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Bu ¢alismada Aydin Ticaret Borsa’st Ozel Gida Laboratuvar’s ve Aydin,
Nazilli ve Incirliova pazarlarmdén alinmis olan 50 kuru incir 6rneginin kif florasi
incelenmis ve aflatoksijenik olanlar belirlenmistir. Izole edilen 127 izolatin
Aspergillus, Trichoderma, Fusarium ve Acremonium olmak {izere 4 kiif genusuna ait
oldugu saptanmustir. 127 izolatin 74’4 Aspergillus, 24’G Trichoderma, 16’s1
Fusarium ve 13’0 Acremonium genusuna aittir. [zole edilen 74 Aspergillus
genusunun 16’sinin A.flavus ve 1’inin A.parasiticus oldugu bulunmugtur. 17
aflatoksijenik izolatin 4 tanesinin aflatoksin tirettigi belirlenmigtir. Bu 4 izolatin 3’0
A.flavus, 1’1 A.pdrasiticus’tur. Ayrica UV iginlarimin kuru incirlerde ireyen kiif
sayisint  azalttigi ve aflatoksin miktarini yaklagik %25 oraninda digirdigu

gdzlenmistir.

ABSTRACT

In this study, the mold flora of 50 dried fig samples that were taken from
Food Control Laboratory of Commodity Exchange of the Aydin Province and Aydin,
Nazilli and Incirliova bazaars were examined and the aflatoxigenic ones were
determined. It was determined that the 127 isolates which were isolated, were
belongs to the genus Aspergillus, Trichoderma, Fusarium and Acremonium. Isolated
molds are, 74 Aspergillus, 24 Trichoderma, 16 Fusarium and 13 Acremonium out of
127 1t was found that the 17 aflatoxigenic isolates included 4 aflatoxigenic strains
that were capable to produce aflatoxin. These are 3 A.flavus and 1 A.parasiticus out
of 4. In addition, UV irradiation was found to reduce the mold count reproduced in

dried figs and decreased the aflatoxin quantity in an amount of 25%.
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1. GIRIS

Canhlar yasamlarnin siirdiirebilmek igin enerjiye ve bu enerjiyi saglamak
lizere temiz ve giivenilir enerji kaynaklarina gereksinim duyarlar. En dnemli enerji
kaynaklarimizdan biri olan gidalarin canhlarin  saglhigim  olumsuz ydnde
etkilemeyecek sekilde iiretilmesi gerekmektedir. Diinyada ve tlkemizde, gidalar ile
ilgili standartlarin -siirekli yenilenerek glindemde tutulmas: konunun Onemini
vurgulamaktadir. Incir meyvesi. lilkemizin énemli gidalarindan ve ihrag triinlerinden
biridir. Incirin iilke ve diinya pazarinda yer edinebilmesi igin iireticiler tarafindan
belli kriterlerin yerine getirilmesi gerekmektedir. Bu kriterlerin en 6nemlilerinden

biri de incirde aflatoksin olusumunun &nlenmesidir.
1.1. incirin Ekonomik Onemi ve Aflatoksin Sorunu

iﬁcir, Ficus carica L. Ege Bolgesi tarim potansiyeli i¢cinde ¢nde gelen
ﬁrunlerdeh biridir. Diinya tizerinde subtropik ve thman iklim kusaginda yayilis alam
bulan incir, 6zellikle Akdeniz iilkeleri ve Akdeniz ikliminin etkin oldugu Amerika
Birlesik Devletleri. Avustralya ve baz1 Gliney Amerika iilkeleri ile Gliney Afrika gibi
tilkelere 6zgii bir {irlin olma niteligini korumaktadir. Bu yayilis alanlarinin da ortaya
koydugu gibi. kuru incir tiretim alanlar . iklim 6zellikleri ile oldukga sinirlanmigtir

(Aksoy ve ark., 1987).

Incir iiretiminde, yurdumuzun Ege Bolgesi, bu bolge i¢inde Bilyikk ve
Kii¢clik Menderes Vadileri, Diinyanin en ideal incir kiiltiir alanlar olup, kiiltiir tarihi
¢ok eskilere dayanmaktadir. Ozellikle bu bolgede yetisen * san lop ™ inciri, me&ve
kabugunun inceligi., kalin etli, sekerce zengin, yumusak ve balli olusu ile, kurutmahik
incirde aranan 6zelliklere sahip olup, birinci sinif incir olarak diinyaca taninmaktadir

(Ozay ve Alperden, 1991).

Ege bolgesinde birgok ailenin incir dretimi ile ugrastigi bilinmektedir.

Bunlara incirin hasadl, islenmesi ve pazarlanmasi sirasinda galisan is¢i kapasitesi de



eklendiginde incirin olduk¢a genis bir sosyo- ekonomik etkinlie sahip oldugu

anlasiimaktadir.

Tirkiye, kuru incir tGretiminin tamamint Ege Bolgesi’nden. 6zellikle Aydin
ve Izmir illerinden saglamaktadir. Izmir Ticaret Odasi Borsasinin 1992 verilerine
gore, 1988-1992 yillari arasinda kuru incir lretiminin ortalamasinin 48.060 ton
oldugu bildirilmistir. DIE’nin 1993 verilerine gore yurdumuzda 9.530.000 tane incir
agact bulunmaktadir. Bunun 8.430.000 tanesi Aydin ve Izmir illerinde yer
almaktadir. Basbakanhk Devlet [statistik Enstitiisii'niin 1994 verilerine gore, 1986-

1993 yillar arasindaki ortalama yas incir tiretimi 311.000 tondur.

Incir yetistirilen diger ilkelerde oldugu gibi, iilkemizde de bu iriiniin
yetisme ortamindan, tiiketimine kadar olan siirecte bazi fitopatolojik sorunlari
bulunmaktadir. Meyvelerin pazar degerlerinin diismesine neden olan bu sorunlarin

kaynagini, genellikle degisik funguslar olusturmaktadlr.

Funguslar ve mayalar gidalarimizin dogal mikroflorasinda yer alan
mikroorganizmalardir. Funguslar, genellikle Ustiin antibiyotik kaynaklarn olarak
taninmakta, insan ve hayvanlarda toksik etki gosteren metabolitler tirettikleri daha az
bilinmektedir, Funguslarin sekonder metabolizmalan sonucu sentezlenen toksik
maddelere genel olarak MIKOTOKSIN denilmektedir. Mikotoksinler, canlilarda
karsinojenik, mutajenik, dermatoksik. hepatotoksik, nefrotoksik. teratojenik ve
tremorjen etkiler gosterirler. Hayvanlarda ve insanlarda akut, sub-akut ve kronik

toksisite gosterirler (Eaton, 1994).

Mikotoksinlerin anlasiimasinda 1960 yili doniim noktasi olmustur. Bu tarihe
kadar Basidiomycota (Sapkali mantarlar)’nin oliimcil toksinlerinin (Amanita
muscaris’in toksini=Amanita toksin, muskarin, kiif atrofini) bilinmesine karsin,
filamentli funguslarin toksinleri iizerinde fazlaca bilgi toplanamamistir. 1960’1
yillarin basinda bir ¢iftlikte ortaya c¢ikan etmeni belirsiz olan bir hastalik,
mikotoksinler {izerinde yapilan arastirmalarin hizlanmasina ve yogunlasmasina
neden olmustur. Cok sayida hindinin 6limiine yol agan bu hastalik etmeninin

saptanmas! amaciyla yapilan c¢alismalar sonucu, hastaligin ortaya ¢iktigi giftlikte



kullanilan yemlere katilan yer fistigi unlarimin toksik 6zellikler tasidigi saptanmistir.
 Toksik 6zellikler tagiyan yer fistig1 unlannin kif hifleri ile bulagik oldugu gosterilmis
ve hayli toksik olan yer fistig1 orneklerinden saf kiltiir olarak izole edilen kiif
izolatlarindan bir tanesinin. sentetik besiyerinde hindi X hastaligr (turkey X disease)
semptomlarini veren, ve difurankumarin yapida olan bir toksini iirettigi saptanmustir.
Bu toksini treten kiifiin Aspergillus flavus link oldugu tanimlanmis ve bu kiiflin
ismine ithafen “aflatoksin” adi verilmistir (Karapinar, 1981). 1962 yilinda da,
aflatoksinlerin gii¢lti bir “hepatotoksik” ve “hepatokarsinojen™ etkisi oldugu

anlasilmistir (Bullerman. 1979; Betina, 1989).

Aflatoksinin bulunusu ile toksik etkiye sahip fungal sekonder metabolitler
O6nem kazanmis ve 40 wildir tizerinde sayisiz arastirmalarin viiriitiildiigii oldukca
genis bir madde grubu olusmustur. Bugiin gelinen noktada insanlar bu toksik grubun
etkileri_ndgn korumak amaciyla mikotoksinlerin gida ve yemlerde bulunabilecek
(toleré edilebilir) en yiiksek miktarlar1 yasal diizenlemelerle belirlenmekte, her
tilkenin sinir degerleri farkli olsa da uluslar arasi ticarette belli normlara yaklagmak

i¢in ¢aba sarf edilmektedir.

Tarim ve K&yisleri Bakanhgi'nca 560 sayih Gidalarin Uretimi Tiiketimi ve
Denetlenmesine Dair Kanun Hitkmiinde Kararname geregince  hazirlanan 16
Temmuz 1997 tarih ve 23172 sayth Resmi Gazetede yayimlanan ve Tirk Gida
Kodeksi Yonetmeligi'ne gore hazirlanan Turk Gida Kodeksi Gida Maddelerinde
Belirli Bulasanlarin Maksimum Seviyelerinin Belirlenmesi Hakkinda Tebligi’ ne
gore Tlirkiye’de gida ve yemlerde kabul edilebilir aflatoksin diizeyleri Cizelge 1°de,

AB iilkelerinde, aflatoksinlere dair yiiriirliikteki limitler ise Cizelge 2 de verilmigtir.



Cizelge 1. Tiirkiye’de gida ve yemlerde bulunmasina izin verilen aflatoksin diizeyleri (ppb) (Resmi
gazete, 1997: Resmi gazete. 1991).

GIDA MADDESI

MAKSIMUM SEVIYE (ppb’)

AFLATOKSIN

OKRATOKSIN-A

PATULIN

B,

B+ B+ G+G,

M,

Findik yer fistigi ve diger yagh
kuru meyveler. yagh tohumlar,
incir, iiziim ve kurutulmus

meyveler ve bunlardan iiretilen
islenmis gidalar '

Tahillar ve tahil diriinleri

Siit

0.05

Siit tozu

0.50

Peynir

0.25

Bebek rf;amalarl ve devam
formiilleri (siit bazl)

0.05

Bebek mamalari ve bebek gidalari

Baharat

Diger gida maddeleri

islenmemis tahil taneleri (celtik
ve karabugday dahil)

W

Tahillardan elde edilen biitiin
tiriinler (tahil bazh islenmis
iirtinler ve dogrudan insan
tikketimine sunulan tahil taneleri)

Kuru 0ziim

Elma suyu ve elma suyu igeren
igecekler ve sirkeler

! ppb: parts per billion (milyarda bir)



Cizelge 2. AB iilkelerinde, aflatoksinlere dair yiirtirlikteki limitler (www.ordutarim.gov.tr).

KABUL
N ' EDILEBILIR
AFLATOKSIN | TiPi GIDA MADDESI EN YUKSEK
DEGER
(ppb= pg/kg)
B, - M Baharat 5
Tahil ve tahil tirtinleri (dogrudan insan titketimine
B, M sunulan veya bir gida maddesinin tiretiminde 2
bitesen olarak kullanilan)
Tahil ve tahul iiriinleri (dogrudan insan titketimine
B+B,;+G,+G; M sunulan veya bir gida maddesinin tiretiminde 4
bilesen olarak kullanilan)
B, M | Tim gida maddeleri (diger)’ 5
B,+B,+G+G, M | Tiim gida maddeleri (diger)’ 10
B, M Bebek mamalar1 ve bebek gidalan 1
B,+B,+G,+G, M Bebek mamalari ve bebek gidalar 2
Dogrudan titkketime sunulmadan veya gida bileseni
olarak kullaniimadan once ayiklama veya benzeri
B, M h N 5
fiziksel islemler gorecek olan yagli kuru meyveler,
yagh tohumlar ve kurutulmus meyveler
Dogrudan tiiketime sunulmadan veya gtda bileseni
B,+B,+G,+G, M ola'rak k'ullamlmac'i-an dnce ayﬂflzima veya benzeri 10
fiziksel islemler gérecek olan yagh kuru meyveler,
yagh tohumlar ve kurutulmus meyveler
Dogrudan tiiketime sunulacak veya bir gida
maddesinin tiretiminde bilesen olarak kullanilacak
B, M y 2
yagh kuru meyveler, yaglt tohumlar, kurutulmus
meyveler ve bunlardan iiretilen islenmis gidalar
Dogrudan titketime sunulacak veva bir gida
B,+B,+G,+G, M ma_ddesmm iiretiminde bilesen olarak kullanilacak 4
yagh kuru meyveler, yagh tohumlar, kurutulmus
meyveler ve bunlardan iretilen islenmis gidalar
M, M Peynir 0.25
M, M Siit, Bebek mamalar ve devam formiilleri 0.05
M, M l Siit tozu 0.50

h
~ Bulunmas: muhtemel gtdalar




Kuru incirlerde aflatoksin sorunu iilkemizde ilk kez, 1972 yilinda
Danimarka’ya ihra¢ edilen kuru incirlerimizde yapilan analizler sonucunda, 938 ppb
aflatoksin B; saptanmasiyla giindeme gelmistir (Anon. 1990). 1974-1975 iiretim
sezonunda ise ABD’ye gﬁnderilen 38 parti kuru incirden 3 partide aflatoksin
saptanmig- ve bu partiler Tirkiye’ye geri gonderilmistir. 1973 yilindan 1986 yilina
kadar gegen siirede kuru incir dis satimimizda aflatoksin ile ilgili herhangi bir
darbogaz yasanmamustir. 1986 yilinda ise Isvigre'ye gonderilen 1985 yili {iriintinde,
bu llkenin ilgili kuruluslarinca yapilan analizler sonucunda tolerans sinirlan iizerinde
aflatoksin belirlendiginin bildirilmesi ile konu yeniden giincellik kazanmistir (Giil,
1992).

Aflatoksinler, 4. flavus grubu funguslardan olan A. flavus ve A. parasiticus
ve nadiren de Aspergillus nomius tarafindan ¢ok cesitli gida maddeleri {izerinde
salgilanmaktadir (Ito. 2001). Son yillarda ekonomik kayiplarinin yaninda, insan ve
hayvar; sagllgl izerindeki olumsuz etkileri konunun 6nemini daha da arttirmaktadir.
Bu ekonomik kayiplar. siipheli besinlerin alicilar tarafindan reddedilmesi veya
boykot edilmesinden kaynaklandigi gibi kontrol ve analiz harcamalarindan da

olusmaktadir.

Son yillarda diger incir iireticisi {ilkelerin, dis pazarlara temiz ve kaliteli
kuru incir sunmak amaciyla, yogun ¢abalar i¢inde olduklari gozlenmektedir. Bu olgu
gerek lretim gerckse dis satim yoniinden onde geldigimiz bu konuda ivedilikle
verimi artinct ve kaliteyi ytikseltici Onlemlerin alinmasi gerektigini ortaya
koymaktadir. Bunun yanisira iiretimin planlanmast , dis pazar isteklerine uygun
islemlerin yapilarak dis satimin artirilmas1 da biiyiik 6nem tasimaktadir. Bunlarin
saglanmasi ise incirin yetisme ortamindan tiiketime kadar olan siiregte karsilastigi
sorunlarin ¢dziilmesiyle olabilir. Bu sorunlarin baginda hi¢ kuskusuz hastalik ve
zararhlar gelmektedir. Bu konuda TUBITAK desteginde 1981-1984 yillarinda
yapilan ¢alismada birgok soruna ¢oziim getirilirken gelecekteki arastirmalara konu
olabilecek sorunlar da uyan niteliginde ortaya konmaya calisilmistir. Ancak. kuru
incir meyvelerinde aflatoksin olusumu konusu bu ¢alisma kapsami disinda kalmistir

(Ozar ve ark.. 1986).



Incir, aflatoksijenik .funguslardan olan A. flavus ve A. parasiticus’ un
gelisimi i¢in duyarh bir iirin oldugundan (Buchanan ve ark., 1975; Steiner ve ark.,
1988; Icibal ve Altug.1992), Ege Bolgesi'nde liretilen kuru incirimiz yiiksek oranda

aflatoksin ile bulasabilmektedir (Karapinar ve ark., 1989).

Bﬁtﬁn bu nedenlerle, gida ve yemlerde aflatoksin olusumunun &nlenmesi
biyiik o6nem tasimaktadir. Aflatoksin olusumunun &nlenmesinde Oncelikle
hammaddenin tarlada gelisimi. hasati. depolanmasi. nakliyesi. trline islenmesi ve
tiriin elde edilmesi asamalarindaki kiif kontaminasyonunun engellenmesi veya en aza
indirilmesi 6nem tasimaktadir. Mikrobiyal kontaminasyonu tarlada kontrol altinda
tutmak zordur. Ancak, mikrobiyal kontaminasyon, lriiniin hasati ve onu izleyen
agamalarda alinacak hijyen ve sanitasyon énlemleri ve bilingli uygulamalarla biyiik
olciide engellenebilir. Aflatoksin olusumunun énlenmesinde ikinci ve daha da 6nemli
adim ise hammadde. ara iiriinler ve son iiriine gesitli sekillerde bulasan kif veya
kuﬂerih C’nlenmesic_iir. Bu da iretimde iyi bir teknoloji kullanma ve bilingli
uygulamalarla miimkiin olabilir. Ancak kiiflerin gelisme isteklerinin az olmas: ve
buna bagh olarak da hemen hemen her yerde ve her kosulda tiremeleri nedeniyle.
mikotoksin olusumunun énlenmesinde biiyiik giigliikler yasanmakta ve ¢ogu kez
basarisiz  kalinabilmektedir.  Aflatoksin  kontaminasyonunun  o6nlenemedigi
durumlarda triinden aflatoksinin uzaklastinlmasi ve detoksifikasyon amaciyla ¢ok
sayida arastirma yapilmakta ve fiziksel, kimyasal ve biyolojik birgok y&ntem

denenmektedir.

Calismamizda aflatoksin olusumu i¢in duyarlt bir {iriin olan kuru incirin kif
florasinin ve bu flora iginde aflatoksin olusturan fungal tiirlerin belirlenmesi ve
ultraviyole 1sinlarinin kuru incirde bulunabilecek toplam kiif, aflatoksijenik kif ve

aflatoksinler tizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.
1.2. Gidalarin Kiiflerle Kontaminasyonu

Tanimsal iriinler, hasattan baslayarak isleme ve depolama asamalarinda,

ortam kosullarina, tarim driintiniin bilesimine ve su igerigine bagl olarak degisik



kiiflerle kontamine olurlar. Bu kiiflerden bazilan da aflatoksin olusumuna neden

olmaktadir.

Gidalarin kiiflerle kontaminasyonu iki yolla gerceklesir.

1) Gidanin gozle goriltr sekilde kiiflenmesi; bu sekilde, mikotoksin direkt
olarak bulastr. Fakat gozle goriiniir sekilde kiiflenen tirlin islenmeyeceginden
ve titketilmeyeceginden risk tagimaz.

2)  Uriin partilerinin ¢ok az bir kismimin kiiflenmesi; ©zellikle depolanma
strasinda mikotoksin riskini artirir.

Bitkisel {riinlerde mikotoksin kontaminasyonu tarlada olgunlasma
evresinden baslayarak, hasatta, kurutmada ve agirlikli olarak depolanma evresinde
olur. Yer fistigy, findik, incir gibi iriinlerde toksin kontaminasyonu hasat edilen
tirinlerin kurutma asamalarinda baslar. Kirtlan. hasar géren findik fistik kabuklari.

kiif misellerinin i¢ taneye gecisine ve mikotoksin olusturmasina olanak saglar.

Kiiflerle kontaminasyon 2 agidan énemlidir:

1)  Tarimsal irtinlerde bozulmalara. iiriiniin besin degerinde kayiplara, tanelerin
¢imlenme vyeteneklerinde disuslere. 6zet olarak ekonomik kayba neden
olduklart i¢in 6nemlidirler.

2)  Gida ve yemlerde gelisen funguslar, gelisme siirecini tamamladiktan sonra,

miselleri igerisinde toksik metabolitler olustururlar ve buniari bulunduklan

_lrline salgilarlar. Bu toksik metabolitler insan ve hayvan sagligimi tehdit
ettiginden, kiiflenme ekonomik boyutun 6tesinde dnem tasimaktadir.

1.3. Aflatoksinlerin Genel Ozellikleri

Aflatoksinlerin, Aflatoksin B,, B>, G; ve G> olmak iizere dort ana
fraksiyonu bulunmaktadir. Bu isimlendirme ince tabaka kromotografisinde, uzun
dalga boylu UV 15181 altinda aflatoksin B, ve B,’nin mavi, aflatoksin G; ve Gz nin
ise yesil floresan vermesi ile iliskilidir (Bullerman, 1979; Groopman, 1988).
Aflatoksin B,, B, in; aflatoksin G, de G,’in dihidro tiirevleridir (Betina, 1989)
(Sekill). Ayrica aflatoksin B, ve G; “in vivo” kosullarda metabolik olarak B, ve

G ’e okside olmadiklan siirece biyolojik olarak inaktiftirler (Groopman, 1988).



Bu dért aflatoksin disinda, aflatoksin M; ve M, olarak adlandirnlan énemli
iki aflatoksin tiirevi daha bulunmaktadir. M toksinleri, aflatoksinli yemle beslenen
laktasyon devresindeki memeli hayvanlarin sitlerinden ve idrarlarindan izole
edilmistir (Bullerman. 1979, Betina, 1989). Bu toksinler de ince tabaka
kromotografisinde, uzun dalga boylu UV 15181 altinda mavi floresan verirler.
Aflatoksin M; ve M,, aflatoksin B; ve B,’nin hidroksi tiirevileridir (Betina, 1989)
(Sekil 2). Bunlara ek olarak ayrica, gerek kiifli kiiltir ortamlarinda ve gerekse de

viicutta sekillenenlerle beraber, aflatoksinlerin sayisi 20°yi geg¢mistir.

Aflatoksinler. kloroform, metanol ve diger bircok organik c¢oziiciide
¢oziinebilmektedirler. Ancak sudaki ¢oziintrliikleri azdir (10-30 pg/ml) (Groopman,

1989; Stoloff. 1977).

