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Aflatoksinlerin ke şfi ve sütle ekskrete edilmelerinin anla şı lması  
gıda hijyeni ilminin en önemli a şamalarından biridir. 

196o yı lında Ingilterede, Brezilya orijinli yer f ıstığı  unlar ıyla 
haz ırlanmış  yemleri yiyen hindi yavrular ı ndan ı  oo.000 kadar ının 
nekrotik hepatit ile k ısa bir zamanda ölmeleri, dikkatleri bu konu 
üzerine çekmi ş  ve bir yı llık kesif ara ş tırmalardan sonra konu ayd ınlığ a 
kavuş muş tur. 

Brezilya yer fıstı kları  unları ndan bir toksin ekstre edilmi ş , bu 
toksinin ördek palazlar ı nda ş iddetli öldürücü olduğu görülmüş  ve 
bunun bir çok tah ı lları  bulaş tıran Aspergillus flavus tarafı ndan 
has ıl edildiğ i deneysel olarak ortaya konulmu ş tur 3 3 . 

Bu toksinler daha çok A. flavus grubu tarafindan meydana ge-
tirilirse de, yap ılan ara ş tırmalar Penicillium, Alternaria, Clados-
porium cinslerinden baz ı  türlerin ve di ğ er baz ı  Aspergillus türlerinin 
de aflatoksinleri metabolit bir ürün olarak has ı l ettiklerini ortaya 
koymuş tur. 

Aspergillus flavusun ba ş  harfleri al ınarak Aflatoxin ad ı  verilen 
etken maddenin, üzerinde yap ılan kromatografik tetkiklerde, bu 
toksinin mavi flöresan veren (Bleu'den) B, ve B2, ye ş il flöresan veren 
(Green'den) G, ve G2 gibi 4 komponentten ibaret oldu ğu görülmüş tür. 

Daha sonralar ı  Allcroft ve Carnaghan (2'2), toksinli küspe yiyen 
ineklerin, sütleriyle aflatoksin ç ıkardıklarını  tespit etmi ş ler ve bu 
ineklerin sütlerinden 2 komponentli bir aflatoksin ekstre etmi ş lerdir. 

* A. Ü. Veteriner Fakültesi Besin Kontrolu ve Hijyen Kürsüsü Doçenti. 
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Bu aflatoksinlere de süt kelimesinin (Milk) ilk harfi al ı narak aflatok-
sin M, ve M2 adları  verilmi ş tir. 

Süt aflatoksini denilmesine ra ğmen sonradan yap ı lan tetkikler, 
bunların küflü yer fistıklarında, aflatoksinli yem yiyen hayvanlar ı n 
idrar ve gaitalar ı nda da bulundu ğunu göstermi ş tir(5). 

Allcroft, et al. S, laktasyon periyodundaki 600 kilograml ık bir 

°İ  o -r-r – B ı  % 44 ineğ e 30o mg aflatoksinin ( % AA 	 G, ve % 2 B2) tek bir doz 
halinde ağı zdan verilmesinden sonra, sütünde, idrar ı nda ve gaita-
sında aflatoksin flöresan kompozanlar ının ekskresyonunu 9 günlük 
bir periyot esnas ında tetkik ediyorlar. Sütte ve idrarda tesbit edilmi ş  
tüm aflatoksinin takriben % 85 i, ilk 48 saat zarf ında ekskrete 
edildiğ ini, 4 gün sonunda sütte, 6 gün sonunda da idrar ve gaitada 
artık aflatoksin tesbit edilemedi ğ ini, total dozun % 0,18 i sütte, % 1,55 
i idrarda, % 2,79 u gaitada olmak üzere sadece % 4,52 sinin idan-
tifiye edilebildiğ ini, aflatoksin M,'in hazmedilen aflatoksin B, mik-
tarını n % 0,35 ine ula şabilen ve sütte bulunan tek kompozan oldu-
ğunu, idrarda da M 1 'in ekskrete edilen en fazla kompozan olarak 
görüldüğünü, halbuki B, in gaitada en çok ç ıkarı ldığı nı , Giin idrarda 
olduğu gibi gaitada ekskrete edildi ğ ini, idrardakinin daha fazla 
olduğunu, fakat sütte bulunmad ığı nı  bildiriyorlar. Vermi ş  oldukları  
tablonun tetkikinden bu durum daha iyi anla şı lacaktı r. 

