, tespit edilen 100 vakada 13
oliim olay1 meydana gelmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1 Materyal

Bu c¢alismada Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigii ve 6zel sektor tarafindan iiretilen
mamul ve yart mamul ¢ay numunelerinin yani sira kiiflerin gelismesi ve aflatoksin tiretebilmesi
icin uygun ortam olusturan ¢ay ve atik ¢ay numuneleri de kullanilmistir. Bu amacla genis bir
alanda numune ¢alismasi yapilmis, alinan numuneler laboratuara getirildikten sonra hemen
analiz edilmisir. Calismada kullanilan numuneler 10 farkli kaynaktan temin edilmistir.

2.1.1 Son Kullamim Tarihi Ge¢mis Numuneler

Bu amagla, Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigiine bagli Pazarlama Bolge Miidiirliikleri ve
Pazarlama ve Uretim Bélge Miidiirliikleri’nden toplanan, son kullanim tarihi ge¢mis ve imha
amaciyla 100. Y1l Cay Paketleme Fabrikasina gonderilen ¢ay numuneleri kullanilmistir.

- Diyarbakir Pazarlama Bolge Miidiirliigii’'nden Gonderilen Dokme Siyah Cay 1.Numune

- Diyarbakir Pazarlama Bolge Miidiirligii’nden Gonderilen Dokme Siyah Cay 2. Numune

- Istanbul Pazarlama ve Uretim Bolge Miidiirliigii’nden Gonderilen Dékme Siyah Cay
1.Numune

- Istanbul Pazarlama ve Uretim Bolge Miidiirliigii’nden Gonderilen Dékme Siyah Cay
2.Numune

- Istanbul Pazarlama ve Uretim Bolge Miidiirliigii’nden Gonderilen Dékme Siyah Cay
3.Numune

- Istanbul Pazarlama ve Uretim Bélge Miidiirliigii’'nden Génderilen Dokme Yesil Cay
1.Numune

- Istanbul Pazarlama ve Uretim Bélge Miidiirliigii’'nden Génderilen Dokme Yesil Cay
2.Numune

- Istanbul Pazarlama ve Uretim Bélge Miidiirliigii’nden Génderilen Dokme Yesil Cay
3.Numune

- Istanbul Pazarlama ve Uretim Bolge Miidiirliigii’nden Génderilen Dokme Yesil Cay
4.Numune

- Izmir Pazarlama Bolge Miidiirliigii’nden Gonderilen Dokme Siyah Cay 1.Numune

- Izmir Pazarlama Bolge Miidiirliigii'nden Gonderilen Dékme Siyah Cay 2.Numune

2.1.2 Piyasada Satilan Acik Caylar
Ticari olarak piyasada satilmak tizere herhangi bir paketleme materyali ile
paketlenmemis bunu yerine dokme ¢ay olarak biiylik ambalaj materyalleri igerisinde agzi agik

sekilde satilan ¢aylardan ilk kontrollerde nem orani yiiksek olarak tespit edilen ¢aylardan alinan
numuneler kullanilmistir.

2.1.3 Piyasada Satilan Ticari Caylar
Ulkemizde ¢ay {iretimi ve pazarlamasi konusunda faaliyette bulunan 6zel sektdr

tarafindan iiretilmis ve paketlenerek piyasaya siiriilmiis olan ticari ¢aylardan alinan numuneler
kullanilmistir. Bu amagla asagida belirtilen ticari isimdeki ¢aylar kullanilmistir.
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- CAYKUR Burcum Yesil Cay

-  CAYKUR Hediyelik Siyah Cay

-  CAYKUR Naneli Yesil Cay

- DOGUS Karadeniz Export Siyah Cay
- LIPTON Yellow Label Siyah Cay

- OFCAY Filiz Siyah Cay

- OFCAYSAN Camlica Filizi

- OZCAY Koop. Organik Siyah Cay

- OZCAY Siyah Cay

- FILIiZ Prenses Siyah Cay

2.1.4 Kacak ve Yabanc1 Menseli Caylar

Piyasada satilmak {izere kagak olarak iilkemize sokulan ve numune olarak 100. Y1l Cay
Paketleme Fabrikasinda bulunan ¢aylar ile piyasadan satin alinan ithal ticari c¢aylar
kullanilmigtir. Bu amagcla kullanilan ¢aylar asagidaki gibidir.

- Rize Serbest Bolge’de Ele Gegirilen Kagak Cay ,200 Yili, 1. Numune
- Rize Serbest Bolge’de Ele Gegirilen Kagak Cay ,200 Yili, 2. Numune
- Lipton Ithal Siyah Cay

2.1.5 Fabrikalarda Uretilen Yar1 Mamul Caylar

Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigii'ne bagli Yas Cay Fabrikalarinda iiretilen ve tasnif
iinitesinde nevilerine ayrilan yart mamul ¢aylar kullanilmistir. Bu amagla asagida belirtilen yar1
mamul ¢aylar kullanilmistir.

- Ambarlik Cay Fabrikas1 Midiirliigi 2007 Y11 2.Siirgiin Dénemi 1.Nevi Siyah Cay

- Ambarlik Cay Fabrikas1 Miidiirligii 2007 Yili 3.Nevi Siyah Cay

- Araklhi Cay Fabrikas1 Miidiirliigi 2007 Y1l 2.Siirgiin 1.D6nem 2.Nevi Siyah Cay
Ardesen Cay Fabrikas1 Miidiirligii 2007 Yili 2.Siirgiin 1.Dénem 3.Nevi Siyah Cay

- Ardesen Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Y1l 3.Siirgiin 4.Nevi Siyah Cay

- Arhavi Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Y1l1 2.Siirgiin 3.Dénem 3.Nevi Siyah Cay

- Agiklar Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2007 Y1l 2.Siirgiin 4.Nevi Siyah Cay

- Azakl Cay Fabrikas1 Mudirliigii 2007 Y1l 2.Siirgiin 2.Dénem 5.Nevi Siyah Cay

- Boliimli Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Y1l 2.Stirglin 1.D6nem 5.Nevi Siyah Cay

- Biiyiikkdy Cay Fabrikas1 Mudiirligii 2007 Y1li 3.Siirglin 1.Nevi Siyah Cay

- Camidagi Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2007 Y1ili 2.Siirgiin 3. Dénem 5.Nevi Siyah Cay

- Cumbhuriyet Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Y1l1 2.Siirgiin 2.Dénem 3.Nevi Siyah Cay

- Cumhuriyet Cay Fabrikas1 Midiirliigi 2007 Y1l 3.Siirgiin 7.Nevi Siyah Cay

- Caml Cay Fabrikas1 Midiirliigi 2007 Y1l 2.Siirgiin 1.Nevi Siyah Cay

- Cayeli Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Y1l 2.siirglin 1.Dénem 5.Nevi Siyah Cay

- Ciftlik Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2007 Y1l 2.Siirgiin 4.Nevi Siyah Cay

- Derepazar1 Cay Fabrikas1 Midiirligii 2007 Y1l 2.Siirglin 2.D6nem 5.Nevi Siyah Cay

- Eskipazar Cay Fabrikas1 Miidirliigii 2007 Yili 2.Siirgilin 2.D6nem 5.Nevi Siyah Cay

- Findikl Cay Fabrikas1 Midiirliigti 2007 Y1l 3.Siirglin 1.D6nem 2.Nevi Siyah Cay

- Gilindogdu Cay Fabrikas1 Miidiirligii 2007 Y1ili 2.Siirgiin 1.D6nem 2.Nevi Siyah Cay

- Giindogdu Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Yili. 3.Siirglin 7.Nevi Siyah Cay

- Giineysu Cay Fabrikas1 Miidiirliigi 2007 Y1l 2.Stirgiin 3.D6nem 6.Nevi Siyah Cay

- Hayrat Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Y1l 2.Siirgiin 2.D6nem 2.Nevi Siyah Cay
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Hopa Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Yili 2.Siirgiin 1.D6nem 6.Nevi Siyah Cay
Isikl1 Cay Fabrikas1 Miidiirliigi 2007 Y1l 2.Siirgiin 1.D6nem 6.Nevi Siyah Cay
Iyidere Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Y1l1 3.Siirgiin 1.Nevi Siyah Cay

