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ONSOZ

Mikotoksinler ile kontamine olmus gidalarin tliketilmesinin Onemli saglik
sorunlarina ve ekonomik kayiplara yol agmasi sebebiyle, mikotoksin problemi giin
gectikce Onem kazanan bir arastirma konusu haline gelmistir. Aspergillus flavus ve
Aspergillus parasiticus pek ¢ok gidada bulunmalari, bu gidalarda bozulmaya yol
acmalart ve en toksik mikotoksin grubu olan aflatoksinleri liretmeleri sebebiyle gida
endiistrisi agisindan oldukga biiyiilk 6neme sahiptirler. Mevcut ¢alismada, A. flavus
ve A. parasiticus izolatlarinin gelisimi ve mikotoksin {iretmeleri iizerine sicaklik ve
siirenin etkisi kat1 besiyerinde incelenmistir. Bu calisma ile iilke ekonomisine ve
literatiire katk1 saglanmasi amaglanmastir.

Tez calismam boyunca, laboratuvar ¢alismalarimdan teorik tartismalara kadar her
asamadaki akademik vizyon ve ongoriisii, ilgi ve destegi ile bu tez calismasinin asil
nedeni olan ¢ok degerli hocam Prof. Dr. Dilek Heperkan’a en derin tesekkiirlerimi
sunarim. Yiksek lisans egitimim siiresince pek ¢ok isverenin aksine, beni
desteklemekten yorulmayan, umutsuzluga kapildigim her an tesviki ve hosgoriisii ile
yoluma devam etmemi kolaylastiran Deyvi Florentin’e minnettarligimi ve sonsuz
tesekkiirlerimi belirtmek isterim. Laboratuvar ¢alismalarimda biiylik katki saglayan,
sabir ve hosgorii gdsteren Imge Oktay ve Ceren Daskaya’ya, HPLC analizlerimde
yardimer olan Dr. Funda Karbancioglu Giiler’e, istatistiksel analizler i¢in degerli
vaktini ayiran Prof. Dr. Alexander Papadopoulas’a, bu siire¢ icinde de bana gii¢ ve
mutluluk veren cok sevgili dostlarbm Duygu Giirel, Ebru Akdogan, Kivang
Kemaloglu'na, sevgi ve desteklerini her zaman hissettigim anne ve babam bagta
olmak {izere tiim aileme ¢ok tesekkiir ederim. Ve son olarak, bu c¢alismanin her bir
satirinda izi bulunan Dr. Ogul Esen’e, duydugu akademik heyecana beni de ortak
ettigi, emegi, anlayis1 ve katkilar1 i¢in tesekkiir ederim.

Mayis 2010 Aysu Dalgi¢ Esen
(Gida Miihendisi)
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ASPERGILLUS SECTION FLAVI GELiSIMINE VE TOKSIN URETIMINE
SURE- SICAKLIK ETKIiSiNIN INCELENMESI

OZET

Mikotoksinler kiifler tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerdir. Mikotoksinler ile
kontamine olmus gidalarin tiiketilmesinin pek c¢ok oOnemli saglik sorununa ve
ekonomik kayiplara yol agmasi sebebiyle, mikotoksin kontaminasyonu tiim diinyada
oldukca 6nem kazanan bir konu durumuna gelmistir. Aspergillus Section Flavi grubu
icinde yer alan Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus gidalarda bozulmaya yol
acan kiifler icinde en yaygin bulunan tiirlerdir, pek ¢ok gidada bulunmalar ve
mikotoksinler igerisinde en toksik mikotoksin grubu olan aflatoksinleri {liretmeleri
sebebiyle gida endiistrisi agisindan oldukga biiylik 6neme sahiptirler. Kiif gelisimi ve
mikotoksin iretimi sicaklik ve siire gibi pek c¢ok farkli ¢evresel faktorden
etkilenmektedir. A. flavus ve A. parasiticus kiiflerinin iizerinde bu etkilerin
incelenmesi gida giivenligi agisindan biiyiik bir 6neme sahiptir.

Mevcut arastirmada, A. flavus ve A. parasiticus kiflerinin gelisimi ve mikotoksin
tiretmeleri lizerine siire-sicaklik etkisi, kat1 besiyerinde incelenmistir. Kiif izolatlar
farkl stirelerde (1, 2, 3 ve 4 saat) , farkli sicaklik derecelerine (30°C, 35°C, 40°C,
45°C) maruz birakilmis ve daha sonra 25°C’lik etiive alinarak 7 giin boyunca inkiibe
edilmistir. Kiif gelisimi giinliik olarak takip edilmis, aflatoksin analizleri, yiiksek
basingli s1vi kromatografisi ile gerceklestirilmistir.

Elde edilen veriler, 25°C’de inkiibe edilen kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 30
ve 35°C’lik siire-sicaklik uygulamalarinin 4. flavus gelisiminde bir farklilik
yaratmadigini, ancak 40 ve 45°C’lik uygulamalarin inkiibasyonun 3. giinii ve
sonrasinda A. flavus gelisiminde azalmaya sebep oldugunu ortaya koymaktadir.
45°C’lik  uygulamalarin inkiibasyonun 2. giinii ve sonrasinda, 40°C’lik
uygulamalarin inkiibasyonun 3. giinii ve sonrasinda 4. parasiticus gelisiminde
azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir. 4. parasiticus gelisiminde 30 ve 35°C’lik
uygulamalarin ise kiif gelisimini arttirdig1 belirlenmis, artis inkiibasyonun ilk 5 giinii
istatistiksel agidan 6nemsiz bulunmustur.

Aspergillus Section Flavi toksin tiretimine siire-sicaklik etkisi degerlendirildiginde,
25°C’de 7 giin inkiibe edilen kiif izolatlarinda aflatoksin B; liretiminin maksimum
diizeyde oldugu, aflatoksin B, iiretiminin siire-sicaklik uygulamalari ile azaldig
belirlenmistir. 4. flavus 672 izolatinda 30, 35 ve 40°C’lik uygulamalarin, 4. flavus
4104Z1 izolatinda 30, 35, 40 ve 45°C’lik uygulamalarin, A. parasiticus izolatinda ise
45°C’lik uygulamalarin aflatoksin B; miktarinda azalmaya sebep oldugu
belirlenmistir. Sabit sicaklikta farkli siire uygulamalarinin aflatoksin B; miktarinda
degisiklige sebep olmadigi saptanmistir. Aflatoksin B, miktarinin, 1 ve 2 saat
40°C’lik uygulama sonucu A. flavus 672 kiifiinde, 4 saat 35°C’lik uygulama ile
A. parasiticus 52D1 kiifiinde arttig1, ancak A. parasiticus 52D1 kiifiiniin aflatoksin
B, iiretiminin 40°C (2, 3 ve 4 saat) ve 45°C’deki uygulamalar ile azaldig
belirlenmistir. 40 ve 45°C’lik uygulamarin aflatoksin G; iiretiminde artisa neden
oldugu saptanmistir. A. parasiticus 52D1 izolatinin aflatoksin G, lretiminde ve
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toplam aflatoksin miktarinda siire-sicaklik uygulamalarinin istatistiksel agidan bir
farkliliga sebep olmadig1 belirlenmistir.
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DETERMINATION OF TIME-TEMPERATURE EFFECT ON GROWTH
AND MYCOTOXIN PRODUCTION OF ASPERGILLUS SECTION FLAVI

SUMMARY

Mycotoxins are seconder metabolites of moulds. Mycotoxin contamination is an
important worldwide issue because consumption of mycotoxin contaminated foods
causes several cases of health problems and economic losses. Aspergillus flavus and
Aspergillus parasiticus species in Aspergillus Section Flavi group are among the
most commonly occurring food spoilage fungi and these species are of particular
interest in food industry because their presence in lots of foods and their ability to
produce aflatoxins which are a group of most carcinogenic mycotoxins. Fungal
growth and mycotoxin production are influenced by a variety of extrinsic factors
such as temperature and time. Investigating these factors on A. flavus and
A. parasiticus has a great importance for food safety.

In the present research, effect of different time-temperature combinations on growth
and mycotoxin production of A. flavus and A. parasiticus was evaluated in solid
media. The isolates were incubated at 25°C for 7 days after they were exposed to
different time (1, 2, 3 and 4 hours) - temperature (30°C, 35°C, 40°C, 45°C) effects.
Fungal growth was examined daily. Aflatoxin production is determined by High
Performance Liquid Chromatography.

According to results, time-temperature effect at 30 and 35°C has no influence on the
growth of A. flavus whereas treatments at 40 and 45°C cause reduction in growth on
the third day of incubation and thereafter relative to the control groups incubated at
25°C. It was found that treatments at 45°C and 40°C cause reduction in
A. parasiticus growth on the second day and on the third day of incubation
respectively, and the reduction in growth was seen in the days of following
incubation. It was determined that the treatments at 30 and 35°C improves
A. parasiticus growth, but statistically, the difference in growth was evaluated as
being insignificant in the first 5 days of incubation.

Whilst the effect of time-temperature on mycotoxin production of Aspergillus
Section Flavi is evaluated, it was found that the isolates incubated at 25°C for 7 days
produce aflatoxin B; at maximum levels, aflatoxin B; production decreases by time-
temperature effect. Treatments at 30, 35 and 40°C cause reduction of aflatoxin B;
produced by A. flavus 6Z2 isolate, treatments at 30, 35, 40 and 45°C cause reduction
of aflatoxin B in 4. flavus 4104Z1 isolate and treatments in 45 °C cause reduction of
aflatoxin B; produced by A. parasiticus isolate. It was observed that, different time
treatments at constant temperatures do not cause any change in aflatoxin B,
concentration. 1 and 2 hours at 40°C for A. flavus 672 and 4 hours at 35°C for
A. parasiticus improves aflatoxin B, concentration, however, the concentration of
aflatoxin B, produced by A. parasiticus 52D1 is decreased by treatments at 40°C (2,
3 and 4 hours) and at 45°C. It was found that the treatments at 40 and 45°C improves
aflatoxin G; production. It was determined that, statistically, time- temperature
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effects do not cause any difference on aflatoxin G, production and on total aflatoxin
concentration of 4. parasiticus 52D1.
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1. GIRIS

Kiifler, pek ¢ogu insanlar ve hayvanlar lizerinde olumsuz etkiye sebep olan,
mikotoksinler olarak adlandirilan bir dizi sekonder metabolit iiretmektedirler.
Mikotoksinler filamentli kiiflerin misellerinde olusmaktadir, ancak ayn1 zamanda bu
organizmalarin sporlarinda da bulunabilmektedir. Sebep olduklar1 zararli etki
mikotoksikozis olarak adlandirilmaktadir (D’Mello ve Macdonald., 1997).
Toksijenik kiifler bu toksik sekonder metabolitlerden bir veya daha fazlasim
iiretebilmektedir, ancak tiim kiifler toksijenik degildir ve kiiflerden elde edilen tiim

sekonder metabolitler de toksik degildirler (Hussein ve Brasel, 2001).

Aflatoksinler, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus kiiflerinin sekonder
metabolitleridir. Yer fistig1, misir, piring, pamuk tohumu ve daha pek ¢ok dnemli
tarimsal {irtinii kontamine eden bu metabolitler, olduk¢a toksik, mutajenik,
teratojenik ve karsenojenik bilesiklerdir. Bu kiiflerin gelisimi ve aflatoksin iiretimi
substrat tipi, kiif tiirli, substratin nem igerigi, mineral maddelerin varligi, ¢evrenin

bagil nemi, sicaklik gibi pekcok faktdre baglidir ( Rustom, 1997).

Kiifler ve mikotoksinler, insan sagligi, gida {riiniin giivenligi ve kalitesi agisindan
oldukca 6nemlidirler. Aspergillus Section Flavi grubu gida tirlinlerinde yaygin olarak
gelisebilmeleri ve mikotoksinler i¢inde en toksik ve kanserojenik grubu olusturan
aflatoksinleri iiretmeleri sebebiyle gida endiistrisi agisindan oldukc¢a biiyiik 6neme
sahiptir. 4. flavus siklopiazonik asit gibi bagka mikotoksinler de liretmektedir. Bu
mikotoksinlerin bir arada bulunmasi, A. flavus’un toksijenik potansiyelini arttirmakta
ve daha fazla saglik problemine ve ekonomik probleme yol agmaktadir. Toksijenik
kiiflerin gelisme ve toksin iiretme kosullarinin arastirilmasi, insan sagliginin ve gida
giivenliginin saglanmasi1 agisindan biiyiik O6nem tasimaktadir. Bu c¢alismada,
Aspergillus Section Flavi gelisimine ve aflatoksin iiretimine farkli sicaklik-siire
uygulamalarinin etkisi incelenmistir. Boylece, hasat, kurutma, depolama sirasinda
ortaya ¢ikan sicaklik farkliliklarinin Aspergillus Section Flavi gelisimi ve toksin

tiretimini nasil sekillendirdigine yonelik veri elde edilmesi amag¢lanmustir.






2. LITERATUR OZETi

2.1 Aspergillus Section Flavi

Aspergillus Section Flavi iiyelerinin saptanmasi, ilgili tiirlerin morfolojik 6zellikleri,
mikotoksin profilleri ve DNA zincir analizleri baz alinarak yapilmaktadir (Ito ve dig.,
2001). Bu kriterler tiirlerin identifikasyonunda ve siniflandirilmasinda zaman zaman
fikir ayriliklar1 ve farkliliklar yaratabilmektedir (Scheidegger ve Payne, 2005).
Aspergillus Section Flavi iiyelerinden bazi tiirlerin sekonder metabolizmalari
sirasinda aflatoksin tiretebilmeleri bu grubun en dikkat ¢ekici 6zelligidir. Bu grup
icinde siniflandirilan Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve Aspergillus
nomius baslica aflatoksin treticileri olarak kabul edilmektedirler (Scheidegger ve
Payne, 2005). A. flavus tirleri aflatoksin B; (AFB,;), aflatoksin B, (AFB,) ve
siklopiazonik asit (CPA) iiretmekte ve mikotoksin iiretme Ozellikleri yoniinden
biliyiik farkliliklar gostermektedirler. Bazi suslar toksin iiretmezken, bazi suslar
kuvvetli aflatoksin {reticisidirler (Horn ve Dorner, 1999). Farkli olarak, A.
parasiticus AFB;, AFB,, aflatoksin G; (AFG,) ve aflatoksin G, (AFG;) iiretmekte
fakat CPA iiretmemektedir. Genel olarak 4. parasiticus yiiksek miktarda aflatoksin
tiretmektedir ve aflatoksin iiretmeyen suslar oldukca nadir goriilmektedir (Dorner ve
dig., 1994; Horn ve dig., 1996; Tran-Dinh ve dig., 1999). Gabal ve dig. (1994) ,
Aspergillus flavus suslarinin 6nemli bir kisminin AFG; irettigini ve kiigiik bir
kisminin da AFG, tiretebildigini ortaya koymuslardir, ancak yaygin olarak kabul
edilen goriis A. flavus’un sadece B toksinlerini iirettigidir (Gabal ve dig., 1994;
Giorni ve dig., 2007). A.nomius ise gidalar agisindan 6neme sahip degildir (Pitt ve
Hocking, 2009). Cizelge 2.1°de Aspergillus Section Flavi grubunu olusturan kiifler
belirtilmektedir.



Cizelge 2.1 : Aspergillus Section Flavi liyeleri (Samson, 2001; Varga ve dig., 2003).

Tiirler Urettikleri Toksinler Kaynak
Aspergillus avenaceus
Aspergillus bombycis AFB; Anon., 2010
Aspergillus caelatus Kojik asit Ito ve dig., 1999
Aspergillus flavus AFB,, AFB,, CPA Pitt ve Hocking, 2009
Aspergillus lanosus Oktaroksin A Anon., 2010
Aspergillus leporis

AFB,, AFB,,
Aspergillus nomius AFG|,AFG, Anon., 2010
Aspergillus oryzae CPA, kojik asit Anon., 2010

AFB,, AFB,,

AFG,AFG,,
Aspergillus parasiticus kojik asit Pitt ve Hocking, 2009
Aspergillus pseudotamarii AFB,, CPA Anon., 2010
Aspergillus sojae

AFB,, AFB, CPA, Goto ve dig., 1996;
Aspergillus tamarii kojik asit Ito ve dig., 1999

Okratoksin A,
Petromyces alliaceus Okratoksin B Anon., 2010

2.1.1 Aspergillus flavus

Aspergillus flavus dogada, havada ve toprakta yaygin olarak bulunmaktadir ( Horn
ve dig., 1996) Giiniimiizde pek c¢ok gidada A. flavus varligi arastirilmis ve kuru
yemisler, tahil, baharat, kahve ¢ekirdegi, soya fasulyesi, zeytin, siit, islem gérmiis et
tiriinleri, peynir, bazi islem gormiis balik {irlinleri ve bazi taze meyve ve sebzeler ve

daha pek ¢ok gidada varligina rastlanmistir (Pitt ve Hocking, 2009).

A. flavus i¢gin minimum gelisme sicakliginin 10-12°C, maksimum gelisme
sicakliginin 43-48°C ve optimum gelisme sicakligmin ise 33°C civarinda oldugu,
optimum gelisim i¢in gerekli pH degerinin 3.4-10 arasinda oldugu belirtilmektedir
(Pitt ve Hocking, 2009). A. flavus’ un 25°C’de 0.82 su aktivitesinde (ay), 30°C’de
0.81 ay’de, 37°C’de ise 0.80 ay,’de gelisebildigi bildirilmektedir (Pitt ve Miscamble,
1995).

2.1.2 Aspergillus parasiticus

Aspergillus parasiticus dogada, toprakta ve gidalardan yer fistiginda yaygin olarak
bulunmaktadir. Findik, ceviz, antep fistig1, misir, piring, soya fasulyesi ve bazi islem
gormiis et trlinlerinde de A. parasiticus varligi saptanmistir (Pitt ve Hocking, 2009).

A. parasiticus, A. flavus gibi 25 ve 37°C’lerde hizla gelismektedir. 12-42°C
arasindaki sicakliklarda gelisebildigi, optimum gelisme sicakliginin 32°C oldugu ,

A. parasiticus’ un A. flavus gibi 25°C’de 0.82 a,’de, 30°C’de 0.81 a,,’de, 37°C’de ise



0.80 ay,’de gelisebildigi belirtilmektedir (Pitt ve Miscamble, 1995; Pitt ve Hocking,
2009).

2.2 Aspergillus Section Flavi Tarafindan Uretilen Toksinler

2.2.1 Aflatoksinler

Aflatoksinler, difuranokumarin (difuranocoumarin) tiirevleridir. B toksinleri kumarin
yapidaki lakton halkasina eklenmis siklopentenon halkasi, G toksinleri ise ek bir
lakton halkas1 icermektedir (Betina, 1989). Giiniimiizde 18 farkli aflatoksin (AF)
varligi bilinmektedir ve bunlar i¢inde aflatoksin B;, By, G;, G, ve M; en onemli
tirevler olarak kabul edilmektedir. Aflatoksinlerin isimlendirilmesi ince tabaka
kromatografisinde UV 15181 altinda aflatoksin B; ve B,' nin mavi, aflatoksin G; ve G'
nin ise yesil floresan vermesiyle iliskilidir, altsimge olarak gosterilen numaralarda 1
major, 2 ise minor bilesikleri ifade etmektedir. Aflatoksin M, ise 4-hidroksiaflatoksin
B,’dir ve toksik yem ile beslenen memeli hayvanlarin siitlerinde ve idrarlarinda

bulunmaktadir (Davis ve Diener, 1987; Pitt ve Hocking, 2009).

Aflatoksin B;’in molekiil agirligr 312 birimdir ve ampirik formiilii C;7H;,0¢ olarak
belirtilmektedir. 268-269°C’de erimeden pargalanmaktadir, optik olarak aktiftir ve
maksimum 223, 265 ve 262 nm’de UV absorpsiyonu gostermektedir (Davis ve
Diener, 1987). Sekil 2.1°de aflatoksinlerin kimyasal yapilari verilmistir.
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Sekil 2.1 : Aflatoksinlerin kimyasal yapilar1 (Hussein ve Brasel, 2001).



Aflatoksinler, Aspergillus cinsi kiiflerden Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus
ve Aspergillus nomius tarafindan pek ¢ok gidada, sicaklik, bagil nem ve gidanin nem
icerigi uygun oldugunda iiretilebilmektedirler (Moreno ve Kang, 1999). ilk olarak,
1960 yilinda, 100 000 kiimes hayvaninin 4. flavus ile kontamine olmus yemi
tilketmeleri sonucu o6lmeleri ile ortaya ¢ikan Turkey X hastaligi sonucunda izole
edilmis ve tanimlanmiglardir (D’Mello ve Macdonald., 1997; Hussein ve Brasel,
2001). Hububat iirtinleri, kuru yemisler, baharatlar, incir ve kuru meyveler aflatoksin
tiretiminin goriildiigi gidalardir (Iamanaka ve dig., 2007). Kiif gelisimi ve aflatoksin
tiretimi i¢in optimum kosullar 25-30°C, %88-95 bagil nem ve 2-3 hafta olarak
kaydedilmigtir (Davis ve Diener, 1987). Gida ve yem iiriinlerinde aflatoksin
miktariin sicak ve nemli iklim kosullarina sahip tropikal ve subtropikal bolgelerde
daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Rustom, 1997). A. parasiticus’un gelisebilmesi
icin minimum sicaklik derecesinin 6-8°C, maksimum sicaklik derecesinin 44-46°C ve
optimum sicaklik derecesinin 25-35°C oldugu belirtilmektedir ( Diener ve dig.,
1982). Yiiksek toksik, kanserojenik, teratojenik, hepatoksik ve mutajenik karakterleri
nedeniyle insan ve hayvan sagligi iizerinde 6nemli bir tehdit olusturmaktadirlar
(Pariza, 1996; Chu, 1997). Aflatoksinler mikotoksinler igerisinde en toksijenik
metabolitlerdir, AFB; Aspergillus cinsi tarafindan iiretilen en kanserojenik toksindir
ve Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi tarafindan Grup 1 kanserojen olarak
siniflandirilmistir (IARC, 1993). Aflatoksinlerin saglik {izerinde belirgin dort etkisi
bulunmaktadir, bunlar; akut karaciger hasari, siroz, timor olusumunu hizlandirmalar
ve teratojenik etki yaratmalaridir. Ayrica, hepatit B’li hastalarda karaciger kanser
riskinin aflatoksinler ile muamele sonucu 14 kat arttig1 ortaya konmustur (Williams
ve dig., 2004). Kwashiorkor hastalig1 ile aflatoksinler arasinda 6énemli bir korelasyon

oldugu da belirtilmektedir ( Hatem ve dig., 2005).

Aflatoksinlerin gidalarda siklikla bulunmasi ve onemli saglik problemlerine yol
acmast sebebiyle, gida ve yemlerde bu toksinlerin inaktivasyonuna yonelik bazi
fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler uygulanmaktadir. Fiziksel metodlar ile
inaktivasyon, ekstraksiyon, adsoprsiyon, 1sil islem, i1sinlama, UV uygulamasini
kapsamaktadir. Kimyasal yontemlerde, aflatoksinler gesitli asit, baz, ylkseltgen
madde, bisiilfit ve gazlar ile muamale edilerek daha az toksik ve mutajenik

bilesiklere ¢evrilmektedirler. Pekcok bakteri ve asit iireten kiifler aflatoksini inaktive



etmektedir. Bunlar icerisinde Flavobacterium aurantiacum bilinen en aktif
organizmadir (Rustom, 1997).

