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Summary:

This study was conducted to determine aflatoxins in some mixed animal
feeds and feed raw materials harvested and manufactured in Turkey.

Totaly 92 samples sended to Animal Nutrition Department of Veterinary
Science Faculty, University of Ankara, were analized.

Only in one sample, chicks feed, showed, aflatoxin B, in about 30 ppb.
In this sample, Aspergillus flavus Link, A. fumigatus Fres and some Penicil-
lium species were isolated. Aflatoxin producing ability of A. flavus Link was
Sfound very high.

According to these results. the animal feeds must be kept under controlled
hygenic conditions at every stages from harvesing ull consuming. Otherwise,
Aspergillus species could be grow fast and produced toxin in them very easyly.
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Ozet:

Arastirma, Ulkemizde iiretilen bazi karma yemlerin ve yem ham madde-
lerinin aflatoksin B, yiniinden durumlanim saptamak amact ile yaplmster.

Meteryal olarak, A.U. Veteriner Fakiiltesi Yem Maddeleri ve Hayvan
Besleme Kirsiisi’ae muayene edilmek dizere, gesitli kayncklarden ginderilen
92 adet yem numenesi iglenmigtir.

Yelmz bir adet civciv yemi numunesirin 30 ppb miktarinda aflatoksin
By igerdigt, bu numunede Aspergillus flavus Link. Aspergillus fumigatus Fres.,
ve bazy Penicillium tirlerinin bulundugu Aspergillus flavus Link’in bel miktarda
aflatoksin B, direttigt saptanmigtir.

Bulgular, hayvan yemlerinin dretiminden tiiketimine kadar gegirdiklert her
agamada, hijyen kogullarimn titizlikle wygulanmast gerektigini, aksi takdirde
toksinojen aspergilluslarin siratle geligerek toksin salgilayabilecekler: fikrini
oriaya koymaktadir.

Giris:

Hayvancilikta bagan baglica, yéreye uygun irkin segimi, kaliteli
yemlerle yeterli ve dengeli beslenme ve iyi bakim ile saglanir. Bunlar-
dan herhangi birisi eksik veya vetersiz olursa hayvancihkta bagariya
ulagmak soz konusu olamaz.

Ulkemizde, hayvan beslenmesinde her gegen giin énemi bir kat
daha artan karma yemler ile bunlarin yapiminda kullanilan ham mad-
delerin hijvenlik kaliteleri hakkinda yeterince bilgili olmak, hayvanci-
hgimizt kalkindirma acisindan ¢ok ¢nemlidir. Herhangi bir hayvan
yeminin formuliinde bulunan maddelerin tiir ve miktar1 kadar kalitesi
de biiyiik 6nem tagir. Zira son zamanlardz, diger iilkelerde oldugu gibi
tkemizde de yemlerin kiiflenmesi sonucu meydana gelen mikotoksin-
ler (mycotoxin’ler) ve bilhassa bunlar arasinda toksisitesi ¢ok yiiksck
olan aflatoksinler (aflatoxin’ler) hayvan besleme ile &vem ve yem
maddeleri biliminin ve yem sanayinin bityiik bir sorunu haline gelmis-
lerdir. Yukarida bildirilen nedenlerle bu arastirma, Ulkemizde
tiretilen baz1 karma yemlerin ve ham maddelerin aflatoksinler yéniin-
den durumuntu saptamak amact ile ele alinmigtr.

