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OZET

Mikotoksinler funguslar tarafinda {iretilen sekonder metabolitlerdir. Canlilar
tizerinde alindiklar1 dozlara ve kisisel dirence bagli olarak 6liimle sonuglanan akut etkileri
olabilecegi gibi kanserojenik, teratojenik, hemorajik, dermatitik, hepatotoksik, nefrotoksik
ve neurotoksik etkilerinden de s6z edilmektedir. Mikotoksinler, ¢ok sayida fungus cinsi
tarafindan tretilse de  Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsleri 6ne ¢ikmis
goriinmektedir. Daha yaygin ve toksik olmalar1 nedeni ile Aflatoksin B; ve Okratoksin A

0zel oneme sahip mikotoksinlerdir.

Bu calismada, ylizden fazla makrofungus izolatinin ekstraseliiler enzimleri ile
aflatoksin B: ve okratoksin A degradasyon potansiyeli arastirilmistir. Aflatoksin By ve
okratoksin A miktarindaki azalma yar1 sayisal Ol¢iim metodu olan HP-TLC ile
gorsellestirilmistir. Her mikotoksinin yikiminda en basarili olan onar adet makrofungus
izolatinin degradasyon yetenekleri yiliksek basingli sivi kromatografisi cihazi ile de

dogrulanmustir.

Calisilan izolatlardan OBCC 5004 ve OBCC 5048 kodlu Lentinus strigosus ve
Agaricus campestris sirasi ile aflatoksin B1 ve okratoksin A degradasyonunda en basarili
makrofungus izolatlaridir. Bu izolatlarin toksin degradasyon oranlari Plackett Burman ve
Response Surface Metodu ile optimize edilmistir. Aflatoksin Bi ve okratoksin A
degradasyonu optimize kosullarda siras1 ile %49 ve %48 oraninda gergeklesmistir. Artemia
salina ile yapilan toksisite testinde aflatoksin B: ve okratoksin A’ nin %20 ve %60

oranlarinda detoksifiye oldugu belirlenmistir .

Anahtar Kelimeler: Aflatoksin Bi, Okratoksin A, Biyodegradasyon, Lentinus

strigosus, Agaricus campestris



Vil

SUMMARY

Mycotoxins are secondary metabolites that produced by fungi. Mycotoxins can have
fatal acute effects on organisms according to dose and individual resistance. They have
carcinogenic, teratogenic, hemorrhagic, dermatitic, hepatotoxic, nephrotoxic and neurotoxic
effects. Even if mycotoxins are produced by a lot of fungal genera, but Aspergillus,
Penicillium and Fusarium genera have outshined. Aflatoxin B1 and ochratoxin A are special
important mycotoxin because of their toxicity and prevalence.

In this study, degradation potential of more than 100 macrofungi isolates was
investigated for aflatoxin B1 and ochratoxin A by their extracellular enzymes. The reduction
in the amount of aflatoxin B; and ochratoxin A was visualized by semi-quantitative method
HP-TLC. Mycotoxin degradation ability of most successful 10 macrofungi isolates for each

toxin was confirmed by high pressure liquid chromatography.

Lentinus strigosus and Agaricus campestris coded as OBCC 5004 and OBCC 5048
were the most successful macrofungi isolates for aflatoxin B; and ochratoxin A degradation,
respectively. The toxin degradation rates of these isolates were optimized by Plackett
Burman and response surface methods. Aflatoxin B; and ochratoxin A degradation realized
48% and 49%. under optimized conditions, respectively. In the toxicity test made with
Artemia salina, aflatoxin By and ochratoxin A detoxification ratios were determined as 20%

and 60%, respectively.

Keywords: Aflatoxins Bi, Ochratoxin A, Biodegradation, Lentinus strigosus,

Agaricus campestris
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1. GIRIS VE AMAC

Mikotoksinler funguslar tarafindan iiretilen insan, hayvan ve bitkilere toksik etkiye
sahip sekonder metabolizma iirlinleridirMikotoksinlerin canlilar tizerinde alindiklar1 dozlara
ve kisisel dirence bagl olarak dliimle sonuglanan akut etkileri olabilecegi gibi kanserojen,
teratojen, tremorgen, hemorajik, dermatitik, hepatotoksik, nefrotoksik ve norotoksik
etkilerinden de s6z edilmektedir (Bennett ve Klich 2003). Diinyadaki ciddi saglik sorun
kaynaklar1 arasinda tarim triinlerinin mikotoksinler ile kontaminasyonu da bulunmaktadir

(Varga vd., 2005).

Diinya ¢apinda iiretilen tarim tiirlinlerinin yaklasik olarak % 25 kadarinin funguslar
tarafindan enfekte edildigi tahmin edilmektedir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde, temel
gida iirinlerinin tizerindeki gida kontaminasyonlar1 diinya ¢apinda ¢ok onemli bir etkiye
sahiptir (Bryden, 2007). Mikotoksinler, ¢ok sayida fungus cinsi tarafindan iretiliyor
olmasina karsin, Aspergillus, Penicillium ve Fusarium cinsleri bu konuda bir adim one
cikmig goriinmektedir (Var vd., 2004).

Bilinen ilk mikotoksikosiz vakasi, Claviceps purpurea tarafindan meydana getirilen
ve bazi organlarda nekroz ve kangren ile karakterize “Ergotizm’’ zehirlenmesidir. Bu
hastalik Claviceps purpurea ile bulagmis olan besin maddelerinin tiikketilmesi sonucu ortaya
¢cikmis ve Orta Cag Avrupa’sinda uzun yillar “Kutsal Ates” adiyla anilmistir. Rusya’nin bazi
bolgelerinde niifusun yaklasik % 10’undan fazlasi, ikinci Diinya Savasi yillarinda kiifli
gidalarin tiiketilmesi sonucu, bu tip zehirlenmelerden etkilenmis ve hatta bir¢ok 6liim vakasi
meydana gelmistir. S6z konusu yillarda, bir¢ok iilkede Japonya’dan ithal edilen piringlerin
tilketimi sonucu benzer vakalara rastlanmistir (Peraica vd., 1999). Ancak 1960’11 yillara
kadar biitiin bu zehirlenmeler 6nemsiz hastaliklar olarak degerlendirilmistir. Bu yillarda
Ingiltere’de “Turkey X Disease” adi verilen bir hastaligi ortaya ¢ikmasiyla bu diisiince
degismistir. Bu hastaliktan dolay1 binlerce hindi palazi 6lmiis ve yapilan incelemeler
neticesinde, hastaliga hindilere protein kaynagi olarak verilen, Brezilya’dan ithal edilen yer
fistiginda bulunan toksik bir maddenin sebep oldugu anlasilmistir. Daha sonralar1 bu
konuyla ilgili olarak yapilan detayli arastirmalar sonucunda bu toksik maddelerin

Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan sentezlenen bir bilesik oldugu ortaya
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¢ikmig ve toksine kendini olusturan kiifiin adma istinaden “Aflatoksin” adi verilmistir

(Peraica vd., 1999).

Mikotoksinler arasinda ilk akla gelen grup olan aflatoksinler poliketid sinifina aittir
ve biiylik bir gen kiimesi i¢inde kodlanmis enzimler tarafindan sentezlenmektedir.
Aflatoksin biyosentezi baslangic adiminda asetat gerektirir (Sekil 1.1.) ve yag asidi
biyosentezindeki yol izinde poliketit sentetaz (PKS) tarafindan basladig1 diisiiniilmektedir.
Daha sonraki adimlarda norsoloronik asit (NOR) doniisiimii ile biyosentez yol izi devam

ederek aflatoksin B tiretilir (Holmes vd., 2008).
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Sekil 1.1. Aflatoksin biyosentez yol izi (Trail vd., 1995)
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Aflatoksinlerin yiiksek seviyelerinin saglik agisindan 6neminden dolay1 bir¢ok tilke
ve uluslararasi toplum tarafindan ¢ogunlukla biiyiik bir problem olarak kabul edilmis ve
yaygin olarak kabul edilebilir aflatoksin seviyeleri milyarda 10 - 20 birim (ppb) sinir
konulmustur. Avrupa Birligi Komisyonu da konuyla ilgili ¢aligma yapmis ve 1881 / 2006
sayili komisyon tiiziiglinii hazirlamistir (Anonim, 2006). Pratikte bu limitler asildiginda
siklikla ciddi saglik sorunlari ile karsilasilmistir (Villers, 2017).

Aflatoksin B; 2002 yilinda uluslararasi kanser aragtirma ajansi, IARC (International
Agency of Research on Cancer) tarafindan en zehirli mikotoksin (Grup 1) olarak
belirlenmistir. Diger mikotoksinler aflatoksin M1, okratoksin A, fumonisin B ise daha az
tehlikeli (Grup 2B) mikotoksinler olarak kabul edilmektedir (IARC, 2002).

Eger birden fazla mikotoksine maruz kalinirsa bunlarin sinerjistik etkileri ile ¢ok
daha fazla zarar verici olacag: belirlenmistir ve dahasi eger ¢oklu mikotokzikozise maruz
kalinmigsa her bir toksin seviyesinin ayri ayr1 belirlenmesi etkiyi anlamak icin yeterli
olmayacaktir (Alassane-Kpembi vd., 2016). AFB1, AFM3, OTA, Zearelenon (ZEN), FB1 ve
a - Zearalenol (o — ZOL) gibi mikotoksinlerin in-vitro ortamlarda ¢ogunlukla sinerjistik
calistig1 ve toksik zarar etkilerini artirdiklari belirlenmistir. Boylece bu mikotoksinlerin hem

sitotoksik hem de genotoksik olumsuz etki ve zararlarinin arttigi goriilmiistiir. (Gao vd.,
2016)

Aflatoksikozis i¢in en etkileyici 6rneklerden birisi olarak, Dogu Kenya bdlgesinde
2004 yili Ocak — Temmuz doneminde 317 adet sarilik vakasindan 125 tanesinin Olimi
kaydedilmistir. Bu durumun gerekgesinin arastirilmasi sirasinda, bu bdlgede toplanan
misirin % 55 kadarinin yasal smir olan 20 pg/kg’in lizerinde AFB: igermis oldugu
belirlenmistir. Hatta baz1 6rneklerin 8000 pg/kg degerinden bile yiiksek AFB: igerigine
sahip oldugu gozlemlenmistir. Benzer bir olgu yine dogu Kenya bolgesinde 2005 yili
icerisinde 21 Haziran itibariyle kaydedilmis, 75 vakada 32 oliim rapor edilmistir. Yine

toplanan misirlarin %42 kadarinin yasal sinirin iizerinde AFB1 igermis oldugu goriilmiistiir

(Shephard,2008).
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Aflatoksinler, “difurokumarosiklopentenon” ve “difurokumarolakton” gruplarinda

siniflandirilmis olup aflatoksin B, B2, G, ve Gz olmak iizere dort ana fraksiyonu

bulunmaktadir. Bu isimlendirme ince tabaka kromatografisinde, uzun dalga boyu UV 15181

altinda aflatoksin B, ve B2'nin mavi, aflatoksin G, ve G,'nin ise yesil floresan vermesiyle

iligkilidir. Sekil 1.2. ve Sekil 1.3.” te goriildiigii gibi B toksinleri kumarin yapidaki lakton

halkasina eklenmis siklopentenon halkasi, G toksinleri ise ek bir lakton halkas1 icermektedir

(Ozkaya vd., 2003).

AFE, AFB, AFBLL  APM, APM, AFL APy
ki H A M AH O A M
R -0 0 0 0 ) ol -0
ki H 4 H T ] - O
R4 H H O H H H H

CsCoBag Doymamss Doymug Doyhms Doymamsy Doymug Doymamg Doymem

AFG, AFG AFiZa

|4 -H -H -OH

Cy-CgBagn Doymamig Doymugy  Doymug

Sekil 1.2. Aflatoksinlerin yapist ve konfigiirasyonlar1 A; AFB, AFM, AFL ve AFQ — B;
AFG ( Loi vd., 2017)



0 OCHs

Aflatoksin B2

Aflataoksin My

Aflatoksin M4

Aflatoksin B oy

Sekil 1.3. Baz1 aflatoksinlerin kimyasal yapis1 (Ozkaya vd., 2003)
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Aflatoksinlerin kesfinden sonra ilk olarak belirlenen en biiyiik mikotoksin grubunu
okratoksinler olusturur. Bu grubun en toksik bilesigi ise okratoksin A (OTA)’ dir (Bragulat
vd., 2001). Aspergillus sp., Neopetromyces ve Penicillium tiirleri tarafindan tiretilen OTA’
nin, yaklasik olarak 21 tane tiir tarafindan tretildigi tespit edilmistir (Wang vd., 2016).
Zhang ve arkadaslar1 (2016), Cinde liziimden izole ettikleri izolatlart OTA iiretimi agisindan
taramislardir. Aspergillus, Talaromyces ve Penicillium cinslerine ait, okratoksin A iireten
yeni fungus tiirleri teshis etmislerdir. Ozellikle, daha &nce OTA iireticisi olarak hig
bulunmayan tiirlerden Talaromyces rugulosus, Penicillium commune, Penicillium rubens ve
Aspergillus aculeatus’ un OTA fiirettigi bildirilmistir (Zhang vd., 2016). A. nigri ve A.
carbonarius’ un iiziimde OTA {iretiminden sorumlu oldugu gosterilmistir. Penicillium

tiirleri 6zellikle P. verrucosum iyi bir OTA iireticisidir.

Biyosentetik olarak okratoksinler, 8-fenil alanin ile ¢iftlesmis bir dihidroizokumarin
iceren pentaketitlerdir. Yalnizca okratoksin A ve ¢ok nadir olarak ta onun dekloro analogu
olan okratoksin B gidalar ve yemlerde bulunmaktadirlar (Sekil 1.4.). Oysa kiif cinslerinin
kiiltiir filtratlarinda metil ve / veya etil esterleri gibi 4 — hidroksi tiirevleri ve okratoksin B’

nin okratoksin a izokumarin ¢ekirdegi gézlemlenir (Pohland vd., 1992).

OTA=Cl

OTB=H

Sekil 1.4. Okratoksinlerin kimyasal yapilar1 (Pohland vd., 1992)
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Sekil 1.5.” te goriildiigli gibi asetat ve malonattan poliketit sentaz ile pentaketit
yoluyla izokumarin olusurken, sikimik asit yol izi ile olusan fenil alanin birbirlerine amid

bagi ile baglanarak okratoksin A meydana gelmistir (Anl1 vd., 2008 ).

My aaeril ooy =

I = I MAalonar
l Poliketid
. seniar
-y "
L b ou
Sibcionik madr
Ly

*
|
MH2
S,
Fenilalarun

Ctkratolksm A

Sekil 1.5. Okratoksin biyosentez yol izi (Anli vd., 2008)
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Okratoksinin kimyasal yapisi ve degradasyon triinleri Sekil 1.6.” da sunulmustur.
Toksin fenilalanin tRNA sentezini rekabetci bir sekilde onleyebilir ve protein olusumunu
bloke edebilir. Dahast OTA ve DNA kaynasmasina neden olur. Béylece dolayli olarak
oksidatif DNA hasarina neden olur (Loi vd., 2017). OTA’ nin potansiyel nefrotoksik,
teratojenik, genotoksik ve karsinojenik oOzellikleri vurgulanmistir (Petchkongkaew vd.,
2008).

Armd baga

Dihidroizokumarin

parga

B
(2]
HO O

o o

(2 X -
NH, " one
(s |
Fenilalanin Okratoksin-a

Sekil 1.6. Okratoksinin kimyasal yapisi ve bilesenleri;

A. Okratoksin A; B. Degrade okratoksin A (Loi vd., 2017)

Her iki mikotoksinin molekiiler yapilarinda kumarin ortak bilesendir. Okratoksin A’
da kumarine baglanmis olan klor (Cl) toksisiteye sebep olurken aflatoksin B1’ de kumarine
bagli iki siklopenton halkalarindan birisinin ¢ift bagli yapisi toksisiteye sebep olur (Heussner
ve Bingle, 2015). Bu toksinler Tiirkiye’de ve diinyada gida ve yemlerin ekonomik kaybina,

insan ve hayvan sagliginin tehlikeye girmesine neden olmaktadir.

Yiiksek toksisiteye sahip mikrobiyal metabolitler olan aflatoksin ve okratoksin
acisindan riskli gida gruplar oldukca genis bir yelpazeye yayilmaktadir. Gida ve yemlerde
degisik oranlarda aflatoksine ve okratoksine rastlanmaktadir. Aflatoksin ve okratoksin A ile
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karsilagilmast muhtemel gida ve yem maddeleri ile bunlarin yasal {ist sinirlar1 sirast ile

Cizelge 1.1. ve Cizelge 1.2.” de sunulmustur.

Cizelge 1.1. Tiirk gida kodeksi aflatoksin risk tablosu ve iist limitleri (Anonim, 2011)

Gida Maddesi

Maksimum Aflatoksin Limiti

(ng/kg)

B1

B1+Bo+G1+G2

M1

Findik, antepfistig1 gibi sert kabuklu meyveler,
yer fistigi, yagli tohumlar, kuru meyveler ve
bunlardan iiretilen islenmis gidalar

5,00

10,00

Yerfistig1 (dogrudan tiikketime sunulmadan veya
gida bileseni olarak kullanilmadan once
siniflandirma, ayiklama gibi fiziksel islemlere
tabi tutulacak olan)

8,00

15,00

Tahillar (karabugday (Fagopyrum sp.) dahil) ve
bunlardan iiretilen islenmis gidalar (dogrudan
tilkketilen veya gida bileseni olarak kullanilan)

2,00

4,00

Misir (dogrudan tiiketime sunulmadan veya gida
bileseni olarak kullanilmadan 6nce siniflandirma
ayiklama gibi fiziksel iglemlere tabi tutulacak
olan),

5,00

10,00

Cig siit, 1s1l islem gormiis siit, siit bazl tiriinlerin
tiretiminde kullanilan siit

0,05

Baharatlarin agagidaki tiirleri igin;

Kirmizibiber ~ (Capsicum  spp.)  (bunlarin
kurutulmus meyveleri, kirmizibiber ve aci
akbiber ve karabiber dahil) Hintcevizi / Muskat
(Myristica fragrans)

IZence)fll (Zingiber officinale) Zerdecal (Curcuma
onga

5,00

10,00

Bebek ve kiiciik cocuk ek gidalari

0,10

Bebek formiilleri ve devam formiilleri (bebek
stitleri ve devam siitleri dahil)

0,025

Bebekler icin 6zel tibbi amagh diyet gidalar

0,10

0,025

Diger gida maddeleri (bulunmas1 muhtemel riskli
gidalar)

5,00

10,00

0,50




Cizelge 1.2. Tiirk gida kodeksi okratoksin A risk tablosu ve iist limitleri (Anonim, 2011)

10

Maksimum Okratoksin A Limiti

aromatize sarap kokteyli

Gida Maddesi
(ng/kg)

Islenmemis tahillar 5,00
Tahildan elde edilen tiim tiriinler (dogrudan
tilkketime sunulan tahillar ve islenmis tahil 3,00
iirlinleri dahil)
Kurutulmus asma meyveleri (kus tiziimii, kuru 10,00
tiziim ve ¢ekirdeksiz iiziim dahil)
Kavrulmus kahve cekirdegi ve 6giitiilmiis 5,00
kahve
Kahve ekstrakti, ¢oziinebilir kahve ekstrakti 10,00
veya ¢Oziinebilir kahve
Sarap (kopiiklii sarap/ sampanya dahil, likor
saraplar1 ve hacmen alkol miktari en az % 15 2,00
olan saraplar hari¢) ve meyve saraplari
Aromatize sarap, aromatize sarap bazli icki ve 2,00

Mikotoksin yayilmasinda kiiresel ticaretin Onemli bir katkisi vardir.

Mikotoksin kontaminasyonu ile her yil milyarlarca dolar kayip gergeklesmektedir (Wu,

2007). Bu kayiplar1 dogrudan ve dolayli kayiplar olarak iki grupta kategorize edebiliriz.

Dogrudan kayiplar iirlin verimlerinin diismesi, hayvan performansinin azalmasi ve g¢iftlik

hayvancilik {ireticilerinin hastaliklarindan kaynaklanan maliyetleri ile ilgilidir. Dolayh

kayiplart ise O6lgmek oldukga zordur. Fungusit kullanimi ile baglantili, pazarlanabilir

iriinlerin azalmasi, yonetimi, saglik hizmetleri, veterinerlik hizmetleri harcamalar1 ve

degradasyon arastirmalarina harcanan giderler ve yatirimlardir (Wu, 2007).

Bu nedenle yapilan ¢alismalar mikotoksin {iretici mikroorganizmalarin gelisimini

durdurmak, mikotoksin iiretimini inhibe etmek ve liretilmis olan mikotoksinleri detoksifiye

ve / veya degrade etmek seklindedir.
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2. LITERATUR ARASTIRMASI

Mikotoksin miktarlarinin azaltilmas ile ilgili gesitli yontemler mevcuttur. Aflatoksin
olusumunun 6nlenmesinde oncelikle hammaddenin tarlada gelisimi, hasati, depolanmast,
nakliyesi, iirline islenmesi ve iiriin elde edilmesi asamalarindaki kiif kontaminasyonunun
engellenmesi veya en aza indirilmesi 6nem tasimaktadir. Mikrobiyal kontaminasyonu
tarlada kontrol altinda tutmak ¢ok giictiir. Ancak, mikrobiyal kontaminasyon {iriiniin hasati
ve onu izleyen asamalarda alinacak hijyen ve sanitasyon onlemleri ve bilingli uygulamalarla

biiytik dl¢iide engellenebilir (Goldblatt ve Dollear, 1977).

Aflatoksin olusumunun 6nlenmesinde ikinci ve daha da 6nemli adim ise hammadde,
ara lUrtinler ve son iirline ¢esitli sekillerde bulasan kiif / kiiflerin gelisiminin 6nlenmesidir.
Bu da tiretimde iy1i bir teknoloji kullanma ve bilingli uygulamalarla miimkiin olabilir. Ancak
kiiflerin yayilim alanlarmin ¢ok genis olmasi nedeniyle, mikotoksin olusumunun
onlenmesinde biiyiik gii¢likkler yasanmakta ve ¢ogu kez basarisiz kalinabilmektedir (

Goldblatt ve Dollear, 1977).

Aflatoksin kontaminasyonunun oOnlenemedigi durumlarda {irlinden aflatoksinin
uzaklastirilmasi ve detoksifikasyon amaciyla ¢ok sayida arastirma yapilmakta ve fiziksel,

kimyasal ve biyolojik bir¢cok yontem denenmektedir.

1) Fiziksel metodlar; Fiziksel yontemler arasinda, elle veya elektronik yollarla
ayitklama islemlerinden aflatoksin  diizeylerini azaltmak ic¢in yaygm olarak
yararlanilmaktadir (Cheli, 2009). Ham maddelerden yiiksek seviyede kontamine olmus
fraksiyonlarin mekanik olarak uzaklastirilmasini (ayirma, temizleme, 68iitme, bosaltma), 1s1
uygulamasi, radyasyon ve adsorbentlerin kullanimini igerir. Fiziksel ayirma yontemlerinden
elle ayirma yontemi, rengi degismis, bozulmus, sekli bozuk taneleri ayiklama bigiminde
uygulanmaktadir. Ancak bu yontemin kullanimi daha ¢ok hayvan yemi olarak kullanilacak

daneler ile simirlidir (Vanhoutte vd., 2016).
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Uriinler bir kiif kontaminasyonu gostermedigi halde énemli diizeylerde mikotoksin
icerebilmektedir. Bu nedenle ayiklama ile son iiriinde baslangictakinden diisiik aflatoksin
diizeylerine ulasilsa bile, ¢ogu kez kontaminasyonun tamami giderilememektedir. Fiziksel
dekontaminasyon yontemlerinden bazilari arasinda solvent ile ekstraksiyon, adsorbsiyon ve

mikrodalga ile 1s1l islem gibi metodlar incelenmektedir (Park 1993).

Mikotoksin degradasyonu i¢in kullanilan diger fiziksel yontemler sicaklik, pH,
radyasyon ve adsorbsiyon olabilir. Yiiksek sicaklik hem enerji maliyetine hem de besin
degeri kaybima neden olacaktir. Ozellikle protein kayb1 yiiksek sicaklikta cok dnemli bir
sorun olacaktir. pH degisikligi yiiksek miktarlarda {iriin elde eden isletmelerde uygulanmasi
oldukg¢a maliyetli ve gii¢ olur. Radyasyon da 6zel kosullar olmadan uygulanamayan kontrol

edilmesi oldukga gii¢ bir degradasyon yontemidir (Gupta vd., 2009).

