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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

TURKIYE’DE URETILEN ISLENMIS SUT VE BAZI SUT URUNLERI ILE
GIRESUN YORESINDE URETILEN CiG SUTLERIN AFLATOKSIN M1
DUZEYLERININ ARASTIRILMASI

Esra SARAC

Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Abdullah CAGLAR
Ikinci damisman: Yrd. Dog. Dr. Ayla ARSLANER

Bu ¢aligmanin amaci, Tirkiye’de iiretilen islenmis siit ve bazi siit trtinleri ile Giresun
yoresinde iretilen ¢ig siitlerin ve bunlardan tiretilen yogurt ve peynirlerin aflatoksin M1
(AFM1) diizeylerinin belirlenmesidir.

Bu amagla; yoreden toplanan 18 ¢ig siit, 12 yogurt, 12 peynir ve marketlerde satigsa
sunulan ulusal markalara ait 22 UHT siit, 10 yogurt ve 17 peynir olmak iizere toplam 91
ormek HPLC yontemiyle AFM1 yoniinden incelenmistir. Calismada UHT siit
orneklerinden 2 tanesinin (%2,2) Tiirk Gida Kodeksinde belirtilen limit olan 0,05 ppb
nin Ustiinde, diger Orneklerin AFM1 oranlarimin yasal limitin altinda oldugu
saptanmistir. Yapilan arastirmada 6rneklere ait AFM1 oranlari dagiliminin genel olarak
0,01-0,05 ppb(ng/ml) arasinda yogunlastigi tespit edilmistir. En yiiksek AFM1 orani
UHT siit 6rneklerinde 0,098 ppb (17 nolu 6rnek), ¢ig siit drneklerinde 0,048 ppb
(12 nolu drnek), yoreden toplanan yogurt 6rneklerinde 0,043 ppb (9 nolu 6rnek), peynir
orneklerinde 0,11 ppb (2 nolu o6rnek) ve marketlerde satilan yogurt orneklerinde
0,035 ppb (10 nolu 6rnek), peynir drneklerinde 0,078 ppb (13 nolu 6rnek) olarak tespit
edilmistir.

Sonug olarak; Tiirkiye’de iiretilen islenmis siit ve bazi siit iirlinleri ile Giresun yoresinde
tretilen ¢ig siitler ve bunlardan iretilmis yogurt ve peynirlerin AFM1 igerigi
bakimindan toplum saglig1 a¢isindan énemli bir risk olusturmadigr goriilmiistiir.

2012, viii + 58 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

AN INVESTIGATION ON AFLATOXIN M1 LEVELS PROCESSED MILK AND
SOME MILK PRODUCTS PRODUCED IN TURKEY WITH RAW MILK
PRODUCED IN GIRESUN REGION

Esra SARAC

Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Abdullah CAGLAR

Second Supervisor: Yrd. Dog. Dr. Ayla ARSLANER

The aim of this study is to detect the level of aflatoxin M1 (AFM1) of processed milk
and some milk products produced in Turkey and raw milk, yogurt and cheese produced
in Giresun region.

For this purpose, HPLC system was used for the determination of AFML1 levels of 91
samples from collected 18 raw milk, 12 yogurt, 12 cheese in Giresun region and from
sold 22 UHT milk, 10 yogurt, 17 cheese in grocery stores. In this study, two samples
(2,2%) of 22 UHT milk exceeded 0,05 ppb limit of Turkish Food Codex for AFM1 and
the other samples were detected to be below the legal limit of AFML1 rates. In these
studies it is measured that the distribution of rates of AFM1 belong to samples
generally concentrated between 0,01-0,05 ppb(ng/ml). The highest AFM1 values; in
UHT milk sample was 0.098 ppb (sample 17), raw milk sample was 0,048 ppb
(sample 12), yogurt samples, cheese samples from collected in region were 0,043 ppb
(sample 9) and 0,11 ppb (sample 2) and yogurt samples, cheese samples sold in grocery
stores were 0,035 ppb (sample 10) and 0,078 ppb (sample 13).

As a result, it was suggested that with these AFM1 content, processed milk and some
products produced in Turkey and raw milk, yogurt and cheese produced in Giresun
region are not a remarkable risk for the human health.

2012, viii + 58 pages
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1. GIRIS

Kiif mantarlar tarafindan sentezlenen, insan ve hayvanlar tarafindan alindiklar1 zaman,
latent, akut veya kronik karakterde zehirlenmelere neden olan kimyasal maddelere veya
metabolitlere mikotoksin denir. Mikotoksin terimi mantar anlamia gelen ‘myco’ ve
zehir anlamina gelen ‘toxin’ kelimelerinin birlesmesinden tiiretilmistir (Kaya ve Yarsan
1995).

Mikotoksinler; kiif mantarlarinin metabolizmasinda ya da biiytimesinde agikga bir rolii
olmayan, logaritmik biiyiime fazinin sonlarinda sentezlenen, kiiflerin ikincil toksik
metabolitleridir (Fallah et al. 2009). Hayvan yemi ve insan gidasi olarak tiretilen
bitkisel {irlinlerin {iretimi, hasadi, islenmesi ve depolanmasi sirasinda meydana

gelmektedirler (Whitlow and Hagler 2002).

Tanimlanmis mikotoksin sayisi 300’tin {izerinde olup, bunlardan yaklasik 20’si
kanserojen etkilidir. Gliniimiizde iizerinde 6nemle durulan mikotoksinler aflatoksinler
(B1, B2, G1, G2, M1, M2)’dir (Kiregci ve ark. 2007).

Mikotoksinler gidalara kiifiin gida iizerinde gelismesi ile dogrudan bulasabilecegi gibi,
kontamine hammaddelerin proseste kullanimi ile dolayli olaraktan bulagabilirler.
Ornegin toksin iceren yemle beslenen hayvanlarin siitleri ve etleri mikotoksin

tiirevlerini ve kalintilarin1 igerebilmektedir (Topgu 2006).

Insanlarin aflatoksine dogrudan maruz kalmalari, aflatoksinle bulasik gida maddelerini
tilketmeleri suretiyle sindirim sistemi ve bulasik gidalara temas sonucunda da deri ve
solunum yoluyla olmaktadir. Dolayli olarak maruz kalma ise, aflatoksinlerle bulasik
yem maddelerini tiikketen hayvanlarin karaciger, siit ve yumurtalarin insanlar
tarafindan tiiketilmesi sonucu meydana gelmektedir (Whitlow and Hagler 2002,

Yiannikouris and Jouany 2002).

Aflatoksinlerin insan sagligi iizerine olan olumsuz etkilerinin ortaya ¢ikmasiyla

Uluslararas1 Kanser Arastirma Kurulusu (IARC-International Agency for Research on



Cancer) tarafindan 1993 de aflatoksin B1 (AFB1) birinci dereceden (Grupl), aflatoksin
M1 (AFM1) ise ikinci dereceden (Grup2B) kanserojen maddeler grubuna dahil
edilmistir (Peraica et al. 1999).

AFM1’e maruz kalmanin insanlarda kanser olusumu riskini artirict bir bag
olusturdugunu gostermektedir (Elkak et al. 2012). Ozellikle Afrika ve Cin’de, karaciger
kanserli hastalarda yapilan ¢aligmalar sonucunda, aflatoksinlere yiiksek diizeyde maruz
kalan insanlarda karaciger kanserinin olusumunda, p53 tiimor baskilayict geninde

meydana gelen mutasyonun rol oynadig bildirilmistir (Bennett and Klich 2003).

AFM1 AFB1’e oranla daha az kanserojenik ve mutagenik olmasina ragmen yiiksek
seviyede genotoksik aktivite sergiler ve de DNA y1 baglama ve muhtemel yigimindan

dolayi saglik agisindan risk olusturur (Elzupir and Elhussein 2009).

AFB1 ile kontamine bitkisel ve hayvansal gidalarin tiiketilmesi sonucu organizmaya
alinan aflatoksin, plasenta araciligiyla (transplasental yol) ve emzirme yoluyla yeni
doganlara da taginmaktadir (Alkan 2006).

AFM2’in siit ve siit lirlinlerinde bulunmasini, insan ve hayvan saghigi agisindan risk
olusturmasini1 6nlemek ve toksik etkilerinden korunmak i¢in, yem ve gida maddelerinde
kiif tremesinin ve toksin (AFB1) olusumunun engellenmesi, AFB1 olusmus ise,
kontamine yem ve hammaddeler ile gidalarin insan ve hayvanlar tarafindan aliminin

onlenmesi gerekmektedir (Orug 2003).

Biitiin bu bulgular gida ve yemlerin aflatoksinlerle kontamine olmasinin potansiyel bir
halk sagligi problemi oldugunu géstermektedir. Ayrica bebek ve ¢ocuklarin yetiskinlere
gore daha fazla siit tilkketmek zorunda olduklar1 ve biinyelerinin de yetiskinlere gore
daha duyarl oldugu dikkate alinacak olursa, siit ve siit {irlinlerinde olusabilen AFM21’in

saglik acisindan ne kadar énemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Ozsunar 2005).

Tiirkiye’de degisik yorelerde yapilmis benzer calismalar bulunmasina karsin Giresun

yoresinde konu ile ilgili yapilmis ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada Giresun



yoresinde iiretilen siit ve siit Uriinleri ile yine bu yorede marketlerde satisa sunulan
ulusal markalara ait siit ve siit tiriinleri AFM1 bakimindan arastirilarak genel bir durum
tespiti ve bulunan aflatoksin miktarlarinin {ilkemizde yiiriirliikte olan mevzuatta

belirlenen miktar ile karsilastirilmasi amaglanmastir.



2. LITERATUR BIiLGILERI

2.1 Tarihce

Orta cagda Avrupa’da Kutsal Ates veya St. Anthony’s Fire, Aziz Antonius Hummasi
olarak da bilinen Claviceps purpurea’dan kaynakli ergotizm uzun yillar boyunca

goriilmiistiir (Kuhn and Ghannoum 2003).

Kiiflerin neden oldugu bilinen en énemli ve en eski mikotoksikozis olayi, ergotizm adi
verilen hastaliktir. Cavdarlarin iizerinde Claviceps purpureanin gelismesi ve bu
cavdarlarin tiikketilmesiyle olusan ergotizm hastaligini tarif eden ilk kayitlar ortagaga
aittir. Hastaliga neden olan bilesik ise hallusinogenil etkiye sahip olan ergot
alkaloidleridir. Bu hastaligin yaygin oldugu ortacaglarda sifa bulmak i¢in manastir ve
kiliselere kosan hastalar, buralarda kontamine olmamis hububatlarin tiiketilmesiyle
hastaliktan kurtulmus ve bunu kilisenin mucizesi olarak kabullenmiglerdir (Uylaser ve
Basoglu 1992). Mikotoksinlerin sebep oldugu hastaliklar uzun zamandir bilinmektedir.
Ikinci diinya savasi sirasinda Rusya’da kotii kosullarda ambarda depo edilen ve
mikotoksinle kontamine olmus bozuk tanelerden elde edilen besinleri tiiketen pek ¢ok

insanin 6ldiigi goriilmistiir (Karakaya 2006).

Avrupa’ da binlerce insanin 6liimiine neden olan bu hastalikta, Claviceps purpurea’nin
tredigi ¢avdarlarin unundan yapilan ekmegi yiyen insanlar hastaliga yakalanmistir.
Hastalikta yiiksek ates, el, kol, ayak, bacaklar ile el ve ayak parmaklarinda nekroz ve
kangrenler belirti olarak goriilmekte fakat hastaligin nedeni bilinmemekteydi. Hastaliga
Claviceps purpurea’nin toksini olan ergot alkoloidinin neden oldugu ancak 19. yiizyilda
ortaya konulmustur. Ergotizm 9. ile 18. yiizyillar arasinda sik goriilmekle birlikte, 1925
yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde, 1926-1927 yillarinda Ingiltere’de, 1928 yilinda
Rusya’da ve en son olarak da 1978 yilinda Etiyopya’da gériilmiistiir (Ozbek 2006).

