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ONSOZ

Bu caligmada iilkemiz gida sorunlarindan biri olan Aflatoksin kirliligine dikkat
cekilmistir. Canakkale ve basta Ezine ilgesi olmak iizere ¢evresinde lretilen ydresel
peynirler, belli oranlarda inek, koyun ve kec¢i siitiinlin karisgimiyla iiretilmektedir.
Mahalli peynir ¢esitlerimizden olan bu yorenin beyaz peyniri, lilkemizde yaygin olarak
tiiketilmekte ve yurtdigina ihra¢ edilmektedir.

Calismada bu yorede iiretilen peynirlerde AFM1 diizeyleri arastirilmistir. Bu
calisma sorunun ¢oziimlenmesi igin yapilacak ileri ¢calismalara katki saglayacaktir.

Bu tezin yazilmasinda her konuda bana yol gosteren Prof. Dr. Tiilin
SOYLEMEZOGLUna, danismanim Prof. Dr. Engin TURAN’a, ¢alismanin
yiiriitiilmesinde sagladiklar1 katkilardan dolay1 veteriner hekim Habibe BAGCI ‘ya,
kimyager Ali BILICi‘ye, Tekniker Celal OCAKBASI‘ya ve Canakkale il Kontrol
Laboratuar Miidirliigiine, maddi ve manevi desteklerinden dolayr esim Utku
DEMIRTAS a ve aileme tesekkiir ederim.
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AFBI1 : Aflatoksin Bl

AFB?2 : Aflatoksin B2

AFG1 : Aflatoksin G1

AFG2 : Aflatoksin G2

AFM1 : Aflatoksin M1

AFM2 : Aflatoksin M2

AFM4 : Aflatoksin M4

IARC : International Agency for Research on Cancer (Uluslararas1 Kanser = Arastirma
Enstitiisii)

TLC : Ince Tabaka Kromatografisi

ppb  : Parts per billion (1/Milyar)

HPLC : Yiiksek Performans Likit Kromatografisi
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1.GIRIS

Kiifler, tarimsal iirlinlerin iiretimi, islenmesi, depolanmasi ve tiiketimi sirasinda tiriinleri
kontamine ederek bozulmalarina neden olurlar. Uzerlerinde iiredikleri gida
maddelerinde kalite disiikliigline sebep olmanin yami sira irettikleri bazi toksik
metabolitleri de bulagtirarak tiiketilmelerini sakincali hale getirmektedirler. Kiiflerin

tirettigi bu toksik maddelere mikotoksin denilmektedir (Filtenborg, 1996, Lafont 1973).

1. 1. Mikotoksinler

Mikotoksin organizmada toksik veya diger biyolojik etkiler gosteren bilesikler veya
metabolitlerin agiklanmasinda kullanilan genel bir terimdir. Grekge mantar “mykes” ve
zehir “toxikon” isimlerinin birlesmesiyle olusmus ve mantar zehir’i, mantar toksini
olarak kabul gormiistiir (Holcomb ve ark.1992, Eaten ve Groopman 1994).

Bazi1 kiif mantarlar1 (fungus) tarimsal iirlinlerin liretimi, islenmesi, depolanmasi ve
tiikketimi sirasinda iiriinleri kontamine etmektedirler. Ozellikle hububatin funguslarla
hasattan once tarlada veya hasat zamani yagisli mevsimlerde ve sicakligin uygun oldugu
ortamlarda enfekte oldugu, tasima ve depolama sirasinda da bozulmanin arttig
bildirilmektedir (Mello and Mcdonald, 1997, Ozmentese, 2002).

Bu kiifler uygun ortam kosullarinda gidalarin iizerinde geliserek bozulmalarina ve
hatta baz1 toksik kiif metabolitlerinin olusumuna neden olmaktadirlar (Northolt ve
Bullerman 1982, Giirses ve ark. 2004).

Kiif mantarlari, dogada ¢ok yaygin olarak bulunmakta olup, toprak ve hava basta
olmak {izere her yerde bulunurlar. Milyarlarca sporu olusturmalar1 ve bu sporlarin da
etrafa kolayca ugusmasi, gida maddelerinin kiiflerle kontamine olmasinda 6nemli bir
etmendir. Kiiflenme tamamen mantar sporlarinin hava ve su ile yayilmasi ile ilgilidir.
Mantar sporlar1 ¢ogalmalar1 i¢in uygun olmayan sartlarda yillarca canli kalabilirken,
elverisli bir ortamda ise hizli bir sekilde iireyebilirler (Britton ve Whatt 1979, Brown ve

ark. 1976).



Gidalarin hijyen sartlarina dikkat edilmeyen ortamlarda iiretilmesi halinde kiifler
kolayca gidalara bulasir ve frerler. Kiiflerin gidalarda c¢ogalmasi, o gidanin
ozelliklerinde degisiklikler olustururken, salgiladigi toksinlerle de halk sagligini tehdit
etmektedir (Lafont 1973).

Mikotoksinler, insan ve hayvan sagligma etkileriyle ve kullanilamaz hale
getirdikleri tarim iriinleriyle diinya ¢apinda her yil milyonlarca dolar maddi kayba
neden olmaktadirlar. Mikotoksinlerin iiremelerinde ¢evreyle ilgili ve ¢evresel faktorlerin

ardinda en 6nemli neden insan faktoriidiir (Hiissein ve Brasel 2001).
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Sekil 1: Bazi mikotoksinler (Egmond 1983)



Mikotoksin {irettigi bilinen mantar sayis1 yaklagik 150 kadardir. Bunlardan iyi
bilinen bazi tiirler Tablo 1°de gosterilmistir (Krogh 1987, Mello ve Mcdonald, 1997,
Concon 1998).

TUR TOKSIN
Aspergillus flavus Aflatoksin
A. paraticus Aflatoksin
A. versicolor Sterigmatoksin,okratoksin
A. nidulans Sterigmatoksin
A. ochraceus Okratoksin, penisillik asit
A. fumigatus Gliotoksin
A.clavatus Patulin, Cytochalasine E
A .oryzea B- Nitropropionic acid
Fusarium reseum Zearalenon
Fusarium tricinctum Trikotisens
Penicillium verricosum Okratoksin

Tablo 1: Mikotoksin iireten tiirler ve toksinleri (Mello ve Mcdonald, 1997)

Besinlerde kiif olusumu ve buna bagli mikotoksin iiretiminde nem ve sicaklik cok
onemli etkisi olan iki faktordiir. Genellikle kiif gelisimi, yiiksek sicaklik ve yiiksek nem
kosullarinda  gerg¢eklesmektedir.  Alternaria,  Fusarium,  Cladosporium  ve
Helminthosporium gibi tarla kiifleri ve ileri derece ¢iirtimelerde gelisen kiifler i¢cin %20—
25 oraninda yiiksek nem gerekmektedir. Aspergillus ve Penicillium gibi depo kiifleri i¢in
%13—18 diizeyinde nem yeterli olabilmektedir (Bullerman ve ark., 1984).

Gidanin igerisinde bulundugu ortamin bagil nemi o gidanin su aktivitesinin
dengesi ve yiizey mikroorganizmalarinin gelismesi acisindan ¢ok Onemlidir. Su
aktivitesi gidada bulunan baglanmamis su miktaridir. Bir gidanin su aktivitesi (aw
=bagil nem/100), bulundugu ortamin bagil nemi ile dengelenmis olmalidir. Buna
“Esdeger Bagil Nem” denir. Bagil nem yiiksek oldugu takdirde gida maddesi ¢evreden

nem almaya baslar ve su aktivitesi denge oluncaya kadar artar. Boylece gida iizerinde



mikroorganizma aktivitesi artar. Gidada ki su aktivitesi (aw) kiif icin bir gelisme
faktortidiir. Belirli bir aw degerinin altinda mikotoksin {iretilmez. Toksin iiretimi igin
optimum aw degeri 0,99 iken c¢ogalma i¢in gereken aw degeri 0,95°dir. Tarim
tirtinlerindeki su aktivitesini 0.65’altina diistirmek suretiyle kurutmak ve bu seviyeyi
korumak kiif gelisimini Onler. Kiif gelisimi ve toksin olusumunu onlemek igin
depolamada yeterli havalandirma ve sirkiildisyonun saglanmasi ve ani 1s1
degisikliklerinden korunmasi gerekir (Northolt ve Bullerman 1982).

Aflatoksin sentezleyen Aspergillus tiirleri, ortam sicakliginin 25°C civarinda, aw
degerinin 0.80 ve iizerinde oldugu biitlin tarimsal {iriinlerde ve gidalarda treyebilirler.
Aspergillus tiri kiifler 1045 °C sicakliklarda ve 1,6—-11,1 gibi genis bir pH araliinda
iireyebilmektedirler.

Aspergillus flavus ve A. paraticus tirleri, 33 °C, 0.99 aw degeri ve pH 5 olan
ortamlarda optimum gelisme gosterir (Jay 1992, Barnett ve Hunter 1998).

