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OZET

SAGLAM KABUKLU FINDIKTA ASPERGILLUS flavus GELISIMI

CELIKER GUL, Ece
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi Anabilim dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Nafi COKSOYLER
Ocak 2007, 49 sayfa

Bu ¢alismada, saglam kabuklu ve i¢ findikta %96 Nisbi Rutubet ortamda ve 28 °C’de
A.flavus gelisimi incelendi. Bu amagla, kara findik ve tombul findik olmak iizere kabuk
kalinliklar1 farkli iki tiir findik A.flavus sporlariyla 10° cfu/findik diizeyinde inokule edildi,
kabuklu ve i¢ tane olarak %96 NR ortamda 28 °C’de depolandi. Ayni1 zamanda inokule
edilmemis kontrol gruplari olusturuldu. Findiklarda A.flavus gelisimi tanelerin %2’lik
hipoklorid ¢ozeltisiyle yiizey sterilizasyonundan sonra PDA’ya dogrudan ekilmesi ile tayin
edildi. Inokule edilmis i¢ findiklarda A.flavus gelisimi oran1 1-2 hafta icinde %80-100’e
ulagti. Kabuklu findiklardan 18. haftaya kadar ornek alindi. Bu grupta 31 depolama
orneginden 7’sinde %4-100 arasinda A.flavus enfeksiyonu goriildii. Ancak enfeksiyon rasgele
bir seyir izledi ve gelisim oraninin depolama siiresiyle degisimi ¢ok kii¢iik ve istatistiki olarak
onemsiz bulundu. Kabuklu ve ic¢ tane kontrol gruplarinda A.flavus gelisimi 47 depolama
orneginin 3’iinde sadece 1-2 tanede goriildii.

Sonug olarak A.flavus sporlar1 asilanan ve %96 NR ortamda ve 28 °C’de depolanan
saglam kabuklu findigin kabugunun ic¢ taneyi A.flavus sporlarinin gelisiminden korumada

onemli ve rijid bir bariyer oldugu kanisina varilmaktadir.

Anahtar kelimeler: Aspergillus flavus, Gelisim NR.



ABSTRACT

ASPERGILLUS flavus GROWTH STRONG CRUSTACEOUS IN HAZELNUT

CELIKER GUL, Ece
Msc, Food Engineering Science
Supervisor: Prof. Dr. Nafi COKSOYLER
February 2007, 49 pages

In this study, A.flavus infection of intact unshelled hazelnuts at 96% RH and 28 °C is
investigated. For this reason, two species of hazelnut are inoculated with A.flavus spores at the
level of 10° cfu for each hazelnut, as shelled and unshelled then stored at 96% RH, and
sampled weekly. Also un-inoculated control groups are performed. Infection of hazelnuts is
determined by direct plating kernels on PDA after surface disinfection with 2% hypochlorite
solution. % 80-100 of the kernels of inoculated shelled group is infected by A.flavus in 1-2
weeks. Unshelled group of hazelnuts were sampled until the end of 18" week. For this group,
infection of A.flavus is seen at 7 out of 31 storage samples at the rate of 4-100% of the
kernels. However, this infection in unshelled storage samples showed a random behavior and
the variation of the infection rate versus storage duration was negligible and statistically is not
sigmficous. Both in shelled and unshelled control groups A.flavus infection is observed at
only 1 or 2 kernels at 3 out of 47 storage samples.

As a conclusion, the intact shell of the hazelnut is a very rigid and important barrier,
preventing the kernel from infection of A.flavus spores when inoculated and incubated at %96

RH and 28 °C.

Key words: RH, Aspergillus flavus, infection.
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ONSOZ

Ulkemiz icin 6nemli bir tarimsal ihrac iiriinii olan findikta uygun olmayan hasat,
kurutma, depolama yontemleri ve kosullar1 nedeniyle, kiifler faaliyet gdstermekte, findik ve
findik {tiriinlerinde 6nemli kalite kayiplarma neden olmaktadirlar. Findikta kiif gelismesi
yaygin olup, insan ve hayvan sagligi i¢in dnemli risk olusturmaktadir. Kiif gelisimi bahgede
baslamakta, hasat, yigin halinde bekletme, depolama ve tagima sirasinda da bu artis devam
etmektedir. Kiiflerin uygun sicaklik ve rutubet ortaminda gelismesiyle mikotoksinler
olusmaktadir.

Findikta en sik rastlanan kiiflerden birisi Aspergillus flavus’tur. Aflatoksinler ise
Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tiirleri tarafindan olusturulan mikotoksinlerdir.
Toksin olusumunu etkileyen en 6nemli faktorler nisbi nem, sicaklik ve mekanik hasarlardir.
Bu caligma ile 2004 yili Eyliil-Ekim aylan arasinda hasat edilen, Giresun Karasi ve Tombul
findik olmak {iizere iki ¢esit findik 6rneginde, %96 nisbi nem ortaminda findik kabugunun ve
kalinligimin A. flavus’un i¢ findiga penetrasyonunda bir engel olup olmadigi arastirilmaya
calisilmistir.

Bu arastirmada bana her tiirlii olanagi saglayan ve yardimlarini esirgemeyen danigman
hocam sayin Prof. Dr. Nafi COKSOYLER’e; denemede kullandigim materyalleri bulmama
yardime1 olan Dr. A.Cumhur DULGER’e; TUBITAK MAM personeli Uzm. Bio. Ceyda
PEMBECI’ye ve verdigim tiim kararlarda yanimda olan esim Ali GUL’e tesekkiirlerimi

sunarim.

Ece CELIKER GUL
VAN- 2007
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1. GIRIS

Kiifler bir¢ok gida maddesinde ve 6zellikle kurutularak muhafaza edilen tarimsal {iriin
ve gidalarda en 6nemli bozulma etmenidir.

Kiiflerin faaliyetine maruz kalan tarimsal iiriinlerde, gozle goriiliir kayiplar olusmakta
ve bundan cok daha 6nemli olarak bazi tiirlere ait funguslar iirettikleri mikotoksinler ile
gidalar kontamine etmektedirler (Coksdyler, 1987).

350’den fazla fungus tiiriiniin mikotoksin yaptig1 ve 300’den fazla mikotoksin varlig
bilinmektedir. Aflatoksinler ise esas olarak Aspergillus flavus tarafindan olusturulan bir grup
mikotoksinin genel adidir ve iizerinde en ¢ok ¢alisilan mikotoksinlerdir (Betina, 1989).

Tiirkiye’nin ¢ok ©onemli ihra¢ iiriinleri olan findik, incir ve Antep fistig1 1970’li
yillarda aflatoksin sorunu ile karsilagsmistir.

Findik Tiirkiye’ nin en 6nemli tarimsal tiriinlerinden birisidir. Tiirkiye’de yilda ortalama
600 bin ton kabuklu findik iiretilmektedir. Findikta aflatoksin problemi 1967 yilindan bu yana
onemli ihracat kayiplarina neden olmaktadir (Heperkan, 2003).

Findikta aflatoksin olusumunun engellenmesi iilke ekonomisi igin bilyilk Onem
tasimaktadir. 1970’li yillardan bu yana bu alanda ¢ok sayida calisma yapilmistir. Genel olarak
findigin harmanda iyi ve kisa siirede kurutulmasi, depolamanin kuru ve serin bir ortamda
yapilmasi toksin olusumunu ¢ok 6nemli Olciide engelleyecektir. Bu arada findik kabugunun
da, toksin olugturan fungusun i¢ kisma ge¢mesinde énemli bir engel olusturacagi aciktir. Eke
ve Goktan (1987) tarafindan yapilan bir calismada saglam kabuklu findiklarda Aspeillus
flavus un i¢ kistmda bulunamayacag belirtilmistir. Buna karsin Ozkaya ve Coksoyler (1987),
tarafindan yapilan bir caligmada ise %100 Nisbi Rutubetli ortamda Aspergillus flavus’un
saglam kabuklu findikta da kabugu gecerek i¢c kismi enfekte ettigi gosterilmistir. Ancak
pratikte bu yiikseklikte nisbi rutubet sadece depoda suyun gollendigi, duvarlardan sularin
aktig1 gibi cok eksterm durumlarda s6z konusudur.

Bu nedenle benzeri denemelerin funguslarin kolaylikla gelisebildigi ama %100 gibi
doymus bir nem ortaminda biraz daha diisiik bir ortamda yapilmas1 daha yararli olacaktir.

Bu c¢alismada kabuklu findiklarda Aspergillus flavus’un ic taneyi enfekte edip
etmedigi incelenmistir. Aspergillus flavus’un gelisebilecegi depo kosullar saglanarak, saglam

kabuklu findik ile i¢ findikta kiif gelisimi gozlenmistir.



2. LITERATUR BiLDIiRiSLERi

2.1. Findik Hakkinda Genel Bilgiler

Anavatani Anadolu olan findigin (Corylus avellena L.), yetistiriciligi iilkemizde
yaklagik 2500 yildan bu yana yapilmaktadir.

[Ik findik bahgesinin ne zaman kuruldugu kesin olarak bilinmemekle birlikte halk
arasinda yaygin olan goriise gore Akcakoca’ya ilk findik fidesini 1900 yilinda Osmaniye
Mahallesi’'ne yerlesen Trabzon’lu tiiccar Ahmet Efendi getirmistir. Bundan sonra findik fidesi
Batum go¢menlerinden Hocaoglu Omer Efendi tarafindan getirilmistir. Daha sonralari
Mehmet Arif adindaki bir gogmen findigin iyi bir geleceginin olacagim diistinmiis ve kendi
ad1 verilen findik tiiriinde bol miktarda findik fidesi getirip kendi bahgesine dikmistir.
Mehmet Arif adi verilen findik yagl findik tiiriidiir (Anonim, 2003).

Sekil 2.1. Findik tanesinin agactaki goriiniimii

Karadeniz Bélgesinin iklim 6zellikleri, findik icin en ideal ortami olusturur. Findik,
kis aylarinda ¢igceklenen ve dollenen tek bitkidir. Disi ciceklerin ¢anak yapraklar1 "¢otanak”
ad1 verilen findik kadehini olusturur. Findigin cesitli tiirleri vardir. Ulkemizdeki kiiltiir
findiklar1 5-6 metre boylanabilmekte olup 'Corylus Avellana' ile 'Corylus Maxima' tiirlerinin
melezleridir. Agustos ayinda olgunlagan findiklar toplanip kurutulduktan sonra, Eyliil ve

Ekim aylarinda pazara getirilip satisa ¢ikarilir.



Yeryiiziinde, 36°-41° kuzey enlemlerinde ve kendine 6zgii iklim kosullarinda yetisen
findik agaci, kiyilardan en ¢ok 30 km icerde ve yiiksekligi 750-1000 metreyi gecmeyen
yerlerde iiriin verir. Tiirkiye, Italya, Ispanya ve Amerika findik yetistirilen baslica iilkelerdir.
Tiirkiye 450 000 ton civarindaki findik iretimi ile diinya findiginin %73’iinii iiretmekte ve
tiretimin %83’ilinii ihra¢ ederek yaklasik yilda 1 milyar dolar doviz elde etmektedir. Findik
iiretiminde Tiirkiye’yi Italya (110 000 ton/yil), Amerika (25 000 ton/y1l) ve ispanya (18 000
ton/yil) izlemektedir (Anonim, 2004).

Ulkemizde findik Karadeniz Bolgesinde baslica Giresun, Rize ve Ordu illerinde,

batida da Sakarya ve Bolu illerinde iiretilmektedir (Tosun, 1988).

2.2. Findigin Genel Ozellikleri ve Bilinen Findik Cesitleri

2.2.1. Findigin bilesimi

Findik; kimyasal olarak %4,6 nem, %16,2 protein, %62,7 yag, %4,7 seliilloz, %14,3
karbonhidrat, %2,2 kiil, vitamin icerigi olarak %0,3 B1, %0,12 B2, %1,75 niasin, %0,24 B6,
%31,4 E vitamini, mineral madde olarak %5,8 demir, %160,0 kalsiyum, %?2,2 ¢inko, %655,3
potasyum, %2,1 sodyum, %161,2 magnezyum %1,3 bakir ve %5,1 manganez igerir.

