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Kirmizi biberde aflatoksin olusturmayan Aspergillus flavus
izolatlarinin belirlenmesi

Bekir Biilent ARPACI', Ayhan AK?, Kerim KARATAS?, Mehmet KOC', Peter J. COTTY?

OZET

Amacg: Turkiye’nin  giineyinde yer alan
Kahramanmaras, kirmizi  biber Uretmek icin
genis Uretim alanlarina sahiptir.  Kurutulmus

kirmizibiber diinyada en cok uretilen baharattir ve
kurutulmus gidalar en fazla mikotoksin bulasimina
maruz kalan Urunlerdir. Bu mikotoksinlerden
aflatoksinler Aspergillus cinsine giren bircok tir
tarafindan Uretilen zehirli fungal bilesiklerdir.
Tirk Gida Kodeksi Bulasanlar Yonetmeligine gore
baharatlarda toplam aflatoksin miktar1 10 pg/kg
ile sinirlandirilmistir. Aflatoksinle bulasik iriinlerin
toksik ve kanser yapici etkileri bulunabilir. Aflatoksin
bulasim1 uriintin kalitesini dusirir ve pazarlama
olanaklarini sinirlandinir.  Aspergillus flavus tiri S
ve L irklari olarak iki gruba ayrilabilir. S irklar1 genel
olarak L irklarindan daha fazla aflatoksin olusturma
egilimindedirler. L irkina giren Aspergillus kiflerinin
bircogu  aflatoksin  olusturmamaktadir.  Toksin
uretmeyen A. flavus izolatlar aflatoksin bulasiminin
onlenmesi amaci ile biyolojik kontrol ajani olarak
kullanilabilmektedir. Bu calisma kirmizibiberde
aflatoksin ureten tirleri ve uygun kosullar altinda
da olsa toksin liretme yetenegi bulunmayan izolatlar
belirlemek amaci ile yuritilmustur.

ABSTRACT

Objective: Kahramanmaras, located south of
Turkey, has large cultivation areas in order to produce
red pepper. Dried red pepper is the most produced
spice in the world and dried foods are products
exposed to the most mycotoxin contamination.
Of these mycotoxins, aflatoxins are toxic fungal
compound produced by several species of Aspergillus
genus. According to Turkish Food Codex Regulation on
Contaminants it was limited total aflatoxin amount
in spices with10 pg/kg. Aflatoxin contaminated
products may be effect toxic and carcinogenic.
Contamination with aflatoxins reduces crop quality
and limits marketing possibilities. Aspergillus flavus
species can be divided into two groups as S and L
strains. Generally S strain tends to produce greater
quantities of aflatoxins than do L strain. Many of the
Aspergillus molds belonging L strain cannot produce
aflatoxin. Non toxigenicisolates of A. flavus can be
used as biological control agents to prevent aflatoxin
contamination. This study was carried out in order
to determine the aflatoxin -producing species on red
pepper and identify isolates that lack the ability to
produce toxins under suitable conditions.
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Yontem: izole edilen A. flavus S ve Lirklari A&M
s1vi ortamina aktarilmistir. Aflatoksin kantifikasyonu
HPLC ile yapilmistir.

Bulgular: Kirmizibiber orneklerinden izole edilen
A. flavus izolatlarinin aflatoksin iretme yetenekleri
belirlenmistir. Toplam 15 ornekten izole edilen 212
A. flavus izolatinin 63’U uygun kosullar altinda
aflatoksin uretememistir.

Sonug¢: Calismada kif ile bulasik kirmizibiber
orneklerindeki Aspergillus tirleri belirlenmistir. A.
flavus, orneklerde baskin tiir olarak bulunmustur.
Orneklerin aym1 zamanda A. parasiticus ve A.
tamari tirleri ile de bulasik oldugu belirlenmistir.
Toksin ireten izolatlarin rettikleri aflatoksin
miktar ise 3,2 Log,, ppb ile 6,7 Log,, ppb arasinda
degisiklik gostermistir. Bununla birlikte kirmizibiber
orneklerinde A. flavus turinin S 1rkina nadir
rastlandigi, blyilik oranda L irkinin gorildigu
belirlenmistir. Propagiil sayisi ile izolatlarin toksin
tretme kabiliyetleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli iliski bulunamamistir.

