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AFLATOKSINLER : TAYIN YONTEMLERI UZERINE

Biilent ERGUN?, Goksel ALTIOKKA?Z Zeki ATKOSAR?

Oz
Aflatoksinler tim canli organizmalarda karsinojenite, teratojenite ve mutajeniteye neden olgunekia
Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan Uretilen toksik metabolitlerdir. Bu etkilerinden dolayi besin

maddelerindeki tayinleri 6nemgianaktadir. Bu derlemede aflatoksin miktar tayinlerine ydnelik ve analitik agidan
Onemli olan bazi ¢aimalar sunulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin, Aflatoksin miktar tayini, Besin kontaminasyonu.

AFLATOXINS: ON THE ESTIMATION METHOD
ABSTRACT

Aflatoxins cause carcinogenicity, teratogenicity and mutagenicity in living organism and are produced usually
from Aspergillus flavus and Aspergillus paraciticus as toxic metabolite. For this reason its quantitation in food
substance is important. In this review some quantitative determination studies which important from point of
analytical view are presented.
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1. GIRIS

Kiflenmis besinlerin sindirimi ile igkili pek ¢cok
hastallk rapor edilmektedir. Ag@rmalar bu
hastaliklarin pek gmna mikotoksinlerin neden
oldugunu  gostermektedir.  Aflatoksinler, okra-
toksinler, fumonisinler ve zearalenon en ¢ok taninan
mikotoksinlerdendir. Bu maddeler insan ve hayvan
besinlerinde kif Uremesi sirasinda sal toksik
metabolitlerdir.  Aflatoksinler de  @uonlukla
Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tara-
findan uretilen toksik metabolitler grubunu glurur.
Halen 18 aflatoksin tipi tanimlangr. Bunlardan
Bi, B, Gi, ve G olarak adlandiriingi olanlar en
yayginlaridir ve dgisen oranlarda bir arada
bulunurlar. Bunlarin arasinda en baskini ve tehlikelisi
B, tipidir. Bu kifler tarla drinlerini kontamine
edebilirler ve depolanma sirasinda dasahilirler.
Kosullar uygun oldgunda bu organizmalarin bazilari
toksik metabolitler Uretirler. Aflatoksinlerin akut ve
kronik toksisitelerinde tirler arasi, bireyler arasi ve
cinsiyete gore Onemli farkliliklar gozlenmektedir
(Girgin vd., 2001)Insan organizmasi i¢in kanserojen
etkisine sahip oldgu bildirilen bu tir bilgiklerin
saptanmalari ve tayinleri 6nem kazagtm: Bu
mikroorganizmalarca  kirlenmi tarim  Grinleri
beslenme zinciri ile insanlara kadar wfa zarar
verebilirler.

Tablo.1.Bazi gidalar icin Tiurk Gida Kodeksi
tarafindan kabutdilen limitler*

Aflatoksin .
. Besin _Mz_iksmum
Tipi limit(mg/kg)
B, Baharatlar 0.005
B, Hububatlar 0.002
B, Hububat unlari 0.002
B, Tim Besin Maddeleri 0.005
M, Peynir 0.00025
M, Siit ve Sut Uriinleri 0.00005
M4 Bebek Mamalari ve
Devam Formiilleri 0.00002
B,+B,+G;+G; | Bebek Gidalari ve
Hazir Karsimlar 0.00001
B.+B,+G;+G, | Tum Gida Maddeleri 0.01

*16.11.1997 Tarihli, 23172 Sayih Resmi Gazete, Ek:14.

Aflatoksin dizeyinin diiik olmasi riski azaltan
bir faktor deildir. Bunlarla kirlenmg besinlerin
sikga ve surekli alinmasi durumunda katede
birikerek etkili duruma gelebilir. Dinya ¢apinda bir
sorun olarak gunimizde kaniza cikan bu “besin
kirlenmesi” konusunda ¢ok gan ve gery kapsamli
calsmalar gundemdedir. Uluslararasi ithalat ve
ihracatlar acisindan bakifginda bu tir maddelerin
belirli  limitler arasinda bulunmasi gerekili
konunun 6nemini daha da arttirmaktadir. Pek cok
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dlkenin  yasalarinda, besinlerde bulunabilecek
maksimum aflatoksin dgerleri belirtiimisgtir. Bazi
besinlerde bulunabilecek aflatoksinler icin Turk Gida
Kodeksi tarafindan kabul edilen limitler Tablo. 1 ‘de
verilmistir. Son yillarda tim dinyada laboratuarlarin
akredite olmasi konusunda cabalar ve zorlamalar
bulunmaktadir. Bu nedenlerden dolayi
mikotoksinlerin analitik analizleri 6nem kazanmakta
ve sorunlara yonelik ¢ozimler atelmaktadir. Bu
derlemede ¢itli besin maddelerindeki aflatoksin
tayini  icin  uygulanan  analitik  yontemler

sunulmaktadir.
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Sekil 1. Aflatoksinlerin Kimyasal Yapilari

