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Summary: A method is described that is suitable for the analysis of aflatoxins M, 

and B, in liquid milk and dairy products. Liquid milk, cheese, powder milk, butter, yo ğurt, 

buttermilk were treated with various levels of aflatoxins M, and B, and these were recovered 

by chloroform extraction. A cellulose aqueous methanol partition column was used to pu-

rify the chloroform extract, when necessary for samples requiring further purification. The 

aflatoxin levels were quantitatively measured by visual comparison with aflatoxin standards 

on TLC plates. Concentrations of aflatoxins IV', and B, in liquid milk 0.1 ppb, in cheese, but-

ter, powder milk, yogurt and butter milk as to sample 0.5-1 ppb could be detected with this 
method. 

The study showed that the method was simpler, shorter and more economic than the 
other methods and reliable. 

On our milk and milk products were studied by this method and so extracts of 334 

samples were tested and no toxicity was found in any. 

özet: Muhtelif aflatoksin araş t ı rma metodlar ın ı  mukayeseli olarak inceleyerek süt ve 

süt mamülleri için uygun bir metod geli ş tirmeye çal ış t ı k. Süt, peynir, süttozu tereya ğ , yoğ urt 
ve ayran ı  muhtelif seviyelerde aflatoksin M, ve B, ile muamele ederek, bu toksinleri kloro-

form ekstraksiyonu ile tekrar geri ald ık. ilave bir temizleme ihtiyac ı  gösteren numuneleri 

selluloz bir kolondan geçirerek temizledik. Aflatoksin seviyelerini, ince tabaka kromatogra-
fisi plaklarında, aflatoksin standardlar ı  ile göz vas ı tasiyle ı nukayese ederek miktar ı  olarak 

ölçtük. Bu metodla sütte litrede 0,1 mikrogram, di ğerlerinde numuneye göre 0,5-1 mikrog-
ram aflaktoksin M, ve B, i tesbit edebildik. 

Çalış malarımız metodun diğer metodlardan daha basit, daha k ısa ve daha ekonomik 
ve ayn ı  zamanda onlar kadar hassas oldu ğunu gösterdi. 

Süt mamüllerimiz üzerinde bu n ıetodla ara ş tırma yaparak muhtelif tür süt ve süt ma-
mülünü analizledik. Teste tâbi tuttu ğumuz 334 numunenin hiç birinde tesbit edilebilir s ı -
n ırlar içerisinde aflatoksine rastlamad ık. 
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Giriş  

Son 10-12 senenin aktüel ve önemli bir konusu haline gelen afla-
toksinlerin, en kıymetli gıdalarımız olan süt ve süt mamüllerindeki 
durumunu tesbit etmenin gerekli ve faydal ı  olaca ğı  kanı siyle bu konu 
üzerine eğ ilmiş  bulunuyoruz. 

Diğ er taraftan aflatoksin ara ş tırma metodlar ının çok pahal ı  ol-
ması , fazla zaman ve emek istemesi, bizi daha ekonomik ve daha az 
zaman isteyen ve ayni zamanda yeteri kadar hassas olan bir metodu 
geliş tirme çabas ı  içerisine itti. Bu nedenlerle bu ara ş tırmayı  yapmış  
bulunmaktay ız. 

g6o yı lında İ ngiltere'de ı  oo.000 kadar hindi palaz ı nın ölmesiyle 
derinleş tirilen ara ş tırmalar ın sonucu olarak aflatoksinler ilim düze-
yine ç ıkarı lmış lardır. Daha sonralar ı  Allcroft ve Carnaghan 3'2 in 
araş tırmalariyle da aflatoksin B, ihtiva eden yemleri yiyen süt hay-
vanlarının, sütleriyle aflatoksin M, ç ıkardıkları  anla şı lmış tı r. 

Allcroft ve arkada ş ları  3'2'5, süt hayvan ı  tarafından al ınan afla-
toksin B, miktarı  ile inek sütünde ekskrete edilen aflatoksin M, ara-
sı nda doğ ru orant ı lı  bir münasebet bulundu ğ unu, kullandıkları  me-
todlarla sütte idantifiye edilebilir aflatoksin B, in günlük en az al ı nma 
miktarının o,6—o,9 mg olabileceğ ini , toksinli sütü Flash ve Kolder 
metodlarına göre pastörize etmenin zehirlili ğ i ehemmiyetli nisbette 
azaltmadığı nı , toksinin yalnız peynir mayas ıyla presipite olmu ş  frak-
siyonda mevcut olduğunu, kendi süt ve mamüllerinde yapt ıkları  araş -
tırmalar sonunda bunlarda tesbit edilebilir miktarda toksin bulunma-
dığı nı , sütün muhtelif çiftliklerden temin edilmesinin, tek çiftlik sü-
tünde her hangi bir toksin mevcut olsa da onun zarars ız seviyede su-
lanmas ını  sağ ladığı nı  bildirmiş lerdir. Di ğer bir ara ş tırmalar ında ise, 
süt tozlar ından ekstre ettikleri ekstraktlarla i günlük ördek palaz-
larında yapt ıkları  yedirme denemelerinde, ekstraktlar ın öldürücü 
olduğunu görmü ş lerdir 4 . Ayni ara ş tırı cılar başka bir çalış malarında 
ise koyunda aflatoksin metabolizmas ını  tetkik etmi ş lerdir3. 

Jacquet ve arkada ş ları  tek tek ineklerden yahut az kar ışı m ol-
mas ı  için ayni rejime tâbi tutulmu ş  ineklerin kapsad ığı  ayrı  ayrı  çift-
liklerden temin ettikleri 156 süt numunesinin 8o inde M, 5 inde B 
aflatoksinlerini temsil edebilir flöresan lekelere rastlad ıklannı , miktar-
ları nın zayı f olduğunu, litrede birkaç mikrogram, âzami 23 mikrogram 
kadar bulundu ğunu, üç defa ayni sütte B ve M aflatoksinlerine bir-
likte rastlad ıklarını , pastörize sütlerde 36 numunenin zay ıf olmakla 
beraber 14 ünün pozitif oldu ğunu, I 5o den daha fazla peynir numunesi 
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üzerindeki ara ş tırmalar ına rağ men bunlarda aflatoksinlerin en az 
izini dahi bulmad ıklarını , Aspergillus'lar ı n peynirde çoğ alma konusu-
nun çok nadir oldu ğ unu, sahan ın evvela Penicillium'lara ondan sonra 
da Mucor'lara ait bulundu ğunu, sterilize sütlerde, süt tozlar ında, kre-
malarda, tereya ğ larda da yine hiç bir ize dahi rastlamad ıkları m bil- 
diriyorlar2 4,2 5,2 6 .  

