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OZET
‘Bir mikotoksin olan «patulin» Penicillium,

Aspergilius ve Byssochlamys cinsinden bazt
kixf tirferl tarafindan cesitli gidalarda ve yem-

lerde {retitmektedir. Patulin «4-hydrexy - 4H- -

furo [3,2¢ ] pyran-2 [6H)-one~ doymamus bir
lakton olup, kapali formiilii C;.HﬁO,1 wve molekiil
agirh{r 154 dar.

Biyolojik sistemlere zehirli etkisi olan ve

kanserolen etkisi bilinen patulinin, olusum sart- -

lari belirlenerek bu sartlara karsi gerekli ted-
birlerin alinmast gerekmektedir.

Penicillium expansum Link HPB 050576 su-
'su, ayri ayrt % 3 oraninda fruktoz, glukoz ve-
ya sakkaroz ihtiva eden Czapek-Dox sivi be-
-siyerinde sirasiyle 1408.7, 542.9 ve 4.4 pg/mg
misel oraminda patulin {retmistir. Aynm susun,
% 10 glukoz ihtiva eden Czapek-Dox s be-
siyerinde 25°C de, pH 3.5 da ve 10 giinliik
inkiibasyon siiresinde en gok patulin Grettigi
bulunmugtur,

1. GIRIS

Gidalarda ve yemierde. kiif mantartarinin
gelismesi dodal ve stk -rastlanan bir olaydir.
Bunun sonucu, insan ve hayvan saghfina za-
rarli olan «mikotoksin= adi verilen kiiff zehir-
leri gidalara ve yemlere karigmaktadir.

Bir mikotoksin olan «patulin», Penicllllum,
Aspergillus ve Byssochlamys cinsinden bazt
kiif tiirleri tarafindan dretilmekfedir (11).

Patulin

Patulin, 4-hydroxy - 4H-furo [ 3,2¢ ] pyran-
2 (6H) - one, doymanusg bir lakton olup, kapal
formiila C;H,0, ve molekiil agirhd 154 tir (5,
29). Expansin, claviformin, clavatin, clavacin,
gigantin, leucopin, mycoin C, penantin, penici-
din ve tercinin gibi sinonim isimler verilen pa--
tulin (11), 194\0 yilinda bir antibiyotik olarak
butunmustur (13).

Daha sonra yapilan caligmalarla patulinin
bakterisit ve fungisit etkisinin yaninda, yitksek
yapili bitkilere {17) ve hayvanlara (6, 24) kar-
s1 zehirli, doymamis lakton yapisi sebebiyle de
kanserojen bir madde oldugu bulunmustur (7,
10).

Kendiliginden, dogal mikroflora ile kiiflen-
mis ekmek ve kuru pastalarla (21), peynir,
pastirma, sucuk ve salam gibi hayvansal gida-
larda (1), patulin Gretildidi belirtilmektedir.
Patulin, daha gok meyve ve sebze gibi bitkise!
gida maddeleri ile bunlarin Uriinlerinde Gretil-
mektedir (12, 23, 25, 26),

Ozcelik (19), Nigde, Amasya ve Erzincan
illerinde vetigtirilen dnemli elma cgegitleri ile
yaptigi calismada, patulin {reten baz1 kiif sus-
lan ve dogal mikrofloranin (Penicillium izolat-

. lan), 3°C de 45 giin siire iginde “giiriittitkleri

elmalarda 51.7 - 210.0 yg/g (clirik taze doku)
degerleri arasinda patulin irettiklerini bulmusg-
tur. Ince ve Kosker (14), iilkemizde iiretilen
bazt seftali, visne, kayisi, ¢ilek, erik ve armut
sularinda”0.40 - 1.71 pg/ml degerleri erasinda
patulin bulundugunu belirtmektedirler.

lf;erisinde patulin Oretifmis gida veya yem-
den bu mikotoksinin ayrilmasr veva zararsiz

