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OZET

Calismamizin yapildign 1999-2002 yillani arasinda Izmir ve Manisa
yoresinde bulunan 11 farkli bolgedeki 23 bagdan toplanan, 1999 sezonuna ait, 20si
kuru Gzim, 35’1 yas Uzim olmak uzere toplam 55 Gzim 6rnegi incelenmistir. 55
ornegin dokme plaka yontemi ile kaf yikleri belirlendikten sonra izole edilen
kiiflerin tamlamalari yaptlmistir. Uziimlerin kiif floras: belirlendikten sonra bu flora
i¢cinde yer alan potansiyel okratoksin-A Ureticisi kiiflerden bazilarinin okratoksin-A
uretip iretmedigi de incelenmigtir. Ayrica okratoksin-A iirettigi bilinen A. ochraceus

susu kullanilarak okratoksin-A iretiminin zamana bagl olarak degisimi saptanmugtir.

Laboratuvar ¢aligmalart sonucu 323 mikrofungus izolati tamlanmustir.
Tamilanan izolatlarin 178 i, Aspergillus genusuna, 92’si Penicillium genusuna, 53” Qi
Fungi Imperfecti ’nin diger genuslarina ait olmak {izere 70 tiir belirlenmistir. Tiirlerin
23’0 Aspergillus genusuna, 39’u Penicillium genusu’na ve 8’1 Fungi Imperfecti’nin
diger genuslarina aittir. Tamnilanan 70 tarin 17’si potansiyel okratoksijeniktir.
Potansiyel okratoksijenik 22 sus okratoksin-A iretimi bakimindan  arastirilmig ve
bunlardan 12’sinin 0.2-5.0 ppb arasinda okratoksin-A Trettigi belirlenmistir.
Aspergillus ochraceus ile yapilan denemelerde okratoksin-A Uretiminin 17. giinde

maksimum seviyeye ulastigi saptanmustir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Aspergillus, Penicillium, Taxonomi,
Okratoksin-A, Uzim.
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ABSTRACT

The period of between 1999 and 2002, totally 55 samples, 35 of fresh
Sultana and 20 of raisins, from 23 vineyards in 11 different regions from Manisa and
[zmir were examined in our research. After colony forming units of 55 samples were
determined using Pour Plate Methods, all the isolated strains were identified. After
determining microfungus flora of the vineyards, the ochratoxin-A producing
capability of some of the ochratoxigenic moulds were examined. In addition,
Ochratoxin-A producing capability of the strain of Aspergillus ochraceus depending

on time factor was shown.

As a results of our research, 232 isolates were identified. It was determined
that 178 of isolates belonged to the genus Aspergillus, 92 of isolates belonged to the
genus Penicillium and 53 of isolates belonged to the other genera of Fungi
Imperfecti. In total, 70 species were identified and 23 of which were Aspergilli, 39
of which were Penicilli and 8 of which were the other genera of Fungi Imperfecti. 17
out of 70 species were potential ochtratoxigenic. 22 potential ochratoxigenic strain
were studied in aspect of Ochratoxin-A producing capability and 12 out of 22 were
determined as having Ochratoxin-A producing capability strains with the range of
0.2-5.0 ppb. It was also revealed that the Ochratoxin-A production level was

maximum on the 17" day by Aspergillus ochraceus.

KEY WORDS: Aspergillus, Penicillium, Taxonomy, Ochratoksin-A,

Raisin.
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SEMBOL LISTESI

Simge  Adi Tammy/Deger

pum Mikrometre 10° mm

ng Nanogram 10° mg

ppm 107 ml

ppb 10° ml

OA Okratoksin-A Siklik pentaketidlerdir (L-fenilalanine bagh
dihidroksi izokumarin).

1 Mikro Mol 10 Mol

1M Mol 1 litre ¢ozeltide ¢oziinen mol sayis:

HPLC Yiksek Basing Sivi Kromatografisi

LC Sivi Kromatografisi

kob/g 1 g’daki koloni olusturan birim
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1. GIRiS

Mikotoksinler, kiiflerin salgiladigt, insan ve hayvanlarda hastalik olusturan,
antijenik oOzellikler gostermeyen sekonder metabolik trinlerdir. Mikotoksinlere
duyulan ilgi ilk defa 1960 yilinda 100.000 hindinin Ingilterede dliimiiyle baslamistir.
Bu olumler Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tarafindan tretilen
aflatoksinin neden oldugu yerfistigi unu ile bagdastinlmigtir. Daha sonraki
caligmalarda hepatoksik aflatoksinlerin kesfi mikotoksinlerin arastiriimasina olan

ilgiyi arttirmustir.

Mikotoksinlerle kontamine olmus gida ve yemlerin tiketilmesi canlilarda
“mikotoksikozis” ad1 verilen intoksikasyona neden olmaktadir. Mikotoksinlerin en az
14 tanesinin karsinojenik etkisi oldugu ve cesitli hastaliklara neden olduklar
bilinmektedir. Bunlarin i¢inde Fusarium tirlerinin neden oldugu toksik I6kopeni,
Claviceps tirlerinin neden oldugu ergotizm, Penicillium tirlerinin neden oldugu sart
piring zehirlenmesi gibi mikotoksikozlar en bilinenleridir. Gliniimtizde 300’den fazla
mikotoksin bilinmekte olup mikotoksin tireten cinslerin en onemlileri igerisinde

Aspergillus, Penicillium, Fusarium ve Alternaria yer almaktadir.

Okratoksin-A Aspergillus ve Penicillium genusuna ait tirler tarafindan
uretilen bir mikotoksindir. Aflatoksin treten kof turi sayisi iki ile sinirli iken,
okratoksin-A treten pek ¢ok kiif tiri belirlenmistir ve okratoksin-A treticisi kflerin

listesi giderek artmaktadir.

1960’larda Balkan Endemik Nefropatisinin patlamasindan sonra okratoksin-
A genis olarak arastirilmaya baslanmistir (1). Okratoksin-A’nin diinya ¢apinda ilgt
¢ekmesinin nedeni nefrotoksik 6zellikte olmast bunun yant sira immunosupresyon,
teratojenik, genotoksik, mutajenik v.b. gibi ¢esitli biyolojik etkilerinin de gosterilmis

olmasidir. (2).

Insanlarda ise “Balkan Endemik Nefropatisi” ad1 verilen bobrek hastaliginin

gidalardaki Okratoksin-A varligr ile iliskili oldugu bulunmustur. Okratoksin-A



ureticisi saprofit nitelikteki kiflerin konidiumlarimin danenin tizerine yerlesmesi ve
uygun kosullar bulundugunda ¢imlenmesi trtiniin dig ylizeyinin kontamine olmasina
neden olmaktadir. Kuflin gida iginde gelisimi ve mikotoksin iiretimi ise biiyiime
stirecindeki sicaklik, nem, mahsuliin hasadi, kurutulmasi ve depolanmasi gibi gesitli
faktorlere baghdir. Aspergillus ochraceus ve diger okratoksin-A treticisi kiifler;
bugday, musir, arpa, ¢avdar gibi tahillarda, pamuk tohumu, baklagiller(fasulye,
bezelye, soya fasulyesi), kakao tanesi, kahve tanesi, kuru incir, findik, Giziim, sogan,
seftali, biber ve yiizeyi zedelenmis elmalarda bulunabilmektedir (3,4,5). Okratoksin-
A, farklt iklim kosullarina sahip birgok iilkede arpa musir ve diger hububat

urtinlerinden izole edilmistir.

Okratoksinlerin domuzlar, kiimes hayvanlari ve baliklar gibi kontamineli
yemle beslenen hayvanlarda da nefrotoksik oldugu ve etlerinde Okratoksin-A’nin
varligi belirlenmistir. Okratoksin-A ile kontamine olmus bitkisel ve hayvansal
gidalarla  beslenen insanlarin  kanlarinda da  okratoksin-A’min  varlig

gosterilmistir(6,7,8).

