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Karma Yemlerde Aflatoksin Olugum Pota,nSIyell‘ Y
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zET

Aspergillus parasiticus ile asilanan ' steril

besi, siit we yumurta karma yemlerinde aflatok-

sin olusum potansiyeli aragtirilmistir, Ornekler
A, parasiticus sporlariyla agifanmis ve % 85
nisbi nemde, 25°C de 1, 3, 5 hafta depolan-
miglardir, Bu siireler sonunda ince tabaka kro-
matografisi yontemi ile yapilan analizlerde si-
rasiyla, besi yeminde; 9427, 3904, 1286 pg/kg,
sit yeminde; 11367, 3884, 4639 pg/kg, yumur-
ta yeminde; 3047, 8381, 3134 ug/kg aftatoksin
(B, + G,) tesbit edilmistir. Elde edilen bu de-
" gerler, literatlirde sterilize edilmemis karma
yemler igin verilen degerlerden c¢ok yiiksek
bulunmustur, Bu durum, sterilize edilmeyen
yvemlerde dogal mikrofloranin ayni ortamdaki
pesin maddelerine ortak -olmast ve A. parasiti-
cus tarafindan Uretilen aflatoksini metabolize
stmesi ihtimaliyle izah edfimistir.

Bulgular, A.parasiticus ilg asilanan steri-
lize edilmis kanma yemlerde % 85 nisbi nem-
de, 25°C sicaklikta yitksek diizeyde aflatoksin
olugumr potansiyelinin vark§im gdstermistir,

SUMMARY

Afiatoxin B; and G, Production in the Stg-
rilized Mixed Feeds which Were Inoculated
with Aspergillus parasiticus,

The three kind mixed feeds were sterili-
.zed and inoculated with Aspergiilus parasiti-
- ¢us, The feeds were inoculated at 85 % rela-
tive humidity. and 25°C for 1, 3 5 weeks. Afla-

toxins were analysed with -thin layer chroma- ‘

tography. For three inocubation periods, the
aflatoxin (B, + G,) contents in fattening feeds,
dairy cattle feeds and layer feeds were found
to be as 9427, 3094, 1286 pa/kg; 11367, 3884,
4639 ug/kg; 3047, 8381, 3134 ug/kg, respecti-
vely. These values are higher then those in

the ltersture for unsterilized feeds. This dif-

ference might be attributed to the natural
microflora which possibly consumed the some
nutrient simultaneously in unsterilized feeds
also likely metabolized the aflatoxin produced
by A. parasiticus. '

Thie findings indicated that sterilized mi-
xed feeds inoculated with A, parasiticus and
stored at 85 % relative humidity, 25°'G, had a
high' potential of aflatoxin production.

GIRIS _

1960 da ingiltere'de, rasyonlarinda yer fis-
tigi kdispesi bulunan 100.000 kadar hindi palazi
ani olarak dlmiistlir. Sebebi hilinmeyen bu has-
taliga “Hindi- X Hastahdr' denilmistir. Aym ta-
riklerde’ Dodu Afrika'nin baz: ¢iftliklerinde ben-
zer hastalik sebebinden c¢ok sayida Ordek ve
slillin yavrwlarinin da 8ldigl gori!mistiir. Bu
durum kargisinda yodun aragtivmalar yapilmis
ve nihayet afet goriinimi alan bu olaylara,
Aspergillus flavus tarafindan  olusturulan bir
mikotoksinin vyol aghd ortaya ¢rkardmigtir.
Bu. mikotoksine - «aflatoksin» adi verilmistir
(GOLDBLATT, 1966, 1971}. Daha sonralan
Aspergillus parasiticus’un da fazla mikiarda
aflatoksin {retilme yetenedine sahip oldugu
tesbit edilmistir (NAGARAJAN ve BHAT, 1973).

