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BUGDAY, MISIR, PIRINC VE YERFISTIGINDA AFLATOKSIN URETILMESI

Omer Demet! Halis Oguz! llhami Gelik2 Hasan Adigiizel'

Production of Aflatoxin on Wheat, Corn, Rice and Peanut

Summary: In this study, the production of aflatoxin at a grade appropriate for dietary aflatoxin feeding studies were
performed under our laboratory conditions. After sporulation Aspergillus parasiticus NRRL 2999 strain in the tubes
containing Patato Dextrose Agar (Merck), the spores were removed by washings with 0.005 % Triton X-100 (Merck)
and an enriched suspensions of spores were obtained, following determination of the spore numbers in per ml of sus-
pension, the suspension was used the inoculate the sterilized substrate (wheat, corn, rice and peanut) in erlenmeyer
flasks and after inoculation the flasks were into an incubator for fermentation at 28 °C. Toplam twelve erlenmeyer
flasks each having three ones for each substrate were fermented. At the end of the five days fermentation aflatoxin
levels of the flasks were the determined by Fluorescence Spectrophotometry. Aflatoxin levels were measured as mg/
kg substrate (ppm) as follows: 71.88 for wheat (72.55 % By, 11.31 % B, 11.28 % Gy and 4.86 % Gp); 48.14 for corn
(78.84 % By, 7.45 % By, 10.85 % Gy and 2.86 % Gy); 63.64 for rice (83.06 % By, 12.98 % By, 2.84 % Gy and 1.12 %

Gop); and 14.65 for peanut (84.02 % By, 8.82 % Bg, 5.01 % Gy and 2.15 % Gp).

Key words: Aflatoxin, production, wheat, corn, rice, peanult.

Ozet : Bu caligmada, bugday, misir, piring ve yerfistiginda aflatoksin Uretildi. Aspergillus parasiticus NRRL 2999 susu,
Patates Dekstroz Agar (PDA) igeren tUplerde sporlandirildiktan sonra, sporlar % 0.005'lik Triton X - 100 ¢bzeltisi ile
alinarak spor slispansiyonu hazirlandi ve spor hilcresi sayimi yapildi. Sterilizasyonu énceden yapilan ve bugday, misir,
piring ve yerfistigl iceren erlenmayerlere ekimler yapildiktan sonra fermentasyon igin 28 °C'ye ayarlanmig etilve kondu.
Herbir substrattan i¢ adet olmak (zere toplam on iki erlenmayer fermentasyona tabi tutuldu. Bes giin siiren fer-
mentasyon sonunda yapilan Spektrofotometrik dlgiimde mg/kg (ppm) olarak sirasiyla bugdayda 71.88 (% 72.55 By, %
11.31 By, % 11.28 Gy ve % 4.86 G»); misirda 48,14 (% 78.84 By, % 7.45 B3, % 10.85 G ve % 2.868 Gj); piringte
63.64 (% 83.06 By, % 12.98 By, % 2.84 Gy ve % 1.12 Gp) ve yerlistiginda ise 14.65 (% 84.02 By, % 8.82 By, % 5.01
Gy ve % 2.15 Gp) dizeyinde aflatoksin tesbit edildi,

Anahtar kelimeler: Aflatoksin, Uretim, bugday, misir, piring, yerfistigi.

Girlg zehirlenmedir. Hayvanlarda 6nemli ekonomik ka-
yiplara neden olurken, insanlarda genellikle ka-
raciger kanserine yol agar.

Allatoksinler (B4, Bp, G1, Gp), Aspergillus fla-
vus ve Aspergillus parasiticus adli  mantarlar ta-

rafindan sentezlenen hepatotoksik metaboliklerdir.

