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Saf Aflatoksin Elde EdllmeSl Uzermde Bir Aragtlrma

Dr. F. Nafi GOKSOYLER
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OZET

Bu calisma araé‘tirma"ve}koh't;oln calismala-
rinda kullanidabilecek safiikkta aflatoksinlerin

genel laboratuvar |mkanlar| ile elde edllme ola-

nagml ‘incelemek {izere yaplim|$t|r

. Bu amagla nemlendirilerek stertiize edilen
pmnc uzermde Aspergillus flavus | !ZOlatI 2ge

C'de 10 giin geligtirildikten sonra vasat kloro-

formla ekstrakte edilmistir. Y009un[a$ﬁnlan
ekstrakttan aflatoksinler hegzafila kristatize edi-
torek ayriidektan sonra silikajel HR tle doldu-
rulmius kolonds ayrima tabi tutulmus ve kolon
kromatografisinin gidisi -ince tabaka kromoto-
grafisi iletakip edilmistir. Saf halde aflatoksin
B1 ihtiva eden fraksiyonlar birlestirilip yog“j-un-
lastirilmegtir.

Bu, t;allsmada 250 g pmncten 3.9 |krom0
tografik safiikta aflatoksin B1 elde ed1|m1$t[r
Yontem mietot bosumunde Izah edllm1$t1r

SUMMARY
A Study to Obtaln Pure Aflatoxms ‘

This study has ‘been done for producmg
pure aflatoxins in the Laboratory with- common
equiprents, ‘which’ shall be used iin research
and control, : ‘

For this purpose, Aspetgillus flavus iso-
late is developed on moisturized and sterili-
sed rice, at 28°C for 10 days. Substrate is
extracted with chloroform and aflatoxins are
removed by hexane cristalisation.. Aflatoxins
are seperated in a: column which: contain sii-
cagel HR. Seperation process is monitored by
TLC. Factions which contain pure aflatoxin B1
are pooled and ‘concentrated, o

In this study 3,9 mg chromatographycelly
pure aflatoxin 81 is obtained from 250 g rice.

Production procedure is explained in
«Method» section.

GiRtsS

_ l"Aﬂato‘ksi»nIer bifurano kumarin yapisinda
bir grup miketoksin olup, 1960 yilinda ingilte-

rede «Hindi x hastahg‘;wnm gtmeni olarak. keg-
fedilmigtir. Yiir{itilen yogun c¢aligmalarin  ne-
ticesinde birkag yil i¢inde :oksin izole edil-
mig, kimyasal yapist belirlenmis ve bu toksinl
olusturan fungusiar bulunmustur. Yapilan ¢a-
hgmalar aflatoksinlerin karsinojenik potansiye-
le sahip maddeler oldugunu gdstermistir. Ha-
len aflatoksinlerin toksik  etkisi, kontrold e
detokstfikasyonu gibi gesitll  ydnler} tizerine
yofun calismalar devam etmektedir,
'-Yurdu-muzda ise daha gok kontroliine: yone-
lik ofmakla birlikte egitim, analiz’yéntemi. adap-
tasyonu, biyolojik denemeler ve detoksifikas-
yon konularinda c¢aligmalar yiritiilmektedir.
Yapilan c¢aligmalarda ya materyal ya da stan-
dart (referans madde) olarak, amacin gerek-
tirdigi saflikta aflatoksine ihtivag duyulmakta-
dir, Ancak calismalar igin -gerek duyulan afla-
toksinin arastiric terafindan temini zamar za-
man ¢ok zor olmakta ve hatta bu durum afla-
toksinle ilgili gahsmalarin sayist ve kapsami-
mt simrlamaktadir. Dolayisiyla galismamn ama-

. cina gore yeterli saflikta afiatoksinin arastir-

ma laboratuvarinda elde edilmesi, ¢aligmalara
bliyitk katkida bulunacaktir,

Yapilan bu galisma ile aflatoksinlerin gene!
tabolatuvar imkanlar ile elde edilirliginin bir
Ornedi gbsterilmeye caligilmastir,

