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MAKALE BILGISI OZET
Basta cocuk gelisimi olmak iizere insan beslenmesinde 6nemli birer yer tutan siit ve siit
Derleme Makale tirtinleri, halk saghigim tehdit eden tehlikeleri de beraberinde getirmektedir. Karsinojenik
etkileri ile bilinen ve dzellikle hayvan yemlerinde bulunusu ile dikkat ¢eken Aflatoksin
Gelis 01 Aralik 2016 Bl (AFB1) ve bunun canli organizmadaki metabolizma iiriinii olan Aflatoksin M1
Kabul 16 Subat 2017 (AFM1), karsinojenik, norotoksik, nefrotoksik, hepatotoksik ve immunsupresif etkileri ile
) bilim ¢evrelerinde giindemde kalmaya devam etmektedir. AFM1' in baslica atilim
ﬁ?grt\ct)ak;il;e“meler: yolunun siit olusu ve siite uygulanan pastorizasyon ve sterilizasyon gibi islemlerden

etkilenmeyisi, arastirmacilari detoksifikasyon konusunda yeni yollar aramaya tesvik
etmektedir. Sorunla miicadelede, halihazirda gidalarda toksine yonelik olarak kullanilan
zaman alict ve maliyetli saptama yontemlerine alternatif gelistirmek ve boylece yasal
diizenlemelerde belirtilen limitlere uygunlugunu titizlikle denetlemek, bunun yaninda
gidayr toksin acisindan daha giivenli hale getirmek anahtar rolii oynamaktadir. Bu
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Siit toksini
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E-mail: efsundeligoz@gmail.com tutmak hem de saptama ve detoksifikasyon yontemlerindeki gelismelere dikkat cekmek
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Threat Coming with Milk: Aflatoxin

ARTICLE INFO ABSTRACT

Even though dairy products play an important role in infant and human nutrition, they
Review Article may also cause food borne diseases. Milk toxin AFM1 is one of the most important
Received 01 December 2016 public health hazards. This toxin is produced by animals after consuming contaminated
Accepted 16 February 2017 feed with AFB1 which is known for its carsinogenic effects and then excreted in milk.

Same as AFB1, AFML1 is also carsinogenic, neurotoxic, nephrotoxic, hepatotoxic and
Keywords: immunsupressive for humans and cannot be destroyed by sterilization or pasteurization.
Aflatox!n For that reason, studies on cost effective and rapid methods for detection and
':‘/I‘?I"EOX'” M1 detoxification of AFM1 in milk are quite popular among researchers. In this review, the

worldwide prevalence of AFM1 in milk and milk products has been presented as well as

Aflatoxin B1 the developments in techniques to detect and detoxify.

Milk Toxin
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Giris

Mikotoksinler, Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Alternaria ve Claviceps gibi mantar cinslerinin sekonder
metabolizmasi sonucu olusan, diisiik molekiil agirlikl,
¢ok cesitli kimyasal yapiya sahip dogal toksinlerdir
(Girgin ve ark., 2001).

Mikotoksinleri iireten mantarlarin sporlari, riizgar
yoluyla, atmosferin gesitli katmanlar1 da dahil ¢ok uzak
mesafelere tagiabilir ve ¢ok genis bir yelpazede gida ve
tartm  iriiniinii  kontamine  edebilirler.  Ozellikle
Aspergillus tiirleri farkli gevresel kosullarda ve farkli
substratlarda rahatlikla gelisebilme yetenegine sahiptir.
Bulagma; iretim, isleme, tasmmma ve depolamanin
herhangi bir asamasinda meydana gelebilir. Mantarin
gelisimi ve mikotoksin liretiminde nem, sicaklik, substrat
tipi ve besinsel faktorler, atmosfer oksijen ve karbon
dioksit diizeyleri, diger mantar tiirlerinin varligi, cografi
konum ve genetik sartlar etkilidir (Girgin ve ark., 2001).

Mikotoksinlerle kontamine olmus gida ve yemlerin
tilketilmesiyle ortaya ¢ikan hastaliklar “Mikotoksikozis”
olarak isimlendirilir. Bu kapsamda Karsinojenik,
teratojenik, tremorgenik, hemorajik, dermal, hepatotoksik,
nefrotoksik, norotoksik etkiler meydana gelebilmektedir.
Bunun yani sira dlime sebep olabilen akut tablolar da
kendini gosterebilmektedir (Bakirct, 2014).

Insan ve hayvan saghig iizerinde giiglii toksik etkiler
olusturan bu metabolitlerin baslicalari, Aflatoksin,
Okratoksin,  Patulin,  Zeralenon,  Trikotesen  ve
Fumonisinlerdir.

Ingiltere’de, 1960 yilinda yiiz binden fazla hindi ve
diger ciftlik hayranlarinin 6liimiiyle sonuglanan salginlar
sirasinda  “Turkey X” hastaliginin  etkeni olarak
tanimlanan aflatoksinler, bilinen 400 mikotoksin arasinda
insan saglhigt acisindan en tehlikelisi olarak kabul
edilmektedir (Ergun ve ark. 2006). Ciftlik hayvanlarinin
beslenmesinde yararlanilan yemler yaninda insanlarin
diyetinde onemli bir yere sahip olan gida maddelerinin
aflatoksin  ile kontaminasyonu, diinyanin  gesitli
bolgelerinde sik karsilasilan bir durumdur. Dolayisiyla bu
kontaminasyonlar hem gida giivenligini etkileyerek halk
saghign acisindan risk olusturmakta hem de tarim
endiistrisinde  6nemli  ekonomik kayiplara neden
olmaktadir Aflatoksinler olusturduklari toksik etki giiciine
gore AFB1>AFG1>AFB2>AFG2 seklinde
siralanmaktadir (Yentiir ve Er, 2012).

Baslica, Aspergillus flavus, A. parasiticus ve A.
nomius kiifleri tarafindan tiretilen aflatoksinler (Yentiir ve
Er, 2012), ince tabaka kromatografisinde, uzun dalga
boylu UV 15181 altinda verdikleri floresan renklere gore
Bl ve B2 (Blue - Mavi) ile G1 ve G2 (Green - Yesil)
olarak isimlendirilip gruplandirilirlar (Ergun ve ark.,
2006).

Aflatoksin BI1, kiiflii otlarla beslenen hayvanlarin
siitline gegerek kazeinle birlesir ve Aflatoksin M1 adi
verilen bir metabolit olusturur (Ergun ve ark., 2006).

AFM1’in Biyosentezi ve Toksisitesi

AFBI1, asil olarak karacigerin mikrozomal ¢ok
fonksiyonlu oksidaz sistemi tarafindan metabolize edilir.
Ancak bunun yaninda tiirlere gore degisen sekillerde
farkli  metabolik  doniistimlerden de  gegebilir
(Mohammadi, 2011).

Yemlerle alman AFB1  oncelikle enzimlerle
diizenlenen  hidroliz, rediikksiyon ve oksidasyon
reaksiyonlarmi igeren “faz 1” metabolizmasina ugrar.
Ardindan konjugasyon basamagini kapsayan ‘“faz 2”
metabolizmast gelir. AFB1’in faz 1 metabolizmasi
cogunlukla cytochrome P450 (CYP450) enzimleri
tarafindan katalize edilen oksidasyon reaksiyonlarindan
olusur. CYP450’ler AFBl’den en az ¢ adet
monohidroksile metabolit tiretimine aracilik eder; bunlar
AFM1, AFQ1 ve AFB2a’dir. AFM1 ilk kez, kontamine
yem ile beslenen sigirlarin ve farelerin siitlerinden izole
edildigi icin “milk toxin” (Siit Toksini) teriminin ilk
harfinden yola ¢ikilarak isimlendirilmistir. Ancak daha
sonra yapilan ¢aligmalarda AFM1’in yalnizca memelilere
0zgii bir metabolit olmadigi, pek ¢ok memeli harici tiir
tarafindan da karaciger enzimleri tarafindan iiretildigi
gozlenmistir. Ornegin, 35 giin boyunca 2,057 ppb
diizeyinde AFBI1 igeren diyetle beslenen piliglerin, bagta
karaciger ve bdobrekler olmak iizere pek cok viicut
dokusunda AFB1 e rastlanmistir (Diaz ve Murcia, 2011).

