ANKARA VE CEVRESINDE URETILEN YUMURTA
ORNEKLERINDE AFLATOXIN REZIDULERININ
ARASTIRILMASI

Nesrin TUNCER (*)

GIRiS

Insan gidasi olarak 5000 yildan beri kullamlmakta olan yu-
murta beslemede biyolojik deger bakimindan biitiin yiyeceklerin
basinda yer almaktadir (8). Taze bir yumurta eksojen nitelikte ge-
sitli beslenme faktorlerini yiiksek yogunlukta ve elverigli oranlar-
da igerir.

Temiz ve kuru bir ortama yeni yumurtlanmis kabuklu yumur-
ta igeriginin genellikle steril oldugu, yumurta kabugunda tiretim
kosullarina bagl olarak 10 - 10® bakteri/g igerdigi bildirilmekte-
dir (31). Yumurta akinda mikroorganizmalarin bir¢ogunun gelis-
mesi icin elverisli bir ortam olmadig: bildirilmekte, buna neden
olarak da yumurta akinda bulunan ovomukoid adli protein ile
lizozim enziminin mevcudiyeti gosterilmektedir. Ayrica yumurta
aki mikroorganizmalarin gelismesi icin elverisli olmayan oldukga
yiiksek br pH'ya (yaklasik 9.6) sahiptir (31).

Genellikle yiiksek rutubetli yerlerde saklanan yumurtalarda
kabugun vyiizeyinde tiily benzeri kiif iiremelerine rastlanir. Sonra-
dan bu kiif misellerinin kabuktaki gézenek ve catlaklardan yu-
murta icine girerek cesitli (6rnegin : Sporotrichum kirmuzi, Peni-
cillium yesil, Cladosporium siyah) renkte bozukluklara neden ola-
bilecegi ileri siirtilmektedir (31). ' '

(*) Konyc Hayvan Hastaliklari Arastirma Enstitlisii
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Aflatoksin Rezidiileri - Tuncer

Cesitli toksijenik mantar tiirleri tarafindan sentezlenen miko-
toksinlerin, insan ve hayvanlarda Mikotoksikozise neden oldugu
yillardir bilinmektedir. Ergot alkoloidi ve etkisinden «New Testa-
ment of the Bible» de bahsedilmektedir. Mikotoksikozis sorunu
ilk defa, 1960’da Ingiltere’de Brezilya'dan getirilen yer. fistig1 kiis-
pesini kullanan iki ayr1 fabrikanin yaptigi yemleri yiyen hindiler-
de goriilmiistiir. O yillarda nedeni bilinmeyen ve «Turkey X» adi
verilen bu hastaliktan 100.000’den fazla hindi ile ayn1 yemi yiyen
5.000 keklik ve 14.000 6rdegin de oldiigii bildirilmistir (3). Bu 6lim
olaylarinin nedenini arastirmak amaciyla yapilan biyolojik ve
kimyasal analizlerde 6liimlerin Aspergillus Flavus'un toksik meta-
bolitinden ileri geldigi bulunmus ve «Turkey X» hastaiginin etkeni
olan bu metabolite Aflatoksin adi verilmistir.

Normalde toprak, hava ve suda bol miktarda bulunan kiifler
uygun sekilde depolama ve nakledilme islemlerinin yapilmadig:
yem ve yem maddelerinde siiratle iireyerek bunlarin bozulmalarina
neden olurlar (7).

Bu calisma kiiflii yemlerle beslenme = olasilig: fazla olan yu-
murta tavuklarinda yumurtaya gecen Aflatoksin varligmin arastiril-
mas1 ve bdyle yumurtalar: tiiketen halkin bir Aflatoksikozis ris-
kiyle kars: karsiya olup olmadigini saptamak amaciyla yapilmistir

LITERATUR BILGISIi

Kumarin tiirevi olan ve Difuranokumarinler adiyla anilan Af-
latoksinler bir mikotoksindir. Bunlar Aspergillus = flavus grubu
(A flavus var. columnalis, A. oryzae, A. parasiticus, A. parasiticus
var. globus) diger Aspergillus ve Penicillium tiirleri (A. niger, A.
ventii, A. ruber, A. ostianus, A. ochraceus, A. puberulum, P. variable,
A, fre quentans, P. citrinum) ve bazi Rhizopus tiirleri mantarlar
tarafindan “sentezlenir. Bu toksijenik mantarlarin iiremesi ve mi-
kotoksin sentezleyebilmeleri i¢in, mantarlarin genetik 6zellikleri
yaninda % 50-601n iizerinde oransal rutubet ve 0—60°C arasinda
1s1 gereklidir-(4).