II. Diinya Savas1 sirasinda insanlar1 ve evcil hayvanlar etkileyen bir epidemi goriilmiis
ve bu hastaliga Alimentary Toxic Aleukia (ATA) denmistir. Bu hastaligin, hasat

edilememis, kis1 kar altinda gecirmis kiiflii tahillarin (bugday ve dar1) yenmesi sonucu



olustugu, 6liim oraninin ise etkilenen toplumda %10, hatta bazi1 bolgelerde %60’ 1n
tizerinde oldugu bildirilmistir. Ciddi deri nekrozu, hemoraji, l16kopeni ve kemik iligi
harabiyeti ile kendini gosteren bu hastaliga Fusarium poae, Fusarium sporatrichoides
ve bazi Cladosporium tiirlerinin neden oldugu anlagilmistir. Ayni tarihlerde Japonya’da
“sar1 piring” hastalig1 olarak isimlendirilen ve evcil hayvanlarin yemesi ile karaciger
hasarina neden olan bir bagka hastalik tanimlanmistir. Sar1 piring Orneklerinde,
Penicillium 6rn. P. citreo-viride, P. citrinum, P. islandicum ve P. rugulosum tiirleri
saptanmis ve bu c¢alismalarin sonucunda sar1 piring toksinleri izole edilmistir

(Ozmentese 2002).

Ingiltere’de 1960 yilinda “Turkey X Desease” ad1 verilen zehirlenme olayinda yiiz bin
civarinda hindi 6liimii meydana gelmis ve arastirmalar sonucu kiiflenmis yerfistigi
katilan yemlerin bu olaya sebep oldugu anlagilmistir. Yapilan arastirmada zehirlenmeye
neden olan toksinin Aspergillus flavus ve A. paraticus tarafindan sentezlendigi ortaya
¢ikmistir (Kuhn and Ghannoum 2003, Agag 2004).

Tiirkiye’de aflatoksinle ilgili ¢alismalar, 1967 yilinda Kanada’ya ihrag edilen findiklarin
aflatoksin igcermeleri nedeniyle iade edilmesinden sonra baslamistir. Ayni problemle
A.B.D.’ne ihra¢ edilen fistiklarin iade edilmesiyle, 1994 yilinda Almanya’ya ihrag
edilen kirmizi biberlerin aflatoksin i¢ermeleri nedeniyle karsilagilmistir. Yine son

giinlerin aktiiel konularindan biri olmaya devam etmektedir (Ozmentese 2002).

2.2 Aflatoksinlerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Aflatoksin terimi Aspergillus flavus‘un “A” ve “fla” harflerine zehir anlamina gelen

“toksin” eki getirilmesi ile olusturulmustur (Papp et al. 2002).

Aflatoksinler ince tabaka kromatografisinde, uzun dalga boylu ultraviyole (UV) 15181
altinda gozlenen floresan renklerine bagli olarak B1, B2, G1 ve G2 olmak iizere baslica
dort ana fraksiyondan olusmaktadir. Bu isimlendirme, Aflatoksin B1 ve Aflatoksin B2
(AFB2)’nin mavi, Aflatoksin G1 (AFG1) ve Aflatoksin G2 (AFG2)’nin ise yesil floresan

vermesiyle iligkilidir.  Ayrica, oOzellikle memelilerde, ana  metabolitlerin



biyotransformasyonu sonucu olusan Aflatoksin P1 (AFP1), Aflatoksin Q1 (AFQ1),
Aflatoksin B2a (AFB2a) ve Aflatoksin G2a (AFG2a) adi verilen aflatoksinler de
tamimlanmustir (Bennett and Klich 2003).

Aflatoksinler 6zellikle Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus olmak tizere, diger
baz1 Aspergillus ve Penicillium ve Rhizopous tiirleri tarafindan olusturulan toksik
metabolitler (tiirevler) dir. B1, B2, G1, G2, M1 ve M2 basta olmak iizere, 6 ¢esit ana
bilesik, ortak olarak aflatoksinler olarak adlandirilir (Topgu 2006).

Toksijenik A.flavus kiiltiirleri ve aflatoksin ile kontamine olmus iiriinlerdeki biyolojik
aktiviteden AFB1 ve daha az olarak da G1 sorumludur. Bu durum, her iki toksinin
terminal furan halkasininin 8, 9 karbon pozisyonunda bir doymamis baga sahip
olmasiyla iligkilendirilmektedir. AFB2, AFB1’in, AFG2 de AFG1’in dihidro tiirevleridir
ve “in vivo” kosullarda metabolik olarak B1 ve G1’e okside olmadiklari siirece biyolojik
olarak inaktiftirler. Bu dort aflatoksin disinda aflatoksin M1 (AFM1) ve M2 (AFM2)
olarak isimlendirilen 6nemli iki aflatoksin tlirevi daha bulunmaktadir. Aflatoksin M
toksinleri aflatoksinli yemle beslenen laktasyon devresindeki memeli hayvanlarin
sitlerinden ve idrarlarindan 1izole edilmistir. Bu toksinler de ince tabaka
kromatografisinde, uzun dalga boyu UV 15181 altinda mavi floresan verirler ve B
toksinlerinden daha diisiik R¢ degerlerine sahip olmalariyla ayrilirlar. AFM1 ve M2,
AFB1 ve B2’nin hidroksi tiirevleridir, AFM2 ayn1 zamanda, dihidro-AFM1’dir. AFB1
ve G1’in hemiasetal tiirevleri olan AFB2a ve G2a da A.flavus’un dogal metabolitleri
olarak izole edilmislerdir. Bu tiirevler, AFB1 ve G1’in asit ortamda hidroksillenmesi ile
de elde edilmektedir ve bu Ozellikten AFB1 ve Gl’in dogrulanmasinda

yararlanilmaktadir (Ozkaya ve Temiz 2003).

Kimyasal yapilari 6nemli derecede farkliliklar gostermekle birlikte, hemen hepsi

nispeten diisiik molekiil agirliklarina sahiptirler (Alkan 2006).

Dogal olarak kiiflenmis tarimsal iiriinlerde, yem ve islenmis gidalarda en sik ve en
yiiksek oranda goriilen B1 ¢esididir. G1 ve G2 daha az gozlemlenirken, B2 en seyrek

saptanan kif toksinidir. M1 (Milk 1) ve M2 (Milk 2) ise, sagmal hayvanlarda B1 ve



B2' nin metabolik degisiklige biyotransformasyona ugratilmast sonucu olusur (Topcu

2006, Potrovita et al. 2007).

Aflatoksin olusturan (sentezleyen) kiif tiirleri tilkemizin hemen her bolgesinde uygun
iklim kosullar1 bulabilmektedir. Tropik ve suptropik bolgeler basta olmak iizere, biitiin
diinyada yaygin olarak bulunan bu mikroorganizmalar, lilkemizde 6zellikle oransal nem
icerigi yiiksek olan kiy1 bolgeleri i¢in ¢ok daha 6nemlidir. Iklim bagimlihig yiiksek
diizeyde olmayan bu kiifler, 6zellikle 24-25° C ¢evre sicakliginda iiriiniin nem igerigine
gore, 3-4 giin igerisinde yogun bir kiiflenmeye neden olurlar (Topgu 2006). Aflatoksin

tiirevlerinin kimyasal yapilar1 Sekil 2.1 de gosterilmistir.

Sekil 2.1 Aflatoksin tiirevlerinin kimyasal yapilar1 (Holcomb ve ark. 1992)



Gida ve yemlerle besin c¢esidi de genellikle kiiflerin gelismesi ve mikotoksin
sentezlemesini etkilemektedir. Kiifler, iremeleri i¢in organik karbonlara ve diger enerji
kaynaklarina ihtiyag duyarlar. Glikoz ve diger diisiik molekiil yapisina sahip
monosakkaritler ile suda ¢6ziinebilen organik maddeleri besin kaynagi olarak
kullanabilirler. Ayrica, kiiflerin {ireyip toksin sentezleyebilmeleri i¢in pepton, polipeptid
ve aminoasitler gibi organik maddeleri azot kaynagi olarak kullanmaya ve kalsiyum
(Ca), magnezyum (Mg), potasyum (K), demir (Fe), ¢inko (Zn), fosfor (P) gibi
elementlere ihtiyaglar1 vardir (Ozbek 2006). Karbonhidrat ve yag bakimindan zengin
gida ve yem maddeleri kiiflerin iireyip toksin sentezleyebilmeleri i¢in uygun
ortamlardir. Bunun sonucu, misir, arpa, yulaf, bugday, piring, dar1 gibi tarim irtinleri ile
pamuk tohumu, soya, yerfistigi, findik ve aygigegi gibi yagli tohumlar ve bunlardan
hazirlanan yem ve gida maddeleri kiiflerin geliserek mikotoksin sentezlemeleri igin

uygun ortamlari olustururlar (Kaya ve Yarsan 1995).

2.3 Aflatoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Sicaklik, pH, nem, hava ve atmosferdeki gazlarin seviyesi mikotoksinin
sentezlenmesinde onemlidir (Kuyucuoglu 2007). Kiiflerin aflatoksin sentezlemesi igin
en uygun sicaklik araligi 12-42°C olarak belirlenmistir ve optimal sicaklik 25-35°C’dir
(Agag 2004). Aflatoksinler basta musir, pamuk tohumu ve yer fistigi olmak {izere
%15’den yiiksek rutubet i¢eren, hemen her ¢esit tahillar, yem ve yem hammaddeleri ile
gidalarda kolayca gogalip mikotoksin sentezleyebilmektedirler. %12-13’den daha diisiik
nem seviyesinde kiif olusumu engellenmektedir (Int.Kyn.1). Kiifler aerobik canlilardur.
Dolayisiyla, ortamdaki CO2 yogunlugu %10'un istiine ¢ikarilarak mikroflora hizla
baski altina alinmaktadir (Kaya ve Yarsan 1995). Tiirlere gore degismekle beraber, pH
degisikliklerine kolayca uyum gosterebilirler. En iyi tireme araligin1 pH 2-7.5 arasinda
gosterirler. Ancak, genel bir kural olarak, bazik ortamlara gore hafif asit pH'h

yiyecekler fungal etkinlikler i¢in daha uygun ortam olustururlar (Kaya ve Yarsan 1995).

Gidanin igerisinde bulundugu ortamin bagil nemi; o gidanin su aktivitesinin dengesi ve
yiizey mikroorganizmalarinin gelismesi acisindan ¢ok Onemlidir. Su aktivitesi gidada

bulunan baglanmamis su miktaridir. Bir gidanin su aktivitesi (aw=bagil nem/100),



bulundugu ortamin bagil nemi ile dengelenmis olmalidir. Buna “esdeger bagil nem”
denir. Bagil nem yiiksek oldugu takdirde gida maddesi ¢evreden nem almaya baslar ve
su aktivitesi dengeye ulasincaya kadar artar. Boylece gida lizerinde mikroorganizma
aktivitesi artar. Gidada ki su aktivitesi (aw) kiif i¢in bir gelisme faktoriidiir. Belirli bir
aw degerinin altinda mikotoksin iiretilmez. Toksin {iretimi i¢in optimum aw degeri 0,99
iken c¢ogalma icin gereken aw degeri 0,95°dir. Tarim firtinlerindeki su aktivitesini
0,65’altina diisiirmek suretiyle kurutmak ve bu seviyeyi korumak kiif gelisimini onler.
Kif gelisimi ve toksin olusumunu onlemek ig¢in depolamada yeterli havalandirma ve
sirkiilasyonun saglanmasi ve ani 1s1 degisikliklerinden korunmasi gerekir (Demirtas
2006).

Mikroorganizma yiikii (kiif susunun toksijenik olup olmadigi, toksijenik ise toksin
tiretme kabiliyeti) ve mikrobiyal flora, bitki ¢esidi, bocek hasari, ayrica birden fazla
parazit veya kiiltlir tliriiniin mevcut olmasi da kiiflerin {iremesini ve mikotoksin

olusturmasini etkilemektedir (Kok 2006).