Fiziksel giderimde bir yaklasim olarak bazi adsorbentler kullanilmaktadir. Fakat
adsorbentler, zorunlu gidalar ile antibiyotiklerin spesifik olmayan bir sekilde baglanmasina
neden olmaktadir. Bu baglanmalar her ne kadar dezavantaj olsa bile son donemdeki
adsorbentlerin kullanimi yaklasimi umut vaadeden bir yontemdir (Loi vd., 2016 ). Pek ¢ok
yayinda tizerinde duruldugu gibi mineral adsorbentler 6zellikle kil mineralleri aflatoksinlerin

degradasyonunda etkilidir (Deng vd., 2014; Di Gregorio vd., 2014; Vekiru vd., 2015).

Daha onceki ¢alismalarda degradasyon triinleri hakkindaki kismi bilgi ve besinsel /
organoleptik degisiklikler onlarin giivenilir bir sekilde uygulanmasini siirlandirmaktaydi
(Bretz vd., 2006). Son zamanlarda soguk plazma, fotoradyasyon, ve mikrodalga gibi yeni
stratejiler mikotoksin degradasyon metodlar1 olarak tanitilmakta ve/veya onerilmektedir
(Fanelli vd., 2016).

2) Kimyasal metodlar; alkalin hidroliz (Miiller vd., 1983), amonyaklagtirma (Park
vd., 1988), ozonlama (Maeba vd., 1988), biyosiilfitlerin kullanilmas1 (Altug vd. 1990),
peroksidasyon (Fouler vd., 1994) ve asit ile muamele (Aiko vd., 2016) mikotoksin giderimi
icin test edilmistir. Fakat bunlarin gida ve yemler iizerine uygulanmasi; ham maddelerin
miktar1 tlizerine negatif etkisi, yiiksek masraf, zayif etkinlik ve toksik olma potansiyelleri

nedeniyle smirlidir. Yine de kimyasal dekontaminasyon islemleri i¢cinde amonyaklama
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islemi baz iilkelerde yasal olarak kabul gormiistiir ve bu lilkelerde yem hammaddelerinde

yaygin olarak kullanilmaktadir (Bata ve Lasztity, 1999).

Gida katkilar1 ve kimyasal adsorbanlar da, potansiyel dekontaminasyon yontemleri
olarak dikkate alinmaktadir. Tabata ve ark., (1994) ¢ok sayida gida katki maddesini bu
yonden incelemis ve bazilarinin gida maddesine eklenen aflatoksin diizeyini azalttigini
gozlemistir. Diger taraftan, patulin ve okratoksin A’ nin aktif karbonla giderilmesinde
basarili sonuglar alinmistir. Sindirilmeyen bazi adsorban maddeler ise ticari olarak yemlerde
kullanilmaktadir. Mikotoksin giderimi amaci ile fiziksel ve kimyasal detoksifikasyon

yontemlerinin birlikte kullanildig: ¢alismalar da yapilmaktadir.

3) Biyolojik metodlar; kararli haldeki toksinleri yikma veya deaktive etme yoluyla,
daha az toksik ya da zararsiz bilesiklere doniistirme seklinde metabolize edebilen
mikroorganizmalarin veya enzimlerin kullanimini igerir. Arastirmalarin biiyliik ¢ogunlugu
mikrobiyolojik degradasyonla ilgilidir. Nadiren fiziksel adsorbsiyon ve enzimatik aktivite
oldugu tespit edilmistir. Mikrobiyolojik degradasyon gerceklestikten sonra, degradasyon
tirtinlerinin belirlenmesi ve toksisitesinin degerlendirilmesi olduk¢a karmagsik bir hal
almaktadir. Bu karmasikligin nedeni, gergek bir detoksifikasyonda, ozellikle
biyotransformasyon enzimlerinin degerlendirilmesinde, her bir reaksiyonun etkili
olmamasindan kaynaklanmaktadir. Aslinda, metabolize mikotoksin ana bilesikten daha
biiyiik toksik ozellikler de kazanabilir. Ornegin bir vakada, mayalar tarafindan in vivo
ortamda ZEN biyotransformasyona ugrayarak o - ZOL toksinine indirgenir, aslinda a. - ZOL,

ZEN’den daha 6strojeniktir (Boswald, 1995).

Biyolojik ajanlar ve onlarin enzimleri, ¢ogunlukla degradasyon basaris1 yiiksek,
gevre dostu ve gida degerine en az zarar vererek, gidalarin besin kalitesinden sorumlu
kimyasal yapisina etkin bir yaklagimla biyotransformasyon yaparlar. Mikotoksin
biyotronsfarmosyonu “bakteriler / mantarlar veya onlarin enzimleri kullanilarak
mikotoksinlerin yikilmasi ile toksik olmayan metabolitlere doniismesi” olarak tanimlanir

(Boudergue vd., 2009 ).
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Aflatoksinin iiriinden uzaklastirilmasi ile ilgili olarak arastirilan farkli yontemler,
belirli derecelerde basarili bulunmalarina karsin; yeterli detoksifikasyon diizeylerini
saglayamamalari, besin Ogelerinde kayiplara neden olmalar1 ve yiiksek maliyet
gerektirmeleri gibi onemli dezavantajlara sahiptir. Bu alanda calisan bircok arastiric;
dekontaminasyon i¢in en iyi ¢oziimiin, biyolojik detoksifikasyon olacagi, bunun tehlikeli
kimyasallarin kullanilmasini1 dnleyecegi ve gida/yemlerde besin degerleri ve yenilebilme
ozelliklerinde 6nemli kayiplara neden olmayacagi konusunda birlesmektedir (Karlovsky vd.,
2016).

Mikotoksinlerin degradasyonu i¢in biyokatalizor olarak canli hiicrelerin kullanilmast
maliyet avantaji saglamaktadir. Ozellikle cok adimli reaksiyonlar gerekliyse ya da zaten
endistriyel prosesler i¢inde mikroorganizmalar kullanilmaktaysa bu uygulanabilir bir

degradasyon yontemidir (Hassan vd., 2015).

Biyolojik yontemlerden iizerinde en c¢ok calisilanlardan biri, mikotoksinin
fermantasyon sirasinda giderilmesidir. Iki farkli calismada, zearalenon (ZEN) ve
fumonisinle kontamine olmus muisirlardan etanol eldesi sirasinda toksin miktarindaki
degisim izlenmis; her ikisinde de iiretilen etanolde toksin bulunmazken, toksinin diger
fraksiyonlarda kaldigi belirlenmistir (Bennet vd., 1981; Bothast vd., 1992). Bir baska
calismada da (Sweeney ve Dobson, 1998) bira liretiminde alkol fermantasyonu sirasinda, {i¢
Saccharomyces cerevisiae susunun malttaki okratoksin A, fumonisin B1 ve B2’yi azalttigi
gorilmistiir. Ayrica, tizlim suyunun alkol fermantasyonu sirasinda da trikotesenlerin

degrade oldugu rapor edilmistir (Sweeney ve Dobson, 1998).

Mikroorganizmalarin ¢esitli mikotoksinler iizerine etkisini inceleyen birgok ¢alisma
yapilmis (Motomura vd., 2003; Yehia, 2014; Vanhoutte vd., 2016); okratoksin A’ nin
rumenden izole edilen 3 bakteri tarafindan, diasetoksisirpenol (DAS) ve bir tlirevinin
topraktan izole edilen bir mikrobiyal karisimla, zeralenonun cesitli maya kiiltiirleri
tarafindan degrade edildigi gorilmistir. Laktik asit bakterileriyle aflatoksinin
uzaklagtirilmas1 ile 1ilgili olarak yapilan c¢alismalardan da olumlu sonug¢ alindig

bildirilmektedir (Ozkaya vd., 2003).
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Diger taraftan, bir dezavantaj olarak mikotoksin kontaminasyonunun g¢ok yiiksek
seviyede oldugu vakalarda, bu tiir mikroorganizmalarin biiylimesi ve fiziksel gelisimleri
azalabilir veya hi¢ gelismeyebilir. Dolayisiyla, kayda deger bir dekontaminasyon seviyesine
ulagsmadan 6nce mikroorganizmalarin adaptasyonu i¢in daha uzun siire gerektirmektedir

(Hassan vd., 2013).

Biyolojik giderim c¢alismalarinin biiyiik bir kismi aflatoksin ve / veya okratoksin
degradasyonu, detoksifikasyonu ya da iiretiminin inhibisyonu ile ilgilidir. Degrade edici
izolatlar, bu izolatlarin kiiltlir sivilari ya da izolatlardan elde edilmis saflastirilmis enzimler
kullanilmistir (Varga vd., 2005; Motomura vd., 2003; Petchkongkaew vd., 2008; Azab vd.,
2005; Guan vd., 2008; Stander vd., 2000). Motomura ve arkadaslar1 (2003) 19 farkli
Pleurotus ostreatus izolatinda tarama yapmislar ve hem kiiltiir sivist hem de saflagtirilmis
enzim kullanarak izolatlarin degradasyon yetenegini arastirmiglardir. Calismada kiiltiir
stvisint veya saflastirilmis enzim ile tampondan olusan bir karisim, standart aflatoksin
cozeltisiyle muamele edilmis ve aflatoksin miktarindaki azalma TLC (ince tabaka
kromatografisi) ile kontrol edilmistir. Kiiltiir sivisindan enzim saflastirilmasi i¢in DEAE-
Sepharose kolon kullanilmis ve aflatoksin B degrade eden yeni bir enzim belirlenmistir
(Motomura vd., 2003).

Azab ve arkadaslar1 (2005) 500 civarinda besin ve besin katkisin1 A. flavus ve A.
parasiticus ile aflatoksin B; yoniinden incelemis ve bunlarin iginden kontamine olmus
olanlar1 Lactobacillus suslar1 ile muameleye tabi tutmuslardir. TLC ile izolatlarin {irettigi
toksin miktarindaki azalma belirlenmeye c¢alisilmis ve 4 adet Lactobacillus susunun

inhibisyonda basarili oldugu bulunmustur (Azab vd., 2005).

Akacid®PtUS jle A. parasiticus gelisimi ve aflatoksin iiretimi inhibisyonu Abyaneh
ve arkadaglari (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada aragtirilmistir. Akacid, guanidin bazli
bir polimer olup biyosidal etkiye sahiptir ve ¢ok diisiik seviyede insan ve hayvanlarda
toksisiteye sahiptir. Akacid benzeri iirtinler yiizey ve alanlarda gergeklesen enfeksiyon hizli
ve kolay bi¢cimde dekontamine ederler. Bu c¢alismada sivi besi ortaminda farkl
konsantrasyonlarda A. parasiticus gelisimi ve aflatoksin {iretimi karsilastirilmigtir.

Aflatoksin varliginin belirlenmesi igin TLC tekniginden yararlanilmistir. Akacid®P*VS> in 48
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ul konsantrasyonu ile aflatoksin B1” in % 100 inhibisyona ugradigi bulunmustur (Abyaneh
vd., 2006).

Aflatoksinin komponentlerinden biri olan kumarin degradasyonunu konu alan
calismalardan birinde ise Guan ve arkadaslar1 (2008) tarafindan tapir digkisindan izole ve
identifiye edilmis Stenotrophomonas maltophilia ve diger mikroorganizmalarin
degradasyon yeteneklerine arastirilmis ve 37 'C’ de 72 saatlik sivi kiiltiir siipernant1 ile %
82,5 oraninda degradasyon saglanmistir. Bu ¢alismada 1s1, pH, iyon ve enzim varliklar1 ve
cesitlerinin degradasyon aktivitesine etkisi de incelenmistir. Sicakliga bagli olarak, 20 ve 30
‘C’ de % 60 — 64 civar1 degradasyon gergeklesirken 37 °C” de % 79” dur. pH = 8.0° de %
84,8 ile en yliksek, pH = 4.0’ te ise % 14,3 ile en diisiik degradasyon saglanmistir. Ayrica
Mg*2 ve Cu*? 6nemli enzim aktivatdrii iken Zn*? inhibitdr olarak gorev yaptigi anlagilmustir.
Bunun disinda Proteinaz K, Proteinaz K + SDS ile muamele edildiginde enzimin yetenegi
durmakta veya azalmaktadir. Bu ¢alismada degradasyon yetenegini 6lgmek icin azalan

aflatoksin miktart HPLC ile belirlenmistir (Guan vd., 2008).

Schatzmayr ve arkadaslart (2003) farkli maya suslar1 ile OTA detoksifikasyonu
tizerine bir ¢alisma yapmustir. Bu ¢alismada Trichosporon sp.” nin OTA’y1 toksik olmayan
OTa ve fenil-alanine pargaladigi gosterilmisti. OTA ve OTa tayini HPLC- FLD ile
yapilmistir.

Bir baska calismada ticari hidrolazlar OTA degradasyon yetenekleri agisindan
taranmigtir. Kullanilan ticari enzimler basta lipaz tiirevleri, lipozim, ACS vb., ticari
tirtinlerdir. Bu enzimlerin elde edildigi organizmalar Rhizopus, Rhizomucor, Pseudomonas,
Candida, Penicillium, Aspergillus gibi organizmalardir. Taramada TLC, degradasyon
yeteneginin belirlenmesinde ise HPLC kullanilmistir. Yaklasik 120 dakikada OTA’ nin
tamamina yakini OTa’ ya doniismiistiir (Stander vd., 2000).

Tayland’ ta bir fermente soya fasulyesi {iriinii olan Thua-nao’ dan izole edilen
Bacillus spp. ile aflatoksin ve okratoksin degradasyon yetenegi taramasi yapilmistir. Bu
calismada suslarin dual kiiltlir teknigiyle antagonistik Ozelliklerine ve inkiibasyonla da

toksin degradasyon aktivitelerine bakilmistir (Petchkongkaew vd., 2008). Oncelikle Bacillus
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spp. ve A. flavus; Bacillus spp. ve A. westerdijkiae dual kiltiir teknigi ile ekilmis ve
inhibisyon yetenegine bakilmistir. Daha sonra ise Bacillus spp. ve standart mikotoksinler
aflatoksin B; ve okratoksin A 1 hafta siireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu degradasyon
degerlerindeki degisim HPLC ile taranmis ve en iyi aktivite veren suslar belirlenmistir.
HPLC analizinde aflatoksin B: i¢in UV detektor kullanilabilirken okratoksin A igin
flouresan detektor kullanilmistir. Izolatlardan aflatoksin B: degrade edenlerin sayis1 oldukca
fazla iken, okratoksin A degrade edenlerin sayis1 az ama degradasyon yiizdeleri oldukga
fazladir (Petchkongkaew vd., 2008).

Bir bagka galismada ise gemen otu tohumundaki fitokimyasallar ve aflatoksinin gama
radyasyon 1sinlari ile degradasyonu arastirilmistir. Marketten alinan ¢emen otu tohumu 2,5
— 3 -4 -5 ve 10 KGy radyasyona maruz birakilmistir ve radyasyona maruz birakilmamis
bir kontrol grubu olusturulmustur. Toplam aflatoksin Ridascreen® Enzim Immuno Assay
kullanilarak belirlenmis ve miktar1 spektrofotometrik olarak 450 nm dalga boyunda
tanimlanmistir. Sonug olarak toplam aflatoksin miktar1 radyasyon miktar ile ters orantili
olarak; kontrolde maksimum 10 KGy’ de minimum olacak sekilde degismistir.
Fitokimyasallarda ise belirgin bir degisiklik gozlemlenememistir. Fitokimyasallar ise bu

calisgmada HPLC ile analiz edilmislerdir (Gupta vd., 2009).

Varga ve arkadaslar1 (2005), yaptiklari ¢alismada filamentli mantarlardan Rhizopus
ve Mucor izolatlarint kullanmiglardir. Bazi izolatlarin mikotoksinlerden aflatoksin,
okratoksin, zearalenon ve patulini degradasyon yetenegi arastirilmistir. Ozellikle Rhizopus
aflatoksin icin aktivite gosteremezken, Okratoksin icin iyi aktivite gostermistir. Diger
mikotoksinleri de degrade edebilmistir. Bu ¢alismada Rhizopus spor siispansiyonu ve
mikotoksin standartlar1 birlikte karanlikta inkiibe edilmistir. Mikotoksin taramasi igin, 2, 4,
6, 8, 10, 12, 14 ve 16. giinlerde hem kalitatif hem de kantitatif degerlendirmeye yardimci
olan HPTLC analizi yapilmistir. Substrat olarak bugdayin kullanildig1 ve mikotoksin tiretici
suglarin Rhizopus ile birlikte inokiile edildigi deneyde aflatoksin miktar1 HPLC ile
belirlenmistir (Varga vd., 2005).

Garcinia indica Asya, Afrika ve Polinezya’ da yayilis gosteren aktif biyomolekiiller

bakimindan zengin poligamik bir agactir. Yapilan bir caligmada Garcinia indica ekstrakti A.
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flavus inhibisyonu ve aflatoksin B; iiretimine etkisi bakimindan incelenmistir. Minimum
inhibisyon konsantrasyon degerleri ve aflatoksin B tiretim miktar1 spektroflorofotometrik
olarak ve TLC ile degerlendirilmistir. Sonug olarak bitkisel ekstrakt 500 ile 1000 ppm’ den
daha disiik konsantrasyonlarda A. flavus iiretiminden ¢ok AFB: inhibisyonunda daha
basarili olduklar1 goriilmistiir.(Selvi vd., 2003).

Zjalic ve arkadaslar1 (2006), Trametes versicolor’ un sahip oldugu B glukan ve
glikoproteinin aflatoksin inhibisyon yetenegini aragtirmiglardir. Tohumlar {izerine inokiile
edilen Trametes versicolor ile aflatoksin iiretiminin inhibisyon iliskisine bakilmistir. Hem
Trametes versicolor izolatlarinin kiiltiir filtratlar1 hem de liyofilize izolatlara eklenmis olan
ekstrakte edilmis ekzopolisakkaritler ve glikoproteinler ile muamele edilmistir. Yapilan
deneyde liyofilize kiiltiir filtratlar1 A. parasiticus kiiltiiriine uygulanmis ve sirasi ile 3, 6 ve
9. giinlerde aflatoksin degerleri izlenmistir. Sonug¢ olarak goriilmiistiir ki; en ¢ok etkiyi
ekzopolisakkaritler, sonra tripsinlendirilmis ekzopolisakkaritler ve daha sonra da liyofilize

kiiltir filtratlar1 gostermektedir (Zjalic vd., 2006).

Bitki patojeni olarak bilinen bir sapkali mantar olan Armillaria tabescens (E-20) ile
yapilan ¢alismada organizmanin 28 ‘C’ de pH = 6.0 degerliginde degradasyon yeteneginin
7.09 nmol dak/mg oldugu anlagilmistir. SDS — PAGE ile belirlenen enzim 51.8 kDa olarak
tespit edilmis ve bu enzime patent alinmistir. Aflatoxin detoxifizyme (ADTZ) enziminin
daha sonra ismi Aflatoxin Oxidase (AFO) olarak degistirilmistir (Liu vd., 2001).

Proteobakteri grubuna dahil olan Myxococcus fulvus ile yapilan bir ¢aligmada ise 48
saatlik bir inkiibasyon siiresinde aflatoksin gruplari {izerinde degrade edici 6zellige sahip
oldugu goriilmiistiir. Bu etki %71,89 ile en ¢cok AFB; lizerinde goriilmiistiir. SDS-PAGE ile
belirlenen enzim 32 kDa olarak tespit edilmis bu enzim Myxobacteria Aflatoxin Degredation
Enzyme (MADE) olarak adlandirilmis ve patent alinmistir (Zhao vd., 2011).

Bazi calismalarda Bacillus spp. gibi bulundugu ortamin pH derecesini etkileyen
organizmalar kullanilmaktadir. Bu tip organizmalarin ortamda yaptig1 pH degisikligi ile
mikotoksin iiretimini etkilemektedir. Caligmalarin bir kisminda ise tek bir organizma

aragtirtlmis veya degradasyon yetenegi olan organizmalar belirlenmis ancak bu
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organizmanin hangi metabolitlerinin degradasyona katki sagladigi belirlenmemistir

(Petchkongkaew vd., 2008).

Eldeki veriler 1s181nda, su ana kadar literatiirde tanimlanmis aflatoksin degradasyonu

yapan enzimler ve ozellikleri su bi¢gimde siralanabilir.

AFO; eski adi ADTZ olan bu enzim Armillariella tabescens’ten elde edilmistir.
Saflastirilmis enzimin % 100 degradasyon sagladigi goriilmiistiir. Sican karacigerinde
Salmonella typhimurium ve tavuk embriyolarinda yapilan toksisite testlerinde basarili

oldugu goriilmiistir (Liu vd., 1998).

Peroxidase; Armoracia rusticana’dan (Yaban turpu) elde edilmistir. Enzim numarasi
EC 1.11.1.7°dir. Saflastirilmis enzimin % 42 oraninda degradasyon yaptigi belirlenmistir.
Bacillus megaterium’da yapilan toksisite testlerinde basarili oldugu gorilmiistiir
(Chitrangada vd., 2000).

Lakkaz; enzim numaras1 EC 1.10.3.2” dir ii¢ farkl1 lakkaz tiirevi Trametes versicolor,
Streptomyces coelicor ve Pleurotus pulmonarius’ tan elde edilen (lac 2 enzimi) lakkaz
tirevleri AFB1 degradasyonunda kullanilmistir. . Saflastirilmis enzimin degradasyon basari
oran1 % 87 ile 100 arasinda degismektedir. Salmonella typhimirium’ da yapilan toksisite
testinde % 100 basarili oldugu goriilmiistiir (Alberts vd., 2009; Loi vd., 2016).

F420H2-bagh rediiktaz; Mycobacterium smegmatis’ ten elde edilmistir. Enzim
numarast E.C. 1.5.8” dir. AFB1, AFB;, AFG: ve AFG; tiirii aflatoksinler {izerinde
degradasyon yaptigi belirlenmistir. Ancak degradasyon oranlar1 ve detoksifiye olup
olmadiklar1 belirlenmemistir (Taylor vd., 2010).

Mn peroksidaz; Pleurotus ostreatus’ tan elde edilmistir. Enzim numarast EC
1.11.1.7> dir. Saflastirilmis enzimin % 90 oraninda degradasyon yaptigi belirlenmistir.
Herhangi bir toksisite testi uygulanmamstir (Yehia, 2014).
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Aflatoksin degradasyon enzimi; Pleurotus ostreatus’ tan elde edilmistir. Bir enzim
koduna sahip degildir. Saflastirilmis enzimle degradasyon orani belirlenmemistir. Ayrica

toksisite testi de yapilmamistir (Motomura vd., 2003).

MADE (myxobacteria aflatoxin degrading enzyme); Myxococcus fulvus’ tan elde
edilmistir. Bir enzim kodu yoktur. AFB:1, AFG: ve AFM; degradasyonunda etkilidir. Kiiltiir
filtratinda % 72 ve saflastirilmis enzimde % 97’ ye kadar degradasyon yetenegine sahiptir.
Herhangi bir toksisite testi ile arastirilmamistir (Zhao vd., 2011).

Ery4; Pleurotus eryngii’ den elde edilmistir. Enzim numaras1 EC 1.10.3.2 -
CAO79915.1° dir. AFM1 degradasyonunda etkili oldugu goriilmistiir. Saflastirilmis
enzimle % 100 oraninda degradasyon yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Herhangi bir
toksisite testi ile sorgulanmamistir (Loi vd., 2017).

Eldeki literatiir verileri ¢ok sayida mikrobiyal tiirlin mikotoksin olusumunun
inhibisyonu ya da degradasyonu amaci ile kullanabilirligini gostermektedir. Bu verilerden
alman cesaretle tasarlanan bu c¢alismanin amaci; aflatoksin B1 ve okratoksin A ig¢in
degradasyon yetenegine sahip makrofungus izolatlarinin belirlenmesidir. Boylelikle ileriki
caligmalarda toksin degradasyonu konusunda basarili enzimlerin gida giivenligi agisindan

kullanilmasina katki saglanabilecektir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Makrofungus izolatlan

Calisma kapsaminda Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii Fungikiiltiir Laboratuvarinda olusturulmus bulunan kiiltiir kolleksiyonunda
bulunan bazi makrofungus Kkiiltiirlerinin (Cizelge 3.1.) AFB: ve OTA degradasyon

etkinlikleri arastirilmistir.