Findik insan viicuduna yararli karbonhidrat, protein ve yag ile metobolizmayi
diizenleyen B grubu vitaminler yoniinden de zengin bir kaynaktir. Beslenme uzmanlar1 genel
olarak giinliik beslenmede findik ve findik iiriinlerine daha fazla yer verilmesini onermekte,
ozellikle ¢cocuklar, gencler, sporcular, askerler ve isciler icin biiyiik enerji kaynagi oldugunu

belirtmektedirler (Ackurt, 1996).

2.2.2. Tiirkiye’de yetistirilen findik cesitleri

Tiirk findig, kalite olarak Giresun ve Levant olmak iizere ikiye ayrilir:
Giresun kalite findik, tadi ve icerdigi yag orami ile yeryiiziiniin en {iistiin 6zellikli
findigidir. Giresun ile Trabzon'un Besikdiizii, Vakfikebir, Carsibas1 ve Akgaabat ilcelerinde

yetisir.



Levant kalite findik, daha az yag icerir. Trabzon ve bir boliimii ile Ordu, Samsun,
Bolu, Sakarya, Zonguldak ve Bartin illerinde yetisir.Yaklagik 5 bin yildir taninip bilinen
findik, ii¢ ana gruba ayrilir:

Kabuklu Tombul Findiklar: Tombul, Palaz, Mincane, GOk, Kalinkara, Kan, Cavcava
ve Delisava (Cakildak)

Kabuklu Sivri Findiklar: Sivri, Incekara, Kus.

Diger Kabuklu Findiklar: Badem, Fosa, Kargalak, Ordu Ikizi (Anonim, 2004)

2.3. Findigin Kullanim Alanlari

Onceleri kuruyemis olarak tiiketilen findigin, gida sanayiinin gelismesiyle birlikte
kullanim alami olduk¢a genislemistir. Findik; c¢ikolata, biskiivi, sekerleme, tath, pasta,
dondurma imalatinda yardimci malzeme olarak kullanilmaktadir. Cikolata ve biskiivi
imalatinda, diinyanin yillik i¢ findik tiiketimi 300 000 ton'u agmustir.

Findik, diinyada bademden sonra en cok tiiketilen kuru meyvedir. Findik cerezlik
olarak tiiketildigi gibi, pastacilik ve sekerleme sanayinde genis Olgiide kullamim alanina
sahiptir. Tiirkiye’de iiretilen findigin %85-90’1 i¢c ve kabuklu olarak ihra¢ edilmekte, %10-15i
ise lilke icerisinde cerezlik olarak ve pasta ve sekerleme sanayinde tiiketilmektedir (Altay,

1986).

2.4. Findikta Kiif Kontaminasyonu

Findikta kiif bulagmasi yaygin olup, gelismeleri insan ve hayvan sagligi icin dnemli
bir risk olusturmaktadir. Kiif gelisimi bahcede baslamakta, hasat ve yetersiz veya uygun
olmayan kurutma kosullar1 nedeniyle gelisebilmekte, depolama ve tasima sirasinda da
bulagsma miktar1 artmaktadir.

Findiklarin kiif spektrumunda genellikle Aspergillus ve Penicillium tiirleri goriiliir.
Misir kokenli findiklarda genellikle Aspergillus ve Penicillium cinslerine ek olarak Eurotium
ve Cladosporium tiirleri de yer alir. Alman gida endiistrisinden saglanan findiklarda,
dominant kiifler; Aspergillus, Penicillium, Fusarium cinsleri ile Rhizopus stolonifer

goriilmiistiir(Tunail, 2000).



Tiirkiye kabuklu findiklarindan yapilan bir calisgmada Karadeniz ve Marmara
bolgesinde findik iireten illerden toplanan 61 numunede basta A. niger olmak iizere A.flavus,
A.fumigatus, A.candidus tiirleri ile Penicillium, Trichothecium, Rhizopus ve Fusarium tiirleri
izole edildigi belirtilmektedir (Coksoyler ve ark., 1993).

Kurutma asamasinda hakim flora Penicillium, Trichothecium, Eurotium, Trichoderma,
Cladosporium cinslerinden olustugu ve Rhizopus, Acremonium, Paecilomyces, Mucor,
Alternaria, Verticillium ve Pestalotiopsis’e daha az siklikla rastlandigi belirtilmektedir.
Ayrica sik rastlanan tiirlerin ise P.commune, P.brevicompactum, P.crustosum, P.fellutanum,
P.canczewskii, P.aurantiogriseum, Trichothecium roseum, A.flavus, A.parasiticus, A.niger,
Eurotium spp., Cladosporium spp. ve Trichoderma spp. oldugu ifade edilmektedir (Heperkan,
2003).

2.5. Kiifler ve Mikotoksin Olusumu

Tarimsal triinler, hasattan baglayarak isleme ve depolama asamalarinda, ortam
kosullarina, tarim {riinlerinin bilesimine ve su icerigine bagh olarak degisik kiiflerle
kontamine olurlar. Kiiflerle kontaminasyon iki ag¢idan Onemlidir. Yakin zamana kadar
tarimsal {iiriinlerdeki kayiplar, danelerin ¢imlenme kabiliyetindeki diisiisler nedeniyle, Ozet
olarak ekonomik agidan 6nemli goriilmiistiir. Ancak gida ve yemlerde gelisen funguslarin,
gelisme siirecini tamamladiktan sonra miselleri i¢inde olusturduklari ve bircok durumda
izerinde bulunduklarn {iriine salgiladiklar toksik metabolitler insan ve hayvan sagligini tehdit
ettiginden, kiiflenme ekonomik boyutun 6tesinde 6nem tasimaktadir. Funguslarin drettikleri
bu toksik metabolitlere mikotoksin denir (Tunail, 2000).

Tarimin agirlikli oldugu iilkemizde iklim kosullar1 gida ve iiriinlerinde kiiflerin
gelismesine uygundur. Mevcut depolama tesislerinin yetersizligi, geleneksel isleme ve
muhafaza yoOntemlerinin birgcok bolgede hala siirdiiriilmesi, kiif gelisimine ayrica ortam
yaratmaktadir. Kiiflerin insanlarda dogrudan saglik bozucu etkileri yaninda bir¢cok gidada
tireyip gelistirdikleri toksik sekonder metabolizma bilesiklerinin neden oldugu hastaliklar,
akut veya kronik zehirlenmeler biiyiik 6nem tasir (Alperden, 1985).

Toprak, hava, su gibi doganin her kesitinde yaygin dogal kontaminant olarak bulunan
kiifler, tarimsal iirtinler ve islenmis gidalar i¢in 6nemli riskler olusturabilir. Bu riskler kalite
bozukluklar1 ve iiriin kayiplarina baglh ekonomik kayiplar olabildigi gibi, toksik kiiflerden

kaynaklanabilen saglik sorunlar1 da olabilmektedir. Bazi kiifler toksik karakterli olup, iiriinde



gelismesini takiben metabolizma iriinleri olan mikotoksinleri {iiretebilirler. Bu da canh
organizmalarda, cesitli doku ve organlarda, akut ve kronik hastaliklara neden olabilir ki,
kokeni kiif toksini olan hastaliklar mikotoksikoz olarak adlandirilmaktadir. Basta karaciger
kanserleri, bobrek, kas, solunum ve sinir sistemi hasarlanmalar1 en 6nemli mikotoksikozlarin
ornekleridir (Topal, 1996).

Findikta aflatoksin hasat, kurutma, ayiklama ve depolama sirasinda yapilan hatalardan
dolay1 olugmaktadir. Toksin olusumunda, hasat 6ncesi iirliniin beslenmesinin yetersiz olusu
zayif yetismesine sebep olmakta, boylece bitkiler gerek patojen kiif mantarlarinin gerekse
zararlilarin hiicumu nedeniyle toksin olusturan kiifler i¢in uygun ortam hazirlamaktadir. Hasat
sekli, ozellikle Uriiniin hasat sirasinda yaralanmasi1 veya zarar gdrmesi, kabuklu iirtinlerin
kabuklarinin tahrip olmasi ve hasat ile kurutma arasindaki gecikme toksin olusumunu tesvik
eder (Alug, 2003).

Bilinen tiir sayis1 birka¢ bine ulasan kiifler, ekolojik istekleri yoniinden genis bir
spektrum gosterirler ve kotii kosullara (diisiik su aktivitesi gibi) karsi diger
mikroorganizmalara gore daha dayamikhdirlar. Kiiflerin gidalarda meydana getirdikleri
bozulmalar, goriiniis bozuklugu(kiiflii goriiniis, renk degismesi), yumusama, ciiriime, eksime,
gibi degisik boyutlarda ortaya c¢ikabilmektedir. Ayrica bazi kiif tiirleri insan ve hayvanlarda
toksik ve karsenojenik etki yapan mikotoksinleri salgilamaktadir. Bu bakimdan halk
sagliginin korunmasi yaninda kiiflerin metabolik aktiviteleri neticesinde meydana gelebilecek
gida kayiplarinin Onlenmesi veya en azindan asgariye indirilmesi gida kalite kontroliiniin
onemli bir unsurunu teskil eder (Karapinar, 1984).

Kiifler de dahil olmak {izere mikroorganizmalarin gidalar iizerinde {ireme ve
gelismelerini etkileyen degisik fiziksel ve kimyasal faktorler vardir. Bu faktorler gidanin
fizikokimyasal yapisina bagh olan i¢ faktorler ( a,, pH, O/R potansiyeli, besin elementleri,
antimikrobiyal maddeler, biyolojik yap1) ile gidalarin depolandiklar1 cevre kosullarini
kapsayan dis faktorlerden (sicaklik, nisbi nem, atmosferik kompozisyon) meydana gelir
(Karapinar, 1984).

Toksik kiifler, uygun kosullar bulduklarinda mikotoksinlerini iiretirler, bu 6zellikteki
kif tirleri gidanin ve ortamin karakteriyle etkilesim halindedir. Yine mikotoksinler,
stabiliteleri ve biyolojik etkinlikleri farkli olan alkaloid, siklopeptid ve kumarin gibi, farkl
yapilarda olabilmektedir (Topal, 1996).

Mikotoksinlerin kimyasal yapilar1 incelendiginde ¢ogunun aromatik yapida oldugu,
daha az bir kisminin da alifatik bilesiklerden olustugu goriiliir. Genellikle yiiksek sicakliklara

direncli olup, mikotoksin c¢esidine, sicaklik derecelerine ve uygulama siirelerine gore farkli



stabilite gosterirler. Cogu kendilerinin sentezledikleri toksinlerden olumsuz etkilenmez. Bazi
mikotoksinler endotoksin olarak misel i¢cinde birikirken, bircogunun miselden substrata dogru
salgilandigi ve difiize oldugu goriilir. Bu nedenle kiifli gida ve yemlerden miseller
uzaklastirilsa bile iiriiniin mikotoksin tehlikesi ortadan kalkmaz (Tunail, 2000).

Gida endiistrisinde gerek kalite ve gerekse hijyen acisindan kiif florasinin yapis1 ve
miktar1 onemli bir olgiittiir. Insan ve hayvan beslenmesinde temel olan gida ve yem
maddelerinin iizerinde olusan kiifler ekonomik kayiplar neden olduklar1 gibi, olusturduklar
sekonder metabolizma {irlinlerinin toksik etkileri ile saglik acgisindan da biiyiik bir tehlike
dogururlar (Topal, 1984).

Mikotoksinler, kiifler tarafindan olusturulan ikincil toksik bilesiklere verilen genel
isimdir. Mikotoksinlerin bir kismi gidalarda kacimilmasi imkansiz tehlikeler olarak kabul
edilmekte, diger bir kismi ise hasat, depolama, kurutma islemleri sirasindaki dikkatli
uygulamalar ve diger teknolojik islemlerle onlenebilmekte veya azaltilabilmektedir. Dogal
mikotoksin olusumu, kiiflerin hasattan 6nceki kontaminasyonu ile ilgili olup, mikotoksin
miktar1 yi1ldan yila ¢evresel faktorlere bagh olarak degismektedir (Heperkan, 2003).

Insan ve hayvan saghigim tehdit eden mikotoksinler, gidalardan tamamen elimine
edilemeyen dogal kontaminant maddelerdir. Bu nedenle halk sagh@ ile ilgili kurumlar
mikotoksinlerin gidalarda bulunma diizeyleri hakkinda diizenleyici kararlar almak zorunda
kalmistir (Boyacioglu ve Goniil, 1986).