Gerek hasat ve gerekse islenme sirasinda fazlaca mekanik hasar gormiis veya cesitli
parazitlerin hiicumuna ugramis ve fiziki biitiinliglinii yitirmis tarimsal tirtinlerin kiif
istilasina kars1 direnci biitliniiyle kaybolabilir. Bunlardan hazirlanan yem ve gidalarda

sikca kiif istilasina ugrayarak mikotoksinlerle enfekte olabilirler (Grernmels 1999).

Besinlerdeki kiiflerin derecesi, insidansindaki artis ve mikotoksin problemi 6zellikle
tarim iirlinlerinin hava sartlariin etkisi altinda, hasat mevsimi ve biliylime devresinde
daha belirgindir. Kiiflii besinler ya da yemler her zaman mikotoksin ya da kiif zehiri
(zehirlenme) tehlikesi icermez fakat 6nemli dlgiide kiiflerin varligi, sagligi ve {iriinleri
olumsuz yonde etkilemektedir. Tarimda yeterince gelismis tekniklerin kullaniimamasi
sonucu, hasadi takiben tarim iriinlerinin tarlada uzun bir siireyle kalmalari, gerek bu
esnada ve gerekse harmanlama ve tasima sirasinda bir ¢ok kez yagmura maruz
kalmalar1 da bunlarin kiiflenmelerine ve bodylece mikotoksinlerle enfekte olma

tehlikesine yol agmaktadir (Kok 2006).



2.4 Aflatoksinlerin Detoksifikasyonu

Aflatoksin  kontaminasyonunun Onlenemedigi durumlarda iriinden aflatoksinin
uzaklastirilmas1 ve detoksifikasyonu amaciyla ¢ok sayida arastirma yapilmakta ve

fiziksel, kimyasal ve biyolojik birgok yontem denenmektedir (Ozkaya ve Temiz 2003).

Fiziksel aymrma yoOntemleri arasinda, kiiflii taneleri elle veya elektronik yollarla
aylklamadan aflatoksin diizeylerini azaltmak i¢in yaygin olarak yararlanilmaktadir.
Rengi degismis, bozulmus, sekli bozuk taneleri ayiklayarak aflatoksini azaltma yoniinde
en iyi sonuglar yerfistigi sektoriinde alinmustir. Misir veya pamuk tohumu gibi
iriinlerde ise bu yontemi wuygulamada giicliiklerle karsilasildigindan siklikla
kullanilmamaktadir. Uriinler bir kiif bozulmasi gostermedigi halde mikotoksinleri
onemli diizeylerde icerebilmektedir. Bu nedenle ayiklama ile son {iriinde
baslangigtakinden diisiik aflatoksin diizeylerine ulasilsa bile, ¢cogu kez kontaminasyonun

tamamu giderilememektedir (Park 1993).

Siitte AFM2’i yikimlamaya yonelik fiziksel yontemler, adsorpsiyon ve iginlamadir.
Applebaum ve Marth siite %5 oraninda adsorban bir madde olan bentonit ilavesinin

stitteki AFM1’i %89 diizeyinde tutabildigini bildirmistir (Applebaum and Marth 1982a).

Gida ve yemlere mikotoksinlerin kontaminasyonuna neden olan kiiflerin harabiyeti i¢in
radyasyon 1sinlamasi 1950’lerin sonunda ilk kez rapor edilmistir. Bilinen ilk ¢alisma ise
1971°de A. flavus’a karsi gama 1sinlamasi ile gergeklestirilmistir. Bu kiif mantarini
iceren tip ortammna 1,6-2,4 kGray radyasyon isinlamasi yapilmis ve yasama

kapasitesinin %30 oraninda azaldig1 goriilmiistiir (D’Ovidio et al. 2007).

Radyasyon, UV ve gamma isinlartyla aflatoksinlerin kismen degradasyonu saglanir.
Ancak bu uygulama da tam armma igin yetersiz kalmaktadir. Ultraviyole 1sinlari
uygulamasi, bu 1sinlarin niifuz giicliniin az olmasi1 nedeniyle bir¢cok gida da aflatoksin
inaktivasyonunda basarisizlikla sonuglanmistir, ancak 6zellikle ince bir tabaka halindeki
siite ultraviyole 1s1n uygulanmasi inaktivasyonda olumlu sonug¢ vermektedir. Bu 1s1nin

hidrojen peroksit ile birlikte uygulanmasimin da M1 toksininin inaktivasyonunda daha
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etkili oldugu bildirilmistir. Aflatoksinlerin sicaklik ile inaktive edilmesi i¢in ise yiiksek
dereceler gerekir ve pratikte sicaklik ile aflatoksin inaktivasyonu miimkiin

olmamaktadir (Kok 2006).

Uriiniin  tarlada iken kimyasal maddelerle giibrelenmesi de kiiflenmeyi
azaltabilmektedir. Kiiflenme ve mikotoksin olusumunu engellemek igin; {irlin tam
olarak olgunlasinca hasat edilmeli; hasat esnasinda {riinde mekanik hasar
olusturulmamali; 6zellikle rutubet orani yiliksek bolgelerde hasat edilmis iiriin derhal
giivenli nem seviyesine kurutulmali ve sonra havalandirilmasi saglanmalidir (Kaya ve

Yarsan 1995).

Karma yemlerin korunmasinda kullanilmak {izere ticarette bir ¢ok madde
bulunmaktadir. Bunlar arasinda propiyonik asit, laktik asit, sorbik asit gibi maddeler
fazlaca kullanilir. Tek asit veya onlarin tuzlarini kullanmak yerine, daha ¢ok, yukarida

sozii edilen dort asidin karistirilarak uygulanmasi tavsiye edilmektedir (Kaya ve Yarsan
1995).

Biyolojik yontemlerden iizerinde en ¢ok ¢alisilanlardan biri, mikotoksinin fermantasyon
yoluyla giderilmesidir. Iki farkli ¢alismada, zeralenon ve fumonisinle kontamine olmus
musirlardan etanol eldesi sirasinda toksin miktarindaki degisim izlenmis; her ikisinde de
tiretilen etanolde toksin bulunmazken, toksinin diger fraksiyonlarda kaldig

belirlenmistir (Bennett et al. 1981, Bothast et al. 1992).

Ciegler ve ark. (1966) tarafindan yapilan ¢aliymada, mikroorganizmalarin AFB1 ve
AFG’i pargalama veya biyotransformasyona ugratmasi yoniinde etkileri olup olmadigi
test edilmistir. Calismada Flavobacterium’un 7 farkli tiirti de dahil olmak {izere test
edilen biitlin bakterilerin aflatoksin tizerinde etkisiz oldugu goriiliirken, yalniz
Flavobacterium aurantiacum NRRL B-184 susunun aflatoksini  ortamdan
uzaklastirabildigi belirlenmistir. 107-10" adet/mL konsantrasyonda F. aurantiacum
NRRL B-184 bakteri hiicresi tarafindan, degisik konsantrasyondaki (270-5000
ug/50mL) AFB1’in 44 saat iginde %38-74 arasinda degisen oranlarda uzaklastirildigi
goriilmiistiir (Ciegler et al. 1966).
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Mikotoksinlerin hiicreler lizerindeki toksik etki mekanizmalar1 degerlendirildiginde
serbest radikaller ve reaktif oksijen liretimine aracilik etmesinin son derece dnemli
oldugu ve olusan iirlinlerin sitotoksisitede ve hepatokarsinojenitede rol oynadigi
bildirilmektedir. Bu nedenle, mikotoksinlerle olusmas1 muhtemel hasarin 6nlenmesinde

antioksidan kullaniminin 6nemi ve gecerliligi ortaya ¢ikmaktadir (Sabuncuoglu ve ark.
2008).

2.5 Aflatoksinlerin Toksisitesi

Aflatoksinler kendileri dogrudan etkili degildirler. Karaciger mikrozomal enzimleri
vasitastyla, ugradiklar1 metabolik degisiklikler sonucu olusan epoksit tiirevleri (AFB1-

2,3 epoksit) ile etkili olurlar (Akdemir ve Altintas 2004).

Aflatoksinlerin metabolik aktivasyonu sonucu toksik, karsinojenik ve mutajenik etkili
metabolitler olusur. AFB1, karaciger mikrozomal sitokrom P450 enzimleri tarafindan
oksidasyonu sonucu, DNA ve proteinlere baglanma yeteneginde reaktif bir form olan

AFB1-8,9-epoksit formuna ¢evrilir (Bennett 2003).

Aflatoksin B1’in epoksi formunun bu aktiflesme reaksiyonunun sonucunda DNA ile
birleserek AFLBIN’-Gua kompleksini olusturdugu bilinmektedir. Bu kompleks
organizma veya hiicreler icin biyolojik bir tehlike olusturmakta ve karsinojenik ve
genotoksik etkilerin sorumlusu olarak degerlendirilmektedir (Groopman et al. 1992,

Ozkaya ve Temiz 2003, Verma 2004).

Aflatoksinler; RNA polimeraz, ribozamal translokaz (protein sentezini inhibe eder) gibi

onemli enzimleri ve DNA formlarim1 karacigerde biyoaktivasyon sonrast biyolojik

molekiillerle baglarlar (Agag 2004).
AFB1, karaciger hiicrelerindeki DNA’da guanin bazina baglanir ve hiicre biiylimesini

diizenleyen genetik kodu bozar. Kontrol dis1 ¢gogalan hiicreler tiimér olusumuna neden

olurlar (int.Kyn.2). Bu durum Sekil 2.2 de sematik olarak gosterilmistir.

12



Sekil 2.2 AFB1’in DNA molekiiliine baglanmasi (Int.Kyn.2)

AFB1-8,9-epoksit, GSH-S-transferaz katalizorliigiinde GSH (gulutatyon) tarafindan
inaktive hale getirilebilinir. GSH tarafindan gergeklestirilen bu inaktivasyon olay1 bir
cok tiirde AFB1’in detoksifikasyonunda 6nemli bir yoldur ve AFB1-GSH formu AFB1
in Kkarsinojenik etkilerine karsi korur. AFB1-8,9-epoksit epoksit hidrolaz ile yada
kendiliginden AFB1-8,9-dihydrodiol’e doniiserek inaktive olur (Coulombe 1993).

Aflatoksinler yiiksek dozlarda akut, sub-letal dozlarda ise kronik toksisite
gostermektedirler. Diisiik dozda siirekli alimlari, bir¢ok hayvan denemesinde karsinojen
etki ile sonuglanmistir. Aflatoksinler igerisinde en yliksek toksisiteyi AFB1
gostermektedir. Aflatoksinlerden hayvanlarin bir¢ogu etkilenmektedir, ancak duyarlilik
tiirden tiire degigsmektedir ve ayni tiiriin geng olanlar1 yasli olanlardan daha duyarlhdir.
Ayrica toksik etki, tiikketilme miktar1 ve sikligina, hayvanin cinsine, yasina, cinsiyetine,

saglik durumuna ve beslenmesine bagli olarak degismektedir (Ozkaya ve Temiz 2003).

Aflatoksinlerin akut toksisitesinin insanlarda akut zehirlenme yaptigin1 gosteren olaylar
da literatiire ge¢mistir. Tayvan’da kiiflii piring tiiketen 26 kisi hastalanmis ve bunlarin

arasindan 3 cocuk, ayaklarda 6dem, karin agrisi, kusma, karacigerde biiylime gibi
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belirtilerden sonra dlmiistiir. Incelenen piring érneklerinde 200 ppb AFB1 bulunmustur.
Uganda’da 15 yasinda bir ¢cocuk, Tayvan’daki ¢ocuklara benzer belirtilerle 6lmiis ve bu
cocugun da 1.7 ppm aflatoksin igeren “cassava” yedigi belirlenmistir. Patolojik bulgu
olarak akcigerde 6dem, kalp yetmezligi, karacigerde nekroz ve yaglanma gorilmiistiir.
Tayland’da da 3 yasindaki bir cocuk “Reye’s sendromu” sonucu dlmiis ve ¢ocugun 2

giin dnce yedigi pirincin 10 ppm aflatoksin icerdigi saptanmustir (Bullerman 1979).