Son yillarda yapilan arastirmalar sonucu tahillardan gelen bu toksinin
degisik gidalarda varhgint korudugu ortaya ¢ikariimig, bunun yam sira toksinlerin
sicakliga karst dayanakli olmalari nedeniyle gida sanayiinde kullanilan fiziksel
uygulamalarla yok edilemedikleri de yapilan analizlerle saptanmugtir. Insan ve diger
canlilar Uzerindeki zararli etkilerinin anlagilmasi ile bu konunun ne denli buyuk
boyutlara sahip oldugu gozler Oniine serilmistir. Bu nedenle Okratoksin-A’nin

zararlarinin azaltilmasi igin gesitli ¢6ziim yollari aragtirilmaya baglanmigtir.

Turkiye agisindan onemli bir ihra¢ triinii olan gekirdeksiz kuru tztmler
1996-1997 yili iiriinlerinde Ingiltere’de yapilan analizlerde ortaya ¢ikan okratoksin-A
kontaminasyonundan dolay:r 6nemli bir problemle karsi karsiya kalmistir. 1997
yilinda ihra¢ edilen g¢ekirdeksiz kuru tziimlerde biyik bir Okratoksin-A krizi
yasanmistir. Bu sebeple bolgemizin en onemli ihra¢ irUnlerinden biri olan
¢ekirdeksiz kuru tiziimlerde Okratoksin-A olusumunun hangi asamada ve hangt kuf

tirleri tarafindan yapildiginin saptanmasi gerekliligi ortaya ¢ikanlmistir (5).

Cekirdeksiz kuru tiziimlerde Okratoksin-A olusumu ve etkili faktorlerin

belirlenmesi {izerinde yapilan aragtirmalar sonucunda arastiricilar Okratoksin-A



olusumunun sadece kuru tziimiin depolanmas: swrasinda degil Gzimin gelisme
dénemi boyunca baglarda baglayan bir sorun oldugunu tespit edilmistir(5).
Okratoksin-A’nin insan sagligina yaptigi etkiler nedeniyle, bu toksini ureten kiflerin
gelisiminin kontrol edilmesi veya toksin miktarimn kontrol edilerek insan saghginin

korunmasi bityiik 6nem tagimaktadir.

Bu ¢aligmada 11 farkli bolgedeki bagdan alinacak yas ve kuru iiziim
orneklerinden izole edilen kiiflerin identifikasyonu ile baglarin kiif florasinin ortaya
¢ikarilmasi ile potansiyel okratoksin-A ftreticisi olan kiflerin oranimin belirlenmesi
amaglanmigtir. Ayrica ¢esitli baglarda hem bir asmanmin farkli bolgeleri hemde
hastalikli {iziim salkimlar; kiif yiki ve okratoksijenik kiiflerin varlig1 agisindan daha
ayrintili bir sekilde inceleneek okratoksin-A olusumu tizerindeki etkiilerinin ortaya
konmasi da c¢aligmanin amaglan arasindadir. Bu ¢aligmadan elde edilebilecek
sonuglar ise yas ve kuru tiziimlerde bulunan kiif yitkiintin, hakim kaf florasinin tespiti
ile potansiyel okratoksijenik kuf tirlerinin belirlenerek tGzamlerde en yaygin
rastlanan potansiyel okratoksijenik tiir veya turlerin ortaya konmas: ve zaman

faktoriine bagh olarak Okratoksin-A’nin ortaya ¢ikis zamaninin belirlenmesidir.

Ayrica ¢esitli baglarda hem bir asmanin farkli bolgeleri hem de hastalikls
tiziim salkimlari; kaf yiki ve okratoksijenik kiiflerin varlig: agisindan daha ayrintihi
bir sekilde incelenerek Okratoksin-A olusumu tzerindeki etkilerinin ortaya konmast

da ¢alismanin amaglari arasindadir



2. LITERATUR OZETI
2.1 Tarihce
2.1.1 Okratoksin-A Ureticisi Kiifler

[lk olarak Van der Merwe ve arkadaslar(9) tarafindan Aspergillus
ochraceus kiltiiriinden izole edilen Okratoksin-A daha sonraki yillarda, Pitt(1987) ve
Tarc(1993) un belirttigi gesitli Aspergillus ve Penicillium tirlerinin  kiltir
ortamlarinda da bulunmustur (10) Bilinen baglica okratoksin-A {reticisi olan
Aspergillus genusuna ait suslar A.ochraceus, A. alliance A .ostianus, A. sulphures, A.
helleus, A. petrakii, A. mycotoxin ve Penicillium genusuna ait P. viridicatum, P.
glandicola, P. palitans, P. chrysogenum’ dur. Bu listeye son zamanlarda bazi siyah
Aspergillus tirlerinin de (4. foetidus, A. niger, ve A. carbonarius, A. albertensis, A.
wentii ve A. auricormus) eklenmistir. (11,12,13). Guniimiizde okratoksin-A ireticisi

olarak belirlenmis tiirlerin bazilar Tablo 2.1.1°de gosterilmistir.

Jozsef Teren ve arkadaglari (1997) Aspergillus suslarini yesil kahve
fasulyelerinden izole etmisler ve okratoksin-A Uretme kapasitesini incelemislerdir.
En yaygin olarak A.niger tiriini izole etmislerdir. Bu tiiriin baz1 izolatlar1 okratoksin-
A (OA) ve okratoksin-B (OB) uretmektedir. Yesil kahve tanesinden izole edilen
diger Aspergillus turleri ise A.flavus, A.tenarii, A.oryzae ve A.parasiticus’ tur ancak

bunlarin okratoksin-A tretmediklerini belirtilmekterdir (14).

Ulkemizde yapilan gesitli aragtirmalarda okratoksijenik kif treticisi tiirler
gerek topraktan (15,16) gerekse toprak digindaki ortamlardan izole edilmislerdir (17,
18, 19).

Ev tozlan uzerinde ilk defa yapilan bir ¢alismanin sonuglari, ev tozlarinda

cesithi Penicillium spp. ve Aspergillus ochraceus tirleri identifiye edilmis ve bunlarin



izole edilenlerde miktarin daha fazla oldugu saptanmistir (20).

Tablo 2.1.1 Okratoksin-A iireticisi baz kiifler

HPLC analizleri sonucunda okratoksin-A igerdikleri ve 6zellikle 1sitma borularindan

Aspergillus Tiirleri

Referans

Penicillium Tiirleri

Referans

A.tamarii Kita

Abarca et al, 1997
21

Penicillium funiculosum
Thom

H.K Frank, 1991b (26)

Aspergillus albertensis Varga et al.,1997 Penicilliuim  verrucosum | Jorgansen, 1995 27)
Dierck
22) Marquard and
Frochlich, 1992 (28)
Skrinjar et al, 1992
29
Aspergillus alliaceus Abarca et al., 1997 { Penicillium palitans | Krough, 1978 (25)
@n Westling
Thom & Church
Varga et al, 1996
a13)
Aspergillus  alutaceus  var | Chelack et al,1991 | Penicillium purpurescens| Krough, 1978 (25)
alutaceus 23 Sopp

Aspergillus auricomus Varga et al.,1996 Penicillium  verricosum | Skrinjar and  Dimic,
var cyclopium 1992 (29)
(Gueguen) Saito a3
Aspergillus awamori Varga et al., 1996 Penicillium Krivobok et al., 1995
aurantiogriseum
Nakazawa 13) (30)
Aspergillus candidus Link ex Penicillium  crustosum | HK Frank, 1991b
Link Thom
(26)
Aspergillus carboniarius Teren 1996 (12) Penicillium chrysogenum | Skrinjar and
Thom Dimic,1992, 29
Bainier Krivobok et al., 1995
(30)
Aspergillus foetidus Abarca et al, 1997\ Penicillium variable Sopp | Krivobok et al,, 1995
2y
(Naka) Thom & Raper 30
Aspergillus fumigatus Abarca et al,1997| Penicillium funiculosum | H.K Frank, 1991b (26)
(#3)] Thom
Fresenius

Aspergillus glancus Link

(Eurotium herbariorum)

Chelkowski 1987

24

Penicillium  glandicola
(Corem.) Oudemans

H.K Frank, 1991b (26)

Aspergillus versicolor (Vuill.)
Tiraboschi

Abarca et all 1997

@1

P.comunune Thom

Krough, 1978 (25)