Gida maddeleri iizerinde, iiretimin baslangicindan tiiketildigi ana kadar, sartlar uygun
oldugu takdirde, cesitli kiif mantarlar1 gelisip iiriin kalitesinde istenmeyen degisikliklere ve
bozulmalara sebep olabilirler. Kiif mantarlar1 tarafindan bozulmus olan gida maddelerinin,
insan ve hayvanlarda hastaliklara hatta 6liimle sonuglanabilen zehirlenmelere yol agmasina
ragmen, yakin zamana kadar bu tip bozulmalar daha ¢ok ekonomik yonden ele alinmaktaydi.
Bu nedenle gida maddeleri iizerinde iireyen Kkiiflerin mikotoksin adi verilen toksik
metabolitleri ile ilgili caligmalar uzun yillar ihmal edilmistir (Askin ve Kosker, 1986).

Birgok gida ve yem maddesi tarlada, ambarda, islenmeleri veya nakledilmeleri
sirasinda, basta toprak, hava ve su olmak iizere cesitli kaynaklardan mikroorgarnizmalarla
bulagirlar. Gelismeleri i¢in uygun nispi nem ve sicaklik gibi cevre sartlarin1 bulan
mikroorganizmalar cogalarak toksinlerini veya diger metabolitlerini olustururlar. Ilgili olarak
bu ortamda Aspergillus flavus veya Aspergillus parasiticus tirlerinin bulunmasiyla

aflatoksinler de meydana gelebilir (Sert, 1991).



2.6. Aflatoksinler

Tarimsal iirtinlerde aflatoksin olugsumu, ilgili funguslarin varligi ve spor yiikiine,
sicaklik ve nem gibi ortam sartlarina, bitkinin cesidine, mekanik hasarlarin varligi gibi
faktorlere baglidir (Hesseltine, 1976).

Aflatoksinler, ilk defa 1960 yilinda ingiltere’de bir tavuk ¢iftliginde 100 000’den fazla
hindinin 6liimiine yol acan bir hastalik sonucu ortaya ¢ikmistir. O donemlerde ‘turkey x
disease’ adiyla anilan hastaliga, hayvan yemlerine katilan yerfistig1 unlarindaki kiiflerin neden
oldugu saptanmis, yapilan arastirmalarda bu kiifiin Aspergillus flavus oldugu saptanarak
irettigi toksine de aflatoksin denilmistir. Daha sonraki calismalar ile A. flavus ile A.
parasiticus basta olmak iizere diger baz1 kiif tiirlerinin de aflatoksin liretebildigi belirtilmisse
de, son bulgulara gore aflatoksin iireten kiifler sadece A. flavus ve A. parasiticus’ tur
(Karapinar, Goniil, 2000).

Ince Tabaka Kromatografisi ile yapilan ayrimda toksinin 360 nm UV 15181 altinda biri
mavi (blue), digeri yesil (green) komponent icerdigi goriilmiis ve bu iki form; aflatoksin B ve
aflatoksin G olarak adlandirilmistir. Daha sonra her iki fraksiyonun da ikiser bilesen icerdigi
goriilerek fraksiyonlar aflatoksin Bj, By, G; ve G; olarak adlandirilmistir. Daha sonra bulunan
aflatoksin tiirevlerinin sayis1 18’e yiikselmistir (Detroy ve ark., 1971).

Aflatoksinler metanol, kloroform, aseton gibi polar c¢oziiciilerde ¢oziinmelerine karsin
hegzan, petrol eteri gibi apolar c¢oziiciilerde ve suda c¢oziinmezler. Ayrica aflatoksinler,
ultraviyole 151k altinda fluoresan 6zellik gosterirler (Karapinar, 1981).

Aflatoksinler flamentli funguslardan Aspergillus cinsine ait ii¢ tiir ve iki alt tiir
tarafindan olusturulur. Bunlar; A. flavus, A.parasiticus, A. noimus tirleri ve A. flavus var.
Columnaris, A. parasiticus var. globusus alt tiirleridir. Aspergilluslar mezofilik karakterli olup
6-8 °C’den 50-60 °C’ye kadar gelisebilirler. Optimum gelisme sicakliklar1 35-38 °C’dir. 10-13
°C’nin altinda ve 41-42 °C’nin {iizerinde aflatoksin olusumu simirlanir. En yiiksek toksin
olusumuna ise 25-30 °C’lerde ulasilir. A.flavus ve A.parasiticus tiirleri diger baz1 Aspergillus
tiirleri ile birlikte kserofilik kiifler icinde yer alir. Aspergilluslarin optimum gelismeleri icin
gereken ay: 0,97- 0,99 olmakla beraber gelismelerini ay: 0,80 degerinin altinda da
siirdiirebilirler. A. flavus gelisimi i¢in minimum ay: 0,78-0,82 degerini ister. Toksin olusumu
icin ise minimum a,,: 0,83-0,87 degerine ihtiya¢ duyar (Tunail, 2000).

Aspergillus flavus gelisme sicakligi yoniinden biraz degiskenlik gostermekle birlikte

minimum gelisme sicakligi 12 °C’ye ve maksimum gelisme sicakligr 48 °C’ye yakindir.



Optimum gelisme sicakligi 25-42 °C arasinda oldugu belirtilmektedir. Minimum gelismesi
icin gerekli su aktivitesi 33 °C’de 0.78 olarak verilmistir. Ayrica gelismesi i¢in optimum pH
7.5 olarak belirtilmistir. A.flavus’un yagh kuru meyveler ve yagh kuru tohumlara bir substrat
olarak ilgisi vardir (Pitt ve Hocking, 1985).

Aflatoksin olusumunu etkileyen faktorlerin basinda bagil nem orami gelmektedir.
Kiifler diisik bagil nemli ortamda gelisebilme yetenegine sahiptir. Yalmz kiiflerin
gelisebildikleri en diisiik bagil nem ile toksin olusturduklart bagil nem arasinda belirgin bir
farklilik vardir. Gida maddelerinin bilesimi, su muhtevasi, pH vb. fiziksel ve kimyasal yap1
degisiklikleri, bunlar iizerinde sentezlenen aflatoksin miktarinin da farkli olmasina yol
acmaktadir (Tosun, 1988).

Aflatoksinler yiiksek dozda akut olarak etkili olurlar. Daha diisiik diizeyleri ise, primer
karaciger kanseri, kalin bagirsak kanseri, siroz hepatitis, akciger kanseri, reys sendromu gibi
kronik hastaliklara neden oldugu belirtilmektedir (Alperden, 1985).

A.flavus ve A.parasiticus’un olusturdugu AFB;, kiifli besinlerin tiiketimi ile
sindirildiginde kana gecer. Aflatoksinler hamile kadinlarin kaninda ve anne siitiinde
bulunurlar. Aflatoksin By’in metabolik tiriinleri olan AFM; ve AFM, siitte, idrarda ve diskida
goriiliir. Yiiksek dozlarda oldiiriicii etkiye sahip olmalaria ragmen siiregen olarak alinan
diisiik doz kansere, 6zellikle hepatoselliiler karsinom (HCC)’a sebebiyet verir (Ozyaral,
2003).

Cesitli tarimsal iiriin ve islenmis gida maddelerinden izole edilen kiiflerin toksin
yapma giigleri iizerinde yapilan arastirmalar, aflatoksinlerin daha ziyade A. flavus grubu
mikroorganizmalar tarafindan meydana getirildigini belirlemektedir (Askin ve Kosker, 1976).

Aflatoksinin 6nemli bir kanser yapicisi olusunun anlasilmasindan sonra birgok iilke bu
konu iizerine egilmis, gida maddelerinde aflatoksinler igin limitler koymuslardir. ihrac edilen
bazi {irlinlerimizin aflatoksin bulunmus oldugu gerekgesiyle geri gonderilmis olmasi,
ilkemizde de bu konuya dnem kazandirmis ve ilgili caligmalar baslatmistir. Ayrica aflatoksin
olusumuna hassas ve c¢ok tiiketilen gida maddelerinin de halk sagligin1 korumak agisindan
incelenmesi gerekliligi ortaya ¢ikmistir (Coksoyler ve ark. 1993).

Tarim ve Koyisleri Bakanligi ve Saglik Bakanlig: tarafindan ¢ikarilan 23 Eyliil 2003
tarihli ve 24885 sayili resmi gazetede yayimlanarak yiiriirliige giren ‘Tiirk Gida Kodeksi Gida
Maddelerinde Belirli Bulasanlarin Maksimum Seviyelerinin Belirlenmesi Hakkindaki
Teblig’de; findik, yerfistigi ve diger yagh kuru meyveler, yagli tohumlar, incir, iziim ve
kurutulmus meyveler ve bunlardan iiretilmis gidalarda maksimum limit AFB; i¢in 5 ppb ve

toplam aflatoksin i¢cin 10 ppb olarak belirlenmistir (Anonim, 2002).



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu caligmada iki tip materyal kullanilmistir. Bunlardan birisi denemede kullanilacak
toksijenik A. flavus izolasyonu icin findik ve toprak Ornekleridir. Digeri ise fungal

penetrasyon denemesinde kullanilacak findiklardir.

3.1.1. Findik iiretim ve depolama bdélgesinden A. flavus izolasyonu icin kullamlan

materyal

Bu amacla Giresun’'un Gorele ilgesinden bahcelerden usuliine uygun olarak
(ylizeyinden 5-10 cm’lik bir kismi kaldirdiktan sonra altta kalan kisimdan kiirek ile alinan)
ornekler, hi¢ kullanilmamis polietilen posetlere konulmus ve 1 giin (24 saat i¢inde) iginde
laboratuara getirilmistir. Bu sekilde 15 adet toprak 6rnegi alinmastir.

Ay amagla bahgelerden yere dokiilen findiklardan 6rnekler alinmistir. Ornekler her
bahgceden yere dokiilen findiklardan 10-15 adet findik yine hi¢ kullanilmamis polietilen
torbalara konularak aym giin (24 saat icinde) laboratuara getirilmistir. Bu amacla toprak

ornegi alinan bahgelerden 12 adedinden 6rnek alinabilmistir.

3.1.2. Fungal penatrasyon denemesinde kullanilan findiklar

Bu amacla Gorele’den hepsi ayn1 bolgenin iiriinii olmak iizere kara findik ve Giresun
tombulu olmak iizere kabuk kalinliklar1 farkli iki cesit findik alinmistir. Findiklar Demirci
Gida Sanayi A.S.’ye ait Findik isleme fabrikasinin deposundan alinmistir. Her iki ¢esitten

5’er kg. kabuklu findik alinmis ve bunlar ayn1 giin (24 saat icinde) laboratuara getirilmistir.
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3.1.3. Toksijenik A. flavus susu

Bolgeden toksijenik bir A. flavus susu izole edilememesi ihtimaline karsi olarak
Tiirkiye Bilimsel ve Teknoloji Arastirma Enstitiisi Marmara Arastirma Merkezi Kiiltiir
Kolleksiyonundan (Gebze/Kocaeli) findiktan izole edilmis toksijenik iki A. flavus saf kiiltiirii

temin edilmistir. Kiiltiirlere ait kimlik bilgileri asagida ¢izelge halinde verilmistir.

Cizelge 3.1. Tirkiye Bilimsel ve Teknoloji Arastirma Enstitiisii Marmara Arastirma Merkezi

Kiiltiir Koleksiyonundan temin edilen saf A. flavus kiiltiirlerinin kimlik bilgileri

Bilgiler 1. Kiiltiir 2. Kiltiir
Izolatin ismi Aspergillus flavus Aspergillus flavus
Izolatin alindig1 6rnek Findik Findik
Izolatin alindig1 Sehir/Bolge Karadeniz (A-15, 10-1/3A) Karadeniz (21-18, 5-1/5A)
Liyofilize Kod No 3024 332
Urettigi enzimler - -
Urettigi Toksinler Aflatoksin B1, B2, G1 Aflatoksin B1, B2, G1

3.2. Yontem

Bu calismada %96 Nisbi Rutubet ortaminda findik kabugunun ve kalinligimin A.
flavus’un i¢ findiga penetrasyonunda bir engel olup olmadigi arastirilmaya calisilmistir. Bu
amagla kalin ve ince kabuklu iki findik cesidi kabuklu ve kabuksuz olarak iki durumda A.
flavus sporlart ile inokiile edildikten sonra 25 °C de %96 NR ortaminda depolanmislar ve
zaman icinde i¢ findikta A. flavus gelisimi (kolonizasyonu) izlenmistir. Bulunan sonuclar
aymi sartlarda sahit olarak yapilan A. flavus ile inokiile edilmemis findiklara ait gelisim
oranlar ile karsilastirilmistir. Bu calismay1 yapmak amaciyla kullanilan tiim metotlar asagida

verilmistir.