Cesitli iilkelerde gida ve yemlerde bulunabilecek en yliksek aflatoksin miktarlari ile
ilgili yasal sinirlamalar mevcuttur. Cizelge 2.2°de gida maddelerinde bulunabilecek

en yiiksek aflatoksin seviyeleri verilmistir.

Cizelge 2.2 : Gida maddelerindeki maksimum aflatoksin seviyeleri (TGK, 2008/26)

Maksimum limit (ug/kg)
Gida Maddesi Bi1 Bi+B2+Gi1+G2 M1

Findik, antepfistig1 gibi sert kabuklu meyveler, yer
fist1g1, yagli tohumlar, kuru meyveler ve
bunlardan iiretilen islenmis gidalar * 10,0
Yerfistig1 (dogrudan tiiketime sunulmadan veya
gida bileseni olarak kullanilmadan 6nce
siniflandirma, ayiklama gibi fiziksel islemlere tabi
tutulacak olan) 8,0 15,0

Tahillar (karabugday (Fagopyrum sp.) dahil) ve
bunlardan tiretilen islenmis gidalar (dogrudan
tilketilen veya gida bileseni olarak kullanilan) 2,0 4,0
Misir (dogrudan tiiketime sunulmadan veya gida
bileseni olarak kullanilmadan 6nce siniflandirma,
ayiklama gibi fiziksel islemlere tabi tutulacak
olan) 5,0 10,0

Cig siit, 151l islem goérmiis siit, siit bazli tirtinlerin

tiretiminde kullanilan siit 0,050

Baharatlarin agagidaki tiirleri i¢in;
Kirmizibiber (Capsicum spp.)(bunlarin

kurutulmus meyveleri, kirmizibiber ve aci

kirmizibiberin biitiin ve toz hali dahil)
Karabiber (Piper spp.) (bunlarin meyveleri,

akbiber ve karabiber dahil)
Hintcevizi/Muskat (Myristica fragrans)
Zencefil (Zingiber officinale)

Zerdegal (Curcuma longa) 5,0 10,0
Bebek ve kii¢iik ¢ocuk ek gidalari 0,10
Bebek formiilleri ve devam formiilleri (bebek
siitleri ve devam siitleri dahil) 0,025
Bebekler icin 6zel tibbi amacgh diyet gidalar 0,10 0,025

Diger gida maddeleri (bulunmas1 muhtemel riskli
gidalar) 5,0 10,0 0,5

*TGK, 2009/22

2.2.2 Siklopiazonik asit

Siklopiazonik asit (CPA) bir toksik indol tetramik asittir ve ilk olarak Holzapfel

tarafindan Penicillium cyclopium’den izole edilmistir (Holzapfel, 1968). Daha sonra



yapilan ¢alismalarda P. caseololum, P. crustosum, P. patulum, P. viridicatum, A.
flavus, A. oryzae ve A. versicolor tarafindan da CPA firetildigi kaydedilmistir
(Dorner ve dig. 1983). CPA fireticisi kiifler sosis, jambon, frankfurter, peynir, ceviz,
mustr, fisttk gibi gidalardan ve karisik yemlerden izole edilmislerdir (Davis ve

Diener, 1987).

Siklopiazonik asit molekiiler agirligi 336,39 olup, erime noktasi 245°C’dir. Optik
olarak aktiftir. Renksiz, kristal bilesik veya grimsi beyaz renkte higroskobik toz
halinde bulunmaktadir. Kloroformda, diklorometanda, metanolde, asetonitrilde ve
sodyum bikarbonatta ¢oziinebilmektedir. Kuru halde +4 °C’de stabildir (Anon.,
2009). Sekil 2.2°de siklopiazonik asitin kimyasal yapis1 gosterilmektedir.

Sekil 2.2 : Siklopiazonik asitin kimyasal yapisi (Anon., 2009).

Siklopiazonik asitin insan saglig1 tizerindeki etkisi net olarak bilinmemektedir, ancak
hayvanlarda ortaya ¢ikan bazi hastaliklardaki etkisinin kuvvetli oldugu gosterilmistir
(Pitt, 2009). CPA sadece yiiksek konsantrasyonlarda bulundugunda toksik o6zellik
gostermektedir. Farelere karin bolgesinden enjekte edildiginde nérotoksijenik 6zellik
gosterdigi goriilmiistiir. Toksinin oral yolla verilmesi ile yapilan ¢aligmalarda ise
herhangi bir kasilma belirlenmemistir. CPA’in kilo kaybina, ishale, su kaybina,
depresyon, hareket azalmasi, kasilma ve Oliime neden oldugu rapor edilmistir

(Anon., 2009).

Siklopiazonik asidin Turkey X hastaligindan, aflatoksinle birlikte sorumlu oldugu
sanilmaktadir. Hastalifa neden olan aflatoksinle kontamine yerfistiginda
siklopiazonik asidin varlig1 da tespit edilmistir (Dorner, 2002; Norred ve ark., 1988).
Siklopiazonik asit ile ilgili olan diger bir vaka da Hindistan’da A. flavus ve A. tamarii
ile kontamine olmus dar tiiketilmesi sonucu ortaya c¢ikan “kodua zehirlenmesi”
olarak bilinen olaydir (Dorner, 2002; Hayashi ve Yoshizawa, 2005; Anon., 2009).

Siklopiazonik asit gidalarda ¢ok diisiik olarak bulundugundan, insanlarin toksine



maruz kalma durumunun sinirli olacag diisiiniilerek herhangi bir yasal standart
hazirlanmamigtir. ~ Siklopiazonik asitin baz1 iriinlerde aflatoksinle birlikte
bulunmasindan dolay1 aflatoksin i¢in belirlenen yasal standartlar ile dolayli olarak
Onlenebilecek olmasi da olas1 diger bir neden olarak gdsterilmektedir. Giinliik
alinabilecek miktar (acceptable daily intake, ADI) yaklasik olarak 10 pg/kg/giin
veya 700 pg/giin olarak belirtilmistir (Anon., 2009).

2.2.3 Aflatoksin ve siklopiazonik asitin birlikte bulunmasi

Gallagher ve dig. (1978) yaptiklar1 ¢alismada A. flavus ile kontamine olmus
misirlarda, 54 A. flavus izolatinin 28 adetinin CPA, 18 adetinin aflatoksin
tirettiklerini  belirlemisler ve misirda CPA varlifina ve aflatoksin ile birlikte

bulunduguna isaret etmislerdir.

Lansden ve Davidson (1983), Amerika Birlesik Devletleri’nin glineydogusunda 1980
yilinda yetistirilen yerfistiklarinda aflatoksin ve CPA varligini incelemisler, kabugu
ayrilmis tanelerin 27’sinin 21’inde miktar1 32 ile 6,525 pg/kg (ppb) arasinda degisen,
olgun tanelerin 21’inin 4’iinde ise miktar1 32 ile 130 pg/kg (ppb) arasinda degisen
CPA varligina rastlamiglardir. Kabugu ayrilmis 27 yerfistig1 6rneginin 26 adedinde

ve 21 olgun tanenin 20 adedinde aflatoksin varligini gozlemlemislerdir.

Lee ve Hagler (1991), 7 parti (truckload) misirin mikotoksin kontaminasyonunu
inceledikleri ¢alismada, analize alinan 7 parti numuneden 4’linde, konsantrasyonu
25-250 ng/g (ppb) olmak fizere siklopiazonik asit, 7 partinin tamaminda
konsantrasyonu 3 ng/g-501 ng/g AF B, ve AFB; varlig1 tespit etmislerdir.

Urano ve ark. (1992a), Georgia’da 1990 yilinda yetistirilen 50 yer fistig1 ve 45 misir
orneginde CPA ve aflatoksin varhigim1 incelemislerdir. Analiz edilen msir
orneklerinden %51’inde miktar1 25 ile 2800 ng/g (ppb) arasinda CPA ve %87 sinde
miktar1 1 ile 2300 ng/g (ppb) arasinda AF tespit edilmistir. 50 yer fisti§1 6rneginin
%90 ninin 50 ile 2900 ng/g (ppb) arasinda CPA, %100°niin 3 ile 22000 ng/g (ppb)

AF ile kontamine oldugu bulunmustur.

Pinto ve dig. (2001), 50 adet yer fistig1 {lizerinde yaptiklar1 ¢alismada, iki o6rnekte
hem aflatoksin hem de CPA varlig1 tespit etmislerdir. Pozitif Orneklerin CPA
konsantrasyonlar1 4300 pg/kg ve 493 pg/kg olarak, aflatoksin konsantrasyonlar1 B,
icin 625 pg/kg ve 435 pg/kg; G igin 625 ve 83 pg/kg olarak belirlenmistir.



Vaamonde ve dig. (2003), yer fistig1, bugday ve soya fasulyesinden izole ettikleri
Aspergillus Section Flavi izolatlarinin aflatoksin B ve G ile CPA {iretme
davraniglarini incelemislerdir. A. flavus’un tiim substratlarda baskin tiir oldugu,
yalnizca fistikta A. flavus ve A. parasiticus’un ayni oranda bulundugunu ifade
etmislerdir. Calismada A. nomius’a rastlanmamistir. Aflatoksijenik 4. flavus
suslarinin en yogun olarak fistikta bulundugu (%73), bugdayda bu oranin %13 ve
soya fasulyesinde %5 oldugu belirtilmistir. CPA iireticisi A. flavus suslarinin ise tim
izolatlarda oldukca yiiksek miktarlarda (fistikta % 94, bugdayda % 93 ve soya
fasulyesinde %73) bulundugunu ifade etmislerdir. Aflatoksin B ve CPA {iretebilen
suslar ise yer fistiginda %63, soya fasulyesinde %5 ve bugdayda %13 olarak
bulunmustur. incelenen 130 izolat icinde aflatoksin B iireten, ancak CPA iiretmeyen

izolat sayisinin oldukea diisiik (%2.2) oldugu kaydedilmistir.

Oliveira ve ark. (2006) Haziran-Aralik 2004’de Brezilya’da ticari olarak satisa
sunulan 48 adet siit 6rneginde aflatoksin M; ve CPA varligim1 incelemislerdir.
Orneklerin 37 adedinde 0.011-0.251 pg/l seviyesinde AFM, ve 2 &rnekte 6.4 ve
9.7 ng/l seviyesinde CPA bulunmustur.

2.3 Mikotoksin Olusumunu Etkileyen Faktorler

Mikotoksin olusumunu etkileyen pek cok faktdr bulunmaktadir. Bu faktorler
biyolojik, kimyasal ve fiziksel faktorler olarak ayrilabilmektedirler (D’Mello ve dig.,
1997).

Biyolojik faktorler, toksijenik fungal tiirler ve substratin birbirlerine olan etkilerine
bagli olan faktorlerdir. Kiiflin tiirii, susu, substratin kiife karsi hassasiyetini ve
toksijenik Ozelliklerinin stabilitesini etkilemektedir (Hussein ve Brasel, 2001).
Ayrica, tarim {irliniiniin veya gidanin ¢esidi, kimyasal kompozisyonu, {liriiniin nem
igerigi ve olgunluk durumu da bu faktorlere dahil edilebilmektedir (Tunail, 2000).
Kimyasal faktorler, fungisit ve/veya giibre kullaniminm1 igermektedir. Kuraklik,
sicaklik artis1 ve bagil nemdeki degisiklik gibi stres etkisi yaratan etkenler ve ayrica
mevsim normallerin digindaki sartlar kiif kolonizasyonunu ve metabolizmalarin1 ve

dolayisiyla da mikotoksin tiretimini etkileyebilmektedir (Hussein ve Brasel, 2001).

Fiziksel faktorler, Ornegin; siire, sicaklik, bagil nem, atmosferik oksijen, diger

modifiye atmosfer gazlari, 151k, pH, hasat, isleme ve depolama kosullar1 ile bocek
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istilas1 gibi kiif kolonizasyonu ve mikotoksin iiretimine sebep olan cevresel

faktorlerdir (Tunail, 2000; Hussein ve Brasel, 2001).

Kiif gelisimi ve mikotoksin iiretimi ¢evresel faktorlere baghidir ve genel olarak
mikotoksin iiretiminde cevresel faktorlerin etkisi, gelisim iizerindeki etkilerinden

daha fazla ve daha kisitlayicidir (Frisvad ve Samson, 1991).

2.4 Aspergillus Section Flavi Gelisimine Ve Toksin Uretimine Ortam
Kosullarimin Etkisi

Aspergillus Section Flavi’nin gelisimi ve toksin liretimine sicaklik ve su aktivitesi,
substratin, besin igerigi, pH, kiiltiir ortami, ¢evredeki gazlar ve konsantrasyonu, 151k
gibi ortam kosullarinin etkisi pek ¢ok arastirici tarafindan incelenmistir. Asagida bu

konudaki ¢aligmalar ayrintili olarak verilmistir.

2.4.1 Sicaklik ve su aktivitesi

Mikroorganizmalarin su gereksinimi, genel olarak gelistikleri ortamin sahip oldugu
su aktivitesi (ay) degeri tlizerinden ifade edilmektedir. Su aktivitesi; bir ortamdaki
mikrobiyal gelisme ve aktivite i¢in gerekli olan kullanilabilir suyun bir gostergesidir
ve ortamdaki kullanilabilir su, hem kiif gelisimi hem de toksin tiretimi i¢in gereklidir
(Temiz, 1999; Klich, 2007). Bu deger standart kosullar altinda gidanin (veya daha
genel bir ifadeyle gelisme ortaminin) buhar basincinin (P) ayn1 sicakliktaki saf suyun

buhar basincina (P,) oranidir. Su aktivitesi asagidaki formiil ile ifade edilir.
a,=P/P,

Saf suyun buhar basinci, gida yiizeyinden uzaklasan su miktarina baghdir.
Buharlasarak havaya karisan su ise bagil nem olarak ifade edilmektedir. Bagil nem

ile su aktivitesi arasinda asagida belirtildigi sekilde bir iligki vardir;
Bagil nem=100x a,

Her mikroorganizma veya mikroorganizma grubunun geligebildigi bir minimum ve
optimum a,, degeri vardir. Su aktivite degeri optimum gelisme smirinin altina
diistiikge mikroorganizmalarin lag fazi (uyum fazi) kademeli olarak uzamaya
baslamakta ve bu da ilireme, spor ¢imlenmesi ve hiicre maddeleri sentezi olaylarinda
gecikmelere neden olmaktadir (Temiz, 1999). Diisiik a, degerlerinde bazi

durumlarda ¢imlenme goriilebilir ancak kiif gelisimi goriillmez, 6rnegin 0.75 ay’de
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A. flavus konidyalart c¢imlenmekte ancak kiif gelisimi daha ileri asamaya
gitmemektedir. Cimlenme i¢in gerekli lag faz1 genel olarak a,, degerindeki azalma ile
birlikte artmaktadir. Yiiksek a, degerlerinde pek c¢ok kiif sporunun birkag saat ile
birkac gilin arasinda degisen siirelerde hizla ¢imlendigi, ancak diisiik a,, degerlerinde
¢imlenmenin haftalar, hatta aylar siirebilecegi belirtilmektedir. Cimlenme
borusunundaki uzama yiiksek su aktivitesi degerlerinde oldukca hizlidir, a,, diistiikce
uzama hizi da dismektedir. Sabit ay’de sicaklik degeri optimum oldugunda
¢imlenme borusunun uzamasi maksimum seviyededir (Lacey et al., 1991). Yapilan
calismalar genel olarak aflatoksin iiretiminin yiiksek su aktivitesi degerlerinde daha
fazla oldugunu ortaya koymaktadir (Klich, 2007). YES (yeast extract sucrose)
besiyerinde NaCl miktarinin %1 seviyesinden %12’ye arttirtlmasinin aflatoksin

tiretimini ve kiif gelisimini azalttig1 gosterilmistir (Shahin ve Aziz, 1997).

Sicaklik mikrobiyal gelismeyi etkileyen en Onemli faktdrlerden biridir. Her
mikroorganizma veya mikroorganizma grubunun, gelisebildigi minimum, optimum
ve maksimum sicaklik degeri bulunmaktadir. Ancak bu sicakliklarin her biri
mikroorganizma/mikroorganizma grubu i¢in sabit bir deger degildir ve genellikle
belli bir sicaklik araligi olarak verilir. Bu durum mikroorganizmalardaki bireysel
farkliliklar ve gelisme sicakligmin diger c¢evre faktdrlerinden etkilenmesinden

kaynaklanmaktadir (Temiz, 1999).

Pamuk tohumu, kabuklu fistik ve piringte iki 4. flavus ve iki A. parasiticus susunun
aflatoksin iiretme araliklarinin 10-40°C arasinda incelendigi bir ¢aligmada, optimum
aflatoksin tiretim araligi 20-35°C olarak belirlenmis, suslarin 10 ve 40°C’de ise ¢ok

diisiik miktarlarda aflatoksin iirettikleri belirtilmistir (Schroeder ve Hein, 1967).

Aspergillus Section Flavi liyelerinden piringte aflatoksin iireten {i¢ susun, 25, 30 ve
34°C’de iirettikleri aflatoksin miktar1 incelenmis ve aflatoksin iiretiminin tiim suslar
icin 34°C’de diger sicaklik degerlerine gore daha az oldugu belirtilmistir (Hara ve
dig., 1973).

Shih ve Marth (1974), agarli besiyerinde gelistirilen 4. parasiticus NRRL 2999
susunun maksimum aflatoksin iiretiminin 25°C’de gerceklestigini, maksimum kiif
gelisiminin ise 35°C oldugunu belirtmislerdir. Ayni sus ile ezilmis ve biitiin haldeki

musir tanelerinde 15, 20, 30 ve 40°C’de yapilan bir diger ¢alismada, 30°C’de AFB;
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tiretiminin en yliksek seviyede oldugu, bunu sirasiyla 40°C ve 20°C’nin izledigi

belirtilmistir (Durakovic ve dig, 1987).

Su aktivitesi ve sicaklik arasinda kuvvetli bir etkilesim bulunmaktadir ( Durakovic ve
dig., 1987). A. flavus ve A. parasiticus’ un 25°C’de 0.82 a,,’de, 30°C’de 0.81 ay’de,
37 °C’de ise 0.80 ay,’de gelisebildigi bildirilmektedir (Pitt ve Miscamble, 1995).

Ribeiro ve dig. (2006), arpa koklerinde A4. flavus’un AFB; fliretimi iizerine su
aktivitesi, sicaklik ve inkiibasyon siiresinin etkisini 0.80, 0.90 ve 0.95 su aktivitesi
degerlerinde, 25 ve 30°C’de, 7, 14 ve 21. giinlerde incelemislerdir. Yapilan
calismada, en yliksek AFB; seviyesine 0.95 su aktivitesi ve 25°C’de 21 giin inkiibe
edilen orneklerde rastlanmistir. Ayni sicaklikta su aktivitesi degeri 0.80’e diistliglinde
en yiksek AFB,; iiretiminin 14 giinliik inkiibasyon sonucunda elde edildigi
bulunmustur. 30°C’de su aktivite degerlerindeki artis AFB; olusum miktarini
azaltmistir. Bu sonuglarin aksine, arpada ayni degiskenlenlerin 4. flavus’un AFB,;
tiretimi lizerine etkisini inceleyen Ramakrishna ve dig. (1996), 0.95 su aktivitesinde
30°C’de AFB; iiretiminin 25°C’den daha fazla oldugunu, 0.90 a,, de iiretilen AFB;
miktarinin 25 ve 30°C’lerde farklilik gostermedigini ve 7, 14 ve 21 giinlik
inkiibasyon siirelerinin AFB; olusumu iizerinde 6nemli bir etki teskil etmediklerini

ortaya koymuslardir.

Su aktivitesi, sicaklik ve inkiibasyon siiresinin A. flavus tarafindan olusturulan CPA
ve toplam AF miktar1 lizerine etkisi 0.996, 0.95, 0.90 ve 0.85 su aktivitelerinde, 37,
30, 25 ve 20°C’lerde, 20, 15, 10 ve 5 giin inkiibasyon siirelerinde, yeast extract
sucrose agar (YES) ve Czapek yeast autolysate agar (CYA) besiyerlerinde
incelenmistir. Bu caligmada, AF fiiretimi i¢in optimum sicakligin 30°C ve CPA igin
25°C oldugu belirtilmistir. Tiim su aktivitesi degerlerinde, CPA {iretimi 37°C’de en
diisiik seviyede iken, bunu 20 ve 30°C sicakliklar izlemistir. Her iki toksin igin
maksimum miktar 0,996 su aktivitesi ve 15 gilin inkiibasyon siiresi sonucunda elde

edilmistir (Gqaleni ve dig.; 1997).

Giorni ve dig. (2007), sicaklifin ve su aktivitesinin Aspergillus Section Flavi
gelisimi ve aflatoksin liretimi iizerindeki etkisini incelemisler, bu amagla 15, 25 ve
30°C sicakliklarda ve 0.83, 0.94 ve 0.995 su aktivitesinde Czapex Dox Agar
besiyerinde calismiglardir. 15°C’de kiif gelisimin en diisiik diizeyde oldugu 25° ve
30°C’lerde ise kiif gelisiminin benzer diizeyde oldugu kaydedilmistir. Calismada 38

sus ile ¢alisilmig, 25°C’de aflatoksin B iireten sus sayisinin diger sicakliklardan daha
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fazla oldugu 29 susun AFB, lirettigi belirtilmistir. 15°C’de iiretilen aflatoksin miktari
0-423 ng/g iken, bu miktar 25°C’de 0-2406 ng/g ve 30°C’de 0-505ng/g olarak
kaydedilmistir. Dort 4. flavus susunun 15°C’de AFG, ve AFG; iirettigi, 25°C’de alti
A. flavus susunun sadece AFG iirettigi ve incelenen suslardan higbirinin 30°C’°de
AFG veya AFG; tiretmedigi goriilmiistiir. 0.83 su aktivitesinde gelisimin diger iki su
aktivitesi degerinden oldukca farkli ve diisikk oldugu goriilmistiir, aflatoksin
iiretiminin 0.995 su aktivitesinde optimum ve 0.83 su aktivitesinde minimum oldugu
gorilmistiir. 20 susun higbir su aktivitesinde AFB; iiretmedigi, 0.83 su aktivitesinde
0-5 ng/g , 0,94 su aktivitesinde 0-1423 ng/g ve 0,995 su ativitesinde 0-11039 ng/g
AFB; tiretildigi belirtilmistir. AFG; ve AFG; iiretimine hicbir su aktivitesi degerinde

rastlanmamuistir.

2.4.2 Besin icerigi

Besinsel faktorler aflatoksin iiretiminin diizenlenmesinde énemli rol oynamaktadirlar

(Klich, 2007).

Karbonhidrat kaynaginin aflatoksin iiretiminde 6nemli etkisi bulundugu ortaya
konmustur (Klich, 2007). Davis ve dig. (1967) yaptiklar1 ¢alismada, A. parasiticus’
un karbon kaynagi olarak glikoz ve sukrozu kullandiginda en yiiksek seviyede
aflatoksin trettigini, bu siray1 aflatoksin olusturma miktarlarina gore azalan sirayla
fruktoz, raffinoz, mannitol ve galaktozun takip ettigini belirtmislerdir. Aym
calismada, laktozun tek basina A. parasiticus gelisimi i¢in yeterli olmadigi da

gosterilmistir.