Deneysel yedirme galigmalarinda, yiksek di-
zeyde toksine ihtiya¢ duyulur. Bu nedenle, ilk énce
uygun herhangi bir vasatta yeterli miktarda af-

ik olarak, 1960 yilinda Ingiltere'de kiiflenmis yer-
fistigi ile beslenen 100 bin hindi palazinin 6imesiyle
ortaya gikmig, daha sonra alabaliklar (izerinde ya-
pilan caligma sonucu karaciger kanserine neden ol-
dugu belirlenmistir. Bu &zelligi ile de insan saghgi
bakimindan riskli maddeler arasinda yerini almigtir
(Demet ve Oguz, 1995; Huff ve ark., 1992; Kaya,
1989; Kubena ve ark., 1993; Sanli, 1980).

Alflatoksikozis, aflatoksinlerin neden oldugu bir

latoksin dretilir(Huff ve ark., 1992; Kubena ve ark.,
1993).

Aflatoksin tretiimesinde en ¢ok kullanilan Griin-
lerin baginda yerfisu@i (Arseculeratne ve ark., 1969;
Codner ve ark., 1963), bugday (Stubblefield ve
ark., 1967; Hesseltine ve ark., 1966), misir (Schro-
eder, 1966; Silman ve ark., 1979), soya fasilyesi
(Gupta ve ark., 1977), sorghum ve piring (Shotwell
ve ark., 1966; Hesseltine ve ark., 1966; Demet ve
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ark., 1995) gibi Grinler gelmektedir. Bunlardan
bagska s ortamlarda da aflatoksin  (dre-
tilebilmektedir (Giegler ve ark., 1966; Reddy ve
ark., 1971; Schroeder, 1966).

Shotwell ve ark. (1966), A. flavus, NRRL 2999
susu kullanilarak piringte fermentasyon yolu ile
1500 ng/g dizeyine kadar toplam aflatoksin dret-
meyi basarmuglardir. Bu dizeyin (ug/g), 950'si B1,
143'0 B2, 3651 G1 ve 62'si de G2'den olus-
maktadir. Fermentasyon sdresinin 12 gine kadar
tutuldugu s6z konusu caligmada en ¢ok Gremenin
5-6. ginlerde oldugu bildiriimektedir. Gupta ve ark.
(1975), A. parasiticus NRRL 3240 susu kullanarak
soya fasilyesi ununda 6.85 mg/100 g dlzeyinde
toplam aflatoksin Uretebilmiglerdir. Codner ve ark.
(1863), yerfisiginda ginlik elle kanstirmak su-
retiyle yapilan fermentasyonda 265 pg/g toplam af-
latoksin dretmiglerdir. Yine aym galismada, fer-
mentasyon orlamina ZnSO4 ilave edildiginde
aflatoksin sentezinin yaklasik iki kat arttigi bil-
dirilmektedir. Schroeder (1966), A.parasiticus 64
R-8 susu ile misirda 1-2.29 mg/30 g toplam af-
latoksin; Arseculeratne ve ark. (1969), A.flavus
ATTC-15546 susu ile hindistan cevizinde 8 mg/g
toplam aflatoksin; Harvey ve ark. (1991) ise, A. pa-
rasiticus NRRL 2999 susu ile piringte 260 mg/kg
dizeyinde toplam aflatoksin tGretmiglerdir.

Hesseltine ve ark. (1966), A.flavus NRRL
2999 susu ile karnistiner kullanmadan bugdayda 19
ng/g, misirda 47 pg/g, pirigte 185 pg/g ve yer-
fistiginda ise 104 pg/g toplam aflatoksin (iret-
miglerdir. Aym ¢alismada kangtirci kullandiklarinda
ise bu miktarin; bugdayda 869 ng/g, misirda 317
1g/g, piringte 185 pug/g ve yerfistiginda 282 pg/g ol-
dugunu belitmektedirler. Silman ve ark. (1979) ise,

A.flavus susu ile misirda 10 glnlik fermentasyon

sonucunda 6200 ppb toplam aflatoksin dret-
mislerdir. Shotwell ve ark. (1966)'nin bildirdikler
yontemi esas alan Demet ve ark. (1995) da
A.parasiticus NRRL 2999 susu ile piringte 62.71
mg/kg (ppm) toplam aflatoksin Gretmiglerdir.