2.6 Siit ve Siit Uriinlerinde Aflatoksin

Siit ve siit drlinleri yetiskinler 6zellikle de ¢ocuklar i¢in temel besinler olmasinin yant
sira aflatoksin igerme bakimindan en riskli tirtinlerdendir (Amer and Ibrahim 2010). Bu
riski azaltmak i¢in bir ¢cok gelismis iilke, siit ve siit tirtinlerinde bulunabilecek AFM1
miktart i¢in maksimum sinirlar belirlemislerdir (Sarimehmetoglu ve ark. 2004).
Giiniimiizde bu smurlar {ilkelerin gelisme derecesi ve ekonomik durumlarina bagl

olarak degisiklik gostermektedir (Bakirc1 2001, Amer and Ibrahim 2010).

Yemlerle alinan AFB1 tiiketimi ile siitteki AFM1 igerigi arasinda lineer bir iliski vardir.

(Aygigek 2005, Fallah et al. 2009). Aflatoksin ihtiva eden yemleri tiiketen hayvanlarin
siitlerinde bu toksinlerin bir tiirevinin salgilandig1 ortaya ¢ikmis ve siitte bulunmasindan
dolay1 buna “siit toksini” (milk toxin) anlaminda aflatoksin M (AFM) ad1 verilmistir

(Akdemir ve Altintag 2004).

AFB1, toksisitesi en fazla olan aflatoksindir ve AFM1 bunun siitle atilan metabolik
urini, AFM2 ise AFB2’nin siitle atilan metabolik triniidir. AFM1 ve AFM?2
laktasyondaki hayvanlarin AFB1 ve AFB2 iceren yemlerle beslenmesinden sonra siitle
atildigr i¢in siit, peynir, yogurt, siit tozu ve tereyagr gibi siit TUriinlerinde
bulunabilmektedir. Ancak AFMaz siitte en fazla bulunan ve dolayisiyla daha toksik olan
aflatoksindir (Orug 2005).

AFBL1 ile kontamine yemleri tiiketen ineklerden elde edilen siitlerde AFB1’in AFM1’e

dontisiim oran1 %1-3 arasinda degiskenlik gostermektedir (Markaki and Melissari 1997,

Velasco et al. 2003). AFM1’in, AFB1 yemle alindiktan sonra 6-24 saat icinde siitte
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tespit edilebildigi, 12-48 saat icinde en yliksek diizeyine ulastigt ve AFB1 aliminin
kesilmesini takip eden 2-4 giin i¢inde siitte tespit edilemedigi bildirilmistir (Van
Egmond 1983).

Aflatoksin B1’in siite gegmesi hayvandan hayvana, giinden giine, bir sagimdan digerine
degiskenlik gostermektedir (Fallah 2010).

Veldman ve ark. (1992)’ de yaptiklar1 bir calismada laktasyonun ilk (2-4 hafta) ve son
donemindeki (34-36 hafta) 34-39ug/giin AFB1 ile kontamine yemi tiiketen ineklerde
AFB1’in AFM1’e doniisiim oranini sirastyla 0,062 ve 0,018 olarak tespit etmisler ve bu
farklilig1 siit iiretimi miktarindaki farklilagma ile iliskili oldugu gibi, AFB1’in
karacigerde metabolizmasinin bireyden bireye farkliliklar gostermesi ile de iliskili
oldugunu belirtmislerdir. Aragtirmacilar, yiiksek siit verimine sahip ineklerin siitlerinde
AFM1 atilim oraninin yiiksek olmasinin nedenini, meme alveol hiicrelerinin membran
gecirgenliklerinin fazla olmasi sonucu ortaya ¢iktig1 kanisina varmislardir. Mastitisli
ineklerde AFM1 atilim oranmin yiiksek olmasinin nedenini de, membranlarin
gecirgenliginin artmasina bagl olarak gerceklesmesinin, durumu daha anlasilabilir bir

hale getirdigini ifade etmislerdir (Veldman et al. 1992).

Arastirmacilar tarafindan, 5-80pug AFB1 alimi ile AFM1 arasinda dogrusal bir iligki
bulunmus ve durum asagida belirtilen sekilde formiilize edilmistir.

AFMI1 (ng/kg siit) = 1.2 x AFB1 alim1 (ug/inek/giin) + 1.9

Bu formiile gore, AFM1’in siitte bulunmasina izin verilen maksimum limit degeri olan
0,05ug/kg (ppb) atilimi igin, her bir inegin giinde ortalama olarak 40pg AFB1 almasi
gerekmektedir. Inegin giinliik yem tiiketimi ortalama 12kg olarak diisiiniildiigiinde kg
yem bagma diisen AFB1 miktar1 3,4ug/kg (ppb) civarinda olmalidir (Harvey et al.
1991).

Battacone ve ark. (2003) laktasyonun erken dénemindeki koyunlarda AFM1’in atilimini

saptamak amaciyla yaptiklar1 bir ¢calismada; AFB1 alimindan 12-24 saat sonra siitte

AFM1 miktarmin pik diizeye ulastigi, 96 saat sonra AFM1’e rastlanilmadigi ve AFB1’in
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AFM1’e donlisme oraninin ortalama %0,032 oldugu bildirilmistir. Laktasyonun orta
doneminde olan koyunlarda da buna benzer sonuglar elde edilmis ve AFB1’in AFM1’e
doniisme oraninin koyunlarda ineklere gore daha diisiik oranda oldugu tespit edilmistir.
Koyunlarin AFB1’1 AFM1’e doniistiirme oraninin sigir ve kegilere gére daha az oldugu

ileri siiriilmiistiir (Battacone et al. 2003).

AFML1 ‘in sekillenmesi karacigerde gercgeklesir. Siit ineklerinin meme bezlerinden siite
salgilanmaktadir ve memeliler tarafindan alinan AFB1 hizli bir sekilde mide- bagirsak
yolu tarafindan emilir ve de 15 dakika sonra kanda AFM1 metabolitleri gozlemlenir (Pei
et al. 2009).

Siit ve siit iiriinlerine  AFM1 kontaminasyonu cografyaya, lilkeye ve mevsime bagl
olarak degisir (Ozdemir 2007). AFM1 in kirlilik diizeyi sicak ve soguk mevsime gore
bile degiskendir. Kis aylarinda fazlaca karisik yemlerden, yaz ve bahar aylarinda ise
daha ziyade dogadan istifade etmeleri nedeniyle; soguk mevsimlerde sicak mevsimlere

nazaran daha yiiksek miktarlarda AFM1’e rastlanilmistir (Ghazani 2009).

Kamkar (2005) Iran’ da yaptig1 bir arastirmada 111 ¢ig siit drneginde aflatoksin analizi
yapmistir ve bunun 85’inde AFM1 0,015 ppb ve 0,28 ppb degerleri arasinda ¢ikmaistir.
85 siitiin %401 Avrupa tarafindan belirlenen limit degerlerin {istiinde ¢ikmistir. En
diisiik aflatoksin miktar1 agustos aymda (0,024 ppb), en yiiksek ise aralik ayinda (0,118
ppb) cikmistir. AFM1 miktar1 ocak, subat, nisan ve aralik aylarinda diger aylara gore
daha yiiksek ¢ikmistir (Kamkar 2005).

Caglar ve Kara (2006) Afyonkarahisar’da yaptiklar1 aragtirmada 120 ¢ig siit 6rneginde
AFM1 analizi yapmuslardir. Orneklerin %22,5’i Avrupa ve Tiirkiye tarafindan
belirlenen limit degerlerin iistiinde ¢ikmustir. Orneklerin %77,5’inde AFM1 0-0,05 ppb
arasinda ve %4,17 lik kismi ise bu arastirma i¢in en yiiksek AFM1 aralig1 olan 0,11-
0,15 arasinda bulunmustur. AFM1 miktar1 aralik, ocak, subat ve mart aylarinda diger
aylara gore daha yiliksek cikmistir. Yil boyunca aylara gore pozitif Orneklerin
dagilimlar1 Sekil 2.3 ‘de verilmistir.
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Sekil 2.3 Pozitif 6rneklerin sayisi

Akdemir ve Altintas (2004) yapmis olduklar1 ¢alismada, Ankara Yoresi’nde iiretim
yapmakta olan 2 ayr siit fabrikasina islenmek iizere gelen, ¢esitli illere ait 12 ayn
kaynaktan alinan toplam 48 adet c¢ig siit Ornegi (inek siit)) AFM1 yoniinden
incelemislerdir. Sonug¢ olarak, orneklerin %70,83’tiniin AFM1 igerdigi ve %33,3’linde
diizeylerin Tirkiye i¢in bildirilen limit degerin (0,05 ppb) {iizerinde oldugu
hesaplanmistir; yoreler arasinda AFM1 diizeyleri agisindan belirgin farkliliklar oldugu
saptanmigtir. En yiiksek AFM1 diizeyi Ankara ydresine ait siit Orneklerinde tesbit
edilmis (0,817 ppb); Burdur ve ydresinin en riskli yore oldugu, Eskisehir yoresinin ise
risk tasimadig1 belirlenmistir. Arastirmacilarin bu ¢alisma igin inceledikleri 6rneklerin

AFM1 degerleri Cizelge 2.1’°de verilmistir.
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Cizelge 2.1 Incelenen yorelere gére AFM1 varligiin dagilim ve limit diizeye (0,05 ppb) gore

degerlendirilmesi
Kaynak il Kaynak Yore Ornek Sayisi AFM1 Saptanan Aflatoksin Miktar1 ~ Limiti asan Ornek
ng/ml=ppb
Ornek Sayis1 %si  En ¢ok En az Sayist % si

Karakamis 3 0 00 0.000 0,000* O 0

Bozan 4 2 50 0,015 0,000* O 0
ESKISEHIR Mihalligik 4 2 50 0,121 0,000* 1 25

Alpu 4 0 00 0,000* 0.000* O 0

Beylikova 4 1 25 0,01 0,000* O 0
BURDUR Seydikoy 5 5 100 0,058 0,039 3 60

Varollar 5 5 100 0,143 0,047 4 80
NEVSEHIR Avanos 5 5 100 0,055 0,029 1 20
BURSA Karacabey 3 3 100 0,076 0,012 2 66
ANKARA Merkez 5 5 100 0,817 0,019 3 60
LULEBURGAZ  Merkez 1 1 100 0,016 - 0 0
ANTALYA Bozova 5 5 100 0,119 0,034 2 40
Toplam 12 48 34 70.83 0,817 0,000 16 33,3

*Tespit edilebilir limitin altt

2.7 Teknolojik Islemlerin AFM1’e Olan Etkileri

Ne yazik ki; stitteki AFM1 igerigi ne siit endiistrisinde kullanilan pastorizasyon ve ultra
yiiksek sicaklik (UHT) gibi 1s1l islemlerden ne de siit {riinlerinin hazirlanma ve
depolanmasi sirasinda ki islemlerden etkilenir (Fallah 2010). Proses ve depolama
sliresince siitteki AFM1 igerigi sabit ve homojen degildir (Ertas ve ark. 2011). Bununla
ilgili olarak pastorizasyon gibi 1s1l islemlerin AFM1 stabilitesine olan etkisini Alcroft
ve Carnaghan (1962) ve Patel ve ark. (1981) de siitii 4-5 saat kaynatarak yapmis

olduklar1 calismada incelemisler ve degismedigini tespit etmislerdir.

Aflatoksin bulagtirilmis yiyeceklerde pisirmenin etkisi arastirilmig ve aflatoksinlerin

%60 oraninda bozulmamis oldugu saptanmistir (Abbas et al. 1988).
Wiseman ve Marth yaptiklar1 ¢alismada kefir ve yogurt gibi kiiltiire edilmis siit

tirlinlerinin birka¢ ay siireyle donmus olarak muhafaza edilmesinin AFM1 miktarini

etkilemedigini bildirmislerdir (Wiseman and Marth 1983).
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Siitte bulunan AFM1’in siit iiriinlerinde dagilimi farklidir. Ornegin peynirde yaklasik
%40-60, kremada %10 ve yagda %2 den daha az oranda bulunmaktadir (Martins and
Martins 2000).