Tablo 2.1. (Devam)

Aspergillus melleus Yuwaka | Krough, 1978 25 Penicillium viridicatum Krough, 1978 (25)
Westling

Aspergillus niger Abarca et al, 1994 | Penicillium cyclopium | Krough, 1978 (25)
Westling

1y

Aspergillus niger var niger

Abarca et al., 1994

any

Aspergillus wentii

Varga et al., 1996
a3

Aspergillus ostinus Wehner

Krough, 1978

25)
Aspergillus ochraceus | Krough,1978,
Wilhelm (25)Skrinjar and
Dimic 1992 (29),

Madhyastha et al,
1993 (31) Varga et
al.,, 1996 (13)

Aspergillus petrakii Vords

Krough, 1978 (25)

Aspergillus sclerotiorum | Varga et al., 1996
Huber

a3
Aspergillus  sulphureusFr.) | Krough, 1978 (25)

Thom & Church

§krinjar and Dimi¢,
1996) 29)

Varga et al., 1996

3

Aspergillus sydowi (Bain &
Sart. Thom & Church)

Ueno et al.,, 1991

(32)

Aspergillus terrens Thom

Ueno et al., 1991

(32)

Emericella amsteldami
(Mangin) Thom & Church

Abarca et al., 1997
(21)

Emericella chevalieri
(Mangin) Thom & Church

Abarca et al, 1997
2y

Emericella  rubrum Konig
Spieckerman & Bremer

Abarca et al, 1997
@2y




2.1.2 Degisik Yontemlerle Okratoksin-A ‘min Saptanmasi1 Uzerine
Yapilan Cahsmalar

Okratoksinin kimyasal olarak saptanmasinda, ince tabaka kramotografisi
(TLC) esnasinda swmirlt sayida diger metabolitlerde mevcuttur fakat bunlarin
genellikle 1yi aynldiklari ve diger mikotoksinlerle karigmadiklari gozlenmistir.
Cesitli protein-lipit ayirt edici solvent sistemleri ekstraksiyon igleminde denenmistir.

Kloroform-Metanol (2:1) sistemi toksin ekstraksiyonu i¢in uygun bulunmaktadir

(33).

Yine Jozsef Teren ve arkadaslari (1996) Aspergillus genusu Nigri grubuna
ait 157 susu 3 degisik metot kullanarak test etmislerdir. Bunlar enzim baglt immuno
absorbent deneme metodu, (ELISA), ince tabaka kramatografisi (TLC) ve yiiksek
basing stvi kramatografisi (HPLC) dir. Okratoksin-A, 12 A. carbonarius susunun 5’
inde saptanirken 45 A.japonicus susunda goriilmemis ve 100 A.niger izolatindan 3’

unde saptanmistir (12).

Janos Varga ve ark(1996) Aspergillus genusunun Fumigati, Circumdati,
Candid, ve Wentii gruplarimin 172 susunda okratoksin iiretimini okratoksin-A ya
kars1 monoklonal antikor preparasyonlari kullanilarak test edilmistir. Okratoksin-A ,
A.ochraceus, A.alliaceus, A. sclerotium, A.sulphureus, A. albertensis, A.auricomus
ve A.wentii suslarmda saptanmistir. Okratoksin-A {retimi ince tabaka kromatografisi

ve HPLC ile saptanmigtir (13).

2.1.3 Tahillar Uzerinde Yapilan Calismalar

OA kontaminantlart farkli bitki triinlerinde (depolanan tahillarda, kahve
tanelerinde, fisttk, bira ve baharatlarda) gosterilmistir Kahve ¢ekirdeklerinin
kirlenmesi 6zellikle onemlidir. Ciinkii OA firinlama ile tamamen azaltilamamaktadir
Ingiltere’de analizi yapilan bir ¢ok besin maddesinde Okratoksin-A konsantrasyonu
0.2 pg/kg dan az bulunmasina ragmen bazi fasulye, kuru tiziim 6rneklerinde 50 kat

ve daha fazla konsantrasyona rastlanmistir (34).

Misir’da bazi kurutulmus meyveler (kuru kayisi, kuru erik ve kuru iziim)
tizerinde yapilan c¢aligmada, sitrinin, okratoksin-A, patulin, sterigmatoststin

diasetoksifenol, T-2 toksini ve zearalenon ince tabaka kramatografi analizi ile



incelenmis ve okratoksin-A butiin  Orneklerde saptanirken kuru tziimlerde

rastlanmamuistir (35).

2.1.4 Kuru Uziimde Okratoksin

Tablo 2.1.4 Diinyada ve Tiirkiye’de Cekirdeksiz Kuru Uziim Uretimi (Bin Ton) (36)

Yillar  |Tiirkiye | Avusturya fran  |Yunanistan | Amerika G.(.;:':ika Afzanistan sili Toplam
.

1988-99 | 129.0 71.7 80.0 75.0 33.0 600 | - 723.7 | 723.7
1989-90 | 147.0 573 26.0 78.0 315.0 20.0 50.0 | s~-—-- 693.0
1990-91 | 160.0 54.8 75.0 40.0 302.7 33.0 60.0 320 | 7416
1991-92 | 150.0 80.6 81.0 350 273.0 30.0 60.0 32.0 741.6
1992-93 | 153.0 922 83.6 40.6 295.0 39.0 55.0 22.0 780.4
1993-94 | 2123 41.4 90.0 345 285.4 27.0 60.0 28.0 778.6
1994-95 | 150.0 43.2 90.0 29.5 321.0 314 26.0 22.0 7131
1995-96 | 179.0 55.0 92.0 34.0 210.0 38.0 30.0 26.0 664.0
1996-97 | 185.0 40.0 95.0 385 2320 350 | ------ 27.0 652.5
1997-98 | 210.0 40.0 95.0 40.0 301.5 320 | - 28.0 746.5
1998-99 | 250.0 40.0 102.0 40.0 2183 340 | - 280 | 7123

1996 yilina kadar kuru Gzamlerde tespit edilemeyen okratoksin-A, 1996 ve
daha sonraki yillarda ihrag partilerinde yapilan analizlerde degisik miktarlarda tespit
edilmistir. Ingiltere’de 1997 yilinda, ¢ogunlugu Tirkiye’den temin edilen, 120
Sultani g¢ekirdeksiz kuru iizim 6rneginde yapilan analizler sonucu; 25 6rnekte
Okratoksin-A’ya rastlanmazken geri kalan 95 6rnegin 50’sinde 0.5-2 ppm, 25’inde
2.1-5.0 ppb, 15’inde 5.1-10.0 ppb ve S ornekte 10 ppb’den fazla okratoksin-A tespit
edilmigtir (37).

2.1.5 insanlarda  Okratoksin-A’ mn  Arastinlmasma  Yonelik
Cahsmalar

Kuzey Amerika ve Avrupa’da Okratoksin-A’ya gidalarda, yemlerde,

hayvan dokular ile insan kaninda saptanmistir(28).

Balkan endemik nefropatisi (BEN) olan hastalarda idrar yollarinda

timorlerin - artmast nedeniyle OA’min  toksisitesi, insan endotelial hiicreleri




kullanilarak DNA onarimi induklenerek arastirilmis ve insan iretelial hiicrelerinin

kultiiriinde genotoksik etkilerinin oldugu gosterilmistir (38).

Hirvatistan’da yapilan (1997) kanda okratoksin-A’nin arastirtimast ile ilgili
bir g¢aligmada, S sehirde (Split, Rijeka, Varazdin, Osijek, ve Zagreb) genel
populasyonun maruz kaldig1 OA arastirilmigtir Her bir sehirdeki donérlerden 3 ml
plazma olmak tizere 50 6rnek alinmig ve HPLS kullanilarak OA konsantrasyonu
plasmada 0.39 ng/ml olarak hesaplanmugtir. En yiksek OA frekansi >0.2 ng/ml
plasma olarak bulunmus, konsantrasyonu 1.0 ng/ml yi agan en yiiksek ornek sayist
Osijek’te bulunmustur. Bu farklilik taze ve kurutulmus domuz etinin bu sehirde
yiksek konsantrasyonda titketilmesinden kaynaklanmistir. Biitin 6rneklerde OA
alimi 0.24 to 0.91 ng/kg/viicut agirhgr arasinda tespit edilmistic. Bu degerler
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (1995) in tavsiye ettigi tolere
edilebilen giinlik alim degerlerinden (16.0 ng OA/kg/viicut agirhgi) daha disik
olarak bulunmustur (39).

