BAZI KARMA YEM VE KARMA YEM HAM MADDELERININ
AFLATOKSIN YONUNDEN ARASTIRILMASI

Selahattin Sert (1)

OZET

Bu aragtirmada, Erzurum Yem Fabrikasindan 4 ayhk aralarla 3 defa ornekler
alnrmigtir, Bu ornekier, Tiirkiye'de diretimi en fazla olan sifir-koyun besi, siit ve yu-
murta karma yemleri ile, karma yem hazirlanmasimda kullamilan bugday, arpa,
rusir, dari kaba unlary; pamuk tohumu, soya fasulyesi, seker pancart kiispeleri
ve et-kemik unu hammaddeleridir.

Aflatoksin analizinde ince tabaka kromatografisi yontemi ugulanmugtir. Bu
yéntemin aflatoksin By igin duyarliik st 1-2 ppb dir. Yapilan analizler sonucunda
karma yem ve ham maddesi 6rneklerinin hig birisinde izlenebilir-miktarda aflatoksine
rastianamarngtir.

Karma yem ve ham maddesi drneklerinde affatoksin bulunmamast sevmdmcz
bir durum olarak degerlendirilmigtir,

1. GiRiS

Hayvanlarin saghkli yagayabitmeleri igin, yeterli ve dengeli beslenmesi sart-
tir. Karma yemler hayvanlann ihtiyag duydugu ¢esitli vitamin, mineral, protein,
karbonhidrat gibi maddeleri igerirler. Bu nedenle hayvanlarin, yeterli ve dengeli
beslenmesinde, iirdinlerinin miktar ve kalitesinin artinlmasinda karma yemlerin
dnemli bir yeri vardir. Bu durumun anlagilmasindan sonra karma yeme olan talep
gogalmis, buna paralel olarak karma yem tiretimi de giin gegtikce artnugtir. Nite-
kim lilkemizde karma yem tretimi 1960 da 5791 ton iken, 1970 de 218 075 ton ol-
mug, 1980 de 1 448 991 tona ulasmus; 1985 yilinda ise 3 490 000 ton olmasi planlan-
mustir (Koca, 1980; Ustiinsoy, 1981).

Hayvan beslenmesinde bu kadar kiymetli olan karma yemler, miroorganizma-
larin gelisip ¢oBalabilmeleri igin de gok iyi bir ortam tegkil ederler. Bu yemler, uy-
gun olmayan depolama sartlarinda kiiflerin hiicumuna uprarlar. Kisa zamanda bo-

(1) Atatirk Universitési, Ziraat Fakiiltesi, Tarim firGinleri teknolojisi bélimi dogenti.
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zularak iistiin besin degerini kaybederler. Kiifler, sadece yemlerin besin degerini
kaybetmekle kalmazlar. Onlari, hayvanlar igin zararl ve zehirli bir duruma da geti-
rirler. Cinki, bazi kiifler firedikleri ortamda, metabolizma firiinii olarak, *’miko-
toksin” denilen zehirli maddeler birakirlar. Bugiin 250 den fazia kif tirinin mi-
kotoksin {rettifi ve bunlardan 20 kadarmn dnemli zehirlenmelere sebep oldugu
bilinmektedir. :

Mikotoksinler iginde insan ve hayvan saghifi acisindan en tehlikelisi, A.
Sflavus ve A. parasiticus isimli kaf tiirleri tarafindan meydana getirilen, ’aflatoksin®
lerdir. Ayni zamanda aflatoksinler bilinen kanserojenik maddelerin de en etki-
lisidir. 3

Ulkemizde hayvan yetistiricilerinin mikotoksinler konusunda yeterince bilgi
sahibi olmamalari ve genel olarak yem darhg nedeniyle, kiifli yemlerin hayvanlara
yedirilmesinde bir sakinca gérillmemektedir. Halbuki, kiiflii yemlerde bulunmasi
muhtemel olan aflatoksinler, hayvanlarda yiiksek dozlarda akut zehirlenme, dii-
sk dozlarda ise, biiylimenin yavaglamas, yemden istifadenin azalmas: ve verimin
diigmesi, kan tablosunda, karaciger ve bobrek fonksiyonlarinda bozukluklar, yara-
lanma ve bulasict hastaliklara agirt duyarhlik gibi olumsuz etkiler meydana getir-
mektedir. Bunun sonucu olarak, boyutlar1 kesin olarak saptanamasa da, biiyik e-
konomik zararlar meydana gelmektedir. Ote yandan, hayvanlar tarafindan alman
aflatoksinlerin karaciger ve kas dokularinda birikmesi, siite ve yumurtaya gegmesi,
insan ve hayvan saghifi agisindan, konunun Snemini bir kat daha artirmaktadir.