Peynir iiretimi ¢esitli siiregleri igermektedir. Birinci fazda siitiin telemeye preslendigi
safhada AFM1 pargalanmasi gézlenmez, teleme ve peynir altt suyundaki AFM1 miktari
yaklasik olarak siitiin kendisiyle aynidir. Ilerleyen sathalarda AFMu siit i¢indeki kazein
fraksiyonuna olan ilgisinden dolay1 telemede peyniralti suyundakinden daha yiiksektir
(JECFA 2001). Yousef and Marth (1989) peynirdeki AFM1 konsantrasyonunun
zenginlestirme faktoriiyle siitteki AFM1 den yliksek oldugunu ifade etmislerdir. Bunun
lizerine yapilan arastirmalarin sonunda arastirmacilar zenginlestirme faktoriiniin
yumusak peynirlerde 2,5-3,3; sert peynirlerde 3,9-5,8 oldugu sonucuna ulagmislardir.
Peynir liretiminin olgunlagma safthasinda AFM1 miktarinin azalmadigini genellikle sabit

kaldigin1 bildirmislerdir.

Siitte bulunan AFMrin, peynir ve peyniralti suyunda ki dagilimi oldukca fazla
degiskenlik gosterebilmektedir. Baz1 arastirmalarda, peynirde daha fazla tespit edilirken
, baz1 aragtirmalarda peyniralt1 suyunda daha fazla tespit edilmis ve ya esit bulunmustur.
Peynir ve peyniraltt suyundaki AFM1 miktarlarinin degiskenlik gdstermesinde, peynir
tipi ve yapim prosediirii, peynirin yumusak ve ya sert olmasi, kontaminasyon miktari,
siit kazein miktar1, lipolitik etki, uygulanan 1s1 islemleri, proteolizis (olgunlasma
doneminde), kontamine siitiin 1518a maruz kalmasi ve yetersiz metod kullanimi gibi

faktorler onemli rol oynamaktadir (Orug 2003).

Farkl1 peynir ¢esitlerinin depolanmasi ve olgunlagmasi siiresince AFM1 sabittir

(Fallah et al. 2009).
2.8 Aflatoksin Simir Limitleri
Mikotoksinlerin gida ve yemlerle alim miktar1 ve siiresi géz Oniine alindiginda,

canlilarda ¢esitli etkilerinin goriilebilece§i ve bu nedenle de en giivenli tolerans

diizeyinin sifir olmasi, yani alinan gida ve yemlerde mikotoksin bulunmamasi gerektigi
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kabul edilmektedir. Fakat, gercekte ise mikotoksinlerin gida ve yemlerde yaygin bir
sekilde dogal olarak bulunmasi nedeniyle sifir olmasi1 imkansiz olarak goriilmekte ve bu
nedenle de bulunabilecek maksimum tolerans degerleri 6l¢iit olarak kullanilmaktadir
(Ozbek 2006).

Her iilke kendi sartlarini goz Oniinde tutarak, yemlerdeki AFB1 diizeyine sinirlama
getirmis, siit ve siit iirlinlerinde, maksimum bulunabilecek AFM1 diizeylerini belirlemis
veya Onermistir. Turkiye’de, siit ve siit triinlerinde bulunan AFMz ile ilgili ¢esitli
caligmalar yapilmistir. Tiirkiye’de, siit ve peynirlerde, insan sagligi icin risk

olusturabilecek diizeylerde AFM1 bulunabilmektedir (Orug 2003).

Gidalarda belirli miktarlara kadar aflatoksin’e izin verilmektedir. Fakat Aflatoksinin
diisiik olmasi tehlikeyi azaltan bir faktor degildir. Tiiketilen gidalarla sikca alinmasi
durumunda karacigerde birikerek benzer etkiler olusturmaktadir. Alinan toksin
miktarinin viicut agirligina oranmin artmasi, karsinojen etkiyi arttirmaktadir. Ozellikle
slit ve siit Urlinleriyle beslenen kiigiik ¢ocuklar daha fazla risk altindadir (Demirtas

2006). Ulkemiz igin gegerli olan degerler Cizelge 2.2 de verilmistir.
Gidalarda ki aflatoksin diizenleyici limitler 0 ile 50 ppb arasinda degiskenlik gosterirken

AFML1 i¢in US daki diizenleyici limit 0,5 ppb, Avrupa iilkelerinde ve Tiirkiye ‘de 0,05
ppb dir.
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Cizelge 2.2 Tirk Gida Kodeksi Gida Maddelerinde Belirli Bulagsanlarin Maksimum
Seviyelerinin Belirlenmesi Hakkinda Teblig (No:2002/63)

GIDA MADDESI MAKSIMUM SEVIYE (ppb)

Aflatoksin Okratoksin A Patulin

B1 Bi+B2+G1+G2 | M1

Findik, yer fistig1 ve diger yagh
kuru meyveler, yagli tohumlar,
incir izim ve kurutulmus 5 10
meyveler ve bunlardan {iretilen
islenmis gidalar

Tahillar (karabugday-fagopyrum 2 4
sp.dahil) ve tahil iirlinleri

Siit 0,05

Siit tozu 0,5

Peynir 0,25

Bebek mamalar1 ve devam 005
formiilleri (siit bazli) '

Bebek mamalar1 ve bebek
gidalari

Baharat 10

(¢, ]

Diger gida maddeleri 5 10

Islenmemis tahil taneleri(geltik 5
ve karabugday dahil)

Tahillardan elde edilen biitiin
triinler(tahil bazli iglenmis
tiriinler ve dogrudan insan 3

tiilketimine sunulan tahil
taneleri)
Kuru iiziim 10
Elma suyu ve elma suyu igeren 50
igecekler ve sirkeler**
**Konsantre iriinlerde tarifine uygun hazirlama sonucundaki iiriine de bakilir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Siit ve Siit Uriinleri

Giresun ili ve ilgelerinde yerel olarak tiretilen (18) siit, (12) beyaz peynir ve (12) yogurt

olmak iizere toplam 42 ornek ile Tirkiye genelinde ulusal firmalar tarafindan iiretilen

marketlerde satilan (22) UHT siit, (17) beyaz peynir ve (10) yogurt toplam 49 6rnek

paralelli ¢alisilarak arastirmada AFM1 yoniinden analiz edilmistir.

3.1.2 Kimyasal Maddeler

-Aflatoksin M1 standardi
-Metanol

-Asetonitril

-Kloroform

-n-Hekzan

-Diatoma Topragi
-PBS(Phosphate buffered Saline)
-Saf su

-Sodyum Kloriir

3.1.3 Alet ve Ekipmanlar

-Yiiksek Basingli S1ivi Kromatografisi
-Rotary Evaporator + Vakum Pompasi
-Hassas Terazi

-Blender

-Ultra Saf Su Cihaz1

-Santrifiij Cihazi

-Ultrasonik Su Banyosu

(R-Biopharm BX:ZB478,1000 ng/ml)
(Merck, 106007)

(Merck, 100030)

(Merck, 102445)

(Merck, 104368)

(Merck, Celite 545)

(R-Biopharm Code:RP202)

(Ultra saf su)

(HPLC, Agilent 1100)

(IKA RV10 + Rocker)

(Mettler Toledo)

(Waring Commercial Blender,1000 ml)
(Barnstead)

(Funke)

(Advantage Lab.)
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-Vakum Pompasi + Manifolt Cihazi

-Karistirici (Vortex V-1, Boeco)
-immunoaffinity Column (R-Biopharm, Easi-Extract Aflatoxin)
-Enjektor (50 ml)

-Vial (2 ml ve 5 ml)

-Otomatik Pipet (Eppendorf; 5ml, 1 mlve 0.1 ml)
-Kaba Filtre Kagidi

(50 ml’lik meziir, 250 ml’lik erlen,
-Laboratuvar Cam Malzemeleri 10ml’lik balon joje, 10 ml’lik santrifiij
tiipleri, 5 ml ,1 ml ve 0,1 ml mikropipetler,

ayirma hunileri

3.2 Metot

3.2.1 Metot

Siit numunelerinde AFM1 tayini i¢in R-Biopharm Rhone Ltd. tarafindan gelistirilen
Aflatoxin M1 standart solution, Aflaprep M1 IFU (P04v10) metodundan yararlanilirken,
peynir ve yogurt numuneleri i¢in; maff procedures for IAC clean-up for afl M1 analysis

in milk products metodundan yararlanildi.

AFM1 tayini i¢in kullanilan analiz yontemlerinin numune hazirlama prensibi; 6rnege
uygulanan 6n islemler yani 6rnekleme, ekstraksiyon, ekstraktin temizlenmesi, AFM1’e
karsi monoclonal antibody i¢eren immunoaffinity kolondan gegirilerek AFM1 elute
edilmesi safhasina sonra HPLC’de AFM1 standardinin alani ile kiyaslanarak AFM1
konsantrasyonunun kantitatif olarak hesaplanmas1 ilkesine dayanmaktadir. AFM1
analizi; kalibrasyon, ekstraksiyon agamasi, siit numunesinin immunoaffinite agsamasi, yogurt ve
peynir numunelerinin immunoaffinite asamasi, HPLC enjeksiyon ve verim asamalarindan

olusmaktadir.
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3.2.2 Kalibrasyon

6 ml 500 ng/ml’lik konsantrasyonu belli olan sertifikali1 hazir standarttan 5 ppb’ lik 20
ml ara stok hazirlandi. Ara stoktan da 0,25 ppb, 0,50 ppb, 1 ppb, 2 ppb lik 4 ml’lik
calisma standartlart hazirlandi. Calisma standartlarinda tamamlayici sivi olarak mobil
fazdan yararlanildi. (Mobil Faz: Saf su/ Asetonitril/ Metanol (50/30/20)(v/v/v)) Calisma
standartlarr HPLC ye 3’er kez 100 pl olarak enjekte edildi. Okunan degerlerle
kalibrasyon egrisi ¢izildi. Sekil 3.1°de 2 ppb’lik standarda ait bir kromotogram

gosterilmistir.

Lu -

hi1

T T T T T
o 1 2 2 4 5

Sekil 3.1 2 ppb’lik standarda ait kromotogram
3.2.3 Ekstraksiyon Asamasi
Analizi yapilacak siit drneginin homojenligi saglandi. Siit numunesi ultrasonik su

banyosunda 37°C’ye 1sitildi. Ilik siit siitte yag varsa yagin uzaklastiriimasi i¢in 4000
devirde 15 dakika santrifiij edildi.
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Yogurt ve peynirden 20 gr érnek numuneyi temsilen alindi. Uzerine 75 ml kloroform,
1 ml doymus tuz ¢ozeltisi ve 5 gr diatoma toprag (celite 545) eklendi ve blendirda
2-3 dakika yiiksek devirde karistirildi.

Kaba filtre kagidindan 250 ml’lik silifli erlene siiziildii. Filtrasyon bittikten sonra
stiziintli 50 ml kloroform ile yikandi. Bu siiziintiiniin tamami evaporatérde 30°C de
vakum altinda ucuruldu. Ugurulan numunenin lizerine 1 ml metanol eklendi, karistirildi.
30 ml PBS ilave edildi. Bu karisim yavas¢a dondiiriilerek ayirma hunisine aktarildi ve
calkalandi. Erlene 30 ml PBS konuldu ¢alkalanip ayirma hunisine eklendikten sonra
ayirma hunisine 50-100 ml hekzan ilave edildi ve 1-2 dakika ¢alkalandi. Faz ayrilmasi

gerceklestikten sonra ayirma hunisindeki alt faz immunoaffinity kolonundan gegirildi.

