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OZET

SEMT PAZARLARINDA SATISA SUNULAN KECI PEYNIRLERINDE
AFLATOKSIN M; VARLIGININ ARASTIRILMASI

Akyol M. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Besin Hijyeni
ve Teknolojisi Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2020.

Bu ¢alismanin amac starter kiiltiir kullanilmadan ve semt pazarlarinda satisa sunulan keci
peynirlerinde Aflatoksin M; (AFM;) varhgimin ELISA ve Sivi Kromatografi-Kutle
Spektrofotometresi (LC-MS) teknikleri ile belirlemektir. ELISA ile analiz edilen 82 adet kegi
peyniri 6rneginden 20 tanesininin (%24,40) 5,68 — 18,57 ng/kg (ppt) diizeyleri arasinda AFM;
ile kontamine oldugu belirlenmistir. Daha sonra AFM; ile kontamine bu 20 adet peynir
orneginden rasgele 10 adedi secilerek LC-MS ile analiz edilmistir. ELISA sonuclarina gore
AFM; ile kontamine higbir peynir 6rneginin Tirk yasal limitlerini (250 ng/kg) asmadigi
belirlenmistir. Ayn1 zamanda AFM; ile kontamine olan ve rastgele secilen 10 peynir
orneginin LC-MS degerleri, tespit edilebilir diizeylerin iizerinde (>200 ng/kg) olmadigi
belirlenmistir. Sonug¢ olarak bu ¢alismada kegi peynirlerinde belirlenen AFM; diizeylerinin

ciddi bir halk saglig: tehlikesine sahip olmadig: diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin, AFM3, Halk sagligi, Kegi peyniri.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF AFLATOXIN M; PRESENCE IN GOAT CHEESES
RETAIELD AT OPEN BAZAAR

Akyol M. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Department
of Food Hygiene and Technology, Master’s Thesis, 2020.

The aim of this study was to detect the presence of Aflatoxin M; (AFM3) in goat cheeses
produced without used starter culture and retaield in open bazaar by ELISA and Liquid
Chromatography-Mass Spectrophotometer (LC-MS) techniques. The mean contamination rate
was between 5,68 — 18,57 ng/kg (ppt) in 20 from 82 (24,40%) goat cheese samples analyzed
by ELISA. Then, 10 cheese samples randomly chosen from 20 samples contaminated with
AFM; and analyzed by LC-MS. None of the cheese samples contained AFM; levels above
the Turkish legal limit (250 ng/kg) according to ELISA results. According to the data, 10
randomly selected cheese samples contaminated with AFM; were not over the detectable
levels (>200 ng/kg) analyzed by LC-MS. Consequently, the AFM; contamination levels
determined in this study in goat cheese were not considered to pose a serious public health
hazard.

Key Words: Aflatoxin, AFM;, Goat cheese, Public health.
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1. GIRIS

Mikotoksinler, aromatik halka ya da daha diislik oranda alifatik bilesiklerden olusan ve
kiiflerin olusturdugu sekonder metabolitler olup 6zellikle tahillarin iiretimi ve depolanmasi
sirasinda olusan bilesiklerdir. Cogunlukla Aspergillus, Penicillium, Fusarium tirleri
tarafindan tiretilmektedir (Li ve ark, 2017). Aflatoksinlerin baslica, aflatoksin B;, By, Gi, G,
M; ve M;, tiirevleri bulunmaktadir. Aspergillus parasiticus ve A. nomius hem B, hem de G tipi
aflatoksinleri uretirken A. flavus, sadece B tipi aflatoksini tiretmektedir. Bunlar arasinda en
toksik, karsinojenik ve en yaygin olan tur, aflatoksin B;’dir. AFM; ise AFB;’in karacigerde
metabolize olduktan sonra siit ile atilan tiirevidir (Prodanov-Radulovi¢ ve ark, 2018).
Mikotoksinler, dogrudan veya metabolitleri ile dolayli olarak DNA’ya baglanmakta ve
teratojenik ve/veya mutajenik etkilerini gostermektedirler (Malissiova ve ark, 2013).
Mikotoksinlerin gida ve yemlerle alim miktar1 ve siiresi dikkate alindiginda, farkli etkilerinin
goriilebileceginden dolay1 tolerans dilizeyinin sifir olmasi, yani alinan gida ve yemlerde
mikotoksin bulunmamasi gerektigi kabul edilmekle birlikte bu toksinlerin gida ve yemlerde
dogal olarak bulunmasi nedeniyle “bulunabilecek maksimum tolerans degerleri” dl¢iit olarak
kullanilmaktadir (Giiclikoglu ve ark, 2010).

Sut ve sit drunleri, 6zellikle de peynirler, patojen organizmalar, toksinler ve kimyasal
kalintilar sonucu halk sagligi icin tehlike arz edebilmektedirler. (Caglar ve ark, 1996;
Atasever ve Keles, 1998). AFM;’in en 6nemli 6zelliklerinden birisi kazeine olan affinitesidir.
Bu ilginin yiiksek olmasindan dolay1 AFM;’in peynirde bulunma riski, daha da artirmaktadir

(Prandini ve ark, 2009).



2. GENEL BIiLGILER

Siit, igerdigi besin elementleri ile tam bir protein kaynagi olup tiim esansiyel
aminoasitleri yeter ve dengeli bir bigimde igermektedir. Ayrica yiiksek kalorili bir besin
maddesi olan siit, kisa slirede tazeligini ve giivenilir bir sekilde tiiketilebilirligini kaybettigi
icin raf odmri daha uzun olan {iriinlere islenmektedir. Bunlar arasinda yogurt, tereyegi ve
peynir en ¢ok tercih edilen drtnler grubunu olusturmaktadir. Tirk Gida Kodeksi (TGK)
2015/6 sayili Tirk Gida Kodeksi Peynir Tebligi’nde peynirin tanimi sdyle yapilmustir;
“Hammaddenin peynir mayast kullanilarak pihtilagtirilmasi ile elde edilen telemenin,
teknigine uygun olarak islenmesiyle iiretilen, liretim asamalarindaki farkliliklara gore taze
veya olgunlastirilmis olarak tanimlanabilen, ¢esidine 6zgili karakteristik 6zellikler gosteren
salamural1 {irtin”.

Mikotoksin, kiifiin metabolizma ve/veya gelismesinde 6nemli rolii olmayan, kiifler
tarafindan hizli tireme ddneminin sonunda olusturulan toksik metabolitlerdir. Mikotoksinler;
Aspergillus, Penicilium ve Fusarium tarafindan birgok gidada belirli sartlar altinda
uretilmektedirler. Mikotoksinlerin alt grubu olan aflatoksinler ise Aspergillus flavus, A.
parasiticus, A. nomius tarafindan {iretilen toksik, karsinojenik, teratojenik ve mutajenik
bilesiklerdir. Aflatoksin kelimesi cins ismi olan Aspergillus’un ilk harfi “A” ile tiir ismi
flavus’un ilk ii¢ harfi olan “FLA” harflerinin birlestirilmesi ve sonuna latince zehir anlamina
gelen “TOKSIN” kelimesinin eklenmesiyle olusturulmustur (Yangilar ve Oguzhan, 2013).
Aflatoksinler baslica B1, B2, G1, G2, M1 ve M2 olmak iizere alt1 bilesikten olusmaktadir.
Aflatoxin B1 (AFB1), giiclii bir karsinojen olup siit hayvanlar1 bu toksini rasyonlari ile aldig1
zaman, hepatik biotransformasyon ile (microsomial cytochrome P450) Aflatoksin Ml1’e
metabolize olmaktadir. Hayvan yemlerinin yaklasik %1-3’liniin AFB1 ile kontamine oldugu
tahmin edilmektedir (Oksliztepe ve Erkan, 2016). Bu isimlendirme, spektrofotometrede
aflatoksin B1 ve B2'nin mavi (Blue), aflatoksin G1 ve G2'nin ise yesil (Green) floresan
vermesiyle iligkilidir. Aflatoksin M1 ve M2 ise kiif olusumunun sekillendigi yemlerle
beslenen hayvanlarin karacigerinde AFB1’in katabolize olmasi ile sekillenmekte ve siit
salgisiyla birlikte salgilanmaktadir. Bu toksinler, ilk kez aflatoksinli yemlerle beslenen
hayvanlarin siitlerinden tespit edildiginden dolayr M (Milk) olarak gosterilmislerdir (Temiz
ve Ozkaya, 2003).



Gida ve yemlerde dogal kontaminant olarak bulunan insan ve hayvan saghgi
bakimindan 6nem tasiyan aflatoksinler disinda dikkate deger diger baslica mikotoksinler ise
Okratoksinler, Trikotesenler, Rubratoksinler, Sterigmosterinler, Zearalenon, Strinin, Patulin,
Penisillik asit, PR toksin, Kojik asit, Sporidesmin ve Ergot alkoloidleri olarak
siralanabilmektedir (Kaya ve ark, 2002).

Mikotoksinlerle kontamine yem ve gidalar, hayvanlarda toksikasyonlara sebep
olurken, kronik mikotoksikozise maruz kalan hayvanlarin dokularina da ge¢mektedir. Bu
hayvanlardan elde edilen {irlinlerin tiiketime arz edilmesiyle mikotoksikozis, insan sagligi
acisindan ¢ok genis boyutlu potansiyel bir tehlike olusturabilmektedir. Bununla birlikte
Aflatoksinler, insan ve hayvanlarda yuksek toksisiteye sahip bilinen en tehlikeli
mikotoksinler. Bu grup mikotoksinler, baslica Aspergillus flavus ve A. parasiticus olmak
tizere, cesitli Aspergillus turleri ile Penisillium (Penisillium ruber gibi) ve Rhizopus tirleri

tarafindan tiretilen mikotoksinlerdir (Meki ve ark, 2004).

2.1. Diinyada ve Tiirkiye’de Peynir Uretim ve Tiiketim Durumuna Genel Bakis

2019 yilinda diinya genelinde 852 milyon ton siit iiretimi gerceklestigi ve 2018 yilina
gore %1,4 oraninda arttig1 bildirilmistir. Siit {irlinleri ise (siite esdeger) 7,6 milyon ton olup,
bir 6nceki yila gore %0,8 oraninda artmistir (WEB-1).

2016 yilinda diinya genelinde inek siitii tiretimi 488.812.000 ton olup, bunun
189.080.000 tonu (%39) Avrupa Birligi ve Dogu Avrupa’da tiretilmektedir. Amerika kitasi,
155.637.000 ton (%32) ile ikinci sirada yer almaktadir. Asya’da 113.340.000 ton (%23) ve
Okyanusya’da kayitl: siit tiretimi 30.755.000 tondur (%6). Avrupa Birligi’nin 2013 yil1 peynir
Uretimi 645.776.815 ton olup, Suudi Arabistan 231.341.350 ton, Yeni Zelanda 269.306.317
ton, ABD 170.262.254 ton, Misir 160.111.100 ton ve Avustralya 163.163.170 ton peynir
tretmistir (WEB-1).

