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Sicakligin Aspergillus section Nigri Uyelerinin Okratoksin
A Olusturmasi Uzerine EtKisinin Incelenmesi

The Effect of Temperature on Ochratoxin A Production of
Aspergillus section Nigri Members

Aysegiil MUTLU-INGOK?, H. Funda KARBANCIOGLU-GULER?*"

Ozet- Mikotoksinler ¢esitli bitkisel ve hayvansal orijinli gidalarda yaygin olarak bulunan Kiiflerin iirettigi
diisiik molekiil agirhkh ikincil metabolitledir. Miktoksijenik kiiflerin dagilimi ve son iiriindeki miktarlari
iklimsel faktorlere ve gida isleme kosullarina bagh olarak degiskenlik gostermektedir. Aspergillus section
Nigri iiyeleri oktatoksin A (OTA) kontaminasyonundan bashca sorumlu Kkiiflerdir. OTA, Aspergillus
ochraceus, A. carbonarius, A. niger ve Penicillium verrucosum’un dahil oldugu bazi Aspergillus ve
Penicillium tiirleri tarafindan iiretilmektedir. OTA, Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi (IARC)
tarafindan “Grup IIB” muhtemel karsinojen olarak siniflandirilmistir. Bu calismada Ege Bolgesi’nden
toplanan kuru incirlerden izole edilen 30 adet Aspergillus section Nigri izolatimin (10 adet A. carbonarius,
20 adet A. niger aggregate) OTA olusturma ozellikleri 25°C ve 30°C’de 7 ve 10 giinliik inkiibasyon siiresi
sonunda belirlenmistir. A. carbonarius izolatlarin CYA (Czapek yeast extract agar) besiyerinde %90
oraminda OTA iireticisi oldugu belirlenmistir. A. niger agg. ise YES (yeast extract sucrose) besiyerinde %45
oraminda OTA iiretmistir. Aspergillus carbonarius izolatlar1 0,14-8,46 ng/g arahiginda OTA iiretirken,
Aspergillus niger agg. izolatlar1 Aspergillus carbonarius'a gore daha diisiik seviyelerde OTA iireticisidir.
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Abstract- Mycotoxins are low molecular weight secondary metabolites that have adverse effects on
humans, animals, and crops that result in illnesses and economic losses. They are commonly found in
various plant and animal origin foods. Distribution of mycotoxin producer fungi quantities in the final
product varies depending on climatic factors and food processing conditions. The aim of this study was to
investigate the ochratoxin producing abilities of 30 isolates of Aspergillus section Nigri (10 Aspergillus
carbonarius, 20 Aspergillus niger agg.) isolated from dried figs. Ochratoxin A production properties of
these isolates were determined at 25 °C and 30 °C after 7 and 10 day of incubation. Incidence of
ochratoxin A production by Aspergillus carbonarius isolates were 90% on Czapek yeast exrtact agar.
Forty five percent of Aspergillus niger agg. was ochratoxin A producer on yeast extract sucrose.
Aspergillus carbonarius isolates were produced ochratoxin A within the range of 0.14-8.46 pg/g. OTA
amounts produced by Aspergillus niger agg. isolates were lower than by Aspergillus carbonarius.
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I. GIRIS

Mikotoksinler bazi kiiflerin gida ve yemlerde gelismeleri sonucunda olusan diisiik molekiil agirlikli
ikincil metabolitlerdir. Mikotoksin iireticisi oldugu bilinen 350°den fazla kiif bulunmakta ve bunlara ek olarak
her yil yeni toksin tireticisi kiiflerin varligi belirlenmektedir [1].

Diinyada gida giivenligine karsi artan ilgiye paralel olarak gidalarda mikotoksin varligr ile ilgili
konulara da ilgi artmaktadir [2]. Gida ve yemlerin iiretim, depolama, satig veya tiiketim basamaklarinda ortam
kosullarimin kiif gelisimi ve toksin olusumu i¢in uygun olmasi durumunda kiifler geliserek bunlarin
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mikotoksinlerle kirlenmesine neden olabilmektedir [3].

Gidalarda mikotoksin olusumunda etkili olan faktorler: iiriin nemi, kurutma hizi, ortam bagil nemi,
sicaklik, mekanik zararlanma gibi fiziksel faktorler; CO,, O,, substratin kimyasal yapisi, substrata yapilan
kimyasal uygulamalar ve giibreleme gibi kimyasal faktorler ve inokulum yogunlugu, bitki dayanikliligi, kiif
tirleri arasindaki genetik farklilik gibi biyolojik faktdrlerdir. Besinlerin uygun olmasinin yaninda kif gelisimi ve
mikotoksin tiretimi i¢in gerekli olan en dnemli faktorler sicaklik ve substrat nemidir [4].

