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SARAPLARDA AFLATOKSIN MiKTARI UZERINE BiR ARASTIRMA!

RESEARCH ON THE AFLATOXIN CONTENT IN WINES

Erhan iC, ismail YAVAS
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Bilimi ve Teknolojisi Bslimi - ANKARA

OZET: Bu cahgmada Tiirkiye’nin defigik bolgelerinden saglanan 31 sarap dmegi aflatoksin B, B,, G, ve G, bakinundan
ince tabaka kromatografisi ile analiz edilmistir. Orneklerin hicbirinde aflatoksine raslanmanugtir. Dért aflatoksin (B, B,,
G, ve G,) 0,05 pg/1 (0,05 ppb) diizeyinde eklendikleri gsarap drneklerinden % 82 ile %90 arasinda defigen oranlarda geri
ahnmgtir. Kullanilan bu ydntem igin saptama limiti garaplarda yaklagik 0,05 ppb olmugtur.

Buna ek olarak sarap Srneklerinde tzgiil agarlik, alkol, kurumadde, seker, sekersiz kurumadde, pH, genel asit,
ugucu asit, ugmayan asit, gliserin, 2,3-butandiol, kiil, genel ve serbest SO, azot, tanen, demir, renk tayinleri yapilmig ve

uygunlugu kismen dogrulanmigtir.

SUMMARY: In this study, a total of 31 bottled wine samples, obtained from the different regions of Turkey, were analyzed
for aflatoxins B, B,, G, and G, by the thin layer chromatography. No aflatoxin was detected in any samples. Four
aftatoxins (B,, B,, G, and G,) were recovered at 82 % to 90 % from wine samples spiked at the 0.05 pg/1 (0.05 ppb) level.
The detection limit of the used method for wines was about 0.05 ppb.

In addition, wine samples was tested for: specific gravity, alcohol content, total drymatter, sugar, sugar-free
drymatter, pH, total acid, evaporating acid, non-evaporating acid, glycerol, 2,3-butandiol, ash, total and free SO,, nitrogen,
tannin, iron, colour and it was aobserved that all the samples are partially in conformity with the Food Stuff Regulations,
Regulations Concerning Wines, and Wine Standards.

GIRIS

Aflatoksinler hepatokanserojenik, mutajenik, teratojentk ve toksijenik ozellige sahip bilegiklerdir
(DVORACKOVA, 1976; SCHMIDT ve ESSER, 1985; SWANSON, 1987). Aflatoksinler grubu igindc cn
toksik olarak da Aflatoksin B; belirlenmistir (GOLDBLATT ve WINNER, 1977, SCHMIDT ve ESSER,
1985; ANONYMOQOUS, 1990 a). Bununla birlikte Aflatoksin B,, toksijenik ve hepatokanserojenik oldugu
kadar, mutajenik ve teratojeniktir (GOLDBLATT ve WINNER, 1977; ROSE, 1979).

Invitro ve hayvanlar fizerinde yapilan cahsmalarin sonuglarina dayanilarak, aflatoksinlerin olumsuz
etkilerinden titketicilerin korunmas: amaciyla kabul edilebilir en yitksek aflatoksin diizeyi belirlenmigtir.
Ornegin WHO (Diinya Saghik Teskilat)) gidalardaki aflatoksin miktanimi en yiksek 30 ppb olarak
onermektedir (SCHMIDT ve ESSER, 1985). Bunun yansira birgok ilkede gidalardaki aflatoksinler igin
tolerans diizeyleri 5-25 ppb arasinda degigirken (ANONYMOUS, 1990 a); iilkemizde bu limit, gida
maddelerinde ve tanmsal iriinlerde Aflatoksin B, igin 5 ppb, toplam aflatoksin olarak isc 20 ppb
diizeyindedir (ANONYMOUS, 1990 b).

