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YAGLI TOHUM KÜSPELERİNDE 

AFLATOXİN Bı TARAMASI 

Nesrin TUNCER ( 0 *) Aysel ÖZSOY (*) 

ÖZ ET 

İ111giltere'de 1960 yılında lhindiılerd~ selbeıbi meçhul bir hasotalığın 
dıkkatler i çekmesi üzerine Aıflatoxinler hakkında ilk çalışmalara 
b::ışlanmıştır. Yapıl·an araştırmalarda bunun yer fl!stıklarında geli­
şen kü.flerin toxilk metolbolitlerinden, kaynaklandığı tesbit ~dilmiş­
t !f. ASPEıRGELLUS FOVUS link ex Fries ve ASPBRGELLUS PA· 
RAZITCUS önemli cinsleridir. AfJatoxin Bı izole edilen meto:boLit­
lerinden bazılan olup hayvanlarda ölümlere neden olaıhilmektedir. 
Alf.atoxin hayvan yemlerinde her türlü gıda maddelerinde meydana 
gelir ve ıbunları yiyenleııde Aıflatoksikosisi oluşturur. Hayvanlarda 
ve tavuklarda hemoraji, anoraxia, karaciğerde, bölbrekte patolojik 
bo:ouıkluklar ile yumur'ia verimi düşüklüğü ve ölümlere neden ola­
rak ekonomik zarariara neden olur. 

Memlelketimizde falbrika yemlerinde, Mlatoxin seıv.iyıelerinin 

tesıbiti için bu araştı-rma coğrafi bölgelere göre yaıpılmrştır. 

Aflatoxin arama metodu olarak ince satııh krotorafisi-ultraviol:e 
kullanılmıştır. Toplanan numunelerde % 12 müsbet aıfratoxin tes­
bit edilmiştir. Seviyeleri 0.010 - 0,016 ıppm arasında bulunmuştur. 
Miktari tayinlerde, Kromotogramlardaki ağırlık ve alan ilişkisine 
dayanan metod kullamlmıştır. 

( •) Etlik Hayvan !Hastalıkları lAraştırma Enstitüsü, Dr. Vet. Hek. 
( .. ) Konya Hayvan Hastalıkları Araştırma Enstitüsü 
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SUMMARV 

DETECTION OF AFLATOXIN 81 IN FEEDS !AND OIL CAKES 

Firıst researcıh ibeıgan on aflatoxin durinıg 1960 in England upon 
attantion was drawn to anunknown -disease among turkey. 

Mlatoxicosis metaıbolits have lbeen faund responsiıble for the 
dise.ase. ASPERGEtiJLUS FLAVUS link ex Fries and AS:PERGEıLLUS 
PAıruAlTCUS are mosıht import•ant genera in various moulıd, produce 
aflatoxin in feedıs 1t1sing and .feeding. 

A:flatoxicosis ıhas been reported for man and animal sucJh as 
c.attle doıgs, s:lı:eps. cats ;and avian species like ducks and turkeys. 
Aıflatoxin in anima1s ha:s coused anorexis, list•less. pathological 
~hanges in tıhe li.ver, ıbileduck, kidney, decreased egg productieıı, 
hingıh moııtality. 

Study was ma:de to find out feeds having aflatoxin met2.bc.lit~ 
durinıg mani:facturing and storaıge condition. Feed samples from tıhe 
fa:ciory were colleoted according to geograplhic regions. 

11hin-layer dhromatıgrapihy is peı:ıformed on silicagel with ultra­
violet '% 12 p.ositive aflatoxin Bı isolete:d in collected feed samples. 
Between 0.010- 0.016 ppm. 

Quantitativa determinations are made on dhromatoplates ac­
corıding to relation ıbetween the Weig!h.t-area in tıhe spots. 

GİRİŞ 

Mlatoxinler, bir Mikotıoxin olup mantarların metoibolitleridir. 
Bunlar havada, toprakta bol miktarda bulunur. Muhtelif yollarla 
yemiere bulaşır. Elverişli şartları bulduğunda çoğalmaya ve toxin 
üretmeye başlar (4, S. 6). 