Aflatoksinler, UV 1s131m1 (362 nm) kuvvetle absorblarlar ve aflatoksin B ve
B> i¢in 425nm’de: aflatoksin G; ve Gy igin ise 450nm’de floresan emisyonu

olustururlar (Groopman, 1989; Scott, 1978).

Aflatoksinler sicaga karsi olduk¢a dayanikli olup. erime noktalan AFB, i¢in

269°C, AFB; i¢in 288°C, AFG; i¢in 245°C, AFG; igin 239°C dir (Eaton, 1994).

Aflatoksinler, gida ve yem maddelerinde ¢ok stabildirler, ancak ¢ok diisiik
veya ¢ok ylksek pH’larda (3’den az ve 10°dan bliyiik), okside edici ajanlarla ve
oksijen olan ortamda UV 1s1gina maruz kaldiklarinda hizla aktivasyonlarin yitirirler

(Groopman, 1989, Stoloff, 1977).
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1.4. Mikotoksinlerin Canlilar Uzerindeki Etkileri

Mikotoksinler iginde yiiksek organizmalara en etkili olanlar: aflatoksinler.

Fusarium tiirlerinin olusturdugu trikotesenler. fumonisinler ve okratoksin A’dir.

Canlilarda, alinan mikotoksin dozuna bagli olarak 6 farkli etki goriilebilir.

1.

(V'S

Akut toksik etki: Yiiksek dozda alindiklarinda akut toksik etki olusur ve
gida veya yemin tiiketilmesinin ardindan kisa siirede olim goriilebilir.
Avrica, istahsizlik. solunum gl¢ligii. burun akintsi. durgunluk, kansizlik.
oksiiriik, ¢irpinmalar, bitkinlik. akut karaciger hasari, kapiller damar
dayanikliliginin azalmasi sonucu doku ve organlarda kanama ve hizli 6liimle

(birka¢ saat- birka¢ giin icinde) seyreder. Oliim oram %15-25 arasinda

"degisir ama ciddi durumlarda %100°e kadar ¢ikabilir (Kaya. 1991). Akut
toksik etkiye bireyin duyarlilii. genetik ve fizyolojik 6zellikleri ve ¢evresel

; faktérler etkendir (Bullerman, 1979).

Subakut etki: Bir kismi subakut etkiler gosterir. Subakut olaylarda sarilik,
hematom, kanamali barsak yangisi, trombosit sayisinda azalma ve yukarida
sayilan belirtiler siddeti azalmis sekilde dikkat ceker (Kaya, 1991). Akut ve

subakut olaylarda etkilenen hedef organ 6zellikle karacigerdir.

Kronik etki: Daha az dozlarin uzun siire alinmalari sonucunda kronik
hastaliklar goriiliir. Bunlar; ozellikle karaciger. bobrek gibi organlarda
hastaltklar, dejenerasyonlar, bagisiklik sisteminde bozukluklar, kusurlu ve
eksik organ olusumlari, deri nekrozlari, iiremede azalma ve kilo kaybi gibi

bozukluklardir (Kaya, 1991).

Bagisikhik sisteminin baskilanmasi: Aflatoksinler hem dogal (makrofajlar
ve komplement aracili) ve hem de kazanilmis direncin (hiicresel ve humoral)
baski altina alinmasina yol agar. Karacigere ek olarak, timus da aflatoksinlere
hedef organlardan biridir. Aflatoksinler. komplement (C4), interferon. IgG ve
IgA’nin olusumunu, akyuvarlarin gociini, lenfoblastlarin gelismesini ve

fagositlerin etkinligini baski altina alirlar. Bu etkileri ile viicuttan
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mikroorganizmalarin atilmast engellenirken. diger yandan da antijenlerin
bagisiklik sistemine sunulmasi baski altina alinir (Kaya, 1991).

. Biyokimyasal etkiler: Aflatoksinlerle zehirlenmede, klinik belirtiler ortaya
¢ikmadan ¢ok once, gidadaki toksin diizeyine ve maruz kalma siiresine goére,
hiicre ve dokulardaki hasarla ilgili birgok biyokimyasal degisiklik de
sekillenir. Serum alkali fosfataz, aldolaz, laktik dehidrogenaz, ornitin
karbamil transferaz, ALT (alanin aminotransferaz veya SGPT), AST (aspartat
aminotransferaz veya SGOT) ve izositrik dehidrogenaz etkinligi ve bilirubin
diizeyi artarken, serum protein, protein kaynaklh olmayan azot, tire ve Hb

miktar: azalir ve pihtilagsma proteinlerinin miktan 6nemli 6l¢giide diiser (Kaya,

1991).

‘Karsinojenik etki: Aflatoksinler bilinen en giiglii karaciger karsinojenidirler.
Aralarinda maymunlarin da bulundugu ¢ok sayida hayvanda kanser
' 'olu’sumuna yol agarlar. Bu 6zelliklerine bakilarak. aflatoksinlerin insanlarda
kéraciger kanserine neden olmak bakimindan etken olabilecegi konusu genis
epidemiyolojik incelemelere ve O6nemli tartismalara neden olmustur.
Hayvanlara benzer biyolojik sistemlere sahip olan insanlarin da, duyarh
hayvanlara benzer sekilde cevap verebilecekleri dikkate alinirsa,
- atlatoksinlerle kontamine olan, 6zellikle yagh tane besinlerini stirekli bigimde
‘ yemeye maruz toplumlarda birincil karaciger kanseri ile aflatoksinler arasinda
siki bir iliski bulunmast ka¢inilmazdir (Eaton, 1994). Asya ve Afrika’nin
cesitli {ilkelerinde yapilan c¢alismalarda; karaciger kanserine yakalanma
sikligr ile. aflatoksinle kontamine olmus gidalarin tiiketim diizeyi arasinda

kuvvetli bir iliski gozlenmistir (Oztiirk, 1995).

Mikotoksinlerin viicutta etkili olduklari organ ve dokulara gére veya etki

mekanizmalarina bagl olarak ¢esitli etkilerinden s6z edilir. Karacigere etki edenler

“hepatotoksik”, deriye etkili olanlar “dermatoksik™, bdbreklerde toksik etki

vapanlar “nefrotoksik”, sinir sistemine etki edenler “nérotoksik”, bagisiklik

sistemini etkileyenler “immunotoksik™ olarak tanimlanirlar. Toksik etkilerinden

mutajenik. karsinojenik (genetik &zellikleri bozan), teratojenik (ana
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rahmindeki fetlisiin zarara ugramasina neden olan), halusinojenik, ostrojenik ve

tremorjen (titreme) etkileri de goriilebilmektedir (Eaton, 1994).

Yem ve besinlerle alinan aflatoksinler, sindirim kanalindan simirli 6lgtide
emilirler. Dolagima gegen toksinler plazmadan ¢abuk ayrilirlar; baslica karaciger ve
kaslarda dagilim gosterirler. Viicuda giren AFB;’in %85-9071 ilk 24 saat i¢inde diski
(%75 kadari), idrar (%15-20 kadar) ve siitle, degismemis hali ve metabolitleri
seklinde ¢ikarilir. Diskiyla bu olgiide atilmasi agizdan alinan toksinin sindirim
kanalindan sirh 6l¢iide emildigini gosterir. Kontamine yem veya mikotoksinin
verilmesinin durdurulmasint takiben 3-6 giin sonra siitte, 6-9 giin sonra da idrar ve

diskida aflatoksin kahntilarina rastlanmaz (Kaya. 1991).
1.5. Aflatoksinlerin Etki Sekilleri

-~ Mikotoksinlerin ¢esitli biyolojik etkileri, onlarin reaksiyonca aktif kimyasal
yapilarindan ileri gelir. Ki¢iik molekilli bu bilesikler, metabolizmada ©6nemli
islevleri olan ¢ok sayidaki molekiiliin reseptorleri olarak davranirlar. DNA, RNA,
fonksiyonel proteinler. enzim kofaktorleri ve membrandaki kimyasal yapilar ile
reaksiyona girerler; hormon aktivitelerini etkilerler; biyosentez yollarini ve enerji

tretimini inhibe ederler (Eaton, 1994).

Aflatoksinler dogrudan etkili degildirler; sitozolik ve sitokrom P-450
sistemiyle bir¢ok metabolite gevrilirler. Karacigerde sitokrom P-450 araciligiyla
ugradiklart metabolik degisiklikler sonucu olusan epoksit-tirevieri (AFB,;-2,3-
epoksit gibi) ile etkili olurlar. Klinik olarak zehirli ve karsinojenik etkileri hemen
tﬁmﬁyle bu etkin metabolitle ilgilidir. Sekillenen epoksit-tirevleri ozellikle
karacigerdeki DNA, sitoplazmadaki steroid hormon reseptdrleri, enzimler gibi birgok
biiytik molekiile kovalent baglanirlar. Steroid hormon reseptérlerine baglanmalan

ribozomlarda bozulmalara yol agabilir (Eaton, 1994).

Ornegin AFB,’in etki mekanizmasi, toksin molekiiliiniin DNA ve RNA’ ya
baglanarak RNA-polimeraz enziminin ¢alismasini inhibe etmesi seklindedir. Boylece

ozellikle RNA (mRNA) sentezindeki degisiklikten etkilenen protein sentezi
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yaptlama.. RNA polimeraz etkinliginin engellenmesi, enzime aflatoksinin dogrudan
etkisinden ¢ok, toksin-kromatin etkilesmesi sonucu bozulan kromatin kahp
etkinliginin dolayli bir sonucudur. Yani aflatoksinler DNA’ya baglanarak mRNA
sentezini (yazim) Onlerler; diger bir ifadeyle, RNA polimerazin engellenmesi sonucu
DNAnin-yazimi bozulur ve sonugta DNA’ya bagli RNA sentezi ve sonugta bazi

protein ve enzimlerin sentezi de azalir (Eaton, 1994).
1.6. Aflatoksinlerin Zehirlilikleri

Evcil hayvanlarda ve deney hayvanlarinda aflatoksinlerin zehirliligi;
hayvanin cinsi, cinsiyeti, irki, yasi, alinan toksinin ¢esidi ve miktari, maruz kalma
stiresi gibi pek ¢ok faktorden etkilenir. Zehirlilikleri ayrica, riboflavin ve 151ga maruz
kalmakla, vitamin B),, karoten ve protein noksanliklarinda artar. Evcil hayvanlar
icinde erkekler disilerden daha duyarlidir. Bu durum aflatoksinlerin metabolizmasina

cinsiyét hormonlarinin karistig1 fikrini verir (Kaya, 1991).

Mikotoksinlerin insanlar tizerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in en duyarh
hayvanlar olan ordek yavrularn. fareler ve ratlar kullamilir. Bir mikotoksinin
toksisitesi, belli bir hayvan tiirii icin onun letal dozu ile belirtilir (AFB;’in LDs

degeri 0,5-10mg/kg arasinda degisir.) (Carnaghan, 1965).

Zehirlilik bakimindan en gii¢lii olant AFB| 'dir. Bunu azalan sirayla AFG,
AFB,; ve AFG; izler. AFM, in etki gilici AFB, 6l¢lstindedir. AFB;’nin etki giicii
AFB/’in ancak %1-10’u kadardir. Bu durum alinan AFB>’nin viicutta 6nce AFB,’e

ve sonra da etkin metabolitlere dontstiriilmesi ile ilgilidir.



2. KONU ILE iLGILI ONCEKI CALISMALAR

2.1. Aflatoksin Ureten Kiifler ve Etkili Olduklar: Besinler

Biitiin haldeki pargalanmamis ve zedelenmemis meyve ve sebze gibi bitkisel
gidalarin ylizeylerinde kendilerine 6zgii bir mikroflora hakimdir. Meyve ve
sebzelerin islenmelerinde ve depolanmalarinda,  ylizeydeki bu mikroflora ve
sonradan kontaminasyonlarla gidalara gegen mikroorganizmalar. bu {riinlerde birgok
degisime neden olurlar. Mikrobiyolojik kdkenli bu degisimler, meyve ve sebzelerde
olusan diger bir¢ok kimyasal ve fiziksel degisimlerle de yakindan ilgilidir. Bu
degisimler sonucu kalite duser, tat ve yapt bozulur ve sonunda meyve ve sebzeler

tiiketilemeyecek bir hal alabilirler (Cemeroglu ve Acar, 1986).

Mayalar ve kifler, genel olarak meyve ve meyve {riinlerinin dogal
mikrohorésml olustururlar. Pitt ve Hocking (1985) meyvelerde, asidik yapilar
nedeniylé sorun yaratan mikroorganizmalar arasinda bakterilerden ¢ok kiiflerin
onemli oldugunu ve meyve gesidine goére etkin olan kiaf cinslerinin farklilik
gosterdigini belirtmislerdir. Kiiflerin, meyvelerde geliserek gidanin tiiketilemeyecek
goriinime gelmesine ve toksik metabolitler olusumuna neden olmasi, gidalarda

kiiflerin 6nemini ortaya koymaktadir.

Diinya lizerinde yaygin olarak bulunan ve mikotoksinleri ile gesitli zararlara
neden olan kif genuslart arasinda en onemli 10 tanesi; Aspergillus Mich.ex Fr.,
Penicillium Link, Fusarium, Claviceps Tul., Stachybotrys. Pithomyces Ber., Phoma
Sacc., Myrothecium Tode., Alternaria Nees ex Fr., ve Diplodia Fr. olarak
belirtilmektedir. Bunlardan en yaygin olanlari ve en fazla sorun olusturanlan
Aspergillus, Penicillium ve Fusarium genuslarina ait toksik kiflerdir. Aflatoksinlerin
kesfinden sonra yapilan arastirmalar, bu 3 6nemli genustaki tiirler tarafindan tretilen

toksinleri kapsayacak sekilde genisletilmistir (Topal, 1986).

Cizelge 3°de oOnemli mikotoksinler, ureticileri, etkileri ve bulunduklar

tirtinler verilmistir.
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Cizelge 3. Onemli mikotoksinler, iireticileri, etkileri ve bulunduklar @iriinler .

N MEMELI -
; ; TOKSINI URETEN BULUNDUGU
MIKOTOKSIN - . HAYVANLARA S
FUNGUS TURLERI ETKILERI URUNLER
. Aspergillus flavus, Hepatotoksik, kanserojen, Incir, yer fistigr,
Aflatoksin . L. . findik vb. yem,
- Aspergillus parasiticus teratojen (AFB)) N :
siit, peynir
Bisoklamikasit By sso?hlamy Wk ulvq . Kanama Meyve sulan
(Paecilomyces variotii)
Sitrinin Penzcz/{zum cilrinum, Nefrotoksik, nérotoksik Piring, arpa ve
Aspergillus terreus unlari, fasulye
Penicillium aurantiogriseum
. . o (Pen. cvelopium), . . Un, fasulye,
Siklopiazonikasit \ Hepatotoksik, kanserojen LT
Pen. griseofulvum, yem, et {iriinleri
Aspergillus flavus
Izlanditoksin Penicillium islandicum Hepatotoksik Piring
Luteoksikrin Penicillium islandicum. Hepatotoksik, kanserojen Piring, yem
Maltorisin Aspergillus oryzae Hepatotoksik Malt embriyosu
' Aspergillus ochraceus,
Aspergillus alutaceus, Tahullar,
. Penicillium verrucosum Nefrotoksik, hepatotoksik, | sebzeler, domuz
Okratoksin . . ) . \
(Pen. viridicatum,), teratojen, immunosupresif | eti, bahk
Penicillium aurantiogriseum {iriinleri, malt
(Pen. cyclopium)
Penicillium expansum,
Penicillium patulum, Meyveler, meyve
Patulin Aspergillus clavatus, Norotoksik, hiicreye toksik | sulari, malt
Aspergillus giganteus, embriyosu
Byssochlamys nivea
Penicillium martensii,
Lt Pem.m.//l.“m viridicatum. Hepatotoksik, nefrotoksik, - .
Penisilikasit Penicillium . Piring, piring unu
S teratojen
aurantiogriseum,
Aspergillus alutaceus
Psoralen Sclerotinia sclertiorum Dermatoksik, mutajen Sebze (kereviz)
Rubratoksin Pem.cz'/h'um rubrum, Hepatotoksik, teratojen Tahillar
Penicillium purpurogenum ~
Sporidesmin Pithomyces chartarum Hepatotoksik, dermatoksik | Delice otu
. e Bipolaris species, . Bugday, yer
Sterigmatosistin Eurotium amstelodamii Kanserojen fistig
. Fusarz‘um sporol richioides, Alimentary Toxic Aleukia .
Trikotesenler Fusarium graminearum, S Tahillar, fasulye,
. . . ) . (ATA). disiik dozlarda
(Diasetoksisirpenol, T- | Myrothecium roridum, kusma. l6kopeni. deri meyve ve
2 Toksin, Nivalenol) Trichoderma viride, ’ pent, sebzeler

Trichothecium roseum

nekrozlari

Zearalenon (F-2
Toksin)

Fusarium graminearum,
Fusarium culmorum,
Fusarium equiseti

Ostrojen benzeri etki

Maisir, bugday,
fasulye, piring,
yem
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Aflatoksinler, ozellikle Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus,
Aspergillus tamarii ve Aspergillus nomius tirleri tarafindan retilen, toksik ve
karsinojenik etkileri olan, poliketid tlrevi sekonder metabolitlerdendir (Kurtzman
CP, 1987). Aspergillus flavus, aflatoksin B, ve aflatoksin B;’yi ve diger bir
mikotoksin olan siklopiazonik asidi tiretirken; Aspergillus parasiticus B toksinlerine
ek olarak G, ve G; aflatoksinlerini de iiretir, fakat siklopiazonik asit tiretmez (Horn
BW 1996). Aspergillus flavus’un aflatoksinleri ve siklopiazonik asidi liretme genetik .
kapasitesi olduk¢a degiskendir. Aspergillus flavus un bir¢ok susu toksijenik degildir
ve Aspergillus flavus’un toprak populasyonlarinin toksijeniteleri cografik bolgelere
gére degismektedir (Horn, B.W., 1999). Buna karsihik, Aspergillus parasiticus
yiiksek oranlarda aflatoksin tiretir ve toksijenik olmayan suslari nadir gézlenir (Horn,
B.W., 1996).

2.2. Aflatoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler
2.2.1. i¢ faktérler

Tarimsal triinlerde mikotoksinlerin ve 6zellikle de aflatoksinlerin olusumu,
uygun kosullar altinda kontaminasyona duyarli olan iriinlerin ¢ogunda yaygin bir
sorundur. Bu drlinlerde kif biiylimesini ve dolayisiyla toksin diretimini etkileyen
faktdrler vardir. Bunlar: Fungal tiir ¢esitliligi ve sus varyasyonu; konukeu bitki veya
tarimsal Uriiniin hassasiyeti, tiirli, yasi; konukgu bitkinin sagligi; trin gelistirme
teknikleri; toprak oOzellikleri; bocekler; kuraklik; nem igerigi; sulama; {riin
kompozisyonu; mekanik hasar; sicaklik; mikrobiyal populasyon; oksijen
bulunabilirligi; diger toksinlerin varhigina bagh olarak sinergistik etki; herbisit,
pestisit kullanimt ve pH olarak belirtilmektedir (Ciegler, 1978). Bunlarin aralarinda
en onemlileri; nem/su aktivitesi, substrat tipi ve sicakliktir (Lieu ve ark., 1977,
Ciegler, 1978; Northolt ve ark., 1981: Park ve ark.. 1983). Fakat her seyden once
tarimsal driintin veya gidanin kiif spektrumunda bulunan kiiflerin potansiyel

mikotoksin tireticisi olup olmadiklar1 6nem tasir.
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Tarim {irlinli veya gidanin nem igerigi, atmosfer bagil neminden etkilendigi
icin, sicaklikla beraber bagil nem, 6ncelikle tungus sporlarinin ¢imlenmesini ve
misellerin gelismesini ardindan da toksin olusumunu etkileyen en 6nemli faktordiir.
Funguslarin gida maddeleri iizerinde gelisebilmeleri ve toksin olusturmalan,
atmosferin bagil nem orani arttikga kolaylagir. Bir bagka ifade ile funguslarin
gidalarda gelisme ve toksin olusturmalari, gidanin diisiik su aktivitesi (as) degeri ile
sinirlandirtlabilir veya engellenebilir. Ay degeri, mikroorganizmalarin kullanimlarina

elverisli, gida i¢cinde bagl olmayan suyu ifade eder.

Funguslar, bakterilerle kiyaslandiklarinda daha diisiik bagil nemde
gelisebilirler. Optimum gelismeleri i¢in min. a;: 0.97-0.99 degerlerini istemelerine
karsin min. a;: 0.80-0.85 degerlerinde de rahathkla ¢imlenebilir ve gelisebilirler.
Kserofilik Eurotium tiirleri ve Monascus (sin. Xeromyces) bisporus min. ag: 0.61-
0.62 degerlerinde bile varliklarini siirdiirebilirler. Aspergillus tiirlerinin min. as: 0.80
degerl‘erinin altinda, min. ag: 0.70-0.71 degerlerinde bile gelisebildikleri goriiliir. Bu

ylizden Aspergillus tirleri kserofilik tiirlerden sayilirlar.

Mikotoksin tretimi igin gereken min. a; degerleri. gelisim i¢in istenen min.
a; degerlerinden daha ylksektir. Her bir mikotoksin. kendisini sentezleyen kif tiiriine
bagli -olarak farkli as degerinde olusturulur. Ornegin Aspergillus flavus aflatoksini
sentezlemek icin min. ag: 0.83-0.87 degerini, Aspergillus parasiticus ise min. as: 0.87

degerini ister.

Onemli bir bitylime faktorii olan su aktivitesi (a;)'nin aflatoksijenik kiifler
tzerindeki etkileri de ¢esitli arastiricilar tarafindan incelenmistir. Northolt ve
Soentoro (1981), Aspergillus tiirlerini de igeren depo kiiflerinin a, < 0.75’de
biiyliyebildigini; aflatoksin B;’in biiylime i¢in gerekli olan minimum sicaklik ve as
kosullar altinda olusturulabildigini ayrica tarimsal iiriinlerdeki fungal biytimenin, su
aktivitesinin ~ 0.65°in  altina  diisiiriilmesi ve bu seviyede tutulmasiyla

engellenebilecegini belirtmislerdir.

Cizelge 4’de kserofil funguslar, bunlarin mikotoksinleri ve minimum su

aktivitesi degerleri verilmistir.



