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Son yillarda Dinyanin en ilgi cekici ve giincel konularindan biri de aflatoksinlerdir.
Aspergillus Flavus grubu kufler tarafindan bitkisel ve hayvansal gida maddelerinde mey-
dana getirilen aflatoksin olarak tanimlanan kanserojen nitelikteki metabolitlerin 6nemi
izerinde biitiin Diinya Ulkelerinde oldugu gibi memleketimizde de durulmaya baslanilmis
ve bu konuda yapilan calismalar da giderek artmaktadir (s ).

Aspergillus Flavus basta sicak Ulkeler olmak tizere Afrika, Asya, Avrupa ile Kuzey
ve Guney Amerika Ulkelerinde uretilen aygicegi, pamuk tohumu, yer fistigi ve soya fasiil-
yesi kispeleri ile misir, akdari, piring, hindistan cevizinde saptanmis, ancak rafine yaglar-
da tesbit edilememistir (s ).

Aspergilluslar yem bitkilerinin uzun veya kisa sureli saklanmasi sirasinda rutubetli ve
sicak yerlerde usuliine uygun olarak depolanmamasi ve elverissiz kosullarda hasat edilmesi
halinde, yapilarini bozarak, besin degerlerinin dismesine neden olurlar. Bu durum, kus-
kusuz hayvan besleme alaninda buyiuk ekonomik kayiplarin ortaya cikmasinda 6nemli
faktorlerden birini olusturmaktadir.

Yapilan arastirma sonuglarina goére topragin mukotoksinlerle bulasmasi bitkinin bi-
yUmesini yavaslatmakta, hatta geriletmekte ve bu durumun dogal sonucu olarak yillik bit-

kisel tretimin % 25 oraninda azaldig: bildirilmektedir (5).

(*) Uzman Vct. Hekim, Lalahan Zootekni Arastirma Enstitiisu



Bitkisel Uretimin bu oranda azalmasi halinde, halen aclik tehlikesinin s6z konusu
oldugu Dunyamizda insanlarin beslenmesine iliskin &nemli sorunlar ortaya ¢ikabilecek-
tir. Diger taraftan cgesitli gida maddelerinde kuf ve mantarlarin Uremesi bu maddelerin
goranimund, rengini, seklini ve lezzetini bozmaktadir.

insan beslenmesinde énemli yeri olan peynirlerde bu durum cok belirgin bir bicim-
de gorulebilir. Bazi hallerde ise kuf ve mantarlarin gida maddelerinde tremesi sonucu, bun-
lari yiyen insan ve hayvanlarda gesitli zehirlenme olaylari da ortaya ¢ikmaktadir.

insan ve hayvanlar tarafindan kiiflii gida maddelerinin tiiketilmesi sonucu ortaya ¢i-
kan zehirlenme olaylari, 1940 yilinda Rusya'da ve 1960 yilinda ingiltere'de toplu 6lum-
lerin gortlmesine degin, &nemsenmemistir (17, 29, 30).

Gerek insan gerekse hayvan beslemede bu denli sorunlara neden olan aflatoksinlerin
cesitli gida ve yem maddelerindeki miktarlarinin bilinmesi ve gerekli dnlemlerin alinmasi
bluylk 6nem tasimaktadir. Veteriner Hekimlik sahasinda mukotoksikozlarin teshisinde
simdiye degin cesitli zorluklarla karsilasilmaktaydi. Ancak bu alanda derinlemesine ya-
pilan arastirmalar hayvancihga biiyiik yararlar saglamistir. Ozellikle giderek gelisen tavuk-
culugun buyuk zararlardan kurtarilmasinda mikolojik teshise son derece dnem verilmesi
gerekmektedir.

Bu bakimdan arastirmamizda. Ulkemizde cesitli fabrika ve kuruluslar tarafindan
Uretilen tavuk yemlerindeki aflatoksin miktarinin saptanmasi amag edinilmistir.

LITERATUR BIiLGIisSI

Mikotoksikozlar ¢ok eskiden beri bilindikleri halde bu konuda calismalar 1964 -
1965 yillarinda baslamis sonradan bu konu Uzerinde ¢ok sayida laboratuvar calismalari
yapimistir.

