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SEMBOLLER VE KISALTMALAR

ACN . Asetonitril

AF . Aflatoksin
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CMA : Coconut Milk Agar (Hindistan cevizi siitii agar)
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IARC : The International Agency for Research on Cancer (Uluslararas1 Kanser
Arastirmalart Ajansi)

ITS . Internal Transcribed Spacer (Dahili kopyalanmis aralayici)

IAK : Immiino Affinite Kolon

LC-TQ/MS : Sivi Kromatografisi Uclii Kuadrupol Kiitle Spektrometresi

LOD > Limit of Detection (Tespit limiti)

LOQ : Limit of Quantification (Ol¢iim limiti)
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GIDA VE YEM ANALIZLERINDE KULLANILAN BAZI ANALITIK MIKOTOKSIN
STANDARTLARININ URETIiMi UZERINE ARASTIRMALAR
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Danisman: Prof. Dr. Murat YILMAZTEKIN

Bu c¢alismada, kiif izolatlar1 kullanilarak aflatoksin, okratoksin A (OTA),
deoksinivalenol (DON) ve zearalenon (ZEA) mikotoksinlerinden en az bir tanesinin
yiiksek saflikta (>%90) iiretilmesi amaglanmstir. ilk olarak, Tiirkiye pazarindan temin
edilen gida 6rneklerinden toplam 126 adet kiif izolat1 elde edilmistir. Makroskobik ve
mikroskobik gozlemler yapilarak Aspergillus, Penicillium ya da Fusarium sp.'ye ait
olabilecek izolatlar belirlenmistir. Segili izolatlarin tiir tanimlamalari, Internal Transcribed
Spacer (ITS1-4) bolgelerine ait dizi sonuglarinin NCBI veritabani ile karsilastiriimasi
seklinde yapilmistir. Potansiyel mikotoksijenik izolatlar sivi besi ortaminda gelistirilmis ve
ortamdaki mikotoksin miktarlar1 Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi kullanilarak
belirlenmistir. Analiz sonuglarina gore IK5-D2 A. flavus (AFB:1 ve AFB: iireticisi) ve B1-
D1 F. culmorum (ZEA fireticisi) izolatlarmin yiiksek miktarlarda mikotoksin iiretebildigi
tespit edilmistir. Belirtilen mikotoksinlerin iiretim miktarlarinin arttirilmasi igin g
bagimsiz degiskenle (pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresi) Box-Behnken deneme dizayni
olusturulmustur. Sonuglar, Yanit Yiizey Yontemi'ne gore degerlendirilmis ve siire¢
matematiksel olarak modellenmistir. Optimize edilmis kosullarda tiretilen AFB1, AFB> ve
ZEA miktarlart sirasiyla 272445 ng/mL, 681.8 ng/mL ve 6645.9 ng/mL olarak
bulunmustur. Deneysel sonug¢larin matematiksel modellerden elde edilen tahminler ile
uyumlu oldugu saptanmistir. Besi ortamindan ekstraksiyonla alinan mikotoksinler yari-
preparatif kromatografi yontemi kullanilarak saflagtirilmistir. Asetonitril ¢ozeltisi seklinde
hazirlanan mikotoksin fraksiyonlarinin saflik oranlar1 AFB1, AFB2 ve ZEA igin sirasiyla
%90.3, %99.6 ve %95.4 olarak bulunmustur. Besiyerinden geri kazanim oranlari ise
sirastyla %73.2, %82.8 ve %91.0 olarak hesaplanmistir. Yiiksek saflikta iiretimi
gerceklestirilen mikotoksin ¢ozeltilerinin toksikolojik ¢alismalarda ya da gida ve yem
analizlerinde analitik standart madde olarak degerlendirilme potansiyeline sahip oldugu
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin, Analitik standart madde, Mikotoksin, Yanit Yiizeyi
Yontemi, Zearalenon
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In this study, it was aimed to produce at least one of aflatoxin, ochratoxin A (OTA),
deoxynivalenol (DON) and zearalenone (ZEA) mycotoxins at high purity (>%90) using
mold isolates. Firstly, a total of 126 mold isolates were obtained from food samples
supplied from the Turkish market. The isolates that may belong to Aspergillus, Penicillium
or Fusarium sp. were determined by making macroscopic and microscopic observations.
Species identification of selected isolates was made by comparing the sequence results of
the Internal Transcribed Spacer (ITS1-4) regions with the NCBI database. Potentially
mycotoxigenic isolates were grown in broth medium and mycotoxin amounts were
determined using High Performance Liquid Chromatography. According to the analysis
results, it was determined that IK5-D2 A. flavus (AFB1 and AFB: producer) and B1-D1 F.
culmorum (ZEA producer) isolates were able to produce high amounts of mycotoxins. A
Box-Behnken experimental design was created with three independent variables (pH,
temperature and incubation time) to increase the production amount of the specified
mycotoxins. The results were evaluated according to Response Surface Methodology and
the process was mathematically modeled. The amounts of AFB1, AFB, and ZEA produced
under optimized conditions were found as 27244.5 ng/mL, 681.8 ng/mL and 6645.9
ng/mL, respectively. It has been determined that the experimental results were compatible
with the predictions obtained from mathematical models. Mycotoxins extracted from the
medium were purified using semi-preparative chromatographic method. The purity ratios
of the mycotoxin fractions which prepared in acetonitrile solution were 90.3%, 99.6% and
95.4% for AFB:, AFB. and ZEA, respectively. Recovery rates from the medium were
calculated as 73.2%, 82.8% and 91.0%, respectively. It is thought that mycotoxin solutions
produced at high purity have the potential to be evaluated in toxicological studies or as
analytical standard material in food and feed analysis.

Keywords: Aflatoxin, Analytical standard material, Mycotoxin, Response Surface
Methodology, Zearalenone
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1. GIRIS

1.1 Calismanin Arka Plam

Tarih, sadece savaslarla degil ayn1 zamanda toplumda derin izler birakan hastalik
ve salginlarla doludur (Artvinli, 2020). Ergot zehirlenmesi, veba, kolera, Ispanyol gribi ve
son donemde karsilagilan Covid-19 gibi hastaliklar yikic1 etkileriyle sosyal yasami
etkileyen 6nemli salginlar olarak hafizalara kazinmistir (Haarmann ve dig., 2009; Artvinli,
2020). Gegmisten gelen aci tecriibeler, halk sagliginin korunmasini tim toplumlar igin
vazgecilmez bir unsur haline getirmistir. Gida kaynakli hastaliklar, toplum saglig i¢in
tehdit olusturan en ciddi sorunlardan bir tanesidir. Sanayilesme, seri iiretim ve dagitim,
ticaretin kiiresellesmesi ve seyahatlerin kolaylagsmasina bagli olarak son yillarda gida
kaynakli hastaliklarda bir artis oldugu diisiinilmektedir (Sharif ve Al-Malki, 2010). Diinya
genelinde her y1l yaklasik 600 milyon insanin kontamine gidalar yiiziinden rahatsizlandigi

ve bunlardan 420 bininin hayatin1 kaybettigi bildirilmektedir (Guerra ve dig., 2016).

Gida giivenligi i¢in tehlike olusturan kontaminantlardan biri de mikotoksinlerdir
(Gruber-Dorninger ve dig., 2017). Mikotoksinler, baz1 kiif tiirleri tarafindan firetilen ikincil
metabolit bilesiklerdir. Karsinojenik, teratojenik, immiinotoksik, hepatoksik, nefrotoksik,
norotoksik veya Ostrojenik etkileriyle insanlar ve hayvanlarda akut veya kronik
zehirlenmelere neden olmaktadirlar (Cinar ve Onbasi, 2020). Su ana kadar 400'in {izerinde
mikotoksin ¢esidi tanimlanmis olup; yapisal olarak genis bir ¢esitlilik gostermektedirler
(Lee ve Ryu, 2015). Gidalarda karsilasilan baslica mikotoksin ¢esitleri arasinda
aflatoksinler (AF), okratoksin A (OTA), deoksinivalenol (DON) ve zearalenon (ZEA)
sayilabilir (Gruber-Dorninger ve dig., 2017). Ozellikle kuru meyveler, sert kabuklu
meyveler, baharatlar ve tahil tirtinleri mikotoksin olusumunun sik gézlendigi gida gruplari
arasinda yer almaktadir (Turner ve dig., 2015). Tiirkiye kuru incir, kuru kayisi, kuru {iziim
ve findik basta olmak tizere pek ¢ok kuru ve/veya sert kabuklu meyvenin iiretimi ve
ticaretinde diinyada lider konumdadir. Bu nedenle mikotoksin olusumu Tirkiye'yi
yakindan ilgilendiren bir sorundur. Avrupa Birligi Gida ve Yem i¢in Hizli Alarm Sistemi
(RASFF) kayitlar1 da Tirkiye menseili {irlinlerde ciddi bir mikotoksin sorunu olduguna

isaret etmektedir (Karakaya ve Yilmaztekin, 2022).



Gida ve yemlerde bulunabilecek mikotoksin st limitleri yasal mevzuatlarla
belirlenmis olup (EC, 2006a; TGK, 2011); yetkili kurum ve kuruluslar tarafindan
mikotoksin analizleri gergeklestirilmektedir. Tiirkiye'de mikotoksin analizi gerceklestiren
cok sayida akredite laboratuvar bulunmaktadir (Yesiloren ve Karatag, 2019). Tiim akredite
laboratuvarlar mikotoksinlerin tespit ve 6l¢iimiinde dogru ve giivenilir sonuglar almak igin
yiikksek saflikta standart madde kullanimina ihtiyag duymaktadirlar (Ngulla, 2019).
Mikotoksin standardina olan gereksinim yalnizca piyasa denetim analizleriyle sinirh
degildir. Nitekim, Tiirkiye mikotoksinler iizerine en fazla bilimsel ¢alisma yiiriitiilen ve bu
konuda basi g¢eken iilkelerden biridir (Zyoud, 2019). Hem ticari hem de akademik
baglamda analitik mikotoksin standartlarinin Tiirkiye'de olduk¢a yogun kullanildig:

degerlendirilmektedir.

1.2 Sorunun Tanimlanmasi

Tiirkiye menseili gida iriinlerinde uzun yillardir siliregelen en biiyiikk sorun
mikotoksin olusumudur (Yorulmaz ve Bircan, 2010; Karakaya ve Yilmaztekin, 2022).
Yerel tarim diriinlerinde mikotoksijenik kiif tiirlerine ve mikotoksin olusumuna sik
rastlanilmasina ragmen ne yazik ki yurt icinde yiliksek saflikta mikotoksin {iretimi
yapilmamaktadir. Diinyada da bu standart maddelerin iiretimini gergeklestiren ¢ok az
sayida firma bulunmaktadir ve bu nedenle mikotoksin standartlar1 oldukca yliksek
bedellerle piyasaya arz edilmektedir. Tarim {iriinleri ticaretinde s6z sahibi tilkemizin
analizlerde kullanilacak analitik mikotoksin standartlarinin temininde tamamen disa

bagimli olmas tilkeden doviz ¢ikisina ve ciddi ekonomik kayiplara sebep olmaktadir.

1.3 Amag¢ ve Kapsam

Gerek mikotoksijenik kiif tiirlerinin yaygin bulunusu gerekse mevcut teknolojik
altyapt disiiniildiigiinde Tiirkiye'nin analitik mikotoksin standartlarini iiretebilecek i¢
kaynaklara sahip oldugu diistiniilmektedir. Bu ¢aligmada, yerli kiif izolatlar1 kullanilarak
aflatoksin (AF), okratoksin A (OTA), deoksinivalenol (DON) ve zearalenon (ZEA)

mikotoksinlerinden en az bir tanesinin yiiksek saflikta (>%90) iiretimi amaglanmuistir.

Calismanin izolasyon, tanimlama, optimizasyon, iiretim ve saflagtirma-dogrulama
olmak iizere bes ana asama halinde vyiiriitiilmesi planlanmustir. Ilk asamada Tiirkiye

pazarindan temin edilen gida iiriinlerinden kiif izolatlarinin eldesi hedeflenmistir. Daha



sonra makroskobik ve mikroskobik gozlemlerle olast mikotoksijenik kiif izolatlarinin
belirlenmesi ve molekiiler tekniklerden faydalanilarak tiir tanimlamalarinin yapilmasi
planlanmistir. Ardindan, izolatlar arasinda hedef mikotoksinleri verimli sekilde
tiretebilecek suslarin belirlenmesi hedeflenmistir. Optimizasyon asamasinda, istatistiksel
yaklasimlardan faydalanilarak mikotoksin tiretiminin modellenmesi ve verimin maksimum
diizeye ¢ikarilmast planlanmistir.  Optimize kosullarda mikotoksin iiretimleri
gerceklestirilerek modelin dogrulugunun test edilmesi hedeflenmistir. Son olarak, tiretilen
mikotoksinlerin yiiksek saflikta eldesi ve nihai triinin LC-MS/MS ile dogrulanmasi

planlanmaistir.

1.4 Ongériilen Yaygin Etki

Calismanin basariyla sonuglandirilmasinin bilim, ekonomi, egitim, halk saglig1 ve
ulusal giivenlik alanlarinda olumlu yansimalar1 olmasi beklenmektedir. Ulusal ve
uluslararasi patent veritabanlari incelendiginde AF, OTA ve DON analitik standardi
tiretimine yoOnelik bir kayda rastlanmamistir. ZEA i¢inse mutant kiiltiirlerin kullanildigt
fermentdr {retimi ilizerine patent kaydi bulunmakla birlikte iirliniin ekstraksiyonu,
saflastirmas1 veya yiiksek saflikta eldesine yonelik bir tescil bulunmamaktadir (Anonim,
2022a). Kullanilacak izolatlar, optimizasyon ve saflastirma basamaklari tamamen
caligmaya 0Ozgii olacak sekilde tasarlanmistir. Bu nedenle, arastirma sonunda ortaya
cikacak siire¢ ve irilinlerin tescillenmesi ve ticarilestirilmesinin Oniinde bir engel

bulunmamaktadir.

Mikotoksinlerin yiiksek saflikta (>%90) eldesi endiistriyel {iiretime gegis igin
onemli bir adim olarak goriilmektedir. Arastirma ¢iktilarinin teknoloji transferi veya ortak
girisim yoluyla yatirnmci firmalarla paylasilabilecegi ve firliniin ticarilestirilebilecegi
diistiniilmektedir. Bu sayede katma degeri yiiksek, yenilik¢i bir iiriiniin {ilke ekonomisine
kazandirilmas1 hedeflenmektedir. Analitik standartlarin yogun kullanim1 ve yliksek
maliyeti dikkate alindiginda yerli tiretimin mikotoksin ithalatin1 ve dolayisiyla iilkeden

doviz ¢ikisint azaltilabilecegi degerlendirilmektedir.

Mikotoksinler halk sagligi igin yiiksek risk olusturan dogal kontaminantlardir.
Yiiksek analiz maliyetlerine bagli ekonomik g¢ekincelerin yillik toplam analiz ve aragtirma
sayisin1 olumsuz etkileyebilecegi degerlendirilmektedir. Kolay temin edilebilir hammadde
kullanimi1 ve ¢ok fazla kur riski barindirmamasinin yerli tiretime fiyat avantaji saglayacagi

ongorilmektedir. Buna bagli olarak analiz maliyetlerinde bir diisiis saglanabilecegi;



kurumlarin ayni biitce ile daha fazla analiz ve bilimsel arastirma gerceklestirebilecegi
diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda, yurt iginde iiretim sayesinde glimriikk ve nakliye gibi
lojistik stireglerinde biirokratik engellerin en aza indirgenmesi ve arastirmacilarin bu

maddelere erisiminin kolaylagmas1 beklenmektedir.

Mikotoksinle bulasik gida maddeleri tekrar tiiketime uygun hale getirilemediginden
yakilarak imha edilmektedir. Mevcut calismada, mikotoksijenik kiif eldesi igin
mikotoksinle bulasik gidalar da degerlendirilecektir. Imhasi beklenen iiriinlerden yiiksek
katma degerli triinlere giden bu siirecte, ¢calismanin siirdiiriilebilirlik agisindan gelecek

aragtirmalar icin de bir rol model olusturabilecegi degerlendirilmektedir.

Mikotoksijenik suglar yiiksek biyolojik tehlike arz ettiginden uluslararasi ticareti
kat1 kurallar ile sinirlandirilmistir. Calismada mikotoksin iiretme kapasitesi yiiksek yerli
izolatlarin eldesi planlanmistir. Bu izolatlarin, 6zellikle biyolojik tehditler konusunda
yiiriitiilecek c¢aligmalarda yabanci kiiltiir koleksiyonlarmma olan bagimliligi azaltmaya
yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir. Yiiksek Ogretim Kurumu 2017 yilinda Kimyasal,
Biyolojik, Radyolojik ve Niikleer (KBRN) arastirma grubu olusturarak bu konuda
yapilacak ¢alismalara ve wuzman personel yetistirilmesine agirhk  verilmesini
kararlagtirmistir  (Anonim, 2020a). Bazi mikotoksin ¢esitleri de biyolojik tehdit
kapsaminda degerlendirildiginden, mevcut arastirmanin biyolojik tehditlerle calisma
yetkinligine sahip uzman personel yetistirilmesine katki saglayacagi diigiiniilmektedir.
Ayrica, lriinlin ticarilesmesiyle birlikte iiretim ve ar-ge alanlarinda calistirilmak tizere
alaninda yetkin personel istthdami da saglanabilecegi ongdriilmektedir. Bu bakimdan,
arastirmanin II. KBRN Calistayi'nda ortaya konan hedeflerle uyumlu oldugu

degerlendirilmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Mikotoksinler

Mikroorganizmalar tarafindan dogrudan faydalanilmayan ancak genellikle gelisim
siirecinde organizmanin igerisinde bulundugu ortama biraktig1 maddeler ikincil metabolit
bilesikler olarak adlandirilir (CAST, 2003). Funguslar, antibiyotik ve farmasdtik nitelikteki
bilesikler de dahil olmak iizere etkileyici sayida ikincil metabolit tretirler (Magan ve
Aldred, 2007). Ancak bu metabolitlerden bazilar1 insanlar ve hayvanlar tizerinde toksik
etkilere sahiptir (Karami-Osboo ve dig., 2020). Kiifler tarafindan {iiretilen toksik etkili
ikincil metabolit bilesiklere mikotoksin; bu bilesiklerden kaynaklanan zehirlenmelere ise
mikotoksikoz adi verilmektedir (Streit ve dig., 2012). Mikotoksin kelimesi, Yunanca
fungus anlamma gelen "mykes" ve Latince'de zehir anlamma gelen “toxicum"
kelimelerinin birlesiminden olusmaktadir (Agriopoulou ve dig., 2020). Kimyasal yap1 ve
toksikolojik etkileri bakimindan oldukc¢a genis bir c¢esitlilige sahip olduklarindan
mikotoksinleri genel bir tanim altinda toplamak oldukg¢a giictiir. Tiim mikotoksinleri
kapsayan en temel ifade filamentli funguslar tarafindan iiretilen diisitk molekiil agirligina
sahip bilesikler olmasidir (Zain, 2011). Mikotoksin {tireticisi oldugu bilinen pek ¢ok kiif
tiri bulunsa da en 6nemli olanlar1 Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Claviceps ve
Alternaria cinsleri igerisinde yer almaktadir (A¢u ve Ocak, 2019; Battilani ve dig., 2020;
Haque ve dig., 2020). Bir mikotoksin ¢esidi birden fazla kiif tiirli tarafindan {iiretilebildigi
gibi; tek bir kiif tiirliniin de birden fazla mikotoksin ¢esidini liretebildigi bilinmektedir

(Agriopoulou ve dig., 2020).

Mikotoksin zehirlenmelerine iliskin ilk kayitlar antik ¢aglara dek uzanmaktadir
(Pitt ve Miller, 2017). Bilinen en eski mikotoksikoz vakas1 bir bitki paraziti olan Claviceps
purpurea’nin neden oldugu ergot zehirlenmesidir (CAST, 2003; Haque ve dig., 2020).
Ergot olusumu, M.O. 600 yilina ait Asur tabletlerinde "tahil basagindaki zararl piistiil"
seklinde tanimlanmistir (Haarmann ve dig., 2009). Tarihin ¢esitli donemlerinde mikotoksin
kaynakli toplu zehirlenmeler yasanmaya devam etmistir (Pitt ve Miller, 2017). Salginlar
toplumun tim kesimlerini etkilendiginden yasanan trajediye iliskin izler donemin sanat
eserlerine de yansimigtir (Sekil 2.1). Bu salginlar her ne kadar toplumsal hafizada yer
edinse de mikotoksinlerin varligi yakin zamana kadar bilim diinyasi i¢in “kara kugu"
olmustur (Pitt ve Miller, 2017). Mikotoksinlerin tam anlamiyla bilim diinyasinin dikkatini
lizerine gekmesi 1960 yilinda gerceklesmistir (Liew ve Mohd-Redzwan, 2018). Ingiltere'de



meydana gelen salginda 4 ay gibi kisa bir siirede 100 000'in iizerinde hindi o6limii
yaganmustir (Smith ve dig., 2019). Baslangigta dogas1 ve etiyolojisi bilinmediginden bu
hastaliga Hindi-X adi verilmistir (Pickova ve dig., 2021). Daha sonradan yapilan
calismalarda hastaligin kaynaginin Brezilya menseili yer fistig1 iceren yemler oldugu;
Olumlerin ise fistikta bulunan ve daha sonradan aflatoksin adi verilecek olan
mikotoksinden ileri geldigi tespit edilmistir. Bu kesif ayn1 zamanda modern

mikotoksikolojinin de baglangici olarak kabul edilmektedir (Smith ve dig., 2019).

Sekil 2.1 : Ergot zehirlenmesi sonucu uzuvlarini kaybeden insanlarin betimlendigi The
Beggars (Dilenciler) tablosu (Pieter Brueghel, 1568) (Telif hakki: Reunion des Musees
Nationaux, Louvre, Paris, Fransa).

Mikotoksin zehirlenmeleri ciltten emilim veya soluma yoluyla gergeklesebilse de
cogunlukla oral maruziyet seklinde ger¢eklesmektedir (Liew ve Mohd-Redzwan, 2018).
Mikotoksinler yiiksek sicaklikta bile stabil olduklarindan ¢ogu zaman klasik 1sil iglem
uygulamalariyla yok edilememektedir. Dolayisiyla bu kararli yapi genellikle insan ve
hayvan tiiketimine sunulacak son iirliniin de kontamine olmasina yol agmaktadir (Ryu ve
dig., 2008). Ek olarak, tasima (carry over) adi verilen yolla da toksin maruziyeti meydana
gelebilmektedir. Tagima, bulasik yemle beslenmis hayvanlardan elde edilen iiriinlerin (et,
siit, yumurta) tiiketilmesiyle gerceklesmektedir (Volkel ve dig., 2011; Oksiiztepe ve Erkan,
2016).

Mikotoksin zehirlenmeleri akut ya da kronik sekilde seyredebilmektedir (Ates ve
dig., 2013). Bu bilesikler kimyasal yap1 bakimindan olduk¢a genis bir ¢esitlilige sahip
olduklarindan toksikolojik etkileri de birbirlerinden farklidir (Sekil 2.2). Aflatoksin gibi



bazi mikotoksinlerin yiiksek dozda alimi akut o6liimle sonuglanmaktadir (Tan, 2020).
Kronik mikotoksin maruziyetinde karsinojenik ve teratojenik etkilerin yani sira farkli doku
ve organ sistemlerinde hasara yol agan toksik etkiler gozlenebilmektedir (Cinar ve Onbasi,
2020). Baz1 mikotoksin tipleri ise Ostrojenik etki gostererek hormonal sisteme ve ilireme
sistemine zarar verebilmektedir (Alshannag ve Yu, 2017; Pauka ve dig., 2018).
Mikotoksikoz semptomlarinin ortaya ¢ikist maruz kalinan mikotoksin ¢esidine, miktarina
ve maruz kalma periyoduna bagli olarak degismektedir. Ayrica kisinin yas, cinsiyet ve
genel saglik durumu zehirlenme siddetini etkilerken; genetik, beslenme diizeni ve diger
toksik bilesiklerle etkilesimler gibi ¢ogu heniiz tam aydinlatilamamis sinerjist etkili
faktorler de zehirlenmenin siddetini arttirabilmektedir (Bennett ve Klich, 2003; Liew ve
Mohd-Redzwan, 2018).

|Aflatoksin| | oA | | pon | | zea |

$| Karsinojenik }

> | Hepatoksik | ‘
> | imminotoksik | :
>| Nefrotoksik | —1
s [ Norotoksik | . o

[ Bstrojenik } | : ‘
[ Teratojenik | ‘ ‘ 7‘

Sekil 2.2 : Aflatoksin, OTA, DON ve ZEA mikotoksinlerinin saglik iizerine etkileri (Cinar
ve Onbasi, 2020).
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1960 yilindaki aflatoksin salgin1 mikotoksikoz etiyolojisi ve Onleyici tedbirlere dair
bilimsel arastirmalarda yeni bir donem baslatmistir (Mohd-Redzwan ve dig., 2013). O
giinden bugiine genis bir yapisal cesitlilige sahip yaklasik 400 kadar mikotoksin
tanimlanmistir. Ancak bunlar arasinda gidalarda yaygin bulunusu, olusum miktar1 ve
toksisitesi bakimindan 6nemli goriilen mikotoksin sayist smirhidir (Lee ve Ryu, 2015).
Halk saglig1 i¢in tehdit olusturan baslica mikotoksin gruplar1 aflatoksinler, okratoksinler,
trikotesenler (6zellikle deoksinivalenol), zearalenon ve fumonisinlerdir. Adi gegen
mikotoksinler Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinslerine ait bazi kif tiirleri
tarafindan tretilmektedir (Lee ve Ryu, 2015; Gruber-Dorninger ve dig., 2017; Karami-
Osboo ve dig., 2020; Battilani ve dig., 2020).



2.1.1 Aflatoksinler

Aflatoksinler Aspergillus flavus, A. parasiticus ve A. nomius tiirleri tarafindan
tiretilen son derece toksik bir mikotoksin grubudur (Mohd-Redzwan ve dig., 2013; Kumar
ve dig., 2017). Kimyasal agidan furanokumarin yapisinda olup dogada 20'den fazla
aflatoksin tiirevi bilesik bulunmaktadir (Sekil 2.3). Insanlar ve besi hayvanlar {izerinde
yarattigi tehlike bakimindan bunlar arasinda en 6nemlileri B1, B2, G1 ve G tipleridir
(Raduly ve dig., 2020). Aflatoksin cesitlerinin gosterdikleri toksisiteye gore siralamasi
AFB1>AFG1>AFB2>>AFG; seklindedir (Kumar ve dig., 2017; Agriopoulou ve dig., 2020).
A. flavus tiirleri yalnizca B tipi aflatoksinleri sentezlerken; A. parasiticus ve A. nomius
tirleri hem B hem de G tipi aflatoksinleri iiretebilmektedirler (Alshannaq ve Yu, 2017).
Isimlendirmeleri UV 1s1k altinda gosterdikleri floresans 1s1maya gére (B: mavi/blue ve G:
yesil/green) yapilmistir (Zain, 2011; Agriopoulou ve dig., 2020). Bunlara ek olarak bir de
M tipi aflatoksinler bulunmaktadir. AFM; ve AFM> hayvansal metabolizmada B grubu
aflatoksinlerin doniistimii sonucu olusmaktadir (Kumar ve dig., 2017). AFB1, kontamine
yemle beslenmis hayvanlarin karacigerinde AFM; formuna dondstiiriilmekte ve siit bezleri
vasitastyla siite salgilanmaktadir (Raduly ve dig., 2020). Bu nedenle isimlendirmede siitten
(milk) ileri gelen M harfiyle temsil edilmektedir. Yemden alinan AFB:'in, AFM: formunda
siite tasinma oraninin %0.3-6.2 arasinda degistigi ifade edilmektedir (Marchese ve dig.,
2018). Aflatoksin olusumuna pek ¢ok gida ve yem maddesinde rastlanabilmektedir. En sik
tespit edildigi iirlinler findik, fistik, misir, piring, baharatlar ve kuru meyvelerdir (Mahato

ve dig., 2019).

AFB, AFG, ALM,

AFB, AFG, AFM,

Sekil 2.3 : Bazi aflatoksin gesitlerinin kimyasal yapis1 (NCBI, 2022).



Gosterdigi yliksek toksisiteyle kiiresel bir tehdit olusturmasi nedeniyle mikotoksin
arastirmalart en fazla aflatoksinler {izerine yogunlasmistir (Mohd-Redzwan ve dig., 2013).
Bu bilesiklerin karsinojenik, teratojenik, hepatotoksik, mutajenik ve immiinosupresif
etkileri bulunmaktadir (Alshannaq ve Yu, 2017). Aflatoksin ¢esitleri i¢erisinde en tehlikeli
olan ve tizerinde en fazla ¢alisilan1 AFB; tipidir (Marchese ve dig., 2018; Raduly ve dig.,
2020). AFB: karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi ile metabolize edilir ve olusan
aflatoksin epoksit yapis1t DNA iizerinde guanine yapisarak karsinojen etki gosterir (Raduly
ve dig., 2020). Uluslararas1 Kanser Arastirmalar1 Ajansi (IARC), epidemiyolojik ve
laboratuvar caligmalarindan elde edilen veriler 1s18inda AFB:1'i insanlar igin karsinojen
(Grup 1); AFM1'i ise olast karsinojen madde (Grup 2B) olarak siniflandirmaktadir
(Alshannaq ve Yu, 2017; Marchese ve dig., 2018).

Aflotoksikozdan en fazla etkilenen organ karacigerdir (Alshannaq ve Yu, 2017).
Kisa siireler igerisinde yiiksek miktarda aflatoksinin sindirim yoluyla alinmasi akut ig
kanama, karaciger yetmezligi ve hatta 6liime sonuglanabilmektedir (Ketney ve dig., 2017).
Ik kesfedildigi Hindi-X salgin1 (1960) yatistirilana kadar gecen siiregte yaklasik 200 000
hindinin 6ldiigi tahmin edilmektedir (Pickova ve dig., 2021). Aflatoksinlerin kesfinden
sonra da pek ¢ok aflatoksikoz vakasi kaydedilmistir. 1970 yilinda Hindistan'da goriilen
zehirlenmelerde en az 97 kisinin hayatin1 kaybettigi bildirilmektedir (Kensler ve dig.,
2011). Yine Hindistan'da yasanan bir bagka salginda (1974) ise aflatoksin kaynakli akut
hepatite bagli olarak 106 insanin hayatini kaybettigi degerlendirilmektedir (Kensler ve dig.,
2011; Kumar ve dig., 2017). 1981 yilinda Kenya'da goriilen 20 aflatoksikoz vakasindan
12'si (%60) oliimle sonuglanmistir. Son yillarda karsilagilan en biiyiikk akut mikotoksin
zehirlenmesi ise 2004 yilinda yine Kenya'da yasanmistir. Aflatoksinle bulagik misirdan
kaynaklanan toplu zehirlenmelerde tespit edilen 317 vakadan 125 tanesi (%39.4) 6liimle
sonuglanmistir (Tan, 2020). Bahsi gegen son ii¢ salginda tespit edilen kontaminasyon
diizeyleri dikkate alindiginda 20 pg/kg viicut agirligi/giin'liik dozun yetiskin bireylerde
olime yol acgabilecegi degerlendirilmektedir (Wild ve Gong, 2010). Son aflatoksikoz
salgin1 2016 gerceklesmis ve bildirilen 68 vakadan 20'si (%29.4) 6liimle neticelenmistir.
Tanzanya'da yiiriitiilen bir arastirmada aflatoksikoza bagli hepatoseliiler karsinom
vakalarmin (3334 vaka) %95'inin oliimle sonuclandigi ve buradaki kaybin 96 686
DALY'e! (engellilige ayarlanmis yasam yil1) esdeger oldugu hesaplanmustir (Chilaka ve

! DALY (Diability Adjusted Life Years): Engellilige ayarlanmis yasam yili hastalik, sakatlik veya erken
6liim nedeniyle kaybedilen yillarin toplami olarak ifade edilen genel hastalik yiikiiniin bir dl¢iisiidiir.



dig., 2022). Nijerya'da ise yer fistig1 ve musirda goriilen aflatoksin kontaminasyonuyla
iligkili 7761 karaciger kanseri vakasindaki toplam kaybin 100 965 DALY'e esdeger oldugu

sonucuna varilmistir (Gbashi ve dig., 2018).

Aflatoksin kontaminasyonunu bu denli tehlikeli kilan noktalardan biri de teknolojik
islemlere gosterdigi direnctir. Gida isleme teknikleri mikotoksin diizeyini diisilirse bile
yeterli rediiksiyon saglayamamaktadir (Agriopoulou ve dig., 2020). Aflatoksinlerin termal
stabiliteleri yiiksek olup 1s1l islemlere kars1 olduk¢a dayaniklidirlar. Parcalanma sicakligi
237-306 °C arasinda degisiklik gosterirken kismen pargalanma i¢in 150 °C'nin iizerinde
sicaklik uygulamasina ihtiya¢c duyulmaktadir (Kabak, 2009). Pirincin normal atmosfer
basinci altinda pisirilmesiyle AFB; miktarinda ortalama %34 rediiksiyon gerceklestigi
saptanmistir. Antep fistiklarinin kavrulmasi sonucu AFB; iceriginde (uygulanan sicaklik ve
stireye bagli olarak) %17-63 arasi diisiis oldugu ifade edilmektedir (Ryu ve dig., 2008).
Nem igerigi yiksek gidalarda aflatoksinlerin nispeten daha kolay dekompoze oldugu
belirtilmektedir (Kabak, 2009).

2.1.2 Okratoksin A

Okratoksinler, temelde A, B ve C olmak {lizere ii¢ gesitten olusan bir mikotoksin
grubudur (Leitdo, 2019). Bunlar arasinda OTA yaygin bulunus ve gosterdigi toksisite
bakimindan mikotoksinler igerisinde onemli bir yere sahiptir (Zhang ve dig., 2016).
Aflatoksinlerden sonra gidalarda en ¢ok karsilagilan ikinci mikotoksin ¢esididir. Yapisal
olarak pentaketid dihidrokumarine bagl fenilalanin amino asidinden olusur (Sekil 2.4)
(Farbo ve dig., 2014). Ismini ilk olarak kesfedildigi kiif tiirii olan A. ochraceus'tan
almaktadir (Agriopoulou ve dig., 2020). OTA {iretme yetenegine sahip diger baslica kiif
tirleri A. carbonarius, A. niger (kii¢iik bir kismi), P. verrucosum ve P. nordicum'dur
(Geremew ve dig., 2016; Zhang ve dig., 2016).

Sekil 2.4 : OTA mikotoksininin kimyasal yapis1 (NCBI, 2022).
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Ilimandan tropige degisen araliktaki iklim kosullart OTA olusumu i¢in elverisli bir
ortam hazirlamaktadir (Cabafies ve dig., 2010). insanlarda okratoksin maruziyetinin en
temel kaynagi tahil bazli tirtinlerdir. Son ¢alismalar, toplam OTA aliminda tahil iiriinlerinin
paymin %58'e kadar ¢ikabildigini gostermektedir (Khalesi ve Khatib, 2011). Cikolata,
kahve, kuru meyveler, tizim ve sarap OTA varligina rastlanan baslica iiriinler arasinda yer
almaktadir (Cabarfies ve dig., 2010). OTA'nin proteinlere, 6zellikle de serum albuminine
yiiksek affinitesi vardir. Bu nedenle hayvansal doku ve organlarda birikme yapar
(Heussner ve Bingle, 2015). Dolayisiyla kontamine yemle beslenen hayvanlardan elde
edilmis siit ve yumurtada da OTA bulunabilmektedir (Készegi ve Poor, 2016). Son yapilan
caligsmalar siselenmis su, gida renklendiricileri ve bitkisel orijinli gida katki maddelerinde
dahi OTA varligina rastlanildigin1 gostermektedir. Bu nedenle OTA maruziyetinden

kacinmak neredeyse imkansiz gibi goziikkmektedir (Leitdo, 2019).

OTA, okratoksin grubu mikotoksinlerin en toksik tiiyesidir. Canlilar iizerinde
nefrotoksik, hepatotoksik, immiinotoksik ve teratojenik etkileri bulunmaktadir.
Toksikolojik ¢aligmalarda, mikotoksinin bagirsaktan emilerek kapi toplar damari
vasitasiyla dolasim sistemine girdigi bildirilmektedir (Zhang ve dig., 2016). Zehirlenmeler
genellikle siddetli bobrek hasari ile karakterize edilmektedir (Heussner ve Bingle, 2015).
Balkan endemik nefropatisi (BEN) ve insan iiriner sistem tiimorlerinin OTA maruziyetiyle
iligkili oldugunu gosteren caligmalar bulunmaktadir. Ancak aradaki nedensel iliski hala
ihtilafli bir konu olup; karsinojenisite mekanizmasi agik¢a ortaya konulmus degildir.
Hayvan testleri ise OTA'nin karsinojen etkisi olduguna isaret etmektedir ve bu nedenle
IARC tarafindan insanlar i¢in olasi karsinojen madde (Grup 2B) olarak

siniflandirilmaktadir (Sabuncuoglu ve dig., 2015; Geremew ve dig., 2016).

OTA'nin 1s1l stabilitesi 6zellikle kahve endiistrisini yakindan ilgilendirmektedir
(Kabak, 2009). Yesil ¢ekirdeklerin gesitliligi, nem igerigi, kirlilik derecesi, kavurma
sicakligi ve siiresi islenmis iiriinde kalan OTA miktar iizerine etkili faktorlerdendir (Ryu
ve dig., 2008). Yiiksek kavurma sicakliklarinda (250 °C) OTA'nin kismi izomerizasyonla
diastereomerlerine doniistiigii bildirilmektedir (Kabak, 2009). Olusan 14-(R)-OTA, 14-
dekarboksi-OTA ve OTA-a amid gibi tiirev bilesikler OTA'ya gore nispeten daha az toksik
ozellik sergilerler (Karlovsky ve dig., 2016). Ancak yine de baz1 par¢alanma iirlinlerinin
ana bilesik kadar toksik olabilecegi goz ardi edilmemelidir. Bu nedenle 1si1l islem
uygulanmis triinlerde OTA varligina rastlanmamasi mikotoksin riskinin bertaraf edildigi

anlamina gelmemektedir (Kabak, 2009).
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2.1.3 Deoksinivalenol

Trikotesenler, kimyasal agidan en biiylik ¢esitlilige sahip mikotoksin grubudur. Bu
grup igerisinde en yaygin goriilen mikotoksin ¢esidi ise deoksinivalenoldiir (Alshannaq ve
Yu, 2017). Giugli emetik etkisi nedeniyle vomitoksin olarak da adlandirilmaktadir.
Yapisinda bulundurdugu 3 serbest hidroksil grubu DON'un toksik 6zellik kazanmasinda
etkilidir (Sekil 2.5). Diinya genelinde bugday, misir ve arpa tariminin yogun yapilmasi
nedeniyle bu mikotoksine oldukc¢a sik rastlanilmaktadir (Sun ve dig., 2016). Bu
mikotoksinin treticisi olan en Onemli kiif tirleri Fusarium graminearum ve F.

culmorum'dur (Kirimker ve dig., 2020).

H i

Sekil 2.5 : DON mikotoksininin kimyasal yapis1 (NCBI, 2022).

DON, IARC tarafindan Grup 3 (insanlara karst karsinojen olarak
smiflandirilmayan) olarak kategorize edilmektedir. Kontamine gidalarin tiiketilmesiyle
bulanti, kusma, karin agrisi, diyare, bas agrisi, bas donmesi ve atese sebep oldugu
bildirilmektedir (Alshannaqg ve Yu, 2017). Toksisitenin temelinde yatan mekanizma DNA
hasart ve hiicre apoptozudur. DON, peptidil transferaz enzimine baglanarak protein
sentezini inhibe etmektedir (Liew ve Mohd-Redzwan, 2018). Ayrica, beyinde dopamin
reseptorlerini aktive ederek giiclii bir kusma refleksi olusturur (Sobrova ve dig., 2010).
Akut zehirlenmeler kemik iligi, lenf digiimleri, dalak, timus ve bagirsak mukozasinda
ciddi hasara neden olabilmektedir (Wu, 2007).

DON hakkinda sdylenebilecek en onemli hususlardan biri de yiiksek sicaklik
uygulamalarna dayanikli olmasidir. 170-350 °C araligindaki sicakliklarda dahi oldukga
kararlidir. 170 °C'de 30 dakikalik 1s1l islemden sonra bile DON konsantrasyonunda
herhangi bir azalma olmadig1 rapor edilmistir (Sobrova ve dig., 2010). Ayrica 1s1l islem

sonras1 agiga cikan bilesikler tam olarak bilinmediginden pargalanma firiinleriyle ilgili
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kapsamli bir toksisite ¢alismasi yiirlitiilmemistir. Bu nedenle, DON'la bulasik gidalarda 1s1l
islem uygulamasinin detoksifikasyon sagladigina yonelik ac¢ik bir kanit bulunmamaktadir

(Kabak, 2009).

2.1.4 Zearalenon

Zearalenon, basta F. graminearum ve F. culmorum olmak iizere bazi Fusarium
tirleri tarafindan tretilen bir mikotoksin ¢esididir (Liew ve Mohd-Redzwan, 2018). Tahil
tiriinlerinde ZEA kontaminasyonuna oldukca sik rastlanmaktadir. En yaygin goriildigi
gidalar basta misir olmak {izere arpa, bugday, yulaf, piring, sorgum ve bunlardan yapilan
triinlerdir (Zhang ve dig., 2018). Fusarium tirleri serin ve nemli ortamlarda
gelisebildiginden {iriin heniiz tarladayken ya da depolama esnasinda mahsulii kontamine

edebilirler (Lee ve Ryu, 2015).

ZEA, TARC tarafindan Grup 3 (insanlara karsi karsinojen olarak siniflandiriimayan)
olarak kategorize edilmekle birlikte karsinojenik, hepatotoksik, genotoksik ve bagisiklik
sistemini baskilayici etkileri oldugu rapor edilmektedir (Lee ve Ryu, 2015). Kimyasal
yapisi (Sekil 2.6), dogal dstrojen yapilariyla benzerlik gostermektedir (Alshannaq ve Yu,
2017). Bu nedenle ostrojen reseptorlerine baglanmada agonist (yarismaci) bir karakter
sergiler (Pauka ve dig., 2018). Reseptorlere baglanma giicii 17f-estradiol'e kiyasla her ne
kadar az olsa da Gstrojenik aktivitesi halk sagligi agisindan risk yaratmaktadir (Lee ve Ryu,
2015). Toksikolojik ¢alismalar bu mikotoksinin iireme sisteminde farklilasmalara ve
dogurganligin azalmasina neden oldugunu gostermektedir (Liew ve Mohd-Redzwan,
2018). Deney hayvanlarinda kisirlik, uterus ve vulvada sisme, yumurtaliklarda atrofi ve
embriyo letal rezorpsiyonuna sebep oldugu belirlenmistir (Alshannaq ve Yu, 2017).
Yapilan arastirmalarda kontamine yemle beslenmis hayvanlarin meme bezi ve genital
organlarinin  biiytidiigii tespit edilmistir (Pauka ve dig., 2018). ZEA maruziyeti,
progesteron ve estradiol seviyesinin anormal diizeylere ¢ikmasina neden olmaktadir (Liew
ve Mohd-Redzwan, 2018). Bir dis etkenin Ostrojen seviyesine bdylesi kontrolsiiz
miidahalesi disiik, ©li dogum ve teratojenez gibi iireme bozukluklarina neden
olabilmektedir (Wu ve dig., 2021). Ayrica ZEA, genellikle DON ve fumonisinlerle beraber
bulundugundan bu mikotoksinlerle birlikte sinerjist etkilesim gostermesi de muhtemeledir

(Liew ve Mohd-Redzwan, 2018).

