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Kasar Peynirlerinde Aflatoksin Bl Kalintilarimin Arastirilmasz
‘ Abdullah Dogan' .

Ozet

Bu galismada Kars yoresinde tiiketilen kasar peynirlerinde aflatoksin Bl diizeyleri aragtirildr.

Arastirmada toplam 50 adet peynir drnegi kullamldi. Kasar peynirleri marketlerden 100 g miktarinda alinarak
laboratuvara getirildi. Laboratuvarda iyice wufalamp kangtinldiktan sonra 20 g alidi ve metanol, fosfattampon ve
dimetilformamid karigimindan hazirlanan ekstrakt soliisyonu ile ekstrakte edildi. Ekstrakt yiizeyi antikorlar ile kaplanmug pleytlere
uygulandi, yikama yapild,. Daha sonra pleytler konjugat soliisyonu ile kapland: ve tekrar yikandi. Pleytlere substrat soliisyonu
ilave edildi. Olugan rengin 405 nm dalga boyunda konsantrasyonlar: olcildii.

Numunelerin higbirinde aflatoksin B1'e rastlanmad.

Anahtar kelimeler: Aflatoksin B1, kagar peyniri.

Zusammenfassung

Die Untersuchungen von Aflatoksin Bl in der geblichen Kases.

In dieser Arbeit wurde Aflatoxin Bl in der gelblichen Kases, die Karsgebiet verbraucht wird, untersucht.

In der Arbeit wurde total 50 geblichen Kases proben gebraucht. Das geblichen Kases wurde etwa 100 g von Laden
gekostet und zur Labor gekommen. Im Labor wurde das gebliche Kases gemischt, davon 20 g ausgewogen und wurde mit metanol,
Jfosfattampon und dimethylformamide gemische als extrakt solutions extraktion. Extrakt wurde zur Polystrolperlenen, denen
Oberflache von Antikarper bedeckt wurde, gegeben. Das Polystrolperlen wurde ausgewascht. Dann wurde das Kongugat zur
Polystrolperien gegeben und es noch einmal ausgewascht. Zur Polystrolperlen wurde Substrat solution gegeben. Die farbene
Solution wurde 405 nm mit der maschinen von ELISA vermessen.

Es wurde Aflatoxin Bl in der Proben nicht begegnet.

Schliisselwort: Aflatoxin B1, geblichen Kases.

Giris

Mantarlar  gesitli  besinler igin  dogal
kirleticilerdir. Uygun sartlar alinda hazirlanmayan ve
depolanmayan besin maddelerinde sikca irerler.
Uremeleri igin uygun sartlar bulduklarmda hizla
¢ogalarak besin maddesinin hem goriiniigiinii hem de
kimyasal yapisiu degistirirler(l, 2,3,4,5,6). Mantarlann
besin maddelerinde iiremeleri esnasinda sentezleyip
salgiladiklann maddelere miko-toksinler adi verilir.
Mantarlar iireyip mikotoksin sentez etmelerinde rutubet
oram, oksijen, 1s1 ve besin igeriginin dnemli derecelerde
etkileri vardir(1,7-15).

Mikotoksinler, besin maddeleri ve yemlerle
tiiketicilerin saglifim tehlikeye diigiirebilecek boyutlarda
alinabilir (1,2,6,17-22). Cok kiiciik miktarlarda uzun
siire alindiginda kronik, doz ve zaman faktorlerine bagh
olarak subakut ve akut sekillerde zehirlenmelere neden
olabilmektedir. Simdiye kadar ¢ok sayida mikotoksinin
organizmada meydana getirdigi etkileri tamnnugtir.
Claviceps purpurea'min cavdarda tremesi ile sentez
edilen ergot alkaloidlerini tiiketen insanlarda perifer
dokularda gangrenlerin ortaya gikmas:i ile karakterize

ergotizm belirtileri goriilmektedir(3,4,5,8,13,17).
Sitreoviridin solunum sisteminde ve kaslarda felglere
neden olan bir mikotoksindir(5,6,17). Zeranol adlt tiirevi

- bugiin bazi1 ilkelerde anabolizan amagcla kullamlan

zearalenon, besinlerde bulunacak olursa tiiketicilerde
abortus, gonadlarda tiimoérler, vulvada 6dem ve biiyiime
géraliir(5,7,11,12,23,24).