KAYNAK TARAMAS

Robertson ve Ark. (1967) yaptiklan t;almh
mada A. flavus kiiltliriiniin _ sterilize edilmig
musir {izerinde gelqstiwlmem ite Gretildigini ve
vasattan kloroform ‘ekstraksiyonu -ile ayridid-
m belirtmislerdir Arastiricilar bu karistk afla-
toksinlerin petrol eteri ile gtktiriimes; ve ko-
lon kromatografisi ile fasmi olaiak saflagtiril-
di gimuve uygun fraksiyonlarin swvi dagihi ko-
lon kromatografisi ve tekrar kristalizasyonu ile
cok saf aflatoksin B1 ve G1 elde ettiklerini be-
lirtmislerdir,

‘Stubblefield ve Ark. [1968) A. fl.avus kixl-
tirli ile kiflendirilmis bugday we piring vase
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tindan ekstrakte ’edif-eh aflatoksinler] bir sers

kromatografik 'koIon ile ayrrm|$tlr ‘kolon  kro- .

rafisi 1Ie takip etm|$[er ve har af]atoksm igin

bakir karbonat ve ektf komilr ile renk alma is-

Ieml uygu]amlslardlr

~Rodricks {1969) (;ok saf aﬂatoksm 'B1 B2,
G1 ve G2' nin A, fiavus kiiltiriinden elde edll~
'mesn igin bir 'metot tarif etmlstlr nBuna gbre
dort aﬂatoksm d:ger yabanc1 maddelerden ekst-
raktm asn:hk aflimina kolondan gegirilmesi ile
ve birbirlerinden slukcuel kolon vasitasi ile ay-
n]maktadlrlar Arastirici aﬂato’ksm IBz ve GZ i
aflatoksin B1, B2, Gt, G2 karS|m1mn hldropeu
nasyonunu taklben silikajel kolondan gecirile-
vk ayrimlart ile” elde edildigini ve sentetlk B2
ve G2'riin tabii olusmus aflatoksin B2 ve G2
den 6nemli” aflatoksin  farklihklan olmadigin:
belirtmistir, S

Wiley ve Waiss (1968) piring Uzerindeki
A, flavus kiltiFinin klorofori ile elde edilen
ekstraktini «Skelly Solve B» ile ¢bktirmils ve
160 - 200 meshlik kolondan- etil-asetat kullana-
rak-elue etmistér ve renkli diger maddelerden
ayirmislardir; Arastiricilar karisimdaki farkl af-

latoksinleri ayirmada ince tabaka kromatografi- -

si igin slikajel H, sephadex LH-20 - kullanmsg-
iardir. :

© Chu (1971) tarafindan tarit edilen metoda |

gbre kolon kromotografis® nde sabit faz olarak
adsorbasil-5'in kullamlimast ite tek bir kfoma-
tografik asamada Snemli miklarda saf aflatok-
sin B1, G1 elde -edilebiimektiedir. Ara$t|rlc1
~meth10mn ile zengm!estnrllmls prrmg tizerine
A, flavus kiltiiriiniin geligimin; takiben vasatin
a‘s!eton ve koloroform[a ekstrakte -edildigini,
yogunlastm]an ekstraktta ham toksin kisminm
‘ hezganla gokturuldugunu bunu takiben %olon
kromotograf:su e eyaldigim ve hu ayrlmm
'spektrofotometre ve Ince tabaka kromotogra-
flS] ile taklp edildigini behrtmns’nr

Anonymoous [1984] aﬂa‘oksnnlerm saﬂunk
krlterlen olarak biri !krc-maforagﬁk ve kisi
spektofotometrpk lig kriter belirlenmistir, ‘Buria

giire safligi kontrol edilecek aflatoksinden 50 )

ng'lik-bir miktar belirtilen ince tabaka kromao-
tografisi jle incelendifinde icinde diger aflatok-

e

sinlere ait herhangi bir benek bulunmamahdir.
. Ayrica belirtilen yintemle incelendiginde molar

absorbanslar ve absorbsiyon pik oranlar ve-
rilen giliver sivrlar arasinda o'malidir.,

_MATERYAL VE YC)_NTEM _
Materyal

Bu cali$mada afl»atoksinherin {iretiminds,
vasat olarek piring ve kiiltitr olarak toksijenik
Aspergillus flavus lzolatlarmdan yararlanilmig-
tir, Toksinlerin aymm:nda ve saﬂas’arllmasmda
gesitli organik- solventler silikejel vig hazir dol-
gulu kolonlar kulamimistir,