Azot kaynaginin aflatoksin tiretiminde biiylik etkisi bulunmaktadir. 4. flavus 61V
susunun farkli azot kaynaklarini kullanarak AFB; iiretimi incelenmis, kasamino
asitlerin en yiiksek aflatoksin tiretimine neden oldugu, bunu sodyum glutamat, glisin,
amonyum nitrat, iire, amonyum kloriir ve sodyum nitratin takip ettigi belirtilmistir
(Thapar, 1988). Payne ve Hagler (1983) dort farkli aminoasiti azot kaynag1 olarak
kullanan A. flavus ve A. parasiticus’un prolin ve asparajin aminoasitlerinde triptofan
ve metionine gore daha fazla aflatoksin iirettiklerini belirlemislerdir. A. parasiticus
ATCC 36537 ile yapilan bir calismada nitratin aflatoksin {retimini azalttigi
belirtilmistir (Niehaus ve Jiang, 1989). Kafeinin 4. parasiticus NRRL 2999 kiifiiniin
karbonhidrat kullanimini1 azaltarak aflatoksin olusumunu inhibe ettigi belirtilmistir

(Buchanan et al. 1983).

14



Aziz ve Moussa (1997), sentetik besiyerinde iz elementlerin AFB, iiretimine olan
etkilerini incelemisler, demir, bakir ve ¢inko elementlerinin A. flavus tarafindan
iretilen AFB; miktarim arttirdiklarint belirlemislerdir. Bu sonuglar Davis ve dig.
(1967) bulduklar1 sonuglar ile benzerlik gostermektedir, ancak Aziz ve Moussa
(1997) dan farkli olarak Davis ve dig. (1967) yaptiklar1 ¢alismada demirin misel
gelisimini azalttigini ortaya koymuslardir. A. parasiticus’un magnezyum ve ¢inko
mineralleri yoklugunda aflatoksin iiretmedigi, ayrica demir ve molibden yoklugunda
aflatoksin seviyelerinin oldukca diistiigii kaydedilmistir. Ayn1 ¢alismada bakir, bor
ve manganezin ise aflatoksin liretiminde ¢ok az etki gosterdikleri ifade edilmistir
(Davis ve dig., 1967). Marsh ve dig. (1975) tarafindan yapilan bir baska calismada
1-25 pg/ml ¢inkonun besiyerine eklenmesinin A.parasiticus’un aflatoksin iiretimini
arttirdigi  gostermistir. Ancak 4. flavus’un gidalara asilanmasinda bu iliski

A. parasiticus-ginko iligkisi kadar agik degildir ( Obidoa ve Ndubuisi, 1981).

2.4.3 pH

Buchanan ve Ayres (1975), ortamin ilk pH degerinin A. parasiticus NRRL 2999
susunun iirettigi aflatoksin {izerinde bliyiik bir etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.
Yaptiklart ¢alismada, baslangic pH degeri 5-7 arasinda olan ortamlarda gelisen
A. parasiticus susunun daha fazla toksin irettigi gozlemlenmistir. Maksimum
gelisimin baglangic pH degeri 5 olan besiyerinde oldugu, maksimum toksin
iiretiminin ise baslangic pH seviyeleri 6 ve 7 olan besiyerlerinde oldugu tespit
edilmistir. Baglangi¢c pH degerinin 6’nin altinda olmasinin B toksinlerinin iiretimini,
6’nin lizerinde olmasimin ise G toksinlerinin {iretimini arttirdig1 tespit edilmistir.
Keller ve dig. (1997), aflatoksin biyosentezinden sorumlu genlerin ortamin
pH’sindan etkilendigini, 4-6 arasindaki asidik pH degerlerinde bu etkinin daha fazla
oldugunu ortaya koymuslardir.

Aziz ve Moussa (1997), ilk pH degerinin iiretilen mikotoksin miktar1 iizerinde
belirgin bir etkisi oldugunu ortaya koymuslardir. 4.0 ve 8.0 araligindaki pH
degerlerinde YES besiyerinde 25 °C’de 10 giin inkiibe edilen 4. flavus’ un misel kuru
agirhg ve AFB; flretimi incelenmistir. Maksimum AFB; {iretiminin pH 5,5

degerinde oldugu, bunu pH 6,0 da iiretilen miktarin izledigi goriilmiistiir.
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2.4.4 Kiiltiir ortami

Huynh ve Lloyd (1984), iki 4. parasiticus ve bir A. flavus izolatin1 14 giin boyunca
bir adet yeast ekstrakt sukroz (YES) besiyerinde, ve bes adet Czapek’s bazli
besiyerinde inkiibe etmisler ve YES besiyerindeki aflatoksin olusumunun diger
besiyerlerinden daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Gqaleni ve dig. (1997)
tarafindan yapilan c¢alisma da, Huynh ve Lloyd tarafindan elde edilen sonucu
desteklemektedir. Gqaleni ve dig. (1997) yaptiklar1 calismada, A. flavus’un YES
besiyerinde Czapek’s yeast ekstrakt besiyerine gore daha fazla aflatoksin
olusturdugunu goézlemlemislerdir. Gqaleni ve dig. (1996) tarafindan yapilan bir diger
calismada ise, YES agar ve YES sivi besiyerlerinde gelistirilen A.flavus’un kati
besiyerinde 15 giinde 2.5 pg/g aflatoksin, sivi besiyerinde ise 150 pg/g aflatoksin

irettigini belirlenmistir.

Depo tahillarindan ve tiitsiilenmis et iiriinlerinden izole edilen 96 A. flavus izolatinin
mikolojik brot ve malt ekstrakt agar besiyerlerinde AF ve CPA iiretme kabiliyetleri
incelenmis, izolatlardan higbirinin hem CPA hem de AF iiretmedigi, sadece 5
izolatin 0.5- 30 mg/kg CPA ve 9 izolatin 0.1- 14.8 mg/kg AFB; iirettigi goriilmiistiir.
CPA iireticisi 3 susun misirdan, 1 susun bugdaydan ve 1 susun sosisten izole edildigi,
AF fdretici 3 susun misir, 6 susun ise bugdaydan izole edildigi kaydedilmistir

(Cvetnic ve Pepeljnak, 1998).

2.4.5 Cevredeki gazlar ve konsantrasyonu

Ortamdaki oksijen ve karbondioksit miktar1 ve oOzellikle substrattaki ¢oziinmiis
oksijen miktar1 kiif gelisimi ve mikotoksin {retimi {izerinde etkilidir. CO;
konsantrasyonunun %15 iizerinde olmas1 genel olarak Aspergillus gelisimini inhibe
etmekte, ancak diisiik konsantrasyonlarda CO, gelisim lizerinde tesvik edici rol
oynamaktadir. 4. parasiticus diisiik O, ve yiiksek CO, kombinasyonunu igeren
atmosferik kosullarda aflatoksin {iretimini durdurmaktadir. Ortamdaki CO,
konsantrasyonu %3’{in iizerinde oldugunda aflatoksin {iretiminin gergeklesebilmesi

icin en az %1.5 O;’e ihtiya¢ oldugu ifade edilmektedir (Frisvad and Samson, 1991).
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2.4.6 Isik

Isigin aflatoksin iiretimi tizerindeki etkisi degiskenlik gostermektedir. Bunun
nedeninin, ortam kosullarimin farkliligi ve suslardan kaynaklanan farklilik oldugu

diistintilmektedir ( Klich, 2007).

Chouraisia ve Roy (1991), tohumlara ekilen 4. flavus izolatlarinin karanlikta inkiibe
edildiginde daha yiiksek seviyelerde aflatoksin tirettiklerini belirlemislerdir. Fakat,
farklt A. flavus izolat1 ile yapilan bir diger ¢alismada aydinlikta gelisen izolatlarin
karanlikta gelisenlerden daha yiiksek seviyede aflatoksin iirettikleri belirlenmistir.
Ayrica ayni ¢alismada yakin UV 1s1gmma maruz kalan izolatin beyaz 1sikta gelisene
gore daha fazla aflatoksin iirettigi gozlenmistir. 11 giinliilk inkiibasyon periyodu
sonunda 1s1ikta gelisen A. flavus kiiltiirlerindeki AFB; iiretimi 620 pg/ 50 ml YES
besiyeri ve karanlikta gelisenlerde 150 pg/ 50 ml YES olarak kaydedilmistir. Misel
kuru agirhigimin da 1sikta gelisen kiiltiirde karanlikta gelistirilenlerden daha fazla
oldugu bulunmustur (Aziz and Moussa, 1997). A. parasiticus izolat1 ile yapilan bir
baska caligmada 15181n aflatoksin olusumunu inhibe ettigi belirtilmis (Bennett ve dig.,
1971), ancak Bennett ve dig (1978) yaptig1 bir diger ¢alismada ise 1s181n aflatoksin

olusumunu inhibe etmedigini ortaya koymuslardir.

2.4.7 Mikrobiyal rekabet

Mikroorganizmalarin 4. flavus’un aflatoksin {iretimi iizerine etkisini belirlemek
lizere baz1 aragtirmalar yapilmistir. Bu aragtirmalarin pek ¢ogunda, aflatoksinin kismi
inhibasyonu goriilmiistiir veya AFB; veya G; daha az toksik olan bilesenlere
cevrilmistir (Klich, 2007). Lactobacillus casei ve Streptococcus lactis’in belirli bir
dereceye kadar A. flavus ve A. parasiticus gelisimi iizerinde inhibe edici etkisi
oldugu gosterilmistir (Frisvad ve Samson, 1991). Hasattan Once aflatoksin
kontaminasyonunun engellenmesi i¢in, toksijenik olmayan A. flavus ve
A. parasiticus suglarmin yer fistig1 yetisirilen topraga muameleleri sonucunda, yer
fistiklarinda aflatoksin kontaminasyonunda %74.3 ve %99.9 araliginda disiis

gorilmistiir (Dorner ve Cole, 2002).

2.4.8 Kimyasal maddeler

Pek ¢ok kimyasal bilesigin aflatoksin olusumu {izerine etkisi oldugu ortaya

konmustur. Fenolik bilesiklerin A. flavus ve A. parasiticus tarafindan {retilen
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aflatoksin miktarin1 azalttigi bilinmektedir (Aziz ve dig., 1998). Yiizey aktif
maddelerin  A. flavus tarafindan tretilen aflatoksin miktarin1 azalttig1 gosterilmistir
(Rodriguez ve Mahoney, 1994). Antioksidan butil hidroksi anizol ve propilparabenin
aflatoksin iiretimini tamamen ortadan kaldirdig: belirtilmistir (Nesci ve dig., 2003).
Baz1 insektisit ve klobetazon gibi fungusitlerin de aymi etkide bulunduklari
gosterilmistir (D’Mello ve dig., 1998). Pek cok baharat ve sifali bitki de antifungal
etkiye sahiptir. Tar¢in esansiyel yagindaki sinnamik aldehitin tar¢indaki baglica
antimikrobiyal madde oldugu ifade edilmektedir (Beuchat, 2007). Tar¢inin 4. flavus
ve A. parasiticus tarafindan iretilen aflatoksin miktarin1 6nemli derecede azalttigini
ortaya koyan pek ¢ok caligma mevcuttur (Bullerman et al., 1977; Sinha ve dig., 1993;
Lopez-Malo ve dig., 2007). Karanfil esansiyel yaginin baglica bileseni olan eugenol
ve eugenole benzer bir yapiya sahip olan vanilya ¢ekirdeginin baslica bileseni olan
vanillin de antimiyotik etkiye sahiptir (Beuchat, 2007). Kekik, oregano, savory,
adacay1 ve pek cok baska sifal1 bitkinin esansiyel yaginda bulunan timol de patojenik
kiifler iizerinde inhibe edici etkiye sahiptir (Boyraz and Ozcan, 2006).

2.5 Aflatoksin Tayin Yontemleri

Aflatoksin tayini igin pek ¢ok ydntem ve metot gelistirilmistir. ince Tabaka
Kromatografisi (TLC-Thin Layer Chromatography), Yiiksek Performans Sivi
Kromatografisi (HPLC-High Performance Liquid Chromatograph) ve ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) rutin analizlerde kullanilan baglica

metotlardir (Stroka ve Anklam, 2002).

Aflatoksinlerin kromatografik analizleri miktar belirleme asamasindan Once
ornekleme, 6rnegin hazirlanmasi, ekstraksiyon, saflagtirma/ayirma ve konsantre etme
basamaklarin1  igermektedir (Jarvis ve dig., 1982). Aflatoksinler, hafif polar
cOzgenlerde ¢oziinebildiginden ekstraksiyon asamasi aseton, kloroform veya metanol
gibi organik ¢oziiciiler kullanilarak yapilmaktadir (Bullerman., 1987). Diger yandan,
bu cozeltiler ile birlikte suyun kullanilmasi organik ¢dzgenin Ornege temasini

arttirarak aflatoksin ekstraksiyonunu arttirmaktadir (Ikins., 1991).

Tayin yontemleri arasinda TLC kullanilan en eski yontem olup, hizli sonug veren ve
ucuz bir yontem olmasi sebebiyle her zaman aflatoksin analizlerinde 6nemli bir
aractir.  Son yillarda, kati faz ekstraksiyon diskleri kullanilarak yapilan

saflagtirma/ayirma uygulamalar1 ile TLC metodlarinin performansi ve uygulama
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kolayligi artmistir. Miktarin densitometrik olarak belirlendigi ve saflastirmanin fenil
bagli diskler, immunoaffinite kolonlar, Florisil® diskler ve multifonksiyonel
kolonlar ile yapildigi TLC uygulamalarinda geri kazanim miktarinin %75 {izerine
ciktig1 belirtilmektedir. Daha ileri saflastirma prosediirlerinin kullanimi Yiiksek
Performans ince Tabaka Kromatografisi (HP-TLC) gibi daha kesin sonuglar veren
kromatografilerin gelismesine olanak vermigtir. Girisim yapan maddeler iceren
ekstraktlarda genel olarak iki boyutlu (two-dimensional 2-D) TLC kullanilmaktadir
(Gilbert ve Vargas, 2005). TLC metodu HPLC metoduna gore daha ucuz ve daha
basittir. Ancak c¢ok diisiik miktarlarda giivenilir olmamasi (2ng/g’in altinda),
kullanilan kimyasallarin ekolojik dengeye zararli olmas1 ve HPLC’ye gore analizin

uzun zamanda yapilmas1 dezavantajlaridir (Stroka ve dig., 2000).

HPLC metodunda saflastirma basamagi genel olarak kati faz ekstraksiyon (solid
phase extraction-SPE) disklerinin kullanimi ve immiino afinite kolon (IAK)
kullanim1 olmak iizere iki farkli yaklagimla yapilmaktadir. SPE uygulamasi igin
yaygin olarak silika, florisil veya C;g kartuslar tek veya birlikte kullanilmaktadirlar.
Antikor-bazli IAK teknigi analiz zamanin1 kisaltmasi, ayni anda birden fazla 6rnegin
analizlenmesini saglamasi, yiiksek selektiviteye sahip olmasi gibi avantajlart ile
birlikte yiiksek glivenilirlikte sonuglarin elde edilmesi agisindan 6nemlidir. Temel
olarak bu teknik aflatoksinlere spesifik antikorlar igeren immiino afinite kolondan
ekstraktin gegirilerek saflastirilmasi prensibine dayanmaktadir. Oncelikle kolon, 10
ml PBS nin 2-3 ml/dakika hizla kolondan gegcirilmesi ile sartlandirilmaktadir.
Aflatoksinler metanol ¢ozeltisinin kolondan gegirilmesi ile antikorlardan ayrilmakta,
elde edilen metanol ¢ozeltisi HPLC’ye enjekte edilmektedir (Miraglia ve Brera,
2000).

Sivi  kromatografisinde iki temel prensip uygulanmaktadir. Bunlardan biri
adsorpsiyon kromatografisi, digeri ise dagilma kromatografisidir. Giiniimiizde
ters-faz  kolonlarimin  pek ¢ok gidaya  uygulanabilmesi, adsorpsiyon
kromatografisinden = uzaklasmaya sebep  olmustur. Ters faz  dagilma
kromatografisinde, temel olarak hareketli faz sabit fazdan daha polardir ve hareketli
faz olarak genel olarak metanol, asetonitril, su ve nadir olarak aseton
kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Sabit faz olarak ise, oktadesil ve oktil gibi

kimyasal gruplar ile kimyasal olarak baglanmis silika kullanilmaktadir.
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Aflatoksinlerin tespiti UV 15181 altinda floresans vermelerinden dolay1 yaygin olarak

spektroflorometrik olarak yapilmaktadir ( Miraglia ve Brera, 2000).

Aflatoksin B; ve G in floresans sinyali diisiik oldugundan, verdikleri floresansi
kuvvetlendirmek i¢in HPLC metodunda kolon Oncesi veya kolon sonrasi

tiirevlendirme uygulanmaktadir ( Miraglia ve Brera, 2000).

Kolon 6ncesi tiirevlendirmede, siizme isleminden sonra siiziintiiye trifloroasetik asit
(TFA) ¢ozeltisi eklenir. TFA ¢ozeltisi AFB; ve AFG;’1 hemiasetal formlarina (AFB,,
ve AFGy,,) doniistiiriir ( Miraglia ve Brera, 2000).

Iyot ¢ozeltisi ile kolon sonrasi tiirevlendirme ydnteminde, 2 g iyodun 400 ml distile
suda c¢oziilmesi ile taze olarak hazirlanan iyot ¢ozeltisi HPLC cihazinda ikinci bir
pompa ile pompalanir. Reaksiyon, 60°C’de teflon kolonlarda (0.5 mm x 3000 mm)
gergeklestirilir. Genel olarak hareketli fazin hiz1 0.8 ml/dk iyot ¢6zeltisinin akis hizi
0.7 ml/dk’dir ( Miraglia ve Brera, 2000).

Piridinyum bromid perbromat (PBPB) c¢ozeltisi ile yapilan kolon sonrasi
tiirevlendirmede, hazirlanan PBPB ¢o6zeltisi (HPLC saflikta suda 0.05 mg/ml) akis
hiz1 0.3 ml/dk, hareketli fazin akis hiz1 da 1 ml/dk olacak sekilde pompalanir. Bu
metotta kullanilan bromlasma ajan1 AFB; ve G;’in floresansin1 kuvvetlendirerek,

metodun hassasiyetini arttirmaktadir ( Miraglia ve Brera, 2000).

Kolon sonrasi yapilan tiirevlendirme yontemlerinden bir digeri ise, elektrokimyasal
olarak olusturulan brom ile AFB; ve AFG;’in florensinin yiikseltildigi KOBRA-
CELL kullanimi ile yapilan tlirevlendirme yontemidir. Bu yontemde, mobil fazda
bulunan potasyum bromiirdeki bromiir iyonu elektrik akimi ile broma doniistiiriilerek
aflatoksinlerin tiirevlendirmesi saglanir. Brom konsantrasyonu uygulanan akim ile

kontrol edilmektedir ( Miraglia ve Brera, 2000).

Kromatografik yontemlerin pek ¢ok avantajlarinin yaninda, laboratuvar bazl
yontemler olusu ve ekipmanin kullanimindaki zorluklar nedeniyle, immunolojik
yontemler, var olan ve hizla gelisen kromatografik yontemlere alternatif olarak

onemlidir(Maragos., 2005; Li ve dig., 2009).

Tim immunolojik yontemler radioaktif izotoplar, enzimler, floresan bilesikler ve
kolloidal altin veya hassas optik veya elektronik bilesikler gibi isaretlenmis
belirleyicilere baghidir. Radioimmunoassaylerin ¢evreye zararli olmasi ve kullanici

acisindan radyoaktif izotop maddeler nedeni ile tehlike arz etmesi sebebiyle, zirai
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tiriinlerin tespitinde yerini enzim immonoassaylere ( EIAs) ve diger isaretleme
ajanlarinin  kullanildigi  immunoassaylere birakmistir. Immunolojik yontemler
homojen ve heterojen olmak {izere iki kategoride ve ¢ farkli sekilde
uygulanabilmektedir. Bunlar, indirekt yarismali (kompetitif), direkt yarigsmali ve
yarismasiz (nonkompetitif) immunolojik yontemlerdir ( Li ve dig., 2009). ELISA,
her asamada baglanmayan reaktantlarin uzaklastirilmas: i¢in yikamanin yapildigi
heterojen immunolojik test metodlarindan biridir. Direkt yarismali ELISA’da kati
ylizeye baglanmis antikorlar i¢in, serbest antijenler ve enzim bagli antijenler
yarigsmaktadir. Baglanmamis reaktantlarin yikama ile uzaklastirilmasindan sonra
substrat eklenmektedir ve substratin eklenmesiyle olusan renk degisimi test edilen
ornekteki antijen miktar1 ile indirekt olarak ilgilidir. Indirekt yarigmali ELISA’da,
antikor c¢ozelti i¢inde serbest bulunmaktadir, yarisma serbest antijenler ile kati
yiizeye baglanmis antijenler arasinda olmaktadir. Inkiibasyon siiresi sonrasi,
baglanmamis reaktantlar yikama ile uzaklastirllmakta ve ardindan enzim bagh
antikor eklenmekte ve inkiibe edilmekte ve inkiibasyon asamasi sonrasinda yikama
islemi yapilmakta ve bu asamadan sonra substrat eklenmektedir. Olusan renk 6rnekte
bulunan antijen miktari ile indirekt olarak baglantilidir. Sandvich ELISA da, biri kat1
yiizeye bagli digeri ise enzim baglanmis iki antikor igermektedir. Antijen bu iki
antikor arasina tutunur ve renk degisimi ornekte bulunan antijen miktar1 ile direkt

olarak iliskilidir (Dixon, 1998).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Aspergillus Section Flavi izolatlar:

Calismada incirden izole edilen ve toksin iiretme Ozellikleri yoniinden farklilik
gosteren ¢ A. flavus (6722, 4104Z1, 51D4) ve bir A. parasiticus (52D1) izolat1 ile
calisilmistir. A. flavus 6Z2 aflatoksin B, B, ve siklopiazonik asit, A. flavus 410471
diisiik miktarlarda aflatoksin B; ve diisiik miktarlarda siklopiazonik asit, 4. flavus
51D4 ise siklopiazonik asit iireticisi izolatlardir. A. parasiticus 52D1 izolat1 ise
aflatoksin By, B;, G ve G, iiretmektedir. Kiif izolatlar1 yatik malt ekstrakt agar
(MEA) besiyerinde 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.2 Besiyeri

Aspergillus Section Flavi gelisimi ve toksin iiretiminin incelenmesi igin Yeast

Ekstrakt Sukroz (YES) Agar besiyeri kullanilmistir.