Mikotoksinler icerisinde aflatoksinler 6nemli bir
yere sahiptir. Aspergillus flavusun bir metaboliti olan bu
toksinin yapilan arastirmalar neticesinde 18 cesidinin
oldugu tesbit edilmistir(6,20,21,22,24,25). Uygun sartlar
buldugunda iireyen bu mantar, besin gesidine gore az ya
da ¢ok degisik oranlarda mikotoksin sentezlemektedir
(10,26, 27,28).

Aflatoksinlerin en 6énemli olam B1 tiirevidir. Bu
mikotoksinin ana metaboliti olarak kabul edilir.
Aflatoksinler renksiz, suda az, etanol, kloroform gibi
solventlerde kolay céziinenen 1s13a duyarli, fakat 1siya
yitksek derecelerde (300 °C'ye kadar) dahi dayamikh olan
maddelerdir(9,11,13,20,29).

Agiz yolu ile alindiginda kolay ve hizh bir
sekilde emilerek kana gegerler. Organizmada aflatoksin
pl, ql, ml, 2a, aflatoksikol ve aflatoksin B1-8,9-
epokside doniistiiriiliir. Aflatoksin M1 siitle atilir, epoksit
tirevi ise  aflatoksinlerin  tiiméral  etkilerinden
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sorumludur. Metabolitler biiyiikk bir oranda 24 saat
igerisinde vuciittan atitlir(11,30-34).

Aflatoksinlerle ilk zehirlenme 1960 yilinda
civcivierde goriilen ve Turkey x olarak adlandinlan
olaydir. Zehirlenen civcivlerin tiikettigi yemlerden izole
edilen toksinlerin, yapilan ¢ahgmalar sonucu Aspergillus
flavus ad: verilen mantarin iiremesi sonucu salgilandigi
tesbit edilmistir (5,9,10,11,23, 24, 32,35).

Hayvan tiirleri aflatoksinlere kars1t degisik
faktorlere bagh olarak farkli derecelerde duyarhlik
gosterirler. Hayvanlarda zchirlenmelere neden olan
aflatoksin miktar1 10-100 ppm arasinda degismektedir.
Hayvan tiirlerine gore LD50'si 0.5-10 mg/Kg dozlan
arasindadir(5,13).

Akut aflatoksin zehirlenmelerinde karaciger
hasarina bagh olarak yaygin sarilik ve kanamalar dikkati
ceker. Karacigerde nekroz odaklan ve yag birikmesine
rastlamr. Kronik olaylarda ise biyiime hizinda ve
yemden vyararlanmada O6nemli Olgiilerde  diigme,
karacigerde bozukluk, immun cevap ve bobrek
fonksiyonlarinda azalmalar goériliir. Kanatlilarda strese
uyum yetenegi azalir, yumurta verimi ve kuluckadan
canli civciv ¢lkma oram diser(11,13,20,23,25).
Canlilarin saghgin: olumsuz yonde etkiler.

Bu c¢alismada Kars yoresinde firetilen ve'

piyasaya ¢ikarlan kasar ~peynirlerinde aflatoksin
kahntilarinin bulunup butunmadig: aragtirilmustir.

Materyal ve Metot

Bu c¢alismada toplam 50 adet kasar peyniri
oérnegi  kullamildi. Numuneler piyasadan rastgele
toplandi.

Ara¢c ve geregler: Calismada erlenmayer,
meziir, bolonjoje, pipet, mikropipet, polisitrolperlen
(pleyt), mikser, siizge¢ kagidi, kanstinic1 ve ELISA
okuyucusu (Metertech-960) kullanild:.

Kimyasal maddeler: Caligmada kullamlan
kimyasal maddeler ve elde edildikleri firmalar -asagida

gosterilmistir.
Metanol Merck
Dimetilformamid Sigma
Sodyum karbonat Merck
Sodyum hidrojenkarbonat Merck
Potasyum dihidrojenfosfat Merck
Disodyum hidrojenfosfat Merck
Sodyum kloriir Merck
Tween 20 Merck
Sodyum hidrojen fosfat Merck
Sitrik asit monohidrat Merck
ABTS Merck
Hidrojen peroksit Merck
Siilfirik asit Merck
Antiserum Bl Sigma
Aflatoksin Bl Aldrich
Anti-Aflatoksin B1-peroksidaz Sigma
Fotalkélberserum Sigma

Solusyonlarin hazirlanmas::
ABTS stok soliisyonu: 0,1 g. ABTS 5 mi'lik suda

¢ozdiiriildii ve 1 'er mi'lik hacimler halinde -20 °C'de
kullanum igin bekletildi.

