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Cesitli peynir orneklerinde aflatoksin M, varliginin
HPLC ile analizi
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OZET

Amag: Aflatoksinler; ozellikle Aspergillus flavus

ve Aspergillus parasiticus mantarlarn tarafindan
karsinojenik, teratojenik, mutajenik ve
toksijenik etkileri olan pek cok tarimsal Uriinde

mikotoksindir.  Sit

uretilen
olusabilen  bir grup veren
hayvanlar aflatoksin B, ile kontamine oldugunda bu
hayvanlardan alinan sitte aflatoksin M, bulunmaktadir,
aflatoksin  B,’in biyotranformasyon sonucu birincil
metaboliti aflatoksin M,  karacigerde
olusturulur ve siit bezleri ile salgilanir. Bu calismada
Tirkiye’nin degisik bolgelerinden toplanmis (Urfa,
Civil, Mihalic, Otlu peynir ve Kars kasari; n=100)
HPLC

1

olarak

peynirlerde aflatoksin M ile analizi ve

arastirilmasi amaclanmistir.

Yontem: Peynirlerde aflatoksin M, konsantrasyonunun
analizi ters faz HPLC-fluoresans sistemi ile Phenomenex,
Nucleosil, 100 A, C,, (4.6x250 mm, 5um) analitik
kolon ve bilesimi su:asetonitril (75:25 h/h) olan
hareketli faz (1 ml/dk akis hizinda, 40 °C’da)
ile kullanilarak A =365 nm ve A, =435 nm’de
yapilmistir.

Bulgular: Civil, Mihali¢, Otlu peynirleri ve Kars
kasarinda aflatoksin M, saptanamamistir. Sadece Urfa

ABSTRACT

Objective: Aflatoxins are a group of mycotoxin
with potent carcinogenic, teratogenic,
and toxigenic effects are produced by certain species
of Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus and

mutajenic

may occur in various agricultural commodities. When
aflatoxin B, contaminates the food of lactating animals,
milk from these animals contains aflatoxin M,, the
principal metabolite arising from biotransformation of
aflatoxin B, in liver and it is secreted into milk in the
mammary gland. In this study we aimed to determination
and investigattion of aflatoxin M, concentrations in
cheese samples by HPLC. Samples were obtained from
various regions of Turkey (Urfa, Civil, Mihalic, Otlu
cheese and Kars cheddar; n=100).

Method: Aflatoxin M, concentrations in cheese
samples determined by using HPLC-RP fluorescence
system (A_=365 nm and A_ =435 nm) which were
consisted of Phenomenex, Nucleosil, 100 A, C,
(4.6x250 mm, 5um) analytical column and mobile phase
composition with water:acetonitrile (75:25 v/v) at
1 ml/min, 40 °C).

Results: Aflatoxin M, was determined only ten
samples of Urfa cheese, which were under the

! Refik Saydam Hifzisthha Merkezi Bagkanhgi, Tiiketici Giivenligi ve Saglik Etkileri Arastirma Mudirltigi, ANKARA

2 Gazi Universitesi Ticaret ve Turizm Egitim Fakiiltesi, Golbagi, ANKARA

> Refik Saydam Hifzishha Merkezi Baskanligi, Zehir Arastrmalari Miidirliigi, ANKARA

{letisim / Corresponding Author : Dr. Aysun Dincel

Refik Saydam Hifzisshha Merkezi Baskanligy, Tiiketici Giivenligi ve Saglik Etkileri Arasuirma Midiiriigl, ANKARA  Gelis Tarihi / Received :  01.07.2011

Tel : +90312 458 22 00

Dincel A, Demli F, Durlu-Ozkaya F, Alatan F, Uzun R, Subasi SA. Cesitli peynir &rneklerinde aflatoksin M, varliginin HPLC ile analizi. Turk Hij Den Biyol Derg, 2012;

69(2): 89-96.

