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PIRINCTE AFLATOKSIN URETILMESI

Omer Demet!  Halis Oguz'  ilhami Celik?  Ferhan Nizamlioglu®

Production of Aflatoxin on Rice

Summary: In this study, the production of aflatoxin at a grade appropriate for dietary aflatoxin feeding studies were
performed under our laboratory conditions. After sporulation of Aspergillus parasiticus NRRL 2999 strain in the tubes
containing Sabouraud Dextrose Agar (SDA), the spores were removed by washings with 0.005 % Triton X-100
(Merck) and an enriched suspension of spores were obtained. Following determination of the spore numbers in per
ml. of suspension, the suspension was used to inoculate the sterilized rice in erlenmeyer flasks and after inoculation
the flasks were in to an incubator for fermentation at 28 °C. At first stage of the study, thirtyfour erlenmeyer flasks
were fermented. On the 2nd day of fermentation four erlenmeyers were removed because that rice kernels formed a
large compact mass. After seven days fermentation, aflatoxin levels of the flasks were determined by Fluorescence
Spectrophotometry. The mean aflatoxin level of thirty flasks was approximately 62.71 mg/kg (ppm). At second stage,
three groups of erlenmeyers each having six ones, were fermented for 6,9, and 12 days. Aflatoxin levels were de-
termined as follows; 30. 16 mg/kg, 29.65 mg/kg and 29.58 mg/kg respectively. Observation of no increase after 6 th
day of the fermentation. As a result, 62.71 mg/kg total aflatoxin level were produced on rice, provides a sufficient
amount for dietary aflatoxin feeding studies .
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Ozet: Bu galismada, yedirme denemelerinde kullanilmak (izere piringte aflatoksin Gretimi gergeklestirildi. Aspergillus
parasiticus NRRL 2999 susu, Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) igeren tiiplerde sporlandiriidiktan sonra, sporlar %
0.005'lik Triton X-100 ¢ozeltisi ile alinarak spor susplinsiyonu hazirladi. Spor sayimi yapildiktan sonra, sterilize edilerek
onceden hazirlanan piring igeren erlenmayerlere ekimler yapildi ve fermantasyon igin 28 °C'ye ayarlanmig etiive kon-
du.llk asamada, 34 adet erlen fermentasyona tabi tutuldu. .Ilk iki gtin icerisinde topaklanma nedeniyle 4'0 fer-
mantasyondan g¢ikartildi. Kalanlar 7 glin slreyle fermente edildikten sonra aflatoksin diizeyi Floresans Spek-
trofotometre ile belirlendi. 30 erlende ortalama 62.71 mg/kg (ppm) diizeyinde total aflatoksin tespit edildi.

ikinci agamada, 6's1 6 gin, 6's1 9 gin ve 6'si da 12 giin sireyle toplam 18 adet fermentasyon gerceklestirildi. Af-
latoksin dlzeyleri mg/kg olarak sirasiyla 6. ginde 30.16, 9. giinde 29.65 ve 12, glinde ise 29.58 olarak tespit edildi.
Boylece fermentasyon siresinde renk degisimi de dikkate alindiginda 6. glinden itibaren aflatoksin dizeyinde bir fark-
higinin olmadig gorildi. Sonug olarak, piringte Gretilen 62.71 mg/kg diizeyindeki total aflatoksin diizeyi, deneysel ye-
dirme ¢alismalarida kullanilabilecek yeterli miktar saglamaktadir.
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Giris

Aflatoksinler (B1, B2, G1, G2,) Aspergillus fla-
vus ve Aspergillus parasticus adh kif mantarlari
tarafindan sentezlenen hepatotoksik metabolitiedir.
ilk olarak 1960 yilinda Ingiltere'de kuflenmis yer fis-
tigi ile beslenen 10 bin hindi palazinin élmesiyle or-
taya ¢ikmig, daha sonra alabaliklar Uzerinde yapi-
lan ¢aligmalar sonucu hepatomlara neden oldugu
belirlenmistir. Bu 6zelligi ile de insan saghg: baki-
mindan riskli maddeler arasinda yerini almistir (De-
met ve OJuz, 1995; Kaya, 1989; Sanli, 1980).

Aflatoksikozis, aflatoksinlerin neden oldugu bir
zehirlenmedir. Hayvanlarda, énemli ekonomik ka-
yiplara neden olurken, insanlarda genellikle kara-
ciger kanserine yol agar.

