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Bazi Fungal Metabolitlerin
Biyolojik Ol¢iim Metoduyla Belirlenmesi
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Ozet

Bu c¢alismada Kahramanmaras piyasasinda satiga sunulan bazi sebze ve
meyvelerden izole edilen ve identifikasyonlart yapilan Alternaria alternata,
Alternaria solani, Fusarium equiseti ve Penicillium italicum tiirlerinin modifiye
Czapek-Dox buyyonda (mCDB) toksin olusumu biyolojik o6l¢iim metoduyla
belirlenmistir. Ayrica olusan total biyokiitle miktar1 da tespit edilmistir. Arastirma
sonucunda, ¢aligmada kullanilan tiirlerin olusturdugu toksinler Bacillus megaterium
DSM 32, Bacillus subtilis IMG 22, Bacillus brevis FMC 3, Proteus vulgaris FMC 1,
Escherichia coli DM ve Enterobacter aerogenes CCM 2531’in gelismelerini inhibe
etmistir. Sonuglar biyolojik 6l¢iim metodunun, toksin standartlar1 ve kromatografik
calisma imkani bulunmayan durumlarda kullanilabilir bir yontem oldugunu
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik 6l¢iim metodu, Fungus, Mikotoksin
Determination of Some Fungal Metabolites by Bioassay Method

Abstract

In this study, the toxin occurance of Alternaria alternata, Alternaria solani,
Fusarium equisetum and Penicillium italicum isolated from some vegetables and
fruits and identified in modified Czapek-Dox Broth (mCDB) was determined by
bioassay method. Moreover the produced total biomass amount was also
investigated. At the end of this investigation, toxins produced by the species used in
the study inhibited the developments of Bacillus megaterium DSM 32, Bacillus
subtilis IMG 22, Bacillus brevis FMC 3, Proteus vulgaris FMC 1 and Enterobacter
aerogenes CCM 2531. The findings indicated that the bioassay method could be
used in the case of absence of toxin standards and chromatographic possibilities.
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Giris

Beslenmemizde yararlanilan bitkisel ve hayvansal orijinli gida maddeleri bazi
hallerde insan sagligini olumsuz yonlerde etkileyebilmektedir. Bu olumsuz etki,
tarim ilaglar1 kalintis1 bulunduran bitkisel iriinlerle, cesitli nedenlerle bozulmus
bitkisel ve hayvansal gida maddelerinin tiikketilmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Tarimsal iirlinlerde, yetismeye basladiklari andan tiiketilinceye kadar gegen zaman
icerisinde, bilinye ve ortam sartlarina bagli olarak gelisen mikroorganizmalar ve
bunlar arasinda ozellikle kiifler bazi toksik maddeler meydana getirmektedirler.
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Genellikle kiif mantarlarmin metabolik {iriinii olan bu toksik maddeler “Mikotoksin”
admi almaktadir. Kabuklu tohumlar iizerinde yapilan ¢alismalarda aflatoxin By, B,,
G, ve G sitrinin, ostaroksin, patulin, sterigmatosistin, diasetoksiskirpenol, T-2
toksin ve zeralonen varlig1 belirlenmistir (Abdel-Gawad ve Zohri, 1993). Toksin
meydana getirmeyen bir kisim kiifler ise iiredikleri yerde c¢esitli zarar ve
bozulmalara neden olabilmektedir.

Gida maddeleri iizerinde iireyen kiif mantarlart ¢ok c¢esitli olup, mikotoksin
yapma yeteneginde olanlar genellikle Penicillium, Aspergillus, Alternaria,
Fusarium, Cladosporium (Abdel-Gawad ve Zohri, 1993) ilave olarak Rhizopus ve
Eurotium (Zohri ve Abdel-Gawad, 1993) cinslerine ait olan tiirlerdir. Meyve, sebze
ve tahillarda bozulmalara neden olan Alternaria tiirleri cesitli mikotoksinler de
olusturmaktadir. Bunlardan benzopiron yapisinda alternariol, alternariol metil ester
ve alteniien; perilen yapisinda altertoksin I ve II ve tetramik asit tiirevi yapisinda
tenuazonik asittir (Logrieco ve ark., 1990). Bu toksinler, bir ¢ok Alternaria tiri
tarafindan olusturulmakta ve sinerjik toksin etkisi gdstermektedir.