Kalecik Cay Fabrikas1 Midiirligii 2007 Y1l 2.Siirgiin 2.D6nem 6.Nevi Siyah Cay
Kalkandere Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Y1l1 3.Siirgiin 4.Nevi Siyah Cay

Karaca Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Yili. 2.Siirglin 7.Nevi Siyah Cay

Karaca Cay Fabrikas1 Miudiirliigii 2007 Y1l 3.Siirgiin 1.Nevi Siyah Cay

Kemalpasa Cay Fabrikas1t Midiirliigii 2007 Y1l 2.Siirgiin 2.Dénem 3.Nevi Siyah Cay
Kemalpasa Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2007 Y1l 3.Siirgtin 1.Nevi Siyah Cay

Kendirli Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2007 Y1l 2.Siirgiin 1.D6nem 3.Nevi Siyah Cay
Kirazlik Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2007 Y1l 2.Siirgiin 2.D6nem 6.Nevi Siyah Cay
Kirazlik Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2007 Y1l 3.Siirgiin 1.D6nem 6.Nevi Siyah Cay
Melyat Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Y1l 2.Siirgiin 1.D6nem 6.Nevi Siyah Cay
Melyat Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Y1l1 2.Siirgiin 2.D6nem 2.Nevi Siyah Cay
Murath Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2007 Y1l 2.Siirgiin 1.D6nem 3.Nevi Siyah Cay
Musadagi Cay Fabrikas1 Miidiirligii 2007 Y11 3.Siirgiin 1.D6nem 2.Nevi Siyah Cay
Of Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Y1l1 2.Siirgiin 2.D6nem 6.Nevi Siyah Cay

Pazar Cay Fabrikas1 Miidiirligii 2007 Y1l 2.Siirgiin 1.Donem 3.Nevi Siyah Cay
Pazarkdy Cay Fabrikasi Mudiirligii 2007 Y1l 2.Siirglin 2.D6nem 5.Nevi Siyah Cay
Sabuncular Cay Fabrikas1 Miidiirligi 2007 Y1l 3.Siirgiin 3.Dénem 3.Nevi Siyah Cay
Salarha Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Y11 2.Siirgiin 1.Dénem 3.Nevi Siyah Cay
Selimiye Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2007 Y1l 2.Siirgiin 3.D6nem 2.Nevi Siyah Cay
Selimiye Cay Fabrikas1 Miidirligii 2007 Y1l 3.Siirgiin 4.Nevi Siyah Cay

Stirmene Cay Fabrikas1 Mudiirliigii 2007 Y1l 2.Siirglin 1.Nevi Siyah Cay

Tascilar Cay Fabrikas1 Miidiirliigi 2007 Y1l 2.Siirgiin 2.D6énem 2.Nevi Siyah Cay
Tashdere Cay Fabrikasi Mudiirligii 2007 Yili. Antik Yesil 1-2.Siirgilin Yesil Cay
Taglidere Cay Fabrikas1 Mudiirliigi 2007 Y1l Antik Yesil 2-2.Stirgiin Yesil Cay
Taglidere Cay Fabrikas1 Midiirliigi 2007 Y1l Kardelen 1-2.Siirgiin Yesil Cay
Taslidere Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Yili Kardelen 2-2.Siirgiin Yesil Cay
Tashdere Cay Fabrikasi Mudiirligii 2007 Y1li Toz Yesil-2.Siirgiin Yesil Cay
Taslidere Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Yili Turkuaz-2.Siirgiin Yesil Cay

Tersane Cay Fabrikas1 Miidiirligii 2007 Yili 2.Siirgiin 4.Nevi Siyah Cay

Tirebolu Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Y11 2.Stirgiin 1.Nevi Siyah Cay

Ulucami Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2007 Y1l 2.Siirgiin 1.Donem 5.Nevi Siyah Cay
Ulucami Cay Fabrikas1 Mudiirliigii 2007 Y1li 2.Siirgiin 4.Nevi Siyah Cay

Ulucami Cay Fabrikas1 Mudiirligii 2007 Y1l 3.Siirglin 3.Dénem 5.Nevi Siyah Cay
Ulucami Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2007 Y1l 3.Siirgiin 4.Nevi Siyah Cay

Velikdy Cay Fabrikas1 Miidiirliigi 2007 Y1il1 2.Siirgiin 1.D6énem 2.Nevi Siyah Cay
Zihniderin Cay Fabrikas1 Miidiirliigi 2007 Y1l 3.Siirgiin 1.D6nem 6.Nevi Siyah Cay
Biiyiikkoy Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2008 Y11 3.Siirgiin-1.Dénem 1.Nevi Siyah Cay
Biiyiikkoy Cay Fabrikas1 Midiirligii 2008 Y11 3.Siirgiin-1.D6nem 2.Nevi Siyah Cay
Biiyiikkoy Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2008 Y11 3.Siirgiin-1.Dénem 3.Nevi Siyah Cay
Biiyiikkoy Cay Fabrikas1 Midiirligii 2008 Y11 3.Siirgiin-2.Dénem 4.Nevi Siyah Cay
Biiylikkdy Cay Fabrikas1t Miidiirliigii 2008 Y1l 3.Siirgiin-2.Dénem 5.Nevi Siyah Cay
Biiyiikkoy Cay Fabrikas1 Midiirligii 2008 Y1li 3.Siirgiin-2.Dénem 6.Nevi Siyah Cay
Biiylikkdy Cay Fabrikast Miidiirliigii 2008Y1l1 3.Siirglin-2.Dénem 7.Nevi Siyah Cay
Biiyiikkdy Cay Fabrikas1 Midiirligii 2008 Y1ili 3.Siirgiin-3.D6énem 2.Nevi Siyah Cay
Biiylikkdy Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2008 Y1l 3.Siirgiin-3.Donem 3.Nevi Siyah Cay
Biiyiikkoy Cay Fabrikas1 Midiirligii 2008 Y1ili 3.Siirgiin-3. Dénem 4.Nevi Siyah Cay
Pazar Cay Fabrikas1 Miidiirligii 2008 yil1 3.Siirglin-1.Dénem 1.Nevi Siyah Cay
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- Pazar Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2008 yili 3.Siirgiin-1.Dénem 2.Nevi Siyah Cay
- Pazar Cay Fabrikas: Miidiirliigii 2008 y1l1 3.Siirgiin-1.Dénem 3.Nevi Siyah Cay
- Pazar Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2008 yil1 3.Siirgiin-1.Dénem 4.Nevi Siyah Cay
- Pazar Cay Fabrikas: Miidiirliigii 2008 y1l1 3.Siirgiin-2.Dénem 4.Nevi Siyah Cay
- Pazar Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2008 yil1 3.Siirgiin-2.Dénem 5.Nevi Siyah Cay
- Pazar ¢ay Fabrikas1 Midiirliigii 2008 y1l1 3.Siirgiin-2.Dénem 6.Nevi Siyah Cay
- Pazar Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2008 yil1 3.Siirgiin-3.Dénem 5.Nevi Siyah Cay
- Pazar Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2008 yil1 3.Siirgiin-3.Dénem 6.Nevi Siyah Cay
- Pazar Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2008 yil1 3.Siirgiin-3.Dénem 7.Nevi Siyah Cay
- Ulucami Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2008 yil1 3.Siirgiin-1.D6nem 1.Nevi Siyah Cay
- Ulucami Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2008 yil1 3.Siirgiin-1.D6nem 2.Nevi Siyah Cay
- Ulucami Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2008 yil1 3iirgiin.S-1.D6nem 3.Nevi Siyah Cay
- Ulucami Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2008 yil1 3.Siirgiin-1.D6nem 4.Nevi Siyah Cay

2.1.6 Ticari Olarak Paketlemeye Uygun Olmayan Yar1 Mamul Kuru Caylar

Bu amagla Cay Isletmeler Genel Miidiirliigiine bagli yas ¢ay fabrikalarinda iiretilen ve
paketleme fabrikalarina gonderilmeden 6nce yar1 mamul kuru ¢ay ambarlarinda muhafaza
edildikten sonra paketlenmek iizere 100. Yil Cay Paketleme Fabrikasina gonderilen ancak;
kontroller sonucunda paketlemeye uygun olmayacak sekilde rutubetli, 1slak, kiiflii ve yabanci
madde icerdigi i¢in fabrikalarina iade edilmek lizere bekletilen c¢aylardan alinan numuneler
kullanilmastir.

