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YAGLI TOHUM KUSPELERINDE
AFLATOXIN B: TARAMASI

Faik ALP (*) Nesrin TUNCER (**)  Aysel OZSOY (*)

OZET

Ingiltere’de 1960 yilinda hindilerde sebebi meghul bir hastaligin
dikkatleri ¢ekmesi iizerine Aflatoxinler hakkinda ilk calismalara
baslanmigtir. Yapilan arastirmalarda bunun yer fistiklarinda geli-
sen kiiflerin toxik metobolitlerinden, kaynaklandig: tesbit =dilmis-
tir. ASPERGELLUS FOVUS link ex Fries ve ASPERGELLUS PA-
RAZITCUS o6nemli cinsleridir. Aflatoxin B, izole edilen metobolit-
lerinden bazilar1 olup hayvanlarda oliimlere neden olabilmektedir.
Afatoxin hayvan yemlerinde her tiirlii gida maddelerinde meydana
gelir ve bunlar:1 yiyenlerde Aflatoksikosisi olusturur. Hayvanlarda
ve tavuklarda hemoraji, anoraxia, karacigerde, bdbrekte patolojik
bozukluklar ile yumurta verimi diisiikliigii ve oliimlere neden ola-
rak ekonomik zararlara neden olur.

Memleketimizde fabrika yemlerinde, Aflatoxin seviyelerinin
tesbiti icin bu arastirma cografi bolgelere gore yapilmistir.

Aflatoxin arama metodu olarak ince satih krotorafisi-ultraviole
kullanilmistir. Toplanan numunelerde % 12 miisbet aflatoxin tes-
bit edilmistir. Seviyeleri 0,010 - 0,016 ppm arasinda bulunmustur.
Miktari tayinlerde, Kromotogramlardaki agirlik ve alan iliskisine
dayanan metod kullanilmistir.

( *) Etlik Hayvan Hastaliklan Arastirma Enstitiisti, Dr. Vet. Hek.
(**) Konya Hayvan Hastaliklari Arastirma Enstitlisi
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SUMMARY

DETECTION OF AFLATOXIN B, IN FEEDS AND OIL CAKES

First research began on aflatoxin during 1960 in England upon
attantion was drawn to an unknown disease among turkey.

Aflatoxicosis metabolits have been faund responsible for the
disease. ASPERGELLUS FLAVUS link ex Fries and ASPERGELLUS
PARAITCUS are mosht important genera in various mould, produce
aflatoxin in feeds wsing and feeding.

Aflatoxicosis has been reported for man and animal such as
cattle dogs, sheps, cats and avian species like ducks and turkeys.
Aflatoxin in animals has coused anorexis, listless, pathological
changes in the liver, bileduck, kidney, decreased egg producticn,
hingh mortality.

Study was made to find out feeds having aflatoxin metabolits
during manifacturing and storage condition. Feed samples from the
factory were collected according to geographic regions.

Thin-layer chromatgraphy is performed on silicagel with ultra-
violet ‘% 12 positive aflatoxin B, isoleted in collected feed samples.
Between 0.010-0.016 ppm.

Quantitativa determinations are made on chromatoplates ac-
cording to relation between the Weight-area in the spots.

GiRIS
Aflatoxinler, bir Mikotoxin olup mantarlarm metobolitleridir.
Bunlar havada, toprakta bol miktarda bulunur, Muhtelif yollarla

yemlere bulasir. Elverisli sartlar1 buldugunda cogalmaya ve toxin
tiretmeye baslar (4, 5, 6).