ZEA, yaygin bulunusu ve 1sil stabilitesi nedeniyle gida zincirinden tamamen

cikartilamamaktadir (Zhang ve dig., 2018). Gegmis raporlarda 120 °C'de 4 saatlik 1sil
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isleme dayandigi ifade edilmektedir (Kabak, 2009). Numanoglu ve dig. (2013), kontamine
musir kullanarak ekmek {iretim siirecinde ZEA'nin termal degradasyonunu incelemislerdir.
250 °C'de firinlama islemine ragmen ekmek kabugunda yalnizca %13.1'lik bir ZEA
rediiksiyonu tespit edilebilmistir. Ekmek i¢inde ise ZEA miktarinin beklenenin aksine

%?3'liik bir artis gosterdigi belirlenmistir.

Sekil 2.6 : ZEA mikotoksininin kimyasal yapis1 (NCBI, 2022).
2.2 Funguslarda Mikotoksin Uretimi

2.2.1 Mikotoksin tiretiminin nedenleri

Pek ¢ok mikroorganizma tiirii ¢ok genis yelpazede ikincil metabolit bilesikler
tiretebilmektedir. Mikroorganizmalarin bakterilerden mantar ve alglere, protozoalardan
metazoalara kadar degisen cesitlilikte rekabet ettigi ve etkilesime girdigi karmagik
ekosistemler goz oniine alindiginda bu durum hi¢ de sasirtici degildir (Brakhage, 2013).
Funguslar, farmasotik kullanima uygun bilesikler kadar (penisilin, siklosporin, statin vb.)

toksik etkili ikincil bilesiklerin de tiretiminden sorumludurlar (Magan ve Aldred, 2007).

Mikotoksinler, kiiflerin yasam dongiileri i¢in elzem bilesikler olmadigindan ikincil
metabolit olarak siniflandirilmaktadir. Mikotoksinlerin organizma i¢in islevleri tam olarak
coziilebilmis  degildir. Bununla birlikte, ayn1 ortamda rekabet eden diger
mikroorganizmalarin yok edilmesinde rol oynadiklarina inanilmaktadir (Brédse ve dig.,
2009). Mikotoksinler dahil bazi ikincil metabolitlerin iiretimi 6zellikle mikroorganizma
stres altindayken (besin kitli1 gibi) baslamaktadir. Esasinda bu metabolitlerin biyosentezi
yiiksek enerji tiikketimi gerektiren bir siirectir. Besin kithi§i olan bir ortamda
mikroorganizmanin yiiksek enerji gerektiren bir biyosentez olayma yonelmesi dikkat

cekici bir noktadir. Bu durum, kiiflerin rekabet avantaji saglamak icin mikotoksin
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tiretimine giristigi savini destekleyen bir kanit olarak goriilmektedir (Magan ve Aldred,
2007).

Mikotoksijenik kiifler, ekolojik bir alan i¢inde tek basina bulunmazlar. Genellikle,
etkili bir sekilde rekabet etmeleri ve diger tiirleri kolonilesme bdlgesinden dislamalari
gereken cesitli bir mikroorganizma toplulugunun pargasidirlar. Bu nedenle, besinlere
erisim elde etmek igin Oncelikle hidrolitik enzimleri hizlica iiretmeleri; ardindan da
bolgede tutunmak icin mikotoksin sentezi gerceklestirmeleri gerekmektedir (Magan ve
Aldred, 2007). Mikotoksinler, antibakteriyel etkisiyle rekabet¢i tiirleri yok etmede
dogrudan kullanilabildikleri gibi mikotoksin tireticisi canliya dolayli olarak da avantaj
saglayabilmektedir. Ornegin, bazi Fusarium tiirleri tarafindan diretilen fusarik asit
ortamdaki demiri baglayarak bakteriler tarafindan kullanilmasini engelleyebilmektedir.
Baz1 mikotoksinler ise bakterilerdeki quarum sensing (QS) mekanizmasini inhibe ederek
aktivite gostermektedirler. Zearalenon ve fumonisin'in  Chromobacterium violaceum

popiilasyonundaki QS siirecini inhibe ettigi bildirilmektedir (Venkatesh ve Keller, 2019).

2.2.2 Mikotoksin olusumu iizerine etkili faktorler

Mikotoksijenik kiif tiirleri arasinda en énemli olanlar1 Aspergillus, Penicillium ve
Fusarium cinsleri igerisinde yer almaktadir (Medina ve dig., 2017; Battilani ve dig., 2020).
Diinyada tarimin yapildigi tiim bdlgelerde bu tiirlere rastlanilmaktadir. Mikotoksin
olusumu i¢in bazi 6zel kosullarin olugsmasi gerektiginden bu tiirlerin varligi her zaman
mikotoksin olusumuna delil olarak kabul edilemez. Ote yandan, iiriinde mikotoksijenik
tiirlere rastlanmamasi {iriiniin saglik agisindan giivenilir oldugunu da garanti etmemektedir

(Daou ve dig., 2021).

Tarimsal faaliyetler, yiiksek oranda iklim kosullarina baghdir (Medina ve dig.,
2017). Iklimsel faktorler bitkinin dayaniklihigmi ve dolayisiyla kiif zararina kars1 direncini
etkilemektedir. Funguslarin gelisimi ve aktiviteleri de agirlikli olarak nem ve sicaklik gibi
faktorlere baglh olarak sekillenmektedir. Her kiif tiiriiniin gelisim, sporlanma ve mikotoksin
iiretimi i¢in ihtiyag duydugu optimum kosullar birbirinden farklidir. Bu nedenle fungal
gelisim ve mikotoksin iiretimi igin tek bir optimum degerden bahsedilemez (Daou ve dig.,
2021). Ornegin, A. flavus tiirleri i¢in minimum gelisme sicakligi 10-12 °C iken maksimum
gelisme sicaklign 43-48 °C arahigindadir. Buna karsin aflatoksin {iretimi igin gerekli
sicaklik kosullar1 daha dar bir aralik igerisinde (13-37 °C) degiskenlik gostermektedir.
Benzer sekilde, F. culmorum'un 25 °C'de ve pH 6.5'te gelisebildigi en disiik su aktivitesi
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degeri 0.87 iken; DON iiretimi i¢in su aktivitesinin 0.96'nin iizerinde olmas1 gerekmektedir
(Pitt ve Hocking, 2009). A. carbonarius 30-35 °C'de ve 0.98-0.99 su aktivitesi kosullarinda
optimum gelisme gosterirken; ¢ogu sus 15-20 °C'de ve 0.95 su aktivitesinde daha yiiksek
OTA iiretimi yapmaktadir (Magan ve Aldred, 2007).

Genetik ozellikler, substrat cesidi ve besinsel igerik, fungisit kullanimi ve
giibreleme, cografi kosullar, bocek zarar1 ve diger kiif kolonileri ile olan etkilesimler de
mikotoksin iiretimi agisindan énemli parametrelerdir (Cinar ve Onbasi, 2020). Ornegin;
aflatoksin iiretimini kontrol eden gen bolgelerinin aktivasyonunda sicaklik Kritik 6neme
sahiptir (Gallo ve dig., 2016; Shabeer ve dig., 2022). Bunun disinda, F. graminearum
tirleri daha ¢ok sicak iklime sahip bolgelerde bulunurken; F. culmorum tiirleri denize
kiyis1 olan ve nispeten daha soguk iklime sahip bolgelerde yaygin bulunmaktadir (Ibanez-
Vea ve dig., 2012; West ve dig., 2012). Dolayistyla, farkli cografi bolgelerde yetistirilmis
tahil {irinlerinin {izerinde rastlanan kiif floras1 ve mikotoksin c¢esidi de faklilik

gosterebilmektedir.

Mikotoksinlerin en yaygin goriildiigii gida gesitleri tahil triinleri, kuru meyveler,
sert kabuklu meyveler (findik, fistik vb.), izlim ve sarap, baharatlar, yagh tohumlar, kahve,
kakao, meyve ve meyve sulari, bira ve yem bitkileridir. Mikotoksin olusumu iiriin daha
tarladayken gerceklesebilecegi gibi tasima, isleme (kurutma) ya da depolama sirasinda da
meydana gelebilmektedir (Agriopoulou ve dig., 2020). Genellikle Fusarium tiirleri iiriin
daha tarladayken; Aspergillus ve Penicillium tiirleri ise (bazi istisnalar hari¢) uygun
olmayan kurutma ve depolama kosullarinda kolonize olmaktadir (Medina ve dig., 2017).
Bilhassa, asir1 nem ve sicaklik kosullarinda uzun siireli depolama tahillar da dahil pek ¢ok
mahsulde kiif gelisimi ve mikotoksin olusumunu tesvik etmektedir (Agriopoulou ve dig.,
2020). Kurutulmus meyveler yiiksek seker icerigi, kullanilan hasat teknigi ve kurutma
kosullar1 nedeniyle kiif zararma oldukc¢a hassastir. Toprak, kiiflerin dogal habitatim
olusturur ve gilineste kurutma esnasinda meyvenin toprakla temas1 kiif kontaminasyonuna
neden olur. Ayrica kurutma siiresinin gereginden fazla uzamas iirtinde bocek zarariyla

birlikte enfeksiyon riskini de arttirmaktadir (Ozer ve dig., 2012).

2.3 Mikotoksin Zararmin Ekonomik Boyutu

Mikotoksin olusumu ozellikle tropikal ve sub-tropikal iklime sahip iilkelerde
yaygin goriilmektedir. Ancak tarim {iriinlerinin uluslararasi ticareti nedeniyle diinyanin her

yerinde mikotoksin kontaminasyonuna rastlanabilmektedir (Oguz, 2017). Diinya genelinde
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yetistirilen tarla bitkilerinin yaklasik %25'inin kiif kontaminasyonuna maruz kaldigi
degerlendirilmektedir (Alshannag ve Yu, 2017; Liew ve Mohd-Redzwan, 2018). Yapilan
son calismalar ise bu degerin ¢ok daha yiiksek oldugunu ortaya koymaktadir. Streit ve dig.
(2013), yem ve yem hammaddelerinde en az bir mikotoksin ¢esidini barindiran pozitif
ornek oranint %72 olarak bulmuslardir. Bir bagka c¢alismada ise 100 farkli iilkeden
toplanan 74 821 yem orneginde en az bir mikotoksin ¢esidi agisindan pozitif 6rnek orani

%88 olarak bulunmustur (Gruber-Dorninger ve dig., 2019).

Pek c¢ok parametrenin etkili olmasi nedeniyle mikotoksin zararinin formiilize
edilmesi ve net bir sekilde hesaplanmasi olduk¢a zordur (Zain, 2011). Kiif zarar1 ve
mikotoksin olusumunun yarattigt ekonomik kayiplar genel itibariyle su sekilde
Ozetlenebilir (Oguz, 2017):

1- Kiiflerin neden oldugu bitki enfeksiyonlarina bagli verim kayiplari,

2- Mikotoksin kontaminasyonu nedeniyle tarim iiriinlerinin ticari deger kaybu,
3- Kontamine yemlerle beslenen hayvanlarda gézlenen verim kaybi,

4- Halk sagliginin korunmasina yonelik yapilan harcamalar.

Mikotoksin olusumu hem gelismis hem de gelisen iilkeler icin dnemli bir sorun
olusturmaktadir (Zain, 2011). Gelismis iilkeler daha ¢ok ticari sorunlar ve ekonomik
kayiplarla miicadele ederken; gelismekte olan lilkeler hem ekonomik kayiplara hem de
saglik sorunlariyla ilgili ek maliyetlere katlanmak zorundadir (Udomkun ve dig., 2017).
Kiif zararmin, ABD ekonomisi iizerine etkisinin yillik 0.5-1.5 milyar USD arasinda oldugu
tahmin edilmektedir (Oguz, 2017). Yalnizca aflatoksin olusumunun ABD'li musir
tireticilerine yillik 163 milyon USD'lik kayip yasattig1 degerlendirilmektedir (Udomkun ve
dig., 2017). Afrika kitasinda aflatoksin zararmin yillik 750 milyon USD'nin tizerinde
oldugu belirtilmektedir. AB'de ise aflatoksin diizenlemesinin ihracatgi firmalara yillik
tahmini 670 milyon USD'ye mal oldugu bildirilmektedir (Gbashi ve dig., 2018). Ge¢mis
aragtirmalarin ¢ogu ticari kayiplara odaklanirken; kontaminasyonun neden oldugu saglik
harcamalarimna iliskin ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Ornegin, mikotoksikoz sonucu
karaciger kanserinden muzdarip bir kisinin tibbi giderleri ve dolayli harcamalar1 tam olarak

bilinmemektedir (Udomkun ve dig., 2017).
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2.4 Tiirkiye'deki Mikotoksin Tehlikesine iliskin Goriiniim

2.4.1 Yerli iiriinlerde mikotoksin bulunusu

Tiirkiye gerek tiretim miktar1 gerekse ihracat hacmi bakimindan tarimsal tiretimde
diinyada s6z sahibi tilkelerden biridir. Kuru incir, kuru kayisi, kuru {iziim gibi kurutulmus
meyveler ve findik {iretiminde diinyada lider konumdadir. Ayn1 zamanda Antep fistig1 ve
ceviz uretiminde de dnemli bir yere sahiptir. 2020 yil1 piyasa verilerine gore Avrupa
Birligi'ne en fazla gida iriinii ihra¢ eden iilkeler listesinde 6. sirada yer almaktadir

(Karakaya ve Yilmaztekin, 2022).

Avrupa Birligi ve Avrupa Ekonomik Bdlgesi iilkeleri gida ve yemlerde rastlanan
tehlikelere karst daha hizli bilgi paylasimi saglamak iizere Gida ve Yem i¢in Hizli Alarm
Sistemi'ni (RASFF) kurmuslardir. Bu sistemde, sorun tespit edilen gida {iriinleri tehlikenin
boyutuna gore kategorize edilmekte ve gerekli tedbirlerin alinmasi igin sisteme kayith
diger iilkelere anlik bilgi akist saglanmaktadir. RASFF, sisteme kayitli olmayan ihracatci
tilkelerin kendi mamullerindeki tehlikeleri gormesi agisindan da oldukca islevseldir
(Karakaya ve Yilmaztekin, 2022). Bu baglamda, Tiirkiye orijinli iiriinlerde karsilasilan
sorunlar tespit etmek igin 2011-2020 yillar1 arasindaki donemi iceren RASFF sistem
kayitlar1 incelenmistir (Anonim, 2021a). Bu on yillik periyotta iiriinlerine (gida, gida
temasli materyal ve yem) en fazla bildirim verilen iilkelerin sirasiyla Cin (4717 bildirim),

Tiirkiye (3379 bildirim) ve Hindistan (3262 bildirim) oldugu gériilmektedir (Sekil 2.7).

™

Sekil 2.7 : 2011-2020 yillar1 arasinda bildirim sayilarinin mensei iilkelere gére dagilima.
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Tirkiye'nin ihrag ettigi {rlinler arasinda en fazla bildirim alan grup meyve ve
sebzeler olurken bunu sirasiyla sert kabuklu meyveler (fistik, findik, ceviz vb.) ve
baharatlar takip etmektedir (Sekil 2.8a). Tiirkiye menseili iirlinlerde karsilasilan en biiyiik
sorun olarak mikotoksin kontaminasyonu karsimiza c¢ikmaktadir. Belirtilen donemde
Tirkiye adina agilan kayitlarin  yaklastk %39.4'inii  tek basina mikotoksinler
olusturmaktadir (Sekil 2.8b). Mikotoksin bildirimlerinin hemen hemen tamamina yakini

ise aflatoksinlerle iligkilidir.

a

Meyve ve sebzeler 647
Sert kabuklu meyveler 203
Baharatlar 28
Sekerlemeler 25
Diger 24
Gida temasl materyal 20
Kangik gida driinleri 1.1
Hayvan mamalan 1,0
Gift kabuklu yumusakga uriinleri 09
Balik ve balik uriinleri 06
Diyetetik gidalar, gida takviyeleri 06
Kakao, kahve ve gay 06
Tahillar ve finncilik Grinleri 06
b

Mikotoksinler 394
Pestisit kalintilan 345
Gida katkilan ve aroma vericiler 64
Tagsig/sahtecilik 44
Patojen mikroorganizmalar 33
Diger 23
Mikrobiyal bulaganlar (diger) 20
Migrasyon 19
Yabanci maddeler 18
Allerjenler 15
Bilegim 1,0
Dogal toksinler (diger) 09
Etiketleme hatasi 06

Sekil 2.8 : 2011-2020 yillar1 arasinda Tiirkiye menseili iiriinlerde tirlin grubu (a) ve tehlike
tipine (b) géore RASFF bildirimlerinin dagilimi.

Tiirkiye, AB'ye ihracat yapan {ilkeler arasinda ne yazik ki en fazla mikotoksin
bildirimi alan iilke durumundadir (Cizelge 2.1). Gegmis ¢alismalar, mikotoksin tehlikesinin
sadece 2011-2020 arast dénemle sinirli kalmadigini; uzun yillardir siiregelen bir sorun

oldugunu gostermektedir (Yorulmaz ve Bircan, 2010).

Mikotoksinler halk sagligi i¢in ciddi bir tehdit olusturdugundan kontaminasyon
tespit edilen ihracat iiriinleri ¢ogunlukla giimriikten geri ¢evrilmektedir (Sekil 2.9). Ege
Thracatg1 Birlikleri raporuna gore sadece 2021 yilinda 668 ton kuru incir aflatoksin bulast
nedeniyle imha edilmistir (Anonim, 2022b). Ayrica, yiiksek bildirim sayisi, Tiirkiye
mengeili iriinlerde ticari prestij kaybina yol agmakta ve sonraki yillarda smir kontrol

sikliginin arttirllmasina neden olmaktadir. Bu durum ihracat¢i firmalara ekstra maliyet
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yiiklerken; glimriikten gecis siireci de uzatmaktadir. Yas meyve-sebze gibi mallarin
giimriikte uzun siire bekletilmesi kalite ve {iriin kayiplarina yol acabilmektedir (Yilmaz

Cebi ve Olhan 2017).

Cizelge 2.1 : 2011-2020 yillar1 arasinda toplam mikotoksin (Tm) ve aflatoksin (Af)
bildirimlerinde en fazla bildirim alan 5 mensei iilke (Anonim, 2021a).

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 Toplam

Tm 140 169 123 97 117 127 150 153 143 112 1331

Tirkiye  A¢ 133 164 105 88 104 108 137 110 104 99 1157
Hindisan 1M 183 122 38 45 38 47 54 33 32 4 636
Af. 179 120 34 41 36 40 51 29 26 40 596
Cin Tm 69 62 57 43 102 55 82 50 40 20 580
Af. 64 61 54 40 98 53 82 43 34 15 544
ABD Tm 21 12 18 27 38 51 57 98 93 54 469
Af. 21 11 18 27 37 48 49 92 8 53 445
fran Tm 41 21 17 49 55 60 52 31 15 31 372

Af. 39 20 14 49 55 56 50 29 14 30 356

RASEF Tm 707 557 472 451 527 580 598 689 630 463 5674
Toplam®  Af 637 506 391 395 455 490 549 582 526 389 4920

* Tiim iilkelerin aldig1 bildirim toplam.

Okratoksin A

Fumonisin
Sinir reddi —+———
Aflatoksin
i
5/ / /’/ /
'l"l ,/ g
S o /,.
Alarm —— s/ x
Dikkat icin bilgi — Takip icin bilgi

Sekil 2.9 : 2011-2020 yillart aras1 Tiirkiye mensgeili tiriinlerde tespit edilen mikotoksin
cesitleri ve verilen bildirim tiplerinin dagilimu.

Yurt i¢i pazar iriinleri lizerine yapilan aragtirmalarda elde edilen sonuglar da i¢
acict degildir. Gegmis bir ¢alismada toz kirmizi biber, kuru incir, ceviz ve ¢ekirdeksiz kuru
lizim numunelerinde aflatoksinli 6rnek orami sirasiyla %72, %51, %64 ve %64 olarak
bulunmustur (Yilmaz, 2017). Bir bagka c¢alismada ise cikolata ve cikolatali gofret

orneklerinin (n=130), %16.9'sunda aflatoksin; %?24.6'sinda OTA varligina rastlanmistir
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(Kabak, 2019). Tiirkiye piyasasinda satisa sunulmus piring 6rneklerinde (n=20) DON ve
ZEA mikotoksinleri ag¢isindan pozitif ornek orani sirasiyla %35 ve %55 olarak
belirlenmistir. Misir 6rneklerinde (n=15) ise bu oran sirasiyla %13.3 ve %20 olarak tespit
edilmistir (Golge ve Kabak, 2020). Baska bir ¢alismada, tahil bazli bebek ve ¢ocuk
mamalarinda DON bulunma oran1 %21.3 olarak rapor edilmistir (Kirimker ve dig., 2020).

Kontamine yemlerden hayvansal {iriinlere tagima yoluyla mikotoksin gegisi bilinen
bir olgudur. Gruber-Dorninger ve dig. (2019), diinyanin ¢esitli noktalarindan 10 yil
boyunca yem Ornekleri toplamis ve mikotoksin varligini analiz etmislerdir. Tiirkiye'nin de
icerisinde yer aldigr Giiney Avrupa bolgesinden temin edilmis yemlerde AFBi, OTA,
DON ve ZEA agisindan pozitif 6rnek orani sirastyla %28.9, %21.2, %52.9 ve %36.3
olarak bulunmustur. Bolgeyi en fazla ornekle (%10.4 ornek orani) Tiirkiye temsil
ettiginden iilkemizde kullanilan besi yemlerinin de ciddi bir mikotoksin riski tasidigi
diistinilmektedir. Keza, Adana ilinden temin edilen siit iriinlerinde AFM:1 varligini
inceleyen bir arastirmada 20 siit numunesinin tamaminda (%100) AFM: bulas1 tespit
edilirken; beyaz peynirde 16 numune (%80), kasar peynirde ise 10 numune (%50) pozitif
sonug¢ vermistir (Var ve Kabak, 2009). Kayseri ilinden toplanan koy siitlerinde ise 90
numunenin tamaminin AFM; ile kontamine oldugu belirlenmistir. Ayrica bu numunelerden
%70'inin AB mevzuatlarinca belirlenen limitlerin tizerinde AFM1 icerdigi tespit edilmistir

(Buldu ve dig., 2011).

2.4.2 Toplum saghg agisindan mikotoksinler

Tarlada ya da depolama sirasinda fungal kontaminasyonun engellenememesi,
ekonomik kayiplarin yani sira halk sagligi icin de kagimilmaz olarak risk olusturmaktadir
(Lee ve Ryu, 2015). Diinya genelinde, yalnizca aflatoksin maruziyetine bagli yillik
engellilige ayarlanmis yasam yili (DALY) kaybmin 36 milyon yila kadar ¢ikabildigi
belirtilmektedir (Marechera ve Ndwiga, 2014).

Tiirkiye pazarindaki iirlinlerde mikotoksinlerin yaygin bulunusu maruziyet riskini
de bir o kadar arttirmaktadir. Tiirkiye'de yasayan insanlarin mikotoksinlere maruz kalma
sikligr ve diizeyi ilizerine yapilan arastirmalar Ozellikle son yillarda hiz kazanmustir.
Sabuncuoglu ve dig. (2015), orta Anadolu bdlgesinde yasayan insanlarda aflatoksin ve
OTA maruziyetinin mevsimsel degisimini incelemislerdir. Kis mevsiminde alinan kan
serumu numunelerinin %74.3'tinde AFB; tespit edilirken; yaz mevsiminde bu oran %90.8'e

ulagmistir. Benzer sekilde kis ayinda alinan numunelerde OTA tespit edilen 6rnek orani
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%83.2 iken; yaz aylarinda alman tiim Orneklerin OTA pozitif sonu¢ verdigi tespit
edilmistir. Bagka bir ¢alismada ise Akdeniz ve Karadeniz bolgelerinde yasayan insanlarin
OTA maruziyeti incelenmistir. Yapilan degerlendirmede, OTA tespit edilen 6rnek oraninin

%76.7 (kis mevsimi) ile %97.5 (yaz mevsimi) arasinda degistigi belirlenmistir (Erkekoglu
ve dig, 2010).

Mikotoksin varligina yalnizca kan serumunda degil anne siitinde de sik
rastlanmaktadir. Ankara ilinde toplanmis 75 anne siitii numunesinin tamaminda 620.87 ile
13111.30 ng/L aras1 degisen diizeylerde OTA kontaminasyonuna rastlanmistir. Bu sonug
annelerin yiiksek diizeyde OTA'ya maruz kaldiklarina ve mikotoksin kontaminasyonunun
hem bebekler hem de anneler igin tehlike arz ettigine isaret etmektedir (Giirbay ve dig,
2010). Anne siitii tizerinde yapilan bir diger ¢alismada ise 90 numunenin tamaminda 35.7-
682 ng/L aras1 degisen miktarlarda ZEA bulundugu tespit edilmistir. Ayn1 ¢alismada anne
stitiindeki DON konsantrasyonunun 400-14997 ng/L arasinda degistigi belirlenmistir
(Dinleyici ve dig., 2018).

Mikotoksin bulas1 biiyiikten kiiclige tiim toplumu tehdit etmektedir. Asci ve dig.
(2014), Antalya bolgesinde yasayan 4-8 yas arasi kiz ¢ocuklarinda ZEA maruziyetini
aragtirmis ve bu konuda olduk¢a Onemli bulgular elde etmislerdir. Kontrol grubu
cocuklardan alinan idrar orneklerinin %88'inde ZEA kalintisina rastlanmistir. Ayrica,
premature telars? hastas1 ¢ocuklara ait numunelerde kontrol grubunun yaklasik 2 kat1 ZEA
bulunurken; idiyopatik santral puberte prekoks® hastasi g¢ocuklardan alinan numunelerde

kontrol grubunun yaklasik 3 kati kadar ZEA bulundugu belirlenmistir (Asci ve dig., 2014).

Bu sonuglar, mikotoksin maruziyetinin Tiirk toplumunda olduk¢a yaygin oldugunu
gostermektedir. Sorunun temelini gida ve yemlerdeki mikotoksin kontaminasyonu
olugturmaktadir. Gida gilivenliginin saglanmasi igin i¢ piyasa Ve ihracat triinlerinde
denetim sikliginin arttirilmas: gerektigi aciktir. Uzun vadede kalici bir ¢ézliim iginse
mikotoksin olusumunu 6nlemeye yonelik yeni politikalar iretilmesine ihtiyag vardir.
Alinacak onlemlerin etkinligini kontrol etmek icin siki bir takip ve denetim programi

yiirlitiilmesi gerektigi degerlendirilmektedir (Karakaya ve Yilmaztekin, 2022).

2 Premature telars: 8 yasindan 6nce diger bulgular olmaksizin meme geligimi.
% [diyopatik santral puberte prekoks: ikincil cinsiyet dzelliklerinin geligmesi.
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2.5 Yasal Diizenlemeler ve Mikotoksin Analizleri

Mikotoksinler, diisiik bulas seviyelerinde bile saglik {lizerinde olumsuz etkilere
sebep olabilmektedir. Diinya ¢apinda dagilim gdstermesi ve yaygin bulunusu nedeniyle
halk saghgi konusunda endise yaratmaktadir. Bu nedenle, birgok iilke tiiketiciyi
mikotoksin kaynakli saglik risklerinden korumak i¢in gidalarda bulunabilecek mikotoksin
tist sinirlartyla ilgili yasal diizenlemeler olusturmustur (Lee ve Ryu, 2015). Gida ve Tarim
Orgiitii'niin (FAO) 2003 yil1 raporunda en az 99 iilkenin gida ve yemlerde bulunabilecek
mikotoksin miktarlar1 ile ilgili yasal diizenleme ya da talimatnamelere sahip oldugu
bildirilmektedir (van Egmond ve dig., 2007). Bu konuda ozellikle Afrika tilkelerinin
oldukc¢a geride kaldigi ve bu tilkelerin sadece %28'inde mikotoksinlerle ilgili diizenleme
bulundugu ifade edilmektedir (Chilaka ve dig., 2022).

Yasal diizenlemeler mevcut risk  degerlendirmeleri  dikkate alinarak
hazirlanmaktadir. Limitler belirlenirken bilesigin bilinen toksik etkileri, o bolgede yasayan
insanlarin diyet aliskanliklart ve trliniin hitap ettigi nihai tiiketici kesimi (bebek, ¢ocuk
veya yetiskin) dikkate alinmaktadir (van Egmond ve dig., 2007). Avrupa Komisyonu
tarafindan diizenlemesi yapilan mikotoksinler aflatoksinler (Bi, Bi1+B2+G1+Gz, My),
okratoksin A, deoksinivalenol, zearalenon, fumonisinler (B1+B>) ve patulindir. Ayrica T-2
ve HT2 mikotoksinlerinin de kapsam dahiline alinmasi giindemdedir (EC, 2006a).
Tiirkiye'de de ¢esitli gidalarda bulunabilecek bulas tist limitlerini diizenlemek tizere "Tiirk
Gida Kodeksi Bulaganlar Yonetmeligi" yiirlirliige konmugtur. Mevcut diizenleme, Avrupa
Birligine uyum g¢ergevesi kapsaminda yukarida adi gegen mikotoksinleri (T-2 ve HT2
hari¢) kapsamaktadir (TGK, 2011). Her bir mikotoksin i¢in belirlenen st limit gidadan
gidaya degiskenlik gosterebilmektedir. Ornegin, bebek ve kiigiik ¢ocuk ek gida
formiilasyonlarinda AFB: kalinti limiti daha diisiikken, baharatlar icin belirlenen limit
nispeten daha yiiksektir (EC, 2006a; TGK, 2011). Ayrica analizlerde kullanilacak
ornekleme prosediirii ve metodun bazi asgari yeterlilikleri karsilamasi amaciyla "Tiirk
Gida Kodeksi Gidalardaki Mikotoksin Seviyelerinin Resmi Kontrolii Igin Numune Alma,
Numune Hazirlama ve Analiz Metodu Kriterleri Tebligi" yiiriirlige konmustur (TGK,
2018).

Mikotoksinler gozle goriilemedigi gibi karakteristik kokular1 yoktur ve {izerinde
bulundugu gidalarin organoleptik 6zelliklerini de degistirmezler (Agriopoulou ve dig.,

2020). Bu nedenle, gida ve yemlerdeki mikotoksin varligi ileri analiz teknikleri
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kullanilmadan kolayca tespit edilememektedir (Ngulla, 2019). Cok c¢esitli kimyasal
ozelliklere sahip olduklarindan hepsi i¢in ortak bir ekstraksiyon, temizlik ve tespit metodu
gelistirmek oldukea giictiir. Ekstraksiyon islemi genellikle bir blender ya da ¢alkalayicida
homojenize edilmis iiriiniin organik ¢6ziicli karisimlariyla muamelesini igerir. Temizleme
asamasinda ise her bir mikotoksin ¢esidi i¢in 6zel olarak imal edilmis kati faz ekstraksiyon

kolonu ya da immiino affinite kolonlardan faydalanilmaktadir (Ates ve dig., 2013).

Mikotoksin arastirmalarinin  basladigi  giinden bugiine analizlerde siklikla
kromatografik yontemlere basvurulmustur. Bu teknikler gegen zaman dilimi igerisinde
stirekli gelisim gostermis olup mikotoksin varligini tespit etmek, dogrulamak ve 6lgmek
amaciyla hala yaygin olarak kullanilmaktadir (Ngulla, 2019). Giiniimiizde kullanilan klasik
mikotoksin analiz metotlar1 igerisine bir dedektor sistem (UV, floresans, elektron
yakalama, kiitle spektrometresi vb.) entegre edilmis sivi veya gaz kromatografisi
uygulamalarini barindirmaktadir (Krska ve dig., 2008). Son yillarda, mikotoksin
analizlerinde ¢ogunlukla ti¢lii kuadrupol kiitle spektrometrelerine bagli sivi kromatografisi
(LC-MS/MS) sistemi tercih edilmektedir. LC sistemiyle biitiinlesik MS/MS dedektorler
mikotoksin tespitinde oldukga hassas ve segici bir analiz araci olmasiyla 6ne ¢ikmaktadir
(Herebian ve dig., 2009; Ates ve dig., 2013). Bunlarin disinda 6n temizleme ya da
tirevlendirme islemi gerektirmeyen ELISA testi gibi hizli tespit teknikleri de mikotoksin

analizlerinde bagvurulan yontemler arasinda yer almaktadir (Krska ve dig., 2008).

2.6 Sinopsis: Mikotoksin Arastirmalarinin Diinii, Bugiinii ve Yarim

2.6.1 Ge¢misten giiniimiize mikotoksinler

Mikotoksikoz uzun zamandir bilinmesine ragmen 1960'larin basina kadar hep goz
ardi edilen bir sorun olarak kalmistir (van Egmond ve dig., 2007). Aflatoksinlerin kesfi
mikotoksikoloji adina bir kirilma noktast olmustur (CAST, 2003; Smith ve dig., 2019).
1960 ile 1975 arasindaki donemde bilim diinyas1 bu toksik ajanlar lizerine odaklanmis ve
arastirmalar i¢in de iyi bir finansman saglanmistir. Bu nedenle, belirtilen zaman dilimi

mikotoksinler i¢in "altina hiicum" dénemi olarak adlandirilmistir (Bennett ve Klich, 2003).

Giincel ¢alismalar mikotoksin tehlikesinin artarak devam ettigini gostermektedir.
2020 yilinda gergeklestirilen bir arastirmada, 79 iilkeden alinan 21 709 yem numunesinin
%65'inin en az bir mikotoksinle kontamine oldugu tespit edilmistir. Tirkiye'nin de

icerisinde bulundugu Ortadogu bdlgesinde birden fazla mikotoksinle kontamine olmus
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numune oraninin %80'in lizerine ¢iktig1 belirlenmistir (Anonim, 2021b). Cesitli raporlarda
Tiirkiye mikotoksin olusumu acisindan yiiksek riskli iilkeler arasinda gosterilmektedir
(Raduly ve dig., 2020; Anonim, 2021b). RASFF sisteminde en fazla mikotoksin bildirimi

alan iilke konumda olmasi da bu ¢ikarimi desteklemektedir (Anonim, 2021a).

2.6.2 Gelecege yonelik beklentiler

Mikotoksin olusumu ve zararina iliskin gelecek ongoriileri iki temel sorun tizerinde
durmaktadir: niifus artis1 ve iklim degisikligi. Birlesmis Milletler Niifus Birimi'nin gelecek
projeksiyonuna gore diinya niifusunun 2050 yilinda 9.8 milyara ulagsmasi beklenmektedir.
Bazi arastirmacilar yeryiizii kaynaklarinin ancak 10 milyara kadar insan niifusunu
destekleyebilecegi goriisiindedir (Balendres ve dig, 2019). Sadece 2011-2013 yillan
arasinda bile hali hazirda 842 milyon insanin yetersiz beslendigi hesaplanmaktadir. Niifus
artis hiz1 dikkate alindiginda insanligir oniimiizdeki yillarda gida arziyla ilgili ¢cok daha
biiyiik bir imtihanin bekledigi asikardir. Mikotoksinler gibi tehlikeli maddelerin varligi
gida frlinlerinin arzin1 sinirlandiran bir faktordiir (Liew ve Mohd-Redzwan, 2018).
Diinyadaki yoksul ve giivenilir gidaya erismede sorun yasayan insanlarin ¢ogu kirsal
kesimde yasamaktadir. Dogrudan veya dolayli olarak tarimsal {iretime bagiml
olduklarindan tarimsal iiretimi etkileyebilecek her tiirlii riske maruz kalmaktadirlar (FAO,
2015). IARC ve Diinya Saghk Orgiitii'niin 2016'daki basmn biilteninde gelismekte olan
iilkeler icin mikotoksin kontaminasyonuna karsi harekete ge¢cme cagrisi yapilmistir.
Rapora gore bu tlilkelerde her giin 500 milyon insanin maddi yetersizlikler nedeniyle dogal
toksinlere (mikotoksinler dahil) maruz kaldigi bildirilmektedir (Agriopoulou ve dig.,
2020).

Gelecek yillarda mikotoksin tehdidini alevlendirebilecek bir diger husus da kiiresel
isinmadir. Her ne kadar tartigmalar politik eksende devam etse de kiiresel 1sinma kanitlari
acikca ortaya konmus bir gercekliktir (Medina ve dig. 2017). Yapilan degerlendirmelerde,
ortalama sicakligin 21. ylizyilin sonuna kadar 1.5 ile 4.5 °C aras1 artis gosterecegi ifade
edilmektedir. Kiiresel 1sinmanin bir sonucu olarak siddetli yagis, sel, sicak hava dalgalari,
kuraklik, uzun siireli soguk kis gibi iklim kosullarinda asirilasma ve sera gazi birikiminde
artig yasanmasi beklenmektedir (Daou ve dig., 2021). Tarim endiistrisi, biiyiik oranda iklim
kosullarina bagli oldugundan asir1 degisimlerden fazlasiyla etkilenmektedir. Kiiresel
isinma Ve iklim degisiklikleri mahsullerin daha fazla biyotik ve abiyotik stres

kombinasyonlarina maruz kalmasima neden olacaktir (Medina ve dig. 2017). Yiiksek
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sicaklik, nem veya kuraklik kosullarinda kiif kontaminasyonu daha fazla
gerceklesmektedir. Ornegin, A. flavus tiirleri olumsuz iklim kosullarma uyum saglama ve
diger tiirlere iistiinlik kurma konusunda son derece gelismis fizyolojik mekanizmalara
sahiptir (Mahato ve dig., 2019). Bircan ve dig. (2008) gerceklestirdikleri caligsmada
Aydin'da tretilen kuru incirlerdeki aflatoksin miktarinin yillara goére degisimini
incelemisglerdir. 2003-2007 yillar1 arasinda, en fazla aflatoksin bulaginin 2007 yilina ait
mahsullerde oldugu tespit edilmistir. Belirtilen yilda diger yillara kiyasla ortalama
sicakligin daha yiiksek, toplam yagis ve nisbi nemin ise daha diisiik olmasindan 6tiirii

aflatoksin olusumunda bir artis yasandig1 sonucuna varmislardir.

Sicaklik artisinin mikotoksin kontaminasyonuna etkisi iizerine pek ¢ok gelecek
modellemesi yapilmistir. Van der Fels-Klerx ve dig. (2019) 2030 yili igin olusturduklar
iklim modelleriyle, sicaklik artisinin  Ukrayna'da yetistirilen misirlarda  AFB1
kontaminasyonunu arttiracagint tahmin etmislerdir (Sekil 2.10). Modeller, o6zellikle
iilkenin  glineydogu kesimlerinde aflatoksin bulasinin  daha yiiksek olacagmni

gostermektedir.
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Sekil 2.10 : 2030 yil1 igin 3 farkli iklim senaryosunda misirda tahmini AFB;
kontaminasyonunu (pg/kg) gosteren Ukrayna haritasi. Mevcut durum (10.4-20.8 °C, 360
mm/y1l yagis) (a), DMI modeli (10.6-20.3 °C, 333 mm/y1l yagis) (b), ETHZ modeli (10.9-
20.6 °C, 244 mm/y1l yagis) (c), METO modeli (11.4-21.3 °C, 250 mm/y1l yagis) (d); (Van
der Fels-Klerx ve dig., 2019).

Iklim degisikliginin etkisinin cografi bolgelere farklilik gosterecegi tahmin
edilmektedir (Daou ve dig., 2021). 2079 yil1 igin 3 farkli sicaklik senaryosunda Avrupa'da
yetistirilen musirlarda karsilasilabilecek AFB: kontaminasyon riski modellenmistir (Sekil

2.11). Modele gore 2 °C'lik sicaklik artist Avrupa'da tarimin agirlikli oldugu bolgelerde
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aflatoksin riskini acgik bir sekilde arttirmaktadir. Bu senaryoda ozellikle Ispanya, Italya,
Balkanlar ve Tiirkiye* gibi orta ve giiney kesimler icin risk yiiksek goziikmektedir. Ancak
5 °C'lik sicaklik artisinda giiney kesimlerinin iklim kosullar1 A. flavus gelisimi igin ¢ok
elverisli olmadigindan risk nispeten diisiis gostermektedir. Buna karsin, 5 °C'lik sicaklik
artigt senaryosunda AFB: riskinin daha c¢ok Avrupa'nin kuzey kesimlerine tasinacagi
tahmin edilmektedir (Battilani ve dig., 2012).

Sekil 2.11 : 2079 yil1 i¢in 3 farkl sicaklik senaryoéunda misirda tahmini AFB;
kontaminasyon riskini gosteren Avrupa haritasi. Mevcut iklim kosullarinda (a), 2 °C (b) ve
5 °C (c) sicaklik artis1 durumunda olusacak AFB; riski (Battilani ve dig., 2012).

Iklim degisikliginin dogrudan etkilerinin yani sira dolayli olarak da mikotoksin
olusumuna katkida bulunabilecegi degerlendirilmektedir. Iklim kosullarma bagli olarak
bocek zararinin artmasi, mahsuliin erken olgunlasmasi ve bitki direncinin azalmasi gibi

faktorler de kiif zarar1 ve mikotoksin olusumuyla yakindan ilgilidir (Daou ve dig., 2021).

2.6.3 Muhtemel firsatlar

Mikotoksin analizlerinde en sik bagvurulan yontemler sirasiyla sivi kromatografisi,
ince tabaka kromatografisi (TLC), ELISA ve gaz kromatografisidir (van Egmond ve dig.,
2007). Ozellikle son on yilda mikotoksin analizlerinde en ¢ok tercih edilen teknik HPLC
olmustur (Devreese ve dig., 2012; Ngulla, 2019). Gida ve yemlerde gergeklestirilen
mikotoksin analizlerinde giivenilir sonuglar elde etmek i¢in referans maddelerin kullanimi
kilit faktordiir (Pascale ve dig., 2019). Tiim akredite laboratuvarlar dogru ve giivenilir
sonuglar elde etmek icin yiiksek saflikta standart madde kullanimina ihtiya¢ duymaktadir.
Ancak kiiresel Olgekte bu maddelerin ticaretini yapan firma sayist smirli oldugundan

fiyatlar1 son derece yiiksektir (Ngulla, 2019). Tiirkiye pazarinda satisa sunulan bazi analitik

4 Calismada, Tiirkiye'nin sadece Avrupa yakas1 modele dahil edilmistir.
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mikotoksin standartlarinin giincel piyasa fiyatlar1 Cizelge 2.2'de verilmistir (Anonim,
2022c). Yiiksek piyasa fiyatlarinin olusmasinda sirket politikalar1 da etkilidir. Bu alanda
faaliyet gosteren bazi sirketlerin oldukg¢a agresif bir pazarlama politikas1 yiiriittiigii ve kar

kaybindansa miisteri kaybini tercih ettigi ifade edilmektedir (Chitzos, 2018).

Cizelge 2.2. Bazi1 analitik mikotoksin standartlarinin giincel piyasa fiyatlar1 (Anonim,

2022c).

Ana“r;"; dsézndart Konsantrasyon Ambalajlama bi¢imi Satis fiyat1”
Aflatoksin karisik 2 ug/mL AFBy, 0.5 pg/mL AFB,, o
standart ¢ozeltisi 2 ng/mL AFG4, 0.5 ug/mL AFG; I mL, asetonitril ¢cdzeltisi 70729 TL
AFB; standart ¢ozeltisi 2 ng/mL AFB; 2 mL, asetonitril ¢ozeltisi 6120.8 TL
AFB; standart ¢ozeltisi 0.5 pg/mL AFB; 2 mL, asetonitril ¢ozeltisi 6120.8 TL
OTA standart ¢ozeltisi 10 pg/mL OTA 2 mL, asetonitril ¢ozeltisi 8510.8 TL
DON standart ¢ozeltisi 100 pg/mL DON 2 mL, asetonitril ¢ozeltisi 83359 TL
ZEA standart ¢ozeltisi 100 ug/mL ZEA 2 mL, asetonitril ¢ozeltisi 87245 TL

* Tiirkiye Cumhuriyeti Merkez Bankas1 25/11/2022 tarihli déviz satis kuru (Euro: 19.431 TL) baz alinmustir.

Yiiksek maliyet nedeniyle pek ¢ok kurum mikotoksin standartlarinin temininde
giicliik yasayabilmektedir (Ngulla, 2019). Ayrica ekonomik ¢ekinceler bilimsel ¢aligmalar
da kisitlayan bir faktordir (Devreese ve dig., 2012). Aflatoksinlerin ilk kez
tanimlanmasindan bugiine Scopus veritabanina 16 binin {izerinde mikotoksin ¢alismasi
kaydedilmistir (Liew ve Mohd-Redzwan, 2018). Son yillarda, aflatoksin arastirmalarinin
say1s1 tiim diinyada ivme kazanmis olup; konu iizerine en fazla bilimsel ¢alisma yayinlayan
iilkelerden biri de Tiirkiye'dir (Zyoud, 2019). Buradan hareketle, ilerleyen yillarda bilimsel

caligmalar i¢in mikotoksin standartlarina daha fazla ihtiya¢ duyulacagi sdylenebilir.