TABLO 1. 

B„ G1 , B2  aflatoksinleri kar ışı mının ağı zdan tek bir dozundan sonra ine ğ in süt, idrar ve gai- 

tasında tesbit edilen aflatoksin komponentlerinin miktar ı . (Tek doz 300 mg). 

Numune 
Aflatoksin 

Komponentleri 
Tesbit edilen Tüm 
miktar Mikrogram 

Verilen göre 
% 

B, 0 — 
Süt G1  0 — 

MI 492 0.35* 

B, 760 0.58  
Idrar G, 1220 0.92 

M, 2230 1.61* 

B, 3930 2.98 
Gaita G, 630 0.48 

M, 2960 2.13* 

* Verilen B,e göre hesap edilmiş tir. 

Yine aynı  araş tırı cılar yapt ıkları  diğ er ara ş tı rmalarda, toksik 
yemle alınan aflatoxinle süt içinde d ış arı  atı lan M, aras ında doğ ru 
bir orant ı  bulunduğunu tespit etmi ş ler ve koyunda aflatoxin metaboliz-
ması nı  tetkik etmi ş lerdir 3'  4. 
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Fehr, et al.11 , Laktasyon dönemindeki 2 inek ve keçiler üzerinde 

bulaşı k yemle yedirme denemesi yapm ış lar ve bunlar ın sütleriyle 

toksin ç ıkardıklarını  tespit etmi ş lerdir. 

Bu tip çal ış maların daha bir çok ara ş tırı cı  tarafindan yap ı ldığı nı  
görmekteyiz 15 , 21 , 2 3 .  

Bir kaç kelime de, sütle at ı lan aflatoxin M,'in ve onun meydana 
gelmesine sebep olan aflatoxin B, in özelliklerinden bahsetmek isti-

yoruz. 

Aflatoxin B, in kapalı  formülü 
C,, H12  O, olup aç ık formulü yanda 
görülmektedir. I şığ a karşı  hassas 
olup ı sı  ile 268-269 C ° de dekompo-
ze olur. Ultraviyole lamba alt ı nda 
viyole flöresans verir. 

Aflatoxin M„ hydroxyaflatoxin 
B, dir. B, , den bir atom oksijen 
daha fazla ihtiva eder. Kapal ı  for-
mülü C,, H12  07  dir. Aç ık formülü 
yanda göyüknektedir. I şığ a karşı  has-
sas olup, ı sı  ile 299 °C de dekompoze 
olur. Ultraviyole lamba alt ı nda mavi 
viyole flöresans verir. 

Her ikisi de s ıcak kanl ı larda 
akut zehirlenmelere ve kronik hasta-
lıklara sebebiyet verirler. 13'14' 3 o .  

Jones ve lee 18 , M, üzerindeki 
araş tırmalar ı nda dimethyl forma-
mid yahut dimethyl sulfoxide de 
sature bir solüsyonun bir cam üze-
rinde yava ş  olarak kurutulmas ı  ile 

sahada dikdörtgen ş eklinde kristal- 

lerin te ş ekkül ettiğ ini, dimethyl for- O C H
3 

mamide ile elde edilmi ş  kristallerin 

ince dikdörtgen ş eklinde ekserisi 

merkezi olarak incelmi ş  olduklarını  
bu kristallerin tahminen 300 °C de kahverengi olarak parçalan-

dıkları nı  kaydetmi ş lerdir. 

OH f io k M4 
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Numune alma : 

Aflatoxin tayin metodlar ı na geçmeden evvel bir kaç kelime ile 
numune alma işlemine dikkati çekmek isteriz. Bu hususta Frank ve 
Eyrich 12, salmonellalarda oldu ğu gibi burada da benzer bir durumun 
mevcut olduğunu, küflerin lokal bir ş ekilde görülüp ve yüzeyde de 
üredikleri için toksinin de g ıdanı n her yerine e ş it olarak da ğı lmadı -
ğı nı , daha çok küflenmi ş  kı sı mlarda lokalize olduğunu, ortamın fi-
ziksel özelli ğ inin müsait olduğu hallerde aflatoxin'in mycel'den 
ayrı larak ortam ın iç kı sı mları na da yay ı labileceğ ini, fakat konsant-
rasyonunun seyrelece ğ ini, bu sebeplerle numunenin tart ı lmadan önce 
iyice karış tırılması nın icabetti ğ ini, gerekirse hyphe ve konidiler yö-
nünden mikroskopta muayene edilmesinin lâz ı m geldiğ ini bildiriyorlar. 