Kegi siitii ve tirtinlerinin Avrupa Biriligi iilkelerinde ve genel olarak diinya tilkelerinde
tiiketilme oranlar1 her gegen giin artiyor olmasina ragmen, Tirkiye’de kegi siitii ve tiriinlerinin
iiretiminin yetersiz diizeyde oldugu sdylenebilir. Nitekim 1980-2008 yillar1 arasinda diinyada
toplam kegi siitii tiretimi %98 oraninda artarken, bu oran Tiirkiye’de %57 oraninda azalmistir
(WEB-1).

Tiirkiye’de kegi siitii ve trlinleri iretiminde kil kegileri oldukca 6nemli bir yer

tutmaktadir. Elde edilen kegi siitleri ise genellikle koyun ve/veya inek siitii ile karistirilarak
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peynire islenmekte veya dogrudan dondurma iiretiminde kullanilmaktadirlar (Giilmez ve ark,
2003). Ulkemizde yiiksek oranda peynir tiiketiminin oldugu bilinmektedir (Aydemir Atasever
ve ark, 2010).

Ayni zamanda iilkemizde son yillarda kegi siitii ve Uriinlerinin tiretimi konusunda
olumlu gelismeler yasanmaktadir. Ozellikle Trakya, Marmara, Ege ve I¢ Anadolu Bolgesi’nde
saf Saanen ve Saanen melezlerine dayali igletmeler kurulmustur. Tiirkiye’de keci siitii ve
tirtinlerinin ortaya konulmasindaki bu gelismeler, Tiirkiye’de siit tiretim miktarinin artirilmast,
tirtinlerinin ¢esitlendirilmesi, belirli bir istihdam yaratmasi, belirli bir katma deger olusturmasi

gibi etkileriyle olumludur (Savran ve ark, 2011).

2.2. Mikotoksinler ve Mikotoksikozis

Kiiflerin gelisimi ve mikotoksin olusturmalari, ortam ile yem ve besin maddelerinin
nispi nem igerigi ile ortamin ya da iiriiniin oksijen durumu, tane besinlerde mekanik hasar, pH
ve diger birgok etkene gore degiskenlik gostermektedir. Kiif ve mayalarin zorunlu aerob
mikroorganizmalar oldugu ve ortamda oksijen varliginin ¢ok énemli oldugu unutulmamalidir.
Ayni zamanda ortamin 1sis1 ve rutubeti ile besin ve yemlerin nem igerigi, toksin
olusturulmasinda 6nemli etkenlerdir (Kaya ve ark, 2002).

Mikotoksinler, sekonder metabolitler olarak tanimlanmislardir. Zira normal fungal
gelisim i¢in dogrudan gerekli degillerdir ve siklikla diisiik molekiiler agirliliga sahip
bilesiklerdir. Dogal olarak meydana gelen molekiillerdir ve karmagik ekosistemler icerisinde
iiretildikleri susa kars1 segici bir avantaj sagladiklari diisiiniilmektedir. Uretilen bu toksinlerin
rolleri, diger organizmalarla temasa ge¢mek, yarismak ve ayni trofik oyukta yer alan diger
rakiplerinin gelismesini ve liremesini engellemektir (Magan ve Aldred, 2007; Fox ve Howlett,
2008). Bu metabolitler, ¢esitli gida ve yem iirlinlinde yaygin olarak bulunmaktadir. Gerg¢ekten
de kiifler, bir dizi substrat (hububatlar, et, kuru yemisler, peynir, tiziim, kahve ¢ekirdegi, elma
ve bunlardan kdken alan iirlinleri igeren) iizerinde liretim alanlarinin herhangi bir sathasinda,
hasat sonras1 depolama siiresince ve genis araliktaki iklim sartlar altinda gelisebilmektedirler.
Ayrica mikotoksinlerin, endiistriyel proseslere olduk¢a dayanikli olduklari da bilinmektedir.
Mikotoksin liretim profilinin substratin bilesimine (Kokkonen ve ark, 2005), sicaklik, su
aktivitesi, pH veya oksijen konsantrasyonu gibi ekofizyolojik faktorlere ve mikrobiyel
etkilesimleri kapsayan biyotik faktorleri iceren farkli fungal gelisim sartlar1 altinda

degisebilecegi belirlenmistir (Magan ve Aldred, 2007).



Kiiflenme, kiif ve/veya mantar sporlarmin yayilmas: ile iligkilidir. Bu sporlar
¢ogalmalar1 i¢in uygun olmayan sartlarda yillarca canli kalabilirler. Sartlarin normale
donmesiyle birlikte, ¢ok stiratli bir sekilde iireyerek bir yandan yem ve gida maddelerinin
bozulmasina, diger yandan mikotoksin sentezleyerek ve sentezledikleri bu toksinleri
bulunduklar1 ortama birakmak suretiyle, yem ve gidalarin mikotoksin ile kontaminasyonuna
sebep olmaktadirlar (Cetin, 1990).

Mikotoksinlerle kontamine olmus yem ve gidalar, hayvanlarda toksikasyonlara sebep
olurken, kronik mikotoksikozise maruz kalan hayvanlarin dokularma da ge¢mektedir. Bu
hayvanlardan elde edilen firiinlerin tiiketime arz edilmesiyle mikotoksikozis, insan sagligi
acisindan ¢ok genis boyutlu potansiyel bir tehlike olusturmaktadir (Cetin, 1990).

Mikotoksikozisle savasta kontamine yemlere adsorbanlarin ilave edilmesi Uzerine
yapilan calismalar bulunmaktadir. Adsorban materyali, secici olarak sindirim siresince
adsorbanlar1 baglar. Bu, gastrointestinal sistemde mikotoksinlerin emilimini Onler/azaltir ve
boylece toksik etkileri azaltir. Bu adsorbanlardan, esterifiye bir glukanin en etkili oldugu
belirtilmektedir (Dvorska ve Surai, 2001).

2.3. Aflatoksinler

Aflatoksinler (AFler), baslica Aspergillus flavus, A. parasiticus ve A. nomius turi
mantarlar tarafindan {iretilen bir sekonder toksik metabolit grubudur. Bu tiirler, dogada
yaygin olarak bulunmaktadir ve kuru meyve, yagli tohumlar, tahillar ve baharatlari
kontamine edebilmektedir. Bu kontaminantlar, sahadaki bitkileri, ekinleri, nakliye
araglarini ve depolari etkileyebilir (Hussein and Brasel, 2001).

AF’lerin memeli viicuduna ana giris yolu, kontamine yem ve gidalarin sindirim
yoluyla alinmasi olarak belirtilmektedir. Viicuda alindiklarinda baslica etkilenen hedef organ
karacigerdir (Carvajal, 2013). AF’ler, hayvanlara ve insanlara zarar verir ve DNA’ya
baglanabildikleri ve bu sekilde yillarca sakli kalabildikleri i¢in en kuvvetli dogal mutajenler
ve karsinojenler olarak diisiiniilmektedirler. Aflatoksin By (AFB;), insanlar igin kanitlanmis
Grup I karsinojen olarak siiflandirilmaktadir. Aflatoksin M; ise IARC tarafindan Grup 2B
karsinojen olarak siniflandirilmaktadir (Carvajal ve ark, 2012). AF alimi ile ilgili akut
semptomlar, kusma, hemoraji, diyare ve Olimdiir. Kronik semptomlar ise bagisiklik

sisteminin baskilanmasi, fetal malformasyonlar, siroz, hepatit ve hepatoselliiler karsinom,



kolorektal, servikal, meme, pankreatik ve akciger kanserleri gibi bazi kanserler tiirlerini
kapsamaktadir (Shephards, 2003).

Bu toksinler 6zellikle, sicak ve nemli iklime sahip bolgelerde, hububat ve taneli
bitkilerde, aflatoksin {iremesinin takip ve kontroliiniin eksik oldugu gelismekte olan iilkelerde
problemdir (Otim ve ark, 2005).

Cig siitten tretilen peynirler gerek tasidiklari mikroorganizmalar gerekse siit toksini
olarak nitelendirilen AFM1°1 igermesi halk sagligi bakimindan risk olarak nitelendirilir (Bulca
ve Bircan, 2013). Siat drlnlerinde en yuksek aflatoksin dlzeylerine peynirlerde
rastlaniimaktadir (Ayaz ve Madali, 2017).

2.3.1. Aflatoksinlerin Olusumu, Fiziksel ve Kimyasal Yapilar

Aflatoksinler insan ve hayvanlarda ylksek toksisiteye sahip bilinen en tehlikeli
mikotoksinler (Meki ve ark, 2004) olup baslica Aspergillus flavus ve A. parasiticus olmak
tizere, gesitli Aspergillus turleri ile Penisillium (Penisillium ruber gibi) ve Rhizopus tirleri
tarafindan tiiretilen mikotoksinlerdir. Bunlardan A. flavus daha ziyade AFB; ve AFB,, A.
parasiticus ise gesitli oranlarda AFB1, AFB,, AFG; ve AFG; iiretmektedir. Ozellikle sayilan
iki tiir yeryiizlinde toprak ve havada yaygin sekilde bulunmaktadir (Kaya ve ark, 2002).

Aflatoksin M;, Aflatoksin B;’in 4-hidroksi tiirevidir ve 328 Da’luk nisbi molekuler
agirhiga sahiptir (Sekill). Molekuler formili C17H1207’dir (Wagacha ve Muthomi, 2008).

Aflatoksinlerin ve 6zellikle de AFM;’in biyokimyasi ve metabolizmasi kapsamli
olarak gozden gegirilmis ve AFB; metabolizmasinin, AFM;’e nazaran daha karsinojenik
oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda insnalarin, sicanlar kadar yliksek miktarda AFB; 8,9
epoksit olusturmadiklarini, fakat insanlarin bu epokside kars1 yiiksek spesifik aktiviteye sahip
glutatyon S transferaz (GST) izoenzimlerine sahip olmadiklari ileri siiriilmiistiir Aflatoxin B1
metabolizmas1 ve baglanmasinda 6nemli derecede bireysel farkliliklarin bulunmasi, genetik
ve/veya cevresel faktorlerin varliginin, duyarhilikta biiyiik farklilik meydana gelmesiyle
sonuglanabilecegini ileri siirmektedir. Insan karaciger mikrozomlarinda AFM1 ve AFBI ile
yapilan bir ¢aligmada, AFMI1 epoksidasyonunu katalize etme konusunda ¢ok sinirl yetenege

sahip olduklar1 bildirilmistir (Wagacha ve Muthomi, 2008).



Aflatoksin B1 Aflatoksin M1
Sekil 1. Aflatoksin B; ve Aflatoksin M; (AFM;)’in molekiiler yapilari

2.3.2. Aflatoksinlerin Biyotransformasyonu ve Toksikokinetigi

Yem ve gidalarla alinan aflatoksinler, sindirim kanalinda diisiik oranda emilirler. Kan
dolagimina gecen bu toksinler plazmadan hizli bir sekilde ayrilir ve baslica karaciger ve kas
dokusuna dagilma egilimindedirler. Viicuda giren AFB1’in %85-901 ilk 24 saat i¢inde disk1
(%75), idrar (%15-20) ve siitle degismemis ve/veya metabolitleri halinde atilmaktadir. Ayni
zamanda diskiyla bu kadar yiiksek oranda atilmasi, agizdan alinan toksinin sindirim
kanalindan sinirh 6l¢iide emildiginin bir gostergesi sayilabilir. Toksinle kontamine yem veya
mikotoksinin aliminin durmasini takiben 3-6 gin sonra sitte, 6-9 gun sonra da idrar ve
diskida aflatoksin izlerine rastlanmamaktadir (Kaya ve ark, 2002).

