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Bu calismada, aflatoksin tireticisi Aspergillus flavus (MAM-200682) kiifiiniin
gelisimi ve toksin iiretmesi i¢in ihtiyag duydugu mineral maddeler Czapek-dox
agar (CZA) besiyeri temel alinarak, modifiye edilmis besiyeri ortamlarinda tespit
edilmistir. Bu tespitten sonra, farkli besiyerlerinde, sitrik asit, fitik asit ve
etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) selat ajanlarmin kiif gelisimini ve toksin
olusumunu 6nlemedeki etkinligi ortaya konmustur. Ayrica, CZA, Potato dextrose
agar (PDA) ve kuru incirden hazirlanan besiyerinde kiif gelisimi ve tiretilen toksin
miktart belirlenmigtir. Yapilan caligmalarda, sodyum nitrat icermeyen CZA
besiyerinde inkiibasyon siiresi boyunca kiif gelisimi gézlenmemistir (p<0.05).
Besiyeri bilesimden diger bilesiklerin (magnezyum siilfat, demir (lll) siilfat,
potasyum kloriir ve potasyum fosfat) ¢ikarilmasi durumunda kiifiin, kontrol grubu
besiyeri ile ayni diizeyde gelisim gosterdigi tespit edilmistir (p>0.05). Ancak,
besiyerinden magnezyum siilfat ve demir (Ill) siilfat bilesiklerinin g¢ikarilmasi
aflatoksin tretimini artirmistir. A. flavus’un en hizli kuru incirden hazirlanan
besiyerinde gelistigi, en fazla PDA besiyerinde aflatoksin iirettigi belirlenmistir.
Calismamizda kullanilan tiim besiyerlerinde, EDTA’nin kif gelisimini inhibe
etmede diger selat ajanlarindan daha etkili oldugu tespit edilmistir. EDTA, kiifiin
aflatoksin iiretimini 6nlemede de etkili bulunmustur. Bu ajanin 1.75 mM’lik
konsantrasyonunun PDA ve kuru incirden hazirlanan besiyerinde aflatoksin
tiretimini %90’1n tizerinde azalttig1 belirlenmistir (p<0.05). Sitrik asit ve fitik asit
kiif gelisimini sadece PDA besiyerinde inhibe ederken, fitik asitin CZA ve PDA
besiyerinde aflatoksin iiretimini azaltmada kismen etkili oldugu, sitrik asitin ise
onemli bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir (p>0.05). Kuru incirden hazirlanan
besiyerinde tiim selat ajanlar1 aflatoksin tiretimini %90’1n tizerinde azaltmistir. Bu
bulgular; selat ajani uygulamasinin, kuru incirlerde sik¢a yasanan aflatoksin
kontaminasyonu probleminin ¢dziimiinde umut verici sonuglar ortaya
koyabileceginin gostergesidir.

ANAHTAR KELIMELER: Kiif, aflatoksin, mineral maddeler, selat ajanlar,
Czapek-dox agar, Potato dextrose agar, kuru incirden hazirlanan besiyeri



ABSTRACT

PREVENTION OF Aspergillus flavus GROWTH AND AFLATOXIN
FORMATION IN DIFFERENT MEDIA BY USING CHELATING
AGENTS
MSC THESIS
SULE GUNAYDIN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. HAKAN KARACA)

DENIZLi, APRIL 2018

In this study, minerals required for the growth and toxin production of Aspergillus
flavus were determined in modified media based on Czapek-dox agar (CZA).
After this determination, the effectiveness of citric acid, phytic acid and
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) chelating agents in preventing the mold
growth and toxin formation was detected in different media. Additionally, the
mold growth and amount of toxin produced were determined in CZA, Potato
dextrose agar (PDA) and dried-fig extract agar. The present study revealed that
mold growth was not observed in CZA without sodium nitrate during incubation
period (p<0.05). The removal of other components (magnesium sulfate, iron (I11)
sulfate, potassium chloride, potassium phosphate) from the medium did not affect
the growth of mold (p>0.05). However, the removal of magnesium sulfate and
iron (111) sulfate compounds increased aflatoxin production. A. flavus grew faster
on dried-fig extract agar and the amount of toxin produced was higher in PDA
among all the media tested. In all media used in this study, EDTA was found to be
more effective than the other chelating agents in preventing the growth of mold.
EDTA was also effective in preventing the production of aflatoxin. It was
determined that 1.75 mM EDTA reduced aflatoxin production over 90% in PDA
and dried-fig extract agar (p<0.05). Citric acid and phytic acid inhibited the
growth of mold only in PDA medium. Phytic acid was partially effective in
reducing aflatoxin production in CZA and PDA media, whereas citric acid was
found to have no significant effect (p>0.05). All chelating agents reduced
aflatoxin production over 90% in dried-fig extract agar. These finding
demonstrate that the application of chelating agents could give promising results
for solving aflatoxin contamination problem.

KEYWORDS: Aspergillus flavus, aflatoxin, mineral materials, chelating agents,
Czapek-dox agar, Potato dextrose agar, dried-fig extract agar
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ONSOZ

Calisma konusunun belirlenmesi, planlanmasi, yiiriitiilmesi ve sonuglarin
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1. GIRIS

Incir (Ficus carica L.) kalori degeri yiiksek, vitamin ve mineralce zengin, son
derece lezzetli bir iiriindiir. Bu meyve, kisa siiren {iretim sezonu nedeniyle genellikle
kurutularak tiiketilir. Tiirkiye, gerek taze gerekse kuru incir tiretiminde ve ihracatinda
diinyada agik ara birinci siradadir (Anonim 2017). Bahgeden tiiketiciye kadar gecen
sliregte incirde karsilagilan sorunlarin basinda 6zellikle saglik agisindan tiiketimde
tehlike ve ihracatta problem olusturan aflatoksin sorunu gelmektedir. Aflatoksinler,
belirli bazi kiif tiirleri tarafindan {iretilen, yiiksek toksik 6zellikleri nedeniyle insan ve
hayvanlarda gesitli hastaliklara, hatta 6liimlere yol agabilen metabolitlerdir (Sen ve

Nas 2010).

Kuru incirlerde aflatoksin sorunu 70’li yillardan giiniimiize dek siiregelen ve
hala kesin bir ¢0ziime kavusturulamamis ciddi bir sorundur. Kuru incirlerde
aflatoksin sorununun ¢6ziimii i¢in en akilct yol kiif kontaminasyonu ve toksin
olusumunun Onlenmesidir. Ancak, gecmisten giiniimiize kadar yapilan g¢alismalar
cogunlukla mevcut aflatoksinlerin giderilmesi veya azaltilmasi yoniindedir. Bu
amagla; bircok fiziksel (1s1, 1sinlama uygulamasit vb.), kimyasal (asit, ozon
uygulamasi vb.) ve biyolojik yontem (bakteri, maya, kiif vb. mikroorganizmalar ile
toksinleri azaltma) denenmistir. S6z konusu yontemler aflatoksinleri parcalamada
etkin bulunmalarina karsin; teknik ve ekonomik acidan uygun olmamalari, gida
maddesinin besin degerinde onemli degisiklige ve zararl bilesiklerin olusmasina yol
acmalar1 ve iriinde kalintt birakmalari gibi nedenlerden dolayr uygulamaya

aktarilamamiglardir (Heperkan 2006, Zorlugeng 2009).

Incir meyvesi, yiiksek seker ve mineral madde igerigiyle kiif gelisimi ve
toksin olusumu ig¢in iyi bir substrattir. Herhangi bir gida maddesinde aflatoksin
sorunundan bahsetmek icin Oncelikle toksin iiretici kiifiin gidaya bulagmasi ve o
gidada gelisim gosterebilmesi gerekmektedir. Kiiflerin varligini siirdiirebilmeleri
lizerine enerji kaynagi, oksijen, su aktivitesi, sicaklik, pH gibi bir¢cok faktoriin etkili
oldugu bilinmektedir. Bu faktorlerden biri de yasamsal faaliyetlerin siirdiiriilebilmesi

icin gerekli mineral maddelerin (sodyum, potasyum, magnezyum, demir vb.)



varhigidir (Turhan 2010). Caligmamizda; gida sanayinde yaygin olarak kullanilan
selat ajanlarinin “kiiflerin besiyeri ortaminda gelismesi igin ihtiya¢ duydugu mineral
maddeleri baglayarak” kiif gelisimi ve aflatoksin olusumunu onlemedeki etkisi
belirlenmistir. Elde edilen sonuglarin, kuru incirde aflatoksin sorununun ¢6ziimiine

katki saglayacagi diigiiniilmektedir.

1.1 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin birinci amaci, onemli bir aflatoksin iireticisi kiif olan
Aspergillus flavus’un gelismesi ve toksin {iretmesi igin ihtiyag duydugu mineral
madde/maddeleri tespit etmektir. Ikinci amaci, Czapek-dox agar, Potato dextrose
agar ve kuru incirden hazirlanan besiyerinde kif gelisimi ve toksin olusumunu
incelemektir. Uciincii ve son amaci ise, soz konusu besiyerlerine katkilanan sitrik
asit, fitik asit ve EDTA selat ajanlarinin kif gelisimi ve toksin olusumu tizerine

etkisini ortaya koymaktir.

1.2 Literatiir Ozeti

1.2.1 Gidalarda Kiif Gelisimi ve Mikotoksin Olusumu

1.2.1.1 Kiifler

Kiifler ¢ok hiicreli ve flamentli (ipliksi hiicrelerden olusan) mikro-funguslar
olarak tanimlanmustir. Kif hiicreleri art arda dizilerek hifleri, cesitli sekillerde
dallanma yapmak suretiyle bir araya gelerek miselyumu olustururlar. Vejatatif hiicre
yapilar1 renksiz olan canlilardir. Ancak c¢ogalma elemani olarak olusturduklari
sporlar gelisme ortamindaki kosullara, cins ve tiire bagh olarak degisen renklere

sahiptirler (Ozer 2009, Turhan 2010).

Kiifler eseyli ve eseysiz olmak ftizere iki tip ¢ogalma gosterirler. Eseyli

¢ogalmada askospor veya zigospor olarak tanimlanan elemanlar olusur ve bu sporlar



cimlendiginde yeni nesiller meydana gelir. Kiiflerde asil ¢ogalma sekli eseysiz
cogalmadir. Eseysiz ¢ogalmada sporlar bir kese icinde (endospor) ya da acikta
(ekzospor) olusurlar. Ekzosporla ¢ogalmada diger hiflerden daha kalin ve gelisme
diizlemine daha dik bir tasiyict hif olusur. Bu tasiyici hif konidi tasiyicisi
(konidiofor) olarak isimlendirilir. Konidi olusumu ile ¢ogalmada bundan sonraki
asamalar farklilik gosterir. Bu ¢ogalmanin birinci seklinde, konidiofor ucunda tiire
Ozgii ve biiylikliikte vesikiil denilen yap1 olusur. Kiif tiirline gore vesikiiliin dig
yilizeyinde ¢ikintilar meydana gelir. Vesikiile bagli olan ¢ikintilar metula, bunun ug
kisminda olusanlar ise fiyalid olarak adlandirilir. Daha sonra, fiyalidin ucunda konidi
olusumu meydana gelir. Konidilerden ilk olusanlar disa itilerek konidi zinciri olusur
ve tek bir ¢gogalma elemaninda milyonlarla ifade edilebilecek sayida spor olusumu
izlenir. Konidisporla ¢ogalmanin ikinci seklinde ise, vesikiil olugsmaz. Kiif tiirliniin
kalitsal 6zelligine bagli olarak konidiofor ucunda veya konidiofora dal ile bagh
metula ve/veya fiyalidler olustuktan sonra konidi olusumu izlenir. Konidiler tiire
ozgl renk, sekil ve biiytikliiktedir. Kif tlirline gore degiskenlik gosteren tiim bu
ozellikler kiiflerin tanimlanmasma yardimer olmaktadir (Sahin ve Korukluoglu
2000). Sekil 1.1°de A. flavus ve Penicillium simplicissimum kiiflerinin mikroskobik

goriiniimii verilmistir (Sezek ve dig. 2008).

Sekil 1.1: a) A. flavus kiifiiniin mikroskobik goriiniimi, b) P. simplicissimum
kiifiiniin mikroskobik gdriintimii
Dogada hava, toprak, su ve organik maddeler iizerinde yaygin olarak bulunan
kiiflerin gelismelerini sinirlayan en onemli etken bulastiklar1 yer ve ortamin su
icerigidir. Kiifler, sentezledikleri enzimlerle asir1 karmasik yapidaki organik
maddeleri en kiiclik birimine yikarlar ve bunlardan besin kaynagi olarak
yararlanirlar. Beslenmeleri i¢in gerceklestirdigi metabolik etkinlikler sirasinda ¢ok

fazla say1 ve cesitte madde olusturmaktadirlar. Kiiflerin olusturdugu birincil
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metabolitler; alkoller, organik asitler, enzimler vb. iken, ikincil metabolitler ise
antibiyotik ve mikotoksin gibi maddelerdir (Turhan 2010).

Kiifler gelisip ¢ogalmalar1 i¢in oksijen, su, karbon kaynagi, azot kaynagi,
vitaminler ve minerallere ihtiya¢ duyarlar. Gelisim istekleri en az olan
mikroorganizma grubu kiiflerdir. Enerji ihtiyaglarin karsilayabilmek, protein ve
DNA gibi makromolekiilleri olusturmak igin farkli besin maddelerine ihtiyag
duyarlar. Karbonhidratlar1 sentezleyemezler. Proteince zengin ortamlarda
karbonhidrat kaynagi olmadan karbon kaynagi olarak aminoasitleri kullanirlar
(Turhan 2010). Kiiflerin gelismelerini siirdiirmeleri i¢in ortamda bulunan sodyum
(Na), potasyum (K) , magnezyum (Mg), demir (Fe) vb. mineral maddeler 6nemli rol
oynamaktadir. Mineraller maddeler, metabolizmada; enzim aktivasyonu, taginim
prosesleri vb. 6nemli mekanizmalarda gorev almalar1 nedeniyle her canli organizma
icin elzemdirler (Abelson ve Aldous 1950). Literatiirde, besiyeri ortaminda
gerceklestirilen caligmalarda, s6z konusu mineral maddelerin belirli bir dozunun kiif
gelisimi ve toksin olusumu icin gerekli oldugu ortaya konmustur (Davis ve dig.
1967, Aziz ve Moussa, 1997). Ancak, yapilan baz1 ¢aligmalarda ortamda belirli bir
dozun iizerinde bulunan mineral maddelerin kiif gelisimini 6nledigi tespit edilmistir
(Holmquist ve dig. 1983, Shahin ve Aziz 1997, Stiles ve dig. 2002 ).

Kiiflerin gelismelerini stirdiirebilmeleri tizerine sicaklik, pH, su aktivitesi vb.
faktorler de etkilidir. Kiifler oda sicakliginda, daha diistik sicakliklara nazaran daha
hizli geligirler. pH 3-8 araliginda faaliyetlerini siirdiiriirler. Gelisim gosterdikleri su
aktivitesi degeri 0.60-0.90 arasindadir. Yiiksek seker konsantrasyonuna sahip
ortamlarda kolaylikla gelisen, genellikle toprak ve hava kokenli kirliliklerin nedeni
olan ve ortam kosullarina bagli olarak toksik ikincil metabolitler tiretebilen kserofilik
ozellikteki kiifler 0.85 su aktivitesi degerinin altinda gelisim gosterirler (Pitt ve
Hocking 1997, Ozyaral ve dig. 2007, Ozer 2009, Turhan 2010, Se¢kin ve Taseri
2015).

Tarimsal {riinlerin tiretimden hasat, depolama ve tiiketimine kadar gegen
stirecte kiiflerin neden oldugu zararlar 6nem tasimaktadir. Kiifler, gidalarin protein,
yag ve karbonhidratlarini enzimatik faaliyetlerle pargalayarak gidanin dokusunu
degistirmekte, yag igeriginin azalmasina, serbest yag asiti miktarinin artmasina,

proteinlerin parcalanmasina, aminoasit bilesiminde degisime, renk degisimine, kotii

4



koku olusmasina, tat degisimlerine ve agirlik kaybina neden olmaktadir. Ancak
biitiin bunlarin yan1 sira; en énemli zararlari, tirettikleri mikotoksinlerle kontamine

olmus gidalarla beslenen insanlar ve yemlerle beslenen hayvanlar iizerinedir (Ozer
2009).

1.2.1.2 Mikotoksinler

Mikotoksinler; kif hiicreleri tarafindan sentezlenen ve iizerinde bulundugu
iriin ve gida maddesinde salgilanabilen, kii¢iikk molekiil yapisina sahip toksik
ozellikteki ikincil metabolitlerdir. Belirli bazi kiif tiirleri tarafindan ¢ogalma

evresinin sonunda sentezlenmeye baslanirlar (Ozer 2009).

Uriin iizerinde kiifiin gelismesi, o kiifiin mutlaka toksin iiretecegi anlamia
gelmemektedir. Ciinkii kiiflerin tiimii mikotoksin iiretmemektedir. Mikotoksinler,
gida ve yem maddesine bulagsmis mikotoksin iiretme yetenegine sahip kiifler
tarafindan ancak uygun kosullar olustugunda tretilebilmektedir. Bununla birlikte
iirtin tizerinde kiife rastlanilmamasi o iiriinde daha dnceden mikotoksin olugsmadigi
anlamma da gelmemektedir. Ciinkili olusan mikotoksin, iirlin iizerinde kiif inaktif

olduktan veya uzaklastirildiktan sonra bile uzun siire kalabilmektedir (Ozer 2009).

Mikotoksin iiretme yetenegine sahip olan kiifler “toksijenik kiifler” olarak
adlandirilmaktadir. Yaygin olarak bulunan ve mikotoksinleriyle biiylik problemler
yaratan kiifler arasinda Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinslerine ait toksik
kiifler sayilabilir. Mikotoksinleri iireten kiif sporlari riizgar ve hava akimlariyla
taginarak hemen her yerde (atmosferin ¢esitli katmanlari da dahil) bulunabilirler.
Mikotoksin kontaminasyon diizeyi; iklim kosullarina, {iriinlin cinsine ve cografi
konuma bagli olarak mevsimden mevsime ve yildan yila farklilik gosterebilir

(Karaca ve Yemis 2008, Bakirci 2014).

Mikotoksin tiretimini etkileyen faktdrlerden en onemlileri, kiifiin cinsi yani
toksin tireten bir kiif olup olmadigi, kiifiin {irtine bulagsma miktari, {iriiniin olgunluk
durumu, bilesimi, nem igerigi, ortam sicaklifi ve depolama kosullaridir.

Mikotoksinlerin tiretimini etkileyen faktorler Tablo 1.1°de verilmistir.



Tablo 1.1: Mikotoksinlerin iiretimini etkileyen faktorler (Ozer 2009).

Fiziksel Faktorler Kimyasal Faktorler Biyolojik Faktorler
Sicaklik Karbondioksit Mikroorganizma ytkil
Bagil nem Oksijen Mikrobiyal flora
Kurutma hizi Mineral igerigi Bocek zarari
Mekanik zarar Kimyasal islemler Hastalik zarar1
Substratin 6zelligi Bitki ¢esidi
Bitki stresi

Mikotoksinler; yetisme siirecinde, hasat ve isleme sirasinda, islemeyi izleyen
evrede ya da depolama evresinde gidalarda toksijenik kiifler tarafindan tiretilebilirler.
Mikotoksikozis, mikotoksinlerle kontamine olmus gida ve yemlerin tiiketilmesiyle
ortaya ¢ikan hastaliklara verilen isimdir. Bu hastaliklar; karsinojenik (kanserojen),
teratojenik (embriyonal hasarlar), tremorgenik (titreme ve refleks kayiplart
sorunlar1), hemorojik (doku ve organlarda kanama sorunlari), dermatitik (deride
lezyonlar), hepatotoksik (karaciger hasarlart), nefrotoksik (bobrek sistemi hasarlari),
norotoksik (sinir sistemi hasarlar1) vb. saglik sorunlar1 olarak sayilabilmektedir. Bu
hastaliklarin yan1 sira mikotoksikozis, Oliime sebep olabilen akut riskler de

tasimaktadir (Bakirc1 2014).

Belirli bir kiif tiirti birden fazla farkli mikotoksin olusturabilmekte ve
herhangi bir mikotoksin cesidi farkli kiif tiirleri tarafindan iiretilebilmektedir. Uretici
suslar1, olusum sartlari, kimyasal yapilar1 ve gosterdikleri toksik etkiler bakimindan
birbirinden ayrilan mikotoksinlere, kiif gelisiminin gozlendigi yagh tohumlar, misir,
arpa, baklagiller, bazi baharatlar, findik, fistik gibi kabuklu meyvelerle birlikte
meyve ve sebzelerde ve bunlardan elde edilen birgok iiriinde rastlanabilmektedir.
Gilintimiizde 300 civarinda mikotoksinin varlig tespit edilmis olup, 350 kadar kiif
tiirlinlin bu mikotoksinleri olusturdugu bilinmektedir. Karsilasilma sikliklar1 ve
toksik etkileri gbz Oniine alindiginda aflatoksinler, okratoksinler, patulin,
fumonisinler, penisillik asit, sitrinin ve sterigmatosistin en énemli mikotoksinlerdir
(Ozer 2009, Nizamlioglu ve Con 2010, Sen ve Nas 2010).



1.2.1.3 Onemli Mikotoksinler

1.2.1.3.1 Aflatoksinler

Onemli mikotoksinler arasinda yer alan aflatoksinler, insan ve hayvan saglhg
acisindan en tehlikeli olan toksinlerdir. Ingiltere’de ¢ok sayida kanatli hayvanin
6lumii ile sonuglanan “Turkey X hastalig1 sonucunda kesfedilmislerdir. Yiiz binden
fazla hindi ve diger c¢iftlik hayvaninin liimiiyle sonuglanan hindi hastalig1 salginlar
sonrasinda aflatoksinler heterosiklik bilesikler ile baglantili bir grup olarak 1960
yilinda bulunmustur. Ulkemiz agisindan ilk aflatoksin sorunu 1967 yilinda
Kanada’ya gonderilen 10 ton i¢ findigm, 1971 yilinda da ABD’ye ihra¢ edilen 45
parti antepfistiginin 31 partisinin aflatoksin icerdigi gerekgesiyle geri ¢evrilmesi

sonucu ortaya ¢cikmistir (Ozpala 2006, Yentiir ve Er 2012).