Hayvansal {rlinlerde aflatoksin iiretme c¢aligmalarinda maksimum toksin
olusumunun 25 °C‘de ve ilk 20-25 giin i¢inde oldugu ve 25 gilinden sonra toksin
miktarinda azalma oldugunu gosterilmistir. Hayvansal {iriinler genelde 1-2 ay siirede
tiketildigi icin insan sagligi acisindan bu azalmanin fazla bir yarari olmayacagi
goriilmiistiir (Consumption Food Mikrobiology, 1987).

Mikotoksin olusumunda iklim 6nemli bir faktordiir. Ciink{i mikotoksin tiirlerinin
nem sicaklik istekleri farklilik gostermektedir. Aflatoksin iireten kiifler diinyada yaygin
olarak bulunmasina ragmen, sicak bolgelerde toksin olusumuna daha sik
rastlanmaktadir. Penicillium kiifleri 1liman, fusarium kiifleri ise soguk iklimlerde daha
cok goriilmektedir (Krogh 1987).

Mikotoksinler arasinda en 6nemli grubu aflatoksinler olusturur. Genellikle gida ve

yemlerdeki mikotoksin tiirii aflatoksindir.

1. 2. Aflatoksinler ve Kimyasal Yapilar

Kiif mantarlarinin uygun ortam kosullarinda gidalarin iizerinde geliserek olusturdugu

mikotoksinler, hayvan ve insanlar lizerinde c¢esitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina yol



acarlar. Bunlar i¢inde en 6nemli olanlar1 bazi kiif tiirlerinin sekonder metaboliti olan

aflatoksinlerdir (Harvey ve ark. 1991, Steyn 1998).

Aflatoksinler, genellikle Aspergillus cinsinin iig tiiri; A. flavus, A. parasiticus ve
nadiren 4. nomius ve baz1 Penicillium ve Rhizopus tiirleri tarafindan iiretilmektedir. A.
flavus sadece Aflatoksin B iiretirken diger iki tiir B ve G aflatoksin iiretebilmektedir
(Peraica 1999). Aflatoksin sentezleyen Aspergillus tirleri tiim diinyada yaygin olarak
bulunur. Bu kiifler, uygun sicaklik ve nem kosullarinda bazi yiyecek ve yem
maddelerinde, bitki ve iirlinlerinde lirer ve aflatoksin olusmasina neden olurlar (Jay
1992,Creppy 2002, Kaniou-Grigoriadou ve Ark. 2005, Kaya 1982, 1996).

A. flavus, karbonhidratlarca zengin iirlinler iizerinde ve genis bir sicaklik
araliginda aflatoksin olusturmaktadir. Misir, arpa, bugday, fasulye, piring, yerfistigi,
pamuk, findik, ceviz, baharatlar, zeytin, ay¢igegi gibi hububat ve yagli tohumlar ile
kurutulmus meyveler (incir, kayisi, {iziim) aflatoksin olusumu icin uygun gidalardir
(Krogh 1987).

Ingiltere’de 1960 yilinda “Turkey X Desease” ad1 verilen zehirlenme olayinda
yiiz bin civarinda hindi 6liimii meydana gelmis ve arastirmalar sonucu kiiflenmis
yerfistig1 katilan yemlerin bu olaya sebep oldugu anlasilmistir. Yapilan arastirmada
zehirlenmeye neden olan toksinin Aspergillus flavus ve A.paraticus tarafindan
sentezlendigi ortaya cikmustir. Aflatoksin terimi Aspergillus flavus‘un “A” ve “fla”
harflerine zehir anlamma gelen “toksin” eki getirilmesi ile olusturulmustur
(Sarimehmetoglu ve ark. 2004, Shreeve ve Patterson 1975, Hamilton 1982, Holcomb
1992).

Aflatoksinler, kimyasal yap1 olarak bifuran halkasi ve lakton bagi iceren kumarin
tiirevi doymamus bilesiklerdir. Cekirdegin bir yaninda bifuran halkas1 ve diger yaninda
da ya pentanon (aflatoksin B de) ya da lakton (aflatoksin G de) halkasi bulunur .

Birgok aflatoksin tipi tanimlanmis olup B1, B2, G1, G2 ve M1 en yaygmn

olanlaridir.
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Sekil 2: Aflatoksinler (Holcomb ve ark.1992)

Aflatoksin M1 (AFM1) 328 Da molekiil agirliginda bir bilesiktir ve molekiiler
formilii C7H,0; dir. AFM1 ve M2, Aflatoksin Bl (AFBI1) ve B2 toksinlerinin
hidroksillesmesi sonucu olusan metabolik tirlinleridir. AFM1 AFB1‘in 4 hidroksil
tiirevidir (Kaniou-Grigoriadou ve ark. 2005, H. Aygicek ve ark. 2005, Sarimehmetoglu
ve ark 2004).

M1 ve M2 aflatoksinleri B1 ve B2 aflatoksinlerinin hidroksillenmesi sonucu olusan
metabolit {irlinleridir. AFM1 ve AFM2 kiifle kontamine olmus yemlerle beslenen
hayvanlarin karacigerinde olusur ve siit salgisiyla birlikte salgilanir. AFM siitten izole
edildigi icin “milk toksin” siit toksini olarak isimlendirilmistir. Viicutta siitten baska
idrar, disk1 ve safra salgisinda da bulunmaktadir (Bullerman 1979, Bailey 1984,
Holcomb ve ark. 1992, Cathey ve ark.1994, Ryser 1998, Pittet 1998,).
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Aflatoksinler, ultraviole 1s1k altinda gosterdikleri floresans 6zelliklerine gére mavi
(Blue) floresans verenler ve yesil (Green) floresans verenler olarak ikiye ayrilirlar. Mavi
floresans verenler aflatoksin B, yesil floresans verenler ise aflatoksin G olarak
isimlendirilmistir. Toksinlere verilen rakamlar ise toksisite derecesini gostermekte,
kiiclik rakam daha yiiksek toksin 6zelligi ifade etmektedir.

Aflatoksinler, methanol, kloroform ve asetonda ¢oziiniirken su ve petrol eter de
¢Oziinmezler. Sodyum hipoklorit, amonyak ve potasyum permanganatta parcalanirlar.
Isiktan etkilenirler.

Aflatoksinler, sicakliga kars1 dayaniklidirlar, tamamen pargalanmalart i¢in 300°C
nin tlizerinde sicaklia ihtiya¢ duyarlar. Bu nedenle siitiin pastorizasyonu, yogurt veya
peynir yapimi sirasindaki sicaklik AFM1 ‘1 parcalamak igin yeterli degildir (Bullerman
1979, Doyle ve ark.1982, Scott 1984,Barbieri ve ark. 1994).



Aflatoksin Molekiil Kaynama Maksimum Floresans
Tiri Formiilii Noktasi Floresans renk
(nm) (UV 365 nm)
Bi C17H1206 268-269 425 Mavi
B2 C17H1406 286-289 425 Mavi
G1 C17H1207 244-246 450 Yesil
G2 C17H1407 237-240 450 Yesil
M C17H1207 299 425 Mavi
M2 C17H1407 292 425 Mavi
Tablo 2: Aflatoksinlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri (Bullerman, 1979).
Aflatoksin  bulastirilmis  yiyeceklerde pisirmenin etkisi aragtirillmis  ve

Aflatoksinlerin %60 oraninda bozulmamis oldugu saptanmaistir (Abbas ve ark 1988).
Toprak mahsulleri ve tahillarin mikotoksinler ile kontamine olmasi, gida giivenligi

acisindan biiyiik risk tagimaktadir. Mikotoksinlerle kontamine olmus yiyecekler ve

hayvan yemleri direkt oliimciil akut hastaliklara yol agabildigi gibi kanser riskini de

arttirmaktadir (Dohlman 1997, Peraica ve ark.1999).



Aflatoksinler, insanlarda karaciger kanserine yol acarlar. Aflatoksinler akut toksik,
immun supresif, mutajen, teratojen ve karsinojen bilesiklerdir. Kanserojen ve toksik
etkisini oncelikli olarak karacigerde gostermektedir. (Kaninou-Grigoriadou ve ark 2004,
Aycigek ve ark.2005).

Diinya saglik orgiitiinlin uluslararast kanser arastirma enstitiisiine (IARC) gore
AFBI en etkili karaciger kanserojenleri arasinda gosterilmektedir. AFM1 ise AFB1‘in
yaklasik onda biri kadar etkili bir bilesiktir. Tiiketilen gidalarla sik¢a alinmasi
durumunda karacigerde birikerek benzer etkiler olusturmaktadir (Bakirci, 2001, Lopez,
2001).

