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OZET

TOPRAK ORNEKLERINDEN PiGMENT URETICI
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BiYOLOJi ANABILIM DALI
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Giliniimiizde sentetik boyalarin kullanilmasinin ¢evre iizerinde zarar
verici etkilerinin oldugu ve insanlarda goriilen alerjik astim, toksijenik ve
karsinojenik hastaliklara sebep oldugu bilinmektedir. Bu nedenle farkli
kaynaklardan (bitkiler, bocekler, likenler, bakteriler ve mineraller gibi) insanlara
ve gevreye zarar vermeyen dogal pigment arayisi tim diinyada devam
etmektedir. Funguslardan pigment elde etmeye yonelik calismalar oldukca
yenidir.

Bu calismada Manisa ili Akhisar Ilgesi, Musaca koyiinden toplanan
toprak Orneklerinin mikrobiyotas1 arastirilmistir. Calismada topraklardan
mikrofungus izole edilmesinde “Topragi Sulandirma Metodu” kullanilmistir. Bu
metotla 17 toprak Orneginden elde edilen izolatlar arasindan molekiiler
yontemlerle teshis edilen P. purpurogenum ve P. canescens tiirleri pigment
iiretici olarak belirlenmistir.

Pigment iiretiminde farkli besiyerlerinde (SDA, MEA, PDA, ve YEA)
farkli sicaklikta (25, 28, 30 °C)’ de ve farkli pH’ larda (1, 3, 5, 7, 9, 11, 13) 15
giin boyunca inkiibe edilerek pigment elde edildi. En yiiksek pigment iiretimi 5.5
pH’ ta ve 28 °C sicaklikta goriildii. Pigment ekstresi i¢in ethanol (w/v: 1/1)
¢oziiciisii kullanildi ve 72 saat 26 °C de 160 rpm ¢alkaland: ve sonra sirastyla 45
um ve 20 um filtreden gegirildi. Ekstre liyofilize edilerek kirmizi ve sari
pigmentler elde edildi. Pigment ¢6zeltisinin (500 mg/mL) farkli pH, sicaklik
degerleri ve farkli c¢oziiciiler ile renk karakterizasyonu yapildi. Calisma
sonucunda pigment iiretimini etkileyen kosullar belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER: Pigment iiretimi, Penicillium canescens,
Penicillium purpurogenum, Pigment karakterizasyonu.



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF NATURAL PIGMENTS PRODUCERS OF
FUNGUS ISOLATED FROM SOIL AND OPTIMISATION OF PIGMENT
PRODUCTION

MSC THESIS
SINAN GUNER
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF.DR.TULIN ASKUN )

BALIKESIR, JUNE 2018

It is now known that the use of synthetic dyes has harmful effects on the
environment and causes allergic asthma, toxigenic and carcinogenic diseases
seen in humans. For this reason, the search for natural pigments from different
sources (such as plants, insects, lichens, bacteria and minerals) that do not harm
people and the environment continues all over the world. Studies to obtain
pigments from fungi are quite new.

This study was carried out in order to determine the microfungal flora of
soils in Manisa ,Akhisar Musaca. In this study , the isolation of microfungi from
soil samples into culture media was performed via “soil dilution plate method”. ,
the production of pigments were investigated with strains isolated on soil
samples and identified by molecular methods.

Pigment production in different mediums (SDA, MEA, PDA, and YEA),
different temperatures (25, 28, 30 °C) and different pH's (5, 7, 9) the pigment
was incubated for 15 days. The best pigment production was observed at pH 5.5,
temperature 28 °C. Pigment extraction was rinsed with ethanol (w/v: 1/1)
solvent for 72 hours at 160 rpm at 26 °C and filtered through 20 um. The soluble
was evaporated and which was then lyophilized to a red and yellow pigment.
Pigment solution (500 mg / mL) was color characterized by different pH,
temperature values and different solvents. By means of our study, pigmnet
production were determined in the extracts of the isolates and the results were
discussed.

KEYWORDS: Pigment Production, Penicillium canescens, Penicillium
purpurogenum, Characterization of pigments.
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1. GIRIS

1.1  Pigmentlerin Genel Tanimi

Pigmentler, bitkisel, hayvansal, inorganik ya da mikrobiyal bir kaynaktan
elde edilen ekstraksiyon, izolasyon, sentez veya benzeri islemlerle yapilan boyar
maddelerdir. Gidaya, ilaca, kozmetik veya insan viicuduna uygulandiginda ya da

eklendiginde (tek basina veya reaksiyon yoluyla) renk 6zelligi gosteren karakteristik

maddelerdir [1].

Pigmentlerin tarihsel gegmisi, tarih dncesi magara boyalarinin uygulanmasi
sirasinda kullanilan hematit ve kahverengi demir cevherine dayanir. M.O. 2000 'li
yillarda dogal demir (III) oksit bazen manganez filizleriyle karisik halde yakilarak
comlekgilikte kullanilmak tizere, kirmizi, menekse, siyah pigmentlerin iiretiminde
kullanilmistir. 20. yy’da pigmentlerin kullanim alanlar1 hizla artmistir ve bilimsel
aragtirmalar i¢in onemli bir hale gelmistir. Son 50 yildir, yapay renkli pigmentler,
kadmiyum kirmizisi, manganez mavisi, molibden kirmizisi, bizmutla karigik oksitler

pazardaki yerini almistir [2].

1.2 Pigmentlerin Simiflandirilmasi

Renklendirici maddeler olarak tanimlanan pigmentler, kimyasal yapilari, elde
edilis kaynaklari, kullanilig alanlar1 gibi bir¢ok faktor goz oniine alinarak birbirinden
ayrilmaktadir. Pigmentler i¢in kullanilan en genel siniflandirmada elde edilislerine

gore yapay ve dogal olmak iizere iki ana gruba ayrilmaktadir [3].

1.2.1 Yapay Pigmentler

Yapay renk maddeleri kimyasal yapilar1 nedeniyle dogada bulunmamaktadir

fakat kimyasal sentez yolu ile iretilebilmektedir. Yapay renk maddeleri suda veya
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yagda ¢Oziinebilme Ozelligine sahip maddelerdir. Yapay renk maddelerinin
sentezinde genellikle komiir katran1 kullanilir. Yapay renk maddeleri dayanikli bir
yapiya sahip olmasina ragmen toksik oOzellik gostermektedir. Yapay renk
maddelerinin renk verme giicii, renk araliklar1 ve stabiliteleri daha yiiksek ve ayrica
kullanimlar1 daha uygun olmalarina ragmen. sentetik boyalarin insan saglig1 ve ¢evre
tizerine olan olumsuz etkileri nedeniyle tiiketicinin dogal pigmentlere yonelmesine

neden olmustur [4].

1.2.2 Dogal Pigmentler

Renk maddeleri, hayvan bitki veya mikroorganizma gibi biyolojik
kaynaklardan elde edildigi zaman dogal olarak kabul edilir. Dogal pigmentler
organik kokenli (bitkiler, hayvanlar veya mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen)
renk maddeleridir. Bir kismi1 da minerallerin dogal yapisinda mevcuttur. Renk
araliklar sinirlt olan bu renk maddeleri zayif bir renklendirme giiciine sahiptirler, 1s1
ve pH’dan etkilenirler [5]. Insanlarin yogun bir sekilde tiikettikleri gida, kozmetik,
ilag ve boya iiretiminde yaygin olarak kullanilan bazi yapay renk maddelerinin
zararl etkilerinin belirlenmesi, diinya ¢apinda insanlar1 dogal kaynaklardan pigment

tiretimine yonlendirmistir [6].

1.2.2.1 Bitkisel Pigmentler

Bitkiler kullanilarak elde edilen pigment maddeleri ile yapilan boyamalarin,
ilk olarak M.0.3000 yillarma dayandig: bilimsel olarak tespit edilmistir [6]. Bitkisel
pigmentlerin elde edilmesinde bitkilerin ¢igcek, meyve, yaprak, govde ve kok gibi
kisimlar1 kullanilir. Bitkilerdeki pigment maddelerinin az miktarda olmasi, yetistigi
bolgeye gore degisiklik gostermesi, mevsimlere bagli olmasi, yilda bir veya birkag
sefer iriin alinabilmesi, is gilici gerektirmesi bitkisel pigmentlere olan ilgiyi

azaltmistir [7].



1.2.2.2 Hayvansal Pigmentler

Hayvansal pigmentler, dogal pigmentler arasinda yer almaktadir. Hayvanlar
kullanilarak elde edilen pigment maddeleri ile yapilan ¢alismalarda; M.O. 3000
yillarinda Eski Mezopotamya’da kermes bocegi ve M.O. 1500 yillarinda
Hindistan’da lak bocegi kullanilarak elde edilen kirmizi renk yer almaktadir [8].
Hayvansal pigment maddelerinin az miktarda olmasi, renk maddesinin sinirli olmasi
ve elde edilmesinin zor olmasi hayvansal pigmentlere olan ilginin azalmasina neden

olmustur [9].

1.2.2.3 Mikrobiyal Pigmentler

Mikroorganizmalar kendi hiicreleri igerisinde kalan veya bulunduklari ortama
saldiklar1 bazi renkli maddeler iiretirler. Dogada renk bakimindan zengin ve pigment
iireten mikroorganizmalar (kiifler, mayalar ve bakteriler) olduk¢a yaygindir.
Mikroorganizmalar karotenoidler, melaninler, flavinler, kinonlar, prodigiosinler ve
Ozellikle monaskinler, viyolaseyin veya indigo gibi c¢esitli pigmentleri
sentezlemektedir. Mikrobiyal pigmentler daha giivenlidir. Bitki ve hayvanlardan elde
edilen dogal pigmentlere gore daha ekonomik kaynaklardir. Mikrobiyal pigmentlerin
hastaliklara neden olmadig1 antibiyotik ve anti-kanser 6zelliklere sahip oldugu tespit
edilmistir. Mikroorganizmalarin liretilmesi kolay ve ekonomiktir, piyasaya istendigi

kadar arz edilebilir [10].

Baz1 bakteriler ve bazi mantarlar pigment iiretebilmektedirler. Bakteriler
hiicre i¢inde kalan veya bulunduklar1 ortama renk veren maddeler salgilarlar. Hiicre
ici pigmentler suda erimezler ve besiyerini boyamazlar. Hiicre dis1 pigment
iiretenlerde ise pigment besiyeri icerisine diffiizlenir ve bu pigmentler suda ¢éziinme

ozelligine sahiptirler [11].

Son yillarda Staphylococcus aureus tarafindan sentezlenen altin renginde
stafiloksantin, Pseudomonas spp. tarafindan sentezlenen mavi-yesil fikosiyanin,
Cryptococcus neoformans ve Aspergillus spp. tarafindan sentezlenen koyu

kahverengi pigmentler onem kazanmistir [12].



Yapilan bir diger ¢alismada, 27 °C ve 37 °C ’lerde iiretilen Coriolus
versicolor, Paecilomyces canadensis ve Streptomyces werraensis suslariin

sicakligina bagli olarak farkli renkte pigment sentezledikleri belirlenmistir [13].

Mikrobiyal pigmentler, hi¢cbir mevsimsel iiretim sorunu géstermediginden ve
yiiksek verimlilik saglamalar1 nedeniyle bitki veya hayvanlardan elde edilen dogal

renk maddelerine gore daha etkili ve uygun maddelerdir [14].

1.3  Pigmentlerin Kullanim Alanlari

Insanlarin yogun bir sekilde tiikettikleri gida, kozmetik, ila¢ ve boya
tiretiminde yaygin olarak kullanilan bazi yapay renk maddelerinin zararli etkilerinin
olabilecegi, diinya ¢apinda insanlart dogal kaynaklardan pigment {iretimine
yonlendirmistir [15]. Bunun igin gesitli maddelerden boyarmadde elde edilmesi igin
calismalar yapilmistir. Yapay boyalarin kullanilmasinin gevre iizerinde zarar verici
etkisi oldugu ve insanlarin saghgmi olumsuz etkiledigi yapilan c¢alismalarla
kanitlanmistir. Bu nedenlerle ¢esitli dogal kaynaklardan bitkiler, hayvanlar, algler,
bakteriler, funguslar ve likenlerden dogal boyar madde iiretilmesine yonelik
calismalar devam etmektedir. Tiim diinyada c¢evreye ve insanlara zarar vermeyen
dogal pigmentlerin aragtiritlmasi biiylik 6nem kazanmustir ve farkli parametreler
(sicaklik, ph, nem, ¢alkalama hiz1 ve farkli besiyeri kaynaklari) kullanilarak yapilan
caligmalar giderek onem kazanmustir. [16]. Filamentli funguslar, ¢ok gesitli renk
profiline sahiptir. Kolay ve 6lgek biiyiitme ile gidalarin boyanmasinda da kullanilan

pigmentlerin tiretilmesi miimkiindiir [17].

