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ONSOZ

Hekimlik bir sanat, hekimler de birer sanatg¢idir ve bu sanatcilarin en Onemli
enstriimanlart ise kullandiklar1 ya da kullanabildikleri bilgileridir. Bu enstriimanlar
ise bilimsel ¢alismalar ile ortaya cikarilmakta ve sanatin her alaninda, yani biz
veteriner hekimler i¢in koruyucu ve sagaltici hekimlik adma kullanilmak iizere

sanatcilara verilerek sanatlarini en iyi sekilde icra etmeleri saglanmaktadir.

Yaptigimiz bu ¢alismanin  ve ilerde yapacagim c¢alismalarin meslegime,
meslektaslarima, lilkeme ve bilime faydali olmasi dilegiyle...
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yardim ve desteklerini esirgemeyen Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali
Bagkanligi’na, 6grencilik ve mezuniyetimden sonraki mesleki yasamimda ve yine
doktora egitimim siirecince de en biiylik desteklerim olan bilgi ve sabirlarim
esirgemeyen danmismanim Prof. Dr. Ali BILGILI ve Prof. Dr. Ayhan FILAZI’ye,
Prof. Dr. Emine BAYDAN’a, Prof. Dr. Cigdem ALTINSAAT’e, Prof. Dr. Sezai
KAYA’ya, Prof. Dr. Ender YARSAN’a, laboratuvar c¢aligmalarimda biiyiik
yardimlar1 olan kimyager Siireyya KARAASLAN’a, Aras. Gor. Dr. Levent
ALTINTAS, Aras. Gor. Ayse KANICI, Aras. Gor. Hiisamettin EKICI, Aras. Gér.
Begiim YURDAKOK ve tim Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali
calisanlarina, degerli arkadaslarrm Dr. B. Hakan KOKSAL ve Vet. Hek. Sezer
SEZGIN’e, calismalarimda biiyiik destekleri olan basta Dr. Edibe N. BOZKURT
olmak tiizere, Tugrul KAYMAK, degerli arkadasim H. Mehmet DUYUM’a ve tiim
Mikotoksin Laboratuvart calisanlarina ve istatistiki degerlendirmeler asamasinda
yardimlarim esirgemeyen Dog. Dr. Safa GURCAN’a tesekkiirlerimi sunarim.
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AFB; . Aflatoksin B,
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AFG, : Aflatoksin G,
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AFM, . Aflatoksin M,

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

ATA : Alimenter Toksik Aloki

CE : Kapillar elektroforez

ELISA : Enzim baglanmis immiinoabsorbant yontemi
EMIT : Enzim etkinligine bagli immiinoteknik
FLD : Floresan dedektor

FPIA : Floresans polarizasyon immunoassay teknigi
GC/MS : Gaz kromotografisi/kiitle spekrofotometresi
HPLC : Yiiksek basingli s1vi kromotografi

IAK : Immiino affiniti kolon
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1. GIRIS

Hayvanlar, ge¢misinden giiniimiize kadar insanoglunun yasaminin bir pargasi
olmustur. Insanoglu, hayvanlari siirekli gozlemlemis ve zamanla onlari rastgele
oldiirmek yerine, evcillestirerek cesitli iiriinlerinden yararlanmistir (Ozgiir, 1997). ilk
zamanlarda beslenme ihtiyacinin karsilanmasi ve is giicii olarak yararlanilmissa da;
giiniimiizde toplumlarin gelismesi ve ekonomik refahin artmasi ile artik hayvanlar
zevk icin de beslenmektedirler. Bu hayvanlar i¢inde de kafes kuslar1 dnemli bir yere
sahiptir. Tiirkler icin kafes kusu yetistiriciligi atalarindan miras kalan giizel bir
aligkanliktir. Glinimiizde ise bu yetistiricilik zevki ve aligkanligi 6nemli bir

ekonomik boyut kazanmistir (Baydan ve ark., 1996; Petek, 2004).

Kafes kusu yetistiriciliginin yayginlasmasi ile birlikte veteriner hekimlerin de bu
hayvanlarin bakim, beslenme ve saglik problemleriyle karsilasma sikliklari
artmaktadir (Salt ve ark., 2000). Veteriner hekim tarafindan hasta hayvanlarin
durumlart degerlendirilirken, enfeksiyoz etkenlerin yani sira beslenmeyle ilgili
problemlerin ve yemlerde dogal olarak var olan ya da olusabilen toksik maddelerin

de degerlendirilmesi, dogru tan1 ve uygun sagaltim agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Yem kalitesi ve dolayisiyla da saglikli beslenme i¢in gida ya da yem maddeleri,
besin igeriklerinin yani sira fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik agidan da giivenilir
olmalidir. Ayrica yem ya da gida maddelerinde dogal olarak bulunan veya olusabilen
mikotoksinler, nitrat-nitrit, tanen ve sodyum kloriir gibi toksik maddelerin varligi da
saglik acisindan Oonem tasimaktadir (Kaya ve ark., 1999; Barug ve ark., 2003;
Basmacioglu ve Ergiil, 2003; Blake, 2008; Merck, 2008).

1.1. Aflatoksinler

Mikotoksinler yem ve gida maddelerinde mevcut cesitli mantar tiirleri (siklikla
Aspergillus, Penicillium ve Fusarium) tarafindan sentezlenen ikincil zehirli
metabolitlerdir (Ratcliff, 2002; Leung, 2006; Oliveira ve ark., 2006). Bu maddeler



gida ve yemlerde bulunan kimyasal etkenler icerisinde insan ve hayvan sagligini
tehdit eden en onemli tehlikelerden biridir. Bu toksinlerle bulasik gida ve yemleri
yiyen insan ve hayvanlarda latent, akut ya da kronik karakterde zehirlenmeler
(mikotoksikozis) meydana gelir (Wood, 1992; Nizamlioglu, 1996; Anon 2008a,
Becer, 2008). iki ya da daha fazla mikotoksin varliginda aralarinda sinerjik etki

olusabilir (Akande ve ark., 2006; Anon, 2009a).

Genellikle kirlenmis yemlerle beslenen hayvanlarda mikotoksinlerden ileri gelen
olaylar pek belirgin klinik belirtilere neden olmadigindan dolay1 gozden kacar ve
fark edilmeden seyreder. Bu durum ise hayvan sagligi ve isletmenin karlilig
acisindan, ayrica da hayvansal kaynakli gidalardaki toksik kalintilarin insanlar
tarafindan alinmasi ile doguracagi toplum saglig1 sorunlari agisindan 6nemli ve gizli
bir tehlike olusturur (Yarsan ve Ozdemir, 1997; Hussein ve Brasel, 2001; Leung ve
ark., 2006). Bu toksinler, alinan toksin miktari, maruz kalma siiresi, toksinin tiirt,
hayvanin tiirii, yast ve duyarliligi gibi degisenlere bagli olmak iizere, insan ve
hayvanlarda teratojenik, kanserojenik, Ostrojenik, hepatotoksik, nefrotoksik,
dermatotoksik, norotoksik, immiinosupresif etkilere neden olurlar (Tras ve Bas,

1992; Kaya ve Yarsan, 1999; Sonal ve Orug, 2000; Aydin, 2007; Anon 2008a).

Mikotoksin olusturan mantarlar diinyanin her yerinde yaygin bir sekilde bulunurlar.
Gerek sahada, gerekse harmanlama, depolama, tasima ve isleme sirasinda 6zellikle
151 ve rutubet sartlart mantarlarin gelismesi i¢in uygun oldugu zaman, yem ve yem
ham maddeleri mantarlarin istilasina ugrayarak mikotoksinlerle kolayca
kirlenebilirler. Kiif mantarlar1 yem maddelerinin iizerinde belirgin bir kiiflenmeye
neden olmadan da tehlikeli miktarlarda toksin {iretebilirler. Bu nedenle yemin
tizerinde kiiflenmenin olmamasi toksin olmadigimi ya da kiiflenmenin varligi da
toksin var oldugunu gostermez. Bu toksinler pisirme ve isleme uygulamalari
sirasinda mantarlar yok olsa da kalirlar. Bu durum mikotoksinlerin hayvan ve toplum
saglig1 yoniinden 6nemini daha da artirmaktadir (Acet ve ark., 1989; Kaya ve ark.,
1996; Kaya, 2002; Lawlor ve Lynch, 2005; Anon, 2009b).



Diinyada her yil iiretilen tarimsal {irlinlerin yaklasik %25’inin, yemlerin ise bundan
daha yiiksek oranda mikotoksinlerle bulastigi bildirilmektedir (Akande ve ark., 2006;
Doriana ve ark., 2008; Reddy ve Waliyar, 2009). Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
ve Kanada’da mikotoksinlere bagli yillik ekonomik kaybin 5 milyar Amerikan
Dolar1 ($) oldugu bildirilmektedir (Leung ve ark., 2006) Insan ve hayvanlari
mikotoksinlerin olumsuz etkilerinden korumak amaciyla gida ve yem maddelerinde
bu toksinler i¢in limit degerler belirlenmistir. Geligsmis iilkeler ihracat ve
ithalatlarinda bu limitleri géz 6niinde bulundururlar (Tras ve Bas, 1992; Hussein ve
Brasel, 2001).

Yemler, tarladan hayvanlarin Onlerine konulana kadarki siirecte birgok
mikroorganizmanin saldirisina maruz kalirlar. Iklim, bitki tiirii, giibreleme, hasat,
kurutma, isleme ve hazirlama, ozellikle de depolama bitkisel kokenli yemlerin
mikroorganizma igerikleri ve miktarlart tizerinde Onemli etkiye sahiptir. Bu
mikroorganizmalar icerisinde ise kiif mantarlar1 farkli ¢evre kosullarina karsi
dayanikli olmalar1 ve 6zellikle de ¢ok diisiik su orani1 ve farkli 1s1 degerlerinde bile
tireyebildikleri i¢in yemleri ¢ok kolay kontamine edebilirler (Basmacioglu ve Ergiil,
2003; Akande ve ark., 2006; Anon, 2009b).

Kiif mantarlar1 denilen mikroskobik mantarlar ile kontamine olan yemlerde tat, renk,
koku ve goriinliste degisme gibi fiziksel bozulmalarin yami sira, enzimatik ve
biyokimyasal tepkimeler sonucunda da besin degeri ve hijyenik kalite agisindan
bozulmalar meydana gelmektedir. Ayrica, bu mantarlarin metabolik faaliyetleri
sonucu ortaya ¢ikan mikotoksinler ise hem hayvan hem de dolayli yoldan insan
sagligr icin tehlike arz ederler. Bu mikotoksinler hayvanlarda verim kayiplar1 ve
Olimlere sebep olarak ekonomik zarara neden olmalarinin yani sira, et, siit ve
yumurta gibi hayvansal {irlinlerle insanlara gegerek toplum sagligi {izerine olumsuz

etkiler meydana getirmektedirler (Kaya, 2002; Akande ve ark., 2006).

Mantar zehiri anlamina gelen mikotoksin sozciigli Yunanca mantar anlamindaki
“Myces” ve Latince zehir anlamindaki “Toxicum” kelimelerinin bir araya
getirilmesiyle olusturulmustur. Mikotoksinli yemleri yiyen canlilarda meydana gelen

zehirlenmeye ise “Mikotoksikozis” denir (Anon, 2009c).



Glinlimiizde kiif mantarlar1 tarafindan 300’den fazla mikotoksin iiretildigi ve
bunlarin iginde 20-25 ¢esidinin yem ve besinlerde bulunarak kanatlilar basta olmak
tizere diger hayvanlarda ve insanlarda zehirlenmelere sebep oldugu bilinmektedir.
Pek ¢ok toksin tiiri bilinmesine ragmen toksisiteleri ve yayginliklar1 agisindan
aflatoksinler, okratoksin A, fumonosinler, trikotesenler, zearaleon birinci derecede
onemli olanlaridir (Kaya ve ark., 1996; Orug, 2005; Akande ve ark., 2006). Cizelge

1.1.de baz1 mikotoksin tiirlerinin ¢ogunlukla goriildiigii cografi bolgeler verildi.

Cizelge 1.1. Baz1 mikotoksinlerin cografik dagilimlari (Akande ve ark., 2006).
Bolge Mikotoksin

Bat1 Avrupa Okratoksinler, vomitoksin, zearalenon

Dogu Avrupa Zearalenon, vomitoksin

Kuzey Amerika | Okratoksinler, vomitoksin, zearalenon, aflatoksinler

Aflatoksinler, fumonisinler, okratoksinler, vomitoksin, T-2

Gliney Amerika )
toksin
Afrika Aflatoksinler, fumonisinler, zearalenon
Asya Aflatoksinler
Avustralya Aflatoksinler, fumonisinler

Mikotoksikozis uzun zamandan beri bilinen bir olgudur. Genellikle sporadik olgular
halinde goriiliirler (Aydin, 2007). Glinlimiize kadar genis ¢apta etkilenmelere neden
olan mikotoksikozis olaylarina drnek verecek olursak: Bunlardan biri Rusya’da 2.
Diinya Savasi yillarinda goriilmiistiir. Ciftgilerin de savasa alinmasi ve is giicii
yoklugu nedeniyle hasadi tamamlanamayan tahillar (bugday, ¢avdar, yulaf ve dar
gibi) kis boyunca kar altinda kalmis ve daha sonra bu tahillar1 yiyen insanlarda
Alimenter Toksik Aloki (ATA) goriilmiistiir. Hastalik etkilerini hemopoetik sistem
tizerinde gosterir. Lokopeni, agranulositozis, nekrotik anjina, hemorajik diatezis,

sepsis, ates, anemi ve kemik iligi tahribat1 belli baglh belirtileridir. Benzer sekilde bu



donemde atlarda da c¢ok sayida Oliimler meydana gelmistir. Yapilan arastirmalar
sonucunda insanlarda ATA’ya Fusarium poae ve F. sporotrichiodes tiirii mantarlar
tarafindan  olusturulan  toksinin neden oldugu; atlardaki etkenin ise
Stachibothriotoksin oldugu tespit edilmistir (Mirocha ve Pathre, 1973; Lutsky ve
Mor, 1981; Aydin, 2007).

