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‘Summary : This investigation was conducted to determine the levels
of aflatoxins, ochratoxin A and zearalenone in teeds and feedstuffs
obtained from various regions of Turkey.

Samples were analysed by thin layer chromatography. In this meth-
od, mycotoxins were extracted with chloroform from materials and then
tranfered through the sep—pak cardrlge coloumn to elute the mycotoxing
re51dues

Mycotoxms were found in the nine samples of a hundred materials
analysed. Aflatoxin B, in two samples, ochratoxin Ain five samples and
zearalenone in three samples were determined. The average concentra-
tions of aflatoxin B,, ochratoxin A and zearalenone were 3.75., 12 and 6,6
microgram/kg respectively. The detectable limits were 1 microgram/kg
for aflatoxin, 2 m1crogram/kg for ochratOXm A and 4 microgram/kg for
zearalenone

According to results, the levels mycotoXms determined in the samples
will not cause an extremely cases, however would make residue problems
with consumption of these feeds by the animals for a long periods.

Ozet : Bu caligmada, iilkemizin farkh bBlg‘elerinden toplanan 100
adet yem ve yem maddelerinden olusan numunelerde ince tabaka kro-
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matografi yontemiyle aflatoksinler, okratoksin A ve zearalenon yoniin-
den analizleri yapilarak, mikotoksin yoniinden degerlendirmeler yapildi.

Caligmada yem ve yem maddelerinde mikotoksin analizi i¢in ince ta-
baka kromatografi yontemi kullanildi. Mikotoksinler, niimunelerden klo-
roform ile ekstrakte edildi. Elde edilen ekstrakt sep-pak kolonundan ge-
¢irilerex mikotoksinlerin ayirimlari yapildi.

Analiz edilen 100 niimunenin 9’'unda mikotoksin belirlendi. Niimune-
lerin 2'sinde aflatoksin B,, 5inde okratoksin A ve 3'linde de zearalenon
bulundu. Miko.oksin ortalama yogunluklar1 aflatoksin B, i¢in 3.75, okra-
toksin A 12 ve zearalenon i¢in ise 6.6 mikrogram/kg olarak tespit edildi.
Yontemin duyarlilifi aflatoksinler igin 1, okratoksin A 2 we zearalenon
i¢in ise 4 mikrogram/kg olarak belirlendi.

Bulgularin degerlendirilmesinde; niimunelerde yari nicel olarak be-
lirlenen miktarlarin akut bir toksikasyona yol agmiyacagi, ancak boyle
yemlerir hayvanlar tarafindan uzun siire alinmasiyla subklinik etkilerin
goriilebilecegi ve hayvansal iirlinlerde mikotokisin kalmtilarinin olusa-
bilecegi kanisina wvarildi. :

Girig

Mikotoksinler, cesitli kiif mantarlar1 tarafindan olusturulan insan ve
hayvanlarda fizyolojik ve patolojik degisikliklere yol agan toksik meta-
holitelerdir. Kif mantarlar: az sayida da olsa yem ve yem maddelerinde
dogal olarak bulunabilmektedir. Bunlar toksin {iremesi igin uygun or-
tam olustugunda (nem oraninin artmasi gibi) ¢ogalarak 'degisik oran-
larda mikotoksin salgilarlar. Boylece bir yandan yemin kalitesi bozulur-
ken, diger taraftan da insan ve hayvan saghgi olumsuz yonde etkilenir
9, 10, 11, 15). ‘

Mikotoksinler, yem ve yem ‘maddelerinin tretiminden tlketimine
kadar gegen siire¢ igerisinde her devrede olugabilir. Genellikle yemlerin
hazirlanmas: asamasinda yem maddeleri belli diizeyde bir '1siya ma
ruz birakildigindan, kiif mantarlarina tiiketime sunulmak iizere hazir-
lanmig yemlerde daha az rastlanir. Bununla ‘beraber, yemlerin hazirlan-
masl agamasinda ve hazirlanmig yemlerde herhangi bir nedenle nem ora-
n1 % 11’in lizerine ¢ikarsa mantarlarin iiremesi i¢in uygun bir ortam te-
sekkiil edeceginden bu gibi yemlerde de mikotoksinler olugabilmektedir
(5, 8). Mantarlarin iiremeleri ve toksin olusturmalari engok yem madde-
lerinin yetigtirilmesi agamasinda ve depolama siiresi icerisinde meyda-
na gelir (3, 13).

