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OZET: Aflatoksin bulagikiklan yerfistigi ve riinlerinde rastianan énemli sorunlardan biridir. Bu ¢alismada yerfistiginda

farkh dénemierdeki toplam aflatoksin seviyelerinin ve bu toksin olugumlan igin kritik dénemierin belirfienmesi amaglanmigtir.

Caligmada, 38'1 hasattan hemen sanra, 16's| kurutma ve 22'si depolama dnemlerinden alinmig toplam 76 yerfistig:

ornegdi kullandmsstir. Orneklerdeki fungal floramin tanimlanmas: klasik tiir teghis anahtarlan kuilaniarak yapiimigtir. Toplam

* aflatoksin olugumlan CD-ELISA (Competitive Direct- Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) yéntemi ile belirlenmigtir.

Hasattan hemen sonra alinmig olan 38 drnedin 8'inde ve kurutma agamasinda 2 &rnekte toksin igerigi saptanmazken, hasat

sonras: 33 6rnekte 0.2-16.3 ppb, kurutma déneminde 14 drnekte 0.2-11.2 ppb ve depolama déneminde 22 érnekte 0.1-38.1
ppb seviyelerinde toksin bulasikhdi belirlenmigtir.

Aflatoksin diizeyleri; depo déneminde kurutma ve hasat sonrasina gore, kurutma déneminde hasat sonrasina gére
istatistiksel olarak daha yGksek butunmugtur {p<0.05). Sonug olarak kurutma ve depolama ddnemlerinin aflatoksin olugumu
igin kritik dénemler oldudu sonucuna varnlmigtir.

Anahtar kellmeler: Aspergifius, CD-ELISA, toplam aflatoksin, yerfistigi.

ABSTRACT: Afiatoxin contamination is one of the important problem on peanuts and products. The aim of this study was
detected aflatoxin formations and critic periods of toxin production on peanuts which are coliected from different periods.

In the present study, total 76 peanuts samples were investigated which are 38 from freshly harvested, 16 drying and
22 storage phases, Mycoflora is determined by using classical identification key of species on samples. Total aflatoxin formation
onh peanuts were analysed by CD-ELISA. Toxin contarmination detected from samples are as follows; out of total 33 samples
from freshly harvested peanuts 0.2-16.3 ppb and 14 samples in drying phase 0.2-11.2 ppb and 22 storage periods 0.1-38.1 ppb.
Taxin contamination is not found on 5 samples from freshly harvested and 2 sarnples from drying phase.

Aflatoxin levels were detected statistically high in storage phase according to drying and postharvest and in drying
phase as lo postharvest (p<0.05). As a resull storage and drying phases were detected critical periods for aflatoxin formation.

Keywords: Aspergillus, CD-ELISA, total aflatoxin, peanuts.

. GIRiS
Yerfist§) (Arachis hypogaea L.), baklagiler familyasinda yer alan, tek yillik, yaziik ve yagh tohumiu bir
kiiltiir bitkigidir. Tohumun bilegiminde % 45-55 yag, % 20-25 protein, % 16-18 karbonhidrat, % 5 mineral madde
bulunmaktadir. Yiiksek kaliteli proteini beslenme igin gerekli amino asitlerin bir gogunu kapsamaktadir.
Tiyamin, niyasin, riboflavin, folat, E vitamini, kalsiyum, fosfor, demir ve ginko mineralleri yéniinden zengindir.
Yerfistifi, insan gidasi ve hayvan yemi olarak kullanilan ayn zamanda topragin azot ydninden
zenginlegmesini sadlayan dnemli bir yad bitkisidir (3).
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Tirkiye toplam ekim alanlannin %3.7'sinde yagh tohumlu bitkilerin ekimi yapilmakta olup bu alan
icerisinde aygicedi ve susamdan sonra %4.0'lik payla Uglncd strayr yerfisud ekim alanlari almaktadir.
Tirkiye'de 2002 yiinda 90.000 ton yerfistigi Uretilmigtir. Ulkemizde yerfistigi tanmi Akdeniz Bélgesi ile Ege
Bolgesinin bazi yerlerinde olmak Uzere toplam 15 ilde yapiimaktadir. En gok ekildigi yerler sirasiyla Osmaniye,
Adana, igel, Aydin, Kahramanmarag ve Mugla illeridir. 2002 yil itibariyle Gukurova Bélgesi, Turkiye toplam