YES Agar besiverinin bilesimi / Litre ( Atlas, 2006)

Sukroz 1500 g
Agar 200¢g
Yeast Ekstrakt 200¢g
MgS04.7H,0 O5¢g
Eser Metal Soliisyonu 1 ml

Eser Metal Soliisyonu bilesimi/ 100 ml( Atlas, 2006)
ZnSO4.7H20 1 g
CuS04.5H,0 05¢g

Besiyeri, 121°C’de 15 dakika sterilize edilmis, sogutulmus ve 9 cm’lik steril Petri

kutularma 15 ml dokilmistiir.
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3.1.3 Kullanilan ¢o6zeltiler
3.1.3.1 Aflatoksin standart ¢ozeltisi

0.3 pg/ml G, 1 pg/ml Gy, 0.3 pug/ml By, 1 pg/ml B, igeren metanol i¢inde ¢oziinmiis
0,5 ml aflatoksin standardi alinarak 5 ml’lik balon jojede metanolle ¢izgisine kadar
tamamlanmistir. Ayn1 islem bir kez daha tekrar edilmis ve balon jojelerdeki standart
¢ozeltiler birlestirilerek, 30 ng/ml G,, 100 ng/ml G;, 30 ng/ml B, ve 100 ng/ml B,

iceren aflatoksin standart ¢ozeltisi elde edilmistir.
3.1.3.2 HPLC Kkalibrasyon ¢ozeltisi

Aflatoksin standart ¢ozeltisinden 20, 50, 100, 180, 360, 540 ve 720 pl miktarlarda
almarak HPLC kalibrasyon ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan HPLC kalibrasyon

cozeltileri ve icerdikleri aflatoksin miktar1 Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 : HPLC kalibrasyon ¢ozeltileri ve i¢erdikleri AF miktarlari

Aflatoksin
standart Metanol
Aflatoksin miktar1 (ppb) cozeltisi (ul) (ul) Saf su (ml)

B, B, G, Gy

0.40 0.12 0.40 0.12 20 1980 3
1.0 0.30 1.0 0.30 50 1950 3

2.0 0.60 2.0 0.60 100 1900 3
3.60 1.08 3.60 1.08 180 1820 3
7.20 2.16 7.20 2.16 360 1640 3
10.80 | 3.24 10.80 | 3.24 540 1460 3
14.40 | 4.32 14.40 | 4.32 720 1280 3

3.1.3.3 Mobil faz

Mobil faz, su/asetonitril/metanol (6+2+3, v/v/v), 110 pl %65°1ik nitrik asit, 132 mg
potasyum bromiir (KBr) ile hazirlanmais, filtre edilmis ultrasonik banyoda 5 dakika

bekletilerek ultrasonik ses dalgalar ile hava kabarciklar giderilmistir.
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3.2 Metot

3.2.1 Aspergillus Section Flavi gelisiminin belirlenmesi

Kiif izolatlar1 yatik MEA besiyerinde 25°C’de 5 giin inkiibe edilerek yogun spor
olusturan izolatlar elde edilmistir. Inkiibasyon sonunda, tween 80 c¢ozeltisi
kullanilarak izolatlardan 10° Ik spor siispansiyonlari hazirlanmis ve bu spor
siispansiyonlarindan 1,5 pl alinarak, 9 cm’lik Petri kutularina 15 ml olarak dokiilen
YES Agar besiyerine tek nokta ekim yapilmistir. YES Agar besiyerine tek nokta
ekim yapilan izolatlar farkli siirelerde (1, 2, 3, 4 saat), farkli sicaklik derecelerine
(30, 35, 40, 45°C) maruz birakilmis ve daha sonra 25°C’lik etiive alinarak 7 giin
boyunca inkiibe edilmislerdir. 7 giinliik siire boyunca 24 saat araliklarla, kiif gelisimi
koloni ¢ap1 (mm) Olgiilerek belirlenmistir. Koloni ¢api, birbirini dik kesen uglar
alinarak her iki yonde 6lgiilmiis ve ortalama ¢ap degerleri belirlenmistir. Analiz alti
tekrar olacak sekilde gerceklestirilmistir. Kiif gelisiminin incelenmesinin ardindan,

ornekler ekstraksiyon ve aflatoksin tespiti i¢in -18°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2 Aflatoksin miktarinin belirlenmesi

Yeast Ekstrakt Sukroz Agar besiyerinde farkli siirelerde farkli sicakliklara maruz
birakilan ve 7 giin inkiibe edilen Aspergillus Section Flavi iiyelerinin aflatoksin
olusturma oOzellikleri, Stroka ve dig. (2000) tarafindan belirtilen kolon sonrasi
tirevlendirme ile immunoafinite kolon sivi kromatografisi yontemine gore

incelenmistir.

3.2.2.1 Ekstraksiyon

Farkli kiif izolatlar1 ile inokiile edilen ve farkli siirelerde farkli sicakliklara maruz
birakilan YES agar besiyerlerinin tiim igerigi stomacher posetine alinarak, iizerine
200 ml metanol-su (8:2; v/v) ilave edilmis ve stomacher cihazinda yiiksek devirde
6 dakika calkalanmistir. Elde edilen karisim whatman no:4 (20-25 pm) filtre
kagidindan siizilmiistiir.

10 ml filtrat alinarak 60 ml PBS ( phosphate buffer saline, pH 7.4) ile karistirilmas,
ve daha Once oda sicakligina getirilmis ve 10 ml PBS gegirilirek sartlandirilmig
immiinoafinite kolona, kolondaki PBS miktar1 en az 0.5 ml kaldiginda eklenmistir.

Karisim, 2-3 ml/dakika hizda kolondan gecirilmistir. Istenmeyen maddelerin

25



uzaklagtirilmasi i¢in, karigimin ardindan kolona 15 ml saf su ilave edilerek, kolondan
gecirilmis ve son olarak kolona enjektorle hava verilerek tiim siiziintiiniin kolondan

atilmasi saglanmistir.

Immiinoaffinite kolon cam tiipe alinarak tizerine 0.5 ml metanol eklenmis ve
yercekimi etkisi ile metanoliin kolondan ge¢mesi beklenmistir. Ardindan 1 dakika
beklenerek 0.75 ml metanol daha ilave edilmis ve bu miktarin da kolondan gegmesi
saglanmistir. Immiinoaffinite kolonda kalan metanol de siringa ile hava verilerek
tiipe alinmis, metanol 35-40°C’deki su banyosunda, azot gazi altinda ugurulmustur.
Aflatoksinleri iceren tiipler -18°C’de, aluminyum folyo ile sarilarak muhafaza

edilmistir.

3.2.2.2 HPLC ile aflatoksin analizi

Aflatoksinlerin tespiti KOBRA-CELL ile kolon sonrasi tiirevlendirme ile yiiksek
basingli s1vi kromatografisi (HPLC) cihazinda, ters faz kolon kullanilarak floresans
dedektor ile belirlenmistir. Floresans dedektdriin eksitasyon dalga boyu 360 nm,
emisyon dalga boyu 420 nm olarak ayarlanmistir. KOBRA- CELL cihaz1 HPLC
cihazina monte edilmis ve 100 pA akim olacak sekilde ¢alistirilmistir. Daha 6nce
azot gazi altinda metanoliin uguruldugu aflatoksinleri igeren tiipler alinmis, analiz
icin bu tiplere 1250 ul metanol ve 1750 upl saf su ilave edilerek vortekste
kanistirllmistir. Ekstraktlardan 100 pl alimarak mobil faz akis hizi1 1.00 ml/dakika
olarak ayarlanan HPLC cihazina enjekte edilmis, elde edilen pikler standart pikleri
ile karsilastirilarak aflatoksin miktar1 belirlenmis ve asagida belirtilen formiile gore

orneklerdeki aflatoksin miktarlar1 hesaplanmistir.

Aflatoksin miktar1 (ng/g) = Csmp X Solvent X Eliisyon
Wt X Filtrat Miktar

Csmp; HPLC analizi ile elde edilen aflatoksin miktar1 (ng/ml)

Solvent; Ekstraksiyonda kullanilan solvent miktari (ml)

Eliisyon; Immiinoaffinite kolondan sonra tiipte toplanan son hacim (ml)
Wt; Analizle alinan 6rnegin miktar1 (g)

Filtrat miktar1; Immiinoaffinite kolona verilen filtrat miktar1 (ml)
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3.3 istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen veriler SPSS 16.0 yazilimi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Anova ile varyans analizi yapilmig, onemli ¢ikan varyasyon
kaynaklarina ait ortalamalar Duncan Coklu Karsilastirma Testi uygulanarak

kargilastirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Farkh Siire-Sicaklik Uygulamalarinin Aspergillus Section Flavi Gelisimine
Etkisi

Farkli siire-sicaklik uygulamalarina maruz birakilan Aspergillus Section Flavi iliyesi
4 farkli kiif izolatina ait cap degerleri Cizelge A.1’de sunulmustur. Cap degerleri
milimetre olarak 7 giin boyunca 6l¢iilmiis ve farkli siire-sicaklik uygulamalarinin
Aspergillus Section Flavi gelisimine olan etkisi ortalama cap degerleri baz alinarak
istatistiksel olarak %99 giiven araliginda degerlendirilmistir. 7. gilinde kiif
izolatlarinin besiyeri yiizeyini tamamen kaplayacak sekilde gelistikleri goriilmiis ve
kiif gelisiminin oOlgiilemeyecek kadar ¢ok olmasi sebebiyle, 7. giinde elde edilen

veriler istatistiksel olarak degerlendirilmemistir.

Tim siire-sicaklik uygulamalarinda ilk iki giin, izolatlar aras1 farkliligin Aspergillus
Section Flavi gelisiminde istatistiksel olarak Onemli olmadigi tespit edilmistir.
3. giin, 40°C ve 45°C’de 1, 2, 3 ve 4 saat bekletilen Aspergillus flavus 51D4

gelisiminin, diger izolatlardan daha diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir.

25°C’de, Aspergillus Section Flavi gelisiminde izolatlar arasi farklilik, gelisimin
takip edildigi 4. giinden itibaren istatistiksel olarak onemli bulunmustur. 25°C
sicaklikta, 4. 5. ve 6. giinlerde A. flavus 672 izolatinin gelisiminin diger izolatlardan
daha yogun oldugu belirlenmistir. 4. ve 5. giinlerde diger 3 izolatin gelisimi arasinda
25°C sicaklikta farklilik goriilmez iken, 6. glinde Aspergillus parasiticus 52D1
izolatinin 4. flavus 672 izolatindan daha diisiik ancak diger iki izolattan daha ytiksek
diizeyde gelisim gosterdigi tespit edilmistir. 4. giinde 25°C sicaklikta 4. parasiticus
52D1, A. flavus 51D4 ve A. flavus 4104Z1 izolatlarinin gelisiminin istatistiksel
olarak  farklilblk  yaratmadigr  saptanmistir, ancak  diger  siire-sicaklik
uygulamalarindaki gelisim incelendiginde 30 ve 35°C sicakliklarda A. parasiticus
52D1 izolatinin gelisiminin bu iki 4. flavus izolatindan daha yiiksek diizeyde oldugu
tespit edilmistir. 30°C sicakliklarda A4. parasiticus 52D1 gelisimi, A. flavus 672

gelisiminden daha diisiik iken, 35°C sicakliklarda bu iki izolatin gelisimlerinin

29



istatistiksel olarak farklilik gostermedigi tespit edilmistir. Farkli siire-sicaklik

uygulamalarinda 4. flavus ve A. parasiticus izolatlariin gelisimi Sekil 4.1, 4.2, 4.3

ve 4.4’te gosterilmektedir.

30°C-1 saat 30°C-2 saat 30°C-3 saat 30°C-4 saat

35°C-1 saat 35°C-2 saat 35°C-3 saat 35°C-4 saat

40°C-1 saat 40°C-2 saat 40°C-3 saat 40°C-4 saat

45°C-1 saat 45°C-2 saat 45°C-3 saat 45°C-4 saat

Sekil 4.1 : Farkl: siire-sicaklik uygulamalarinda 4. flavus 6Z2 gelisimi (7.giin)
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5. glinde, Aspergillus Section Flavi gelisiminde izolatlar aras1 farkliligin 6nemli
oldugu, 25°C ve tiim siire-sicaklik uygulamalarinda 4. flavus 6Z2 gelisiminin diger
izolatlardan daha yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir. 6. glinde, 25°C’de 4. flavus
672 izolatinin gelisiminin diger izolatlardan daha fazla oldugu, bunu A. parasiticus
52D1 izolatinin izledigi belirlenmistir. 30, 35 ve 40°C’de 1, 2, 3 ve 4 saat
uygulamalarinda A. flavus 672 ve A. parasiticus 52D1 gelisiminin farklilik
gostermedigi ve gelisimin 4104Z1 ve 51D4 izolatlarindan daha fazla oldugu
belirlenmistir. Ancak 45°C’de, A. flavus 672 izolatinin gelisiminin 4. flavus 51D4
ve A. flavus 4104Z1 izolatlarindan fazla A. parasiticus 52D1 gelisiminin ise bu

izolatlardan daha az oldugu saptanmistir.

Farkli sicakliklarda Aspergillus Section Flavi izolatlarinin gelisim grafikleri Sekil
4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8°de verilmistir. Farkli siire-sicaklik uygulamalarinin etkisi
inkiibasyon siiresince degerlendirildiginde, inkiibasyonun 1. ve 2. giinlerinde
Aspergillus flavus gelisiminin farkli siire-sicaklik uygulamalarindan etkilenmedigi
tespit edilmistir. 1. ve 2. giinlerde tiim siire-sicaklik uygulamalarindaki A. flavus
gelisimi ile 25°C’deki gelisim arasinda istatistiksel olarak bir farklilik tespit
edilmemistir. Geligimin takip edildigi 6 giin boyunca 30°C ve 35°C’deki A. flavus
izolatlarinin gelisiminin 25°C’deki gelisiminden farklilik gostermedigi belirlenmistir.
Inkiibasyonun 3. giinii ve sonrasinda sicakligin 40 ve 45°C’ye yiikselmesi ile birlikte
gelisimin kontrol grubuna gore azaldig tespit edilmistir.

40°C’de farkli stirelerde bekletilen 4. flavus 672 gelisiminin 45°C’de farkli siirelere
maruz birakilan izolat gelisiminden daha yiiksek diizeyde oldugu tespit edilirken, A.
flavus 51D4 izolatinda inkiibasyonun 3. ve 4. giinlerinde, 4. flavus 4104Z1 izolatinda
inkiibasyonun 3. giiniinde 40°C ve 45°C’deki gelisim arasinda istatistiksel olarak
farklilik tespit edilmemistir. Diger gilinlerde 40°C’deki gelisimin 45°C’deki
gelisimden daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Aspergillus flavus gelisiminin,
inkiibasyonun 3. giiniinden itibaren sicaklik degisimi ile birlikte farklilik gosterdigi
belirlenmistir. Sabit sicaklikta farkli slire uygulamalarinin 4. flavus gelisimi
tizerindeki etkisi incelendiginde, inkiibasyonun 4., 5., ve 6. giinlerinde 1 saat siireyle
40°C’ye maruz birakilan 4. flavus 6Z2 gelisimin, bu sicakliga 2, 3 ve 4 saat siireyle
maruz birakilanlardan daha diisiik diizeyde oldugu tespit edilmistir. Ayrica
inkiibasyonun 6. giiniinde 1 ve 2 saat 45°C’de bekletilen A. flavus 672 gelisiminin 3
ve 4 saat 45°C’de bekletilen A. flavus 6Z2 gelisiminden daha yiiksek oldugu
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belirlenmigtir. Diger A. flavus izolatlarinda sabit sicaklikta farkli siire

uygulamalarinin gelisim tizerinde farklilik yaratmadigi belirlenmistir.

25°C

30°C-1 saat 30°C-2 saat 30°C-3 saat 30°C-4 saat

35°C-1 saat 35°C-2 saat 35°C-3 saat 35°C-4 saat

40°C-1 saat 40°C-2 saat 40°C-3 saat 40°C-4 saat

45°C-1 saat 45°C-2 saat 45°C-3 saat 45°C-4 saat

Sekil 4.2 : Farkli siire-sicaklik uygulamalarinda 4. flavus 51D4 gelisimi (7.giin)
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30°C-1 saat 30°C-2 saat 30°C-3 saat 30°C-4 saat

35°C-1 saat 35°C-2 saat 35°C-3 saat 35°C-4 saat

40°C-1 saat 40°C-2 saat 40°C-3 saat 40°C-4 saat

45°C-1 saat 45°C-2 saat 45°C-3 saat 45°C-4 saat

Sekil 4.3 : Farkl: siire-sicaklik uygulamalarinda 4. flavus 410471 gelisimi (7.giin)

33



A. parasiticus 52D1 kiifiinde, inkiibasyonun 1. giiniinde 25°C ve diger tiim siire-
sicaklik uygulamalarindaki gelisimin istatistiksel olarak farklilik gostermedigi
belirlenmistir. 2. giinde 45°C’de 1, 2, 3 ve 4 saat bekletilen izolat gelisiminin 25°C
ve diger siire-sicaklik uygulamalarindan daha diistik diizeyde oldugu saptanmustir.
Inkiibasyonun 3.giiniinden itibaren 40°C ve 45°C’de farkl: siirelerde bekletilen izolat
gelisiminin kontrol grubundan daha diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir. 6.glinde
tiim siire-sicaklik uygulamalarina maruz birakilan A. parasiticus 52D1 gelisiminin 25
°C’ deki gelisim ile farklilik gosterdigi, 30°C ve 35°C’de farkl siirede bekletilen
orneklerdeki gelisimin 25°C’den daha fazla oldugu, 40 ve 45°C’lerdeki gelisimin ise
daha diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir. 6. giinde 30 ve 35°C sicakliklarda farkli
siirelere maruz birakilan A4. parasiticus 52D1 gelisiminin bu sicakliklarda istatistiksel
olarak farklilik gostermedigi, 40°C’de farkli siirelere maruz birakilan kiif gelisiminin
bu sicakliklardan daha diisiik diizeyde ancak 45°C’de farkli siirelere maruz birakilan
kiif gelisiminden daha fazla oldugu belirlenmistir. Inkiibasyonun 3, 4 ve 5.
giinlerinde 40 ve 45°C’de farkli stirelerde bekletilen A4. parasiticus izolatinin

gelisiminde farklilik tespit edilmemistir.

Sabit sicaklikta farkli siire uygulamalarinin A. parasiticus gelisimine olan etkisi
incelendiginde, 6 giinlilk inkiibasyon siiresince tiim giinlerde 30, 35 ve 45°C’deki
farklr siire uygulamalarinin kiif gelisiminde farkliliga sebep olmadigi belirlenmistir.
Sadece 6. giinde 40°C’de farkli siire uygulamasinin kiif gelisimi iizerinde farklilik
yarattiglr saptanmig, 40°C’de 3 ve 4 saatlik uygulamalarda, kiif gelisimin 1 ve 2
saatlik uygulamalardan daha yogun oldugu belirlenmistir. Farkli sicaklik
uygulamalarinda Aspergillus Section Flavi lag faz siireleri Cizelge 4.1°de

belirtilmektedir.

Cizelge 4.1 : Farkli sicaklik uygulamalarinda Aspergillus Section Flavi lag faz
siireleri (dakika)

25°C | 30°C | 35°C | 40°C | 45°C

A. flavus 672 343 260 293 406 640
A. flavus 410471 180 219 196 382 465
A. flavus 51D4 180 148 136 377 439

A. parasiticus 52D1 226 248 221 373 469
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25°C

35°C-1 saat 35°C-2 saat 35°C-3 saat 35°C-4 saat

40°C-1 saat 40°C-2 saat 40°C-3 saat 40°C-4 saat

45°C-1 saat 45°C-2 saat 45°C-3 saat 45°C-4 saat

Sekil 4.4 : Farkli siire-sicaklik uygulamalarinda 4. parasiticus 52D1 gelisimi (7.giin)
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A. flavus 622
90 -
80 |
70 ¢25C
60 - m30C
= 35C
g, %01 40C
é}: 40 X45C
30 A
20 A
10
0 T
4
Giin
Sekil 4.5 : Sicakligin A. flavus 622 gelisimine etkisi
A. flavus 410471
90
80
70 1 e25C
= 5 m30C
£ 09 35C
g% 40C
30 1
20 1 x45C
10 |
0 :
0 3 4
Gin

Sekil 4.6 : Sicakligin A. flavus 4104Z1 gelisimine etkisi
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A. flavus 51D4
90 -
80 -
70 1
60 - ®25C
g 50 4 =30C
£ 35¢C
2 40 4
< 40C
30 4
x45C
20 4
10 4
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Giin
Sekil 4.7 : Sicakligin A. flavus 51D4 gelisimine etkisi
A. parasiticus 52D 1
90 -
80 -
70 4
60 - ¢25C
rg 5o | m30C
g 35C
& 401 40cC
30 4 X 45C
20 A
10
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
Giin

Sekil 4.8: Sicakligin A. parasiticus 52D1 gelisimine etkisi
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4.2. Farkh Siire-Sicaklik Uygulamalarimin Aspergillus Section Flavi Toksin

Uretimine EtKisi

Aspergillus Section Flavi tarafindan {iretilen aflatoksinlerin tespiti KOBRA-CELL
ile kolon sonrasi tiirevlendirme ile yliksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
cihazinda, ters faz kolon kullanilarak floresans dedektor ile belirlenmistir. Analizler
icin olusturulan aflatoksin B, By, G; ve G, kalibrasyon grafikleri Sekil 4.9, 4.10,
4.11 ve 4.12°de gosterilmistir.

