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Candida boidinii’nin Farkl Suslarimmin Deltamethrini Parcalama

Potansiyellerinin Zn-vitro Kosullarda Belirlenmesi”

Aysegiil YILDIRIM KUMRAL"", Nabi Alper KUMRAL? Ozan GURBUZ?

Oz: Bitkisel iiretimde kullanilan pestisitlerin gidalarda kalintilarinin azalmasim etkileyen 6nemli faktorlerden
biri de mikrobiyal faaliyetlerdir. Bu ¢aligmada, zeytin fermentasyonu salamurasindan izole edilen Candida
boidinii’nin yedi farkli susunun bitkisel tiretimde sikga kullanilan sentetik piretroitli insektisit deltamethrin’i
parcalama potansiyeli invitro kosullarda incelenmistir. Bu amagla, maya hucrelerinin esteraz enzim aktiviteleri
ve deltamethrini karbon kaynagi olarak degerlendirme durumlari tespit edilmistir. Esteraz enzim aktivitesi ve
deltamethrini karbon kaynagi olarak degerlendirme potansiyelleri yiiksek olan suslarin insektisiti pargalama
diizeyleri gaz kromatografisi kutle spektrofotometresi (GC-MS) kullanilarak belirlenmigtir. Test edilen yedi
susun ikisinde (CB-1 ve CB-5) hem hiicre gelisimi hem de esteraz aktivitesi agisindan 6nemli diizeyde yiiksek
faaliyet belirlenmistir. GC-MS kalint1 analizine gore, iki susun ilk {i¢ glinde deltamethrin miktarinda baglangica
gore sirastyla % 41.4 ve 22.5 oraninda azalmaya sebep oldugu, maya bulunmayan kontrol grubunda ise bu
oranin sadece %11 oldugu tespit edilmistir. CB-5 susunda 10 giin i¢cinde dnemli diizeyde daha fazla deltamethrin
yikimi (%91) belirlenmistir. Elde edilen sonuglara goére C. boidinii’nin farkli suslarmin deltamethrinin

par¢alanmasinda rol oynayabilecegi yoniinde giiglii kanitlar ortaya konmustur.
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Determination of Deltamethrin Degradation Potentials of Different

Candida boidinii Strains in In-vitro conditions

Abstract: Microbial activities are one of the important factors affecting the reduction of the residues of
pesticides used during plant production in foods. In this research, the potential of seven strains of Candida
boidinii previously isolated from olive fermentation brines for the degradation of synthetic pyrethroid insecticide
deltamethrin, commonly used in crop production, was investigated under in-vitro conditions. For this purpose,
esterase enzyme activities of yeast cells and evaluation of deltamethrin as a carbon source were determined.
Esterase enzyme activity and insecticide degradation levels of strains with high potential to evaluate
deltamethrin as a carbon source were determined by using gas chromotography mass spectrophotometer (GC-
MS). Two of the seven strains (CB-1 and CB-5) were displayed significant high activity both in terms of cell
development and esterase activity. According to the GC-MS residue analysis, it was determined that the two
strains caused a 41.4% and 22.5% decrease in the amount of deltamethrin in the first three days, respectively,
compared to the initial levels, while this ratio was only 11% in the non-yeast control group. Significant further
deltamethrin degradation (91%) was determined within 10 days in CB-5 strain. According to the results
obtained, strong evidence has been revealed that the different strains of C. boidinii may play a role in the

degradation of the deltamethrin.

Keywords: Deltamethrin, esterase, insecticides, yeasts, degradation, synthetic pyrethroids.