Cizelge 3.1. AFB1 ve OTA degradasyon etkinlikleri arastirilan fungus izolatlari

OBCC OBCC

Kodu Makrofungus adi Kod Makrofungus adi
02 Lentinus arcularius 34 Lentinus arcularius
03 Ganoderma sp. 36 Tanimlanmamus izolat
04 Suillus bovinus 39 Pholiota sp.
05 Tricholoma equestre 41 Tanimlanmamis izolat
06 Clavariadelphus truncatus 1002  [Leucoagaricus pudicus
18 Lentinus arcularius 1004  |Ganoderma carnosum
19 Gloeophyllum sepiarium 1005  [Suillus collitinus
21 Tanimlanmamis izolat 1006  [Trametes versicolor
24 Macrolepiota procera 1008  |Antrodia serialis
25 Trametes versicolor 1009  PPleurotus eryngii
30 Lentinus arcularius 1010 |Ganoderma applanatum
31 Lentinus arcularius 1012  |Laetiporus sulphureus
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Cizelge 3.1. AFB1 ve OTA degradasyon etkinlikleri arastirilan fungus izolatlar1 ( devam )

OBCC OBCC

Kodu Makrofungus adi Kodu Makrofungus adi

32 Lentinus arcularius 1014 Coprinus comatus
1015 Pleurotus ostreatus 1108 Coprinus comatus
1021 Pleurotus ostreatus 1109 Hypholoma fascicularia
1022 Pleurotus ostreatus 1111 Tanimlanmamis izolat
1023 Schizophyllum commune 3007 Lentinus tigrinus
1025 Schizophyllum commune 3501 Tanimlanmamis izolat
1030 Fomes fomentarius 3505 Tanimlanmamus izolat
1031 Pleurotus ostreatus 5001 Ganoderma carnosum
1034 Pleurotus ostreatus 5002 Trametes versicolor
1035 Fistulina hepatica 5004 Lentinus strigosus
1047 Epicoccum nigrum 5005 Cerrena unicolor
1057 Fomes fomentarius 5006 Trametes pubescens
1067 Tanimlanmamus izolat 5009 Inonotus hispidus
1080 Tanimlanmamuis izolat 5014 Trametes hirsuta
1085 Coprinus comatus 5022 Trametes versicolor
1086 Tanimlanmamuis izolat 5023 Trametes versicolor
1087 Leucoagaricus pudicus 5024 Hygrocybe pratensis
1088 Coprinus comatus 5027 Schizophyllum commune
1089 Tanimlanmamis izolat 5029 Tanimlanmamuis izolat
1095 Tanimlanmamis izolat 5040 Trametes pubescens
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Cizelge 3.1. AFB1 ve OTA degradasyon etkinlikleri arastirilan fungus izolatlar1 ( devam )
OBCC OBCC

KodL Makrofungus adi Kod Makrofungus adi

1098 Tanimlanmamus izolat 5048 Agaricus campestris

5049 Tanimlanmamuis izolat 6035 Ganoderma lucidium

5050 Tanimlanmamis izolat 6036 Pleurotus eryngii

5055 Tanimlanmamis izolat 6037 Pleurotus cornucopiae

5056 Tanimlanmamus izolat *Ag461 | Pleurotus calyptratus

5058 Tanimlanmamis izolat *Ag463 | Pleurotus cornucopiae

6001 Lentinus edodes *Ag468 |Pleurotus dryinus

6004 Lentinus edodes *Ag 470 |Pleurotus dryinus

6007 Pleurotus eryngi *Ag471 |Pleurotus eryngii

6008 Pleurotus eryngii *Ag472 | Pleurotus ostreatus

6009 Pleurotus eryngii *Ag475 |Pleurotus ostreatus

6010 Pleurotus eryngii *Ag476 | Pleurotus ostreatus

6030 Pleurotus eryngii *Ag477 | Pleurotus ostreatus cv. florida
6033 Phanerochaete chrysosporium *Ag479 |Pleurotus pulmonarius

edilmistir.

* Ag 461 — Ag 479 arasindaki koda sahip kiiltiirler Dr. Varislav Homolka’ dan temin

3.1.2. Besiyerleri

Caligsma siiresince kullanilan tiim besiyerleri, aksi belirtilmedik¢e besiyeri igeriginin

distile suda ¢oziiliip otoklavda 1,2 atm basing ve 121 ‘C sicaklikta 15 dakika siire islem

gormesi ile steril edilerek kullanilmistir.
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Besiyeri 1 : Yeast Ekstrakt Sukroz (YES) Agar

Sukroz 150,00 g
Yeast ekstrakt 20,00 g
MgS04.7H20 0,50 g
ZnS0s. 7TH20 0,01 g
Cu SO4. 5H20 0,005 g
Agar 15,00 g
Distile su 1000 ml
pH 5,00

Bu besiyeri Aspergillus flavus tarafindan aflatoksin iiretimi i¢in kullanilmustir.
(Yousefi vd., 2009)

Besiyeri 2  : Potato Dekstroz Malt Pepton (PMP) Besiyeri

Patates dekstroz broth 25,00 g
Malt ekstrakt 10,00 g
Pepton 1,00 g
Distile su 1000 ml
pH 5,50

Bu besiyerinin kullanim amac1 organizmalart modifiye Kirk Broth ile gelistirmeden

once pre-kiiltiir hazirlayarak inokulum elde edilmesidir.

Besiyeri3  : Kirk Broth

Glikoz 10,00 g
Ure 0,036 g
KH2PO4 2,00 g
MgS04.7H20 0,50 g
CaCl» 0,099 g
Distile su 1000 ml

pH 5,00
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Bu besiyeri ile gelistirilen makrofunguslardan elde edilen kiiltiir sivisi toksin giderim

potansiyelinin arastirilmasinda kullanilmistir. (Motomura vd., 2003)

Besiyeri4  : Modifiye Kirk Medium 1

Glikoz
KH2PO4
MgS04.7H20
CaCl2.H20
UI‘G

Distile su

pH

10,00
2,00
0,50
0,10
0,036
1000
5,00

Besiyeri5  : Modifiye Kirk Medium 1X

Q O O «o «

ml

Modifiye Kirk Medium 1’ e % 0,2 oraninda bugday kepegi ilave edilerek

hazirlanmustir.

Besiyeri6  : Modifiye Kirk Medium 2

Glikoz

KH2PO4
MgS04.7H,0
CaCl2.H.0

Tiamin

Pepton

Iz element soliisyonu
Distile su

pH

10,00
2,00
0,50
0,10
2,00
2,00
10,00
1000
5,00

g

g

g

g
mg
g
ml

ml
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iz element soliisyonu:

FeSO4 -7H20 0,10 g
ZnS04 7H20 0,44 ¢
H3BO3 0,22 g
MnCl;-4H20 0,10 ¢
CoClz-6H20 0,032 g

iz element soliisyonu (Devami):

CuS04-5H20 0,032 g
Distile su 1000 ml

Besiyeri 7 : Modifiye Kirk Medium 2X

Modifiye Kirk Medium 2’ ye % 0,2 oraninda bugday kepegi ilave edilerek

hazirlanmastir.

Besiyeri 8  : Modifiye Kirk Medium 3

Glikoz 10,00 ¢
KH2PO,4 2,00 g
MgS04.7H20 0,5 059 g
CaCl2.H.0 0,10 ¢
Sodyum asetat 330 g
Amonyum tartarat 012 ¢
Iz element soliisyonu” 10,00 ml
Distile Su 1000 ml
pH 5,00

* J¢erigi: Besiyeri 6’da sunulan soliisyon kullanilmustir.



Besiyeri 9 : Modifiye Kirk Medium 3X
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Modifiye Kirk Medium 3” e % 0,2 oraninda bugday kepegi ilave edilerek

hazirlanmistir.

Besiyeri 10 : Modifiye Kirk Medium 4

Glikoz

KH2POq4
MgS0O4.7H20
CaCl2.H20

Yeast ekstrakt
Amonyum tartarat
Soytone

Iz element soliisyonu”
Distile su

pH

* [gerigi: Besiyeri 6’da sunulan soliisyon kullanilmustir.

Besiyeri 11  : Modifiye Kirk Medium 4X

10.00
2,00
0,50
0,10
1,00
2,00
5,00
10,00
1000
5,00

Q O Q@ o @ «a «

ml

ml

Modifiye Kirk Medium 4> e % 0,2 oraninda bugday kepegi ilave edilerek

hazirlanmustir.

Besiyeri 12 : Modifiye Kirk Medium 5

Glikoz
KH2PO4
MgS04.7H20
L-Asparagine
Yeast ekstrakt

10,00
2,00
0,500
1,00
0,50

Q O «aQ «o «
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Besiyeri 12 : Modifiye Kirk Medium 5 (devami)

FeSO4.H20 0,10 g
Distile su 1000 ml
pH 5,00

Besiyeri 13 : Modifiye Kirk Medium 5X

Modifiye Kirk Medium 5° e % 0,2 oraninda bugday kepegi ilave edilerek
hazirlanmastir.

Besiyeri 4 — Besiyeri 13 araligindaki besiortamlar1 toksin degradasyonu amaci ile
kullanilan makrofunguslarin lireme ve enzim iiretimlerinin arttrilmasi amacina yonelik

olarak kullanilmistir.

Besiyeri 14 : Patates Dekstroz Broth (PDB)

Patates Dekstroz 24,00 g
Distile Su 1000 ml
PDB besiyeri DNA ekstraksiyonu yapmadan oOnce liyofilize edilecek

makrofunguslarin gelistirilmesi i¢in kullanilmistir.

3.1.3. Cozeltiler

Cozelti 1: Aflatoksin Ekstraksiyon Sivisi

Formik asit (%1) 20 ml
Diklorometan 40 ml
Etil asetat 60 ml
YES agar besi ortamindan Aspergillus flavus tarafindan iiretilen aflatoksinin

ekstraksiyonu amaci ile kullanilmistir. (Shotwell, 1981)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shotwell%20OL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6793549
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Cozelti 2: Aflatoksin Mobil Faz Cozeltisi
Toluen, etil asetat, formik asit ve distile suyun 100: 80: 18:2 (v:v:v:v) oranlarinda
karistirilmasi ile hazirlanan bu ¢6zelti aflatoksinin ince tabaka kromatografisi ¢aligmalarinda

mobil faz olarak kullanilmistir. (Shotwell, 1981)

Cozelti 3: Sodyum Asetat tamponu Cozeltisi

Sodyum Asetat 041 ¢
Distile su 50,00 ml
pH 5,00

Hem AFB: hem de OTA igin inkiibasyon ortami olusturulurken tampon olarak
kullanilmistir. (Motomura vd., 2003)

Cozelti 4: Bradford Cozeltisi

25 mg Coomasie brillant blue G-250, 12.5 ml % 95 etanolde (v/v) ¢6ziindiiriiliip, 25
ml % 85 fosforik asit (HaPOas) (v/v) eklenmistir. Bu boya c¢ozeltisi 250 ml’ye
tamamlanmistir. Kullanilacagi zaman 5 kere sulandirilmigtir. Whatman no.1 filtreden
gegcirilerek cam bir sisede, 4 °C’ saklanmistir. Bu ¢ozelti protein miktar tayininde
kullaniimaktadir (Bradford, 1976).

Cozelti 5: Bovin Serum Albiimin (BSA) Cozeltisi

BSA’nin 1 mg’1, 1 ml distile su i¢inde ¢oziilerek stok BSA ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Bu stok BSA c¢ozeltisi distile su ile seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda protein iceren
BSA c¢ozeltileri elde edilimistir. Bu ¢ozeltiler Bradford yontemi ile dlgiilerek standart egri
olusturulmus ve bdylece daha sonra Olgiilecek olan kiiltiir sivist Orneklerinin protein

miktarlarinin belirlenmesi i¢in bu standart egri hazirlanmistir. (Bradford, 1976)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shotwell%20OL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6793549
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Cozelti 6: HPLC - AFB1 Mobil Faz Cozeltisi

HPLC ile AFB;: tayininde iki farkli mobil faz kullanilmistir. Birinci mobil faz % 0.1
asetik asit (v/v) ¢ozeltisi olarak hazirlanmustir. Ikinci mobil faz olarak % 100 metanol
kullanilmistir. HPLC cihazindan bu iki ¢6zelti bir gradiyent yontemi ile kolondan gegerken

AFB1’ in affinitesine ve serbest birakilmasini kontrol etmektedir.

Cozelti 7: HPLC - OTA Mobil Faz Cozeltisi

HPLC ile OTA tayininde iki farkli mobil faz kullanilmistir. Birinci mobil faz % 0.2
asetik asit (v/v) ¢dzeltisi olarak hazirlanmstir. Ikinci mobil faz olarak % 100 asetonitril
kullanilmistir. HPLC cihazindan bu iki ¢6zelti bir gradiyent yontemi ile kolondan gegerken

OTA’ nin affinitesine ve serbest birakilmasini kontrol etmektedir.

Cozelti 8: FPLC Tampon Cozeltileri

Bis. Tris ¢ozeltisi 50 mM ve pH = 55 degerinde bir Tampon A ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Tampon A c¢ozeltisi igcinde 1 M NaCl ¢oziilerek Tampon B c¢ozeltisi
hazirlanmustir. Bu iki farkli tampon bir gradient olusturarak FPLC kolonunda yiiriitilmistiir.
Tampon A proteinlerin kolona baglanmasinda, Tampon B ise proteinlerin kolondan serbest

kalmasinda gorev almaktadir.

Cozelti 9: Fiksasyon Cozeltisi

Metanol % 50 (v/v) ve asetik asit % 7 (v/v) ¢ozeltileri birlikte proteinleri SDS —
PAGE jeline sabitlemek i¢in kullanilir.

Cozelti 10: Boyama Cozeltisi:
Coomassie Blue G 250 % 0.04 (v/v) ve % 3.5 Perklorik asit (w/v) ile hazirlanmstir.

Boyama ¢ozeltisi SDS — PAGE jelinin boyanmasi igin kullanilmigtir. Boyama asamasindan

sonra jel ile beraber protein bantlar da boyanmustir.
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Cozelti 11: Temizleme Cozeltisi

Distile su ile hazirlanan % 5 asetik asit ¢ozeltisi (v/v) boyanmig SDS — PAGE jelini

temizlemek icin kullanilir.

Cozelti 12: Ayirma Jeli

Akrilamid’ den 3,73 ml 30 % (w/v), Bis (N,N’-Metilen-Bisaklamid)’ den 1,15 ml %
1 (w/lv), Tris/HCI, pH 8,8 den 2,0 ml 1,5 M, distile su 1.04 ml, SDS 80 ul 10 % (w/v),
TEMED 5,3 ul ve APS 53 pul karisimindan olusan ayirma jeli elektroforez esnasinda protein

bantlarin birbirinden ayrilmasini saglar.

Cozelti 13: Yiikleme Jeli

Akrilamid’ den 0,76 ml 30 % (w/v), Bis (N,N’-Metilen-Bisaklamid)’ den 0,52 ml %
1 (w/v), Tris/HCI, pH 6,8 den 1,0 ml 0,5 M, distile su 1,71 ml, SDS 40 ul 10 % (w/v),
TEMED 2,7 pl ve APS 27 ul karisimindan olusan yiikleme jeli elektroforez oncesinde

protein orneklerinin bu jeldeki kuyucuklara ytliklenmesini saglar.

Cozelti 14: Bromphenol Blue

Ornekleri yiiklemek igin hazirlanan ¢dzeltidir. 2.0 mg Bromphenol blue 10 ml

bidistile suda ¢6ziilmiistiir.
Céozelti 15: IEF Ornek Yiikleme Cozeltisi
FPLC’ den elde edilen protein igeren sivi pH = 5,5 degerinde ve 50 mM olan Bis.

Tris ile 60 ml’ ye tamamlanir ve % 1 oraninda (v/v) pH = 3 — 10 tastyic1 amfolitler ilavesi

ile IEF’ e yiiklenecek 6rnek ¢ozeltisi hazirlanir.
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Cozelti 16: NaOH Cozeltisi

NaOH’ ten 2 gr NaOH’ in 500 ml distile suda ¢6ziilmesi ile hazirlanmistir. IEF

cihazinda kullanilmistir.

Cozelti 17: H3PO4 Cozeltisi

500 ml distile suda 4,9 gr H3POs ¢oziilmesi ile hazirlanmistir. IEF cihazinda

kullanilmistir.

Cozelti 18: Artemia Inkiibasyon Sivisi

NaCl’ in distile suda % 3 oraninda ¢6ziilmesiyle (w/v) hazirlanmistir. Artemia (brine

shrimp) yumurtalarinin gelistirilmesi i¢in kullanilir.

3.1.4 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Kullamim Alanlarib

Calisma kapsaminda ¢6zeltiler haricinde kullanilan bazi kimyasal maddeler ve

kullanim alanlar1 Cizelge 3.2.” de gdsterilmistir.



Cizelge 3.2. Kullanilan kimyasal maddeler ve kullanim alanlari
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Kimyasal Madde

Kullanim Alam

Metanol AFB;1 ve OTA’nin ¢oziinmesi
Kloroform Toksinlerin ekstraksiyonu

DNA izolasyonu ve tanmlanmasi
Etil asetat Toksinlerin ekstraksiyonu

Aflatoxin Mix 4 solution 20 pl (Sigma)

Uretilen toksinin belirlenmesinde marker

AFB: (Sigma)

Degradasyon ¢aligmalarinda standart olarak

OTA (Sigma)

Degradasyon ¢aligmalarinda standart olarak

CTAB - Cetil trimethyl ammonium
bromide

DNA izolasyonu

Etanol

DNA izolasyonu

Sodyum klorid

DNA izolasyonu

Tris (hidroksi-metil) aminometan

DNA izolasyonu

Titriplex Il — Etilen-dinitrilotetraasetik
asit disodyum salt di hidrat

DNA izolasyonu

TAE (Tris — Asetat — EDTA)

DNA izolasyonu

Sodyum hidroksit

DNA izolasyonu

Hidroklorik asit

DNA izolasyonu

Agaroz

DNA izolasyonu

3.1.5. Kullanilan Cihazlar

Bu boélimde calisma kapsaminda kullanilan bazi cihazlardan ve ozelliklerinden

bahsedilmistir.
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3.15.1. HPTLC

Bu cihaz, en yiiksek toksin degradasyonu saglayan makrofungus izolatlarinin
belirlenmesi amaci ile yari-kantitatif bir veri elde etmek amac ile kullanilmistir. Ince tabaka
kromotografisi ile AFB1 ve OTA yiritiildiikten sonra plakalar iizerinde UV 1s1ma veren
benekler olusmaktadir. Olusan bu benekler UV 1s1k altinda gézlemlebilir ve kalitatif bir
sonug verir. Bu beneklerin az ya da ¢ok 1s1ma vermesini bir UV dedektor ile dlgerek yarr —

kantitatif sonug elde edilebilir

Sekil 3.1. ‘deki HPTLC cihazinin islevi TLC plakalarin tizerindeki UV 1simalar

dedektor ile dlcerek sayisal bir sonu¢ sunmasidir. Her ne kadar HPLC cihazi kadar duyarl

olmasa da ¢ok sayida Ornegin bir plakada yiiriitiilmesi ve kisa siirede sonug¢ alinmasi bu

cihazin 6nemli bir avantajidir.

ﬂ V\)v
= [P=R =

3

-

p———— 4
T eeee— \
—— :
———— 4
— - \
e 4
—_— 4
————— — 5 = 4
————

Sekil 3.1. HPTLC cihazi

HPTLC cihazinin toksin dl¢limiinde tutarli bir dl¢lim yapip yapmadigini anlamak
tizere farkli konsantrasyonlarda aflatoksin Bi 6l¢limii yapilmistir. Bu dlgiimler sonucu bir

standart egri ¢cikarilmistir. Cikarilan standart egri sekil 3.2. de gosterilmistir.
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y =124,25x + 63,226
R?=0,9994

8000
7000
6000
5000

Alan

4000
3000
2000
1000

0 10 20 30 40 50 60 70
Aflatoksin B, konsantrasyonu

Sekil 3.2. HPTLC standart egrisi

3.15.2. HPLC

Laboratuvarlarda en yaygin olarak kullanilan kromotografik ayirma cihazidir. Sekil
3.3.” teki HPLC cihazinin galisma prensibi ayristirtlacak olan maddelerin bir kolondan
gecerken bu kolona baglanma yeteneklerine gore birbirinden ayristirilmasidir.

Bunun igin genellikle bir kolon (kati1 faz) ve bir veya birka¢ mobil faz (siv1 faz)
kullanilir. Kolon dolgu maddesi ve hedef metabolit affinite iliskisi ile hedef metabolitin
¢cozlinirliigi dikkate alinarak mobil faz akisi; isoarktik (sabit) veya graident (¢oklu mobil
fazin degisen oranlarinda) olabilir.

HPLC cihazi ile yapilan dl¢iimlerin hesaplanmasi i¢in bir standart egri ¢ikarilmistir

(Sekil 3.4.). Bunun i¢in farkli konsantrasyonlarda toksinler 6l¢tilmistiir.
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Sekil 3.3. HPLC cihazi

4000 y =56,04x - 1,3419
R2=0,9984

3500 °
3000
2500

2000

Alan

1500
1000

500 e

0 10 20 30 40 50 60 70

Aflatoksin B, konsantrasyonu

Sekil 3.4. HPLC standart egrisi
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HPLC cihaz ile farkli konsantrasyonlarda dl¢iilmesi sonucu aflatoksin B1 grafikleri

elde edilmistir. Elde edilen bu grafik sekil 3.5.” te gosterilmistir.

e ———— - e ———
MWD A, Sig=365.2 Ref=550 100 (TC107 1 02e-1 104
MWD B. Sig=3X2 2 Ret=550 100 (TC107T1028-1 1D
MWD C, Seg=310.2 Ret=580 100 (TC1OT 10081 D
mAl I‘-
&0 -
50 -
E
E
E
E
40~ !
E
30 -~
E
E
E
20
E
E
E
E
e E
E
=2
| i : ¥
o .. v i, —
— - 1 T T T - T Y
Fi 4 g ] 10 12 1 i

Sekil 3.5. HPLC kromotogrami

3.1.5.3. Spektrofotometre

Spektrofotometre cihazi 151k absorbansina bagli olarak miktar tayini yapmaktadir.

Sekil 3.6. Spektrofotometre
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Sekil 3.6.” daki spektrofotometre cihazi makrofungus izolatlarinin derin kiiltiir
kosullarinda {irettigi enzim aktivitesi ve protein miktarinin tayin edilmesi amaci ile

kullanilmustir.

3.1.5.4. Mikroplate okuyucu

Sekil 3.7.” deki mikroplate okuyucu toksinlerin miktar ve degradasyonunun tayini
amaci ile kullanilmistir.

Sekil 3.7. Mikroplate okuyucu

Mikroplate okuyucu tarafindan toksin dl¢limii yapilirken farkli konsantrasyonlarda
toksinler ol¢ililmiistiir. Elde edilen 6l¢iim sonucunun dogrulugunu kontrol etmek i¢in standart

egri ¢ikarilmistir ( Sekil 3.8.).
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0,8 y = 0,0065x + 0,0706
R2=0,9958

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

Absorbans

0,2

0,1 ®

0 20 40 60 80 100 120
Aflatoksin B1 konsantrasyonu

Sekil 3.8. Mikroplate okuyucu standart egri grafigi

3.1.55.FPLC

Bu ¢alismada HiTrap Q HP kolon ile lon excange (Anion) teknigi kullanilmistir.
Boylelikle proteinlerin anyon etkilesimlerinden faydalanilarak kolona tutunmalar1 ve farkli

iyon degerlerine gore kromotografik olarak ayristirilmalari saglanmistir.

Sekil 3.9. FPLC cihazi
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Sekil 3.9.” daki FPLC cihaz1 ile makrofungus izolatin kiiltiir sivis1 proteinlerinin 6n

ayristirtlmasi yapilmistir.

3.1.5.6. IEF

Sekil 3.10.” daki IEF cihazi, on FPLC ile kismen ayristirilmis protein fraksiyonlarinin

daha fazla ayristirilmasi i¢in kullanilmastir.

Sekil 3.10. IEF cihaz1

3.2. Yontem
3.2.1. Toksin Degrade Eden Fungus izolatlarinin Belirlenmesi

Calismanin ilk asamasi olarak aflatoksin Bi ve okratoksin A degradasyonu
yapabilme yetenegine sahip olan fungus izolatlarin1 belirlemek {izere bir tarama ¢alismasi

gerceklestirilmistir.



41

3.2.1.1. Toksin eldesi ve kullanilacak AFB: belirlenmesi

Tarama c¢alismasinda kullanilan okratoksin A, Sigma Aldrich firmasindan 32937

kodlu iiriin olarak temin edilmistir.

Aflatoksin B; toksini ise, toksin iirettigi onaylanmis olan yabani Aspergillus flavus
susunun YES Agar besi ortamma inokiile edilerek 25 'C’de 8 giin biiyiitiilmesi ile
{iretilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda {izerinde fungus biiyiimiis olan besi ortamindan
kesilen 6 mm capinda 60 adet besiyeri diski 10 ml ekstraksiyon sivisi ile 30 dakika
sonikasyona maruz birakilmigstir. Sonikasyon siiresinin sonunda 4000 rpm’ de 5 dk santrifiij
edilmistir (Alberts vd., 2006). Santrifiijden sonra siipernatant kismi alinarak 8000 rpm’ de 5
dk daha santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi1 ¢eker ocakta tiipler i¢inde uguncaya kadar
bekletilmigtir. Daha sonra tiiplere 4 ml metanol ilave edilmis ve vorteks ile hafifge
karistirilmistir. Metanolde ¢6ziinmiis olan AFB:1 13000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiijden sonra TLC plaklarina yilikleme yapilmistir. Bunun i¢in plakanin {izerine 1,5 cm
ara ile her noktaya 40 ul ekstrakte edilmis AFB1 spotlanmustir. ilk noktaya 20 pl standart
aflatoksin karigimi marker olarak spotlanmistir. Spotlama isleminden sonra plaka, i¢inde
hareketli faz TEF olan TLC tankina alinmistir. TLC tankinda mobil faz 35 dakika silika
plaka tizerinde yiritiilmiistiir. Tanktan cikarildiktan sonra kurumasi beklenilen TLC
plakalart UV kabine alinmis ve burada marker toksinde AFB1 ile ayn1 Rf degerine sahip olan
bantlar kesilmis ve tiiplere aktarilmistir. Tiipe aktarilan silika 4 ml kloroformda

coziinmiistiir. TLC plakalari ile yeniden saflik kontrolii yapilmistir.