Deneysel yedirme c¢alismalarinda, yuksek du-
zeyde toksine ihtiya¢ duyulur. Bu nedenle, ilk 6nce
herhangi bir vasatta yeterli miktarda aflatoksin Ure-
tilir (Huff ve ark., 1992; Kubena ve ark., 1993).

Aflatoksin uretilmesinde en ¢ok kullanilan Grin-
lerin basinda yer fistg1 (Arseculeratne ve ark.,
1969; Codner ve ark., 1963), bugday (Stubblefield
ve ark.,, 1967) misir (Schoeder, 1966), soya fa-
sulyesi (Gupta ve ark., 1977, sorgum ve piring
(Shotwell ve ark., 1966) gibi Urlinler gelmektedir.
Bunlardan bagka sivi ortamlarda da aflatoksin ure-
tilebilmektedir (Ciegler ve ark., 1966, Reddy ve
ark., 1971, Schoeder, 1966). ;

Shotwell ve ark. (1966) A.flavus NRRL 2999 su-
su kullanarak piringte fermentasyon yolu ile 1500
pa/gr dizeyine kadar total aflatoksin Uretmeyi ba-
sarmiglardir. Bu dizeyin (ug/gr), 950'si By, 143'0,
B, , 365' Gy, ve 62'si Go'den olusmaktadir. Fer-
mentasyon suresinin 12 gune kadar tutuldugu s6z-
konusu galsmada, en gok Gremenin 5-6. gunlerde
oldugu bildiriimektedir. Gupta ve ark. (1975),
A.parasiticus NRRL 3240 susu kullanarak soya fa-
sulyesi ununda 6.85 mg/100 gr dlzeyinde total af-
latoksin Uretebilmislerdir. Yine ayni g¢alismada,
substrata ZnSQ, ilave edildijinde aflatoksin sen-
tezinin yaklasik iki kat arthd belirtiimektedir.
Schroder (1966), A.parasiticus 64-R 8 susu ile mi-
sirda 1-2.29 mg/ 30 gr total aflatoksin;. Ar-
seculeratne ve ark. (1969), A.flavus ATCC-15546
sugu ile hindistan cevizinde 8 mg/gr total af-
latoksin; Harvey ve ark. (1991) ise, A. parasiticus
NRRL 2999 susu ile piringte 260 mg/kg dlzeyinde
total aflatoksin Uretmiglerdir.

Ciegler ve ark. (1966), A.flavus NRRL 3000
susu ile 200-300 mgAt arasinda Afl. B1+G4; Reddy
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ve ark. (1971), A. parasiticus ATCC 15517 susu ile
28-30 mg/100 ml total aflatoksin; Davis (1966)'de
A.flavus ile yarisentetik substratta 63 mg/ml total
aflatoksin Uretebilmiglerdir.

Birgok arastirmaci (Harvey ve ark., 1991; Huff
ve ark, 1992; Kubena ve ark, 1993), A.parasiticus
NRRL 2999 susu kullanilarak piringte dretilen af-
latoksinin %79' unun B4, % 18'sinin G4, %4'nln Bo
ve %1'nin de Go'den olustugunu tesbit etmislerdir.

Deneysel yedirme calismalarinda ilk once, kuf
mantari susundan uygun bir ortamda aflatoksin
uretiimekte ve yeme karnstirimak suretiyle hay-
vanlara yediriimektedir. Bu calisma ile de, yedirme
denemelerinde kullanilmak (zere, piringte af-
latoksin Gretilmesi amaclanmaktadir.

Materyal ve Metot

Arac ve Gerecler: Etlv (Dedeodlu), Sterilizator
(Dedeoglu), Otoklav (Labsco), Santrifij (Runne
Heidelberg Mod, RS, 80-A), Rotatif evaporator
(Heidolph), Hassas terazi (Shimadzu), Otomatik
leke uygulayicisi-stopper (Desega), U.V. Isin Kabini
(Desega), Floresans Spektrofotometre (Perkin El-
mer MPF- 43-A, T.K.B. il Kontrol Lab. ANK.), ince
Tabaka Plakalari (ITK) (Merck, Silikajel-60), De-
velopman tank: (Labsco), Mikroskop (Leitz Ortho
Lux-ll - Model), Rutin diger labaratuvar mal-
zemeleri.

Kimyasal Maddeler: Metanol (Merck), Aseton
(Merck), Asetonitril (Merck), Kolorform (Merck),
Benzen (Merck), Dietileter (Merck), Triton X-100
(Merck), Sodyum slifat (Anhidr, Merck), Sa-
bouraud Dekstroz Agar (SDA, Oxoid), Aflatoksin
(B4, By, G4, Gp) Standartlari (Altech firmasi aracilig)
ile Macor Chemical-Ltd, Kudius'ten saglandi).

