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OZET

PENICILLIUM MALLOCHII SUSUNUN PiIGMENT URETIMI,
KARAKTERIZASYONU VE PIGMENT URETIMINE ETKi EDEN
FAKTORLERIN BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZI
YOUCEF BOUHRI
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR.TULIN ASKUN)
BALIKESIR, HAZIRAN-2018

Gilinlimiizde sentetik boyalarin kullanilmasinin ¢evre ve insanlarda iizerinde
zararl etkilerinin oldugu, insanlarda goriilen alerjik astim, toksijenik ve karsinojenik
hastaliklara sebep oldugu bilinmektedir. Bu nedenle dogal kaynaklardan insanlara ve
cevreye zarar vermeyen dogal pigment arayisi tiim diinyada devam etmektedir.
Funguslardan pigment elde etmeye yonelik ¢alismalar oldukc¢a yenidir. Bu ¢alismada
kullanilan kirmizi-turuncu pigment iretici sus, Penicillium mallochii, molekiiler
yontemlerle tanilandi ve pigment {iretimi arastirildi.

Pigment tiretiminde farkli besiyerleri kullanildi ve en yiiksek verim Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) besiyerinden elde edildi. SDA besiyerinde farkli sicaklik ve
farkli pH’ larda, hem aydinlik hem de karanlik 18 giin boyunca inkiibe edilen fungusun
pigment liretimine sicaklik ve pH’ 1n etkileri arastirildi. Pigment ekstresi elde etmek
icin fungus filamentleri uzaklastirilmis agar bloklar1 ethanol (w/v: 1/1: g:mL) igerisine
alind1 ve 72 saat 26 °C’ de 160 rpm’ de ¢alkalamali inkiibatdrde birakildi ve sonra filtre
edildi. Cozeltiden solvent doner buharlastirici ile daha sonra ekstre liyofilize edilerek
turuncu-kirmizi pigment (25mg/mL) elde edildi.

En yiiksek pigment liretimi fungusun karanlik ortamda, pH 5’ te ve sicaklik
30 °C’ iretildiginde de goriildii. En fazla pigment (28 g/L) SDA besiyerinden elde
edildi. Pigment ¢ozeltisinin farkli pH, farkli sicakliklar ve farkli solventler ile renk
karakterizasyonu yapildi.

Sonug olarak spektofotometrede 450 nm dalga boyunda belirlenen renk
absorbansinin pH (2-12) ve sicaklik (25 °C-100 °C) arasinda degismedigi belirlendi.
Ayrica solvent olarak su, etanol ve asetik asit kullanildiginda spektofotometrede
okunan degerler arasinda en yiiksek absorbans degeri etanolde elde edildi.

Funguslarin dogal pigment iireticisi olarak kullanilmasinin ¢evre ve canlilar
tizerinde olumsuz etkilere neden olmamasi, funguslari1 avantajli hale getirmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Karakterizasyon, optimal, pigment iiretimi, Penicillium

mallochii, renk.



ABSTRACT

OPTIMIZATION OF PIGMENT PRODUCTION OF PENICILLIUM
MALLOCHII ISOLATE OF ORANGE-RED PIGMENT MAKER AND
DETERMINATION OF FACTORS AFFECTING PIGMENT PRODUCTION

MSC THESIS
YOUCEF BOUHRI
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCES
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 human beings, causing allergic asthma, toxigenic and carcinogenic
diseases in humans. For this reason, the search for natural pigments that do not harm
people and the environment from natural sources continues all over the world. For this
reason, the search for natural pigments that do not harm people and the environment
from natural sources continues all over the world.The investigation to obtain pigments
from fungi are quite new. The red-orange pigment producing strain, Penicillium
mallochii, used in this study was identified by molecular methods and pigment
production was investigated.

Different media were used for pigment production and the highest yield was
obtained from Sabouraud Dextrose Agar (SDA) medium. Temperature and pH effects
on pigment production of fungi incubated for 18 days in both light and dark at different
temperatures and different pH on SDA medium were investigated. To obtain the
pigment extract, the fungus filaments were removed from the agar surface and then the
agar blocks were taken up in ethanol (w/v: 1/1: g: mL) and left in a shaking incubator
at 160 rpm at 26 °C for 72 hours and then filtered. The solvent was removed by rotary
evaporator and the orange-red pigment extract was lyophilized (25 mg/mL). The
highest pigment production fungus was obtained when the fungus was produced in the
dark at pH 5 °C and temperature 30 °C. The highest pigment (28 g/L) was obtained
from SDA medium. The color characterization of the pigment solution was made with
different pH, different temperatures and different solvents. As a result, it was
determined that the color absorbance determined at 450 nm wavelength in
spectrophotometer did not change between pH (2-12) and temperature (25 °C-100 °C).
Furthermore, when water, ethanol and acetic acid were used as solvents, the highest
absorbance value was obtained in ethanol, among the values read in the
spectrophotometer. The fact that the use of fungi as natural pigment producers does
not cause adverse effects on the environment and the living things makes fungus
advantageous.

KEYWORDS: Characterization, optimal, pigment production, Penicillium mallochii,

color.
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ONSOZ

Insan ve doga bir biitiin ise bilimin amac1 doganin gergegini anlamak ve onu
muhafaza etmektir. Bu amagla, yaptigim tez ¢alismam, 2016-2018 yillar1 arasinda
yiiksek lisans funguslardan dogal pigment iiretimi ile dogal boyar madde ¢evreye ve
insanlara zarar vermeyen, sentetik ve azo boyalarin yerine bir alternatif olusturacak
ayni zamanda endiistriyel olarak da kullanilabilecek bir dogal pigment arayisi idi.
Calismamizda elde ettigimiz sonuglarin bu hedefimizi gergeklestirmeye olduke¢a yakin

oldugumuz gérmekten dolayr mutluyuz.

Bu ¢alismamin siirecinde bana her konuda destek veren, bilimsel goriisiiyle,
azmiyle ve katkilariyla yardimini esirgemeyen ve danigmanligimi iistlenen Sayin Prof.
Dr. Tilin ASKUN’ a tesekkiirlerimi sunuyorum. Calismam sirasinda bana
yardimlariyla katkida bulunan Sayin Yar. Dog. Dr. Gérkem DENIiZ SONMEZ’ e
tesekkiir ederim.

Bu yiiksek lisans ilk doneminde belli bir sebepler dolayr danismanligim
degisikligi yaptigimi ve anlayish bir sekilde karsilasan ve bana her daim hem maddi
hem manevi destek veren icin eski danismanim Dog¢. Dr. Hatice YILDIRIM’ da
saygimi, sevgimi ve tesekkiirlerimi sunuyorum.

Ayrica beni biiyiitiip yetistiren ve egitim hayatim boyunca hem yakin iken
hemde uzak iken her daim manevi ve maddi destek veren ailem 6zellikle annem Baya
OURIHANE ve babam Fodil BOUHRI' ye biitiin i¢ten duygularimla tesekkiir ederim.

Gurbette beni yabanct oldugumu hi¢ hissettirmeyen hocalarima, egitim
arkadaslarima tesekkiirii borg bilirim.

Unutamayaca@im ki, hi¢ bir beklentisi olmadan her konuda bana destek veren,
arkamda duran, hi¢ esirgemeyen elinden geleni ne varsa benim igin yapan, dogru yolu
gosterip onu benim icin aydinlatan, annem gibi olan Sayin Prof. Dr. Giilendam
TUMEN’ e ve tamdigim o giizel insanlara sonsuzca saygimi, sevgimi ve
tesekkiirlerimi iletirim.

Balikesir Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi'ne ve Biyoloji
Bolimii 6gretim gorevlilerine ve laboratuvar arkadaslarima desteklerinden otiirii
tesekkiir ederim. Bu kutlu siirecten sonra daha da bir s6z varsa, o s6z sudur “verdiginiz

kadar alacaksiniz”.



1.  GIRIS

Penicillium genusuna ait funguslar diinyadaki en yaygin organizmalardir.
Antarktika’ dan Gronland’ a kadar aranan her yerde bulunmuslardir. Penicillium
sporlarindan armmmis bir toprak Ornegi veya c¢iiriiyen bitki ortiisii bulmak zordur.
Bununla birlikte, son 20 yilda yapilan ¢alismalar Penicillium tiirlerinin gelismesinin
genellikle substrata 6zgii oldugunu gostermistir. Taksonomideki gelismeler, yaygin
olarak izole edilen baz tiirlerin, yalnizca kirletici maddeler olarak gidalarda goriilen
toprak funguslart olduklarini, bazilarinin ise gida kaynakli oldugunu, elverisli
kosullarda yiiksek bir bozulmaya potansiyeline sahip olduklarini gostermistir. Cogu
Penicillium tiirleri Aspergillus’ lar kadar belirgin bir bozulmaya neden olmazlar.
Penicillium tiirleri daha az yaygindir ve gelisimi sinirlidir. Bununla birlikte
Penicillium tiirleri gida bozulmasinin 6nemli bir nedenidir. Bu yaygin kontamine edici
tirlerin substratlarina bagli olarak tanilanmasi; hem kontaminasyon sorunun
aydinlatilmasina, hem de fungal zararlarin Onlemesi ve muhtemel mikotoksin
kontaminasyonu ile ilgili konularin ¢6ziimlenmesine ¢ok yararl olabilmektedir. Genel
olarak Penicillium izolatlarinin tanilanmasi kolay degildir. Bununla birlikte, tiirlerin

tizerinde gelistigi substratlarina gz oniine alinmasi, tan1lamada bilgi saglayabilir [1].

1.1 Taksonomi

Literatiire gore Penicillium genusunun tamamlanmis taksonomisinde yiiz elli
tiir tespit edildi ancak daha sonraki ¢aligmalar bu saymin daha da yiiksek oldugunu
gostermektedir [2]. Penicillium sayisi, en son yapilan derleme caligmalarina goére
yaklasik 350 tiir olarak belirlenmistir [3]. En az 50 tiir yaygin olarak bulunmaktadir
[4]. Tim yaygn tiirler sentetik veya yar1 sentetik ortamlarda biiyiir ve yayilir, genelde
genus seviyesinde kolayca tanimnirlar. Penicillium’ da smiflandirma esas olarak
mikroskopik morfolojiye dayanmaktadir. Bu morfoloji, Penicillium ana konidiyofor
hiicrelerinde (stipes) bulunan sterigmatalar (konidya iireten elementler), metula, rami
(sterigmatalar1 destekleyen elementler) sayisina ve diizenine dayanan alt-genuslar

igerir. Pitt’ in (1979) smiflandirmasi dort alt-genus igerir: Aspergilloides, burada



sterigmata direkt olarak destek elemanlar1 araya girmeksizin konidiyofor tarafindan
tasinir; stregmatalarin metula tarafindan desteklendigi Furcatum ve Biverticillium’ da
hem metula hem de rami (ramus) bulunur (Sekil. 2). Onemli besin bozulmasina neden

olan (toksijenik) tiirlerinin ¢ogunlugu Penicillium alt-genuslarinda bulunur [2].

1.1.1 Penicillium Sistematikteki Yeri

Kingdom:  Fungi

Division: Ascomycota

Class: Eurotiomycetes

Order: Eurotiales

Family: Trichocomaceae
Genus: Penicillium Link (1809)

1.2 Penicillium ozellikleri

Penicillium’ lar ¢ok cesitlidir ve kozmopolit mantarlar olup, bu genus icinde
yaklagik 350 tiir tanimlanmaktadir. Dort alt-genus Aspergilloides, Penicillium,
Furcatum ve Biverticillium' a boliinmiistiir; Son zamanlarda ilk ti¢ii Penicillium

genusuna, Talaromyces ise alt-genus olan Biverticillium' a dahil edilmistir [3].

Tallus tipik olarak ¢ok dalli, ¢ok c¢ekirdekli, septatli, genellikle renksiz
hiflerden olusur. Konidiyosporlar, mantarlarin baslica yayilma yoludur ve ¢ogunlukla
yesil, sar1 yesil, sar1 ve mavi vb renktedirler. Eseyli ireme, bir askogenum ve bir
anteridiumun birlesip cekirdeklerinin askogonuma aktarilmasi ve etraflarinin bir
periderma ile sarilmasiyla baglayan karyogami, mayozis ve mitozis ile devam eden
askosporlarin tiretimini igerir. Diizensiz yayilan askuslarda, her biri sekiz tek hiicreli

askospor igerir [4].



1.2.1 Penicillium Morfolojisi

1.2.1.1 Penicillium Makromorfolojisi

Tanilama besiyerlerinde koloni 0&zellikleri ve ¢aplart tiir tanimlamada
kullanilan 6nemli 6zelliklerdir. Bu besiyerlerinden Czapek Maya Autolysate Agar
(CYA) ve Malt Extract agar (MEA, Oxoid) kullanim1 olduk¢a yaygindir. Ayrica pek
cok laboratuvar Difco MEA’ 1da tercih eder. Modern taksonomik arastirmalarda iki
farkli MEA formiilasyonu yer almaktadir. Blakeslee’ nin MEA' 1 tarihsel olarak yaygin
kullanilmistir. ATCC Medium: 325 Malt Extract Agar (Blakeslee's formiilii) olarak
bilinmektedir. Firmlara gore MEA igerigi Tablo 1.1’ de verilmistir [5].

Tablo 1.1: Morfolojik karakterizasyon i¢in kullanilan besyierleri ve stok ¢ozelteleri.

MEA Oxoid (pH 5.4 £ 0.2)

icerik Miktar
Malt Extract 30.0g
Mikolojik pepton 509
Agar 1509

1000 mL Distile suya tamamlanir [6].

MEA difco (pH 4.7 £ 0.2)

icerik Miktar
Maltoz, Technical 12.75¢g
Dekstrin 2.75¢
Gliserol 2.35¢
Pepton 0.78 g
Agar 1509

1000 mL Distile suya tamamlanir [7].

Malt Extract Agar (Blakeslee formu) (pH 5.3 +0.2)

icerik Miktar
Malt Extract 20.0g
Dekstroz 20.0¢
Pepton 109
Agar 18.0¢g

1000 mL Distile suya tamamlanir [8].




Asagidaki alternatif besiyerleri, taksonomik karakterleri gézlemlemek igin

kullanilmaktadir; Czapek agar1 (CZ), Yeast Extract Sucrose Agar (YES), Oatmeal agar
(OA), Creatin Sucrose Agar (CREA), Dichloran % 18 Gliserol agar1 (DG18),
Blakeslee's MEA ve CYA ile % 5 NaCl (CYAS) ve Czapek Yeast Agar (CYA) [5].

Besiyerlerin igerigi Tablo 1.2° de verilmistir.

Tablo 1.2: Taksonomik karakterleri gézlemlemek igin kullanilan besyierleri ve stok ¢6zelteleri.

Czapek stock solution (100 ml) (Pitt 1979)

icerik Miktar
NaNCs NaNCs 30.0¢
KCI 509
MgSQO4 7H20MgSO4 7H20 509
FeSO4 7H,OFeSO4 7H> 01g
1000 mL Distile suya tamamlanir [2].

Creatine Sucrose Agar (CREA, Frisvad 1981) PH 8.0 £+ 0.2.

Icerik Miktar
Sakaroz 30.0g
Kreatin 1 H.O 3.0¢9
KsPO4 7TH20 1649
MgSO4 7H20 059
KCI 059
FeSO4 7H20 0.01g
Iz element stok ¢ozeltesi 1mil
Bromocresol purple 0.05¢
Agar 2009
1000 mL Distile suya tamamlanir [9].

Czapek Yeast Autolysate agar (CYA, Pitt 1979) PH 6.2 + 0.2.

icerik Miktar
Czapek konsantresi 10 ml
Sakaroz 30.0g
Yeast Extract (Difco) 50¢9
K2HPO4 10g¢g

Iz element stok ¢ozeltesi 1ml
Agar 2009

1000 mL Distile suya tamamlanir [2].




Tablo 1.2° devama:

Czapek's Agar (CZ, Raper ve Thom 1949)

Icerik Miktar
Czapek konsantresi 10 ml
Sakaroz 30.0g
Iz element stok cozeltesi 1ml
Agar 2009

1000 mL Distile suya tamamlanir [10].

Dichloran 18 % Glycerol Agar (DG18, Hocking ve Pitt 1980) PH 5.6 + 0.2.

Icerik Miktar
Dichloran-Gliserol-Agar-baz (Oxoid) 315¢
Gliserol (susuz) 22009
Iz element stok ¢coziimii 1ml
Kloramfenikol 0.05¢
Agar 2009

1000 mL Distile suya tamamlanir, otoklavdan sonra 0.05 klortetrasiklin eklenilir
[11].