2. KAYNAKLARIN OZETi

Aspergiftus flavus ve A. parasiticus kuf tiirleri, karma yemler ve karma yem
ham maddesi olarak kullanilabilen yer fistigi, findik, pamuk tohumu, aygigegi to-
humu kuspeleri, misir, soya fasulyesi, bugday, arpa, yulaf, ¢avdar, dar gibi
tarimsal iiriinler Gzerinde kolaylikla geliserek aflatoksin iiretebilirler.

Karma yemler iizerinde aflatoksin ile ilgili birgok arastirma yapilmugtar. St-
rzelecki ve Gasiorowska (1974), 306 yem Srnegini aflatoksin yéniinden incelemisler
ve sifir ile koyun yemlerinin yalmiz | inde 30 ppb, kiimes hayvanlar: yemlerinin
1 inde 30 ppb orammda aflatoksin bulundugunu bildirmiglerdir. Shreeve ve ark.
(1975), yaptiklari aragtirmada, karma siit yemlerinde 0,04 ppm aflatoksin B; ve
G, arpa drneklerinde 0.05 ppm By, 0.20 ppm G, tesbit etmiglerdir. Seibold ve
Ruch (1977), 60 karma yem &rneginin sadece birinde 20 ppb aflatoksin bulmus-
lardir. Demirer ve ark. (1979) tarafindan, piyasada satiimakta olan karma yem ve
ham maddelerinden 92 &rnek iizerinde aflatoksin analizleri yapilmistir. Ince ta-
baka kromatografisi yontemiyle yapilan incelemelerde, érneklerin sadece birisinde
30 ppb miktarinda aflatoksin B bulunmug ayrica, bu drnekten aflatoksin iiretme
yetenegine sahip olan Aspergillus flavus Link susu izole edildigi bildirilmigtir. Ne-
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alakantan ve ark. (1981)’'nin  Hindistan'daki ¢aligmalarinda, 60 karma yem Grne-
ginin 19 unda ortalama 11 ppb. aflatoksin B; saptanmigtir.

Karma yem hammaddesi olarak kullanilabilen gesitli lirinler iizerinde de,
cok sayida aragtirmaci aflatoksin analizleri yaprugtir. Bunlardan Shotwell ve ark.
(1969 a), 1368 bugday, sorgum ve yulaf Srneginin 11 inde, 2-19 ppb aflatoksin
tesbit etmiglerdir, Aym aragtirmacilar 1311 misir 6rneginin 35 inde 3-19 ppb af-
latoksin By, 5 inde 2-8 ppb G, 866 soya fasulyesi rneginin 2 sinde 7-10 ppb
B, 0.4 ppb G; saptamglardir (Shotwell ve ark., 1969 b).

Girgis ve ark. (1977), Misir'n farkh bélgelerinden topladiklar: bugday, musir,
fasulye, mercimek, hayvan yemi olarak kullanilan pamuk tochumu é&rneklerinde,
3-12 ppb arasinda aflatoksin tesbit etmiglerdir.

Shotwel ve ark. (1977) A.B.D. nin 5 eyaletinden 102 bugday Srnegi 8 eyale-
tinden 108 soya fasulyesi érnegi lizerinde yaptiklari taramada, higbir Srnekte af-
latoksine rastlamadiklarini bildirmiglerdir.

Ulkemizin gesitli bélgelerinde yetigen bugday, arpa, musir, yulaf, gavdar gibi ta-
hillarda aflatoksin arama galigalar: yapan Giiray ve ark. (1978), 41 bugday Grne-
ginin 1¢ unda, 43 arpa Srneginin 6 sinda, 10 ¢avdar ve 33 musir 6rneginin 1 inde
aflatoksin saptamislardir. '

Denizel (1979), Ordu ve Sakarya illerinden saglanan 41 misir Srneginin 5

inde 20 ppb nin altinda, 13 iinde 30 ile 1000 ppb. arasinda aflatoksin (B ;+G)
bulundugunu bildirmigtir.