' yerfistigi ekilen alanfarimin %82'sini, Uretimin ise %83'(in0 gergeklestirmistir. Bélgede ise en fazia pay) 13.163
" ha. alan ve 38.055 ton iretimle Osmaniye ili alimaktadir {10).

Yerfistiginin meyveleri toprak altinda gelistigi igin diger Uriinlerden farkh olarak toprak kékenli hastalik
etmenlerine kargi daha hassastir. Yerfistidl, tohum, kék, govde, yesil aksam ve meyvelerine saldirabilen
baglica toprak kékenli funguslar, Rhizopus, Aspergiflus, Penicillium, Fusarium, ve Rhizoctoniadrr. Ozellikle, A.
niger gimlenmig tohumlardan geligmekte olan yerfishi@ bitkilerinin kotiledonlarinda ve hypocotyl kisimlarinda
etkili olarak zarar vermektedir {13).

Aspergillusiar taksonomik olarak ipliksi geligen Ascomycetes'e dahildir. Aspergillus spp.'nin mevecut
olan telemorph'lan Eurotiales takim, Trichocomaceae familyasinda yer almaktadr. Aspergillus, ¢ogu
mikotoksin dretme yetenedine sahip 132 tir ve 18 varyete ile ek olarak farkl taksalarin dahil edildigi genis bir
cinstir. Aspergilius tirleri tarafindan Uretilen &nemli mikotoksinlerden biri aflatoksinlerdir, A.flavus, A.
parasiticus ve A. nomius tarafindan Uretilen aflatoksinlerin A. niger tarafindan da {retilebildigi rapor edilmigtir.
Aflatoksinler, hepatotoksik, kanserogenik, teratogenik ve mutagenik etkiye sahip olup en toksijenik formu
B,'dir. Dogal olarak olugan aflatoksin kangimiati (B4, By, Gy, Gp) Uluslararas: Kanser Aragtirma Ajansi (IARC)
tarafindan 1. sinif insan kanserojeni olarak kategorize edilmigtir. Yerfistiginin tarim Grinleri iginde aflatoksin
olusumuna ok duyarl bir iriin oldudu ve bu nedenle dnemli ekonomik kayiplar ve saglik risklerinin kaginiimaz
oldugu bildirimektedir (2, 7, 17, 18, 25, 35).

"MATERYAL VE YONTEM

Orneklerin Toplanmas:

Yerfisti§t 6rnekleri, 2004 Grin yilinda, Osmaniye, Adana, Ceyhan, ve Karatag bélgelerinde, yogun
olarak yerfish@ yetigtiriciliginin yapildi§) alanfardan alinnmstir. Birinci ve ikinci drin olarak ekimi yapilan NC-7
(Amerikan beyazi), GVD-7 ve PI355276 yerfistidi cesitlerinden hasattan hemen sonra (n= 38), 7 giin kurutma
{n=16) ve 1 aylik depolanma agamasinda (n=22), toplam 76 Grnek alinmigtir. Kurutma agamasindaki drnekler,
toprak yuzeyine birakilmis yidiniardan, depo déneminde ise ortalama 20°C sicakiik ve %65-75 nispi nem
kogullarina sahip depolardan alinmigtir. ‘ '

Her bir érmek igin, Grin yigimnin farkl yénlerinden ve farkh derinliklerden yaklagik 5 kg tane drnegi
alinarak karighnimigtir. Bu karigimdan alinan 1 kg'lik alt érnekler etiketlenip temiz bez torbalar icerisinde analiz
asamasina kadar 4°C'de soguk oda kosullarinda muhafaza edilmigtir.