Viicuda alman AFB1 ortalama %1-2 oraninda
AFM1’e doniiserek siitle disart atilir. Bu oran hayvandan
hayvana, giinden giine ve bir sagimdan digerine degisir.
AFM1, AFBI’in gida ile almmmm takip eden ilk 12-24
saat igerisinde siitte saptanabilir ve birkac giin igerisinde
olduk¢a yiiksek diizeylere ulasabilir. AFB1 alimi son
buldugunda siitle atilan AFM1 konsantrasyonlar1 giderek
azalir ve 72 saat igerisinde saptama limitlerinin altina
diiser. Viicuda alinan AFBI1 miktart ile siitle atilan AFM1

arasinda dogru orantih bir iligki s6z konusudur
(Mohammadi, 2011).
AFBI’in  viicuttaki metabolizmas1  Sekil 1’de

sunulmustur (Ozkaya ve Temiz, 2003).
Aflatoksin M1’in Gidalarda Bulunusu ve Yayginhgi

Toksijenik sporlarin inhalasyonu veya dogrudan deri
ile temasin yani sira anneden f6tiise kordon kaniyla ya da
anneden bebege emzirme vasitasiyla gecisler bildirilmis
olsa da mikotoksinlerin insanlara bulasmasinda en 6nemli
yol, kontamine yemlerle beslenen hayvanlardan elde
edilen tirlinler ve kontamine besinlerin tiiketimidir. Az
gelismis veya gelismekte olan iilkelerde besinlerin
yaklasik %25’inin mikotoksinlerle ve metabolitleriyle
kontamine oldugu goriilmektedir (Yentiir ve Er, 2012).

Bu alanda, diinyanin farkli bolgelerinde pek ¢ok
calisma yapilarak, s6z konusu baglanti acik¢a ortaya
konulmustur. Ornegin, Cin’in bir bolgesinde karaciger
kanseri oraninin yiiksek olmasindan hareketle baslatilan
bir arastirmada, yorede iiretilen misir ve fistik yaglarinin
yilksek oranda AFBI ile kontamine oldugu saptanmis,
calismanin ilerleyen asamalarinda, bolgede yasayan
insanlardan almnan idrar orneklerinde AFM1 varligini
ortaya konularak kontamine gida tiiketimi ve kisilerin
toksine maruz kalmasit arasindaki iliskiye aciklik
getirilmistir (Zhu ve ark., 1987) .

Yine Cin’de yiiriitillen bir bagka ¢alismada, Yangzte
Nehri Delta bolgesinde yer alan 18 mandiradan saglanan
siit oOrnekleri incelenmis ve %59,7 oraninda AFMI1
kontaminasyonu ile karsilagilmistir.  Ayrica  kis
mevsiminde Aflatoksin konsantrasyonunun daha yiliksek
oranlarda o6lgilildiigii belirtilerek mevsimsel farkliliga
dikkat ¢ekilmistir (Xiang ve ark., 2013).
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Sekil 1 AFB1’in viicuttaki metabolizmasi (Ozkaya ve Temiz 2013).

Uzakdogu’dan Ortadogu’ya gelindiginde de durum
degismemis ve Iran'm merkez bolgesinde popiiler
marketlerden alinan Orneklerden, pastorize siitlerin
%71,5’1, UHT siitlerin ise %62,3’tniin AFMI1 ile
kontamine oldugu bildirilmistir (Fallah, 2010). Ayrica
diger bir calismada, yine Iran'm merkez bbdlgesinde
popiiler marketlerden alman &rneklerden, tereyagin
%25,8’inin, yogurdun %66,1’inin, beyaz peynirin
%81,9’unun AFM1 tasidig1 belirtilmistir (Fallah, 2010).

Aragtirmacilar yakin dénemde yaptiklar1 ¢aligmalarla,
Pakistan’in da siit ve iiriinlerinde AFM1 sorunu ile karsi
karsiya olduguna isaret etmislerdir. Ornegin Pencab
sehrinde yiiriitilen bir c¢alismada, incelenen siit
orneklerinin %711, yogurtlarin %61°i, beyaz peynirlerin
%781, krem peynirlerin %59’u, tereyaglarin ise %45’ inde
AFMI saptanmistir (Zafar ve Rafique, 2013). Yine Giiney
Pencab’da 2013-2014 yillar1 arasinda siit ornekleri
toplanarak incelenmis, bunlardan %53’ii AB yasal
limitlerini agmak iizere %93’iinlin degisen oranlarda
AFMI1 ile kontamine oldugu belirlenmistir (Ismail ve ark.,
2016).

Pek ¢ok Avrupa Ulkesinden de sorunun devam ettigini
gosteren raporlar gelmeyi siirdiirmektedir. Ornegin,
Yunanistan’da yapilan bir c¢alismada, gerek organik
iiretim yapan gerekse de geleneksel yontemle yetistiricilik
yapan ¢iftliklerden 243 adet siit Ornegi toplanmis,
bunlardan %1,7’sinin AB limitlerini agsan diizeylerde
AFMI1 tasidigt belirlenmistir. Organik &rneklerde de
toksin kontaminasyonuna rastlanmasi bu yontemle
yetistiriciligin giivenilirligini tartismali hale getirmistir
(Malissiova ve ark., 2013). Yunanistan’da yiiriitiilen bir
diger tarama c¢alismasinda ise 2009 Kasim'dan Haziran
2010'a kadar, organik siitler ve bebek devam siitleri de
dahil olmak iizere toplam 196 siit 6rnegi toplanarak
AFMI yoniinden analiz edilmis ve %46,5 oraninda pozitif
sonu¢ ile karsilagilmigtir. Her ne kadar sadece iki
ornekteki diizey, AB yasal limitlerinin iizerine ¢iksa da
kontaminasyonun  yaygmligi  6nemli  bulunmustur
(Tsakaris ve ark., 2013).

Makedonya’dan bildirilen bir aragtirmada, 2013 ile
2014 yillar1 arasinda toplanan 3635 ¢ig siit drneginin
%2,9’unun, yasal limitleri asan diizeyde AFMI ile
kontamine olduguna isaret etmistir. Calismada ayrica yem
ornekleri de incelenmis ve %31,8 oraninda AFBI
kontaminasyonu belirlenmig, buradan hareketle yemden

siite tasinma orant  %0,22 — 3,47 olarak hesaplanmigtir
(Dimitrieska-Stojkovi ve ark., 2016).

Kosova’nin bagkenti Piristina’da yiiriitiilen bir
calismada ise 84 pastorize ve 94 UHT olmak iizere
toplam 178 siit 6rnegi incelenmis ve pastorize 6rneklerin
%383,3’tinlin, UHT oOrneklerin ise %78,7’sinin AFM|1
icerdigi gozlenmistir (Rama, 2015).

Hirvatistan’da biraz daha kapsamli bir arastirma
yapilmis ve Haziran - Eyliil 2013 dénemi siiresince inek,
keci, koyun ve esek siitleri taranmig, degisen oranlarda
AFM1 degerleri olgiilmiistiir. Ozellikle inek ve kegi
stitlerinde belirlenen seviyelerin yasal limitlerin {lizerinde
olmasi1 dikkat cekici bulunmustur (BilandZic ve ark.,
2014).