Kevin Jorgensen ve arkadaglari 1986 ve 1992 arastirma periyodu iginde 143
tahil 6rnegini viicuda alim verileri ile birlikte incelemislerdir. Ozellikle havanin
nemli gectigi yillardaki hasat boyunca Danimarka populasyonundaki bazi bireylerde
okratoksin-A aliminin tolere edilebilen guinlik seviye olan 5 ng/kg’in ¢ok istiinde
oldugunu gosteriimigstir. Tahilda kilo basina diigen maksimum limit olan 5 pg
okratoksin-A limitinin, ancak 5 ng/kg giinlik aliminin muhafaza edilmesi yolu ile

korunabilecegini belirtilmektedir (27).

Yine Macaristan’da yapilan bir ¢alismada insan serumundaki okratoksin-A
igerigi Elisa testi ile hassas olarak 6l¢iilmiistir. Insan serumundaki Okratoksinin
kantitatif olarak saptanmas: i¢in monoklonal antikorlar kullamilmistir. 355 serum
orneginden yapilan analizler 0.2-2.0 ng/ml aralifinda degismektedir. Limit deger 0.2
ng/ml olarak bulunmustur fakat 6rneklerin % 75 inde OA konsantrasyonu 0.2-1.0
ng/ml olarak bulunmugstur. Bu miktar toksinin ginlik tolere edilebilir alim degerini
(TDI) yansitmaktadir. Bazt durumlarda (%6.8) OA konsantrasyonu 1.0 ng/ml” dan
daha fazla bulunmustur. Yuiksek miktarda OA alimi, emniyet dozunun agiminin bir
sonucudur. Bu sonuglar da diger iilkelerde oldugu gibi irinlerde ve gida
maddelerinde OA nin mevcut oldugunu ve tiketicilerin saghginin korunmast igin

diizenli kontrollerin yapilmas: gerektigini gostermektedir (40).



2.1.6 Besinlerin Korunmasimna Yonelik Cahsmalar

MK Refai ve arkadaslar1 (1996) hayvan besinlerinin korunmas: amaciyla
gama 1ginlarim 6nermektedir. Kiigiik bag hayvan besininin 295 6rnegi iizerinde
yapilan aragtirmada A.ochraceus yiksek oranda bulunmustur. Okratoksin-A, 295
ornegin 98’inde saptanmustir. 4 k Gy radyasyon dozunun A.ochraceus’ un birylimesi
ve bunun sonucu olusan okratoksin-A retimini tamamen inhibe ettigini
belirtmiglerdir M.K Refai ve ark(1996). 1 Gray, iyonize radyasyon etkisinde kalan

homojen bir maddenin 1 kg’ina verilen 1 Joule enerji miktaridir(41).

Kuf ile fermente edilen et ve peynir uriinleri de okratoksinler ve
siklopiazonik asit gibi mikotoksin problemleri tagimaktadir. Et irinlerinde bu
kontaminasyon problemini azaltmak igin bazi ¢alismalar mevcuttur. Almanya ve
Fransa’da bu amagla salamlari olgunlagtirmada non-toksik P.nalgiovense suslari
kullamlmaktadir (Leistner, L., 1984). Yine peynir endiistrisinde P. camembertii
izolatlar1 siklopiazonik asit urettiklerinden dolayy, P. camembertii  mutantlart

kullamlmaktadir (42).

Yapilan diger bir ¢aliymada da, kekik (Origanum vulgare), nane (Menta
arvensis), feslegen (Ocimum basilicum), adagayr (salvia officinalis) ve kisnis
(Coriandrum sativum)’daki ugucu yaglarin miselial bityiime ve okratoksin olusturma
tzerindeki inhibitor etkisi incelenmistir Bu ¢aliymada Aspergillus ochraceus NRRL
3174 susu kullanilmigtir. Kaltiirler Yeast Exctract-Sucrose (YES) Broth’ta 7, 14, 21
giin, 25 ° C de inkibe edilmis, 0, 500, 750 ve 1000 ppm’ lik ugucu yag
konsantrasyonu kullamlmustir. Kaf buyumesi ve okratoksin-A iretimi 21. giine
kadar kekik ve nane tarafindan tamamiyle inhibe edilirken feslegen ise sadece 7.
gline kadar etkili olmugtur. 750 ppm kekik 14. giine kadar tamamiyle etkili iken nane
fungal buyimeyi engelleyememis fakat 14. giine kadar okratoksin-A iiretimi
gorilmemistir. 500 ppm de hi¢ bir ugucu yag ile inhibisyona rastlanmamustir.
Adacay: ve kisnis bu caligmada 6nemli bir etki gostermemistir. Bu ¢ahismada bu
inhibe edici etkilerden besinlerin korunmasinda antifungal ajan olarak

kullanilabileceginden bahsedilmektedir (43).
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2.1.7 Okratoksin-A Toksisitesi Uzerine Yapilan Calismalar

Okratoksin-A’nin birgok  hayvan iizerinde karsinojenik, nefrotoksik,
teratojenik ve immunotoksik etkileri vardirhiicre diizeyinde protein sentezi
inhibisyonunu engelleyerek bobreklerde periglomerular ve intersitisiyal fibrosise yol
acarak glomerular atrofiye neden olduklari ve aynt zamanda kanamalara yol agtiklar

bilinmektedir (25).

Okratoksin-A igin, fenilalanin analogu olan aspartam’in farelerde OA’nin

toksik etkilerini 6nledigi gosterilmistir (44,45).

Yapilan bir ¢aligmada farkli beyin bolgelerinde primer kiltiirlerde OA nin
selektif toksisitesini aragtirmislardir. OA’ nin segigi toksisitesini kamitlamak igin
yapilan ¢alisma da sigan beyninde ventral mesencephalon ve serebellumda OA
sitotoksisitesi arastiriimig ve toksine karst hassasiyeti karstlastinimigtir. OA
varliginda secilen yapilardaki astrosit ve noéronlarda protein, DNA sentetaz, laktat

dehidrogenaz (LDH) salinimi ve malondialdehit (MDA) uret‘imii;d agpmistic. 48 h

inkibasyondan sonra OA (10-150 micro M) protein ve DNA' Sentezinin
inhibisyonunu indiklemis, ventral mesencephalon hiicrelerinde %50 inhibe edici
konsantrasyonda (IC50) DNA sentezi néronlarda 14 +/- 2 microM | astrositlerde 40
+/- 5 microM bulunmustur. Cerebellum hiicreleri ile kargilagtirildiginda noronlarda
24 +/- 7 microM, astrositlerde 69 +/- 9 microM bulunmustur. MDA ve LDA
saliminda paralel olarak artig gorilmigtir. Bu sonuglar OA’ nin nefrotoksik

olmasinin yamsira norotoksik oldugunu da gostermistir (46).

2.2 Okratoksinin Yapisi

@ CHy = CH—NH~CO

= cooM

Sekil 2.2 Okratoksin-A'nin Kimyasal Yapis1i (Marquardt ve ark, 1990 48)
Okratoksin Penicillium ve Aspergillus genusuna ait kifler tarafindan aretilen
segonder metabolitlerdir  Okratoksinler siklik pentaketidlerdir. L-fenilalanine bagh

dihidroksiizokumarin tiarevleridir. Renksiz, kristal yapilidir. Polar organik
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solventlerde erir. Karboksi grup boyunca L-f-fenilalanine bagli 7-karboksi-5 kloro-8
hidroksi-3,4 dihidro-3 R-metil izokumarin igerir. Erime noktast 169 °C dir. Birkag
¢esit okratoksin tiirit bilinmekle birlikte en ¢ok bilinen A ve B tirleridir. Formiili
C20H3CINOg dir. Kristal formlart asit g¢ozeltilerde yesil, alkali ¢ozeltilerde mavi
floresan verir. Sodyum tuzlari suda ¢ozilebilir. Isik ve havada dayaniksizdir. Isiga
kisa sireli maruz kalma sonucunda 6zellikle nemli ortamlarda pargalanir ve solar.
Etanol ¢ozeltileri karanlikta ve sogukta saklanirsa 1 yildan daha fazla bir siire stabil

olarak kalmaktadir (47,48).