Gidalarda bulunan en Onemli mikotoksinler, aflatoksinler, okratoksin A (OTA), patulin,
deoksinivalenol, zearalenon, T-2, HT-2 toksinleri ve fumonisinler olarak kabul edilmektedir [5].

OTA ilk olarak 1965 yilinda Aspergillus ochraeus’un bir metaboliti olarak tanimlanmistir [6, 7]. OTA
tireticisi kiifler diger okratoksin tiirevlerini de tliretebilmektedir. OTA disindaki okratoksin tiirevleri, okratoksin
B (OTB), okratoksin C (OTC), metil okratoksin A (MeOTA), ve OTB metil ve etil esterleri (MeOTB ve EtOTB)
’dir. Cok sayida okratoksin tiirevi oldugu bilinmesine ragmen en yaygin olant OTA’dir [8]. Okratoksin tiirevleri
ile ilgili yapilan bir ¢aligmada tiiketicilerin sarap tiiketimi sonucunda OTA ve toplam okratoksine maruz kalma
miktarlart belirlenmigtir. OTA’ya maruz kalma diizeyinin, toplam okratoksine maruz kalma diizeyinin %50’den
fazlasini olusturdugu saptanmugtir [9].

OTA, basta Aspergillus ochraceus, A. carbonarius, A. niger ve Penicillium verrucosum olmak iizere
baz1 Aspergillus ve Penicillium tiirleri tarafindan iiretilmektedir. insan ve hayvanlar iizerine olan toksik etkileri
nedeniyle OTA’ya olan ilgi diinya ¢apinda giderek artmaktadir [10]. OTA’nin hedef organ1 bobrekler olarak
bilinmektedir ve Balkan Endemik Nefropati (BEN) hastaligi ile iliskilendirilmistir. Calismalar OTA’nin
nefrotoksik, hepatoksik, norotoksik, teratojenik ve immunotoksik olabilecegini rapor etmislerdir [11, 12].
Insanlarda BEN adi verilen bir hastalikla iliskili oldugu ve uzun bir yarilanma omriine sahip oldugu
bilinmektedir.

Aspergillus section Nigri tyeleri OTA kontaminasyonundan baslica sorumlu gruptur. Bu grup
tiyelerinden A. carbonarius ozellikle tiziimde yiiksek seviyelerde OTA dretisidir  [13-16]. Aspergillus
carbonarius yiiksek miktarlarda OTA {iretirken, A. niger diisikk diizeylerde ve % 6-10 araliginda OTA {iretim
kapasitesine sahiptir. Bir diger OTA {iretici kif A. section Nigri iiyesi A. sclerotioniger’dir. Ancak bu kiifiin
varligina sadece kahvede rastlanmistir. Bu kiifler arasinda en yaygin rastlanan tiir A. niger’dir. [17].

Bu ¢alismada tlilkemiz agisindan 6nemli bir ihra¢ triinii olan kuru incirden izole edilen Aspergillus
section Nigri tyelerinin (A. carbonarius ve A. niger agg.) OTA iiretme potansiyeline sicakligin etkisinin
incelenerek kuru incirde OTA olusumunda sicakligin roliiniin belirlenmesi amaglanmustir.

Il. DENEYSEL PROSEDUR
A. Materyal

1) Aspergillus section Nigri Izolatlari: Tez c¢alismasi kapsaminda Ege Bélgesi’nden toplanan kuru
incirlerden izole edilen 30 adet Aspergillus section Nigri izolat1 (10 adet A. carbonarius, 20 adet A. niger
aggregate) kullanilmistir [18].

2) Besiyeri ve Cozeltiler: Kif stispansiyonlarimin hazirlanmasinda malt ekstrakt agar (MEA-Merck
1,05398) ve %0,5’lik Tween 80 cozeltisi kullanilmistir. Izolatlar CYA ve YES besiyerine inokule edilmis ve
analizler gerceklestirilmistir.