Diger bir biiyiik olay ise Ingiltere’de 1960 yilinda gerceklesmistir. Brezilya’dan ithal
edilen yer fistig1 unlarinin yemlere katilmasi ve bunlarin hayvanlara yedirilmesi
sonucunda 100 000°den fazla hindi, siiliin ve 6rdek 6lmiistiir. Hindilerde goriilen bu
hastaliga “Hindi X Hastalig1” denilmistir. Daha sonra yapilan aragtirmalarda etkenin
Aspergillus flavus mantarlar1 tarafindan {iretilen toksik metabolitin neden oldugu
anlasilmis ve bu metabolite Aflatoksin adi verilmistir (Sanh ve ark., 1982; Swick,
1984; Aydin, 2007). Yine benzer bir sekilde ABD’nde hayvanlarda goriilen “Toksik
Hepatitis” hastaligi ile ilgili yapilan calismalarda yemlerde aflatoksin belirlenmis ve

bu hastaliga aflatoksinlerin neden oldugu ortaya konmustur (Wilson ve ark., 1967).

Yakin tarihe baktigimizda ise 2004 yilinda Kenya’da 317 kisinin etkilendigi ve 125
kisinin 6liimii ile sonuglanan bir aflatoksikozis vakasi vardir. Insanlar tarafindan 8
mg/kg miktarinda aflatoksin igeren misirin tiikketimi sonucunda %30 Oliimle

sonuglanan bir zehirlenme olayr meydana gelmistir (Anon, 2009a).

Kiif mantarlarinin iremesi ve toksin sentezlemesi ¢evresel kosullara, yem ya da gida
maddesinin 6zellikleri ve mantar tiirii gibi karmasik etkilesim kosullarina baghdir.
Bu etkenler icerisinde sicaklik ve rutubet basta olmak {izere, iirlin igerigi, pH,
mekanik hasar, havalandirma, ortamimn oksijen (O;) ve Kkarbondioksit (CO,)
miktarlari, mikroorganizma rekabeti, mantar tiirii ve spor miktar1 sayilabilir (Anon,

2009f).

Toksijenik mantarlarin tiremesi ve toksin sentezleyebilmesi i¢in bazi kosullara
gereksinim vardir. Mantarlarin iiremesi i¢in dnemli olan etkenlerin basinda rutubet
gelmektedir. Genellikle %50-60'in iistinde bulunan nispi rutubet, mantarlarin

liremesi veya gelismesi i¢in uygundur. Diger 6nemli faktor ise 1sidir. Mantarlar 0-60



°C'ler arasinda lireme yetenegine sahiptir. En uygun iireme 1si1s1, mantar tiirlerine
gore degisir; ancak, 15 °C'nin {istliindeki 1silar mantar iiremesi i¢in genellikle
uygundur. Mantarlarin iizerinde veya ic¢inde tiredikleri maddenin kimyasal yapisi
veya pH'st da iireme veya mikotoksin sentezi lizerine etkili olabilmektedir

(Bullerman ve ark., 1984; Arda, 2000; Barug ve ark., 2003; Leung ve ark., 2006).

Mikotoksinler igerisinde en dnemli grubu aflatoksinler olusturur (Nizamlioglu, 1996)
ve bu nedenle de mikotoksinlerle ilgili yapilmis ¢alismalarin c¢ogunlugunu
aflatoksinler olusturmaktadir (Sonal ve Orug, 2000). Aflatoksinler sicak ve rutubetli
ortamda bulunan gida ve yemlerde, birka¢ ¢esit mantar tiiri tarafindan sentezlenen
ve dogal olarak ortaya c¢ikan mikotoksinlerdir. Aflatoksinler Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus ve gesitli toksijenik Aspergillus soyu ile bazi Penicillium ve
Rhizopus soyuna bagl kiifler tarafindan sentezlenirler (Rustom, 1997; Thompson ve
Henke, 2000; Nicholas, 2003; O’keeffe, 2003; Akande ve ark., 2006; Anon, 2008Db).

Aflatoksinler hemen hemen tiim hayvan tiirleri ve insanlar i¢in toksik etkilidirler.
Her ¢esit gida ve yem maddesinde kirlenmelere neden olmalari, birincil kanserojen
etkili olmalar1 ve ayrica kontamine yemlerle beslenen hayvanlardan elde edilen
driinlerin insanlar tarafindan yenilmesi ile de toplum sagligini tehdit etmeleri
acisindan, ilk tespit edildigi 1960 yilindan giliniimiize, hala yogun bir bigimde
arastirtlmaktadir (Kaya, 2002; Bommakanti ve Waliyar, 2009).

Aflatoksinler, By, By, Gi1, G, M; ve M, olmak {iizere baslica alt1 ana bilesikten
olusurlar. Ayrica kiiltiir ortaminda ve viicutta metabolit olarak sekillenenlerle birlikte
sayilar1 20’nin {izerindedir. Bu isimlendirme aflatoksinlerin UV 1s1k altinda
yaydiklar1 floresan 15181in rengi esas alinarak yapilmistir. UV 151k altinda mavi
floresan 151k verenlere ingilizce mavi anlaminda kullanilan blue isminin bas harfi
“B”, yesil floresan verenlere ise yesil anlamina gelen green kelimesinin bas harfi
olan “G” denilmistir. Ayrica siit ile atilan tiiriine ise Ingilizce siit anlamina gelen
milk kelimesinin bas harfi olan “M” denilmistir. AFM; ve AFM,, AFB; ve AFB;,’nin
stitteki metabolitleridir, ancak AFM; ayn1 zamanda mantarlar tarafindan direkt olarak
da tiretilebilir. Metabolitler icerisinde en toksik olani aflatoksin B;’dir (AFB;) (Huff
ve ark., 1992; Kaya, 2002; Akande ve ark., 2006; Anon, 2008Db).



Aflatoksinler kimyasal yap1 olarak, yan tarafta ya 5 (B toksinleri) ya da 6 iyeli (G
toksinleri) lakton, diger yandan da bifuran grubu ile gevrili kumarin ¢ekirdeklerinden
olusan doymamis polisiklik bilesiklerdir. Bunlar yapisal yonden birbirlerine ¢ok
benzeyen birer furanokumarin tiirevidir. Kimyasal yapilarina gore aflatoksinler 2
biiyliik gruba ayrilir. Difurocoumarocyclopentenone serisi (AFBj, AFB,, AFB,A,
AFM;1, AFM,, AFM,A ve aflatoksikol gibi) ve difurocoumarolactone serisi (AFG;,
AFG,, AFG;A, AFGM;, AFGM,, AFGM,A ve AFB; gibi) (Sanli ve ark., 1982,
Reddy ve Walivar, 2009). Cizelge 1.2.’de aflatoksinlerin baz1 kimyasal ve fiziksel

ozellikleri verildi.

Cizelge 1.2. Aflatoksinlerin bazi kimyasal ve fiziksel 6zellikleri (WHO, 1979).

Aflatoksin Rolatif molekiil | Erime sicakligi )
Formiilii Floresans rengi
tiri agirhigi (°O)
B C17H1206 312 268-269 Mavi
B> C17H1406 314 286-289 Mavi
G, C17H1204 328 244-246 Yesil-sar1
G, C17H1407 330 237-240 Yesil-sari
M C17H1207 328 299 -
M, C17H1407 330 293 -

Aflatoksinler renksiz veya sari, igne seklinde kristallerdir. Hekzan, petroleteri gibi
yag coziiclilerinin disindaki organik c¢oziiclilerde (kloroform, metanol, etanol ve
ozellikle dimetilsiilfoksit) iyi ¢oziiniirler. Sudaki ¢oziiniirliikleri ise az olup yaklasik
10-20 mg/L’dir (WHO, 1979; Reddy ve Walivar, 2009).

Saf aflatoksinler yiiksek 1silarda stabildirler. Ancak 1s18a, ultraviyole (UV)
radyasyonuna ve Ozellikle de yiiksek polar ¢dziiciilere karsi dayamksizdirlar. ince
tabaka kromatografisi (ITK) plaginda ise hava ile temasa karsi1 dayaniksizdirlar.
Aflatoksinlerin kloroform ve benzen ile hazirlanmis ¢ozeltileri, karanlik ve soguk
ortamda saklandiginda yillarca bozulmadan kalabilir. Aflatoksinler molekiillerindeki
lakton halkasinin varligi nedeniyle alkali hidrolize duyarhidirlar. Bu nedenle
hipoklorid uygulamasi ya da amonyak varliginda otoklavda alkali islemlerle
tamamen yikimlanabilirler (WHO, 1979).



Aflatoksinler, hayvanlarda yemden yararlanma ve viicut agirhiginda azalma (Anon,
2009d), protein ve vitamin metabolizmasi bozuklugu, immiin sistem islevlerinin
baskilanmasi, karaciger hasari, kanda koagiilasyon bozukluklari, ¢esitli kanser tiirleri
ve Olime neden olabilmektedir (Kaya ve Bilgili, 1989; Huff ve ark., 1992; Pier,
1992; Lawson ve ark., 2006; Anon, 2008c). Cizelge 1.3.’de bazi hayvan tiirlerinde

AFB;’in akut oldiiriicii dozlar1 verildi.

Cizelge 1.3. Bazi hayvan tiirlerinde AFB;’in akut 6ldiiriicii dozlari (oral alinim, LDsp)
(Bommakanti ve Waliyar, 2009).

Tiir LDs, dozu (mg/kg c.a.)
Tavsan 0,30
Ordek yavrusu (11 giinliik) 0,43
Kedi 0,55
Domuz 0,60
Gokkusag alabaligi 0,80
Kopek 0,50 - 1,00
Koyun 1,00 - 2,00
Kobay 1,40 - 2,00
Babun maymunu 2,00
Tavuk 6,30
Rat (erkek) 5,50 -7,20
Rat (disi) 17,90
Makak maymunu (disi) 7,80
Fare 9,00
Hamster 10,20

Yem ve besin maddeleriyle agizdan alinan aflatoksinler sindirim kanalindan siirh
ol¢iide emilirler. Dolasima gegen toksinler baslica karaciger ve kaslara dagilir. 11k 24
saat icinde viicuda giren AFB;’in %85-90’1, digki (%75 kadari), idrar ( %15-20
kadar1) ve siitle degismemis halde ve metabolit olarak atilir. Biiyiik oranda diski ile
atilmasi toksinin sindirim kanalindan az dl¢lide emildigini gosterir. Bulagik yem ya
da mikotoksin verilmesi durdurulduktan 3-6 giin sonra siitte, 6-9 giin sonra da idrar

ve digkida aflatoksin kalintisina rastlanmaz (Kaya, 2002).



Aflatoksikozise karst duyarlilig tiir, yas, cinsiyet ve diyet etkilemektedir. Genellikle
kuslar memelilerden daha duyarhdirlar. Geng¢ kuslar yetigskinlere gore daha
duyarhdir. Kanathilarda en duyarh tiirler 6rdek yavrulari ve hindilerdir. Bildircinlar
orta duyarlilik gosterirken en direngli tiir tavuklardir. Aflatoksin maruziyetine bagh
olarak olusmus 6liim vakalar ¢esitli 6rdek tiirleri, Kanada kazi, kar kazi ve turna gibi
gocmen kuslarda rapor edilmistir (Robinson ve ark., 1982; Anon, 2008b, Diaz ve
ark., 2008).

Oru¢ ve arkadaglari (2001) tarafindan Bursa’daki petshop, kus diikkanlari,
siipermarketler ve hayvanat bahgesinden topladiklari kus yemlerinde (12 muhabbet
kusu, 5 kanarya ve 5 hayvanat bahgesi kusu yemi) yapilan calismada yemlerin
%72,72’sinde  0,0-9,2 pg/kg araligindaki miktarlarda aflatoksin  bulundugu
bildirilmistir.

Brezilya’da Oliveira ve arkadaslar1 (2006) tarafindan kanatli yemlerinde yapilan bir
caligmada, yemlerde 1,2-17,5 ng/kg arasinda degisen miktarlarda AFB; tespit

edilmistir.

Portekiz’de 20 adet kopek mamasi, 20 adet kedi mamas1 ve 20 adet kus yemi (10
adet kanarya, 10 adet papagan yemi) olmak iizere toplam 60 adet Ornek iizerinde
yapilan mikotoksin analizlerinde hic¢bir 6rnekte aflatoksin varligina rastlanmadigi

bildirilmistir (Martins ve ark., 2003).

Aflatoksinlerin analizinde bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Giiniimiizde en gecerli
olan ydntem yiiksek basingli sivi kromatografisidir (HPLC). Bunun haricinde ITK
(TLC), gaz kromatografisi/kiitle spektrofotometresi (GC/MS), kapillar elektroforez
(CE), enzim baglanmis immiinoabsorbant yontemi (ELISA) ve enzim etkinligine
bagli immiinoteknik (EMIT) kullanilmaktadir. Bunlarin haricinde floresans
polarizasyon immunoassay (FPIA) teknigi de mikotoksin analizlerinde olumlu
sonuclar vermesi nedeniyle kullanilabilirligi bildirilmektedir (Richard ve ark., 1993;
Maragos, 2001; Shephard, 2008; Turner ve ark., 2009; Wilson, 2009).



1.2. Nitrat ve nitrit

Nitrat ve nitrit dogal olarak toprak, su, atmosfer, bitkilerin tiim kisimlari, hayvansal
doku ve artiklarinda yaygin bir sekilde bulunmaktadir. Nitrat ve nitritin ekosistemleri
olusturan dogal c¢evrede ve biitlin canli tiirlerinde bulunmalarinin nedeni azot

dongiisiine katilmalarindan dolayidir (Yavuz, 1992; Liman ve Dogan, 1994).

Yasamin baslangicindan beri, atmosfer ve okyanuslar azot igerir. Canlilar
yasamlarini siirdiirebilmek igin oksijen ve karbondioksite ihtiyag duyduklari gibi,
biiyiiyebilmek i¢in de azota ihtiyag duyarlar. Ciinkii azot proteinlerin ve DNA’nin
onemli bir bilesenidir. Azot, canli viicudunda 6zellikle niikleik asitlerin, proteinlerin
ve vitaminlerin yapisinda %15 oraninda bulunmaktadir. Gaz halindeki azot
atmosferin %78'ini olusturur. Azot dongiisii yasamin siirekliligini saglayan bir doga
olayidir. Bu dongiide azot bilesikleri siirekli olarak topraktan canlilara ve sonra

tekrar topraga geri donerler (Pidwirny, 2006; Anon, 2009e).

Azot ¢ok az organizma tarafindan gaz haliyle alinarak kullanilabildiginden
ekosistemlerdeki canlilarin kullanabilmesi igin Oncelikle atmosferik azot gazinin
inorganik formda fikse edilmesi gerekmektedir. Fiksasyon sonucu elde edilen
inorganik form genellikle amonyak ve nitrattir. Diinyadaki azot fiksasyonu, bazi
canlilar tarafindan [Rhizobium, Azotobacter ve mavi-yesil algler (Oscillatoria,
Anabeana cinsi)] biyolojik siireclerle gerceklesebildigi gibi, fizikokimyasal (simsek,
yildirnm gibi etkenlerle azotun nitrata doniisiimii) ve endiistriyel siireglerle de
(sentetik nitratli giibre {iretimi) gerceklesebilmektedir (Harrison, 2003, Anon,
2009e).