Anahtar Kelimeler:

Aspergillus, A. flavus

kirmizibiber, aflatoksin,

GIRIS
Mikotoksin ureten mantarlar, bitkiyi hasat oncesi
veya hasat sonrasi donemde enfekte edebilirler.
Bu mantarlarin sporlari hava akimlariyla her yere
tasinabilir. Penicillium,

Aspergillus, Fusarium,

Alternaria ve Claviceps gibi mantar cinslerinin
diisiik molekiil agirlikli sekonder metabolitleri olan
dogal toksinler insan ve hayvan sagligi iizerinde
gliclu toksik etkiler olusturmaktadir. Bu toksinlerden
biri

kontaminantlarindandir (1).

olan aflatoksinler baharatlarda sik gorlilen

Dinyanin toplam taze biber uretimi 30
milyon ton, kurutulmus biber uretimi Gc¢ milyon

tondur. Karabiber Uretimi ise 400 bin ton olup bu
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Method: S and L strains of A. flavus isolated were
transferred to A&M media. Aflatoxin quantification was
made with HPLC.

Results: It was determined that aflatoxin producing
abilities of A. flavus isolates isolated from red pepper
samples. 63 of 212 A. flavus isolates isolated from total
15 samples could not produce aflatoxin under suitable
conditions.

Conclusion: Aspergillus species were determined

in mold contaminated red pepper samples in the study.
A. flavus was found as dominant species in the samples.
The samples were also determined to contaminate with
A. parasiticus and A. tamara species. Aflatoxin quantity
of toxin producing isolates varied between 3,2 Log,  ppb
and 6,7 Log,, ppb. Additionally, while it was determined
that S strain of A. flavus was rarely found, L strain was
mostly found in red pepper samples. It was not found
any statistically significant relationship between the
number of propagules and toxin producing ability of
isolates.

Key Words: red pepper, aflatoxin, Aspergillus, A.
flavus

deger kurutulmus biber tretiminin onda biri kadardir.
Bu degerler biberin en fazla liretimi yapilan baharat
oldugunun gostergesidir. Diinyada en ¢ok biber tiretimi
yapan Ulke, 15 milyon ton uretim degeri ile Cin’dir.
Turkiye ise iki milyon ton biber uretimi ile Meksika’nin
arkasinda yer almaktadir. Kurutulmus kirmizibiber
Uretiminde ise, 1.500.000 ton ile Hindistan ilk sirada
yer alirken, bu llkeyi sirasiyla 280.000 ve 200.000
ton uretim ile Cin ve Pakistan izlemektedir. Turkiye
15.000 ton kirmizibiber uretimiyle, Nepal’in ardindan
24. siradadir (2).
Gidalarda

sporlar,

baharat  kif
bakterilerin

kullanilan  bircok

mayalar ve bulasimina



maruz kalmaktadir. Baharat uretiminde kullanilan
meyvelerin iUretildigi bitkiler toprak ve su ile temas
halinde olduklarindan bulasim kolay ve cabuk bir
sekilde gerceklesir. Kirmizi pul biber lilkemizde yogun
olarak tuketilen baharatlarin basinda gelmektedir.
Ulkemizde yapilan calismalar bu baharatin yaygin
olarak cesitli mikroorganizmalar tarafindan bulasima
maruz kaldigim gostermistir (3- 5). Tlrkiye’de kirmiz
biberde aflatoksin duzeyinin yasal limitlerin Uzerinde
bulunabildigine dair calismalar bulunmaktadir (6-9).
Benzer durum diger llkelerde de s6z konusudur (10-
12).

Mikotoksinler arasinda onem yonunden ilk sirayr
alan aflatoksinler yeryliziinde yaygin olarak bulunan
Aspergillus cinsine ait hifli mantarlar tarafindan
uretilirler. Aspergillus cinsi mantarlar konidyumlan
ile alerjik reaksiyonlara sebep olabildikleri gibi
Urettikleri aflatoksin ile karacigerde adenoma
ve kanser olusumuna neden olabilmektedir (13).
Aflatoksin olusturan kiiflere 24-30 °C sicaklikta ve %
14 ve uzerinde nem iceren bircok gida maddesinde
rastlanabilmektedir. Bircok arastirici kirmizi biberin
riskli  bir

oldugunu bildirmistir (3- 5, 10). Tirkiye’de cesitli gida

aflatoksin yoninden oldukca baharat
maddelerindeki aflatoksin miktarlar ve kif olusturan
tlrler belirlenmis ve risk goriilen {riinlerde varligi
nicel olarak ortaya konmustur (6, 7, 14). Bununla
birlikte Flavi seksiyonuna giren biitin Aspergillus
kifleri aflatoksin olusturmamaktadir (15). Bazi toksin
olusturmayan Aspergillus flavus izolatlan yerfistig
(16) , pamuk (17) ve misir (18) Uriinlerinde aflatoksin
kontaminasyonunun azaltilmasinda etkin bir sekilde
kullanmlmaktadir.