~

Yapilan ¢aligmalarda 3 yeni okratoksin-A analogu bulunmustur. Bunlar
fenil alanin molekalii ile yer degistiren serin, hidroksiprolin ve lisindir. Bu
bilegiklerin daha once identifiye edilememesinin nedeni, kullanilan ekstraksiyon
yontemi sirasinda floresans materyalinin biyiik kisminin uzaklastirilmast ve ortamin
protein igeriginin yani substratin amino asit kompozisyonunun, analoglarin yapisini
etkilemis olabilecegi belirtilmektedir. Ayrica okratoksin analoglarinin birlikte etkisi
Okratoksin-A ve sitrinin 6rneginde oldugu gibi sinerjistik etki gosterebilmektedir
(49).

2.3 Biyokimyasal Etkileri

Okratoksin-A’nin gesitli proteinlere baglanma yeteneginde oldugu, ancak
spesifik baglanmanin farkli bir durum oldugu ve ¢ok spesifik OA baglanmasinin baz
proteinleri OA toksisitesi yoniinden hedef haline getirdigi belirtilmektedir. Bu
baglanma OA’min hiicre 1¢i y18ilmasina yol agmakta ve boylece memeli hiicrelerinde
yart oémriiniin uzamasina ve toksik potansiyelinin artmasina neden olmaktadir (50).
Okratoksin-A’nin  teratojenik, karsinojenik, genotoksik, immunosupresyon,

mutajenik, v.b. gibi ¢esitli biyolojik etkileri bilinmektedir (51,2,45).

2.4 linsanlar Uzerindeki Etkileri

Okratoksin A memelilerde birgok toksik etkisi olan bir mikotoksindir. Bu
toksinin 6nemlisi etkisi nefrotoksik olmasidir. (45). Insanlarda ise “Balkan Endemik
Nefropatisi” adi verilen bir bobrek hastaliginin gidalardaki okratoksin-A varligi ile

iliskili oldugu bulunmustur (52,4).

Insanlarda Balkan Endemik Nefropati hastaligimn yami sira bobrek

fonksiyonlarini bozarak twriner kanallarda timorlere de neden olmaktadir (25).
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Insanlarda da 6zellikle Bulgaristan Romanya ve Yugoslavya ‘daki kronik ilerleyici
bobrek rahatsizligi (Balkan endemik Nefropatisi) ile iligkili oldugu disiniilmektedir.
Bu konuda ¢alisan komiteler (COT) The committee on the Toxicity of chemicals ,
Consumer Products and the Environment ve JECFA- Joint Expert Committee on
Food Additives gidalardaki toksin seviyesinin teknoloji kullanilarak minimum
seviyeye indirilmesini dénermiglerdir. Bu nedenle JEFCA bu konu- lizerinde onemle

durmakta ve gunliik tolere edilebilir viicuda alim limitleri Gizerinde g¢aligmaktadir

(53).

Guniimizde insanlardan alinan kan Orneklerinde yapilan ¢aligmalar
insanlarin da bu toksinden etkilendiklerini ve bu etkilenmenin yas cinsiyet ve

donorin kan grubuna bagli olmadig: gosterilmistir (40,54,39).

Besinlerde yiiksek duzeyde OA bulunan Bulgaristan ve Yugoslavya’ da
uriner sisteminde timor olan hastalarin kaninda bulunan OA, saglikli hastalarin

kanindaki OA dan daha fazla bulunmustur. (1).

Insamin maruz kaldig1 okratoksin-A seviyesini tespit etmek amaciyla
Ingilterede baslatilmis olan caliymada bir bolgede yasayan 50 gonilluden haftalik
plazma ve idrar Ornekleri toplanmistir. Hassas yontemler kullamilarak yapilan
kantitatif analizler sonucunda insanlarda maruz kalinan okratoksin seviyesi
arastinlmigtir. Bitin diyetler, plazma orneklerinin hepsi ve idrar 6rneklerinin % 92’
si OA igermektedir. Haftalik idrar ornekleri analiz edildiginde gelen bazi 6rneklerin
OA igermesinin kagimlmaz oldugu gorulmistir. Toksinin stk bulundugu bir
populasyonda bu durum sasirtict degildir. Ancak maruz kalinan OA dizeyi
hesaplandiginda, EC's Scientific Committee for Food (SCF) tarafindan tolere

edilebilen alim 5 ng/kg viicut agirligi/gin olarak tavsiye edimistir (55).

Bitki materyali, organik toz ve konidiaya siklikla maruz kalan giftgilerin
solunum yoluyla aldiklari organik toz ve konidia ile gelen Okratoksin-A miktarinin
belirlenmesi tizerine yapilan bir ¢aligmada ise havada ve tozlarda bulunan konidianin

tarim alanlari igin 6nemli okratoksin A kaynagi olabilecegi gosterilmistir (56).

OA ile ilgili olarak Kuiper-Goodman ve Scott, (57) yeni bir risk

degerlendirme ¢aliymasi yayinlamistir. Bu hayvanlarla yapilan deneysel ¢aligmada
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insanlar igin tolere edilebilir giinlik doz alimi 0,2-4,2 ng/kg/viicut agirligi olarak
belirlenmistir. Buna karsitk The Joint FAO/WHO Expert Committae on Food
Additives haftalik tolere edilebilir Okratoksin-A alimint 112 ng/kg/viicut agirlig
olarak belirlemistir (53).

2.5 Hayvanlar iizerindeki etkileri

Farelerin dalak, bobrek ve karacigerin hiicre kiiltiirlerinde in-vitro yapilan
caligmalarda, OA’nin rekabet edici inhibisyon yoluyla fenil alanin’in yerini alarak

fenilalanin-tRNA kompleksini sentezleyen enzimi inhibe ettigi gosterilmistir(45).

Okratoksin-A kontamine yemle beslenmis olan domuzlarin midesinden
izole edilmigtir (26). Domuzlarda bobrek hasarlarina (nefropati) neden oldugu
bilinmektedir (7). Domuz bobrekleri en fazla kontamine olan dokulardir ve kandaki
orani, bobrektekinin 5 kati fazladir. Okratoksin-A artiklari 6n midede bakterial
enzimlerle hidrolize edilmekte ve dolayist ile dokulara ¢ok az gegmektedir.
Hayvanlarla yapilan ¢aligmalarda OA nin potansiyel nefrotoksik, immun baskilayici,

teratojen karsinojen oldugu gosterilmistir (51,45).

Yapilan ¢aligmalar sonucu bu mikotoksinin hayvanlarin kaninda ve sitinde
de bulundugu saptanmustir. Okratoksin-A ’nin nin gevig getiren hayvanlarin
midesinde ve barsaklannda hidrolizlenmesi non-toksik okratoksin alfa (O-aifa)
formunu olusturmaktadir. Ancak yapilan yeni ¢aligmalar onemli miktardaki
okratoksinin geviy getiren hayvanlarin  mide barsaklarinda g¢ok fazla

parg¢alanmadigini gostermistir (58).

Hayvanlar tizerinde yapilan ¢alismalar, (Tablo 2.6) Okratoksin-A’nin diger
mikotoksinlerle de etkilesiminin oldugunu gostermistir (59). Biyokimyasal diizeyde
OA, fenilalaninin yerini alarak t-RNA komplexine baglanmakta ve fenilalanin-tRNA
kompleksinin sentezini igeren enzimi inhibe etmek suretiyle fenilalaninin peptidlere
baglanmasini engellmektedir (45). Ayrica siklapiazonik asitle birlestiginde kiimes
hayvanlarinin dalak, karaciger ve pankreasinin biiylimesine, serum albumini ve total
protein konsantrasyonunun azalmasina, trigliserit ve urik asit konsantrasyonunun

artmasina yol agarak kiimes hayvanlarini etkiledigi gosterilmistir (60).




