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GELENEKSEL GIDALARDAN iZOLE EDILEN LACTOBACILLUS SP.
SUSLARININ PESTISITLERIN PARCALANMASI UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Bitki yetistiriciligi ve ziraat alaninda zararlilarla miicadele i¢in yaygin olarak
pestisitler kullanilmaktadir. Kullanilan bu zirai miicadele ilaglar1; birim alanda en
yiiksek verim alinmasi i¢in zararhilarla miicadelede vazgecilmez unsurlardan birisidir.
Bununla beraber yaygin ve bilingsizce kullanimi ile insan sagligi ve ekosistem icin de
biiyilik sorun olusturmaktadir. Bu pestisitlerin dogada par¢calanmalar i¢in en ucuz, en
glivenilir en saglikli yontemlerden birisi olan biodegradasyon konusunda galismalar

son yillarda giderek artmaktadir.

Bu tez c¢alismasinda, iilkemize has yoresel siit iriinlerimizden izole edilen
Lactobacillus suslarmin malathion, endosiilfan, cypermethrin ve imidacloprid
pestisitlerinin pargalanmalarina etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Siit Uriinleri Gen
Bankasinda bulunan Limosilactobacillus fermentum  (Lactobacillus fermentum),
Lacticaseibacillus paracasei (Lactobacillus paracasei), Lacticaseibacillus
rhamnosus (Lactobacillus rhamnosus), Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
suslar1 canlandirilip, MALDI-TOF cihazi ile tanimlanmis ve ilk asamada 0., 24. ve
48. saatlerde degradasyon oranlari incelenmis, bu ¢alismalarin sonunda en bagarili
sonu¢ elde edilen 2 susun (Limosilactobacillus fermentum, Lacticaseibacillus
paracasei ) ayrica ikinci asama olarak 10 giinlilk pestisitlerin par¢alanmasina olan

etkileri arastirilmistir.

Anahtar kelimeler: Pestisit, Maldi-Tof, L. fermentum, L. paracasei, L. rhamnosus,
Biyodegradasyon
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF LACTOBACILLUS SP. STRAINS
ISOLATED FROM TRADITIONAL FOODS ON THE DEGRADATION OF
PESTICIDES

SUMMARY

Pesticides are widely used to combat pests in plant breeding and agriculture. These
used pesticides are one of the indispensable elements in the fight against pests in order
to obtain the highest efficiency per unit area. However, it also poses a great problem
for human health and the ecosystem with its widespread and unconscious use. Studies
on biodegradation, which is one of the cheapest, the most reliable and the healthiest
methods for the degradation of these pesticides in nature, have been increasing in
recent years.

In this thesis study, we aimed to investigate the effects of Lactobacillus strains isolated
from local dairy products on the degradation of malathion, endosulfan, cypermethrin
and imidacloprid pesticides. For this purpose, Limosilactobacillus fermentum
(Lactobacillus fermentum), Lacticaseibacillus paracasei (Lactobacillus paracasei),
Lacticaseibacillus rhamnosus (Lactobacillus rhamnosus), Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus strains found in the Central Research Institute of Food and Feed
Control Dairy Products Gene bank were revived and identified with the MALDI-TOF
instrument. In the first stage, degradation rates were investigated at Oth, 24th and 48th
hours. At the end of these studies, the impacts of 2 strains (Limosilactobacillus
fermentum and Lacticaseibacillus paracasei) showing the most successful results were

also examined during a 10-day degradation of pesticides.

Keywords: Pesticide, Maldi-Tof, L. fermentum, L. paracasei, L. rhamnosus,
Biodegradation
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1. GIRIS

Artan insan niifusu ile orantili olarak, tarim driinlerindeki taleplere yetisebilmek
amaciyla zirai ila¢ kullanim1 artmustir (Sarlak ve dig, 2021). Bu nedenle birim alandan
en ylksek verimin alinmasi i¢in gelistirilen ¢alismalar zorunlu hale gelmistir. Diinya
capinda 600 den fazla agrokimyasal bu amagla kullanilmaktadir ( Khaled ve dig, 2008).
Kontrollii pestisit kullanimi, yiiksek verim alinmasi noktasinda en biiyiik faydayi
saglamaktadir (Turabi, 2007). Tarimda verimliligin artirilmasinda zirai ilaglar,
pestitisitler vazge¢ilemez unsurdur. Kontrollii kullanim disina ¢ikildiginda cevrede,
alic1 su ortamlarinda kimyasal birikmesinin oldukga zararli olacagi bilinmelidir (Kavita
ve Geeta, 2014). Ziraatte verimliligin artis1 igin pestisit kullanimi son zamanlarda
kesfedilmis bir durum da degilidir. Siimerlerin, Yunanllarin, Romalilarin, tarimda

stilfiir, civa, arsenik ve bakir kullandiklar1 bilinmektedir (Hernandez ve dig. 2013).

Glincel duruma geldigimizde; ziraatte zararlilar ile miicadele i¢in kullanilan ilag tiretimi
diinya ¢apinda yillik 3 milyon ton civarindadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine
gore 2018 yilinda iilkemizde 60.000 tonluk bir tarim ilact kullanim1 ger¢eklesmistir
(Tiryaki ve dig, 2010; TUIK, 2019). Diinya ¢apinda ise ikinci diinya savasindan sonra,
gida lretimine olan talepten dolay1 pesitist iiretimi ve kullanimi dramatik sekilde
artmistir (Satish ve dig, 2017). Bu zirai ilaglarin, diger adi ile pestisitlerin kontrolsiiz
kullanimlari, hedef dig1 organizmalari etkilemeleri, ¢evresel kaybolmayan birikime
neden olmalar1 ve insanlarin tiikettigi gidalar iizerinde olusturduklar1 kalint1 nedeniyle
direkt ya da dolayli yollardan insan sagligini tehdit etmektedir (Lai, 2017; Sierra-Diaz
ve dig, 2019). Insan saghgim etkilemesi disinda cevrenin, topragin da o6zelligini
degistirmektedir. Bu zararli degisim tarimim kalitesini ve siirdiriilebilirligini de

etkilemektedir (Jay ve dig, 2014).

Zirai ilaglar akut ve kronik olarak insan saglig: iizerine etki etmektedir. Bu zirai ilag
kalintilarinin neden oldugu akut etkiler; kusma, bas agrisi, kasintt ve cilt tahrisi,
huzursuzluk, bas donmesi, solunum giigliigii olarak karsimiza ¢ikmakta; kronik etkiler
ise norotoksisite, kanser ve 6liim gibi vakalari icermektedir. Bahsettigimiz bu olumsuz

etkileri nedeniyle zirai ilaglarin (pestisitlerin) kullanim1 ve insanlarin tiiketimine hazir

1



gidalarda izin verilen pestisit kalintilart miktar1 konusunda Avrupa Birligi ve diger
iilkeler tarafindan olusturulmus birgok yasal diizenleme mevcuttur. Ulkemizde de “Tiirk
Gida Kodeksi” Pestisitlerin Maksimum Kalintt Limitleri Y6netmeligi’nde belirtilen
maksimum limitler gidalarda veya hayvan yemlerinde analiz edilen pestisitlerin yasal

olarak uygunlugunu belirlerken kullanilmaktadir (Anonim, 2021).

Ziraatin vazgecilmezi olan bu pestisitler kimyasal yapilar1 ve aktif gruplarina gore
smiflandirilirlar.  Pestisitler  yapisina  gore;  organoklorinler, organofosforlar,
karbamatlar, piretrinler ve piretroidler seklinde dort ana bashik altinda
siniflandirilabilirler (Kaur ve dig, 2019). Bu grup iginde en yaygin kullanimi %34 lik
pay ile organofosforlu pestisitler almaktadir (Yuan ve dig, 2021).

Genel olarak zirai liretimde yabanci otlar, bocekler, bakteriler ve viriislerden korunmak
icin sentetik pestisitlerin kullanimi tiim diinyada yaygin bir uygulamadir. Yeryiiziinde
kullanilan yaklasik 4 milyon ton zirai ilacin ortalama %1 gibi ¢ok diisiik bir miktari
hedeflenen zararliy1 etkilemektedir, geri kalan miktar ise ekosistemde biyolojik
kirliligine neden olmaktadir. Bundan dolay1 dogada pestisit kalintisinin detoksifiye

edilmesi olduk¢a dnemli bir konudur (Pimental, 1983).

Zirai ilaglarin kontrol disi kullamimimin ¢evresel tehlikelere sebep oldugu, toprak
verimliligini etkiledigi ve canlilarda toksisiteye neden oldugu herkes tarafindan
bilinmektedir. Zirai ilaglarin zararli etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla biitiin
diinyada organik tarim desteklenmekte veya kimyasallarin daha az veya hig
kullanilmadig1 tarim teknikleri tizerinde yogun ¢alismalar yapilmaktadir. Artan insan
popiilasyonuna kars1 dramatik sekilde azalan tarim iiriinleri tiretim miktarlar1 karsisinda
iilkelerin organik tarima gecis siiregleri planlandigi kadar hizli olamamaktadir. Bu
nedenle pestisit kullaniminin yasaklanmasi miimkiin degildir. Son yillarda gidalardaki
zirai ilag kalint1 miktarinin azaltilmasi yoniindeki ugraslar, gida sektoriinde temel gida
isleme asamalar1 esnasinda pestisitlerin 6nemli derecede yikilmasini amaglamaktadir
(Sendz, 2007). Kimyasal veya biyolojik olarak pestisit azaltmak i¢in kullanilan
yontemler disinda firinlama, kurutma, fermantasyon, dondurma, 6giitme, kabuk soyma,
pisirme, yikama ve meyve/sebze suyu sikma gibi gida isleme yontemlerinin gidalardaki
pestisit kalintist miktarini 6nemli dl¢iide azaltabildigini gostermistir (Kaushik ve dig,
2009).



Tez konumuzda odaklanildigi {izere, baz1 yararli bakterilerin, klorlu, poliklorlu,
polisiklik aromatik ve organofosforlu pestisit gruplarina dahil yogun etken maddelerin
biyodegradasyonuna veya  ortamdan detoksifiye edilmesine yardimci oldugu
bilinmektedir (Parte ve dig, 2017).

Mikroorganizmalarin metabolizmalar1 sonucunda degistirdikleri ¢evresel sartlarin
pestisitleri par¢alamasi yoluyla veya oksitleme, dehidrojenizasyon, indirgeme, hidroliz
ve sentezi igeren enzimatik tepkimelerle pestitisitlerin parcalanmasi veya degradasyonu
gerceklesmektedir (Ye ve dig, 2018). Insanlar ve hayvanlarin farkinda olmadan
tilketimi sonucunda biiyiikk tehlike arz eden pestisitlerin  temizlenmesinde
biyodegradasyon son yillarda ileri teknoloji kullanan tilkelerde yaygin olarak kullanilan
bir yontemdir. Bu konuda yapilan bilimsel calismalarda toprak Orneklerinde
Achromobacter, Brucella, Pseudaminobacter ve Ochrobactrum tiirlerinin
chlorpyriphos ve methyl parathion pestisitlerini degrade ettikleri yapilan analizlerle
ispatlanmigtir (Singh vd., 2003, Zhang vd., 2005). Laktik asit bakterilerinin ¢esitli
kimyasal gruplara ait pestisitlerin pargalanmalar1 ve biyodegradasyonu veya
biyolojikremedasyonda kullanimi iizerine etkilerini arastiran birgok ¢alisma mevcuttur
(Azizi ve Homayouni 2009). Ornegin Bunlar arasindan Lactobacilli, Streptococci,
Leuconostoc ve Pediococci bakterilerinin diazinon ve malathion’un; Cho ve dig. (2009)
Giiney Kore’ ye 6zgii geleneksel gida olan kimchiden izole edilen 4 laktik asit bakterisi
Lactobacillius mesenteroides, Lactobacillius brevis, Lactobacillius plantarum ve
Lactobacillius sakei’nin chlorpyrifos’un; Zhao ve dig, (2011) Lactobacillius delbrueckii
subsp. bulgaricus, Lactobacillius paracasei ve Lactobacillius plantarum’un fenthion,
dimethoate, methyl parathion, malathion, phorate, monocrotophos ve trichlorphon’un;
Bo ve dig. (2011) ticari yogurt suslarmin fenthion, phorate, methyl-parathion,
dimethoate, malathion, monocrotophos ve trichlorphon’un; Harishankar ve dig. (2013)
intestinal bakteriler olan Lactobacillius lactis, Lactobacillius plantarum, Lactobacillius
fermentum, Escherichia coli ve Enterococcus faecalis'in chlorpyrifos’un; Trinder ve
dig. (2016) yaptiklar1 ¢aligmada Lactobacillius rhamnosus parathion ve
chlorpyriphos’un; Li ve dig. (2018) L. plantarum’un phorate, dimethoate ve
omethoat’in parcalanmalarina olan etkilerini incelemis ve anlamli sonuglar elde

etmislerdir.

Tez calismasinin konusu olan pestisitlerin mikroorganizmalarla uzaklastirilmasi ve

yikilmasi i¢in kullanilan biyodegradasyon yontemi; Uluslararas1 Temel ve Uygulamali



Kimya Birligi (IUPAC)’1n tanimina gore, bir maddenin enzim araciligiyla in vitro veya
in vivo sartlarda pargalanma islemidir (Porto ve dig, 2011). Biyodegradasyon pestisit
kalintilarinin azaltilmasinda uygulanan, amaca en uygun, giivenli ve ucuz bir metottur
(Zhang ve dig, 2016). Biyodegradasyon islemi iki asamadan olusmaktadir. Bunlardan
birincisi, mikroorganizmalarin aktivitesi, ikincisi ise pestisitlerle kontamine olmus
cevresel maddelere iyilestirmedir. Biyodegradasyon mekanizmasi aerobik ve anerobik

sartlar altinda ger¢eklesebilmektedir (Singh ve dig, 1999).

Cizelge 1.1 : Literatiire baz1 mikroorganizmalar ve algler ile pestisit biyodegrasyonu

lizerine yapilmis caligsma 6rnekleri.

Literatiir Etken maddeler Organizma
(Sharma ve dig, Endosulfan Flavobacterium sp, Bacillus sp.,
2016) Pseudomonas sp.,
Lindane Sphingomonas paucimobilis, Pleurotus
ostreatus, Basea thiooxidans,
Streptomyces sp.,
Iprodione Pseudomonas sp
Atrazine, Nocardia, Arthrobacter, Clavibacter,
monocrotophos, Rhodococcus,

(Foster ve dig,
2004)
(Ye ve dig, 2018)

(Hernandez ve
dig, 2010)

alachlor and 4-
chlorophenol
Cypermethrin

Carbofuran

Carbendazim
Fenvalerate
Ethion

Parathion
Heptachlor
Dieldrin

Aldrin
Dimethoate
Tetrachlorvinphos

Streptomyces, Nocardioides

Pseudomonas stutzeri, P. aeruginosa, E.
coli, B. subtilis S. aureus, , Enterobacter
asuburiae,

Achromobacterium ve Pseudomonas,
Flavobacterium,

Sphingomonas, Arthrobacter
Pseudomonas oleovorans ve Klebsiella

sp.,
Bacillus cereus, Pseudomonas
viridiflava

Pseudomonas sp., Azospirillum sp

Escherichia coli, Bacillus sp.
Pseudomonas sp.

Bacillus, Pseudomonas

Fusarium mold, Penicillium sp.
Pseudomonas sp.

Vibrio metschinkouii Stenotrophomonas
malthophilia, Serratia ficaria, Serratia
spp. ve Proteus vulgaris,




Cizelge 1.1 (devam) : Literatiirde bazi mikroorganizmalar ve algler ile pestisit

biyodegrasyonu iizerine yapilmis ¢alisma ornekleri.

(Hussein ve dig,
2016)

(Zhang ve dig,
2005)
(Ardal, 2014)

Metoalcholar,
Pyriproxin,
Atrazine,
Molinate,
Simazine,
Carbofuran,
Dimethoate,
Propanil,
Pendimethalin,
Isoproturon,

Fluroxypyr
Mirex
Toxaphene,
methoxychlor

DDT
DDT, parathion

Lindane,
Chlordimeform

Chlorella vulgaris

Chlamydomonas reinhardtii

Dunaliella sp. ve Chlamydomonas sp.
Chlorococcum sp.
Chlorella sp.

Cylindrotheca sp, Dunaliella sp.
Scenedesmus obliquus ve Euglena
gracilis

Chlamydomonas sp. Chlorella sp.
Chlorella sp.




1.1 Tezin Amaci

Bu doktora tezinin amaci; probiyotik 6zelligi olan secilmis Lactobacillus suslarinin ,
tarimsal liretimde yaygin kullanimi nedeniyle biiyiik bir sorun olusturan ve piyasada
sik kullanilan bazi seg¢ilmis pestisitler iizerinde mikrobiyal biodegradasyon icin

etkilerini ve zamana kars1 parcalanma oranlarini detaylica incelemektir.

Calismada Bursa Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii’ ne bagh faaliyet
gosteren starter kiiltiirleri ihtiva eden Siit Uriinleri Gen Bankas1 koleksiyonunda
bulunan ve Tirkiye’nin 7 cografi bolgesindeki geleneksel gidalardan izole edilmis
Lactobacillus suslar1 kullanilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda koleksiyonda yer alan en
1yi probiyotik 6zellige sahip Lactobacillus suslart doktora tezi i¢in tekrar canlandirilma
islemi uygulanmasit MALDI-TOF enstriimani ile tanimlanmis ve zamana bagh olarak
kisa donem ve uzun donemde segilen zirai ilaglarin parcalanmasina olan etkileri
aragtirllmistir.  Doktora c¢alismasi iki asamali planlanmis olup, birinci ¢aligmada
pestisitleri en yiiksek oranda pargalayan iki susun se¢ilimi yapilmistir. Geri kalan diger
asama calismasinda da bu belirlenmis iki susun, segilen pestisitler iizerine 10 giine

kadarki ¢alismasi yapilmistir.

Tarim sektoriinde siklikla kullanilan farkli kimyasal gruplarin tiyesi olan 5 adet pestisit
etken maddesi secilmistir. Bunlar malathion (organofosforlu pestisit), endosulfan (alfa-
endosulfan, beta-endosulfan) (organoklorlu pestisitler), cypermethrin (sentetik
piretroid) ve imidacloprid (neonikotinoid)’tir. Laktik asit bakterilerinden L. rhamnosus,
L. Fermentum, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. paracasei ve Lc. lactis kullanilmistir.
Secilen kimyasal gruplarin yine secilen ve MRS besiyeri icerisinde gelistirilen laktik
asit bakterileri uygulamasi ile ilk asama ¢alismasi i¢cin parcalanma durumlari 0. 24. ve
48. saatte yapilan pestisit analizleri ile belirlenmistir. Baslangi¢ konsantrasyonu 10
mg/kg olarak segilerek (bu deger 6n denemeler sonucunda 48 saat sonra incelenen
pestisitlerin kaldig1 bir konsantrasyon oldugu i¢in se¢ilmistir) laktik asit bakterisi igeren

besiyerine eklenmis ve ¢alisma 2 tekrarli olarak yiiriitiilmistiir.

Ikinci asamada bu suslardan elde edilen verilere gére en iyi pargalama 6zelligine sahip

iki sug; L.fermentum, L. paracasei yine ayni1 yontemle canlandirilarak 10 giine kadarki



biyodegradasyonu ve pargalama etkileri 100 mg/kg konsantrasyonda g¢alismanin

basinda se¢ilmis olan pestisitlerle arastirilmistir.

Tez ¢alismamizin sonucunda elde edilecek bilimsel verilerin, Tiirkiyenin her tarafindan
toplanmis bu geleneksel iirlinlerden elde edilen ulusal suslarimiz i¢in starter kiiltiir
kaynagt olmasi disinda yeni ve farkli kullanim alanlar1 yaratmasi ve ticari

potansiyellerini arttirmasi beklenmektedir.

1.2 Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterilerinin (LAB) en belirgin karakteristigi; laktoz sekerinden laktik asit
fermentasyonu sonucu laktik asit meydana getirmeleridir. Laktik asit fermentasyonu
sayesinde gidalarda hem duyusal ve gorsel 6zelliklerin olusumu saglamakta hem de
fermentasyon islemi meydana gelmektedir. LAB, fermente gida iiriinlerinde (6rn,
meyve, sebze, et ve siit) ve tahil driinlerinin olgunlastirma proseslerinde 6nemli isleve
sahip olmalari nedeni ile gida sektoriinde olduk¢a 6nemlidir (Yoriik ve Giiner 2011).
Laktik asit bakterileri, gida sektoriinde ¢esitli fermantasyon siireclerinde énemli bir rol

oynayan heterojen bir bakteri grubunun tiyeleridir (Bintsis, 2018).

Lactobacillaceae familyasinin Lactobacillus tiirii bakterilerin baz tiirleri koko-basil
olmasina ragmen geneli basildir. Bu bakteriler fermentasyon yapabilmeleri igin,
ortamda gelismeleri agisindan amino asit, peptit, niikleik asit tlirevi vitamin, tuz, yag
asidi veya yag asidi esterleri varligmna ihtiya¢ duyarlar ( Yetismeyen, 1995 ; Arslan,
2010).

LAB gida endiistrisi i¢in hatta hayati derecede 6nemli bakteriler olup, seri liretim gida
isleme fermantasyonlari i¢in ¢ok yaygin kullanilmaktadirlar. Bilhassa gelismeleri i¢in
gerekli olan ortamindaki karbonu metabolize etmeleri sonucunda ortaya ¢ikan yan iiriin
olarak laktik asit tiretmeleri, bu bakterilerin gida tiretiminde kullanimini ¢ok 6nemli hale
getirmistir. LAB bu 06zellikleri gida iiretim sektoriinde kullanilan hammaddelerde
asiditenin yiikselmesine neden olmakta ve bu durum gidalarin son kullanma
tarihlerininin geciktirilmesi ve raf dmriinii uzatmak i¢in kullanilan 6nemli unsurlardir.
Probiyotik LAB gida isleme sektoriinde baslangi¢ kiiltiirii olarak kullanildiklarinda
organoleptik 6zelliklerin (tat, doku) ve besleyici deger gibi bazi iiriin 6zelliklerinin

gelistirilmesine 6nemli katkida bulunmaktadirlar.



Bu 6zellikleri fermentasyonu baslatici kiiltiir olarak kullanildiklar1 gida {iriinlerinde,
fermantasyon sartlarinda metabolizmanin esas Uriinii olan laktik asidi tretmeleri ile
beraber 6zellikle fermente gida tirtinlerinin yapilarina ve tatlarina direkt olarak katkida
bulunan asetaldehit ile beraber diasetil, asetik asit, etanol, eksopolisakkarit ve seker
alkolleri gibi bagka yan driinleri de sentezleyebilmeleri O6zelliklerinden ortaya
¢ikmaktadir. One ¢ikan bu o6zellikleri nedeni ile biiyiik 6lcekli gida iiretiminde
kullanilan LAB bilhassa siit uUriinleri setoriinde, her triine kendine has aroma ve
duyusal 6zelligini kazandirmak amaci ile kullanilmaktadirlar. Laktik asit bakterileri
diger taraftan peynir liretiminde baglatici kiiltiir olarak kullanilmakta ya da birgok
peynir ¢esidinin starter olmayan mikroflorasinda baskin ve yogun organizmalar olarak
yer almaktadir. LAB normal sartlarda tuza karsi toleransh olmalari, oksijensiz ortamda
gelisebilme kabiliyetleri, karbondioksit inhibisyonuna kars1 yiikksek direng saglama gibi
ozelliklerinden dolayr et frlinleri isleme sektoriinde, bitkisel orjinli  gidalarin
fermantasyonunda, un kaynakli mamiillerin fermantasyonunda ve fermente alkollii
icecek sektoriinde ( 6rn. Bira) ve fermente edilmis tahil tirtinlerinin ¢ogunda da siklikla
kullanilmaktadir (Karaca ve dig, 2010).

Laktik asit bakterileri fiziksel olarak incelendiginde ¢ubuk ve kok sekilli, genelde
hareketsiz, katalaz ve oksidaz negatif, spor olusturmayan, aside toleransi yiiksek gram

pozitif bakterilerdir. Fermantasyon esnasinda baslica son iiriinleri laktik asit oldugu icin

bu ismi almiglardir (Wood ve Holzapfel, 1992; Axelsson, 2004).

Laktik asit bakterileri oksijen ihtiyaglarina gore anaerobik, aerotolerant ve
mikroaerofilik;  karbonhidrat metabolizmalarina gore ise homofermantatif,
heterofermantatif ve zorunlu heterofermantatif olarak gruplandirilabilirler.
Fermantasyon siirecleri boyunca meydana gelen laktik asit ile pH degerini 3,5’¢ kadar
diigtirebilme 6zellikleri vardir (Caplice ve Fitzgerald, 1999; Klaenhammer ve Kulen,
1999). Laktik asit bakterilerinde diger gruplandirma ise Lactobacillus cinsine ait iiyeleri
sicaklik taleplerine gore Streptobacterium, Betabacterium ve Termobacterium olarak tig

gruba ayirmaktir (Mavhungu, 2005).

Lactobacillus cinsi dogal ¢evreye tolerans gosterebilen tiirlere sahip oldugu i¢in dogada
yayilimi olduca genistir. Siit ve siit irlinlerinde, meyve ve sebzelerde, fermente
iirlinlerde ve hayvanlarin sindirim sistemleri igerisinde bulunmalarina imkén saglayan

mezofilik, psikrotrofik, termodurik ve termofilik tiirlere sahiptirler (Hutkins, 2006).



1.2.1 Limosilactobacillus fermentum

L. fermentum, endiistriyel gida proseslerinin iiretiminde ve fermentasyonunda uzun
stiredir ~ genis ¢apli olarak kullanilmaktadir. Yeni ismi ile Limosilactobacillus
fermentum olarak adlandirilan Lactobacillus fermentum (Url-1) patojen degildir,
bagirsaktan gecise kars1 yiiksek dirence sahiptir, patojenlerin tiremesini dnler, bagisiklik
sisteminin giliclenmesine yardim eder, bu ylizden potansiyel bir probiyotik olarak

tamimlanmustir (Zhao ve dig, 2019).

L. fermentum suslari gida sektoriinde giiglii gida koruyucu maddeler olarak
kullanilirlar, antimikrobiyal peptitler iireten Ozelliginden dolayr antibiyotiklere
alternatif olarak kullanilirlar ( Naghmouchi ve dig, 2019). L. fermentum suslar1 zararl
bakteriler olan Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella sonnei gibi bakterilere
antagonistic etki gdstermektedir (Lin ve dig, 2007). insanlar i¢in takviye edici gidalarda,
bagisikligi artirmaya yonelik gidalarda kullanilmakla beraber Sindirim hastaliklar
tedavisinde kullanildigr gibi disiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterolii
diisirmeye etkisi vardir. Bilindigi iizere hiperkolestoremi, insanlarda morbidite ve
mortalite ile sonuglanan biiyiik bir saglik sorunudur. Giiniimiizde saglikli giday1
saglamak blyilik zorluktur. Bununla beraber kronik rahatsizliklar1 6nlemek iginde
probiyotiklerin kullanim1 oldukga etkin bir yontemdir (Ijaz ve dig, 2021). L.
fermentum’un Kolesterolii asimilasyon ve diisiirme gibi Ozelliklere sahip oldugu
bildirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda kolesterol seviyeleri L. fermentum suslar1 kolesterol
miktarini diisiirdiigii de kanitlanmigtir (Tulumoglu ve dig, 2014). L. fermentum ¢ok iyi
bilinen bir probiyotiktir (Ramos ve dig, 2013). Probiyotikler, yeterli miktarda
uygulandiginda saglhiga faydali canli mikroorganizmalar olarak tanimlanirlar (Bao ve
dig, 2010).

Probiyotik mikroorganizmalarin kaynagi insan olmalidir, patojen olmamalidirlar,
gastrik asit ve safra tuzuna kars1 direngli olmalidirlar ve bagirsak epitel dokularina
tutunmalidirlar (Uymaz, 2010). L. fermentum probiyotik kullanim agisindan essiz bir
tiirdiir. Ayn1 zamanda antimikrobiyal ve fizyolojik olarak etkili antioksidan 6zelliklere
sahip olan L.fermentum belli oranda tiiketilirse sagligi gelistirici 6zellikleri vardir.
Probiyotikler 6zelliklerinden dolay1 yeterli miktarda uygulandiginda saglik agisindan
cok yararlidirlar. Genel olarak kabul edilen probiyotikler farkli laktik asit tireten insan
kaynakli bakterilerden bifidobakteriler, laktobasiller veya enterokoklardir ( Mikelsaar
ve Zilmer, 2009).



Enzimatik aktivitesi incelendiginde tiim L. fermentum suslarinin esteraz, esteraz-lipaz,
arilamidaz, asit fosfataz, B-galaktosidaz aktiviteleri yliksek diizeydedir (Tulumoglu ve
dig, 2014). Giiglii bir probiyotik olan L. fermentum’un insanda yasama alan1 agzimiz
ve bagirsaklarimizdir. Probiyotikler agizdan gegerler ve bu nedenle gegitten gecerken
zorlu kosullara dayanmak zorundadirlar. Tiikiiriik enzimlerine, mide asidine, safra
asidine dayanikli olmalar1 beklenir. Boylece gastrointestinal sisteme yerlesirler. Gram -
pozitif, Katalaz - negatif ve morfolojileri ¢ubuk, kiiresel veya her ikisi olabildigi gibi,

spor olusturmazlar. Ayrica diisiik pH degerlerine kars1 direnglidirler (Cetinkaya ve dig,
2020).