AFB: ekstraksiyon sivisi sirastyla alt1 farkli ependorf tiipe 0,3-1-1,5-3 -7 ve 10
ul” lik hacimlerde aktarilmistir. Her bir ependorfun tizeri Kirk Broth Besi Ortamu ile son
hacmi 1000 pl olacak sekilde tamamlanmistir. Daha sonra bu karisima 500 pl kloroform
ilave edilmistir. Vorteks ile kisa siire hafif¢e karistirilmistir (Alberts vd., 2006). Karisim
1500 rpm’de 15 dk santrifiij edilmis, ¢okelti baska bir tiipe alinmis ve i¢indeki kloroform
ucuncaya kadar oda sicakliginda bekletilmistir. Tiipteki toksin kalintis1 200 pl kloroform ile
yeniden ¢oziilmiis ve hafifce vorteksle karistirtlmistir. Cozeltilerin 20 pl’lik boliimleri TLC
plakalaria spotlanmig ve TLC plakas1 UV lamba altinda gozlenmistir (Alberts vd., 2006).
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3.2.1.2. Toksin giderici izolatlarin belirlenmesi

Kiiltiir koleksiyonunda yer alan makrofungus izolatlarindan toksin giderici 6zelligi
olanlarin belirlenmesi amaci ile , izolatlar {iretildikten sonra degradasyon oran1 HPTLC ile

belirlenmis ve HPLC ile onaylanmustir.

A. Fungus izolatlarinin iiretilmesi

Toksin degradasyon orani arastirilacak olan fungus izolatlar1 PDA besiyerinde 28 °C
de iiretilerek aktiflenmistir. Fungal koloninin aktif lireme gosteren koloni sinirlarindaki
bolgelerden alinan 6 mm ¢apidaki misel diskleri sivi PMP besiyerinin inokiilasyonu amaci
ile kullanilmistir. Her 100 m1’lik PMP besiyerine 6 disk olacak sekilde inokiilasyon yapilmis
ve 5 giin boyunca iiremeye birakilmistir. Ureme sonunda olusan pelletler homojenizatér ile
100 ml distile suda homojen hale getirilmistir. Her 250 ml’ lik erlende bulunan 100 ml’ lik
Kirk Broth besi ortamina distile suda homojenize edilmis misel siispansiyonundan 5 ml ilave
edilmistir. Organizmalar 28 ‘C’ de 10 giin 125 rpm kosullarinda inkiibe edilmistir. Filtre

kagidi (Whatman 0,45 pum) ile hasat edilen kiiltiir sivisi tarama ¢aligmasi igin kullanilmustir.

B. Degradasyon oraninin belirlenmesi

AFB1 degradasyon oraninin belirlenmesi i¢in 2 ml’ lik ependorf tiiplere 493 pl kiiltiir
stvist ve 7 ul AFB; ¢ozeltisi ile 500 pl sodyum asetat tamponu eklenmistir. OTA igin de yine
2 ml’ lik tiiplere 485ul kiiltiir sivisi ve 15 pl OTA standart ¢ozeltisi ile 500 pl sodyum asetat
tamponu eklenmistir. Her iki toksin igin olusturulan reaksiyon karisimlari 25 °'C’ de 1 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra 500 pl kloroform ilave edilerek reaksiyon
sonlandirilmistir. Daha sonra vorteks ile hafifce karigtiritlip 1500 rpm’ de 15 dk santrifij
edilmistir. Santrifiijden sonra alt fazdaki kloroform igeren tabaka bagka bir tiipe alinmis ve
oda sicakliginda kloroform uguncaya kadar beklenmistir. Tiipteki kalintilar 200 pl kloroform

ile yeniden ¢oziilmiis ve vorteks ile hafif¢e karistirilmistir.

Degradasyon oranlarmin tayini i¢in son ¢ozeltilerin 20 pl’lik bolimleri TLC

plakalarina spotlanmistir. TLC plakasi UV lamba altinda gézlenmistir. Daha sonra plakalar
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HPTLC cihazinda okunmustur. AFB: taramasinda kullanilan plakalar 365 nm dalga
boyundaki 1s1kta, OTA taramasinda kullanilan plakalar ise 312 nm dalga boyundaki 1s1kta
gbzlenmis ve 1s51ma veren alan Ol¢ililmiistiir. Sonug olarak, organizmalarin kiiltiir sivisi ile
muanele edilen ve edilmeyen toksin benekleri karsilastirilarak her iki toksinin degradasyon

orani tayin edilmistir. (Baek vd., 2014)

C. Degradasyon oraminin onaylanmasi

HPTLC cihaz ile yiiksek oranda degradasyon verdigi belirlenen fungus izolatlarinin
toksin degradasyon oranlart HPLC aracilig1 ile onaylanmistir. Bu amagla, HPTLC ig¢in
gerceklestirilen tiim calismalar ayn1 bi¢cimde tekrarlanmistir. Sadece son ¢oziicii olarak
kloroform yerine metanol kullanilmistir. Daha sonra hafif¢e vorteks ile karistirilip 1500 rpm’
de 15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra {ist fazdaki etil asetat iceren tabaka bagka bir
tiipe alinmis ve oda sicakliginda etil asetat uguncaya kadar beklenmistir. Tiipteki kalintilar
200 pl metanol ile yeniden ¢o6ziilmiis ve hafifge vorteksle karigtirilmigtir. Elde edilen
¢ozeltilerin 20 pl’lik boliimleri HPLC cihazina enjekte edilmis ve AFBy i¢in 365 nm dalga
boyunda UV dedektor ile 6l¢timii yapilmistir.

OTA igin ise 312 nm ex (excitation = Uyarma) ve 333 em (emission = yayma) dalga
boyunda flouresan dedektor ile Olglimii yapilmistir. AFB; olglimii igin gradient, OTA
Olclimii i¢in isocratic (Sabit) mobil faz akisi saglanmistir. AFB; 6l¢limii i¢in kolon sicaklig
olarak oda sicakligi, OTA o6l¢iimii ise 40 °C kullanilmistir. Standart olarak ticari AFB1 ve
OTA da caligsmaya dahil edilmistir. Cizelge 3.3. ve Cizelge 3.4.” te AFB1 ve OTA 6lglimii
i¢in kullanilan HPLC kosullar1 belirtilmistir (Varga vd., 2005).
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Cizelge 3.3. AFB; Olgiimii i¢in HPLC Kosullar

HPLC Hp 1050 HPLC system Ti series

Dedektor UV dedector (365 nm)

Kolon 150 mm x 4.6 mm C18 Gemini Phenomenex, 5 um
particle

Akis Hizi (ml/min) 1

Kolon Sicakligi (°C) 25
Enjeksiyon Hacmi (ul) | 20
Mobil Faz Asetik asit % 0,1 ve Metanol %100

Cizelge 3.4. OTA Olgiimii icin HPLC Kosullart

HPLC LC — 10 AT Shimadzu / SCL — 10 VP Controller Shimadzu

Dedektor Flouresan dedector (312 - 333 nm)

Kolon 250/4 Nucleodor C18 Gravity 5 um particle Macherey -
Nagel

Akis Hizi (ml/min) 1

Kolon Sicakligi (°C) 40
Enjeksiyon Hacmi (ul) | 20
Mobil Faz Asetik asit % 0,2 ve Asetonitril %100

3.2.2. Aflatoksin B1 ve okratoksin A degradasyonunun optimize edilmesi
Ilk asamada secilen fungus izolatlar1 ile aflatoksin Bi ve okratoksin A
degradasyonunun gerceklesebilecegi en iyi besinsel ve gevresel kosullar1 belirlemek iizere

ardisik calismalar gergeklestirilmistir.

3.2.2.1. Enzim iiretimi icin uygun besiveri secimi

PDA besiyeri tlizerinde iiretilen fungus kiiltiirlerinin aktif tiremenin gerceklestigi
koloni sinirlarindan her biri 6 mm ¢apinda misel diskleri ¢ikarilmistir. inokiilasyon, her bir
100 mI’lik PMP besiyerine 6 disk olacak sekilde yapilmistir. Fungus izolatlar1 5 giin boyunca
inkiibe edildikten sonra hasat edilen fungal miselyumlar homojenize edilerek inokiilant

olarak kullanilacak olan misel siispansiyonu hazirlanmistir.
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Tarama ¢aligmasinda kullanilan Kirk Broth’un 5 farkli modifiye versiyonu ve her bir
modifiye versiyonun bugday kepegi ilave edilmis versiyonlari X kodu eklenerek
hazirlanmistir. (MKM 1, MKM 1X, MKM 2, MKM 2X, MKM 3, MKM 3X, MKM 4, MKM
4X, MKM 5 ve MKM 5X) Her besiyeri tipinden 250 ml’lik erlenlere 100’er ml olarak
dagitilmistir. Homojenize edilmis pelletler ile %5 oraninda inokiile edilen besiyerleri 28 "C
inkiibasyon sicakligi ve 125 rpm calkalama hizinda 10 giin siire ile inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda Whatman filtre kagidi ile filtre edilen kiiltiir stvilar1 daha sonra

enzim aktivitesi ve protein miktarlarmin 6l¢iimii igin -18 'C’de saklanmistir.

3.2.2.2. istatistiksel deney tasarimi ile optimizasyon

Aflatoksin B: ve okratoksin A degradasyonu i¢in en uygun kosullarin belirlenmesi
amaciyla dnce besiyeri igerigi ve ¢evresel kosullarin AFB; ve OTA degradasyonu iizerindeki
etkileri daha sonra da bu degiskenlerin hangi diizeyde iken etkili olduklar1 belirlenmeye

calisiimastir.

3.2.2.3. Plackett Burman deney tasarimi

AFB: ve OTA degradasyonu bakimindan basarili olan makrofungus izolatlarinin bu
yeteneklerine etki eden olasi besiyeri igerigi ve ¢evresel kosullar igerisinden degradasyon
oranini en fazla artiran degigkenleri belirlemek tizere Plackett — Burman deney tasarimi
uygulanmistir (Plackett ve Burman, 1946). Plackett — Burman tasarimi ile besiyeri igerigi ve
cevresel kosullarin iki farkl seviyesi kullanilmistir. Bu amagla kullanilan degiskenler ve

seviyeleri Cizelge 3.5.” te gosterilmistir.
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Cizelge 3.5. Plackett-Burman deney tasarimu ile etkisi arastirilan degiskenler ve seviyeleri

Degisken ) DﬁSVﬁk Yl'ikvsek
Kodu Degiskenler Deger Deger
-1 (+1)
X4 Glukoz 0 2
X Fruktoz 0 2
Xa Karbon kaynag1 (%) Sukroz 0 )
X4 Laktoz 0 2
Xs Nisasta 0 2
Xe Yeast ekstrakt 0 0.2
X7 Meat ekstrakt 0 0.2
Azot kaynagi (%)
X Soy Pepton 0 0.2
X Kazein 0 0.2
X10 [lave substrat (%) Bugday kepegi 0 0.2
X11 Inkiibasyon Sicaklig1 (°C) 25 30
X1z Besiyeri Baglangi¢c pH degeri 4 6
X13 Karistirma hizi (rpm) 100 150
X14 Inokulum miktar1 (%) 2.5 7.5
X1s Inkiibasyon siiresi (giin) 8 12

Plackett — Burman tasarimi ile (n) sayidaki deney ile (n-1) adet degiskenin etkisi

arastirilmaktadir. AFB; ve OTA degradasyonunda basarili olan her iki izolat i¢in 15

degiskenin etkisinin arastirilmasi kararlastirilmistir. Bu amag icin segilen 15 degiskenin,

AFB: ve OTA degradasyonu iizerine etkileri Cizelge 3.6.” da gosterilen tasarim kullanilarak

16 deneme ile arastirilmistir.
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Cizelge 3.6. AFB1 ve OTA degradasyonu i¢in kullanilan Plackett — Burman deney tasarimi

egisken | X1 | X2 | X3 | Xa | X5 | X6 | X7 | Xs | Xo | Xio| X11| X12| Xu3| X14| X15
Deneme
1 1/]1 )11 }-1|1 |11 ]1]|-1]-1]1|-1]-1]1
2 1/]1)/1}1}]1}]-1]1 |1 }|-1]-1]1|-1]-1]-1]1
3 1/]1/-1}j1}-1]12]1|-1}-1]1]-1)-1(-1]1]1
4 1/-1)/1}-1}]1]1|-1|-1]1]|-1]-1|-1]1]1]1
5 -1/1(]-1}]1|]1}-1|-1]1]-1)-1]-1]1]1]1]1
6 1/]-1)j1 1 ]-1]-1]1|-1]-1]-1]1)1]1]1]41
7 11,1 }1}]-1]1]-1|-1]-1]1]1|1]1]-1]1
8 1]1/-1}1]1|-1]-1 |11 |11 )1|-1]1]41
9 1/-1)/-1}]1}-1]-1]-1|1 1|11 |-1]1]-1]1
10 -1/-1]1}-1|-1}]-1|1]1]1|1]-1]1]-1]1]1
11 -1/]1 /11121111 ]-1]1)-1]1]1]41
12 1/-1/-1}-1]1]1]1|1]|-1]1]-1]1]1]-1]-41
13 -1/-1]-1}]1|1]1|1]-1]1|-1]1]1]-1]-1]1
14 11217111121 ]-1]1]1)-12]-1]1]-1
15 -1/1}]1}1|]1}-1)j1]-1}]1|1]|-1|-1]1]-1)|-1
16 -1]-1/-1}-1}]-1]-1]-1|-1]-1]-1]-1]-1|-1]-1]-1

3.2.2.4. Response Surface tasarimi

Plackett - Burman tasarimindan elde edilen sonuglar ile, AFB1 ve OTA degradasyonu

lizerine en fazla etki gosteren degiskenler sec¢ilmistir. Response Surface tasarimi ise

belirlenen bu degiskenlerin hangi miktar/konsantrasyonda en etkili oldugunu belirlemek i¢in

kullanilmistir.

Yapilan ¢aligmada Plackett — Burman deney tasarimindan elde edilen sonuglar ile

hem AFB: degradasyonu i¢in hem de OTA degradasyonu i¢in Box-Behnken deney

tasariminin uygulanmasi kararlastirilmistir. Plackett — Burman deney tasarimindan elde

edilen sonuglara gore belirlenen degiskenler ve seviyeleri belirlenerek Response Surface

parametreleri secilmistir. (Cizelge 3.7.) Bu parametrelere gore 3 seviye olarak tasarlanan

Box-Benhken deney tasarimi ise Cizelge 3.8.” de gosterilmistir.
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Cizelge 3.7. Response Surface deney tasarimu ile etkisi arastirilan degiskenler ve seviyeleri

Ik)(;adgasken Degiskenler —~ Sev(i)yeler —
X3 Sukroz (%) 1 2 3
X Yeast Ekstrakt (%) 0.1 0.2 0.3
X 10 Bugday kepegi (%) 0.1 0.2 0.3
Inkiibasyon Sicaklig1 ('C) 28
Besiyeri Baglangi¢ pH 5
Karigtirma hizi (rpm) 125
Inokulum miktari (%) 75
Inkiibasyon stiresi (gtin) 12
Cizelge 3.8. Response Surface Deney Tasarimi
Degisken X3 Xe X10
(Sukroz; %) (Yeast Ekstrakt; %) (Bugday kepegi; %)
Deneme
1 0 +1 +1
2 0 0 0
3 -1 0 -1
4 0 0 0
5 -1 -1 0
6 0 -1 -1
! 0 0 0
8 0 +1 -1
9 +1 +1 0
10 -1 +1 0
11 0 0 0
12 +1 0 +1
13 +1 0 -1
14 -1 0 +1
15 0 -1 +1
16 +1 -1 0
17 0 0 0
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Response Surface yontemi analizlerinde asagidaki kuadratik esitlik kullanilmistir:
Y=p+ Zﬁu X; + Zﬂijxixj + Zﬁiixiz

Burada Y (yanit) beklenilen tepki, Bo sabit terim, Bii kareli terimlerin katsayisi, Bj

ikili etkilesimlerin katsayis1 ve xij agiklayici (bagimsiz) degiskenlerin kodlanmis degerleridir.
3.2.3. Toksisitenin belirlenmesi

Toksinlerin  degradasyon oncesi ve sonrasindaki toksisite  oranlarinin
belirlenebilmesi amaci ile ¢ok bilinen Artemia salina testi kullanilmistir. Bu amagla
oncelikle deney hayvani olarak kullanilmak tizere Artemia salina larvasi tiretilmistir. Distile
su ile hazirlanan % 3’ liik tuzlu su ¢ozeltisine yaklagik 100 mg Artemia salina (Brine shrimp)
yumurtasi ilave edilmistir. Yumurtalarin inokiile edildigi bu ¢ozelti bir tiretim kabina
alinarak 24 saat 28 'C etiivde inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.11.; Harwig ve Scott, 1971)
Uretim kabinda 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda suda Artemia salina
hareketlerinden inkiibasyonun basarili oldugu ve yumurtalardan ergin bireylerin ¢iktigt

anlasilmistir.

Sekil 3.11. Artemia salina yumurtalarinin inkiibasyon diizenegi

In vivo toksisite testinde, degradasyona ugramayan AFB:1 ve OTA’nin Artemia salina

larvalart i¢in yiiksek toksik etki ve mortalite gostermesi, AFB1 ve OTA degrade olduktan
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sonra toksisitenin azalmasi ve Artemia salina 6liim oranlarinda bir diisiis gergeklesmesi

beklenmektedir.

Bu calismada deney gruplart olarak fungal izolatlarin kiiltiir sivilari tarafindan
degrade edilmis ve edilmemis AFB1 ve OTA ¢ozeltileri (100 ug/ml) Artemia salina’nin
yasam ortamina ilave edilmistir. Negatif kontrol ¢6zeltileri olarak % 3 liik tuzlu su ¢6zeltisi
(Kontrol 1) ve kontrol 1 i¢inde %1 oraninda eklenmis metanol ¢ozeltisi (Kontrol 2)
kullanilmistir. Pozitif kontrol ¢6zeltisi olarak ise kontrol 1 i¢inde % 0.1 oraninda ¢oziinmiis
potasyum dikromat ¢6zeltisi (Kontrol 3) kullanilmistir. Artemia salina gelisimini kontrol 1°
deki ile aynmi kosullarda gerceklestirdigi i¢in bu ortamda meydana gelen larva liimlerinin
toksin kaynakli olmadigi kabul edilmistir. Toksinler metanol iginde ¢oziilerek Artemia
salina’ nin gelisim ortamina eklendigi i¢in kontrol 2’ de meydana gelen 6liimler de metanol
etkisinden kaynaklanan 6liim oranlari olarak kabul edilmistir. Kontrol 3’ te potasyum
dikromat Artemia salina igin toksik etki olusturdugundan inkiibasyon sonunda

organizmalarin tamaminin 6lmesi beklenmektedir.

Deney ve kontrol gruplari igin gerceklestirilen caligmalar 3 paralel olarak
uygulanmustir. Her petriye 10 adet Artemia larvasi aktarilarak 28 ‘C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyonun 6. ve 24. saatlerinde sayim yapilarak canli ve 6lii Artemia
sayilar1 belirlenmistir. Elde edilen veriler mortalite ve toksisite oranlarinin belirlenebilmesi

amaci ile kullanilmastir.

Kontrol 1’ den farkli olarak kontrol 2’ de metanol bulunmaktadir. Bu nedenle kontrol
2’ de deney grubu ile toksin disinda esit kosullar mevcuttur. Hesaplama yapilirken kontrol

grubu olarak kontrol 2 kullanilmistir.

Mortalite oran1 hesaplanirken asagidaki formiilii kullanilir.
M = (n — deney grubundaki canli1 Artemia sayisi) / n x 100
M = Mortalite oran1 (%)

n = Kontrol 2’ deki canli Artemia sayisi
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3.2.4. Protein saflastirma ¢alismalar:

Degradasyondan sorumlu enzimleri fazla miktarda iiretebilmek igin, protein
tiretiminde en basarili oldugu bilinen modifiye Kirk broth (4X) besiyeri kullanilmistir.
Besiyeri, 250 ml hacmindeki erlenlere 100’er ml olacak bigimde dagitilmistir. Hazirlanan
erlenlere inokiilant olarak, homojenize edilmis pelletler %5 oraninda aktarilmistir. Inokiile
edilen besiyerleri 125 rpm ve 28 °C’de 10 giin siire ile inkiibe edilmistir. inkiibasyondan

sonra filtre kagidi ile siiziilen kiiltiir sivilar kullanilincaya kadar —18 °C” de saklanmislardir.

Kiiltiir sivilari, kullanilacaklar1 zaman oda sicakliginda bekletilerek ¢ozlinmiiglerdir.
Kiiltiir sivilar1 ¢oziindiikten sonra + 4 °C’de 10.000 rpm’de santrifiij edilerek polisakkarit
fraksiyonlar1 uzaklastirilmistir. Kiiltiir stvist 0,45 um por ¢apli filtre ile filtrasyona tabii
tutulmustur. Kiltir sivist 10,000 MWCO ultrafiltrasyon tiipiinde 4500 rpm’de + 4 °C’de 10

kat filtre edilmistir. Filtrasyon sonucu elde edilen siv1 + 4 °C’de saklanmustir.

FPLC ile protein saflastirma

Elli mM derisimde bis. Tris tamponu (pH = 5.5) hazirlanmig ve tampon A olarak
isimlendirilmigtir. Ayn1 tampon ile 1 M NaCl ¢ozeltisi hazirlanarak tampon B olarak
kodlanmistir. Her iki tampon da 0,45 um por capindaki filtre ile filtrasyona tabii tutulmustur.
Kiltiir sivist ile tampon A 50:50 oranlarinda karistirilmistir. Hazirlanan kiltiir sivisi,
Gradiyent akis olarak programlanan FPLC’ye enjekte edilmis, fraksiyonlar otokollektor ile
toplanmistir. Elde edilen fraksiyonlar kullanincaya kadar aliiminyum folyo ile kaplanmis

siselerde + 4 “C’de soguk odada korunmustur.

Fraksiyonlarin igerdigi proteinlerin molekil agirhigmi belirlemek i¢in SDS-PAGE
yapilmistir. Ornekler yiikleme boyast ile toplamda 10 ul olacak sekilde hazirlanmistir. Daha
sonra kaynayan suda 5 — 10 dakika bekletilerek boyanin proteinler tarafindan baglanmasi
saglanmistir. Ornekler kuyulara pipetlenmistir. Ilk kuyucuga marker yiiklenmistir.
Elektroforez degerleri 120 volt ve 1 saat olarak ayarlanmistir. Elektroforezin yiiriitiilmesi

markerin asagiya indiginin goriilmesi ile sonlandirilmistir.
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Fiksasyon sivist ile 15 — 20 dakika inkiibe edilen jel, boyama ¢ozeltisi ile 30 — 180
dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra temizleme ¢6zeltisi ile 5 — 15 dakika muamele edilerek

bantlar belirginlestirilmistir.

3.2.4.2. Degradasyon yapmasi beklenen enzimlerin aktivite ve degradasyon iliskisi

FPLC ile ayristirilan proteinler i¢in enzim aktivite testi ve AFB1 degradasyon testi

yapilmistir. Béylece degradasyondan sorumlu olan enzimin tanimlanmasi amaglanmuistir.

Mangan peroksidaz ve lakkaz i¢in her kuyucuga tampon ve substratlar konulmustur.
Lakkaz i¢in 240 pl sodyum asetat, 30 pul ABTS ve 30 ul kiiltiir sivis1 eklenmistir. Mangan
peroksidaz i¢in 180 pl Na-tartarat, 15 ul DMP, 15 ul MnSOa, 30 ul H202 ve 30 ul kiiltiir
stvist eklenmistir. AFB;1 degradasyonu 6l¢iimii igin herhangi bir ekstraksiyon yapmaksizin
150 pl kiltiir sivist dogrudan mikroplate kuyucuklarma konulmustur. Daha sonra her
kuyucuga esit miktarda 150 ul Na — Asetat tampon ¢ozelti ilave edilmistir. Ayrica 15 pl
standart AFB; ilave edilmis, Mikroplate okuyucu 28 ‘C ve AFB; i¢in 365 nm UV dalga
boyuna ve okuma siiresi 1 saat olarak ayarlanmistir. Kontrol olarak inkiibe edilmemis
standart modifiye Kirk Broth kiiltiir sivist kullanilmistir. 1 saatlik okuma sonunda elde edilen

degisim degerleri ile % degradasyon belirlenmistir.