3.2.1. Findiklardan saglam kabuklu olanlarin ayrilmasi

Calismada kullanilacak findiklara stereo mikroskop altinda tek tek bakilarak

kabuklarinin saglam olup olmadig1 incelenmistir. Saglam kabuklu findiklar ayrilip denemede

kabuklu olarak kullanilmis, digerleri i¢ findik seklinde kullanilmistir.
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3.2.2. Findik cesitlerinde ortalama tane agirh@imn belirlenmesi

Calismada kullanilan iki findik ¢esitlerinin kabuklu ve i¢ olarak ortalama agirliklar
asagidaki gibi belirlenmistir.

Bu amagla her iki cesitten rasgele secilen 100 er adet kabuklu findik ve rasgele secilen
100’er adet i¢ findik tek tek tartilarak agirlik dagilimi ¢ikarilmistir.

Ikinci olarak her iki gesitten kabuklu findiklardan 500’er adedi i¢ findiklardan 250’ ser
adedi tartilarak tarttim sonucu tane adedine bOlinmiis ve ortalama tane agirliklar

bulunmustur.

Ortalama tane agirligi (g)= toplam tartim(g)/tane adedi

3.2.3. Toprak orneklerinde A. flavus aranmasi

Toprak orneklerinden 10’ar g aseptik sartlarda tartilarak icinde 90 ml steril FTS
bulunan erlenmayerlere ilave edilerek bunlardan seri diliisyonlar hazirlanmistir. Bu seri
diliisyonlardan ikiser PDA plakasi iizerine 0.1’er ml yayma plaka halinde ekim yapilmig ve
plakalar 5 giin 28 °C’de inkiibe edildikten sonra gelisen koloniler icinde A. flavus kolonisi

olup olmadigi gozle ve sonra mikroskobik inceleme ile belirlenmistir.

3.2.4. Findik orneklerinde A. flavus aranmasi

Bu amacla A. flavus izolasyonu amacl alinan findik 6rneklerinden yaklasik 10 g
civarinda olacak sayida findik aseptik sartlarda i¢inde 90 ml steril FTS bulunan
erlenmayerlere ilave edilerek ylizeydeki fungus parcalari veya sporlarinin diliisyon sivisina
gecmesi icin 10 dakika elle ¢alkalanmis ve bunlardan seri dilusyonlar hazirlanmistir. Bu seri
diliisyonlardan ikiser PDA plakas1 iizerine 0.1’er ml yayma plaka halinde ekim yapilmis ve
plakalar 5 giin 28 °C’de inkiibe edildikten sonra gelisen koloniler icinde A. flavus kolonisi

olup olmadig1 gozle ve sonra mikroskobik incelme ile belirlenmistir.
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3.2.5. A. flavus kiiltiiriiniin gelistirilmesi

Yatik vasatta temin edilen saf kiiltiirden once PDA plakalarina siirme yapilmig ve
burada saf oldugu goriildiikten sonra tek koloniden yeniden ¢ok sayida PDA yatik vasatlarina
siirme ile kullanim kiiltiirleri hazirlanmistir. Spor olusmasi i¢in 7-10 giin 28 °C’de inkiibe
edilen tiipler kullanilana kadar buzdolabinda muhafaza edilmislerdir. Spor iiretiminde bu

kiiltiirler kullanilmastir.

3.2.6. A. flavus Kkiiltiiriiniin spor iiretimi icin cogaltilmasi

Bu amagla daha 6nce sporlanmaya birakilan A. flavus ekili petrilerin {izerine 5’er ml
steril FTS+Tween 20 ¢ozeltisi(%0,02°lik) konulmus ve bir cam baget ile yatik agar yiizeyi
ovularak sporlarin diliisyon sivisina gecmesi saglanmistir. Daha sonra bu siispansiyondan 20
adet PDA plakasina 0.1’er ml yayma olarak ekim yapilmistir. Plakalar 28 °C’de 10 giin siire

ile inkiibe edildilerek sporulasyonun yeteri kadar olmasi saglanmistir.
3.2.7. Inokiilasyonda kullamlacak spor siispansiyonunun hazirlanmasi

A. flavus’un gelistirildigi petrilerde PDA plakas1 yiizeyindeki sporlar iizerine aseptik
sartlar altinda aym diliisyon sivisindan 5’er ml eklenmistir. Bir cam bagetin yardimi ile
sporlarin diliisyon sivisina ge¢mesi artirilmis ve spor siispansiyonlart aseptik sartlar altinda
pipet ile tek bir erlenmayerde toplanmaistir.

3.2.8. Siispansiyonda spor yogunlugunun direk mikroskobik sayimla belirlenmesi

Bu amagla Thoma lami ile sayim yontemi kullanilmistir (Halkman ve Giirgiin, 1990).
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3.2.9. Siispansiyonda spor yogunlugunun Kkiiltiirel sayimla belirlenmesi

Bu amacla, direkt mikroskobik sayim sonuglari da dikkate alinarak stok
suspansiyondan seri diliisyon hazirlanip her diliisyondan ikiser PDA plakasina 0.1’er ml

yayma kiiltlir yontemi ile ekim yapilarak sayim yapilmistir (Halkman ve Giirgiin, 1990).

3.2.10. Findiklarin spor siispansiyonu ile inokiilasyonu

Findiklarin cesidinden ve kabuklu olup olmadigindan bagimsiz olarak hepsinin 10°
spor/findik oraninda asilanmasi planlanmistir. Bu amagla siispansiyon plastik bir atomizere
konulmus, atomizerin pompasinin her tam sikildiginda piiskiirttiigli suspansiyon miktar
hesaplanmis ve buna bagli olarak 25 adet findik icin ka¢ defa sikilmas1 gerektigi hesaplanip
findiklar o diizeyde inokiile edilmislerdir. Kontrol amaci ile bir 6rnekten belli sayida alinan

findik yiizeyindeki sporlar Madde 3.2.4’de belirtildigi gibi kiiltiirel sayim ile belirlenmistir.

3.2.10.1. Inokiile edilecek findiklar icin kullanilacak siispansiyon miktarinin

hesaplanmasi

Her 500 adet findik iceren grup icin kullanilacak siispansiyon miktar1 asagidaki gibi
hesaplanmigtir.

Gereken spor miktari=gruptaki findik adedi* 1 findik icin gereken spor adedi

Gerekli suspansiyon miktar1 (ml)= gerekli spor miktar1 (adet)/siispansiyondaki spor
konsantrasyonu (adet/ml)

Atomizerin Ornek lizerine sikma sayisi= gerekli siispansiyon miktari(ml)/atomizer ile 1

seferde sikilan suspansiyon miktari (ml)

3.2.10.2. Findiklarin spor siispansiyonu ile inokiilasyonu

Inokiile edilerek depolanacak her 25 adetlik findik porsiyonunu olusturacak 500 adet
findik ¢ok biiyiik bir polietilen torba i¢inde diiz bir zemine yayilmistir. Laboratuar ortaminin
sporlar ile kontamine olmamasi icin atomizer de aymi polietilen torba iginde tutularak

findiklar {izerine yeterli bir mesafeden hesaplanan miktarda sikilarak tiim findiklar
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asilanmistir. Homojenizasyonun saglanmasi i¢in polietilen torba i¢inde eldiven giyilmis el ile
ve yine biiyiik torba icinde kalmak kaydi ile findiklar karistirnlmistir. Daha sonra bu findiklar

25’er adet halinde asilanmis depolama 6rneklerinin olusturulmasinda kullanilmstir.

Sekil 3.1. Findiklarin toksijenik A.flavus susu iceren spor siispansiyonu ile inokiilasyonu

3.2.11. % 96 Su aktivitesi soliisyonunun hazirlanmasi

Kavanozlarda belli nispi rutubetli ortam hazirlamak i¢in esdeger su aktivitesine sahip
cozeltilerden yararlanilmistir. Kavanozun kapali olmasi  urumunda icindeki belli su
aktivitesindeki solusyon ile iist hava boslugunun denge NR’i arasindaki iliski;

NR= 100*ay,
gosterilir.

Bu nedenle denemede %96 NR ortam i¢in 0.96 aw degerine sahip NaCl c¢ozeltisinden
yararlanilmistir.

Bu a, degerini saglayacak NaCl konsantrasyonunun hesaplanmasinda Oragon State
Universitesi’nin web sayfasinda verilen ve simrli bir kismi asagida gosterilen tablodan

yararlanildi (Anonim, 2006).



16

Cizelge 3.2. Belli konsantrasyondaki NaCl ¢ozeltilerinin su aktiviteleri

NaCl (M) a,,
0.8 0,974
0.9 0,970
10 0,967
12 0,960
14 0,953
16 0.946

Cizelgede de goriildiigii gibi, 0.96 a,, degerindeki ¢ozelti icin 1.2 M’Iik NaCl ¢ozeltisi
hazirlandi. Cozeltinin hazirlanmasi asagida belirtildigi sekilde yapildi.

MAnNac1=58,4

1,2 M NaCl=1,2x58,4=70,08 gr NaCl/lt
Depolama siirecinde c¢ozeltilerin nem kaybi veya cok az ihtimallede olsa nem kazanci
nedeniyle yogunluklarinin ve dolayisiyla aw degerlerinin degismesini kontrol etmek amaci ile
Cozeltinin £%25 araliinin giiven sinirlar1 kavanoz {izerine cizildi. Bu hatlar mutlak
miidahale hatlar olarak kabul edildi. Bu hatlara kadar ¢ikmis veya inmis olan solusyonun aw
degeri kisa araliklarda konsantrasyon-aw iliskisi dogrusal kabul edilerek orant ile hesaplandi.

Su miktarinda %25’ten daha fazla kuruma olursa c¢ozeltinin alabilecegi en diisiik su
aktivitesi;

1,2/0,75=1,6 M=0,946 a,,

Su eklemelerde %25’ten fazla hata yapilmazsa ¢ozeltinin alabilecegi en yiiksek su
aktivitesi;

1,2/1,125=1,06 M=0,964 a,,

Buna gore soliisyon diizeyi kavanoz iizerindeki giiven aralig1 icinde kaldigi siirece aw
degerinin 0.946-0.964 arasinda kalacagi hesaplandi.

Calisma sonunda belli sayida kavanozda kalan sivilarin a,, degerleri TOKB Ankara

IKLM’de Ciglenme noktas: higrometresi ile dlgiildii.

3.2.12. Findiklarin % 96 nisbi rutubette depolanmasi

Kara findiklar i¢in 720 cc, tombul findiklar i¢cin 370 cc biiyiikliigiinde kavanozlar
secildi. Kavanozlarin icine 20x20 ebadinda tel sepetler hazirlandi. Kavanozlarin kapaklar
matkapla 3 mm capinda delinerek bu deliklere pamuk kapatildi. Kavanozlar kapatilip etiivde

sterilize edildi. 720 cc’lik kavanozlara 70 ml, 370 cc’lik kavanozlara 50 ml NaCl ¢ozeltisi
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konup, ¢ozelti seviyesinin %25 alt ve %25 iist seviyeleri isaretlendi. Kavanozlara numaralar
verildi. Kabuklu findiklar 18’er adet, i¢ findiklar 10’ar adet kavanoza, her cesitten 25’er adet

tartilarak konuldu. Ayni islem hem asilanmis hemde asilanmamis findiklarda yapildi.

Sekil 3.3. I¢ findiklar %96 nisbi rutubette depolanmasi

3.2.13. Baslangic am findik 6rneklerinde yiizey florasinin tayini

Bu islem asilanmamis findiklarda yiizey florasinda hem fungal yiikiin hem de
tarafimizdan eklenmis olmasa da A. flavus bulunup bulunmadiini ortaya koymak icin

yapildi. Asilanan findiklarda ise bu inokiile edilen spor miktariin dogrulanmasi anlamina
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gelmektedir. Asilanan ve agilanmayan ve kavanoza yerlestirilen tiim gruplarda baslangi¢c ani
kontrolii olarak 2’ser adet kavanoz igindeki findiklar enfeksiyonun tespiti amaci ile yiizey
sterilizasyonu yapilmadan 6nce ylizeylerindeki fungal yiikiin tespiti amaciyla Madde 3.2.4° de

belirtildigi gibi kiiltiirel sayim ile yiizey florasi incelemesi yapilmistir.