Bugday, un ve ekmekte aflatoksin olusumu ve stabilitesi Gizerinde ¢aligan Ath
ve Kogker (1980), 72 bugday Srnefinin sadece biriride 1.5 pg/kg oraninda afla-
toksin B; tesbit etmiglerdir. Giray ve Vural (1968), 1967 yilinda Kanada’ya ihrag
edilen ve saghga zararh miktarlarda aflatoksin ihtiva ettigi gerek¢esiyle geri génde-
rilen findiklardan alinan &rneklerin % 20 sinde aflatoksin saptamislardir,

Colakoglu ve Unal (1974), 13 findik, 20 yer fist1i§s, 4 pamuk tohumu ve 1 zeytin

Srnegi fizerinde yaptiklan analizlerde, higbir érnekte aflatoksine rastlayamamglar-
dir.

Elli aygigegi tohumu 6rneginin 14 i{inden aflatoksin izole eden Dalcero ve
ark. (1981), bu 6rneklerin 3 {inde yiiksek oranda (357, 286, 71ppb), 11 inde ise 20-30
ppb aflatoksin bulundupunu kaydetmiglerdir.

3. MATERYAL ve YONTEMLER
3.1, MATERYAL
3.1.1. Yem Ormekleri

Materyal olarak, Erzurum Yem Fabrikasindan 4 ayhk araliklarla 3
defa Grnekler alinmugtir, Bu Srnekler Turkiye’de tiretimi en fazla olan sigir-koyun
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besi, siit ve yumurta karma yemleri ile, karma yem hazirlanmasinda kuHanilan
bugday, arpa, musir, dari kaba unlari; pamuk tohumu, findik, aygigegi tohumu,
soya fasulyesi, seker pancart kiispeleri; ve et-kemik unn ham maddeleridir.

3.1.2. Aflatoksin Standartlan

Aflatoksin B, ve G standartlan Food and Drug Administration,
Washington, D.C. 20204, USA"" adresinden temin edilmigtir.

3.2. YONTEMLER
3.2.1. Aflatoksin Analizi

Aflatoksin analizinde Pons ve ark. (1966, 1972) tarafmdan, tarimsal
uriinler ve karma yemler i¢in Snerilen aflatoksin analiz yontemleri uygulanmugtir.
Bu yéntemlerin aflatoksin B igin duyarhilik sinin 1-2 ppb. (milyarda kisim) dir.

3.2.2. Ekstraksiyen

Karma yem yapiminda kullanilan un halindeki ham maddeler dog-
rudan dofiruya, karma yemler ise Waring Blenderde 20 sn pargalandiktan sonra,
¢ap1 2 mm olan bir elekten gecirilmigtir. 50 ser g tartilarak 500 ml lik erlenlere ko-
nulan érneklerin fizerine 250 ml 5 70 lik aseton ilave edilmis ve agizlar sikica ka-
patilarak mekanik galkalayicida. 30 dakika kuvvetlice calkalanmistir. Kangim siiz-
geg kagidindan stiziilerek 150 ml ekstrakt alinmus {izetine 60 m! destile su 20 ml kur-
sun asetat ¢ozeltisi ilave edildikten sonra su banyosunda hacm 150 ml ye diigiin-
ceye kadar kaynatilmuigtir. Ekstrakt 4 g Celite 545 (Firma, Serva) ile iyice karig-
tirildiktan sonra siiziilmiig ve filtre kigid1 tizerinde kalan Celite, 60 ml % 20 lik
" aseton ile yikanmustir. Siiziilen ekstrakt 250 ml lik ayirma hunisinde 50 ml kloro-
form ile 2 defa 1 er dakika kuvvetlice ¢alkalanmusur. Alttaki kloroform fazi alina-
rak rotasyon evaporatériinde hacim 2-3 ml kalincaya kadar buharlagtirimrstir.

3.2.3. Kolon Kromatografisi

~ Ekstraktin saflagtirilmas: igin uygulanan bu safhada, 35x300 mm bo-
yutlarinda kolon kullamilmastir. Dip kismuna bir miktar cam yini sikigtinimig ko-
lon sirastyla, 2 cm susuz Na SOy, 10 g silika jel 60 (Merck No. 7734), 2 cm susuz
Na,S8Qy ile doldurnlmustur. Rotasyon evaporatdrde 2-3 ml ye kadar bularlagtir-
lan ekstrakt iizerine 10 ml kloroform konularak cam balon iyice yikanmig ve ha-
zirlanan kolona aktarilmugtir. 100 mleter ile yikanan kolona, aflatoksinlerin alinmast
icin, 150 ml %7 3 iikk metanol-kloroform ilave edilmistir, Ayr bir kapta toplanan
o7 3 liik metanol-kloroform rotasyon evaporatdrde yaklagik 2 ml ye kadar buhar-
lagtirllmigtir. Evaporatdr balonu bir miktar klorform ile yikanarak kagiik bir tiipe
alinmugtir. Azot gazi atinda igindeki kloroformu tamamen-ugurulan tipler, agizlan
ivice kapatilarak, -18°C de muhafaza edilmigtir.
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3.2.4. ince Tabaka Kromatografisi (ITK) ile Kalitatif ve Kantitatif Afla-
toksin Tayini