Her ne sekilde olursa olsun, fiksasyona ugrayarak topraga ve suya karisan nitrat
formundaki inorganik azot, suda erimek suretiyle bitkiler tarafindan alinabilir.
Bitkiler tarafindan emilen nitrat, protein ve niikleik asit gibi biyomolekiillerin
tiretiminde kullanilir. Bitkilerden de beslenme yoluyla tiim canlilara ulastirilir. Azot,
bitkiler ve hayvanlarin atiklariyla ya da o6ldiiklerinde ayrisma ile tekrar topraga
doner. Toprakta bulunan denitrifikasyon bakterileri de nitrit ya da nitrat1 tekrar azot

gazina doniistiirtirler. Bdylece azot tekrar atmosfere karisir (Anon, 2009e).
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Bitki gelisimi bakimindan ¢ok énemli bir besin maddesi olan azot, bitkiler tarafindan
nitrat (NO3) ya da amonyum (NH,) formunda alinmakta olup tiim bitki organlarinda
bulunmaktadir. Nitrat genellikle bitkilerde kok ve gdvde kisimlarinda depolanir,
tohum ve meyvelerde ¢ok az miktardadir (Sulak ve Aydin, 2005). Bitkilerce alinan
nitrat, protein sentezi i¢in temel yapitasi olarak kullanilmaktadir. Ancak alinan
nitratin ¢esitli faktorlerin etkisi ile (kuraklik, soguk hava, Fe, Mn, Mo eksikligi,
giinesli giin sayisinin azligl) parcalanamamasi sonucu bitkide nitrat birikimi tesvik
edilmektedir. Bunun disinda, tarim topraklarinda azotlu mineral ve tabii giibrelerin
asir1 miktarlarda kullanilmasi ve bu uygulamanin da bazi yabani ot ilaglariyla (2, 4-
D, 2, 4, 5-T gibi) birlesmesi bitkilerde hayvanlarin normal gelisimini bozabilecek
veya onlarda akut ve kronik zehirlenmeye yol agabilecek dlgiilerde nitrat birikmesine
sebep olabilmektedir. Bitkinin degerlendiremedigi nitrat, topragin yagmur sulariyla
yikanmasi sonucu yer alti ve yer istii sularmma karigmakta ve nitrat miktarini

artirmaktadir (Kaya ve Akar, 2002; Cash ve ark., 2004; Kvasnicka ve Krysl, 2009).

Normalde bitkiler taze olarak kilogramda birka¢ gram nitrat igerirler. Tahil
tanelerinin nitrat ve nitrit igerigi ise tiir ve bliylime durumuna gore 0,5 ile 18 mg/kg

arasindadir (Diaz ve ark., 1995).

Verimi artirdigr gerekgesiyle, tarimda azotlu giibrelerin ¢ok yogun ve normlarin
tizerinde kullanilmasi bazi bitki tiirlerinde ve yer alt1 sularinda asir1 nitrat birikimine
yol agmaktadir. Bu birikimin sonucu olarak ise, hem insan hem de hayvanlarda akut

ya da kronik rahatsizliklar ortaya ¢ikmaktadir (Al¢icek ve Baglar, 1995).

Toprak, bitki ve sulardaki nitratin 6nemli diger bazi kaynaklari da fazla miktarda
azotlu madde ihtiva eden ve nitrata ¢evrilebilen insan ve hayvan atiklari, endiistriyel
ve lagim artik ve akintilari ile endiistriyel gelismedir. Evcil hayvanlar icin asil
tehlikeyi, fazla miktarda nitrat tuzlar ihtiva eden topraklarda yetisen ve yapilarinda
yiiksek miktarda nitrat biriktiren bitkiler ve yine yliksek miktarda nitrat ve nitrit

igeren kaynak veya yer iistii sular1 olusturmaktadir (Kaya ve ark., 1989).

Normal sartlarda kendisi az zehirli bir madde olan nitrat alindiktan sonra sindirim

kanalindaki mikrobiyel faaliyet sonucunda amonyaga kadar indirgenir. Ancak alinan



nitrat miktar1 fazla oldugunda amonyaga indirgenme sinirlanacagi icin ara
metabolizma {irlinii olan nitritin yogunlugu gittik¢e artacaktir. Nitrata gore 5-10 kez
daha zehirli etkili olan nitrit sindirim kanalindan hizla emilir. Dolagima gegen nitrit
iyonu bir yandan alyuvarlardaki hemoglobinle birlesip methemoglobini meydana
getirirken, bir yandan da damar diiz kaslarina dogrudan etkiyerek genislemelerine ve
ortalama sistemik kan basincinin diismesine neden olur. Bu durum zaten
methemoglobin nedeniyle oksijen tasinamayan dokularda oksijen agligini daha da
artirir. Alian nitrat miktar1 ve alinma hiziyla ilgili olarak olusan kan methemoglobin
diizeyine gore hayvanlarda akut ya da kronik nitelikte zehirlenmeler meydana gelir.
Hayvanlardaki bu durumun haricinde diisiik miktarlarda nitrat ve nitrit vitamin A, E
ve iyot metabolizmasini, tiroit bezi fonksiyonunu bozabilir, verim, canl agirlik artis
ve yemden yararlanmayi azaltabilir (Stoltenow ve Lardy, 1998; Becer, 2008; Merck,
2008b). Yemlerde zehirlenmeye neden olabilecek nitrat miktarlar1 Cizelge 1.4.’de

verildi.

Nitrat ve nitrit zehirlenmelerine karst hayvanlar farkli duyarlilik gosterirler.
Genellikle geng hayvanlar daha duyarlilardir. Hayvanlarin saglik durumu, beslenme
yetersizligi, anemiye neden olan faktorlerin varligi, solunum sistemi hastaliklar1 ve
paraziter hastaliklar zehirlenmenin siddetini daha da arttirmaktadir (Hibbs ve ark.,

1978; Mackown ve Weik, 2004, Becer, 2008).

Cizelge 1.4. Yemlerde zehirli olabilecek nitrat miktarlar1 (kuru maddede) (Osweiler ve ark.,
1985, Rasby ve ark., 1996).

Zehirli miktarlar
Nitrat kaynagi
Yiizde (%) mag/kg (ppm)
Nitrat azotu (NO3'N) 0,22 ve daha fazlasi 2 260 ve daha fazlasi
Nitrat iyonu (NO3) 1,00 ve daha fazlasi 10 000 ve daha fazlasi
Potasyum nitrat (K NOg3’) | 1,6 ve daha fazlasi 16 300 ve daha fazlasi

Ciftlik hayvanlarinin yem ve sularindaki nitrat ve nitrit miktarlart ve bunlarin
hayvanlara etkisi konusunda bir¢ok calisma yapilmasina ragmen; kus ve diger kanath
yemlerinde bulunan nitrat ve nitrit miktarlartyla ve bunlarinda kanatli hayvanlara

etkisi konusunda yapilmis ¢alismalar ¢ok az sayidadir.



Atef ve arkadaslar1 (1991) tarafindan horoz yavrularinda yapilan bir ¢aligmada yemle
birlikte 4,2 g/kg sodyum nitrat ve 1,7 g/kg sodyum nitrit verilen farkli iki grubun her
ikisinde de biiyiimenin yavasladigi, methemoglobinemi sekillendigi, eritrosit,
glutamik piriivik transaminaz, kreatinin ve ire diizeylerinde degismeler oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle de nitrat ve nitritin kiimes hayvanlarinin karaciger, bobrek

ve immiin sistemle ilgili hastaliklarin etiyolojisinde rol alabilecegi belirtilmistir.

Oru¢ ve arkadaglar1 (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 22 kus yeminde (12
muhabbet kusu, 5 kanarya ve 5 hayvanat bahgesi kusu yemi) yapilan analizler
sonucunda yemlerin %72,72’sinde nitrat, %9 unda da nitrit sirastyla 0,0-3,1 mg/kg

ve 0,0-1,3 mg/kg miktarlarinda bulunmustur.

Besin maddelerinde nitrat ve nitrit miktarlarinin 6l¢timii iki prensipten yararlanarak
gerceklestirilir. Bu Ol¢limler ya nitratin nitrite indirgenmesi ile ya da nitritin nitrata
oksitlenmesi esasina dayanan yontemlerle gerceklestirilir. Total nitrat dl¢limii esasina
dayanan yontemler diisiik miktarda nitrat ve organik madde iceren 6rneklerde hatali
sonuclar verdiginden dolay1 total nitrit 6lgiimii esasina dayanan yontemler daha ¢ok

tercih edilmektedir (Usher ve Tellin, 1975).

1.3. Tanen

Tanenler bitkilerde dogal olarak bulunan azotsuz, polifenolik yapidaki amorf
bilesiklerdir. Molekiil agirliklart 500-20 000 araligindadir. Tanenler hidrolize
olabilen (¢Oziinebilen) ve kondanse (proantosiyanidinler, yogunlasmis) tanenler
olmak {izere iki sekilde bulunurlar (Hagerman ve ark., 1992; Reed, 1995; Yavuz ve
ark., 1997; Aydin ve Ustiin, 2007). Tanenler hayvanlarin sindirim sisteminde
yikimlanarak tanene oranla daha zehirli etkili olan gallik asit, pirogallol ve
pirokatesol gibi fenol yapilara doniisiirler. Bu yapilar sindirim sisteminden hizla
emilirler (Schofield ve ark., 2001; Ustiin ve Aydin, 2007).

Tanenler hayvan beslemede performansa olumsuz etkileri olan bilesikler olarak

bilinirler (Yildiz ve ark., 2005). Proteinlerle, aminoasitlerle, polisakkaritlerle,



mineraller ve bazi1 vitaminlerle kompleks bilesikler olusturarak onlarin sindirilme
diizeylerini diistirtirler (Hagerman ve ark., 1992; Kaya ve Yavuz, 1993; Akar ve ark.,
1994; Schofield ve ark.; 2001 Acikgdz ve Ozkan, 2002).

Tanenler yemlerde fazla miktarda bulunmasi durumunda, bu yemleri tiiketen
hayvanlarda toksik etkilere ya da gelisme geriligi ile yemden yararlanmanin azalmasi
ve verim disiikliigline neden olurlar. Ayrica giiglii bir karaciger ve bobrek zehiri
olarak bilinen tanenler, kanserojenik etkiye de neden olabilirler. Tanenlerin
toksisitesi astrenjan, irritan ve hemoliz yapici etkilerinden ileri gelmektedir (Price ve
ark., 1993; Reed, 1995; Ustiin ve Aydin, 2007).

Kanatli hayvanlarin yemlerinde %1 ve daha yiiksek oranda tanen bulunmas: bu
hayvanlarda gelisme geriligine yol agabilmektedir, %5 ve tizerindeki miktarlarda
tanen iceren yemle beslenen kanatlilarda ise yiiksek mortalite ile seyreden
toksikasyonlar goriilmektedir (Kratzer ve ark., 1975; Blakeslee ve Wilson; 1979;
Kaya ve Yavuz, 1993; Akar ve ark., 1994; Yavuz ve ark., 1997).

Yapilan taramalarda kafes kusu yemi ve yem hammaddelerindeki tanen miktarlarina

yonelik herhangi bir yayina rastlanmadi.

Akar ve arkadaslar1 (1994) tarafindan ¢esitli yem ve yem hammaddelerinde tanen ve
siyaniir miktarlarinin belirlenmesi iizerine yaptiklari aragtirmada yem ve yem
hammaddelerindeki tanen miktarlar1 yiizde olarak ortalama 0 ile 5,70 arasinda
bulunmus ve bulunan bu miktarlardaki tanenin kanatli hayvanlarda saglik sorunlarina

neden olabilecegi ve yemden yararlanmay1 olumsuz yonde etkileyecegi bildirilmistir.

Blakeslee ve Wilson (1979) tarafindan yumurtact tavuklar {izerinde yapilan bir
calismada %1 tanen iceren yemle beslenen hayvanlarda herhangi bir yem
tiiketiminde azalma, yumurta veriminde azalma ya da yemden yararlanmada kontrol
grubuna gore onemli bir fark olmadigi; ancak, %2 ve %4 tanen igeren yemle
beslenen tavuklarda yem tiikketiminde, yumurta veriminde ve yemden yararlanmada

azalma oldugu bildirilmistir.



Yemlerde bulunan tanen miktarlarini belirlemek amaciyla birgok analiz yonteminden
yararlanilabilmektedir. Bu amagla kolorimetrik, protein presipitasyon ve gravimetrik
yontemler gibi analitik yontemlerden; ayrica HPLC, radyal difiizyon testi, polietilen
glikol (PEG) baglanmasi testi ve mikrobiyal gelismenin inhibisyonu testlerinden
yararlanilmaktadir. Kolorimetrik yontemler tanenlerin kimyasal 6zelliklerine baglh
olarak ¢Ozelti ve tanen arasindaki reaksiyon sonucu olusan rengin spektrofotometrik
olarak Olgiiliip, miktar tayini yapilmasi esasina dayanir. Bu amagla kullanilan
metotlardan baslicalar1 Folin-Denis ve modifiye Folin-Ciocalteu testi, asit-butanol
testi, vanilin testi, prussian mavisi testi, rodanin analizi ve Wilson ve Hagerman
analizleridir. Tim polifenolik yapidaki bilesikler protein presipitasyon testi ile
saptanabilmektedir. Bu testin esas1 tanenlerin proteinleri baglama ve ¢oktiirme
ozelliklerine dayanmaktadir. Gravimetrik yontemlerden ytterbium presipitasyon ve
polivinilprolidon testleri tanen analizi i¢in kullanilmaktadir. Bu yontemlerin standart
gerektirmemeleri bir avantajken, sadece ¢Oziinebilen tanenleri tespit etmesi bir
dezavantajdir. Gravimetrik yontemler bu nedenden dolayr tanen olgiimlerinde
kolorimetrik yontemlere gore daha az duyarlidir (Bae ve ark., 1993; Schofield ve

ark., 2001; Aydin ve Ustiin, 2007).