Aspergillus ve penisillicum cinsleri énemli olup bunlar icinde
bazi tiirler toxin iiretmektedir (6, 8). Toksinler organik kimyasal
bir yapiya sahip olup canlilar icin zehirleyici etki yapar. Besinlerin
bozulmasina neden oldugu gibi metobolitleri ile de hayvan ve in-
sanlarda cesitli bozukluklara neden olurlar. Hayvanlardaki bozuk-
luklar ilk defa 1960 yunda Ingiltere’de hindilerde biiyiik Sliimlere
(2,7, 11, 12) neden olan sebebi mechul bir hastaligin goriilmesi iize-
rine dikkati ¢ekmistir (9, 17). Yapilan calismalar da Aflatoxin tes-
bit edilmistir.
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Aflatoxinin farkli yapida ve etkide tipleri mevcut olup bunlar
Bi, B;, Gi, Gy'dir. Bunlarin stabil yapilar: olmayip Bs, B-'ye kimyasal

bazi optimal sartlarin bulunmas: icap etmektedir. Aspergillus flavus
36-38 C. Asperngillus parasiticus ise 30-35 C, gelismektedir. Rutubet
ise % 80-90 olmalidir. Yemin rutubeti ise % 15’den yiiksek olma-
lidir (4, 9).

Tavukiarda immiiniteyi ve hastaliklara dayanmay: diisiirmek-
te. yemden yararlanma azalmakta, yumurta ve et veriminde diisiik-
ik goriilmektedir (4, 6).

Aflatoxinler, bazi organik insektisitlerde goriildiigii gibi yumur-
taya yemle gegerek embriyoya ulasabilmektedir. Bu suretle yumur-
ta veriminin diismesi ve ddllenmenin azaldig: pek ¢ok arastirmada
kanitlanmistir (15, 16).

Sigirlarda korliik, sallantili yiiriiyiis, dis gicirdatma, ishal var-
dir. Aflatoxin siite gecer ve boyle siitleri emen yavrularda ve insan-
larda benzer semptomlar goriiliir, Diger hayvanlarda oldugu gibi
otopside karaciger lezyonlar: tipik isaretlerdir (4, 6, 10).

MATERYAL ve METOT
I. MATERYAL
A. ALETLER
1 — Kromotografik kolon 22x300
2 — Ince tabaka kromotografi DESEGA
3 — Ultrafiole lambas1 DESEGA
4 — Ewvaparator

5 — Cam malzeme

B. KiMYASAL MADDELER
1 — Hexan
2 — Kloroform
3 — Sodyum Siilfat
4 — Diatoma Toprag:
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5 — Slica-Agel E. merck 60 0, 063-0,200 mm (70-230 meark)
6 — Slicagel 60 H kromotograf igin

7 — Kursun Asedat Pb(CH; COOH). 3H.H % 20 suda +
3 ml asetik asit

8 — Aflatoxin B standartlar:
Il. METOD
1. NUMUNENIN HAZIRLANMASI :

25 gram numune, 100 ml. Aseton — Su (85-15) ve 5 gram Dia-
tone topragi konarak karistirilir, Siiziintii {istiine 5 ml. kursun ase-
tat ve 50 ml. su ilavesi ve miiteakiben 2,5 ml. doymus sodyum klo-
riir konarak karistirilir, Siiziintii iizerine 25 ml. Hexan konarak
separatorde calkalanir. Kalan sulu kisim iizerine 25 ml. % 5 sod-
yum kloriir ve 25 ml. kloroformla tekrar 2 defa galkalanarak Afla-
toxin kloroforma alinmis our.

2. KOLON HAZIRLANMASI :

Sekil 1'de goriildiigii sekilde kromotografik kolon doldurulur.
50 ml. kloroformla yikandiktan sonra iizerine ayni miktar sodyum
siilfat konarak separatordeki kloroform yavasca alttaki konik be-
here damla damla alinir. Bu arada alttan ve iistten yapilacak 1sit-
ma ve iifiirmelerle kloroformdaki Aflatoxin etrafa bulasarak kayb:
onlenmis clur,

3. PLAKLARIN HAZIRLANMASI :

30 gram silicagel - 60 ml. su ile hazirlanan vasat cam plaklara
dokiiliir. (0,250 mm.) 80°C aktivasyondan sonra kullanilir.