Yeast Extract Sucrose Agar (YES, Frisvad 1981) PH 6.5 + 0.2.

icerik Miktar
Yeast extract (Difco) 20.0g
Sakaroz 150.0 g
MgSO4 7H20 059

[z element stok ¢ozeltesi 1mil
Agar 2009

1000 mL Distile suya tamamlanir [9].

Oatmeal Agar (OA, Samson ve ark. 2010) PH 6,5 £+ 0.2.

icerik Miktar
Yulaf ezmesi / gevregi 30.0¢
Iz element stok ¢ozeltesi 1ml
Agar 20.0¢

1000 mL Distile suya tamamlanir [12].




Tablo 1.2° devama:

iz element stok ¢ozeltisi (100 ml)

Icerik Miktar
CuS0O4 5H,0CuS0O4 5H20 05¢g
ZnS04 TH2,0ZNnSO4 7H20 01g

1000 mL Distile suya tamamlanir [8].

Czapek Yeast Autolysate Agar ile 5 % NaCl (CYAS) PH 6.2 + 0.2.

icerik Miktar
Czapek konsantresi 10 ml
Sakaroz 30.0g
Yeast Extract (Difco) 5049
K2HPO4K2HPO4 109

Iz element stok ¢ozeltesi 1ml
NaCl 50.0¢g
Agar 2009

1000 mL Distile suya tamamlanir [8].

CZ agar Raper ve Thom (1949) ve Ramirez (1982) tarafindan taksonomik
analizlerde kullanildi ve kimyasal olarak iyi sonuclar gdsterdi. Bununla birlikte,
Penicillium caligmalar1 igin yaygin olarak kullanilmamaktadir. YES, tiirlerin
metabolitlerinin belirlenmesi i¢in dnerilen ortamdir. Eseyli cogalan suslar OA besiyeri
tizerinde yetistirildiginde siklikla degerli taksonomik bilgiler saglar. Asit iiretimi,
CREA' daki renk reaksiyonuyla (mordan sartya kadar) gozlenir ve yakindan iligkili
tiirleri ayirt etmek icin genellikle faydalidir [10, 13].

Dichloran 18 % Glycerol agar (DG18) ve Czapek Yeast Autolysate agar ile %5
NaCl (CYAS) genellikle diisiik su aktiviteli ortamlardaki biliylime oranlar ile ilgili
yararli bilgiler elde etme amaciyla kullanilir. Tutarli konidyal renkler i¢in, eser
element olarak ¢inko siilfat ve bakir siilfat (100 ml damitilmis suda 1 g ZnSQO4.7H20
ve 0.5 g CuS04.5H20) kullanilir; ¢iinkli eser elementlerin pigment tiretimi de igin
kritik 6nem tasidig literatiirde goriilmektedir [5]. Visagie ve ark. (2014) agar ayrica

kullanilan igeriginin koloni goriiniimiinii etkiledigini gdsterildi [11].

Petri  kaplar1 hava alis-verisini  izin verdiginden dolay1  kiltir

karakteristiklerinin gozlemesi i¢in en uygun secenek cam petri kaplaridir, polistiren



petri kaplar1 bu kullanima uygun degildir [2]. Petri parafilm ile sarildiginda hava

degisimini kisitlayarak ¢ogu zaman biiylimeyi ve sporiilasyonu engellemektedir [14].

Petri kaplarinda yapilan kiiltiirlerde inkiibasyon sonrasinda koloni ¢aplari
oOlgiiliir. Penicillium’ u tanimlamak i¢in kullanilan 6nemli karakterler arasinda koloni
dokusu, sporiilasyon derecesi, konidyanin rengi, miselin bollugu, dokusu ve rengi,
¢oziinebilir pigmentin ve eksudalarin varligi ve renkleri, ters koloni renkleri (kolonu
alt1 rengi) ve CREA {izerinde biiylime ve asit {iretimi derecesi (bazi liretim tiirlerinde

asit liretimi ve bunu takiben baz {liretimi) yer alir [15].

1.2.1.2 Penicillium Mikromorfolojisi

Penicillium' un konidiyofor ve klestotezyumlar: (iiretildiginde) taksonomide
biiyiikk 6nem tasir. Penicillium’ un smiflandirilmasinda konidiyofor dallanma tipleri
(Sekil 1.1)’ de gosterilmistir [16, 10, 2]. Bu dallanma tipleri Penicillium igin su anda
kabul goren seksiyonlarda taksonomik olarak tam uyumlu olmamasina ragmen, onlar1
dogru bir sekilde karakterize etmek Onemlidir. Konidiyoforlar cogu zaman basit
olmaktan ziyade, ¢ok sayida dallanma seviyesine sahip karmasik desenler, simetrik
veya asimetrik desenler olustururlar (Sekil 1.1A). Monoverticillate konidiyoforun
ucunda fiyalid ve konidyum (veya konidiya zinciri) yer alir (Sekil 1.1B). Diizensiz
olarak catallanan konidiyofor en basitten komplekse dogru sayisiz subterminal dallar
olusturur (Sekil 1.1C) [2]. Biverticillate konidiyoforlar ile fiyalid arasinda {i¢ veya
daha fazla metulaya bulunur; metula farkli veya esit uzunlukta olabilir, genellikle az
ya da ¢ok silindiriktir (Sekil 1.1D, E).

Terverticillate konidiyoforlar ve metula arasinda birden fazla dallanma
seviyesine vardir. Cogunlukla konidiyofor ekseninin bir devami ve bir yan dal, bazen
de birden fazla dal c¢emberi seklinde dallanir (Sekil 1.1F). Kuaterverticillate
konidiyoforlar, yalnizca birkag tiir tarafindan iiretilir ve terverticillate oriintiistiniin
Otesine gegen bir ekstra seviyeye sahiptir (Sekil 1.1G). Terverticillate ve
kuaterverticillate konidiyoforlar belirgin derecede asimetrik olma egilimindedir.
Birgok tiiriin kolonilerinde, 6zellikle de kiiltiirlerde, bozulmaya bagladikca, birden
fazla dallanma Oriintiisi veya ara formlar olabilir. Diger 6nemli mikroskobik
karakterler, konidia boyutlari, sekli, rengi ve ylizey silislemesini igerir. Mikroskobik

olarak konidia yiizeyi desenleri en iyi differential interference contrast (=Nomarski)
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mikroskopta (DIC) gozlenir. Konidia yiizey siisleri, bazen hazirlanan preperetlerdeki

hava ceplerinde gozlenebilir.

Mikroskopik gozlemler i¢cin 7-10 giinliik eski MEA kolonilerinden preparat
hazirlanir. Bunun i¢in koloni renginin ortaya ¢ikmaya bagladigi kolonilerden, koloni
kenarina yakin bir bolgeden ve konidiayr gozlemlemek i¢in koloni merkezlerinden
alman c¢ok kii¢iik oOrneklerden preparat hazirlanir. Mantar misellerini daha 1iyi
gozlemleyebilmek i¢in Shear soliisyonu veya pamuk mavisi ile laktik asit gibi diger
cozeltiler de kullanilabilir [12, 17]. Fenoliin asindirici ve toksik olmasi nedeniyle
laktofenol onerilmemektedir. Konidianin hidrofobik olmasi nedeniyle asir1 havanin
laktik aside girmesini 6nlemek i¢in ve ¢cok miktardaki konidianin uzaklastirmasi i¢in
%70 etanol siklikla kullanilir. Konidiyoforlar: fotograflamak amaciyla sporlar iki veya

tic kez yikanir. Cok yogun kolonileri olan bazi tiirleri mikroskop altinda incelemek

icin ¢ok ince ignelerle konidiyoforlar1 ayirmak gereklidir.

Branch/Ramus

Branch

Stipe

Sekil 1.1: Penicillium’ da goriilen konidiyofor dallanma sekilleri. A, Tekli phialide ile konidioyfor
(basit). B, Monoverticillate (bir safhali dallanma). C, Catallanma. D, E, Biverticillate (iki safhali
dallanma). F. Terverticillate (iic sathali dallanma). G. Kuatervertisilat (dort safhali dallanma),

konidiyoforlarn kisimlarim tammlamak igin kullanilan terimler verilmistir. Olgek gubugu = 10 um [5].



1.3 Penicillim Uygun Yasam Ortamlari

1.3.1 Penicillium Ekolojisi

Penicillium genusu, serin, orta dereceli iklimli ve organik materyal i¢eren
yerlerde bulunan toprak funguslaridir. Penicillium ve Aspergillus' un saprofitik
genuslari, Eurotiales' in en taninmis temsilcileri arasindadir, ¢ogunlukla biyolojik
olarak parcalanabilir maddeler iizerinde yasar. Amerika' da yaygin olarak bilinirler,
ozellikle Penicillium tiirleri gida bozulmasinin ana nedenleri arasindadir[18]. Birgok
tiir yiiksek toksisitede mikotoksin iiretir. Bu Penicillium tiirlerinin tahillarda ve diger
depolanmis gidalarda cogalabilme yetenegi, diisik nemde gelisme egilimine ve
tahillar yeterince nemli iken hava akimiyla hizla kolonize olma 6zelliklerine baglidir.
Bazi tiirlerin, genellikle acikta birakilan ekmekler iizerinde biiyiiyen ve ince tiiylii doku

veren mavi bir rengi vardir[4].

Bazi Penicillium tiirleri; P. expansum elma ve armutlar, P. digitatum, narenciye
[19] ve P. allii, sarimsak [20] da dahil olmak iizere bitkilerin meyvelerini ve gigeklerini
etkiler. Bazi tiirlerin hayvanlar i¢in patojen oldugu bilinmektedir; P. corylophilum, P.
fellutanum, P. implicatum, P. janthinellum, P. viridicatum ve P. waksmanii,
sivrisineklerin potansiyel patojenleridir[21]. Vietnam bambu sicanlarinda Sliimciil
etkilere sahip olan P. marneffei, giineydogu Asya’ da insan immiin yetmezlik viriisii

(HIV) bulasmus bireyler igin ortak bir firsat¢1 enfeksiyonudur [22].

Penicillium tiirleri, kapali ortamlarin havasinda ve tozunda bulunur. Fungus
acik havada kolayca taginabilir ve biiylime icin atik organik maddelerden besin
maddeleri elde ederek yetisir. Penicillium biiylimesi, belirli bir yiizey lizerinde yeterli
miktarda nem mevcut oldugu siirece, bagil nem disiik olsa dahi yiizeyde
gerceklesebilir. Aspergillus ve Penicillium sporlarinin, konutlarin i¢ havasinda ve agik

alanlarda ¢ok yaygin olarak bulunmaktadir [23].

Bazi Penicillium tiirleri Ornegin; P. chrysogenum, P. steckii, P. notatum, P.
cyclopium ve P. nalgiovensis makineleri ve bunlarin yakitlarii etkiler; bunlarin
calistirilip korunmasti i¢in kullanilan yaglayici materyallere zarar verir. Bunlardan P.
chrysogenum, P. rubrum ve P. verrucosum makinalarin yaglarina zarar verirken, P.

regulosum, optik ve koruyucu camui tahrip eder [24].



1.3.2 Penicillium Tiirleri Gida Bozulmasima Neden Olur

Penicillium tiirleri besin maddelerinde ¢ok yaygin bulunur. Cogu tiir besinlerin
bozulmasina, mikotoksinlere veya gidalardaki zararli biyokimyasal degisikliklere
neden olur. Bu etkiler ¢cogunlukla tiire 6zgii oldugundan, Penicillium’ un tiir diizeyinde
tanilanma gida muhafazasi ve giivenligi agisindan ¢ok onemlidir. Bu tiirlerin ¢ogu
kapali yerlerde bulunur ve alerjik olusturabilir. Gida bozulmasina neden olan
Penicillium tiirleri ti¢ ana gruba ayrilir; a) bunlar taze gidalari, 6zellikle meyveleri
enfekte edenler, b) tahillara bulasanlar, c) hasat 6ncesi, sonrasi ve kurutma esnasinda

olan islenmis gidalar1 enfekte edenlerdir. Bu gruplar agsagida ayri olarak ele alind1 [1].

Penicillium tiirleri, narenciye ve diger meyvelerin bozulmasina yol acan
baslica funguslardir. Bu tiirler diinya ¢apinda meyveler ve sebzeler iizerinde biiyiik
kayiplara sebep olur. S6z konusu tiirlerin yaptig1 hastaliklar, inceleme, kiiltiir ve
tanilama ve mikotoksin analizleri ile kolayca ortaya ¢ikartilabilir. Elmalar ve armutlar,
Penicillium expansum tarafindan kolayca bozulur ve karakteristik kahverengi,

clirimeye neden olur [1].

Penicillium expansum -2 °C, 35 °C arasinda ve 0.83 aw su aktivitesinde biiyiir
[25]. Genis spektrumlu patojen olarak domates, ¢ilek, iiziim, mango ve avokado gibi
sebze ve meyveler tizerinde gelistigi gosterilmistir [26]. Penicillium expansum hem
onemli bir bozulma fungus hem de elma ve armut suyunda P. expansum nedeniyle
¢lirimenin sonucu olan mikotoksin patulin’ in ana kaynagi olarak ticari agidan
onemlidir. Meyve suyundaki patulin seviyeleri ezmeden 6nce ¢liriimiis meyveleri yok
sayarak etkin bir sekilde kontrol edilebilir. Bim r¢ok meyve suyu fabrikasi, islemden
once ¢lirimils olan meyveleri aywrmak igin yiiksek basingli su spreyleri

kullanmaktadir.

Penicillium solitum, daha az yaygin bulunan 6nemli bir patojendir. P.
expansum' un biiylimesini kontrol etmek i¢in kullanilan fungisidlere kars1 direnclidir
ve bu nedenle elma bozulmasindaki rolii son yillarda artmistir [27, 28]. Bu tiir ayrica
peynirin bozulmasima neden olur [29, 30]. Penicillium solitum terverticillate bir
Penicilli’ dir. Mikotoksinler iiretilmez. Bu tiirlin fizyolojisi ilizerine ¢ok az bilgi
kaydedilmistir, ancak muhtemelen P. expansum ile benzer biiylime karakteristiklerine
sahiptir. Penicillium funiculosum elma ve g¢ekirdeginin ¢iiriimesine neden olur [25].

Penicilli bir biverticillatedir ve Biverticillium alt-genus tiirleri kisa, piiriizsiiz
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konidiyofor {izerinde olusur [25]. Mikotoksin iiretilmemektedir. Penicillium digitatum
turunggil meyvelerinin ¢ilirlimesine neden olur ve ekonomik kayiplar da oldukga
yiiksektir. P. digitatum, turunggilde ve siklikla portakallar1 kahverengi catlaklar
olusturarak bozulmasina neden olur. Penicillileri ¢ok biiyiiktiir, biverticillate’ den
terverticillate’ ye gelisir ve piirlizsiiz konidiyoforlar iizerinde olusur. Bahgedeki
meyvelerin ilk kontrolu, yere diisen meyvelerin uzaklastirlmak mantar hastaliklarinin
engellemesidir [26]. Hasat edilen meyveler tizerindeki kontrol, fungus oldiiriicti
spreyler veya dipslere dayanir ancak tiyabendazol, benomil ve imazalil direnci ¢ogu

tilkede daha fazla veya daha diisiik oranda gelismistir [31].

P. italicum, turunggillerden en sik limonda c¢iirimeye neden olur. Ciiriime
esnasinda fungus gelisimi mavi veya mavi yesil renktedir. Terverticillate bir Penicilli,
pliriizsiiz konidiyoforlar iizerinde tasinir [25]. P. italicum gibi, P. ulaiense de
narenciye, 0zellikle portakal ve limonda patojeniktir. Tanimindan kisa bir siire sonra,
izolatlarina diinyanin dort bir yanindaki narenciye yetistirme bolgelerinde raslanmustir.
P. ulaiense P. italicum' dan daha zayif bir patojendir [32]. Biiyiime parametreleri, P.
italicum' un biiylime parametrelerine benzerdir. P. italicum, P. ulaiense ve P.
digitatum tiirleri diger besin kaynaklarinda nadir olarak bulunur. Bu tig¢ tiiriin
mikotoksin iirettigi bilinmemektedir. Meyve ve sebzelerin bozulmasina neden olan

Penicillium' un diger tiirleri ekonomik olarak daha az 6nemlidir.

Penicillium brevicompactum Penicillium' a 6zgii bir alt-genustur terverticillate
biiyiik bir Penicilli sahiptir ve yaygin olarak ¢ok ¢esitli meyvelerden izole edilen zay1f
bir patojendir. Depoda saklanan elma, iiziim, fungus, cassava, patates [25] ve
zencefillerde bozulmaya neden oldugu bildirilmistir [33]. P. brevicompactum zayif

mikotoksin olan mikofenolik asidi {iretir ve gidalarda 6nemi yoktur.