Kiiflerin, gida maddelerinde meydana getirdigi tehlikeye biitiin diinya gittikge
artan bir dikkatle egilmektedir. Memleketimizde aflatoksinle ilgili ¢alismalar, 1967
yilinda Kanada’ya ihra¢ edilen findiklarin aflatoksin igermeleri nedeniyle iade
edilmesinden sonra baslamistir. Ayni problemle A.B.D.’ne ihra¢ edilen fistiklarin iade
edilmesiyle, 1994 yilinda Almanya’ya ihra¢ edilen kirmizibiberlerin aflatoksin
icermeleri nedeniyle karsilagilmistir. Yine son gilinlerin aktiiel konularindan biri olmaya
devam etmektedir (Ozmentese, 2002).

Siit ve siit {iriinlerinde sikga goriilen AFM1; besi hayvaninin ¢iirlimiis, kiiflii ot,
genellikle misir ve pamuk tohumlu kontamine yemleri yemesi sonucu aldigi AFBI1’in
hayvanin  karacigerinde degisiklige ugrayarak siitine ge¢mesi ile olusur.
Aflatoksinler ayn1 zamanda kotii sartlarda depolanmis siit ve siit tirlinlerinde, 6zellikle
peynirlerde de olusabilir (Brackett ve ark.1982, Giirses ve ark. 2004).

Birgok aragtirma siitteki AFM1 miktarinin yemlerdeki AFB1 miktar1 ile orantili
oldugunu gostermistir (Bakirci, 2001).

Aflatoksinler peynir yapim asamalarinda kaybolmadigindan, aflatoksinli siitlerden

yapilan peynirlerde de aflatoksin goriilebilir (Creppy, 2002).



1.3. Peynirlerin Aflatoksinle Kontaminasyonu

Temel bir gida maddesi olan siit, insan beslenmesi agisindan biiyiik bir 6neme
sahiptir. Bununla birlikte, dayanikli bir {iriin olmadigi i¢in dogrudan tiiketimi yaninda
muhafaza siiresi daha uzun olan degisik lezzet ve aromada olan bir¢ok {iriine
donistiiriilmek suretiyle de yaygin bir sekilde tiiketilmektedir. Bu {irlinler igerisinde yer
alan peynir, ¢esitlilik ve tiiketim agisindan ilk sirada yer almaktadir.

Diinyada, peynir yapiminda farkli tiir hayvan siitlerinden degisik {iretim
metotlariyla ¢ok sayida peynir iiretilmektedir. Bunlar i¢inde kiiflerle iiretilen Rokfor ve
kamembert en taninmis olanlardir. Ulkemizde de ¢ok cesitli peynirler yapilmakta ve
bunlar arasinda en ¢ok tercih edilen grubu beyaz peynir olusturmaktadir. Beyaz peynir
cogunlukla inek, koyun ve keci siitiinden yapilmaktadir. Peynirdeki siitiin kaynagi o
yorede yaygin olan hayvancilik tiiriine gore degismektedir. Baz1 yorelerde bu siitlerin
belli oranda karigimiyla da degisik cesit peynirler tiretilmektedir.

Siit ve siit dirtinlerine mikotoksin bulagmasi iki yolla olmaktadir; birincisi, siite
uygulanan islemler veya saklanma asamasinda direkt kiif kontaminasyonu ile ikincisi ise
indirekt olarak hayvanlarin kontamine olmus yemleri tiiketmesiyle olmaktadir (Egmond,
1983).

Genellikle kati, yar1 kati veya yumusak siit {irtinlerinde 06zellikle peynirde
kiiflenme sik olarak goriiliir. Icme siitii, s1v1 siit {iriinleri, kefir ve s1v1 yogurt ¢cok kisa
depolama siireleri nedeniyle ve daha once 1siyla muamele edildiginden (pastdrizasyon,
sterilizasyon ve UHT) kiif liremesi i¢in uygun degildirler. Fakat buna karsin yumusak,
toz halindeki ve kati siit {irtinleri kiiflerin gelismesi i¢in gerekli protein, seker, kat1 yag,
mineral ve vitaminleri genellikle yiiksek konsantrasyonlarda ihtiva eder. Siit tozlarinda,
tereyagi, ¢okelek ve peynirlerde yanlis depolama sartlar1 yiiziinden kiifler gelisir ve
toksin Tretebilirler. Kiif iiremesi zararli etkisinin yaninda lezzet olusumunu da
engellemektedir (Kaya 1996, Filtenborg 1996).

Peynirler kiif iiremesi i¢in ¢ok uygun ortam olustururlar. Kontaminasyon
genellikle hava veya diger ekipmanlarla dogal olarak olabilmektedir. Sporlar riizgarla

yayilir ve inek ahirlari, siit sagma makineleri ve diger aletler ilizerine kif sporlar
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yerlesebilir. Ham siit i¢in hayvan yemi ve diskisi siirekli kontaminasyon kaynagidir.
Biiyiik bas hayvanlarin digkisindan yapilan bir ¢aligmada c¢ok sayida kiif izole etmis ve
bunlarin % 40‘1 Aspergillus cinsine ait oldugu bildirilmistir. Siit iirlinlerinin iiretim
asamasinda {iretim bantlarinin, tanklarin ve paketleme makinelerinin kiif sporlarindan
arindirilmis olmasi gerekir.  Siit ve siit {irlinlerinde Penicillum ve Aspergillus cinsleri
yaygin olarak gdriinmektedir ve bir¢ok tiirii mikotoksin iiretebilmektedir( Frisvad, 1988,
Lopez, 1996).

Kontamine olmus bir siit peynir haline gelene kadar gecirdigi islemler sirasinda
mekanik olarak kiiflerden armmmasina ragmen, bu islemler kiif sporlarina ve
Aflatoksinlere ¢ok fazla etkili olmamaktadir. Mikotoksin iireten Aspergillus ve
Penisillum cinsleri ¢edar, telem ve Isveg peynirlerinde izole edilmistir. Uzun siire diisiik
sicaklikta depolanan bazi peynirlerde penisillik asit ve sterigmatoksin tespit edilmistir
(Aran ve Eke, 1987, Filtenborg, 1996).

Tiirkiye’de Marmara bolgesinde yapilan bir ¢alismada Kasar peynirlerinden izole
edilen tiirler, Aspergillus versicolor, Eurotium sp., Geotrichum candidum, Mucor
racemosus, Penicillium camembertii, P.canescens, P.chrysogenum, P.crustosum, P.
echinulatum, P.expansum, P.griseofulvum, P.purpurogenum, P. Roquefortii, P.
Simplicissimum, P. ver. var. cyclopium, P. ver. var. verrucosum, P.v iridicatum ‘dur.
Peynirlerde tespit edilen en yaygin tiirler penisillum cinsine ait olup, rastlanan mantar
tiirlerinin %90-94“linii olusturmaktadir (Aran ve Eke 1987).

Aflatoksin bilesikleri ¢esitli gida ve yemlerde farkli oranlarda bir arada bulunurlar.
Kegi siitiinde yapilan bir ¢alismada, AFB1‘in biiylik metaboliti AFM1 ve daha az 6neme
sahip diger metabolitleri ile birlikte bulundu. Siit ve siit {irlinlerinde bulunabilen diger
mikotoksinler; AFB1, AFGl, AFM2, AFM4, sterigmatoksin, okratoksin, T2 ve
fumarosinler ¢ok az miktarlarda olsalar bile, hepsi birlikte AFM1 ile sinerji olusturarak
toksin, mutajen ve karsinojen etkileri arttirmaktadirlar (Lopez 2001, Kaninou-
Grigoriadou ve ark 2005).

Yapilan caligmalarda yemlerdeki AFB1 ile salgilanan siitteki AFM1 in dogru
orantilt oldugu goriilmiistiir. AFB1’in AFM1’e donlisme oranm1  %0,5- %5 arasinda

oldugu bazen bu degerin %6°a ¢iktig1 rapor edilmistir. Burada genel kani, hayvanlarin
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yeminde bulunan AFB1’in yaklasik olarak %]1-3liniin siitteki AFM1 ‘e doniistiigiidiir.
Fakat bu degisim hayvandan hayvana, giinden giine ve ilk sagimdan digerine farklilik
gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda AFM1‘in kisin en yiiksek seviyede yazin ise en
diisiik seviyede oldugu bildirilmistir. Yazin hayvanlar konsantre yemden daha fazla,
taze otla beslendikleri icin siitlerindeki AFM1 diizeyi azalmaktadir (Pittet, 1998, Blanco
ve ark. 1988, Kamkar, 2005, Sarimehmetoglu ve Ark.2004).

M1 in %84 yag1 alinmis siitte, %16 kaymakta kalir. Tereyag tiretiminde Mi‘in bir
kism1 kaymaga kalani tereyagi ve siite dagilir. Tam yagl siitteki toksinin %8-28 1
tereyagina geger (Kaninou-Grigoriadou ve ark 2005).