3.2.4.3. IEF ile protein saflastirma

FPLC’den alinan 6rneklerden AFB1 degradasyonu yapan fraksiyon, daha sonra IEF
ile kullanilmak iizere hazirlanmistir. Bunun i¢in 6nce FPLC’de kullanilan tampon ¢ozelti ile
kullanilacak olan drnekler 50 — 60 ml’e tamamlanmistir. Daha sonra 0.5 ml pH = 3 — 10
tasiyict amfolitler 6rnege ilave edilmistir. Rotofor cell ile 3 saatlik bir elektroforez
gerceklestirilerek renk gradiyenti olusumu gozlenmistir. Ayristirilacak 6rnek 24 fraksiyona
ayrilmistir. Yeniden SDS — PAGE ve her fraksiyonun pH degerinin dl¢iilmesi ile beraber bir
degradasyon testi daha yapilmustir.

AFB; degradasyonundan sorumlu proteini belirlemek igin, IEF fraksiyonlarindan

alman 150 pl protein ¢ozeltisi, ekstraksiyon yapilmaksizin dogrudan mikroplate
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kuyucuklarina konulmustur. Daha sonra her kuyucuga esit miktarda 150 pl sodyum asetat
tampon ¢06zeltisi ilave edilmistir. Reaksiyon karisimina 15 ul standart AFB; ilave edildikten
sonra, mikroplate okuyucu 28 ‘C ve 365 nm dalga boyuna ayarlanmis ve reaksiyonun
absorbansi 1 saat boyunca izlenerek AFB;1 degradasyon orani belirlenmistir. Kontrol olarak
50 mM Bis. Tris ¢ozeltisi (pH = 5,5) kullanilmustir.

Tiim ¢aligsmalar ti¢ paralel halinde gergeklestirilmis ve elde edilen sonuglar, ortalama

+ standart sapma bi¢iminde ifade edilmistir.

3.2.5. Yiiksek toksin degradasyonuna neden olan izolatlarin tanimlanmasi

Calismanin bu asamas1 Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Biyoloji Bilim dal1 doktora 6grencisi Ayse Betiil Karaduman tarafindan gergeklestirilmistir.
Bu amacla oncelikle secilen organizmalar ait miseller PDB besiyerine igne 6ze yardimiyla
aktarilmugtir. Kiiltiirler, 28 °C* de 100 rpm’ de 1 hafta siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresinin sonunda filtrasyon ilse hasat edilen pelletler, steril distile su ile yikanarak,

liyofilize edilmistir.

DNA ekstrakte etmek icin, yeteri kadar liyofilize pellet, steril kiirdan yardimiyla
mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak toz hale getirilmistir. Ornek iizerine 500 ul CTAB Buffer
(pH 7.5) eklenmis ve karistirilmistir. Mikrosantrifiij tiipii 65 °C su banyosunda 1 saat
bekletilmistir. Yine ayni tiipe 500 ul kloroform eklenmis ve tiip ters diiz edilerek 5 dk 14.000
rpm’ de santrifiij edilmistir. Sulu faz temiz bir mikrosantrifiij tiipline aktarilmistir. 500 pl
kloroform ekleme ve tiip ters diiz edilerek 5 dk 14.000 rpm’ de santrifiij edilme islemi ile

sulu faz temiz bir mikrosantrifiij tiipiine aktarilma iselmleri tekrarlanmistir.

Bu agamadan sonraki islemler buz {izerinde gergeklestirilmistir. Sulu fazin 2 kati
kadar hacimde (700 pl) %96’ lik soguk (-20°C) etanol eklenmistir. DNA’ nin prespitasyonu
icin 1 gece boyunca -20°C’ de bekletilmistir. 4 °C’ de 14.000 rpm’ de 5 dk santrifijj
edilmistir. Kiiltiir sivist dikkatli bir sekilde atilmis ve pellet {izerine 500 pl soguk (-20°C)
%70’ lik etanol ilave edilmistir. 14.000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilmis ve dikkatli bir sekilde
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kiiltiir sivist atilarak pellet kurutulmustur. Kurutulan pellet 50 pl Tris-EDTA Buffer (pH
8.0)’ da ¢oziilerek -20°C’ de saklanmustir.

Cizelge 3.9. PCR Kosullar1

Reaksiyon Tiipii Icerigi ve Hacmi
Sicaklik Dongii
Stire (ul)
(°0C) Sayisi ) )
-Finnzymes Taq Polimeraz-
Baslangi
yAngte 94 4 dk 1x X
denatiirasyonu
Denatiirasyon 1 94 30 sn PCR Buffer 5
Baglanma 1 56 55sn | x 35 MQ 38,5
Uzama 1 72 30sn MgCl2 (50 mM) 2
Denatiirasyon 2 - - dNTP 1
Baglanma 2 - - Primer 1 (ITS 1) 1
Uzama 2 - - Primer 2 (ITS 4) 1
Tag DNA
Son uzama 72 10 dk ) 0,5
Polimeraz
Kalip DNA 1
Toplam 50

Agaroz jel ile elektroforez yaparken 1X TAE ile % 1 oraninda agaroz jel
hazirlanmistir. TAE — agaroz karistmi hazirlandiktan sonra erlendeki sivi seviyesi
isaretlenmis ve mikrodalga firinda kaynatilmistir. Jel bir miktar soguduktan sonra igerisine

DNA isaretleyici boya ilave edilmis ve tanka dokiilerek taraklar yerlestirilmistir.

Donmus agaroz jele ornekler yiiklenirken, her 6rnek jel yiikleme boyasi ile tek tek
karistirilarak yiiklenmistir. Jel ve yiiklenen DNA miktarina gore uygun gerilim ve siirede

elektroforez islemi gergeklestirilmistir.
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PCR kit protokoliine uygun olarak DNA’nin bir bolgesi ¢cogaltilmistir. Bu ¢ogaltma

islemi gergeklestirilirken Cizelge 3.9.” daki kosullara uygun programlanmustir.

PCR ile ¢ogaltilan DNA jel ekstraksiyon kiti ile ekstrakte edilmistir. Bir
mikrosantrifiij tliptinde PCR {irtinti, 100 pl “Binding buffer” ile karigtirtlmistir. Bu karigim
“Purification column” a aktarilmis ve 5dk beklenmistir. 1 dk, 10.000 g’ de santrifiij
edilmistir. “Collection tube” bosaltilarak, kolona 750 pul Wash Buffer eklenmistir. 1 dk,
10.000 g’ de santrifiij edilmistir. “Collection tube” bosaltilmis ve 2 dk, 10.000 g’ de santrifiij

edilmistir.

“Collection tube” atilmig ve yerine temiz bir mikrosantrifiij tiipii koyulmustur.
Kolona PCR iiriinii hacmi kadar “Elution buffer” eklenmis ve 5 dk beklenmistir. 1 dk 10.000
g’ de santrifiij edilmis ve “Purification column” atilmistir. Mikrosantrifiyj tiipii -20 °C’ de

saklanmustir. Izole edilen DNA dizi analizi ve genetik identifikasyon icin kullanilacaktir.

Izole edilen ve saflastirilan DNA &rnekleri ile ITS1 ve ITS4 bolgelerine uygun
primerlerle PCR reaksiyonlarinin gerceklestirilmis, agaroz jelde kontrol edilmis ve lontek
ve MOBAM kuruluslarindan hizmet alimi1 yolu ile dizi analizleri gerceklestirilmistir. Elde
edilen dizilerin BLAST analizi gerceklestirilerek GENBANK ta depolanmis ve erigim

numaralar1 alinmis dizilere benzerlik oranlar1 belirlenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Toksin Degrade Eden Fungus izolatlarinin Belirlenmesi

4.1.1. Toksin eldesi ve kullanilacak AFB1 miktarinin belirlenmesi

Aspergillus flavus tarafindan tiretilen ve ekstrakte edilen total toksin TLC plakalari
tizerinde yiiriitiilerek gozlemlenmistir. Bu arada Aflatoxin Mix 4 solution marker olarak
kullanildig1 i¢in hangi bandin hangi aflatoksin tlirevi oldugu Rf degerlerinden
anlagilmaktadir. En biiyiik Rf degerine sahip ve en parlak bantlar aflatoksin B:’e aittir. Sekil
4.1 ¢ de 365 nm dalga boyu UV isikta, preperatif silika jel plakaya spotlanmis olan
ekstraksiyon sivisindaki AFB; goriilmektedir. Silika jel plakanin 1. spotu standart aflatoksin
miks 4’ tiir. Daha sonra aflatoksin B bantlari cam silika plakalardan kazinarak ekstrakte

edilmis ve tarama ¢alismalarinda kullanilmastir.

AFB mix

——_————— ————

Sekil 4.1. A. flavus tarafindan tiretilen AFB1

HPTLC kosullarinda degradasyon ¢alismalarinin verimli bi¢cimde siirdiiriilebilmesi
icin Oncelikle uygun 151ma elde etmek gerekmektedir. Bu nedenle, TLC plakasi iizerinde
elde edilen ekstraktlardan farkli miktarlarda ekstrakt spotlanarak yiiriitiildiikten sonra

goriinebilirligi en iyi olan miktar belirlenmek istenmistir. Sekil 4.2. de sunulan beneklerden
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5 numarali olan1 (0,8 pg / ml derisim) ile en uygun parlaklik elde edilmistir. Bu nedenle

calismanin sonraki agamasinda bu konsantrasyonda AFB; kullanilmastir.

Sekil 4.2. TLC plakalarina uygulanacak AFB1 miktarinin belirlenmesi (1: 0,05 pg / ml; 2:
0,1 pg/ml; 3: 0,2 ug/ ml; 4: 0,4 ug/ ml; 5: 0,8 ug/ ml ve 6: 1,2 ug / ml)

4.1.2. Toksin giderici fungus izolatlarinin tayini

Cok sayida fungus izolatinin AFB;1 ve OTA giderim potansiyelini hizli bigimde tayin
edebilmek i¢in semikantitatif bir yontem olan HPTLC kullanilmistir. HPTLC’ nin en 6nemli
avantajlarindan bir tanesi TLC plakalarinin uzun siire saklanabilmesidir. Diger bir avantaji
ise HPLC ile belirleme yontemine gore daha ucuz bir yontem olmasidir. Bu nedenle daha az
maliyetle daha ¢ok sayida 6rnek Ol¢limiine olanak saglayacaktir. Bunun diginda pratik bir
yontem olup ayni anda ¢ok sayida ornek birlikte okunabilmektedir. HPLC ile yapilan
dlgiimlerde ise her seferinde yalniz bir &rnek okunabilmektedir. Ornekler okunurken
kolondan metabolitin gegmesi ve yeni 6rnege kolonun hazirlanmasi zaman almaktadir. Bu

orneklerin paralellerinin de oldugu g6z 6niine alinirsa ¢ok fazla zaman kaybi olacaktir.
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Her ne kadar HPLC o6l¢im duyarliligi diger yontemlerden ¢ok daha iyi olsa da
HPTLC yontemi de paralel bir duyarliliga sahiptir. Fakat HPTLC yine de semikantitatif bir

yontemdir.

Cesitli fungus izolatlarinin AFB1 ve OTA giderimleri sirasi ile 365 ve 312 nm dalga
boyundaki UV lamba altinda gézlemlenerek, Sekil 4.3. ve Sekil 4.4’ te ifade edilmistir.

v R

AFBI1 K 461 461 461 463 463 463 472 472 472 476 476 476 477 477 477

Sekil 4.3. Fungus kiiltiir stvilar1 ile AFB;1 yikiminin ITK ile belirlenmesi

OTA Kont M130 MI30 MI30 MI33 MI33 MI33 M184 MI184 MI84 MI196 M196 M196 M227 M227 M227

Sekil 4.4. Fungus kiiltiir stvilar1 ile OTA yikimmin ITK ile belirlenmesi
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Her organizma i¢in elde edilen AFB: ve OTA degradasyon oranlar1 Cizelge 4.1.” de

sunulmustur.

Cizelge 4.1. Fungus izolatlarinin HPTLC ile belirlenen AFB1 ve OTA giderim oranlari

OBCC AFB1 OTA
Kodu Makrofungus tiirii Degradasyonu | Degradasyonu
(%) (%)
Ag461 | Pleurotus calyptratus 30,00+0,32 29,00+0,18
Ag463 | Pleurotus cornucopiae 48,39+0,78 22,00+0,15
AQg468 | Pleurotus dryinus 62,50+0,21 42,30+0,36
Ag470 | Pleurotus dryinus 43,35+0,54 53,81+0,74
Ag471 | Pleurotus eryngii 10,18+0,08 15,00+0,11
Ag472 | Pleurotus ostreatus 29,00+0,18 48,21+0,51
Ag475 | Pleurotus ostreatus 23,18+0,12 26,00+0,24
Ag476 | Pleurotus ostreatus 45,00+0,21 13,00+0,18
Ag477 | Pleurotus ostreatus cv. florida 33,00+0,32 18,00+0,13
Ag479 | Pleurotus pulmonarius 30,50+0,25 38,00+0,36
02 Lentinus arcularius 13,41+0,09 38,62+0,34
03 Ganoderma sp. 14,70+0,09 0,00+0,00
04 Suillus bovinus 22,72+0,25 46,72+0,58
05 Tricholoma equestre 22,55+0,15 27,08+0,21
06 Clavariadelphus truncatus 22,00+0,15 2,00+0,01
18 Lentinus arcularius 12,85+0,07 24,17+0,16
19 Gleophyllum sepiarium 13,45+0,08 54,82+0,85
21 Tanimlanmamus izolat 20,66+0,16 19,29+0,17
24 Macrolepiota procera 15,04+0,14 34,92+0,23
25 Trametes versicolor 35,00+0,21 56,00+0,54
30 Lentinus arcularius 11,16+0,06 2,05+0,03
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(devam)
oBCC AFB1 OTA
o Makrofungus tiirii Degradasyonu Degradasyonu
(%) (%)

31 Lentinus arcularius 29,39+0,25 30,22+0,27
32 Lentinus arcularius 4,00+0,03 15,00+0,36
34 Lentinus arcularius 15,75+0,12 27,72+0,24
36 Tanimlanmamuis izolat 0,00+0,00 49,34+0,38
39 Pholita sp. 22,00+0,14 22,00+0,27
41 Tanimlanmamis izolat 42.37+0,51 32,96+0,26
1002 Leucoagaricus pudicus 31,10+0,30 21,91+0,28
1004 Ganoderma carnosum 53,00+0,55 53,00+0,66
1005 Tanimlanmamis izolat 43,10+0,54 31,40+0,24
1006 | Trametes versicolor 28,00+0,36 14,56+0,21
1007 | Fomes fomentarius 15,00+0,08 30,57+0,23
1008 | Antrodia serialis 42,70+0,32 35,00+0,27
1010 | Ganoderma applanatum 32,00+0,27 31,52+0,21
1012 | Laetiporus sulphureus 29,52+0,26 48,16+0,54
1014 | Coprinus comatus 24,96+0,25 24,00+0,12
1015 | Pleurotus ostreatus 29,60+0,23 59,00+0,13
1021 Tanimlanmamis izolat 28,41+0,21 13,35+0,03
1022 | Pleurotus ostreatus 20,70+0,17 69,83+0,84
1023 Schizophyllum commune 46,90+0,32 62,00+0,43
1025 Schizophyllum commune 7,63+0,03 53,57+0,41
1030 | Fomes fomentarius 26,40+0,18 19,35+0,13
1034 Pleurotus ostreatus 30,00+0,17 3,88+0,03
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(devam)
AFB1 OTA
?(ijf Makrofungus iirii Degradasyonu Degradasyonu
(%) (%)

1035 Fistulina hepatica 38,80+0,23 56,00+0,51
1047 Epicoccum nigrum 51,21+0,51 40,49+0,54
1048 | Suillus collitinus 25,15+0,20 4,34+0,03
1067 Tanimlanmamis izolat 5,56+0,03 59,87+0,74
1080 Tanimlanmamis izolat 24,23+0,11 13,30+0,17
1085 | Coprinus comatus 46,90+0,18 27,47+0,61
1086 Tanimlanmamuis izolat 41,20+0,40 46,19+0,37
1087 Leucoagaricus pudicus 46,38+0,34 33,09+0,26
1088 Coprinus comatus 24,03+0,74 40,65+0,34
1089 Tanimlanmamis izolat 55,50+0,64 2,32+0,03
1095 Tanimlanmamis izolat 24,74+0,14 55,01+0,67
1098 Tanimlanmamis izolat 26,40+0,12 25,31+0,21
1108 Coprinus comatus 10,82+0,08 30,93+0,37
1109 Hypholoma fascicularia 16,90+0,06 24,95+0,36
1110 Pleurotus ostreatus 35,40+0,21 49,00+0,38
3007 Lentinus tigrinus 40,25+0,36 20,77+0,61
3501 Tanimlanmamis izolat 13,75+0,06 14,35+0,11
3505 Tanimlanmamis izolat 10,00+0,17 31,00+0,23
5001 Ganoderma carnosum 27,00+0,16 11,07+0,05
5002 | Trametes versicolor 50,00+0,80 6,50+0,17
5004 Lentinus strigosus 67,00+0,08 35,80+0,13
5005 | Cerrena unicolor 10,75+0,09 8,10+0,11
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(devam)
AFB1 OTA
?(ijf Makrofungus iirii Degradasyonu Degradasyonu
(%) (%)

5006 | Trametes pubescens 48,90+0,56 20,25+0,54
5009 Inonotus hispidus 46,00+0,37 42,00+0,32
5014 | Trametes hirsuta 40,95+0,39 21,47+0,29
5022 | Trametes versicolor 24,72+0,32 16,01+0,22
5023 | Trametes versicolor 46,00+0,34 17,01:£0,24
5024 Hygrocybe pratensis 59,90+0,40 49,00+0,30
5027 Schizophyllum commune 29,95+0,17 25,66+0,19
5029 Tanimlanmamuis izolat 25,18+0,13 0,00+0,15
5040 | Trametes pubescens 43,50+0,41 36,45+0,33
5048 Agaricus campestris 47,11+0,12 63,15+0,08
5049 Tanimlanmamuis izolat 37,00+0,31 18,00+0,04
5050 | Tanimlanmans izolat 44,00+0,23 49,00+0,31
5055 Tanimlanmamuis izolat 25,03+£0,21 39,58+0,29
5056 | Tanimlanmamus izolat 26,93+0,23 42,84+0,42
5058 Tanimlanmamus izolat 43,19+0,29 51,05+0,60
6001 | Lentinus edodes 67,00+0,97 37,00+0,28
6004 Lentinus edodes 46,00+0,37 24,00+0,19
6007 | pleurotus eryngi 47,00+0,10 0,60+0,01
6008 Pleurotus eryngii 14,00+0,03 26,00+0,21
6009 | pleurotus eryngii 10,66+0,23 25,00£0,20




63

Cizelge 4.1. Fungus izolatlarinin HPTLC ile belirlenen AFB1 ve OTA giderim oranlari

(devam)
OoBCC AFB1 OTA
Kodu Makrofungus tiirii Degradasyonu | Degradasyonu
(%) (%)
6010 Pleurotus eryngii 15,00+0,12 16,00+0,11
6030 Pleurotus eryngii 61,50+0,41 15,00+0,40
6033 Phanerochaete chrysosporium 34,00+0,27 9,57+0,08
6035 Ganoderma lucidum 14,00+0,11 13,00+0,17
6036 Pleurotus eryngii 22,00+0,21 35,00+0,50
6037 Pleurotus cornucopiae 33,56+0,27 43,87+0,51

Izolatlardan 8 tanesi (Ag468, OBCC 1004, 1047, 1089, 5002, 5004, 5024, 6001) %
50’ den fazla AFB: degradasyonu yaparken bunlardan degradasyon orani en yiiksek olan
OBCC 5004 kodlu Lentinus strigosus ve 6001 kodlu Lentinus edodes’ tir. izolatlardan 13
tanesi (Ag470, OBCC 19, 25, 1004, 1015, 1022, 1023, 1025, 1035, 1067, 1095, 5048, 5058)
% 50’ den fazla OTA degradasyonu yaparken bunlardan degradasyon orani en yiiksek olan
OBCC 1022 kodlu Pleurotus ostreatus ile daha sonra OBCC 5048 kodlu Agaricus

campestris’ tir.

Izolatlardan OBCC 36 kodlu tanmimlanmamis olani hi¢ AFB: degradasyonu
yapmamisken % 49,34 OTA degradasyonu gergeklestirmistir. OBCC 03 kodlu Ganoderma
sp. ise hi¢ OTA degradasyonu yapmamis ayni zamanda sadece % 14,70 AFB;1 degradasyonu
gergeklestirmistir. Tarama sonucunda gozlemlenmistir ki bazi organizmalarin AFB; ve OTA

degradasyon yiizde degerleri birbirine yakindir.

HPTLC ile yapilan degradasyon oOl¢iimlerinde toksin degrade etmesi igin
inkiibasyona birakilan kiltiir sivilari ile kontrol grubu olarak herhangi bir organizma

gelistirilmemis besi ortam1 karsilagtirilmistir. Kiiltiir sivisi igeriginde bulunan enzimlerden
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kaynaklanan degradasyon, organizma gelistirilmemis kontrol grubunun besiyerindeki

ekstraksiyon islemi sirasinda olusan kayiplar1 dikkate alinarak hesaplanmaistir.

HPTLC ile elde edilen sonuglar, ¢ok sayida arastirici tarafindan kullanimis olan
HPLC yontemi ile de onaylanmak istenmistir. Bu amagcla her iki toksini en yiiksek derecede

giderdigi belirlenen onar adet fungus izolat1 se¢ilmistir.

4.1.3. Degradasyon oraninin onaylanmasi

Tarama caligsmasinda organizmalarin semikantitatif HPTLC yontemi ile belirlenmis
olan toksin degradasyon degerlerinden basaril izolatlarin se¢imi amaci ile yararlanilmustir.
Yine de, segilen izolatlar igin elde edilen degradasyon degerlerinin daha yiiksek hassasiyete
sahip olan bir yontem olan HPLC ile onaylanmasi uygun goriilmiistiir. Bu amagla HPTLC
ile AFB:1 ve OTA degradasyon orani en yiiksek 10 organizma tercih edilmis ve bu izolatlarin
toksin giderim oranlar1t HPLC ile de sorgulanmigtir. AFB1 ve OTA giderimi i¢in HPTLC ve
HPLC ile elde edilen giderim verileri siras1 ile Cizelge 4.2 ve 4.3. te karsilastirmali olarak

sunulmustur.

Cizelge 4.2. HPLC ve HPTLC ile AFB;: degradasyon oranlarinin (%) karsilagtiriimasi

OBCC Kodu HPLC HPTLC
1047 53,18 51,21
5002 57,92 50,00
5004 66,73 67,00
5006 58,40 48,90
5024 47,76 59,90
5048 53,93 47,11
6030 55,98 61,50

Ag463 61,49 48,39
Ag468 54,99 62,50
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Cizelge 4.3. HPLC ve HPTLC ile OTA degradasyon oranlarinin (%) karsilastiriimasi

OBCC Kodu HPLC HPTLC

19 47,44 54,82
1015 38,40 59,00
1022 46,99 69,83
1023 43,49 62,00
1035 45,37 56,00
1057 36,44 53,72
1067 51,58 59,87
1095 48,91 55,01
5048 56,01 63,15
Ag4T0 43,50 53,81

Cizelge 4.2.” de AFB; degradasyon orani en yiiksek 10 izolatin HPTLC ve HPLC ile
elde edilen degradasyon oranlarinin benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Her iki 6l¢iim
yontemi ile en yiiksek AFB1 degradasyon orant OBCC 5004 kodlu izolat ile elde edilmistir.

Bu nedenle, arastirmanin daha sonraki asamalarina bu izolat ile devam edilmistir.

Her ne kadar AFB; i¢in hem HPLC hem de HPTLC ile yapilan dlgiimlerde OBCC
5004 kodlu Lentinus strigosus izolatinin en yiiksek giderime sahip oldugu belirlenmis olsa
da; OTA i¢in HPTLC ve HPLC ile ayni organizma iizerinde uzlasilmamistir. HPTLC ve
HPLC ile en yiiksek degradasyon oranlar sirasi ile OBCC 1022 kodlu Pleurotus ostreatus
ve OBCC 5048 kodlu Agaricus campestris ile %69,83 ve %56,01 bulunmustur. Bu durumun
nedeninin OTA degradasyonunun HPTLC ile belirlenmesi sirasinda cihazdan kaynaklanan
bir kisitlama oldugu diisiintilmektedir. HPTLC’ de UV dedektor ile ¢alisabilme olanagi var
iken floresan dedektor kullanilamamaistir. Oysa, yapilan pek ¢cok ¢alismada OTA 6l¢iimii i¢in
floresan dedektorlii HPLC tercih edilmistir (Petchkongkaew, 2008; Cozzi vd., 2013;
Heussner, ve Bingle, 2015). Bu nedenle OTA tayininde ortaya ¢ikan farkliliginin nedeninin


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heussner%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26506387
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bingle%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26506387
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HPTLC ve HPLC ile gerceklestirilen tayinler sirasinda ayni dedektorlerin

kullanilamamasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Aflatoksin By ve okratoksin A degradasyonunda en basarili organizmalar olarak
siras1 ile OBCC 5004 Lentinus strigosus ve OBCC Agaricus campestris belirlenmistir. Bu
izolatlarin petri plaklarindaki morfolojik 6zellikleri sirasi ile sekil 4.5. ve sekil 4.6.” da

goriilmektedir.