Giris

Son yillarda bitkisel iriinlerde zararli organizmalarla miicadele igin bazi ¢evre dostu ve hedefe 6zel iiriinler
gelistirilmeye ve kullanilmaya baglansa da, bunlarin tiim diinya ¢apinda kullanimi halen ¢ok sinirlidir. Bunun
yerine ucuz ve hizl etki gosteren sinir zehirlerinin kullanimi sikga tercih edilmektedir (FAO, 2019). Tirkiye’nin
de dahil oldugu birgok iilkede son 10 yilda organikfosforlu, karbamatli ve neonicotinoid grubundan bir¢ok sinir
sistemini etkileyen pestisitin tarimda yasaklanmasiyla beraber, diger bir sinir zehiri olan sentetik piretroitli
kimyasallara olan ilgi ve kullanim miktar1 oldukga artig gostermistir (Anonim, 2020a). Bu kimyasal grupta da en
cok tercih edilen etken madde 1980°li yillarin bagindan beri birgok kiiltiir bitkisinde kullanilan deltamethrin’dir
(Cycon ve ark., 2014). Etki mekanizmas1 geregi ve hedef organizmada aktivite gosterebilmesi i¢in diigiik viicut
sicakligina ihtiya¢ duymasi nedeniyle diger sinir zehirlerine gére memelilere ve diger sicakkanlilara daha az
zehirli olmaktadir (Simon, 2014). Yine de bu kimyasal grubun yiiksek dozlarinin insanlarda akut veya kronik
olarak hormonal aktivite bozukluklarina, alerjik reaksiyonlara, deri iltihaplarina, lenf nodiillerine, dalak hasarina
ve ishale neden oldugu bildirilmektedir (Regueiro ve ark., 2015; Anonim 2020b). Bu nedenle, bu kimyasalin
taze meyve ve sebzelerde ve hatta islenmis gidalarda kalintilarinin belirlenen sinir degerlerinin iistiinde

olmamasi istenmektedir. Deltamethrin’in, bulundugu ortamdaki sicaklik, asitlik (pH) ve giines 15181 kosullarina
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bagli olarak 11-72 giin i¢inde %50 diizeyindeki bir miktar1 par¢alanabilir. Hatta biyolojik etmenlerin 6zellikle de
bazi mikrobiyal etmenlerin metobolik faaliyetleri ile bu siire ¢ok daha kisalabilmektedir (Roberts ve ark., 1998;
Chen ve ark., 2011; Simon 2014). Yine baska bir literatiirde laboratuvar kosullarinda deltamethrin’in yarilanma

omrinin 28 gln oldugu, yukarida sayilan dis kosullara bagli olarak bu siirenin 21 ile 58 giin arasinda degistigi
ifade edilmektedir (Wu ve ark., 2006; Anonim, 2020b).

Isik almayan, sicaklik ve pH degerlerinin degismedigi ortamlarda muhafaza edilen gidalarda bulunan bu
sentetik kimyasallarin yikiminda mikrobiyal etmenlerin ¢ok fazla etkisi bulunmaktadir. Baz1 bakteri ve maya
tirlerinin bitkisel veya hayvansal gidalarin fermentasyonu sirasinda insektisitleri parcalayabildigi bircok
aragtirmada ispatlanmistir (Fatichenti ve ark., 1983, 1984; Misra ve ark., 1996; Cho ve ark., 2009; Islam ve ark.,
2010; Zhao ve Wang, 2012; Bajwa ve Sandhu, 2014; Regueiro ve ark. 2015). Fermentasyon sureclerinde ¢cok
onemli rol oynayan ve gidalarda bulunmasi istenen Lactobacillus, Leuconostoc ve Oenococcus cinslerine ait bazi
laktik asit bakterilerinin birgok sentetik insektisiti esteraz enzimleri ile hidrolize ederek pargaladigi veya
karbon/enerji kaynagi olarak kullandigina dair 6nemli kanitlar bulunmaktadir (Sogorb ve Vilanova, 2002; Choi
ve ark., 2004; Ruediger ve ark., 2005; Maragkoudakis ve ark., 2006; Cho ve ark., 2009; Islam ve ark. 2010;
Solmaz ve Ay, 2010; Kumral ve Kumral, 2013; Kumral ve ark., 2020). Benzer olarak, maya tirlerinden
Saccharomyces cerevisiae ve Debaryomyces turlerinin bazi insektisitleri fermentasyon siiregleri sirasinda yikima
ugrattigina dair 6nemli bulgular bulunmaktadir (Peric ve ark., 1980; Fatichenti ve ark., 1983, 1984; Dordevic ve
ark., 2013). Bugiine kadar zeytinden izole edilen maya tiirlerinin insektisit yikimindaki etkisini gosteren bir
calismaya rastlanilmamistir. Ozellikle yerli maya suslarinin ve 6zellikle bunlar arasindan insan sagligina olumlu
olanlarinin ortaya konmasi, tilkemizde siirdiiriilebilir gida gilivenliginin saglanmasi agisindan da onemli bir

konudur.