.. Yéntem,

" 1. Toksin dretiminde -kullamlan A. flavus
Kiiltiiriinin Sporﬁtispéhsiyonunun Hazlr]anIna-
st .- I '

Bu amagla diger bir galigmada [Goksoyler
Ve Ozkaya,——,] izole edilen wve aflatoksin B1

ve aflatoksin B2 olu$turdugu behrlenm:s olan
blr izolattan yararlam[vmmtnr

A. flavus susu petri kutusunda PDA iize- -
rine siirme yontemi ile ekilip, 25°C'de 7 giin
inkiibe edilerek sporlarin geligimi saglanmis-
ir. Daha sonra 5 ml.damrtik su ile bu sporlar
aseptik sartlar altinda suspansiyon haline geti-
rilmis ve tolsin liretiminde kulamlacak olan
vasatin agilanmasinda bu spor suspansiyonu
'ku_llan:_‘lm|$tlr_

2 Aflatoksmlerm Uretilmas; ve Ekstraksi-
yonu. o

Vasat olarak: kullamilacak 220 g piring 1

" Wik erlenmayere konulduktan sonra -{izerine

(miktar1 6n denemelerlg belirlenen) ygklagik
50 m! damittk su ilave edilmistir. Erlenmayer
igine 40 om. boyunda bir cam baget yerlestinil- .
dikten sonra agzi pamukla kapatitarak 121°C'de
15 dakika sterilize edllmt$t[r Daha sonra va-
sat aseptik sartlar altinda 5 m! spor suspan-

skyonu ile agilanmis ve_25°C’de 10 gin inkibe
edilmistir. Vasat gerek inokiilasyon aminda ve
gerekse inkiibasyon periyodunda giinde iki defa
olmak {zere igindeki baget ile karlg,tirilara‘k

fungusun Uniform olarak gelismesi ve vasatin

bloklagmamasi saglanmistir,
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. Inkitbasyonun bitimini takiben vasat.iizeri-
ne' 1 K kloroform ilave: edilip bagetle 3 saat
-siire ile kangtirilarak- ekstrakte edilmis ve Klo-
roform. ekstraktl. icinde 50:.g anhidrit sodyum
slilfat bulunan: katlanmug: - filtre - kagdindan
(Whatmarn No-4). siiziilerek ayriimstir.
" “Diner vakimlu evaparatérde 57 6 m!ye
konsantre edilén ekstrakt viaie alnmigtir. Vial
deki ekstrakt {izerine damla damla. hegzan ila-
ve ederek kr[stalle$np c.okmesn sag[anm|$ ve
'on’elt: bmka(,: kez hegzan ilie yikandiktan sonra
Kolon kromatograﬁs; 1c|n saklanmlshr e

3 Aflatoksinlerin Saflast;r:lmasn

Aﬂatoksmler.m‘, saflastirimasinda esas?:qla '

rak "CHU™ (1971)'den ‘yararlantmistir. Ancak
arastiriér tarafrdan: kullantan /25 % 50" cm’lik
kolon yerine 2 cm- t';'a[ih ibii'"l(é!o'n"ve adsorbasil
matografswk $artlarm sagjiénamlrmes;» lgm tum
adsorbent .ve. solventler kolon kesit alam ‘ora-
mnda A, 5} 3zajst|lmlst1r .
s -Bunc, gore 40 g st]:kajel HR 250 ml ben—
,tglnde hig, hava -kabtarcigl ~ka]maymcaya |kadar
[yakIaSik 1 saat) ultrasonik banyoda tutulduk-
fan_ sonra. bir. kismi- kolona bosalftlmigtir, Siti-
kajel'in ¢okmiesiylg Ustte olugan benzen. taba-
‘kasi kolonun, muslugunu agarek aknmig ve.Ust-
te. olusan -bosluga .erlende . kalan siispansiyo-
nun bir daha kismi eklenmistir, Bu islem ‘tek-
rarlanarak erlendeki siliwkajrel'n tamam: kolona
doldurulmustur Bu |slem yaktu:ﬁvk 5 saef siir-
mus -kolonda Slllkaje! yukrsaekhgr 33 em ol
mu.,tur Slhkajelm st yuzeymm tam yafary Ve
duz bn yuzey oldugu gozlendlkten sonra - an-
h:dnt sodymm ‘sillfat 1 em’ yuksekhgmde bir
tabaka ofusturdcak gekilde sitkajél iist ylizeyini
bozmaksizin kolona doldurulmustur, Bu durum-
da- kolonun {istlinde 5 em’'lik bir solven’c b0$
Iugu kalmistir. .