Sekil 4.5. OBCC 5004 kodlu Lentinus strigosus

Sekil 4.6. OBCC 5048 kodlu Agaricus campestris
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Cizelge 4.4. te farkli makrofungus tiirlerinden elde edilen kiiltiir sivilar1 ya da
enzimler kullanilarak aflatoksin B1 ve okratoksin A biyodegradasyon degerleri sunulmustur.
Elde edilen veriler aflatoksin B1 gideriminin % 67 — 100 sinirlar1 arasinda, okratoksin
A gideriminin ise % 50 — 100 araliginda gerceklestigini gostermektedir. Cok sayida fungal
tiiriin % 90 dan yiiksek giderime sahip olmasi gelecege yonelik ¢alismalar agisindan oldukga
timit verici bir durum olarak degerlendirilmektedir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglarin

literatiir verilerine gore nispeten diisiik oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.4. Mikotoksin degradasyonunda etkili makrofunguslar ve degradasyon oranlari

) _ Degradasyon
Tiir Adi Enzim Toksin Referans
(%)
Armillaria tabescens Oksidaz 100 Liu vd., 1998
Trametes versicolor Lakkaz 87 Albert vd., 2009
Mangan )
Pleurotus ostreatus i AFB; 90 Yehia, 2014
peroksidaz

Pseudomonas sp. -* 83 Sangare vd., 2014
Lentinus strigosus - 67 Bu ¢alisma
Yarrowia lipolytica - 95 Yang, vd., 2016
Phaffia rhodozyma - 95 Peteri vd., 2007
Bifidobacterium

- OTA 50 Fuchs vd., 2008
longum
Aspergillus sp. - 100 Varga vd., 2000
Agaricus campestris - 56 Bu ¢alisma

* Degradasyondan sorumlu olan enzim bilinmemektedir.



4.2. Aflatoksin B1 ve Okratoksin A Degradasyonunun Optimize Edilmesi

4.2.1. Enzim iiretimi i¢in uygun besiyeri se¢imi
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Cizelge 4.5. Toksin giderimi igin se¢ilen fungus izolatlariin Modifiye Kirk besiyerinde

ligninolitik enzim aktivite degerleri (U/L)

Enzim Aktivitesi (U/L) Mangan-
Lakkaz Mangan Bagimsiz Lignin
Besiyeri Peroksidaz Peroksidaz Peroksidaz
1 67,54 2438,70 3034,65 0
1x 112,32 3732,64 5871,50 0
2 97,36 2866,62 3264,30 0
2X 146,80 3974,22 5936,85 0
% 3 116,25 4114,82 3364,90 0
§ 3x 192,56 6226,96 6012,40 0
o 4 121,45 4238,48 3846,35 0
4x 231,50 6723,33 6373,30 0
5 218,38 4214,28 3242,25 0
E 5x 221,26 6316,16 5368,20 0
3 1 17,64 167,74 182,20 0
3
- 1x 24,38 213,49 204,45 0
2 12,64 153,62 186,40 0
o 2X 16,76 202,34 208,70 0
S 3 11,45 136,42 198,85 0
§ 3x 13,73 183,38 214,75 0
o 4 18,84 197,86 232,50 0
4x 26,83 243,94 252,65 0
5 19,64 187,84 218,35 0
5x 23,38 236,65 242,60 0
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Tarama agamasinda sec¢ilen organizmalar bu ¢aligmada literatiirde kullanilan farkl
besi ortamlarinda {iretilmistir. Daha sonra bu organizmalarin enzim aktiviteleri ve protein
degerleri karsilastirilmistir. En yliksek enzim aktivitesinin 4X kodlu besiyeri (4 numarali
modifiye Kirk Broth besi ortamina % 0,2 bugday kepegi eklenerek elde edilen) oldugu
belirlenmistir. Cizelge 4.5.” te organizmalarin Modifiye Kirk 4X besiyerinde iirettigi enzim

aktiviteleri goriilmektedir.

Yiiksek enzim aktivitesine olanak saglayan bu besi ortaminin ayni zamanda
siipernantinda diger besi ortamlarina gore daha yiiksek protein iiretildigi de goriilmiistiir.
OBCC 5004 ve OBCC 5048 kodlu organizmalarin kiiltiir stvilarinda bulunan protein

miktarlar1 0,90 ve 1,21 mg/ml olarak belirlenmistir.

4.2.2. Istatistiksel Deney Tasarimm ile Optimizasyon

Secilen makrofungus suslarinin AFB1 ve OTA degradasyonu i¢in en uygun iiretim
kosullarinin belirlenmesi amaci ile Plackett-Burman (PB) ve Response Surface (RSM)
deney tasarimlari kullanilmistir. Ozet olarak Plackett-Burman deney tasarimi ile AFB; ve
OTA degradasyonunu arttiran kiiltiirel ve besinsel kosullar (karbon kaynag tipi, azot
kaynagi tipi, karistirma hizi vb.) secilmis, Response Surface tasarimi ile de bu degiskenlerin

etkin degerleri belirlenmistir.

4.2.2.1. Aflatoksin B1 Degradasyonunun istatistiksel Deney Tasarim ile Optimize

Edilmesi

A. Plackett Burman deney tasarimi

OBCC 5004 kodlu makrofungus izolat1 tarafindan AFB; degradasyonuna etki eden
besiyeri igerigi ve ¢evresel etkenlerin etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan Plackett Burman
deney tasarimi i¢in 15 degisken ile 16 farkli deneme tasarlanmistir. her deneme grubu igin

elde edilen degradasyon oranlari ¢izelge 4.6.” da ifade edilmistir.
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Cizelge 4.6. OBCC 5004 kodlu izolatin AFB: degradasyonu ile ilgili PB Deney Tasarimi

sonugclari
egisken Yikim
X1 | Xo | Xs | Xa | Xs | Xe | X7 | Xe | Xo [X1o | Xuz| Xaz| Xuz| X14| X1s | (%)
Deneme

1 11111111122 )11 15,46

2 1 /1111111111 -1]-1]-1]1] 399

3 1 /1 /1)1 )-1]1(1]-1]-1]1|-1|-1]-1]1]1] 4902

4 1 /-1]1 /1)1 )11 ]-1]1]-1|-12]-12]12]1]1] 4436

5 1111111122111 3971

6 111111112y o12,73

7 11111111111 47,3

8 1,111 }|-1}{-1}-1}]1 )11 )1]-1]1]|-1] 17,78

9 1 /1|11 )-1]-1]-1]1 |11 1|21 ]-1]1] 4167

10 1111|1221 (1|1 ]|1]-1]1|-1]1]1] 4559

11 1]1/-1}(1|-2)1)1|1]1|-1]1]-1|1]1]|-1) 1374

12 1 /1|11 1]1]1]1 |11 |-12]1]1]-1]-1] 1657

13 1/ 1 )11 (1}-1]1}-12)1)1]-1]-1]1] 37,25

14 o O e A O O O I O T O A o I A I A I O I O I O I T -

15 1157111111112 )-12]1]-1]-1] 18,38

16 1/1/1)-1]-1}-1}(-1}-1}-1}-1|-1]-1]-1]-1]-1] 364

Yapilan ¢caligmada en yiiksek degradasyon oraninin % 49,02 ile 3 numarali denemede
gerceklestigi belirlenmistir. En diisiik degredasyon orani ise % 3,64 ile 16 numaral

denemede elde edilmistir (Sekil 4.7.).

iml ‘ ”iihi;

10 11 12 13 14 15 16

AFB; degredasyon (%)
c 3 8 & & 2

o

Deneme

Sekil 4.7. OBCC 5004 kodlu izolatin Plackett-Burman deney tasariminda aflatoksin

B1 degradasyon oranlari
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Istatistiksel paket program kullanilarak aflatoksin degradasyonu iizerine olumlu ve
olumsuz yonde etki eden bagimsiz degiskenlerin analizi yapilmistir. Cizelge 4.7. OBCC
5004 izolatinin AFB: degradasyonu ile ilgili PB deney tasariminin regresyon analiz
sonuclarint ve degiskenlerin etkinlik diizeylerini icermektedir. Cizelgede pozitif (+) deger
ile ifade edilen durum degiskenin st diizeyinin, negatif (-) deger ile ifade edilen durum ise
degiskenin alt diizeyinin etkili oldugunu ifade etmektedir. Regresyon katsayilarinin
incelenmesi ile Xi2 (Besiyeri baslangic pH’ s1) disindaki tiim degiskenlerin AFB;
degradasyonu tizerine pozitif katsayi ile etki ettigi goriilmektedir. Cizelge incelendiginde X1,
X2, X3, Xe, X10, X14 Ve X35 degiskenlerinin etkilerinin 0.05 anlamlilik diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli oldugu (p<0.05), diger degiskenlerin etkilerinin ise diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 goriilmektedir (p>0.05). AFB:1 degradasyon etkinlik degeri

hesaplanirken degisken katsayilar1 Xi2 disinda pozitif etki etmektedir.

Cizelge 4.7. OBCC 5004 izolatinin AFB: degradasyonu ile ilgili PB deney tasarimi

regresyon analiz sonuglari

Regr. Coefficients; Var.:AFB1; R-sqr=,98934; Adj:,98434

15 Factor Screening Design; MS Residual=3,507396

DV: AFB1

Regressn | Std.Err. 1(32) p -95,% +95,%
Factor Coeff. Cnf.Limt |Cnf.Limt
Mean/Interc. | 29,098123/0,27031€ 107,6448 0,00000C 28,5475129,64874
(1)varl 0,59396/0,27031€, 2,1973/0,035357 0,04334| 1,14457
(2)var2 1,06979/0,27031€| 3,9576/0,000395 0,51918 1,62041
(3)var3 1,67729/0,27031€/ 6,2049/0,000001 1,12668 2,22791
(4)vard 0,482710,27031€ 1,7857 0,08362€ -0,06791 1,03332
(5)var5 0,45646 0,27031€ 1,6886 0,101018 -0,0941€ 1,00707
(6)Vvar6 1,667710,27031€/ 6,1695/0,000001 1,11708 2,21832
(7)var7 0,05646€ 0,27031€¢  0,2089 0,835881 -0,4941€ 0,60707
(8)var8 0,28896/0,27031€ 1,0690 0,293083 -0,2616€ 0,83957
(9)var9 0,18104 0,27031€¢ 0,6697 0,507827 -0,36957 0,73166
(10)var10 3,24354/0,27031€ 11,9991 0,00000C 2,69293 3,79416
(11)varll 0,00812 0,27031€¢ 0,0301 0,976208 -0,5424¢ 0,55874
(12)var12 -0,0497¢ 0,27031€ -0,1842 0,85502C -0,60041 0,50082
(13)Vvar13 0,20938/0,27031€  0,7746 0,444288 -0,34124 0,75999
(14)vari4 1,57021/0,27031€| 5,8088/0,000002 1,0195S 2,12082
(15)Vvar1s 14,0089€/0,27031€| 51,8244/0,00000C| 13,4583414,55957
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Plackett — Burman deney tasarimi ile OBCC 5004 izolati tarafindan aflatoksin B1
degradasyonunu arttirmak i¢in kullanilan her degiskenin AFB; degradasyonu tizerindeki etki
katsayisi degerleri asagidaki formiil ile gosterilmektedir. Burada yiiksek katsayiya ve pozitif

degere sahip olan degiskenler degradasyon oraninda artisa neden olmaktadir.

Aflatoksin degradasyonu (%) = 29,098 + 0,594 ciukoz + 1,069Fruktoz + 1,67 7sukroz + 0,483 Laktoz
+ 0,456Nisasta + 1,668 yeast ekstrakt + 0,056Mmeat ekstrakt + 0,289s0y pepton + 0,181kazein + 3,244Bugday

kepegi + 0,008Swakhk - 0,049 pH + 0,209Kar1$t1rma hiz 1,571nokulum miktar1 14,0091nkﬁbasy0n stiresi

Plackett-Burman deney tasarimi ile elde edilen veriler besiyerine eklenecek olan
karbon kaynaklarindan sukroz ve fruktozun aflatoksin B1 degradasyonunu anlamli ve yiiksek
bir etki degerine sahip oldugunu ifade etmektedir. Azot kaynaklari arasinda ise bu amagla
en fazla tercih edilecek olan yeast ekstrakt olarak belirlenmistir. Ayrica besiyerine inokiile
edilen fungus oranmin da yiiksek ve anlamli bir etkiye sahip oldugu anlasilmaktadir. Yine
de en yiiksek katsayiya sahip degiskenler inkiibasyon siiresi ve bugday kepegi olarak
goriilmektedir (Sekil 4.10.).

sies) (gim)

Bugday kepegi [ i
Sukroz ///ﬁg

Yeast Ekstrakt [ i
ol /i
Eruktoz W/m

Glukoz % éﬁ
Lakioz Vi
Soy pepton m
sswmbe 7777
Kazein Dl
Meat Ekstrakt /W :
_Eﬁsj.meH 2R
el B
p=.05

Sekil 4.8. Plackett-Burman tasariminda kullanilan degiskenlerin AFB1 degradasyonuna etki

diizeylerini ifade eden Pareto grafigi
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Plackett — Burman deney tasarimina gore yapilan AFB1 degradasyon ¢alismasinda
istatistiksel olarak beklenen degradasyon oranlari ile gozlenen degradasyon oranlari
arasindaki korelasyon Sekil 4.9.” da gosterilmistir. Bu grafige gore beklenen degradasyon

oranlarinin gozlenen degradasyon oranlari ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Beklenen degerler

-5 ] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Gozlenen degerler

Sekil 4.9. Plackett — Burman deney tasarimi i¢in beklenen ve gozlenen AFB:

degradasyon orani degerleri

Plackett Burman deney tasarimi sonucu elde edilen verilerin birlikte
degerlendirilmesi sonucunda OBCC 5004 izolati tarafindan aflatoksin B1 degradasyonuna
katkis1 en fazla olan degiskenlerden karbon kaynagi olarak sukroz, azot kaynagi olarak yeast
ekstrakt ve katki maddesi olarak bugday kepegi response surface yonteminde etkin diizey

konsantrasyonlar1 belirlenmek {izere secilmistir.
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B. Response Surface tasarimi

Plackett — Burman tasarimi ile yapilan AFB1 degradasyonu degiskenlerinin etkinlik
oranlarini belirleme g¢alismalarinda en etkin degiskenler olarak sukroz, yeast ekstrakt ve
bugday kepegi belirlenmistir. Bu ti¢ degiskenin birbirleri ile etkilesimlerinin ve miktarlarinin
aflatoksin B; degradasyonuna etkisi arastirilmistir. Bu degiskenlerin OBCC 5004 izolati
tarafindan aflatoksin By degradasyonu iizerine en etkili degerlerini bulmak i¢in hazirlanan
Response Surface / Box-Behnken deney tasarimi sonucunda farkli denemelerde elde edilen

degradasyon oranlar1 Cizelge 4.8.” da sunulmustur.

Cizelge 4.8. OBCC 5004 izolat1 ile Response Surface Deney Tasariminda gozlenen ve
beklenen AFB;: degradasyon oranlari

egisken Xa Xe Xi0 Aflatoksin Degradasyonu (%)
Deneme (Sukroz) E%tﬁt) (l](?;ugc}a}y Beklenen Gozlenen
pegi)
1 0 +1 +1 48,61 47,56
2 0 0 0 43,02 44,00
3 -1 0 -1 39,28 38,67
4 0 0 0 43,02 43,11
5 -1 -1 0 38,22 37,78
6 0 -1 -1 37,17 38,23
7 0 0 0 43,02 42,22
8 0 +1 -1 42,83 42,22
9 +1 +1 0 44,44 44,89
10 -1 +1 0 45,44 46,67
11 0 0 0 43,02 4311
12 +1 0 +1 46,50 47,11
13 +1 0 -1 40,72 40,89
14 -1 0 +1 45,94 45,78
15 0 -1 +1 43,83 44,44
16 +1 -1 0 41,22 40,00
17 0 0 0 43,02 42,67
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OBCC 5004 izolatinin elde edilen AFB: degradasyon oranlarinin varyans ve
regresyon analizi sonuglar1 Cizelge 4.9’ da verilmistir. Cizelge incelendiginde sadece yeast

ekstrakt ve bugday kepeginin dogrusal etkileri anlamli goriilmektedir.

Cizelge 4.9. OBCC 5004 izolatinin AFB;: degradasyonu agisindan response surface deney

tasarimi varyans ve regresyon analiz sonuglari

Regr. Coefficients; Var.Aflatoksin Yikimi (%) ; R-sqr=,78959; Adj:,7434

3 factors, 1 Blocks, 51 Runs; MS Residual=2,731097

DV: Aflatoksin Yikimi (%)

Regressn Std.Err. t(41) p -95,% +95,%

Factor Coeff. Cnf.Limt Cnf.Limt
Mean/Interc. 43,02200) 0,426700/ 100,8249] 0,000000, 42,16026  43,88374
(1)Sukroz (%)(L) 0,50000 0,337336 1,4822  0,145933  -0,18126 1,18126
Sukroz (%)(Q) -0,34517 0,464986  -0,7423  0,462127  -1,28422 0,59389
(2)Yeast Ekstrakt (%)(L) 2,61125 0,337336 7,7408  0,000000 1,92999 3,29251
Yeast Ekstrakt (%)(Q) -0,34433 0,464986  -0,7405  0,463202  -1,28339 0,59472
(3)Bugday kepegdi (%) (L) 3,11042 0,337336 9,2205/  0,000000 2,42915 3,79168
Bugday kepegdi (%)(Q) 0,43400 0,464986 0,9334  0,356098  -0,50506 1,37306
1L by 2L -1,00083 0,477065  -2,0979 0,042120  -1,96429 -0,03738
1L by 3L -0,22250 0,477065  -0,4664  0,643403  -1,18595 0,74095
2L by 3L -0,22167 0,477065  -0,4646  0,644643  -1,18512 0,74179

Her degiskenin OBCC 5004 izolat1 tarafindan AFB:1 degradasyon oranlar1 iizerine

Box-Behnken deney tasarimi ile elde edilen etkisi, asagidaki formiil ile gosterilmektedir.

AﬂatOkSin degl’adasyonu (%) = 43,022 + O,5005ukroz - 0,3453ukr022 + 2,611Yeast ekstrakt =

2,611 veast ekstrakt> + 3,110Bugday kepegi + 0,434 Bugday kepegi-

Cevap yiizey yonteminde, OBCC 5004 izolat1 ile AFB: degradasyonu varyans ve
regresyon analizi sonuglari Cizelge 4.10.” da sunulmustur. Cizelgede sunulan veriler
incelendiginde OBCC 5004 izolatinin aflatoksin Bi1 degradasyonuna ilisikin Onerilen

modelin anlamli oldugu Lack of fit sinamasindan (F=17,10; p<0,01) anlagilmaktadir.
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Cizelge 4.10. OBCC 5004 izolat1 tarafindan aflatoksin degradasyonunun model

uyumuna iligkin varyans analizi sonuglari

- Kareler Serbestlik
Degisim . Kareler
kaynag toplanm derecesi ortalamas F p
(SS) (SD)
Model 420,20 9 46,69 17,10 <0,01
Hata 111,98 41 2,73
Toplam 532,18 50

Belirlilik katsayis1 (R2) = 0,79

Cevap ylizey yonteminde kullanilan degiskenlerin OBCC 5004 izolat1 tarafindan
AFB; degradasyonu iizerine etkisinin anlamlilik ve biiyiikligiinii ifade eden Pareto grafigi
Sekil 4.12.” de sunulmustur. Elde edilen veriler bugday kepegi ve yeast ekstrakt’ in OBCC
5004 izolat1 tarafindan AFB; degradasyonu iizerine dogrusal etkilerinin p= 0,05 diizeyinde

anlamli oldugunu ifade etmektedir.

Pareto Chart of Standardized Eﬁe_cts; Variable: Aflatoksin Y ikim (%)
3 3-level factors, 1 Blocks, 51 Runs; MS Residual=2, ¥31097
OV Aflatoksin Yikim (%)

()Budday kepei (%)(L) [/ ///
(2)Yeast Ekstrakt (%)(L) /// %

(1)SUKroz (%)L 7/

Bugday kepedi (%)) 77777) | "

Sukroz (%)Q) :

Yeast Ekstraki (% )(Q)
1oyaL b

olby3l b !

p=05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Sekil 4.10. Response surface deney tasariminda kullanilan degiskenlerin OBCC 5004 izolati

tarafindan AFB: degradasyonu iizerine etkisi
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Sekil 4.13 — 4.15° de aflatoksin B: degradasyonunda etkili olan degiskenlerin
(sukroz, yeast ekstrakt ve bugday kepegi) birbirleri ile olan iliskileri ve degradasyona etkileri

ic boyutlu grafiklerde ifade edilmistir. Degiskenlerden birinin miktar1 sabit tutularak diger

iki degiskenin etkilesimleri sonucu olas1 aflatoksin By degradasyonu belirlenmistir.

I, sy |, W TSR

Sekil 4.11. Response surface tasariminda AFB; degradasyonu iizerine yeast ekstrakt

ve sukroz’ un karsilikl etkilesimi (bugday kepegi 3 g/L alinmistir)

I - 48
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[ < 44
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Sekil 4.12. Response surface tasariminda AFB; degradasyonu iizerine bugday kepegi
ve sukroz’ un karsilikl etkilesimi (yeast ekstrakt 3 g/L alinmistir)
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Sekil 4.13. Response surface tasariminda AFB1degradasyonu iizerine bugday kepegi
ve yeast ekstrakt’ in karsilikli etkilesimi (sukroz 10 g/L alinmistir)

78
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Sonug olarak, besi ortaminda yeast ekstrakt ve bugday kegeginin miktar arttikca ve
ayni zamanda sukroz miktar1 azaldikca AFB1 degradasyon orani artmaktadir. Cevap ylizey
yontemi ile AFB1 degradasyon oranlarinda gozlenen ve istatiksel olarak beklenen sonuglar
arasindaki iliski Sekil 4.16." da sunulmustur. Sekil 4.16 ve Cizelge 4.10 da sunulan
bulgularin birlikte incelenmesi sonucunda, onerilen modelin elde edilen sonuglart % 79

oraninda agiklayabildigi goriilmektedir.

Observed vs. Predicted Values
3 factors, 1 Blocks, 51 Runs; MS Residual=2,731097
DV: Aflatoksin Yikimi (%)
50 T T T

Predicted Values

36

36 38 40 42 44 46 48 50 52
Observed Values

Sekil 4.14. Response surface deney tasarimi ile OBCC 5004 izolat1 tarafindan AFB;

degradasyonunda beklenen ve gbzlenen sonuglar arasindaki iliski

Response surface deney tasarimi ile elde edilen verilerin analizi sonucunda OBCC
5004 izolatinin AFB1 degradasyonu igin kullanilan besiyeri bilesenleri sukroz % 1 yeast

ekstrakt % 0,3, bugday kegegi % 0,3 optimal olarak belirlenmistir.
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4.2.2.2. Okratoksin A Degradasyonunun istatistiksel Deney Tasarimi ile Optimize

Edilmesi

A. Plackett Burman deney tasarim

OBCC 5048 kodlu makrofungus izolati tarafindan OTA degradasyonuna etki eden
besiyeri icerigi ve ¢evresel etkenlerin etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan Plackett Burman
deney tasariminin sonucunda elde edilen degradasyon oranlar ¢izelge 4.11.° de

gosterilmistir.