Aspergillus Flavus, Gungus'lar grubundan Eumycetes Ascomycetes sinifindan Plecta
Scales takiminin Aspergillaceae familyasina dahildir. Aspergillus cinsinin kendine 6zgl ba-
21 Ozellikleri vardir. Bunlarin sporlari yuvarlak veya oval olup, satihlari ptrizludir. Renkle-
ri acik san ve yesilin gesitli tonlarindan olabilir. Saprofit olarak karbonhidrat ve protein-
den zengin ortamlarda yasarlar. Bu mantarlarin aflatoksin olusturabilmesi igin optimal
Isinin 24 -25 *t, nemin ise % 18. 5 oraninda olmasi gerekmektedir. Ortamdaki oksijenin
% 1'e dusurilmesi, Aspergillus Flavus kuf mantarlarinin tGremesini engeller ve dolayisiyla
aflatoksin olusumunun durmasina neden olur (9).

Kromotografik olarak yapilan calismalarda bu toksinin 4 kompenentinin bulun-
dugu bildirilmektedir (38).

22



Bunlar ultraviyole isinlarinda mavi florasan veren , B2 ve yesil florasan veren G j
G ~dir. Bundan baska Allcroft ve Carnaghan (1 -2) aflatoksin iceren kuspeleri yiyen inek-
lerin sUtinde > kompenentli bir aflatoksin daha ekstrakte etmisler ve bunlara sit (miik)
kelimesinin ilk harfi olan M1 ve M2 adini vermislerdir. Aflatoksinlerin en 6nemli kompe-
nenti olan aflatoksin Bj in kapall formtld C 17 H 12 O g dir. Bu kompenent sicaga da-
yanikl olup, erime noktasi 268 -269°C dir. Ultraviyole i1siginda mavi florasan verir. Klo-
roform, benzin ve suda kolaylikla erir.

Aflatoksin Gj in kapah formdli C .7 Hj2. O+ , erime noktasi 245°C dir.
Ultraviyole 1sinlari karsisinda sar ve yesil florasan verir. Biitiin aflatoksinlerin iN sodyum
hidroksit ile 30 - 45 dakika, 2N hidroklorik asit ile 120 dakika i¢inde yikildigi ortaya
konmustur (38).

Mikotoksinler bazi kif grubu mantarlarin toksik metabolitleri olup bunlarin Gremesi
sirasinda meydana gelirler . Mikotoksinler insan ve hayvanlarda akut, subakut ve kronik
zehirlenmelere neden olduklari gibi ayni zamanda karsinojenik etkiye de sahip bulunmak-
tadir. Mikotoksinlerin asagida aciklanan bazi 6zel g¢evre kosullarinda olustugu bildiril-
mektedir (40). Buna gore:

1 —Yemde nem oraninin % 14 -30 oraninda olmasi.

2 —Genellikle % 75 ve daha yiksek nishi hava nemliligi.

3-18-22 C arasinda olan optimal sicaklik (Gunguslarin ¢ogu igin).
4 —Yemlerde katki maddeleri (Vitaminler, oligo elementler gibi).

Kiflerle bulasmis olan yemler asagidaki yontemlerden herhangi biri uygulanarak
tekrar kullanilabilecek hale getirilebilirler (40).

1 —150°C den az olmayan bir isida 30 dakika veya 100°C den az olmayan bir i1sida
1 saat I1sitilma veya otoklavlanma yolu ile.

2 —Buhar yolu ile, 6rnegin patates ve pancarlari buhara tutarak,

3 —Tahillara toz kémuri ilave ederek, sonra bunlar elenip ve ayiklanarak.

4 —Tahillar % 3 Itk hidrojen peroksit soltisyonu veya % 42 liksulfurik asitveya % 1
lik sodyum, potasyum hidroksit soltisyonu ile yikandiktansonra bol su ilecal-
kalanarak.

5 —Yemler Uzerinde aflatoksin antigonisti olarak kabul edilen amonyak ilave edil -
mesiyle.

s —Yemler 2 -3 dakika muddetle ultraviyole isinlarina tabi tutularak.

Bu yontemler disinda yemlerin kiflerden arindirilmasinda en etkili yontem yem
maddelerinin ve yem urdnlerinin siratle kurutulmasi ve kuru vaziyette depolanmasidir.

Aflatoksin'in organizmadaki isleyis mekanizmasi su sekilde izah edilmektedir (11 -
12).

Aflatoksin ilk olarak hicre ve htcre cekirdeklerine nufuz eder. Sonra DNA (De-
soxyribonucloic asit) ile birlesir. Bu birlesme sonucu RNA (Ribonucleic asit) sentezi
azalir ve m -RNA Uretimi engellenir. Bu durum sonucu 5 dakika iginde protein sentezi
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bloke edilir. Mitoz safhasida engellenmis olup, mitoz safhasinin engellenmesini hiicrenin
oluma izler.