“hale getirilmesi (detoksifikasyon) pek miim-

kiin ve ekonomik -olma_-makfadr-r. Bu sebeple,
patulinin olusum sartiari belirlenerek bu sart-
lara -kar$t gerekli ted'bir[erin alinmast daha uy-

* Istanbul Tiwp Fokiiltesi ile KUKENS ve KUKEM tarafundan 20 - 28 Ey-
liil 1981 tarihlerinde lstanbulda diizenlenen 2. Ulusal Kiiltiir Koleksi-
yonlary ve Endiistriyel Mzkrobzyoloyz (RUKEM ) Kongresinde sunul-

mustur.
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gun olmaktadir. Calismada, Czapek -Dox sivi -

heslyeri ve Penicillium expansum Llink HPB
050576 sugu kullanilarak fruktoz, glukoz, sak-

karoz, ortam pH si, inkiibasyon sicakhg: ve si- '

resinin patulin uretlmme olan etkileri arasti-
rilmigtir.

Bazi mikotoksinlerin dretildigi uygun be-
siyerini belirlemek amaciyla galigma yapan
Bullerman (32), Penicillium patulim M 108 su-
sunun, 25°C de 4 giinlik inkiibasyon sliresi 50-
nunda maya ekstrakti sakkaroz agarda 8 ug/g.
patates dekstroz (giukoz) agarda 70 ug/9 ora-
mnda patulin irettigini bulmugtur. P. expansum
suslan ile agilanarak kontrolilt ~atmosferds
(0,:% 2-3, CO;: % 1-7.5) inkiibe edilen
elmalarda kif gelismesi ve patulin dretiminin,
havali sartlarda irikitbe edilenlere gore daha
az oldugu gdriilmiistlr (15, 25). Peynirden izo-
fe ettikleri P.patufum ile ¢aligma yapan Stott
ve Bullerman (28), patulin Uretiminde inkibas-
yon sicakhdi, karbonhidrat ¢esit ve miktan ile
azot kaynady ¢esidinin etkill oldugunu belirt-
mektedirler. Aym gahigmada, karbonhidrat yok-
lugunda patulin {iretitmedigl, glukoz Thtiva eden
Czapek - Dox buyyonda 25°C de 14 giinde 1369
pa/ml, 5°C de 8.5 haftada ancak 14 y,g/ml
oraminda patulin dretildigi; bu dederlerin pa-
tates dekstroz buyyonda sirasiyle 2771 pg/mi
ve 674 pg/ml oldugu bulunmusgtur. Kif tirler
ve tir igindeki kiif suslannin ayni  sartlarda
farkli miktarlarda patulin Grettigi gorilmis-
tiir (4, 19, 25). '

Patulin iiretiminde kif susu, gelisme sart-
lan ve besin maddélerinin etkili oldugunu be-
lirten Engel ve ark. (9), geligen misel mikta-
rmin ikinei derecede etkili oldugunu kaydet-
mektedirler. |

2. MATERYAL VE METOT
2.4, MATERYAL

2.1.1. Besiyerleri ve Cozeltller

Besiyeri No. 1: Czapek - Dox Buyyon; Glu-
koz 100.0 g (% 10}, NaNO; 3.0 g, MgSO; 7H,0
0.5 g, KGI 0.5 g, FeS0,. 7 H;0 0.01 g, K;HPC,
'1.0 g, destile su 1000.0 ml {2). Patulin Gretimi-
ne sekerin etkisinin arastirildidi buyyona, % 10

oranindaki glukoz yerine 30.0 g/! (% 3) ora-.

ninda fruktoz, glukoz veya sakkaroz katillmigtit.
Hazirlanan bestyerlerinin pH st % 10 luk orto-
fosforik asit (H,;PO,) lle 45 a ayarlandiktan son-
ra 100 ml'lik erlenmayer kaplarmin 500 sev.

~ml olarak doldurulmustur.

" Patulin iiretimine pH etkisinin aragtiriimas
igin kullanifacak erlenlerdeki besiyerinin pH 81
2.5, 3.5, 5.5, 7.0 ve 9.0 a ayarlanmistir. pH ayar-
lamasinda oriofosforik asit ve NaOH (IN) ¢o-
zeltileri kuilamimustir. Besiyerleri ffaksiyone
sterilizasyona (tindalizasyon) tabl tutulmus-
tur (8). .