Aflatoksin, karacigerde sitokrom p450 grubu enzimler tarafindan metabolize
edilmektedir ve tiirtin genetik yatkinligina bagli olmak {izere aflatoksikol, aflatoksin QlI,
aflatoksin P1 ve AFM; gibi farkli metabolik {irlinlere doniistiiriilmektedir. Bunlarla birlikte
aflatoksin 8,9 epoksit isimli baska bir metabolit de olusmaktadir. Olusan bu metabolit,
DNA’daki guanin bolgeleri ile eklenti (addukt) olusturmak suretiyle DNA’nin yapisina
girerek mutasyonlar1 indiikleyebilir. Bu sebeple aflatoksin 8, 9 epoksit miktari, tiirlerin
duyarliligin1 belirlemektedir (Smela ve ark, 2001). Memelilerde kontamine yem ve gidalar
yoluyla sindirim kanali ile alinan aflatoksin B; (AFB;), aflatoksin M;’e metabolize olmaktadir
ve baslica siit ve siit tiriinleri yoluyla atilmaktadir. Aflatoksin M; sute ilave olarak idrar, kan
ve i¢ organlarda da belirlenebilmektedir. Aflatoksin B1, laktasyondaki ineklerin sutiinde
basglica aflatoksin M; (AFM;) olarak atilmaktadir ve rezidii miktari, diyetteki AFB;



konsantrasyonunun yaklasik %1-3’line esdegerdir (Van Egmond, 1989). AFM;’in en 6nemli
oOzelliklerinden birisi kazeine olan affinitesidir. Bu durumda AFM;’in peynirde bulunma
riskini daha da artirmaktadir. AFM; kazeinlere daha zayif bag olarak nitelendirilen hidrofobik
baglarla baglanir. AFM; konsantrasyonu peynir gesidine bagli olarak degisir. Yumusak
peynirlerde 2,5-3,3 kat, sert peynirlerde 3,9-5,8 katina kadar ¢ikmaktadir. Peynirle ilgili
Aspergillus spp. icin AF biyosentetik yolagimin, 70 kb’lik bir bolgede kiimelenmis 25 geni
icerdigi ve en az 23 enzimatik reaksiyonu kapsadig: bildirilmistir (Yu ve ark, 2004; Huffman
ve ark, 2010).

Temel Aflatoksinler
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Sekil 2. Aflatoksinlerin hidroksillenmis metabolitleri

AFM; genotoksisitesi, in vitro ve in vivo calismalarla gosterilmistir. AFM;’in
karsinojenite potansisi, AFB;’den %2 ila %10 oraninda daha zayiftir. AF ve hidroksilat
metabolitleri (Sekil 2), ayn1 zamanda genotoksik karsinojenlerdir ve ¢iftlik hayvanlarinin

tiriinlerinde bulunmalar1 da daha yiikksek olasiliktadir. Bu nedenle yemin AFB;



kontaminasyonu ve sitin  AFM; kontaminasyonunun olabildigince diisiiriilmesi
gerekmektedir. Ozellikle de 1 kg viicut agirlig: igin siit tiiketim miktarinm infantlarda diger

yas gruplarina nazaran daha yiiksek oldugu gergegine dikkat edilmelidir (FSJC, 2013).

2.3.3. Aflatoksinlerin Insanlarda ve Hayvanlarda Etkileri

Aflatoksinler, mutajen ve karsinojen maddeler olarak siniflandirilmaktadir (IARC,
2002). Aflatoksin ve ekstraktlarina maruz kalma ile etkilerini belirleme, deneysel veri
eksikliginden dolay1 giictiir. Aflatoksin Mj’in, in vitro insan hepatositlerinde sitotoksik
oldugu gosterilmistir ve bazi tiirlerde akut toksisitesi, aflatoxin B1 toksisitesine benzer ve
diyetsel aflatoksin alimu ile karaciger kanseri iliskilendirilmistir (Henry ve ark, 2001; Makun
ve ark, 2012). Aflatoksin M1, yiiksek genotoksik aktivite sergilemektedir ve siiphesiz ki
birikme ve DNA’ya baglanma olasiligindan dolayr sagligi tehdit eden bir risk teskil
etmektedir (Shundo ve Sabino, 2006; Makun ve ark, 2012). Ustelik daha yiiksek seviyelerde
AFB1 kontaminasyonunun, yenidoganlarda diisitk dogum agirligi ve sarilikla korele oldugu
bildirilmistir. Infantlarda viicuttaki karsinojenlerin biyotransformasyon kapasitesi, genel
olarak yetiskinlerden daha yavastir ve kimyasallar dolasimda daha uzun siire kalabilmektedir
(Sadeghi ve ark, 2009).

Cesitli dozlarda Aflatoksikol (AFL) verilen siganlarda ve baliklarda hepatoselliiler
karsinom insidansi, ayn1 dozajda AFB; uygulanan hayvanlardan daha diisiik bulunmustur.
Siitte AFL bulunmasi, 6zellikle de siit temelli diyetle beslenen bebeklerde olmak iizere saglik
acisindan hala tehlikeli olabilir. AFM;j, en ¢ok bulunan AF degildir ve siite AFL
kontaminasyonu eklendigi zaman risk de artmaktadir (Vargas-Ortis ve ark, 2017).

AFB; metabolitlerinin yaklasik %951 anne siitii ile AFM; olarak atilmaktadir (Gong
ve ark, 2004). Infantlarin AFlere ve AFM;’e maruz kalmasimin muhtemel etkileri konusunda
yapilan caligmalar, anne karninda iken aflatoksinlere maruz kalan c¢ocuklarda gelisme
geriligini ve bazi hayvanlarda f6tal biiyiime retardasyonunu ortaya koymustur (Gong ve ark,
2004). Ayrica hamile kadinlarin kaninda AF ve emziren kadinlarin siitiinde de degisen
konsantrasyonlarda AFM; varligi dogrulanmistir. Orneklerdeki bu diizeyin, ABD ve Avrupa
(25 ppb) veya Avustralya ve Isveg igin (10 ppb) kabul edilebilir sinirlarin iizerinde oldugu
bildirilmistir (Weidenborner, 2011).



2.3.4. Sut ve Sut Urtinlerinin Aflatoksin ile Kontaminasyonu

AF miktarimi belirlemek i¢in en ¢ok kullanilan kantitatif teknik, %60 siklikla ELISA
olup, bunu %38 siklikla HPLC takip etmistir. AFM; en ¢ok belirlenen AF (%92) ¢esidi olup
Ozellikle peynirlerde daha yiiksek seviyede bulunmaktadir (Camarillo ve ark 2016, Urban ve
ark 2009). AFB;’li yemle beslenen biiyiikbas hayvanlardan AFM; olarak siit iiriinlerine gecis
yuzdeleri peynir i¢in %40-60, yagsiz siit i¢in %10 ve tereyagi i¢in <%2 oranindadir. AFM;’in
yaz aylarina oranla kis aylarinda siitte daha fazla bulundugunu belirten yurt i¢i ve yurt disi
caligmalar bulunmaktadir. Bunun nedeni; kis aylarinda ¢ayir, yesil ot vb taze yemlerle daha az
beslenmesi olarak agiklanmaktadir (Asi ve ark, 2012; Dutton ve ark, 2012; Ayaz ve Madali,
2017).

Sutct inekler AFB; veya AFB; ile kontamine yem tlkettikleri zaman bu toksinler
hizla absorbe olur. Hayvanin karacigeri ve mikrobiyal metabolizma, AF molekiiliine bir
hidroksil (OH-) grubu ekleyerek, toksinlerin suda ¢oziinmesini saglayarak siit ve idrarla
viicuttan uzaklastirilmasina olanak saglayan hidroksilat metabolitleri olusturmak suretiyle
toksinlerin zararli etkilerini hafifletir. Yemlerle alinan AFB1, AFB,, AFG; ve AFG,; AFM;,
AFM,, AFP; ve aflatoksikole (AFL) biyotransforme olur ve daha az toksik ama yine de
karsinojenik olan bu hidroksilat molekdlleri, siit ile atilmaktadir (Shephards, 2003).

Sltte ve sht drinlerinde AF’ler ve 6zellikle de AFM; stabilitesi hakkinda cesitli
calismalar  yapilmistir. Siit ve siit {riinlerinde pastorizasyon, kaynatma veya
ultrapastorizasyondan sonra bile AFM; konsantrasyonunda onemli degisiklik olmadigini
bildirmekle birlikte AFM;’in stabil kaldig: bildirilmistir (Henry ve ark, 2001). Siit tozundaki
stabilite 6l¢iimleri, hem kisa hem de uzun donemli stabilite calismalarinda 6nemli egilimler
olmadigin1 gdstermistir (Josephs ve ark, 2005).

AF’lerin ve AFM;’in sagliga zarar verme potansiyelinden dolayi, tiiketicinin giivenligi
acisindan hayvan yemlerinin kalitesinin kontrol edilmesi ile de sut ve sit Grlnlerinde AFM;

seviyesinin izlenmesi ve dizenlenmesi 6nemlidir (Whitlow ve ark, 2010).

2.3.5. Peynirin Aflatoksinlerle Kontaminasyonu

Aflatoksinlerin olusmasinda ortamin ve/veya gidanin nispi nemi, oksijen igerigi ve
sicaklik 6nemli etkenlerdir. Aflatoksijenik kiiflerin gelismesi i¢in ortam sicakliginin optimum

24-35°C arasinda olmasi ve nisbi nem igeriginin %70’in iizerinde olmasi 6nemli bir yer
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tutmaktadir. Ayrica gidalarda aflatoksin olusturulmasi ile kiif misellerinin gelisimi; oksijen
durumu, sicaklik ve su aktivitesi (ay) ile kontrol altina alinabilmektedir. Bu nedenle agikta ve
kontrolsiiz sartlarda kurutulmus tahil, pamuk, yerfistigi ve findik gibi tohumlarda yaygin bir
etken olabilmektedirler. Kif gelisimi i¢in gerekli olan sicaklik ve su aktivitesi (ay) degerleri,
toksin olusumu i¢in gereksinim duyulan degerler ile aym1 olmamakta toksin olsumu igin
organizma lehine daha iyi sartlarin bulunmasi gerekmektedir. Ornegin A. flavus’un gelismesi
ve mikotoksin uretiminde ay sirastyla 0,73 ve 0,85’dir. Bu durumda nem igerigi de %8-12 ve
%17-19’dur. Kiiflerin, obligat aerob organizmalar oldugu unutulmamali ve {irtinlerin vakumlu
ambalajda muhafaza edilmesi, koruma kontrolde en O©nemli basamagi olusturdugu
unutulmamalidir. Kiif ve toksin olusumu igin gerekli minimum sicaklik degerleri de farklilik
gostermektedir. A. parasiticus’un gelismesi i¢in en diisiik sicaklik araligi 6-8°C iken 25-
35°C’de optimum gelisme saglanmaktadir. A. flavus i¢in ise en iyi gelisme araligi 12-42°C
iken 19-35°C arasinda toksin iiretilebilmektedir (Tirmenstein ve Mangipudy, 2014).