Tablo 2.5 OA nin diger mikotoksinlerle etkilesimi (59)

Mikotoksin Test Sistemi Olgiim Etki
Kiimes hayvanlann |Karaciger yaglanmast ve|Yaglanma igin zayif
) bityiime agirhg: aflatoksin etki, nefropati
Aflatoksin , igin sinerjistik etki
Deoksinivalenol | Broiler tavuklan Genel toksisite Antagonistik etki
Hepatoloma RINNA, DNA, Protein sentezi | Sinerjistik etki
hiicreleri
Renal korikal | Organik iyon transportu Additid yada ¢ok az
hiicreleri sinerjistik
Beyaz Leghorn | Bébrek fonksiyonu Indirgenmis sitrinin
pilicleri etkisi
Fare Hepatorenal karsinogenesis | Sinerjitik etki
Sitrini Broiler tavuklan | Bilyiime  depresyonu,  su | Antagonistik etki
1trinin tiiketimi artisi
Fare Letal etki Sinerjitik etki
Kobay Letal etki Disilerde sinerjitik,
erkeklerde additif
Fare Karaciger Protein sentezi Etki yok
Okratoksin B Rat Renal titbler morfolojisi Oldukea indirgenmis
Penicillik asit Fare Letal etki ve protein sentezi | Sinerjitik etki
Tiibiiler morfoloji Sinerjitik etki
Zecaralenon Fetal fare Teratogenesis Antagonistik etki
2.6 Besinlerde okratoksin

Aspergillus ochraceus ve diger okratoksin-A treticisi kiifler; bugday, misir,
arpa, ¢avdar gibi tahillarda, pamuk tohumu, baklagiller (fasulye, bezelye, soya
fasulyesi), kakao tanesi, kahve tanesi, kuru incir, findik, sogan, seftali, biber ve

yuzeyi zedelenmis elmalarda bulunabilmektedir (51, 61, 62).

Bazi tip besinlerde yiksek diizeyde okratoksin rapor edilmistir. Nefropatinin
endemik oldugu Bulgaristan gibi Balkan iilkelerinde misirdaki kontaminasyon %27

olarak bildirilmistir. Okratoksin-A, ham zirai driinlerde ve OA igeren besinle

kontamine olmus hayvanlarin sivilart ve dokularinda bulunmaktadir.
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Tablo 2.6 Okratoksin-A ybniinden analiz edilen gida maddelerindeki sonuglar (62).

Ornek Tipi | Ornek Sayisi Belli arahktaki Bulunan
orneklerin sayis1 (ng/kg) maksimum
OA  diizeyi
Analiz | Saptana | 00.2-0.4 | 4.1-10.0 |10.1-30.0 |>30.0 (ng/kg)
edilen | mayan
Kayist 20 20 --- - - - <0.2
Arpa 37 34 2 1 - - 6.4
Bira 20 20 - - - - <0.2
Kakao 20 3 17 — — - 1.1
Taze Hindistan | 10 10 — -—- — — <0.2
Cevizi
Kus 20 1 6 8 3 2 53.6
Uziimii
Hurma (Ksuru) | 20 19 1 -— - -- 0.2
Yesil 10 10 - -— - == <0.2
mercimek
Kirmizi 11 11 -—- — -— . <0.2
mercimek
Yulaf 18 17 - 1 - - 5.9
Domuz 10 9 1 - - —- 02
Karacigeri
Domuz salam1 |9 9 -— - - - 0.2
Cavdar 22 21 1 -—- - — —
Bugday 76 74 2 -- .- - 2.4
Kirmuzi sarap |10 6 4 -—- - - 1.1
Beyaz garap 10 10 - . . - <0.2
Kuru Uziim |20 3 9 4 4 18.1

*QOkratoksin-A metodunun saptama limiti 0.2 pg/kg’ dir

Aspergillus tirleri tarafindan olusturulan OA yiiksek, temperatiir ve nemlilik

bakimindan belirli kosullarda ortaya ¢ikar. P. viridicatum ve P. cyclopium, optimum

su aktivitesinde 4-21 °C temperatiirde okratoksin iretir. Bunlar soguk iklim

kosullarinin baslica OA reticisidirler. Halbuki A.ochraceus 12 °C’ nin lizerinde OA
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tretir. Avrupa’da ¢iftlik hayvanlarinda ortaya gikan Okratoksikosis, bir 6nceki hasat

doneminin nemli klimatik kosullarindan kaynaklanmaktadir (1).

Amerika’da 200° den fazla gida ve besin orneginde (Beyaz un, kurutulmusg
fasulye, bezelye, yulaf, misir, arpa, piring) yapilan galiyma halen devam etmekte olup
FDA tarafindan yirititlmektedir ve heniiz sonuglar agiklanmamistir. Her ne kadar
kifler gida ve yemler  lizerinde okratoksin Uretse de ham Grlnlerdeki
kontaminasyonun uriiniin yetistigi bolgeye bagh oldugu gosterilmistir. Amerika
Birlesik Devletleri’ de segilen ham triinlerdeki kontaminasyon orani %3 bulunurken
Kuzey Avrupa ve Balkanlarda daha yiiksek kontaminasyon orami gozlenmistir
(Edlefsen, M., Brewer, S., 2000). Gidalarda okratoksin-A oram ve diizeyi ham zirai
uranlerden daha disuktir (Tablo 2.6).

2.7 Maruz Kalma

OA dogal olarak olugan bir mikotoksindir. Gidalarda ve hayvan besinlerinde
yaygin olarak bulunmasi sonucunda insanlarda maruz kalmaktadir (1). Mikotoksinler
diinyanin en 6nemli besin kontaminantlan arasindadir Okratoksin Ureten funguslar
genellikle Penicillium ve Aspergillus genuslandir. Soguk iklimlerde OA Penicillium
tirleri tarafindan olusturulurken tropik ve subtropik alanlarda Aspergillus’lar
tarafindan olusturulur. Okratoksin-A , musir, yerfistigt depolanan taneler, pamuk
tohumu ve glriiyen vegetasyonun dogal bir kontaminantidir. Kufli tahillarda
(bugday, musir, arpa, yulaf, yer elmasi, kahve fasulyesi, ekmek, un, piring ve
fasulyede) saptanmustir. Tahillarda saptanan kontaminasyon diizeyi 0.03 ppm —~ 27.5
ppm arasinda degismektedir. ABD’de 130 birahanede yapilan bir ¢aligmada, arpadan
biraya tasinmast muhtemel olmasina karsin bira ve maltta 10 pg/kg tzerinde
saptanmamugtir. Malt islemi orta derecede kontamine olmus arpadaki toksini
tamamen pargalamaktadir fakat fazla kontamine olan kisimlardan % 2-7 arasinda

toksin son tiriine taginmaktadir (63;64)
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2.8 Tolere Edilebilir Alim Limitleri

JECFA tarafindan yapilan degerlendirmelerde ongorilen haftalik tolere
edilebilir okratoksin-A alim miktar1 100 ng/kg/viicut agirhigi’dir. Bu da giinlik 14
ng/kg/viicut agirhigina tekabiil etmektedir (65,52).

2.9 Dizenleme

Meslek Givenligi ve Saghk Yoénetimi (Occupational Safety and Health
Administration) okratoksin-A’ y1 Risk Bildirme Standardi ve Laboratuvarlardaki
Kimyasal Riskler bolimi altinda grup 2B de simflandiriimaktadir (Occupational
Safety and Health Administration). Uluslar Arasi1 Kanser Arastirma Dairesi’nin
(International Agency for Research on Cancer) son monografinda OA potansiyel
kanserojen olarak kabul etmis ve (66,67,68). 17 Eylul 1998 de Gldé Bilim Komite’si
tarafindan kanserojen, nefrotoksik, teraojen, immunotoksik ve muhtemel nérotoksik

olarak yayinlanmistir(51).

2.10 Mikotoksinlerin Kontrolu

Mikotoksikoloji yeni bir alan olmasina karsilik devam eden ¢aligmalar
toksik etkilerin, toksin olusumu esnasinda 6nlenebilmesinin muhtemel oldugunu

gostermektedir.