- Bolumlii Cay Fabrikast Midiirliigii 2007 Y1ili 5.Nevi Siyah Cay, Kiiflii

- Boliimlii Cay Fabrikas1 Midirligii 2007 Yili 5.Nevi Siyah Cay, Kiifli

- Cayeli Cay Fabrikas1 Miidirligii 2007 Y1l 5.Nevi Siyah Cay, Islak

- Cayeli Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2004 Y1l 5.Nevi Siyah Cay, Kiifli

- Cayeli Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2007 Y1l Karisik Nevi siyah Cay

- Giindogdu Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Y1l1 5.Nevi Siyah Cay, Kiifli
- Hopa Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2004 Y1ili 3.Nevi Siyah Cay, Rutubetli

- Isikli Cay Fabrikas1 Midirligi 2008Y1l1 5.Nevi Siyah Cay, Islak

- Melyat Cay Fabrikas1 Midiirliigii 2007 Y1ili 2.Nevi Siyah Cay, Islak

- Sabuncular Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Y1l1 5.Nevi Siyah Cay, Islak

2.1.7 Yar1 Mamul Cay Ambarlarinda Bulunan Eski Tarihli Caylar

Uretim tarihi eski olup heniiz paketlenmemis olan yari mamul gaylar ¢alisma kapsamina
dahil edilmistir. Bu amagla bu caylarin tespit edilmesi amaciyla Cay isletmeleri Genel
Miidirligiine bagl yart mamul kuru ¢ay ambarlari kontrol edilmistir. Bu kontroller sirasinda
asagida belirtilen yart mamul kuru ¢ay ambarlarinda bulunan eski tiretim tarihli nevi ¢aylardan
alinan numuneler ¢alisma sirasinda kullanilmistir.

- Camidag Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2006 Y1il1 Uretimi 6. Nevi Siyah Cay
- Camidagi Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2006 Y1l Uretimi 3. Nevi Siyah Cay
- Salarha Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2006 Y1l1 Uretimi 6. Nevi Siyah Cay

- Hopa Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2004 Yil1 Uretimi 5. Nevi Siyah Cay
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2.1.8 Yar1 Mamul Kuru Cay ambarlarinda 2 Y1l Bekletilen Nevi Caylar

Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigiine baglh Taslidere Cay Fabrikas1 Miidiirliigii ve Yesil
Cay Deneme Uretim Merkezi’nde iiretilen Siyah ve yesil caylar, kraft torba igerisine konarak
Ulucami, Ambarlik ve Tashdere Cay Fabrikasi Miidiirliiklerine ait yar1 mamul kuru gay
ambarlarinda 2 yil siireyle bekletilmistir. 2 yil sonunda bu ¢aylardan alinan numuneler ¢alisma
kapsaminda kullanilmistir. Bu amagla kullanilan ¢ay nevileri asagidaki gibidir.

- 1. Nevi Siyah Cay

- 2. Nevi Siyah Cay

- 3. Nevi Siyah Cay

- 4. Nevi Siyah Cay

- 5. Nevi Siyah Cay

- 6. Nevi Siyah Cay

- 7. Nevi Siyah Cay

- Antik Yesil-1 Nevi Yesil Cay
- Antik Yesil-2 Nevi Yesil Cay
- Kardelen-1 Nevi Yesil Cay

- Kardelen-2 Nevi Yesil Cay

- Turkuaz Nevi Yesil Cay

2.1.9 Eski Tarihli Cesitli Caylar

Numune almak iizere kullanilacak olan eski tarihli ¢aylarin tespit edilmesi amaciyla Cay
Isletmeleri Genel Miidiirliigiine bagl cesitli birimlerde arastirma yapilmistir. Arastirma
sonucunda asagida belirtilen birimlerde cesitli sekillerde muhafaza edilen, eski tarihli ¢aylar
bulunmus olup bu ¢aylardan ¢aligmalarda kullanilmak {izere numune alinmistir.

- Izmir Bélge Miidiirliigii’'nden elde edilen 2004 yili iiretimi dékme sekilde muhafaza
edilen siyah cay

- Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigii’nden elde edilen 1976 yilinda teneke kutu ambalajh
“Kamelya” marka siyah ¢ay

- Ambarlik Cay Fabrikast Midirliigii’'nden elde edilen ve cam kavanoz igerisinde
muhafaza edilen 2002 iiretimi 2 Nevi Siyah Cay

- 100.Y1l Cay Paketleme Fabrikasi Miudirliigii’nden elde edilen ve plastik ambalaj
malzemesi icerisinde dokme olarak muhafaza edilen nemli siyah ¢ay

- Arastirma Enstitlisii Miidiirliigii’nden elde edilen iiretim tarihi belirsiz ve dokme sekilde
muhafaza edilen kiiflii siyah cay

2.1.10 imalat Kahintilari

Yas cay iretim fabrikalarinda imalat kisimlarinda {iretim esnasinda cesitli kalintilar
olusur ve iyi temizlenmedikleri zaman bu kalintilar {izerinde kolayca kif gelisimi meydana
gelir. Bu kalintilar iizerinde aflatoksin olusabilecegi diisiiniilerek ¢alisma kapsamina dahil
edilmistir. Bunu i¢in Cay Isletmeleri Genel Miidiirliigiine bagli Azakli Cay Fabrikas
Midiirligline ait imalat iinitesinin asagida belirtilen kisimlardan imalat atiklar1 ve kalintilar
alimmastir.
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- Soldurma Unitesi Yiikleme Bandi

- Soldurma Unitesi 1. Kat, Traf

- Soldurma Unitesi 1. Kat, Biinker

- Diiz Kivirma Makinesi

- Diiz Kivirma Unitesi Ana Bant

- Diiz Kivirma Unitesi 2. Bant

- Diiz Kivirma Unitesi 2. Bant Cikist

- Presli Kivirma Unitesi Ana Bant Basi
- Presli Kivirma Unitesi Ana Bant Sonu
- Presli Kivirma Unitesi Yiikleme Band:
- Presli Kivirma Makinesi 1. Numune

- Presli Kivirma Makinesi 2. Numune

- Yas Cay Elegi

- Fermantasyon Unitesi Yiikleyici Helezon
- Fermantasyon Makinesi, 1. Numune

- Fermantasyon Makinesi, 2. Numune

- Fermantasyon Unitesi Cikist

- Kurutma Firin1

- Kurutma Firin1 On Yiikleme Bant Rolesi
- Kurutma Firim1 1. Yiikleme Bandi

- Kurutma Firmi 2. Yikleme Bandi

- Kurutma Firin1 On Yiikleme Bant Alti
- Kurutma Firim1 Cikis1 An Bant Alt1

- Kuru Cay Elegi Alt1 1. Numune

- Kuru Cay Elegi Alt1 2. Numune

- Kuru Cay Ana Tastyict Bant

- Midilton

- Tasnif Unitesi 1. Numune

- Tasnif Unitesi 2. Numune

- Tasnif Unitesi 3. Numune

- Tasnif Unitesi Atik Toz Cay

Bu amagla kullanilan numunelerden bazilar {lizerinde goézle goriiliir bir sekilde kiif
gelisimi tespit edilmis olup numunelere ait birkag resim asagidadir.
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Resim 9; Kurutma Furini 2. Yiikleme Bandindan alinan Numuneye ait resim

2.2 Yontem

Siyah ve yesil ¢aylarda aflatoksin analizinde kullanilmak tizere gelistirilmis olan ve
gecerliligi kanitlanmig uluslar arasi veya ulusal herhangi analiz yontemi yoktur. Numunelerin
analizi i¢cin TS EN 12955 (Gida maddeleri- Hububatlarda, kabuklu meyvelerde ve tiiretilmis
iiriinlerde aflatoksin B1 ile aflatoksin B1, B2, G1, ve G2 toplamlarinin artkolon tiirevlendirmeli
ve imminoaffinite ile kolondan geri almali yiiksek performansl sivi kromotografisi yontemi)
standardi ve AOAC Official Method 999.07. Aflatoxin Bl and Total Aflatoxin in Peanut
Butter, Pistacho Paste, Fig Paste and Paprika Powder. Immunoaffinity Column Liquid
Chromatography with Post-Column Derivatization yonteminden faydalanildi. Ayrica aflatoksin
analizi i¢in kullanilan cihaz ve ekipman {ireticisi firmalarin tavsiyeleri de dikkate alindi.
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2.2.1 HPLC Sistemi

Numunelerin analizinde kullanilan HPLC (Yiiksek Basingli Sivi Kromotografisi)
sistemi su konfiglirasyondan olusmustur.

