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OZET

Bacillus megaterium DSM* 90°1n, patuline
kargi duyarli ve biyolojik yolla kaniitatif patu-
lin dlgiimiinde kullanitabilecek bir tezt arga-
nizmasi ofdugu bulunmustur, Test ign uygun
inokulumun 24 saatlik kiltirden °% 1 aranin-
da, Inkiibasyon stcaklhigmin 3720, sirssinin
15 saat oimasi en iyl sonucu vermigtir. 1.3
— 147.0 pg petulin/disk = dzjerleiine  kargi,
6.0 — 36.4 mm/gap arasinda inhibisycn zon-
lar dlclimiistir, - Bu
standart efiriden, patulin muhtevas: bilinmeyen
orneklerjn olusturdukiar inhibisyon zonlarimin
bily(ikliiklerine gbére, ihtiva ‘ettikleri patulin
miktarinin kantitatif olarak 6lgllebitecedi go-
riilmusgtir. :

ZUSAMMENFASSUNG

Biologische Patulinbestimmung durch die
Anwendung von Bacillus megaterium

Es wurde festgestellt, dass der Stamm
Bacilius megaterium DSM 90 gegen Patulin
empfindlich ist und bel der biologischen Patu-
linbestimmung als ein Testorganismus verwen-
det werden kann. Es zeigte sich, dass die
giinstigen Inokulummenge von der 24 stiindi-
gen Kultur 1 %, die Inkubationstemperatur
37°C und die Inkubationsdauer 15 Stunden wa-
ren, Zwischen den Toxinmengen von 1.5 - 147.0
pg Patulin/Disk wurden die -Hemmzonen in
Grifen von 6.0 -36.1 mm/Durchmesser gebil-
det. Nach diesen Werten wurde die Eichkurve
aufgezeichnet, Es stellte sich heraus, dass die
Patulinmengen aus den Proben nach dieser
Eichkurve quantitativ bestimmt werden kon-

1. GIRIS

Gidalarda ve yemlerde kiif mantarlarinin
gelismesi sonucu, insan ve hayvan saglifina

zararll clan ~mikotoksin» adi verilen kif zehir- ‘

leri, bu {iritnlere. karismaktadir,’ Dilnya Saglik
Teskilati (WHO) ve Food and Agricultural Or-
ganisation (FAQ) tarafindan gida maddelerin-

. .. de bulunabilecek mikotoksin ‘miktart, aflatok-

degeriere géire cizilen -

sin igin 30 pa/kg olarakA-b'eiir!enmmtir. Bu si-
nir deeri Amerika tarafindan 20 po/kg ola-

rak veriimektedir (Frank, 1673). Gidalardaki

aflatoksin tolerans simirlanimin, gesitli Glkeler-
de 30-50 pg/kg degerleri arasinda oldugu
belirtilmektedir (Krogh, 1977). Patulin ve di-
ger biitlin mikotoksinler igin de, smntr dederin
yukarida ‘belirtilen miktarlarda olmas: isten-
mektedir (Frank, 1973; Krogh, 1977).

z Bir mikotoksin olan patulin, Penicillium,
Aspsrgitius ve Byssochlamys cinsinden bazi
tiirleri tarafindan lretilmektedir (Frank ve ark.,
19786).

| Patulin

0 OH

Patulin, 4-hydroxy-4H-furo [3.2¢]
pyran - 2 (6H) - one, doymamig bir lakton olup,
kapall formitls C/H.0, ve molekiil adirhigi 154
ditr. Beyaz kristal halinde ekstrakie edilebilen
bu mikotoksinin ergime noktast 110,5°C ve
ultraviyole 1gin alaninda’en fazla absorbe ede-
bildigi 1gimin dalga boyu 276 am'dir (Woodward
ve Singh, 1949). Eter kloroform, etil asetat,
etanol ve su iginde coziinebilen patulin, asit
ortamda degismeden kalzbilmekte ancak, al-

~ kali ortamda kimyasal degigiklige ugrayarak

aktivitesini kaybetmektedir (Pohland ve Allen,
19703 .