Penicillium aurantiogriseum meyveler iizerinde genis yelpazedeki zayif bir
patojendir. Depolanmis elma, armut, ¢ilek, {izim, kavun, domates ve patates gibi
meyve ve sebzelerin bozulmasina neden oldugu bildirilmistir [26, 30, 34].
Terverticillate bir Penicilli’dir, Penicillium alt-genusu olarak, piiriizlii piiriizsiiz
konidiyofor {izerindeki konidia diiz ylizeye sahiptir [17]. P. aurantiogriseum' un
fizyolojisi, Penicillium alt-genusu olarak siniflandirilan birgok diger tiiriin fizyolojisi
ile benzerdir [25]. Bu tiir Penisilik asit, rokfortin C ve verrucosidin gibi mikotoksinleri

uretir:
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P. allii ve P. corymbiferum sarimsaklarda ¢iirimeye neden olur. Ayrica ¢ok
nadir bulunur [35, 30]. Terverticillate bir Penicilli’ ye sahiptir. Konidiyofor ylizeyi
uzun ve purizlidir. Her yerde bulunan Penicillium chrysogenum tiirlerinin ¢esitli
meyvelerin bozulmasina neden oldugu bilinmektedir. Ancak Onemli bir patojen

degildir. P. chrysogenum susunun penisilin tiretimi i¢in kullanilmaktadir.[1]

Penicillium oxalicum sera salataliklar1 ve tath patateslerin bozulmasina neden
olur ayrica 6nemli bir patojen oldugu bildirilmistir [25]. Bu tiir ¢ok sayida konidia
tiretir. Biverticillate bir penicilli’ ye sahiptir. Konidiyoforlar piiriizsiizdiir. Furcatum
alt-genusu  Furcatum bolimiinde smiflanmaktadir [25]. P. oxalicum tahil

toksisitesinde 6nemli bir mikotoksin olan sekalonik asit D' yi tiretir [36].

Tahillar Penicillium tiirleri icin biiyiik bir yasam alanidir. Ozellikle Penicillium
alt-genusuna ait olan ¢ogu tiir i¢in ekolojik yasam alani toprak veya ¢iirimekte olan
bitki ortiisii yerine diger alt-genuslardaki tiirlerdir. Bununla birlikte, Penicillium tiirleri
hasattan once tahillari istila ederler, dolayisiyla ne patojen ne de komensal olarak kabul
edilirler. Hasat sonrasi isgalciler olarak bilinirler. Tahillara olan bagliligin nedeni
bilinmemektedir. Avrupa tahillarinda en 6nemli tiir Penicillium verrucosum' dur.
Terverticillate bir penicilli’ dir konidiyoforlar1 gii¢lii, piiriizli yiizeyidir. P.
verrucosum genellikle belirgin bir bozulmaya neden olmaz, ancak okratoksin A' nin
iiretilmesinden sorumludur. Avrupa’ da bu mikotoksinler i¢in sik1 mikotoksin limitleri
belirlenmistir. Son ¢alismalarda bu tiiriin bugday ve arpayi1 hasattan sonra istila ettigini
gostermistir. Fizyolojik olarak, P. verrucosum 0.8 aw' nin altinda biiyliyebilen bir
kserofildir. Sicakligin 31 °C' nin altinda oldugu bdlgelerde biiymesi ve tropik
bolgelerde bulunmamasi nedeniyle ABD ve Avustralya gibi sicak iliman bolgelerde
nadir olarak bulunur. Sonug olarak okratoksin A, yalnizca Avrupa ve Kuzey Amerika’

daki tahillarda bulunmaktadir.

Penicillium citreonigrum 100 yil &nce sar1 piring tikketimi nedeniyle sar1 piring
sendromu Japonya ve diger oryantal iilkelerde biiyiik bir 6nem tasiyordu ve geng
saglikli kisiler i¢in 6liimciil bir hastalikti [37, 38]. Bugiin bu hastaliga sitreoviridin
mikotoksinin neden oldugu bilinmektedir. Bu tiiriin konidiyoforlar1 kii¢iik, narin ve
piiriizsiiz ylizeyi sahiptirler. Monoverticillate penicillileri {irettigi i¢in, Aspergilloides
alt-genusunda siniflandirilir [25]. 1915' te Japonya’ da sar1 piring satis1 yasaklandiktan

sonra hastalik ortadan kalkmustir. P. citreonigrum simdi nadir bir tiir olarak kabul
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edilmektedir. Sar1 piring sendromunda diger Penicillium tiirleri de rol almis olabilir.
biverticillate bir penicilli’ ye sahip olan P. adicum islanditoksin, sikloklorotin,
luteoskirin ve eritroskirin gibi mikotoksinler tiretir ve Biverticillium alt-genusunda
simiflandirilir. Penicillium' a ait diger tiirler esas olarak tahillar {izerinde bulunur ve
bozulmaya neden olabilmektedir. Ornegin, misir bozulmasma neden olan P.
aurantiogriseum; misirin nemli ve soguk bir sekilde depolanmasi nedeniyle olusur,
ayrica 'mavi goz' adli bir hastaliga sebep olabilmektedir [39]. Penicillium oxalicum
misirin bocek tarafindan hasara ugratilmasi veya yaralanmasina bagli olarak misirin

hasat dncesi hasar gérmesine neden olur.

Bir¢ok Penicillium tiirii 0 °C' nin altinda biiyiime yetenegine sahiptir ve bu
nedenle paketlenmis, sogutulmus iiriinlerin bozulmasinin baslica nedeni de budur. Az
sayidaki tiir oksijen miktari azaldiginda yetisme yetenegine sahiptir. Penicillia
neredeyse buzdolabindaki tiim tirtinlerde goriilebilir. En savunmasiz gida yiiksek su
aktivitesi olan peynirdir ve genellikle mikrobiyal stabilite sogutma ve ambalaja
baglidir. Diisiik sicakliklarda yetisme yetenegi, diisiik oksijen gerilimlerinde biiylime,
lipolitik etkinlik ve zayif asitli koruyuculara kars1 direng igerir. P. commune, Avrupa’
da peynirlerin bozulmasimmin en yaygin nedenidir [30]. Terverticillate genis bir
Penicilli’ ye sahiptir. P. commune ve P. camemberti tiirii yiizyillar boyunca peynirleri

olgunlagtirmasinda yer almaktadir.

Avustralya' da, P. roqueforti tarafindan peynirin bozulmasi da yaygindir. Bu
tiir, peynir tretiminde de kullanilir ayn1 zamanda P. roqueforti kasar peyniri gibi
riinler lizerinde onemli bir bozulma Onleyici olarak da islev goriir. Bu tiirlin
terverticillate bir penicilli yapis1 vardir. Koyu yesil renklidir, konidiyoforlari uzun ve
¢ok kalin duvarlidir. Bu tiiriin temel fizyolojisi sicaklik araliklarinda biiylime ve
azaltilmis su aktivitesindeki biiylime gibi Penicillium alt-genusunun diger birgok
tiiriiniin fizyolojisi ile benzerlik gosterir. Bununla birlikte P. roqueforti, herhangi bir
Penicillium tiirinden biiylime i¢in en diisiik oksijen ihtiyaciyla ayirt edilir. Ayni
zamanda zay1f asitli koruyuculara karsi nadiren direnglidir. Bu durum, P. roqueforti'
nin peynir gibi ¢ok ¢esitli islenmis gidalarda biiyiikk bir bozulma etkeni oldugunu
gosterir [40]. Peynirlerde genellikle koruyucu yoktur ancak krem peynir gibi bazi
peynir {rlinleri sorbat igerir. P. roqueforti ve diger bazi tiirler, sorbatin trans-1,3
pentadien’ e dekarboksilatlanmasiyla bozulmaya neden olabilir ve bu da 'kerosen'

lezzeti olarak bilinen bir lezzet kusuruna neden olur. Peynir bozulmasina neden olan
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diger tiirler P. chrysogenum, P. expansum, P. solitum, P. verrucosum, P. viridicatum

ve P. brevicompactum' dur [25].

P. citrinum, tipik goriiniimiinde koloniler, bol miktarda sitrinin {iretilmesine
bagli olarak sar1 eksudat, ¢oziinebilir pigment ve zit renklere sahiptir. Konidiyoforlar
piiriizsiiz duvarlidir ve tipik olarak Furcatum alt-genusu Furcatum bolimii olarak

adlandirilan biverticillate bir Penicillium’ dur.

Yiiksek yagli yiyeceklerin ve regellerin Ozellikleri farkli oldugundan bir
Penicillium tiiriiniin margarin ve regelin bozulmasina neden olmasi sasirticidir. P.
corylophilum biverticillate bir penicilli’ ye sahiptir. Konidiyoforlar piiriizsiiz
duvarlidir. Furcatum alt-genusunun Furcatum boliimiiniin karakteristik yapisini ve
siklikla metulalarin  esit olmayan uzunluklarint gostermektedir[25]. Bu tiirlin
mikotoksin iiretmedigi bilinmektedir. Margarin i¢cindeki bozulmanin kontrolii, tuz
icerigini ylikseltmek veya uygun koruyucular eklemek suretiyle gerceklestirilir.
Regeller sicak doldurulduysa ve kaplar sogumadan once tersyiiz edildiyse, bozulma
nadirdir. Pastorizasyon Penicillium da dahil olmak {izere bir¢ok fungus tiiriinde
konidia (eseysiz tireme sporlari) i¢in dldiiriiciidiir. Bununla birlikte baz1 Penicillium
tiirleri ve yakindan iliskili diger genuslardan bazilari, daha yiiksek 1s1 direncine sahip
olan askosporlar (eseyli iireme) iiretmektedir. Baz1 funguslarin askosporlar1 normal
pastorizasyon islemlerinde 90 °C veya daha fazla sicaklikta sag kalabilirler. Askospor
iireten her tiir, pastorize iiriinlerde potansiyel bir bozulma etkindir. Cogu pastorize
iriin, smurli oksijen bulunan kosullar altinda ambalajlanmaktadir bu nedenle

funguslarda bozulma, diisiik oksijen ihtiyaci olan birkag tiirle sinirlidir.

Penicillium citrinum 5 ile 38 °C arasinda ve 0,80 aw degerinin biraz iizerinde
biiytir [25]. P. citrinum neredeyse her gesit yiyecekte bulunur: kiigiik taneli tahillar,
misir ve bugday unu, fistik, ceviz, antep fistig1 ve findik da dahil olmak {izere;
mayalanmis ve sertlestirilmis etler, ornek; kakao ve kahve c¢ekirdekleri ve soya
fasulyesi dahil olmak iizere diger fasulye g¢esitlerinde bulunur. Diisiik sitrinin
seviyeleri gidalarda siklikla bulur. P. citrinum siklikla belirgin bir bozulmaya neden
olmaz, bu nedenle sitrinin gidalarda ciddi bir tehlike oldugu diisiiniilmez. Kuslarda
memelilere gore ¢ok daha toksiktir ve zaman zaman kanatlilarda hastaliklara neden

olmustur.
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Ikinci bir yaygin tiir P. chrysogenum' dur. Genellikle P. citrinum ile olusur ve
ayni ¢esit gidalarda bulunur. Bununla birlikte yukarida belirtildigi gibi, ayn1 zamanda
taze ¢esitli taze meyvelerde zayif bir patojendir. Biverticillate bir Penicilli’ dir.
Konidiyofor piiriizsiiz, 4 °C ile 37 °C biiyiir ve optimum sicaklik 23 °C’ de ve 0.78 aw

‘ye kadar ¢imlenen bir kserofildir [25]. Mikotoksin iiretmez.

P. crustosum' un tahil ve hayvan yemi orneklerinin ¢ogundan izole edildigi
bilinmektedir. P. crustosum' un musir, islenmis et, peynir, biskiivi, kek ve meyve
sularinin bozulmasindan sorumlu oldugunu gdsterilmistir [25]. Ayrica narenciye ve
kavunlarda zayif bir patojendir [30]. Dolayisiyla, hammadde ve bitmis iirtinlerde P.
crustosum ortaya c¢ikabilir. Islenmis gidalarda P. crustosum' un olusmasi yetersiz
isleme, isleme sonras1 yeniden kontaminasyon, kusurlu ambalajlama, asir1 su aktivitesi
veya gidanin stabilitesi i¢in sogutmaya bagimlilik gibi faktdrlerden herhangi birine
bagli olabilir. P. crustosum, Penicillium alt-genusunda yer almaktadir. Terverticillate
bir penicilli olarak uzun, kalin duvarli konidiyoforu sahiptir. Bu tiiriin fizyolojisi ¢ok
az incelenmistir ancak P. expansum gibi yakindan iliskili tiirlere benzer. P. crustosum
potansiyel bir ndrotoksik mikotoksin olan penitrem A' nin ana kaynagi oldugu i¢in
tanimlanmasinda 6nem kazanmaktadir. Hayvanlara verilen Penitrem, diisiik dozlarda
siirekli titreme yapar ancak yiiksek konsantrasyonlarda hizla 6liimciildiir. Insanlarda
ara sira hastaliga neden oldugu goriilmiistiir [41]. P. glabrum her yerde bulunan bir
tirdiir. P. glabrum peynir ve margarin gibi gidalarin bozulmasina neden olur bununla

beraber her ¢esit kurutulmus ve konsantre gidada bulunur.

Gida bilimcileri koruyucularin  kullanimimni  diisiirmeye, siire¢ siddetini
azaltmaya ve raf omriinii uzatmaya g¢alistiklarindan Penicillium tiirlerinin bozulma
olasilig1 artmaya devam edecektir. Diger koruma yontemlerinin yoklugunda gidalarin
diisiik sicakliklarda depolamasi birgok Penicillium tiiriiniin bityiimesini kontrol etmek
i¢in yetersizdir bu nedenle iiriinlerin stabilitesi icin diisiik sicaklik etkisizdir. Ureme
olamdig1 durumlarda Penicillium sporlar1 pastdrizasyonla etkisiz hale getirilir bu
nedenle 1s1l bir islemin ardindan aseptik paketleme Penicillium bozulmasini kontrol

altina almanin en 1iyi yoludur.

15



14 Penicillium’ da Mikotoksin Uretimi

Gidalarda yaygin olarak goriilen fungal biiylime, insanlarda bagisikligin
bastirilmasina, kanserlere ve ¢esitli alerjik yan etkilere neden olabilen mikotoksinlerin
tiretimiyle sonuglanabilir. Uzmanlara gore, insan sagliginda 6énemli olan mikotoksinler
major ve mindr mikotoksinler olmak iizere 2’ ye ayrilir. Major olanlar Aflatoksinler,
Okratoksin-A, patulin ve bazi Trikotesenler. Mindr olanlar ise; Citreoviridin, Sitrinin,
Siklopiazonik asit, Penisilik asit, Roquefortine-C, Chaetoglobosin, Mikofenolik asitin,
Penitrem-A, Rubratoxin, PR toksini, Verrucosidin, Xanthomegnin, Viomellein ve
Vioxanthin gibi mikotoksinlerdir. Bu mikotoksinler, sinirli miktarda olmak tizere
sadece birkag tiir fungus tarafindan iretilir. Aflatoksinler, Penicillium genusundan
piring gibi gidalarda P. aurantiogriseum, P. corylophilum ve P. brevicompactum vb
tarafindan tretilen giiclii karsinojenlerdir [43]. Okratoksin-A, bir bobrek toksini ve
olast kanserojendir. Penicillium verrucosum tarafindan soguk iklimlerde tahil
tanelerinde {retilir. Trichothecenes yiiksek bagisiklik baskilidir ve zearalenon

Ostrojenik etkilere neden olur [3, 16].