Kiifler tarafindan metabolizma iriinii olarak meydana getirilen
toksinler, mikotoksinler diye taninmaktadirlar. Bu mitoksinleri iceren
yemleri yiyen hayvanlarda, ¢esitli hastabklar ve zehirlenmeler meyda-
na gelmektedir. Bu hastaliklarin tiimiine mikotoksikozisler (mycosoxi-
coses) denmcktedir. 1960 yilinda Ingiltere’de 100.000 kadar hindi,
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ordek ve siiliin palazlarimn glimiine sebebiyet veren boyle bir tok-
sikozis’in meydana ¢ikmasi ve bunun sebebinin aflatoksin olarak or-
taya konulmasi gesitli lilkelerde bu konuda yogun aragtirmalarin yapil-
masmna ncden olmustur. (1, 25, 36, 37, 38). O yilki toksikozislere Bre-
zilya’dan ithal edilen ve Aspergillus Flavus’la enfekte olan yerfistigy
unlarimin neden oldugu anlasilmig ve yapilan ekip ¢aligmalar1 sonu-
cunda bu yerfistigi unundan A. flavus’un metabolik iriinid olan mi-
kotoksin izole edilmistir (1, 36, 37, 38). Aflatoksin adi verilen bu mi-
kotoksin tizerinde vyiiriitiilen arastirmalar, bu toksin’in Aflatoxin B,
Aflatoxin B,, Aflatoxin G,, Aflatoksin G, gibi 4 komponentten olustu-
gunu ve bu giine kadar bilinen cn kuvvetli karagiger karsinojen mad-
desi oldugunu ortaya koymustur. Boyle toksinleri kilograminda 50 mik-
rogram igeren yemlerle beslenen siit ineklerinin siitiiyle de aflotoxin’in
hidroksi aflatoxin olarak iki komponent halinde cxstre edildigi saptan-
mis ve bunlara da Aflatoxin M; ve M; adlar1 verilmistir. Daha sonraki
arastirmalar hidroksi Aflatoksinlerden Aflatoxin B,,ve G,, nin da var
oldugunu gostermigtir (2, 4, S, 13, 30, 31, 32).

Konunun aktiiel hale gelmesi iizerine yogunlasan arastirmalar,
bu gibi aflatoksikozis’lere sadece Aspergillus falavus'un degil, ayni za-
manda aflatoksin iireten diger Aspergillus oryzae, Aspergillus parasiti-
cus, Aspergillus niger, Aspergillus wentii, Aspergillus ruber, Aspergillus os-
tianus, Aspergillus ochraceus, Penicillium puberulum, Penicillium variable,
Penicillium frequentans, Penicillium citrinum ve baz1 Rhisopus tiirlerinin de
neden olabilecegini ortaya koymustur (3,9, 14, 18, 20, 23). Diger taraf-
tan Aspergillus’lardan baska Fusarium, Penicillium, Cladosprorium, Phoma,
Hymenopsis ve Rhizopusus’lara ait diger birgok mantar tiirlerinin irettik
leri mikotoksinlerin de mikotoksikozislere neden olduklar: cksperiment-
al ¢aligmalarla ortaya konmustur.

Ingiltere’de hindi ve 6rdek palazlar'nda olugan olaylara, benzer
zehirlenmeler daha sonra tavuklarda ve domuzlarda da gorilmustir
(16, 19). Yerfisigindan bagka diger yem maddelerinin de, érnegin;
pamuk tohumu, soya fasulyesi gibi yagh tohumlann ve misir, piring,
arpa, bugday akdar gibi tanelerin de aflatoksinleri igerdikleri tesbit
edilmigtir (8, 21, 22, 23, 26, 27, 39).

Kiiflii gidalarla beslenen hayvanlann siitlerinde, yumurtalarinda
ve etlerinde toksin ve toksin artiklariun tesbit edilmesi sonucu, yem
maddelerinin kiif mantarlarindan yoksun olmasinn, hayvan saglig
kadar insan saghg1 igin de biiyiik 6nem tagidigi ortaya konulmustur (15,
20/ 1, 20).
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Bu nedenle aflatoksinler tizerinde, sistematik ve boyolojik aragtir-
malarin yanisira fiziko-kimyasal, biyokimyasal yonden de birgok aras-
tirmalar ve yayinlar giin gegtikce daha da yogunluk kazanmaktadir
(6, 7, 10, 12, 17, 24, 28, 33, 34, 35, 40).