140 -
L AF Bl K
120 yd

100 - X

80 - e

Alan
“,

60 - K vy =9.0817x - 0,0091
- R==0.9974
40 - e

20 + W

0 5 10 15 20

Miktar (ppb)

Sekil 4.9 : Aflatoksin B;’in Kalibrasyon Grafigi

70
60 - ¥AFB2 P P
50 4 %/
= 40 - e
2 0 %{/ y=14.237x+0,117
: P R#=0,9977
20 -
10 - x
x
0 % T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Miktar (pphb)

Sekil 4.10 : Aflatoksin B, nin Kalibrasyon Grafigi
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60 ~

30 - CAF Gl

40

Alan
L¥ 5]
=

1

y=34478x-0.,016

20 A RZ=0,9995

10 -

0 T T T 1
0 5 10 15 20

Miktar (ppb)

Sekil 4.11 : Aflatoksin G,’in Kalibrasyon Grafigi

16 -
14 7 YAF G2 /
12 - /3(/

10 4

;: g . /
b B
6 - " y=3.332x+0.04
R==0.999
4 -
2 -
0 T T T T

h _

Miktar (ppb)

Sekil 4.12 : Aflatoksin G, nin Kalibrasyon Grafigi
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4.2.1 Farkl siire-sicaklik uygulamalarinda Aspergillus flavus 672 izolatinin

toksin tiretimi

Aspergillus flavus 672 kiiftinlin farkli siire-sicaklik kombinasyonlarinda iirettigi

aflatoksin miktarlarina ait HPLC bulgular1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 : A. flavus 672 toksin miktarlar

Ortalama
Ortalama Ortalama | Toplam Toplam AF
Bi (ng/g) | B (ng/g) | B2 (ng/g) | B2 (ng/g) | AF(ng/g) (ng/g)
1230,06 1,8 1231,86
25°C 1390,72 | 1310,39 1,29 1,55 1392,01 1311,94
688,17 4,39 692,56
30°C- 1 saat| 77281 730,49 3,15 3,77 775,96 734,26
667,47 4.3 671,77
30°C- 2 saat| 705,71 | 686,59 439 4,35 710,1 690,94
867,99 4,39 872,38
30°C- 3 saat| 840,94 | 854,47 2.7 3,55 843,64 858,01
728,09 5,5 733,59
30°C- 4 saat 768 748,05 3,68 4,59 771,68 752,64
986,57 5,68 992,25
35°C- 1 saat| 756,95 | 871,76 3,57 4,63 760,52 876,39
935,65 5,78 941,43
35°C-2 saat| 753,69 | 844,67 3,34 4,56 757,03 849,23
769,26 4,09 773,35
35°C-3 saat| 7393 754,28 2,88 3,49 742,18 757,77
773,45 5,82 779,27
35°C- 4 saat| 94834 | 860,90 3,29 4,56 951,63 865,45
1019,26 5,9 1025,16
40°C- 1 saat| 1066,64 | 1042,95 6,05 5,98 1072,69 1048,93
1000 441 1004,41
40°C- 2 saat| 1104,6 | 1052,30 6,7 5,56 1111,3 1057,86
1060,49 3,36 1063,85
40°C- 3 saat| 1045,6 | 1053,05 5,85 4,61 1051,45 1057,65
1025,39 3,54 1028,93
40°C- 4 saat| 1010,16 | 1017,78 4,03 3,79 1014,19 1021,56
1250,95 0,68 1251,63
45°C- 1 saat| 1260,52 | 1255,74 1,13 0,91 1261,65 1256,64
1331,84 0,78 1332,62
45°C- 2 saat| 13472 | 1339,52 0,83 0,81 1348,03 1340,33
1264,32 0,56 1264,88
45°C- 3 saat| 1315,99 | 1290,16 1,01 0,79 1317 1290,94
1300,11 0,64 1300,75
45°C- 4 saat| 1169,58 | 1234,85 1,09 0,87 1170,67 1235,71
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Farkli siire-sicaklik uygulamalarinin bu kiif izolatinin toksin iiretimine olan etkisini
incelemek icin elde edilen veriler istatistiksel olarak %99 giiven araliginda
degerlendirilmistir. 25°C’de 7 giin inkiibe edilen kontrol grubu ile 30, 35 ve
40°C’lerde farkli siirelere maruz birakilan A. flavus 672 izolatinin iirettigi aflatoksin
B, miktarindaki farkliligin istatistiksel acidan 6nemli oldugu, ancak 45°C’de farkl
stirelerde bekletilen A. flavus 6Z2 aflatoksin B, {iretiminin kontrol grubu ile farklilik
gostermedigi belirlenmistir. Farkli siirelerde 30, 35 ve 40°C’lere maruz birakilan
izolatta aflatoksin B; miktarinin 25°C ve 45°C’den daha diisiik oldugu belirlenmistir.
30, 35°C’lerde tiretilen aflatoksin B; miktarinin istatistiksel olarak birbirlerinden
farkli olmadigi, sicakligin 40°C’ye ¢ikmasinin aflatoksin B; miktarinda 30 ve 35°C
sicakliklara gore artisa sebep oldugu tespit edilmistir. Sabit sicaklikta, toksin
iiretiminde silirenin bir etkisi olmadig1 belirlenmis, her sicaklik derecesinde 1, 2, 3 ve
4 saat bekletilen A. flavus 672 izolatinin aflatoksin B; liretiminde istatistiksel olarak
bir farklilik tespit edilmemistir. Sekil 4.13 incelendiginde, A. flavus 672 izolatinin
toksin {iiretiminin siire-sicaklik uygulamalarinda sicakligin yiikselmesi ile birlikte

artis gosterdigi goriilmektedir.

A. flavus 672 izolat1 B; iiretimi
1600 -

1400
1200 +
1000 4
800 -
600 -
400 +
200 +

miktar(ppb)

stire-sicaklik

Sekil 4.13 : Farkli siire-sicaklik uygulamalarinda A. flavus 672 kiifiinlin aflatoksin
B, tretimi

A. flavus 672 izolatinin aflatoksin B, iiretimine siire-sicakligin etkisi incelendiginde,
30, 35 ve 40°C tiim siire uygulamalarinda toksin miktarinin 25°C’den daha ytiksek
ve 45°C’deki tiim siire uygulamalarinda 25°C’den daha diisiikk diizeyde oldugu
goriilmektedir, ancak istatistiksel olarak sadece 40°C’de 1 ve 2 saat bekletilen
orneklerdeki toksin iiretiminin 25°C’den daha fazla oldugu, diger uygulamalarin

kontrolden farkli diizeyde toksin iiretimine sebep olmadigi belirlenmistir. 30 ve
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35°C’lerdeki toksin miktarinin istatistiksel olarak Dbirbirlerinden farklilik
gostermedigi, ayrica tiim sicakliklarda farkli siire uygulamalarinin toksin {iretimine
bir etkisi olmadig1 belirlenmistir. Sekil 4.14 incelendiginde, 30, 35 ve 40°C’lerde
farkli siire uygulamalarima maruz birakilan izolatin aflatoksin B, iiretiminin
kontrolden daha yiiksek, 45°C’deki toksin miktarinin ise kontrolden daha diisiik
diizeyde oldugu goriilmektedir.

A. flavus 6Z2 izolat1 B; liretimi
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Sekil 4.14 : Farkh siire-sicaklik uygulamalarinda 4. flavus 672 kiifiinlin aflatoksin
B, tretimi

A. flavus 6Z2 AF tiretimi

1600 - B Toplam AF

1400 - -

oo

1200 4 F s e =
1000 1 :
800 ~
600 B

miktar(ppb)

400 4 [
200 | Fi

stire-sicakhk

Sekil 4.15 : Farkli siire-sicaklik uygulamalarinda 4. flavus 6Z2 kiifiiniin toplam
aflatoksin iiretimi

A. flavus 672 izolatinin trettigi toplam aflatoksin miktarindaki degisim, aflatoksin B
miktarindaki degisim ile benzerlik tagimaktadir. 30, 35 ve 40°C’lere maruz birakilan
A. flavus 672 izolatinin trettigi toplam aflatoksin miktarinin 25 ve 45 °C’ den daha

diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir. Sekil 4.15 incelendiginde, 30, 35, 40 ve

42



45°C’lerde stire-sicaklik uygulamalarina maruz birakilan A. flavus 6Z2 nin toplam
aflatoksin miktarinin sicakligin artmasi ile birlikte artis gosterdigi, 45°C’de farkh
siirelerde bekletilen 4. flavus 6Z2 iiizolatinin irettigi toksin miktarinin kontrol ile

ayni dlizeye eristigi goriilmektedir.

4.2.2 Farkl siire-sicaklik uygulamalarinda Aspergillus flavus 4104Z1 izolatinin
toksin iiretimi
Aspergillus flavus 410471 kiifiiniin farkli stire-sicaklik kombinasyonlarinda tirettigi

aflatoksin miktarlarina ait HPLC bulgular1 Cizelge 4.3°de verilmistir.

Cizelge 4.3 : A. flavus 410471 toksin miktarlar

Ortalama
Bi (ng/g) | Bi (ng/g) |Bi1 (ng/g)
25°C 1,4 2,65 2,025
30°C- 1 saat 1,18 0 0,59
30°C- 2 saat 0 0 0
30°C- 3 saat 0,05 0 0,025
30°C- 4 saat 0 0 0
35°C- 1 saat 0 0 0
35°C- 2 saat 0,02 0 0,01
35°C- 3 saat 0,01 0 0,005
35°C- 4 saat 0,08 0 0,04
40°C- 1 saat 0 0 0
40°C- 2 saat 0 0 0
40°C- 3 saat 0 0 0
40°C- 4 saat 0 0 0
45°C- 1 saat 0 0 0
45°C- 2 saat 0 0 0
45°C- 3 saat 0,03 0 0,015
45°C- 4 saat 0 0 0

A. flavus 4104Z1 izolatinin 25°C’de ortalama 2,025 ng/g (ppb) ve 30°C’de 1 saat
bekletildiginde ortalama 0,659 ng/g (ppb) aflatoksin B; iirettigi tespit edilmistir.
Kontrol 6rnegi disinda, farkl stirelerde farkli sicakliklara birakilan A. flavus 4104Z1

susunun toksin iiretiminin sicakligin artmasi ile birlikte ortadan kalktig1 veya siire-
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sicaklik uygulamasinin ¢ok ¢ok diisiik diizeylerde aflatoksin liretimine sebep oldugu

belirlenmistir.

4.2.3 Farkh siire-sicakhik wuygulamalarinda Aspergillus parasiticus 52D1
izolatinin toksin iiretimi
A. parasiticus 52D1 kiiftinlin HPLC metodu kullanilarak yapilan aflatoksin analizine

ait bulgulan Cizelge 4.4’te ve Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.4 : A. parasiticus 52D1 toksin miktarlar

toplam AF

Bi(ng/g) | Ba(ng/g) | Gi(ng/g) | Go(ng/g) (ng/g)

1214,93 4,87 714,89 1,79 1936,48

25°C 1156,35 4,57 634,89 1,95 1797,76
1312,15 4,45 635,12 1,46 1953,18

30°C- 1 saat 1178,75 4,15 713,6 1,86 1898,36
1398,03 4,19 778,37 2,43 2183,02

30°C- 2 saat 117825 429 881,93 2,03 2066,50
1331,16 6,00 691,48 2,06 2030,70

30°C- 3 saat 1124,79 5,14 630,66 2,6 1763,19
1328,72 6,07 765,76 2,6 2103,15

30°C- 4 saat 1245,84 5,01 881,07 2,05 2133,97
1259,97 5,32 727,47 2,54 1995,30

35°C- 1 saat 1427,96 5,63 644,75 2,08 2080,42
1264,08 5,15 884,64 221 2156,08

35°C- 2 saat 1087,54 5,15 727,12 2,19 1822,00
1133,66 5,45 861,73 2,51 2003,35

35°C- 3 saat 992,38 5,03 825,45 2,19 1825,05
1166,06 6,61 841,12 2,88 2016,67

35°C- 4 saat 1025,46 5,96 766,51 2,17 1800,10
1147,62 4,78 94421 1,73 2098,34

40°C- 1 saat 94421 4,61 929,64 1,68 1880,14
1161,98 2,42 1058,99 1,10 2224,49

40°C- 2 saat 1073 2,81 863,27 1,32 1940,40
1108,97 2,02 981,74 1,06 2093,79

40°C- 3 saat 1180 2,15 854,32 1,29 2037,76
1102,56 2,19 997,16 1,02 2102,93

40°C- 4 saat 976,91 2,01 862,15 1,06 1842,13
830,52 1,31 1016,47 1,06 1849,36

45°C- 1 saat 778,67 1,65 931,87 1,43 1713,62
812,84 1,11 1017,98 1,54 1833,47

45°C- 2 saat 779 1,26 861,73 1,53 1643,52
820,52 1,08 931,82 2,20 1755,62

45°C- 3 saat 720,52 0,94 941,73 2,41 1665,60
860,58 1,52 1018,27 1,37 1881,74

45°C- 4 saat 790,55 0,79 908,36 1,82 1701,52
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Cizelge 4.5 : A. parasiticus 52D1 ortalama toksin miktarlar

Ortalama | Ortalama | Ortalama | Ortalama Ortalama
Bi1 (ng/g) | B2 (ng/g) | G1 (ng/g) | G2 (ng/g) | toplam AF (ng/g)
25°C 1185,64 | 4,72 674,89 1,87 1867,12
30°C- 1 saat| 1245,45 4,3 674,36 1,66 1925,77
30°C-2saat| 1288,14 | 4,24 830,15 2,23 2124,76
30°C- 3 saat| 1227,98 5,57 661,07 2,33 1896,95
30°C- 4 saat| 1287,28 5,54 823,415 | 2,325 2118,56
35°C- 1 saat| 1343,97 | 5,475 686,11 2,31 2037,86
35°C- 2 saat| 1175,81 5,15 805,88 2,2 1989,04
35°C- 3 saat| 1063,02 5,24 843,59 2,35 1914,2
35°C- 4 saat| 1095,76 | 6,285 [ 803,815 | 2,525 1908,39
40°C- 1 saat| 1045,92 | 4,695 | 936,925 | 1,705 1989,24
40°C-2 saat| 1117,49 | 2,615 961,13 1,21 2082,45
40°C- 3 saat| 1144,49 | 2,085 918,03 1,175 2065,78
40°C- 4 saat| 1039,74 2,1 929,655 1,04 1972,53
45°C- 1 saat| 804,595 1,48 974,17 1,245 1781,49
45°C- 2 saat| 795,92 1,185 | 939,855 | 1,535 1738,5
45°C- 3 saat| 770,52 1,01 936,775 | 2,305 1710,61
45°C- 4 saat| 825,565 | 1,155 | 963,315 | 1,595 1791,63

Farkli stire-sicaklik uygulamalarinin bu kiif izolatinin toksin iiretimine olan etkisi
degerlendirildiginde, 4. parasiticus 52D1’in 25°C’de fiirettigi aflatoksin B; miktar
ile 30, 35 ve 40°C’lik uygulamalara maruz birakilan A. parasiticus 52D1’in iirettigi
aflatoksin B; miktarlarinda istatistiksel olarak fark olmadigi, ancak 45°C’de farkh
stirelere tabi tutulan A. parasiticus 52D1’in irettigi aflatoksin B; miktarinin 6nemli
Ol¢iide azaldigi tespit edilmigtir. Sabit sicaklikta farkli siire uygulamasimin o

sicakliktaki toksin miktarlarinda degisiklige sebep olmadig: belirlenmistir.

Aflatoksin B, iiretimine siire-sicakligin etkisi incelendiginde, 35°C’de 4 saat
bekletilen izolatin toksin iiretiminin kontrole gore daha fazla oldugu tespit edilmistir.
40°C’de 1 saat bekletilen izolatin toksin iiretiminde 25°C’de iiretilen toksin
miktarindan farklilik goriilmez iken, 2, 3 ve 4 saat 40°C ile 45°C’de tiim siire
uygulamalarindaki aflatoksin B, liretiminin 25°C’den daha diisiik diizeyde oldugu
tespit edilmistir. 30 ve 40°C sicakliklarda uygulanan farkli siirelerin {iretilen

aflatoksin B, miktarinda farkliliga sebep oldugu tespit edilmistir. 30°C’de 1 ve 2 saat
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bekletilen izolatlarin toksin tliretiminin 30°C’de 3 ve 4 saat bekletilen izolatlardan
daha diisiik oldugu bulunmustur. 40°C’de ise 1 saat bekletilen izolatin toksin
miktarinin bu sicakliktaki diger siire uygulamalarindan daha yiiksek oldugu

belirlenmistir.

A. parasiticus 52D1 izolat1 By tiretimi
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Sekil 4.16 : Farkli siire-sicaklik uygulamalarinda A. parasiticus 52D1 kiifliniin
aflatoksin B Uretimi

Aflatoksin G iiretimine siire ve sicakligin etkisi incelendiginde, 25°C’deki toksin
miktart ile 30 ve 35°C’lerde farkli siirelere maruz birakilan 4. parasiticus’un toksin
tiretiminin istatistiksel olarak farklilik gostermedigi belirlenmis, 40 ve 45°C’de
toksin tiiretiminin kontrolden daha fazla oldugu tespit edilmistir. Sabit sicaklikta
farkli siire uygulamasmma maruz birakilan izolatin toksin iiretiminde siire
uygulamalarn ile farklilik gézlenmemistir. Sekil 4.18 incelendiginde, siire-sicaklik
uygulamalarinda sicaklik artisinin aflatoksin G; {retiminde artisa sebep oldugu

gorilmektedir ancak bu artis 30 ve 35°C’lerde istatistiksel olarak Onemli

bulunmamustir.
A. parasiticus 52D1 izolat1 B; tiretimi
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Sekil 4.17 : Farkli stire-sicaklik uygulamalarinda A. parasiticus 52D1 kiifiiniin
aflatoksin B, Uretimi
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A. parasiticus 52D1 izolat1 G, iretimi
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A. parasiticus 52D1 AF iretimi
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Farkl1 siire-sicaklik uygulamalarinda 4. parasiticus 52D1 kiifiiniin
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5.SONUC VE ONERILER

A. flavus ve A. parasiticus kiifleri gidalarda bozulmaya yol agan kiifler i¢cinde en
yaygin goriilen tlrlerdir. Bu kiifler, gidalarda siklikla bulunmalar1 nedeniyle gida
riinlerinde Onemli kalite kayiplarina ve ekonomik kayiplara, aflatoksinleri

tiretmeleri sebebiyle de 6nemli saglik sorunlarina neden olmaktadirlar.

Aflatoksinler, hasattan 6nce veya hasattan sonra depolama sirasinda olusmaktadirlar.
Kiif gelisimi ve toksin olusumu i¢in gidanin su aktivitesi ve sicaklik baglica
belirleyici faktorlerdir. Gida {iriinlerinin hasat, kurutma ve depolama sirasinda maruz
kaldiklar1 sicaklik degerleri ile bu iiriinlerdeki 4. flavus ve A. parasiticus gelisimi ve
aflatoksinlerin tiretimi yakindan iliskilidir. Bu amagla, bu ¢alismada gidalarin hasat,
kurutma ve depolama sirasinda maruz kaldiklar1 farkli sicaklik degerleri ve bu
sicakliklara maruz kalma siirelerinin Aspergillus Section Flavi gelisimi ve aflatoksin

tiretimi tizerindeki etkisi incelenmistir.

Yapilan calismada, inkiibasyon siiresi boyunca 30 ve 35°C’de farkli stirelerde
bekletilen A. flavus izolatlarinin gelisimi ile siire-sicaklik uygulamasina maruz
birakilmayan 25°C’de inkiibe edilen A. flavus izolatlarinin gelisimindeki farkliligin
istatistiksel olarak dnemli olmadig: tespit edilmistir. 1, 2, 3 ve 4 saat 40 ve 45°C’lik
uygulamalarin 4. flavus izolatlarimin gelisiminde inkiibasyonun 3. giinii ve
sonrasinda azalmaya sebep oldugu belirlenmistir. Genel olarak, 45°C’de
gerceklestirilen uygulamalar sonucunda A. flavus izolatlarindaki gelisimin en diisiik
diizeyde oldugu belirlenmis, ancak 4. flavus 51D4 gelisiminin 3. ve 4. gilinlerinde ve
A. flavus 4104Z1 gelisiminin 3. gilinlinde, 40 ve 45°C’lik uygulamalarin kif
gelisiminde ayni etkiyi gosterdigi tespit edilmistir.

A. parasiticus gelisiminde kisa stireli yiiksek sicaklik uygulamalarinin daha farkli bir
sonuca sebep oldugu goriilmiistiir. inkiibasyonun 2. giiniinde 45°C’de 1, 2, 3 ve 4
saat bekletilen A. parasiticus gelisme hizinin 25°C’den daha diisiik diizeyde oldugu
belirlenmistir. Takip eden giinlerde 40 ve 45°C’lik uygulamalarin 4. parasiticus
gelisiminde kontrol grubuna gore azalmaya sebep oldugu saptanmistir. 4. parasiticus

inkiibasyonunun ilk 5 giiniinde 25°C’deki gelisim ile 30 ve 35°C’lik uygulamalara
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maruz birakilan izolat gelisiminin istatistiksel agidan farklilik gdstermedigi ancak
inkiibasyonun 6. giiniinde 30 ve 35°C’lik uygulamalarin kiif gelisimini arttirdigi

belirlenmistir.

Genel olarak sabit sicaklikta kiif gelisiminin farkli siire uygulamalarindan
etkilenmedigi belirlenmistir. Ancak, 4. flavus 6Z2 gelisiminde 4, 5 ve 6. gilinlerde
1 saat 40°C’lik uygulamanin, 2, 3 ve 4 saatlik uygulamalardan daha diisiik diizeyde
gelisime neden oldugu, yine ayni kiif izolatinin gelisiminin 6. giintinde 45°C’de 1 ve
2 saat uygulamalarin 3 ve 4 saatten daha yiiksek diizeyde kiif gelisimine sebep
oldugu belirlenmistir. 4. parasiticus 52D1 izolatinda da, 6. giinde 40°C’de 1 ve 2
saat bekletilen izolattaki gelisimin, ayni sicaklikta 3 ve 4 saat bekletilen izolat

gelisiminden daha diisiik diizeyde oldugu belirlenmistir.

Aspergillus Section Flavi toksin {iretimine siire-sicakligin etkisi incelendiginde, bu
grup i¢indeki izolatlarin siire-sicaklik kombinasyonlarinda farkli toksin tiiretme

davraniglar1 gosterdigi saptanmistir.

25°C’de 7 giin inkiibe edilen Aspergillus Section Flavi liyelerinin AFB; {iretiminin
maksimum diizeyde oldugu belirlenmistir. Bazi siire-sicaklik uygulamalarinda,
izolata ve uygulanan sicakliga bagl olarak 25°C’de iiretilen toksin miktar1 ile ayni
seviyelerde AFB; dretimi saptanmis, ancak higbir izolatta siire-sicaklik
uygulamasinin AFB; iiretiminde artisa sebep olmadig1 tespit edilmistir. A. flavus 672
izolatinda 30, 35 ve 40°C’lik uygulamalarin, 4. flavus 410471 izolatinda 30, 35, 40
ve 45°C’lik uygulamalarin, A. parasiticus izolatinda ise 45 °C’lik uygulamalarin
AFB; miktarinda azalmaya sebep oldugu belirlenmistir. Her iki 4. flavus izolatinda
30, 35 ve 40°C’de yapilan inkiibasyonun AFB; tiretiminde azalmaya sebep oldugu
gorilmistiir, ancak diisiik diizeyde AFB, iireten A. flavus 410471 izolatinda farkh
olarak, 45°C’de farkl1 siirelerde yapilan inkiibasyonun da toksin miktarinda azalmaya
sebep oldugu gorilmistir. A. flavus 410471 kiifiiniin trettigi toksin miktarinin
25°C’de ¢ok diisiikk diizeyde (2,025 ng/g) olmasi sebebiyle farkli siire-sicaklik

uygulamalari ile toksin olusumu ortadan kalkmustir.

A. parasiticus 52D1 izolatinin AFG; iiretiminin, slire-sicaklik uygulamalar ile artis
gosterdigi belirlenmistir, ancak bu artis 30 ve 35°C’lik uygulamalar i¢in istatistiksel
olarak Onemsiz bulunmustur. 40 ve 45°C’lik uygulamarin AFG; olusumunu

arttirdigi tespit edilmistir.
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AFB;  konsantrasyonunun siire-sicaklik uygulamalar1 ile azalmasi, karaciger
kanserinin en oOnemli kaynagi olan bu toksinin, gidalarda konsantrasyonunun
azaltilmasina yonelik 151k tutmaktadir. AFG, aflatoksinler igerisinde AFB;’den sonra
ikinci toksik mikotoksindir. AFG; konsantrayonunun 40 ve 45°C’lik uygulamalarda
artis gostermesi, 30 ve 35°C’lik uygulamalarin gida iriinlerindeki bu toksinlerin
neden oldugu toksik etkinin azaltilmasina yonelik 1, 2, 3 ve 4 saatlik uygulama

siirelerinde daha uygun sicaklik dereceleri oldugunu ortaya koymaktadir.