2. AFLATOKSINLERIN FiZIKSEL VE
KIMYASAL OZELLIKLERI

Aflatoksinler mikotoksin etkisi gbsteren
ikincil fungal metabolit gruplari ile yakindan
iligkilidir. Verdikleri floresans renklerine Igh olarak
farkli gruplara ayrilirlar. Her iki grupta sikhikh
gorulen bilgiklerden B ve B, mavi, G ve G ise
yesil floresans verirler. Aflatoksin B kufli otlarla
beslenen hayvanlarin siitiine gecerek kazeinlesibirle
ve aflatoksin M adi verilen bir metabolit ofturur.

Adi gecen aflatoksinlerin kimyasal yapil&ekil
1. de verilmitir.
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Sekil 1 Aflatoksinlerin Kimyasal Yapilari (Devam)

Aflatoksin B, kristal yapida olup mavi floresans
verir. C7H,06 kapall formiline uymaktadir. Acik
formult [2,3,6a «q, 9a o -tetrahidro-4-
metoksisiklopenta[c]furo[3’, 2: 4, 5] furo[ 2,3-h] [1]
benzopiran-1, 11-dion] olarak verilmektedir. Erime
noktasi 268-269C dir.

Aflatoksin B,, aflatoksin B'in 8,9-dihidro tlrevi
olup,
Ci7H1406 kapall formiline sahip olup, acik formalu
[2,3,6a, 8,9,9a -hegzahidro-4-
metoksisiklopenta[c]furo[3’, 2:4, 5] furo[ 2,3-h] [1]
benzopiran-1, 11-dion] olarak verilmektedir. Erime
noktasi 286-288C dir.

Aflatoksin G, kristal yapida ve yd floresansa
sahiptir. G/H1,0; kapal formili ile goésterilir. Agik
formill [3,4,7a, 10a - tetrahidro-5-metoksi — 1H,
12H-furo[3’, 2': 4, 5] furo[ 2,3-h] pirano [3,4-c]- [1]
benzopiran-1,12 -dion] olarak verilmektedir. Erime
noktasi 244-246C dir.

Aflatoksin G, aflatoksin Gin 9,10- dihidro
tirevi olup, kristal yapida ve yi floresanslidir.
Cy7H1407 kapali formila ile gostertilir. Agik formali
[3,4,7a1, 9, 10, 10a - hegzahidro-5-metoksi — 1H,
12H-furo[3’, 2': 4, 5] furo[ 2,3-h] pirano [3,4-c]- [1]
benzopirano-1,12 -dion] olarak verilmektedir. Erime
noktasi 237-246C dir.

Aflatoksin M;, aflatoksin B metabolitlerinden
olup kristal yapida, mavi-mor floresans gosterir.
Cy7H1,07 kapal formiline sahip olup, acik formalu
[2,3,6a,9a-Tetrahidro-9a-hidroksi-4-
metoksisiklopenta-[c]-furo[3’,2": 4, 5] furo [ 2,3-h]
[1]benzopiran-1,11-diano ] olarak veriimektedir.
Erime noktasi 299-30%C dir, dekompoze olur.

kristal yapida ve mavi floresans gosterir.
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3. YONTEMLER