Aflatoksinler A. flavus, A. parasiticus ve A. nomius gibi bazi1 Aspergillus
tiirleri tarafindan tretilen ikincil metabolitlerdir. Genellikle misirda, fistikta, pamuk
tohumunda, findikta, bademde, incirde, baharatlarda, siit ve siit iiriinlerinde ve diger
gida ve yem cesitlerinde gozlenir. Siit, yumurta ve et tirinlerinin de bazen aflatoksin
ile kontamine olmalar1 hayvanlarin aflatoksin igeren yemlerle beslenmesi sonucu
olmaktadir. Aflatoksinler, kimyasal yap1 olarak bifuran halkasi ve lakton baglantisi
tasiyan yiiksek yapili kumarin bilesikleridir. Kloroform, metanol, ve diger birgok
¢ozilicide c¢oziinebilmektedirler. Suda ¢ozinirlikleri ise azdir ve 10-30 pg/ml
arasinda degismektedir. Dogada yaygin olarak B;, B, Gj, G, olmak iizere dort
aflatoksin tiirii bulunmaktadir. Bu aflatoksin tiirlerininin kimyasal yapis1 Sekil 1.2°de
verilmistir. Grubun diger iiyeleri ise aflatoksin tiirevleri olarak adlandirilmaktadir.
Ortamda ¢ogunlukla en yiiksek konsantrasyonda aflatoksin Bj bulunur. Bunu
sirastyla Gi, B, ve Gy izler. Bilinen aflatoksinlerin en toksik olani aflatoksin B dir.
Aflatoksinler, 365 nm dalga boylu Ultraviyole (UV) 1s1gmm1 kuvvetle absorblarlar ve
aflatoksin B ve B, i¢in 425 nm’de; aflatoksin G; ve G; i¢in ise 450 nm’de floresans
emisyonu olustururlar.  Aflatoksinlerin birbirinden ayirt edilmelerinde floresans
renkleri ve relatif kromatografik mobilitelerinden yararlanilmaktadir. UV lamba
altinda mavi renk floresans veren aflatoksinler “B”, yesil renk floresans verenler ise

“G” olarak adlandirilmistir. Buna ek olarak, sadece siit tirtinlerinde bulunabilen ve



M; ve M, olarak adlandirilan aflatoksin tiirevleri de bulunmaktadir. Bu aflatoksinler
ilk kez aflatoksinli yemlerle beslenen hayvanlarin siitlerinden izole edilmis ve
bundan dolayr “M” olarak isimlendirilmislerdir (Isman 2004, Karaca 2005, Ozer
2009).

Aflatoksin G, Aflatoksin G,

Sekil 1.2: Aflatoksin By, B,, G; ve G2’nin kimyasal yapisi

Yapilan galismalar aflatoksinlerin genellikle A. flavus ve A. parasiticus
tiirlerinin bazi suglar tarafindan tiretildigini gostermektedir. A. flavus’un birgok susu
aflatoksin meydana getirmedigi halde, dogada yaygin olarak bulunmasi ve
karbonhidratca zengin substratlar {izerinde c¢ok genis sicaklik araliklarinda
gelisebilmesi aflatoksin olusumunu tesvik etmektedir. Baglica aflatoksin iireticisi
olan A. flavus ve A. parasiticus’un aflatoksin tiiretme yetenekleri farklilik
gostermektedir. A. parasiticus hem aflatoksin B hem de aflatoksin G
tretebilmektedir. Ayrica bu kiifin izolatlar1 A. flavus’tan daha yiiksek
konsantrasyonlarda aflatoksin iiretme yetenegine sahiptirler. A. flavus ise susa gore
farklilik gostermekle birlikte B grubu aflatoksinleri yiiksek diizeyde iiretirken G
grubu aflatoksinleri iiretmemek de ya da diisiik miktarda tiretmektedir (Shotwell ve
dig. 1966, Koehler ve dig. 1975, Gourama ve Bullerman 1995).



Aflatoksinler hasat, kurutma, depolama, gida ve yem halinde iiriinii isleme
asamasinda olusabildigi gibi {iriin tarlada veya bahgede gelisirken de meydana
gelebilmektedir. Aflatoksin olusumunu; {iriin nemi, kurutma hizi, ortamin nisbi nemi,
sicaklik, ortamda bulunan kiif veya sporlarimin yogunlugu, gelisen tiirlerin toksin
olusturma giigleri, mikroorganizmalar arasi rekabet, iiriinlin ve yetistirilen ¢esidin
direnci, bocek veya diger zararlilarin faaliyeti, bitki stresi, hava sicakligi, atmosferik

gazlarin bilesimi gibi bir¢ok faktor etkilemektedir (Yentiir ve Er 2012).

Aflatoksinlerin olusumunda nisbi nem ve sicaklik en 6nemli parametrelerdir.
Toksin iireten kiiflerin gelismesi i¢in optimum sartlar 24-35°C sicaklik araligi ve
%70’1n lizerinde nisbi nemdir. Kiiflerin gelismesi ve toksin liretmesi i¢in gereksinim
duydugu ihtiyaglar farklilik gdstermektedir. Ornegin; kiif gelisimi igin gerekli olan
sicaklik ve su aktivitesi degerleri toksin olusumu i¢in gereksinim duyulan degerler ile
ayni degildir ve tiire gore de farklilik gostermektedir. A. flavus ve A. parasiticus’un
gelismesi i¢in su aktivitesi degeri sirasiyla 0.78 ve 0.82 iken toksin iiretmesi i¢in bu
deger 0.82-0.83’diir. Benzer sekilde kiif gelisimi ve toksin olusumu i¢in gerekli
minimum sicaklik degerleri de farklilik gostermektedir. A. parasiticus en diisiik 6—
8°C sicaklik araliginda gelisirken optimum 25-35°C’de gelismektedir. A. flavus ise
en iyi 19-35°C sicaklik araliginda gelisirken 12-42°C arasinda toksin tiretmektedir
(Yikilmaz 2007, Yentiir ve Er 2012).

Aflatoksinlerin toksisiteleri iizerine yapilan ¢aligmalarda, bu mikotoksinlerin
kuvvetli kanserojenik maddeler oldugu belirlenmistir. Hayvanlar {izerinde yapilan
denemelerde Ozellikle aflatoksin Bi'in karaciger kanserine yol ac¢tigi saptanmuistir.
Epidemiyolojik caligmalarda aflatoksin igeren gidalarla beslenen insanlarda primer
karaciger kanserlerine ve karaciger sirozlarina daha yiliksek oranda rastlandigi ifade
edilmistir. Aflatoksin Bi'in kanserojen etkisinin yani sira mutajen, teratojen ve

immunosupresif etkilere sahip oldugu gozlenmistir (Glimiis ve Yilmaz 2006).

1.2.1.4 Incirde Kiif Gelisimi ve Aflatoksin Olusumu

Incir meyvesi, Anadolu’da insanlik tarihi kadar eski dénemlere dayanan
kiiltir meyveleri icinde, en eski gelisme tarihine sahip meyvelerden biridir. Akdeniz

kiyillarinin tipik bir meyvesi olan incir subtropikal iklim kusagindaki iilkelerde
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yetismektedir. Bu iklim kusagi igerisinde yer alan Ege Bolgesi’nin Biiyiik Menderes
ve Kiicilk Menderes Havzalari, incir yetistiriciligi agisindan en ideal ekolojik
kosullara sahip yorelerdir. Iste bu nedenle, incir Ege Bélgesi ve iilkemiz ekonomisi

i¢in en 6nemli tarimsal gelir kaynaklarindan biridir (Karaca 2005).

Yillara gore degismekle birlikte yaklasik 105.000 ton civarinda olan diinya
kuru incir {iretiminin yarisina yakin bir bdlimii llkemiz tarafindan
gergeklestirilmektedir. Son 7 yillik veriler incelendiginde; 2013-2014 yilinda
tilkemiz 106.955 ton olan diinya kuru incir iiretimi igerisinde %58’lik payla birinci
sirada yer almaktadir. Benzer durum kuru incir ihracati i¢inde s6z konusudur.
Tiirkiye son 12 yilda yillik ortalama 37 bin ton dolaylarinda sofralik kuru incir ihracati

gergeklestirmistir. Yemeklik kuru incir ihracatinin en yiiksek oldugu sezon 55.6 bin ton
ile 2014-15 sezonudur (Anonim 2017).

Incir meyvesi yiiksek kalsiyum (Ca), fosfor (P) ve seker igerigi ile besleyici bir
meyvedir. Kisa siiren tiretim sezonu ve hassas yapisi nedeniyle genellikle kurutularak
tiiketilir. Ulkemizde incir sezonu Temmuz aymin ortalarinda baglayip Ekim ay1 sonlarina
kadar siirer. Kurutmalik olarak yetistirilen incirler arasinda az ¢ekirdekli ve ince kabuklu
“Sarilop” cesidi basta olmak {iizere “Goklop”, “Karayaprak”, “Hesevi” ve “Halebi”
cesitleri de yer almaktadir (Karaca 2005). Diger meyvelerden farkli olarak incirler,
agacta birakilarak kurumaya terk edilmektedir. Olgunlagsmasina ragmen agacta birakilan
meyve zamanla buruklasir, tutunamayacak derecede olunca kuruyup yere diser. Yerden
toplanan incirler kerevetlere serilerek golge bir yerde 8-10 giin iginde %20-25 nem
icerigine ulagana kadar sergilerde kurutulurlar. S6z konusu iglemler ile ilgili gorseller
Sekil 1.3’te verilmistir. Yeterli nem igerigine kadar kurutulan incirler iireticiler
tarafindan plastik kasalara doldurulur ve incir isletmelerine getirilir. Incir

isletmesinde bazi islemler (eleme, siniflandirma, yikama vb.) uygulandiktan sonra

piyasaya sunulur (Yikilmaz 2007).
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Olgun taze incir Kurumaya dénmiis incir Yan kuru incir

Yan kuru incirin Yar kuru incirin Kuru incir
yerden toplanmasi kerevetlerde kurutulmasi

Sekil 1.3: incirin kurutulmasi

Incirde aflatoksin olusumunda su aktivitesi, sicaklik, nem, iiriin bilesimi gibi
faktorler 6nemlidir. Meyvenin su aktivitesi degerine bagli olarak aflatoksin iireticisi
kiiflerden A. flavus ve A. parasiticus’un aflatoksin iiretmeye egilimli oldugu
bilinmektedir. Yeni olgunlasmis meyve 0.91-0.97 su aktivitesi degeri ile kiif
kontaminasyonu igin, aga¢ta kurumaya baslayan meyve ise 0.80- 0.89 su aktivitesi
degeri ile mikotoksin olusumu i¢in uygun bir substrattir. Olgunlasma, hasat ve
kurutma dénemi boyunca iiretim bdlgelerinde ortalama sicaklik 27-30°C’dir. Bu
sicaklik derecesi, kiif ve toksin olusumu igin gerekli olan optimum sicaklik
derecesine ¢ok yakindir. Toksin olusumu, kiif gelisimine bagli oldugu gibi, substratin
kimyasal bilesimiyle de yakindan iligkilidir. Incir meyvesi yiiksek seker ve mineral

madde icerigi nedeniyle aflatoksin olusumu i¢in iyi bir substrattir (Yikilmaz 2007).

Olgunlasmamis yesil renkli incirde kiif istilasina karst belirli bir direng s6z
konusudur. Bu dénemdeki meyve, aflatoksin iireticisi kiifle kontamine olsa bile
meyvenin yapisinin toksin liretimine uygun olmamasi nedeniyle aflatoksin olusumu
gozlenmemektedir. Meyve olgunlastikca bu direng kaybolur ve kiif bulagmasi
bakimindan en kritik basamak olan sert olgun basamaga (taze incir haline) gelir. En
yiiksek aflatoksin seviyesine ise kiiflin en uzun kolonizasyon periyoduna sahip
oldugu kahverengi-burusuk meyvelerde rastlanmistir (Demir ve dig. 1990, Boudra ve
dig. 1994). Incirin, en hassas dénemi olan sert olgun donemi kiifle kontamine
olmadan atlatabilmesi durumunda, sonraki asamalarda kuruyup cliriimeye kars1 daha

dayanikli hale gelecegi bildirilmistir. Aksi halde aflatoksin birikiminin fungal
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gelisimin durdugu ana kadar kuruma boyunca siirecegi vurgulanmistir (Buchanan ve

dig. 1975, Doster ve Michailides 1997).

Kuru incirde aflatoksin sorunu hem saglik agisindan hem de ihracatta
yarattigi ekonomik kayiplar nedeniyle onemlidir. Avrupa Birligi (AB) iilkelerinde
kurutulmus meyvelerde aflatoksin By ve toplam aflatoksin i¢in limitleri iki ayri
kategoride ele almmustir. Birinci Kkategoride, insanlar tarafindan dogrudan
tiikketilmeden 6nce ya da herhangi bir iirliniin bilesimine ilave edilmeden 6nce bazi
fiziksel uygulamalardan (siniflandirma vb.) gegirilecek kuru meyveler igin aflatoksin
B1 ve toplam aflatoksin limitleri sirasiyla 5 ve 10 ppb olarak tespit edilmistir. ikinci
kategoride ise, insanlar tarafindan dogrudan tiiketilecek ya da herhangi bir riiniin
bilesimine dogrudan ilave edilecek kuru meyveler i¢in ayni limitler sirasiyla 2 ve 4
ppb olarak belirlenmistir (Anonim 2010). Buna karsin “Tiirk Gida Kodeksi Gida
Maddelerindeki Bulasanlarin Maksimum Limitleri Hakkinda Teblig’e gore
kurutulmus meyvelerde aflatoksin B;’in sinir degeri 8 ppb iken toplam aflatoksin

miktarinin sinir degeri 10 ppb olarak belirtilmistir (Anonim 2011).

Kuru incirlerde aflatoksin sorunu ilk kez 1972 yilinda Danimarka’ya ihrag
edilen incirlerde yiiksek miktarda (938 ppb) aflatoksin saptanmasi ile ortaya
cikmigtir. Ancak, ilgili iilke tarafindan s6z konusu incirlerin Noel nedeniyle
tikketilmis olmalarindan dolayr iade edilmedikleri ve Tiirkiye’den ihra¢ edilecek

incirlerde aflatoksin kontroliiniin yapilmasi gerektigi belirtilmistir (Ozpala 2006).

1973-74 yillarinda ABD’ye génderilen kuru incirlerde, Gida ve Ilag Dairesi
(Food and Drug Administration, FDA) tarafindan yapilan taramada 38 partinin 3
partisinde aflatoksin saptanmis ve bu partiler geri gonderilmistir. 1986 yilinda ise
Isvigre’ye gonderilen 1985 yili kuru incirlerinde, séz konusu iilke tarafindan tolerans
siirlarinin iizerinde aflatoksin belirlendiginin bildirilmesi ile konu yeniden giincellik
kazanmistir (Ozpala 2006). Bu tarihten beri kuru incirde aflatoksin problemi

thracatimiz icin biiyiik tehlike olusturmaktadir.

AB iilkeleri olusturduklar1 Gida ve Yemlerde Hizli Alarm Sistemiyle (Rapid
Alert System for Food and Feed, RASFF) birlige giren tiim yem ve gida maddelerini
mikotoksin, pestisit, agir metal bulagilar1 vb. yoniinden incelemekte ve elde ettikleri

bulgulari, birligin diger iilkeleriyle paylasmaktadir. Sistemde, AB iilkelerine
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Tiirkiye’den ihrag edilen kuru meyvelerin (incir, izim vb.) incelenmesi sonucunda,
mikotoksin kontaminasyonuyla ilgili son 5 yilda toplam 356 adet uygunsuzluk
bildirimi yaymlanmistir. Bu sayida en biiyiik pay, 300 adet bildirimle kuru incirlerde
aflatoksin kontaminasyonuna aittir (RASFF 2012, RASFF 2013, RASFF 2014,
RASFF 2015, RASFF 2016).

1.2.1.4.1 Incirde Kiif Gelisimi ve Aflatoksin Olusumunun Onlenmesi

Bir¢ok gida maddesi ve hayvan yeminde oldugu gibi incir meyvesinde de kiif
gelisimi ve aflatoksin olusumunun 6nlenmesine yonelik alinacak tedbirler aflatoksin
sorununun ¢oziimii i¢in en akilct yol olarak goriilmektedir. Bu amagla incir heniiz
daha bahgedeyken temiz ilek kullanilmasi, hasat zamaninda yere diisen incirlerin
uzun siire yerde birakilmamasi, kurutmanin kerevetlerde yapilmasi ve tam kuruma
saglanmasi gibi bazi hususlara dikkat edilmesi gerekmektedir. Bu hususlara dikkat
edilmesi durumunda dahi aflatoksin sorununun ¢o6ziimiinde kesin basari
saglanamamaktadir. Bu nedenle, incirde daha c¢ok aflatoksinlerin giderilmesi veya

azaltilmasi yoniinde ¢aligsmalar yapilmaktadir (Karaca 2005, Yikilmaz 2007).

Aflatoksinlerin degradasyonu i¢in yani bir gidada aflatoksinlerin giderilmesi
veya azaltilmasi i¢in bir¢ok yontem denenmistir. S6z konusu yontemleri fiziksel,
kimyasal ve biyolojik olmak iizere {i¢ gruba ayirmak miimkiindiir. Fiziksel yontemler
arasinda yiiksek 1s1 uygulamalart (150°C’nin ftizerindeki sicakliklarda), 1sinlama,
adsorbsiyon, solventlerle 6ziitleme vb. cesitli yontemler yer almaktadir. Kimyasal
yontemlerde aflatoksinlerin asit, bistilfit, hipoklorit, amonyak, ozon gibi
kimyasallarla muamelesi s6z konusudur. Biyolojik yontemlerle aflatoksinlerin
degradasyonu ise ortamda bulunan bakteri, maya ve kiif vb. mikroorganizmalarin
varligiyla ¢ogunlukla enzimatik degradasyon ve sorpsiyon yolu ile ger¢ceklesmektedir
(Ozkaya ve Temiz 2003, Kabak ve Var 2005, Zorlugeng 2009).

Bugiin iilkemizde incir isletmelerinde uygulanan ve fiziksel bir ayirma olarak
nitelendirebilecegimiz pratik bir yontem ile kuru incirde aflatoksin sorununun 6niine
gecilmeye calisiimaktadir. Bu yontem kuru incirlerin 365 nm dalga boylu UV 1s1k
altinda incelenmesiyle ortaya ¢ikan ve aflatoksin varligiyla arasinda ¢ok kuvvetli bir

iligki oldugu saptanmis parlak yesilimsi sar1 floresans (bright greenish yellow
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fluorescence =BGYF) veren incirlerin ayiklanmasidir. Ancak floresans veren tiim
incirlerin ayiklanmas1 halinde bile yiginda halen aflatoksin igeren incirler
bulunabilmektedir. BGYF veren bu bilesigin bitkilerdeki peroksidaz enziminin,
fungal bir metabolit olan kojik asit ile reaksiyonu sonucu ortaya c¢iktig1 One
striilmiistiir (Zeringue ve dig. 1999). Bazi incirlerin aflatoksin ile kontamine
olmalarina ragmen BGYF vermemelerinin nedenleri arasinda incirlerin giines 1s18ina
maruz kalmasi sonucu floresans veren bilesigin yapisinin bozulmasi veya bu
bilesigin yagan yagmur ile yikanip gitmesi sayilabilir. Ayrica, bazi incirlerin i¢
kisminda yogun floresans goriilmesine karsin dig kisminda floresans yogunlugunun
azalabildigi bildirilmistir. Tim bunlar aflatoksin ile kontamine olmus baz1 incirlerin
BGYF vermemelerinin nedeni olarak gosterilmektedir. Iste bu nedenlerle UV lamba
altinda fiziksel yolla ayirmaya alternatif olarak, fiziksel kimyasal ve biyolojik
yontemler veya bunlarin kombine uygulamalari ile incirlerdeki aflatoksinler
giderilmeye calisilmaktadir (Karaca 2005). Aflatoksinlerin giderilmesi igleminin en
biiylik dezavantaji ise, toksinlerin pargalanmasi sonucu ortamda olusabilecek yeni
bilesiklerin tanimlanamamasi ve toksisitesinin bilinmemesidir. Bu nedenle, incirde
kiif gelisimi ve aflatoksin sorununun ¢oziimiinde en akillica yolun, meyve iizerinde

kiif gelisimini 6nleyerek aflatoksin olusumunu engellemek oldugu aciktir.

1.2.2 Selat Ajanlar:

Selat ajanlari, ortamda serbest halde bulunan mineral maddeler ile stabil
yapida ve genellikle suda ¢oziinebilen kompleksler meydana getirerek, bunlarin
gidalarda neden oldugu istenmeyen reaksiyonlari (acilasma, renk degisimi vb.)
engelleyen maddelerdir. Selat ajanlarmin tek baglarina antioksidatif etkileri
bulunmamakla birlikte gidalarin tadini, rengini ve besin degerini korumalarinda
onemli rol oynadigi bilinmektedir. Uluslararasi Gida Kodeks Komisyonu (Codex
Alimentarius Commission, CAC) tarafindan selat ajanlar1 “antioksidanlarin ve
emiilsifiye edici tuzlarin alt sinifi” olarak ifade edilmesine karsin AB direktiflerinde

ayr1 bir sinif olarak ele alinmaktadir (Giir ve Demirag 2009).

Paylagilmamis elektron ciftleri olan her molekiil ve iyon, metal iyonlar1 ile

kompleks meydana getirebilmektedir. -OH, -SH, -COOH, -PO3H,, C=0, -NR;, -S ve
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-O- gibi birbirine uygun geometrik yapida iki veya daha fazla fonksiyonel grup
iceren bilesikler uygun ortamlarda metaller ile selat olusturabilmektedirler. Bir
maddenin selat ajan1 6zelligi gosterebilmesi i¢in, ajanin 5°1i veya 6’11 halka meydana
getirebilmesi gerekmektedir. Selat ajanlarinin yapisal 6zelliklerinin yani sira pH gibi
baz1 kimyasal 6zellikleri de kuvvetli metal selatlarinin olusumunu etkilemektedir.
Ormnegin; iyonize halde olmayan bir karboksilik grup etkin olmamasma karsim,
karboksilat iyonunun selatlama fonksiyonu olduke¢a etkilidir. pH’da meydana gelen
artiglar karboksil grubunun iyonlagsmasma olanak vermekte ve selat olusturma

verimini artirmaktadir (Giir ve Demirag 2009).

Selatlama reaksiyonu bir denge reaksiyonudur. Selat ajani ile metal arasindaki
reaksiyonda selatlanmis metal iyonlarinin selatlanmamis olanlara orani “stabilite
sabiti” olarak adlandirilir ve ajanin selatlama giiciiniin bir gostergesidir. Stabilite
sabitinin artmasi ile selat ajaninin metal iyonlarini selatlama egilimi artmakta ve
katyon formunda daha az metal kalmaktadir (Giir ve Demirag 2009). Gida sanayinde

kullanilan baz1 selat ajanlarinin stabilite sabitleri Tablo 1.2°de verilmistir.

Tablo 1.2: Metal selatlarinin stabilite sabitleri (Chambers 1993).

Selat ajami Na*! K Fe* Fe* Mg*
EDTA 1.64 0.80 14.27 25.00 8.83
Sitrik asit 0.70 0.59 4.40 11.50 3.37
Fosforik asit 0.60 0.49 3.60 8.30 1.50
Tartarik asit - - - 6.50 1.40
Glisin - - - 10.00 2.20
-:Belirtilmemistir.