Degaz Unitesi: (Spectra SYSTEM SCM 1000, Thermo )

Gradient Pompa: (Spectra SYSTEM P4000, Thermo )

Otosampler: (Spectra SYSTEM AS3000, Thermo )

Floresans Dedektor: (Spectra SYSTEM FL3000, Thermo )

Analitik kolon: (Prodigy 5u ODS3, 4,6*150mm, Phenomenex)

Kolon Sonu Tiirevlendirme Sistemi (KOBRA CELL, Rhone Diagnostics )

HPLC sisteminin bilgisayar tarafindan kumanda edilebilmesi i¢in ChromQuest 4,0 ticari

yazilim programi kullanildi.

Aflatoksin analiz sartlar1 asagidaki gibi olusturuldu

Mobil Faz
Akis Hiz1
Kolon Firini
KOBRA CELL
Dedektor

: 120 mg KBr ve 100ul HNOj3 iceren Su-Metanol Cozeltisi(55:45)
: 1 ml/dakika

: 40°C

: 100pA

Tablo 7; Aflatoksin analizinde kullanilan floresans dedektor programi

Zaman(Dakika)

Excitation(nm)

Emission(nm)

0

360

440

11

360

440

HPLC sisteminin kurulusuna ait diyagram asagidaki resimde gosterilmistir.

Resim 11 ; Aflatoksin analizi igin kurulan HPLC sistemine ait diyagram

DEGASER

POMPA

O KOLON

REAKSIYON HATTI
(34 CM)

mil

KOBRA CELL I

ATIK

GiRig CIEIS
DEDEKTOR
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2.2.2 Kalibrasyon Egrisinin Hazirlanmasi

Kalibrasyon egrisinin hazirlanmasi1 amaciyla kullanilan ve 250 ng/ml B;, 250 ng/ml B,
250 ng/ml G; ve 250 ng/ml G, olmak iizere toplam 1000 ng/ml iceren aflatoksin standart
cozeltisi R-Biopharm AG Firmasindan satin alindi. Satin alinan aflatoksin standart
cozeltisinden asagidaki tabloya uygun 5 farkli konsantrasyona sahip c¢alisma c¢ozeltileri
hazirlandi. Hazirlanan aflatoksin standardi ¢oOzeltilerinin  konsantrasyonlarinin asagida
gosterilen tabloya uygun olmasi saglandi.

Tablo 8; Kalibrasyon egrisi i¢cin kullanilan aflatoksin konsantrasyonlart

AFLATOKSIN KONSANTRASYON(ng/kg=ppb)
B, 05 1 2 25 3,75
B, 05 1 2 25 3,75
G, 05 1 2 25 3,75
G, 05 1 2 25 3,75

Hazirlanan ¢alisma ¢ozeltilerinden her biri 3 paralel sekilde 100 pl cihaza enjekte edildi.
Elde edilen tipik kromotograma ait resim asagida gosterilmistir.

Resim 12: Aflatoksin standart ¢ozeltisine ait tipik kromotogram

™

- m -
0z Loz

| @ i

my i
014 o o1

] i i
00 _— — ' ~L0p

0 1 7 3 4 5 f 7 8 g 10 1

Minutes
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HPLC cihazinda okutulan 5 farkli konsantrasyondaki aflatoksin standardina karsilik
elde edilen pik alanlarindan faydalanarak kalibrasyon egrileri hazirlandi. Her bir Aflatoksinin
kalibrasyon egrisi ve elde edilen korelasyon katsayilar1 asagidaki gibidir.

Resim13; Aflatoksin By e ait kalibrasyon egrisi ve korelasyon katsayist

4] .
1 AFLATOESIN Bl

Amount ppb )

Lirear Fit &« + b
a=E6,37947e-005
b =0,00477156

Goodress of fit [r™2); 0,998317

I:I-""I""I""I" LI LA BRI B T L T
0 10000 20000 40000 S0000 G0000

FArea

T
20000

Resim 14; Aflatoksin B, ye ait kalibrasyon egrisi ve korelasyon katsayisi

44
AFLATOKSIN B2
34
E B
<L

Linear Fit aw+b
a = 4.8081 3e-005
b =-0.01986837

Goodness of fit (/2] 0.393247

0 e TrT T T TT T ot IREEEE LR TT Ty oot TrT T T IREEEE LR IRELEE LR T

T T T T T T T T
1] 10000 20000 20000 40000 S0000 G000 o000 20000

Area
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Resim 15; Aflatoksin G, ‘e ait kalibrasyon egrisi ve korelasyon katsayisi

AFLATOERIN G1

Linzar Fit ax+h
a=0.00019084
b = -0.0475285

Goodness of fit [F72); 0,996175

Resim 16; Aflatoksin G, ye ait kalibrasyon egrisi ve korelasyon katsayist

AFLATOKSIN G2

Linear Fit ax+h
a=0,000175425
b =-0.0809625

Goodness of fit [/™2]: 0,999703
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2.2.3 Numunelerin Analiz icin Hazirlanmasi

Analiz i¢in ¢esitli yerlerden toplanan ve laboratuara getirilen numuneler {izerinde 6nce
su aktivitesi analizi yapildi. Su aktivitesi analizinden sonra numuneler analiz edilinceye kadar
uygun sartlarda muhafaza altina alindi. Numunelere ait su aktivitesi degerleri asagida tablolarda
gosterilmistir.

Tablo 9; Piyasada Satilan Ticari Caylardan Alinan Numunelerin Su Aktivitesi Degerleri

Numune Su Aktivitesi
CAYKUR Burcum Yesil Cay 0,388
CAYKUR Hediyelik Siyah Cay 0,408
CAYKUR Naneli Yesil Cay 0,387
DOGUS Karadeniz Export Siyah Cay 0,408
LIPTON Yellow Label Siyah Cay 0,430
OFCAY Filiz Siyah Cay 0,436
OFCAYSAN Camlica Filizi 0,415
OZCAY Koop. Organik Siyah Cay 0,433
OZCAY Siyah Cay 0,449
FiLiZ Prenses Siyah Cay 0,426

Tablo 10; Ticari Olarak Paketlemeye Uygun Olmayan Yari Mamul Kuru Caylardan Almman Numunelerin Su
Aktivitesi Degerleri