Siitteki Aflatoksin normal pastdrizasyon islemleri sirasinda ve sonrasindaki
depolama kosullarinda biiyiik 6l¢iide stabildir. Siitteki AflaMi igerigini 62°C de 30 dk
pastorizasyon islemi yaklasik %32 azaltmaktadir. Siitteki AFM1’in 0°C de 6 giin
saklandiginda %80’inin, 4 giin saklandiginda %40’ min yok oldugu, bunun yaninda 2
hafta 21°C de saklandiginda da %34 arttig1 gosterilmistir (Creppy 2002).

1.4. Mikotoksinlerin toksik etkileri

Aflatoksinler akut toksik, bagisiklilig1 baskilayici, mutajen, teratojen ve karsinojen etkili
bilesiklerdir. Akut nekroz ve siroz’a neden olurlar. Toksik ve karsinojen etkilerini
gosterdikleri baslica hedef organ karacigerdir. Hepatokarsinoma da hepatit B viriis
enfeksiyonu gibi aflatoksinler de 6nemli bir risk olusturmaktadir.

Aflatoksinlerle ilgili epidemiyolojik ve laboratuar sonuglar1 1987'de International
Agency for Research on Cancer (IARC) tarafindan degerlendirilmistir. Insanlarda dogal
olusan Aflatoksinlerin karsinojenite’si (AFM1 hari¢) i¢in yeterli veri oldugu kabul
edilerek bu nedenle Gurup 1 olarak siniflandirilmistir Aflatoksinlerin 6zellikle AFB1 in
en potent kimyasal karsinojen oldugu kabul gérmiistiir (Peraica 1999, IARC 1993,
Donma ve Donma 2005).

Aflatoksinler toksisiteleri bakimindan; Yiiksekten diisiige dogru B1, M1, G1, B2,
M2 ve G2 seklinde siralanmaktadir (Jay 1992).

12



Aflatoksinin insanda neden oldugu hastaliklar; Aflatoksikozis, Ensefalopati,
karacigerde yag dejenerasyonu, karaciger tiimorii, bagisiklik sisteminin zayiflamasi,
Hindistan ¢cocuk sirozu ve Rey’s sendromu olarak sayilabilir (Pohland 1993).

Mikotoksinlerin neden oldugu akut ve kronik zehirlenmelerle meydana gelen
hastaliklara mikotoksikozis denir (Lafont 1973, IARC 1993).

Bilinen ilk mikotoksikozis vakasi, Claviceps purpurea dan meydana gelen ve bazi
organlarda cesitli nekrozlara ve kangrene sebep olan ‘“ergotizm” zehirlenmesidir.
Claviceps purpurea bulagsmis tahil tanelerinin yenmesi sonucu bu hastalik ortaya ¢ikmis,
orta cag avrupasinda uzun yillar “kutsal ates” adiyla anilmigtir. (Whllie ve Morehause
1978)

Mikotoksikozisin genel 6zellikleri asagida siralanmustir.

— Mikotoksikozis bulasict degildir.

— Mikotoksikozis iizerine ila¢ ve antibiyotik tedavisinin ¢ok az etkisi vardir veya
hig etkisi yoktur.

— Mikotoksikozislerin yaygin goriilmeleri genelde mevsime baglidir.

— Salgin seklinde goriilmeleri kontamine olmus bir besin veya yemle iliskilidir.

— Toksisitenin derece ve siddetini sik olarak konak¢inin yas, cins ve beslenme
durumu etkilemektedir.

— Duyarl1 besin veya yemin incelenmesi ile kiitlerin bulunma durumu ve
aktiviteleri agiga ¢ikarilabilir (Wilson 1984).

Mikotoksinler biiyiik bir ¢ogunlukla organizmaya sindirim sisteminden girerek
etkili olurlar. Toksin i¢eren sporlarin inhalasyonla alinmasi sonucu organizmaya zarar
vermesi ¢ok nadirdir. Toksinler sindirim kanalina ulaginca bagirsaktan emilerek kana
gecer ve bu yolla biitlin doku ve organlara yayilirlar (Shreeve 1975). Genellikle
karaciger ve kaslarda dagilim gosterirler (Jimenez 1991). Aflatoksinler karacigerde
yikima ugrar ve metabolik iiriinler biitiin hiicrelere yayilir. Cok az bir kismi idrar, digki
ve siitle atilir.

Yapilan arastirmalarda, 300 den fazla mikotoksin tiirii izole edilmis ve kimyasal
olarak karakterize edilmistir. Bu mikotoksinlerin 100 den fazlasinin toksijenik oldugu

tespit edilmistir. Bircok mikotoksin, insan veya hayvanlarda herhangi bir saghk
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problemiyle iliskilendirilmemistir. Karsinojenik etkisi olan mikotoksinlerin ¢ogu bu
etkisini DNA hasarina yol agarak gosterirler. Biiyiik aflatoksinler, DNA {izerinde kritik
onkogenler ve timdr supresdr genlerdeki bazlarda degisiklikler olusturarak kanser
olusumuna neden olurlar. Aflatoksinler i¢in hedef organ karaciger olmasina ragmen,
akciger, bobrek ve bagirsaklarda da tiimor olusturdugu bulunmustur (Wang ve
Groopman 1999, Hiissein ve Brasel 2001).

Aflatoksinlerin kendileri viicutta dogrudan etkili degildir, karacigerde sitozolik ve
mikrozomal enzimler araciligiyla ugradiklar1 metabolik degisikler sonucu olusturduklar

epoksit tiirevleri (AFB1 2-3 epoksit vb) ile etkili olurlar.

Aflatoksin epoksit tlirevleri
Aflatoksinler
— Karaciger |:>Mikrozomal enzimler

=~ Metabolik degisiklikler

Sekil 5: Aflatoksin metebolizmasi

Klinik olarak toksik ve karsinojenik etkileri tamamen olusan bu tiirevler ile
ilgilidir. Aflatoksin epoksit tiirevleri, karaciger hiicrelerinde degisik reaksiyonlara girer,
stoplazmada endoplazmik steroidal baglanma noktalarina baglanarak, ribozomlarda
bozukluga yol acarlar. DNA ve RNA polimerazlar inhibe olurlar ve 6zellikle RNA
sentezindeki degisiklerden etkilenen protein sentezi 6nemli derecede bozulur (Karapinar
1984, Kiesling 1986).

AFBI1 in mutajenik etkisi; Kromozomal anomaliler, Mikroniiklei, Kardes kromatit
karsilikli yer degistirmesi, Programsiz DNA sentezi, Kromozom ipliklerinin kirilmasi
gibi birka¢ modelle agiklanmaktadir. DNA‘ya baglanan AFB1, DNA polimeraz
enziminin DNA c¢ift sarmalina baglanmasin1 engelleyerek mRNA sentezini yavaslatir.
Sonug olarak protein sentezi engellenir ve mitoz safhasina gecemeyen hiicre dlmeye
baglar (Lafont 1973—-1979, Wang ve Groopman 1999).

Birlesik arap emirliklerinde yapilan bir ¢alismada kordon kanindan aflatoksin
Olciimii yapilan 6rneklerin %50 sinden fazlasinda aflatoksin belirlenmistir. Bu ¢alismada

aflatoksin miktariyla dogum agirligi arasinda negatif bir uyum oldugu goriilmiistiir.
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Aflatoksin varligi dogum agirliginin azalmasi ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle iyi bir
saglik politikasiyla aflatoksinlerin gidalara bulagsmasi engellenmeli ve o6zellikle
hamileler ve ¢ocuklar korunmalidir (Donma ve Donma 2005).

Aflatoksinlerin toksisitesini anlamamiz ig¢in viicuttaki metabolizmalarinin ve
hayvan tiiriiniin savunma mekanizmasinin iyi bilinmesi gerekir. Bu mekanizmalarin
farklilig1 aflatoksinlerin izlenmesinde gevis getiren hayvanlarla getirmeyen hayvanlar
arasinda faklilhik gozlenmektedir. Gevis getirenler mikotoksinlerin etkilerine karsi
genellikle daha dayaniklidirlar. Laboratuar ortaminda yapilan ¢alismalarda bakterilerin
mikotoksinleri  ayristirabilme  6zelligi  oldugu  gosterilmistir.  Mikotoksinlerin

detoksifikasyonu i¢in bu metabolik yol aragtiritlmaktadir (Hiissein ve Brasel 2001).

1.3.Gidalarda Aflatoksin Limit Degerleri

Siit ve siit tirlinleri, insanlar i¢in, 6zellikle ¢ocuklar i¢cin dnemli bir besin kaynagidir. Bu
besin kaynaginin AFM1 ile kontamine olmas1 insan saglig: i¢in biiyiik risktir. Bu riski
azaltmak icin bir¢ok iilkede yemlerdeki AFB1 ve dolayisiyla AFM1 miktar1 belli limitler
icinde kontrol altina alinmistir (Sarimehmetoglu ve ark. 2004).

Gidalarda belirli miktarlara kadar Aflatoksin’e izin verilmektedir. Fakat
Aflatoksinin diisiik olmasi tehlikeyi azaltan bir faktor degildir. Tiiketilen gidalarla sik¢a
alinmas1 durumunda karacigerde birikerek benzer etkiler olusturmaktadir.