Genel anlamda mikotoksinler igin uygulanan test
proseddrleri ve analizler ganlukla 6rnekleme yolu
ile yapilmaktadir. Busekilde elde edilen analiz
sonugclarinin d&skenlikleri de farkhliklar
gOstermektedir.  Ornekleme planlarinin  gdo
yapilmamasina Igh olarak analiz sonuclarinin farkh
bulunmalari nedeniyle mikotoksin miktarlari %100
kesinlikle bulunamamaktadir. Ayrica bazi yi
sonuclar reddedilebilir ya da koéti sonuclargmo
imis gibi kabul edilebilir. Bu tir farkli kaynaklardan
sglanan numunelerle yapilan analizlerde
orneklemelerin  dgru  yapilmasi ve analiz
yontemlerinin de dgru secilmesi gerekir. HPLC ve
TLC vyontemleri bu analiz hatalarini  azaltma
bakimindan siklikla Baurulan yéntemlerdir (Seitz,
1975; Whitaker, 2003; Stroka ve Anklam 2002 ). Son
yillarda gelsen teknolojiye bgh olarak kapiller
elektroforez yontemleri de kullaniimaya
baslaniimgtir ( Pena vd. 2002). Ayrica elektro-
kimyasal aky enjeksiyonu yontemlerinin
uygulanabilirlgi de aratinimaktadir.  Ortamda
bulunan protein ve lipidlerin tayinler tzerinde olasi
girisim etkilerinin incelenmesi de g6z 6niine alinmasi
gereken bir durumdur. Feict  elektrolitlerin
degistiriimesi ve akg hizlarinin ayarlanmasi ile bu
etkiler ortadan kaldirlabilmektedir (Siontorou vd.
2000). Elektrokimyasal detektor kullanilarak yapilan
bir HPLC calgmasinda elde edilen sonuglarin TLC
ile karilastirilarak, her iki yontemin birbiriyle uyum
icerisinde oldgu belirtiimektedir (Holax vd. 1997;
Elizaldegonzalez vd. 1998).

Diger analitik yontemlere gore ustiglinden
dolayi fluoresans detektoérli HPLC yontemi, AFL
tayinlerinde cok kullanilan ve kabul edilebilen bir
yontem haline gelngiir. Normal ve ters faz
kromatografik tarzlarin her ikisi de kullanila-
bilmesine kagin, ters-faz HPLC yontemleri c¢ok
siklikla kullaniimaktadir (Pnalaks ve Scott, 1977;
Jaimez vd. 2000). Aflatoksin ;Bve aflatoksin B
oksim kargimi icin gelitirilen bir HPLC yonteminde
ise UV ve fluoresans detektor kullanilarak analizler
gerceklatirilmistir (Rastogi vd. 2001).

HPTLC yontemi misirlardaki aflatoksin tayinleri
icin de kullanilmgtir. Arastirmacilar bu yontemin
diger HPLC ydntemlerine g6re daha hizli ve
ekonomik oldgunu vurgulamaktadirlar (Bradburn
vd. 1990). HPLC ve HPTLC yontemlerinin
Ustanluklerinin  birlgtiriimesi ile olwturulan ve
overpressured-layer kromatografi (OPLC) adi verilen
bir yéntemin de son yillarda kullaniimayastzandg
gorulmektedir. Bu yontemde bjlenler 0Once
densitometrik olarak ayrilip toplanmakta sonra
otomatik olarak HPLC kolonlarina génderilmektedir
(Papp vd. 2002).

Aflatoksinlerin fluoresans Ozelliklerinin
arttirlmasi amaciyla yapilan bir gahada, mobil
faza siklodekstrinler eklenerek elde edilen sinyallerin
desisimi incelenmgtir. Ozellikle Aflatoksin B ve



78

Aflatoksin G, i¢in bu eklemelerin sinyalleri dnemli
Olcide arttirdit  go6zlenmgtir.  B-siklodekstrin
eklenmesi sonucunda Aflatoksin; B¢gin 11.6 kat,
Aflatoksin G, igin 10.2 kat, suksinip-siklodekstrin
eklenmesi ile de Aflatoksin Bicin 27.5 Kkat,
Aflatoksin G icin de 13.9 kat ag oldugu
bulunmytur. Sinyallerin belirgin 6lgiide artmasinin,
tayin sinirlarinin da 0.0005 pg/kg dizeyine kadar
dismesine neden olgu bildirilmektedir (Chiavaro
vd. 2001).

4. UYGULAMALAR

Kit halinde kullanilan ELISA sistemi ile HPLC
yontemi birlikte kullanilmy ve 178 besin maddesi
analiz edilmitir. iki yontem ile elde edilen sonugclar
arasinda fistik, fistik driinleri, yer figtive fistik yagi
icin yuksek korelasyon (>0.96) elde edgmitahil
drinlerinde ise daha glik korelasyonlar elde
edilmistir. Incelenen fisttk ve (rinlerinden 5
tanesinde 40-276 pg/kg dizeyinde ,73 yer gisti
ornezinin sadece 1 ‘inde 61pg/kgenmi tahil
drtnlerinin 3 ‘Gn de 6-10 pg/kg dizeyinde aflatoksin
saptanmtir ( Azer ve Cooper 1991).