Numune Su Aktivitesi
Bolimlii Cay Fabrikast Midiirligii 2007 Yili 5.Nevi Siyah Cay, Kiifli 0,445
Boliimlii Cay Fabrikas1 Midirligi 2007 Yili 5.Nevi Siyah Cay, Kiiflii 0,459
Cayeli Cay Fabrikas1 Miidiirligii 2007 Yili 5.Nevi Siyah Cay, Islak 0,443
Cayeli Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2004 Y1l 5.Nevi Siyah Cay, Kiiflii 0,450
Cayeli Cay Fabrikas1 Midiirligii 2007 Yili Karisik Nevi siyah Cay 0,442
Giindogdu Cay Fabrikas1 Miidiirligii 2007 Y1ili 5.Nevi Siyah Cay, Kiifli 0,454
Hopa Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2004 Y1l 3.Nevi Siyah Cay, Rutubetli 0,466
Isikli Cay Fabrikas1 Midiirligi 2008Y1l1 5.Nevi Siyah Cay, Islak 0,993
Melyat Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2007 Yili 2.Nevi Siyah Cay, Islak 0,996
Sabuncular Cay Fabrikas1 Mudiirliigii 2007 Y1ili 5.Nevi Siyah Cay, Islak 0,998
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Tablo 11; Fabrikalarda Uretilen Caylardan Alinan Numunelerin Su Aktivitesi Degerleri

Fabrika Ad1 Yil Siirgiin | Donem Nevi Su Aktivitesi
Ambarlik Cay Fabrikasi 2007 2 - 1 0,387
Arakl1 Cay Fabrikasi 2007 2 1 2 0,396
Ardesen Cay Fabrikasi 2007 2 1 3 0,364
Ardesen Cay Fabrikasi 2007 3 - 4 0,366
Arhavi Cay Fabrikasi 2007 2 3 3 0,403
Asiklar Cay Fabrikasi 2007 2 - 4 0,377
Azakli Cay Fabrikasi 2007 2 2 5 0,382
Boliimli Cay Fabrikasi 2007 2 1 5 0,398
Biiyilikkdy Cay Fabrikasi 2007 3 - 1 0,372
Camidag1 Cay Fabrikasi 2007 2 3 5 0,389
Cumhuriyet Cay Fabrikas1 | 2007 2 3 0,407
Caml1 Cay Fabrikasi 2007 2 - 1 0,387
Cayeli Cay Fabrikas1 2007 2 1 5 0,378
Derepazar1 Cay Fabrikasi 2007 2 2 ) 0,415
Eskipazar Cay Fabrikasi 2007 2 2 5 0,382
Findikli Cay Fabrikast 2007 3 1 2 0,380
Glindogdu Cay Fabrikasi 2007 2 1 2 0,381
Gilindogdu Cay Fabrikasi 2007 3 - 7 0,362
Giineysu Cay Fabrikasi 2007 2 3 6 0,403
Hayrat Cay Fabrikasi 2007 2 2 2 0,409
Hopa Cay Fabrikas1 2007 2 1 6 0,376
Isikl1 Cay Fabrikasi 2007 2 1 6 0,384
Iyidere Cay Fabrikasi 2007 3 - 1 0,381
Kalecik Cay Fabrikasi 2007 2 2 6 0,376
Kalkandere Cay Fabrikasi 2007 3 - 4 0,380
Karaca Cay Fabrikasi 2007 2 - 7 0,398
Karaca Cay Fabrikasi 2007 3 - 1 0,381
Kemalpasa Cay Fabrikasi 2007 2 2 3 0,361
Kemalpasa Cay Fabrikasi 2007 3 - 1 0,362
Kendirli Cay Fabrikasi 2007 2 1 3 0,373
Kirazlik Cay Fabrikasi 2007 3 1 6 0,390
Kirazlik Cay Fabrikasi 2007 2 2 6 0,404
Melyat Cay Fabrikas1 2007 2 2 2 0,387
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Fabrika Ad1 Yil Siirgiin | Dénem Nevi Su Aktivitesi
Melyat Cay Fabrikasi 2007 2 1 6 0,376
Murath Cay Fabrikasi 2007 2 1 3 0,390
Musadag1 Cay Fabrikasi 2007 3 1 2 0,350
Of Cay Fabrikasi 2007 2 2 6 0,384
Ortapazar Cay Fabrikasi 2007 2 - 1 0,369
Pazar Cay Fabrikasi 2007 2 1 3 0,399
Pazarkdy Cay Fabrikasi 2007 2 2 5 0,383
Sabuncular Cay Fabrikasi 2007 3 3 3 0,392
Salarha Cay Fabrikasi 2007 2 1 3 0,393
Selimiye Cay Fabrikasi 2007 3 - 4 0,374
Selimiye Cay Fabrikasi 2007 2 3 2 0,390
Stirmene Cay Fabrikasi 2007 2 - 1 0,378
Tascilar Cay Fabrikasi 2007 2 2 2 0,390
Taslidere Cay Fabrikasi 2007 1 2 Kardelen-1 0,380
Taglidere Cay Fabrikasi 2007 2 1 Kardelen-2 0,400
Taslidere Cay Fabrikasi 2007 2 - Antik Yesil-1 0,380
Taslidere Cay Fabrikasi 2007 2 1 Antik Yesil-2 0,398
Taslidere Cay Fabrikasi 2007 1 2 Turkuaz 0,399
Taslidere Cay Fabrikasi 2007 2 2 Toz Yesil 0,411
Tersane Cay Fabrikasi 2007 2 - 4 0,391
Tirebolu Cay Fabrikasi 2007 2 - 1 0,393
Ulucami Cay Fabrikas1 2007 3 3 5 0,359
Ulucami Cay Fabrikas1 2007 2 1 5 0,380
Ulucami Cay Fabrikasi 2007 2 - 4 0,390
Ulucami Cay Fabrikasi 2007 3 - 4 0,360
Velikdy Cay Fabrikasi 2007 2 1 2 0,420
Zihniderin Cay Fabrikasi 2007 3 1 6 0,353
Cumbhuriyet Cay Fabrikas1 | 2007 3 7 0,375
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Tablo 12; Yart Mamul Kuru Cay Ambarlarinda 2 Yil Bekletilen Kuru Caylardan Alinan Numunelerin Su Aktivitesi Degerleri

Numune Su Aktivitesi
1. Nevi Siyah Cay 0,693
2. Nevi Siyah Cay 0,679
3. Nevi Siyah Cay 0,692
4. Nevi Siyah Cay 0,692
5. Nevi Siyah Cay 0,675
6. Nevi Siyah Cay 0,678
7. Nevi Siyah Cay 0,698
Antik Yesil-1 Nevi Yesil Cay 0,677
Antik Yesil-2 Nevi Yesil Cay 0,693
Kardelen-1 Nevi Yesil Cay 0,688
Kardelen-2 Nevi Yesil Cay 0,675
Turkuaz Nevi Yesil Cay 0,691

Tablo 13; Yar: Mamul Kuru Cay Ambarlarinda Bulunan Eski tarihli Kuru Caylardan Alinan Numunelerin Su Aktivitesi

Degerleri

Numune Su Aktivitesi
Salarha Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2006 Yili Uretimi 6. Nevi Siyah Cay 0,712
Camidagi Cay Fabrikas1 Miidiirliigii 2006 Yil1 Uretimi 3. Nevi Siyah Cay 0,688
Tablo 14; Eski Tarihli Cesitli Caylardan Alman Numunelerin Su Aktivitesi Degerleri

Numune Su Aktivitesi
Ambarlik Cay Fabrikasi Miidiirliigi'nden elde edilen ve cam kavanoz igerisinde 0.290
muhafaza edilen 2002 tiretimi 2 Nevi Siyah Cay '
Tablo 15; Piyasada Satilan A¢ik Caylardan Aliman Numunelerin Su Aktivitesi Degerleri

Numune Su Aktivitesi
Agik Cay 0,441
Tablo 16; Kagak ve Yabanci Menseli Caylardan Alinan Numunelerin Su Aktivitesi Degerleri

Numune Su Aktivitesi
LIPTON ithal Siyah Cay 0,420
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Tablo 17; Kuru ¢ay iiretim bandimin farkl noktalarindan alinan imalat kalintilarinin su aktivitesi degerleri