19

Cizelge 4. Kserofil funguslar. mikotoksinleri ve min. a, degerleri.

| . TOKSIN _ )
FUNGUSLAR GELISME MIKOTOKSINLER
OLUSUMU
Aspergillus clavatus 0.85 0.99 Patulin
Aspergillus flavus T" 0.78 0.83-0.87 AFB,. aspergillik asit,
aspertoksin
Aspergillus 0.82
fumigatus - Fumagilin, gliotoksin
Aspergillus
pers 0.78 0.87 AFB,
parasiticus
Aspergillus 096 0.83-0.87 Okratoksin A
ochraceus 0.80-0.88 Penisilik asit
Aspergillus
, 0.74 F Sterigmatosistin
versicolor
Emericel[(lvnidulans 078 - Sterigmatosistin
|
Eurotium 0.62 . Fisikon, ekinulin,
ksantosilin
Penisilik asit
Penicillium D ot 0.97-0.99 Okratoksin A,
aurantiogriseum ‘ 0.87-0.90 Egmortig A ve B,
v penisilik asit,
. siklapiazonik asit
Penicillium
0.82 0.99 Patulin, sitrinin
expansum
Penicillium
0.81 0.85-0.95 Patulin
griseofulvum
Penicillium izlanditoksin,
. ] 0.83 - sikloklorotin,
islandicum 0
luteosikrin
Penicillium patulum 0.81 - Patulin
Penicillium
puberulum
Penicillium 0.80 . Sitrinin, okratoksin A
viridicatum 0.83 Penisilik asit

(-)= Veri yoktur.
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Substrat, fungal biliyiimeyi ve aflatoksin lretimini etkileyen en oOnemli
faktorlerden biridir. Farkli substratlar, fungal biiylime ve aflatoksin olusumunu farkl
derecelerde etkilemektedirler (Lieu ve ark., 1977; Park ve ark., 1983). Bu, kif
biiyiimesi i¢in uygun fakat mikotoksin sentezi igin uygun olmayan, yliksek protein ve
diisiik karbohidratli peynirler gibi besinlerde gdsterilmistir. Peynirler {izerinde
aflatoksin {iretimi hig, az veya fazla olarak peynirin tipine gére degisen miktarlarda

belirtilmistir (Park ve ark., 1983; Zerfiridis, 1985).

Yiiksek miktarlarda aflatoksin {retiminin, substratin karbohidrat icerigi ile
iliskili oldugu belirtilmistir. Adye ve Mateles (1964), sakkaroz, glukoz ve fruktozun
en yiiksek aflatoksin iretimine neden oldugunu; laktoz , maltoz, ksiloz, sorboz,
gliserol ve glutamatin biiylimey: desteklediklerini ama aflatoksin olusumunun az
olmasina neden oldugunu belirtmislerdir. Ayrica nisasta, mannitol, sorbitol ve
galaktozun iyi bir biiylimeye veya orta derecede aflatoksin tiretimine neden oldugu

da beli.rtilmistir (Abdollahi ve Buchanon, 1981).

Biiyiime ve aflatoksin olusumunu etkileyen diger bir faktor de sicakliktir.
Mikotoksinlerin yiiksek duzeyde sentezlenmeleri, kiiflerin optimum gelisme
sicakliklarinda veya biraz daha altinda gergeklesir. Aflatoksin {ireten kiifler min. 10-
13°C ve max. 42°C sicaklik isterler. Bunlarin optimum gelismeleri 35-38°C oldugu
halde maksimum toksin konsantrasyonuna 25-30°C lerde ulasihr. Penicillium ve
Fusarium’larin dusik sicakliklarda (<5°C) gelisebilmelerine karsin Aspergillus
tirleri bu sicakliklarda {ireyemez ve toksin olusturamaz. Iglerinden sadece
Aspergillus ochraceus diger Aspergillus tirlerine oranla daha dusiik sicaklik

derecelerinde okratoksin-A sentezleyebilir.

Northold ve Soentoro (1981), Aspergillus’larin ¢ogunun iremesi igin
optimal sicakligin 30-40°C oldugunu belirtmislerdir. Northolt ve ark. (1977), bir
Aspergillus parasiticus susunun bliylimesi ve aflatoksin lretimiyle ilgili bir
calismada: aflatoksin B, tiretimi i¢in optimal sicakliklar, substrata bagh olarak 24-

32°C olarak saptamiglardir.
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Yapilan diger calismalara gére de aflatoksin iireten kiiflerin min. 6-
8°C’lerde, max. 50-60°C’lerde iireyebildikleri halde toksin olusumu i¢in min. 10-
13°C ve max. 42°C sicaklik istedikleri belirtilmistir. Ayrica, aflatoksin iireten
kiiflerin optimum gelismeleri 35-38°C’de oldugu halde maksimum aflatoksin

konsantrasyonuna 25-35°C’lerde ulasildig1 saptanmistir (Diener, U.L., 1966).

Ciegler ve Lilehoj (1968) ise; aflatoksin B’nin yiiksek sicakliklarda daha
fazla uretildigini; aflatoksin G oraninin ise inkiibasyon sicakligy diistiigii zaman
artigim belirtmislerdir. Ayrica aflatoksin tiretimi igin optimal sicakligin kiif susuna
gore oldukca degisiklik gosterdigini ve bunun genellikle 25-30°C’ ler arasinda
oldugunu da belirtmislerdir. 10°C kadar diisiik bir sicaklikta depolamada bile toksin
olustugu i¢in, tarimsal triinlerde toksin olusumunun engellenmesinin ¢ok zor

olduguhu belirtmislerdir.

* Trucksess ve arkadaslari, (1988) da 4. flavus’un biiylimesi ve aflatoksin
iiretimi t{izerine sicaklik ve a,nin etkilerini incelemislerdir. Sonugta, 16°C’nin
aflatoksin Gretimi .igin ¢ok diisiik olmasina ragmen kiif biiylimesi oldugunu, fakat
aflatoksin liretimi igin sicakhigin 26-32°C” ve a;'nin 0.85-0.89 degerleri arasinda

olmast gerektigini belirtmislerdir.

Kiifler aerobik mikroorganizmalardir. Fungus sporlarinin olusumu, sporlarin
¢imlenmesi ve vejetatif iiremeleri i¢in gerekli olan oksijen miktarlar1 oldukc¢a
vdegisken olabilmektedir (Deiner ve Davis, 1969). Oksijen, funguslarin gelisimi i¢in
gereklidir ve mikotoksin iiretimini de etkilemektedir. Ornegin, O, konsantrasyonu
%1’den az oldugu zaman aflatoksin tretimi olduk¢a sinirlanmaktadir (Northolt ve

Soentoro, 1981).

Aflatoksin olusturan kiiflerin en yiiksek diizeyde aflatoksin olusturmalar
pH: 5.0-6.0 arasinda gergeklesir. pH: 4.0"in altindaki ortamlarda gelisip toksin
olusturabilseler de, hem misel gelisimi olduk¢a yavaslar hem de toksin miktari iyice

azalir (Deiner ve Davis, 1969).
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Birgok arastiricinin,- baslangic pH’sinin aflatoksin iiretimi izerinde ¢ok
etkili olmadigini belirtmesine ragmen diger baz1 arastirmacilar zayif asidik pH nin

aflatoksin tretimini artirdigim ve kiif gelisimini baskiladigini géstermislerdir (Jarvis,
B., 1971).

Molina, M. ve L. Gianuzzi (2002)’nin Aspergillus parasiticus’un aflatoksin
tiretiminin, farkli pH, sicaklik ve propiyonik asit konsantrasyonlarindaki
degisimlerini konu alan arastirmasinda, aflatoksin olusumu i¢in optimum pH'nin

27.84°C’de 5.9, 27.32°C’de ise 5.5 oldugu belirtilmigtir.

Biiyiime ve mikotoksin olusumunu sinirlayabilen diger bir faktér de diger
mikroorganizmalarin varligidir. Aspergillus flavus’un diger kiiflerin varlifinda daha
az aflatoksin drettigi bilinmektedir (Northolt ve Soentoro. 1981). Aspergillus niger
grubundan bazi kiiflerin ve Flavobacterium aurantiacum NRRL B-184 susunun
aflatoksini metabolize edebilme yetenegi gosterdigi ve toksini daha az toksik olan
bilesikleré cevirebildigi bulunmustur (Ciegler, A., Lillehoj, E.B., 1966). Weckbach
ve Marth (1977), A.pdrasiticus NRRL 2999 ile birlikte buyutuldiklerinde Rhizopus
nigricans ve Saccharomyces cerevisiae’'nin blylime ve aflatoksin tretimini inhibe
ettigini, Brevibacterium linens’in ise az bir inhibisyona neden oldugunu
gostermislerdir. Wicklow ve arkadaslari (1980), sterilize edilmis musir taneleri
iizerinde 4. flavus ile birlikte, Aspergillus niger ve Trichoderma viride ayr1 ayr

biiyiitiildiiklerinde hig aflatoksin tiretimi olmadigini belirtmislerdir.

Aflavus grubu tirleri igin bir vektdr olarak rol oynayan bocekler, bu

kiiflerin duyarh bitki dokulari igine girmesini saglamaktadirlar (Wilson, 1988).

Toksin olusumu daha ¢ok gida maddesinin kimyasal kompozisyonuna bagli
olmaktadir. Meyve bahgelerindeki sert-olgun ve burusmus-olgun incirler aflatoksin
olusumu icin iyi bir substrat olarak goriilmektedirler (Buchanan ve ark., 1975;

Morton ve ark., 1979).



2.2.2. Dis faktorler

Yer fistigy, misir gibi degisik bitkisel {irlinlerin belirli varyeteleri; hasat
zamani, sulama ve iklime bagli olarak Aspergillus flavus ve aflatoksin

kontaminasyonuna daha fazla direngli olmaktadir.

Incirlerin olgunlagma siirecinden 6nce topragin siirlilmesi ile ¢iiriimiis
bitkisel artiklar toprakla ortiilmekte ve daha sonra toprak florasi ile
paralanmaktadirlar. Bu sekilde toprak florasindaki artis, rekabet nedeni ile
Aflavus’un  gelisiminde azalmaya neden olmaktadir (Bars, 1989). Incirler
olgunlasma stiregleri sirasinda, A.flavus ve aflatoksin birikimine karsi ¢ok hassas
olduklar: i¢in fiziksel zarara yol agacak her bir etkenden kaginilmas: gerekmektedir.

Ikinci olarak ise meyvelerin toprak ile dogrudan temas: engellenmelidir (Bars, 1989).

* Kuru incirlerin kétit depolama sartlari haricinde, A4 flavus ¢ok diisiik su

aktivitesi nedeni ile gelisme gdsterememektedir (Bars, 1989).
2.3. Kiif Sayisinin Saptanmasinda Kullanilan Besiyerleri

Kiiflerin meyvelerde geliserek bir yandan gidanin tiiketilemeyecek bir hal
almasina neden olmasi, diger yandan mikotoksikozise neden olacak sekilde
mikofoksinleri sentezlemeleri, bu gidalarda bu grup mikroorganizmalarin énemini
ortaya koymakta ve kiif sayisinin gergege en yakin miktarda saptanmasini saglayacak

izolasyon yonteminin belirlenmesini gerekli kilmaktadir.

Gidalarda canli kiif-maya izolasyon ve sayimlarina etki eden pek ¢ok faktor
vardir. Bu faktorler igerisinde, kullanilan besiyerinin bilesimi énemli olanlardan bir
tanesidir. Yapilan ¢alismalar sonucu, kiif ve maya sayimlarinda kullanilan

besiyerlerinden beklenen genel 6zellikler:

e Besiyerinin izole edilecek kiifler i¢in iyi bir izolasyon saglamasi,
o Bakteriyel gelisimi 6nlemesi,

o Hizli yayilan kiif kolonilerinin yayilmasini dnlemesi,
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e Kiif ve mayalar arasinda iyi bir ayirim saglamasi,

e Belirli kiiflerin direkt olarak tanilanmasina yardimci olmasi seklinde

Ozetlenebilir (Seiler, 1985; Twomey ve Mackie, 1985).

Gidalarda maya ve kiif sayimlarinda {ig tip besiyeri kullanilmaktadir. Bunlar
genel amagh besiyerleri, segici besiyerleri ve ayirt edici besiyerleridir (Hartog,

1981).
2.3.1. Genel amach besiyerleri

Kif ve maya sayisimin belirlenmesinde kullanilan genel amagh besiyerleri,
kiif ve maya gelisimi i¢in ihtiyag duyulan dogal maddeleri icermektedir. Genel
amagli. besiyerleri, maya ve/veya maya ekstraktlar1 ve % 1.5-2 agarla katilastirma

esasina dayanarak hazirlanirlar (Hartog, 1981).
Bakteri gelisiminin 6nlenmesi amaciyla kullanilan maddeler:

Malt Extract Agar (MEA). Potato Dextrose Agar (PDA), Plate Count Agar
(PCA) gibi genel amagh besiyerlerinin pH’lar, tartarik, laktik, sitrik asit gibi asitlerle
distriilmek suretiyle kif ve mayalar i¢in segici hale getirilirler. pH’s1 diisiiriilmiis
besiyerlerinde, sadece aside toleransh bakteri tiirleri, kiif ve mayalarin izolasyonunu
gﬁqleétirir. Ancak bu dusik pH aym zamanda, 6zellikle stres altindaki kif ve
mayalarin da kismi inhibisyonuna neden olur. Nelson (1971), 10 maya kiiltiiriiyle
yaptig1 ¢alisma sonucunda, pH 3-9.5 arasindaki degerlere sahip besiyerlerinde elde
edilen sayimlarin benzer oldugunu bildirmistir. Ancak 1sisal stres altindaki
kiltirlerle cahsildiginda maksimum say1 pH 8 ve yukarisinda saptanmistir. Bu
arastirma stres altindaki populasyonlarla ¢alisildiginda diisiik pH'I1 besiyerlerinin
maya ve kiiflerin gelisimini inhibe edici etki yarattigini gostermektedir. Buna karsin
bir grup arastirmaci da besiyeri pH’sinin 3.5°dan 7'ye ¢ikariimasiyla kiif ve maya
sayisinin da gdreceli olarak arttigini saptamislardir. Bu nedenlerle son yillarda
gidalarda kif ve m_aya sayimlar1 i¢in antibiyotik ilaveli nétr pH’li besiyerlerinin
kullanim1 tavsiye edilmektedir (Beggerman, 1981; Beuchat, 1984; Hartog, 1981;
Henson, 1981; Koburger, 1972; Seiler, 1985).
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Kiif ve maya izolasyonunda kullanilan besiyerlerine katilan antibiyotikler
icerisinde, penisilin ve streptomisin kombinasyonu etkili bulunmakla beraber, b&yle
bir uygulamanin ilaglarda yaygin olarak kullanilan bu antibiyotiklere direngli
organizmalarin olusumuna yola agabilecegi diisiiniilmekte ve bu nedenle sakincali

olabilecegi belirtilmektedir (Seiler, 1985).

Klortetrasiklin (10-100 ppm), kloramfenikol (50-100 ppm), oksitetrasiklin
(100 ppm), gentamisin (50-60 ppm), kanamisin (110 ppm), streptomisin (30-50 ppm) -
fungal besiyerlerinde en fazla kullanilan antibiyotiklerdendir. Ancak 1sisal
stabiliteleri ve genis antibakteriyel spektrumlar1 nedeniyle gentamisin ve
kloramfenikol daha ¢ok tercih edilirler. Bu iki antibiyotigin, sterilizasyon 6ncesi
besiyerine eklenebilmeleri besiyeri hazirlama agisindan onemli bir kolaylik saglar

(Hartog, 1981; Seiler, 1985).

" Antibiyotikler besiyerlerine tek baslarina konulabildikleri gibi kombinasyon
halinde de eklenebilmektedirler. Tek basina antibiyotik kullaniminda bakteriyostatik
etki kaybolabilmektedir. Ornegin; klortetrasiklin, ¢ig et {riinlerinden fungal
izolasyonda Enterobacteriaceae gelisimini engelleyemezken, oksitetrasiklin de
Proteus ve Pseudomonas tirlerini inhibe edemez. Bu tiir sorunlarin ¢6ziimlenmesi
icin klortetrasiklin-kloramfenikol kombinasyonlarinin kullanimi  &nerilmektedir

(Hartog, 1981; Seiler, 1985).

Kiiflerin besiyeri yiizeyinde yayilmasim engelleyici maddeler ve

bunlarin kullanildig: besiyerleri:

Gidalardan kiif ve maya izolasyonunda giigliikk yaratan bir olgu da kiif
kolonilerinin petride besiyeri yiizeyini kaplamasidir. Mucor, Rhizopus gibi kiiflerin
hizli gelisimi. daha yavas gelisen kiiflerin gelisimini inhibe etmekte. dolayisiyla
sayimin saghkh bir sekilde yapilmasini engellemektedir. Bu durumda , petrideki
koloni sayisinin gergek sayidan daha az olmasint 6nlemek igin. hizh yayilan kiiflerin
gelisimini inhibe eden ve genelde koloni ¢apini sinirlayan maddelerin besiyerine
eklenmesi gerekmektedir. Bu amagla sigir safrasi (oxgall), sodyum propiyonat,

pentakloronitrobenzen, gliserol ve tuz kullanilmaktaysa da son yillarda rose bengal
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ve dikloran (2,6-dichloro-4-nitroaniline) en yaygin kullanim alani bulan maddelerdir

(Hartog, 1981; Seiler, 1985).

Smith ve Dawson (1944), yaptiklann c¢alismada topraktan fungus
izolasyonunda rose bengalin koloni yayilmasini simirlayici etkisini saptamislardir.
Rose bengalin sinirlayici etkisi, Mucor, Rhizopus, Paecilomyces gibi hzli gelisen
kiiflerde oldukc¢a belirginken, daha yavas gelisen Penicillium tirlerinde etki daha az
belirgindir (Beggerman, 1981).

Besiyerine rose bengal katilmasi, maya kolonilerinin boyanmasin
sagladigindan, sayimi kolaylastiric1 etkiye de sahiptir. Rose bengalin inhibe edici
etkisi, besiyeri 1s18a maruz kaldik¢a azaldigi gibi bazi kiif ve maya suslan da
ozellikle 151k altindaki inkﬁbasybn sirasinda inhibe olmaktadirlar. Bu bakimdan rose
bengal igeren besiyerlerinin giines 1s1gindan korunmasi y6niinde Snlemler alinmasi

gerekir ( Hartog, 1981; Henson. 1981).
2.3.2. Segici ve ayirt edici fungal besiyerleri

Genel amagli besiyerleri esas olarak kserofilik funguslarin saptanmasinda
yetersiz kalan besiyerleridir. Bu bakimdan kserofilik funguslarin énemli oranda
bulundugu gida gruplan i¢in, bunlarnin izolasyonuna ve sayimina olanak veren

besiyerlerinin kullanimi dnemlidir (Pitt, 1974).

Kserofilik funguslar, yaklasitk 0.85’den daha dusik su aktivitesi
degerlerinde iireyip gelisebilen spesifik bir fungus grubudur. Bunlar kuru ve yan
kuru gidalari iceren diisiik su aktiviteli gida gruplarinda, mikrobiyolojik kalite

agisindan 6nem arz eden mikroorganizmalardir (Pitt, 1974).

Gidalarda kserofilik kiif ve mayalarin sayimi igin yaklasik 0.95 su aktiviteli
besiyerleri yaygin olarak kullanmilmaktadir. Ancak bu tip besiyerlerinde kserofilik
olmayan funguslar da gelisebilmektedir. Sadece kserofilik fungus sayiminin alinmasi
istendiginde su aktivitesi 0.85-0.90’a dustiriilmiis besiyerlerinin kullanimi tavsiye

edilmektedir (Seiler, 1985).
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Ayirt edici besiyerleri bir iki taneyi gecmeyecek kadar azdir. Aflatoksijenik
kiifler icin ayirt edici bir besiyeri olan Aspergillus Differential Medium (ADM) ilk
kez Bothast ve Fennell (1974) tarafindan formiile edilmistir. Besiyeri igerisindeki
ferrik sitrat, aflatoksijenik kiiflerin petri altinda sari-turuncu renk olusturmasini
saglamaktadir ve olusan bu renk kadmiyum saris1 veya kadmiyum sulfit rengi olarak

nitelendirilmistir.

Bothast ve Fennell (1974), 45 tane saf fungus kiltiiri ve misir ve misir unu
tirtinlerinden elde edilen 10 izolat kullanarak yaptiklar ¢alismada tim A.flavus ve
A.parasiticus kiltirlerinin ADM’de turuncu-sari renk olusturduklarini, bu arada
Aflavus grupta yer alan A.sojae, A.subolivaceus ve iki A.oryzae izolatinin;
A.ochraceus grupta yer alan A4.sclerotiorum, A.sulphureus’un ve A.wentii grupta yer
alan A.‘thomii’nin de benzer san renk olusturduklarini, ayrica A.ochraceus grupta yer
alan 4. auricomus ve A.melleus’un da tipik olmayan ve gegici mat sar1 renk
olusturdugunu saptamislardir. Arastirmacilar aflatoksijenik kiiflerinkine benzer renk
olusturmalarinin bu besiyeri i¢in bir dezavantaj gibi goziikse de bu tiirlere
depolanmis hububatlar gibi bazi gida gruplarinda rastlanmamasinin, 6zellikle bu

gidalardan izolasyonda ADM 'nin kullanim alanini artirdigint belirtmislerdir.

- ADM’de koloni altinda olusan sari-turuncu renk A.flavus ve A4.parasiticus
tiirlerince Uretildigi bilinen kojik aside bagli tutulmaktadir. Bu arada, kojik asidin bu
tirler yaninda ayn1 zamanda A.clavatus, A.ustus, A.rubrum, A fumigatus, A.citrinum
ve A.nidulans tarafindan da tiretildigi, ancak tiretilen kojik asit miktarinin ADM’de
sari-turuncu renk olusumu ig¢in yeterli olmadigi, olusan rengin kahverengi-siyah
oldugu bildirilmistir (Hamsa ve Ayres, 1977). Diger yandan Assante ve arkadaslar
(1981), ADM’de olusan sari-turuncu renge aflatoksijenik kiifler tarafindan iiretildigi

bilinen aspergillik asit veya neoaspergillik asidin neden oldugunu belirtmislerdir.