E-posta / E-mail : aysun.dincel@rshm.gov.tr

Kabul Tarihi / Accepted :  15.02.2012

Turk Hij Den Biyol Derg: 2012; 69(2): 89 - 96



Cilt 69 ®m Say12 m 2012

peynirlerinin on tanesinde aflatoksin M, saptanmistir.
Peynirlerde saptanan aflatoksin M, konsantrasyonu
kabul edilebilir sinir degerinin altindadir.

Sonug: Bu calismada Ulkemizde iretilen cesitli
peynir orneklerinden vyalnizca Urfa peynirlerinde
aflatoksin =~ M, saptanmisti.  Ancak  saptanan
deger kabul edilebilir degerlerin altinda olup,
insanlarin tiketimine uygundur. Ancak bu konudaki
calismalarin  daha kapsamli
tekrarlanmas1 yanisira gerek (Ureticilerin gerekse

hakkinda bilgilendirilmesi

genis orneklerle

tiketicilerin konu

onerilir.

Anahtar Sozciikler: Aflatoksin M,, peynir, HPLC

GIRiS

Cesitli gidalarda, tahillarda, yemlerde ve her
turlt kuru yiyeceklerde rutubetin artmasina ve
ortam sicakligina bagli olarak, kiif tirleri gida
urinlerinin Uzerinde pamuk gorunumiinde, bazen
renkli olusumlar yaparak hizla uremektedirler.
istenmeyen bu kiiflerin iiremesi sonucu mikotoksin
denilen saglik agisindan zararli toksinler ortaya ¢ikar
ki bunlarin en onemlilerinden birisi “Aflatoksin”dir.
Aflatoksinler, Aspergillus flavus veya Aspergillus
parasiticus kiiflerinin Urettigi toksik metobolitler
Aflatoksin,

viicuda alinma sikligina bagli olarak akut ve kronik

olarak adlandinlir. doza ve toksinin
etkiler olusturabilmektedir. Aflatoksinlerin insanlar
ve hayvanlar icin toksijenik, mutajenik, teratojenik
ve karsinojenik etkileri oldugu bilinmektedir.
insanlar ve hayvanlar toksini aflatoksinle bulasmis
gida ve yem maddelerini dogrudan tiiketerek ya da
aflatoksin bulasmis yemle beslenen hayvanlarin,
yumurta, peynir ve sut gibi Urinlerindeki toksinle

alirlar (1-5).

Ulkemizde diinyaca bilinen ve tamnan peynirlerin
yani sira yoreye ozgu geleneksel tipte peynirler de
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Turk Hij Den Biyol Derg

PEYNIRLERDE AFLATOKSIN M, ANALIZi

acceptable limits of dairy products. In the other

groups of cheese samples (Civil, Mihalig, Otlu
cheese and Kars cheddar) Aflatoxin M, was not
determined.

Conclusion: In this study,
determined only ten samples of Urfa cheese which were
under the acceptable limits of dairy products. All other
samples from different part of the country were suitable
for human consumption. Ancak bu konudaki calismalarin
daha genis kapsamli orneklerle tekrarlanmasi yanisira
gerek Ureticilerin gerekse tiiketicilerin konu hakkinda

bilgilendirilmesi onerilir.

Aflatoxin M, was

Key Words: Aflatoxin M,, cheese, HPLC

uretilmektedir. Bu peynir cesitleri arasinda yer alan
Urfa, Civil, Mihalic, Otlu peynirleri ve Kars kasar
gerek yapim teknikleri gerekse goriinusleri itibariyle
birbirinden hayli farklilik gosteren peynir tipleridir.

Bu calismada Ulkemiz piyasasinda satiga sunulan
geleneksel peynir cesitlerimizden olan Urfa, Civil,
Otlu peynir, Mihali¢, ve Kars kasar1 gibi peynirlerden
alinan  numunelerde  aflatoksin  saptanmasina
yonelik analizler yapilarak halk sagligi acisindan

degrlendirilmesi amaclanmistir.