Diinya genelinde peynirde AFM1 varliginm1 belirleyen ¢esitli ¢alismalar bulunmakta ve
AF varligi, bir halk sagligi sorunu olarak bildirilmektedir (Mulunda ve ark, 2013). Peynirde,
ayrica AF prekiirsorii olan sterigmatosistin (STC) gibi diger mikotoksinler de belirlenmistir.
Mikotoksinle peynirin kontaminasyonu, dolayli yoldan siitiin kontaminasyonu ile veya
mikotoksin {ireten bozunma ajanlar1 ya da filament6z mantarlar ile dogrudan kontaminasyon
ile meydana gelebilmektedir (O’Brien ve ark, 2004).

AFler, hidrofobik etkilesim yoluyla siit kazeini gibi proteinlere baglanmaktadir
(Brackett ve Marth, 1982). Bu nedenle kontamine siit kullanildig1 zaman, peynirde AFM;
bulunmaktadir. AFMi, peynirin iiretim teknigine bagli olarak pithti ve peynir alti suyu
arasinda %40-60 oraninda baglanmaktadir (Yousef ve Marth, 1989). AFM;, bilesenlerine
ayrismadan once 320°C’ye kadar sicakliklara dayanamabilmektedir ve peynirin islenmesi
stireclerinde  kullanilan pastérizasyon, ultrapastorizasyon ve asidifikasyon gibi 1s1l
uygulamalara direnclidir (Deveci, 2007; Oruc ve ark, 2006). AFM;, AFB;’den dah az toksik
olmasina ragmen hala karsinojeniktir ve siit lirlinlerinde en sik olarak bildirilen aflatoksindir.
Yine de siit lrlinlerinin tiiketilmesi dolayisi ile olusan diger AFler ile iliskili riske elbette
istirak etmektedir. Bu nedenle ¢ogu iilkede siit ve siit tirtinlerinde AF’lerin tolere edilebilir
maksimum seviyeleri igin yonetmelikler belirlenmistir (E1 Khoury ve ark, 2011).

Peynirde AFM; konsantrasyon degisiklikleri iizerine yapilan bir ¢alismada 3 aylik
depolama sonrasinda bile konsantrasyonda dnemli degisiklik olmadigini gostermistir (Deveci,
2006). Ancak Khoury ve ark, (2011), AFM;’in Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus

thermophilus gibi laktik asit bakterilerine (LAB) baglanma yetenegini incelemis ve bu
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bakterilerin, sivi kiiltlir ortaminda ve yogurt yapim siirecinde serbest AFM; igerigi miktarini
azaltmada etkili oldugunu bulmuslardir. Bu nedenle bu g¢alisma, AFM;’i uzaklastirmada
LAB’nin oynayacag kapasiteyi ve AFM; indirgenmesi icin biyolojik bir ajan olarak
kullanilabilecegini gosteren ilk calismadir. Bununla birlikte isleme ve depolama siiresince
AFM7’in stabilitesinin onu tehlikeli hale getirebilecegini belirten caligmalar da bulunmaktadir

(Khoury ve ark, 2011; Darsanaki ve Marjan, 2013).

Tablo 1. Diinya’da peynirlerde aflatoksin varligini arastiran ¢aligmalar (Rojas-Marin, 2018)

Ulke Peynir tipi +/toplam Aflatoksin Konsantrasyon
ornek veya (ng kg-1)
ornek %osi

Brezilya Prato, Parmesan 0/36 Belirtilmemis

48/58 10-304
Minas peyniri 13/48 0,04-0,31
Artisan %3,2
Parmesan 18/30 0,16

Cek Cumbhuriyeti Edam tipi %29,20 5-66

Cin 4/4

Kolombiya Avrtisan Taze Beyaz Peynir 37/37 5-351

Kostarika 10/70 31-276

Danimarka Mavi ve Beyaz Kiif 0/10 Belirtilmemis

Ekvador Artisan Taze Beyaz Peynir ~ 7/33 0,04-0,83

Misir Kareish & Damietta 20/50 1,95-14,75

Finlandiya Beyaz ve Mavi Kuf 0/10 Belirtilmemis

Fransa 0/10 Belirtilmemis

Almanya 0/10 Belirtilmemis

Yunanistan Feta & Teleme 0/127 Belirtilmemis
%8,87 Belirtilmemis
195/360 50,5-309
52/100 50,2-424
188/545 -

fran Beyaz Peynir 26/40 52,5-272
35/39 0,004-0,023
56/75 0,12
161/210 52,1-785,4

Italya Peynir %6,83 50-400
%50,8 50-100

Taze Artisan 44/265 50-250
11/24 5,0-20
12/24 0,05
0/41 Belirtilmemis
Kore Taze Artisan 83/108 0,02-0,14
Kuveyt 32/40 23,8-452
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Tablo 1. Devami

Ulke Peynir tipi +/toplam Aflatoksin Konsantrasyon
ornek veya (ng kg-1)
ornek %osi

Taze Oaxaca 19/30 My, M, 0,01-34
. 30/30 B, B, Gi, 0,1-19,1
Meksika Gy My My,
P,, AFL
Keci peyniri 3/20 0-0,23
Taze keci peyniri 3/20 0,23

Hollanda Olgunlagmis salamura -/88

Kuzey Afrika Yumusak beyaz peynir %20,75 110-520

Portekiz Olgunlasmis peynir 8/128 >0,05

Romanya Olgunlagmig salamura 9/50 <50

Ispanya Peynir %35,44 M; 20-200

Mangego %50 -
Taze Beyaz Artesan 0/72 0
Mansego, 80/82
Slovenya Ham artisan peyniri %10 >50 ng/kg
ABD Isvec peyniri
Parmesan&Mozzarella M,

Peynirde mikotoksin kontaminasyonu dolayl1 yoldan siit kontaminasyonu yoluyla veya
dogrudan mikotoksin lireten bozulma ajanlar1 veya teknolojik filamant6z mantarlar tarafindan
meydana gelebilir (O’Brien ve ark, 2004).

Dogrudan  mikotoksin ~ kontaminasyonu, peynir yapimi  siiresince  kif
kontaminasyonunun varlig1 ile ekzojen veya mikotoksin iireten ticari fungal kiiltlirlerin varligi

ile endojen olabilir.

2.3.6. Aflatoksin Belirleme Yontemleri

St drdnlerinde AFM;’in belirlenmesine yonelik bazi yontemler vardir ve yontemin
se¢iminde gilincel standartlarla uyumlu oldugundan emin olmak i¢in duyarhlik, kesinlik ve
yontemin giivenilirligi gibi faktorler goz oniinde bulundurulmalidir. AFM; analizi, 6rnekleme,
ornek hzirlama, arindirma ve analiz (tanimlama ve miktar belirleme) adimlarina
dayanmaktadir.

Ekstraksiyon ve arindirma adimlarindan (uygulanabildigi yerde) sonra aflatoksin
miktarmin belirlenmesi gerekir. Son 10 yil siiresince siit triinlerinde AFM; miktarinin
belirlenmesi amaciyla baz1 yontemler gelistirilmistir ve halen kullanilmaktadir (Mulunda ve

ark, 2013). ince tabaka kromatografi (TLC), 1990’dan beri aflatoksinlerin analizi igin standart
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bir AOAC yontemidir. Gida iiriinlerinde miktar tayini analizi ve kalite kontrol amaci ile
diinya genelinde kullanilmaktadir (Rahmani ve Jinap, 2009; Espinoza-Calderon ve ark, 2011,
Igbal ve ark, 2015).Yiiksek performansli ince tabaka kromatografi (HP-TLC), TLC’den
gelistirilmistir. TLC ve HP-TLC arasindaki en 6nemli farklilik, duragan fazdaki partikiil
boyutlari, 6rneklere uygulama yapilmasi esnasinda kullanilan 6zen ve elde edilen verilerin
islenme tarzidir (Espinoza-Calderon ve ark, 2011; Ketney ve Santini, 2017). TLC’deki baska
bir varyasyon asir1 basinglh tabaka kromotografisi (OPLC) kullanimidir. Bu teknik, HPLC ve
TLC’nin faydali yonlerini bir araya getirmek {izere tasarlanmistir (De Saager, 2011). TLC
yonteminin zayifli§i, mikotoksin konsantrasyonunu kusursuz belirleme konusundaki
sorunlardir (Mulunda ve ark, 2013). Bu nedenle TLC temelli tarama yontemlerinin sutte
AFM; i¢in genis bir dlcege uygulaniyor olmasina ragmen (Fallah, 2010; Kamkar, 2005),
yeterli bir LOQ saglayamadiklarindan kullanim olanaklar diisiiktiir (Espinoza-Calderon ve
ark, 2011, Ketney ve Santini, 2017). Tarama yontemleri arasinda AFM; tayini i¢in ELISA,
basitligi, duyarlilig1 ve uyarlanabilir olmasi1 nedeniyle pastorize ve UHT siit, bebek mamasi,
siit tozu, yogurt, dondurma ve peynir gibi farkli gida matrislerinde en sik olarak
kullanilanlardan biridir (Sarimehmetoglu ve ark, 2004; Motawee ve McMahon, 2009;
Hussain, 2011; Mohamadi Sani ve ark, 2012; Ketney ve Santini, 2017). Biyoassayler,
mikotoksin belirlenmesine yonelik kimyasal analizden once hizli bir tarama prosediirii olarak
gittikce artan oranda kullanilmaktadir (Hymery ve ark 2014). AFM; belirlenmesine yodnelik
imminoassay tarama olgclmleri, enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAS),
elektrokemillininesans ile belirlemeyi kapsayan imminokimyasal Ol¢imler (ECL-1A),
florimetrik dedektorli ELISA ve daha yakin zamanda da biyosensoér Ol¢iimler en sik
kullanilanlar arasindadir (Matabaro ve ark, 2017; Santos ve ark, 2019). Magliulo ve ark
(2005), 0,001 ug/L’ye ulasan daha spesifik bir kemiliiminesan 6lgiim teknigini bildirmislerdir.
Son iki adimdan sonra mikotoksinlerin miktar1 belirlenir. Bu bilesiklerin belirlenmesine ve
miktar tayinine izin veren c¢esitli yontemler bulunmaktadir ve en giincel yoOntemler
kromatografik yontemler ve biyoassaylar olmak {izere ikiye ayrilmaktadir. Hem
kromatografik yoOntemler hem de biyoassayler AFM; varligmi belirleyebilir; ancak
bioassayler taramalar i¢in yaygin olarak kullanilan tekniklerdir. Ciinkii immiinolojik
yontemler, yanlis pozitif sonuclara sebep olabilir. Bu durum antikorlarin, kars1 gelistikleri
antijenlere spesifik olmalarina ragmen diger maddelerle de reaksiyona girebilmelerinden
dolayidir. Bu sebeple ELISA gibi immiinolojik yontemlerin kullanimi, ¢aligma altindaki
toksinle kontamine olan 6rnekleri diger 6rneklerden ayirmak i¢in bir baslangic asamasi olarak