Bir y1l sonrasinda, Sirbistan’da 2013 ve 2014 boyunca
yiiriitiilen bir aragtirmada ise 678 ¢ig, 438 1styla muamele
edilmis siit ve 322 siit iriinii olmak {izere toplam 1438
ornek analiz edilmis ve ¢ig siitlerin %56,31, 1siyla
muamele edilmis siitlerin %32,6’s1, siit {iriinlerinin ise
%37,8’inin icerdigi AFM1 seviyelerinin, AB limitlerini
ast1g1 ortaya konulmustur (Tomasevic ve ark., 2015).

Bir diger Avrupa Ulkesi olan Portekiz’de yapilan bir
calismada, lilkede pazarlanan pastdrize ve UHT yarim
yagli siit markalarmm tiimiinii temsil eder nitelikte 40
ornek incelemeye alinmis ve %27,5 oraninda AFM1 ile
kontaminasyonu ile karsilagilmigtir (Duarte ve ark.,
2013).

Taramalar Giiney Amerika’nin da problemle yiiz yiize
oldugunu gostermistir. Ornegin, Brezilya’da, Oliveria ve
ark. (2013) tarafindan 2009’un Temmuz ayindan Kasim’a
kadar yiiriitillen arastirmada, test edilen 75 UHT siit
orneginden %30,7’sinin AFM1 yoniinden pozitif oldugu
saptanmigtir. Takip eden yilda yapilan g¢alismada ise
incelenen ¢ig ve konsantre siit Orneklerinin yalnizca
AFM1 igerdigini ancak pastorize ve UHT siitlerin
AFMU!’in yam1 sira AFBI ile de kontamine oldugunu
ortaya cikarmislardir. Buradan hareketle her iki toksinin
birden varligini saptayacak yoOntemlerin iizerinde
calisilmasi gerektigini savunmuglardir (Scaglioni ve ark.,
2014). Ayni iilkede yapilan bir diger arastirmada da 152
UHT siit 6rnegi analize alinmis ve bunlardan %87,5’inin
AFML1 ile kontamine oldugu goriilmiistiir (Silva ve ark.,
2015)

AFMI1 kontaminasyonlar1 Afrika Kitasi’ndan da
bildirilmeye devam etmektedir. Bu raporlardan birinde
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arastirmacilar, Fas' mn Fez sehrinde Ekim 2019 ile Eyliil
2010 arasinda toplanan ¢ig siit 6rneklerinden, %8’i AB
limitlerinin tizerinde olmak {izere toplamda %27’sinin
AFMI1 yoniinden pozitif oldugunu ifade etmislerdir
(Marnissi ve ark., 2012).

Bununla birlikte Adejumo ve ark. (2013), Nijerya'da
siit ve siit iirlinlerinde AFM1 varligina ve maruziyet
riskine iligkin verilerin son derece sinirli olduguna dikkati
¢ekmislerdir. Arastirmacilar, iilkenin bazi bolgelerinden
elde edilen siit orneklerinde toksinin saptanmadigini,
bazilarinda ise siitlin yani siwra yogurt ve dondurma
orneklerinde  de  degisen  miktarlarda =~ AFMI
kontaminasyon  bulundugunu  gosteren  raporlarin
literatiirde yer aldigin1 makalelerinde sunmuslardir.

Kontamine siitlerden elde edilen {iriinlerde de dikKati
¢eken diizeylerde AFMI ile karsilagilmasi, bu toksinden
kaynaklanan probleme ayr1 bir boyut kazandirmaktadir.
Ornegin dondurma bilesimine kontamine siit veya siit
tozu eklenmesi halinde, pastdrizasyon ya da sterilizasyon
gibi 1s1 uygulamalarindan etkilenmeyen toksin, iirtinde de
kendini gostermektedir (Ossa ve ark., 2015). Lee ve Lee
(2015), Kore’de yiiriittiikleri bir aragtirma ile kontamine
materyalden iiriine taginmaya ornek teskil edecek sonuglar
elde etmislerdir. Calismada, aromal: siit, i¢ilebilir nitelikte
yogurt, siit tozu, dondurma ve serbet Ornekleri AFM
varligl acisindan analize almmis ve en yiiksek AFMI
kontaminasyonun (%74 ) siit tozunda olduguna dikkat
¢ekilmistir. Bunu dondurma (%36), yogurt (%14), siit
(%6) ve serbetin (%6) izledigini bildirilmis, ayrica daha
diisiik oranlarda da olsa tim Orneklerde AFM2’ye
rastlandig1 ifade edilmistir (Donghun ve Kwang-Geun
2015). Ayrica, Arjantin ve Brezilya’da da siit tozu
orneklerinin 0,1’den 0,92 pg/kg’a degisen diizeylerde
AFMI ile kontamine oldugu bildirilmistir (Londofio ve
ark., 2013).

Ne yazik ki iilkemizde de gerek siit gerekse siit
iriinlerinde  AFM1 varligina iliskin pek ¢ok makale
yayinlanmistir. Bunlardan birinde Kabak ve Ozbey
(2012), inceledikleri 40 UHT siit 6rneginin %70'inin
AFMI igerdigini ve ikisindeki kontaminasyon diizeyinin
AB yasal limiti olan 0,05pg/I’nin iizerinde oldugunu
bildirmistir.

Adana’da 2012 yili siiresince yiiriitiilen  bir
aragtirmada ise 176 ¢ig siit 6rnegi incelenmis, bunlardan
30’u yasal limitlerin {izerinde olmak {izere 53’liniin
(%30,1)  Aflatoksin M1 ile kontamine oldugu
belirlenmistir (Golge, 2014).

Atasever ve ark. (2014), peynirlerimizdeki AFM1
sorununa degindikleri makalelerinde, kontamine ¢ig siitiin
hammadde olarak kullanimi ve startersiz {iretimin
etkilerini tartigmiglardir.

Tekingen ve ark. (2008) yiirtittiikkleri bir calismada bes
biiyiik sehirden (istanbul, Izmir, Kayseri, Konya,
Tekirdag) elde ettikleri 100 krem peynir Orneginin
%99 unun ve 92 tereyag orneginin tamaminin AFM1 ile
kontamine oldugunu ve tereyag oOrneklerinin %28’inin,
krem peynir Orneklerinin  %18’inin igerdigi AFMI
seviyelerinin Tiirk Gida Kodeksinde (TGK) izin verilen
maksimum limitleri agtigin1 bulmuslardir.

Yaroglu ve ark. (2005), inceledikleri 600 peynir
orneginden (200 beyaz peynir, 200 kasar peyniri, 200
islenmis peynir) %1°i TGK’de belirtilen yasal limiti
asmak iizere toplamda %5’inin AFMI1 igerdigini

belirtmislerdir.

Aygicgek ve ark. (2005), Ankara’da satiga sunulan 223
stit orneginin (49 peynir, 53 kasar peyniri, 27 tereyag)
%90,58’inde = AFMI1  igerigine  rastlamiglar  ve
%38,52’sindeki AFM1 seviyesinin TGK yasal limit
degerinin {lizerinde oldugunu bildirmislerdir.

Kamber (2005), Kars’ta yaptigi bir c¢aligmada, 30
kasar ve 30 ¢eg¢il peynir drnegini incelemis ve tamaminda
AFMI1 varligimi tespit etmistir. Kasar peyniri drneklerinin
%?20’sinin ve ¢egil peyniri Orneklerininm %13 {iniin
TGK’deki limit degerlerini astigini raporlamistir.

Sezer ve ark. (2014) Kars’ta iiretilip ambalajsiz olarak
satigsa sunulan 50 adet dondurma &rnegini incelemisler ve
%100’iinde AFM1 oldugunu bildirmislerdir. Bununla
birlikte 6rneklerin %34’ iniin TGK’de siit ve siit iiriinleri
icin belirtilen AFMI1 yasal limit seviyesini astigini
sunmuslardir.

