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Ozet

Bu arastirmada musir silajinda aflatoksin B, (AFB,) ve zearalenon (ZON) kirliliklerinin analizinde Yiiksek Performansli ince Tabaka
Kromatografisinde (HPTLC) Florodansitometre ile yemlerde kullanilan yontemin modifiye edilerek silajlarda rutin olarak kullaniimasi
ve bu yéntem ile ic Anadolu Bélgesi illerinden toplanan musir silaji drneklerinde bu kirliliklerin belirlenmesi amaclandi. Misir silajinda
AFB; ve ZON miktarinin tayininde kullanilan metotlarin validasyonu icin 6zgiinliik, dogrusallik, geri kazanim, duyarllk ve kesinlik
parametreleri calisildi. Mikotoksin analizlerinde duyarhlik limitleri AFB; icin 2 ppb, ZON icin 12 ppb; geri kazanim AFB; icin %74, ZON
icin %81 olarak belirlendi. Misir silajinda AFB, analizinde developman ¢ozeltisi olarak kloroform + aseton + bidistile su kullanildi. ZON
analizinde ise TLC plakalarin yerine HPTLC plakalar kullanildi. Aksaray, Ankara, Cankiri, Eskisehir, Karaman, Kayseri, Kirikkale, Kirsehir,
Konya, Nevsehir, Nigde, Sivas, Yozgat'taki stt sigirciligi ve koyunculuk isletmelerinden 1 Mart - 31 Mayis 2008 tarihlerinde 2007 yilinin
Urlind olan toplam 260 misir silaji 6rnedi toplandi ve drneklerde AFB; ve ZON diizeyleri belirlendi. Misir silajlarinda AFB; ve ZON
diizeylerini tespit eden gecerliligi denenmis bu ydntemlerin rutin analizlerde laboratuvarlarda kullanilabilecegi belirlendi. Toksikolojik
analizler sonucunda misir silaji 6rneklerinin hicbirinde AFB, ve ZON kirliligi tespit edilemedi.
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Analyzes of Aflatoxin B, and Zearalenone in Corn Silage by
High Performance Thin Layer Chromatography
(HPTLC)-Fluorodensitometric Method

Summary

In this study development of experimented and verified method available for routine analyzes of aflatoxin B, (AFB,) and zearalenone
(ZON) contamination in corn silage by High Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC)-Fluorodensitometric method; and
determination of contamination in corn silage samples collected from all of the Central Anatolia provinces by this method were aimed.
The validation of both methods used in AFB; and ZON analyses was performed by the parameters of specificity, linearity, recovery,
sensitivity and precision. In the mycotoxin analyses, the limits of sensitivity were determined 2 ppb for AFB; and 12 ppb for ZON.
The recovery was 74% AFB, and 81% for ZON in corn silage. Chloroform + methanol + water development solution was used for
AFB; analyses; and HPTLC plates were used instead of TLC plates in ZON analyses. A total of 260 corn silage samples which were the
crops of the year 2007 were collected in the dairy cattle and sheep enterprises in the provinces of Aksaray, Ankara, Cankiri, Eskisehir,
Karaman, Kayseri, Kirikkale, Kirsehir, Konya, Nevsehir, Nigde, Sivas and Yozgat in Central Anatolia-Turkey between the dates of March
1 and May 31, 2008; and AFB; and ZON levels in collected corn silage samples were analyzed. The tested and verified methods whose
effectiveness was experimented on the silage samples were determined in laboratories for routine analyses. The result of toxicological
analyzes, AFB; and ZON contamination were not detected in any of the silage samples.
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GiRiS