Gidalarin yapisinda bulunan polikarboksilik asitler (sitrik, malik, tartarik,
okzalik ve suksinik asitler), polifosforik asitler (adenozin trifosfat, pirofosfat) ve
yilksek yapili molekiiller (porfirinler, proteinler) dogal selat 06zelligindeki
maddelerdir. Bu nedenle klorofilde bulunan magnezyum, enzimlerde bulunan bakair,
demir, ¢inko ve manganez, proteinlerde bulunan demir ve hemoglobin ile
miyoglobinin porfirin halkasinda bulunan demir gibi pek ¢ok metal iyonu, dogal
olarak selatlanmis halde bulunmaktadir. Bu tip iyonlar bazi hidrolitik ve diger bazi
parcalanma reaksiyonlarmin sonucunda serbest hale gectiklerinde gidalarda renk

degisimi, tatta acilasma ve lezzet kaybi1 gibi bozulmalara neden olmaktadir. Bu
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durumda serbest halde bulunan metal iyonu ile kompleks olusturma ve buna baglh
olarak gidalardaki bozulmalar1 Onlemek amaciyla ortama selat ajani ilave

edilmektedir (Giir ve Demirag 2009, Arslan 2011).

Gida sanayinde yaygin olarak kullanilan selat ajanlar1 EDTA, sitrik asit ve
tuzlari, fitik asit ile fosfatlar oldugu bilinmektedir. S6z konusu selat ajanlarinin
kimyasal yapisi Sekil 1.4’te gosterilmistir. Fiziksel ve kimyasal 6zellikleri Tablo

1.3’te verilmistir.

O (o] OH
HO (@)
’)LOH
N HO
N~
HO Ho on
O OH o
o o
EDTA Sitrik asit
('I)H
O=P—OH
Ho. PH o Q9 oH
< H .R (@) @) O
o © e \OH Naoﬁll:l, 5 II_.',/ONa
NaO™ ~O”| O~ “ONa
HO_ oo, 2 N
HO™ o g OH
HO-P=0
OH
Fitik asit Sodyum tripolifosfat

Sekil 1.4: Selat ajanlarinin kimyasal yapilari

Selat ajanlar1 yaygin olarak gida sanayinde antioksidan sinerjistleri olarak
kullanilmaktadir. Kendileri antioksidan olmamakla birlikte, oksidasyonu katalizleyen
metal iyonlarmi ortamdan uzaklagtirmakta ve gidalarda renk degisimi, oksidatif
acilagsma gibi istenmeyen bozulmalar1 6nlemektedir (Arslan 2011). Bu amagla, et
iriinlerinde fosfatlar su tutma kapasitesinin artirilmasi, pisirme kayiplarinin
azaltilmas1 ve tekstiirel oOzelliklerin gelistirilmesinin yani sira yaygin olarak

kullanilmaktadir (Simsek ve Kilig 2017).
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Tablo 1.3: Gidalarda yaygin olarak kullanilan selat ajanlarinin fiziksel ve kimyasal
ozellikleri (Nauta 1991, Sheftel 1995, Kumar ve dig. 2010).

Kimyasal Molekiil | Fiziksel Coziiniirliik

Selat ajam Sinifi
formiilii agirhg formu (9/100 ml H,0)
Amino
EDTA . Ci1oH16N,Og 292.20 BeyaZ toz 0.05
karboksilat
o Hidroksi Renksiz
Sitrik asit ) CsHsO4 192.10 ) 160
karboksilat kristal

Fitik asit Polifosfatlar CeH15024P¢ 660.04 Beyaz toz -

Sodyum )
o Polifosfatlar NasP301, 367.90 Beyaz toz 73
tripolifosfat

-: Belirtilmemistir.

Alkolsiiz iceceklerde, asitligi diizenleyici olarak ilave edilen sitrik asit ve
fosforik asit ayni zamanda metaller ile selat olusturarak, lezzet maddelerinin
oksidasyonu ile renk bozulmasina neden olan reaksiyonlarin metaller tarafindan
katalizlenmesini engellemektedirler. S6z konusu selat ajanlar1 fermente malt
iceceklere de bakir ile kompleks olusturmasi igin katkilanmaktadir. Bu tiir
iceceklerde ortamda serbest halde bulunan bakir, proteinlerle etkileserek bulanikliga
neden olan fenolik bilesiklerin oksidasyonunu katalizlemektedir (Giir ve Demirag
2009).

Sebzelerde, renk agma isleminden oOnce ilave edilen selat ajanlari, metal
iyonlarin neden oldugu renk agilmalarini engellemekte, ayni zamanda kalsiyumu
hiicre duvarinda bulunan pektik maddelerden uzaklastirarak gevrekligi artirmaktadir
(Giir ve Demirag 2009). Selat ajanlarindan gida sanayinde kivam verici, jel yapici,
stabilizor veya emiilgator olarak yaygin olarak kullanilan pektinin elma ve seker
pancar1 gibi meyvelerden ekstrakte edilmesinden de yararlanilmaktadir (Arslan ve
Asan 1993, Renard ve Thibault 1993). Bu durumda selat ajani, meyvenin hiicre
duvarina kalsiyum capraz baglartyla bagli olan pektinin serbest hale ge¢mesini ve

¢Ozinlrliigliniin artmasini saglamakatadir (Van Buren 1991).
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1.2.2.1 Gidalarda Yaygin Olarak Kullanilan Selat Ajanlar: ve Kullanim

Amaclarn

1.2.2.1.1 Sitrik Asit

Sitrik asit ve tuzlar, gidalarda asitligi diizenlemek amaciyla siklikla
kullanilmakla birlikte, yiiksek selatlama ozelligiyle de dikkat ¢ekmektedir. Sitrik
asitin diistik pH’larda daha yiiksek selatlama 6zelligi gosterdigi bilinmektedir. Genel
olarak giivenilir kabul edilen (Generally recognized as safe, GRAS) o6zellikte olan
sitrik asit, deniz iriinlerinde askorbik asit ile daldirma ¢6zeltisi halinde
kullanildiginda acilasmaya neden olan prooksidanlar ile selat olusturmakta ve bu
sekilde bozulmaya neden olan enzimleri inaktif hale getirebilmektedir. Sitrik asit
meyve ve sebzelerde kullanildigi zaman da benzer bir etki gostermektedir. Eritorbik
asit ve sodyum eritorbat gibi antioksidanlar ile birlikte kullanildiginda renk ve lezzet

bozulmalarini 6nleyebilmektedir (Giir ve Demirdag 2009, FDA 2017).

Sitrik asit ortamin ya da hiicre i¢inin pH’sin1 diigiirerek veya hiicre zarinin
gecirgenligini degistirip substrat tagmimini bozarak ya da mikroorganizmalarin
yasami i¢in gerekli bazi mineral maddelerle selat olusturarak antimikrobiyal etki
gostermektedir (Coskun 2006). Sitrik asit ile in vitro ve in vivo kosullarda yapilan
calismalarda, sitrik asitin Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis,
Shigella sonnei vb. birgok bakteri tiiriine karsi antimikrobiyal etki gosterdigi
bildirilmistir (Kim ve Rhee 2015, Akbas ve Cag 2016, Chai ve dig. 2016, Oh ve dig.
2016, Battisti ve dig. 2017, Wu ve dig. 2017).

Sitrik asit yalnizca bakteriler iizerine degil baz1 maya ve kiif tiirleri iizerine de
antimikrobiyal etki gostermektedir (Dolezalova ve dig. 2010). Shokri ve dig. (2011)
in vitro kosullarda gergeklestirdikleri ¢alismalarinda sitrik asit ve tartarik asitin bazi
maya (Candida albicans vb.) ve kiif (A. fumigatus vb.) tiirlerine kars1 antifungal
etkisini incelemislerdir. Caligmalar1 sonucunda sitrik asitin tartarik asite gore daha
gicli fungusidal ve fungustatik etki gOsterdigini tespit etmislerdir. Ayrica, Sitrik
asitin kiiflere mayalardan daha fazla inhibitor etki gosterdigini ifade etmislerdir. El-
Sharkawy ve dig. (2016) salatalikta sitrik asitin F. oxysporum f. sp. Cucumerinum

kiifiiniin neden oldugu kok ve govde ¢iiriikliigi hastaligini azalttigini belirtmislerdir.
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Literatiirde sitrik asitin aflatoksin olusumuna neden olan A. parasiticus’un geligimi
ve toksin tretimini in vitro (Chourasia 1993) ve in vivo kosullarda (Reiss 1976,
Gowda ve dig. 2004, Singh ve Mandal 2014) engelledigine dair ¢alismalar da
mevcuttur. Ayrica sitrik asitin antep fistig1 (Rastegar ve dig. 2017), soya fasulyesi
(Lee ve dig. 2015), piring (Safara ve dig, 2010) ve musirdaki (Mendez-Albores ve
dig. 2005) mevcut aflatoksinler ile sorgum (Mendez-Albores ve dig. 2009) ve ordek
yemindeki (Mendez-Albores ve dig. 2007) mevcut aflatoksinleri par¢alamakta da

etkili oldugu bulunmustur.

1.2.2.1.2 Fitik Asit

Fitik asit, bir¢ok bitki tohumunun yapisinda nispeten yiiksek oranlarda (%]1-
3) bulunabilmektedir. Fitik asitin orta ve yiiksek diizeylerdeki pH’larda mineral
maddeleri —6zellikle de ¢inko ve demiri- yiiksek oranda baglama kapasitesi
nedeniyle tahil driinlerinin viicutta biyo-yararliligini azaltict etkisi oldugu
bildirilmistir (Sat ve Keles 2004). Bunun yani sira, fitik asitin minerallerle
birlesmesiyle olusan fitatlar, protein ve yag emilimini de olumsuz yo6nde

etkilemektedir (Kumar ve dig. 2010).

GRAS ozellikte olan fitik asit iyi bir antioksidan olarak bilinmektedir.
Askorbik asit oksidasyonunu inhibe etmekte, kat1 ve sivi yaglarda peroksitlenme ile
hidrolizi Onlemektedir. Gidalara katilan fitik asit et, ekmek, salata ve baligi
korumakta, dogal ve yapay renk maddelerini stabilize etmektedir. Taze sebzelerin
renklerinin bozulmasimi engellemekte, besleyici kalitelerini artirmakta ve raf
Omiirlerinin uzatilmasinda kullanilmaktadir. Ayrica fitik asit, gida sanayinde
sarimsagin deodorizasyonunda, yenilebilir kollagen sosis kiliflarinin ve yliksek
protein igerigine sahip lifli kurutulmus sebzelerin yeniden yapilanma siirelerini

azaltma gibi amaglarla da kullanilmaktadir (Giir ve Demirdag 2009, FDA 2012).

Fitik asitin antimikrobiyal etkisinin incelendigi in vitro ve in vivo ¢aligmalar
mevcuttur. S6z konusu ¢alismalarda fitik asit E. coli ve L. monocytogenes gibi bazi
bakteri tiirlerinin gelisimini 6nlemede etkili bulunmustur (Bari ve dig. 2005, Kim ve
Rhee 2016). Fitik asitin kiif gelisimi ve toksin olusumu iizerine etkisini inceleyen
calismalar da vardir. Gupta ve Venkitasubramanian (1975) otoklavlanmis soya
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fasulyesi tohumunda aflatoksin iiretiminin otoklavlanmamis Orneklere gore daha
fazla oldugunu belirlemislerdir. Yazarlar bu durumun, 1sil iglemle fitik asitin
yapisinin parcalanmasit ve ortamdaki ¢inkonun toksin {reticisi kiif tarafindan
kullanilabilir hale gelmesinden kaynaklandigini diisiinmiislerdir. Cinko ve fitik asit
ilavesiyle gerceklestirilen deneyler de bu tezi dogrulamistir. Fitik asit ilavesi (6
mg/ml) aflatoksin tretimini %87 oraninda azaltmistir. Holmes ve dig. (2008) A.
flavus’un aflatoksin iiretiminin diisiik fitik asit icerigine sahip misir embriyosu
ekstraktinda, normal tane ekstraktlarina gére daha fazla oldugunu tespit etmislerdir.
Ancak, benzer konularda ¢alisan diger arastiricilar, tamamen farkli sonuglar elde
etmislerdir. Ornegin, Hensarling ve dig. (1983) ortama ilave edilen ¢inko ile
aflatoksin {iiretiminin inhibe, fitik asit ile tesvik edildigini bildirmistir. Ehrlich ve
Ciegler (1985) ortama ilave edilen 33 pg/g fitik asidin aflatoksin tiretimini pamuk
tohumlarinda 5 kat azalttigimi soya fasulyelerinde ise etkilemedigini bildirmistir.
Elde edilen bu ¢eliskili sonuglar, fitik asidin kiif gelisimi ve toksin olusumu {izerine
etkisinin kullanilan substrata, selat ajaninin dozuna ve ortam kosullarina bagli olarak

degistigini gostermektedir.

1.2.2.1.3 EDTA

EDTA olduk¢a yaygin diizeyde kullanilan bir selat ajamidir. Yapisinda
bulunan azot ve oksijen atomlarinin yardimiyla farkli metaller ile kuvvetli selatlar
meydana getirmektedir. Maksimum selat etkisi karboksil gruplarinin ayristigr yiiksek
pH’larda goriilmektedir. GRAS ozellikte olan EDTA gida katki maddesi olarak
yemeklik kat1 ve sivi yaglarda, emiilsifiye kat1 ve sivi yag iceren mayonez ve
soslarda, igeceklerde (gay, kahve, meyve ve sebze sulari)), meyve ve sebze
konservelerinde, 1si1l islem gérmis et tiriinlerinde ve deniz tiriinlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle de konserve ve deniz iiriinlerinde, metal iyonlarmin
neden oldugu renk koyulagmasi, tatta bozulma gibi istenmeyen reaksiyonlarin 6niine
gecmek i¢in kullanilir. Yiiksek selatlama kapasitesine sahip olan EDTA’ nin viicutta
bazi minerallerin azalmasina neden oldugu disiiniilmektedir. Bu nedenle, gidalarda
kullanim miktar gesitli diizenlemelerle sinirlandirilmigtir (Giir ve Demirdag 2009,
FDA 2015). Ornegin; Tiirk Gida Kodeksi Gida Katk1 Maddeleri Y&netmeligine gore
kalsiyum disodyum EDTA’nin teneke veya cam ambalajdaki meyve sebzelerde
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maksimum 250 mg/kg, islenmis balik ve su irilinlerinde 75 mg/kg kullanilmasi

onerilmektedir (Anonim 2013).

Giiniimiizde ¢esitli gidalarda kullanilan EDTA’nin Gida Katki Maddeleri i¢in
Ortak Uzman Komitesi (JECFA) tarafindan giinliik alinmasina izin verilen miktar
(ADI: acceptable daily intake) serbest asit formu i¢in 1.9 mg/kg viicut agirhigi, gida
katki maddesi olarak kullanilan kalsiyum disodyum asetat formu ig¢in 2.5 mg/kg
viicut agirligr olarak tespit edilmistir. Deney hayvanlarinda toksik etkiye neden olan
en diisik EDTA dozu 750 mg/kg/giin olarak tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmalarda
EDTA’nin sitotoksik ve az miktarda genotoksik etkisi oldugu, ancak karsinojenik
etkisi olmadig1 belirtilmistir. Ag1z yoluyla alinan fazla dozda EDTA ’nin hayvanlarin
tireme ve gelisim faaliyetlerini olumsuz yonde etkiledigi ortaya konmustur (Lanigan
ve Yamarik 2002, JECFA 2007). Bu etkilerinin yani sira EDTA’nin viicudumuzdaki
esansiyel metalleri baglayarak metal eksikliklerine 6zellikle de ¢inko eksikligine yol
actig1 gibi, toksik metalleri de bagladigi hatta metal zehirlenmesi tedavisinde
kullanildig1 bilinmektedir. (WHO 2003, Wreesmann 2014).

EDTA gdalarda yaygin olarak selat ajani, antioksidan, emdiilsifiyer ve
stabilizator, renk ve aroma koruyucu madde olarak kullanilmasinin yani sira farkl
amaglarda ve farkli alanlarda da kullanilabilmektedir. Ornegin; EDTA’dan
biyosiirfektan tiretiminde (Hua ve dig. 2007, Joshi ve dig. 2007, Yilmaz ve dig.
2010) ve mikroorganizmalar tarafindan iiretilen enzimlerin aktivitesini belirlemek

amaciyla (Erkan 2014, Soyal 2014, Cakar 2016) yararlanilmaktadir.

EDTA antimikrobiyal etkisinden dolayr gida sanayinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. EDTA’nin genellikle Gram pozitif bakterilere karsi antimikrobiyal
aktivite gostermedigi ancak Gram negatif bakteriler iizerinde etkili oldugu
bilinmektedir. EDTA, Gram negatif bakteriler {izerinde 1¢ sekilde etki
gostermektedir. Birincisi, bakterinin stoplazmik membranindaki metal iyonlariyla
selat olusturarak membranin yapisina zarar vermektedir. Bakterinin membranindaki
katyonlarla ozellikle de Gram negatif bakterilerin dis membraninda Ca*® ve Mg*
iyonlart ile birleserek membranin lipopolisakkarit yapisinin bozulmasina neden
olmaktadir. Ikincisi, bakteri yapisindaki niikleotidleri ve RNA’y1 olumsuz ydnde
etkilemektedir. Ugiincii ve son olarak ise bakterinin lag periyodunu uzatmaktadir
(Kaba ve Duyar 2008, Yigit 2008).
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EDTA’nin hasat sirasinda ve sonrasinda meyve sebzelerde ciddi problemlere
yol acabilen Aspergillus spp, Penicillium spp, Fusarium spp vb. kif tiirlerine karsi
antifungal etki gosterdigi yapilan calismalarla ortaya konmustur (Abrunhosa ve
Venancio 2008, Askarne ve dig. 2013, Tiirkkan ve Erper 2015). EDTA’nin tek
basina antifungal madde olarak kullanilabildigi gibi sorbik asit ve propiyonik asit
gibi antifungal maddelerle ya da amfoteresin B ve nistatin gibi antifungal ilaglarla
s6z konusu maddelerin antifungal etkisini artirmak amaciyla bazi maya (Candida spp
vb.) ve kiif tiirlerine karst kullanildigi bildirilmistir (Razavi-Rohani ve Griffiths
1999, Ruhil ve dig. 2013, Ruhil ve dig 2014).

Literatiirde in vitro kosullarda EDTA’nin mikotoksin tiretimini geciktirdigine
ya da mevcut mikotoksinleri parcalamada etkili olduguna dair c¢alismalar vardir.
D’souza ve Brackett (2001) EDTA’nin ortama 1 mM’dan daha yiiksek
konsantrasyonlarda ilave edilmesiyle Flavobacterium aurantiacum tarafindan
degrade edilen aflatoksin B;’in miktarini artirdigi1  ortaya koymuslardr.
Arastirmacilar, yaptiklar1 diger bir calismada 10 mM EDTA’nin degrade edilen
toksin miktarin1 6nemli diizeyde artirdigini tespit etmislerdir (D’souza ve Brackett
2000). Abrunhosa ve Venancio (2008) tarafindan yapilan ¢alismada ise 10 mmol/l
disodyum EDTA’nin A. niger tarafindan iretilen okratoksin A’nin iiretimini
geciktirdigini ve 25°C’de 8 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda toksin miktarini

yaklasik %99 oraninda azalttigini bildirmislerdir.

Tarafimizdan yapilan literatiir arastirmasi gostermistir ki; gida sanayinde
yaygin olarak kullanilan selat ajanlarindan sitrik asit, fitik asit ve EDTA’nin kiif
gelisimi ve toksin olusumunu 6nlemede etkisi s6z konusudur. Ancak bu etki; kif
tiirti, kiifiin gelisimi i¢in kullandig1 substratin bilesimi, selat ajan1 konsantrasyonu ve
selatlama yetenegi gibi faktorlere bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Bu tez
calismasinda, oncelikle kiifiin gelisimi i¢in ihtiya¢ duydugu mineral madde/maddeler
besiyeri ortaminda belirlenmistir. Besiyeri bilesimi, hem kif gelisimi ve toksin
olusumu hem de ajanlarin selatlama yetenegini ortaya koymalari adina 6nemli bir
faktordiir. Bu yiizden ¢alimamizda, farkli besiyerleri kullanilarak kiifiin en iyi/hizli
hangi besiyerinde gelistigi ve ne kadar aflatoksin tirettigi tespit edilmistir. Ardindan,

selat ajam1 calismalarma gecilmistir. Farkli besiyerlerine farkli konsantrasyonlarda
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katkilanan sitrik asit, fitik asit ve EDTA selat ajanlarinin kiif gelisimi ve toksin

olusumu lizerine etkisi incelenmistir.
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2. YONTEM

2.1  A.flavus’un Gelisme Kosullar:1 ve Muhafazasi

Calismamizda incelenen kiif tiirii, lilkemizin en 6nemli incir {ireticisi bolgesi
olan Ege Bolgesi’ndeki genel florada baskin oldugu 6nceki ¢alismalarla belirlenmis
(Askin ve Kosker 1976, Demir ve dig. 1990) A. flavus olarak se¢ilmistir. Deneylerde
kullanilan A. flavus (MAM-200682) TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi Gida
Enstitlisti’'ndeki kiiltiir kolleksiyonundan temin edilmistir (Ozcakmak ve dig. 2010).
Kif izolati, analizlerde kullanilincaya kadar saf kiiltiir halinde %60°lik gliserol
igerisinde -70°C’de saklanmustir. Analizlerde kullanilacak izolat, Potato dextrose

agar besiyerinde aktive edilmistir.

2.2  A.flavus Susunun Teshisi ve Dogrulanmasi

A. flavus kiif izolatinin tanimlanmasinda Hamed ve dig. (2016)’nin 6nerdigi
yontem kullanilmistir. Bu yonteme gore; kiif kolonileri steril bir 6ze yardimiyla
alimmig ve Potato dextrose agar (PDA; Neogen, 7149A), Sabouraud dextrose agar
(SDA; Neogen, 7150A), Malt extract agar (MEA; Neogen, 7456A) ve Czapek-dox
agar (CZA; Merck, 105460) besiyerleri iizerindeki {i¢ noktaya ekimleri (‘li¢ nokta
ekim’ teknigi) yapilmistir. Petri kutular1 30°C’de 7 giin stireyle inkiibe edilmistir. Bu
siirenin sonunda, petri kutularindaki her bir besiyeri i¢in farkli renkteki kiif
kolonilerinin renkleri ve kiifiin mikroskobik yapist incelenmistir. Deney sonucunda
elde edilen bulgular literatiirdekilerle karsilastirilmis ve bundan sonraki analizlerde

kullanilacak kiif izolat1 A. flavus dogrulanmustir.
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2.3  Mineral Maddelerin A. flavus Gelisimi Uzerine EtKisinin

Incelenmesi

2.3.1 Analizlerde Kullanilan Besiyeri

Calismamizda, incelenecek mineral maddeleri ayr1 ayr1 birer komponent
(bilesen) olarak ihtiva eden bir besiyerinin kullanimi gereklidir. Bu amagla, kiif
gelisiminin izlenmesi i¢in tercih edilen bir besiyeri olan CZA besiyeri model olarak
kullanilmistir  (Badii ve dig. 1986, Ozcan 1998, Gautam ve Bhadauria 2012). Soz

konusu besiyerinin bilesimi asagida Tablo 2.4’te verilmistir.

Tablo 2.4: CZA besiyerinin bilesimi (Anonim 2018).