Yine Kabak (2012) tarafindan yiiriitiilen bir caligmada,
bu kez tlilkemizdeki bebek formiilasyonlarinda saptanan
AFM e dikkat ¢ekilmis, benzer tablonun iran, Hindistan,
Ispanya ve Misir’daki bebek mamalarinda da kendini
gosterdigi, literatiir 15181nda ifade edilmistir.

Tayin Yontemleri

Klasik Tayin Yontemleri

Ince tabaka kromatografisi: Kalitatif ve kantitatif
olmak tizere iki sekilde uygulanabilir. Klasik ince tabaka
kromotografisi ile yapilan mikotoksin analizlerinde
analitik islem basamaklari; 6rnekleme, ekstraksiyon ve
ekstrakt  temizleme, yogunlastirma, kromatografik
separasyon, kalitatif ve kantitatif tayin ve dogrulama
testleri seklindedir.

Ekstraksiyon isleminde ‘“Kloroform-su”, “Metanol-su
ve “Asetonitril-su” olmak iizere 3 farkli yontemden
yararlanilir. Bu basamaktaki amag¢ mikotoksinin solventle
karst karstya gelmesi ve bu maddelerin molekiiler
diizeyde carpigsmasmin saglanmasidir. Solvent se¢iminde
analizi yapilacak mikotoksinin polarlik derecesi goz
Oniinde tutulur. Bu sirada mutlaka solventle birlikte su
ilave edilir. Béylece solventin iiriin i¢ine girmesi saglanir.
Yogunlastirma islemi ise rotary evoparatorde yapilir.
Islem sonunda Aflatoksine ait olan kalmnti, kloroformla
yikanarak viale alinir. Cesitli islemlerden gegirildikten
sonra kramotografi iglemine tabi tutuluncaya kadar
buzdolabinda bekletilir (Var ve ark., 2004).

Yiiksek performans sivi  Kromatografisi: HPLC,
mikotoksinler ve mikotoksinler gibi diisiik molekiil
agirhgma sahip diger bilesiklerin analizlerinde son
yillarda tizerinde en ¢ok ¢alisilan yontemlerden birisidir.
HPLC cihazi temel olarak, hareketli faz, pompa, enjektor
blogu, kolon, detektor kisimlarindan olusmaktadir.

e Hareketli Faz: Kullanilan ¢6zgenler uygulanan
kromatografi sekline baglidir. Solvent rezervuarinin
calisma esnasinda agzinin kapali olmasina 6zel bir
dikkat  gosterilmelidir.  Buharlasmadan  dolay1
hareketli fazin kompozisyonu degisebilir. Aflatoksin
analizlerinde hareketli faz olarak genellikle
Asetonitril+Su (28+72) kullanilmaktadir Floresan
siddeti, hareketli fazin kompozisyonuna gore
degisebilir. Ornegin AFB’ler, kloroform hareketli faz
cozeltisinde AFG’lerden daha az floresan verir.

e Kolon: HPLC cihazinda kullanilan kolonlar 4,5-5
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mm i¢ ¢aplt ve 10-30 cm uzunluga sahip paslanmaz
celik malzemelerdir ve 5-10um c¢apli sabit faz
partikiilleri igerir.

o Kolon Dolgu Maddesi: Dolgu maddesi se¢iminde
tanecik biiyiikliigii, tanecik biiylikliigiiniin dagilimi,
gozenek hacmi ve yiizey alani gibi ozellikler rol
oynar. Sabit faz olarak genellikle pordz maddeler
kullanilmaktadir. Kullanilan dolgu maddeleri silika
ve alimiina esaslhdir.

o Dedektor: HPLC igin ideal bir dedektor, genis bir
konsantrasyon araliginda yiiksek duyarliliga, diisiik
giiriiltii seviyesine ve yiiksek segicilige sahip olmanin
yant sira kromatografik rezoliisyona kot etki
yapmaksizin kolon akisindaki bilesiklere duyarlilik
gostermelidir. Aflatoksinler hem normal hem de ters
faz sistemlerde, UV absorbsiyon, floresan ve MS
(Mass Spectrometry) dedektorii ile HPLC’de analiz
edilebilmektedir. Aflatoksinler yaklagik 360 nm’de
(metanol ¢ozeltisinde) kuvvetli UV  absorbsiyonu
gostermektedir (Var ve ark., 2004).

Aflatoksinlerin HPLC ile analiz edilmesinde ilk asama
ornege uygulanacak olan etkili bir ekstrakt temizleme
islemidir. Bu amagla ekstraksiyonda ¢oziicii olarak
klorofomun kullanildigi ve sadece yer fistig1, yagh
tohumlar ve tahil Giriinlerinde uygulama imkani bulan CB
(Contamination Branch) ve ekstraksiyonda ¢o6ziicii olarak
metanol/hegzan karigimiin kullanildigi BF (Best Foods)
(Mahindru 2009) yontemleri ile son yillarda daha popiiler
olan immunoaffinite kolon uygulamasindan yararlanilir.
Immunoaffinite kolonla 6rnek hazirlama: Ekstrakte edilen
ornekten alman 10 ml filtrat immunoaffinite kolona
aktarilir. Kolonun ¢ikigina bir toplama kabi konulur.
Kolonu yikamak i¢in 2 defa 10 ml distile su kolondan
gecirilir. Son olarak aflatoksinleri kolondan almak igin 1
ml metanol uygulanir ve aflatoksinler kolondan alinir.
Mikroenjektor vasitasiyla 6rnek cihaza enjekte edilir ve
ornege ait kromotogram alinir. ikinci olarak aflatoksin
standartti enjekte edilir ve standartta ait kromotogram
almir.  Kromotogramlardaki —alikonma zamanlarina
bakilarak kalitatif ve kantitatif tayin yapilmaktadir.

Son yillarda aflatoksin analizlerinde ¢ok sik kullanilan
HPLC cihazinin baz1 dezavantajlar1 da bulunmaktadir:

e HPLC cihazmnm hassasiyetinin yiiksek olmasindan
dolayl, orneklere etkili bir ekstrakt temizleme
isleminin yapilmasi gerekir.

e Bir kerede sadece bir drnek analiz edilebildiginden,
otomatik enjeksiyon sistemi olsa bile ¢ok sayida
ornek kisa siirede analiz edilemez.

e Cihazm pahali olmasi ve kullanimi i¢in iyi yetismis
teknik elemana ihtiya¢ duyulmaktadir (Var ve ark.
2004).

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA):
ELISA, antijen-antikor reaksiyonlarmmn direk olarak
saptandifit  bir enzim immunoassay yontemidir.
Mikotoksinler antijenik ozellik gostermezler, onlara bu
niteligi kazandirmak igin bir protein veya polipeptid
zincirine baglanmalar1 gerekir. Bu amagla protein olarak
genellikle serum albumini, gamma globulin ve polylisine
kullanilmaktadir. Okratoksin, patulin ve penisilik asit gibi
reaktif gruplara sahip mikotoksinler direkt baglanma

reaksiyonlar1 gosterirler. Buna karsin aflatoksin ve
trikotesenleri kapsayan birgok toksin ise reaktif gruplara
sahip degildirler ve bu nedenle reaktif karboksil veya
bagka bir grubun 6ncelikle toksin molekiiliine baglanmasi
gerekmektedir.

Antijenler antikorlara hidrojen baglari, eletrostatik
etkilesimler, hidrofobik etkilesimler ve Vander Wals
giicleri gibi kovalent olmayan baglarla geri doniisiimlii
olarak baglanirlar.