ADM’de sari-turuncu renk olusumunu saglayan ferrik sitrat, besiyerine
konulmadiginda veya ferrik sitrat yerine mangan stlfat, ¢inko siilfat veya bakir siilfat
konuldugunda sari-turuncu pigmentasyonun gézlenmedigi, ferrik sitrat yerine ferrik

klorid konuldugunda ise pigment iretiminin aymi fakat A flavus gelisiminin daha
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yavas oldugu saptanmistir. Ferrik sitrat miktarnn 0.5 g/lt oldugunda pigmentasyon
rengi sari-turuncu iken, miktar 2g/lt’ye ¢ikanldiginda, renk turuncu-kirmiziya

donmektedir (Hamsa ve Ayres, 1977).

ADM besiyeri, A.flavus ve A.parasiticus tiirlerini direkt olarak ayirt etmesi
ve sayimi kolaylastirmasi nedeniyle, herhangi bir mikolojik islem uygulanmaksizin
bu grup funguslarin tanilanmasinda direkt olarak kullanilabilecek uygun bir besiyeri
olarak Onerilmektedir (Bothast ve Fennell, 1974). Ancak ADM kullaniminin, hizli
gelisen bazi kuf tlirlerine karsi segici olmamasi sonucu sinirli olmasi nedeniyle
Hamsa ve Ayres (1977), 10 ppm dikloran ve 50 ppm streptomisin siilfat eklenmis
ADM’yi (MADM) pamuk ¢ekirdeginden A.flavus izolasyonunda kullanmistir. Bu
yeni besiyeri A.flavus’un sari-turuncu pigment lretimine zarar vermemis, diger
fungusiarm radyal gelisiminde cesitli derecelerde inhibisyona neden olmustur.
Genelde Rhizopus sp.’nin petride hizli gelisimi ile misel yiginlar altinda kalan diger
kiiflerin gelisimini engellemesi ADM’ye dikloran eklenmesi ile onlenmistir. 25
ppm’in {izerindeki konsantrasyonlar A.flavus kiiltiirlerinin gelisimini inhibe
etmektedir. 50 ppm streptomisin siilfat ilavesi ise bakteriyel gelisimi engellemede

yeterli gelmis, 4. flavus gelisimini ve pigment olusumunu ise etkilememistir.

A Pitt ve arkadaslari (1983) tarafindan formiile edilen ve ADM’den farkli
olarak ferrik amonyum sitrat ve kloramfenikol igeren ve dikloran ilaveli Aspergillus
Flavus Parasiticus Agar’da (AFPA), A.flavus ve A.parasiticus kolonilerinin petri
alinda ADM’den daha iyi turuncu-sar1 renk olusturduklan bildirilmistir. Beuchat
(1984), islenmemis yer fistig1, misir unu ve bir ¢gesit fasulye 6rneklerinden AFPA ve
ADM’ye yaptig1 yayma plaka ekimlerde inkiibasyon sonunda, yer fistig1 ornekleri
icin ADM’de 30°C’de 42-44 saat inkiibasyonda elde edilen toplam maya-kif
sayisinin, AFPA’da 37°C’de 70-72 saat inkiibasyonda elde edilen sayimlardan daha
az oldugunu; misir unu ve bir g¢esit fasulye orneklerinde ise ADM ve AFPA arasinda
herhangi bir fark elde edilmedigini, ancak 30°C’de elde edilen sayimlardan daha

yiiksek oldugunu saptamislardir.
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Dikloran iceren ADM’nin pH’s1 ile 4.flavus kiiltiirlerinin pigment tretimi
arasindaki iliskinin incelendigi bir ¢alismada, pH 3.5’a distirtildigtinde veya 9.5’a
¢ikarildigina karakteristik turuncu-sar1 rengin agik sartya dondiigi, bu arada
sporulasyonun pH’nin 6.5’dan 5.5, 4.5, 3.5 degerlerine distirtilmesiyle arttig
saptanmistir. Pigmeritasyona sicakhigin etkisi arastirildiginda pigmentasyonun, 25°C,
30°C, 32°C ve 37°C’lerde degismedigi, ancak 45°C’de pigment tiretiminin olmadigi,
bu arada 25°C’de canli sari-turuncu pigment Urettigi bildirilen A.oryzae’nin test
edilen susunun artan inkiibasyon sicakligiyla pigment yogunlugunun azaldigi ve

37°C’de hi¢ pigment iiretmedigi saptanmistir (Hamsa ve Ayres, 1977).

Aspergillus  flavus grubundaki fungus kolonilerinin aflatoksin tretme
yeteneklerini belirlemek amaciyla bazi yontemler gelistirilmistir. Bu amagla, sivi ve
kati oﬁamlarxn dogal veya semisentetik substratlar olarak kullanildigi bazi yontemler
uygulanmistir (Hara ve ark., 1974). Bu yontemlerin kullamimui sirasinda, besiyerinin
ekstraksiyonu ve kromotografik tekniklerle analizi, aflatoksin varlifinin kanitlanmas:
i¢in gerekli olmustur. Cok sayida izolatin farkli substratlar tizerinde test edilmesi
pahali ve zaman alici bir islem olmustur. Bu yiizden, aflatoksin tretiminin direkt
olarak goériiniir kilinmast amaciyla bazi yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerde
gesitli tuzlar (Adye ve Mateles, 1964; De Vogel ve ark., 1965; Torrey ve Marth,
1976), veya corn step liquor (Hara ve ark., 1974) ve hindistan cevizi (Lin ve Dianese,
1976; Davis ve ark., 1987, Lemke ve ark., 1988, 1989; Dyer ve McCammon, 1994)
gibi aflatoksin dretimini artirict katki maddelerini iceren kiiltiir ortamlan
kullanilmigtir. Bu ortamlarda gelistirilen aflatoksijenik funguslar, koloni etrafinda be;j
bir halka olusturmaktadirlar. Bu bej halka, UV 15181 altinda mavi floresan
vermektedir (Ordaz ve ark., 2003).

2.4. Kuru Incirlerde Kiif Floralari Uzerine Yapilan Arastirmalar

Ulkemizde bazi tarimsal triin ve islenmis gida maddelerinin kif floralan
lizerinde bir¢ok arastirma yapilmis olmasina karsin, incirler lizerinde bu konuda

yaptlan ¢aligsma oldukga az sayidadir.
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Cakmakgt ve Kosker adh arastiricilar 1973 yilinda Ankara piyasalarindan
toplanan 8 kuru incir 6reginde siras1 ile, 70, 110, 380, 153, 157, 76 ve 21 adet/g
maya ve kiif sayildigini bildirmislerdir. Amerika Gida ve Ilag Orgiiti (FDA)
tarafindan 1973-1974 yillarinda incelenen 168 kuru incir 6rneginin higbirisinde gozle
goriiniir sekilde kif bulunmadify ve Orneklerden daha ¢ok Aspergillus niger,
Rhizopus tlrleri, baza Pullularia tiirleri ve nadiren Aspergillus flavus grubu kiiflerin
izole edildigi bildirilmistir. Ayrica 1977 yihinda Izmir ve Aydin y6resindeki cesitli
incir igletmeleri ve bahgeleri ile Tarig merkez depolar1 ve bu kuruma bagl baz1 ortak
kooperatiflerden saglanan 56 tane kuru incir ve ezmeleri iizerinde kiif sayim ile
bunlarin izolasyon ve tanilar1 yaptlmigtir. Toplam olarak 138 kiif izole edilmistir. Bu
izolatlardan bilyiik ¢ogunlugunun Aspergillus ve Penicillium genuslarina ait oldugu
saptanmigtir. Bunlarin disinda Cladosporium, Absidia, Rhizopus, Chaetomium,

Geotrichum ve Mucor genuslarina ait tiirler de izole edilmistir (Askin ve ark.,
1977a).

1986 yilinda Ege Bolgesi’nde yapilan bir ¢aligmada ise 206 tane sergi ve 78
tane depo ©rmefi olmak tlizere toplam 284 kuru incir &rneginde mikroflora
saptanmugstir (Karapinar ve ark., 1989). 206 sergi 6rmeginin 47’sinden A flavus izole
edilirken, bu &rneklerin higbirisinde Aspergillus parasiticus’a rastlanmamustir. Depo
orneklerinde ise 10 farkli kif tiirti izole edilmistir ve yine Aspergillus niger tiirii
dominant olmus ve sergi Orneklerinde saptanamayan A.parasiticus ile Mucor
rasemosus kif tiirleri izole edilmistir. Depo 6rneklerinin %5’inden A.flavus izole

edilmistir (Karapinar ve ark., 1989).

Diger bir ¢alijmada ise incelenen 30 6rnekten elde edilen izolatlarda |
Aspergillus, Penicillium, Rhizopus ve Fusarium olmak iizere 4 kif genusu

saptanmistir (Kocabas, 1991).
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2.5. Kuru Incirlerde Aflatoksin Uzerine Yapilan Arastirmalar

Incirlerde aflatoksin sorunu ilk kez 1973 yihinda, Ekim 1972’de Avrupa
iilkelerine ihra¢ edilen kuru incirlerde, Danimarka’da yapilan analizler sonucu 938

ppb aflatoksin B, saptanmasiyla ortaya ¢ikmistir (Anon, 1990).

1973-1974 yillarinda ABD’de, Tirkiye’den gonderilen 38 parti kuru
incirden 3 partide aflatoksin bulundugu belirlenmis ve aflatoksin igeren kuru incirler
iilkemize geri gonderilmistir (Anon, 1990). Ancak bu yillardan 1985 yilina kadar

incir dis satiminda aflatoksin ile ilgili 6nemli bir darbogaz yasanmamistir (Anon,
1990).

. A.flavus ile asilanan kuru incirlerde Askin ve arkadaslarinin (1977b) yaptig:
bir ¢alismada, Orneklerin yarisi nemlendirilip sterilize edilmis, diger yarsi ise
nemlendirilme veya sterilizasyon islemlerinden herhangi birine tabi tutulmamuslardir.
Bu c¢alismalarda, aflatoksin olusumu, inkiibasyonun ikinci giintinden itibaren
baslamis, 4-6 giin i¢inde maksimuma ulasmis, bundan sonra ortamda aflatoksin
miktarinda bir azalma goriilmistiir. Nemlendirme ve sterilizasyon islemlerinin
uygulanmadigr kuru incirlerde ise, inkiibasyonun sonuna kadar bir kif gelisimi ve

aflatoksin olusumu olmamustir.

Morton ve arkadaslarinin (1979), kuru incir, kuru kayist, kuru tiziim ve
ananas tzerinde  ¢ahsarak bu meyvelerin aflatoksin olusturma potansiyellerini
inceledikleri c¢alismalarinda, A4.flavus ATCC 15548, A.flavus NRRL 3251 ve A
parasiticus NRRL 2999 olmak tizere 3 aflatoksijenik sus kullanilmistir. Tim
meyveler aflatoksin olusturabilen kiifler ile asilanarak analizleri yapilmistir. Bu
calismada kuru incirler, aflatoksin olusturma potansiyeli agisindan, kayisidan sonra

ikinci siray1 almistir (Morton ve ark., 1979).

1986 yilinda Ozellikle Isvigre’de Basel-Landschaft Kanton bélgesinde
incelenen ithal Turk incirlerinde 14 ornekte ortalama 4ug/kg aflatoksin By ve
aflatoksin G, bulundugu; Isvigre’de yapilan analizler sonucunda, 83 Tiirk inciri

orneginin %17’ sinin aflatoksin ile kontamine oldugu bulunmus ve 6zellikle 1986
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yilinin {irlinlerinin alimlarinda ithalatg1 firmalarin dikkatli olmalari konusunda
uyarilar getirilmigtir. Isvigre’ye ihrag edilen 1985 yili mahsulii Tiirk incirlerinde tek
meyvede Spg/kg aflatoksin B bulundugu ve toplam partide ortalama 13.0 ug/kg
aflatoksin By ve 152 pg/kg G, bulundugu bildirilmistir. Tanelerin yiizeyinde
ultraviyole 15181 altinda gozlenen parlak sari-yesil floresansin, aflatoksin
kontaminasyonu ile kalitatif olarak ¢ok yiiksek oranda iligkili oldugu agiklanmistir

(Karapinar, 1989).

Ege Bolgesi’'nde yapilan bir ¢aligmada, 206 tane sergi ve 78 tane depo
ornegi olmak tlizere 1986 yil triinii toplam 284 kuru incir 6rneginde aflatoksin
kantitatif analizleri yapilmistir. Incelenen depo &rneklerinin hicbirisinde aflatoksin
saptanmamis, sadece 8 hurda tipi sergi Orneginde aflatoksin B; B, ve G
bulunrr‘lustur‘ Sergi oOrneklerinin sadece %4’linde aflatoksin kontaminasyonu
saptanmis olmakla beraber aflatoksin dizeylerinin oldukg¢a yiiksek oldugu

gdzlenmistir (Karapinar ve ark., 1989).

1991 yilinda yapilan bir diger ¢alismada ise, 30 kuru incir 6rneginden 10
tanesinde aflatoksijenik kif tiirleri olan A.flavus ve A parasiticus saptanmstir

(Kocabas, 1991).

2.6. Ultraviyole ve Gamma Isinlarinin, Funguslar ve Aflatoksinler

Uzerine Etkilerinin Incelendigi Calismalar

Iyonize radyasyonunun, mikotoksin iiretimi {izerindeki etkilerinin
aragtinldig) calismalar genelde aflatoksin ve okratoksin iizerinde yogunlasmustir

(Aziz, 1990; Aziz, 1997).

Funguslarin gamma 1s1nlamasina karsi hassas oldugu, Saleh ve Abd El-Aal
ve Aziz tarafindan, 1996 yilinda gosterilmistir. Kiiflerin, gamma 1s1nlarina kars1 ¢ok
hassas oldugu ve mikotoksin tiretiminin, gidalarin 1sinlanmasindan sonra azaldigimi
isaret eden pek ¢ok yayin bulunmaktadir (Refai ve ark., 1996; Youssef, Mahrous, ve
Aziz, 1999). Fakat bu yayinlara karsit goriiste olan ve laboratuvar kosullan altinda

1sinlamadan sonra, mikotoksinlerin azaldigini (Aziz ve ark., 1990). arttigin (Paster,
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Barkai-Golan, ve Padova, 1985) veya degismedigini (Paster ve Bullerman, 1988)
belirten yayinlar da bulunmaktadir. Bu ¢eligki, kiif gelisimini ve toksin olusumunu;
fungal susun, depolama kosullarinin ve nemin ve isinlama dozunun etkiledigini

gostermektedir ( Mitchell, 1988).

Aziz ve _' arkadaslarinin  (2002c¢) yaptigt bir ¢alismada gamma
radyasyonunun, mikotoksin iireten kiifler ve meyvelerdeki mikotoksinler {izerine
etkileri incelenmistir. Bu ¢aligmada, toplam 100 meyve ornegi (10’ar tane g¢ilek,
kayisi, seftali, Gizlim, incir, elma, dut, erik, armut ve hurma) Misir’in Cairo ve Giza
bolgelerindeki marketlerden alinmistir. Meyve Orneklerinin  1sinlanmasi, oda
sicaklifinda, 1.5, 3.5, ve 5.0 kGy diizeylerinde yapilmistir. Fungal koloni olugturan
birimler, seri diliisyonlar yapilarak ve 6rneklerin Potato Dextrose Agar’a iki tekrarh
sekilde ekilmesi ile belirlenmigtir. Ayni islemler, gamma 11 ile isimlanmamig
meyve Ornekleri ile de tekrarlanmigtir. Inkiibasyon sonucunda olusan koloniler
sayilmis ve 1 gram Ornekteki koloni olusturan birim sayisi, gamma 1sim ile
1isinlanmis ve 1sinlanmamis meyve 6rnekleri i¢in ayr1 ayn hesaplanmistir. Ayrica her
bir 1sinlanmis ve isinlanmamig meyve 6megi, HPLC kullanilarak mikotoksin
igerikleri yonilinden analiz edilmistir. Bu galismada, 1.5 ve 3.5 kGy dozla 1sinlanan
meyve omeklerinde toplam fungal sayinin azaldigi gézlenmistir. Bu sonuglar, farkly
meyve Orneklerinin fungal floralarinin, gamma 1ginlarina karsi hassas oldugunu ve

5.0 kGy dozunda tamamen inhibe olduklarim géstermistir.

Aziz ve arkadaslarimin (2002a) yaptig1 diger bir ¢alismada ise yine gamma
isinlamasinin, musirlardaki Aspergillus flavus tarafindan iiretilen aflatoksin B
tizerine olan etkileri incelenmigtir. Isinlama dozlarinin artiriimas: ilé musirdaki
toplam canl A.flavus sayis1 azalmis ve fungus, 3.0 kGy dozunda tamamen inhibe
olmustur. Aflatoksin B,’in miktari ise, 1.0 ve 1.5 kGy dozlarda artmis ve 3.0 kGy
gamma 15inlamasindan sonra, 45 giin depolamadan sonra bile, aflatoksin iretimi
olmamugtir. Sonug olarak, 4.flavus’un gelismesi, 11nlama dozu, depolama kosullari
ve substrat kompozisyonunun aflatoksin B, iiretiminde 6nemli rol oynadig ortaya

cikmustr.
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Yine Aziz ve arkadaslari (2002b) tarafindan yapilan, gida 6rneklerinden
izole edilen nontoksijenik kiiflerin, mikotoksin sentezlemelerine, UV radyasyonunun
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, UV radyasyonunun, mikotoksin {iretme
yetenegine sahip olmayan kiifler lizerine mutajenik etki yaparak mikotoksin iiretme
yetenegi kazanmalarina neden oldugu ortaya ¢ikanlmistir. 30', 60, 120', 180" ve 210’
UV 1sinina maruz birakilan kiiflerin mikotoksin liretme yetenekleri incelenmistir. Bu
incelemeye gore; mikotoksin iiretmeyen kiifler, 30 ve 60 dakika UV’ye maruz
brrakildiklarinda da ayni ozelliklerini korumuslardir. 120 dakikadan sonra ise bu
kiiflerin mikotoksin iiretme kapasiteleri olusmus ve UV’ye maruz kalma siireleri

arttikca, mikotoksin tiretme yetenekleri de belirgin bir sekilde artmustir.

Zeinab ve arkadaglari (2001) tarafindan Nigella sativa tohumlar {lizerinde
yapllaﬁ bir ¢aligmada, gamma radyasyonunun toplam canli fungal yiikiin ve
mikotoksin Gretiminin lizerindeki etkileri incelenmistir. Buna gore; tohum
orneklerinin, 0.25’den 6 kGy’e kadar degisen dozlarda radyasyona maruz birakilmasi
sonucunda, tohumlarin fungal yiikii, radyasyon dozu arttik¢a azalmistir. Aym
zamanda 2.5 kGy’den daha fazla dozlarda 1sinlanan tohum 6rneklerinden izole edilen
funguslarin mikotoksin iiretme kapasitelerinin de olduk¢a azaldigi gézlenmistir.
Fakat 0.75 kGy miktardaki dozun total aflatoksini artirdigt bulunmustur. Schindler ve
drkada;larz (1980), bu artist fungal mutasyonlara bagli oldugunu bildirmistir.
Aflatoksin tiretimi, 1.0 kGy’lik dozda maksimum diizeyine ulasmistir. 3.0 kGy’de ise
aflatoksin gozlenmemistir. Ayni ¢alismada, A4.flavus’un islem gérmils ve gérmemis
sporlartnin germinasyonu, gamma radyasyonunun etkilerinin belirlenmesi amaciyla
151k mikroskobu altinda incelenmistir. Gamma 1sinlanmasinin, spor germinasyonunu

inhibe ettigi ve kuru miselyal agirligi azalttig: goriilmiistiir.

Fargues ve arkadaslarimin 1996 tarihinde yaptigi c¢ahismada, funguslarin
konidiumlart, 0, 1, 2, 4 ve 8 saat dogal giines 1s181na birakilmistir. Bu ¢alisma
sonucunda, 2 saat ve daha fazla slireler glines 1s181na maruz birakilmanin, tiim

izolatlar i¢in zararli oldugu bulunmustur.
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Altug ve Yousef (1990) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise incirlerdeki
AFB/in sodyum bisiilfit, sicakhk ve UV etkenlerinin kombinasyonlar ile
degradasyonu arastirilmistir. Buna gore bisiilfit, bistilfit + hidrojen peroksit (H;0,)
ve UV islemlerinde siras: ile; %68.4, %65.5 ve %45.7 degradasyon saglanmistir.

Bazi aflatoksinler, c¢evresel kosullar uygun oldugunda ultraviyole
radyasyonu uygulamasi ile degrade edilebilirler. Bunun uzun yillardir bilinmesine
ragmen siitteki AFM;’in UV enerjisi ile detoksifikasyonu 1985°den &nce
yaptmamustir. Yousef ve Marth (1985) tarafindan yapilan bir ¢alismada; 10, 30 ve
60 dakika 1s1nlanan AFM,’li siitlerin HPLC ile aflatoksin analizleri yapilmistir. Buna
gore; 10, 30 ve 60 dakika UV ile 1sinlanan siitlerde sirasi ile, %42, %65 ve %100
AFM, degradasyonu saglanmistir. Aynt deneme bir de, lambadan siite yansiyan
sxcakllk, soguk su gecen bir diizenekle sabit tutularak yapilmistir. Buradan elde
edilen sonuclar ise, 10,30 ve 60 dakikalar i¢in sirasiyla, %23.5, %36.6 ve %51.1
olmusltur. Uglincii bir denemede ise AFM, ile kontamine edilmis siit, 10 dakika UV
ile 1s1nlama, hidrojen peroksit (H;0,) ile isleme sokulma ve hem UV hem de H»0,
ile isleme sokma olmak tizere 3 farkli asamadan gegirilmistir. Bu denemeden elde
edilen sonuglar ise sirasiyla; %356, ihmal edilebilir ve %100 olmustur. Bu ¢alismadan
¢itkan genel sonuglar; ultraviyole enerjisinin stitteki AFM,’i degrade ettigi,
degradasyon oraninin UV enerjisine maruz kalma siiresine bagli oldugu ve UV’ nin

etkisinin, stitte H,O, bulunmasi ile arttigs olarak belirlenmistir.

Levitin ve arkadaslarinin (1971) yaptig1 bir ¢alismada ise, konidiumlarin
canlilify ve bilylime yetenedi, UV’ye maruz kalma siiresi ile ters orantili olarak

degisim gdstermistir.