Yapilan bazi arastirmalarda Alfernaria toksinlerinin mutajen oldugu (Pero ve
ark., 1973; Stinson ve ark., 1981), brongial astim, pndémoni ve mikotik
infeksiyonlarda Alternaria tiirlerinin etkili oldugu tespit edilmistir (Rovira ve ark.,
1990). Funguslarla kontamine olan &zellikle mikotoksin igeren gida maddeleri
ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Abdel-Gawad ve Zohri, 1993; Zohri ve
Abdel-Gawad, 1993; Purwoko ve ark., 1991 ). Mikotoksinlerin 6l¢iilmesinde gesitli
yontemler kullanilmaktadir. Biyolojik ol¢iim yontemi ile standartlarin olmadigi
durumlarda kalitatif olarak mikotoksinlerin varligini tespit etmek miimkiindiir
(Purwoko ve ark., 1991). Yapilan c¢esitli arastirmalarda Bacillus megaterium’un
aflatoksin, patulin ve Alternaria toksinlerine karsi duyarli oldugu belirtilmektedir
(Buckle ve Sanders, 1985; Ozcelik, 1985).

Yapilan bu ¢alismada, Kahramanmaras hal, pazaryeri ve evlerden temin edilen
hastalikli sebze ve meyvelerden izole edilen ve teshisleri yapilan bazi mantar
tirlerinin olusturdugu mikotoksinlerin biyolojik yolla Olciilmesi denenecektir.
Boylece, toksin standartlarinin  olmadigi ve kromatografik calisma imkant
bulunmayan yerlerde belirtilen metodun kullanilabilirligi belirlenecek ve daha sonra
yapilacak olan ¢aligmalara veri saglanacaktir.

Materyal ve Metot

Test Bakterileri

Test bakterileri olarak kullanilan Bacillus subtilis IMG 22, (Institue of
Microbiology Rutgers-The State universty New Brunswik N.J., Amerika 08903),
Bacillus megaterium DSM 32 (Deutsche Sammlung Von Mikroorganismen,
Grisebachstrasse 8. 0-3400 Gottingen, Germany), FEnterobacter aerogenes CCM
2531, Proteus vulgaris FMC 1, Escherichia coli DM, Klebsiella pneumoniae FMC
S, Bacillus brevis FMC 3, Listeria monocytogenes A, Staphylococcus aureus Cowan
1, Mycobacterium smegmatis RUT tiirleri ise Kahramanmaras Siitcii Imam
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvari
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Kiiltir Kolleksiyonundan temin edilmigtir. Bu arastirmada yapilan caligmalar {i¢
paralel olarak yiiriitiilmiis ve sonuglar ortalama olarak verilmistir.

Orneklerin Alinmasi ve Kiif Mantarlarinin Izolasyonu

Caligmada Hal, Pazaryeri ve evlerde dogal olarak kiiflenmis Lycopersicum
esculentum Miller (Domates), Capsicum annum L. (Biber), Citrus sinensis (L.)
Osbeck (Portakal), Citrus limon L (Limon), Raphanus raphanistrum L. (Turp),
Daucus carota L. (Havug), Citrus nobilis Lour (Mandalina), ve Citrus paradisi
McFad (Greyfurt) érnekleri kullanilmistir.

Kiif tespit edilen Ornekler laboratuvara getirilmis, petri kutularindaki Malt
Ekstrakt Agar (MEA) ve Patates Dekstroz Agar (Difco) besiyerleri iizerine asilama
ignesi ile li¢c noktaya ekim yapilmis ve 25 °C’de 8-10 giin siireyle inkiibe edilerek
ciiriimeye neden olan kiifler izole edilmistir (Ozgelik ve Ozgelik, 1990; Ozcelik ve
Ozgelik, 1996). Arka arkaya yapilan asilamalar sonunda, izolatlarm saf kiiltiirleri
elde edilmigstir. Saf kiiltliri yapilan izolatlarin makroskobik ve mikroskobik
incelemeleri yapilmis ve tiir teshisleri Samson and Van-Reenen Hoekstra (Collins ve
ark., 1989), Kozakiewicz (Bradshaw, 1992) ve Hasenekoglu (Samson ve Van
Reenen-Hoekstra, 1988) ‘na gore yapilmustir. izolasyon ve tanimlar1 yapilan tiirler
Malt Ekstrakt yatik agar iizerinde 25 °C’ de 8-10 giin siireyle inkiibe edildikten
sonra 4 °C’de muhafaza edilmistir.