Sekil 3.4. Asilanmamis kabuklu kara findikta yiizey florasi ekim sonuglari

Sekil 3.5. Asilanmamis tombul i¢ findikta yiizey florasi ekim sonuclari
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Sekil 3.6. Asilanmis kabuklu kara findikta yiizey florasi ekim sonuglari

3.2.14. Depolanan findiklarda funguslarla enfekte tane oranmimin belirlenmesi

Bu amacla asagida belirtilen islemler gerceklestirildi.

3.2.14.1. Yiizey sterilizasyonu i¢in sodyum hipoklorit ¢ézeltisinin hazirlanmasi

Bu amagla %?2’lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisi kullanildi. Bu da ticari ¢ozeltinin
(camagir suyu) sulandirilmasi ile elde edildi. Uretici firmadan aktif madde oranmnin %35
oldugu 6grenildi. Buna gore 600 ml saf suya 400 ml ¢camasir suyu konarak %?2’lik sodyum

hipoklorit ¢cozeltisi hazirlandi.

3.2.14.2. i¢ findiklarda yiizey sterilizasyonu

Yiizeyi sterilize edilecek i¢ findiklar 250 ml’lik steril bir erlenmayere konuldu.
Uzerine findik tanelerinin iist yiizeyini asacak miktarda %?2’lik sodyum hipoklorit ¢cozeltisi
ilave edildi. Erlenmayerin agzindaki pamuk yerine steril aliiminyum folyo gecirildi. Bu hali
ile erlenmayer findiklarin yiizeyinin sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile tamamen 1slanabilmesi

icin 2 dakika siddetle calkalandi. Daha sonra sodyum hipoklorit ¢ozeltisi aseptik sartlar
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altinda bosaltilarak erlene yine aseptik sartlar altinda ayni miktarda steril saf su konuldu.
Erlen yine ayn1 sekilde ¢alkalanarak sodyum hipoklorit ¢ozeltisi uzaklastirllmaya ¢aligildi. Bu
yikama islemi yaklasik 7 defa tekrarlandiktan sonra yiizeyi sterilize edilmis findiklar steril bir

petri kutusu icine aktarildi.

3.2.14.3. Kabuklu findiklarda yiizey sterilizasyonu

Kabuk yiizeyinde gelisen kiiflerin i¢ tanenin yiizey sterilizasyonunu olumsuz
etkilememesi icin once findiklar kabuklu olarak sodyum hipoklorit ¢ozeltisi ile muamele
edildi. Sonra kullanilmamus bir polietilen torba icinde kabuklar kirildi ve i¢ findiklar
kabuklarindan ayrildi. Icler aseptik sartlar altinda yiizey sterilzasyonu yapilacak olan

erlenmayere aktarildilar. Bundan sonra islem Madde 3.2.14.2’de belirtildigi gibi devam etti.

3.2.14.4. Findik orneklerinin tane halinde ekimleri

Madde 3.2.14.2°deki gibi sterilize edilip petri kutusuna alinan findik taneleri 4 ve 5’er

adet olacak sekilde steril PDA besiyerlerine ekildi. Ekim yapilan petri kutular1 28 °C’de 5 giin

inkuibatore birakildi.

Sekil 3.7. Findik 6rneklerinin tane halinde ekimleri
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3.2.14.5. Enfekte tane oraninin belirlenmesi

Inkiibatore birakilan petrilerde 3. ve 5. giinlerde mikroskobik sayimlar yapildi. Enfekte

tane orani su sekilde belirlendi:

Enfekte tane orani(%)=100*enfekte olan tane sayisi/toplam ekilen tane sayisi

3.2.15. A. flavus grubu funguslarin teshisi

Bu amacla PDA iizerinde gelisen tiim kiif kolonilerinin A.flavus grubu fungus olup

olmadiginin belirlenmesi i¢in inceleme yapilmistir. Bu amagla gerektiginde siipheli

kolonilerden preparat hazirlanip bu preparatlar mikroskopta incelenmistir.

A.flavus grubu funguslarin teshisinde Raper ve Fennel (1977), Samson ve ark. ’dan,

(1984) yararlanmilmistir. Bunlara gore Aspergillus flavus grubu funguslarin belirgin morfolojik

ozellikleri sunlardir;

Koloni renkleri tiredikleri besiyerine gore mavi-yesildir. Koloni capi ise 3.0-5.0 cm
arasindadir.

Konidial baglar yuvarlak, kiiresel olup ¢ok acik sari-yesil daha sonra koyu sari-yesil
renge dontismektedir. Konidial yapist kiiltiir yasi ilerledikce gevsek sekilde siitunsal
bir yapiya doniisebilmektedir.

Konidioforlar renksiz ¢ogunlukla piiriizlii ve kegemsi goriiniimdedirler.

Vesicle yuvarlaktan yan yuvarlaga kadar degisen, biiyiik kafalarda sopams1 veya erlen
seklindedir. Biiyiik kismi spor olugturmaya uygundur.

Sterigma (spor doguran hiicre) iki veya tek sirali; her ikisi birden ayni tiirde veya ayni
kafada bulunabilmektedir.

Selerotia koyu kirmizi-kahverengiden pembe kahverengiye veya siyaha kadar

degismektedir. Yuvarlak, yar1 yuvarlak veya uzanmis bir sekilde degismektedir.
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Sekil 3.8. Asilanmis tombul i¢ findikta A.flavus gelisimi

Sekil 3.9. A flavus gelisiminin konidial goriiniimii
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Sekil 3.10. A .flavus gelisiminin mikroskopta incelenmesi



4. BULGULAR

4.1. Yoreden a. Flavus izolasyonu Amach Alinan Toprak Orneklerinde Kiiltiirel Sayim

Sonuglari

Yoreden A.flavus izolasyonu amaciyla alinan 15 adet toprak orneklerinin her birinden
10’ar gr tartilarak steril erlenlerdeki fizyolojik tuzlu sulara kondu ve 10%¢ kadar diliisyon
hazirlandi. Hazirlanan diliisyonlardan yayma plaka yontemi ile PDA besiyerlerine ¢ift
paralelli ekim yapildi ve ekilen petriler 28 °C’de 5 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

siiresi sonunda petrilerin hi¢birinde A.flavus tiremesi gézlenmedi.

4.2. Yoreden A. flavus izolasyonu Amach Alinan Findik Orneklerinde Kiiltiirel Saymm

Sonuclari

Yoreden A.flavus izolasyonu amaciyla alinan 12 adet findik 6rneklerinin her birinden
10’ar gr tartilarak steril erlenlerdeki fizyolojik tuzlu sulara kondu ve 10™e kadar diliisyon
hazirlandi. Hazirlanan diliisyonlardan yayma plaka yontemi ile PDA besiyerlerine ¢ift
paralelli ekim yapildi ve ekilen petriler 28 °C’de 5 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

siiresi sonunda petrilerin hi¢birinde A.flavus tiremesi gézlenmedi.
4.3. Kara Findik ve Tombul Findikta Tane Biiyiikliigii ve Biiyiikliik Dagilim
Denemede kullanilacak olan findiklarin i¢ ve kabuklu olarak tane agirliklarinin

dagilimi asagidaki sekillerde gosterilmis ve bu dagilimlara ait ortalama, standart sapma ve

degisim katsayis1 degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.
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frekans(adet)

kabuklu kara findik Frekans

Agirhik(g)

Sekil 4.1. Kabuklu kara findikta agirlik dagilim

frekans(adet)

kabuklu tombul findik Frekans

1,5
Agirhik(g)

Sekil 4.2. Kabuklu tombul findikta agirlik dagilimi
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kara i¢ findik Frekans
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Sekil 4.4. I¢ tombul findikta agirhik dagilimi
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Cizelge 4.1. Denemede kullanilan kabuklu ve i¢ findiklarda ortalama, standart sapma ve

degisim katsayilar

kabuklu kara f. kabuklu tombu f.  kara findik i¢ tombul findik i¢
N 99 99 99 99
Ortalama 2,63 1,31 1,31 0,80
Standart sapma 0,35 0,33 0,23 0,21
Degisim katsayisi (%) 13,27 25,20 17,49 26,21

Not: Histogram ciziminde programin dista biraktig1 ¢ok az sayida veri bu hesaplamanin icine

alinmustir.

4.4. Depolama Denemesi Boyunca Findiklarda Enfekte Tane Oraninda Degisim

4.4.1. i¢c findiklarda A.flavus gelisimi oranlari

I¢ findiklarda kabuk olmadigindan A. flavus’un taneleri kolayca enfekte edebilecegini
gostermek amaci ile sadece A. flavus enfeksiyonu izlenmistir. Findiklar 2 hafta %96 NR
rutubet saglayan c¢ozelti iizerinde bekletilmislerdir. Yiizey sterilizasyonunun etkinligini
gostermek icin inokiilasyonun hemen arkasindan yapilan yiizey sterilizasyonundan sonra
ekilen her iki o6rnekten 25’er adet tane, PDA’da 7 giin inkiibasyon sonunda tombul findikta
hic A. flavus kolonisi olusmamis, kara findikta ise 6 adet tanede A. flavus kolonisi
gozlenmistir. Bu kontrol 3%10° adet spor/findik diizeyinde yiizeye ilave edilen A.flavus
sporlarinin yiizey sterilizasyonu ile uzaklastirildigi anlamina gelmektedir.

A.flavus sporlar ile inokiile edilmis ve edilmemis findiklarin %96 NR saglayan cozelti
tizerinde 2 hafta depolamasi sonucu A.flavus ile enfekte olan tanelerin oranlar1 Cizelge 4.2°de
verilmisgtir.

Cizelge 4.2°de goriilecegi iizere A. flavus ile inokiile edilen findiklarda cesitten
bagimsiz olarak enfeksiyon oran1 %84-100 civarina yiikselirken inokiile edilmeyenlerde her
iki cesitte 25 er tanede sadece birer adedinde A. flavus kolonisi goriilmiistiir. Buna dayanarak
inokiile edilen findiklarda enfeksiyonun kaynaginin asilanan A.flavus sporlart oldugu
sOylenebilir. Ayrica tabloya bakilarak yeteri kadar nem oldugunda ve yeteri kadar spor
bulundugunda tiim findik tanelerinin 1-2 hafta icinde A. flavus ile enfekte olabilecegi

gosterilmistir.
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Cizelge 4.3’de bu bulgulara ailt varyans analizi verilmistir. Buna gore A.flavus
enfeksiyonunda cesitlerin ve cesit inokiilasyon interaksiyonunun etkisi olmadigi halde sadece
inokiilasyonun etkili oldugu (p=0.000) gosterilmistir.

Cizelge 4.2. A.flavus sporlar ile inokiile edilmis ve edilmemis findiklarin %96 NR saglayan
cOzelti iizerinde 2 hafta depolamasi sonucu A.flavus ile enfekte olan tanelerin

oranlari

I¢ findiklarin depolama siiresi icinde tanelerde A. flavus enfeksiyonunda degisim

A. flavus enfeksiyonu goriilen taneler

Kara findik Tombul findik
Inokiilasyon yok Inokiilasyon var Inokiilasyon yok Inokiilasyon var
Depolama  Ekilen Adet % Adet % Adet % Adet %
stiresi (giin) tane
7 25 0 0 24 96 0 0 21 84
7 25 0 0 25 100 0 0 25 100
13 25 1 4 25 100 1 4 25 100
13 25 0 0 24 96 0 0 25 100

Not: A.flavus ile inokiile edilen findiklarin inokiilasyondan hemen sonra yapilan yiizey
sterilizasyonunun etkenligi kontrollerinde; inkiibe edilen 25'er findiktan kara ve tombul

findikta sirasiyla 6 ve O tane A. flavus ile enfekte tane goriilmiistiir.