Expansin, claviformin, clavatin, clavacin,
glgantin, leucopin, mycoin C, penantin, peni-
cidin ve tercirin gibi ‘esanlamli isimler verilen

patulin (Frank ve ark., 1978), 1940 yilinda bir

" antibiyotik olarak bulunmustur (Glister, 1941).

*) DSM : Deutsche Semmlung filr Mikroorganis.

men (Alman Mikroorganizma Koleksiyonu)
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Daha sonra yapilan galismalarda patulinin
nen.

yitksek yaprh bitkilere (Norstadt ve McCalla,
1971) hayvanlara  {Ciegler ve ark. 1977;
Shreeve we Patterson, 1975) karsi zehirli, doy-
mamus lakton yapisi sebebiyle de kanserojen
bir madde oldugu bulunmustur (Enomoto ve
Saite, 1972).

Patulin daha ¢ok meyve ve sebze gibi bit.
kisel gida maddeleri ile bunlarin tiriinlerinde
olugmaktadir, Depolanan elmalarda cirimeye
en gok sebep olan Penicillium exparsum, gida-
larda stk rastlanan PenicBlium urticas (patu-
lum) ve meyve sulaninda dnemli &lglhde bo-
zulmalara sebep olan Bysscchlamys nivea, he-
lirtilen gidalarda patulin tretmektedir (Frank,
1977; Frank, 1980; Percebois ve ark., 1975 Rice
ve ark., 1977). Yemlerde de patulin olustugu

- belirtilmektedir (Sherecve ve Patterson, 1975}.

Gesitll arastirmacilar mikotoksinlerin be-
lirlenmesinde gesitli 6lglim teknikleri kublan-
mistir. Burmeister ve Hesseltine [(1966), afla-
toksine karsi denedikleri 329 mikroorganizma
arasinda B, megaterium NRRL 1368'un ‘en du-
yarly mikroorganizma oldudunu bulmuslardir.
~ Clements (19682 ve 1968b) yaptiklar calig-
- malarda, aflatoksin B, in biyolojik yolla kan-
titatif belirlenmesinde B. megaterium NRRL
1368't kullanmiglardir, Stoit we Bullerman
(1975), patulinin mikrobiyolojik Slgiimi ile il-
gili olarak yaptiklar ¢alismada; B. magaterium
NRRL 1368'un patuline karsi da duyarh oldu-
gunu, bu toksinin biyolojik yolla hatasiz kan-
titatif 6lglimiinde bu organizmanin kullanilabi-

lecegini . belirtmiglerdir.

Birgok arastirmaci, yaptiklar ¢alismalarda
B. megaterium'un patuline karsi duyarh oldu-
gunu, xromatografik ve spektrofotometrik &l-
¢lim metotlanmn yarunda, bu mikroorganizma-
mn kantitatif patulin belirlenmesinde glivenle

kullamiiabilecedini belirtmektedirler (Buchanan -

ve ark., 1974: Sommer ve ark., 1974).

Aym sekilde, ¢esitli mikotoksinlerin biyo-
lojik &lgimlerinde; dlgiilen mikotoksine kars:
duyarl olan farkh test organizmalarinin kulla-
nilabilecegi gesitli aragtirmacilar tarafindan be.

lirtilmektedir (Burmeister ve Hesseltine, 1970;
Capltaine, 1976; Kopp ve Rehm, 1979; Reiss,
1975}).

Calismanin amaci, test organizmasinm
patuline karst duyarhhifim &8lgmek, deneme igin
uygun sartlar belirlemektir. Aynca, kantitatif
patulin 6lglimil igin standart egriyj ¢izmek ve
bu edriden bilinmeyen &rneklerdeki patulin
miktarimn bulunabilmesini aragtirmaktir,

2. MATERYAL VE METOT
2.1. MATERYAL
Test Organizmasi

Test organizmasi olarak alinan Bacillus
megaterlum DSM 90 susu, Institut fiir Mikro-
biologie, Grisebachstir. 8, 34 Gottingen/B. Al-
manya mikrobiyoloji enstitiisiinden sadlanmig-
tir.