Giegler ve ark. (1966), A.flavus NRRL 3000
susgu ile 200-300 mg/lt arasinda AFB4+Gp;' Reddy
ve ark. (1971), A.parasiticus ATCC 15517 susu ile
28-30 pg/100 ml toplam aflatoksin; Davis (1966)
de, A.flavus ile yarisentetik ortamda 63 mg/100 ml
toplam aflatoksin Gretmislerdir.

Bu galigma ile, A.parasiticus NRRL 2999 susu
kullamlarak bugday, misir, piring ve yerfishgindan
aflatoksin dretilmesi amaglanmsgtir.
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Materyal ve Metot

Ara¢ ve Geregler: Etlv (Dedeoglu), Ste-
rilizatdr (Dedeoglu), Otoklav (Labsco), Santrifij
(Runne Heidelberg Mod, RS, 80-A), Rotatif Eva-
poratér (Heidolph), Hassas Terazi (Shimadzu),
Otomatik Leke Uygulayicisi-Spotter (Desega), UV
Isin Kabini (Desega), Floresans Spektrofotometre
(Perkin Elmer MPF 43-A), ince Tabaka Plakalar
(Merck, Silikajel-60), Developman Tanki (Labsco),
Mikroskop (Leitz Ortho Lux-II model), Rutin Diger
Laboratuvar Malzemeleri.

Kimyasal Maddeler: Metanol (Merck), Aseton
(Merck), Asetonitril (Merck), Kloroform (Merck),
Benzen (Merck), Dietileter (Merck), Triton X -100
(Merck), Sodyum Sdlfat (Anhidr, Merck), Patates
Dekstroz Agar (Merck), Aflatoksin (B4, Bz, G1, Gp)
Standartlan (Alltech firmasi araciligi ile iMacor Che-
mical Ltd., Box. 6570, Kudis'ten saglandi).

Standart ve Diger Cozeltiler: Stok Standart C6-
zellisi (20 pg/ml): 1 mg aflatoksin 50 ml benzende
¢Ozdartlerek hazirlandi. Galigma Standart  Go-
zeltileri (0.2 pg/ml ve 0.4 pug/ml): Stok ¢dzeltiden
0.5 ml alip 50 ml ve 0.5 ml alip 25 ml hacimde ben-
zen-asetonitril (98+42) kangimi ile hazirlandi. 1. De-
velopman Tanki Codzeltisi: 50 ml Dietileter icine
susuz sodyum silfat katilarak hazirlandi. 2. De-
velopman Tanki Cozeltisi: Kloroform-Aseton-Su
(88+12+1.2). Triton X-100 (% 0.005'lik): Steril bi-
distile su ile hazirlandi.

Digerleri: Aspergillus parasiticus NRRL 2999
susu (U.S. Dept. of Agi., Agi., Res. Service, Peoria
IL., 61604-3999, USA'dan temin edildi)., Piring
(Baldo), Misir, Bugday ve Yerfistid.

Aflatoksin Oretilmesinde Shotwell ve ark.
(1966)'nin bildirdikleri metotu esas alan Demet ve
ark. (1995)'min aymi amagla piringte uyguladikiar
yéntem kullanildi.

Kaltdr Vasatinin Hazirlanmasi: 3.9 g PDA tar-
tilarak Gzerine 100 mi distile su eklendi. lyice eri-
tildikten sonra otoklavda sterilize edildi. 15 x 1.5
cmlik steril cam tlplere aktanidiktan sonra agizlar
pamukla ' kapatilarak doékilmeyecek sekilde yatik
durumda vasatin katilagmasi saglandi. 1 ml nutrient
buyyonda sulandinlan liyofilize A. parasiticus su-
sundan vasata-ekimler yapildiktan sonra etive ko-
narak 28 °C'de sporlanma saglandi.
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Spor Sayimi: Vasatta olugmus sporlar %
0.005'ik Triton X-100 ¢dzeltisi ile alindi. Bunun igin
her bir tipe 3 ml ¢ozelti ilave edildi. Steril ko-
sullarda tOplerden sporlar 6ze ile kazinarak top-
lanmasi kolaylastinildi. Spor siispansiyon 50 ml'lik
steril bir balon jojede toplandi. Bundan 1/10, 1/100
ve 1/1000'lik dilie ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra
Thoma laminda mikroskopta sayildi. Bdylece, ml'de
3.17x108 spor hiicresi oldugu belirlendi.