Miiller-Kogler (1965), fungus konidiumlarinin 60 dakikadan fazla UV
isimna maruz birakilmast sonucu zarar gormedigini, 1.5 saat gibi daha uzun
siirelerden sonra fungusun daha hizli gelismeye basladigini ve daha iyi spor tirettigini
belirtmistir. 4.5 saat sonra ise fungusun fruktifikasyonunun azaldigini ve 30-48 saat

sonra ise durdugunu belirtmistir.
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2.7. Aflatoksinlerin Detoksifikasyonu

Aflatoksinle kontamine gidalarin detoksifikasyonu igin akla gelebilecek her
yontem denenmigtir. Aflatoksin, gidalar iginde ¢ok stabildir ve termoresistanz
ozelliginden dolay: pastorizasyon, buharda pisirme, firinda pisirme ve hatta

sterilizasyon yontemleri ile toksinin par¢alanmasi olanakl degildir.

Aflatoksin olusumunun 6nlenmesinde Oncelikle hammaddenin tarlada
gelisimi, hasati, depolanmasi, nakliyesi, {iriine islenmesi ve {irlin elde edilmesi
asamalarindaki kiif kontaminasyonunun engellenmesi veya en aza indirilmesi 6nem
tasimaktadir. Mikrobiyal kontaminasyonu kontrol altinda tutmak c¢ok glgtir.
Mikrobiyal kontaminasyon ancak iirliniin hasati ve onu izleyen agamalarda alinacak
hijyen ve sanitasyon 6nlemleri ve bilingli uygulamalarla biiyiik 6l¢iide engellenebilir.
Aflatoksin olusumunun 6nlenmesinde ikinci ve daha 6nemli adim ise hammadde, ara
tiriinler ve son liriine ¢esitli sekillerde bulasan kiiflerin gelisiminin dnlenmesidir. Bu
da tiretimde iyi bir teknolojinin kullaniimasiyla miimkiin olabilir. Ancak kiiflerin
gelisme isteklerinin az olmasi ve buna bagli olarak hemen her yerde ve her kosulda
tiremeleri nedeniyle, mikotoksin olusumunun Onlenmesinde bilylik giiglikler
yasanmakta ve ¢ogu kez basarisiz olunmaktadir. Aflatoksin kontaminasyonunun
onlenemedigi durumlarda irlinden aflatoksin uzaklastiriimasi ve detoksifikasyon
amaciyla ¢ok sayida arastirma yapilmakta ve fiziksel, kimyasal ve biyolojik pek ¢ok
yontem denenmektedir (Goldblatt, 1977: Tunail, 1990).

Fiziksel ayirma yontemleri arasinda, elle veya elektronik yollarla
ayiklamadan, aflatoksin  diizeylerini  azaltmak amaciyla yaygin olarak
yararlamlmakt‘adlr. Rengi degismis, bozulmus, sekli bozuk taneleri ayiklayarak
aflatoksini azaltma yoniinde en iyi sonuglar yer fistif1 sektdriinde alinmistir. Misir
veya pamuk tohumu gibi {riinlerde ise bu ydntemi uygulamada giigliiklerle
karsilasildigindan  sikhkla  kullamlmamaktadir. Uriinler bir  kiif bozulmasi
gostermedigi halde mikotoksinleri 6nemli 6l¢iide igerebilmektedir. Bu yiizden
ayiklama ile son lriinde baslangi¢tan diisiik aflatoksin diizeylerine ulasilsa bile, ¢ogu

kez kontaminasyonun tamami giderilememektedir. Kiiflerin gelistigi tanelerin
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yogunlugunun saglam tanelere gore daha az olmasindan yararlanilarak aflatoksinin
azaltilmasi ile ilgili ¢caligmalar da yapilmigtir. Fiziksel dekontaminasyon yontemleri
arasinda, iyonize olan ve olmayan 1sinlarin, solvent ekstraksiyonlarinin, adsorbsiyon
ve mikrodalga ile 1s1l islemin aflatoksin iizerine etkileri incelenmektedir (Goldblatt,

1977; Rustom, 1997).

Aflatoksinin kimyasal yapisinda bulunan lakton bagi onlan alkalilere
duyarli kilar. Ayrica oksidan maddelere karsi da aflatoksin stabilitesini koruyamaz.
Pek ¢ok kimyasal madde aflatoksinin inaktivasyonunu saglar. Iglerinde en etkili
olanlari; amonyak, klor gazi, hidrojen peroksit, sodyum hipoklorit ve ozondur. Bu
maddelerin kullanilmast ile detoksifikasyon saglanabilirse de gidalarda ve yemlerde
istenmeyen degisiklikler meydana geldiginden veya bazi maddelerin besin degeri

azaldléxndan, ozellikle gida sektoriinde kullanilmalar: olanakl degildir (Bata, 1999).

Conzane (2002) tarafindan yapilan bir c¢alismada, ver fistiklarindaki
aflatoksin iceriginin bazi kimyasal ajanlarla laboratuvar kosullar altinda indirgenme
olasiifgy arastinlmistir. Aflatoksinin azaltilmasi, asit kosullar altinda, %10 H,0,
solisyonu ile kaynayan su banyosunda 60 dakika bekletilerek yapilmistir. Daha
sonra HPLC ve TLC ile aflatoksinler analiz edilmistir ve bu yontemin aflatoksinlerin
uzaklastirilmasinda etkili oldugu gosterilmistir. Bu islemler sirasinda yer fistiginin

ozellikleri dekontaminasyon metodundan etkilenmemistir.

Sivi  gidalardan AFB,' in uzaklastirllmasinda denenen bentonit ile
adsorbsiyon yontemi veya aflatoksinin parcalanmasini saglayan UV veya iyonize
isinlarla 1ginlama  yontemleri ile de aflatoksinin tamamina yakin kisminin
detoksifikasyonu saglanir. Ancak bentonit ¢ok az gidaya uygulanabilir oldugundan

fazlaca ilgi cekmemistir (Bata, 1990).

Gida katkilart ve kimyasal absorbanlar da, potansiyel dekontaminasyon
yontemleri olarak dikkate alinmaktadir. Tabata ve arkadaslari (1994), ¢ok sayida
gida katki maddesini bu yonden incelemis ve bazilarinin aflatoksin diizeyini
azaltifini gozlemistir. Diger taraftan, patulin ve okratoksin A'min aktif karbonla

giderilmesinde basarili sonuglar alinmistir (Mutlu, 1998; Galvano, 1998). Fiziksel ve
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kimyasal detoksifikasyon yontemlerinin Dbirlikte kullanildigi ¢alismalar da
yapilmaktadir (Altug, 1990; Igibal, 1992). Kimyasal dekontaminasyon iglemleri
icerisinde amonyaklama islemi bazi iilkelerde yasal olarak kabul gérmiistiir ve bu

iilkelerde yem hammaddelerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Bata, 1999).

Biyolojik yontemlerden iizerinde en ¢ok g¢alisilanlardan biri mikotoksinin
fermentasyon yoluyla giderilmesidir. Iki farkli ¢alismada, zeralenon ve fumonisinle
kontamine olmus muisirlardan etanol eldesi sirasinda toksin miktarindaki degisim
izlenmis; her ikisinde de {iretilen etanolde toksin bulunmazken, toksinin diger
fraksiyonlarda kaldigi belirlenmistir (Bothast, 1992). Alkol fermentasyonunun,
trikotesenler lizerine etkisinin incelendigi bir ¢alismada da, trikotesenlerin kendi
tirevleri olan maddelere doniistiigii goriilmiistiir (Bata, 1990). Bir baska ¢alismada
da, bira {iretiminde alkol fermentasyonu sirasinda, 3 Saccharomyces cerevisiae
susunun malttaki okratoksin-A, fumonisin B ve B, yi azalttig1 gortilmiistiir (Bennett,
1996):

Bazi mikroorganizmalar aflatoksini metabolize edebilme yetenegi
gosterirler ve toksini daha az toksik bilesiklere cevirirler. Sayilari ¢cok sinirli olan bu
mikroorganizmalar iginde sadece A.niger grubundan bazi kiifler yer alir. Bu kiifler
toksik olan AFB,; ve AFG/' i, ¢ok daha az toksik olan AFB,, ve AFG,, derivatlarina
Qevirébilirler. Bakterilerden de Flavobacterium aurantiacum NRRL B-184 susu, test
edilen yaklasik 1000 mikroorganizma iginde aflatoksini adsorbsiyon yolu ile elemine
eden tek bakteridir. Bu bakteri kullanilarak siit, yer fistig1 yag, Yer fistgy, tahillar
20°C’de 12 saat inkiibasyon sonunda detoksifiye edilmistir (Ciegler, 1966).
Bakterinin adsorbe ettigi toksin, hiicrelerin 6lmesi ile tekrar higbir degisiklige
ugramadan ortama salindigindan ve uygulamanin getirdigi baska zorluklar nedeniyle

biyolojik detoksifikasyon yontemi gliniimiizde kullaniimamaktadir.

Denenen cok gesitli, 6zellikle de kimyasal yontemlerle istenilen sonuglara
ulagilamamasi, fiziksel yontemlerden seleksiyona agirlik verilmesine neden
olmustur. Islevsel ve kolay uygulanabilir olan bu yontem ne yazik ki sadece bazt

taneli tarim driinleri i¢in uygundur. Tanelere bulasan kiifler burada geliserek renk
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degisimine neden olduklarindan bunlarin elle seleksiyonu olanaklidir. Ozellikle UV
lambalar1 altinda floresan veren antep fistig1, findik ve incirlerin otomatik aletlerde

aynmu ile, tiriindeki aflatoksin icerigi % 50' ye varan oranlarda azaltilabilmektedir.
2.8. Mikotoksinlerin Analizinde Kullanilan Genel Yontemler

Omekleme, analiz isleminin oldukg¢a ©nemli bir kismidir. Ornekleme

isleminin amaci, partiyi temsil edecek olan bir laboratuvar 6rnegi elde etmektir.

Bir mikotoksin érnekleme plani; mikotoksin test prosediirii (6rnek alimi,
ornek hazirlama yontemi ve analitik y6ntemler) ve mikotoksinin kabul/red sinirlar
ile belirlenir. Bir mikotoksin test prosediiriinde, toksin homojen dagilmadig igin,
partinin mikotoksin konsantrasyonu %100 dogrulukla belirlenemez. Yani bazi temiz
partiler, 6rnekleme plani sonucunda reddedilebilir veya bazi kirli partiler ise kabul
edilebilir bulunabilir. Bu risklerin biiyiikliigli, mikotoksin test prosediirii sirasindaki

cesitliligin biyiiklugt ile iligkilidir (Whitaker, Thomas B., 2003).

Test prosediirt;

Bir mikotoksin test prosediirii 3 basamaktan olusur.

a) Ornek alma basamagi; bir parti icerisinden, belirli biiyiikliikte &rneklerin
- se¢ilmesini igerir.

b) Ornek hazirlama basamag:; 2 basamakl bir sistemdir.
*  Ornegin 6giitiilmesi
* Alt 6rneklerin hazirlanmasi
¢) Analitik basamak; alt Orneklerden mikotoksinin solvent ekstraksiyonu,
solventin saflastirilmas1 ve solventteki mikotoksinin kantitatif analizinin
yapilmasi gibi basamaklardan olusur. Analitik basamakta 6l¢iilen mikotoksin
degeri daha sonra, partideki konsantrasyonu belirlemek ve partinin kabul

edilebilir mikotoksin sinirlar1 i¢inde mikotoksin igerip igermedigini bulmak
icin kullanmilir (Whitaker, Thomas B., 2003).

Test prosediiri uygulanirken, partideki mikotoksin konsantrasyonunu
belirlemek igin ¢ok kiigiik bir miktar kullanihir. Ornegin kiitlesi, test prosediiriiniin
her basamaginda devamli olarak azalir. Ornek olarak; 25000 kg ik bir partiden 25 kg

ornek alinirsa, 6rnek alma basamaginda, miktar 1000 kez azaltilmis olur. Alinan 25



40

kg 6rnek parcalamir ve bundan 250 g alt 6rmek alimip mikotoksin miktar: i¢in analiz
edildiginde ise miktar 100 000 kez azaltilmig olur. Sonugta mikotoksin miktari,
solvent karisimi i¢indeki yaklasik 1 g iiriinle belirlenir. Bu 6rnekte, 25 000 000 g’hk
partinin sadece 1 g’1 mikotoksin miktarinin belirlenmesi igin kullanilir. Sonug olarak;
aflatoksin gibi bir mikotoksin, diriintin 1 g’indaki nanogram (ng) cinsinden aflatoksin
olarak belirtilir (tirliniin 1 gramindaki aflatoksinin 1 nanogrami 1ppb’dir.) (Whitaker,
Thomas B., 2003).

Mikotoksinlerin analizindeki diger bir basamak, test edilen materyalin
ekstraksiyonudur. Genel olarak mikotoksinler; kloroform, diklorometan, asetonitril,
etil asetat, aseton ve metanol gibi organik ¢ozlicli ile ekstrakte edilmektedirler.
Ayrica bu ¢ozgenlerle birlikte az miktarda su ve asitler de kullanilir. Mikotoksinler
cok diisiik miktarlarda bulunduklarindan, ekstraktin yogun bir konsantrasyonda elde
edilmesi gerekmektedir. Ayrica temizleme islemi de yapilmalidir. Temizleme
islemleri, silica gel, aliminyum oksit, poliamid, florisil ve sephodex gibi maddeler
ile kolon krombtbéraﬁsi ile yapilabildigi gibi, aywrma hunilerinde de sivi
ekstraksiyonu yapilmaktadir. Toksinlerin ¢ogu lipofilik olmadig: igin, yaglar bu
sekilde toksinsiz olarak uzaklagtirilirken, ekstrakte edilen toksinin de biiyiik bir
cogunlugu uzaklastirilmig olur. Bu kisim konsantre edildikten sonra ise “final

ekstrakt” elde edilmis olur (Egmond, 1981).

Elde edilen final ekstraktta, mikotoksin tayinine engel olabilecek baz
maddeler bulunabilir. Bu nedenle mikotoksini ayirmak igin ¢esitli kromotografik
yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan ilki 1 ve 2 y6nlii ince tabaka kromotografisi
(TLCy dir (Egmond, 1981). Mikotoksin analizinde son yillarda sik¢a kullanilan ve en
giivenilir mikotoksiq analiz yontemi olarak kabul edilen, yiiksek performansli sivi
kromotografisi (HPLC), 6zellikle gidalarda bulunan toksinlerin ayrilmasinda iyi bir
yontem olarak kullanilmaktadir (Whitaker, Thomas B., 2003).

Bir mikotoksin test prosediiriindeki hatalarin kaynaklarimin anlagilmast ile
hatalar etkin bir bigimde azaltilabilir. Orekleme basamag), parti igindeki mikotoksin

dagihimindan dolay: en ¢ok hata kaynag: olan kisimdir. Ormegin; ek alma (5 kg),
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ornek hazirlama (250 g alt 6rnek) ve analiz (TLC) sira ile %83, %9 ve %8 total
aflatoksin test hatasi vermektedir. Omek miktar1 arttikga ornekleme hatas:
azalmaktadir. Ayrica daha fazla miktarda alt 6rneklerin kullanilmasi da 6rnek
hazirlama sirasindaki hatay1 azaltmaktadir. Son olarak da analiz edilen sivi miktarim
(veya omek sayisini) artirmak ve HPLC ve TLC gibi giivenilir ydntemlerin
kullanilmast analitik hatay1 en aza indirmektedir (Whitaker, Thomas B., 2003).

Test prosediirliniin hata payinin azaltilmas: igin yapilmasi gerekenler;

Ornek sayisimin ve biiyiikliigiiniin artirilmast.

Alt 6rnek sayisinin ve biiyiikliigiiniin artinlmasi.

Orneklerin daha kiigiik pargalara ayrilmast.

Ekstrakt tizerinde yapilan l¢iimlerin sayisinin artirilmasi.
Analitik yontemlerde ileri teknolojinin (HPLC, TLC) kullanilmas:.



3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Kuru incir 6rnekleri

Bu arastirmada, Aydin Ticaret Borsas1 Ozel Gida Laboratuvari’na yoredeki
incir isletmelerinden gelen kuru incir ezme 6mekleri ve Nazilli, Aydin ve Incirliova
pazarlarinda alinan 2003-2004 yihi kuru incir 6mekleri kullanilmistir. Caligmada
kullanilan kuru incir &rneklerinin alinmasinda Gidalar Igin Mikrobiyolojik
Spesifikasyonlar Uluslararasi Komisyonu'nun (International Comission of
Microbiological Specifications for Foods, ICMSF, 1978) 6nerdigi 6rnekleme plani

dikkate alinmigtir. 2x500°er gramlik kuru incir drneklerinden toplam 50 &rnek

caligiimastir.
3.1.2. Besiyerleri

Besiyeri 1:
Rose Bengal Chloramphenicol Agar (RBCA) (Oxoid, CM549)
Mikolojik pepton 50g
Glukoz 100g
Di-potasyum fosfat 10g
Magnezyum siilfat 05¢g
Rose-Bengal 005¢g
Agar i 155¢g
Son pH 7.2+0.2

16 gram hazir besiyeri, 500 ml distile suda isitarak ¢oziilmiis ve 3 ml etil
alkolde ¢6ziilmiis 1 vial chloramphenicol selective supplement eklenmigtir. 121°C’de
5 dakika otoklavda steril edilmigtir. 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril

petrilere dokiilerek incirden kiif izolasyonu i¢in kullanilmistir.
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Besiyeri 2:

Aspergillus Flavus Parasiticus Agar (AFPA) (Oxoid CM731)

Peptone 10.0
Yeast extract 20.0
Ferric amonnium citrate 0.5
Dichloran 0.002
Agar 15.0
Son pH 6.3+ 0.2

22.75 g hazir besiyeri 500 ml. distile su igerisinde 1sitilarak ¢6ziilmiis ve 3
ml etil alkolde ¢6ziilmils 1 vial chloramphenicol selective supplement eklenmistir.
121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmigtir. 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra
steril petrilere dékﬁlerek aflatoksin iretme yetenegi olan kiiflerin izolasyonu ve

tanist i¢in kullantlmigtir.

Besiyeri 3:

Malt Extract Agar (MEA) (Oxoid CM59)

Malt ekstrakt 300¢g
Mikolojik pepton 50g
Agar 150¢g
Son pH (25°C’ de) 5,4+0.2

50 g hazir besiyeri, 1000 ml distile su igerisinde ¢oziilmiis ve otoklavda
115°C’de 10 dakika steril edilmigstir. Gerektiginde ortamu asitlestirmek igin
otoklavdan sonra besiyeri 50°C’ye sogutulmus ve %10 tartarik asit eklenmistir. Izole

edilen kiiflerin tanilanmasi i¢in kullanilmustir.
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Besiyeri 4:

Czapek Dox Agar (éZA) (Oxoid, CM97)

Czapek Konsantresi 10.0 ml
K,HPO, 1.0g
Sukroz 300¢g
Agar 175¢
Son pH (25°C’ de) 6.8+0.2

45.4 g hazir besiyeri 1000 ml distile su igerisinde 1sitilarak ¢6ziilmiis ve
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. 50 "C’ye kadar sogutulduktan

sonra steril petrilere dokiilerek izole edilen kiiflerin tanilanmasi i¢in kullanilmistir.

Besiyeri 5:

Czapek Yeast Agar (CYA25, CYA37)

K,HPO, 10g
Czapek Konsantresi 10 ml
Yeast Extract Powder 50g
Sukroz 30.0g
Agar 150¢g
Distile su ' 1000 ml

CZA besiyerine yeast extract powder eklenmistir. Besiyeri icerikleri distile
su igerisinde 1sitilarak ¢6ziilmis ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmigtir. 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dékiilerek izole edilen

kiiflerin tanilanmasi igin kullanilmigtir.
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Besiyeri 6:

%20 Sukrozlu Czapek Yeast Agar (CY20S)

K,HPO, 10g
Czapek Konsantresi 10 ml
Yeast Extract Powder 50g
Sukroz 2000¢g
Agar 150¢g
Distile su 1000 ml

CZA beéi};erine uygun miktarlarda yeast extract powder ve sukroz
eklenmistir. Besiyeri igerikleri distile su igerisinde 1sitilarak ¢oziilmiis ve 121°C’de
15 dakika otoklavlanarak steril edilmigtir. 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril

petrilere dokiilerek izole edilen kiiflerin tanilanmasi i¢in kullamilmusgtir.

Besiyeri 7:

Coconut Agar Medium (CAM)

Kabuklan soyularak kiiciik pargalar halinde dogranan 100 g hindistan cevizi
200 ml distile su ile 5 dakika Waring Blender icerisinde homojenize edilmistir. Bu
karisim Whatman No. 389 filtre kagidindan gegirilerek stizlilmiigtiir. Siiziintiiniin
pH’s1 2N NaOH ile 7’ye ayarlanarak 20 g/lt agar eklenmistir. Bu karisim kaynatilip
50°C’ye sogutulduktan sonra pH kontrol edilerek; gerekirse yeniden 7’ye
ayarlanmugtir, Hazirlanan karisim otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildikten
sonra, 50°C’ye sogutulduktan sonra steril petri kaplarina dokilmiustir. 100 gram

hindistan cevizinden genellikle 13-15 petri CAM hazirlanmastir.
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3.1.3.Cozeltiler

Cozelti 1:
Laktofenol Cozeltisi
Karbolik asit kristalleri 200¢g
Laktik asit 200¢g
Gliserin 400¢g
Distile su 20 ml

Kiiflerin preparatlarinin hazirlanmas: sirasinda igerisine metilen mavisi

eklenerek kullantlmugtir.

Cozelti 2:

Fizyolojik Tuzlu Su Cozeltisi (FTS)

NaCl 85¢g
Distile su 1000 ml

Incirden fungus izolasyonu sirasinda seyreltme suyu olarak kullamlmistir.

Cozelti 3:
PBS
Potasyum kloriir 02g
Dihidrojen fosfat 02g

Disodyum hidrojen orto fosfat 1.16 g
Sodyum kloriir 8g

Distile su 091t
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(Gozelti icerikleri distile suda ¢oziildiikten sonra, 0.1 mol/lt HCI veya 0.1
mol/It NaOH kullanarak pH 7.4’¢ ayarlanmis ve distile su 1 litreye tamamlanmustir.

Aflatoksin analizi i¢in numune hazirlanmasi sirasinda kullanilmistir.

Cozelti 4:
HPLC mobil faz
HPLC grade su 600 ml
Metanol 300 ml
Asetonitril 7 200 ml

Toplam 1100 ml’lik ¢6zelti hazirlanmistir. Bunun 100 ml’lik kismi
sarfedilerek 1000 ml’sine 120 mg potasyum bromiir ve 100 ul saf nitrik asit

eklenmistir.