GEREC VE YONTEM
Kimyasal Maddeler

Calismamizda kimyasal madde olarakmetanol
(Merck, HPLC Grade), asetonitril (Merck, HPLC
Grade), KBr, (Merck), HNO, (%65 h/h, Merck), NaCl
(yuksek saflikta, Riedel), PBS tablet (Phosphate
Buffered Saline), celite 545 (Merck), n-hegzan
(Merck), immunoaffinite kolon (G1007 vicam),
aflatoksin standardi cozeltisi; (Asetonitril icerisinde
10 pg/ml- Supelco) kullamlmistir.
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Numune Toplama

Ulkemiz piyasasinda satisa sunulan Urfa (Urfa
yoresi), Civil (Erzurum yoresi), Otlu (Van yoresi),
Mihalic (Balikesir yoresi) peynirleri ile Kars kasarindan
(Kars yoresi) numuneler alinmistir. Her bir peynir
ad1 gecen bolgeden, bolge kosullarinda (satisa
sunulan ortam sicakliklarinda 5+2 °C) ve yerinde
yaklasik olarak 500 g olacak sekilde toplanmistir.
Saydam poset icerisindeki numuneler analize kadar
-20 °C’de laboratuvar kosullarinda (23+2 °C) muhafaza
edilmistir. Numuneler 2008 yilinin ilk alt1 aylik bolumu

icerisinde toplanmis ve bu surec icerisinde analizi

yapilmistir.
Aflatoksin analizinde numunelerin -20 °C’de
analize kadar saklanmasi analiz  dogrulugunu

etkilemedigi daha Onceki calismalarda bildirlmistir.

(5).

olmak uzere toplam 100 numune toplanmistir.

Calismada her bir grupta 20 peynir numunesi

Numunelerin Hazirlanmasi

Her bir peynir numunesinden 40 gr alinarak
cam behere konulmus ve lizerine 10 g celite
545, 2 ml doymus NaCl ve 150 ml kloroform ilave
edilerek hizlica 3 dk elde karistinlmistir. Adi suzgec
kagidi ve cam yiiniinden siiziilen karisimin tamami
bir balona aktanlmistir. 50 °C’da vakum altindaki
kurutma isleminden sonra kalinti 2 ml metanol
100 ml PBS eklenip
kanstinlmisti.  Ayirma  hunisine aktarilan karisim
75 ml

beklenmistir.

ile cozdurulerek uzerine

n-hegzan ile calkalamp faz ayirim

Berrak olmas1 gereken alt fazin
tamam immunoaffinity Kolondan bir sn’de bir damla
Kolondaki

M.in elisyonu icin 10 ml saf su iki kez daha sonra

olacak sekilde gecirilmistir. aflatoksin
da hava 10 sn olacak sekilde gecirilmistir. Eluat
1.250 pl asetonitril: metanol (3:2 h/h) ile alinarak
Uzerine 1.750 pl saf su eklenmis ve viale aktanlarak
HPLC sistemine enjekte edilmistir.

Cilt 69 ®m Say12 m 2012

HPLC Sistemi

Aflatoksin konsantrasyonlarinin saptanmasi, HPLC
pompast (LC-10AT VP), kontrol (SCL-10A VP) veri
alma kiti (Class-VP 5.03) ve otosampler (SIL-10AD
VP)’den olusan Shimadzu HPLC sistemi ile yapilmistir.
Analitik kolon olarak Phenomenex, Nucleosil, 100 A,
C,; (4,6x250 mm, 5 pm) analitik kolon kullanilmistir.
Kromatografik — ayinm;  bilesimi  su:asetonitril
(75:25 h/h) olan hareketli faz (1 ml/dk akis hizinda,
40 °C) ile fluoresans dedektor kullanilarak A_=365 nm

ve A, =435 nm’de yapilmistir.