3) Okratoksin A Analizinde Kullamilan Cozgen ve Materyaller: OTA standartlar1 Sigma- Aldrich
firmasindan temin edilmistir (Steinheim, Almanya). Mikotoksin analizinde kullanilan ¢6zgenler HPLC
safligindadir ve Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan saglanmistir

B. Metot

1) Aspergillus section Nigri izolatlarimin okratoksin A olusturma ozelliklerinin belirlenmesi: Bu
kapsamda kuru incirden izole edilen Aspergillus section Nigri iiyesi kiiflerin OTA olusturma &zellikleri ve OTA
olusumuna sicakligin etkisi incelenmistir.

2) Kiif izolatlarimin ve spor siispansiyonlarimin hazirlanmasi: Calisma kapsaminda kullamilan kif
izolatlar1 malt ekstrakt agar besiyerine asilanarak 25°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda %0,5’lik
Tween 80 ¢ozeltisi kullamlarak kiif izolatlarmm 1-4x10° adet/ml konsantrasyonunda spor siispansiyonlari
hazirlanmigtir. Hazirlanan spor siispansiyonundan 1 pL alinarak A. carbonarius izolatlar1 CY A besiyerine, A.
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niger agg. izolat1 ise YES besiyerine ekilmistir. A. carbonarius izolatlar1 10 giin ve A. niger agg. izolatlar1 ise 7
giin inkiibe edilmistir.

3) Okratoksin A ekstraksiyonu: OTA ekstraksiyonu Bragulat ve dig. [19]'da belirtildigi sekilde
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonunda kolonilerden 3 agar plug kesilerek 2 ml’lik viallere alinmis ve 0,5 mL
metanol ile ekstrakte edilmistir. Extrakt 0,45 pm gézenek capina sahip filtrelerden siiziilmistiir. Ekstrakt yiiksek
basinglt stvi kromatografisiyle OTA varlig1 agisindan analizlenmistir.

4) Okratoksin A analizi i¢in HPLC kosullary: Yiksek basingl sivi kromatografisi (HPLC) ile OTA
analizinin dortlii ¢6zgen dagitim sistemi, fluoresans dedektor, degasser tinitesi iceren Agilent 1100 HPLC sistemi
kullanilmistir. Veriler Chemstation 3D yazilim programi yardimiyla degerlendirilmistir. OTA ayrimi, oda
sicakliginda C18 (150 mm x 4,6mm, 5 pm partikiil ¢apli) ters faz kolonda hareketli faz olarak asetonitril: su:
asetik asit (99:99:2, v/v/v) ¢ozgen sistemi kullanilarak 1 mL/dak. akis hizinda gergeklestirilmistir.

I1l. DENEYSEL SONUCLAR ve TARTISMA

Calisma kapsaminda kuru incirden izole edilen Aspergillus section Nigri tiyesi kiiflerin OTA olusturma
ozellikleri ve OTA olusumuna sicakligin etkisi kati besiyerinde incelenmistir. Calismada Aspergillus section
Nigri iiyelerinin OTA olusturma Ozellikleri 25°C ve 30°C’de 7 ve 10 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda
belirlenmistir. Incelenen Aspergillus section Nigri iiyesi izolatlar ve iirettikleri OTA miktarlar1 Tablo 1’de
verilmistir.

Tablo 1. Aspergillus section Nigri iiyesi izolatlar ve besiyerinde OTA {iretim miktarlart

No izolat kodu Tiir OTA (ke No izolat kodu Tiir OTA kg
25°C 30°C 25°C 30°C
1 0903Y1 A. carbonarius 3,02 0,86 16 1503D2 A. niger agg. - -
2 4603D2 A. carbonarius 2,75 0,89 17 1603X2 A. niger agg. - -
3 5703D1 A. carbonarius 1,73 0,55 18 1603M2 A. niger agg. - -
4 6503D9 A. carbonarius 2 0,19 19 1703D6 A. niger agg. 0,02 0,029
5 0104D1 A. carbonarius 8,46 5,46 20 1803M5 A. niger agg. - -
6 0804D2 A. carbonarius 0,36 0,79 21 2303D1 A. niger agg. - -
7 0904D1 A. carbonarius 0,21 - 22 2403X2 A. niger agg. - -
8 2004X2 A. carbonarius - - 23 2503D2 A. niger agg. 0,001 0,001
9 2104D1 A. carbonarius 0,19 0,14 24 2703D2 A. niger agg. 0,001 -
10 3904X4 A. carbonarius 3,18 0,82 25 2803X1 A. niger agg. - -
11 0603Y1 A. niger agg. 0,05 0,07 26 3103D2 A. niger agg. - -
12 0803D3 A. niger agg. 0,002 - 27 5703M2 A. niger agg. - -
13 0903D4 A. niger agg. - - 28 0804X2 A. niger agg. - -
14 1203D7 A. niger agg. 0,001 0,001 29 2704D1 A. niger agg. 0,001 0,007
15 1403D5 A. niger agg. 0,001 - 30 4404X1 A. niger agg. 0,002 0,004

1: Mikotoksin belirlenmemistir.