Numune Su Aktivitesi
Soldurma Unitesi Yiikleme Band1 0,705
Soldurma Unitesi 1. Kat, Traf 0,989
Soldurma Unitesi 1. Kat, Biinker 0,997
Diiz Kivirma Makinesi 0,997
Diiz Kivirma Unitesi Ana Bant 0,997
Diiz Kivirma Unitesi 2. Bant 0,997
Diiz Kivirma Unitesi 2. Bant Cikist 0,999
Presli Kivirma Unitesi Ana Bant Bas1 0,993
Presli Kivirma Unitesi Ana Bant Sonu 0,997
Presli Kivirma Unitesi Yiikleme Bandi 0,812
Presli Kivirma Makinesi 1. Numune 0,697
Presli Kivirma Makinesi 2. Numune 0,695
Yas Cay Elegi 0,996
Fermantasyon Unitesi Yiikleyici Helezon 0,994
Fermantasyon Makinesi, 1. Numune 0,996
Fermantasyon Makinesi, 2. Numune 0,995
Fermantasyon Unitesi Cikis 0,996
Kurutma Firim 0,597
Kurutma Firin1 On Yiikleme Bant Rolesi 0,547
Kurutma Firini 1. Yiikleme Bandi 0,999
Kurutma Firini 2. Yiikleme Bandi 0,991
Kurutma Firin1 On Yiikleme Bant Alti 0,660
Kurutma Firin1 Cikist An Bant Alt1 0,576
Kuru Cay Elegi Alt1 1. Numune 0,606
Kuru Cay Elegi Alt1 2. Numune 0,601
Kuru Cay Ana Tasiyic1 Bant 0,612
Midilton 0,575
Tasnif Unitesi 1. Numune 0,610
Tasnif Unitesi 2. Numune 0,594
Tasnif Unitesi 3. Numune 0,602
Tasnif Unitesi Atik Toz Cay 0,619
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2.2.4 Ekstraksiyon

Analiz numunelerinin aflatoksin analizi i¢in ekstraksiyon isleminde, en iyi ekstraksiyon
verimini elde edebilmek amaciyla ¢esitli yontemler denendi. Bunun i¢in kér numune tizerine
konsantrasyonu bilinen standart ilavesi yapildi. Standart ilave edilen kor numuneler degisik
ekstraksiyon yontemlerine tabi tutuldu. Denenen ekstraksiyon yontemlerinde hangisinin en
yiiksek verime sahip oldugunun tespit edilmesi amaciyla geri alma hesaplamasi yapildi. Geri
alma ¢alismasinda toplam aflatoksin miktari(B;+B,+G;+G;) ve aflatoksin B; miktar1 dikkate
alind1. Geri alma sonuglar1 asagidaki esitlik yardimi ile bulundu.

% R = [(CF-CU)/CA] x 100

Burada;
%R : Geri alma orant (%)
CF . Standart eklenmis kor 6rnek 6l¢tiim sonucu
CU  : Standart eklenmemis kor 6rnek 6l¢iim sonucu

CA : Eklenen standart miktar1

En iyi ekstraksiyon veriminin elde edilmesi amaciyla bu ¢alismada asagidaki farkli
yontemler denemistir.

2.2.4.1 Yontem-1

50 gr numune + 200 ml Asetonitril-Su(60:40) + Sodyum Kloriir (4 gr)

Analiz yontemi, Ankara Il Kontrol Laboratuari Miidiirliigii'nde bitkisel caylarin
analizinde kullanilmaktadir. Ekstraksiyon sonucunda geri alma, aflatoksin B; igin % 98,6 ve
toplam aflatoksin i¢in % 57,2 olarak bulunmustur.

2.2.4.2 Yontem-2
25 gr numune + 200 ml Asetonitril-Metanol(50:50)

Yontem, R-Biopharm AG Firmasindan 6zel olarak gonderildi. Ekstraksiyon sonucunda
geri alma, aflatoksin B; i¢in % 74,8 ve toplam aflatoksin i¢in % 57,6 olarak bulunmustur.

2.2.4.3 Yontem-3
50 gr numune + 200 ml Asetonitril-Metanol(50:50) + Sodyum Klortir (4 gr)
Yontem, R-Biopharm AG Firmasindan génderilen Yontem-2’nin modifiye edilmesiyle

elde edildi. Ekstraksiyon sonucunda geri alma, aflatoksin B; igin % 106,1 ve toplam aflatoksin
icin % 70,3 olarak bulunmustur.
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2.2.4.4 Yontem-4
25 gr numune + 125 ml Su-Metanol(30:70) + Sodyum Kloriir (5 gr)

Yéntem, Trabzon Il Kontrol Laboratuari Miidiirliigii'nde bitkisel gaylarin analizinde
kullanilmaktadir. Ekstraksiyon sonucunda geri alma, aflatoksin B; i¢in % 53,6 ve toplam
aflatoksin i¢in % 56,3 olarak bulunmustur.

2.2.4.5 Yontem-5
50 gr numune + 200 ml Asetonitril-Metanol-Su(40:20:40) + Sodyum Kloriir (4 gr)

Analiz yontemi, Ankara Il Kontrol Laboratuar1 Miidiirliigii’'nde bitkisel caylarm
analizinde kullanilan yontemin laboratuarimizda modifiye edilmesiyle elde edildi. Ekstraksiyon
sonucunda geri alma, aflatoksin B; i¢in % 71,6 ve toplam aflatoksin i¢in % 55,5 olarak
bulunmustur.

Tirk Gida Kodeksi tarafindan yayimlanan 2007-21 Sayili “Gida Maddelerinde
Mikotoksinlerin Seviyesinin Resmi Kontrolii icin Numune Alma, Numune Hazirlama ve
Analiz Metodu Kriterleri Tebligi” aflatoksin analizlerinde 1-10 ppb konsantrasyon araligi igin
geri alma oranmin % 70-110 olmasin1 6ngérmektedir. Buna gore en iyi ekstraksiyon verimi
Yontem-3 ile elde edildiginden dolayr analizlerde kullanilan numuneler i¢in burada belirtilen
estraksiyon yontemi kullanilmistir. Toplam 4 ppb (1 ppb B1, 1 ppb B, 1 ppb G;, 1 ppb G,)
konsantrasyona ait geri alma ¢alismasinin tipik kromotogrami ve geri alma verileri asagidaki
resimde gosterilmistir.

Resim 17: 4 ppb’lik geri alma ¢alismasinda elde dilen tipik kromotogram ve degerler

02 Loz
my r
01 oy
2 5 @& B > Z
11 | ' == ' |M |-f\hL —{np
i} 1 2 3 4 i} E: T g a 0 1
Minutes
MName Retention Area ESTD Units
Time conceniration
2 4 487 544 0,163 pph
1 5384 2447 0,935 pph
Bz f.323 5233 0652 ppb
El 2003 aEsl 1oal  pph
Totals
15075 2,311
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2.2.5 Filtrasyon

Ekstraksiyondan sonra analiz numuneleri ikili bir filtrasyon islemine tabi tutuldu.
Bunun i¢in ekstarakt once kiilsiiz filtre kagidindan (Whatman 4) siiziildii. Siiziintiiden 8 ml
alinarak ¢ozeltinin pH’sinin ayarlanmasi igin iizerine 52 ml PBS (Phosphate buffered saline)
tampon ¢Ozeltisi ilave edildi. Karisim ikinci filtrasyon islemi i¢in cam mikrofiber filtreden
gegirildi.

2.2.6 Saflastirma (Clean-up)

Aflatoksinler numune igerisinde ¢ok diisiik konsantrasyonda bulunurlar. Bu nedenle
tespit edilmelerinin saglanmasi amaciyla numune igerisinde bulunan diger tiim bilesiklerin
ortamdan uzaklastirilmasi gerekmektedir. Saflastirma denilen bu islem igin yapilan aragtirma
calismalar1 sonucunda aflatoksinler i¢in spesifik antikorlar igeren immuno-affinite kolonlar
gelistirilmistir. Immunoaffinite kolonlar iki tip olarak {iretilmektedir. 1.Tip Kkolonlardaki
calisma prensibinde; numuneden elde edilen ekstrakt kolondan gegirilir. Kolon igerisinde
aflatoksinler i¢in spesifik olarak iiretilmis olan antikorlar bulunur. Ekstrakt icerisindeki
aflatoksinler bu antikorlar tarafindan tutulurken diger tiim bilesikler ortamdan uzaklastirilir.
Daha sonra antikorlar tarafindan tutulan aflatoksinler uygun bir ¢oziicii ile alinarak HPLC
sathasina gegilir. 2. Tip kolonlardaki ¢alisma prensibine gore ise; numuneden elde edilen
ekstrakt kolondan gegirilirken aflatoksin disindaki tiim bilesikler kolon igerisinde bulunan
antikorlar tarafindan tutulur. Kolondan sadece aflatoksinler gecer. Bu islemden sonra HPLC
sathasina gegilir.