Yem ve yem maddelerinde en stk goriilen ve hayvanlarda toksikas-
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yona yol agan mikotoksinler; aflatoksinler, okratoksin A, zearalenon
(P42 toksin) ve trikotesenler (T-2 toksin)’dir (6, 11, 13).

Aflatoksin bir karaciger toksinidir. Ayni zamanda karsinojen, muta-
jen ve teratojen etkilidir (5). Yemlerle birlikte alinan 100 mikogram/kg
aflatoksin B, sigir ve domuzlarda toksikasyona yol a¢maktadir (8). Siit
ineklerine yemleri ile birlikte 20 mikrogram/kg aflatoksin B, verildiginde,
siitte 0.5 mikrogram/kg aflatoksin B, tespit edilmektedir (9). Bu diizey
insan saghg: icin zararli olarak kabul edildiginden FDA, siit hayvanla-
rina verilecek yemlerde aflatoksin B, diizeyinin 20 mikrogram/kg’1t gec-
memesi gerektigini bildirmektedir (3). Genellikle besinlerde 20 mikrog-
ram/kg’a kadar bulunan aflatoksin kalintilari hayvanlarda zararsiz ka-
bul ed‘lir (9). Pili¢ler aflatoksine direnglidir. Yemlerle alinan 500 mik-
rogram/kg aflatoksin B, genglerde biiylimede gerilemeye ve tavuklarda
da yumurta veriminde diislise sebep olmaktadir. Hindiler daha duyarli-
dir. Bu haywvanlarda yemlerle alinan 100 mikrogram/kg aflatoksin B, dii-
zeyinin biliylimede onemli derecede gerilemeye neden oldugu belirtilmek-
tedir (8).

Okratoksin A, aspergillus ve penicilium tiirii kiif mantarlar1 tarafin-
dan {iretilir. Domuz ve kanathilarda proksimal bdbrek tubulus bozukluk-
larina yol agar. Teratojen etkilidir (4, 12, 13). Yemlerle alinan 200 mik-
rogram/kg okratoksin A, domuzlarda 3 ay icerisinde sézkonusu bobrek
lezyonlarina sebep olmaktadir (8).

Zearalenon, fusarium turi kiif mantarlari tarafindan hazirlanan
ostrojenik etkili bir mikotoksindir. Ozellikle domuzlar duyarlidir. Yem-
lerde bulunan 0.01 mg/kg zearalenon diizeyi domuzlarda hiperdstrojeniz-
me sebep olur (3, 14, 17). Piligler zearalenona karg: oldukca dayanikl hay-
vanlardir (5). Yemlerle alinan 12 mg/kg zearalenon sigirlarda yavru at-
maya yol agmaktadir (14). Ayrica ostrojenik etkili olmasi nedeniyle dzel-
likle piiberte cagindaki cocuklarca, besinlerle alinan zearalenonun hor-
monal degigikliklere sebep olabilecegi bildirilmektedir (5, 10, 14).

Trikotesenler, fusarium ve trichoderma gibi farkli kiif mantarlar ta-
rafindan Uretilen ve hayvanlar i¢in oldukega toksik etkili mikotoksinler-
dir. Aflatoksinlerle sinerjik etki gosterirler (3, 5, 10).

Besinler ve biyolojik ortamda bulunan mikotoksinlerin ayri ayri ve
birlikte aranmasini sagliyan gegitli analiz metodlar1 geligtirilmigtir. Kro-
matografik esasa dayali bu y6ntemler pikogram diizeylerine kadar ana-
liz imken1 vermektedir (2, 13, 16, 17).

Bu caligmada, cesitli bolgelerden alinan yem ve yem maddelerinde
ince tabaka kromatografi yontemiyle mikotoksin arandi. Calismanin ama-
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c1, alinan yem orneklerinde mikotoksin kalintilarini arastirmak ve m1ko~
toksinler yoniinden bir degerlendirme yapmaktir.