Mikotoksinler, Gretimi ve depolanmasi uygun sartlarda
yapilamayan yem, yem hammaddeleri ve besinlerde kon-
taminasyona sebep olan mantarlar tarafindan salgilanan
sekonder toksik metabolitlerdir "2 Fusarium, Penicillium
ve Aspergillus tirleri silajlarda mikotoksin Greten man-
tarlardan en dnemlileridir 3°. Bunlar aflatoksin (AF)’ler ve
zearalenon (ZON) da dahil bircok mikotoksini Uretebil-
mektedirler. Mikotoksinler icerisinde en énemlisi AF'dir 3.
Cunkd digerlerine oranla daha toksik olup daha kisa
stirede olusmaktadir °. Bu tir toksinler tiim hayvan tirleri
ve insanlarda zehirlenmeye neden olmakta; her cesit yem
ile besin maddelerinde bulunabilmekte ve karsinojenite
riskleri diger mikotoksinlere gore daha fazla olmaktadir .
AF'ler; Aspergillus (Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus)
tlrl mantarlar tarafindan tretilen toksik metabolitlerdir #°.
Besin ve cevre sartlari misaitse (20-30°C) bu tlr mantar-
larin AF olusturmasi icin 3-6 glinliik bir stire yeterli olmak-
tadir '°. AF'ler kimyasal olarak difurokumarolakton olarak
siniflandirilmaktadir .

Fenolik rezorsilik asit tirevi, blylk lakton yapili ZON
(F-2 toksin) Fusarium cerealis, F. equiseti, F. semitectum,
F. roseum, F. graminearum "%, F. culmorum "6, F,
crookwellense 7, F. moniliforme '8, F.verticillioides '° gibi
Fusarium tirleri tarafindan Uretilen, gicli 6strojenik bir
mikotoksindir 2°. Tahillarin, yem ve yem hammaddelerinin
24-27°C'de yuksek rutubetli ortamlarda depolanmasi ZON
sentezini tesvik etmektedir. ZON son derece dayanikli bir
mikotoksindir; isitma ve diger islemlerden fazla etkilen-
memektedir 2'. Soguk ve nem oraninin yiksek oldugu
mevsimlerde yetistirilen ve hasat edilen tarim Urinleri ile
silajlarda rastlanilmistir 22,

Turkiye'de yemlerde bulunmasina izin verilen AFB, ve
ZON duzeyleri Tarim ve Koyisleri Bakanhgi tarafindan,
27653 ve 27714 sayili Resmi Gazetelerde yayinlanan Yem-
lerde istenmeyen Maddeler Hakkinda Degisiklik Yapilma-
sina Dair Teblig'de bildirilmistir. Bu tebliglere gore yem
maddesi olan silajda AFB,'in 20 ppb’ye ve ZON'un ise 0.5
ppm’e kadar bulunmasina izin verilmektedir 2324,

Silaj yapimi diinyada oldugu gibi Tirkiye'de de hay-
van besleme alaninda en sik kullanilan depolama yon-
temlerinden birisidir. Usuliine uygun olarak yapilmayan
silajlar, mikotoksin Ureten mantarlar icin uygun bir Greme
ortami olusturabilmektedir. Bu nedenle silajlarin teknigine
uygun sekilde hazirlanmasi ve belli araliklarla toksikolojik
analizlerinin yapilmasi gerekmektedir. Mikotoksin zehir-
lenmeleri genellikle kronik seyirli olmasi nedeniyle klinik
belirtiler oldukca gec ortaya ¢ikmakta ve yetistiriciler
tarafindan kolaylikla fark edilememektedir. Bu nedenle
yetistiriciler yem maddesinin rutin kontrollinid ihmal
etmekte ve genellikle saglik problemleri ¢iktiktan sonra
¢6ziim aramaktadirlar. Ozellikle siit sigin yetistiriciliginde
gorilen jinekolojik problemler bu konunun 6nemini daha
da artirmaktadir.

Turkiye'de ve ozellikle silajin yaygin olarak yapildigi
ic Anadolu Bélgesinde AFB; ve ZON gibi mikotoksinlerin
silajlardaki durumu ile ilgili ayrintili bir ¢calisma bulunma-
maktadir. Sunulan bu calisma ile, ic Anadolu Bélgesi ille-
rinden toplanan silaj drneklerinde; AFB; ve ZON diizeyleri-
nin tespiti ve gecerliligi denenmis yontemlerin rutin ana-
lizlerde kullanilabilir hale getirilmesi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Etik Kurulu Onayi

Bu proje Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik
Kurulu'nun 08.10.2007 tarihli 2007/053 karar sayili onayt ile
gerceklestirilmistir.

Metot Validasyonu

Her iki analiz icin metot validasyonunun belirlenme-
sinde performans olcitleri olarak 6zgunlik, dogrusallik
(6lclim araligi), geri kazanim, duyarlilik (tespit siniri ve
oOlclebilirlik sinirt) ve kesinlik alindi 2>2,

AFB; Analizi

AFB, analizleri Kamimura ve ark.nin # belirtmis olduk-
lar yontemler modifiye edilerek gerceklestirildi.