Aspergillus ve Penicillium genuslarina ait mikroorganizmalar dogal
pigmentlerin potansiyel ireticileri olarak tanimlanmistir. Penicillium suslarindan
elde edilen pigmentlerin {iretimi, sitrin iiretimi olmadig: i¢in gida endiistrisinde etkin

bir kullanim alanina sahiptir [18].

Funguslarda pigment iiretiminde, sicaklik ve ph; genel olarak metabolik
yollarin aktive olmasinda etkilidir [19]. Yiiksek konsantrasyonda elde edilen ve
verimliligi yiiksek olan pigmentlerin kiiltiir ortaminin pH ve sicakligina ek olarak

metabolik regiilasyonlarda da 6nemli rol oynar [20].
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Monascus cinsleri tarafindan {iiretilen kirmizi renkli pigmentler, kanserin
Onlenmesi, kan sekeri diizeylerini diigiiriilmesi, gida iiriinlerinin renklendirilmesi ve

tatlandirilmasinda, korunmasinda kullanilir [21].

Sentetik ve dogal pigmentler yiyeceklerde, kozmetik ve farmasotik
endiistrilerinde genis bir kullanim alanina sahiptir. Dogal pigmentler bitkiler [22],
bocekler [23], ve mikroorganizmalardan tretilmektedir [24]. Bazi sentetik
pigmentlerin potansiyel toksik etkileri konusundaki diistinceler, dogal kaynaklardan

tiiretilmis pigmentlere olan ilginin artmasina neden olmustur [25].

Venil ve Lakshmanaperumalsamy (2009) tarafindan yapilan c¢alismada
kimyasal boyalarin aksine, mikroorganizmalardan elde edilen pigmentlerin kanser ve
alerji gibi hastaliklara neden olmadigi, hatta antibiyotik ya da anti-kanser 6zelliklere
sahip oldugunu tespit edilmistir [26]. Bu nedenle mikroorganizmalardan elde edilen

pigmentler son yillarda en dikkat c¢ekici konular arasinda yer almaktadir.

1.4  Kiiflerin Genel Ozellikleri

Mikoloji; mayalar, kiifler, makromantarlar ve mantara benzeyen

mikroorganizmalarla ugrasan bilim dalidir.

Mantarlar 6karyotik canlilar olup besinci alemi olustururlar. Kiifler 6karyotik
mikroorganizmalardandir. Saprofit (¢liriikk¢iil) veya parazit olarak yasayan c¢ok
hiicreli organizmalardir. Kiifler dogada hava, toprak, su ve organik maddeler
tizerinde yaygin olarak bulunur. Cok hizli bir sekilde yayilirlar. Biiyiikliikleri, degisik
gorlniisleri, gercek hiicre cekirdegine sahip olmalar ve degisik sekilde iiremeleri
gibi 6zellikleri sayesinde bakterilerden ayrilirlar. Kiifler baz1 gidalarda renk ve aroma
icin kullanilir ancak bazi iiriinlerde lezzet, renk ve goriiniim bozukluklarina neden
olurlar. Diisiik pH, su aktivitesi ve 1s1 degerlerinde de yasamlarini siirdiirebilirler
[27].

Kiiflerin temel yap1 birimleri hif olarak adlandirilir ve hif topluluguna misel

ad1 verilir. Miseller besiyerlerinde koloni olustururlar. Kiiflerde hifler enine boliinme



gosterebilir. Enine bolmeli yapilarina septum adi verilir ve hifler ¢cok cekirdekli

olabilirler [28].

1.4.1 Kiiflerin Uremesini Etkileyen Faktérler

1.4.1.1 Oksijen Etkisi

Mikroorganizmalarin, iiremeleri i¢in oksijene olan ihtiyaclari, farklilik
gostermektedir. Mikroorganizmalar ortamda oksijen olup olmamasi durumuna gore
farkli  gruplarda toplanirlar.  Geligsmeleri i¢in  oksijene ihtiyag duyan
mikroorganizmalara aerob, gelismek i¢in oksijene ihtiyagc duymayanlara anaerob
denir. Aerob oldugu halde oksijen yoklugunda kismen gelisebilen mikroorganizmalar
fakiiltatif anaerob, mutlak oksijene ihtiyag duyanlar obligat aerob olarak
adlandirilirlar. Kiifler aerob mikroorganizmalardir. Bu nedenle daha ¢ok ylizeyde

gelisme gosterir [29].

1.41.2 Sicakhgn Etkisi

Sicaklik mikroorganizmalarin gelisimini etkileyen en onemli faktorlerden
biridir. Mikroorganizmalar ¢ok genis sicaklik degerlerinde gelisim gosterebilirler.
Bir mikroorganizmanin gelisebildigi en diisiik sicaklik -34° C, en yiiksek sicaklik ise
baz1 yerlerde 100° C’ dir [30]. Gelisme sicakliklarina gére mikroorganizmalar iig
gruba ayrilir. 7° C veya altinda gelisen ve optimumlar1 20-30° C arasinda olan
mikroorganizmalar psikrotroflar olarak adlandirilirlar. 20-45° C arasinda gelisen ve
optimumlar1 30-40° C olanlara mezofil, 45° C veya daha yiiksek sicaklikta
gelisebilen, optimumlar1 55-65° C arasinda olan mikroorganizmalara termofil adi

verilir [31].

Kiifler pH, ozmotik basing ve besin iceriginde oldugu gibi bakterilerden daha
genis sicaklik araliklarinda gelisebilirler. Aspergillus, Cladosporium ve Thamnidium

gibi pek cok kiif ¢esitli ortamlarda gelisebilme yetenegindedir [32].



1.4.1.3 Ph’m Etkisi

Mikroorganizmalarin gelisimini ve aktivitesini belirleyen dnemli faktorlerden
biri pH' dir. Baz1 mikroorganizmalar pH 4’ iin altinda gelismekle birlikte biiyiik bir
kismi en iyi pH 7,0 (6,6-7,5) civarinda biiytimektedirler [33].

Patojen bakteriler basta olmak iizere bakteriler, pH bakimindan kif ve
mayalara gore daha secicidirler. Kiiflerin iireyebildigi pH degerleri ¢ok genistir.
Kiifler 1,3 — 9,6 pH’lar arasinda faaliyet gosterebilir. Optimum biiyiime pH’lar1 5- 6
olan hafif asitli ortamlarda daha iyi gelisir [34].

1.4.1.4 Suyun Etkisi

Kiifler bakterilere ve mayalara oranla daha az su aktivitesine gereksinim
duyarlar. Ancak bazi kiiflerin minimum su aktivite degeri baz1 mayalarin minimum
su aktivite degerinden daha yiiksek olabilir. Bozulma etmeni olan kiiflerin
geligebildigi minimum su aktivitesi 0,80’dir. Kiifler nem oraninin % 10-13’{in altina

diistiigii ortamlarda iireyemez [35].

1.5  Penicillium Cinsi Genel Ozellikleri

Penicillium cinsinin taksonomide tanimlanmis 150 tiiri belirtilmistir ancak
daha sonra yapilan ¢alismalar bu saymin yaklasik 350 oldugunu gostermistir [36].
Penicillium cinsine ait yaygin tiirler sentetik veya yari sentetik ortamlarda biiyiir,
yayilir, genelde cins seviyesinde kolayca taninirlar [37]. Penicillium tiirlerinin biiyiik
cogunlugu saprofittir. Tiirlerin ¢ogu optimum gelismeyi orta sicakliklarda ve su
aktivitesi 0.9’un altinda gosterirler. Birgogu toprak kaynaklidir, bitkisel atiklarin

parcalanmasina ve gidalarin bozulmasina sebep olurlar [38].

Penicillium’ da smiflandirma esas olarak mikroskopik morfolojiye
dayanmaktadir Penicillium’lar septali misellere sahiptir. Konidioforlar dallanmis ya
da tek halde bulunabilir. Ug taraflarinda firca goriiniimiinde konidi tasiyicilari

bulunur ve konidiyumlar1 yuvarlak olup maviden, mavi-yesile kadar degisen tonlarda



koloni olustururlar. Penicillium’larda konidiyofor hiicrelerinde (stipes) bulunan

sterigmatalar, metula sayis1 ve diizenine bakilarak siiflandirma yapilir [38].

1.5.1 Sistematikteki Yeri

Fungi alemi i¢inde yer alan organizmalarda hem eseyli hem de eseysiz iireme
evreleri goriilmektedir. Mantar siniflandirilmasinda kullanilan temel kriterler, eseyli
tireme evresi sirasinda olusturduklart tireme yapilaridir. Fakat eseyli iireme yapilari
0zel kosullar altinda meydana geldigi i¢cin bazi fungus eseyli ilireme evrelerinin
tamamen ortadan kalktig1 disiiniilebilir ya da bu yapilar heniiz tam olarak
tanimlanamamis olabilir. Bu sebepten dolayr funguslar glinlimiizde iki sekilde
siiflandirilmaktadir. Funguslarin yasam dongiilerinin eseyli lireme evrelerinde
olusturduklart fruktifikasyon yapilari, eseyli sporlari ve tallus yapilart dikkate
almarak gerceklestirilen smiflandirma sekli olan "teleomorfik" siniflandirma ve
eseyli iireme yapilari tespit edilemedigi i¢in, funguslarin tallus yapilari ve eseysiz
sporlar1  dikkate alinarak yapilan smiflandirma bi¢imi olan "anamorfik"

siiflandirmalardir [39].

Literatiirde, fenotipe dayali hatali tani konusunda oldukg¢a fazla calisma
vardir. Bu tiir karigikliklarin Ontine gegilmesi i¢in gilinlimiizde giivenilirliginden
dolayr molekiiler yontemler tercih edilmeye baglamistir. Molekiiler yontemlerde
agirlikli olarak kullanilan molekiil DNA’dir. DNA molekiilleri evrimsel degisikligin
ilk olarak yansidigi molekiiller oldugu i¢in molekiiler arastirmalar daha giivenilir ve

hizl1 sonuglara ulasmamizi saglayabilmektedir [40].

Kingdom:  Fungi

Division: Ascomycota

Class: Eurotiomycetes

Order: Eurotiales

Family: Trichocomaceae
Genus: Penicillium Link (1809)



1.5.2 Kullanim Alanlar:

Major antibiyotiklerin iireticisi olan ¢esitli Penicillium tiirleri mevcuttur. P.
chrysogenum (eski adiyla P. notatum) tarafindan iiretilen penisilin, 1929' da
Alexander Fleming tarafindan kesfedildi ve Gram pozitif bakterilerin biiylimesini
inhibe ettigi belirlendi [41].

Penicillium cinsinin tiirleri peynir ve ¢esitli et tirlinlerinin tiretiminde 6nemli
bir rol oynamaktadir. P. camemberti ve P. roqueforti; Camembert, Brie, Roquefort
ve diger bir¢cok peynirlerin iiretiminde yer alan kiiflerdir. P. nalgiovense, sosis ve
jambonun tadini arttirmanin yani sira diger kiifler ve bakterileri iiremesini dnlemek
icin kullanilir. Peynir ve sosis hazirlanmasinda kullanilan [42] Penicillium tiirleri
ayrica gida enddistrisi i¢in renklendirici olarak kullanilabilecek pigmentleri de

tretmektedir [43].