Kiermeier2 9 , bilhassa süt ineklerinde fazla süt elde etmek için 
verim rasyonu olarak verilecek yemler, yüksek miktarda aflatoksin 
ihtiva ettiğ i takdirde, bu ineklerin sütlerinde aflatoksin M, mü ş ahade 
edildiğ ini, ayrıca ocak ay ından mart ay ına kadar süre içerisinde küflü 
silaj yemlerin ve otlar ın da af latoksin mevcudiyetinden sorumlu olduk-
ları n ı n görüldü ğ ünü, böyle .yemler kullan ı lmakla her nekadar sütün 
litresinde aflatoksin miktar ı  0,25 mikrogram ı  aşı yorsa da, henüz sütte 
bulunmas ı ndan sakı nmak gayesiyle mümkün olabilen bütün tedbir-
lerin al ı nmas ı  için alarm verecek derecede olmad ı kları nı  bildiriyor. 

Bunlara benzer çal ış malar ın daha bir çok ara ş tırıcı  tarafı ndan 
yürütülmü ş  oldukları nı  görmekteyiz 6 ,1 7,22, 31, 3 3. Diğ er taraftan Pur-
chase 4 9' 42  aflatoksin B, ile albino ratlarda 8o hafta sonunda hepatom-
lar ı n geliş tiğ ini, aflatoksin M, ve M2nin ı  günlük ördek palazlar ında 

B, inki gibi öldürücü oldu ğunu ve ayni acut zehirlenme semptomla-
r ı n', otopsi bulgular ı nı  ve histopatolojik bozukluklar ı  meydana getir-
di ğ ini bildirmiş tir. 

Aflatoksinler ve ara ş tı rma metodlar ı  üzerinde de bir çok ne ş ri- 
yata rastlamaktay ı z 8,1 3,14,15,16,2 0,21,2 7,3 0,32,44,51. Bir kı sım ara ş tı r 
malarda aflatoksinlerin ince tabaka kromatografilerinin nas ıl yap ı la- 
cağı nı 3 4 , 4 9, baz ı lar ı  flöresans ın fluorodensitometrik olarak nas ıl öl- 

0 ,11,12 ,  çüleceğ inil 	bir kısmı  rastlanan aflatoksin spotlar ı nı n nası l doğ - 
rulanaca ğı nı  7,2 8, 3 5, 3 6, 3 7, 4 7, bir k ısmı  da aflatoksin standardlar ı nı n 
nas ıl hazırlanaca ğı nı  ve korunaca ğı nı  bildirmiş lerdir4 3, 4  6 . 

Materyal ve Metod 

Materyal olarak cetvel 1 de dökümü verilen ı  5o süt, ı  o2 peynir, 
24 süttozu, 22 tereyağ , 2i yoğurt, 15 ayran olmak üzere toplam ola-
rak 334 numune üzerinde çal ış tı k. 

Muayene için, mikserde ekstraksiyon, ince tabaka ve kolon kro-
matografisi olarak a ş ağı da aç ıklamas ını  yaptığı mız ş ekilde özel meto-
dumuzu kullandı k. 



CETVEL I. 

Analizlenen numuneler (Samples) 
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Süt (Milk) Peynir (cheese) 
Süttozu 

(powder 
milk) 

Tereyag 

J (butter) 

Yoğurt I 

ş ogurt) 

Ayran 
Butter- 

milk) 
Tek tek 
ineklerden 
(From 

indivi- 
dualcow) 

Fabrika. 
frommilk 

proc— 
essing 
plant 

çarşı dan 
(From 
Market) 

Beyaz 
peynir 

(White 
Cheese) 

Tulum I 
peyniri 
(Tulum 
Cheese) 

Kaşar 
peyniri 

(Kaşar 
1 Cheese) 

eritme 
peyniri 

(melting 
Cheese) 

1972 Yaz 
Sezonu Summer 

30 1 	8 2 I 	3 I 	5 4 

Sonbahar Autumn 1 0 20 6 3 3 3 I 	15a 4 4 2 

1973 Kış  
Sezonu Winter 20 8 3 3 3 	I 2 4 5 2 

Ilkbahar 
Spring 

20 10b 
10c 

20d 3 3 	I 2 4 3 3 

Yaz sezonu 
Summer 1 7 40 8 3 3 2 

24 

5 5 5 

Toplam'  Total 

13 7 130 50 26 12 14 22 21 15 

150 102 24 22 21 15 

334 

a: Amerikan yard ımı  süt tozlar ı  (aid american). 
b: Diyarbakırdan getirilen otlu peynirler. From Diyarbak ır. 
c: Konyadan getirilen küflü peynirler. From Konya. 
d: Erzincandan getirilen tulum peynirleri. From Erzincan. 
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Metodlar için gerekli reaktif, malzeme ve aletler : 

Solventler: Metanol, Kloroform, Hekzan (68-69 °C), susuz 
di etil eter (alkol % o,o ı  den az), Benzen, Acetonitrile, Aseton, 2— 
Propanol, Butano], asetik asid (glasial), acetic anhydride, Piridin, 
Konsantre hidroklorik asid. (ACS safl ı k derecesinde ve renkli cam 
ş i ş ede). 

2—Sodyum klorür (ACS safl ık derecesinde ve cam ş iş ede). 

3—Sodyum klorür solüsyonu (% 5) : Saf sodyum klorürü bidistile 
suda eriterek haz ırlad ık. 

4—Sodyum sulfat (ACS safl ık derecesinde ve susuz). 

5—Sodyum sulfat solüsyonu (doymu ş ) : 30o g saf ve susuz sodyum 
sulfatı  balon jojeye koyduk, bidistile su ilave edip çalkalayarak litreye 
tamamlad ık ve üzerinden kulland ık. 

6—Kurşun asetat (ACS safl ı k derecesinde, nötr ve 2 sulu). 