Cizelge 4.3. I¢ findiklarda depolama sirasinda A. flavus ile enfekte tane artisi

Kareler Kareler
Varyasyon kaynagi toplami sd ortalamasi F p
Model 36872,000(a) 3 12290,667 635,724 ,000
sabit 38416,000 1 38416,000 1987,034 ,000
Cesit 4,000 1 4,000 ,207 ,657
inokiilasyon 36864,000 1 36864,000 1906,759 ,000
cesitXinokiilasyon 4,000 1 4,000 ,207 ,657
Hata 232,000 12 19,333
Toplam 75520,000 16
Diizeltilmis toplam  37104,000 15

4.4.2. Kabuklu findiklarda depolama boyunca toplam fungal kolonizasyon ve A. flavus

kolonizasyonunun degisimi

4.4.2.1. Kabuklu findiklarda A.flavus kolonizasyonunun depolama siiresince degisimi

Kabuklu findiklarda depolama boyunca gelisen (i¢ tanede) A.flavus kolonizasyonunun

degisimi Cizelge 4.4’de goriilmektedir.
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Cizelge 4.4. Kabuklu findiklarda depolama siiresi i¢inde goriilen A. flavus enfeksiyonundaki degisim (PDA'da

gozlenen)
A. flavus enfeksiyonu goriilen taneler
Kara findik tombul findik
inokiilasyon yok inokiilasyon var inokiilasyon yok inokiilasyon var

Depolama ekilen ekilen ekilen ekilen

siiresi(giin) tane adet % tane adet %o tane adet % tane adet %0
7 25 0 o0 25 0 0 25 0 0 25 0 0
7 25 0 o0 25 0 0 25 0 0 21 1 4,76
13 25 0 o0 20 0 0 25 0 0 25 0 0
13 25 0 o0 25 0 0 25 1 4
20 25 5 20 25 0 0
20 25 1 4 25 2 8
27 25 0 o0 25 2 8 25 1 4 25 0 0
27 25 0 o0 25 1 4 25 1 4 25 8 32
41 13 0 o0 12 2 16,67 12 0 0 12 12 100
41 13 0 o0 13 0 0 12 0 0 12 0 0
66 12 0 o0 10 0 0 12 0 0 12 0 0
66 12 0 o0 11 11 100 13 0 0 12 0 0
95 12 0 o0 12 0 0 12 0 0 12 0 0
95 11 0 o0 12 0 0 12 0 0 12 0 0
125 12 0 o0 12 0 0 12 0 0 12 0 0
125 12 0 o0 12 0 12 0 0 12 0 0

Cizelge 4.4’de goriildiigii gibi inokiilasyonun yapilmadigi kontrol ekimlerinde sadece
tombul findikta 27. giin ekimlerinde 1’er tanede A.flavus kolonizasyonuna rastlanmistir.
A.flavus ile inokiile edilen kabuklu kara findiklarda 15 6rnegin 5 adedinde 1-11 adet findikta
(%4-100 arasinda) A.flavus kolonizasyonu olmustur. Tombul findiklarda ise 16 6rnegin 4
adedinde 1-12 tanede (%4-100) A. flavus kolonizasyonu gozlenmistir.

Depolamanin 27. giiniinden itibaren findiklarin goriiniir bicimde kiiflenmesi, yiizey
sterilizasyonu yapilsa bile ¢cok sayida fungusun aktif olarak tiim tanelerin iizerini kaplamasi ve
dolayist ile tane iizerinde A.flavus kolonizasyonunun gozden kacirilma ihtimaline karsilik her
kavanozdan alinan 25 tanenin yarist %7.5 NaCl iceren PDA plaklaria ekilmislerdir. Bu
durumda c¢ok hizli gelisim gosteren tarla funguslarinin taneyi enfekte etmis olsalar bile bu
ortamda gelisemeyecekleri icin var olabilecek A.flavus gelisimini baskilayamayacaklar ve
dolayisiyla eger A.flavus enfeksiyonu varsa ortiilmeden veya baskilanmadan goriilebilecektir.

Kabuklu findiklarda A.flavus enfeksiyonuna(kolonizasyonuna) ait verilerin varyans

analizi Cizelge 4.5’ de goriilmektedir.



30

Cizelge 4.5. Kabuklu findiklarda toplam A.flavus enfeksiyonu iizerine inokiilasyon,

depolama siiresi ve ¢esidin etkisine ait varyans analizi

Kareler )
Varyasyon kaynagi Kareler S.D ortalamasi F Onemlilik (p)
Inokiilasyon 1684,464 1 1684,464 4,731 ,037
Cesit 1,799 1 1,799 ,005 ,944
Depolama Siiresi 2088,624 8 261,078 ,733 ,662
InokiilasyonxCesit ,254 1 ,254 ,001 ,979
InokiilasyonxDep.siiresi 1992,718 7 284,674 , 799 ,593
CesitxDepolama siiresi 2289915 8 286,239 ,804 ,604
InokxCesitxDep.siiresi 2140,316 7 305,759 ,859 ,548
Hata 11750,227 33 356,067
Toplam 24300,454 67
Diizeltilmis toplam 22036,952 66

Cizelgede 4.5°de goriildiigii gibi sadece inokiilasyonun etkisi sinirda 6nemli bulunmustur
(p=0.037). Diger faktorler, oOzellikle depolama siiresi ve inokiilasyonXdepolama siiresi
interaksiyonu istatistiki olarak onemli bulunmamaistir.

Sekil 4.5 ve 4.6’da inokiile edilen findiklarda depolama siiresine bagli olarak A.flavus ile

enfekte olan tane yiizdesinin degisimi goriilmektedir.

Kabuklu kara findiklarda A. flaws ile inokllasyondan sonra
depolama siirecinde A. flawsla enfekte tane oraninda degisme
120 -
y = 0,0084x + 9,7456
—~ 100 - b 2
IS R = 0,0002
@ 80
S
- 60 i
8
fq‘_, 40
S 20 - . R
0 AA—’#p—ﬁO—%oﬁ—ﬁoﬁ
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depolama siiresi (giin)

Sekil 4.5. Kabuklu kara findiklarda A.flavus ile inokiilasyondan sonra depolama siirecinde

A.flavus’la enfekte tane oraninda degisme
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Sekilde goriildiigii gibi depolama siiresice A.flavus enfeksiyonuna ait artis trendine ait
dogrunun egimi hemen hemen sifirdir ve dogrunun istatistiksel olarak onemliligine ait R2

degeri hemen hemen sifira esittir.

Sekil 4.6’da A.flavus ile inokiile edilen kabuklu tombul findiklarda A.flavus

enfeksiyonunun(kolonizasyonunun) zamana baglh degisimi goriilmektedir.

Kabuklu tombul findiklarda A. flaws ile inokilasyondan sonra
depolama surecinde A. flawsla enfekte tane oraninda degisme
120 -
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&
@ 80 |
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- 60 -
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x i
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Sekil 4.6. Kabuklu tombul findiklarda A.flavus ile inokiilasyondan sonra depolama siirecinde

A.flavus’la enfekte tane oraninda degisme

Depolamanin 41. giiniinden itibaren alinan 6rneklerde tanelerin yarisi1 %7,5 NaCl
iceren PDA vasatlarinda ekilerek A.flavus enfeksiyonu belirlenmeye calisilmistir. Boylece
tarla funguslarinin gelismesi engellenerek olast bir depo fungusunun gelismesinin

baskilanmasi saglanmistir.

%7.5 NaCl iceren PDA larda yapilan A.flavus ile enfekte tane belirlenmesine ait

sonuclar Cizelge 4.6’da goriilmektedir.
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Cizelge 4.6. Kabuklu findiklarin depolama siiresi i¢inde tanelerde A. flavus enfeksiyonunda degisimi (%7.5
NaCl iceren PDA'da gozlenen)

A. flavus enfeksiyonu goriilen taneler

Kara findik tombul findik
inokiilasyon yok inokiilasyon var inokiilasyon yok inokiilasyon var
Depolama ekilen ekilen ekilen
stiresi(giin)  ekilen tane adet % tane adet % tane adet % tane adet %
41 12 1 8,33 13 2 1538 13 0 0 10 10 100
41 12 0 0 12 0 0 13 0 0 13 0 0
66 13 0 0 15 0 0 13 0 0 13 0 0
66 13 0 0 13 6 46,15 10 0 0 13 0 0
95 13 0 0 13 0 0 13 0 0 13 0 0
95 13 0 0 13 0 0 13 0 0 13 0 0
125 13 0 0 13 0 0 13 0 0 13 0 0
125 13 0 0 13 0 0 13 0 0 13 0 0

Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi inokiile edilmeyen Orneklerde sadece kara findiklarda 1
ornekte ve sadece 1 tanede (%8.33) A.flavus kolonizasyonu goriilmektedir. Inokiile
edilenlerde ise kara findikta 2 6rnekte ve tombul findikta 1 6rnekte 2- 10 tanede (%15,38-100
oraninda A. flavus kolonizasyonuna rastlanmistir.

A.flavus enfeksiyonunun %7,5 NaCl iceren PDA’lh vasatlarda belirlenen diizeyin
izerine depolama siiresi, inokiilasyon ve ¢esidin etkisine ait varyans analizi ¢izelge 4.7°de

goriilmektedir.

Cizelge 4.7. Kabuklu findiklarda A.flavus enfeksiyonunun %?7.5 NaCl iceren PDA ile
belirlenen diizeyi iizerine A.flavus inokiilasyonu, depolama siiresi ve findik

cesidinin etkisine ait varyans analizi tablosu.

Kareler Kareler Onemlilik
Varyasyon kaynagi toplami S.D. ortalamasi F (p)
1nokijlasy0n 733,494 1 733,494 1,887 ,188
Cesit 28,366 1 28,366 ,073 ,790
Depolama siiresi 1277,775 3 425,925 1,096 ,379
Inokiilasyonxgesit 68,430 1 68,430 ,176 ,680
Inok.xdepolama siiresi 965,275 3 321,758 ,828 ,498
Cesitxdepolama siiresi 965,275 3 321,758 ,828 ,498
Inok.xgesitx dep.siiresi  1277,775 3 425,925 1,096 ,379
Hata 6218,154 16 388,635
Toplam 12436,308 32
Diizeltilmis toplam 11534,545 31

Cizelgede 4.7°de goriildiigi gibi inokiilasyon da dahil olmak iizere higbir faktor ve

interaksiyonlar istatistiki olarak 6nemli bulunmamastir.
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4.4.2.2. Kabuklu findiklarda fungal kolonizasyonun depolama siiresince degisimi

Cizelge 4.8. Kabuklu findiklarin depolama siiresi i¢inde tanelerde toplam fungal enfeksiyonda

degisimi (PDA'da gbzlenen)

enfeksiyon goriilen taneler

Kara findik tombul findik
inokiilasyon yok inokiilasyon var inokiilasyon yok inokiilasyon var
Depolama  ekilen ekilen ekilen ekilen
siiresi(giin) tane  adet % tane adet % tane adet Yo tane adet %0
7 25 24 96 25 25 100 25 24 96 25 25 100
7 25 25 100 25 25 100 25 23 92 21 21 100
13 25 20 80 20 20 100 25 21 84 25 20 80
13 25 25 100 25 23 92 25 14 56
20 25 25 100 25 25 100
20 25 25 100 25 23 92
27 25 25 100 25 25 100 25 25 100 25 23 92
27 25 25 100 25 25 100 25 25 100 25 17 68
41 13 13 100 12 12 100 12 12 100 12 12 100
41 13 13 100 13 13 100 12 12 100 12 12 100
66 12 12 100 10 10 100 12 12 100 12 12 100
66 12 12 100 11 11 100 13 11 84,61 12 12 100
95 12 12 100 12 12 100 12 12 100 12 12 100
95 11 11 100 12 12 100 12 12 100 12 12 100
125 12 12 100 12 12 100 12 12 100 12 12 100
125 12 12 100 12 12 100 12 12 100 12 12 100

Cizelge 4.8’de goriildiigii gibi toplam fungal enfeksiyon kabuklu tanelerde sadece 1

ornek hari¢c %84 -100 arasinda degismistir. Depolamanin 7-27 giinleri arasinda enfeksiyon

%56-100 arasinda degisirken 41. giinden itibaren sadece bir 6rnek (%84.61) 35 ornekte tim

taneler enfekte olmustur. Buna dayanarak toplam fungal enfeksiyonun baslangicta nispeten az

daha sonra biraz daha yiiksek oldugu sdylenebilir. Bu amagla yapilan varyans analizi Cizelge

4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.9. Kabuklu tanelerde depolama siiresince toplam fungal enfeksiyonda degisim

Kareler Onemlilik
Varyasyon kaynagi Kareler toplami S.D. ortalamasi F (p)
Inokiilasyon 71,334 1 71,334 447 ,508
Cesit 2,735 1 2,735 017 ,897
Depolama siiresi 7961,021 8 995,128 6,240 ,000
Inokiilasyonxcesit 410,579 1 410,579 2,575 ,118
Inok.xdeneme siiresi 302,676 7 43,239 271 ,961
Cesitxdeneme siiresi 2860,990 8 357,624 2,243 ,049
Inok.xcesitxden. siiresi 1516,325 7 216,618 1,358 ,255
Hata 5262,343 33 159,465
Toplam 596871,763 67
Diizeltilmis toplam 18575,693 66
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Cizelge 4.9°da goriildiigii gibi sadece depolama siiresi (p=0.000) ile ¢esitXdepolama
siiresi interaksiyonu (p=0.049) fungal degisimde énemli bulunmustur.

