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Erzurum’da Tiiketime Sunulan Bugday Unlarinin

Toplam Aflatoksin, Aflatoksin B; ve Okratoksin A Yoniinden incelenmesi*
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Ozet: Bu galismada Erzurum piyasasinda satisa sunulan bugday unu 6rnekleri toplam aflatoksin, AFB;
ve okratoksin A yoniinden incelenmistir.Calismada Erzurum ydresinden toplam 50 6rnekte toplam aflatoksin,
AFB; ve okratoksin A analizi yapilmigtir. Toksin varliginin Dbelirlenmesinde ELISA teknigi
kullanilmugtir.incelenen toplam 50 bugday unu orneginin 37 adedinde (%74), AFB; tespit edilmistir.
Orneklerin 13 (%26) adedinde ise 6lgiilebilir smirlar igerisinde AFB; belirlenememistir. Numunelerin 8
tanesinde (%16) ise AFB; miktarinin Tiirk Gida Kodeksi’ne gore, kabul edilebilir sinirlarin tizerinde oldugu
saptanmistir. Orneklerin 37 (%74) adedinde toplam aflatoksin belirlenmis ve drneklerin 13(%26) adedinde
ise olciilebilir smnirlar icerisinde toplam aflatoksin tespit edilememistir. Orneklerin 9 tanesinde (%18) ise
toplam aflatoksin miktarimin Tiirk Gida Kodeksi’ne gore, kabul edilebilir sinirlarin {izerinde oldugu
saptanmistir. Incelen numunelerin 45 tanesinde (%90) okratoksin A tespit edilmis, 5 (%10) adedinde ise
dlgiilebilir sinirlar igerisinde bu maddeye rastlanilmamustir. Orneklerin 6 (%12.00) adedinde ise okratoksin A
miktarinin Tirk Gida Kodeksi’ne gore, kabul edilebilir sinirlarin {izerinde oldugu saptanmistir.Korelasyon
analizi sonucu, unlarin toplam aflatoksin, AFB; ve okratoksin A igerikleri arasinda énemli diizeyde (P<0.01)
iliski oldugu saptanmistir. Toplam aflatoksin ve AFB; arasinda 0.920, toplam aflatoksin ve okratoksin A
arasinda 0.519, AFB; ve okratoksin A arasinda ise 0.537 korelasyon katsayilar1 hesaplanmustir.

Anahtar Sozciikler: Bugday unu, toplam aflatoksin, AFB; okratoksin A.

Examination of Total Aflatoxin, Aflatokxin B;and Ochratoxin A in Wheat Flour Consumed in
Erzurum

Summary: In this study, the wheat flour samples purchased from markets and shops in Erzurum were
analyzed for the presence of total aflatoxin, aflatoxin B; and ocratoxin A. The analyses for the toxins were
conducted on a total 50 samples. ELISA method was utilized for the detection of the toxins. As a result, it
was found that AFB; was detected in 37 (74%) of the 50 samples. The amount of AFB; detected 8 samples
(16%) was higher than amount permitted by the Turkish Food Codex. It was found that AF Total was
detected in 37 (74%) of the 50 samples. The amount of AF Total detected 9 samples (18 %) was higher than
amount permitted by the Turkish Food Codex. It was found that ochratoxin A was detected in 45 (90%) of
the 50 samples. The amount of ochratoxin A detected 6 samples (12%) was higher than amount permitted by
the Turkish Food Codex. In the statistical analysis, there was positive correlation (P<0.01) among AFB;,,
TotalAF, and Ocratoxin A.