ITK igin laboratuvarda hazirlanan plakalar kullanilnugir. 250 m! lik agz ka-
pakli erlenmayere 30 g silikajel-G (Merck No. 7731) ve 60 m! destile su konulmus-
tur. Bir dakika kuvvetlice galkalandiktan sonra ince tabaka vayiasina (Desega,
Heidelberg ) dokiilmiis ve 0.25 mm kalinhfinda ince tabaka plakalan elde edil-
mistir. Plakalar 105°C de 2 saat aktive edilerek desikatdrde saklanmugtir.

Azot gaz altinda kurutularak -18°C de saklanan &rmek -ekstraktlars, {izerine
500 pl benzen-asetonitril (98-+2) konularak bir dakika karigtirilmig ve ¢dztimdiiriil-
miigtiic. Mikrogiringa ile (Hamilton, 710) ile 6rnek ekstraktindan 2,5,5 ve 10 ul,
hazirlamsi 3.2.5°de verilen aflatoksin standardindan 3,5,7 ve 10 pl alinarak pla-
kalar iizerine alttan itibaren, 4 ¢cm mesafeye 1.5 cm araliklarla danilanlmtstlr.
Ayrica ig standart olarak 5 pl 6rnek ekstraktlanndan birinin tizerine 5 p standart
konulmustur. Damlalarin 0.5 cm den biiyiik olmamas: igin sag¢ kurutma makinast
. kullaniimustir. Plakalar, iistten 2 cm kenarlardan 0.5 ¢m gizilmis, igerisinde yii-
riitiicii olarak kloroform-aseton (94 1) bulunan ve kurutma kégid1 ile kaplanan ge-
ligtirme tankina konulmus, 1slanma yiiksekligi Uistteki gizgiye eriginceye kadar bek-
- letilmigtir. Gelistirme tankindan ¢ikanlan plakalar 15 dakika karanlikta laboratu-
var sicakliginda kurutulmugtur. Plakalar daha sonra karanhk odada uzun dalga
(365 nm) ultraviole lambasi altinda incelenmigtir. Standartla ayni Rf degerinde, ma-
vi~yesil floresan lekeler aranmigtir. Bu lekelerin aflatoksin olup olmadigim: ke-
sin olarak anlamak igin, lizerlerine 9/ 25 lik H,SO, piskirtiilmigtiir.

3.2.5. Aflatoksin Standartlarmin Hazirlanmas:

Aflatoksin standartlar Anonymous (1975)e gére hazirlanmugtir.
Spektrofotometrenin (Beckman DU 2 Model) kalibrasyonu, yaklagik olarak 0.018
N H,50, ile 0.25, 0.125 ve 0.0625 mM olarak hazirlanan K,Cr;0, ¢ézeltilerinin
optik yogunluklarimin 350 nm de 0.018 ™N HoS50, ¢dzeltisine karg1 Slgiilerek ya-
ptlmigtir.

Benzen-asetonitril kangiminin (98+2) ml sinde 8-10 pg aflatoksin
B veya G bulunacak sekilde hazirlanan aflatoksin gozeltilerinin gergek konsant-
rasyontar bunlarn optik yogunluklarmin 350 nm de benzen-asetonitril karigimina
karst Slgiilmesiyle elde edilen absorbsion degerlerinin pg aflatoksin/fml = (Ax
MWx1000xCF) | € formiilinde yerine konulmasiyla hesaplanmustir. Formiildeki,
A spektrofotometrede okunan absorpsiyon degerini, MW aflatoksinin molekiil
agirhgmi, CF spektirofotometrenin kalibrasyonu sirasinda elde edilen diizeltme
faktériinii, ¢ ise molar absorpsiviteyi gostermektedir. MW ve e degerlert her afla-
toksin tipi igin Anonymous (1975)de tablolar halinde verilmistir. Spektrofotometre
ile, benzen-asetonitril igerisindeki oranlar: kesin olarak saptanan aflatoksin stan-
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dartlari, ml sinde 0.5 pg By, 0.5 pg G olacak sekilde benzel-asetonitril ile seyrel-
tilmiglerdir.