Asıpergillus ve peni•sillicum cinsleri önemli olup bunlar içinde 
ibazı türler toxin üretmeiktedir (6, 8). Toksinler oı:ıganik :kimyasal 
'bir yapıya sahip olup canlılar için zehirleyici etki yapar. Besinierin 
!bozulmasına neden olduğu giibi metoıbolitJeri ile de hayıvan ve in­
sanlarda çeşitli bozukluklara neden o.lurlar. Hayvanlardaki bozuk­
luklar ilk defa 1960 yıında İnıgiltere'de hindilerde büyük ölürolere 
{2, 7, 11, 12) neden olan se'beibi meçhul bir hastalığın :görülmesi üze­
rine dikkati çekmiştir (9, 17). YapıJ.an çalışmalar da Aflatoxin tes­
bit edilmiştir. 
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Aflatoxinin farklı yapıda v.e etkide tipleri mevcut olup bunlar 
Bı, Bı, Gı, Gı'dir. Bunların staıbil yap1ıları olmayıp Bı, Bı'ye kimy.aısal 

yolla dönüşeıbilmekteıdir. Küflerin üremesi ve toxin vermeleri için 
bazı optimal şartıların bulunması icaıp etmektedir. Aspergillus Ha.vus 
36-38 C. Aspeııgillus parasiticus ise 30-35 C. gelişmektedir. Rutubet 
ise o/o 80-90 olmalıdır. Yemin rutubeti ise % lS'den yüksek olma­
lıdır (4, 9). 

Tavuklarda immüniteyi ve hastalıklara dayanınayı düşürmek­
te. yemden yaradanma azalmakta, yumurta ve et veriminde düşük­
!ük görülmektedir (4, 6). 

Aıflatoxinier, bazı organik insektisitlerde görüldüğü g1'bi ymnur­
t aya yemle geçerek embriyoya ulaşalbilmektedir. Bu suretle yumur­
ta veriminin düşmesi ve döLlenmenin azaldığı pek çdk ,araştırmada 
kanıtlanmıştır (15, 16). 

Sığırlarda körlük, sallantJılı yürüyüş, diş g]cırdatma, ishal var­
dır. Aflatoxin süte geçer ve .böyle sütleri emen yavrularda ve insan­
larda benzer semptomlar görülür. Diğer hayvanlarda olduğu gibi 
otopside karaciğer lezyonları tipilk işaretlerdir (4, 6, 10). 

I. MATERYAL 

A. ALETLER 

MATERYAL ve METOT 

1 - Kromotograıfik kolon 22x300 

2 - İnce talb.aka kromotografi DESEGA 

3 - Ultrafiole lambası DEıSıEGA 

4 - ·Bvaparatıör 

S - Cam malzeme 

B. KiMYASAL MADDELER 

1 - Hex:an 

2 - ıK1oroform 

3 - Sodyum Sülfat 

4 - Diatoma Toprağı 
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S - Slica-Agel E- menok 60 O, 063-0,200 mm (70-230 m . .:>ık) 

6 - Slicagel 60 H kromotograıf için 

7 - Kurşun As.edat Pıbı(CH3 COOH)ı 3HıH % 20 suda + 
3 ml as.etik asit 

8 - Aflatoxin B standartları 

ll. METOD 

1. NUMUNENiN HAZlRLANMASI : 

2S gram numune, 100 mJ. Aseton - Su (8S-1S) ve S gram Dia­
tone toprağı kanarak karıştınlır_ Süzüntü üstüne S ml. kurşun ,a·se­
tat ve SO ml. su ilavesi ve müteakiıben 2.5 ml. doymuş sodyum :klo­
rür kanarak karıştırılır. Süzüntü ÜZierine 2S ml. Hexan konaraik 
separatorde çalkalanır. Kalan sulu kısım üzerine 2S ml. % S sod­
yum klorür ve 2S ml. klomformla tekrar 2 defa çalkalanarak Afla­
toxin kloroforma alınmış our. 

2. KOLON HAZlRLANMASI : 

Şekil 1 'de görüldüğü şekilde kromotografik kolon doldurulur. 
SO ml. kJıoroıformla yıkandııktan sonra üzerine aynı miktar sodyum 
sülfat kanarak separatordeki kloroform yavaşça alttaki konik be­
here damla dam~a alınır_ Bu .aırada alttan ve üstten yapılacak ısıt­
ma ve üfürmelerle kloroformdaki Aflatoxin etrafa bulaşarak kayıbı 
önlenmiş olur. 