Cizelge 4.11 OBCC 5048 izolatinin OTA degradasyonu ile ilgili PB Deney Tasarimi
Sonuglari

egisken Yikim
Xi [ Xo [ Xa | Xa | Xs | Xe | X7 | Xg | Xo | Xag Xua| Xi2| Xag| Xa| X5 | (%)
Deneme
1 1 1111111111211 |-1|-1]|-1]| 19,12
2 1 111|112 212|1}|-1(-11|-1]-1|-1]|1 37,99
3 1 1111111 |-1|-1(1|-1|-1|-1|1]|1]| 47,79
4 1 /-1]1-1}|1 1 /111 (-1}-1]-1]1 1 1 42,16
5 1711|1111 |1|-1}|-1|-1]1]1|1]|1 37,99
6 1 /-1]1 1 /111 -1}-1]-1)|1 1 1 1 |-1]| 14,46
7 1)1 1 /111 (-1}-1]-1)|1 1 1 1(-1]1 43,87
8 1 1/1|1}j1(-1|-1|-1}1(1|1|1|-1|1]|-1] 1912
9 1 /111 (-1]-1]-1]1 1 1 1 /1111 39,46
10 -1/-1y21}|1}-1(-12,212{1}1(1|-1|1]-1|1)|1]| 43,63
11 1711|1111 {1}1|(-121|-1}11)|-1]| 1397
12 1 /-1]-1|-1}]1 1 1 1 /1111 1/|-1]-1]| 18,38
13 1/-1-1})j1}1}11}|-1}1}|-11]|1]-1|-1]|1 36,52
14 111 1 1 1/-1]1]-1|1 1 |/-1|-1|1]|-1| 2377
15 1)1 1 1 1/-1(1]-1|1 1 /-1|-1]1|-1|-1]| 22,06
16 -1/1/1|1}|1}-1|-1|1|-1}|-1|-1|-1|-1]-1]|-1 49

Yapilan caligmada en yiiksek degradasyon oraninin % 47,79 ile 3 numarali denemede
gerceklestigi belirlenmistir. En diisiik degredasyon orant ise % 4,9 ile 16 numarali denemede

gorilmiistiir (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. OBCC 5048 izolatinin Plackett-Burman deney tasariminda okratoksin A

degredasyon oranlari

OTA degradasyonuna etki eden besiyeri icerigi ve g¢evresel etkenlerin etkisinin
belirlenmesi i¢in yapilan Plackett Burman deney tasariminin sonuglar istatistiksel olarak
analiz edildiginde degiskenlerin etkinlik degerleri Cizelge 4.12.” de gosterilmistir. Etkinlik
hesaplamasi yapilirken X11 ve Xi3 disindaki degiskenler disindaki tiim degiskenlerin pozitif
katsayi ile etki ettigi goriilmektedir.

Cizelge 4.12. OBCC 5048 izolatinin OTA degradasyonu ile ilgili PB deney tasarimi
regresyon analiz sonuglar1

Regr. Coefficients; Var..OTA;, R-sqr=,97551; Adj., 96402

15 Factor Screening Design; M3 Residual=6,332954

O OTA

Regressn | Std.Err. t(32) 1] -85 % +95 %
Factor Coeff. Cnf.Limt | CnfLimt
Mean/nterc. 2907500| 0,363231| 80,04555) 0,00000C) 28 33512 29 8148E
(1 War1 073625 0363231 202695 0,051067 -0,00363 147613
(2War2 1,16417| 0,363231 320503 0003056 042429 190404
(3War3 1,80708|0,363231 4,97503 0000021 106721 254596
(4 ard 1,07250(0,363231 2,95267 0,00586C) 033262 1,81238
(BWars 067375 0363231 1,85488 0,072847 -0,06613 1,41363
(B arb 1,62375|0,363231 4,47030 000009z 088387 2368363
(Y War? 027583 0363231 0,75939 045317¢ -046404 101571
(B)Warg 021417 0363231 058962 0559588 -052571 0,95404
(9 arg 042875 0363231 1,18038 0246545 -031113 116863
(10War10 3,18583| 0,363231 B,77083 0000000 244586 392571
(11War1 -0, 42917 0,363231| -1,18153 0,24610C -1,16904 031071
(12War12 006167 0363231 016977 0866258 -067821 080154
(13War12 -0,03125 0,3263231| -0,08603 0,93197€ -07y7112 070863
(140 arid 1,287V08| 0,363231 3,54343 0001238 054721 202696
(15War1s 12, 10125| 0,363231| 33,31560 0,00000C) 11,36137] 1284112
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Cizelge incelendiginde X1, Xz, X3, Xa, Xs, X10, X14 Ve X15 degiskenlerinin etkilerinin
0.05 anlamlilik diizeyinde istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0.05), diger degiskenlerin
etkilerinin ise anlamli olmadig1 goriilmektedir (p>0.05). Sekil 4.14” a gére OBCC 5048
izolatinin OTA degradasyonunda X4, Xs, X7, Xs, Xo, X11, X12 Ve X3 degiskenlerinin
etkililigi anlamli olmazken diger degiskenlerin iist diizeyleri etkili olmustur. PB deney
tasarimi ile olusturulan besi ortamlarindan elde edilen kiiltiir sivisinin bugday kepegi

katkisinin ve inkiibasyon zamaninin etkisinin ¢ok fazla oldugu goériilmiistir.

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda degiskenlerin okratoksin A
degradasyonu tizerine etki boyutlari katsayilarla ifade edilerek veriler formiilize edilmis ve
asagidaki esitlik elde edilmistir.Burada yiliksek katsayitya sahip olan degiskenler
degradasyonu daha ¢ok etkilemektedir.

Okratoksin degradasyonu (%) = 29,075 + 0,736clukoz + 1,164 Fruktoz + 1,807 sukroz + 1,073 aktoz
+ 01674Ni§asta + 1,624Yeast ekstrakt T 0,276Meat ekstrakt T 0,214Soy Pepton + 0,429Kazein + 3,186Bugday

kepegi ~ 0,429s,cakuk + 0,062 pH - 0,031Kar1§t1rma izt + 1,287 inokulum miktar 12,1011nkiibasyon siiresi

Plackett-Burman deney tasarimi ile okratoksin A degradasyonu iizerine karbon
kaynagi olarak sukroz, fruktoz ve laktoz sirasiyla etki etmektedir. Azot kaynagi olarak ise
yeast ekstrakt yiiksek ve anlaml diizeyde etki etmektedir. Inkiibasyon siiresi ve besiyerine
ilave bugday kepegi eklenmesinin OBCC 5048 tarafindan okratoksin A degradasyonuna en
yiiksek derecede ve anlamli olarak etki ettigi anlagilmaktadir. Bu veriler Sekil 4.16° da ifade

edilen Pareto grafigi ile de dogrulanmaktadir.
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Sekil 4.16. Plackett-Burman tasariminda kullanilan degiskenlerin OTA degradasyonuna

etki diizeylerini ifade eden Pareto grafigi

Plackett — Burman deney tasarimina gore yapilan OTA degradasyon ¢aligmasinda
istatistiksel olarak beklenen degradasyon oranlari ile gozlenen degradasyon oranlari
arasindaki korelasyon Sekil 4.17.” de grafikte gosterilmistir. Bu grafige gore beklenen

degradasyon oranlarinin gozlenen degradasyon oranlari ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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Gozlenen degerler

Sekil 4.17. Plackett — Burman deney tasarimi i¢in beklenen ve gozlenen OTA degradasyon
orani degerleri

Plackett Burman deney tasarimi sonucu elde edilen verilerin birlikte
degerlendirilmesi sonucunda Agaricus campestris OBCC 5048 izolati tarafindan okratoksin
A degradasyonuna katkisi en fazla olan degiskenlerden karbon kaynagi olarak sukroz, azot
kaynag1 olarak yeast ekstrakt ve katki maddesi olarak bugday kepegi response surface

yonteminde etkin diizey konsantrasyonlar1 belirlenmek {izere se¢ilmistir.
B. Response Surface tasarimi

Placket-Burman deney tasarimiyla OBCC 5048 izolati tarafindan OTA
degradasyonu iizerine etkisi istatistiksel anlamda 6nemli bulunan sukroz, yeast ekstrakt ve
bugday kepegi degiskenlerinin etkin konsantrasyonlarinin ve birbiri ile etkilesimlerinin
belirlenmesi i¢in response surface yontemi kullanilmistir. Response surface deney tasarimi

sonucunda farkli denemelerde goriilen degradasyon oranlar1 Cizelge 4.13.” te verilmistir.
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Cizelge 4.13. OBCC 5048 izolat1 ile Response Surface Deney Tasariminda gozlenen ve
beklenen OTA degradasyon oranlari

Degigken | o Xe Xio OTA Degradasyonu (%)
(Yeast (Bugday
Deneme (Sukroz) Ekstrakt) kepegi) Beklenen Gozlenen
1 0 +1 +1 46,22 45,78
2 0 0 0 40,67 41,29
3 -1 0 -1 40,89 39,55
4 0 0 0 41,78 41,29
5 -1 -1 0 37,78 38,67
6 0 -1 -1 36,00 36,44
7 0 0 0 42,22 41,29
8 0 +1 -1 40,89 41,33
9 +1 +1 0 45,33 44,44
10 | +1 0 41,78 42,67
11 0 0 0 40,00 41,29
12 +1 0 +1 45,33 46,67
13 +1 0 -1 40,00 40,44
14 1 0 +1 44,44 44,00
15 0 -1 +1 4311 42,67
16 +1 -1 0 41,33 40,44
17 0 0 0 41,33 41,26

OBCC 5048 izolatinin elde edilen OTA degradasyon oranlarinin varyans ve

regresyon analizi sonuglart Cizelge 4.14” de sunulmaktadir. Cizelge incelendiginde sukroz,

yeast ekstrakt ve bugday kepeginin dogrusal etkileri anlamli goriilmektedir.
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Cizelge 4.14. OBCC 5048 izolatinin OTA degradasyonu agisindan response surface deney

tasarimi varyans ve regresyon analiz sonuglari

Regr. Coefficients; Var OKRATOKSIN : R-sqr=,73794; Adj:,68041

3 3-level factors, 1 Blocks, 51 Runs; MS Residual=2,649591

DVv: OKRATOKSIN

Regressn Std.Err. t(41) p -95,% +95,%

Factor Coeff. Cnf.Limt | Cnf.Limt
Mean/Interc. 41,1993{ 0,42028! 98,0271 0,00000( 40,3505f 42,0481:
(1)(Sukroz; %)L) 0,8895¢ 0,33226:/ 267734 0,01062: 0,2185€¢  1,5606(
(Sukroz; %)Q) 0,7324z 0,45799f  1,5991¢ 0,11745¢ -0,1925: 1,6573¢
(2)(Yeast Ekstrakt; %)L) 2,0000C 0,33226¢  6,0193( 0,00000( 1,3289¢ 2,6710:Z
(Yeast Ekstrakt; %)Q) -0,3767f 0,45799! -0,8226: 0,41549( -1,3016¢ 0,5481¢
(3)(Bugday kepegi; %)L) 2,6670¢ 0,33226¢  8,0269¢ 0,00000(  1,9960€¢  3,3381(
(Bugday kepegi; %)Q) 0,7340¢ 0,45799¢  1,6028Z 0,11665: -0,1908¢  1,6590:
1L by 2L 0,0000( 0,46989!  0,0000C( 1,00000( -0,94897 0,94897
1L by 3L 044417 0,46989: 09452f 0,35006¢ -0,5048( 1,3931:%
2L by 3L -0,4450( 0,46989: -0,9470. 0,34917¢! -1,39397 0,50397

Kullanilan her bir degiskenin OBCC 5048 izolati tarafindan elde edilen OTA

degradasyon oranlar1 etkinlik degerleri asagidaki formiil ile gosterilmektedir.

Okratoksin degl’adasyonu (%) = 41,199 + 0,8908ukroz - 0,7325ukr022 + 2,000Yeast ekstrakt =

2 2
01377Yeast ekstrakt™ T 21660Bugday kepegi + 0,734 Bugday kepegi

Cevap ylizey yontemi ile OBCC 5048 izolat1 tarafindan OTA degradasyonu varyans

ve regresyon analizi sonuglar1 Cizelge 4.15.” de sunulmustur. Cizelgede sunulan veriler Lack
of fit sinamast verileri (F=17,10; p<0,01) incelendiginde OBCC 5048 kodlu izolatin

okratoksin A degradasyonuna ilisikin 6nerilen modelin anlamli oldugu gorilmektedir.

Cizelge 4.15. OBCC 5048 izolat1 tarafindan aflatoksin degradasyonunun model uyumuna

iligkin varyans analizi sonuglari

- Kareler Serbestlik
Degisim . Kareler
kayna@ toplam derecesi ortalamasi P
Y (SS) (SD)
Model 305,90 9 33,99 12,83 <0,01
Hata 108,63 41 2,65
Toplam 414,53 50

Belirlilik katsayisi (R =0,74
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Response surface yonteminde kullanilan degiskenlerin OBCC 5048 izolat1 tarafindan
OTA degradasyonu iizerine etkisinin anlamlilik ve biiyiikliigiinii ifade eden Pareto grafigi
Sekil 4.20.” de sunulmustur. Elde edilen veriler OBCC 5048 izolat1 tarafindan OTA
degradasyonu iizerine bugday kepegi, yeast ekstrakt ve sukroz’ un dogrusal etkilerinin p=

0,05 diizeyinde anlamli oldugunu goéstermektedir.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: OKRATOKSIN
3 3-level factors, 1 Blocks, 51 Runs; MS Residual=2,649591
DV: OKRATOKSIN

(2)(Yeast Ekstrakt; %)(L)
(1)(Sukroz; %)(L)

(3)(Bugday kepegi; %)(L)

(Bugday kepegi; %)(Q)

(Sukroz; %)(Q)

2Lby3L

1Lby3L

(Yeast Ekstrakt; %)(Q)

1Lby2L

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Sekil 4.18. Response surface deney tasariminda kullanilan degiskenlerin OBCC 5048 izolat1

tarafindan OTA degradasyonu iizerine etkisi

Okratoksin A degradasyonunda etkili olan degiskenlerden sukroz, yeast ekstrakt ve
bugday kepeginin okratoksin A degradasyonuna birlikte etki analizlerini ifade eden grafikler

sekil 4.19. — 4.21.” de gosterilmistir.
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Sekil 4.19. Response surface tasariminda OTA degradasyonu {izerine yeast ekstrakt ve
bugday kepeginin karsilikli etkilesimi (sukroz kepegi 30 g/L alinmistir)

b

-

St e e et e e %%

. 1“5‘%@%‘;‘#‘4‘3&
A e N % e s
S

S
o

el

L g W ERIG
A Bk

B - 45
M e Bl <48
o I < 46
[ =44
B - 42

Sekil 4.20. Response surface tasariminda OTA degradasyonu iizerine bugday kepegi
ve sukroz’ un karsilikl etkilesimi (yaest ekstrakt kepegi 3 g/L alinmistir)
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Sekil 4.21. Response surface tasarimimda OTA degradasyonu iizerine sukroz ve yeast
ekstrakt’ in karsilikli etkilesimi (bugday kepegi 3 g/L alinmistir)

Besi ortaminda yeast ekstrakt ve bugday kepeginin miktar1 arttikca OTA
degradasyon orani artmaktadir. Besi ortaminda bugday kepegi miktar: arttikga ve bununla

beraber ayn1 zamanda sukroz miktar1 da arttikca OTA degradasyon orani artmaktadir.

OTA degradasyonu i¢in yaptigimiz optimizasyon ¢aligmasinda ise her li¢ grafikte de

sukroz, yeast ekstrakt ve bugday kepegi miktarlar1 arttikga OTA degradasyon oranlari
artmaktadir.

Sekil 4.24, cevap ylizey yontemi ile gozlenen ve istatistiksel olarak beklenen OTA
degradasyon oran sonuglari arasindaki iligkiyi ifade etmektedir. Sekil 4.24 ve Cizelge 4.15

te sunulan bulgular, énerilen modelin elde edilen sonuglart % 74 oraninda agiklayabildigini
Onermektedir.
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Observed vs. Predicted Values
3 factors, 1 Blocks, 50 Runs; MS Residual=2,677302

DV: OKRATOKSIN

48

Predicted Values

32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
Observed Values

Sekil 4.22. Response surface deney tasarimi ile OBCC 5048 izolati tarafindan okratoksin

degradasyonunda beklenen ve gozlenen sonuglar arasindaki iligki

Response surface deney tasarimi ile elde edilen OBCC 5048 izolatinin OTA
degradasyonu verilerin analizi sonucunda i¢in kullanilan besiyeri bilesenleri sukroz % 3
yeast ekstrakt % 0,3, bugday kegegi % 0,3 optimal olarak belirlenmistir. AFB; ve OTA

degradasyonu i¢in en iyi besiyeri icerikleri ¢izelge 4.16.” da gosterilmistir.
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Cizelge 4.16. Response Surface Metodu ile yapilan istatistiksel ¢alisma sonucu en uygun

besiyeri igerigi ve ¢evresel kosullar

TOKSIN
KOSUL GRUBU ETKEN BIRIM
AFB; OTA
Sukroz 10,00 30,00 g
Yeast Ekstrakt 3,00 g
Bugday Kepegi 3,00 g
KH2PO, 2,00 g
MgS04.7H20 0,50 g
BESINSEL KOSULLAR | CaCl,.H,O 0,10 g
Amonyum tartarat 2,00 g
Soytone 5,00 g
Iz element
10,00 ml
soliisyonu
Distile Su 1000 ml
Inkiibasyon .
28 C
Sicakligi
CEVRESEL KOSULLAR | Besiyeri Baglangig
_ 5.00 pH
pH degeri
Karistirma hizi 125 rom
o Inokulum miktar 7.5 %
DIGER KOSULLAR .
Inkiibasyon siiresi 12 giin

Optimizasyon caligmalar1 bize gostermektedir ki besiyeri igerikleri modifiye
edildik¢e degradasyon oranlar1 da artabilmektedir. Optimize edilmemis kontrol grubu ile

optimize edilmis deney gruplar1 arasinda degradasyon oranlar1 farklilik géstermektedir.

Optimize edilen deney grubundaki besiyeri igerigi ve kosullar1 ile saglanan
degradasyon oran1 AFB: i¢in % 7 oraninda bir artig gostermektedir. OTA degradasyonunda
ise optimizasyondan sonra degradasyon orani % 8 oraninda artmaktadir. Yapilan bu
calismada besi ortami igerii sukroz, bugday kepegi ve yeast ekstrakt bakimindan

karsilastirilmistir.
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Kong ve arkadaslar1 (2012) yaptiklari ¢calismada AFB;1 giderimine etki eden ¢evresel
etkenleri Plackett Burman ve Response Surface metodu ile arastirmislar ve sicaklik 23,2 °C;
pH 7,17; stvi hacmi 24,6 ml/100 ml; inokulum oran1 % 10; ¢alkalama hiz1 180 rpm ve
inkiibasyon siiresi 81,9 saat olarak belirlemislerdir. Bu sartlar altinda R. erythropolis’ in

AFB: degradasyon etkinligi %28,7’ den %95,8” e ¢ikmaktadir (Kong vd., 2012).

Ibrahim ve Jalab (2014) sicaklik, pH, inokulum miktari, ¢alkalama hizi, sivi hacmi
ve inkiibasyon zamani olmak tizere 6 degiskenin AFB1 degradasyonu {izerine etkinliklerini
arastirmiglardir. Degiskenlerin en verimli etkinligini tasarladiklarinda % 90,6 oraninda

AFB; degradasyonu yapabileceklerini belirlemislerdir.

Yapilan bir yiiksek lisans tez ¢alismasinda da AFB: degradasyonuna etki eden
etmenlerin etkinlik verimlikleri arastirilmistir. Degisken olarak sivi hacmi, ¢alkalama hizi,
pH, sicaklik ve inokulum miktar1 se¢ilmistir. Besiyeri igerigi olarak glikoz ve pepton
etkinligi aragtirilmistir. Sirastyla sivi hacmi, ¢alkalama hizi ve sicaklik etkin bir yeterlilik
gosterirken diger degiskenlerin AFB: degradasyonunda kayda deger bir etkisi yoktur
(Dogan, 2015).

Kong ve arkadaslar1 (2012) yaptiklar1 caligmada 81,9 saatlik bir aflatoksin B:
degradasyonunda %?28,7 oraninda bir basari elde ederken yaptiklari optimizasyon
calismasinda %95,8’¢ ¢ikarilmistir. Bizim c¢alismamizda ise yalnizca bir saatlik bir

inkiibasyonla %60 civarinda aflatoksin B1 degradasyonu saglanmistir.

Fuchs ve arkadaglar1 (2008) Bifidobacterium animalis ile yaptiklar1 okratoksin A
degradasyonu caligmasinda %95 oraninda bir giderim elde ederken, Cozzi ve arkadaslari
(2013) yaptiklar1 calismada Lobesia botrana (bag giivesi)* nin biyokontrolii igin
kullandiklar1 Beauveria bassiana ile %80 oraninda bir degradasyon saglamistir. Peteri ve
arkadaglar1 (2007) yaptiklar calismada astaksantin iireten mayalar tarafindan %90’ dan fazla
okratoksin A degradasyonu ger¢eklestirmislerdir. Bu ¢alismada ise elde edilen en yiiksek
okratoksin A degradasyon oraninin %47,79 oldugu gériilmektedir. Bu durum, ¢alismamizda
kullandigimiz OBCC 5048 izolatinin sozii edilen diger mikrobiyal izolatlar kadar etkin bir

degradasyon gereceklestiremedigini ifade etmektedir.
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4.4. Toksisitenin Belirlenmesi

AFB; degradasyonu sonucunda kiiltiir sivisinin toksisite miktarindaki degisimi
belirlemek iizere Artemia salina ile toksisite testi yapilmistir. Daha sonra degrade olmus ve
olmamis AFB: ¢ozeltisinden kaynaklanan zamana bagli Artemia salina 6lim oranlar

belirlenmistir. Sekil 4.23.” te deney ve kontrol gruplarina ait mortalite oranlar1 gosterilmistir.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Mortalite (%)

-1 4 9 14 19 24
Siire (Saat)

—@— Standart AFB1  —@=Degrade AFB1

Sekil 4.23. Standart ve degrade edilmis AFB ile inkiibe edilen Artemia larvalarinin saatlere

gore mortalite grafigi

Yapilan toksisite testinde, OBCC 5004 kiiltiir sivisi ile islem gérmemis olan standart
AFB; ile inkiibe edilen Artemia larvalarindan ilk 6 saatte 2,00 + 0,82 kadarmin 6ldiigii
goriilmektedir. Ayni grupta 24 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda Artemia larvalariinin

tamaminin 6ldiigi gézlenmistir.

Buna karsin kiiltiir stvisinda inkiibasyona birakilarak degradasyona ugrayan AFB1’
in ise daha az sayida Artemia larvalarinin 6liimiine neden oldugu goriilmiistiir. Ilk 6 saatte
yalnizca 1,00 + 0,82 Artemia larvasi 6lmiisken 24 saatlik bekleme siiresinin bitiminde 8,33

+ 0,47 Artemia larvasinin 61diigii tespit edilmistir (Cizelge 4.17).



. Cizelge 4.17. Degrade edilmis ve edilmemis AFB1’ in zamana bagli toksisitesi

AFB; Degrade edilmis
Saat AFB,
0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
6 2,00 + 0,82 1,00+ 0,82
24 10,00 + 0,00 8,33+ 0,47

94

Bu toksisite testi degrade olan AFB:’ in toksisite degerinde yaklasik %20 oraninda

bir azalma oldugunu gostermistir.

OBCC 5048 izolatinin OTA degradasyonu ile detoksifikasyon saglama potansiyeli,
degrade olmus ve standart OTA’ nin neden oldugu zamana bagli 6liim oranlari ile

belirlenmistir. Sekil 4.24.” te standart OTA ile mortalite oranlar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.24. Standart ve degrade edilmis OTA ile inkiibe edilen Artemia larvalarinin saatlere

gore mortalite grafigi



95

OTA ile yapilan toksisite testinde, herhangi bir kiiltiir sivist ile islem goérmemis
toksinin ilk 6 saatte 1,67 + 0,47 Artemia larvasini oldiirdiigii goriilmistiir. Toksin ile 24
saatlik bir inkiibasyondan sonra ise 4,33 + 0,47 Artemia larvalarinin 61diigii tespit edilmistir.
OTA OBCC 5048’ in kiiltiir stvist ile muamele edildiginde ve larvalar inkiibasyona
birakildiginda 1,00 + 0,47 6liim belirlenmis ve 24 saatlik siirecin sonunda ise 2,33 + 0,82
Artemia larvasinin 6ldiigii goriilmiistiir. Bu toksisite testi bize degrade olan OTA’ nin

toksisite degerinde yaklasik % 60 oraninda bir azalma oldugunu gdstermistir.

AFB: ve OTA her ikisinin de standart ¢ozeltileri Artemia {izerine toksik etki
yapmaktadir. Bu etki zamana bagli olarak artan miktarlarda bir toksik etkidir. AFB1 standarti
icin 24 saatte tamaminin Sliimiine sebep olan toksik etki, OTA i¢in 24 saatte yarisina
yakininin 6liimiine sebep olan bir toksik etkiye sahiptir. Standart ve degrade olmus OTA’

nin karsilastirmali Artemia 6liim oranlar1 Cizelge 4.18.” de sunulmustur.