Bu nedenle bu ¢alismada zeytin fermentasyonu sirasinda daha once tarafimizdan izole edilen Candida
boidinii tiriiniin farkhi suglarinin esteraz enzim aktiviteleri ve insektisitleri karbon/enerji kaynagi olarak
kullanma potansiyellerinin laboratuvar ortaminda belirlenmesi amaglanmistir. Bu yolla segilen suslarin
deltamethrin’i parcalama kapasitesi invitro ortamda Gaz kromotografi - Kitle spektrometrisi (GC-MS)

kullanilarak periyodik olarak izlenmistir.

Materyal ve Yontem

Test Mikroorganizmalar:

Bu caligmada, Kumral ve ark. (2013) tarafindan Bursa ilinden toplanan Gemlik ¢esidi zeytinlerin dogal

fermentasyonu sirasinda izole edilmis ve tanisi yapilmig 7 farkli Candida boidinii susu kullanilmigtir.

Kimyasallar

Deltamethrin ([(S) — cyano - 3-phenoxyphenyl) methyl] (1R,3R) -3- (2,2 - dibromoethenyl) - 2,2 - dimethyl

cyclopropane -1- carboxylate) standarti Sigma-Aldrich kimyasal firmasindan saglanmistir. Denemelerde,
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¢oziinlirliigh saglamak amactyla standardin dimetil siilfoksit igerisinde hazirlanmis stok ¢6zeltisi kullanilmistir

(1000 mg L™). Diger tiim kimyasallar analitik safliktadur.

Mikrobiyal Gelismenin Belirlenmesi

Deltamethrinin maya suslar1 tarafindan karbon/enerji kaynagi olarak kullanilma potansiyelini 6l¢gmek amaciyla,
standart Yeast Pepton Dekstroz (YPD) broth, higbir karbon kaynag: icermeyen Mineral Tuz Ortarm (MSM) ve
karbon kaynag: olarak 0.1 g L™ konsantrasyonunda deltamethrin etken maddesi iceren MSM-DEL ortamlar
kullanilmistir (Cizelge 1). Her li¢ ortamdaki maya hiicresel gelisimi periyodik olarak izlenmistir. Denemede
YPD broth’da gelismeye birakilan 18-24 saatlik kiiltiirler kullanilmistir. YPD, MSM ve MSM-DEL ortamlarina
asilanacak kiiltiirler karbon kaynaklarindan arindirilmak amaciyla 4°C ve 10.000 g’de 10 dakika olmak zere 2
kez santrifiijlenmis ve steril fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi ile yikanmustir. Steril ortam ¢ozeltileri ile siispansiyon
haline getirilen hiicrelerden, tiim deney ortamlarma 10" log KOB mL™ diizeyinde maya hiicresi igerecek sekilde
agilama yapilmigtir. Asilanan ortamlar 30°C’de inkiibasyona birakilmigtir (Cho ve ark., 2009). Hiicresel gelisim
diizeyleri 600 nm dalga boyunda absorbans ol¢iimii yapilarak spektrofotometrik (Bio-Tek Instruments,

Winooski, ABD) olarak izlenmistir. Tiim deneyler {i¢ tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

Cizelge 1. Hiicresel gelisimin izlenmesinde kullanilan besi ortamlar1 (Cho ve ark., 2009).

Bilesen (g L) YPD* broth MSM* MSM-DEL*
Pepton 20 0.01 0.01
Maya ekstrati 10 - -
Glikoz 20 - -
Potasyum dihidrojen fosfat - 2.27 2.27
Sodyum dihidrojen fosfat dodekahidrat - 5.97 5.97
Sodyum klorir - 1 1
Magnezyum sulfat heptahidrat - 0.5 0.5
Kalsiyum kloriir dehidrat - 0.01 0.01
Magnezyum silfat tetrahidrat - 0.02 0.02
Ferrous stlfat heptahidrat - 0.05 0.05
Deltamethrin - - 0.1

YPD: Yeast Pepton Dekstroz; MSM: Mineral Tuz Ortami, MSM-DEL: Deltamethrin Igeren Mineral Tuz Ortami

