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Some preventive methods for mycotoxins II. Chemical and biological methods

Summary: Besides physical methods, the useful and effective chemical and biological strategies are
also needed in the prevention of negative effects of mycotoxins on human health and animal performance.
Application of ammonia, ozone and adsorbents, and microbial inactivation are some of these detoxification
methods.
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Ozet: Mikotoksilerin insan saghigi ve hayvan performans: iizerine olumsuz etkilerinin 6nlenmesinde
fiziksel metodlar yaminda pratik ve etkili kimyasal ve biyolojik Onleyici stratejilere de gereksinim
duyulmaktadir. Amonyak, ozon ve adsorbanlarin uygulanmasi ve mikrobiyal inaktivasyon islemleri bu
detoksifikasyon yontemlerinden bazilaridir.
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Giris

Yemlerin tarlada, hasat swrasinda yada oncesinde ve depolanmasi sirasinda
gelisimlerine bagh olarak toksin iireten ve gerek insan gidalarimin gerekse hayvan
yemlerinin kontaminasyonuna yol acan en yaygin kiifler Fusarium, Aspergillus ve
Penicillium’lar olup (5) bunlar aflatoksin, cyclopiazonic asit, zearalenon, fumonisin B1,
patulin, okratoksin A ve secalonic asit D gibi mikotoksinleri tiretebilmektedirler (27).
Dogal olarak meydana gelen aflatoksinler igerisinde en etkili olami karaciger
toksisitesine ve kanserine yol acan aflatoksin B1 olup kesfedildigi zamandan buyana
yapilan arastirmalarda ilgi odag: olmustur. Fusarium ftiirleri tarafindan olusturulan diger
onemli bir mikotoksin olan zearalenon ise disi hayvanlarda fertilite bozukluklar ve 6ld
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dogumlara, erkek hayvanlarda sperm kalitesinin diismesine yol agan yiiksek dstrojenik
etkilere sahiptir (6). Insanlar igin karsinojenik olarak kabul edilen okratoksin A ise
gesiti hayvan tiirlerinde renal toksisiteye, nefropative ve immun sistemin
baskilanmasina yol agarak performans: ve verimliligi olumsuz yénde etkilemektedir
(25).

Mikotoksinlerle miicadelede gereksinim duyulan dnleyici fiziksel yéntemlere ek
olarak kimyasal ve biyolojik miicadele yontemlerine de ihtiya¢ duyulmaktadir.
Kimyasal yontemler olarak amonyak, ozon ve adsorbanlarin uygulanmasi, bivolojik
yontemler olarak mikrobiyal inaktivasyon iglemleri sayilabilir.

Kimyasal yontemler

Yemde bulunan toksinlerin kimyasal yolla detoksifiye edilmesinde kalsiyum
hidroksit, sodyum bisiilfit, monometilenamin, klorin gazi, amonyak, hidrojen peroksit,
amonyum hidroksit, hidroklorik asit ve formaldehit gibi bazi oksitleyici ve hidrolitik
ajanlar kullanilmaktadir. Bu yontemle her ne kadar etkili sonuglar alinabilse de
uygulama  gii¢ligh ve kalinti problemi gibi bir takim olumsuzluklarla
karsilasilabilmektedir. Ozellikle yem ve gidalarda kullanilan kimyasal maddelerin
kalintilarinin hayvan ve insan saghg acisindan tehlike olusturabilmesi bu ydntemin
uygulanmasinda g6z 6niine alinmasi gereken 6nemli bir noktadir.