4. UYGULAMA :

Beherdeki madde miktar: kafi Benzen - Asetonitril (98 - 2) ka-
riszmy ile yikanmayr miiteakip 10 cm.’lik tavan sinirh plaklara uy-
gulanir. Yan tarafina muhtelif dilisyonlu Aflatoxin B; standartlar:
uygulanmas1 miiteakip plak Benzol - Metano - Asetik asit (90-5-5)
inkisaf tankina yerlestirilir ve gelismeyi miiteadkip tanktan cikari-
larak kurutulur.

5. DEGERLENDIRME :

a — Ultraviyole Uygulamas: : Aflatoxin B; mavi floresan verir
(RF 0,40 20°C) % 25 H.SO, uygulamas: ile gercek Aflatoxin B: diger
lekelerden ayrilir.
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b — Miktar: Tayin : S. Jean Purdy (14) ve Abbott (1) tarafin-
dan uygulanan Agirlik-Alan iligkisinden kaynaklanan metod kulla-
nilmistir. Ince satith kromotografide «lekenin karekokii - agirligin
logaritmasi ile linear bir iligki halindedir», ¢alismasi yardima ile
yemlerdeki Aflatoxin B; miktarr tayin edilmistir,

BULGULAR ve TARTISMA

Yurdumuzda yemler gerek iiretim asamasinda vc gerekse hay-
van beslenmesinde kullanilirken dis etkenlere karsi koruma ted-
birlerine pek az dikkat edilmektedir. Dis etkenlerin basinda kiif ve
mantarlar gelmektedir. Bunlarin metabolitleri i¢inde digerlerine
gore en toxik olan Aflatoxin B; oldufundan arastirmada bunun
tizerinde durulmustur. Yer fistiklarr Aspergillus Flavus icin iyi bir
ortam teskil ettiginden, yagh tohum kiispelerinin 6nemliler oldu-
gundan arastirmamizda yagh tohum kiispesi katilan yemler numu-
ne olarak kullanilmastir.

Calismamiz yurt diizeyindeki fabrika yemlerini kapsadigindan
6 Bolgenin muhtelif illerdeki 6zel veya devlete ait fabrikalara gi-
dilerek, numuneler miimkiin mertebe uygun olmayan sartlarda bu-
lunan depolardan, yem numuneleri alinmistir.

BOLGESI iLi NUMUNE MUSBET
ADEDI ADEDI

Giliney Anadolu B. Adana, 49 6
Antalya

Bati Anadolu B. Denizli, izmir, 32 5
Balikesir

Orta Anadolu B. Ankara, Konya, 39 6
Eskisehir

Dogu Anadolu B. Erzurum, Diyarbakir, 48 3
Elazi§

Karadeniz B. Samsun, 27 4
Ordu

Marmara B. istanbul, izmit 47 5
Bursa
Yekln ......cccuvnee : 242 29
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Aflatoxinler C.H.O. yapismda olup 6nemli B ve G tipleri ve
bunlarinda B;, B; - Gi, G, alt tipleri vardir. Karbon sayilai1 aym1 H
ve O sayilar1 ¢ok az fark gosterir molekiil agirliklar: birbirine ya-
kin olup 312-330 aras: degisir. Ultraviyolede B'ler mavi, G'ler yesil.
yesil-mavi olarak goriiliir.

Bir giinliitk 6rdeklerde yapilan toxite testlerinde B; en fazla
toxik, sonra G; % 50 az toxik oldugu saptandi. B; ve G;'nin ¢ok da-
ha az toxik oldugu goriiliir.

Aflatoxin B; ve G: birbirine yakin olup, B: hidrogenize edilmek-
le Gy'ye doniistiiriilebilmistir. Aym sekilde B: ve G; — B: ve G.'ye
donmekte tabii olarak B; yaninda B,'de bulunabilmektedir. 6-7 giin
icinde siit, gaita, idrarla ¢ok az miktar1 degismeden atilmaktadir.
48 saatte % 90 atilmaktadir.