Yapilan piyasa aragtirmalart pazar hacminde biiyiime beklentisi oldugunu
gostermektedir. Diinya genelinde mikotoksin analiz hizmetleri pazarinin 2025 yilina kadar
1.3 milyar dolarin (USD) iizerine ¢ikacagi ongoriilmektedir (Anonim, 2020b). Bununla
birlikte Tiirkiye, mikotoksin test hizmetleri i¢in gelisen bir pazar olarak goriilmekte ve
gelecekte bolgenin en biiyiik pazarlarlarindan biri olmast beklenmektedir (Chitzos, 2018).
2015 il itibariyle Tirkiye'de akredite olmus kamu ve o6zel toplam 156 gida analiz
laboratuvar1t bulundugu bildirilmistir. Bu laboratuvarlardan 75 tanesinin mikotoksin
analizleri i¢in akreditasyonu bulunmaktadir (Yesiloren ve Karatag, 2019). Son yillarda
mikotoksin kontaminasyonunda artig yaganmasi nedeniyle ihra¢ {irlinlerinde 6rnekleme
siklig1 da arttirilmigtir. Bu durum ihracatci firmalarin kendi sirket i¢i analizlerini yapmaya
agirlik vermesine neden olmustur (Chitzos, 2018). Ayrica, 2022 yili kayitlarina gore
tilkemizde egitim ve arastirma faaliyetlerine devam eden 208 {iniversite bulunmaktadir

(Anonim, 2022d). Bu iiniversitelerin pek ¢ogu biinyesinde mikotoksinler iizerine arastirma
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yapma kapasitesine ve potansiyeline sahip boliim/anabilim dallarin1 barindirmaktadir.
Kamu, 6zel ve iiniversite/arastirma laboratuvarlarinin ¢oklugu dikkate alindiginda, basta
analitik standartlar olmak tizere mikotoksin test malzemelerinin Tirkiye’de biiyiik bir

pazar hacmine sahip oldugu degerlendirilmektedir.

Giincel caligmalar, gida giivenligini tehdit eden mikotoksin sorunun devam ettigini
gostermektedir (Gruber-Dorninger ve dig., 2019; Anonim, 2021b; Karakaya ve
Yilmaztekin, 2022). Bu konuda yapilan gelecek projeksiyonlar1 da ne yazik ki iyimser
tahminler sunmamaktadir (Battilani ve dig., 2012; Van der Fels-Klerx ve dig., 2019).
Tiirkiye, son yillarda RASFF sisteminde en fazla mikotoksin bildirimi alan iilke olmasina
ragmen analizlerde ihtiya¢ duyulan standartlari ithalat yoluyla temin etmektedir. Bu durum
esasinda kendi igerisinde biiyiik bir tezat olusturmaktadir. Ornegin, RASFF sistemine
kayith bir bildirime (referans no: 2019.3986) gore Tiirkiye'den gonderilen kuru incir
orneginde 103.48 pg/kg AFB;1 ve 263.69 ng/kg toplam aflatoksin tespit edilmis ve iiriin
gimriikten geri ¢evrilmistir (Anonim, 2021a). Glimriikkten geri donen aflatoksinli kuru
incirler ¢imento fabrikalarinda yakilarak imha edilmektedir (Anonim, 2022b). 1 kg kuru
incirin piyasa fiyati ortalama 100 TL civarindayken; bu incir 6rneginin tizerindeki miktara
denk saflastirillmis AFB; standardinin piyasa degeri yaklasik 158 345 TL'dir. Bu kadar
giiclii mikotoksijenik kiif tiirlerinin bulundugu ve kontrolsiiz kosullarda bile yiiksek
miktarlarda mikotoksin olusumuna rastlanilan bir ilkede ne yazik ki mikotoksin
standartlar1 ithal edilmektedir. Ancak "Her krizin ortasinda bir firsat yatar" diisiincesini goz
onitinde bulundurarak, kétiimser senaryolarin ardindan tabloyu bir de tersinden okumakta
fayda wvardir. Tirkiye'de yetisen iriinlerde mikotoksijenik tiirlere ve mikotoksin
kontaminasyonuna sik rastlanmasi; analizlerde ihtiya¢ duyulan sarflarin yerli liretimi igin
bir firsat yaratmaktadir. Bu konuda yerli {iretimin desteklenmesi igin ilk adim TUBITAK
tarafindan atilmig ve aflatoksin immiino affinite kolon iiretim projesinde ortaya ¢ikan
triinler igin teknoloji transferi gerceklestirilmistir (Anonim, 2016). Ancak analiz
maliyetlerini arttiran bir diger unsur olan analitik mikotoksin standartlarinda disa
bagimlilik devam etmektedir. Mikotoksijenik tirlerin Tiirkiye cografyasinda yaygin
bulunusu sayesinde yerli izolatlar elde edilebilecegi ve bu izolatlar kullanilarak kontrollii
kosullarda mikotoksin iiretimi gerceklestirilebilecegi degerlendirilmektedir. Yerli iiretimin
mikotoksin standartlarinin temininde disa bagimlilig1 ve dolayisiyla iilkeden doviz ¢ikisini
azaltma potansiyeli bulunmaktadir. Uygun maliyetli ve erisilebilir mikotoksin

standartlarina sadece yurt iginde degil yurt dis1 pazarinda da ihtiyag duyulmaktadir. DSO,

29



gelismekte olan iilke laboratuvarlari i¢cin uygun maliyetli analiz sarflarina ve analitik
yontemlere gereksinim duyuldugunu rapor etmektedir (WHO, 2006). Ozellikle Afrika
iilkelerinde analitik standart maliyetinin yiiksek olusu nedeniyle yeterli sayida mikotoksin
analizi gerceklestirilemedigi ifade edilmektedir (Ngulla, 2019). Tirkiye'de iiretilecek
analitik mikotoksin standartlarinin Ortadogu ve Afrika iilkeleri basta olmak iizere yurt

disina ihracat potansiyeli de bulunmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Gida ornekleri

Calismada kullanilmak tizere mikotoksijenik kiif gelisimine elverisli toplam 48 adet
gida Ornegi temin edilmistir. Numunelerden bir tanesini Brezilya, digerlerini ise
Tiirkiye'nin farkli cografi bolgelerinde yetistirilmis 6rnekler olusturmaktadir (Cizelge 3.1).
Orneklerden her biri en az 250 g'lik numuneler halinde, birbiri ile dogrudan temas

etmeyecek sekilde paketlenerek derhal boliim laboratuvarlarina getirilmistir.

Cizelge 3.1 : izolasyonda kullanilan gida 6rnekleri ve iiretim yerleri.

Sira  Ornek kodu Gida Ornegi Uretim yeri Uretim y1ili
1 Al Arpa Konya 2019
2 Bl Bugday Antalya 2020
3 B2 Bugday Batman 2019
4 B3 Bugday Konya 2019
5 BK1 Biber, kuru Antalya 2020
6 BK2 Biber, kuru Antalya 2021
7 BKY1 Biber, kapya Mersin 2020
8 BKY?2 Biber, kapya Kahramanmaras 2021
9 BKY3 Biber, kapya Mersin 2020
10 BKY4 Biber, kapya Mersin 2020
11 CF1 Cam fistig1 Adana/Antep 2020
12 IS1 Isot biber Sanliurfa 2020
13 1IS2 Isot biber Sanliurfa 2020
14 IS3 Isot biber Sanliurfa 2020
15 IE1 Incir, ezme Aydm 2019
16 IK1 Incir, kuru Aydin 2019
17 IK2 Incir, kuru Aydm 2019
18 IK3 Incir, kuru Antalya 2019
19 IK4 Incir, kuru Aydm 2019
20 IK5 Incir, kuru Aydin 2020
21 IK6 Incir, kuru Aydm 2020
22 IK7 Incir, kuru Aydin 2020
23 KC1 Kahve ¢ekirdegi  Brezilya 2019
24 KC2 Kahve ¢ekirdegi  Antalya 2020
25 KK1 Kayisi, kuru Malatya 2019
26 KK2 Kayisi, kuru Malatya 2019
27 KK3 Kayisi, kuru Malatya 2020
28 KK4 Kayisi, kuru Malatya 2019
29 KK5 Kayisi, kuru Malatya 2020
30 KY1 Kayisi, yas Malatya 2020
31 KY2 Kayisi, yas Malatya 2020
32 M1 Misir Antalya 2020
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Cizelge 3.1 (devam) : izolasyonda kullanilan gida 6rnekleri ve iiretim yerleri.

Sira  Ornek kodu Gida 6rnegi Uretim yeri Uretim yili
33 M2 Misir Antalya 2020
34 M3 Misir Antalya 2020
35 M4 Misir Adana 2020
36 PB1 Pulbiber Sanliurfa 2019
37 PB2 Pulbiber Sanliurfa 2019
38 PB3 Pulbiber Sanliurfa 2019
39 TB1 Toz biber Kahramanmaras 2020
40 TB2 Toz biber Kahramanmaras 2020
41 UKL  Uzim, kuru Malatya 2019
42 UK2 Uziim, kuru Malatya 2019
43 UK3 Uziim, kuru Malatya 2019
44 uYl Uziim, yas Mersin 2020
45 uy2 Uziim, yas Mersin 2020
46 YF1 Yer fistigi Antalya 2019
47 YF2 Yer fistig Osmaniye 2019
48 YF3 Yer fistigi Osmaniye 2019

3.1.2 Besiyerleri

Besiyeri bilesiminde kullanilan antibiyotikler (oksitetrasiklin, ampisilin ve
kloramfenikol) Sigma-Aldrich firmasindan (Almanya) satin alinmigtir. Maya ekstrakti,
ZnS04.7TH20O ve pH ayarlamada kullanilan HC1 (%37) Merck firmasindan (Darmstadt,
Almanya) temin edilmistir. NaNOsz Chemsolute (Renningen, Almanya), malahit yesili
okzalat tuzu ise ZAG Kimya (istanbul, Tiirkiye) firmalarindan satin almmustir. Aksi
belirtilmedigi siirece, diger besiyeri bilesenleri Sigma-Aldrich firmasindan (Steinheim,

Almanya) temin edilmistir.

Tiim besiyerleri kullanim 6ncesi 121 °C'de 15 dk otoklavlanarak (Niive OT 90L,
Tiirkiye) sterilize edilmistir. Besiyerlerinin pH'st 2 N NaOH ve 2 N HCI ¢ozeltileri
kullanilarak ayarlanmistir. Agar formunda hazirlanan besiyerlerinde bulas kontrolii i¢in
petriler 2 giin oda sicakliginda bekletildikten sonra kullanilmistir. Besiyerleri asagida

verilen prosediirlere uygun sekilde hazirlanmustir:

- Patates Dekstroz Agar (PDA) ve Malt Ekstrakt Agar (MEA) Merck firmasindan

(Darmstadt, Almanya) temin edilmistir. Besiyerlerine sterilizasyon sonrast son
konsantrasyon 100 mg/L olacak sekilde oksitetrasiklin ilave edilmistir. Besiyeri iyice

karistirildiktan sonra petrilere dokiim gergeklestirilmistir.

- Patates Dekstroz Broth (PDB) Liofilchem (Teramo, italya) firmasindan satin alinmustir.

Aksi belirtilmedikge besiyeri pH's1 5.5'e ayarlanarak kullanilmistir.
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- Maya Ekstrakti-Sukroz (YES): Bilesiminde 20 g/L maya ekstrakti, 150 g/L sukroz, 0.5
g/L MgS04.7H20 ve 20 g/L agar olacak sekilde hazirlanmistir (Ritter ve dig., 2011). Broth
besiyerinde, bu bilesimden farkli olarak agar kullanilmamustir. Besiyeri pH'lar1 6.4'e

ayarlanmistir (Xing ve dig., 2017).

- Czapek's Maya Ekstrakt1 Agar (CYA): Besiyeri temel stoku ve Czapek konsantresi olmak
tizere iki ayr1 ¢ozelti hazirlanmistir. Temel stok i¢in 30 g sukroz, 5 g maya ekstrakti, 1 g
K2HPO4, 0.005 g CuS04.5H20, 0.01 g ZnSO4.7H20 ve 20 g agar tartilarak 990 mL distile
su igerisinde ¢oziindiiriilmiistiir. Czapek konsantresi igin ayri bir erlen igerisine 30 g
NaNOgz, 5 g KCI, 0.5 g MgS04.7H20 ve 0.1 g FeSO4.7H20 tartilmig; karigim 100 mL
distile su igerisinde ¢Oziindiirilmistir. Her iki ortam ayri ayri sterilize edilmistir.
Sterilizasyondan sonra 990 mL temel besi ortamima 10 mL Czapek konsantresi ilave
edilmis ve pH 6.2'ye ayarlanmistir. Besiyeri iyice karistirildiktan sonra petrilere dokiim

yapilmustir (Pitt ve Hocking, 2009).

- Hindistan Cevizi Siitii Agar (CMA): Besiyerinin hazirlanmasinda dogal Hindistan cevizi
siiti (Aroy-D, Tayland) kullanilmistir. Hindistan cevizi siitii liretici firmanin belirttigi
bilesim dikkate alinarak son konsantrasyon %21.1 protein, %21.3 karbonhidrat ve %12.7 yag
olacak sekilde distile su ile seyreltilmistir. Besiyerine 20 g/L olacak sekilde agar ilave

edilmis ve pH 6.8'e ayarlanmistir (Yazdani ve dig., 2010).

- Aspergillus flavus/parasiticus agar (AFPA): Besiyeri 20 g/ maya ekstrakti, 10 g/L
pepton, 0.5 g/L demir (111) amonyum sitrat (CeHgO7.xFe.xNH3) ve 15 g/L agar kullanilarak
hazirlanmistir. Ayr1 bir deney tiipiinde 25 mg kloramfenikol/mL etanol olacak sekilde
antibiyotik ¢ozeltisi hazirlanmis ve ve 0.20 um'lik steril filtreden (Minisart, Sartorius
stedim; Almanya) gegcirilmistir. Sterilizasyondan sonra besiyerinin 45 °C'ye kadar
sogumas1 beklenmis ve 1 L besiyeri igerisine 4 mL antibiyotik soliisyonu ilave edilmistir.
Besiyeri pH'st 6.3'e ayarlandiktan sonra petrilere dokiim yapilmistir (Pitt ve Hocking,
2009).

- Malahit Yesili Agar (MGA): Nash-Snyder besiyeri 2.5 ppm malahit yesili ile modifiye
edilerek MGA besiyeri olusturulmustur. Bunun i¢in 15 g/L pepton, 1 g/ KH2PO4, 0.5 g/L
MgS04.7H20, 2.5 mg/L malahit yesili okzalat tuzu ve 20 g/L agar kullanilmistir. Besiyeri
pH's1 6.0 olarak ayarlanmistir. Sterilizasyondan sonra dokiim sicakligina gelen besiyeri
icerisine 100 mg kloramfenikol/L ve 50 mg ampisilin/L olacak sekilde antibiyotik

soliisyonu ilave edilmistir (Castella ve dig., 1997; Leslie ve Summerell, 2006).
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3.1.3 Kimyasallar

Kromatografik safliktaki metanol (>%99.9) ve asetonitril (>%99.9) Honeywell
(Almanya) firmasindan temin edilmistir. Etanol stabilize kloroform ve glasial asetik asit
Carlo Erba (Val-de-Reuil, Fransa) firmasindan satin alinmustir. Nitrik asit (%65; 1.44
g/mL) Isolab (Werth, Almanya); potasyum bromiir (KBr) ise CDH (Delhi, Hindistan)
firmasindan satin alinmistir. Dekontaminasyonda kullanilan aseton Merck (Darmstadt,
Almanya) firmasindan; ev tipi sodyum hipoklorit ¢6zeltisi (<%S5) ise piyasadan temin
edilmistir. Kromatografik analizlerde kullanilan ultra saf su (18.2 mQ.cm) bolim

laboratuvarinda Millipore Direct-Q 3 (Almanya) cihazi ile tiretilmistir.

Calismada kullanilan analitik mikotoksin standartlari asetonitril ¢ozeltisi halinde
temin edilmistir. Aflatoksin karigik standart ¢ozeltisi (2 mL; AFB1 2 pg/mL, %98; AFB:
0.5 pg/mL, %96; AFG: 2 pg/mL, %97 ve AFG2 0.5 pg/mL, %95) ve ZEA standart
cozeltisi (1 mL; 100 pg/mL, %99.7) Romer firmasindan (Avusturya); OTA (1 mL; 10
pug/mL, %98) ve DON (1 mL; 100 pg/mL, %98) standart ¢ozeltileri ise Sigma-Aldrich

(Avusturya) firmasindan alinmistir.

3.1.4 Affinite kolon ve tampon ¢ozeltiler

Toksijenik izolatlarin belirlenmesi ve optimizasyon agamalarinda OTA, DON ve
ZEA'nm ekstraksiyonu i¢in mikotoksine 6zgii antikor iceren Aokin immiino affinite kolon
(Berlin, Almanya) kullanilmistir. IAK uygulamalar igin gerekli tampon cézeltiler, kolon
tireticisi firmanin talimatlarina uygun sekilde hazirlanmistir (Anonim, 2021c). Cozelti
bilesiminde yer alan KCl ve NaHCOsz Isolab (Werth, Almanya) firmasindan; diger
kimyasallar ise Sigma-Aldrich (Steinheim, Almanya) firmasindan temin edilmistir.

- Fosfat tampon ¢6zeltisi 1 (PBS-1): 8 g NaCl, 1.2 g Na2HPOg4, 0.2 g KH2PO4 ve 0.2 g KCI
tartilmis ve 990 mL distile su igerisinde ¢ozilmiistir. 2 N NaOH ve HCI ¢ozeltileri

kullanilarak pH 7.0'ye ayarlanmis; eksik hacim distile suyla 1 L'ye tamamlanmistir.

- Fosfat tampon ¢ozeltisi 2 (PBS-2): 40 g NaCl, 6 g Na2HPO4, 1 g KH2PO4 ve 1 g KCI
tartilarak 990 mL distile su igerisinde c¢oziilmistiir. 2 N NaOH ve HCI c¢ozeltileri

kullanilarak pH 7.0'ye ayarlanmis; eksik hacim distile suyla 1 L'ye tamamlanmistir.

- Metanol:Karbonat c¢ozeltisi: 3 g NaHCOs3 tartilarak 300 mL distile su igerisinde
¢Oziindiiriilmiistiir. 700 mL metanol, 300 mL karbonat c¢ozeltisi ile karistirilarak

metanol:karbonat (70:30, v:v) ¢ozeltisi elde edilmistir.
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3.1.5 Referans kiif suslari

Calismada referans tiir olarak kullanilan MAM-200682 Aspergillus flavus standart
susu TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi kiif kiiltiir koleksiyonundan; NRRL 2999 A.
parasiticus standart susu Agricultural Research Service kiiltiir koleksiyonundan temin
edilmistir. Fusarium tiirleri i¢in referans olarak PH-1 Fusarium graminearum (NRRL
31084) ve FcUK99 F. culmorum (NRRL 54111) suslar1 kullanilmustir.

3.2 Kiif izolasyonu

Izolasyonda ornek yapisina gore dogrudan yapistirma ve diliisyon-yayma olmak
tizere iki farkli yol izlenmistir. Diliisyon yontemi tiim drneklerde uygulanirken; dogrudan

yapistirma yontemi yiiksek tane agirligina sahip gida 6rneklerine uygulanmustir.

3.2.1 Dogrudan yapistirma yontemi

Tasima veya sergileme asamasinda Ornek yiizeyine sonradan bulagan bazi kiif
tirleri hizli geliserek agar ylizeyini ortmekte ve Ornekte bulunan diger kiif tiirlerinin
izolasyonunu giiglestirmektedir. Refakatgi floranin uzaklastirilmasi igin izolasyonda
kullanilacak 6rnekler %0.4'lik sodyum hipoklorit (NaOCI) igerisinde 1 dk bekletilmis;
ardindan distile su ile 2 kez yikanmustir (Sekil 3.1).

—

Sekil 3.1 : Yiizey dezenfeksiyonu ile yapistirma yontemi. Kuru iiziim 6rneginde yiizey
dezenfeksiyonu (a), 6rnegin yapistirilmasi (b), inkiibasyon sonrasi (¢) ve izole kif kiiltiiri.
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Kahve ¢ekirdegi, tiziim kurusu ve bugday gibi tane iriinler dogrudan izolasyon
boyut kiiciiltiilmiistiir. Her 6rnekten 3-5 adet kesit birbirine esit mesafede olacak sekilde
PDA yiizeyine yapistirilmistir (Pitt ve Hocking, 2009). Ayrica, dezenfeksiyon asamasinda
mikotoksijenik tiirlerin elenmesi ihtimaline karsi yiizey dezenfeksiyonu uygulanmamig

kesitler de ayr1 bir PDA petrisine yapistirilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 : Orneklere yiizey dezenfeksiyonu uygulamadan gergeklestirilen izolasyon
islemi. Inkiibasyon sonunda bugday 6rnegi (a), mantar delginin sterilizasyonu (b), karigik
floradan izolasyon (c) ve izole kiif kiiltiirii (d).

3.2.2 Diliisyon-yayma yontemi

Pul biber ve toz biber gibi ince tabakali veya toz haldeki tiriinler diisiik tane
yogunluguna sahip oldugundan dogrudan agar yiizeyine tutturulmaya uygun degildir.
Ayrica yogun kiif yiikiine sahip 6rneklerde farkl tiirler birbiri ile i¢ ice gelisebilmekte ve
izolasyon islemi giliclesmektedir. Bu nedenle, diliisyon islemi kullanilarak kiif
yogunlugunun seyreltilmesi saglanmistir. Diliisyon i¢in 25 g Ornek tartilmis ve 225 mL
%0.1'lik peptonlu su ile seyreltilmistir. Ornekteki kiif yogunluguna gore 101-107" arasinda
degisen seyreltiler hazirlanmigtir. Seyreltilerden 100 pL 6rnek alinarak PDA yiizeyine
yayma yapilmistir (Pitt ve Hocking, 2009).
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3.2.3 inkiibasyon ve izolasyon

Ekim yapilmis petriler 25 °C'de ve karanlikta 5 giin boyunca inkiibasyona
(Sartorius Certomat 1S, Almanya) birakilmustir. ikinci giinden itibaren her 24 saatte bir
petri kontrolii yapilarak kiif gelisimleri takip edilmistir. Morfolojik olarak birbirinden
farkli oldugu gozlenen ve yeterli biiyiikliige erismis koloniler secilerek izolasyon iglemine
gecilmistir. Izolasyonda bir mantar delgi yardimiyla koloni uglarindan 5 mm'lik kesitler
alinmis ve bu kesitler yeni PDA petrilerine aktarilmistir. Aktarim sonrasi yeni petrilerde en
az 3 giin boyunca inkiibasyona devam edilmistir. Koloni morfolojisi agisindan petride
yalnizca tek bir izolat tiirii tespit edilinceye kadar kesit alma ve aktarma islemine devam
edilmistir (Al Ghamdi ve dig., 2019). Her izolat i¢in birbirini izleyen en az 3 aktarimdan

sonra koloni yapisi bilyiite¢ altinda incelenmis ve morfolojik 6zellikler kaydedilmistir.

3.3 Tamimlama
Elde edilen izolatlarin tanimlanmas1 4 asamada gerceklestirilmistir.

3.3.1 Gelisim ortaminda morfolojik degerlendirme

5 mm ¢apindaki kesitler alinarak PDA ve MEA besi ortamlarina kiif inokiilasyonu
yapilmig ve petriler 25 °C'de karanlikta 3-7 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda izolatlarin belirtilen besi ortamlarindaki morfolojileri ve gelisim
ozellikleri kaydedilmistir. Izolatlarm gelisim hiz1 (mm/72 saat), koloni yiizey yapis1 (havai
miselli, pamuksu, odunsu, kadifemsi, tozlu vb.), koloni yayilis sekli (oluklu, mantarsi,
yiikseltili vb.) ve koloni rengi (merkez, dis kenar, alt goriiniim) incelenmistir. G6zlem

sonuclar1 gecmis literatiir bilgileri ile kiyaslanarak degerlendirilmistir.

3.3.2 Mikroskobik morfolojinin incelenmesi

Mikroskobik morfoloji miselyum, spor olusturan yapilar ve sporlar incelenerek
degerlendirilmistir. Sporlanmanin olusabilmesi i¢in elde edilen tiim izolatlar PDA besi
ortaminda 25 °C'de 5-7 giin boyunca gelistirilmistir. Yeterli biyiikliige erisen izolatlarda
misel yapisina zarar vermeden bisturi ve igne 6ze yardimiyla drnekler toplanmistir. Lam
tizerine 1 damla %70 etanol damlatilmis ve kiif 6rnegi etanol igerisine yayilmistir. Etanol
kurumadan &rnek iizerine 1 damla da laktofenol pamuk mavisi (LPM) (Chembio; istanbul,
Tiirkiye) damlatilmig ve ylizey baloncuk olusturmadan lamel ile kapatilmistir. Boyanin

niifuz etmesi i¢in 5 dk beklenildikten sonra ornek kamerali 151k mikroskobunda (Image
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Projector, Isolab; Almanya) x4, x10 ve x40'lik objektiflerle incelenmistir (Vyzantiadis ve
dig., 2012; Li, 2013).

Koloni yiizey yapis1 daha kadifemsi olan ve bisturi kullaniminin miimkiin olmadig1
durumlarda yapiskan bant yardimiyla 6rnekleme gerceklestirilmistir (Sekil 3.3). Bu
yontemde ahsap bir ¢ubuk ucuna yaklasik 10 mm x 30 mm ebatlarinda bant tutturulmus ve
bandin yapiskan yiizeyi koloni iizerine bastirilip cekilerek ornekleme yapilmistir. Lam
yiizeyine 1 damla LPM damlatildiktan sonra 6rnek bandi lam iizerine yerlestirilmistir. Bant
lizerine sirasiyla birer damla %70 etanol ve LPM damlatilmistir. Ornek, lamel ile
kapatilmig ve 5 dk beklenildikten sonra mikroskobik incelemeye gegilmistir (Vyzantiadis
ve dig., 2012; Li, 2013).

(2]
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Sekil 3.3 : Yapigkan bant uygulamasiyla besiyerinden kiif 6rnegi alma islemi. Koloniye
bant yapistirilmasi (a), banda tutunmus ornekler (b), bandin lam iizerine yapistirilmasi (c)
ve boyama (d).

Misel biitinligli bozulmus, spor olusturan yapilart dagilmis ve iyi gorlinti
alimamayan Orneklerde blok agar yontemi kullanilmistir. Blok agar metodunda, cam petri
tabanina filtre kagidi ve onun da iizerinde karsilikli iki kiirdan yerlestirilmistir. Kiirdanlar
tizerine bir adet lam konumlandirildiktan sonra ortam 121 °C'de 15 dk steril edilmistir.
PDA besiyeri iceren bagka bir petriden 15 mm X 15 mm ebatlarinda agar bloklar
kesilmistir. Steril edilen lam iizerine bir tane agar blogu yerlestirilmis ve blogun dort
kosesine igne Oze ile kiif inokiile edilmistir. Blogun iist kismi lamel ile kapatilmistir (Woo

ve dig., 2010). Agar blogun kurumasini engellemek icin petri zeminindeki filtre kagidi
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steril distile su ile 1slatilmistir (Sekil 3.4). Petri diiz bir sekilde inkiibatore yerlestirilmis ve
karanlikta 25 °C'de 7 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda temiz bir lam
tizerine 1 damla LPM damlatilmistir. Agar blogunun iizerindeki lamel yavasca kaldirilarak
lam tizerine kapatilmistir. Yine 5 dk beklenildikten sonra 6rnek 1sik mikroskobu altinda

incelenmistir.

Sekil 3.4 : Blok agar yontemi ile bazi izolatlardan 6rnekleme islemi. Agar blogunun
hazirlanmasi (a), inokiilasyon (b), inkiibasyon sonunda izolat gériiniimii (c) ve boyama (d).

Gozlemlerde hiflerdeki septa varlig1 (septali veya septasiz) ve dallanma bigimleri
incelenmistir. Ayrica konidium, fialid, vesikiil ve konidiofor yapilar sekil, biiyiikliik ve
dizilis acisindan degerlendirilmistir. Elde edilen gbzlemsel bulgular gec¢mis literatiir
caligmalari ile kiyaslanarak izolatin cinsi belirlenmeye ¢alisilmigtir (Pitt ve Hocking, 2009;
Campbell ve dig., 2013; Kidd ve dig., 2016; Sciortino, 2017; Walsh ve dig., 2018).

3.3.3 Secici-ayirt edici besi ortaminda tanimlama

Genel besi ortamindaki koloni morfolojisi ve mikroskobik yapilar1 incelenen kiif
izolatlarindan Aspergillus, Penicillium ve Fusarium tiirlerine ait oldugu tespit edilen suslar
secilmistir. Geriye kalanlar arasinda Af, OTA, DON ve ZEA mikotoksinlerinden birini

iretmesi miimkiin olmayan izolatlar ise ¢alisma kapsamindan ¢ikarilmistir.

Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tiirlerinin teshisinde Aspergillus
flavus/parasiticus agar (AFPA) se¢ici besi ortami kullanilmistir. Siipheli izolatlar 25 °C'de

AFPA besi ortaminda 5 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda koloni iist gdriiniimii
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beyaz, alt taban goriiniimii ise turuncu/kizil renkte olan izolatlar A. flavus/parasiticus

olarak teshis edilmistir (Dehghan ve dig., 2008; Sukmawati ve dig., 2018).

Besiyerinde aflatoksin varligimin kontrolii i¢gin UV 151k ve amonyum hidroksit
(NH4OH) buhariyla muamele testleri uygulanmustir. Segili izolatlardan her biri YES, CYA
ve CMA besi ortamlarinda gelistirilmistir (Okoth ve dig., 2012). 5-7 giinliik inkiibasyon
sonunda petriler karanlik bir ortama alinarak 365 nm UV A 1s1k (UVP Mineralight, ABD)
altinda incelenmistir. Mavi/yesil floresans 1s1ma gozlenen izolatlar "AF™; 1s1ma
gbzlenmeyenler ise "AF™ olarak degerlendirilmistir (Isman ve Biyik, 2009; Faria ve dig.,
2017). Daha sonra petri kapaklarin i¢ kismma 200 uL %25'lik NHsOH (1.44 g/mL)
birakilmis ve petriler oda sicakliginda 15 dk ters halde bekletilmistir. Petri alt tabaninda
kirmizimsi renk gelisimi gézlenen izolatlarin aflatoksijenik olabilecegi degerlendirilmistir

(Faria ve dig., 2017; Moradi ve dig., 2017; Variane ve dig., 2018; Rajarajan ve dig., 2021).

Penicillium tiirlerinin tespitinde YES, MEA ve CYA besi ortamlarindaki bazi
karakteristik gelisim Ozellikleri dikkate alinmistir (Pitt ve Hocking, 2009). Fusarium
cinsine ait tiirlerin teshisi icin CYA ve MGA besi ortamlart kullanilmistir. CYA
besiyerinde gelisim hizi dikkate alinirken; MGA ortaminda malahit yesilinin segicilik

ozelliginden faydalanilmistir (Castella ve dig., 1997).
3.2.4 Molekiiler dizileme ve filogenetik analizler

3.2.4.1 DNA izolasyonu ve PCR

Morfolojik degerlendirmeler sonunda safligindan emin olunan izolatlar PDA besi
ortaminda gelistirilmis; DNA izolasyon ve sekanslama calismalar1 igin BM Labosis Ltd.
Sti. (Ankara, Tiirkiye) firmasina gonderilmistir. Fungal miselya burada sivi azot ile
dondurulmus ve ogiitiilerek ¢ok ince toz haline getirilmistir. Yaklagik 20 mg (kuru agirlik)
fungal materyal alinarak izolasyon islemine gecilmistir. DNA izolasyonunda EURX
GeneMATRIX Plant & Fungi DNA izolasyon kiti (Polonya) kullanilmistir. Elde edilen
genetik materyalin miktar ve safligi spektrofotometrik (Thermo Scientific Nanodrop 2000,
ABD) olarak belirlenmistir.

Fungal izolatlarin tanimlanmasinda DNA iizerindeki Internal Transcribed Spacer
(ITS) bolgeleri esas alimmistir. Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR) universal primer
ciftit (ITS1  5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'  forward  ve ITS4  5-
TCCTCCGCTTATTGAT ATGC-3' reverse) kullanilmistir (Romanelli ve dig., 2014). PCR
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cozeltisi x1 kuvvetinde PCR tamponu, 3 uL DNA kalibi, 1.5 mM MgClz, 0.2 mM dNTP
karigimi, 0.3 uM forward primer, 0.3 uM reverse primer ve 2 U Taq DNA polimeraz
enzimi (FIREPol, Solis Biodyne; Estonya) kullanilarak hazirlanmis; ¢6zelti hacmi PCR
safliginda su ile 35 pl'ye tamamlanmistir. Amplikasyon islemi Kyratec Thermocycler
(Seul, Giiney Kore) cihazinda gerceklestirilmistir. PCR dongiisti, Zhao ve dig. (2014)
tarafindan belirtilen metotta kiiciik iyilestirmeler yapilarak programlanmistir. Buna gore,
hazirlanan ¢ozelti 95 °C'de 5 dk bekletilerek baslangi¢ denatiirasyonu saglanmistir. Daha
sonra sirasiyla 95 °C'de 45 s denatiirasyon, 57 °C'de 45 s yapigsma ve 72 °C'de 60 s uzama
asamalar1 gergeklestirilmistir. PCR islemine toplamda 40 dongii halinde devam edilmistir.
Son agamada iirtinler 72 °C'de 5 dk bekletilmis ve sicaklik 4°C'ye disiiriiliip PCR islemi

tamamlanmustir.

3.2.4.2 Sanger dizileme ve tammmlama

Amplikasyon firtinleri 1x tris asetat EDTA tampon ile hazirlanmis %1.5'lik agaroz
jelde 100 V potansiyel altinda 90 dk yiiriitiilmiistiir. Agaroz jel etidyum bromid ile
boyanarak UV 1s1k altinda DNA bant profilleri gériintiilenmistir. Elektroforez sonunda tek
bant gézlenmesi PCR isleminin basarili oldugu seklinde yorumlanmigtir. Elde edilen tek
bant ornekleri Magbio "HighPrep PCR Clean-up System" (AC-60005) Kkiti ile
saflagtirnlmistir. BigDye Terminator Dizileme Kiti (ver. 3.1 Cycle) ve ABI 3730XL Sanger
dizileme cihazi (Applied Biosystems, Foster City, CA) kullanilarak DNA 6rneginin ilgili
gen bolgesi dizilenmistir. Okuma sonuglar1 BioEdit yaziliminda (ver. 7.1; DNASTAR,
Madison, WI) CAP contig algoritmasi kullanilarak bitisik hale getirilmistir. Diizenlenmis
diziler, National Center for Biotechnology Information (NCBI) veritabanina Genbank by
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) arayuzi
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) kullanilarak yiiklenmistir. Benzerlik oran1 >%98,

sorgu kapsam1 >%90 olan ve en yiiksek benzerlik oran1 gésteren BLAST eslesmesi izolatin

tiirli olarak kabul edilmistir (Romanelli ve dig., 2014).

3.2.4.3 Filogenetik analizler

Fungi izolatlart ve referans kiiltiirlerin ITS1-ITS4 bolgelerine ait dizi sonuglari
kullanilarak filogenetik agaglar olusturulmustur. Agaglandirma islemi MEGA X (Kumar
ve dig., 2018) yazilimi kullanilarak gercgeklestirilmistir. Hizalanmis diziler, neighbour-
joining (komsu birlestirme) metodu ile analiz edilmistir. Filogeninin gilivenilirligi

bootstrapping (0nylikleme) analizi ile test edilmistir (Felsenstein, 1985). Bootstrapping
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isleminde istatistiksel destek 1000 replikasyon kullanilarak olusturulmustur. Evrimsel
tarihlendirme maximum likelihood (maksimum olabilirlik) ve Tamura-Nei modelleri
kullanilarak yapilmistir (Tamura ve Nei, 1983). Muhtemel agaglar icerisinde en yiiksek
olasiliga sahip agac¢ esas alinmistir. Agaclar 6lgeklendirilerek ¢izilmis olup; dal uzunluklar

alan basina goriilen baz degisiklik sayisiyla orantili olacak sekilde olusturulmustur.

3.4 Mikotoksin Analizleri

Tiir tanimlamasi yapilan izolatlar arasindan aflatoksin ¢esitleri, OTA, DON ve ZEA
mikotoksinlerini  tretme ihtimali bulunan tiirler secilmistir. Aflatoksin iiretim
denemelerinde A. flavus izolatlari; OTA iiretim denemelerinde A. nigri, Talaromyces ve
Penicillium izolatlari; ZEA {iretim denemelerinde ise F. culmorum izolatlar1 kullanilmustir.
Ayrica pozitif kontrol olarak referans kiiltiirlerden faydalanilmistir. Mikotoksijenik tiirlerin
belirlenebilmesi i¢in segili izolatlar s1vi besi ortaminda gelistirilmis ve inkiibasyon sonunda

ortamdaki mikotoksin varlig1 kontrol edilmistir.

3.4.1 Asilama Kiiltiiriiniin hazirlanmasi ve inokiilasyon

Mikotoksijenik olabilecegi degerlendirilen izolatlar PDA besi ortaminda karanlikta,
25 °C'de 7 giin siireyle inkiibe edilerek sporlanmasi saglanmistir. Inkiibasyon sonunda
Aspergillus ve Penicillium petrileri i¢erisine 15 mL %0.01 Tween 20 igeren Steril distile su
ilave edilmistir. Sporlar cam baget yardimiyla misel yapilar1 parcalanmadan distile suya
gecirilmistir. Spor sollisyonu aseptik kosullarda ¢ift katl: tiilbent ile siiziilerek deney tiipleri
igerisine alinmistir. Ardindan hemositometre yardimiyla mikroskop altinda spor sayimi
yapilmis ve konsantrasyon 1x107 spor/mL olacak sekilde spor soliisyonu hazirlanmistir
(Sekil 3.5) (Xing ve dig., 2017).

Aflatoksin iiretim denemeleri 100 mL YES broth besi ortami igeren 250 mL'lik
erlenlerde gergeklestirilmistir. Her bir erlene 0.5 mL spor inokiilasyonu yapilmis ve 220
rpm c¢alkalama hizinda orbital calkalayici inkiibatdre birakilmistir (Alshannaq ve Yu,

2020). inkiibasyon islemi karanlik ortamda 25 °C'de 10 giin devam ettirilmistir.

OTA iireticisi izolatlarin tespiti i¢in 25 mL YES broth besi ortami kullanilmistir.
Erlenlere 0.125 mL spor inokiilasyonu yapilmis ve statik kosullarda inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon islemine aflatoksin iiretiminde oldugu gibi karanlik ortamda 25

°C'de 10 giin devam edilmistir (Jeswal ve Kumar, 2015).
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Sekil 3.5 : Kiif kiiltiirlerine ait spor soliisyonlarinin hazirlanmasi. Sporlarin suya
gecirilmesi (a), hemositometrede sayim (b) ve spor konsantrasyonunun ayarlanmasi (C).

ZEA ve DON dretiminin kontrolii icin Wu ve dig. (2017) tarafindan belirtilen
yontemde kiigiik iyilestirmeler yapilmistir. Asilama ig¢in agar ortamindaki Fusarium
kolonilerin dig kismindan mantar delgi yardimiyla 6 mm'lik kesitler alinmigtir. DON ve
ZEA iiretim denemeleri PDB besi ortaminda gergeklestirilmis olup her bir erlene (100 mL)
2 kesit olacak sekilde inokiilasyon yapilmistir. Erlenler hareket ettirilmeksizin karanlik
ortamda 25 °C'de 14 giin inkiibasyona birakilmistir.

3.4.2 Ekstraksiyon

3.4.2.1 Aflatoksin ekstraksiyonu

Falkon tiipii igerisine besiyerinden 1 mL 6rnek alinarak tizerine 1.5 mL kloroform
ilave edilmistir. Karisim vorteks yardimiyla 30 s boyunca karistirildiktan sonra +4 °C'de
5000 xg kuvvetle 3 dk santrifiij (Thermo Scientific SL 16R, Almanya) edilmistir. Altta
kalan organik faz yeni bir tiipe alinmis ve besiyerinde kalan aflatoksinlerin alinmasi igin
ortam 1.5 mL kloroform ile tekrar ekstrakte edilmistir. Elde edilen iki ekstrakt deney
tiiptinde birlestirilmis (3 mL) ve azot gazi ile kloroform ugurulmustur. Tipteki ekstrakt
kalintis1 1 mL mobil faz ile (su:Me:ACN, 5:4:1, v:v:v) tekrar ¢ozelti haline getirilmistir.
Ekstrakt, 0.45 pm'lik enjektor filtresinden gegirildikten sonra amber renkli HPLC vialine
alinmigtir (Alshannaq ve Yu, 2020).
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3.4.2.2 Okratoksin A ekstraksiyonu

Inkiibasyon sonunda erlen muhteviyatna 2.5 g NaCl eklenmis ve ortam
karistirilarak tuzun ¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra erlen igerisine 100 mL
metanol:karbonat (70:30, v:v) ¢ozeltisi ilave edilmistir. Ortam 220 rpm hizla 15 dk orbital
calkalayicida karstirildiktan sonra kath filtre kagidiyla siiziilmiistiir. 5 mL siiziintii
almarak iizerine 30 mL PBS-1 tampon c¢ozeltisi eklenmistir. Ortam pH'1 7.0'ye
ayarlandiktan sonra ekstrakt cam mikrofiber filtre kagidiyla siiziilmiis ve affinite kolonla

temizleme islemine gegilmistir (Anonim, 2021c).

Affinite kolon yiikleme oncesi 2 mL metanol:PBS (1:9) ¢o6zeltisi ile
sartlandirilmigtir. Kolona 1 damla/s hizla 20 mL ekstrakt yiikklenmistir ve ardindan kolon
20 mL PBS (%5 Tween 20 katkili) ¢ozeltisi ile yikanmistir (Sekil 3.6). Jel yatak
kurutulduktan sonra kolona 1 mL metanol:asetik asit (99:1, v:v) ¢ozeltisi ilave edilerek
akis durdurulmustur. 3 dk'lik inkiibasyon sonrasi kolona 2 mL daha metanol:asetik asit
(99:1) ¢ozeltisi ilave edilmis ve 1 damla/s hizla tekrar akis verilmistir. Elde edilen eluat
tizerine 1.5 mL distile su ilave edilmistir. Eluat, filtre edildikten sonra HPLC vialine

almmustir (Anonim, 2021c).

Sekil 3.6 : Besiyeri matriksinden OTA'nin ekstraksiyonu. Orbital ¢alkalama (a), filtrasyon
(b) ve immiino affinite kolonda temizleme (c).

3.4.2.3 Deoksinivalenol ekstraksiyonu

DON ekstraksiyonu Wu ve dig. (2017) tarafindan belirtilen yontemde kii¢iik

iyilestirmeler yapilarak uygulanmistir. Oncelikle, erlen igerisindeki 100 mL besiyeri
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tizerine 5 g NaCl ilave edilmis ve orbital calkalayicida 220 rpm'de 15 dk calkalanmuistir.
Besiyeri kath filtre kagidi ile siiziilmiis ve siiziintii yaklasik 25 mL kalincaya kadar rotary
evaporatoérde (Buchi, R300, Almanya) konsantre edilmistir. Erlendeki miselya keki ise 75
mL PBS-2 tampon ¢ozeltisi ile tekrar 15 dk calkalanmis ve karisim filtre kagidindan
stiziilerek miselya ekstrakte edilmistir. Besiyeri siiziintiisii ile miselya ekstrakti yeni bir
erlende birlestirilmistir. Ortam 220 rpm hizla 5 dk orbital calkalamaya birakilmistir.
Cozeltinin pH'l 2 N NaOH ve HCI ¢ozeltileri kullanilarak 7.0'ye ayarlanmustir. Ekstrakt,
cam mikrofiber filtre kagidiyla siiziildiikten sonra affinite kolonla temizleme islemine

gecilmistir.

