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Summary:

This stuqy was conducted to determine aflatoxins in some mixed animal
jeeds and feed raw maurials harvested and manufaetured in Turkey.

Totaly 92 samples sended to Animal Nutrition Department of Veterinary
Science Facult], University of Ankara, wer,e anali;::,ed.

Only in one sample, chicks feed, showed, aflatoxin Bı in about 30 ppb.
In this sample, Aspergil!us flavus Link, A. fumigatus Fres and some Penicil-
lium species were isolated. Aflatoxin producing abilifY of A. flavus Link was
found very Iziglz.

According to ıhese results. the aııimal feedr must be ıcept under contro/.led
hygenic conditions at every stages from harves.ing til! consuming. Otherwise,
Aspergillus species could be grow fast and produced toxin in them ve~y easyly.
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Özet:

:l-1.A.Demirer-M.Akkılıç-E. Özalp-Ş. K aymaz- B.Di!lçer- E.Akşchirli

Araştırma, Olkemizde üretilen ba;:.ıkarma )'emlerin veyım ham ml!dde-
lerinin aflatoksin Bı yö'nündm durumlarını saptamak amacı ile )'apılmıştır.

Jı1ateı)!al olarak, A. O. Veteriner Fakültesi Yem Maddeleri ve Hayvan
Besleme Kürsiisü' Ile muayene edilmek üzpe, f~şitli kaynaklardan gönderilen
92 adet yem numenesi işlenmiştir.

Yalın;:. bir adet (zvciv yemi numunesinin 30 ppb miktarında aflatoksin
Bı içerdi.ği, bu numunede Aspergillus flavus Link. Aspergillus fumigatus Fm.,
ve bazı Penicillium türlerinin bulunduğu Aspergillusflavus Link'in bol miktarda
rJlatoksin Bı ürettilfi saptanmıştır.

BU({l,ular, hayvan )'emlerinin üretiminden tüketimine kadar geçirdikleri her
aşamada, hijyen koşullarının titidikle lJ]gulanmClJıgerektiğini, aksi takdirde
toksinoJen aspergillusların süratle gelişerek toksin salgılayabilecekleri fikrini
o/'l{rya koymaktadır.

Giriş:

Hayvancılıkta başarı başlıca, yöreye uygun ırkın seçimi, kaliteli
yemlerIc yeterli ve dengeli be"lenme ve iyi bakım ile sağlanır. Bunlar-
dan herhangi birisi eksik veya yetersiz olursa hayvancılıkta başarıya
ulaşmak söz konusu oiamaz.

Ülkemizde, hayvan beslenmesinde her geçen gün önemi bir kat
daha artan kuma yemler ile bunların yapımında kullanılan ham mad-
delerin hijyenlik kaliteleri hakkında yeterince bilgili olmak, hayvancı-
1ığımızl kalkındırma açısından çok cnemlidir. Herhangi bir hayvan
yeminin formulünde bulunan maddelerin tür ve miktarı kadar kalitesi
de büyük önem taşır. Zira son zamanlarda, diğer ülkelerde olduğu gibi
ülkemizde de yemlerin kü[lenmesi sonucu meydana gelen mikatoksin-
ler (mycotoxin'lcr) ve bilhassa bunlar arasında toksisitesi çok yüksek
olan aflatoksinler (aflatoxin'ler) hayvan besleme ile .yem ve yem
maddeleri biliminin ve yem sanayinin büyük bir sorunu haline gelmiş-
lerdir. Yukarıda bildirilen nedenlerle bu araştırma, Ülkemizde
üretilen bazı karma yemlerin ve ham maddelerin aflatoksinler yönün-
den durumunu saptamak amacı ile ele alınmıştır.