Standart ve Diger Cozeltiler; Stok standart ¢o-
zeltisi (20 pg/ml): 1 mg aflatoksin 50 ml benzende
¢OzUndurulerek hazirlandi.

Calisma standart ¢ozeltileri (0.2 pg/ml) ve (0.4
ug/ml): Stok gozeltiden 0.5 ml alip 50 ml ve 0.5 ml
alip 25 ml hacimde benzen-asetonitril (98+2) kari-
simi ile hazirlandi.

1. Developman tank ¢ozeltisi: 50 ml dietileter
icinde 10 gr. susuz sodyum stulfat katilarak hazir-
land.

2. Developman tank ¢ozeltisi:
+Aseton+Su (88+12+1.2).

Triton x-100 ¢ozeltisi (%0.005): Steril bidistile su
ile hazirland..

Digerleri: Pirin¢ (Baldo). Aspergillus parasiticus

Kloroform
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NRRL 2999 susu (T.K.B. Ankara il Kontrol Lab.’
dan sagland).

Pirincte Aflatoksin Gretiimesi ve Ekstraksiyonu,
Shotwell ve ark. (1966)'nin bildirdikleri yéntem esas
alinarak gerceklestirildi.

Kaltar Vasatinin Hazirlanmasi: 3.9 gr Sabou-
raud Dekstroz Agar (SDA) tartilarak tzerine 100 ml
distile su eklendi. lyice eritildikten sonra 1.5 kg/cm?
basing altinda 121 °C'de 15 dk otoklavda sterilize
edildi. 15x1.5 cm'lik 15 adet steril tiplere ak-
tarildiktan sonra agizlari pamukla kapatilarak do-
kilmeyecek sekilde yatik durumda vasatin katilas-
mas! saglandi.

Nutrient buyyonda sulandirilan A. parasiticus
susundan vasata ekimler yapildiktan sonra etlve
konarak 28 °C'de sporlanma sagland..

Spor Sayimi: Vasatta olusan sporlar %0.005'lik
Triton X-100 ¢ozeltisi ile alindi. Bunun igin her bir
tipe 3 ml ¢bzelti ilave edildi. Steril kosullarda tip-
lerden sporlar 6ze ile kazinarak toplanmasi ko-
laylastirildi. Spor stspansiyonlar 50 ml'lik steril bir
balon jojede toplandi. Bundan 1/10, 1100 ve 1/
1000'lik dilde cozeltileri hazirlandiktan sonra
Thoma laminda mikroskopta sayildi. Boylece ml'de
3.84x 10° spor hiicresi oldugu belirlendi.

Piringte Fermantasyon: 250 ml'lik bir erlene 50
gr. piring tartilarak tzerine 25 ml musluk suyu ilave
edildi. Iki saat streyle karistinidiktan sonra agzi pa-
muk tampon ile kapatilarak 1.5 kg/cm? basing al-
tinda 121 °C'de 15 dk. slreyle otoklavda sterilize
edildi. Sogumas beklendi ve sonra kuvvetlice cal-
kalanarak lapalasmalar énlendi. 0.5 ml spor sis-
pansiyonu ilave edildikten sonra yeniden karigtinidi
ve 28 °C'ye ayarlanmis etlve fermente olmak
uzere kondu. Geceleri hari¢ her saat basi elle ka-
ristinlmak suretiyle piring danelerinin mamkin ol-
dugu kadar birbirine yapigsmasi énlenmeye c¢alisildi.
24. ve 48. saatlerde 5'er ml steril su eklendi. 12.
gune kadar surdurulen fermentasyonda gunlere
gore renk degisiklikleri gozlendi. Fermentasyondan
sonra sterilizatére alinarak 70 °C'de yaklasik iki
gun sureyle kurumasi saglandi.

Toplam 52 adet erlende fermantasyon ger-
ceklestirildi. Bunun 34 adedi 7 glin slreyle; kalan
18 erlenden 6's1 6 gun ; 6's1 9 glin ve 6'si da 12 gln
sureyle fermentasyona tabi tutuldu. Fermantasyon
sonucu etuvden ahnan erlenler, 70 °C'ye ayar-
lanmig sterilizatérde 2 gln sureyle kurutulduktan
sonra igerikleri 6gutlldu ve deneysel ¢alismalarda
kullaniimak Gzere saklandi.
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Ekstraksiyon: 10 gr fermente piring unu Gzerine
100 ml distile su ilave edilerek 5 dk. slreyle ka-
nstinldi. Uzerine 100 ml kloroform eklenerek 5 dk
daha karngtiriidi. 300 devir/dk'da 15 dk. streyle
santriftj edildikten sonra ayirma hunisi ile kloroform
fazi alindi. Kloroform fazi, 15 gr .susuz sodyum sul-
fat konulan bir huniden sGzulda. Ugurma balonuna
alinan kloroform rotatif evaporatérde ucurulduktan
sonra kalan ekstrakt 10 ml kloroform ile ¢oz-
darulerek kaguk viallere alindi.