Fermentasyon: 500 ml'lik erlene 100 g subs-
trat tartilarak tzerine 50 ml musluk suyu ilave edil-
di. Iki saat sireyle kangtiriidiktan sonra agizlan
pamuk tampon ile kapatilarak otoklavda sterilize
edildi. Sogumasi beklendi ve sonra kuvetlice gal-
kalanarak lapalagmalar énlendi. 1 ml spor siis-
pansiyonu ilave edildikten sonra yeniden c¢al-
kalayarak 28 °C'ye ayarlanmis etlve fermente
olmak tzere kondu. Geceleri hari¢ her saat basi
elle kangtirmak suretiyle danelerin birbirlerine ya-
pismasi énlenmeye ¢ahligildi. 24. saatte 5 ml steril
su ilave edildi. 5. glne kadar sirdirilen fer-
mentasyonda giinlere gbre renk degisiklikleri gbz-
lendi. Fermentasyondan sonra tekrar otoklava ko-
narak mantarlarin yikimlanmasi saglandi ve
sterilizatére alinarak 70 °C'de yaklasik iki gin su-
reyle kurumasi saglandi.

Bugday, musir, piring ve yerfish§nin her-
birinden 3'er adet erlenmayerde fermentasyon ger-
ceklestirildi. Fermentasyondan sonra etiivden ali-
nan erlenler otoklavda sterilize edildikten wve
sterilizatérde kurutulduktan sonra 6gutildi. Erlen
igerikleri substratlarin cinsine gére kanstirildi ve de-
neysel ¢calismalarda kullanilmak izere saklandi.

Aflatoksin Analizi: 10 g 6§ltliimus substrat
Uzerine 100 ml distile su ilave edilerek 5 dk. si-
reyle kangtirildi. izerine 100 ml kloroform eklenerek
5 dk. daha kangtinldi. 300 devir/dk.'da 15 dk. su-
reyle santrifiij edildikten sonra ayirma hunisi ile klo-
roform fazi alindi. Kloroform fazi 15 g susuz sod-
yum sdlfat konulan bir huniden sizildd. Ucurma
balonuna alinan Kkloroform, rotatif evaporatérde
ucurulduktan sonra kalan ekstrakt 10 mi kloroform
ile ¢ézdurulerek kigik kapakh siselere alindi.

Plakaya Leke Uygulamasi ve Okunmasi: Pla-
kaya degisik yogunluklarda aflatoksin gozeltileri ve
her bir substrattan elde edilen numune ekstrakti ¢6-
zellileri otomatik leke uygulayicisi ile uygulandi. Bi-
rinci developmandan sonra kirliligin ayriimig oldugu
kismi kesilen plaka, ikinci developman tankina
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kondu. Goéziclniin plaka sonuna kadar yGrimesi
saglanarak aflatoksin tirlerinin iyice ayriimasi
amagclandi. lkinci developman tankindan alindiktan
sonra kurutularak UV lambasi altinda 365 nm dalga
boyunda incelendi. Lekelerin koordinatlari be-
lirlendikten sonra, Floresans Spektrofotometre
(emisyon, 425; ekstasyon 365 nm.) ile aflatoksin
dizeyleri belirlendi.