Kalibrasyon Egrisi ve Validasyon

Aflatoksinin HPLC ile analizi yonteminde dogrusal
araligin ve kalibrasyon egrisinin saptanmasi icin 10,
25, 50, 100 ng/ml derisim degerlerindeki aflatoksin
cozeltileri asetonitril icerisinde hazirlandiktan sonra
numunelerin hazirlanmas1 bolimiinde anlatildigr gibi
peynir numunelerine eklenerek ekstraksiyon islemi
uygulanmistir. Ekstraksiyon islemi sonrasinda elde
edilen numune ekstrakt1 HPLC sistemine enjekte
edilmistir.

Aflatoksin rw,

sekil 1. Aflatoksin M,’in kimyasal yapisi

Kalibrasyon egrisi, her bir derisim degeri icin
elde edilen aflatoksin M, pik alaninin (A), aflatoksin

M,  derisimi

; degerine  kars1 isaretlenmesiyle

olusturulmustur. Uygulanan HPLC yontemi 10-100
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ng/ml aflatoksin M, derisimi araliginda dogrusaldir.
Aflatoksin M, analizi icin uygulanan HPLC-fluoresans
dedektor yonteminde dogrusal aralik egri denklemi

y = 40960x - 14026; r> = 0.9991 (n=4) olarak
saptanmistir (Sekil 2).
Aflatoksinin  HPLC ile analizi yonteminin

mutlak geri kazanimi aflatoksin icermeyen peynire
100
ng/ml derisimlerdeki aflatoksine ait alan degeri

eklenmis ve ekstraksiyon islemi uygulanan

ile asetonitrilde aym derisimlerde hazirlanan

cozeltilerdeki aflatoksin alan degerinin oraninin
karsilastinlmasiyla hesaplanmistir. Geri kazanim %85
(n=4) olarak saptanmistir. LOD degeri S/N oraninin
3 oldugu deger olarak 2 ng/ml ve LOQ degeri de

6 ng/ml olarak saptanmistir.

BULGULAR

Yapilan calismada numuneler Urfa, Civil,
Mihalic, Otlu peynirleri ve Kars kasarindan yoresel
bolgelerinde ve her bir grup icin 20 farkli numune

olacak sekilde toplanmistir.

Calismamizda her numuneden yaklasik 500 g
olacak sekilde alinarak toplam 100 peynir numunesi
Farkli

incelenmistir. yorelerden toplanan peynir

PEYNIRLERDE AFLATOKSIN M, ANALIZi

numunesi gruplarindan sadece Urfa peynirlerinde
gida tebliginde belirtilen konsantrasyon degerinin
altinda aflatoksin M, saptanmistir (Tablo 1).

Aflatoksin M, standardi yanisira Aflatoksin M,

iceren ve icermeyen peynir numunelerine ait

kromatogramlar Sekil 3-5’de gosterilmistir.

Tablo 1. Aflatoksin M, saptanan Urfa peynir numuneleri ve
derisim degerleri

Urfa Peynir Ornekleri No Tespit Edilen Derisim

(ng/kg)
1 0,0348
2 0,0303
3 0,0315
6 0,0396
10 0,0349
12 0,0304
14 0,0346
15 0,0348
17 0,0387
20 0,0493
Ortalama 0,036011

Aflatoksin Kalibrasyon Egrisi

4500000 -
4000000 -
3500000 -
3000000 -
2500000 -
2000000 -
1500000 -
1000000 -
500000 -

0 T T

y = 40960x - 14026
R?=0.9991

A (Alan)

0 20 40

60 80 100 120
C (ng/mL)