Bilesen Miktar (g/100 ml)
Sukroz 3
Sodyum nitrat [NaNOs] 0.3

Magnezyum siilfat heptahidrat [MgSO,4 7H,0] | 0.1
Demir(I1T)stilfat pentahidrat [Fe;(SO4)3 5H,0] | 0.0012

Potasyum kloriir [KCI] 0.05
Potasyum fosfat monobazik [KH,PO,] 0.125
Agar-agar 1.3

2.3.2 Modifiye Besiyeri Ortamlarim Olusturan Bilesenlerin Stok

Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Modifiye besiyerlerini olusturan NaNOjz (Merck, 106535), MgS0O,.7H,0
(Scharlau, MAO00841000), KCI (Sigma-Aldrich, 746436) ve KH,PO, (Sigma-
Aldrich, 04243) bilesenlerinin %1 ‘lik, Fe,(S04)3.5H,0 (Fisher Scientific, 1/1160/53)
bileseninin ise %0.5’lik stok cozeltisi balon jojeler igerisinde hazirlanmistir. Tim
stok cozeltiler ertesi giin kullanilincaya kadar buzdolabinda (+4°C’de) muhafaza

edilmistir.
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2.3.3 Modifiye Besiyeri Ortamlarinin Hazirlanmasi

A. flavus kiifliniin mineral maddelere bagli olarak gelisimi CZA besiyeri esas
alimarak hazirlanan modifiye besiyerlerinde takip edilmistir. S6z konusu
besiyerlerinde kiifiin, sodyum kaynagi olarak NaNOsz, magnezyum kaynagi olarak
MgSQO,.7H,0, demir kaynagi olarak Fe,(SO4)3;.5H,0 ve potasyum kaynagi olarak
KCI velveya KH,PO; mineral bilesiklerini Kkullanacagi  disiiniilmiistiir.
Calismamizda; Kiifiin gelisimi i¢in hangi mineral maddeye ihtiya¢ duydugunun tespit
edilmesi amaciyla, test edilecek bilesen besiyeri bilesiminden ¢ikarilarak modifiye
besiyerleri hazirlanmistir. Besiyeri ortaminda yapilan modifikasyonlar Tablo 2.5°te

verilmigtir.

Tablo 2.5: Besiyerlerinin mineral madde igeriginde yapilan modifikasyonlar

Lo Besiyerinde yapilan
Hazirlanan besiyeri Besiyeri kodu o
modifikasyon
Hazir temin edilen CZA Kontrol | -
Hazirlanan CZA Kontrol 11 -
NaNOj icermeyen CZA Na-modifiye B651yerl b11§s1m1n§ NaNO3
ilave edilmemistir.
Besiyeri bilesimine
MgSO,.7H,0 icermeyen CZA Mg-modifiye MgS0,.7H,0 ilave
edilmemistir.
Besiyeri bilesimine
Fe,(S04)3.5H,0 igermeyen CZA Fe-modifiye Fe,(S04);.5H,0 ilave
edilmemistir.
KCl igermeyen CZA K-modifiye | Besiyeri bl.l eslmlpe.KCI ilave
edilmemistir.
. . Besiyeri bilesimine KH,PO,
KH,PO,icermeyen CZA K-modifiye Il ilave edilmemisir.

Besiyerleri hazirlanirken, NaNO3z;, MgS0,4.7H,0, Fe,(SO4);.5H,0, KCI, ve
KH,PO,; besiyeri ortamina ¢ozelti halinde ilave edilmis, sukroz (Caisson
Laboratories, S011) ve agar-agar (Sigma-Aldrich, 05039) ise tartilarak ilave
edilmistir. Kontrol I besiyerinin hazirlanmasinda ise CZA’in kendisi hazir olarak
temin edildiginden, gerekli miktarda tartilip saf su iginde ¢ozlindiiriilmiistiir.
Besiyerleri son hacmi 200 ml olacak sekilde otoklavlanabilir cam siseler igerisinde
hazirlanmistir. Hazirlanan modifiye besiyerlerinin bilesimi Tablo 2.6’da verilmistir.

Tim besiyerleri otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Sterilize edilen
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besiyerleri dokme sicakligina diisiince (40-50°C) 90 mm c¢apa sahip steril plastik

petri kaplarina dokiilmiistiir. Her bir besiyeri i¢in 5 petri kabi kullanilmistir.
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Tablo 2.6: Mineral madde icerigi modifiye edilmis besiyerlerinin hazirlanmasi™*

Hazirlanan
besiyerleri Besiyeri bilesenleri
Besiyeri kodu | Sukroz | NaNO3z** | MgSO47H,0** | Fey(SO4)3 5H,O*** KCI** | KH,PO,** | Agar-agar Saf su
Kontrol Il 60 60 ml 20 ml 10 ml 480 ul 25 ml 2.6 85 ml
Na-modifiye 69 - 20 ml 480 pl 10 ml 25 ml 2649 145 ml
Mg-modifiye 69 60 ml - 480 pl 10 ml 25 ml 2649 105 ml
Fe-modifiye 60 60 ml 20 ml - 10 ml 25 ml 269 85 ml
K-modifiye | 60 60 ml 20 ml 480 ul - 25 ml 260 95 ml
K-modifiye Il 69 60 ml 20 ml 480 ul 10 ml - 260 110 ml

* Kontrol | besiyeri, her bir bilesenin besiyeri ortamina ilavesiyle olusturulmadigi i¢in tabloda gosterilmemistir.
** S6z konusu bilesigin %1°lik stok ¢ozeltisinden besiyerine ilave edilen miktar.
**% S0z konusu bilesigin %0.5°lik stok ¢ozeltisinden besiyerine ilave edilen miktar.
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2.3.4 Modifiye Besiyerlerinde pH Ol¢iimii

Modifiye besiyerlerinin pH’s1 sterilizasyon isleminden sonra potansiyometrik
olarak pH-metre (HI 2211 pH/ORP Meter, HANNA Instruments, USA) kullanilarak

Olciilmiistiir. Hazirlanan besiyerlerinin her birinden 2’ser kez 6l¢iim alinmistir.

2.3.5 Modifiye Besiyeri Ortamlarinda A. flavus Gelisiminin Takibi

Modifiye besiyerlerinde A. flavus gelisiminin izlenmesinde Karaca ve dig.
(2014) tarafindan Onerilen yontem kullanilmigtir. Bu yonteme gore; 7 giinliik A.
flavus izolati, sterilize edilmis bir pastdr pipetinin arka kismi (9 mm ¢apinda)
kullanilarak, modifiye edilmis besiyerlerine aktarilmistir. Steril bir bistiiriyle alinan
ve kiif misellerini iceren “besiyeri pargacig1”, i¢inde modifiye besiyerleri bulunan
petri kutularinin tam ortasmna ters c¢evrilerek yerlestirilmistir. Bdylece, kiif
misellerinin besiyeri ortamina temas etmesi saglanmistir. Her bir besiyeri i¢in 5 petri
kabi kullanilmistir. S6z konusu petri kutulari 30°C’ye ayarlanmig inkiibatorde
inkiibasyona birakilmistir. On-denemeler sonucu tespit edildigi {izere inkiibasyonun
2, 4 ve 6. glinlerinde kiif koloni ¢ap1 Olgiilmiistiir. Kiif koloni ¢ap1 6l¢iimii petri
kutusunun arka yiizeyine ¢izilen 2 dik diizlemde yapilmistir. Olgiimlerin ortalamasi
alinmistir. Sonuglar mm olarak verilmistir. Petri kutusunun 6lgiilebilen ¢apt 85 mm
ve kiif izolatin1 besiyerine aktarmak icin kullanilan pastdr pipetinin arka kisminin
¢apt 9 mm oldugundan dolay1, besiyerinde dl¢iilen maksimum koloni ¢ap1 degeri 85-

9=76 mm’dir.

23.6 A. flavus Gelisimi Uzerine Sodyum ve Nitratin Etkisinin

incelenmesi

Kif gelisimine CZA besiyeri bilesiminde bulunan NaNOj bileseninin
etkisinin Na fraksiyonundan m1 yoksa nitrat NO3 fraksiyonundan mi kaynaklandigini
ortaya koymak icin besiyeri bilesimindeki NaNOj3 yerine sodyum siilfat (NaySOg;
Scharlau, SO06671000) veya potasyum nitrat (KNOs; Merck, 105063) bilesikleri
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kullanilarak modifiye besiyerleri hazirlanmistir. Besiyeri ortamina Na;SO4 ve KNO3
tartilip ilave edilmistir. Diger bilesenler calismamizin “2.3.3 Modifiye Besiyeri
Ortamlarinin Hazirlanmas1” baglikli boliimiinde aciklandigi gibi ise ¢ozelti halinde
besiyeri ortamina katkilanmustir. Besiyerleri son hacmi 200 ml olacak sekilde
otoklavlanabilir cam siseler igerisinde hazirlanmistir. S6z konusu besiyerlerinde
yapilan modifikasyonlar ve besiyerlerinin bilesimi sirasiyla Tablo 2.7 ve 2.8’de
verilmistir. Hazirlanan tiim besiyerleri otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize
edilmistir. Sterilize edilen besiyerleri dokme sicakligina diistince (40-50°C) petri
kaplarina dokiilmiistiir. Her bir besiyeri igin 5 petri kabinda, Karaca ve dig. (2014)
tarafindan Onerilen yontem kullanilarak A. flavus gelisimi takip edilmistir. 30°C’de

gerceklestirilen inkiibasyonun 2, 4 ve 6. giinii kiif koloni ¢ap1 dl¢tilmiistiir.

Tablo 2.7: Besiyeri bilesimindeki sodyum ve nitrat franksiyonunda yapilan
modifikasyolar

Besiyerinde yapilan

Hazirlanan besiyeri Besiyeri kodu -
modifikasyon
NaNQOjigeren CZA Kontrol -
Besiyeri bilesimine
NaNO; icermeyen CZA Na-modifiye | NaNO; ilave

edilmemistir.

Besiyeri bilesimine
e NaNQOj; yerine “sodyum
NaNOj; yerine Na,SOy igeren CZA |  Na-modifiye II
kaynagi olarak™ NaSO4

ilave edilmistir.

Besiyeri bilesimine
. . NaNQOj; yerine “nitrat
NaNO3 yerine KNOjsigeren CZA Na-modifiye 11
kaynagi olarak” KNO3

ilave edilmistir.
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Tablo 2.8: Besiyerindeki sodyum ve nitrat franksiyonu modifiye edilen besiyerlerinin hazirlanmasi

Hazirlanan
) Besiyeri bilesenleri

besiyerler

Besiyeri kodu | Sukroz | NaNOsz* | Na;SO4 | KNO3 | MgSO,47H,O* | KCI* | Fey(SO4)35H,0** | KH,PO,* | Agar-agar | Saf su
Kontrol 69 60 ml - - 20 ml 10 ml 480 pl 25 ml 2.6 85 ml

Na-modifiye | 69 - - - 20 ml 10 ml 480 pl 25 ml 2649 145 ml
Na-modifiye Il 60 60 ml 1g - - 10 ml 480 ul 25 ml 2.6 145 ml
Na-modifiye 111 69 60 mi - 0.72¢g 20 ml 10 ml - 25 ml 2649 145 ml

* S6z konusu bilesigin %1 °lik stok ¢ozeltisinden besiyerine ilave edilen miktar.
** S6z konusu bilesigin %0.5°lik stok ¢ozeltisinden besiyerine ilave edilen miktar.
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2.4 Farkh Besiyerlerinde A. flavus Gelisiminin Takibi

Calismamizda; A. flavus’un en iyi/hizli hangi besiyerinde gelisim gosterdigini
belirlemek amaciyla, kiifiin CZA, PDA ve kuru incirden hazirlanan besiyerinde

gelisimi takip edilmistir.

2.4.1 Kuru incirden Besiyeri Hazirlama

Calismada, Lopez-Malo ve dig. (1995) onerdigi yontem ve PDA besiyerinin
bilesimi temel alinarak kuru incirden besiyeri hazirlanmistir. Kif gelisiminin
izlenmesinde yaygin olarak kullanilan PDA besiyerinin bilesimi patates inflizyonu,
glukoz ve agar-agar’dan olusmaktadir. Bu besiyerinde; kiif, gelisimi igin ihtiyag
duydugu maddeleri (mineral maddeler vb.) patates inflizyonundan saglamaktadir.

PDA besiyerinin bilesimi Tablo 2.9°da verilmistir.

Tablo 2.9: PDA besiyerinin bilesimi (FDA 2001).

Bilesen Miktar
Patates inflizyonu 2009
Glukoz 209
Agar-agar 209
Saf su 11

Kuru incirden besiyeri hazirlanirken, PDA besiyerinde kullanilan patates
inflizyonu yerine kuru incir kullanilmistir. Bu amagla kullanilan kuru incirler
aflatoksin kontroliinden ge¢mis ve paketlenmis iiriinler halinde Denizli piyasasindan
temin edilmistir. Buna ilaveten; besiyerine, PDA besiyerinde oldugu gibi agar-agar
ve saf su ilave edilmistir. Incir meyvesi yiiksek diizeyde seker igerdiginden
besiyerine glukoz ilave edilmemistir. Yapilan 6n-denemelerde besiyeri hazirlanirken
farkli miktarlarda (150, 200 ve 250 g) kuru incir meyvesi kullanilmig ve hazirlanan
besiyerlerinde A. flavus gelisimi izlenmistir. Inkiibasyonun 2, 4 ve 6. giinlerinde
Olgiilen kiif koloni c¢ap1 sonuglarinin birbirinden farkli olmamasindan dolay1

besiyerinin hazirlanmasinda kullanilan her bilesenin miktarinin PDA besiyerininki
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ile ayn1 olmasma karar verilmistir. S6z konusu besiyeri hazirlanirken 200 g kuru
incir parcalanmig ve 30 dakika boyunca 1 | kaynamis distile su igerisinde
pisirilmistir. Ardindan gidalar i¢in uygun agartilmamis tiilbent bezi yardimiyla
filtreleme islemi yapilmistir. Elde edilen siiziintiiye agar- agar ilave edilmistir. Kuru

incirden hazirlanan besiyerinin is akim semasi Sekil 2.5’te verilmistir.

Kuru incir

3

Parcalama
(Waring blender)

2

Pisirme Kaynamis
(30 dakika) distile su
Filtreleme

\lf Siiziintii
Otoklavlanabilir

siselere dolum

Agar-agar ilavesi

3

Sterilizasyon
(121°C. 15 dakika)

Sekil 2.5: Kuru incirden hazirlanan besiyerinin is akim semasi

Hazirlanan besiyeri 5 petri kabma dokiilmis ve A. flavus gelisimi takip
edilmistir (Karaca ve dig. 2014). 30°C’de inkiibasyona birakilan petri kutularinda

inkiibasyonun 2, 4 ve 6. giinii kiif koloni ¢ap1 6l¢iilmiistiir.

2.5 Farkh Besiyerlerine Katkilanan Selat Ajanlarmm A. flavus

Gelisimi Uzerine Etkisinin incelenmesi

Calismamizda besiyeri ortamina ilave edilen selat ajanlarinin ortamdaki
mineral maddeleri baglayarak kiif gelisimini ve toksin olusumunu Onlemesi
amaclanmistir. Bu amagla, ti¢ farkli besiyeri ve selat ajan1 kullanilmistir. Deneylerde
kullanilan besiyerleri CZA, PDA ve kuru incirden hazirlanan besiyeridir. Selat
ajanlar ise, gida sanayinde yaygin olarak kullanilan selat ajanlarindan sitrik asit

(Scharlau, AC07251000), fitik asit (Acros Organics, 235370010, %50’lik sulu
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¢ozelti) ve EDTA (Fisher Scientific, 10011123)’dir. Ayrica selat ajani olarak
EDTA’nin suda ¢ozliniirliigiiniin diisiik olmasi nedeniyle bu bilesigin disodyum tuzu
(Na,-EDTA, Bioshop, EDT002.500) bazi deneyler kapsaminda kullanilmistir.

2.5.1 Selat Ajanlarinin Besiyeri Ortamina Katkilanmasi

Gergeklestirilen  6n-denemelerde selat ajanlarinin  etkili  dozlarinin
belirlenmesinde CZA besiyerinin bilesiminde bulunan NaNOj3 bileseninin miktari
esas alimustir. S6z konusu bilesenin besiyeri ortamindaki konsantrasyonu milimolar
(mM) cinsinden hesaplanmis ve besiyeri ortamina bu miktarin 0.005-0.25 kati
katkilanmistir. Bu durumda, deneylerde kullanilacak selat ajanlarinin dozlar sitrik
asit ve EDTA igin 0.175, 0.875 ve 1.75 mM olarak belirlenirken, fitik asit igin 0.175,
0.438 ve 1.75 mM olarak belirlenmistir. Selat ajanlar1 belirlenen dozlarda CZA, PDA
ve kuru incirden hazirlanan besiyerine katkilanmistir.  Na-EDTA’nin
¢coziinlirliigiinin EDTA’ya gore daha yiliksek oldugu bilinmektedir. EDTA ve Nay-
EDTA’nin suda ¢oziiniirliigii sirasiyla 0.5 g/l (25°C’de) ve 100 g/l (20°C’de)’dir
(Sheftel 1995). Bu nedenle, Na,-EDTA yalnizca kuru incirden hazirlanan besiyeri
bilesimine daha yiiksek konsantrasyonlar olan 1.75, 3.50, 7.00 ve 8.75 mM
diizeylerinde katkilanmistir. Selat ajanlarindan sitrik asit ve fitik asit besiyerine
¢Ozelti halinde ilave edilmistir. Bunun icin sitrik asitin %1’lik stok c¢ozeltisi
kullanilmigtir. EDTA ve Na,-EDTA ise gerekli miktarlarda tartilip besiyeri ortamina
dahil edilmistir. Tiim besiyerleri otoklavlanabilir cam siseler igerisinde son hacim
200 ml olacak sekilde hazirlanmistir. Deneylerde kontrol grubu olarak selat ajam

katkilanmamis besiyerleri kullanilmistir.

2.5.2 Selat Ajam Katkih Besiyerlerinde pH Olciimii

Selat ajam1 katkili besiyerlerin pH’s1 sterilizasyon isleminden sonra
potansiyometrik olarak pH-metre kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Hazirlanan besiyerlerinin

her birinden 3’er kez 6l¢iim alinmastir.
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2.5.3 Selat Ajam1 Katkih Besiyerlerinde A. flavus Gelisiminin Takibi

Hazirlanan selat ajani katkili besiyerlerinin otoklavda 121°C’de 15 dakika
sterilize edilmesinin ardindan Karaca ve dig. (2014) tarafindan Onerilen yontem
kullanilarak kiif gelisiminin takibi yapilmistir. Bu amagla 30°C’de inkiibasyona
birakilan petrilerde inkiibasyonun 2, 4 ve 6. giinii kiif koloni ¢api Ol¢iilmiistiir.
Calismamizda, her bir selat ajaninin dozu 5 petri kab1 kullanarak analiz edilmistir.
Kontrol grubu besiyerlerinde gelisen kiif kolonisinin ¢aplarinin ortalamasi (dc) ve
selat ajam1 katkili besiyerlerinde gelisen kiif kolonisinin ¢aplarinin ortalamasi (dt)

yardimiyla %inhibisyon degeri (4.1) esitligi kullanilarak hesaplanmistir.

: dec — dt
WInhibisyon = x100 (4.1)
€

2.6 Besiyeri Orneklerinde Aflatoksin Analizleri

Literatiirde A. flavus kiifiiniin aflatoksin tiretimi i¢in gerekli optimum sicaklik
degerinin 20-35°C araliginda oldugu bildirilmistir (Schindler ve dig. 1967, Schroeder
ve Hein 1967, Ogundero 1987). Diener ve Norman (1977) A. flavus’un 30°C’de 5-7
giinde maksimum diizeyde aflatoksin tirettigini ifade etmislerdir. Diger arastirmacilar
ise, ortamdaki diger sartlara da (substratin bilesimi, nisbi nem, ortamin gaz
komposizyonu vb.) bagli olarak A. flavus’un 25°C’de 21 giinde maksimum diizeyde
aflatoksin trettigini tespit etmislerdir (Ellis ve dig. 1994). Literatiirden elde ettigimiz
bu bilgiler dogrultusunda; ¢alismamizda yapilan 6n-denemeler sonucunda, 30°C’de
gerceklestirdigimiz inkiibasyonun 21. giiniinde, modifiye edilmis CZA besiyerlerinde
ve selat ajanlarinin  katkilandigt CZA, PDA ve kuru incirden hazirlanan
besiyerlerinde aflatoksin analizleri yapilmistir. Gergeklestirilen aflatoksin analizleri
ile, besiyeri ortamindaki mineral maddelerin ve selat ajanlarin toksin olusumu
tizerine etkisi incelenmistir. Ayrica g¢alismamizda CZA, PDA ve kuru incirden
hazirlanan besiyerinde de aflatoksin analizleri yapilmis ve kiifiin hangi besiyerinde

daha fazla aflatoksin tirettigi tespit edilmistir.
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2.6.1 Aflatoksin Standart Cozeltisinin Hazirlanmasi

Aflatoksin standardi olarak, mililitresinde 1 pg aflatoksin B;, 0.29 ug
aflatoksin B, 0.99 ug aflatoksin G; ve 0.27 pg aflatoksin G, bulunan 1 ml metanol
igerisinde ¢oziinmiis toplam aflatoksin standart ¢ozeltisi (Supelco, Bellefonte, PA,
USA) kullanilmistir. Aflatoksinler sabit akis hizindaki gelis zamanlar tespit edilerek
bulunmustur. Sekil 2.6’da igerisinde 2 ppb aflatoksin B;, 0.58 ppb aflatoksin B, 1.98
ppb aflatoksin G; ve 0.54 ppb aflatoksin G, bulunduran aflatoksin standart
¢ozeltisinin olusturdugu kromatogramda goriildiigii gibi belirtilen kromatografi
sartlarinda aflatoksin B; 11.75, aflatoksin B, 9.31, aflatoksin G; 7.35 ve aflatoksin G,
5.94. dakikada pik vermistir.

my
& ePetector AEx:350nmEm:430nm

Aflatoksin B,

2@ Aflatoksin B,

1.5) Aflatoksin G,
Solvent piki

Aflatoksin G,

T T T T T T T
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 min

Sekil 2.6: igerisinde 2 ppb aflatoksin By, 0.58 ppb aflatoksin By, 1.98 ppb aflatoksin
G; ve 0.54 ppb aflatoksin G, bulunduran aflatoksin standart ¢6zeltisine ait
kromatogram

Kuru incirden hazirlanan besiyerinde yapilan aflatoksin analizi sonucu elde
edilen kromatogram Sekil 2.7°de verilmistir. Sekildeki kromatogramda goriildiigii
gibi aflatoksin B; 11.74. dakikada pik vermistir. Aflatoksin B, G; ve G, ise sirasiyla
9.28, 6.90 ve 6.06. dakikalarda pik vermistir.