Besiyerlerinin Asilanmasi

Mantar tiirleri, petri kutularindaki MEA’a agilanarak 7-14 giin siireyle 25 °C’de
inkiibe edilmistir (Ozgelik ve Ozgelik, 1990). Kiiltiir iizerine 10 ml steril fizyolojik
su dokiilmiis ve asilama ignesi ile yavasca karistirilarak spor siispansiyonu
hazirlanmistir (Kozakiewicz, 1989). Bu spor siispansiyonundan 0.2 ml alinarak, 150
ml’lik erlenlerdeki modifiye Czapek-Dox Buyyon (mCDB)’na (glukoz, 30; maya
ekstrakti, 1.0; Pepton, 10; NaNOs;, 2.0; K,HPO,, 1.0; KCl, 0.25; MgS0O,.7H,0, 0.5;
FeS0O,.7H,0, 0.01; ZnSO,.7H,0, 0.01, (g/l distile su) asilanmis ve 25 °C’de
calkalamali inkiibatorde 150 rpm de 30 giin siireyle inkiibe edilmistir. Erlenler misel
kitlesini kirmak amaciyla hergiin 3 dakika siireyle elle ¢calkalanmistir (Hasenekoglu,
1991).

Ekstraksiyon

Buyyon kiiltiirii, slizge¢ kagidindan (Schleicher&Schiill, No:595) vakum
yardimriyla siizlilerek misel ve kiiltiir siizigii ayrilmigtir. Misel 50 ml destile su ile
yikanmig 85 °C’de 3 saat siireyle kurutularak islak ve kuru tartimlar arasindaki fark
kaydedilmistir. Kiiltiir siiziigiinden 50 ml alinarak ayirma hunisinde 3 defa 50 ml etil
asetat (Merck) ile toksin ekstraksiyonu yapilmistir (Wei ve Swatrz, 1985). Toplanan
ekstraktin igine 25 g susuz Na,SO, katilip 30 dakika siire ile bekletilerek suyu
almmug ve siiziilmiistiir (Jimenez ve ark., 1991).

Kolon Kromatografisi

Suyu alinmig ekstrakt, 19x3, 3 cm boyutlarinda 15 g Silika jel 60 (0.2-0.5 mm,
E. Merck A.G., D-6100 Darmstadt-Almanya) ile doldurulmus kolondan gegirilerek
temizlenmistir. Kolon 75 ml etil asetat ile yikanmistir (Mahmoud, 1993).
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Buharlasma

Kolon kromatografisi uygulanan ekstrakt, 250 ml’lik cam balon igerisinde,
vakum altinda 50-55 °C’de doner buharlastiricida yaklasik 1 ml kalincaya kadar
buharlastirilmigtir. Aletten ¢ikarilan balona 3 ml etil asetat ilave edilmis ve karigim
biyolojik 6l¢iimde kullanilmak iizere -18 °C’de saklanmistir (Scott ve Bullerman,
1975).

Biyolojik Olgiim

Biyolojik 6l¢tim igin kullanilan bakteri suslart Nutrient buyyona (Difco)'a
agilanarak 30+0.1 °C de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Erlenmayer kaplarinda
sterilize edilen ve 45-50 °C ye kadar sogutulan Miller Hinton Agar (Oxoid),
yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan bakteri suslarmin 24 saatlik buyyondaki
kiltiirii ile agilanarak iyice calkalanmigtir. Bakteri agilanan besiyerileri 9.0 cm
capindaki steril petri kutularina yaklasik 15’er ml dagitilmistir.