Mikotoksin analizlerinde antijenlerin isaretlenmesinde
genellikle peroksidaz ve alkalifosfotaz enzimleri
kullanilmaktadir. Bu enzimlerle reaksiyon veren birgok
substrat reaksiyon sonucunda renkli maddeler olusturarak
reaksiyon sonucunun gozle saptanmasina olanak tanirlar.

ELISA yonteminin degisik mikotoksin analizlerinde
kullanilmasi, farkli mikotoksinlere karsi spesifik antikor
iiretimine baglidir. Bu nedenle antikor iiretimi i¢in daha
etkili yontemlerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir
(Var ve ark., 2004).

Biyosensérler: Tum canlilar, yasadiklar1 ortamdaki
degisimleri derhal algilayip yasamlarini siirdiirebilmek
icin degisimlere uymaya calgirlar. Iste bu algilama
mekanizmasi biyosensorlerin in vitro kullanimi igin temel
olusturmaktadir.

Canllar, teknologlarin hayal bile edemeyecegi
duyarlik performanst gostermektedirler. Ornegin bazi
kopeklerin koku almalari insanlardan 100 000 kat daha
duyarlidir. Yilan baliklar tonlarca su igerisine ilave edilen
birka¢ damla yabanci maddeyi derhal algilarlar.
Kelebekler partnerlerinin yaydigi birka¢ molekiilii bile
hissederler. Algler ise zehirli maddelere karsi ¢ok
duyarlhidirlar. Canlilara bu uyarilar1 algilamayr miimkiin
kilan biyolojik maddelerin analiz ~ sistemleri ile
birlestirilmesi biyosensorleri olusturmaktadir.
(http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/turkce/sensork
av.html, Erisim tarihi: 6 Subat 2016), (Resim1).

Fiziksel bir ozelligi belirleyerek kaydeden cihaza
sensor, biyolojik sistemle kombine edilen sensorlere ise
biyosensor ismi verilmektedir. Biyosensorler, biyolojik
molekiillerin veya sistemlerin se¢imlik ozellikleri ile
modern  elektronik  tekniklerin  islem yeteneginin
birlestirildigi biyoanalitik cihazlardir.

Biyolojik bir olayin elektriksel sinyale doniistiiriildigi
bu sistemler, Biyosensorler biyolojik (reseptor) ve fiziksel
(transducer)  olmak iizere iki komponentten olusur
(http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/turkce/sensork
av.html, Erisim tarihi: 6 Subat 2016). Sekil 2’ de bir
biyosensoriin sematik gosterimi bulunmaktadir.

Biyosensorlerde analiz edilecek madde ve yapilar

genel  olarak  analit olarak  adlandirilmaktadir.
Biyoreseptorler analiz edilecek maddeyi doniisiime
ugratir.

Transduserler, reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu
olctilebilir fiziksel bir sinyale

dondistiriirler(http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/t
urkce/yapi.html, Erisim tarihi: 5 Subat 2016). Sekil 3’te
bir biyosensor sisteminin ¢aligma prensibi yer almaktadir.

Ince tabaka kromatografisi ve HPLC ydntemleri, uzun
zamana gereksinim duyulmasi, Ornegin kapsamli bir
ekstrakt temizleme islemini gerektirmesi ve ¢ok fazla
miktarda solventle calisilmasi gibi bazi dezavantajlara
sahiptir. ELISA yonteminin ise basit olmasi, kisa siirede
¢ok sayida analiz yapilabilmesi, fazla solventle
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calisilmamast gibi avantajlart  bulunmaktadir. Buna Mikotoksinlerin dogru, hizli, etkin ve pratik bir
kargin, mikotoksinlerin tiriine homojen bir sekilde sekilde oOlgiimlerini saglamak amaciyla yeni yontem
yayilmamasidan dolayi, ELISA yonteminde az miktarda  arastirmalar1 ya da var olan metotlarda modifikasyon
ornek kullanilmasi en 6nemli sorunu olusturmaktadir. calismalar1 devam etmektedir (Var ve ark. 2004).

Resim 1 Canlilarin dogadaki olaylari algilama yetenekleri
(http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/turkce/sensorkav.html)

Ii Olciianm cihaza

Biyoaktif tabalka

Sekil 2 Bir biyosensoriin genel sematik gosterimi
(http://eng.ege.edu.tr/~otles/Biyosensorler/turkce/yapi.html, Erisim tarihi: 6 Subat 2016)
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Sekil 3 Bir biyosensor sisteminin ¢aligma prensibi

Yeni Geligmeler

AFMT1’in saptanmasi amaciyla kullanilan yontemlerde
temizleme veya zenginlestirme teknigi O6nemli bir
basamak olarak goriilmektedir. Bu dogrultuda ¢oklu
fonksiyona sahip temizleme kolonlari ve immunoaffinite
kolonlar1 (IAC) en g¢ok tercih edilenler arasindadir.
OASIS HLB kartuslar1 da bazi arastirmacilar tarafindan
HPLC ve MS’nin kombine edildigi teknikler kapsaminda
sitteki ~ mikotoksinlerin ~ temizlenmesi  amaciyla
kullanilmis ve sonuglar tartismaya agilmistir. Wang ve
ark. (2012), bu calismalar takip ederek OASIS HLB
kartuslarin1 optimize ve valide etmeye yonelik bir
arastirma yiiriitmiis ve bunun sonucunda OASIS HLB’de
SPE (Solid Phase Extraction) ve FLD (Fluorescence
Detector) ile birlikte HPLC kullanarak uygulamasi kolay
ve uygun maliyetli bir metod gelistirmislerdir.

Bacher ve ark. (2012), siitte bulunan AFM1’in
saptanabilmesi amaciyla glimiis kablo elektrotu temeline
dayanan bir immunosensor sistemi gelistirmigler ve bu
alanda kullanilan ELISA ve kromotografik analizlere
yiiksek duyarliligi sayesinde iyi bir alternatif olarak
sunduklarmi ifade etmislerdir.

Larou ve ark. (2013), AFM1’in saptanmasina yonelik
olarak BERA (Bioelectric Recognition Assay) temeline
dayanan hizli ve yeni bir biyosensor sistemini gelistirmeyi
amacladiklar1  ¢aligmalarinda, toksinin en  diisiik
konsantrasyonlarinda dahi ii¢ dakika gibi ¢ok hizli bir
zaman diliminde basarili sonuglar elde ettiklerini
bildirmislerdir. Sonug olarak yontemin bugiin i¢in bilinen
diger biyosensor temelli yontemlere goére daha duyarl
oldugunu ifade etmislerdir.

Cesitli gida maddelerinde AFM1’in izlenmesi ve
takibinin yapilmasi amaciyla kullanilan yontemlerde
basitlik, yiiksek saptama duyarlilig1 ve yiiksek verimlilik
aranan en Onemli Ozellliklerdir. Floresan dedektdrlerin
kullanildigs  HPLC ve ELISA rutin analizelerde
yararlanilan baslica tekniklerdir. Ancak bilindigi iizere

HPLC kompleks bir uygulamadir olduk¢a uzun bir zaman
gerektirir. Cok fazla enstriimandan yararlanilir ve maliyeti
yiiksektir. Bununla birlikte ELISA bu olumsuzluklardan
hicbirini tagimaz. Bu nedenle yaygin olarak kullanilan
standart yontemdir. Pratik ELISA formatlar1 arasinda en
yiksek duyarlihga sahip olani, ECR (Enhanced
Chemiluminescent-CL) reaksiyonunda peroksidaz isaretli
immun ayraglarin enzim aktivitesinden yararlanilan
yontemdir. Bu reaksiyonun prensibi; gelistiricilerin
(enhancer) varliginda luminolun hidrojen  peroksit
tarafindan oksidatif olarak katalize edilmesi temeline
dayanir. Vdovenko ve ark. (2014), bu cercevede CL-
ELISA yonteminin AFM1 saptanmasindaki etkinligini
arttrmak amaciyla  gelistirici  olarak 3 - (10
phenothiazinyl)-propane-1-sulfonate  (SPTZ) ve 4-
morpholinopyridine (MORPH) karisimindan
yararlanmislar ve etkili sonuglar elde etmislerdir.