Esteraz Aktivitesinin Belirlenmesi

Maya suslarinin esteraz aktivitesi Morichi ve ark. (1968) tarafindan gelistirilen metot uyarlanarak
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Testlerde YPD broth’da gelismeye birakilan 18-24 saatlik kilttrler
kullanmilmustir. YPD broth’da 30°C’de gelismeye birakilan 16-24 saatlik kiltirler, 4°C ve 10.000 g’de 10 dakika
boyunca 2 kez santriflijlenerek 0.1 M fosfat tamponunda (pH 7.0) yikanmis ve aymi tampon iginde (3 mL)
stispanse edilmigtir. Analiz karigimi olarak, 100 pL maya hiicre siispansiyonu, 60 pL 100 mM sodyum fosfat
tamponu (pH 7.0), 20 pL a-naftil asetat (10 mM dimetil siilfoksit i¢inde ¢6ziinmiig) ve 20 pL fast blue RR (1.5 g
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L") boya ¢ozeltisi kullamlmistir. Analiz karisimlarmim birine 100mg L™ dozunda deltamethrin standart:
katilirken, kontrol olarak digerine sadece deltamethrinin ¢oziildiigii dimethyl siilfoksit katilmistir. Kor drneklerde
maya kltir( yerine sadece fosfat tamponu kullanilmistir. Esteraz aktivitesi 23°C’de 60 dk stireyle 500 nm dalga
boyunda kinetik olarak Monokramatorlic Mikroplaka Okuyucu (Bio-Tek, Winooski, ABD) kullanilarak
belirlenmistir. Elde edilen absorbans degerlerinin pmol p-nitrofenol dk™ mg protein™ olarak ifadesi icin ilk dnce
orneklerdeki protein miktar1 Bradford (1976) yontemi ile tespit edilmistir. Reaksiyon drlni olan 1-naphthol’in
standart egrisi, 500 nm’de Fast Blue RR boya kompleksi kullanilarak 7 farkli konsantrasyona karsilik gelen
absorbans degerleri kullanilarak elde edilmistir. Bu standart egrinin linear formiilii absorbansin doniisiimiinde

kullanilmustir (Temizkan ve Arda, 2008). Tim testler Ug¢ tekerrirli olarak gergeklestirilmistir.

Deltamethrin Parcalanma Duizeylerinin Belirlenmesi

Mikrobiyal gelisme ve esteraz aktivitesi testlerinin sonuglarina gore, en yiiksek potansiyele sahip iki sus (CB-1
ve CB-5) ile deltamethrin parcalanma diizeyleri test edilmistir. Bu amagla higbir karbon kaynagi bulunmayan
MSM ortamina 10" log KOB L™ diizeyinde olacak sekilde maya hiicresi ve 100 mg L™ dozunda deltamethrin
standart1 katilmistir. Kontrol grubu olarak ise MSM ortamina ayni1 dozda deltamethrin katilirken maya kiiltiirii
eklenmemistir. Deltamethrin’deki kalinti miktarindaki degisimler 0., 3., 7., 10. ve 14. glinde GC-MS metodu
kullanilarak belirlenmistir. Deltamethrinin ekstrasyonu ve saflastirmasinda Aksu (2007)’nun sivi drneklerde
kullandigi metot kullanilmistir. Kisaca, 5 mL MSM ortamina 5 mL acetonitrile-dichloromethane (1:1, v/v)
katilmig ve Uzerine 2 g susuz MgSO, ve 0.25 g NaCl eklenmistir. Karigim 2 dakika boyunca vortekste sertge
calkalanmig ve daha sonra 5 dakika 7000 g’de santrifiijlenmistir. Elde edilen siipernatanttan 2 mL gekilip,
lizerine 0.15g MgSO, eklenmistir. Bu karisimda 2 dakika boyunca vortekste sertce ¢alkalandiktan sonra 5 dakika
boyunca 7000 g’de santrijiife tabi tutulmustur. Elde edilen Ust fazdan GC-MS cihazina (Perkin Elmer Clarus 680
Gas Chromatography-Clarus SQ8T Mass Spectrometry, Ohio, ABD) 1 pL olarak yiiklenmistir. GC-MS
cihazinda Elite-5MS (PerkinElmer 30 m, 0.25 mm ID, film kalinlig1 0.25 pm) kolon kullanilmistir. Tasiyic1 gaz
helyum (1 mL dk™)’dur. Injeksiyon sicakligi 220°C ve miktar1 ise 1 pL’dir. Firin sicakhig1 lineer olarak artis
gosterecek sekilde programlanmigtir: Dakikada 25°C artigla 70°den 150°C’ye; dakikada 2.7°C artisla 150°den
200°C’ye; dakikada 6°C artisla 200°den 285°C’ye ulagmustir. Bu protokole gore deltamethrin’in yakalanma
zamani 39.5 dakika olarak belirlenmistir. Ayrica, cihazin iyon kiitiiphanesine gore 51, 77, 91, 181 ve 253 m/z en
tipik iyonlari oldugu belirlenmistir. Elde edilen pik alanlarinin doniisiimii icin deltamethrin’in methanolde