Tablolarda sadece enfekte tane olarak goriilmekle birlikte depolamanin sonuna dogru
ayn tanede birden fazla fungus kolonisi daha yaygin hale gelmis ve taneler iizerinde fungal
gelisme ¢ok daha giiclii olmustur. Bu gelisen funguslar ¢cogunlukla Aspergillus ve Penicillium
cinslerinin disinda yani depo funguslart olmustur. A.flavus kolonizasyonunun daha iyi
goriilebilmesi i¢in 41. gilinden itibaren her ornekteki findik tanelerinin yarist (tabii olarak
yiizey sterilizasyonundan sonra) %7.5 NaCl iceren PDA vasatina ekilmisir. Bu vasatta hemen
hemen sadece depo funguslar1 (Penicillium ve Aspergillus cinslerine ait funguslar)
gelisebilmektedir. Bu vasatta enfekte tanelerin depolama siiresince degisimi Cizelge 4.10° da

goriilmektedir.

Cizelge 4.10. Kabuklu findiklarin depolama siiresi i¢inde tanelerde depo fungusu

enfeksiyonunda degisimi (%7.5 NaCl iceren PDA'da g6zlenen)

A. flavus enfeksiyonu goriilen taneler

Kara findik tombul findik
inokiilasyon yok inokiilasyon var inokiilasyon yok inokiilasyon var

Depolama  ekilen ekilen ekilen ekilen
stiresi(giin) tane adet % tane  adet % tane  adet % tane adet %
41 12 12 100 13 8 61,54 13 13 100 10 10 100
41 12 12 100 12 12 100 13 13 100 13 13 100
66 13 13 100 15 15 100 13 13 100 13 13 100
66 13 13 100 13 9 69,23 10 5 50 13 13 100
95 13 13 100 13 13 100 13 13 100 13 13 100
95 13 13 100 13 13 100 13 13 100 13 13 100
125 13 13 100 13 13 100 13 13 100 13 13 100
125 13 13 100 13 13 0 13 13 100 13 13 100

Cizelge 4.10°da goriildiigii gibi depo fungusu enfeksiyonu yoniinden 32 Ornekten
sadece 3’iinde enfeksiyon %100’iin altindadir. Diger 29 6rnekte tiim orneklerde tiim taneler

depo funguslari ile de enfekte durumdadir.

4.4.3. Depolanan kabuklu findiklarda depolama baslangicinda ve sonunda yiizeyde

toplam fungus ve A.flavus diizeyleri

Kabuk yiizeyinde O6nceden varolan sporlarin yaninda yiizeyde gelisen fungal yiikiin

bilinmesi ve asilanan ve agilanmayan findiklarin yiizeyinde baslangicta ve deneme sonunda
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varolan A.flavus yiikiiniin belirlenmesi amaciyla kabuklu findiklarin yiizeyindeki fungal yiik

belirlenmeye calisilmistir.

Bu amagla A.flavus inokiile edilmeyen findiklarda baslangi¢ aninda 25 adet findik 100
ml diliisyon cozeltisi icinde calkalanarak bunlardan seri diliisyonlar hazirlandi, bunlardan
PDA’ya yayma plaka halinde yapilan plaklarda toplam kiif sayimi ve A. flavus grubu
funguslari sayimi yapilmistir.

A.flavus ile inokiile edilmemis Orneklerde toplam kiif saymmi Cizelge 4.11°de

verilmistir.

Cizelge 4.11. Denemede kullanilan findiklarda yiizey fungal yiikii

cesit ic/k inokiilasyon Sayim (kob/adet findik)
kf k yok 1,3x10*
kf k yok 3,1x10*
tf k yok 1,8x104
tf k yok 2,3x104
tf ic yok 5,2x10°
tf ic yok 1,2x10*
kf ic yok 1,1x10*
kf ic yok 1,2x10*

Cizelgede goriildiigii gibi denemede kullanilan findiklarin yiizeyindeki kiif yiiki 0.5-
3.1*¥10* cfu/adet findik arasinda degismistir. Iclerin fungal yiikii kabklularin biraz daha
altindadir. Ayn1 plaklarda A.flavus kolonisi varligi da arastirilmistir. Tlk diliisyundan (-1) 4’er
petriye yapilan ekimlerde sadece 4 ornege ait 7 adet petride 1’er adet A.flavus kolonisine
rastlanmistir. Sayinin bu kadar diisiik olmasi nedeniyle bir sayim sonucu hesaplanmamistir
ancak bu diizey en fazla 100-200 kob/ adet findiga tekabiil etmektedir.

Asilama sonrasi yiizeyde olusan A.flavus yiikii de ayni yontemle belirlenmis olup

sonuclar Cizelge 4.12°de da verilmistir.

Cizelge 4.12. Deneme baslangicinda asilanan findiklarda yiizeyde A.flavus yiikii

cesit ic/k inokiilasyon Sayim (kob/adet findik)
kf k var 1,8x10°
kf k var 1,2x10°
tf k var 6,1x10°
tf k var 5,7x10°
kf ic var 1,0x10°
kf ic var 1,3x10°
tf ic var 1,1x10°

tf ic var 1,9x10°
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Asilama sonunda findiklarda fungal yilk hemen hemen tamamen A.flavus’tan
olusmustur. Bazi petrilerde tek tiik farkli kolonilere rastlanmistir. Cizelgede goriildiigii gibi A.
flavus yiikii 1.0-6.1*%10° arasinda degismis ve kabuk ve i¢ arasinda 6énemli bir farklihk
olusturmamistir. Bu diizeyde asilama benzeri ¢calismalarda kullanilan bir diizeydir .

Onemli olan depolama siirecinde bu yiikiin yok olup almadigidir. Denemenin 126.

giiniinde ayn1 sayim yapilmis olup sonuglar Cizelge 4.13’de verilmistir.

Cizelge 4.13. Depolama sonunda kabuklu findiklarin yiizeyinde toplam kiif yikii

cesit ic/k inokulasyon Sayim (kob/adet findik)
tf k var 2,8x10°
tf k var 1,9x10°
kf k var 2,6x10°
kf k var 7,1x10°
kf k yok 9,6x10°
kf k yok 9,4x10°
tf k yok 3,9x10°
tf k yok 2,0x10°

Cizelge 4.14. Depolama sonunda kabuklu findiklarin yiizeyinde A.flavus yiikii

cesit ic/k inokulasyon Sayim (kob/adet findik)
tf k var 1,5x10°
tf k var 2,6x10°
kf k var 1,4x10°
kf k var 9,2x10*
kf k yok *)
kf k yok *)
tf k yok *)
tf k yok *)

(*) ekilen 3 diliisyona ait petrilerin hi¢ birisinde A.flavus kolonisi goriilmemistir.

4.4.4. Depolama denemesi boyunca findiklarda agirhik degisimi

Metot boliimiinde belirtildigi gibi, depolamaya konulacak tiim findiklar dnce tartilip
sonra kavanoza yerlestirilmislerdir. Her kavanoz depodan alindiginda yiizey sterilizasyonu
yapilmadan 6nce findiklar tartilmislardir. {1k tartim ile son tartim arasindaki farkin % ifadesi
bize agirlik degisimini vermistir.

Inokiile edilenlerde tartim inokiilasyondan sonra yapilmustir.

Asagida tiim depolamada tutulan findiklarin depodan ¢ikarildiklar1 andaki, depolama

baslangicina gore agirlik degisimleri grafikler halinde verilmistir.
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inokiile edilmemis kabuklu kara
findikta agirhk degisimi(%)
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Sekil 4.7. Inokiile edilmemis kabuklu kara findikta agirlik degisimi(%)

inokiile edilmemis kabuklu tombul
findikta agirlik degisimi(%)
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Sekil 4.8. Inokiile edilmemis kabuklu tombul findikta agirlik degisimi(%)
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inokiile edilmemis kara i¢ findikta
agirhk degisimi(%)
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Sekil 4.9. Inokiile edilmemis kara i¢ findikta agirhk degisimi(%)
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Sekil 4.10. Inokiile edilmemis tombul i¢ findikta agirlik degisimi(%)



39

inokiile edilmis kabuklu kara findikta
agirhk degisimi(%)
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Sekil 4.11. inokiile edilmis kabuklu kara findikta agirlik degisimi(%)
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Sekil 4.12. inokiile edilmis kabuklu tombul findikta agirlik degisimi(%)
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inokiile edilmis kara ic findikta agirlik
degisimi(%)
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Sekil 4.13. Inokiile edilmis kara i¢ findikta agirlik degisimi (%)

inokiile edilmis tombul i¢ findikta
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Sekil 4.14. Inokiile edilmis tombul i¢ findikta agirlik degisimi (%)

Yukanda grafiklerde her nokta bir kavanozdaki 25 adet findigin toplam agirhigindaki
depolama baslangici ve depodan cikarildigr an arasindaki agirlik farkim1 gostermektedir. Her
veri ayrt findik kavanozundan elde edildiginden siire¢ boyunca diizenli bir egilim

goziikmemektedir.
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Ancak genelde tiim degisimler pozitif yondedir. Buna gore genelde depolama
siiresince findiklarin nem alarak agirhigimin artti§i goriilmektedir. Inokiile edilmemis
findiklarda bu nem degisimi daha diizenli goriilmektedir.

Depolamada nem artis1 cok acik goziikmese de findik yiizeyinde nem artmis ve
findiklarin yiizeyinde gozle goriilebilir bir fungal gelisim meydana gelmistir.

Asagida Sekil 4.15° de depolamaya yeni konulan bir kavanoz goriilmektedir. Sekilde

goriildiigii gibi findiklarin yiizeyin herhangi bir kiif gelisimi gézlenmemektedir.

Sekil 4.15. Depolamaya yeni konulan bir kavanoz

Sekil 4.16 *da ise tel file icinde depolama siiresinde findik yiizeyinde gelisen koloniler

goziikkmektedir.

Sekil 4.16. Depolama siiresince tel file i¢indeki findiklarin yiizeyinde gelisen koloniler



5. TARTISMA ve SONUC

Yore topraklarindan ve yorede alinan findik 6rneklerinden PDA besiyerine yapilan
ekimlerde hicbir A.flavus kolonisine rastlanmamastir.

Asil depolama denemesi sirasinda kullanilan 4 adet kabuklu ve 4 adet i¢ findigin
yiizey floralar 25’er adet findigin diliisyon ¢ozeltisi i¢inde calkalanmis ve bunlardan yapilan
ekimler ile belirlenmistir. Buna gore findik yiizeylerinde toplam fungal yiik 5,2x10°-3,1x10*
kob/tane findik arasinda degisirken ilk dilisyonlardan ekilen 32 petriden sadece 4’iinde 7 adet
A.flavus kolonisi gelismistir. Bu da yore findiklarinda veya deneme findiklarinda A.flavus un
yaygin olan funguslar i¢inde olmadigin1 gostermektedir. Bu durum A.flavus’un yorede en
yaygin funguslar arasinda olmadiginin bir 6l¢iisii olarak kabul edilebilir. Tunail(2000) ve
Heperkan(2003)’de  A.flavus’u  Tiirkiye findiklarinda yaygin olan kiifler arasina
koymamaktadir.

Bu calismada kullanmak iizere yoreden getirilen findik ve toprak Orneklerinden
A.flavus izole edilmemesi tizerine TUBITAK MAM’1n kiiltiir kolleksiyonundan 3024 ve 332
no’lu  A.flavus kiiltiirleri temin edilmistir. Penetrasyon calismasinda bu  kiiltiir
kolleksiyonundan temin edilen 3024 no’lu A.flavus susu kullanilmistir.