Aflatoksin kelimesi cikagini Aspergillus flavus'un A ve Fla
harflerinden almistir. Bu toksin ultraviyole 15181 altinda gdsterdi-
gi floresan ozelligine gore; mavi floresan veren B, ve Bs; yesil flo-
resan veren G; ve Gx'nin yamsira hayvanlarin siitiiyle disar1 cikan
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siit toksinleri M; ve M, bulunmaktadir. Bu 6 ara Aflatoksinden
baska Bz, Ga P, Q, R, gibi franksiyonlar: da vardir.

" Antibiyotiklerden Mitomisin C ve Akinomisin D etki yénﬁndén
Aflatoksinlere benzer etki gosterirler. Fakat antibiyotiklere oran-
la Aflatcksinlerin etkileri cok daha komplekstir (17).. - -

Aflatcksinferin Metabolizma ve Toksisitesi :

Aflatoksinler 300°C’ye kadar direnclidirler. Fakat kromosiil-
fiirik asit gibi kuvvetli asitler ve kostik soda gibi kuvvetli alkali-
ler tarafindan parcalanabilirler. Toksisiteleri otoklavlama yolu ile
azaltilabilir. Toksisite bakimindan Aflatoksin tiplerinin birbirine
benzemedigi, dzellikle B; ve Miin en toksik Aflatoksin: metaboliti
oldugu cizelge 1'de gosterilmigtir.

Cizelge 1. Peros Aflatoksin uygulamasinin
‘ordek palaziarindaki toksisitesi (3)

Aflatoksin Ordek palazlarinda LD

tird . ) ) (50 g/mcqg)

B, 18.2
. By 848

< . 392

G, 1725

M, 16.0

M, 614

- Broyler civcivlerde C" ile isaretlenmis Aflatcksinle: yapilan
bir arastirmada; 14 giin siireyle civcivlere . verilen Aflatoksinin
herhangi bir toksik etki yapmadig: gorilmiistiir (21), Yemle alinan
CW¥iin "9 90.64’iiniin gaita ile atildigy, viicutta - alikonan C"iin
% 11.04’ii kanda, 9 9.83%ii karacigerde, % 4.30'u kalp kasinda,
% 12.52'si kursakta, % 31.66s1 gogiiste ve % 30.63'niin ise bacak
kasinda toplandigi saptanmistir. ' e '

Bu konuda yapilan bir bagka calismada (23) Sodium-acetate-
1-C* ile isaretlenmis Aflatoksinin Beyaz Leghorn piliclerinde et-
kileri arastirilmistir. Piliclerle ilk Afatoksin - verimesinden 7 giin

1

sonra iin % 70.16’sinin  gaita ile atildigi, en -yiiksek izotop ak-
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tivitesinin safrada, karaciger ve iireme organlarinda bulundugu
tesbit edilmistir. Aym1 arastiricilar Aflatoksin katilmasinin birinci
gliniinde en yiiksek izotop aktivitesini sindirim kanalinda 6zellikle
kursak ve tashik iceriginde bulmuslardir,

Aflatoksine karsi en hassas kanath 6rdek palazlaridir. Yapilan
arastirmalar (1,2) toksik yerfistigi kiispesi (% 15 oraminda) igeren
rasyonla beslenen tavuklarin yumurtalarinin érdek palazlarina ye-
dirilmesiyle bunlarin toksik olup olmadigini saptamak amaciyla
test yapilmistir. Bu tavuklardan elde edilen yumurtalardan 16's:
dondurularak kurutulmus ve ekstrakte edildikten sonra 7 giinlik
periyodlarla esit olarak ordek palazlarina yedirilmistir. Bu aras-
tirma sonuglarina gore hayvanlarda herhangi bir toksisite goriil-
medigi bildirilmistir (1,2). Buna karsihk Newhamshire civcivleri
izerinde yapilan bir baska arastirmada (22) rasyonlariyla 1.1 ppm
diizeyinde Aflatcksin alan bu civcivlerde 14. gilin sonunda yiiksek
mortalite goriilmiistiir. Ayn1 zamanda biiyiime ve yemin degerlen-
dirilme derecesinin diisiik, su titketiminin ise diger gruplara na-
zaran daha fazla oldugu bildirilmistir.

Aflatcksinlerin Yumuriac: Tavuklar Uzerine Etkileri :

Yumurta tavugu rasyonlarinda farkli diizeylerde bulunan Af-
latoksinlerin yumurta verimini de, rasyondaki miktara gore olum-
suz yonde -etkileyecegi diisiiniilerek bir seri arastirmalar yapil-
mastir.

Kapsaminda 101.000 ppb Aflatoksin bulunan misirin 2 giin
siireyle yumurta tavuklarina yedirilmesi halinde siiriideki 1000 ta-
vuktan 493iniin 6ldiigli, geri kalanlarin da yumurta veriminin
% 5’e kadar diistiigii bildirilmektedir (13).