tEkstrakt:n 0,36 4k bir kismv 5 il ben-
zende ¢iziilip bir pipetle- damia-tiamia sodyum
siilfat fabakaswnun yiizeyine Have. edilmistir. Nu-
mune ceviyesi sodyum siilfat seviyesine inince
vial 5 mi benzen .ile calkalanip -ayni. sekilde
kolena uygulanmigtir: Bu isleme ekstrakt tema:

man- silikajellin yiizeyine inene kadar (23 defa]
devam. edilmistir. : :

- latoksinlerin -bitimini takiben

Kolondan &nce 350 mi benzen- gegirilmig-
tir. Ancak akigtn CHU (1971) tarafindan belir-
tlld:g| gibi 60-120 ml/saatue (bu ¢alismada
40-80 ‘mi/saat) ayarlayabulmd( igin Sekil 1de
gorulen duzenek olu$turlmu$’cur ‘

- Kolonun tstlindeki solvent hoglugu (5 crr;]
tamamen benzenle doldurutduktan.sonra, sekil-

~ de gdriilen polietilen tikag ile siki. bir sekilde

kapanmigtir,-Kolondan 1.5 m kadar yiikseklikte

‘duran rezervuar Ince bir boru lle polietilen t-

kacin ortasindaki cam boruya baglanmistir.- Or
tamda hava kabarci§ kalmamas) igin bu bag-
lanma rezervuar, ve teflon bowu benzen ile dolu
durumda- iken yapiimistir.. Bu durumda rezer-
vuar. bulundugu statif Gzerinde asath yukart ha
reket ettirilerek kolon gtkig izt 40 mi/saat'e
ayarlanmisgtir,

-—»-Pt_:sho.‘i-ileq
Tikae
L5 Te“‘m soru s — k‘D’lOn
m- o
|} —= Vil
Sekil 1 Kolonda numune tatbiki icin (b) ve

" Solventin gecinilmest icin (a) devamill
. ve kontrol ‘edilebilir bir basmng  elde
edilebilmesj igin geligtirilen diizenel.

Rezervuardaki benzen seviyesinin yallagik
1 cm've inmesini takiben rezervuara aflatok-
smlerl elue edecek olan benzenkloroform (1:1)
karls:ml konmua ve bu andan itibaren eluat

10 ar m’lik fazlar halinds vic..llele alinmistir,
Vialler sira ile numaralandirlmig ve herbiri in-
ce tabaka kromatografisi ite incelenmistir, Af-
' kromatografiye
son ver|lm|$t|r
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" 4, Aflatoksin Miktari Tayini

Kloroform ekstraktnda ve kolondan alinan
fraksiyonlarda ince tabaka kromatografisi yén-
temi ve densitometrik tayin ille aflatoksin mik-
tarl tayini yapitmistir, (Amonymous 1984).

Ayrica eluatlann 350 nm civarinda Ben-
zen: Metanol (1:1)'e karsr maksimum absorb-
siyon gosterdigl dalga boyu tesbit edilmis ve
bu delga boyunda absorbanslan élgiilerek bu
fraksiyonlarda aflatoksin miktarindaky degigim
takip edilmigtir (Chu 1971}, '

5' 5. Aflatoksinlerin Dogrulanmasr

goriilen aflatoksinler
belirtilen yontemlerle

GCesitli agamalarda
Anonymous (1984)'dg
dogrutanmistir,

6. Afiatoksinlerin Kromatografik Safhk!ah-
rn Tayin

Viallerde buluran eluat fraksiyostarimn
herbirinden yaklasitk 50 ng kadar aflatoksin
thtiva eden bir miktart Anonymous (1984)'de
belirtildigi sekilde ince tabaka kromotografisi
ile ayrima tabj tutularak kromatograminda bas-
ka her hangi bir aflatoksine esdeger olan bir
benek olup olmadigr incelenmistir,