Yerfistig) Nem igerikierinin Belirlenmesi

Yerfistigi drneklerinin nem igeriklert kabuklar kinimig yerhstigi taneteri kullamlarak yapimistir. Bu
amagla, Memmert marka etilv cihazi kullaniimigtir. Tane drneklerinin % nem icerikleri Pixton {25)un bildirdigi
yénteme gore belirlenmistir.

Mikolojik Analizler
Her bir alt 6rnekten tesadtfi olarak alinan 100 adet yerfistigi tanesi 1 dk. sire ife %1'lik NaQOCl ile
_ylizeyden sterilize edilmistir, Daha sonra steril kurutma kagitlan izerinde kurumaya birakiimigtir.
jzolasyonlarda PDA (Potato Dextrose Agar) ortami kullaniimigtir. Tane 6rneklerinin ekimi yapilmig petriler
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Niive ES 500 cihazinda 25°C'de 4-5 giin inkiibe edilmis ve koloni geligimi saglanmigtir. Koloniter mikroskopta
incelenerek geligen funguslarin kiiltiirel ve genel morfolojik 6zellikleri kayit edilmigtir (1).

Aspergillus Tanimlamalar)

Aspergilius tir tamimlamalan kiiltiirel ve morfolojik 6zellikieri esasina gore klasik tir teghis anahtarlar
kullarilarak yapiimigtir. Tamimlamada kullanilan izolatar PDA ortaminda 12 gin 25°C'de inkObatbrde
muhafaza edilmigtir. izolatlarin 4. glinden baglayarak 12. giine kadar koloni geligim orarmnin belienmesi
amaciyla koloni capi ve koloni ézeliikleri degerlendirilmigtir. Yerfisug: tanelerinden izole edilen, ayrica kiltirel
ve morfolojik &zellikleri yéniinden incelenen Aspergillus tirleri igin elde edilen veriler Raper ve Fennel (27},
Samson ve Pitt (30) tir tanim anahtarlarina gére degerlendiriimigtir. Tr tanimlamalan optik aragtirma
mikroskebu (Qlympus, BX51, JP) kullanilarak yapimigtir,

Aspergilius tUr taumiamalannda, koloni geligimi (koloni gapi ve rengi}, konidi ve konidiyal baghgin gekdi,

- sklerotlann variigi ya da yoklugu, sterigmatanin olugum sekli ve siras: gibi morfolojik 6zellikleri mikroskopta
incelenerek belirlenmistir. Elde edilen tiir bitgileri ile tanimlama anahtarlan arasinda paralefiik olan tlrlerin
tanimlanmasi yapilmigtir.

Toplam Aflatoksin Olusumtarinin CD-ELISA Ybéntemi ile Aragtirilmasi

CD-ELISA ile toplam aflatoksin analizinde, Neogen Veratox, High Sensitive Total Afiatoxin test kiti ve
farkli sevivelerde (ppb) toksin standartlar kullanimegtir. Orneklerin hazirlanmasi ve ekstraksiyonu Neogen
Veratox'un énerdigi yéntem kullanilarak yapiimigtir,

Ekstraksiyonlarda, %70'lik metanol (MERCK-9009) kultanimighir. Her bir drnekten tesadiifi olarak
alinan 60 g tane 8rmedi 6gittimuastar. OFitilimis drnekten, 25 g alinmig ve 125 ml %70’k metanol igerisinde
2 dk ylksek devirde blender'dan gegirilmigtir. Bu kangim filtre edilerek siziilmistiir.