Affinite kolon 2 mL PBS-2 tampon ¢ozeltisi ile sartlandirildiktan sonra kolona 1
damla/s hizla 10 mL ekstrakt yiiklenmistir. Ardindan kolondan 10 mL PBS-2 tampon
cozeltisi gecirilerek kolon yikanmistir. Kolon vakum pompasi yardimiyla kurutulmus ve
tizerine 1 mL metanol ilave edilerek akis durdurulmustur. 3 dk'lik inkiibasyon sonrasi
kolona 2 mL daha metanol ilave edilerek 1 damla/s hizla tekrar akis verilmistir. Tiipte
toplanan ekstraktin metanol fazi azot gazi altinda ugurulmustur. Tiipte kalan DON kalintist
HPLC hareketli fazi (3 mL) kullanilarak c¢oziindiiriilmis ve 0.45 pm'lik enjektor

filtresinden gegirildikten sonra viale alinmigtir (Anonim, 2021c¢).

3.4.2.4 Zearalenon ekstraksiyonu

ZEA ekstraksiyonunda DON ekstraksiyonundan farkli olarak miselya metanol ile
ekstrakte edilmistir. Ardindan besiyeri filtrati ve miselya ekstrakti birlestirilmistir Wu ve
dig. (2017). Karisim, beklenen mikotoksin konsantrasyonuna gore PBS-1 tampon ¢ozeltisi
ile en az 7 kat seyreltilmis ve pH 7.0'ye ayarlanmistir. Ekstrakt, cam mikrofiber filtre

kagidiyla siizlilmiis ve affinite kolonla temizleme islemine gegilmistir (Anonim, 2021c).

Affinite kolon 2 mL metanol:PBS (1:9, v:v) ¢ozeltisi ile sartlandirildiktan sonra
kolona 1 damla/s hizla 8 mL ekstrakt yiiklenmistir. Ardindan kolondan 8 mL metanol:PBS
cozeltisi gecirilerek kolon yikanmistir. Kolon vakum pompasi yardimiyla kurutulmus ve
tizerine 1 mL metanol ilave edilerek akis durdurulmustur. 3 dk'lik inkiibasyon sonrasi
kolona 2 mL daha metanol ilave edilerek 1 damla/s hizla tekrar akis verilmistir. Elde edilen
eluat {izerine 1.5 mL distile su ilave edilmistir. Eluat, 0.45 pm'lik enjektor filtresinden

gecirildikten sonra analiz edilmek {izere viale alinmistir (Anonim, 2021c).
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3.4.3 HPLC analizleri

Ekstraktlarin  mikotoksin igerigi ve miktar tespiti Shimadzu marka Yiiksek
Performansli S1vi Kromatografisi (HPLC) (Japonya) cihazinda gerceklestirilmistir. Sistem,
tiim parcalar1 birbirine entegre DGU-20AS5 degaze iinitesi, LC20-AD pompa iinitesi, SIL-
20A HT oto-ornekleyici, CTO-20A firn, CBM-20A arayiiz bagdastiricisi, RF-10AXL
floresans dedektér ve SPD-M20A DAD dedektor linitelerinden olugmaktadir. Yanitlarin
gorlintiilenmesi ve degerlendirilmesinde LC Solutions yazilimi kullanilmistir. Toksinlerin
kromatografik ayrimi Welchrom C18 kolon (Welch, Cin; 4.6 mm x 250 mm, 5 um) ile

saglanmistir.

3.4.3.1 Aflatoksin analizi

Aflatoksijenik izolatlarin tespitine yonelik gerceklestirilen analizlerde Kabak
(2019) tarafindan belirtilen yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Kromatografik ayrim
izokratik akis sartlarinda gerceklestirilmistir. Hareketli faz olarak su:Me:ACN (55:40:5,
v:v:V) kullanilmis olup; igerisine 4 M HNO3 ¢ozeltisi (350 pL/L) ve KBr (119 mg/L) ilave
edilmistir. Akis hiz1 1 mL/dk, enjeksiyon hacmi 50 pL'dir. Kolon sicakligi 35 °C olarak
ayarlanmigtir. Kolon c¢ikisina entegre edilen Kobracell elektro-kimyasal tiirevlendirme
hiicresi (Biopharm, Almanya) ile AFB: ve AFG:'in floresans yogunlugu arttirtlmistir.
Goriintiileme i¢in floresans dedektor kullanilmis; uyarilma dalga boyu (excitation) 360 nm,

yayilma dalga boyu (emission) 440 nm olarak ayarlanmistir.

Optimizasyon ¢alismasi ve sonrasinda gerceklestirilen aflatoksin analizlerinde ise
tirevlendirme yapilmamigstir. Kromatografik ayrim yine izokratik akis sartlarinda
gerceklestirilmis olup hareketli faz olarak su:Me:ACN (50:40:10, v:v:v) kullanilmistir.
Akis hiz1 0.8 mL/dk, enjeksiyon hacmi 100 pL'dir. Goriintiilemede bir dnceki metotla ayn

uyarilma ve yayilma dalga boyu kullanilmistir.

3.4.3.2 Okratoksin A analizi

OTA analizleri Kabak (2019) tarafindan belirtilen yontemde kiigiik iyilestirmeler
yapilarak uygulanmistir. Ayrim izokratik akis sartlarinda su:ACN:asetik asit (48:51:1,
v:v:v) kullanilarak saglanmistir. Akis hizi 1 mL/dk, enjeksiyon hacmi 50 pL, kolon
sicakligr ise 35 °C olarak ayarlanmistir. Analizde floresans dedektor kullanilmis; uyarilma

dalga boyu 333 nm, yayilma dalga boyu 460 nm olarak ayarlanmstir.
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3.4.3.3 Deoksinivalenol analizi

DON analizleri izokratik akig sartlarinda su:ACN (85:15, v:v) hareketli faz1 ile
yiriitilmistir. Akis hiz1 1 mL/dk olup enjeksiyon hacmi 100 pL'dir. Kolon sicakligi 35 °C
olarak ayarlanmistir. Goriintilleme UV-vis sirali foto-diyot dedektor ile 218 nm dalga

boyunda gergeklestirilmistir (Yu ve dig., 2019).

3.4.3.4 Zearalenon analizi

Besiyerinde ZEA tespiti, Golge ve Kabak (2020) tarafindan kullanilan yéntemde
kiiciik iyilestirmeler yapilarak gerceklestirilmistir. Analitik ayrim izokratik akis sartlarinda
su:ACN (40:60, v:v) kullanilarak saglanmistir. Akis hiz1 1 mL/dk, enjeksiyon hacmi 50 pL
olup kolon sicakligi 35 °C olarak ayarlanmigtir. Analizde floresans dedektor kullanilmis ve

uyarilma dalga boyu 274 nm, yayilma dalga boyu 455 nm olarak ayarlanmistir.

3.4.3.5 Metot validasyonu

Kullanilan HPLC metotlarinin gegerli kilinmasina (validasyon) yonelik ¢aligmalar
ayni operator tarafindan ayni laboratuvar ve ayni cihaz kullanilarak yiiriitilmistiir.
Validasyonda dogrusallik (linearity), tespit limiti (limit of detection, LOD), 6l¢iim limiti
(limit of quantification, LOQ), dogruluk (accuracy), geri kazanim (recovery), tekrar

edilebilirlik (repeatability) ve kesinlik (precision) parametreleri incelenmistir.

Elde edilen sonuglarin dogrusal olup olmadiginin belirlenmesi ig¢in her bir toksin
standardinin 6 farkli konsantrasyonunu igeren seri dillisyonlar hazirlanmigtir (ICH, 1994).
Her bir konsantrasyona ait ¢ozeltinin art arda 3 giin boyunca HPLC'de okumasi
gerceklestirilmis ve kalibrasyon grafikleri olusturulmustur. Kalibrasyon grafiklerinden elde
edilen R? degerleri incelenerek giin ici (intra-day) ve giinler aras1 (inter-day) elde edilen

sonuglarm dogrusal olup olmadigi (R2 > 0.99) belirlenmistir.

Tespit ve Ol¢lim sinir1 1SO11843 Part 2'de yer alan geri kazanim degerlerinin
belirlenmesine yonelik uygulamalar esas alinarak hesaplanmustir (Kabak, 2019). Oncelikle
mikotoksin pikinin, kromatogram giiriiltiisii icerisindeki piklerin en az 3 kat1 biyiikliikte
bulundugu ve giivenli bir sekilde tespit edilebildigi bulas seviyesi belirlenmistir (ICH,
1994). Kiiltiir icermeyen besi ortamlarina belirlenen seviyeye gore mikotoksin bulagtirilmis
ve HPLC analizleri ile besi ortaminin mikotoksin igerigi belirlenmistir. 10 replike analizde

tespit edilen mikotoksin miktar1 ortalama ve standart sapma seklinde hesaplanmistir. Bu
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sonuglara ait standart sapmanmn 3 kati tespit limiti; 10 kati ise Olglim limiti olarak

belirlenmistir (Kabak, 2019; Golge ve Kabak, 2020).

Kullanilan yontemin dogrulugu (accuracy), mikotoksinin besiyerinden geri kazanim
oraninin (recovery) hesaplanmasi seklinde degerlendirilmistir. Bu amagcla kiiltiir igermeyen
besi ortamlarma diisiik, orta ve yiiksek olmak iizere ii¢ farkli seviyede mikotoksin
bulastirma islemi yapilmistir. Ug seviyeden 5 &lgiim olmak iizere toplamda 15 6l¢iim
gergeklestirilmistir (ICH, 1994). Elde edilen mikotoksin miktari, baslangigta ilave edilen
mikotoksin miktarina oranlanarak, mikotoksinin besi ortamindan yiizde geri kazanim orani
(%GKO) hesaplanmistir (Kabak, 2019). Analizlerin kesinlik (precision) degerleri tekrar
edilebilirlik bagil standart sapmasi (%0RSDr) kullanilarak belirlenmistir. Tekrar edilebilirlik
bagil standart sapmasi, drneklerden elde edilen standart sapmanin (Sr) 6rnek ortalamasina

(x) oran1 seklinde hesaplanmistir (Denklem 3.1) (EC, 2006b; TGK, 2018):

%RSDr = =" x 100 (3.1)

3.5 Optimizasyon Cahsmasi ve Uretim

3.5.1 Mikotoksin iiretiminin optimizasyonu

Optimizasyon denemeleri 100 mL besi ortami igeren 250 mL'lik erlenlerde
gerceklestirilmistir. Kiiltlirlerin hazirlanmasi, besi ortamina asilanmasi, ekstraksiyon ve
analizler daha 6nceki boliimlerde anlatildig: sekliyle yiirtitiilmiistiir. Mikotoksin tiretiminin
optimizasyonunda pH, sicaklik ve siireyr igeren farkli gelisim kosullarinin etkisi
incelenmistir. Bu amagla Design-Expert (ver. 8.0.6, Stat-Ease Inc., MN) programinda ii¢
degiskenli ve ii¢ seviyeli bir Box-Behnken tasarimi hazirlanmistir. Merkez nokta sayist 5
olarak baz alinmig ve toplamda 17 denemelik iki ayr1 tasarim (aflatoksin ve zearalenon)

olusturulmustur. Tasarimlarda kullanilan degisken limitleri Cizelge 3.2'de verilmistir.

Cizelge 3.2 : Mikotoksin iiretiminin optimizasyonunda kullanilan bagimsiz degisken

limitleri.
Aflatoksin Zearalenon
Sembol Diistik Orta Yiiksek Diistiik Orta Yiiksek
(-1) 0) (+1) (-1) (0) (+1)
pH X1 4.0 6.0 8.0 4.0 6.5 9.0
Sicaklik (°C) Xz 22 28 34 16 22 28
Siire (giin) X3 5 10 15 14 21 28

Ug bagimsiz degiskenin uygulanmasiyla elde edilen yamtlar (mikotoksin miktar)

ve bunlar arasindaki iligki Yanit Yiizey Yontemi (YYY) kullanilarak degerlendirilmistir.
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Besiyerindeki mikotoksin konsantrasyonunu en {ist seviyeye ¢ikaracak kosullar optimum
iiretim kosullar1 olarak secilmistir. 1lgili mikotoksinin {iretimi asagidaki sekilde

modellenerek ifade edilmistir:
Y (ng/mL) = bo + b1X1+ baXz + b3Xs + birXq + bopXa + D3aXs + b12X1Xa + biaX1 X3 +b23XoX3 (32)

Denklem 3.2'de bagimli degisken (mikotoksin konsantrasyonu) Y terimi ile sembolize
edilirken; X1, X2 ve X3 sirastyla pH, sicaklik ve siire degiskenlerini ifade etmektedir. bo
model sabiti, b1, b, ve bz ise lineer terimleri gostermektedir. bi1, b2 ve bsz kuadratik

terimler iken b2, b2 ve bis interaksiyon katsayilarini belirtmektedir.

3.5.2 Optimize kosullarda aflatoksin iiretimi

Segili izolat, MAM-200682 A. flavus ve NRRL 2999 A. parasiticus referans suslari
PDA besiyerinde gelistirilmis ve sonrasinda spor soliisyonlar: (1x107 spor/mL)
hazirlanmistir (Xing ve dig., 2017). Optimizasyon ¢alismasinda oldugu gibi 100 mL YES
besi ortami iceren 250 mL'lik erlenlere 0.5 mL asilama yapilmustir. Inkiibasyon,
optimizasyon ¢alismasiyla belirlenen en wuygun mikotoksin {iiretim kosullarinda
gerceklestirilmistir. Periyodik olarak besiyerinden 6rnekleme yapilarak aflatoksin miktar

ve pH degisimi de incelenmistir.

Ayrica, farkli liretim hacimlerinde aflatoksin miktarindaki degisimini incelemek
i¢in Ol¢ek biiylitme denemesi gergeklestirilmistir. Bu kapsamda, 1 L hacimli erlen igerisine
400 mL YES besi ortam1 hazirlanmis ve inkiibator kosullarinda iiretim yapilmistir. Diger
denemede ise 2 L hacimli biyoreaktor (Sartorius, Biostat A plus, Almanya) igerisinde 1 L
YES besiyeri hazirlanmis ve segili izolat ile asilama yapilmistir. Biiyiik hacimli
tiretimlerde asilama miktart 100 mL'lik besi ortami denemeleriyle orantili olacak sekilde

arttirilmistir.

3.5.3 Optimize kosullarda zearalenon iiretimi

ZEA iretimi icin segilen izolat ve FCUK99 F. culmorum referans susunun PDA
besiyerinde sporlanmasi saglanmistir. Koloni uglarindan alinan 6 mm'lik kesitler asilama
kiiltiirii olarak kullanilmistir. Optimizasyon ¢alismasina benzer sekilde 100 mL'lik PDB
besi ortamina 2 kesit birakilarak asilama yapilmistir (Wu ve dig., 2017). Erlenler,
istatistiksel olarak ZEA iretiminin en yiiksek olacagi tahmin edilen kosullarda
inkiibasyona birakilmistir. Erlen igerisindeki ZEA miktar1 ve pH degisimi inkiibasyon

boyunca periyodik olarak kontrol edilmistir.
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Genis 0l¢ekli ZEA tiretim denemeleri ise 400 mL PDB igeren erlen ve 1000 mL
PDB igeren biyoreaktor ortamlarinda gergeklestirilmistir. Inkiibasyon siireci, optimizasyon
calismasinda belirlenen en uygun kosullarda yiiriitiilmiistiir. Ortama ilave edilen kiiltiir

miktari, besiyeri hacmindeki artisla orantili olacak sekilde ayarlanmistir.

3.6 Saflastirma ve Dogrulama

3.6.1 Aflatoksinlerin ekstraksiyonu

Ekstraksiyon islemi Alshannaq ve Yu (2020) tarafindan belirtilen metotta
modifikasyon yapilarak gerceklestirilmistir. Kisaca, besiyeri icerigi kloroformla (2:3, v:v)
birlestirilmis ve iyice karistirildiktan sonra bir siire beklenilmistir. Alttaki organik faz yeni
bir siseye alinmis ve besiyerinde kalan aflatoksinlerin geri kazanimi igin bir kez daha
kloroformla ekstraksiyon yapilmistir. Her iki ekstraksiyon isleminde toplanan kloroform
fazlar1 sisede bir araya getirilmistir. Ekstrakt, rotary evaporatorde 55 °C'de kloroform fazi
tamamen uzaklasincaya kadar kurutulmustur. Balon igerisine ekstraksiyona konu olan
besiyeri hacmi kadar HPLC mobil faz1 (su:Me:ACN, 5:4:1, v:v.v) ilave edilerek aflatoksin
kalintis1 ¢Ozlindiiriilmiistiir. Aflatoksin ¢ozeltisi, saflastirma asamasinda kullanimina kadar

-21 °C'de depolanmustir.

3.6.2 Zearalenon ekstraksiyonu

ZEA ekstraksiyonu, Wu ve dig. (2017) tarafindan belirtilen metotta iyilestirme
yapilarak gerceklestirilmistir. inkiibasyon sonunda besiyeri katl filtre kagidi ile siiziilmiis;
erlende kalan miselya ise besiyeri baslangic hacmi kadar metanol ile 220 rpm'de 15 dk
calkalamaya birakilmistir. Organik ¢o6ziicii filtre edilerek miselyadan ayrilmis ve elde
edilen iki faz (besiyeri filtrat1 ve miselya ekstrakti) yeni bir sise igerisinde birlestirilmistir.
Karigim, toplam hacmin %30'u kadar hegzan ile yikanmistir. Daha sonra hegzan fazi
uzaklastirilarak yagda ¢oziinen bilesiklerin besiyeri ekstraktindan ayrilmasi saglanmistir.
Yikanmis besiyeri ekstrakti rotary evaporatorle 55 °C'de yaklasik 20 kat konsantre
edilmistir. Konsantre sulu faz {izerine, mevcut hacminin 2 kat1 kadar metanol ilave edilmis
ve ¢ozelti iyice karistirilmustir. Ornekler, saflastirma asamasi icin 0.45 um'lik enjektor

filtresinden gegirildikten sonra HPLC vialine alinmistir.
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3.6.3 Saflastirma islemi

Mikotoksinlerin saflastirilmasi islemi HPLC sistemine entegre fraksiyon toplama
tinitesi (FRC-10A, Shimadzu, Japonya) kullanilarak gergeklestirilmistir. Yari-preparatif
ayristirma islemi i¢in Welch Ultisil XB-C18 kolon (21.2 mm x 250 mm, 5 pum; Cin)

kullanilmistir. Mikotoksinler kolonda izokratik akis sartlarinda yiiriitiilmiistiir.

Aflatoksinler igin hareketli faz olarak su:Me:ACN (5:4:1, v:v:v) kullanilmistir.
Toplam akis hizi1 6 mL/dk, enjeksiyon hacmi 500 pL ve analiz siiresi 50 dk olarak
ayarlanmistir. ZEA saflastirmasinda ise hareketli faz olarak su:ACN (40:60, v:v)
kullanilmistir. Toplam akis hiz1 6.5 mL/dk, enjeksiyon hacmi 400 pL ve analiz siiresi de 18
dk olarak uygulanmustir. flgili mikotoksinin preparatif kolonda belirlenen alikonma

sliresine gore 6rnek toplama zaman dilimleri ayarlanmistir.

Art arda yapilan enjeksiyonlardan toplanan kisimlar her bir mikotoksin fraksiyonu
ayr1 bir sisede olacak sekilde birlestirilmistir. Bu fraksiyonlardan 50 mL o6rnek alinarak
solvent faz1 rotary evaporatérde (55 °C) ugurulmustur. Balon igerisindeki solvent
kalintilar1 azot gazi ile giderilmis ve mikotoksin kalintisi tizerine 25 mL asetonitril ilave
edilmistir. Yiizeye yapisan tiim mikotoksin kalintilarinin solvente gegmesi i¢in balon 5 dk
ultrasonik su banyosunda bekletilmistir. Asetonitril igerisinde hazirlanmis stok toksin

¢oOzeltisi tekrar kullanimina kadar -21 °C'de muhafaza edilmistir.

3.6.4 Saflik degerlerinin belirlenmesi

Elde edilen fraksiyonlarin saflik oranlari analitik kolonda, daha once ifade edilen
HPLC metotlar1 (bkz. Boliim 3.4.3) kullanilarak belirlenmistir. Mikotoksin fraksiyonunun
saflig1, fraksiyon pik alaninin kromatogramdaki tespit edilebilir tiim pik alanlarinin
toplamina orani seklinde hesaplanmistir (Chorfa ve dig., 2016). Sonuglar, %HPLC saflig
seklinde ifade edilmistir.

3.6.5 Dogrulama analizleri

Saflagtirilmis mikotoksin orneklerinin dogrulanmasi Agilent 1260 Infinity (CA,
ABD) sivi kromatografisi sistemine entegre Agilent 6460 Triple Quadrupole kiitle
spektrometresi (TQ MS/MS) kullanilarak gerceklestirilmistir. Kromatografik ayrim
Agilent Eclipse Plus C18 kolonda (100 mm % 2.1 mm i.d., 1.8 pum; ABD) saglanmistir.
Toplam akis hiz1 0.5 mL/dk, kolon sicakligi 35 °C ve enjeksiyon hacmi 20 uL olarak
ayarlanmistir. Hareketli faz olarak su (A) ve ACN (B) kullanilmis olup; analiz gradient
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akis kosullarinda yiriitiilmistiir. Akis programlamasi su sekildedir: ilk 1 dk %20 B, 3.
dk'ya kadar %95 B'ye ¢ikis, 10. dk'ya kadar %95 B'de bekleme, 10.1 dk'ya kadar tekrar
%20 B'ye distis ve 12. dk'ya kadar %20 sabit B akisi olarak ayarlanmistir. Kiitle
spektrometresi her iki elektrosprey iyonizasyon (ESI +/-) modunda da galistirilmistir.
Kapiler voltaj pozitif (+) modda 3000 V; negatif modda ise (-) 3500 V olarak
ayarlanmigtir. Carpigsma kaynakli ayrisma i¢in 30 psi basingta ve yiiksek saflikta azot gazi
(%99.99) kullanilmigtir. Kurutucu gaz (desolvation) sicakligi 300 °C, kaynak sicakligi ise
400 °C olarak ayarlanmistir. Nebulizer ve kurutucu olarak yine azot gazindan

faydalanilmistir. Analitler, ¢oklu reaksiyon izleme modunda (MRM) goriintiilenmistir.

3.7 istatistiksel Analizler

Analizler {li¢ tekrar halinde gerceklestirilmis olup, sonuglar “ortalamatstandart
sapma” seklinde verilmistir. Optimizasyon ¢alismasinda kullanilan Box-Behnken tasarimi
Design-Expert (ver. 8.0.6, Stat-Ease Inc., MN) programinda olusturulmus ve sonuglar
Yanit Yiizey Yontemine (YYY) gore degerlendirilmistir. Modellemede asamali regresyon
(0= % 0.1000) uygulanmis ve Fisher's test kullanilarak model olusturulmustur. Regresyon

katsayilarinin 6nem durumunu belirlemek i¢in Student's t-testinden faydalanilmistir.

Diger ¢iktilarin istatistiksel agidan degerlendirilmesi i¢in SPSS Statistics ver. 25
(IBM Corp., IL, ABD) paket programi kullanilmistir. Elde edilen sonuglar tek yonlii
varyans analiziyle (one-way ANOVA) degerlendirilmistir. Ortalamalar arasi farklar,

P<0.05 6nem seviyesinde Tukey ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak belirlenmistir.

3.8 Guvenlik Tedbirleri

Calisma siiresince kullanilan ekipmanlar genel laboratuvar malzemelerinden ayri
tutulmus; laboratuvara sadece gorevli personelin girisine izin verilmistir. Calismanin tim
stireclerinde laboratuvar 6nliigii, tulum, nitril eldiven, N95 maske ve UV-koruyucu gozliik
kullanilmistir (FSSAI, 2020). Mikotoksinle temas etmesi muhtemel ekipmanlarin tizerine
biyolojik tehlike uyar1 etiketleri yapistirilmistir (Sekil 3.7) (PHAC, 2016). Calisma
stiresince ekim ve ekstraksiyon islemleri Simif II B2 biyogiivenlik kabini (Mikrotest,
Tiirkiye) igerisinde gergeklestirilmistir. Mikotoksin standartlari, elektrostatik sagilma

riskine karsi toz yerine ¢ozelti halinde temin edilmistir (FSSAI, 2020).
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BIYOLOJIK
TEHLIKE

CAUTION !
BIOLOGICAL HAZARD

Sekil 3.7 : Biyolojik tehlike uyar1 etiketi.

Mikotoksinle temas etmis cam ve metal malzemeler gibi tekrar kullanilabilir
laboratuvar ekipmanlar1 dekontaminasyon islemine tabi tutulmustur. Yiiksek sicakliga
dayanikli malzemeler 121 °C'de 20 dk otoklavlandiktan sonra dekontanimasyon islemine
alimmugtir. Mikotoksin kalintisi igeren ¢oziiciilerde ise organik faz rotary evaporatorde
uzaklagtirildiktan sonra kalan sulu faza dekontaminasyon islemi uygulanmistir.
Mikotoksinlerin ¢oziicli buhari ile siiriiklenmesi riskine karsi rotary evaporatoriin vakum
cikisina %70 etanol iceren tuzak yerlestirilmistir. Diger kuru atiklar, evsel ve tibbi atik
olarak yerinde ayristirilmiglardir. Tibbi atiklar daha sonra yetkili kurumlara teslim edilmek

tizere ilgili mevzuata uygun iiretilmis tibbi atik posetinde biriktirilmistir.

Dekontaminasyon  islemleri  ¢eker-ocak  igerisinde  gerceklestirilmistir.
Aflatoksinlerin dekontaminasyonu i¢in bulasik malzemeler %5 NaOClI igerisinde en az 12
saat bekletilmis; ardindan son konsantrasyon %35 olacak sekilde aseton ilave edilmistir.
Diger mikotoksinlerin dekontaminasyonunda bulasik ekipman %2.5 NaOCIl ve 0.25 N
NaOH c¢ozeltisi igerisinde 2-8 saat bekletilmistir (PHAC, 2016). Malzemeler deterjanla

yikandiktan sonra bol su ile durulanmigtir.

Is bitiminde biyogiivenlik kabini icerisinde UV 1s1k agilarak fungal dezenfeksiyon
saglanmistir. Biyoreaktor ¢evresindeki yiizeyler aflatoksin kontrolii i¢in karanlikta UV 151k
ile taranmistir. Tezgah yiizeyleri 6nce %1 NaOCl ile silinmis; 10 dk beklenildikten sonra
da %5 aseton ile temizlenmistir (FSSAI, 2020).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 izolasyon Sonuclari

Calismanin  ilk asamasinda, belirtilen mikotoksin c¢esitlerini iiretebilecek
potansiyele sahip kiif tiirlerinin izolasyonu hedeflenmistir. Daha 6nce de bahsedildigi tizere
en onemli aflatoksin, OTA, DON ve ZEA iireticisi kiifler Aspergillus, Penicillium ve
Fusarium tiirleri arasinda yer almaktadir (Battilani ve dig., 2020). Bu tiirler diinyanin pek
cok bolgesinde hava ve toprak florasinda bulunabilirler. Meyveler ¢cogunlukla agikta, giines
altinda kurutuldugundan fungal enfeksiyonlara ve mikotoksin olusumuna karsi oldukca
savunmasizdirlar (Galvan ve dig., 2021). Tahil driinlerinde de uygunsuz depolama
kosullarina bagli olarak Aspergillus ve Penicillium bulast gozlenebilmektedir. Ayrica
Fusarium'lar sadece depolama asamasinda degil tarladayken de mahsulii enfekte
edebilmektedir (Borbely ve dig., 2010). Dolayisiyla tahillar, baharatlar, kuru meyveler ve
sert kabuklu meyve iiriinleri mikotoksin bulagmnin en yaygin oldugu iriin gesitleridir
(Turner ve dig., 2015). Kiif aramas1 yapilacak 6rnekler de mikotoksin olusumunun sik

gbzlendigi gida gruplari esas alinarak toplanmaistir.

Bahsi gegen gidalar gerek depo gerekse satis noktasinda genellikle agik sekilde
muhafaza edilmektedir. Bu durum gida ylizeylerinin hava veya toz gibi spor yiikli
kaynaklarla kontamine olmasini kaginilmaz kilmaktadir (Pitt ve Hocking, 2009). Bu tip
tiriinler dogrudan izolasyona alindiginda hizli gelisen kiif tiirleri petri ylizeyini hifleriyle
ortmekte ve altta kalan diger tiirlerin izolasyonunu giiclestirmektedir (Sekil 4.1). Yiizey
dezenfeksiyonu {iriine sonradan bulasan refakatgi tiirlerin elemine edilerek gidadaki asil
kif florasinin geri kazanilmasini saglayan bir uygulamadir (Pitt ve Hocking, 2009).
Caligmada da yiizey dezenfeksiyonu uygulanmamig Orneklerde, dezenfeksiyon
uygulananlara gore daha fazla kiif gelisimi oldugu goriilmiistiir. Yiizey dezenfeksiyonuyla
ornek iizerindeki kiif yiikiiniin %40 azaltilabildigi ifade edilmektedir (Noonim ve dig.,
2008). Ancak dezenfeksiyon uygulamasi 6zellikle gida yiizeyinde daha yogun gelisen bazi
kif tiirlerinin izolasyon oranini da diisiirebilmektedir. Yassin ve dig. (2010) sorgum
taneleri lizerinde gerceklestirdikleri ¢alismada A. niger ve F. semitectum tiirlerinin
dezenfeksiyon sonrasi izolasyon sikliginda 6nemli bir diislis oldugunu tespit etmislerdir.
Izolasyon c¢alismasinda mikotoksijenik tiirlerin gdzden kagmasmi onlemek igin her iki

yontem (dezenfeksiyonlu ve dezenfeksiyonsuz) ayri ayr1 uygulanmistir.
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Sekil 4.1 : Orneklerde yiizey dezenfeksiyonu uygulamasimin olusturdugu fark. Yiizey
dezenfeksiyonu uygulanmadan besiyerine yapistirilan 6rnek (a) ile yilizey dezenfeksiyonu
sonrasi besiyerine yapistirilan 6rnek (b).

Temin edilen baz1 gida 6rneklerinde ¢ok yogun bir fungal kontaminasyon oldugu
gozlenmistir. Mikrobiyal ylikiin yogun oldugu 6rneklerde dogrudan yapistirma yontemiyle
izolasyon oldukg¢a giictiir. Ayrica pul biber, toz biber gibi partikiillii ve toz iiriinlerde de
yapistirma yontemi kullanilamamaktadir (Pitt ve Hocking, 2009). Bu tip o6rneklerde

diliisyon teknigi kullaniminin tatmin edici sonuglar verdigi goriilmistiir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 : Kiif yiikli yogun olan farkli yer fistig1 6rneklerinde (a ve b) diliisyon islemiyle
izolasyon.

Ardisik aktarimlar sonrasi petride ayni morfolojik 6zelliklere sahip, yeknesak
koloni yapis1 gosteren her drnek bir "izolat" olarak degerlendirilmistir. Calismada 48 farkli
gida Orneginden toplam 126 adet kiif izolat1 elde edilmistir (Sekil 4.3). Yas iirlinler

arasinda sadece misirda kiif bulasi tespit edilmistir. Misirda kiif bulasinin daha mahsul
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tarladayken basladig1 ve hasattan Once bile ¢esitli mikotoksinlerce kontamine olabildigi
bildirilmektedir (Giorni ve dig., 2019). Diger yas liziim, yas kayist ve yas kapya biber
numunelerinde kiif bulasina rastlanmazken; bu 6rneklerin yogun bir maya florasina sahip

olduklar1 belirlenmistir.

Sekil 4.3 : Elde edilen bazi kiif izolatlarinin PDA besi ortamindaki goriintiileri.
4.2 izolatlarin Tanimlanmasi

Calismanin amacina uygun kiif izolatlarinin belirlenebilmesi ig¢in oncelikle tiir
tanimlamalarinin yapilmas: gerekmektedir. Ayrica mikotoksin iiretimi Oncesinde elde
edilen her izolatin saf kiiltiir halinde tek bir tiirden olustugu da ispatlanmalidir. Bu amagla

dort asamadan olusan bir tanimlama siireci yiiriitiilmiistiir.
4.2.1 Gelisim ortaminda koloni morfolojisine iliskin bulgular

4.2.1.1 Aspergillus spp. siiphelisi izolatlarin makroskobik morfolojisi

Aspergillus'lar telemorf varligi, metulae varligi, metulae ve fialid gibi yapilarin
dizilimi ve koloni renkleri baz alinarak alt cins ve boliimlere (section, sc.) ayrilirlar (Pitt ve
Hocking, 2009; Campbell ve dig., 2013). Bunlardan ilk {i¢ii mikroskobik 6zellikler olup,
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koloni rengi ise gelisme besi ortaminda incelenebilen bir 6zelliktir. Aspergillus cinsi
tiyelerin tanimlanmasinda da ilk olarak koloni renginden faydalanilmaktadir (Nyongesa ve
dig., 2015). Telemorf i¢cermeyen tiirlerde koloni, rengini dogrudan konidia renklerinden
almaktadir (Pitt ve Hocking, 2009). Gelisimin baslarinda yiizey beyaz iken gelisim ortami
ve tlire bagl olarak renk yesil, sar1, turuncu, kahverengi ve siyahin herhangi bir tonuna
donebilir (Sciortino, 2017; Walsh ve dig., 2018). Yesil, koyu yesil, sarimsi-yesil gibi
koloni renkleri Flavi, Fumigati veya Nidulantes boliimleri ile iligkilendirilmektedir. Siyah
ve kahverengi gibi olduk¢a koyu renkler Nigri, beyaz renk ise A. sc. Candidi bolimii
tiyelerinin karakteristik renkleridir. Mavimsi-gri tonlarda A. sc. Clavati, tar¢in benzeri
renkler gozlendiginde ise A. sc. Circumdati tiyelerinden siiphe edilmektedir (Nyongesa ve
dig., 2015).

A. flavus tiirleri PDA iizerinde gelistirildiginde zeytin yesili merkez, beyaz dis
kenar ve sarimsi alt taban olusturdugu ifade edilmektedir. A. parasiticus da A. flavus ile
benzer morfolojik oOzellikler sergilerken, koloni merkez rengi daha ¢ok c¢am yesilini
andirmaktadir (Odhiambo ve dig., 2013). Calismada referans olarak kullanilan MAM-
200682 A. flavus susu merkezde zeytin yesili bir renge sahipken; diger referans sus NRRL
2999 A. parasiticus merkezde daha koyu bir yesil ton olusturmustur (Sekil 4.4). Bu
bakimdan elde edilen bulgularin ge¢mis literatiir verileri ile uyumlu oldugu sonucuna
vartlmistir. Gerek PDA gerekse MEA besiyeri {izerinde koloni merkez rengi zeytin yesili
veya koyu yesil olarak goriilen izolatlarin A. sc. Flavi'ye ait olabilecegi degerlendirilmistir.
Bu izolatlarda koloni dis kenar rengi beyaz iken; alt taban rengi ise yesilden sariya dogru

farkliliklar gostermistir.

[]

=]

Sekil 4.4 : MAM-200682 A. flavus ve NRRL 2999 A. parasiticus'un PDA besiyeri
tizerindeki goriiniimii.
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A. ochraceus tiirlerinin PDA iizerinde kahverengi tonlarda koloniler olusturdugu
belirtilmektedir. MEA tizerinde ise iist goriiniim agik sar1 ile altin saris1 arasinda degisirken
taban goriintiisii soluk sar1 veya kahverengidir. Hem A. carbonarius ve hem de A.
ochraceus tiirlerinde konidial baslar ¢iplak gozle goriilebilmektedir. Ayrica MEA besiyeri
tizerinde gelisen Kolonilerin biytlikligii 60-70 mm'ye kadar erisebilmektedir (Pitt ve
Hocking, 2009). Yapilan morfolojik degerlendirmelerde bu o6zelliklerin tiimiinii tagiyan

izolat tespit edilememistir.

Aspergillus niger'de koloni merkezi siyah iken dis merkez beyaz veya krem
rengindedir (Walsh ve dig., 2018). Alt taban rengi soluk veya sar1 renkte olabilmektedir
(Pitt ve Hocking, 2009). Bu grubun ayirict en dnemli 6zelligi siyah kiiresel konidialara
sahip olmas1 ve hi¢ farkli renk gozlenmemesidir. MEA iizerindeki gelisim hizinin 30-60
mm arasinda degiskenlik gosterdigi bildirilmektedir (Pitt ve Hocking, 2009). Belirtilen

ozellikleri tasiyan kiif izolatlar1 A. sc. Nigri bolimii olarak siiflandirilmistir.

Koloni ¢ap1 da tanimlama icin degerli bilgi saglayan 6zelliklerden biridir (Pitt ve
Hocking, 2009). Her ne kadar baz1 kiif cinsleri yavas gelisim gosterse de Aspergillus'lar
genellikle 3-5 giin gibi kisa siirelerde olgunluga erisebilmektedir (Sciortino, 2017; Walsh
ve dig., 2018). A. sc. Flavi olarak siniflandirilan izolatlarin PDA ve MEA {izerindeki ii¢
giinliik gelisim hiz1 sirasiyla 42.544.0 mm ve 37.3+3.2 mm olarak Olciilmiistiir. Ayni
kosullarda referans Aspergillus sc. Flavi suslarinda ise sirasiyla 42.5 ve 36.0 mm'lik
gelisim oldugu kaydedilmistir. Bu agidan sonuglarin birbiri ile tutarli oldugu
degerlendirilmektedir. Yine A. sc. Nigri olarak siniflandirilan izolatlarda da benzer gelisim

hizlar1 not edilmistir.

Kiif tiirti hakkinda 6nemli ipuglar1 saglayan bir diger parametre de koloni yapisidir.
Aspergillus'larda yukar1 dogru dik duran hifler bulunur ve bu hiflerin u¢ kisimlarindaki
konidialar ¢iplak gozle goriilebilmektedir (Sciortino, 2017; Walsh ve dig., 2018).
Aspergillus olarak tespit edilen izolatlarin tamaminda bu kabarik ve havai misel yapisina
rastlanmistir.  Bazi  Aspergillus tiirleri  es-merkezli halkalar olusturarak gelisim
gostermektedir (Sciortino, 2017). Referans kiiltiir ve baz1 izolatlarin i¢ ige gecmis halkalar

seklinde miselya yapisini genislettigi tespit edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 : Bazi A. sc. Flavi liyelerinde goriilen halkasal koloni genislemesi. MAM-200682
A. flavus (a), NRRL 2999 A. parasiticus (b), IK5-D2 (c) ve IK5-D3 (d) izolatlari.

4.2.1.2 Penicillium spp. siiphelisi izolatlarin makroskobik morfolojisi

Penicillium tiirlerinde konidial yap1 genellikle koyu yesilden soluk yesile kadar
degiskenlik gostermektedir (Pitt ve Hocking, 2009). Cesitli agar ortamlarinda mavi-yesil,
gri-yesil, sar1, beyaz ya da pembe renkte olabilmektedirler (Sciortino, 2017). Penicillium
olarak smiflandirilmis tim izolatlarda merkez renk yesilin tonlar1 olarak belirlenmistir.
D1s kenar rengi ¢ogunlukla beyaz; bazi izolatlarda ise yine yesil olarak gozlenmistir.
Inkiibasyon siiresi 7 giiniin iizerine ¢iktikga KC2-D2 ve YF1-D1 kodlu izolatlarda dis
kenar renginin kirmiziya dogru dondiigii belirlenmistir. Uzayan inkiibasyon siiresine bagl
olarak bazi Penicillium tiirlerinde renk degisimi sik gozlenen bir durumdur (Walsh ve dig.,
2018).

Mikotoksijenik tiirlerden olan P. verrucosum kolonilerinin besiyeri {izerinde
boncuk taneleri gibi dagildigi; kadifemsi ve oluklu bir yapiya sahip oldugu
bildirilmektedir. P. verrucosum'un ozellikle MEA {izerinde yavas gelisim gosterdigi ve
koloni biiylikligiiniin 12-20 mm arasinda oldugu ifade edilmektedir. P. viridicatum'da ise
koloniler boncuk tanelerinden ziyade yogun, kadifemsi ve oluklu goériiniime sahiptir. Alt
goriiniim turuncu-kahve veya sari-kahve tonlardadir (Pitt ve Hocking, 2009). Belirtilen
karakteristik tanimlara uyan izolatlarin  Penicillium tiirlerine ait olabilecegi
degerlendirilmistir. Bu izolatlarin tamaminda koloni yapisinin kadifemsi veya toz gibi

oldugu belirlenmistir. Koloni goriiniimii ¢ogunlukla i¢i yesil dis1 beyaz boncuk taneleri
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seklindedir (Sekil 4.6). Biiyiime hizlarinin Aspergillus olarak siniflandirilan izolatlara gore
olduke¢a yavas oldugu belirlenmistir. Siipheli izolatlar ii¢ giinliik inkiibasyon sonunda PDA
ve MEA besi ortamlarinda sirasiyla ortalama 12.544.1 mm ve 14.0+£6.3 mm biiylime

gostermislerdir.

Sekil 4.6 : Penicillium siiphelisi A1-2 kodlu izolatin MEA {izerindeki goriinimd.
4.2.1.3 Fusarium spp. siiphelisi izolatlarin makroskobik morfolojisi

Fusarium tiirleri gelisimlerinin erken doneminde beyaz ve pamuksu koloniler
olusturmaktadirlar. Zamanla merkez renk turuncu, pembe, kirmiz1 veya menekse rengine
donebilmektedir (Pitt ve Hocking, 2009; Sciortino, 2017; Walsh ve dig., 2018). Sinir
kisimlar1 ¢ogunlukla beyazdir; ancak bazen merkez de beyaz olarak kalabilmektedir. Alt
goriiniim ise tiirden tiire degiskenlik gdsterebilmektedir (Sciortino, 2017). Ornegin
Fusarium culmorum'un PDA iizerindeki iist goriiniimi soluk kirmizi, alt gérinimii ise
kirmiz1 veya koyu kirmizidir. Fusarium oxysporum da ise goriiniim soluk somon ya da
leylak rengidir (Pitt ve Hocking, 2009). Eldeki izolatlardan pamuksu yapida olan ve rengi
tamamiyla beyaz ya da zamanla somon/kirmizi tona sahip olanlar Fusarium siiphelisi
izolat olarak kaydedilmistir. Ug giinliik inkiibasyon sonunda B1-D1 ve B1-D6 izolatlarinin
alt taban rengi kirmiz1 olurken; UK2-1 kodlu izolatta ise somon rengi bir ton gozlenmistir
(Sekil 4.7). Inkiibasyona devam edildikce B1-D1 ve B1-D6 izolatlar1 ortam rengini

tamamen kirmiziya dondiirtirken; UK2-1 kodlu izolat mevcut goriiniimiinii korumaktadir.
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Sekil 4.7 : PDA besi ortaminda B1-D6 ve UK2-1 kodlu izolat gériiniimlerinin
karsilagtirilmasi. B1-D6 izolatinin {istten (a) ve alttan (b) goriiniimii; UK2-1 izolatinin
iistten (c¢) ve alttan (d) goriiniimii.

Fusarium kolonileri besi ortamlarinda oldukga hizli gelisim gostermektedirler (Pitt
ve Hocking, 2009). Inkiibasyon sonunda kiiltiiriin tiim petri yiizeyini kapladig1 ve havai hif
uglarmin kapaga dokundugu bildirilmektedir (Sciortino, 2017). Eldeki Fusarium siiphelisi
izolatlarin da PDA tizerindeki gelisim hizlarinin (>75 mm/72 saat) oldukga yiiksek oldugu
belirlenmistir. Ug giinliik inkiibasyon sonunda miseller petri kapak kismindan tasma
seviyesindedir. UK2-1 kodlu izolatta gelisim hizinin B1-D1 ve B1-D6 kodlu izolatlara

gore nispeten daha yavas oldugu tespit edilmistir.