Sekil 4.14 ve Sekil 4.17 incelendiginde, A. flavus 6Z2 kiifiiniin AFB, iiretiminin 30,
35 ve 40°C’lik uygulamalarda artis gosterdigi, 45°C’lik uygulamalarin ise AFB;
miktarinda azalmaya sebep oldugu goriilmektedir. A. parasiticus 52D1 kiifiinde ise
2, 3 saat 30°C ve 35°C’lik uygulamalarin AFB, liretimini arttirdigi, 40 ve 45°C’lik
uygulamalarin ise AFB, miktarinda azalmaya sebep oldugu goriilmektedir. Ancak
elde edilen veriler, istatistiksel olarak degerlendirildiginde, 40°C’de 1 ve 2 saatlik
inkiibasyonun 4. flavus 6Z2 kiiftiniin trettigi AFB, miktarinda artiga, 35°C’de
4 saatlik inkiibasyonun ise A. parasiticus 52D1 kiifliniin iirettigi AFB, miktarinda
artisa sebep oldugu belirlenmistir. 4. parasiticus 52D1 kiiflinde 2, 3 ve 4 saatlik
40°C ve 45°C’deki uygulamalarin toksin miktarinda azalmaya sebep oldugu tespit

edilmistir.

A. parasiticus 52D1 izolatinin AFG, iiretiminde ve toplam aflatoksin miktarinda
siire-sicaklik uygulamalarinin istatistiksel acidan bir farkliliga sebep olmadig

belirlenmistir.

Bu calisma ile, hasat, kurutma ve depolama sirasinda goriilen farkli sicaklik
dereceleri ve bu sicakliklara maruz kalma siirelerinin 4. flavus ve A. parasiticus
gelisimi ve aflatoksin iiretme davraniglarina olan etkileri ortaya konmaya
calistimistir. Elde edilen veriler, aflatoksin iiretiminde sicakligin onemini bir kez
daha ortaya koymakta, aflatoksin konsantrasyonlarin azaltilmasina yonelik

Onlemlerin alinmast i¢in 11k tutmaktadir.
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EKLER

EK A: Farkli siire-sicaklik uygulamalarinda Aspergillus Section Flavi grubu kiiflerin
cap Ol¢iim degerleri (mm)

EK B: Yiiksek Basin¢li S1vi Kromatografisi Metodu Sonu¢ Kromatogramlari
EK C: istatistiksel Analiz Sonuclar1
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EK A: Farkli siire-sicaklik uygulamalarinda Aspergillus Section Flavi grubu kiiflerin
cap Ol¢lim degerleri (mm)

Cizelge A.1: Farkl siire-sicaklik uygulamalarinda Aspergillus Section Flavi grubu
kiiflerin ¢ap Ol¢iim degerleri (mm)

25°C Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | D1 | D2 | DI | D2 | DI | D2 | DI | D2 | D1 | D2

l.giin | 7 8 6 7 6 7 10 |10 |9 10 |10 |10
2.gin|26 |25 |25 |25 |25 |25 |29 |28 |29 |28 |28 |29
3.giin|43 |43 |42 |43 |42 |43 |41 |41 |41 |41 |41 |41

4.gin|58 |60 |59 |58 |60 |59 [59 [59 [59 |59 |59 |59
6Z2 |S5-.gin|{69 169 |69 |70 |70 |70 169 |70 |69 |70 |69 |70
6.gin|80 |82 |82 |82 [82 |82 |83 |83 |83 |84 |83 |&4
7.gin|85 |85 |8 |85 |8 |85 |85 |85 |8 |8 |85 |85

l.giin | 7 7 7 6 7 7 9 8 8 9 9 10
2.gin|25 |25 |26 |25 |25 |26 |29 |29 |28 |29 |28 |29

3.giin|42 |42 |44 142 |43 |42 |41 |40 |41 |40 |41 |40

4.gin|55 |55 |56 |55 |54 |55 |55 |54 |54 |55 |53 |55
410471 |5-gin |65 |65 |64 |65 |65 |65 |66 |65 [66 |66 |67 |65
6.in|78 |77 |77 |77 |76 |77 |76 |76 |76 |76 |76 |76
7.gin|81 |83 [82 |82 |82 |82 |82 |82 (82 |82 |82 (82
lginj6 (7 |7 |6 |7 7 19 9 |9 [9 {9 |9

2.gin|26 |27 |27 |27 |26 |27 |28 |29 |29 (29 |28 |29

3gin|41 |43 |43 |43 |42 |43 |43 |42 |43 |42 |42 |43
4gin|54 |54 |55 |54 |54 |55 |57 |58 |57 |58 |58 |58
s.gin|63 |64 |63 |64 |63 |63 |65 |65 |65 |65 |65 |65
52D1 |goin|79 |80 |79 |78 |79 |79 [82 |82 |82 |81 |82 |81
7.gin|85 |85 |85 |85 |85 |85 |85 |85 |85 |85 |85 |85
lgin|7 |6 |7 |7 |7 |7 |8 |9 |8 |9 |8 |9

2.gin|25 |26 |26 |27 |26 |26 |28 |29 |29 |28 |29 |29
3gin|43 |42 |42 |43 |42 |42 |40 |41 |40 |40 |40 |40
4gin|56 |56 |57 |55 |56 |55 |s4 |54 |53 |53 |53 |s4
sgin|64 |65 |66 |65 |65 |65 |65 |65 |65 |66 |65 |66
SID4 |6 oin|78 |77 |77 |78 |76 |78 |76 |75 |76 |75 |76 |76
7.gin|85 |85 |85 |85 |85 |85 |85 |85 |85 |85 |85 |85
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45°C
4 saat Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | D1 | D2 | D1l | D2 | D1 |D2)|Dl1|D2]| DIl | D2

l.giin |7 6 6 7 7 7 7 7 7 7 7 6

2.gin|23 |23 |24 |23 |22 |23 |26 |27 |27 |26 |27 |26

3.gun|32 |33 |32 |33 |32 |33 |35 |37 |35 |36 |35 |37

4.giin|53 |52 |53 |52 |54 |54 |52 |54 |53 |53 |54 |55

6z2 |Sgin|65 (67 |66 |67 |67 |67 |65 |65 |64 |64 |64 |65

6.gin|79 |78 |79 |80 |78 |80 |79 |80 |79 |79 |78 |80

7gin|8 |8 |85 |8 |8 |8 |8 |85 |8 |85 |85 |85

l.giin | 6 5 6 5 5 5 6 7 6 7 7 7

2.gin|25 |23 |25 |23 |25 |23 |27 |26 |27 |26 |24 |25

3.gin|37 |35 |36 |36 |36 |37 |37 |38 139 (39 [37 |39

4.gin|52 |52 |52 |52 |52 |52 |53 |54 |52 |54 |54 |54

410471 |5-gin|62 |62 |63 |63 |63 |63 |64 |63 |63 |63 |63 |62

6.gin|75 |76 |75 |75 |75 |76 |75 |76 |74 |75 |75 |75

7.gin|83 |83 |83 |83 |8 |8 |8 |83 |83 |83 |82 |83

l.giin|5 6 6 5 6 5 7 6 7 6 6 7

2.gin|23 |21 |22 |22 |22 |22 |26 |25 |25 |26 |25 |25

3gin|35 |35 |33 |35 |33 |35 |37 |38 |36 |36 |37 |38

4.gin|51 |50 |51 |50 |51 |50 |50 |52 |52 |52 |52 |52

Sgin|62 |61 |60 |61 |61 |61 |62 |63 |63 |63 |62 |62

SIDY \goin|73 |73 |73 |73 |72 |72 |71 |71 |72 |72 |11 |7

7.gin|80 |79 |81 |80 |80 |80 |78 |80 |78 |80 |79 |80

l.giin |6 7 6 7 7 7 7 6 6 6 7 7

2.gin|25 |24 |24 |25 |24 |25 |27 |26 |27 |27 |26 |26

3gin|35 (35 |35 |36 |35 |36 |39 |39 |40 (40 [40 |40

4.gin |51 |52 |52 |52 |52 |52 |53 |54 |53 |54 |53 |53

S5gin|63 |63 |63 |62 |63 |63 |63 |63 |63 |63 |63 |62

SID4 (6 oiin|74 |74 |73 |74 |73 |74 |76 |77 |75 |75 |76 |76

7.gin|82 |83 |82 |82 [82 |83 |83 |8 |83 |8 |85 |85

63




45°C
3 saat Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | D1 | D2 | D1l | D2 | D1 |D2)|Dl1|D2]| DIl | D2

l.giin |7 7 6 6 6 7 7 7 7 7 8 8

2.gin|23 |23 |22 |23 |22 |23 |26 |27 |27 |27 |27 |26

3.gin|39 40 |39 |38 40 40 |37 |38 |35 |36 |38 |36

4.giin |56 |56 |57 |57 |57 |56 |55 |56 |53 |53 |55 |54

6z2 |Sgin|66 |67 |66 |67 |67 |67 |66 |67 |66 |67 |68 |67

6.gin|80 |80 |79 |80 |81 |79 |78 |77 |78 |78 |79 |79

7gin|85 |8 |8 |8 |8 |8 |8 |85 [83 |83 |83 |83

l.giin | 7 6 7 7 7 6 6 7 8 7 6 7

2.gin|25 |23 |25 |23 |25 |23 |27 |26 |26 |26 |26 |25

3.gin|35 |35 |37 |37 |35 |37 139 |38 139 (39 [39 [39

4.gin|52 |54 |53 |52 |52 |54 |54 |54 |52 |52 |54 |54

410471 |5-gin|63 |62 |63 |63 |62 |62 |62 |63 |63 |63 |63 |63

6.gin|76 |75 |75 |75 |77 |76 |76 |75 |74 |75 |75 |75

7.gin|85 |85 |8 |85 |8 |85 |8 |85 [8 |85 |85 |83

l.giin | 6 7 6 6 6 7 8 7 7 6 8 7

2.gin|24 (24 |22 |24 |22 |24 |27 |27 |27 (26 |27 |27

3.gin|36 (37 |37 |37 |36 |37 |38 |38 |38 (38 [39 |39

4.gin|51 |50 |51 |50 |51 |51 |53 |53 |52 |53 |53 |54

S.gin|62 |61 |62 |61 [62 |61 |64 |64 |63 |63 |63 |64

SIDY \goin|72 |72 |73 |73 |72 |72 |72 |74 |72 |74 |73 |74

7.gin|82 |82 |80 |82 |80 |82 |80 |80 |80 |80 |80 |80

l.giin |6 7 6 7 7 7 7 6 6 6 7 7

2.giin|24 |24 |25 |25 |24 |25 |26 |26 |27 |27 |26 |27

3.gin|36 |35 |36 |35 [36 (35 |38 |38 |39 |40 |38 |40

4.gin|51 |51 |51 |51 |51 |51 |53 |54 |54 |54 |53 |54

Sgin|62 |62 |62 |63 |62 |63 |62 |63 |62 |63 |62 |64

SID4 G oiin|74 |73 |74 |73 |73 |74 |74 |75 |74 |75 |75 |75

7.gin|83 |84 |83 |84 [83 |84 [82 |81 |81 |81 |82 |82

64




45°C
2 saat Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | D1 | D2 | D1l | D2 | D1 |D2)|Dl1|D2]| DIl | D2

l.giin |7 7 7 7 7 6 7 8 6 6 7 8

2.gin|24 |24 |24 |25 |25 |23 |25 |27 |26 |27 |25 |26

3.gun|38 |37 |38 |37 |38 |39 |37 |37 136 |38 |36 |37

4.gin|53 |52 |55 |53 |53 |53 |52 |53 |53 |53 |53 |54

6z2 |S.gin|67 |67 |65 |66 |66 |67 |66 |65 |66 |67 |66 |67

6.gin|76 |76 |77 |76 |75 |77 |77 |77 |76 |77 |76 |77

7gin|80 |81 |82 |82 |81 |8 |8 |80 |80 (81 |80 |81

l.giin | 7 6 7 6 7 6 8 8 8 7 8 7

2.gin|26 |25 |26 |25 |26 |25 |27 |27 |27 |27 |27 |27

3.gin|37 |37 |37 |37 |37 |37 |37 |38 139 (39 [38 |39

4.gin|50 149 |50 |50 |50 |50 |52 |53 |52 |53 |52 |54

410471 |5-gin|63 |63 |62 |63 |62 |62 |62 |63 |63 |62 |62 |63

6.gin|75 |74 |75 |75 |76 |74 |76 |75 |76 |75 |75 |76

7.gin|81 |80 |80 |80 |81 |81 |80 |80 |80 |80 |80 |80

l.giin|5 6 6 6 6 7 8 8 8 8 8 7

2.gin|25 (24 |24 |24 |24 |24 |26 |27 |27 |26 |26 |27

3gin|39 |37 |38 |37 |38 |37 |40 |39 140 (39 |39 |38

4.gin|52 |50 |51 149 |49 149 |53 |52 |52 |53 |52 |52

Sgin|62 |61 |60 |61 |61 |61 |64 |64 |63 |64 |63 |64

SIDY \goin|73 |72 |74 |72 |72 |71 |71 |73 |72 |71 |73 |74

7.gin|80 |80 |80 |80 |80 |80 |80 |80 |80 |80 |80 |80

l.giin |7 7 7 7 7 7 8 6 6 8 7 7

2.giin|24 |25 |24 |25 |24 |25 |26 |26 |27 |26 |27 |27

3gin|34 |35 |35 |35 |34 |35 |36 |37 |37 |37 [37 |37

4.gin|50 |49 |50 |51 |50 |50 |52 |54 |54 |54 |53 |54

S5gin|62 |62 |63 |62 |62 |63 |64 |63 [63 |63 |63 |63

SID4 6oiin|73 |73 |74 |72 |72 |73 |74 |74 |73 |74 |75 |75

7.gin|79 80 |79 |79 [79 |80 [79 |80 |80 |80 |78 |80

65




45°C
1 saat Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | D1 | D2 | D1l | D2 | D1 |D2)|Dl1|D2]| DIl | D2

l.giin |8 7 8 7 8 7 8 8 6 8 6 8

2.gin|23 |23 |24 |24 |24 |24 |26 |27 |26 |27 |27 |26

3.gin|36 |38 |36 |38 |38 |38 |36 |37 |37 |38 |37 |37

4.giin|52 |53 |52 |53 |52 |53 |53 |54 |54 |53 |53 |54

6Z2 |5-gin|[65 |66 |66 |66 |66 |66 |66 |67 |66 |67 |66 |67

6.gin|75 |76 |76 |77 |76 |76 |75 |76 |77 |77 |75 |77

7gin|81 (82 |81 |82 |81 |82 |80 |82 |82 |81 [82 |82

l.giin | 8 7 8 7 8 7 6 8 7 8 8 8

2.gin|24 |24 |24 |23 |24 |24 |27 |27 |26 |27 |26 |26

3.gin|38 |38 |37 |37 |38 |36 |39 |39 |38 (39 [38 |39

4.gin|54 |52 |53 |54 |53 |53 |53 [54 |55 |55 |54 |54

410471 |5.¢in|62 |62 |64 |62 |64 |62 |63 |62 |63 |63 |63 |64

6.gin|75 |75 |76 |75 |75 |75 |75 |75 |76 |75 |75 |74

7.gin|81 |82 |80 |82 |80 |82 |82 |83 |83 |83 |81 |82

l.giin | 6 6 6 6 6 6 7 8 7 8 8 8

2.gin|24 (24 |24 |25 |24 |24 |26 |27 |27 |26 |27 |26

3.gin|37 (38 |37 |38 |37 |38 |38 |38 |39 (39 [39 |40

4.gin|52 |51 |52 |51 |52 |51 |51 |52 |52 |52 |51 |52

S.gin|62 |62 |60 |60 |61 |61 |63 |63 [63 |63 |63 |63

SIDY \goin|72 |72 |73 |72 |73 |73 |74 |74 |74 |73 |74 |73

7.gin|80 |80 |81 |81 |80 |80 |82 |81 |82 |81 |81 |8l

l.giin | 8 7 8 7 8 7 8 7 6 6 7 8

2.giin|24 |25 |24 |25 |24 |25 |26 |26 |27 |26 |27 |27

3.gun|35 |35 |35 (35 (35 |35 |37 |37 |37 |37 |38 |38

4.gin|51 |52 |51 |52 |51 |52 |54 |54 |54 |54 |54 |54

S5gin|65 |64 |65 |64 |65 |64 |64 |64 |64 |63 |63 |63

SID4 6 oiin|75 |75 |74 |75 |76 |75 |75 |74 |74 |74 |75 |75

7.gin|83 |82 |83 |83 [83 |82 [83 |83 |83 |84 |83 |&4

66




40°C
4 saat Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | D1 | D2 | D1l | D2 | D1 |D2)|Dl1|D2]| DIl | D2

l.giin |7 7 6 6 7 6 8 8 7 7 8 8

2.gin|26 |25 |26 |25 |26 |25 |26 |27 |26 |27 |27 |27

3.gin|{40 [39 140 |38 40 |38 140 140 39 140 |39 |40

4.giin|56 |58 |56 |58 |58 |56 |56 |68 |56 |56 |56 |56

6Z2 |5-.gin|{70 169 |69 |69 69 |69 |67 |68 |66 |66 |65 |67

6.gin|78 |79 |79 |78 |78 |79 |78 |79 |78 |79 |78 |79

7gin|8 |8 |85 |8 |8 |8 |8 |85 |8 |85 |85 |85

l.giin|5 7 5 7 7 7 7 7 7 7 7 7

2.gin|24 |23 |24 |23 |24 |23 |27 |28 |27 |27 |28 |27

3.gin|37 |38 |37 |38 |37 |37 |38 |38 |38 (39 [39 [39

4.gin|53 |52 |53 |52 |53 |53 |53 |54 |53 |53 |53 |53

410471 |5-gin|62 |62 |64 |64 |63 |63 |63 |63 |63 |63 |64 |63

6.gin|76 |76 |76 |76 |76 |75 |75 |75 |75 |75 |75 |75

7.gin|85 |85 |8 |85 |8 |85 |85 |85 |8 |8 |85 |85

l.giin | 7 6 5 6 6 7 7 8 8 8 7 7

2.gin|26 |26 |26 |26 |26 |26 |27 |27 |27 |27 |27 |27

3.gin|37 (38 |39 |38 |39 |38 |38 |39 |38 (39 [39 [39

4.gin|55 |54 |55 |54 |53 |55 |54 |54 |53 |53 |53 |53

Sgin|6l |61 |63 |63 [62 |62 |60 |61 |62 |61 |63 |62

S2D1 |6 oiin|79 |80 |79 |79 |80 |79 |77 |77 |77 |77 |77 |77

7.gin|85 |85 |83 |83 |8 |85 |8 |85 |8 |8 |85 |85

l.giin |7 6 6 6 6 7 8 7 8 8 7 8

2.gin|25 |24 |25 |24 |25 |24 |26 |26 |26 |27 |27 |28

3gin|35 (34 |35 |35 |34 |34 |36 |36 |35 (36 [36 |36

4.gin|51 |53 |51 |52 |51 |53 |54 |53 |53 |53 |54 |53

S5gin|64 |64 |63 |64 |63 |64 |63 |63 |64 |63 |64 |64

SID4 (6 oiin|75 |74 |75 |75 |75 |75 |75 |76 |76 |76 |76 |77

7.gin|85 |85 |8 |85 [8 |85 |8 |85 |8 |8 |85 |85

67




40°C
3 saat Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | D1 | D2 | D1l | D2 | D1 |D2)|Dl1|D2]| DIl | D2

l.giin |7 7 7 6 7 6 8 8 7 7 8 8

2.gin|26 |25 |26 |25 |26 |25 |27 |27 |28 |27 |27 |28

3.gin|{40 1[40 40 |38 40 |38 140 140 39 |39 140 |40

4.giin |58 |56 |57 |58 |57 |57 |56 |58 |56 |56 |56 |56

6Z2 |5-.gin|{69 |69 (69 |69 |70 |69 |66 (66 |67 |67 |66 |65

6.gin|77 |79 |77 |77 |77 |79 |77 |78 |77 |78 |77 |77

7gin|85 |8 |85 |8 |8 |8 |8 |8 |8 |85 |85 |85

l.giin | 7 7 7 6 7 7 8 8 7 9 8 9

2.gin|24 |23 |24 |23 |24 |25 |27 |27 |27 |27 |26 |27

3.gin|37 (38 |39 |37 |38 |37 |40 140 139 (39 [39 |39

4.gin|52 |52 |52 |52 |54 |53 |53 |54 |53 |53 |52 |54

410471 |5-gin|63 |63 |63 |63 |63 |63 |64 |64 |64 |64 |64 |63

6.gin|74 |74 |74 |74 |74 |75 |75 |75 |74 |74 |74 |74

7.gin|85 |85 |8 |85 |8 |85 |83 |85 |83 |8 |85 |85

l.giin | 7 6 7 6 7 6 7 8 8 8 8 8

2.gin|26 |25 |25 |25 |25 |25 |27 |27 |27 (28 |27 |27

3.gin|39 (38 |40 |39 |38 |39 |40 |40 40 (40 [39 |39

4.gin|52 |52 |52 |53 |52 |52 |52 |53 |54 |52 |53 |52

S.gin|62 |61 |60 |61 |61 |61 |62 |62 [63 |63 |62 |63

S2DY |6 oin|78 |79 |78 |79 |79 |79 |77 |76 |77 |77 |76 |77

7.gin|84 |83 |82 |83 |83 |83 |82 |82 [82 |82 |82 |83

l.giin |6 6 7 7 7 7 8 8 8 9 8 8

2.gin|25 |25 |26 |26 |26 |26 |27 |28 |27 |28 |27 |27

3.gin|36 |38 |38 (38 |37 |38 |37 |37 |38 |38 |36 |38

4.gin|52 |51 |51 |53 |51 |53 |53 |53 |53 |53 |53 |53

Sgin|64 |65 |64 |65 |65 |65 |64 |64 |63 |64 |63 |64

SID4 6 oiin|75 |75 |75 |75 |75 |74 |74 |74 |74 |74 |75 |74

7.gin|83 |83 |82 |83 [83 |83 [82 |81 |82 |82 |83 |82

68




40°C
2 saat Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | D1 | D2 | D1l | D2 | D1 |D2)|Dl1|D2]| DIl | D2

l.giin |7 7 7 6 7 6 7 8 7 8 7 9

2.gin|24 |24 |24 |24 |24 |24 |27 |28 |28 |28 |28 |28

3.gin|38 [38 |39 140 |38 |38 140 140 39 |39 140 |40

4.giin |57 |55 |56 |57 |56 |56 |59 |58 |58 |59 |59 |57

6z2 |Sgin|69 [69 |70 |70 |69 |68 |65 |67 |66 |67 |65 |67

6.gin |79 |77 |77 |77 |77 |79 |77 |78 |77 |78 |78 |78

7gin|85 |8 |8 |8 |8 |85 |8 |83 [82 |83 |82 |83

l.giin | 7 6 7 6 7 6 7 8 7 8 8 8

2.gin|24 |25 |24 |25 |26 |25 |27 |27 |25 |25 |27 |27

3.gin|37 (37 (39 |38 |38 |37 |38 |38 139 (39 [37 |39

4.gin|52 |52 |51 |52 |52 |51 |55 [54 |54 |54 |54 |54

410471 |5-gin|63 |64 |63 |64 |62 |63 |63 |63 |63 |64 |63 |63

6.gin|75 |75 |75 |76 |75 |76 |76 |75 |76 |75 |75 |75

7.gin|82 |85 |82 |82 |83 |83 |83 |83 |82 |83 |82 |82

l.giin|5 6 6 6 6 6 7 7 8 8 7 8

2.gin|25 (26 |26 |26 |26 |26 |26 |26 |26 |26 |27 |27

3gin|39 (38 |39 |37 |39 |37 |39 |39 140 (40 [39 |40

4.gin|53 |53 |52 |52 |53 |53 |52 |52 |52 |52 |53 |53

Sgin|62 |62 |62 |61 [63 |63 |60 |61 |62 |63 |62 |61

SIDY (g oin|77 |76 |76 |77 |77 |75 |76 |76 |74 |76 |76 |76

7.gin|81 |82 |81 |81 |81 |81 [82 |82 |82 |82 |81 |82

l.giin |6 7 6 6 6 7 8 7 8 8 7 8

2.gin|25 |24 |24 |23 |24 |24 |27 |27 |27 |26 |27 |27

3gin|34 |36 |36 |35 |35 |34 |37 |38 |36 |36 |37 |38

4.gin|51 |51 |51 |51 |51 |51 |54 |53 |53 |53 |54 |54

S5gin|65 |65 |65 |65 |67 |66 |67 |68 |68 |68 |67 |68

SID4 (6 oiin|75 |74 |75 |74 |75 |74 |75 |74 |75 |74 |75 |74

7.gin|82 |82 |82 |82 [83 |82 [83 |83 |83 |83 |82 |82

69




40°C
1 saat Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | D1 | D2 | D1l | D2 | D1 |D2)|Dl1|D2]| DIl | D2