1. Amonyak uygulanmasi

Depolama sartlarimin  iyi olmasi ve kurutma olayma dikkat edilmesi
durumlarinda, aflatoksin ile bulasik tirtinlerde amonyaklama islemi aflatoksin diizeyinde
iz miktarlara kadar azalma saglayabilmektedir. Amonyaklama islemi A.B.D de dahil
Senegal, Fransa ve Ingiltere gibi iilkelerde aflatoksinle kontamine yemlerin
detoksifikasyonunda kabul géren bir uygulamadir. Uygulamas: pahali olan bu yéntemde
baz: istenmeyen sonuglar da dogabilmektedir. Bunlara 6rnek olarak musirin rengini
kaybetmesi, depolanacak iiriinde atmosferik nemi ¢ekerek rutubet oranim artirmas: ve
tiriinde keskin bir kokuya neden olmasi verilebilir (17). Dogabilecek bu yan etkiler géz
oniinde bulunduruldugunda, insan tiikketimine sunulan gidalarin besin degerinin, koku,
tat, renk ve doku ozelliklerinin tiiketici tarafindan kabul edilebilir olmas: gerektiginden
amonyakla muamele islemi daha c¢ok hayvan yemi olarak - kullanilacak iiriinlere
uygulanmaktadir.

Misir, yerfistig, pamuk tohumu ve kiispelerinde aflatoksinin toksik ve
karsinojenik etkilerinde de@isim yaratmak i¢in amonyakla muamele islemiyle ilgili
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bilimsel calismalar diinya ¢apinda yiiriitiilmekte olup sonuclar amonyaklama igleminin
aflatoksin detoksifikasyonunda pratik, etkili ve giivenilir bir ¢dziim oldugunu
gostermektedir. Yapilan calismalar amonyakla muamele isleminin aflatoksin B1°1 % 99
oraninda yikimladigim géstermektedir. Ozellikle yerfistg: kiispelerinde amonyaklama
ile aflatoksin B1 diizeyi 2500 pg/kg dan 15 pg/kg’a indirilebilmistir (16). Aflatoksin B1
ile yapay olarak kontamine edilmis piring drneklerinde yiiksek basing/yiiksek sicaklik
ve atmosferik basing/orta diizey sicaklikta yapilan amonyaklama islemi sonucunda
Millan ve Martinez (29) % 90-100 oraninda detoksifikasyonun gerceklestirilebildigini
bildirmislerdir. Amonyaklama isleminin aflatoksinden baska fumonisin {izerine
etkisinin arastirildi@1 bir ¢alismada Norred ve ark. (31) doZal olarak kontamine olmus
musirlarda 4 giin ve 50 °C de atmosferik basing altinda fumonisin B1 diizeyinde %30-45
azalma yaratmayr basarmislar fakat bu uygulamanin ratlarda toksisitenin azalmasinda
etkili olmadigimi bildirmiglerdir. Hayvan besleme ile ilgili yapilan ¢alismalarda
amonyaklama iglemi yapilmis yemlerin yavru hayvanlara verilmesiyle, 6liim orani, canli
agirhik kazanc, karaciger bozukluklar, safra yollarinda hiperplazi ve hiicresel diizeyde
nekroz olgulart incelenmis ve aflatoksikoz bulgularinda azalma oldugu goriilmiistiir.
Aym sonuglar, hindi, rat ve farelerde de go6zlenirken, inekler iizerinde yapilan
calismalarda aflatoksin M1 seklinde siitte toksin tespit edilmistir. Aflatoksinle bulasik
musirlara % 1.5 oraninda katilan amonyak 12 giin i¢inde toplam aflatoksin miktarimi 180
ppb'den iz diizeylere kadar diismesinde etkili olmus, aflatoksinlerin alabaliklardaki
karsinojenik etkilerini énlemis ve musirin besleyici degerinde de bir azalma meydana
getirmemistir (17).