Key words: Wheat flour, total aflatoxin, AFB;, ochratoxin A

GIRIS
maddesinde toksinlerini

Kiifler insan ve hayvanlar igin toksik etki
gosteren metabolitler iiretebilmektedir. Kiiflerin
ikincil metabolizmalar1 sonucu sentezlenen toksik
maddelere “mikotoksin” denilmektedir. 1930 ve
1940°11 yillarda fungus kaynakli antibiyotik olarak
kullanilan  birgok metabolit, bugiin yiiksek
canlilara gosterdikleri toksik etkiler nedeniyle
mikotoksin olarak siiflandirilmustir.
Mikotoksinler, esas olarak protein yapisinda ve
antijen Ozellikte olan bakteriyel toksinlerin aksine,
¢ok cesitli kimyasal yap1 ve biyolojik aktiviteye
sahip maddelerdir. Kiiflerin hemen her yerde
bulunabilmeleri ve bircok gida ve yem

geliserek
olugturabilmeleri nedeniyle, mikotoksinler ¢ok
onemli dogal toksinler olarak kabul edilmektedir
(Chu, 1977; Hsieh, 1979; Pohland, 1993).
Uzerinde en ¢ok calisilmis mikotoksin grubu olan
aflatoksinler 1960 yilinda kesfedilmis ve 1962
yilinda da gligli bir “hepatotoksik” ve
“hepatokarsinojen” etkisi oldugu anlagilmistir
(Bullerman, 1979; Pohland, 1993). Aflatoksinler,
Aspergillus flavus’un bazi suglari, Aspergillus
parasiticus’un ise hemen hemen biitiin suslar
tarafindan tretilmektedir (Bullerman, 1979; Scott,
1978). Ancak 1987 yilinda A. flavus’a fenotipik

*2. Ulusal Veteriner Gida Hijyeni Kongresi (uluslararasi katilimli) (18-20 Eyliil 2006,istanbul) bildiri

kitabindan alinmustir.
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olarak benzeyen Aspergillus nomius (Betina,
1989) ve son olarak da Aspergillus pseudotamarii
olarak isimlendirilen bir tiiriin (Ito ve ark., 2001)
de aflatoksin irettikleri belirlenmistir.

Mikotoksinlerle bulasmis yemlerle beslenen
hayvanlarda akut ve kronik zehirlenmeler
olusabilmektedir. Bu durumda, verim kaybi,
agirlik artiginda azalma ve immunosupresyon ve
kanser olusumu gozlemlenebilmektedir. Bu
hayvanlardan elde edilen besinler insanlarda
cesitli saglik problemlerine yol acabilmektedir.
Insan ve hayvanlarda toksik etkiler meydana
getiren mikotoksinlerle ilgili olarak yapilmis
calismalarin  biiyik bir kismim aflatoksinler
olusturmaktadir. Aflatoksinlerle birlikte hububat,
tohum ve musirda bulunan okratoksin A,
trikotesenler ve fumonisin insan ve hayvan sagligi
acisindan  biiylik problemler olugturmaktadir
(Fink-Gremmels, 1999; Kaya, 1984).

Aflatoksinler, aflatoksin Bq, By, G;, Gy, My
ve M, olmak iizere baglica alt1 ana gruba
ayrilmaktadir. Bunlara ilave olarak,
aflatoksinlerin gerek kiifli kiiltiirlerden gerekse
hayvan viicudundan elde edilmis metabolitleri ile
(orn., aflatoksin By, G, P1, Qq ve aflatoksikol)
sayilar1 18’1  bulmaktadir  (Pittet, 1998).
Aflatoksinlerin kimyasal olarak bifuran halkas1 ve
lakton bagi igeren kumarin tiirevleri olduklari
saptanmustir. Aflatoksinlerin isimlendirilmesinde
kullanilan B ve G harfleri ultraviyole 1sik altinda
mavi (Blue) ve yesil (Green) floresans verme
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir (Pons ve ark.,
1966). Aflatoksin M; (AFM;) ve M, (AFMy),
aflatoksin B; (AFB,) ve B, (AFB,)’nin siit veren
hayvanlarin biinyesinde metabolize olarak, OH
iceren tlirevlere doniismesi ve siite salgilanmast
ile “siit kaynakli toksin” (milk toxin) olduklarin
belirtmek amaciyla M ile simgelendirilmistir
(Tunail, 2000).

Aflatoksinlerin halk sagligi iizerine olan
etkilerini aragtiran IARC (1993) (International
Agency for Research in Cancer; Uluslararasi
Kanser Arastirma Kurumu)’nin yaptigi
degerlendirmeler sonucunda; aflatoksin B; smif 1
olarak siniflandirilmig ve insanlar igin karsinojen
olduklar1 kanisina varilmistir.