Yerfistigy yetigtirilen btitiin Afrika, Amerika ve Asya topraklarin-
da pratik olarak mevcut olan Aspergillus flavus’lar yer fistiginin yanhz
iglerinde degil, zar ve kabuklarinda da olduk¢a fazla miktarda bulu-
nurlar. Eger, 151 ve rutubet sartlan uygunsa Aspergullusflavus’un spor-
lar1 gelismesine baglayarakflamentlerini (ipliklerini) yariklardan yahut
kilif deliklerinden igeriye sokup, tanenin iginde gelismelerine devamla
toksinlerini salgilarlar. Sparlarin bu bulagmasinda diger ectkenlerin
yamusira insektler de 6nemli rol oynarlar. Bu bakimdan iiretim yerle-
rinde mahsiil alinmadan evvel daneler kontamine olmus olabilirler.
Daha sonra, mahsiillerin yigin halinde saklanmalan veya gemilerle
nakil edilmeleri sirasinda aspergillus miselleri kolaylikla gelisebilirler.
Iste bu donemde de bulasma goériilebilir (22/1). Jacquet ve Ark.
(22, 22/ 1) gesitli yemler tizerinde yaptiklar: aragtirmalarinda, Fran-
sa’da satin alinan yerfisti1 kiispelerinin 9%, 90’1in Aflatoksin igerdigini
ve bunlardan ekserisinin oldukga diigiik dozlarda, ornegin; 10 ila 30
mikrogram [ kg., bazilarinin ise oldukg¢a yiiksek dozlarda, ornegin;
1 kg.’da 1 miligram.’dan fazla miktarda ve bu numunenin birisinde
ise 13 miligram/kg. olarak saptamuslardir. Aragtirmacilar pamuk
tohumu, soya, kakao ve keten tohumu kiispelerinin bir kismumin da
yerfisugiminkine yakin miktarda aflatoksinle bulagik olduklarini tesbit
etmislerdir. Karma ycmler iizerinde yaptiklar incelemelerin sonunda
da bu yemlerde, icerdikleri ham maddelerin kontaminasyon derece-
lerine baglh olarak degisik diizeylerde aflatoksin bulmuglardir. Soyleki;
muayenne ettikleri 202 yem numunesinin %, 76’sinda, en az 2 mikrog-
ram/ kg., en fazla 2 miligram/ kg. ve ortalama olarak da 180 mik-
rogram [ kg.’da aflatoksin tesbit etmislerdir. Neticede aragtirmacilar,
iyl goriiniime sahip her tiirlii yemin aflatoksin yéniinden bir anlam
vermiyecegini, ancak aflatoksin agisindan yemlerin giivenilir olup ol-
madikiarinin, analiz sonucunda anlagilabilecegini belirtmigler ve
sattg sirasinda aflatoksin igermedigi samlan bir yemin, daha 6nceki
iiretim agamalarinda A.flavus’un iireme kosullarina sahip olabilecegi-
ni, sonra da aflatoksinini yemde birakarak yok olabilecegi olasili-
ginn daima géz Oniinde bulundurulmasim onermiglerdir. Sonug
olarak, o anda hig¢bir flavakumarin icermeyen yiyecekler iizerinde
A. flanus’dan bagka toksin olusturucu gesitli kiiflerin treyebilecegi
daima hatirlanmalidir. Ornegin; kiifli havug, ekmek, biskiivi, kakao,
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gikolata, pasta hamurlar ve fasulyede bu gibi durumlarla kargilag-
labilir. Bu bakimdan, insan beslenmesinden arta kalan ve normalde
kiiflii bir goriiniim arz etmeyen yiyeceklerin hayvan yemi olarak kul-
lanilmamalarint 6nermiglerdir.

Hayvanlarda Aflatoksikozis:

Hayvanlann aflatoksine olan duyarhhklan gesitli irklara ve yasa
gore farkhiliklar gostermektedir. Ozellikle geng hayvanlann yagh-
lara, disi ve gebe hayvanlarin digerlerine oranla aflatoksinlere karsi
daha duyarl olduklan bildirilmektedir (16, 29, 32).

Kanathlar arasinda duyarlik derecesi ¢oktan aza dogru sirayla,
ordek palazlari, hindi palazlar, siiliin palazlan, piligler ve bildircin-
lardir. Ayrica, New Hempshire piliglerinin, Cornish Gome, Beyaz
Rock, Beyaz Leghorn ve Rhode Island Red riliglerine oranla daha
hassas olduklar:, memeliler arasinda ise duyarhlik derecesi aym sekil-
de ¢oktan aza dogru, 3-12 haftalik domuzlar, gebe domuzlar, danalar,
yagh domuzlar, siirlar ve koyunlar seklinde siralandigs, sigir ve koyun-
larin aflatoksine karst olduk¢a dayamkl: oluklar1 bildirilmektedir
9, 16, 29, 32).