3.2. METOT

3.2.1. Incir homojenat ve diliisyonlarimn hazirlanmasi

Aydin Ticaret Borsasi Ozel Gida Laboratuvari’ndan ve Nazilli, Aydin,
Incirliova pazarlarindan saglanan incir drnekleri, tesadiifi olarak steril bir bistiiri ile
alinip, daha 6nceden daras1 alinmig steril bir kap icerisinde aseptik kosullar altinda
50£1 gram olmak iizere tartilmistir. Daha sonra 450 ml steril fizyolojik tuzlu su
icerisinde Waring blender ile homojenize edilmistir. Bu dilisyondan alinan 25 ml lik
hacim, 25 ml steril fizyolojik tuzlu suya (Cézelti 2) aktarilarak 107"1ik diliisyon elde

edilmistir. Daha sonra gerekli diger diliisyonlar standart yonteme gore hazirlanmistir.

3.2.2. Kuru incirlerdeki Kkiiflerin izolasyonu ve sayilarinin

belirlenmesi

Kuru incir érneklerindeki kiiflerin izolasyonu ve sayisinin belirlenmesi i¢in
yayma plaka teknigi kullanmilmistir (Hartog, 1981). Hazirlanan diliisyonlardan steril
pipetlerle 0.1’er ml alinarak 20 ml Rose Bengal Chloramphenicol Agar (Besiyeri 1)
besiyeri igeren steril petri kutularina koyulmustur. Bu slispansiyon L baget ile
yayllafak kurumaya blrakllmlstir. Stispansiyon kuruduktan sonra petriler ters gevrili
olarak 27°C’de 5-7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda 10-100 kiif kolonisi
iceren petriler sayilmistir (Hartog, 1981). Her bir seyreltme i¢in 3 petri ile

calhisiimistir.

Inkiibasyon sonucunda, petrilerdeki kiif kolonileri sayilmistir ve farkh kiif
kolonileri binokiiler altinda segilerek, yatik “Malt Ekstrakt Agar” (Besiyeri 3) igeren
tiiplere inokiile edilerek 27°C’de 5 glinlik inkiibasyondan sonra +4°C’de

buzdolabinda saklanmistir.
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3.2.3. Kuru incirlerden izole edilen kiiflerin tanilanmasi

Izole edilen Aspergillus tiirlerinin, “Malt Extract Agar” (Besiyeri 3),
“Czapek Dox Agar” (Besiyeri 4), “Czapek Yeast Agar (CYA25, CYA37)” (Besiyeri
5) ve “%20 Sukrozlu Czapek Yeast Agar” (Besiyeri 6) iceren petrilere “ii¢ nokta
ekimi” yapilmistir (Klich, 2002). CYA25 25°C’de, CYA37 37°C’de, diger petriler
ise 27°C’de 7-10 glin inkiibe edilmistir. Daha sonra kiiflerin tanilanmasi igin,
binokiiler altinda kiltiirel karakteristikleri ve mikroskopta da metilen mavili
laktofenol ¢o6zeltisi kullanilarak hazirlanan preparatlarla mikroskobik karakterleri

saptanmustir. Aspergillus tirleri, Klich (2002)’den yararlanilarak tanilanmustir.

Izole edilen diger kiif genuslar1 da “Malt Extract Agar” igeren petrilere tek
nokta seklinde ekilmistir. Kiiltiirel ve morfolojik 6zellikleri ayni sekilde saptanmus,

tanilanmalari ise Domsch ve arkadaslarina (1980) gore yapilmustir.
3.2.3.1. Kiif preparatlarinin hazirlanmasi

Petride iiretilen kiif kolonilerinden 6ze ile 6rnek almmus ve 6rnek, iizerine 1
damla laktofenol ¢6zeltisi (Cozelti 1) damlatilmis lam lizerinde dagitilarak lamel ile
kapatilmistir. Kiiflerin mikroskopta daha iyi gézlenmesini saglamak igin laktofenol

¢ozeltisi igerisine metilen mavisi eklenmistir.

3.2.4. Kuru incirlerde “Aspergillus Flavus Parasiticus Agar
(AFPA)” besiyeri kullanilarak aflatoksijenik kiif suslarinin

saptanmasi

“Aspergillus Flavus Parasiticus Agar” (Besiyeri 2) 3.1.2.de anlatildigi gibi
hazirlanmistir. Sterilize edildikten sonra 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra,
yaklasik 20 ml oiacék sekilde steril petrilere dokiilmiisttir. 3.2.1. de anlatildig1 gibi
kuru incir 6rneklerinin seyreltmeleri hazirlanmistir. AFPA besiyeri igeren petrilere
her bir seyreltmeden 0.1 ml koyulmus ve steril L baget ile yayilmistir. Daha sonra bu

petriler 27°C’de 2-3 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda petriler ters
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cevrilerek incelenmistir. Ters ylizey rengi parlak turuncu-sari olan koloniler
aflatoksijenik kiif kolonileri olarak saptanmis ve yatik “Malt Ekstrakt Agar” igeren
tiiplere inokiile edilmigtir. 27°C’de 5-7 giinlikk inkiibasyondan sonra +4°C’ de
buzdolabinda saklanmigtir. Daha sonra aflatoksijenik kiif kolonilerinin preparatlan

hazirlanarak fotograflar ¢ekilmistir.

3.2.5. Kuru incirlerden izole edilen aflatoksijenik kiif suslarinin

“Coconut Agar Medium (CAM)” da gelistirilmesi

“CAM?” da aflatoksin iiretimi

3.1.2. de é{nlatlldlgl gibi hazirlanan CAM besiyeri (Besiyeri 7), steril
petrilere dokiilmiis ve incelenecek olan aflatoksijenik kiif suslarinin her biri petrilerin
tam ortasina inokule edilmistir. Petriler 27°C’de 2-5 giin inkiibe edilmistir. Ikinci
giinden sonra, tek, biiyiik bir koloni igeren her bir petrinin ters yiizii, 365 nm UV
15181 alinda mavi floresansin varlifi veya yoklugu belirlenmek {izere incelenmistir.

Inokule edilmemis bir petri kontrol amaciyla kullaniimustir.
3.2.6. Aflatoksin analizi (AOAC Approved Method, 1999)

Numune hazirlama

Ekstraksiyon;

Biitiin petriler, UV 15181 altinda kalitatif olarak incelendikten sonra,
aflatoksinlerin dogrulanmasi ve belirlenmesi i¢in, kantitatif olarak analiz edilmistir.
Bunun i¢in, CAM’da gelistirilen kiif, besiyeri ile beraber (25g) bir Waring blendera
alinmis ve tizerine 75 ml metanol, 50 ml distile su ve 5 g tuz eklenerek, 3 dakika

blenderda karistiriimistir,

Aym zamanda 100 gramlik bir incir 6rnegi, 50’ser gramlik 2 parcaya
ayrilmis, bu parcalardan biri 90 dakika UV 1s1g1na maruz birakilmigtir. Digerine ise
herhangi bir islem uygulanmamigtir. Bu iki incir 6rneginden de  aflatoksin

ekstraksiyonu yapilarak analiz edilmigtir.
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Diliisyon;

Ekstrakt Whatman No. 4 filtre kagidindan siiziildikten sonra, ekstrakt
filtratindan, pipetle 5 ml ahnmis ve 5 ml filtrat, 10 ml PBS (C6zelti 3) veya saf su ile

seyreltilmistir.
Adsorbsiyon;

Afla-Prep immunoaffinity (Rhone-Biopharm) kolonlari buzdolabindan
¢ikarilarak oda sicakligina gelmeleri saglanmistir. Immunoaffinity kolonlarinin agzi
acihip 4-5 damla PBS akitilarak kolonun kurumasi engellenmistir. Plastik siringalar
kolona takildiktan sonra 15 ml’lik numune filtrati, akis hizi 3ml/d (saniyede 1 damla)
olacak sekilde kolondan gegirilmistir. Akis hiz1 maksimum Sml/d olacak sekilde 20

ml su gegirilerek kolon yikandiktan sonra 3-5 kez hava gegirilmistir.
Elusyon;

Immunoaffinity kolonundan 1 ml metanol gegirilmis ve metanoliin
kendiliginden viale akmasi beklenmistir. Metanol gecisi tamamlandiktan sonra

kolondan 1 ml su geg¢irilmis ve solvent miktar1 2 ml.’ye tamamlanmustir.
HPLC’ye enjeksiyon;

Otomatik enjeksiyonda, enjeksiyon hacmi kadar solvent kendiliginden
enjektor tarafindan alinmaktadir. Enjeksiyon hacmi maksimum 50ul’dir. Hazirlanan

numune solventinin enjeksiyonu gergeklestirilmistir.

Hesaplamalar;

Carpim faktorii = Wt (g)* filtrat (ml) = solvent (ml) * elusyon (ml)
Wt =Numune agirlig (50 gr)

Filtrat hacmi = Kolondan gegen filtratin hacmi (5ml)

Solvent hacmi = Ekstraksiyonda kullanilan solvent hacmi (250ml)
Elusyon hacmi = Elusyondan sonraki son hacim (2 ml)

Softwareden okunan sonuglar carpim faktorii (2) ile carpilarak
hesaplanir.
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3.2.7. Ultraviyole isinlarinin kuru incirlerdeki kiif florasi iizerindeki

etkilerinin belirlenmesi

Ultraviyole 1sinlarinin kuru incirlerdeki kiif ve aflatoksijenik kiif florasi
lizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla analize getirilen her bir incir &rneginin
100 gramu kullanilmistir. 100 gr incir 6rneginden 50 gram alinarak steril petri
kutusuna koyulmus -ve steril bir bistliri yardimiyla yayilmistir. Daha sonra petri
kutulan, UVP marka, UVGL-58 model, 120 watt, Mineralight Lamp iceren UV
kabini i¢erisine, UV lambasinin yaklasik 25 cm altina (Aziz, 2002b), kapaklan agik
olarak koyulmustur. 365nm dalga boyundaki UV i1sinina 60', 90' ve 120" olmak {izere
farkl: siirelerde maruz birakilan incir 6rnekleri 3.2.1. de anlatildig: gibi homojenize
edilerek seyreltmeleri hazirlanmis ve ekimleri yapilmistir. Ayni islemler, ultraviyole
1$1n1na' maruz birakilmayan incir ornekleri i¢in de yapilmistir. 27°C’de 5 giin

inkiibasyondan sonra iireyen kiif kolonileri sayilmistir.

Ekimler, UV uygulamasindan hemen sonra yapiulmistir.  Enerji

stabilizasyonunun saglanmast i¢in lamba en az 30 dakika 6nce agilmugtir.



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Arastirma Bulgulari

4.1.1 Yayma plaka teknigi ile kuru incir 6rneklerindeki kiif sayisinin

belirlenmesi

Calismamizda, 32’si Aydin Ticaret Borsast Ozel Gida Laboratuvari’ndan
saglanan ve 18’i agik olarak Nazilli, Aydin ve Incirliova pazarlarinda alinan olmak
iizere, toplam 50 kuru incir ve ezme Orneginde, yayma plaka yontemi kullanilarak

her bir 6rnegin icerdigi kiif sayis1 belirlenmistir.

Aydin Ticaret Borsast Ozel Gida Laboratuvar’’ndan alinan kuru incir
orneklerinin igerdigi kiif sayis1 Cizelge 5° de verilmistir. Toplam 32 6rnegin 12’sinde
iireme goriilmezken diger 20 6rnekte ise en diisiik kiif sayist 1.1x10° koloni/g, en

yiiksek kiif sayis1 ise 1x10* olarak saptanmugtir.

Cizelge 6’de ise agik olarak satilan kuru incir 6rneklerinin igerdigi kiif
sayilar1 verilmigtir. 18 6rnegin 8’inde lireme gézlenmezken 10’unda en disiik kiif

sayis1 1.0x10% koloni/g, en yiiksek kiif sayisi ise 8.0x10° olarak saptanmustir.
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Cizelge5. Aydm Ticaret Borsas1 Ozel Gida Laboratuvari’ndan alman kuru incir ezmelerinin

icerdigi kuf sayist ve her bir 8rnegin igerdigi kif tiirleri.

- KUF SAYISI
ORNEK NO
(koloni/g)
1 A.niger, Trichoderma, Acremonium 4.8x1 03
2 A.niger, Fusarium 2.0x1 0j
3 A.niger, A.flavus*, Trichoderma 1.1x1 O3
4 A.niger, A.flavus*, Trichoderma 5.5x1 03
5 A.niger, Fusarium 35X103
6 A.niger, Trichoderma 1x1 04
7 A.niger, Fusarium, Acremonium 95X 1 03
8 A.niger, Trichoderma, Fusarium 5. OXI 03
94 niger, A.parasiticus *, Trichoderma (2 tane), Fusarium, Acremonium 9.5x1 03
10 A.terreus, Trichoderma 5.9x1 03
11 A.niger, A.terreus, Trichoderma, Fusarium 3.5x1 03
12 A.niger, A fumigatus, Acremonium 4.0x1 03
13 A.flavus*, Trichoderma, Acremonium 6.6x1 03
14 A.niger, Fusarium 3.0x1 O3
15 A.fumigatus, Trichoderma 4.0x1 03 .
16 A.niger, Trichoderma, Fusarium, Acremonium 9.0x1 O3r
17 A flavus, Trichoderma 7.0x1 03
18 A.niger, Acremonium 6.2x1 03
19 A.niger, A.candidus, Fusarium 96X 1 03
20 A.niger, A.terreus, Fusarium, Acremonium 5.2x1 O3
21 -
22 -
23 -
24 -
25 -
26 -
27 -
28 -
29 -
30 -
31 -
32 -

- Ureme gozlenmedi

* Kantitatif aflatoksin analizi yapilan izolatlar
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Cizelge 6. Acik olarak satilan kuru incir 6rmeklerinin igerdigi kiif sayis1 ve her bir érnegin

igerdigi kuf tiirleri.
ORNEK NO KUF SA.YISI
(koloni/g)
1 A.niger (6 tane), 4 flavus (2 tane), A.fumigatus, Acremonium 6.5x1 O3
24 .niger, A flavus, A.terreus, Trichoderma, Fusarium 2.2x1 O3
3 A.niger (5 tane), A flavus, Trichoderma (2 tane) 1.0x1 03
4 A.niger (2 tane), A flavus, A.terreus, Fusarium 7.0x1 (Yf
5 A.niger (3 tane), Trichoderma, Acremonium 1 .OXIOT
6 A.niger (2 tane), A flavus, Acremonium 1.0x1 03
7 A.niger (2 tane), 4 flavus, A.terreus, A fumigatus, Trichoderma (2 tane), Fusarium (3 tane) 8.0x1 03
8 A.niger, A flavus, A.flavus (2 tane), A fumigatus, A.candidus, Trichoderma (2 tane), Acremonium 6.0x1 03
9 A.niger (3 tane), A flavus, Trichoderma 1.0x1 03
10 4 .niger, A.candidus, A flavus, A.terreus, A fumigatus, Trichoderma (2 tane), Fusarium, Acremonium 7.0x1 03

11

12

13

14

15

16

17

18

- Ureme gozlenmedi

4.1.2 Kuru incirlerden izole edilip tanilanmis kiifler

Analiz edilen toplam 50 kuru incir 6rnedinden elde edilen 127 izolatin

Aspergillus Link ex Gray 1821, Trichoderma, Fusarium, Acremonium olmak iizere 4

kiif genusu igerdigi saptanmgtir.

Cizelge 7. Kuru incir érneklerinden izole edilmis olan kiif genuslarinin dagilimi.

KUF GENUSLARI 1ZOLAT SAYISI DAGILIMI (%)
Aspergillus Link ex Gray 74 583
Trichoderma sp. 24 18.9
Fusarium sp. 16 12.6
Acremonium sp. 13 10.2
Toplam 127 100
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Cizelge 7 incelendiginde %58.3 ile Aspergillus genusunun ilk sirada, %18.9
ile Trichoderma’nin 2. sirada, %12.6 ile Fusarium’un 3. sirada ve %10.2 ile

Acremonium’un 4. sirada yer aldig1 gérilmustiir.

Kuru incir 6rneklerinden izole edilen birbirinden farkli 4 tane kiif tiirii
Cizelge 7°de gosterilmis olup, bunlardan 74 tane tiir Aspergillus genusuna, 24 tane
tir Trichoderma genusuna, 16 tane tiir Fusarium genusuna, 13 tane tiir Acremonium

genusuna aittir.

4.1.2.1 Kuru incir drneklerinden izole edilmis olan Aspergillus

tiirleri

. Cizelge 8 incelendiginde Aspergillus niger’in hem agikta satilan incirlerde
(%55.3) hem de Aydin Ticaret Borsasi Ozel Gida Laboratuvari’ndan alinan
incirlerde (%59.3) dominant tir oldugu goriilmistir. Bunu sirasiyla 4.flavus,

A.terreus, A fumigatus, A.candidus, A.parasiticus izlemektedir.

Cizelge 8. Kuru incir 6meklerinden izole edilmis olan Aspergillus tiirlerinin dagilimi

. IZOLAT SAYILARI
ASPERGILLUS ]
TURLERI Agikta satilan % Ozel Gida Lab. % Toplam Y%
ornekler Ornekleri

Aspergillus niger 26 55.3 16 59.3 42 56.7
Aspergillus flavus 12 25.6 4 14.8 16 21.6
Aspergillus terreus 4 8.5 3 11.1 7 9.5
Aspergillus fumigatus 4 8.5 2 7.4 6 8.1
Aspergillus candidus 1 2.1 1 3.7 2 2.7
Aspergillus parasiticus -0 0 1 3.7 1 1.4
Toplam 47 100 27 100 74 100
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4.1.2.2 Kuru incirlerden izole edilmis olan kiifler

Cizelge 9. Kuru incir 6rneklerinden izole edilmis olan kiifler.

KUF ADI REFERANS
Aspergillus flavus Klich, 2002
Aspergillus niger Klich, 2002
Aspergillus parasiticus Klich, 2002
Aspergillus fumigatus Klich, 2002
Aspergillus tamart;i Klich, 2002
Aspergillus terreus Klich, 2002
Aspergillus candidus Klich, 2002

Acremonium sp.
Trichoderma sp.

Fusarium sp.

Domsch ve ark., 1980
Domsch ve ark., 1980

Domsch ve ark., 1980

4.1.3. Kuru incirlerden izole edilip tanilanmis aflatoksijenik kiifler

4.1.3.1. Coconut Agar Medium’da floresan veren kiifler

Kuru incir 6rneklerinden elde edilen izolatlar ayr1 ayr1 CAM besiyerine
ekilerek 365nm UV 15181 altinda mavi floresansin varligi veya yoklugu belirlenmek
lizere incelenmigtir. Bu incelemeye gore, elde edilen 17 aflatoksijenik izolatin 4
tanesinin floresan renk verdigi gézlenmistir. Bu izolatlar Aydin Ticaret Borsasi Ozel

Gida Laboratuvarindan saglanan 3,4,9 ve 13 numarali incir &rneklerinden elde

edilmislerdir. Bu izolatlarin 3’4 A.flavus 1’1 A.parasiticus’dur.
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Sekil 3. ‘CAM’ besiyerinde A. A.flavus™un 27°C’de 7 giinliik koloni goriiniimii; B. 4
parasiticus™an 27°C’de 7 gilinliik koloni gdriiniimii; C. ‘CAM’ besiyerinde
365nm. UV 151k altinda floresan veren 4. flavus'un goriintima.
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4.1.3.2. Aflatoksijenik Aspergillus tiirleri

Kuru incir 6rneklerinden “RBCA” ve “AFPA”™ besiyeri kullanilarak 16 tane
A flavus ve 1 tane A.parasiticus olmak tizere toplam 17 tane aflatoksijenik kiif izole

edilmistir.
Aspergillus flavus Link (Klich, 2002)

Subgenus: Circumdati Section: Flavi

Koloni ¢aplari: 7 glinde, CYA25: 65mm.; MEA: 70mm.; CY20S: 60mm.; CYA37:
55mm.; CZ: 50mm.

Koloni rengi ve dokusu: CYA25’°de konidiler koyu yesil, zeytin yesili veya zeytin
rengi oimakta, bazen soluk, grimsi-saridan, sariya kadar olan renklerle kapli alanlar
bulunabilmektedir. Miselyum beyaz; sklerotia var ise, koyu kahverengiden siyaha
kadar renklerde olmakta ve sekilleri ve biiyiikliikleri degisken olmaktadir. Eksudat
var ise, renksizden kahverengiye kadar degisen renklerde olabilmektedir. Ters ytizey
rengi renksiz, donuk kahverengi veya portakal rengi olabilmekte; koloni dokusu
degisken olmakla beraber, genelde 2-3 mm. derinlikte, lanozdan flukkoza kadar
degismektedir. MEA’da konidialar yesil veya koyu yesil; miselyum beyaz ; sklerotia
bazen: bulunur ve kahverengi-siyah olabilmekle beraber, sekil ve bliyiiklik agisindan
degiskendir. Ters yiizey genelde renksiz, bazen donuk sart renklerde; koloniler
Ozellikle merkezde flukkoz olmaktadir. CY20S’deki koloni karakterleri,
CYA25°deki koloni karakterlerine, eksudanin olmamasi ve genelde Uretilen parlak
sar1 ters ylizey rengi disinda benzemektedir. CYA37°deki konidia rengi, zeytin
renginden zeytini-kahverengiye kadar degisebilmektedir. Diger renkler ve dokular
ise CYA25’dekiler gibi olmaktadir. CZ’deki koloni morfolojisi CYA25’deki gibi

olmaktadir.

Mikroskobik karakteristikler: Konidial baslar, radiyattan kolumnara kadar degisik
sekillerde olabilmektedir. Konidioforlar, 400um-1mm boyunda, geperleri genellikle
hafif piirtzli, baz.e‘n fazla piiriizli, genellikle renksiz, bazen soluk kahverengi;

vesikiiller, globozdan uzamis hale kadar degisik sekillerde, 20-45pum c¢apinda
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olmaktadir; tek veya ¢ift serili olabilmekle beraber, CYA25’de izolatlarin ¢ogu ¢ift
serili, ayrica bazilari MEA’da tamamen tek serili olmaktadir. Metula, 8-10 x 5-7 pm
boyutlar1 arasindadir; fiyalidler, 7-12 x 3-4 pum olmaktadir. Konidia, globozdan
elipse kadar degisen sekillerde ve 3-6 pm ¢apinda, konidia ¢eperleri diizden olduk¢a

pliriizliiye kadar degisen sekillerde olmaktadir.