Aflatoxin tayin metodlar ı  : Yer fistığı  unlarında aflatoxinin tespiti 
üzerine bir çok ara ş tı rı cı  gerek bu madde üzerinde gerekse di ğ er yem 
ve gı da maddeleri üzerinde çe ş itli ekstraksiyon ve izolasyon metod-
ları  geliş tirmi ş lerdir. Metodlardaki belli ba ş lı  merhaleler şunlardır: 

ı — Numunenin al ı nması  ve haz ırlanması  
2—Numunenin ekstraksiyonu 

3—Numune ekstrakt ının pürifikasyonu 

4— İ nce tabaka kromatografisi ile toksinlerin ara ş tırılması  ve 
izolasyonu. 

5—Ultraviyole ışı n altında muayene 

6—Görülen spot'lar ın doğ rulanması . 

Bu metodların çoğu numuneyi ya metanolla yahut da aseton ile 
ekstre edip, bunlardan aflatoxini kloroform'a alarak, kloroformu 
konsantre ve pürifiye ettikten sonra ince tabaka kromatografisine 
tâbi tutma esas ına dayanmaktad ı r. 

Ekstraksiyonlar umumiyetle mixerde, bazan'da soxhelet ciha-
zında s ıcak olarak yap ılmaktad ır. Daha sonra elde edilen bakiye 
az bir kloroforma al ınıp ince tabaka kromatografisi ile kromatogra-
fiye edilmektedir. 

Kromatografinin nas ıl yap ı ldığı  AOAC 7  ve Nesheim 2 4 , Stub-
blefield, et al. 3 5 , gibi ara ş tı rı cılar tarafından geni ş  olarak izah edil-
mektedir. İnce tabaka plaklar ının okunması  ise ya gözle yahut Fluo-
rodensitometric olarak " 9 '"'" yap ı lmaktad ı r. 

Kromatografide elde edilen floresan maddenin hakikaten afla-
toxin olup olmadığı  yani sonucun doğ rulanması  için çeş itli doğ ru-
lama metodlar ı  kullanı lmaktad ır: 
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a) Reagentlerle muayene 12'17. 

b) Herbir toxine has özel metodlarla muayene 2 5'2 6'2 7' 3 4 .  

c) Çeşitli solventler kullan ılarak kromatografi yapma12. 

d) Spektrofotometrik muayene. 

e) Tavuk embriyo testi 7'1 9'2 7 . 

f) Biyolojik ve histopatolojik muayeneler2 

Tavuk embriyo testi ile biyolojik ve histopatolojik muayeneler 
uzun zaman istediklerinden rutin muayenelerde elveri ş li değ ildirler. 
Bu bakı mdan ekseriya di ğ er metodlar kullan ı lırlar. 

Umumiyetle yer fistığı  için geli ş tirilmiş  olan metodlar, sütte 
aflatoxin, ekskrete edildi ğ inin anlaşı lması  üzerine süt ve mamullerine 
adapte edilmeye çal ışı lmış tır. Evvela süttozundan bu toxini ekstre 
etme usulleri denenmi ş tir. Aflatoxin tayin metodunun en önemli 
safhalar ından olan numuneden toxinin ekstraksiyonu, Purchase ve 
Steyne 31, tarafindan mukayese edilmi ş tir. Bu ara ş tırıcı lar soğutula-
rak kurutulmu ş  süttozundan aflatoxin M, yi ekstre etmek için sox-
helet ekstraktörü yahut mekanik çalkalay ı cı  kullanarak muhtelif 
solventlerin kâbiliyetini mukayese etmi ş ler ve soxhelet apareyinde 
aseton: kloroform: su kar ışı mı  bir azeotropic kar ışı mla numuneler 
ekstrakte edildi ğ i zaman ekstraksiyonun daha tesirli oldu ğunu bildir-
miş lerdir. 