ABTS kullanma soliisyonu: 9,8 ml sitrat tampon, 0,1 ml
0,12 mol/I'ik hidrojen peroksit ve 0,1 ml ABTS stok
soliisyonu iyice kangtinlarak kullamma hazir hale
getirildi.

Hidrojen peroksit soliisyonu: 0,12 mol/l olacak sekilde
hazirlandi. Bu amag¢ igin 0,15 mi % 30'luk hidrojen
peroksit 9,85 ml distile su ile sulandinldi. Giinlik
hazirlanmahdir.

Reaksiyon durdurma soliisyonu: 25 ml %98-100'lik
sitlfiirik asitten olinip hacmi 100 ml'ye tamamiandi.
Sitrat tampon soliisyonu: (0,05 mol/l , pH 4) 48 g
sitrik asit monohidrat 450 ml distile suda ¢ozdiiriildii.
Yaklasik 20 ml 1 mol/l Na- karbonat ile pH 4'e
ayarlandi. Sonra hacmi 500 ml'ye su ile tamamland:. +6
°C'da saklandi.

Sodyum karbonat soliisyonu: 10,6 g Na-karbonat 100
ml suda ¢ozdiirildi. Fotal dana serumu tagtyan (% 3)
PBS: 9 ml fotal dana serumu alind1 ve hacmi PBS
soliisyonu ile 300 ml'ye tamamlandi.

% 1'lik FCS tagiyan PBS: 15 ml f6tal dana serumu
alinip hacmi PBS ile 1,5 I've tamamlandi.

Bikarbonat tampon: (0,1 mol/l, pH 9,6) Soliisyon A:
10,6 g Na-karbonat 1 litre suda ¢oézdiirildii. Soliisyon B:
84 g Na-hidrojen karbonat 1 1 suda ¢ozdiriildii.
Soliisyon B soliisyon A ile pH 9,6ya ayarlandi.
Ekstraksiyon soliisyonu: 70 ml-metanol, 29 ml PBS ve
1 ml Dimetilformamid kanstinidi ve doért numunenin
ekstraksiyonunda kullanild.

Ekstrakt sulandirma soliisyonu: 7 ml metanol, 92 mil
PBS ve 1 ml dimetilformamid kanigtirilarak hazirland:.
Fosfat tampon soliisyonu: (PBS, 0,01 mol/l, 0,15 mol/l
NaCl, pH 7.4). 0,27 g potasyum dihidrojenfosfat, 1,43 g
disodyum hidrojenfosfat ve 8,55 g NaCl 1 lire suda
¢ozdiiriilerek hairlandi.

PBS-Twen-Yikama soliisyonu: ( 0,1 mol/l, pH 7.4, 0,05
% Twen) . Soliisyon A:;0.54g Potasyum dihidrojenfosfat
17,1 g NaCl ve 1 ml Twen (20-80) 2 1 suda ¢ozdiirildii.
Soliisyon B: 2,86 g diNa-hidrojenfosfat, 17,1 g NaCl ve
1 ml Twen 2 1 suda cozdiiriildii. Soliisyon B soliisyon A
ile pH 7,4'e ayarlandi.

Afl.B1 stok soliisyonu: 1 mg Aflatoksin Bl 10 ml
kloroformda ¢ozdiiriilerek hazirlandi (0,1 mg/ml).

Afl.B1 ¢alisma soliisyonu: Afl.B1 stok soliisyonundan
0,1 ml alimp 10 ml've tamamland: (1 mikrogram/ml). Bu
soliisyondan O, 1, 2, 4, 8 ve 10 mikrogram/Kg numune
olacak sekilde yemlere katildi. Bu defer 1 mikrogram
/Kg i¢in 0,02 ml/20 g numuneye denk gelir.