L. fermentum bagisiklik sistemini uyardigi gibi, antioksidan tiretimi de saglamaktadir.

Ayrica, anti-enflamatuar kimyasallar {iretir. Son bilimsel ¢aligmalar, L. fermentum’un
insan bagirsaginda antimikrobiyal ve antioksidan kimyasallar tirettigi konusunda veriler
elde etmislerdir. Bu antimikrobiyal o6zellige sahip organizmalar, gram negatif
ozellikteki baz1 patojenleri ve Enterococci ve Staphylococcus aureus gibi bazi gram
pozitif ozellikteki organizmalarda dahil olmak {izere bazi patojenik bakterilerin
biiylimesini azaltigi bilinmektedir. L. fermentum bununla beraber fermantasyon
metabolizmas1 sonucunda glutatyon ve mega-antioksidan ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. L. fermentum’un metabolizmasinin genel bir sonucu olarak siiksinik asitler
ile beraber asetik asit, laktik asit ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica anti-enflamatuar ve
antioksidan Ozelliklere sahip bazi kimyasallar da ortaya ¢ikarir. L. fermentum,
Staphylococcus aureus’a ve Escherichia coli karsi antimikrobiyal aktivite gosterir
(Zeng ve dig, 2010).

1.2.2 Lacticaseibacillus rhamnosus

Yeni ismi ile Lacticaseibacillus rhamnosus olarak adlandirilan Lactobacillus

rhamnosus (Url-1) son derece iyi arastirilmig bir probiyotik tiirdiir.

L. rhamnosus mikroaerofilik ve fakiiltatif anaerobik, Gram pozitif, gubuk seklinde bir
bakteridir. Kisa zincirler halinde veya tek basina biiyiiyebilir. Spor olusturucu, katalaz
negatif ve hareketli degildir. L. rhamnosus mezofiliktir, fakat bazi suslar 15 °C'nin
altindaki veya 40 °C'nin iizerindeki sicakliklarda biiyiiyebilir. L. rhamnosus laktik asit
tretir. Amigdalin, arbutin, selobiyozu fermente ederken, ne arginin ne de {ireyi hidrolize
eder ama esculini hidrolize eder (Carr ve dig, 2002). L.rhamnosus fakiiltatif

heterofermentatif bir bakteridir (Wood ve Holzapfel, 1992). L. rhamnosus
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mikroorganizmast 90 yillarin baglarinda yapilan deneysel caligmalarda kullanilmis ve
sonrasinda bilhassa ¢ocuk sagligina faydali katkis1 nedeniyle, giin gectikge bebek ve

cocuk tirtinlerinin tiretiminde kullanimi yayginlasmistir (Demirok, 2014).

L.rhamnosus’un baz tiirleri antimikrobiyal aktiviteleri ve probiyotik 6zelligi nedeniyle
gida endiistrisinde genis olarak kullanilmaktadir. Kullanimlar1 arasinda, yalnizca
probiyotik olarak degil, ayn1 zamanda fermente edilmis ve fermente edilmemis siit
iirlinleri, hazir yiyecekler, igecekler, islenmis et iirlinleri ve salatalar i¢in koruyucu
olarak da kullanilirlar. Ayrica ekmek yapiminda onemli rol oynarlar, bilhassa eksi

mayali ekmek tiretiminde kullanilirlar (Batt, 2014a).

Tiiketicilerin organik gida triinlerine her gegen giin artan yogun ilgisi nitrit, nitrat
tuzlar1 ve siilfatlarin  yaygin kullanimi gibi kimyasal bazli koruma yontemlerine
alternatif olarak fonksiyonel baslatici kiiltiir veya LAB bazi belirgin suslarinin
kullanimi ile  alternatif koruma yontemleri gelistirerek, gidalarin raf omiirlerini
uzatmak igin yaygin sekilde uygulanmaya baslanmustir. Ornegin laktik asit bakterileri
yogurt, peynir, kefir gibi fermente siit iriinleri ayrica islenmis et triinleri ve unlu
mamiiller gibi fermente {irlinlerin {iretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan en 6nemli
gruptur. Bu laktik bakteriler aroma olusumu saglamak, proteoliz, asidifikasyon gibi

cok dnemli fonksiyonel ve teknolojik 6zelliklere sahiptirler (Alan, 2015).

L.rhamnosus bakterilerinin bazi suslart bazi siit triinlerinde probiyotik olarak
kullanilmaktadir. L. rhamnosus bazen fermente ve uzun siire olgunlagmis peynirlerde
starter yani baslaticit olmayan laktik asit bakterisi olarak kullanilir (Angelis ve Gobbetti,
2011). Peynir iiretiminde siklikla kullanilmas1 yanisira bilhassa cedar ve slizme peynir
tiretiminde kullanilir (Giraffa ve dig, 2010). L. rhamnosus ticari probiyotiklerde besin
takviyesi olarak kullanilir, genellikle kapsiiller veya posetler halinde ve probiyotik
gidalarda kullanildigi gibi fermente edilmemis gida ve iceceklerde de kullanilirlar
(Vindorelia ve dig, 2019). Dondurma, probiyotik atistirmaliklar ve probiyotik meyve
sular1 ayrica zararli bir bakteri olmadig: i¢in siitiin hizlica asiditesinin artirilmasinda da
kullanilir (Batt, 2014b). L. Rhamnosus yapilan ¢alismalarda oldukga yiiksek bagirsak
duvar yapismasina sahip oldugu ve bu nedenle viicudumuzda faydali bakterilerin 6niinti
acan 1yi bir probiyotik olarak kabul edilir. Ayrica baska bir calismada da L.rhamnosus
suslari, %1,0, %1,5 ve %2,0 safra tuzlarinin varliginda 1yi bir canli kalma potansiyeli

sergiledigi bildirilmistir (Bozdemir, 2021). L. rhamnosus susunun kesfinden bu yana,
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saglik yararlari iizerine kapsamli bir sekilde ¢alisilmistir ve su anda L. rhamnosus susu

800'den fazla bilimsel ¢alisma ile diinyanin en ¢ok caligilan probiyotik bakterisidir.

Bu probiyotik, bagisiklik sistemini giliclii bir sekilde aktive eder, alerjilerjenler ile
savasir ve insanlarin daha saglikli olmasma yardimer olur. L.rhamnosus bakteriyel
enfeksiyonlara karsi etkilidir. Glikoz kontroliinde kullanilir ve insanda bagisiklik
sistemini gii¢lendirir. Alerji degerlerini kontrol altina alir, kolon kanseri riskine kars1
miicadele eder, LDL kolestrolii diisiirtir. L.rhamnosus’un da dahil oldugu probiyotik
bakterilerin insan da safra tuzlarmin serbest asitlere par¢alamalarina ve bagirsak
sistemden hizlica uzaklastirmak suretiyle kotli kolesteroliin diistiriilmesinde 6nemli
derece de etkili oldugu disiiniilmektedir. Kolesteroliin diisiiriilmesinde iki degisik
metabolik sistemin 6nemli oldugu kabul edilmektedir: ilk olarak mekanizmada serbest
safra tuzlariin bir sekilde viicuttan atilmasi ve kotii kolesterolden kaynaklanan yeni
safra asitlerinin sentezinin azaltilmast sonucunda toplam kolesterol seviyesinin
diisiiriilebilecegi gercegi ve bir digeri de probiyotik bakterileri tarafindan iretilen
asitlerin pH’y1 diisiirmekte ayrica konjuge olmayan safra tuzlari da kolesteroliin

presipitasyonuna neden oldugu diisiiniilmektedir (Kogak ve dig. 2016).

1.2.3 Lacticaseibacillus paracasei

Lactobacillus paracasei yeni ismi ile Lacticaseibacillus paracasei olarak
adlandirilmaya baslanmistir (Url-1). Laktik asit bakteri suslart hem gida hem de ilag
sektdriinde kullanilmaktadir. Ozellikle gesitli gida substratlar1 gibi besinler acisindan
zengin olan ve gidayr fermente edebildikleri veya mayalayabildikleri ig¢in
probiyotiklerin baglica temsilcileridir. LAB insan agzinda ve bagirsaklarda yasarlar ve
insan ekosistemine faydali olurlar (Holzapfel ve Schillinger, 2001). Laktobasiller ana
besin kaynaklar1 olan karbonhidratin bol oldugu ortamlarda bulunurlar. Bu
gereksinimlerinden dolay1 insan ve hayvanlarin mukozal membranlari, bitki yapraklari,
kabuklar tizerileri, giibreler, fermentasyona ugramis gida Uriinleri gibi genis bir
habitatta karsimiza ¢ikmaktadirlar. Genel olarak laktobasilli mikroorganizmalarin siitte
asidifaksyonu 30 °C’dekine gore 37 °C daha iyi yapabilmektedir. Asitlestirme katsayisi
acisindan en verim alinan suglarin L. rhamnosus’a ait suslar oldugu bilimsel ¢aligsmalar
ile gosterilmistir. Yine ¢aligmalar gostermistir ki LAB siit irtinlerindeki en 6nemli rol
ve sorumluluklar1 patojen bakterileri gii¢lii bir sekilde inhibe etmesidir. Bu inhibit6r

etkisel durum laktik asit tiretimi ve pH’ nin diisiisii ile dogru orantilidir. Bunun yaninda
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LAB yag asitleri, hidrojen peroksit, organik asitler, bakteriosinler ve bakteriosin benzeri
cesitli antimikrobiyal maddeler iireterek de bu inhibitér olma Ozelliklerini ortaya
koymaktadirlar. Bu konu iizerine yapilan bir ¢alismada L. Curvatus ve L. paracasei
ssp. Paracasei nin E. coli’ye karsi yogun bir antagonistik aktivite gosterdigi
belirlenmistir (Giirsoy ve Kinik, 2005).

L. paracasei yukarida da bahsedildigi iizere hem karbonhidratga zengin ortlamlar da,
taze sebzelerin dis yiizeylerinde, bitkisel kaynakli fermente gida iiriinlerinde, fermente
edilmis hayvansal siit ve siit iiriinlerinde, insan ve hayvanlarin sindirim sisteminde
yagsama ortami bulmaktadirlar ve siklikla da bulunurlar. Bu yararli mikroorganizmalarin
yiilksek miktarda laktik asit ortaya ¢ikarmasi, iriinlerin organoleptik 6zelliklerini
etkilemesi disinda, leziz olmasini, aromatik &zelliklerini ve sensory oOzelliklerini
iyilestirme, bununla beraber safra tuzuna giiclii direng, antimicrobial 6zelligi ile gida
sektoriinde, bilhassa siit ve siit lirlinlerinin fermentasyon asamalarinda baslangig kiiltiiri
olarak kullanilmaktadir. Miisterilerin arzu ettigi tat ve kivam igin L. Paracasei
sektorde ticari olarak iiretilen hayvansal riinlerde giin gectikce c¢ok daha yaygin
kullanilmaya da baslanmistir. Endiistriyel olarak fiiretilen fermente edilmis sosis,
probiyotik sosis, kurutulmus sosislerde de probiyotik bakteri kaynagi olarak

kullanilmaktadir (Frias ve dig, 2017).

L. paracasei ve L. paracasei ssp. paracasei alt tiirlerinden olusan bakterilerin yogurt
tiretiminde kullanim1 oldukga yaygindir. Geleneksel yontemlerle iiretilen yogurdun,
starter kiiltiirleri ve bu bakteri tiirii fermentasyon islemi yapilmis siit ile fermente
olmadan jellesmis siitiin tiiketilmesinin karsilastirilmas1 amaciyla saglikli bebeklerin
fekal mikrobiyotas1t iizerindeki etkileri konusunda detayli bilimsel ¢alismalar
yaptlmustir. Bulgular gostermistir ki L. casei ve L. paracasei ile iretilen yogurdun
diizenli olarak tiiketiminin, digkidaki laktobasil sayisini artirdigi, zararli enzimler olan
B-glukozidaz ve B-glukoronidaz aktivitesini ise inhibe ettigini ortaya koymustur
(Somer ve dig, 2012). Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) ile Diinya Saglik Orgiitiine (WHO)
gore probiyotikler, yeterli miktarda sunuldugunda konakg¢i canliya saglik acisindan
yarar saglayan  Dbakterilerdir. Bu probiyotiklerden birisi de L.paracasei’dir (
Nabizadehasl, 2018).

Genel olarak prebiyotik ve takviye edici gidalar igerisinde siklikla bulunan suslardan
birisi Lactobacillus paracasei bu 6zelligi tasiyan bakteriler i¢indeki iyilerinden biridir.

Insanda bagisiklik sistemini giiclendirmek ve sindirim fonksiyonu arttirmak igin
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oldukea faydalilidir. Nisan 2020 itibariyle L. paracasei, resmi olarak Lacticaseibacillus
paracasei olarak yeniden smiflandirilmistir (Url-2). Ayrica90 yillarin hemen basinda
yapilan bilimsel ¢alisma ile yeniden siniflandirmaya gidilmis Lactobacillus casei
grubunun  biiyiikk bir ¢ogunlugu Lb. paracasei subsp. paracasei olarak yeniden
simiflandirilmistir. Bu mikroorganizma, L. casei ve L.casei spp. tolerans bakterileri gibi
45°C de gelisemezken 0°C’de gelisme gosterebilmektedir. Bununla birlikte ramnoz
sekerini fermente edemez, bu bakterinin bazi alt suslari ise laktik asitin hem D(-) hem

de L(+) formunu sentezleyemez (Giilseren, 2012).

L. casei, L. paracasei tiirleri lactobacilli tiirliniin en iyi bilinen tiirlerindendir. L.
paracasei incelendiginde gram pozitif, tipik olarak ¢ubuk seklinde, fakiiltatif olarak
heterofermentatiftir, ayrica laktik aside tiretiminin yanisirsa etanol/asetik asit ve karbon
dioksit (CO2) gibi baska metabolitler de iiretebilirler. L. paracasei farkli ortamlara
mitkemmel bir sekilde uyum saglar. L. paracasei hem hayvan bagirsaginda hem de
insanda dogal olarak bulunur. Gida endiistrisinde, genellikle siit iiriinlerinde starter
kiiltiir olarak kullanmilir. Ayrica ‘genelde gilivenli kabul edilen’ statiisii almis ve
probiyotik takviyelerinde kullanilan bir tirdiir (Url-3). L. paracasei hareketsizdir, spor
olusturmaz ve anaerobiktir. Yogurt ve ekmekde starter kiiltiir olarak bulunur. Bu
bakteriler 1s1ya ve diisiik pH’a karst oldukga hassastir. Bu 6zellikleri gida iiretiminde
bir kisitlama olarak karsimiza ¢ikar, bu da gidanin 6mriinii negatif olarak etkiler. Bu
bakteri gidada fiziksel Ozelligi, lezzeti etkileyen bir takviye olarak da kullanilir
(Maehata, 2021). Igerdigi exopolisakkaritler sayesinde insan saglig1 agisindan oldukga
faydali probiyotik olarak degerlendirilir. Ornegin kefirde oldukga sik olarak bulunan bu
bakteri, bu gida {iriiniin saglik agisindan da insanlarin kullanimina sunulmasinda biiyiik
rol sahibidir. Fermente iceceklerde de starter olarak yaygin olarak kullanilir. Literatiirde
L. paracasei suslari i¢in bildirilen birgok fayda vardir bunlardan bazilari; antimikrobiyal
ve antibiyofilm aktivitesi, bagisiklik sistemi uyarimi, antienflamatuvar, antioksidan
ozelligi, anti-obezite ve lipid metabolizmasini iyilestirme 6zelligi, hipokolesterolemik
ve stres modiilator etkileri, bagirsaklarin giiclendirilmesi, bakteriyel mikrobiyota
olusturmas1 bunlardan bazilaridir. Ayrica  Probiyotiklerin ¢ogu etkisinin tiire 6zgii
oldugu gbz 6niine alindiginda L. paracasei suslari arasinda yiiksek heterojenlik mevcut
olmasi, saghig gelistirici 6zellikler agisindan ¢ok degerli kilmaktadir (Bengoa ve dig,

2021).
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Saglikli insan digkisindan izole edilen L. paracasei ile yapilan bilimsel ¢alismalarda da
yaglanmay1 geciktirme, kaygi davranislarini, depresyonu iyilestirme Ozelligini ve
Alzheimer hastaligi da dahil olmak {lizere ¢esitli norolojik hastaliklarla karsi etkili
oldugu tespit edilmistir (Lee ve dig, 2021). Son ¢alismalar L.paracasei’nin probiyotik
ozelliginden dolayr insan sagligi flzerinde giicli olumlu etkilerinin oldugunu

ispatlamistir (Verdenelli, 2009).
1.2.4 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

Genel olarak piyasada probiyotik bakteri olarak bifidobakteriler ve lactobacilluslar
gram pozitif olarak kategorize edilirler bunlardan birisi de Lactobacillus delbrueckii
ssp. Bulgaricus ‘dur (Yerlikaya, 2014). ilk olarak bebek ve yenidogan diskisindan izole
edilip ticarilesmis olan Lactobacillus suslart bulunmaktadir. Giiniimiizde ise yaygin
olarak fermentasyon islemine tabi tutulmus gidalar, probiyotik bakterilerin giivenilir ve
dogal hem tasiyict hem kaynagi olarak hayatimizdadirlar. Probiyotik o6zellikteki
mikroorganizmalar olarak gida {irtinleri ve takviye edici gidalarda genellikle
lactobacillus ve alt tiirleri kullanilir. Bu suslardan yaygin olan1 ve ticari olarak degerli
suslardan birisi de Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus 'dur. Gida sektoriinde
ve geleneksel yogurt iiretiminde, ticari ve endiistriyel yogurt yapmak i¢in kullanilan
birka¢ bakteri tirtinden biridir (Liu ve dig, 2016). Temel olarak Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus yogurt iiretimi i¢in Streptococcus thermophilus ile birlikte
kullanilir (1i ve dig. 2016).

Sinonim olarak adi Lactobacillus bulgaricus dur, aktif taksonomic kayitlarda alt tiir
seklindedir. Morfolojik olarak uzun olmalari ile karakterize edilen ve bazen filamentler
olusturan Gram pozitif ¢ubuklardir. Lactobacillus bulgaricus 3 farkli sekilde
sunulabildikleri i¢in karmasik bir yapisal sekle sahiptirler; laminer, haddelenmis ve
kivieimli  olabilirler.  Lactobacillus  delbrueckii  ssp. Bulgaricus anaerobik,
homofermentatif olan yogurt ve peynirden izole edilen bir bakteridir. Fermentasyon
sonucu laktoz, fruktoz ve glukoz ortaya ¢iktig1 gibi, asetaldehit, aseton, asetoin gibi

ikincil iiriinler ve diasetil de ¢cok diisiik konsantrasyonlarda iiretilebilir(Teixeira, 2014).

Termofilik o6zelliklere sahip olan bu grup ne glikonattan ne de glikoz dan karbondioksit
olusturabilir. Een uygun biiyiime 40 °C civaridir. bilinmelidirki 15 °C’ ve altinda da
ireyemezler, diger taraftan % 30’un {izerinde laktik asit {iretme kapasiteleri vardir.

Yapilan bilimsel ¢alismalarda Ribozu metabolizmalarinda fermentasyona

15



ugratamadiklar1 goriilmiistiir (Tokatli, 2013). Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus
oksijene kars1 olduk¢a hassas ve catalaz negatif bir bakteridir (Okuklu, 2014).

Admi anavatani olarak kabul edilen Bulgaristandan almaktadir. Bu insanlar icin
oldukca faydal1 bakteri siit ile beslenmektedir ve laktik asit fermantasyonu yapmaktadir
boylece yogurt liretimine neden olur (Nwadiuto ve Salam, 2018). Kendisinde var olan
enzimler sayesinde laktoz sekerini parcalamaktadir. Ayrica L. bulgaricus fermantasyon
islemi sirasinda duyusal 6zelliklerin basinda gelen koku igin asetaldehit sentezi yapar
(Heperkan ve Kayacan, 2021). Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus bakterisi
genellikle gida sektoriinde peynir ve fermente siit lirlinlerinden izole edilmektedir ve
bu alt tiirden delbriieckii yapilan analizlerde laktat dehidrojenaz jel elektroforezinde
diger iki alt tiirden enzime gore daha transfer oldugu ettigi belirlenmistir. Ayrica hicbir
alt tiirii de arginini hidrolize etmez. L. delbrueckii subsp. bulgaricus, siit iiriinlerinin
fermentasyon uygulamasinda bilhassa yogurt iiretiminde uygulama ile ekonomik agidan
¢ok degerli diinya ¢apindaki en 6nemli laktik asit bakterilerinden biridir (Rizello ve
Angelis, 2016).

1.2.5 Lactococcus lactis

Lactococcus lactis hareketsiz, homofermentatif, katalaz (-), gram (+), ozellikte bir
bakteridir. Laktik Asit Bakterileri grubuna aittir. Bunlarin metabolizmas: laktik asit
iiretimine neden olur. Laktokoklarin starter kiiltiir olarak kullanilan suslar1 fermente stit
drlinlerinin yapisal ve aromatik Ozelliklerinin gelisimi yaninda, bu iiriinlerin gida
kokenli hastalik yada gida bozulmasi etmeni bakterilerden korunmasinda da aktif bir rol
oynamaktadir. Lactococcus lactis peynir ve yogurt gibi siit tiriinlerinin ve sebzelerin
fermantasyonunda, lahana tursusu ve benzerlerini elde etmek i¢in kullanilir. Bakteriler
gidaya lezzet verir ve asit iireterek korunmasina yardimei olurlar (Lale ve Akgelik,
2003). L. lactis tizerinde fermente gida iiretimi agisindan teknolojik bir bakteri olarak
uzun siire ¢calisgtlmigdir. Yumusak peynirlerin, cedar tipi peynirlerin ve bir ¢ok fermente
siit tirtinlerinin starter kiiltiirii olarak kullanilmistir (Demarigny, 1999). Lactococcus’un
genellikle diiz uzun zincir goriintiiye sahip olmasindan dolay1 (kokobasil), bazi
laktokoklarin laktobasil tiir olarak yanlis yorumlanmasina yol agamaktadir (Yoriik ve

Giiner, 2011).
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Lactoccoccus lactis, kiire veya oval seklinde, oksijensiz ortamda yasayabilen, spor
tiretmeyen bakteridir. Bu mikroogranizmanin fermentasyon iglemlerinde yararli olup
olmayacagina dair 6zellikler, bu bakteriyel canlilarin plazmitlerinde kodlanmustir.
Ayrica, L. lactis susu ti¢ fakkli alt tiir ihtiva etmektedir. bunlar Lactocococcus subsp.
cremoris, Lactocococcus subsp. hordniae ve Lactocococcus subsp. lactis seklinde
isimlendirilmistir. Lactococcus lactis arginin amino asitini pargalayabilen , tuzlulugu %
4 olan ortamlarda canliligini siirdiirebilen bir mikroorganizmadir. Ayrica, asit
tiretiminde laktozu kullanabilmekte ancak mannitol ve raffinozu kullanamamaktadir
(Giilseren, 2012).

Laktik asit bakterilerinin en 6nemli gruplarindan biri de Lactococcus lactis tiirleridir.
Bu bakteri de Siit endiistrisinde kullanilan asit olusturmaya yardimci bakteridir.
Metabolizmada ki baslica gorevleri laktoz sekerinden laktik asit iiretmeleri, uygun
ortamda fermentasyonu, kazein hidrolizidir. Uygun kosullarda, L. lactis bakterisi kiiltiir
ortaminin redoks potansiyelini ve pH’ 1 hizla distirebilir. Boylece metabolizma
sonucunda nihai {iriin ve enzimler dogrudan veya dolayli olarak son tiriinlerin dokusunu
ve lezzetini belirlemede 6nemli etkiye sahiptir. L.lactis ayrica glikoz sekeri fermente
edildiginde laktik asit iireten homofermentatif 6zellige sahip bir bakteridir. Bununla
birlikte Spor olusturmaz. 10 °C' de biiylimesi i¢in uygun ortam iken 45 °C'de
tiremezler, ortalama tireme sicaklig112-40 °C dir. Bu 6zelliginden dolay1 fermente siit
irtinleri imalatinda oldukca sik kullanilmaktadir. Diger tiim laktik asit bakterilerinde
oldugu gibi, laktokoklar da biiyiidiikleri ortama gore oldukga hassastirlar. Kendi hiicre
bilesiklerinin sentezinde yap1 birimi olarak hizmet eden ve uygun ortamda biiyiimeleri
icin spesifik amino asitler, protein, peptitler ve vitaminlerin tiirevleri gerektir. Ayrica
slit icerisinde  ¢ogu laktokoklar i¢in, metionin lusin, izolusin, histidin ve valin
konsantrasyonu 1 mg/L'den az olmalidir (Samarzija ve dig. 2015).

Genel olarak laktik asit bakterilerinin pek ¢ogu bakteriyosin iiretmektedir. Ayrica
antibakteriyal etkisi i¢in L. laktis araciligiyla iiretilen nisin ve benzerleri aktiflerin
antimikrobiyal —maddeler konusunda bilimsel c¢alisma  gergeklestirilmistir.
Bakteriyosinin tiirline bagli olarak iiretilen bakteriyosinler araciligiyla o6zellikle B.
cereus, S. aureus, Listeria spp., C. Perfringens benzeri gidalardan gelen patojen
ozellikteki mikroorganizmalarin iiremelerini baskilamaktadir.  Ayrica lab scale

caligmalarda bakteriyosin bilesiginin bazi gram (-) mikroorganizmalar iizerinde de
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etkili oldugu bildirilmistir. Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinler
icinde Lactococcus lactis subsp. lactis 'in tirettigi nisin bakteriyosininin karaterizasyonu
ayrintili bir sekilde gergeklestirilmistir (Song ve dig, 2017). Nisinin antimikrobiyal
ozelliginden dolay1, gida sanayinde yillardir koruyucu olarak kullanilmasindan ve bu
kullanimdaki olumlu 6zelliklerinden dolayi ticari ve ekonomik 6neme sahiptir. Nisinin
en onemli Ozelliklerinden bir digeride gram pozitif 6zellige sahip bakterilere ve
clostridia ve basillerin bakteri sporlarina karsi aktivitesidir. Ayn1 zamanda bir¢ok
patojenik streptokok ve stafilokok tiirii gibi spor olusturmayan diger bakterilere karsi da
calisir (Dinger ve dig, 2009). Lactococcus lactis de bakteriyosin iiretir. Lactococcus
lactis’ten elde edilen bakteriyosinler, tek tek ve karisim olarak kullanilmasi ile
mikotoksinlerin  inaktivasyonuna etkileri arastirilmis ve Onemli sonuglar tespit
edilmistir. (Giilgdér ve Ozgelik, 2014). Bir bilimsel ¢alismada Lactococcus lactis
susunun gida patojenlerine karsi protein inhibisyonu arastirilmis, gida patojeni olarak
bilinen bazi Gr (+) ve Gr (-) mikroorganizmalara kars1 baskilayici etki gostermektedir.
Gr (+) patojenler arasinda; L. Monocytogenes, L. ivanovii, C. perfringens, S. Aureus, L.

innocua ve L. seeligeri yer aldig1 belirlenmistir (Arslan, 2010).

Bu bakteri fosfatdigliserol ve kardiyolipin igerir. Bitkilerde epifit ve endofit olarak
yasayabilir. Bitkilerin farkli kisimlarinda biiyiiyebilir. Ornek olarak okaliptiis, musir,
bezelye ve seker kamiginin yapraklar verilebilir. Ayrica sigir ¢iftliklerinde hayvanlarda
ve topraktan izole edilmistir. Ayrica peynir iireten tesislerde, orman endiistrilerinden
gelen atik sularda ve ylizeysel deniz ve ylizme havuzu sularinda da bulunmustur.
Lactococcus kemoorganotrofik organizmalardir. Lactococcus lactis siit iiriinleri ile
bakteri ortak iliskisine ragmen baslangicta bitkilerden izole edilmistir ve gevis getiren
hayvanlar tarafindan tiiketildikten sonra gastrointestinal sistemde aktif hale gelip

cogaldigi disiiniilmektedir (Song ve dig. 2017).

1.3 Pestisitler

Artan diinya nufusu ve tarim iriinlerine olan ihtiya¢ her gegen giin bu konuda yeni
¢oziimleri ve iretim kapasitesini artirmayi zorunlu kilmistir (Stoytcheva, 2010). Zirai
iiretimde kullanilan bu kimyasal ilaglar (pestisit) zirai liretim alanlarinda verimli tiretim
yapmak, zararli ve hasarelerle miicadele i¢in kullanilan etken maddelerdir. pestisitler,
tarim yapilan bolgelerde saglikli ve giiglii bitkisel iiretim i¢in zararli organizmalar1 yok

etmek veya giiclii sekilde kontrol altina almak i¢in kullanilan kimyasal kaynakli
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maddelerdir (Tu ve dig, 2022). Bu zirai miicadele ilaglar1 ayrica balikgilik
ciftliklerinde orman ve peyzaj alsanlarinin korunmasinda, depolarin fumigasyonunda,

kamusal alanlarda hasare ve bocek kotroliinde kullanilmaktadir (Babayigit ve dig,

2014).

Pestisitlerin tarihsel yolculugu incelendiginde Siimerlerin yaklasik milattan 6nce 4 bin
yil 6nce insektisit, Cinlilerin ise uzakdoguda 15. Yiizyil civarinda bahgelerde peyzaja
karst  zararlilarin miidacelesinde arsenik ve civa’nin siklikla kullandigi bilimsel
makalelerde yayimlanmistir. Baska bir bilimsel arastirmada da kiikiirtiin daha 3000 y1l
oncesinden mantarlara karsi etkili daha sonrasinda da boceklere karst etkin 6zellikte
oldugu biliniyordu. DDT ( (dikloro difenil trikloroetan) piyasaya girisi 40’ 11 yillarin
basidir. Bu yillardan itibaren zirai miicsdele ilaglar1 ard arda ticarilesmistir. DDT
hakkindaki ilk bilimsel yorumlar 1945 de dikloro difenil trikloroetan’in biiyiikbas
stitiinde saptandigina dair, 1948 ve 1951'de ise insanlarda adipoz dokusu ve insan

stitiinde de saptandigma dairdir (Kurutas ve Kiling, 2003).