Aflatoksinlerin Hayvanlarda Olugturdugu Klinik Septomlar
ve Patolojik Bulgular:

Aflatoksinlerin hayvanlarda olusturdugu ilk klinik belirtiler istah-
sizlik, agirlik kayb: ve verim diigiikliigiidiic. Bunlarin haricinde genel-
likle sliimden birkag giin evveline kadar belirli hi¢bir septom goriil-
mez Genel olarak, hayvanlarda goriilen patolojik bulgularin en 6nem-
lilerinden birisi karaciger lezyonudur. Ciflik hayvanlarmin ¢ogunda
karacigerde makroskopik lezyonlar, renkte solgunluk veya tamamen
renksizlik goriiliir. Bunlarin yanisira az derecede visceral membran-
larda 6édem ve acsitesler de olugabilir. Tiirler arasinda 6zel olmayan
fakat karekteristik olan bazi klinik septom ve patolojik bulgulara da
rastlamak miimkiindiir (9, 16).

1- Hindi ve Ordek Palazlari:

Bunlarda aflatoksikosis sonucu siddetli bir titreme meydana ge-
lir. Bacak ve parmak arasi zarlarinin pembe renkleri giderek soluklagir
ve sonra da kabuklagirlar, bu arada topalhik da olugur.
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Akut zchirlenmelerin sonunda, benekli ve biyiimiis bir karaciger
tablosu ortaya ¢ikar. Karacigerin portal bélgesinin etrafinda nekroz-
lar, kanama ve yag birikintileri olugur. Canl: kalanlarda asin1 bir safra
kanali proliferasyonu goriilir. '

% 5 gibi digiik bir diizeyde toksik yerfistig1 iceren rasyon ile 14
aydan fazla siire beslenien 6rdek palazlarimin karacigerinde tiimérlerin
olustugu bildiriliyor (9, 16).

2-- Piligler:

Piligler, érdek ve hindi palazlarina oranla aflatoksine karsi daha
az hassastirlar ve bunlarda mortalite oldukga diisiiktiir. Ik birkag
hafta icinde biiyiimenin durmas: ilk gériilen klinik septomdur. Tok-
sik yerfisig1 unu katilan yemlerle beslenen | giinden 9 aya kadar
yagli Rhode Island Red piligleri iizerinde yapilan aragtirmalar ilk
i¢ hafta iginde 6lim vak’alarmin c¢okaz oldugunu ve bu devrede
slenlerin karacigerlerinin solgun ve kat1 bir durum aldigim, bébrek-
lerinin ise haflifce biyiidigini, tic ay sonra élenlerin karaciger ve
bébreklerindeki lezyonlarm oldukga ilerlemis oldugunu ve bu siire-
den sonra oldiirillenlerde ise bu organlarin normal olduklari, fakat
bazilarinin karacigerlerinde igne bast biiyiikliginde miinferit lezyon-
larin sekillenmis oldugunu ortaya koymustur. Hayvanlarin yumurta
verimlerinde herhangi bir anormallik gériilmemistir. Ilk 2-3 hafta-
ik hasta yavrularda biiyiime ile orantih olarak mikroskopik lezyon-
larin cabucak degistigi ve hepatik hiicre dejenerasyonu ile safra kanal
proliferasyonu tablosunun olustugu bilrdirilmektedir (16).

3- Sagirlar:

Sigirlarda ancak aflatoksikozisin son safhalarinda karekteristik
bulgular meydana gelir. Ornegin; 1kinma, kaznti ve prolapsus se-
killenmesi. Yash sigirlarin, danalara kiyasla aflatoksine daha daya-
mkh olduklan laktasyonda olan ineklerin toksik yemlerle beslendik-
lerinde 2. ve 3. giinden itibaren siitlerinde gozle gériilebilir bir azal-
manin olustugu, bu gibi yemlerle beslenen ineklerin ise normal ola-
rak dogurdugu, yavrularin biiyiimesinin normal oldugu, herhangi
bir klinik septom gostermedikleri, fakat, 4. ayda baz 6liim vak’alarina
rastlanildigy  bildirilmektedir. Olen yavrularin analanmin  giinliik
yemlerinde 1.5 mikrogram aflatoksin B, saptanmigtir. Giinde bu
miktar aftaoksin alan ineklerin yavrularinda goriilen 6liim veya bii-
yumelerindeki durmamn nedeni, bu ineklerin siitleri ile oldukca
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yiiksek miktarlarda aflatoksin (litrede 0.08-0.3 mg) salgilamalar-
dir. Deney ve gozlemler bir yagina kadar olan danalann, et sigirlari-
na oranla aflatoksikozise daha hassas olduklarimi géstermektedir.
Danalar izerinde yapilan otopsi sonuglari, genellikle karinda su top-
lanmasi, organlarda édem ve karacigerde fibrosisdir. Karacigerde
goriilen mikroskobik lezyonlar: safra kanal proliferasyonlar1, merkezi
lobular ve hepatik venlerin kronik cndofilebitisleri, ¢ogu anormal
biiyiiklikte nukleuslar: igeren parenchymatic hiictelerin sekil ve bii-
yiikliklerinde dikkat cekici degisikliklerler ve karacigerin lobuler
yapisina basing yapan ve cigerin fonksiyonunu zorlastiran yaygin fib-
rosislerdir (3, 9, 16).