Yer fistiklari Uzerinde vyapilan gBr Dbir
calsmada aflatoksin Gve G floresan detektorle,
aflatoksin B ve B; ise UV detektdr kullanilarak tayin
edilmislerdir. 5 ng/g duzeyine kadar saptama
yapilabildii belirtimektedir (Pons ve Franz 1978).
Fistik yas1 icerisideki aflatoksin tayini icin de silika-
gel kolon ve floresan detektor kullanilarak 4
aflatoksin tayin edilngtir. Toplam aflatoksin
dersimleri 1 ng/g, B icin 0.25 ng/g, Bigin 0.2 ng/g,
G;: icin 0.5 ng/g, G icin ise 0.2 ng/g olarak
bulundigu bildirilmektedir (Francis vd. 1982).

Besinlerdeki aflatoksin tayinleri icin otomatik
HPLC yontemleri de gafiirilmistir. Aflatoksin By,
B, G ve G gibi metabolitler igin yapilan
calsmalarda findik , fistik , bunlarin Grtnleri ve
kurutulmwys meyveler gibi ¢gtli besin maddeleri
kullaniimistir.  Bu maddelerdeki Aflatoksinlerin
ekstraksiyonu, filtrasyonu, ekstraktin setihelesi,
karstiriimasi,  kirlenen  kolonun  temizlenmesi,
aflatoksinlerin ellisyonu, ve saptanmasi gilem
basamaklari otomatik olarak yapiktm. Elde edilen
sonuclar, manuel olarak ¢gan bir bgka HPLC
sistemi ile elde edilen sonucglarla kdastiriimistir.
Otomatik sistemdeki @@l standart sapma gderleri
digerine gore daha dik, geri kazanim ise daha
yiuksek bulunmgtur. Arastirmacilar otomatik hale
getirilmis yontemlerin rutin analizler icin daha uygun
oldugunu belirtmektedirler ( Niedwedzky vd. 1994;
Gunda ve Glnter 1994).

Hurmalar (zerinde yapilan bir gahada ise
meyvelerin olgunlgma sirecindeki Aflatoksin ve
aflatoksijenik Aspergillus sp ve laktik asit
bakterilerinin miktarlari incelenriir.
Olgunigmanin  ilk  basamaklarinda  mikrobik
sayimlarin ¢ok yuksek, yenebilir meyvgekline
donly asamasinda ise giderek dnemli dlgtide azalma
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oldugu, son yenilebilir halde ise herhangi bir
aflatoksin  ve  aflatoksijenik Aspergillus sp
saptanamag belirtimektedir (Shenasi vd. 2002).

Sut ve sut drdnleri Gzerinde yapilan bir
calsmada, Aflatoksin metabolitleri ile bulana
sikliginin %87.3 dgerine vardgl, sivi sitlerde 28-
164 ng/L, sut drdnlerinde 65-1012 ng/L agaida

Aflatoksin  metabolitlerine  rastlangll  belirtil-
mektedir. Bu oranlarin  Avrupa Topluluklar
Kodeksi’'ndeki limitleri agtigi ifade edilerek,

mandiralarda kullanilan@&@r yemlerindeki aflatoksin
miktarinin da kontrol altinda tutulmasi gergkti
vurgulanmaktadir (Rastogi vd. 2003). Turkiye'de ya-
pilan bir cakmada farkli marketlerden ganan
peynir ¢aitlerinde aflotoksin M tayinleri yapilmgtir.
400 numunenin 110 tanesine yasal limitlesara
degerler bulunmstur (Sarimeh-metgu vd. 2004).

Islenmis yesil kahve cekirdeklerinde
aflotoksijenik ve okratoksijenik etkilerin
argstilmasinda, o6rneklerin  %96’sindaspergillus,
% 42’'sinde isePenicillum tirleri ile kirlenme oldgu
saptanmgtir. % 1 lik sodyum hipoklorit ile
dezenfeksiyondan sonra bugdderin % 42 ve %
24’e ditigu gozlenmgtir (Batista vd. 2003).