3.2.4 Siit Numunesinin Immunoaffinite Asamasi

Immunoaffinite kolon vakum manifolda takild: ve basindaki beyaz kisimdan enjektore
sabitlendi. 50 ml siit immunoaffinite kolonundan 2-3 ml/dk akacak sekilde gegirildi.
Daha sonra 10 ml saf su ile yikama yapildi. Bu yikamadaki akis hiz1 en fazla 5 ml/dk
olacak sekilde ayarlandi. Kolondan bir ka¢ kez kuru hava gecirilerek saf su tamamen
cikarildi. 1,25 ml (metanol/asetonitril (20/30)) karisimi kolondan yavasca gecirildi ve
AFM1 elutesi 10 mI’lik vialde toplandi. 1,25 ml saf su ile islem tekrarlandi ve su ayni
viale eklendi ve vortekste iyice karistirildi. 2 ml’lik amber renkli viallere alinarak

HPLC*ye enjeksiyon yapildi.

3.2.5 Yogurt ve Peynir Numunelerinin Iimmunoaffinite Asamasi

Immunoaffinite kolon vakum manifolda takildi ve basindaki beyaz kisimdan enjektdre
sabitlendi. Ayirma hunisindeki alt faz Immunoaffinite kolondan 3 ml/dak akacak
sekilde gecirildi. Daha sonra kolona 20 ml saf su ile yikama yapildi. Bu yikamadaki
akig hizi en fazla 5 ml/dk olacak sekilde ayarlandi. Kolondan bir ka¢ kez kuru hava
gecirilerek saf su tamamen c¢ikarildi. 1 ml (metanol/asetonitril (20/30)) karigimi

kolondan yavasg¢a gecirildi ve AFM1 elutesi 10 ml’lik vialde toplandi. 1 ml saf su ile
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islem tekrarlandi ve su ayn1 viale eklendi ve vortekste iyice karistirildi. 2 ml’lik amber

renkli viallere alinarak HPLC ‘ye enjeksiyon yapildu.

3.2.6 HPLC Enjeksiyon

HPLC ye yerlestirilen numunelerden 100 pl enjeksiyon yapildi.

HPLC Sartlan
Dalga boyu : Excitation:360  Emission:430

Kolon : C18 3um 120A(4.6x 150mm)

Dedektor : Floresan dedektor

Sicaklik  :25°C

Basing feeeeee.< 200 bar

Akis hizi  : 1 ml/dk

Mobil Faz : Saf su/ Asetonitril/ Metanol(50/30/20)(v/v/v)

3.2.7 Verim (Geri Kazanilabilirlik)

Standart katma yonteminin (spiked samples) uygulanmasi igin aflatoksin belirlenmemis
slit, yogurt ve peynir ornekleri segildi. Bu amagla, 6rneklere aflatoksin ilavesinden sonra
kalitatif ve Kkantitatif c¢alismalar standardize edildi. Orneklerin igerisine ml
konsantrasyonunda aflatoksin katilarak analiz edilip geri kazanilabilirlik (%)
ortalamalar1 ve araliklar1 hesaplandi. Cizelge 3.1’e gore yapilan geri kazanim

calismalarimiz uygun oldugu i¢in ¢alismalara devam edildi.

Cizelge 3.1 Tavsiye edilen degerler geri kazanabilirlik yiizde degerleri (Tiurk Gida Kodeksi
Teblig no: 2002/25)

Kriter Konsantrasyon Araligi Tavsiye Edilen Deger
Geri Alma 0,01-0,05 pg /kg % 60 - % 120
Aflatoksin M1 >0,05 pg /kg % 70 - % 110
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4. BULGULAR

Bu calismada; Giresun yoresinde yerel olarak iiretilen (18) siit, (12) beyaz peynir ve
(12) yogurt olmak iizere toplam 42 o6rnek ile Tirkiye genelinde ulusal firmalar
tarafindan tretilen marketlerde satilan (22) UHT siit, (17) beyaz peynir ve (10) yogurt
toplam 49 6rnek paralelli ¢alisilarak AFM1 yo6niinden analiz edildi. AFM1’in varliginin

belirlenmesi ve seviyesinin tespitinde HPLC yontemi kullanildi.

Orneklerin incelenmesinde Tiirk Gida Kodeksi Gida Maddelerinde Belirli Bulasanlarin
Maksimum Seviyelerinin Belirlenmesi Hakkinda Teblig (N0:2002/63) de yer alan

maksimum sinir diizeyleri lizerine degerlendirmeler yapilmistir.

Yoreden toplanan 18 ¢ig siit 6rneklerine ait AFM1 miktarlari, maksimum, minimum ve

ortalama degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Analiz edilen ¢ig siit 6rneklerinde tespit edilen maksimum deger 0,048 ppb dir. Bu
deger Tiirk Gida Kodeksinde belirtilen limit olan 0,05 ppb nin de altinda bir degerdir.
Analiz edilen 6rneklerde AFM1 in tespit edilemedigi degerler de olmustur. 4 ¢ig siit
orneginde herhangi bir deger bulunamamistir. Analizlerden elde edilen degerlerin

ortalamasi1 0,011 ppb ‘dir.

Cig siit orneklerinin tamaminin limit deger olan 0,05 ppb nin altinda oldugu
belirlenmistir. Bu orneklerin 6 tanesinde (%33,3) 0-0,005 ppb arasinda, 4 tanesinde
(%22,2) 0,005-0,01 ppb arasinda, 8 tanesinde de (%44,4) 0,01-0,05 ppb arasinda AFM1
bulunmustur. AFM1 degerlerinin yiizde dagilim oranlar1 Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1°de

verilmistir.
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Cizelge 4.1 Yoreden toplanan ¢ig siit 6rneklerine ait AFM1 miktarlar1 (ppb=ng/ml)

Numune sira no AFM1
1 0,0068
2 a
3 0,017
4 0,0095
5 0,0022
6 0,015
7 0,006
8 0,048
9 0,0018

10 0,01
11 0,029
12 0,01
13 2
14 -2
15 0,014
16 0,008
17 -2
18 0,024

Minimum Deger -
Maksimum Deger 0,048
Ortalama Deger 0,011

#:Tespit edilemedi

Cizelge 4.2 Yoreden toplanan ¢ig siit 6rneklerine ait AFM1 miktarlarinin dagilimi

. ) ) Tiirk Gida Kodeks
Orneklerde tespit edilen AFM1 (ppb) o
Limiti (ppb)
<0,005 0,005-0,01 0,01-0,05 >0,05
S 6 4 8 - 0,05

% 33,3 22,2 44,4

- :Deger yok, S :Analiz edilen 6rnek sayisi, % :Yiizde oranlar
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¥ 0,01-0,05ppb
® <0,005ppb
0,005-0,01ppb

Sekil 4.1 Yoreden toplanan ¢ig siit 6rneklerine ait AFM1 miktarlarinin dagilimi

Yoreden toplanan 12 yogurt ornegine ait AFM1 miktarlari, maksimum, minimum ve

ortalama degerleri Cizelge 4.3’de verilmistir.

Yogurt ornekleri i¢in kabul edilebilir en yiliksek deger bulunmadig: i¢in aflatoksin
iceren yogurt 6rneklerinin degerlendirilmesinde ¢ig siitler i¢in kabul edilebilir en yiiksek

deger olan 0,05 ppb alinmustir.

Analiz edilen yogurt drneklerinde tespit edilen maksimum deger 0,043 ppb dir. Bu
deger Tiirk Gida Kodeksinde belirtilen limit olan 0,05 ppb nin de altinda bir degerdir.
Analiz edilen 6rneklerde AFM1 in tespit edilemedigi degerler de olmustur. 1 yogurt
orneginde herhangi bir deger bulunamamistir. Analizlerden elde edilen degerlerin

ortalamasi1 0,008 ppb ‘dir.

Yogurt Orneklerinin tamaminin limit deger olan 0,05 ppb nin altinda oldugu
belirlenmistir. Bu 6rneklerin 8 tanesinde (%66,6) 0-0,005 ppb arasinda, 2 tanesinde
(%16,6) 0,005-0,01 ppb arasinda, 2 tanesinde de (%16,6) 0,01-0,05 ppb arasinda AFM1
bulunmustur. AFM1 degerlerinin ylizde dagilim oranlar1 Cizelge 4.4 ve Sekil 4.2°de

verilmisgtir.
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Cizelge 4.3 Yo6reden toplanan yogurt 6rneklerine ait AFM1 miktarlar (ng/ml=ppb)

Numune sira no AFM1
1 0,0079
2 0,0036
3 0,0016
4 0,0024
5 0,0029
6 0,043
7 0,015
8 0,0053
9 0,0031
10 0,0028
11 -2
12 0,0032
Minimum Deger -
Maksimum Deger 0,043
Ortalama Deger 0,008

-%:Tespit edilemedi

Cizelge 4.4 Yoreden toplanan yogurt 6rneklerine ait AFM1 miktarlarinin dagilimi

. Tiirk Gida Kodeks
Orneklerde tespit edilen AFM1 (ppb) o
Limiti (ppb)
<0,005 0,005-0,01 0,01-0,05 >0,05
S 8 2 2 - 0,05
% 66,6 16,6 16,6

- :Deger yok
S :Analiz edilen &rnek sayisi
% :Yiizde oranlari

30



= (0,01-0,05ppb
= <0,005ppb
% 0,005-0,01ppb

Sekil 4.2 Yoreden toplanan yogurt 6rneklerine ait AFM1 miktarlarinin dagilimu

Yoreden toplanan 12 peynir 6rnegine ait AFM1 miktarlari, maksimum, minimum ve

ortalama degerleri Cizelge 4.5°de verilmistir.

Analiz edilen peynir 6rneklerinde tespit edilen maksimum deger 0,11 ppb dir. Bu deger
Tiirk Gida Kodeksinde belirtilen limit olan 0,25 ppb nin de altinda bir degerdir. Analiz
edilen drneklerde AFM1 in tespit edilemedigi degerler de olmustur. 2 peynir drneginde
herhangi bir deger bulunamamistir. Analizlerden elde edilen degerlerin ortalamasi

0,03 ppb “dir.

Peynir orneklerinin tamammin limit deger olan 0,25 ppb nin altinda oldugu
belirlenmigtir. Bu 6rneklerin 9 tanesinde (%75) 0-0,05 ppb arasinda, 2 tanesinde
(% 16,6) 0,05-0,1 ppb arasinda, 1 tanesinde de (%8,3) 0,1-0,25 ppb arasinda AFM1
bulunmustur. AFM1 degerlerinin yiizde dagilim oranlart Cizelge 4.6 ve Sekil 4.3°de

verilmigtir.
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Cizelge 4.5 Yo6reden toplanan peynir 6rneklerine ait AFM1 miktarlari (ng/ml=ppb)

Numune sira no AFM1
1 0,0043
2 0,011
3 0,035
4 0,002
5 0,009
6 0,11
7 0,0018
8 0,069
9 a
10 2
11 0,023
12 0,097
Minimum Deger -
Maksimum Deger 0,11
Ortalama Deger 0,03

-2 Tespit edilemedi

Cizelge 4.6 Yoreden toplanan peynir 6rneklerine ait AFM1 miktarlarinin dagilimi

. Tiirk Gida Kodeks
Orneklerde tespit edilen AFMz1 (ppb) o
Limiti (ppb)
<0,05 0,05-0,1 0,1-0,25 >0,25
S 9 2 1 - 0,05
% 75 16,6 8,3
- Deger yok ,

S : Analiz edilen 6rnek sayist ,
% : Yiizde oranlari
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B <0,05ppb
¥ 0,05-0,1ppb
0,1-0,25ppb

Sekil 4.3 Yoreden toplanan peynir 6rneklerine ait AFM1 miktarlarinin dagilimi

Marketlerde satisa sunulan 22 UHT siit orneklerine ait AFM1 miktarlari, maksimum,

minimum ve ortalama degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir.

Analiz edilen UHT siit 6rneklerinde tespit edilen maksimum deger 0,098 ppb dir. Bu
deger Tirk Gida Kodeksinde belirtilen limit olan 0,05 ppb nin istiinde bir degerdir.
Analiz edilen 6rneklerde AFM1 in tespit edilemedigi degerler olmamistir. Analizlerden

elde edilen degerlerin ortalamas1 0,027 ppb‘dir.