7—Kurş un asetat solüsyonu (% 40) : Litrelik balon jojede 400 
g kurş un asetat ı  bidistile su ile erittik, 3 ml glasial asetik asid ilave 
edip su ile litreye tamamlad ık. 

8—Aflatoksin M, standard solüsyonu : Aflatoksin M 1 'i R.D. 
Stubblefield'ten temin ettik. AOAC9'un tavsiye etti ğ i gibi ml de 43,5 
mikrogram M, olacak ş ekilde kloroformda haz ırladık. Buharla ş mayı  
asgariye indirmek için ufak bir renkli ş i ş eye koyup ağ z ı nı  sıkı  olarak 
kapatt ıktan sonra, zemininde kloroform emdirilmi ş  pamuk bulunan 
renkli bir kavanoza yerle ş tirdik. Kavanozun a ğ zını  iyice kapayarak 
onu da ışı ktan korumak için kapakl ı  tahta bir kutuya koyduk. Kutuyu 
da —18 °C lik dipfirizde muhafaza ettik. 

9—Aflatoksin B, standard solüsyonu: Aflatoksin B,'i A.D. Camp-
bell'den temin ettik. Bunun içindeki aflatoksin B, konsantrasyonunu 
AOAC9 da tarif edilen metod ile, spektrofotometre vas ı tas ıyla tayin 
ettik. Yine AOAC9 un tavsiye etti ğ i gibi ml de o,5 mikrograrn B, 
olacak şekilde benzene-acetonitrile (98:2) ile suland ırarak standard 
damlatma solüsyonumuzu haz ırladık. Ufak bir renkli ş iş eye koyup, 
zemininde benzene-acetonitrile emdirilmi ş  pamuk bulunan renkli bir 
kavanoza yerle ş tirdikten sonra, onu da ışı ktan korumak için kapakl ı  
bir tahta kutuya koyarak o °C de muhafaza ettik. 

ı  o— Filtre kağı dı  (Whatman No. ı  yahut Carl Schleicher and 
Schull 2043 a.) 

Numune ş i şeleri: Numune ş iş elerini özel olarak yapt ırdık. 
Bunların dipleri sivri olup 8 ml kapasiteli ve ayaklı  (Foto. 5). 
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12—İ nternasyonal santrifüj ve ı  oo ml lik uzun tip santrifüj tüp-
leri. 

13—Mikser. Yüksek devirli ve patlamaya kar şı  mücehhez. 

14—Azot bombas ı , sıcak su banyosu (termostatl ı  ve elektrikli) 
ve su trompu sistemi (Foto. 4). 

15—İ nce tabaka kromatografisi tak ı mı  (Desega marka) (yay ı cı , 
cam plaklar 20 X 20 X 0,4 cm, yayma çerçevesi, şablon, plak ta şı yıcısı , 
plak muhafaza desikatörü, plak muhafaza kutusu ve developman 
tankı .) 

16—Mikrometrik şı rınga takı mı  (Agla marka, 0,2 mikrolitre 
tatbik edebilir hassasiyette.) 

17—Uzun dalga ultraviyole lambas ı . 

18—Silica-Gel-G Merck (ince tabaka kromatografisi için). 

19—Hot plate (elektrikli ve termostatl ı ) . 

2o— Kolon kromatografisi kolonlar ı  (50o mm. uzunlukta, 22 

mm. iç çap ında, camdan ve musluklu). 

21—Sellüloz (toz). Sellülozu 2 saat s ı cak kloroformla ıslattık, 
sonra süzüp kloroformla y ıkıyarak havada kuruttuk. 

22—Saç kurutma makinas ı  

23—Elektrikli fir ı n (50-25o °C de çal ışı r). 

24—Fipet doldurucusu (Fipet filler). 

25—Santrifüj terazisi ve adi terazi. 

26—Ayırma hunileri (250-50o ml lik), beherglaslar ( oo ml lik), 
huniler (7 cm çap ında), erlenmeyerler (25o ml lik), pipetler ( ı  , 2, ı  o, 
25, 5o ml lik), mikro pipetler ( !o° mikrolitrelik), silindirler (roo ml 
lik). 

Numunenin ekstraksiyonu : Numuneyi iyice homojenize ettikten son-
ra cetvel II de yaz ı lı  miktar kadar al ı p mikserin kavanozuna koyduk 
(Foto. ı ) Gerekli olanlarda ilave su miktar ı  kadar bidistile su ilave et-
tikten sonra yine cetveldeki miktarlar kadar metanol, hekzan ve i g 
tuz koyduk. Mikseri yüksek devirle 2 dakika çal ış tırdıktan sonra dur-
durarak 3 ml kur şun asetat solüsyonu ilave edip alçak devirle ı  dakika 
çalış tırdık. Tekrar durdurup 3 ml doymu ş  sodyum sulfat solüsyonu 
ilave edip ı  dakika daha alçak devirle kar ış tırdıktan sonra kar ışı mı  
hemen ı  oo ml lik iki santrifüj tüpüne, santrifüj terazisinde taksim ede-
rek koyduk. Tüpleri 5 dakika, 20öo devirle santrifüje ettik. Kar ışı mı  



CETVEL II. 

Süt ve Mamüllerinin ekstraksiyonu için müracaat cetveli 

Süt ve Mamülleri. 
(Milk product). 

Numune 
Miktarı  
(Sarnple 
Volume 

or 
Weight) 

1 

İ lave 
1 	su 

(Water 
Added 
Befor ext.) 

I 	mi. 

Methanol 

ml 

Hexan e 

ml 
ı  
ı  

NaC1 

g 

1 

Kurşun 
asetat 
solüsyonu. 
(Lead- 
acetate 
solution) 

ml 

Doymu ş  
Sodyum 
Sulfat 
Solüsyonu. 
(Sodium 
sulfate sol. 
sat'd. mli 

Temsil 
ettiğ i 
miktar 
(son eks-
trakta) 
Sample 

equivalant 
in final. 
extract. 

Süt (milk) 50 ml — 60 50 3 3 

3 

25 ml 

Yoğurt (Yogurt) 50 g 3 ml 60 j 	50 

50 

1 3 . 	25 g 

Ayran 
(Butter-mik). 