Esasen 19. yiizyilin baglarindan itibaren sektorel inkilaplarla mensei herbirinden farkl
kimyasaller pestisit olarak zirai iiretimde kullanilmaya baslanmistir. 1945 de ki ikinci
diinya harbinde maalesef bilim  bu kimyasallarla biyolojik silah {iretimine
yogunlagmistir. Boylece sentetik pestisitin liretimini dogmustur. 1940’11 yillarin
baslarindan itibaren pestisitlerin tiretimi ve kullanimi dramatik sekilde hizla artmistir,
Omegin, DDT (Diklorodifenil trikloroetan), aldrin, endrin ve dieldrin bunlardan
bazilaridir (Denizli ve dig. 2013). Glinlimiizde tarimda kullanim1 yasaklanan DDT,
HCH (Hekzakloro siklohekzan) ve Lindane (Carvalho, 2006) 6strojenik oldugu ve
besin zincirinin tepesinde kimyasal kalint1 olusturarak insan, memeli ve kanatlilarda
tiremeyi etkiledigi bildirilene kadar en yaygin kullanilan zirai ilaglardir. Bu kimyasal
ziral miicadele ilaclarinin ucuz maliyetli olusu, isgiicli noktasinda tasarrufu saglamasi,
zararlilarin  ve haserelerin sebep oldugu olumsuz etkileri azaltmasi bu maddelerin

kullanimini cazip hale getirmistir (Denizli ve dig. 2013).

Amerikadaki Ulusal Zirai Miicadele ilaglar1 veri tabaninda kayit altina alinmig 20 bin
civarinda kimyasal zirai ilag iirlin vardir. Zirai miicadelede kullanilan aktif madde
miktar1 (pestisit aktif maddesi, bu maddelerin yan donisiim {iriinleri, yardimeci

kimyasallar1 ve ¢oziiciilerle birlikte) 6 bin 500 civarindadir (Kaplan, 2009).
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Diinya ¢apinda kullanimi dramatik hizla artan pestisitlerin 2020 yil1 sonrasi verileri en
cok pestisit kullanan iilkenin Cin oldugunu goéstermistir. ABD ve Arjantin ise diger en
cok pestisit kullanan {ilkeler olarak yer almaktadirlar. Tiirkiye i¢in toplam tarim ilaci
kullanim1 miktar1 incelendiginde 2018 yilinda bir dnceki yila gore %10°dan arttig1
bildirilmistir (T6ziin ve Akar, 2022). Avrupa iilkelerinde kullanim miktarlart

incelendiginde ilk iki siray1 da Hollanda ve italya almaktadir (Kaymak ve Serim, 2014).

Kontrolsiiz ve gereginden fazla pesitisit kulmak dogada yok olmayan kalinti
olusturmakta ve insan, ¢evre sagligina sarsic1 zararlar vermektedir. Ozellikle tarimda
kullanilan dogal su kaynaklarindaki ve igme suyu olarak kullanilanlarinda asir1 zirai ilag
kullanimindan kaynaklanan kirlilik kontrolii igin , zirai miicadele ilac1 kullanimi ile
piyasada satigina dair verilerin saglikli ve dogru olmasi, bu miidacele kimyasallarinin
uygulamasiyla birlikte taginim ve doniisiim ve kalintt mekanizmalarinin detayli olarak
bilinmesi, ayrica diizenli izleme ¢alismalari ile pestisit varliginin tespiti olduk¢a 6nem

arz etmektedir (Dogan ve Karpuzcu, 2019).

Diger bir taraftan son yillarda yeralt1 su kaynaklarinda rezidii ye rastlanilmasi ve fsrkli
cesitlerde olmasi, cevreye verecekleri zarar, ¢evresel agidan biiylik problem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Atasoy, 2019). Ayrica bu zirai ila¢ kalintilarinin canlilara zarar
verme olasilig1, diger yandan insanlar icin dogal omega3 kaynagi olan deniz iirlinleri

ve baliklar i¢in de gegerli bir durumdur (Tsygankov ve dig, 2019).

En giincel verilere gore diinyada pestisit ve benzeri kimyasal iiretim miktari ti¢ milyon
ton civarindadir. Her yil bu pazarin yiizde 1 oraninda biiyiidiigii tahmin edilmektedir.
Bunlarin igerisinde ilk siray1 % 47'lik oranla herbisitler, ikinci sirayr % 29 ile bocekle
miicadele ilaglar takip etmekte, funguslarla miicadele ilaglar1 ise % 19'luk bir pay ile
tiglincii siray1 almaktadir. Toplamda herbisit ve insektisit kullanimunn % 70'den fazla
bir oran1 kapsadig: goriilmektedir. Geriye kalan pestisit gruplari tahminen % 5'lik bir
paya sahiptir. Ticari maddi deger olarak degerlendirildiginde tiiketiminde ilk sira ile %
31’ini bocek oldiiriiciiler, ikinci sirada % 26’sin1 yabani otla miicadele ilaglari, tigiincii

sirada ise % 20’sini de mantarla miicadele ilaglar1 olusturmaktadir (Tiryaki ve dig.
2010).
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Sekil 1.1 : Kullanim amacina gore diinyada kullanilan pestisit tiirleri (Tiryaki ve dig.
2010).

Zirai ilaglarin hava, toprak ve su da neden oldugu kirlilik oldukca ciddi bir sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle tarim da kullamilan toprak alanlarmin kirliliginin
birincil nedenleri kimyasal zirai ilag kalintilaridir. Bu nedenle yasadigimiz yiizyilin
baslarindan itibaren artan insan popiilasyonun ile dogru orantili olarak her gegen giin
ilerleyen sanayi ve teknoloji ile birim alanda en fazla {irtin eldesi igin yogun ¢alismalar
yiiriitiilmesi kaginilmazdir. Bu yeni teknoloji ile tiretilen zirai miicadele ilaglarinin
ekosistemi, insan hayatin1 olumsuz yonde etkiledigi gercegi de kacinilmazdir. Bu
olumsuz nedenlerden dolayi zirai ilaglarinda kullaniminda belli kriterler getirilmis, belli
stnirlamalar belirlenmistir. 1lk kez 1948 de yapilan ¢alismada bu zirai miicadele
ilaglarinin zararlar1 insan vucudunda organik klorlu bazli zirai ilaglarinin kalintilarinin
bulunmasi ile anlagilmistir. Bu calismalar gostermistir ki belli grup pestisitler toksik
acidan biiylik zarar olusturmazken, diger gruplarin kanserojen veya sinir sistemini

etkiledigine dair sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 1.2 : Pestisitlerin kullanim amaglarina gére siniflandirilmasi (Tiryaki ve dig.
2010).

Insan vucuduna aktarimda en 6nemli pestisit gecis kaynaklarmdan birisi tiiketilen
gidalar ve onlarda ki pestisit kirliligidir. Bununla miicadele i¢in 1960 yillarin hemen
basinda Diinya saglik orgiiti (WHO) ve FAO tarafindan pesitisit kalintilarini incelemek
amaciyla kodex komitesi hayata gecirilmistir. Bu komitenin tarafsiz ve bilimsel
caligmalar1 sonucunda ilgili tehlike konusunda belli kiiresel tanimlamalar yapilmistir.
Bu tanimlamalar 1s1ginda belli kullanim limitleri belirlenmistir ve gidalarda bulunma
miktar1 konusunda belli kisitlamalara gidilmistir. Boylece maksimum kalint1 limitleri
olusturulmugstur. Bu kimyasal miicadele ilaglari, kimyasal yapisina, hedef organizmaya
ve fiziksel olarak goriintimlerine gore ayrimlart ¢ok net degildir fakat sentetik,

inorganik ve biyolojik pestisitler seklinde de siniflandirilir (Altikat, 2019).

Pestisitlerin zararli olmasi ve tarimsal {iretimi etkilemesine baska bir 6rnek de arilardir.
Arilarm oldugu bolgelerde belli miktarin lizerinde pestisit kullanimi aricilii tamamen
olumsuz etkilemektedir. Bu konuda The European Food Safety Authority (EFSA) nin
arilar igin risk yonetimi konusunda pestitist kullanim klavuzu yayimlanmistir (Rotais ve
dig, 2017). Bu zirai miicadele ilaglar1 sentetik kimyasal bir madde kaynakli olabilir,
bakteri yada viriis gibi biyolojik bir miidahale ajani, antimikrobiyal, dezenfektan
orjinli bir ara¢ olabilir. Fakat Biyopestisitler ise mikrobiyal ve biyokimyasal zirai

miicadele araglarini igerir (Altikat, 2019). Diinya’da hasattan sonra depolaama yontemi
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ile korunan tarimsal iiriinlerin hayvansal orjinli organizmalarca ugradigi zarar yaklasik
%10 civarinda kabul edilmetedir (Colak ve dig, 2018).

Gida gilivenliginin diizenli saglanmasi yanisira, bitkilerin zararlilara maruz kalmasindan
dolayi iiretimdeki diisiis lilkelerin tarimsal verilerini olumsuz etkilemektedir. Bu agidan
hizli ve giivenli sekilde bu zararlar1 en aza indirgeyecek ¢coziimler bulunmasi gerekliligi

dogmustur (Shenashen ve dig, 2021).

Kimyasal kalintilarin yénetimi konusunda giiniimiizde bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir.
Bir zirai ila¢ atiginin zararl atik olarak siniflandirilabilmesi igin dort siniflandirmadan
birisine ait olmasi gerekmektedir. Bu dort adet kriter; reaktiflik, tutusabilirlik, zehirlilik
ve korozifliktir. Tarim ilaglar1 endiistrisi atiksular Tehlikeli Atiklarin Kontrolii
Yonetmeligi’ne ve EPA listelerine (Tehlikeli Atiklarin Kontrolii Y6netmeligi, Resmi
Gazete 1995) gore yapilan smiflandirmayr baz alarak zehirlilik ve tutusabilirlik
ozellikleri nedeniyle zararli atik olarak degerlendirmektedir (Giines ve Talinli, 2007).
Pestisitlerin uygulamasinda 6n konsatrasyonun iyi ayarlanmast hem gida hem gevre
acisindan vazgecilemez 6neme sahiptir. Bu konuda en ugun kontrollii miktar1 bulmak
icin bir ¢ok bilimsel ¢alisma yapilmistir (Musarurwa ve dig, 2021). Pestisitlerin
kontrollii tiiketimi i¢in mikrobiyolojik ve kimyasal gida giivenligi farkindaliginin

olusturulmasi gereklidir (Boxstael ve dig, 2013).

Giinlimiizde zirai tiriinler lilkelerin ithracatlarinda olduk¢a 6nemli yer tutmasi, bu tarim
tirtinlerinin pestisit kalintilardan ari olmasmim ve bunun dogrulanmasi gerekliligini de
zorunlu hale getirmistir (Mohimont ve dig, 2010). Bu zorunluluk dolay1 tarimda
kullanilan zirai kimyasal ilaglarin doru sekilde analiz edilmeleri konusunda 1990
yilindan itibaren tiim diinyada analizlerin dogrulugu ve giivenirliginin net bir gostergesi
olarak kontrol ve kalite giivencesi sinirlamalari giindeme gelmistir. Bu konuda UAEA’
ya bagli olarak “Gida ve Cevre koruma birimi-The Agrochemicals Unit” birimi

kurulmustur (Tiryaki, 2016).

Diger yandan gida arzini karsilamak i¢in tarimsal tiretim gerceklestirilirken yabani otlar,
zararl organizmalardan kaynakli yaklasik %65 e varan kayiplar olugsmaktadir. Bu zirai
ilaclar zehirli olduklarindan dogrudan topraga ve bitkiye uygalanamadigi i¢in insan,
hayvan ve ¢evre sagligini olumsuz yonde etkilemesi en aza indirgenmesi amaciyla belli
kat1 veya s1vi maddelerle karistirilarak kullanilirlar. Bu karisimdaki zirai ilaca aktif veya

etken madde denir. Her kimyasal pesitist olarak kullanilamayacag: i¢in belli kriterleri
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karsilamas1 gerekir, 6rnegin biyolojik miicadele de aktif, gliglii etkiye sahip, kararli
yapiya sahip ve tiiketiciler agisindan da giivenilir olmasi gerekmektedir. Ayrica yabani
hayat ve dogadaki faydali organizmalara kars1 oldukc¢a az zararli olmali, ¢evre i¢in kabul
edilebilir limitlerde ve ticari ag¢idan da etik kriterlerin iizerinde olmasi beklenmektedir
(Akdogan ve dig, 2012). Pestisitlerin kullaniminda, insanlarin tiikketimine sunulacak
gidalarda  yasal olarak maksimum kalinti limitleri iilkeden iilkeye kendi i¢
yonetmeliklerine gdre degismektedir (Velde-Koerts ve dig, 2021). Ornegin Amerika
Cevre Koruma Ajansi pesitisit kullanimina kars1 kabul edilebilir limitlerde kullanma
konusunda belli limitlerin kabul edilmesi konusunda g¢alismalar yiiriitmiistir. Bu
caligmalarda kriterler cocuk ve dogmamis bebeklerin etkilenme hassasliklar1 goz oniine
alimarak olusturulmustur. Bu calismalarda gidadan gelen, sudan gelen ve diger
kaynaklarden gelen pestisit kalintilar1 géz oniinde bulundurulmustur ( Winter ve A
Jara, 2015).

Pestisitlerin ziraatte, bitki sagiligin1 korumada en 6nemli bilesen oldugu yillardir
bilinmesine ragmen, bilgisiz kullaniminin bir ¢ok ¢evresel zarara sebep oldugu da her

zaman goz oniinde bulundurulmustur (Zhang ve dig. 2015).

Tarimsal iiretimde kullanilan bu zirai ilaglar etkilerine gore siniflandirildiginda,
sistemik, yar1 sistemik veya kontak etkili olarak degerlendirilirler. Kontak etkili tarim
ilaglart bitkinin yiizeyindedirler ve bitki tizerindeki zararli canlilara kars: etkildirler.
Sistemik zirai ilaglar ise bitkinin i¢ biinyesinde mobildirler ve bitkinin kdkiine, yaprak
uclarina hatta meyveye ulasabilirler. Dolayist ile bitki i¢indeki hastalik ve zararl ile
miicadele halindedirler. Yar1 sistemik olan zirai ilaglar ise hem kontak etkili hem

sistemik etki gosterirler (Pazir ve Turan, 2017).

Yapilan calismalar gdstermistir ki, bu zirai ilaglarin yiizde biri hedef e ulagsmakta geriye
kalan ise su ve toprakda kalmaktadir. Bu oldukg¢a yliksek ¢evresel kimyasal kirlilige
neden olmakta, bu da canlilarda kronik ve &liimciil hastaliklara yol agmaktadir. Ornegin
organofosfat iceren tarim ilaglar1 kalp, hemtolojik ve pankreas degerlerinde degisiklige
neden olmaktadir (Katip, 2019). Ayrica agir metaller olan kalay, aliminyum, bakir
iceren zirai ilaglarin dogada yarilanma Omiirleri olduk¢a uzun oldugu igin bitkiler
tarafindan absorbe edilmesi bunun sonucu olarak insana zararli olabilme durumlari

ortaya ¢ikmaktadir (Oren ve dig, 2009).
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Insanlar gastrointestinal, dermatolojik ve endokrin yollar ile belli zamanlarla anlamadan
farkli tiirde zirai ilaglara maruz kalir (Aytag ve dig. 2017). Fakat bu maruz kalmalarin
%97 si deri yolu ile olur (Camur ve dig, 2017).

Yapilan lieratiir ¢alismalarinda bir kisim zirai miicadele ilaglarinin (uygulama sekli,
formiilasyonu, dozu niteliklere gore degismekle birlikte), deney sonuglarina goére
canlilarda Kkarsinojenik, norotoksik, immiinolojik, sitotoksik, teratojenik etki
goOsterebilecegi, ayrica insan Kromozomunda anormallikleri olduk¢a arttirdigi, lireme
sistemi ve kardiyovaskiiler sistem dahil bir¢ok sistemin dogrudan etkilenmesine sebep

oldugu belirlenmistir (Kalipg1 ve dig, 2011).

Zirai ilaglarin insanlar tzerindeki zararli ve kaliimsal etkileri iizerine bilimsel
caligmalar yapilmistir. Karbomatli, organik fosforlu, klorlu ve yapisinda hidrokarbon
bilesik igeren bir¢ok zirai ilacin geno-toksik olumsuz etkileri saptanmistir. Tarim ile
ugrasan ve bu kimyasallara maruz kalan ve kalmayan gruplar {izerinde yapilan
caligmalarda kromozom anormallikleri ve kromoatid degisimlere rastlanmistir (Soydz

ve Ozgelik, 2003).

Bu zirai ilaglarin siklikla kullanimindan kaynaklanan dogadaki ari, kus cinsleri,
baliklarda donemsel dliimlere sebeb oldugu, lireme de azalmaya neden oldugu bunun
da ekosistemi olumsuz etkiledigi goriilmiistiir. Ayrica bu kimyasal miicadele ilaglarinin
toprak, su gibi yollarla gidalara ve bitkilere gectigi, insan besin zincirinde yer aldig1 ve
haliyle zararli sonuglara neden oldugu bilinmektedir. Ayrica bilingsizce zirai ilag
kullanimi1 da hedef organizmada belli tipte dayaniklilik gelisimine neden olmaktadir. Bu
durum gittikce islevsiz hal alan zirai miicadele ilaclarinin dogal kirliligi artirma da ve

ticari olarak zirai liretim maliyetlerinin de artmasina neden olmaktadir.

Tiim bu olumsuzluklar bir yana biyogesitlilikde olduk¢a yiiksek oranda olumsuz olarak
etkilenmektedir. Bagka bir olumsuzluk ise bu bilingsiz kullanimin genetik kaynaklarin
yok olma tehlikesi ile karsi karsiyla kalinmasidir. Bu agidan bakildiginda tarim
sektoriinde faaliyet gdsteren insan giicliniin zirai ila¢ kullanimi konusunda yogun

egitime tabi tutulma zorunlulugu kaginilmazdir (Kalip¢1 ve dig, 2011).

Bu egitimler sayesinde en uygun zirai ila¢ secilmeli ve en uygun zaman dilimi
belirlenmeli, hasat zamanlar1 dikkate alinmali ve boylece hem insan sagligina hem
cevreye en az zarar teskil edecek yapisal degisiklige gidilmesi yliksek Onem azr

etmektedir (Kulaksiz ve Akgiin, 2020).
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1.3.1 Imidacloprid

Imidacloprid (1-[(6-chloro-3-pyridinyl)-methyl]-N-nitro-2-imidazolidinimine)pestisit
maddesi sentetik nikotin formunda neonikotinoid grubu bir insektisittir (Anhalt ve dig,
2015). Genel olarak sinir sistemi iizerinde ve sinirsel uyarimin kesilmeden devamini
saglayarak etkisini gostermektedir. Sistemik etkisi nedeniyle bitki biinyesine dahil
olarak hedef organizmanin hem yetiskin hem de larval formlarina etki edebilmektedir
(Skouras ve dig. 2021). Neonikotinoidler 1980°li yillarin sonunda kesfedildikten sonra,
bitki koruma amacli kullanilmis ve diinya genelinde en yaygin bocek oOldiiriicii
kimyasallar grubuna dahil edilmistir. Neonikotinoidlerin tarimsal miicadele amacli
kullanim1 1990'l1 yillarin ortalarinda hizla artmistir. Diinyada en yaygin kullanilan
bocek 6ldiiriicli sinifinda yer alan Neonikotinoidler, suda ¢6ziinebilen, bitki tarafindan
alinabilen ve hedef dis1 organizmalar tarafindan tiiketilebildigi gibi, toprak ve suya da
karisabilmektedir (Karahan ve dig, 2018).
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Sekil 1.3: Imidacloprid kimyasal yapisi

Insektisidal arastirmalarda son 30 yilin en énemli kesiflerinden birisi olan imidacloprid
yiiksek bocek oldiiriicii etkisi ve iistlin sistemik 6zelliklerinden dolay1 diinya bocek ilaci

pazarinda liderligi ele gegirmis bir bocek ilacidir (Kagabu, 2011).

Nikotin ihtiva eden zirai ilaglar ii¢ farkl tipe sahiptirler. Piyasaya ilk organsk fosforlu
bilesikleri igeren daha sonra nitro-metilen tiiri bilesikler i¢eren ve en son olarak da
neotikotinoitler icerenler siiriilmiistiir. Sentetik yapida olan nikotinoitler son yarim

yiizyilda piyasaya sunulan en etkili bocek ve hasere 6ldiriicti siniftir (Demirci, 2018).

Sentetik nikotin formunda olan imidaclopridin 6rnegin baliklarda toksisitesi diigiiktiir
(Anonim, 2018). Imidacloprid tizerinde yapilan kronik ve akut etkilerinin arastiritlmasi
lizerine ¢alismalarda, bu etken maddenin hayvanlarda biyo-kimyasal ve oksidatif
yollar1 etkiledigi ve 6nemli zararl etkileri oldugunu gostermistir (Ozcan ve dig, 2021).

Yapilan c¢aligsmalarda goriilmiistiir ki boceklerin merkezi sinir sisteminde postsinaptik
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nikotinerjik asetilkolin reseptorlerini de bloke ederler. Temas halinde mide zehiridir.
Bu etken maddeden etkilenen canlinin sodyum kanallar1 bloke edildigi deneysel olarak

gorilmiistiir. Yarilanma omiirleri incelendiginde imidacloprid i¢in toprakta 48-190 giin

arasinda, suda pH 5-9°da yaklasik 31 giindiir (Ozel ve Tiryaki, 2019).

Imidaclopridin, tarimda &nemli bir yer kaplayan ve kilit role sahip arilar iizerinde de
oldiiriicti etkisinin oldugu hakkinda calismalar olsa da, net verilere giiniimiizde de
ulagilamamustir (Bonmatin ve dig, 2005). Ancak Karahan ve arkadaslarinin yaptigi son
bilimsel saha caligmasinda elde ettikleri sonuglara gore en ¢ok kullanilan
insektisitlerden biri olan imidacloplid arilara ve diger yararli boceklere de zararh
oldugundan bahsedilmistir. Calismada, imidacloprid‘in diisiik dozlar1 arilarin yagam
strelerini olumsuz etkiledigini, viicut motor hareketlerini yavaglattigini, bazi
organlarinin arilar tarafindan kullanilamadigini ve 6liim ile son buldugu iddia edilmistir

(Karahan ve dig, 2018).

Bilindigi lizere neonikotinoidler su anda diinyada en yaygin kullanilan insektisitlerdir.
(Yologlu, 2019) Imidacloprid, bu grubun iginde en ¢ok bilinenidir. Piyasada en fazla
pazara sahip olan1 da yine imidaclopriddir (Akbulut ve Yon, 2020). Bitki dokularinda
sistematik olarak dolasirlar ve mahsiiliin tiim kisimlarini zararlilara kars1 korurlar, bitki
tohumunu koruyucu oOzelliklerinden dolayr 6nemlidirler (Goulson, 2013).
Neonikotinoidler esnek kullanimlari (piiskiirtme, enjeksiyon vb.), boceklere karsi genis
bir toksiteye sahip olmalari, hedef olmayan canlilara kars1 diisiik toksisite igermeleri,
hedef organizmalara kars1 yiiksek potansiyelde etkiye sahip olmalarindan dolay1 yiiksek
terih alanina sahiptirler (Thompson ve dig, 2019).

Ulkemizde ruhsatli olarak kullanilmaktadir, ancak gevreye ve insan saghigina olan
potansiyel zararlar1 nedeniyle 2019 yil1 sonundan itibaren bazi tiriinler i¢in ruhsati iptal

edilmistir.

1.3.2 Endostulfan

Endosiilfan (6,7,8,9,10,10-hexachloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahydro-6,9-methano-2,4,3-
benzodio-3-oxide) ( Sathishkumar ve dig, 2021). tiim diinyada bitkiler iizerindeki
zararlilar1 kontrol etmek i¢in kullanilan organoklorlu bir insektisittir (Kurutas ve dig,
2006). Endosiilfan yesil devrimin bir pargasi kabul edilerek ilk olarak 1950 lerde
kullanima baglanmistir. Yiiksek verimli olmasina ragmen oldukga ucuz bir tarim ilaci

olarak piyasada yer almigtir ( James ve Emmanuel, 2021). Endosiilfan kullaniminda
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cevrede endosiilfan toksik etkiye sahip siilfat metobolitine dontismektedir. Bazi
iilkelerde kullanimi yasaklanmistir (Kataoka ve Takagi, 2013). Ilk olarak cay, tiitiin,
keten, tahillarda kullanilmis ve etkili sonuglar elde edilmistir (Patocka ve dig, 2016).

Endosulfan (4, 7,8,9, 10, 10-hexachloro-1,5,5a,6,9, 9a-
hexahydro-6,9-methano-2 4, 3-benzadioxathiepin 3-
oxide)

Sekil 1.4: Endosiilfan kimyasal yapis1 (Hernandez ve dig, 2013).

Tarimsal kullanimina ek olarak, odun koruyucu olarak ve ev - bahge zararlilarinin
kontroliinde de kullanilmaktadir (World Health Organization (WHO), 2003).
Hayvanlara yiiksek toksisitesi, ¢evresel kalinti olusturmasi ve endokrin bozucu bir
bilesik olmasi nedeniyle, endosulfan kullanim1 su anda birc¢ok iilkede yasaklanmis veya
kisitlanmistir (Da Cufia ve dig, 2016). Endosiilfan dogada normal sartlarda
biyobozulmaya kars1 oldukca direnglidir. Endosiilfan insan ve hayvanlarda biyolojik
olarak birikime sebeb olmaktadir, ¢evresel faktorlerden dolayr tasinimi nedeniyle de
yasal olarak her ne kadar kullaniminin Oniline gegilmeye calisilsa da cevresel
faktorlerden bagimsiz olarak el edilen numunelerde de hala kalintiya rastlanilmaktadir.
Ayrica doga da kendisinden daha yiiksek toksik etki gosterebilen alt metabolitlere de
dontisebilmektedir. Bu insan sagligi ve dogal yasam icin oldukca yiiksek sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle bilingsiz endosiilfan kullanimina kars1 ile miicadele
de endosiilfan ve metabolitlerinin ( alfa endosiilfan, beta endostilfan, endosiilfan siilfat)

birlikte analiz edilmesi gerekmektedir (Tiirkyilmaz ve Kiigliikgongar, 2021).

Tarimda zirai miicadele ilact olarak bitkilerdeki bocek ve hasarelere miicadelede
oldukga etkili kimyasal olmasina ragmen, c¢evesel sartlara ( bitki, su vb. ) dayanikli
olmasindan dolay yiiksek konsantrasyonlarda birikmektedirler. insan ve hayvanlarda
akut toksisiteye de sebep oldugu bilimsel olarak kanitlanmistir (Giilay ve dig, 2018).
Endosulfan, bir siklodien grubunun polisiklik poliklorlu hidrokarbon organoklorlu

insektisitidir ( Caglar ve dig, 2013). Endosulfanin piyasada kullanilan poliklorlu
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hidrokarbonlu temek 6zelliginden dolay: akut toksisitesi, ciddi nérolojik bozukluklara

neden olabilir (Janssen, 2011).

Genis spektrumlu bir pestisit olan endosiilfan, organoklor yapisindan dolay1 dogada ve
canli organizmada yiiksek birikime neden olmaktadir. Organoklorlu zirai ilaglar insan
ve hayvanlarin bedensel yaglarinda, suda ve havadaki yogunlugununa oranla mg/kg
olarak milyonlarca katina varan konsantrasyonlarda birikebilmektedir (Bulmus, 2021).
Ulkemizde ise endosiilfan ithalat1 ve {iretimi 2009 yilinda sonlandirilmis, 2011 yilinda
ise kullanimi1 tamamen yasaklanmistir. Ancak bazi iilkelerde devam eden endosiilfan
kullanim1 ve bu iilkelerden yapilacak gida ithalatlari nedeniyle maruziyet riski devam
etmektedir. Ticari formunda endosulfan, alfa ve beta endosulfan olmak tizere iki
stereoizomerden (70:30 oraninda) olugmaktadir (Camacho-Morales ve Sanchez, 2016).

Endosulfan sulfat ise endosulfanin ana metabolitidir (Rand vd., 2010).

Endosiilfan ilk insan iiretimi organik pestisitlerden olmasina karsin dogasindaki halkali
yapisindan dolay1 biyodegradasyona oldukga yiiksek direng gostermektedir (Barrett ve
Jaward, 2012). 1954 yilindan itibaren agrokimyasal olarak sektorde yerini alan
endosiilfan en ¢ok ylizey sularinda ve havada kalintiya sebep olmasi nedeniyle diger
organoklorlu pestisitlerle karsilastirildiginda oldukg¢a yiiksek tehlike barindirmaktadir
(Weber, 2010).

Endosiilfan diger yandan su iiriinleri i¢in bilhassa hedef olmayan canlilardan birisi olan
baliklar icinde oldukca toksik etkiye sahiptir. Bu durum endosiilfanin kullanimi
sirasinda amaci disinda diger besin zincirlerine de zarar vermesi noktasinda biiyiik bir

olumsuzluktur (Rehman ve dig, 2016).

1.3.4 Malathion

Doktora ¢alismamizda kullanilan bir diger ve giiglii bir insektisit olan malathion (S-[1,2-
di(ethoxycarbonyl)ethyl] dimethyl phosphorothiolothionate])  sistemik olmayan,
organik fosforlu grupta bir pestisittir (Tazdait ve dig, 2013). Balik ve akuatik ortam
canlilart i¢in oldukga toksiktir (Martinez ve Leyhe, 2004). Zirai ilaglama i¢in yaygin
kullanima sahip olan genis spektrumlu bir zirai ilagtir, seracilikta, peyzaj ve bahgecilikte
tercih edilir (Wang ve dig, 2018). Organofosforlu grup i¢inde en yaygin kullanima sahip
ilaglarin  basinda gelen malathion sivrisinek miicadelesinde de yogunlukla

kullanilmaktadir (Tazdait ve dig, 2013). Asagidada deginilecegi gibi diisiik toksititeye
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sahip olusu, ekonomik olusu kullanimimin yayginlasmasinda baslica nedenlerden

sayilabilir (Badr, 2020).

O CH,

O

Malathion (Dvetind 2-dimethoxyphosphinothiov
sulfanvibuwtanedioare)

Sekil 1.5 : Malathion kimyasal yapisi (Hernandez ve dig, 2013).