Besiyeri No. 2 : Malt ekstraki Agar; Malt
ekstrakt 30.0 g, soya peptonu 3.0 g, agar - agar
15.0 g, destile su 1000.0 ml. Besiyeri 121°C de
10 dakika siireyle_sterilize edilmistir (2).

Cozeltiler, Frank ve ark. (11) na gdre ha-
zirlammigtir,

Cozelti No. T : % 0.3 tween- 80 ihtiva
eden gesme suyu ¢ozeltisi. Cozelti, tiplere 5.0

' er ml doldurularak 121°C de 15 dakika siireyle

sterilize edilmistir.

Cézelti No, 2 : Phenylhdrazin gozeltisi;
phenylhydrazin (C,H;N,)'in destile su igerisin-

de % 4 litk ¢ozeltisi.

Gozelti No. 3 : N-methyl-benzthiazolon-(2)
hydrazon (MBTH) - hydrochlorid-hydrat (Best-
horn's -Hydrazon), CgH,,CIN,S, in metanol igeri-
sinde % 1 lik. gOzeltisi.

2.1.2. Dénem’e Organizmasi

" Penicillium expansum Link HPB 050576,
Health Protection Branch, Health and Welfare,
Tunney's Pasture, Ottawa, Ontario/Kanada'dan
temin ‘edilmistir.

2.2, METOT

22.1. Asifama ve inkiibasyon

Malt ekstrakt agar {Besiyerl No. 2) yatk
besiyerinde, 25°C de 1 hafta siireyle inkiibe
edilmis P. expansum HPB 050576 killtirl Uze-
rine Cozelti No. 1 den 5 m! ddkiilerek spor:
sﬁspansiﬁro_nu hazirlanmistir. Aseptik gartlarda,
bu spor siispansiyonundan (2.9x 10¢ spor/ml)

-her erlene 0.2 ml (% 0.4) agilanmigtir (18).

Siispansiyondaki spor sayist,. bu siispansiyon
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ile hazirlanan uygun dilﬁsyonlardan malt ekst-
rakt agar Gzerine 0.1 ml ekilerek, Koch plak
yéntemine gbre bulunmustur (8).

Patulin iretimine, inkitbasyon sicakhiginm
etkisinin arastirilldig: erlenler 0°, 7°, 15°, 25°
ve 35°C de, diger bltiin erleniter 25°C de in-
kitbe edilmistir.

2.2.2. Patulin Ekstraksiyonu ve ince Tabaka
Kromatografist

Ekstraksiyon, patulin iretimine inklibasyon

siiresinin etkisinin arastinidigi ‘erlenlerde, asi--

lamamin 5., 10, 15., 20. ve 25. giinii, diger bi-
tin erlenlerde 14, giinii yaptlmistir (16).°

Czapek Box sivi hesiyerinde (-B‘esiyeri No.
1), 6n gorilen sartlarda P.expansum HPB 050576
susunun gelismesinden sonra, kiiltitr sivist mi-
selden su trompu yardimiyle Buchner hunisine
yerlestirilen siizgeg¢ kagidindan (Schleicher und

Schiill, No. 595) siiziilerek ayrlmistir (16).

Sizges kadid: dzerinde kalan misel, destile su

ile yikanmig; 105°C de 1 saat sitreyle kurutul-

mus ve tartilmistir (4). Islak ve kuru tarfimlar
arasindaki farktan, mise! miktari mg olarak
bulunmustur. Ahnan 40 ml sliziik ayirma huni-
sinde, 3 defa 2 ser dakika siireyle elle ¢alka-
- lanarak 40 ar ml lik etil asetat ile patulin ekst-
rakte edilmigtir. Toplam ekstrakt 20 g susuz
Na,SO, {zerinde 30 dakika siireyle kurutulmus
ve siizge¢ kagidindan (S. und S. No, 595 1/2,
@ 185 mm) siiziilmistir (28).