kullanilabilir. Bunun ardindan sonuglar1 dogrulamak i¢in diger yontemler kullanilmaktadir.
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Calismalarda alint1 yapilan baz1 yontemler arasinda siit iirtinlerinde AFM1’in belirlenmesine
yonelik en uygun yontemlerin, floresan dedektorlii veya kiitle spektroskopisi ile eslestirilmis
kromatografik yontemlerden biri oldugu bildirilmektedir. Bunun ardindan sonuglar
dogrulamak i¢in diger yontemler kullanilmaktadir. Calismalarda alint1 yapilan baz1 yontemler
arasinda siit Uriinlerinde AFM;’in belirlenmesine yonelik en uygun yontemlerin, floresan
dedektorlii veya kiitle spektroskopisi ile eslestirilmis kromatografik yontemlerden biri oldugu
bildirilmektedir (Andrea Vaz ve ark, 2020). Son yillarda mikotoksijenik mantarlarin
belirlenmesine yoOnelik Polimerize Zincir Reksiyonu (PCR) kullanimi uygulanmaktadir
(Stark, 2010). Bhatnagar ve ark (2006) AF’lerin {iretimi ve diizenlenmesi siireclerinde en az
25 genin, yer aldigin1 gostermistir. Tarama yontemleri arasinda enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), AFM; i¢in en sik kullanilan bir tarama yontemidir
(Sarimehmetoglu ve ark, 2004b). Yontem, yarismali ELISA’ya gore degismemektedir.
ELISA mikrotitreli pleytler, AFM;’e kars1 bagli bir antikor ile kaplanmiglardir ve belirleyici
reaktif, bu mikotoksin ve genellikle horseradish peroksidaz veya alkalin fosfataz enziminin
kovalent bir kompleksidir. Reaktif, mikotoksin ekstrakt ornegi ile karistirilir ve karigim
kuyucuklarda birakilir. Kontrol kuyucugunda (6rnekte mikotoksin yoklugu i¢in), mikotoksin-
enzim konjugati, bagh antikoru doyurabilir ve kromojenik bir substratin eklenmesi ile renk
gelisimi olur. Test kuyucugunda ekstrattaki serbest mikotoksin molekiilleri, bagli antikor i¢in
konjugatla yarisir. Daha yiiksek mikotoksin konsantrasyonu, daha az konjugat, bagl antikorla
reaksiyona girebilir ve daha zayif renk gelisimi olusur. Yarigmali ELISA, LC-MS metoduna
benzer. Ancak 0.05 pg/L’den diisilk konsantrasyonlarda olmak iizere ELISA’nin ¢apraz
etkilesimlerden dolayi, tam olarak gilivenilir olmamasina dikkat etmek gerekir (Stark, 2010).
ELISA basit olmasina ragmen, uzun inkiibasyon siiresi, birka¢ kez yikama ve karistirma
asamas1 gerektirmesi gibi bazi dezavantajlara sahiptir. Buna dayanarak son yillarda siit ve siit
urinlerinde AFM7’in daha iyi belirlenmesine yonelik birka¢ modifiye ELISA yontemi
gelistirilmistir (Ketney ve Santini, 2017, Matabaro ve ark, 2017). Ticari olarak piyasada
mevcut kompetatif immiinoassay formatina dayanan ELISA kitleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sivi kromatografi-kiitle spektrometrisi (Liquid chromatography—mass
spectrometry/LC-MS), sivi kromatografinin (veya HPLC) fiziksel ayirma yeteneklerini Kutle
spektrometrisinin (MS) kiitle analizi yetenekleriyle birlestiren analitik bir kimya teknigidir.
Birlestirilmis kromatografi - MS sistemleri, kimyasal analizde popiilerdir ¢linkii her teknigin
bireysel yetenekleri sinerjik olarak gelistirilmistir. Sivi kromatografi, birden ¢ok bilesenli
karisimlart ayirirken, kiitle spektrometresi, yiiksek molekiiler 6zgiilliik ve algilama hassasiyeti

ile ayr1 bilesenlerin yapisal kimligini saglar. Bu ikili teknik, ¢evresel ve biyolojik kaynakli
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karmasik orneklerde yaygin olarak bulunan biyokimyasal, organik ve inorganik bilesikleri
analiz etmek icin kullanilabilir. Bu nedenle, LC-MS, biyoteknoloji, c¢evre izleme, gida
isleme ve ilag, tarim kimyast ve kozmetik endiistrileri dahil olmak f{izere ¢ok cesitli
sektorlerde uygulanabilir (Claus, 2014). Sivi kromatografi ve kiitle spektrometrisi cihazlarina
ek olarak, bir LC-MS sistemi, ayrilmis bilesenleri LC kolonundan MS iyon kaynagina verimli
bir sekilde aktaran bir arayliz icermektedir. Bu arayiiz gereklidir ¢linkii LC ve MS aygitlar1
temelde uyumsuzdur. Bir LC sistemindeki mobil faz basingli bir siv1 iken, MS analizorleri
genellikle yiiksek vakum altinda calisir (yaklasik 10 “Torr/10°7 "Hg ). Bu nedenle, eluati
LC kolonundan MS kaynagina dogrudan pompalamak miimkiin degildir. Genel olarak,
arayiiz, maksimum miktarda analiti aktaran, LC'de kullanilan mobil fazin 6nemli bir
boliimiinii ortadan kaldiran ve kromatografi {iriinlerinin kimyasal kimligini (kimyasal olarak
inert) koruyan, LC-MS sisteminin mekanik olarak basit bir pargasidir. Bir gereklilik olarak
arayiiz, MS sisteminin iyonlastirma verimine ve vakum kosullarina miidahale etmemelidir.
Gliniimiizde, en  yaygin  olarak  uygulanan LC-MS  araylzleri, elektrosprey
iyonizasyon (electrospray ionization/ESI), atmosferik basingli kimyasal iyonizasyon
(atmospheric-pressure chemical ionization/APCI) ve atmosferik basingta foto-iyonizasyon
(atmospheric  pressure photo-ionization/APPI) gibi atmosferik basing iyonizasyon

(atmospheric pressure ionization/API) stratejilerine dayanmaktadir (Pitt JJ, 2009).

2.3.7. Sut Uriinlerinde Aflatoksinler ile Tlgili Yasal Diizenlemeler

AF’ler i¢in diinya genelinde tolere edilebilir smirlar, 10-20 ppb arasinda
degismektedir. Whitlow ve ark. (2010), laktasyondaki siit sigirlarinin beslenmesinde rasyon
kuru maddesinde 20 ppb AFB; konsantrasyonunun bulunmasi, siitte FDA’in izin verdigi 0,5
ppb’lik smirin altinda AFM; seviyeleri ile sonuglanacagini belirtmistir. Avrupa Birligi ve

diger bazi iilkeler, siit i¢in kabul edilebilir AFM; seviyesini 0.05 ppb olarak belirlemistir.
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Tablo 2. Farkli iilkelere ait AFMj ile ilgili yasal dizenlemeler (Vaz ve ark, 2020)

Ulke Sut (ug/kg) Sut Urunii (ug/kg)
Arjantin 0,05 0,50 sut urunleri; 0,25 peynir
Brezilya 0,5 5 siit tozu; 2,5 peynir

Cin 0,5 0,5 sut drdnleri

Misir 0 0
Honduras 0,05 0,250 peynir

[ran 0,05 0,50 siit tozu; 0,020 tereyag1; 0,250 peynir
Nijerya 1 Belirtilmemis

Isvicre 0,05 0,25 peynir
Turkiye 0,05 0,25 peynir
Amerika 0,5 Belirtilmemis

0,05; sut 0,5
0,025; yeni dogan ve
Avrupa Birligi kicglk gocuk
gidalarinda katk1
maddesi olarak st
Avusturya 0,01; yeni dogan 0,020 tereyagi; 0,25 peynir; 0,40 siit tozu
pastorize sltu
Fransa 0,03; 3 yasindan
kiglk cocuklar icin
Italya 0,25 yumusak peynirler;
0,45 sert peynirler
Hollanda 0,020 tereyagi; 0,20 peynir

Tablo 3. Tiirkiye’de Ilgili yasal diizenlemeler ile AFM; limitleri

Gida

Aflatoksin My

Cig siit, 1s1l islem gormiis sit, siit bazli
Griinlerin {iretiminde kullanilan siit*

Maksimum Limit

0,050 pg/kg; ppb
50 ng/kg; ppt

Bebek formiilleri ve devam formulleri
(bebek siitleri ve devam siitleri dahil)®
Peynir’

0,025 pg/kg; ppb
25 ng/kg; ppt
0,25 pg/kg; ppb
250 ng/kg; ppt

L:Tiirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligine gére (2011)
2: Tiirk Gida Kodeksi Gida Maddelerinde Belirli Bulasanlarin Maksimum Seviyelerinin Belirlenmesi Hakkinda Teblige gore
(2002)

Koyun ve keci siitlerinin biiylik kismi1 peynir yapimi icin islenmesi sebebiyle, bu
stlerde potansiyel bulunabilecek AFM;’in kazeine baglanma ilgisinin olmasindan dolay1 ile

peynirlerde AFM; riski 6nem kazanmaktadir (Battacone ve ark, 2005).
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Bu ¢alisma; Canakkale iline bagli 9 ilgeden, starter kiltiir kullanilmadan iiretilmis ve
yerel pazarlarda satisa sunulan kegi peynirlerinde aflatoksin M; (AFM;) dizeylerini
belirlemek amaciyla yapilmistir. Elde edilen sonuglarla, bu peynirlerin halk sagligi agisindan

bir risk tastyip tasimadigi agisindan onerilerde bulunulmustur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Peynir Numunelerinin Toplanmasi

Calismada analiz edilecek keg¢i peyniri numuneleri 2018 yilinda Canakkale ilinin 9
farkli il¢esinde (Ayvacik, Bayramig, Biga, Can, Eceabat, Ezine, Gelibolu, Lapseki ve Yenice)
kurulan yerel halk pazarlarinda agikta satisa sunulan keci peynirlerden rastgele 6rnekleme
yontemi ile se¢ilmistir (Tablo 4). Toplamda 9 farkli ilgeden 16 ayr1 kaynaktan toplamda 82
(seksen iki) adet keg¢i peyniri numunesi, en az 150 g olacak sekilde steril stomacher
posetlerine alinarak +4°C’lik soguk zincirde laboratuvara getirildi ve -18°C’de depolanda.

Numunenin alinmasini takiben 3 giin igerisinde analize alindi.

Tablo 4. Peynir Numunesi Alinan Ilgeler ve Numunelerin % Dagilimi

No Toplam numune

Iice Numune sayisi sayisinalaore %

1 Ayvacik 10 12,20
2 Bayramic 12 14,63
3 Biga 8 9,77
4 Can 5 6,98
5 Eceabat 5 6,98
6 Ezine 16 19,51
7 Gelibolu 16 19,51
8 Lapseki 5 6,98
9 Yenice 5 6,98

TOPLAM 82 100,00

3.2. YOntem

3.2.1. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Prensibi

Toplanan her bir peynir 6rneginden 1 g alinip 5 mL saf metanol ile 5 dk karistirildi.
Karisim 5000 devirde 5 dakika santriftj edildikten sonra, Ustte toplanan siipernatanttan 0,5
mL alind1 ve ayn1 miktarda yagsiz siit ilavesi ile birlikte 1 dk vortekslendi. Bu triinden, 5 dk
beklenilmesinden sonra 200 uL alindi ve ELISA test Kiti (Aflatoxin M; Assay, Helica

Biosystems Inc., Santa Ana, CA) ile iretici firma talimatlar1 dogrultusunda analize alindu.
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Olglim ise fotometrik olarak 450 nm’de ELISA okuyucuda (MR-96A; Mindray Medical
Germany GmbH, Bensheim, Germany) yapilmistir. AFM; test Kitinin 2 ng/kg olan tespit
edilebilir absorbans degerleri, Helica Biosystems Inc. proraminda degerlendirilmistir

(Temamogullari ve Kanici, 2014).