Yurtdiginda gesitli gida maddelerinde aflatoksinlerin aranmas: ve bu konuda ydntem gelistirmeye
yonelik ofan aragtirmalar yapilmistir. Alkollii igkilerde aflatoksinler Uizerine yapilan aragtirmalara gelinee,
biralarda aflatoksin iizerine CHU ve ark. (1975), LOVELACE ve NYATHI (1977), WOLLER v¢
MAJERUS (1982) ve TRINDER (1988) ¢esitli aragtirmalarda bulunmuglardir. Yapilan bazi aragtirmalarda
ise damitik alkollii igkilerde aflatoksinlerin bulunmadhg bildirilmigtir (LILLEHOJ ve ark. 1978; FRANK,
1981).

SCHULLER ve ark. (1967), arastirma kapsamina aldiklar1 Giiney Baden bagalk boigesine ait 33
saraptan yalmz birinde Aflatoksin B, bulmuslardir. Ancak, incc tabaka kromatografisiyle saplanan
Aflatoksin B,in miktar1 1 ppb’nin altinda belirlenmistir.

Ince tabaka kromatografisi yontemi kullanilarak (FRANK ve EYRICH, 1968), bir adet 1ath uzim
girast ile yine birer adet Cezayir ve Almanya kokenli kirmz garap orneginde, LEMIESZEK ve
arkadagtarinin 1971 yilinda incelemeye aldiklar: 9 sarap drneginde (LETHONEN,1973), F.Almanya’nin Ren

1Erhan {C’in Yiiksck Lisans Tezinden alinmig olup, proje Ankara Univ. Aragurma Fonu destegi ile gerceklestirilmiytir,
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vadisinde degigik yillarda kisf zararna ugramis iizimlerden elde edilen 17 sarap drneginde (DRAWERT
ve BARTON, 1974), cift yontii ince tabaka kromatografisi yontemiyle 15 yil boyunca arastirlan 150 sarap
orneginde (LEMPERLE ve ark., 1975), CERUTTI ve arkadaglan tarafindan 1976 yilinda arastirtlan 63
italyan sarabinda (FRANK, 1981), Tayland’da beyaz ve kirmiz1 20 garap orneginde (SRIPATHOMSWAT
ve THASNAKORN, 1981), ftalya’nin Puglia bolgesinde 1976-1980 villar1 arasmnda iiretilmig 30 sarap, 28 sira
ve 128 iiziim orneginde (FELLICE, 1982) aflatoksine rastlanmamusgtir,

Yapilan bir arastrmada (LETHONEN, 1973) farkl: tilkelerden toplam 22 sarap drneginde ince
tabaka kromatografisi yontemiyle aflatoksin varlyg arastiriimg, bunlarin iginde bir Malaga sarap 6rneginde
3 ppb’den az, cesitli iilkelerden saglanan 4 kirmizi garap orneginde 2 ppb’den az, 11 sarap drneginde 1
ppb’den az bulunmug, 6 sarap drneginde ise saptanabilir miktarda aflatoksin bulunmamgtir.

TAKAHASHI (1977 b), aragtirma kapsamina aldi 47’i sarap, toplam 53 sv1 drnekte HPLC ile
yaptigs analizlerde bir Fransiz Sauterne sarabimmn 0,3 ug B,,/1 ve bir erik sarabimn da yaktagik 0,05 1g
B,,/1 olmak fizere, yalmz 2 sarap orneginin aflatoksin icerdigini saptamigtir.