Materyal ve Metot

Materyal : Analiz materyalleri olalak kullanllan yem ve yem mad-
deleri (Ay c¢icegi kiispesi, soya kiispesi, pamuk tohumu kiispesi, misir,
baltk unu, et kemik unu, bugday, kepek, arpa, siit yemi, kuzu. besisi ye-
mi) Adana, Bursa ve Konya yorelerinden saglandi.

a) Alet ve Malzemeler :

— Ince tabaka kromatografi aygiti ve ekleri

— UV lamibas1 (Desaga, 366 nm ve 254 nm dalga boylarinda)
— Sep-pak slika kartij (Water Ass. Inc. Milford)

— Rotatif evaporator (Heidolph) |

— Cam malzemeler.

b) Kimyasal maddeler :

— Cozlictiler : Kloroform, tbenzen, asetonitril, aseton, toluen, .asetik
asit, metanol (Merk).

‘— S-likajel (60 G (Merk, ITK icin Art 7731) l
—- Siuilfirik asit ve trifloraasetik asit (Merk)

— Mlkbtokém standartlar : (Standartlar Sigma’dan saglandi). Af-
latoksinler, (5pg/ml By; 5pg/ml Gy 1,5 ug/ml B,; 1,5 up/ml Gz)
benzen-asetonitril (98 +2) kariggminda hazirlandi

— Okratoksin A ('10 wg/ml) : benzen-asetonitril (98 + 2) karigimin-
~da hazirlandi.

— Zearalenon, (10 pg/ml ve 100 pg/ml) : metanolda hazirlandi.

¢) Metot

Ekstraksiyon iglemi : Degirmende oplitiilmis 50 gr yein niimunesi
tartilarak 500 mil’lik bir erlene kondu. Uzerine 25 ml distile su ve 250 ml
kloroform ilave edildi. Agz1 kapatilarak 30dk siireyle karigtirildiktan
sonra 10 gr selit 545 konmus slizgec kagidindan siiziildii. Elde edllen ‘ekst-
raktan 50 ml alinarak evaporatérde 55-60 °C’de uguruldu.
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-Temizleme asamas: : Kalint1 2x 0.5 ml toluenle alinarak sep-pak te-
mizleme kolonuna aktarildi. Ilk once, zearalenon 10ml toluen-aseton
(9 + 5) kangimi ile eliie edildi. Kolon 6 ml etil eter-hekzan (3 + 1) ¢6zii-
cii karisgimi ile yikandiktan sonra 110 ml kloroform-metanol (97 4 3) ile
aflatoksinler, 10 ml toluen-asetik asit (9 +1) c¢oziiciisii ile de okratoksin
A eliie edildi. Elde edilen zearalenon, aflatoksin ve okratoksin A ekstrakt-
lar1 kuruyuncaya kadar uguruldu. Kalintilar 0.5 ml koloroform ile kii-
¢iik tiiplere alindi.

Ince tabaka plakalarinin hazirlanmas: : Yayici tabakaya yerlestirip
iyice temizlenen (20x20) cam plakalar 0.30 mm kalinliginda, 30 gr slika-
jel 60 G ve 65 ml distile su ile hazirlanmig jelle kapland:. Oda 1sisinda 20
dk bekletildikten sonra etiivde 110 °C de bir saat siireyle aktive.edildi.
Aktive edilen plakalar desikatdre alinarak saklandi.

Plakaya lekelerin uygulanmasy :

Aflatoksin : Elde edilen aflatoksineluati kuruyuncaya kadar ugu-
ruldu .250 mikrolitre benzen-asetonitril (98 4- 2) karigiminda ¢ozdiiriildii.
2, 5, 10 mikrolitrelik niimune lekeleri ve ayni plakaya olmak iizere 2 ve 5
mikrolitrelik standart lekeleri uygulandi. Plaka, kloroform-aseton
(90 + 10) coziicii sisteminde devolope edildi. Tanktan cikarilan plaka ha
vada kurutulduktan sonra 365 nm de UV 15181 altinda gozlendi. Aflatok-
sin B, ve B, mavi aflatoksin G, ve G, yesil renk fluoresans vermektedir.
Standartla kargilagtirmali olarak niimunede bulunan aflatoksin lekeleri
belirlendi. Sulfirik asit (% 25) wve trifluora asetik asit ile dogrulama test-
leri yapildi.