2. Ozon uygulanmasi (Ozonizasyon)

Ug atomlu oksijen (O;) olarak bilinen ozon atik sularin dezenfeksiyonunda ve
gida  endiistrisinde  bakteri, viriis ve protozoon gibi mikroorganizmalarin
inaktivasyonunda antimikrobiyal ajan olarak genis &lctide kullanilmas: yaninda giiglii
oksidize edici 6zelliginden dolay: mantar gelisimini kontrol altina almada ve mikotoksin
konsantrasyonunu azaltmada da etkili bir sekilde kullanilabilmektedir. Ozon
uygulamasim cazip kilan 6zelliklerden biri yarilanma omriiniin kisa olmasi ve 20-50
dak. gibi kisa bir siire igerisinde hicbir kalinti birakmadan tekrar molekiiler oksijene
déniismesidir (18). Aflatoksin lizerine ozon uygulanmasiyla ilgili olarak 25 mg/dak.
ozon uygulamasimin pamuk tohumu kiispesi ve yerfistg: kiispesinde aflatoksinleri
azaltugim belirten Dwarakanath ve ark. (11) pamuk tohumu kiispesinde total aflatoxinin
% 91°lik kisnumn 2 saat igerisinde yikimlandigim ve aflatoksin miktarinin 214 ppb’den
20 ppb’ye indigini aym sekilde yerfisti3 kiispesinde de aflatoksinde 1 saat icerisinde %
78 yikimlanma oldugunu ve miktarin 82 ppb’den 18 ppb’ye indidini bildirmislerdir.
Elektrolizle yeni ve siirekli bir ozon kaynag gelistiren McKenzie (26) aflatoksin iceren
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musir ve piring ununda yaptigi denemede agirlikg¢a % 2 ozon soliisyonunda aflatoksin
B1 ve aflatoksin G1'in hizla yikimlandifim ve aflatoksin B2 ile aflatoksin G2’nin
yikimlanmas: igin daha yiiksek miktarda ozona gereksinim duyuldugunu bildirmis ve
tiimden yikimlanmamn 15 sn. stireyle agilikca % 20 ozon kullanarak gergeklestigini
belirtmistir. Aymi arastumacimn 1998°de yaptigi bir calismada 92 saat siiresince
agirlikca % 14 ozon ile 200 mg/dak. akis oraninda ozon ile muamele edilmis musirlarda
aflatoksinin % 95 oraninda azaltilabildigini ve ozonla muamele edilmis misirla beslenen
hindilerde herhangi bir zararli etkinin olusmadigimi rapor etmistir. Maeba ve ark.
(24)’'min  aflatoksin B1, Gl, B2 ve G2'nin ozonla detoksifikasyonu ile ilgili
arastirmasinda aflatoksin B1 ve G1'in oda sicaklifinda 1.1 mg/l gibi diisiik dozdaki
“ozon ile 5 dak. igerisinde kolayca yikimlandigim aflatoksin B2 ve G2’nin ise ozona
kars1 daha dayanikli oldugunu belirmis ve bu aflatoksinlerin ancak 34.4 mg/l dozdaki
ozonla 50-60 dak. igerisinde tamamen yikimlanabildigini bildirmistir. Bu arastirmacilar
ayrica bu toksinlerin ozonla mutajenik aktivitelerinin de §nlendigini ve ozonla muamele
edilmis aflatoksin B2’nin ratlarda akut bir etki yaratmadiZimi gdstermislerdir.
Aflatoksinlerden baska ozonun siklapiyazonik asit, fumonisin B1, okratoksin A, patulin,
sekalonik asit D ve zearalenon iizerine yikilmayici etkisi de arastinlmustr. Bu
mikotoksinlerin sulu ¢ozeltilerinin agirlikca % 10 ozon ile muamele edilmesi 15 sn.
icerisinde mikotoksin konsantrasyonunu 32 pM’den HPLC ile tespit edilemeyecek
seviyeye diislirmiistlir (28). Zearalenon’un 6strojenik etkisi {izerine ozonla muamelenin
etkisinin arastirildigi bir ¢alismada ozonla iglem gdrmiis 12 ppm zearalenon igeren
sollisyonun musir yag ile disi farelerde kullanilmasi sonucunda kontrol grubunun aksine
uterus agirhi@inda bir degisim yaratmadigimi bildiren Lemke ve ark. (22) kontamine
talillarda ozon ile =zearalenon’un detoksifiye edilmesinin miimkiin oldugunu
bildirmislerdir.