Gergeklegtirilen bazi aragtirmalarda (FRANK ve EYRICH, 1968; SRIPATHOMSWAT ve
THASNAKORN, 1981; DRAWERT ve. BARTON, 1974; FELLICE, 1982) aflatoksinler igin geri alma
calismast yapilip yapimadigi konusunda bilgi bulunmamaktadir. LETHONEN (1973), aflatoksin ckleyerek
geri alma orammn % 901 agtint ve saptanabilen en diigik aflatoksin miktarinin 1 ppb olduguny, MOOR
(1972) ise geri alma oranlarmm % 90-100 arasinda oldupunu, LEMPERLE ve ark. (1975) da
gerceklegtirdikleri aragtirmada aflatoksin B,, B,, G, ve G,'nin her biri icin saptama limitini 0,04 ppb ve geri
alma orammun 0,2 ug/1 aflatoksin cklendiginde % 80 oldugunu, TAKAHASHI tarafipdan 1974te
gerccklegtirilen bir calismada da geri alma orammn % 90-100 arasinda ve saptanabilen en diigiik aflatoksin
diszeyinin 0,25 ppb olarak bulundugumu (WYLLIE ve ark., 1977); yine TAKAHASHI (1977a,b),
aragtirmalarinda HPLC yontemi kullanarak dort aflatoksinden (B,, B,, G, ve G,) birer ppb diizeyinde
eklendiginde saptama limitinin 0,02 ppb ve geri alma orantarinm % 80-116 arasinda degistigini,
BOYACIOGLU ve GONUL (1988) de 10 ppb diizeyinde aflatoksin ekienen kuru iiziim drneklerinde geri
alma oranlarimn % 75-93 arasinda degigtigini saptamiglardar.

Sarap iireticisi olan iilkelerde garaplarda bulunabilecek aflatoksin varligy iizerinde birgok aragtirma
yapilmasina kargmn, ilkemizde béyle bir aragtirmaya rastlanmamustir. Bu noktadan hareket edilerek, bu
caligmada piyasadan toplanmig tiketime hazr garaplarda aflatoksin olup olmadiginin, varsa miktarinin
saptanmasi amaglanmigtir. '

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Sarap ornekleri: Bu aragtirmada kamu ve zel sektor igletmeleri tarafindan iilkemizin degisik
yorelerinde iretilen ve gigelenmis olarak fiketime sunulan 12’si beyaz, biri pembe ve 181 de kirmizi olmak
iizere iki paralel halinde toplani 31 garag Srnegi kullanimistir, '

Aflatoksin standartiar: Sigma€hemical Company (St. Louis, USA) firmasinm rettigi aflatoksin
standartlar (B,, B,, G, ve G,) Tarun ve:Koyisleri Bakanrhg: Koruma Kontrol Genel Midirligi tarafindan
getirtilmis ve bu standartlara ait ¢ozelter adi gecen kurum laboratuvarlarindan saglanmigtur.

Yontem

7

Sarap analiz-y(’intemléri: tirmada garaplarda dzgil -aguhk; alkol ve kurumadde tayinleri

VOGT (1958), AKMAN (1962), HESS.v¢ KOPPE (1968) ile HENNIG ve JAKOB (1973ya gore, ugucu
asit tayini buharh damitma yontemiyle (VOGT 1958, AKMAN 1962, HESS ve KOPPE 1968), seker tayini
permanganat yontemiyle (ANONYMOWS, 1962, 1965; HESS ve KOPPE,1968), genel asit ve pH tayinleri
VOGT ve ark. (1984) ile RAPP (1985fa gbre, Orion digital tip pH-metre yardimuyla, kikiirt dioksit
tayinleri AKMAN (1962)'a gbre, kiil tayini ulustararas: yontemle (ANONYMOUS, 1962,1965;RAPP, 1985},
tanenli maddeler tayini spektrofotometrik yontemle 760 nm’de (ANONYMOUS, 1950; FIDAN, 1973),
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demir tayini "Bausch-Lomb Spectronic 20" marka spektrofotometrede 485 nm’de (YAVAS ve ark., 1979),
gliserin tayini HESS ve KOPPE (1968) tarafindan verilen Rebelein yontemine gire (SAHIN, 1982), azot
tayini bilinen Kjeldhal yontemiyle, kirmizi saraplarda renk tayinleri uluslararasi CIE sistemine gore
445,495,550 ve 625 nm’de (ANONYMOUS, 1962,1965; YAVAS, 1972; FIDAN, 1975) yapilmis, sckersiz
kurumadde ve ugmayan asit miktarlar: hesaplanarak bulunmustur (Sekersiz kurumadde=T. Seker -1),

Aflatoksin analiz ydntemi: Jaraplarda aflatoksin analizi esas olarak TAKAHASHI (1977 b)’ye gore
gergeklestirilirken, ince tabaka kromatografisi asamasinda STEINER ve ark. (1988) tarafindan belirtilen
modifikasyondan (tek boyutly, ters y6nli) yararlamlmigtur.