A. flavus tura morfolojik, fizyolojik ve genetik
L rk
kabiliyetleri

kriterler bakimindan iki gruba aynlabilir.

izolatlarimn  aflatoksin  olusturma
degisiklikler gostermekle beraber biiyiik bir bolimi
toksin olusturmamaktadir. Morfolojik olarak daha

kiiclik sklerotlar olusturan S 1rki izolatlar1 yogun

aflatoksin olusturma egilimindedirler. Bu irk icerisinde
aflatoksin olusturmayan izolat nadiren gorilmektedir
(19- 22). S rki, Aflatoksin B ureten SB ve Aflatoksin
B ve G ureten SBG olmak Uizere iki alt gruba aynlir
(23). Gunumuzde aflatoksin uretmeyen bircok A.
flavus izolatinin rekabet giicinden faydalanilarak
urunlerdeki aflatoksin kontaminasyonunu disurmede
kullanildigr bildirilmistir (24, 25). Bu irklardan biri
olan AF36 son zamanlarda Birlesik Devletler Cevre
Koruma Ajansi tarafindan pamuk iretilen alanlarda
aflatoksin bulasimimi azaltmada kullamilmak Uzere
biopestisit olarak tescil edilmistir (24, 26). Bu
calismada kuf ile bulasik biber orneklerinde bulunan
Aspergillus turleri belirlenmistir. Bu turler arasinda
en yaygin bulunan A. flavus turu icerisinden uygun
kosullarda aflatoksin liretmeyen A. flavus izolatlarim
belirlemek amacglanmistir.

1. Gere¢ ve Yontem

1.1. Orneklerin Toplanmasi

Gida,
Midirligl tarafindan kirmizi biber dretimi yapan

Kahramanmaras Tarim ve Hayvancilik

ornekler
Kuf
belirlendigi 15 6rnek 250’ser gramlik paketler halinde

isletmelerden  toplanan calismanin

materyalini olusturmustur. olusumunun

hazirlanmistar.
1.2. Orneklerin Hazirlanmasi

Aspergillus turinin Flavi seksiyonuna dahil olan
turlerin belirlenmesi A. flavus izolatlarinin aflatoksin
uretme potansiyelleri ile belirtilen yontemler
dogrultusunda Arizona iniversitesinden Peter Cotty

tarafindan yapilmistir ( 15,27,28).

1.2.1. Tirlerin belirlenmesi

Ornekler steril saf su ile 10 dakika calkalanmis,
filtrelerden  suzilmis ve fungal slspansiyon
hazirlanmmistir. Siispansiyon icinde %5 V-8 ve %2’lik
Agar ile %2’lik PDA bulunan ortamlara ekilmistir.

31°C’de bes giin inkiibe edildikten sonra ortamlarda
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koloni olusturma birimi sayimlar gerceklestirilmistir
(20). Gelisen funguslardan Aspergillus tirleri ayrilmis
ve 0,05 g/lt streptomisin ve 0,05 g/lt kloramfenikol
ilave edilmis PDA ve 5/2 Agar iceren ortama
alinmistir. Aspergillus rklarnn 31°C de yedi giin 5/2
agar ortaminda alt kiltiire alindiktan sonra S ve L

irklar belirlenmistir (20).

1.2.2. Aspergillus flavus izolatlarinin aflatoksin

liretme potansiyelleri

izole edilen A. flavus S ve L irklan A&M sivi
ortamina aktanlmistir (17). Bu ortamlar 70 ml olarak
250 mU’lik erlenmeyerlere alinmis ve 100 pl (5000-
7000 konidi) siispansiyon ilave edilmistir. 30°C’de
150 devir/dk calkalayicida