4.2.1.4 Makroskobik morfolojiye iliskin genel degerlendirme

Yapilan gozlemler sonucu elde edilen bulgular Cizelge 4.1'de ayrintilariyla
sunulmustur. Makroskobik incelemeler sonrasi 126 kiif izolatindan 44 tanesinin

Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsine ait olabilecegi degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.1 : Aspergillus, Penicillium ve Fusarium tiirlerine ait olabilecegi degerlendirilen
bazi izolatlar ile referans kiiltiirlerin PDA ve MEA besiyeri iizerindeki gelisim 6zellikleri.

Gelisim

Sira Ornek Kodu  Besiyeri hizi (mm / Koloni m_erkez Koloni dls. Alt taban rengi Koloni yapist
no. rengi kenar rengi
72 saat)
1 B1-C1-3 PDA 44 Zeytin yesili Beyaz Yesil Hava! m@sel
MEA 34 Zeytin yesili Beyaz Sarimsi yesil Havai misel
5 B2-C1 PDA 31 Zeytin yesili Beyaz Yesil Hava! m@sel
MEA 40 Zeytin yesili Beyaz Sarimsi yesil Havai misel
3 IK3-D3 PDA 39 Zeytin yesili Beyaz Yesil Havai misel
MEA 33 Zeytin yesili Beyaz Sarims yesil Havai misel
4 IK5-D2 PDA 45 Zeytin yesili Beyaz Yesil Hava! m@sel
MEA 38 Zeytin yesili Beyaz Sarimsi yesil Havai misel
5 IK5-D3 PDA 46 Zeytin yesili Beyaz Yesil Havai misel
MEA 39 Zeytin yesili Beyaz Sarimsi yesil Havai misel
'z 6 KC2-D1 PDA 44 Zeytin yesili Beyaz Yesil Hava! m!sel
‘—LE MEA 40 Zeytin yesili Beyaz Sarimsi yesil Havai misel
g 7 M3-D5-3 PDA 42 Zeytin yesili Beyaz Yesil Hava! m!sel
e MEA 36 Zeytin yesili Beyaz Sarimsi yesil Havai misel
= 8 YE3.51 PDA 43 Zeytin yesili Beyaz Yesil Havai misel
g MEA 39 Zeytin yesili Beyaz Sarimsi yesil Havai misel
=3 9 YE3-S2 PDA 46 Zeytin yesili Beyaz Yesil Havai misel
< MEA 40 Zeytin yesili Beyaz Sarimsi yesil Havai misel
10 YF3-53 PDA 45 Zeytin yesili Beyaz Yesil Hava! m@sel
MEA 40 Zeytin yesili Beyaz Sarimsi yesil Havai misel
1 YE3-54 PDA 43 Zeytin yesili Beyaz Yesil Havai misel
MEA 38 Zeytin yesili Beyaz Sarimsi yesil Havai misel
12 YE3-D2-1 PDA 42 Zeytin yesili Beyaz Yesil Hava! m!sel
MEA 30 Zeytin yesili Beyaz Sarimsi yesil Havai misel
Rf* MAM- PDA 44 Zeytin yesili Beyaz Yesil Havai misel
' 200682 MEA 39 Zeytin yesili Beyaz Sarimsi yesil Havai misel
PDA 41 Koyu yesil Beyaz Yesil Havai misel
Rf. NRRL 2999 MEA 33 Koyu yesil Beyaz Yesil Havai misel
13 IK1-1 PDA 30 Siyah Beyaz Soluk siyah Havai misel
MEA 33 Siyah Beyaz Soluk siyah Havai misel
PDA 30 Siyah Beyaz Soluk siyah Havai misel
14 KDL s 33 Siyah Beyaz Sar, oluklu Haval misel,
15 IK4-D1 PDA 28 S!yah Beyaz Soluk s!yah Hava! m!sel
MEA 30 Siyah Beyaz Soluk siyah Havai misel
PDA 46 Siyah Sarimsi Soluk siyah Havai misel
16 KC1-1 MEA 34 Siyah Sarms: Soluk siyah, Havai misel,
oluklu oluklu
PDA 50 Siyah Sarimsi Soluk siyah Havai misel
17 KC1-D1 MEA 30 Siyah Sartmsi Soluk siyah, Havai misel,
_ oluklu oluklu
=) PDA 49 Siyah Beyaz Soluk siyah Havai misel
< 18 KKSDL  yEa 30 Siyah Beyaz Sarimst Havai misel,
3 oluklu
3 PDA 48 Siyah Sarimsi Soluk siyah Havai misel
e 1 PBML A 36 Siyah Sarimst Soluk shyah, Havai misel
5 20 PBM3 PDA 53 Siyah Beyaz Soluk siyah Havai misel
MEA 35 Siyah Beyaz Sari-Siyah Havai misel
PDA 36 Siyah Beyaz Soluk siyah Havai misel
21 UK1-4-2 . Soluk siyah, Havai misel,
MEA 34 Siyah Beyaz oluklu oluklu
PDA 36 Siyah Beyaz Soluk siyah Havai misel
22 UK1-5 . Soluk siyah, Havai misel,
MEA 35 Siyah Beyaz oluklu oluklu
PDA 38 Siyah Beyaz Soluk siyah Havai misel
23 UKs4 MEA 33 Siyah Beyaz Siyah, oluklu Ha‘c’)?t'jmse"
PDA 37 Siyah Beyaz Soluk siyah Havai misel
24 UK3-5 . Soluk siyah, Havai misel,
MEA 32 Siyah Beyaz oluklu oluklu
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Cizelge 4.1 (devam) : Aspergillus, Penicillium ve Fusarium tiirlerine ait olabilecegi
degerlendirilen baz1 izolatlar ile referans kiiltlirlerin PDA ve MEA besiyeri iizerindeki

gelisim Ozellikleri

Sira Geligim Koloni merkez Koloni dig
Ornek Kodu  Besiyeri hiz1 (mm / - ] Alt taban rengi Koloni yapist
no. rengi kenar rengi
72 saat)
_ PDA 39 Siyah Beyaz Soluk siyah Havai misel
=3 25 UK3-D1 . Havai misel,
z MEA 35 Siyah Beyaz Sari, oluklu oluklu
& PDA 47 Siyah Beyaz Soluk siyah Havai misel
(2] -
= 26 YFL-C2 MEA 31 Siyah Sarimsi Sari-siyah, Havai misel
= oluklu
ga_ PDA 33 Siyah Beyaz Soluk siyah Havai misel
= ; I
2 27 YF3-D1 . Sari-siyah, Havai misel,
MEA 35 Siyah Sarimsti oluklu oluklu
A PDA 15 Koyu yesil Beyaz Opak Havai misel
54 28 KCZ4-2 MEA 23 Koyu yesil Beyaz Sarimst Havai misel
A< 29 PBM4 PDA 37 Haki yesil Beyaz Agik haki Havai misel
MEA 31 Haki yesil Beyaz Sari, oluklu Havai misel
PDA 16 Mat yesil Beyaz Sart-yesil Kadifemsi,
boncuk gibi
30 Al-2 Kadifemsi
MEA 8 Mat yesil Beyaz Sari-yesil boncuk gibi
PDA 12 Mat yesil Beyaz Sari-yesil Kadlfem§|,_
boncuk gibi
81 ALS Kadifemsi
MEA 7 Mat yesil Beyaz Sari-yesil boncuk gibi
PDA 18 Mat yesil Beyaz Siyah Kadlfemgl,_
boncuk gibi
3 AL-DL Kadifemsi
MEA Mat yesil Beyaz Opak boncuk gibi
33 B1-4-3 PDA 10 Koyu yesil Koyu yesil Koyu yesil Kadifemsi
MEA 9 Koyu yesil Beyaz Koyu yesil Kadifemsi
PDA 7 Koyu yesil Beyaz Yesil-beyaz Havai misel
g M K22 vea 15 Koyu yesil Beyaz Yesil-beyaz Bonct‘g; gibi
2]
£ ) PDA 20 Koyu yesil Acik yesil Agik yesil Havai misel
= 3 KC2-D2 MEA 26 Koyu yesil Beyaz Siyah Havai misel
2 PDA 12 Mat yesil Beyaz Opak t:f)”r‘]dc'l‘:ﬁm?gi
o 3 KKSC2 Kadifemsi
MEA 24 Mat yesil Beyaz Opak boncuk gibi
PDA 10 Yesil Beyaz Yesil Kadifemsi,
boncuk gibi
37 YF1-D1 Kadifemsi
MEA 15 Yesil Beyaz Sari-yesil boncuk gibi
PDA 7 Yesil Beyaz Sari-yesil Kadifemsi
8 YR A 16 Yesil Beyaz Sani-yesil Kadifemsi,
oluklu
PDA 15 Yesil Beyaz Yesil tﬁ?ﬁm%i
89 YR-D2 Kadifemsi
MEA 17 Yesil Beyaz Yesil boncuk gibi
PDA 10 Yesil Beyaz Sari-yesil Kadifemsi
40 YF3-D8 . . Kadifemsi,
MEA 9 Yesil Beyaz Sari-yesil boncuk gibi
M B1-D1 PDA >85 Kirmizi Beyaz Kirmizi-beyaz Pamuksu
MEA 48 Kirmizi Beyaz Kirmizi-beyaz Pamuksu
2 B1-D6 PDA 78 Kirmizi Beyaz Kirmizi-beyaz Pamuksu
a MEA 49 Kirmizi Beyaz Kirmizi-beyaz Pamuksu
& 43 IK2-1 PDA 81 Beyaz Beyaz Beyaz Pamuksu
g MEA >85 Beyaz Beyaz Beyaz Pamuksu
= ) UK2-1 PDA 29 Kirmizi Beyaz Somon rengi Pamuksu
4 MEA 27 Kirmizi Beyaz Somon rengi Pamuksu
= Rf FcUK99 PDA 79 Sari-kirmizi Beyaz Kirmizi Pamuksu
' MEA 48 Sari-kirmizi Beyaz Kirmizi Pamuksu
Rf PH-1 PDA >85 Sari-kirmizi Beyaz Kirmizi Pamuksu
' MEA 51 Sari-kirmizi Beyaz Kirmizi Pamuksu

" Rf.: Referans kiif tiirii.
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4.2.2 Mikroskobik morfolojiye iliskin bulgular

Kiifler, mikroskobik yapi ve organizasyon bakimindan birtakim karakteristik
Ozelliklere sahiptir. Bu nedenle mikroskobik inceleme kiiflerin izolasyon ve
tamimlanmasinda oldukga degerli bilgiler saglamaktadir. Filamentli funguslarda vejetatif
yapt dallanmig filament sisteminden ya da diger ismiyle miselyumdan olusmaktadir.
Miselyumu olusturan hifler odaciklar halinde boliintiilenmisse septali; boliintiillenmemisse
septasiz olarak adlandirilmaktadir. Funguslarda eseysiz iireme, spor adi verilen hiicreler
vasitasiyla gerceklesir. Sporlar kimi zaman serbest kimi zaman da bir kese igerisinde
kiimelenmis halde bulunabilirler. Ascomycota ve Basidiomycota subesinin iyeleri
tarafindan iretilen aseksiiel sporlara konidia adi verilir. Konidialar, Aspergillus ve
Penicillium gibi bazi fungus cinslerinde fialid ad1 verilen 6zellesmis konidiojen hiicreler

tarafindan tiretilmektedirler (Campbell ve dig., 2013).

4.2.2.1 Aspergillus spp. siiphelisi izolatlarin mikroskobik incelemesi

Aspergillus'larda miselyum septali hif yapilarindan olugsmaktadir. Hiflerin ayak
hiicresi ad1 verilen kisimlarindan dallanma goéstermeyen konidiofor yapilari uzanmaktadir
(Walsh ve dig., 2018). Olduk¢a uzun boya sahip Aspergillus konidioforlar1 uca dogru
siserek vesikiil yapisini olustururlar (Kidd ve dig., 2016; Sciortino, 2017; Walsh ve dig.,
2018). Vesikiiller, dairesel ya da yar1 dairesel bir sekle sahiptirler (Sciortino, 2017).
Vesikiil iizerine yerlesik fialidlerin goriiniimii alt kismi genis, tist kismi nispeten dar
oldugundan siseye benzetilmektedir (Walsh ve dig., 2018). Vesikiil, ya dogrudan kendisini
bir ¢it gibi saran fialidlerle (tek katli, uniseriete) ya da fialidleri tizerinde tasiyan ikinci bir
tabaka olan metulae (¢ift katli, biseriate) ile baglanti halindedir (Kidd ve dig., 2016).
Fialidlerin u¢ kisminda radyal ya da diiz sekilde siralanmis konidia hiicreleri
bulunmaktadir (Kidd ve dig., 2016). Vesikiil, metulae (eger varsa), fialidler ve konidia bir
araya gelerek konidial basi olusturmaktadirlar (Kidd ve dig., 2016). Aspergillus cinsinin

morfolojik yap1 ve organizasyonuna iliskin temsili gorsel Sekil 4.8'de verilmistir.
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—Konidiofor

Hif (septali)

Sekil 4.8 : Biseriate Aspergillus tiirlerine ait temsili morfolojik yapr®.

Gozlemlerde Aspergillus tiirlerine ait oldugu disiiniilen tiim izolatlarin uzun
konidioforlara sahip oldugu belirlenmistir. Konidioforlarda septa ve dallanma olusumuna
rastlanmamistir. Konidiofor sonlarinda balon gibi sismis vesikiil yapilar1 kolaylikla ayirt
edilebilmektedir. Literatiirde, basta A. flavus olmak {izere bazi Aspergillus tiirlerinde hem
uniseriate hem de biseriate fialid yapisina rastlanilabildigi ifade edilmektedir (Sciortino,
2017). A. niger tiirlerinin ise biseriate formunda bulundugu; metulae yapisinin fialidlerden
iki kat daha uzun oldugu belirtilmektedir (Walsh ve dig., 2018). A. sc. Flavi siiphelisi
izolatlar arasinda yalnizca B2-C1, 1IK3-D3 ve YF3-D2-1 kodlu izolatlarda metulae tabakasi
bulundugu belirlenmistir (Sekil 4.9). Bu boliimde degerlendirilen diger izolatlarda ise

uniseriate yap1 gézlemlenmistir.

A. flavus'ta fialidler ¢cok sik degillerdir. Konidioforlar seffafken konidialar da soluk
yesil bir renge sahiptir (Kidd ve dig., 2016). Ayrica, A. sc. Nigri boliimiinde ise fialidler
tiim vesikiilii radyal diizende sardigindan olduk¢a yogun bir gériintime sahiptir (Walsh ve
dig., 2018). Bu boliimiin iiyelerinde konidia rengi siyah olarak gozlenmektedir (Kidd ve
dig., 2016). OTA fiireticisi olmasiyla bilinen A. carbonarius'u diger siyah Aspergillus
tiirlerinden ayiran en 6nemli 6zellik daha uzun konidialar liretmesidir (Pitt ve Hocking,
2009). Elde edilen goriintiilerde izolatlarin fialid ug¢larinin bol miktarda kii¢lik ve kiiresel
konidia barindirdig: goriilmiistiir. Ancak izolatlar arasinda uzun konidiaya sahip bir 6rnege
rastlanmamistir. A. sC Flavi siiphelisi izolatlarin fialid ve konidia yapilart mikroskop

altinda agik renkli sarimsi-yesil goriintii olusturmustur. Ayrica referans olarak kullanilan

5 Gorsel, www.biorender.com adresinde olusturulmustur.
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NRRL 2999 A. parasiticus ve MAM-200682 A. flavus'un da A. sc. Flavi bolimiiniin
karakteristik ozelliklerini tasidigi tespit edilmistir. Diger taraftan A. sc. Nigri siliphelisi
izolatlarda fialid ve konidialar oldukca koyu renklidir. Bu nedenle metulae varligina iligkin
somut goriintii elde edilememistir. Campbell ve dig. (2013), vesikiil ve fialidlerin arasinda
kalan metulae tabakasinin mikroskopta tespit edilmesinin ¢ogu zaman oldukca gii¢

oldugunu ifade etmektedirler.

Sekil 4.9 : Baz1 Aspergillus spp. siiphelisi izolatlara ait mikroskop goriintiileri. B2-C1 (a),
IK5-D2 (b), IK5-D3 (c), KC2-4-2 (d), YF3-D2-1 (e), IK1-1 (f), PBM1 (g), PBM3 (h) ve
(D).

4.2.2.2 Penicillium spp. siiphelisi izolatlarin mikroskobik incelemesi

Penicillium tiirlerinde hifler septali ve seffaftir (Sciortino, 2017; Walsh ve dig.,
2018). Bir dizi fialidi tizerinde tasiyan sondan bir oOnceki kisim metulac olarak
tanimlanmaktadir. Metulae ve konidiofor sapi arasinda kalan kisimlar ise dal olarak
adlandirilmaktadir (Kidd ve dig., 2016). Konidioforlar dallanmis ya da dallanmamais
sekilde olabilmektedirler (Walsh ve dig., 2018). Dallanma basit (dallanmamis,
monovertisilat), tek kademe dallanma (simetrik-bivertisilat), ¢ift kademe dallanma
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(asimetrik-bivertisilat), iic kademe dallanma (tervertisilat) veya ¢ok kademeli dallanma
(kuatervertisilat) seklinde gergeklesebilir (Kidd ve dig., 2016). Bu dallanmalar, Penicillium
cinsine has firga benzeri bir gortiniim olusturmaktadir (Kidd ve dig., 2016; Sciortino, 2017;
Walsh ve dig., 2018). Penicillium tiirlerine ait genel morfolojik yapiyr gosteren temsili

gorsel Sekil 4.10'da verilmistir.

Konidia ————

Dal| —————e

Konidiofor =———————————e

Sekil 4.10 : Tervertisilat dallanma gosteren Penicillium tiirlerine ait temsili morfolojik
yap1®,

Penicillium cinslerinin altcinslere boliinmesinde ilk taksonomik ayrim bu dallanma
sekillerine gore yapilmaktadir. Basit yapili Aspergilloides altcinsi monovertisilat yap1
gosterirken; Penicillium altcinsinde daha karmagsik dallanma yapilart goériilmektedir.
Ornegin, P. verrucosum'da cogunlukla bivertisilat ve tervertisilat dallanma tipiyle
karsilagilmaktadir (Pitt ve Hocking, 2009). Makroskobik incelemede Penicillium tiirlerine
ait olabilecegi degerlendirilen A1-D1 ve KK5-C2 izolatlarinin Aspergillus tiirleriyle ayni
yap1 ve organizasyona sahip oldugu belirlenmistir. Bu nedenle belirtilen izolatlar yeniden
diizenlenen siiflandirma tablosunda "Diger A. sc. Bolimii" altinda gdsterilmistir. KC2-D2
kodlu izolatta ise fialidlerin dogrudan konidiofor iizerinde olustugu ve monovertisilat
dallanma oldugu belirlenmistir. Bu izolatin Penicillium cinsiyle yakindan iligkili farkli bir
altcinse ait olabilecegi degerlendirilmistir. Diger izolatlarda ise tervertisilat ya

kuatervertisilat dallanma bigimleri gézlemlenmistir.

Penicillium'larda fialidler tek ya da ¢oklu halde bulunabilmektedir (Kidd ve dig.,
2016). Bunlar ya dogrudan konidiofor iizerinde ya da metulae vasitasiyla olusan kisa dallar

tizerinde bulunmaktadirlar (Sciortino, 2017). Yeniden siniflandirma sonrasinda bu grupta

® Gorsel, www.biorender.com adresinde olusturulmustur.
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yer alan izolatlarin metulae tizerinde goklu fialidler olusturdugu belirlenmistir (Sekil 4.11).
Fialid sekilleri Aspergilluslar ile benzerlik gostermektedir. Aspergillus tiirlerinde
konidialar radyal bir diizende eszamanl {iretilirler. Bu nedenle olusan konidia dizilimi de
ayni boyda goziikkmektedir. Ancak Penicillium tiirlerinde konidialar uzun zincirler halinde
siralanir ve zincir boylari oldukga diizensizdir (Pitt ve Hocking, 2009; Kidd ve dig., 2016).
Penicillium siiphelisi izolatlarda konidia zincirlerinin olduk¢a uzun ancak farkl
uzunluklarda oldugu belirlenmistir. Penicillium'larin teshisinde bir diger ayirict 6zellik ise
vesikiil seklidir. Aspergillus tiirlerinin aksine Penicillum'larda, vesikiiliin higbir zaman
konidioforun iki katindan daha biiyiikk bir genislige erisemedigi ifade edilmektedir
(Campbell ve dig., 2013). Yapilan degerlendirmelerde de vesikiil ucunun konidifora gore
nispeten sis ancak Aspergillus vesikiiline gore oldukga dar oldugu belirlenmistir.

[zolatlarin vesikiil goriiniimii insanlardaki kemik eklemlerini andirmaktadir.

Sekil 4.11 : Baz1 Penicillium spp. izolatlarina ait mikroskop goriintiileri. YF3-D8 (a), YF1-
D1 (b), Al-5 (c) ve Al-2 (d).

4.2.2.3 Fusarium spp. siiphelisi izolatlarin mikroskobik incelemesi

Aspergillus ve Penicillium'larda oldugu gibi Fusarium tiirlerinde de hifler septali ve
seffaftir (Sciortino, 2017). Referans kiiltirler (FcUK99 F. culmorum ve PH-1 F.
graminearum) ile diger Fusarium siiphelisi izolatlarin hif septa yapisi agik bir sekilde

gozlemlenmistir. Fusarium tiirlerinde fialidlerin dallanmis ya da dallanmamis

konidioforlar {izerinde bulundugu belirtilmektedir (Walsh ve dig., 2018). Gozlemlerde tim
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izolatlarm hif yapilarinda dallanmalar tespit edilmistir. Aspergillus ve Penicillium
tirlerinden farkli olarak Fusarium'larda fialidler daha ince yapili olup iki tip konidia
tiretimi goriilmektedir (Kidd ve dig., 2016; Sciortino, 2017). Kano/hilal benzeri ve septali
hiicreler makrokonidia; tek ya da iki hiicreden olusmus kiiciik, oval olanlar ise
mikrokonidia olarak adlandirilmaktadir (Pitt ve Hocking, 2009; Walsh ve dig., 2018).
Fusarium teshisinde de en 6nemli unsur bu hilal benzeri, septali makrokonidalardir (Sekil
4.12) (Pitt ve Hocking, 2009; Sciortino, 2017).

Konidiofor ———

(r— Hif (septall)
; Ayak hiicresi

Sekil 4.12 : Fusarium tiirlerine ait temsili morfolojik yap1’.

Referans Fusarium kiiltiirleri ile B1-D1 ve B1-D6 izolatlarinda muz gibi kavisli
makrokonidialara rastlanilmigtir. Makrokonidialarin septa sayis1 1-5 aras1 degismekle
birlikte genellikle ii¢ olarak belirtilmektedir (Pitt ve Hocking, 2009). Yapilan goézlemlerde
baz1 makrokonidia hiicrelerinin 3 bazilarinin ise 5 septa barindirdigr goriilmiistiir (Sekil
4.13). UK2-1 kodlu izolatta makrokonidiaya rastlanmazken; bol miktarda elipsoit sekilli
mikrokonidia hiicresi gozlemlenmistir. Bunun disinda hif ucu ya da ortasinda
klamidokonidia olusumu da karakteristik bir 6zelliktir ancak her Fusarium tiiriinde
klamidokonidia olusumuna rastlanmamaktadir (Kidd ve dig., 2016; Walsh ve dig., 2018).
B1-D1 kodlu 6rnekte tekli klamidokonidia bulunurken; diger izolatlarda klamidokonidia
olusumuna iliskin bir kanit elde edilememistir (Sekil 4.13). En 6nemli Fusarium
tiirlerinden biri olan Fusarium graminearum genellikle bes septali makrokonidialar tiretir
ancak mikrokonidia tretimi gozlenmemektedir. Bazi tiirlerinde yavas da olsa bir
klamidokonidia olusumu mevcuttur (Pitt ve Hocking, 2009). Fusarium culmorum'da ise

makrokonidialarin daha genis ve nispeten kisa oldugu belirtilmektedir. Makrokonidialari

" Gorsel, www.biorender.com adresinde olusturulmustur.
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genellikle ii¢ veya bes septalidir. F. graminerarum'a benzer sekilde mikrokonidia tiretimi
goriilmezken klamidokonidia olusumuna ise nadiren rastlanabilmektedir. Fusarium
oxysporum'da ise makrokonidialar hafif kivrilmis sekilde ve genellikle ii¢ septalidir (Pitt ve
Hocking, 2009; Kidd ve dig., 2016). Bol miktarda mikrokonidia olusumu vardir ancak
makrokonidia {retimi daha azdir. Klamidokonidialar tek tek veya ciftler halinde
tiretilmektedir (Pitt ve Hocking, 2009; Campbell ve dig., 2013). Fusarium oxysporum
konidioforlarinda yogun bir dallanma s6z konusudur (Kidd ve dig., 2016). Gozlem
sonuclar1 bir arada degerlendirildiginde B1-D1 ve B1-D6 kodlu izolatlarin F.
graminearum, F. culmorum ya da yakin baga sahip bir tiir olabilecegi degerlendirilmistir.
Besi ortamindaki gelisim hiz1 diger Fusarium siiphelisi izolatlara gore yavas olan UK2-1
kodlu izolatin, mikroskobik degerlendirme sonrasi Fusarium cinsine ait oldugu
belirlenmistir. Ayrica yogun mikrokonidia tiretimi gostermesi nedeniyle bu izolatin F.
oxysporum olabilecegi tahmin edilmektedir. Koloni morfolojisi agisindan Fusarium
tiirleriyle iliskilendirilen IK2-1 kodlu izolatin mikroskobik gériintiisiinde ise hiflerde bir
kiimelesme durumu s6z konusudur. Bu yumak benzeri yapt Chaetomium spp. ile benzerlik
gostermektedir. Ancak izolatin mikroskobik yapisi hakkinda kesin bir ¢ikarim

yapilamadigindan Fusarium siiphelisi izolat olarak siniflandirmaya devam edilmistir.

Sekil 4.13 : B1-D1 izolatinin mikroskobik goriintiisii. Hiflerdeki septa yapisi (a),
klamidiokonidia olusumu (b), ii¢ septal1 (c) ve bes septali (d) makrokonidia hiicreleri.
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4.2.2.4 Mikroskobik incelemeye iliskin genel degerlendirme

Makroskobik ve mikroskobik gdzlem sonuglari ile mevcut literatiir bilgileri bir
arada degerlendirilmis; Aspergillus, Penicillium ve Fusarium tiirlerinden birine ait

olabilecegi diisiiniilen izolatlar Cizelge 4.2'de tekrar siniflandirilmistir.

Cizelge 4.2 : Aspergillus, Penicillium ve Fusarium tiirlerine ait olabilecegi degerlendirilen

bazi izolatlar ile referans kiiltiirlerin mikroskobik morfolojileri.

Sirra Konidio- . . T
no Ornek Kodu forda N Vesikiil Metulae Spor sekli Spor dizilimi
' dallanma
1 B1-Ci1-3 Yok Kiiresel Yok Kiiresel, sarims1 ~ Radyal, eszamanli
2 B2-C1 Yok Kiiresel Var Kiiresel, sarims1 ~ Radyal, eszamanli
3 IK3-D3 Yok Kiiresel Var Kiiresel, sarims1 ~ Radyal, eszamanli
z 4 IK5-D2 Yok Kiiresel Yok Kiiresel, sarims1 ~ Radyal, eszamanli
E 5 IK5-D3 Yok Kiiresel Yok Kiiresel, sarims1 ~ Radyal, eszamanli
s 6 KC2-D1 Yok Kiiresel Yok Kiiresel, sarims1 ~ Radyal, eszamanl
o 7 M3-D5-3 Yok Kiiresel Yok Kiiresel, sarims1 ~ Radyal, eszamanli
E 8 YF3-S1 Yok Kiiresel Yok Kiiresel, sarims1 ~ Radyal, eszamanli
? 9 YF3-S2 Yok Kiiresel Yok Kiiresel, sarims1 ~ Radyal, eszamanlt
2 10 YF3-S3 Yok Kiiresel Yok Kiiresel, sarims1 ~ Radyal, eszamanl
< 11 YF3-S4 Yok Kiiresel Yok Kiiresel, sarims1 ~ Radyal, eszamanl
12 YF3-D2-1 Yok Kiiresel Var Kiiresel, sarims1 ~ Radyal, eszamanli
Rf" MAM-200682 Yok Kiiresel Yok Kiiresel, saritmst ~ Radyal, eszamanl
Rf. NRRL 2999 Yok Kiiresel Yok Kiiresel, sarims1 ~ Radyal, eszamanli
13 IK1-1 Yok Kiiresel TE™ Kiiresel, siyah Radyal, eszamanl
14 IK1-D1 Yok Kiiresel T.E. Kiiresel, siyah Radyal, eszamanli
15 1K4-D1 Yok Kiiresel T.E. Kiiresel, siyah Radyal, eszamanli
16 KC1-1 Yok Kiiresel T.E. Kiiresel, siyah Radyal, eszamanli
5, 17 KC1-D1 Yok Kiiresel T.E. Kiiresel, siyah Radyal, eszamanli
Z 18 KKB3-D1 Yok Kiiresel T.E. Kiiresel, siyah Radyal, eszamanli
$ 19 PBM1 Yok Kiiresel T.E. Kiiresel, siyah Radyal, eszamanli
3 20 PBM3 Yok Kiiresel T.E. Kiiresel, siyah Radyal, eszamanli
S 21 UK1-4-2 Yok Kiiresel T.E. Kiiresel, siyah Radyal, eszamanli
E’_ 22  UK1-5 Yok Kiiresel T.E. Kiiresel, siyah Radyal, eszamanli
£ 23 UK3+4 Yok Kiiresel T.E. Kiiresel, siyah Radyal, eszamanl
24 UK3-5 Yok Kiiresel T.E. Kiiresel, siyah Radyal, eszamanli
25 UK3-D1 Yok Kiiresel T.E. Kiiresel, siyah Radyal, eszamanli
26  YF1-C2 Yok Kiiresel T.E. Kiiresel, siyah Radyal, eszamanl
27 YF3-D1 Yok Kiiresel T.E. Kiiresel, siyah Radyal, eszamanli
< 28 Al1-D1 Yok Kiiresel T.E. Kiiresel, seffaf  Radyal, eszamanl
5 29 KC2-4-2 Yok Kiiresel T.E. Kiiresel, sarims1  Radyal, eszamanli
%0 30 KK5-C2 Yok Kiiresel Var Kiiresel, seffaf  Radyal, eszamanl
® 31 PBM4 Yok Kiiresel Var Kiiresel, sarims1 ~ Radyal, eszamanli
32 Al-2 Terv. Ucu sis Var Kiiresel, sarimsi Zincir, diizensiz
o 33 Al-5 Kuaterv. Ucu sis Var Kiiresel, sarimsi Zincir, diizensiz
o 34 Bl1-4-3 Terv. Ucu sis Var Kiiresel, sarims1 Zincir, diizensiz
g 35 KC2-2 Terv. Ucu sis Var Kiiresel, sarimsi Zincir, diizensiz
E 36 KC2-D2 Monov. Ucu sis Yok Kiiresel, sarimst Zincir, diizensiz
'S 37 YF1-D1 Terv. Ucu sis Var Kiiresel, sarimsi Zincir, diizensiz
Sc_a 38 YF2-C1 Terv. Ucu sis Var Kiiresel, sarimst Zincir, diizensiz
39 YF3-D2 Terv. Ucu sis Var Kiiresel, sarimst Zincir, diizensiz
40 YF3-D8 Terv. Ucu sis Var Kiiresel, sarimst Zincir, diizensiz
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Cizelge 4.2 (devam): Aspergillus, Penicillium ve Fusarium tiirlerine ait olabilecegi
degerlendirilen bazi izolatlar ile referans kiiltiirlerin mikroskobik morfolojileri.

Sira Konidio- - . L
no Ornek Kodu forda n Vesikil  Metulae Spor sekli Spor dizilimi
' dallanma
5 41 BLD1 Var Ince uglu - Hilal benzeri Dagimik
2 42 B1-D6 Var Ince uglu - Hilal benzeri Daginik
E 43 IK21 Var ~TE T.E. T.E. T.E.
S 44 UK2-1 Var Ince uglu - Mikrokonidia Dagimik
é Rf.  FcUK99 Var Ince uglu - Hilal benzeri Dagimik
Rf. PH-1 Var Ince uglu - Hilal benzeri Dagimik

" Rf.: Referans kiif tiirii.
**Monov.: Monovertisilat, Terv.: Tervertisilat, Kuaterv.: Kuatervertisilat.
™ T.E..: Tespit edilemedi.

Bu segili 44 izolatin disinda kalan diger izolatlarin biiyiikk bir kismini1 Rhizopus,
Mucor ve Alternaria tiirlerinin olusturdugu belirlenmistir. Bunlar disinda Absidia,
Acremonium, Botrytis, Cladosporium, Curvularia, Geotrichum, Neoscytalidium,
Nigrospora ve Paecilomyces tiirlerine de rastlanilmigtir (Sekil 4.14). Bu cinslere ait kiif
tiirleri arasinda aflatoksin, OTA, DON veya ZEA fiireticisi bir tiir rapor edilmediginden

kalan izolatlar arastirma kapsami disinda birakilmaistir.

Sekil 4.14 : Calisma kapsaminda izole edilen bazi kiif tiirlerine ait mikroskop goriintiileri.
Rhizopus (a ve b), Mucor (c), Alternaria (d), Nigrospora (e) ve Paecilomyces (f).
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4.2.3 Secici-ayirt edici besi ortaminda gelisim ozellikleri

4.2.3.1 Aspergillus sc. Flavi iiyelerinin spesifik besi ortamlarinda incelenmesi

AFPA ortami, muhtemel aflatoksin {ireticisi A. flavus ve A. parasiticus suslarinin
hizli tespitinde sik kullanilan bir besiyeridir (Dehghan ve dig., 2008; Isman ve Biyik,
2009). Bu iki tiir, gelisim sirasinda aspergillik asit tiretmekte ve olusan metabolit, besiyeri
bilesimindeki demir iyonlar1 ile reaksiyon vermektedir (Sukmawati ve dig., 2018).
Gergeklesen bu reaksiyona bagli olarak koloni taban rengi yogun bir sari/turuncu renk
almaktadir. Bu durum, A. flavus ve A. parasiticus tiirleri igin ayirt edici karakteristik bir
ozelliktir (Dehghan ve dig., 2008; Isman ve Biyik, 2009). Analizlerde A. sc. Flavi
boliimiinde siiflandirilan 12 izolat ile diger A. boliimlerine ait olabilecegi diisiiniilen 4
izolat incelemeye tabii tutulmustur. Referans olmasi a¢isindan MAM-200682 A. flavus ve
NRRL 2999 A. parasiticus standart kiiltiirlerinin de AFPA ortamindaki gelisimleri
incelenmistir. Gerek standart kiiltiirler gerekse A. sc. Flavi boliimiine ait izolatlarin
tamaminda alt taban rengi turuncu olarak belirlenmistir. Ancak A. oryzae tiirlerinin de
AFPA besiyerinde sari/turuncu koloni tabani olusturdugu ve degerlendirme yapilirken bu
tiirlerin makroskobik 6zelliklerinin de dikkate alinmasi gerektigi ifade edilmektedir (Isman
ve Biyik, 2009). Daha onceki incelemelerde A. sc Flavi izolatlar1 arasinda A. oryzae ile
benzer Ozellikler sergileyen izolat tespit edilmediginden, turuncu alt tabana sahip 12
izolatin A. flavus veya A. parasiticus olabilecegi degerlendirilmistir. Ancak diger 3 izolatin
(A1-D1, KK5-C2 ve KC2-4-2) belirtilen kriterlere uymadigi belirlenmistir. Bu nedenle, ad1
gecgen 3 izolatin A. flavus ya da A. parasiticus tiirlerine ait olmadig1 sonucuna varilmistir.
PBM4 kodlu izolat ise AFPA besiyerinde olduk¢a yogun bir pigmentasyon olusturmus ve
renk tonu daha c¢ok koyu kizila yaklagsmistir. AFPA besiyeri testinin giivenilirligini test
etmek amaciyla IK1-D1 kodlu A. sc. Nigri bolimiine ait izolat da negatif kontrol olarak
kullanilmigtir. Bu izolatta alt tabanin krem renginde oldugu belirlenmistir (Sekil 4.15).
Elde edilen sonuglar ge¢mis literatiir ¢alismalar1 ile tutarlilik gdstermektedir (Okoth ve
dig., 2012; Faria ve dig., 2017; Variane ve dig., 2018). Siipheli izolatlar AFPA ortaminda 3
giinliik inkiibasyon sonunda 25-36 mm arasi biiyiikliige erismislerdir. Izolatlarn gelisim

hizi, referans kiiltiirlerin gelisim hiz1 ile uyumlu bulunmustur.

Morfolojik tanimlamalar her ne kadar kiif tiirleri hakkinda degerli bilgiler sunsa da
incelenen tiirlin toksijenik olup olmadigi hakkinda kesin bir bilgi saglamamaktadir. Clinkii

A. sc. Flavi bolimii kendi biinyesinde hem toksijenik hem de atoksijenik suslar
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barmdirmaktadir. Ornegin, bu boliimde yer alan A. sojae ve A. oryzae, mikotoksijenik A.
flavus ve A. parasiticus'un varyantlar1 olmasina ragmen aflatoksin tiretimi yapmamaktadir
(Chang ve dig., 2007). AFPA ortam1 da A. flavus ve A. parasiticus'un izolasyonu igin
elverisliyken; toksijenik suslar bu besiyerinde aflatoksin liretimi yapamamaktadir (Reddy
ve dig., 2009). Aflatoksijenik suglarin hizli tespitine yonelik bazi kiiltiirel metotlar
gelistirilmistir. UV 1s1manin kontrolii ve amonyum hidroksit buhart uygulamasi bu amacla
kullanilan baglica yontemlerdir (Sudini ve dig., 2015). Yapilan ¢alismalarda Hindistan
cevizi siitii agar (CMA), maya ekstrakti siikroz agar (YES) ve Czapek maya ekstrakti
agarin (CYA) bu amag i¢in uygun besi ortamlari oldugu ifade edilmektedir (Reddy ve dig.,
2009; Yazdani ve dig., 2010).

Sekil 4.15 : Bazi kiif kiiltiirlerinin AFPA besi ortaminda olusturduklari goriiniimler.
MAM-200682 A. flavus referans kiiltiirii iist (a) ve alt (b) goriiniimii; IK5-D2 izolati st (c)
ve alt (d) gorlinlimii; IK1-D1 izolat1 iist (e) ve alt (f) goriiniimii.

Bu ¢alismada da aflatoksijenik olabilecegi degerlendirilen izolatlar YES, CYA ve
CMA besi ortamlarinda gelistirilmis; inkiibasyon sonunda petrideki alt ve iist goriiniimleri
365 nm UV 1gik altinda incelenmistir (Sekil 4.16). CMA besi ortaminda, diger
besiyerlerine gore daha fazla pozitif sonu¢ (11/16) elde edilmistir. Hindistan cevizi
bilesenlerinin floresans 6zellikli pigment iiretiminde etkisi oldugu bilinmektedir (Rajarajan
ve dig., 2021). Aflatoksin treticisi oldugu bilinen referans Aspergillus suslarinin YES ve

CYA ortamindaki 1s1ma durumu negatitken; CMA besiyerinde pozitif sonu¢ vermesi
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dikkat ¢ekmistir. Ozellikle A. sc. Flavi boliimiinde siniflandirilan ve CMA besi ortaminda
gelistirilen 1K5-D2 ve IK5-D3 kodlu izolatlarda yogun 1s1ma tespit edilmistir. Ayrica A. sc.
Flavi boliimii disinda smiflandirilmis 4 izolattan 3 tanesinin de yine oldukga giiglii 151ma

gosterdigi belirlenmistir.

Sekil 4.16 : CMA besiyerinde gelistirilmis bazi kiif kiiltiirlerinin aydinlikta ve UV 151k
altinda gorintiileri. NRRL 2999 A. parasiticus referans kiiltiiriiniin aydinlikta (a), UV
1s1kta iist (b) ve alt (c¢) goriintimii; IK5-D2 izolatinin aydinlikta (d), UV 1sikta {ist (e) ve alt
(f) goriiniimii; A1-D1 izolatinin aydinlikta (g), UV 1sikta iist (h) ve alt (i) goriiniimii.

Aspergillus suslarinin aflatoksin {iretimi sirasinda antrakinon ve benzeri ara tiriinleri
trettigi bilinmektedir (Sudini ve dig., 2015). Bu bilesikler amonyum hidroksit buharina
maruz kaldiklarinda kirmizimsi renk olusumu meydana gelmektedir. Buradan hareketle,
petrilere amonyum hidroksit buhart uygulanmis ve yine en net gozlemler CMA besiyerinde
elde edilmistir (Sekil 4.17). Amonyum buhar1 uygulamasi teste tabii tutulan 16 izolattan 9
tanesinde kizarmaya sebep olmustur. Diger Aspergilli olarak siniflandirilan izolatlarin
hicbirinde kizarma goézlenmemistir. IK5-D2 ve IK5-D3 kodlu izolatlar burada da giiglii
renk degisimi gostermesi ile dikkat ¢ekmektedir. Siipheli Aspergillus sc. Flavi iiyelerinin
secici-ayirt edici besi ortamlarindaki gelisimlerine iliskin gozlem sonuglar1 Cizelge 4.3'te

Ozetlenmistir.

75



Sekil 4.17 : CMA besi ortaminda gelistirilmis baz1 kiif kiiltiirlerinin amonyum hidroksit
buhart ile muamelesi sonucu elde edilen goriintiiler. MAM-200682 A. flavus referans
kiiltiirii (a), IK5-D3 izolat1 (b), IK5-D2 izolat1 (c).

Cizelge 4.3 : Bazi Aspergillus izolatlarinin segici-ayirt edici besi ortamindaki gelisim
ozellikleri ve aflatoksin iiretme yeteneklerinin kontrolii.

Alt taban rengi UV 1gik altinda floresans™  NH4OH buharinda kizarma

Sira  Ornek Kodu

AFPA™ YES CYA CMA YES CYA CMA
1 B1-C1-3 Turuncu - - - - - -
2 B2-C1 Turuncu - - - - - -
3 IK3-D3 Turuncu - - - - - ++
4 IK5-D2 Turuncu - - ++ - - ++
5 IK5-D3 Turuncu - - ++ - - ++
6 KC2-D1 Turuncu - - + - - -
7 M3-D5-3 Turuncu - - + - - +
8 YF3-S1 Turuncu - - + - - ++
9 YF3-S2 Turuncu - - + - - +
10 YF3-S3 Turuncu - - + - - ++
11 YF3-S4 Turuncu - - + - - ++
12 YF3-D2-1 Turuncu - - - - - -+
13 Al-D1 Siyah ++ + ++ - - -
14  KC2-4-2 Opak - - ++ - - -
15  KK5-C2 Siyah ++ + ++ - - -
16 PBMA4 Kizil - - - - - -
Rf* MAM-200682  Turuncu - - ++ - - ++
Rf.  NRRL 2999 Turuncu - - ++ - - ++
Ng.”™ IK1-D1 Agik krem - - - - - ,
Bos  Bos petri Kahverengi - - - - - -

* Rf.: Referans kiif tiirii.

" Ng.: Negatif kontrol. Negatif kontrol amaciyla A. sc. Nigri bdliimiine ait oldugu tespit edilen IK1-D1 kodlu
izolat kullanilmistir.

™ AFPA: Aspergillus flavus/parasiticus agar, YES: Maya ekstrakt1 siikroz agar, CYA: Czapek maya
ekstrakti agar, CMA: Hindistan cevizi siitii agar.

T (++): gliclii sinyal, (+): orta derece sinyal, (£): zayif sinyal, (-): tespit edilemedi.

76



Kiiltirel metotlar ile kromatografik analiz bulgular1 arasinda farkliliklar
olusabilmektedir. Ornegin, Aspergillus'larin Hindistan cevizi bilesenlerine kars: yiiksek
hassasiyet gostermesi nedeniyle bu metodun her zaman giivenilir sonuglar saglamayacagi
belirtilmektedir (Yazdani ve dig., 2010). Faria ve dig. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada
UV altinda 151ma ve amonyum buhari testleri pozitif bulunan izolatlarin HPLC analizleri
sonunda aflatoksin iiretmedikleri tespit edilmistir. Ote yandan bu testlere negatif yanit
veren bazi izolatlarin ise YES besi ortaminda aflatoksin tretebildigi goriilmiistiir. Bu
nedenle, aflatoksijenik suslarin tespiti icin besi ortaminda yapilan gozlemlerin

kromatografik yontemlerle de dogrulanmasi gerekmektedir.