4~ Koyunlar:

Koyurlarin diger ciftlik hayvanlarina kiyasla aflatoksikozise
kargt direngli olduklari, normal sekilde kontamine olmus yemlerle
beslenenlerde genellikle aftatoksikozis tablosu sekillenmedigi, ancak
60 ppm miktarinda aflatoksin B, iccren yemlerle 4-6 hafta siire ile
beslenen deneme hayvanlarinda experimental olarak aflatoksikozis
sckillenebilecegi bildirilmektedir.

Hayvan Yemlerinde Miisaade Edilen Aflatoksin Miktar
lar::

Buzag1 ve en ¢ok 4 aylik danalarda 0,22, 0,44 ppm aflatoksin
igeren yemlerin, bu hayvanlarin canh agrhklarinda, yem tiiketim-
lerinde oldukga 6nemli derecede azalma meydana getirdigi bilinmek-
tedir. 0,66 ppm. aflatoksinden daha asag1 miktarda aflatoksin iceren
yemlerle beslenen 2-2,5 yagindaki sigirlarda yem tiiketimi veya canli
agirhk artignda bir degisiklik olmadigl, vyas arttikca aftatoksine
karg1 olan direncin de arttigy, 0,002, 0,2, 0.4 ve 0,8 ppm aflatoksin
igeren rasyonlarla beslenen ctlik piligler tizerinde yapilan arastirma-
larda, aflatoksin miktarimin artmas: ile orantili olarak canh agirhik
artiginda ve yem tiikketiminde bir azalmamn oldugu, tecritbenin 10.
haftasinda oldirilen 6zcellikle 0,2-0,8 ppm miktarlarda aflatoksin
alan piliglerin histolojik muayenelerinde lenfatik hiicre proliferasyonu
ve regenerasyon nodilli safra kesesi proliferasyonunun gorildigii,
ordek ve hindi palazlarinda 6 haftalik siire ile yapilan kargilagtirmal
besleme tecriibelerinde ortalama olarak 0,3--0,6 ve 0,85 ppm aflatoksin
B, igeren yemlerle beslenen o6rdek palazlarimin toksine daha fazla
hassas olduklar, fakat aym dozu alan hindi palazlarinda hi¢ 6lim
olmadig1 ve her iki tiiriin de oldirildikten sonra yapilan hitopato-
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lojik muayenlerden aflatoksikozis lezyonlarimn en diisiik dozlan
alan hayvanlarda dahi sekillendigi kaydedilmektedir (16).

Yapilan biitiin bu aragtirmalann sonucunda, Diinya Gida ve
Tarim 6rgiitii ile Diinya Saglik Orgiitii tarafindan miisade edilen en
fazla aflatoxin miktan 1 kg. yemde 30 mikrogram: aymamas: gerek-
tigi sekilde 6nerilmektedir. Ayrica, érdek palazlar igin bu miktarin
bile ¢ok oldugu, miimkiinse bunlarnn yemlerinin aflatoksinden ta-
mamen yoksun olmasi gerektigi bildirilmektedir (16).

Materyal:

Materyal olarak, A.U. Veteriner Fakiiltesi, Yem Maddeleri ve
Hayvan Besleme Kiirsiisii'ne muayene edilmek tzere gesitli kaynak-
lardan gelen ve dokiimii Gizelge I’de bildirilen 92 adet yem numunesi
islenmigtir.