KüfIer tarafından metabolizma ürünü olarak meydana getirilen
toksinler, mikotoksinler diye tanınmaktadırlar. Bu mitoksinleri İçeren
yemIeri yiyen hayvanlarda, çeşitli hastalıklar ve zehirlenmeler meyda-
na gelmektedir. Bu hastalıkların tümüne mikotoksikozislcr (mycosoxi-
coses) denmektedır. 1960 yılında İngiltere'de ı00.000 kadar hindi,
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ördek ve sülün palazlarının ölümüne sebebiyet veren böyle bir tok-
sikozis'in meydana çıkması ve bunun sebebinin aflatoksin olarak or-
taya konulması çeşitli ülkelerde bu konuda yoğun araştırmaların yapıl-
masına ncden olmuştur. (I, 25, 36, 37, 38). O yılkı toksikozislere Bre-
zilya'dan ithal edılen ve Aspergillus Flaı'u/la enfekte olan yerfıstığı
unlarının neden olduğu anlaşılmış ve yapılan ekip çalışmaları sonu-
cunda bu yerfıstığı unundan A. jlauus'un metabolik ürünü olan mi-
kotoksin izole edilmiştir (1, 36, 37, 38). Aflatoksin adı verilen bu mi-
kotoksin üzerinde yürütülen araştırmalar, bu toksin'in Af1atoxin Bı,
Aflatoxin Bı' Af1atoxin Gı, Aflatoksin Gı gibi 4 komponentten oluştu-
ğunu ve bu güne kadar bilinen en kuvvetli karaçiğer karsinojen mad-
desi olduğunu ortaya koymuştur. Böyle toksinleri kilogramında 50 mik-
rogram içeren yemlerle beslenen süt ineiderinin sütüyle de aflotoxin'in
hidroksi aflatoxin olarak iki komponent halinde cxstrc edildiği saptan-
mış ve bunlara da Aflatoxin Mı ve Mı adları verilmiştir. Daha sonraki
araştırmalar hidroksi Aflatoksinlerden Aflatoxin Bıa ve Gıu nın da var
olduğunu göstermiştir (2, 4, 5, 13, 30, 31, 32).

Konunun aktüel hale gelmesi üzerine yoğunlaşan araştırmalar,
bu gibi aflatoksikozis'lere sadece Aspergillus jalavus'un değil, aynı za-
manda aflatoksin üreten diğer Aspergillus oryzae, Aspergillus parasiti-
cus, Aspergillus niger, Aspergillus wentii, Aspergillus ruber, Aspergillus os-
tianus, Aspergillus ochraceus, Penicillium puberulum, Penicillium variable,
Penicillium jrequentans, Penicillium citrinum ue bazı Rhisopus türlerinin de
neden olabileceğini ortaya koymuştur (3,9, 14, 18,20,23). Diğer taraf-
tan Aspergillus'lardan başka Fusarium, Penicillium, Cladosprorium, Phoma,
H]'menopsis ve Rhizopusuı"lara ait diğer birçok mantar türlerinin ürettik
leri mikotoksinlerin de mikotoksikozislere neden oldukları eksperiment-
al çalışmalarla ortaya konmuştur.

İngiltere'de hindi ve ördek palazlar~nda oluşan olaylara, benzer
zehirlenmeler daha sonra tavuklarda ve domuzlarda da görülmüştür
(16, 19). Yerfıstığından başka diğer yem maddelerinin de, örneğin;
pamuk tohumu, soya fasulyesi gibi yağlı tohumların ve mısır, pirinç,
arpa, buğdayakdarı gibi tanelerin de aflatoksinleri içerdikleri tesbit
edilmiştir (8, 21, 22, 23, 26, 27, 39).

Küflü gıdalarla beslenen hayvanların sütlerinde, yumurtalarında
ve etlerinde toksin ve toksin artıklarının tesbit edilmesi sonucu, yem
maddelerinin küf mantarlarından yoksun olmasımn, hayvan ~ağlığı
kadar insan sağlığı için de büyük önem taşıdığı ortaya konulmuştur (15,
20/ 1, 20).
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Bu nedenle aflatoksinler üzerinde, sistematik ve boyolojik araştır-
maların yanısıra fiziko-kimyasal, biyokimyasal yönden de birçok araş-
tırmalar ve yayınlar gün geçtikçe daha da yoğunluk kazanmaktadır
(6, 7, 10, 12, 17, 24, 28, 33, 34, 35, 40).