CD-ELISA uygulamasinin tamarmi oda koguilaninda yapilmigtir. Teste baglamadan 1 saat 6nce konjugat
hazirlanmts ve test asamasina kadar oda sicakhiginda bekletilmigtir. Daha sonra test karigim gukurlan igerisine
100 pl konjugat eklenmigtir. Ornek siiziintiilerinden ve hazir olarak temin ediimig 0, 1, 2, 4, 8 ppb toksin
standartlarindan 100'er ul alinarak konjugat Ozerine eklenmigtir. Elde edilen kangimdan 100 pl alinmig ve daha
ince antibody ile kaptamis gukurlara eklenmis ve 10 dk oda sicakliginda inkilbe edilmigtir. inkiibasyondan
sonra, gukurlar bogaltiimig ve 5 defa distile su ile yikanmigtir. Muiti-pipet kullanilarak, her gukura 100 ul
substrat eklenmis ve 10 dk inkiibe edilmistir. Renk olugumu meydana geldikten sonra, 100 pl stop sollsyonu
eklenmig ve 20 dk igerisinde 630 nm’de STAT-FAX 2100, F.NO 2100 1192 ELISA okuyucusunda 4 kez okuma
yapiimigtir. Toksin dederlerinin ppb olarak hesaplanmasi “Neocgen, Veratox Software for Windows: Log/logit
" and Single Format Test, Version 2.0.11" paket programi kullanilarak yapilmighir.

Bu galismada, hasat sonrast, kurutma ve depolama dénemlerinden alinmig drneklerdeki aflatoksin ve
nem dederleri normal dagiima uygunluk géstermedigl igin istatistiksel degerlendirimesinde, non-parametrik
testierden Kruskall Wallis Varyans Analizi, gruplann ikill kargilastnimasinda ise Mann Whitney U testi
kullariimrg ve p<0.05 oldugunda istatistiksel otarak anlamli kabul edilmigtir.

SONUC VE TARTISMA

Bu gakismada yerfistd: 6rneklerinde yapilan mikolojik izolasyonlarda %80 A. niger, %15 A. flavus, %4
P. arachidis ve R. stolonifer izole edilmistir. izolasyonlar sonucunda, ¢aligilan rneklerde %95 gibi yiiksek bir
oranda Aspergilius bulagiklid: belirlenmigtir.

Yerfistifii Gretim déneminde Gukurova bélgesinin sahip oldugu iklim ve toprak kosullar Aspergilius gibi
funguslann geligimi igin uygundur. Bélgede birinci ve ikinci Grin hasad: Agustos-Kasim aylan igerisinde
yaplimaktadir. Bu aylarda ortalama sicaklik 25°C, nispi nem %61 ve ortalama yadis yaklagik 11 mm
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olmaktadir. Yerfistigi meyveleri toprak altinda gelistifinden dolay! Aspergilius'lar gibi toprak kékenli hastahik
stmenlerinden daha tazla etkilenmektedir. Nitekim, Gukurova Bélgesinde, A. nigerile A. flavus'un dogal olarak
¢kis 6ncesi ve fide dénemlerinde yerfisiginda tohum ve kék bodazi girikliklerine neden olduklar
saptanmigtir (5, 13, 15, 19, 23).

Diger yandan sik ekim, yilksek azot gibrelemesi ve normaiden fazla sulama yapimas yerfistig:
yetisme ddneminin ortalarindan itibaren gerek Griin 8rtiisi iginde getekse bitki kéklerinin bulundugu rizosferde
fungal gelismeleri arttirmaktadir. Ayrica, nispi nem, sicaklik gibi cevre kogullan fungal gelisim ve dolayisiyla
toksin elugumunda dnemli rol oynamaktadir(186, 21, 29).

Yerfistig: tane nem igerifi hasat sonrasinda %18-24 arasinda oimast gerekirken hasattan hemen sonra
alinmig 38 adet kabuklu yerfishd érneginin nem icerikleri %11-32 arasinda olup 10 &rnegin yiksek nem
icerigine sahip oldugu belirlenmigtir. Kurutma ve depolama asamalarinda yaklagik %11 olmasi gereken nem
icerigi galigan 38 drnekte %10-18 dizeylerinde belirlenmigtir (Gizelge 1). Bu Srneklerin 9'unda yikksek nem
icerigi saptanmigtir. Tespit edilen nem igeriklerinden kurutma ve depolama kosullarimin uygun olmadidt
anlagiimaktadir, Daha énce yapilan gahgmalarda, aflatoksin olugumu igin optimum sicaklifin 10-50°C ve tane
nem igeriginin ise %14-18 oldugu bildirilmektedir (9, 21, 24, 28, 31, 32).