AFB; Ekstraksiyonu: Etiivde kurutulmus silaj 6rnekle-
rinden 20 g tartihp 6gitildi. Cam siselere konulan silaj
ornegi Uzerine 100 ml kloroform ve 10 ml distile su ilave
edildi. AgzI kapatilarak 10 dk sireyle calkalayicida karis-
tinldiktan sonra 10 g Na,SO, konmus siizge¢ kagidindan
stizlldi. Elde edilen ekstraktdan 50 ml'si kolon kromato-
grafisiicin ayrildi.

AFB, Kolon Kromatografisinde Temizleme islemi: Cam
kolonun tabanina cam pamugu yerlestirildi. Uzerine 5 ml
kloroform aktarildi. Once 5 g susuz graniillii Na,SO,, sonra
0.7 g florosil ve tekrar 0.5 g susuz granulli Na,SO, konula-
rak kolon hazirlandi. Daha 6nce ayrilan 50 ml ekstraktin
hepsi bu kolona dokildi. Sirasiyla 30 ml kloroform +
n-hekzan (1+1) ve 20 ml kloroform + metanol (9+1) ile
yikama islemi yapildi. 30 ml aseton + bidistile su (9+1) ile
AFB, eliisyon ornekleri potaya alindi. Benmaride 50°C'de
kuruyuncaya kadar ucuruldu. iki kere 1'er ml asetonla
¢ozilerek tipe alinip tekrar ucuruldu.

AFB, ince Tabaka Kromatografisinde Plakaya Lekelerin
Uygulanmasi: Elde edilen AFB; eluati 200 pl benzen +
asetonitril (98+2)'de ¢ozdrildi. Spot uygulama diizenegi
olan Linomat 5 ile HPTLC plakasinin altindan 11 cm uy-
gulama noktasi secilerek 20 pl 6rnek plakaya uygulandi.
Ornek uygulama yerinden 15 mm aralikla 0.5 pug/ml’lik
AFB; calisma standardindan 20 pl (10 ng) uygulandi.

AFB; Developman Sistemi: Kirliliklerden arindirmak icin
susuz dietileterde ters developman yapildi. Plaka dnce
developman tankinda dietileterde sonuna kadar yurutuld.



Tanktan ¢ikarihp havada kurutuldu. Yiritme yoninin tersi
istikametinden ve uygulama noktasinin 1 cm altindan plaka
makasla kesildi 5?2, ikinci developman AMD 2'de modifiye
edilerek kloroform+aseton+bidistile su (88+12+0.1) karisi-
minda 90 mm yurutilerek gerceklestirildi. AFB, analizinde
developman ¢ozeltisi olarak kloroform + aseton + bidistile
su (88+12+0,1) kullanilarak R; deg@eri arttiriimistir.

AFB/in Miktar Tayini: AFB,'in kantitatif tayini HPTLC
plaka kullanilarak florodansitometrede 366 nm dalga
boyunda, Hg lambada, floresans 6l¢iim modunda, K400
optik filtrede gerceklestirildi.

AFB; Dogrulama Testi: Dogrulama testi icin HPTLC
plakalara %25'lik H,SO, puskirtildi. 366 nm dalga boyu
1stk altinda plakalardaki mavi-yesil renkten sariya donen
lekeler mispet kabul edildi %.

ZON Analizi

ZON analizi Lepom’un *° bildirmis oldugu yontemle
gerceklestirildi.