141 Major Mikotoksinler

1.4.1.1 Aflatoksin

Aflatoksinler hem akut karaciger hasarina, karaciger sirozuna, hem de
timorlerin indiiksiyonuna ve teratojenik etkilere neden olan kronik bir toksiktir [44].
Aflatoksin dort biiyiik dogal Aflatoksin B1, B2, G1 ve G2 olarak bilinir. B' ve G', ince
katmanli kromatografi plakalarinda UV 15181 ve bu bilesiklerin iiretilen mavi ve yesil
renkleri belirtirken, 1 ve 2 numarali rakamlar sirasiyla major ve mindr bilesiklere isaret
eder. Aflatoksin B1 ve B2 ineklerdeki laktasyon donemi (yavru verim donemi)
stiresince (yaklasik % 1.5) hidroksitlenir ve aflatoksinler M1 ve M2 siitte bulunur [45].
Bilesikler ana molekiillere kiyasla daha diisiik toksisiteye sahip olmak birlikte,
bebeklerin siit tiiketiminin yaygin olmasi nedeniyle dnemlidir. Yiiksek toksisitesi
nedeniyle, gidalardaki ve yemlerdeki aflatoksinler i¢in diisiik limitler birgok iilke
tarafindan belirlenmistir. Yakin tarihli anlasmalara gore, 15 pg kg™t aflatoksin, diinya

ticaretinde tim gida iirlinlerinde izin verildi.
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Aflatoksin B1, hayvan tiirlerinde bilinen en giiglii karaciger kanserojeni oldugu
kanitlanmustir. Insan karaciger kanseri Orta Afrika' da yiiksek bir orandadir ve
Gilineydogu Asya’ nin bazi bolgelerinde goriiliir; bu nedenle aflatoksinlerle muhtemel
bir baglant1 s6z konusudur. Birkag¢ Afrika iilkesinde ve Tayland’ da yapilan ¢alismalar
aflatoksin logaritmasi ve insan karaciger kanseri olusumu arasinda bir korelasyon
bulunmustur [46] Yiiksek aflatoksin alimi ve yiiksek karaciger kanseri orantyla iligkili
oldugu yoniinde c¢ok sayida kanit vardir [47, 48]. Aflatoksin B1 smif 1 insan

kanserojeni olarak distiniilmektedir [49].

Dogada baslica aflatoksinler iireticisi Penicillium tiirleri. P. aurantiogriseum,
P. corylophilum, P. brevicompactum [43], P. puberulum, P. variable ve P. citrinum’
dur [50]. Gelismis iilkelerde, algilanan bir risk tagiyan gidalarda aflatoksin miktarlarini
diisiirmek i¢in temizleme prosediirleri kullanilir. Fistik i¢in, fungus olusumu genellikle
cekirdegin renginin bozulmasinin sebebidir. Istatiksel olarak o&rnekleme duyarl
tiriinlerin ve gidalarin, hem ihracat yapan hem de ithalat yapan iilkelerdeki saglik
yasalarinin kat1 gereksinimlerini karsiladigindan emin olmak i¢in, biiyilkk numuneler
orneklenir, bunlardan alt 6rneklerin hazirlanir, 6rnekler homojen hali getirilir sonra

standartlastirilmis aflatoksin testleri ile degerlendirilir.

Sekil 1.2: Aflatoxin

14.1.2 Okratoksin-A

Okratoksinler Aspergillus ve Penicillium genusleri tarafindan {iretilmektedir.
Penicillium genusunda okratoksin {ireticisi tiirler P. viridicatum P. cyclopium, P.
frequentans, P. nidulans ve P. expansum vb etkenler tarafindan iiretilen
mikotoksinlerdir. Bu toksinin A, B ve C olmak iizere ii¢ tiirevi vardir. Ozellikle
okratoksin-A (OTA) kuvvetli bir toksik etkiye sahiptir. OTA; musir, kuru fasulye, kuru
tiztim kakao ¢ekirdegi, kahve cekirdegi, soya fasulyesi, arpa, yulaf, turunggil meyveler

ve yer fistig1 gibi besinlerde bu kiiflerin gelismesi sonucu olusmaktadir [50].
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OTA, geng sicanlarda 20 mg kg oral LDso degerlerine ve 1 giinliik civcivlerde
3,6 mg kg! oral LDso degerlerine sahip bir akut nefrotokindir. Ayrica farelerde,
alabaliklarda, kopeklerde ve domuzlarda 6ldiiriiciidiir [51]. Oliimciil dozlardan sonra
goriilen basglica patolojik degisiklikler renal tiibiillerin ve periportal karaciger
hiicrelerinin nekrozlartydi. OTA’nin immiinsiipresif, embriyonik ve muhtemelen
kanserojen etkileri vardir. OTA, Iskandinavya' daki domuzlarda nefrit etyolojisinde
(bobrek hastaligl) 6nemli bir rol oynamaktadir [52] ve aslinda kuzey Avrupa’ da ¢ok
miktarda bulunmaktadir. Bu ciddi bir hayvan sagligi problemidir.

OTA, yagda coziinebildigi ve kolayca atilamadigi i¢in, etkilenen hayvanlarin
yag depolarinda birikir ve buradan domuz yiyen insanlar tarafindan yutulur. Ikinci bir
kaynak, tohum iceren arpa veya bugday ekmegidir. OTA insan kaninda ve benzer
konsantrasyonlarda insan siitiinde [53] Avrupa' nin genis bolgelerinde seviyeleri 35 ug
kg? rapor edilmis olarak bulunur [54]. Insan hastaliklarina iliskin agik kanit hala zor

olsa da, bu seviyeler Avrupa’ daki OTA ile ilgili yaygin bir soruna igaret etmektedir.

OTA’ nin P. viridicatum tarafindan {iretildigi de bilinmektedir [55]. Pitt JI
(1987) tarfindan P. viridicatum olarak kabul edilen, ancak okratoksin iireten
izolatlarin, ayr1 bir tiir P. verrucosum olarak siniflandirilmistir [56]. P. verrucosum’
un sadece 1liman bolgedeki tahillarda gelisen Kuzey Avrupa arpa ve bugday ile iliskili
oldugu bilinmektedir. Buna regmen Almanya ve diger Avrupa iilkelerinde et
uriinlerinden olduk¢ca sik izole edilmistir. Baska yerlerde yaygin olarak

goriilmemektedir [57].

O
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Sekil 1.3: Ochratoxin-A
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1.4.1.3 Patulin

Patulin P.expansum, P.patulum, P.aspergillus, P. byssochlamys, P. carneum,
P. paneum, P. clavigerum, P. gladioli, P. griseofulvum ve P. sclerotigneum
Penicillium genusuna ait olan tiirler tarafindan patulin {iretilmektedir [3, 58, 59].
P.expansum en ¢ok elmalarda bulunan bir mikroorganizmadir [58, 59, 61]. Patulin
yaygin olarak meyvelerde elme, armut, kayisi, portakal ve diger mervelerde meyve
suyu, receli ve sekerlemesi olarak iiriinlerde bulunmaktadir [60]. Genel olarak patulin

5-25 °C’ de kontamine edilmis meyve sularinda tiretildigi belirlenmistir [59].

Patulin farelerde idrar olusumunu engellemis ve kan glukoz seviyelerini
arttirdigin1 gostermistir. Kapiller permeabiliteyi arttirarak 6demlere neden oldugu,
hiicre membran1 permeabilitesini de degistirdigi bilinmektedir. Cogu, laktonlarla
birlikte patulinin subkiitan enjeksiyonuyla karsinojen Sebep oldugu gézlenmistir.
Ayrica kromozom kiriklar1 ve niikleus gelisim bozukluklarina neden olmaktadir.
patulinin immunosupresif etkiler¢alismalarinda sonucu in vitro ve in vivo’ da
saptanmistir. Fakat hem iki kisa donem i¢in hem de lireme sistemi i¢in toksisitesi, Uzun
stireli toksisite ve karsinojenite i¢in yapilan ¢alismalarda bu etkilerin gézlemlendigi
deger No Observed Effect Level (NOEL) degerinden yiiksektir [58, 59]. Genotoksisite
lizerine yapilan ¢alismalarda elde edilen sonuglar ¢ok cesitlilikgostersede; memeli
hiicreler iizerinde yapilan ¢alismalar pozitif sonuglar elde edilirken bakterilerle ¢ogu
negatif degerler elde edilmistir [59].yallan baz1 ¢alismalarda patulinin
deoksiriboniikleik asit (DNA) sentezini olumsuz etki gozlemlenmistir. Bu genotoksik
etkilerin, patulinin siilfidril gruplartyla olan baglanma yetenegine bir sonuncu olarak
DNA replikasyonunda gergeklestiren enzimleri inhibesyonuna baglantili oldugu
diistinilmektedir. Farelerde veya Siganlarda viicut agirhgma 1,5 mg/kg kadar
teratojenik oldugu gostermemistir. Daha yiiksek degerlerde ise maternal toksisite ve
diisiik sikliginda artig gostermistir; bununla birlikte patulinin embriyotoksik oldugunu
bildirilmistir [58]. Patulin karsinojenik toksik bir madde 6zelligini sahip oldugunu
suphalanmaktadir. Resmi olmasa da, Gida Katki1 Maddeleri Uzman Komitesi (JECFA)
tarafindan 1995’ te yapilan caligmalarda 43 pg/kg’ lik NOEL degeri ve giivenlik
faktorii olarak 100 kullanilmasiyla 0,4 pg/kg viicut agirlignr olarak gecici bir
maksimum tolere edilebilir giinliik alim diizeyi (PMTDI) belirlenmistir. Ornegi, 60 kg
agirligindaki bir yetiskin bireyin icin giinliik 24 g’ a, 20 kg’lik bir ¢ocuk i¢in giinliik 8
ug’ a ve 10 kg’ ik bir ¢ocuk icin ise 4 pug’ a denk gelmektedir. Bu toksin insan
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tarafindan sadece islenmis meyve ve meyve suyundan alabilmektedir [58, 61].
Uluslararasi elma sularinda maksimum izin verilebilir konsantrasyon (MAK) olarak

20-50 pg/l aras1 degisen degerler kullanilmaktadir.

Tirk Gida Kodeksi tatafindan iilkemizde elma sularinda belirlenen kabul
edilebilir en yiiksek deger 0,05 mg/kg’ dir. Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 6nerilen
limit olarak 50 pg/l konsantrasyonudur [62]. Elma sularindaki genellikle patulin
miktar1 50 pg/ml’ nin altindadir. Giinliik maksimum alim diizeyi olarak ¢ocuklar i¢in
0,2 pg/kg viicut agirhigy; yetiskinler iginse 0,1 pg/kg viicut agirligi degerleri
saptanmistir. Bulunan miktar komite tarafindan belirlenen tolere edilebilir diizeylerin
altindadir fakat elma sulart nadiren de olsa agir derecede kontamine olmus olabilir
[58]. Patulinin sarapla yapilan deneylerinde fermentasyonda tamamen elimine olurken
meyve suyu lretimi esnasindaki islemler sirasinda Ssadece %20’si kayboldugu
goriilmistiir [59]. Bu nedenle maruziyeti minimuma indirebilmek i¢in hasarli, ¢iiriik

ve kiiflii meyveler kullanilmamasi gerekmektedir [58].

X0

o, J=/°

OH

Sekil 1.4: Patulin

1.4.2 Minor Mikotoksinler

1.4.2.1 Citreoviridin

Citreoviridin (CTV) akut kardiyovaskiiler hipertansiyon nedeni olarak
bildirilmistir [63]. Piringte ve musirda dogal olarak bulunur ayrica ndrotoksik
mikotoksin [64] ve mitokondrial ATPaz' 1in giliglii bir inhibitori oldugu
diistiniilmektedir [65]. Sar1 piring hastaligina yol actig1 bilinmektedir ancak bu hastalik
P. islandicum ve toksik metabolitleri halkali peptidler sikloklorotin ve adaidoksin ve
antrakinon luteoskyrin ve rugulosin ile de iliskilendirilmistir [66]. Eupenicillium
cinnamopurpureum, ABD ve Slovakya' daki hububatlarda bulunur ve sitreoviridin' in

verimli bir treticisidir [67]. CTV ilk olarak sar1 renkli piringte CTV olusumundan
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sorumlu P. citreonigrum’ dan izole edildi. Kiigiik tireticiler P. smithii, P. miczynskii ve
P. manginii basta toprakta bulunurken nadiren gidalarda bulunurlar [68]. Ozellikle
CTV, beriberi olarak bilinen vitamin Bl eksikligine neden olur, sinir ve kas
dokularinin galismasini olumsuz etkiler. Japonya ve Asya iilkelerinde beriberinin

goriilmesi, kiiflii ve sar1 pirincin tiiketimine baglanmaktadir [79].

OH OH
HyH,C = CH,
h"\.,\"

[ NG CH,

Sekil 1.5: Citreoviridin

1.4.2.2 Sitrinin

Sitrinin bir nefrotoksindir, ancak okratoksin-A' dan daha az 6nemlidir; toksisite
caligmalarinda hayvanlarda bobrek proksimal tiibiillerine zarar veren nefrotoksin
oldugunu gosterildi [70] ve OTA ile birlikte, insan endemik Balkan nefropatisinde
potansiyel bir nedene bagli madde oldugu diistiniildii [71]. Penicillium, Aspergillus ve
Monascus genusu ve filamentli mantarlarin bazilar1 tarafindan tretilen bu mikotoksin
tohumlar, gidalar, yemler ve ayrica biyolojik sivilarda dogal bir kirletici madde olarak
bulunur. Gidalarda diinya capinda etkili ve tutarli bir sitrinin ireticisi olan ipliksi
mantar Penicillium citrinum’ dan 6nce izole edilmistir [25]. Diger 6nemli Penicillium
tiirii sitrinin ireticileri, gogunlukla Avrupa' daki tahil kaynakli P. verrucosum, meyve
ve diger gidalarda P. expansum, sogan, havug ve patates i¢inde ise P. radicicola’ dir
[72]. Son olarak, sitrinin {ireticileri arasinda P. odoratum ve P. westlingii’ nin de

oldugu bilinmektedir ancak gidalarda fazla goriilmemektedir [73].

", e
O~ OH
OH O

Sekil 1.6: Sitrinin
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1.4.2.3 Siklopiazonik asit

Siklopiyazonik asit (CPA), yiliksek konsantrasyonlarda omurgali canlilarin i¢
organlarinda fokal nekroz iireten giiclii bir mikotoksindir ve “X-hastalig1” olarak
bilinir [74]. Ureticileri P. commmume, P: cammberti, P. palitans, P. dipodomyicola ve
P. griseofulvum olarak bilinmektedir [3].

Sekil 1.7: Siklopiazonik asit

1.4.2.4 Penisilik asit

Penisilik asit ve dehidropenikillik asit, kii¢iik toksik poliketidlerdir ancak
mikotoksikolojideki baslica rolleri OTA ile olas1 sinerjik toksik etkileriyle iliskili
olabilecegi igin dnemli toksisiteye sahip degildir [75]. Penisilik asit, Penicillium serisi
Viridicata tiyeleri (genellikle P. verrucosum ile birlikte bulunur) tarafindan OTA ile
birlikte goriilebilir. Penisilik asidin ana tiir treticileri P. aurantiogriseum, P.
cyclopium, P. melanoconidium ve P. polonicum' dur [76]. Penisilik asit ayrica P.
lulipae ve P. radicicola tarafindan da {iretilir. Soganlar, havuglar ve patateslerde
bulunur [72].

OH

Sekil 1.8: Penisilik asit
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1.4.2.5 Roquefortine-C

Roquefortine-C, norotoksik (paralitik) 6zelliklere sahip bir mikotoksin [76]
olup akut toksisitesi ¢ok yiiksek degildir ve mikotoksin olarak bilinir [73] Bununla
birlikte ¢ok yaygin bir fungal metabolittir [77]; Penicillium albocoremium, P.
atramentosum, P. allii, P. carneum, P. chrysogenum, P. crustosum, P. expansum, P.
griseofulvum, P. hirsutum, P. hordei, P. melanoconidium, P. paneum, P. radicicola,
P. roqueforti, P. sclerotigenum, P. tulipae ve P. venetum, P. concentricum, P.
confertum, P. coprobium, P. coprophilum, P. flavigenum, P. glandicola, P. marinum,
P. persisinyum ve P. vulpinum gibi ¢ok sayida tiir tarafindan tiretilir[ 78].