3. PLAKLARıN HAZlRLANMASI : 

30 ·gram silicagel - 60 ml. su ile hazırlanan vas at cam plaklara 
dökülür- (0,2SO mm.) 80°C aktivasyondan sonra kullanılır. 

4. UYGULAMA : 

Beherdeki madde miıktarı kafi Benzen - Asetonitril (98- 2) ka­
rışrmı ile yıkanınayı müt•eak:ip 10 cm.'lik tavan sınırlı plaklara uy­
gulanır_ Yan tarafına muıhte:lif dilisyonlu Aflatoxin Bı standartları 
uygulanması müteakip plak Benzol - Metanıo - Asetik asit (90-S-S) 
inkisaf tankına yerleştirilir ve gelişmeyi müteakip. tanktan çıkarı­
larak kurutulur_ 

5. DEGERLENDiRME : 

a - Ultraviyole Uygulaması : Aflatoxin Bı mavi floresan verir 
(RF 0,40 20oC) % 25 HıS04 uygulaması ile gerçek Mlatoxin Bı diğer 
lekelerden ayrılı'I'. 
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b - Mi:ktarı Tayin : S. Jean Purdy {14) ve A/bbott {1) tarafın­
dan uyıgulanan Ağırlık-Alan ilişıkisinden kaynaklanan metod kulla­
nılmıştır. İnce satıih ıkromotografide «lekenin karekıökü - ağırlığın 
logaritması ile linear bir ilişki halindedir», çalışması yardımı ile 
yemlerdeki Aflatoxin Bı miktarı: tayin edilmiştir. 

BULGULAR ve TARTIŞMA 

Yurdumuzda yemler gerek üretim .aşama·sında ve gerekse hay­
van beslenmes.inde kuLlanılırken dış etkeniere karşı koruma ted­
birlerine pek az dıikıkat edilmelk.tedir. Dış etkenlerİn ıbaşında küf ve 
mantarlar gelmektedir. Bunların metaıboEtleri içinde clıiğerlerine 

göre en t!oxik olan Mlatoxin Bı olduğundan araştı;rmada bunun 
üzerinde durulmuştur. Yer fıstıklan Aspergil1us Flavus için iyi bir 
ortam teşkil ettiğiııden, yağlı tdhum küspelerinin önemliler oldu­
ğurrdan araştırmamızda yağlı tohum küspesi katılan yemler numu­
ne olarak kullanılmıştır. 

Çalışmamız yurt düzeyindeki faıbrika yemlerini kapsadığından 
6 BöLgenin mu!htelif iHerıdeki özel :vey,a devlete ait .falbrikalara gi­
dilerek. numuneler mümkün mertefbe uyıgun olmayan şartlarda bu­
lunan .depolardan, yem nurnunderi alınmıştır. 

BÖLGESi i.Li NUMUNE MÜSB ET 
ADEDi ADEDi 

Güney Anadolu B. Adana, 49 6 
Antalya 

Batı Anadolu B. Denizli. •izmir, 32 5 
Balıkesir 

Orta Anadolu B. Ankara, Konya, 39 6 
Eskişehir 

Doğu Anadolu B. Erzurum, Diyarbakır, 48 3 
Elazığ 

Karadeniz B. Samsun, 27 4 
Ordu 

Marmara B. istanbul, izmit 47 5 
Bursa 

Vekun ............... . 242 29 
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Aflatoxinler C.H.O. yapısında olup önemli B ve G tipteri v.e 
bunlarında Bı, Bı - Gı, Gı alt tiıpleri vardır. Kar1bon sayıLını aynı H 
ve O sayıları çok az fark gösterir molekül ağırlıkları ıbiıibirine ya­
kın olup 312-330 arası değişir. Ultraviyolede B'ler mavi, G'ler yeşil. 
yeşil-mavi olarak .gö~ülür. 

Bir günlük ördeklerde yapılan tüxite testlerinde Bı en fazla 
toxik, sonra Gı % SO az toxik olduğu saptandı. •Bı ve Gı'nin Çok da­
ha az toxi.:k olduğu görülür. 