Bulgular

Fermentasyona tabi tutulan erlenler igerisinde
fermentasyon suresince olusan renk degisiklikleri
sadece piring igerenlerde agik bir gekilde gbz-
lenebildi (Resim 3 ve 4). Fermentasyonun 2. gl-
ninde piring taneleri Gzerinde beyaz lekeler, 3.
ginde giderek parlaklik kazanan sarnmsi renk-
lenmeler, 4. glinden itibaren ise agik kahverengiye
dondstim tesbit edildi. Fermentasyon sonucunda
piring danelerinin tipki bugday daneleri gibi bir go-
rinam aldigi gérolda (Resim 3).

A.parasiticus NRRL 2999 susu tarafindan olug-
turulan sporlar Resim 1'de, Ince Tabaka Kro-
motogafisinde aflatoksin lekeleri ise Resim 2'de go-
rilmektedir.

Spektrofotometrik élgimlerde toplam aflatoksin
miktarlan (mg/kg = ppm) bugdayda 71.88, misirda
48.14, piringte 63.64 ve yerfistiginda 14.65 olarak
belirlendi. Ayrica toplam aflatoksin i¢erisindeki bi-
reysel aflatoksin (Bq, By, Gy ve Gp) dizeyleri de
tesbit edildi (Tablo 1).

Tablo 1. Bugday, Misir, Piring ve Yerfistiginda Tesbit Edi-
len Aflatoksin (AF) Dizeyleri ve Aflatoksin Tir-
lerinin Toplam Miktari Igindeki Dagilimlar.

Aflatoksin Turleri Topl. AF

AFB4 AFB, AFG; AFG2 (mg/kg)

Bugday, mg/kg 52.14 8.12 8.12 350 @ 71.88
% 72.55 11.31 11,28 4.86

Misir, mg/kg  37.96 359 522 137 48.14
% 78.84 7.45 10.85 2.86

Piring, mg/kg 52.83 825 1.80 0.56 63.64
% 83.06 12,98 2.84 1.12

Yerfistigl, mg/kg 12.30  1.29  0.73 0.33 14.65
% 84.02 8.82 501 2.15
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Fermentasyon sonunda; erlen igeridini tegkil
eden bugday, musir, piring ve yerfistig basglangig
miktarlarinda 6nemli azalmalarin oldugu kaydedildi
(Tablo 2).

Tablo 2. Bugday, Misir, Piring ve Yerfistiginin Fer-

mentasyon Oncesi ve Sonrasi  Agirliklar ve
Meydana Gelen Kay plar.
Ferm. Ferm. Kayip
Oncesi (g) Sonrasi (g) (%)
Bugday 300.00 275.00 8.33
Misir 300.00 255.00 15.00
Piring 300.00 240,00 20.00
Yerfistig 300.00 260.00 13.33

Tartigma ve Sonu¢

Tablo 1'de gorlldigu gibi spektrofotometrik 61-
gumlerde toplam aflatoksin dizeyleri (mg/kg) bug-
dayda 71.88, misirda 48.14, piringte 63.64 ve yer-
fishiginda 14.65 olarak belirlenmisgtir. Yine Tablo
1'de sbzkonusu uUrunlerde sentezlenen aflatoksin
trleri (B4, By, Gy, Go) dlzeyleri de gérilmektedir.
Bu galismada, piringten elde edilen duzey (60.64
mg/kg), Demet ve ark. (1985)'nin yine ayni ma-
teryali (piring) kullanarak yaptiklan ¢aligmada elde
ettikleri diizeye (62.71 mg/kg) yakinken, Shotwell
ve ark. (1966)'nin piringte Grettikleri dizeyin (1500

Sekil 1. A. parasiticus NRRL 2999 sporlarinin 1gtk mik-
roskobundaki gérliniiml. Metilen mavisi bo-
yamasi 40 x 11