3. Adsorbanlarin kullamlmasi

Adsorbanlar baglayict 6zellikleri sayesinde mikotoksinlerle bilesikler olusturarak
barsaklardan emilmeden disariya atilmasimi saglayan bu maddelere ilgi son yillarda
giderek artnustir. Adsorbanlarin mikotoksinleri baglamas: sirasinda olusan reaksiyon
kimyasal ozellikte olup bu etkinlikte total agirlik ve yiik dagilimu, porlarin boyutlart ve
kullamlabilir yiizeyi gibi adsorbanin fiziksel 6zellikleri en &nemli rolii oynamaktadir.
Bunlar disinda adsorbe olan molekiillerin polarite, ¢dziiniirliik, biiyiikliik, sekil (iyonize
bilesikler i¢in) ylik dagilimi ve ayrinu durumlari da Gnemli etkenlerdir. Potansiyel
adsorbant maddeler icerisinde aktif komir, aliiminosilikatlar (kil, bentonit,
montmorillonit, zeolit, filosilikatlar vs.), kompleks sindirilmeyen karbonhidratlar
(seliilloz, maya hiicre duvan polisakkaritleri, glikomannanlar, peptidoglikanlar vs.) ve
sentetik polimerler (kolestiramin, polivinilpirolidon ve deriveleri) sayilabilir.
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3.1. Aktif komiir: Genel bir adsorban madde olan aktif kdmiir genis ylizey alam
ile miitkemmel bir adsorbtif kapasiteye sahiptir. Genel toksin adsorbe edici ajan olarak
bu madde rutin sekilde oral alman zehirlerin sindirim kanalindan emilmesinin
onlenmesi amaciyla kullamimaktadir. Galvano ve ark. (14) siit ineklerinde kullandiklan
degisik komiir kaynaklarinin siitte aflatoksin kalintisini azaltndimi fakat bu etkinin bir
kil bazli baglayici olan HSCAS (hydrated sodium calcium aluminosilicate) kadar
viiksek diizeyde olmadigimi gostermislerdir. Benzer sekilde Diaz ve ark. (8) diisiik
diizeydeki (hayvan basina 45 g/giin) aktif komiiriin siitteki aflatoksin kalintisin1 6nemli
derecede azaltmadidini, buna karsin hayvan basina 225 g kil bazli baglayicinin ya da 10
g esterlesmis organik polimer glukanin siit aflatoksinini 6nemli miktarda azaltigim
bildirmislerdir. Broyler, hindi ve ratlarla yapilan arastirmalarda da aflatoksin baglamada
kil bazli baglayicilar kadar etkili olmadigi gorillen aktif komiiriin zearelanon ve
deokainivalenol baglamada &nemli etkisinin olabilecegi bildirilmekle beraber in vitro
gastrointestinal denemelerde aktif kémiiriin deoksinivalenol ve nivalenoliin etkinligini
azalttig1 gosterilmistir (3). Domuzlarla yapilan bir ¢alismada Bauer (4), % 10 oraninda
kullanilan aktif komiiriin kan, safra ve dokulardaki okratoksin diizeyini énemli Glgiide
diistirdiigiint gozlemistir.