Metot: Bu galigma Bliithgen u. Mitarb. (26) bildirdikleri
ELISA yontemine gére yapildi,

Antissrum Bl ve fotal dana serumlan ile
polisitrolperlenlerin hazirlanmasi: Antiserum B1 ‘den 10
mikrolitre alinarak 1 ml'ye hacmi PBS ile tamamlandi
(1/100). 82 °C'lik su banyosunda 5 dakika isitildi. Oda
isisina - sogutulduktan sonra 1/10 000 oramnda
Bikarbonat tampon ile tekrar sulandinidi. Yani On
sulandirmadan 0,1ml alinarak hacmi llitreye Bikarbonat
tampon ile ¢ikanldi. Her positrolperlene bu serum
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soliisyonundan verildi ve polisitrolperlenler oda 1sisinda
bir gece ileri geri calkalandi. Polisitrolperlenlerdeki
tampon soliisyonu pipetlerle temizlendikten sonra iki kez
PBS -Twen- Yikama soliisyonu ile yikandi. Daha sonra
% 3 oraminda fotal dana serumu tastyan PBS  her
polisitrolperlene verildi. Polisitrolperlenler 35 dakika 37
°C'da inkiibe edildikten sonra iki kez PBS-Twen -Yikama
soliisyou ile yikanarak, ELISA'da kullanima hazir hale
getirildi.

Ekstraksiyon: Standart amaciyla giines 1sifina ince
serilerek 10 giin birakilan ve muhtemel aflatoksin
kalimtilarim  gidermek amaciyla bes kez kloroformla
ekstrakte edilip kurutulan kagar numunelerine sirasiyla 0,
1, 2, 4, 8, 10, ppb'lik konsantrasyonlarda aflatoksin
¢aligma soliisyonundan ilave edildi. Numunelerdeki
kloroform buharlastiktan sonra ekstraksiyon yapild:.
Ekstrakt sulandirma soliisyonu ile ekstrakt 5 ml'ye
tamamland: ve oda 1sinda karanhkta uygulama igin
saklandi. 30 g numune iyice ufalandiktan sonra 20 gram
bir beherglasa alinir ve iizerine 100 ml ekstraksiyon
soliisyonu ilave edildi. Mikserde 3 dakika kangtinldi,
filtre edildi. Bu siiziintiiden 0,3 ml alimip hacmi ekstrakt
sulandirma soliisyonu ile 15 ml'ye tamamlandi.
Uygulama: 15 ml hacime getirilmis standart ya da
numune ekstrakt1 polisitrolperlenlere (1-3 arasi) verildi.
Perlenler bir kap icerisinde isiktan korunarak oda
1s1sinda bir saat siireyle makinede kangtinildi. Soliisyon
pipetle alinarak atildi ve perlenler bir kez PBS-Tween-
Yikama soliisyonu ile yikandi. Sonra polisitrolperlenler
konjugat ile inkiibe edildi. Burada 10 mikrolitrelik
sentetik konjugat Once PBS ile 1/100 oraninda
sulandiriidi yani hacmi 1 ml'ye tamamland: sonra
1/12.500 oraminda % 1 oraminda f6tal dana serumu ilave
editmis PBS ile sulandinldi, yani 0,1 ml on
sulandirmadan alimp hacmi %1 FCS tagiyan PBS ile
1,25 I'ye tamamlandi. Konjugatin son sulandiriimasindan
her perlene verildi. Perlenler 1giktan korunarak 1 saat
oda 1sisinda kangtinlmadan saklandi. Konjugat pipetle
emilerek atildi ve perlenler ii¢ kez PBS-Tween-Yikama
soliisyonu ile yikandi. Sonra kromojen substrat soliisyonu
ile perlenler inkiibe edildi. Her perlene pipetler
yardimiyla 0,2 ml substrat kullanma soliisyonu ilave
edildi ve 37 °C'de su banyosunda karnigtirilmadan inkiibe
edildi. Yesil renk yaklastk 20 dakikada maksimuma
ulagir. Reaksiyon bu zaman sonunda 0,025 ml 'lik
durdurma soliisyonu ile sonlandinidi, kisa bir karigtirma
yapild.

Fotometrik olgiim: Reaksiyon durdurulduktan sonra
yeterli bir zamanda (20saniye/numune) ol¢iildii. Perlen-
lerdeki sivilar cilt ve kiivet igin yakici olabilir. 405 nm
dalga boyunda absorbans ve konsantrasyon degerleri
ol¢giilerek makineden sonuglar alindi.