1.4. Sodyum Kloriir

Temel bir besin maddesi olan sodyum kloriir hayvan yemlerinde normal olarak
%0,5-1 oranlarinda bulunur. Su ve mineral madde karisimlarinda da mevcuttur.
Tadinin ¢ekici ve az irkiltici olmasi sebepleriyle bazen hayvanlar tarafindan fazla
miktarda alinabilmekte ve zehirlenmelere neden olabilmektedir. Kanatlilar sodyum
kloriir ile zehirlenmeye karsi ¢ok duyarlidir. Sodyum Kkloriiriin yeme %2 oraninda
katilmas1 halinde ordek palazlarinda gelisme geriligi, damizliklarda do6l verimi ve
yumurtadan yavru ¢ikma orani diiser. Kanatlilarin sodyum kloriir ile zehirlenmeye
diger hayvan tiirlerine gore daha duyarli olmalarimin baslica nedenleri, tat
duyularinin  zayif olmasi dolayisiyla fazla miktarda yemeleri, glomerullerden
stiziilme olaylarinin daha siirli olmasi, plazma protein miktarinin diisiik olmasi ve
bdylece 6dem sekillenme egilimlerinin bulunmasidir (Kaya ve Akar, 2002; Merck,
2008a).



Kafes kuslarinda ozellikle kraker, abur cubur yiyecekler, cips, fast-food tarzi
yiyecekler ve konserve sebzeler yiiksek sodyum kloriir igeriginden dolayi
zehirlenmeye neden olabilecegi ve bu tiir yiyeceklerin verilmemesi gerektigi

bildirilmektedir (Hawley, 2009).

1.5. Sinir degerler

Kafes kusu yemlerindeki aflatoksinler, nitrat-nitrit, tanen ve sodyum kloriir
miktarlar ile ilgili bir yasal siir olmamakla birlikte, Tiirkiye Avrupa Birligi uyum
yasalar1 ¢ergcevesinde 5 Subat 2005 tarih ve 25718 sayili Resmi Gazete’de yayinlanan
2005/3 sayili yemlerde istenmeyen maddeler hakkinda teblig ve 11 Haziran 2008
sayl ve 26903 sayili Resmi Gazete’de yayinlanan yemlerde istenmeyen maddeler
hakkinda tebliginde degisiklik yapilmasina dair teblige gore yem maddelerinde
bulunabilecek en fazla AFB; miktar1 0,02 mg/kg (20 ppb) olarak bildirilmistir.

Kafes kusu yemlerinde bulunan aflatoksin, nitrat, nitrit, tanen ve sodyum kloriir
miktarlar ile ilgili olarak Tirkiye’de ve yurt disinda yapilmis yeterince ¢aligmaya
rastlanamamistir. Kanatli hayvanlarda yapilan c¢alismalarin daha ¢ok ekonomik
degeri bulunan tavuk ve hindi gibi hayvanlarin yemleriyle ilgili oldugu gozlenmistir.
Tirkiye’de son yillarda, veteriner hekimliginin sorumluluk alanina kuslarin bakim,
besleme ve tedavisi agirliklt olarak girmistir. Ekonomik degeri nedeniyle tavuk,
hindi ve ordek gibi kanatli yemlerindeki zehirli-zararli maddelerle ilgili birgok
aragtirmaya rastlanirken, kafes kuslarinin yemlerindeki olumsuzluk faktorleri ile
ilgili calismalar ise ¢ok az sayidadir. Bu nedenle, koruyucu hekimlik ve de tam
acisindan kus yemlerinin g¢esitli kalintt ve Kkirleticiler yoniinden toksikolojik
analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Bu yoniiyle degerlendirildiginde yapilan bu
calisma sonucunda bulunan degerlerin konu ile ilgili yapilacak arastirmalara kaynak

olusturacag diisiiniilmektedir.



2. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismada muhabbet kusu, kanarya ve papagan yemi olmak iizere 3 farkli kus
tiirline ait 20’ser adet ve toplamda 60 adet yem Ornegi incelendi. Yem Ornekleri
Ankara’daki Petshoplar, kus diikkanlar1i ve marketlerden toplandi. Alinan yem
orneklerinin nitrat-nitrit, tanen ve sodyum kloriir analizi Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali Uygulama
Laboratuvarlari’nda, aflatoksin analizi ise Tiirk Akreditasyon Kurumu tarafindan

akredite bir laboratuvarda yapildi.

2.1. Aflatoksin Analizi

Aflatoksin analizleri Stroka ve arkadaslarinin (2003) bildirdigi yonteme gore
HPLC’de yapildi.

2.1.1. Yontemin uygulama alani

Yontem, karma yemlere, yem ham maddelerine (bugday, yulaf, kanola vb.) ve

yiiksek lifli 6rneklere uygulanabilir.
2.1.2. Prensip

Yontem, analiz 6rneginin aseton/su solvent karisimiyla 6ziitlenmesi; aflatoksin Bj,
B, Gi, G,’ye spesifik monoklonal antikorlar igeren immiino-affinite kolonla (IAK)
temizleme; kolon sonrasi elektrokimyasal brom tiirevlendirme ve floresan dedektorlii
ters faz sivi kromatografi (RP-HPLC) ile aflatoksin B;, B,, G;, Gy’nin tayin

edilmesine dayanmaktadir.
2.1.3. Alet-ekipman ve aksesuarlari

1. Genel laboratuvar alet ve malzemeleri.

2. Ogiitiicii ve homojenize edici: Ornegi 1 mm’lik elekten gegecek boyutta

kiigiiltebilen uygun bir degirmen, et kiyma makinesi, mikser, blender vb.



3. Calkalama cihazi: Bilek hareketi (wrist-action) seklinde hareket eden mekanik

calkalayici.
4. Blender: Yiiksek hizli, 1 ve 5 L’lik, Waring veya esdegeri.

5. Tiip kanstirici: Girdap karistirma yapan, tercihen ayni anda birden fazla tiipii

karigtirabilen.

6. Ustten kefeli yar1 hassas terazi.

7. Otomatik pipet.

8. Vakum pompasi.

9. HPLC cihazi.

9.1. Degaser, Agilent 1100.

9.2. Gradient Pompa, Agilent 1100.

9.3. Oto ornekleyici, Agilent 1100.

9.4. Floresan dedektor, (FLD), Agilent 1100.
9.5. Kolon firmi, Agilent 1100.

9.6. Bilgisayar ve yazilim, (HP Chemstation).

9.7. RP-HPLC kolonu: ACE C-18 250 x 4,6 mm (ACE 121 — 2546) ve ODS-2;
aflatoksin By, B, Gi, G2 yi diger biitiin piklerden ve birbirinden ayirabilen. Uygun

bir 6n kolon da kullanilabilir.

9.8. Elektrokimyasal olarak elde edilen bromla tiirevlendirme sistemi Kobra Cell ve
baglanti hortumlari. Baglanti ve artik hortumlarmin hepsi 0,5 mm i¢ ¢apinda ve

reaksiyon hortumu 34 cm uzunlugundadir.

10. Tek kullanimlik siringa filtreleri: 0,45 um.
2.1.4. Kimyasal maddeler

1. Coziiciiler: Asetonitril (Merck 1.00030), metanol (Sigma-Aldrich-34885); HPLC
saflikta. Metanol, aseton(Sigma-Aldrich-24201); analitik saflikta.



2. Potasyum bromiir (KBr) (Merck 1.04904); Nitrik asit (HNO3) (4 mol/L); analitik
saflikta.

3. Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS):

8.0 g NaCl,

1.2 g Na;HPQy,
0.2 g KH,POq,
0.2 g KCI.

Yaklagik 990 ml saf suda ¢oziildii. 0,2 M NaOH ile pH: 7,0’ye ayarlandi ve saf su ile

1 L’ye tamamlandi.

4. Immino-affinite kolon: Aflatoksin By, B,, G, G,’ye kars1 spesifik antikorlar
icermelidir. Kolon, aflatoksin B; i¢in 100 ng’dan daha az kapasiteye sahip
olmamalidir ve her aflatoksinden 5 ng iceren metanol/su soliisyonu gegirildiginde
geri alma aflatoksin B;, B, G; i¢in %80°den aflatoksin Gy i¢in de %60’dan daha az

olmamalidir.

5. Standart aflatoksin (By, By, Gi, Gy) gozeltileri (Sigma aflatoksin By, By, Gi, Gy)
[Toluen (Merck) + ACN (Labscan)] (2 + 98).

5.1. Stok standart ¢ozeltisi: Dort aflatoksin fraksiyonu da ayri ayri toluen-asetonitril
(98+2) (v/v) ile ¢oziilerek, yogunlugu 8-10 pg/ml olacak sekilde stok soliisyonlar

hazirlandi.

5.2. Ara stok ve kalibrasyon c¢ozeltileri: Stok aflatoksin standart c¢ozeltilerinden,
1 pg/ml By ve G; ile 0,2 pg/ml B, ve G, igeren II. diizey ara standart stok ¢ozeltisi
hazirlandi. Bu c¢ozeltiden 10 ml’lik o6l¢iilii balona 1 ml pipetlenip 10 ml’ye
toluen+asetonitril ile (98+2) (v/v) tamamlanarak 0,1 pg/ml B; ve G; ile 0.02 pg/ml
B, ve G; iceren III. diizey ara standart stok ¢ozeltisi hazirlandi. III. diizey ara stok
¢oOzeltisinden tabloda verilen miktarlarda viallere alinarak ¢6ziicli azot altinda oda
sicakliginda uguruldu. Her bir viale 1 ml metanol (HPLC saflikta, stiziilmiis) eklendi,
tiip karistiricida karistirilarak aflatoksinlerin  ¢6ziinmesi saglandi ve siiziilmiis
damitik su ile 2,5 ml’ye tamamlandi. Ihtiyag duyuldugunda kalibrasyon igin farkli
yogunluklarda ki standartlar da eklendi.



Hazirlanan ara stok ¢ozeltiler, HPLC viallerine alinarak kapaklar1 kapatildi, renksiz
vialler 1g1tk almamasi i¢in aliiminyum folyo ile kaplandi ve derin dondurucuda
muhafaza edildi. Kullanilacagi zaman oda sicakligina getirildikten sonra kapaklari
acildi. Kalibrasyon ¢ozeltileri ise sulu ¢ozeltilerde aflatoksinler stabil olmadigindan
giinliik olarak hazirlandi. Yontemde geri kazanimlar AFB; %85-95, AFB, %80-90,
AFG; ve AFG; ise %70-90 oranlari araliginda, teshis limiti 0,2 ppb diizeyindedir.

2.1.5. Oziitleme ve temizleme

1. Ornek hazirlama

Ornekler, gdzenek biiyiikliigii 0,8-1 mm olan elekten gececek sekilde dgiitiildii. Cok
biiyiik hacimli 6rneklerde 6nce kaba bir 6giitme yapilip iyice karistirildi ve bunun
1/20’si alinip, analiz 6rnegini hazirlamak iizere daha ince ogiitiildii. Bu sekilde

hazirlanan 6rnekten, 4’e bélme yontemi ile 6rnekleme yapilarak analiz 6rnegi ayrildi.
2. Oziitleme

- 50 g analiz 6rnegi 500 ml’lik erlenmayere tartildi ve 250 ml aseton-su (85+15)
(v/v) eklendi ve 30 dak bilek hareketli ¢calkalayicida karistirildi.

- Oziit katlanmus siizge¢ kagidindan siiziildii ve 100 ml’lik balonjojeye siiziintiiden 5

ml alinarak PBS ya da saf su ile 100 ml’ye tamamlandi ve iyice karistirildi.
- Seyreltilmis 6ziit kirli ise cam mikrofiber filtreden siiziildii.

Uyart: Bu islemden sonra IAK uygulamasma kadar gecen siire 30 dak’yi

agsmamalidir.
3. Immiinoaktivite kolon temizleme

- Affinite kolonun tepesindeki kapak ¢ikarilip, ucu kesildi ve yeniden kolona takildi.
50 ml 6rnek oziiti (0,5 g 0rnegi temsil eder), yaklasik 3 ml/dak (1 damla/sn) hizla
kolondan gegirildi. Oziitten sonra kolondan 2-3 ml hava gegirildi (kolondan her yeni
hava ya da soliisyon gecirileceginde siringa kolondan ayrilmali ve piston bu durumda

cikarildiktan sonra siringa kolona tekrar takilmalidir).

- Kolon 20 ml su gegirilerek (1 damla/sn) yikandi (2 kez 10’ar mI’lik olmak iizere),

ardindan tekrar 2-3 ml hava gegirildi.



- Aflatoksinler 0,5 ml metanol gegirilerek viale alindi (yer ¢ekimi ile) 1 dak
bekledikten sonra 1,25 ml metanol kolona uygulandi ve kolondan hava gegirilerek
vialde toplam 1,75 ml olacak sekilde yikanma tamamlandi. HPLC enjeksiyonu

yapilacag1 zaman 3,25 ml su ilave edilerek girdap karistiricida karistirildi.
2.1.6. Kromatografi

1. Kromatografik kosullar

- HPLC mobil faz: Su — asetonitril — metanol (6+2+3) (v/v/v) karistminin her

litresine, 119 mg potasyum bromiir ve 350 pl nitrik asit eklendi.
- Akis hizi: 1,0 ml/dak.

- Dalga boyu: Eksitasyon: 360 nm, emisyon: 430 nm.

- Enjeksiyon hacmi: 200 pl.

- Kolon sicakligi: Oda sicakligi.

- Yaklagik alikonulma zamani: AFB;: 13,5 dak, AFB,: 11,5 dak, AFG;: 9,7 dak ve
AFG,: 8,5 dak.

- Kobra cell: Akim kaynag1 100 pA’e ayarlanda.
2. Kromatografik iglem

- HPLC calistirildi.
- Yaklasik 30-40 dak mobil faz gegirilerek kolonun sartlanmasi saglandi.
- “Baseline” stabil hale gelince pompa durdurularak Kobra Cell baglantilar yapildi.

- Mobil fazin 5-10 dak Kobra Cell baglanmis sistemden gegmesi saglandiktan sonra,

akim kaynag1 Kobra Cell’e takilarak 100 pA’e ayarlandi.
- Sistemin bu kosullarda da 15 dak sartlanmasi beklendi.

- [lk sirada bir karisik standart (kalibrasyon standartlarindan biri) olmak iizere drnek

eluatlari siralanarak enjeksiyonlari yapildi.

- Standartlarla (B1, By, G1, G2) ayn1 alikonma siiresine (retention time) sahip pik olup

olmadig1 kontrol edildi (standartlarin alikonma siireleri onceden verildiginde,



orneklerde ayni alikonma siirelerine sahip piklerin {izerine ad1 yazilarak tanimlama

cihazin yazilimi tarafindan yapilir).