Il 
50 ml ı 	— 	f 57 1 3 3 25 ml 

Tereya ğ  (Butter) j  10 g 

10 g 

42 g 60 60 1 3 

3 

3 	j 5 g 

Süttozu 
(powder milk) 44 g 	1 

38 g 

60 60 1 3 5 g 

Beyaz peynir 
(White cheese) 10 g 60 60 1 3 3 5 g 

Diğer peynirler 
(other cheese) 10 g 41 g 60 60 1 3 3 5 g 

Not: İ lave su -= 44—numuneden gelen su. 	(Water added = 44—water sample.) 

A
flatox

in
e
 M
,
 v
e
 B

, A
ran

m
ası.. 
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böylece tüpün en alt ı nda tortu, onun üzerinde aflatoksinlerin bulun-
duğu su-metanol faz ı , onun üzerinde hafif kat ı  maddelerin te ş kil et-
tiğ i katı  bir tabaka, en üstte de hekzan tabakas ı  bulunacak ş ekilde faz-
laca ay ırdık (Foto. 2). En üstteki hekzan faz ını  pipetle tamamen alarak 
bertaraf ettik. 5o lik bir pipetle, üst p ıhtıyı  aralayarak metanol su 
faz ından al ıp, ı  oo lük ölçü silindirine süzgeç ka ğı tından 55 ml süzdük. 
Bu 55 ml süzüntü, alm ış  olduğumuz numunenin yar ı sını  temsil etmekte 
olup, bunu 25o ml lik ay ırma hunisine aktard ı k. Silindiri 5 ml tuzlu 
su ile çalkalayarak onu da ay ırma hunisine ilave ettik. Temiz bir silin-
dirle 3o ml kloroform al ıp bununla yukardaki silindiri 3 defa çalka-
layarak ay ırma hunisine aktard ı k. Yı kadığı mız silindiri ay ırma huni-
sinin altına koyduk. Metanol su faz ında bulunan aflatoksinleri kloro-
formla ekstre etmek için ay ırma hunisini ı  dakika müddetle kuvvetle 
çalkalayıp birkaç dakika istirahate terkettik. Fazlar ayr ı lınca aflatok-
sinlerin geçmi ş  bulunduğ u alttaki kloroform faz ı nı  silindire ak ı ttık. 
Ayırma hunisine tekrar 3o ml kloroform koyarak yine ı  dakika çal-
kalay ı p, istirahatten sonra ayr ı lan kloroform faz ını  evvelkinin üzerine 
akı tarak birle ş tirdik. Içerisinde art ık aflatoksin kalmayan ay ırma hu-
nisindeki metanol-su faz ı nı , huninin ağ z ı ndan dökerek bertaraf ettik. 
Silindirdeki kloroform ekstresini tekrar ay ı rma hunisine aktard ık. 
Silindiri 5o ml tuzlu su ile y ıkayarak ay ırma hunisine ilave ettik. Klo-
roform ekstresini tuzlu su ile y ı kamak için I dakika müddetle ay ırma 
hunisini ş iddetle çalkalay ıp birkaç dakika istirahate terkettik. Di ğ er 
taraftan 25o ml lik bir erlenmeyer al ıp üzerine 7 cm lik bir huni koy-
duk. Huninin içerisine süzgeç ka ğı t' yerle ş tirip, kağı tın içine de 20 g 
anhidr sodyum sulfat koyduk. Bunu ay ı rma hunisinin alt ına yerle ş -
tirerek, tuzlu su ile y ıkanmış  ve alt faz ı  teşkil eden kloroform ekstresini 
damla damla erlenmeyere süzdük (Foto. 3). Sodyum sulfat ı , süzgeç 
kağı dı nı  ve huniyi 3 er ml kloroform porsiyonlanyla 3 defa y ıkadıktan 
sonra, kloroform ekstresinin topland ığı  erlenmeyeri alarak su banyo-
suna yerleş tirdik (Foto. 4). Su trompu ile temin edilen vakum ve azot 
bombası ndan gelen azot ak ı mı  altında 2-3 ml kal ı ncaya kadar buhar-
laş tı rdık. Erlenmeyeri sistemden ay ırmayarak su banyosundan ç ı -
kardık ve azot gaz ı  altında soğuması nı  temin ettik. Soğuma nihaye-

tinde erlenmeyerde 0,5-1 ml kadar kloroform ekstresi kalabilecek 
ş ekilde buharla ş mayı  ayarlad ı k. Erlenmeyerdeki konsantre kloroform 
ekstresini numune ş iş esine aktard ı k (Foto. 5). Erlenmeyeri ı  er ml lik 

kloroform porsiyonlar ıyla 4 defa yıkayarak yine numune ş iş esine dik-

katlice aktard ı k. Numune ş iş esindeki ekstreyi vakum ve azot gaz ı  al-
t ı nda su banyosunda kuruyuncaya kadar buharla ş t ırdık. Sisteme bağ l ı  
olmak ş artı  ile banyodan ç ıkararak azot gaz ı  altı nda soğuttuk. Süt, 



Aflatoxine M, ve B, Aranmas ı ... 	 429 

yoğurt ve ayran numunelerinde, böylece ince tabaka kromatografisi 
yapacak duruma getirmi ş  olduk. Di ğ er cins numunelerde gerekti ğ i 
takdirde (bilhassa küflü numunelerde) ekstrenin ikinci bir temizleme 
ameliyesi için kolon kromatografisine tabi tuttuk. 

Ekstraktları n pürıfikasyonu için kolon kromatograf ısi : 

Kolon kromatografisini, önemli derecede daha temiz ekstraktlar 
elde etmek ve M, ile B, aflatoksinlerinin çok daha a şağı  seviyelerinin 
tesbiti için yapt ık. Metod olarak A.D. Campbell vas ı tasıyla W.A. 
Pons'tan privileged communication olarak 7 nisan 1972 tarihinde 
temin etmi ş  olduğumuz Pons ve arkada ş ları na ait metodun3$$' 39  kolon 
kromatografisi ile ilgili bölümünü kulland ık. 1973 yaz sezonunda R.D. 
Stubblefield ve G.M. Shannon'un süt ve mamüllerinde aflatoksin M, 
tesbiti için bu metodu ve M, in konfirmasyonu (do ğ rulanmas ı ) husu-
sunda Stack ve arkada ş larmı n47 metodunu konu alan, AOAC için 
yürüttükleri ve bizim de bizzat i ş tirak etti ğ imiz milletler aras ı  kolla-
boratif bir çal ış mada, bu metodun tümü tetkike tabi tutulmu ş tur. 

