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BUGDAY, MISIR, PiRINÇ VE YERFISTIGINDA AFLATOKSiN ÜRETiLMESI 

Ömer Demet1 Halis Oğuz1 llhami Çelik2 Hasan AdıgüzeJ1 

Production of Aflatoxin on Wheat, Corn, Rice and Peanut 

Summary: In this study, the production of aflatoxin at a grade appropriate for dietary aflatoxin feeding studies were 
performed under our Iabaratery conditions. After sporulation Aspergillus parasfticus NRRL 2999 strain in the tubes 
containing Patata Oextrose Agar (Merck), the spores were removed by washings with 0.005% Triton X·100 (Merck) 
and an enriched suspensions of spores were obtained, following determination of the spore numbers in per ml of sus
pension, the suspension was used the inoculate the sterilized substrate (wheat, corn, rica and peanut) in erlenmeyer 
flasks and alter inceulation the flasks were into an incubaıor for lermentation at 28 oc. Toplam twelve erlenmeyer 
flasks each having three ones for each substrate were fermented. At the end of the five days fermentation aflaıoxin 
levels of the flasks were the determined by Fluorescence Specırophotometry. Aflatoxin levels were measured as mg/ 
kg substrate (ppm) as follows: 71.88 for wheat (72.55 % B1, 11.31 % B2, 11.28 % G 1 and 4.86 o/o G2); 48.14 for corn 
(78.84 o/o B ı, 7.45 o/o 82, 10.85 o/o Gı and 2.86 % G2): 63.64 for rica (83.06 o/o B ı, 12.98 o/o 82. 2.84 o/o Gı and 1.12 % 
G2); and 14.65 for peanuı (84.02 o/o Bı. 8.82 o/o B2, 5.01% G 1 and 2.15 o/o G2). 
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Özet :Bu çalışmada, buğday, mısır, pirinç ve yerfıstığında aflatoksin Oretildi. Aspergillus parasiticus NRRL 2999 suşu, 
Patates Dekstroz Agar (PDA) içeren tOplerde sporlandırıldıktan sonra, sporlar o/o 0.005'1ik Triton X • 100 çözeltisi lle 
alınarak spor süspansiyonu hazırlandı ve spor hOcresi sayımı yapıldı . Sterilizasyonu önceden yapılan ve buğday, mısır, 
pirinç ve yerfıstığı içeren erianmayerlere ekimler yapıldıktan sonra fermantasyon için 28 °C"ye ayarlanmış etüve kondu. 
Herbir substratıan Oç adet olmak Ozere toplam on Iki erianmayer fermantasyona tabi tutuldu. Beş gOn süren far· 
mentasyon sonunda yapılan Spektrofotometrlk ölçümde mgA<g (ppm) olarak sırasıyla buğdayda 71.88 (% 72.55 Bı, o/o 

11.31 82,% 11.28 G 1 ve% 4.86 G2); mısırda 48.14 (o/o 78.84 B1, o/o 7.45 82.% 10.85 G 1 ve% 2.86 G2); pirinçte 
63.64 (o/o 83.06 B 1,% 12.98 B2. o/o 2.84 Gı ve o/o 1.12 G2) ve yerfıstığında ise 14.65 (% 84.02 Bı . o/o 8.82 B2. o/o 5.01 
G 1 ve o/o 2. 15 G2) dOzeyinde aflatoksin tesbil edildi. 

Anahtar kelimeler: Aflatoksin, üretim, buğday, mısır, pirinç, yerfıstığı. 

Giriş 

Aflatoksinler (B1. B2, G1. G2). Aspergillus fla

vus ve Aspergillus parasiticus adlı mantarlar ta
rafından sentezlenen hepatotokslk metaboliklerdir. 

ilk olarak, 1960 yılında Ingiltere'de küllenmiş yer

fıstığı ile beslenen 100 bin hindi palazının ölmesiyle 

ortaya çıkmış, daha sonra alabalıklar üzerinde ya

pılan çalışma sonucu karaciğer kanserine neden ol· 

duğu belirlenmiştir. Bu özelliği ile de insan sağlığı 

bakımından riskli maddeler arasında yerini almıştır 

(Demet ve Oğuz. 1995: Huff ve ark., 1992: Kaya, 

1989; Kubena ve ark., 1993; Şanlı, 1980). 