hazirlanmis 5 farkli konsantrasyonundan (0.01 ile 100 mg LY elde edilen lineer egrinin formiilii kullanilmustir.

istatistiksel Analiz

Farkli maya suslarimin esteraz aktivitelerinde ve deltamethrin kalintilarindaki ortalamalarin zamana baglh
degisimleri iki yollu ANOVA ile analiz edilmistir. Farkli suslarin farkli ortamlardaki hiicre gelismeleri ise
tekrarl olglilmiis varyans analiz (MANOVA) testine tabi tutulmustur. Daha sonra Tukey’in post hoc testi (p <

0.05) gergeklestirilerek ortalamalar arasindaki farkliklar gruplandirilmistir (SAS 2007).
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Bulgular

Maya Hiicrelerinin Gelisimi

Candida boidinii’nin farkli suslarinin {i¢ farkli besi ortaminda hiicre gelisme egrileri Sekil 1’de verilmistir.
Karbon kaynaginca zengin olan YPD ortaminda tiim suslar diger ortamlara gore istatistiki anlamda 6nemli
diizeyde daha fazla gelisme gostermistir (F,, = 10703.9, P < 0.01). Maya hiicrelerinin geligimi agisindan ikinci
sirada karbon kaynagi olarak sadece deltamethrin bulunduran MSM-DEL ortami yer almakta olup, hi¢ karbon
kaynagi bulundurmayan MSM ortamina gére dnemli seviyede daha fazla maya hiicresi geligmistir. Kullanilan
besi ortam1 kadar susunda ayni ortamlarda istatistiki anlamda gelisme farklilig1 gosterdigi belirlenmistir (Fgg =
374.2, P < 0.01). Ozellikle karbon kaynagi olarak deltamethrin bulunduran besi ortaminda CB-5 susunda
gelisme onemli seviyede yiiksek bulunurken, bunu takiben sirasiyla CB-1 ve CB-3 suslarinda da diger suslara
gore daha iyi bir gelisme saptanmustir (Fip1, = 404.0, P < 0.01). Karbon kaynagi bulundurmayan MSM besi
ortami hari¢ diger besi ortaminda maya hiicre gelisiminin zamana bagl olarak istatistiki anlamda farklilik
gosterdigi belirlenmistir (Fss = 1485.1, P < 0.01). YPD besi ortaminda birinci giinden itibaren hiicre gelisimi
siirekli bir artig gosterirken, deltamethrin igeren besi ortaminda ise bu artig ikinci giine kadar devam etmistir.

Artis trendi suslara bagli olarak ya sabitlenmis ya da diisiis gostermistir (Sekil 1).

Esteraz Aktivitesi

Candida boidinii’nin farkli suslarinin deltamethrin igeren veya icermeyen ortamlarda esteraz aktivitesi
ortalamalar1 Cizelge 2’de verilmistir. Analiz sonuglarina gore esteraz aktivitesinin maya susuna, deltamethrin
icermesine ve her ikisinin interaksiyonuna bagli olarak énemli diizeyde degistigi belirlenmistir (maya susu Fgg =
3.2, P =0.015; deltamethrin katkist F1 ;= 86.0, P < 0.01; sus x deltamethrin Fg= 2.9, P = 0.02). Ozellikle CB-1
ve CB-5 suglarina deltamethrin katildiginda esteraz aktivitesinin 6nemli diizeyde yiikseldigi belirlenmistir. CB-1
ve CB-5 suslarinin deltamethrin katilmayan orneklerine nazaran bu érneklerde sirasiyla 4.31 ve 5.97 kat daha
fazla esteraz aktivitesi saptanmustir. Istatistiki anlamda en diisiik aktiviteler deltamethrin katilmayan CB-2, CB-4

ve CB-7 suslarinda bulunmustur.