Denemede kullanilan kabuklu ve i¢ kara findiklarda ortalama tane biiyiikliigii sirasiyla
2,63 ve 1,31 g olurken bu degerler tombul findiklarda sirasiyla 1,31 ve 0,80 g olmustur.
Findiklarin agirliklarinin dagilimina ait standart sapma 0,21-0,35 g arasinda, degisim katsayisi
ise %13,27-26,61 arasinda degismistir. Bu durumda findik biiyiikliikleri arasinda yaklasik 2-3
kata yakin agirlik farki oldugu soylenebilir. Findiklar herhangi bir kalibrasyona tabi
tutulmadigindan tarafimizdan yapilan depolama denemesinde de oldugu gibi kullanilmistir.
Biiyiikliik farki mutlaka inokiilasyonda tane bagia diisen spor miktarm etkilemis olabilir.
Ancak bu miktar hic¢ bir zaman 3-10 kat gibi 0,5-1 logaritmik devre boyutunda olmayacaktir.

Ic ve kabuklu findiklarda inokiile edilmis ic ve kabuklu findiklarin fungal yiikiinii
belirlemek amaci ile yapilan ekim sonuglar ¢izelge 4.11 ve 4.12°de verilmistir. Burada
goriilecegi tizere inokiile edilmemis findiklarda fungal yiik 5,2x10°-3,1x10" kob/adet findik
degisirken A.flavus kolonisi sadece 4 oOrnege ait 7 petride 1’er adet olarak goriilmiistiir.
A.flavus’la inokiile edilen findiklarda yiizey florasinin hemen hemen sadece A.flavus’tan
ibaret oldugu goriilmiistiir. Bu orneklerde A.flavus yiikii 1,1x10°-6,1x10° kob/adet findik
diizeyinde olmustur. Buna dayanarak inokiile edilen findiklarda A.flavus yikiiniin hemen

hemen tarafimizdan yapilan asilama ile elde edildigi sdylenebilir.
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Findiklar denemeye baslamadan once tek tek stereo mikroskop altinda incelenerek
herhangi bir ¢atlak veya delik olup olmadigi belirlendikten sonra materyal olarak alinmus,
catlak veya zedeli olanlar kullanilmamistir. Buna gore calismada ekilen bu sporlarin saglam
kabugu gecerek ice ulasip ulasmadigi incelenmis olacaktir.

I¢ findiklar %96 NR’li ortamda 2 hafta depolanmuslardir. Depolama sonunda A.flavus
ile enfekte olan tane miktarlari(%) cizelge 4.2’de verilmistir. Cizelgede goriildiigii gibi
inokiile edilmemis kara ve tombul findiklarda 25’er taneden sadece 1’er tanede %4
enfeksiyon/kolonizasyon meydana gelirken inokiile edilenlerden 7. giin drneklerinde %84-96
13.giin Orneklerinde ise tanelerin %96-100’linde A.flavus kolonizasyonu goriilmiistiir. Buna
dayanarak i¢ findik ylizeyine inokiile edilen A.flavus sporlari 1-2 hafta icinde i¢ findik
tanelerinin hemen hemen tamamini enfekte etmistir. Bunu i¢ findig1 fungal istilaya karsi
koruyan herhangi bir bariyeri olmadigi seklinde degerlendirebiliriz. ikinci olarak deneme
ortami olan %96 NR saglayan tuz cozeltisi A.flavus’un gelismesi icin yeterli bir ortam
hazirladig1 seklinde degerlendirilebilir. Cizelge 4.3’de A.flavus enfeksiyonunun inokiilasyon
ve ¢eside bagl olarak degisimine ait varyans analiz tablosu yer almaktadir. Burada goriildiigii
gibi kabuksuz i¢ findiklarda cesit A.flavus kolonizasyonunda Onemli bir etken
degildir(p=0,675). Buna karsihk inokiilasyon istatistiki olarak ¢ok Onemli bir
etkendir(p=0,000). Baska bir deyisle findiklarda i¢ taneye penetre olarak gelisen A.flavus
tarafimizdan inokiile edilen kiiltiirdiir.

Kabuklu findiklarda depolama denemesi 125 giin siirmiistiir. Depolama siiresince
tanelerde A.flavus enfeksiyonunun degisimi cizelge 4.4’de verilmistir. Cizelgede goriildigi
gibi kara findiklarda inokiile edilmemis olan hicbir tanede A.flavus kolonizasyonu
gozlenmemistir. Inokiile edilmemis tombul findiklarda ise sadece 27. giin drneklerinin birer
tanesinde A.flavus kolonizasyonu goriilmiistiir. Bu durum A.flavus sporlarinin yeterli olmadigi
durumlarda A.flavus enfeksiyonunun c¢ok az diizeyde olusabilecegi anlamina gelebilir. Ancak
tezin amaci inokiile edilen sporlarin i¢ taneye ge¢ip gecmedigidir. Cizelge 4.4’de goriildiigi
gibi inokiile edilen findiklarda 59 6rnegin 13 tanesinde 7-66. giinler arasinda %4-100 arasinda
A.flavus kolonizasyonu gozlenmistir. Onemli olan bu kolonizasyona neden olan fungusun
kabugu gegerek i¢ taneye ulasip ulasmadigidir. Inokiile edilen i¢ tanelerde son derece
homojen bir kolonizasyon gozlenirken, kabuklu findiklarda A.flavus enfeksiyonu bir
rasgelelik gostermektedir. Bu dagilima ait varyans analiz tablosu cizelge 4.5’de verilmistir.
Cizelgede goriildiigii gibi inokiilasyon sinirda etkili/6nemli goziikiirken (p=0,037) depolama

siiresi ve cesit(kabuk kalinligr anlaminda) 6nemli bulunmamistir(p>0,05).
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Kabuklu kara ve tombul findiklarda A.flavus enfeksiyonunun zamana bagh degisimi
sekil 4.5 ve 4.6’da goriilmektedir. Her iki sekilde de rasgele olusan A.flavus enfeksiyonunun
zamana bagh olarak arttigin1 gosterir bir egilim yoktur. Eger A.flavus kabugu gecerek ice
ulagmis olsa idi, depolama siiresince zamanla bu enfeksiyonun artmasi gerekirdi. Bu nedenle
inokiile edilen tanelerde goriilen A.flavus enfeksiyonunu sporlarin geliserek kabugu asmasi ile
aciklamak pek miimkiin goriinmemektedir. Bu enfeksiyonlar bir anlamda deneysel ¢alisma
sartlari ile ilgili olabilir.

Depolamanin ilerlemesi ile tane yiizeyinde bile gozle goriiliir kiif gelisimi meydana
gelmistir. Ekilen tanelerde ise tanenin yilizeyi tamamen hizla bir kiif tabakasi ile
kaplanmaktadir. Tarla funguslarinin bu yogun gelisimini engellemek ve varsa A.flavus
enfeksiyonunun goriiniir hale gelmesine imkan vermek icin 41. giinden itibaren yiizeyi
sterilize edilen tanelerin yaris1 %7,5 NaCl iceren PDA’lar iizerinde inkiibe edilmistir. Bu
durumda taneler iizerinde hemen hemen sadece Penicillium ve Aspergillus cinslerine ait
funguslar gelismistir. Depolamanin 45-125. giinleri arasinda ekilen 32 6rnekten inokiilasyon
olmayan bir 6rnekte yalmz 1 tanede A.flavus gelisirken inokiile edilenlerden 3 6rnekte %15-
100 arasinda A.flavus enfeksiyonu goriilmiistiir. Bu dagilima ait varyans tablosu cizelge
4.7°de goriilmektedir. Cizelgeden goriilecegi lizere A.flavus kolonizasyonunun orneklerdeki
diizeyi iizerine inokiilasyon, depolama siiresi ve cesitle bunlar1 interaksiyonlarinin hicbirinin
etkisi istatistiki olarak dnemli olmamistir(p>0,05).

Kabuklu findiklarda toplam fungal kolonizasyonun depolama siiresine bagl olarak
degisimi cizelge 4.8 ve 4.10’da , bunlara ait istatistiki degerlendirme c¢izelge 4.9 ve 4.11°de
verilmistir. Cizelge 4.8 ve 4.9’un incelenmesinden goriilecegi lizere toplam fungal enfeksiyon
ilk iki hatta %80-100 arasinda degisirken 3. haftadan itibaren tiim orneklerde %100 olmustur.
Toplam fungal enfeksiyonun zamana bagh bu artis1 cizelge 4.9’da goriildiigii gibi istatistiki
olarak 6nemli bulunmustur. Yapilan gozlemlerde enfeksiyonun biiyiik bir kismi tarla
funguslarma aittir. Bu durumda cok fazla nem ihtiyac1 olan tarla funguslarinin gelisme
buldugu bir ortamda daha az neme ihtiya¢ duyan A.flavus sporlarinin gelismesi diisiiniilemez.
Bu durum %96’lik NR’li ortamda A.flavus sporlarinin kabugu gecemedigi veya onlar gecene
kadar ortamdaki diger funguslarin tamamen ortama hakim oldugu seklinde de
degerlendirilebilir.

Diger bir onemli konu inokiile edilen A.flavus sporlarinin ilerleyen depolama
siirecinde diger fungal gelisme veya baska nedenlerle yok olup olmadigidir. Bu amagla
deneme baslangicinda ve sonunda kabuklu findiklarin yiizeyinde A.flavus sayist findiklar

diliisyon ¢ozeltisinde calkalayip bu ¢ozeltiden yapilan ekimler ile incelenmistir. Cizelge
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4.11°de goriildiigii gibi inokiile edilmeyen kabuklu findiklarda yiizey fungal yiikii 1,3x10°-
6, 1x10° cfu/adet.findik arasinda olmustur.

Depolamanin 125. giiniindeise cizelge 4.13’de goriildiigii gibi toplam fungal yiik
2,0x10%-9,6x10°fu/adet.findik diizeyine yiikselmistir. Bu yiikselis 2 logaritmik devreden
biraz daha yiiksektir. Yiizeyde fungal yiikiin artmas1 ortam sartlarinin fungal gelismeye imkan
verdigi seklinde degerlendirilebilir. Depolama sonunda findik yiizeyinde A.flavus yiiki
cizelge 4.14’de goriildiigii gibi asilanan orneklerde 9,2x10%-2,6x10°kob/adet.findik arasinda
degisirken inokiile edilmeyenlerde yiizey florasi icinde A.flavus’a rastlanmamaistir.

Depolama denemesi baglangicinda yiizeye inokiile edilen A.flavus ile depolamanin
125. giiniinde yiizeydeki canli kalan yiik arasinda fark goriillmemektedir.

Sonug olarak inokiile edilmeyenlerde A.flavus gelismemis inokiile edilenlerde ise
A.flavus diizeyi artmamis veya azalmamistir.

Bu calismada findiklarin depolama ortaminda nem kazanip kaybetme durumlarini da
ortaya koymak i¢cin deneme kavanozlarina konulan findiklar baslangi¢c aninda ve analiz icin
cikarildiklar1 an tartilmislardir. Baslangica gore analiz anina kadar gecen depolama siirecinde
% agirhik degisimleri sekil 4.7 ve 4.14 de gosterilmistir. Tiim sekillerde goriilecegi tizere bir
iki istisna hari¢ tiim 6rneklerde degisim pozitif dogrultudadir. Buna gore depolama boyunca
findiklarin ortamdan nem aldig1 ve dolayisiyla yiizeylerinin findigin geri kalan kismina gore
daha nemli oldugu ve findigin depolama sirasinda kurumadigi soyleneblir. Depolama
siirecinde kabuklu ve i¢ tanelerin yiizeyinde fungal gelisim hatta depo funguslarinin gelisimi
bu nem artisin1 dogrulamaktadir.

Sonug olarak yapilan bu depolama denemesinde kabuksuz taneler kolaylikla asilanan
A.flavus ile enfekte olurken, saglam kabuklu findiklarda %96 NR’li ortamda A.flavus’un
kabugu gecerek ic taneyi enfekte ettigini soylemek zordur.

Bu durum findik kabugunun nemli ortamda A.flavus sporlarinin ¢imlenerek i¢ tanede
gelismesinin Oniinde onemli bir engel oldugunu ve Karadeniz bolgesinde yaygin olan findigin

kabuklu depolanmasinin dogru bir yontem oldugu sdylenebilir.
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