Gizelge I: Aflatoksin yéniinden incelenen numune cesidi ve sayisi

Numune gesidi: Numune sayisi:

Etlik CiVCIV YEMI . c.vviieii it 10
Etlik pilig yemi ..ot e 6
Yumurta CIVCIVI YemMI . oivvuinertveeeeeranererenaneenoens 12
Pili¢ bliylitme yemi ......ouitieineiinntiieiiiiiiiiees 5
Pili¢ gelistirme yemi .. ..ovovuieenreenniineiiiiaiiaiins 3
YUumurta tavufu YEML ..evvetivnnnneeeenanarteoitannaaoes 12
Kafes tavufu yemi . ...oeiieiiniaeiiiie et 1
Is hayvam yemi .. ...coeovinioinoninonereenracnoieninaenens 1
Buzagi-kuzu biyilitme yemi ... 5
BeSi YOIMI o .vieininet et ivniinaaria et 10
SUL YOI 4 et vteeeitee s i eaaanececraoianeasasnasenns 10
I T T S R R R R R 3
Ballk UNU +vvveevetee e ottt eanerncaannssssonnaaneeses 4
Kemik Uit o vre vt etriee ettt iiiianaeaness e 1
Et-kemik UNU oot ieiit it 1
Tavuk mezbaha kalintist unu ... ... oo 1
Pamuk tohumu kilspesi ..........oioiiiiiiiiiiiiiiieneni 2
Aygigefii kiispesi .. ... il 1
Soya fasulyesi KiSPesi .. ..oenvvenininiieiniieniiiianns 1
XS T T REEEE R 1
BUBday . o.vvniiiiiie i i 1
Kabak (kiflenmis) ......coiieeiieeniieienninniannieanei e 1

92

Metodlar icin 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 H,
SO,.

2- Sodyum kloriir (ACS saflik derecesinde)
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3— Sodyum kloriir solusyonu (9%, 5)

4- Sodyum siilfat (ACS saflk derecesinde ve susuz)

5- Sodyum siilfat solusyonu (doymus)

6— Kursun asetat (ACS saflik derecesinde, nétre ve 2 sulu)

7- Kursun asetat solusyonu (9% 40)

8- Aflatoksin standartlan

9- Filtre kagid: (Whatman No I yahut Carl Schieicher schull
2043 a) '

10- Numune sigeleri: Dipleri sivfi, 8 ml. kapasiteli.

11- Mikser

12- Azot bombasi, sicak su banyosu (termostath ve elektrikli)
ve su trompu sistemi

13~ Ince tabaka kromatografisi takimi (Desega)

14— Mikrometrik siringa takimi (Agla marka)

15- Uzun dalga ultra viyola lambasi

16— Silica-Gel-G-Merck: (Ince tabaka kromatografisi igin)
17- Hot playte (elektrikli ve termostath)

18- Elektrikli firin (50-250° C’de cahsir).

19— Pipet doldurucusu.

20- Ayirma hunileri (250-500 ml. lik) beherglaslar 100 ml. lik
huniler, 7 cm. ve 15 cm. c¢aplarinda, crlenmayerler (250 ml. lik)
pipetler 1,2,10 luk, 6l¢ii silindirleri (100 ml. lik).

21— Diger laboratuvar malzemeleri,

Metod:

Demirer (11) tarafindan degistirilerek gelistirilen metod asagida
tarif edildigi gibi uygulanmugtr. '

Numuneler iyice 6giitlip homojenize edildikten sonra, 10 g.
alimip mikserin kavanozuna konuldu. Sonra igine 44 ml. damtik su,
60 ml. methanol, 1 g. tuz ve 2 g. diatome toprag ilave edildi. Mik-_
ser yiiksek devirle 2 dakika ¢alistinldiktan sonra durduruldu ve 3
ml. kurgun asedat solusyonu ilave edilerek algak devirle 1 dakika daha
galhgtirtldi. Tekrar durdurulup 3 ml. doymug sodyum siilfat solusyonu
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ilave edilerek 1 dakika daha algak devirle kangtirildiktan sonra kan-
sim hemen siizgee kagidindan siiziildii. Siziintii ayirma hunisine
aktarilarak icine 50 ml. hexan ilave edildi. ve 30 saniye 1yice galka-
Jamldiktan sonra tabakalarin ayrigmast i¢in bekletildi. Sonra alt
tabakadaki metanol-su fazindan 55 ml.’si 100 ml. lik silindire alina-
rak diger bir ayirma hunisine aktanlds. Silindir § ml. tuzlu su ile gal-
kalanarak huniye ilave edildi.