Yerfıstığı yetiştirilen bütün Afrika, Amerika ve Asya toprakların-
da pratik olarak mevcut olan Aspergillus flavı:s'lar yer fıstığının yanlız
içlerinde değil, zar ve kabuklarında da oldukça fazla miktarda bulu-
nurlar. Eğer, ı51ve rutubet şartları uygunsa Aspergullus flavus'un spor-
ları gelişmesine başlayarakflamentlerini (ipliklerini) yarıklardan yahut
kılıf deliklerinden içeriye sokup, tanenin içinde gelişmelerine devamla
toksinlerini salgılarlar. Sparların bu bulaşmasında diğer etkenlerin
yanısıra insektler de önemli roloynarlar. Bu bakımdan üretim yerle-
rinde mahsül alınmadan evvel daneler kontamine olmuş olabilirler.
Daha sonra, mahsüllerin yığın halinde saklanmaları veya gemilerle
nakil edilmeleri sırasında aspergillus miselleri kolaylıkla gelişebilirler.
Işte bu dönemde de bulaşma görülebilir (22 i 1). Jacquet ve Ark.
(22, 22 i 1) çeşitli yemler üzerinde yaptıkları araştırmalarında, Fran-
sa'da satın alınan yerfıstığı küspclerinin % 90'lnın ..AJ1atoksiniçerdiğini
ve bunlardan ekierisinin oldukça düşük dozlarda, örneğin; 10 ila 30
mikrogram i kg., bazılarının ise oldukça yüksek dozlarda, örneğin;
1 kg.'da 1 miligram.'dan fazla miktarda ve bu numunenin birisinde
ise 13 miligram i kg. olarak saptamışlardiL Ara.5tırmacllar pamuk
tohumu, soya, kakao ve keten tohumu küspelerinin bir kısmının da
yerfıstığınınkine yakın miktarda aflatoksinle bulaşık olduklarını tesbit
etmişlerdir. Karma yemler üzerinde yaptıkları incelemelel'in sonunda
da bu yemlerde, içerdikleri ham maddelerin kontaminasyon derece-
lerine bağlı olarak değişik düzeylerde aflataksin bulmuşlardır. Şöyleki;
muayenne ettikleri 202 yem numunesinin % 76'sında, en az 2 mikrog-
rarnı kg., en fazla 2 miligraml kg. ve ortalama olarak da 180 mik-
rogramı kg.'da aflatoksin tesbit etmişlerdir. Neticede araştırmacılar,
iyi görünüme sahip her türlü yemin anatoksin yönünden bir anlam
vermiyeceğini, ancak af1ataksin açısından yemlerin güvenilir olup 01-
madıklarının, analiz sonucunda anlaşılabileceğini belirtmişler ve
satış sırasında aflatoksin içermediği sanılan bir yemin, daha önceki
üretim aşamalarında Aflavus'un üreme koşullarına sahip olabileceği-
ni, sonra da aflatoksinini yemde bırakarak yok olabileceği olasılı-
ğının daima göz önünde bulundurulmasını önermişlerdir. Sonuç
olarak, o anda hiçbir jlavakumarin içermeyen yiyecekler üzerinde
A. jlanus'dan başka toksin oluşturucu çeşitli küflerin üreyebileceği
daima hatırlanmalıdır. Örneğin; küflü havuç, ekmek, bisküvi, kakao,
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çikolata, pasta hamurları ve fasulyede bu gibi durumlarla karşılaşı-
labilir. Bu bakımdan, insan beslenmesinden arta kalan ve normalde
küf1ü bir görünüm arz etmeyen yiyeceklerin hayvan yemi olarak kul-
lanılmamalannı önermişlerdir.

lIayv~arda AJ1atoks~ozis:
Hayvanların af1atoksine olan duyarlılıkları çeşitli ırkıara ve yaşa

göre farklılıklar göstermektedir. Özellikle genç hayvanların yaşlı-
lara, dişi ve gebe hayvanların diğerlerine oranla aflatoksinlere karşı
daha duyarlı oldukları bildirilmektedir (I 6, 29, 32).

Kanatlılar arasında duyarlık derecesi çoktan aza doğru sırayla,
ördek palazları, hindi palazları, sülün palazları, piliçler ve bıldırcın-
lardır. Ayrıca, New Hempshire piliçlerinin, Cornish Gome, Beyaz
Rock, Beyaz Leghorn ve Rhode Island Red Filiçlerine oranla daha
hassas oldukları, memeliler arasında ise duyarlılık derecesi aynı şekil-
de çoktan aza doğru, 3-12 haftalık domuzlar, gebe domuzlar, danalar,
yağlı domuzlar, sığırlar ve koyunlar şeklinde sıralandığı, sığır ve koyun-
ların af1atoksine karşı oldukça dayanıklı olukları bildirilmektedir
(9, 16, 29, 32).