3. Dogrulama

IAK’larin aflatoksine spesifik antikorlar icermesi sebebiyle, genellikle yukarida
verilen kromatografik kosullarda standartla ayni alikonulma zamanina sahip pikler
aflatoksin olarak kabul edildi ve dogrulama yapilmadi. Siipheli durumlarda asagidaki

dogrulama uygulandi.

- Mobil faz degistirilerek, tekrar standart ve drnegin enjeksiyonu yapildi. Ornekteki
piklerle standarda ait piklerin alikonulma zamani farkli ise aflatoksin olmadigina

karar verildi. Alikonulma siireleri ayni ise asagidaki islem uygulandi.

- HPLC kolonu, bromla tiirevlendirme cihazina (Kobra Cell) olan baglantisindan
ayrild1 ve direkt olarak dedektére baglandi. Bu durumda 6rnek ve standartlara ait
pikler yeniden degerlendirildi. Aflatoksin B; ve Gj piklerinde kiigiilme goriiliirse

stipheli piklerin aflatoksin olduguna karar verildi.
2.1.7. Veri analizi ve sonuglarin hesaplanmasi

1. Kalibrasyon grafiginin olusturulmasi

Madde 5.5.2°de verilen yogunluklarda hazirlanan aflatoksin By, B,, G1, G2’yi birlikte
iceren standart soliisyonlarin HPLC’ye enjeksiyonlar1 yapildi. Enjekte edilen
aflatoksin miktarina (ng/ml) karsi, elde edilen sinyallerin (pik alani) grafigi ¢izildi ve

dogrusal regresyon (y= ax+b) hesaplandi.

Kalibrasyon grafigi (fonksiyonu), dlgiilen soliisyonun yogunlugunu hesaplamak igin

dogrusal regresyonla elde edildi:
Csmp [Ng/ml] = a x sinyalsm, [birim] + b
2. Ornekteki aflatoksin miktarmin hesaplanmasi

Ornekteki aflatoksin miktar1 da asagidaki esitlikle hesaplandi:



Csmp (ng/ml) x S (ml) X E (ml) x D (ml)
Aflatoksin (NQ/g)= ------m-mmmmmm e
W (g) x Ve (ml) X Viak (ml)

Burada;

W (weight)  : Analiz i¢in alinan 6rnek miktari (g),
S (solvent)  : Oziitleme solventi hacmi (ml),

E (elution) : IAK’dan elusyondan sonra elde edilen son hacim (HPLC

enjeksiyonundan 6nce) (ml),

D (dilution) : PBS veya saf su ile seyreltildikten sonraki hacim (ml),

Ve : Oziitten alman hacim (ml),

ViaK : JAK’dan gegcirilen 6rnek oziitii (ml),

Csmp : Dogrusal regresyonla hesaplanan aflatoksin yogunlugu (ng/ml),
Sinyalsmp : Olgiilen son soliisyondan elde edilen aflatoksin pikinin sinyali.

Not: Mevcut HPLC cihazinda, 5 ml’lik son 6ziit, 0,5 g 6rnegi temsil ettigi i¢in
carpim (multiplier) faktorii 5 olarak verildiginde, ornekteki miktar pg/kg (ppb)

olarak raporda goriilmektedir.

2.2. Nitrat ve Nitrit Analizi

Yemlerdeki nitrat ve nitrit tayini i¢in temel olarak Sen ve Donaldson (1978)
tarafindan bildirilen, Yavuz (1992) ve Orug ve Ceylan (2001) tarafindan modifiye
edilen, Becer (2008) tarafindan uygulanan yontem kullanildi. Yontem homojenize
edilmis veya Ogiitiilmiis Orneklerden nitrat ve nitritin damitik su ile oziitlenmesi
esasia dayanir. Yonteme gore Oziitlenen nitrat kadmiyum kolonundan gegirilerek
nitrite indirgendi. Asidik pH’daki nitrit igerigini renk ayiraci olarak siilfanilik asitle
karistirilan N-(1-Natftil) etilen daimin (NED) dihidroklorid ilave edilerek kirmizi azo

boyasi formuna doniistiiriilen nitrit, kolorimetrik bir yontemle 6l¢tildii.



2.2.1. Ayrraclar

1. Amonyum kloriir tampon ¢ozeltisi (pH = 9,6-9,7): 20 ml HCI, 500 ml damitik su
ve 50 ml NH4OH (Merck, Art.1.05423) ile karistirildi. 1 L’ye sulandirildi. Iyice
karistirildi ve pH kontrol edildi. Eger yiiksek ise HCI ile diisiik ise NH4OH ile 9,6-
9,7 olacak sekilde ayarlandi.

2. Cinko siilfat ¢ozeltisi (0,42 M): 120 g ZnSO,4 7H,0 (Merck, Art.1.08883) 1 L’lik
bir balon jojeye tartilip bir miktar damitik su ile ¢ozdiiriildiikten sonra 1 L’ye

tamamlandi.

3. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi: Sodyum hidroksit’in (Merck, Art.1.06498) damitik su

ile %2’lik ¢ozeltisi hazirlanda.

4. Kadmiyum siilfat: (0.14 M): Litrede 37 g CdSO4 H2O (Merck, Art.1.02027) iceren

¢Ozeltisi damitik su ile hazirlandi.
5. Cinko graniilii: (Merck, Art.1.08755). 40-60 mesh.

6. N-(1-Naftil) etilen diamin dihidrokloriir (NED) ¢dzeltisi: NED (SIGMA-N-9125
Lod 39HO0711) %60’lik gilasiyal asetik asit igerisinde %0,1°lik olarak hazirlandi.
Cozelti agz1 cam kapakl bir sisede saklandi. Bu cozelti buzdolabinda bir hafta

dayanir ve haftada bir yenilenir.

7. Siilfanilamid ¢ozeltisi: 2,5 g Siilfanilamid (Merck, Art.1.11799) 175 ml damitik
suda ¢ozdiiriildii ve lizerine 75 ml Glasiyel asetik asit eklendi. Agz1 cam kapakli bir

sisede oda 1s1sinda saklandi.

8. Hidroklorik asit ¢ozeltisi (0,1 N): Derisik HClI’den (Merck, Art.1.00314) 4,14 ml

aliip damitik su ile 500 ml’ye seyreltilmek suretiyle hazirlandi.

9. Siilfanilik asit ¢ozeltisi: 10 g Siilfanilik asit (Merck,Art.685) 700 ml damitik suda
¢ozdiiriildii. Uzerine 300 ml glasiyel asetik asit eklendi. Agz1 cam kapakli bir sisede

oda 1s1sinda saklanda.

10. Renk ayiraci: Kullanmadan 6nce esit hacimde siilfanilik asit ¢ozeltisi ile NED

¢oOzeltisi karigtirildi.



2.2.2. Aletler

1. Kadmiyum indirgeme kolonu. (Sekil 2.1).
2. Spektrofotometre: SHIMADZU-UV-1601.
3. Deiyonize su cihazi (Niive NS 103).

4. Homojenizator: Virtis-23 model.

5. Su banyosu ve gerekli cam malzemeler.

2.2.3. Kadmiyum indirgeme kolonunun hazirlanmasi

500 ml kadmiyum siilfat ¢ozeltisi igeren bir erlenmayere yeterli miktarda ¢inko
graniilii konularak 7 saat siire ile bekletildi. Bu siire sonunda s1v1 igerigi dokiildii ve
¢inko graniilleri 2 kez 500 ml damitik su ile yikandi. Erlenmayere 200 ml damaitik su
konularak su altinda ¢alismak kosulu ile ¢inko grantilleri {izerinde biriken siingerimsi
yapidaki kadmiyum presipitati ayrildi. Kadmiyum igerigi karistirict kabina
aktarilarak su icerigi ile birlikte 5-10 sn siire ile yiiksek devirde karistirildi. Islak
halde iken uygun elekten (40 mesh) gegirildi. Uygun bir beherglas i¢inde araliklarla
calkalanarak 0,1 N HCI ile yikandi ve asit igerisinde 1 gece birakildi. Belirtilen
islemden sonra seyreltik asit icerigi dokiilerek 500 ml damitik su ile yikama iglemi 2
kez tekrarlandi. Indirgeme kolonunun hazirlanmasi igin Sekil 2.1.’de goriilen
kolonun alt ucuna kii¢iik bir cam pamugu yumag: yerlestirildi. Kolon damitik su ile
doldurulduktan sonra ortalama 12 cm yiikseklige kadar kadmiyum katmani
olusturacak sekilde siingerimsi kadmiyum tozu eklendi. Kolon muslugu ilimli bir
akinti saglayacak sekilde agilmak suretiyle kadmiyum katmaninin yerlesmesi
saglandi. Daha sonra kadmiyum katmaninin {ist kismina da uygun bir cam pamugu
yumagi yerlestirildi. Kolon kullanildigr siirece damitik su dolu tutuldu. Etkili bir
indirgeme isleminin saglanabilmesi i¢cin kolondan gegen sivi akis hiz1 4,6 ml/dak

olacak sekilde ayarlandi.

2.2.4. Kadmiyum indirgeme kolonunun etkinlestirilmesi

Kadmiyum indirgeme kolonun giinliikk uygulamalardan Once etkinlestirilmesi
gereklidir. Bunun i¢in kolondan siras1 ile 2 defa 25 ml 0,1 N HCI, 2 defa 25 ml
damitik su ve 2 defa 25 ml amonyum kloriir tampon ¢dozeltisi gegirildi. Bu
islemlerden sonra oOrnekler kolondan gecirildi. Her Ornekten sonra etkinlestirme

islemi tekrarlandi.
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Sekil 2.1. Kadmiyum indirgeme kolonu (Becer, 2008)



2.2.5. Nitrat ve nitrit i¢in standart egrinin hazirlanmasi

Nitrat i¢in ml’de 1 mg/ml nitrat azotu (NO3-N) olacak sekilde stok standart ¢ozelti
hazirland1. Standart ¢zeltiden; 1 pg/ml, 0,6 pg/ml, 0,3 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,05 pg/ml,
0,02 pg/ml ve 0,01 pg/ml olacak sekilde 50’ser ml’lik seyreltmeler yapildi ve bu

seyreltilen ¢ozeltiler kullanilarak indirgeme islemleri gergeklestirildi.

Nitrit i¢cin de ml’de 1 mg nitrit azotu (NO»-N) olacak sekilde stok standart ¢ozelti
hazirlandi. Bu standart ¢ozeltiden; 1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 0,2 pg/ml, 0,1 pg/ml, 0,05
pg/ml, 0,02 pg/ml ve 0,01 pg/ml olacak sekilde 50°ser ml’lik seyreltmeler yapildi.

Yéntemde Ornekler igin belirtilen islemlere devam edildi. Ol¢iim sonucunda elde

edilen absorbanslara gore hazirlanan nitrat ve nitrit standart egrileri ¢izildi.

2.2.6. Nitrat ve nitrit yogunluklarinin hesaplanmasi

Nitrat yogunluklar1 nitrat azotu olarak ve nitrit yogunluklar1 nitrit azotu olarak
kalibrasyon egrilerinden hesaplandi. Analiz asamasinda 6ziitlenen filtratin bir kismi
dogrudan nitrit 6lglimii i¢in kullanildi ve nitrit yogunlugu direkt nitrit kalibrasyon
egrisinden hesaplandi. Ayni filtratin bir kism1 da kadmiyum indirgeme kolonundan
gecirilerek filtratin igindeki nitratin nitrite indirgenmesi saglandi. Ayni filtratta
baslangicta ayrilarak 6lclilen normal nitrit de bulunmaktadir. Bu nedenle kolondan
gecirildikten sonra Olciilen nitrit yogunlugu toplam nitrit yogunlugudur (nitratin
indirgenmesi ile elde edilen nitrit + baslangigtaki ornekte bulunan nitrit). Nitrat
yogunlugu, toplam nitrit yogunlugu absorbansindan baglangigtaki nitrit yogunlugu
absorbans1 ¢ikarilip ortaya c¢ikan absorbansin nitrat kalibrasyon egrisinden

hesaplanmasiyla elde edildi. Sonuglar ppm olarak verildi.

2.2.7. Omeklerin dziitleme ve aritilmasi islemi

Orneklerden en az 5 g alinarak dgiitme makinesinde 6giitiildii. Ogiitiilmiis 6rnekten
hassas terazide 5 g olacak sekilde tartildi. Homojenizator kabina alinan 6rneklerin
tizerine 35-40 ml damitik su ve 0,5 ml NaOH ilave edilerek 5 dak siireyle

homojenizatorde yliksek devirde karistirildi. Bu karistirma isleminden sonra pH



kontrol edildi. Eger pH degeri 7’nin altinda ise pH 7-8 arasinda oluncaya kadar
dikkatlice %2 NaOH soliisyonu ilave edildi. Cam balonlara aktarilan 6rnekler sicak
su banyosuna yerlestirilip banyonun sicakligi 50 °C oluncaya kadar i¢inde tutularak
belirli araliklarla karistirildi. Istenilen sicakliga ulasildiginda her bir 6rnege 5 ml
ZnSO, ¢ozeltisinden ilave edilerek karistirildi. 10 dak siire ile 50 °C sicak su
banyosunda bekletildi. Bu siirenin sonunda sicak su banyosundan oda 1sisindaki
soguk su banyosuna alindi ve sogutuldu. Orneklerin hacmi damitik su ilave edilerek
100 mI’ye tamamlanip iyice karistirildi. 5 dak beklenip siizge¢ kagidindan siiziildii.
Bu siiziintiiniin ilk 20 ml’lik kismi1 atildiktan sonra siizme islemine devam edildi.

Elde edilen filtrat ile hemen ayni1 giin i¢cinde analiz yapildu.

2.2.8. Nitrit 6l¢liimii

Ornek filtrattan 5 ml 6lgiilerek 50 ml’lik 8lcii silindirine aktarildi. Uzerine sirayla 9
ml amonyum kloriir tamponu, 5 ml %60°lik asetik ait, 5 ml siilfanilamid, 2 ml NED
ilave edildi. Damitik su ile 50 ml’ye tamamlandi. Filtrat yerine damitik su
kullanilarak ayni sekilde kor 6rnegi de hazirlandi. Hazirlanan 6rnek ve kor karanlik
ortamda 25 dak bekletildi. Spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda kore karsi

absorbans1 okundu.

2.2.9. Nitrat ol¢timii

Ornek filtrattan 2 ml dlgiilerek 50 ml’lik 6l¢ii silindirine aktarildi. Uzerine 5 ml
amonyum kloriir tamponu ilave edilip karistirildi. Nitrat tayini agamasina gegmeden
once etkinlestirilmis kadmiyum indirgeme kolonundan 3-5 ml/dak hizla gegirilerek
nitrat nitrite indirgendi. Her 6rnek filtrat kolondan gectikten sonra 15 ml damitik su

ile kolon yikanda.