Ekstrakt, vakum altinda 40°C -450C de,

" rotasyon evaporatdrde yaklasik 1 ml kalinca-

ya kadar buharlastirilrms ve balona 4 ml klo-

roform ilave edilerek calkalanmistir.

Ornekler, tabaka kalinligi 0.25 mm olan
20 cm x 20 cm boyutlanndaki silika-je! hazir
plakiarina (Sl F 254) 10 ul damlatilarak, plak-
lar toluol/aseton/kloroform, v/v/v/ (45/25/35)

karigiminda gelistirilmistir (11). Patulin leke-
leri phenythydrazin (Cozelti No. 2) veya Best-
hern’s hidrazon (Gozelti No. 3) g¢ozeltisi piis-
kiirtitlerek belirlenmistir (11).

Ayirag puskiirtiilmeyen piaklardaki’ patulin
lekeleri, ince tabaka kromatogram spekirofoto-
metres] ile 276 nm dalga boyunda okunmusgtur
(9, 20). iki tekerriirlii olarak stirdiirilen calig-

mada, drneklere ait absorbsiyon degerleri stan-

dart-edri absorbsiyon degerleri ile karsilast-
nlarak, orneklerdeki patulin miktan bulunmus-
tur. Bulunan deder, pg patulin/mg misel veya
pg patulin/mi buyyon olarak hesaplanmstrr.

3. SONUCLAR VE TARTISMA

Karbonhidrat kaynag: olarak ayri ayn % 3
oraminda fruktoz, glukoz veya sakkaroz ihtiva
eden Czapek - Dox sivt besiyerinde, P.expan-
sum HPB 050576 susunun 25°C de 14 giinlik
inkitbasyondan sonra iirettigi patulin miktar
Cizelge 1 de verilmigtir.

Patulin iretiminde en etkili gekerin fruk-
toz, ondan sonra glukoz oldugu bulunmustur.
Sakkaroz'un etkisi dnemsiz derecede olmustur.
Bu mikotoksinin daha ¢ok meyve ve iiriinlerin-
de dretilmesi (12, 19, 23, 25, 26),,bu gidalar-
da meyve sekeri olarak bilinen fruktoz'un da-
ha gok olusu ile agiklanabilir, Patulin {retimin-
de fruktoz'un etkisine deginmeyen bazi aras-
tirtcilar, maltoz ve glukoz'un bu mikotoksinin
iiretimini tegvik ettikleri belirtilmektedir (16,
18, 27, 28). Misel miktan patulin Gretiminde
etkili olmam|§tlr. '

Patulin iiretimine inkiibasyon sicakhiginin
etkisine ait sonuglar Cizelge 2 de v_erilmi$tir.

Patulin iiretiminin geligen misel miktarina
baglt olmadigi ve P.expansum HPB 050576 su-
sunun Czapek - Dox buyyonda, 14 giinlitk inkii-
basyon siiresince ancak 25°C de patulin iiret-

. Gizelge 1. P. exbansum HPB 050576 susunun, % 3 oramnda fruktoz, glukoz veya gsakkaroz
ihtiva eden Czapek - Dox buyyonda, 25°C de 14 giinde iirettifii ortalama patulin

miktan
Sekerler = o Fruktoz Glukoz Sakkaroz
ug Patulin/mg Misel 1408.7 542.9 44
1g Patulin/ml Buyyon . 8875 537.5 12
Toplam Misel, mg 315 19.5 '82.0
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Gizelge 2. P.expansum HPB 050576 susunun, % 10 glukoz ihtiva eden Czapek - Dox buy-
yonda, 14 giinde, farkli inkiibasyon sicakliklarinda iirettigi ortalama patulin miktar

inkiibasyon Sicakiiin (°C) 7 15 25 35
g Patulin/mg Misei 0.0 0.0 542.2 0.0
p.g Patulin/m! Buyyon 0.0 0.0 417.5 0.0
Toplam Misel, mg 155 20.0 385 1.5