Alinan toksin miktarinin viicut agirligina oraninin artmasi, karsinojen etkiyi
arttirmaktadir. Ozellikle siit ve siit iiriinleriyle beslenen kiiciik ¢ocuklar daha fazla risk
altindadir (Creppy 2002, European Commission Regulation 466/2001).

Avrupa Birligi ve Tiirk Hiikiimeti, izin verilen total Aflatoksin ve AFBI
limitlerini; yerfistigi, fistik ,findik, kuru meyve ve benzeri iiriinler icin  yaptigi
diizenlemede; bu tirlinlerden tiiketime hazir olanlar i¢in total Aflatoksin ;4pg/kg , AFBI
;2ug/kg  dir. Tiiketim Oncesi bazi islemler gorenler igin, total Aflatoksin; 10 pg/kg ,
AFBI1 ; 5 pg/kg dir. (European Commission Regulation, 2001, Turk Gda Kodeksi
Teblig, 2002).
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Tiirkiye’de siit ve siit iirlinleri i¢in diizenlenmis olan AFM1 limit degerleri Tablo

3‘de gosterilmektedir.

Aflatoksin M1 Tiirk Gida Kodeksi Limitleri

Siit 0,05 pug/kg (ppb)

Siit tozu 0,5 pg/kg (ppb)

Peynir 0,25 pug/kg (ppb)

Bebek mamalari ve devam 0,05 pg/kg (ppb)
formiilleri (siit bazl)

Tablo 3: Tiirkiye deki limit degerler (Tiirk Gida Kodeksi Teblig, 2002).

Bir¢ok gelismis lilkede AFM1 i¢in izin verilen maksimum limitler diizenlenmistir.
Bu limitler iilkeler arasinda farkliliklar gostermektedir. Ulkelerin bu limitleri
belirlemesinde gelismisligin  derecesi ve {ilkenin ekonomik gereksinimleri etkili
olmaktadir. Cizelge 4 de siit ve siit lirlinlerinde AFM1°in diinya ¢apindaki limit degerleri

gosterilmektedir (Kaninou-Grigoriadou, 2005).

Ulke Cig sit (ug/kg) ppb Siit Uriinleri (pg/kg)
Avrupa birligi 0.05 0.05
Avusturya 0.05, 0.01 (pastorize bebek siitii) 0.02 (yag), 0.25 (peynir), 0.4 (siit tozu)
Fransa 0.05, 0.03 ( ¢ocuklar i¢in<3yas) i
isvigre 0.05 0.025 (peynir suyu ve siit iiriinleri),

0.25 (peynir), 0.02 (yag)

Bulgaristan 0.50 0.10 (siit tozu)
Romanya 0 0
Cekcumbhuriyeti 0.50 )
ABD 0.50
Brezilya 0.50 (siit), 5.0 (siit tozu)
Arjantin 0.05 0.50 (siit tirtinleri)
Hollanda 0.05 0.25 (peynir)
Nijerya 1 )
Misir 0 0
Turkiye 0.05 0.25 (peynir)

Tablo 4: Diinyada AFM1 in limit degerleri (Kaninou-Grigoriadou, 2005)
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1.4. Uygulanan Yontemler

Aflatoksinlerin varlig1 ¢ok kiigiik miktarlarda arastirildigi icin segici, duyarl ve etkili bir
yontem kullanilmak zorundadir. Rutin analizlerde genellikle Ince Tabaka
Kromatografisi (TLC), Yiiksek Performans Likit Kromatografisi (HPLC),

Fluorimetrik Yéntemler veya Enzim-Linked immunosorbent (ELISA) Teknigi
kullanilmaktadir. Bu tekniklerin uygulanmasi kapsamli bir hazirlama asamasi ve egitimli
personeli gerektirmektedir. Bunun yaninda kullanilan malzemeler ve cihazlar oldukga
pahalidir (Badea ve ark. 2004).

Bu ¢ yontem karsilastirildiginda, ELISA teknigi; ancak 0.25ppb {izerinde
AFM14 tespit edebilmekte, TLC ve HPLC teknigi; piko gram seviyesi kadar diisiik
miktarlar da tespit edebilmektedir (Diaz ve ark. 1993).

Siit ve siit iirlinlerinde AFM1 in geleneksel immunoaffinity kolon clean- up ile
ekstraksiyon ve HPLC ile okutulmasi iyi performans gostermektedir. Affinity kolon
metodu Avrupa Birligi limit degerlerine gore kabul gormiis hassasiyeti yiiksek bir
metottur (Dragacci, 1995, Gilbert ve Anklam 2002).

Immunuaffinity kolonlar1 ile ¢alismanin avantajlari, Kromatogramda analiz
edilecek maddenin disinda herhangi girisim yapan bir pikin gériilmemesidir. Bu durum
nitel ve nicel analizlerde kolaylik saglamaktadir. Immunoaffinity kolon ile calismada

AFM1 tirevlendirilmeden HPLC cihazina verilmektedir.

1.5. Amag¢

Insan diyetine gegen siit, yetiskinlere oranla bebekler ve gocuklar igin temel gida olmasi
nedeniyle siitlerin aflatoksin ile kontaminasyonu biiyiik risk olusturmaktadir. Gerek anne
siitli, gerekse ticari olarak satilan siit ve siit iirlinlerinde AFM1 in bulunmasi insan

sagligi icin 6nem olusturmaktadir. Ozellikle hemen her giin belli miktarda tiikettigimiz
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peynirlerde AFM1‘in varliginin arastirmasinin, halk saglig1 agisindan gerekli 6nlemlerin
alinmasina ve ileri aragtirmalarin yapilmasina katkida bulunacagina inanmaktayiz.

5237 sayili TCK’nun fi¢iincii boliimi kamu sagligina kars1 suglarla iliskilidir.
Icecek sulara, yenilecek, kullamlacak tiiketilecek besinlere TCK.'nu 185’¢ gore
cezalandirilir. Bozulmus ve degistirilmis gida veya ilaglarin ticaretini yapanlar ise
TCK.’nu 186’a gére cezalandirilir(BILGE, 2005).

Giiniimiizde; gida endiistrisinde kalite giivenliginin saglanmasinda ISO (diinya
standartlar orgiiti) ve HACCP (tehlike analizleri ve kritik kontrol noktalari)
sistemlerinden yararlanilmaktadir. HACCP sistemi ile bir gida zincirinde hammaddeden
baslayarak tiiketim asamasina kadar her bir asama veya noktada tehlike analizleri
yapilarak kritik kontrol noktalar1 belirlenir ve problemin heniiz daha olmadan 6nlenmesi
saglanir. HACCP su anda tiim diinyada her boyuttaki gida isinde uygulanilabilen gida
giivenlik yonetimi i¢in uluslar arasi kabul gormiis bir sistemdir. Avrupa ve diger bircok
gelismis lilkede gidalar bu sistemlerle etkili bir sekilde kontrol edilmektedir. Tiirkiye‘de
TS (Tiurk standartlar1) ve Tiirk gida kodeksleri kontrol sistemini olusturmaktadir. 30
mart 2005 tarihinde resmi gazetede yayinlanan; Gida ve gida ile temasta olan madde ve
malzemelerin piyasa gozetimi, kontrolii ve denetimi ile isyeri sorumluluklarina dair
yonetmeliginde bildirildigi gibi;

Gecici madde 1 - Et, siit ve su iriinleri, hazir yemek fabrikalari, diisiik asitli konserve
gidalari iireten isyerleri,

a) 60 Beygir Giicii ve lizerinde motor giicii bulunan veya en az on is¢i ¢alistiran
isyerleri bu yonetmeligin yayimu tarihinden itibaren en geg bir yil igerisinde,

b) 60 Beygir Giicii altinda motor giicli bulunan isyerleri veya en ¢ok dokuz isci
caligtiran igyerleri bu yonetmeligin yayimi tarihinden itibaren en geg iki yil igerisinde,
iyl hijyen uygulamalarinin takip edilmesiyle birlikte, HACCP ilkelerine dayanan
prosediirleri uygulamak ve siirdiirmekle yiikiimliidiir (Tiirk gida kodeksi, 2005).

Yeni ¢ikan bu kanun ile igyeri sahiplerine verilen siire heniiz dolmadigindan cezai
yaptirnm uygulanamamaktadir. HACCP uygulamalar1 heniiz diizene girmediginden

sistem yetersiz kalmaktadir.
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Bu nedenle bu ¢aligmada Canakkale ve ¢evresini kapsayan bolgede, ozellikle
mandiralarin yogun olarak bulundugu Ezine ilgesinde iiretilen peynirlerden AFM1
analizi hedeflenmistir. Bu bolgeden temin edilen 25 Adet peynir numunesinde AFM1

miktarlarinin yasal degerler i¢inde olup olmadiginin saptanmasi amaglanmaktadir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Gereg

Toplam 25 adet yoresel beyaz peynirde immunoaffinity kolon ve Yiiksek Performanslh

S1vi Kromatografisi (HPLC) cihazi ile AFM1 analizi yapilmstir.