Bir bagka arastirmada, yumurta tavugu rasyonlarinda 16.000
ppb T2 toksinin bulunmas: halinde 3. haftada yumurta veriminin
% 90 oraninda diistiigii ortaya konmustur (28). Aflatoksinlerin et-
kisini arastirmak amaciyla yapilan bir baska c¢alismada (25) ise
yumurt tavugu rasyonlarma 2; 4 ve 8 ppm diizeyinde Aflatoksin
katilmasinin, bu rasyonu alan tavuklarda yumurta veriminin
oneml;j derecede diismesine neden oldugu gézlenmistir. Ayni aras-
tiricilar bu tavuklara ait karaciger ve yumurta analizlerinde Af-
latoksin bulunamadigini bildirmislerdir.
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Hamilton ve Garlich (13) rasyonda 2.500 ppb diizeyinde Afla-
toksin bulunmas: halinde yumurta veriminin ©6nemli derecede
azaldigini, 10.000 ppb diizeyinde ise yumurta veriminin % 50'ye
diistiigiinii, 20.000 ppb diizeyinde bulunmas: halinde ise yumurta
veriminin tamamen durdugunu tesbit etmislerdir.

Benzer bir arastirmada (16) tavuk rasyonlarmmda 2.500 ppb
diizeyinde Aflatoksin bulunmasimin yumurta verimine etkisinin
olmadig, aym tavuklarda 5.000 ppb Aflatoksin diizeyinin Onernsiz
bir diismeye neden oldugu, Aflatoksin miktarinin 10.000 ppb’ye
yiikseltilmesi halinde ise yumurta veriminde birdenbire diismenin
oldugu gozlenmistir.

Beyaz Leghorn yumurta tavuklari rasyonlariyla 20 ppm Afla-
toksini aldiklarinda 7 giinlitkk yemleme periyodu boyunca verimde
herhangi bir degisiklik olmadigi, fakat 8. giin Aflatoksin alan grup-
ta diger gruplara oranla yumurta veriminde énemli derecede diis-
menin oldugu saptanmistir (10,11).

Yemlerle alinan Aflatoksinlerin yumurta verimini olumsuz
yonde etkiledigini bildiren arastirma sonuglarina karsit olarak,
2.700 ppb diizeyinde Aflatoksin kapsayan yemlerle 48 giin siire ile
beslenen tavuklarda yumurta sayisimin 16’dan 21'e yiikseldigi, ay-
n1 diizeydeki Aflatoksinin kulucka verimi ve yemin degerlendiril-
me derecesi iizerine etkili olmadig: belirtilmektedir (20).

Aflatoksinlerin Karaciger'e Etkisi :

Yemlerle alinan Aflatoksinler tavuklarda yumurta veriminin
diismesine neden oldugu gibi gesitli viicut dokularinda da degisik
olciide bozukluklara yol agmaktadir. Ornegin; direkt toksik etkisj
olan Aflatoksinler bir tek dozdan sonra bile karacigerde farklh
lezyon ve nekroz olusturmaktadir. Oysa mikotoksinlere benzeyen
Aktinomycin D gibi antibiyotikler ancak letal dozda bu tiir bo-
zukluklara neden olmaktadir (17).

Bevaz Leghorn yumurtac: tavuklarla yapilan bir arastirmada,
yemlere 5 ve 10 mikrogram/g diizeyinde katilan Aflatoksinin hay-
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Aflatoksin KRezidulerr - luncer

vanlarin karacigerinde onemsiz derecede kiigililmeye neden oldugu,
2.5 mikrogram/g diizeyindeki Aflatoksin alan grupta ise karaci-
ger lipidlerinin asir1 olciide diistiigii bildirilmistr (16).

Rasyonda bulunan 390 ppb diizeyindeki Aflatoksinin civcivler-
de nasil bir etki olusturacag: arastirilmis ve 8 hafta siireyle bu
yemle beslenen civcivlerin kalp, pankreas ve karaciger dokusu in-
celenmis, en fazla zararin karacierde ve safra kanalinda oldugu
bildirilmistir (19,24). ‘

-Tavukculuk - endiistrisinde ekonomik 6nemi bulunan yumurta
tavuklarinda karaciger yaglanma sendromu iizerine gesitli arastir-
malar yapilmis, yiiksek diizeydeki Aflatoksinlerin karacigerde yag-
Janma benzeri sendromlar olusturduklar1 = tesbit edilmistir. Ayni
arastiricilar 5,10 ve 20 mikrogram/g dozda Aflatoksinin karaciger
agirliginda kontrol grubuna oranla onemli bir artis oldugunu be-
lirtmislerdir (13,15).