Taherimaslak ve ark. (2014), siit Orneklerinde
AFMUI’in saptanmasi amaciyla gelistirdikleri yontemde,
adsorban olarak modifiye manyetik nanopartikiiller
kullanmig,  floresan  gelistirici  olarak da  f-
Cyclodextrin’den yararlanmistir. Arastirmacilar, SPE ve
spektroflometrinin bu yeni teknigin, klasik SPE’de bir
dezavantaj olarak goriilen kolondan gecirerek separe etme
stiresini yaklasik olarak 15 dakika kadar kisalttigini,
uygulamasinin kolay ve maliyetinin diisiik oldugunu
bildirmiglerdir.

Mulunda ve Mike (2014), siitte AFM1’in daha etkin
bicimde saptanabilmesi amaciyla immunoaffinite
kolonlar1 (IAC) ile temizleme prosediirii uygulamislar ve
CoBrA cell ile birlikte sivi kromatografisi kullanarak
analiz gerceklestirmiglerdir. Arastirmacilar, kullandiklart
bu yeni yontemin bagarili sonu¢ verdigini ancak pahali
oldugunu belirtmislerdir.

AFMVI’in saptanmasi amacityla kullanilan yontemler
arasinda immunokromatografi, uygulama kolayligi, hizt
ve diisiik maliyeti nedeniyle son zamanlarda daha fazla
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tercih edilir hale gelmistir. Immunomanyetik nanobilyeler
ise (IMB), analizin duyarliligini arttrmak {izere,
zenginlestirme ve miknatisla analitik ayirma basamaklari
stirasinda kullanilan bir 6n islem materyalidir. IMB ayni
zamanda immunokromatografide de isaretli materyal
olarak kullanim alanmna sahiptir. Huang ve ark. (2014),
belirtilen tekniklerin literatiirdeki uygulamalar1 ve elde
edilen sonuglardan hareketle, IMB temeline dayanan
analiz metodu ile zenginlestirme ve
immunokromatografiyi (IMB-EIC) bir araya getirerek
yeni bir metot tasarlamislardir. One siiriilen bu yeni
yontemde, anti - aflatoksin M1 antikoruyla kaph
immunomanyetik nanobilyeler, EDC/NHS (1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) karbodiimide/N-hydroxy-
succinimide) metoduyla sentezlenmis ve
immunoktomatografik strip, konjugat pedi, o6rnek pedi,
adsorban ped ve nitroseliiloz membran ile birlestirilmistir.
Nitroseliiloz membran; test satirlari igin aflatoxin M1 —
BSA, kontrol satirlar1 i¢in de esek-anti fare antikorlariyla

spreylemistir. Saptama isleminde, AFM1’in
zenginlestirilmesi ve  separe  edilmesi amaciyla
immunomanyetik nanobilyeler &rnekle karistirilmis,

ardindan zenginlestirme soliisyonu immunokramotogrif
striple incelenmistir. Arastirmacilar, islem sirasinda diger
mikotoksinlerle ¢apraz reaksiyonlarin meydana gelmeyisi
ve ELISA ile uyumlu bir sekilde caligma potansiyeline
sahip olmasi nedeniyle, uyguladiklar1 bu yeni teknigi,
siitte AFM1’in hizli bir sekilde saptanmasinda iyi bir
yontem olarak ileri siirmiislerdir.

Huang ve ark. (2015), siit orneklerinden AFM1’in
ekstraksiyonu ve saptanmasi amaciyla HF - LPME
(Hollow Fiber — Liquid Phase Microextraction) ile LC-
MS/MS  (Liquid Chromatography/ Tandem Mass
Spectrometry) yontemlerini birlestirerek kullanmuislar,
ekstraksiyonun  verimliligini  etkileyen parametreleri
degerlendirmisler ve elde ettikleri bulgular 1s18inda, 6ne
sirdiikleri yontemin AFM1 analizleri igin yiiksek
derecede spesifik 6zellik gosterdigini belirtmislerdir.

AFMI1' in saptanmasi amaciyla c¢ok cesitli
tekniklerden yararlanilmakla birlikte HPLC ve bunu takip
eden FL (Fluoremetry) veya MS (Mass Spectrocopy) altin
standart olarak kabul edilmektedir. Ancak bu standart
yontemin ¢ok zaman almasi, maliyetinin yiiksek olmasi
ve laboratuvarlarda uygulama alaninin smirli olmasi
aragtirmacilart  yeni metodlar gelistirmeye tesvik
etmektedir. Bununla birlikte yeni gelistirilecek olan
yontemin hizli, giivenilir, dogru, kesin sonuglar vermesi
ve ¢ok diisiik miktarlart dahi her zaman ayn1 dogrulukta
saptayabilir olmasi ¢aligmalarin 6niinde asilmasi gereken
engeller olarak varligint siirdiirmektedir. Kullanilan
teknik her ne olursa olsun, diigiik konsantrasyonlardaki
Aflatoksinlerin ¢esitli gida ortamlarinda saptanabilmesi
icin drnegin konsantre edilmesi bir gerekliliktir. Bugiine
kadar Aflatoksinlerin ¢esitli matrislerden ekstrakte ve
konsantre edilmeleri amaciyla pek c¢ok yontem
denenmistir. DLLME (Dispersive Liquid Liquid
Microextraction) bu dogrultuda degerlendirilen yollardan
biridir ve ilk kez Rezaee ve ark. (2006), tarafindan
denenip Onerilmistir. Ancak yontemin pek ¢ok
dezavantaji bulunmaktadir. Bu nedenle yeni bir ¢alisma
tasarlanmis ve bu dezavantajlar ortadan kaldirtlmistir.
LDS (Low-Density Solvent) — DLLME’yi takip eden VA-
D-SPE  (Vortex-Assisted-Dispersive  Solid  Phase

Extraction) uygulamalarini iceren bu yeni yontemle etkin,
basit ve hizli bir sekilde dogru sonuglar elde edilmistir
(Amoli-Diva ve ark. 2015).

Glinlimiizde immunoaffinite kolonla temizleme
yontemiyle birlikte kullanilan HPLC seperasyonu ve
floresanla saptama, AFM1’in rutin analizlerinde halen en
stk kullanilan kantitatif yontemlerden biridir. Mao ve
ark.(2015),  geleneksel =~ HPLC’deki  kromatografi
kolonlarini 2,6 pm ¢apli core-shell partikiillerle doldurup
enstrumantal kosullar1 optimize ederek, tamamen poréz
kolonlarin kullanildigi geleneksel yonteme gore analiz
performansini daha yiiksek bir seviyeye c¢ikarmiglardir.
Arastirmacilar aynt zamanda, klasik yontemdeki, ultra
yiikksek basinci saglayan enstriimanlardan kaynaklanan
yiiksek maliyetin de 6niine gegtiklerini belirtmislerdir. Bu
yeni deneme ile enstriman duyarliliginin artirilmis
olmasi, 6rnek hazirlamayr da daha basit hale getirmistir.

Ossa ve Pefiuela (2015), dondurma o&rneklerinde
AFMUI’in  selektif olarak saptanabilmesi amaciyla
UHPLC-MS/MS (Ultra High Performance Liquid
Chromatography-Tandem Mass Spectrometry) teknigini
kullanarak duyarlilig: yiiksek bir yontem gelistirmisler ve
bu sayede calisilan 6rneklerdeki AFM1 diizeylerinin AB
yasal diizenlemelerinde belirtilen seviyelerle dogru ve
etkin bigimde karsilastirma olanag1 elde etmislerdir.