Okratoksin ~ A;  Aspergillus  ochraceus,
Penicillium verrucosum ve P. chrysogenum
tarafindan tretilen bir mikotoksindir. Diinyada
yaygin olarak ¢ogunlukla A. ochraceus (Van Der
Merve ve ark., 1965) ve P. verrucosum (Pitt,
1987) tarafindan okratoksin A iretilmektedir.
Nefrotoksik (proksimal tubuluslarda dejenerasyon
ve glomeruluslarda hyalinizasyon),
immunosupressif ve teratojen etkilere; renal
adenom ve karsinom insidensinde artisa ve
genotoksiteye yol agmasi nedeniyle insan ve
hayvan sagligi agisindan olduk¢a onemli kabul
edilmektedir (Gekle ve ark., 1998; Obrecht-
Pflumio ve Dirheimer, 2000; Petzinger ve Ziegler,
2000). Invitro olarak fare ve tavsan karaciger
bobrek mikrozomlarinda yapilan bir g¢alismada
(Obrecht-Pflumio  ve Dirheimer,  2000),
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okratoksinin peroksidazlari etkileyerek
prostaglandin ~ sentetaz  ve lipooksijenaz
aktivitesini degistirdigi ve bunun sonucunda

genotoksik metabolitlerin olusumuna ve indirekt
olarak genotoksik etkiye yol actig1 bildirilmistir.
Son zamanlarda okratoksin A’nin oksidatif
strese sebep oldugu ve beynin biitiin bolgelerinde
DNA’ya zarar verdigi tespit edilmis ve bu
gelismelerden yola ¢ikarak okratoksin  A’nin
Alzheimer, Amyotrophic Lateral Sclerosis ve

Parkinson hastaligmma sebep olup olmadigt
arastirilmaktadir (Sava ve ark., 2006).
Okratoksin A’nin nefrotoksik,

immunosupresiv, teratojenik ve karsinojenik
etkileri vardir. Son zamanlarda okratoksin A’nin
gidalarda dogal olarak meydana geldigi (Speijers
ve Van Egmond 1993) ve Kuzey Afrika’da
insanlarda kan serumunda gorildiigii rapor
edilmistir (Bacha ve ark., 1993; Khalef ve ark.,
1993).

Okratoksin A TARC (1993) tarafindan
muhtemel insan karsinojeni olarak
simiflandirilmigtir. Avrupa Komisyonu yiyecekler
i¢in bazi mikotoksin standartlarini belirlemek i¢in
cesitli caligmalar yapmigtir (De Koe, 1999).
Komisyon okratoksin A i¢in ¢ig tahil iiriinlerinde
5 pg/kg, diger islenmis tahil {iriinlerinde ise 3
ng/kg olarak maksimum limitleri tespit etmistir
(Anonim, 2001).

Okratoksin A insan kaninda da tespit
edilmistir. Fransa da yapilan bir ¢alismada (Mac
Donold ve ark., 2001) ele alinan o6rneklerden
yaklagik % 22’sinin kaninda okratoksin A tespit
edildigi ve konsantrasyonlarinin 0.1 ile 130 pg/L
seviyesinde oldugu belirtilmistir. Italya’da bir
calismada (Abouzied ve ark., 2002) insanlara ait
kan orneklerinin %97 sinde okratoksin A seviyesi
0.12 ve 2.84pg/L diizeyinde tespit edilmistir.
Ayrica idrarda ve insan siitiinde de okratoksin A
maddesine rastlandigi bildirilmistir.

Okratoksin A Balkan Endemik Nefropatisi
etiyolojisine neden oldugu i¢in ayni zamanda hem
nefrotoksik ~ hemde  karsinojenik  oldugu
distiniilmektedir. Bu duruma Bosha, Bulgaristan,
Hirvatistan, Romanya, Sirbistan ve Karadag
bolgelerinde ¢ok yiiksek oranda rastlanilmakta ve
insanlarda Sliimciil vakalarin goriilmesine neden
olabilmektedir. Ayrica nadir olarak renal pelvis ve
ureterlerde Urotelyal tiimorler olusumuna zemin
hazirlayabilmektedir (Fuchs ve Perica, 2005).