Ayirt edici 6zellikleri: Bu tiiriin digerlerinden farkhi en 6nemli 6zellikleri, piiriizla
¢eperli fiyalidleri ile yayilan sari-yesil kolonileri ve diizden oldukga piiriizliiye kadar
degisen ve 3-6 pm capindaki konidialandir. 4.flavus, A.oryzae’den daha az flukkoz
olan dokusu ile, daha yesil renkleri ile ve daha kigiik konidialan ile ve

A.parasiticus’dan da plirlizsiiz sporlari ile ayrilir.

Tliskili tiirler: A. nomius, A. flavus’dan hem B hem de G aflatoksinlerini iiretmesi ile
ayrilabilir. Yeni birkag tiirden olan 4. bombycis (Peterson ve ark., 2001), CYA37°de
yavas gelismekte (1 haftada 0-37mm.) ve diiz konidiyofor geperlerine sahiptir.

Habitatlari: A. flavus, dinyanin her yerinde yayilis gostermektedir. En fazla
bildirilen gida kaynakli fungustur ve i¢ ve dis ortamlarda, ¢trtimis bitkiler, ekin
tohumlar1 ve diger substratlar iizerinde kolonize olurlar. 4. flavus, bocek ve hayvan
patojeni olarak bildirilmektedir. Izolatlarin yaklasik yarisi gok kuvvetli bir karsinojen

olan dflatoksin olusturmaktadir (Domsch ve ark., 1980).
Temel mikotoksinleri: Aflatoksin By, siklopiazonik asit, 3-nitropropiyonik asit.
Aspergillus parasiticus Speare (Klich, 2002)

Subgenus: Circumdati Section: Flavi

Koloni ¢aplari: 7 giinde, CYA25: 65mm; MEA: 70mm; CY20S: 60mm; CYA37:
55mm; CZ: 50mm.

Koloni renkleri ve dokusu: CYA25’de konidialar koyu zeytin rengi veya koyu
yesil; miselyum beyaz; sklerotia ara sira olusturulur ve kahverengiden siyaha kadar

olan renklerde olabilmektedir. Eksuda var oldugunda seffaftir; ters ylizeyi renksiz.
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donuk pembemsi-kirmizi veya donuk sari, bazen kahverengi olmaktadir; koloniler
genelde algak, kadifemsi olmakla beraber, bazi izolatlar flukkoz hale
dontusmektedirler. MEA’da konidial alanlar zeytin veya koyu yesil renkte
olmaktadir; miselyum genelde belirsizdir, bazen flukkoz obekler goriilmektedir.
kahverengiden siyaha kadar degisen renklerde sklerotia ara sira olusmaktadir; ters
yiizey renksizdir veya donuk sanidan donuk yesile kadar renklerde olan golgeler
tasimaktadir; koloniler flukkozdur, ve yogun degildir. CY20S’deki koloniler
CYA25’dekilere gore genelde biraz daha sari-yesil olmaktadir ve koloniler
CYA25’deki koloni ozellikleri ile, ters ylizeyinin sari, turuncu veya donuk yesil
olmas: disinda, benzerdir. CYA37’de, eksuda yoktur; bazen saridan kahverengiye
kadar degisebilen renklerde ¢oziinir pigment olusturulur; diger karakteristikler
CYA25’deki gibidir. CZ’deki koloniler CYA25°deki kolonilerden kadifemsi olmaya
daha yatkindir, diger karakteristikler CYA25°deki gibidir.

Mikroskobik karakteristikler: Konidial baslar genelde radiyat; konidiyoforlar 250-
500 wm., c¢eperleri puriizli veya ¢ok ptrizli, renksiz; vesikiiller 20-35 pm.
genislikte, globdz veya hafifce uzamis; baskin olarak tek serili, bazi izolatlarda ¢ift
serili; metula varsa, 7-10 x 3-7 pym.; fiyalidler 8-11 x 3-5 um. uzunlugundadirlar.

Konidialar globoz, 3,5-6 um ¢apinda, oldukga piiriizlii ¢epere sahiptirler.

AylrtA edici ozellikleri: Koyu sari-yesil konidial alanlar, baskin olarak tek serili, 3.5-
6 um ¢apinda oldukg¢a piiriizlii konidialar tireten, kiiresele yakin vesikiillere sahip
konidial baslar, bu tiirli digerlerinden aywrt edilmesini saglar. A. parasiticus,
A..sojae’den daha kiiglik konidialari, kadifemsi dokusu ve koyu yesil koloni rengi ile
ayrilabilir. Antibiyotikli ortamdaki gelisme oram A.parasiticus’u A.sojae’den
aywrabilir. A. parasiticus, A.flavus’dan pirtizli geperli konidialari ile kolayca

aynilabilir.

Habitatlari: Az sayida yayinda A. parasiticus 'un gesitli topraklarda var oldugu
bildirilmistir. Bildirilen izolasyonlarin bu denli az sayida olmasi, arastirzcilarin 4.

parasiticus’u A. flavus’dan ayirt etmekte zorlanmalarindan kaynaklanmaktadir.
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A.parasiticus, tohumlardan, diger bitki parcalarindan ve boceklerden siklikla izole

edilmektedir (Domsch ve ark., 1980).

Temel mikotoksinleri: Aflatoksin B; By Gy Gs.
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-

100pum
=7

Sekil 4. A. flavus'un A. M.E.A.’daki 27°C’de 7 giinlik goriinimi; B. Konidiofor ve konidial bas; C.
Konidial bas.
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Sekil S. 4. parasiticus’'un A, MEA’daki 27°C’de 7 glinliik
goriinimi; B. Konidiofor ve konidial bas.
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20pm

Sekil 9. 4. candidus’un A. CYA’daki 25°Cde 7 giinliik gdriintimi; B. Konidiofor ve konidial bas; C. Konidia.




69

Sekil 10. Trichoderma sp.’nin A. M.E.A’daki 27°C’de 7 giinliik
goriinimii; B. Mikroskobik gériiniimii.
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Sekil 3. *CAM’ besiyerinde A. 4. flavus’un 27°C’de 7 giinliik koloni gériiniimii; B. 4
parasiticus’un 27°C"de 7 giinliik koloni goriiniimii; C. *CAM’ besiyerinde
365nm. UV g1k altinda floresan veren 4. flavus’un goriiniimii.
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h X 20pum
v : —

Sekil 6. 4. niger’in A. M.E.A."daki 27°C"de 7 giinliik gériiniimii; B. Konidiofor
ve konidial bas.
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Sekil 7. A. terreus’un A. MLE.A. daki 27°C°de 7 gunlitk gériiniimii;
B. Konidiofor ve konidial bas.
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b Iﬁt}qﬁ?

eI

Sekil 8. A.fumigatus’un A. M.E.A."daki 27°C’de 7 giinlik gorinimii; B.
Konidiofor ve konidial bas.
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Sekil 1. Acremonium sp.'nin A. M.E.Adaki 27°C’de 7 giinliik
eortiniimiiz B. Mikroskobik gortinimi.
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4.1.4.Ultraviyole isinlarinin kuru incirlerdeki kiif florasi iizerindeki

etkileri

Ultraviyole 1sinlarina maruz birakilan incir 6rneklerindeki toplam kif florasi

sayimi yapilmstir. Bu amagla 3.2.1. ve 3.2.2. de anlatilan islemler uygulanmistir. 2

tekrarl olarak yapilan ekimler 3 ardisik seyreltme esas alinarak sayilmistir. Toplam

kiif sayilar1 2 tekrardan elde edilen sonuglarin ortalamasi alinarak hesaplanmistir. Bu

sayimlara gore elde edilen sonuglar Tablo 1°deki gibidir. Tablodaki UV (-) ifadesi,

UV 1gmina maruz kalmamis incir 6rneginden elde edilen fungal sayim sonuglarini;

UV (+) ifadesi ise, UV 1smina maruz birakilan incir 6rneginden elde edilen fungal

sayim sonuglarim gostermektedir. 107, 107 ve 107 ifadeleri ise ardisik 3 seyreltmeyi

gostermektedir.

Cizelge 10. 60 dakika UV isinina maruz birakilan incir érneklerinin toplam fungal sayim sonuglari.

60 dk I 11 11
ORNEK uve)10! uv(#1o’ UV(-) 107 Uv(+)10°? Uv(@)10” uv(+1o0’
1 48 47 14 14 3 2
2 20 20 4 4 1 1
3 11 1 3 2 0 0
4 55 50 7 5 0 0
5 35 32 4 3 0 0
6 100 55 48 12 10
7 95 90 35 32 10 8
8 50 55 15 13 3 3
9 95 9] 32 30 6 5
10 59 56 16 15 9 6
11 35 33 20 20 12 10
12 40 42 21 18 5 4
13 66 50 48 45 12 12
14 30 31 13 9 3 3
15 40 38 32 28 9 9
16 90 85 36 32 8 7
17 70 63 38 35 5 5
18 62 56 20 17 3 3
19 96 86 50 48 7 6
20 52 50 15 14 3 3
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Cizelge 11. 90 dakika UV 1sinina maruz birakilan incir rneklerinin toplam fungal sayim sonuglari.

90 dk 1 It 11

ORNEK Uv(-)10" Uv#)10?! UV(-) 10 Uv(+)10* Uv(-)10? uv#Hio’
1 48 38 14 11 3 1
2 20 20 4 6 1 0
3 11 8 3 1 0 0
4 55 40 8 7 0 0
5 32 28 3 i 0 0
6 100 40 0 0 0 0
7 100 70 32 24 7 2
8 47 35 12 10 I 0
9 98 65 26 18 5 2
10 50 32 10 8 1 0
11 35 20 20 11 12 2
12 45 30 18 10 3 0
13 63 51 48 37 11 6
14 28 12 13 4 ] 0
15 43 28 31 15 10 2
16 81 60 31 13 9 2
17 78 52 26 11 5 1
18 56 29 15 2 1 0
19 93 66 48 16 7 2
20 48 37 14 I 3 0

Cizelge 12. 120 dakika UV 1s1nina maruz birakilan incir 6rneklerinin toplam fungal sayim sonuglart.

120 dk 1 1 T

ORNEK uv)10? Uv(#)10" UV(-) 107 UV(+)10™ Uv(-)10” Uv(+)107°
1 50 35 15 8 3 0
2 22 12 4 I 1 0
3 10 5 4 I 0 0
4 55 40 8 6 0 0
5 35 25 5 I 0 0
6 90 45 35 12 5 0
7 98 95 33 25 8 1
8 50 30 15 8 5 1
9 95 60 30 15 5 0
10 51 25 9 4 4 1
11 36 21 21 10 8 2
12 40 28 11 3 3 0
13 60 48 47 30 12 5
14 30 12 11 4 1 0
15 45 20 31 15 9 2
16 75 60 30 12 9 1
17 74 51 30 10 5 0
18 58 30 17 3 1 0
19 89 65 45 17 7 1
20 50 33 15 11 5 1
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4.1.4.1. istatistiksel analizler

Sayimlar sonucunda elde edilen veriler, iki yonlii varyans analizi ile analiz
edilmis ve ortalamalar Minitabl2 paket programi kullanilarak, LSD (Least

Significance Difference) testi ile karsilagtinlmagtir.

Cizelge 13. 60' UV 15101 uygulamasit sonuglarinin ortalamalari.

uv N | Ortalama | Standart Sapma Min. Max.
uygulamasi
¢) 20 57.45 26.70 11 100
1 -

+) 20 53.85 24.13 11 91

¢) 20 23.90 15.93 3 55
II

(+) 20 21.60 14.85 2 48

) 20 5.55 4.12 0 12
I

+) 20 4.85 3.60 0 12

Cizelge 14. 90' UV 1511 uygulamast sonuglarinin ortalamalari.

Uv | N Ortalama | Standart Sapma Min. Max.
uygulamasi
) 20 56.55 26.96 11 100
I .

() 20 38.05 17.78 8 - 70

) 20 18.80 13.93 0 48
I

+) 20 10.80 8.70 0 37

) 20 4.0 401 0 12
HI

(+) 20 1.0 1.49 0 6
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Cizelge 15. 120' UV igmt uygulamasi sonuglarinin ortalamalari.

uv N | Ortalama | Standart Sapma Min. Max.
uygulamasi
¢) 20 55.65 24.64 10 98
I

+) 20 37.0 21.64 5 95

) 20 20.80 13.38 4 47
I1 "

) 20 9.80 7.84 1 30

) 20 4.55 3.49 0 12
I

+ |20 0.75 1.20 0 5

Cizelge 16. 60', 90' ve 120' UV uygulamas: sonucunda elde edilen verilerin ortalamalari ve 6nem testi

sonuglari.

I 1 111 N
Ortalama
Siire O.S. *k *kk
60 55.65° 22.75 5.20° 40
90 47.30° 14.80° 2.50° 40
120 46.33° 15.30° 2.65° 40
UV Aok sk %k k
) 56.55° 21.17° 4.7° 60
*+) 42.97° 14.07° 2.2° 60

Ayni harfle gdsterilenler birbirine yakin degerlerdir.
** %]1’e gore 6nemlidir (P<0.01).
rx %0.1’e gore 6nemlidir (P< 0.001).
O.S.: [statiksel olarak 6nemli degildir.
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I Grup i¢in: Siire, 6nemsiz; UV islemi, %]1’e gére dnemli
I1. Grup i¢in: Siire, %1°e gore 6nemli; UV islemi, %1’e gore 6nemli

III.  Grup i¢in: Siire, %0.1°e gére 6nemli; UV islemi, %0.1°e gore dnemli.
Sonuglar:

1. Her 3 seyreltme i¢in UV’ye maruz kalma siiresi ve koloni sayilan arasindaki

ters orantili iligki nemli bulunmustur.

2. (+) ve (-) UV uygulamasi karsilastinildiginda; tiim 6rneklerde ve stirelerde,

UV’ye maruz kalma ve kalmama arasinda 6nemli bir fark gdzlenmistir.

3. UV’ye maruz kalma siireleri karsilastirildiginda; Her 3 seyreltmede de 90' ve

120" UV’ye maruz kalma siireleri 60"ya gore daha §nemli bulunmustur.
4.1.5. Aflatoksijenik kiiflerin iirettigi aflatoksin miktarlan

CAM’da gelistirilen 4 aflatoksijenik susun {irettigi aflatoksin miktarlari,
HPLC kullanilarak belirlenmigtir. Buna gore elde edilen sonuglar sayfa 76, 77, 78, 79
daki sekillerde verilmistir. Sonuglar, 3.2.6. daki hesaplamalar béliimiinde agiklandig
gibi ¢arpim faktorii (2) ile ¢arpilarak hesaplandifinda, elde ettiimiz 4 izolatin,
111.44 ppb, 302.84‘4ppb, 153.06 ppb ve 310.1 ppb aflatoksin (B; + B,) trettigi

bulunmugtur.
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4.1.6. UV’ye maruz birakilan incir Orneginin aflatoksin

miktarindaki degisimin belirlenmesi

Aflatoksijenik kiif i¢erdigini belirledigimiz bir incir 6rnegi 50'ser gramhk
iki esit parcaya aynlarak bu parcalardan biri, 90 dakika UV ismma tutulmustur.
Digerine ise herhangi bir islem uygulanmamigstir. Daha sonra bu iki incir 6rnegi
analiz edilerek aflatoksin igerikleri saptanmistir. Bu islem sonucunda her iki incirin
icerdigi aflatoksin miktarlar1 sayfa 80 ve 81’deki sekillerde verilmistir. Analizler
sonucunda, UV uygulanmamis incir 6rneginin, 1.59 x 2 ppb aflatoksin igerdigi, 90'
UV uygulanmis incir 6rneginin ise 1.19 x 2 ppb aflatoksin igerdigi bulunmustur.

Buna gére UV uygulanmis incir 6rneklerindeki aflatoksin miktarinin %25 oraninda

azaldig belirlenmistir.
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4.2. TARTISMA

Kiifler ve mayalar gidalarimizin dogal mikrofloralarinda yer alan
mikroorganizmalardir ve besin maddelerinde kiuflerin gelisimi ve mikotoksin
olusumu uzun yillardir siiregelen bir problemdir. Gidalarin kiiflerle kontaminasyonu;
tarimsal lrlinlerde bozulmalara, lirliniin besin degerinde kayiplara neden oldugu igin
ekonomik agidan; gidalara kontamine olan kiiflerin toksik metabolitler olusturmasi

nedeniyle de insan ve hayvan sagligi a¢isindan 6nemlidir.

Son yillarda, mikrobiyoloji basta olmak tizere, gida miihendisligi, veteriner
hekimlik ve ziraat muhendisligi gibi bir ¢ok farkh disiplin tarafindan gidalarda
kiiflerin gelisimi ve mikotoksin olusumu konularinda pek ¢ok aragtirma yapilmigtir.
Bu alanda, gida mikrobiyolojisi agisindan yapilan ¢alismalar, findik, fistik gibi yagh
tohumlar; kuru incir, kuru kayisi, kuru tizim gibi kurutulmus meyveler ve ¢ilek,
elma, dut, erik, armut, hurma gibi meyveler iizerinde yapilmistir. Yapilan bu
aragtirmalar, bu gidalann kiif florasi ve bu kiiflerin, en 6nemli mikotoksinlerden

olan, aflatoksini olusturma potansiyelleri tizerinde yogunlasmaktadir.

Aflatoksinlerin ve aflatoksin treten kiiflerin, birgok gida maddesi agisindan
incelenmesine karsihk, ézellikle Ege Bolgesi igin 6nemli bir ekonomik degeri olan

kuru incirler tizerinde yapilan ¢alisma sayisi oldukga azdur.

Kuru incirler, aflatoksijenik kiiflerden olan A.flavus ve A.parasiticus’un
gelisimi i¢in duyarh bir {iriin oldugundan (Buchanan ve ark., 1975; Steiner ve ark..

1988; igibal ve Altug, 1992) yiiksek oranda aflatoksin ile bulasabilmektedir.

Aydin yoresindeki incir isletmelerinde genellikle, kuru incirlerdeki
aflatoksin oraninin azaltilmasi amaciyla fiziksel islemlerden seleksiyon yontemine
agirhk verilmektedir. Bu yontemde, aflatoksinlerin uzun dalga boylu UV 15181 altinda
parlak sari-yesil floresans vermesi (Bullerman, 1979; Groopman, 1988) 6zelliginden
yararlanilarak, yiizeyinde floresan go6zlenen incirler se¢ilmektedir. Bu yolla
aflatoksin igerigi %50’ye varan oranlarda azaltilabilmektedir. Fakat iriinler bir kiif

bozulmasi ya da floresan gostermedigi halde mikotoksinleri Gnemli Ol¢iide
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icerebilmektedir. Bu yiizden seleksiyonla son iiriinde baslangigtan diisiik aflatoksin
diizeyine ulasilsa bile, ¢ogu kez kontaminasyonun tamami giderilememektedir. Bu
nedenle, Aydin yoresindeki kuru incirler halen aflatoksin tehdidi ile karsi karsiya

kalmaktadir.

Calismamizda Aydin Ticaret Borsast Ozel Gida Laboratuvari'na aflatoksin
analizi amaciyla getirilen 32 tane kuru incir ezme Ornegi ve Nazilli, Aydin ve
Incirliova pazarlarindan alinan 18 tane kuru incir 6rnegi kullamilmistir. Toplam 50
kuru incir 6rneginin 30 tanesinde fungus gelisimi goriilmistiir. Bu veriler, Aydin’da
tiretilen kuru incirlerde, hasat, kurutma ve depolama sartlari, kuru incirlerin dogal
kiif floralar1 veya kontaminasyondan kaynaklanan bir kiif florasi olduguna isaret

etmektedir.

Calismamizda, kuru incirlerden izole edilen Trichoderma genusu, dogada
yaygm: olarak toprakta ve havada bulunan ve diger funguslarin biyolojik kontroliinde
kullanilan bir genustur. Fusarium genusu ise, genellikle bitki ve balik patojeni olan
ve konidiumlari1 “havada yaygin olarak bulunan bir genustur. Acremonium ve
Aspergillus genuslan da toprakta ve havada yaygin olarak bulunan genuslardandir

(Alexopoulos, 1995).

TUBITAK kiif katalogu (1999) yaymindaki bilgilere gore, ¢alismamizdan
elde ettigimiz, Acremonium, Fusarium, Trichoderma ve Aspergillus genuslari, daha
once kuru incirler de dahil olmak {izere farkli gidadan izole edilmistir. Bu fungus
tirlerinin kuru incirlerde yaygin olarak bulunmasi, kuru incir meyvelerinin yiiksek

nem ve seker icerikleri gz 6niine alinirsa normal bir sonugtur.

1977 yilinda Izmir ve Aydin yéresindeki ¢esitli incir igletmeleri ve Taris
merkez depolarindan alinan 56 tane kuru incir ve ezmelerinin kif florasi
incelenmistir. Bu ¢alismada toplam 138 kiif tiirli izole edilmis ve bu izolatlardan
cogunlugunun Aspergillus ve Penicillium genusuna ait tiirler oldugu belirtilmistir.
Bunlarin disginda Cladosporium, Rhizopus, Chaetomium, Absidia, Geotrichum ve
Mucor genuslarina ait tirler de izole etmislerdir (Askin ve ark., 1977 a).

Calismamizda ise analizi yapilan S0 kuru incir drneginden elde edilen 127 izolatin
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Aspergillus, Fusarium, Trichoderma ve Acremonium olmak izere, 4 kif genusu

icerdigi saptanmustir.

Karapinar ve arkadaglar1 (1989) tarafindan Ege Bolgesi’nde yapilan bir
¢alismada ise, 1986 iiriinii 206 tane sergi ve 78 tane depo Ornegi incelenmis ve
mikroflora saptanmistir. Toplam 206 sergi 6rneginden 27 farkli kiif tiirii tanilanmis
ve A.niger tirii en yaygin tiir olarak saptanmistir. 206 6rnekten 47’sinden A.flavus
izole edilirken, &rneklerin higbirisinde A.parasiticus’a rastlanmamistir. Depo
orneklerinde de A.niger tiirli en sik rastlanan tiir olmugstur. Calismamizda ise, 18’1
agik olarak satilan, 32’si ise Aydin Ticaret Borsasi’ndan alinan 2003-2004 {riini
incir Ornekleri incelenmistir. Elde edilen 127 izolatta 4 farkli kiif genusu
saptanmustir. Bunlar; Fusarium, Acremonium, Trichoderma genuslari ve Aspergillus
genusunda; A.flavus, A.parasiticus, A.niger, A.fumigatus, A.candidus ve A.terreus
tiirleridir. A.niger tirli, hem agik olarak satilan kuru incir 6rneklerinde hem de kuru

incir ezme Orneklerinde en sik rastlanan tiir olarak bulunmustur.