Penicillium ve Aspergillus tiirlerinin, gida sanayiindeki 6énemine ek olarak,
biyoteknolojik olarak tiretilen enzim ve diger makromolekiillerin, 6rnegin glukonik,
sitrik ve tartarik asitin, pektinaz, lipaz, amilaz, seliilazlar ve proteazlarin

tiretilmesinde kullanilir [44].

1.5.3 Gida Mikrobiyolojisindeki Yeri ve Onemi

Mikotoksinler, filamentéz mikrofunguslar tarafindan iretilen, omurgal
hayvanlar tarafindan sindirim, solunum ve absorbsiyon gibi dogal yollarla alinmasi
sonucunda ¢esitli hastaliklara sebep olan sekonder metabolitlerdir [41]. Mantarlarin
tamami sekonder metabolit iiretirler. Baz1 mikotoksinler akut olarak, bazilar1 kronik
olarak, bazilar1 ise hem akut hem de kronik olarak toksik etki gosterirler. Ayrica
mikotoksinlerin birleserek sinerjik etki gdstermesi de miimkiindiir. Bu da farkh
sekonder metabolit tiirlerinin mikrobiyolojik agidan incelenmesini farkli bir boyuta

tasir [42].



1.5.3.1 Aflatoksinler

Aflatoksin, insanlar ve tim omurgali hayvanlar iizerinde en etkili
kanserojenik etkiye sahip olan dogal bilesik olarak bilinmektedir. Aflatoksin B1, B2,
Gl ve G2 en yaygin olarak iiretilen bilesiklerdir. Aspergillus flavus tropikal

tilkelerdeki bir¢ok gidada aflatoksin tirettigi bilinen en yaygin tiirdiir [43].

1.5.3.2 Okratoksin A (OTA)

Okratoksin A’ nin insanlar tzerindeki etkisi tam olarak anlasilmamustir.
Ancak test edilen biitiin hayvan tiirlerinde nefrotoksijenik etkiye neden oldugu
goriilmustir. OTA; misir, kuru fasulye, kuru tiziim kakao ¢ekirdegi, kahve ¢ekirdegi,
soya fasulyesi, arpa, yulaf, turunggil meyveleri ve yer fistig1 gibi besinlerde kiiflerin
gelismesi sonucu olusmaktadir. Baslica OTA fireten mikrofunguslarin; Circumdati

ve Nigri ve Penicillium section Verrucosa oldugu tespit edilmistir. [44].

1.5.3.3 Fumonisinler

Fusarium verticillioides ve F. proliferatum tiirleri misirlardaki en 6nemli
fumonisin kaynagidir. Misir ve piring tizerinde gelisen ve fumonisin lireten diger
tirler ise; F. nygamai, F. napiforme, F. thapsinum, F. anthophilum ve F. dlaminii
tiirleridir [45].

1.5.3.4 Patulin

Patulin P. expansum, P. patulum ve P. byssochlamys, P. carneum, P. paneum,
P. clavigerum, P. gladioli, P. griseofulvum, P. sclerotigneum, ve A. clavatus, dahil
olmak tizere Aspergillus ve Penicillium genuslarinin ¢ogu tiirleri tarafindan iiretilen
bir mikotoksindir Patulin genel olarak hem prokaryotlar hem de eukaryotlarda asiri
toksik etki gosterir fakat insanlardaki toksititesi kesin olarak ispatlanmamuistir.

Penicillium expansum simdiye kadar tespit edilen en 6nemli patulin kaynagidir [46].
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1.5.3.5 Penisilik Asit

Penisilik asit iireten en onemli tiirler; Penicillium puberulum ve Aspergillus
ochraceus tiirleridir. Penisilik asitin biyolojik etkileri patulin ile aynmidir. Karaciger
ve mide kanserine yol agtigr bilinmektedir. Bugday, yulaf, peynir ve kahve
cekirdekleri toksin kaynagi olarak bildirilmistir [47].

1.5.3.6 Sitrinin

Sitrinin hayvanlarda noropatiye neden olan bir ndrotoksindir. Penicillium
citrinum, P. viridicatum ve bazi birka¢ Aspergillus tiirleri tarafindan iiretilir.
Sitrininin en énemli kaynagi; piring, kiiflii ekmek, jambon, bugday, yulaf, cavdar ve
arpadir [48].

1.6 Penicillium purpurogenum

1.6.1 Morfolojik Ozellikleri

Malt Extract Agar (MEA) besiyerinde kolonileri hizli gelisir ve oda
sicakliginda 15 giinde 9 cm c¢apa ulasir. Morfolojik olarak, firca benzeri konidi
tagiyicilart ve yuvarlak sekilli uzun yesil renkli konidi ile ayirt edilirler. Oldukca
gevsek kompakt beyaz-acik yesil bazal miselyum ve bol miktarda dik ve genellikle
yiginlar halinde toplanmis yesil konidi yapilar1 vardir ve koloni yiizeyini dar bir
kenar hari¢ tamamen kaplamaktadir Koloni alt1 genellikle koyu kirmizi renktedir. 5.
giinden itibaren besiyerine pigment maddesi dretimi goriliir. Penicillium
purpurogenum genellikle toprakta, ¢iiriimiis organik atiklar tizerinde veya depolanan

sebze ve meyveler iizerinde patojen olarak bulunur [49].
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1.7 Penicillium canescens

1.7.1 Morfolojik Ozellikler

MEA besiyerinde kolonileri yavas gelisir ve oda sicakliginda 15 giinde 5 cm
capa ulasir. Morfolojik olarak, firca benzeri konidi tasiyicilar1 ve yuvarlak sekilli
uzun yesil renkli konidileri ile ayirt edilirler. Oldukg¢a siki kompakt beyaz bazal
miselyum ve bol miktarda dik ve genellikle yiginlar halinde toplanmis yesil konidi
yapilar1 vardir ve koloni yiizeyini dar bir kenar hari¢ tamamen kaplamaktadir Koloni
alt1 genellikle koyu kahverengidir. Penicillium canescens genellikle toprakta,
clirimiis organik atiklar iizerinde veya depolanan sebze ve meyveler iizerinde
patojen olarak bulunur ve ksilanaz ve glukosidaz iiretimi yoluyla bitkisel

materyallere zarar verebilir. P. canescens iyi bir kalsiyum fosfat ¢oziictisiidiir [51].
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2. MATERYAL VE METOT

2.1  Araziden Toprak Orneklerinin Alinmasi

Bu calisma i¢in toprak Ornekleri Manisa ili, Akhisar ilgesine bagli Musaca
Koyiinden 2015 yilinda toplanmustir. Tablo 2.1°de toprak 6rneklerine ait veri tablosu

yer almaktadir.

Arastirma yapilacak 6rneklerin alinmasinda rastgele bir dagilim goz 6niinde
bulundurulmustur. Orneklerin alinmasinda &nce toprak profili agilmustir ve profil
yiizeyi temizlenerek diisey hale getirilmistir. Daha sonra bir spatiil alkol ile
dezenfekte edilerek diisey toprak profil yiizeyinden siyrilarak taze toprak ylizeyi
aciga cikarilmistir. Spatiil alkol ile tekrar dezenfekte edilerek yiizeyden yaklasik 10
cm derinlikte yiizeye dik olarak spatiiliin saplanmasi ile toprak 6rnegi alinmig ve

daha 6nceden hazirlanmis olan torbalara konularak etiketlenmistir [52].

3-4 SANTIMLIK
TOPRAK
DiLimi

Sekil 2.1: Toprak 6rneginin alinmast.
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Sekil 2.2: Toprak 6rnekleri.

Tablo 2.1:Toprak veri tablosu.

Numune no Toplandig1 yer Tarih izolat say1s1
A-1 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 10
A-2 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 12
A-3 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 10
A-4 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 7
A-5 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 6
A-6 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 8
A-7 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 7
A-8 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 9
A-9 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 10

A-10 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 8
A-11 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 25
A-12 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 7
A-13 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 5
A-14 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 9
A-15 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 10
A-16 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 9
A-17 Manisa/Akhisar/Musaca 20.10.2015 10
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2.2  Kullanilan Besiyerleri

Agar iceren besiyerleri petri ve tiipte olmak {izere 2 tipte hazirlandi.
Kaynatma isleminden sonra petride besiyeri hazirlamak icin oncelikle 20 dakika 121
°C’ de sterilizasyon islemi yapildi ve beg alevi yaninda besiyeri 15 mL olacak
sekilde petri plaklarina paylastirildi. Tiiplerde yatik agar hazirlamak i¢in ise besiyeri
tiiplere 6 mL olacak sekilde paylastirildiktan sonra 1.5 atm basing altinda 20 dakika
121 °C’ de otoklavlanma islemi gergeklestirildi. Sterilizasyon isleminden sonra tiipler
yatik olarak yerlestirilerek donmasi saglandi. Petri ve yatik besiyerleri daha sonra
kullanilmak tiizere + 4 °C’ de buzdolabinda saklandi. Deneysel c¢alisma igin

kullanilmis olan besiyeri igerikleri asagida verildi.

Rose Bengal Chloramphenicol Agar (Oxoid, pH 7.2 £0.2)

Icerik Miktar
Mikolojik pepton 500
Glikoz 10,0 ¢
Dipotasyum fosfat 109
Magnezyum siilfat 0549
Rose Bengal 0,059
Agar 155¢

1000 mL distile suyla tamamlanir [53].
Malt Extract Agar (Oxoid, pH 5.5 +0.2)

icerik Miktar
Pepton 309
Agar 1509
Malt ekstrakti 30,09

1000 mL distile suyla tamamlanir [54].
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Potato Dextrose Agar (Merck, pH 5.6 + 0.2)

Pigment iiretimi ve karakterizasyonu i¢in kullanildi.

Icerik Miktar
Patates infiizyonu 4049
Glucose 20,09
Agar-agar 1509

1000 mL distile suyla tamamlanir [55].
Sabrouraud Dekstroz Agar (Oxiod, pH 5.6 + 0.2)

Pigment iiretimi ve karakterizasyonu i¢in kullanildi.

icerik Miktar
Pepton 1009
Agar 15049
Glukoz 40,09

1000 mL distile suyla tamamlanir [56].
Yeast Extract Agar (Merck, 6.5 + 0.2)

Kiiltiir tanimlanmasinda kullanilda.

Icerik Miktar
Yeast Extract 5049
Glukoz 10,0 ¢
Agar-agar 20,0¢g

1000 mL distile suyla tamamlanir [57].
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Czapek Dox Agar (Merck, 7,3+0,2)

Kiiltiir tanimlanmasinda kullanild.

Icerik Miktar
Sukroz 30,09
NaNO; 309
MgSOq4 0549
KClI 059
Demir(IIT)stilfat 0,01g
KoHPO, 1,09
Agar-agar 13,09

1000 mL distile suyla tamamlanir [58].

2.3 Toprak Orneklerinin Hazirlanmasi

2.3.1 1lzolasyon Besiyerinin Secimi

Toprak  orneklerinden  mikrofunguslarin  elde  edilmesinde  toprak
mikrobiyolojisi i¢in en ¢ok tercih edilen Rose Bengal Chloramphenicol Agar
secilmigtir [59]. Bunun nedeni; besiyeri bilesimindeki chloramphenicolun
bakterilerin gelisimini baskilamasi, rose bengalin ise kiif hiicrelerinin igine girerek

bunlarin asir1 gelismesini baskilamasidir.

2.3.2 Orneklerin EKimi

2.3.2.1 Toprag: Sulandirma Metodu

Araziden alinan ornekler laboratuvara getirilinceye kadar, arastirma alaninin

uzakligindan dolay1 soguk termos i¢inde muhafaza edilmistir. Laboratuvara getirilen
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ornekler i¢in izolasyon islemine baslanmistir. Bekleyen toprak ornekleri +4 °C’ de

saklanmistir.