CH,
H HC |

X"CH,

O

Sekil 1.9: Roquefortine-

Tablo 1.3: Baz1 Penicillium tiirleri tarafindan tirettigi mikotoksinleri ve bulundugu substratlar

Mikotoksinler Bulundugu Ureten tiirleri Kaynaklar
substrat

Aflatoksin Fistik, yagl P. aurantiogriseum, 43, 50
tohumlar, findik,  P. corylophilum, P. citrinum,
domuzlarda, P. brevicompactum,
kiimes, yem, P. puberulum ve P. variable
piring, misir,
ve sut

Okratoksin A Tahillar, etler P. viridicatum P. cyclopium, 50, 56
(Jambon, salam, P. frequentans, P. nidulans

vb.), peynir, tuzlu ve P. expansum
zeytin, fistik,

meyve,

kuruyemis, yesil

kahve

cekirdekleri, arpa,

bugday, ¢ocuk ve

bebek mamalari,

sarap, bira ve

kavrulmus kahve
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Patulin Elma, elma suyu, P. expansum, P. gladioli, 3,58, 59
elma regell, P. aspergillus, P. patulum,
kayisi, seftali, P. carneum, P. clavigerum,
domates, yem, P. griseofulvum, P. paneum,
portakal ve P. sclerotigneum, ve
yamalar P. byssochlamys
Citreoviridin Sar1 piring ve P. islandicum, P.citreonigrum, 66, 68
tahillar P. smithii, P. manginii ve
P. miczynskii
Sitrinin Hububat, gidalar ~ P. citrinum, P. verrucosum, 25,72, 73
ve yem maddeleri  P. expansum, P. odoratum
ve P. westlingii
Cyclopiazonic Uzun siire P. commume, P. camamberti, 3
acid muhafaza edilen  P. palitans, P. dipodomyicola
tahillar, makarna, ve P. griseofulvum
et ve peynir
Penicillic acid Hububat, yem, P. aurantiogriseum, P. lulipae, 72,76
sogan, havug ve P. cyclopium, P. polonicum,
patates P. melaconidium

ve P. viridicatum,

Roquefortine C ~ Yem, peynir, et
riinleri ve deger
gidalar

. roqueforti, P. vulpinum, 78
. carneum, P. albocoremium,
. tulipae, P. flavigenum,

. paneum, P. persisinyum,

. atramentosum, P. allii,

. chrysogenum, P. crustosum,
. venetum, P. expansum,

. griseofulvum, P. marinum,

. hirsutum, P. hordei,

. coprobium, P. radicicola

. melanoconidium,

. concentricum,

. confertum, P. glandicola

. coprophilum ve

. sclerotigenum

WUV U U UUUTUTUTUUUTUTTUTO

1.4.3 Penicillim’ un insanlar iizerinde olumsuz etkileri

Insanda gériilen patojen tiirleri nadir olmakla birlikte, bazi tiirlerin Penicillium
marneffei gibi, ciddi enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir. Bu spesifik tiirler
genellikle kemik iligi, bagirsak, bobrekler veya akcigerler gibi farkli
organlari/dokular1 etkileyen, tiiberkiiloz veya HIV gibi hastaliklara sahip immiin

yetersizligi olan bireyleri etkiler. Ayrica, ¢ogunlukla protez kapake¢ilig: takildiktan
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sonra mikrotik keratit, otomikoz ve endokardite yol agan firsat¢1 enfeksiyonlar da

bildirilmistir [42].

1.5  Penicillium Endiistriyal Alanlar1 (Ekonomik Degeri)

Penicillium genusunun gesitli tiirleri peynir ve gesitli et tiriinlerinin tiretiminde
merkezi bir rol oynamaktadir. Ozellikle Penicillium kiifleri peynirde bulunur. P.
camemberti ve P. roqueforti; Camembert, Brie, Roquefort ve diger birgok peynirlerin
tiretiminde yer alan kiiflerdir. P. nalgiovense, sosis ve jambonun tadini arttirmanin

yani sira diger kiifler ve bakterileri tiremesini 6nlemek i¢in kullanilir [79] .

Penicillium ve Aspergillus tiirlerinin, gida sanayiindeki Onemine ilaveten,
biyoteknolojik olarak {iiretilen bir dizi enzim ve diger makromolekiillerin, drnegin
glukonik, sitrik ve tartarik asitlerin yani sira pektinaz, lipaz, amilaz, seliilazlar ve
proteazlarin iretilmesinde kullanilir. Bazi Penicillium tiirleri, ¢esitli ksenobiotic
bilesikleri pargalama kabiliyetleri nedeniyle biyoremediasyonda ozellikle

mikoremediasyonda kullanilma potansiyeline sahiptir [80] .

Major antibiyotiklerin {ireticisi olan ¢ok ¢esitli Penicillium tiirleri mevcuttur.
P. chrysogenum (eski adiyla P. notatum) tarafindan tiretilen bir penisilin, 1929' da
Alexander Fleming tarafindan kesfedildi ve Gram pozitif bakterilerin biiylimesini
inhibe ettigi buldu. Penicilinin antibiyotik olma potansiyeli 1930' larin sonlarinda
gerceklesti, Howard Florey ve Ernst Chain bu bilesigi saflastirdi ve konsantre hale
getirdi. Tlacin Ikinci Diinya Savas1® ndaki enfekte yaralarindan 6len askerleri kurtarma
basarisi, Fleming, Florey ve Chain’ in ortaklasa 1945' te Nobel T1p Odiilii kazanmasim
sagladi [81]. Peynir ve sosis hazirlanmasinda kullanilan [17, 82]. Penicillium tiirleri
ayrica gida endistrisi igin renklendirici olarak kullanilabilecek pigmenti de

tiretirmektedir [83].

Filamentli funguslarin ¢ogu enzimlerin ireticisi oldugu bilinmektedir. P.
ochrochloron, pamuk mavisini renksizlestirebildigi i¢in biyolojik giderme ajan1 olarak
kullanilir [84]. Bu tiir ayn1 zamanda (1-3) b-D-glukanazlar ve b-glukozidaz' in iiretimi
i¢cin de kullanilmaktadir [85]. Buna ek olarak, Penicillium funiculosum' dan gelen

hemiseliilazlar, yani ksilanazlar daha once karakterize edilmistir [86] ve bu tiire ait
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seliilazlar kagit malzemeler tizerinde hidrolitik bir etki gosterirler [87]. Penicillium
verrucosum okratoksin {ireticisi olarak iyi bilinen bir fungustur [88]. Bununla birlikte,

lipaz liretimi i¢in de incelenmistir [89].

P. okrokloronun antimikrobiyal aktivitesinin, bu potansiyele sahip iki sekonder
metabolitten, yani (-) 2, 3, 4-trihidroksibiitanamid ve (-) eritritol geldigi kanitlanmigtir
[90]. Boylece bu tiir, antimikrobiyal 6zelliklere sahip bir mikroorganizma olarak
kullanilabilir. Penicillium tiirlerinde P. citrinum [91] ve P. expansum [92] gibi baz1

antioksidan aktiviteyi sahip tiirlerde tarif edilmistir.

1.6 Pigment Kullanihis Alanlari

Genel olarak insanlar farkli amaglarla boya endiistrisinde [93], tekstilde
fonksiyonel son islemede (terbiye/apre) [94], besin renklendirmede [95], kozmetikte
[96], renge duyarli giines hiicrelerin iiretiminde [97], histolojik boyamada [98] ve ph
indikatori olarak pigment kullanilmaktadir [99].

Bunun i¢in ¢esitli kaynaklardan boyar madde elde edilmesi i¢in arastirmalar
yapilmaktadir. Ayrica sentetik boyalarin kullanilmasinin ¢evre tizerinde zarar verici
oldugunu ve insanlarin sagligi iizerinde goriilen allerji astim, toksijenik ve
karsinojenik ¢esitli problemlere sebep oldugunu belirlenmistir. Bu nedenle farkli dogal
kaynaklardan bitkiler, bocekler, likenler, bakteriler ve mineraller gibi cesitli
canlilarindan elde edilen boyalarin kullanilmasi yonelik ¢alismalar devam etmektedir.
Bu nedenle insanlara ve gevreye zarar vermeyen dogal, pigmentin arastirilmasi ve
tiretilmesine yonelik farkli organizmalarla yapilan ¢aligmalar biiyiik ilgi cekmekte ve
¢ok yonlii olarak bu konu diinyanin her yerinden arastiricilar tarafindan farkli kosular
(s1caklik, ph, nem, ¢alkalama hizi, inokulum hacmi ve besiyeri kaynaklar1) kullanarak
denemeler yapilmaktadir. Funguslardan pigment ¢aligmalar1 olduk¢a yenidir. Ayrica

farkli funguslarin endiistriel amaglarla kullanimlar miimkiindiir.

Filamentli funguslar, pigment profillerinde kimyasal ve renk ¢ok yonliiliigii,
daha kolay ve biiyiik 6l¢ekli, kontrollii ekim ve uzun vadeli bir gegmise sahip olmasi
nedeniyle, gida sinifi pigmentin iiretimi i¢in mikrobiyal hiicre fabrikalar1 yapmak igin
uyarlanabilen hammaddelerdir [100]. Aspergillus ve Penicillium genuslarina ait

mikroorganizmalar dogal pigmentin potansiyel {ireticileri olarak incelenmistir.
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Penicillium suslarindan gelen Monascus benzeri pigmentin {iretimi, sitrin tiretimi
olmadig1 icin gida endistrisinde potansiyel bir kullanim ile yakin zamanda
bildirilmistir. Bu pigment benzer kromofor poliketidli Monascus pigmentinin
homologlaridir [101].

Babitha ve ark. (2007) tarafindan daha Once kati, yari sentetik ve sivi
fermantasyon prosesinde Monascus spp’ den pigmentin tiretimi konusunda ¢alismalar
yapildi, pigmentin 1s18a bagimli biiyiimesi ve gida endiistrisindeki uygulamalari,
6zenle incelendi [102]. Pigment iiretiminde, sicaklik ve ph; muhtemelen genetik ve
metabolik kontrol veya savunma mekanizmalarimi aktive eder [103]. Pigmentin
yiiksek konsantrasyonu ve yiiksek verimliligi, kiiltiir ortaminin pH ve sicakliginin yani
sira metabolik regiilasyonda 6nemli bir fonksiyona sahip olan ATP (adenosin trifosfat)
gibi molekiillerin diizenlenmesiyle elde edilebilir. Cift reaksiyon yollari, membran ve

hiicresel duvarda fonksiyoneldirler [104].

Monascus pigmentinin kanserin 6nlemesi, kan sekeri diizeylerini diistiriilmesi,
kirmiz1 etin renklendirilmesi, tatlandirilmasi ve korunmasinda, nitrat ve nitrit
tuzlarmin toplam veya kismi ikame maddeleri olarak basariyla kullanilan anti-
inflamatuar ve anti-timor ozelliklerini sergilemektedir [105]. Pigment ve sitrinin
sentezi, Monascus susuna [106], karbon, azot kaynaklari [107], karbon ve azot
konsantrasyonu [108], pH [109] ve diger beslenme faktorleri ve ¢evresel faktorlerin
orant [110]. Bircok aerobik fermantasyon prosesinde, artan etkenlik nedeniyle
zamanla et suyu icinde viskozite artisi vardir. Hiicre konsantrasyonu veya
fermantasyon sirasinda iiriinlerin birikimi s6z konusudur. Bu degisiklikler, 6zellikle
oksijen elde etmede bir dizi sorunla sonuglanir [111]. Yiiksek ¢oziinmiis oksijen
konsantrasyonunun, sivi fermantasyonda pigment ve sitrinin iiretimini arttirdigini

bulmuslardir [112].

Dogal pigmentlerin gida maddelerinde kullanilmasi, son yillarda dogal
bilesenler kullanmanin pazarlama avantajlarindan ve sentetik pigmentlerin nihai
zararli etkileri hakkindaki tiiketici endiselerinden dolay1 artmaktadir. Yiyecek
renklendiricisi olarak yaygin olarak kullanilan yesil boya, hizl1 bir immiinotoksik ajan
olarak gosterilmistir [113]. Su anda, dogal pigmentler bitkiler [114], bocekler [115] ve
mikroorganizmalar [116] gibi kaynaklardan tiiretilmektedir. Uretilen pigmentlerin

kararlilig1 [117], kurum i¢i imalat imkani ve daha yiiksek verim i¢in optimize edilmis
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ekim teknolojisinin bulunmasi nedeniyle Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri’ nde
gida endiistrisi disinda dikkat ¢cekmektedir [118]. Nihai amag fungal biyoteknoloji ile
pigmentlerin iiretilmesidir. Tarimsal hammaddelerin ve iklim kosullarinin arzindan
bagimsiz olacaktir. Gida renklendiricilerinin kaynagi olarak Monascus gibi filamentli
funguslarin Orient' te uzun siireli bir ge¢misi vardir, ancak Blakeslea fungusundan
basarili bir sekilde iiretilen Beta-carotene disinda Bati’ da hala yasaktir. Batidaki
fungustan kaynakli bir gida renklendiricisinin basarisiz bir girisimi, 2004 yilindan
itibaren 5 Mayis 2006 tarihine kadar Cek Cumbhuriyeti’ nde gegici olarak 2 yil onay
verilmesine neden olan antrakinon esashi kirmizi fungus pigmenti Arpink Red' dir

[119].

Sentetik ve dogal pigmentler yiyeceklerde, Kozmetik ve farmasotik
endustrileri yaygin olarak kullanilir [120]. Bazi sentetik pigmentlerin potansiyel
toksisitesi konusundaki diisiinceler, dogal kaynaklardan tiiretilmis pigmentlere olan
ilginin artmasina neden olmustur [121]. Geleneksel olarak dogal pigmentler, bitki ve
bocek dokular1 gibi dogal kaynaklardan ekstre edilmistir, ancak mikrobik
fermantasyon yoluyla pigment elde etmek de miimkiindiir. Baz1 bakteriler, mayalar,
basidiomiset funguslari ve mikroalgler pigment iiretiminde kullanilmaktadir [101];
ancak yiiksek maliyetler ve diistik tiretkenlik, ticari iiretim i¢in 6nemli darbogazlardir
[122]. Monascus genusu Ascomycetous funguslar piringte yetistirildiklerinden dogal
bir gida renklendiricisi tiretmek i¢in kullanilmistir [123]. Bununla birlikte, Monascus
tirevi pigmentler sitrinin igerir ve mikotoksin dretimi Monascus' un gida

renklendiricilerinin treticisi olarak kullanimini sinirlar

Pitt (1979) benzer sekilde, Penicillium marneffei biiyiikk miktarda kirmizi ve bu
pigment monascorubramine olarak adlandirilmaktadir [2]. Bu tiir bilinen bir pigment
liretmemesine ragmen tehlikeli bir insan patojenidir [124]. Bunun disinda kalan,
Penicillium alt-genusu Biverticillium' da yer alan yukarida bahsedilen Penicillium

tiirlerinde ise ¢esitli kirmizi pigment iireticiler yer almaktadir.

Gida rilinleri, filamentli funguslar da dahil olmak iizere sayisiz
mikroorganizma i¢in uygun yasam alanlar1 olarak kabul edilebilir. Yiyeceklerde en sik
goriilen kiifler, digerlerinin yaninda Penicillium, Aspergillus veya Fusarium
genuslarina aittir. Funguslarin mikotoksin iiretme potansiyelleri nedeniyle gidalardaki

fungus olusumu 6nemli kayiplara veya gilivenlik sorunlarina neden olabilir [125] .
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Bozulmanin yani sira, gesitli fungal tiirler, gida iiretiminde, metabolik faaliyetlerinin
nihai iriinlerin organoleptik 6zelliklerine katkida bulunur ve teknolojik kiiltiirler
olarak kullanilirlar [126]. Gidalardaki fungus gelisimi esas olarak fizikokimyasal
faktorler tarafindan belirlenir. Bu etkenler, gidaya 6zgii parametreler (su aktivitesi
(aw), pH, redoks potansiyeli, mevcut besinler ve dogal antimikrobiyal maddeler) ve dis
parametreleri (nem ve sicaklik gibi gida depolama ortami atmosfer kompozisyonu)

yani sira gidalarin islenmesi ve korunmasidir [127].

Venil ve Lakshmanaperumalsamy (2009) kimyasal boyalarin aksine,
mikroorganizmalardan elde edilen pigmentlerin pek ¢ogunun kanser, alerjiler gibi
hastaliklara neden olmadigi, hatta antibiyotik ya da anti-kanser ozelliklere sahip
oldugunu tespit etmislerdir [128]. Funguslarda bulunan en 6nemli melanin tipleri
DHN-melanin  ve DOPA-melanindir. Aspergillus fumigatus sporlar1 1,8-
dihidroksinaftalen benzeri melanin icermektedir. Ayrica, melanin lireten Dematesiy6z
funguslar {lizerinde yapilan ¢aligmalarda melaninin, fungal hiicreleri insan savunma
sistemi etkilerinden korudugu ve suslarin canli kalma sansimi arttirdigini

gozlemislerdir [129].

Bu tiirler nadiren mikotoksin tiretirler ve 37 °C’ de lireyemedikleri i¢in patojen
de degildirler. Ancak ¢ok az da olsa mikotoksin lreten tiirler de yok degildir.
Penicillium oxalicum sar1 toksik pigment (sekalonik asit D) [130] iirettiginden dolay1
direkt olarak gidalara uygulanamaz. Ayrica 37-38 derecede iirediginden insanlar i¢in

de ciddi bir patojendir.