Elde edilen ekstraktlardan, otomatik pipet ile 6 mm capindaki steril bos
antibiyotik disklere (Schleicher&Schiill, Nr 2668, Almanya) 100 [I1 ekstrakt
emdirilmigtir. Katilagan agar {izerine ekstrakt emdirilmis diskler hafifce bastirilarak
yerlestirilmistir. Bu sekilde hazirlanan petri kutular1 4°C de 2 saat bekletildikten
sonra bakteri asilanan plaklar 32+0.1 °C de 16-18 saat siire ile inkiibe edilmistir
(Ozgelik ve Ozgelik, 1990; Ozcelik ve Ozgelik, 1996; Bagcr ve Digrak, 1996). Siire
sonunda besiyeri iizerinde olusan inhibisyon zonlari mm olarak degerlendirilmistir.

Sonuglar ve Tartisma

Kahramanmarag hal, pazaryeri ve evlerden temin edilen dogal olarak kiiflenmis
sebze ve meyvelerden izole edilen ve teshisleri yapilan Alternaria alternata 1, A.
alternata 11, A. solani, Fusarium equiseti ve Penicillium italicum’un modifiye
Czapek-Dox Buyyon’da 30 giin siire ile inkiibe edilmesi sonucunda olusan
metabolitlerin mikroorganizmalar iizerine etkisi Tablo 1 de gosterilmistir.

Tablo 1. Bazi fungal metabolitlerin mikroorganizmalar iizerine olusturduklari
bakterisit etki

Mikroorganizmalar 1 2 3 4 5
Bacillus megaterium 22° 19 20 11 16
Bacillus subtilis 20 22 22 16 16
Enterobacter aerogenes 20 18 15 18 15
Proteus vulgaris 16 17 18 15 13
Escherichia coli 22 16 14 12 7
Klebsiella pneumoniae 12 10 10 - -
Bacillus brevis 21 19 21 18 15
Listeria monocytogenes 12 14 10 - -
Staphylococcus aureus B - - - -
Mycobacterium smegmatis - - - - -

1: 4. alternata 1 2: A. alternata 11 3: A. solani 4: F. Equiseti 5: P. italicum
Etil Asetat ve Kontrol: Tiim bakteri suslart igin (-); (*) Inhibisyon zonu (mm);
(-?) inhibisyon zonu belirlenemedi
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Tablo 1°de goriildiigii gibi B. megaterium, B. subtilis, E. aerogenes, P. vulgaris,
E. coli ve B. brevis’in ekstrakte edilen fungal metabolitlere karsi duyarli oldugu
tespit edilmistir. Bacillus megaterium’un aflatoksin, patulin ve Alternaria suslarinin
olusturdugu toksinlere kars1 duyarh oldugu belirtilmektedir (Ozgelik, 1985; Ozcelik
ve Ozgelik, 1990). Mahmoud (Mahmoud, 1993) izole ettigi Fusarium tiirlerinin
zearalenone ve T,-toksin’i iirettigini belirtmektedir. El-Maraghy ve Salem (EI-
Maraghy ve Salem, 1986) kiimes hayvanlari ve hayvan yemlerinde Fusarium
suslarmim orant % 13-45 olunca toksijenik etki gosterdigini tespit etmislerdir.
Fungal metabolit emdirilmis disklerin Enterobacter aerogenes CCM 2531 ile
astlanmis agarda olusturduklari inhibisyon zonlar1 Sekil 1°de gosterilmistir.

Eirterohacter asrogenes OCM 283§

Sekil 1. Fungal metabolit emdirilmis disklerin Enterobacter aerogenes CCM 2531
ile asilanmis agarda olugturduklari inhibisyon zonlari.

K. pneumoniae, A. alternata 1, 11 ve A. solani suslarina karsi duyarli oldugu
gozlenmis (sirastyla 12,10,10 mm inhibisyon zonu) diger fungus metabolitlerine
karsi 100 [lg/disk konsantrasyonunda direngli oldugu tespit edilmistir. L.
monocytogenes susu da ¢alismada kullanigimiz Alternaria alternata 1 , A. alternata
I ve A. solani suslarma kars1 duyarli oldugu belirlenmistir (sirasiyla 12,14 ve 10
mm inhibisyon zonu). F. equiseti ve P. italicum tiirlerine karsi direngli oldugu
gorillmistiir. Belirtilen funguslarin metabolitleri S. aureus ve M. smegmatus
suslarina karst 100 [g/disk konsantrasyonunda direngli oldugu tespit edilmistir.
Caligmada kullandigimiz mantar suglarinin olugturduklar1 biyokiitle miktart Tablo
2’de gosterilmistir.
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Tablo 1 de gorildigii gibi, Alternaria alternata 1 susu inkiibasyon siiresi
sonunda en fazla biyokiitle olusturmustur (1.400 g). Fusarium equiseti nin ise misel
kuru agirligi 1.294 g olarak belirlenmis, A. alternata 11 susu en az misel kitlesi
olusturmustur.