Kalibrasyon egrilerini ¢izmek i¢in toplam aflatoksin standardi kullanilarak
metanol ile i¢ersinde 2-10 ppb aflatoksin B3, 0.58-2.9 ppb aflatoksin B, 1.98-9.9 ppb
aflatoksin G; ve 0.54-2.7 ppb aflatoksin G, bulunan ¢dozeltiler hazirlanmis ve

sirastyla. HPLC (High Pressure Liquid Chromatography=Yiiksek Basingli Sivi
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Kromatografisi) cihazina enjekte edilmistir. Her bir konsantrasyon igin tim
aflatoksin gesitlerinin ayr1 ayr1 5 noktali kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Elde edilen

kalibrasyon egrileri Sekil 2.8’de verilmistir.
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ﬂ
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Aflatoksin G2 Aflatoksin G]_ T
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=
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= =
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] étector AEX360NnmMEM:430nm
1.7F
] —> Aflatoksin B,
1.2
1.0p

0.7p Aflatoksin B,

Aflatoksin G,

(b)

Sekil 2.7: Kuru incirden hazirlanan besiyerine ait kromatogram a) Kuru incirden
hazirlanan besiyerinde aflatoksin Bs, B,, G; ve G, pikleri, b) Kuru incirden
hazirlanan besiyerinde aflatoksin Bj, B;, G; ve G, piklerinin biiyiiltiilmiis hali.
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Sekil 2.8: Aflatoksin kalibrasyon egrileri a) Aflatoksin B igin ¢izilen kalibrasyon egrisi, b)
Aflatoksin B, i¢in ¢izilen kalibrasyon egrisi, ¢) Aflatoksin G; i¢in ¢izilen kalibrasyon egrisi,
d) Aflatoksin G, igin ¢izilen kalibrasyon egrisi.

2.6.2 Ekstraksiyon ve Temizleme

Besiyerinde aflatoksin analizi AOAC 999.07 numarali “Fistik ezmesi,
Antepfistig1 Ezmesi, Incir Ezmesi ve Aci Pulbiber Tozunda Aflatoksin Belirlenmesi”
baglikli resmi metod modifiye edilerek gergeklestirilmistir (Stroka ve dig. 2000).
Petri kabi igerisindeki besiyerinin tamami (yaklastk 20 g) Waring blenderin
haznesine alinmis ve icerisine 2.5 g sodyum kloriir (NaCl; Sigma-Aldrich, 31434),
7.5 ml saf su ve 70 ml saf metanol (Sigma, 24229) ilave edilmistir. Blender 1 dakika
diisiik devir hiziyla calistirilmistir. Daha sonra blender igerigi kaba filtre kagidindan
stiziilmistiir. Stizintiiden 5 ml alinip 10 ml fosfat tampon ¢ozeltisi (phosphate buffer
solution=PBS) (pH 7.4) ile seyreltilmistir. PBS; 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 0.2 g KH,PQy,,
ve 1.45 g disodyum hidrojen dihidratin (Na;HPO4.2H,0; Merck, 106580) 1000 ml

saf su igerisinde ¢Oziindiiriilmesiyle hazirlanmistir.
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Seyreltilmis besiyeri ekstrakti (15 ml) dogal akis hizinda (3 ml/dakika)
immuno affinite kolondan (IAC; Aflatest, Vicam Watertown, MA, U.S.A)
gecirilmistir. Filtrattan sonra kolondan birka¢ defa hava gecirilmistir. Kolon iki kez
10 ml saf su gegirilerek (5 ml/dakika) yitkanmis ve ardindan tekrar birkag defa hava
gecirilmistir. Kolonda tutulmus aflatoksinler 1 ml HPLC safliginda metanol (Merck,

106007) ve 1 ml saf su ile elue edilmis ve bir vialde toplanmustir.

2.6.3 HPLC Analizleri

Besiyerinden ekstrakte edilmis orneklerin aflatoksin analizi HPLC cihaz1
(Shimadzu LC-20AD, Kyoto, Japan) ve buna bagli ¢alisan floresans dedektorde
(Shimadzu RF-20A) gergeklestirilmistir. Analizde kullanilan ¢6zeltiler aflatoksin By
ve G;’in floresans yayinimlarini degistirdigi i¢in s6z konusu aflatoksinlerin dedektor
tarafindan kolayca teshis edilmesini saglamak amaciyla tlirevlendirme islemi
gerceklestirilmistir. HPLC kolonu ile floresans dedektdr arasina yerlestirilen bir
hiicrede (Coring Cell, CC3200130) elektrokimyasal olarak iiretilen brom ile
aflatoksin B; ve G;, daha yiiksek floresans 6zellik gosteren tiirevleri By, ve Gyy'ya
dontstiiriilmiistiir. Tiirevlendirme isleminin gerceklestirilmesi i¢in mobil faz
icerisine potasyum bromiir (KBr; Sigma-Aldrich, 02110) ve nitrik asit (HNOs;
Merck, 100443, %65’lik sulu ¢ozelti) ilave edilmistir.

Aflatoksin analizlerinin gergeklestirildigi HPLC cihazinin ozellikleri ve
analizlerdeki kromotografi kosullari Tablo 2.10°da verilmistir. Tiim aflatoksin
analizleri, her bir uygulama igin 2 besiyeri kullanilarak gergeklestirilmistir. S6z

konusu her bir besiyerinin ekstraktindan cihaza 2 kere enjeksiyon yapilmustir.
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Tablo 2.10: Aflatoksin analizlerinin gergeklestirildigi HPLC cihazinin 6zellikleri ve
analizlerdeki kromotografi kosullari

HPLC Shimadzu LC-20AD, Kyoto, Japan
Pompa Shimadzu LC-20A
Degasser Shimadzu DGU-20A
Kol ODS 2 analitik kolon (Thermo Scientific, ODS 2
olon
Hypersil, partikiil ¢apt: 3um, 150*4.6 mm i¢ gap)
Kolon firmi 25°C (Shimadzu CTO-20A)
Dedektor Floresans Dedektor (Shimadzu RF-20A)
) Metanol:Su (216 mg KBr+ 636 ul 4 M’lik HNO3)
Mobil faz
(40:60)
Akis hza 1 ml/dakika
Tahrik=excitation dalga boyu 360 nm,
Dalga boyu o
Yayimm=emission dalga boyu 430 nm
Enjeksiyon hacmi 20 pl

2.6.4 Aflatoksin Analizlerinde Goézlenebilme Sinir1 ve Tayin Simirinin

Belirlenmesi

Aflatoksin analizlerinde gozlenebilme smirt (LOD, Limit of Detection) ve
tayin smir1 (LOQ, Limit of Quantification) degerini belirlemek i¢in 5 noktali
kalibrasyon egrileri ¢izilmistir. Bunun i¢in toplam aflatoksin standardi kullanilarak
metanol ile igerisinde 0.025-0.5 ppb aflatoksin By, 0.00725-0.145 ppb aflatoksin By,
0.2475-0.495 ppb aflatoksin G; ve 0.00675-0.135 ppb aflatoksin G, bulunan
¢ozeltiler hazirlanmis ve sirasiyla HPLC cihazina enjekte edilmistir. Her bir
konsantrasyon i¢in 3 enjeksiyon yapilmistir. Kalibrasyon egrileri ve (4.2) ile (4.3)
esitligi yardimiyla her bir aflatoksin ¢esidi icin LOD ve LOQ degerleri
hesaplanmistir. Bu degerler sirasiyla aflatoksin B; i¢in 0.03 ve 0.1 pbb, aflatoksin B,
i¢in 0.005 ve 0.01 ppb, aflatoksin Gy i¢in 0.02 ve 0.07 ppb ve aflatoksin G, igin 0.01
ve 0.03 ppb olarak tespit edilmistir.
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3.3xStandart sapma (4.2)

LOD = —
egim
10xStandart sapma
LOQ = — P (4.3)
egim

2.6.5 Aflatoksin Ekstraktlarinda Geri Alma Denemeleri

Besiyeri Orneklerinde aflatoksinin ne kadar verimli bir sekilde ekstrakte
edildigini tespit etmek i¢in geri alma denemeleri ayn1 yontem ve cihaz kullanilarak
yapilmistir. CZA besiyeri igerisine belirli miktarda (son hacimde 1 ppb aflatoksin B;
olacak sekilde) toplam aflatoksin standart c¢ozeltisi ilave edilmistir. Aflatoksin
standart ¢ozeltisinin besiyeri bilesimine dahil olmasi i¢in 15 dakika beklenmistir.
Daha sonra yukarida agiklandigi gibi ekstraksiyon islemi gergeklestirilmis ve drnek
HPLC cihazina 3’er kez enjekte edilmistir. Aflatoksin ekstraktlarinda geri alma
denemeleri 2 paralelli yapilmistir. Islem sonunda tiim verilerin ortalamasi alinmis ve
her bir aflatoksin ¢esidi i¢in geri alma orani yiizde olarak hesaplanmistir. Bu oran
aflatoksin B; i¢in %87, aflatoksin B, i¢in %60, aflatoksin G i¢in %120 ve aflatoksin
G, igin %55 olarak bulunmustur. Besiyeri 6rneklerinin HPLC’de okutulmasiyla elde

edilen veriler geri kazanim orani verileri dikkate alinarak hesaplanmustir.

2.7 istatistik Analiz

Calismamizda istatistik degerlendirmeler “Minitab 16 Statistical Software”
programi kullanilarak yapilmistir.  Elde edilen veriler tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) teknigi ile degerlendirilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar Tukey
testi ile karsilastirilmis ve karsilagtirma gruplarina ait veriler o= 0.05 giiven araliina

gore test edilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 A.flavus Susunun Teshisi

A. flavus kiif izolatinin PDA, SDA, MEA ve CZA besiyerleri lizerinde
gosterdigi koloni rengi Hamed ve dig. (2016)’nin 6nerdigi yontem kullanilarak teshis
edilmistir. 30°C’de 7 giin inkiibe edilen A. flavus, PDA ve SDA besiyerlerinde koyu
yesil renkte koloni rengi verirken MEA besiyerinde yesil, CZA besiyerinde ise
sarimsi yesil renkte koloni rengi vermistir. Calismamizdan elde edilen sonuglar Sekil

3.9°da verilmistir.

PDA

Sekil 3.9: Farkli besiyerlerinde gelisimi gozlenen A. flavus kiifiiniin koloni rengi

Calismamizda A. flavus’un mikroskobik yapisi incelenmistir. PDA besiyeri
tizerinde gelisen kiif kolonisinden hazirlanan preparatin 151k mikroskobundaki

goriintlisii Sekil 3.10°da verilmistir.

Sekil 3.10: PDA besiyeri iizerinde gelisen A. flavus kolonisinden hazirlanan
preparatin 151k mikroskobundaki goriintiisti (Biiytitme: 40X objektif ile
gorlintiillenmis)
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3.2 Mineral Maddelerin A. flavus Gelisimi Uzerine Etkisi

Calismamizda, incelenecek mineral maddeleri ayr1 ayri birer bilesen olarak
yapisinda bulunduran CZA besiyeri kullanilmistir. CZA besiyeri bilesiminde bulunan
NaNOs;, MgSO,, Fey(S04)s;  KCl ve KHPO, mineral bilesiklerinin besiyeri
ortamindan c¢ikarilmasiyla modifiye besiyerleri hazirlanmistir. Besiyerlerinde pH-
metre ile potansiyometrik olarak saptanan pH sonuglari Tablo 3.11°de verilmistir.
Hazir olarak temin edilen CZA besiyeri i¢in pH degeri 7.20 olarak saptanirken,
tarafimizdan her bir bilesenin ilavesiyle hazirlanan besiyeri igin bu deger 4.97 olarak
saptanmigtir. Aradaki fark, hazir olarak temin edilen besiyerinin iiretiminde bir pH
ayarlamas1 yapilmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Genelde kiiflerin genis bir pH
araliginda gelisim gosterdigi bilindiginden (Ozer 2009, Turhan 2010), ¢alismamizda
besiyeri hazirlama asamasinda herhangi bir pH ayarlamasi yapilmamistir. CZA
besiyerinden bazi bilesenlerin ¢ikarilmasiyla hazirlanan modifiye besiyerlerinde ise

pH degeri 5.05-5.73 aras1 degisim gostermistir.

Tablo 3.11: Modifiye besiyerlerinde pH 6l¢iim sonuglari

Besiyeri pH

Hazir temin edilen CZA besiyeri 7.20
Tarafimizdan hazirlanan CZA besiyeri (kontrol) 4.97
NaNOj; icermeyen CZA besiyeri 5.05
MgSO, igermeyen CZA besiyeri 5.24
Fe,(SO4)3 igermeyen CZA besiyeri 5.26

KCl igermeyen CZA besiyeri 5.08

KH2PO, igermeyen CZA besiyeri 5.73

Besiyerinden c¢ikarilan mineral maddelerin kiif gelisimi {izerine etkisini
belirlemek i¢in inkiibasyonun 2, 4 ve 6. giinii A. flavus izolatinin koloni ¢ap1 petri
kutusunun arka yiizeyine ¢izilen 2 dik diizlemde ol¢lilmiistiir. Elde edilen sonuglar
Tablo 3.12°de verilmistir. Tabloda goriildiigii tizere, kontrol grubunda inkiibasyonun
2, 4 ve 6. ginii sirastyla 22.80 mm, 50.88 mm ve 75.80 mm kiif koloni gap1
Ol¢iilmiistiir. NaNOs igermeyen CZA besiyerinde inkiibasyon siiresi boyunca kiif
gelisimi gozlenmemistir. Diger besiyerlerinde kiif koloni c¢ap1 2. giin 18.20-20.00
mm, 4. giin 46.20-49.00 mm ve 6. giin 76.00 mm olarak Sl¢iilmiistiir. Inkiibasyonun
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2, 4 ve 6. gini NaNOj; icermeyen CZA besiyeri disindaki diger modifiye
besiyerlerinde Olciilen kiif koloni ¢aplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamustir (p>0.05). Kontrol grubu besiyerinde oldugu gibi diger besiyerlerinde

de benzer diizeyde kiif gelisimi gézlenmistir.

Calismamizda Mg, Fe ve K mineral maddelerinin besiyerinde bulunan
dozlarda kiif gelisimini olumlu ya da olumsuz etkilemedigi sonucuna varilmistir.
Aflatoksin ireticisi kiiflerden A. flavus ve A. parasiticus’un besiyerindeki
gelisiminin, ortamda belirli miktarda bulunan Na (Uraih ve Chipley 1976), Mg
(Davis ve dig. 1967), Fe (Aziz ve Moussa 1997) ve K (Zohri ve dig. 1997)
minerallerinin varligiyla 6nemli diizeyde arttig1 ge¢mis yillarda yapilan ¢aligmalarla
tespit edilmistir. Esasen, ortamdaki mineral maddelerin ve/veya tuzlarinin, belirli bir
konsantrasyonun iizerinde kiif gelisimini engelleyici yonde etki gosterdigi
bilinmektedir (Holmquist ve dig. 1983, Shahin ve Aziz 1997, Stiles ve dig. 2002).
Ancak, genellikle diisiik dozlardaki (meyve-sebzelerde dogal halde bulundugu
oranlarda) mineral maddelerin Aspergillus (Abu-Mejdad 2013), Penicillium (Stone
ve Farrell 1946) ve Fusarium (Jackson ve dig. 1989) gibi 6nemli mikotoksin tireticisi
kiif tiirlerinin gelisimini tesvik ettigi ortaya konmustur. Calismamizda elde edilen bir
bagka sonug¢ da NaNOj bileseninin ¢ikarildigi besiyerinde 6 giinliik inkiibasyon siiresi
boyunca kiifiin gelismedigidir.
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Tablo 3.12: Mineral maddelerin yoklugunun kiif gelisimi {izerine etkisi*

Besiyeri 2. giin 4. giin 6.giin

Kontrol

NaN 03
icermeyen CZA

M gSO4
icermeyen CZA

Fex(SO04)3
icermeyen CZA

KCl icermeyen
CZA

KH,PO,
icermeyen CZA

*: Kiif koloni ¢ap1 sonuglart mm olarak verilmistir.

3.3 A flavus Gelisimi Uzerine Sodyum ve Nitratin Etkisi

Calismamizda CZA Dbesiyerinden NaNOj bileseni c¢ikarildiginda kiif
gelisememistir. Bunun nedeninin NaNOj bilesigindeki Na fraksiyonundan mi1 yoksa
NO; fraksiyonundan mi kaynaklandigi bilinmemektedir. Bunu ortaya koymak
amaciyla, CZA besiyeri bilesiminden NaNOjs ¢ikartilmis, yerine Na kaynagi olarak
Na,SO,4 ve NOj3 kaynagi olarak KNOj igeren besiyerleri ayr1 ayr1 hazirlanmistir. S6z
konusu besiyerlerinde inkiibasyonun 2, 4 ve 6. giinli kiif koloni ¢ap1 Slgiilmiistiir.

Elde edilen sonuglar Tablo 3.13’te verilmistir.
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Tablo 3.13: Kiif gelisimi {izerine sodyum ve nitratin etkisi*

Besiyeri 2. giin 4. giin 6.giin

NaNO;iceren
CZA

NaN03
icermeyen
CZA

NaNO; yerine
Na,SO, igeren
CZA

NaNO; yerine
KNO;ziceren
CZA

*: Kiif koloni ¢ap1 sonuglart mm olarak verilmistir.

Tablodan da agik¢a goriildiigii gibi, icerisinde nitrat bulunan besiyerlerinde
kiif gelisimi gozlenirken icerisinde nitrat bulunmayan besiyerlerinde kif gelisimi
gbzlenmemistir (p<0.05). Icerisinde nitrat bulunan besiyerlerinde kiif koloni ¢ap1
2.glin 25.20 mm, 4.giin 56.40-56.80 mm ve 6.giin 75.80-76.00 mm olarak

Olgtilmiistiir.

Gergeklestirilen bu deneyle, A. flavus’un gelismek igin besiyeri ortaminda
bulunan NaNOs bilesenini sodyum kaynagi olarak degil de azot kaynagi olarak
kullandig1 ortaya konmustur. Literatiirde, A. flavus kiifiniin gelismesi ve aflatoksin
tiretmesi igin ortamda azot kaynagi olarak aminoasitleri, nitrat, nitrit, tire, amonyak,
amonyum nitrat, amonyum siilfat gibi azotlu bilesikleri kullandigina dair ¢aligmalar
mevcuttur (Payne ve Hagler 1983, Ehrlich ve dig. 2007, Kranthi ve dig. 2012). Mehl
ve Cotty (2013) CZA besiyerinde karbon kaynagi olarak bulunan sukroz (8.8-88
mM) ve azot kaynagi olarak bulunan NaNOjz (3.5-35 mM) miktarint modifiye
etmiglerdir. Hazirladiklar1 besiyerlerinde 6 farkli A. flavus susunun gelisimini
izlemiglerdir. Arastirmacilar kiif gelisiminin susa, besiyerindeki sukroz ve NaNOj3
miktarma gore farklilik gosterdigini tespit etmislerdir. Besiyerindeki sukroz ve
NaNOs3; miktarina baglh olarak bazi suslarda gelisim artar veya azalirken bazilarinda

herhangi bir degisim gozlenmemistir. McAlpin ve Wicklow (2005) CZA besiyerinde
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Aspergillus section flavi tiyesine ait kif tiirlerinin gelisimini takip etmislerdir.
Mevcut besiyerine NaNOj3 yerine amonyum tartarat, glutamik asit ve serin gibi azot
kaynaklarinin ilave edilmesinin kiif gelisimini artirdigini ortaya koymuslardir. Bagska
bir ¢alismada, Wang ve dig. (2017) CZA besiyerinde A. flavus gelisimi ve aflatoksin

olusumu i¢in glutamin aminoasitinin iyi bir azot kaynagi oldugunu bildirmislerdir.

3.4 Farkh Besiyerlerinde A. flavus Gelisimi

CZA, PDA ve kuru incirden hazirlanan besiyerlerinde A. flavus gelisimi takip
edilmistir. Inkiibasyonun 2, 4 ve 6. giinii s6z konusu besiyerlerinde kiif koloni ¢api

Ol¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar Tablo 3.14’te verilmistir.

Tablo 3.14: Farkli besiyerlerinde kiif koloni ¢ap1 6l¢iim sonuglart (mm)*

Besiyeri 2.giin 4.giin 6.giin
CZA 16.80+1.48 ¢ | 43.40+0.89b | 74.00£1.46 b
PDA 21.40£1.82b | 50.00+8.46 b | 74.80+1.30 ab
Kuru incirden hazirlanan agar | 32.20+1.10a | 74.90+1.24a | 76.00+0.00 a

*: Ayni 6rnekleme giinii i¢in farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmaktadir (p<0.05).

Inkiibasyonun 2. giinii dikkate alindiginda A. flavus en yavas CZA
besiyerinde, sonra PDA besiyerinde gelisim gdstermistir. Inkiibasyonun devaminda,
kiif gelisimi agisindan CZA ve PDA besiyerleri arasindaki istatistiksel fark ortadan
kalkmigtir (p>0.05). Kuru incirden hazirlanan besiyerinde ise kiif gelisimi diger iki
besiyerine gore daha hizli gergeklesmistir (p<0.05). Inkiibasyonun son giinii PDA ve
kuru incirden hazirlanan besiyerleri arasinda kiif gelisimi agisindan istatistiksel
olarak fark bulunmamasina ragmen (p>0.05), kiif kolonisi kuru incirden hazirlanan
besiyerinde PDA besiyerine gore daha hizli gelisim gostermistir. Calismamizdan
elde edilen bu sonuglar, kiif gelisimi i¢in kuru incirden hazirlanan besiyerinin diger
iki besiyerine gére daha iyi bir ortam oldugunu gdstermektedir. Incir meyvesinin
yiiksek seker ve zengin vitamin, mineral madde igerigiyle kiif gelisimi icin 1yi bir
substrat oldugu bilinmektedir (Morton ve dig. 1979). Birgok kif tiirliniin yerfistig

iceren besiyerinde patates igceren besiyerine gore daha iyi gelisim gosterdigi ve bu
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durumun yerfisti§inin mineral madde igeriginin patatese gore daha yiliksek

olmasindan kaynaklandigi ifade edilmistir (Ikechi-Nwogu ve Elenwo 2012).

Calismamizdan elde edilen sonuglar gostermistir ki, A. flavus besiyeri
bilesimine bagli olarak farkli besiyerlerinde farkli diizeyde gelisim gostermektedir.
Bu durumun, besiyeri bilesimindeki farkliliklardan meydana  geldigi
diistiniilmektedir. Cotty (1994) topraktan A. flavus grubu kiif tiirlerini izole etmek
icin CZA, Aspergillus flavus ve parasiticus agar, Rose bengal agar ve modifiye Rose
bengal agar besiyerlerini kullanmistir. Bu kif tiirlerinin popiilasyon biyolojisi
lizerine ¢alisma yapmak i¢in en kullanigh besiyerinin modifiye Rose bengal agar
besiyeri oldugunu tespit etmistir. Yazar, bu durumu modifiye Rose bengal agar

besiyerinin bilesimindeki maddelerle (sukroz, nitrat vb.) iliskilendirmistir.

35  Farkh Besiyerlerine Selat Ajam ilavesinin A. flavus Gelisimi

Uzerine Etkisinin incelenmesi

3.5.1 CZA Besiyerine ilave Edilen Selat Ajanlarmm A. flavus Gelisimi

Uzerine Etkisi

3.5.1.1 Sitrik Asit

CZA besiyerine 0.175, 0.875 ve 1.75 mM sitrik asit ilavesinin kif gelisimi
lizerine etkisi incelenmistir. Inkiibasyonun 2, 4 ve 6. giinii elde edilen sonuglar Tablo

3.15°te verilmistir.