'BULGULAR VE TARTISMA
1. Aflatoksin Uretimi

Cesitli defalar yapilan fermantasyon igle-
minde yaklastk 250 g piring vasatindan elde
edilen kuru ekstraktin  ‘miktan 1 g civarinda
olusmustur, En son. yapiian dretimde ekstrakt-
ta 11,4 mg B1 ve 0,24 mg B2 oldugu hesap-
Ian:m:‘:stxr.‘Wi]ey. ve Walss (1968) A, flavus
No: 2999 ile fermente edilmis 4,5 kg piringten
3 defa kloroformla ekstrakte ederek 7,55 g
ham ekstrakt elde edildigini ve bunun 52 g
aflatoksin icerdigini belirtmislerdir.

Stublefield ve Ark. (1968) ise 2 kg bug-
daydan 1,5 g B1; 0,15 g B2; 1,9 g Gf ve 0,25 g
G2; 2 kg piringten 2 g B1, 0,15 g B2, 0,3 g G1
ve 0,044 g G2 elde edildidini ve ekstraktin
"% T70-80 pranmda aflatoksinden olustugunu be-
lirtmislerdir, .

Robertson ve Ark. (1967) ise 150 g buﬁl

daydan fermantasyon sonumda % 60 safiikta’

500 my ekstrakt elde etmislerdir.

Bu' kaynaklarla karsilagtinldiginda yapilan
bu galigmada elde edien kuru. ekstrektin mik
tarinm fazla ama elde edilen aflatoksinin ora-
mnda oldukca az oldugunu gostermektedir. Bu-
nun nedeni fermantasyon sartlan ve segilen
susun aflatoksin olusturma gitcliniin dilgikliigii
olabilecedi. gibi vasattan tiim aflatoksinin ekst-.
rakte edilememis olmasi da diginilebilir,

2. Aflatoksinln Seflastinimass

Aflatoksinin kloroformda ¢oziilerek hegzan
ilavesi ile kristallegtirilmesi, kristalerin. yikan-
mas) ve bu iglemin tekrarlenmesimn saflagtir-
maya sl da olsa katkida bulundugu gorill-

" miistilr.- Ancak elde edilen toks'inin_fazhgl ve

gerekli olan «grove box» glbli -ekipmanlarin ol-
mamas: nedenliyle bu islemden saflagtirmada
daha fazla yararlanilamamistir,

. Metot bdlimiinde belirtilmemis otmakla
birlikte aflatoksinlerin, sivi Kromatografisi ha-
zir kolonu (u porasil). OB ybntemi ekstrakt te-
mizleme kolonu, hazir sillica’ kartus temizleme
kolonu, preparatif ince tabaka kromatografisi
gibi cesitli kromatografik ySntemlerle ayirmmi
i¢in gahgilmis ama yeterli bir bagan elde edil-
memistir, Ayrica metotda belirtilen preparatif

_ kolonda farkii solvent sistemleri denenmigsede

iyl bir aynim elde edilememigtii, Bu nedenle ¢a-
ligma on denemelerde basarih oldufu gbdriilen
Chu: {(1971) tarafindan kullanilan yontemle ya-
primustir,

~ Galigmada kullaniian yéntemde numunenin
kolona tatbikinde gok biiyik olan kolon basm-
cini yenebilmek igin Sekll 1'de goriildiga gibi
pleus balonu ile olusturulan bir dilzenek kul-
lanmilugnr, Diizenek ¢ok basit olmakla birtilte
numunenin kolona tatbikinde gok kofay kontrol
edilebilir bir basing sagitanmigtir.

‘" Benzer gekilde kolondan solvent gegigini-
kontrol ‘edebilmek igin rezervuarin yiiksekiigi-
nin ayarlanmasi oldukga kullamsh olmus, ayar-

- lanabilir ve diizenh bir akis hz1 saflanmigtir.