Alnan 55 ml. ekstrakt numunenin yansim temsil ediyordu.
Temiz bir silindire 30 ml. kloroform alinarak bununla yukaridaki
silindir 3 defa calkaland1 ve ayirma hunisine aktarildi. Yikanan silindir
sonra ayirma hunisinin altina yerlestirildi. Metanol su fazinda bulunan
aflatoksinleri kloroformla ekstre ctmek i¢in ayiwma hunisi 1 dakika
miiddetle kuvetle kalkalamp birkag dakika beklemeye birakildi.
Fazlar ayrilinca aflatoksinlerin gegmig bulundugu alttaki kloroform
fazisilindire aktanldi. Ayirma hunsine tekrar 30 ml. kloroform konula-
rak yinc 1 dakika galkalamadan sonra bir miiddet bekletilerck ayrilan
kloroform fazi evvelkinin iizerine konularak birlestirildi. Igerisinde
artik aTtatoksin kalmayan ayirma hunisindcki metanol- su fazi huninin
agizindan dokiilerek bertarafedildi. Silindirdeki kloroform ekstresi tek-
rar ayirma hunisine aktarildi silindir 50 ml. tuzlu su ile yikanarak
ayirma hunisine ilave edildi. Kloroform ekstresini tuzlu su ile yikamak
icin 1 dakika miiddetle ayirma hunisi siddetle galkalanip birkag dakika
bekletildi. Diger taraftan 250 ml. lik bir crlenmayer alinarak iizerine
7 cm. capinda bir huni konuldu ve igerisinc siizgeg kagidr yerlestirilerek
iizerine 20 g. anhidr sodyum siilfad konuldu. Bu erlen, sonra ayirma
hunisinin altina yerlestirilerek igerisine tuzlu su ile yikanmig ve alt faz
teskil cden kloroform ckstresi damla damla siiziildii. Sodyum siilfad ve
siizgeg kagidin igeren huni 3’cr ml. lik kloroformla 3 defa yrikandiktan
sonra, kloroform ckstresinin topdandigi crlenmayer alinarak su banyo-
suna yerlestirildi. Vakum ve azot gaz altinda 2-3 ml. kalincaya kadar
buharlastirildr. Sonra erlenmayer sistemden ayrilmadan su banyosun-
dan gikarildi ve azot gazi alunda sogutuldu. Sogutma sonucu 0,5-1
ml. kadar kloroform ckstresi kalabilecek sckilde buharlasma ayarland:.
Sonra da erlenmayerdeki bu konsantre kloroform ckstresi numune sige-
sine aktarildi. Erlenmayer 1’er ml. lik kloroformla 4 dcfa yikanarak
yine numune sisesine dikkatlice aktarildi. Numune sisesindeki ckstre
tekrar su banyosunda vakum ve azot gazi altinda kuruyana dek buhar-
lagtirild. Sisteme bagli kalmak sart1 ile banyodan gikartilarak azot gazi
altinda sogutuldu ve ince tabaka kromatografisine tatbike hazir duru-
ma getirildi.
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Ince Tabaka Kromatografisi:

Numunulerde aflatoxin aragtirilmasi igin ince tabaka kromatogra-
fisi kullanildi. Bunun i¢in 6nce, kromatografi plaklar1 (20 x20cm.),
0,250 mm. kalinhginda Silica-Gel G- kaplandiktan sonra 105°C’de 2
saat aktive edildi. Sonra hazirlanan plaklara, numune ekstraklari1 900
mikrolitre kloroform ile ¢oziindiriilerck aflatoksin standartlar: csligin-
de mikrometrik giringa ile tatbik edildi.

Numunelerde kalabilecek eseri yag ve yagda eriyebilir yabanci
maddeleri bertaraf etmek igin, plaklar 6nce dietil eter ilc develope edil-
dikten sonra karanhkta c¢cker ocak igerisinde kurutuldu. Kurutulan
plaklar daha sonra kloroform /metanol 97/3 V/V karigiminda develope
cdildi ve sonra da kurutularak uzun dalga ultraviyole 151¢1 altinda in-
celendi. Standartlarin meydana getirdikleri lekeler ile kargilagtinilarak
miktar tayini yapild.

Aflotoksin standartlait ile aym Rf. degerli herhangi bir mavi-
mor floresan lekenin aflatoxin olup olmadigimin dorgrulanmas: igin
plaklar iizerindeki lekeler %, 50 lik siilfiirik asit ile muameli edilerek
kontrollar1 yapildi.