3.2.3. Olciim Prosediirii

Analiz prosediirii {iretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir.
Kullanim oncesi tiim reaktifler oda 1sisina (19-25°C arasi) getirilmistir. Yalitimli paket
acilmis ve igerisinden test edilecek standart ve Ornek sayisina uygun sayida kuyucuk
cikarilmigtir. Standart soliisyonlar (0, 5, 10, 25, 50 ve 100 ppt (ng/L) konsantrasyonda AFM;
iceren sollisyonlar) ve hazirlanan peynir 6rnekleri i¢in yeterli sayida kuyucuk hazirlanmistir.

Kuyucuklarda dublike (giftli) ¢alisma planlandi ve her Ornekte pipet uglar
degistirilmek suretiyle ayrilan her bir kuyucuga 200 mikrolitre (ul) standart veya Ornek
dagitilmustir. Orneklerin buharlasmani énlemek ve UV 1sinlarindan korumak amaciyla pleytin
tizeri yalitim bandi ile kapatilarak 2 saat oda 1sisinda (19-25°C) inkiibasyona birakilmistir.
Siire sonunda kuyucuklarda bulunan sivi, uygun bir kaba bosaltilmis, ¢ok kanalli bir pipet
yardimiyla tiim kuyucuklar PBS Tween 20® ile doldurularak yikanmistir. Yikama
soliisyonlart kuyucuklardan bosaltilmis, bu islem U¢ tekrar edilmistir. Son yikama isleminde
yikama tamponunun tamamen uzaklastirilmast i¢in emici bir kagidin iizerine ters yiiz
edilmistir. Her bir kuyucuga 100 pl konjugat eklenmistir. Pleytin tizeri yalitim band ile tekrar
kapatilmis ve oda 1s1sinda 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Yikama adimi tekrarlanmistir.
Her bir kuyucuga 100 pl enzim substrati (TMB) eklenerek 15-20 dakika inkibasyona
birakilmistir. Reaksiyonu durdurmak i¢in her bir kuyucuga 100 mikrolitre stop soliisyonu
eklenmis, mavi renk sartya dondiigii gozlenmistir. Kit pleyti, Biotek Instruments Inc marka
ELx50 Auto Strip Washer model mikropleyt okuyucusunda marka mikropleyt okuyucusuna
yerlestirilerek hava kdoriine kars1 veya 630 nm dalga boyunda bir ayristiric filtre kullanilarak

450 nm dalga boyunda optik dansitesi okunmustur.
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Sekil 3. Aflatoksin M1 Standardi Kalibrasyon Egrisi

Sekil 3’de yer alan kalibrasyon egrisi hazirlanirken ticari kit paketi ile temin edilen
stabilize sut tozu igerisindeki 0, 5.0, 10.0, 25.0, 50.0 ve 100.0 ng/mL (ppt)
konsantrasyonlardaki Aflatoksin M; standardi kullanildi. Standartlar igin tahsis edilen
kuyucuklara numune yerine sirayla kitin igerisinden ¢ikan standartlardan eklendi ve ayni
islem prosediirii tekrarlandi. Sonrasinda elde edilen absorbans degerleri kullanilarak standart
kalibrasyon egrisi hesaplandi ve numunelerdeki aflatoksin i¢eriginin hesaplanmasinda bu egri
baz alindi.

Sivi  Kromotografi-Kitle Spektrofotometresi (LC-MS) ol¢timii ile ilgili kosullar,
asagidaki Tablo 5°de verilmistir (Kamel ve ark, 2017).
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Tablo 5. LC-MS Kosullar1

Kolon

Optima ODS-H, 50 mm x 2.1 mm x 3 um

particle size

S/N ODS-H-0OL3-36550

B/N 2122/1414

Mobil faz 10 mM of asetonitril, metanol ve amonyum
asetat (sirastyla 2:6:15 oranlarinda)

Akis hiz1 0.2 mL/dk

Kolon sicakligi

Prob voltaj

Iyonizasyon

Desolvasyon sicakligi
Iyon kaynag sicaklig
Desolvasyon gaz akisi
Koni gaz akisi

Tarayici aralig1

SIM goriintiileme iyonlari
Sistem

Kitle dedektori

40°C

4.5Kv

ESI-pozitif mod

350°C

120°C

350 L/saat

50 L/saat

200-400 m/z

329.1 m/z

Kuaterner pompa ve Waters ornek yoneticili
Waters 2695 ayirma modiilii (Waters,
Milford, MA, ABD)

Waters Micromass ZQ MS detektor
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada toplam 82 adet kegi peyniri 6rnegi kullanilmistir. Yapilan ELISA analiz
sonucuna gore pozitif orneklerdeki Aflatoksin M; (AFM;) konsantrasyonlari (ppt) ve grup
ortalamasindan sapma yiizdeleri (%) Tablo 5’de, AFM; pozitif 6rneklerin konsantrasyon (ppt)
dagilim araliklar1 ve TGK limitini asan 6rnek sayist Tablo 6’da ve incelenen 6rnek grubunun
minimum, maksimum ve ortalama AFM; miktarlar1 (ppt) ve grubun standart sapmasi (SD) da

Tablo 7’de verilmistir.

Tablo 6. ELISA Analiz Sonucuna Gore Pozitif Orneklerdeki Aflatoksin M1 (AFM1)

Konsantrasyonlar1 (Ppt) ve Grup Ortalamasindan Sapma Yiizdeleri (%)

+ Ornek AFM1 konsantrasyonu Sapma miktari Sapma yiizdesi (%)

no (ppt) (ppt, ng/L)

1 573 -3,43 -37,45
2 11,01 +1,85 +20,20
3 5,79 -3,37 -36,80
4 8,07 -1,09 -11,90
5 11,55 +2,39 +26,09
6 6,65 -2,51 -27,40
7 9,57 +0,41 +4,48
8 8,64 -0,52 -5,68
9 7,98 -1,18 -12,88
10 8,36 -0,8 -8,73
11 8,50 -0,66 -7,21
12 7,78 -1,38 -15,07
13 6,71 -2,45 -26,75
14 14,21 +5,05 +55,13
15 7,98 -1,18 -12,88
16 5,68 -3,48 -37,99
17 8,64 -0,52 -5,67
18 8,68 -0,48 -5,24
19 13,17 +4,01 +43,78
20 18,57 +9,41 +102,73

Tablo 6 incelendiginde, ELISA analiz sonuglarina gére 82 kegi peyniri numunesinin
sadece 20 tanesinde belirlenebilir diizey iizerinde AFM1 6l¢iilmiistlir ve tabloda sadece bu

veriler yer almistir. Pozitif 6zellik gdsteren her bir degerin, grup ortalamasindan sapma degeri
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hesaplanmis, grup ortalamasinin iizerinde olan degerlerin Oniine artt (+), altinda olan

degerlerin Oniine ise eksi (-) isareti konmustur (Sekil 4-5).

Tablo 7. ELISA- AFM1 Pozitif Orneklerin Konsantrasyon (ppt) Dagilim Araliklar1 ve TGK
Limitini Asan Ornek Sayis1

Ornek sayis1 (n=82)

. ; ; . TGK
AFM; miktarina gore (ppt) 6rneklerin Pozitif  limitini
dagilimi
asan
<5veya TE 5-250 >250
N 62 20 0 20 0
%’ %75,61 %24,40 %0 %24,40 %0

TE: Tespit edilmedi
! Analiz edilen numune says1
2: Toplam numune igindeki yiizdesi

Tablo 8. ELISA ile incelenen &rnek grubunun minimum, maksimum ve ortalama AFM;

miktarlar1 (ppt) ve Grubun Standart Sapmasi (SD)

Konsantrasyon®

Minimum Maksimum Ortalama Standart Sapma
(SD)
5,68 18,57° 9,16° 3,20

a,

> ppt
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Abzorbance
(Mean) (CV)

2357
2082
1981
1552
0964
0589

a M1, filter: 450]

Sekil 4-5. Aflatoksin M; ELISA sonuglarina ait bilgisayar goriintiileri
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Sekil 6. Aflatoksin M1’in LC-MS pik goriintusu

ELISA teknigi kullanilarak analiz edilen keci peynirlerinden 20 adedinde tespit
edilebilir dizeylerde AFM; bulunurken bu diizeyler, Tirk Gida Kodeksinde belirtilen
diizeyleri gegmemektedir. Bu 20 adet peynir numunesinden rastgele alinan 10 peynir 6rnegi,
stvi kromotografi-kiitle spektrofotometri teknigi (LC/MS) ile tekrar incelenmistir. Bu teknik
ile tespit edilebilir dizeylerin (0,2 pg/kg) tizerinde bir sonug¢ bulunmamis olup buna ait pik

goriintiisii Sekil 6°da yer almaktadir.
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5. TARTISMA

Stit ve siit irilinlerinde bulunan AFM1 diizeyinin tespiti, halk sagligi acisindan
oldukca onem tasimaktadir. Tablo 6, Tablo 7 ve Tablo 8’den anlasilacag: tizere ELISA ile
incelenen peynir Orneklerinin %24,40’1inda (20/82) degisen konsantrasyonlarda AFM1
saptanmis olup, belirlenen tiim pozitif vakalardaki AFM; diizeyleri, Tiirk Gida Kodeksi’nde
belirtilen limitlerin {izerine ¢ikmamustir.

Giiciikoglu ve ark (2010), analiz ettigi siit ve peynir drneklerinin %67’sinde AFM;’i
tespit etmekle birlikte bu tespit ettikleri miktarlarin %13 iiniin, Tiirk Gida Kodeksi, gida
maddelerindeki  bulasanlarin  maksimum limitlerini asan seviyelerde oldugunu
bildirmislerdir. Isleyici ve ark (2011), analiz ettikleri 55 adet Divle Tulum peynirinden 33
tanesinde (%60) degisen diizeylerde AFM; tespit etmisler fakat bu diizeylerin hi¢ birinin
yasal sinirlar1 agsmadigini bildirmislerdir. Yesil ve ark (2019) ise analiz ettikleri 217 adet
peynir numunesinden 26 adedinin (%12) Avrupa Birligi Normlarindaki maksimum diizeyini
(250 ng/kg) gectigini belirtmistir. Aksoy ve Sezer (2019), analiz ettikleri 50’ser adet kiiflii
¢ecil peyniri, kasar peyniri ve gravyer peynirinden, sirasiyla 8 (%16), 18 (%36) ve 34
(%68)’linde degisen oranlarda AFM; tespit etmislerdir. Arastirmacilar, tespit edilen bu
sonuclarin Tiirk Gida Kodeksinde belirtilen maksimum limitleri gegmedigini bildirmislerdir.