Daha 6nce gergeklestirilen ¢aligmalara gore Aspergillus carbonarius 5-45°C araliginda OTA iretirken,
optimum OTA iretimi 15-30°C’dedir. OTA {iretimi agisindan gerekli su aktivitesi 0,87-0,99 araliginda iken
optimum iiretim 10-15 giin araliginda gergeklesmektedir. A. ochraceus ise 5-40°C, 0,87-0,99 a,, araliginda OTA
tretmektedir. OTA fiiretimi i¢in optimum sicaklik 20-35°C, optimum su aktivitesi 0,95-0,99°dir. A. ochraceus
OTA iiretimini 9-21 giin araliginda gerceklestirmektedir. Diger bir OTA iireticisi A. niger ise daha dar bir
aralikta OTA {iretimi yapabilmektedir. OTA firetimi optimum 13-35°C, 0,95-0,99 a,, ve 5-30 giin araliginda
gerceklesmektedir. P. verrucosum OTA iiretimini optimum 24-25°C, 0,95-0,99 a,’de ve 14 giinden daha fazla
bir siirede gergeklestirmektedir [20].
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Bu ¢aligmanin sonuglaria gore ise, 25°C'de A. niger agg. izolatlarinin %45’i, 30°C’de %30°’u OTA
iireticisidir. Izolatlar 25°C’de 0,001-0,05 pg/g, 30°C’de ise 0,002- 0,07 pg/g diizeyinde OTA iiretmistir.
Literatiirde A. niger var. niger’in 15-35°C arasinda ve en fazla 20-25°C’de OTA iirettigi ifade edilmistir [21].
Gergeklestirilen ¢aligmada da A. niger agg. izolatlariin 25°C’de OTA olusturma potansiyeli daha yiiksek
bulunmustur. Caligmada OTA olusturma potansiyelleri incelenen 10 adet A. carbonarius izolatinin 9 adedi OTA
tireticisidir. izolatlardan 6503D9 kodlu izolat sadece 30°C’de, 0904D1 kodlu izolat ise sadece 25°C’de OTA
iiretmistir. Izolatlar 25°C’de 0,01-8,46 png/g diizeyinde, 30°C’de ise 0,001-5,46 ug/g diizeyinde OTA
olusturmustur.

Izolatlarin ortalama OTA iiretim miktarlar1 ve sikhiklar1 Tablo 2'de gdsterilmistir Gergeklestirilen
caligmada A. carbonarius izolatlarinin CY A besiyerinde %90 oraninda OTA iireticisi oldugu belirlenmigtir. A.
niger ise YES besiyerinde %45 oraninda OTA iretmistir. Literatiirde de Aspergillus section Nigri {iyesi
Aspergilus carbonarius’un daha yiiksek miktarda ve siklikta OTA fiireticisi oldugu ancak dogada daha az siklikla
rastlandigr bildirilmigtir [22]. Yapilan ¢aligmalarda A. carbonarius izolatlarinin % 10-100 arasinda degisen
oranlarda OTA olusturdugu saptanmistir [23-27]. Palumbo ve dig. [28] Kaliforniya kuru iiziimlerinden elde
edilen Aspergillus section Nigri izolatlarinin sadece %3’tinii olusturan Aspergillus carbonarius'un besiyerinde
0,9-15 ug/g OTA olusturdugunu belirlemislerdir. Techarat ve dig. [29], tarafindan yapilan ¢aligmada A.
carbonarius izolatlarinin %100 oraninda A. niger agg. izolatlarinin ise %59,52 oraninda OTA ireticisi oldugu
belirlenmistir. A. carbonarius izolatlariin 9,275-12,168 pg/kg diizeyinde, A. niger agg. izolatlarinin ise daha
diisiik diizeyde 0.1-37.12 pg/kg OTA iirettigi belirlenmistir.