3.2. Aluminosilikatlar: Yem ve yem maddelerinde bulunan mikotoksinlerin
adsorbsiyonunda aluminosilikatlarin uygulanabilirligi ile ilgili ¢aligmalar 20 seneyi
askin stiredir devam etmektedir. Bu maddeler icerisinde en c¢ok ¢alisilani HSCAS
(hydrated sodium calcium aluminosilicate)’dir. Silikatlarin baglayic1 mekanizmasi
yapilarindaki aluminyum iyonlari ile aflatoksinin [-karbonil sistemi arasindaki
kompleks olusumu ile agiklanmaktadir. iginde 7.5 mg/kg oraminda aflatoksin Bl
bulunan broyler rasyonlarina % 0.5 oraninda HSCAS eklenmesi aflatoksinin blytimeyi
Onleyici etkisini énemli 6l¢iide azaltrmstir (35). Ayni sekilde rasyona % 0.5 oraninda
katilan HSCAS broylerlerde aflatoksinin biiylimeyi 6nleyici etkisini % 55-100 oraninda
azaltmms, biiylimekte olan hindilerdeki mortalitede % 68 oraninda diigiis yaratmustir
(21). Yine kg'inda 2.5 ve 5 mg aflatoksin igeren rasyonlara % 0.5 oraninda HSCAS
eklenmesi broylerlerde aflatoksinin biiylimeyi dnleyici etkisi sirasiyla % 39-68 ve % 46-
88 oraninda azaltmustir (20). Aflatoksinleri adsorbe edebilmede oldukga etkin olan
HSCAS™mn bu etkisi diger mikotoksinler iizerine umuldugu kadar iyi olmadigmmdan
dolay1 bu maddenin ¢oklu mikotoksin igeren yemlerde koruyucu etki yaratamayacag
diisiiniilmektedir. Nitekim Watts ve ark. (39), kg'inda 1 mg deoksinivalenol, 5 mg
moniliformin, 5 mg fumonisin B1, 1 mg zearalenon ve 0.5 mg okratoksin igeren kanath
rasyonlarma % 1 oraminda HSCAS ilavesinin hayvanlarda herhangi bir koruyucu
etkisinin olmadigin bildirmislerdir. Benzer sekilde in vitro denemede ergotamin tizerine
iyi etki etmesine ragmen koyun rasyonuna % 2 oraninda HSCAS katilmasi toksisiteyi
azaltamamustir (7). HSCAS’e ek olarak montmorillonit, bentonit ve dogal bir zeolit olan
clinoptilolit gibi diger silikatlarla yapilan gahsmalardan da wmut verici sonuglar elde
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edilmistir. Clinoptilolitin koruyucu etkisinin arastinldidi bir ¢alismada 100 ppb
aflatoksin igeren broyler rasyonuna 15g/kg oraninda clinoptilolit eklenmesi aflatoksinin
yan etkilerinin azaltilmasinda etkili olmustur (32). Benzer sekilde bildircin
rasyonlarinda % 0.5 oraninda clinoptilolit kullanilmas: aflatoksinin biiyiimeyi azaltici
etkisini % 70 oraninda azaltmig ve yem tiiketiminde % 57 iyilesme yaratmustir (34).
Baglayic: diger bir madde olan bentonitin broyler rasyonlarina % 0.5 ve 1 oraninda
katilmas: aflatoksinin bliylimeyi dnleyici etkisini % 64 ve 84 oraminda azaltmustir (2).
Aflatoksin igeren domuz rasyonlarinda bu baglayicidan % 0.5 oraninda kullanilmasi
aflatoksinin bliyiime tizerindeki olumsuz etkisini % 87-89 oraninda azaltmasina ragmen
(23), oktaroksin igeren domuz rasyonlarinda % 1-10 oraninda kullamlmasi herhangi bir
etki yaratmamustir (4).

3.3. Polimerler: Polimer grubu baglayicilar icerisinde degerlendirilen ve aym
zamanda beseri hekimlikte kolesterol digtirticli ve safra asitlerinin adsorbsiyonunu
saglayan kolestiraminin zearalenonu (10) ve fumonisinleri baglayict etkisi de
kamitlanmustir (37). Kerkadi ve ark. (19) oktartoksin iceren yemle beslenen ratlarda
kolestiramin kullamlmasinin plazma okratoksin diizeyini distirdiigiini ve diskiyla
atilmasint artirdidini bildirmeleriyle beraber Bauer (4) tarafindan yapilan 6nceki bir in
vivo ¢alismada ise domuz rayonuna % 1 oraninda kolestiramin katilmasimin kan, safra
ve doku okratoksin diizeyleri iizerine azaltic1 bir etkisinin olmadi@1 sonucuna varnustir.

Son yillarda polimerik glukomannan (GMA) ile yapilan ¢aligmalardan olumlu
sonuglar elde edilmistir. Diaz-Llano ve Smith (9) kg'inda 5.7 mg deoksinivalenol, 0.5
mg 15-asetil deoksinivalenol ve 0.3 mg zearalenon igeren rasyona % 0.2 oraninda GMA
katilmasimin gebe domuzlarda fusarium mikotoksininden kaynaklanan 6li doZum
oranini  diistirdiiiinii bildirmislerdir. Aym sekilde at yetistiriciliinde Fusarium
mikotoksini ile kontamine yemlerin sikca yem tiiketiminin dismesi sorununa yol
agtifim belirten Raymond ve ark. (36) yeme GMA katilmasimin yem tiiketimindeki
azalmay: kismen oOnledigini ve kontamine yemlerden toksin emilimini esik degerin
altina diisiirdtigiinii bildirmislerdir.