bes gin fermente edilmistir. Ardindan her erlene

karanlik kosullarda

misellerden aflatoksini ayirmak maksadi ile 70 ml
aseton eklenmistir. Bu solisyon dort numara Whatman
filtre kagidindan siiziilmis ve 100 ml solusyona 100
ml steril saf su ilavesi yapilmistir. Siiziintii 250 mU’lik
ayrima hunisinde 25 ml metilen klorid ile iki kez
ekstrakte edilmistir. Kalan su kismin1 almak amaci
ile stizuntu 50 gr susuz sodyum silfattan gecirilmis
ve 25 ml metilen klorid ilave edilerek organik
fazin sodyum siilfattan ayrilmasi saglanmistir. (23).
Metilen klorid fraksiyonlar ayrilip kalan kati1 kisim
25 ml metilen klorid ile cozulmus ve kantifikasyonu
HPLC ile yapilmistir. Boylelikle her izolatin aflatoksin
uretme Aflatoksin

kabiliyetleri  belirlenmistir.

konsantrasyonlar1 (ppb) on tabaninda logaritmik
transformasyona tabi tutulmus, sonuclar bu degerler
Uzerinden tartisilmistir. Propagul sayisi ile aflatoksin
uretim miktarlarn arasindaki iliski ikili Pearson’un
korelasyon katsayisinin JMP istatistik paket programi

kullanlarak hesaplanmasi ile belirlenmistir.
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BULGULAR

Tiirlerin Belirlenmesi

Alinan 15 ornekten 12’sinden A. flavus tirl
izole edilebilmistir. TP1 ve TP15’de %7 oraninda A.
tamari, TP 13’de ise %25 oraninda A. parasiticus ve
%13 oraninda A. tamari’ye rastlanmistir. TP2, TP8 ve
TP10 disindaki orneklerde A. flavus turunin S rkina
rastlanmamistir: Bu orneklerdeki S irki izolatlarinin
Toplam 212

ornekten elde edilen Aspergillus tirleri goz online

oranm ise %7 olarak belirlenmistir.
alindigina yaklasik %2’sinin A. parasiticus, %2’sinin
A. tamari ve %97’sinin A. flavus oldugu soylenebilir.
A. flavus biber orneklerinde en yaygin olarak goriilen
Aspergillus turu olarak belirlenmistir. Bununla birlikte
kirmizi biber orneklerinde A. flavus tirinin S rkinin
nadir olarak gorildigi L rkimin biylk cogunlugu
teskil ettigi gorilmektedir. TP4 oOrnegi en fazla
propagiil iceren ornek olurken TP13’de ise sadece bir
propagiile rastlanmistir.

1.3. A. flavus izolatlarinin Aflatoksin iliretme

potansiyelleri

Kirmizi biber orneklerinden izole edilen A.
flavus izolatlarinin aflatoksin Uretme yetenekleri
belirlenmistir. Toplam 212 A. flavus izolatinin 63’l
uygun kosullar altinda toksin iiretmemistir. Ornekler
arasinda en az toksin liretmeyen izolatin bulundugu
ornek 3/15 oram ile U¢ numarali ornektir. Dort
numarali ornekten izole edilen izolatlarin tamam
toksin Uretim potansiyeline sahiptir. En yiksek
toksin Ureten izolat 6,7 Log,, ppb ile 2G izolaty,
en az toksin ireten izolat ise 3,2 Log,, ppb ile 5C
izolat1 (Sekil 1: Ornek 2 G ve Ornek 5 C siitunu)
olmustur. Orneklerdeki propagiil sayisi ile toksin
Uretmeyen izolat arasinda istatistiksel anlamda iliski

bulunamamistir (r 0,41; P degeri 0,12).



Tablo 1. Biber orneklerinde aflatoksin treten funguslarin izolat sayilari, spor sayilari ile tur ve irk oranlar

A A A A flaws S ki __Toksin
Ornek parasiticus tamari flavus izolat orani A ufrl'ztr:se);:zlat s:;::/g

(%) (%) (%) say1si (%) B
TP1 0 7 93 15 0 7 4
TP2 0 0 100 15 7 3 2.634.038
TP3 0 0 100 15 0 7 10.637
TP4 0 0 100 14 0 0 3.034.410
TP5 0 0 100 15 0 2 94.440
TP6 0 0 100 15 0 3 184.592
TP7 0 0 100 15 0 5 190.128
TP8 0 0 100 15 7 10 120.820
TP9 0 0 100 15 0 1 32.164
TP10 0 0 100 15 7 3 100.990
TP11 0 0 100 11 0 3 3
TP12 0 0 100 15 0 7 57.304
TP13 25 13 63 8 0 3 1
TP14 0 0 100 14 0 3 19
TP15 0 7 93 15 0 6 67.943
Toplam 212 63