Ekstraksiyon ve Minikolon Kromatografisinde Temizleme
[slemi: Etiivde kurutulmus silaj érneklerinden 50 g tar-
tildiktan sonra 6giitilerek cam siselere konuldu. Uzerine
20 ml bidistile su ve 200 ml kloroform + metanol (9+1)
karisimi eklenerek 60 dk calkalayicida karistirildiktan
sonra stizge¢ kagidindan suizildi. Elde edilen filtratin 50
ml'si ayirma hunisine alindi. Uzerine 50 ml %4'liik NaOH
eklenerek 1 dk sureyle karistirildi. Kloroform fazi atildi.
Alkali ¢ozelti 25 ml kloroform ile yikandi. Sulu faz alinarak
0.7 M fosforik asitle pH'si 8 olacak sekilde tamponlandi.
iki kez 50 ml kloroform ile ekstrakte edildi. Birlestirilen
kloroform ekstraktlari susuz NaSO,'dan stzildi. Ekstraktin
80 ml'sialinarak uguruldu. Stizgeg kagidi 2 ml'lik enjektorin
tabanina yerlestirildikten sonra 1 g silika jel-60 enjektor
icine doldurularak minikolon hazirlandi. Ugurulan ekstrakt
3x200 pl kloroform ile minikolona aktarildi. Sollisyonun
buharlasmasindan sonra 10 ml'lik enjektorle minikolon 5-7
ml/dk akis hizinda 5 ml toluen ile yikandi. Minikolondan
tolen + aseton (9+1) karisimindan 15 ml akitilarak eluat
elde edildi. Eluat ugurularak kurutuldu.

Ince Tabaka Kromatografisinde Plakaya Lekelerin Uygu-
lanmasi ve Developman Sistemi: Eluat 0.5 ml kloroformla
¢ozuldi. Uygulama diizenegi olan Linomat 5 ile HPTLC
plakanin (10x20 cm’lik) alttan 1 cm uygulama noktasi segi-
lerek 1 pl 6rnek plakaya uygulandi. Ornek uygulama ye-
rinden 15 mm uzakhga 5 pg/ml’lik ZON calisma standar-
dindan 10 pl (50 ng) uygulandi. Yontem modifiye edilerek
TLC plakanin yerine HPTLC plaka kullanilarak AMD 2'de
kloroform + metanol (97+3) karisiminda 90 mm yirutalda.
Analizde HPTLC plakalarin kullanimi ile daha az miktarda
developman ¢ozeltisi kullanilmistir.

Miktar Tayini ve Dogrulama Testi: ZON'nun kantitatif
tayini HPTLC plaka kullanilarak florodansitometrede 254
nm dalga boyunda, Hg lambada, floresans 6l¢cim modunda,
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K320 optik filtrede gerceklestirildi. Dogrulama testi icin
AICl; ¢ozeltisi plaka Uzerine puskurtilerek 130°C'de 5 dk
tutuldu. 254 nm dalga boyu isik altinda yesil-mavi floresans
renk verenler ve 366 nm dalga boyunda mavi floresans
renk verenler mispet kabul edildi %°.

Silaj Materyali

Calismada kullanilan misir silaji érnekleri ic Anadolu
Bolgesi'nin tim illerinden (Aksaray, Ankara, Cankiri,
Eskisehir, Karaman, Kayseri, Kirikkale, Kirsehir, Konya,
Nevsehir, Nigde, Sivas, Yozgat) Eyliil 2007 tarihinden sonra
hazirlanmis silolardan 1 Mart - 31 Mayis 2008 tarihleri
arasinda toplandi. Bu illerin her birinden AFB; ve ZON
analizleri ile kuru madde tayini ve pH olcimleri igin 20
farkli silodan yaklasik 1 kg'lik silaj 6rnegi alindi. Boylece 13
ilden toplam 260 6rnek alindi. Silolarin hayvan tiiketimine
sunulan kesit ylzeylerinin Ust, orta ve alt bolimlerinin her
birinin 10’ar farkli noktasindan misir silaji ornekleri alinarak
homojenize edildi. +4°C'de tasinarak polietilen torbalarda
vakumlandi ve analize kadar -20°C'de derin dondurucuda
saklandi .

BULGULAR

Metot Validasyonu

Ozgiinliik: AFB, ve ZON icermeyen silaj drneklerinin
HPTLC plakalarda fluorodansitometrik dl¢limleri sonra-
sinda dansitogram Uzerinde AFB; ve ZON'un plaka Uze-
rinde ylriime mesafelerinde (Ry) silaj kaynakl pikler (Sekil
1 ve Sekil 2) gozlenmedi.