Deltamethrin Parcalanma Sonuclari

Iki farkli susun bulundugu MSM ortamlar1 ile herhangi bir maya icermeyen MSM ortamindaki deltamethrin
miktarindaki zamana gore degisim Sekil 2’de verilmistir. Analiz sonuglarina gére muamelenin ve zamanin
deltamethrin yikiminda 6nemli oldugu belirlenmistir (muamele F,, = 11.1; P < 0.01; zaman: F44 = 42.3, P <
0.01; muamale x zaman Fgg = 1.6, P = 0.15). Maya ile inkibasyondan 3 giin sonra, CB-1 susunun bulundugu
MSM ortaminda deltamethrin miktar1 %41.4 oraninda azalirken, CB-5 susunda bu oran %22.4’de kalmstir. Hig
maya bulunmayan kontrol grubunda ise deltamethrin miktarindaki azalma sadece %11 oraninda gergeklesmistir.
Baslangi¢ giiniindeki deltamethrin miktarlar1 muameleler arasinda farklilik gostermezken; iiglincii giin sonuglari

arasindaki farkhlik istatistiki anlamda 6nemli bulunmustur. Inokiilasyondan 7 giin sonra tiim muamelelerde
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deltamethrin miktarinin yaridan fazlasinin pargalandigi belirlenmistir. Ancak, bu giindeki deltamethrin farklilig:
onemli bulunmamistir. Denemenin 10. giiniinde yapilan 6l¢iimlerde kontrole ve CB-1 susuna nazaran CB-5
susunda 6nemli diizeyde daha fazla deltamethrin yikimi (%91.2) belirlenmistir. CB-5 susundaki deltamethrin
miktarindaki diisiis cok daha dogrusal bir egim olusturmustur (r= 0.96). Olgiimin 14. gininde ise

deltamethrin’in neredeyse tamaminin (%96-98) tum muamelelerde ve kontrolde yikildig: belirlenmistir.

02 02
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Sekil 1. YPD, MSM ve deltamethrin katilmis MSM ortamlarinda Candida boidinii 'nin ortalama hiicre gelisimi
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Cizelge 2. Candida boidinii’nin farkli suglarinin deltamethrin i¢eren ve igermeyen ortamlarda esteraz aktivitesi

Muameleler (nmol p-nifr??éﬁf)Ial(;tki'\{irtﬁgsjiprotein'l)* Altivasyon arts orant™
CB-1 12335.5+854.7cd -
CB-1 + DEL 53124.6+12946.5a 431
CB-2 9815.5+365.9d -
CB-2 + DEL 40920.9+6883.2abc 4.17
CB-3 15808.6+6816.0bcd -
CB-3 + DEL 45063.6+10449.4ab 2.86
CB-4 9703.1+373.2d -
CB-4 + DEL 39371.9+1893.7abc 4.06
CB-5 10134.2+460.6d -
CB-5 + DEL 60498.1+7984.6a 5.97
CB-6 11518.9+2015.8cd -
CB-6 + DEL 21885.9+5443.1bcd 1.89
CB-7 10044.34521.7d -
CB-7 + DEL 22436.7+3229.7bcd 2.23

* Ayni siitundaki ayn1 harfleri tasiyan ortalamalar istatistiki anlamda birbirinden farksizdir (Tukey, P <0.01)

** Deltamethrin kullanilan 6rneklerdeki esteraz aktivasyonunun kullanilmayan Orneklerin esteraz aktivasyon degerine
boliinmesi ile elde edilmistir.