Roberts ve Allcroft 32 , Sıvı  sütün ihtiva etti ğ i aflatoxini tespit 
etmek için, Van der Linde, et al., tarafından bit metod tarif edildi ğ ini, 
bu metodta metanolun proteinin presipitasyonu ve aflatoxinin ilk 
ekstraksiyonu için kullamld ığı nı , kendilerinin bu metodu tatbikte, 
proteinlerin tam olmayan bir presipitasyonu ile ve bilhassa süt numu-
nelerinin buzdolab ı nda yahut dipfrizde bir kaç gün muhafaza edildi ğ i 
yahut süttozundan yap ıldıkları  zaman devaml ı  emülsiyonların te-
ş ekkülü ile neticelendi ğ ini bildirmiş lerdir. Bu ara ş tı rı c ı lar metanol 
yerine aseton kullan ı lınca proteinlerin memnun edici presipitasyo-
nunun elde edildiğ ini böylece toxin ekstraksiyonunun yap ı labildiğ ini, 
ayrı ca proteinlerin aseton presipitat ını n çabuk süzüldüğünü, numu-
neyi 5o ml. yerine 'o° ml. alabildiklerini bildirerek metodlar ı nın ana 
hatlar ı nı  belirtmi ş lerdir. 

Masri, et al.2 °, Süttozunda M aflatoxininin analizi için muhte-
lif ekstraksiyon tekniklerinin denendi ğ ini, değ iş ik konsantrasyonda 
su ihtiva eden metanolla, de ğ iş ik blender ekstraksiyonlar ı nın muka-
yese edildiğ ini, metanolle % 20 su kullanı lışı  ve petrol eterle alçak 
derecede kaynatma ile süzülmü ş  ekstrakt ı n yakının alı nışı nın tavsiye 
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edildiğ ini, kloroform ile sulu metanol aras ı ndaki nisbetlerin ve metanol-
deki suyun muhtelif konsantrasyonlar ı nın teste tâbi tutuldu ğunu, 
ı  / i metanol: su, bunun yar ı sı  kadar kloroformla 3 defa ekstre yapma 
ş eklinin tavsiye edildiğ ini bildirmiş lerdir. 

Aynı  ara ş tı rı c ılar diğ er bir yay ı nlarında daha önce bildirdikleri 
metodlar ı nı  basitle ş tirmek ve k ı saltmak için modifiye ettiklerini, 
M, tayinlerinde kullan ı lmamak kayd ıyle kloroform ekstrakt ı n temiz-
lenmesi için yaln ız B, tayinlerinde bazik bak ır karbonat kullan ı lma-
sı nı  tavsiye etmi ş lerdir22. 

Jacobson, et al.1 6 , Vücuda giren aflatoxin ile sütle sekrete edilen 
aflatoxin aras ı ndaki münasebeti tayin etmek ve dolay ısiyle sütteki 
M, ve B, aflatoxinlerini tesbit etmek için hassas bir metoda ihtiyaç 
bulunduğunu, milyarda o,5 k ı s ı m aflatoxin ihtiva eden numuneler-
den, gözle mukayese s ı nı rlar ı  içerisinde iyi recovery'ler elde edilebilen 
bir metod takdim ettiklerini, proteinsizle ş tirilmi ş  sütün yani % 8o 
metanolik filtrat ı n, % 4 tuz solüsyonu ilavesiyle % 5o ye ayarland ı -
ğı nı  ve heksan ile ekstraksiyon yap ı larak ya ğı nın giderildiğ ini, af-
latoxinlerin alkolik fazdan kloroform ile ekstrakte edildi ğ ini ve kloro-
form'un vakumda bertaraf edilerek bakiyenin benzen: hekzan ( ı  :I) 
içerisinde eritildi ğ ini B, ile M, aflatoxinlerini ay ırmak için sudaki 
kalsiyum klorür solüsyonu ile celit doldurulmu ş  bir partition kolo-
nunda kromatografiye edildi ğ ini, elue edilmi ş  B, in ikinci bir temiz-
leme için metanol: su ( ı  : ı ) ile celit dolu di ğ er bir partition kolonun-
dan geçirildi ğ ini, eluat ı n kuruyuncaya kadar buharla ş tırı ldıktan sonra 
kloroformda eritilip kromatografiye edildi ğ ini, bu metodlar ıyla o, ı  
ppb toxinin emniyetle tayin edilebildi ğ ini bildirmi ş lerdir. 