Tablo 3.15: CZA besiyerinde sitrik asitin kiif gelisimi tizerine etkisi*

Konsantrasyon % Inhibisyon
2.giin 4.giin 6.giin
Kontrol 0+0 a 0+0 a 0+0 a
0.175 mM 1.96+3.30a | 0.09+0.20a | 0.80+0.18 a
0.875 mM 0.43+0.97 a 0+0 a 0+0 a
1.75 mM 0+0 a 0+£0 a 0+0 a

*: Ayni1 6rnekleme giinii i¢in ayni1 harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamaktadir (p>0.05).
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Calismamiz sonucunda besiyeri ortamina selat ajani olarak katkilanan sitrik
asitin denenen dozlarda kiif gelisimi onlemede etkili olmadig1 sonucuna varilmastir.
Inkiibasyonun 2, 4 ve 6. giinii; sitrik asit katkili besiyerleri, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05). Inkiibasyonun 2. giiniinde; 0.175 ve 0.875 mM diizeyinde sitrik asit
katkilanan besiyerlerinde sinirlt bir inhibisyon etki (%1.96 ve 0.43) tespit edilse de
bu etki, inkiibasyon siiresinin devaminda ya azalmis ya da tamamen ortadan
kalkmustir. Schultz ve dig. (1999) yemlerde sitrik asit, propiyonik asit, laktik asit ve
formik asitin A. fumigatus, P. verrucosum, R. arrhizus, C. albicans vb. maya ve kiif
tirleri lizerine fungistatik etkisini incelemislerdir. Calismada denenen organik
asitlerden yalnizca formik asitin (%1-2) s6z konusu mikroorganizmalarin gelisimini
siirlandirdigi  gozlenmis, sitrik asitin ise incelenen maya ve kiif tiirlerinin
gelisimlerini 6nlemede etkili olmadigi tespit edilmistir. Bu ¢aligmadan elde edilen

sonuglarin tez ¢alismamizin bulgulariyla uyumlu oldugu goriilmektedir.

3.5.1.2 Fitik Asit

CZA besiyerine 0.175, 0.438 ve 0.875 mM fitik asit ilavesinin kif geligimi
lizerine etkisi incelenmistir. Inkiibasyonun 2, 4 ve 6. giinii elde edilen sonuglar Tablo

3.16°da gosterilmistir.

Tablo 3.16: CZA besiyerinde fitik asitin kiif gelisimi {izerine etkisi*

Konsantrasyon Yo Inhibisyon
2.giin 4.giin 6.giin
Kontrol 0+0 a 0+£0 a 0+0 a
0.175 mM 2.35+3.22 a 0.62+1.38 a 0.16+0.22 a
0.438 mM 0+0 a 0+0 a 0+0 a
0.875 mM 0+0 a 0+0 a 0+0 a

*: Ayn1 6rnekleme giinii igin ayn1 harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamaktadir (p>0.05).

Deneyler sonucunda, CZA besiyerine selat ajani olarak belirli dozlarda
katkilanan fitik asitin kif gelisimini onlemede etkili olmadigi tespit edilmistir.
inkﬁbasyonun 2, 4 ve 6. giinii; fitik asit katkili besiyerleri, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir

(p>0.05). Inkiibasyonun 2. giinii 0.175 mM fitik asit katkili besiyerinde %2.35

49



diizeyinde inhibisyon etki goézlenirken inkiibasyon siiresi uzadik¢a bu etki giderek
azalmis ve inkiibasyonun 6. giinii neredeyse tamamen ortadan kaybolmustur. Dayi ve
dig. (1995) disiikk dozlarda (0.01-0.24 mg/100 ml) CZA besiyerine katkilanan fitik
asitin A. flavus gelisimini inhibe ettigini tespit etmislerdir. Yazarlar, fitik asitin bu

etkisini; gelisme evresindeki kiiflin solunum aktivitesini azaltmasina atfetmisglerdir.

3.5.1.3 EDTA

CZA besiyerine 0.175, 0.875 ve 1.75 mM EDTA ilavesinin kiif gelisimi

tizerine etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 3.11°de verilmistir.
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Inkiibasyon giinii

Sekil 3.11: CZA besiyerinde EDTA’nin kiif gelisimini inhibe etme yiizdesi*
*. Ayni 6rnekleme giinii i¢in farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak
fark bulunmaktadir (p<0.05).

CZA besiyerinde elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda kif gelisimini
onlemede etkili bulunan tek selat ajani EDTA olmustur. Bu ajanin 0.175 ve 0.875
mM’lik konsantrasyonlar1 kiif gelisimini sirasiyla %63.36-72.47 ve %91.67-92.57
oraninda inhibe ederken 1.75 mM EDTA kiif gelisimi tamamen inhibe etmistir.
Besiyeri ortamina katkilanan EDTA’nin konsantrasyonu arttik¢a kiif gelisimini
onlemedeki etkisi artmistir. Sonuclar istatistik agidan degerlendirildiginde,
inkiibasyonun 2. giinii 0.875 ve 1.75 mM EDTA benzer inhibisyon etki gostermistir
(p>0.05). Ancak; inkiibasyonun 4 ve 6. giinii 1.75 mM EDTA, 0.875 mM EDTA’ya
gore daha fazla inhibisyon etki géstermistir (p<0.05). Abrunhosa ve Venancio (2008)
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Czapek maya ekstrakt agar (CYA) besiyerinde 0.1-10 mM Na,-EDTA’nin A.
carbonarius, A. ibericus, toksijenik ve toksijenik olmayan A. niger {izerine antifungal
etkisini arastirmislardir. Arastirmacilar, 0.1 mM Na,-EDTA’nin A. carbonarius, A.
ibericus, toksijenik ve toksijenik olmayan A. niger gelisimini sirasiyla %32, 56, 36
ve 16 oraninda inhibe ettigini, 10 mM Na,-EDTA’nin ise s6z konusu kiif tiirleri
tizerine sirasiyla %88, 89, 87 ve 82 oraninda inhibisyon etki gosterdigini
bulmuglardir. Calismamizda oldugu gibi bu c¢alismada da arastirmacilar, Nay-
EDTA’nin besiyeri ortaminda konsantrasyonunun arttikca inhibisyon etkisinin
arttigini tespit etmislerdir. Na;-EDTA nin bu etkisi, ortamda bulunan farkli metalleri

baglayarak canlinin hiicre duvarmin biitiinliiglinii bozmasina dayandirilmstir.

Calismamizin “3.2 Mineral Maddelerin A. flavus Gelisimi Uzerine Etkisi”
baslikli bolimiinde CZA besiyerinden NaNOj bileseninin ¢ikarilmasi durumunda A.
flavus kiifiiniin gelismedigi tespit edilmistir. Bunun muhtemel nedeni, NaNO3’in
besiyerinde bulunan tek azot kaynagi oldugu ve kiiftin gelisimi i¢in bu kaynaga
kesinlikle ihtiya¢ duydugu gergegidir. Besiyerine katkilanan EDTA selat ajani, kiif
gelisimi {izerine 6nemli diizeyde inhibisyon etki gostermistir. EDTA’nin 1.75
mM’lik konsantrasyonu kif gelisimini tamamen onlemistir. Bu durumda akla ilk
gelen; EDTA ile nitrat arasinda bir selatlama isleminin gerceklestigi ve EDTA’ nin
nitrat1 baglayarak kiifiin gelisimi igin gerekli olan besiyerindeki tek azot kaynagini
besiyeri ortamindan uzaklastirmis olabilecegidir. Bir baska muhtemel mekanizma
ise, EDTA’nin denitrifikasyon prosesinde rol alarak nitrati antimikrobiyal 6zellige
sahip bilesiklere indirgemesi ve bu bilesiklerin kiif gelisimini engelleyici yonde etki
gostermesidir. Denitrifikasyon; anaerobik kosullarda nitratin pargalanarak nitrit,
nitrik oksit ve molekiiler azota doniismesi islemine verilen isimdir (Firestone ve
Davidson 1989). Fe(I)EDTA’nin nitrik oksiti molekiiler azota indirgeyerek
denitrifikasyon prosesinde onemli bir rol oynadigi belirtilmistir (Maas ve dig. 2003).
Denitrifikasyon prosesinin iiriinlerinden biri olan nitrik oksitin in vitro kosullarda A.
niger, P. italicum ve Monilinia fructicola gibi kiiflerin gelisimini onledigi Lazar ve
dig. (2008) tarafindan yapilan calismayla ortaya konmustur. Nitrik oksit gibi
denitrifikasyon sirasinda olusabilecek bir diger bilesik de nitrittir. Nitritin bir¢ok
bakteri (E. coli, B. subtilis vb.), kiif (A. flavus, P. italicum, F. oxysporum vb.) ve
maya (C. albicans vb.) gibi gesitli mikroorganizma tiirlerine kars1 antimikrobiyal etki

gosterdigi bilinmektedir (Stanojevic ve dig. 2009). Literatiirden elde edilen bu
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bulgular; EDTA’nin besiyeri ortamindaki nitrati nitrik oksit ve nitrit gibi
antimikrobiyal 6zellige sahip maddelere indirgemis olabilecegini ve sdz konusu

maddelerin A. flavus gelisimini inhibe etmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

3.5.2 PDA Besiyerine ilave Edilen Selat Ajanlarimn A. flavus Gelisimi

Uzerine Etkisi

3.5.2.1 Sitrik Asit

PDA besiyerine 0.175, 0.875 ve 1.75 mM sitrik asit ilavesinin kif gelisimi

tizerine etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 3.12°de verilmistir.
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Sekil 3.12: PDA besiyerinde sitrik asitin kiif gelisimini inhibe etme yiizdesi
*: Aym 6rnekleme giinii igin farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak
fark bulunmaktadir (p<0.05).

Sekil 3.12°de goriildiigli gibi denenen sitrik asit dozlar1 PDA besiyerinde kiif
gelisimini 6nlemede etkili olmustur. Inkiibasyon siiresi uzadik¢a denenen her bir doz
icin sitrik asitin %inhibisyon degerinde artig gdzlenmistir. Sitrik asitin 0.175 mM’lik
konsantrasyonu kiif gelisimini %4.67-12.67, 0.875 mM’lik konsantrasyonu %8.41-
16.25 ve 1.75 mM’lik konsantrasyonu %16.82-26.17 oraninda inhibe etmistir. Her
ornekleme giiniinde sitrik asitin konsantrasyonu arttik¢a inhibisyon etkisinin arttigi
tespit edilmistir. Ancak, inkiibasyonun 2 ve 6. giinii sitrik asitin 0.175 ve 0.875

mM‘lik  konsantrasyonlarmin yarattigi inhibisyon degerleri arasindaki fark
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istatistiksel agidan énemli bulunmamistir (p>0.05). Inkiibasyon siiresi boyunca kiif
gelisimini 6nlemede en etkili dozun bu ¢alismada denenen en yiiksek doz olan 1.75
mM oldugu gozlenmistir (p<0.05). Gowda ve dig. (2004) PDA besiyerinde sitrik
asit, iire ve sodyum propiyonatin A. parasiticus gelisimini %36-64 oraninda inhibe
ettigini bulmuslardir. Benzer bir ¢aligmada Askarne ve dig. (2011), 0.02 M ve 0.2 M
sitrik asitin P. italicum gelisimini sirastyla %29.16 ve 55.18 oraninda inhibe ettigini
tespit etmislerdir. Zhou ve dig. (2007) in vitro kosullarda %0.2 konsantrasyondaki
sitrik asitin Salmonella typhimurium (CGMCC 1.1174) gelisimi 6nemli diizeyde
inhibe ettigini bildirmislerdir. Arastirmacilar, sitrik asitin etki mekanizmasini
hiicrelerin  sitoplazma i¢i pH dengesini bozarak canlinin hayati metabolik
reaksiyonlarin1 gergeklestirmesini onlemek vb. etmenlere dayandirmiglardir. Ayrica
sitrik asitin Ca* ve Mg*? iyonlarini baglayarak hiicre membran yapisini bozmus

olabilecegini de vurgulamislardir.

3.5.2.2 Fitik Asit

PDA besiyerine 0.175, 0.438 ve 0.875 mM ilave edilen fitik asitin kiif

gelisimi iizerine etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.13’te verilmistir.
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Sekil 3.13: PDA besiyerinde fitik asitin kiif gelisimini inhibe etme yiizdesi
*: Aym1 6rnekleme giinii igin farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak
fark bulunmaktadir (p<0.05).
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Sekil 3.13°te gorildigii gibi, denenen fitik asit dozlar1 PDA besiyerinde kiif
gelisimini 6nlemede etkili bulunmustur. Fitik asitin 0.175 mM’lik konsantrasyonu
kiif gelisimini %11.34-14.57, 0.438 mM’lik konsantrasyonu %26.50-30.77 ve 0.875
mM’lik  konsantrasyonu %41.88-56.00 oraninda inhibe etmistir. Fitik asitin
besiyerine katkilanan dozlar1 arasindaki fark istatistiksel agidan anlamli bulunmustur
(p<0.05). Fitik asitin konsantrasyonu arttik¢a inhibisyon etkisi tim 6rneklerde artis
gostermistir. Denenen dozlar arasinda kiif gelisimini 6nlemede en etkili fitik asit
dozu bu galismada denenen en yiiksek doz olan 0.875 mM olarak tespit edilmistir.
Inkiibasyonun 6. giinii 0.875 mM fitik asit %50’den fazla inhibisyon etki

gostermistir.

Zhang ve dig. (2013) PDA besiyerinde yaptiklar ¢calismalarinda 4 mol/ml ve
6 mol/ml fitik asitin B. cinerea gelisimini énemli diizeyde inhibe ettigini ortaya
koymuslardir. In vitro kosullarda yapilan diger bir ¢alismada %0.1-10
konsantrasyondaki fitik asitin Pichia caribba mayasinin gelisimini artirdigi tespit
edilmistir. Ayn1 ¢alismada arastirmacilar, P. caribba ve %0.2-10 konsantrasyondaki
fitik asitin birlikte kullanimimin P. expansum gelisimini 6nlemede etkili oldugunu
bulmuslardir. In vivo ¢alismalarda ise P. caribba ve %0.2 fitik asitin elmanin
kiiflenmesini 6nemli diizeyde onledigi tespit edilmistir. Arastirmacilar, P. caribba ve
fitik asit ile elde ettikleri karisimin igindeki fitik asitin yavasca degrade olmasinin,
karisimin stabilitesini ve etkinligini artirdigin1 ifade etmislerdir (Mahunu ve dig.
2016).

3.5.2.3 EDTA

PDA besiyerine 0.175, 0.875 ve 1.75 mM EDTA ilavesinin kiif gelisimi

tizerine etkisi ortaya konmustur. Elde edilen sonuglar Sekil 3.14’te gosterilmistir.
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Sekil 3.14: PDA besiyerinde EDTA nin kiif gelisimini inhibe etme yiizdesi
*. Ayni 6rnekleme giinii i¢in farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak
fark bulunmaktadir (p<0.05).

Sekil 3.14’te goriildiigii gibi, PDA besiyerinde denenen EDTA dozlart kiif
gelisimini 6nlemede etkili bulunmustur. EDTA’nin 0.175 mM’lik konsantrasyonu
kif gelisimini %35.52-41.71, 0.875 mM’lik konsantrasyonu %70.09-71.20 ve 1.75
mM’lik konsantrasyonu %81.02-83.64 oraninda inhibe etmistir. EDTA’nin
besiyerine katkilanan dozlar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli fark bulunmustur
(p<0.05). Besiyerine EDTA selat ajaninin katkilanmasiyla kiif gelisiminde onemli
diizeyde bir azalma gozlenmistir. Kif gelisimini 6nlemede en etkili EDTA
dozununun, bu c¢alismada denenen en yiiksek doz olan 1.75 mM oldugu tespit
edilmistir. De Lucca (2006) Potato dextrose broth besiyerinde EDTA’nin (0-1600
ug/ml) A. flavus, A. fumigatus, A. niger, F. moniliforme ve F. solani gelisimini
onemli diizeyde inhibe ettigini bulmustur. Askarne ve dig. (2013) PDA besiyerinde
20 mM sodyum EDTA’nin P. italicum’un gelisimini tamamen Onledigini tespit
etmislerdir. Ayn1 ¢alismada 200 mM sodyum EDTA’nin portakalda kiif gelisimini
%55.22 oraninda onledigi bulunmugstur. Arastirmacilar EDTA’’nin sodyum tuzunun
kiif gelisimi {izerine etkisini glikolitik yolda (glikoliz’de) goérev alan enzimlerin

fonksiyonunu degistirdigine atfetmislerdir.
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35.3 Kuru Incirden Hazirlanan Besiyerine Ilave Edilen Selat

Ajanlarinn A. flavus Gelisimi Uzerine Etkisi

A. flavus, kuru incirden hazirlanan besiyerinin kontrol grubunda inkiibasyon
stiresi boyunca ¢ok hizli bir sekilde gelisim gosterdigi igin simdiye kadarki
deneylerde 6 giinliik periyotta gelisimini tamamlayan kiif, bu besiyerinde 4 giinliikk
periyotta gelisimini tamamlanmigtir. Bu nedenle, calismamizda kuru incirden
hazirlanan besiyerine katkilanan sitrik asit, fitik asit ve EDTA selat ajanlarinin kif
gelisimi tizerine etkisini incelemek igin 6rnekleme giinii olarak inkiibasyonun 2 ve 4.

giinii se¢ilmistir.

3.5.3.1 Sitrik asit

Kuru incirden hazirlanan besiyerine 0.175, 0.875 ve 1.75 mM sitrik asit
ilavesinin kiif gelisimi iizerine etkisi incelenmistir. Inkiibasyonun 2 ve 4. giinii elde

edilen sonuglar Tablo 3.17°de gosterilmistir.

Tablo 3.17: Kuru incirden hazirlanan besiyerinde sitrik asitin kiif gelisimi tizerine etkisi*

% Inhibisyon
Konsantrasyon — —
2.giin 4.giin
Kontrol 0+0 b 040 a
0.175 mM 2.65+1.18 ab 0+0 a
0.875 mM 4.76+2.64 a 0.13+0.29 a
1.75 mM 0.42+0.95 b 0+0 a

*: Ayni1 6rnekleme giinii i¢in farkl harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmaktadir (p<0.05).

Tablo 3.17°de goriildiigii gibi, inkiibasyonun 2. giiniinde kiif gelisimi 0.175
mM sitrik asit ile %2.65, 0.875 mM sitrik asit ile %4.76 oraninda inhibe edilirken
1.75 mM sitrik asit ile neredeyse hic inhibe edilememistir. Istatistiksel acidan 2. giin
sonuclar1 degerlendirildiginde yalnizca 0.875 mM sitrik asit kiif gelisimini inhibe
etmede kontrol ve 1.75 mM sitrik asitten farkli bulunmustur (p<0.05). Inkiibasyonun
2. glinii gozlenen bu etki 4. giin ortadan kalkmig ve sitrik asitin denenen dozlart Kuru
incirden hazirlanan besiyerinde kiif gelisimini Onlemede etkili bulunmamigtir
(p>0.05). Basaran (2011) in vitro kosullarda %#4 sitrik asitin A. parasiticus gelisimini
onlemede diisiik inhibisyon etki gdsterdigini tespit etmistir. Wu ve dig. (2011) in
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vitro kosullarda yaptiklar1 deneyler sonucunda 200-400 mg/l sitrik asidin F.
oxysporum f. sp niveum gelisimini tesvik ettigini, 800-1600 mg/l sitrik asidin ise
kiifiin gelisimini Onledigini bildirmislerdir. Literatiirle farklilik gosteren c¢alisma
sonuglarimiz ortaya koymustur ki, sitrik asitin kiif gelisimini inhibe etmesi ya da
etmemesi; incelenen kiif tiirii, sitrik asit konsantrasyonu, besiyeri ortami, Sitrik asitin
besiyeri ortaminda bulunan maddeleri selatlama yetenegi gibi faktorlere bagli olarak

degisiklik gosterebilmektedir.

3.5.3.2 Fitik Asit

Kuru incirden hazirlanan besiyerine 0.175, 0.438 ve 0.875 mM fitik asit
ilavesinin kiif gelisimi iizerine etkisi incelenmistir. Inkiibasyonun 2 ve 4. giinii elde

edilen sonuclar Tablo 3.18’de verilmistir.

Tablo 3.18: Kuru incirden hazirlanan besiyerinde fitik asitin kiif gelisimi tizerine etkisi*

Konsantrasyon 3 “eInhibisyon S
2.giin 4.giin
Kontrol 0+0 ¢ 040 a
0.175 mM 1.62+2.42 bc 040 a
0.438 mM 7.03£3.08 a 0.13+0.29 a
0.875 mM 4.86+2.96 ab 040 a

*: Ayn1 6rnekleme giinii i¢in farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmaktadir (p<0.05).

Deney sonucuna gore inkiibasyonun 2. giiniinde 0.175 mM fitik asit kif
gelisimini %1.62, 0.438 mM fitik asit %7.03 ve 0.875 mM fitik asit %4.86 oraninda
inhibe etmistir. Inkiibasyonun 2. giinii kiif gelisimini 6nlemede en etkili dozun 0.438
MM oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Inkiibasyonun 4. giiniinde 0.175 ve 0.875
mM’lik fitik asit dozlar1 kiif gelisimi tizerine herhangi bir inhibisyon etki
gostermezken, 0.438 mM konsantrasyondaki fitik asit kiif gelisimini iizerine sinirl
bir etki (%0.13) gostermistir. Ancak bu etki, istatistiksel agidan Onemli
bulunmamuistir (p>0.05). Yang ve dig (2015) in vitro kosullarda 4 umol/ml fitik asitin
P. expansum gelisimini %4.30 oraninda inhibe ettigini tespit etmislerdir.
Arastirmacilar, ayn fitik asit dozunu elmada denemisler ve fitik asitin kiiflenmeyi
%72.59 oraninda onledigini bulmuslardir. Calismamizda elde edilen bulgular bu

calisma ile kiyaslandiginda, fitik asitin inhibisyon etkisinin; kiifiin gelisimi igin
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substrat olarak kullanacagi maddelere gore (besiyeri ortaminda bulunan maddeler,
meyve bilesiminde bulunan maddeler vb.) farklilik gosterebilecegini ortaya

koymaktadir.

3.5.3.3 EDTA

Kuru incirden hazirlanan besiyerine 0.175, 0.875 ve 1.75 mM EDTA
ilavesinin kiif gelisimi iizerine etkisi incelenmistir. Inkiibasyonun 2 ve 4. giinii elde

edilen sonuclar Tablo 3.19’da verilmistir.

Tablo 3.19: Kuru incirden hazirlanan besiyerinde EDTA’nin kiif gelisimi {izerine etkisi*

Konsantrasyon - “lnhibisyon ”
2.giin 4.giin
Kontrol 0+0 ¢ 0+0 c
0.175 mM 00 c 00 c
0.875 mM 10.39+1.78 b 547+1.46 b
1.75 mM 20.78+3.88 a 18.56+2.50 a

*: Ayni 6rnekleme giinii i¢in farkli harflerle gdsterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmaktadir (p<0.05).