Aflatoksikozis , aflatoksinlerin neden olduğu bir 

zehirlenmedir. Hayvanlarda önemli ekonomik ka· 
yıplara neden olurken, insanlarda genellikle ka

raciğer kanserine yol açar. 

Deneysel yedirme çalışmalarında, yüksek dO· 

zeyde toksine ihtiyaç duyulur. Bu nedenle, ilk önce 
uygun herhangi bir vasatta yeterli miktarda af

latoksin üretilir(Huff ve ark., 1992: Ku be na ve ark., 
1993). 

Aflatoksin üretilmesinde en çok kullanılan ürün· 

terin başında yerfıstığı (Arseculeratne ve ark., 1969; 
Codner ve ark., 1963), buğday (Stubblefield :ve 
ark., 1967: Hesselline ve afk., 1966), mısır (Schro

eder, 1966: Silman ve ark., 1979), soya fasülyesi 
(Gupta ve ark., 1977), sorghum ve pirinç (Shotwell 
ve ark., 1966; Hesselline ve ark., 1966; Demet ve 
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ari<., 1995) gibi ürünler gelmektedir. Bunlardan 
başka sıvı ortamlarda da aflatoksin Ore
tilebilmektedir (Gıeg ler ve ark .• 1966; Reddy ve 
ari<., 1971: Schroeder, 1966). 

Shotwell ve ark. (1966). A. flavus, NRRL 2999 
suşu kullanılarak plrinçte fermantasyon yolu ile 
1500 J.lg/g düzeyine kadar toplam aflatoksin üret
meyi başarmışlardır. Bu düzeyin (J.lg/g), 950'si 81, 
143'0 82, 365'i G1 ve 62'sl de G2'den oluş

maktadır. Fermantasyon soresinin 12 güne kadar 
tutulduğu söz konusu çalışmada en çok üremenin 
5-6. günlerde olduğu bildirilmektedir. Gupta ve ark. 
(1975). A. parasiticus NRRL 3240 suşu kullanarak 
soya fasülyesi ununda 6.85 mg/1 00 g düzeyinde 
toplam aflatoksin üretebilmişlerdir. Codner ve ari<. 
(1963), yerfıstığında günlük elle karıştırmak su
retiyle yapılan fermentasyonda 265 J,.1g/g toplam af· 
latoksin üretmişlerdir. Yine aynı çalışmada, ter
mentasyon ortamına ZnS04 ilave edildiğinde 

aflatoksin sentezinin yaklaşık iki kat arttığı bil
dirilmektedir. Schroeder (1966), A.parasiticus 64 
R·8 suşu ile mısırda 1-2.29 mg/30 g toplam af
latoksin: Arseculeratne ve ark. (1969), A.flavus 
A TTC-15546 suşu ile hindistan cevizinde 8 mg/g 
toplam aflatoksin; Harvey ve ari<. {1991) ise, A. pa
rasitlcus NRRL 2999 suşu ile pirinçte 260 mg/kg 
düzeyinde toplam aflatoksin üretmişlerdir. 

Hesselline ve ark. (1966), A.flavus NRRL 
2999 suşu ile karıştırıcı kullanmadan buğdayda 19 
J.l.g/g, mısırda 47 J.lg/g, piriçte 185 J.lg/g ve yer
fıstığında ise 104 J.lg/g toplam aflatoksin Oret
mişlerdir. Aynı çalışmada karışiırcı kullandıklarında 

ise bu miktarın: buğdayda 869 ı.ıglg, mısırda 317 
J.lQ/g, piıinçte 185 J.Lg/g ve yerfıstığında 282 J.lg/g ol
duğunu belirtmektedirler. Silman ve ark. (1979) ise, 
A.flavus suşu ile mısırda 1 O günlük fermantasyon 

sonucunda 6200 ppb toplam aflatoksin üret
mişlerdir. Shotwell ve ark. (1966)'nın bildirdikleri 
yöntemi esas alan Demet ve ari<. (1995) da 
A.parasiticus NRRL 2999 suşu ile pirinçte 62.71 
mg/kg (ppm) toplam aflatoksin üretmişlerdir. 