Aflatoxin Bı ve Gı biribirine yakın olup, Bı hidmgenize edilmek­
l·e Gı'ye dönüştürülelbilmiştir. Aynı şekilde Bı ve Gı - Bı ve Gı'ye 
dönmektc tabii olarak Bı yanında Bı'cle bulunabilmektedir. 6-7 gün 
içinde süt. gaita, idrarla çok az miık.tarı değişmeden atılmaktadır. 
48 saatte % 90 atılmaktadır. 

Yaptığımız çalışmada numuneler yemierin uzun süre bckletil· 
diği nmhit derecesinin 16-20°C rutuıbet •0/o 60-85 arasında bulunan 
yerlerden alınmıştır. Ayrıca yemlerde herhangi ıbir yağlı tarhum his­
pesinin bulunmasma dikkat edilmııştir. 

Çalışmada kullandığımız metod AOAC (15) uygulamasının bazı 
modifie edilmiş şekli kullanıl'dı. Bütün süzmelerde kağıt yerine cam 
pamuğu kullanıldı, (Bulaşmadan kaynaklanan madde kayıbına en­
gel olmak için) ve farklı sonuç alınmıştır. Ayrıca kolondan geçen 
kloro.form, şekilde görülen özel imal ettirilen, belher içine toplan­
mış ve burada da ibulaşma asgari haclde indirilmiştir. Bu surette 
madde ııfaık bir boşluk içine toplanmakta ve plaklara istenen mik­
tar nakil edileibilmektedir. Özel ıbeıher 80°C'den yukarı olmayan su 
hanyasuna oturtularak, üstten hava tahancasının ılık (oda derece­
sinde) fazı1e sürekli üfürülmektedir. Kolonun hızı ·saniyede 1 damla 
olarak ayarlanmaktadır. Miktan tayinler için (1, 14) yeni bir metod 
tarafımızdan .aflatoxin -Bı için uygulanmıştır. Olumlu sonuç alın­

mıştır. Yapılan çalışmalarda, ince satıh kromatograıfisinde plaklar­
daki leke ile lekenin iıhtiva ettiği madde arasında bir iliş.ki olduğu 
ortaya konulmuştur. «Lekenin alanının karaık!ök değeri ile ihtiva 
ettiği maddenin ağı·rlık değerinin logaritması linear ibir iHşki ha­
lindedir.» 

Burada en büyük zorluk lekenıı alanının hesaplanmasından 
kaynaklanmaktadır. Biz bunu lekenin alanı üzerine mikrometrik 
kağıt koymak ve sonra fotokopisini çekmeJk sureti ile hallettik. Le· 
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kenin alanına isaıbet eden kare .alanları toplamı lekenin alanını ver­
mektedir. Aynı uygulama tarafımızdan paration üzerine uygulan­
mıştır (3). 

Çalışmada muıhtelif bölgelerdeki fırubrika yemlerini temsil eden 
242 adet numune toplanmıştır. Bunların içinde 29 adet yem numu­
nesinde ·aflauoxin Bı müslbet bulunmuştur. Buna göre müsibet afla­
toxin yüzıdesi 12 olmuştur. Bu ise aflatoxin zehirlenmelerinde önem­
li bir miktar olmadığı kanaatındayız. Ayrıca müsbet vak'alarda.ki 
Aflatoxin Bı seviyeleri en düşük 0,010 ppm ve en yüksek değer ise 
0,016 ppm bulunmuştur. Bu miktarlar hayıvaularda ciddi Aflatoxi­
cosis yaratmamaıktır. Hartley (10) yaptığı .araştırmada ördek yav­
rularında afbtoxin Bı IJDso 30 mcr. olduğunu bildirmiştir. Ancak 
bu tesbitler kontrol altında im·alat yapan fabrikalardan elde edil­
miştir. Numunelerimiz aflatoxinlerin gelişmesine uygun yerlerden 
alınmasına rağmen bu yemler hayvan yemi olaraık kullanüa:bilecek 
evsaftadır. 

Yem bayiilerindeki şartlar ile hayvan salıithinin arnbarındaki 
şartlar pek çok yerlerde ço k daha kötü ' duHım arzettiğini bizzat 
tetkik ettik. Eğer aflatoxikosis va:k'ası varsa nedenleri ıbura1ardaki 
şartlarda aranmalıdır. 

Yemlerdeki Aflatoxin seviyelerini tam anlamıyla ortaya koymak 
için ayrıca yetiştiricilerdeki yemierin durumlari! da ortaya konul­
mal:ııdır. 
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