Busman ve ark. (2015), siit orneklerinde AFM1’in
kantitatif olarak saptanmasi amaciyla DART (Direct
Analysis in Real Time) iyonizasyon teknigini MS (High
Resolution Mass  Spectrometer) ile  birlestirerek
kullanmiglardir. Arastirmacilar elde ettikleri bulgular
1s18inda, DART tekniginin, kiitle spektrometresi (MS) ile
birlikte kullaniminin, siit gibi mikotoksinler agisindan
calismasit zor matrikslerde duyarl, giivenilir ve hizh
sonuglar verdigini ifade etmislerdir.

Lee ve Lee (2015), gesitli siit iriinlerinde AFM1 ve
AFM2’nin varligini ortaya koymak amaciyla HPLC — FD
(High  Performance Liquid Chromatography —
Fluorescence Detector) tekniginden yararlandiklari
calismalarinda, 6rnek hazirlama asamasinda brominasyon
ve trifloro asetik asit tirevlendirme yontemlerini
karsilagtirmiglar ve brominasyon seceneginin daha etkin
sonug verdigini bildirmislerdir (Donghun ve Kwang-Geun
2015).

Peynirde aflatoksin M1 ekstraksiyonu genellikle
klorlu organik ¢oziiciiler kullanilarak yapilir. Ancak, sert
yapilt peynirler rendelenseler dahi klorlu ¢oziiciiler
icerisinde tam olarak yapilarim1 kaybetmemekte hatta
zaman zaman calkalama sirasinda kiigiik boyutlu
¢okiintiiler olusabilmektedir. Bu da AFM1
ekstraksiyonunda  yontemin  giivenilirligine  golge
diisiirmektedir. Bu sorunu gidermek amaciyla AFM1’in
EA (Enzyme-Assisted) ekstraksiyonunu takiben IA
kolonunu kullanarak ekstraktin temizlenmesi asamalarini
iceren ve devaminda HPLC-FLD teknigini uygulandigi
yeni bir yontem denenmis ve basarili sonuglar elde
edilmistir (Pietri ve ark. 2016).

Zhang ve ark. (2016), siitte AFMI1 varligmi tespit
etmek amaciyla FM — ICTS (Fluorescent Microsphere
Immunochromatographic ~ Test  Strip)  yOntemini
gelistirmigler ve bu amagcla ultrasensitif anti-AFM1
monoklonal  antikor  (MAb)  ID3’i  hazirlayip
tanimlamiglardir.  Monoklonal  antikor  karboksilat-
modifiye floresan mikrosferlerle kovalent olarak konjuge
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edilmis ve yarismali immunokromatografi analizinde
isaretlemede kullanilmistir. Antijen kaplamada hapten-
protein ¢ifti oranmin orta diizeyde tutulmasi immunoassay
duyarliligini arttirmistir. Aragtirmacilar sonug olarak FM-
ICTS tekniginin siitte AFM1 varliginin saptanmasinda
uygulamasi kolay, hizli, yliksek duyarliliga sahip ve
spesifik oldugunu savunmuslardir.

AFM1’in Toksisitesi ve Olusturdugu Hastahklar

AFBI1, memeliler i¢in Dbilinen en  giicli
hepatokarsinojen olup, Uluslararasi Kanser Arastirma
Kurulusu (International Agency of Research on Cancer,
IARC) tarafindan 1A kategorisinde karsinojen olarak
siniflandirilmaya  alinmistir (IARC 2002). Aflatoksin
B1’in metaboliti olan aflatoksin M1 ise insanlar igin
muhtemel karsinojen olarak gruplandirilmis ve Grup 2B
sinifinda yer almistir (IARC, 1993). Daha sonra yapilan
yeni bir siniflandirma ile siit toksini olarak da
isimlendirilen AFM1, en gii¢lii karsinojenleri igeren Grup
1 icerisinde yeniden degerlendirilmistir (IARC, 2002).

AFBI’in toksik ve karsinojenik etkileri icin temelde
hedef organlar karaciger ve bobrek olmakla birlikte
intestinal timorlere de neden olabildigi bildirilmektedir.
Farkli hayvan tiirlerinde yapilan deneysel calismalar,
hepatotoksik, hepatokarsinojenik ve teratojenik etkileri
acikga ortaya koymustur (Yentiir ve Er, 2012).

Genel olarak AFB1’in monohidroksile metabolitleri
detoksifiye edilmis olarak kabul edilir. Ancak AFM1 bu
kapsamda degerlendirilemez. Yapilan deneysel caligmalar
AFMTI’in sitotoksik ve karsinojenik etkilerinin yani sira
karaciger ve bobrek lezyonlarmin, AFB1 ile benzerlik
gosterdigini ortaya koymustur (Diaz ve Murcia, 2011).

Bunun yaninda, siit yoluyla AFM1 ya da yan
tiriinlerine maruz kalan bebeklerde diisiik viicut agirhigi,
gelisim bozuklugu, bazi yasamsal organ ve dokularin
ozellikle merkezi sinir sistemi gelisiminin
tamamlanamamasi, enfeksiyon hastaliklarma duyarlilik ve
metabolizma hizinda artis kendini gosterebilmektedir
(IARC, 2002; Adejumo ve ark., 2013; Shuaib ve ark.,
2010).

AFM1’in Stabilitesi Ve Rediiksiyonu

Yapilan bir ¢alismada test edilen probiyotik bakteriler
(Bifidobacterium longum, Bifidobacterium species 420,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus acidophilus
NFCM 150B, Lactobacillus casei, Shirota, Lactobacillus
rhamnosus) varliginda AFMI1 biyoerisebilirliginin %
15,51 - 31,6 oraninda azaldigi gézlenmistir (Kabak ve
Ozbey, 2012)

Bir diger calismada ise laktik asit bakterilerinin farkli
suslarin  (Lactobacillus acidophilus ATCC 20552,
Lactobacillus rhamnosus TISTR 541, Lactobacillus
plantarium, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus
delbrueckii  spp. bulgaricus) ve bifidobakterilerin
varhiginda (Bifidobacterium angulatum DSMZ 20098),
yogurttan ~AFMI’in  indirgenebilirligi  incelenmis,
kontamine siitle ii¢ farkli uygulama gergeklestirilmistir.
Arastirmada en basarili sonu¢ %50 yogurt kiiltiirii
(Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus)
ve 50% Lactobacillus plantarium ile yapilan uygulamada
elde edilmistir (Elsanhoty ve ark. 2014).

Govaris ve ark. (2002), 0,05 ve 0,1 pg/l
konsantrasyonlarinda AFM1 inokule edilen yogurtta 4
hafta boyunca 4°C’de pH 4 - 4,6 degerlerinde AFM1’in
stabilitesini incelemislerdir. pH 4,6’da AFM1 degerlerinin
onemli olglide degismedigini ancak pH 4,0’da
depolamanin {iglincii ve dordiincii haftalarinda AFM1’in
her iki konsantrasyon seviyelerinde diisiis oldugunu
belirlemislerdir. Arastirmacilar AFM1
konsantrasyonlarindaki bu disiisiin diisik pH’dan,
organik asitlerin olusumundan ya da fermentasyonun
diger yan iriinlerinden hatta Lactobacillus tiirlerinden
kaynaklandigini éne stirmislerdir (Govaris ve ark., 2002).