Aflatoksinlerin geri alimmasi: Bu agamada daha dnceden aflatoksin analizi yapilan ve aflatoksin
icermedikleri saptanan ayni partiden bir grup bevaz sarap 6rnegi kullamimistir. Saraplara aflatoksinlerden
(B, B;, G, ve G;) hazirlanan stok ¢gbzeltiden 0,05 ppb diizeyinde 40 wl; 0,1 ppb dizeyinde 80 1d ve 0,5 ppb
diizeyinde 400 ul miktarlarinda eklenmis ve her dizeyde tgerli paralel halinde ¢ahsilmagtir.

~ ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu aragtirma kapsaminda analize alinan 31 garap orneginden 6’simin alkol, birer drnegin gekersiz
kurumadde, ugmayan asit, genel SO,; ikiger 6rnegin de kil ve serbest SO, miktarlari yoniinden Gida
Maddeleri Tiiziigi (ANONYMOUS, 1952), sarapla ilgili Tizik (ANONYMOUS, 1954) ve Tiirk Sarap
Standardi (ANONYMOUS, 1967) hiikiimlerine uymadiy belirfenmigtir. '

Aragtirma kapsammna alinan 31 garap drneginde saptanabilir miktarda aflatoksin bulunamamgtir.
Bu sonu¢ FRANK ve EYRICH (1968), DRAWERT ve BARTON (1974), LEMPERLE ve ark. (1975),
SRIPATHOMSWAT ve THASNAKORN (1981) ile FELLICE (1982)'in bildirdikleri verilere uymaktadsr.

Yurtdiginda saraplarda aflatoksin varligs konusunda yapilan birkag calismada (SCHULLER ve ark.,
1967; LETHONEN, 1973; TAKAHASHI, 1977 b) baz sarap orneklerinde saptanabilir miktarlarda
aflatoksin bulundugu belirtilmistir. Ulkemizde daha once saraplarda aflatoksin varhgma iliskin herhangi bir
aragtirmaya ratlanmadigindan bu arastirmada elde edilen sonuglar karsifastinlamamugtir.

Arastirilan sarap orneklerine ait ekstraktlarin uygulandign kromatografi plakalar incelendiginde,
genel olarak aflatoksinlerin bulunacag: bdlgede Aflatoksin B, Aflatoksin B,, Aflatoksin G, ve Aflatoksin
G,'nin fluoresanim veren herhangi bir maddenin bulunmadi kalitatil olarak saptanmig olup, aynt plakalara
uygulanan internal ve eksternal standartlar ise kolayhkla belirlenmigtir. Bunun yamsira Aflatoksin B, B,,
G, ve G, ile ayn: fluoresami veren kugkulu herhangi bir lekenin bulunmadig ve sarap ckstrakttarmn oldukga
temiz oldugu saptanmigtir.

Aflatoksin aragtirma konusunda daha sagiikh sonuglara ulagabilmek ve sonuglarin g:,uvcnlltrilg,:nl
yansitmak amaciyla gergeklestirilen geri alma caligmalarina gelince, dilnyada yapulan diger aragtirmalarda
oldugu gibi, bu aragtirmada da laboratuvar kogullarinda yontemin saptayabilecegt en az aflatoksin miktarim
belirlemek ve saraba dogrudan aflatoksin katildiginda bunun ne kadarmin saptanabilecegini aragtirmak
amaciyla gert alma ¢aligmasi gerceklestirilmigtir.