4. SONUC VE TARTISMA

Dérder ay ara ile iig kez, 3 ¢esit karma yem ve 10 gesit karma yem ham iad-
desinden alinan 6rneklerin yapilan analizlerinde, izlenebilir miktarda aflatoksine
rastlanmamuastir. -

Ayni Srnekler fizerinde, kif izolasyonu ve identifikasyonu ile ilgili difer
bir ¢aligmada, karma yem o&rneklerinin hi¢ birisinden, aflatoksin liretebilen A.
Slavus veya A. parasiticus tiril kifleri izole edilememistir.

Hammadde drneklerinden ise, bugday ve arpa unlan ile soya fasulyesi ve pa-
muk tohumu kiispelerinden 4. fualvus izole edilmistir (Sert, 1984).

Karma yem 6rneklerinde A. flavus ve A. parasiticus gibi aflatoksin iretebilen
kif tiirleri izole edilemedigi igin bu yemlerde aflatoksin saptanamamasi bir derece-
ye kadar normal kargilanabilir. 4. flavus izole edilen ham maddelerde aflatoksin
tesbit edilememesine bir neden olarak bu Srneklerin rutubet igeriklerinin ve ¢evre
nisbi neminin diisikk olmas: gésterilebilir. Nitekim, Christensen (1978), A. flavus'un
gelismesi igcin minimum rutubet igerifinin tahillarda 9, 18.0-18.5, soya fasulyesi
gibi yagh tanelerde %7 17.0-17.5 olmasi gerektigini bildirmigtir. Diener (1976), Di-
ener ve Davis (1969), aflatoksin {iretimi igin nisbi nem limitinin 30°C de 9, 83+1
oldugunu kaydetmiglerdir. Halbuki, inceledifimiz &rneklerin rutubet igerikleri,
yukarida bildirilen sinirlarin alinda saptanmgtir. Erzurum’da 1929-1970 yillan
arasindaki 41 ayhk nisbi nem ortalamasinin % 63, bu devreye ait yillik nisbi
nem ortalamalarimn ise, 1. aydan itibaren % 76,75,74,65,60.,56,50,46,49,60,71,75
oldugu kaydedilmistir (Anonymous, 1974). Goriildiigi gibi en yiiksek nisbi nem

“ortalamas1 Ocak ayinda ancak %, 76 ya kadar gikabilmistir. Ornek almlar esna-

sinda yapilan nisbi nem 6Slgtimlerinde ham maddelerin bulundugu yer:ile digarisi
arasinda Snemli bir fark olmadify gériilmiistlir. A. flevus izole edilen drneklerde
toksin tesbit edilememesi,bunlarin rutubet igeriklerinin azhifi ve gevre nisbi nemi-
nin digiikligi ile agiklanabilir. ilgili olarak, Shotwell ve ark. (1969 a), 7 bugday
Seneginde A. flavus izole edildigi halde aflatoksine rastlanmadifim bildirmiglerdir.
Benzer durum, Askin ve Kogker (1980) tarafindan, kuru incirlerde de miigahade
edilmistir.

Karma yem ve hammaddelerinin direkt aflatoksin analizlerinde tesbit edilebilir
miktarda aflatoksin bulunamamasi sevindirci bir durumdur. Ancak, bazi ham
madde drneklerinden A. flavus izole edilmesi, bu kiiflerin uygun kosullarda afla-
toksin iiretebilecegi ihtimalini akla getirmektedir. Bu durum, depolama kogullari-
n A. flavus’un gelismesini énleyecek dzellikte olmasi geregini ortaya koymaktadir,
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SUMMARY

A STUDY ON AFLATOKSIN CONTENT OF SOME MIXED FEEDS
AND FEED RAW MATERIALS

In this research aflatoxin analysis were made on 3 types of mixed feed and 10
types of mixed feed raw material which were sampled 3 times in every for mounts
from Erzurum Feed Plant. The mixed feed samples were sheep-cattle feed, dairy
cattle feed and layer feed. The samples of mixed feed raw material were milled
wheat. barley, corn, millet; the meals were-also come from cottonseed, sun flower,
hazel nut, soybean, sugar been and meat-bone meal.

Any noticeable amount of aflatoxin was not detected in the analysis of afla-
toxin which was completed with thin layer chromatography for the mixed feeds
and mixed feed raw materials.

Tt was considered as a lucky situation that the aflatoxin was not detected in
mixed feeds and feed raw materials.
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