Memeliler, kanathlar ve baliklar (6zellikle alabalik) aflatoksin zehirlenmesine karsi
hassastirlar. Koyunlarin aflatoksine karsi direncleri oldukga yuksektir. En hassas olan
hayvanlar ordek yavrulari ve alabaliklardir. Ayni sekilde geng¢ hayvanlar eriskinlere naza-
ran daha duyarlidirlar.

Aflatoksinlerin vicuttan atilmasi genellikle ¢ok hizli bir sekilde gerceklesir. Yemin
yenmesinden 24 saat sonra organizmadaki aflatoksin diizeyi arastirma icin uygulanan se-
viyenin altina diser. Aflatoksin kelimesi Aspergillus Flavus'un A ve Fla harflerinin bir-
lesmesinden olusmustur.

Sargalet et al. (34) 1961 yilinda Aspergillus Flavus'un Aflatoksin salgiladigini, Allc-
roft ve Carnaghan (2) adindaki arastiricilar ise 1963 yilinda bu Aflatoksirin karsinoje-
nik etkisini ortaya koymuslardir.

Aflatoksinler karsinojenik etki yaninda tumor yapici 6zellige de sahiptirler. Bu 6zel-
lige karsi en hassas hayvanlar alabaliklardir. Bu baliklar, kilograminda 0. 5 -2 ppm. afla-
toksin ihtiva eden yemle beslendikleri taktirde 10 aydan kisa bir sire icinde karaciger tu-
mori meydana gelmektedir (40).

Aflatoksinin karsinojenik ve timor yapici etkisinin saptanmasindan sonra bazi tlke-
ler bunun gida maddelerindeki optimum miktarlarini standartlarla tesbit etmislerdir. FAO
ve Dunya Saglik 6rgutu gida maddelerinde bulunabilecek aflatoksin miktarini 30 ppm.
olarak onermislerdir (32). Ancak kimi ulkeler bu miktarin yiksek oldugu gorusiuni ileri
surmislerdir, drnegin Amerika Birlesik Devletleri'nde yer fistiginda aflatoksinin optimum
miktari 20 ppm. e indirilmistir. Ginimizde bu sininn 15 ppm'e indirilmesi Uzerinde tar-
tismalar yapilmaktadir (39).

Aflatoksin kompenentlerinden B ~ en ¢ok toksik etkiye sahip olanidir. Bu etkinin
B > den 4 kez daha fazla oldugu ileri strilmektedir (38),

Diger taraftan ingiltere'de 1960 yilinda aflatoksin zehirlenmeleri yavru hindilerde
olimlere neden olmustur. Yapilan otopside hindilerde i¢ organlar konjesyon ve édemli,
karacigerin buyumus, soluk ve sert kivamda oldugu bildirilmektedir. Bu hastaligin ¢ikma-

sina rasyonun bilesimine giren yer fistigi kiispesinde saptanan Aspergillus Flavus'un sal-
giladigi aflatoksin'in neden oldugu belirtilmistir (7, 29),

Aflatoksin'in c¢esitli hayvanlar Uzerindeki toksik etkisi hayvanin turine, yasina,
yemdeki toksinin dozuna ve toksine maruz kalma stresine baglidir.

Memeli hayvanlardan buzagilar, kanatlilardan ise 6rdek yavrular aflatoksinlere kar-
st en duyarli hayvanlardir. Bir gunlik 6érdek yavrusu igin 6ldirict doz (LD so ) 0,5 mg/
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kg dir. Kdpek, tavsan, kobay ve tath su baliklari icin ise bu doz'un 0. 5 mg/kg oldugu
bildirilmektedir (30). Ayrica toksisite hayvanin yasina bagh olarakta degisir. Ergin hay-
vanlarda aflatoksinin daha fazla miktarlira toksik etki yapmaktadir, 6rnegin bir gunlik
fare icin LD sgq 1 mg/kg iken, 21 gunluk fare icin bu miktarin 7 mg/kg oldugu belirtil-
mistir.

Akut zehirlenmelerde 6lUm, genellikle toksin alindiktan 72 saat sonra meydana gel-
mektedir. 6lumden sonra yapilan otopside yemek borusu, mide, bagirsak, iskelet kaslari,
dokularda subcutis'de hemoraji, bagirsak i¢i ve abdominal boslukta kanl sivi toplanmasi,
karacigerde yaglanma, karaciger hicrelerinde nekroz, safra kanallarinda proliferasyon,
loblarda atrofik degismeler gérilmektedir (19).