Gidalarda olusan mikotoksinlerin detoksifikasyonu ile ilgili ¢ok sayida
calisma bulunmakla birlikte, tam olarak etkili ve giivenilir bir yontem heniiz yoktur.
Bu nedenle mikotoksinlerin olugumlarinin 6nlenmesi kontrolde en énemli noktayt
olusturur. Bu bakimdan kif gelisimi ve mikotoksin iiretimi agisindan riskli gida
trinlerinin uygun kosullar altinda hasat edilmesi, tasinmasi depolanmasi ve
islenmesi {zerinde oOnemle durulmalidir. Kiiflerin tremesine ve mikotoksin
tretimlerine etkili olan sicaklik, nem, 1tk gibi faktorlerin Griinlerin hasat ve
depolanmas: sirasinda dikkatli bir sekilde kontrolii, bulagmanin oldugu kisimlarin
ayrilarak uzaklastirilmas: kontrol i¢in alinacak onlemler arasinda yer alir. Bir ¢ok
uriiniin depolanmasi sirasinda sicakligi disik tutmak her ne kadar yararliysa da
hububatlarda ¢ok diisiik sicakliklarda sentezlenen mikotoksinler mevcuttur. Bununla
beraber mikotoksinlerin 8°C’nin altinda sentezlenemedikleri kabul edilmektedir

(69,70).
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Mikotoksin kontrolinde nem de o6nemli bir faktérdir. Mikotoksinlerin
tretilebildigi optimum su aktivitesi 0.93-0.98 arasinda degismekle birlikte kiif
cinsine bagli olarak 0.71-0.94 arasindaki su aktivitesi degerlerinde mikotoksin
sentezlenebilir. pH mikotoksin sentezi kontroliinde etkili bir faktor degildir. Toksin
uretimi genellikle 3.4-5.5 pH arasinda degigsmekle birlikte pH 2.0-10 arasinda
mikotoksin Ureten tirler mevcuttur. Bir kontrol y6ntemi olmamakla birlikte,
mikotoksin igeren tahil iriinlerinin, toksin igermeyen iriin ile karigtirimasi ve
boylece pagal edilmis triindeki mikotoksin miktarinin izin verilen seviyelere
distiriilmesi de ekonomik kayiplarin azaltilmas: igin uygulanan bir yontemdir. Ancak
bu uygulama tam homojenizasyonun saglanamadigt durumlarda tehlikeli

olmaktadir(69).

Devam eden caligmalar 6nemli mikotoksinlerin biyosentezinin ortaya
cikarilmasi, okratoksin-A’nin ekonomik olarak 6nemli olan hayvanlar ve bitkiler
Uzerindeki patojenitesinin ortaya konmasi ve gevreye zarart olmayan yontemler
kullanilarak zirai {rinlerdeki mikotoksin dlzeyinin minimuma indirilmesi

yonindedir (71).

2.11 Hububat ve Hububat Uriinlerinde Muhafaza Yontemleri

Hasat oncesi hububatta olusmus mikotoksinler genellikle kimyasal agidan
stabil olup depolama ve isleme sirasinda aktivitelerini korurlar. Depolama sirasinda
OA aktif halde kalarak diger hububatlara ve hububat unlarina gegebilmektedir. OA’
nin inaktif hale getirilmesi ¢ok zor oldugundan OA olusumunun 6nlenmesi daha
onemlidir. Bu amagla bazi fungisitler kullanilmakla birlikte olusumunun tamamen
onlenmesi zordur. OA olusumunda hasat oncesi ve hasat sirasindaki iklim kosuHan
buyik onem tagimaktadir. Hasatta kirik bozuk, kiiflenmis tanelerin ayrilmasi kif
yukini azaltmak agisindan onem tasir. Mikotoksin igeren hububatlarda kontamine
tirtiniin ayrilarak olusan toksinin detoksifikasyonu gerekmektedir. Insan saghigi
acisindan heniiz gtvenilir, etkili bir detoksifikasyon yontemi saptanamamistir.
Hububat tanelerinde mikrobial geliymenin onlenebilmesi igin en etkili yontem su
aktivitesinin disik tutulmasidir. Uygun sekilde kurutulan danelerin depolanmasi
sirasinda havalandirma ile nemin uzaklastirilmasi ve yogunlasmanin onlenmesi,
sicakhigin disik ve sabit tutulmas: mikrobial gelismenin 6nlenmesinde Gnemlidir.

Bir y1l depolanacak hububat taneleri igin 6nerilen maksimum nem miktarlan asagida

19



(Tablo 2.10.1) gorulmektedir. Hasat sonrasi tanelerde farkli bir mikrobial flora
dominant hale gelir. Tanelerdeki nem miktar: %15’i gegmeyecek sekilde depolanirsa
depo kiflerinin mikotoksin tretimi engellenebilir. Toksin Gretme sicakligr ise kuf

cinsine gore farklilik gosterir ve kiifin tireme sicakligindan farkl olabilir (69).

Tablo 2.11 Tahillar icin tavsiye edilen minimum ve maksimum nem miktarlan (69)

Uriin Maksimum nem Maksimum nem
(1 yil i¢in) (5 yil icin)

Bugday %13-14 %11-12

Piring %14 %12

Misir, Arpa %13 %11

Yulaf, Soya fasulyesi [%]11 . %10

Hasat veya saklama esnasinda danelerin renklerinin bozulmasi ve mavi yesil
renk almasina, “mavi goz” olarak ta adlandirilan, 6zellikle Aspergillus glaucus ve
Penicillium turlerine ait sporlarin, tahilin saklanmas: esnasinda ¢imlenmesinin neden
oldugu bilinmektedir. “Mavi-goz’den sorumlu olan fungusun identifikasyonu,
muhafaza safhasindaki problemlerin ¢oziimiine yardimer olabilir. Penicillium
ozellikle P. oxalicum’un gelismesi igin yitksek diizeyde nem gerekir. Nem diizeyi
%17-18’in altinda gelisemez Fungusun sporlart muhafaza edilen bitiin danelerin
etrafinda bulunur. Boylece kurutma, muhafaza ve biitiin safthalarinda enfeksiyon
mevceuttur (72). Aspergillus glaucus grubun bir¢ok ulkede siklikla gorildigi ve
saklanan tahillarda nem oramt %14-15 gibi disik degerlerde bile osmofilik
organizma olarak uredigi ve bu nedenle A. glaucus grubun muhafaza edilen

tahillarda okratoksin-A olusturmada biiyiik 6nem tasidig: belirtilmektedir. (24).

Hububat tanelerinin depolanmasi sirasinda nem oraninin %15’ in {izerinde
olmast halinde depo kiiflerinin mikotoksin olusturma olasiligi bulunmaktadir.
Depolama sirasinda hububat ¢esitlerinde mikotoksin olusturan iki cins Aspergillus ve
Penicillium’dur. Bu cinslere ait pek ¢ok tir OA yaninda aflatoksin, sitrinin, patulin
ve diger bir¢ok toksik metaboliti tretebilmektedir. A. ochraceus ve P. viridicatum ve

diger turlerin olusturduklari OA birgok gidadan izole edilmekle birlikte en yaygin
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olarak depolanmig hububatlardan izole edilmistir. Burada bir ¢ok faktor, sicaklik
nem, gelisme, hasat ve sonrasindaki kurutma ve saklama dénemi gibi i§ gormektedir.
Ingiltere tarafindan ekinlerimiz lizerinde yapilan caligmada 1995 yilt yagislarinin

Yunanistan ve Turkiye’de ekinleri etkiledigi belirtilmektedir (73).

Avrupa Birligi, Scientific Committee on Food (SCF) tarafindan gidalardaki
toksikolojik gelismelere dayali baz1 mikotoksin standartlari tizerinde ¢aligmaktadir.
Bu standartlarda OA ve diger toksinler i¢in makul olan en dusik ulasilabilecek

seviye esas alinmaktadir (74).