Cizelge 1. Dinemlerdeki nem igerikleri ve aflatoksin olugumu (Ortalama + Standart Sapma)

Dinemler Nem (%) Aflatoksin (ppb)
Hasat sonrast (n=38) 1833 £ 6,331 3,34 + 4,87
Kurutma (n=16}) 11,48 £ 2,38 565+4,58 T
Depo {n=22) 10.92 £ 0.95 13,56 £ 10,95 *

1 Kurutma ve depo doremlerine gore istatistiksel olarak anlamilt yiiksek {p<0.05)
* Hasat sonrasi ve kurutma dinemlerine gisre islatistiksel olarak anlaml) yliksek (p<0.05),
1 Hasat sonrast disneme gore istatistiksel olarak anlamlt yilksek {p<0.05)

Bélgede yapilan yerfistidi hasadinda, bitkiler topraktan ¢ikanlip ters gevrilerek meyveler yukan gelecek
sekilde tarlada birkag gin soldurulur ve bunu takiben kurutma islemine gegilmektedir. Ancak Srneklerin
toplandig tarfalarda soldurma iglemi yapildiktan sonra gineste kurutma igleminin toprak tzeride yapildi§ ve
ariinlerin yiginlar halinde birakildidr gdzlenmistir. Hasat sonrasi 10 drnekte %24°0n lizerinde nem igeriginin
bulunmas| yapilan soidurma igleminin tane nem igerigini yeterince dUslirmedigini gostermektedir. Toprak
yuzeyinde hicbir énlem alinmaksizin bekletilen yerfistiklari hem yeterince havalandinlamadig igin uygun
bigimde kurumamakta, hem de meyvelere bulagmig toprakta ve yerhist:g yiginlan gevresindeki hava icinde
bulunan patojeniere kargi hassas duruma gelmektedir. Béylece hasat ve sonrasi dénemierde bagta Aspergitius
gibi funguslarin geligmeleri igin uygun ortam saglanmaktadir. Diger yandan &zellikle ham, tam olgunlagmamis,

' herhangi bir nedenle zarar gérmiis veya tohum kabugu zarartanarak kotiledonlari ayrdmig yerfistig taneleri
aflatoksin Oretimi igin yiiksek potansiyele sahiptir (6, 15, 28).

Kaaya ve Warren (19)'in yapmis oldu§u bir gaiismada, Uganda’'da aflatoksin olusumlan hakkinda
gegmigte ve ginimizde yapilan aragtirmalar degerlendirilmistir. Yerhistig hasadimi takiben Grinlerin toprak
yiizeyinde polietiten plastik értiler Gzerinde kurumaya birakildigin, bu sekilde yerfistiklarimin tarlada giines
altinda kurutulmalarinin oldukga yavag oldugu ve potansiyel aflatoksin fretici funguslarin gelisimine neden
oldugu bildirmiglerdir. Bu ¢aligmada ayrica, yerfistiginda mikotoksigenik fungus ve aflatoksin bulagimlaninin
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hasat dncesinde olustugu ve sonrasinda devam ettigi vurgutanmigtir. Nitekim, Gukurova Bélgesinde benzer
kosullarda yapilan kurutma igleminin Griinde yeterince kuruma saglamadidr gbzlenmistir.

Caligmamizda, hasattan hemen sonra alinmtg 38 drnedin 5'inde aflatoksin bulunmazken 33 érnekte

. 0.2-16.3 ppb seviyelerinde toksin bulagikii§i belirlenmigtir. Toksin igeren drneklerin 6'sinda (318.1) ilkemizde
uygulanan yasal sinir degeri olan 10 ppb'nin lizerinde toksin saptanmigtir (36).