Diger taraftan, Kratzer ve arkadaslari (28), aflatoksin iceren rasyonlarla beslenen
yumurta tavuklarinda civciv ¢ikma oraninin distiguni saptamislardir. Bu arastirmalarda
gunlik rasyonlarina 2. 7 ppm. miktarinda aflatoksin katilan deneme grubunda yumurta-
dan civciv ¢ikma oraninin normal rasyonla beslenenlere nazaran énemli derecede distk
oldugu bildirilmistir.

Allcfort ve arkadaslari (3), 600 kg. canli agirligindaki bir inege laktasyon siresince
peros olarak 300 mg aflatoksin (% 44 B 1,% 44G 1 ,% 2 B2 ) uyguladiklar arastirmala-
rinda aflatoksin verilmesini izleyen 9. giinde hayvanlardan alinan sit, idrar ve gibre 6rnek-
lerinde aflatoksin analizi yapmislardir. Arastiricilar stit ve idrar drneklerinde saptanan af-
latoksinin % 85'ni 48 saat icerisinde ekstrakte ettiklerini 4 giin sonunda sutte, s , giin biti-
minde ise idrar ve giibrede aflatoksin saptanamadigini bildirmislerdir.

Frank (18), ¢esitli hububat ve Urtnleri, baklagiller ve kurutulmus meyvalar Uzerinde
aflatoksin olusumunu incelemistir. Arastirmaci Aspergillus Flavus sporlari ile hazirladigi
bir stispansiyonla asilayip nemlendirdigi kuru incirleri oda sicakhiginda s giin inkubasyona
birakmis ve bu sire sonunda 0. 05 ppm. aflatoksin BN ve 0. 075 ppm. aflatoksin
Gj meydana geldigini ortaya koymustur. Memleketimizin 6nemli dis satim Grinlerinden
olan incir, yer fistigi gibi tarimsal Urinlerin aflatoksin kapsadigi gerekgesiyle alici Ulkeler
tarafindan ya bloke edildigi yada geri gonderildigi bildirilmektedir (27).

Ulkemizde de aflatoksinler tizerinde cesitli arastirmalar yapiimistir.

Guray ve Vural (19), 27 findik numunesi ile yUrGttGgu arastirmada biri stpheli ol-
mak Uzere s numunede Aspergillus Flavus Uremesi sonucu aflatoksin saptadiklarini bil-
dirmiglerdir.

Demirer M. (13), sit ve st mamdillerinden aflatoksin M j aranmasi ve identifiye
edilmesi Uzerinde calismistir. Ayni arastirici (15), cesitli tip peynirlerle yaptigi diger bir
arastirmasinda toksijenik giicti arastirilan 40 kif trinin aflatoksin meydana getirmedigini
ortaya koymustur.
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Denizel ve Koésker (16), Ingiltere piyasalarinda satilan ve Tirkiye dahil birgok Ul-
kelerden ithal edilen 37 adet findik ve fistik numunelerinde 127 kif izole edildigini ve
bunlarin biytk bir kisminin Aspergillus cinsine ait oldugunu saptamislardir.

Askin ve arkadaslan (7), yurdumuzda Uretilen kuru incir ve ezmeler Gzerinde yap-
tiklari bir arastirmada kosullarin uygun olmasi halinde kuru incirlerde aflatoksin meydana
gelebilecegini ortaya koymuslardir.

Kimi arastiricilar (23 -24), gunlik rasyonlarda yapilacak degisikliklerle aflatoksin-
lerin zararli etkilerini énlenmesinin mumkiin olabilecegini bildirmektedirler. Ornegin, kif-
lenmis yem maddelerinin ham besin degerlerinin normal yem maddelerine oranla daha du-
stk oldugu bildirilmektedir (23).

Bu bakimdan bodyle yem maddelerinin rasyonda kullaniimasinin zorunlu oldugu hal-
lerde ham besin degerlerinin gézéninde bulundurulmasi geregine deginilmektedir. Diger
taraftan hayvanlarda aflatoksin sorununun aydinliga kavusturulmasina iliskin bircok aras-
tirmaya tanik bulunmaktayiz (14 -25 -26 -35 -36).

MATERYAL VE METOD

Ankara ve izmir Bolgesindeki yem fabrikalarindan getirilen 10 adet tavuk yemi, 1
adet pili¢ buyitme yemi ve bir adet pamuk tohumu kispesi, bu calismada materyal olarak
kullanilmisgtir. Aflatoksin analizi yapilan yemlerde s Aralik 1978 tarihinden baslamak
Uzere bir hafta ara ile rastgele numune alinmis ve numunelerde aflatoksin meydana gelme-
sini dnlemek amaciyla oda isisinda agzi acgik torbalarda saklanmistir.