l.giin |7 7 6 6 6 7 7 8 7 7 8 8

2.gin |23 |25 |24 |24 |24 |25 |27 |27 |26 |27 |27 |27

3.gin|38 [38 139 139 39 38 39 140 39 140 139 |39

4.giin|53 |52 |54 |54 |54 |54 |55 |57 |55 |56 |54 |54

6Z2 |S5-.gin|67 |68 |67 |66 |67 |68 |65 |67 |66 [66 |66 |66

6.gin|76 |76 |77 |76 |75 |76 |75 |77 |75 |75 |76 |77

7gin|83 |82 |83 |82 |83 |82 |8 |83 [82 |83 |83 |83

l.giin | 6 6 5 6 6 6 7 8 7 7 7 8

2.gin|24 |24 |24 |23 |25 |25 |26 |27 |26 |25 |25 |26

3.gin|37 |37 |38 |38 |37 |37 |38 |38 |38 |38 [37 |37

4.gin|51 |50 |50 |50 |50 |51 |53 |53 |52 |53 |53 |53

410471 |5.¢in|62 |62 |62 |62 |62 |62 |64 |64 |64 |64 |63 |63

6.gin|74 |75 |75 |74 |74 |75 |74 |75 |74 |75 |74 |74

7.gin|80 |80 |81 |78 |80 |81 |82 |82 |82 |82 |82 |82

l.giin | 6 6 5 6 5 6 7 8 8 8 7 8

2.gin|25 [26 |26 |26 |26 |27 |26 |27 |26 |27 |26 |26

3.gin|38 |37 |37 |37 |37 |38 |39 (39 139 (39 [39 |40

4.gin|52 |52 |51 |52 |53 |53 |52 |52 |52 |52 |52 |52

S5.gin|63 |63 |62 |61 [60 |61 |62 |63 |62 |62 |63 |62

ST |6 oiin|75 |76 |76 |75 |77 |75 |76 |76 |74 |76 |76 |76

7.gin|81 |80 |80 |79 |80 |81 |81 |81 |80 |80 |82 |82

l.giin |7 6 6 7 7 7 8 9 8 8 8 9

2.gin |25 |25 |25 |25 |25 |25 |25 |27 |25 |26 |25 |27

3.gin|35 |37 |36 |36 [35 |35 |36 |36 |36 |36 |37 |37

4.gin|51 |52 |51 |51 |51 |51 |53 |53 |53 |53 |53 |54

Sgin|65 |64 |64 |64 |63 |63 |64 |64 [63 |63 |64 |63

SID4 | 6oiin|75 |74 |74 |74 |74 |74 |74 |75 |76 |75 |74 |75

7.gin|80 |80 |80 |80 [80 (80 |81 |81 |80 |81 |80 |81

70




35°C
4 saat Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | D1 | D2 | D1l | D2 | D1 |D2)|Dl1|D2]| DIl | D2

l.giin |7 7 7 8 7 7 10 |10 |9 10 (10 |10

2.gin|26 |27 |28 |28 |27 |27 129 129 |28 |29 |29 |30

3.giin|42 |42 |41 |42 |42 |42 |41 |42 |41 |41 |42 |43

4.gin |57 |57 |57 |57 |57 |56 |60 |60 |59 |60 |60 |60

6Z2 |S5-.gin|{69 |69 |71 |68 |70 |70 |69 69 |68 69 |71 |71

6.gin|82 |83 |82 |83 |82 |83 |82 |83 [82 |83 |82 |83

7gin|8 |8 |85 |8 |8 |8 |8 |85 |8 |85 |85 |85

l.giin | 6 7 6 7 6 7 9 9 9 9 8 9

2.gin|25 |25 |25 |25 |25 |26 |27 |28 |28 |27 |27 |28

3.gin|42 [43 |41 (42 |42 |42 |42 |42 |42 |41 |40 |41

4.gin|54 |54 |54 |53 |54 |54 |54 |55 |54 |55 |55 |54

410471 |5-gin|65 |66 |65 |65 |65 |66 |64 |65 |65 |65 |64 |65

6.gin|76 |75 |76 |76 |76 |76 |75 |76 |76 |76 |76 |76

7.gin|80 |80 |80 |81 |80 |80 |81 |81 |80 |80 |80 |81

l.giin | 6 7 6 7 6 8 9 11 |9 10 |9 10

2.gin |27 |27 |28 |27 |27 |27 |30 |29 |30 (29 [29 |30

3.giin|41 |42 |42 142 |43 |43 143 |44 |43 |43 |43 |42

4.gin|56 |57 |56 |57 |57 |56 |57 |58 |58 |58 |58 |59

S5gin|65 |63 |64 |64 [64 |64 |65 |65 |66 |66 |66 |66

S2D1 |goin|82 |82 [82 |82 |83 |82 [82 |83 |82 82 |82 |81

7.gin|85 |85 |8 |85 |8 |85 |85 |85 |8 |8 |85 |85

l.giin |7 7 7 7 7 7 8 9 8 9 8 8

2.gin |27 |26 |27 |26 |26 |26 |29 |29 |29 (29 |28 |29

3.glin|41 |42 |42 |42 |42 |42 |42 |41 |42 |43 |42 |43

4.gin|55 |56 |55 |56 |56 |55 |55 |55 |55 |55 |56 |55

S5gin|66 |66 |65 |67 |65 |67 |67 |65 |65 |65 |65 |65

SID4 6oiin|76 |77 |76 |77 |76 |76 |76 |77 |75 |76 |76 |76

7.gin|81 |81 |81 |82 |81 |82 |[81 |82 |82 |80 |81 |82

71




35°C
3 saat Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | D1 | D2 | D1l | D2 | D1 |D2)|Dl1|D2]| DIl | D2

l.giin |7 7 7 7 8 7 10 |11 |10 |11 |10 |11

2.gun |27 |27 |26 |27 |27 |28 |29 |30 |28 |30 |29 |30

3.giin|42 |43 142 143 142 |41 |41 142 141 142 141 |42

4.gin|60 |59 |59 60 |59 160 [60 |60 |59 |60 |60 |60

6z2 |S.gin|[70 |68 |69 |69 |70 |70 |70 [70 |70 [70 [70 |71

6.gin|83 |83 |82 |83 |82 |83 |82 |82 |82 |83 |82 |83

7gin|85 |8 |85 |8 |8 |8 |8 |8 |8 |85 |85 |85

l.giin | 7 7 8 7 7 7 8 9 9 9 9 9

2.gin|25 |26 |24 |26 |25 |26 |28 |29 |28 |27 |29 |27

3.gin|42 (43 |41 |42 |42 |42 |42 |42 |42 |41 |40 |41

4.gin|54 |56 |56 |55 |56 |56 |56 |56 |55 |55 |55 |56

410471 |5-gin|67 |68 |67 |67 |67 |68 |65 |65 |66 |65 |65 |65

6.gin|76 |75 |76 |76 |76 |76 |75 |76 |76 |76 |76 |76

7.gin|80 |81 |80 |81 [80 |80 |80 |81 |80 |80 |80 |81

l.giin | 6 7 6 6 7 7 10 |10 |9 11 |9 10

2.gin|26 |26 |27 |28 |26 |28 |29 |30 |29 |28 |29 |28

3.gin|42 |42 |42 |42 |43 |43 |42 |43 |43 |42 |43 |43

4.gin|56 |57 |56 |57 |56 |57 |59 |59 |58 |59 |58 |58

S5.gin|65 |66 |65 |65 [65 |65 |65 |65 |65 |65 |65 |66

S2D1 |goin|81 |81 |81 |81 |81 |81 [82 |83 |82 |81 |82 |82

7.gin|85 |85 |8 |85 |8 |85 |85 |85 |8 |8 |85 |85

l.giin |6 7 6 7 6 7 8 9 8 8 8 9

2.gin|26 |26 |26 |27 |26 |27 |29 |29 129 (29 [29 |29

3.giin|40 |41 1[40 |41 1[40 |41 |42 [43 |42 |43 |42 |43

4.gin|54 |55 |54 |55 |54 |55 |55 |55 |55 |56 |55 |56

S5gin|64 |65 |64 |65 |66 |66 |65 |65 |65 |65 |65 |65

SID4 1 6oiin|75 |76 |76 |76 |76 |76 |76 |76 |76 |76 |76 |76

7.gin|78 |79 |79 |80 [79 |80 [80 |78 |81 |78 |78 |80

72




35°C
2 saat Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | D1 | D2 | D1l | D2 | D1 |D2)|Dl1|D2]| DIl | D2

l.giin |7 7 7 7 7 7 10 |10 |10 |9 9 10

2.gun |27 |27 |27 |28 |27 |28 129 130 29 |30 |29 |29

3.giin|42 |42 142 142 |41 |42 141 |42 142 142 141 |41

4.gin|59 |59 |59 |59 |59 160 [60 |60 |60 |62 |61 |62

6z2 |Sgin|[70 [70 |70 |70 |70 |70 |69 |69 |69 |69 [69 |70

6.gin|83 |82 |82 |83 |82 |83 |82 |82 |83 |83 |82 |83

7gin|8 |8 |85 |8 |8 |8 |8 |85 |8 |85 |85 |85

l.giin | 6 7 6 6 7 7 9 9 9 9 8 9

2.gin|24 |25 |26 |25 |26 |25 |29 |29 129 |29 [28 |29

3.gin|42 [43 |41 |42 |42 |43 |42 |42 |42 (42 |41 |42

4.gin|54 |56 |54 |55 |54 |54 |54 |54 |54 |54 |55 |55

410471 |5-gin|67 |68 |67 |67 |67 |68 |65 |66 |65 |65 |65 |65

6.gin|76 |77 |76 |76 |76 |76 |75 |76 |76 |76 |76 |76

7.gin|85 |85 |8 |85 |8 |85 |85 |85 |8 |8 |85 |85

l.giin | 6 7 6 7 6 7 9 11 |9 11 |10 |9

2.gin|27 (29 |28 |28 |28 |29 |29 |30 |29 (30 [29 |30

3.giin|42 |43 |43 142 |43 |43 143 |44 |42 |44 |43 |44

4.gin|56 |57 |56 |57 |56 |57 |60 [59 |59 |60 |59 |60

S5gin|64 |65 |65 |65 [65 |65 |66 |66 |65 |65 |65 |66

S2D1 |goin|82 |82 [82 |83 |82 |83 [82 |83 |82 |84 |83 |s4

7.gin|85 |85 |8 |85 |8 |85 |85 |85 |8 |8 |85 |85

l.giin |6 7 6 7 6 7 8 9 8 9 8 9

2.gin |27 |26 |27 |26 |27 |27 |28 |29 |29 |28 |28 |28

3.giin|41 |42 |41 (40 40 42 |39 140 (40 |41 |40 |40

4.gin|53 |54 |53 |54 |53 |54 |53 |54 |53 |53 |52 |52

5gin|65 |65 |66 |66 |66 |66 |66 |67 |66 |67 |67 |67

SID4 6 oiin|76 |75 |75 |77 |76 |76 |75 |77 |75 |77 |76 |77

7.gin|81 |82 |81 |82 |81 (82 |81 |8 |81 |81 |81 |81

73




35°C
1 saat Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | D1 | D2 | D1l | D2 | D1 |D2)|Dl1|D2]| DIl | D2

l.giin |7 8 7 7 8 7 10 |9 10 |9 9 9

2.gun |27 |28 |27 |28 |27 |28 |29 130 29 30 |29 |30

3.giin|43 |43 |42 143 |42 143 141 |42 142 142 141 |41

4.gin |59 |59 |59 |59 |59 160 [60 |60 |59 |60 |60 |60

6z2 |Sgin[69 [70 |69 |70 |69 |70 |69 |70 |69 [70 [69 |70

6.gin|83 |83 |82 |83 |82 |83 |8 |83 |83 |83 |82 |83

7gin|85 |8 |85 |8 |8 |8 |8 |8 |8 |85 |85 |85

l.giin | 6 7 6 6 7 7 9 9 9 9 8 9

2.gin|24 |25 |26 |25 |26 |25 |29 |29 129 |29 |28 |29

3.gin|42 [43 |41 |42 |42 |43 |42 |42 |42 |42 |41 |42

4.gin|54 |56 |54 |55 |54 |54 |54 |54 |54 |54 |55 |55

410471 |5-gin|67 |67 |66 |67 |67 |66 |65 |66 |65 |65 |65 |65

6.gin|76 |77 |76 |76 |76 |76 |75 |76 |75 |76 |75 |75

7.gin|82 |83 |82 |83 [82 |82 |82 |83 |82 |83 |82 |82

l.giin | 6 6 7 7 6 6 10 |10 |9 11 |10 |10

2.gin|26 |26 |26 |27 |26 |26 |29 |29 |29 (29 |28 |29

3.giin|41 |41 |41 |42 |42 |42 |42 |42 |43 |43 |42 |43

4.gin|56 |57 |56 |57 |56 |57 |58 [59 |60 |59 |60 |59

S5gin|64 |65 |64 |65 [65 |65 |65 |66 |66 |65 |65 |67

S2D1 |goin|81 |82 |81 |83 |82 |83 [83 |83 |83 |84 |83 |s4

7.gin|85 |85 |8 |85 |8 |85 |85 |85 |8 |8 |85 |85

l.giin |6 7 6 7 6 7 9 9 8 8 8 9

2.gin|26 |26 |26 |27 |26 |27 |29 |29 |29 (30 [28 |29

3.giin|41 |41 1[40 |40 |41 |41 |39 |41 |39 |40 |40 |40

4.gin|56 |56 |56 |56 |52 |53 |53 |54 |53 |54 |55 |56

S5gin|64 |65 |64 |65 |65 |66 |65 |66 |65 |65 |65 |65

SID4 6oiin|76 |75 |75 |77 |76 |76 |75 |75 |75 |75 |75 |76

7.gin|82 |82 |81 |82 |81 (82 |82 |82 |81 |81 |81 |81
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30°C
4 saat Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | D1 | D2 | D1l | D2 | D1 |D2)|Dl1|D2]| DIl | D2

l.giin |7 7 8 7 7 7 10 |10 |9 9 9 10

2.gun |27 |26 |27 |27 |26 |27 |29 129 |29 |29 |29 |29

3.giin|43 |42 |43 |42 |42 |42 |40 |41 |43 |41 |41 |43

4.gin |58 |59 |60 |58 |58 |59 [58 [59 |59 |60 |58 |60

672 |5-.gin{69 |68 |69 |69 |68 |68 |70 |70 |70 |70 |70 |69

6.gin|82 |81 |81 |81 |8 |82 |81 |81 |80 |81 |81 |81

7gin|8 |8 |85 |8 |8 |8 |8 |85 |8 |85 |85 |85

l.giin | 7 7 7 7 7 7 8 9 9 9 8 9

2.gin|24 |25 |24 |25 |24 |25 |27 |28 |27 |28 |27 |28

3.gin|43 [43 |43 |42 |42 |42 |41 |40 |41 (41 |41 |41

4.gin|56 |54 |56 |55 |54 |54 |55 [54 |54 |54 |55 |54

410471 |5-gin|67 |68 |67 |67 |67 |68 |65 |65 |66 |65 |65 |65

6.gin|76 |76 |76 |76 |76 |76 |77 |75 |77 |75 |77 |75

7.gin|80 |80 |80 |80 |80 |80 |81 |81 |81 |80 |80 |81

l.giin | 6 7 7 6 7 6 10 |10 |10 |10 |11 |10

2.gin|26 |27 |27 |27 |27 |26 |29 |29 |29 (29 [29 |29

3.giin|41 |41 |41 |42 |41 |42 |43 |43 |43 |43 |43 |43

4.gin|54 |54 |55 |54 |54 |54 |58 |61 |59 |61 |58 |60

S5.gin|63 |62 |63 |63 [63 |63 |67 |66 |66 |67 |66 |67

S2D1 |goiin|82 |82 |81 |82 |80 |82 [82 |83 |82 |84 |82 |s4

7.gin|85 |85 |8 |85 |8 |85 |85 |85 |8 |8 |85 |85

l.giin |6 7 6 7 6 7 8 9 8 9 8 9

2.gin|26 |26 |27 |26 |26 |27 |28 |29 |29 (29 |28 |29

3.giin|41 |43 |41 |43 |42 |43 142 |41 |42 |42 |42 |42

4.gin |56 |57 |56 |56 |56 |57 |55 |54 |54 |54 |55 |54

S5gin|64 |64 |65 |65 |65 |66 |65 |65 |65 |66 |65 |65

SID4 6 oiin|76 |77 |77 |77 |76 |77 |76 |75 |76 |75 |76 |76

7.gin|79 |79 |79 |79 [79 |79 [80 |81 |81 |80 |79 |79
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30°C
3 saat Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | D1 | D2 | D1l | D2 | D1 |D2)|Dl1|D2]| DIl | D2

l.giin |7 7 8 7 7 7 9 10 |9 9 10 |10

2.gin|24 |24 |24 |24 |23 |23 |26 |27 |26 |26 |26 |27

3.gin|43 |43 142 143 |41 |42 140 140 140 140 140 |40

4.giin |58 |58 |59 |59 |59 160 |60 |62 |59 |61 |59 |62

6z2 |Sgin[69 [70 |71 |70 |70 |70 |69 |69 |70 |69 [69 |70

6.gin|83 |82 |83 |83 |82 |83 |8 |83 [82 |83 |82 |83

7gin|85 |8 |85 |8 |8 |8 |8 |8 |8 |85 |85 |85

l.giin | 7 7 6 7 6 8 9 8 8 9 8 9

2.gin|24 |26 |25 |26 |24 |26 |29 |28 |29 (28 |29 |28

3.gin|42 [43 |43 |42 |42 |42 |41 |40 |41 |40 [40 |40

4.giin|55 |55 |55 |55 |54 |55 |55 |55 |54 |55 |54 |54

410471 |5-gin|65 |65 |65 |65 |66 |66 |65 |66 |66 |65 |65 |65

6.gin |77 |77 |77 |77 |77 |77 |77 |77 |76 |75 |76 |75

7.gin|80 |81 |80 |80 [80 |80 |80 |80 |81 |80 |80 |82

l.giin | 6 6 6 6 6 6 9 9 9 10 |9 10

2.gin|26 |27 |26 |27 |27 |27 |29 |29 |28 (29 [29 |29

3.giin|41 |42 |41 |42 140 |42 143 143 |42 |44 |42 |44

4.gin|56 |55 |54 |55 |54 |55 [59 [59 [59 |59 |60 |59

Sgin|64 |62 |64 |62 [64 |62 |66 |66 |66 |66 |66 |66

S2D1 |6 oiin|80 |81 |80 |82 [80 [81 |84 |84 |82 |84 |83 |85

7.gin|85 |85 |8 |85 |8 |85 |85 |85 |8 |8 |85 |85

l.giin |7 7 6 6 6 7 9 9 8 9 9 9

2.gin|25 |25 |26 |27 |25 |27 |29 |29 |29 |28 |28 |28

3.giin|42 |42 |41 |42 |42 |42 |42 |40 |41 |40 |40 |40

4.gin|55 |54 |54 |54 |53 |54 |55 |54 |54 |55 |55 |55

S5.gin|66 |67 |66 |67 |66 |66 |65 |65 |65 |66 |65 |66

SID4 | 6oiin|76 |77 |76 |77 |76 |76 |75 |75 |75 |75 |75 |75

7.gin|83 |83 |83 |83 [83 |84 |84 |83 |84 |8 |84 |85
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30°C
2 saat Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | D1 | D2 | D1l | D2 | D1 |D2)|Dl1|D2]| DIl | D2

l.giin |7 7 7 7 7 7 9 10 |9 10 |9 9

2.gun |27 |27 |26 |27 |27 |27 129 129 |29 |29 |28 |29

3.gin|43 |45 142 143 142 |44 142 141 142 142 142 |40

4.gin|59 |59 |59 |59 |59 160 |60 |60 |60 |60 |60 |59

6z2 |Sgin|[72 [72 |71 |72 |70 |72 |70 |69 |70 [70 [70 |70

6.gin|82 |82 |82 |83 [83 (82 [85 |85 |84 |84 |84 |&4

7gin|8 |8 |85 |8 |8 |8 |8 |85 |8 |85 |85 |85

l.giin | 7 7 6 7 6 8 9 8 8 9 8 9

2.gin|25 |26 |26 |25 |25 |26 |27 |28 |27 |28 |27 |28

3.gin|42 (42 |42 |42 |42 |42 |41 |40 |41 (40 [40 |40

4.gin|55 |55 |55 |55 |54 |55 |55 |55 |54 |55 |54 |54

410471 |5-gin|65 |65 |65 |65 |65 |66 |67 |67 |66 |67 |67 |67

6.gin |77 |77 |77 |77 |77 |77 |77 |77 |76 |77 |76 |77

7.gin|85 |85 |8 |85 |8 |85 |85 |85 |8 |8 |85 |85

l.giin | 6 7 6 6 6 7 10 |9 9 9 8 9

2.gin|26 |26 |25 |27 |26 |28 |28 |28 |27 |29 |28 |28

3.giin|41 |41 |41 |42 |43 |43 |43 |43 |43 |44 |43 |43

4.gin|56 |57 |56 |55 |56 |56 |59 [59 |59 |58 |58 |57

Sgin|64 |62 |64 |62 [64 |62 |66 |66 |66 |66 |66 |66

S2D1 |goin|81 |81 [82 |82 |82 |81 [82 |84 |83 |84 |84 |84

7.gin|85 |85 |8 |85 |8 |85 |85 |85 |8 |8 |85 |85

l.giin |7 7 7 7 7 8 8 9 8 8 8 8

2.gin |27 |26 |26 |27 |27 |27 |28 |27 |27 |29 |28 |29

3.giin|41 |42 |41 |42 140 |42 |39 140 |39 140 40 |40

4.gin|55 |55 |57 |55 |56 |55 |54 [54 |54 |54 |54 |54

S5gin|64 |66 |66 |66 |65 |66 |65 |66 |65 |66 |65 |66

SID4 6oiin|76 |77 |76 |77 |76 |77 |75 |75 |76 |75 |76 |76

7.gin|85 |85 |8 |85 [8 |85 |8 |85 |8 |8 |85 |85
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30°C
1 saat Petri No:1 | Petri No:2 | Petri No:3 | Petri No:4 | Petri No:5 | Petri No:6