Son on yilda, dogal pigmentlerin teknik tekstil ve boya alanlarinda kullanimina
olan ilgi artt1 [131]. Ureticiler, artan tiiketici algisina yanit olarak tekstil endiistrisinde

daha dogal ve daha az sentetik renklendiricilere yoneldi [132].

Molekiiler yontemlerle identifikasyonu yapilan P. mallochii ¢alismamizda
susunun pigment iiretimi, karakterizasyonu ve pigment iiretimine etki eden faktdrlerin

belirlenmesinde degerlendirildi.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Fungal Calismalar

2.1.1 Kaullanilan Besiyerleri

2.1.1.1 Hiicre Kiiltiirii, Pigment Uretimi ve Karakterizasyonu icin

Kullanilan Besiyerleri

Agar igeren besiyerleri Petriler ve tiipler seklinde hazirlandi. Oncelikle,
kullanilacak tiipler ve cam Petri kaplar1 pastor cihazi ile 200 °C” de 10 dakika boyunca
sterilize edildi veya hazir steril plastik Petriler kullanildi. Hazirlanan besiyerleri

121 °C’ de 20 dakika steril edildi. Alevin yaninda steril Petrilere (15 mL) dagitildi.

Yatik agar hazirlamak i¢in, agarl besiyerleri tiiplere (5 mL) olacak sekilde
dagitildi ve otoklavda 121 °C’ de 20 dakika steril edildi. Tiipler yatik olarak
yerlestirerek donmalar1 saglandi. Petri ve yatik besiyerleri daha sonra kullanilmak
tizere +4 °C’ de muhafaz edidi. Deneysel ¢alismada kullanilan tiim besiyeri igerikleri

asagida verildi.

Tablo 2.1: Deneysel ¢aligmada kullanilan besiyerleri icerikleri

Oxiod Rose Bengal Chloramphenicol Agar (pH 7.2 = 0.2).

Kiiltiir tanilanmasinda kullanilan bir besiyeridir.

icerik Miktar
Mikolojik pepton 50¢9
Glikoz 10¢
Dipotasyum fosfat 109
Magnezyum siilfat 059
Rose Bengal 0.05¢g
Agar 155¢

1000 mL Distile suya tamamlanir [133].
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Tablo 2.1° devamu:

Malt Extract Agar

Pigment iiretimi ve karakterizasyonu i¢in kullanildi.

icerik Miktar
Pepton 39
Agar 159
Malt ekstrakti 3049
1000 mL Distile suya tamamlanir [134].

Merck Potato Dextrose Agar

Pigment liretimi ve karakterizasyonu i¢in kullanildi.

Icerik Miktar
Patates infiizyonu 49
Glucose 20 ¢
Agar-agar 159
1000 mL Distile suya tamamlanir [135].

Oxiod Sabrouraud Dekstroz Agar (pH 5.6 + 0.2)

Pigment tiretimi ve karakterizasyonu i¢in kullanildi.

icerik Miktar
Pepton 10¢g
Agar 159
Glukoz 40 g
1000 mL Distile suya tamamlanir [136].

Merck Yeast Extract agar (6.5 £0.2)

Kiiltiir tanimlanmasinda kullanilda.

icerik Miktar
Yeast Extract 509
Glukoz 10.0¢g
Agar-agar 20.0¢g

1000 mL Distile suya tamamlanir [137].
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Tablo 2.1° devamu:

Merck Czapek Dox Agar (7,3+0,2)
Kiiltiir tanimlanmasinda kullanild.

Icerik Miktar
Sukroz 30,09
NaNO3 309
MgSO4 059
KCI 05
Demir(Il)stilfat 0,01g
K2HPO4 109
Agar-agar 13,09

1000 mL Distile suya tamamlanir [138].

2.1.2 Fungusun Izolasyonu ve Kiiltiirii

Bu calismada kullanilan susu daha once Balikesir, Tirkiye’ den agac
kabugundan izole edilen ve danismanimin koleksyonda yer alan (TACB-16 kodlu)
Penicillium izolat1 ile ¢alisildi. laboratuvara getirilen 6rnek 24 saat i¢inde steril distile
su ile yikandiktan sonra 100 mg 6rnek 3/5 (agac kabugu: su) oraninda sulandirarak
Waring Blender ile homojenize edildi. Daha sonra bundan 50 g alinarak 450 mL steril
distile su konmus calkayicida 25 °C’ de, 30 dakika ¢alkalanarak kiiflerin suya ge¢mesi
saglandi. Bu homojenat 10 iginde 9 mL steril distile su bulunan tiip serisi kullanilarak
10'den 10 e kadar diliisyonlar hazirland1 her bir diliisyondan 9 ¢cm capindaki steril
Petri kaplarina birer mL konularak {izerlerine 45 °C’ ye kadar sogutulmus Rose Bengal

Chloramphenicol Agar (RBCA) ilave edildi.

Sekiz hareketiyle Petrilerin homojen karigmasi ve katilasmasi saglandi.
Katilagan Petriler 25 °C’ de 5-7 giin inkiibe edildi [139]. Besiyerinde olusan her bir
koloniden yatik Malt Extract besiyerine ekim yapilarak elde edilen saf kiiltiirler
-20 °C’ de derin dondurcu saklandi [140].

2.1.3 ldentifikasyon

2.1.3.1 DNA izolasyonu

Patates dekstroz agarda (PDA) saf olarak {iretilen kolonilerin hif ve sporlari
DNA izolasyonu i¢in kullanildi. DNA izolasyonu i¢in DNeasy plant Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) kullanild: ve kitin protokolii takip edildi.
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2.1.3.2 PCR Reaksiyonu
Izole edilen DNA &rnegi polimeraz zincir reaksiyonu deney ile ¢ogaltildi. Bu
kapsaminda kullanilan bilesikler (Tablo 2.2)* de belirtilmistir.

Tablo 2.2: PCR reaksiyonunda kullanilan bilesikler.

Kullamila bilesikler Miktar
Kalip DNA 5ul
PCR tampon (10X, Vivantis) Sul
MgCI2 [25 ITS (internal transcribed spacer)-mM, 3ul
Vivantis]

DMSO 3ul
dNTP karisimi (10 mM, Vivantis) 0.8 ul
4 primeri (10 mMlI) 3ul
(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3)

ITS-5m primeri (10 mM) 3ul
(5’- GGAAGGAGAAGTCGTAACAAG-3”)

Taq DNA polimeraz (5 U/ul, Vivantis) 0.8 ul
Steril dH20 26.4 ul
Toplam hacim 50 pul

Bu bilesikler hazirlanarak belirtilen siirece sicakliklar uygulanarak PCR cihazi
ayarlanmistir (Tablo 2.3)’ de gosterilmistir. PCR {irtinleri 0.5 pg/ml etidyum bromiir
iceren % 0.8” lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak mantarlara 6zgii DNA

bantlar1 (500-600 baz ¢ifti) ultraviyole 151k altinda incelendi [141].

Tablo 2.3: PCR reaksiyonlari

Basamak Sicaklik Zaman Dongii Sayisi
On 1s1tma 94 °C 5 dk.
1. basamak 94 °C 45 sn.
2. basamak 55°C 45 sn. X 40 déngi
3. basamak 72 °C 2 dk.
4. basamak 72 °C 10 dk. X 1 dongii
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Ayrica ABD’ deki Charles River laburatuvart kullanilan kirmizi-turuncu

pigment tiretici sus molekiiler yotemleri ile tiir tayini i¢in goderildi

2.1.4 Morfolojik Analiz

214 1 Mikromorfolojik Analiz

P. mallochii mikromorfolojik analiz i¢in SDA’ a inokiile edildi. Petri, karanlik
ortamda 4 giin boyunca 30 °C’ de inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 151k mikroskobu
altinda farkl giinlerde (3, 5 ve 7) incelendi.

2.1.4.2 Makromorfolojik Analiz

Makromorfolojik analiz i¢in izolatin MEA, PDA, SDA, YES ve CZ’ a iig
noktada inokiile edildi. Petriler, karanlik ortamda 7 giin boyunca 30 °C’ de inkiibe
edildi. inkiibasyondan sonra kolonilerin ¢aplar 6l¢iildii. Konidia rengi ve Petrilerdeki
kolonilerin iist ve alt yiizeyleri incilendi, pigment renkleri kaydedildi. Farkli

besiyerlerinde iireyen koloniler fotograflandi.

2.1.5 Sicaklik ve pH Degisimlerinin Pigment Olusumuna Etkisi

Farkli sicaklik (25 °C, 28 °C ve 30 °C) ve farkli pH (5, 7 ve 9) degerlerinde
pigment olusumuna etkisine bakilmasi i¢in ylizey kiiltiirii olarak 90 mm Petri kaplari
kullanild1 ve ti¢ noktada inokiile edildi. Pigment liretmesi i¢in 18 giin boyunca karanlik
bir ortamda SDA besiyeri kontrol olarak kullanildi ve (3, 6, 9, 12, 15 ve 18.) giinlerde

fotograflandi ve ¢aplar 6lciildii.
2.1.6 Pigment Uretimi

Pigment iiretimi amaciyla kat1 besiyeri SDA olarak kullanildi. Yatik agarli tiipler
30 °C’ de 7 giin hem aydinlik hemde karanlik bir ortamda inkiibe edildi ve pigment
tiretmesi i¢in yiizey kiiltiirii olarak 90 mm’ lik Petri kaplar1 kullanildi. Pigment
olusumu igin 30 °C* de 14 giin boyunca inkiibe edildi [140]. Elde edilen sonuglar

karsilastirilarak, karanlik ortamda fungusun tiretilmesine karar verildi.
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2.1.7 Pigment Ekstresinin Hazirlanmasi

Her Petriye 2 mL tween 80° ekleyerek sporlar1 kazinarak uzaklastirildi.
Petrilerin agarli kismi toplandi. Ethanol ekstresi (w/v: 1/2) eklenerek calkalayicida
(ZHWY-211D) 72 saat boyunca 26 °C’ de 160 rpm’ de pigmentin etanol’ a gegmesi
saglandi [139]. Bu asamadan sonra ¢ozelti 0,40 ve 0,20 um filtrelerden gegirildi. Elde
edilen c¢ozeltinin spektofotometrede (200-900) nm arasinda analizleri yapildi.
Kullanilan solvent bitene kadar buharlastiric1 (IKA RV 10 basic) ile konsantre edildi
ve ¢eker ocakta (hedlab) 24 saat boyunca birakildi. Ayrica pigmentleri kurutmak igin
liyofilizator (CHRIST ALPHA 1-2 LD) kullanildi1 [140, 142].

2.2 Pigment Karakteristikleri

2.2.1 Pigment Olusumuna Etki Eden Faktorlerin Optimizasyonu ve
Spektral Analizleri

Farkli besiyerlerinin MEA, PDA ve SDA pigment olusumuna etkisine
bakilmasi i¢in Malt Extract Agar kontrol olarak kullanildi ve farkli solventler (su,
asetik asit, etanol ve metanol) ile c¢ozeltiler 0,5g/0,5 mL stok olarak hazirlandi.
Hazirlanan ¢ozeltilerden 25mg/mL olarak farkli pH (2, 4, 5, 6, 7, 8, 10 ve 12) ve
sicaklik (25, 40, 60, 80 ve 100) degerlerinde pigmentin spektrofotometrede 450 nm
dalga boyunda absorbanslar1 6l¢iildii [143].

2.2.2  Pigmentin 120 °C Renk Degerlerinde Spektral Analizleri

1g/mL’ lik pigment stogundan 100 mg/mL ve 50 mg/mL konsantrasyonda 8 mL
¢ozelti iceren 4 tiip seklinde hazirland1 ve spektrofotometre 450 nm dalga boyunda
absorbanslar1 6lglildii. Hazirlanan tiiplerden ikisi otoklava (120 °C/20 dk.) konuldu.
Sterilizasyon isleminden sonra ¢6zeltinin homojen olmasti i¢in spektrofotometre tekrer

Olctilerek absorbanslar karsilagtirildi.
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2.3 Hunter Renk Sistemine Gore Pigment 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 amagla ¢esitli cihazlar 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 olmamasi iizerine bu yontem daha sonra
gelistirilerek Hunter renk sistemi ortaya ¢ikmistir. Hunter renk sistemi de CIE L*a*b*
sistemine benzer [144]. Calismamizda pigmentlerin rengi Hunter kalorimetresi
degerlerine gore ifade edilecektir (Sekil 2.1). Hunter kolorimetresinde ii¢ renk degeri
vardir; a* degeri kirmizi veya yesilligi, b* degeri sarilik veya maviligi, L* degeri ise
0 (siyah) ve 100 (beyaz) arasindaki aydinlik derecesini dlger [145]. Bununla birlikte
elde edilen pigment eksresinden 4 farkli konsantrasyonlarda (5, 25, 50, 100 mg/mL)
cozeltiler hazirland1 ve Color grap (color detection) uygulams: ile L*, a* ve b*

kolorimetresi degerini belirlendi.

White
L =100

Yellow
Green +b
-a

Eed
Blue/

+a

Black
L=0

Sekil 2.1: Hunter renk sistemi [146]

Bu konuda renk analizi yapan TUBITAK, MAM Gida endiistrisi tarafindan

yapilmustir.
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3. BULGULAR

3.1  Identifikasyon

Bu c¢alismada kullanilan kirmizi-turuncu pigment tiretici sus, 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. Dizileme sonucu yapilan blast analizinde calistigimiz Fungus tiirii
P. mallochii’ ye %93 benzerlikle gostermistir. Bununla birlikte AccUGENX-ID®
FunITS tarafindan ile Fungal tarafindan molekiiler yontemler ile tiir diizeyinde, ITS
bolgesi, yakin iligkili tiirler arasinda, D2, "ITS" gibi diger DNA bdlgelerinden daha
yiiksek bir varyasyon derecesine sahip oldugu teyit edilmistir ve asagidaki (Sekil 3.1)’

de filogenitik agacin1 gosterilmistir.

Accugenix Database Search Result - FunITS

Identification: Penlclilium mallochll

Confidence Level: Specles

Sequence Alignment

Alignment: 344 C2T726476-20170821042
1.16 % 347 Penicillium mallochii

2.34 % 342 Penicillium sclerotiorum
2.62 % 345 Penicillium viticola

2.62 % 343 Penicillium cainii

3.49 % 344 Penicillium guanacastense
4.36 % 345 Aspergillus neoniveus
4.65 % 347 Penicillium adametzicides
4.65 % 346 Penicillium hirayamae
4.94 % 350 Penicillium adametzii

4.94 % 348 Penicillium alexiae

Neighbor Joining Tres

2726476-20170821042
enicillium mallochii

———PFenicillium sclerotiorum

Penicillium viticola
AI_—|7P—Penic:illium guanacastense
enicillium cainii

MJoin: 1.91 %

-Aspergillus neoniveus
Penicillium alexiae
Penicillium hirayamae

Penicillium adametzii

———Penicillium adameizicides

Not intended for in vitra diagnestic use

Sekil 3.1: P. mallochii’ nin AcCCUGENX-ID® FunITS ile Fungal ile filogenitik agacini tanimlamasi.
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3.2  Morfolojik analizi

P. mallochii mikromorfolojik analiz i¢in izolatin SDA besiyerinde inokiile
edildi. Petri, karanlik ortamda 4 giin boyunca 30 °C’ de inkiibe edildi. P. mallochii
(monoverticillat) inkiibasyondan sonra 1s1k mikroskobu altinda farkli giinlerde (3, 5 ve
7) incelendi. Konidia sert, piiriizsiiz ve ¢aplart 2.2-2.5 um globoz oldugu belirlendi.
Sterigma sayis1 5-8 ile arsinda degimektedir, uzunlugu ise 7-10 um arasindadir.

Konidiyofor diizgiin septali uzunlugu 80-120 pm arasinda degismektedir (Sekil 3.2).

Sekil.3.2: P. mallochii SDA ile 1gikli mikroskop 10x100 biiytikliikte goriintimii.

P. mallochii makromorfolojik analiz igin izolatin SDA, MEA, PDA, YES ve
CZ’ aii¢ noktada inokiile edildi. Petriler, karanlik ortamda 18 giin boyunca 30 °C’ de
inkiibe edilerek 3, 6, 9, 12, 15. ve 18. giine kadar gozlemlere devam edildi ve farkl
besiyerlerinde iireyen koloni {ist ve alt yiizey fotograflarini1 (Sekil 3.4) ve koloni ¢ap

Ol¢timeleri (Tablo 3.1)” de goterildi.
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Sekil 3.3: P. mallochii’ den pigment liretiminde farkl: besiyerler (MEA, SDA, YES, PDA ve
CZ) kullanilarak 30 C’ de farkli giinlerde (3, 6, 9, 12, 15 ve 18). giinde Petri kabinin iistten
gorinimil.