Immunoaffinite kolon uygulamasi ile ekstraktin saflastirilmasi islemi filtrasyondan
sonra yapilir. Bunun i¢in cam mikrofiber filtreden siiziilen ekstraktan 30 ml alinir. Ekstrak 2-3
ml/dakika hizla immunoaffinite kolondan gecirilir. Daha sonra kolondan ayni hizla 15 ml
HPLC grade su veya tampon ¢ozelti (PBS =Phosphate buffered saline) gegcirilir. Son olarak
kolondan 1 ml Metanol gecirilerek antikorlar tarafindan tutulan aflatoksinler alinir. Ekstrak 1
ml HPLC grade su ile seyreltilerek HPLC agsamasina gegilir.

Bu ¢alismada R-Biopharm AG Firmasindan temin edilen 1. Tip immunoaffinite
kolonlar kullanilmistir. Aflatoksin analizlerinde immunoaffinite kolonlarin kullanilma sistemi
asagidaki resimde gosterilmistir.

Resim 18; Immunoaffinite kolonlarda saflastirma islemi

Immunoaffinite Eksirakt
kolon uygulama

A— Aflatoksin

€ @ B Dizerviesiier

Ji ———  Antikor
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Immunoaffinite kolonlarda aflatoksin molekiillerinin tutunma durumu asagidaki
resimde sematize edilmistir.

Resim 19: Immunoaffinite kolonlarda afllatoksinlerin tutunmasi

Aflatoksin

2.2.7 HPLC Asamasi

Ekstarkt, saflastirma isleminden sonra vorteks karistiricida iyice karistirilir. 1,5 ml’lik
koyu renkli HPLC vialine alinarak daha dnceden hazirlanmis mobil faz ile yaklasik 1 saat
sureyle sartlanmig cihaza yerlestirilir. Enjeksiyon isleminden oOnce aflatoksinlerin
tiirevlendirilmesi amaciyla KOBRA CELL’in siteme bagli olmasi ve en az 30 dakika sureyle
sartlandirilmis olmasi gerekmektedir.

Tiirevlendirme islemi, aflatoksin analizleri i¢in ¢ok dnemli bir islem basamagidir. Bu
islemle analiz sirasinda kullanilan floresans dedektorde tespit edilemeyen veya ¢ok az bir
sekilde goriinen B1 ve G1 piklerinin goriiniir hale gelmesi ve boylarinin uzamasi saglanir.
Tirevlendirme yapilmadan ve tiirevlendirme yapilarak HPLC’de okutulan aflatoksin
standardina ait tipik kromatogramlar asagidaki resimde gosterilmistir.

Resim 20: Tiireviendirilmis ve tiireviendirilmemis aflatoksin standardina ait tipik kromotogramlar
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Tiirevlendirme islemi, aflatoksin By ve aflatoksin G; bilesiklerinin yapisinda bulunan
ikinci furan halkasindaki ¢ift bagin agilarak bu baglara mobil faz igerisinde bulunan brom
atomlarmin baglanmasi sonucu meydana gelir. Ikinci furan halkasindaki ¢ift baglarin agilmasi
100pA akim uygulanmasi sonucunda Kobra Cell igerisinde bulunan 6zel yapidaki membran
yilizeyinde gerceklesir. Agilan ¢ift baglara brom atomlarinin baglanma islemi de Kobra Cell ile
floresans dedektor arasindaki 34 cm uzunlugunda olan reaksiyon hattinda meydana gelir.
Meydana gelen aflatoksin tiirevleri floresans 1s1ga daha fazla tepki verdigi i¢in floresans
dedektorde daha kolay goriiniirler. Aflatoksin B; ve aflatoksin G; bilesiklerinin tiirev
reaksiyonlar1 agagidaki resimde gosterilmistir.

Resim 21; B; ve G; aflatoksinlerin brom ile tiirevienme reaksiyonlar
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Calisma kapsaminda 10 farkli kaynaktan temin edilerek laboratuara getirilen 171 adet
numune iki paralel olarak analiz edildi. Her paralel i¢in HPLC cihazinda ii¢ okuma yapildi.
Analiz sonuclarina gore ¢alismada kullanilan 171 adet numunenin hi¢ birisinde aflatoksin tespit
edilmemistir. 10 farkli gruba ait numunelerden elde edilen tipik kromotogramlar asagidaki
resimlerde gdosterilmistir. Numunelere ait analiz sonuglart raporun EKLER bdoliimiinde
verilmistir.

Resim 22; 1976 yilinda paketlenmis CAYKUR ’a ait ticari ¢ay(Kamelya-teneke kutu) numunesine ait kromotogram
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Resim 23; Rize Serbest Bolge 'de ele gegirilen kacak ¢ay ,2000 Yilr, 1. Numune ait kromotogram
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Resim 24; [zmir Pazarlama Bélge Miidiirliigii 'nden alinan dokme siyah ¢ay 1. Numuneye ait
kromotogram
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Resim 25; Paketleme igin uygun olmayan Cayeli Cay Fabrikast’'na ait 2007 Yili siyah ¢ay  numunesine

ait kromotogram
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Resim 26; Imalat iinitesinde presli kivirma makinesinden alinan 1.Numuneye ait kromotogram
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Resim 27; Piyasada satilan agik ¢ay numunesine ait kromotogram
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Resim 28; Camidagi Cay Fabrikast 2007 Yili 2.Siirgiin 3.Doénem 5.Nevi ¢ay numunesine ait
kromotogram
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Resim 29; Piyasada satilan ticari ¢ay (Oz¢ay Koop. Organik Siyah Cay) numunesine ait kromotogram
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Resim 30; Yart mamul kuru ¢ay ambarinda 2 yil bekletilen 5.Nevi siyah ¢ay numunesine ait
kromotogram
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Resim 31; Camidagi Cay Fabrikast 'na ait 2006 Yili tiretimi 3.Nevi siyah ¢ay numunesine ait
kromotogram
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4. TARTISMA

Ulkemizde siyah ve yesil caylarda aflatoksinlerin bulunup bulunmadigi hakkinda
yeterli sayida bilimsel ¢alisma yapilmadigi raporun 6zet boliimiinde belirtilmisti. Aflatoksin
tireten kiiflerin gelisebilmesi ve toksin iiretebilmesi icin yeterli sartlar1 saglayan numunelerin
secilmesine dikkat edilerek yapilan bu c¢alisma sonucunda hi¢bir numunede aflatoksin tespit
edilememistir. Burada iki soru sorulabilir. Ilkine gére; analiz igin segilen 171 numune
iizerinde aflatoksin tespit edilememesi bir rastlant1 sonucunda mi1 ortaya ¢ikmistir? Ikinci soru
olarak ta; siyah ve yesil cay iirlinlerinde aflatoksin olusumunu engelleyen veya baskilayan
basgka unsurlar m1 bulunmaktadir?