Yine bu ¢aligmalarda aftatoksinlerin ko

londa hareketinin takibinde karaniik odada dir

sik giigte uzun daiga boyunda bir UV lamba-
sinth ¢ok yarari olmusgtur, Boylece yalmz afla-
toksin - bantlarinin kolondan ¢ikis1 sirasindaki
eiuatin toplanmas! ile islemden tasarruf edile-
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bilmektedir, Ancek aflatokinlerin pargalanmasi-
na neden olmamak icin asil prepatif aynmda
UV {ambas: kuliznmimamig !hutta kolon aliimin-
" yum kagit ile sarilmstir.

On denemelerle ayrimin_sgartlar) belirten-
dikten sonma asil ¢alismada 0,36 g'hk kuru
ekstrakt kolona uygulanmig ve eluat benzen:

kloroform (1:1) solventinin uygulandidi andan
Itibaren viallere almmaya_ bagtanmistir, Aﬂatok- .

sinlerin kolondan ¢kig ince tabaka tkroméfbg-
rafisi ile takip edilmisti.

Aflatoksinler nkromatograﬂmn 39 uncu
saatinde 116, vialde aflatoksin Bt lle gikmays

baglamis ve kromatografik ayrima 172, fraksi-
_Yyonda son verilinigtir. $ekil 2'de bu fraksiyon-

‘lare ait ince tabaka kromatogramlan ve Sekil

3'de buradaki beneklerin floresans yoduriuk!a-
rina ait pikler gériilmektedir.

e © o o o e
) e o O o e
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§old! 3. Kolondan alinan afistoksin fraksiyonlanmn floresans yoguniuklarina ait pikier

Sekillerde gorulduf;u gnbx 116 nolu vialler-
den 159'a kadar olan viallerde yalmz aflatok-
sin ‘Bt buiunmaktadrr Aflatoksin Bt 140 nc

vialden itibaren giderek azalmaktadir. Afatok- -

sin B2 ise san bir pigmente birikte 160 nolu
vialde baglamig ve 161'de gok yogun olarak

- gtknugtir, Ancak bu fraksiyon yine iz miktar-

da B1 ihtiva etmektedir. Daha sonreki tiiplerde

B2 tek bagmna bulunmakta olup 161°den rt:baren-_'

ok diisiik sewyeye inmigtir.

Ayni durum Sekil 3'de bu beneklerin flo-

rodensitometre ile taranmast ile alinan kroma- -

~ bibir.

ogram!armda gorilmektedir. Bu rkromatogram-

Jarda p|k boylar viallerdeki aflatoksin konsant-
rasyonuna gdre biraz kuyruk yaprmug bir ¢an

edrisi olugturmaktadir. Bu durum preparatif
kelon kromatografisi igin karekteristik sayila-

Bu piklerin standart pikleri ile mukayesesi

7 ' yapilarak her vieldeki aflatoksin konsantrasyo-
“‘nu Cizelge t'de verilmistir, Yine Qizelge 1'de

aflatoksin-konsantrasyonu degisiminin bir 6l
¢iisii olmak iizere bunlarin 360 nm deki absor-

’ banslar, vialdeki fraksiyonun hacmi ve fthtiva

etligi aflatoksin miktary verilmigtir.
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Gizelge 1, 116-171 Nolu fraksiyonlarin hacim - aflal:oksm ‘miktat ve. 360 nm deki
: absorbanslarr ‘ ) .

Pik - Aft. Aflatoksin ~ Solvent .
Fr.No. =~ - boyu . kons. [ m:ktarl (ug] . miktar [ml] Absorbans
tmm) - (ug/ml) Fr. Top P Top o
116 3 ost 891 .89 119 1391 .0054.
117 12 - 324 3726 4617 15 {4025 0283 . .
18 26 702 702 11637 100 i4125..0513 [ | .
- 119 31 8,37 10044 21681 120 14245 0695 . ..