Bu metoda göre kolon kromatografisini şöyle yaptık: Evvela 
kromatografi kolonunu haz ırladık. Bunun için kolonu al ıp alt kısmına 
cam pamuğundan bir yastık yerle ş tirdik. Cam bagetle uygun darbe-
lerle sertle ş tirdik. Metanol: su (70 +3o) dan takriben 7o ml içinde I o g 
sellüloz tozunu bulamaç yaparak kolonun içine döktük. Sulu meta-
nolla kolonun duvarlarını  yıkadık. Sellülozun üstündeki metanol ak-
tıktan sonra ı  oo ml kadar hekzan ilave ettik. Kolondan takriben ya-
rı sının akmas ı  için bekledik ve kolonun üstüne de ufak bir cam pamuk 
yastığı  yerle ş tirdik. Sellülozu sıkı laş tırmak ve kanalla ş mayı  önlemek 
için yava ş  hafif darbelerle kolonu kompaktla ş tırdık. Hekzanın akmas ını  
bekledik. Sonra yukar ıda elde etmi ş  olduğumuz kuru numune ekstrak-
tına 1 ml kloroform koyarak erittik ve üzerine 2 ml benzen ile I o ml 
hekzan ilave ettik. Bu numune ekstrakt ını  yukarıda haz ırlamış  oldu-
ğumuz kolona aktard ık. Numune erlenmeyerini 2 şer ml hekzan: ben-
zen (3+ I) porsiyonlanyla '3 defa y ıkayarak onlar ı  da kolona ilave ettik. 
N umune solüsyonu üst cam pamuğu yastığı na eri ş tiğ i zaman, kolonu 
birinci defa 15o ml hekzan: benzen (3+ I) ile y ıkadık. Bu solüsyon üst 
cam pamuğuna eri ş tiğ i zaman bu defa 15o ml hekzan: eter (2 + I) 
ilave ederek kolonu ikinci defa y ıkadık. Bu da akt ıktan sonra bu so-
lüsyonları  bertaraf ettik. Kolonun alt ına temiz bir 250 lik erlenmeyer 
koyup, aflatoksin M, i ve eğ er mevcutsa aflatoksin B, i elüe etmek için 
200 ml hekzan: kloroform + i kolona döktük. Bu solvent tamamen 
akıl) kolondan akma durdu ğu zaman, erlenmeyeri alarak, vakum 
ve azot gaz ı  altında su banyosunda yukar ıda tarif etti ğ imiz gibi kon- 
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santre ederek, numune ş iş esine geçirip onu da buharla ş tırarak ince 
tabaka kromatografisi için haz ır bir duruma getirdik. 

İnce tabaka kromatografisi Numunede aflatoksin M, ve B, in var-
lığı nı n ve miktar ının tesbiti için ince tabaka kromatogafisini kullan-
dık. Gerek do ğ rudan doğ ruya ve gerekse kolon kromatografisi ile 
elde edip numune ş i şelerine geçirdi ğ imiz numune ekstraktlar ını  özel 
ince tabaka kromatografisi metodumuzla tetkike tâbi tuttuk. 

İnce tabaka plaklarını n haz ı rlanması  : Silica-Gel-G den 25 g al ıp 50 
ml bidistile su ile suland ırıp, usulüne göre o,25o mm kal ınlığı nda 2ox 
20 cm lik cam plaklara yayd ık. Havada kuruttuktan sonra i o5 °C de 2 

saat aktive edip kendi desikatöründe muhafaza ettik. 

Muayene yapaca ğı mız zaman bu plaklardan al ıp her iki kenar ı nı  
2 mm mesafeden ince, sivri ve sert bir kalemle çizdik. Bu kenarlar 
üzerinde alt kenardan 3 cm ve 13 cm mesafeleri i ş aretledik. i 3 cm 
iş aretleri birle ş tirerek solventin front s ı nı rını  tesbit ettik. Alt kenara 
3 cm mesafede hayali bir hat üzerinde 14 mm aral ıklarla numuneleri 
ve standardlar ı  tatbik ettik. Front çizgisinin üst tarafı ndaki bölgede 
de kayı tları  yaptık. 

Birinci ince tabaka kromatografisi : Bu muayeneyi, numunede afla-
toksin olup olmadığı nın kontrolu için yapt ık. N umune ş iş esindeki 
kuru ekstreye i oo mikrolitre kloroform koyup, t ıpasını  kapayarak 
20 saniye dikkatlice ve iyice çalkalad ı k. Hemen Agla mikrometrik 
şı rıngas ına çekerek, hot plate üzerinde 50 °C ı sı nmış  olan plağı n alt 
kenarından 3 cm üstündeki hayali hatt ı mız boyunca baş tan baş la-
yarak 3 noktaya 20 şer mikrolitre tatbik ettik (Foto. 6). İnternal 
standard olarak birinci nokta üzerine 6 mikrolitre aflatoksin M, 
standard solüsyonu, ikinci nokta üzerine de 6 mikrolitre aflatoksin 
Bi  standard solüsyonu ilave ettik. İ kinci numuneyi de ayni ş ekilde 
tatbik ettikten sonra, eksternal standard olarak pla ğ a, aflatoksin 
M, ve B, standard solüsyonlar ından ı  er noktaya 6 ş ar mikrolitre koy-
duk. Ondan sonra, 3. ve 4. numuneleri de ilk numuneler gibi pla ğ a 
tatbik ettik. Gerek numunelerin ve gerekse standardlar ın orijin 
spotlar ı nı n küçük olmas ı  için, mikrometrik şı rı nga ile 2 ş er mikro-
litrelik porsiyonlar halinde tatbik noktas ına damlatt ık. 

Plağı  kısa bir müddet so ğuttuktan sonra, numunelerde kalabilecek 

eseri yağ  vesair yabanc ı  maddelerin bertaraf edilmesi için, evvela kro-
matografi tank ı na ı  oo ml dietil eter koyarak pla ğı  yerleş tirip deve-
lope ettik. Ç ıkarıp aç ık havada ve karanl ıkta kuruttuktan sonra bu 
defa temiz tanka developman solventi olarak kloroform: metanol 
(97:3 v /v) den ı  oo ml koyup , plağı  yerle ş tirerek tekrar develope et- 
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tik. Ayni ş ekilde kuruttuktan sonra uzun dalga ultraviyole ışı k altında 
muayene ettik. Aflatoksin tesbit etti ğ imiz numunelerde, aflatoksin 
miktarını  tayin için ikinci bir ince tabaka kromatografisi yapt ık. 