4.2.3.2 Penicillium tiirlerinin spesifik besi ortamlarinda incelenmesi

Penicillium siiphelisi izolatlarin YES, CYA ve MEA besi ortaminda alt ve tist
goriiniimleri incelenmis; izolatlarin literatiir bilgileriyle uyumlu gelisim gosterdikleri
belirlenmistir (Pitt ve Hocking, 2009). P. verrucosum ve P. nordicum gibi bazi Penicillium
tiirlerinin koloni iizerinde gutasyon damlaciklari olusturdugu ifade edilmektedir (Gareis ve
Gareis, 2007). Yapilan incelemelerde KC2-2 ve KK5-C2 kodlu izolatlarin koloni
merkezine yakin noktalarda gutasyon damlaciklari olusturdugu gozlemlenmistir (Sekil
4.18). Mikroskobik degerlendirmelerde KC2-2 kodlu izolat Penicillium olarak teshis
edilmis olup bu izolatin P. verrucosum veya P. nordicum tiirlerinden birine ait olabilecegi
degerlendirilmistir. Bunun disinda Penicillium siiphelisi izolatlarla ilgili daha fazla bilgi

saglayabilecek herhangi bir ayirict 6zellik tespit edilememistir.

Sekil 4.18 : KC2-2 kodlu izolatin CYA besiyerinde olusturdugu gutasyon damlaciklari
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4.2.3.3 Fusarium tiirlerinin spesifik besi ortamlarinda incelenmesi

Gegmis ¢alismalarda belli 6lgiide malahit yesili (2.5 ppm) i¢eren besi ortaminin pek
cok fungal tiirlin gelisimini baskiladigi ancak Fusarium tiirlerinin sayisinda 6nemli
diizeyde bir degisiklige yol agmadig1 rapor edilmistir (Castella ve dig., 1997; Bragulat ve
dig., 2004). MGA besi ortaminda gelistirilen Fusarium siiphelisi izolatlardan B1-D1 ve
B1-D6 oldukg¢a hizli bir gelisim gostermistir (Sekil 4.19). 72 saatlik inkiibasyon sonunda
bu izolatlarin ¢ap1 sirasiyla 44.7+0.5 ve 51.2+0.6 mm olarak olclilmiistiir. Diger siipheli
izolatlardan 1K2-1'de 25.7+0.5 mm, UK2-1’de ise 18.5£0.7 mm gelisim kaydedilmistir.
Aspergillus siiphelisi A1-D1 izolat1 ise ayni kosullarda ayni besiyeri iizerinde sadece
9.5£0.4 mm gelisme gostermistir. B1-D1 ve B1-D6 izolatinin merkez rengi kirmizi iken
dis kenar rengi beyaz olarak not edilmistir. UK2-1 izolatinda ise koloni tiimiiyle beyaz
renge sahiptir. 1K2-1'de koloni merkez rengi agik yesil, dis kenar rengi beyaz olarak

belirlenmistir.

CYA ortaminda gelistirilen Fusarium siiphelisi izolatlar 5 giinliik inkiibasyon
sonunda 50 mm'nin iizerinde koloni biiyiikligiine erigmislerdir. Benzer morfolojideki
Acremonium tiirlerinin CYA ortamindaki gelisme hizinin bu degerin altinda kaldig
bilinmektedir (Pitt ve Hocking, 2009). Bu sayede Fusarium siiphelisi izolatlar arasinda

Acremonium tiirlerinin bulunmadigina dair kanit elde edilmistir.

b ] a

a

Sekil 4.19 : Bazi kiif kiiltiirlerinin MGA besiyerinde gelisim goriintiileri. B1-D1 (a), B1-
D6 (b), UK2-1 (c), IK2-1 (d), A1-Dl1 (e) izolatlar1 ve MAM-200682 A. flavus kiiltiirii (f).
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4.2.4 Molekiiler analiz sonuclari

4.2.4.11TS dizi sonuclariin degerlendirmesi

rDNA ITS1-ITS4 bolgelerinin dizi analiz sonuglarina gére belirlenen izolat tiirleri
ve bu izolatlara kaynaklik eden gida 6rnekleri Cizelge 4.4'de verilmistir. Buna gore daha
onceki gozlemlerde A. sc Flavi boliimii altinda siiflandirilmis 12 izolatin da A. flavus
oldugu belirlenmistir. Analiz sonucunda A. sc. Nigri boliimiinde siniflandirilmig tiim
izolatlarin bu grubun {iyesi oldugu dogrulanmistir. Ayrica bu boliimde degerlendirilen
izolatlarin biiyiik bir kismin1 A. niger'in olusturdugu ortaya konmustur. Izolatlar arasinda
OTA iireticisi olan A. carbonarius ya da A. ochraceus tiirleri tespit edilmemistir. Genel
itibariyle, izolasyon g¢alismalarinda bu iki tiire ¢ok sik rastlanmadigi ifade edilmektedir
(Pitt, 2000). Daha Once makroskobik Ozellikleri her ne kadar Penicillium tirleri ile
benzerlik gosterse de mikroskobik inceleme sonrasi 4 izolatin Aspergillus tiirlerine ait
olduguna karar verilmisti. Dizi analizleri sonucunda bu 4 izolattan ikisinin A. sydowii (Al-
D1 ve KK5-C2; A. sc. Versicolor) oldugu tespit edilmigtir. KC-2-4-2 kodlu 6rnegin A.
stellatus (A. sc. Nidulantes); PBM4 kodlu 6rnegin ise A. tamarii (A. sc. Flavi) oldugu
belirlenmistir. PBM4 A. tamarii izolatinin daha 6nceki AFPA testinde diger A. sc. Flavi

izolatlariyla benzer taban rengi olusturdugu hatirlanmalidir.

Penicillium olarak smiflandirilmis izolatlar arasinda yalnizca KC2-D2 kodlu
izolatin Talaromyces tiiriine ait oldugu belirlenmistir. Daha 06nceki mikroskobik
degerlendirmelerde bu izolatin monovertisilat yapida oldugu ve Aspergilloides boliimiinde
yer alabilecegi degerlendirilmisti. Bu tiir esasinda bir Penicillium teleomorfu olup;

Penicillium'ar ile yakindan iligkilidir (Pitt ve Hocking, 2009).

Gegmis degerlendirmelerde B1-D1 ve B1-D6 izolatlarinin F. graminearum ya da F.
culmorum olabilecegi diigtiniilmiistii. Molekiiler tanimlama sonucunda her iki izolatin da F.
culmorum oldugu belirlenmistir. Ayrica besi ortamlarinda nispeten yavas gelisim
kaydetmesine ragmen morfolojik &zellikleri Fusarium cinsiyle benzer 6zellikler tasiyan
UK2-1 kodlu izolat da F. oxysporum olarak tanimlanmistir. Ote yandan, mikroskobik
goriintiisiinde yumaklagma tespit edilen IK2-1 kodlu izolatin Fusarium spp. degil,
Chaetomium cochliodes oldugu ortaya g¢ikmistir. Genel itibariyle, makroskobik ve
mikroskobik morfolojiye iliskin yapilan gézlem ve degerlendirmelerin izolat cinslerinin

tayininde oldukca isabetli oldugu sonucuna varilmistir.
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Cizelge 4.4 : Calismada elde edilen izolatlarin molekiiler tanimlama sonuglar1 ve bu

izolatlara kaynak teskil eden gida 6rnekleri.

Dizi

Benzer-

Sﬂgé Ikzgé‘zt Belirlenen tiir L;il;r:l S(c());gu lik(;z)anl Erisim no.” Kaynak gida s;%?ﬁte
1 Al-2 P. chrysogenum 587 100 99.83 MT594471.1  Arpa Konya

2 Al5 P. griseofulvum 586 100 99.66 MN545450.1  Arpa Konya

3 Al-D1 A sydowii 555 100 99.28 MT534185.1  Arpa Konya

4 B1-4-3 P.rubens 571 100 100 MT558923.1 Bugday Antalya

5 B1-C1-3 A flavus 587 100 100 MZ468131.1 Bugday Antalya

6 B1-D1 F.culmorum 533 99 99.81 MT640271.1 Bugday Antalya

7 B1-D6 F.culmorum 535 100 99.63 MT640271.1 Bugday Antalya

8 B2-Cl1 A flavus 504 100 100 MH345909.1 Bugday Batman

9 IK11 A. niger 588 100 99.83 MT628904.1 Incir, kuru Aydin

10 IK1-D1 A. tubingensis 601 100 100 MG991653.1  incir, kuru Aydm

11 IK2-1 C. cochliodes 550 100 100 MN534819.1  Incir, kuru Aydm

12 IK3-D3 A.flavus 588 99 100 OW988621.1 Incir, kuru Antalya
13  IK4-D1 A niger 588 100 100 MK307680.1 Incir, kuru Aydin

14 IK5-D2 A.flavus 568 99 99.82 MT635198.1  incir, kuru Aydm

15 IK5-D3 A.flavus 567 100 100 MT635198.1 incir, kuru Aydin

16 KC1-1 A niger 601 100 100 ONB845751.1  Kahve ¢ek. Antalya
17 KC1-D1 A. niger 593 100 100 MT628904.1 Kahve ¢gek. Antalya
18 KC2-2  P.expansum 491 100 100 MT582774.1  Kahve gek. Brezilya
19 KC2-4-2 A. stellatus 553 98 99.82 MH857416.1  Kahve ¢ek. Brezilya
20 KC2-D1 A.flavus 503 100 100 OWwW988621.1 Kahve ¢ek. Brezilya
21 KC2-D2 T.oumae-annae 580 100 99.14 MT530189.1  Kahve gek. Brezilya
22 KK3-D1 A. luchuensis 579 100 99.83 KY780508.1 Kayisi, kuru  Malatya
23 KK5-C2 A. sydowii 560 100 99.82 MT534185.1 Kayisi, kuru  Malatya
24 M3-D5-3 A. flavus 595 100 99.83 Ow988621.1  Misir Antalya
25 PBM1 A niger 595 99 100 MT628904.1  Pul biber Sanlwurfa
26 PBM3 A piperis 519 100 99.81 0OL691168.1  Pul biber Sanlurfa
27 PBM4  A.tamarii 595 100 99.83 MT340979.1  Pul biber Sanliurfa
28  UK1-4-2 A.niger 593 100 100 MK307680.1 Uziim, kuru  Malatya
29 UK1-5 A niger 602 100 99.83 MF078659.1  Uziim, kuru ~ Malatya
30 UK2-1 F.oxysporum 559 100 99.82 KF751873.1  Uziim, kuru  Malatya
31 UK3-4 A niger 593 100 100 MK307680.1 Uziim, kuru  Malatya
32 UK3-5 A niger 603 100 99.67 KM458840.1  Uziim, kuru ~ Malatya
33 UK3-D1 A. tubingensis 479 100 99.79 OwW988507.1 Uziim, kuru  Malatya
34 YF1-C2 A. niger 507 100 99.80 MH752206.1  Yer fistig1 Antalya
35 YF1-D1 P. citrinum 585 94 99.82 MT597829.1 Yer fistig Antalya
36 YF2-Cl1 P.citrinum 555 100 99.82 MT597829.1 Yer fistig Osmaniye
37 YF3-D1 A niger 518 100 99.61 ONB845751.1 Yer fistig Osmaniye
38 YF3-D2 P. citrinum 546 99 99.82 MT597829.1 Yer fistig Osmaniye
39 YF3-D8 P.aurantiogriseum 587 100 100 MG228409.1  Yer fistig1 Osmaniye
40 YF3-D2-1 A. flavus 524 100 100 LN482516.1 Yer fistigi Osmaniye
41 YF3-S1 A.flavus 565 100 100 OW982345.1  Yer fistig1 Osmaniye
42 YF3-S2 A.flavus 597 100 99.50 OW988621.1  Yer fistig1 Osmaniye
43 YF3-S3 A.flavus 502 100 100 MT530016.1  Yer fistigt Osmaniye
44  YF3-S4 A.flavus 515 100 100 MT447477.1  Yer fistig1 Osmaniye

“ NCBI veritabanina kayith en yakin tiire ait erisim numarast.
4.2.4.2 izolatlarin filogenetik iliskisi

Calismada ¢ok sayida ve farkli tiirlere mensup izolatlar elde edilmistir. Bunlar
arasindaki genetik yakinlik ve akrabalik diizeylerinin belirlenmesi i¢in ayr1 filogenetik
agaclar olusturulmustur. Ayrica evrimsel baglanti diizeyinin gosterilmesi agisindan

referans kiiltiirler de agaglandirmaya dahil edilmistir. Bootstrap destek degerleri giiglii
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(>%85), orta (%70-84), zayif (%50-69) ve cok az (<%50) seklinde kategorize edilmistir
(Kress ve dig., 2005). %50 ve iizeri baglantili gruplarda bootstrap degeri dendogram dallari

tizerinde gosterilmistir.

Dendogram incelendiginde PBM4 A. tamarii izolati ve NRRL 2999 A. parasiticus
standart kiiltliriiniin genetik agidan birbirine olduk¢a yakin oldugu goriilmektedir (Sekil
4.20). NRRL 2999 A. parasiticus'un dort farkli aflatoksin ¢esidini iirettigi bilinirken
(Tanuja ve dig., 2010); A. tamarii ise A. sc. Flavi igerisinde yer alan atoksijenik suslardan
biridir (Ezekiel ve dig., 2014). Aflatoksin B ve B: iireticisi olan MAM-200682 A. flavus
referans kiiltiiriine en yakim izolatlarin sirasiyla IK5-D2 ve IK5-D3 oldugu ve aralarinda
giiclii bir iliski oldugu goriilmektedir. Bunun disinda YF3-S3 kodlu izolat genetik yakinlik
bakimindan diger A. flavus izolatlarindan ayrilmistir. YF1-C2 A. niger izolatinin PBM3 A.
piperis izolati ile oldukg¢a giiglii bir baga sahip oldugu ancak diger A. sc. Nigri tiyeleri ile
kiyaslandiginda farkli bir atadan tiiredigi (clade) goriilmektedir. Ayrica "Diger A. sc."
olarak smiflandirilan 4 izolattan ikisi (A1-D1 ve KK5-C2) arasinda oldukga giiglii bir
yakinlik iliskisi bulundugu tespit edilmistir.

— PBM4 Aspergiius tamars MT340979 1
{ 1 NRRL 2999 Aspergdus parastous NR 151784 1
,_J_ YF3.S4 Asperplius favus MT447477 1
- IK3.03 Asperpdus flavus OW9ES621 1
’/. KC2-D1 Aspergilus flavus QWS88821 1
— %i YF3-D2-1 Aspergdus flavus LN482516 1
‘ 6211

‘ L M3.05-3 Aspergiius flavus OW

- o - YF3.51 Aspergiius flavus OWSS2345 1
\ B1.C1.3 Aspergdus flovus MZ468131 1

YF3.S2 Asperplus flavus QW988621 1

KY780508 1
UK1-5Aspergius niger MFOT8859 1

UK3-5 Aspergdus nger KMA58840 1
= IK$.D1Aspergius mper MK307680 1
UK3.4 Asperplius nger MICI0TE80.1

KC2-4.2 Aspergiius stelatus MMB57416 1

s [ A1 Asperpitus sydows MTS34185 1

KK5-C2 Asperplius sydows MT534185 1

v
YF3-S3Aspergdus flavus MT530016 1
— PBM3 Asperplius ppens ( 6

"t YF1.C2 Asperglius nger MH752206.1

Sekil 4.20 : Aspergillus referans kiiltiirleri ve izolatlarinin rDNA ITS boélgeleri baz
aliarak olusturulan filogenetik agac.
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Calismada yer fistig1 drneklerinden elde edilen P. citrinum izolatlarinin iigiiniin de
ayni atadan geldigi ancak diger Penicillium izolatlar ile ¢ok az bir akrabalik bagina sahip
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.21). KC2-D2 Talaromyces oumae-annae izolatinin ise

diger Penicillium kiimelerinden olduk¢a uzak oldugu goriilmektedir.

YF3 D8 Penicillium aurantiogriseum MG228409.1
A1 § Penicilium griseofulvum MN545450.1
B1 4 3 Penicifium rubens MT558923.1

Al 2 Penicilium chrysogenum MT594471.1

YF3 D2 Penicifum citrinum MT597629.1

YF2 C1 Penicillium citrinum MT597829.1
100

YF1 D1 Penicilium citninum MT597829.1

KC2 D2 Talaromyces oumae-annae MT530189.1

0.0z0

Sekil 4.21 : Penicillium izolatlarinin rDNA ITS bolgeleri baz alinarak olusturulan
filogenetik agac.

B1-D1 ve B1-D6 kodlu kiif 6rnekleri ayn1 bugday kitlesinden izole edilmistir.
Genetik iligki bakimindan da birbirlerine oldukga yakin olduklar1 belirlenmis ve ayni ortak
atadan tiiredikleri tespit edilmistir (Sekil 4.22). Ayrica referans kiiltir FcUK99 F.
culmorum ile de yakindan iliskili olduklar1 bulunmustur. UK2-1 F. oxysporum ise gerek
referans kiiltiirler gerekse Fusarium izolatlariyla kiyaslandiginda agaglandirmada bir dis

grup olarak yer almistir.

B1-01 Fusarmm culmorrm MTES0271 1
B1.06 Fusarum culmorurm MTES0271 1

FoUKDE Fusarmim culmorum DIG483703 1

PH:1 Fusamum gramuneansm MT138891 1

UK2 1 Fusanum cxysporum KFTE18T3 1

amo

Sekil 4.22 : Fusarium referans kiiltiirleri ve izolatlarinin rDNA ITS bélgeleri baz alinarak
olusturulan filogenetik agac.
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4.3 Metot Performans Kriterleri

Mikotoksin analizlerinde kullanilacak metotlarin bazi1 asgari yeterlilikleri
karsilamasi1 gerekmektedir (EC, 2006b; TGK, 2018). Bu nedenle iiretim denemelerine
gecilmeden once kullanilacak metotlarin gegerli kilinmasina yonelik validasyon ¢aligsmalari
yiritilmiistiir. Uygulanacak metotlar dogrusallik, tespit ve olglim limiti, dogruluk, geri

kazanim, tekrar edilebilirlik ve kesinlik degerleri agisindan test edilmistir.

4.3.1 Aflatoksin metot validasyonu

Aflatoksijenik izolatlarin tespitinde 6l¢im hassasiyetini arttirmak i¢in Kobracell ile
tiirevlendirme yapilirken; optimizasyon ve liretim agamalarinda yiiksek aflatoksin olusumu
nedeniyle tiirevlendirmeye ihtiya¢ duyulmamistir. Bu nedenle her iki metot ig¢in de ayri
ayr1 validasyon calismasi yiritilmistir. Aflatoksin miktar tayininde seri diliisyonlar
kullanilarak olusturulan kalibrasyon grafiklerinden faydalanilmistir. Tirevlendirme
uygulanan metotta diliisyonlar AFB1 ve AFG;: i¢in 0.6-20 ng/mL arasinda; AFB> ve AFG>
igin 0.15-5 ng/mL arasinda hazirlanmistir (Sekil A.1). Diger metot da ise AFB1 ve AfG:
icin 2-100 ng/mL; AFB: ve AFG: iginse 0.5-25 ng/mL aras1 degisen konsantrasyonlar
kullanilmigtir (Sekil A.2). Ardisik ii¢ glin boyunca yapilan analizlerde giin igi ve giinler
aras1 R? degerlerinin >0.99 oldugu ve elde edilen kalibrasyon grafiklerinin dogrusal oldugu

sonucuna varilmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 : Aflatoksin analizlerinde kullanilan kalibrasyon grafiklerine ait R? degerleri.

Giin AFB; AFB; AFG; AFG;

Tiirevlendirmeli ng 1 0.9975 0.9978 0.9988 0.9996
metot Giin 2 0.9987 0.9991 0.9991 0.9991

Giin 3 0.9997 0.9999 0.9999 0.9999

Tiireviendirmesiz ng 1 0.9998 0.9998 0.9998 0.9998
metot Giin 2 0.9993 0.9994 0.9988 0.9995

Giin 3 0.9965 0.9968 0.9951 0.9969

Toksinlerin besiyerinden geri kazanim oranlarinin belirlenmesi i¢in her mikotoksin
tic farkli konsantrasyon degerinde besiyerine eklenmistir. Yapilan denemelerde en diisiik
geri kazanim oram1 %71.3 iken; en yiiksek geri kazanim %109.1 olarak bulunmustur
(Cizelge 4.6). Tiirk Gida Kodeksi ve Avrupa Birligi mevzuatlar1 baz alindiginda uygulanan
bulas konsantrasyonlarinda yeterli geri kazanim oraninin saglandigi belirlenmistir (EC,

2006b; TGK, 2018).
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Cizelge 4.6 : Farkli bulas seviyelerinde aflatoksinlerin geri kazanim oranlari.

Tiirevlendirmeli metot Tirevlendirmesiz metot
Parametreler AFB; AFB; AFG:  AFG; AFB; AFB; AFG:  AFG;
ilave edilen (ng/mL) 0.40 0.30 0.40 0.30 2.00 0.50 2.00 0.50
Tespit edilen (ng/mL) 0.31 0.26 0.38 0.26 1.70 0.42 1.68 0.36

é GKO (%)" 77.5 85.9 94.8 86.6 84.8 82.7 83.9 713

A TGK - GKO (%)™ 50-120 50-120 50-120 50-120 70-110 50-120 70-110 50-120
EC - GKO (%)™ 50-120 50-120 50-120 50-120 70-110 50-120 70-110 50-120
RSD; (%)™ 10.9 4.0 4.8 2.0 13.1 10.9 15.8 13.9

[lave edilen (ng/mL) 2.00 0.50 2.00 0.50 20.00 5.00 20.00 5.00
Tespit edilen (ng/mL) 1.69 0.41 1.68 0.51 21.49 4.89 21.83 481

g GKO (%) 84.6 81.7 83.9 101.5 107.5 97.9 109.1 96.0

O TGK-GKO (%) 70-110 50-120 70-110 50-120 80-110 80-110 80-110 80-110
EC - GKO (%) 70-110 50-120 70-110 50-120 80-110 80-110 80-110 80-110
RSDr (%) 6.9 5.7 4.2 6.1 3.3 4.3 2.6 3.4

[lave edilen (ng/mL) 6.00 1.50 6.00 1.50 50.00 1250 50.00 12.50
Tespit edilen (ng/mL)  4.93 1.28 5.08 1.39 46.13 10.26 47.21 10.27

'ﬂé GKO (%) 82.2 85.4 84.7 92.8 92.3 82.1 944 82.1

é TGK - GKO (%) 80-110 80-110 80-110 80-110 80-110 80-110 80-110 80-110
EC- GKO (%) 80-110 80-110 80-110 80-110 80-110 80-110 80-110 80-110
RSDr (%) 4.5 4.8 2.8 11.7 25 2.9 13.6 3.1

* GKO, Geri kazanim orani.

"™ TGK, Tiirk Gida Kodeksi, Teblig No: 2018/10.

"™ EC, Avrupa Komisyonu, Komisyon Diizenlemesi No 401/2006.
"™ RSDy, Tekrar edilebilirlik bagil standart sapmasi.

Tespit ve 6l¢iim sinirlari, uygulanan en diistik bulas seviyelerine gore belirlenmistir.
Tiirevlendirmeyle AFB1 ve AFG:'in sinyal giici 6nemli dlgiide arttirlmistir. Bu sayede
tirevlendirme uygulanmayan metoda gore daha diisiik tespit ve Olciim limiti elde
edilebilmistir (Cizelge 4.7). Ozellikle hangi izolat/izolatlarin aflatoksin iireticisi oldugunun
belirlenmesinde tiirevlendirmeli metot kullaniminin daha hassas sonucglar saglayacag:
degerlendirilmektedir. Ancak tiirevlendirme islemi sirasinda aflatoksin yapisina bromid
baglandig1 icin hedef maddenin kimyasal yapis1 da degismektedir. Calismanin amaci bazi
mikotoksinlerin yiiksek saflikta eldesini gerektirdiginden optimizasyon ve iiretim

asamalarinda tiirevlendirmesiz metot kullanimi tercih edilmistir.

Cizelge 4.7 : Aflatoksin tespit (LOD) ve 6l¢iim (LOQ) sinir degerleri.

Tiirevlendirmeli metot Tiirevlendirmesiz metot
Parametre AFB; AFB; AFG; AFG; AFB; AFB; AFG; AFG;
Ilave edilen (ng/mL) 0.40 0.30 0.40 0.30 2.00 0.50 2.00 0.50
Tespit limiti (hg/mL) 0.10 0.03 0.05 0.02 0.35 0.07 0.21 0.09

Olgiim limiti (ng/mL) 0.34 0.10 0.18 0.05 1.16 0.23 0.71 0.31
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4.3.2 Okratoksin A metot validasyonu

Kalibrasyon grafiklerinin olusturulmasinda 0.25-50.0 ng/mL araliginda hazirlanmis
OTA standart ¢ozeltileri kullamlmustir (Sekil A.3). Ug giin boyunca yapilan Slgiimler
sonucunda R? degerleri sirastyla 0.9999, 0.9996, 0.9997 olarak belirlenmistir. Buna gore
elde edilen grafiklerin lineer oldugu sonucuna varilmistir. OTA bulastirilmis steril besi
ortamlarindan elde edilen geri kazanim oranlar1 Tiirk Gida Kodeksi ve Avrupa Komisyonu
mevzuatlari ile uyumlu bulunmustur (Cizelge 4.8) (EC, 2006; TGK, 2018). Tespit ve
Ol¢im smurlarinin belirlenmesi i¢in besiyerine 1.5 ng/mL diizeyinde OTA standardi

bulastirilmis; ve bu limitler sirasiyla 0.3 ng/mL ve 1.1 ng/mL olarak belirlenmistir.

4.3.3 Deoksinivalenol metot validasyonu

Metot kalibrasyonu igin 50-1000 ng/mL araliginda DON standart ¢ozeltileri
kullanilmistir (Sekil A.4). Elde edilen her bir kalibrasyon grafiginin R? degeri 0.99'un
tizerinde (0.9989, 0.9998 ve 0.9997) bulunmus ve grafiklerin dogrusal olduguna karar
verilmistir. Mikotoksinin besiyerinden geri kazanim oranlari ise %86.0 ve %107.6 arasinda
degismektedir (Cizelge 4.8). Elde edilen sonuglarm TGK ve Avrupa Komisyonu
talimatlarina uygun oldugu belirlenmistir (EC, 2006; TGK, 2018). Tespit ve olgiim
siirlarmin belirlenmesinde besiyerine 50 ng/mL diizeyinde DON standardi bulastirilmis;

tespit limiti 12.2 ng/mL, 6l¢tim limiti ise 40.7 ng/mL olarak hesaplanmustir.

4.3.4 Zearalenon metot validasyonu

ZEA kalibrasyon grafikleri 2.5-500 ng/mL arasinda hazirlanan standart ¢ozeltileri
kullanilarak olusturulmustur (Sekil A.5). Giin i¢i ve giinler arasi elde edilen kalibrasyon
grafiklerinin (R?: 0.9992, 0.9997 ve 0.9997) dogrusal oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica,
ZEA bulastirilan besiyerlerinden elde edilen geri kazanim oranlarimin TGK ve Avrupa
Komisyonunun ilgili kriterlerini karsiladigi1 belirlenmistir (Cizelge 4.8) (EC, 2006; TGK,
2018). Tespit ve Ol¢lim limitlerinin belirlenmesinde besi ortamina 20 ng/mL diizeyinde
ZEA ilave edilmistir. Analiz metodunun tespit limiti 2.4 ng/mL, 6l¢iim limiti de 8.1 ng/mL

olarak hesaplanmistir.

85



Cizelge 4.8 : OTA, DON ve ZEA mikotoksinleri i¢in belirlenen geri kazanim oranlari.

OTA DON ZEA
Ilave edilen (ng/mL) 1.50 50.00 20.00
Tespit edilen (ng/mL) 1.05 49.2 19.52
" Geri kazanim oran1 (GKO) (%) 70.1 98.5 97.6
2 TGK - GKO (%)" 70-110 S 60-120
& EC-GKO (%)™ 70-110 - 60-120
RSDy (%)™ 6.4 6.1 55
TGK - RSDy (%) <20 - <40
EC - RSD; (%) <20 - <40
flave edilen (ng/mL) 7.50 150.00 50.00
Tespit edilen (ng/mL) 5.77 128.99 51.38
Geri kazanim oran1 (GKO) (%) 77.0 86.0 102.8
£ TGK-GKO (%) 70-110 60-110 60-120
O EC-GKO (%) 70-110 60-110 60-120
RSD; (%) 4.6 6.3 8.3
TGK - RSD; (%) <20 <20 <40
EC - RSD: (%) <20 <20 <40
[lave edilen (ng/mL) 15.00 250.00 100.00
Tespit edilen (ng/mL) 13.96 269.1 109.46
. Geri kazanim oran1 (GKO) (%) 93.0 107.6 109.5
E TGK"- GKO™ (%) 70-110 60-110 70-120
2 EC™ - GKO (%) 70-110 60-110 70-120
RSD/™ (%) 2.5 4.1 2.5
TGK - RSDy (%) <20 <20 <25
EC - RSD: (%) <20 <20 <25

*TGK, Tiirk Gida Kodeksi, Teblig No: 2018/10.

" EC, Avrupa Komisyonu, Komisyon Diizenlemesi No 401/2006.

" RSD;, Tekrar edilebilirlik bagil standart sapmast.

™™ TGK ve EC mevzuatlarinda <100 pg/kg diizeyindeki DON bulas: i¢in GKO ve RSD;
degerlerine iliskin bir limit belirtilmemistir.

4.4 Mikotoksijenik izolatlarin Tespiti

4.4.1 Aflatoksijenik izolatlarin belirlenmesi

Aflatoksin tiretimi yapan en 6nemli kiif tiirleri olarak A. flavus, A. parasiticus ve A.
nomius kabul edilmektedir. A. flavus gidalarda olduk¢a yaygin bulunurken A. nomius
tiirleri ile nadiren karsilasilmaktadir (Copetti ve dig., 2011). Daha 6nceki arastirmalarda A.
flavus'larin timiintin aflatoksijenik olmadigi; sadece bir bolimiiniin aflatoksin irettigi
vurgulanmaktadir (Rodrigues ve dig., 2012). Bu nedenle, belirli kosullar altinda erlen
uretimleri yapilarak hangi izolatlarin aflatoksijenik oldugu ve yiiksek kapasiteyle

aflatoksin dretimi saglayabilecegi belirlenmeye caligilmustir.

Aflatoksin iireticisi olabilecegi degerlendirilen 12 A. flavus izolat1 25 °C'de 10 giin
boyunca gelistirilmistir. Ayrica, pozitif kontrol amaciyla MAM-200682 A. flavus ve NRRL
2999 A. parasiticus referans kiiltiirleri de ayn1 kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda besiyeri ortaminda tespit edilen aflatoksin miktarlart Cizelge 4.9'da verilmistir.

Belirtilen kosullarda MAM-200682 A. flavus kiiltiirii yalnizca B tipi aflatoksinleri
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tiretirken; NRRL 2999 A. parasiticus referans kiiltiiriiniin 4 tip aflatoksini birlikte iirettigi
belirlenmistir. Buna gore kullanilan besi ortami ve kosullarin aflatoksin {iretimini
destekledigi sonucuna varilmistir. 12 izolat ile yiiriitilen denemelerde 6 besi ortaminda
Olclim seviyesinin lizerinde AFB: tespit edilirken; yalnizca iki besi ortaminda AFB:
varligina rastlanilmistir. A. flavus izolatlarinin higbirinde G tipi aflatoksin iiretimi tespit
edilememistir. Gegmis ¢aligsmalarda da A. flavus tiirlerinin yalnizca B tipi aflatoksinleri
tiretebildigi; buna karsin A. parasiticus tiirlerinin hem B hem de G tipi aflatoksinleri
tiretebildigi ifade edilmektedir (Rodrigues ve dig., 2012). A. flavus izolatlar1 arasinda en
yiiksek aflatoksin {iretimini IK5-D2 ve IK5-D3 izolatlar1 saglamistir. Bu iki izolatin AFB;
tiretim miktarlart ile diger izolatlarin iiretimi arasinda anlamli diizeyde (P<0.05) fark
oldugu bulunmustur. Bu iki izolatin ayni1 besi ortami igerisinde eszamanli olarak AFB; ve
AFB; iiretimi gergeklestirebildigi belirlenmistir. Ozellikle aflatoksijenik MAM-200682
kiiltiirii ile IK5-D2 izolatinin AFB; iiretimleri birbirine oldukca yakin olup aradaki fark

onemsiz (P >0.05) seviyededir.

Cizelge 4.9 : Gelisim ortaminda tespit edilen aflatoksin miktarlari.

Aflatoksin miktar1 (ng/mL)

No Izolat Tiir AFB; AFB; AFG; AFG,
1 B1-C1-3 A. flavus 1.0+0.1 @ TE™ TE. T.E.
2 B2-Cl A. flavus 5.140.52 T.E. TE. T.E.
3  IK3-D3 A. flavus <LOQ™ T.E. TE. T.E.
4  IK5-D2 A. flavus 3502.4+362.8 b 57.1+4.92 T.E. T.E.
5 IK5-D3 A. flavus 2443.14247.4 ¢ 41.043.7°2 T.E. T.E.
6 KC2-D1 A. flavus 10.6+1.0 T.E. TE. T.E.
7  M3-D5-3 A flavus T.E. T.E. TE. T.E.
8 YF3-S1 A. flavus T.E. T.E. TE. T.E.
9  YF3-S2 A. flavus T.E. T.E. TE. T.E.
10 YF3-S3 A. flavus T.E. T.E. TE. T.E.
11 YF3-34 A. flavus 2.00+0.2 T.E. TE. T.E.
12 YF3-D2-1 A.flavus T.E. T.E. TE. T.E.

Rf.* %’36'\2'2 A. flavus 3953.6+402.4%  270.0+39.9° T.E. TE.
rf. NRRL A 33799.8:4358.0 3049543912  21831.043085.2  1385.7+181.6

2999 parasiticus

*Rf., referans Aspergillus kiiltiirleri.

" <LOQ, 6l¢iim limitinin altinda.

" T.E., tespit edilemedi.

" Istatistiksel harflendirme, aym siitun altinda verilmis A. flavus kiiltiirlerine ait sonuglar1 kapsamaktadir.

IK5-D2 ve IK5-D3 suslar1 ayn1 gida numunesinden izole edilmislerdir. Daha 6nceki
filogenetik degerlendirmelerde de iki izolat arasindaki akrabalik iligkisinin kuvvetli oldugu
vurgulanmistir. Bunun yanisira, IK5-D2 izolat1 ile MAM-200682 A. flavus kiiltiiriiniin ayni
atadan tiiremis olmasi da énemli noktalardan bir tanesidir. En yiiksek aflatoksin tiretimini

saglamasi, izolatlar arasinda (IK5-D3 harig) baska yiiksek seviye aflatoksin tireticisinin
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bulunmamasi nedeniyle aflatoksin iiretim denemelerinde IK5-D2 kodlu A. flavus izolatinin

kullanilmas1 kararlastirilmistir.

4.4.2 Okratoksijenik izolatlarin tespiti

Aspergillus ve Penicillium'a ait bazi tiirler belirli ¢evresel kosullarda OTA
tiretebilirken; bunlardan pek azi gidalarda OTA kontaminasyonuna neden olmaktadir
(Cabaties ve dig., 2010). Gidalarda OTA iiretiminden sorumlu en 6nemli tiirlerin basinda
A. carbonarius gelmektedir. A. carbonarius'un hemen hemen tiim suslar1 yiiksek
miktarlarda OTA {iretimi yapabilmektedir (Kizis ve dig., 2014). Ancak g¢alismada elde
edilen izolatlar arasinda A. carbonarius susuna rastlanmamistir. Diger siyah Aspergilli
tirlerine kiyasla A. carbonarius'un dogada daha nadir bulundugu ve izolasyon
calismalarinda bu tiire ¢ok sik rastlanmadig: bildirilmektedir (Pitt, 2000; Noonim ve dig.,
2008; Farbo ve dig., 2014; Kizis ve dig., 2014). OTA iireticisi olarak bilinen diger baslica
Aspergillus tiirleri arasinda A. ochraceus, A. niger ve A. tubingensis yer almaktadir (Ostry
ve dig., 2013). Ancak A. ochraceus tiirli igerisinde yiikksek OTA {iretimi saglayan sus
sayisinin az oldugu ifade edilmektedir (Geremew ve dig., 2016). Bu nedenle literatiirde A.
ochraceus ve baglantili oldugu tiirlerin OTA iiretimi iizerinde ¢ok fazla durulmamistir
(Ostry ve dig., 2013). Penicillium cinsi igerisinde OTA {iretimiyle 6ne ¢ikan tiirler ise P.
verrucosum, P. viridicatum ve P. nordicum'dur (Cabaiies ve dig., 2010). Son olarak Zhang
ve dig. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada bazi P. rubens ve Talaromyces spp.

suslarinin da OTA {iretebildigi rapor edilmistir.

Elde edilen izolatlar arasinda OTA iiretme ihtimali bulunan 15 kiif susu (11 adet A.
niger, 2 adet A. tubingensis, 1 adet P. rubens ve 1 adet T. oumae-annae) belirlenmistir.
Yapilan incelemede, yalnizca YF1-C2 kodlu A. niger izolatin bulundugu besi ortaminda
OTA izine rastlanmis ancak elde edilen miktarin tespit limitinin altinda (<LOD) kaldig1
belirlenmistir. Magnoli ve dig. (2006) YES besiyerinde kullanilarak yapilan bir ¢alismada
112 adet A. niger izolatindan sadece iki tanesinin 20 ng/mL'nin iizerinde OTA iiretimi
yapabildigini belirlemislerdir. Bir baska ¢alismada ise 571 adet A. niger izolati arasinda
OTA fireticisi olanlarin orani yalnizca %4 olarak belirlenmistir (Serra ve dig., 2005).
Dolayisiyla, A. niger tiirleri arasinda OTA ireticisi suslara ¢ok fazla rastlanilmadig
degerlendirilmektedir. Calismada OTA iireticisi bir izolat elde edilememesi nedeniyle bu

mikotoksinin liretimi aragtirma kapsamindan ¢ikartilmistir.
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4.4.3 Deoksinivalenol ve zearalenon iireticisi izolatlarin tespiti

Bazi F. culmorum tiirleri hem DON hem de ZEA mikotoksinlerini birlikte
tiretebilirken (Kokkonen ve dig., 2010); F. oxysporum tiirleri sadece ZEA iiretimi
yapabilmektedir (Beev ve dig., 2013). Bu nedenle ZEA iiretim denemelerinde F. culmorum
(B1-D1 ve B1-D6) ve F. oxysporum (UK2-1) izolatlar1 kullanilirken; DON iiretim

denemelerinde yalnizca F. oxysporum (UK2-1) izolatlar1 kullanilmstir.

14 giinliik inkiibasyon sonunda B1-D1 ve B1-D6 F. culmorum izolatlarinin DON
iiretimi yapmadig tespit edilmistir. Ancak ayni kosullarda gergeklestirilen pozitif kontrol
denemesinde PH-1 F. graminearum referans kiiltliriiniin 4224.4+61.9 ng/mL diizeyinde
DON iirettigi belirlenmistir. Dolayisiyla, ortam kosullart toksin iiretimi i¢in uygun oldugu
ancak bu iki izolatin DON iireticisi olmadigina karar verilmistir. Yapilan izolasyon
caligmalarinda bagka toksijenik izolat elde edilemediginden DON iretimi ¢alisma

kapsamindan ¢ikarilmistir.

ZEA iretim denemeleri, DON denemesiyle ayni kosullarda gergeklestirilmistir.
B1-D1 ve B1-D6 F. culmorum izolatlar1 ile UK2-1 F. oxysporum izolatinin kullanildigi
calismada her {i¢ izolatin da ZEA iiretebildigi belirlenmistir. En yiiksek ZEA iiretimini
2556.0+£56.2 ng/mL ile B1-D1 izolat1 saglarken; B1-D6 ve UK2-1 izolatlarindan sirasiyla
1311.6+32.6 ng/mL ve 85.8+1.6 ng/mL ZEA verimi elde edilmistir. Ayrica FCUK99 F.
culmorum referans kiiltiiriiniin kullanildig1 besi ortaminda ZEA miktar1 95.844.2 ng/mL
iken; PH-1 F. graminearum'un kullanildig1 besi ortaminda ise 87.1+£5.8 ng/mL olarak
hesaplanmistir. B1-D1 ve B1-D6 izolatlarmin ZEA {retim miktarlariyla diger kif
orneklerinden elde edilen iiretimler arasinda 6nemli seviyede (P <0.05) fark oldugu tespit
edilmistir. Filogenetik analizde, ayn1 gida drneginden izole edilen bu iki izolatin ayn1 ortak
atadan geldigi tespit edilmisti. Bu nedenle, ZEA iiretim ¢aligmasinda daha yiiksek {iretim
performans1 gostermesi nedeniyle BI1-D1 F. culmorum izolatinin kullanilmasi

kararlastirilmistir.

4.5 Mikotoksin Uretiminin Optimizasyonu

4.5.1 Aflatoksin iiretiminin optimizasyonu

pH, sicaklik ve inkiibasyon siiresinin etkisini incelemek {iizere 17 deneme
tinitesinden olusan Box-Behnken dizayni olusturulmustur. Bu dizayna gore farkli gelisim

kosullar1 altinda elde edilen aflatoksin miktarlar1 Cizelge 4.10'da verilmistir.
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Cizelge 4.10 : Yanit ylizey yonteminde ii¢ bagimsiz degisken esas alinarak hazirlanan
deneysel tasarim ve elde edilen aflatoksin miktarlari.

X1 X X3 Mikotoksin

No. pH Sicaklik (°C) Siire (giin) AFB; (ng/mL) AFB; (ng/mL)
1 -1 (4) -1 (22) 0 (10) 1052.72 + 109.78 71.32+6.20
2 +1 (8) -1 (22) 0 (10) 7989.58 + 869.20 539.48 + 61.08
3 -1(4) +1 (34) 0 (10) 7.04 +0.80 < LOD"

4 +1 (8) +1 (34) 0 (10) 71.25+5.99 0.79 £ 0.05

5 -1 (4) 0 (28) -1 (5) 24.56 + 1.10 0.87 = 0.06

6 +1 (8) 0(28) -1 (5) 494.43 +30.36 13.02 + 1.04

7 -1(4) 0 (28) +1 (15) 605.50+43.7 6.28 +0.57

8 +1(8) 0 (28) +1 (15) 15952.70 + 2302.22 283.29 +30.06

9 0 (6) -1(22) -1(5) 178.24 +23.00 7.57+0.84
10 0 (6) +1 (34) -1(5) 3.01 £0.38 < LOD

11 0 (6) -1 (22) +1 (15) 7564.6 + 827.20 325.34 +33.02
12 0 (6) +1 (34) +1 (15) 32.76 £3.02 0.60 £ 0.07
13 0 (6) 0 (28) 0 (10) 3117.83 +323.93 50.44 +4.10
14 0 (6) 0 (28) 0 (10) 3234.10 +329.84 51.38 £ 6.65
15 0 (6) 0 (28) 0 (10) 2183.82 +308.20 36.65 +2.94
16 0 (6) 0 (28) 0 (10) 2368.27 + 198.55 30.57 £2.92
17 0 (6) 0 (28) 0 (10) 2601.81 +227.25 64.85 +5.93

* LOD, tespit limitinin altindadur.