Yaptigimiz calismada numuneler yemlerin uzun siire bekletil-
digi muhit derecesinin 16-20°C rutubet % 60-85 arasmda bulunan
yerlerden alinmistir. Ayrica yemlerde herhangi bir yagh tohum kiis-
pesinin bulunmasina dikkat edilmistir.

Calismada kullandigimiz metod AOAC (15) uygulamasinin bazi
modifie edilmis sekli kullanildi. Biitiin siizmelerde kagit yerine cam
pamugu kullanildi, (Bulagsmadan kaynaklanan madde kaybina en-
gel olmak icin) ve farkli sonug alinmustir. Ayrica kolondan gecen
kloroform, sekilde goriilen 6zel imal ettirilen, beher icine toplan-
mis ve burada da bulasma asgari hadde indirilmistir. Bu surette
madde ufak bir bosluk icine toplanmakta ve plaklara istenen mik-
tar nakil edilebilmektedir. Ozel beher 80°C’den yukari olmayan su
banyosuna oturtularak, iistten hava tabancasmin i1lik (oda derece-
sinde) fazile stirekli tifiirtilmektedir. Kolonun hizi saniyede 1 damla
olarak ayarlanmaktadir. Miktar tayinler icin (1, 14) yeni bir metod
tarafimizdan aflatoxin B, icin uygulanmistir. Olumlu sonuc¢ alin-
mustir. Yapilan ¢alismalarda, ince satih kromatografisinde plaklar-
daki leke ile lekenin ihtiva ettigi madde arasinda bir iliski oldugu
ortaya konulmustur. «Lekénin alaninin karakok degeri ile ihtiva
ettigi maddenin agirlik degerinin logaritmasi linear bir iliski ha-
lindedir.»

Burada en biiyiik zorluk lekenn alaninin hesaplanmasindan
kaynaklanmaktadir. Biz bunu lekenin alani iizerine mikrometrik
kagit koymak ve sonra fotokopisini cekmek sureti ile hallettik. Le-
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kenin alanina isabet eden kare alanlari toplami lekenin alanini ver-
mektedir. Ayn: uygulama tarafimizdan paration iizerine uygulan-
mistir (3).

Calismada muhtelif bolgelerdeki fabrika yemlerini temsil eden
242 adet numune toplanmistir. Bunlarin icinde 29 adet yem numu-
nesinde aflatoxin B; miisbet bulunmustur. Buna gére miisbet afla-
toxin yiizdesi 12 olmustur. Bu ise aflatoxin zehirlenmelerinde énem-
li bir miktar olmadig1 kanaatindayiz. Ayrica miisbet vak’alardaki
Aflatoxin B; seviyeleri en diisitk 0,010 ppm ve en yiiksek deger ise
0,016 ppm bulunmustur. Bu miktarlar hayvanlarda ciddi Aflatoxi-
cosis yaratmamaktir. Hartley (10) yaptigi arastirmada ordek yav-
rularmda aflatoxin B; LDs 30 mcr. oldugunu bildirmistir. Ancak
bu tesbitler kontrol altinda imalat yapan fabrikalardan elde edil-
mistir. Numunelerimiz aflatoxinlerin gelismesine uygun yerlerden
alinmasina ragmen bu yemler hayvan yemi olarak kullanilabilecek
evsaftadir,

Yem bayiilerindeki sartlar ile hayvan sahibinin ambarindaki
sartlar pek c¢ok yerlerde ¢co kdaha kotii durum arzettigini bizzat
tetkik ettik. Eger aflatoxikosis vak’asi varsa nedenleri buralardaki
sartlarda -aranmalidir.

Yemlerdeki Aflatoxin seviyelerini itam anlamiyla ortaya koymak
icin ayrica yetistiricilerdeki yemlerin durumlari da ortaya konul-
malidir.
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