2.1.1. Ornekler

Bu ¢alismada kullanilan peynir 6rnekleri 25 farkli mandiradan 1°er adet olmak iizere
alimmigtir. Mandiralarin satis noktalarindan temin edilen numuneler, analiz edilene kadar

2—8 °C*de buzdolabinda saklanmustir.

2.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler

— Asetonitril MERCK
— Metanol MERCK
— Kloroform MERCK
— n-Hegzan MERCK
— NaCl MERCK
— Celite 545 MERCK
— Aflatoksin M1 standart ¢ozeltisi R-Biofarm
— Immunoaffinity kolon R-Biofarm
— Whatman No:113 filtre kagidi Whatman

2.1.3 Kullanilan Arac¢ ve Gerecler

— Yiiksek basingli s1vi kromatograf HP AGILENT 1100 -
— Elektrikli hassas terazi SCHIMADZU LIBROR
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— Vorteks karistirici NUVE, NM 110

— Otomatik pipet ve uglari GILSON ve RAININ
— Rotary evaporator HYCROM

— Yiiksek hizli ¢irpic WARING

— Ultrasonic banyo TRANSONIC 460/H
— Ultrapur saf su cihazi MILLIPORE

— Plastik enjektor

— Cam malzemeler

2.2.Yontem

Ekstraksiyon, standartlarin hazirlanmasi, kalibrasyon, HPLC kosullari, tekrarlanabilirlik,

verim.
2.2.1 Ekstraksiyon

Bu calismada; peynirden Aflatoksin ekstaksiyonu i¢in, Sharman, Patey ve Gilbert (1989)
yontemi kullanilmastir.

— Numuneyi temsilen 20gr peynir 6rnegi alindi,

— 75ml kloroform, 1ml doymus NaCl ¢ozeltisi ve Sgr celite 545 (diyatome
topragi) ilave edildi.

— Parcalayicida yiiksek hizda 2—-3 dk. homojenize edildikten sonra whatman no:
113 filtre kadgidindan siiziildi.

— 50 ml kloroformla filtre kagid1 yikand1 ve siiziintiiniin tamami evaporatorde 30
°C‘de kuruluga kadar uguruldu.

— Ugurulan numune 1ml metanolde ¢oziildii, {izerine 30 ml saf su ve 50 ml
hekzan ilave edildi.

— Karisim yavasca dondiiriilerek ayirma hunisine aktarildi ve calkalandi.

— Fazlar birbirinden ayrilinca, alt faz meziirde biriktirildi.

— Ikinci yikama olarak ayirma hunisinden iki kez 10 ml saf su ilave edilerek 10-

20 sn ¢alkaland1 ve alt faz ayn1 meziire alind1 (yaklasik 50ml kadar).
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— Immunoaffinity kolon (Rhone 1999), oda sicakligia gelince meziirdeki alt faz
kolondan gegcirildi (3ml/sn). Alt fazin (yaklasik 50 ml) 25 ml‘si kolondan gegirildi bu
sebeple dilisyon faktorii 2 dir.

— Kolondan 20 ml saf su gegirilerek kolon yikandi (5 ml/sn).

— 1 ml asetonitril kolondan gegirilerek ekstrakt viale alindi.

— 1 ml saf su kolondan gegcirilerek ayni viale alindu.

— 100ul HPLC ye enjekte edildi.

—~Ci1kan sonug dilisyon faktorii ile carpilarak degerlendirildi.

2.2.2. Standartlarin Hazirlanmasi:

Calisma standardinin hazirlanmasi ve standart katma yontemi ile yapilan 6rnekler.

2.2.2.1. Calisma Standardinin Hazirlanmasi

6.1ml asetonitril de ¢oziilerek hazirlanmig, 3.05ug AFMI den olusan, stok standardinin
konsantrasyonu; 500ng/ml idi.

Calisma standardini hazirlamak icin; stok standart soliisyonundan 80 pl alinarak 1
ml ye mobil faz ile tamamlandi. (mobil faz; 50:30:20, su: asetonitril:metanol ). Calisma

standardinin konsantrasyonu 40 ng/ml oldu.

2.2.2.2. Standart Katma Yontemi ile Hazirlanan Ornekler

Hazirlanan 40ng/ml ¢alisma standardi, ve stok standart ¢ozeltisinden 200ul alinarak
hazirlanan 100ng AFMI1 iceren standartlar katma yonteminin uygulanmasi igin
kullanildi. Aflatoksin igermeyen peynir numunelerine standart ilavesi yapildiktan sonra

2 saat oda sicakliginda bekletildi.
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2.2.3. Kalibrasyon:

Hazirlanan c¢alisma standardindan, Tiirk gida kodeksi limitleri gz Oniinde
bulundurularak 0,03 — 0,3 ng/ml araliginda standart soliisyonlar1 hazirlandi.

Hazirlanan standartlarin her biri 5’er kez 100 pl olarak HPLC cihazina enjekte
edildi. Okunan degerler ile 6 noktali kalibrasyon egrisi ¢izildi. Belirlenen aralikta

dogrusallik saglandi. Korelasyon katsayisi 0,99972 bulundu. (Tespit limiti 0,01 ng/ml)

Standart hazirlama tablosu
Calisma 100ul ‘de
Sta.l.l dart Standardindan Eklepecek Standardin Standardin HPLC
Soliisyon Mobil Faz .
Alinacak . son hacmi | konsantrasyonu | konsantrasy
No . Miktar1
Miktar onu
1.standart 75 ul 925 ul 1 ml 3 ng/ml 0,3 ppb
2.standart 62,5 ul 937,5 ul Iml 2,5 ng/ml 0,25 ppb
3.standart 50 pul 950 pl Iml 2 ng/ml 0,2 ppb
4.standart 25 ul 925 ul Iml 1 ng/ml 0,1 ppb
5.standart 12,5 ul 987,5 ul Iml 0,5 ng/ml 0,05 ppb
6.standart 15 pl 1985 ul 2ml 0,3 ng/ml 0,03 ppb

Tablo 5: Standart hazirlama tablosu
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2.2.4. HPLC Kosullar:

HPLC analizinde kullanilan tiim ¢ozeltiler HPLC safliginda temin edilmistir. Faz ve
kolon temizligi i¢in metanol ve asetonitril filtre edildikten sonra ultrasonik banyoda
havas1 alinmistir. Bu sekilde sabit bir basing ve tekrar elde edilebilir sonuglar almak

miimkiin olmaktadir. Tlim agamalarda kullanilan su, ultra piir saf su kalitesindedir.
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Mobil faz hazirlamisi; 30ml asetonitril, 20ml metanol ve 50ml ultra piir saf su
stizlildiikten sonra ultrasonik banyoda havasi alinir.
Analize baslamadan 6nce cihaz mobil fazda iken 1 saat sartlandirildi. Her analiz

yapildiginda standart verilerek Aflatoksin ¢ikis zamanlari kontrol edildi.

Tastyici faz : Su:asetonitril:metanol (50:30:20)
Pompa akis hizi : 1 ml/dak.

Kolon sicakligt 1 25°C

Dedektor : UV dedektor

UV dalga boyu : Excitation; 360 nm , Emission; 430 nm
HPLC kolon : HICHROM Waters Spherisorb SSODS2

2.2.5. Tekrarlanabilirlik:

Ayn1 numune, ayni uygulayici, ayni cihaz, ayni laboratuar ve kisa zaman araligi gibi
tekrarlanabilir kosullar altinda, elde edilen iki ayr test sonucu arasindaki mutlak farkin
altindaki degerin, yaklasik degeri % 95 olan spesifik olasiliklar i¢inde yer almasi

beklenebilir.

RSDr: Tekrarlanabilir kosullar altinda elde edilen sonuglardan hesaplanan nispi standart
sapma.

Bu amagla; aflatoksinin bir diigiik bir orta ve bir yiiksek konsantrasyondaki
0,3ng/ml, Ing/ml, ve 3ng/ml olarak hazirlanan standart ¢ozeltileri, her bir
konsantrasyon 5 defa analiz edilmek suretiyle, tekrarlanabilirlikleri % degisim katsayisi
(%CV), standart sapmalar1 (SD) ve RSD (rolatif standart sapmalar1) hesaplanarak

degerlendirilmistir.
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1.standart
1.standart
1.standart
1.standart
1.standart
TOPLAM
ORT.
SDsapma
RSDr(%)

2.2.6. Verim (Geri kazanilabilirlik):

0,269698
0,297079
0,276319
0,278007
0,275329
1,396432
0,279286
0,010424
3,732276

4.standart
4.standart
4.standart
4.standart
4.standart
TOPLAM
ORT.
SDsapma
RSDr(%)

0,100104
0,106979
0,099094
0,099795
0,091062
0,497033
0,099407
0,005651
5,68433

6.standart
6.standart
6.standart
6.standart
6.standart
TOPLAM
ORT.
SDsapma
RSDr (%)

Tablo 6: Tekrarlanabilirlik performansi

0,034564
0,023734
0,033113
0,036959
0,033496
0,161865
0,032373
0,005057
15,61999

Standart katma yonteminin (spiked samples) uygulanmasi i¢in aflatoksin belirlenmemis

peynir 6rnekleri se¢ildi. Bu amagla, peynirlere aflatoksin ilavesinden sonra kalitatif ve

kantitatif caligmalar standardize edildi. Peynir igerisine ml konsantrasyonunda aflatoksin

katilarak analiz edilip geri kazanilabilirlik (%) ortalamalar1 ve araliklar1 hesaplandi.