Geriye Kazang Ylzdesinin Belirlenmesi: 10 gr
pirince 10 pg ve 100 pg dizeyinde aflatoksin By
katiimak suretiyle geriye kazang ylizdesi belirlendi.

Plakaya Leke Uygulanmasi ve Okunmasi: Pla-
kaya degisik yogunlukiarda aflatoksin ¢ézeltileri ve
numune ekstrakti ¢ozeliileri otomatik leke uy-
gulayicisi ile uygulandi. Birinci developmandan
sonra kirliligin ayrilmis oldugu kismi kesilen plaka,
ikinci developman tankina kondu. 2. developman
tankindan alindiktan sonra kurutularak U.V. lam-
bas| altinda 365 nm. dalga boyunda incelendi. Nu-
mune lekeleri de belirlendikten sonra plaka, Flore-
sans Spektrofotometre (emisyon; 425, eksitasyon;
365 nm) ile okunarak aflatoksin dGzeyleri belirlendi.

Bulgular
Toplam 34 adet erlenden 4'Unde daha ilk iki gun
icerisinde topaklanma meydana geldigi icin fer-
mentasyona tabi tutulmadi. Kalan 30 adet erlen de
fermantasyon suresince her saat basi elle ka-

saglandi. Fermentasyonun 2. gundnde piring dane-
leri Uizerinde leke gibi beyaz renkli bolgeler, 3. gin
icerisinde ise giderek parlaklik kazanan sari renk-
lenmeler gézlendi. 4. gunden itibaren de renk-
lenme 6nce acik kahverengi, daha sonra da gide-
rek bugday rengine dénustl. Fermentasyon sonu-
cunda piring danelerinin bugday goérinumu ka-
zanmis oldugu gozlendi. Batin erlen igerikleri bi-
rarada toplanip karisim saglandiktan sonra yapilan
analizlerde total aflatoksin duzeyinin 62.71 mg/kg
(ppm) oldugu saptandi.

ikinci asamada gerceklestirien 18 adet er-
lendeki fermentasyonda ise 6. giinde 30.16 mg/kg;
9. glinde 29,65 mg/kg ve 12. glinde 29.58 mg/kg
diizeyinde total aflatoksin belirlendi.

Analizde spektrofotometrik okumada aflatoksin
tir ayinmi yapilamadi. Ekranda gorllen ve tespit
edilen aflatoksin piklerinin ¢iktisi alinamadi. Geriye
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kazang¢ ylUzdesinin belirlenmesi icin yapilan ana-
lizlerde, bu oran % 92 olarak tespit edildi.

A. parasiticus NRRL 2999, susu tarafindan olus-
turulan sporlar Sekil 1'de, ince Tabaka Kro-
matografisinde aflatoksin lekeleri Sekil 2'de go6-
riimektedir.

Tartisma ve Sonug¢

ilk asamada fermentasyona tabi tutulan 34 er-
lenden 4'4 ilk iki gun igerisinde topaklanma gos-
terdiginden fermantasyonlan sirdiriimedi. lyi bir
fermantasyon igin, erlen igeriklerinin su oraninin uy-
gun bir sekilde ayarlanmasi ve slrekli karistirmak
suretiyle icerigin bir yigin haline dénlismesinin 6n-
lenmesi gerekmektedir. Bunun icin de bir ka-
ristiriciya ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu calismada ka-
rigtirma islemi, geceleri hari¢ olmak Gzere her saat
basi elle yapiimigtir.