Aflatcksinlerin Yumurta Kclitesine Etkisj :

Yemde 2.5 mikrogram/g ve yukar: -dozlarda Aflatoksin bulun-
mas1 yumurta biiyiikliigiinde azalmaya, 10 mikrogram/g diizeyi ise
yumurta sarist agirhiginda 9% 34’e kadar diisiise neden olmaktadir.
Yiiksek diizeyde Aflatoksin alanlarda yumurta sarisi.viskositesinde
azalma, yumurta sarisimin renginin de diger gruplara gore daha
koyu sar1 renkte oldugu gozlenmistir. Ayni arastiricilar yemlerde
5 ppm diizeyindeki Aflatoksinin yumurta sarisi yiizdesinde birden-
bire diismeye neden oldugunu bildirmislerdir (16).

Yumurtlayan Japon bildircinlar: iizerinde yapilan bir arastir-
mada, 6 mikrogram/g Aflatoksin alan grubun kabuksuz yumurta
yumurtladig: gozlemlenmis olup, bu yumurtalar acildiginda yu-
murta albumini ile sarisimin karisik olarak bulundugu, likid kis-
min etrafinda 5-7 mm kalinhginda yumurta kabugu benzeri yapi-
nin olustugu saptanmistir (24). '

Aflatoksinlerin yumurta kabugu kalnligi, yumurta kabugu/
yvumurta agirligi orami ve yumurta agirhigina etkileri cizelge 2'de

goriillmektedir. - . .. - .. | .
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Cizelge 2. Yumurta kabugu kalnitgi, yumurta kabugu/yumur-
ta adirligr orani ile yumurt aagirligr Gzerine Afla-
toksinlerin etkisi (13),

Dozaj Yumuria kabugu Kabuk agirhigi/ Yumurta agirflig:
mikrogram/g o kalinhigr (mm)  yumurta adir. (%) (9)
0.00 0.386 9.5 o 5.83
1,25 03%0 9.6 . BB
2,50 0.397 9.7 55.8
5.00 .. .0.407 g 10.1 %08 .2 53,8
10.000 - 0.384. ) 9.6 513

MATERYAL VE METOT
Materyal :

Numuneler :

- Calismada toplam 55 adet yumurta kullamldi. Yumurtalar
AU, Veteriner Fakiiltesi Yem Maddeleri ve Hayvan Besleme Kiir-
siistinden, A.U. Veteriner Fakiiltesi Deneme Ciftliginden, Ankara
cevresinde yumurta tavukculugu yapan ciftliklerden ve bakkallar-
dan saglanmistir,

Aletler :
1 — Mikser © . 'Virtis 23
2 — Kromotografik kolon : 22 x 300 mm
3 — Ince tabaka kromo- v
tografi aygiti ve ekleri : Desega
-4 — Developman tanki : Cam tank
5 — Ultraviyole lambas1 . : 16 Watt (Pleuger), uzun ve kisa
dalga
6 — Evaparator : Biichi
7 — Azot bombasi, sicak su
_ trombu sistemi ST g B : =
8 — Filtre kagidi : SS 2043-a - (Carl Schleicher and
Schull)
9 — Mikropipet : : Camac (1,2,5,10 mikrolitrelik)
10 — Ayirma hunisi = . . : 500 ml'lik : e 3 6
11 — Erlanmayer t 5250 mllik-. :
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Kimyasal Maddeler :

1 — Coziicliler

2 — Sodyum siilfat
3 — Filter aid

4 — Silicagel (graniiler)

5 — Silfirik asit solusyonu :

6 — Silicagel-G (Type 60)

7 — Kursun asetat ¢ozeltisi

8 — Aflatoksin standart co-
zeltileri

Metot :

. Aseton, Kloroform, Petrol eteri,

Benzin, Asetonitril, Asetik asit (gla-
sial) Benzol, Metanol.

: Susuz, graniiler.
: Hyflo Supercel diatoma topragi.
. E. Merck Silicagel 60, 0.063-0.200

mm (70-230 mesh); 105°C’de 1 saat
aktive edildi, kullanilmadan once
3 ml/100 gr distile su ilave edildi,
siddetle calkalandi.

% 25'lik,

: Ince tabaka kromatografisi icin.

: 200 g Pb (CH;.C00),.3H.0 tartild

500 ml distile suda eritildi, {izerine
3 ml asetik asit ilave edip, distile su
ile 1 lt'ye tamamlanda.