Yemlerde ureyen mantarlar (aflatoksin) yem yiginlar icerisinde kiimeler halinde
Ureme gosterdiginden numune alma esnasinda su hususlara 6zen gosterilmistir.

1 — Analizlerde mimkin olan en kigik numune biriminin kullanilmasina dikkat
edilmistir.

2 - Kontamine kisimlardan uygun bir dagilim saglyabilmek igin iyi bir karisim ya-
pimistir.

3— Boyle bir karisimin saglanabilmesi icin tim numuneler 20 no.lu elekten gecebi-
lecek sekilde égutulmustir.

Yemlerde aflatoksin analizi Sanli ve arkadaslari (37), tarafindan modifiye edilen,

Robert ve Patterson (33) ile Horwvitz et al (22), metodlarina gore asagidaki gibi yapilmis-
tir:

Standartlarin Hazirlanmasi:

Kuru haldeki aflatoksin Bj, B~, G/, yi iceren kap icerisine 98+ 2 oraninda
benzol + asetonitril karisimindan volumetrik olarak s -10 ppm. yogunluk saglayacak
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sekilde ilave edilir. Aflatoksin M 1 icin kloroform kullanilir. Aflatoksinin kantitatif
agirh@i icin standartin etiket miktari dikkate alinmalidir. Kuru haldeki standartda ¢éziclu
katildiktan sonra karisim bir dakika 6zenle galkalanir ve dilusyon icin gerekli miktar bek-
letilmeden alinir.

Cozelti halindeki standartlarda, bunlar uygun hacimlerdeki cam kaba aktarilirlar.
Gerekirse 8-10 ppm. dilusyona kadar seyreltilirler. Standartlar depo ¢ozeltiler halinde
seyreltilip, yogunluklari kontrol edildikten sonra aflatoksin Bi , Gi , M1, icten TLG
uygulama c¢ozeltisi olarak 5 ppm ve B 2, G 2 i¢in 5/1 oranindaki dilusyonlari hazirlanir.
Bu cozeltilerden uygulama icin gerekli kisim ayrildiktan sonra kalan miktarlar muhafaza
icin Mg duzeyine kadar tartildiktan sonra referans amaciyla saklanir. Bunun igin siselerin
aliminyum plakalara sarilarak saklanmasi gereklidir. Aflatoksin B1 .62 ,G 1, G2 nin stan-
dart dilusyonlarinin bir yildan daha fazla dayanikli olabileceg@i bildirilmektedir (2 2 ).

Aflatoksin Tayini:

ilke: Aflatoksin bulasmis stuipheli yem numunelerini icerdigi toksinler énce aseto-
nitril ile ekstrakte edilip sonra kolon kromotografisi ile temizlenip ince tabaka kromotog-
rafisi ile nitel ve nicel tayininin yapiimasidir.

Metod igin gerekli reaktif malzeme ve aletler:

1 —Aseto -nitril
2 —Potasyum Klorir
3 - lzo -oktan (Cg His)
4 - Kloroform
5 - Sodyum siilfat (Ozel plastik kapta, saf ve susuz)
s —Hidroklorik asid (% 1 lik ve 6zel renkli sisede)
7 - Hekzan (68-69 °C)
s —Metil alkol
9 —Aflatoksin B 1, B2, GI1 , G standart solusyonu (Ozel aliminyum kagida saril
siselerde saklanir ve yukarida belirtildigi sekilde hazirlanir).
10 —Toluen
11 —Etil asetat
12 —Formik asit
13 - Ayirma hunisi (P, T, F, E kapakli, 250 -500 cc. lik)
14 - ince tabaka kromotografik takimi
15 —Mikrometrik siringa takimi
16 — Uzun dalga ultraviyole lambasi
17 —Slica -Gel -G, merck (ince tabaka kromotografisi icin)
18 - Kolon kromotografisi kolonlari ( 40 cc x 30 mm ebadinda)
19 - Sicak su banyosu (Termostath ve elektrikli)
20— Numune sisesi (dipleri sivri, agzi 6zel kapakl, e mi. kapasiteli)
21 —Filtre kagidi (Whattman No: 41)
22 - Erlenmayer (250 -500 mi. lik)
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23 - Huniler ( Cesitli ebatta)

24 - Pipetler (1,2, 10, 25, 50 ml.lik)
25 - Mikropipetler (100 mikro litrelik)
26 —Adi terazi