Kristal Patwlin

Kristal patulin, Prof. Dr. H.K, Frank, Di-
rekttr des Inst, fiir Biologie der BfE, Enges-
serstr. 20, 75 Karlsrube/A. Almanya ve SERVA
Feinbiochemica, 69 Heidelberg/B. Almanya fir-
magndan femin edilmigtir,

Besiyerleri

Tripton Yeast Glukoz (TYG) - Buyyon

Tripton 5.0 g, Yeast ekstrakt 2,5 g, Glukoz
1.0 g, Destile su 1000.0 ml, pH: 7.1."

Tripton Yeast Glukoz (TYG) - Agar

TYG - Buyyon + % 1.0 Agar - agar, pH: 7.1.

Her iki hesiyeri de otoklavda, 121°C de
15 dakika siireyle sterilize edilmigtir.

Gerekli Malzeme

Petri kutulari {camdan 100x 15 mm &lgi-
lerinde, steril). Olgme diskleri (bos antibiyo-
tik diskleri, @ 6.0 mm, Schieicher und Schiill,
Nr. 2668). Kompas veya cetvel.

22. METOT

- ‘Besiyerinin Agilanmasi ve Petri Kutularina
Dékillmesi

Test organizmas: olarak alinan B. mega-

"terium DSM 90 susu TYG - Buyyona asilanarak

37°C de 24 saat silreyle inkitbe edilmistir. Er-
lenmayer kaplarinda sterilize edilmis ve 50°C .
55°C vye sofutulmus TYG - Agar, yukarida be-
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Hrtildigi sekilde hazirlanan B. megaterium DSM
90 susunun TYG - Buyyon igindeki kiiltiirll ile
(20. 104 hilcre/ml) % 1 oraninda astlanmig-
tir, lyice calkalanan TYG-Agar, onceden
50°C - 55°C ye kadar isitilmis petri kutuiarina,
steril 10 ml'lik pipetlerle .5 er ml dagitilmis
ve besiyerinin homojen bir sekilde petri kutu-
su iginde yayilarak katilasmas: beklenmistir
(Burmeister ve Hesseltine, 1966); Clements,
1968 a ve 1968Db]).

Standart Patulin Disklerinin Hazirlanmasi

Kristal patulin kloroform (CHCI;) iginde
gdzilerek, sirngah mikropipet (Hamilton Dis.
p';r;s'er, No. 710) ile, 6.0 mm c¢apindaki bes
antibiyotik disklere 0.0, 1.5, 3.0, 147, 294,
58.8, 117.6 ve 147.0 pg patulin/disk olacak
sekilde patulin ¢bzeltisi emdiriimistir. Kontrol

disklere sadece kloroform emdirilmis ve 15 da-

kika siireyle disklerin kurumas1 beklenmigtir. -

Inkitbzsyon ve Olgme istemi

Petri kutularindski katilasan agar lzerine,
diskler hafifge
bastinlarak yerlestirilmistir, Bu gekilde hazir-

patulin ¢ozeltisi emdirilmis

lanan petri kutular, 4°C de 1 saat siireyle dn
inkiibasyona tabi tutulmustur. Daha sonra pet-
ti kutular, 37°C de 15 saat inklbe edilmis ve
bu siire sonunda diskler etrafinda olugan in-
hibisyon zonlarinin ¢aplari cetvel veya kompas

ile Bigiiimiis ve mm olarak kaydedilmigtir (Cle-
ments, 1968a ve 1968 b; Stott ve Bullerman,
1975},

Standart Egrinin Hazirlanmas!

Altr tekerriirlli olarak dlgilen inhibisyon
zonlarinin ortalama degerler] mm olarak x - ek-
seni lizerine ve bunlara ait patulin (pg/disk)

. degerleti yari logaritmik ¢izim kagidimin y - ek-

seni lizerine yerlestiriterek st_andart edri ¢izil-
migtir.