Aflatoksinler, bilinen karaciger kanseroje-
nik maddelerinin en etkililerinden biridir, Bun-
lar insan ve ‘hayvanlarda, oliime kadar yol aga-
bilen, gesitli hastaliklara sebep olurlar. Ayrica,
aflatoksinli yvemlerle beslenen hayvanlarin siit,
yumurta ve etlerinde de  toksin bi-ri'kel;}-i\l-i-r
(KEYL ve BOOTH, 1971; HOWART ve WYATT,
1976; MINTZLAFF wve ark., 1974). Bu durum, in-
san safhd agrsindan konunun Gnemini daha
da artinmstir. Birgok = grda ve 'yem maddesi
tarlada, ambarda, -iﬁl'en-m-elle‘ri- veya nakledilme-
ler; es-n'asr-rid'a', basta toprah, hava ve su olmak
{izere cgesitli kaynaklardam mikroorganizmalarla
bulastrlar, Geligmeleri igin uygun nisbi nem ve

-sicaklik gibi -gevre sartlarini bulan mikroprga-

nizmalar ¢ogalarak toksinlerint veya diger me-
tabolitierini olustururlar. llgili olarak, bu or-
tamnda A. paresiticus veya A.fiavus tiirierinin
bulunmastyle aflatoksinter de meydana gelebi-
lir. Ancak bdyle bir ortamda aflatoksijenik sug-

(*) Bu makalenin Szeti 5 - 7 Eyliil 1988 tarihinde
Ankara'de yapilan I. Ulusal Biyoteknoloji
Sempozyumuns teblif olarek sunulmugtur.
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‘larin aflatoksin iretim potansiveli tam olarak
belirlenemez. Cinki, ortamda diger mikroor-
ganizmalarin da bulunmasr, ayni besin madde-
lerini ortaklasa kultanma durumunu yani, neka-
beti ortaya ¢tkanir (JARVIS, 1971; DENIZEL,
1878). Ayrica, diger mikroorganizmalarin olus-
turduklari metabolik artiklar, aflatoksin olus-
turan kiiflerin gelismesini engelleyebilir veya
Urettikleri aflatoksinlerl detoksifiye edebilir
(CIEGLER ve ark., 1966, BOLLER ve SCHROE-
DER, 1974 a, 1974 b; DIENER, 1976). Bu enge!-
lerin kaldinlmasi, substratin sterilize edilerek
ortamin tamamen aflatoksijenik -suglara brrakil-
masiyla miimkiin olur. Bu.konuda degisik ma-
teryaller .Gzerinde birgok calisme yapilmistir.
Ornegin, DIENER ve DAVIS (1967) tarafindan,
sterilize edilerek A.flavus ile asilanan ve
% 97-99 nisbi nemlerdg 5°C'den 55°C'ye ka-
dar degisen sicakhklarda, 7 ile 21 gin depo-
lanan yer fistiklarinda aflatoksin olusum limit-
leri. tesbit edilmistir. Aflatoksin dretimi igin,
25°C'de 21 glin Inkiibe edilen yer fistiklarinda
% 85+ 1 nisbi nemin [imit deger oldugu,
% 97-99 nisbi nemlerde 21 giin bekletilen yer
fistiklarinda en diisik  sicaklik ~derecesinin
13 + 1°C, en yiksek sicakhigm 41,5 + 1,5°C
olarak bulundugu, 43°C'deki kiif gelidmest ve
spor tesekkilinin 40°C ile -aym oldugu fakat,
aflatoksin  dretiminin olmadigt  bildirilmisttr,
Ay arastirmacilar tarafindan, yizey sterilizas-
yona tabi tutulan iki ¢esit yer fistiginda, farkh
sicakltk ve misbi nemlerde, 7. ve 21. giinlerin
sonunda olugan aflatoksin miktarlan belirlen-

mistir {DIENER ~e DAVIS, 1968), Bu aragtir- -
macilar, afletoksin olusumuna etki eden bagh- -

ca g faktdr dzerinde durduklarint, bu faktor
terin; (1) A. f!avus ve A. parasiticus izolat!a-
rinm toksin ureﬁme yveteneklerni, 12) izerinde
_toksin dretilen maddelerin tabiati ve [(3) bu
maddeyi kusatan gevre sartlan oldugunu bildir-