Calisma Teknigi:

Numune; toz haline getirildikten sonra 25 gr. tartalmis, agizlar 6zel yaptiriimis ka-
paklarla kapatilan erlenmayerlere konulmustur. Bu numune {izerine 90 mi. aseto -nitril,
10mi. % 4 lik potasyum kloriir ilave edilerek 30 dakika devamli calkalanmistir. Elde edi-
len ekstrakt VWhattman No: 41 filtre kagidindan baska bir erlenmayere stizildikten sonra
stizintiiden 50 mi. alinir ve 250 mi. lik ayirma hunisine konur. Bunun iizerine 50 mi. izo-
oktan (C s H jg) ilave edilerek calkalanmis, galkalama sonucunda 2 ayri tabaka sekillenir.
Lipitlerin ekstrakte oldugu Ustteki oktan tabakasi atilmis ve alttaki tabakaya tekrar 50
mi. izo -oktan eklenerek yeniden ekstrakte edilir ve Ustteki tabaka tekrar atilmistir.

Altta kalan aseto -nitril tabakasina 12. 5 mi. damitik su katilmis ve toksinler 25 mi.
kloroformla ekstrakte edilmistir. Yine 2 ayr tabaka sekillenmis, altta kalan kloroform -
aseto - nitril tabakasi 9 cm. ¢apinda Whattman No: 41 filtre k&gidi icerisine konulan an-
hidr siilfat paketinden gecirilmistir. Ustteki tabaka atilmis, her defasinda 10 mi. kloro-
form kullanilarak ayni ekstraksiyon islemi 3 kez tekrarlanmistir. Bu ekstraksiyonlarda
ayni sekilde anhidr sodyum silfat paketinden gegcirilerek diger ekstraktlarla birlestirilmis-
tir. Boylece ekstrakt 1 ler elde edilmis olur. Sonra ayirma hunisi icerisindeki kalintiya
1+ mi. 0.1 normal hidroklorik asit ve lizerinede 10 mi. kloroform ilave eailerek iyice cal-
kalanmis alttaki tabaka alinip ayri bir erlenmayere konmus, Ustteki tabaka atilmistir. Ay-
ni islem 3 kez tekrar edilmis, ocakta su banyosunda 5 - saat sire ile buharlasmaya ter-
kedilmistir.

Aflatoksin purifikasyonu yapmak tzere kolon kromotografisi:

40 X 300 mm. boyutlarinda cam kolon kullanilir. Adsorban olarak 80 °C de 2 saat
stireyle aktive edilmis ve % 1 oraninda su ile parsiyel reaktive edilmis kolon kromotografi-
s i¢in hazirlanan silika -gel kullaniimistir.

Kolonlarin Hazirlanmasi:

Uglari musluklu cam kolonlor tasiti* lya, en alt kismada cam pamuk yerlestirilmis,
Ustiine 5 g anhidr sodyum stlfat konmus t. Daha sonra kolon yarisina kadar kloroform-
la doldurulmus, Uzerine 15 g silika -gel k 1mus e silik.l -gel'in oturmasi icin musluk alt
kismindan acilmis, bir miktar akitilmistir Er' sor olarakta 15 g anhidr sodyum silfat da-
ha ilave edilmis, sodyum sulfatin, silika gel (=tine ' m ¢okmesini bekledikten sonra
kolondaki kloroform, sodyum sulfat'm Ust "il.—yi iCk d. direne edilmistir.

28



Bundan sonra dogrudan dogruya kolon kromotografisi ile eliisyonu yapilacak nu-
mune ekstrakt'l (kloroformik) ilave edilerek 6nce 150 mi. hekzan ile sonrada 150 mi.
eter ile ekstrakt'm icerdigi yag ve diger ekstraktif maddelerin ayrilmasi saglanmistir. Ko-
londa tutulan aflatoksin'lerin suriiklenmesi islemide 3+97 mi. oranina gore hazirlanmis
metil alkol ve kloroform karisimindan 150 mi, kullanilarak yapilir. Aflatoksin bu karisi-
ma gecger ve bu ekstrakt agzi acik cam balonlara alinmis, yine ayni sekilde ceker ocak
icerisinde su banyosunda ugurulmaya terkedilmistir.

ince tabaka plaklarin hazirlanmasi:

Silika -Gel -G den 25 gr. alinir ve 50 mi. bidistile su ile sulandirildiktan sonra 20 x
20 cm. ebadmdaki cam plakaya 0. 250 mm. kalinliginda yayilarak, havada kurutulduktan
sonra 105°C de 2 saat aktive edilmis ve kendi desikatoriinde saklanmistir. Bu plaklar kul-
lanilacagl zaman her iki kenari = mm. mesafeden ince, sivri, sert bir kalem ucu ile gizildi,
alt sinirindan 3 cm. mesafe isaretlenerek bir cizgi ¢ekildi. Bu ¢izgi Uzerinde 14 mm. ara-
liklarla isaretler konuldu. Bu isaretler arasinda standartlar ve numuneler tatbik olundu.
Bu standart ve numunelerin en son solvan siniri en alt ¢izgiden 10 cm. yuksekligindeki
parelele kadardir.

ince tabaka kromotografisi:

Cam balonlarda ucurulmaya terk edilen numunelerdeki kloroform, metil alkol ka-
risimi ucurulduktan sonra geride kalan numune ekstrakti 6zel olarak yaptirilmis agizlari
mantar tipa ile kapatilan 6zel numune siselerine alindi. Uzerlerine 10 mililitre kloroform
konularak agizlari sikica kapatildi. 20 saniye dikkatlice galkalandi, bu islem 3 kez tek-
rarlandi.

Biriktirilen kloroformlu ekstraktlar konik santrifiij tUpine konularak 0. 1 mililit-
reye kadar yogunlastirildi. lyice calkalanan bu yogun ekstrakt aflatoksin icin &zel ola-
rak hazirlanan mikrometrik siringaya cekildi ve cam plagin alt kenarinda 3 cm. Gzerinde-
ki hayali hat boyunca 100 mikrolitre tatbik edildi.

Butin numuneler ve standartlar (Aflatoksin Bi1 , Bj , Gj, Gj ) bu plakaya ayni
sekilde uygulandi.

Bu sekilde hazirladigimiz plaka 5 - 10 dakika sure ile normal oda hararetinde ku-
rumaya terk edildi. Hazirlanmis lekeleri iceren plaka uygulama noktasindan itibaren
isaretlenen 10 cm. lik solvan sinirnna kadar develope edildi. Bunun igerisinde Toluen
(60 mi.) + etil asetat (30 mi.) +formik asit (10 mi) mevcuttur.

Plakalar tanktan cikarilarak kurutuldu. Uzun ve kisa dalgali ultroviole i1s1§i altin-
da beliren lekeler, renk siddeti ve R ~deg@erleri bakimindan (R™ degeri lekelerin uygu-
lanma noktasindan itibaren yikseldigi, yuksekligin mm. olarak solvan yikselme sinirina
bolunmesiyle bulunur) standartlarindaki ile karsilastirildi. Boylece bilinmiyen lekelerin
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tanimi ile yari nicel olarak miktar tayini yapildi. Isiga hassas olan aflatoksinlerin parca-
lanmasini 6nlemek icin bitin bu calismalar karartilmis laboratuvarda, zayif veya sar
bir 1s1g1n altinda ¢eker ocak igerisinde yapiimistir.

Ayrica aflatoksin cozeltileriyle bulasan kaplar, seyreltik asit, saf su ve asetonla
yikanip kurutulmustur.

SONUC VE TARTISMA

Degisik yem fabrikalarindan alman tavuk yemlerinde yapilan aflatoksin analiz
sonuglari Tablo 1'de verilmistir.

TABLO : 1 —Degisik fabrikalardan alinan 25 gr. yem numunesinde saptanan
aflatoksin miktari (mg.)

Yemin alindigi Aflatoksin Kompenentleri
Yem No- faprika ismi B B
1 Ozkasikgi Tavuk yemi 20 25 - -
2 Lalahan Tavuk yemi 40 30 50 -
3 izmir Pamuk tohumu
kispesi S0 - 60 )
4 Yem sanayi Tavuk yemi 60 - 50 -
5 Lalahan Tavuk yemi 40 - - -
6 Lalahan Tavuk yemi 30 - - -
7 Yem Sanayi Pilic B. yemi 15 - - -
8 Yem Sanayi Tavuk yemi - 150 - -
9 ozkasikgl Tavuk yemi 30 - - -
10 Ozkasikgi Tavuk yemi - 30 - -
11 izmir Tavuk yemi 20 - - -
12 izmir Tavuk yemi 10 - - -

Arastirmada analizi yapilan yemlerde Aspergillus Flavus mantarlarinin meydana ge-
tirdigi toplam aflatoksin miktari > no.lu tabloda gosterilmistir.
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TABLO: 2 —Degisik fabrikalardan alinan yemlerde belirlenen
toplam aflatoksin miktari (ppm.)