Kurutma asamasindaki 14 &rnekte 0.2-11.2 ppb arasinda toksin bulasikiidi belirlenirken, 2 érnekte
toksin saptanmamigtir. Depotamak amaciyia 1 ay siresince bekletilmig 22 drnegdin tamamunda 0.1- 38.1 ppb
seviyelerinde toksin belirlenmistir. Kurutma déneminde 2, depolama déneminde 10 adet olmak (izere toplam
12 drnekteki (%33.3) toksin bulagikliklan yasal sinnn Gzerinde bulunmustur. Elde edilen analiz sonuglarindan
da gorifecedi Gzere, kurutma ve depolama asamalarindaki toksin bulagikiar hasattan hemen sonra tespit
edilmig bulagikliklardan yaklagik iki kati yiiksek bulunmugtur.

Farkh dbnemferde belirlenen aflatoksin bulagiklik seviyeleri kargilagtirildiginda; depo déneminde
kurutma ve hasat sonrasina gére, kurutma déneminde hasat sonrasina gére istatistiksel olarak daha yiiksek
bulunmusgtur {p<0.05). Aflatoksin olusumunun en fazla depo daha sonra ise kurutma déneminde meydana
geldigi belirlenmigtir {Cizelge 1).

Cesitli cahgmalarda gésterildigi zere depolama siiresi arttikga Uriinlerdeki toksin olusumlar da
artmaktadir. Ornegin, Uganda'nin Kumi Bélgesinde yapilan bir galigmada, aflatoksin bulagimlarinin yeni hasat
edilmig yerfistiklannin %28'inde 0-5 ppb iken bu drnekler depolandiktan sonra %48'inde 0-22 ppb aflatoksin
varli§: belirlenmistir (4, 7, 8, 11, 14, 19, 20, 33).

Filipinler'de yapilmig bir bagka ¢aligmada, Madella ve Quirino bélgeleri yerfisti§ alanianinda hasattan
depolama asamasina kadar aflatoksin olugumilar aragtirdmigtir. Aflatoksin bulagimlannin hasat sirasinda
ortalama 3.16 ppb oldudu, bu drneklerin depolanma siiresince aftatoksin igeriklerinde ginliik olarak 1.4-1.5 ppb
artig oldugu belirlenmigtir (35). :

. Gukurova Bélgesinde daha 8nce yapilmig bir cahigmada ise, yerfishidi ekim alanlarindan izole edilen
ve bol miktarda sklerot Greten bir A. flavus tiriindn laboratuarda yerfistig kiiltGriinde 272 ppm afiatoksin
Urettigi belirlenmigtir. Difer yandan hasat, kurutma ve depo dénemietinde yaklagik 40 farkh yerfistid
incelenmis sadece Mersin Fiskobirlik deposundan alinan érnekte 170 ug/kg aflatoksin bulagikhd tespit
ediimigtir (5).

Galigmamizda, yerfish@ hasadim takiben Urliniin farkl dénemlerinde alinan 6rneklerde yapilan
anaiizler sonucunda, %95 oraminda Aspergilfus bulagikiiklan belidenmigtir. Gahgitan 76 érnedin, 59'unda
diigiik ya da yUksek seviyelerde toplam aflatoksin igerikiert saptanmigtir. Hasat senrasinda alinmig érnekierde
yasal sinin gegen toksin bulagikiiklan %18.1 iken bu oran kurutma ve depolama agamalarinda %33.3'e
ylkselmigtir. Sonug olarak, aflatoksin olugumu igin kritik periyotlann kurutma ve depolama diénemleri oldugu
sonucuna vanimigtir. Kurutma ve depolama dénemlerindeki aflatoksin diizeyindeki artista, uygun olamayan
kurutma iglemi ve elverigsiz depo kogullarinin etkili oldugu distniilmastir. Ureticilerin toksin bulagmalari igin
son derece dnemli clan meyve olgunlugu ve nem igeridi konularnda bilgilendiriimeleri gerekmektedir. Ayrica
fungal gelisimier ve toksin olugumunda kritik olan kurutma ve depoiama agamalarinda gegitli analizler yapilarak
gida gliveniigi saglanmaya galisiimalidir.
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