Bulgular:

Aflatoksin yéniinden muayene edilen 92 muhtelif yem numunesine
ait analiz bulgulan ¢izelge I1I’de verilmigtir.

Gizelge: II Numunelerde aflatoksin B,’in varhf

Plikta mavi-mor leke Aflatoksin B,
Numune
sayist Olusturan Olusturmayan Igeren Icermeyen
92 11 (% 11.95) | 81 (% 88.05)| 1 (% 1.09) | 91 (% 98.91) |

Tablonun tetkikinden de anlagpilacag: iizere numunelerin 11 ta-
nesininde aflatoksin B, in Rf degerine tekabiil eden bolgede mavi-mor
lekelerin olustugu goriilmiigsede bunlarin silfiirik asit ile yapilan
dogrulamalarin sonucunda birisi harig digerlerinin aflatoksin B,
olmadig1 ortaya konulmugtur. 61 numarali civciv yemi etiketini tagi-
yan bu tek numunenin igerdigi aflatoksin B, miktari, 30 ppb olarak sa-
tanmuigtir,

Bu aragtirmamn ikincit béliimii olan diger bir arastirmada daha
genis olarak agiklanacag lizere bu numenenin mikroflarasinin muaye-
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nesinde Aspergillus flavus Link, Aspergillus fumigatus Fres ve Penicillium’un
baz: tiirlerine raslanmistir. 4. flavus Link’in aflatoksin iireticisi olup
olmadig1 yoniinden yetenegi arastirilmig ve bol aflatoksin B; lireticisi
oldugu saptanmugtir.

Tartisma ve Sonug:

Metodun tatbiki ile elde edilen ince tabaka damlatma solusyonu
numune ckstraktlarinda teshisi zorlagtinc kirliliklere rastlanmamug
oldugundan, kolon kromatografisi ile temizleme ve saflagtirma yapil-
mamis ve ayrica gift yonlii ince tabaka kromatografisi uygulama zorun-
lulugu da duyulmamigtir.

Analiz sonuclarimiza gére muayene cttigimiz numunelerde
aflatoksin B, yoniinden sakincal bir duruma rastlanmamistir. Sadece
bir numunede tesbit edilen 30 ppb aflatoksin B; in tchlikeli bir durum
arzetmedigi ortadadir. Ancak numunede Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatus Fres ve Penicillium tiirlerinin mevcudiyeti énemlidir. Aspergillus
flavus’un toksinojen oldugu saptanmustir. Aspergillus fumigatus ise bilin-
digi gibi patojen olup, ayrica toksinojendir. Penicillium’larinda bir
gogunun toksin hasil edebildigi aragtirmalarla ortaya konmaktadir.
Aragtirmanin ikinci bolimiinde daha etrafli olarak sunulacak olan
diger 7 numunede toksinojen aspergillus’lara rastlanmasi gok bityiik
onem arzetmektedir. Giinkii, bu toksinojen aspergilluslar firsat bulduk-
lart anda yemde gogalarak toksinlerini yeme salma olasiligin1 elde ede-
bilecck, patojen olanlar da ayrica hayvanlarda gesitli hastaliklar
meydana getirebileceklerdir.

Diger taraftan, bulagik yemin kilograminda 33 mikrogramhik ve
daha fazla aflatoxin mevcut oldugu zaman en az aflatoxin B, in hay-
vamn viicudunda mectabolize olarak onun iriinii aflatoxin M, in siit
icerisinde salgilandig1, ayrica aflatoxinin yumurtlayicr tavuklarin yu-
murtalarina ve gida olarak yenen gesitli hayvansal dokulara gegtigi dik-
katc alindig1 takdirde hayvan yemlerinin iiretiminden tiiketimine kadar
gegirdikleri tiim agamalarda dikkatli olarak hijyen kosullarina uyulma-
stnin zorunlulugu ortaya gikmaktadir (13/ 1, 20/ 1). Buna uyulmadif
takdirde her an iiremege, toksin vermeye hazir bir halde bulunan tok-
sinojen aspergillus suslarinin iireyerek yemlerc toksinlerini saliverecegi
ve boyle yemleri yiyen hayvanlarda da kiitlevi toksikasyonlarin meyda-
na gelmesi olasidir.
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