Carraro ve ark. (2014), sigir siitlerinde AFM1 oranini
azaltmak igin kilden yararlanmayr denemislerdir. Bu
calismada, aliminyum ve magnezyum igerigi zengin
volkanik kiil, tif ve lavlarin kimyasal ayrigmasiyla veya
bozulmasiyla olusan; suyu emince, kabarip sisen ve
jelimsi bir Kitle meydana getiren; iyon (katyon)
degistirme kapasitesi yiiksek, sindirim sistemindeki
bakterileri, parazitleri ve toksinleri miknatis gibi ¢eken bir
stinger Ozelligine sahip bentoniti kullanmislardir (Kayur,
2007). Yemeklik yaglarda saflastirma igleminde agartici
olarak ve bira, sarap, maden suyu, meyve suyu iiretiminde
berraklastirict olarak kullanilan bentonitin (Kayir, 2007),
sigir siitlindeki AFM1 degerlerini (yaklasik 80ng/1’ye
kadar) giivenilir seviyeye kadar (yetiskinler i¢in 50ng/l,
siit emen cocuklar icin 0,25ng/l) diislirdiigiinii tespit
etmisler ve siitiin besinsel degerlerinde &nemsiz
degisikliklere yol actigmi goézlemlemislerdir (Carraro ve
ark., 2014).

Catteneo ve ark. (2013) Ricotta peyniri iiretiminde
aciga cikan peynir alti suyunda ve proteinden arindirilmis
peynir alti suyunda AFM1’in stabilitesini incelemislerdir.
Ricotta peyniri tiretimi swrasmda AFM1’in %94’ atik
peynir alti suyuyla uzaklastirilmis, sadece %6’s1 pihtida
kalmistir. Daha sonra peynir alt1 sularina ultrafiltrasyon
ve piiskiirtmeli kurutma islemleri uygulanmis ve basarili
sonug elde edilmistir.

AFM1’¢ iliskin Yasal Diizenlemeler

Ulkemizde ve bazi diinya iilkelerinde siit ve siit
iiriinlerinde AFM1’in maksimum limitleri Tablo 1’de
sunuldugu gibidir.

Sonuc¢

Diinyanin farkli bélgelerinden bildirilen raporlar,
hayvan yemlerindeki AFBI ile siit ve siit triinlerindeki
AFM1  sorununun giinimiizde halen ciddiyetini
koruduguna isaret etmektedir ve ne yazik ki toksine
maruz kalinmasi ile iliskilendirilen her y1l onlarca hastalik
vakast1 kayitlara gecmeyi siirdiirmektedir.

Durum onu gostermektedir ki, hayvan yemlerinin
kiiflenmesinin oniine gecilmedigi ve toksinli rasyonla
beslemeye devam edildigi siirece, slitle AFMI1 atilim
devam edecektir. Bugiin i¢in, alternatif yeni yontemlerle
caligmalar siliriyor da olsa, pastorizasyon ya da
sterilizasyon gibi 1s1l islemlerle siitler bu anlamda giivenli
hale getirilememektedir. Dolayisiyla eger siitte AFM1 var
ise, tiiketen bireyin viicuduna aynen tagmmacagi agik¢a
goriilmektedir. Toksinin, Uluslararas1 Kanser Arastirma
Ajanst (IARC) tarafindan AFBI1 ile birlikte en giiclii
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karsinojenleri igeren Grupl igerisinde degerlendirildigi de
diisiiniiliirse, oOzellikle 3 yas alti ¢ocuklarin ana besin
kaynagini olugturan ve yetiskinlerin diyetinde de donemli
bir yer tutan siit ve siit {irlinlerinin, halk sagligmni nasil
tehdit ettigi gozler Oniine serilecektir. Bu tehlikenin
onlenmesi amaciyla ilkeler, yasalar1 biinyesinde
diizenlemeler getirmis durumdadir.

Konunun ekonomik boyutu da goz ardi edilmemelidir.
Zira yasal limitleri asan oranlarda kontaminasyona sahip
yem veya gida maddeleri, ithalat ve ihracat sirasinda
kabul gérmemekte ve uluslararasi ticaret olumsuz yonde
etkilenmektedir.

Yapilan arastirmalar, kontamine {iriinlerin saptanmasi
sirasinda da sikintilar yagsandigina isaret etmektedir. Zira
halihazirdaki yontemlerin énemli ¢ogunlugu hem zaman
alic1 hem de yiiksek maliyetlidir.

Sonu¢ olarak, halk saghgmin korunmasi igin
oncelikle, yem-hayvan-hayvansal iriin-insan zincirinin
bir noktada kirilmast zorunludur. Yemlerin kiiflenmesi ve
toksin ile kontaminasyonunun nasil Onlenecegi acikca
bilinmektedir, konuya titizlikle yaklasilmas1 ve duyarh
olunmasi, sorunu en baginda ¢dzecektir. Eger bu miimkiin

olamiyorsa, en azindan daha hizli ve daha uygun maliyetli
yeni yontemler gelistirip yayginlastirarak, kontamine
gidalar dogru ve etkin bigimde saptanmali ve bunlarin
sofralara ulagmasi engellenmelidir. Bunun yaninda, siit ve
iiriinlerindeki detoksifikasyon denemeleri de oldukga
onemlidir. Ne vyazik ki sozii edilen =zincirin her
asamasinda yer alan eksiklikler, AFM1 probleminin uzun
bir siire giindemde kalacagmi gostermektedir.

Oncelikle tarladan baslamak iizere Aflatoksinlerin
hayvan diyetinde yer alan yemlerde {iremeleri ve AFB1
sentezlemeleri Onlenmeli, yemler uygun kosullarda
tasinmali ve depolanmalidir. Bu konuda ¢ift¢ilerden
iireticilere, yem islenmesinde c¢alisan personelden
tilkketiciye kadar halkin tamaminmn Dbilinglendirilmesi
gereklidir. AFB1 olusumunun 6niine gecilmelidir. Her ne
kadar AFM1’in detoksifikasyonu igin yogurtta LAB ile
yapilan ¢alismalar pozitif sonuglansa da ve siitte bentonit
kullanimiyla indirgeme gerceklestirilse de, bu iki yontem
heniiz deneme asamasindadir. Bu konuda bilimsel
calismalar yiiritilmeye devam edilmeli, yapilan
incelemeler ileriki boyutlara taginmali, bilim adamlarmna
her tiirlii teknik ve ekonomik giivence saglanmalidir.

Tablo 1. Siit ve stit tirtinlerinde AFM1’in maksimum limitleri*

Ulke Siit (ug/Kg) Siit Uriinleri (ug/Kg)
0,05 (Cig siit, 1s1l islem gdrmiis siit, siit bazl
Tiirkiye tiriinlerin {iretiminde kullanilan siit) _
0,025 (Bebek siitleri ve devam siitleri)
Abd 0,50 0,50
Ab? 0,05 0,05
Avusturya 0,05 (0,01-pastorize bebek siitii) :)é)ﬁ)(Tereyag) 0,25 (Peynir) 0.4 (Siit
Fransa 0,05 (0,03-3 yas alt1 gocuk i¢in) -
L 0,025 (Peynir alt1 suyu ve iiriinleri) 0,25
Isvigre 0,05 (Peynir) 0,02 (Tereyag)
Bulgaristan 0,50 0,10 ( Siit tozu)
Brezilya 0,50 5,0 (Siit tozu )
Cek Cumbhuriyeti 0,05 -
Romanya 0 0
Arjantin 0,05 0,50 (Tiim siit tirtinleri)
Honduras 0,05 0,25(Peynir)
Misir 0 0
Nijerya 1 -
fran 0,50 -
Kore 0,5 pg/l -
Fas 0,05 0,03 (Ug yasin altindaki ¢ocuklarda) S;g?noa’llstfr?(gktioéggu%?jrcg)u ttozu —ug
Avustralya 0,02 (Cocuk siitlerinde) -

*(Oliveria ve ark. 2013, Igbal ve ark. 2015, Mohammadi 2011, T.C. Resmi Gazete, 29 Aralik 2011, say1: 28157) * AB iilkeleri genel
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