Aflatoksin B,in BenzeneAsetonitril

: (98+2) ile AOAC'un tavsiye ettigi

metod (26.004 - 26.012)’la ml’de 0.50
mikrogram yogunlukta standart ¢6-
zeltisi hazirlandi. Aflatoksin B; ve
G:'nin yine AOACun tavsiye ettigi
metod (26.013)'la ml’de 5 mikrogram
yogunlukta Aflatoksin karisim stan-
dart ¢Ozeltisi hazirland,

Yumurta orneklerinde Aflatoksin rezidii aranmasi Trucksess
ve arkadaslar1 (32) tarafindan bildirilen metottan yararlanilarak

asagidaki gibi yapilmistir.

Numunenin Eksiraksiyonu ve Yagin Uzaklastiriimasi :

50 g swv1 yumurta tartildi, mikser kavanozuna dokiildii. Uzeri-
ne 22.5 m] distile su ilave edildikten sonra 1 dakika karistirildi
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Sonra 10 g diatoma topragive 150 ml aseton ilave edilip mikser
yiiksek devirde 3 dakika g¢alistirildi. Filtrat slizge¢ kagidi ile 500
ml'lik 6lcii silindirine siiziildii.

100 ml filtrat 500 ml’lik erlanmayere alindi, {izerine 10 il
kursun asetat c¢ozeltisi, 75 ml distile su katilmasiyla erlanmayer
5 dakika siddetli olarak calkalandi. Buna 10 gr diatoma toprag:
dokiildii calkalanmaya devam edildi. Bu islem sonunda filtrat siiz-
gec kagidindan 500 ml’lik 6lgii silindirine stiztildii.

160 ml filtrat 500 ml'lik ayirma hunisine ‘aktarildi, dizerine
50 ml Petrol eteri katildi 1 dakika kuvvetle galkalandi, karigimin
ayrilmasi beklendi ve alttaki katman bir kaba alindi. Ayirma hu-
nisinde kalan petrol eter katmam atildi. Alttaki kisim tekrar ayir-
ma hunisine dokiildii, iizerine 25 ml Kloroform katildi, calkalandi
ve 1 dakika katmanlarin ayrilmasi beklendi.

Kolon Kromatografisi :

Cam yiinii ile kromtografik kolonun musluk kismi gevsek ola-
rak tikandi, {izerine 2 cm yiiksekligine kadar susuz Sédyum sul-
fat, daha sonra 10 g graniillii silikajel ilave edildi. Bu islem sonun-
da 50 ml kloroformla kolon yikandi, kloroform siiziildii tekrar
2 cm yiikseklige kadar susuzsodyum sulfat, silikajel’in iizerine ila-
ve edildi.

Ayirma hunisindeki kloroform katmani kolona aktarildi, filt-
rat 300 ml'lik temiz bir erlanmayere toplandi. Ayirma hunisinde-
ki sulu katman tizerine 10 ml aseton ve ekstrakte ikinci defa 25
ml kloroform katildi. Ayirma hunisi c¢alkalandi, katman ayrilmas:
beklendi alttaki kloroform katmani kolona aktarildi, filtratin ko-
lonu terk etmesinden sonra son olarak kolon 10 ml Kloroform -
Aseton (9+1) ile yikandi.

Erlanmayerde toplaman ekstraktlar kurumaya yakin olarak
Evaporatorde ucuruldu. Kalinti 1 ml kloroformda ¢ozdiiriilerek
bir konik tiipe alindi, bu islem 3 defa tekrar edildi. Konik tiipteki
kloroform ekstrakti azot gazi akimi altinda sicak su banyosunda
(40°) kuruyana kadar uguruldu, Bu son kalint: ince tabaka kroma-
tografisi i¢cin saklanda.
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Ince Tabaka Kromategrafisi :

a) Plakalarin hazirlanmas: : 30 g silikajel tartild: 300 ml'lik
erlanmayere kondu buna 60 ml distile su ilave edildi. 1 dakika
kuvvetlice calkalandi ve yayiciya dokiildii. Daha énceden temizle-
nen ve kurutulan 20 x 20 cm ébadindaki cam plakalara kalinlig:
0.250. mm olacak sekilde diizgiin olarak yayilds, jel sekilleninceye
kadar (10 dakika) beklendi. 80°C’de 2 saat veya 110°C’de 1 saat pla-
kalar aktive edildi. Kullanilincaya kadar desikatorde saklandi.

b) 1lk asama ince tabaka kromatografisi : Kalintilarin pla-
kaya uygulanmasi icin, plakanin alt kenarindan 10 cm uzakiikia
solvent smirini belirlemek icin bir cizgi ¢ekildi. Konik tiipteki
numune ekstrakt: 0,1 ml benzen-asetonitril (98+2)'le ¢ozdiiriildii.
Camac mikropipetle plakanin 2 cm yukarisindan bir dogrultu iize-
rinde 1-1.5 om araliklarla, 2,5 ve 2 tane 10 mikrolitrelik lekeler
isaretlendi. Ayn1 plakaya Aflatoksin B, standardindan 2,5 ve 10 mik-
rolitrelik lekeler isaretlendi. 10 mikrolitrelik numune lekelerinden
birisine 5 mikrolitre Aflatoksin internal standart olarak uygulan-
di (AOAC 26.012). En azindan bir adet de 5 mikrolitrelik karisim
Aflatoksin standart: (B; + B: + G + Gy). uygulandi.