Gliney Afrika’da kirsal gecim kapist isletmelerden ve ticari ¢iftliklerden aldiklart siit
ornekleri arasinda bir karsilagtirma caligmasi yapilmistir (Mwanza, 2012). Analiz edilen
orneklerde, kirsal kiigiik isletmelerden alinan 6rneklerde AFM; kontaminasyonunun %86,0;
ticari ¢iftliklerden alinan 6rneklerde ise kontaminasyon insidansinin %100 oldugunu agiga
cikarmistir. Kirsal siit 6rneklerinde AFM; kontaminasyonunun ticari ciftliklere nazaran daha
diisiik frekansta bulunmasi, ticari ¢iftliklerdeki hayvanlarin toksijenik mantar ve
aflatoksinlerle kontamine konsantre yem ve silaj ile beslenirken, kirsal isletmelerdeki
hayvanlarin giinliikk beslenmesinin ticari yemle degil biiyiik oranda ¢ok az takviye katilmis
veya hi¢ takviye yapilmamis zayif otlaklarda bulunan dénemsel mahsiillerden arta kalanlara
dayanmasi ile izah edilmistir (Mwanza, 2007).

Gelismekte olan iilkelerde yapilan taramalar, analiz edilen ¢ok sayida siit 6rneginde
Fransa (Boudra ve ark, 2007), Italya (Decastelli ve ark, 2007) Portekiz ve ispanya (Martins
ve ark, 2005) gibi gelismis iilkelerden elde edilen verilere kiyasla yiiksek seviyede AFM;

kontaminasyonu (>0.05 pg/L) bulundugunu gostermistir. Gelismis iilkelerde elde edilen
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sonuglar, ¢ogunlukla diisiik olup, az sayida ornekte 0.05 pg/L’lik Avrupa Komisyonu
diizenlemesinin lizerinde idi. Bu farklilik, gelismis {ilkelerde hayvan beslemede kullanilan
yemlerin kalitesinin siki kontrol getirilmesi ve dolayist ile aflatoksinle kontaminasyon
olasigini azaltmasi ile izah edilebilir. Bu diizenlemeler, ¢ogu gelismekte olan iilkede heniiz
yuriirliikte degildir.

Montagna ve ark (2008), yapmis olduklar1 ¢calismada koyun siitiinden elde edilen 94
peynir Orneginin 12 tanesinde (%12,8), inek siitlinden {iretilen 92 peynir Orneginin 25
tanesinde (%27,2), koyun ve ke¢i siitii karigimindan diretilen 16 peynirin 5 tanesinde
(%31,3), keci sitiinden elde edilen 12 peynirden 2 tanesinde (%16,7) AFM; yoninden tespit
edilebilir sonuclar bulurken, manda situnden dretilen 51 peynirin hi¢ birisinde tespit
edilebilir duzeyde AFM; bulamamuislardir.

Prado ve ark (2000), analiz ettikleri Minas peynirlerinden 56 tanesinde (%74,7),
0.02-6.92 ppb dizeyinde AFM; tespit edildigini belirtmislerdir. Ayrica Finoli ve Vecchio
(2003), farkli cesitteki 30 adet peynir numunesinin 4’tinde (%13) AFM; tespit etmisler,
ancak bu tespit edilen miktarin {ilke yasal limit smir1 olan 200 ng/kg’t asmadigini
bildirmislerdir.

Gurses ve ark (2004), Erzurum ilinde tiiketime sunulan 23 adet beyaz peynir, 14 adet
kasar peyniri, 11 adet tulum peyniri, 9 adet civil peyniri ve 6 adet lor peyniri olmak iizere
toplam 63 adet peynir drnegini analiz etmislerdir. incelenen beyaz peynirlerin %28.08’inde
ve toplam 6rneklerin %44,44’tinde AFM; tespit edilmis olmakla birlikte, Tiirk Gida Kodeksi
yasal limitinin Uzerinde AFM; i¢eren 6rnek bulunmadigini belirtmislerdir.

Dagoglu ve ark (1995), 50 adet Van otlu peyniri ile 25 adet beyaz peynir
numunesinin % 45,2’sinde AFM; tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Yaroglu (2002), Tiirk Silahli Kuvvetleri’ne bagl birliklere temin edilen 300 adet
beyaz peynir, kasar peyniri ve eritme peynirlerinin (100’er adet) %7,66’sinda AFM; pozitif
reaksiyon verirken, % 1,66’sinin AFM; diizeyi, Tiirk Gida Kodeksi iist limit degeri olan 0,25
ppb’nin iizerinde oldugunu bildirmistir.

Yaroglu ve ark (2005), yaptiklar1 bir ¢alismada; Tiirkiye'nin ¢esitli bdlgelerinden
temin edilen beyaz peynir, kasar peyniri ve eritme peynirinden olusan 600 adet Grnegin
%5’inde AFM; tespit etmislerdir. Ayn1 zamanda analiz edilen beyaz peynir orneklerinin
%1’inin ve toplam Orneklerin %1’inin AFM; diizeyi acisindan yasal limit degerini astigt

belirtilmistir.
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Giingen ve Biiylikyoriik (2002), Bursa’daki marketlerden saglanan farklh ¢esitteki 130
adet peynir numunesinin 110’unda (%85,46) AFM; tespit ederken pozitif numunelerin
17’sinin (%15,45) AFM; diizeyi, yasal limit degerlerini astig1 bildirilmistir.

Oru¢ ve Sonal (2001), yapmis olduklar1 ¢alisamda ise marketlerden sagladiklar1 57
adet beyaz peynir 6rneginde, bu peynirlerin %89,47’sinde AFM; tespit etmisler ve incelenen
bu peynirlerin %12,28’indeki AFM; diizeyinin Tirk Gida Kodeksi yasal limit degerleri
astigini bildirmislerdir.

Aycicek ve ark (2002), Istanbul’da askeri birliklere alman 186 adet beyaz peynir ve 64
adet tereyagi Ornegini incelemisler ve sirasiyla %65 ve %81’inde AFM; tespit etmislerdir.
Bunlardan beyaz peynirlerin %19’u ile tereyaglarinin %31’indeki AFM; diizeylerinin, Tirk
Gida Kodeksi limit degerlerini agtigin1 bildirmiglerdir.

Bizim calismamizla paralel ozellikte olacak sekilde, Giirbliz ve ark (1999), analiz
ettikleri 150 adet peynirde, Gurses ve ark (2004), 11 adet tulum peynirinde, yasal limitlerin
Uzerinde AFM; tespit etmemislerdir. Farkli sekilde Sarimehmetoglu ve ark. (2004), 100 adet
tulum peyniri numunelerinden %?24’liniin yasal limitlerin ilizerinde AFM; icerdigini
belirtmiglerdir. Ayn1 sekilde Aksoy ve Sezer (2019), analiz ettikleri 50’ser adet kiiflii ¢egil
peyniri, kasar peyniri ve gravyer peynirinden, sirasiyla 8 (%16), 18 (%36) ve 34 (%68)’linde
degisen oranlarda AFM; tespit etmislerdir. Arastirmacilar, tespit edilen bu sonuglarin Tiirk
Gida Kodeksinde belirtilen maksimum limitleri gegmedigini bildirmislerdir.

Alkan ve Goniilalan (2006), Amasya ilinde satisa sunulan beyaz peynirlerde AFM;
varligi, rutubet ve asidite arasindaki iliskileri inceleyen calismalarinda, ELISA ydntemi ile
belirledikleri AFM; degerlerinden 50 6rnekten sadece bir tanesinin TGK siirlari {izerinde
oldugunu (%2), AFM; igerigi ile rutubet ve asidite Ozellikleri arasinda anlamli bir iliski
bulunamadigini belirtmislerdir.

Bakirc1 (2001) ve Battacone ve ark (2005), koyunlarda yemlerle alinan AFB;
miktarinin, siitlerdeki ve bu siitlerden yapilan peynir ve peynir alt1 suyundaki AFM; miktarina
dogrudan etkisinin oldugunu bildirmislerdir. =~ Ayni1 zamanda siitte bulunan AFM;’in
stabilitesinin yiiksek oldugu ve siite uygulanan 1sil islemler ile peynir yapim basamaklarinda
uygulanan islemlerden etkilenmedigi ve peynirlerde de bulunmaya devam ettigi bilinmektedir
(Yaroglu ve ark, 2005; Tekinsen ve Ugar, 2008). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda koyun siitii
ve koyun sutlinden Uretilen peynirin, inek sutl ve inek sutiinden Uretilen peynirinden daha
diisiik oranlarda AFM; igerdigi belirtilmistir (Montagna ve ark, 2008; Rahimi ve ark, 2010;
Hussain ve ark, 2010). Bununla ilgili ¢esitli hipotezler 6ne siiriilmiis olup, detayli olarak

incelenmeleri gerekmektedir.
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Cesitli calismalar ile tespit edilmis olan farkli diizeylerdeki AFM; oranlari, peynir
tiretiminde kullanilan siitlerin farkli kaynaklardan temin edilmesine ve bu hayvanlarin da
farkli rasyonlara sahip olmasina baglanabilir. Peynir numunelerinde tespit edilen AFM;
oranlarinin diger peynir cesitlerinden farkli ¢ikmasinin nedeni ise peynir yapiminda
hammadde olarak kullanilan siitlin farkli oranlarda ve farkli hayvan tiirlerinden elde
edilmesine baglanabilmektedir. Ulkemizde ve diinyada tiiketilen peynir gesitlerinin
tiretiminde kullanilan tekniklerin birbirinden farkli olmasi da 6rneklerin farkli yontem ya da
metotlar ile incelenmesinden dolay1 da AFM; seviyeleri farkli sonuglar vermektedir (Bakirci,
2001; Ardig ve ark, 2009).

Son yillarda Kars ilinde tiiketime sunulan ¢ig inek siitii, kiiflenmis ¢ecil, kasar ve
gravyer peyniri orneklerinde AFM; kontaminasyonu degerlendirmek i¢in yapilan bir analiz
calismasinda; ELISA yontemi kullanilarak 200 peynir Ornegi incelenmistir. Analizler
sonunda kiiflenmis ¢egil, kasar ve gravyer peyniri 6rneklerinin sirastyla 8 (%16), 18 (%36)
ve 34 (%68)’tiinde belirlenebilen diizeyde AFM; o6lglilmiistiir. Ancak pozitif bu orneklerin
tamammin AFM; agisindan Tiirk Gida Kodeksi ve Avrupa Komisyonu’nca izin verilen
limitlere uygun oldugu belirlenmistir. Cig siitteki AFM; seviyesinin incelenen peynir
orneklerine nazaran diisiik bulundugu ve bunun da muhtelemen daha onceki ¢alismalara
atifla aflatoksinin kazenine olan ilgisinden kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Aksoy ve
Sezer, 2019).

Tiirk Gida Kodeks’inde ¢ig siit, 1s1l islem gormiis siit, siit temelli {irlinlerin {iretiminde
kullanilan sut icin AFM; maksimum limit degeri 50 ng/kg olarak belirtilmistir (Tirk Gida
Kodeksi, 2011). Peynirler icin AFM; maksimum limit degeri hem Ulkemiz hem de Avrupa
Birligi Komisyonu’nda 250 ng/kg olarak kabul etmektedir. Buna gore inceledigimiz peynir
Orneklerinin tamaminin Tiirk Gida Kodeksi ve Avrupa Komisyonu tarafindan izin verilen
yasal limitlere uygun oldugu belirlenmistir.