Tarim sektoriinde zirai koruyucu olarak kullanimi1 21. Yiizyilin yarilarinda baglanmais,
21. Yiizyilin son ¢eyreginde tarimsal agidan diinya genelinde en ¢ok ticarilesmis genis
spektrumlu etkiye sahip zirai miicadele ilaglarindan birisidir. Malathion disiik
toksitisesi ile genelde veteriner hekimlik sektoriinde, akarisit ve insektisit olarak zirai
faaliyet sektoriinde (Badr, 2020). Tarim zararlilarina kars1 miicadelede kullanilan zirai
ilaglar i¢erisinde diinyada kullanimi en yiiksek ve bununla beraber zehirlenme oranin en

yiiksek olan grup organofosfatli pestisitlerdir (Deka ve Mahanta, 2016).

Organofosfatli pestisitler igerisinde en yaygm kullanilanlarindan birisi de
malathion'dur. Solunum yoluyla, deri yoluyla ve gastrointestinal sistem yoluyla viicuda
alinan bu zirai miicadele ilaci insan vucudunda karacigerde ve bosaltim sisteminde de
yiiksek konsantrasyond birikmektedir. Insanlarda malathion’un maruziyet etkileri;
bulanti, solunumda problemler, bas agr1 ve donmesi 6nde gelen belirtilerdir (Deveci ve
dig, 2021).

Malathionun, yaygin olarak kullanilan bocek oldiiriicti oldugu bilinmektedir (Sayim,
2017). Malathion tarim yanisira peyzaj, genis rekreasyon alanlari, sivrisinek ile
miicadele gibi halk sagligi konusunda hasere kontrol programlarinda da yaygin olarak
kullanilan bir pestisittir (Timur ve dig, 2002). Yiiksel olmayan toksitistesi agidindan
evsel olarak kullanilan bir zirai ilagtir. Bilinmelidir Ki insektisit miicadelecileri segici
degildirler ve hedef organizmalarin yanisira hedefde olmayan canlilar i¢inde tehlike

olusturmaktadirlar (Uzun ve Kalender, 2011). Bu tip tarimsal miicadele ilaglar1 dogal
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dengeyi bozarak besin maddeleri lizerinde, toprakta, ylizeysel sularinda, olduk¢a uzun
zaman pargalanmayan kKimyasal ag¢idan zararli kalintilar1 dogaya birakarak, canli besin

zinciri yolu ile insanlara gegerek dokularda biriktigi bilimsel olarak kanitlanmistir.

Bu bocek oldiirticiiler dogrudan kendileri zehirli etki gostermeseler de olusturduklari
metabolitlerle histokimyasal ve biyokimyasal lezyonlar meydana getirirler.
Giinitimiizde genis olarak kullanim alanina sahip bu bocek dldiiriiciilerin cogu norolojik
acidan toksik etkiye sahiptir ve direk olarak etkileri sinir sistemi tizerinedir.
Malathion’un dahil oldugu organofosforlu kimyasal yapiya sahip bilesiklerin genel
kimyasal formiilleri ilk kez 1930 larda belirlenmistir ve ilk baslarda savaslarda
kimyasal bir silah olarak diigtiniilmiistiir. Bu tip ilaglar boceklerin sinir sistemleri
tizerindeki gosterdikleri etkileri yine insanlarda da gosterebilirler. Bu gruptaki bocek
oldiiriiciiler insan ve hayvanlarda sinir sistemi diginda kan yapimini, iireme sistemini,
karaciger metabolizmasini, endokrinal sistemi, bagirsak sistemini de olumsuz

etkiledigine dair ¢aligmalar vardir (Kayhan ve dig, 2009).

Malathion, yapilan ¢aligmalarda petrolden elde edilen yaglarda belli bir miktar
¢oziilmektedir. Bir ¢ok baska organik ¢oziiciide ¢6ziinebilir, normal sartlarda suda
¢oziinme derecesi 24 derece oda sicakliginda 145 mg/kg olan fiziksel olarak agik
kehribar renkli bir sividir. Genel olarak fito-toksik degildir. Ancak seracilikta
kullanildig1 taktirde hiyar, fasiilye ve kabak gillere karsi zararl olabilir. Tarimsal alanda
ise bahgecilikte yaygin olarak kullanilir. Ayrica insan biti, hasare ile miicadele ve

sivrisinek kontroliinde genis olarak kullanilmaktadir (Dere ve dig, 1999).

Malathion; ziraate insektisit olarak kullanilan bir bocek 6ldiiriicii olmasi beraberinde bu
etken maddenin istenmeyen en 6nemli yan etkisi siklikla karsilasilan zehirlenmelerdir
(Tugyan ve dig, 2005).

Bu insektisit icin yapilan bilimsel ¢alismalarda viicutta baslica karacigerde birikme
sonucu sito-krom P450 enzimi ile yikilarak toksisitesi yiiksek bir metabolit olan
malaoksan’a doniismekte ve detoksifikasyon yaniiriinii olarak dimetil-tiyofosfat
meydana getirdigi saptanmustir. Insan da cogunlukla idrar ile, safra kanallar1 ve biiyiik
diski yoluyla atilmaktadir. Malathionun bobrekde alkalen-fosfataz aktivitasyonunu
artirdigr, buna karsi ince bagirsak ve karaciger organlarinda alkalen -fosfataz

aktivasyonunu indirgedigi gozlenmistir (Bakir ve dig, 2015).
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Malathion etken maddesinin yarilanma omrii 11 giin kadardir ve bu siire igerisinde
malaoxon’a doniisiimii gergeklesmektedir (Martinez ve Leyhe, 2004). Malathion en
temel etkisini asetilkolinesteraz inhibitérii olarak gosterir ve sinirsel iletimde ve

dolayisiyla tiim organizmada hasarlara neden olmaktadir (Sparling ve Fellers, 2007).

1.3.5 Cypermethrin

Ulkemiz piyasasinda ruhsatli olarak oldukca yaygin olarak satisa sunulan cypermethrin
(~a-cyano (-3-phenoxyphenyl) - methyl cis, trans 3- (2,3-dichloroethenyl)-2, 2-
dimethylcyclopropane carboxcylate) formiilasyonundadir (Dereboylu ve dig, 2019).
Sistemik olmayan etki gosteren bir insektisittir. Etkisini temas ve sindirim sistemine
yaptig1 etkiyle gostermektedir (Tomlin, 2003). Ozellikle Lepidoptera (pul kanatlilar)
olmak iizere bir¢cok bdcek sinifina karsi etkili kullanimi bulunmaktadir (Yilmaz ve dig,
2008). Tarimsal kullaniminin yaninda halk sagligi agisindan sivrisinek, karasinek ve
hamam bdceklerine karst da kullanilmaktadir (Tomlin, 2003). Cypermethrin zirai
miicadele disinda veterinerlikte de sigir yetisticiligi, koyun ve kiigiikbas yetistiriciligi,
kanatli hayvan ile Atlantik sombalig1 yetistiriciliginde ekto-paraziter miicadelesinde

yogun olarak kullanilmaktadir (Uslu ve dig, 2016).

Cypermetrin Piretroiddir ve bilimsel olarak 21. ylizyilin ortalarindan  sonra
sentezlenmis ve zirai alanda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir (Karatas ve
Bahgeci, 2009). Sarims1 kahverengi renge sahiptir ve ticari olarak sivi halde piyasada
yer alan Cypermethrin Tip Il piretroidlerden birisi olarak en yaygin kullanilanidir (Uslu
ve dig, 2016).
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Sekil 1.6 : Cypermethrin kimyasal yapisi (Goksu ve dig, 2015).

Ote yandan tarimsal iiretimde kullanilan bu pestisitin kendisi veya farkli kimyasal
yapidaki metabolitleri ekosistemde, hedefde ki organizmalarin disindaki canlilara da
zararli oldugu bilinmektedir. Insektisit olarak kullanilan cypermethrin sentetik
piretroidlerdendir, kontak ve mide zehiridirler. Sicakkanlilara etkileri diisiiktiir (Goksu

ve dig, 2015). Cypermethrin norotoksik merkezi sinir sistemini sodyum kanallar ile
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etkileyen bir pestisittir. Canlida DNA destabilizasyonuna da sebep olmaktadir (Indratin
ve dig, 2019). Cypermethrinin giinisigina kars1 direngli olmasi, hedef organizmay1
cabuk etkilemesi, ¢evrede daha az kalinti birakmalar1 nedeniye piyasada talep
edilmektedir. Bu grup pestitisitler aksonik toksik materyaller olarak caninin sinir sistemi
izerinde etkilidir. Bu pestitistler lipofilik yapida oldugundan hedef organizmanin yag
dokularinda birikmekte ve parcalanmaktadir. Pesitisitlerin hasare kontrolunde
kullanilmas1 yanisira dogada ki canlilarin da iireme sistemlerine etki ettigi bazen
istenmeyen sonuglar alindig1 bilinmektedir. Diislik seviyede konsantrasyonlarda ¢ok
oldirticii risk barindirmasalarda hedef olan yada olmayan canlilarda tireme fizyolojisi

acisindan rik olustururlar (Karatas ve Bahgeci, 2009).

Yapilan aragtirmalar gostermistirki sentetik-pretroit gruba dahil olan cypermethrin tam
anlamiyla metabolizma siiregleri tamamlanmadig1 gibi toksik acidan da o6zelliklerini
hemen kaybetmezler. Suya zirai ilaglarin bulagimi oksijen yetersizligi nedeniyle
baliklarda biiyiik oranda oliimciil etkiye neden olur. (Atamanalp ve dig, 2002). Yani
suya zirai ila¢ bulagimi oksijen yetersizligine yol actigindan suda yasan canlilarda tireme
sekillerine de etki eder hatta balik davraniglarinda farkliliga da neden olurlar (Gtiner,
2017). Bu zirai ilaglarin 6nemli bir kismi olan ornagik klorlu bocek oldiiriiciilerin en

biiyiik tehlikeli olma sekli dogal su kaynaklarina bulagim yapmasidir

(Kaur ve Singh, 2021). Ciinkii balik ve tiirleri su da erimis zirai ilaglar1 yag dokularina
emdikleri igin belli bir kalint1 birikimine neden olurlar. Boylece solungaglari yardimiyla
solunum yapan bu canlilarda organik klorlu kalintilar bu canlilarin biinyesinde absorbe
edilmis olur (Utku, 2017). Giintimiizde kullanim kosullar1 nedeniyle genis bir alana
hitap eden bu sentetik pretroit grubun tarim alaninda faaliyet gdsteren meslek erbabinca
tercih edilmesi yanisira balik¢ilik agisindan oldukga tehlikeli oldugu da yadsinamaz bir

gergektir (Atamanalp ve dig, 2002).

Diger bir 6rnek olarak alfa cypermethrin suda yasayan omurgasizlar i¢in toksiktir. Fakat
yumusakealar i¢in sOyleyemeyiz, hatta kuslar igin toksik degildir, bu toksisite eklem
bacaklilar i¢in daha yiiksektir (Sarikaya, 2009). Genel olarak cypermethrin memeliler
icin diisiik toksititeye sahipken ¢ok iyi bir bocek oldiiriicli olarak karsimiza ¢ikmakta ve
suda yasayan canlilar igin toksititesi yiiksek bir seviyededir. Pretroitlerin diger
pestisitlerden daha ¢ok hidrofobik olmasi ile de agiklanabilir (Atessahin ve dig, 2005).
Hasare, bocek gibi zararli canlilarin tarimsal iiretimdeki kontroliinde sentetik pretroit

gruba dahil olan zirai miicadele ilaglar1 organik fosforlu, organik klorlu ve karbomat
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iceren pestisitlerin yerine kullanilmaktadir (Akelma ve dig, 2018). Giiniimiizde
Cypermethrin oldukca genis bir spektrumda bocek oOldiriicii olarak iilkemizde
kullanilmakta ayrica veterinerlerce de emici, sokucu 6zellikteki canlilara karsi da aktif
olarak kullanilmaktadir. Buna 6rnek olarak aricilik sekt6riiniin de en ¢ok temas halinde

oldugu kimyasal zirai ilag oldugu sdylenebilir (Karahan ve dig, 2018).

Cypermethrin suda yasayan canlilar i¢cin memeilere gore daha oliimciil tehlikeye
sahiptir. Bu sentetik pretroitin yag dokusunda alinnmindan dolayi, kullanimi dolayl
olarak insan hayatin1 da boylece etkilemektedir. Cypermethrinin insan, kanatli veya
memeli grupta atilimi en fazlal2 saate kadar iken baliklar igin 2 gilindiir (Atamanalp ve
dig, 2002).

1.4 Pestisit Biyodegradasyonu

Bilindigi lizere tarimsal iiretimde bitkisel hastaliklar, hasare ve bocekle miicadele,
yabani otlarla miicadele de sentetik zirai ilag kullanimi tiim diinyada olduk¢a yaygindir.
Diinyada kullanilan yaklasik 4 milyon ton pestisitin ancak sadece %1 gibi ¢ok diisiik bir
miktar1 hedeflenen zararliy1 etkilemektedir, geri kalan pestisit kalintis1 ise yeryiizii
ekosisteminde toprak, hava ve su kirliligine neden olmaktadir. Bundan dolay1 dogada
pestisit kalintisinin detoksifiye edilmesi olduk¢a 6nemli bir konudur (Pimental, 1983).
Pestisitlerin %10-20sibitki iizerinde tutunabilmekte, %80 -901 ¢evreye kalinti olarak
sacilmaktadir. Pestitist kirligi dogada en biiylik organik kirlilik olarak karsimiza
¢ikmaktadir (Ye ve dig, 2018). Gidalarin pestisit kalintilarinin pargalanmasi biyolojik
materyallerle saglanmasi beraberinde gida isleme siireclerinde de (soyma, yikama,

haslama, konserve, pisirme vb) belli miktarlarda saglanmaktadir (Acoglu ve dig, 2018).

Diger bir yontem olan evsel pestisit uzaklastirmada; taze sebze veya meyvelerin su,
%2lik sirke ve %]1lik zerdecal solusyonu hazirlayarak diazinon, diclorfos, clorpyrifos
gibi pestisitlerin degradasyonunun belli oranda gergeklestigi, %10luk asetik asit ve
sodyum clorid solusyonu ile pp-DDT, cypermethrin degradasyonunun belli oranda

gergeklestigine dair bilimsel ¢aligmalar da yapilmistir (Pordevic¢ ve Pejcev, 2016).

Ayrica gidalarin fermentasyonu da pestisit kalintilarinin yikiminda diger faktor olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Fermentasyon sonucunda ortaya ¢ikan bazi bakteri enzimleri,
pestisitlerin kimyasal yapisina etki etmekte ve degradasyona sebep olmaktadirlar
(Kumral ve dig, 2020a).
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Biyodegradasyona ait bilimsel c¢alismalar 1940larda baglamistir. Baslangicta
biyodegradasyonun aerobik mikroplarin toprak, su ve atik su biyolojik aritma
sistemlerinde mineralizasyonu veya dogal ve sentetik organik madde yikimi1 anlamina
geldigi diistiniilmiis, daha sonraki ¢alismalarda pestisitler tizerinde mikroorganizmalarin
farkli 6nemli rolii oldugu anlasilmistir yani Pestisit degradasyonunun enzimatik

reaksiyonlarla oldugu anlasilmstir.

Enzimatik reaksiyonlarla  mikrobial degradasyon, oksitlenme, dehidrojenasyon,
indirgenme, hidroliz, sentezlenme ve diger reaksiyon tiirleri ile olmaktadir (Ye ve dig,
2018). Topraktaki pesitisitlerin degradasyonu fiziksel, fiziksel-kimyasal ve kimyasal
seklinde olmakta iken ortaya ¢ikan ikincil metabolitler de ¢evreye ve ziraate zararli
olmaktadirlar. Bu yiizden pestisitlerin  hem biyolojik besin materyali olarak
kullanilmalar1, hem ortaya ¢ikan karbondioksit ve su ile beraber ikincil tiriinlerin daha
az zararli veya zararsiz olmasi nedeniyle biyolojik degradasyon son yillarda en ¢ok
tercih edilen yontem olmustur. Ornegin Pseudomonas sp. bakterisi Karbon kaynagi
olarak atrazin pestisitini kullanmaktadir. Bu reaksiyonda AtzA, AtxB, AtzC enzimleri
kullanilmakta, toksik olmayan hidroksil atrazin ortaya ¢ikmaktadir. Ortaya g¢ikan
hidroksil atrazini AtzB katalize ederken N-isopropyl cyanuric amide ortaya ¢ikmakta,
AtzC bunu katalize ettiginde cyanuric asit ve isopropylamine olusmakta sonug¢ olarak

en son zararsiz CO2 ve NH3 ortaya ¢ikmaktadir (Huang, 2018).

Atmosferik sartlarda mikroorganizmalarin biyolojik aktivitelerine gére bu pestisitler
reaksiyonlarla degradasyon oranlarina bagli olarak hassas veya direngli olarak
dakategorize edilmislerdir. Fermentasyonda mikroorganizmalar pestisitleri karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanmaktadirlar. Ornegin malathion, mikroorganizmalarin
enzimlerinin hidrolitik aktivitesine kars1 hassas bir pestisittir. Bu pesitisitlerin uguculuk
ozelligi, dusiik pH’ a kars1 bozulma direncleri, adsorbsiyon kabiliyetleri de biyolojik
degradasyonlar1 i¢in hassaslik siniflandirilmasinda bir diger ozellikleridir (Kharat,

2017).

Uluslararast Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (International Union of Pure and
Applied Chemistry, IUPAC)’in tanimima goére biyodegradasyon, bir maddenin
enzimatik reaksiyonlarla in vitro veya in vivo sartlarda par¢alanma islemidir (Porto ve
dig, 2011).
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Biyolojik remedasyon ise tehlikeli kimyasal madde kalintilarini zararsiz veya daha az
zararli maddelere pargalamak igin alger, mantarlar, bakteriler gibi canli organizmalarin

kullanildig1 aritim tekniklerini igerir (Giil ve Yavuz, 2018).

Biyoremedasyon veya biyodegradasyonun yeraltisularinda da uygulanmasi, igme
sularinda da olusabilecek kirlilik kalintilarinin  uzaklastirilmasi i¢in yapilacak
iyilestirme ¢aligmalari hem insan hayati, hem gida giivenligi hem ekolojik dengenin
korunmasi agisindan olduk¢a Onem arz etmektedir (Dogan ve Karpuzcu, 2019).
Biyodegradasyon gevresel pestisit kontaminasyonunun iyilestiriimesinde uygulanan,

amaca en uygun, giivenli ve ucuz bir metottur (Yuan ve dig, 2021).

Bir pestisitin ¢evresel sartlarda kalint1 olarak varolusu biyotik ve abiyotik faktorlere
baghdir (Kumar ve dig, 2018). Biyodegradasyon islemi iki sekilde ele alinabilir. Ilki,
mikroorganizmalarin aktivitesi ve biyodegradasyon isleminin temel kurallari, digeri ise
pestisitlerle kirlenmis ¢evresel maddelerin iyilestirme ve detoksifiye edilme
teknikleridir. Biyodegradasyonal reaksiyonlar aerobik ve anerobik sartlar altinda
gerceklesmektedir. Aerobik sartlarda, oksijen hem temel elektron alicis1 hem de temel
reaksiyonlarin reaktanti olarak gorev yaparken, anerobik sartlarda nitrat, siilfat veya
karbonat gibi bilesikler alternatif elektron alicisi olarak gorev yapmaktadir. Son yillarda
rekombinant DNA alanindaki gelismelere paralel olarak, bakteriyel ve fungal
kiiltiirlerin  ¢esitli bileisiklerdeki metabolizma yollar1 agiga kavusturulmus ve
metabolizmada gorev alan anahtar enzimler izole edilmistir (Sing ve dig, 1999).
Biyodegradasyonda su ve karbondioksit a¢iga ¢ikmasi mikroorganizmalarin metabolik
faaliyetleri icin enerji gereksinimlerini karsilar, mikroorganizmalarin hiicrei¢i ve
hiicredisi enzimleri bu yikimda en 6nemli role sahiptir (Kharat, 2017). Pestisitlerin
yikimi i¢in dogada bulunan mekanizmalar, genetik ve yikim stratejisi asagida

verilmistir.
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Biyotik transformasyon

4

Kometabolizm Minerilizasyon

Kimyasal Fiziksel

Transformasyon Transformasyon

Kimyasal ya

imy yap! Kompertmelizasyon .

desismeden Metabolitler
Bl (toprakda emilim)

Toprakda birikim, Buharlasma, Toprak da
Biyomagnifikasyon besin

Sekil 1.7 : Dogadaki pestisitlerin yikim stratejisi (Hernandez ve dig, 2013).

Biyodegradasyon siireci organik bir bilesigin tamamen parcalanmasini igeren siiregtir.
Mikroorganizmalar, hem kimyasal hem de fiziksel olarak etkilesime girme yetenegine
sahiptir. Bu mikroorganizmalar hedef molekiiliin yapisal degisikliklerine veya tamamen
bozulmasina yol agan maddelerdir (Hernandez ve dig, 2013). Ziraatte en yaygin
kullanilan organik fosforlu pestisitler toksisitesi oldukga yiiksek bilesiklerdir ( Islam ve
dig, 2010). Dogal cevrede kaliciligi nispeten diisiiktiir fakat memelilere oldukca
toksiktir. Organik fosforlu pestisitler topragi kirlettigi gibi, su ve havayir da oldukga
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ciddi sekilde kirletmektedir. Bu agidan  organikfosforlu pestisitlerin kimyasal
degradasyonu veya biyodegradasyonu olduk¢a 6nemli ve birincil ¢aligma konularindan
birisidir (Yuan ve dig, 2021). Biyolojik yikim i¢in bir diger 6rnek de birgok toprakta
yasayan mikroorganizmanin klorpirifos veya deltametrin gibi sentetik bdcek
oldiirticiileri esteraz enzimi yardimiyla enerji veya C kaynagi seklinde kullanarak

parcalamasidir (Kumral ve dig, 2020b).

Sekil 1.8 : Pestisitlerin mikrobiyal yollarla biyodegradasyonu (Hernandez ve dig,
2013).

Bu tip caligmalar gida giivenligi politikalar1 agisindan da olduk¢a 6nemli ve acil ¢aligma
gerektiren alanlardan birisi olarak kabul edilmistir. Bu dogrultuda probiyotik
bakterilerin mikrobiyal dekontaminasyon konusunda etkilerinin arastirilmalari
yapilmaya baslanilmistir (Sarlak ve dig, 2021). Bazi laktikasit bakterilerinin
(Lactoccoccus lactis, L.rhamnosus, vb) organik fosforlu pestisitlerin yikiminda oldukca

etkili olduklarma dair ¢alismalar yapilmistir (Yuan ve dig, 2021).
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Organoklorlu pesitisitler ester yapisindan dolay1 hidroliz potansiyeli yiiksektir. Genelde
organik klorlu pestisitlerden daha hizli degrade olabilmektedir. Organik fosforlu
pestisitlerin topraktaki biyodegradasyonunda temel ilkeler, hidroliz, oksidasyon,
alkilasyon ve dealkilasyondur. Biyodegradasyon isleminde P-O-alkil ve P-O-aril
baglarinin hidrolizasyonu temel basamagi olusturur. Bu reaksiyonu organofosfat

hidrolaz enzimi katalizlemektedir (Singh ve dig, 1999)

Canlilar i¢in potansiyel tehlike olan pestisitlerin temizlenmesinde biyodegradasyon
gelismis iilkelerde yaygin olarak kullanilan bir metottur. Toprak orneklerinde yapilan
bir ¢alismada chlorpyriphos (Singh ve dig , 2003) ve methyl-parathion ( Zhang ve dig,
2005) pestisitlerini degrade eden bakteri tiirleri tespit edilmistir.

2018 de Li ve arkadaslarinin L. plantarum bakterisinin dimethoate, omethoate, phorate
pestisitleri iizerindeki degradasyonu {lizerine bilimsel calismalar yapilmis farkli

matrixlerde 8 saatte % 50ye varan yikim sonuglari elde edilmistir (Li ve dig, 2018).

Yine atik sularda chlorpyriphosu degrade eden ve organik fosfor hidrolaz enzimine

sahip bakteri tiirleri belirlenmistir ( Yang ve dig, 2006).

Yine bu konuda Meksika’da organik fosforlu pestistitlerin topraktan izole edilmis
bakterilerle biyodegradasyonu konusunda baska bir ¢alisma yapilmis ve olduk¢a umut

verici sonuglar elde edilmistir (Hernandez ve Salinas, 2010).

Bu ¢aligmalara 6rnek olarak siit tiriinlerinde rastlanan organik fosforlu pestitisitlerin
laktik asit bakterileri ile degradasyonu da ayrica ¢alisilmis ve oldukg¢a anlamli sonuglar
elde edilmistir. Bu ¢caligsmalar pestisitlerin mikroorganizmalarla degradasyonun olduk¢a
ucuz, cevreci, giivenilir, kimyasal atik olusturmayan bir yaklasim olarak bilim
cevrelerince kabul gérmiis ve bu konunun incelenmesi i¢in yogunlasilmistir (Zhang ve

dig, 2014).

Diger taraftan Uzak Dogu’ya 6zgii geleneksel gida olan “kimchi”nin fermantasyonu
sirasinda organik fosforlu pestisitlerin degrade edildigi belirlenmistir (Islam ve dig,

2010).

Farkl1 organik fosforlu pestisit ilave edilmis siitlerden elde edilen yogurtlarda pestisit

miktarlarinda 6nemli azalmalar meydana gelmistir (Turabi, 2007).
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Fermente sucuk tiretiminde kullanilan starter kiiltiirlerden olan Lactobacillus plantarum
ve Micrococcus varians’in organik klorlu pestisitleri degrade edebildigi gézlenmistir (
Abou-Arab, 2002).

Maya (S. cerevisiae, K. apiculata) ve laktik asit bakterilerinin (L.oenos ve L. plantarum)
ve farkli fungisitlerin kullanildigi ¢alismada fermantasyon sonrasinda fungisit kalinti

miktarlarinin %5-15 arasinda azaldig1 tespit edilmistir (Cabras ve dig, 1999).

Piring tarlasindan izole edilen Flavobacterium tiiriiniin parathionu degrade edebildigi
tespit edilmistir (Sethunathan, 1973). Amerika’da yapilan bir ¢alismada P. diminuta’nin
parathionu karbon kaynagi olarak kullanabildigi ve degrade edebildigi ortaya ¢ikmistir
(Serdar ve dig,1982). Aym sekilde Hindistan topraklarindan izole edilen F. balustinum
organik fosforlu pestisitleri degrade edebildigi agiklanmistir (Somara ve dig, 1995). Bir
calismada atik su ¢amurunda fenitrothion’u degrade edebilen Burkholderia tiirii tespit

edilmis ve organik fosfor hidrolaz enzimi izole edilmistir (Zhang ve dig, 2006).

Yine aym sekilde atik su c¢amurunda chlorpyriphos’u degrade edebilen
Stenotrophomonas ve Sphingomonas tiirleri izole edilmis ve genetik yapisi
arastirllmistir (Cho ve dig, 2009). Yapilan calismalar gostermistir ki, organik fosforlu
pestisitler fosforik asit esterleri igermekte ve karboksilesteraz ve fosfotriesteraz

enzimleri sayesinde degrade olabilmektedir (Islam ve dig, 2010).

Bir diger calismada secilen pestisitler olan malathion ve diazinon {izerinde sebzelerde
fermentasyon siirecinde Lactobacilli, Streptococci, Leuconostoc and Pediococci, tiirleri
bakterilerle biyodegradasyon {izerine ¢aligmalar yiiriitiilmiis ve degradasyonun oldugu

tespit edilmistir (Azizi ve Homayouni, 2009).

Bhatt ve arkadaglar1 cypermethrinin  Bacillus thuringiensis araciligi ile
biyodegradasyonu {izerine yaptiklar1 bilimsel ¢alismada belli sartlarda (pH:7, 32 °C,
110 rpm ¢alkalama hiz1) 15 gilinde %80 lik yikim sonucuna ulagmiglardir (Bhatt ve dig,
2020).

Ayrica Akbar ve arkadaslarinin Acinetobacter calcoaceticus, Brevibacillus parabrevis,
Sphingomonas sp. ile yaptiklar1 ¢alismada cypermetrin degradasyonu 10 giin igerisinde
%385 lik bir yikimla gerceklestirilmistir (Akbar ve dig, 2014).

Giir ve arkadaslar1 2014 yilinda sentetik pretroit insektisit olan alfa cypeyrmethrinin
Stenotrophomonas maltophilia ile degradasyonu iizerine yaptiklari ¢alismada 10 giin

sonunda cypermetrin,  3-phenoxybenzoik asit, 3-phenoxybenzaldehit, fenol, and
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mukonik asite doniismiis ve glikozlu ortamda %82’ye, glikozsuz ortamda %70’e varan
yikim elde edilmistir (Giir ve dig, 2014).

2006 Yilinda Pakistan Karaci Universitesinde Pseudomonas’in cypermetrin iizerindeki
degradasyonu tierine yapilan bilimsel ¢alismada ¢amur matriksinde 20mg/L bir
sollisyonun 48 saat icerisinde tamamen degrade oldugu; 40mg/L lik bir karigimda ise

%82 lik bir yikim gergeklestirildigi gozlenmistir (Jilani ve Khan, 2006).

Yogurt prosesinde 42 °C de kullanilan sigir siitiinde dimethoate, fenthion, malathion,
methyl parathion, monocrotophos, phorate ve trichlorphon pesitisitleri igin
biyodegradasyon konusunda bilimsel ¢alisma yapilmis malathion hari¢ diger

pestisitlerde yaklasik yariyariya degradasyon sonucu alinmistir (Bo ve dig, 2011).

Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus ile endosiilfan biyodegradasyonu
icin yapilan calismada ilk pH 8.0 olarak 6l¢iilmiis 30 °C sicaklik sartlarinda 7 giin
icerisinde %90 lik bir yikim gergeklesmistir. (Calvin ve dig, 2017). Endostilfanin
biyolojik yikimi sirasinda oksidasyona ugramasi sonucunda endosiilfan siilfat meydana
gelirken, hidrolizi mekanizmasi sonucunda ise endosiilfan diol metabolitlerine
parcalandig1 bilinmektedir. Endosiilfan siilfat oldukca toksik ve stabil bir metabolittir.
Yapilan bir ¢alismada Pandoraea sp. ile alfa ve beta endosiilfan igin 18 giinliik
biyodegradasyon calismasinda, endosiilfan siilfat metabolitini tiretmeksizin %95-100

oraninda yikim gerceklesmistir ( Kafilzadeh ve dig, 2015).

Yine 2013 yilinda Cin Ocean Universitesinde yapilan baska bir calismada Alcaligenes
faecalis'in endosiilfan tizerindeki degradasyonu ¢alisilmis, pH 7.0 ve 40°C sicaklikta
camur matriksinde a-endosiilfanin 87.5% i ve p-endosulfanin 83.9% u 5 giinde
endosiilfan diol ve endosiilfan lakton metabolitlerine pargalanarak biyodegradasyona

ugradig tespit edilmistir (Kong ve dig, 2013).

Lactobacillus bulgaricus and Streptococcus thermophilus ile diazinon, parathion,
methyl parathion tizerinde yapilan bir ¢alismada 96 saat sonunda 72-83% oraninda
biyodegradasyon gerceklestigi bilimsel olarak kanitlanmistir. (Chiocchetti ve dig,
2018). Piyasada en c¢ok kullanilan chlorpyrifosun degradasyonu igin 20 farkli
mikroorganizma ile ¢aligmalar yapilmis, hidroliz reaksiyonlar1 sonucu belli oranlarda

yikim gergeklestigi kayit altina alinmigtir (George ve dig, 2014).
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Federal Rio de Janerio Unversitesinde chlorpyrifos degradasyonu iizerine yapilan
bilimsel ¢aligmada Pediococcus sp. kullanilmistir. 24 saat sonunda % 80.3 liik bir yikim

gerceklestigi kayit altina alinmistir (Pinto ve dig, 2019).

John ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada farkli bir organik fosforlu pestisit olan
ethionun biyodegradasyonu i¢in Pseudomonas ve Azospirillum bakterilerinin tiirleri
kullanilmis olup 48 saat sonunda %58 ve %70 oraninda degradasyon gergeklesmistir

(John ve dig, 2004).

Dimethoatein suda etkili mikroorganizmalardan birisi olan Pseudomonas aeruginosa
ile biyoremedasyonu bilimsel olarak ¢alisilmis, 24, 48 ve 72. saatlerde oldukga etkili

sonuclar elde edilmis %80 oraninda pestisitte par¢alanma saglanmistir (Megeed ve EL-
Nakieb, 2008).

Malezya Putra Universitesinde imidacloprid degradasyonu iizerine yapilan bir
calismada topraktan izole edilmis Brevibacterium sp., Bacillus sp., Pseudomonas
putida, Rhizobium sp. ve Bacillus subtilis suslari kullanilmis %25-46 arasinda degisen

oranlarda yikim gerceklestigi kayit altina alinmigtir (Sabourmoghaddam ve dig, 2014).

Uzak Dogu’ya 6zgii geleneksel gida olan kimchinin fermantasyonu sirasinda organik
fosforlu pestisitlerin degradasyonunu incelendigi bir arastirmada 30 mg/L chlorpyriphos
ilave edilen kimchinin fermantasyonu sirasinda 3. giinde kalint1 oran1 %83.3 azalmis
iken iken, 9. giiniin sonunda chlorpyriphos tamamen degrade olmustur. Kimchi
fermantasyonu esnasinda izole edilen 4 laktik asit bakterisi L. mesenteroides, L. brevis,
L. plantarum, ve L. sakei chlorpyriphos’u karbon ve fosfor kaynagi olarak kullanarak
degrade edebilmektedir. Bu bakteriler ayrica coumaphos, diazinon, parathion ve

methylparathion’u da degrade edebilmektedir (Cho ve dig. 2009).

Parathion, methyl parathion, matahion, monocroptos, dimethoate i¢eren organofosforlu
pestisitlerin mikrobiyal degradasyonu, enzimatik degradasyonu ve genetik bazli
degradasyonu iizerine yapilan calismada p-nirophenol, diethyloposphorikasit, p-
aminephenol, dimethyl phosphate gibi metabolitlere donistiigii rapor edilmistir
(Pkanekar ve dig, 2004).

Geed ve arkadaslar1 malathionun degradasyonunda etkili bakteriyi bulmak igin
yaptiklar1 ¢alismada 3 bakteri ile yola ¢ikilmig (Pseudomonas putida, Rhodoccocus
rhodochrous, Sphingomonas sp.) iglerinden P.putida nin pH: 7 +0.2, 80 °C sicaklikta

7. giin stitlerden yogurt liretiminin gergeklestirildigi ¢aligmada, yogurtlarda malathionun
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haricindeki diger pestisitlerin degradasyon hizlarimin yaklagik ayni oldugu fakat
malathionun degradasyon hizinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Bo ve dig,
2011).

2. MALZEME VE YONTEM

2.1 Malzeme

Calismada kullanilan laktik asit bakterileri geleneksel gidalardan elde edilen ve Gida ve
Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Siit Uriinleri Gen Bankasi biinyesinde
muhafaza altma alinmis olan kiiltiir koleksiyonlarindan secilmistir (Istanbullu ve dig,
2022). Bakterilerin canlandirilmasi ve deney asamalarinda De Man, Rogosa ve Sharpe
(MRS) agar ve De Man, Rogosa ve Sharpe (MRS) broth besiyerleri kullanilmistir.
MRS agar Merck firmasindan satin alinmstir. Igerigi Kazein peptonu (10,0 g/L); Et
ekstrakti (10,0 g/L); Maya ekstrakti (4,0 g/L); D(+) Glikoz (20,0 g/L); Potasyum fosfat
(2,0 g/L); Tween 80 (1,0 g/L); di-Amoyum hidrojen sitrat (2,0 g/L); Sodyum asetat (5,0
g/L); Magnezyum siilfat (0,2 g/L); Mangan siilfat (0,04 g/L) ve Agar-agar (14,0 g/L)
dan olugsmaktadir. MRS broth besiyeri de Merck firmasindan temin edilmistir. Bilesimi
Kazein peptonu (10,0 g/L); Et ekstrakti (8,0 g/L); Maya ekstrakt1 (4,0 g/L); D(+) Glikoz
(20,0 g/L); Potasyum fosfat (2,0 g/L); Tween 80 (1,0 g/L); di-Amoyum hidrojen sitrat
(2,0 g/L); Sodyum asetat (5,0 g/L); Magnezyum siilfat (0,2 g/L); Mangan siilfat (0,04
g/L) olusmaktadir.

Derin dondurucudan (-80 °C) ¢ikarilarak yeniden aktif hale getiren bakterilerin saflik
kontrolleri morfolojik olarak Olympus marka BX51 model 151k mikroskobunda
yapilmistir. Gram boyama test kitleri Biomerieux firmasindan, katalaz testi i¢in hidrojen
peroksit ise Sigma firmasindan temin edilmistir.

Suslarin saflik kontroliinde Maldi TOF MS (Biomerieux) cihazi kullanilmistir. Maldi
TOF MS analizinde kalibrasyon i¢in Escherichia coli (ATCC 8739) kullanilmustir.
Bakteri kolonilerini aktarmak i¢in kullanilan tek kullanimlik o6zeler Lpltaliana
firmasindan, aktarilan kolonilere damlatilan matriks soliisyonu Vitek MS CHCA
BioM¢érieux firmasindan temin edilmistir.

Calismada kullanilan pestisit standartlar1 Dr. Ehrenstorfer GmbH’den sertifikali
standart olarak yiiksek saflikta alinmistir. Pestisit analizlerinde Quechers ekstraksiyon

kitleri kullanilmis ve Agilent firmasindan temin edilmistir. Pestisit standartlarinin
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hazirlanmasinda, ekstraksiyonda ve cihaz mobil fazi olarak kullanilan kimyasallar
Cizelge 2.1 de verilmistir.

Cizelge 2.1 : Pestisit analizlerinde kullanilan kimyasallar ve 6zellikleri.

Kimyasal Adi CAS Numarast Molekiil Formiili ~ Firma
Asetonitril 75-05-8 CHs:CN Merck

Aseton 67-64-1 CHs;COCH:s Merck

Metanol 67-56-1 MeOH Merck
Amonyum format 540-69-2 CHsNO2 Sigma

Ultra Saf Distile Su  7732-18-5 H20 JT. Baker
Cypermethrin 52315-07-8 C22H19C12 NO3 Dr. Ehrenstorfer
Imidacloprid 138261-41-3 Co H10CINsO2 Dr. Ehrenstorfer
Malathion 121-75-5 CioH19 O6PS Dr. Ehrenstorfer
Endosiilfan siilfat 1031-07-8 CoHeCleO4S Dr. Ehrenstorfer
Alfa-endosiilfan 959-98-8 CoHeCleO3S Dr. Ehrenstorfer
Beta Endosiilfan 33213-65-9 CoHs Cls03S Dr. Ehrenstorfer

Pestisit ekstraksiyon asamalarinda AND marka hassas terazi, Eppendorf marka
otomatik pipetler, Heidolph marka ¢alkalayic1 ve Eppendorf marka santrifiij
kullanilmigstir. Ekstraksiyon isleminin ardindan 6rnekler Shimadzu marka 8040 mode

LC MS/MS ve Agilent marka 7000 C model GC MS/MS ile analiz edilmistir.

2.2 Yontem

Laktik asit bakterilerinin pestisitlerin yikimina olan etkilerinin belirlenmesini
amaclayan bu tez ¢aligmasi genel olarak bakildiginda hazirlik, 1. Deney asamasi ve 2.
Deney asamasi olmak iizere 3 asamada gergeklestirilmistir.

Hazirlik agsamasi besiyerlerinin hazirlanmasi, Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma
Enstitiisii  Siit Uriinleri Gen Bankasi biinyesinde yer alan suslarin yeniden
canlandirilmasi, suglarin tekrar tanimlanarak saflik kontrollerinin yapilmasi ve bu
suslarin besiyerine inokiile edilerek pestisit standartlarinin bu karisima eklenmesini
icermektedir (Istanbullu ve dig, 2022).

1. Deney asamasinda ise bakterilerin pestisitlerin yikimina kisa siireli etkileri 0., 24. ve
48. saatlerde incelenmis ve yapilan istatistiki analiz sonucunda en etkili olan iki bakteri
susu belirlenmistir. Belirlenen bu iki sus kullanilarak 24 saatlik periyotlarda pestisit

kalintilarinin parcalanmalarina olan etkileri belirlenerek 10 giinliik ¢alisma ile bu
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suslarin pestisitlerin parcalanmalarina uzun siireli etkileri incelenmistir. Yapilan tim

islemler sekil 2.1°de 6zetlenmistir.

HAZIRLIK ASAMASI

Besiyerlerinin Hazirlanmasi

il

Kiiltiirlerin Yeniden
Canlandirlmast

1

Kiiltiirlerin Saflik Kontrolleri

L

MALDI-TOF VITEK MS
Yontemi ile Tanimlanma

4

Tanimlanan Suslardan 250 ml
Mrs Brotlara Inokiilasyon

L

Besiyeri bakteri karisimina
pestisit Ilavesi

1. DENEY ASAMASI

Uzun Siireli Calismalarda Kullanilacak
Bakterilerin Hazirlanmasi

En Fazla Pestisit Yikimimi Saglayan
Bakterilerin Belirlenmesi

Istatistik Analiz

48. Saat Pestisit Kalmti Miktar1 ve
Bakteri Yiikii Olgiimii
u

24. Saat Pestisit Kalinti Miktar1 ve
Bakteri Yiikii Olgtimii

0. Saat Pestisit Iiﬂlllltl Miktar1 ve
Bakteri Yiikii Ol¢iimii

2. DENEY ASAMASI

Kiiltiirlerin Yeniden Canlandirilmast

Tammlanan Suslardan 500 ml Mrs
Brotlara Inokiilasyon

Besiyeri bakteri karisimina pestisit
Tlavesi

0. ve 10. Giinler Arasi 24 Saatte Bir
Pestisit Kalinti Miktar1 ve Bakteri
Yiikii Olgiimii

Istatistik Analiz

Sonuglarm Degerlendirilmesi

Sekil 2.1 : Calismada izlenen deney asamalarinin semasi

2.2.1 Besiyerlerinin hazirlanmasi

MRS Agar, mikrobiyolojik analizlerde standart Lactobacillus tiirlerinin gelistirilmesi,
ayirt edilmesi ve saymminin yapilmasi i¢in standart olarak kati besiyeri olarak
kullanilmaktadir. Besiyeri igeriginde bulunan asetat, polisorbat, manganez ve
magnezyum laktobasil gelisimi igin pozitif etkiye sahiptir. MRS Agar, farkli bakterilerin
ortamda gelisimini Onlemesinden =ziyade, laktobasil tiirlerinin gelisimini
desteklemektedir (Url-4). Bunun yaninda Laktobasillerin gelismesini tesvik eden bu
maddelerin ortamdaki refakat¢i mikroorganizmalar lizerinde zayif bir inhibisyon etkisi
de bulunmaktadir. Bu nedenle laktobasiller disindaki mikroorganizmalar da MRS Agar
tizerinde gelisim gosterebilirler. MRS Agarin hazirlanmasi i¢in litrede 68,2 g olacak
sekilde besiyeri saf su igerisinde 1s1 yardimiyla ¢oziinmiistiir. Elde edilen ¢ozelti 121 °C
‘de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Otoklav sonrasinda 45-50 °C’ye kadar
sogumasi beklenen besiyeri petrilere dokiilerek sogumasi i¢in beklenmistir. Kullanilana
kadar uygun ortamda saklanmistir. MRS Broth besiyeri in vitro olarak gerceklestirilen
mikrobiyolojik analizlerde MRS Agara benzer sekilde Lactobacillus tiirlerinin

iiremesini saglamaya yonelik sivi besiyeri olarak kullanilir.
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MRS Broth’un hazirlanmasi i¢in besiyeri litrede 52,2 g olacak sekilde tartilarak saf su
icinde ¢oziinmiistlir. Olusan ¢ozelti kullanilacagi asamaya bagli olarak uygun kaplara
aktarilmis ve 121°C’da 15 dakika sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrast sogumaya
birakilan besiyerleri oda sicakligina ulastiginda kullanilana kadar buzdolabinda

muhafaza edilmistir.

Sekil 2.2: Mrs Broth besiyeri.

2.2.2 Bakterilerin canlandirilmasi

Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Siit Uriinleri Gen Bankasi
biinyesinde -80 °C’de gliserol igerisinde saklanan 6rneklerden 6ze yardimi ile alinan
ornekler MRS broth besiyerine aktarilmistir. Mrs broth besiyerine alinan bakteriler 18-
24 saat inkiibasyona tabi tutularak canlanmalari saglanmigtir. Aktif hale getirilen
kiiltiirlerden MRS agar besi ortamina ikiser paralelli olarak ekim yapilip, 30 + 1°C’ de

18-20 saat gelismeleri saglanmustir.

2.2.3 Bakterilerin saflik kontrolii

Canlandirilip yeniden aktif hale getirilen suslarin saflik kontrollerinde klasik yontemler
ve yeni nesil teknolojiler bir arada degerlendirilmistir. Oncelikli olarak kiiltiirlerin 151k
mikroskobunda saflik kontrolleri, kok,basil,gubuk gibi morfolojik ve mono —diplo-tetra
kok, balya gibi zincir 6zellikleri agisindan degerlendirilmislerdir (Sharpe,1979).

Daha sonra kiiltiirlere Gram boyama ve Katalaz testi uygulanmistir. Kullanilan bu

klasik yontemlerin ardindan Gram (+) ve katalaz (-), kok veya gubuk sekilli bakterileri
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tanimlamak tizere MALDI-TOF MS cihaz1 kullanilmis ve bdylelikle ¢alismada

kullanilacak suslarin saflig1 ve tiirii tekrar kontrol edilmistir.

2.2.3.1 Gram boyama

Gram boyama gergeklestirilirken; temiz bir lam lizerinde distile su ile 6ze ile alinmis
kiiltiir karistirilmis ve lam yiizeyi boyunca yayilmasi saglanmistir. Siiriintii kuru bir hal
aldiktan sonra {i¢ tekrarli bek alevinden gecirilerek siispansiyon karigim igerisinde yer
alan bakterilerin lam ylizeyinde sabitlenmesi saglanmistir. Hazirlanan 6rnek Kristal
violet boyasi ile boyanarak 2,5-3 dakika bekletilmistir. Lam tizerindeki fazla boya distile
su ile yikanarak uzaklastirllmistir. Boya uzaklastirildiktan sonra preperat yiizeyine
lugol ¢ozeltisi yayilmis ve 2 dakika beklenmistir. Saf su yardimiyla Lugol ¢6zeltisinin
fazla olan kismi1 uzaklastirildiktan sonra preparat %95 saflikta etanol ile 15-25 saniye
muamele edilmis ve saf su ile tekrar yikanmigtir. Nihai asamada 6rnek 40-45 saniye
boyunca, sulu karbol fiiksin ile boyanmis, fazla boya yikanarak preparat kurumaya
birakilmistir. Boyanan preparat mikroskopta (Olympus BX51, Japonya) incelenmistir.
Gram Boyama sonucunda mor renk alan bakteriler Gram (+), pembe renk alanlar ise

Gram (-) olarak degerlendirilmistir (Norris ve dig, 1981).

2.2.3.2 Katalaz testi

Incelenen bakterilerde katalaz enzimi varlig1 bu test ile belirlenmistir. Katalaz testi bu
enzimin ortamdaki bulunan hidrojen peroksiti su ve oksijene ayirmasini igermektedir.
Bakterilerde enzimin olup olmadigmin belirlenmesi i¢in  ilk olarak MRS agar
besiyerlerinde 24-48 saat siireyle gelistirilmistir. Katalaz testinde test edilen koloninin
tizerine 1 damla %3’liik hidrojen peroksit damlatilarak, ardindan gaz ¢ikis1 gézlenen
koloniler katalaz pozitif ve gaz ¢ikisi olmayan koloniler ise katalaz negatif olarak

degerlendirilmistir (Temiz, 2008).
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Sekil 2.3 : Ornek katalaz testi.

2.2.3.3 MALDI-TOF VITEK/MS yéntemi ile tanimlama

Matrix-Assisted Laser Desorption lonization (MALDI), Time of Flight (TOF) mass
spectrometry (MS) yontemi hizli sonu¢ alinmasi, analizi gergeklestirmek {izere ¢ok az
biyolojik materyale ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle gida laboratuvar uygulamalarinda son
donemlerde tercih edilen bir yontem olmustur. Bu metot temel olarak bakterilere ait
proteinlerin laszer ile iyonize edilmesi ve manyetik bir alandan gegirilerek incelenen
bakterinin protein profilinin ¢ikarilmas1 temelini esas almaktadir. Cihazin MS
blogundan alinan protein profili spektrumlarina dair kromotogramlar cihazin kendi
kiitiiphanesindeki  referans bakterilere ait kromatogramlarin karsilastirilmasi ve
bunlarin arasindaki iliskiye gore bakterilerin cinsi ve tiirti belirlenmektedir.

Sistem calisirken kalibrasyon i¢cin Escherichia coli ATCC 8739
(American Type Culture Collection Manassas, USA) susu referans olarak
kullantlmistir.

Tanimlanmasi hedeflenen mikroorganizmalar MRS agarda 24 saatlik inkiibasyon ile

gelistirilmistir.
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Sekil 2.4 : Ormek MALDI TOF i¢in kullanilan koloni.

Olusan koloniler icerisinde koloni c¢apr yaklasik 3 mm olanlar tek kullanimlik 6ze
yardimiyla alinmis ve cihazin “target” adi verilen metalden yapilmis slayt: tizerindeki
kuyucuklara aktarilmistir. Bu islem yapilirken tanimlamada hatali bir sonug
olusturmamasi i¢in agardan par¢a alinmamasina dikkat edilmistir. Kuyucuklara alinan
koloni 6ze yardimi ile yayilmis ve kuyucuk icerisinde homojen bir dagilim olugmast
saglanmistir. Daha sonra her bir kuyucugun iizerine 1 pl matriks soliisyonu Vitek MS
CHCA eklenmis ve havada kurutma islemi gergeklestirilerek 6rnek cihaza verilmeye
hazir hale getirilmistir. Ayn1 islemler slayt lizerindeki bir kuyucuga kontrol amaciyla
eklenen Escherichia coli susu i¢in de gerceklestirilmistir. Slayt cihaza yerlestirilerek
cihazda okuma islemi baglatilmistir (Guo ve dig, 2014).

Cihazda numunelerin analizini tamamlamasindan sonra cihaza ait yazilim kullanilarak
elde edilen spektrum veri tabanindaki diger mikroorganizmalar ile karsilastirilarak

tanimlama islemi gerceklestirilmistir.
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Sekil 2.5 : MALDI-TOF target slayt:.
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Sekil 2.6 : MALDI-TOF VITEK MS kromotogrami.

Siddet (Goreli (inite)

50



s

L o

Sekil 2.7 : MALDI-TOF VITEK MS L. rhamnosus kromotogramu.

2.2.4 Tekrar stok Kiiltiir olusturma

Calisma kapsaminda canlandirilan suslarin ileriki agsamalarda da kullanilabilmesi i¢in
tanimlama isleminden sonra yeniden stok kiiltiir olusturulmustur. Bu asamada 1,5
mililitrelik agz1 kapakl tiipe yaklasik 800 mikrolitre gliserol materyali eklenmis, 121
°C’ de 15 dakikada laboratuvar sartlarinda sterilizasyon uygulanmstir.
Mikroorganizmalar uygun sartlarda sirayla iki defa aktiflestirilmis, aktiflesmis bu
kiiltiirlerden 200 mikrolitre gliserol ihtiva eden sterile edilmis tiiplere paralell ¢alisma
ile aktarma yapilmistir. Bu bakterilerin -80 °C’ de ki yiiksek donducuda muhafazasi

saglanmigtir. Muhafaza edilen bu suslar her 2 ayda bir tekrar canlandirilmistir.

2.2.5 Tanimlanan suslarin brotha inokiilasyonu

Ilk asamada MALDI-TOF MS cihaz ile dogrulugu kesinlesen suslarin bulundugu
petrilerden alinan saf koloniler iki paralelli olarak 250 ml brothlara gecilmistir ve 30
°C’de inkiibasyona birakilmistir. Bakteri yogunlugunu belirlemek i¢in McFarland
standart tiipleri ile tayin metodu kullanilmistir (Glirgiin ve Halkman, 1990).
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une 225 ml Imx-broth 0,5m/ Imx-
ent=37 C de 26-30 saat inkibasyo.

=1 vial+6 m/ distile su

v e+2.25 mi BPW +1 mi spt
itinkdbasyon

Sekil 2.8 : Saf kolonilerin brothlara aktarilmas.

Bu asamada saf koloniler brothlara aktarilmadan énce MCF sayimi yapilmistir. Sonug
0 mcf olarak dl¢iilmiistiir. inkiibasyon siiresi boyunca 1 saat aralikli olarak numune
alinalarak MCF oOl¢limii yapilmistir. Bakteri sayis1 0.5 ile 1 MCF seviyesinde
inkiibasyon durdurulmustur. ikinci asamada ise ilk asama sonuglarma gore segilen Lb.
paracaesi ve Lb.fermentum suslar1 750 ml besiyeri i¢eren siselere alinmistir. Broth
icerisindeki bakteri yogunlugu McFarland degeri 10* cfu/ml oldugunda icerisine 100

mg/kg konsantrasyonunda pestisit ¢ozeltisi eklenmistir.

Sekil 2.9 : McFarland 6l¢timii (MFC)
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2.2.6 Sus iceren brothlara pestisit ilavesi

Ik asama igin ¢alismada kullanilacak olan pestisitler tartilip uygun coziiciide
coziindiikten sonra mix olusturulmus ve bu karisimdan her bir pestisit her bir susun yer
aldig1 besiyerinde 10 mg/kg konsantrasyonunda olacak sekilde ilave edilmistir. Pestisit
eklenen besiyerleri 37°C” de 24 saat inkubasyona tabi tutulmus 0., 24 ve 48. saatlerde
pestisit miktarlaru tespit edilmistir.

Ikinci asama calismalarinda ise ilk asamada segilen suslar i¢in her bir pestisit ayr1 ayri
broth igerisindeki konsantrasyonu 100 mg/kg olacak sekilde ilave edilerek 10 giin
boyunca 24 saat araliklarla pestisit konsantrasyonlari 6l¢lilmiistiir.

Bu islem herbir sus ve herbir pestisit ¢ifti i¢in tekrarlanarak bu besiyerlerinden 1.,2, 3.,
4, 5., 6.,7, 8.9 ve 10., glinlerde alinan orneklerde pestisit kalint1 analizi ve bakteri

sayimlar1 yapilmistir.

2.2.7 Deney boyunca bakteri sayisinin belirlenmesi

Bakteri yogunlugunu belirlemek i¢in MCF yerine ekim metodu kullaniimistir.
Boylelikle canli bakteri sayisi belirlenmis , pestisitten veya muhtemel degradasyondan

meydana gelecek bulanikliktan kaynakli hatali MCF 6l¢iimii elimine edilmistir.

Sekil 2.10 : Klasik ekim L. fermentum.
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Sekil 2.11 : Klasik ekim L. paracasei

2.2.8 Pestisit analizi

Calisma boyunca her iki asamada da pestisit konsantrasyonlarinda meydana gelen
degisimlerin izlenebilmesi i¢in pestisit kalinti analizi AOAC 2007.01 metodu ile
gergeklestirilmistir. Bu metoda goére ekstraksiyon asamast Quechers kitleri kullanilarak
gergeklestirilmis ve elde edilen ekstraktlarin kalitatif ve kantitatif 6l¢timleri LC MS/MS
ve GC MS/MS cihazlarinda belirlenmistir.

2.2.8.1 Pestisit standartlarimin hazirlanmasi

Saf standart maddelerden stok ¢ozelti hazirlanirken 5 haneli hassas terazi kullanilmistir.
Tartilan standart madde uygun hacimde balon jojeye aktarilmis ve balon jojenin hacim
cizgisine kadar uygun c¢oziicii eklenmistir. Standardin ¢oziicli iginde tam olarak
cozlinmesi saglanmigtir. Tartilan saf standart agirligi ve ¢oziicii hacmi degerleri
kullanilarak stok c¢ozeltinin konsantrasyonu hesaplanmis ve standardin sertifikasinda
belirtilen saflik derecesine gore hesaplanan konsantrasyon degerine diizeltme
uygulanmaistir.

Stok standart ¢ozeltileri hazirlandiktan sonra standardin adi, konsantrasyonu, hazirlayan
kisinin ad1, hazirlanma tarihi, kullanilan solventin ad1 ve son kullanma tarihi bilgilerini
iceren etiket ile etiketlenmistir. Stok standart ¢ozeltileri kullanilana kadar herhangi bir

solvent kaybmna ya da su girisine izin vermeyen amber renkli sigelerde ve
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parcalanmalarin1 6nlemek i¢in dondurucuda, 1sitk ve nemden uzak bir ortamda
saklanmistir.

flk asamada kullanilacak olan miks standart ¢ozeltilerinin hazirlanmasi sirasinda stok
standart c¢ozeltileri dondurucudan ¢ikartilarak oda sicakligina gelmesi beklenmistir.
Daha sonra analitin tamamen ¢6ziinmiis durumda kaldig1 kontrol edilmistir. [lk asamada
kullanilan 10 mg/kg konsantrassyon goz oniinde bulundurulacak her bir pestisit igin
miks igerisindeki konsantrasyon degeri 1250 mg/kg olarak hesaplanarak pestisit
standart karisimi olusturulmustur. Miks standartlar hazirlandiktan sonra stok
¢ozeltilerde oldugu oldugu gibi etiketlenerek derin dondurucuda saklanmistir. Ikinci
asamada ise her bir pestisit etken maddesi besiyerlerine ayr1 ayr1 eklendiginden herbiri

7500 mg/kg konsantrasyonda ayri ayri standart ¢ozeltileri kullanilmigtir.

2.2.8.2 Orneklerin ekstraksiyonu

Ekstraksiyon asamast AOAC 2007.01 metodu kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu
metoda gore 50 ml’lik santrifiyj tipline bakteri-pestisit karisimini igeren besiyerinden 15
g tartilmis ve tizerine % 1 asetik asit iceren 15 ml asetonitril eklenerek elle
calkalanmustir. Uzerine igeriginde 6 g susuz MgSO4 ve 1.5 g sodyum asetat bulunan
Quechers kit 1 eklenerek 1 dk elle ¢alkalanmigtir. Bu asamada, MgSQO4 kiimelerinin
olugsmamasi i¢in Quechers kit 1 ilavesinden sonra numunenin hemen g¢alkalanmasina
dikkat edilmistir. Olusan karisim 5000 rpm’de 1dk santrifiij edilmis ve iistte toplanan
asetonitril fazindan 8 ml alinarak 400 miligram Pirimer Sekonder Amin, 400 miligram
C18 ve 1200 miligram susuz Magnezyum Siilfat igeren 15 mililitrelik santrifiij tiipiine
(Quechers kit 2) aktarilarak calkalanmis ve Ekstrakt 5000 rpm’ de 1 dk santrifijj
edilmistir. Santrifiij sonrasi tistte toplanan asetonitril fazindan GC MS Mass
Spetrometre analizi i¢in 0.5 ml ekstrakt viale konulmus ve cihazin oto 6rnekleyici
kismina yerlestirilmistir. Liquid Chormotography MS Mass spectrometer analizi igin
0.45 mikrolitre’lik stizgegten gegirilen 6ziit cam tiiplere 0.5 mililitrelik otomatik pipet
ile aktarilmis, bu cam tiipe 475 mikrolitre saf su igerisinde hazirlanan 5mM amonyum
format ¢ozeltisi ve 25 mikrolitre acetonitrile eklenmistir. Cam tiipe kapama islemi
yapildikdan sonra belli bir hizda ¢aklakama islemi yapilmis daha sonra oto-sampler’ e

yerlestirilerek enjeksiyon yapilmistir.
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2.2.8.3 LC MS/MS cihaz sartlan

Likit kromatografi ile pestisit analizleri Shimadzu marka 8040 model LC MS/MS cihazi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Mobil faz olarak %0,1 formik asit iceren metanolde
¢ozlinmiis 5SmM amonyum format ve %0,1 formik asit i¢eren suda ¢éziinmiis SmM
amonyum format kullanilmistir. 1:1:1:1 oraninda 2-propanol:metanol:su:asetonitril
cozeltisi ile enjeksiyonlar arast yikama gerceklestirilmistir. Analiz esnasinda
kromatografik ayrimi gergeklestirebilmek i¢in Restek marka biphenyl kolon tercih
edilmistir. LOQ degeri herbir pestisit i¢cin 0.01 mg/kg olarak belirlenmistir.