Calismamizda kuru incir orneklerinden “Rose Bengal Chloramphenicol
Agar” besiyeri kullaharak 16 tane A4.flavus ve 1 tane A.parasiticus olmak iizere 17
tane aflatoksijenik kif izole edilmistir. Ayrica kuru incir 6rneklerinin i¢erdikleri kiif
sayimlari, 1 gram kuru incirde 1.1x10° ile 10* arasinda degisen sayilarda
bulunmustur. Tiirk Gida Kodeksi, Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi (2001) tarafindan
kurutulmus meyveler ve sebzeler igin dnerilen en fazla kiif sayist (1 x 10%) goz 6niine
alinarak degerlendirme yapildiginda, ¢alismamizda elde edilen kiif sayilarinin bu

degere yakin oldugu ortaya koyulmustur.

Pitt ve ark. (1983) tarafindan formiile edilen Aspergillus Flavus Parasiticus
Agar besiyerinde (AFPA), 4.flavus ve A.parasiticus kolonilerinin 30°C’de 42-44 saat
inkiibasyondan sonra petri altinda turuncu-sari renk olusturduklan bildirilmistir. Bu

besiyerinin aﬂatoksijénik kiif suslarinin saptanmasinda etkili oldugu belirtilmistir.

Calismamizda, “AFPA” besiyeri kullanilarak 16 Aspergillus flavus ve 1
A.parasiticus tirdi tamlanmustir. Bu kiif izolatlar1 “AFPA” besiyerinde yogun,

turuncu-sari ters yiizey rengi olusturmustur. AFPA besiyerinin, Aspergillus flavus ve
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A.parasiticus tiirlerinin tanilanmasinda kullanilabilecek olan kolay ve etkili bir

yontem oldugu sonucuna varilmigtir.

Simdiye kadar yapilan c¢aligmalarda, gidalardan ve hayvan yemlerinden
A.flavus gruba giren yiizlerce sus izole edilmis ve bunlarin aflatoksin iiretme
yetenekleri incelenmistir (Bullerman, 1974). Fakat ¢ok farkli substratlardan izole
edilen ¢ok sayidaki izolatin test edilmesi igin ¢ok fazla zaman ve glice ihtiyag vardir.
Lin ve Dianese (1976), aflatoksin tayini i¢in Onerdikleri “CAM?” besiyerini, besin
maddelerindeki aflatoksin iireten kiiflerin yogunlugunu saptamak ve aflatoksin
iireten kiiflerin elenmesini kolaylastirmak i¢in, daha hizli ve basit bir yontem olmasi
icin gelistirmislerdir. Calismamizda elde ettigimiz 17 aflatoksijenik kiif izolatinin
aflatoksin tiretip tiretmediginin belirlenmesinde “CAM” besiyeri kullamilmistir. Kof
suslarinin her biri CAM ortamina inokule edilip, 3-4 giin 27 *C’de inkiibe edildikten
sonra, UV lambasi altinda floresans verip vermedikleri incelenmigtir. “CAM”
besiyerinde 4 izolatin floresan verdigi gozlenmistir. Daha sonra bu izolatlarin
gergekten aflatoksin iiretip tiretmediklerini belirlemek igin 3.2.7 de anlatildig1 gibi
ekstraksiyon ve kolon kromatografisi yapilmigtir. Sonugta, elde ettigimiz 4 izolatin,
111.44 ppb., 302.84 ppb., 153.06 ppb. ve 310.1 ppb. olmak lizere aflatoksin B; + B,
tirettigi bulunmusgtur. Ayrica, “CAM” besiyerinin, kuru incirlerdeki aflatoksin tireten
kiiflerin elenmesini kolaylastirmak i¢in, hizli ve basit bir yontem oldugu ve tercih

edilebilecegi sonucuna varilmistir.

Calismamiz, funguslarin kuru incirlere kontamine olup aflatoksin
iretmelerini engelleyici yontemleri arastirmayr amagladifi icin, aflatoksinlerin
detoksifikasyonunda kullanilan ultraviyole isinlarinin, fungus florasi iizerindeki

etkileri belirlenmeye ¢alisilmistir.

Funguslarin gamma 1sinlamasina karsi hassas olduklar1 ve mikotoksin
iretiminin gidalarin 15inlanmasindan sonra azaldigini isaret eden pek ¢ok yayin
bulunmaktadir (Refai ve ark., 1996; Yousef , Mahrous ve Aziz, 1999). Aziz ve
arkadaglariin (2002) yaptif1 bir calismada gamma radyasyonunun, mikotoksin

tireten kiifler ve meyvelerdeki mikotoksinler iizerine etkileri incelenmistir. Meyve
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orneklerinin 1g1nlanmasi, oda sicakliginda, 1.5, 3.5, ve 5.0 kGy diizeylerinde
yapilmistir. Fungal koloni olusturan birimler, seri dilisyonlar yapilarak ve drneklerin
Potato Dextrose Agar’a iki tekrarh sekilde ekilmesi ile belirlenmistir. Ayni islemler,
gamma 111 ile 1ginlanmamis meyve Ornekleri ile de tekrarlanmistir. Inkiibasyon
sonucunda olusan koloniler sayilmig ve 1 gram Ornekteki koloni olusturan birim
sayisi, gamma 1sin1 ile 1sinlanmig ve 1sinlanmamis meyve Ornekleri igin ayr ayri
hesaplanmistir. Ayrica her bir 1ginlanmis ve igimnlanmamis meyve ornegi, HPLC
kullanilarak mikotoksin igerikleri yontinden analiz edilmistir. Bu ¢alismada, 1.5 ve
3.5 kGy dozla isinlanan meyve Orneklerinde toplam fungal sayinin azaldigi
gozlenmistir. Bu sonuglar, farkli meyve Orneklerinin fungal floralarinin, gamma
1sinlarina karsi hassas oldugunu ve 5,0 kGy dozunda tamamen inhibe olduklarini

gostermistir.

Aziz ve arkadaglan tarafindan (2002a) yapilan diger bir ¢alismada ise yine
gamma 15inlamasinin, musirlardaki Aspergillus flavus tarafindan iretilen aflatoksin
B, lzerine olan etkileri incelenmistir. Isinlama dozlarinin artirilmasi ile misirdaki
toplam canli 4.flavus sayist azalmis ve fungus, 3.0 kGy dozunda tamamen inhibe
olmustur. Aflatoksin B,’in miktar1 ise, 1.0 ve 1.5 kGy dozlarda artmis ve 3.0 kGy
gamma 1sinlamasindan sonra, 45 giin depolamadan sonra bile, aflatoksin iiretimi
olmamustir. Sonug olarak, 4. flavus’un gelismesi, 1sinlama dozu, depolama kosullar
ve substrat kompozisyonunun aflatoksin B; tiretiminde 6nemli rol oynadifi ortaya

cikmustir.

2000 yilinda Zeinab ve arkadaslan tarafindan Nigella sativa tohumlarn
tizerinde yapilan bir ¢alismada, gamma radyasyonunun toplam canli fungal yiikiin ve
mikotoksin {retiminin tlizerindeki etkileri incelenmistir. Buna gore; tohum
orneklerinin, 0.25°den 6 kGy’e kadar degisen dozlarda radyasyona maruz birakilmasi
sonucunda, tohumlarin fungal yiikii, radyasyon dozu arttikca azalmistir. Aym
zamanda 2.5 kGy’den daha fazla dozlarda 1s1nlanan tohum &rneklerinden izole edilen
funguslarin mikotoksin iiretme kapasitelerinin de olduk¢a azaldign gozlenmistir.
Fakat 0.75 kGy miktardaki dozun total aflatoksini artirdigi bulunmustur. Schindler ve
arkadaglar: (1980), bu artisin fungal mutasyonlara bagli oldugunu bildirmistir.
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Altug ve Yousef (1990) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise incirlerdeki
AFB’in, sodyum bisilfit, sicaklik, ve UV etkenlerinin kombinasyonlar: ile
degradasyonu aragtirilmistir. Buna gore bisiilfit, bistlfit + hidrojen peroksit (H,0>)

ve UV islemlerinde sirasi ile; %68.4, %65.5 ve %45.7 degradasyon saglanmistir.

1985 yilinda Yousef ve Marth tarafindan yapilan bir ¢alismada, 10, 30 ve 60
dakika 1sinlanan AFM,’1i siitlerin HPLC ile aflatoksin analizleri yapilmigtir. Buna
gore; 10, 30 ve 60 dakika UV ile 1sinlanan stitlerde sirasi ile, %42, %65 ve %100
AFM, degradasyonu saglanmistir. Bu ¢alisma sonucunda, ultraviyole enerjisinin
siitteki AFM;’i degrade ettigi, degradasyon oraninin UV enerjisine maruz kalma

siiresine bagli oldugu bulunmustur.

Callsmamlida, 60', 90' ve 120" olmak tizere 3 farkli siirede UV ‘ye maruz
birakilan kuru incirlerde UV’ye maruz kalma siiresi ve toplam kiif sayilari arasindaki
ters orént;h iliski istatistiksel olarak nemli bulunmustur. (+) ve (-) UV uygulamalari
karsilastirildiginda; tim 6rneklerde ve stirelerde, UV’ye maruz kalmis ve kalmamis
incir orneklerinin igerdigi kiif sayilarinda istatistiksel olarak onemli bir fark
gozlenmistir. UV’ye maruz kalma siireleri karsilastirildiginda ise; her 3 seyreltmede
de 90' ve 120' UV’ye maruz kalma siireleri 60"ya gore daha 6nemli bulunmustur. Bu

sonug istatistiksel analizlerle desteklenmistir.

Aynm zamanda, 90' U.V’ye birakilan incir 6rneginden yapilan aflatoksin
analizi sonucunda, aflatoksin miktarinin, U.V’ye birakilmadan 6nceki aflatoksin

miktarindan %25 oraninda diisiik oldugu gdzlenmistir.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Calismamizda toplam 50 kuru incir 6rneginin 30 tanesinde fungus gelisimi
goriilmiistiir. Bu veriler, Aydin’da {iretilen kuru incirlerde, hasat, kurutma ve
depolama sartlari, kuru incirlerin dogal kiif floralan veya kontaminasyondan

kaynaklanan bir kiif floras1 olduguna isaret etmektedir.

Elde edilen 127 izolatta 4 farkl kiif genusu saptanmustir. Bunlar; Fusarium,
Acremonium, Trichoderma genuslari ve Aspergillus genusunda; A.flavus,
A.parasiticus, A.niger, A fumigatus, A.candidus ve A.terreus tiirleridir. 4.niger tiirii,
hem agik olarak satilan kuru incir 6rneklerinde hem de kuru incir ezme 6meklerinde

en sik rastlanan tiir olarak bulunmustur.

Calismamizda kuru incir Orneklerinden 16 tane A.flavus ve 1 tane
A.parasiticus olmak iizere 17 tane aflatoksijenik kiif izole edilmistir. Ayrica kuru
incir 6rneklerinin igerdikleri kiif sayimlari, 1 gram kuru incirde 1.1x10% ile 10*
arasinda degisen sayilarda bulunmugtur. Tirk Gida Kodeksi, Mikrobiyolojik
Kriterler Tebligi (2001) tarafindan kurutulmus meyveler ve sebzeler igin 6nerilen en
fazla kiif sayis1 (1 x 10%) g6z Oniine alinarak degerlendirme yapildiginda,

¢alismamizda elde edilen kiif sayilarinin bu degere yakin oldugu ortaya koyulmustur.

Caligmamizda, “AFPA” besiyeri kullamlarak 16 Aspergillus flavus ve 1
A.parasiticus tirti tamlanmigtir. Bu kiif izolatlan “AFPA” besiyerinde yogun,
turuncu-sari ters ylizey rengi olusturmustur. AFPA besiyerinin, Aspergillus flavus ve
A.parasiticus tiirlerinin tamlanmasinda kullanilabilecek olan kolay ve etkili bir

yontem oldugu sonucuna varilmistir.

Calismamizda elde ettigimiz 17 aflatoksijenik kiif izolatinin aflatoksin
liretip ﬁretmedig'ini'h belirlenmesinde “CAM” besiyeri kullanilmistir. “CAM”
besiyerinde 4 izolatin floresan verdigi gozlenmigtir. Sonugta, elde ettigimiz 4
izolatin, 111.44 ppb., 302.84 ppb., 153.06 ppb. ve 310.1 ppb. olmak iizere aflatoksin
B, + B, drettigi bulunmustur. Ayrica, “CAM” besiyerinin, kuru incirlerdeki
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aflatoksin treten kiiflerin elenmesini kolaylagtirmak i¢in, hizhi ve basit bir yontem

oldugu ve tercih edilebilecedi sonucuna varilmustir.

Calismamizda, kuru incirin UV’ye maruz kalma siiresi ve kuru incirde
tireyen toplam kif sayilar1 arasindaki ters orantili iligki istatistiksel olarak &nemli
bulunmustur. UV’ye maruz kalma siireleri karsilastirildiginda ise; her 3 seyreltmede
de 90' ve 120' UV’ye maruz kalma stireleri 60”ya gore daha énemli bulunmustur.
Ayni zamanda, 90" U.V’ye birakilan incir érneginden yapilan aflatoksin analizi
sonucunda, aflatoksin miktariin, U.V’ye birakilmadan 6nceki aflatoksin

miktarindan %25 oraninda diistik oldugu gozlenmistir.

Gida ve yemlerde aflatoksin olusumunun 6nlenmesi hem saglik hem de
ekonomi agisindan biyllk 6nem tasimaktadir. Aflatoksinler funguslar tarafindan
olusturulduktan sonra birgok kimyasal, fiziksel ve biyolojik yontem ile daha az
toksik maddelere donistiiriilebilirler veya kismen pargalanabilirler, fakat bu islemler
gidanin  besin degerinde kayiplara veya gorintimiinde degisimlere neden
olabilmektedir. Bu yiizden, aflatoksin olusumunun ¢nlenmesinde 6ncelikle
hammaddenin tarlada gelisimi, hasati, depolanmasi, nakliyesi, lriine islenmesi ve
iiriin elde edilmesi asamalarindaki kiif kontaminasyonunun engellenmesi veya en aza
indirilmesi ©nemlidir. Bunun i¢in de incir isletmelerinin Ozellikle depolama
kosullarinda hijyen ve sanitasyon dnlemlerini almasi, kiif gelisimini en aza indirecek

kosullar1 olusturmasi gerekmektedir.

Caligmamizda elde ettigimiz veriler ile, incir isletmelerinde aflatoksinli
incirlerin secilmesi amaciyla kullanilan UV isinlarinin, belli bir doza kadar kuru
incirlerdeki toplam kiif sayisini azalttig1 belirlenmistir. Bu da depolama sirasinda UV
ile sterilizasyonun, isletmelerde kiif gelisiminin azaltict bir yontem olarak
kullanilabilecegi sonucunu dogurmaktadir. Ayni zamanda UV ile 1sinlama tekniginin
basit, kullanigli, ucuz ve giivenilir olma 6zelliklerinin, bu teknigin kullanim alanlarlhl

artiracagi diisiiniilmektedir.

Calismamizda UV isinlamasi sonucunda toplam fungal yiikiin ve

aflatoksinlerin azaldig1 belirlenebilmistir. Aflatoksinlerin UV ile pargalanabildigi
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ile sterilizasyonun, igletmelerde kif gelisiminin azaltici bir y6ntem olarak
kullanilabilecegi sonucunu dogurmaktadir. Ayn1 zamanda UV ile 1ginlama tekniginin
basit, kullanigh, ucuz ve giivenilir olma 6zelliklerinin, bu teknigin kullanim alanlarinm

artiracag dilgtiniilmektedir.

Calismamizda UV igmlamast sonucunda toplam fungal yiikin ve
aflatoksinlerin azaldig1 belirlenebilmistir. Aflatoksinlerin UV ile pargalanabildigi
bilinmektedir. Fakat UV i1sinlamasinin aflatoksin iireten funguslar tizerine olan
etkilerinin belirlenmesi igin daha ayrintili ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.
Ayrica ¢alismamizda kiff tiremesi gézlenmeyen incir 6rneklerinde aflatoksin analizi
yaptlamamugtir. Kif tremesi gézlenmeyen gidalarda da aflatoksinin var olabilecegi

g6z Online alinirsa bu ¢alismanin da yapilmasi gerekmektedir.
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OZET

Bu ¢alismada ihracattimiz agisindan biliyilk 6neme sahip olan kuru
incirlerdeki kiif florasi ve aflatoksin olusumu ele alinmis, kuru incirlerdeki kiif

floras: ve aflatoksinler {izerine ultraviyole 1sinlarinin etkileri incelenmistir.

Aydin Ticaret Borsa’s1 Ozel Gida Laboratuvari’ndan alman 32 kuru incir
ezme &rnegi ve Aydm, Nazilli ve Incirliova pazarlarindan alinan 18 kuru incir 6rnegi
kullanilmigtir. Toplam 50 &rnegin kiif florasi incelenmis ve aflatoksijenik olanlar
belirlenmistir. izole edilen 127 izolatin Aspergillus, Trichoderma, Fusarium ve
Acremonium olmak tizere 4 kif genusuna ait oldugu saptanmigtir. 127 izolatin 74’
Aspergillus, 24’10 Trichoderma, 16’s1 Fusarium ve 13’1 Acremonium genusuna aittir.
Aspergillus genusuna ait, A.niger, A.flavus, A.terreus, A.fumigatus, A.candidus ve
A.parasiticus olmak lizere 6 farkhi tiir izole edilmistir. Bunlarin arasinda A.flavus

tiirline ait 3, A.parasiticus tiiriine ait ise 1 aflatoksijenik sus elde edilmistir.

50 kuru incir 6rneginin 32’sinde kiif tremesi goriilmiis ve 1 g. kuru
incirdeki kiif sayis 1.1x10%-10* arasinda bulunmustur. Ayrica agikta satilan kuru
incirlerle Gida Laboratuvari’na incir isletmelerinden gelen kuru incirler
karsilastirildiginda, pazarlarda acik olarak satilan incirlerin kiif yiikiintin daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. Ayrica, incelenen 6rneklerdeki kiif sayilarinin Tirk Gida
Kodeksi Yonetmeligi’'nde (1997) onerilen deger ile yakinlik gosterdigi ortaya

konmugtur.

Calismamizda aflatoksijenik tiirlerin belirlenmesinde AFPA besiyerinden
yararlamlmistir.  Aflatoksijenik  suslarin  aflatoksin  iiretme  yeteneklerinin
saptanmasinda ise CAM besiyeri kullamlmigtir. AFPA besiyerinde sari-turuncu ters
ylizey pigmentasyonu gosteren 17 aflatoksijenik susun 4’iiniin CAM besiyerinde
floresans verdigi gozlenmistir. Yapilan kantitatif analizler sonucunda bu 4 izolatin

gercekten de aflatoksin iirettigi belirlenmistir.

Ayrica, kantitatif aflatoksin analizini yaptigimiz bir incir 6rneginin toplam

aflatoksin igeriginin 3.18 ppb oldugu bulunmustur. Bu deger Tiirkiye’de gida ve
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yemlerde bulunmasina izin verilen aflatoksin diizeyleri (B, igin 5 ppb; Bj+By+G+G;
icin 10 ppb) ve AB lilkelerinde aflatoksinlere dair uygulanan yiiriirliikteki limitler
(Bj i¢in 2 ppb; B1+B12+G+G; igin 4 ppb) ile uygunluk géstermektedir.

Calismamizda ayrica ultraviyole isinlarinin kuru incirlerdeki kiif florast ve
aflatoksinler {izerine etkileri incelenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda U.V
isinlarmin uygulama siiresinin arttik¢a kuru incirlerdeki kiif sayisinin  azaldigi
belirlenmistir. Ayrica, 90' UV 1sm1 uygulamasimin kuru incirlerdeki aflatoksin

miktarini %25 oraninda azalttifi gézlenmistir.

Elde edilen bu verilerle, UV 1sinlamasi ile, kuru incirlerdeki kiiflerin ve
dolayisiyla aflatoksijenik kif sugslarinin tremesinin baskilanabilecegi ve UV
1isinlamasimin ucuz ve pratik bir yontem olmasi nedeniyle kullanilabilecegi sonucuna

variimstir.



SUMMARY

In this study, mold flora and aflatoxin production in dried figs which were
considered to be one of the major agricultural export product of our country, have
been taken up and the effect of UV irradiation on mold flora of dried figs and

aflatoxins have been examined.

32 dried fig pastes that were taken from Food Control Laboratory of
Commodity Exchange of the Aydin Province and 18 dried fig samples that were
taken from Aydin, Nazilli and Incirliova bazaars were examined. The mold flora of
50 samples were studied and the aflatoxigenic ones were determined. It was
determined that the>“127 isolates which were isolated, were belongs to the genus
Aspergillus, Trichoderma, Fusarium and Acremonium. Isolated molds are, 74

Aspergillus, 24 Trichoderma, 16 Fusarium and 13 Acremonium out of 127.

Mold growth was detected 32 of 50 dried fig samples and the amount of
mold in dried figs were found 1.1x10° to 10* in 1 g dried fig. Also, if dried figs thet
were taken from Food Control Laboratory of Commodity Exchange of the Aydin
Province compared with the dried figs that were sold in bazaars, it was found out that

the mold load in dried figs that were sold in bazaars were relatively higher.

In our study, the AFPA medium is used for detection of aflatoxigenic
species. And CAM-is used to detect aflatoxin producing ability of aflatoxigenic
strains. It was observed that the 4 of 17 aflatoxigenic strain which were showed
yellow-orange reverse pigmentation in AFPA medium, were gave fluorescence in
CAM. By the results of the quantitative analyses, 1t was found that these 4 strains had

produced aflatoxins truly.

In addition, the fig sample that analyses quantitatively was found to contain
3.18 ppb. total aflatoxin. This datum is appropriate with the aflatoxin limits applied
at E.U. and Tiirkiye.
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Also in our study, the effects of UV irradiation on the mold flora and
aflatoxins in dried figs have been examined. At the end of the investigations, it was
found that increasing time of UV irradiation lead to an decrease in the mold count
indried figs. In addition, a UV irradiation applicated for 90', was found to decrease

the aflatoxin quantity in dried figs in an amount of 25%.

According to these data, it was found that the reproduction of the molds in
dried figs, consequently the aflatoxigenic mold strains, can be depressed by UV
irradiation. Because of inexpensiveness and easiness of the application it was

concluded that the UV irradiation can be used commonly.
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