Cizelge 4.18. Degrade edilmis ve edilmemis OTA’ nin zamana bagl toksisitesi

Degrade edilmis
Saat OTA OTA
0 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
6 1,67 £0,47 1,00 + 0,47
24 4,33+ 0,47 2,33+ 0,82

Hem AFB:’ in hem de OTA’ nin degradasyona ugradiktan sonra toksisitesinde bir
azalma oldugu goriilmektedir. Bu azalma AFB1’ de daha diisilk OTA’ da ise daha yiiksek
seviyededir. Bu toksisite testinde goriilmektedir ki AFB; her ne kadar yiiksek miktarda bir
degradasyona ugrasa da beklenen miktarda bir detoksifikasyon gostermemektedir. Bunun
nedeni AFB;’ in yikimindan daha az toksik olan bir son iiriin olusmus olmasi olabilir. Yine
ayni sekilde OTA i¢in yapilan toksisite testinde de zaten OTA’ nin AFB1’ e gore daha az
toksik oldugu goriilmiistiir. Fakat AFB:1’ den farkli olarak OTA’ nin degradasyonundan

sonra beklenen miktarda bir detoksifikasyon gergeklestigi goriilmiistiir.
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Iram ve arkadaslar1 (2016) yaptiklari calismada, Ocimum basilicum ve Cassia fistula
(feslegen ve sinameki) bitkilerinin dal ve yapraklarindan elde ettikleri ekstraktlar1 aflatoksin
B1 ve B2 degradasyonu amaci ile kullanmiglardir. Degradasyondan sonra ortaya ¢ikan
detoksifikasyon oranimi belirlemek i¢in Artemia ile detoksifikasyon testi yapmslardir. Islem
gormemis aflatoksin %91,7 mortalite oranina sahipken bitki ekstrakti ile degradasyona

ugramis olan aflatoksinde %22,5 oraninda mortalite goriilmiistiir.

Aflatoksinlerin mikrobiyal detoksifikasyonu ile ilgili olarak bilinen ilk ¢aligmasini
Ciegler ve arkadaslari (1966) yapmislardir. Bu detoksifikasyon calismasinda mayalar,
kiifler, bakteriler, aktinomisetler, algler ve funguslarin aflatoksin degradasyon yetenekleri
taranmistir. Yalnizca bir bakterinin (Flavobacterium aurantiacum) degradasyon yaptigi

gozlemlenmistir. Ayrica bu ¢alismada 6rdek yavrular ile detoksifikasyon testi yapilmistir.

Vidyasagar ve arkadaslarina gore (1997) toksik etkiye sahip olan bu aflatoksinler bu
ozelliklerini &zellikle difuran halkasindaki Cs — Cg bagindan almaktadirlar. Ozellikle
buradaki epoksit olusumu DNA’da N7 — Guanin bag1 olusturarak mutasyona neden olmakta
ve kanserojenik etki gostermektedir. Bu nedenle ¢esitli oksidazlar bu formu bozabilirlerse

aflatoksinin detoksifikasyonuna neden olmaktadirlar.
4.5. Protein Saflastirma Calismalar
4.5.1. FPLC ile protein saflagtiriimasi
AFB: degradasyonunda bagarili oldugu belirlenen OBCC 5004 kod numaral: izolat
modifiye Kirk besiyerinde gelistirildikten sonra FPLC ile bir protein saflastirmasi

gerceklestirilmistir. Sekil 4.25.” te ilk asamada elde edilen ayristirilmis 6 fraksiyon ve bir

marker SDS — PAGE ile yiiriitiilerek icerdigi proteinler goriintiilenmistir.
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Sekil 4.25. OBCC 5004 kiiltiir sivisinin FPLC sonrast SDS — PAGE bantlar1 (M:
Marker, 1-6: Fraksiyonlar)

Sekilde ilk kuyucuk marker, diger 6 kuyucuk ayristirilmis ve fraksiyonlarda
toplanmig proteinlerdir. Bir numarali fraksiyon FPLC ile kolondan gegerken kolona
baglanmayan proteinleri igerir ve diger fraksiyonlara gére daha yogun bir protein igerigine
sahiptir. Hemen sonrasinda baglanma gergeklestigi i¢in 2 numarali fraksiyonda bir protein
icerigi goriilememistir. Gradiyent yiirlitme gerceklestigi icin 3, 4 ve 5 numarali
fraksiyonlarda baglandilar1 kolondan kopan proteinler goriilmektedir. Son fraksiyonda ise
kolon yiiksek tuz iceren mobil fazla yikandigi i¢in bagli olan proteinlerin tamami

¢ozlinmistiir. Bu nedenle son fraksiyonda yiiksek bir protein igerigine sahiptir.

4.5.2. FPLC ile ayristirilan proteinlerin enzim AFB:1 degradasyon iliskileri

AFB: degrade eden enzimin mangan peroksidaz ve / veya lakkaz olup olmadigim
anlamak tizere FPLC ile 6 fraksiyona ayristirilan proteinlerin hem mangan peroksidaz hem

de lakkaz aktivitelerine bakilmistir. Ayrica bu alt1 fraksiyonun AFB1 degradasyon oranlari



98

da belirlenerek enzim aktivitesi ve AFB: degradasyonu arasindaki iliski varlig

sorgulanmistir. Bu aktivite ve degradasyon degerleri Cizelge 4.19.” da gésterilmistir.

Cizelge 4. 19. MnP ve Lakkaz aktiviteleri ile AFB; degradasyon degerleri karsilastirilmasi

Fraksiyon MnP Lakkaz DegrAagailyonu
Numarasi (Maksimum V*) (Maksimum V) (%)

1 129,846 78,314 4,55

2 2,615 3,428 3,64

3 2,308 3,647 0,00

4 35,846 125,764 10,91

5 3,231 2,312 7,27

6 5,231 4,246 54,55

* Maksimum V (Enzim tepkime hiz1)

FPLC’ den saflagtirilan 1 numarali fraksiyon en yiiksek mangan peroksidaz

aktivitesine sahipken, 4 numarali fraksiyon en yiiksek lakkaz aktivitesine sahiptir. Buna

karsin degerlendirilen 6 fraksiyon i¢inde en yiiksek AFB; degradasyon oranina sahip olan, 6

numarali fraksiyondur. Bu sonu¢ AFB1 degradasyon yapma yetenegine sahip olan enzimin

6 numarali fraksiyonda bulunan bir protein oldugunu ve ayrica mangan peroksidaz ve lakkaz

disinda farkl bir enzim oldugunu diistindiirmektedir.

4.5.3. IEF ile protein saflastirilmasi

FPLC ile yapilan saflastirma caligmasindan sonra enzim aktivite ve AFB:

degradasyon caligmalar1 yapilmis ve 6 numarali fraksiyonun degradasyon yetenegine sahip

enzimi igerdigi goriilmiistiir. Daha sonra 6 numarali fraksiyon IEF ile saflastirilarak AFB:

degrade eden enzim elde edilmeye c¢alisilmistir. IEF ile elde edilen 24 fraksiyon AFB:
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degradasyon testine tabi tutulmustur. Elde edilen degradasyon sonuglar1 Cizelge 4.20 de

gosterilmistir.

Cizelge 4.20. IEF’ten hasat edilen fraksiyonlarin AFB; degradasyonu

AFB1 AFB:
Fraksiyon No Degradasyonu Fraksiyon No Degradasyonu

(%) (%)
1 27,59 13 0,69
2 68,97 14 2,76
3 34,48 15 1,38
4 27,59 16 3,45
5 6,90 17 5,52
6 10,34 18 3,10
7 4,14 19 3,10
8 4,14 20 2,76
9 1,72 21 4,14
10 29,31 22 4,83

11 1,03 23 27,59

12 1,03 24 10,34

Ayristirilan proteinlerden en iyi AFB:1 degradasyonunu yaklasik % 69 orani ile 2
numarali fraksiyon ger¢eklestirmektedir. Diger fraksiyonlarin hepsi % 0 — 34 araliginda

degradasyona neden olmaktadir.

Iki numarali fraksiyona ait enzim, aflatoksin By giderimi igin 1 saatlik inkiibasyona
birakilmig ve mikroplate okuyucu ile izlenmistir. Yapilan 1 saatlik inkiibasyonun ardindan

elde edilen degradasyon grafigi sekil 4.26.” da verilmistir.
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Sekil 4.26. IEF ile saflagtirilan enzimin AFB;1 degradasyon grafigi

Absorbans degerinde bir saatlik siire icerisinde zamana bagli olarak dogrusal bir
azalma gergeklesmistir. Bu degisim aflatoksin B1 degradasyon oranini ifade etmektedir. IEF
sonucunda saflastirilan ve % 69 oraninda degradasyon yetenegine sahip olan fraksiyonun
igerdigi proteinleri gérmek i¢in SDS — PAGE yapilmistir. SDS — PAGE ile sirastyla marker,
FPLC’ den elde edilen fraksiyonlardan 6 numarali fraksiyon ve IEF ile elde edilen
fraksiyonlardan 1 ve 2 numarali fraksiyonlar yiriitiilmiistiir. Elde edilen protein bantlar

Sekil 4.27.” de gosterilmistir.
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Sekil 4.27. IEF Sonras1 SDS-PAGE ile degradasyon yapan enzimin goriintiilenmesi (M:
Marker, F: FPLC 6 numarali fraksiyon, 1-2: IEF 1 ve 2 numarali fraksiyonlar)

Elde edilen bu fraksiyonlardan 1 ve 2 numaralilarin protein bantlari sekil 4.27.” de
goriilmektedir. Her iki fraksiyonda da 45 kDa’ luk protein bant bulunurken, 2 numarali
fraksiyonda ayrica 38 kDa’ luk bir bant daha vardir. Bu 2 numarali fraksiyonda %69
oraninda toksin degradasyonu oldugu icin 38 kDa’luk enzim aflatoksin Bi

degradasyonundan sorumlu enzimdir.

Aflatoksin degradasyonunda basarili oldugu bulunmus, bilinen bazi enzimler ve
sonradan kesfedilen bir ka¢g enzim mevcuttur. Bu enzimler AFO (eski adiyla ADTZ) (Liu
vd., 1998), yaban turbu peroksidaz (Chitrangada ve Mishra, 2000), Lakkaz tiirevleri (Albert
vd., 2009; Loi vd., 2016 ), Fa20H2-bagli rediiktaz (Taylor vd., 2010), Mn-Peroksidaz (Yehia,
2014), aflatoksin degradasyon enzimi (Motomura vd., 2003), MADE (Zhao vd., 2011) ve
Ery4 (Loi vd., 2017) olarak baslica literatiire gegmistir.
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Beyaz ciiriik¢iil bir mantar tiirii olan Lentinus strigosus’ un lakkaz ve mangan
peroksidaz enzimlerini {rettigi bilinmektedir. Ligninolitik aktiviteye sahip olan beyaz
ciirlik¢iil mantarlar ayn1 zamanda boya gideriminde de kullanilmaktadirlar. Aromatik karbon
halka yapisina sahip boyalarin fungal enzimler tarafindan giderilmesi, toksinlerin de
giderilebilecegini diisiindiirmektedir. Ancak yapilan ¢aligmada Lentinus strigosus’ un
tirettigi lakkaz ve mangan peroksidaz enzimlerinin aflatoksin B; degradasyonunda etkili
olmadigi anlagilmistir. Buna ragmen aflatoksin B: degradasyonundan sorumlu olan enzim
tanimlanamamistir. Bundan sonraki c¢alismalar toksini degrade eden bu enzimin

identifikasyonu yoniinde ilerleyecektir.

4.6. Yiiksek Toksin Degradasyonuna Neden Olan izolatlarin Belirlenmesi

Yiiksek oranda aflatoksin B; ve OTA degradasyonuna neden olan OBCC 5004 ve
OBCC 5048 kod numarali izolatlarin molekiiler yontemlere dayali identifikasyonu,
Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Fungikiiltiir
Laboratuvar1 olanaklar1 kullanilarak doktora 6grencisi Ayse Betiil Karaduman tarafindan

yapilmistir.

OBCC 5004 kodlu makrofungusun ITS1 bolge dizilemesi yapilmis ve niikleotit baz

dizisi belirlenmistir. Belirlenen gen dizisi asagidaki gibidir.

CCTTGCTCATTCCAATTCTTACACCTCTGTGCACTTAACATGGGCTGGTCGTAG
CTTTTGTCTTGCTTCACTGTGAGACGGGCTTTGACCTGCCTGTGGTTACTCTACA
AACACTTTAAAGTATTAGAATGTAACATCGCGGATAATAAACGCATCTTATAC
AACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAA
TGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG
CACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGGTAT
TCTCAATTCTCTAAATCTTTGCGGATTTGGATGAATTGGATGTGGAGGTTTATT
GCTGGCGACTATCCTTCTGGATCTGTGTCCGGCTCCTCTGAAATAAATTAGCAG
GAATGTTGCCGTGCCAACCTCAGTGTGATAATTATCTGCGCTGTTGTTGCTCAG
CAAAATATATGTTCTTGCTTCTAATCGTCTTCGGACAATTT
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Gen bankasina daha dnceden yiiklenmis diger izolatlarla OBCC 5004 kodlu izolatin

benzerlik yiizdeleri ve diger izolatlarin erisim numaralar1 asagida verilmistir.

OBCC 5004 kodlu izolatnin KU761236.1 ve LT716077.1 erisim numarasina sahip
Lentinus strigosus suslari ile %100 benzerlige sahip oldugu gorilmistiir. Sekil 4.28.” de
OBCC 5004 kodlu Lentinus strigosus izolatinin evrimsel akrabalik iligkilerini gdsteren

dendogram verilmistir.

€ MF616402 .1 Lentinus strigosus isolate OBCC 5004
KY243930.1 Lentinus strigosus

KM411451.1 Lentinus strigosus

KR824089.1 Lentinus strigosus

JQ428825.1 Lentinus sp.

LT716077.1 Lentinus strigosus

EU424317.1 Pleurotus smithii  Jouaew

Sekil 4.28. OBCC 5004 kodlu izolatin evrimsel akrabalik dendrogrami

Sonug olarak OBCC 5004 kodlu izolat Lentinus strigosus olarak identifiye edilmis
olup Genbank’ ta MF616402 erisim numarasi ile depolanmastir.

OBCC 5048 kodlu makrofungus izolatinin da ITS1 boélge dizilemesi yapilmis ve

niikleotit baz dizisi belirlenmistir. Belirlenen gen dizisi asagidaki gibidir.

AGATGGGTTGTAGCTGGCTCTTTGGAGCATGTGCACACCTGTTTGGATTTCATT
TTCATCCACCTGTGCACCTATTGTAGTCTTTGGTTTGGGTATTGAGGAAGTGGT
CAGCCTATCAGCATTTGCTGGATGTGAGGAGTTTGCAGTGTGAAAGCATTGCT
GTCCTTTACTTGGCCATGGAGTCTTTTGCCTACCAGAGTCTATGTCATTCATTAT
ACCCTGTCGAATGTTATCGAATGTCGTTACATGGGCTTTCATGCCTATGAAAAT
TATAATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATC
TTTGAACGCATCTTGCGCTCCTTGGTACTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGT
CATTAAATTCTCAACTCTCTTATACTTTGTTGTATAGGAGGGCTTGGATTGTGG


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1036448317?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=DW95895Z016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1152063222?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DW95895Z016
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AGGTTTGCTGGCAACTTGTTTGTGGTCAGCTCCTCTGAAATGCATTAGCGGAAC
CGTTTGCGATCTGCCACAAGTGTGATAAACTATCTACACTGGCGAGGGGATTG
CTCTCTGTGTTGTTCAGCTTCTAATCGTCTCAGTTTGAGACAACTTTTGAATACT
TGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTT

Gen bankasina daha 6nceden yiiklenmis diger izolatlarla OBCC 5048 kodlu izolatin
benzerlik yiizdeleri ve diger izolatlarin erisim numaralar asagida verilmistir. OBCC 5048
kodlu izolat, JQ903618.1, HQ446471.1 ve JX434655.1 erisim numaralari ile depolanmis
bulunan Agaricus campestris suslarina ait dizilere %99 benzerlige sahiptir. OBCC 5048
kodlu izolat olan Agaricus campestris’ in akrabalik iliskilerini gosteren dendrogram sekil

4.29.” da verilmistir.

JQB01445.1 Coprinus comatus (out group)
*{ KMB57927.1 Agaricus campestris
| KJ877742.1 Agaricus argenteus

JQ9O03618.1 Agaricus campestris
NR_151745.1 Agaricus campestris
HQ446471.1 Agaricus campestris

JX434655.1 Agaricus campestris
I— ¥ MF816403.1 Agaricus campestris isolate OBCC 5048

05

Sekil 4.29. OBCC 5048 kodlu izolatin evrimsel akrabalik dendrogrami

Eldeki veriler 1s1ginda OBCC 5048 kodlu izolatin Agaricus campestris tiiriine ait bir
izolat oldugu kararina varilmis ve bu izolata ait dizi Genbank’ ta MF616403 erisim numarasi

ile depolanmugtir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/421952422?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=M8VGYK9K015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/353333365?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=M8VGYK9K015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/430768970?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=M8VGYK9K015
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu ¢alismada 100 kadar fungus izolati mikotoksin degradasyon yetenegi
bakimindan taranmis ve AFB:1 ve OTA degradasyonunda en basarili oldugu goriilen birer
fungus izolati, siras1 ile Lentinus strigosus ve Agaricus campestris, arastirmanin sonraki
asamalari i¢in secilmistir. OBCC 5004 kod numarali Lentinus strigosus izolat1 1 saatlik
inkiibasyon sonucu % 67 oraninda AFB;1 degradasyonu gergeklestirirken, OBCC 5048 kod
numarali Agaricus campestris’ in neden oldugu OTA degradasyonu % 56 oranina ulagmustir.
Literatiirde bu fungus tiirlerine iliskin bir kayit bulunmamakta ve bu caligma ile bahsedilen
fungus tiirlerinin AFB; ve OTA degradasyonunda basarili olabilecegine iliskin ilk veri
sunulmus olmaktadir. Bu durumun mikotoksin biyodegradasyonuna iliskin sonraki

calismalara ivme kazandiracagi umulmaktadir.

Calismanin ikinci asamas1 olarak degradasyona etki eden besiyeri bilesenleri ve
cevresel kosullarin etkinligi arastirilmistir. Besiyeri igerigine ilave edilen bugday kepegi ve
yeast ekstraktin miktart ile her iki toksinin biyodegradasyonu arasinda bir pozitif korelasyon
oldugu agik bi¢imde goriilmektedir. Sukroz miktarindaki degisim ise AFB: ve OTA
degradasyonuna sirasi ile negatif ve pozitif bigcimde yansimaktadir. Besiyerindeki karbon ve
azot arasindaki oranin degisimi funguslarin sekonder metabolizmaya girisini hizlandirma
yoniinde etki etme potansiyeline sahiptir. Bu besiyeri bilesenlerinin mikotoksin
biyodegradasyonuna etkisinin her bir fungus tiiriinde farkli bigimde etki edebilecegi
varsayllmaktadir. Beyaz ¢iirtik¢iil bir fungus tiirii olan Lentinus strigosus’ un ligninolitik

enzimlerinin ifade edilmesinin artmasi bir segenek olabilir.

Arastirmanin diger bir asamasinda mikotoksin biyodegradasyonundan sorumlu
enzimlerin ayrilmasina yonelik c¢alismalar gergeklestirilmistir. FPLC ile yapilan ilk
saflastirmadan sonra enzim aktivite testi yapilmis, 6 fraksiyondan lakkaz ve mangan
peroksidaz enzimlerine sahip olan 1 ve 4 numarali fraksiyonlarin AFB:1 degradasyonu
konusunda basarisiz iken diisiik enzim aktivitesine sahip olan 6 numarali fraksiyonun AFB;
degradasyonu konusunda ¢ok daha basarili oldugu goriilmiistiir. Diislik miktarda bile olsa 1

numarali fraksiyon genellikle kolona tutunamayan proteinleri de igerebilecegi ve bu nedenle
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burada ¢ok fazla protein bulunabilecegi varsayilmistir. Yapilan SDS-PAGE ile bu
fraksiyonlardaki proteinler goézlemlenmeye c¢alisilmistir. FPLC’ den elde edilen 1 ve 6
numarali fraksiyonlarin en yogun protein bandina sahipken 2 ve 5 numarali fraksiyonlarin
en diisiik protein bandina sahip olduklar1 goriilmiistiir. FPLC’ den elde edilen 6 numarali
fraksiyonun bu kadar yogun protein bandina sahip olmasinin nedeni yiiksek affinite
kabiliyetine sahip proteinlerin, gradiyent FPLC metodunda en yiiksek NaCl tampon
konsantrasyonunda serbest kalmalar1 sonucu biitiin proteinlerin bu fraksiyonda
toplanmasindan kaynakli olabilir. Bu nedenle bu fraksiyonun bagka bir kolon ve yontemle
yeniden yiiriitiilmesi daha spesifik bir ayrima neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Ancak
saflastirma calismalarinda adim sayisinin artmasi hem zaten az olan protein miktarinin daha
da azalmasina hem de enzim aktivitesinin diismesine ya da kaybolmasima neden olma
olasiligi s6z konusudur. Bu yiizden ¢ok miktarda FPLC iiriinii elde edilmis ve buradan
secilen 6 numarali fraksiyonlar bir araya toplanmistir. Daha sonra bu FPLC fraksiyonlari

basaril bir saflastirma yontemi olan IEF ile ayristirilmistir.

Calismanin sonraki basamaginda degradasyon sonucu mikotoksinlerin toksisitesinde
bir azalma olup olmadigi sorgulanmistir. Literatiirde var olan bircok raporda
mikotoksinlerin  degradasyona ugramasma karsin  toksisitesinin devam ettigi
goriilebilmektedir. Hatta bazen degradasyonun son {iriinii olarak aciga ¢ikan bilesikler daha
toksik te olabilir. Bu ¢alismada kullanilan toksisite testinde Artemia salina (Brine shrimp)
kullanilmistir. Artemia larvalari zamana bagli olarak kiiltiir sivisi ile islem gérmiis ve islem
gormemis mikotoksinlere maruz birakilmistir. Aflatoksin B1 biyodegradasyona ugradiktan
sonra yaklasik olarak %20’ lik bir toksisite kaybi gosterirken okratoksin A ise
biyodegradasyondan sonra %60’ lik bir toksisite kayb1 gostermistir. Bu sonuglar okratoksin
A’nin  Agaricus campestris tarafindan  degradasyonu sonucu gergeklestirilen
detoksifikasyonun olduk¢a tatmin edici seviyede oldugunu gostermektedir. Ancak
aflatoksin Bi”  in Lentinus strigosus tarafindan yikimi sonucunda gerceklesen
detoksifikasyonun istenen oranlardan olduk¢a uzak oldugu goriilmektedir. Bu nedenlerle
uygulamaya taginma agisindan Agaricus campestris izolatinin daha yiiksek potansiyele sahip
oldugu, diger taraftan Lentinus strigosus ile aflatoksin B: yikimmin bu hali ile

oOnerilebilirlikten uzak oldugu diigiiniilmektedir.
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Calismanin en son basamaginda, biyodegradasyonda etkili olan fungal izolatlarin
identifikasyonlarinin molekiiler yontemler araciligi ile onaylanmasi konusunda
odaklanilmistir. Okratoksin A ve aflatoksin By degradasyonunda en basarili organizmalar
olan OBCC 5048 ve OBCC 5004 kodlu izolatlarin ITS bolge dizilemesi uygulanmigtir. Elde
edilen niikleotit dizisi genbanktaki diger organizmalarin niikleotit dizileri ile
karsilagtirilmisttr. OBCC 5004 kodlu izolat Lentinus strigosus ile %2100 benzerlik
gostermisken, OBCC 5048 kodlu izolat ise Agaricus campestris ile %99 benzerlik
gostermistir. Elde edilen veriler literatiirde bu organizmalarin okratoksin A ve aflatoksin By
degrade ettigi ile ilgili bir bilgi bulunmamasi1 nedeni ile bilimsel bilgi birikimine katk1

saglama iddiasindadir.

Sonug¢ olarak yapilan bu calismada ylize yakin fungal izolat okratoksin A ve
aflatoksin B: degradasyon potansiyellerini belirlemek amaci ile taranmistir. Her iki
mikotoksin i¢in digerlerinden daha yiiksek degradasyon kapasitesine sahip organizmalar
secilmis ve optimum biyodegradasyon kosullar1 belirlenmistir. Toksinlerin detoksifiye olma
oranlart belirlenmis ve aflatoksin Bi:’ in degradasyonundan sorumlu enzim
goriintiilenmistir.. Eldeki verilerin birlikte degerlendirilmesi sonucunda, gelecekte
gerceklestirilecek calismalarin; tarama asamasinda degradasyon gosteren diger izolatlara
yonelik benzer ¢alismalarin gergeklestirilmesi, Lentinus strigosus ve Agaricus campestris’
in toksin degradasyonundan sorumlu enzimlerin identifikasyon ve karakterizasyonu,
detoksifikasyonu oraninin arttirilmasi ve sonug olarak c¢alisilan mikotoksinlerin risk yarattigi
alanlarda uygulamaya tagmabilirliginin  smanmasit  yonlerinde  boyutlandirilmasi

planlanmaktadir.
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