Sentetik ve suda ¢oziinlir bir polimer olan polivinilpirolidon (PVP) da
mikotoksin baglayicilar arasinda arastinnlan bir maddedir. Fakat bu baglayic: ile ilgili
bilgiler olduk¢a kisithdir. PVP’un in vitro olarak aflatoksin ve zearalenonu bagladig
bildirilmis olup zearalenon igin tespit edilen baZlama kapasitesi 0.3 mg/g olarak
Olciilmiistiir (1).
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Biyolojik Yontemler

Gelisen teknoloji ile kompleks mikrobiyal popiilasyonlardan mikotoksinleri
detoksifiye edebilen saf bakteri ve mantar kiiltiirleri izole edilebilmektedir. Elde edilen
bu saf kiiltiirlerle aflatoksin, fumonisin, fiusarik asit, okratoksin A, patulin, trikotesen ve
zearelenon gibi mikotoksinlerin zararh etkilerinin onlenebildigi bildirilmistir. Ornegin
Wegst ve Lingens (40) aerobik bir bakteri olan Phenylobacterium immobile’in
okratoksin A’yr kendisinden ¢ok daha az toksik olan okratoksin a ’ ya indirgedigini
kamtlamustir. Aym  sekilde El-Sharkawy ve Hajj (13), Gliocladium roseum’un
zearalenonu bir dizi dekarboksilasyonla % 80-90 oraninda yikimladigim bildirmistir.
Son yillarda trikotesen igeren yem maddelerinin detoksifikasyonu i¢in gelistirilen ve
iginde s1f1r rumen sivisindan izole edilen Eubacterium genusuna ait BBSH 797 olarak
adlandirilan yeni bir tiir mikroorganizmanin ince barsakta trikotesenleri resorbe etmede
onctii rol dstlendigi gosterilmistir (30). Ayrica laktik asit bakterileri, propionibacteria ve
bifidobacteria ftiirlerinin de aflatoksin ve fusarium mikotoksinlerini baglayic
kapasitelerinin oldugu bildirilmistir (12, 15). Bakterilere ek olarak bazi maya tiirleri ile
yapilan ¢ahigmalardan da olumlu sonuglar elde edilmistir. Bir canli maya hiicresi olan
Saccharomyces cerevisiae’'nin  kanathlarda aflatoksikosise bagli yan etkilerin
dnlenmesinde etkili oldugu goriilmiistiir (38). Yakin zamanda yapilan ve yeni bir maya
tirli olan Trichosporon mycotoxinivorans’m gesitli mikotoksinlerin  biyolojik
detoksifikasyonundaki etkilerinin aragtirildigi ¢alismada bu maya tiiriiniin okratoksin ve
zearalenonun yikimlanmasinda etkili oldugu ve hayvan yemlerinde mikotoksinlerin
deaktivasyonunda kullanilabilecegdi bildirilmistir (30).

Sonug

Yemlerin mantar toksinleri ile kontaminasyonu, immun fonksiyonlarda azalma,
metabolizmada aksamalar, performansta azalma ve dis etkilere kars1 duyarlilikta artis
gibi sorunlara neden olmaktadir. Yem ve yem maddelerinin mantarlarla kontaminasyon
alani olduke¢a genis oldugundan mikotoksinlerin bu liriinlerden eliminasyonu biiyiik bir
sorun teskil etmektedir. Engelleyici dnlemler bakimindan fiziksel yéntemlere ek olarak
amonyak ve ozon gibi kimyasal maddelerle muamele etme, mikotoksinleri inaktive
edebilen yiiksek absorbsiyon kapasitesine sahip maddelerin, mikotoksinlerin kimyasal
yapisim bozabilen ©zel enzimlerin ve ayrica mantar gelisimini ve mikotoksinleri
engelleyen ¢esitli mikroorganizmalarin kullanilmas etkili bir ¢6ziim sunabilmektedir.
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