“Topragi sulandirma” metodu mikrobiyal floranin tespitinde en fazla
kullanilan yontemdir. Metodun uygulanmasinda 1 gr firin kurusu topraga karsilik
gelen taze toprak bulunmus ve 50 gr firin kurusu topraga karsilik gelen taze topragin
ka¢ gr oldugu bulunmustur. Bu miktar tizerine 500 mL tamamlanacak sekilde steril
saf su ilave edilmistir. Elde edilen 1/10 luk siispansiyonlar steril erlenlerde 30 dk
calkalanmistir. Elde edilen siispansiyonlar, steril tlipler i¢indeki dilisyonlar1 101, 10°
2103, 10, 10°,10° olacak sekilde hazirlanmistir. Diliisyon yapilirken bir dnceki
ornekten 10 ml siispansiyon tizerine 90 ml steril su ilave edilmistir. Elde edilen
siispansiyonlar toprak parcgalar1 ve organik madde pargaciklar1 dibe ¢okmeden 1 ml
alinarak Rose Bengal Agara yayma plak yontemi ile ekim yapilmistir. Ekim yapilan
petriler 28 °C* de 3-5 giin inkiibasyon periyodu sonunda ortaya ¢ikan kolanilerin
sayim iglemi yapilmistir [60]. Agiklanan tiim islemler 17 toprak 6rneginin hepsi i¢in

uygulanmstir.

2.4  Koloni Olusturan Fungal Birimlerin Sayilmasi

Topragi sulandirma metodu kullanilarak, ekimleri tamamlanan ve 3-5 giin
siire ile 28 °C’ de inkiibe edilen petrilerin yiizeyinde gelisen koloniler sayilmistir.
Ekim sonuglarina gore toprak orneklerindeki canli hiicre sayisi hesaplanmistir. Bu
sekilde her bir toprak 6rneginin 1 gramlik kisminda bulunan toplam fungus sayisi
belirlenmistir. Bagka bir deyisle bir gram toprak érneginde koloni olusturan birimler
(Colony Forming Units = CFU) tespit edilmistir [61]. Hesaplamalara gore her bir
toprak Ornegindeki fungus sayisi belirlendikten sonra, bunlarin ortalamasi alinarak

arastirma alanindaki toplam mikrofungus sayis1 belirlenmistir.

2.5  Funguslarin Saflastirilmasi ve Izolasyonu

Mikroskop altinda yapilan incelemelerde, kesin olarak benzerlikleri tespit
edilen Kkolonilerden sadece bir izolasyon yapilmistir, ancak ilk anda benzerlikleri

anlagilamayan kolonilerden ayr1 ayri izolasyonlar yapilmistir. Petri kaplarinda

18



gelismesini tamamlayan tiim kolonilerin teshis ve saklama amaci ile daha 6nceden
yatik olarak hazirlanmis olan MEA besiyerine ekimleri yapilmistir [62]. Inkiibasyon

sonrasinda benzer 6zellik gosteren tiipler gruplandirilmistir.

2.6 Pigment Ureticilerin Belirlenmesi

Calismada kullanilmasi amaglanan renk maddesi iiretici funguslari belirlemek
icin MEA” da renk veren [63] fungus izolatlar1 gruplandirilmistir. Gruplar arasinda

en fazla renk maddesi tireten bir sar1 bir kirmizi renk {ireticisi izolat se¢ilmistir.

2.7 Secilen Pigment Uretici izolatlarin Teshisi

2.7.1 Morfolojik Analiz

Funguslarin teshisi, segilen izolatlarin koloni morfolojileri ve mikroskobik

ozellikleri géz oniine alinarak yapilmistir.

2.7.1.1 Mikromorfolojik Analiz

Mikromorfolojik analizler i¢in, secilen izolatlarin MEA’a ekimi yapildi. Petri,
4 giin boyunca 28 °C’ de inkiibe edildi. Mikroskobik teshisler i¢in hazirlanan
preparatlar, gelismekte olan kolonilerin u¢ kisimlarindan steril igne uglu 6ze yardimi
ile almarak hazirlandi. Oze yardim ile alman 6rnekler Laktofenol damlatilmis
inceleme ortamia alindi ve mikroskop altinda Olgiimler yapildi, fotograflandi.
Mikrofunguslar cins seviyesinde, Barnett ve Hunter’in (1999) “Illustrated genera of
imperfect fungi” eseri ve Hasenekoglunmun "Toprak Mikrofunguslar:” kullanilarak

tanis1 yapilmistir [64].
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2.7.1.2 Makromorfolojik Analiz

Makromorfolojik analiz i¢in segilen izolatlar, farkli besiyerlerinde MEA,
PDA, SDA ve YEA, 15 giin boyunca 28 °C'de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda petrilerdeki kolonilerin makroskobik olarak biiylikliigii (mm cinsinden),
sekli, iistten ve alttan rengi, eksudasyon ve pigmentasyon olup olmadigi arastirildi
[65]. Kolonilerin gaplar1 6l¢iildii. Konidia rengi ve petrilerdeki kolonilerin iist ve alt

yiizeyleri incelendi, pigment renkleri kaydedildi ve fotograflandi.

2.7.2 DNA izolasyonu

PDA besiyerinde saf olarak iiretilen kolonilerin hif ve sporlari DNA
izolasyonu i¢in kullanildi. DNA izolasyonu i¢in DNeasy plant Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) kullanild1 ve kitin protokolii takip edildi [66].

2.7.3 PCR Reaksiyonu

Izole edilen DNA 6rnegi polimeraz zincir reaksiyonu deneyi ile cogaltildi. Bu

kapsamda kullanilan bilesikler (Tablo 2.2)’ de belirtilmistir.

Tablo 2.2: PCR reaksiyonunda kullanilan bilesikler.

Kullamila bilesikler Miktar
Kalip DNA Sul
PCR tampon (10X, Vivantis) Sul
MgCI2 [25 ITS (internal transcribed spacer)-mM, Vivantis] 3ul
DMSO 3ul
dNTP karisimi (10 mM, Vivantis) 0.8 ul
4 primeri (10 mMI) (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') 3ul
ITS-5m primeri (10 mM) (S’GGAAGGAGAAGTCGTAACAAG-3’) 3 ul
Taq DNA polimeraz (5 U/ul, Vivantis) 0.8 ul
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Bu bilesikler hazirlanarak belirtilen siirece sicakliklar uygulanarak PCR
cihaz1 ayarlandi (Tablo 2.3)’ de gosterildi. PCR {irinleri 0.5 pg/ml etidyum bromiir
iceren % 0.8” lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak mantarlara 6zgii DNA

bantlar1 (500-600 baz ¢ifti) ultraviyole 1s1k altinda incelendi [67, 68, 69].

Tablo 2.3: PCR reaksiyonu basamaklari.

Basamak Sicakhik Zaman Dongii Sayisi
On 1s1tma 94 °C 5 dk.
1. basamak 94 °C 45 sn.
2. basamak 55°C 45 sn. X 40 dongii
3. basamak 72 °C 2 dk.
4. basamak 72 °C 10 dk. X 1 dongii

2.8 Pigment Uretiminin Cesitli Faktorlere Karsi incelenmesi

2.8.1.1 Farkh Sicaklik Degerlerinin Koloni Gelisimi ve Pigment Uretimi

Uzerine Etkisi

Pigment olusumu ve koloni gelisimi iizerine farkli sicakliklarin (25 °C, 28 °C
ve 30°C) etkisinin belirlenebilmesi igin koloniler MEA” de 15 giin inkiibe edildi. Bu
uygulamalar sonucunda elde edilen kolonilerin g¢aplart mm cinsinden olgiildi
ortalamalari, standart sapmalari hesaplandi ve pigmentin agar igine difiizlenmesi

incelenerek 1+ ile 5+ arasinda pigment dagilimi degerlendirildi [70].

2.8.1.2 Farkh Element Konsantrasyonlarinin Koloni Gelisimi ve

Pigment Uretimi Uzerine Etkisi

Pigment olusumu ve koloni gelisimi iizerine farkli elementlerin (Demir stilfat,
Bakir siilfat ve Aliminyum siilfat) farkli konsantrasyonlarda (1000 pg/mL, 750
pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL) etkisinin belirlenebilmesi i¢in koloniler MEA
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besiyerinde 28 °C’de 15 giin inkiibe edildi. Calismada kolonilerin ¢aplart mm
cinsinden 6l¢iildi ortalamalari, standart sapmalar1 hesaplandi ve pigmentin agar i¢ine

difiizlenmesi incelenerek 1+ ile 5+ arasinda pigment dagilimi degerlendirildi [71].

2.8.1.3 Farkh pH Degerlerinin Koloni Gelisimi ve Pigment Uretimi

Uzerine Etkisi

Pigment olusumu ve koloni gelisimi {izerine farkli pH’larin (4.0, 5.5 ve 7.0)
etkisinin belirlenebilmesi i¢in koloniler MEA besiyerinde 28 °C’de 15 giin inkiibe
edildi. Yapilan ¢alismalarda kolonilerin ¢aplari mm cinsinden 6lgiildii ortalamalari,
standart sapmalar1 hesapland1 ve pigmentin agar i¢ine difiizlenmesi incelenerek 1+

ile 5+ arasinda pigment dagilimi degerlendirildi [72].

2.9  Kati Besiyerlerinde Pigment Uretimi

Pigment {iretimi amaciyla agar iceren besiyerlerine 6ncelikle 20 dakikada 121
°C’ de sterilizasyon islemi yapildi ve beg alevi yaninda besiyeri 10 mL olacak
sekilde petri plaklarna paylastirildi. Ekimleri tamamlanan petriler 15 giin boyunca

28 °C'de inkiibe edilerek pigment olusumu i¢in uygun kosullar saglandi [73].

2.9.1 Pigment Ekstresinin Hazirlanmasi

Inkiibasyon periyodu ve koloni bilyiimesi tamamlandiktan sonra petrilerde
pigment maddelerinin olusumu goriildii. Her petriye 2 mL Tween 80 ekleyerek
sporlart kazinarak uzaklastirildi. Petrilerin agarli kismi toplandi. Ethanol (w/v: 1/1)
eklenerek calkalayicidda (ZHWY-211D) 72 saat boyunca 26 °C’ de 160 rpm’ de
pigmentin etanol igerisine gegmesi saglandi1 [74]. Bu asamadan sonra 0,40 ve 0,20
um filtrelerden gegirildi. Kullanilan solvent bitene kadar donerli buharlastiric1 (IKA
RV 10 basic) ile konsantre edildi ve ¢eker ocakta (HedLab) 24 saat bekletildi. Ayrica
pigmentleri toz haline getirmek igin liyofilizator (Christ Alpha 1-2 LD) kullanild:
[75].
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2.9.2 Pigmentlerin Karakteristik Ozelliklerinin Belirlenmesi

2.9.2.1 Pigmentlerin Spektral Analizleri

Elde edilen pigmentlerin farkli solventler (su, asetik asit, etanol ve metanol ve
DMSO) ile 0,5g/0,5 mL olacak sekilde stok c¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan
¢ozeltilerden 500 mg/mL’ lik konsantrasyona ait farkli pH (1, 3, 5, 7, 9, 11, ve 13) ve
sicaklik (25, 40, 60, 80 ve 100) degerlerinde pigmentlerin spektrofotometrede 450
nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢iildii [ 76].

2.9.2.2 Hunter Renk Sistemine Gore Pigmentlerin Renk Tayini

Hunter renk sistemi 1950’lerde ortaya ¢ikmistir. Bu konuda standart yontem
ilk kez CIE gidalarin renkleri hakkinda karar vermek amaciyla (Commission
International de L’Eclairage) tarafindan 1931° de gelistirilmistir. Bu amacla cesitli
cthazlar ve yontemler gelistirilmistir. Ancak maddenin dalga boyu % yansima degeri
bilinerek bu maddenin rengi hakkinda karar vermek degisik gidalarin renk egrilerini
kullanarak kiyaslama yapmanin pek pratik bir yontem olmamas: iizerine bu yontem

daha sonra gelistirilerek Hunter renk sistemi ortaya ¢ikmistir [77].

Calismamizda pigmentlerin rengi Hunter kalorimetresi degerlerine gore ifade
edilecektir (Sekil 2.3). Hunter kolorimetresinde ii¢ renk degeri vardir; a* degeri
kirmiz1 veya yesilligi, b* degeri sarilik veya maviligi, L* degeri ise 0 (siyah) ve 100
(beyaz) arasindaki aydinlik derecesini 6l¢mektedir [78]. Bu ¢alismadaki renk analizi,
TUBITAK MAM Gida Endiistrisi tarafindan yapilmistir.
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Sekil 2.3: Hunter renk sistemi.