Cihazn likit kromatografi kisminda ikili akis kullanilmis ve maksimum basing 350 Bar
olarak ayarlanmigtir. Otomatik Ornekleyici kisminda analitlerde bozulmay1
Onleyebilmek i¢in sicaklik 8°C’de sabit tutulmustur. Kolon firin1 sicakligi 40 °C olarak

belirlenmistir. Cihaza ait tiim sartlar Cizelge 2.2.’de verilmistir.

Cizelge 2.2 : LC MS/MS cihaz parametreleri.

LC PARAMETRELERI
POMPALAR

Akis Modu Ikili akis
Maksimum 350 Bar

basing
seviyesi
Pompa programi

Zaman | Modiil | Olay | Parametre

2,5 Pompa Pompa B 90
Kosantrasyonu

4,0 Pompa Pompa B 90
Kosantrasyonu

41 Pompa Pompa B 5
Kosantrasyonu

6,0 Kontrolor Durdurma

Otomatik Ornekleyici

Yikama 250 ul

hacmi

Yikama Hizi 35 ul/sn

Igne 45 mm

uzunlugu

Enjeksiyon Sul

hacmi

Ornekleme 5 pl/sn

hiz1

Sicaklik 8°C

56



Cizelge 2.2 (devam) :

LC MS/MS cihaz parametreleri.

MS/MS Parametreleri

Nebulize
edici gaz
akis1

Kurutucu gaz

akis1

DL sicaklig1
Isitict Blok
Sicakligt
Tarama
Modu

3.0 L/dk

15 L/dk

250 °C
400°C

Pozitif

2.2.8.4 GC MS/MS cihaz sartlan

Gaz kromatografi ile pestisit kalint1 analizleri Agilent marka 7000C model GC MS/MS
cihaz1 ile gercgeklestirilmistir. Mobil faz olarak yiliksek saflikta helyum gazi,
kromatografik ayrim i¢in HP 5SMS kolon kullanilmistir. Enjeksiyon blogu bekleme
sicakligr 60°C analizde maksimum sicaklik 300°C olarak kullanilmistir. Kolon akis
3.9185 ml/dk, akis basinci 4 psi olarak ayarlanmistir. Cihaza ait tiim sartlar Cizelge 2.3

de verilmistir.

Cizelge 2.3 : GC MS/MS cihaz parametreleri.

Enjeksiyon Blogu

Baslangig 60°C
sicaklig1
Sicaklik Son sicaklik(°C)  Kalig zaman1 ~ Son zaman
yiikselme (dk) (dk)
hiz1(°C/dK)

60 0,35 0,35
900 280 15 15.594
900 300 0 21.333

Firin
Akis hizi 2.9543 ml/dk
Basing 18,278 Psi
Kiitle Spektrometresi

Interface 280°C
sicaklig1
Quadropole 150 °C
sicaklig1
fyon Kaynagi 280 °C
sicakligi
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2.2.8.5 Pestisit analiz sonuclarinin belirlenmesi

Sertifikali saf pestisit standartlarindan 1000 mg/kg’lik ana stok standart ¢ozeltileri
hazirlanmis, kullanilacak kalibrasyon grafigi konsantrasyonuna bagli olarak
seyreltmeler yapilarak daha diisiik konsantrasyonlarda mix standart c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Gaz kromatografik analiz i¢in 450 pl matrix blank ekstraktina mix
standartdan 50 ul ilave edilerek 5, 10, 25, 50, 100, 250 ve 500 mg/kg ¢alisma standartlari
hazirlanmistir. Likit kromatografik analiz i¢in 500 pL matrix blank ekstrakti, 475 pL
10.57 mM amonyum format ¢ozeltisi ve 25 pL uygun konsantrasyondaki standart
¢ozeltisi vial igerisinde karistirilarak 5, 10, 25, 50, 100, 250 ve 500 mg/kg ¢alisma
standartlar1 kullanilmistir. Numuneler igerisindeki tahmini miktara gore kalibrasyon
seviyeleri arasinda olacak sekilde seyreltilerek cihazlara enjekte edilmistir.

S1v1 ve gaz kromotografik yontemle analiz edilen zirai ilaglar icin Gas Chromotography
Mass Spectrometer cihazi ve Liquid Chromotography Mass Spectrometer cihazi analizi
sonuglarina gore, kullanilan saf standard derisimine denk gelen cromotogram pik
alanlar1 esas alinarak ¢izilen kalibrasyon egrisinden numunedeki kalinti miktart
hesaplanarak elde edilmistir. Numunede ki maddenin konsantrasyonu asagidaki formiil
kullanilarak bulunmustur. Liquid Chromotography Mass Spectrometer analizi igin

ornek cihaza verilme asamasinda bire bir seyreltildigi i¢in sonug 2 ile ¢carpilmistir.

_ov
W

M= Ornekteki Pestisit Miktar1 (ng/g = pg/kg)

C= Kalibrasyon Egrisinden Okunan Derigim (pg/ul = ng/ml)
V= Ekstraksiyonda Kullanilan ACN Hacmi (ml)

W= Ornek Miktar1 (g)

M

2.2.9 istatistiksel analiz

Aragtirmadaki tim verilerde ‘Tesadiif Parselleri Deneme Deseni’ baz alinarak varyans
analizi yapilmistir. %35 ve %1 olasilik ihtimalleri 6nemlilik testlerinde kriter olarak
kullanilmigtir. Ortalama degerlerin gruplandirilmasinda Asgari Onemli Farklilik
(AOF=LSD) testi kullanilmis ve gruplandirma %S5 olasilik diizeyine gore yapilmustir.
Tim istatistiki hesaplamalarin yapilmasinda JUMP.V7 programi kullanilmistir
(Istanbullu ve dig, 2022).
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Suslarin Pestisitlere Kisa Siireli Etkileri

3.1.1 Limosilactobacillus fermentum’un etkisi

Imidacloprid etken maddesi igin 0. saatte tespit edilen deger ortalama 10,71 mg/kg
olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 4,98 ve 2,36 mg/kg olarak
bulunmustur (Sekil 3.1). L. fermentum’un imidacloprid tizerindeki yikim orani %78

olarak ger¢eklesmistir. En az azalma imidaclopridde gerceklesmistir.

Imidacloprid
mg/kg
12,00
10,71

10,00
8,00
4,98 6,00
4,00
2,00

Saat
0,00

0 24 48

—o— imidacloprid
Sekil 3.1 : L. fermentum’un imidacloprid etken maddesine ait sonuglari (mg/kg).

Cypermethrin etken maddesi i¢in 0. saatte tespit edilen deger ortalama 10,70 mg/kg
olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 3,45 ve 0,75 mg/kg olarak
bulunmustur (Sekil 3.2). En yiiksek azalma %93 ile cypermethrinde gergeklesmistir.
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Cypermethrin mg/kg
10,70 12,00

10,00
8,00

6,00
3,45 4,00

(]
\0’75 2,00
(]

Saat 0,00
0 24 48

Sekil 3.2 : L. fermentum’un cypermethrin etken maddesine ait sonuglar1 (mg/kg).

Malathion etken maddesi igin 0. saatte tespit edilen deger ortalama 10,12 mg/kg olurken,
24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 7,90 ve 1,23 mg/kg olarak
bulunmustur (Sekil 3.3). Malathionda azalma 24. saatte %21.93 iken, 48. saatte %87.95

olarak gerceklesmistir.

Malathion
mg/kg
10,12 12,00
10,00
7,90
8,00
6,00

4,00
1,23
2,00

Saat
0 24 48

0,00

Sekil 3.3 : L. fermentum’un malathion etken maddesine ait sonuglar1 (mg/kg).

Endosiilfan etken maddesindeki degisim izlenirken alfa ve beta izomerleri ayr1 ayri
incelenmistir. Alfa endosiilfan etken maddesi i¢in 0. saatte tespit edilen deger ortalama
10,13 mg/kg olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 6,96 ve 1,39
mg/kg olarak bulunmustur (Sekil 3.4 ). 24. saatte azalma oran1 % 31,29 iken, 48. saat

sonunda yikilma oran1 %86,27 olarak gerceklesmistir.
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Alfa Endosulfan
mg/kg

12,00
10,13
10,00

6,96 8,00
6,00
4,00

1,39
2,00

Saat 0,00

24 48

o

Sekil 3.4 : L. fermentum’un alfa-endosulfan etken maddesine ait sonuglar1 (mg/kg).

Beta Endosiilfan etken maddesi i¢in 0. saatte tespit edilen deger ortalama 10,06 mg/kg
olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 5,13 ve 1,08 mg/kg olarak
bulunmustur (Sekil 3.5). Yiizdesel olarak inceledigimizde 24. saat sonunda %49, 48.

saat sonunda % 89.26 ile en yiiksek ikinci oran elde edilmistir.

Beta Endosulfan
mg/kg

12,00

10,06
10,00

8,00

5,13 6,00

4,00

1,08
2,00

Saat 0,00

0 24 48

Sekil 3. 5 : L. fermentum’un beta-endosulfan etken maddesine ait sonuglart (mg/kg).

Pestisit kalinti miktarlarindaki degisim toplu halde incelendiginde 24. ve 48. saatler
sonunda en yiiksek oranda azalmanin (% 93) cypermethrin etken maddesinde oldugu
goriilmiistiir. En diisiik azalma oran1 (%78) ise imidacloprid etken maddesinde

gerceklesmistir. Izomer bilesikler olmasimna ragmen Alfa ve Beta Endosiilfanda farkli
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oranlarda azalma gerceklesmesi dikkat ¢ekici olmustur. Bu oranlar Alfa Endosulfan i¢in

%86, Beta Endosulfan igin ise %89 olarak belirlenmistir (Sekil 3.6).

mg/k
g g12,00

0\ 10,00

8,00
6,00
4,00

2,00

Saat 0.00

0 24 48
—eo— Malathion —e— Alfa Endos —@— Beta Endo Cypermethrin —e— Imidacloprid

Sekil 3.6 : L.fermentum’un toplam pestisit etken maddelerindeki degisimin toplu

gosterimi (mg/kg).

3.1.2 Lacticaseibacillus rhamnosus’un etkisi

Imidacloprid etken maddesi igin 0. saatte tespit edilen deger ortalama 10,13 mg/kg
olurken 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 7,08 ( %30.1) ve 4,11 mg/kg
olarak (% 59.42) bulunmustur (Sekil 3.7).

Imidacloprid mg/kg

12,00
10,13

10,00

7,08 8,00

4,11 6,00

4,00

2,00

Saat 0,00

0 24 48

—o— Imidacloprid

Sekil 3.7 : L. rhamnosus’un imidacloprid etken maddesine ait sonuglar1 (mg/kg).

Cypermethrin etken maddesi icin 0. saatte tespit edilen deger ortalama 10,03 mg/kg

olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 8,12 ve 3,98 mg/kg olarak
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bulunmustur (Sekil 3.8). 48. saat sonunda cypermethrinin L.rhamnosus ile etkilesiminde

pestisit azalmasi % 60,31 ile en yiiksek oran olarak bulunmustur.

Cypermethrin
mg/kg
12,00
10,00
8,00
3,98 6,00
4,00

2.00
Saat
aa 0,00

0 24 48

10,03

8,12

Cypermethrin

Sekil 3.8 : L. rhamnosus’un cypermethrin etken maddesine ait sonuglar1 (mg/kg).

Malathion etken maddesi i¢in 0. saatte tespit edilen deger ortalama 10,19 mg/kg olurken,
24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 7,66 ve 5,32 mg/kg olarak
bulunmustur (Sekil 3.9). 24. saat sonunda % 24,4 oraninda azalma, 48. saat sonunda ise

% 47,8’lik bir azalma olmustur.

Malathion
mg/kg
12,00
10,19
10,00

8,00
6,00
4,00

7,66
5,32

2,00

Saat
0,00
0 24 48

Malathion

Sekil 3.9 : L. rhamnosus’un malathion etken maddesine ait sonuglar1 (mg/kg).

Endosiilfan etken maddesindeki degisim izlenirken alfa ve beta izomerleri ayr1 ayri

incelenmistir. Alfa endosiilfan etken maddesi i¢in 0. saatte tespit edilen deger ortalama
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10,07 mg/kg olurken; 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 7,59 ve 5,22
mg/kg olarak bulunmustur (Sekil 3.10). 48. saat sonunda alfa endosiilfanda azalma orani

%48,16 olarak gergeklesmistir.

Alfa Endosulfan

mg/k
g g12,00
10,07

10,00
7,59
8,00
5,22
6,00

4,00
2,00

Saat 0,00
0 24 48

Alfa Endosulfan

Sekil 3.10 : L. rhamnosus’un alfa-endosulfan etken maddesine ait sonuglar1 (mg/kg).

Beta endosiilfan etken maddesi i¢in 0. saatte tespit edilen deger ortalama 10,19 mg/kg
olurken 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirastyla 7,60 ve 5,27 mg/kg olarak
bulunmustur. (Sekil 3.11). 48. saat sonunda beta endosiilfandaki degisim ise % 48.28

olarak tespit edilmistir.

Beta Endosulfan
mg/kg
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00

2,00

Saat 0,00
0 24 48

10,19

7,60
5,27

Beta Endosulfan

Sekil 3.11 : L. rhamnosus’un beta-endosulfan etken maddesine etkisi sonuglari (mg/kg).
Pestisit kalintt miktarlarindaki degisim toplu halde incelendiginde; 48. saat sonunda en

yiiksek oranda azalmanin (% 60,31 ) cypermethrin etken maddesinde oldugu
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goriilmiistir. En diisik azalma orami (%47,8) ise malathion etken maddesinde

gerceklesmistir (Sekil 3.12).

mg/k%Z 00

10,00

8,00

\A 6,00

4,00

2,00

Saat 0.00

0 . é4 . . .48
—o— Malathion Alfa Endosulfan eta Endosulfan Cypermethrin —@— Imidacloprid

Sekil 3.12 : L. rhamnosus’un pestisit etken maddelerindeki degisimin toplu gosterimi
(ma/kg).

3.1.3 Lacticaseibacillus paracasei’nin etkisi

Imidacloprid etken maddesi igin 0. saatte tespit edilen deger ortalama 10,06 mg/kg
olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 7,08 ve 3,95 mg/kg olarak
bulunmustur (Sekil.3.13). 48. saat sonunda azalma miktar1 % 60.,73 olarak

gergeklesmistir.

Imidacloprid ma/kg
12,00
0,06 10,00

7,08 8,00

3.95 6,00

4,00

2,00

Saat 0,00
0 24 48

—o— Imidacloprid

Sekil 3.13 : L. paracasei’nin imidacloprid etken maddesine ait sonuglar1 (mg/kg).
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Cypermethrin etken maddesi i¢in 0. saatte tespit edilen deger ortalama 10,03 mg/kg
olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 8,12 ve 3,06 mg/kg olarak

bulunmustur (Sekil 3.14). 48. Saat sonunda azalma miktari yaklasik % 70 civarindadir.

Cypermethrin
mg/kg
12,00
10,08 10,00

8,12
8,00

6,00

3.06 400

2,00

Saat 0,00
0 24 48

Cypermethrin
Sekil 3.14 : L .paracasei’nin Cypermethrin etken maddesine ait sonuglari (mg/kg).

Malathion etken maddesi i¢in 0. saatte tespit edilen deger ortalama 10,15 mg/kg olurken,
24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 7,98 ve 3,07 mg/kg olarak
bulunmustur (Sekil 3.15). 48. saat sonunda yikim % 69,75 olarak ger¢eklesmistir.

Malathion
mg/kg
10,15 12,00

10,00

7,98
8,00

6,00
3,07

4,00
2,00
Saat
0 24 48

0,00

Malathion

Sekil 3.15 : L. paracasei’nin malathion etken maddesine ait sonuglar1 (mg/kg).

Endostilfan etken maddesindeki degisim izlenirken alfa ve beta izomerleri ayr1 ayri

incelenmistir. Alfa endosiilfan etken maddesi i¢in 0. saatte tespit edilen deger ortalama
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10,19 mg/kg olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 7,15 ve 2,94
mg/kg olarak bulunmustur (Sekil 3.16). 48. saat sonunda yikim %71,14 olarak
gergeklesmistir.

Alfa Endosulfan
mg/kg
12,00
10,19
10,00

7,15 8,00
6,00
2,94 4,00

2,00
Saat 0,00
0 24 48

Alfa Endosulfan

Sekil 3.16 : L. paracasei’nin alfa-endosulfan etken maddesine ait sonuglari (mg/kQg).

Beta Endosiilfan etken maddesi i¢in 0. saatte tespit edilen deger ortalama 10,05 mg/kg
olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 7,02 ve 2,97 mg/kg olarak
bulunmustur (Sekil 3.17). 48. saat sonundaki yikim ortalama %70,44 olarak
gerceklesmistir.

Beta Endosulfan
mg/kg
10,05 12,00

10,00
7,02 8,00
6,00
2,97
4,00

2,00
Saat
0 24 48

0,00

Beta Endosulfan

Sekil 3.17 : L. paracasei’nin beta-endosulfan etken maddesine ait sonuglar1 (mg/kQg)

Pestisit kalintt miktarlarindaki degisim toplu halde incelendiginde; 48. saat sonunda en

yiksek oranda azalmanm (% 71,14) alfa endosulfan etken maddesinde oldugu
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goriilmiistiir. En diisiik azalma orami (%60,73) ise imidacloprid etken maddesinde
gerceklesmistir (Sekil 3.18).
mg/kg

12,00

10,00

8,00

6,00

\\. 4,00

2,00

0,00
0 24 48

e—Malathion Alfa Endosulfan Beta Endosulfan Cypermethrin —e—imidacloprid

Sekil 3.18: L.paracasei’nin pestisit etken maddelerindeki degisimin toplu gosterimi
(mg/kg)

3.1.4 Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus’un etkisi

Imidacloprid etken maddesi icin 0. saatte tespit edilen deger ortalama 9,98 mg/kg
olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 8,47 ve 3,51 mg/kg olarak
bulunmustur (Sekil.3.19).

Imidacloprid mag/kg
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00

2,00
Saat 0,00
0 24 48

9,98
8,47

3,51

—o— Imidacloprid

Sekil 3.19 : L.bulgaricus’un imidacloprid etken maddesine ait sonuglart (mg/kg).
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Cypermethrin etken maddesi igin 0. saatte tespit edilen deger ortalama 9,98 mg/kg
olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 8,81 ve 3,52 mg/kg olarak
bulunmustur (Sekil 3.20).

Cypermethrin
mg/kg
12,00

@ 8,81 10,00

8,00
6,00

4,00

3,52 2,00

Saat
0 24 48

0,00

—— Cypermethrin

Sekil 3.20 : L. bulgaricus’un cypermethrin etken maddesine ait sonuglari (mg/kg).

Malathion etken maddesi i¢in 0. saatte tespit edilen deger ortalama 10,05 mg/kg
olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 8,07 ve 6,47 mg/kg olarak
bulunmustur (Sekil 3.21).

: mg/kg
Malathion 12,00

10,05
10,00

6,47 800
6,00
4,00

2,00
Saat 0,00
0 24 —o— Malathion 48

Sekil 3.21 : L. bulgaricus’un malathion etken maddesine ait sonuglar1 (mg/kg).

Endosiilfan etken maddesindeki degisim izlenirken alfa ve beta izomerleri ayr1 ayri
incelenmistir. Alfa endosiilfan etken maddesi i¢in 0. saatte tespit edilen deger ortalama
9,99 mg/kg olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 6,40 ve 4,53
mg/kg olarak bulunmustur (Sekil 3.22).
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. mg/kg
Alfa Endosiilfan 12,00

9,99
10,00

6,40 8,00
6,00
4,00

2,00

Saat
ad 0,00

0 24 —0— Alfa Endosiilfan 48

Sekil 3.22 : L. bulgaricus’un alfa-endosulfan etken maddesine ait sonuglar1 (mg/kg).

Beta endosiilfan etken maddesi igin 0. saatte tespit edilen deger ortalama 10,04 mg/kg
olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 6,38 ve 4,44 mg/kg olarak
bulunmustur (Sekil 3.23).

. mg/kg
Beta Endosiilfan 12,00

10,04 10,00

8,00
444 600
4,00

2,00

Saat
0,00

0 24 —0— Beta Endosiilfan 48

Sekil 3.23 : L. bulgaricus’un beta-endosulfan etken maddesine ait sonuglar1 (mg/kg).

Pestisit kalintt miktarlarindaki degisim toplu halde incelendiginde; 48. saat sonunda en
yiiksek oranda azalmanin (%65) imidacloprid etken maddesinde oldugu goriilmiistiir.
En diisiik azalma oran1 (%36) ile malathion etken maddesinde gergeklesmistir (Sekil
3.24).
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mg/kg
12,00

10,00

8,00

 ' 6,00
4,00
2,00

Saat
0,00

0 24 48

—e— Malathion Alfa Endosiilfan Beta Endosiilfan Cypermethrin —@— Imidacloprid

Sekil 3.24 : L. bulgaricus’un Etken Maddelerindeki degisimin toplu gosterimi (mg/kg)

3.1.5 Lactococcus lactis’in etkisi

Imidacloprid etken maddesi i¢in 0. saatte tespit edilen deger ortalama 9,88 mg/kg
olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 7,39 ve 5,94 mg/kg olarak
bulunmustur (Sekil 3.25).

Imidacloprid
MG 1500

9,88
10,00

8,00
6,00
4,00
2,00

Saat 0,00
0 24 48

—o— Imidacloprid

Sekil 3.25 : L. lactis’in imidacloprid etken maddesine ait sonuglart (mg/kg).

Cypermethrin etken maddesi i¢in 0. saatte tespit edilen deger ortalama 10,02 mg/kg
olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 8,67 ve 7,39 mg/kg olarak
bulunmustur (Sekil 3.26). 48. saat sonunda % 26.24 ile azalma en az cypermethrinde

gerceklesmistir.
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Cypermethrin
p mg/kg
12,00
10,02

8,67 10,00

8,00

6,00

4,00

2,00

Saat 0,00

0 24 48

—o— Cypermethrin

Sekil 3.26 : L. /actis’in cypermethrin etken maddesine ait sonuglar1 (mg/kg).

Malathion etken maddesi igin 0. saatte tespit edilen deger ortalama 9,90 mg/kg olurken,
24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 5,48 ve 4,58 mg/kg olarak
bulunmustur (Sekil 3.27).

Malathion mg/kg

12,00

9,90
10,00

8,00

5,48
458 &0

4,00

2,00

Saat 0,00

0 24 48
—o— Malathion

Sekil 3.27 : L. lactis 'in malathion etken maddesine ait sonuglart (mg/kg).

Endosiilfan etken maddesindeki degisim izlenirken alfa ve beta izomerleri ayr1 ayri
incelenmistir. Alfa endosiilfan etken maddesi i¢in 0. saatte tespit edilen deger ortalama
10,24 mg/kg olurken; 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 7,79 ve 5,43
mg/kg olarak bulunmustur (Sekil 3.28).
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Alfa Endosiilfan mg/kg
12,00
10,24

10,00
8,00

5,43 6.00
4,00
2,00

Saat
0,00

0 24 —0— Alfa Endosiilfan 48

Sekil 3.28 : L. lactis’in alfa endosulfan etken maddesine ait sonuglar1 (mg/kg).

Beta endosiilfan etken maddesi i¢in 0. saatte tespit edilen deger ortalama 9.86 mg/kg
olurken, 24. ve 48. saatlerde tespit edilen degerler sirasiyla 7,50 ve 5,34 mg/kg olarak
bulunmustur (Sekil 3.29).

Beta Endostilfan mg/kg

12,00

9,86
10,00

7,50 8,00
6,00
4,00

2,00

Saat
0,00

0 24 48
—@— Beta Endosiilfan

Sekil 3.29 : L. lactis’in  beta-endosulfan etken maddesine ait sonuglar1 (mg/kg).

Pestisit kalintt miktarlarindaki degisim toplu halde incelendiginde; 48. saat sonunda en
yiiksek oranda azalmanin (% 53.73) malathion etken maddesinde oldugu goriilmiistiir.
En diisiik azalma orani (% 26.24 ) ile cypermethrin etken maddesinde gergeklesmistir
(Sekil 3.30).

73



mg/kg
12,00

10,00
8,00
6,00
4,00

2,00
Saat

0,00
0 24 48

Malathion Alfa Endosiilfan Beta Endosiilfan Cypermethrin —@— imidacloprid

Sekil 3.30 : L. lactis’in pestisit etken maddelerindeki degisimin toplu gosterimi
(mg/kg).

3.1.6. Kisa siireli etki calismalarinin istatistiki analiz sonuclari

Calisma sonucunda elde edilen bulgular degerlendirildiginde farkli kimyasal gruplarin
iiyesi olan malathion (organofosforlu pestisit), endosulfan (organoklorlu pestisitler),
cypermethrin (sentetik pretroit) ve imidacloprid (neonikotinoit) etken maddelerinin
secilmis Lactobacillus suslar1 (L. fermentum, L. paracasei, L. rhamnosus, L. bulgaricus
ve L. lactis) tarafindan pargalanma durumlari incelenmistir. Laktik asit Bakterileri,
Pestisit Etken Maddeleri, Uygulama Zamani, Laktik Asit Bakterileri*Pestisit Etken
Maddeleri, Laktik  Asit  Bakterileri*Uygulama  Zamani, Pestisit  Etken
Maddeleri*Uygulama Zamani verileri incelendiginde biitiin gruplar arasinda istatistiki

olarak 6nemli farkliliklar tespit edilmistir (Cizelge 3.1).

74



Cizelge 3.1 : Denemede incelenen laktik asit bakterileri, pestisit etken maddeleri ve
uygulama zamani ile bunlar arasi etkilesimlere ait varyans analizi tablosu (SD:
Serbestlik Derecesi, Prob: Ihtimal, F: F Degeri).

Kaynaklar SD Hata Kareler F Oram1  Prob > F
Ortalamasi

Laktik Asit Bakterileri 5 219.26(**) 2107,355 0,0000

Pestisit Etken Maddeleri 5 1.99(**) 19,1268 <,0001

Uygulama Zamani 2 1988.92(**) 19114,55 0,0000

Laktik Asit Bakterileri *Pestisit Etken 25 4.85(**) 46,6110 <,0001
Maddeleri

Laktik Asit Bakterileri *Uygulama Zaman1 10 93.59(**) 869,4834 0,0000
Pestisit Etken Maddeleri*Uygulama Zaman1 10 1.05(**) 10,1130 <,0001

Laktik Asit Bakterileri *Pestisit Etken 50 4.19(**) 40,2592 <,0001
Maddeleri* Uygulama Zamant

**: Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki olarak %1 olasilik diizeyinde 6nemlidir.

3.1.7. Laktik asit bakterilerinin pestisitlerin parcalanmasina etkisi analizi

Cizelge 2’de incelendiginde gibi elde edilen sonuglar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda kullanilan tiim laktik asit bakterilerinin pestisitlerin par¢alanmasina
olumlu etki ettigi goriilmistiir. Tiim pestisitler ve tiim uygulama zamanlar1 g6z 6niine
alindiginda Lactobacillus fermentum susunu iceren besiyerinde tiim pestisitler i¢in tiim
zamanlardaki par¢alanma orani ortalamasi %43 (5,76a) olarak belirlenmistir ve bu oran
tiim suslar icerisindeki en yiliksek parcalanma orani olmustur. L. fermentum dan sonra
en yiiksek pestisit pargalanmasinin gergeklestigi suslar sirasiyla L. paracasei (6,91b), L.
bulgaricus (7,46¢), L. rhamnosus (7,54c) ve Lactococcus lactis (7,72d) olmustur
(Cizelge 3.2, Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.2 : Laktik asit bakterileri ile pestisit etken maddelerinde olusan par¢calanma
degerleri mg/kg (Baslangi¢ degeri 10 mg/kg).