misterdir. Kurduklati denemede, saglam, zedeli,

“olgunlasmamis i¢c ve kabuklu yer fistiklasinm
bir grubunu sterilize ettikten sonra, diger gru-
bunu dogal mikroflorasina dokunmadan A.fla-
vus ile asiliyarak 10-45°C'de % 70-99 nisbi
nemlerde farkli gaz ortamlarinda 7 21, 42, 84

giin silreyle inkitbe etmisler ve bu faktdrlerin

kif -g.e-li_sm’esi ve eflatoksin diretimi Gzerine ot-
kiterini arastrormiglardir, Aflatoksin Gretim mik-
tarinin, kif suslarmin  farkliigina, fistrklarn

Lo

saglamlik derecesine inkilbasyon esnasinda fis-
tiklarin sallanmasina veya sabit birakiimasina ,
ve mikrofloranin birbitlerini etkileme durumu-
na gore dedistigini tesbit etmiglerdir (DIENER
ve BAVIS, 1969). Kuru fasulyelerde sicakiigin

‘ve rutubet’ muhtevasinin aflatoksir elusumuna

etkisini aragtiran BEUCHAT we LECHOWICH
{1970), kuru fasulye Srneklerini sterilize ede-
rek rutubet muhtevalarim % 20, 25, 30'a ayar-
lamislar, A.parasiticus sporlariyla asiladiktan
sonra 21, 28, 35°C'de 1, 3,5 hafta inkiibe ede-
rek aflatoksin analizi yapruglardir. % 25 we
30 rutubet ihtive eden fasulyelerde, biitiin si-
cakhk derecelerinde aflatoksin olu$tugluuru kay-
detmislerdir,

Bu galismada, stenilize edilerek Aspergillus
parasiticus #le asilanan karma yemlerde afla-
toksin olusum potansiyeli arastinlmistir, Bu
amacla,  otoklavda . sterilize edilen lic gesit
karma yem A. parasiticus sporlaniyla inokiile
edilmis ve 25%C'de % 85 nisbi nemde 1, 3 ve
5 hafta inkithe edilerek, bu sirelerin sonunda
aflatoksin B; ve G, olusumu izlenmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Materyal

Bu arastirmada, sifir- koyun best sit ve
yumurta karme (pelet) yem 6rnekieri kutlani-
rmgtir. Bu drneklerin. aflatoksin icermedigi dn-
ceki ¢alismamizda  tesbit edilmistir (SERT,
1984).

- Yemlerin as:lanmasmda kul[-amlan Asper-
gillus parasiticus NRRL susu «Northern Regio-
nal Research Centre 1815 North University
Street, Peoria, Wlinois, 61604, USA», Aflatoksin
B ve .G, standartlart, «Food and Drug Administ.-
ration, Washmgton, D.C. 20204, USA» adres-
Iermden temin ‘edilmistir,

Yontem :

Aspergillus para,smcusun Kuru Sporlart-‘
mn Elde Edilmesi ve Yem Orneklerinin Asilan-
mast : A.parasfticus kiiltiirlerinden steril mi-
strlar agtlanarak kuru sporlar elde edilmigtir
(DENIZEL, 1979). Her yem &rpeginden 180 g
tartilarak kavanozlara konulmus, otoklevda ste-
rilize edilmis ve kiif sporlanyla aglanmistir -
{BEUCHAT ve LECHOWICH, 1970). Asilanan
trneklerden 60'ar g almarak tel sepetlerg ko-
nutmustur,
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Ornekierin inkiibasyonu :
o 85 nisbi nem temin. etmek igin. doymus
KCl gbzeltisinden faydalanitmigtir (BOLLER ve
SCHROEDER, 1974 a, 1974¢j.

dip kismina cam sayacaklari yerlestirilerek ige-
nigine doymus KCl cdzeltisi konulan kavanoz-
lar, otokliavda sterilize edilmiglerdir, Tel se-
‘petierdeki yem ornekleri kavanozlara yerlestirl-
lerek 30°C'de 1, 3, 5 hafta siirelerle inkiibas-
yona terkedilmiglerdir.