Miktari ince tabaka kromatografisi : Aflatoksin tesbit edilen yahut 
recovery deneyi için içerisine aflatoksin koydu ğumuz numunelerde 
bu muayeneyi yapt ık. Numunenin tekrar ekstresini haz ırlayıp, ilk 
muayenedeki tahmine göre gerekli suland ırmas ını  yaptıktan sonra, 
plağ a 2 noktaya 20 ş er mikrolitre tatbik ettik. İ nternal standard olarak 

. nokta üzerine numunede hangi aflatoksin bulunuyorsa onun stan-
dard solüsyonundan 6 mikrolitre ilave ettik. Eksternal standard olarak, 
yine ayni aflatoksinin standard solüsyonundan pla ğ a sıra ile 2, 4, 6, 
8, 'o mikrolitre miktarlar ında 5 noktaya koyduk. Yukar ıdaki gibi 
develope ettikten sonra ultraviyole ışı k altında muayene ettik. Numu-
nede gördü ğümüz flöresan spotun (lekenin), aflatoksin standard so-
lüsyonunun spotlar ının hangisiyle e ş it flöresans kesafetinde oldu ğunu 
mukayese ettik. Numune spotunun flöresans ıyla e ş it olan standard 
solüsyonun flöresans spotunun tekabül etti ğ i tatbik noktas ına koy-
duğumuz aflatoksin miktar ından ve numune spotuna tekabül eden 
noktaya koydu ğumuz 20 mikrolitre numune ekstrakt ı ndan hareket 
ederek, numunedeki aflatoksin miktar ını  hesap ettik. 

M, ve B, aflatoksinleri ile ayni Rf değ erli herhangi bir flöresan 
spotun hakikaten aflatoksin olup olmad ığı nı , yani sonucun doğ -
rulanmas ı  için, çe ş itli doğ rulama (teyit, confirmation) testleri uy ğu-
ladık ( ı  9, 25, 47). Ayrıca muhtelif solvent sistemleriyle kontroller 

yaptık. Esas kullandığı = solvent sisteminden ba şka, kloroform: 

aseton 9o: ı  o v /v, metanol: su 6o: 4o v /v, kloroform: aseton: 2 - 

propanol 85: ı  o: 5 v /v /v, butanol: asetik asit: su 4:2: i v /v /v, ben-
zol: etanol % 95: su 46:35:19 v /v /v gibi solvent sistemlerinden is-
tifade ettik. 

Diğ er taraftan metod kontrolu için, önceden muayene edip her-
hangi bir aflatoksin bulunmayan numunelerin cetvel II de ki miktar-
larına 5o, ı  oo, 20o ng seviyelerinde aflatoksin M, ve B, ilave ederek 
sayı sız recovery deneyleri yapt ık. Mesela 5o ng M, lik deney için 
mikser kavanozuna koydu ğumuz numuneye i oo mikrolitre aflatok-
sin M, standard solüsyonundan ilave ederek ekstre ettik. Pla ğ a 2,4, 
8, 12, 16, 20 mikrolitre numune ekstrakt ından ve 1,2,4,6,8,1 o mik-
rolitre standard M, solüsyonundan ve ayni ş ekilde iş lenmi ş  toksinsiz 
numune ekstresinden 20 mikrolitre tatbik ettik. Develope ettikten sonra 
okuduk. Aflatoksin B, için de ayni i ş lemleri uygulad ık. 
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Ayrıca, Roberts ve Allcroft (45), Jacobson et al. (23), Purchase 
ve Steyn (4 ), Stubblefield et al. (48,50), Pons et al. (38,39) ve AOAC 
(9) tarafından bildirilen metodlar ı  ele alarak say ı sız metod muka-
yesesi denemeleri yürüttük. 

Işığ a hassas olan bu aflatoksinlerin parçalanmalar ını  önlemek için 
çalış maları mızı  karart ı lmış  laboratuvarda zay ıf ve sar ı  bir ışı k al-
tında çeker ocak içinde yapt ık. 

Kullandığı mız malzemeyi y ı kamaya vermeden evvel detoksifi-
kasy onu için Fischbach ve Campbell ( ı  8) in tavsiye ettikleri gibi 
evvela k ısa bir müddet % 5 sodyum hipokloritli su içerisinde tuttuk 
ve sonra y ıkanmaya gönderdik. Böylece gerekli olan korunma ted-
birlerini ald ı k. 

Sonuçlar 

Mukayeseli metod çal ış maları  sonucu süt ve süt mamüllerinde af-
latoksin M, ve B, ara ş tırmas ı  için özel bir metod geli ş tirdik. Bu ma-
todumuzu uygulayarak muayene etti ğ imiz 334 numunenin hiç birin-
de gerek aflatoksin M,'e ve gerekse aflatoksin B i 'e rastlamad ık. Baz ı  
peynir numunelerinde RE o,22-0,28 aras ı nda ve baz ı lar ı nda Rf 
0,40-0,5o aras ında mavi flöresans veren spotlara tesadüf ettik. Bunlar 
°/„,2o sülfürik asit ile muamele neticesi koyu parlak sar ı  bir renk veri-
yor ve bu renk sonradan normal ışı kta dahi gözle görülebiliyordu. 
Halbuki aflatoksin M, ve B, de böyle bir durum olmuyordu. Bun-
ları n sülfürik asitle muamelelerinde mavi-viyole olan flöresanslar ı  açık 
kanarya sar ı sına dönü ş üyor ve bu renk ultraviyole lambas ı  kalktık-
tan sonra art ı k görülmüyordu. 

Yine baz ı  numunelerde 0,1 2-0,2 2 Rf  değ erleri aras ında mavi 
flöresans veren maddelere rastlad ık. Bunlar ise % 20 sülfürik asitle 
muamele edilince mavi renklerini kaybediyorlard ı . 

Baz ı  tulum peynirlerinde ise 0,20-0,25 Rf değ erleri aras ında bir 
takı m mavi lekelere rastlad ık. Bunlar da % 20 sülfürik asitle muamele 
edilince daha da parlak mavi renk al ıyorlard ı . 