Deney sonucuna gore inkiibasyon siiresi boyunca 0.175 mM EDTA kiif
gelisimi 6nlemede etkili bulunmamistir. Ancak, EDTA’nin besiyeri ortaminda
dozunun artirilmasiyla kiif gelisimi {izerinde belirli bir siire inhibisyon etki gosterdigi
gdzlenmistir. Inkiibasyonun 2. giinii 0.875 mM EDTA kiif gelisimini %10.39, 1.75
mM EDTA ise %20.78 oraninda inhibe etmistir. Inkiibasyonun 4. giinii bu oranlar
sirasyla %5.47 ve %18.56’ya diismiistiir. Her 2 giinde de 1.75 mM EDTA 0.875 Mm
EDTA’ya gore kif gelisimini O6nlemede daha etkili bulunmustur (p<0.05).
Inkiibasyonun 6. giiniinde; EDTA’nin denenen higbir dozu kiif gelisimi {izerine
herhangi bir inhibisyon etki gostermemistir. Kim ve dig. (2016) EDTA’nin piringte
bakanae (diizensiz biiyiime) hastaligina neden olan F. fujikuroi kif tiirtine karsi
fungistatik etki gosterdigini tespit etmislerdir. Arastirmacilar in vitro kosullarda
gerceklestirdikleri calismalarinda EDTA’nin bu etkisini besiyerindeki mineral
maddelerin (kalsiyum, mangan vb.) kullanimini baskilamasina atfetmislerdir.
Tirkkan ve Erper (2015) in vitro kosullarda %0.1’den daha fazla EDTA’nin F.
equiseti, F. proliferatum, F. semitectum, F. solani f. sp. phaseoli, F. verticillioides,

Rhizoctonia solani AG4-HG |, Macrophomina phaseolina ve Sclerotium rolfsii
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gelisimine karsi fungi-toksik etki gosterdigini ortaya koymuslardir. Ancak, in vivo
deneylerde %1-2 EDTA’nin hem fasulye tohumunun ¢imlenmesi hem de kok
uzamasi agisindan fitotoksik oOzellikte oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismadan da
anlasilacagi gibi, EDTA’nin hem kiif gelisimini 6nlemesi hem de bitki sagligim

korumast i¢in optimum dozunu belirlemek olduk¢a onemlidir.

Kuru incirden hazirlanan besiyerinde EDTA selat ajaninin kiif gelisimini
Oonlemede etkisini artirmak ic¢in besiyerine katkilanan EDTA dozunun artirilmasina
karar verilmistir. Bu amagla, sonraki deneylerde suda ¢oziintrliigi EDTA’dan daha

yiiksek olan Nap-EDTA kullanilmistir.

3.5.3.3.1 Na,;-EDTA

Kuru incirden hazirlanan besiyerine 1.75, 3.50, 7.00 ve 8.75 mM Na,-EDTA

ilavesinin kiif gelisimi iizerine etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.15’te

gosterilmistir.
100
Kontrol
80 ml.75 mM
g m3.50 mM
= 60 [7.00 mM
E 10 728.75 mM
S
20
0 4
2.glin 4 giin 6.glin
Inkiibasyon giinii

Sekil 3.15: Kuru incirden hazirlanan besiyerinde Na,-EDTA’ nin kiif gelisimini

inhibe etme yiizdesi
*. Aym O6rnekleme giinii i¢in farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmaktadir (p<0.05).

Kuru incirden hazirlanan besiyerinde Nap,-EDTA, denenen dozlarda kiif
gelisimini  Onlemede etkili bulunmustur. Nay-EDTA’nin inkiibasyon siiresinin

basinda kiif gelisimini daha fazla oranda inhibe ettigi tespit edilmistir. EDTA’nin
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inhibisyon etkisi, denenen her bir EDTA dozu igin inkiibasyon siiresi boyunca
giderek azalmistir. Bunun nedenlerinden biri olarak, EDTA’nin kiifiin gelismesi igin
besiyeri ortamima uyum saglama silirecini uzattigi bir diger ifadeyle kiifiin lag
periyodunu uzattigi diisiiniilmektedir. Besiyeri ortamima uyum saglayan Kkiif,
gelisimini EDTA nin smirlandirdig l¢iide devam etmistir. Ikinci muhtemel nedenin
ise, EDTA’nin besiyeri ortamindaki maddeler ile (mineral maddeler, azot kaynaklar

vb.) selat olusturma yeteneginin zamanla azalmis olabilecegidir.

Inkiibasyonun 2 ve 4. giinii 1.75 mM Na,-EDTA kiif gelisimini sirastyla
%37.89 ve %24.70 oraninda inhibe ederken inkiibasyonun 6. giinii inhibe etmemistir.
Na,-EDTA’nin 3.50 mM’lik konsantrasyonu kiif gelisimini %27.63-63.98, 7.00
mM’lik konsantrasyonu %56.97-87.58 ve 8.75’lik konsantrasyonu %71.58-96.58
oraninda inhibe etmistir. Besiyerine katkilanan Na,-EDTA’nin konsantrasyonu
arttikca kiif gelisimini dnlemedeki etkisi artmustir. Inkiibasyon siiresi boyunca kiif
gelisimini 6nlemede en etkili doz, denenen en yiiksek doz olan 8.75 mM olarak tespit
edilmistir (p<0.05). Basaran (2011) in vitro kosullarda %4 Na,-EDTA’nin A.
parasiticus gelisimini 6nlemede EDTA’ya gore daha etkili oldugunu ortaya
koymustur. Calismamizda benzer sonuca ulasilmistir. Soyle ki; inkiibasyonun 2 ve 4.
giinii 1.75 mM EDTA’nin kif gelisimini sirastyla %20.78 ve 18.56 oraninda, Nay-
EDTA’nin ise 37.89 ve %24.70 oraninda inhibe ettigi bulunmustur. Elde edilen bu
bulgu, Na-EDTA’nin A. flavus gelisimini onlemede EDTA’dan daha etkili
oldugunun gostergesidir. EDTA’nin bu etkisi hiicre dongiistindeki metal iyonlarini

uzaklastirarak hayati enzim aktivitelerini azalttigina dayandirilmistir (Basaran 2011).

Literatirde Na,-EDTA’nin  C. albicans iizerine antifungal etkisinin
incelendigi ¢aligmalar mevcuttur. Casalinuova ve dig. (2017) in vitro kosullarda 2.5-
ve 25 mM Na;-EDTA’nin C. albicans gelisimini inhibe ettigini tespit etmistir.
Benzer bir sonug Sen ve dig. (2000)’nin yaptig1 c¢alismadan da elde edilmistir.
Arastirmacilar, Na,-EDTA’nin inhibisyon etkisini hiicre duvarindan Ca™ iyonlarini
uzaklagtirarak hiicre duvarmim kararliligini bozmasina ve ortamdaki Ca*? iyonlarim
baglayarak enzimatik reaksiyonlari Onlemesine atfetmislerdir. Literatiirden ve tez
calismamizdan elde ettigimiz bu bulgular EDTA’nin ve sodyum tuzlarinin belirli

bazi kiifler ve mayalar iizerine giiclii bir antifungal etkisi oldugunu gdstermektedir.
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Calismamizda, farkli besiyerlerine ilave edilen en yliksek selat ajani

dozlarinin kiif gelisimini inhibe etmede etkisi Sekil 3.16’da sematize edilmistir.

1205 ) mCZA
1007 OPDA
g 80 -
» @Kuru incirden
2 60 a_ hazirlanan besiyeri
g\‘=' 4{] - a
N
20 - *
b b b b
0 +—— ——

1.75 mM Sitrik asit  0.875 mM Fitik asit ~ 1.75 mM EDTA

Inkiibasyonun son giinii

Sekil 3.16: Farkl1 besiyerlerine katkilanan selat ajanlarinin kiif gelisimini inhibe etme

yuZdeSI*’**'***

*: Sekilde inkiibasyonun son giinii olan 6. giine gére %inhibisyon degerleri verilmistir. Yalnizca kuru
incirden hazirlanan besiyerine sitrik asit ve fitik asit katkilandiginda inkiibasyon 4 giin siirdiigii igin 4.
giin verileri kullanilmistir.

**Kuru incirden hazirlanan besiyerinde 8.75 mM Na,-EDTA’nin %inhibisyon degeri gosterilmistir.
***. Ayni selat ajani i¢in farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmaktadir (p<0.05).

Sekil 3.16’da goriildiigii lizere, EDTA her besiyerinde %70’in {izerinde
inhibisyon etki gostermistir.  EDTA’nin bu etkisi besiyerine gore farklilik
gostermektedir. Ornegin, EDTA kiif gelisimini CZA besiyerinde tamamen inhibe
ederken PDA ve kuru incirden hazirlanan besiyerinde sirasiyla %81.02 ve 71.58
oraninda inhibe etmistir. EDTA’nin katkilandig1 farkli besiyerlerinden elde edilen
inhibisyon verileri arasinda istatistiksel agidan onemli fark bulunmustur (p<0.05).
Calismamizda denenen diger selat ajanlarindan sitrik asit ve fitik asit PDA
besiyerlerinde belirli bir diizeyde inhibisyon etki (%26 ve 56) gosterirken CZA ve
kuru incirden hazirlanan besiyerlerinde herhangi bir inhibisyon etki gostermemistir

(p>0.05).

Farkli besiyerlerinde ayni selat ajaninin kiif gelisimi iizerine farkli etki
gostermesinin  nedeninin besiyerlerinin bilesimindeki farklilik oldugu agiktir.
Ornegin, CZA besiyerinde yegane karbon kaynagi sukroz iken, PDA besiyerinde

temel karbon kaynagi glukozdur. Kuru incirden hazirlanan besiyerinde ise temelde
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sadece glukoz ve fruktoz bulunmakta, sukroz ise ihmal edilebilecek iz diizeyde
bulunmaktadir (Caliskan ve Polat 2012). Ayrica CZA besiyerinde kiif, azot kaynagi
olarak nitrat1 kullanmaktadir. PDA ve kuru incirden hazirlanan besiyerlerinin ham
maddeleri olan patates ve kuru incirin bilesimi dikkate alindiginda kiiftin azot
kaynagi olarak PDA besiyerinde metionin, sistein vb. aminoasitleri, kuru incirden
hazirlanan besiyerinde ise aspartik asit, glutamin vb. aminoasitleri kullanmasi
muhtemeldir. Ayn1 sekilde kiif gelisimi igin besiyerinde gerekli olan vitamin ve
mineralleri degerlendirecek olursak; patates ve kuru incirin B grubu vitaminlerce
oldukga zengin oldugu bilinmektedir. Patates ayrica iyi bir P ve Mg kaynagidir. Kuru
incir ise Ca, K basta olmak iizere P ve Mg agisindan zengindir (Karadogan ve Ozer
1997, Silva ve dig. 2009). Herhangi bir gida ekstrakti icermeyen CZA besiyeri,
bilesiminde belirli miktarda Na, Mg, K ve Fe gibi mineral maddeleri bulundururken

herhangi bir vitamin kaynagi bulundurmamaktadir.

Tez c¢alismamiz kapsaminda CZA, PDA ve kuru incirden hazrlanan
besiyerine sitrik asit, fitik asit ve EDTA selat ajanlar1 katkilanmis ve s6z konusu bu
selat ajanlarinin A. flavus gelisimi {izerine etkisi inkiibasyonun 2, 4 ve 6. gilinii takip
edilmistir. Elde edilen %inhibisyon degerleri Tablo 3.20, 3.21, 3.22 ve 3.23’te

Ozetlenmistir.

Tablo 3.20: Kuru incirden hazirlanan besiyerinde Na;-EDTA nin kiif gelisimi
tizerine etkisi

Konsantrasyon % Inhibisyon
2.giin 4.giin 6.giin
1.75 mM 37.89+3.64 24.70+3.85 0+0
3.50 mM 63.98+2.30 49.67+1.46 27.63+3.09
7.00 mM 87.58+1.55 71.43+0.87 56.97+£2.16
8.75 mM 96.58+0.69 76.9543.56 71.58+0.86
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Tablo 3.21: Kuru incirden hazirlanan besiyerine katkilanan selat ajanlarinin kiif gelisimi iizerine etkisi

P %/ nhibisyon
Inkiibasyon
giinii Sitrik asit Fitik asit EDTA
0.175mM | 0.875 mM 1.75 mM 0.175mM | 0438 mM | 0.875mM | 0.175mM | 0.875 mM 1.75 mM
2. giin 2.65+1.18 4.76+2.64 0.42+0.95 1.62+2.42 7.03+£3.08 4.86+2.96 0+0 10.39+1.78 | 20.78+3.88
4. glin 0+0 0.13+£0.29 0+0 0+0 0.13+0.29 0+0 0+0 5.47+1.46 | 18.56+2.50
Tablo 3.22: PDA besiyerine katkilanan selat ajanlariin kiif gelisimi {izerine etkisi
inkiibasyon % Inhibisyon
giinii Sitrik asit Fitik asit EDTA
0.175mM | 0.875 mM 1.75 mM 0.175mM | 0438 mM | 0.875mM | 0.175mM | 0.875 mM 1.75 mM
2. giin 4.67+2.56 8.41+2.56 | 16.82+2.09 | 12.39+4.27 | 26.50+3.58 | 41.88+3.82 | 35.51+7.68 | 70.09+2.56 | 83.64+2.34
4. glin 0.68+2.63 | 15.73+2.63 | 23.39+4.03 | 11.34+3.62 | 30.77+3.62 | 50.20+4.44 | 41.20+6.87 | 71.20+2.95 | 82.20+0.84
6. giin 12.6742.69 | 16.25+2.46 | 26.17+3.59 | 14.57+4.33 | 27.43+4.33 | 56.00+2.56 | 41.71+4.78 | 70.19+1.54 | 81.02+1.21
Tablo 3.23: CZA besiyerine katkilanan selat ajanlarinin kiif gelisimi tizerine etkisi
inkiibasyon % Inhibisyon
giinii Sitrik asit Fitik asit EDTA
0.175mM | 0.875 mM 1.75 mM 0.175mM | 0438 mM | 0.875mM | 0.175mM | 0.875 mM 1.75 mM
2. giin 1.96+3.30 0.43+0.97 0+0 2.35+3.22 0+0 0+0 72.47+6.60 | 91.67+2.49 100+0
4. glin 0.09+0.20 0+0 0+0 0.62+1.38 0+0 0+0 63.36+2.06 | 91.94+1.15 100+0
6. giin 0.80+0.18 0+0 0+0 0.16+0.22 0+0 0+0 69.19+1.76 | 92.57+0.48 100+0

63




3.5.4 Selat Ajam Katkilanan Besiyerlerinin pH Ol¢iim Sonuclar

Calismamizda selat ajam1 katkilanan besiyerlerinin pH degerlerinin kiif
gelisimi lizerinde etki gostermis olabilecegi diisiiniilmektedir. Toksijenik A. flavus
kiifiiniin gelisimi i¢in gerekli pH degeri 3.4-10.0 araligindadir (Fratamico ve dig.
2005). Holmquist ve dig. (1983) SDA besiyeri ve misirda pH 5 degerinde A. flavus
ve A. parasiticus’un maksimum diizeyde gelisim gosterdigini gozlemislerdir.
Besiyerine katkilanan selat ajanlarinin selatlama yetenegi pH degerine gore farklilik
gosterebilmektedir. Sitrik asitin diisiik pH’larda, fitik asitin orta ve yiiksek pH’larda,
EDTA’nin ise yiiksek pH’larda daha fazla selatlama 6zelligi gosterdigi bilinmektedir
(Giir ve Demirdag 2009). Calismamizda, besiyerine katkilanan ajanlarinin selatlama
yeteneginin pH degerine gore farklilik gostermesi miimkiin oldugundan
besiyerlerinde pH 6l¢iimii gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 3.24’te

verilmistir.

Besiyerlerine katkilanan tiim selat ajanlari besiyeri ortamlarinin pH’sinin
diismesine neden olmustur. Genellikle selat ajaninin besiyerine katkilanan miktar
arttikca pH degerinde daha fazla diisiis meydana gelmistir. Bu durum, ¢alismamizda
kullanilan her besiyerinde, kiif gelisimini 6nlemede diger ajanlardan daha etkili
bulunanan EDTA i¢in de gegerlidir. EDTA’nin bazik ortamlarda daha iy1 selatlama
etkinligi gosterdigi bilindiginden (Giir ve Demirdag 2009); s6z konusu ajanin kiif
gelisimini inhibe etme etkisi {izerine selatlama 6zelliginin disinda baska faktorlerin
de etkili oldugu diistiniilmektedir. Calismamizda, PDA besiyerine sitrik asit ve fitik
asitin katkilanmasiyla en diisiik pH degerleri (sirasiyla 4.47 ve 3.82) elde edilmistir.
Bunun yant sira, bu ajanlarin s6z konusu besiyerinde kiif gelisimini inhibe etmede
etkili oldugu belirlenmistir. Bu bulgular 1s181nda; sitrik asitin kiif gelisimini inhibe
etme etkisi muhtemel iki mekanizma tizerinden diisiiniilebilir. Bu mekanizmalardan
ilki, bu ajanin diisiik pH’larda sahip oldugu yiiksek selatlama 6zelligi nedeniyle kiif
gelisimi icin gerekli maddeler ile kuvvetli selatlar olusturmasidr. Ikincisi ise, ajanin
hiicre igi asitligini artirarak hiicreler arast1 pH dengesini bozmasidir. Ikinci
mekanizmanin fitik asitin kiif gelisimini inhibe etme etkisi iizerinde de etkili oldugu

distiniilmektedir.
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Tablo 3.24: Selat ajan1 katkilanan besiyerlerinin pH 6l¢giim sonuglari

Besiyeri Selat ajani Konsantrasyon pH
Kontrol 7.234+0.01
Sitrik asit 0.175 mM 7.12+0.00
0.875 mM 6.67+0.01
1.75 mM 6.23+0.01
Kontrol 7.224+0.01
- . 0.175 mM 7.08+0.01
CZA Fitik asit 0.438 MM 6.56+0.00
0.875 mM 5.65+0.01
Kontrol 7.21+0.01
0.175 mM 7.29+0.01
EDTA 0.875 mM 6.84+0.01
1.75 mM 5.69+0.02
Kontrol 5.60+0.02
Sitrik asit 0.175 mM 5.39+0.02
0.875 mM 4.85+0.02
1.75 mM 4.47+0.01
Kontrol 5.434+0.01
.. . 0.175 mM 4.92+0.01
POR ik asit 0.438 mM 4.4220.01
0.875 mM 3.82+0.01
Kontrol 5.39+0.01
0.175 mM 4.97+0.02
EDT14 0.875 mM 4.6140.02
1.75 mM 4.29+0.01
Kontrol 4.89+0.01
Sitrik asit 0.175 mM 4.83+0.01
0.875 mM 4.77+0.01
1.75 mM 4.64+0.01
Kontrol 4.90+0.01
Fitik asit 0.175 mM 4.82+0.02
0.438 mM 4.72+0.01
Kury incirden 0.875 mM 4.52+0.01
hazirlanan besiyeri Kontrol 4.57:0.01
EDTA 0.175 mM 4.62+0.01
0.875 mM 4.34+0.01
1.75 mM 4.35+0.01
Kontrol 4.90+0.01
1.75 mM 4.79+0.01
Na,-EDTA 3.50 mM 4.71+0.01
7.00 mM 4.66+0.01
8.75 mM 4.61+0.00
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3.6  Besiyeri Orneklerinde Aflatoksin Analizi Sonuclar

3.6.1 A.flavus inokiile Edilmis Farkli Besiyeri Ortamlarinda Aflatoksin

Miktarimnin Belirlenmesi

Calismamizda, mineral maddelerin aflatoksin olusumu iizerine etkisini tespit
etmek amaciyla, CZA besiyeri bilesiminde bulunan NaNO3, MgSO,, Fe,(S04)s, KCI
ve KH,PO4 mineral bilesiklerinin besiyeri ortamindan g¢ikarilmasiyla hazirlanan
modifiye besiyerlerinde aflatoksin analizleri gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar
Sekil 3.17’de verilmistir.
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Sekil 3.17: Mineral maddelerin aflatoksin olusumu iizerine etkisi*
*Mineral maddeler ¢ikarilarak hazirlanan modifiye besiyerlerinde farkli harflerle gosterilen aflatoksin
B; ve toplam aflatoksin miktarinin ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir
(p<0.05).

Modifiye besiyerlerinde gergeklestirilen aflatoksin analizlerinde, kontrol
grubu (CZA) besiyerinde aflatoksin B; ve toplam aflatoksin (aflatoksin
B1+B,+G;+G;) miktar: sirastyla 1.34+0.00 ve 2.61+0.03 ppb olarak tespit edilmistir.
Kontrol grubu besiyeri ile kiyaslandiginda, CZA besiyerinden NaNO;, KCI ve
KH,PO, bilesiklerinin ¢ikarilmasi kiif tarafindan iiretilen aflatoksin B; ve toplam
aflatoksin miktarin1 etkilemezken (p>0.05), MgSO, ve Fe,(SO,4); bilesiklerinin
cikarilmasiyla aflatoksin B; ve toplam aflatoksin miktarininin arttig1 tespit edilmistir
(p<0.05). Besiyeri bilesiminden MgSO,; ve Fe(SO4)s bilesiklerinin ¢ikarilmasi
durumunda aflatoksin B; miktar: sirasiyla 3.46+0.16 ve 3.84+0.81 ppb bulunurken,
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toplam aflatoksin miktart sirasiyla 5.05+0.16 ve 5.78+1.30 pbb olarak bulunmustur.
Literatiirde, besiyeri bilesimine belirli miktarda katkilanan Mg ve Fe mineral
maddelerinin A. flavus ve A. parasiticus tarafindan iiretilen aflatoksin miktarini
azaltigina (Marsh ve dig. 1975, Tiwari ve dig. 1986, Cuero ve dig. 2003) veya
artirdigina dair ¢alismalar mevcuttur (Davis ve dig. 1967, Reddy ve dig. 1979).
Maggon ve dig. (1973) besiyeri ortaminda bulunan Fe’in aflatoksin miktarimni
artirmasini, lipid oksidasyonu reaksiyonlarinda bu bilesigin iistlendigi “katalizor
roli” ile iliskilendirmislerdir. Arastirmacilar, lipid oksidasyonu sonucu olusan
ketonlarin aflatoksin biyosentezinin oncii bilesikleri oldugunu ifade etmisler ve s6z

konusu bilesiklerin aflatoksin iiretimini artirabilecegini bildirmislerdir.