Giegler ve ark. (1966), A.flavus NRRL 3000 
suşu ile 200-300 mg/ll arasında AFB1 +G2:· Reddy 
ve ark. (1971), A.parasiticus ATCC 15517 suşu ile 
28-30 J.l.g/1 00 ml toplam aflatoksin; Davis (1966) 
de, A.flavus ile yarısentetik ortamda 63 mg/1 00 ml 
toplam aflatoksin üretmişlerdir. 

Bu çalışma ile, A.parasiticus NRRL 2999 suşu 
kullanılarak buğday, mısır, pirinç ve yerfıstığından 
aflatoksin Oralilmesi amaçlanmıştır. 
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Materyal ve Metot 

Araç ve Gereçler: Etüv (Dedeoğlu), Ste-
rilizatör (Dedeoğlu). Otoklav (labsco), Santrifüj 
(Runne Heidelberg Mod, RS, 80-A). Rotalif Eva
pcratör (Heidolph), Hassas Terazi (Shimadzu), 
Otomatik Leke Uygulayıcısı-Sporter (Desega), UV 
Işın Kabini (Desega), Floresans Spektrofotometre 
(Perkin Elmer MPF 43-A), Ince Tabaka Plakalar 
(Merck, Silikajel-60). Developman Tankı (Labsco), 
Mikroskop (Leitz Ortho Lux-11 model), Rutin Diğer 
Laboratuvar Malzemeleri. 

Kimyasal Maddeler: Metanol (Merck), Aseton 
(Merck), Asetonitril (Merck), Kloroform (Merck), 
Benzen (Merck), Dietileter (Merck), Triton X -100 
(Merck), Sodyum Sülfat (Anhidr, Merck), Patates 
Dekstroz Agar (Merck), Aflatoksin (B1. B2, G1, G2) 
Standartlan (AIItech firması aracılığı ile iMacor Che
mical ltd., Box. 6570, Kudüs'ten sağlandı). 

Standart ve Diğer Çözeltiler: Stok Standart Çö
zeltisi (20 J.lg/ml): 1 mg aflatoksin 50 ml benzende 
çözdürülerek hazırlandı. Çalışma Standart Çö
zeltileri (0.2 J.lg/ml ve 0.4 J.lg/ml): Stok çözeltiden 
0.5 ml alıp 50 ml ve 0.5 ml alıp 25 ml hacimde ben
zen-asetonitril (98+2) karışımı ile hazırlandı. 1. De
velopman Tankı Çözeltisi: 50 ml Dietileter içine 
susuz sodyum sülfat katılarak hazırlandı. 2. De
velopman Tankı Çözeltisi: Kloroform-Aseton-Su 
(88+ı2+1.2). Triton X-100 (% O.OOS'Iik) : Steril bi
distile su ile hazırland ı. 

Diğerleri : Aspergil/us parasiticus NRRL 2999 
suŞu (U.S. Dept. of Agi., Agi., Res. Service, Peoria 
IL., 61604-3999, USA'dan temin edildi)., Pirinç 
(Baldo), Mısır, Buğday ve Yerfıstığı. 

Aflatoksin üretilmesinde Shotwell ve ari<. 
( 1 966)'n ın bildirdikleri metotu esas alan Demet ve 
ark. ( 1 995)'nın aynı amaçla pirinçte uyguladıkları 

yöntem kullanıldı. 

KOltür Vasatının Hazırlanması: 3.9 g PDA tar
tılarak üzerine ı oo ml distil~ su eklendi. Iyice eri
tildikten sonra otoklavda sterilize edildi. 15 x ı .5 
cm'lik steril cam tüplere aktanldıktan sonra ağızları 
pamukla · kapatılarak dökülmeyecek şekilde yatık 