Yem No. Aflatoksin Kompenentleri Toplam aflatoksin

1 B. G. miktari

1 0.0008 0.0010 0.0018
2 0.0016 0.0012 0.0020 0. 0048
3 0.0020 0. 0024 0.0044
4 0.0024 0.0020 0. 0044
5 0.0016 0.0016
6 0.0012 0.0012
7 0.0006 0.0006
8 o . 0060 0.0060
9 0.0012 0.0012
10 0.0012 0.0012
1u o . 0008 o . 0008
12 0.0004 0. 0004

Arastirmamizda farkli yem fabrikalarindan alinan 12 adet yem numunesinde yapi-
lan aflatoksin analiz sonuglarinin incelenmesinden anlasilacagi gibi memleketimizde Ure-
tilen yemler genellikle aflatoksin kapsamaktadir. Ancak yemlerde bulunan aflatoksin
miktarlari literatirdeki degerlerle karsilastirildiginda, bunlarin toksin diizeyin altinda
oldugu goriulmektedir.

Yapilan bir arastirmaya (4) gore tavuk yemlerinde bulunan 0. 50 ppm. miktarinda-
ki aflatoksin zararl etki yapmaktadir. Benzer baska bir ¢alisma sonucuna goére (21) bu
miktarin o .22 ppm. oldugu bildirilmistir.

Miiller ve arkadaslari (31) civciv, 6rdek yavrularn ve hindilerde bir haftalik stre igin-
de buyumeyi % 25 oraninda engelliyen aflatoksin miktarlarinin sirasiyla 5. 1 ppm., 0.42
ppm. ve 0. 25 ppm. oldugunu ileri stirmaslerdir.

Diger taraftan Hamilton ve arkadaslari (20) yumurta tavugu rasyonlarina ginde

katilan > ppm. miktarindaki aflatoksin tavuklarda verim dusiukligiune ve canli agirlik
kaybina neden oldugunu saptamislardir.
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Kratzer ve arkadaslari (28) damizlik tavuk rasyonlarina 2. 7 ppm. miktarinda afla-

toksin ilavesi sonucunda yumurtadan civciv ¢ikma oraninin distiguni ortaya koymuslar-
dir.

Arastirmamizda 0. 0060 ppm. olarak saptanan en ytiksek aflatoksin miktari bile
yukarida verilen literattr bildirislerindeki degerlerin ¢ok altinda bulunmaktadir.

Arastirmamizda numuneler Sonbahar mevsiminde alinmis ve analizler ayni mev-
simde yapilmistir. Bu mevsimin yagisli ve rutubetli olmasi yemlerde aflatoksin Gremesini
kolaylastirici etkenlerdendir. Sonuclarin tartisiimasinda bu durumun gdzden irak tutul-
masl gerektigi kanisindayiz. Ancak saptanan aflatoksin miktarlarinin bile gerekli énlem-
ler alinmazsa hayvan besleme bakimindan ileride 6nemli verim dusiukligine neden olmak
suretiyle blyik sorunlar yaratabilecegini séylemek yanilgi olmayacaktir. Bu durum ayni
zamanda Ulkemiz ekonomisinde biylk kayiplara neden olabilecegi gibi gerek yetistirici
gerekse halk saghgl bakjmmdan bu sorunu dnemli boyutlara ulastirabilecektir.

Bu bakimdan yemlerin dretimi, depolanmasi, tasinmasi ve saklanmasi sirasinda te-
mizlige buyik 6zen gosterilmesi gereklidir. Ote yandan yemlerin aflatoksin iiremesine ne-

den olan rutubet ve sicaklik gibi faktdrlerden korunmasi bu sorunun ¢dézuminde yararl
olacaktir.

OZET

Bu arastirmada Ankara, izmir Bolgesi cesitli yem fabrikalarindan temin edilen
tavuk yemlerinde aflatoksin analizleri yapilmis ve sonuglar standart deg@erleri ile kar-
silastiriimistir.

Analizleri yapilan 12 adet tavuk yemi numunelerinin hi¢ birisinde toksik seviyeye
varan aflatoksin miktari saptanmamistir.

SUMMARY

A study on aflatoxin’s in intensiv poultry feed and toxicity in animal feeding.
in this study, poultry feedstuffs obtained from different feed milis from Ankara
and izmir regions, were analysed for aflatoxin. The results were compared with the Stan-

dard values.

No toxic quantity of aflatoxin was found 12 feedstuff samples analysed.
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