Turk Hij Den Biyol Derg 32 7
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Sekil 1. Kirrmz1 biber orneklerinden izole edilen Aspergillus flavus izolatlarinin A&M sivi ortaminda Lirettikleri toksin
miktan (Log,, ppb)

w
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Sekil 1’in devami. Kirmiz1 biber orneklerinden izole edilen Aspergillus flavus izolatlarinin A&M sivi ortaminda lirettikleri
toksin miktar1 (Log,, ppb )
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Sekil 1’in devami. Kirnizi biber orneklerinden izole edilen Aspergillus flavus izolatlarinin A&M sivi ortaminda iirettikleri

toksin miktan (Log,, ppb )

TARTISMA VE SONUC

Diinyada kirmizi biberde aflatoksin kontaminasyonu
bircok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (10, 12).
Tirkiye’de de kirmizi biberdeki aflatoksin sorunu
(6,14,29).
Kirmizi biberdeki aflatoksin sorununu diger gidalarda

onemli gida risklerinden gorulmustir
oldugu gibi tek bir yontem kullanarak ¢c6zmek miimkiin
gozikmemektedir. Hasat oOncesi ve hasat sonrasi
biyotik ve abiyotik bircok faktoriin etkisi ile kirrz
biberde olusan aflatoksin olusumunun engellenmesinin
yollarindan biri de toksin lUretmeyen izolatlarin toksin
Ureten izolatlarla rekabet etmesidir. Misir, yerfistigi,
pamuk gibi bircok tiriinde kontaminasyona sebep olan
A. flavus tiri toksin Ureten ve Uretmeyen izolatlara
sahiptir (16- 18). Bu calismada kirmizi biberde toksin
uretme kabiliyetine sahip olmayan A. flavus tirlerinin
varligi ortaya konmustur.

Aflatoksin Ureten A. parasiticus, A. tamari ve

A. flavus turlerinin kirmizi biber orneklerinde yaygin

olarak bulundugu belirlenmistir. A. flavus tiriiniin
baskin tiir oldugu ancak L irklarinin S irklarina
gore daha yaygin oldugu goriilmistir. Calismada
izolatlar toksin Uretebilecekleri en uygun ortamlarda
gelistirilmislerdir. Toplam 15 ornekten izole edilen
212 izolatin 63’Uniin toksin tretemedigi goriilmistdir.
arasinda da farklitiklar

Toksin Ureten izolatlar

gorulmis, izolatlarin toksin Uretme kabiliyetinin
6,7 Log10 ppb ile 3,2 Log10 ppb arasinda degistigi
belirlenmistir. Dogal kosullar altinda toksin iiretebilen
izolatlarin toksin liretme kabiliyetlerinde azalmalar
gorilmesi  beklenebilir.  Bununla birlikte uygun
ortamlarda toksin iiretmeyen izolatlarin dogal kosullar
altinda da toksin liretmeyecegi distiniilmektedir.

A.  flavus tirinin bulastigr Griindeki lipid
miktarinin yiksekligi tiiriin gelisimini hizlandirmakta,
Urlindeki seker varligi ise gelisimi ve aflatoksin
tetiklemektedir. birlikte

ve aflatoksin

olusumunu Bununla

bitki bunyesinde turiun gelisimini

Turk Hij Den Biyol Derg
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olusumunu engelleyen inhibitorler de bulunabilir.
(30, 31). Bu nedenle her tiriun aflatoksin olusumuna
tepkisi farkliiklar gosterebilir. Ayn1 turtin farkli
genotiplerinin de aflatoksin olusumuna farkli tepkiler
gostermesi beklenebilir. Alinan orneklerdeki spor
sayisinin fazla olmas1 ancak spor sayisi ile aflatoksin
olusumu arasinda iliskinin bulunmamasi izolatlarin
toksin Uretim kabiliyetine veya bulastig1 genotipin
Biber

direnc gostermesi veya etmenin genotipler arasinda

tepkisine baglidir. genotiplerinin etmene
secim yapmas1 soz konusudur Aflatoksin olusumunun
onlenmesi ile ilgili diger bir yontem ise etmene
dayanikli biber genotiplerinin gelistirilmesi olabilir.
Bu nedenle farkli toksin iiretme kabiliyetine sahip
izolatlarin biber genotiplerinin Gizerindeki etkilerinin
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