Cevresel faktorler AFB: ve AFB: iiretimini farkli diizeylerde etkileyebileceginden
her iki mikotoksinin besiyerindeki miktarlari ayr1 ayr1 degerlendirmeye tabi tutulmustur.
AFB1 ve AFB:; iiretimlerinin modellenmesinde lineer, iki faktor etkilesimli, kuadratik ve
kiibik model kullanim imkanlar1 incelenmistir. Box-Behnken tasariminda kii¢iik bir
deneme dizayni kullanilmasindan otiiri kiibik modelin prosesi ifade etmede uygun bir
se¢cim olmadig belirlenmistir. Istatistik ¢aligmalarinda yiiksek R? degeri uygun model
seciminde 6nemli bir parametredir (Chabra ve dig., 2020). Diger iki modele kiyasla daha
yiiksek R? degerleri vermesi nedeniyle aflatoksin iiretim prosesi igin kuadratik model
uygun goriilmiistiir. Box-Cox grafikleri incelendiginde elde edilen sonuglarin asimetrik bir
dagilim gosterdigi ve modele doniisiim uygulanmasi gerektigi tespit edilmistir (Sekil 4.23).
A=0 olarak tespit edildiginde modele logaritmik doniisiim uygulanmasi Onerilmektedir
(Grieco ve dig., 2012; Vohra ve Labaran, 2020). Bu nedenle her iki modele de dogal
logaritmik déniisiim uygulanmis ve doniisiim sonrasinda R? degerlerinin yiikseldigi tespit

edilmistir.
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Sekil 4.23 : Aflatoksin iiretim modellerine iliskin Box-Cox grafikleri. AFB; iiretim
modelinde kuvvet doniisiimii 6ncesi (a) ve sonrast (b); AFB: tliretim modelinde kuvvet
dontisiimii 6ncesi (c) ve sonrast (d).

4.5.1.1 Aflatoksin B iiretimi iizerine istatistiksel degerlendirmeler

Optimizasyon denemelerinden elde edilen sonuglar tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) ile degerlendirilmistir. F-degeri 206.85 olarak hesaplanmis ve modelin anlaml
oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglarin giiriiltiiye bagli olarak tesadiifen bu biiyiikliikte
olmalar1 %0.01'den diisiik ("Prob>F" degeri <0.0001) bir ihtimaldir. Buna gore ortaya
konan modelin prosesi agiklamada 6nemli olduguna karar verilmistir. Uyumsuzluk degeri
(lack-of-fit) model yeterliliginin tespitinde dikkate alinmasi gereken bir ¢iktidir.
Uyumsuzluk degerinin standart hataya kiyasla 6nemsiz olmasi, modele dayali yapilacak
tahminlerin yeterli dogrulukta olacagini gosteren bir etmendir (Yuan ve dig., 2019; Chabra
ve dig., 2020). AFB: iiretimine iligkin modelin uyumsuzluk degeri 6nemsiz bulunmustur

(Sekil Bl.a).

Matematiksel modellemelerde R? degeri 1'e ne kadar yakin olursa modelin de
prosesi agiklamada o denli basarili olacagi ifade edilmektedir (Kwatia ve dig., 2017;
Chabra ve dig., 2020). Bilhassa, diizeltilmis R? degerinin 0.80'in iizerinde olmas1 modelin
1yi ¢alistiginin bir gostergesidir (Yang ve dig., 2020). Optimizasyon denemeleri sonucunda
elde edilen R? degerlerinin oldukca yiiksek oldugu goriilmiistiir. R2, diizeltilmis R? ve
tahmin R?si sirasiyla 0.9938, 0.9890 ve 0.9756 olarak hesaplanmustir. Diizeltilmis R? ve
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tahmin R?si arasindaki farkin 0.20'den kiigiik olmas1 bu iki degerin birbiri ile uyumlu
oldugunu gostermektedir (Kwatia ve dig., 2017; Radhathirumalaiarasu ve Mahalakshmi,
2020). Sonuglarin kesinligini anlamada varyasyon katsayisindan faydalanilmaktadir.
Diisiik varyasyon katsayisi yiiksek kesinlige isaret etmektedir. Varyasyon katsayisi arttikca
modelin gilivenilirligi de diismektedir (Li ve dig., 2006; Tasan ve Akpinar, 2020).
Varyasyon katsayist %4.36 olarak bulunmus ve standart sapmalarin ortalama degere gore
yeterince kiiciik oldugu sonucuna varilmistir. Modelden elde edilen anlamli veriler sinyal
olarak degerlendirilirken standart hata kaynakli veriler ise giiriiltii olarak
degerlendirilmektedir. Yeterli kesinlik degeri sinyal/giiriiltii oraninin hesaplanmasiyla elde
edilmekte ve bu oraninin 4'ten biiyiik olmasi istenmektedir (Yuan ve dig., 2019; Chabra ve
dig., 2020; Radhathirumalaiarasu ve Mahalakshmi, 2020). AFB;: iiretim modelinde yeterli
kesinlik degeri 44.5 olarak belirlenmis olup; iiretilen sinyal biiytikliigiiniin yeterli diizeyde

oldugu sonucuna varilmstir.

Varyans analizlerinin disinda modelin gegerli kilinmasi i¢in birtakim c¢iktilarin
kontrol edilmesi gerekmektedir. Bunlardan bir tanesi normal % olasilik dagilimi olup
dagilimin lineer olmasi beklenmektedir (Vohra ve Labaran, 2020). Mevcut calismada
normal % olasilik dagiliminda normal bir dagilim oldugu goriilmiis; tahmini degerler ile

artiklar arasinda iyi bir korelasyon oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.24).

Normal % olasilik
0

I I I [

-200 -1.00 0.00 1.00 200

icsel Studentlestirilmis artiklar
Sekil 4.24 : AFB; iiretiminde artiklarin normal % olasilik dagilima.

Modelin uygunlugunun kontroliinde bir diger 6nemli gosterge de Studentlestirilmis
artiklara karst tahmin edilen degerlerin kiyasidir. Bu grafik dogrusal olmayan hata

varyanslarinin ve aykiri degerlerin tespitinde faydali bir aragtir. Artiklarin 0 hattinin
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etrafinda rastgele dagilmasi modelin dogrusal oldugunun kabulii icin yeterli kaniti
sunmaktadir (Vohra ve Labaran, 2020). Grafik incelendiginde dagilimin belirlenen sinirlar
(-3, +3) igerisinde rastlantisal dagildigi goriilmektedir (Sekil 4.25). Bu durumda, elde
edilen sonuglarin bir t-dagilimi sergiledigi ve tahmin edilenin disinda aykiri bir sonug

bulunmadig1 degerlendirilmistir.
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Sekil 4.25 : AFB; iiretiminde i¢sel Studentlestirilmis artiklara kargi tahmin degerleri.

Modelden elde edilen tahminler ve deneysel iiretim sonuglarinin birbirine oldukga
iyi uydugu tespit edilmistir (Sekil 4.26). Artiklarin diisiik olmas1 modelin siireci dogru bir
sekilde acikladigina kanit olarak gosterilmektedir (Tasan ve Akpinar, 2020).
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Sekil 4.26 : Tahmin edilen ve ger¢eklesen AFB: iiretimleri arasindaki iliski.
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Modelin yeterliligi istatistiksel degerlendirmelerle desteklenmektedir. Buradan
hareketle, IK5-D2 A. flavus izolat1 kullanilarak YES besi ortaminda AFB; iiretim prosesi
matematiksel olarak modellenmistir. "Prop>F" degeri 0.0500'den kii¢iik olan faktorler
modelin 6nemli terimleri olarak kabul edilmistir (Li ve dig., 2006; Radhathirumalaiarasu
ve Mahalakshmi, 2020). pH, sicaklik, siire, sicaklik-siire, pH? sicaklik? ve siire?
terimlerinin AFB; tiretim modeli i¢in 6nemli oldugu sonucuna varilmigtir. AFB; tiretimini

ifade eden model Denklem 4.1'de verilmistir:
Ln (AFB;) = —42.99 + 1.64X; + 2.86Xz + 1.59X3 — 0.01X2X3 — 0.08X;° — 0.06X2? — 0.05Xs*  (4.1)

Denklemde Xi, X2 ve Xs olarak gosterilen degiskenler sirasiyla pH, sicaklik (°C) ve
inkiibasyon siiresini (giin) ifade etmektedir. YYY c¢alismalarinda belirlenen hedef arzu
edilirlik (desirability) olarak adlandirilmaktadir. Asil hedef olan maksimum iiretimin
saglandig1 kosullarda arzu edilirlik 1 veya 1'e yakin bir degerde olmaktadir. Bagimsiz
degiskenler c¢alismada kullanilan araliklar igerisinde serbest birakilmig; yanit ise
maksimum olacak sekilde modelden tahminler tiretilmistir. Bu tahminler igerisinde AFB1
tiretimini en Ust diizeye ulastirmasi beklenen kosullar pH 8.0, sicaklik 24.06 °C ve siire
13.79 giin olarak tespit edilmistir. Belirtilen kosullarda 29648.2 ng/mL AFB1, 951.9 ng/mL
AFB: olmak {iizere toplam 30600.1 ng/mL aflatoksin iretilebilecegi hesaplanmistir. Bu

durumda arzu edilirlik degeri 1 olarak belirlenmistir.

4.5.1.2 Aflatoksin B: iiretimi iizerine istatistiksel degerlendirmeler

Optimizasyon denemelerinden elde edilen sonuglara gore modelin F-degeri 102.15
olarak belirlenmistir. Prob>F degeri %0.01'den kiigiik oldugundan modelin prosesi
aciklamada 6nemli oldugu sonucuna varilmistir. Arzu edildigi tizere AFB; {iretiminde de
uyumsuzluk degeri (lack-of-fit) 6nemsiz bulunmustur (Sekil B.1b). Modelin R?,
diizeltilmis R? ve tahmin R?si ise sirasiyla 0.9789, 0.9693 ve 0.9397 olarak hesaplanmustir.
Diizeltilmis R? ve tahmin R?si arasindaki farki 0.20'den kiiciik oldugu ve birbirleri ile
uyumlu olduklar1 sonucuna varilmistir. Varyasyon katsayis1 %20.8 olarak tespit edilmis ve
standart sapmalarin ortalamaya gore yeterince kiicliik oldugu saptamistir. Sinyal/giiriilti
oran1 34.2 olarak hesaplanmis ve sonuglarin degerlendirme yapilabilmesi icin yeterli

kesinligi sagladigi (>4) sonucuna varilmaistir.

Normal % olasilik dagiliminin diiz bir ¢izgi seklinde dagilmasi artiklar ve tahmin

edilen degerler arasinda iyi bir korelasyon oldugunu gostermektedir (Sekil 4.27).
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Uyumsuzluk degerinin diisiik bulunmasi, yapilan tahminlerin deneysel iiretimlere yakin

olmas1 sonucunu desteklemektedir.

Normal % olasilik
o

-3.00 -2.00 -1.00 0.00 1.00 2.00

icsel Studentlestirilmis artiklar
Sekil 4.27 : AFB; iiretiminde artiklarin normal % olasilik dagilima.

Artiklarin, 0 ¢izgisi etrafinda rastlantisal dagildigi goriilmektedir (Sekil 4.28). Bu
durum, artiklar ve tahmin edilen degerler arasindaki iliskinin dogrusal oldugu varsayiminin
makul oldugunu gostermektedir. Artiklarin, 0 hattinin etrafinda kabaca bir yatay bant
olusturmasi hata terimlerinin varyanslarinin esit oldugunu ifade etmektedir. Higbir artigin
belirlenen simirlar (-3, +3) disina ¢ikmamast aykirt degerlerin bulunmadigina isaret
etmektedir. Optimizasyon denemesinde elde edilen tiretim degerleri modelden iiretilen

tahminler ile uyumlu bulunmustur (Sekil 4.29).
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Sekil 4.28 : AFB; iiretiminde igsel Studentlestirilmis artiklara karsi tahmin degerleri.
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Sekil 4.29 : Tahmin edilen ve gergeklesen AFB; iiretimleri arasindaki iliski.

Model igin yiiriitiilen tan1 analizleri modelin AFB; iiretim prosesini agiklamada
yeterli oldugunu gostermistir. AFB iiretimi matematiksel olarak modellenmis; pH,
sicaklik, siire, sicaklik? ve siire? terimlerinin model agisindan énemli oldugu belirlenmistir.

AFB; iiretimini ifade eden matematiksel model Denklem 4.2'de verilmistir:
Ln (AFB2) = —29.71 + 0.70X; + 2.10X; + 1.15X5 — 0.05X2? — 0.04X35? (4.2)

Modele gore en yiiksek AFB; iiretimi saglayacak kosullar pH 8.0 (X1), sicaklik 22.49 °C
(X2) ve stire 13.28 giin (X3) olarak belirlenmistir. Bu kosullarda 25269.6 ng/mL AFB;,
1088.3 ng/mL AFB: olmak iizere toplam 26357.9 ng/mL aflatoksin iiretilebilecegi

hesaplanmistir. Optimize edilen kosullarda arzu edilirlik degeri 1'dir.

4.5.1.3 Aflatoksin iiretiminde optimum kosullar

IK5-D2 A. flavus izolatinin ayni besi ortami igerisinde eszamanli olarak AFB; ve
AFB; fretimi gergeklestirebildigi daha once (bkz. Bolim 4.4.1) ifade edilmisti.
Optimizasyon denemelerinde ise izolatin gelisme kosullarindaki degisimlere aflatoksin
{iretimi agisindan benzer tepkiler verdigi goriilmiistiir. Ornegin inkiibasyon sicakliginin 34
°C olarak ayarlanmasi her iki mikotoksinin de tiretiminde ciddi diisiislere sebep olmustur.
Benzer sekilde besiyerinde alkali baslangi¢ pH's1 kullanilmas her iki aflatoksin miktarinda
da artis yaratmigtir. Endistriyel iiretimlerde yiiksek iretim hacmi kadar maliyet ve
verimlilik faktorleri de gozetilmektedir. Optimizasyon ¢aligmalarinda da benzer durumlar
icin eger miimkiinse ayni anda birden fazla mikotoksinin eszamanli {iretimi {izerinde

durulmaktadir (Wu ve dig., 2017). Uretim miktarlar1 acisindan, AFB; ve AFB; iiretimlerini
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ayr1 ayr1 maksimize etmek ile toplam aflatoksin miktarin1 maksimize etmek arasinda ciddi
bir fark olmadig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.11). Aflatoksin {iretiminin tek bir proses seklinde
yiiriitilmesiyle malzeme ve zamandan tasarruf saglanabilecegi; buna bagli olarak da tiretim
maliyetlerinin asag1 ¢ekilebilecegi ongoriilmektedir. Bu nedenle aflatoksin {iretimi i¢in en
uygun kosullarin pH 8.0, sicaklik 24.0 °C ve siire 13.8 giin seklinde olmasi gerektigi

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.11 : statistiksel modellemeye gore optimize kosullarda elde edilmesi beklenen
aflatoksin miktarlari.

Kosullar Mikotoksin miktarlar
Maksimize H Sicaklik Stire AFB; AFB; Toplam aflatoksin
edilecek kisim P (°C) (giin) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
AFB; 8.00 24.06 13.79 29648.2 951.9 30600.1
AFB: 8.00 22.49 13.28 25269.6 1088.3 26357.9
Toplam 8.00 24.00 13.80 29645.9 960.0 30605.9

4.5.1.4 Gelisim kosullarinin aflatoksin iiretimi iizerine etkisi

Cesitli biyotik ve abiyotik faktorler aflatoksin biyosentezini etkilemektedir.
Cevresel faktorler arasinda Ozellikle sicaklik, pH, su aktivitesi ve besinsel bilesimin
aflatoksin sentezi ile yakindan iliski oldugu bilinmektedir (Yu, 2012). Mevcut calismada
da sicaklik, pH ve inkiibasyon siiresinin aflatoksin iiretimi {izerine etkileri incelenmistir.
Sonuglara gore inkiibasyon siiresi arttikca besiyerindeki aflatoksin birikiminin arttig1
gorlilmiistiir. Bununla birlikte, yanit yiizeyi grafigi inkiibasyonun son giiniinde aflatoksin
tretim hizimin  ivmesini  kaybettigini ortaya koymaktadir. En yliksek aflatoksin
konsantrasyonuna 13. ve 15. giinler arasinda erisilecegi degerlendirilmektedir (Sekil 4.30
ve Sekil 4.31). Gegmis bir ¢alismada besiyerindeki aflatoksin miktarinin 14. giinden sonra
azalma gosterdigi belirlenmistir. Belirtilen ¢aligmada kiiltiir yaglandik¢a miselya yapisinin
parcalandigt ve ortama salman intramisellar birtakim bilesiklerin  aflatoksin
degradasyonuna sebep oldugu ifade edilmistir (Huynh ve Lloyd, 1984). Bir baska
calismada da aflatoksin {iretiminin 10 giin boyunca artis gosterdigi ancak 15. giinde
ortamdaki mikotoksin miktarinda azalma meydana geldigi tespit edilmistir
(Kusumaningtyas ve dig., 2006). Yanit yiizeyi yontemiyle belirlenen optimum inkiibasyon

siiresinin gegmis literatiir bilgileriyle tutarli oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.30 : AFB; tiretimi lizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ti¢ boyutlu
yanit yiizeyi ve karsit gosterim grafikleri. Inkiibasyon siiresi ve pH (al ve a2), pH ve
sicaklik (b1 ve b2), pH ve inkiibasyon siiresi (c1 ve c2) etkilesimlerinin etkisi.
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Sekil 4.30 (devam) : AFB; iiretimi lizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gdsteren ii¢ boyutlu yanit yiizeyi ve karsit gosterim grafikleri.
Inkiibasyon siiresi ve pH (al ve a2), pH ve sicaklik (b1 ve b2), pH ve inkiibasyon siiresi (C1 ve c2) etkilesimlerinin etkisi.
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Sekil 4.31 : AFB; tiretimi lizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ti¢ boyutlu
yanit ylizeyi ve karsit gosterim grafikleri. Inkiibasyon siiresi ve sicaklik (al ve a2), pH ve
sicaklik (b1 ve b2), pH ve inkiibasyon siiresi (c1 ve c2) etkilesimlerinin etkisi.
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Sekil 4.31 (devam) : AFB: iiretimi tizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gosteren ii¢ boyutlu yanit yiizeyi ve karsit gésterim grafikleri.
Inkiibasyon stiresi ve sicaklik (al ve a2), pH ve sicaklik (bl ve b2), pH ve inkiibasyon siiresi (c1 ve c2) etkilesimlerinin etkisi.
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Mikotoksin tiretimi ¢esitli abiyotik faktorlerden etkilense de sicakligin aflatoksin
olusumu iizerinde ¢ok biiyiikk etkisi bulunmaktadir (Shabeer ve dig., 2022). Ortam
sicakliginin 36 °C'nin {izerine ¢ikmasi aflatoksin olusumunun neredeyse durma noktasina
gelmesine sebep olmaktadir (Yu, 2012). Klich ve dig. (2009) baz1 A. flavus suslarinin 37
°C'de aflatoksin iiretimine devam ettigi ancak tiretim miktarinin oldukg¢a diisiik oldugunu
ifade etmislerdir. Aflatoksin tiretimi i¢in en uygun sicaklik araliginin 24-30 °C oldugu ve
bu degerlerden uzaklasildikca aflatoksin {iretiminin diistiigli belirtilmektedir (Klich, 2007;
OBrian ve dig., 2007). Optimizasyon ¢alismasinda da en yiiksek aflatoksin liretimleri 22 ve
28 °C'de yiiriitillen denemelerde elde edilmistir. Sicakligin 34 °C oldugu uygulamalarda
aflatoksin tiretimi dramatik bir diislis sergilemistir. Sicaklik kiif gelisimini etkilemesinin
yanisira aflatoksin iiretiminden sorumlu gen bolgelerinin aktivasyon kazanmasinda da
biiyllk rol oynamaktadir (Shabeer ve dig., 2022). Yapilan calismalar aflatoksin
biyosentezini kontrol eden genlerin 20 ve 37 °C'ye kiyasla 28 °C'de daha fazla ifade
edildigini gostermektedir (OBrian ve dig., 2007; Gallo ve dig., 2016). Gen ifadesi ve
dolayisiyla aflatoksin iiretimi sicakliga bagimh sekilde gergeklesmektedir (Gallo ve dig.,
2016). Matematiksel modelleme, besiyerindeki toksin birikiminin 24 °C'de maksimum
olacagimi gostermektedir (Sekil 4.30 ve Sekil 4.31). Bu baglamda, yapilan istatistiksel

degerlendirmelerin ge¢gmis arastirma sonuglartyla uyumlu oldugu sonucuna varilmaistir.

pH, mikotoksin biyosentezinde yer alan biyokimyasal yollarin diizenlenmesinde
etkili olabilen faktorlerden biridir. Aflatoksin iiretimi en az 27 enzimatik reaksiyondan
olusan biyokimyasal bir siirectir. Bu enzimleri kodlayan genlerin ifadeleri aflR ve aflS adi
verilen iki diizenleyici tarafindan koordine edilmektedir. Aflatoksin iiretimi esnasinda
mikroorganizmanin pH degisimine verdigi yanitta aflR promotor bolgesi lizerinde PacC
transkripsiyon faktoriiniin baglanma bolgesinin Kilit rol oynadigi disiiniilmektedir. Ciinkii
alkali kosullarda PacC transkripsiyon faktorii oldukea giiclii bir sekilde ifade edilmektedir
(Caceres ve dig., 2020). Gegmis ¢alismalar, hafif asidik pH'ya sahip besi ortamlarinda
aflatoksin tiretiminin genellikle daha yiiksek oldugunu géstermektedir (Price ve dig., 2005;
Hamed ve dig., 2016). Mevcut ¢alismada ise yliksek baslangic pH's1 aflatoksin iiretiminde
artis saglarken; pH'nin 4.0 olarak ayarlanmasi aflatoksin iiretimini olumsuz etkilemistir.
Diisiik baslangi¢ pH's1 genellikle lag fazin1 uzatmakta ve kiif gelisimini geciktirmektedir
(Casquete ve dig., 2017). A. flavus'ta sklerotial gelisimin pH 4.0'in altinda en az %50; pH
3.0'm altinda ise tamamen inhibe oldugu belirtilmektedir (Cotty, 1988). Bu nedenle

alkali/ndtral besi ortamlarinda miselya gelisiminin daha hizli oldugu; pH'nin kritik
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seviyenin altina inmesiyle de aflatoksin iiretiminin hiz kazanmis olabilecegi
degerlendirilmistir. Keza, aflatoksijenik kiif asilanmis besi ortaminda pH'nin inkiibasyon
siiresi boyunca diisiis gosterdigi ifade edilmektedir (Lisker ve dig., 1993; Keller ve dig.,
1997).

4.5.2 Zearalenon iiretiminin optimizasyonu

4.5.2.1 Zearalenon iiretimi iizerine istatistiksel degerlendirmeler

Box-Behnken dizaynina gore olusturulan deneme tiniteleri ve bu denemelerde elde
edilen ZEA miktarlar1 Cizelge 4.12'de verilmistir. Bu sonuglar dikkate alinarak prosesin
matematiksel ifadesi i¢in lineer, iki faktor etkilesimli, kuadratik ve kubik modeller
incelenmistir. Deneme dizayni yeterli biiyiiklikte olmadigi i¢in kubik model kullanimi
uygun bulunmamistir. Diger modeller igerisinde daha yiiksek R? degerleri gostermesi
nedeniyle kuadratik modelin ZEA iiretim prosesini agiklamada daha kullanisli oldugu

sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.12 : Yanit ylizey yonteminde ii¢ bagimsiz degisken esas alinarak hazirlanan
deneysel tasarim ve elde edilen zearalenon miktarlari.

X1 Xz X3 Miktar (ng/mL)
No. pH Sicaklik (°C)  Siire (giin) Zearalenon
1 1(4) -1 (16) 0 (21) 81.09 % 6.52
2 +1(9) -1 (16) 0(21) 2715.72 +176.22
3 -1(4) +1 (28) 0(21) 61.64 £ 6.25
4 +1(9) +1 (28) 0(21) 1403.78 £ 176
5 -1(4) 0(22) -1 (14) 432.46 + 32.78
6 +1(9) 0(22) -1 (14) 141.14 +8.82
7 -1(4) 0(22) +1 (28) 324.61 £25.9
8 +1 (9) 0(22) +1 (28) 7017.86 + 447.77
9 0 (6.5) -1 (16) -1 (14) 447.24 + 34.62
10  0(6.5) +1 (28) -1 (14) 317.97 + 34.48
11 0(65) -1 (16) +1 (28) 7355.91 + 684.12
12 0 (6.5) +1 (28) +1 (28) 2845.09 + 232.82
13 0 (6.5) 0(22) 0(21) 3192.86 +245.4
14 0 (6.5) 0(22) 0(21) 4069.01 + 328.34
15 0 (6.5) 0(22) 0(21) 3382.57+279.1
16 0 (6.5) 0(22) 0(21) 4098.85 + 326.3
17 0 (6.5) 0(22) 0(21) 3879.07 +298.7

Box-Cox grafiginde model i¢in karekok doniisiimii (A=0.51) 6nerilmektedir (Sekil
4.32). Déniisiim yapilmis ve yapilmamis modellerin R? degerlerinde 6nemli bir degisiklik
tespit edilmemistir. Ancak, doniisiim sonrast modelin uyumsuzlugunda (lack-of-fit) ciddi
bir artis meydana geldiginden kuvvet doniisiimii yapilmasinin uygun olmayacagi sonucuna

varilmistir.
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Sekil 4.32 : Zearalenon iiretim modeline iliskin Box-Cox grafikleri. Kuvvet doniisiimii
Oncesi (a) ve sonrasi (b).

Modelin F-degeri 26.59 olarak bulunmus ve modelin istatistiksel agidan anlamli
oldugu sonucuna varilmistir (Sekil B.1c). Prob>F degeri, bu biiyiikliikteki sonuglarin
giiriiltii nedeniyle olugma ihtimalinin %0.01'den az oldugunu ortaya koymaktadir. Bu
sonug, denemelerde elde edilen yanitlarin tesadiifi olarak olugmadigini ispatlamaktadir.
Modelin uyumsuzluk degeri (lack-of-fit) 6nemsiz olarak bulunmustur. Uyumsuzluk
degerinin Onemsiz olmast modelden tiiretilecek tahminlerin yiiksek dogrulukla
gergeklesecegine isaret etmektedir. Modele ait R?, diizeltilmis R? ve tahmin R? degerleri
sirastyla 0.9539, 0.9180 ve 0.7181 olarak belirlenmistir. Modellemelerde diizeltilmis R?
degerinin 0.80'den biiyiik olmas1 ve tahmin R? ile arasindaki farkin 0.20'den kiigiik olmasi
istenen bir durumdur (Kwatia ve dig., 2017). Bu baglamda, ZEA iiretim modeli yeterli R?
biiyiikliigiine sahiptir. Daha once de ifade edildigi iizere sinyal/giiriiltii oraninin 4'ten
biiyiikk olmasi istenmektedir. Yeterli kesinlik (sinyal/giiriiltii) 17.4 olarak olgiilmiis ve

modelin yeterli biiyiikliikte sinyal olusturdugu saptanmustir.

ANOVA analizleri sonrast modelin tanilamasina gecilmistir. Ik olarak normal %
olasilik dagilimi incelenmis ve dagilimin lineer oldugu gorilmistiir (Sekil 4.33). Artiklarin

diisiik ve sonuglarin beklenen degerlere yakin oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.33 : ZEA iiretiminde artiklarin normal % olasilik dagilimi

I¢sel Studentlestirilmis artiklara karsi tahmin edilen degerler arasindaki iliski Sekil
4.34'te  verilmistir. Artik degerler, grafikte 0 hatti boyunca rastgele dagilim
sergilemektedir. Bu sonug, bir Onceki grafikte One siiriilen artiklar ve tahmin edilen
degerler arasindaki iligkinin dogrusal oldugu varsayimini desteklemektedir. Artiklarin
dagilimi hata terimlerinin varyanslarinin esit olduguna isaret etmektedir. Tiim deneme
artiklarinin belirlenen limitler (-3, +3) dahilinde olmasi elde edilen sonuglar arasinda aykiri

bir deger bulunmadig1 anlamina gelmektedir.
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Sekil 4.34 : ZEA {iretiminde i¢sel Studentlestirilmis artiklara karsi tahmin degerleri.
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Modelden elde edilen tahminler ve deneysel iiretim sonuglarinin birbirine oldukga
iyi uydugu tespit edilmistir (Sekil 4.35). Artiklarin diisiik olmast modelin siireci dogru bir
sekilde acikladigina kanit olarak gosterilmektedir (Tasan ve Akpinar, 2020).
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Sekil 4.35 : Tahmin edilen ve gergeklesen ZEA {iretimleri arasindaki iligki.

ZEA iretiminin modellenmesinde 6nemli terimler pH, sicaklik, siire, pH-siire,
sicaklik-siire, pH? ve sicaklik? olarak belirlenmistir. ZEA iiretimini ifade eden model

Denklem 4.3'te verilmistir.

ZEA = —25781.71 + 1985.67X1 + 1584.42X5 + 214.58X3 + 99.78X1 X3 — 26.08X2X3 —
274.01X1% — 26.39X2? (4.3)

Denklemde pH faktorii X1, sicaklik faktorii X2 ve siire faktorti X3 seklinde ifade edilmistir.
Bu esitlige gore ZEA iiretiminin maksimuma ulasacag gelisim kosullar1 pH 8.70, sicaklik
16.20 °C ve siire 28.00 giin olarak belirlenmistir. Belirtilen kosullarda 7980.18 ng/mL ZEA

tiretilebilecegi hesaplanmistir.

4.5.2.2 Gelisim kosullarinin zearalenon iiretimi iizerine etkisi

Farkli sicaklik ve pH kosullarinda gelistirilen B1-D1 izolatinin iirettigi ZEA
miktarlar1 14, 21 ve 28. giinler sonunda kontrol edilmistir. Elde edilen sonucglara gore
inkiibasyon siiresi uzadik¢a besiyerindeki ZEA birikiminin arttig1 goriilmiistiir. Literatiirde
cesitli Fusarium tiirleri kullanilarak farkli gelisme kosullar1 altinda (substrat, su aktivitesi,
pH, sicaklik vb.) ZEA iretimini inceleyen caligmalar mevcuttur. Bu calismalarda besi

ortamindaki ZEA miktarinin yaklasik 4-5 haftalik periyot boyunca siirekli artis gosterdigi
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tespit edilmistir (Martins ve Martins, 2002; Ezekiel ve dig., 2008). Borzekowski ve dig.
(2018), substrat olarak piring unu kullanmig ve ZEA birikiminin 32 giinliik inkiibasyon
sonunda dahi artmaya devam ettigini bulmuslardir. Substrat olarak amarant tohumu
kullanilan bir bagka calismada ise ortamdaki ZEA miktarinin 7 haftaya kadar artis
gosterdigi belirlenmistir (Bresler ve dig., 1998). Genel olarak yapilan degerlendirmeler
yaklasik bir aylik periyotta ZEA iretiminin silirekli artis gosterdigi yoniindedir.
Modellemeye gore de 4 haftalik periyot igerisinde en yiiksek ZEA birikimine 28. giinde
ulasilacag1 degerlendirilmistir (Sekil 4.36).

Mikotoksin iireticisi Fusarium tiirlerinin optimal gelisim sicakliklar1 birbirinden
farklidir. F. graminearum tiirleri yaz mevsimini sicak gegiren bolgelerde daha yogun
gortilirken; F. culmorum tiirleri serin iklime sahip deniz kiyis1 bolgelerde daha yaygin
bulunmaktadir (West ve dig., 2012). F. culmorum tiirlerinin 6zellikle oda sicakliginin
altinda kalan sicakliklarda daha fazla ZEA irettigi bildirilmektedir (Jimenez ve dig., 1996).
Seirafinia ve dig. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada diisiik sicaklik stresinin Fusarium
tiirlerinde ZEA {iretimini arttirdig1 ortaya konmustur. Fungus, 6zellikle uygun sicaklikta
(yaklasik 25 °C) geliserek substrati istila ettikten sonra sicakligin diismesi daha fazla ZEA
tiretimine neden olmaktadir (Llorens ve dig., 2004). Optimizasyon kapsaminda yapilan
uretimlerde besiyerindeki ZEA miktari ile sicaklik artis1 arasinda bir ters orant1 bulundugu
tespit edilmistir. Ozellikle sicakligin 28 °C olarak uygulandigi denemelerde daha diisiik
ZEA konsantrasyonu elde edilmistir. Model grafikler en yiiksek ZEA {iretiminin 16-22 °C
arasinda gerceklesecegini gostermektedir (Sekil 4.36). Bu noktada, elde edilen verilerin

gegmis arastirma sonuglari ile uyumlu oldugu bulunmustur.

Besiyeri baglangic pH'simin  yiikksek olmasi ZEA {iretimini olumlu yonde
etkilemektedir. F. graminearum izolati kullanarak ZEA iiretimi gergeklestirilen ge¢cmis bir
calisgmada da benzer bulgular elde edilmistir (Wu ve dig., 2017). Genel itibariyle
optimizasyon denemelerinde ulasilan sonuglar, diisiik sicaklik ve yiiksek pH kosullarinda

uzun siire inkiibasyonun ZEA iiretimini tesvik edecegini gostermektedir.
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ZEA (ng/mL)

22,00

Sicaklik (°C)

a2

16.00 19.00 2200 2500 2800

Sicaklik (°C)
Sekil 4.36 : ZEA iiretimi {lizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gdsteren ii¢ boyutlu yanit

yiizeyi ve karsit gosterim grafikleri. pH ve sicaklik (al ve a2), pH ve inkiibasyon siiresi (b1
ve b2), inkiibasyon siiresi ve sicaklik (c1 ve c2) etkilesimlerinin etkisi.
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ZEA (ng/mL)
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Siire (glin)  °®
18.00
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Siire (gtin)
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Sekil 4.36 (devam) : ZEA iiretimi lizerine bagimsiz degiskenlerin etkisini gdsteren ii¢ boyutlu yanit yiizeyi ve karsit gésterim grafikleri. pH
ve sicaklik (al ve a2), pH ve inkiibasyon siiresi (b1 ve b2), inkiibasyon siiresi ve sicaklik (c1 ve c2) etkilesimlerinin etkisi.
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4.6 Mikotoksin Uretimi
4.6.1 Optimum kosullarda aflatoksin iiretimi

IK5-D2 A. flavus izolati i¢in aflatoksin iiretiminde en uygun kosullarin pH 8.0,
sicaklik 24.0 °C ve siirenin 13.8 giin oldugu belirlenmisti. Bu kosullar altinda elde edilmesi
beklenen ve gerceklesen aflatoksin iiretim miktarlar1 Cizelge 4.13'te verilmistir. Modele
gore beklenen ve deneysel iiretimlerde gerceklesen miktarlarin birbirine olduk¢a yakin
oldugu belirlenmistir. Gergeklesen iiretim miktarlari, modelin %95 giliven aralig1 igerisinde
yer almaktadir. Bu sonuclar, modelin aflatoksin tiiretim prosesini agiklamada yeterli
giivenilirligi sagladigi ve yiiksek dogrulukla calistiginin bir ispati olarak kabul
edilmektedir.

Cizelge 4.13 : Optimum kosullarda beklenen ve gergeklesen aflatoksin tiretim miktarlari.

Tahmin edilen %95 Giiven araligt %95 Giiven aralig1 Gergeklesen

Aflatoksin miktar (ng/mL) (Diisiik) (ng/mL) (Yiiksek) (ng/mL) miktar (ng/mL)
AFB; 29645.9 19684.6 44647.9 27244.5 +£2693.3
AFB; 960.0 518.9 1775.9 681.8 + 67.5

Toplam 30605.9 20203.5 46423.8 27926.3 +2760.8

Belirtilen gelisim kosullar1 sadece kullanilan izolatinin degil ayn1 zamanda referans
kiiltiirlerin de aflatoksin tiretiminde artisa sebep olmustur. MAM-200682 A. flavus referans
kiiltiiriiniin bu kosullardaki AFB:1 ve AFB: iiretim miktarlar1 sirasiyla 25302.7+2064.9
ng/mL ve 1174.8495.0 ng/mL olarak belirlenmistir. MAM-200682 A. flavus referans
kiltirt ile 1K5-D2 A. flavus izolati arasinda aflatoksin verimi agisindan anlamli bir fark
olmadigi (P >0.05) tespit edilmistir. Ayrica NRRL 2999 A. parasiticus referans kiiltiirii de
ayni  kosullarda 50734.0+£5558.8 ng/mL AFBi1, 4474.0+672.6 ng/mL AFBy,
81183.4+2404.7 AFG1 ve 4115.4£177.9 ng/mL AFG: liretimi gostermistir. Optimizasyon
oncesi yapilan denemelerde (pH 6.4, 25.0 °C) NRRL 2999 A. parasiticus kiiltiiriiniin
agirlikli olarak B tipi aflatoksin tirettigi belirlenmisti. Optimize kosullar (pH 8.0, 24.0 °C)
uygulandiginda ise A. parasiticus referans kiltiiriiniin G tipi aflatoksinleri daha fazla
tirettigi belirlenmistir. Buna gore, pH ve sicakligin iiretilen aflatoksin cesidi iizerinde de
onemli etkisi oldugu sonucuna varilmistir. Keza, Buchanan ve Ayres (1975) besi ortaminin
baslangic pH's1 artttkca G tipi aflatoksin {retiminin agirlik kazandigini ortaya
koymuslardir. Bu durumun temelinde aflatoksin iiretiminden sorumlu gen bdolgelerinin

ifade edilme diizeyi yatmaktadir. Alkali ortam kosullarinda PacC baglanma bolgesi daha
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fazla aktivite kazanirken; bu durumun AFB; iiretimini desteklemedigi ifade edilmektedir

(Caceres ve dig., 2020).

Inkiibasyon siiresince, IK5-D2 A. flavus izolatin1 igeren besi ortaminin aflatoksin
icerigindeki degisim Sekil 4.37'de verilmistir. Inkiibasyonun ilk 6 giiniinde AFB; birikimi
acisindan 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir (P >0.05). Siire ilerledik¢e aflatoksin
tiretimi hizlanmig ve 6rnekleme zamanlar1 arasinda anlamli farkliliklar (P <0.05) olusmaya
baslamistir. Inkiibasyonun 10. giiniinden itibarem aflatoksin iiretim hizinin ivmesini
kaybetmeye basladign goriilmektedir. Ozellikle 12 ve 13.8 giinleri arasinda besi
ortamindaki aflatoksin konsantrasyonlar1 arasinda onemli bir fark bulunmadigi tespit
edilmistir. Bu durum, modellemenin 6ngoérdiigli aflatoksin iiretiminin 13.8 giinde zirveye

ulasacagi tahminini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.37 : Optimize kosullar altinda besiyerindeki aflatoksin birikiminin siireye
bagl degisimi (Biiylik harfler AFBy; kii¢iik harfler AFB> i¢in istatistiksel onem diizeylerini
(P <0.05) gostermektedir).

pH, biyokimyasal yolaklarin diizenlenmesinde oOnemli bir faktor oldugundan
mikotoksin sentezini de etkilemektedir (Casquete ve dig., 2017). Yapilan oOlgiimler
inkiibasyonun ilk giinlerinde ortam pH'sinda &nemli degisimler meydana geldigini
gostermektedir. Ortam tamponlanmadigi i¢in baglangicta 8.0 olarak ayarlanan pH'nin 2.
giin sonunda hizli bir sekilde 5.81'e diistiigli saptanmistir. pH, 6. giinde 5.51 olarak
Ol¢iilmiis ve kalan giinlerde 6nemli bir degisiklik kaydedilmemistir (P >0.05). Benzer
sekilde A. flavus veya A. parasiticus kiiltiirleri ile yapilan ge¢mis calismalarda da
tamponlanmamis ortam pH'Sinin diisme egilimi gosterdigi belirlenmistir (Cotty, 1988;

Lisker ve dig., 1993; Keller ve dig., 1997; Ehrlich ve dig., 2005).
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Gegmis c¢aligmalarda pH'nin aflatoksin dretimi {izerine etkisine dair ihtilafli
goriisler mevcuttur (Calvo ve dig., 2002). Tamponlanmis besi ortamlar1 kullanildiginda en
yiiksek AFB; iiretimi pH 4.0 ve 5.0'te, en diisiik iiretim ise pH 8.0'de elde edilmistir (Keller
ve dig., 1997). Das ve dig. (2012), pH 3.0-9.0 arasinda piring samani iizerinde aflatoksin
olusumu goriildiigiinii; en fazla toksin miktarina ise pH 4.5 ve 6.0'da ulasildigini ifade
etmiglerdir. Bir bagka calismada ise pH 5.0 civarinda aflatoksin iiretiminin maksimum
oldugunu belirtilmistir (Hamed ve dig., 2016). Farkli sonuglarin elde edilmesine kullanilan
sus cesidi ve besiyeri bilesenlerindeki farkliligin sebep oldugu degerlendirilmektedir
(Calvo ve dig., 2002; Casquete ve dig., 2017). Genel itibariyle hafif asidik pH kosullarinda
(4.5-6.0) aflatoksin iiretiminin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Mevcut calismada
baslangic pH'sinin 8.0 olarak ayarlanmasiyla izolat gelisimi ve ortama adaptasyonunun
hizlandirilmis olabilecegi diistiniilmiistiir. Keza, A. flavus gelisiminin pH 7.5 civarinda en
yiiksek hiza ulastigi bildirilmektedir (Pitt ve Hocking, 2009). Bu zaman diliminde pH
kosullariin yeterince elverisli olmamasina bagli olarak aflatoksin birikiminin de diisiik
oldugu 6ngoriilmektedir. pH'nin 5.5'e diismesiyle aflatoksin iiretiminin de hiz kazandig

degerlendirilmektedir.

4.6.2 Yiiksek hacimli aflatoksin iiretimi

Optimize kosullarda gergeklestirilen kiigiik 6l¢ekli iiretimlerde 100 mL besi ortami
iceren 250 mL hacimli erlenler kullanilmist1. Olgek arttirma ¢aligmalari ise yine optimize
kosullarda 400 mL besi ortami igeren biiylik erlen (1000 mL hacimli) ve 1000 mL besi
ortami igeren biyoreaktor (2000 mL hacimli) ortamlarinda yiiriitiilmiistiir. 1K5-D2 A. flavus
izolat1 kullanilarak farkli tiretim ortamlarindan elde edilen aflatoksin verimleri Cizelge

4.14'te verilmistir.

Cizelge 4.14 : Farkli besiyeri hacimleri kullanilarak gerceklestirilen iiretimlerde elde
edilen aflatoksin miktarlar1”.

Uretim

Uretim ortan (rg/Frﬁll_) (rg/FmBlz_) (-[]Z%?B kapasitesi

(ng/parti)

Kiigiik erlen (100 mL besiyeri / 272445 + 681.8 £ 27926.3 + 2792.6 +
250 mL erlen hacmi) 2693.3¢ 6752 2760.8 2 276.12

Biiyiik erlen (400 mL besiyeri / 20117.0 + 675.1 + 20792.1 + 8316.8 +
1000 mL erlen hacmi) 1286.1° 3762 1269.3 ° 507.7°
Biyoreaktor (1000 mL besiyeri / 259+ 0.9+ 26.8 26.8 +

2000 mL reaktor hacmi) 09¢ 0.0° 0.9° 09°¢

* Her siitunda, kendi igerisindeki anlam diizeyine gore istatistiksel harflendirme yapilmistir.
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Erlen ortamindaki besiyeri hacminin arttirilmast AFB: iiretiminde anlamli bir
diisiise sebep olmazken (P >0.05); AFB1 miktarindaki degisimin énemli oldugu (P <0.05)
tespit edilmistir. Biyoreaktor ortaminda ise her iki aflatoksin miktarinda da ciddi bir diisiis
meydana geldigi ve erlen iiretimleriyle arasindaki farkin 6nemli diizeyde (P <0.05) oldugu
belirlenmistir. Biyoreaktdr tretimindeki belirgin diigsiise ortamin havalandirma ve
karigtirma seklinin sebep olmus olabilecegi degerlendirilmistir. Codner ve dig. (1963),
mevcut calismayla benzer sonuglar elde etmislerdir. Belirtilen c¢alismada orbital
calkalamaya birakilan 250 mL'lik erlenlerde aflatoksin tliretimi oldukg¢a yiiksek iken; 3 ve
20 L hacimli havalandirmali ve karistirmali fermentorlerde yapilan iiretim denemesi
basarisizlikla sonuc¢lanmustir. Havalandirmanin aflatoksin iiretimi iizerine etkisini
inceleyen calisma sayist oldukg¢a sinirlidir. Shih ve Marth (1973), disaridan fermentore
verilen hava miktar1 arttirildikga ortamdaki aflatoksin  miktarinin - diistiigiinii
belirlemislerdir. Buna karsin, igeri dogrudan hava akisi saglanmayan fermentor ortaminda
daha yiiksek aflatoksin verimi elde etmislerdir. Uretim ortamina disaridan hava
verilmesinin aflatoksin {iretimini azaltic1 yonde etki yaptig1 ifade edilmektedir. Esasinda
oksijen, kiif gelisimi ve mikotoksin iiretimi i¢in elzemdir. Ancak besi ortamina yogun
oksijen girisi aflatoksin iiretimini olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle, mevcut ¢alismada
biyoreaktor ortaminin zorlamali sekilde (pompa vasitasiyla) havalandirilmasindan 6zellikle
imtina edilmistir. Erlen iiretiminde erlenin agiz kismi pamuk ile kapatilarak ortam
kendiliginden havalandirmaya birakilmistir. Biyoreaktorde ise hava akisi, ucuna steril gaz
filtresi (0.20 um) takilmis iki ayr1 havalandirma agikligindan saglanmigtir. Steril gaz

filtrelerinin i¢ ortama yeterince hava akisi saglayamamis olabilecegi degerlendirilmistir.