Fermentasyon slresince piring danelerinde go-
rilen renk degisiklikleri Shotwell ve ark., (1966)'nin
fermentasyonda belirledikleri dedigikliklerle ben-
zerlik gostermekteydi. Bu degisiklikler, genellikle
baslangigta daneler Uzerinde beyaz lekeler, daha
sonra sararma ve nihayet ac¢ik kahverengiden gide-
rek bugday rengine dénus, hatta dikkatle ba-
kildiginda piring daneleri sanki bugday danesiymis
gibi bir gériiniim alma seklinde olmaktadir.

ilk asamada gerceklestirilen 30 adet fermen-
tasyonda ortalama olarak 62.71 mg/kg (ppm) total
aflatoksin elde edilmistir. Floresens Spektro-
fotometrede kantitatif olarak belirlenen bu dlzeyin,
total aflatoksin bazinda 1500 pg/gr dizeyinde (re-
tebilen Shotwell ve ark. (1966)'na gére oldukca di-
stk oldugu gorilmektedir. Adi gegen calismada
sus olarak A. flavus NRRL 2999 kullaniimigtir. A.
parasiticus NRRL 3240 susunun kullanildigi Gupta
ve ark. (1966)'nin soya fasulyesi ile yaptiklari ¢a-
ligmada ise, 68.5 mg/kg duzeyinde total aflatoksin
uretilmis olup, bu gahsmada elde edilen dizeye
(62. 71 mg/kg) yakindir. Piringte A. flavus NRRL
2999 susu kullanilarak yapilan g¢alismalarda (Har-
vey ve ark., 1991; Huff ve ark., 1992; Kubena ve
ark., 1993), 260 mg/kg total aflatoksin Uretildigi bil-
diriimektedir. Yine Ciegler ve ark., (1966), A. flavus
NRRL 3000 susu kullanarak sivi ortamda 200-300
mag/t arasinda Afl. By+G4, Arseculeratne ve ark.
(1968), A. flavus ATCC 15546 susu ile hindistan
cevizinde 8 mg/gr total aflatoksin Uretebilmislerdir
ki, bu dlzeyler bu galismada elde edilen dizeyin
(62.71 mg/kg) ¢ok Ustindedir.
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Bir ¢alismada (Gupta ve ark., 1975), vasata
ZnS04 katiimasinin sentezlenmeyi yaklasik iki kati
kadar arttirdig bildirilmektedir.

Goruldiga gibi aflatoksin sentezine yénelik ¢a-
ismalarda elde edilen sonuglar oldukg¢a farkhdir.
Bunda birgok faktortin etkili oldugu anlasiimaktadir.
Bunlardan ilki, kullanilan susun taze olmasi; yani
aflatoksin Uretme yeteneginin azalmamig olmasidir.
Bu ¢alismada, T.K.B. Ankara il Kontrol Lab.'dan
saglanan susun yeterince taze veya aktif olmamasi
sozkonusu olabilir. Cunkd, ikinci asamada ger-
ceklestirilen 18 adet fermentasyonda ortalama 30
mg/kg dizeyinde aflatoksin belirlenebilmistir. ik
asamadaki fermantasyon sartlarinda yapilan bu fer-
mentasyonda duzeyin hemen hemen yariya dus-
mesindeki asil sebep aym kdltirin pasajlanmis
seklinin kullaniimas: olabilir.

Aflatoksin sentezlenmesi (izerine etkili diger fak-
torlerden birisi de fermantasyona tabi tutulan ice-
rigin duzenli olarak strekli karigtirnimasi geregidir.
Bundan amag, piring danelerinin birbirine misellerie
tutunup kiime olusturmamasidir. Bunun i¢in de en
iyisi imkani var ise, uygun bir kanistinicimn kul-
laniimasidir. Bu cgalismada karistinct temin edi-
lemedignden karistirma iglemi elle yapilmigtir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile elde edilen 62.71
mg/kg piring dizeyindeki total aflatoksin, deneysel
yedirme galismalari i¢in gerekli olan aflatoksin mik-
tarini kargilamaktadir. Ancak bu dizey, yukanda da
belirtildigi gibi Gupta ve ark.(1975)' nin ve Ar-
seculeratne ve ark. (1969)'na goére gok duslktir. O
nedenle, uretim galismalarinda Uretimi veya sentezi
etkileyen faktdrlerin ozellikle dikkate alinmasinda
yarar oldugu kanisindayiz. Boylece, labaratuvar ko-
sullarinda ¢ok daha ylksek dizeyde aflatoksin Ure-
tilmesi mumkun olacaktir,
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Sekil 1:

A. parasiticus NRRL 2999 sporlarinin
151k mikroskobundaki gérinimi.
Giemsa boyamasi, x 2000

Sekil 2: A parasiticus NRRL 2999 tarafindan
piringte sentezlenen Afl, By ve Gy
lekelerinin ITK'da gérinamieri. (Afl.
By ve G, yogunluklann disgik

oldugundan resimde ¢ikmamistir).