Tartisma ve Sonug¢

Zeytinin dogal fermentasyonunda bazi mikroorganizmalarin 6nemli diizeyde olumlu rol oynadiklar
bilinmektedir. Fermentasyon siirecinde baglangicta laktik asit bakterilerinin pH degerini 4’lin altina diisiirmesi ile
mayalarin yogun aktivite gosterdigi kaydedilmektedir (Randazzo ve ark., 2011; Kara ve Ozbas, 2013). Bizim
calismamizda kullandigimiz C. boidinii tirii de dahil olmak {izere mayalarin zeytinin tat, koku ve yapisina
olumlu katkilart bulunurken, ayni zamanda antioksidan-antimikrobiyel 6zellikleri, acilik veren oleuropeini
pargalamalar1 ve diger istenmeyen mikroorganizmalar1 dldiirmeleri gibi istenen o6zellikleri de bulunmaktadir
(Psani ve Kotzekidou, 2006; Arroyo-Lopez ve ark., 2008; Alves ve ark., 2012; Kara ve Ozbas, 2013). lyi
bilindigi gibi deltamethrin gibi bir ¢ok insektisit asit ortamda daha yavas parcalanmakta ve hatta uzun siire stabil
kalabilmektedir. Bu anlamda, diisik pH ve karanlik kosullarin hitkiim siirdiigii fermentasyon asamasinda
mayalar gibi mikroorganizmalarin insektisitleri metabolize edebilme kapasiteleri ¢ok Onem arz etmektedir
(Roberts ve ark., 1998; Anonim, 2020b; Wu ve ark., 2006). C. boidinii’nin yukarida sayilan olumlu katkilarina
ek olarak insektisit kullanma ve pargalama 6zelligi ile ilgili 6nemli bulgular da bu ¢alisma sonuglar1 ile ortaya
konmustur. Ornegin, C. boidinii’nin tiim suslarinin deltamethrin disinda higbir karbon kaynagi bulundurmayan

ortamda ilk iki giinde en az YPD besi ortamindaki kadar gelisme gosterdigi belirlenmistir. Bu potansiyel suslara
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gore farklillk gostermesine ragmen, test sonuglart mayanin deltamethrini karbon/enerji kaynagi olarak
kullandigim gostermektedir. Benzer olarak, Cycon ve ark. (2014) toprak orjinli bir bakteri tur(i olan Serratia
marcescens’in deltamethrini karbon ve enerji kaynagi olarak kullandigini gostermistir. Bacillus, Micrococcus,
Ochrobactrum, Pseudomonas, Sphingobium, Stenotrophomonas ve Streptomyces cinslerine ait bircok toprak
kokenli bakterinin de sentetik piretroitleri bu yolla par¢alama o&zelliklerinin bulundugu kaydedilmektedir

(Madiha ve ark., 2013; Cycon ve ark., 2014).

CB-1 (b
100 Kontrol (a) 100 (b)
=] =
c [ =
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Sekil 2. C.boidinii’'nin farkli suslarinin deltamethrinin par¢calanmasindaki etkisi, (a) herhangi bir maya susu
bulunmayan (kontrol) MSM ortaminda deltamethrin miktar: degisimi, (b) CB-1 susunu bulunduran MSM
ortaminda deltamethrin miktar: degisimi (c) CB-5 susunu bulunduran MSM ortaminda deltamethrin miktari

degisimi, (d) tiim muamelelerdeki deltamethrin degisim orani (%).

Mikroorganizmalarin insektisitleri metabolize etmelerinde kullandig1 diger bir metabolik yol ise, esteraz
enzimi ile insektisitleri hidrolize ederek pargalamalaridir (Roberts ve ark., 1998; Chen ve ark., 2011; Simon
2014). Bu c¢alismada kullanilan C. boidinii suglarinin hepsi deltamethrini invitro ortamda hidrolize etmistir.
Ancak, suslar arasinda istatistiki anlamda 6nemli farkliliklar belirlenmistir. Ozellikle substrat olarak sadece o-
naftil asetatin kullanildig1 6rneklere nazaran deltamethrin katilan 6rneklerde 2’den 6 kata degisen oranlarda

esteraz aktivite artisi belirlenmistir. Bilindigi gibi enzim kinetiginde, reaksiyonun hizlanmasi ve sonlanmasin
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etkileyen faktorler enzim veya substrat varligi ve miktaridir. Ortamda, bu iki faktérden biri olmaz veya biterse
enzim aktivitesi olmaz veya kisa siirede biter (Temizkan ve Arda, 2008). Bu deneyde ortama deltamethrin
katilmas1 aktivite artisina neden olmustur. Bu da bu maya tiiriinde esteraz aktivitesinin ¢ok yiiksek oldugunu ve
deltamethrini hidrolize edebildigini ortaya koymustur. Benzer kurguyla yapilan farkli calismalarda iglerinde
laktik asit bakterilerinin de bulundugu bazi mikroorganizmalarin cypermethrin, permethrin, fenvalerateve ve
deltamethrin gibi sentetik piretroitleri hidrolize edebildigini gosterilmistir (Kim ve ark., 1998; Alvarez ve ark.,
1999; Sogorb ve Vilanova, 2002; Choi ve ark., 2004).