Kolondan gegen 6rnege sirasiyla 5 ml %60°lik asetik asit, 5 ml stilfanilamid, 2 ml
NED ilave edildi. Damitik su ile 50 ml’ye tamamlandi. Filtrat yerine damitik su
kullanilarak ayni sekilde kor 6rnegi de hazirlandi. Hazirlanan 6rnek ve kor karanlik
ortamda 25 dak bekletildi. Spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda kore kars

absorbansi okundu.



2.3. Tanen Analizi

Yemlerdeki tanen miktarlart Horwits (1970) ve Lepper (1950) tarafindan bildirilen

spektrofotometrik yonteme gore yapildi.

Tanen, sodyum karbonatla birlikte Folin-Denis ayiraci ile mavi renk olusturdu. Mavi
renkli bilesik 760 nm’de spektrofotometrede (nitrat-nitrit analizi bdliimiinde

Ozellikleri verildi) 6l¢iilerek tanen miktar1 belirlendi. Sonuglar yiizde olarak verildi.

2.3.1. Ayrraclar

Folin-Denis Ayiract: 750 ml damitik suya 100 g sodyum volfromat (sodyum
tungstat), 20 g fosfomolibdik asit ve 50 ml H,PO,4 konuldu. Geri sogutucuda 2 saat

1s1t1ld1 sonra sogutuldu ve hacmi damitik su ile 1000 ml’ye tamamlanda.

Doymus sodyum karbonat ¢ozeltisi: 100 ml suya 35 g susuz Na,COj3 katildi. 70-80
°C’de ¢Ozdirildi. Bir gece bekletildi. Doymus Na,CO3.10 H,O kristalleri ile

kristallendirildi. Kristalizasyondan sonra cam pamugundan siiziildii.

2.3.2. Oziitleme

1 g 6rnek tartildi, tizerine 50 ml sicak damitik su eklenip 1 saat bekletildi. Daha sonra
siiziilerek siiziintiiden 1 ml alind1 ve 100 ml’lik balon jojeye konuldu. Uzerine 90 ml
damitik su + 1 ml Folin-Denis ayiracit + 5 ml Na,CO3 konulup damitik su ile hacmi
100 ml’ye tamamlandi. 30 dak karanlikta bekletildikten sonra 760 nm’de
spektrofotometrede okundu.

2.3.3. Standart hazirlanmasi

0,1 mg/mI’lik tannik asit stok ¢ozeltisinden 50 pl, 100 pl, 200 pl, 300 ul, 500 pl, 1
ml, 2 ml, 3 ml, 5 ml ve 10 ml alinip igerisinde 75 ml damitik su bulunan 100 ml’lik
balon jojelere konuldu. Uzerine 1 ml Folin-Denis ayiract + 5 ml Na,COs konulup
damitik su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi. 30 dak karanlikta bekletildikten sonra
760 nm’de spektrofotometrede okundu ve standart egri ¢izildi. Cozelti her analiz i¢in

taze hazirland.



2.4. Sodyum Kloriir Analizi

Sodyum kloriir miktar1 tayini USP-NF 1985°e gore yapildi.

5 g yem o6rnegi bir miktar damitik suyla karistiricida karistirilip, karigim 500 ml’lik
balona aktarildi; karistirict ve hunideki 6rnek artiklart damitik suyla yikandi. Tuzun
erimesi ve albliminin ¢ékmesi i¢in 45 °C’de 25-30 dak 1sitildi, hacmi damitik suyla
500 ml’ye tamamlandi; sogutuldu ve stiziildii. Siiziintiiden 50 ml alindi, 1 ml belirteg
(potasyum kromat %S5, suda hazirlandi1) katilarak 0,1 N AgNOj3 ¢ozeltisi ile tugla
kirmizist renge kadar titre edildi. Aymi sekilde bir de kor (5 ml su ile) yapildi.
Harcanan O,1 N AgNO;z; hacim olarak belirlendi. Sonuglar asagidaki formiile gore

hesaplandi ve yiizde olarak verildi.

Hesaplama:

Hesaplama agagida verilen formiile gore yapildi.

Harcanan 0,1N AgNO3; (ml) x 500 x 100 x 0,0058454
%NaCl = -------- e e e mmmmmmmnen --
Alman 6rnek (g) x 50

2.5. Istatistik: Calisma sonunda elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmesi
SPSS 17 istatistik paket programi ile yapildi. “Kolmogrov-Smirnov testi” ile toplam
aflatoksin, nitrat-nitrit, tanen ve sodyum kloriir degerlerinin normal dagilim gdsterip
gostermedigi saptandiktan sonra, normal dagilim gdsteren yemler arasinda belirtilen
degiskenler yoniinden ortalamalardaki farklilhik “Tek Yonlii Varyans Analizi” ile
belirlendi, farklilik gosteren gruplar “Duncan” en kii¢iik onemli fark yontemi ile

tespit edildi.

Analiz sonuclarina gore aflatoksin miktarlar ppb (ng/kg), nitrat-nitrit miktarlar1 ppm

(mg/kg), sodyum kloriir ve tanen miktarlari ise yiizde (%) olarak ifade edildi.



3. BULGULAR

Yapilan analizlerle muhabbet kusu, kanarya ve papagan yemleri, toplam aflatoksin,

nitrat-nitrit, tanen ve sodyum kloriir yoniinden incelendi.

Analiz sonuglarina gore toplam aflatoksin miktarlart (Cizelge 3.1) muhabbet kusu
yemlerinin 11’inde (%55) 2,44-34,30 ppb (Cizelge 3.5), kanarya yemlerinin 8’inde
(%40) 0,91-16,75 ppb (Cizelge 3.6) ve papagan yemlerinin 10’unda (%50) 1,43-
19,29 ppb (Cizelge 3.7) diizeylerinde bulunmustur. Aflatoksin cesitlerine gore ise,
AFB; (Cizelge 3.2) muhabbet kusu yemlerinin 11’inde (%55) 2,44-28,14 ppb
(Cizelge 3.5), kanarya yemlerinin 8’inde (%40) 0,91-15,5 ppb (Cizelge 3.6) ve
papagan yemlerinin 10’unda (%50) 1,43-18,5 ppb (Cizelge 3.7); AFB; (Cizelge 3.3)
muhabbet kusu yemlerinin 9’unda (%45) 0,29-1,66 ppb (Cizelge 3.5), kanarya
yemlerinin 3’linde (%15) 0,27-1,25 ppb (Cizelge 3.6) ve papagan yemlerinin 5’inde
(%25) 0,25-1,44 ppb (Cizelge 3.7); AFG; (Cizelge 3.4) muhabbet kusu yemlerinin
3’linde (%]15) 3,9-8,13 ppb (Cizelge 3.5) ve papagan yemlerinin 1’inde (%5) 1,46
ppb (Cizelge 3.7) ve AFG; sadece 1 muhabbet kusu yeminde (Cizelge 3.5) 0,6 ppb
diizeylerinde tespit edildi. Sekil 3.1. ve 3.2.°de analiz edilen 6rneklere ait birer
negatif ve pozitif kromatogram o6rnegi ve Sekil 3.3.’te standarda ait kromatogram

ornegi verildi.

Cizelge 3.1. Yemlerde bulunan toplam aflatoksin miktarlarinin dagilim araliklari.

Toplam aflatoksin (ppb)
Yem ¢esitleri Negatif 0,01-5 | 5,01-10 | 10,01-20 20 1

n|{ % |n|%|n| % |[n| % |n| %

Toplam

Muhabbet kusuyemi | 9 | 45 | 3 |15 3 | 15 | 3| 15 |2 | 10 20
Kanarya yemi 12| 60 | 6 |30]|1] 5 1 5 - - 20
Papagan yemi 10| 50 (6 (30| -] - | 4] 20 |- | - 20

Genel 31| 51,7 |15|25|4 | 6,7 | 8| 133 |2 | 33 60




Cizelge 3.2. Yemlerde bulunan AFB; miktarlarinin dagilim araliklari.

AFB; (ppb)
Yem cesitleri Negatif 0,01-5 | 5,01-10 | 10,01-20 20 1
Toplam
n % N|[%|n| % | n % n| %
Muhabbet kusu yemi | 9 45 311514 | 20 | 3 15 1 5 20
Kanarya yemi 12| 60 |6 (30|15 (1| 5 |-| - 20
Papagan yemi 10| 50 |6 |30|-| - | 4] 20 |-]| - 20
Genel 31| 514,7 |15|25|5|83 |8 | 133 1] 17 60
Cizelge 3.3. Yemlerde bulunan AFB, miktarlarinin dagilim araliklari.
AFB; (ppb)
Yem gesitleri Negatif | 0,015 | 5,01-10 | 10,01-20 | 201
Toplam
nf % (n| % (n| % |n| % |[n| %
Muhabbet kusu yemi | 11 | 55 9 | 45 | - - - - - - 20
Kanarya yemi 17| 8 | 3|15 | -| - | -] - |-]| - 20
Papagan yemi 15 75 | 5| 25 | - | - | - - -] - 20
Genel 43| 71,7 |17 | 28,3 | - - - - - - 60
Cizelge 3.4. Yemlerde bulunan AFG; miktarlarinin dagilim araliklar.
AFG; (ppb)
Yem gesitleri Negatif | 0,01-5 | 5,01-10 | 10,01-20 | 201
Toplam
ni % ni % [n| % |n| % |[n| %
Muhabbet kusu
_ 17| 8 (2|10 |1 5 |-] - |-| - 20
yemi
Kanarya yemi 200200 | - | - | -] - | -| - |-/ - 20
Papagan yemi 19| 95 | 1| 5 | -] - - - - - 20
Genel 56 | 933 | 3 5 | 1]|2147 | - - - - 60




Cizelge 3.5. Muhabbet kusu yemlerindeki aflatoksin miktarlart.

Ornek Sonug (ppb)
numarasi AFB; AFB; AFG, AFG, Toplam
1 14,76 1,66 39 - 20,32
2 - - - - -
3 - - - - -
4 - - - - -
5 - - - - -
6 - - - - -
7 13,79 0,6 - - 14,39
8 2,53 0,29 - - 2,82
9 2,95 0 - - 2,95
10 6,48 0,38 - - 6,86
11 - - - - -
12 7,14 0,42 - - 7,56
13 9,41 0,47 - - 9,88
14 - - - - -
15 - - - - -
16 28,14 1,66 39 0,6 34,3
17 - - - - -
18 12,7 0,8 - - 13,5
19 7,95 0,55 8,13 - 16,63
20 2,44 - - - 2,44

: Tespit edilebilir diizeyde bulunamadi.




Cizelge 3.6. Kanarya yemlerindeki aflatoksin miktarlari.

Ornek Senug (ppb)
numarasi AFB; AFB, AFG, AFG, Toplam

1 - - - - -

2 2,78 - - - 2,78

3 - - - - -

4 4,38 0,27 - - 4,65

5 - - - - -

6 15,5 1,25 - - 16,75

7 1,77 - - - 1,77

8 - - - - -

9 4,93 - - - 4,93
10 - - - - -
11 - - - - -
12 - - - - -
13 - - - - -
14 - - - - -
15 0,91 - - - 0,91
16 2,65 - - - 2,65
17 - - - - -
18 - - - - -
19 5,05 0,3 - - 5,35
20 - - - - -

: Tespit edilebilir diizeyde bulunamadi.




Cizelge 3.7. Papagan yemlerindeki aflatoksin miktarlari.

Ornek Sonug¢ (ppb)
numarasi AFB; AFB, AFG; AFG, Toplam
1 - - - - -
2 - - - - -
3 11,69 1,23 - - 12,92
4 10,21 0,51 - - 10,72
5 - - - -
6 - - - -
7 2,18 - - 2,18
8 3,29 - - 3,29
9 - - - -
10 1,43 - - 1,43
11 - - - -
12 - - - -
13 18,5 0,79 - - 19,29
14 - - - -
15 1,58 1,46 - 3,04
16 - - - -
17 14,6 1,44 - - 16,04
18 - - - -
19 3,68 0,25 - - 3,93
20 2,52 - - 2,52
: Tespit edilebilir diizeyde bulunamadi.
Cizelge 3.8. Tiim yemlerde aflatoksin miktarlar1 (ppb)
Muhabbet kusu Kanarya Papagan Genel
Aflatoksinler X £ Sx X £ Sx X £ Sx X £ Sx
AFB; 5,41 £1,65 1,90 £ 0,82 3,48 £1,25 3,60 £0,75
enaz-encok | 0,00 -28,14 0,00 - 15,50 0,00 - 18,50 0,00 - 28,14
AFB, 0,34 £0,12 0,09 + 0,06 0,21 £0,10 0,21 + 0,06
en az - en ¢ok 0,00-1,66 0,00 - 1,25 0,00-1,44 0,00 - 1,66
AFG, 0,80 +£0,47 TEDB 0,07+ 0,07 0,29 £0,16
en az - en ¢ok 0,00 - 8,13 0,00-1,44 0,00 - 8,13
AFG 0,03 + 0,03 0,01 £0,01
enaz-encok | 0,00 - 0,60 TEDB TEDB 0,00 - 0,60
Toplam AF 6,58 +£2,06 1,99 + 0,88 3,76 £ 1,33 4,11 £ 0,88
enaz-encok | 0,00-34,30 0,00 - 16,75 0,00 - 19,29 0,00 - 34,30

TEDB

Yem cesitleri toplam aflatoksin, AFB;, AFB;, AFG; ve AFG; diizeyleri acisindan

: Tespit edilebilir diizeyde bulunamadi.

benzerlik gostermektedir (p>0,05).
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Sekil 3.1. Negatif yem 6rnegi kromatogrami.
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Sekil 3.2. Pozitif yem 6rnegi kromatogrami.
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Sekil 3.3. Standarda ait kromatogram.



Analizlerin sonucunda 32 ornekte (%53,33) nitrit (Cizelge 3.10) 0,48-6,19 ppm;
nitrat (Cizelge 3.9, 3.11) 1,31-25,55 ppm arasindaki miktarlarda tespit edildi. Yem
cesitlerine gore ise nitrat (Cizelge 3.11) muhabbet kusu yemlerinde 7,95+1,33 ppm
(1,31-25,55 ppm), kanarya yemlerinde 7,47+0,60 ppm (2,62-13,76 ppm), papagan
yemlerinde 6,95+0,60 ppm (1,97-12,45 ppm); nitrit (Cizelge 3.9, 3.11) muhabbet
kusu yemlerinde 10 ornekte (%50) 1,48+0,41 ppm (0,00-6,19 ppm); kanarya
yemlerinde 8 ornekte (%40) 0,83+0,28 ppm (0,00-3,81 ppm) ve papagan yemlerinde
14 6rnekte (%70) 2,21+0,38 ppm (0,00-4,76 ppm) miktarlarinda bulundu.