[k soruya, analiz igin segilen 171 numunede aflatoksin tespit edilememesi tamamen
bir rastlantidir seklinde cevap vermek oldukga zor goriinmektedir. Ciinkii analiz i¢in, 6zellikle
aflatoksin iiretimi yapan kiiflerin gelismesi igin su aktivitesi degeri, siire, sicaklik, ortamdaki
oksijen konsantrasyonu ve diger sartlar bakimindan uygun o6zelliklere sahip numuneler
secilmistir. Bu ozellikleri tagiyan ¢ay disindaki incir, kabuklu yemis, kirmizibiber, bitkisel ¢ay
gibi herhangi bir numune lizerinde aflatoksin gelismesi ihtimalinin ¢ok yiiksek oldugu bu
tirtinlerde sik sik ortaya c¢ikan aflatoksin sorunlarinin giindeme gelmesi nedeniyle rahatlikla
sOylenebilir. Bu durumda; ayni sartlarda bulunan ve kiif gelisimi i¢in ayn1 ortami olusturan
tiriinlerin  ¢ogunlugunda aflatoksin tespit edilebilirken siyah ve yesil caylarda tespit
edilememesinin nedeninin ikinci sorunun cevabinda oldugundan bahsetmek miimkiin
olmaktadir.

Calisma kapsaminda yapilan literatiir arastirmasinda goriilmiistiir ki, ¢ayin yapisinda
bulunan ve caya 6zgii polifenolik bilesikler ile yine ¢ayin yapisinda bulunan bazi mineraller
aflatoksin olusumunu baskilayic1 6zellik gostermektedirler. Bu konularda oldukca fazla
sayida calisma yapilmis olup elde edilen veriler bu bilgileri dogrulayici sonuglar ortaya
cikarmustir.

Yapilan calismalarin sonuglarina gore epigallokatesin gallat ve diger énemli fenolik
bilesiklerin aflatoksinlerin viicuttaki etkilerini notralize ettikleri ve bunlarin olumsuz etkilerini
baskiladiklar1 anlagilmistir. Amerika Birlesik Devletleri Tarim Dairesinden (USDA) Bruce
Campbell ve Jong Kim, yaptiklar1 ¢alisma sonucunda ¢ayin yapisinda bulunan kafeik asidin
aflatoksin olusumuna neden olan biitlin kiiflerin gelisimini baskiladigini tespit etmislerdir.
Bunun gibi yapilan bir ¢alisma sonucuna gore cayimn yapisinda bulunan o6zellikle fenolik
asitler (gallik asit, kafeik asit, salisilik asit, vb.) iirlinler iizerinde aflatoksin olusturan kiiflerin
gelismesi {izerine herhangi bir etki yapmazken bu kiiflerin aflatoksin iiretmeleri lizerine
onemli derecede etki yaptiklar1 saptanmistir. Ortama ilave dilen ¢inko, bakir, kadmiyum,
krom ve demir iyonlarimnin aflatoksin iiretimi lizerine etkilerinin arastirllmasi amaciyla yapilan
caligmalarda, ¢inko iyonu ilavesi ile aflatoksin liretimi arasinda pozitif bir korelasyon olugu
(r=0,325-0,385) tespit edilmistir. Bu ¢alismalarda ortama mangan, bakir, kadmiyum, krom ve
demir iyonlar1 ile bunlarin belli oranlarda karisimlarinin ortama ilave edilmesinin aflatoksin
liretimini biiyiik 6lgiide 6nledigi tespit edilmistir. Ornegin; Paul B. Marsh, Marion E.
Simpson, ve Mary W. Trucksess tarafindan yapilan bir arastirmada baslangictaki toplam
aflatoksin tiretimi miktar1 27,6 pug iken ortama 1 ppm kadmiyum iyonu ilavesi ile aflatoksin
iretimi 2,9 ug’a, 5 ppm ilavesi ile 0,06 pg’a 10 ppm ilavesi ile 0,03pg’a ve 25 ppm ilavesi ile
de 0 seviyesine diistiigli saptanmistir. Ayni ¢alismada baslangigtaki toplam aflatoksin tiretimi
miktar1 18,0 pg iken ortama 0,5 ppm krom iyonu ilavesi ile aflatoksin iiretimi 21,9 pg’a
¢ikmis, daha sonra 1 ppm ilavesi ile 7,6 ug’a 3 ppm ilavesi ile 4,8 ug’a ve 5 ppm ilavesi ile de
2,7 ng seviyesine diistiigii saptanmistir. Ortama 10 ppm kadmiyum iyonu ilavesi ile aflatoksin
tiretimi tekrar 9,0pug seviyesine ¢ikmuigtir.
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Ulkemizde iiretilen gaylarin yapilarinda bulunan gallik asit, toplam

mikro ve makro element miktarlar1 asagidaki tabloda gosterilmistir.

Tablo 18; Cayda yapisinda bulunan bazi metal iyonu ve fenolik bilesiklerin miktarlar

katesin ve bazi

Siyah Cay Yesil Cay Yas Cay Atik Cay
Gallik Asit (%) 0,11-0,34 0,03-0,78 0,04-0,010 0,09-0,10
Toplam Katesin (%) 0,61-2,13 12,0-13,6 15-22 0,30-0,50
Cinko (ppm) 15-40 15-20 14-20 15-40
Bakir (ppm) 7-10 7-9 8-10 7-10
Demir (ppm) 150-220 140-240 60-150 150-220
Kadmiyum (ppb) 50 5-20 - 50
Krom (ppb) 1013 1012 - 1013

Aflatoksin konusu iizerinde yapmis oldugumuz bu g¢aligmada kullanilan numunelerin

cinko, bakir, kadmiyum, krom ve demir igerikleri ile diger fenolik bilesik igerikleri
incelendiginde, tespit edilen miktarlarin bu irlinler iizerinde gelisen aflatoksin iiretme
yetenegine sahip kiiflerin bu toksini {iretmelerine engel olacak seviyelerde olduklar
saptanmigtir.
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EK 1; Yart mamul kuru ¢ay ambarinda 2 y1l bekletilen 5.Nevi siyah ¢ay numunesine ait analiz raporu
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EK 2; 1976 yilinda paketlenmis CAYKUR 'a ait ticari ¢ay(Kamelya-teneke kutu) numunesine ait analiz raporu
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EK 3; Rize Serbest Bolge'de ele gecirilen kacak ¢aydan (2000 Yily) alinan , 1. Numuneye ait analiz raporu
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EK 4; Izmir Pazarlama Bélge Miidiirliigii nden alinan dékme siyah ¢ay 1. numuneye ait analiz raporu
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EK 5; Izmir Pazarlama Bélge Miidiirliigii nden alinan 2004 yili dékme sivah ¢ay numunesine ait analiz raporu
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EK 6; Paketleme i¢in uygun olmayan Cayeli Cay Fabrikasi’'na ait 2007 Yili 5. Nevi siyah ¢ay numunesine ait
analiz raporu
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EK 7; Piyasada satilan agik ¢ay numunesine ait analiz raporu
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EK 8; Camidagi Cay Fabrikasi 2007 Yili 2.Siirgiin 3.Dénem 5.Nevi siyah ¢cay numunesine ait analiz raporu
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EK 9; Piyasada satilan ticari ¢ay (Oz¢ay Koop. Organik Siyah Cay) numunesine ait analiz raporu
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EK 10; Camidag Cay Fabrikasi 'na ait 2006 Yili iiretimi 3.Nevi siyah ¢ay numunesine ait analiz raporu
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EK 11; Paketleme igin uygun olmayan Béliimlii Cay Fabrikasi 'na ait 2007 Yili viretimi kiiflii 5. Nevi siyah ¢ay
numunesine ait analiz raporu
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EK 12; Pazar Cay Fabrikasi 2008 Yili 3.Siirgiin 2.Donem 5.Nevi siyah ¢ay numunesine ait analiz raporu
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EK 13; Siyah ¢ay isleme band: diiz kivirma tinitesi 2. bant boliimiinden alinan imalat kalintist numunesine ait
analiz raporu
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EK 14; Paketleme igin uygun olmayan Sabuncular Cay Fabrikasi’'na ait 5. Neviislak siyah ¢ay numunesine
ait analiz raporu
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EK 15; Yart mamul kuru ¢ay ambarinda 2 yil bekletilen Antik Yesil-2 yesil ¢ay numunesine ait analiz raporu
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