Bu ¢aligma kapsaminda invitro ortamda yapilan diger bir testte karbon/enerji kaynagi olarak deltamethrin
iceren MSM ortaminda 3 giin sonra CB-1 ve CB-5 suslarinin bulundugu &rneklerde hi¢ maya bulunmayan
orneklere nazaran istatistiki anlamda 6nemli diizeyde deltamethrin miktarinda diislis goriilmiistiir. Bu azalma
gelisme ve esteraz potansiyeli en yiiksek sus olan CB-5’de 10. giinde en yiiksek oranda gerceklesmistir. Bu
sonuclar, tekrar bize C. boidinii suslarinin deltamethrinin metabolik olarak parcalanmasi ve kullanilmasinda rol
aldigin1 gostermistir. Yine baska bir ¢calisma bir laktik asit bakterisinin sentetik piretroit olan bifentrini 30°C’de
gerceklesen 24 giinliik bir bugday fermentasyonu siiresince %63 oraninda azaltabilecegini gdstermistir
(Dordevic ve ark. 2013). Mayalarin insektisitleri pargalama 6zellikleri hakkinda ¢ok sinirli kayit bulunmaktadir.
Bununla ilgili ilk kayit Peric ve ark. (1980), Debaryomyces cinsinden bir maya tiiriiniin sucuk fermentasyonu
sirasinda insektisit DDT’yi tamamen, HCH’yi ise kismen pargalayabilecegini gosterebilmistir. Fatichenti ve ark.
(1983, 1984), S. cerevisiae’nin yapay besi ortaminda sentetik piretroitli insektisitlerden deltamethrin, permethrin
ve fenvelarate miktarlarint maya bulunmayan kontrol 6rneklerine goére dnemli diizeyde azalttigini ve 10 giin
icinde neredeyse tamaminin parcalanmasinda rol oynadigini ispatlamiglardir. Farkli bir sonug olarak Dordevic ve
ark. (2013), bugday ununun fermantasyonu sirasinda bifenthrin pargalanmasinda laktik asit bakterilerinin etkisi
yiksek bulunurken, S. cerevisiae’nin etkisi istatistiki anlamda yetersiz bulunmustur. Candida boidinii tzerinde

bu konuda yapilmis bir ¢alismaya rastlanilmamustir.

Sonug olarak, zeytinde oldugu gibi dogal fermantasyon siireglerinde mayalarin olumlu katkilar1 géz ard
edilememektedir. Hatta giinlimiizde endiistriyel anlamda bunlarin starter olarak kullanimlar1 da s6z konusudur
(Kara ve Ozbas, 2013). Arazi kosullarinda ise zararlilarla miicadelede sentetik kimyasallarin kullaniminin diger
alternatif yontemler daha uygun fiyatlardan elde edilerek yayginlasincaya kadar uzun yillar stirecegi asikardir
(Simon, 2014). Bu baglamda gida ortaminda bulunmasi istenen mayalarin insektisit par¢alayici 6zellikleri ortaya
konulabilirse; endiistriyel anlamda bunlari kullanmak miimkiin olabilir. Bu ¢aligmayla bu yonde C. boidinii’nin
tiim olumlu katkilarina ek olarak bu 6zelligi de gosterilmistir. leride cesitli gidalarm fermentasyonu ortaminda

yapilacak ek testlerle bu mayalarin pratik olarak kullanilma durumlar1 sinanabilir.

Tesekkiir Bilgi Notu

Bu ¢alisma Bursa Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan OUAP(Z)-2015/9 nolu
proje ile desteklenmistir. Bu ¢aligmanin tiim testleri A.Y. KUMRAL, estaraz testleri N. A. KUMRAL ve kalinti
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testleri O. GURBUZ tarafindan gerceklestirilmistir. Yazarlar tiim makaleyi birlikte hazirlamiglar ve

okumuglardir. Yazarlar arasinda herhangi bir ¢ikar ¢atigsmasi/cakigmasi bulunmamaktadir.
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