Afiatoksin Analizleri

Yemler, :iw‘n‘kijvbasyorr slireterinip sonunda
etivden crkanlmis ve su banyosunda kiif spor-
larinin Oldiiriilmesi saglanmigtir (SHOTWELL

Gizelge 1.

Kapah ortamda

Kepaklannmn or-* -
s tasi 14 mm gapinda delinerek pamuilanan ve

Mg -ark., 1966)  Pelet yem drekleri Waring
blenderde parcalamp 2 mm'lik etekten gegiril-
dikten sonra, 25 g alnarak iki paralel halinde
aflatoksin analizlerine gegilmistir, - Aflatoksin .

- standartlariun  hazirlanmasinda  ANONYMOUS

(1975)'dan faydalaniimistir. Aflatoksin analiz-
lerinde wuygulanan - ekstraksiyon, kolon kroma-
tografisi ve ince tabaka kromatografisi safha-
karl PONS ve ark. (1966, 1972) tarafindar &ne-
rilen metodlara gére yapilmistir.

BULGULAR VE-TARTISMA

Sterilize edilerek A.parasiticus ife -asila-
nan karma yemlerin % 85 nisbi nemde 25°C
de 1, 3, 5 hafta siirelerle depolanmalar sonu-
cunda olusan aflatoksin miktartari Cizelge 1

Sterilize edilerek A, parasiticus ile asilznan karma yemlerde 25°C de,

% 85 nisbi' nemde aflatoksin olusumu

Yem | 1. Hafta 3. Hafta 5. Hafta
Cesidi Aflatoksin (ug/kg) - Aflatoksin (g/kg)  Aflatoksin (ug/kg)
B, G, B G B, G, B G B, G, B, G
Besi 7084 2343 9427 3333 571 3904 9'0(}' 386 1286
Sit - 9167 2200 11367 1634 2250 3884 - 2496 1693 4639

Yumurta 2067 980 3047 6667

1714 8381 2334 800 3134

ve Sekil 1 de verimistiv. Gorildigi gibi, her
{ic karma yemde, biitlin haftalarda toksin ‘olus-
mugtur. inkiibasyon sireleri

]
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2% o¢' de, i B8 nishi pemde alictaksin elugumu.

edilen aflatoksin B, miktarlari besi yémivnde
900 - 7084 yugtkg, sit vyeminde 1634 -9167
pg/kg, yumurta yeminde 2067 - 6667 p.é/kg ara:
sinda degismigtir. :Karma vemlerde aflatoksin
B, in tolerans sitrin 50 pg/kg  oldugu

sonunda tesbit

(SCOTT, 1978) dusinilirse, tesbit edilen bu
miktarlarmr gok ‘t)‘rilksek oldugu goralir,

Yem rneklerinde olusan aflatoksin B, +G, .
miktarlan, sterilize edilmeksizin, A.parasiticus
ile asrlamip aynt sartlarda deﬁolaﬁan yemlere
gore (SERT, 1989) deha yliksek ¢ikmustir, Bu
fazlaltk 1., 3., 5, haftalarda sirasiyla besi ye-
minde; 834, 88, 22, sit yeminde; 11367, 155,
521, yumurta yeminde; 3047, 559, 3134 misli
kadar olmustur [(Cizelge 2 ve Sekil 2}.

&0 LIS Basi yemi
— == Sl yemi
! Yumyrie yemi
¢
i -
e A T E
i/
? + 3 ."\\
=3 7 — N
£ ; & N
€ . £ ! N
& ! 4] g AY
E10 K s 20 / N\
] L A N
Ed 7 ST
P T
Lo .
0 0 £
1 3 5

Hetta - Hatte
Sekit 2. Sterilize ediimeden A pamsilcus ile ailanan karmo nmt-rﬁn 25°C"de, */.85
nisbi nemde aflateksin clusumu.