Aflatoksinlerin - developmani kagitla kaplanmis developman
tankinda, developman solvani olarak Benzol + Mestanol + Ascztik
‘Asit (90 + 5 + 5) kullamildi. Solvan tanka dokiildii, uygulanar. pia-
ka tanka yerlestirildi agzina vazelin siiriildii = ve sikica kapatildi
Karanhkta 10 cm'ye kadar developmani yapildi. Plaka tanktan ¢i-
karildi oda sicakliginda {lizerindeki solvanin ucmasi bekiendi. Ka-
ranitkta uzun dalga UV lambas: altinda lekeler incelend:

Karisim Aflatoksin standart lekesi 4 fluoresan leke gosterir
tunlar Rf degerleri B, B:, G ve G, sirasm izleyerek azalir. Afla-
toksin B’ler mavimsi Aflatoksin G'ler yesil fluoresan gosterirler.
Numunedeki fluoresan gosteren leke ile internal standart ilave cdi-
len lekeler incelendi. Standartlarin Rf degerlerine c¢ok yakm Rf
degerlerine sahip fluoresan lekeler ve benzeri lekeler belirlendi. Ilk
asama ince tabaka kromatografisi mnegatif numuneleri belirleme
testi oldugundan pozitif kabul edilen numunelerde dogrulama test-
leri ve miktar: tayini yapildi. Aflatoksin negatif olan numuncler
bundan sonraki basamaklarda kullanilmad.

.¢) Ilk asama ince tabaka kromatografisinde Aflatoksin pozi-
tif kabul edilen lekelerin dogrulanmas: : Bu islem icin Przybylski
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teknigindeki inorganik bir asidin % 25’1k bir solusyonu. kullan:l-
mistir. Bu amacla % 25'lik H.SOQs, birinci ince tabaka kromatog-
rafide yapilan plakaya atomizérle hafif sekilde piiskiirtiildii. So-
nucta renk degistirmeyenler maskeleyici artik olarak degerlendl-
rildi.

d) Kromatogramin yorumu : Ince tabaka kromatografi pla-
kasinda karisim Aflatoksin standard c¢ozeltisi uygun yerde 4 acik
belirlenebilir lekeler goriildii. Internal standart iceren numune
lekesindeki florekan leke gosteren Aflatoksinlerin Rf degerleri,
standart Aflatoksin lekelerinin Rf degerleri ayni olabilmeli ya da
cok az farkli olmalidir. Numunede goriilen Aflatoksin Bi'e ait fluo-
resan lekenin, Aflatoksin B: standart cozeltinin. hangisi ile esit
fluoresan yogunlukta oldugu gozle karsilastirildi ve hangi standart
kisma uydugu saptandi. Aflatoksin B>, G; ve G, iginde aym islem
yapildz.

Kilegramda mikrogram olarak Aflatoksin B,'in hesaplanmasi
asagidaki formule gore yapildi.

Mikrogram/kg + (S x Y x V) X x W)

= Bilinmeyene esit Aflatoksin B: standartinin mikrolitresi

Il

B; standartimin yogunlugu, mikrogram/ml

Numune ekstraktinin son dllusyonunun 1111k1011t1e51

b T S N )]
Il

= S've esit (B; std.) floresan intensite veren leke1e1 nu-
mune ckstrakt: mikrolitresi

W = Ince tabakaya uygulamak icin hazirlanan son ekstrak-
tin temsil ettigi numune gr (Son ekstrakt 22.50 gr hklt
yumurtay1 temsil etmektedlr) :

SONUCLAR

Ekim 1980. Subat 1981 tarihleri arasinda 13 degisik yerlerden
alman toplam 55 yumurtanin analizleri yapilmistir. Araliz sonug-
lar1 numunelerin alindig: kesimlere gore gruplandirilarak cizelge
3’de verilmistir. Ayni cizelgede de goriildiigii iizere 3 numune ekst-
raktinda kimyasal yontemle Aflatoksin B; sirasiyla 0.002, 0.007 ve
0.007 ppm, numune ekstraktinda ise 0.005 ppm diizeyinde Aflatok-
son G; bulunmustur. Geri kalan 51 yumurta numunesinde 6lgiile-
bilir diizeyde Aflatoksin bulunamamisgtir.
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Cizelge 3. Aflatoksin rezidii analizi yopilan yumurta ornekleri
ve bulunan sonuglan