Sekil 2. Aflatoksin M, kalibrasyon egrisi ve regrasyon esitligi
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TARTISMA kontamine olduklannin gostergesidir. M, ve M,
Aflatoksin &ncelikle A. flavus’un bazi suslan aflatoksinleri B, ve B, aflatoksinlerinin hidroksillenmesi
ve A. parasiticus’un tim suslan tarafindan sonucu olusan metabolit tirinleridir. Aflatoksin M, ve M,
iiretilmektedir. Baslica dort adet aflatoksin tipi KUfle kontamine olmus yemlerle beslenen hayvanlarin

vardir: B, B,, G,, G,. B, ve B, aflatoksinleri UV 15181
altinda mavi fluoresans vermelerinden, G, ve G
aflatoksinleri ise yine UV 15181 altinda sari-yesil
fluoresans vermelerinden dolayi,

farkl

yapilara

karacigerinde olusur ve siit salgisiyla birlikte salgilanir.
Bu aflatoksinler ilk kez aflatoksinli yemlerle beslenen
. hayvanlarin siitlerinden izole edilmislerdir ve bundan
dolay1 M olarak gosterilmislerdir. Sut ineklerinde yem

ile alinan aflatoksin B,’in %1-3’U kadar bir miktarin

sahiptir. Buna ek olarak, iki metabolik Uuriin olan
aflatoksin M, ve M, de gida ve yemlerin dogrudan

Hme: LU0y InUies - AMPpInUdead -- mWvoLs

M, olarak siitten izole edilebilecegi bildirilmistir

Detector & [Ex:365nm, Erm:d435nm], .
—— Ongmi M1-090408 : :
] A0rgrnl M1-090403 ; ;
g S demes
2 i
% 28 fommmmmme e R

e

BOG 10.610

e
B R L T S

0.0 IR
| ' L7 '
L L B L B L I R I L LR UL I L RS I
1} 2 4 G g 10 12 14 16 18 20
hinutes
sekil 3. Aflatoksin M, (10 ng/ml) standardina ait kromatogram
1 Ditectopd [Ex:265nm, Ern:d3snm] | ! ! ! ! ! E
1 — urfatzsioo? : : : : : : : 3
3 SR urgl-2es007 . - T PR e P S EEE T i
Y | Rty EEEEEEPEPPRE REEEEEEEE = EEEE e R R LR R, i
g 4§ ' ' ' ' i ' i :
2 {  lglhs L L A L o 5 ] g
E : : : =3 - . 3
1 : : : = . - = . E
E : : : "o = | E
R B E e ErT S EEE T R R [ Seoo - PR
1 ' ' ' ' R ! = : ' j F
; £ : : LR - : -
] o0 1 1 1 1 1 1 1 E
0] = ; T e : :’&J%-;:F""""'I/!"/'-M"-ﬂ:.:""'#l """"" L
3 o ' : ' ' . 7 : ; E
E = : : : : : . : . E
1 ™ : : : : : . : . E
e e e T L B ansmansnl
1] 2 4 i ] 10 1z 14 16 12 20
hiinutes

Sekil 4. Aflatoksin M, saptanmis peynir numunesi kromatogram (0.0348 pg/kg)
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(Sekil
degistirebilen en etkili olan aflatoksin B,’dir ve LD,,
degeri 0.3-9 mg/kg‘dir (1-5).

1). Hem kanser hem de gen vyapisim

Son derece kanserojen bir madde olan aflatoksin
miktarinin gida maddelerinde kontroll, izlenmesi
ve korunmasi halk sagligi acisindan cok onemlidir.
Aflatoksinin viicutta etkiledigi organlarin basinda
karaciger gelmekte ve bu yiizden toksin, hepatoksin
olarak siniflandinlmaktadir.  Aflatoksin olusturan
kiflere genelde 24-30 °C sicaklikta, nem miktan
%9-14 veya daha yuksek olan hemen her cesit
Aflatoksinler

akut etkiler olusturabildikleri gibi uzun sire kuflu

gida maddesinde rastlanmaktadir.
besinlerin tiiketilmesi sonucu sinsi bir sekilde de
ortaya cikabilmektedirler. Aflatoksin olusturabilen
urunlerden bazilan sunlardir: Bazi hayvansal uriinler
(sit, peynir, yumurta, sakatat), yagl tohumlar
(pamuk tohumu), sert kabuklu yagli-kuru meyveler
(findik, yer fistig1, antep fistig1), baz1 kuru meyveler
(kuru incir, kuru Uzim), baharatlar (kirmz biber,

karabiber, hindistan cevizi). (6-9).