MATERYAL ve METOD

Numunelerin Alinmasi

Bu c¢aligmada Nisan 2005-Nisan 2006
tarihleri arasinda Erzurum piyasasinda satisa
sunulan 50 adet bugday unu numunesi kullanildi.

Toplanan  Ornekler  steril  posetlerde, oda
sicakliginda muhafaza edildi.
ELISA  yonteminin  kullanildigt  bu

calismada. toplam aflatoksin, aflatoksin B; ve
okratoksin A test kitleri (biopharm
RIDASCREEN) ile caligildi. Toplam aflatoksin
Anonim, (2002a), aflatoksin B; Anonim, (2002b),
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okratoksin A Anonim, (2002c) de bildirilen
yontemlere gore yapildi.

AFB, i¢in Orneklerin Hazirlanmast

2 g ogiitiilmiis drnek tartilarak vidali kapakli
cam bir kaba alindi. 3ml PBS-buffer veya distile
su ve 0.2 ml amilaz soliisyonu ilave edildi. 20 d
oda sicakliginda karistirildi. 7 ml %100’lik
metanol eklendi ve ektraksiyon icin 10 d
calkalandi. Ornek soliisyon filtre kAgidindan
stiziildii. 2 ml filtrat tizerine 2 ml distile su ile 3
ml dikolorometan ilave edildi ve 5 d kuvvetlice
calkalandi. 10 d, 3500 devir/dakika, 10-15°C’de
santrifiij edildi. Ustteki stvi kisim ayrilarak kisa
bir siire vortekste karistirildi. Karigim tamamen
kurumasi igin 50-60°C’de yaklasik 30 d bekletildi.
Kuru artik tizerine 1 ml % 100’lik metanol ile
tekrar ¢06ziildii ve tlizerine 1 ml distile su, 1,5 ml n-
Heptan eklenerek 5 d calkalandi. 5 d 3500
devir/dakika, 10-15°C’de santrifiyj edildi. Ustteki
n- Heptan tabakasi tamamen ayrildi ve alttaki
metanolik tabakadan 100 pl alinarak 400 pl
sample diliisyon buffer ile dilue edildi ve testte bu
karisimdan 50 pl kullanildi.

AFB, l¢in Test Prosediirii

Standart ve Ornekler igin yeterli sayida
mikrotiter strip pleyte yerlestirildi. Her standarttan
ve hazirlanmis Orneklerden 50 upl kuyucuklara
konuldu. Uzerlerine 50 ul dilue edilmis enzim
konjugat ilave edilerek 2 saat oda sicakliginda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
kuyucuklardaki Stv1 bosaltilip yikama
soliisyonuyla otomatik yikayicida 3 kez yikandi.
Daha sonra her kuyucuga 50 pl substrat ve 50 pl
kromojen konularak 30 d oda sicakliginda
karanlikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 100
pl stop soliisyonu konularak absorbanst 450
nm’de okundu. Kalibrasyon egrisi iizerinden
okunarak elde edilen sonuglar diliisyon faktori
olan 25 ile ¢arpildt.

Toplam  Aflatoksin  Icin  Orneklerin

Hazirlanmast

2 g Ogitlilmiis Ornek tartilarak bir kaba
alind1. Uzerine 10 ml %70’lik metanol ilave edildi
ve 10 d oda sicakliginda karistirildi. Biitiin 6rnek
soliisyon fitre kdgidindan siiztildii. 100 pl siiziintii
600 pl ornek diliisyon buffer ile dilue edilerek
bundan 50 pl analizde kullanildi.

Toplam Aflatoksin Test Prosediirii

Standart ve oOrnekler icin yeterli sayida
mikrotiter strip pleyte yerlestirildi. Her standarttan
ve hazirlanmis Orneklerden 50 pl kuyucuklara
konuldu. Uzerlerine 50 ul dilue edilmis enzim
konjugat ilave edildi. Bundan sonra her kuyucuga
dilue edilmis antibody’den 50 ul ilave edilerek
oda 1sisinda 30 d inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda kuyucuklardaki sivi bosaltilip yikama
soliisyonuyla otomatik yikayicida 3 kez yikandi.
Daha sonra her kuyucuga 50 pl substrat ve 50 pl
kromojen konularak 30 d oda 1sisinda karanlikta
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 100 ul stop
solisyonu konularak absorbanst 450 nm’de
okundu. Kalibrasyon egrisi lizerinden okunarak
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elde edilen sonuglar diliisyon faktorii olan 35 ile
carpild.