Kiif Gin | D1 | D2 | DI | D2 | D1l | D2 | Dl | D2 | D1 | D2 | D1 | D2

l.giin |7 8 8 7 7 7 10 |9 9 10 |10 |10

2.gin |26 |27 |26 |26 |26 |27 |29 |28 |28 |29 |29 |29

3.gin |43 |43 |42 |43 |42 |43 |43 |43 |43 |44 |43 |44

4.gin|59 |60 |59 |59 |60 |59 |60 |60 |60 |61 |59 |60

6Z2 |5-.gin|69 169 |70 169 69 [70 |69 |69 |69 |70 |70 |69

6.gin |80 |82 |82 |82 |82 |82 |83 |83 |8 |83 |[83 |83

7.gin|85 |8 |8 |8 |85 |8 |85 |8 |85 (8 |8 |85

l.giin | 6 7 6 6 6 7 9 8 8 9 9 9

2.gin |25 |25 |26 |25 |25 |26 |28 |28 |28 |28 |28 |28

3gin|44 |42 |44 |42 |44 |42 |41 |40 |41 |40 |41 |40

4.gin|55 |55 |55 |55 |54 |55 |54 |54 |54 |55 |54 |54

410471 |5-gin |64 |65 |64 |65 |65 |65 |66 |66 |66 |66 |67 |65

6.gin|76 |77 |76 |77 |76 |77 |75 |76 |76 |76 |76 |76

7.gin |83 |83 |8 [83 |83 |83 |82 |84 |83 |85 |84 |85

l.giin | 6 6 6 6 6 6 9 10 |9 9 9 10

2.gin |27 |28 |27 |27 |27 |27 |30 |30 (29 [30 |30 |30

3.giin (41 |41 |41 |40 |41 |41 |43 |44 |43 |44 |43 |44

4.gin|57 |57 |56 |57 |57 |57 |58 |58 |58 |58 |59 |58

Sgin|64 |63 |64 [63 |63 |64 |66 |65 |65 |65 |66 |66

S2D1 |goin |81 |81 |81 |81 |81 |81 |84 [83 |83 |83 |83 |s4

7.gin|85 |8 |85 [8 |8 |8 |8 |8 |8 |8 |85 |85

l.giin |7 8 7 7 7 8 8 9 8 9 8 8

2.gin|26 |26 |25 |26 |25 |27 |28 |29 |28 |29 |28 |29

3.gin|41 |42 |41 |40 |40 |42 |39 |40 (40 |41 |40 |40

4.gin|56 |55 |57 |55 |56 |55 |54 |54 |53 |54 |53 |54

S5gin|64 |66 |66 |66 |65 |66 |65 |66 |65 |66 |65 |66

SID4 6oiin|76 |77 |76 |77 |76 |78 |76 |75 |76 |75 |76 |76

7.gin|85 |8 |85 [8 |8 |8 |8 |8 |8 |85 |85 |85
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EK B: Yiiksek Basin¢li S1vi Kromatografisi Metodu Sonu¢ Kromatogramlari

Lu
2454

3254

275
254

225

T
u] 24 ] EE] 0 12.5 15 17.5 mi

Sekil B.1: 25°C’de A. flavus 672 izolatinin HPLC kromatogrami

T T T
u} 25 Eal 75 10 12.5 15 17.5 mi

Sekil B.2: 30°C’de 1 saat bekletilen 4. flavus 6Z2 izolatinin HPLC kromatogrami
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Lu

s
12.125- B

Sekil B.3: 30°C’de 2 saat bekletilen A. flavus 6Z2 izolatinin HPLC kromatogrami

LU

11.812. B1

2.8

Sekil B.4: 30°C’de 3 saat bekletilen 4. flavus 6Z2 izolatinin HPLC kromatogrami
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0 2 4 f - 10 12 14 mi
Sekil B.5: 30°C’de 4 saat bekletilen A. flavus 6Z2 izolatinin HPLC kromatogrami
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0 2 a 5 5 10 = 14 i
Sekil B.6 : 35°C’de 1 saat bekletilen A. flavus 672 izolatinin HPLC kromatogrami
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Sekil B.7 : 35°C’de 2 saat bekletilen A. flavus 672 izolatinin HPLC kromatogrami
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Sekil B.8 : 35°C’de 3 saat bekletilen A. flavus 672 izolatinin HPLC kromatogrami
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Sekil B.9: 35°C’de 4 saat bekletilen A. flavus 6Z2 izolatinin HPLC kromatogrami

(N

1.375

1.35

1,225

1.275

1.256]

1.2254

1.324

1.284

1.26 4

1.244

1.22+

1.714- Bl

Sekil B.11: 40°C’de 2 saat bekletilen A. flavus 672 izolatinin HPLC kromatogrami



Lu
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Sekil B.12: 40°C’de 3 saat bekletilen A. flavus 672 izolatinin HPLC kromatogrami
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Sekil B.13: 40°C’de 4 saat bekletilen 4. flavus 672 izolatinin HPLC kromatogrami
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Sekil B.14: 45°C’de 1 saat bekletilen A. flavus 672 izolatinin HPLC kromatogrami
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Sekil B.15: 45°C’de 2 saat bekletilen 4. flavus 672 izolatinin HPLC kromatogrami

u] 2 4 G =) 0 12 mi1

Sekil B.17: 45°C’de 4 saat bekletilen 4. flavus 672 izolatinin HPLC kromatogrami
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Sekil B.18: 25°C’de A. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC kromatogrami
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Sekil B.19: 30°C’de 1 saat bekletilen A. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.20: 30°C’de 2 saat bekletilen 4. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC
kromatogrami

&5



LU .
0 B
0 ﬁ
o]
20 " g
cBl 1
10 ' 3oz
SN
s~ JNEF
Ij-""I""I""I""I"'I""I""I"'
0 25 5 75 1 128 15 75 mi

Sekil B.21: 30°C’de 3 saat bekletilen 4. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.22: 30°C’de 4 saat bekletilen A. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.23: 35°C’de 1 saat bekletilen 4. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.24: 35°C’de 2 saat bekletilen A. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.25: 35°C’de 3 saat bekletilen 4. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.26: 35°C’de 4 saat bekletilen A. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.27: 40°C’de 1 saat bekletilen 4. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC

kromatogrami
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Sekil B.28: 40°C’de 2 saat bekletilen A. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC

kromatogrami
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Sekil B.29: 40°C’de 3 saat bekletilen A. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC

kromatogrami
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Sekil B.30: 40°C’de 4 saat bekletilen 4. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.31: 45°C’de 1 saat bekletilen A. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.32: 45°C’de 2 saat bekletilen 4. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.33: 45°C’de 3 saat bekletilen 4. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.34: 45°C’de 4 saat bekletilen 4. parasiticus 52D1 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.35: 25°C’de A. flavus 4104Z1 izolatinin HPLC kromatogrami
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Sekil B.36: 30°C’de 1 saat bekletilen 4. flavus 410471 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.37: 30°C’de 2 saat bekletilen 4. flavus 410471 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.38: 30°C’de 3 saat bekletilen 4. flavus 410471 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.39: 30°C’de 4 saat bekletilen 4. flavus 410471 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.40: 35°C’de 1 saat bekletilen 4. flavus 410471 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.41: 35°C’de 2 saat bekletilen 4. flavus 410471 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.42: 35°C’de 3 saat bekletilen A. flavus 4104Z1 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Sekil B.43: 35°C’de 4 saat bekletilen A. flavus 410471 izolatinin HPLC
kromatogrami
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I 1 I I 1 I

0 2z 4 B 8 10 12 mi

Sekil B.44: 40°C’de 1 saat bekletilen 4. flavus 4104Z1 izolatinin HPLC
kromatogrami

93



B

i
1
11673 -

o 2 4 ] g 10 12 mi

Sekil B.45: 40°C’de 2 saat bekletilen 4. flavus 410471 izolatinin HPLC
kromatogrami

LU
1357
1.3257
134 s
1.2767 '
1.25 1 :
1.2264
T

11557

1.2

o 2 4 & g 10 12 mil

Sekil B.46: 40°C’de 3 saat bekletilen A. flavus 4104Z1 izolatinin HPLC
kromatogrami

LU A
1,367
1.347
1.32 1

1.3
1.284
1,267
1.247
1.224

124

1] 2 4 ] g 10 12 m

Sekil B.47: 40°C’de 4 saat bekletilen A. flavus 4104Z1 izolatinin HPLC
kromatogrami
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Ly

7
2754
254
2.254
2
1.754
1.5

1.25]
T T T T T

o 2 4 i 2 10

Sekil B.48: 45°C’de 1 saat bekletilen A. flavus 4104Z1 izolatinin HPLC
kromatogrami

Lu
354

[ o)
I
B

h
1
11725 -

12

o Z 4 il 2 10 12

Sekil B.49: 45°C’de 2 saat bekletilen A. flavus 4104Z1 izolatinin HPLC
kromatogrami

mi

mi

Sekil B.50: 45°C’de 3 saat bekletilen A. flavus 4104Z1 izolatinin HPLC
kromatogrami
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J
2.6

2.44
2.2

74
1.8+
1.6
1.4

124 T T
1] 2 4

—*-i“'EI" B1

= g 10 2 14

Sekil B.51: 45°C’de 4 saat bekletilen 4. flavus 410471 izolatinin HPLC

kromatogrami
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EK C: istatistiksel analiz sonuclari

Cizelge C.1: A. flavus 6Z2 gelisimine stire-sicaklik etkisi varyans analizi

Kareler Serbestlik | Kareler
toplami derecesi | Ortalamasi F P
1. giin |Gruplar arasi 50,127 16 3,133 2,4501,004
Hata 108,708 85 1,279
Toplam 158,836 101
2. giin |Gruplar arast 188,711 16 11,794 5,520(,000
Hata 181,625 85 2,137
Toplam 370,336 101
3. giin |Gruplar arasi 552,436 16 34,527 40,714(,000
Hata 72,083 85 ,848
Toplam 624,520 101
4. glin |Gruplar arasi 634,843 16 39,678| 51,197(,000
Hata 65,875 85 775
Toplam 700,718 101
5. giin |Gruplar arasi 244,088 16 15,256 18,382,000
Hata 70,542 85 ,830
Toplam 314,630 101
6. giin |Gruplar arasi 703,755 16 43.985] 125,847(,000
Hata 29,708 85 ,350
Toplam 733,463 101
Cizelge C.2: A. flavus 6Z2 AFB, iiretimine siire-sicaklik etkisi varyans analizi
AFB, Kareler Serbestlik Kareler
toplam1 derecesi Ortalamas1 F P
Gruplar aras1 1599465,858 16 99966,616 18,103(,000
Hata 93878,157 17 5522,245
Toplam 1693344,015 33
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Cizelge C.3: A. flavus 672 AFB; liretimine siire-sicaklik etkisi varyans analizi

AFB, Kareler Serbestlik Kareler

toplami derecesi Ortalamasi F P
Gruplar arasi 98,602 16 6,163 5,492,001
Hata 19,075 17 1,122
Toplam 117,677 33

Cizelge C.4: A. flavus 672 toplam AF iiretimine siire-sicaklik etkisi varyans analizi

Toplam AF Kareler Serbestlik Kareler
toplami derecesi Ortalamasi F P
Gruplar arasi 1581686,361 16 98855,398 17,808(,000
Hata 94369,338 17 5551,138
Toplam 1676055,699 33
Cizelge C.5: A. flavus 51D4 gelisimine stire-sicaklik etkisi varyans analizi
Kareler Serbestlik |  Kareler
toplami1 derecesi | Ortalamasi F P
1. giin |Gruplar arast 13,706 16 ,857 1,186,296
Hata 61,375 85 ,722
Toplam 75,081 101
2. giin |Gruplar arast 87,353 16 5,460 3,253(,000
Hata 142,667 85 1,678
Toplam 230,020 101
3. giin |Gruplar arasi 608,676 16 38,042 30,174,000
Hata 107,167 85 1,261
Toplam 715,843 101
4. glin |Gruplar arasi 157,343 16 9,834 7,114{,000
Hata 117,500 85 1,382
Toplam 274,843 101
5. giin |Gruplar arasi 114,980 16 7,186 22,045(,000
Hata 27,708 85 ,326
Toplam 142,689 101
6. giin |Gruplar arasi 78,157 16 4,885 11,807],000
Hata 35,167 85 414
Toplam 113,324 101
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Cizelge C.6: A. flavus 4104Z1 gelisimine siire-sicaklik etkisi varyans analizi

Kareler Serbestlik [ Kareler
toplami derecesi | Ortalamasi F P
1. giin |Gruplar arast 29,000 16 1,813 2,036],019
Hata 75,667 85 ,890
Toplam 104,667 101
2. giin |Gruplar arast 58,843 16 3,678 1,532],107
Hata 204,000 85 2,400
Toplam 262,843 101
3. giin |Gruplar arasi 391,270 16 24,454 26,437],000
Hata 78,625 85 925
Toplam 469,895 101
4. glin |Gruplar aras1 133,961 16 8,373 12,939(,000
Hata 55,000 85 ,647
Toplam 188,961 101
5. giin |Gruplar arasi 213,157 16 13,322 22,186,000
Hata 51,042 85 ,600
Toplam 264,199 101
6. giin |Gruplar arasi 53,500 16 3,344 18,740(,000
Hata 15,167 85 ,178
Toplam 68,667 101

Cizelge C.7: A. flavus 4104Z1 AFB, iiretimine siire-sicaklik etkisi varyans analizi

AFB, Kareler Serbestlik Kareler

toplami derecesi Ortalamasi F P
Gruplar arast 11,810 16 ,738 10,692(,000
Hata 1,174 17 ,069
Toplam 12,983 33
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Cizelge C.8: A. parasiticus 52D1 gelisimine siire-sicaklik etkisi varyans analizi

Kareler Serbestlik [ Kareler
toplami derecesi | Ortalamasi F P
1. giin |Gruplar arast 48,064 16 3,004 1,470,131
Hata 173,750 85 2,044
Toplam 221,814 101
2. giin |Gruplar arast 193,564 16 12,098 7,882(,000
Hata 130,458 85 1,535
Toplam 324,022 101
3. giin |Gruplar arasi 528,186 16 33,012 39,967(,000
Hata 70,208 85 ,826
Toplam 598,395 101
4. glin |Gruplar arast 727,755 16 45,485 23,521{,000
Hata 164,375 85 1,934
Toplam 892,130 101
5. giin |Gruplar arasi 223,426 16 13,964 11,547(,000
Hata 102,792 85 1,209
Toplam 326,218 101
6. giin |Gruplar arasi 1654,270 16 103,392 108,834(,000
Hata 80,750 85 ,950
Toplam 1735,020 101
Cizelge C.9: A. parasiticus 52D1 AFB, iiretimine siire-sicaklik etkisi varyans
analizi
AFB, Kareler Serbestlik Kareler
toplami derecesi Ortalamasi F P
Gruplar arasi 1101931,840 16 68870,740 7,628,000
Hata 153483,764 17 9028,457
Toplam 1255415,604 33

100




Cizelge C.10: A. parasiticus 52D1 AFB, iiretimine siire-sicaklik etkisi varyans

analizi
AFB, Kareler Serbestlik Kareler

toplami derecesi Ortalamasi F P
Gruplar arasi 110,367 16 6,898 63,920,000
Hata 1,835 17],108
Toplam 112,202 33
Cizelge C.11: A. parasiticus 52D1 AFG; iiretimine siire-sicaklik etkisi varyans
analizi
AFG, Kareler Serbesth.k Kareler

toplami derecesi Ortalamasi F P
Gruplar arasi 407171,787 16 25448,237 4,425],002
Hata 97774,809 17 5751,459
Toplam 504946,596 33

Cizelge C.12: A. parasiticus 52D1 AFG; iiretimine siire-sicaklik etkisi varyans

analizi
AFG, Kareler Serbestlik Kareler

toplami derecesi Ortalamasi F P
Gruplar arasi 7,910 16],494 7,479(,000
Hata 1,124 171,066
Toplam 9,033 33

Cizelge C.13: A. parasiticus 52D1 toplam AF {iretimine siire-sicaklik etkisi varyans

analizi
Toplam AF Kareler Serbestlik Kareler

toplam1 derecesi Ortalamas1 F P
Gruplar aras1 533480,966 16 33342,560 1,888,102
Hata 300224,369 17 17660,257
Toplam 833705,334 33
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Cizelge C.14: A. flavus 622 AFB, iiretimine siire-sicaklik etkisi Duncan testi

sonuglari
Subset for alpha =0.01
AFB, sicaklik 1 ) 3 4
Duncan® 302 2[  6,8659E2
301 2 7,3049E2
304 2 7,4805E2
353 2  7,5428E2
352 2  8,4467E2| 8,4467E2
303 2| 8,5446E2|  8,5446E2
354 2[  8,6090E2| 8,6090E2
351 2 8,7176E2|  8,7176E2
404 2 1,0178E3 1,0178E3
401 2 1,0430E3 1,0430E3
402 2 1,0523E3 1,0523E3
403 2 1,0530E3 1,0530E3
454 2 1,2348E3 1,2348E3
451 2 1,2557E3 1,2557E3
453 2 1,2902E3
25 2 1,3104E3
452 2 1,3395E3
Sig. ,043 ,024 ,010 ,220
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Cizelge C.15: A. flavus 622 AFB, liretimine siire-sicaklik etkisi Duncan testi

sonuglari
Subset for alpha =0.01

AFB, sicaklik 1 2 3 4

Duncan® 453 2 ,7850
452 2 ,8050
454 2 ,8650 ,8650
451 2 ,9050 ,9050
25 2 1,5450 1,5450 1,5450
353 2 3,4850 3,4850 3,4850 3,4850
303 2 3,5450 3,5450 3,5450 3,5450
301 2 3,7700 3,7700 3,7700 3,7700
404 2 3,7850 3,7850 3,7850 3,7850
302 2 4,3450 4,3450 4,3450
354 2 4,5550 4,5550
352 2 4,5600 4,5600
304 2 4,5900 4,5900
403 2 4,6050 4,6050
351 2 4,6250 4,6250
402 2 5,5550
401 2 5,9750
Sig. ,025 ,010 ,023 ,059
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Cizelge C.16: A. flavus 622 Toplam AF {iretimine siire-sicaklik etkisi Duncan testi

sonuglari
Subset for alpha =0.01
Toplam
AF sicaklik 1 ) 3 4 5
Duncan® 302 2| 6,9094E2
301 2| 7,3426E2
304 2| 7,5279E2
353 2| 7,5776E2
352 2| 8,4923E2| 8,4923E2
303 2| 8,5801E2| 8,5801E2
354 2 8,6545E2| 8,6545E2
351 2| 8,7673E2| 8,7673E2
404 2 1,0216E3| 1,0216E3
401 2 1,0489E3| 1,0489E3
403 2 1,0576E3| 1,0576E3| 1,0576E3
402 2 1,0579E3| 1,0579E3| 1,0579E3
454 2 1,2357E3| 1,2357E3| 1,2357E3
451 2 1,2566E3| 1,2566E3| 1,2566E3
453 2 1,2909E3| 1,2909E3
25 2 1,3119E3
452 2 1,3403E3
Sig. ,042 ,024 ,011 ,011 ,222
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Cizelge C.17: A. parasiticus 52D1 AFB; iiretimine siire-sicaklik etkisi Duncan testi

sonuglari
Subset for alpha =0.01

AFB, sicaklik 1 2 3 4

Duncan® 453 2 7,7052E2
452 2 7,9592E2|  7,9592E2
451 2| 8,0460E2|  8,0460E2
454 2| 82556E2| 82556E2|  8,2556E2
404 2 1,0397E3| 1,0397E3 1,0397E3|  1,0397E3
401 2| 1,0459E3| 1,0459E3 1,0459E3|  1,0459E3
353 2|  1,0630E3| 1,0630E3 1,0630E3|  1,0630E3
354 2 1,0958E3 1,0958E3|  1,0958E3
402 2 1,1175E3|  1,1175E3
403 2 1,1445E3
352 2 1,1758E3
25 2 1,1856E3
303 2 1,2280E3
301 2 1,2454E3
304 2 1,2873E3
302 2 1,2881E3
351 2 1,3440E3
Sig. ,014 ,012 ,013 ,013
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Cizelge C.18: A. parasiticus 52D1 AFB, iiretimine siire-sicaklik etkisi Duncan testi

sonuglari

AFB,

sicaklik

Subset for alpha =0.01

3

4

Duncan®

453
454
452
451
403
404
402
302
301
401
25

352
353
351
304
303
354

Sig.

S S S S I S I S I S I S I S I S I S I S I S N N I

1,0100
1,1550
1,1850
1,4800

,205

1,1550
1,1850
1,4800
2,0850
2,1000

,018

2,0850
2,1000
2,6150

144

4,2400
4,3000
4,6950
4,7200
5,1500
5,2400

,014

4,6950
4,7200
5,1500
5,2400
5,4750
5,5400
35,5700

,030

5,4750

5,5400

35,5700

6,2850
,035
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Cizelge C.19: A. parasiticus 52D1 AFG; liretimine siire-sicaklik etkisi Duncan testi

sonuglari
Subset for alpha =0.01

AFG, sicaklik 1 2 3 4

Duncan® 303 2 6,6107E2
301 2| 6,7436E2|  6,7436E2
25 2|  6,7489E2|  6,7489E2
351 2| 6,8611E2| 6,8611E2| 6,8611E2
354 2| 8,0382E2| 8,0382E2| 8,0382E2| 8,0382E2
352 2| 8,0588E2| 8,0588E2| 8,0588E2|  8,0588E2
304 2| 8,2342E2| 8,2342E2| §8,2342E2|  §8,2342E2
302 2| 83015E2| 83015E2| 8,3015E2| 8,3015E2
353 2|  8,4359E2| 8,4359E2| 8,4359E2| 8,4359E2
403 2 9,1803E2|  9,1803E2| 9,1803E2
404 2 9,2966E2|  9,2966E2
453 2 9,3678E2|  9,3678E2
401 2 9,3692E2|  9,3692E2
452 2 9,3986E2
402 2 9,6113E2
454 2 9,6331E2
451 2 9,7417E2
Sig. ,051 ,012 ,010 ,069
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Cizelge C.20: A. parasiticus 52D1 AFG; liretimine siire-sicaklik etkisi Duncan testi

sonuglari
Subset for alpha =0.01

AFG, sicaklik )

Duncan® 404 2 1,0400
403 2 1,1750
402 2 1,2100
451 2 1,2450
452 2 1,5350 1,5350
454 2 1,5950 1,5950
301 2 1,6600 1,6600
401 2 1,7050 1,7050 1,7050
25 2 1,8700 1,8700 1,8700
352 2 2,2000 2,2000
302 2 2,2300 2,2300
453 2 2,3050 2,3050
351 2 2,3100 2,3100
304 2 2,3250 2,3250
303 2 2,3300 2,3300
353 2 2,3500 2,3500
354 2 2,5250
Sig. ,011 ,014 ,013

108



VESIRALIK

OZGECMIS F 0 r 0

Ad Soyad: Aysu Dalgi¢c Esen

Dogum Yeri ve Tarihi: Edirne/ 1979

Adres:

Lisans Universite: Hacettepe Universitesi (3. liik derecesi)

Yayin Listesi:

109