Yumurtanin Analizi Aflatoksinierin Aflatoksinelrin
alindigt yapilan miktari (ppm) ort, Rf degerleri
yer yumurta B, B: G G B, B: G G.
sayisi
A.U, Vet. Fak, Hayv, B, 8 — — 0005 — — 031 —
E, Bakkal 2 —_ = = — —_ = = —
F. Bakkal 5 e —_ = = —
D, Bakkal 3 e —_ = = —
Lalahan (Ciftlik) 3 —_ = = = — - - —
Cubuk » 3 —_ = = — —_ - — —
A.U. Vet, Fak. Deneme
Ciftligi 3 0.002 — — — 037 — — —
Y. Bakkal 3 0007 — — — 037 — — —
Yenimahalle
(Ciftlik) 10 —_ = = — —_ = — —
Y. Bakkal 3 0007 — — — 037 — — —
Etlik (Ciftlik) 3 —_ —= = — —_ = — —
Golbasi (Ciftlik) 3 —_ = - — —_ - = —
V. Bakkal 6 —_ = = — —_ = = —

TARTISMA

Ulkemizde gerek kanatli gerekse kiigiik ve biiyiikbas hayvan
yemlerini hazirlama tekniklerinin yetersiz, depolama ve koruma
olanaklar: ile kosullarinin ¢ogu yerlerde uygunsuz olmasi nedeniy-
le bu tiir yemlerin kiiflenme olasilig: yiiksek diizeydedir. Demirer
ve arkadaslari (7) yaptiklari bir arastirmada piyasada satilan 81
adet 22 cesit yem o6rneginde kiif mantar: sayimi yapmislardir.
Arastiricilar 4 yem cesidi disinda kalan orneklerde 10.000’nin iize-
rinde koloni tesbit etmislerdir. Buna gbre yurdumuzda hayvan
besleme alaninda kullanilan yem ve yem maddelerinin kiif bakr-
mindan cok bulasik oldugu ileri siiriilmiistiir.

Aflatoksinlerin en 6nemli komponenti olan Aflatoksin B; Af-
latoksinler icinde en toksin metabolittir. Aflatoksin B.'nin toksisi-
tesi Byin 1/4'line esittir (6). Bu nedenle diinyada ve Tiirkiye'de ya-
pilan calismalarda Aflatoksin B; 6n planda tutulmaktadir.

Tropik bolgelerde yasiyan insanlarin, diger besin maddelerini
yeterince bulamadiklar: igin, yerfistigi tanelerini bol miktarda tii-
kettikleri, 6zellikle Aspergillus flavus ile bulasik yerfistigini yiyen

112



ba insanlarda primer karaciger kanserinin yaygin bir bi¢cimde go-
riildiigii bildirilmektedir (12). Bu durum Aflatoksin konusunun
ozellikle Aflavus'un 6nemini ortaya koymaktadir. Ote yandan son
villarda proteince zengin olan yerfistii unu cocuk mamalarina
katilmaktadir. Yapilan arastirmalar Aflatoksinlerin  yerfistig
waunda  bulunma olasiigimin  fazla oldugunu gostermistir. Bu
anacla Birlesmis Milletler Teskilatinin cesitli kuruluslar: ,FAO,
WHO) protein ikamelerinde Aflatoksin miktarmin en fazla 30
mikrogram/kgr olmasi ve bu diizeyi gecmemesinin gerektigi ka-
rarini almistir (9).

Literatiir incelemesinden de anlasilacagi gibi yapilan c¢alis-
malarin biiyitk bir bolimiinde Aflatoksin ile bulasik yemeklerle
beslenen yumurta tavuklarindan elde edilen yumurtalarda Afla-
toksin B; arastirilmistir. Bu tavuklarin  yedikleri kirlenmis yem-
lcrle alinan Aflatoksin miktar: ile, yumurtada bulunan ortalama
Aflatoksin miktar: arasinda asagi yukar: linear bir iliskinin oldu-
gu Jacobson ve arkadaslar: (18) tarafindan ileri stiriilmiistiir. Bu
arastiricilar yaptiklan arastirmada 0.1 ppm Aflatoksin B; kapsiyan
vemle beslenen tavuk yumurtalarinda benzer miktarda 0.4 ve 0.2
ppm Aflatoksinli yemle beslenen tavuklarin yumurtalarimn % 38-
48'inde 0.048 mikrogramdan fazla Aflatoksin B, bulmuslardir.

Trucksess ve arkadaslar: (32) deneysel olarak kontamine edil-
mis yem verilen tavuklarin yumurtalarinda 1 ng/g ve daha diisiik
diizeyde Aflatoksin B; saptamislardir. Recovery denemelerinde yu-
murta icerigine 0.5 ng/g Aflatoksin B; katilmis, analiz sonucunda
katilan miktarin % 75’ini geri alabilmislerdir. Aym yontemi kul-
lanarak yaptigimiz Recovery denemelerinde yontemin hemen he-
men ayni derecede duyarli oldugu tesbit edildi.