Pons, et al.2 9, AOAC'nin 1972 toplant ı sında süt ve süttozunda 
aflatoxin M, in tayini için teklif ettikleri metodu ş öyle tarif etmi ş -
lerdir: 

Süt yahut süttozundan yap ı lmış  süt h ızlı  bir karış tırı cı da ase-
tonla ekstrakte edilir ve süzülür. Filtrattan alikot bir miktar pigment-
leri ve proteini bertaraf etmek için kur ş un asetat ile muamele edilir. 
Muamele edilmi ş  ekstraktan bir alikot heksanla y ıkanır ve M, klo-
roforma ayr ı l ır. Sonra sudaki tuzlu solüsyonla y ıkanır. Solvent 
buharlaş tırı lı r ve 5o ml. sütü yahut 5 gr. süttozunu temsil eden bakiye 
az bir kloroformda eritilir. Absorbosil- ı  ile kaplanm ış  bir ince tabaka 
plağı na konulmu ş  alikotla, kloroform: aseton: 2- propanol (85o: 
oo: 5o) içinde develope edilir. Ayr ı ca temizleme ihtiyac ı  gösteren 

numuneler için, bir sellüloz-su-metanol partition kolonu kullanarak 
yard ı mc ı  bir temizleme kademesi denenir. Ara ş tırı c ılar süt için has- 
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sasiyetin temizlemeksizin kilogramda takriben o, ı  mikrogram ve ko-
londa temizleme ile kilogramda takriben o,05 mikrogram oldu ğunu, 
kilograma mikrogram seviyelerinde süte ve süttozuna ilave edi-
len M, Recovery'lerinin konuldukları  kadar tesbit edildiklerini, me-
todun modifiye jacobson, Harmeyer ve Wiseman metodlar ı  (kroma-
tografik kolonsuz) ve soğutularak yahut püskürtülerek yap ı lmış  bu-
laşı k süttozlar ında M,in tespiti için Purchase ve Steyn metodu ile 
mukayesesinin bütün numuneler için oldukça daha iyi M, de ğ erleri 
verdiğ ini bildirmiş lerdir. 

Stubblefield, et al.3 6 , ise ayn ı  toplantıda "Sütte Aflatoxin M," 
ad ı  altında yapt ıklar ı  tebliğde sütte aflatoxin M,in tesbiti için ne ş re-
dilmiş  6 metodu mukayesc ettiklerini bildirmi şlerdir. 

Stack, et al. 3  4, M,in teyidi için verdikleri metotta M ii pyridine-
acetic anhydride kar ışı mı  ile muamele ederek bir M, asetat derivatif 
teş ekkül , ettirdiklerini bunun aseton: kloroform ( ı  :9) ile developma-
nında M, in Rf = I I de gözüktü ğ ü halde M, asetat ı n Rf ."= 0,55 de 
gözüktüğ ünü, M, asetatın su ve konsantre hidroklorik asit ile mua-
melesi neticesi bir hemiacetal te ş ekkül ettiğ ini bunun da 2— propanol: 
aseton: kloroform ( ı  o: i o:8o) ile developman ı nda M,in Rf = 0,70 
de gözükmesine karşı  hemiacetal' ın R, = o, ı 5 te gözüktü ğünü bildi-
riyorlar. 

Araş tı rı cı ların metodlar üzerinde yapt ıkları  olumlu modifikas-
yonlar zaman zaman kollaboratif çal ış malarla tetkike tâbi tutulmakta 
ve metodlarda kabul edilen de ğ iş iklikler ise J. Assoc. Offic. Anal. 
Chemists'de "metodlarda de ğ iş iklikler" adı  alt ı nda neş redilmektedir 6 . 
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