Okratoksin A I¢in Orneklerin Hazirlanmasi

2 g ogiitlilmiis drnek tartilarak vidal kapakl
cam bir kaba alindi. 3 ml distile su ve 0,2 ml
amilaz sollisyonu ilave edildi. 20 d oda
sicakliginda karistirildi. 1 ml 5 N HCI ile 5 d
karigtirtldi. 10 ml diklorometan ilave edildi ve 15
d karistirildi. 15 d, 3500 devir/dakika, 15°C’de
santrifiij edildi. Ustteki tabaka atilarak geri kalan
kisim filtre edildi. Uzerine filtratin hacmi kadar
0.13M sodyum hidrojen karbonat eklenerek 15 d
karigtirlldi.  Tekrar 15 d, 3500devir/dakika,
15°C’de santrifiij edildi. Diliisyonun iist fazindan
100 pl alinarak 400 pl 0.13 M Sodyum hidrojen
karbonat ile dilue edildi ve buradan 50pl alinarak
testte kullanildu.

Okratoksin A icin Test Prosediirii

Standart ve Ornekler icin yeterli sayida
mikrotiter strip pleyte yerlestirildi. Her standarttan
ve hazirlanmis Orneklerden 50 pl kuyucuklara
konuldu. Uzerlerine 50 pl dilue edilmis enzim
konjugat ilave edilerek 2 saat sicakliginda inkiibe
edildi. inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki sivi
bosaltilip  yikama  solusyonuyla  otomatik
yikayicida 3 kez yikandi. Daha sonra her
kuyucuga 50 pl substrat ve 50 pl kromojen
konularak 30 d oda isisinda karanlikta inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda 100 ul stop soliisyonu
konularak absorbanst 450 nm’de okundu.
Kalibrasyon egrisi iizerinden okunarak elde edilen
sonuglar diliisyon faktorii olan 25 ile ¢arpildi.

BULGULAR

Analiz edilen numunelerde belirlenen toplam
aflatoksin, AFB; ve okratoksin A diizeyleri Tablo
1’de verilmistir.

Incelenen numunelerden 37 tanesinde (%74)
toplam aflatoksine rastlanirken orneklerin 13
(%26) adedinde bu maddenin olgiilebilir sinirlarin
altinda oldugu belirlendi. 9 (%18) numunede
belirlenen toplam aflatoksin miktarinin Tiirk Gida
Kodeksi’nin belirledigi kabul edilebilir sinirlarin
iizerinde oldugu saptandi. Incelenen toplam 50
bugday unu o6rneginin 37 (%74) adedinde AFB;
belirlendi. Numunelerin 13 (%26) adedinde ise
Olgiilebilir ~ simirlar  igerisinde  AFB; tespit
edilemedi. Orneklerin 8 (%16) adedinde
belirlenen AFB,; diizeyinin Tiirk Gida Kodeksinin
kabul edilebilir sinirlarinin  lizerinde oldugu
saptandi. Analiz edilen numunelerin 45 (%90)
adedinde okratoksin A tespit edildi. Orneklerin 5
(%10) adedinde ise s6z konusu maddenin diizeyi
Olgiilebilir smurlarin  altinda oldugu saptandi.
Yapilan bu c¢alismada orneklerin 6 (%12 )
adedinde okratoksin A miktarinin Tirk Gida

Kodeksi’ne gore, kabul edilebilir smnirlarin
iizerinde oldugu saptandi.
Yapilan  korelasyon  analizi  sonucu,

arastirmada incelenen toplam aflatoksin, AFB; ve
okratoksin A arasinda ¢ok Onemli diizeyde
(P<0,01) iligki oldugu go6zlemlendi. Toplam
aflatoksin ve AFBjarasinda 0.920, AFTotal ve
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Okratoksin A arasinda 0.519, AFB; ve okratoksin
A arasinda ise 0.537 korelasyon Kkatsayilari
hesaplandi.