Ayrıca, bu gibi aflatoksin şüpheli numuneleri diğ er solvent sis-
temleriyle kontrola tâbi tuttu ğumuzda böyle flöresan lekeler aflatok-
sin M, ve B, den değ iş ik Rf  değ erleri veriyorlard ı . 

Diğ er taraftan, Stack et al. (47) ı n aflatoksin M l 'in doğ rulanmas ı  
için tarif ettikleri metodu M, den ş üpheli bu gibi numunelere uy-
guladığı mızda da, aflatoksin M, in vermi ş  olduğu Rf  değ erlerini ver- 
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miyor ve baz ı ları  da değ i ş ik reaksiyonlar gösteriyorlard ı . Durum af-
latoksin B 1  için de ayni idi. Böylece bütün do ğ rulama reaksiyonlar ını n 
menfi sonuçlar vermesi, bu yalanc ı  spotlar ı n M1  ve B 1  olmadığı  hakkı n-
daki kanılarımı z ı  doğ ruluyordu. 

Metodumuzun hassasiyetini tesbit için, evvela muayene edip her 
hangi bir aflatoksin bulunmayan süt, peynir, tereya ğ , süttozu, yoğurt 
ve ayran numunelerine aflatoksin ilave ederek yapt ığı mız sayı sız reco-
very tecrübelerinde çok iyi sonuçlar elde ettik. 

Mesela mikser kavanozuna koydu ğumuz 5o ml.sütün üzerine, 'o° 
mikrolitre aflatoksin M, standard ından (5o ng) ilave edip analiz-
ledikten sonra pla ğı  ultraviyole ışı k altında tetkik etti ğ imizde, 2 

mikrolitrelik süt numunesi ekstresinde bile recovery'yi aynen standard'- 
ta kendisine tekabül edeni mikrolitrelik spottaki kadar tesbit ettik. 
Yani o,5 ng standard M 1'i gözle tesbit edebildiğ imiz gibi, 2 mikrolit-
relik recovery'li spotta da ayni kesafette flöresan lekeyi gördük. Nu-
munenin 4 mikrolitresinde i ng aflatoksin M, oldu ğuna göre, numu-
nede o,5 ng M 1 'i tesbit etmemizden hareketle, roo mikrolitre ekst-
rakt 25 ml süte, 2 mikrolitre ekstrakt o,5 ml süte tekabül etti ğ inden, 
0,5 ml sütte 0,5 ng MI , r litre sütte i mikrograrn M 1  bulunduğu anla-
şı lı r. Biz esas metodda numune ekstrakt ını  plağ a 2 mikrolitre de ğ il 
20 mikrolitre tatbik etti ğ imizden, metodumuzla süt numunesinin 
litresinde o, r mikrogram aflatoksin M 1 'i tesbit edebildiğ imiz sonucu 
elde edilir 

Aynı  ş ekilde diğ er tür numunelerle yapt ığı mı z recovery deneyleri 
sonucunda, kolon kromatografisi kullanmaks ız ın Peynir, tereya ğ , yo-
ğurt ve süttozunun kilogram ında, ayran ın litresinde 2 mikrogram 
aflatoksin M 1 'i rahat bir şekilde tesbit ettik. Kolon kromatografisi 
kullandığı = takdirde ise numunenin kilogram ve litresinde numune-
nin çe ş idine göre o,5-1 mikrogram M 1 'i tesbit edebildik. 

Aflatoksin B 1  -için yaptığı mız recovery deneylerinde de durum 
hemen hemen ayni idi. 

Bu recovery tecrübelerinde, ilave etti ğ imiz aflatoksini umumi-
yetle % roo olarak tekrar geri ald ı k. 

Bütün recovery deneylerini, aflatoksin ilave etmedi ğ imiz ayni 
numunenin ekstresinden 20 mikrolitre tatbik etmek suretiyle kontrollü 
olarak yürüttük. 

Kullandığı mız ince tabaka ş artlar ında, yani silica-gel-G, Merck 
ten 0,25o mm. lik plaklar ı n ro5 .0 de 2 saat aktive edilmesinden son-
ra, 22-25 .0 lik laboratuvar hararetinde, Desaga tankmda, kloroform: 
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metanol (97: 3) ile yapt ığı mız kromatografilerde aflatoksin M, 0,20- 

o,25, aflatoksin B, ise o,50-0,55 Rf değ erlerini verdiler. 

Tartış ma 

Süt hayvanlarının, yedikleri toksik yem içerisinde ald ıkları  af-
latoksin B, miktar ı  ile orantı lı  olarak sütleriyle aflatoksin M, eks-
krete ettikleri bir çok ara ş tırıcı  tarafından bildirilen ilmi bir ger-
çek olduğuna göre, bu gibi sütlerin di ğ er toksinsiz sütlerle sulanrr ıası  
sonucu, sütle ekskrete edilen aflatoksinlerin son derece seyreldikleri 
anlaşı lmaktad ır. Nitekim dünya literatüründe, milli süt ve ürünlerinde 
aflatoksinlerin tehlike yaratacak kadar fazla bir miktarda rastlan-
dığı na dair hiç bir ara ş tırmaya rastlayamad ık. Sadece Jacquet et al., 
tek tek ineklerden ald ıkları  156 süt numunesinde 8o defa M ve 5 defa 
B aflatoksinlerine rastlad ıklarını  ve bunlar ın miktarlar ının zayıf 
olduğunu, litrede birkaç mikrogram, azami 23 mikrogram kadar, 
buna mukabil peynir, tereya ğ , süttozu ve kremada hiç bir ize rastlama-
dıklarını  bildiriyorlar (z 4 ,  25 ,  26) 

Allcroft ve Carnaghan (I, 2), kendi milli süt ve süt mamüllerinde 
tesbit edilebilir miktarda toksin bulunmad ığı nı , sütün muhtelif 
çiftliklerden temin edilmesinin, tek çiftlik sütünde herhangi bir toksin 
mevcut olsa da onun zarars ız seviyede sulanmas ın sağ ladığı nı  kayde-
diyorlar. 