Dogrusallik (Ol¢iim Araligi): AFB,'in ve ZON'un standart
soltsyonlarinin 9 farkli konsantrasyonlarina karsilik gelen
pik alan degerleri kullanilarak ¢izilen kalibrasyon egrileri ve

Al
600

500

400

AFBq
00

100

0
011 [ 009 019 029 0.3% 049 059

069 Rf

Sekil 1. AFB;'in dansitogrami: AFBy'li silaj 6rnegi
Fig 1. AFB; densitogram: AFB; silage sample

hesaplanan korelasyon katsayilarina (AFB; icin r>=0.9961,
ZON i¢in r*=0.9935) dayanilarak metotlarin AFB; i¢in 5-200
ng ve ZON icin 25-1000 ng araliklarinda dogrusal oldugu
belirlendi.

GeriKazanim: AFB, ve ZON'u icermeyen silaj 6rneklerine
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Sekil 2. ZON'un dansitogrami: ZON'lu silaj 6rnegi
Fig 2. ZON densitogram : ZON silage sample

final konsantrasyonlari AFB; icin 10, 20, 30 ng/g, ZON icin
50, 100, 200 ng/g olan standart calisma sollisyonlarindan
ylkleme yapildi. Hesaplanan ortalama geri kazanim de-
gerleri AFB; icin %73.82; ZON icin %80.94 olarak belirlendi.

Duyarlilik: Gun ici tekrar edilebilirlik calismasinin en
kiicik degerinin standart sapmasinin 3 kati tespit siniri
(Lod) AFB; icin 2 ppb ve ZON icin 12 ppb, standart sap-
masinin 10 kati 6lcilebilirlik siniri (Loq) ise AFB; icin 8 ppb,
ZON icin 40 ppb olarak hesaplandi.

Kesinlik: AFB, ve ZON icin zenginlestirilmis silaj rnek-
lerindeki pik alanlara gore belirlenmis konsantrasyonlar
Uzerinden hesaplanan varyasyon katsayisi %15'in altinda
bulundu.

AFB; ve ZON Analiz Sonuglari

HPTLC'de fluorodansitometrik él¢timler sonucunda 260
silaj 6rneginde yapilan AFB; ve ZON analizlerinde 6rnek-
lerin hicbirinde AFB, ve ZON’a rastlanmamistir.

TARTISMA ve SONUC

Son yillarda i¢c Anadolu Bdlgesi’'nde silaj Giretiminin
ve hayvan beslemede kullaniminin yayginlasmasi, buna
karsin silaj yapiminda kurallara yeterince uyulmamasi, yem-
lerde ve sitte AFB; ve ZON bulunabilme ihtimalini artir-
mistir. Ozellikle siitcii ineklerde goriilen jinekolojik prob-
lemler de boyle bir arastirmanin gerekliligini gostermek-
tedir.

Misir silajinda AFB; ve ZON'u belirlemek icin agirhg
5-50 gr araliginda degisen 6érneklerde farkh ekstraksiyon
ve temizleme yontemleri denendi. AFB; icin ekstraksiyonda
kloroform + su (10+1), metanol + su (6+4), asetonitril + su
(8+2) ¢ozeltileri denendi. Temizleme kolonu olarak sep-
pak kolon, immunoaffinite kolon, Na,SO,-silika jel kolon,
eluat ¢ozeltisi olarak klorofom + metanol (97+3), metanol
denendi. ZON icin ekstraksiyonda kloroform + su (10+1),
asetonitril + su (75+25) ¢ozeltileri denendi, temizleme ko-
lonu olarak sep-pak kolon, immunoaffinite kolon, Na,SO,-
silika jel kolon, eluat ¢ozeltisi olarak tollen + aseton (9+5),
asetonitril + su (1+1), aseton + benzen (5+95) ¢ozeltileri

kullanildi. Kolon kromatografisinde kullanilan sep-pak,
Na,SO,-silika jel ve immunoaffinite kolonlarin silaj mater-
yalinde geri kazanimlari yeterli bulunmadi. Calismada
AFB; ve ZON tayininde kullanilan silika jel ve florosil
kolonlarin geri kazanimlari sep-pak, Na,SO,-silika jel ve
immunoaffinite kolonlara gore daha yiksek oldugu icin bu
kolonlar kullanild.