39



Sekil 3.4: P. mallochii’ den pigment iretiminde farkli besiyerler (MEA, SDA, YES, PDA ve CZ)
kullanilarak 30 C’ de farkli giinlerde (3, 6, 9, 12, 15 ve 18). giinde Petri kabinin alttan goriiniimii.
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Tablo 3.1: P. mallochii’ den pigment tiretiminde farkli besiyerler (MEA, SDA, YES, PDA
ve CZ) kullanilarak 30 C’ de farkli giinlerde (3, 6, 9, 12, 15 ve 18) kolonilerin 6l¢iileri.

Besiyeri SDA MEA PDA YES Ccz
Sicaklik 30°C 30°C 30°C 30°C 30°C
3. giin 12-12-11 16-16-15 14-14-13 8-8-7 6-6-5
6. giin 32-30-20 28-28-27 27-27-26 12-12-12 14-13-13
9. giin 41-41-40 32-31-32 33-32-32 17-17-16 18-19-18
12. giin  47-47-46 40-40-39 38-38-49 19-20-21 23-24-24
15. giin  46-47-47 43-46-43 40-41-40 26-25-26 35-34-35
18. giin  48-45-46 46-59-52 45-47-46 30-29-30 38-37-40

3.3  Sicaklik ve pH degisimlerinin pigment olusumuna etkisi

Farkli sicaklik (25 °C, 28 °C ve 30 °C) ve farkli pH (5, 7 ve 9) degerlerinde
pigment olusumuna etkisine bakilmasi i¢in yiizey kiiltiirii olarak 90 mm Petri kaplari
kullanild1 ve ii¢ noktada inokiile edildi. Pigment liretmesi i¢in 18 giin boyunca karanlik
bir ortamda SDA besiyeri kontrol olarak kullanildi ve (3, 6, 9, 12, 15 ve 18.) giinlerde
fotograflarini ve ¢aplar1 6l¢timlerini alind1 (Sekil 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9, 3.10).

41



SDA SDA SDA
25°C/PH=5 25°C/PH=7 25°C/PH=9

15.GUN 12. GUN 9.GUN 6. GUN 3.GUN

18. GUN

Sekil 3.5: P. mallochii’ dan pigment iiretimin SDA besiyeri kullanarak farkli pH’ larda (5, 7 ve 9)
kullanilarak 25 °C’ de farkli giinlerde (3, 6, 9, 12, 15 ve 18) Petri kabinin iistten goriinimii.
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SDA SDA SDA
25 °C/PH=5 25 °C/PH=7 25 °C/PH=9

Sekil 3.6: P. mallochii’ den pigment iiretimin SDA besiyeri kullanarak farkli pH’ larda (5, 7 ve 9)
kullanilarak 25 °C’ de farkl giinlerde (3, 6, 9, 12, 15 ve 18) Petri kabinin alttan gériinimii.
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SDA SDA SDA
28 C/PH=5 28 C/PH=7 28 C/PH=9

Sekil 3.7: P. mallochii’ den pigment iiretimin SDA besiyeri kullanarak farkli pH” larda (5, 7 ve 9)
kullanilarak 28 °C’ de farkli giinlerde (3, 6, 9, 12, 15 ve 18) Petri kabinin iistten goriiniimii.
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SDA SDA SDA
28°C/PH=5 28 °C/PH=7 28°C/PH=9

Sekil 3.8: P. mallochii’ den pigment iiretimin SDA besiyeri kullanarak farkli pH’ larda (5, 7 ve 9)
kullanilarak 28 °C’ de farkli giinlerde (3, 6, 9, 12, 15 ve 18) Petri kabinin alttan goriiniimii.

45



SDA SDA SDA
30°C/PH=5 30°C/PH=7 30°C/PH=9

Sekil 3.9: P. mallochii’ den pigment tiretimin SDA besiyeri kullanarak farkli pH’ larda (5, 7 ve 9)
kullanilarak 30 °C’ de farkli giinlerde (3, 6, 9, 12, 15 ve 18) Petri kabinin alttan goriiniimii.
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SDA30C SDA30C SDA30C
/PH=5 PH=7 /PH=9

Sekil 3.10: P. mallochii’ den pigment tiretimin SDA besiyeri kullanarak farkli pH’ larda (5, 7 ve 9)
kullanilarak 30 °C’ de farkli giinlerde (3, 6, 9, 12, 15 ve 18) Petri kabinin alttan goriiniimii.
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Tablo 3.2: P. mallochii’ den pigment {iretimin SDA besiyeri kullanarak farkli pH’ larda (5, 7 ve 9) kullanilarak 30 °C’ de farkli giinlerde (3, 6, 9, 12, 15 ve 18) giinde
kolonilerin dl¢iileri

Besiyeri SDA
Sicakhik 25C 28 C 30C
PH pH=5 pH=7 pH=9 pH=5 pH=7 pH=9 pH=5 pH=7 pH=9
3. giin 12-12-12 12-12-12 12-11-11 12-13-12 11-11-12 10-10-11 12-12-11 11-10-11 10-10-10
6. giin 29-30-30 28-28-27 28-27-28 29-30-31 27-28-27 27-26-26 32-30-31 23-23-24 20-21-21
9. giin 42-42-41 40-39-39 40-39-38 42-41-40 38-37-37 36-37-37 41-41-40 29-31-30 27-28-27
12. giin  50-50-49 45-44-45 47-47-45 50-49-48 45-45-47 46-44-45 47-47-46 37-38-38 37-37-36
15. giin  54-54-52 47-48-48 49-53-47 52-50-51 49-50-52 51-49-49 46-47-47 42-41-40 40-40-38
18. giin  49-51-50 50-54-50 51-48-47 53-50-52 54-50-46 49-50-48 48-45-46 46-46-45 42-44-41
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3.4  Pigment Uretimi:

P. mallochii, 90 mm’ lik Petri kaplarinda SDA besiyeri pH 5’ te kullanilarak 20 giin
boyunca 30 °C’ de karanlik ortamda inkiibe edildikten sonra 5. giinden itibaren bol miktarda

turuncu pigment iiretti ve pigment olusumu 18. giine kadar artarak devam etti (Sekil 3.11).

Sekil 3.11: P. mallochii SDA ile pigment iiretimi 30 °C” de 18. giinde Petri kabinn alt ve iistten gortiniimii.

3.5 Pigment Ekstresi Elde Etme

Petri kaplarinda inkiibe edilmis (30 °C* de 18 giin) ve pigmentlenmis P. mallochii

kiiltiirleri yukarida materyal ve metot boliimiinde bahsedildigi sekilde pigment ekstreleri elde
edildi

Iki litrelik erlen igerisine 30 Petriden elde edilen yaklagik 750 mg pigment igeren agar
kondu. Uzerine 750 mL olarak etanol eklendi, oda sicakliginda 72 saat ¢alkalandiktan (160
rpm) sonra 0.45 um, 0.20 um filtrelerden gegirildi. Elde edilen 330 mL civarinda Ki ¢ozeltinin
buharlastirma ve liyofilizasyon islemlerinden sonra 9,8 g (100 mL’ de yaklasik 2,8 g).kirmizi-
turuncu macunumsu bir pigment ekstresi elde edildi.
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3.6 Pigment Olusumuna Etki Eden Faktorlerin Optimizasyonu ve Spektral

Analizleri

3.6.1 Farkli Besiyerler ile Pigment Uretimi

P. mallochii pigment iiretiminde besiyeri olarak MEA, SDA ve PDA kullanilarak her
besiyerinden 7’ ser Petri hazirland1 ve karanlik bir ortamda birakildi. 5. giinden itibaren tiim
Petrilerde pigment olusumu basladig1 goriildii.3, 6, 9, 12, 15. ve 18. giine kadar gozlemlere
devam edildi ve pigment olusumunun 18. giine kadar artig1 belirlendi (Sekil 3.3 ve 3.4).

Farkl1 besiyerlerinden elde edilen her bir pigment ekstresi tartildi. Buna gore elde edilen
pigment eksre miktarlart SDA 5,064 g, MEA 4,927 g ve PDA 4, 213 g (1 L’ de sirayla yaklasik
14,468 g, 14,077 g ve 12,037 g) olarak belirlendi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: P. mallochii’ nin farkli besiyerlerinden (MEA, SDA ve PDA) elde edilen pigment miktarlari.

Besiyerleri P. mallochii
MEA 14,077g
SDA (Oxoid) 14,468 g
PDA (Merck®) 12,037 g

/

-\

MEA SDA PDA

Sekil 3.12: P.mallochii’ nin farkli besiyerlerinden (MEA, SDA ve PDA) elde edilen ve 25 mg/mL

konsantrasyonda hazirlanmis pigment ¢6zeltilerinde gézlenen renkler.



P. mallochii’ nin farkli besiyerlerinden (MEA, SDA ve PDA) elde edilen 25 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanmis pigment ¢ozeltileri, renk analizleri igin spektrofotometre ile
450nm dalga boyunda 6l¢iildii ve sirasiyla 0.266, 0.571 ve 0.147 absorbans elde edildi (Sekil
3.13).
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Sekil 3.13:P. mallochii’den farkli besiyerlerinden (MEA, SDA ve PDA) elde edilen 25 mg/mL

konsantrasyondaki pigment ¢6zeltisinin 450 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans degerleri

3.6.2 Pigment Karakterizasyonu ve Spektral Analizliler

P. mallochii stok pigment ¢ozeltisinin 25 mg/mL konsantrasyonda hazirlanan ¢ozelti
farkli pH, sicaklik degerleri ve farkli solventlerde renk karakterizasyonu bakimindan test edildi.
Hazirlanan ¢ozelti (25 mg/mL) farkli sicaklik derecelerinde (25, 40, 60, 80 ve 100 °C) (Sekil
3.14), 450 nm dalga boyunda sirasiyla 0.898, 0.914, 0.920, 0.918 ve 0.912 absorbasyon
degerleri 6l¢iildii (Sekil 3.15). Ayrica, pH degerinin sicaklikla degisip degismedigini test etmek
amaciyla ve 25 ve 100 °C arasinda 5 pH derecesi test edildi (Sekil 3.15). Buna gore verilen pH’

larda sicaklik dereceleri ile renk degerinin degismedigi ve sabit kaldig1 belirlendi.

P. mallochii’ dan elde edilen pigmentin 25 mg/mL konsantrasyonunda farkli pH (2, 4,
6, 8, 10 ve 12) (Sekil 3.16). degerlerinde oda sicakliginda 450 nm dalga boyunda sirasiyla
0.822, 0.815, 0.840, 0.905, 0.993 ve 1.064 absorbasyonlar degerleri elde edildi (Sekil 3.17).

Ayrica farkl solventler kullanilarak 25 mg/mL konsantrasyonundaki pigment ekstresinin
su, methanol, ethanol ve asetik asit ile (Sekil 3.18) 450 nm dalga boyundaki renk degisimleri
sirastyla 0.868, 1.011, 1.059 ve 1.336 absorbans olarak 6l¢iildii (Sekil 3.19).
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25°C 40 °C 60 °C 80 °C 100 °C

Sekil 3.14: P. mallochii’ nin 25mg/mL konsantrasyondaki pigment ¢ozeltisinin farkli sicaklik degerlerinde (25,
40, 60, 80 ve 100 °C) stabilizasyonu.
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Sekil 3.15: P. mallochii’ nin 25mg/mL konsantrasyondaki pigment ¢6zeltisinin pH 5 degerinde ve 450nm dalga

boyundaki absorbans degerlerinin farkli sicaklik dereceleri ile renk degisimini etkisi.

Ph=10 Ph=12

Sekil 3.16: P. mallochii’ nin 25 mg/mL konsantrasyondaki pigment ¢ozeltisinin farkli pH (2-12)

degerleri renk degerlerinin degisimi
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Sekil 3.17: P. mallochii 25 mg/mL konsantrasyonundaki pigment ¢ozeltilerinin farkli pH degerlerindeki

renk degisimlerinin 450 nm dalga boyundaki absorbans degerleri ile belirlenmesi.

Su Metanol Etanol Asetik asit

Sekil 3.18: P. mallochii farkli solventler ile 25 mg/mL konsantrasyonundaki pigment ¢ozeltileri.
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Sekil 3.19: P. mallochii’ nin farkli solventlerde 25 mg/mL konsantrasyonundaki pigment

¢ozeltilerinin 450 nm dalga boyundaki absorbans degerleri.

3.6.3 Pigmentin 120 °C Renk Degerleri ile Spektral Analizleri

P. mallochii stok (1 g/mL) pigment c¢ozeltisinden 100 mg/mL ve 50 mg/mL
konsantrasyonda 8 mL ¢ozelti igeren 4 tiip seklinde hazirland1 (Sekil 3.20). Spektrofotometre
ile 450 nm dalga boyunda absorbans sirasiyla 1,411 ve 0,477 olarak belirlendi (Sekil 3.21).
Hazirlanan tiiplerden ikisi kontrol olarak oda sicakliginda birakildi digerleri otoklava (120
°C/20 dk.) konuldu (Sekil. 2). Otoklav isleminden sonra iki ¢6zelti karsilastirildiginda ikinci

¢oOzeltinin homojen olmadigi ve pigmentinin dibe ¢oktiigiinii belirlendi. Otoklavdan ¢ikan

pigment cozeltisinin spektrofotometre analizleri i¢cin 450 nm dalga boyunda absorbanslari
Olgtilerek renk degisimleri degerlendirildi (Sekil 3.21).

Sekil 3.20: P. mallochii’ nin 100 mg/mL ve 50 mg/mL konsantrasoyonlarindaki pigment ¢6zeltesinin otoklavdan
Once ve sonra goriiniigii. A) 100 mg/mL otoklavdan 6nce, B) 100 mg/mL otoklavdan sonra, C) 50 mg/mL

otoklavdan 6nce, D) 50 mg/mL otoklavdan sonra
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Sekil 3.21: P. mallochii’ nin 100 mg/mL ve 50 mg/mL konsantrasoyonlarmdaki ¢dzeltisinin otoklavdan énce

ve sonra 450 nm dalga boyundaki absorbans degerleri.

3.6.4 Hunter Renk Sistemine Gore Pigment Renk Tayini

Calismamizda pigmentin rengi Hunter kalorimetresi degerlerine gére (CIE L*, a*, b*)
ifade edilecektir (Sekil 2.1). Hunter kolorimetresinde {i¢ renk degeri ve pigment eksresinden 4
farkli konsantrasyonlarda (5, 25, 50, 100 mg/mL) ¢ozeltiler Color grap (color detection)

uygulamsi ile L*, a* ve b* kolorimetresi degerini iste asagidaki (Tablo 3.4)’ de gosterildi.
A B C E F
- EE -

)

Sekil 3.22: P. mallochii’ nin farkli konsantrasyonularda A) 5 mg/mL, B) 25 mg/mL, C) 50 mg/mL, E) 100

mg/mL ve F) ham ekstresi olarak ¢ozeltilerinin goriiniimii.
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Tablo 3.4: P. mallochii’ nin Hunter kalorimetresi degerlerine ve farkli konsantrasyonlarda (5, 25, 50,

100 mg/mL) ¢ozeltiler Color grap (color detection) uygulamsi ile L*, a* ve b* kolorimetresi degerini.

Ornek L* a* b*

5 mg/mL 76.0 34.2 48.9
25 mg/mL 29.9 36.7 20.2
50 mg/mL 22.6 30.0 30.4
100 mg/mL 12.9 11.8 17.2
Ham ekstresi 8.14 9.83 1.06
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4, TARTISMA VE SONUC

Calismamizda kirmizi-turuncu pigment ireticisi Penicillium mallochii izolatlarinin
pigment {iretiminin optimizasyonu ve pigment iiretimine etki eden faktorlerin belirlenmesi

amaglandi.

P. mallochii’ nin SDA besiyerinde ve pH 5’ te, 20 giin boyunca (30 °C) karanlik ortamda
yapilan kiiltiirii incelendi. Fungusun 5. giinden itibaren bol miktarda kirmizi-turuncu pigment

irettigi ve pigment olusumunun 18. giine kadar artarak devam ettigi goriildii.