Tavuk rasyonlarina katilan 200 ng/g diizeyinde Aflatoksin
iceriginin 0.1 ng/g diizeyinde yumurtaya gectigi belirlenmistir (32).
Brown ve Abrahams (5) rasyonda 0.75 ppm diizeyde Aflatoksini
alan tavuklarin yumurtalarinda Aflatoksin bulunmadigini bildir-
mislerdir. Rasyonlarma 2,4 ve 8 ppm diizeylerinde Aflatoksin ka-
tilan tavuklarin yumurtalarinda yapilan analiz sonucunda Aflatok-
sin veya benzer floresan gosteren metabolit bulunamamistir (25).
Bu calismalarda yumurta tavugu rasyonlarina katilan yiiksek dii-
zeyde Aflatoksinlerin  yumurtaya gectigini ortaya koymaktadir.
Cizelge 3’de verilen Arastirma sonuclarimiza dikkat edildiginde
yukarida ozetlenen bilimsel gerceklerin aynen iilkemizde yiiriitii-
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len tavukguluk isletmeleri ve birimleri icinde gegerli oldugu or-
taya cikmaktadir. -

‘ Aflatoksm B/'in yuksei\ diizeyde bulunmas: halinde, az mik-
Larda da Aflatoksin Gr'inde bulunabilecegi bildirilmis (6) ise de
yaptlglmlz arastirmada analizi yapilan numunelerin 1'inde sadece
Aflatuksm G, saptanmistir. Nitekim Giiray ve afkadaslarlrun (12)
yaptig1 arastirma sonuglarmda bizim bulvulanmlzl dogrular nite-
hktedlr

Stoloff ve TrLcksess (29) yapt1klar1 arastn'mada .35 degilsik
yerden topladiklar1 yumurta Orneklerinin sadece birinde 0.06
ne/g. duzeylnde Aflatoksin tesbit etmislerdir. Afla’toksin bulunan
yumulta say1sinin analm yapilan toplam yumulta icindeki pay1
% 0.9’ dur Oysa yapthlmlz arastirmada degisik yerlerden toplanan
55 yumm tanin 4'iinde Aflatoksm B, ve Gi saptanmis olup bu mik-
tar analizi yapilan yumurta saylslnm 9% 7.2'sini olusturmustur.
Buna gore elde ettlglrmz sonuclar literatiir verllere |g01e da!ha yuk
hfrératurde bildirilen (29) yumulta saylslmn yaklaslk yaris1 kadar
oldugu halde Aflatoksin saptanan yumurta sayisiun  fazla olusu
dikkati gekmektedlr

Basta xcehsxme cagida olan cocuklar olmak iizere her yastaki
mnsanin beslenmesinde 6zel bir yeri bulunan yumurtanin Aflatok-
sinlerle kirlenme tehlikesinin yakin bir gelecekte 6nem kazana-
bilecegi kabul edilebilir, Arastirma sonuglarimiz dikkate alindigin-
da yurdumuzda kullanilan hayvan yemlerinin Aflatoksin agisindan
siirekli kontroliiniin yapilmasi, diger iilkelerde oldugu gibi (30)
memleketimizde de yemlerde Aflatoksin smirmin bir an nce or-
taya konulmasmi yararl olacag: bir gercek olarak ortaya cik-
maktadir.

OZET
Bu calisma kiiflii yemlerle beslenme olasiligi bulunan yumur-

tac1 tavuklarda, yumurtaya gegen Aflatoksin varligmm arastiril-
masi amaciyla yapilmistir.

Arastlrmada 13 degisik yerden toplanan 55 yumurta Aﬂatok
sin bakimindan analiz edilmistir.

Arastirmamiz sonuglarina gore, 3 numune ekstraktmda 0.002,
0.007 .ve 0.007 ppm diizeyinde Aflatoksin By;-1 numune ekstraktinda
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ise 0.005 ppm diizeyde Aflatoksin G: bulunmustur. Geri kalan 51
yumurtada- dlctilebilir diizeyde Aflatoksin saptanamamistir,

SUMMARY

In this study, the existence of aflatoxin in e“gs o'btalned from
laying hens feed with possibly mycotoxin contaminated feed.

55 eggs were used in the study. According .to our results. 3
samples contained aflatoxin B; at the amount of 0.002, 0.007 and
0.007 ppm respectively and in one sample had aflatoxin, G;.at the
amount of 0.005 ppm. Remaining samples did not contain aflatoxin
at the measurable amount, :
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