Okratoksin A : Elde edilen okratoksin A eluat: kuruyuncaya degin
uguruldu, 1 ml benzen-asetonitril (98 + 2) de ¢dzdiiriildii. Plakaya 2, 5, 10
mikrolitrelik lekeler uygulandi. Yine ayni plakaya 2 ve 5 mikrolitrelik
okratoksin A standarti uygulandi. Plaka kloroform-metanol (97 +-3) ¢o-
ziiclli karigiminda devolope edildi. Tanktan ¢ikarilan plaka havada kuru-
tulduktan sonra ikinci kezde toluen-asetik asit (90 + 10) ¢oziicii sistemin-
de devolope edildi, 365 nm UV 1g181 altinda agik maviden yegile varan
renkte okratoksin A lekeleri gézlendi.

Zearalenon : Elde edilen zearalenon eluati kuruyuncaya degin ugu-
ruldu, 40 mikrolitre kloroformda ¢ozdiiriildii. Niimune ekstraktlarindan
2, 5 ve 10 mikrolitrelik ve ayni plakaya 2 ve 5 mikrolitrelik standart le-
keleri uygunland:. Plaka kloroform-metanol (97 4 3) c¢oziicli sisteminde
devolope edildi. Havada kurutulduktan sonra 254 nm UV 1gs181 altinda
acik mavi fluoresans veren zearalenon lekeleri gozlendi.

(F.: 9
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Floresans giddeti ve leke alanlari bakimindan farkli yogunluklar-
daki mikotoksin standartlari ile kargilagtirmali olarak; niimune ekstrak-
larina it lekelerde bulunan mikotoksin yogunluklari yari nicel olarak
hesapland.

Bulgular

Anbalizi yapian 100 adet niimunenin 9unda mikoctoksin kalintilar:
tespit edildi. Aflatoksin B, kepek ve aycicegi kiispesi olmak tizere 2 adet
niimunede bulundu. Niimunelerin hicbirisinde aflatoksin B,, G, ve G, be-
lirlenemedi. Okratoksin ‘A aycicegi kiispesi (2 adet); misir, kuzu besisi ye-
mi, et-kemik unu olmak dizere 5 adet, zearalenon siit yemi, arpa ve aygi-
¢egi olmak lizere 3 adet niimunede tespit edildi (Tablo 1).

Analiz edilen niimunelerde mikotoksin bulunma orani aflatoksin B,,
okratoksin A ve zearalenon igin sirasiyla ‘%12, '% 5 ve % 3'diir. Nimune-
lerde mikotoksin ortalama yogunluklari aflatoksin B, icin 3.75 mikro-
gram/kg, okratoksin A 12 mikrogram/kg ve zearalenon i¢in 6.6 mikro-
gram/kg olarak hesaplandi.

Yem orneklerine cegitli diizeylerde aflatoksin, okratoksin ‘A ve zeara-
lenon miktarlarinin katilmasi ile yapilan analizlerde yontemin duyarli-
Iik limitinin aflatoksinler i¢in 1 mikrogram/kg, okratoksin A 2 mikro-
gram/kg ve zearalenon igin ise 4 mikrogram/kg oldugu tespit edildi.