Siit orneklerinden 2 tanesinin (% 9,1) limit deger olan 0,05 ppb nin listiinde oldugu
belirlenmistir. Bu 6rneklerden 2 tanesinde (% 9,1) 0-0,005 ppb arasinda, 2 tanesinde
(% 9,1) 0,005-0,01 arasinda, 16 tanesinde de (%44,4) 0,01-0,05 ppb arasinda AFM1
bulunmustur. AFM1 degerlerinin yiizde dagilim oranlar1 Cizelge 4.8 ve Sekil 4.4°de

verilmistir.
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Cizelge 4.7 Marketlerde satisa sunulan UHT siit 6rneklerine ait AFM1 miktarlari (ng/ml=ppb)

Numune sira no Aflatoksin M1

1 0,017
2 0,042
3 0,007
4 0,012
5 0,01
6 0,018
7 0,047
8 0,015
9 0,031
10 0,019
11 0,008
12 0,048
13 0,044
14 0,011
15 0,098
16 0,011
17 0,0039
18 0,0104
19 0,098
20 0,028
21 0,012
22 0,0021

Minimum Deger 0,0039

Maksimum Deger 0,098

Ortalama Deger 0,027
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Cizelge 4.8 Marketlerde satisa sunulan UHT siit 6rneklerine ait AFM1 miktarlarinin dagilimi

. . . Tiirk Gida Kodeks
Orneklerde tespit edilen AFMz1 (ppb) o
Limiti (ppb)
<0,005 0,005-0,01 0,01-0,05 >0,05
S 2 2 16 2 0,05
% 9,1 9,1 72,7 91
- :Deger yok
S :Analiz edilen &rnek sayisi
% :Yiizde oranlari
%9,1 %9,1
B <0,005ppb
¥ 0,005-0,01ppb
%72.7 0,01-0,05ppb
= >0,05ppb

Sekil 4.4 Marketlerde satiga sunulan UHT siit 6rneklerine ait AFM1 miktarlarinin dagilimi

Marketlerde satisa sunulan 10 yogurt Ornegine ait AFM1 miktarlari, maksimum,

minimum ve ortalama degerleri Cizelge 4.9°da verilmistir.

Yogurt ornekleri i¢in kabul edilebilir en yliksek deger bulunmadig: i¢in aflatoksin
iceren yogurt drneklerinin degerlendirilmesinde ¢ig siitler i¢in kabul edilebilir en yiiksek

deger olan 0,05 ppb alinmustir.

Analiz edilen yogurt drneklerinde tespit edilen maksimum deger 0,035 ppb dir. Bu
deger Tiirk Gida Kodeksinde belirtilen limit olan 0,05 ppb nin de altinda bir degerdir.
Analiz edilen orneklerde AFM1 in tespit edilemedigi degerler de olmustur. 2 yogurt
orneginde herhangi bir deger bulunamamistir. Analizlerden elde edilen degerlerin

ortalamasi1 0,013 ppb‘dir.
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Yogurt Orneklerinin tamaminin limit deger olan 0,05 ppb nin altinda oldugu

belirlenmistir. Bu 6rneklerin 4 tanesinde (%40) 0-0,005 ppb arasinda, 2 tanesinde (%20)
0,005-0,01 ppb arasinda, 4 tanesinde de (%40) 0,01-0,05 ppb arasinda AFM1

bulunmustur. AFMz1 degerlerinin yiizde dagilim oranlar1 Cizelge 4.10 ve Sekil 4.5’de

verilmisgtir.

Cizelge 4.9 Marketlerde satisa sunulan yogurt 6rneklerine ait AFM1 miktarlari (ng/ml=ppb)

Numune sira no Aflatoksin M1

0,021
0,026
0,0067
0,0046

a

0,0048
0,005
0,03

a

© 00 N o o B~ W N B

[HEN
o

0,035

Minimum Deger -

Maksimum Deger 0,035

Ortalama Deger 0,013

#:Tespit edilemedi

Cizelge 4.10 Marketlerde satiga sunulan yogurt 6rneklerine ait AFM1 miktarlarinin dagilimi

N S Tiirk Gida Kodeks
Orneklerde tespit edilen AFM1 (ppb) o
Limiti(ppb)
<0,005 0,005-0,01 0,01-0,05 >0,05
S 4 2 4 - 0,05
% 40 20 40
- :Deger yok

S :Analiz edilen &rnek sayisi
% :Yiizde oranlari
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B <0,005ppb
¥ 0,005-0,001ppb
0,01-0,05ppb

Sekil 4.5 Marketlerde satisa sunulan yogurt drneklerine ait AFM1 miktarlarinin dagilimi

Marketlerde satisa sunulan 17 peynir Ornegine ait AFM1 miktarlari, maksimum,

minimum ve ortalama degerleri Cizelge 4.11°de verilmistir.

Analiz edilen peynir orneklerinde tespit edilen maksimum deger 0,078 ppb dir. Bu
deger Tiirk Gida Kodeksinde belirtilen limit olan 0,25 ppb nin de altinda bir degerdir.
Analiz edilen 6rneklerde AFML1 in tespit edilemedigi degerler de olmustur. 1 peynir
oreginde herhangi bir deger bulunamamistir. Analizlerden elde edilen degerlerin

ortalamas1 0,03 ppb‘dir.

Peynir Orneklerinin tamaminin limit deger olan 0,25 ppb nin altinda oldugu
belirlenmistir. Bu 6rneklerin 14 tanesinde (%82,4) 0-0,05 ppb arasinda, 3 tanesinde de
(% 17,6) 0,05-0,1 ppb arasinda AFM1 bulunmustur. AFM1 degerlerinin yiizde dagilim

oranlar1 Cizelge 4.12 ve Sekil 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.11 Marketlerde satigsa sunulan peynir 6rneklerine ait AFM1 miktarlar1 (ng/ml=ppb)

Numune sira no AFM1
1 0,03
2 0,03
3 0,03
4 0,03
5 0,02
6 0,028
7 0,008
8 0,008
9 0,036

10 0,03
11 0,052
12 0,024
13 0,078
14 0,059
15 0,017
16 0,026
17 -2

Minimum Deger -
Maksimum Deger 0,078
Ortalama Deger 0,03

#:Tespit edilemedi

Cizelge 4.12 Marketlerde satisa sunulan peynir 6rneklerine ait AFM1 miktarlarinin dagilimi

. ) ) Tiirk Gida Kodeks
Orneklerde tespit edilen AFMz1 (ppb) o
Limiti(ppb)
<0,05 0,05-0,1 0,1-0,25 >0,25
S 14 3 - - 0,05
% 82,4 17,6

- :Deger yok
S :Analiz edilen 6rnek sayist
% :Yiizde oranlari
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B <0,05ppb
= 0,05-0,01ppb

Sekil 4.6 Marketlerde satisa sunulan peynir rneklerine ait AFM1 miktarlarinin dagilimi

Analiz edilen tiim tiriinlere ait AFM1 miktarlar1 Sekil 4.7°de, Giresun yoresinde iiretilen
¢ig siit ve siit Urlinleri ile Tiirkiye’de iiretilen islenmis siit ve siit irlinlerine ait AFM1

miktarlarinin karsilagtirilmasi Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10 da verilmistir.

0,12

0,1
o
o
£
— 0,08 R
?:_t | Cig Sutler
= B Yoresel Yogurtlar
= 0,06 " .
g W Yoresel Peynirler
= B UHT Sutler
5 0,04 I
3 m Market Yogurtlari
'_
< || | | J|| = Market Peynirleri
L -
% 0,02

0 Illlll I|I|I|III|I T I|III
12345678 910111213141516171819202122
SUT ve SUT URUNLERI

Sekil 4.7 Giresun bolgesinde yerel olarak iiretilen ¢ig siit ve siit tiriinleri ile marketlerde satilan

stit tiriinlerinin AFM1 miktarlarina iliskin grafik
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CiG SUTLER ve UHT SUTLER

Sekil 4.8 Giresun yoresinde iiretilen ¢ig siitlerle, ulusal markalar tarafindan tiretilen UHT
stitlerin karsilastirilmasi
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YORESEL YOGURTLAR ve MARKET YOGURTLARI

Sekil 4.9 Giresun yoresinde tretilen yogurtlarla, ulusal markalar tarafindan tiretilen yogurtlarin
karsilastirilmasi
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Sekil 4.10 Giresun yoresinde tretilen peynirlerle, ulusal markalar tarafindan tiretilen peynirlerin
karsilastirilmasi
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5. TARTISMA VE SONUC

Tirkiye’de ve dinyanin cesitli lilkelerinde yapilan bir ¢ok arastirmada siit ve siit
tirtinlerinde AFM1 analizi yapilmistir ve ¢alismamizda ki AFM1 miktar1 sonuglariyla
yapilan bazi ¢aligmalar kiyaslanmistir, benzer sonuglara ulasildigi gibi farkli sonuglarla

da karsilagilmistir.

36 adet ¢ig inek siitii, 50 adet siit iirlinii (25’er adet taze beyaz peynir ve kasar peyniri)
ve 50 adet findik 6rnegi Samsun ¢evresinden rastgele toplanmistir. Siit Uirtinii ve findik
ornekleri sirasiyla AFM1 ve AFB1 yoniinden ELISA testi kullanilarak analiz edilmistir.
Cig inek siitii, taze beyaz peynir ve kasar peyniri 6rneklerinde AFM1 ile bulasma
oranlart sirasiyla %61, %12 ve %80 olarak belirlenmistir. Findik 6rneklerinin 43
adedinde (%86) AFBL1 tespit edilmistir (<1 ile 11.3ppb arasinda). Siit ve siit tirtinlerinde
tespit edilen AFM1 miktarlarinin Tirk Gida Kodeksi ve Avrupa Birligi tarafindan
belirlenen en yiiksek tolere edilebilir limitlerin altinda oldugu, bununla birlikte 2 findik
orneginde AFB1 miktarinin yasal limitlerden yiiksek oldugu goriilmiistiir (Aksoy ve ark.
2010).

Trakya Bolgesi’ndeki siitiin kontaminasyon derecesini dlgmek i¢in yapilan ¢aligmada
135 adet ¢ig siit Ornegi incelenmistir. 116’sinda (%86) AFM1 bulundugu tespit
edilmistir. AFM1 bakimindan pozitif ¢ikan 6rneklerden sadece 1 tanesi (%0,74) yasal
limitin tizerindedir. Pozitif orneklerde saptanan AFM1 miktarlar1 0,001-0,068ppb
arasinda degisirken, genel ortalama 0,008ppb olarak tespit edilmistir (Ozsunar 2005).

Canakkale ve c¢evresinde tretilen toplam 25 adet beyaz peynir numunesinde AFM1
seviyeleri HPLC kullanilarak arastirilmistir. Calisma sonucunda 10 adet (%40) beyaz
peynir numunesinde AFMz tespit edilemedi. 2 adet (%8) beyaz peynir numunesinde
Tiirk Gida Kodeksi limit degeri (0,25ppb) tlizerinde AFM1 tespit edilmis olup, 13 adet
(%52) numunede limit degerler altinda AFMz1 varligi tespit edilmistir (Demirtas 2006).
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Kilis’teki bireysel c¢iftliklerden elde edilen 110 keci siitii O6rneklerinde ELISA
yontemiyle AFM1 analizleri yapilmistir. AFM1 17 (%15,46) 6rnekte belirlenemezken,
93 (%84,54) siit orneginde farkli diizeylerde bulunmustur. AFM1 110 siit 6rneginin
70’inde 0,005-0,116 ppb diizeyleri arasindaki yogunluklarda belirlenmistir. Orneklerin
7’sinde (%6,36) belirlenen AFM1 diizeyleri Tiirk Gida Kodeksi’nde belirtilen
maksimum kabul edilebilir limitten (0,05 ppb) daha yiiksek diizeyde 6l¢iilmiistiir. Sonug
olarak, Kilis ilinde insanlar tarafindan tiiketilen keci siitii 6rneklerinin %84,54 iinde
AFM1 belirlenmis ancak 6rneklerin %6,36’s1 insan sagligi i¢in risk olusturacak diizeyde

AFM1 icermektedir (Ozdemir 2007).