AJ1atoksinlerin Hayvanlarda Oluşturduğu Klinik Septoınlar
ve Patoloj~ Bulgular:

Aflatoksinlerin hayvanlarda oluşturduğu ilk klinik belirtiler iştah-
sızlık, ağırlık kaybı ve verim düşüklüğüdür. Bunların haricinde genel-
likle ölümden birkaç gün evveline kadar belirli hiçbir septom görül-
mez Genel olarak, hayvanlarda görülen patolojik bulguların en önem-
Iilerinden birisi karaciğer lezyonudur. Çiflik hayvanlarının çoğunda
karaciğerde makroskopik lezyonlar, renkte solgunluk veya tamamen
renksizlik görülür. Bunların yanısıra az derecede visceral membran-
ıarda ödem ve acsitesler de oluşabilir. Türler arasında özel olmayan
fakat karekterİstik olan bazı klinik septom ve patolojik bulgulara da
rastlamak mümkündür (9, 16).

1- Bindi ve Ordek Palazları:

Bunlarda af1atoksikosis sonucu şiddetli bir titreme meydana ge-
lir. Bacak ve parmak arası zarlarının pembe renkleri giderek soluklaşır
ve sonra da kabuklaşırlar, bu arada topalhk da oluşur.
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Akut zehirlenmelel'in sonunda, benekli ve büyümüş bir karaciğer
tablosu ortaya çıkar. Karaeiğerin portal bölgesinin etrafında nekrüz-
lar: kanama ve yağ birikintileri oluşur. Canlı kalanlarda aşırı bir safra
kanalı proliferasyonu görülür.

% 5 gibi düşük bir düzeyde toksik yerfıstığı içeren rasyon ile 14
aydan fazla süre beslenen ördek pdazlarının karaciğerinde tümörlerin
o];ıştı,ğu bildiriliyor (9, 16).

2- Piliçler:

Piliçler, ördek ve lıİndi palazlarına oranla aflatoksine karşı daha
az hassastırlar ve bunlarda mortalite oldukça düşüktür. tık birkaç
hafta içinde büyümenin durması ilk görülen klinik septomdur. Tok-
sik yerfıstığı unu katılan yemlerle beslenen 1 günden 9 aya kadar
yaşlı Rhode Island Red piliçleri üzerinde yapılan araştırmalar ilk
üç hafta içinde ölüm vak'alarının çokaz olduğunu ve bu devrede
ölenlerin karc:.ciğerleıinin solgun ve katı bir durum aldığını, böbrek-
lerinin ise hafifçe büyüdüğünü, üç ay sonra ölenlerin karaciğer ye
böbreklerindeki lezyonların oldukça ilerlemiş olduğunu ve bu süre-
den sonra öldürülenlerde ise bu organların normalolduklarını, fakat
bazılarının karaciğerlerinde iğne başı büyüklüğünde münferit lezyon-
ların şekillenmiş olduğunu ortaya koymuştur. Hayvanların yumurta
verimlerinde herhangi bir anormallik görülmemiştir. tık 2-3 hafta-
lık hasta yavrularda büyüme ile orantılı olarak mikroskopik lezyon-
ların çabucak değiştiği ve hepatik hücre d~jenerasyonu ile safra kanalı
proliferasyonu tablosunun oluştuğu bilrdirilmektedir (L6).

3- Sığırlar:

Sığırlarda ancak aflatoksikozisin Son safhalarında karekteristik
bulgular meydana gelir. Örneğin; ıkınma, kazıntı ve prolapsus şe-
killenmesi. Yaşlı sığırların, danalara kıyasla anatoksine dahadaya-
nıklı oldukları laktasyonda olan ineklerin toksik yemlerle beslendik-
lerinde 2. ve 3. günden itibaren sütlerinde gözle görülebilir bir azal-
manın oluştuğu, bu gibi yemlerle beslenen ineklerin ise normal ola-
rak doğurduğu, yavruların büyümesin:n normalolduğu, herhangi
bir klinik septom göstermedikleri, fakat, 4. ayda bazı ölüm vak'alarına
rastlanıldığı bildirilmektedir. Ölen yavruların analarının günlük
yemlerinde ı.5 mikrogram anataksin. Bı saptanmıştır. Günde bu
miktar aftaoksin alan ineklerin yavrularında görülen ölüm veya bü-
yümelerindeki durmanın nedeni, bu ineklerin sütleri ilc oldukça
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yüksek miktarlarda aflatoksin (litrede 0.08~.3 mg) salgılamaları-
dır. Deney ve gözlemler bir yaşına kadar olan danaların, et sığırları-
na oranla aflatoksikozise daha hassas olduklarını göstermektedir.
Danalar üzerinde yapılan otopsi sonuçları, genellikle karında su top-
lanması, organlarda ödem ve karaciğerde fibrosisdir. Karaciğerde
görülen mikroskobik lezyonlar: safra kanalı proliferasyonları, merkezi
lobular ve hepatik venlerin kronik endofilebitisleri, çoğu anormal
büyüklükte nukleusları içeren parenchymatic hüctelerin şekil ve bü-
yüklüklerinde dikkat çekici değişikliklerler ve karaciğerin lobuler
yapısına basınç yapan ve ciğerin fonksiyonunu zorlaştıran yaygın fib-
rosislerdir (3, 9, 16).

4- Koyunlar:

Koyuııların diğer çiftlik hayvanlarına kıyasla aflatoksikozise
karşı dirençli oldukları, normal şekilde kontamine olmuş yemlerle
beslenenlerde geneııikı~ aftatoksikozis tablosu şekillenmediği, ancak
60 ppm miktarında aflatoksin Bı içeren yemlerle 4-6 hafta süre ile
beslenen deneme hayvanlarında experimental olarak af1atoksikozis
şekiııenebileceği bildirilmektedir.

Hayvan Yenılerinde Müsaade Edilen Aflatoksin Miktar
ları:

Buzağı ve en çok 4 aylık danalarda 0,22, 0,44 ppm af1atoksin
içeren yemIerin, bu hayvanların canlı ağırlıklarında, yem tüketim-
lerinde oldukça önemli derecede aZetima meydana getirdiği bilinmek-
tedir. 0,66 ppm. afJatoksinden daha aşağı miktarda aflatoksin içeren
yemlerle beslenen 2-2,5 yaşındaki sığırlarda yem tüketimi veya canlı
ağırlık artışında bir değişiklik olmadığı, yaş arttıkça aftatoksine
karşı olan direncin de arttığı, 0,002, 0,2, 0,4 ve 0,8 ppm aflatoksin
içeren rasyonlarla beslenen etlik piliçler üzerinde yapılan araştırma-
larda, afJatoksin miktarının artması ile orantılı olarak canlı ağırlık
artışında ve yem tüketiminde bir azalmanın olduğu, tecrübenin 10.
haftasında öldürül~n özellikle 0,2 --0,8 ppm miktarlarda af1atoksin
alan piliçlerin histolojik muayenelerinde lenfatik hücre proliferasyonu
ve regenerasyon nodüııü safra kesesi proliferasyonunun görüldüğü,
ördek ve hindi palazlarında 6 haftalık süre ile yapılan karşılaştırmalı
besleme tecrübelerinde ortalama olarak 0,3--0,6 ve 0,85 ppm aflatoksin
Bı:içeren yemlerle beslenen ördek palazlarının toksine daha fazla
hassas oldukları, fakat aynı dozu alan hindi palazlarında hiç ölüm:
olmadığı ve her iki türün de öldürüldükten sonra yapılan hitopato-
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lojik muayenlerden aflatoksikozis lezyonlarının en düşük dozları
alan hayvanlarda dahi şekillendiği kaydedilmektedir (16).

Yapılan bütün bu araştırmaların sonucunda, Dünya Gıda ve
Tarım örgütü ile Dünya Sağlık Örgütü tarafından müsade edilen en
fazla af1atoxin miktarı 1 kg. yemde 30 mikrogramı aşmaması gerek-
tiği şekilde önerilmektedir. Ayrıca, ördek palazları için bu miktarın
bile çok olduğu, mümkünse bunların yemlerinin af1atoksinden ta-
mamen yoksun olması gerektiği bildirilmektedir (16).

Materyal:
Materyalolarak, A.ü. Veteriner Fakültesi, Yem Maddeleri ve

Hayvan Besleme Kürsüsü'ne muayene edilmek üzere çeşitli kaynak-
lardan gelen ve dökümü Çizelge I'de bildirilen 92 adet yem numunesi
işlenmiştir.