Cizelge 3.9. Yemlerdeki nitrat miktarlari ve sayisal dagilimlar.

Miktarlar* (ppm)
Yem cesitleri 0-10 | 10,01-20 | 20,01 ve iistii
Toplam
n % n| % | n %
Muhabbet kusu yemi 151 75 | 4] 20 |1 5 20
Kanarya yemi 18| 90 2| 10 | - - 20
Papagan yemi 18] 90 2| 10 | - - 20
Genel 51| 8 | 8 |1333| 1 1,67 60

* Tm yemler nitrat en az 1,31 ppm, en ¢ok 25,55 ppm miktarlarinda bulundu.

Cizelge 3.10. Yemlerdeki nitrit yoniinden negatif ve pozitif 6rneklerin dagilimlar:.

Miktarlar (ppm)
Yem gesitleri Negatif | Pozitif Miktar
Toplam
n % n| % | Enaz-encok
Muhabbet kusu yemi 10| 50 |10] 50 0,95-6,19 20
Kanarya yemi 12| 60 8 | 40 0,48 - 3,81 20
Papagan yemi 6 30 |14 70 0,95-4,76 20
Genel 28 | 46,67 | 32 |53,33] 0,48-6,19 60

Tanen tim yemlerde %0,04-0,74 arasindaki oranlarda bulundu (Cizelge 3.11). Yem
gesitlerine gore ise muhabbet kusu yemlerinde %0,10+0,007 (%0,04-0,15), kanarya
yemlerinde 9%0,12+0,005 (%0,09-0,15) ve papagan yemlerinde %0,66+0,013
(%0,52-0,74) oranlarinda bulundu.



Sodyum kloriir tim yemlerde %0,05-0,44 arasindaki oranlarda bulundu. Yem
cesitlerine gore ise muhabbet kusu yemlerinde %0,25+0,018 (%0,11-0,44), kanarya
yemlerinde %0,11+0,009 (0,05-0,18) ve papagan yemlerinde %0,23+0,015 (%0,09-

0,35) oranlarinda bulundu (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11. Yemlerdeki nitrat, nitrit, tanen ve sodyum kloriir miktarlari.

Muhabbet kusu Kanarya Papagan Genel* P
Madde n X + Sx X £ Sx X + Sx X + Sx
Nitrit (ppm) 1,48+ 0,41%® 0,83+0,28" | 2,21+0,38 | 1,51+0,22 X
enaz-encok | 20 0,00 -6,19 0,00-381 0,00 -4,76 0,00-6,19
Nitrat (ppm) 7,95 +1,33° 7,47 +0,60% | 6,95+0,60" | 7,46+0,52 -
enaz-encok | 20 1,31 - 25,55 2,62-13,76 | 1,97-1245 | 1,31-2555
Tanen (yiizde) 0,10 £ 0,007° 0,12 £0,005% | 0,66+ 0,013 | 0,29+ 0,034 XX
enaz-encok | 20 0,04-0,15 0,09 - 0,15 0,52 -0,74 0,04 - 0,74
Sodyum
kloriir (yiizde) 0,25 +0,018° 0,11+0,009° | 0,23 +0,015* | 0,19+ 0,012 -
enaz-engok | 20 0,11-0,44 0,05-0,18 0,09-0,35 0,05-0,44
a,b : ayni satirda farkli harfleri tagiyan gruplar arasi farkliliklar anlamlidir.
XX :p<0,001
X 1p<0,05
- :p>0,05
* 'n=60

Yem c¢esitleri analiz edilen degiskenler yoniinden ortalamalarda nitrit yoniinden
muhabbet kusu yemi kanarya ve papagan yemi ile benzer, kanarya ve papagan
yeminde ise anlaml bir farklilik vardir (p<0,05). Nitrat yoniinden gruplar benzerlik
gostermektedir (p>0,05). Tanen yoniinden muhabbet kusu ve kanarya yemleri
benzer; papagan yemi ise bu gruplardan anlamli bir farklilhik gostermektedir
(p<0,001). Sodyum koriir yoniinden ise muhabbet kusu ve papagan yemi benzerlik

gosterirken, kanarya yeminde anlamli bir farklilik vardir (p>0,05).



4. TARTISMA

Yapilan taramalar sonucu kafes kusu yemlerindeki dogal olumsuzluk faktorlerinden
aflatoksinler, nitrat-nitrit, tanen ve sodyum Kkloriir miktarlar1 ile ilgili ¢ok smnirl

sayida ¢alismaya rastlandi.

Orug ve arkadaslar1 (2001) tarafindan Bursa’daki 12 muhabbet kusu, 5 kanarya ve 5
hayvanat bahgesi kusu yemi olmak iizere toplam 22 kus yeminde ELISA yontemi ile
yapilan ¢aligmada analiz edilen yemlerde aflatoksine %72,72 oraninda rastlanmis ve
0,0-9,2 ppb miktarlarinda oldugu tespit edilmistir. Bu c¢alisma Tiirkiye’de kus
yemlerinde yapilan tek tarama calismasidir. Burada yapilan ¢alismada tespit edilen
aflatoksin miktarlar1 ve rastlanma oranlar karsilastirildiginda, arastiricilar tarafindan
bulunan sonuglara gore daha diisiik oranda (%48,3) ancak daha yiiksek miktarlarda
(0,00-34,30 ppb) aflatoksin varliginin tespit edildigi goriilmektedir (Cizelge 3.1).
Buna ragmen tespit edilen aflatoksin miktarlar1 biiyiikk oranda (%80) arastiricilarin

bildirdigi miktarlar araligindadir.

Nizamlioglu ve Goziin (1996) tarafindan zehirlenme siiphesiyle laboratuvara
getirilen 12 farkli tiir ve yastaki kanatl ve bunlarm tiikettigi yemlerde ITK ydntemi
ile yapilan arastirmada yemlerde 2,5-25 ppb miktarlarinda AFB; tespit edilmis ve
hayvanlarda yapilan nekropsi sonucunda karaciger ve bobreklerinde aflatoksine bagl
patolojik bozukluklarin gozlendigi bildirilmistir. Bu c¢aligmada bulunan AFB;
miktarlart (0,91-28,14 ppb) arastiricilar tarafindan yapilan analiz sonuglarina gore

bulunan miktarlarla (2,5-25 ppb) benzerlik gostermektedir (Cizelge 3.8).

Martins ve arkadaslar1 (2003) tarafindan 20 adet kus yeminde (10 kanarya, 10
papagan yemi) HPLC yontemi ile yapilan mikotoksin analizlerinde higbir 6rnekte

aflatoksin tespit edilmemistir.

Henke ve arkadaglar1 (2001) tarafindan yapilan bir tarama calismasinda, Teksas’in
farkli bolgelerinden topladiklart misir, dari, aygigegi tohumu ve tahil tanelerinden

olusan 142 adet yabani kus yemi 6rneginde Aflatest kitleri ve florimetrik yontem ile



0-2 780 ppb arasinda degisen miktarlarda aflatoksin tespit edilmis ve bu yemlerin
%17’sinde 100 ppb’nin iizerinde aflatoksine rastlandigi bildirilmistir. Bu ¢alismada
bulunan aflatoksin degerlerinin (0,00-34,30 ppb) Henke ve arkadaglar1 tarafindan
bulunan degerlerin ¢ok altinda oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.8).

Maia ve Pereira Bastos de Siquiera (2002) tarafindan yapilan ¢alismada, 30 kus
yeminde ITK yontemi ile yapilan analizlerde, kus yemlerinin %26,7’sinde ortalama
110 ppb miktarinda AFB; tespit edilmistir. Aflatoksin tespit edilen tiim yemlerin
iceriginde fistitk oldugunu bildirilmistir. Buradaki c¢aligmalarin sonuglariyla
karsilastirildiginda arastiricilarin buldugu AFB; miktarlarinin (ortalama 110 ppb)
burada bulunan ortalama AFB; miktarlarin (3,60+0,75) ¢ok iizerinde oldugu

goriilmektedir (Cizelge 3.8).

Yapilan taramalarda kafes kusu yemlerinde bulunan aflatoksin miktarlar1 hakkinda
sinirli sayida yayma rastlandigindan dolay: ayrica diger kanath ve tavuk yemlerinde

yapilan aflatoksin miktar belirleme c¢alismalari ile de karsilastirma yapildu.

Brezilya’da Oliveira ve arkadaslari (2006) tarafindan kanatli yemlerinde HPLC
yontemi ile yapilan bir ¢alismada AFB; miktarlann 1,2 — 17,5 ppb arasinda
bulunmustur. Buradaki c¢alisma sonuglartyla karsilagtirildiginda Olivera ve
arkadaglarinin buldugu degerler ile benzerlik gostermektedir (28,14 ppb AFB; iceren
1 yemin haricinde) (Cizelge 3.2).

Zinedine ve arkadaslar1 (2007) tarafindan HPLC yontemi ile 58 6rnekte (20 misir
unu, 17 bugday unu ve 21 kanatli yemi) yapilan c¢aligmada aflatoksin bulunma
oranlart sirasiyla %80, %17,6 ve %66 ve AFB; miktarlar sirasiyla 0,23-11,2 ppb,
0,03-0,15 ppb ve 0,05-5,38 ppb miktarlarinda bulunmustur. Yapilan calisma ile
karsilastirildiginda Zinedin ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismadaki AFB;
bulunma orani, bu calismada bulunan orandan daha yiiksek fakat daha diisiik

miktarlarda bulundugu goriilmektedir (Cizelge 3.2).



Beg ve arkadaglar1 (2006) tarafindan Kuveyt’teki kanath yem ve yem
hammaddelerinde mikotoksin varliginin taranmasi i¢in HPLC yontemi ile yapilan
aragtirmada, ortalama aflatoksin miktarlari misirda 0,27 ppb (0-1,69 ppb), soya
fasulyesinde 0,20 ppb (0-1,27 ppb), bugday kepeginde 0,15 ppb (0-1,07 ppb), etci
pili¢ baslangi¢c yeminde 0,48 ppb (0-3,26 ppb), etci pili¢ bitis yeminde 0,39 ppb (0-
1,05 ppb) ve yumurtact tavuk yemlerinde 0,21 ppb (0-1,30 ppb) bulunmustur.
Aragtiricilar tarafindan yapilan ¢alisma ile karsilastirildiginda bu ¢alismada bulunan

degerler (toplam aflatoksin 0-34,30 ppb) daha yiiksek goriinmektedir (Cizelge 3.8).

Giambrone ve arkadaslar1 (1985) 400 ppb ve tizerindeki miktarlarda aflatoksin igeren
yemle beslenen hindilerde yiiksek oranda Oliimlerin goriildiiglinii; Witlock ve Wyatt
(1981) ve Quist ve arkadaslarinin (2000) yaptig1 ¢alismalarda ise 100 ppb ve daha
yiikksek miktarda aflatoksin igeren yemlerle kisa siireli (14 giin), Rauber ve
arkadaslarinin (2007) ise daha uzun siireli (21-42 giin) beslenen hindilerde, kan
parametrelerinde degisme, karaciger hasar1 ve canli agirlik artisinda azalma
oldugunu bildirmiglerdir. Bildirilen calismalarla karsilagtirildiginda bu c¢alismada
bulunan degerlerin bildirilen degerlerden ¢ok diisiik oldugu goriilmektedir (Cizelge
3.8).

Yem ve yem hammaddelerinin aflatoksinlerle kirlenme durumu, toksin olusumuna
neden olan hazirlayici faktorlerden dolayi, yem igerigine, iilkelere, bolgelere,
mevsimlere ve yillara gore 6nemli Olclide degisiklikler gostermektedir. Bu nedenle

yapilan c¢aligmalarin bulgular1 arasinda da 6nemli farkliliklar mevcuttur.

Kafes kusu yemlerinde, aflatoksin tolerans diizeyleri ile ilgili bir veri
bulunmamaktadir. Arastirma sonucunda elde edilen degerler, Avrupa Birligi uyum
yasalar1 ¢ercevesinde 5 Subat 2005 tarih ve 25718 sayili Resmi Gazete’de yayinlanan
2005/3 sayili yemlerde istenmeyen maddeler hakkinda teblig ve 11 Haziran 2008
say1 ve 26903 sayili Resmi Gazete’de yayinlanan yemlerde istenmeyen maddeler
hakkinda tebliginde degisiklik yapilmasina dair teblige gore degerlendirildi. Bu
teblige gore yem maddelerinde bulunabilecek en fazla AFB; miktar1 0,02 mg/kg (20
ppb) olarak bildirilmistir. Benzer bir sekilde Ingiltere Hayvan Yem Maddeleri igin

Danisma Komisyonu (Advisory Committee on Animal Feedingstuffs) tarafindan



yabani kuslar i¢in yem maddelerinde bulunabilecek en yliksek AFB; miktar1 0,02
mg/kg olarak bildirilmistir. Arastirma sonucunda sadece muhabbet kusu yemlerinden

1 6rnegin belirten diizeyleri agtig1 goriildii.

Orug ve arkadaslar1 (2001) tarafindan 12 muhabbet kusu, 5 kanarya ve 5 hayvanat
bahgesi kusu yemi olmak iizere toplam 22 kus yeminde yapilan bir c¢alismada,
yapilan analizler sonucunda yemlerde 0,0-3,1 ppm nitrat ve 0,0-1,3 ppm
miktarlarinda nitrit bulunmustur. Bu ¢alismanin sonuglartyla (nitrat 1,35-25,5 ppm
ve nitrit 0,00-6,19 ppm) karsilastirildiginda arastiricilar tarafindan bulunan degerlerin
daha diistik oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.11).

Atef ve arkadaslar1 (1991) tarafindan horoz yavrularinda yapilan bir ¢aligmada yemle
birlikte 4,2 g/kg sodyum nitrat ve 1,7 g/kg sodyum nitrit verilen farkli iki grubun her
ikisinde de biiyiimenin yavagladigi, methemoglobinemi sekillendigi, eritrosit,
glutamik pirtivik transaminaz, kreatinin ve iire miktarlarinda degismeler oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle de nitrat ve nitritin kiimes hayvanlarinin karaciger, bobrek

ve immiin sistemle ilgili hastaliklarin etiyolojisinde rol alabilecegi belirtilmistir.