Bu aragtirmada, geri alma ¢aligmasi her diizeyde igerli paralel halinde yapilmig olup, garaba
Aflatoksin B,, B,, G, ve G,'nin her birinden ilk diizeyde 0,05 ppb, ikinci diizeyde 0,1 ppb ve iigiincii dizeyde
ise 0,5 ppb miktarinda kanlm1§hr Aflatoksinlerin geri alma ¢ahigmas: sonuglan Cizelge 1 de toplu olarak
veriimigtir,

Cizelge T'de de goriildiigii gibi, kullanilan yontemle (0,05 ppb dizeyinde aflatoksinlerin geri dlmd
oranlar1 % 82-90; 0,1 ppb diizeyinde % 47-84; 0,5 ppb diizeyinde ise : % 17,6-73,4 arasinda bulunmugtur.
Bu sonuclara gore, geri alma ¢aligmasinda aflatoksinler 0,05 ppb diizeyinde % 82-90 gibi yiiksek bir oranda
kantitatif olarak saptanmigtir. Bu verilerden, kullamlan bu yontemle saraplarda 0,05 ppb dizeyi altindaki
aflatoksinlerin de kantitatif olarak belirlenebilecegi anlagilmaktadir.

Gert alma agamasinda tarafimizdan elde edilen bu sonuglar TAKAHASHI (1977 4, b)y'nin HPLC
ile elde ettigi degerlerden diigitk, DRAWERT ve BARTON (1974) ilc FELLICE (1982)'in bulgularina
yakin, LETHONEN (1973), MOOR (1972), WYLLIE ve ark. (1977) ile LEMPERLE vc ark. (1975 nin
bildirdigi degerlerden yiiksck bulunmugtur. Bu aragtirmada ince tabaka kromatogralisi kullanilmasina
kargin, ulagilan geri alma oram ve saptama limitinin  yitksckligi, arastirmanin bagarsing
gostermektedir.
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Cizelge 1. Aflatoksinlerin geri alma caligmast sonuglari Gergekle§tirilen bu ara§t1rmada
iizeyindeki ksinleri

Aflatoksin Katilan Geri Ortalama geri Standart g’.QS..kple ddu e’lyllrll:llc ! aﬂat{;-lsmlg-
miktar alma alma {ppb) sapma uyu ir duyarhlikla saptayabilen oir
(ppb) orant yontem kullamlmasina kargin, aragtirma
(%) kapsamina alinan &rncklerde

ili iktar flatoksi
005 820 0,041 0,006 saptanabilir miktarda aflatoksin

varhgma rastlanmamigtir. Daha dnee de
B, 0,10 84,0 0,084 0,004 deginildigi gibi, fiziksel ve kimyasal

0,50 734 0367 ’ 0,102 analiz sonuglarma gore bazi garap

orneklerinin  Olkemizdeki mevzuat

0,05 50,0 0,045 0,005 (ANONYMOUS, 1952, 1954, 1967)

B 0,10 82,0 0,082 0,007 hikkimlerine uymamasina ragmen bu

2 saraplarda bile saptanabilir miktarlarda
0,50 56,0 0,280 0,181

i aflatoksin belirlenememistir.

0,05 84,0 0,042 0,005 Aflatoksin yénﬁndcn analiz
edilen bu  saraplar, ilkemiz
saraplarmu  tiimilyle yansitmamakla
0,50 498 0,249 0,115 birlikte, elde edilen bu sonuglar
memnuniyet verici olup, aflatoksin
konusunda bundan sonra yapilacak
G, 0,10 47,0 0,047 0,006 cahgmalarmn  bolgesel diizeyde
gerceklegtirilmesinin  yararh  olacagt
kamsina varilmugér.

G 0,10 61,0 0,061 0,013
1

0,05 86,0 0,043 0,004

0,50 35,0 0,176 0,116
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