durumda vasatın katılaşması sağland ı . 1 ml nutrient 
buyyonda sulandırılan liyofilize A. parasitlcus su
şundan vasata-ekimler yapıldıktan sonra etüve ko
narak 28 °C'de sporlanma sağlandı. 
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Spor Sayımı: Vasatta oluşmuş sporlar % 
0.005'1ik Triton X-1 00 çözeltisi ile alındı. Bunun için 
her bir tüpe 3 ml çözelti ilave edildi. Steril ko
şullarda tüplerden sporlar öze ile kazınarak top
lanması kolaylaştırrldı. Spor süspansiyon 50 ml'lik 
steril bir balon jojede toplandı. Bundan 1/1 O, 1/100 
ve 1/1 OOO'Iik dilüe çözeltiler hazırlandıktan sonra 
Thoma lamında mikroskopta sayıldı. Böylece, ml'de 
3.17x1 o6 spor hücresi olduğu belirlendi. 

Fermentasyon: 500 ml'lik erlene 100 g subs
trat tartılarak üzerine 50 ml musluk suyu ilave edil
di. Iki saat süreyle karrştırıldıktan sonra ağızları 

pamuk tampon ile kapatılarak otoklavda sterilize 
edildi. Soğuması beklendi ve sonra kuvetlice çal
kalanarak lapalaşmalar önlendi. 1 ml spor süs
pansiyonu ilave edildikten sonra yeniden çal
kalayarak 28 °C'ye ayarlanmış etüve fermente 
olmak üzere kondu. Geceleri hariç her saat başı 
elle karıştırmak suretiyle danelerin birbirlerine ya
pışması önlenmeye çalışıldı. 24. saatte 5 ml steril 
su ilave edildi. 5. güne kadar sürdürülen ter
mentasyanda günlere göre renk değişiklikleri göz
lendi. Fermanıasyondan sonra tekrar otoklava ko
narak mantarların yıkımlanması sağlandı ve 
sterilizatöre alınarak 70 °C'de yaklaşık iki gün sü
reyle kuruması sağlandı. 

Buğday, mısır, pirinç ve yerfıstığının her
birinden 3'er adet erianmayerde fermantasyon ger
çekleştirildi. Fermantasyandan sonra etüvden ah
nan erlenler otoklavda sterilize edildikten ve 
sterilizatörde kurululduktan sonra öğütüldü. Erlen 
içerikleri substratlarrn cinsine göre karıştınldı ve de
neysel çalışmalarda kullanılmak üzere saklandı. 

Aflatoksin Analizi: 10 g öğütülmüş substrat 
üzerine 100 ml distile su ilave edilerek 5 dk. sü
reyle karıştırıldı. lzerine 100 ml kloroform eklenerek 
5 dk. daha karıştırrldr. 300 devir/dk.'da 15 dk. sü
reyle santrifüj edildikten sonra ayırma hunisl ile klo
roform fazı alındı. Kloroform fazı 15 g susuz sod
yum sülfat konulan bir huniden süzüldü. Uçurma 
balonuna alı nan kloroform, rotatil evaporatörde 
uçurulduktan sonra kalan ekstrak! 1 O ml kloroform 
ile çözdürOlerek küçük kapaklı şişelere alındı. 

Plakaya Leke Uygulaması ve Oku n ması: Pra
kaya değişik yoğunluklarda aflatoksin çözeltileri ve 
her bir substrattan,elde edilen numune ekstraktı çö~ 
zeltileri otomatik leke uygulayıcısı ile uygulandı. Bi
rinci developmandan 'sonra kirliliğin ayrılmış olduğu 
kısmı kesilen plaka, ikinci developman tankına 
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kondu. Çözücünün plaka sonuna kadar yürümesi 
sağlanarak aflatoksin türlerinin iyice ayrılması 

amaçlandı. Ikinci developman tankından alındıktan 
sonra kurulularak UV lambası altında 365 nm dalga 
boyunda incelendi. Lekelerin koordinatlan be
lirlendikten sonra, Floresans Spektrofotometre 
(emisyon, 425; akstasyon 365 nm.) ile aflatoksin 
düzeyleri belirlendi. 