Sterilize yemlere A.parasiticus’dan basgka
mikroorganizma bulunmamasi, toksin olugumun-
daki bu fazlahgin en biiylik etkeni olarak gos-
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Cizelge 2. Sterilize edilmeden A. parasiticus ile a#ﬂan.an karma yemlerde 25°C
de, % 85 nisbi nemde aflatoksin olusumu -

Yem 1. Hafta 3. Hafta 5. Hafta
Cesidi Aflatoksin (;.9/kg) Aflatoksin (;;g/kg] Aflatoksin (pg/kg)
B, Gl B,+G, B, G, B+ B, G, B,+G,
Besi. 11,3 — 113 7.1 . 37,5 44,6 50,0 8,6 58,6
Siit — — —_ 8,9 16,1 . 25,0 — 89 8,9
Yismurta — — — 15,0 — 15,0 —_ — _

teritebilir. Ciinkii, besin maddelerine ortak
olan ve toksin olusumunu engelleyen mikroor-
ganizmalar  sterilizasyon' ile ortadan .kaldiril-
mig, ortam tamamemr A.parasiticus’a biralol
“mghir, Ayrica, sterilize edilmeyen yemierde,
dogal mikrofloranm,
iiretilen  aflatoksini pargalayarak azalmasina
yol agmas: da miimkiindiir. Benzer galmmaular

A, parasiticus tarafindan -

le ‘DENIZEL ve ark.” {1976}, sterilize edilerek ‘

A.flavus ile agilanan Antep fistiklarinde olu-
san aflatoksin miktarimin sterilize edilmeyen-

lere gore 10 - 1000 kat fazla oldugunu bildirmis-

lerdir, Bu- aragtirmacilar, steril- fistiklarda re-
kabet edecek baska kiiflerin yoklugunun, tok-
sin olugumundaki farkin en 6nemli sebebi ola-

bilecedini ayrica, sterilizasyon ile; fistiklarda

meydana gelen fiziksel ve kimyasal degigiklik-

lerin de toksin {retimini artirabilecegini ileri
siirmiiglerdir, DENIZEL (1979), 29+ 1°C'de de-

polanan sterilize edilmis musirlarda da yiksek

‘oranda aflatoksin (B, +- G,} tesbit etmistir.
Bu milktarlarin 1. hafta 62500, 3. hafta 14750,

5. hafta 21000 pg/kg oldugu kaydedilmistir,
Yem d&rneklerinde genelikle 1. haftadan

sonra meydana géten aflatoksin azalmas, afla-

toksin {reten kifln kendisinin, olusturdugu af-
latoksini metabolize etmesiyle ve aflatoksinin
zamanla karma yem bitegenleriyle kimyasal
tepkimeye girerek pargalanmasiyla izah edile-
bitir. Nitekim SCHROEDER (1966), A.parasiti-

cus ile asilanan steril yer fistig ve piringler- -

de, inkibasyonun 8. gliniinde maksimum afla-
toksin {iretimine ulagildiini, deha sonrakl giin-

lerde ise aflatoksin miktarinda diisme gorildi- -

glinii saptanus bunu, ortamdalki besin madde-
I-&rinn-ip .azalmasi sebebiyle A, parasiticus’un
kendi {rettigi toksini metabolize etme thtima-
line baglanmugtir, ASHWORTH ve ark. (1965}’

' da, wb:irr;-ok kif gibi, eflatoksin dreten.  A. fla-

vus'un da aflatoksini kullanabilme yetenegine
sahip oldugunu bildirmiglerdir, BEUCHAT we

- LECHOWICH [1970], sterilize edilerek A.para-

siticus sporlariyla agianan % 30 rutubet ice-
rikli kuru fassulye Srneklertnden navy gesidinin