Seviktiirk ve Goniilalan, (2007) tarafindan
ELISA yontemiyle yapilan ¢alismada, 25’er adet
bugday unu, piring ve bulgur numunesi okratoksin
A yoniinden ele alinmistir. Buna goére bugday
ununa ait en yiiksek okratoksin A (OA) degeri
1011,84 + 0,08 ppt olurken, en diisiik deger
145,66 + 0,09 ppt olarak bildirilmis, ortalama OA
degeri 360,93 ppt olarak kaydedilmistir. Piring
numunelerinde yapilan incelemede, en yiiksek ve
en diigiikk degerler sirasiyla 381,93 + 0,08 ppt ile
153,76 £ 0,06 ppt olup, ortalama deger 241,07 ppt
olarak bulunmustur. Bulgur numunelerinin ise en
yiiksek OA degeri 548,80 + 0,06 ppt, en diisiik

OA degeri 158,53 +0,07 ppt ve ortalama OA
degeri 384,10 ppt olarak belirlenmistir.

Giray ve ark.(2007) HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) yontemiyle
bugday numunelerinde yaptiklar1 caligmada AFB1
seviyesini  10,4-144,2 ng/kg, total aflatoksin
diizeyini ise 10,4 — 643,5 ng/kg. arasinda
belirlediklerini bildirmislerdir.

Zinedine ve ark., (2006), misir bugday, arpa
numunelerinde HPLC yontemiyle belirledikleri
okratoksin A diizeylerini yiizde olarak sirasiyla
40, 40, ve 55 olarak bildirmislerdir. Misir
orneklerinde OA diizeyini en yiiksek 7,22 pg,
ortalama 1,08 ug/kg seklinde ifade etmislerdir.
Ayrica bugday ve arpa drneklerinde ortalama OA
degerinin sirasiyla 0,42 ve 0,17 pg/kg oldugunu
saptamiglardir.

Tablo 1. Tespit Edilen Toplam Aflatoksin, AFB; ve Okratoksin A Diizeyleri*

Numune Toplam Aflatoksin AFB; Okratoksin A
say1s <1,75°% >1,75 | <4 | <«1° >1 >2% | <0625° | >0625 | >3¢
50 13 37 9 13 37 8 5 45 6
*: ppb <:den az >:den fazla

a:Toplam aflatoksin i¢cin ELISA metodu ile tespit edilebilen en alt limit

b: AFB; i¢in ELISA metodu ile tespit edilebilen en alt limit

c: Okratoksin A i¢in ELISA metodu ile tespit edilebilen en alt limit

d:Tiirk Gida Kodeksinin izin verdigi miktardan daha fazla tespit edilen numune sayist

SONUC

Gida ve yemlerde aflatoksin ve okratoksin
olusumunun 6nlenmesi biiylik 6nem tagimaktadir.
Aflatoksin olusumunun Onlenmesinde Oncelikle
hammaddenin tarlada geligimi, hasadi,
depolanmasi, nakliyesi, lirliniin iglenmesi ve {iriin

elde edilmesi asamalarindaki kaf
kontaminasyonunun engellenmesi veya en aza
indirilmesi  6nem  tagimaktadir. Mikrobiyal

kontaminasyonu tarlada kontrol altinda tutmak
cok giictiir. Ancak, mikrobiyal kontaminasyon
iiriiniin hasad1 ve onu izleyen agamalarda alinacak

hijyen ve sanitasyon oOnlemleri ve bilingli
uygulamalarla biiyik 6l¢iide  engellenebilir.
Aflatoksin ve okratoksin olusumunun

onlenmesinde ikinci ve daha da 6nemli adim ise
hammadde, ara iriinler ve son iriine gesitli
sekillerde bulasan kiiflerin gelisiminin
onlenmesidir. Bununda iretimde iyi bir
teknolojinin kullanimi ve bilingli uygulamalarla
miimkiin olabilecegi diisliniilmektedir.
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