3. SONUGLAR VE TARTISMA

Kullanilan B, megaterium DSM 90 susu-
nun patuline karsi duyarll oldugu ve biyolojik
patulin 8lgiimiinde test organizmasi olarak kul-
lanilabilecedi bulunmustur. '

4°C de 1 saat siireyle uygulanan on inki-
basyon sirasinda, organizma geligmesi. durdu-
rularak patulinin agar i¢inde yaylimasina (difiiz.
yonuna) firsat verilmis ve bunun sonucu oku-
nakli ve biiyiik inhibisyon zonlarr olugmustur.
Petri kutularinin énceden 50°C - 55°C ye kadar
isitilmasi, iclerine dékiilen agarin homojen da-
gilmasini ve her yerde esit kalinlikta olmasini
saflamistir.

Diskiere emdirilen patulin miktarlar ve
dlgiilen inhibisyon zonlan Clzelge 1 de verll-

mistir.

Gizelge 1. Patulin emdirilmis disklerin B. megaterium DSM 90 ile agilanmmg agar.
da olusturduklan inhibisyon zonlar ' :

pg Patulin/Disk 0 1.5 30 147 294 588 1176 1470
Inhibisyon + 6.0 11.0 20,0 225 30.0 36.0 37.0
Zonu, + 6.0 10.8 19.8 221 330 380 420
cap (mm) + 6.0 .85 200 - 220 268 .
+ 6.0 85 200 230 270 300 310
+ 6.0 11.0 270 32.0 35.0 34.0 35.5
+ 6.0 14.0 27.8 310 . 360 340 . 35.0
Ortalama + " 60 106 224 25.4 N3 344 384

+ : Gelisme normal, zon yok.

Cizelge 1 de gbriildigh gibi 1.5 — 147.0
pg patulin/disk degerlerine karsi dlgiillen in-
hibisyon zonlarinin ¢aplari 6.0 — 36.1 mm de-

gerleri arasinda bulun-rhustur.” Artan patulin
miktarina gére inhibisyon zonu blyikliginin
ayni oranda artmadigl, ancak yar logaritmik bir
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kafjit iizerindeki bir gizimde, bu iki deger ara.
sinda lineer bir iliskinin oldugu gériilmekte-
dir {Gizim 1) (Resim 1). Stott ve Bullerman
(1975), aynmi sekiide, 2-80 g toksin deder-
lerl arasinda organizma duyarhhiginin lineer ol-
dugunu bulmuslardir,

JIE Fatulla/Disk

N
i /

T T M )

T
10 20 30 40
Inhivisyon zemu, gap (mm)

ffesim 1 de gorildigd gibi, farkli miktar-
larda patulin thtiva eden kagit diskler etra-
findaki inhibisyon zonlan farkly biyikliklerde,
okunakli bir sekilde olusmustur.

Alinzn sonuglara gbre; cesitll gida ve
yem &rneklerinden eide edilen ekstraktlarda
niyelojik yolla patulin élglimii yapilabilir. Or-
nck ekstrakilarinin emdirildigi  diksler etra-
“nda olugan zon degerleri standart egri deger-
leri ile kargilastirilarak, toksin muhtevasi bi-
linmeyen Grnaklerdeki patulin miktarini hesap-
lamak mimkindir. Bu élglim metodu, aflatok-
sin, ochratoksin, roguefortin, Fusarium toksin-
ieri {butenalide va T-2 toksin) v.b. mikotoksin-
iarin'biyolojik dlelimlerinde de kullanilabilir
(Burmeister ve Hesseltine, 1970; Clements,
19682 ve 1968b; Kopp ve Rehm, 1979: Stott
ve Bullerman, 1975).

. Resim 1. Farkh miktarlarda patulin ihtiva eden disklerin B megaterium DSM S0 ile
agilanang agarda olugturdukiar: inkibisyon zonlar
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Putulm ve dijer mllﬂotoksmierm belirlen-

mesinde uyonlanan  bu byo[ouk {mikrobiyal)
6lclim meioau hizli, basit ve &zellikle ucuz bir
metottur. Gaz, likit ve ince tabaka kromatogra-
fisi gibi pahali alet ve cihazlarin oimad la-

boratuverlarda -gﬁv'enle uygulanabilecek bir me-
tottur, Ancak, her &lgiimde veni bir standart
efrinin hazirlanmas! gerekmektedir.

10.
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