2.10 Aflatoksin Analizi

Bu c¢alismadaki aflatoksin analizi (Aflatoksin B1, Aflatoksin B2, Aflatoksin
Gl1, Aflatoksin G2) TUBITAK, MAM Gida Endiistrisi tarafindan yapilds.
Numunelerin analizinde iki ¢esit yontem kullanildi. Bunlardan ilkinde 6rneklerden
dogrudan enjeksiyon yapildi. Ikincisinde ise drneklerden 20 ml alinarak 200 ml PBS
ilave edildikten sonra Immunoafinite kolondan (Vicam, USA) saniyede yaklasik 1
damla akacak sekilde gecirildi. Daha sonra 2 kez 10 ml saf su gecirilerek yikama
yapildi. 1 ml metanol alind1 ve kolondan yavagsca gecirilerek amber renkli siseye
toplandi. 1 ml su ile islem tekrarlandi. Toplam hacim 2 ml olan ekstrakt 0.45 pm

siringa ucu filtreden stiziilerek HPLC’ye enjeksiyonu yapildi.

2.10.1 Kullanilan Cihaz ile Tlgili Ozellikler

Marka-Model: Shimadzu LC-10 A; Software: Class-Vp 5; Dedektor: RF-
10AXL Floresans dedektor Ex. :365nm, Em. :435nm, Mobil Faz: Su : Asetonitril :
Metanol 6:2:3 [(v/v/V)] karisim1 hazirlandi. Cozeltinin 1 litresine 120 mg potasyum
bromiir ve 350 MI nitrik asit ilave edildi. Kullanmadan once 0,45 pm'lik membran

filtre ile stizuldi.
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Kolon: ACE CI18 kolon 250*4.6mm, 5 um, Kolon Sicakligi: 35°C,
Enjeksiyon Hacmi: 100 pl, Akis Hizi: 1 ml/dk, Analiz Siiresi: 12 dakika, Kobra cell

tirevlendirme cihazi: R-Biopharm AG (Darmstadt, Almanya)

2.11 Kullanilan Cihazlar

Solventin buharlagtirilmasinda doéner buharlagtirict  kullanildi.  (Rotary
evaporator, IKA RV10 Basic) kullanildi. Ekstrelerin Mikroorganizmalarin uygun
sicakliklarda inkiibasyonu icin Elektro-Mag etiiv kullanildi. Cdzeltilerin  ve

inokulumlarin homojen karismasi igin Elektro-Mag vortex kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1  Toprak Orneklerinden Elde Edilen Mikrofungus Sayis

Manisa Akhisar Musaca koylinden toplanan toprak o6rneklerinin
mikrobiyotasinin incelenmesi sonucunda 1 gr toprakta en diisik ve en yiiksek
ortalama degerleri 9.100 ile 78.000 arasinda olmak tizere ortalama 50.170 birim
mikrofungus bulunmustur. Bu koloniler igerisinde Penicillium ve Aspergillus tiirleri

basta olmak iizere diger tiirler tespit edilmistir.

3.2  Toprak Orneklerinden izole Edilen Funguslar

Manisa Akhisar Musaca koylinden toplanan toprak o6rneklerinin
mikrobiyotasin1 incelemek amaciyla kalitatif ve kantitatif analizler sonucunda,
sonbahar mevsiminde alinan 17 ¢esit toprak 6rneginden “topragi sulandirma metodu”
ile 162 izolat elde edilmistir. Bu izolatlardan 5 tane pigment iretici fungus elde
edilmistir. Bunlar arasindan en koyu renk veren bir sar1 ve bir kirmizi izolat pigment
tiretici olarak belirlenmistir. Kirmizi pigment tiretici fungus (P. purpurogenum) A-17
nolu toprak Orneginden, sar1 pigment iretici fungus (P. canescens) ise A-4 nolu

toprak o6rneginden izole edilmistir.

3.3  Identifikasyon Bulgulari

Bu calismada kullanilan kirmizi pigment {iiretici ve sar1 pigment tiretici
suslarin, dizi analizi sonucu ilk olarak NCBI veri tabaninda niikleotid BLAST
yapilarak kontrol edildi. ITS-4 ve ITS-5 primerleri kullanilarak yapilan bir 6rnege ait

iki niikleotid dizisi ile elde edilmistir.

Morfolojik ve molekiiler analizlerin ardindan yapilan tiir tanis1 sonucunda iki

izolatin tlrlerinin tanis1 yapilmistir. Molekiiler olarak tanisi yapilan tiirlerin
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aralarindaki akrabalik iligkilerinin incelenmesi amaciyla filogenetik agaglar

cizilmistir. Filogenetik agaglar Sekil 3.1 ve Sekil 3.2 ‘de verilmistir.

Nelghbor Jolning Tree
NJoin: 1.43 %

C2613008-20170516042
Penicillium canescens

_ITPenicillium atrovenetum
enicillium novae-zeelandiae

Penicillium crustosum

Penicillium nalgiovense
Penicillium madriti

Aspergillus paradoxus
—Penicillium atramentosum

Penicillium simile

enicillium spathulatum

Sekil 3.1: P. canescens filogenetik agaci.

Nelghbor Jolning Tree

_I:C261 3007-20170515051
Penicillium purpurogenum clade 2

-’I—Ta laromyces(Penicillium) amestolkiae

Talaromyces(Penicillium) stollii
tenicillium aculeatum
Penicillium primulinum

Penicillium verruculosum

NJoin: 0.92 %

Penicillium calidicanium
Penicillium macrosporum
Penicillium pinophilum
———Penicillium mameffei

Sekil 3.2: P. purpurogenum filogenetik agaci.

3.4  Pigment Ureticilerine Ait Morfolojik Analiz Bulgulari

3.4.1 Pigment Ureticilerine Ait Mikromorfojik Bulgular

Mikromorfolojik analizler i¢in, se¢ilen izolatlarin MEA’da mikroskop altinda
goriintiileri fotograflandi. P. canescens ‘te konidia sert piiriizsiiz ve ¢aplart 2-2.5 um

oldugu belirlenmistir. Sterigma sayis1 4 tane olup 3-5 um arasindadir. Konidiyofor
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diizgiin septali, ve dallanmis olup uzunlugu 100-120 um arasinda degismektedir. P.
purpurogenum’ da konidia sert, piiriizsiiz ve ¢aplart 2.2-2.5 um globoz oldugu
belirlendi. Sterigma sayist 5-8 ile arsinda degismektedir, uzunlugu ise 7-10 pm
arasindadir. Konidiyofor diizgiin septalt uzunlugu 80-120 pm arasinda
degismektedir. Sekil 3.3 ve Sekil 3.4’ te mikroskobik goriintiilere ait fotograflar yer

almaktadir.

Sekil 3.3: P. canescens mikroskop goriintiileri.

Sekil 3.4: P. purpurogenum mikroskop goriintiileri.

3.4.2 Pigment Ureticilerine Ait Makromorfolojik Bulgular

P. purpurogenum’da ve P. canescens’de Kkoloni gelisimi {iizerine, farkli
besiyerlerinin (MEA, SDA, YEA, PDA) 28 °C ’de etkisi belirlendi ve bu
uygulamalar sonucunda elde edilen kolonilerin ¢aplart mm cinsinden Olgiilerek

sonuclar Tablo 3.1° ve Tablo 3.2°de verildi. Sekil 3.5, 3.6, 3.7, 3.8” de ise sonuclara
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ait fotograflar yer almaktadir. Farkli besiyerlerinde pigment iiretimi miktarinin

derecelendirilmesine ait sonuglar ise Tablo 3.3, 3.4 ve 3.5’ te verildi.

Tablo 3.1: P. purpurogenum tiiriinde farkli besiyerlerinin koloni bitylimesi iizerine etkisi.

Giinler MEA SDA YEA PDA

3. Gln 15+0.33 15+0.66 7+0.33 7+0.66
5. Giin 29+0.66 32+0.33 12+0.33 15+0.66
7. Gun 45+0.33 45+0.66 17+0.33 22+0.66
9. Gln 59+0.33 62+0.66 18+0.33 46+0.33
11. Giin 78+0.33 78+0.66 20+0.66 65+0.33
13. Giin 89+0.66 87+0.33 27+0.33 72+0.66
15. Giin 89+0.66 89+0.33 31+0.66 85+0.33

Tablo 3.2: P. canescens tiiriinde farkli besiyerlerinin koloni bityiimesi {izerine etkisi.

Gtinler MEA SDA YEA PDA

3. Glin 14+0.66 11+0.33 8+0.66 4+0.66
5. Gln 21+0.33 18+0.66 15+0.33 8+0.33
7. Giin 29+0.33 25+0.33 19+0.33 11+0.33
9. Giin 35+0.33 31+033 24+0.66 19+0.33
11. Giin 39+0.33 36+0.66 28+0.33 25+0.66
13. Giin 49+0.66 42+0.33 30+0.66 27+0.66
15. Giin 59+0.66 47+0.33 35+0.33 30+0.33

Tablo 3.3: Petri ylizeyinde pigment olusumunun derecelendirilmesi.

Petri yilizeyinde pigment olusumu %100 ise 5+
Petri yilizeyinde pigment olusumu %80 ise 4+
Petri ylizeyinde pigment olusumu %60 ise 3+
Petri ylizeyinde pigment olusumu %40 ise 2+
Petri yiizeyinde pigment olusumu %20 ise 1+
Petri yilizeyinde pigment olusumu %0 ise 0
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Tablo 3.4: Farkli besiyerleri i¢in P. purpurogenum’ da pigment olusumunun derecelendirilmesi.

Giinler MEA SDA PDA YEA
3. Giin 0 +0 0 0

5. Giin +1 +1 0 +1
7. Giin +2 +1 +1 +1
9. Giin +3 +1 +2 +1
11. Giin +3 +1 +3 +1
13. Giin +4 +1 +4 +1
15. Giin +5 +1 +5 +1

Tablo 3.5: Farkli besiyerleri i¢in P. canescens’ de pigment olusumunun derecelendirilmesi.

MEA SDA PDA YEA
3. Giin 0 0 0 0
5. Gln 0 0 0 0
7. Giin +1 +1 0 +1
9. Giin +2 +2 +1 +2
11. Giin +3 +3 +2 +3
13. Giin +4 +4 +3 +4
15. Giin +5 +4 +3 +5
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MEA SDA PDA YEA

3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Sekil 3.5: P. purpurogenum’ da pigment iiretiminde farkli besiyerleri i¢in petri kabinin istten

gortiniimii.
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Sekil 3.6: P. purpurogenum’ da pigment iiretiminde farkli besiyerleri i¢in petri kabinin alttan

gortiniimii.
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MEA SDA PDA YEA

3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Sekil 3.7: P. canescens’ de pigment tiretiminde farkli besiyerleri igin petri kabinin tistten goriiniimii.
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MEA SDA PDA YEA

3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Sekil 3.8: P. canescens’ de pigment iiretiminde farkl besiyerleri i¢in petri kabinin alttan goriintimi.
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3.5  Pigment Uretimine Etki Eden Faktérlere Ait Bulgular

3.5.1 Farkh Sicakhk Degerlerinin Koloni Gelisimi ve Pigment Uretimi
Uzerine Etkisine Ait Bulgular

P. purpurogenum’da ve P. canescens’de koloni gelisimi {izerine, farkli
sicakliklarin etkisi belirlendi ve kolonilerin ¢aplart mm cinsinden 6l¢iilerek sonuglar
Tablo 3.6 ve 3.7 de verildi. Sekil 3.9 ve 3.12 arasinda ise sonuglara ait fotograflar
yer almaktadir. Pigment iiretiminin derecelendirilmesine ait sonuglar Tablo 3.3

dikkate alinarak Tablo 3.8 ve 3.9’ da verilmistir.

Tablo 3.6: P. purpurogenum tiiriinde sicaklik degisimlerinin koloni biiylimesi tizerine etkisi.