Bu calismada kullanilan HPTLC-florodansitometrik ana-
liz yontemi Avrupa Birligi tarafindan tavsiye edilen konfir-
masyon yontemleri arasinda yer almaktadir . Ayrica
ekstraksiyonda kullanilan yéntemler #3° AFB, ve ZON
tayininde kullanilan diger yontemlere 3'3* gore hizli, basit,
pratik ve ekonomik oldugu icin tercih edildi. AFB, icin
kullanilan Kamimura ve ark/nin 2 ydntemi tahil triinle-
rinde %90 Uzerinde geri kazanim ve 0.2 ppb LOD elde
etmistir. Yontemin silajda daha duslk geri kazanim ve
LOD degeri elde etmesinin sebebi silajda bulunan pig-
mentleri, karbohidratlar ve silaj pH'sindan kaynaklana-
bilir 3. Lepom’un 3° ZON icin yaptigi analizlerde elde ettigi
geri kazanim ve LOD degerleri ile yontemin validasyonu
sonucunda elde edilen degerler benzerdir.

Literatlir incelemelerine gore yapilan bu calisma,
Turkiye'de misir silajlarinda AFB,; ve ZON'un HPTLC-fluoro-
dansitometrik 6l¢lim ile belirlenmesine dair yapilan ilk
calismadir. Bu calismada, ic Anadolu Bélgesi'nde bulunan
toplam 13 ilden 260 adet hayvancilik isletmesinden alinan
misir silajlarinin AFB; ve ZON kirlilikleri arastinldi. Calisma
sonunda i¢c Anadolu Bélgesi illerinden toplanan 260 misir
silaji 6rneginin hic¢ birinde AFB;, ve ZON’a rastlanmadi.
incelenen érneklerin hic birinde AFB, ve ZON tespit edile-
memesi 6rnek alinan 260 silonun her iki toksin yoniinden
glvenli oldugunu ve bolgedeki silajlarin bu toksinler
yoniinden glvenli olabilecegini gdsteren Umit verici bir
durumu ifade etmektedir.

Diinyada silajlarda AFB; ve ZON Kkirliliklerinin belirlen-
mesi lizerine yapilan arastirmalarin sayisi giderek artmak-
tadir. Turkiye'de silajlarda yapilan toksikolojik ¢calismalar
ve AFB, ve ZON arastirmalari yeterli diizeyde degildir.
Buna karsin yem ve diger yem hammaddelerinde AFB, ve
ZON arastirmalar Tirkiye'de AFB,; ve ZON kirliligine dair
onemli veriler sunmaktadir. Arastiricilardan Karakaya ve
Atasever ** Erzurum ili Pasinler ilce merkezi ve kdylerindeki
72 adet siit isletmesinden aldigi silaj 6rneklerini ELISA ile
AFB; yoniinden incelemis ve sonugta silaj érneklerinin
69 (%95.83)'unda oldukca dislik diizeyde (ortalama 0.36
ppb) AFB; tespit etmislerdir.

Garon ve ark!nin ** Fransa'nin Normandiya bdlgesinden
2004 Eylil- 2005 Mayis aylarinda aylik olarak temin ettikleri
misir silaji orneklerinde AFB; icin tespit limiti 1.5 ppb ve
ZON icin tespit limiti 6.5 ppb olan HPLC-MS yontemi ile
calismiglardir. Yaptiklari calismada muhtemelen tarladan
veya silo yapimi esnasinda silaja bulasan AFB, fermantas-
yon baslangicinda 30 ppb diizeyinde tespit edilmistir. Bu
diizey sonraki glinlerde azalmis ve 10 ppb'de sabit kaldidi



tespit edilmistir. ZON ise silolama doénemi baglangicinda
30 ppb diizeyinde iken silajin son doneminde ayni diizeyde
bulunmustur. Son ¢alismalarda gerek tarlada bulasmis
gerekse silajda tGremis olan AFB; ve ZON duzeyinin asidik
silaj ortaminda azaldigi iddia edilmektedirler.

Driehuis ve ark.*' Hollanda'da 2002-2004 yillari ara-
sinda LC-MS/MS cihazinda AFB; ve ZON kirliliklerinin
tespiti icin 140 misir silaji, 120 ot silaji ve 30 bugday silaji
ornegi kullanmiglardir. Yapilan bu c¢alismada misir silaj
orneklerinin %49'unda, ot silajlarinin %6'sinda ortalama
dizeyleri 174 ppb olan ZON tespit edilmis, buna karsin
bugday silajinda ZON tespit edilememistir. AFB; hig bir silaj
orneginde belirlenmemistir.