Jimenez ve ark. (Jimenez ve ark., 1991) bugday unundan izole ettikleri
Penicillium griseofulvum tarafindan patulin {iretim sartlarina inkiibasyon siiresinin
etkilerini incelemis ve 28 °C’de 40 giinde misel kuru agirliginin 2.850 g oldugunu
belirtmiglerdir. Ayrica 20 °C’de kif gelismesinin yavagladigini ve misel kuru
agirhgmin 1.750 g oldugunu tespit etmislerdir. Goriildiigli gibi, inkiibasyon sicaklik
ve siiresi toksin iiretimi ve misel olusumu tizerinde etkili olmaktadir.

Tablo 2. Bazi sebze ve meyvelerden izole edilen mantarlarm mCDB’da
olusturduklar1 biyokiitle miktar1

Izole Edilen Biyokiitle . .
Mantar Suslari Miitarl (g) Izole Edilen Meyve
Alternaria alternata 1 1.400 L. esculentum, C.sinensis
Alternaria alternata 1 1.017 L. esculentum, C.nobilis, C. paradisi
Alternaria solani 1.033 C. nobilis
Fusarium equisetii 1.294 D. carota, C. annuum, R.. raphanistrum
Penicillium italicum 1.136 C. limon

Digrak ve Ozgelik (Digrak ve Ozgelik, 2001), Fusarium, Penicillium sp. ve
Aspergillus sp.’nin farkli sicaklik, stire, pH ve Seker varliginda belirtilen fungus
tirlerinin metabolitlerinin biyolojik 6l¢iim metodu ile ilgili olarak yaptiklari
calismada, %4.0 ve %6.0 glukoz ve fruktoz i¢eren modifiye Czapek Dox buyonda
25°C’de biyomas miktarinin en fazla oldugunu belirmistir.

Wei ve Swartz (Wei ve Swatrz, 1985) laboratuvar sartlarinda 4. alternata’nin
misel gelisimini incelemislerdir. Yapilan ¢alismada misel kuru agirliginin 4. giinden
itibaren 14 giin siireyle arttigini belirtmis ve toplam toksinin en ¢ok inkiibasyonun
11. giiniinde olustugunu tespit etmislerdir. 4. alternata suslarinin toksin iiretimi ve
misel olusturmada C/N oraninin 6nemli rolii oldugu belirtilmektedir (Stinson ve
ark., 1980). Ozcelik ve Ozgelik (Ozcelik ve Ozgelik, 1996) yaptiklar1 calismada
biyokiitle olusumu bakimindan en etkili sekerin fruktoz oldugunu, bu ortamda
olusan biyokiitle miktarmin, glukoz ve sakkaroz ortaminda olusan biyokiitle
miktarlarina goére onemli farklilik (p<0.05) gosterdigini belirtmislerdir. Ayrica,
yapilan bu ¢alismada toksin varligmi belirlemek i¢in, Bacillus megaterium NRS
1581 susu test bakterisi olarak kullanilmustir.

Yapilan bu arastirmada bulunan sonuglar Staphylococcus aureus Cowan 1 ve
Mycobacterium smegmatis RUT diginda ¢alismada kullanilan diger bakteri
suslarinin Alternaria toksinlerinin belirlenmesinde, Bacillus megaterium DSM 32,
Bacillus subtilis IMG 22, Bacillus brevis FMC 3, Proteus vulgaris FMC 1,
Escherichia coli DM ve Enterobacter aerogenes CCM 2531,’in ise Fusarium sp. ve
Penicillium sp. metabolitlerinin biyolojik 6l¢lim metodu ile belirlenmesinde test
bakterisi olarak kullanilabilecegini gostermistir.
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