Cizelge 3. P.expansum HPB 050576 susunun, % 10 glukoz ihtiva eden Czapek - Dox buy-
yonda, 25°C de 14 giinde, farkh pH degerlerinde iirettigi ortalama patulin mik-

ta!‘_‘l
Ortam reaksiyonu {pH} 25 - 35 5.5 7.0 9.0
pg Patulin/mg Misel - 71.0 303.24 12.2 20 20
pg Patulin/ml Buyyon 96.6 2185 5.0 1.9 4.4

(;lzelge 4. P expansum HPB 050576 susunun, % 40 glukoz ihtiva eden Czapek - Dox buy-
yonda, 25°C de, farkli inkiibasyon siirelerinde iirettigi ortalama patulin miktan

: 'Inkubasyon Sureci [Gun)

‘p,g Patulin/mg stel
pg Patulin/ml Buyyon

10 15 20 25
5780 - 3288 231.4 187.5
962.5 296.0 418.8 300.0

tigi bulunmustur. Uretilen patulin miktarinin,
misel miktarina bagli olmadigt Engel ve ark.
(9] tarafindan da belirtilmektedir. Baz1 aragti-
ncilar patulin Gretimi igin uygun olan sicaklig:
2g°C . 25° #larak vermektedirler (18, 22, 25,
27). '

Ortam reaksiyonunun (pH), patulin ireti-

mine olan etkisini gsteren sonuglar Cizelge 3

de gorilmektedir.

Patulin’in notr ve baZ|k ortamda karar31z_

en gok dretildigi ortam pH smin 3.5 oldugu
bulunmustur. Engel- ve ark. (8), yaptiklart ga-
lismada, patulin yapisindaki lakton halkanin,
pH va bagiml olarak, notr ve bazik ortamda ka-
rarsiz oldugunu- izlemisferdir.

inkiibasyon sfiresinin patulin tretimi (ze-
rire olan etkisine ait sonuglar Gizelge 4 de ve-
rilmistir.

Patulin diretimi i¢in en uygun inkiibasyon
siiresinin 10 giin oldugu ve siirenin uzamasiy-
le patulin miktarinin azaldigi bulunmustur. Pa-
tuhin yaprsindaki doymamis lakton halkasinin,
ortamdaki maddelerle yeni bilesikier olustur-
masi ihtimali, azalma sebebl olarak aciklanabi-
lir. P.expansum’un bugday ekmeginde drettidi
patulin miktarimi arastiran Reiss (22), inkitbas-
yon siiresinin uzamasiyle {ivetilen patulin mik-
tarimin azaldigimi kaydetmekte ve silfhidril bi-
lesikleri ile patulinin .inaktive edilmesi thtima-

line isaret etmektedir. Yedi meyve tiiriinden
izole ettikleri 27 adet P. expansum susunun pa-
tates dekstroz buyyonda 10 - 950 ug/ml deger-
leri arasinda patulin Orettiklerini bulan Som-
mer ve ark. (25), 20°C -25°C lik 1 -2 hafta-

- ik inktbasyon stresi iginde, patulin miktar-

nin dnce maksimuma ulagip sonra distiigini
belirtmektedirler.

SUMMARY

Some Factors Influencing Patulin

Production

Patulin is a mycotoxin produced by various
species of Penicillium, Aspergillus and Byssoc-
hlamys fungi in foods and feeds. Pafulin <4-
hydroxy - 4H -furo [ 3,2¢ 1 pyran - 2(6H) - one»
is an unsaturated lactone and, has an empiri-
cal formula C,;H;O, and molecular weight 154.

Patulin is toxic to biological systems, and
has been shown to be carcinogenic to mice.
Therefore, it is necessary to determine the
production conditions of the patulin, and to
provide preventive measures.

Penicillium expansum Link HPB 050576 pro-
duced 1408.7, 5429 and 4.4 pg  patulin/mg
mycelia in Czapek-Dox broth containing 3 %
fructose, glucose and saccharose respectively.
The highest patulin yields were obtained at
25°C, 3.5 pH, in 10 days.
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