. 420 - - . 35 . . 945 . 10868 32549 11,5 1436 _ .0865.
A2t - 47 L 1269 139,59 465,08 11,0. 1447 0,956

122 © 59 . 1593 21506 680,13 135 14605.1030 . .
123 43 11,61, 10449 784,62 9,0 14695 1,093
426 41 11,07 . . 16052 94514 145 1484.  1,120.
25 T B0 135~ 1755 - 112064 130 - 1497 1,148 - .
126 54 . 1458 189,54 131018~ .130 1510 1155 .
L4270 - 87T 1539 .. {B4,68'149486: .- 120 = 1522 1,168 -
128 32 8B4 10368159853 - 120 1534 1,166 .
129 S5 12,45 - 139,72 173826 11,5 - 15455 1,165
. 130 B3 1431 AT172:1900,987 ‘12,_0:_ 15575 - 1,149
31 - - .56° 1512 173,88.2083)8 - 115  .15695. 1123 °
1327 56 1512 181,4°22653 . - 120 1581 . 1,084 .
133 60 - - 162 . -1782 2M435 11,0 1592 1,032 -
134 - . 85 4755 2106 26541 43,0 ..1604 0872 . -
135 50 - - 135 - 15525280935 11,5 16155 0,910 -
136 52 .. 1404 17831 298766 127 . 16282 0,831
137 45 12,45 . 157,95 314561 - 130 - “1641,2 . 0,749
138 a5 . 12150 - 15430 32999 12,7 15539 0,686
139 37 999 121,88 3421,79 12,2 1666,1 0,622
140. .0 39 1053 1316235534 . 12505 16781 BE9Bcn = s
141 15 4,05 50,62 3604,04 12,5 16911 0,537
142 26 7,02 85,64 368968 122 17031 0,495
...143 . 26. 702 . 8915377884 . 127, 1716, 0448 ., .
C1aa 20 56T | 6947 384801 . 122 17282 0410
. 1452t 567 .. 6917 -3917,19 - 122, -4740,4.. 0379
146 19 . 513 . 6156 397875 = 120.. 17524 0353..
147 A7 459 5278 403153 115 17639 . 0326
148 11 297  A158 407311 . 140 17779 0302.
~149 . 13 . 351 44,577 411769 . 127. .1790,6 - 0,276
1580 . 1 2,97 32,67 415036 11,0 - (18016 0,225 .-
B EL R 4 1,08 . 11556 4161,92. . 107 181230203
152 . .7 .. 189, 22,413 4184,03 11,7 1820 . 0,185,
153 . .8 ..216.. 2376 420779 11,0 1835 0,169
154 7- .- 1,89 .. 19,845 422763 105 18455 . 0,155, .
135. B 1:62. . 22194 42498 1377 .1859,2 0,148 ...
156 7 1,89 23,058 4272,89 122 18714 0,138
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© Gueige 1. 116 -171. No.lu fraksiyonlarin hacrm af!atoksm m|kiar| ve 360 mm'dekl
' i absorbanslarl (Devamll ST : RS
C . Pk Aft.. Aflatoksin. - Solvent - - - ..
Fr. No. boyu kons. . miktars. {ug) - .miktari (ml) Absorbans
‘ (mm) (ug/mi) Fr. . Top, ..: Fr; ... -Top. -
st S8 182 17,01 428889 - 10,5 18819, 04127 -
158 -6 1620 17,82 430771 - 11,0 - 1892:9 - 0,148
159 B 1627 18,63 432634 115 19044 0413. .
160 3 0810~ 8,100 433444 100 19144 0099 : .
161 90 243 243 457744 10,00 19244 3263 ..
162 63 1701"“ 1701 474754 <100 - 19344 2,611
163 " 4 108 12,636 47B0,18" 11,7 - 1946,1.. 0,250 -
164 0 e 054 -~ 594 476612 11,0 +1957,1 0,130 -
165 2 054. . 605 477216 11,2 19683 0412
166 15 0405 47385 4776,90 11,7 1980 0,193
167 1 0,27 % V1 3,204 47802 - 122 19922 0,062
169 0,5 0.13_5 1,485 478168 11,0 20032 0,040
70 S0 0 U0 478168 105 20247 0027
189 B T 0 478168 110 20142 0,043
17 S S

478168 105 20352 0,018

Cizelgedeki. floresansa dayanan konsant-
rasyon degerlerl ile absorbans-deferleri vial-
deki eluat hacimlar dikkate alinarak bir grafik
haline getirildiginds Se!k:l 4'de oldugu gubr ya-
ptlan bu. . preparatif. kolon: xkrcrmatografrsmm ab-
sorbans ve floresans kromatogramian - elde
adilmigtir. . : ‘

Aflatoksin Kon.fugsmi
25 :

Apsorbans {360.nm)

18 14 18 17 18
‘I’oplam eluat miktari{it)

= Absorbans « =+ AfLKon{ug/mh

$ekll 4. Kolondan alinan aflatoksinin solvent
' fraksiyon numarasina bagh olarak de-
Gisimi.