Bulgular 

Fermantasyona tabi tutulan erlenler içerisinde 
fermantasyon süresince oluşan renk değişiklikleri 

sadece pirinç içerenlerde açık bir şekilde göz
renebiidi (Resim 3 ve 4). Fermentasyonun 2. gü
nünde pirinç taneleri üzerinde beyaz lekeler, 3. 
günde giderek parlaklık kazanan sarımsı renk
lenmeler, 4. günden itibaren ise açık kahverengiye 
dönüşüm tesbit edildi. Fermantasyon sonucunda 
pirinç danelerinin tıpkı buğday daneleri gibi bir gö
rünüm aldığı görüldü (Resim 3). 

A.parasiticus NRRL 2999 suşu tarafından oluş
turulan sporlar Resim 1'de, Ince Tabaka Kro
motogafisinde aflatoksin lekeleri ise Resim 2'de gö
rülmektedir. 

Spektrofotometrik ölçümlerde toplam aflatoksin 
miktarları (mg/kg = ppm) buğdayda 71.88, mısırda 
48.14, pirinçte 63.64 ve yerfıstığında ·14.65 olarak 
belirlendi. Ayrıca toplam aflatoksin içerisindeki bi
reysel aflatoksin (B1, B2, G1 ve G2) düzeyleri de 
tesbit edildi (Tablo 1). 

Tablo 1. BuQday, Mısır, Pirinç ve YerfıstıQında Tesbit Edi

len Aflatoksin (AF) Düzeyleri ve Aflatoksin Tür

lerinin Toplam Miktarı lçin·deki DaQılımları. 

Aflatoksin Türleri Top!. AF 

AFB 1 AFB2 AFG 1 AFG2 (mg/kg) 

Buğday, mg/kg 52.14 8.12 8.12 3.50 71.88 
% 72 .55 11.31 11.28 4.86 

Mısır, mg/kg 37.96 3.59 . 5.22 1.37 48.14 
% 78.84 7.45 10.85 2.86 

Pirinç. mg/kg 52.83 8.25 1.80 0.56 63.64 
% 83.06 12.98 2.84 1.12 

Yertıstı~ı. mg/kg 12.30 1.29 0.73 0.33 14.65 
% 114.02 8.82 5.01 2.15 
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Fermentasyon sonunda; erten içeriğini teşki l 

eden buğday, mısır, plrinç ve yerfıstığı başlangıç 

miktarlannda önemli azalmaların olduğu kaydedildi 
(Tablo 2) . 

Tablo 2. Bu{'ıday, Mısı r, Pirinç ve Yerfısııgının Fer-

manıasyon Öncesi ve Sonrası Ağırlıkları ve 
Meydana Gelen Kayıplar. 

Fe rm. Fe rm. Kayıp 

Öncesi (g) Sonrası (g) (%) 

Bu(Jday 300.00 275.00 8.33 

Mısır 300.00 255.00 15.00 

Pirinç 300.00 240.00 20.00 

Yeriısiiğı 300.00 260.00 13.33 

Tartışma ve Sonuç 

Tablo 1 'de görüldüğü gibi spektrofotometrik öl
çümlerde toplam aflatoksin düzeyleri (mg/kg) buğ
dayda 71 .88, mısırda 48.14, pirinçte 63.64 ve yer
fıstığında 14.65 olarak belirlenmiştir. Yine Tablo 
1 'de sözkonusu ürünlerde sentezıenen aflatoksin 
türleri (81. B2, G1, G2) düzeyleri de görülmektedir. 

Bu çalışmada, pirinçıen elde edilen düzey (60.64 
mg/kg), Demet ve ark. ( 1 995)'nın yine aynı ma
teryali (pirinç) kullanarak yaptıkları çalışmada elde 
ettikleri düzeye (62.71 mg/kg) yakınken. Shotwell 
ve ark. (1 966)'nın pirinçte ürettikleri düzeyin (1500 

-., 
f o 

.. 
Şekil 1. A. parasiticus NRRL 2999 sporlarının ışık mik

roskobundaki görünümü. Matilen mavisi bo
yamast 40 x 11 

Şeklf 2. A. parasiticus NRRL 2999 tarafından sentezienan AF 8 1• 82, G1 ve G2 le-
kelerlnin ITK'da görünümleri • 
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ııgtg) çok altında olduğu görülmektedir. Ancak bu 
çalışmada da fermantasyon sOresince erıenıer elle 
ı..arıştırılmış. bir karıştırıcı sa{Jianamamıştır Ote yan
dan Gupta ve ark. (1975). A. parasiticus NRRL 
3240 suşu kullanarak yaplıkları çalışmada. soya 
fasulyesinde 68.5 mg/kg düzeyinde toplam af
latoksin üreıebilmlşlerdir Shoıweıı ve ark.(1966) 
ise suş olarak A flavus NRRL 2999 kullanmışlardır. 