Giinler 25°C 28°C 30°C

3. Giin 15+0.66 15+0.33 11+0.33
5. Gln 31+0.66 29+0.66 23+0.66
7. Giin 46+0.33 45+0.33 40+0.66
9. Giin 61+0.66 59+0.33 58+0.33
11. Giin 74+0.66 78+0.33 73+0.33
13. Giin 81+0.33 89+0.66 85+0.33
15. Giin 84+0.33 89+0.66 89+0.66

Tablo 3.7: P. canescens tiiriinde sicaklik degisimlerinin koloni biiylimesi {izerine etkisi.

Giinler 25°C 28°C 30°C

3. Giin 11+0.33 14+0.66 10+0.33
5. Giin 18+0.66 21+0.33 16+0.66
7. Giin 25+0.33 29+0.33 22+0.33
9. Giin 30+0.33 35+0.33 28+0.33
11. Giin 34+0.66 39+0.33 33+0.33
13. Giin 38+0.66 49+0.66 39+0.33
15. Glin 47+0.33 59+0.66 43+0.33
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Tablo 3.8: Farkli sicaklik degerleri i¢in P. purpurogenum’ da pigment olusumunun

derecelendirilmesi.

Giinler 25°C 28°C 30°C
3. Giin 0 0 0
5. Giin 0 +1 +1
7. Giin +1 +2 +2
9. Giin +3 +3 +3
11. Gin +3 +3 +4
13. Giin +4 +4 +5
15. Giin +5 +5 +5

Tablo 3.9: Farkli sicaklik degerleri i¢in P. canescens’ de pigment olusumunun derecelendirilmesi.

25°C 28°C 30°C
3. Gin 0 0 0
5. Gin 0 0 0
7. Giin +1 +1 +1
9. Giin +1 +2 +1
11. Gin +2 +3 +2
13. Giin +3 +4 +3
15. Giin +4 +5 +4
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Sekil 3.9 P. purpurogenum’ da pigment tiretiminde farkli sicaklik degerleri igin petri kabinin {istten
gorinimil.
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3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Sekil 3.10: P. purpurogenum’ da pigment iiretiminde farkli sicaklik degerleri i¢in petri kabinn alttan
goriinimii.
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3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GON

13.GUN

15.GUN

Sekil 3.11: P. canescens’ de pigment tiretiminde farkli sicaklik degerleri igin petri kabinin {istten
goriinimii.
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25°C 28°C 30°C

3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GON

13.GUN

15.GUN

Sekil 3.12: P. canescens’ de pigment {iretiminde farkli sicaklik degerleri igin petri kabinin alttan
gorinimil.
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3.5.2 Farkh Element Konsantrasyonlarinin Koloni Gelisimi ve Pigment

Uretimi Uzerine Etkisine ait Bulgular

P. purpurogenum’da ve P. canescens’de koloni gelisimi iizerine, demir
elementinin farkli konsantrasyonlarda (1000 pg/mL, 750 ug/mL, 500 ug/mL, 250
png/mL) 28 °C’de etkisi belirlendi ve bu uygulamalar sonucunda elde edilen
kolonilerin ¢aplari mm cinsinden olgiilerek sonuglar Tablo 3.10 ve 3.11°de verildi.
Tablo 3.12 ve Tablo 3.13” te pigment iiretiminin derecelendirilmesine ait sonuglar
yer alamkatadir. Sekil 3.13, 3.14, 3.15, 3.16” de ise pigment iiretimine ait fotograflar

yer almaktadir.

Tablo 3.10: P. purpurogenum tiiriinde demir (Fe) elementinin koloni biiylimesi lizerine etkisi.

1000 pg/mL 750 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL
3. Glin 15+0.66 15+0.66 15+0.66 15+0.66
5. Giin 30+0.66 31+0.66 32+0.33 32+0.33
7. Giin 46+0.66 46+0.66 47+0.66 48+0.33
9. Giin 60+066 62+0.66 63+0.33 64+0.33
11. Giin 73+0.66 754+0.66 76+0.33 77+0.66
13. Giin 81+0.33 85+0.33 85+0.66 85+0.66
15. Gin 85+0.33 88+0.66 89+0.66 89+0.66

Tablo 3.11: P. canescens tiiriinde demir (Fe) elementinin koloni biiylimesi {izerine etKisi.

1000 pg/mL 750 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL
3. Giin 10+0.66 11+0.66 11+0.66 12+0.33
5. Glin 18+0.33 19+0.33 20+0.66 20+0.66
7. Giin 24+0.33 28+0.33 29+0.66 31+0.33
9. Giin 30+0.66 34+0.33 38+0.33 38+0.66
11. Giin 38+0.33 43+0.66 47+0.33 47+0.66
13. Giin 46+0.33 49+0.33 51+0.33 51+0.66
15. Gin 51+0.66 59+0.33 60+0.66 62+0.33
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Tablo 3.12: Farkli demir Konsantrasyonlari i¢in P. purpurogenum’ da pigment olugumunun

derecelendirilmesi.

1000 pg/mL 750 pg/mL 500 pg/mL 250 ug/mL
3. Giin 0 0 0 0
5. Glin +1 +1 +1 +1
7. Giin +2 +2 +2 +2
9. Giin +2 +2 +2 +3
11. Gin +3 +3 +3 +3
13. Giin +3 +3 +3 +4
15. Giin +3 +3 +3 +5

Tablo 3.13: Farkli demir konsantrasyonlari i¢in P. canescens’ de pigment olusumunun

derecelendirilmesi.

1000 pg/mL

750 pg/mL

500 pg/mL

250 ug/mL

3. Gin

0

0

0

0

5. Gin

7. Giin

9. Giin

11. Giin

13. Giin

15. Gin

0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0
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3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Kontrol Grubu 250 pg/mL 500 pg/mL 750 pg/mL 1000 pg/mL

= L] i

Sekil 3.13: P. purpurogenum’ da pigment iiretiminde demir elementinin farkli konsantrasyonlar i¢in

petri kabinin iistten gériiniimii.
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3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Kontrol Grubu 250 500 750 1000

Sekil 3.14: P. purpurogenum’ da pigment iiretiminde demir elementinin farkli konsantrasyonlar i¢in

petri kabinin alttan gériiniimii.
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3.GUN

5.GUN

7.GON

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Kontrol Grubu

250 pg/mL

500 pg/mL

750 ng/mL

1000 pug/mL
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Sekil 3.15: P. canescens’ de pigment iiretiminde demir elementinin farkli konsantrasyonlar i¢in petri

kabinin iistten goriiniimi.
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3.GUN

5.GUN

7.GON

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Kontrol Grubu 250 pg/mL 500 ng/mL 750 pg/mL 1000 pg/mL

—
R
y.
A
| "

Sekil 3.16: P. canescens’ de pigment iiretiminde demir elementinin farkli konsantrasyonlar i¢in petri

kabinin alttan gériiniimii.
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P. purpurogenum’da ve P. canescens’de koloni gelisimi {izerine, bakir
elementinin farkli konsantrasyonlarda (1000 pg/mL, 750 pug/mL, 500 ug/mL, 250
pg/mL) 28 °C’de etkisi belirlendi ve bu uygulamalar sonucunda elde edilen
kolonilerin ¢aplart mm cinsinden olgiilerek sonuglar Tablo 3.14 ve 3.15’te verildi.
Pigment olusumuna ait sonuglar ise Tablo 3.16 ve 3.17° de yer almaktadir. Sekil

3.17, 3.18, 3.19, 3.20’ de ise sonuglara ait fotograflar yer almaktadir.

Tablo 3.14: P. purpurogenum tiiriinde bakir (Cu) elementinin koloni biiyiimesi tizerine etkisi.

1000 pg/mL 750 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL
3. Giin 18+0.33 18+0.66 19+0.33 19+0.33
5. Giin 26+0.33 26+0.33 27+0.66 28+0.33
7. Giin 38+0.66 39+0.33 41+0.33 41+0.66
9. Giin 53+0.33 56+0.33 58+0.66 59+0.66
11. Giin 68+0.33 69+0.33 73+0.33 74+0.33
13. Giin 79+0.33 79+0.66 80+0.33 80+0.66
15. Giin 89+0.66 89+0.66 89+0.66 89+0.66

Tablo 3.15: P. canescens tiiriinde bakir (Cu) elementinin koloni biiyiimesi tizerine etkisi.

1000 pg/mL 750 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL
3. Giin 9+0,.33 9+0.66 11+0.33 11+0.33
5. Giin 11+0.66 12+0.33 18+0.33 18+0.66
7. Glin 13+0.66 14+0.66 22+0.66 23+0.66
9. Giin 14+0.66 16+0.33 30+0.66 31+0.66
11. Giin 19+0.66 20+0.33 34+0.33 35+0.33
13. Gin 22+0.66 23+0.33 36+0.33 37+0.33
15. Giin 33+0.66 35+0.33 44+0.33 45+0.33
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Tablo 3.16: Farkli bakir konsantrasyonlari i¢in P. purpurogenum’ da pigment olugumunun

derecelendirilmesi.

1000 pg/mL 750 pg/mL 500 pg/mL 250 ug/mL
3. Giin 0 0 0 0
5. Giin 0 0 0 0
7. Glin 0 0 0 +1
9. Giin 0 0 0 +1
11. Giin 0 0 0 +1
13. Giin 0 0 0 +2
15. Giin 0 0 0 +2

Tablo 3.17: Farkli bakir konsantrasyonlari i¢in P. canescens’ de pigment olusumunun

derecelendirilmesi.

1000 pg/mL 750 pg/mL 500 pg/mL 250 ug/mL
3. Giin 0 0 0 0
5. Giin 0 0 0 0
7. Giin 0 0 0 0
9. Giin 0 0 0 +1
11. Giin +1 +1 +1 +1
13. Giin +1 +1 +1 +2
15. Giin +1 +1 +1 +2
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3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Kontrol Grubu 250 ng/mL 500 pg/mL 750 pg/mL 1000 pg/mL

Sekil 3.17: P. purpurogenum’ da pigment tiretiminde bakir elementinin farkli konsantrasyonlar i¢in

petri kabinin iistten goriiniimii.
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3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Kontrol Grubu 250 ng/mL 500 pg/mL 750 pg/mL 1000 pg/mL

Sekil 3.18: P. purpurogenum’ da pigment tiretiminde bakir elementinin farkli konsantrasyonlar i¢in

petri kabinin alttan goriiniimi
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3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Kontrol Grubu 250 ng/mL 500 pg/mL 750 pg/mL 1000 pg/mL

Sekil 3.19: P. canescens’ de pigment iiretiminde bakir elementinin farkli konsantrasyonlar i¢in petri

kabinin iistten goriinimii.
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3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Kontrol Grubu 250 ng/mL 500 pg/mL 750 pg/mL 1000 pg/mL

Sekil 3.20: P. canescens’ de pigment iiretiminde bakir elementinin farkli konsantrasyonlar i¢in petri

kabinin alttan gériiniimii.
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P. purpurogenum’da ve P. canescens’de koloni gelisimi {izerine, aliiminyum
elementinin farkli konsantrasyonlarda (1000 pg/mL, 750 pug/mL, 500 ug/mL, 250
pg/mL) 28 °C’de etkisi belirlendi ve bu uygulamalar sonucunda elde edilen
kolonilerin ¢aplari mm cinsinden olgiilerek sonuglar Tablo 3.18 ve 3.19’da verildi.
Sekil 3.21, 3.22, 3.23, 3.24’ de ise sonuglara ait fotograflar yer almaktadir. Pigment

olusumuna ait sonuglar ise Tablo 3.20 ve 3.21° de yer almaktadir.

Tablo 3.18: P. purpurogenum tiiriinde aliiminyum(Al) elementinin koloni bilyiimesi tizerine etkisi.

1000 pg/mL 750 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL
3. Giin 18+0.66 19+0.66 19+0.66 20+0.33
5. Giin 34+0.66 35+0.33 35+0.33 35+0.66
7. Glin 47+0.66 48+0.33 48+0.33 48+0.66
9. Giin 64+0.66 65+0.33 66+0.33 67+0.66
11. Giin 78+0.66 79+0.33 81+0.33 83+0.33
13. Giin 84+0.33 85+0.33 86+0.33 87+0.66
15. Giin 89+0.66 89+0.66 89+0.66 89+0.66

Tablo 3.19: P. canescens tiiriinde aliiminyum(Al) elementinin koloni biiyiimesi tizerine etkisi.