Kriter

Geri alma
Aflatoksin M1

Konsantrasyon

arahig:

0.01 —0.05 pg/kg
>0.05 ng/kg

Tavsiye edilen

deger

%60 - %120
%70 - %110

Maksimum
izin verilen
deger

0,25 ng/kg

Tablo 7: Tavsiye edilen degerler geri kazanabilirlik yiizde degerleri (Tiirk gida kodeksi teblig no:2002/25)

Standart katma yontemiyle hazirlanan 6rnekler analiz metoduna gore ekstraksiyon

islemleri yapildiktan sonra HPLC cihazina okutuldu. Sonuglar ayni konsantrasyondaki

standart soliisyonunun kalibrasyon kurvesiyle karsilastirilarak linearite hesaplandi.
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R=(Sx100) / Se
S: Standart ilave edilen numuneden elde edilen pikin alani

Se: Standart soliisyonundan elde edilen pikin alani

Geri kazanim; 0,2ng da %75, Ing da %97 olarak hesaplandi. Bulunan geri

kazanilabilirlik yiizdeleri uygun degerlerde oldugu i¢in ¢aligmalara devam edildi.
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3. BULGULAR

Bu calismada; Canakkale ve c¢evresinde iiretilen toplam 25 adet beyaz peynir
numunesinde AFM1 seviyeleri HPLC kullanilarak arastirilmistir. Calisma sonucunda 10
adet (%40) beyaz peynir numunesinde AFM1 tespit edilemedi. 2 adet (%8) beyaz peynir
numunesinde Tirk Gida Kodeksi limit degeri (0,25 pg/kg) iizerinde AFMI1 tespit
edilmis olup, 13 adet (%52) numunede limit degerler altinda AFM1 varlig1 tespit
edilmistir.

Pozitif sonug¢ veren peynirlerde 0,01- 0,032 pg/kg (ortalama 0,10 £0,09ug/kg)
arasinda degisen miktarlarda AFMI1 tespit edilmistir. Peynir drneklerinde sadece iki
ornekte limit degerlerin iistinde AFM1 bulunmustur. Bu degerler; 0,32 pg/kg ve
0,26ug/kg olarak bulunmustur.

aflatioksin M1
FLOT &, B30, Emeda0 (AFL-M1115050501.0)

u | P
05
043
046 -

(.44 -

042 -

4,832 - ARaouin W1

04

E g
2580

0|

o ras
0858
3.023
3458

T

5 #.143
5.538
5500
5,881
&.845

.38
0 1 Z 3 4 5 § i

Sekil 8: 1 numarali peynir numunesi
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] AFM1 miktari | Ornek Yiizde
Ornek numarasi (ug/kg, ppb) sayisl oranlari
4. peynir T.edilemedi
8. peynir T.edilemedi
9. peynir T.edilemedi
11. peynir T.edilemedi
12. peynir T.edilemedi
16. peynir T.edilemedi 10 7040
19. peynir T.edilemedi
20. peynir T.edilemedi
24. peynir T.edilemedi
25. peynir T.edilemedi
17.peynir 0,01
5. peynir 0,02
6. peynir 0,02
14. peynir 0,02
15. peynir 0,02 8 %32
13. peynir 0,04
23. peynir 0,04
18.peynir 0,08
10. peynir 0,10
2. peynir 0,14
21. peynir 0,14 5 %20
3. peynir 0,16
1. peynir 0,20
22. peynir 0,26 o
7. peynir 0,32 2 /o8

Tablo 8: Elde edilen degerler (Ortalama: 0,10 ppb, std sapma: 0,09)
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4. TARTISMA

Peynirde Aflatoksin varligi ii¢ sekilde; Aflatoksin iceren yemlerin tiikketimi sonucu ¢ig
siitte toksin olugmasi, peynirlerin yiizeyinde gelisen A.flavus ve A.paraticus tiiri kiiflerin
toksin olusturmasi, peynir ve yogurt yapimi sirasinda kullanilan katki maddelerinin ve
siit tozunda bulunan toksinlerin siit {irlinlerine ge¢mesi seklinde olmaktadir. AFMI in
stitte dagilimi1 homojen degildir ve %80°1 siitiin yagsiz kisminda bulunmaktadir. Peynir
imalat1 sirasinda toksin hidrofobik baglanma nedeniyle kazein fraksiyonuna geger bu
nedenle siit iirlinleri i¢inde en ¢ok aflatoksin igeren iirlin peynirdir (Trucksess and
Page,1986). Aflatoksinin peynire hangi asamada bulastigint 6grenmek ve bunun
engellenmesi saglamak i¢in iiretim basamaklarinin denetimi saglanmalidir. Bu amagla
biran 6nce HACCP uygulamalarina gecilmelidir.

Galvano ve ark.(1998) Italya’da yaptiklar1 bir calismada, 159 siit drnegi, 97 siit
tozu 6rnegi ve 114 yogurt 6rnegi olmak iizere toplam 360 numunede HPLC yontemiyle
AFMI1 analizi yapilmis sonugta 136 (%86) siit drneginde, 81 (%84) siit tozunda, 91
(%80) yogurtda, AFM1 saptanmistir. Siit 6rneklerinde 1-108,5 ng /1 (ortalama 10,19
ng/l), siit tozu Orneklerinde 1-101,3 ng/kg (ortalama 21,77ng/kg), yogurt drneklerinde
1-496,5 ng/l (ortalama 18,08 ng /1) diizeylerinde oldugunu bildirmislerdir.

Tekingen ve Tekingen (2005) Van otlu peynir ve salamura peynirlerde florimetrik
yontem kullanarak yaptiklar arastirmada, 60 adet Van otlu peynirinde %86,7, salamur
peynirde % 62 oraninda AFMI tespit edilmistir. Van otlu peynirinde AFM1 0.16 -7.26
ng/kg, Salamura beyaz peynirlerde 0.10 — 5.20 pg/kg olarak bulunmustur. Pozitif
sonuglar icinde Van otlu peynirlerin %801, Salamura beyaz peynirlerin %401 limit
degerler lizerinde bulunmustur.

Amra (1998) yaptigr calismada, Misirda 50 adet ¢ig siit numunesini ELISA
yontemiyle aflatoksin yoniinden analiz etmis ve analiz sonucunda, 12 numunede 0,25—
3,72 ng/l seviyesinde AFM1 bulmustur.

Ozmentese (2002) yaptig1 calismada, Istanbul piyasasindan saglanan 87 siit, 15
yogurt ve 15 peynir 6rneginde AFMI1 diizeyleri HPLC ile analiz edilmis, sonucta siit
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orneklerinin %11,6°s1, yogurt 6rneklerinin %93,3li ve peynir 6rneklerinin %13,3 0 Tiirk
gida kodeksi limit degerlerinin lizerinde bulunmustu.

Kamkar (2005), Iran‘in Sarap sehrinde yaptif1 arastirmada 111 ¢ig siit
numunesinde AFM1 analizi yapmistir. Numunelerin % 76,6’sinde 0,015-0,28 pg/l
arasinda AFM1 bulunmustur. Sonuclarin %401 bir¢ok Avrupa iilkesince kabul edilen
tolerans limitinden (0,05 pg/l) daha yiliksek bulunmustur. Yine ayni ¢alismada Cig siit
orneklerinde bulunan AFM1‘in miktarinin yaz aylarinda kisa gore daha diisiik oldugu
gbzlenmistir.

Tiirkiye‘de yapilan bir ¢aligmada Ankara piyasasindan saglanan 27 UHT ve
Pastorize siit 6rneginden AFM1 analizi yapilmig, bunlardan %59,3‘linde AFM1 tespit
edilirken sadece bir 6rnekte limit degerler iizerinde AFM1 tespit edilmistir (Giirbay ve
ark. 2004).

Gerek Tirkiye‘de gerekse bir¢cok yabanci iilkede, yapilan bircok caligmada
peynirlerde AFM1 varlig: bildirilmistir.