Reaktor sisteminde yasanan basarisizlikta asil sorunun karistirma seklinden ileri
geldigi diisiiniilmektedir. Erlen {iretimlerinde karistirma islemi orbital ¢alkalama seklinde
yuriitilmistir. Biyoreaktor ortaminda ise karigtirma islemi impeller pedal vasitasiyla
gerceklestirilmistir. Orbital ¢alkalamali ortamda A. flavus sporlart homojen kiiresel
tanecikler halinde gelisme gostermistir. Reaktor icerisinde ise miselya gelisiminin yosun
benzeri lifler halinde gerceklestigi goriilmistiir (Sekil 4.38). Misel gelisim sekilleri
arasindaki farkin elde edilen aflatoksin verimi iizerinde etkili oldugu disiiniilmektedir.
Ciegler ve dig. (1966) tarafindan yapilan g¢alisma sonuglari da bu varsaymmi destekler
niteliktedir. Keza, belirtilen galismada iri pellet/tane seklinde gelisimin daha az aflatoksin
iiretimine sebep oldugu; partikiillerin ince, kiiciik ve iyi dagilmis olmasinin aflatoksin

verimini de arttirdig1 ifade edilmistir. Reaktdr ortaminda yiiksek impeller hizinin miselyum
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yapisinda yirtilmalara sebep olabilecegi belirtilmektedir. Bu nedenle fungus ¢alismalarinda
yiiksek hizda (750-1000 rpm) ¢alisan kiigiik impeller yerine, diisiik hizda (350-500 rpm)
caligan biiyiik impeller kullanimi1 6nerilmektedir (Hidy ve dig., 1977). Her ne kadar mevcut
calismada diisiik impeller hiz1 (220 rpm) kullanilmis olsa da pedallarin doniis esnasinda
misel yapisini pargaladigr tespit edilmistir. Misel yapisindaki par¢alanmanin aflatoksin
{iretimini iki agidan etkilemis olabilecegi degerlendirilmektedir. ilk olarak, yirtilmalarin
miselya olgunlagsmasini ve dolayisiyla aflatoksin {iretimini geciktirmis olabilecegi
diisiiniilmistlir. Diger taraftan, misel yapist parcalandikca iiretilen aflatoksini degrade
edecek bazi enzimlerin besi ortamina salinmig olabilecegi degerlendirilmektedir. Gegmis
bir ¢alismada, miselyanin par¢alanmasi veya homojenize edilmesi sonucu aflatoksinleri
degrade eden bazi intramisellar maddelerin ortama salindigi belirlenmistir (Huynh ve
Lloyd, 1984). Misel sekli ve karistirma tipinin aflatoksin iizerine etkisine dair literatiirde
baska veri veya degerlendirme bulunmamasi elde edilen bulgularin 6nemini daha da
arttirmaktadir. Sonug olarak biyoreaktoriin tasarimindan ileri gelen dezavantajlar nedeniyle

aflatoksin tiretimi i¢in uygun bir ortam olmadig1 sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.38 : Biiyiik hacimli erlen (a) ve biyoreaktdr (b) ortaminda aflatoksin tiretimleri.

Arastirmanin nihai amact dikkate alindiginda ortaya konan {iretim modelinin
endiistriyel agidan uygulanabilir olmasi 6nem arz etmektedir. Bu baglamda belirlenen
prosesin ekonomik, verimli ve yeterli miktarda mikotoksin {iretimi saglamasi
gerekmektedir. Tek bir partide (batch) en yiiksek aflatoksin tiretimi (8316.8 pg toplam
aflatoksin) biiyiik erlen ortaminda elde edilmistir. Buradaki aflatoksin miktarinin diger
erlen veya biyoreaktor oOrtamlarindaki toplam iiretim miktarlariyla arasinda Onemli

seviyede (P <0.05) fark oldugu bulunmustur. Piyasadaki standart ¢ozeltilerin aflatoksin
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icerigi Uretici firmaya gore farklilik gostermekle birlikte cogunlukla 2 pg AFBi/mL
asetonitril ve 0.5 pg AFB2/mL asetonitril seklinde satisa sunulmaktadir (Anonim, 2022c¢).
Bu durum dikkate alindiginda biiyiik erlen igerisinde tiretimin oldukga yiiksek aflatoksin
miktar1 sagladigi goriilmektedir. Bu nedenle, saflastirma siirecinde biiyiik erlen ortamindan

elde edilen ekstraktlarin kullanilmasinin uygun olacagi degerlendirilmistir.

4.6.3 Optimum kosullarda zearalenon iiretimi

Optimizasyon calismasi sonunda en yiiksek ZEA {iretimine ulasilmasi beklenen
gelisim kosullar1 pH 8.70, sicaklik 16.20 °C ve siire 28.00 giin olarak belirlenmisti.
Modellemeye gore belirtilen kosullarda %95 giiven araliginda 6537.1 ile 9423.2 ng/mL
arasinda ZEA iiretilebilecegi hesaplanmistir. Modelde, gergeklesmesi en muhtemel ZEA
tiretim tahmini 7980.2 ng/mL olarak 6ngoriilmiistiir. Optimize kosullarda yiiriitiilen ve 100
mL besiyeri igerigine sahip erlen denemelerinde 6645.9+829.5 ng/mL ZEA iiretildigi
belirlenmistir. Elde edilen sonu¢ modelden tiiretilen tahmin degerine yakin olup; %95
giiven aralig1 igerisinde yer almaktadir. Buna gore, modelin B1-D1 F. culmorum izolati ile
ZEA iretim siirecini ifade etmede yeterli gilivenilirligi sagladigi sonucuna varilmistir.
Belirtilen kosullar ayni zamanda FcUK99 F. culmorum kiiltiiriinii de daha fazla ZEA
tiretmeye tesvik etmis ve referans kiiltiir ortaminda 1391.0492.5 ng/mL diizeyinde ZEA
birikimi saglanmistir. Ancak yine de referans kiiltiirin ZEA {iretimi B1-D1 izolatina

kiyasla anlamli diizeyde (P <0.05) diisiik kalmustir.

Besi ortaminda ZEA varligi 8. giinden itibaren tespit edilmeye baglanmistir. ik 16
giin ortamdaki ZEA konsantrasyolar1 arasinda 6énemli bir fark bulunmamistir (P >0.05)
(Sekil 4.39). ZEAmin besiyerinde tespit edilebilir diizeye ulasmasi i¢in gerekli inkiibasyon
stiresi cesitli gelisim kosullarina bagli olarak degisiklik gostermektedir. Ezekiel ve dig.
(2008), 25 °C'de gergeklestirdikleri ¢alismada substrat bugday iken 12. giinde; soya
fasulyesi iken 24. giinde ortamindaki ZEA varligimi tespit edebilmislerdir. Boylelikle
substrat ¢esidinin bir diger ifadeyle besi ortami bilesiminin ZEA {iretim hizimi etkiledigi
ortaya konmustur. Martins ve Martins (2002) ise farkl sicakliklarda depolanan kontamine
kirik misir 6rneklerinde ZEA olusumunun farkli zamanlarda gergeklestigini bulmuslardir.
Mevcut calismada besi ortamindaki ZEA miktar1 16. giinden sonra lineer bir artig
gostermis ve inkiibasyon sonuna kadar bu artis devam etmistir. Benzer sekilde Zill ve dig.
(1988), ZEA olusumunun 1 haftalik inkiibasyon sonunda yavas yavas basladigini ve 14.

giinden itibaren hiz kazanarak devam ettigini bildirmislerdir. Cesitli calismalarda da ZEA
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birikiminin 4-5 haftalik zaman dilimi boyunca siirekli bir artis gosterdigi ifade
edilmektedir (Martins ve Martins, 2002; Ezekiel ve dig., 2008; Wu ve dig., 2017).

Uretim sirasinda gergeklesen pH degisimi incelendiginde 12 giinde pH'nin 8.70'ten
7.35'¢ kadar geriledigi belirlenmistir (Sekil 4.39). Bu noktadan sonra inkiibasyon siiresinin
sonuna dek pH'da 6nemli bir degisiklik kaydedilmemistir (P >0.05). pH'nin 7.50'nin altina
diismesi ve mikotoksin iiretiminin baslamasi eszamanli olmustur. Bu nedenle hafif alkali
veya notral pH'daki ortamlarin ZEA {iretimini tesvik ettigi degerlendirilmistir. F.
oxysporum kullanilan ge¢mis bir ¢alismada, en yiiksek miselyal kitle artis1 ve ZEA
tiretiminin pH'nin 7 oldugu ortam kosullarinda gergeklestigi bulunmustur (El-Kady ve El-
Maraghy, 1982). Wu ve dig. (2017) ise besi ortaminin alkali nitelikte (pH 9.0) olmasinin F.
graminearum kiiltiiriinii daha fazla ZEA iretimine tesvik ettigi sonucuna varmislardir.
Gecmis calismalarda ortamin tamponlanmamis olmasi ve inkiibasyon esnasinda pH
takibinin yapilmamasi pH'nin ZEA {retimi iizerindeki etkisine dair kesin bir kiyas
yapilmasini olanaksiz kilmaktadir. Ancak genel bulgular alkali veya notral ortamlarda
ZEA iretiminin daha yiiksek oldugu yoniindedir. Mevcut ¢alismada elde edilen sonuglar

da bu goriisii desteklemektedir.
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Sekil 4.39 : Inkiibasyon siiresi ve pH'ya bagli ZEA miktarindaki degisim (Biiyiik harfler
pH; kiiglik harfler ZEA miktari i¢in istatistiksel nem diizeylerini (P <0.05)
gostermektedir).

4.6.4 Yiiksek hacimli zearalenon iiretimi

B1-D1 F. culmorum izolat1 kullanilarak yiiriitiilen ¢alismada 100 mL besi ortami
igerisinde inkiibasyon sonunda 6645.9 ng/mL diizeyinde ZEA birikimi oldugu
belirlenmisti. Besiyeri hacminin 400 mL'ye ¢ikarilmasiyla 5761.44347.9 ng/mL ZEA

tiretimi elde edilmistir (Cizelge 4.15). Yapilan erlen tiretimlerinde ZEA konsantrasyonlari
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bakimindan 6nemli diizeyde bir fark bulunmadigi tespit edilmistir (P >0.05). Buna karsin,
1000 mL besiyeri hacmine sahip biyoreaktor sisteminde mikotoksin verimi anlamli bir
disiis (P <0.05) gostermis ve ortamda yalnizca 330.1+12.4 ng/mL diizeyinde ZEA

bulundugu belirlenmistir.

Cizelge 4.15 : Farkli besiyeri hacimleri kullanilarak gergeklestirilen iiretimlerde elde

edilen ZEA miktarlar1.”
N ZEA Uretim kapasitesi
Uretim ortami (ng/mL) (ug/parti)

Kiigiik erlen (100 mL besiyeri /

a a
250 mL erlen hacmi) 6645.9 + 829.5 664.6 = 83.0
Biiytik erlen (400 mL besiyeri / . X
1000 mL erlen hacmi) 5761.4+347.9 2304.6 £139.2
Biyoreaktor (1000 mL besiyeri / 33014 124 3301 124 °¢

2000 mL reaktér hacmi)
* Her siitunda, kendi igerisindeki anlam diizeyine gore istatistiksel harflendirme yapilmistir.

Erlen ortaminda gergeklestirilen gegmis bir ¢alismada da yiiksek miktarda ZEA
tiretimi saglanmistir (Wu ve dig., 2017). Ancak, endiistriyel 6lgekli reaktor sistemlerinde
yiiritiilen ¢alismalarin basarisizlikla sonuglandigi ifade edilmektedir (Hidy ve dig., 1977).
Bilhassa, daldirma (submerge) tip fermentérlerde yiiksek verimle ZEA {iretimi i¢in mutant
sus kullaniminin elzem oldugu bildirilmektedir (Hidy ve dig., 1977; Leslie, 1983; Smalley
ve Lin, 1990). Yapilan fermentér denemesinde temel problemin oksijene sinirli erisim
oldugu diistiniilmektedir. Referans kiiltiirler F. graminearum ve F. culmorum da dahil
olmak iizere yapilan tiim denemelerde kiiltiirlerin sivi besi ortami yiizeyinde bir zar gibi
gelisim gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.40). Kiiltiir, bir taraftan ylizeyin st kisminda
havayla dogrudan temas ederken diger taraftan da sivi ortamdan besin Ogelerini alarak
ZEA iretimi gerceklestirmistir. Erlen denemesinden biyoreaktér denemesine gegiste,
havayla temas eden yiizey alani besiyeri hacmi ile dogru orantil1 bir sekilde artmamaktadir.
Bu nedenle, biyoreaktdrde havayla temas eden yiizey alaninin erlen iiretimine kiyasla daha
az olmasmin ZEA fretimini kisitlayan bir faktor oldugu disiiniilmiistiir. Reaktor
sisteminde gozlenen bir diger olumsuzluk ise asilama esanasinda ortama birakilan bazi
agar kesitlerinin dibe batma egilimi géstermesidir. Erlen denemelerinde besi ortaminin dip
ve ylizey katmanlar1 arasi mesafe kisa iken biyoreaktor ortaminda bu mesafe oldukga
derindir. Biyoreaktorde dibe dogru siiriiklenen kesitlerde kiif gelisiminin ¢ok yetersiz
oldugu gozlemlenmistir. Bu durumun elde edilen ZEA verimini iizerine olumsuz etkilemis

olabilecegi degerlendirilektedir.
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Sekil 4.40 : Biiyiik hacimli erlen (a) ve biyoreaktdr (b) ortaminda ZEA iiretimleri.

Piyasaya arz edilen standart ¢ozeltilerin iceriginde genellikle 100 pg/mL ZEA
bulunmaktadir (Anonim, 2022c). Hacim arttirma c¢alismasinda elde edilen sonuglar
incelendiginde tek bir tiretimde (batch) en fazla ZEA eldesini (2304.6 pg) biiyiik erlen
denemesi saglamistir. Tipki aflatoksin tretiminde oldugu gibi biiyiik erlen denemesi
toplam iiretim kapasitesi agisindan burada da diger deneme {initelerinden 6nemli farkla (P
<0.05) ayrilmaktadir. Bu nedenle, saflastirma ¢alismasinda da biiyiik erlen denemelerinden

elde edilen ekstraktlarin kullanilmas1 uygun goriilmiistiir.

4.7 Mikotoksin Saflastirmasi ve Dogrulama

4.7.1 Yani-preparatif sistemde aflatoksinlerin ayristirilmasi

Preparatif kolonda AFB: fraksiyonu ortalama 31.25+0.05 ile 34.05+0.15 dk'lart
aras1; AFB1 fraksiyonu ise 36.48+0.24 ile 39.31+0.19 dk'lar1 arasinda toplanmustir (Sekil
4.41). Hareketli fazin akis hiz1 6.0 mL/dk oldugundan toplam 8 enjeksiyon sonunda 136.2
mL AFB; ve 134.4 mL AFB: fraksiyonu igeren ¢ozelti biriktirilmistir. Enjeksiyonlarda
kolona yiiklenen toplam AFB1 ve AFB2 miktari sirasiyla 10796.91 ng ve 385.49 ng olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.41: AFB:1 (mavi) ve AFB; (kirmiz1) fraksiyonlarinin yari-preparatif sistemde
besiyeri ekstraktlarindan ayristirilmasi.

Coziiciisii ugurulan mikotoksin fraksiyonlar1 asetonitril ile rekonstitiie edildikten
sonra ¢Ozelti icerisinde 158.54 ng/mL AFB1 ve 5.74 ng/mL AFB: bulunmasi gerektigi
hesaplanmistir. Analitik kolonda gerceklestirilen HPLC analizleri sonunda c¢ozeltilerin
igerisinde 115.99 ng/mL AFB:1 ve 4.75 ng/mL AFB: bulundugu tespit edilmistir. Buna
gore AFB;1 ve AFB; mikotoksinlerinin besiyerinden yari-preparatif olarak ayristirilmasinda

geri kazanim oranlart sirastyla %73.2 ve %82.8 olarak belirlenmistir.

Safligin belirlenmesinde kolona oncelikle 6rnek igermeyen bos mobil faz enjekte
edilmis; hareketli fazdan ileri gelen pik bulunup bulunmadigi kontrol edilmistir (Sekil
4.42a). Daha sonra sirasiyla sisteme AFB1 ve AFB; ¢ozeltileri verilerek mikotoksine ve
diger safsizliklara ait pik alanlar1 belirlenmistir (Sekil 4.42b-c). Yapilan degerlendirmede
AFB1 ve AFB:2 cozeltilerinin sirastyla %90.3+0.5 ve %99.6+0.1 HPLC safliginda oldugu
belirlenmistir. Aflatoksinlerin ayristirilmasi ve saflastirilmasina yonelik ¢alisma sayisi
oldukg¢a smirli olup; bu ¢alismalarin ¢ogunda elde edilen ekstraktlarin saflik degerlerine
ilisgkin veri bulunmamaktadir. Stubblefield ve dig. (1968), silika jel kolon kullanarak
kontamine piring ve bugday orneklerinden aflatoksinleri ayirmayi basarmistir. Elde edilen
fraksiyonlarin toplam aflatoksin igeriginin %75-94 (a:a) arasinda degistigini bulmuslardir.
Bir baska ¢aligmada ise santrifiijlii partisyon kromatografisi kullanilarak sivi besi
ortamindan %96 lzeri saflikta aflatoksin fraksiyonlar1 elde edilmistir (Endre ve dig.,

2019).
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Sekil 4.42 : Bos mobil faz (a), AFB1 (b) ve AFB2 (¢) ¢ozeltilerine ait HPLC
kromatogramlari.

Piyasada satisa sunulan mikotoksin kalibrasyon standartlarmin saflik oranlar
genellikle %95 ve hatta %99'un iizerinde oldugu iddia edilmektedir. Ancak yapilan
caligmalar standart maddelerdeki saflik oraninin belirtilen degerlerin altinda kaldigim
gostermektedir (Krska ve dig., 2005). Bennett ve Shotwell (1990), piyasadaki standartlarda
saflik oraninin %90'a kadar diigebildigi tespit etmislerdir. Calismanin temel amacini
izolatlar tarafindan tiretilen mikotoksinlerin ytiksek saflikta (>%90) eldesi olusturmaktadir.
Bu sonuclara gore, aflatoksin ¢ozeltilerinin {iretiminde baslangicta hedeflenen saflik
diizeylerine ulasildigi goriilmektedir. Aflatoksin analitik standartlarinda %95 iizeri bir
saflik gida analizlerinde kullanimi i¢in yeterli goriilmektedir (FSSAI, 2020). Hali hazirda
tiretilen AFB> ¢ozeltisinin analitik standart olarak kullanilabilecek bir saflik diizeyine
(>%95) ulastig1 belirlenmistir. Gerekli goriilmesi halinde yari-preparatif ayrim metodu
tizerinde kiiciik iyilestirmeler yapilarak AFB:1 ¢ozeltisinin de saflik diizeyinin %95 iizerine
cikarilabilecegi diisiiniilmektedir. Ornegin birden fazla kez kolonda yiiriitiilmesiyle pik
¢Oziinlirliigli ve ayrimin artt1if1; bu sayede daha yiiksek saflik degerlerine ulasildigr ifade

edilmektedir (Jibril ve dig., 2018; Speybrouck ve dig., 2020; Anonim, 2022¢). Ayrica
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mevcut teknolojik altyapiya bagli olarak preparatif sistemde geri doniistiirme (recycling)
uygulamasiyla kullanilan solventten de tasarruf edilebilecegi belirtilmektedir (Speybrouck

ve dig., 2020; Anonim, 2022e).

4.7.2 Yan-preparatif sistemde zearalenonun ayristirilmasi

Preparatif kolonda ZEA fraksiyonunun ortalama alikonma siirelerinin 12.90+0.18
ile 14.13+0.20 dk'lar1 arasinda oldugu goriilmiistir (Sekil 4.43). ZEA fraksiyonlarini
toplama amaciyla toplam 11 enjeksiyon yapilmis ve boliimleme islemi sonucunda 87.75
mL fraksiyon toplanmistir. Bu enjeksiyonlar sirasinda kolona toplam 6337.54 ng ZEA
yiikklenmistir. ZEA fraksiyonunun solventi u¢urulup yerine asetonitril ilave edildikten sonra
cozeltinin konsantrasyonunun 144.45 ng/mL olmasi gerektigi hesaplanmistir. Yapilan

analiz sonucu c¢ozeltideki ZEA konsantrasyonu 131.51 ng/mL; geri kazanim orani ise

\

%91.04 olarak saptanmustir.

Sekil 4.43 : ZEA (kirmiz1) fraksiyonunun yari-preparatif sistemde besiyeri ekstraktindan
ayristirilmasi.

Ornek icermeyen hareketli fazin analitik kolonda analizi sonucu, mobil faz kaynakli
bir pik olusumuna rastlanmamistir (Sekil 4.44a). Saflagtirllmis ZEA Ornegi kolona
yiiklendiginde safsizliktan ileri gelen ilic pik tespit edilmistir. Yapilan hesaplama
sonucunda ZEA fraksiyonunun saflik orant %95.4+1.8 olarak belirlenmistir (Sekil 4.44b).
Elde edilen sonug¢ c¢alismada hedeflenen saflik degerine (>%90) uygun bulunmustur.
Ayrica, iretilen ZEA ¢ozeltisinin ek bir saflastirma prosediiriine ihtiyag duyulmaksizin
gida analizlerinde kullanilabilecek diizeyde yiiksek safliga (>%95) sahip oldugu
belirlenmistir. Wu ve dig. (2017), F. graminearum izolat1 kullanarak iirettikleri ZEA'y1
preparatif HPLC sisteminde ayrigtirmis ve elde edilen iirliniin saflik degerinin %87

oldugunu bildirmislerdir. Wang ve dig. (2019), énce makrogdzenekli regine ardindan da
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preparatif kromatografi olmak tizere iki basamakli saflastirma islemi yiiriitmiis ve {irliniin
safligin1 9%98.9'a kadar ylikseltmeyi basarmislardir. Ancak iki basamakli islem nedeniyle

geri kazanim orant (%73.9) mevcut ¢aligmaya gore diisiik kalmistir.

ZEA

Sekil 4.44 : Bos mobil faz (a) ve ZEA (b) ¢ozeltilerine ait HPLC kromatogramlari.
4.7.3 Fraksiyonlarin dogrulanmasi

Her bir mikrobiyal tiir igerisinde bulundugu gelisme ortami ve kosullarina bagh
olarak ¢ok sayida metabolit iiretir (Magan ve Aldred, 2007). Bu metabolitlerden bir kismi
mikroorganizma tarafindan gelisme ortamina birakilmaktadir (CAST, 2003). Ortamin ¢ok
sayida kompleks bilesik igermesi mikotoksin analizlerini gii¢lestirmekte ve ekstraktin
analit disindaki yabanci maddelerden temizlenmesini elzem kilmaktadir. Bu amagla,
mikotoksin analizlerinde cogunlukla immiino affinite kolon (IAK) kullanilmakta ve matris
etkisi giderilmeye calisilmaktadir (Pascale ve Visconti, 2008). Optimizasyon sonrasi
yapilan iiretimlerde oldukca yiiksek mikotoksin konsantrasyonlarina ulasilmistir. IAK'larin
diisik mikotoksin baglama kapasitesine sahip olmalari nedeniyle yari-preparatif
saflagtirma Oncesi ekstrakta bir 6n temizlik islemi uygulanmamistir. Buna bagli olarak,
elde edilen fraksiyonlarda girisime sebep olabilecek birtakim safsizliklarin bulunabilecegi
ve mikotoksin varliginin ikinci bir tespit yontemiyle dogrulanmasi gerektigi

degerlendirilmistir.

Sivi kromatografisine entegre kiitle spektrometresi (LC-MS), mikotoksinlerin
dogrulanmasinda uzun yillardir kullanilan baslica yontemdir (Pascale ve Visconti, 2008).
Son yillarda, tiglii kuadrupol MS sistemleri hem diisiik hem de yiliksek molekiil agirligina

sahip analitlerin dogrulanmasinda oldukca hassas ve segici bir teknik olarak One

122



¢ikmaktadir (Herebian ve dig., 2009). Calismada, HPLC sisteminde floresans dedektor
kullanilarak ulagilan sonuglarin nitel ve nicel olarak dogrulanmasi ig¢in de sivi

kromatografisi {ig¢lii kuadrupol kiitle spektrometresinden (LC-TQ/MS) yararlanilmistir
(Cizelge 4.16).

Cizelge 4.16 : Coklu goriintiileme modunda mikotoksin analizleri i¢in kullanilan LC-TQ/
MS parametreleri.

Onciil iyon Uriin iyon Gecikme  Pargalanma  Carpisma

Analit -y Hg (miz) (m/2) siiresi (ms) _enerjisi (v)  enerjisi (v) ' Ol
AFB; 313.0 285.0"/ 240.9 30 130 22138 Pozitf
AFB; 315.0 287.0"/ 258.9 30 140 24130 Pozitif
AFG; 329.0 242.9" 1 200.0 30 120 26/38  Pozitif
AFG, 3310 312.9"/ 2450 50 120 24130 Pozitf
ZEA 317.0 130.9"/174.9 50 130 12/20 Negatif

* Kantitatif iyon.

Calismanin iki farkli evresinde LC-TQ/MS analizi ile dogrulama islemi
gergeklestirilmistir. Ik olarak optimizasyon ¢alismasina gecilmeden once segili izolatin
bulundugu besi ortamindaki mikotoksin varligi teyit edilmistir. Bu analizlerde, IK5-D2 A.
flavus izolatinin kullanildigi besiyeri ekstraktlarinda AFB: ve AFB> mikotoksinlerinin
varligi dogrulanmis ancak G tipi mikotoksinler tespit edilememistir. B1-D1 F. culmorum
izolatinin gelistirildigi besiyeri ekstraktlarinda da ZEA varlig1 teyit edilmistir. Bu sonuglar,
HPLC analizlerinde elde edilen ¢ikarimlar1 dogrulamaktadir. ikinci olarak, saflastirma
sonras1 yiiksek safliktaki mikotoksin c¢ozeltilerinin igerigi degerlendirmeye tabi
tutulmustur. Beklenildigi tizere her ornek vialinin igeriginde, preparatif olarak toplanan
fraksiyona ait mikotoksin bulundugu tespit edilmistir (Sekil C.1). Elde edilen kalitatif ve

kantitatif sonuglar HPLC analizleri ile uyumlu bulunmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Tiirkiye, tiretim miktar1 ve ihracat hacmi bakmindan diinyanin en 6nemli tarim
tilkeleri arasinda yer almaktadir. Yapilan c¢esitli bilimsel arastirmalar, giimriik ve piyasa
denetimleri, Tiirkiye menseili tarim tiriinlerinde en temel sorunun mikotoksin olusumu
oldugunu gostermektedir. Ancak ne yazik ki mikotoksin analizlerinde ihtiya¢c duyulan
analitik standartlarin yerli tiretimi yapilmadigindan bu maddeler yurt disindan oldukca
yiiksek bedellerle ithal edilmektedir. Tespit edilen eksikligi gidermek tiizere, mevcut
calismada en az bir mikotoksin ¢esidinin %90 ve iizeri saflikta yerli olarak tiretimi
amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda yerli kaynaklardan kif izolatlarinin eldesi,
mikotoksijenik 6zelligi olanlarin se¢ilmesi, mikotoksin {iretiminin optimizasyonu, iiretim

hacminin arttirilmasi ve mikotoksinlerin yiiksek saflikta eldesi hedeflenmistir.

Kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilecek suslarla caligmak iiriiniin ticarilestirilmesi
ve endiistriyel mikotoksin tiretimi agisindan telif riski barindirmaktadir. Bu nedenle,
calismaya ilk olarak yerli izolatlarin eldesi ile baslanmustir. Izolasyonda, dogrudan
yapistirma yonteminin yogun kiif yiikii barindiran 6rneklerde basarisiz  oldugu
goriilmistiir. Kiif izolasyonunda ylizey dezenfeksiyonu ve dillisyon uygulamalarinin daha
iyi sonuc¢ verdigi belirlenmistir. Izolasyonda ¢ok sayida kiif susu elde edilmesi

mikotoksijenik tiirlere rastlama ihtimalini arttirmistir.

Izolatlarin koloni gelisimlerinin kimi durumlarda birbirine oldukga benzer oldugu
bulunmustur. Kiifler, hiicresel yap1 ve organizasyon bakimindan olduk¢a karakteristik
Ozelliklere sahip oldugundan mikroskobik inceleme izolat cinsleri hakkinda daha detayli

bilgiler saglamistir.

AFPA besi ortam1 A. flavus/parasiticus tiirlerinin se¢ilmesinde %100 dogruluk
oraniyla sonug¢ vermistir. Aflatoksijenik tiirlerin gorsel olarak tespitinde CMA besiyeri
kullaniminin daha dogru sonuglar verdigi goriilmiistiir. Ancak, 151ma veya renk degisiminin
nispeten zayif oldugu bazi durumlarda hatali pozitif sonug¢ elde edilebilmektedir. Bu
nedenle, aflatoksijenik tiirlerin kesin tanist i¢in kromatografik analizlerden de
faydalanilmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Ayrica, Fusarium siiphelisi izolatlarin MGA
secici besi ortaminda genel olarak iyi gelisim gosterdigi belirlenmistir. Nihai
degerlendirmede ise bu besiyerinde iyi gelisim gosteren her izolatin Fusarium sp.
olmayabilecegi ortaya konmustur. Molekiiler analiz sonucunda Aspergillus, Penicillium ya

da Fusarium sp. olarak siniflandirilan 44 izolattan 42'sinin (%95.5) bu cinslere ait oldugu
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belirlenmistir. Yapilan makroskobik ve mikroskobik degerlendirmelerin izolat cinslerini
belirlemede oldukga basarili oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica, ¢ok sayida Aspergillus,
Penicillium ve Fusarium izolat1 eldesi ¢alismanin ilk asamasi i¢in belirlenen hedefe

ulasildigini géstermektedir.

Izolatlar arasinda yiiksek miktarda aflatoksin ve ZEA iiretebilen tiirlerin bulundugu
tespit edilirken; OTA ve DON iireticisi susa rastlanmamistir. Bu sonug, en az bir
mikotoksin ¢esidinin iiretilmesi yolunda 6nemli bir hedefin basariyla gergeklestirildigine
isaret etmektedir. Segili izolatlar i¢erisinde en yiiksek aflatoksin tiretimini IK5-D2 kodlu A.
flavus izolat1 saglarken; en yiliksek ZEA iretimi ise B1-D1 kodlu F. culmorum izolati
tarafindan gergeklestirilmistir. Filogenetik analiz bu iki izolatin sirasiyla aflatoksijenik
MAM-200682 A. flavus ve ZEA iireticisi FcUK99 F. culmorum referans kiiltiirleriyle ortak
atadan geldiklerini gostermektedir. Bunun yani sira, evrimsel tarihlendirmede her ne kadar
NRRL 2999 A. parasiticus kiiltiiriine (gii¢lii bir aflatoksin iireticisi) olduk¢a yakin olsa da
PBM4 A. tamarii izolatinin aflatoksin tiretmedigi tespit edilmistir. Buna gore, genetik
yakinlik mikotoksin {ireticisi tiirler hakkinda bir fikir saglasa da birbirine akraba her tiiriin

mikotoksijenik olmayabilecegi sonucuna varilmistir.

Hem aflatoksin hem de zearalenon iiretiminde pH, sicaklik ve siirenin 6nemli etkisi
oldugu goriilmiistiir. Her iki mikotoksin ¢esidinin liretiminde de yiiksek baslangic pH'st
uygulanmasinin daha iyi sonug verdigi belirlenmistir. 22-28 °C arasinda aflatoksin iiretimi
artarken; sicakligin 34 °C diizeyine ¢ikmasiyla aflatoksin veriminde ciddi bir disiis
yasandigi tespit edilmistir. Gegmis caligmalar da dikkate alindiginda, aflatoksin senteziyle
ilgili genlerin ifade edilmesinde sicakligin oldukca Onemli bir etkiye sahip oldugu
diigiiniilmektedir. ZEA iretiminde ise 16-22 °C'lerde daha yiiksek mikotoksin verimi elde
edilmistir. Soguk stresinin F. culmorum izolatin1 daha fazla ZEA iiretimi yapmaya tesvik

ettigi varsayilmaktadir.

Uretim kosullarmin optimize edilmesiyle besiyerindeki mikotoksin birikiminde
onemli bir artis saglanmistir. Mikotoksin (AFB1, AFB2 ve ZEA) iiretim modellerine gore
ulagilmasi beklenen maksimum miktarlar ile gergeklesen miktarlarin birbiri ile uyumlu
oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ mikotoksin iiretiminin istatistiksel olarak modellenebilir
bir siire¢ oldugunu ifade etmektedir. Elde edilen modeller, mikotoksin iiretiminin

arttirilmasi hedefine basariyla katki saglamistir.
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Optimize kosullarda gergeklestirilen erlen iiretimlerinde ortamdaki mikotoksin
miktart ve pH degisimi arasindaki iliski incelenmistir. Gerek aflatoksin gerekse ZEA
iiretim denemelerinin ilk glinlerinde pH'nin hizli bir sekilde diistiigii; sonraki giinlerde ise
pH'da anlamli bir degisim yasanmadig1 tespit edilmistir. Inkiibasyonun ilk giinlerinde
alkali olan ortam pH'sinin kif gelisimini ve ortama adaptasyonunu kolaylastirdigi
varsayllmaktadir. Ortamin hafif asidik/notral pH degerlerine ulagmasiyla mikotoksin
iiretiminin hiz kazandigr goriilmiistiir. Inkiibasyon siiresince ortama birakilan bazi
metabolitlerin pH'y1 diistirdiigli ve hafif asidik ortam pH'sinin mikotoksin tiretimini daha

fazla destekledigi diisiiniilmektedir.

Biyoreaktor denemelerinde erlen tiretimlerine kiyasla énemli seviyede verim kaybi
yasanmistir. Aflatoksin iiretiminde asil sorunun impeller pedalin miselyumu yirtmasindan
ileri geldigi diistintiliirken; ZEA iiretiminde oksijene kisithi erisimin verim kaybina neden
oldugu degerlendirilmistir. Ge¢mis caligmalarda karistirma seklinin aflatoksin iiretimi
tizerine etkisine dair bir ¢ikarim bulunmamaktadir. Bu baglamda, elde edilen sonucun

bilimsel literatiire nemli bir katki saglayacagi diisiiniilmektedir.

400 mL besiyeri iceren erlen ortaminda endiistriyel iiretim i¢in yeterli miktarda
AFB1, AFB; ve ZEA iiretilebildigi saptanmistir. Yari-preparatif kromatografi yontemiyle
besiyerinden ayrististiritlan mikotoksin ¢ozeltilerinin >%90 safliga ulastig1 belirlenmis ve
cozeltilerin mikotoksin igerigi LC-MS/MS analiziyle de dogrulanmistir. Bu sonuglar,
calismanin amacina uygun sekilde yerli izolatlar kullanilarak ytiksek saflikta AFB1, AFB:
ve ZEA iretildigini ispatlamaktadir (Sekil 5.1). Ortaya konan iiretim siireglerinin faydali
model olarak tescillenebilecegi ve lrlinlin ticarilesmesininin  miimkiin  oldugu

degerlendirilmektedir.

— —

L e k

* Ambalaj: 1 mL, e Ambalaj: 1 mL, e Ambalaj: 1 mL,
asetonitril gozeltisi asetonitril gézeltisi asetonitril gozeltisi

* Saflik: %90.3 (HPLC) « Saflik: %99.6 (HPLC) o Saflik: %95.4 (HPLC)

* Kéken: A. flavus » Koken: A. flavus o Koken: F. culmorum

* Mengei: Turkiye * Mensei: Turkiye ¢ Mensei: Turkiye

Sekil 5.1 : Calisma sonucu ortaya ¢ikan iiriin prototipleri.
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Elde edilen sonuglar 1s18inda, sonraki ¢aligmalar i¢in verilebilecek oneriler asagida

sunulmustur:

Mikotoksin iiretimi lizerine etkili diger bazi gelisim faktorleri de (su aktivitesi, besi
ortaminin bilesimi vb.) optimize edilerek elde edilecek verim arttirilmaya

calisilabilir.

Daha biiyiik 6lgekli fermenter iiretimleri i¢in biyoreaktor ortaminda mikotoksin
verimini etkileyen parametreler (havalandirma, karistiric tipi, karistirma hizi vb.)

incelenebilir.

Izolatlarin genetik modifikasyonu ile mikotoksin biyosentezini kontrol eden gen

bolgesinin ifadesini arttirmaya yonelik caligsmalar yiiriitiilebilir.

Saflik oraninin arttirilmast ve liretim maliyetlerinin diistirilmesi i¢in preparatif

toplama stirecinin optimize edilmesi 6nerilmektedir.

Toplanan fraksiyon, birden fazla kez sisteme enjekte edilerek hedef mikotoksin piki
ve safsizliklarin birbirinden daha fazla ayrismasi saglanabilir. Bu sayede,

mikotoksin fraksiyonunun saflik oran1 arttirilabilir.

Preparatif saflagtirmada, ilk pik gelene kadar gecen siirede yeni enjeksiyonlar
yapilabilir. Yigin (stack) enjeksiyon adi da verilen bu uygulama ile birinci
enjeksiyonu takip eden diger enjeksiyonlarda gecikme siiresi azaltilirken solvent ve

zaman kayb1 da minimize edilebilir.

Kromatografik sistemde geri doniisiim (recycling) uygulamasindan faydalanilabilir.
Bu uygulamada, iiretim basina harcanan hareketli faz oran1 minimize edilirken ayni

zamanda mikotoksin fraksiyonunun saflik oraninda da artis saglanabilir.

Analitik mikotoksin standartlari, Tiirkiye pazarinda heniiz iiretimi yapilmayan

yilksek katma degere sahip {irlinlerdir. Calisma sonu¢ c¢iktilar1 analitik mikotoksin

standartlarinin biyoteknolojik yontemler kullanilarak yurt icinde iiretiminin miimkiin

oldugunu gostermektedir. Yapilan onerilerden de faydalanilarak daha verimli ve uygun

maliyetli mikotoksin iiretimi gerceklestirilebilir. Uriiniin ticarilesmesiyle bu konuda disa

bagimliligin azaltilabilecegi degerlendirilmektedir. Ayrica, diinyada da pek ¢ok iilke

analitik mikotoksin standartlarina ihtiya¢ duydugundan ortaya ¢ikan tirtinlerin Tirkiye i¢in

yeni bir ihracat kalemi olma potansiyeli mevcuttur.
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EKLER

EK A : Mikotoksin analizlerine ait kromatogram goriintiileri ve kalibrasyon egrileri.

a
=
o
z
=
5
=
]
el o~
o
©
/\L
. .
b Conc. c Wt
- -
]
2]
104
14
b0 1000 1 2 ! fo0  3sdo0meg 0 G O 100 122 15000 Hegh
e
Goc
H
i
3_
14
o S ED —_—— T
O W0 W W 200 2w e R R M SRR SDA SO A S A AR

Sekil A.1 : Aflatoksin analizine (Kobracell ile tiirevlendirmeli) ait kromatogram ve
kalibrasyon egrileri. 50 ng/mL toplam aflatoksin miksine ait kromatogram (a) ile AFB: (b),
AFB: (c), AFG: (d) ve AFG: (e) i¢in olusturulan kalibrasyon grafikleri.
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Sekil A.2 : Aflatoksin analizine (tlirevlendirmesiz) ait kromatogram ve kalibrasyon
egrileri. 250 ng/mL toplam aflatoksin miksine ait kromatogram goriintiisii (a) ile AFB1 (b),
AFB: (c), AFG: (d) ve AFG: (e) i¢in olusturulan kalibrasyon grafikleri.
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Sekil A.3 : OTA standart ¢ozeltisine (50 ng/mL) ait kromatogram goriintiisii (a) ve

kalibrasyon egrisi (b).
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Sekil A.4 : DON standart ¢6zeltisine (1000 ng/mL) ait kromatogram goriintiisii (a) ve

kalibrasyon egrisi (b).
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Sekil A.5 : ZEA standart ¢ozeltisine (500 ng/mL) ait kromatogram goriintiisii (a) ve
kalibrasyon egrisi (b).
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EK B : Optimizasyon c¢aligsmasinda elde edilen sonuglara iliskin ANOVA analizi

ANOVA for Response Surface Reduced Quadratic Model

9 Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]
Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 106.81 7 15,26 206.85 < 0.0001 significant
A-pH 14.08 1 14.08 190.94 < 0.0001
B-Sicalik 46.32 1 46.32 627.98 < 0.0001
C-Sure 20.53 1 20.53 278.26 <0.0001
BC 046 1 0.46 6.28 0.0336
A2 045 1 0.45 6.09 0.0356
B? 17.22 1 17.22 233.46 <0.0001
c? 5.97 1 5.97 80.98 <0.0001
Residual 066 9 0.074
Lack of Fit 0.55 5 0.11 377 0.1114 not significant
Pure Error 0.12 - 0.029
Cor Total 107.47 16
b ANOVA for Response Surface Reduced Quadratic Model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Ill]
Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 126.84 5 25.37 102,15 < 0.0001 significant
A-pH 1545 1 1545 62.20 < 0.0001
B-Sicalik 77.64 1 7764 312.64 < 0.0001
C-Sure 15.97 1 15.97 64.30 <0.0001
B2 11.94 1 11.94 48.09 <0.0001
c? 494 1 494 19.88 0.0010
Residual 273 " 025
Lack of Fit 238 7 034 3.82 0.1066 not significant
Pure Error 0.36 4 0.089
Cor Total 129.57 16
C ANOVA for Response Surface Reduced Quadratic Model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Ill]
Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 8.475E+007 7 1.211E+007 26.59 < 0.0001 significant
A-pH 1.346E+007 1 1.346E+007 29.57 0.0004
B-Sicaklik ~ 4.457E+006 1 4.457E+006 9.79 0.0121
C-Sure 3.282E+007 1 3.282E+007 72.09 <0.0001
AC 1.220E+007 1 1.220E+007 26.79 0.0006
BC 4.799E+006 1 4.799E+006 10.54 0.0100
A2 1.238E+007 1 1.238E+007 27.20 0.0006
B* 3.811E+006 1 3811E+006 8.37 0.0178
Residual 4.098E+006 9  4.553E+005
Lack of Fit 3.415E+006 5  6.831E+005 4.00 0.1017 not significant
Pure Error  6.823E+005 4 1.706E+005

Cor Total 8.885E+007 16

Sekil B.1 : AFB1 (a), AFB2 (b) ve ZEA (c) igin ANOVA analiz sonuglari.
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EK C : Mikotoksin fraksiyonlarinin LC-TQMS ile dogrulanmast
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Sekil C.1 : AFB: (a), AFB2 (b) ve ZEA (¢) fraksiyonlarina ait LC-MS/MS
kromatogramlari.
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