Kiermeier 29 , bilhassa süt ineklerinde fazla mahsül elde etmek 
için verim rasyonu olarak verilecek yemler, yüksek miktarda aflatok-
sin ihtiva etti ğ i takdirde, bu ineklerin sütlerinde aflatoksin M, mü şa-
hade edildi ğ ini, böyle yemler kullan ılmakla her nekadar sütün 
litresindeki aflatoksin M, miktar ı  o,25 mikrogram ı  aşı yorsa da, henüz 
sütte bulunmas ından sak ınmak gayesiyle mümkün olabilen bütün 
tedbirlerin al ı nması  için alarm verecek derecede olmad ıklarını  bil-
diriyor. 

Bizim de, süt ve süt mahsüllerimiz üzerindeki bu ara ş tırmam ız ı n 
sonucunda hiç bir numunede aflatoksine rastlamamam ız nedeniyle 
edindiğ imiz kanaat, bu mahsüllerimizde tesbit edilebilir oranlarda 
aflatoksin bulunmadığı  ve olabilecek bir kaç vak'an ın da diğ er süt-
lerle sulanma sonucu konsantrasyonunun dü ş tüğü merkezindedir. 
Hayvanlara her mevsim de ğ işik yemler verilmesi nedeniyle ara ş -
tırmalar ı mızı  dört mevsimde temin etti ğ imiz numuneler üzerinde 
yapıp, ayrıca iklimin ve teknolojinin rolünü tesbit etmek için, mem-
leketimizin Erzincan, Diyarbak ır ve Konya gibi muhtelif yerlerinden 
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yeteri kadar numune temin ederek analizlememizin nedeni bu nokta-
ların da aydınlanmasını  temin içindi. 

Muayenelerden ald ığı mız sonuçlar ı n, süt ve süt mamüllerimiz 
için çok sevindirici ve sa ğ lığı nın yönünden de son derece memnun edici 
olduğu kanı sınday ız. 

Roberts ve Allcroft 4  S, Jacobson et al.2 3 , Purchase ve Steyn 41 , 

Stubblefield et al. 4 8 , 4  Pons et al. 3 3 9  ve AOAC 9 tarafindan 
bildirilen metodlar ı  ele alarak yapt ığı mız mukayeseli metod ara ş tır-
malar ı  sonucunda, bu metodlar ı n hassas olmakla beraber çok faz-
la solvent, reaktif ve zaman istedikleri kan ı sı na vard ık. Bu metodlar-
dan da istifade edip, geli ş tirerek sunmu ş  olduğumuz metodumuzla 
ı  günde 4 numunenin i ş lenmesi imkân dahiline girdi ğ i gibi, metodun 
memleket şartlar ına uygun olduğu, diğ er metodlara oranla çok daha 
az solvent, reaktif ve zaman gerektirdi ğ i ve ayni zamanda yeteri ka-
dar hassas olduğu kan ı sı ndayız. Metod, sütün litresinde o,i mikrog-
ram aflatoksini tesbit edebilecek hassasiyete sahip bulunmaktad ır. 
Bu demektirki milyarda o, ı  kısım aflatoksini tesbit edebilmektedir. 
Kolon kromatografisi ile ilave bir pürifikasyon da yap ılacak olduğu 
takdirde bu hassasiyet daha da artmaktad ı r. İ nce tabaka pla ğı na zo 
mikrolitre ekstrakt tatbik etmekle, 5 ml süt, 5 ml ayran, 5 g yo ğurt, 

g peynir, ı  g yağ , ı  g süttozu tatbik ediyoruz demektir. Sütün 
litresinde o, ı  mikrogram aflatoksin M, oldu ğu takdirde, plağa 5 ml 
süt esktrakt ına tekabül eden 20 mikrolitre ekstrakt tatbik etmekle 
0,5 ng aflatoksin M,'i tatbik etmi ş  oluyoruzki bu miktar, aflatoksin 
Mi 'in gözle tayin s ınırı nı n üstündedir. 

Sütün litresine ilave etti ğ imiz ı  mikrogram aflatoksini hemen 
tamama yak ı n bir seviyede tekrar geri alabilmekte yani recovery 
edebilmekte olmam ız da metodun hassasiyetini ve sa ğ lamlığı nı  gös-
termektedir. 

Diğ er taraftan, çok küflü peynir vs gibi numunelerde kolon kroma-
tografisi kullanarak ilave bir- safla ş tırma yapmak zarureti oldu ğu ka-
nı sı na vardık. Zira aflatoksinleri di ğ er yabanc ı  flöresan maddeler ör-
terek görünmemelerine ve te şhis edilememelerine sebebiyet vermekte-
dirler. Nitekim, pla ğ a tatbik esnas ı nda numune ekstresinin kondu ğu 
noktalardan biri üzerine internal standard olarak ilave etti ğ imiz 3 
ng aflatoksin M,'i bile, kolondan geçirmedi ğ imiz böyle çok küflü bir 
peynir numunesinde, developmandan sonra, yabanc ı  flöresan madde-
lerin fazlal ığı  ve aflatoksin M,'i örtmoi nedeniyle te şhis edemedik. 
Bu bakımdan küflü numunelerin mutlaka sellüloz kolondan geçiri-
lerek safla ş tı rı lmas ı  gerekmektedir. Kolon kromatografisinin fazla 
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solvent ve zaman istemesi nedeniyle küfsüz normal numunelerde sar-
fınazar edilebileceğ i kan ı sındayı z. 

Teşekkür 

Aflatoksin ve literatür temini hususunda yard ı mlarından dolay ı  
A. D. Campbell ve R. D. Stubblefield'e te ş ekkür ederiz. 
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Foto I. Mixer 

Foto 2. Metanol-su ekstrakt ın ın santrifüj edilmesinden sonraki fazlan. 
(After centrifugation of the methanol-water 

extract of sample) 
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Foto 3. Kloroform ekstrakt ın süzülmes ı . 

(Filtration of chloroform extract) 
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Foto 4. Kloroform ekstraktlar ının buharlaş t ırı lmas ı  için, su banyosu, su trompu ve 

azot bombas ı  ile düzenlenen sistem. (Evaporation system). 

Foto 5. Numune ş iş esi. 

(Sample botlle) 
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Foto 6. Numunenin ekstrakt ın ın ince tabaka pla ğı na Agla mikro şı rıngas ı  ile 
(tatbik edilmesi. Spotting by Agla Micrometer Syringe). 