Samsun, Canakkale, Kilis ve Trakya bdlgesinde yapilan g¢aligmalar bizim calisma
sonuclarimizla paralellik gostermektedir. Yorede iiretilen ¢ig siitler ve siit {riinleri
tizerine yapmis oldugumuz ¢alisma ile Samsunda yapilan ¢alisma sonunda tespit edilen
tim orneklerin AFM1 miktarlar1 Tiirk Gida Kodeksi ve Avrupa Birligi tarafindan
belirlenen en yiiksek tolere edilebilir limitlerin altinda ¢ikmistir. Trakya bolgesinde ise
135 adet ¢ig siitten yalnizca 1 tanesi (%0,74), Canakkale bolgesinde 25 adet peynirden
sadece 2’si (%8), Kilis’te de 110 adet kegi siitii 6rneginden sadece 7’si(%6,36) yasal

limitlerin tizerindedir.

Van’da yapilan arastirmada 90 tane siit 6rnegi incelenmistir. %87,77 lik kesmi olusturan
79 6rnekte AFM1 bulunmustur. %44,30 luk kesim olan 35 6rnek ise; Tiirkiye ve bazi
iilkelerce kabul edilen maksimum tolerans limiti olan (0,05 ppb) den yiiksektir.
Istatiksel degerlendirmeler marttan nisana kadar olan ve marttan mayisa kadar olan
donemlerde toplanan siitlerdeki AFM1 konsantrasyonlarinda Onemli farkliliklar
oldugunu gostermektedir. Diger taraftan, nisan haziran ve mayis haziran arasinda
alman siit orneklerinin AFM1 konsantrasyonlar1 arasindaki farkliliklarin anlamlilik
diizeyi P<0,01. Siit iirtinlerinde AFM1 miktarin1 belirlemek {izere de 93 06rnek
toplanmistir.  Pastorize siit, yogurt, ayran ve peyniralti suyunda ki AFM1
konsantrasyonlar1 arasinda 6nemli bir istatistiksel fark gozlenmemistir. AFM1 igerigi
salamura beyaz peynir ve kasar peynir Orneklerinde sigir siitii 6rneklerinden daha

yiiksekken krema ve yag orneklerinde daha diisiiktiir (Bakirc1 2001).
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Ankara’da 85 pastorize silitten ELISA yontemiyle aflatoksin analizi yapilmistir.
Orneklerden 75 (%88,23)’inin aflatoksin igerdigi ve 48(%64)’inin diizeyi Tiirkiye i¢in
bildirilen limit degerin (0,05 ppb) iizerinde oldugu hesaplanmistir (Sarimehmetoglu ve
ark. 2000).

Erzurum’da yapilan arastirmada toplam 150 UHT siit 6rnegi AFM1 yoniinden
incelenmistir. Ornekler Erzurum sehir merkezindeki marketlerden temin edilmistir.
Orneklerin AFM1 icerigi ve konsantrasyonu kompetitiv ELISA metoduyla
arastirllmistir. UHT siit orneklerinin %59 unun AFM1 igerigi belirlenmistir. 16
numunenin (%10,7) AFM1 yoniinden Tiirk Gida Kodeksi ve Avrupa Birligi tarafindan

diizenlenen yasal limitleri astig1 belirlenmistir (Atasever ve ark. 2010).

Aydinda 26 mandiraya ait, siit (13), beyaz peynir (7), kasar peyniri (6), tulum peyniri
(6), lor peyniri (6) ve yogurt (9) olmak tlizere toplam 47 adet numune AFM1 yoniinden
incelenmistir. Sonugta, incelenen Orneklerde ortalama 0,105 ppb diizeyinde AFM1
belirlenmigstir. AFM1 insidans1 %100 ve araligi 0,027- 0,250 ppb arasinda saptanmistir.
Incelenen siit orneklerinin %61,5°i, yogurt orneklerinin % 77,7’si ve peynirlerin

% 4’liniin yasal olarak belirlenen siirlar astig1 saptanmistir (Kok 2006).

Ic Anadolu Bélgesinde marketlerde satilan 129 UHT siit 6rneginde AFM1 seviyeleri
ELISA kullanilarak incelenmistir. Calisma sonucunda 75 adet drnekte (%58.1) AFM1
kontaminasyonu oldugu belirlenmistir. 68 ornek (%53) Avrupa Toplulugu limiti olan
0,05 ppb nin altinda iken, 61’1 (%47) izin verilen limitin {izerinde oldugu tespit
edilmistir (Unusan 2006).

Kayseri’de yapilan calismada 90 ¢ig siit 6rneginde ELISA yontemi ile AFM1 miktar
tayin edilmistir. Toplanan 90 6rnegin 10’unda AFM1 miktar1 0-0,009 ppb arasinda,
3’tinde 0,01-0,019 ppb arasinda, 8’inde 0,02-0,039 ppb arasinda, 6’sinda 0,040-0,049
ppb arasinda, 15’inde 0,05-0,079 ppb arasinda, 48’inde 0,08 ppb ve {istii arasinda
cikmistir. Bu ¢alismada ¢alisilan 90 siit 6rneginden 15’inin degeri Tiirkiye’de aflatoksin

icin belirtilen limit degerin (0,05 ppb) tizerinde ¢ikmistir (Mavus 2003).
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Yapmis oldugumuz calismada sadece 22 UHT siit 6rneklerinden 2 tanesine ait AFM1
degerleri Tirk Gida Kodeksi ve Avrupa Birligi tarafindan diizenlenen yasal limitleri
(0,05 ppb) astig1 belirlenmistir. Tiirkiye’de diger bolgelerde yapilan arastirmalarda bu
say1 daha yiiksektir. Van’da yapilan arastirmada 90 tane siit 6rneginden 35 Ornek
(%44.30), Ankara’da 85 pastorize siitten 48 (%64) ornek, Erzurum’da 150 UHT siit
orneginden 16 6rnek (%10,7), Aydin’da 47 siit ve siit iiriinii 0rneginden incelenen siit
orneklerinin 8 (% 61,5)’i, yogurt 6rneklerinin 7 (% 77,7)’si ve peynirlerin 1 (% 4)’inde,
I¢ Anadolu bdlgesinde 129 UHT siit drneginden 61°i (%47) ve Kayseri de 90 ¢ig siitten

15 6rnek (%17) bu yasal limitlerin {izerinde ¢ikmugtir.

Tiirkiye’de yapilan bolgesel ¢alismalarda ki farklilik Tiirkiye’de hiikiim siiren degisik
iklim sartlarma baghdir. Siit ve siit rlinlerine AFM1 kontaminasyonu cografyaya,
tilkeye ve mevsime bagl olarak degisir. Ayn1 yoreden saglanan 6rneklerdeki farklilikta
yemlerdeki AFB1’in bu yemlerle beslenen hayvanlarin karacigerinde farkli metabolize

olmasiyla ilgilidir.

Diinyada yapilan bazi caligmalara baktigimizda; 1996 yilinda degisik Italyan
kentlerinden aldiklar siit, siit tozu ve yogurt 6rnekleri ile yaptiklari ¢caligmalarda; 161
siit 6rneginin 125’inde (%78), 0,001 ile 0,024 ppb arasinda degisen seviyelerde, 92 siit
tozu Orneginin 49’unda (%53), 0,001 ile 0,08 ppb arasinda degisen seviyelerde, 120
yogurt Orneginin 73’linde (%61), 0,001 ile 0,032 ppb arasinda degisen seviyelerde
AFML1 tespit etmislerdir (Galvano et al. 2001).

Portekiz’de incelenen siitlerin % 80,6’sinda AFM1 igerigi saptanmistir. Bunlardan 17 si
(%54,8) lik kisim (0,005-0,010 ppb) degerleri arasindayken 2 6rnek (% 6,5)
(0,011-0,02 ppb) degerleri arasinda, 6 tanesi de (%19,3) (0,021-0,050 ppb) degerleri
arasinda oldugu goézlemlenmistir (Martins and Martins 2000).

[ran’da marketlerden temin edilen 116 pastérize siit ve 109 UHT siitte AFM1 igerigi
ELISA yontemi ile incelenmistir. Incelenen UHT siitlerden 3 tanesi ve pastorize siitlerden 2
tanesi US ve Iran da AFM1 igin belirlenen maksimum limitin (0,5 ppb) lizerindedir.

Avrupa birligi tarafindan belirlenen limit (0,05 ppb) géz 6niine alindiginda pastorize

45



stitlerden 31’1 (%26,7) ve UHT siitlerden 19°u (%17,4) bu limitin iizerindedir (Fallah
2010).

Hindistan’mn Andhra Pradesh sehrinde yapilan ¢alismada 280 siit 6rneginin 146’sinda
0,5 ppb’nin altinda AFML1 tespit edilirken, 80 6rnekte 0,6 ppb ile 15 ppb arasinda, 42
ornekte 16 ppb ile 30 ppb arasinda, 12 6rnekte 31 ppb ile 48 ppb arasinda degisen
seviyelerde AFM1 tespit edilmistir (Thirumala et al. 2002)

Portekiz ve Italya da yapilan caligmalar bizim Tiirkiye’de Giresun yoresinde yapmis
oldugumuz calismalarla benzerlik gostermektedir. iran’da yapilan calismayla
kiyaslandiginda ise UHT siit orneklerinin Avrupa Birligi tarafindan belirlenen limitin
istiinde olan Ornek sayisi ve yiizdesi bizim c¢alismamizdan yiliksek c¢ikmistir.

Hindistan’da yapilan ¢aligsmalarin sonuglari ise oldukga ytiksektir.

Yemlerde bulunabilen AFB1’den koken alan AFM1’in siit ve siit triinlerinde
pastOrizasyon, sterilizasyon gibi 1s1 uygulamalarindan etkilenmemesi, Kimyasal ve
biyolojik yollarla detoksifikasyon islemlerinin ¢ok etkili ve uygun olmamasi1 gibi

nedenlerle yemlere kiif bulagmasi ve aflatoksin liretmelerinin 6nlenmesi gerekmektedir.

Ciftliklerde aflatoksin ile kontamine yemlerin tiiketilmesinde et kalitesinde bozulma ve
verimlilikte kayiplar gozlenir (Kamkar 2005). Aflatoksinler tavuklarin yag depolariyla
yumusak dokularina daha ¢ok sizma egilimindedir (Leeson et al. 1995). Bu agidan
degerlendirildiginde sadece siit ve siit iriinleriyle degil AFB1 ile kontamine yemleri
tilketen hayvanlarin etlerini tiiketme ile de toksinin insan viicuduna alinmast miimkiin

olabilmektedir.

Diinyanin her yerinde insanlarin ¢ogunlugu o6zellikle bebekler ve yetisme cagindaki
cocuklar tarafindan fazla miktarlarda tiiketilen siit ve siit iriinlerinde siklikla
bulunabilen AFM1, diinyada ve ozellikle de gelismekte olan iilkelerde halk sagligini

tehdit edebilecek seviyelerde bulunmaya devam etmektedir.
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AFMa1 ile kontamine siit ve siit Uriinlerinin insanlar tarafindan tiiketilmesini dnlemek
icin Oncelikle hayvanlarin tiikettigi yemlerin ve yem hammaddelerinin gerek tarlada,
gerekse depolama kosullarinda AFB1 ile kontamine olmasinin engellenmesi

gerekmektedir.

Bu ¢alisma Giresun’da AFM1 bakimindan siit ve siit liriinlerinin 6nemli bir risk teskil
etmedigini gostermektedir. Ancak AFM1 riskinin iklimsel faktorlere, tarim
uygulamalarina vb. faktorlere bagli olarak yemlerdeki kiif oraniyla ilgili oldugu
unutulmamalidir ve konuyla ilgili taraflar bilgilendirilmeli ve denetimler sistemli ve

muntazam bir sekilde stirdiirilmelidir.
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