Bulgular

Analiz sonucu elde edilen standart degerler
grafige aktanlarak standart egri elde edildi. Okuyucudan
alinan konsantrasyon ve absorbans degerleri bu egri goz
oniine almarak degerlendirildi. Her numuneden iki

kuyucuga konarak bunlardan eclde edilen sonuglarin
ortalamasi kullanildi.
Analiz sonuglarina gére analiz edilen biitiin
6rneklerde aflatosin B1 kalintisina rastlanmadi.
Tartisma ve Sonug

Mikotoksinler, dogada yaygin olarak bulunan ve
olduk¢a ilging o&zellikler g6steren  mantarlarin
metabolizma iiriinleridir. Mantarlar hem bitkisel hem de
hayvansal 6zellik gosteren canlilardir. Cesitli simiflara
aittirler. Uygun sartlar bulduklarinda hizla iireyerek
mikotoksin sentezlerler(1,2,12,25,29). Mantarlar
ireyebilmeleri i¢in  bulunduklari ortamda besin
maddeleri, nem ve oksijene degisik yogunluklarda ihtiyag
duyarlar(6,27,35). Yalmz mikotoksin sentezleme
yetenegine sahip olan her mantarlann iiremesi
mikotoksin olusturmaz. Yapilan c¢aligmalar mikotoksin
sentezleyen mantarlarin tiremesi sonucunda toksinlerin
olusabilmesi icin besin maddeleri igerisinde karbon-
hidratlarin  bulunmas1 gerektigini ortaya koymustur.
Mantarlar karbonhidratlart ve ozellikle sekerleri ¢ok
severler. Ozellikle besin maddeleri ierisinde sakkarozun
belirli yogunliklarda bulunmasi mikotoksin sentezi igin
zaruridir.  Yapilan caligmalarda ortamda sakkarozun
bulunmas: ile aflatoksin tesekkiilii arasinda doBru bir
orantimin mevcut oldugu tesbit edilmistir. Besi yerlerine
% 3.5 oraminda sakkaroz katilmas: aflatoksin olusumunu
hizlandirdin, hatta bu yogunlugun % 8'e cikarilmasi
aflatoksin tesekkiiliinii daha ¢ok ortirdift deneylerle
ortaya konmustur(16,27). Her iki ¢esit besinde mantar
olan

iiremesine ragmen protein igerigi  yiiksek
baklagillere gore karbonhidrat icerigi fazla olan
tahillarda aflatoksin olusumu daha fazladir.

Yapilan bu ¢ahismada  hi¢  aflatoksine

rastlanmamis olmast muhtemelen yukarida agiklanan
sebeplerden dolayidir. Kasar peynirlerinde protein
igeriginin yiiksek olmasi mantar iirese dahi mikotoksin
sentezleme yeteneginin en aza inecegini aciklamaktadir.
Aynica kasar peynirlerinin i¢ kisimlarinda oksijen
yetersizliginden dolayr mantann iireyememesine de bagh
olabilir.

Peynirlerde, muhtemel aflatoksin kontami-
nasyon kaynagn olarak peynirlerin  yapildign  siit
degerlendirilir. Aflatoksinlerin 1siya oldukca dayamikl
olduklani g6zoniine alinacak olursa bu yonde bir
kontaminasyonun olma olasilifi olduk¢a yiiksektir.
Ancak yapilan c¢aligmalarda siite besin maddeleri ile
almman  aflatoksinlerin M1  metabolitinin  gegtigi
belirlenmistir(11,16,30,31,32,33,34). Bu ¢alismada bu
yonde berhangi bir aragtirma yapilmamis olup yalmzca
aflatoksin B1 kalintis1 aragtirtlmgtir.

Aflatoksin analizinde ¢ok sayida yéntemden
faydalanmak miimkiindiir(2,9,10,26,30). Bu ¢alismada
ELISA y6ntemi kullamlmistir. Aragtirictya gore 1-10 ppb
yogunluklart arasinda yontemin linear efri verdigi
bildirilmektedir(26). * Immunokimyasal testlerde her
zaman gorilebilecek capraz reaksiyon olaylan ve daha
yilksek konsantrasyonlardaki mikotoksin diizeylerinin
belirlenmesindeki olumsuzluklar numunelerde aflatoksin
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kalintistna  rastlanmamas1  dolayisiyla  problem
olmamugstir.

Mikotoksinlerin tiiketicilerin saglifim olumsuz
yonte etkilemesinden dolayt besin maddelerinde
bulunabilecek diizeyleri ile ilgili simrlamalar getirilmis
ve bu konu ile ilgili ¢ok sayida aragtirmalar
yapulmistir(11,23,31).

Sonu¢ olarak Kars'da iiretilen ve titketime

sunulan kagarlarda aflatoksin B1'e rastlanmamugtir.
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