Malathion  Endosulfan Alfa Beta Cypermethrin  Tmidacloprid Her bir sus
sulfat Endosulfan  Endosulfan uygulamasi
denemesindeki
ortalama
pestisit
konsantrasyonu

Kontrol 9,79t 9,47 st 9,355 9,46 st 9,46 r 9,781 9,55¢e

L. 6,42 de 5,58s 6,16 cd 542b 4,96 a 6,02 c 5,76 a

fermentum

L. paracasei 7,07 ghij 6,85 fgh 6,76 fg 6,68 fg 7,07 ghyj 7,03 ght 6,91b

L. 7,72nop 7,72 nop 7,62 7,69 7,38 jkim 7,11 hijk 7,54 ¢

rhamnosus Imnop mnop

L. 8,20 q 7,91 pq 6,97 fgh 6,95 fgh 7,44 KImn 7,32 1jkl 7,46 c

bulgaricus

Lactococcus 6,65 ef 7,87 opq 7,82 0p 757 Imno  8,69r 7,74 nop 7,72d

lactis

Pestisit
etken — g6ic  757bc  745b 7.29a 7,50 b 750 b
maddeleri
ortalamasi

Ayni harfi veya harfleri iceren rakamlar arasinda istatistiki olarak farklilik yoktur.
3.1.8 Pestisit etken maddeleri

Pestisit etken maddeleri arasinda en ¢ok pargalama islemine ugrayan beta
endosulfan’dir (Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3). Laktik asit bakterileri ile uygulanan 10
mg/kg pestisit miktarinin, tiim laktik asit bakteri suslar1 ve tiim zamanlarin ortalamasi
dikkate alindiginda beta endosulfan’in 10 mg/kg’den 7.29 mg/kg kadar azaldigi
goriilmistlir. Bunu sirasiyla alfa endosulfan (7,45b), imidacloprid (7,50b), cypermethrin
(7,50b), endosiilfan siilfat (7.57bc) izlemistir. En az pargalanma malathion etken

maddesinde (7,64¢) goriilmiistiir (Cizelge 3.2).
3.1.9 Laktik asit bakterileri ile pestisit etken maddeleri arasindaki etkilesim

Caligma sonucunda elde edilen bulgulara gore farkli kimyasal gruplarin iiyesi olan
malathion (organofosforlu pestisit), endosulfan (organoklorlu pestisit), cypermethrin
(Sentetik pretroit) ve imidacloprid (Neonikotinoit) etken maddelerinin seg¢ilmis laktik
asit bakterileri tarafindan par¢alanma durumlarinda en fazla yikimimn L. fermentum
iceren besiyerine Cypermethrin ilavesi ile elde edildigi goriilmektedir. Basta 10 mg/kg
olan deger tiim zamanlar ortalamasinda 4.96 mg/kg olarak hesaplanmistir (Cizelge 3.2).
En az pargalanma ise Lactococcus lactis uygulandigi cypermethrin etken maddesinde

9,46 mg/kg olarak gergeklesmistir.
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3.1.10 Uygulama zamani

Calismada kullanilan tiim laktik asit bakteri suslarinin eklendigi tiim etken maddelerin
zamana bagli olarak yikimlarinin arttigi tespit edilmistir. Diger bir dikkat ¢ekici sonug
ise ortalama degerlere bakildiginda ilk 24 saatte %25°lik bir azalma goriilmesine karsin;
24. saat ile 48. saat arasinda bu azalmanin yaklagik %35 olarak gerceklestigi
goriilmiistiir. Bu durumun besiyerinde artan bakteri yiikii nedeniyle gerceklestigi
diistiniilmektedir. Uygulanan pestisit miktar1 ortalama 10,11 mg/kg dan 48 saat sonra
4,84 mg/kg dismistiir (Cizelge 3.3, Cizelge 3.4).

Cizelge 3.3 : Uygulama zamanina gore secilen pestisit etken maddelerindeki par¢alanma
degerleri mg/kg (Baslangi¢ degeri 10 mg/kg).

Uygulama
. Endosulfan  Alfa Beta . L .
Malathion iilfat Endosiilfan  Endosiilfan Cypermethrin ~ Imidacloprid  zamani
ortalama
0 10,04h  10,19h  10,10h  10,01h 10,15 h 10,15 h 1011 ¢
24 7,81g 7,51 ef 7,50 ef 7,16 d 7,71 fg 7,46 ¢ 7,53 Db
48 5,08 ¢ 5,00 ¢ 4,75 ab 4,72 ab 4,64 a 4,88 be 4,842
Pestisit 2 64¢  7.57hc 7,45b 7.29a 7,50 b 7,50 b
ortalama

Aynt harfi veya harfleri igeren rakamlar arasinda istatistiki olarak farklilik yoktur.
3.1.11 Uygulama zamani ile pestisit etken maddeleri arasindaki etkilesim

Calisma sonucunda elde edilen bulgulara gore farkli kimyasal gruplarin iiyesi olan
malathion (organofosforlu Ppestisit), endosulfan (organoklorlu pestisit), cypermethrin
(sentetik pretroit) ve imidacloprid (neonikotinoit) etken maddelerinin segilmis laktik
asit bakterileri (L. bulgaricus, L. fermentum, Lactococcus lactis, L. paracasei, L.
rhamnosus) tarafindan parcalanma durumlarinda en fazla yikim 48 saat sonra
cypermethrin etken maddesinde goriilmektedir. Basta 10 mg/kg olan pestisit miktar1 48
saat sonra pargalanarak 4.64 mg/kg’e diismiistiir (Cizelge 3.3).

3.1.12 Uygulama zamam ve laktik asit bakterileri arasindaki etkilesim

Calisma sonucunda elde edilen bulgulara gore laktik asit baktelerinden L. fermentum
susu 48 saat sonunda biitiin pestisit etken maddelerinde en fazla parcalanma degerine
sahip olmustur. Uygulama degeri olan 10 mg/kg 48 saat sonra 1,37 mg/kg degerine
diismiistiir (Cizelge 3.4).
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Cizelge 3.4 : Uygulama zaman Ve laktik asit bakterileri ile etkilesimi sonucu pestisit
etken maddelerindeki par¢alanma degerleri mg/kg (Baslangi¢ degeri 10 mg/kg).

L L L L Uygulama
Kontrol ' L : . L. lactis Zamani
fermentum  paracasei rhamnosus  bulgaricus

Ortalama

0 9,99¢g 10,32 h 10,14 gh 10,15 gh 9,99¢g 10,05 g 10,11c

24 9,39 f 5,60 d 7,44 e 7,62¢€ 7,65¢€ 7,46 e 7,53b

48 9,27 f 1,37 a 3,15b 4,86 c 4,76 ¢ 5,66 d 4,84 a
Laktik

Asit
. 9,55¢e 5,76 a 6,91b 7,54 ¢ 7,46 c 7,72d

Bakteri
ortalama

Ayni harfi veya harfleri igeren rakamlar arasinda istatistiki olarak farklilik yoktur.

3.1.13 Uygulama zamani, laktik asit bakterileri ve pestisit etken maddeleri

arasindaki etkilesim

Suslarin pestisitlere olan genel etkisine bakildiginda ise 24 saat ve 48 saat sonunda
pestisitlerde en fazla yikima neden olan sus L. fermentum olarak belirlenmistir. L.
fermentum susunun 24 saat sonunda pestisitlerdeki ortalama yikimi1 %44 olurken, bu
oran 48 saat sonunda %86,3’¢e ylikselmistir. Pestisit yikimi agisindan en az etkinlige
sahip suslar ise 24 saat sonunda L. bulgaricus, 48 saat sonunda ise L. lactis olmustur ve

yikim oranlart sirasiyla %23,5 ve %43,4 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5 incelendiginde laktik asit bakterisi igeren besiyerlerine eklenen tiim
pestisitlerde zamanla degisen oranlarda bir azalma meydana geldigi goriilmistiir. 24
saat sonunda 0. saat ile karsilastirildiginda en yiiksek yikimin L. fermentum igeren

besiyerine eklenen cypermethrin etken maddesinde oldugu goriilmiistiir.

Bu deger 3,45 mg/kg olarak bulunmus ve 0. saate gore %68 oraninda yikim
gerceklesmistir. Benzer sekilde 0. ve 48. saatler arasindaki degerler karsilastirildiginda
en yiiksek yikimin yine L. fermentum susu i¢eren besiyerine eklenen cypermethrin etken

maddesinde oldugu tespit edilmistir.

Bu deger 0,75 mg/kg olarak belirlenmis ve cypermetrinin baslangi¢ konsantrasyonuna
oranla %92,5 oraninda yikildig1 tespit edilmistir. Pestisit stabilitesinin en fazla
korundugu bakteri-pestisit karigimi L. bulgaricus susunda cypermethrin etken maddesi
olmus ve 24 saatlik siirede %11,9 oraninda bir yikim sonucunda konsantrasyonu 8,81

mg/kg olarak belirlenmistir.

48 saat sonunda ise en az yikim L. lactis susu icin cypermethrin etken maddesinde

goriilmiistiir ve yikim orani %26,1 olarak 7,39 mg/kg tespit edilmistir. Bu sonuglar farkl
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etken maddelerin yikimlarmin kullanilan susa ve zamana bagli olarak degistigini
gostermesi agisindan 6nemlidir. Calismada kullanilan tiim laktik asit bakteri suglarina
eklenen tiim etken maddelerin zamana bagli olarak yikimlarinin arttig1 tespit edilmistir.
Ortalama degerlere bakildiginda ilk 24 saatte %24,7’lik bir azalma goriilmesine karsin,
24. saat ile 48. saat arasinda bu azalmanin yaklagik %35,7 olarak gerceklestigi
goriilmistlir. Uygulamanin baslangici ile karsilagtirildiginda ise 48 saat sonunda

ortalama pestisit miktar1 %52,1 azalarak 4,84 mg/kg degerine diismiistiir (Cizelge 3.5).

Zamana bagli olarak pestisit konsantrasyonlarindaki degisime etken maddeler bazinda
bakildiginda 24 saat sonunda tiim suslardan elde edilen degerlerin ortalamasi géz Oniine
alindiginda beta endosulfan etken maddesinin ortalama konsantrasyonunun 6,73
mg/kg’a diistiigii ve bu agidan 24 saat sonunda en fazla yikima ugrayan pestisit oldugu
goriilmiistlir. 48 saat sonunda ise cypermethrin konsantrasyonunun incelenen suglar
icerisindeki ortalamasi 3,74 mg/kg olarak belirlenmistir ve 48 saat sonunda en diisiik

konsantrasyon degerine sahip pestisit olmustur (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5 : Laktik asit bakterisi, pestisit etken maddesi ve uygulama zamanina bagl olarak pestisit konsantrasyonlart (mg/kg).

Uygulama Zamani1

Pestisit etken maddeleri

(saat) Bakiel Malathion Endosulfan siilfat Alfa Endosiilfan Beta Endosiilfan Cypermethrin Imidacloprid Zaman ortalama
10,07+0,09 10,00+0,09 10,10+0,17 10,140,15
ol 9,818k EFGHIJK EFGHIJ O.84019EFG ok GHIIKL
10,12+0,03 10,17+0,02 10,13+0,05
L. fermentum FGHIIKL HIJKL GHIIKL 10,06+ EFGHIJK 10,70+0,06 MN 10,71+0,09 N
. 10,15+ 0,08 10,05+0,06 10,03+0,04 10,0620,09
0 L. paracasei GHIIKL 10,35+0,07 KL 10,19+0,06 IJKL EFGHIIK EFGHIJ EFGHIIK 1010036
10,07+,07 10,03+0,04 10,13+0,13 ’ ’
L. rhamnosus 10,19+0,13 IJKL 10,27+0,06 JKL EFGHIIK 10,19+0,07 IJKL EFGHIJ GHIIKL
. 10,05+0,16 9,88+0,15 10,04+0,24 9,98+0,35
L. bulgaricus EFGHIIK EFGHI 9,99+0,24 EFGHIJ EFGHIJK 9,98+0,17 EFGHIJ EEGHIJ
Lc. lactis 9,90+0,09 EFGHI  10,39+0,11 LM 10,24 +0,11 JKL 9,86+0,11 EFGH é%giﬁ%lo 9,88+0,10 EFGHI
Kontrol 9,77+ 0,05 E 9,28+0,12 BCD  9,09+0,14 ABC 9,30+0,14 CD 9,1140,20 ABC  9,78+0,16 E
L. fermentum 7,90+0,07 uvwx 5,17£0,10 yk 6,96+0,07 o 5,13+0,05 15 3,45+0,09 f 4,98+0,07 1
24 L. paracasei 7,98+0,10 wx 7,29+0,02 pqr 7,15+0,02 opq 7,02+0,02 op 8,12+0,05 x 7,08+0,04 opq 7534 0.023 b
L. rhamnosus 7,66+0,19 stuv 7,64s+,17 tuv 7,59+0,18 rstu 7,60+0,19 rstu 8,12+ 0,05x 7,08+ 0,04 opq ’ ’
L. bulgaricus 8,07+0,15 wx 7,77+£0,15 tuvw 6,40+0,10 n 6,38+0,10 mn 8,81+0,05 zA 8,47+0,12y
Lc. lactis 5,48+0,07 k 7,93+0,13 vwx 7,79+0,13tuvw 7,50+,13 rstu 8,67+0,11 yz 7,39+0,07 qrs
Kontrol 9,78+ 0,10 E 9,05£0,14 ABC  8,98+0,14 Z ab 9,19+0,14 BCD 9,17+0,13 BCD  9,44+0,11 D
L. fermentum 1,2340,09 be 1,41005 ¢ 1,39+0,01 be 1,08+0,03 b 0,75+0,04 a 2,36+0,05 d
48 L. paracasei 3,07+0,07 e 2,914+0,04 ¢ 2,94+0,04 ¢ 2,97+0,04 ¢ 3,06+£006 ¢ 3,95+0,04¢g 4.844043 a
L. rhamnosus 5,32+0,14 jk 5,25+0,04 1k 5,22+40,08 1jk 5,27+0,14 jk 3,98+0,11 g 4,11+£0,16 g ’ ’
L. bulgaricus 6,47+0,08 n 6,07+0,09 Im 4,53+0,12 h 4,44+0,12 h 3,52+0,08 3,51+0,07 £
Lc. lactis 4,58+0,07 h 5,29 +10,14 jk 5,43+0,14 jk 5,34+0,14 jk 7,39+0,19 qrs 5,94+0,09 1
Pestisit Ortalama 7,64+0,64 ¢ 7,57+ 0,64 be 7,45£0,64 b 7,294+0,65 a 7,50+ 0,73 b 7,5+0,65 b

Ayni harfi veya harfleri igeren rakamlar arasinda istatistiki olarak farklilik yoktur.
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Caligmada besiyeri icerisindeki pestisit konsantrasyonlarinin yaninda bakteri sayilari
da incelenmistir. Pestisit dlglimlerine benzer sekilde 0. 24. ve 48. saatlerde besiyeri

igerisinden alinan ornekler klasik yontem ile ekilerek bakteri sayilar1 belirlenmistir.

Sonuglar incelendiginde tiim suslarin 48 saat sonunda canliliklarini koruduklari
goriilmiistiir. L. delbrueckii ssp. bulgaricus haricindeki tiim suslarda 24 saat sonunda
bakteri konsantrasyonlarinda artig gézlenmistir. Yine tiim suslarda 24. Saat degerleri
ile karsilastinnldiginda 48. Saatte bakteri sayisinda azalma oldugu belirlenmistir

(Cizelge 3.6)

Cizelge 3.6 : Kisa siireli calismada bakteri sayilari

0. Saat 24.Saat 48.Saat
L. fermentum 6,5x10’ 8x10°8 9x10°
L. paracasei 3,5x107 3x10° 4x10°
L.rhamnosus 3,5x10° 6x10’ 5,6x10°
" delbriUeCL ssp. 41x107  1,0x10° 1,2x10°
ulgaricus
Lc. lactis 7,5x107 1,9x108 6,3x10’

3.2 Secilen Suslarin Pestisitlere Uzun Siireli Etkisi

3.2.1 Limosilactobacillus fermentum’un etkisi

Kisa siireli (0., 24 ve 48 saat) ¢alismalardan elde edilen sonuglar ve istatistiki analizler
g6z Oniine alindiginda pestisitlerin yitkiminda en etkili susun L. fermentum oldugu
goriilmistiir. L. fermentum’un incelenen pestisitleri genel olarak azaltici etkide
bulundugu gozlemlenmistir. Bu veriler 1ginda uzun siireli ¢alismada en etkili iki sus

secilmesi planlanmistir. Boylece L. fermentum ilk sus olarak ¢alisilmistir.

L. fermentum susunun imidacloprid etken maddesine olan etkisi incelendiginde O.
glinde oOlgiilen deger 108.46 mg/kg iken, 5. giinde 63,73 mg/kg, 10. giinde 19,95
mg/kg olarak bulunmustur. 10 giinliik deney periyodu sonunda L. fermentum susunun
imidacloprid etken maddesini %80,05 oraninda yikima ugrattig1 tespit edilmistir

(Sekil 3.31)
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Imidacloprid

100,00

80,00

60,00

40,00

20,00

0,00

Sekil 3.31 : L. fermentum’un on giin boyunca imidacloprid etken maddesine olan
etkisi (mg/kg).

Malathion etken maddesinde ise 0.giinde 107,30 mg/kg olarak olgiilen miktar, 5. giinde
51,71 mg/kg, 10. giin sonunda ise 16,79 mg/kg olarak olgiilmiistiir. 10 giinliikk deney
periyodu sonunda L. fermentum susunun malathion etken maddesini %83,21 oraninda

yikima ugrattig1 tespit edilmistir (Sekil 3.32).

Malathion

mg/kg
120,00

07,30

100,00
80,00
60,00

40,00

20,00

0,00

Sekil 3.32 : L. fermentum susunun on giin boyunca malathion etken maddesine olan
etkisi (mg/kg).
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L. fermentum susu igceren besiyerinde cypermethrin etken maddesinin 10 giinliik
degisimi incelendiginde c¢alismanin basinda 102,56 mg/kg olarak Ggiilen
cypermethrin, 5. giin sonunda 34,23 mg/kg olarak belirlenirken, bu deger 10. giin
sonunda 17.81 mg/kg olarak 6l¢tilmiistiir. Yikim % 82.63 olarak gerceklesmistir (sekil
3.33).

Cypermethrin

mg/kg
120,00

100,00
80,00
60,00
40,00

20,00

0,00

Sekil 3.33 : L. fermentum’un on giin boyunca cypermethin etken maddesine olan
etkisi (mg/kg).
Ik giin olan 0. giin ¢alismasinda 102,51 mg/kg olan alfa endosiilfan, 5. giin sonunda
50.79 mg/kg yikilma degeri Ol¢iilmiis, 10 giin sonunda ise 23,32 mg/kg olarak
Ol¢tilmiistiir. (Sekil 3.34). Alfa endolsiifan etken maddesinin yikim1 %77,25 olarak
gerceklesmistir.

Alfa endostlfan

mg/kg
120,00

100,00 02,51

80,00

60,00

40,00

20,00
0,00 Giin
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 3.34 : L. fermentum’un on giin boyunca alfa endosiilfan etken maddesine olan

etkisi (mg/kg)
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[lk giin olan 0.giin de L. fermentum’un beta endosiilfan iizerindeki yikimi igin 104,43
mg/kg olarak ilk 6l¢timii gergeklesmis, 5. giinde 50,74 mg/kg olarak dl¢iilmiis, 10. giin
sonunda 26,83 mg/kg olarak oOlgiilmistiir (Sekil 3.35). Beta endosiilfan lizerinde
yikimi %74,3 olarak ger¢eklesmistir.

Beta endosiilfan

mg/kg
120,00

100,00 10443
80,00
60,00

40,00

20,00

Giin
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0,00

Sekil 3.35 : L. fermentum’un on giin boyunca beta endosiilfan etken maddesine olan
etkisi (mg/kg).

Hazirlanan ¢aligmada 0. giin degeri 99,65 mg/kg olarak 6l¢iilen endosiilfan siilfat
metaboliti, 5. giin sonunda 47,44 mg/kg olarak 6l¢iilmiis, 10. giin sonunda 24,95 mg/kg
olarak Ol¢iilmiistiir. L.fermentumun endosiilfan siilfat tizerindeki yikimi1 %75 olarak

gerceklesmistir (Sekil 3.36).

Endosiilfan Silfat
mg/kg
120,00

100,00
80,00
60,00

40,00

20,00

Giin
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0,00

Sekil 3.36 : L. fermentum’un on giin boyunca endosiilfan siilfat metaboliti maddesine

olan etkisi (mg/kg).
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Toplu olarak L. fermentum’a kars1 segilmis pestisitlerin toplu olarak yikim siiregleri
incelendiginde en yiiksek yikim oran1 %83,21 ile malathion etken maddesinde olur
iken, bunu en yakin olarak cypermethrin izlemistir. 10 giinliik calismada en az yikim
%74.3 ile beta endosiilfanda olmustur. Bunu en az yikim ile endosiilfan siilfat
izlemistir (Sekil 3.37).

120,00mg/kg
100,00

80,00

60,00

40,00

20,00

0,00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Imidacloprid —e— Malathion —eo— Cypermethrin

®— Alfa endosiilfan —o— Beta endosiilfan —e— Endosiilfan siilfat

Sekil 3.37: L. fermentum’un on giin boyunca pestisit etken maddeleri tizerindeki toplu
etkisi (mg/kg).

3.2.2 Lacticaseibacillus paracasei’nin etkisi

[k asama kisa siireli (0., 24 ve 48 saat) ¢alismalardan elde edilen sonuglar ve istatistiki
analizler g6z Oniine alindiginda pestisitlerin yikiminda en etkili susun L. fermentum ve
L.paracasei oldugu goriilmiistiir. L. paracasei’nin secilen pestisitleri genel olarak en
iyi ikinci azaltic1 etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu veriler 1sinda uzun siireli
calismada en etkili iki sus segilmesi planlanmistir. Boylece L. paracasei ikinci sus

olarak belirlenmis ve ¢alisma bu sus ile ger¢eklestirilmistir.

[lk giin calismasinda 0. giinde 108,68 mg/kg olarak &lgiilen imidacloprid
konsantrasyon degeri, 5. giin sonunda 70.73 mg/kg olarak 6lgiilmiis, 10. giin sonunda
39.91 mg/kg olarak Ol¢iilmiistir (Sekil 3.38). 10 giin sonunda L. paracasei nin
imidacloprid etken maddesi tizerindeki yikimi % 63,3 olarak gerceklesmistir.

85

Giin

10



Imidacloprid

mg/kg
120,00

100,00
80,00
60,00

40,00

20,00

0,00 Giin

Sekil 3.38 : L. paracasei’nin on giin boyunca imidacloprid etken maddesine olan
etkisi (mg/kg).

0. giin malathion etken maddesinin konsantrasyon degeri 108,47 mg/kg olarak
Olglilmiistiir. 5. giin konsantrasyonu 57.46 mg/kg olarak dl¢iilmiis, 10. giin degeri ise
27.67 mg/kg olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 3.39). L. paracasaei nin malathion etken
maddesi lizerindeki 10 giinliik calisma sonunda yikim oranm1 %74.5 olarak
gerceklesmistir.

Malathion

mg/kg
120,00

08,47
100,00
80,00

60,00

40,00

20,00

Giin
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0,00

Sekil 3.39 : L. paracasei’un on giin boyunca malathion etken maddesine olan etkisi
(mg/kg).

Ilk giin degeri (0. giin) cypermethrin i¢in 105,54 mg/kg olarak 6l¢iilmiis, 5. giin degeri

36,51 mg/kg olarak 6l¢iilmiis, 10. giin degeri 16,80 mg/kg olarak ol¢iilmistiir (Sekil

3.40).
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L.paracasei nin cypermethrin etken maddesi {izerindeki 10. giin sonundaki yikim

orani %84 olarak gergeklesmistir. En yiiksek yikim orani olarak tespit edilmistir.

120,00 mg/kg
Cypermethrin

105,54

100,00

80,00

60,00

40,00

20,00

0,00

Sekil 3.40 : L. paracasei’un on giin boyunca cypermethrin etken maddesine olan
etkisi (mg/kg).

Ilk giin konsantrasyon degeri 101,03 mg/kg olarak olgiilen alfa endosiilfan , 5. giin
i¢cin 52,02 mg/kg olarak Ol¢iilmistiir. 10. giin i¢in 33,32 mg/kg olarak Slglilmiistiir
(Sekil 3.41). 10. giin sonunda L. paracaesi nin alfa endosiilfan tizerindeki yikim orani

% 67 olarak gerceklesmistir.

Alfa endosiilfan

mg/kg
120,00

100,00
80,00
60,00

40,00
20,00

0,00 Giin
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sekil 3.41 : L. paracasei’un on giin boyunca alfa endosiilfan etken maddesine olan

etkisi (mg/kg).

[Ik giin yani 0. giin giin i¢in 104,31 mg/kg olarak &lgiilen beta endosiilfan
konsantrasyon degeri, 5. giinde 55,17 mg/kg ye diismiis, 10. giinde 32.37 mg/kg olarak
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Ol¢iilmiistiir (Sekil 3.42). On giinliik ¢alisma sonunda L. paracaesi ye kars1 yikim orani

% 68.9 olarak gerceklesmistir.

Beta endosiilfan

60,00

40,00

20,00

Giin
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0,00

Sekil 3.42 : L. paracasei’un on giin boyunca beta endosiilfan etken maddesine olan
etkisi (mg/kg).

Ik giin (0. giin) i¢in 101,48 mg/kg olarak &lgiilen endosiilfan siilfat metabolitinin
konsantrasyon degeri, 5. giin igin 45,58 mg/kg iken, 10. giin i¢in 28,04 mg/kg olarak
Olgtilmiistiir (Sekil 3.43). L. paracaesi nin endosiilfan siilfat metaboliti i¢in yikim orani

10 giin sonunda %72,3 olarak ger¢eklesmistir.

Endosiilfan stilfat

a/kg

120,00m
100,00
80,00
60,00

40,00

20,00

Giin
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0,00

Sekil 3.43 : L. paracasei’un on giin boyunca endosiilfan siilfat metbolitine olan etkisi
(mg/kg).
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Lacticaseibacillus paracasei’nin 10 giin boyunca 6 pestisit tizerindeki yikim etkisi
incelendiginde en yiiksek yikim orant %84 ile cypermethrinde gerceklesmistir. En az

yikim ise % 63.3 ile imidacloprid etken maddesinde gozlemlenmistir (Sekil 3.44).

130,00 mg/kg

110,00
[ )

90,00
70,00
50,00
30,00
10,00

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Giin

Imidacloprid —&— Malathion —e— Cypermethrin
@ Alfa endostilfan —— Beta endosiilfan ® Endosiilfan siilfat

Sekil 3.44 : L. paracasei’nin on giin boyunca pesitisit etken maddeleri tizerindeki

toplu etkisi (mg/kg).

3.2.3 Uzun siireli etki ¢calismalarinin istatistiki analiz sonuclari

Ikinci ¢alisma sonucunda elde edilen bulgular degerlendirildiginde farkli kimyasal
gruplarin {iyesi olan malathion (organofosforlu pestisit), endosulfan (organoklorlu
pestisit), cypermethrin (sentetik pretroit) ve imidacloprid (neonikotinoit) etken
maddelerinin segilmis Lactobacillus suslar1 (L. fermentum, L. paracasei) tarafindan
parcalanma durumlari incelenmistir. Laktik asit Bakterileri, Pestisit Etken Maddeleri,
Uygulama Zamani, Laktik Asit Bakterileri*Pestisit Etken Maddeleri, Laktik Asit
Bakterileri*Uygulama Zamani, Pestisit Etken Maddeleri*Uygulama Zaman verileri
incelendiginde biitiin gruplar arasinda istatistiki olarak 6nemli farkliliklar tespit

edilmistir (Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7 : Denemede incelenen laktik asit bakterileri, pestisit etken maddeleri ve
uygulama zamani ile bunlar arasi etkilesimlere ait varyans analizi tablosu. (SD:
Serbestlik Derecesi, Prob: Ihtimal, F: F Degeri).

Kaynaklar SD Hata Kareler F Oram Prob > F
Ortalamasi

Laktik Asit Bakterileri 1 4460,71(**)  1429,282 <,0001

Pestisit Etken Maddeleri 5 6033,34(*%) 2381762 0,0000

Uygulama Zamant 10 72154,79(**) 23119,56 0,0000

Laktik Asit Bakterileri *Pestisit Etken Maddeleri 73,4460 <,0001
5 229.22(**)

Laktik Asit Bakterileri *Uygulama Zamani 10 195,30(**) 62,5759 <,0001

Pestisit Etken Maddeleri*Uygulama Zamani 50 215,20(**) 68,9541 <,0001

Laktik  Asit Bakterileri *Pestisit Etken 13,1838 <,0001

Maddeleri* Uygulama Zamani 50 41,15(**)

**: Gruplar arasindaki farkliliklar istatistiki olarak %1 olasilik diizeyinde dnemlidir

3.2.3.1 Laktik asit bakterileri

Cizelge 3.8 incelendiginde ¢alismada kullanilan tiim laktik asit bakterilerinin
pestisitlerin pargalanmasina etki ettigi goriilmistiir. Tiim pestisitler ve tiim uygulama
zamanlar1 gbz Oniine alindiginda Lactobacillus fermentum susunu igeren besiyerinde
parcalanma ortalama 55,48a ve L. paracasei i¢eren besiyerinde ortalama 59,59b olarak

belirlenmistir. (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8 : Laktik asit bakterileri ile pestisit etken maddelerinde olusan par¢alanma
degerleri mg/kg (Baslangi¢ degeri 100 mg/kQg)

Malathio  Endosulfan Alfa Beta Cypermethrin Imidacloprid Laktik Asit
n siilfat endosiilfan endosiilfan Bakterileri
ortalamasi
L. paracasei 61,311 55,83d 59,81¢g 60,70 h 48,62b 71,25k 59,59 b
;" 56,62 e 54,00c 55,54d 57,94 f 45,75a 63,00 j 55.48 a
ermentum
Pestisit
etken
. 58,97 d 5491b 57,68 ¢ 59,32d 47,19 a 67,12e
maddeleri
ortalamasi

Aynt harfi veya harfleri i¢ceren rakamlar arasinda istatistiki olarak farklilik yoktur.

3.2.3.2 Pestisit etken maddeleri

Pestisit etken maddeleri arasinda en ¢ok ortalama par¢alanma degerine sahip pestisit
cypermethrin (47,19 a) olmustur (Cizelge 3.7). Laktik asit bakterileri ile uygulanan

100 mg/kg pestisit miktarinin, tiim laktik asit bakteri suslart ve tiim zamanlarin
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ortalamasi dikkate alindiginda cypermethrin’in 100 mg/kg’den 47,19 mg/kg’a kadar
azaldigr goriilmiistiir. Bunu sirasiyla endosiilfan siilfat (54,91b), alfa endosulfan
(57,68c), beta endosiilfan (59,32d), malathion (58,97d) izlemistir. En az par¢alanma
imidaclporid etken maddesinde (67,12¢) gortlmistiir (Cizelge 3.8).