Bu durumda aynı materyal (substrat veya Orun) kul
lanılarak farklı suşların sentez yetene{Ji ve dü
zeylerinin belirlenmesinde yarar vardır. Birçok araş
ıırmacı (Harvey ve ark .. 1991: Huff ve ark.,1992: 
Kubena ve ark., 1993), A.flavus NRRL 2999 suşu 
kullanarak plrinçıe 260 mg/kg düzeylerinde af
latoksin Oretebildiklerinl bildirmektedirler. Yine Gı
egler ve ark. (1966), A.flavus NRRL 3000 suşu ile 
sıvı ortamda 200-300 mgtlt AFB1+G1 üre
t ebilmişlerdir. Harvey ve ark. (1991) ise, 
A.parasitieus NRRL 2999 suşu ile pinnçıe 260 mg/ 
kg düzeyinde toplam aflatoksın Oretebildiklerini bil
dirmekledirler Schroeder (1966)'de A.parasiticus 
64 R ·8 suşu ile mısırda 1-2 29 mgt30 g toplam af-

.. latoksin üreıebilmştir. 

Hessellıne ve ark. (1966) A.flavus NRRL 2999 
suşu ile bu~ayda 19 ııg.'g. mısırda 47 ı.ıg·g pirinçte 
185 ~ıg 'g ve yerfıstığında da 104 ııgtg ıoplam af
latoksin üretirken. bu çalışmada. yukanda bildirilen 
düzeyler elde edilmiştir Her iki çalışmada elde edi
len düzeylere bakıldığında . mısırda birbiline yakın, 

dığer ürünlerde Ise kayda değer farklılıkların olduğu 

Şekil3. Pırinçte başarılı fermenıasyon. 
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görülmektedır Yine Hesseltıne ve ark (1966), aynı 
çalışmalarında fermantasyon soresince kanştırıcı 

kullandıklarında bu düzeyierin buğdayda 869 ı.ıgtg, 
mısırda 317 ııgtg, piıinçte 185 ı.ıgtg ve yerfıstığında 
da 282 ~g/g gibi yüksek düzeyların elde edildiğini 
bildirmektedirler. 

öte yandan Codner ve ark (1963). yer
rıstığında A.llavus suşu ile yerfıstı{Jından elle ka
rışıırma yapmak suretiyle 265 !JQ·g toplam af
latoksın üretebildiklerini bıldirmektedırler. Hatta 
fermanıasyon ortamına ZnS04 ilavesi ıle aflatoksin 
sentezinin yaklaşık iki katı arttığını da be
lirtmektedirler. 

Aflatoksin üretiminde spor ekiminden sonra 
fermanıasyon süresince vasatın bir karıştırıcı va
sıtasıyla karıştırılması ve böylece sentezlenme yü
zeylerinin arttırılması önemli görülmektedir. Mantar 
suşu türterinln aflatoksin sentez yetene{Ji birbirine 
benzerse de, alınan veya bıldirilen farklı sonuçlar 
gözOnOnde tutularak, suş tOrO seçimi aflatoksin 
sentezi yapılacak laboratuvarıarda araşıırmacı ta
rafından belirlenebilır. 

Sonuç olarak, bu çalışmada, elde edilen af
latoksin düzeyleri, deneysel yedirme çalışmalarında 
lhtıyaç duyutan miktarları karşıtasa da; daha yüksek 
düzeyterin üreWebilmesi Için çalışmaların sür
dürülebilmesi, böylece çeşitli sahalarda gerekli olan 
aflatoksinin ülkemizde elde edilebilir hale ge
tirilmesi gerekti{Ji kanaalindeyiz. 
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