Tirkiye‘de yapilan bazi ¢alismalarda; Dadoglu ve ark. 1995°de 75 adet beyaz ve
otlu peynir orneklerinin %45’inde 60-510 ng/kg, Seyrek 2001°de 110 beyaz peynir
orneginin %91.81inde 10-2000 ng/kg, Oruc ve Sonal 2001°‘de 57 peynir 6rneginin %
89.47’sinde 40-810ng/kg, Glinsen ve Biiyiikkyoriik 2002’de 130 peynir Orneginin
%85.50°sinde 15-790ng/kg, Aygigek ve Ark. 2005‘de 183 beyaz peynir Orneginin
%65 inde 40-4890ng/kg, Ozkaya ve Ark. 2002‘de 49 beyaz peynir drneginin %44 iinde
11-500ng/kg arasinda AFM1 bulunmustur.

Trucksess ve Page 1986°da Amerika‘da 118 peynir 6rneginin %6.80‘inde 100-
1000ng/kg arasinda AFM1 bulunmustur. Yine Amerika‘da yoresel ev peynirlerinde
yapilan bir aragtirmada 209 6rnek arastirilmis bunlarin %0,4‘tinde AFM 1 ‘e rastlanmistir
(Feeding times, 1999). (Yasal limit:50ng/kg)

Japonya‘da; Tabata ve ark. 1987‘de yapilan ¢aligmada 303 peynir Orneginin
%14.50°sinde 200-1200 ng/kg arasinda AFM1 bulunurken 1993‘de 37 6rnekle yapilan
caligmada AFM1 tespit edilememistir. Yine Japonya‘da Taguchi ve ark. 1995°de 41
ornekte yaptig1 calismada AFMi tespit edilememistir.
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Italya‘da Cirilli ve Cirilli 1988‘de 66 peynir ile yapilan ¢alismada, %18.20 sinde
280-1300ng/kg arasinda AFM1 tespit edilmistir.

Brezilya‘da Maria de Sylos ve ark. 1996‘da, 36 peynir numunesinde yapilan
calismada AFM1 tespit edilememistir.

Bu calismada orneklerin % 64‘iinde AFMI in tespit edilmesi yapilan diger
calismalarda elde edilen bulgular ile benzerlik gostermektedir. Sadece iki Ornekte
0,25ppb in iizerinde AFMI‘e rastland1 ve bulunan en yiiksek deger 320 ng/kg diger
caligmalarda bulunan en yliksek AFM1 degerlerinden diisiiktii. Siit ve siit {iriinlerinin
Aflatoksin ile kirlenmeleri cografi bolgelere, iilkelere ve mevsimlere gore farklilik
gostermektedir. Calismamiz sadece bir bolgede {liretilen peynirleri kapsadigindan bu
bolgenin hayvanlarinin siitlerinin AFM1 bakimindan durumlarini da yansitmaktadir.

Denetimler sonucu limit degerlerinin iizerinde AFMI1 igeren peynirler, tarim
bakanlig1 ve yetkili elemanlari, o gidanin piyasaya arzina sinirlamalar getirerek uygun

onlemleri alir veya piyasadan geri toplatir (Kanun, 2004).

32



5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada Canakkale ve c¢evresinde kurulmus olan mandiralardan saglanan 25 adet
yoresel beyaz peynir numunesinde AFM1 seviyeleri arastirilmistir. Calisma sonucunda
10 adet (%40) beyaz peynir numunesinde AFM1 tespit edilemedi. 2 adet (%8) beyaz
peynir numunesinde Tiirk Gida Kodeksi limit degeri (0,25 pg/kg) tizerinde AFMI tespit
edilmis olup, 13 adet (%52) numunede limit degerler altinda AFM1 varlig1 tespit
edilmistir. Pozitif sonug veren peynirlerde 0,01- 0,032 pg/kg (ortalama 0,10 +£0,09 ppb)
arasinda degisen miktarlarda AFM1 tespit edilmistir.

Peynir Orneklerinde sadece iki Ornekte  limit degerlerin iistiinde AFMI1
bulunmustur. Bu degerler; 0,32ng/kg ve 0,26pg/kg olarak bulunmustur. Bu gidalar
tiikketicilerin sagligini tehdit etmektedir. Bu nedenle yiiksek miktarda AFLM1 igeren bu
peynirlerin tiiketilmesi engellenmelidir.

Glinlimiizde; Avrupa ve diger bircok gelismis lilkede, yemlerin, siit ve siit
tirtinlerin AFB1 ve AFM1 ile kontaminasyonu sistemli bir sekilde kontrol edilmektedir.
Buna karsilik Tiirkiye‘de yasal diizenlemelerin ve bunlarin uygulanmasindaki eksiklikler
nedeniyle kontrol sistemi yeterli degildir. Kiif mantarlarinin tiremesi i¢in Tiirkiye iklimi
1s1 ve nem bakimindan oldukga elverislidir. Hayvan yemlerinin, siit ve siit iiriinlerinin
tiretim, depolama ve tiiketim siirecinde Aflatoksin bulasmasmin Onlenmesi igin
iireticinin bilgilendirilmesi ve denetimlerin siklastirilmasi gerekmektedir.

Sonug¢ olarak gerek {ilkemizde gerekse diinyada kanserojen oldugu bilinen
Aflatoksinlerin denetiminin halk sagligi agisindan ¢ok 6nemli oldugu bir gergektir.
Bulgularimiz iki 6rnek disinda limit degerlerin altinda olmasina ragmen insan sagligi
acisindan riskli gidalar olarak degerlendirilmelidir. Ulkemizde daha saglikli ve kaliteli
gidalar tiretilmesi amaciyla kodekste bildirilen Aflatoksin limit degerlerinin daha alt

seviyelere ¢ekilmesinin gerektigini diistinmekteyiz.
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OZET

YORESEL PEYNIRLERDE AFLATOKSIN M1 DUZEYLERININ
YUKSEK PERFORMANSLI SIVI KROMATOGRAFISI YONTEMIYLE
BELIiRLENMESI

Kiif mantarlarimin ikincil metaboliti olan mikotoksinler insan ve hayvanlarda ciddi
hastaliklara sebep olurlar. Aspergillus flavus ve A. parasiticus bulasmis yemlerde
aflatoksinler olusmaktadir. Bu aflatoksinlerden ozellikle etkili bir kanserojen olan
AFBI, yemleri yiyen hayvanlarin viicutlarinda bir diger potansiyel kanserojen olan
AFMI1 ‘e doniiserek siit ile salgilanirlar.

Bu c¢alismada, Canakkale ili ve c¢evresinde iiretilmig 25 yoresel peynir
numunesinden fliioresan detektorli yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile ve
immunoaffinity kolon yontemi ile AFM1 analizi yapilmistir. Calisma sonucunda 10 adet
(%40) beyaz peynir numunesinde AFM1 tespit edilemezken, 15 adet (%60) numunede
0,01 — 0,32ppb arasinda AFM1 varlig1 tespit edilmistir. Numuneler iginde 2 adet (%38)
beyaz peynir numunesinde Tiirk gida kodeksi limitleri (0,25 pg/kg) lizerinde AFM1
tespit edilmis olup, Pozitif sonu¢ veren peynirlerde ortalama 0,10 £0,09 pg/kg AFMI
tespit edilmistir. Peynir orneklerinde AFM1 ‘e rastlanma sikligi ve bulunan degerler
diger calismalarla benzerlik gostermektedir. Saglikli siit ve siit iirlinlerinin iiretilmesi
icin yemlerin depolama asamasinda AFB1 kontaminasyonuna dikkat edilmelidir.
Anahtar kelimeler: Aflatoksin M1, Toksikolojik Analiz, Peynir, HPLC, gida

maddeleri tiiziigii.
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SUMMARY

THE DETERMINATION OF AFLATOXIN M1 LEVELS VIA HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY METHOD IN LOCAL
CHEESE

Mycotoxins are those secondary metabolites of fungi which are associated with certain
disorders in animals and humans. When feed become infected with Aspergillus flavus
and 4. parasiticus, these feeds are frequently contaminated with up to four aflatoxins,
one of which (aflatoxin B1) is a carcinogen and may be converted into another potential
carcinogen (aflatoxin M1) by lactating animals and secreted in milk.

In this study, 25 traditional cheese samples were collected from Canakkale
province of Turkey and analyzed AFMI1 levels by high performance liquid
chromatography (HPLC) with a fluorescence detector following sample clean-up using
immunoaffinity columns. 10 samples of the 25 samples (%40) the presence of AFMI
levels were not detected. AFM1 contamination was detected ranging from 0,01 to 0,32
ng/kg in 15 samples (%60). AFMI levels in 2 samples (%8) were higher than the
maximum tolerance limit (0.25pug/kg) accepted by the Turkish Food Codex. The
incidence and level of AFM1 were found similar to those reported in other studies. To
produce quality milk or diary products, it is essential to avoid contamination by AFBI1
feeds during storage.

Key words: Aflatoxin M1, Toxicological analysis, Cheese, HPLC, food material

laws.
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