Her ug $ekllde (Sekil 2,3,4) goriildiigd gi-
. bi 116-159 nolu fraksiyonlar arasinda aflatok-
sin B1 oldukga temiz bir sekiide ayrilmistir.

Aflatoksin B2 ve 161 nolu f;aksiyon ile
g::»kma{ya ba$lams$ ve 162 nolu f.akswonda mak

mez mrkfrara mm1$t1r Aflatoksm, JB2 m:‘_ktart-
nin-hizla azaldigy bu 2 - 3. fraksiyonda aflatok-
sin Bt'den ari olarak goritebilmistir. Diger
aragtinicilarda itk kromotografide aflatoksin
B2'nin az ¢ok diger aflatoksinlerle bulasik ok
dugunu ve tam olarak ayrilabilmesi igin yeni-
den kolon kromotografisine gereklilik duyuidu-
gunu belirtmislerdir (Stubble field ve Ark.
1968). Yine bir kisim arastirmacs afletoksin
B2'yi B1'in hidrojenasyonuyla yar sentetik ola-
rak elde ‘etmislerdir (Rodiicks 1969).

Cizelge 1'de her vialdeki aflatoksin mik-
tarl goriilmektedir. Bunlardan aflatoksin B1'in
oldukga saf gozilkiigl fraksiyonlar birlestiri-
lerek toplam 3,9 mg saf aflatoksin B1 elde edil-
mistir. Kolona tatbik edilen 0,36 g ekstraktta’
ise 11,4 mg aflatoksin B1 bulundugu hesaplan-
mistir. Bu durumra kolona tatbik edilen afla-
toksinin dnemli bir bdlimi  saf olarak eide
edilmistir.

Arcak elde edilen afiatoksin miktart ‘aras-
tirmalarla kargilagtinldiginda oldukga disiktiir,
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. Her fraksiyonda alinan 40-60 ng'lik bir kisim,

hazir TLC plakasima tathik edilerek ANONY-
MOUS (1984) 'de belirtildigi gibl kromotografik
safliklar incelenmistir, $116°dan 159'a kadar nu-
maral olan fraksiyonlarin higbiri aflatoksin Bt
disinda tesbit edilebilir miktarda B2 veya bag-
ka bir aflatoksin ihtiva etmedidi gbzlenmigtir.
Ancak, bu fraksiyonlarda orjin civarinda diger
arastirmacilarinda belirttigi ¢ok soluk bazi be-
nekier gériimistiir. Bu durumda tiim bu frak-
siyonlarin kromotografik safliklarr  ANONY-

MOUS (1984)'e gbre yeterli sayilabillr. Kalita- -

tif veya var kantitatif standart olarak kullani-
labiliv durumdadir, Elde edilen :aflatoksin B1'in
cok az olmasi nedeniyle ANONYMOUS (1984)°

de belirtilen spektrofotometrik’ saflik kontreld

uygulanamamwtw

..Sonug olarak yapilan bu galivmada ANONY-
MOUS (1984)de belirtilen kriterfere dayanarak
kromatografik olarak yeterli saflikta, fakat -
spektrofotometrik saflifi belirlenmemis yakla-

“ stk 4 mg civarinda aflatoksin Bt elde edilmis-
tir. :

Elde édi_l-en -aflatoksln'.birjkontrol tabora-

_ tuvari imkanlari ile yapilan deneysel ¢aligme:-
- larda materyal olarak ve kalitatif veya yarI

.. -kantitatif aflatoksin tayininde standart olarak
S kullamlabilecek safliktadir.

Elde edilen aflatoksin miktar oldukca az
olmakla birlikte demostratif olarak bu iglemin

~yap-labilirligin gbntermesi ybniinden yeterli
. goritlebilir. '
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