Yer fistiklari Gzerindeki bir agArmada da
ELISA ve HPLC yontemleri kullanilarak aflatoksin
metabolitlerinin tayini gergek$érilmistir. Ayrica
elektron firlatici bir kitle spektrometresi yardimiyla
da aflatoksin varfii desteklennstir. aflatoksin
metabolitlerinin  2.5-5 ng/g duzeyinde offlu
saptanmtir (Blesa vd. 2003).

Tahil, tahil Grinleri, kabuklu yester,
baharatlar, kurutulmu meyveler ve mgubatlar
Uizerinde yapilan bir ¢camada ise 28 6rnekte 0.14-
81.64 pg/kg arasinda aflatoksin, 11 6rnekte 0.20—
4.91ug/kg arasinda okratoksin, 13 drnekte 0.18-6.81
po/kg arasinda zearalenon, 4 06rnekte ise 86.43-
182.94 pg/kg arasinda deoksinivalenol bulugtonu
(Abdulkadar vd. 2004).

insan idrarinda aflatoksin Mre aflatoksin Bin
major metabolitlerinin saptanmasi icin ektraksiyon
islemlerine gerek gostermeyen HPLC yodntemleri de
gelistirilmitir. Biyolojik sivi basit bir seyreltme ve
santrifiijleme gleminden sonra dipudan
kromatografik sisteme enjekte ediftm. 2.5 ng/L
Aflatoksin M, diizeyine kadar saptama yapilakildi
bildirilmi stir (Simon vd. 1998). Bu alanda yapilan bir
baska calgmada ise, insan idrar 6rneklerinde
aflatoksinlerin tayinleri sonucunda saptama limitleri
B, icin 29 pg/ml, B icin 20 pg/ml, G igin 24 pg/ml
ve G i¢in 21 pg/ml olarak bulunnmstur (Anders vd.
1993). Endustriyel alandaki uygulamalardan birisi de
dogal atiklardan besin Urdnleri Greten bir fabrikada
calsan &cilerin idrarlarinda aflatoksin vaginin
arastirllmasidir. Fluoresan detektor kullanilan bu
calsmada aflatoksinler igcin 4-40 pg/ml agahda
aflatoksin dgerleri bulunmytur (Kussak ve Nilsson
1998).
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Hayvan yemlerinde gé#li mikotoksinlerin,
tayinlerini icin gelgtirilen bir HPLC yonteminde ise
saptama sinirlari, Aflatoksin ;Bicin 0.144-0.197
pa/kg, Aflatoksin B igin  0.048-0.058 pag/kg,
Aflatoksin G, i¢in0.256-0.334 pg/kg, Aflatoksin G
icin 0.208-0.271 pg/kg, , okratoksin A igin 1.031-
6.349 pg/kg, ve zearalenon igin de 25.525-76.775
po/kg oldgu bildirilmektedir (Dunne vd. 1993 ).
Ayrica okratoksin A icin bgday, misir, kirmizi
biber, peynir vesarap O6rneklerinde yapilan bir
calsmada ise saptama ve tayin sinirlarinin sirasiyla
0.1 ng.m!" ve 3.3 ng.mt diizeylerine inilebildii
belirtiimektedir (Aboul-Enein vd. 2002).

5. SONUC VE DEGERLENDIRME

Aflatoksinlerden gelebilecek tehlikelerin
baslangicta 6nlenmesi gerekir. Bu onleminshasi
sadece besinlerin iyi depolanmasi, saklanmasi ve
ambalajlanmasinin bu riskleri en aza indirmesi ile
orantihdir.  Aflatoksinlerin Gremesine yol acan
bilesikler belli bir nem ve sicakia gereksinim
duyarlar. Iyi kurutulmamsg ve nemli ortama maruz
kalmis besinlerin icerisinde aflatoksin tirii maddelere
rastlama olasin yuksektir. Besinlerin icerisindeki
mikotoksin miktarlari besinler agisindan bir kalite
kriteridir. Ancak besinler Gzerinde kuf glmasi her
zaman aflatoksin vagini gostermez. Cunki bu tir
maddelerin olgmasinda nem, sicaklik, Urinin
havalandirma kaillari yaninda genetik 6zellikler de
onemli bir faktordir. Besinlerin  Uretiminden
tiketimine kadar olan her s@mada aflatoksin
varliginin argtiriimasi besin glvergi acisindan
Onem taimaktadir. Bu nedenle analitik yontemlerin
geligtirilerek, saptama sinirlarinin ve duyarliliklarin
iyilestiriimesi ve yontemlerin valide edilmesi
gerekmektedir.
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