Richard ve ark.” Fransa'da 11 ayhik 205 misir silaji
orneginde AFB, icin tespit limiti 1.5 ppb ve ZON icin tespit
limiti 20 ppb olan HPLC-MS y&ntemi ile yaptiklar ¢alismada
orneklerin hicbirinde AFB; ve ZON tespit etmediklerini
bildirmislerdir. Bu arastirma sonuclari mevcut arastirma ile
uyumlu gorulmektedir.

Bazi arastirmacilar mikotoksin Uremesi ve diizeyi ile
ilgili deneysel calismalar yapmislardir. Ornegin Damoglou
ve ark/nin 3° yaptiklari arastirmada ot silajina Fusarium
roseum ve Fusarium tricintum mantarlari ile 500 ppb ZON
ve T-2 toksin ilave etmislerdir. Mantar sayimi ve mikotoksin
dizeylerini belirli araliklarla tespit etmislerdir. ZON'un 0.
ve 96. saatler arasinda yapilan 5 analizde ZON diizeyleri-
nin distigu ve 96. saatte ZON'un tespit edilmedigini bil-
dirmislerdir. Sonu¢ olarak silajda fermantasyon siirecinde
mikrobiyel aktivite sebebiyle ZON'un parcalandigini iddia
etmislerdir.

Laktik asit bakterileri (LAB)'nin mikotoksinlerin olus-
masinin engellenmesinde 6nemli biyolojik bir inhibitor
oldugu kaydedilmektedir *. Khanafari ve ark'nin ° ger-
ceklestirdigi AFB,'in Lactobacillus plantarum ile biyolojik
kontroliini amaclayan bir calismada, AFB; ile bulastiriimig
misira ilave edilen Lactobacillus plantarum’un AFB, diize-
yini azalttigi bildirilmistir. LABin AFB, olusmasini engel-
ledigi dikkate alindiginda s6z konusu arastirmada elde
edilen bulgular ile yapilan bu ¢alismanin bulgularinin
uyum sagladigi soylenebilir. Yapilan bu arastirmada ince-
lenen orneklerde AFB; ve ZON tespit edilememesi ya iyi
silaj sartlarinda mikotoksin olusmadigini ya da olusan
toksinlerin asidik silaj ortaminda tespit edilemeyecek
diizeylere indigini disiindirmektedir.

Bu calismada i¢c Anadolu Bélgesi illerinden toplanan
misir silajlarinda yapilan analizlerde silaj 6rneklerinin hig
birinde AFB; ve ZON kirliligi tespit edilmemistir. Bu aras-
tirmada kullanilan developman ¢ozeltisi (Kloroform +
Aseton + Bidistile su) ile daha yuksek R degeri elde edi-
lerek AF'in kirliliklerden daha iyi arindirilmasi saglanmistir.
ZON analizinde de TLC yerine HPTLC kullanilarak daha
az miktardaki developman c¢ozeltisi ile analizlerin ger-
ceklestirilmesi mimkin olmustur. AFB; ve ZON analiz-
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lerinde yapilan modifikasyonlar ile mevcut yontemler labo-
ratuvarda rutin olarak kullanilabilinir hale getirilmistir.

Yapilan analizlerde tespit limitleri Gizerinde AFB, ve ZON
kirlilikleri bulunmamasina ragmen diger mikotoksinlerin
bulunabilecegi dustnulerek silajin Giretim, depolama ve
yedirme esnasinda sartlar uygun oldugu takdirde mantar
bulagmasi, dolayisiyla mikotoksin Gremesi olabilecegi her
zaman g6z oniinde tutulmalidir. Bu nedenle silajin Greti-
minden tuketimine kadar tim islemler mantar gelisimini
en aza indirecek sekilde yapilmali ve 6zellikle silolama
prensiplerine uyularak silajda sirekli bir anaerob ortam
saglanmalidir.

LAB’nin fermantasyon doneminde urettigi laktik asitin
AF Uretimini engelledigi distintldigiinden silaj yapimi
sirasinda LAB'ni iceren mikrobiyal inokulantlarin silaj kat-
kisi olarak katilmasi tavsiye edilebilir.
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