© 28°C de 1, 3, 5 hafta depolanmas! sonucunda

sirastyla, 321, 257, 114 pg/g, ayn sartlarda

- pinto gesidinde ise 0,5, 417, 245 pa/g aflatok-

sin’ (B,xG,) olustugunu kaydetmislerdir, Aras-
tirmacilar, aflatoksin miktarindaki  diisme ile
tigili -olarak, kiiflerin veya fasulye kompenent-
lerivin aflatoksini parcalayabilecegdi goriisiinii
ileri slirmiglerdir. NOUR ve ark. (1981) da,
21 giin depolanan kiimes hayvanlari karma yem-
lerinde 0,2-40 yg/kg arasinda aflatoksin B,
tesbit etmisler, depolama siiresinin 45 giine
cikariimasiyla érneklerin cogunda aflatoksine

.- rastlamarmiglardir. A. parasiticus ile agilanan ve

25°C'de bekletilen piring ve soya fasulyelerin- .
de 21 glin sonra teshit edilen aflatoksin mik-
tarlari, 10 giin sonrakine gdre daha az olmus-
tur (PARK ve BULLERMAN, 1983).

Dedisik nisbi nem ve sicakltklarinda, be-
lirli siireler ile inkiibe edilen karma yemlerde
meydana gelen aflatoksin B;+ G, miktarlan ile
B,/G, oranlar, yem cesitlerine gbre baz fark-

lliklar géstermistir. Ornegin besi, siit ve yu-

murta yemlerinde 3. haftada olusan aflatoksin
B, +G, miktarlarinm sirasiyla 3904, 3884, 8381
wa/kg, B,/G; oranlarinin ise 58 07, 3.9 ol
dugu septanmistir. Bu durum, yemberin hazir
lanmasinda kullanilan maddelerin gesit ve oran
balimindan degisik olmasiyla ve buhun sonu-
cu colarak, yemlerin kimyasal ve fiztksel yén-
den farklihk gostermesiyle izah edilebilir.
Farkh materyaller {izerinde degisik miktarlar-
da aflatoksin olugtugu birgok arastinmada da
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gbzienmistir Sterilize edilerek  A. parasiticus
ile inokille edilen bugdayda 770 ng/g, yulafta
560 ng/g, 165 ng/g aflatoksin olustugu bildi-

rilmistir (EDDS, 1979). Hatta é-yn-l cesit mah--

sullin degisik warnyeteleri arasinda. bite dnemii
farklar grkmistir.  BEUGCHAT we LECHOWICH
(1970)., sterilize edilerek A, parasiticus ile asgl-
lanan ve 28°C'de 5 hafta depolanan % 30 ru-
tubet icertkli navy, pinto ve kidney gesidh kuru
fasulye orneklerinde aflatoksin B =G, miktar-
larmin sirasiyla 114, 225 ve 424 pg/g. B/ G,
oranlartin ise 8.2, 1,2 ve 0,6 olduguni kaydet-
mislerdir, NAGARAJAN ve BHAT (1973), ste-
rilize edilerek A.parasiticus ile inokiile edilen
iki farkli yer fistigr varyetesinin birinde 51600,
digerinde 25000 picogram/g miktarinda aflatok-

.

sin’ B, olustugunu tesbit etmislerdir. Ayrica

‘SGHROEDER (1960) A. parasiticus ile asilanan

yer fistigi ve piringlerde, DIENER ve DAVIS
(1967, 197’0] A. flavus’la inokille edilen olgun-
lasmis ve o[gunlasma'm|$ yer fistiklarinda, ayni
sartlarda olusan aflatoksin miktarlarinm far\kh
oldugunu kaydetmiglerdir, Arastiricilar, substrat
olarak kullanilan maddeler arasindaki kimyasal
yapr degisikliklerini, aflatoksin olusumunu et- .
kileyen en Onemli sebep. olarak gbstermisler-
dir. _ ‘

Sonuc olarak, bulgular A. parasiticus ile
a:.sllan-é-n sterilize karma yemlerde % 85 nishi
nemde, 25°C sicaklikta yiksek diizeyde afla-
toksin olusum wpotanswellmm meveut oldugunu
gOS‘l'el"ml$Tll"
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