Sekil 2. A. parasiticus NRRL 2999 tarafindan sentezlenen AF By, By, G, ve G; le-

kelerinin ITK'da gériinimleri
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ug/g) ¢ok altinda oldugu gériimektedir. Ancak bu
¢alismada da fermentasyon siresince erlenler elle
kangtinlmig, bir kangtinc saglanamamistir. Ote yan-
dan, Gupta ve ark. (1975), A. parasiticus NRRL
3240 susu kullanarak yaptiklan caligmada, soya
fasulyesinde 68.5 mg/kg dizeyinde toplam af-
latoksin Gretebilmiglerdir. Shotwell ve ark.(1966)
ise sug olarak A.flavus NRRL 29399 kullanmiglardir.
Bu durumda aynit materyal (substrat veya Grin) kul-
lanilarak farkh suslarnn sentez yetenedi ve di-
zeylerinin belirlenmesinde yarar vardir. Birgok arag-
tirmaci (Harvey ve ark.,1991; Hull ve ark.,1992;
Kubena ve ark., 1993), A.flavus NRRL 2999 susu
kullanarak piringte 260 mg/kg dlzeylerinde af-
latoksin Gretebildiklerini bildirmektedirler. Yine Gi-
egler ve ark. (1966), A.flavus NRRL 3000 susu ile
sivi orfamda 200-300 mg/t AFB1+G1 dre-
lebilmiglerdir. Harvey ve ark. (1991) ise,
A.parasiticus NRRL 2999 susu ile piringte 260 mg/
kg dizeyinde loplam aflatoksin Gretebildiklerini bil-
dirmektedirler. Schroeder (1966)'de A.parasiticus
64 R-8 susu ile misirda 1-2.29 mg/30 g toplam af-
latoksin Gretebilmigtir.

Hesselline ve ark. (1966) A.flavus NRRL 2999
susu ile buddayda 19 pg/g. misirda 47 pg/g piringte
185 ug/g ve yerhisu@inda da 104 ug/g toplam af-
latoksin Gretirken, bu ¢alismada, yukanda bildirilen
dozeyler elde edilmigtir. Her iki caligmada elde edi-
len dizeylere bakildiginda, misirda birbirine yakin,
diger Gronlerde ise kayda deger farkliliklarin oldugu

Sekil 3. Piringte baganl fermentasyon.
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gbrilmektedir. Yine Hesseltine ve ark. (1966), ayn
caligmalannda fermentasyon sdresince kangtinc
kullandiklarinda bu dizeylerin bugdayda 869 ug/g,
misirda 317 ug/g, piringte 185 ng/g ve yerfisiginda
da 282 ug/g gibi yiksek dizeylerin elde edildigini
bildirmektedirler.

Ote yandan Codner ve ark. (1963), yer-
fishginda A.flaws susu ile yerfistgindan elle ka-
nstirma yapmak suretiyle 265 ug/g toplam af-
latoksin dretebildiklerini  bildirmektedirler. Hatta
fermentasyon otamina ZnSOy ilavesi ile aflatoksin
sentezinin yaklagik iki katt antigim da be-
litmektedirler.

Aflatoksin dretiminde spor ekiminden sonra
fermentasyon siresince vasatin bir karigtirici va-
sitasiyla kangtinimas! ve bdylece sentezlenme yu-
zeylerinin arttinimas: énemli gérilmektedir. Mantar
susu tirlerinin aflatoksin sentez yelenegi birbirine
benzerse de, alinan veya bildirilen farkli sonuglar
g6zoninde tulularak, sus 1Gra secgimi aflatoksin
sentezi yapilacak laboratuvarlarda aragtirmaci ta-
rafindan belirlenebilir.

Sonug olarak, bu ¢alismada, elde edilen ai-
latoksin dlzeyleri, deneysel yedirme ¢ahgmalannda
ihtiyag duyulan miktarlan kargilasa da; daha yiksek
dizeylerin GOretilebilmesi igin ¢alhgmalann sdr-
dirilebilmesi, bdylece gesitli sahalarda gerekli olan
aflatoksinin dlkemizde elde edilebilir hale ge-
tirilmesi gerekligi kanaatindeyiz.
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Sekil 4. Piringte basarisiz fermentasyon
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