3.2.3.3 Laktik asit bakterileri ile pestisit etken maddeleri arasindaki etkilesim

Calisma sonucunda elde edilen bulgulara gore farkli kimyasal gruplarin {iyesi olan
malathion (organofosforlu pestisit), endosulfan (organoklorlu pestisit), cypermethrin
(sentetik pretroit) ve imidacloprid (neonikotinoit) etken maddelerinin seg¢ilmis laktik
asit bakterileri tarafindan par¢alanma durumlarinda en fazla ortalama yikimin L.
fermentum igeren besiyerine Cypermethrin ilavesi ile elde edildigi goriilmektedir.
Basta 100 mg/kg olan deger tiim zamanlar ortalamasinda 45,75a mg/kg olarak
hesaplanmistir (Cizelge 3.8). En az pargalanma ise L. paracasei uygulanan

imidacloprid etken maddesinde 71,25 mg/kg olarak gergeklesmistir.

3.2.3.4 Uygulama zamam

Calismada kullanilan tim laktik asit bakterileri suslarinin eklendigi tim etken
maddelerin zamana bagli olarak yikimlarinin arttig1 tespit edilmistir. Diger bir dikkat
¢ekici sonug ise ortalama degerlere bakildiginda ilk giin 104.53 mg/kg olan deger
24.78a mg/kg’a dismiistiir. Bu durumun besiyerinde artan bakteri yiikii nedeniyle
gerceklestigi diisiiniilmektedir (Cizelge 3.9, Cizelge 3.10).

Cizelge 3.9 : Uygulama zamanu ile segilen pestisit etken maddelerindeki pargalanma
degerleri mg/kg (Baslangi¢ degeri 100 mg/kg)

Malathion SEi?ltz;sulfan grllf;osﬁlfan Eﬁzi)sﬁlfan Cypermethrin imidacloprid ;Ja);rgl:rll?ma
ortalama
0 108,46 O 100,57 M 101,77 M 104,37 N 104,05 N 108,57 O 104,53 k
1 97,63 L 89,26 | 92,041 9512 K 85,23 G 101,6 M 93,48 j
2 86,76 H 78,34 D 81,47E 83,21F 70,72 A 94,60 K 82,521
3 76,26 C 67,56 z 71,14 A 73,22B 59,51 w 85,05G 72,12 h
4 64,26 y 56,20 u 62,57 x 62,22 x 46,66 p 76,65C 61,439
5 54,58t 46,51 p 51,41r 52,955 35,37 jk 67,23z 51,34 f
6 46,20 p 40,47 m 43,22 4458 p 30,319 57,86 v 4377e
7 38,141 36,34 jk 38,111 40,27 m 26,68e 49,73 q 38,21d
8 29,60 g 32,54h 34,181 34,7% 22,72¢ 40,41 m 32,37¢c
9 25,23d 29,789 30,249 32,21h 20,48b 31,72h 2827 b
10 22,08¢ 26,49 28,32f 29,60 g 17,31a 24,93d 24,78 a
Ortalama 58,97 d 54,91 b 57,68 c 59,32d 47,19 a 67,12 e
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3.2.3.5 Uygulama zamani ile pestisit etken maddeleri arasindaki etkilesim
Calisma sonucunda elde edilen bulgulara gore farkli kimyasal gruplarin {iyesi olan
malathion (organofosforlu pestisit), endosulfan (organoklorlu pestisit), cypermethrin
(sentetik pretroit) ve imidacloprid (Neonikotinoit) etken maddelerinin se¢ilmis laktik
asit bakterileri (L. fermentum, , L. paracasei) tarafindan pargalanma durumlarinda en
fazla yikim 10 gilin sonra cypermethrin etken maddesinde goriilmektedir. Basta 100
mg/kg olan pestisit miktar1 10 giin sonunda pargalanarak 17,31a mg/kg’a diigsmiistiir
(Cizelge 3.9).

3.2.3.6 Uygulama zamam ve laktik asit bakterileri arasindaki etkilesim

Calisma sonucunda elde edilen bulgulara gore laktik asit baktelerinden L. fermentum
susu 10 giin sonunda biitiin pestisit etken maddelerinde en fazla ortalama pargalanma
degerine sahip olmustur (56,54a). Uygulama degeri olan 100 mg/kg 10 giin sonra
20,89a mg/kg’a diigmiistiir (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10 : Uygulama zamani ile laktik asit bakterileri ile petisit etken
maddelerindeki pargalanma degerleri mg/kg (Baslangi¢ degeri 100 mg/kQg)

L. paracasei L. fermentum
Uygulama zamani ortalama

0 104,92t 104,15 104,53 k
1 94,64 r 92,33¢q 93,48
2 83,36 p 81,680 82,521
3 72,64 n 71,61 m 72,12 h
4 62,42 | 60,43 k 61,43 9
5 5291j 49,771 51,34 f
6 46,05 h 415049 43,77 ¢
7 41,399 32,35e 38,21d
8 36,09 f 28,65 c 32,37c
9 32,35d 24,21b 28,27b
10 28,68 ¢ 20,89 a 24,79 a

Laktik Asit Bakteri

Ortalama 59,59 b 56,54 a
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3.2.3.7 Uygulama zamani, laktik asit bakterileri ve pestisit etken maddeleri
arasindaki etkilesim

Ikinci asamada kullanilan suslarin, pestisit etken maddelerinin zamana bagl olarak
parcalanmasina etkileri Cizelge 3.10°da gosterilmistir. Cizelge de degerler ilgili
Olclimlerin ortalamasi + Standart sapma olarak verilmistir. Cizelge 10 incelendiginde
laktik asit bakterisi iceren besiyerlerine eklenen tiim pestisitlerde zamanla degisen
oranlarda bir azalma meydana geldigi goriilmiistiir. 10. giin sonunda 0. giin ile
karsilastirildiginda en yiikksek yikimin L. fermentum igeren besiyerine eklenen
imidacloprid (15,95 + 1,15) etken maddesinde oldugu goriilmiistiir.

Calismada kullanilan iki laktik asit bakteri suslarina eklenen tiim etken maddelerin
zamana bagl olarak yikimlarinin arttig1 tespit edilmistir. Ayn1 zamanda her iki sus ve
tim etken maddeler goz oOnlinde bulundurularak hesaplanan ortalama degerlere
bakildiginda ilk giin ortalama 104,63k mg/kg olan deger 10 giin sonunda 24,79a
mg/kg’a dismiistiir (Cizelge 3.11).

Zamana bagli olarak pestisit konsantrasyonlarindaki degisime etken maddeler bazinda
bakildiginda 10 gilin sonunda tiim suslardan elde edilen degerlerin ortalamasi goz
ontine alindiginda Cypermethrin etken maddesinin ortalama konsantrasyonunun
47,19a mg/kg’a distiigii ve bu agidan 10 giin sonunda en fazla yikima ugrayan pestisit

oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 3.11 : Uzun donem c¢alismalarinda laktik asit bakterisi, pestisit etken maddesi ve uygulama zamanina bagli olarak pestisit
konsantrasyonlar1 (mg/kg)

Uygulama Pestisit etken maddeleri
Zamani Bakteri . .. b, .. . i .
(saat) Malathion Endosulfan siilfat Alfa Endosiilfan Beta Endosiilfan Cypermethrin Imidacloprid zaman ortalama
L. fermentum 107,30 £ 0,67 Q1 99,65 + 0,46 J1K1 102,51 £ 0,64 MIN1 104,43 £0,81 O1P1 102,56 + 0,70 MIN1 108,46 £ 0,88 Q1
0 L. paracasei 101,03 £ 0,54 104,53 £0,91 k
’ 108,47 £1,55 Q1 101,48 +£0,98 LIM1IN1 K1L1M1 104,31 £ 1,21 O1P1 105,54 £ 0,88 P1 108,68 £ 0,86 Q1
1 L. fermentum 98,24+ 0,62 J1J1 87,37+ 0,56 B1Cl 90,64 + 0,28 D1 94,97+ 0,61 F1Gl 82,61 +£0,66 Al 100,15 +1,17 K1L1 93,48 £1,69 j
L. paracasei 97,02 + 0,81 HII1 91,15 + 0,56 D1 93,45+ 0,29 E1F1 95,27 + 0,87 Gl 87,85+ 0,72 Cl 103,08 + 0,87 N101 ’ ’
2 L. fermentum 87,34 +£ 0,55 B1C1 77,60 + 0,50 XY 79,98 £ 0,56 Z 83,87 +£0,57 Al 68,30 + 0,50 PQ 92,96+ 0,71 E1 82504225,
L. paracasei 86,19+ 0,76 B1C1 79,09+ 0,36 YZ 82,96 £ 0,51 Al 82,54 +£0,43 Al 73,14+ 0,55 TU 96,24 + 0,97 G1H1 ’ ’
L. fermentum 76,77 + 0,48 WX 68,07 +0,68 P 69,90 = 0,47 QR 74,08 £ 0,74 TUV 56,78 £ 0,36 JK 84,05+0,88 Al 7212 4239 h
3 L. paracasei 75,76 + 0,81 UW 67,04 +0,41P 72,38+ 0,39 ST 72,37+ 0,38 ST 62,24 + 0,52 LMN 86,05+0,72 B1 ’ ’
L. fermentum 64,26 + 0,45 O 57,33+ 0,40 K 61,69 + 0,62 LM 60,94+ 0,44 L 4420 + 0,45 BC 74,15 £ 0,85 UV 62,43 42,76 g
4 L. paracasei 64,26 +0,45 O 55,08+ 0,25 L 63,44+ 0,51 NO 63,50 + 0,40 NO 49,12 £ 0,50 FG 79,15+0,61YZ ’ ?
L. fermentum 51,71+ 0,39 HI 47,44 + 0,61 EF 50,79 + 0,37 GH 50,74 + 0,64 GH 34,23 £ 0,50 rst 63,73 £ 0,60 NO $1.3442.94
5 L. paracasei 57,46 £ 0,68 K 45,58 +0,49 CD 52,02 + 0,54 HI 55,17+ 1,191 36,51 £ 0,35 uvw 70,73 £ 0,44 RS ’ ’
L. fermentum 41,80+ 0,62 yzA 39,92+ 0,99 x 42,27 + 0,54 zA 42,93+ 1,07 AB 29,20 + 0,25 mn 52,85+0,951 43774260 e
6 L. paracasei 50,59 + 0,36 GH 41,01 £0,20 xyz 44,17 +0,57 BG 46,23 £ 0,56 DE 31,41 £ 0,27 op 62,87 + 0,60 NO ? ’
L. fermentum 33,78 + 0,88 qrs 35,22 +£ 0,66 stu 34,35+ 0,85 rst 37,87+0,71 w 25,66 + 0,27 1jk 43,29+ 1,09 AB 38214232 d
7 L. paracasei 42,51 +0,62 zZAB 37,46 £ 0,29 vw 41,88 + 0,45 zA 42,66 + 0,51 zAB 27,69 £0,33 1 56,16 + 0,83 JK ’ ’
L. fermentum 24,86 = 1,00 gh 29,33+ 0,23 mn 30,30+ 0,57 no 31,54 + 0,24 op 21,86 0,37 ef 34,04 +1,19 qrst 1237 42,04 ¢
8 L. paracasei 34,35+ 0,41 rst 35,76 £ 0,43 tuv 38,05+024 w 38,04 +0,39 w 23,59+ 0,39 fgh 46,78 + 0,82 DE ’ ’
L. fermentum 20,33 + 0,45 def 27,10 + 0,23 ki 25,24+ 0,20 hij 29,15 + 0,25 mn 20,06 + 0,42 d 23,35+1,14fg 28284150 b
9 L. paracasei 30,12+ 0,07 no 32,45+0,32pq 35,24 +£ 0,20 stu 35,28 £ 0,25 stu 20,90 + 0,46 def 40,09 + 0,34 xy ’ ’
L. fermentum 16,49 + 0,39 ab 24,95 + 0,28 gh1 23,32 £0,20 fg 26,83 £ 0,30 jkl 17,81 £0,28 ¢ 15,95+1,15a 24794194 a
10 L. paracasei 27,67 +0,46 Im 28,04 +0,33 Im 33,32 +£0,20 gr 32,37+ 0,30 pq 16,80 + 0,29 ab 33,9+ 0,40 grs ’ ’
Pestisit Ortalama 58,97 £6,27 d 54,9+533b 57,68 £542 ¢ 59,32 +5,49d 47,19 +6,06 a 67,12 £6,06 ¢

Ayni harfi veya harfleri igeren rakamlar arasinda istatistiki olarak farklilik yoktur.
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Azizi ve Homayouni (2009); Lactobacilli, Streptococci, Leuconostoc ve Pediococci
bakterilerinin diazinon ve malathion pestisitlerine olan etkilerini incelemislerdir.
Calisma baslangi¢ konsantrasyonu diazinon i¢in 0,6 mg/kg, malathion i¢in ise 3,5
mg/kg olarak sec¢ilmistir. Bakteri karigimi 48 saat fermentasyona birakilmis ve bu siire
sonunda malathion konsantrasyonu ciddi bir diisiisle 0,5 mg/kg’a inerken, diazinon
konsantrasyonu da az bir miktar diiserek 0,5 mg/kg olarak tespit edilmistir. Yaptigimiz
calismada malathion degerleri incelendiginde benzer sekilde baslangigta 10 mg/kg
olan malathion seviyesinin 48 saat sonunda biitiin suslar ortalamasinda 4,14 mg/kg
oldugu bulunmustur. Tespit edilen oranlar arasindaki farkliligin farkli tiirlerin
malathion  yikimma  farkli  etkilerde  bulunmasindan  kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Diger taraftan ¢alismamizda malathionun farkli suslarda pargalanma
oranlarinin istatistiki olarak anlaml sekilde farkli bulunmasi bu diisiinceyi destekler
niteliktedir. Diger bir ¢alismada Uzak Dogu’ya 6zgii geleneksel gida olan kimchinin
fermantasyonu sirasinda organik fosforlu pestisitlerin degradasyonu incelenmis, 30
mg/L chlorpyriphos ilave edilen kimchinin fermantasyonu sirasinda 3. glinde kalinti
oraninin %83,3 azaldigi, 9. giiniin sonunda ise chlorpyriphos’un tamamen degrade
oldugu bulunmustur (Cho ve dig, 2009). Benzer bir sekilde Harishankar ve dig. (2013)
ve Trinder ve dig. (2016) calismalari da laktik asit bakterilerinin organofosforlu
pestisitlerin yikimini hizlandirdigina dair kanitlar icermektedir. Malathion ile birlikte
organofosforlu pestisitler grubunun bir {iyesi olan chlorpyrifos’ta ve diger
organofosfor grubu pestisitlerinde benzer bir diisiisiin yasanmasi 6zellikle laktik asit
bakterileri ile gergeklesen fermentasyon siirecinin organofosforlu pestisitlerin yikimini

arttirict bir etki olusturabilecegini diistindiirmektedir.

Zhao ve Wang (2011) yilinda dimethoate, fenthion, malathion, methyl parathion,
monocrotophos, phorate ve trichlorphon’un L. bulgaricus, L. paracasei ve L.
plantarum suslar1 karsisindaki pargalanma kinetiklerini arastirmiglardir. Calisma
sonucunda segilen Lactobacillus suslarinin  tim pestisitlerde pargalanmay1
hizlandirdig1 goriilmiistiir. Dimethoate ve metil parathion stabilitesini en fazla koruyan
pestisitler olurken L. bulgaricus ve L. plantarum en hizli pargalanmaya neden olan
suslar olarak tespit edilmistir. Bir diger ¢alismada ise yedi farkli organik fosforlu
pestisitin (dimethoate, fenthion, methyl-parathion, monocrotophos, phorate, malathion
ve trichlorphon) yogurt {iretimi sirasindaki degisimleri hesaplanmstir. Pestisit eklenen

stitten iki farkli ticari sug kullanilarak yogurt elde edilmis ve pestisitlerdeki degisim
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incelenmistir. Sonu¢ olarak proses boyunca malathion hari¢ diger pestisitlerin
bozulumunun uygulanan starter kiiltiire gére degisen oranlarda arttig1 gézlenmistir (Bo
ve dig, 2011). Bu arastirmalar ile benzer sekilde yaptigimiz ¢alismada segilen laktik
asit bakterisi susuna ve uygulanan pestisitlere bagli olarak pestisitlerin parcalanma
oraninin degisiklik gosterdigi goriilmiistiir. Bu durum mikroorganizmalar tarafindan
pestisitlerin yikiminda oksitleme, dehidrojenizasyon, indirgeme, hidroliz ve sentezi
iceren enzimatik tepkimeler (Ye ve dig, 2018) gibi farkli yollarin olmasi ve
bakterilerin pestisitleri karbon ve fosfor kaynagi olarak farkli kimyasal ihtiyaglar1 i¢in
kullanabilmeleri (Cho ve dig, 2009) ile aciklanabilmektedir.

Yapilan bir diger ¢alismada musir silajina ilave edilen L. plantarum suslarimin (L.
plantarum 1.0315, L. plantarum 1.0624 ve L. plantarum 1.0622) organofosfor
pestisitlerin par¢alanmasina olan etkisi arastirilmistir. Calisma sonucunda bakteri
ilavesinin pestisitlerin parcalanma oranimi arttirdigi 6zellikle karisim seklinde sus
uygulamasinin bu orani daha da yukariya ¢ektigi gozlenmistir (Zhang ve dig, 2016).
Diger bir ¢alismada ise Li ve dig, 2018 yilinda 121 L. plantarum susunun
organofosforlu pestisit yikim aktivitesi i¢in genis ¢apli bir ¢calisma gerceklestirmigler
ve gida matrislerinde probiyotik bazli pestisit bozulumunda stratejiler gelistirmek igin,
hedef pestisitlere etkili olan gida kaynakli suslar1 taramanin 6nemini vurgulamislardir.
Gergeklestirilen bu calisma ile malathion (organofosforlu pestisit), endosulfan
(organoklorlu pestisitler), cypermethrin (sentetik pretroit) ve imidacloprid
(neonikotinoit) etken maddelerinin secilmis laktik asit bakterileri (Lactobacillus
fermentum, L. paracasei, L. rhamnosus, L. bulgaricus ve L. lactis) tarafindan
parcalanma durumlari incelenmistir. Elde ettigimiz sonuglar laktik asit bakterilerinin

pestisitlerin par¢alanma siireglerini hizlandirdigini ortaya koymaktadir.
3.2.4 Uzun siireli etki calismalarinda toplam bakteri sayilari

Uzun siireli ikinci asama g¢alismalarinda tiim denemelerde suslar on giin boyunca
canliliklarimi korumuslardir. Tiim suslarda 1. glinden itibaren bakteri sayilarinda
diisiis gdzlenmis olmasma ragmen 10. giin sonunda besiyerlerinde 10° seviyesinde
bakteri sayimi yapilmistir. 10 giin boyunca yapilan sayimlarda en yiiksek bakteri sayisi
1,1x108 olarak belirlenirken en diisiik bakteri sayis1 1,1x10° olmustur (Cizelge 3.12)
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Cizelge 3.12 : ikinci asama calismalarinda 10 giin boyunca bakteri sayilart

[ 1.Giin [ 2. Giin [3.Giin [4. Giin [5.Giin [ 6. Gin | 7. Giin | 8. Giin [9. Giin | 10.Giin |

6,0x10 2,2x10 1,7x10 1,1x10 1,4x10 9 5x105 7,5x10 4,5x10 3,5x10 2,9x10

Imidacloprid 7 7 7 7 6 X 5 5 5 5
4,0x10 3,3x10 2,5x10 9,0x10 1,4x10 8 2x105 55x10 2,4x10 1,5x10 1,3x10

.— Endosiilfan 7 7 7 6 6 2x1 5 5 5 5
§ 8,0x10 3,5x10 2,5x10 1,0x10 1,8x10 1.2%108 8,6x10 7,5x10 1,5x10 1,4x10

& Malathion 7 7 7 7 6 X 5 5 5 5
§ 1,1x10 4,0x10 2,0x10 1,8x10 1,5x10 1.1x108 7,5x10 6,5x10 4,6x10 3,8x10

_i Cypermethrin 8 7 7 7 6 ' 5 5 5 5
50x10 2,0x10 1,5x10 9,0x10 1,2x10 8 9x105 7,3x10 4,8x10 4,2x10 3,9x10

Imidacloprid 7 7 7 6 6 X 5 5 5 5
4,1x10 3,5x10 2,8x10 1,1x10 1,5x10 8 9x105 6,7x10 3,7x10 2,1x10 1,1x10

£ Endosiilfan 7 7 7 7 6 X 5 5 5 5
2 8,9x10 4,9x10 3,1x10 1,9x10 2,6x10 1.9%106 9,7x10 6,9x10 2,3x10 1,6x10

S Malathion 7 7 7 7 6 12X 5 5 5 5
S 7,1x10 51x10 4,3x10 2,0x10 18x10 ,, .06 89x10 67x10 3,2x10 1,6x10

_i Cypermethrin 7 7 7 7 6 X 5 5 5 5

Uzun siireli ¢alismada bakteri sayilarindaki azalma oranlarina bakildiginda L.
paracasei nin cypermethrin ile matriksinde anlamli azalma oldugu goriilmektedir.
Bunu malathion takip etmistir. En az oran imidacloprid ile olusturulan matrikste elde
edilmistir. L. fermentum bakterisi malathion varhiginda en diisiikk bakteri sayisina
ulagmis fakat imidacloprid ile olan etkilesiminde durum tam tersidir. Dramatik
azalmalar 5. glinden sonra hizlanmistir. Yapilan tiim ¢alismalarda LAK bakterilerinin
stilfiir, azot ve fosfor elementlerini besin kaynagi olarak kullanmakla beraber in vivo
calismalarda fosfataz enziminin organofosforlu pestisitleri degrade ettigi; LAK
bakterilerinin yiiksek antioksidant kabiliyeti ile pestisitlerin oksidatif hasarlarina karsi
yiiksek direng gosterdikleri belirlenmistir (Zhang ve dig, 2016).

Tez ¢alismamizda kullandigimiz organoklorlu pesitisitlerin ester yapisindan dolayi
hidroliz edilme potansiyelleri yiiksektir. Diger taraftan organik fosforlu pestisitlerin
topraktaki biyodegradasyonunda temel ilkeler, hidroliz, oksidasyon, alkilasyon ve
dealkilasyondur. Biyodegradasyon isleminde alkil ve aril baglarinin hidrolizasyonu
temel basamagi olusturur. Bu reaksiyonu organofosfat hidrolaz enzimi
katalizlemektedir (Sarlak ve dig, 2021).

LAK bakterileri probiyotik potansiyellerinden dolay: pestisitlerin oksidatif stresini
azaltmaktadirlar. LAK bakterilerinin antioksidan kapasitesi pestitisitlerden
kaynaklanan oksidatif hasarlarin azaltilmasinda ¢ok 6nemli bir karakteristik oldugu
literatiir ¢alismalarinda verilmistir. Ornegin hidroksil radikal de bir gesit aktif
oksijendir. Yiiksek oksidasyon ozelligine sahiptir. Hiicrelerin gegirgenliine zarar

vermektedir ve DNA’ya oksidatif zarar vermektedir. Bu yiizden LAK bakterilerinin
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hidroksil radikalleri yok etme  kabiliyetleri, LAK bakterilerinin antioksidan
kapasitelerini belirlemede 6nemli gostergedir (Yuan ve dig, 2021).

Calismamizda kullandigimiz cypermethrinin  degradasyonu pestisitin  iginde
bulundurdugu karbonun mikroorganizmalar tarafindan besin kaynagi olarak
kullanmast ile olmaktadir. Bdylece kendi ester ve benzen halkalarina pargalanir.
Pargalama enzimlerinden biri lakkaz enzimidir. Ayrica pretroit hidrolaz enzimi de
gorev almaktadir. Ayrica 3-fenoksifenil asetonitril, n-(2-isoproksi-fenil)-4-fenoksi
benzamid pretroitlerin metabolitidir (Parte ve dig, 2017). Bir diger ¢alisilan pesitisit
olan imidacloprid yapisinda azot bulundurmasindan dolay1, LAK bakterilerince besin
kaynagi olarak kullanildig1 ve pargalandigi diisiiniilmektedir (Anhalt ve dig, 2015).
Tez ¢alismamizda kullanilan organoklorlu bir pestisit olan endostilfan “klor iceren
sikledien” yapida bir pestitittir. Bakteriler, biyodegradasyonda endosiilfan
oksitleyerek endosiilfan siilfat ve endosiilfan diole pargalarlar. Endosiilfanin
endosiilfan eter ve endosiilfan hidroksieter metabolitlerine parcalanmasinin mono-

oksijenaz enzimi ile oldugu diisiiniilmektedir (Patocka ve dig, 2016).
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4. SONUC VE ONERILER

Diinya ¢apinda artan niifus ile birlikte gida ihtiyaci da artmaktadir. Artan bu ihtiyaci
kargilamak icin tarimsal iiretim alanlarini artirmak ilk akla gelen faaliyet olsa da
sehirlesme, kirlilik, yeterli sulama suyuna ulasamama ve hatali sulamaya bagli olarak
toprakta tuz birikimi gibi nedenlerden dolayr verimli tarim alanlar1 giderek
azalmaktadir. Bu nedenlerden dolay1 birim alandan en yiiksek verim ile {irlin alinmas1
zorunlu hale gelmistir. Tarim alanlarinda verimi etkileyen baslica etmenlerden biri de
tarim {rilinlerinde kalite ve verim kaybina neden olan fungal, bitkisel ve hayvansal
zararlilardir. Tarimda zararlilar ile miicadelede kullanilabilen ¢esitli yontemler
olmasina ragmen diisiik maliyeti, kolay erisebilirligi, hizli sonu¢ vermesi genis
alanlarda yiiksek etkinlige sahip olmasi, uygulama kolaylig1 ve giiclii etkiye sahip
olmas1 gibi avantajlarindan dolayli diinya ¢apinda en yaygin kullanilan yontem
pestisitlerdir. Kullanim dozuna, hedef organizmaya, kullanilan {iriine ve kullanim ile
hasat zamani arasindaki siireye dikkat edilmediginde pestisitler gidalar {izerinde yasal
sinirlarin - tizerinde kalintilar olusturabilmektedir. Gidalarda bulunan pestisit
kalintilarinin viicuda alinmasi metabolizmada bir¢ok etkiye sebep olup insan saglig
tizerinde zararli etkilere neden olabilmektedir. Gidalarda bulunan pestisit kalintilarinin
uzaklastirilmasina yonelik literatiirde farkli yontemler bulunmaktadir. Gergeklestirilen
bu tez c¢alismast 1ile laktik asit bakterilerinin pestisitlerin  pargalanmasi

(biyodegradasyonu) iizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Bu amag¢ dogrultusunda Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Stit
Uriinleri Gen Bankasi biinyesinde yer alan laktik asit bakterilerinden L. fermentum, L.
paracasei, L. rhamnosus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve L. lactis suslarinin
malathion, endosulfan, cypermethrin ve imidacloprid pestisitlerinin par¢alanmalarina

olan kisa ve uzun siireli etkileri incelenmistir.

o Tez galismasinin ilk asamasini olusturan kisa siireli ¢alismalarda segilen tiim
suslarin ayr1 ayr1 tiim pestisitlerin yikimi {izerinde arttirici etkisinin bulundugu
goriilmistiir. Bu etkiler istatistiki olarak degerlendirildiginde L. fermentum ve
L. paracasei suslarinin tez calismasinda kullanilan suslar arasinda pestisit

yikimi agisindan en etkin suglar oldugu belirlenmistir.
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L. fermentum ve L. paracasei suslar1 kullanilarak gerceklestirilen uzun siireli
caligmalarda ise her iki susun da 10 giin boyunca pestisit yikimina devam ettigi
ve L. fermentum susunun L. paracasei susuna oranla pestisit par¢alanmasinda
daha etkili oldugu goriilmiistiir.

Hem kisa donem hem de uzun dénem caligmalarinda ¢alisma siiresi boyunca
bakteriler canliliklarini  korumuslardir. 100 mg/kg gibi yiiksek bir
konsantrasyonda bakterilerin canliliklarin1  korumasi segilen suslarin
pestisitlere olan direncini gostermesi agisindan 6nemlidir. Elde edilen sonuglar
gb6zoniline alindiginda LAB evsel, sanayi ve g¢evresel diizeyde pestisitlerin
uzaklastirilmasi i¢in kullanim potansiyellerinin oldugu diisiiniilmektedir.

Tez calismasinda pestisitlerin parcalanmasinda etkinligi belirlenen suslar ile
ozellikle evsel kullanimda pestisitlerin uzaklastirilmasi i¢in kullanilabilecek
triinlerin (yikama ¢ozeltileri, gida yiizeyine uygulanabilecek sprayler vb.)
gelistirilme potansiyeli bulunmaktadir.

Diger bir acidan bakildiginda ise ¢alismada pestisitlerin pargalanmasinda
etkinligi belirlenen suslarin, yasal limitlerin {izerinde pestisit kalintis1 iceren
sebzelerden yapilacak fermente iirlinlerin liretiminde kullanilarak son tiriinde
pestisit kalintilarinin azaltilmasina katkida bulunacag diisiiniilmektedir.
Pestisitlerin  parcalanmasinda daha etkin olan suslarin pestisitlerin
parcalanmasinda kullandiklar1 metabolik yollarin aydinlatilmasi ve bu
stireclerde yol alan gen bdlgelerinin, enzimlerin ve diger faktorlerin
belirlenmesi i¢in bu suslarla yapilacak ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
Yapilan tez caligmasi sonucunda suslarin pestisitleri pargalanma ozellikleri
belirlenmis ve bu bilgiler ayn1 zamanda Gida ve Yem Kontrol Merkez
Aragtirma Enstitiizii Siit Uriinleri Gen Bankas biinyesinde bulunan envantere
islenerek ilgili suslarin starter kiiltiir 6zellikleri disinda bilgilerin de yer almasi

saglanmstir.

Gergeklestirilen tez c¢alismasi sirasinda kazanilan tecriibe ve calismadan elde

edilen sonuglar degerlendirildiginde laktik asit bakterilerinin pestisitlerin

parcalanmasi lizerine sahip oldugu etkinin bu suslar kullanilarak tiretilecek inovatif

iriinler ile hem evsel hem de sanayi i¢in kullanim potansiyellerinin yiiksek olacagi

ve bu iriinlerin gelistirilmesi i¢in daha kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugu

diistiniilmektedir.
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