Giinlimiize gelinceye kadar Ascomycetes sinifina ait pigment lireticisi olarak belirlenmis
bazi 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 kirmiz1), Roesleria hypogea (kirmizi), Penicillium atrovenetum
(mavimsi yesil ve koyu kirmizi), Penicillium oxalicum var armenica (Dark red), Penicillium
purpurogenum (portakal sar1, portakal kirmizi), Penicillium persicinum (kirmizimsi pembe),
Penicillium fagi (yesilimsi mavi) [120]. Caligmamiz bugiine kadar literatiirde pigment tireticisi
olarak yer almayan yeni bir tiirin, P. mallochii’ nin ve iirettigi turuncu pigmentin varligini

ortaya ¢ikarmistir. Bu tiir pigment literatiirde 11k defa yer almakatadir.

Velmurugan ve ark. (2010) canlilarin 15181 algilama ve tepki verme yetenegini, a)
karanlik ve b) farkli renkteki 151k etkilerini kullanarak, farkli renk tonlarina sahip (kirmizi,
pembe, kirmizimsi-kahverengi ve sar1 gibi) bes pigment {ireticisi tiir (Monascus purpureus,
Isaria farinosa, Emericella nidulans, Fusarium verticillioides ve Penicillium purpurogenum)
tizerinde arastirmislar, ve fungal biyokiitle, hiicre dis1 ve hiicre i¢i pigment verimi tizerindeki
15181n etkisini degerlendirmislerdir. Secilen tiirlerden pigmentin iretimi i¢in 25 £ 2 °C’ de 7
giin boyunca hiicre dis1 ve hiicre i¢i biyokiitlelerinin biiyiime miktarinin ve pigment iiretiminin
karanlikta sirasiyla 36.75+2.1, 29.70+2.6, 32.20£1.6, 30.8042.2 ve 32.90+1.9 OD/g seklinde
arttigin1 bildirmislerdir [140]. Bizim c¢alismamizda da karanlikta pigment {iretiminin daha
yiiksek oldugu teyit edildi. Ayrica kat1 besiyerinde pigment iiretiminin 18. gline kadar devam
ettigi belirlendi.

Wong ve Koehler (1981) tarafindan da farkli funguslar iizerinden benzer sonuglar
bildirilmistir. Monascus spp. ile ¢alisan birgok bilim insani, pigment iiretimi i¢in optimum
sicaklik degerinin 35 °C oldugunu belirtmislardir [147, 108]. Buna karsilik, ¢calismamizda en
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yiiksek pigment itiretimini 30 °C” de karanlik ortamda elde ettik. Cacace ve Mazza (2003)
sicakligin yani sira, hiicre membranlarinin denatiirasyonunun ekstraksiyon islemini etkiledigini
ve yiiksek sicakliklarin pigmentin bozulmasina yol acabilecegini bildirmistir [148]. Ancak, P.
mallochii pigment ¢ozeltisinden hazirlanan 2 tiipten biri kontrol olarak oda sicakliginda
birakilirken digeri otoklava (120 °C/20 dk.) konuldu. Her iki tiip g6zle karsilastiginda renkte bir
degisim olmadigin1 gozlendi. Bu degerlendirme spektrofotometre ile de tekrarlandi.
Spektrofotometre analizleri i¢in 450 nm dalga boyunda absorbanslar olgiilerek renk
degisimlerinin otoklav dncesi ve sonrasi absorbanslarinin sirasiyla 1.618° den 1,463’ e degistigi

belirlendi. Bu sonuglar bize renk degisiminde yok denecek kadar az bir farklik oldugunu

gosterdi.

Christiana (2016) Monascus gida renklendirici tiretimi i¢in ilk ve en ¢ok incelenen
fungus tiirtidiir. Giintimiizde Penicillium, Fusarium, Aspergillus, Talaromyces ve Paecilomyces
gibi birgok tiir pigment tiretiminde kullanilmaktadir. Cogu mantar susu tarafindan pigment
tiretimi i¢in besiyerinin optimum pH degerleri 4 ile 7 arasinda degismektedir. Ancak, birkag
susun optimum pH degeri 3 ve 9 arasindadir. Optimum pH degeri de pigmente baghdir. Cogu
mantar tiirii tarafindan pigment liretimi i¢in optimum sicaklik 24-30 ° C arasinda degismektedir.
Genel olarak, pigment iiretimi karanlikta daha yiiksektir ayrica baz1 dalga boylarimin diisiik 151k
yogunlugu pigment iiretimini tesvik ettigini bildirmislerdir [143]. Calismamizda 30 °C’ de ve
pH 5’ te P. mallochii’ den yiiksek 1L’ de 28 g turuncu pigment elde edildi.

Pradeep ve ark. (2013) Fusarium moniliforme iizerinde yaptiklari ¢alismada pigment
tiretiminde optimal pH’ in 5.5 oldugunu belirtmislerdir [149]. Ayrica Velmurugan ve ark.
(2010) Isaria farinosa [140], Visalakchi ve Muthumary (2010) Monodictys castaneae [150],
Méndez et al. (2012) Penicillium purpurogenum ve yaptiklari benzer ¢alismalarda pigment
tiretimi i¢in optimal pH’ in 5 oldugu belirtmislerdir [151]. Calismamiz da P. mallochii tiirii igin

optimal pigment iiretimi pH 5’ te gerceklesti.

General ve ark. (2014) Talaromyces amestolkiae iizerinde yaptiklari ¢alismada pigment
tiretiminde optimal sicaklik derecesini 28 °C olarak belirtmislerdir [152]. ¢alismalarina gore
Isaria farinosa’ dan pigment iiretimi i¢in optimal sicaklik 27 °C’ dir [140]. Ayrica Afshari ve
ark. (2015) Penicillium aculeatum [153], Said ve ark. (2010) Monascus ruber [154] ve Nimnoi
ve Lumyong (2011) Monascus purpureus pigment lretiminde optimal sicakligin 30 °C
oldugunu belirtmislerdir [155]. Calismamizda P. mallochii tiirii i¢in optimal pigment {iretim

sicakligr 30 °C derecede gergeklesti.
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Abreu ve ark (2016) yaptiklar1 ¢calismada A. keveii, P. flavigenum ve Fusarium sp.
suslart MEA, PDA ve CZ besiyerlerinde biiyiittiiklerini ve en yiiksek pigment tiretimi MEA’
dan elde ettiklerini bildirmislerdir [156]. Calismamizda SDA, MEA ve PDA besiyerleri
arasinda en yiiksek pigment iiretimi, SDA besiyerinden elde edildi, bu durum SDA’ nin seker

igeriginin yiiksek olmasi ile iliskilendirildi.

Afshari ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada P. aculeatum’ un altkiiltiirlerinde farkli
baslangi¢c kosullar1 altinda (pH, sicaklik ve karistirict hizi gibi) sar1 pigment iiretimini
gerceklestirmis ve en yliksek miktar1 1,36 g/L olarak (pH 6,5, sicaklik 30 °C ve karistirici hizi
150 rpm)’ da elde etmislerdir. Yine yaptiklari calismada pigment {iretimini, inkiibasyonun 6.
giiniinden itibaren gordiiklerini ve fermantasyon siiresi boyunca yogunlugu artarak devam
ettigini ancak verimin 10. giinde en yiiksek diizeye ulastigini bildirmislerdir [153].
Calismamizda, P.mallochii’ nin optimum kosullarda (pH 35, sicaklik 30 °C ve karistirict hizi
160 rpm) pigment iiretiminin 5, glinden sonra goriildii ve en yiiksek turuncu-kirmizi pigment
tretimi 18. giinde, 28 g/L olarak gerceklesti. Yukaridaki ¢aligmada maksimum pigment
tiretimine daha erken ulasilmasimna ragmen (10.giin, 1,36 g/L) P.mallochii ile yaptigimiz
pigment liretiminde verim (18. giin, 28 g/L) 20,58 kat1 daha yiiksektir. Diger bir ifade ile
yukaridaki ¢aligsmada iiretilen pigment miktar1 bizim ¢alismamizda iiretilenin % 4,85 ine denk

gelmektedir.

Peacilomyces sinclairii, Penicillium purpurogenum, Peacilomyces farinosus ve
Emericella nidulans funguslardan ekstraseliiler fungal pigment iretimi statik ve karanlik
kosullar altinda 45 giinliik inkiibasyondan sonra altkiiltiir fermantasyon ortaminda yapildi.
Etanol ekstraksiyonu, filtrasyon ve kurutma iglemlerinden sonra az miktarda konsantre fungal
pigmenti elde edildi. Fungal pigmentin maksimum verimi; P. sinclairii (5.4 g/L) ardindan P.
purpurogenum (2.3 g/L), P. farinosus (1.8 g/L) ve E. nidulans (1.5 g/L) seklinde gerceklesti
[142, 153]. Calismamizda yer alan P. mallochii tiiriiniin pigment tiretimi kati besiyerinde
karanlik ortamda 18 giin olarak daha kisa zaman iginde gerceklesti. 30 Petriden elde edilen
pigment iki litrelik erlen igerisine yaklasik 750 mg pigment iceren agar kondu. Solvent olarak
tizerine 750 mL olarak etanol eklendi, oda sicakliginda 3 giin boyunca ¢alkalandiktan sonra
filtrasyonu yapildi. Elde edilen 330 mL civarinda ki ¢6zeltinin buharlastirma ve liyofilizasyon
islemlerinden sonra 9,8 g (litrede yaklasik 28 g).turuncu-kirmizi macunumsu bir pigment

ekstresi elde edildi.
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Hajjaj ve ark (2015) Monascus esas olarak sari1, turuncu ve kirmizi renkli pigment elde
etmislerdir. Olgiilen spektrofotometre degerlerine gore bu pigmentin en yiiksek absorbansi (U)
505 nm (kirmizi), 460 nm (turuncu) ve 400 nm (sar1) seklindedir. Ug degerin toplami, pigment

iretiminin bir endeksi olarak kullanilmistir [157, 158].

Kang ve ark (2013) Monascus ruber ile yaptiklart ¢alismalarda kirmizi, turuncu ve sari
pigment elde etmislerdir. Bu pigmentin 510, 470 ve 410 nm’ dalga boyunda absorbanslar1 alind1
ve TLC ile kromatografi yapildi. Boylece, pigmentin spektrumu ve spesifik bir dalga boyundaki
emilim. Monascus pigmentinde sar1, turuncu ve kirmizi pigmentin nispeten igerigini gosterisi
icin kullanilabilir [159].

Patri’cia Nirlane da Costa Souza ve ark. (2016) ¢alismalarinda farkl: tiirlere ait 8 fungal
susun farkli bliylime ortami iizerindeki etkilerini degerlendirmek ve sivi kiiltiirde hiicre disi
pigmentin iiretimini saglamak amaciyla incelemislerdir. Her pigment ekstresinin maksimum
absorpsiyon dalga boyunu belirlemek i¢in 400-700 nm’ de tarandiktan sonra Aspergillus
sydowii, Aspergillus aureolatus, Aspergillus keveii ve Penicillium flavigenum sar1 pigmenti igin
400 nm’ de Penicillium chermesinum ve Fusarium sp., Epicoccum nigrum’ un turuncu-sari
pigmenti i¢in 430 nm’ de ve Licanicillium aphanocladii’ nin kirmizi pigmenti i¢in 500 nm’ de
absorbansina almiglardir [156]. Calismamizda P. mallochii’ nin turuncu-kirmizi pigmentinin

absobansin1 450 nmdalga boyunda okuduk.

Kang ve ark (2013) yaptiklar1 calismada Monascus ruber’ den elde edildikleri turuncu
pigmentin pH 6.9 de 75 °C’ de ve pH 6.5’ te 90 °C’ de olarak 1sitma islemlerine tabi
tutuldugunda turuncu pigmentin daha fazla bozuldugu gozlemlendi. Ayrica yiiksek pH
degerlerinin pigmentin bozulmasimi arttirdigini bildirdiler. Turuncu pigment pH’ in 3 olan
kiiltiirlerde tretildiginde; diisik pH degerlerine gore daha yiiksek pigment stabilitesi
gozlediklerini rapor ettiler [159].

Vendruscolo ve ark. (2013) da kirmizi pigmentin davranisi, turuncu pigmentin
davranisindan farkli oldugunu bildirmislerdir. Daha yiiksek pH degerleri renk bozulmalarin
azaltirken, daha diisiik pH degerleri bozulmay1 arttirdigini gozlemledi. Genel olarak, turuncu
pigmentin diisiik pH' ya kars1 yiikksek mukavemet gostermekle birlikte bu pigmentin diisiik pH
degerlerine sahip gidalara uygulanabilecegini, buna karsilik kirmizi pigmentin yiiksek pH
degerlerine daha dayanikli oldugunu ifade ettiler [160].

Calismamizda ise P. mallochii’ den elde edilen turuncu pigmentin 25 mg/mL

konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltisi farkli pH ve sicaklik degerlerinde renk karakterizasyonu
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bakimindan test edildi. Farkli sicaklik derecelerde (25-100 °C)’ de 1 saat boyunca birakilan
pigmentin gozle karsilastiginda renkte bir degisim olmadigini gézlendi. Ayrica otoklavma
sonucunda bile spektrofotometre ile 450 nm dalga boyunda absorbans 6Slgiilerek teyit edildi.
Renk degisimlerinin 0.898 ve 0,920 arsinda oldugu belirlendi ve en yiiksek absorbans degeri
0.920 olarak 60 °C’ de olgtildi. Farkli pH’ larda (2-14 arasinda) renkte bir degisim olmadigini
gozlendi. Bununla birlikte spektrofotometre analizleri i¢in 450 nm dalga boyunda absorbanslar
Olgiilerek renk degisimlerinin 0.822 ve 1,064 arsinda oldugunu belirlendi ve en yiiksek
absorbans degeri (1.064) pH 12’ de 6lgildii. Elde ettigimiz sonuglar P. mallochii’ den tiretilen
pigmentin farkli sicaklik ve pH derecelerine dayanikli oldugunu ve renk degeri {izerine bir

olumsuz etkisinin olmadigin1 gosterdi.

Mapari ve ark., (2005) non-oksijenik ve non-patojenik bir susunun kemotaksonomik bir
yaklagimla 6nceden segilmesinin fungal kimyasal gesitliligin aragtirillmasinda gida endiistrisi
icin renk ¢esitliliginin kaynagi olarak potansiyel pigment iiretici funguslarin saptanmasinda
faydali bir yol oldugunu belirtmislerdir [120]. Gida kullanimi i¢in pigment {ireten funguslarla
ilgili mevcut literatiirlerin gogunda pigmentin , 2-10 pH arasinda sabit kaldigi, otoklavlama
sonucu kararli olan ve saridan farkli renge sahipiyi gida renklendiricileri oldugu belirtilmektedir
[161]. Calismamizda P. mallochii’ den elde ettigimiz kirmizi-turuncu pigmentin farkli pH’
larda (2-14) renkte bir degisim olmadigini gézlendi ve otoklavmasindan (120 °C/20 dk.) sonra
renkte bir degisim olmadigi gozlendi. Bunu gida i¢in iyi bir renklendirici oldugu
belirlenmekedir. Elde ettigimiz pigmentin potansiyel olarak uygun bir gida renklendiricisi

olabilmesi muhtemeldir.

Liu ve ark., 2005) yaptiklari ¢aligmada, Penicillium sp. Candida tropicalis’ in birlikte
yetistirilmesi sirasinda, ortama kirmizi pigment sentezlendigi buna karsilik suslar ayri ayrn
kiiltiirlendiginde pigment tiretilmedigi gozlemlenmistir [162]. Calismamizda ise P. mallochii’
nin pigment {iretimini baska bir susa gerek kalmaksizin optimum kosullar altinda yiiksek
miktarda olarak kirmizi-turuncu pigment (28 g/L-SDA) elde ettik.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢aligmada amag¢ tamamen organik olan fungal pigmentin endiistriyel olarak
kullanilmasina saglamak ve sentetik boyar maddelere alternatif olarak dogayla barisik, zararsiz
ve gesitli alanlarda (gida, tekstil ve halicilik) ihtiya¢ duyulan pigmenti saglamaktir. Bu amagla,
bundan sonra yapilacak daha ileri ¢alismalarda, mikotoksite testleri, genotoksite, yap1 analizleri
gibi ¢esitle analizler ile pigmentin giivenilirligi ve yapisinin aydinlatilmasi hedeflenmektedir.
Bu analizlerin elde ettigimiz pigment hakkinda daha detayli bilgi sahibi olmamiz1 saglayacaktir

ve endiistriyel olarak kullaniminin yayginlagmasinin oniinii acacaktir.
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7. EKLER

EK A: P. mallochii’ nin AccuUGENX-ID® FunITS ile Fungal ile filogenitik agacim
tanimlamasi
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EK B: P. mallochii’ nin hunter renk sistemine gore pigment renk tayini
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