Bu calismanin, “3.2  Mineral Maddelerin A. flavus Gelisimi Uzerine Etkisi”
baslig1 altinda detaylar1 verilen calisma kapsaminda, 6 giinliik inkiibasyon siiresi
boyunca NaNOj3 bilesenini igermeyen besiyerinde, kiifiin gelisimi igin baska bir azot
kaynagi olmadigindan dolay1r A. flavus gelisiminin gozlenmedigi ifade edilmistir.
Ayn1 besiyerinde 21 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda gerceklestirilen aflatoksin
analizleri sonucunda aflatoksin B; ve toplam aflatoksin miktarlarinin sirasiyla
1.03+0.01 ve 2.24+0.03 ppb diizeyinde oldugu belirlenmistir. S6z konusu
besiyerinde tespit edilen aflatoksin miktarlari kontrol grubu besiyerinde tespit edilen
miktarlar ile kiyaslandiginda neredeyse ayni diizeyde bulunmustur (p>0.05). Bu
durum, gelismek i¢in besiyeri ortaminda azot kaynagi bulamayan kiifiin strese
girdigini ve buna bagli olarak da aflatoksin trettigini diislindiirmektedir. Kiifiin
gelisimini olumsuz yonde etkileyecek faktorlerin (kuraklik, ortamda gelismek icin
ihtiya¢ duyulan maddelerin eksikligi vb.) kiif lizerinde strese neden oldugu ve stresin
kiifii toksin tiretmeye tesvik ettigi belirtilmistir (Guo ve dig. 2008, Schmidt-Heydt ve
dig. 2008). Besiyerinde bulunan nitratin kiif gelisimi ve toksin olusumu i¢in azot
kaynagi olmasinin yani sira aflatoksin olusumunu baskiladigi ortaya konmustur
(Kachholz ve Demain 1983). Ehrlich ve Cotty (2002) nitratin aflatoksin
biyosentezinde rol alan genleri baskilayarak aflatoksin iirettimini azalttigin1 ifade

etmislerdir.
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3.6.2 Farkh Besiyerlerinde A. flavus Kiifiiniin Aflatoksin Uretimi

CZA, PDA ve kuru incirden hazirlanan besiyerinde A. flavus tarafindan

tiretilen aflatoksin miktar1 tespit edilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 3.18’de

verilmistir.
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Sekil 3.18: Farkli besiyerlerinde gelistirilen A. flavus’un aflatoksin tiretimi*
*: Farkli besiyerlerinde farkli harflerle gosterilen aflatoksin B; ve toplam aflatoksin miktarinin
ortalamalari arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir (p<0.05).

Sekil 3.18’de goriildiigii tizere, A. flavus kiifii tarafindan tiretilen aflatoksin
miktarlar1 en fazla PDA besiyerinde tespit edilmistir (p<0.05). PDA besiyerinde
tiretilen aflatoksin B; ve toplam aflatoksin miktar1 sirasiyla 532.95+3.35 ve
538.14+3.58 ppb bulunmustur. PDA besiyerini sirasiyla kuru incirden hazirlanan
besiyeri ve CZA besiyeri takip etmistir. Kuru incirden hazirlanan besiyerinde tiretilen
aflatoksin B; ve toplam aflatoksin miktar1 sirasiyla 53.694+2.56 ve 55.87+2.58 ppb
bulunurken, CZA besiyerinde bu miktarlar sirasiyla 1.13+0.05 ve 2.47+0.11 pbb
olarak bulunmustur. Fakruddin ve dig. (2015) CZA besiyerinde A. flavus suslarinin
en fazla 0.03 ppb aflatoksin B; iirettigini tespit etmislerdir. Benzer bir ¢alismada,
Riba ve dig. (2010) CY A besiyerinde Aspergillus flavi liyesine ait bazi kiif tiirlerinin
en fazla 0.24 ppb aflatoksin B; iirettigini bulmuslardir. Bu ¢aligmalardan elde edilen
sonuglar ile kendi ¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglar, CZA besiyerinin aflatoksin
iiretimi i¢in uygun bir besiyeri olmadigini gostermistir. Ayrica elde edilen sonuglar,
besiyerinde iiretilen aflatoksin miktarinin kif tiiriine ve susa bagli olarak farklilik

gosterdigini ortaya koymustur.
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Calismamizda, PDA ve kuru incirden hazirlanan besiyerlerinin CZA
besiyerine gore aflatoksin olusumu i¢in daha elverisli oldugu ortaya konmustur. S6z
konusu besiyerleri kiif gelisimi acgisindan degerlendirildiginde de aymi yargiya
ulagilmistir (bkz. “3.4 Farkli Besiyerlerinde A. flavus Gelisimi” konu baslikli bolim).
Besiyerlerinin bilesimindeki farkliliklarin (karbon, azot kaynagi ve vitamin, mineral
madde igerigindeki farkliliklar vb.) kiif gelisimi ve toksin olusumunu etkiledigi
diistiniilmektedir. Davis ve dig. (1967) besiyeri bilesimini olusturan maddelerin
farklilik gostermesinin A. flavus gelisimini ve aflatoksin olusumunu etkiledigini
ortaya koymuslardir. Yazarlar c¢alismalarinda, en fazla kiif gelisimini besiyeri
ortaminda karbon kaynagi olarak fruktozun varliginda tespit ederken, en fazla
aflatoksin dretimini ise glukoz ve sukrozun varliginda tespit etmislerdir. Kiifiin,
besiyerinde azot kaynagi olarak maya ekstrakti, pepton ve aminoasitlerin varliginda
lyi diizeyde gelisim gosterdigi ancak, en fazla aflatoksin iiretiminin aspartik asit,
glisin, glutamin, glutamatik asit gibi aminoasitlerin varliginda bulundugu ifade
edilmistir. Aym1 calismada, besiyeri bilesiminde bulunan mineral maddelerin kiif
gelisimi ve aflatoksin olusumu iizerine etkisi incelendiginde ise; besiyerinden
magnezyum, ¢inko ve demirin ¢ikarilmasinin kiif gelisimini ve aflatoksin olusumunu
azalttig1, bakirin ¢ikarilmasinin ise tam tersi yonde etki ettigi tespit edilmistir. Bu tez
calismasinda test edilen ti¢ besiyerinin (CZA, PDA ve kuru incirden hazirlanan
besiyeri) kompozisyonunun karbon ve azot kaynaklari, vitamin ve mineral madde
igerikleri yoniinden birbirinden c¢ok farkli oldugu agiktir. Bu farkliliklarin,
besiyerlerinde A. flavus’un farkli miktarda aflatoksin iiretmesine neden oldugu

disiiniilmektedir.

3.6.3 Farkh Besiyerlerine Selat Ajam Ilavesinin Aflatoksin Olusumu

Uzerine Etkisinin incelenmesi

Calismamizda kiif gelisimini onlemek amaciyla denenen selat ajanlarinin en
yiiksek dozu (sitrik asit ve EDTA i¢in 1.75 mM, fitik asit i¢in 0.875 mM) CZA, PDA
ve kuru incirden hazirlanan besiyerlerine katkilanmis ve s6z konusu ajanlarin
aflatoksin olusumu iizerine etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.19°da

verilmistir. Calismamizda, selat ajanlar1 katkilanmis besiyerlerinde yapilan aflatoksin
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analizi sonuglarma gore, Sekil 3.19’da goriildiigii gibi, incelenen her besiyerinde

aflatoksin B; ve toplam aflatoksin miktari i¢in ayn1 egilim gozlenmistir.
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Sekil 3.19: Farkl1 besiyerlerine katkilanan selat ajanlarinin aflatoksin olusumu
tizerine etkisi* a) Selat ajanlarinin aflatoksin B; olusumu {izerine etkisi, b) Selat

ajanlarinin toplam aflatoksin olusumu iizerine etkisi.
*: Aym besiyeri i¢in, farkli harflerle gdsterilen aflatoksin B; ve toplam aflatoksin miktarinin
ortalamalari arasinda istatistiksel olarak fark bulunmaktadir (p<0.05).

Farkli selat ajanlarinin aflatoksin olusumu {izerine etkisi, deneylerde
kullanilan besiyerlerine goére degiskenlik gdstermistir. Ornegin; kuru incirden
hazirlanan besiyerinde, sitrik asit katkili 6rnekte tespit edilen aflatoksin B; ve toplam
aflatoksin miktari kontrol 6rnegine gore sirasiyla %94.97 ve 92.48 oraninda daha az
bulunmustur. Aym selat ajani; PDA besiyerine katkilandiginda, aflatoksin B; ve

toplam aflatoksin miktar1 bakimindan kontrol G&rnegine gore istatistiksel agidan
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onemli bir fark yaratmazken (p>0.05), CZA besiyerine katkilandiginda kif
tarafindan iiretilen aflatoksin miktarini istatistiksel agidan 6nemli diizeyde artirmistir
(p<0.05). Calismamizda, CZA besiyerinde tespit edilen aflatoksin B, ve toplam
aflatoksin miktar1 sirasyla 1.23+0.06 ve 2.66+0.19 ppb olarak bulunmustur. S6z
konusu besiyerine sitrik asitin katkilanmasi halinde bu degerler sirastyla 1.68+0.14
ve 2.90+0.13 ppb olarak belirlenmistir. CZA besiyerine %0.4 diizeyinde katkilanan
sitrik asitin aflatoksin {iretimini tesvik ettigi Wildman ve dig. (1967) tarafindan da

bildirilmigtir.

Bu ¢alismanin, “3.5.1 CZA Besiyerine Ilave Edilen Selat Ajanlarinin A.
flavus Gelisimi Uzerine Etkisi” baslig1 altinda yer alan deneylerin sonuglarindan biri,
kif gelisiminin takibinin yapildigi 6 giinliikk inkiibasyon siiresince EDTA katkilt
CZA Dbesiyerinde A. flavus gelisiminin goézlenmedigidir. Ancak, séz konusu
besiyerinde aflatoksin miktarin1 belirlemek icin 21 giine uzatilan inkiibasyon
siiresinin sonunda kiif gelisimi tespit edilmistir. Inkiibasyonun 6 ve 21. giinii
gozlenen kif gelisimi Sekil 3.20’de verilmistir. CZA besiyerinde 6 giinlikk
inkiibasyon stiresince kiif gelisimini tamamen inhibe eden EDTA’nin 21 giinliikk
inkiibasyon periyodunun sonunda A. flavus tarafindan firetilen aflatoksin B; ve
toplam aflatoksin miktarin1 yaklagik %16 oraninda azalttigi bulunmustur.
Calismamizda, s6z konusu besiyerine fitik asitin katkilanmasi durumunda ise

aflatoksin miktarinin ayni oranda azaldig tespit edilmistir.

(b)

Sekil 3.20: EDTA katkilanan CZA besiyerinde A. flavus gelisimi a) Inkiibasyonun 6.
giinii A. flavus gelisimi, b) Inkiibasyonun 21. giinii A. flavus gelisimi.

CZA besiyerinde iiretilen aflatoksin miktarin1 azaltmada etkili bulunan fitik
asit ve EDTA selat ajanlari, PDA ve kuru incirden hazirlanan besiyerinde de etkili
bulunmustur (p<0.05). Ancak s6z konusu ajanlarin bu etkisinin, PDA ve kuru
incirden hazirlanan besiyerinde CZA besiyerine gore daha fazla diizeyde oldugu

tespit edilmistir. Kif gelisimini takip etmek igin yaygmn olarak kullanilan PDA

71



besiyerine katkilanan fitik asit ve EDTA aflatoksin miktarini istatistiksel agidan
onemli diizeyde azaltmistir (p<0.05). Besiyerine fitik asit ve EDTA’nin katkilanmasi
hem aflatoksin B; hem de toplam aflatoksin miktarini sirasiyla %17 ve 97 oraninda
sinirlandirmistir. Sekil 5.21°de PDA besiyerine katkilanan EDTA nin kontrol grubu
besiyerine gore aflatoksin B;’in miktarini azaltmadaki etkisi goriilmektedir. Benzer
sonuca aflatoksin olusumu i¢in oldukca riskli bir iiriin olan kuru incirden hazirlanan
besiyerinde ulasilmistir. S6z konusu besiyerine fitik asit ve EDTA’nin katkilanmasi

hem aflatoksin B; hem de toplam aflatoksin miktarin1 %90’dan daha fazla oranda

azaltmistir.
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Sekil 3.21: PDA besiyerine katkilanan EDTA’nin kontrol grubu besiyerine gore
aflatoksin B1’in miktarini azaltmadaki etkisi

Tez c¢alismamiz kapsaminda yaptigimiz deneylerde, PDA besiyerinde
inkiibasyonun son gilinii (6. gilin) fitik asit ve EDTA’nin kiif gelisimini sirasiyla
%56.00 ve 83.64 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir. Elde ettigimiz bu sonuglar
dogrultusunda, PDA besiyerinde fitik asit ve EDTA’nin aflatoksin olusumunu
onlemedeki roliiniin kiif gelisimi inhibe etmede etkili olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Fitik asitin aflatoksin olusumunu 6nlemedeki diger bir rolii ise,
besiyeri ortamindaki metallerle selat olusturarak aflatoksin sentezinde rol alan
enzimlerin aktivitesinin azalmasma ya da kaybolmasina neden olmasidir (Dayi ve
dig. 1995). Nitekim, ¢alismamizda kuru incirden hazirlanan besiyerinde fitik asit kiif
gelisimini inhibe etmede etkili bulunmazken aflatoksin olusumunu 6nlemede etkili
bulunmustur. Benzer sonuca s6z konusu besiyerine sitrik asitin katkilanmasiyla

ulagilmistir. Kuru incirden hazirlanan besiyerinde sitrik asitin aflatoksin miktarini
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azaltmasi iki mekanizma ile agiklanabilir. Bu mekanizmalardan birincisi; sitrik asitin
ortamm pH’smm1 distirerek bir diger ifadeyle asitligini arttirarak aflatoksin
biyosentezini 6nlemesidir (Reiss 1976). Reddy ve dig. (1979) besiyerinde karbon
kaynagi olarak sukroz, glukoz, fruktoz vb. sekerlerin yerine sitrik asitin kullanilmasi
durumunda kiifiin daha az aflatoksin iirettigini tespit etmislerdir. Ikinci muhtemel
mekanizma ise; sitrik asitin besiyerindeki aflatoksinleri parcalamasidir ki, literatiirde
sitrik asitin aflatoksinleri pargaladigina dair bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Safara ve dig.
2010, Lee ve dig. 2015, Rastegar ve dig. 2017).
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4. SONUC VE ONERILER

Bu calismada 6ncelikle, 6nemli bir aflatoksin iireticisi kiif olan A. flavus’un
gelismesi ve toksin {iretmesi i¢in hangi mineral maddeye/maddelere ihtiyag
duydugunun tespit edilmesi amaglanmistir. Bu tespiti yapabilmek icin, yapisinda
incelenecek mineral maddeleri (Na, Mg, Fe ve K) ayr1 ayr1 birer bilesen olarak
bulunduran CZA besiyeri kullanilmigtir. S6z konusu besiyerinin bilesiminden
NaNO3, MgSO,, Fey(SO4)3, KCI ve KH,PO, bilesikleri ayri ayri ¢ikarilarak modifiye
besiyerleri hazirlanmistir. Hazirlanan modifiye besiyerlerinde kiif gelisimi ve toksin
olusumu takip edilmistir. Ikinci olarak, gida sanayinde yaygin olarak kullanilan selat
ajanlarindan olan sitrik asit, fitik asit ve EDTA’nin CZA, PDA ve kuru incirden
hazirlanan besiyerlerinde kiif gelisimi ve toksin olusumu {izerine etkisi ortaya
konmaya c¢aligilmistir. Bunun igin, ¢alismamizda denenen ii¢ besiyerine belirli
miktarda (0.175-1.75 mM) selat ajam1 katkilanmis ve kiif gelisiminin takibi
yaptlmistir. Kiif gelisimini 6nlemede denenen selat ajanlarmmin en yiiksek dozu
aflatoksin analizlerinde denenmis ve selat ajanlarmin aflatoksin olusumu {izerine
etkisi incelenmistir. Ayrica, ¢alismamizda CZA, PDA ve kuru incirden hazirlanan
besiyerlerinde A. flavus gelisimi ve toksin olusumu her bir besiyeri igin ayr1 ayri ele
alinmistir. Tez calismamiz kapsaminda elde edilen sonuglar asagida maddeler

halinde 6zetletmistir:

(1) CZA besiyeri bilesiminden NaNOj3 bileseninin ¢ikarilmasi durumunda kiifiin
6 giinlik inkiibasyon periyodu boyunca hi¢ gelismedigi gozlenmistir.
Calismamizda, besiyeri ortaminda kiifiin gelismemesinin nedeninin; NaNOj;
bilesigindeki NOs fraksiyonundan kaynaklandig tespit edilmistir. Bu bilesik,
kiifiin CZA besiyerinde gelismek i¢in kullanabilecegi tek azot kaynagidir.

(2) Besiyerinden  NaNOjz bileseninin  ¢ikarilmasi  durumunda  kiifiin
gelismemesine ragmen aflatoksin irettigi tespit edilmistir. Kiifiin, 21 giinliik
inkiibasyon periyodunun sonunda kontrol grubu besiyerinde iirettigi
aflatoksin miktar1 ile NaNOj icermeyen besiyerinde iirettigi aflatoksin miktari
arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamistir (p>0.05).

(3) Calismamizda, incelenen diger mineral maddelerin besiyeri ortamindan

¢ikarilmasi durumunda ise kontrol grubu ile modifiye edilen besiyerleri
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arasinda kif gelisimi agisindan istatistiksel olarak fark bulunmamistir
(p>0.05). Aflatoksin olusumu agisindan degerlendirme yapildiginda da
benzer bir durum s6z konusudur. Yalnizca MgSO, ve Fe,(SO,)3bilesiklerinn
besiyeri ortamindan ¢ikarilmasi aflatoksin B; miktarini sirasiyla %158.21 ve
%186.57 oraninda artirmistir (p<0.05).

(4) Farkli besiyerlerinde A. flavus gelisimi incelendiginde, 6 giinliik inkiibasyon
periyodu boyunca kiiftin en hizli kuru incirden hazirlanan besiyerinde gelisim
gosterdigi tespit edilmistir. Kuru incirden hazirlanan besiyerinin kiif gelisimi
acisindan CZA ve PDA besiyerine gore daha uygun bir ortam oldugu ifade
edilmistir.

(5) Farkli Dbesiyerinde A. flavus tarafindan {iretilen aflatoksin miktar
incelendiginde, 21 giinliik inkiibasyon periyodunun sonunda kiifiin en fazla
PDA besiyerinde aflatoksin B; ve toplam aflatoksin (sirasiyla 532.14+3.35 ve
538.14+3.58 ppb) tirettigi bulunmustur (p<0.05). En diisiik aflatoksin B; ve
toplam aflatoksin miktar1 (swrasiyla 1.13+0.05 ve 2.47+0.11) CZA
besiyerinde tespit edilmistir (p<0.05). S6z konusu besiyerinin aflatoksin
liretimi i¢in uygun bir besiyeri olmadigi ortaya konmustur. Calismamizda kif
gelisimi ve aflatoksin olusumunun besiyerine gore farklilik gdstermesinin
nedeninin, besiyerlerinin bilesimindeki karbon ve azot kaynaklarinin, mineral
maddeler ve vitaminlerin farklilik  gostermesinden  kaynaklandigi
diistiniilmektedir.

(6) CZA besiyerine katkilanan selat ajanlarindan kiif gelisimini onlemede etkili
bulunanan tek ajan EDTA olmustur. EDTA’nin etkinligi doza bagl olarak
artis gostermistir. EDTA’nin 1.75 mM’lik konsantrasyonu kiif gelisimini
tamamen inhibe etmistir. Bu durumda, EDTA’nin nitrati baglayarak kiifiin
gelisimi igin gerekli olan besiyerindeki tek azot kaynagimi kullanamaz hale
getirmis olabilecegi akla gelmektedir. Ya da EDTA’’nin besiyeri ortamindaki
nitrat1 kiif gelisimini inhibe edici 06zellige sahip maddelere indirgemis
olabilecegi digiiniilmektedir.

(7) CZA besiyerine katkilanan selat ajanlarinin aflatoksin olusumu tizerine etkisi
incelendiginde; sitrik asitin aflatoksin B; ve toplam aflatoksin miktarini
artirdigy, fitik asit ve EDTA’nin ise ayn1 diizeyde (yaklasik %16) azalttig
tespit edilmistir.
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(8) PDA besiyerine katkilanan tiim selat ajanlar1 kiif gelisimini 6nlemede belirli
diizeyde etkili bulunmustur. PDA besiyerinde en yiiksek %inhibisyon
degerine (%81.02-83.64), besiyerine 1.75 mM EDTA katkilandiginda
ulagilmistir. EDTA’y1 sirasiyla fitik asit (%41.88-56.00) ve sitrik asitin
(%16.82-26.17) en yiiksek dozlar1 takip etmistir. Aflatoksin analizi
sonuglarina baktigimizda; PDA besiyerine katkilanan sitrik asitin aflatoksin
B, ve toplam aflatoksin miktarini etkilemedigi, fitik asit ve EDTA’nin ise
hem aflatoksin B; hem de toplam aflatoksin miktarini sirasiyla %17 ve 97
oraninda azalttig1 belirlenmistir.

(9) Kuru incirden hazirlanan besiyerine katkilanan sitrik asit ve fitik asit
inkiibasyonun son giinii kiif gelisimini Onlemede etkili bulunmamustir.
EDTA’nin etkinligi ise denenen dozlarda (0.175-1.75 mM) sinirhi diizeyde
kalmistir. Besiyerine katkilanan EDTA’nin miktarinin artirilmasi etkinligini
de artirmigtir. Besiyerine katkilanan 8.75 mM (denenen en yiiksek doz) Na,-
EDTA’nm kiif gelisimini %71.58-96.58 oraninda inhibe ettigi bulunmusgtur.
S6z konusu besiyerine katkilanan selat ajanlarinin aflatoksin olusumu {izerine
etkisi incelendiginde, tiim ajanlarin aflatoksin B; ve toplam aflatoksin
miktarini %90’dan daha fazla oranda azalttig1 tespit edilmistir.

(10) Elde edilen tiim bu sonuglar, in vitro kosullarda selat ajan1 uygulamalariyla
kiif gelisimi ve toksin olusumunun 6nlenebilecegini gostermektedir. Ancak,
selat ajan1 uygulamalarinin kiif gelisimi ve toksin olusumu iizerine etkisi
baz1 faktorlere gore degiskenlik gostermektedir. Bu faktorler arasinda,
deneylerde kullanilacak kif tiirii ve susu, besiyeri, selat ajan1 ve dozu vb.
sayilabilir. Tim bu faktorlerin géz 6niinde bulundurulup optimize edilmesi
durumunda basarili sonuglar elde edilmesi miimkiindiir.

(11) Calismamizda in vitro kosullarda basarili bulunan selat ajanlarinin basta
kuru incir olmak iizere aflatoksin problemi yasadigimiz kirmizi biber,
findik, antep fistigt vb. flriinlerde denenmesi 6n goriilmektedir. Selat
ajanlariin séz konusu bu iiriinlere bah¢edeyken uygulanmasi durumunda
kif gelisimi ve toksin olusumu hasat sirasinda onlenebilir. Bu durumda,
selat ajaninin meyveye uygulanma sekli olduk¢a onemlidir. Uygulanacak
ajanin meyve icerisine en iyi sekilde penetre olmasi saglanmalidir. Ayrica in

vivo kosullarda yiiriitiilecek bir calismada selat ajanlarinin meyve kalitesi

76



tizerinde yaratabilecegi muhtemel etkileri de (meyvenin sertligi, pH’si,

biiyiikliigii vb.) sonraki ¢aligmalarda detayl bir sekilde incelenmelidir.
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