Tablo 1 : Nimunelerde belirlenen ortalama mikotoksin yogunluklar:

(mikrogram/kg)
Yemin cinsi aflatoksin B, okratoksin A  zearalenon
Kepek 32 — —
Ay cicegi kiispesi — 16.3 —
Ay cicegi kiispesi 4.3 13.7 —
Ay cicegi kiispesi — — 6.8
Misir — 10.7 —
Arpa — — 6.6
Et kemik unu — 8.3 —
Stit yemi — — 6.4

Kuzu besisi yemi — 11 —
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Tartisma ve Sonug

Ulkemizde yem ve yem maddelerinde mikotoksinlerin ne diizeyde
oldugunu belirlemeye yonelik g¢aligmalar azdir. Bu nedenle elde edilen
sonuglar: degigik yonlerden kargilagtirmali olarak degerlendirebilmek
imkan1 sinirli kalmaktadir. Caligmada analizi gerceklegtirilen 100 6rnek-
ten ikisinde aflatoksin, (% 2) fbesinde okratoksin A (% 5) ve lglinde de
zearalenon (% 3) tespit edilmistir. Oysa yine iilkemizde, siit yemlerinde
aflatoksin kalintilarinin aragtirilmasi amaciyla yapilan bir bagka calis-
mada (9) sadece aflatoksinler yoniinden bu oran % 19.6 olarak belirlen-
mistir. Ancak bu oran tek 6rnek yemile yapilan bir ¢aligmanin sonucunu
gostermektedir. Yaptigmmiz bu galigmada ise analiz edilen 6rnekler fark-
I1 yem niimunelerinden olugmaktadir. Aflatoksin B, kepek ve aygigegi
kiispesinde, okratoksin ‘A et kemik unu, misir, kuzu besisi yemi ve aygi-
cegi kiispesi (2 adet), zearalenon arpa, aygigegi kiispesi ve siit yeminde
tespit edilmigtir. Alp ve ark (1) yaghi tohum kiispelerinde aflatoksin ka-
lintilarinin aragtirilmas: iizerine yaptiklari galismada kiispe 6rneklerin-
de total aflatoksin B, bulunma oraninmi % 12 olarak tespit etmislerdir.

Yemlerle birlikte alinan 100 mikrogram/kig aflatoksin B,’in sifir ve
domurtarda toksikasyona yol agtig1 bildirilmektedir (8). FDA ise (3) siit
hayvanlarina verilen yemlerde 20 mikrogram/kg’dan fazla aflatoksin
B,'in bulunmamasi gerektigini ifade etmektedir. Ayrica yemlerle birlikte
alinan 500 mikrogram/kg aflatoksin B,in pili¢lerde biiyiimede gerileme-
ye ve tavulkarda yumurta veriminin diismesine sebep olacag:; 100 mik-
ragram/kg diizeyin de ise hindilerde biiyiimede gerilemeye yol agacagi
kaydedilmektedir (8). Genellikle besinlerde 20 mikrogram/kg’a kadar
bulunan aflatoksin kalintilari hayvanlarda zararsiz olarak kabul edilmek-
tedir (3, 9). Analiz edilen yem niimunelerinde belirlenen aflatoksin B,
diizeylerinin hayvan saglig1 yoniinden zararsiz oldugu kolayca gériilmek-
tedir. :

Yemlerde bulunan 200 mikrogram/kg okratoksin A’nin domuzlarda
bobrek tubuluslarinda nefropatiye yol ag¢tigr bildirilmektedir (4, 5). Yap-
t1gimiz analizlerde 100 drnekten beginde okratoksin A bulunmugtur. Yem-
lerde tespit edilen okratoksin A diizeylerinin toksik diizeyde olmadig:
goriilmektedir.

Siit sigirlarinda 12 mg/kg zearalenonun yavru atmaya (14), 0.01
mg/kg diizeyinde zearalenon ise domuzlarda hiperdstrojenizme (3, 5) yol
actig1l belirtilmektedir. Analiz edilen niimunelerde belirlenen zearalenon
diizeylerinin hayvanlarda akut toksik etkilere yol agmiyacag: anlagil-
migtir,
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Sonug olarak, analiz edilen niimunelerde belirlenen aflatoksin B,,
okratoksin A ve zearalenon diizeylerinin hayvanlarda toksikasyona yol
agmayacagl, ancak bdyle yemlerin hayvanlar tarafindan siirekli alinma-
siyla, subklinik etkilerin goriilébilecegi ve hayvansal iirlinlerde mlkotok-
sin kalintilarimin olugabilecegi kamsma var11m1§t1r
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