1000 pg/mL 750 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL
3. Giin 11+0.33 11+0.33 11+0.66 11+0.66
5. Giin 18+0.33 18+0.66 19+0.66 20+0.33
7. Giin 24+0.33 25+0.33 25+0.66 26+0.33
9. Giin 31+0.33 32+0.33 34+0.33 35+0.66
11. Giin 38+0.66 40+0.66 43+0.66 44+0.66
13. Gin 43+0.66 45+0.66 50+0.66 51+0.66
15. Giin 55+0.33 56+0.33 68+0.33 71+0.33
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Tablo 3.20: Farkl:t Al konsantrasyonlari i¢in P. purpurogenum’ da pigment olusumunun

derecelendirilmesi.

1000 pg/mL 750 pg/mL 500 pg/mL 250 ug/mL
3. Giin 0 0 0 0
5. Glin +1 +1 +1 +1
7. Glin +1 +1 +1 +1
9. Giin +2 +2 +2 +2
11. Giin +2 +2 +2 +3
13. Giin +2 +2 +2 +3
15. Giin +2 +2 +2 +3

derecelendirilmesi.

Tablo 3.21: Farkli Al konsantrasyonlar1 i¢in P canescens’ de pigment olusumunun

1000 pg/mL 750 pg/mL 500 pg/mL 250 ug/mL
3. Giin 0 0 0 0
5. Giin 0 0 0 0
7. Giin 0 0 +1 +1
9. Giin 0 0 +1 +1
11. Giin +1 +1 +2 +2
13. Giin +1 +1 +3 +3
15. Giin +1 +1 +3 +3
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3.GUN

5.GUN

7.GON

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Kontrol Grubu 250 ng/mL 500 ng/mL 750 pg/mL 1000 pg/mL

|
)
4
v
> /
= V
-

Sekil 3.21: P. purpurogenum’ da pigment iiretiminde aliminyum elementinin farkli konsantrasyonlar

icin petri kabinin tstten goriiniimii.
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3.GUN

5.GUN

7.GON

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Kontrol Grubu 250 pg/mL 500 ng/mL 750 pg/mL 1000 pg/mL

Sekil 3.22: P. purpurogenum’ da pigment tiretiminde aliiminyum elementinin farkli konsantrasyonlar

icin petri kabimn alttan goriiniimii.
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Kontrol Grubu 250 pg/mL 500 ug/mL 750 ng/mL 1000 pg/mL

3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Sekil 3.23: P. canescens’ de pigment iiretiminde aliminyum elementinin farkli konsantrasyonlar igin

petri kabinin iistten goriiniimii.

57



3.GUN

5.GUN

7.GON

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Kontrol Grubu 250 ug/mL 500 ng/mL

750 ng/mL

1000 pug/mL

P

—
- —

Sekil 3.24: P. canescens’ de pigment {iretiminde aliiminyum elementinin farkli konsantrasyonlar i¢in

petri kabinin alttan goriinimii.
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3.5.3 Farkh pH Degerlerinin Koloni Gelisimi ve Pigment Uretimi

Uzerine Etkisine ait Bulgular

P. purpurogenum’da ve P. canescens’de koloni gelisimi {lizerine, farkli pH
larm (4.0, 5.5 ve 7.0) 28 °C’de etkisi belirlendi ve bu uygulamalar sonucunda elde
edilen kolonilerin g¢aplar1 mm cinsinden 6lgiilerek sonuglar Tablo 3.22 ve 3.23’te
verildi. Sekil 3.25, 3.26, 3.27, 3.28’ de ise sonuglara ait fotograflar yer almaktadir.

Pigment olusumuna ait sonuglar ise Tablo 3.24 ve 3.25’ te yer almaktadir.

Tablo 3.22: P. purpurogenum tiiriinde pH degisimlerinin koloni biiylimesi iizerine etkisi.

pH 4.0 pH 5.5 pH7.0
3. Giin 19+0.66 15+0.33 18+0.33
5. Giin 34+0.66 29+0.66 33+0.66
7. Glun 48+0.66 45+0.33 47+0.33
9. Giin 63+0.66 59+0.33 65+0.66
11. Giin 78+0.66 78+0.33 78+0.66
13. Giin 83+0.33 89+0.66 83+0.33
15. Giin 89+0.66 89+0.66 89+0.66

Tablo 3.23: P. canescens tiiriinde pH degisimlerinin koloni biiyiimesi iizerine etkisi.

pH 4.0 pH 5.5 pH 7.0
3. Giin 10+0.66 14+0.66 14+0.66
5. Giin 17+0.33 214+0.33 18+0.66
7. Glin 23+0.66 29+0.33 28+0.66
9. Giin 30+0.33 35+0.33 34+0.66
11. Giin 36+0.33 39+0.33 38+0.66
13. Giin 40+0.66 49+0.66 46+0.66
15. Giin 49+0.66 59+0.66 56+0.33
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Tablo 3.24: Farkli pH degerleri igin P. purpurogenum’ da pigment olusumunun derecelendirilmesi.

pH 4.0 pH5.5 pH7.0
3. Giin 0 0 0
5. Gln +1 +1 0
7. Giin +2 +2 +1
9. Giin +2 +3 +2
11. Gun +3 +3 +3
13. Giin +3 +4 +3
15. Giin +3 +5 +3

Tablo 3.25: Farkli pH degerleri igin P. canescens’ de pigment olusumunun derecelendirilmesi.

pH 4.0 pH 5.5 pH 7.0
3. Giin 0 0 0
5. Gln 0 0 0
7. Giin +1 +1 +1
9. Giin +2 +2 +2
11. Giin +2 +3 +2
13. Giin +3 +4 +3
15. Giin +3 +5 +3
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pH4 pH 5,5 pH7

3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GUN

13.GUN

15.GUN

Sekil 3.25: P. purpurogenum’ da pigment tiretiminde farkli pH degerleri i¢in petri kabinin {istten

gorinimi.
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pH4 pH 5,5 pH7

3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GON

13.GUN

15.GUN

Sekil 3.26:

P

. purpurogenum’ da pigment {iretiminde farkli ph degerleri i¢in petri kabinin alttan

gorinimi.
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pH4 pH 5,5 pH7

3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GON

13.GUN

15.GUN

Sekil 3.27: P. canescens’ de pigment {iretiminde farkli pH degerleri igin petri kabinin iistten

gorinimi.
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pH4 pH 5,5 pH7

3.GUN

5.GUN

7.GUN

9.GUN

11.GON

13.GUN

15.GUN

Sekil 3.28: P. canescens’ de pigment iiretiminde farkli pH degerleri igin petri kabinin alttan

gorinimi.
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3.6  Kati Besiyerinde Pigment Uretimine Ait Bulgular

P.purpurogenum ve P. canescens, i¢in en fazla pigment iiretimi goriilen
besiyeri ortami, sicaklik, pH belirlendi. En iyi pigment olusumu igin; besiyeri olarak
MEA, 5.5 Ph ve 28 °C sicaklik segildi. Belirlenen kosullarda inkiibe edilen petrilerde
P. purpurogenum’da 5. giinden itibaren kirmizi, P. canescens’da 7. giinden sonra sari
pigment {iretimi gézlendi ve pigment {iretimi 15. giine kadar artarak devam etti (Sekil

3.29 ve 3.30).

Sekil 3.30: P. canescens MEA ile pigment tiretimi.
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3.7  Pigment Eksresinin Elde Edilmesi

Ekstraksiyon iglemi sonucunda P. canescens’e ait 1000 mL etanol
ekstresinden 5,6 gr koyu sart macunumsu, P. purpurogenum’a ait 1000 mL etanol

ekstresinden 5,8 gr koyu kirmiz1 macunumsu pigment ekstresi elde edildi.

3.8  Spektral Analizler

3.8.1 Pigment Ekstrelerinin Farkh Coziiciilerdeki Spektral Analizleri

Elde edilen sar1 ve kirmizi pigmentlerin farkli ¢oziiclilerde sirasi ile Su,
Etanol, Metanol, DMSO ve Asetik asit ¢6ziinme durumlari belirlendi. Orneklere ait
resimler Sekil 3.31 ve 3.32” de verildi.

Ayrica farkli solventler kullanilarak 500 mg/mL konsantrasyonundaki
pigment ekstresinin su, ethanol, methanol, DMSO ve asetik asit ile 450 nm dalga

boyundaki renk degisimlerine ait absorbans degerleri Sekil 3.33 ve 3.34” te verildi.

Sekil 3.31: P. canescens farkli solventler ile 500 mg/mL konsantrasyonundaki pigment ¢ozeltileri.
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Sekil 3.32: P. purpurogenum farkli solventler ile 500 mg/mL konsantrasyonundaki pigment

cozeltileri.

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Su

Etanol

Metanol

DMSO

Asetik
Asit

i P. canescens

0,245

0,203

0,484

0,536

0,642

P. canescens

Sekil 3.33: P. canescens’ in farkli solventlerde 500 mg/mL konsantrasyonundaki

pigment ¢ozeltilerinin 450 nm dalga boyundaki absorbans degerleri.
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2,4
1,8
1,2
0,6 '
P.purpurogenum

Su Etanol Metanol DMSO Asetik
Asit
H P.purpurogenum 0,906 0,732 2,305 2,836 2,251

Sekil 3.34: P. purpurogenum’ un farkli solventlerde 500 mg/ml konsantrasyonundaki

pigment ¢ozeltilerinin 450 nm dalga boyundaki absorbans degerleri.

3.8.2 Pigment Ekstrelerinin Farkh pH Degerlerindeki Spektral

Analizleri

P.purpurogenum ve P.canescens stok pigment g¢ozeltilerinin 500 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri farkli pH degerlerinde renk karakterizasyonu
bakimindan test edildi (Sekil 3.35 ve 3.36). P.purpurogenum ve P.canescens’ den
elde edilen pigmentlerin 500 mg/mL konsantrasyonunda farkli pH degerlerinde (1, 3,
5,7, 9, 11 ve 13) oda sicakliginda 450 nm dalga boyunda absorbans degerleri elde
edildi (Sekil 3.37).
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Sekil 3.35: P.purpurogenum 'un 500 mg/mL konsantrasyondaki pigment ¢ozeltisinin farkli
pH (1-13) degerlerindeki renk degisimi.

Sekil 3.36: P. canescens’in 500 mg/ml konsantrasyondaki pigment ¢ozeltisinin farkli pH (1-13)
degerlerindeki renk degisimi.

PH1 | PH3 | PH5 | PH7 | PH9 [PH11|PH 13
M P.purpurogenum| 0,305 | 0,318 | 0,418 | 0,447 | 0,655 | 0,371 | 0,279

L1 P. canescens 0,224 0,198 | 0,223 | 0,365 | 0,394 | 0,457 | 0,304

Sekil 3.37: P. purpurogenum ve P. canescens pigment ¢ozeltilerinin farkli pH degerlerindeki
absorbans degerleri.
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3.8.3 Pigment Ekstrelerinin Farklhi Sicaklik Degerlerindeki Spektral

Analizleri

P. purpurogenum ve P. canescens stok pigment ¢ozeltilerinin 500 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanan  ¢ozeltileri  farkli  sicaklik — degerlerinde  renk
karakterizasyonu bakimindan test edildi (Sekil 3.38 ve 3.39). P. purpurogenum ve P.
canescens’ den elde edilen pigmentlerin 500 mg/mL konsantrasyonunda farkli
sicaklik derecelerinin (25, 40, 60, 80 ve 100 °C) 450 nm dalga boyunda
absorbasyonlar degerleri elde edildi (Sekil 3.40).

Sekil 3.38: P. purpurogenum’ un pigment ¢ozeltisinin farkli sicaklik degerlerinde renk degisimi.

Sekil 3.39: P. canescens’ in pigment ¢ozeltisinin farkli sicaklik degerlerinde renk degisimi.
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0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

25°C 40°C 60°C 80°C 100°C
M P. purpurogenum| 0,652 0,656 0,682 0,689 0,625
L1 P. canescens 0,383 0,342 0,332 0,321 0,317

Sekil 3.40: P. purpurogenum ve P. canescens pigment ¢ozeltilerinin farkli sicaklik

degerlerindeki absorbans degerleri.