Çizelge I: Aflataksin yönünden incelenen numune çeşidi ve sayısı

Numune çeşidi: Numune sayısı:

EtI~k ci.v~iv ye~i . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . LO
Etlık pllıÇ yemı 6
Y~.mur~a ..civcivi ye.mi 12
PılıÇ büyutme yemı 5
Piliç geliştirme yemi. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3
Yumurta tavuğu yemi 12
Kafes tavuğu yemi i
ış hayvanı yemi i
Bııı:ağı-k~zu büyütme yemi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
Besı yemı LO
Süt yemi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. iO
Mısır 3
Balık unu ..............•.................................. 4
Kemik unu...... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . i
Et-kemik unu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . i
Tavuk mezbaha kalıntısı unu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . i
Pamuk tohumu küspesi 2
Ayçiçeği küspesi . . . . . . .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ı
Soya fasulyesi küspesi . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . i
Arpa..................................................... i
Buğday i
Ka bak (küflenmiş) i

92

Metodlar için gerekli reaktif, malzeme ve aletler:
1- Solventler: Metanol, Kloroform, Hekzan (68-69°C), susuz

dietil eter (alkol % 0.01'den az), Benzen, Acetonitrile, % 50'lik Hı
S04'

2- Sodyum klorür (ACS saflık derecesinde)
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3- Sodyum klorür solusyonu C% 5)

4- Sodyum sülfat (ACS saflık derecesinde ve susuz)

5- Sodyum sülfat solusyonu (doymuş)

6- Kurşun asetat (ACS saflık derecesinde, nötre ve 2 sulu)

7- Kurşun asetat solusyonu (% 40)

8- Af1atoksin standartları

9- Filtre kağıdı (Whatman No i yahut Carl Schieicher schull
2043 a)

10- Numune şişeleri: Dipleri sivri, 8 mL. kapasiteli.

11- Mikser

12- Azot bombası, sıcak su banyosu (termostatlı ve elektrikli)
ve su trompu sistemi

IJ.'- İnce tabaka kromatografisi takımı (Desega)

14- Mikrometrik şırınga takımı (Agla marka)

15- Uzun dalga ultra viyola lambası

16- Silica-Gel-G-Merck: (İnce tabaka kromatografisi için)

17- Hot play te (elektrikli ve termostatlı)

18- Elektrikli fırın (50--250° C'de çalışır).

19- Pipet doldurucusu.

20- Ayırma hunileri (250-500 mL. lik) beherglaslar 100 mL. lik
huniler, 7 cm. ve i5 cm. çaplarında, erlenmayerler (250 mL. lik)
pipetler 1,2,10 luk, ölçü silindirleri (100 mL. lik).

2 i- Diğer laboratuvar malzemeleri.

Metod:

Demirer (I i) tarafından değiştirilerek geliştirilen metod aşağıda
tarif edildiği gibi uygulanmıştır.

Numuneler iyice öğütlüp homojcnize edildikten sonra, LO g.
alınıp mikserin kavanozuna konuldu. Sonra içine 44 mL. damıtık su,
60 mL. methanol, 1 g. tuz ve 2 g. diatome toprağı ila.ve edildi. Mik-_
ser yüksek devirle 2 dakika çalıştırıldıktan sonra durduruldu ve 3
mL. kurşun asedat solusyonu ilave edilerek alçak devirle 1 dakika daha
çalıştırıldL Tekrar durdurulup 3 mL. doymuş sodyum sülfat solusyonu
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ilave edilerek 1 dakika daha alçak devirle karıştırıldıktan sonra karı-
şım hemen süzgeç kağıdından süzüldü. Süzüntü ayırma hunisine
aktarılarak içine 50 mL. hexan ilave edildi. ve 30 saniye iyice çalka-
lanıldıktan sonra tabakaların ayrışması için bekletildi. Sonra alt
tabakadaki metanol-su fazından 55 mL.'si 100 mL. lik silindire alına-
rak diğer bir ayırma hunisine aktarıldı. Silindir 5 mL.tuzlu su ile çal-
kalanarak huniye ilave edildi.