PEYNIRLERDE AFLATOKSIN M, ANALIZi

Calismamizda numune cesitliligi ve her gruptaki
numune sayisi genis tutularak tarama ozelligi
gostermesine dikkat edilmistir. Peynir numuneleri
gerec ve yontem boluminde bahsedilen ekstraksiyon
yontemi ile analize hazirlanmis olup, ekstraksiyonu
AOAC’nin
ile ters faz sivi kromatografisinde analiz edilmistir
(10).

yapilan numuneler standart metodu

Cig sit, 1s1l islem gérmiis siit, stt bazli Griinlerin
Uretiminde kullanilan sit icin aflatoksin M, tst siir
degeri 0,05 pg/kg olarak kabul edilmektedir (11).

Tablo 1’de aflatoksin saptanan Urfa peyniri

grubunda bulunan 20 peynir numunesinden
10 tanesindeki aflatoksin M, derisim degerleri
toplanan ornek numaralarina gore verilmistir.
Saptanan degerlerden hicbiri Tirk Gida Kodeksi
Gida Maddelerinde Belirli Bulasanlarin Maksimum
Seviyelerinin Belirlenmesi Hakkinda Teblig (11)’de
verilen Ust sinir degerini asmamistir. Bu anlamda
calisilmis olan peynir orneklerinin tamamindaki

aflatoksin M, miktan halk saghig1 acisindan istenilen

Deteclor A (Ex:365rm, Em A35m]
— ol 0200608
ol 0200608
1T e S
T | S Ut = U U SR
1 A U UMt gt U PPN IR
]
= 15
E
10
5
i
o mi Ll L
LIl T
o 3 & ] -] 6] 1z 4

wAnutas

Sekil 5. Aflatoksin M, icermeyen peynir numunesi kromatogrami
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ozellikte bulunmustur. Kirecci ve ark.’nin yaptigi
bir calismada Tirkiye’de incelenen toplam 80 siit
ve peynir orneginin 68 (%85)’inde aflatoksin M,
saptanmis, 30 (%37,5) Ornekte ise aflatoksin M,
miktarinin Turk Gida Kodeks’ine gore kabul edilebilir
sinirlarin  {izerinde oldugu belirlenmistir (12). Bu
calismada ise yalmzca Urfa Yoresi peynirlerinde
aflatoksin =~ M,
degerleri de kabul edilebilir simir degerinin altinda

aflatoksin ~ bulunmus,  bulunan

saptanmisti.  Bu farkliliklar toplanan peynirlerin

TESEKKUR

Bu calisma Refik Saydam Hifzissthha Merkezi

Calisma 4. Uluslararas

Gida ve Beslenme Kongresi
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cesidine, toplanma zamanina ve yonteme gore

degisiklik gosterebilir.
Sonug olarak sit ve sut urunlerinde aflatoksin
degerlerinin izlenmesi ve bu konuda daha kapsamli

calismalar yapilmasi gerekmektedir. Ureticilerin

uretim sureclerinde aflatoksin olusumunu nasil

engelleyebilecekleri, tlketicilerin ise tikettikleri

gidalarda aflatoksin bulunmasi halinde ne gibi

zararli etkilere maruz kalacaklari hususunda

bilgilendirilmeleri onerilir.

Baskanligi,
ile 3.

BAB projesi olarak desteklenmistir.

SAFE Consortium Uluslararast Gida

Glivenligi Kongresinde poster olarak sunulmustur. Calismada adi gecenler Refik Saydam Hifzissihha

Merkezi Baskanligi’na calismaya verilen destek icin sonsuz tesekkiir etmektedir.
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