Burada yapilan ¢alismada bulunan nitrat ve nitrit miktarlarinin Atef ve arkadaglarinin
(1991) bildirdigi miktarlarla kiyaslanmayacak derecede diisiik oldugu goriilmektedir.
Burada bulunan miktarlar Diaz ve arkadaslarinin (1995) bildirdigi tahil tanelerinde
normal olarak bulunan nitrat ve nitrit miktarlar1 (0,5-18 ppm) ile benzerdir (Cizelge
3.11)

Kafes kusu yemlerindeki tanen miktarlarini belirlemeye yonelik yapilan ¢alismalara
ait taramalarda herhangi bir literatiire rastlanmamasindan dolayr bazi tavuk
yemlerinde ve daha cok kus yemi olarak kullanilan dariya ait calismalarla

karsilastirmalar yapildi.

Geervani ve Eggum (1989) tarafindan yapilan ¢alismada farkli dar tiirlerinde tanen
oranlarin1 %0,21-0,87 arasinda bulunmustur. Benzer olarak Onweluzo ve Nwabugwu
(2009) tarafindan daridaki tanen oranlar1 %0,24-0,28 olarak bildirilmistir. Bildirilen
degerler bu caligmada bulunan tanen oranlar1 (0,04-0,74) ile karsilastirildiginda
bildirilen degerlerle benzerlik gosterdigi goriilmektedir (Cizelge 3.11).



Akar ve arkadaglar1 (1994) cesitli yem ve yem ham maddelerinde tanen ve siyaniir
miktarlar1 {izerine yaptiklar: bir arastirmada yem ve yem ham maddelerindeki tanen
oranlarii yilizde olarak ortalama 0 ile 5,70 arasinda bulmuslar ve bulduklar1 bu
oranlardaki tanenin kanatli hayvanlarda saglik sorunlarina neden olabilecegi ve
yemden yararlanmayr olumsuz yonde etkileyecegi sonucuna varmiglardir. Bu
calismada elde edilen sonuglarin (%0,04-0,74) arastiricilarin buldugu sonuclardan

daha diisiik oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.11).

Blakeslee ve Wilson (1979), yumurtaci tavuklar {izerinde yapilan bir ¢alismada %1
oraninda tanen igeren yemle beslenen hayvanlarda yem tiiketiminde, yumurta
veriminde azalma ya da yemden yararlanmada kontrol grubuna gére 6nemli bir fark
olmadigini; ancak, %2 ve %4 oranda tanen igeren yemle beslenen tavuklarda yem
tiketiminde, yumurta veriminde ve yemden yararlanmada azalma oldugu
bildirilmistir. Benzer olarak Acikgdz ve Ozkan (2002) tarafindan da %1’in
tizerindeki oranlarda tanen iceren yemle beslenen kanatlilarda toksik etkiler

goriilebilecegi bildirilmistir.

Pour ve Edriss (1997) tarafindan et¢i piligclerde yapilan ¢alismada %0,26’ya kadar
tanen iceren yemle beslenen hayvanlarda herhangi bir olumsuzluk goriilmezken, bu
degerin iizerinde tanen igeren yemle beslenen hayvanlarda performansta azalma

oldugu bildirilmistir.

Kubena ve arkadaslar1 (1983) tarafindan yapilan ¢alismada 1 giinliik erkek etei
pilicler %1,5 oranlarinda tanen igeren yemle beslendiklerinde canli agirlik artisinda

ve yemden yararlanmada 6nemli derecede azalma oldugu kaydedilmistir.

Chan ve Fuller (1964) tarafindan yemlerde %2 oraninda tanen bulunmasiin

civcivlerde gelisme ve yem tiiketimini azaltacag bildirilmistir.

Burada yapilan analizler sonucunda yemlerde bulunan tanen oranlar1 (%0,04-0,74)
literatlir bilgileri ile karsilastirildifinda hayvanlarda herhangi bir olumsuzluk

olusturabilecek diizeylerde olmadig1 goriilmektedir (Cizelge 3.11).



Kanatlilar sodyum kloriir ile zehirlenmeye kars1 diger tiirlere goére daha duyarhdirlar.
Bu hayvanlar i¢in sodyum kloriiriin giivenli ve toksik miktarlari birbirine ¢ok

yakindir (Balnave, 2006).

Yapilan taramalarda kafes kusu yemlerindeki sodyum kloriir miktarlar1 hakkinda
herhangi bir literatiire rastlanmamasi nedeni ile elde edilen sonuglar diger bazi
kanatl tiirlerine ait yemlerde yapilan sodyum kloriir miktarlar ile ilgili ¢alismalarla

karsilastirildi.

Matterson ve arkadaslari (1946) sodyum kloriire karsi hindilerin tavuklardan daha
duyarli oldugunu ve hindilerin, yemlerindeki %2’ye kadar ki sodyum kloriirii tolere

edebileceklerini bildirmislerdir.

Berger (2006) tarafindan tavuk, hindi, ordek, kaz, siilin ve bildircinlarin
yemlerindeki sodyum kloriir oraninin  %0,25-0,5 arasinda olmas1 gerektigi

bildirilmistir.

Kaya ve Akar (2002) tarafindan yemlere %2 oraninda sodyum kloriir katilmasi
halinde 6rdek palazlarinda gelisme geriligi, damizliklarda do6l verimi ve yumurtadan

yavru ¢ikma oraninda azalma meydana gelecegi bildirilmistir.

Kafes kuslarinin sodyum klortire kars1 duyarlilik sinirlari hakkinda herhangi bir veri
bulunmamakla birlikte yapilan analizler sonucunda tespit edilen degerlerin (%0,05-
0,44) (Cizelge 3.11) literatiirlerde belirtilen degerlerin altinda oldugundan kafes

kuslarinda herhangi bir saglik sorununa neden olmayacag kanisina varildi.



5. SONUC VE ONERILER

Kanatli hayvanlarin saglig1 agisindan yem ve yem ham maddelerinde bulunan ¢ok
sayidaki dogal olumsuzluk faktorlerinin 6nemi yillardir bilinmektedir. Bu
maddelerden ileri gelebilecek sakincalarin ortadan kaldirilmasi ya da ekonomik
kayiplarin en aza indirilmesi i¢in; yemlerde bulunan miktarlarinin nitel ve nicel
yonden ortaya konulmasina yonelik yapilan calismalar son derece Onem
tasimaktadir.  Veteriner hekim tarafindan hasta hayvanlarin  durumlari
degerlendirilirken, enfeksiy6z etkenlerin yani sira yemlerde dogal olarak var olan ya
da olusabilen toksik maddelerin de degerlendirilmesi, dogru tani ve uygun sagaltim
acisindan olduk¢a onemlidir. Ayrica koruyucu hekimlik agisindan da bu maddeler

biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu arastirmada bazi kafes kusu yemlerinde dogal olarak var olan ya da olusabilen
olumsuzluk faktorlerinden aflatoksinler, nitrat-nitrit, tanen ve sodyum kloriir
miktarlarinin  belirlenmesi amacglandi. Bu amacla muhabbet kusu, kanarya ve
papagan yemlerinin her birinden 20’ser adet olmak iizere toplam 60 adet yem Ornegi

kullanildi.

Tirkiye’de kafes kusu yemlerinde aflatoksin, nitrat-nitrit, tanen ve sodyum kloriir
tolerans diizeyleriyle ilgili bir veri ya da yasal bir diizenleme bulunmamaktadir.
Yemlerdeki aflatoksin seviyeleri 5 Subat 2005 tarih ve 25718 sayili Resmi Gazete’de
yayinlanan 2005/3 sayili yemlerde istenmeyen maddeler hakkinda teblig ve 11
Haziran 2008 say1 ve 26903 sayili Resmi Gazete’de yayinlanan yemlerde istenmeyen
maddeler hakkinda tebliginde degisiklik yapilmasina dair teblige gore
degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirmede yemlerde bulunan AFB; miktarlar1 1
adet yem haricinde (28,14 ppb) ilgili mevzuatta bildirilen miktarin altinda oldugu

saptandi.

Nitrat-nitrit, tanen ve sodyum kloriir miktarlar1 kanatli hayvanlarla ilgili literatiirler
1s1ginda degerlendirildi ve bulunan miktarlarin hayvanlarda herhangi bir saglik

sorununa neden olmayacak diizeylerde oldugu kanisina varildi.



Sonug olarak yemlerde tespit edilen aflatoksin, nitrat-nitrit, tanen ve sodyum kloriir
miktarlarinin  kafes kuslarinin sagligi agisindan herhangi bir risk olusturmasi
miimkiin goriinmemektedir. Fakat kus yemlerinde bulunan dogal olumsuzluk
faktorleri ve bunlarin kuslarin sagligina yonelik etkileri konusunda yeterli ¢alisma
bulunmamasi, konunun daha iyi degerlendirilebilmesi ve yasal limitlerin belirlenmesi
acisindan yeni c¢aligmalarin yapilmasimi gerekli kilmaktadir. Ozellikle de bazi
arastirmalarda tespit edilen yiiksek diizeyler ve zehirlenme olgulari, belirli araliklarla
kus yemlerinin dogal olumsuzluk faktorleri yoniinden taranmasinin yararli olacagini

gostermektedir.



OZET

Baz1 Kafes Kusu Yemlerinde Dogal Olumsuzluk Faktorlerinin (Aflatoksinler,
Nitrat, Nitrit, Tanen ve Sodyum Kloriir) Belirlenmesi

Bu calismada baz1 kafes kusu yemlerinde dogal olarak bulunan ya da sonradan
olusabilen dogal olumsuzluk faktorlerinden aflatoksinler, nitrat-nitrit, tanen ve
sodyum kloriir miktarlar1 arastirildi. Bu amacgla Ankara ili simirlart igerisindeki
satilan muhabbet kusu, kanarya ve papagan yemlerinin her birinden 20’ser adet
olmak iizere toplam 60 6rnek analiz edildi. Aflatoksin analizlerinde yiiksek basingh
stvi kromatografi cihazi (HPLC) kullanildi. Nitrat, nitrit ve tanen analizleri
spektrofotometrik yontemle, sodyum kloriir analizi ise renk reaksiyonuna dayali bir
yontemle yapildi.

Yapilan analizlerin sonucunda toplam aflatoksin miktarlart muhabbet kusu
yemlerinin 11’inde (%55) 2,44-34,30 ppb, kanarya yemlerinin 8’inde (%40) 0,91-
16,75 ppb ve papagan yemlerinin 10’unda (%50) 1,43-19,29 ppb diizeylerinde
bulundu. AFB; muhabbet kusu yemlerinin 11’inde (%55) 2,44-28,14 ppb, kanarya
yemlerinin 8’inde (%40) 0,91-15,5 ppb ve papagan yemlerinin 10’unda (%50) 1,43-
18,5 ppb; AFB, muhabbet kusu yemlerinin 9’unda (%45) 0,29-1,66 ppb, kanarya
yemlerinin 3’iinde (%15) 0,27-1,25 ppb ve papagan yemlerinin 5’inde (%25) 0,25-
1,44 ppb; AFG; muhabbet kusu yemlerinin 3’tinde (%15) 3,9-8,13 ppb ve papagan
yemlerinin 1’inde (%5) 1,46 ppb ve AFG, sadece 1 muhabbet kusu yeminde 0,6 ppb
miktarlarinda tespit edildi. Yemlerin tiimiinde nitrit 0,00-6,19 ppm; nitrat 1,31-25,55
ppm; tanen %0,04-0,74; sodyum kloriir ise %0,05-0,44 oranlar1 araliginda bulundu.

Kafes kusu yemleri hakkinda herhangi bir yasal ya da bilimsel bir deger olmamakla
birlikte sonu¢ olarak yapilan analizler sonucunda sadece 1 adet muhabbet kusu
yeminde bulunan AFB; miktarmin kafes kuslarmin saghg: agisindan bir risk
olusturabilecegi, diger yemlerde bulunan AFB; miktarlarinin kafes kuslarinin saglig
acisindan herhangi bir olumsuzluk yapmayacagi; ayrica tiim yemlerde yapilan nitrat-
nitrit, tanen ve sodyum kloriir analizleri sonucunda bulunan miktarlarin ise herhangi
bir saglik sorununa neden olmayacag kanisina varildi.

Anahtar Sozciikler: Kus yemi, aflatoksinler, nitrat, nitrit, tanen, sodyum kloriir.



SUMMARY

Determination of Natural Negative Agents (Aflatoxins, Nitrite, Nitrate, Tanin
and sodium Chlorure) in Some Cage Bird Feeds

In this study, among the naturally occurring and/or induced negative factors
aflatoxin, nitrate-nitrite, tannin and sodium chloride amounts in cagebird feeds were
determined. For this purpose, a total of 60 samples, 20 from each lovebird, canary
and parrot feed collected from the markets around Ankara were analyzed. High
pressure liquid chromatography (HPLC) was used in aflatoxin analysis.
Spectrophotometrical analysis were carried out for nitrite-nitrate and tanin content
and colorimetric analysis was done for sodium chloride determination.

It was found out that 11 samples (55%) from lovebird feeds contained 2,44-34,30
ppb; 8 samples (40%) from canary feeds contained 0,91-16,75 ppb and 10 samples
(50%) from parrot feed contained 1,43-19,29 ppb of total aflatoxin. Among the total
aflatoxin count; AFB; was found from 11 samples (55%) of lovebird feeds as 2,44-
28,14 ppb; 8 samples (40%) from canary feeds as 0,91-15,5 ppb and 10 samples
(50%) from parrot feeds as 1,43-18,5 ppb; AFB, was found from 9 samples (45%) of
lovebird feeds as 0,29-1,66 ppb, 3 samples (15%) from canary feeds as 0,27-1,25 ppb
and 5 samples (25%) from parrot feeds as 0,25-1,44 ppb; AFG; was found from 3
samples (15%) of lovebird feeds as 3,9-8,13 ppb and 1 sample (%5) of parrot feed as
1,46 ppb and AFG, was found only in one lovebird seed as 0,6 ppb. All feeds
contained between 0,00-6,19 ppm of nitrite; 1,31-25,55 ppm of nitrate; %0,04-0,74
of tanin and %0,05-0,44 of sodium chloride.

Eventhough, there is no legal of scientific assessment of the described negative
factors on cagebird feeds, results indicate that AFB; amount found in one of the
lovebird feed might cause a health risk; whereas the rest does not necessarily cause
any health problems on cagebirds. The results also indicate that nitrate-nitrite, tanin
and sodium chloride amounts analyzed in all feeds are below the risk amounts and
will not cause any health problems.

Key words: Cagebird feed, aflatoxins, nitrate, nitrite, tannin, sodium chloride.
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