Alınan 55 mL. ekstrakt numunenin yarısıID temsil ediyordu.
Temiz bir silindire 30 mL. kloroform alınarak bununla yukarıdaki
silindir 3 defa çalkalandı ve ayırma hunisine aktarıldı. Yıkanan silindir
sonra ayırma hunisinin altına yerle~tirildi. Metanal su fazında bulunan
aflatoksinleri kloroformla ekstre etmek için ayırma hunisi 1 dakika
müddetle kuvetle kalkalanıp birkaç dakika beklerneye bırakıldı.
Fazlar ayrılınca aflatoksinlerin geçmiş bulunduğu alttaki kloroform
fazı silindire aktarıldı. Ayırma hunsine tekrar 30 mL.klorofdrm konula-
rak yine 1 dakika çalkalamadan sonra bir müddet bekletilerek ayrılan
kloroform fazı evvelkinin üzerine konularak birleştirildi. tçerisinde
artık aTıatoksin kalmayan ayırma hunisindeki metanol- su fazı huninin
ağızından dökülerek bertarafedildi. Silindirdeki kloroform ekstresi tek-
rar ayırma hunisine aktarıldı silindir 50 mL. tuzlu su ile yıkanarak
ayırma hunisine ilave edildi. Kloroform ekstresini tuzlu su ile yıkamak
için 1 dakika müddetle ayırma hunisi şiddetle çalkalanıp birkaç dakika
bekletildi. Diğer taraftan 250 mi. lik bir erlenmayer alınarak üzerİne
7 cm. çapında bir huni konuldu ve içerisine süzgeç kağıdı yerleştirilerek
üzerine 20 g. anhidr sodyum sülfad konuldu. Bu eden, sonra ayırma
hunisinin altına yerleştirilerek içerisine tuzlu su ilc yıkanmış ve alt fazı
teşkil eden kloroform ekstresi damla damla süzüldü. Sodyum sülfad ye
süzgeç kağıdını içeren huni 3'er mL.lik kloroformla 3 defa yıkandıktan
sonra, kloroform ekstresinin topdandığı erlenmayer alınarak su banyo-
suna yerleştirildi. Vakum ve azot gazı altında 2-3 mL.kalıncaya kadar
buharlaştırıldı. Sonra erlenmayer sistemden ayrılmadan su banyosun-
dançıkarıldı ve azot gazı altında soğutuldu. Soğutma sonucu 0,5-1
mL. kadar kloroform ekstresi kalabilecek şekilde buharlaşma ayarlandı.
Sonra da erlenmayerdeki bu konsantre kloroform ekstresi numune şişe-
sine aktarıldı. Erlenmayer 1'er mL. lik kloroformla 4 defa yıkanarak
yine numune şişesine dikkatlice aktarıldı. Numune şişesindeki ekstre
_tekrar su banyosunda vakum ve azot gazı altında kuruyana dek buhar-
laştırıldı. Sisteme bağlı kalmak şartı ile banyodan çıkartılarak azot gazı
altında soğutuldu ve ince tabaka kromatografisine tatbike hazır duru-
ma getirildi.
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İnce Tabaka Kroınatografisi:

Numunulerde aflatoxin araştırılması için ince tabaka kromatogra-
fisi kuJlanıldı. Bunun için önce, kromatografi plfı.kları (20 X 20cm.),
0,250 mm. kalınlığında Silica-Gel G- kaplandıktan sonra ıo5°C'de 2
saat aktive edildi. Sonra hazırlanan plaklara, numune ekstrakları 900
mikrolitre kloroform ile çözündürülerek aflatoksin standartları eşliğin-
de mikrometrik ~ırınga ile tatbik edildi.

Numunelerde kalabilecek eseri yağ ve yağda eriyebilir yabancı
maddeleri bertaraf etmek için, plaklar önce dietil eter ilc devdope edil-
dikten sonra karanlıkta çeker ocak içerisinde kurutuldu. Kurutulan
plaklar daha sonra kloroform Imetanol 9713 V IV karışımında develope
edildi ve sonra da kurutularak uzun dalga ultraviyole ışığı altında in-
celendi. Standartların meydana getirdikleri lekeler ile karşılaştırılarak
miktar tayini yapıldı.

Aflotoksin standartları ile aynı Rf. değerli herhangi bir mavi-
mor floresan lekenin aflatoxin olup olmadığının dorğrulanması için
plaklar üzerindeki lekeler % 50 lik sülfürik asit ile muameli edilerek
kontrolları yapıldı.