3.8.4 Hunter Renk Sistemine Gore Pigmentlerin Renk Tayini

Calismamizda pigmentlerin ekstre rengi Hunter kalorimetresi ile ¢ozeltilerin
rengi ise Color Grap (color detection) uygulamasi degerlerine (L*a*b*) gore

belirlenmistir. Sonuglar tablo 3.26 ve 3.27° de verilmistir.

Tablo 3.26: Hunter kalorimetresi degerleri.

Ornek L* a* b*
P. purpurogenum 5.02 3.89 2.09
P. canescens 5.13 3.48 2.21

Tablo 3. 27: Color grap (color detection) uygulamasi degerleri.

Ornek L* a* b*
P. purpurogenum 56.30 47.10 19.70
P. canescens 94.00 9.60 29.80
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3.9 Aflatoksin Analiz Sonug¢lari

Aflatoksin testleri sonucunda P.purpurogenum ve P. canescens’ te Aflatoksin
B, Aflatoksin B,, Aflatoksin G1, Aflatoksin G, varlig: tespit edilemedi. Sonuglar Ek-
E ve EK-F’ de verildi.
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4. TARTISMA

Bu caligma ile Manisa ili Akhisar ilgesi Musaca koyilinden alman toprak
orneklerinde bulunan mikrofunguslarin incelenmesi amaciyla yapilan kalitatif ve
kantitatif analizler sonucunda, sonbahar mevsiminde alinan 17 toprak Orneginin
“topragi sulandirma metodu” ile incelenmesine gore 162 izolat elde edilmistir. Tiir
zenginligi bakimindan Penicillium, Fusarium, Aspergillus, Mucor cinslerinin 6n
siralarda yer aldig1 goriilmektedir. Baskinlik durumlar1 ve koloni sayilar1 bakimindan
degerlendirildiginde ise Penicillium cinsinin ardindan Aspergillus ve Mucor

cinslerinin ilk siralarda yer aldigi goriilmiistiir.

Ayrica invitro ¢alismalarla, izole edilen funguslardan pigment iiretici tiirlerin
belirlenmesi amaclanmistir. Bu caligmada ayni1 zamanda sar1 pigment ireticisi P.
canescens ve kirmizi pigment {reticisi P. purpurogenum izolatlarinin pigment
liretiminin optimizasyonu ve pigment iretimine etki eden faktorlerin belirlenmesi

saglanmistir.

Fungus tiir sayisinin bitkiler {izerinde yasayanlar esas alindiginda 1.5
milyondan fazla oldugunu tahmin edilmektedir. Buna toprak, su ve organizmalardaki
funguslar da eklendiginde bu sayinin 5.1 milyonu gececegi diisiiniilmektedir [79, 80].
Heniiz tanilanan tiir sayisinin 70.000 civarinda oldugu diisiiniildiigiinde bu alanda
yapilacak pek c¢ok calisma ile pigment iireticisi fungusu izole etme olasiligini
arttirmaktadir. Calismamizda topraktan izole edilen fungus tiirleri iginden 5 tane
pigment iiretici fungus belirlenmistir. Bunlar arasindan 2 tane gii¢lii pigment iireticisi
segilmistir. Arastirma alan1 topraklarinda bulunan pigment {reticileri P.

purpurogenum ve P. canescens tiirleridir.

Gilinimiize gelinceye kadar Ascomycetes sinifina ait pigment lreticisi olarak
belirlenmis baz tiirler sunlardir: Monascus spp., (sar1 ve portakal rengi), Epicoccum
nigrum (sar1 ve portakal rengi), Paecilomyces sinclairii, (pH' a gore viole ve pembe),
Penicillium herquei (kirmizi, mavimsi yesil ve koyu kirmizi), Roesleria hypogea
(kirmizi), Penicillium atrovenetum (mavimsi yesil ve koyu kirmizi), Penicillium

oxalicum var armenica (Dark red), P. purpurogenum (portakal sari, portakal kirmiz1),
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Penicillium persicinum (kirmizimsi pembe), Penicillium fagi (yesilimsi mavi) [81].
Caligmamiz bugiine kadar literatlirde pigment iireticisi olarak yer almayan yeni bir
tirtin, P. canescens’in ve Urettigi sari pigmentin varligini ortaya ¢ikarmustir. P.

canescens’ in pigment tiretimi literatiirde ilk defa yer almaktadir.

Bu calismada P. purpurogenum ve P. canescens’ e ait farkli besiyerlerinde
pigment olusumu ve koloni biiylimesine ait sonuglar incelendiginde; en fazla
pigment tretimi ve koloni biiyiikliigiine MEA besiyerinde ulasilmistir. Farkli
element konsantrasyonlarinda pigment olusumuna ait sonuglar incelendiginde; P.
purpurogenum’da demir elementinin 1000, 750, 500, 250 pg/mL’hik
konsantrasyonlarinin koloni biiylimesini etkilemedigi ancak pigment olusumunu
azalttig1 belirlenmistir. Ayn1 kosullarda P. canescens incelendiginde demir

elementinin pigment iiretimini tamamen durdurdugu goriilmiistir.

Bakir elementine ait sonuclar incelendiginde ise P. purpurogenum’da koloni
bliylimesinin azaldigr pigment {iretiminin 250 pg/mL’lik konsantrasyon disinda
tamamen durdugu goriilmiistiir. Ayni kosullarda P. canescens’ te koloni biiyiimesi ve
pigment iiretiminin azaldig1 agik sekilde goriilmiistiir. Aliminyum elementine ait
sonuglar incelendiginde ise, koloni biiylimesi ve pigment {iretimini en az etkileyen
element oldugu goriilmiistiir. Farkli pH’larda yapilan caligmalar incelendiginde pH
degisiminin pigment iiretimini azalttigi goriilmistir. Yapilan calismalar dikkate
alindiginda en iyi pigment iiretim kosullar1 28 °C* de MEA besiyeri ve 5.5 pH olarak

belirlenmistir.

Funguslarin toprak icerisindeki dagilimlar1 ve ¢esitlilikleri, ortamdaki enerji
kaynaklar1 ile alakalidir. Yasama alanina ait spesifik ozellikler tiirlerin ¢ogalma,
dagilma ve yasama sansini belirleyen faktor olarak gosterilebilir. Toprak funguslar

icin topragin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin 6nemli oldugu bilinmektedir [82].

Pradeep ve Pradeep (2013) Fusarium tiirleri iizerine yaptiklari ¢aligmada
pigment biyosentezinin kiiltlir kosullarina ve inkiibasyon siiresine bagli oldugunu
belirlemiglerdir. Besi ortamina eklenen farkli karbon ve nitrojen kaynaklarinin,
mineral tuzlarinin, amino asit katkilarinin fungal gelisimi ve iiretilen pigmentlerin
sentezini degistirdigini gostermislerdir. Kiiltiir gelisimi i¢in 28 °C sicaklikta 5.5

pH’da 8 giinliik inkiibasyon siiresini optimum olarak belirlemislerdir [83, 84, 85].
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Caligmamizda farkli besiyerlerinde pigment olusumu ve koloni biiylimesi
incelendignde; P. purpurogenum ve P. canescens i¢in 28 °C* de MEA besiyerinde en

1yi koloni biiyiikliigiine ve maksimum pigment liretimine ulasildigi gozlendi.

P. purpurogenum’ dan elde edilen kirmizi pigmentin ve P. canescens’ ten
elde edilen sar1 pigmentin 500 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltisi farkli pH

ve sicaklik degerlerinde renk karakterizasyonu bakimindan test edildi.

Velmurugan ve ark. (2010) canlilarin 15181 algilama ve tepki verme
yetenegini, farkli renkteki 1sik etkilerini kullanarak, farkli renk tonlarina sahip
(kirmiz1, pembe, kirmizimsi-kahverengi ve sar1 gibi) bes pigment iireticisi tiir (M.
purpureus, Isaria farinosa, Emericella nidulans, F. verticillioides ve P.
purpurogenum) iizerinde arastirmiglar [86, 87], ve fungal biyokiitle, hiicre dis1 ve
hiicre i¢i pigment verimi lizerindeki 1518in degerlendirmislerdir. Segilen tiirlerden
pigmentin {iretimi i¢in 25 + 2 °C’ de 7 giin boyunca hiicre dist ve hiicre ici
biyokiitlelerinin biiylime miktarinin ve pigment {iretiminin karanlikta sirasiyla
36.7542.1, 29.70+£2.6, 32.20£1.6, 30.80+2.2 ve 32.90+1.9 OD/g seklinde arttigini
bildirmiglerdir [88, 89]. Bizim ¢aligmamizda kati1 besiyerinde karanlik ortamda

pigment iiretiminin 15. giine kadar devam ettigi belirlendi.

Christiana (2016) Monascus gida renklendirici tiretimi igin ilk ve en ¢ok
incelenen fungus tiiriidiir. Giintimiizde Penicillium, Fusarium, Aspergillus,
Talaromyces ve Paecilomyces gibi bir¢ok tiir pigment iiretiminde kullanilmaktadir.
Cogu fungus susu tarafindan pigment tiretimi igin besiyerinin optimum pH degerleri
4 ile 7 arasinda degismektedir. Ancak, birka¢ susun optimum pH degeri 3 ve 9
arasindadir. Optimum pH degeri de pigmente baghidir. Cogu fungus tiirii tarafindan

pigment iiretimi i¢in optimum sicaklik 24-30 °C arasinda degigsmektedir [90].

Pradeep ve ark. (2013) F. moniliforme iizerinde yaptiklar1 ¢aligmada pigment
tiretiminde optimal pH’ in 5.5 oldugunu belirtmislerdir [91]. Ayrica Velmurugan ve
ark. (2010) I. farinosa [92], Visalakchi ve Muthumary (2010) Monodictys castaneae
[93], Méndez ve ark. (2012) P. purpurogenum ve yaptiklari benzer ¢alismalarda
pigment iiretimi i¢in optimal pH’ in 5 oldugu belirtmislerdir [94-95]. Calismamizda
28 °C’ de ve pH 5.5’ te P. purpurogenumdan’ den ve P.canenscens’ ten en yiiksek

verimde pigment liretimi saglandi.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calisgmada amag¢ tamamen organik olan fungal pigmentlerin endiistriyel
olarak kullanilmasini saglamak ve sentetik boyar maddelere alternatif olarak dogayla
barisik, cevreye zararsiz ve ¢esitli alanlarda (gida, tekstil ve halicilik) ihtiyag¢ duyulan
pigmentleri elde etmektir. Bu amagcla, bundan sonra yapilabilecek calismalarda,
cesitli analizler ile (mikotoksite testleri, genotoksite, yapi analizleri) pigmentin
giivenilirligi ve yapisinin aydinlatilmasi hedeflenmektedir. Cesitli c¢alismalarin
yapilmas: fungal pigmentlerin endiistriyel olarak kullaniminin yayginlagsmasinin

Ontinii agacaktir.

Bu calisma ile, ekosisteme zarar vermeyen ve insanlarin saglhigi iizerinde
olumsuz etkileri olmayan yeni dogal bir pigmentler ortaya ¢ikarilmistir.
Mikroorganizmalar birer fabrika olarak is gorerek temiz bir sekilde pigment
iiretebilir. Uretim prosesi daha basittir. Isletme giderleri yiiksek degildir. Yiiksek 1s1,
basing gerektirmez. Bu durum pigment {iretimi acisindan endiistriyel olarak bir
avantaj saglayacaktir. Fungal pigment iiretimi kimyasal pigment iiretimlerine gore

daha ucuz bir yontemdir.

Ayrica gevre ve iklim kosullarina bagl olmaksizin her istenildiginde piyasaya
arz edilebilir. Bu nedenle daha ileri ¢alismalarda hacim biiyiitme (yiin, kumas) ve

haslik gibi 6zellikleri endiistiriyel olarak ta arastirilmalidir.
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Ek D : P. purpurogenum’ e ait hunter renk analiz sonuclari
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Ek E: P. canescens’ e ait aflatoksin analiz sonuclari
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