Tablo 2. Aspergillus section Nigri tiyesi izolatlarin ortalama OTA tiretim miktarlari

A. carbonarius A. niger agg.
25°C 30°C 25°C 30°C
OTA iireticisi sus 8/10 8/10 9/20 6/20
Ortalama OTA Miktart (ng/g) 2,49 1,21 0,009 0.019

Gidalarda yaygin olarak bulunan Aspergillus niger ise diisiik diizeyde ve siklikta OTA iireticisidir [22].
Noonim ve dig. [30] benzer olarak A. carbonarius izolatlarmin tamaminin 6nemli oranda OTA ireticisi
oldugunu A. niger izolatlarinin ise A. carbonarius'a gore daha diisiik diizeyde OTA iirettigini belirlemislerdir.
Bir bagka ¢alismada Battilani ve dig. [31], A. niger agg. izolatlarinin %8’inin, A. carbonarius izolatlarinin ise
%90’1nin OTA iirettigini saptamustir. Ispanya iiziim baglarindan alinan 6rneklerde yapilan diger bir galismada ise
A. niger agg.'nin %2-7, A. carbonarius’un da % 78-100 oraninda okratoksijenik oldugu belirlenmistir [32].

A. niger ve A.carbonarius’un OTA iiretiminin incelendigi ¢alismalarda genel olarak asil OTA
tireticisinin A. carbonarius oldugu rapor edilmektedir [29, 30, 32]. Martins ve dig. [33], tarafindan yabani
Aspergillus niger izolatlarinin zedelenmis misir tanelerinde OTA iiretiminin incelendigi ¢alismada da A. niger’in
OTA iiretimi agisindan énemli bir probleme neden olmayacagindan bahsedilmistir. Bir bagka ¢aligmada CYA
besiyerinde A. niger agg. izolatlarindan 22 adedinin 10 pg/kg’in altinda, 31 adedinin 10-100 pg/kg arasinda ve
sadece 9 adedinin 100 pg/kg’dan fazla OTA frettigi saptanmustir. A. carbonarius’un ise 204 adedinin 100
pg/kg’dan fazla OTA iirettigi belirtilmistir [31]. Amezqueta ve dig. [1], yaptiklar1 ¢alismada depolanmis kakao
¢ekirdeklerinden izole ettikleri 13 adet A. niger agg. ve 3 adet A. carbonarius'un OTA tiretim 6zelliklerini Potato
Dextrose Agar (PDA) besiyerinde incelemislerdir. A. niger aggregate izolatlarindan 9 adedinin tayin limiti
tizerinde, 1 adedinin tayin ve belirleme limiti arasinda OTA olusturdugu oldugu saptanmustir, 3 izolatin ise
toksin fireticisi olmadig1 belirlenmigtir. A. carbonarius izolatlar1 ise a,, degerine bagli olmakla birlikte OTA
tireticisidir. Caligmada da literatiir bulgularina benzer olarak A. carbonarius izolatlarmin daha yiiksek siklikta ve
daha yiiksek miktarlarda OTA iireticisi oldugu belirlenmistir.

Kuru incir orneklerinde gergeklestirilen ¢alismalarda OTA varligi tespit edilmistir. Yapilan bir
calismada 6rneklerin % 47,8’inde 0,12-15,31 pg/kg arasinda degisen diizeylerde OTA varlig1 belirlenmistir [34].
Kuru incirde hakim floray1 Aspergillus section Nigri tiyesi kiifler olusturmaktadir [35].

Calismada kuru incirden izole edilmis 30 adet A. section Nigri iiyesi izolatin OTA olusturma
Ozelliklerine sicakligin etkisi degerlendirilmistir. A. carbonarius izolatlarinin %90°1 ¢alisilan 25 veya 30°C OTA
uretmektedir. A. niger agg. izolatlar1 ise daha diisiik oranda (%45) ve miktarda OTA {ireticisidir. A. niger agg.
izolatlar1 25°C’de daha yiiksek siklikta OTA iiretme potansiyeline sahip iken A. carbonarius izolatlar1 igin
benzer bir farklilik belirlenmemistir. Sonug¢ olarak, kiiflerin OTA iiretme potansiyellerinde inkiibasyon
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sicakligma gore farkliik olabileceginden birden fazla sicaklikta toksin olugturma potansiyellerinin
incelenmesinin daha dogru olacagi kamsindayiz. Ayrica A. carbonarius iiyelerinin A. niger agg. iiyelerine gore
daha yiiksek miktarda ve siklikta OTA {ireticisi olmalar1 nedeniyle incirde OTA varhigindan asil sorumlu kiif
olduklar1 diisiiniilmektedir.
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