Bulgular:
Aflatoksin yönünden muayene edilen 92 muhtelif yem numunesine

ait analiz bulguları çizelge II'de verilmiştir.

Çizelge: II Numunelerde aflatoksin B/in varlığı
.,.---------,;-- Ph'ik ta mavi-mor leke Aflatoksin Bı

Numune
sayısı Oluşturan Oluşturmayan ıçeren ıçermeyen

92 II (% 11.95) 81 (% 88.05) 1 (% 1.09) 91 (% 98.91)

Tablonun tetkikinden de anlaşılacağı üzere numunelerin 11 ta-
nesininde aflatoksin Bı in Rf değeıine tekabül eden bölgede mavi-mor
lekelerin oluştuğu görülmüşsede bunların sülfürik asit ile yapılan
doğrularnaların sonucunda birisi hariç diğerlerinin aflatoksin Bt
olmadığı ortaya konulmuştur. 61 numaralı civciv yemi etiketini taşı-
yan bu tek numunenin içerdiği aflatoksin Bımiktarı, 30 ppb olarak sa.
tanmıştır.

Bu araştırmanın ikinci bölümü olan diğer bir araştırmada daha
geniş olarak açıklanacağı üzere bu numenenin mikroflarasının muaye-
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nesinde Aspergillus flavus Link, Aspergillus fumigatus Fres ve Penicillium'un
bazı türlerine raslanmıştır. A. flavus Link'in aflatoksin üreticisi olup
olmadığı yönünden yeteneği araştırılmış ve bol aflatoksin Bı üreticisi
olduğu saptanmıştır.

Tartışma ve Sonuç:

Metodun tatbiki ile elde edilen ince tabaka damlatma solusyonu
numune ekstraktIarında teşhisi zorlaştırıcı kirliliklere rastlanmamış
olduğundan, kolon kromatografisi ile temizleme ve saflaştırma yapıl-
mamış ve ayrıca çift yönlü ince tabaka kromatoğrafisi uygulama zorun-
luluğu da duyulmamıştır.

Analiz sonuçlanmıza göre muayene ettiğimiz numunelerde
aflatoksin Bı yönünden sakıncalı bir duruma rastlanmamıştır. Sadece
bir numune de tesbit edilen 30 ppb aflatoksin Bı in tehlikeli bir durum
arzetmediği ortadadır. Ancak numunede Aspergillus flavus, A.ıpergillus
fumigatus Fres ve Penicillium türlerinin mevcudiyeti önemlidir. Aspergillus
flavus'un toksinojen olduğu saptanmıştır. Aspergillus fumigatus ise bilin-
diği gibi patojen olup, ayrıca toksinojendir. PeniciIlium'larında bir
çoğunun toksin hasıl edebildiği araştırmalarla ortaya konmaktadır.
Araştırmanın ikinci bölümünde daha etrafh olarak sunulacak olan
diğer 7 numunede toksinojen aspergillus'lara rastlanması çok büyük
önem arzetmektedir. Çünkü, bu toksinojen aspergilluslar fırsat bulduk-
ları anda yemde çoğalarak toksinlerini yeme salma olasılığını elde ede-
bilecek, patojen olanlar da ayrıca hayvanlarda çeşitIi hastalıklar
meydana getirebileceklcrdir.

Diğer taraftan, bulaşık yemin kiloğramında 33 mikrogramlık ve
daha fazla aflatoxin mevcut olduğu zaman en az aflatoxin Bı in hay-
vanın vücudunda metabolize olarak onun ürünü aflatoxin Mı in süt
içerisinde salgılandığı, ayrıca aflatoxinin yumurtIayıCl tavukların yu-
murtalarına ve gıda olarak yenen çeşitli hayvansal dokulara geçtiği dik-
kate alındığı takdirde hayvan yemlerinin üretiminden tüketimine kadar
geçirdikleri tüm aşamalarda dikkatli olarak hijyen koşullarına uyulma-
sının zorunluluğu ortaya çıkmaktadır (13 / I, 20/ I). Buna uyulmadığı
takdirde her an ürerneğe, toksin vermeye hazır bir halde bulunan tok-
sinojen aspergillus şuslarının üreyerek yemlere toksinlerini salıvereceği
ve böyle yemleri yiyen hayvanlarda da kütlevi toksikasyonların meyda-
na gelmesi olasıdır.
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