Karadeniz bolgesinde vakumlu kasar peyniri 6rneklerinde AFM; seviyelerini arastiran
bir ¢calismada, AFM; dizeyleri HPLC ile analiz edilmis ve pozitif 6rneklerin %11,11’inin
Tirk Gida Kodeksi’'ne gore kabul edilebilir maksimum smirlarin {izerinde oldugu
bulunmustur (Giil ve Dervisoglu, 2014).

Torkar ve Vengust (2007), soguk mevsimlerde iiretilen ¢ig siit drneklerindeki AFM;
konsantrasyonlarinin, sicak mevsimlerde {iretilen iriinlerdeki seviyelerden daha yiiksek
oldugunu bildirmistir. Yine benzer sekilde Ghiasian ve ark (2006), yaz ve kis mevsimlerinde

toplanan 186 siit 6rneginde AFM; varliginin sirasiyla %56,6 ve %71,8 oldugunu belirlemistir.
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Bu durumun muhtemel nedeni, kis aylarinda hayvanlarin AF iireme ihtimali bulunan
depolanmis yem ile beslenmesine baglanabilir.

Diyarbakir ili'nde cesitli peynir drneklerinde ELISA yontemi ile AFM; varligin
aragtiran bir ¢alisma, peynir Orneklerinin %11,98inin, sut orneklerinin %53,84’{iniin ve
tereyag1 orneklerinin %83,34°Unun belirlenen AFM; seviyesinin Avrupa Komisyonu ve Tirk
Gida Kodeksi’nin izin verdigi sinirlart astigi (Yesil ve ark, 2019).

Buraya kadar iilkemizde gesitli 6zelliklere sahip peynir érneklerinde AFM; varliginin
taranmasina yoOnelik yapilan arastirma bulgular incelendiginde peynirlerle ilgili ¢ok farkli
arastirma sonuglarina ulasildig1 goriilmektedir. AFM;’in baskin bir sekilde kazein ile ilgili
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle peynir pihtisinda AFM; konsantrasyonu peynir alt1 suyuna
gore daha yuksektir. AFM1'in kazeine olan ilgisi, peynir yapimi sirasinda AFM; igin bir
zenginlestirme  faktorli olarak ifade edilmektedir. Yapilan ¢aligmalar AFM;
konsantrasyonunun bir¢ok yumusak peynirde yaklasik U¢ kat, sert peynirlerde ise yaklasik beg
kat siitten daha fazla oldugunu gdstermistir. Baz1 ¢alismalar, peynirin olgunlagmasinin ve
kazeinin proteolizinin, dogal olarak kontamine siitten AFM;'in geri kazanimini arttirdigin
gostermistir. Prandini ve ark. (2009) bunu; proteolizin, AFM; olusumuna neden olan kazein
iliskili molekiiller iizerindeki hidrofobik bolgeleri etkileyebilecegi seklinde yorumlamislardir
(Prandini ve ark. 2009). Toksini ekstrakte etme teknigi, analiz yontemi, tiirii, konsantrasyonu,
peynir yapiminda kullanilan siitiin kalitesi ve sonuglarin degerlendirilme yonteminin de
belirlenen AFM; konsantrasyonunu etkiledigi yapilan aragtirmalar sonucunda gosterilmistir
(Bulca ve Bircan, 2013).

Bununla birlikte iilkemizde yiiksek performansli sivi kromotografisi kullanilarak
AFM; varligin arastiran ¢aligmalar da bulunmaktadir. Turgay ve ark (2010), 46 adet yar1 sert
peynir orneginde (22 adet inek, 18 adet keg¢i, 6 adet koyun siitiinden yapilmig) AFM; varligin
ortaya koymustur. Koyun peynirlerinde AFM; bulunmazken, inek ve keci peynirlerinin 32
tanesinde 0,069-1,2 ng/g ve 0,06-0,22 ng/g oraninda AFM; tespit edilmistir. Baygeldi ve
Tanyildizi (2018), inceledikleri 60 adet ¢ig siit numunesinin 16’sinin (%27) AFM;
icermedigi, 36’smin (%60) yasal siirlar icinde AFM; igerdigi ve geri kalan 8’inin (%13) ise
yasal siirlarin tistiinde AFM; igerdigini tespit etmislerdir. Dingel ve ark. (2012), 20’ser adet
Civil, Mihalig, Otlu peynirleri, Kars kasar1 ve Urfa peynirlerinde AFM; varligini aragtirmis ve
sadece Urfa peynirinin 10 adedinde (%50) yasal limitleri gegmeyen oranda bu toksini
belirlemislerdir. Aksoy ve ark (2016), ELISA ve HPLC teknikleri ile analiz ettikleri 40 adet
tereyagl numunesinde AFM;’1 tespit edememislerdir. Yilmaz ve Altinct (2019),

immunoaffinite kolon ile saflastirilduktan sonra HPLC ile analiz ettikleri siitlerin %61,5’inde,
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beyaz beynirlerin %40°1inda, kasar peynirlerin %65,4’linde ve tereyaglarin %29,6’sinda AFM;
tespit ederken 53 drnekte (%50,96) AFM; tespit edilmemistir. Tespit edilen bu 51 6rnekteki
(%49.04) AFM; degerleri 2,4 — 47,8 ng/L/kg degerleri arasinda bulunurken bu diizeylerin
Tiirk Gida Kodeksi siirlarini asmadigi (50 ng/L/kg) bildirilmistir.

LC-MS teknigi giincel bir teknik olup, artik siit ve siit iiriinlerinde AFM; varliginin
konfirme edilmesinde HPLC tekniginin yerini almaktadir. Peynir 6rneklerinde AFM; varligini
ve seviyelerini ELISA ile arastiran pek ¢ok calismanin bulgulari tam anlamiyla kendi
aralarinda uyusmadigi gibi bizim bulgularimizla da birebir 6rtlismemektedir. Bilindigi {izere
ELISA yontemi aflatoksin miktarin1 belirleme agisindan ppt diizeyinde degerlendirme
yapmakta, yani hassasiyeti olduk¢a yiiksek olmaktadir. Bunun yanisira hizli sonu¢ vermesi
oldukga Onemlidir. LC-MC teknigi de benzer sekilde dogru ve hassas sonuglar vermesi
onemlidir. Bizim ¢aligmamizda da AFM; varlig1 tespit edilen 6rneklerin 10 tanesinin LC-MS
taramasi sonrasinda negatif sonu¢ vermesi, analiz edilen kec¢i peynirlerinin halk sagligini ciddi
derecede tehdit edecek diizeyde AFM; igermedigini desteklemektedir. Cografi farkliliklar,
orneklerin temin edildigi mevsim, peynir ¢esidi, peynirin igerigi, peynir iiretim
teknolojisindeki farkliliklar, depolama kosullari, olgunlagma siiresi, peynir yapiminda
kullanilan siitin AFM; ile kontaminasyon derecesi gibi bir¢cok faktérden dolay:r farkli

lokasyonlarda yapilan analizlerin farkli sonuglar vermesi de dogaldir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, ¢alisma yapilan donemler itibar1 ile Canakkale ili ilgelerinde satisa
sunulan keci peynirlerinin AFM; ile kontaminasyon durumunu, tiiketici sagligini tehdit eder
boyutlarda olmadig: tespit edilirken, AFM; riskinin her zaman ele alinmasi gereken bir
durum oldugunu ve yapilacak calismalar ile siirekli kontrol mekanizmasini olusturmanin
gerektigi ifade edilebilir. Korunma ve kontrol basamaklarinin en basinda ciftlikten sofraya
giivenli gida kapsaminda, ¢iftlik hayvanlarinin rasyonlarinda ya da yem hammaddelerinde
AFB; ile kontaminasyonun oniine gec¢ilmelidir. Bu kavramlarin anlagilabilmesi adina da
ureticinin bu konuda bilinglendirilmesi ve egitimleri adina ¢alismalar yapilmalidir.

Basta aflatoksinler olmak iizere pek ¢ok mikotoksin, insan sagligi 6zellikle ¢ocuklar
tizerinde ciddi etkilerinin bulunmasi, uzun donemli maruziyetlerin karaciger yetmezligi,
kanser gibi kotii huylu hastaliklara sebep olmasi, {iriiniin iglenmesi ve paketlenmesi esnasinda
sterilizasyon ve pastorizasyon islemlerine dayanikli olmalar1 nedeniyle bulasma kaynaklarinin
stirekli izlenmesi gereken 6nemli bilesiklerdir. Ciftlikten sofraya kadar her asamada gerekli
koruyucu 6nlemlerin alinmasi gereklidir. Ozellikle siit yetistiriciligi yapan kisiler ile siit ve siit
tirtinleri treticilerinin aflatoksinlerin neden oldugu potansiyel saglik problemleri ve sonuglari
konusunda bilgilendirilmelerine yonelik egitim programlarina agirlik verilmelidir. Siit ve st
urinlerinde AFM; kontaminasyonunu minimize etmek i¢in birinci adim, hayvan yemlerinin
belirli periyotlarla AFB; acisindan kalite kontrollerinin yapilmasi, modern iiretim
tekniklerinin  yayginlagtirilmasi, siit hayvanlarinin  beslenmesinde kullanilan yem
maddelerinin depolanma kosullarinin iyilestirilmesi ve yemlerde mikotoksin iiremesinin
oniline gecmek i¢in mikotoksin baglayici 6zellige sahip katki maddeleri ile takviye edilmeleri
onem arz etmektedir. Iyi tarrm uygulamalarinin hayata gecirilmesi, Uretici ve tiketici
bilincinin arttirilmast ile halk sagligi korunacaktir.

S(t, toplum beslenmesinde ve sagliginin korunmasinda ¢ok énemli yeri olan bir besin
kaynagi olmakla birlikte, her yeni dogan canlnin ilk ve temel besini olup insanin
dogumundan Oliimiine kadar gegcen yasam siirecinin her devresinde en 6nemli gidadir. Siit
ayrica; yogurt, peynir, tereyagi, kaymak, siit tozu, kazein vb. tiriinlerin temeli olmasiyla 6nem
arz etmektedir. Siitiin pastorize edilmesi halinde bile raf dmriiniin diisiik siirelerde olmasindan
dolayi siit, tirtinlere islenmektedir. Bu {iriinlerden en ¢ok tercih edileni ise diinya iizerinde

birgok ¢esidi bulunan peynir olarak belirtilmektedir. Aflatoxin B, gucli bir karsinojen olup
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stit hayvanlart AFB;’i rasyonlarinda aldig1 zaman hepatik biyotransformasyon ile Aflatoksin
M;’e metabolize etmektedir. Siit ve siit iirlinlerinde AFM; bulunmasi, bu liriinleri daha ¢ok
tikketen bebek ve ¢ocuklar agisindan da olduk¢a 6nem arz etmektedir. Bebek ve ¢ocuklarin
mikotoksinlerin olumsuz etkilerine kars1 daha hassas olmasindan dolay1 Aflatoksin Mj’in siit

ve Urunlerinde bulunmasinin 6nemi artmaktadir.
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