Jointt FAO/WHO Expert Committee on Food Additives tarafindan
yayinlanan teknik raporun 2. Kisminda ginlik OA alim miktarlarina yer
verilmektedir. Ayrica JECFA tarafindan, toksikolojik yonden standart belirlememis
iilkelere yardimet olmak, tiketici sagligini korumak ve gida trtnlerinin uluslararast

ticaretini saglayabilmek amaciyla bu konudaki tiim gelismeler sunulmaktadir (75).
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3. MATERYAL METOT

3.1 MATERYAL

3.1.1 Uziim Ornekleri

Calismamizda Izmir ve Manisa illerindeki 11 farkli bolge ve 23 bagdan

20’st kuru 35’1 yag olmak {izere toplam 55 Gizim 6rnegi toplanmis ve kullanilmisgtir.

Bu baglara ait bolge haritasi Sekil 3.1.1° de ve alinan 6rnek sayisi ve

alind1g1 bolgelere gore dagilimi Tablo 3.1.1.1 de gorulmektedir. Tablo 3.1.1.2 de

orneklerin toplandigi baglar ve bu baglarin genel o6zellikleri, Tablo 3.1.1.3 te ise

alinan 6rneklerin numara sirast ile cinsi ve ornegin 6zelligi verilmektedir.

Tablo 3.1.1.1 Ormeklerin Toplandig Baglarin Bdlge ve Sayisi

Bag Bolgesi Ornek Saysi
Alasehir 4
Kavaklidere 11
Sarigol 4
Salihli 11
Saruhanlt 7
Turgutlu 4
Manisa 3
Menemen 5
Ahmetli 3
Kemalpasa 2
Yesilyurt 1
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Tablo 3.1.1.2 Orneklerin Toplandig Baglar ve Bu Baglarin Genel Ozellikleri

Bag Kodu

Alndig1 Yer-Kod Baglarin Ozellikleri
Belenyaka koyii, 5 donim, organik, susuz, beton sergi
1A/3 ALASEHIR bakimsiz, goble, miicadele az, kurutmalik
Elemli Koyii, Barayeri Mevkii | 19 déniim, sulu, beton sergi, bakimli, T-
1A/4 Kirbag, sistem, miicadele var, kurutmalik
ALASEHIR
5 doniim, susuz, beton sergi, bakimh, T-
1K/1 KAVAKLIDERE sistem, miicadele var, kurutmalik
Kdy Civan Mevkii 10 doniim, sulu (Subat-Temmuz), beton
1K/4 KAVAKLIDERE sergi, bakimli, t-sistem miicadele wvar,
kurutmalik, 1 kez hormon
Govukdere Mevkii, 10 doniim, sulu, kanavige sergi, bakimh, V
1K/6 KAVAKLIDERE sistem, miicadele var, kurutmalik
10 doniim, sulu, beton sergi, organik degil,
1Y/1 YESILYURT bakimli, T-sistem, miicadele var, kurutmalik,
2 kez hormon
Asagi Kavaklar Mah. Omerli | 10 doniim, sulu, beton, bakimli, T-sistem,
2/1 Cukuru miicadele var, kurutmalik
SARIGOL
4.5 doniim, sulu (1 Mayis, 1 Haziran, 20
2/5 Haziran, 20 Temmuz, 20 Agustos), Tel +
Baglica Kéyii, Trafo Yam beton sergi, bakiml, 4 kez hormon (yikama,
SARIGOL sulama), T-sistem, miicadele var, kurutmalik,
sofralik
Eldelek Kéyii, Seydibaba 12 déniim, sulu, beton sergi, bakimli, T-
32 Mevkii, Salihli sistem, miicadele var, kurutmalik
SALIHLI
3/3 Caviu Koyii, Koy Civan 13 doniim, sulu, beton sergi, bakimh, T-
Mevkii, sistem, miicadele var, kunutmalik
SALIHLI
10 donim, sulu, beton sergi, bakimli, T-
3/4 SALHLI sistem, miicadele var, kurutmahk
4/3 SARUHANLI 10 déniim, sulu, beton sergi, bakimli, T-

sistem, miicadele var. kurutmalk
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Tablo 3.1.1.2 (devam)

Hacirahmanh Koéyti, 18 doniim, sulu, beton sergi, bakimli, T-
4/4 SARUHANLI sistem, miicadele var, kurutmahik
4/5 SARUHANLI 10 doniim, sulu, kanevige sergi, bakimli, T-
sistem, miicadele var, kurutmalik
9 doniim, sulu, kanevige sergi, bakumli, T-
4/6 Naili Kir1 Mevkii, sistem, miicadele var, kurutmalik
SARUHANLI
5/2 TURGUTLU 10 doniim, susuz, kanevige sergi, bakimli,
duvar sistem, miicadele var, kurutmalik
5/3 Akgapinar Koyii, Kerezli 11 doniim, susuz, kanevige sergi, bakimiy,
Mevkii, duvar sistem, miicadele var, kurutmalik
TURGUTLU
20 dénim, susuz, beton sergi, duvar sistem,
6/3 Harmandali, Doganca Mevkii | kurutmalik
MANISA
5 déniim, sulu, beton sergi, bakiml, duvar
7/3 Haykiran Kovii, Belenalu sistem, miicadele var, kurutmalik
Mevkii
MENEMEN
6 doniim, sulu, kanevige sergi , bakimly, T-
7/4 Haykaran Koyii, Kurbagillk | sistem, miicadele var, kurutmalik
Mevkii,
MENEMEN
8 doniim, sulu, kanevige sergi, bakumh, T-
8/1 Koy Civan Mevkii sistem, miicadele var,
AHMETLI
2 Doéniim, sulu, <kanevige sergi, bakiml,
8/2 Karakéy, Geribast Mevkii duvar sistem, miicadele var, kurutmalik, 1
AHMETLI kez hormon
15 doniim, susuz, Kanevige sergi, bakiml,
9/2 Yuklarikizilca, Cukurbaglar | organik, goble, kurutmalik, miicadele yok

Mevkii
KEMALPASA
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Tablo 3.1.1.3 Ahnan Orneklerin Numarasi, Cinsi ve Ornegin Ozelligi

Ornek | Ornegin Ornegin Cinsi Ornegin Ozellizi
No Alndid
Bag
Kodu
1. 1A/3 Yas Bag temsil edecek sekilde toplands
2. 1A/4 Yas Bag: temsil edecek sekilde topiand:
3. 1K/1 Yas Bag temsil edecek sekilde toplands
4. 1K/4 Yag Bagy temsil edecek sekilde toplandt
5. 1K/4 Balgamli-Yas Tek bir asmay1 temsil edecek sekilde toplanch
6. 1IK/4 Yas Bag temsil edecek sekilde topland:
7. 1K/6 Sik Salkim-Yas Tek bir asmay1 temsil edecek sekilde topland:
8. 1K/6 Balgamli-Yas Tek bir asmayi temsil edecek sekilde toplandi
9. 1K/6 Seyrek Salkim-Yas Tek bir asmay1 temsil edecek sekilde toplandi
10. 1Y/1 Yas Bag) temsil edecek sekilde topland
1L 2/1 Yas Bagi temsil edecek sekilde toplands
12. 2/5 Yas Bag temsil edecek sekilde topland:
13. 372 Asmanin Dogusu-Yas Tek bir asmay1 temsil edecek sekilde toplandi
14. 372 Asmanin Batisimdan-Yag Tek bir asmayi temsil edecek sekilde toplandi
15. 32 Asmanm kuzeyinden-Yas Tek bir asmayi temsil edecek sekilde toplandi
16. 32 Asmanin Tepesi-Yas Tek bir asmayi temsil edecek sekilde toplandh
17. 372 Asmanin Alt1-Yas Tek bir asmay1 temsil edecek sekilde toplandi
18. 32 Asmanin Ortasindan-Yas Tek bir asmayt temsil edecek sekilde topland:
19. 32 Asmanmn giineyi-Yas Tek bir asmayi temsil edecek sekilde toplandi
20. 313 Yas Bagy temsil edecek sekilde toplandt
21. 4/3 Yas Bag temsil edecek sekilde toplands
22. 4/5 Yas Bag temsil edecek sekilde toplands
23. 4/6 Yas Bag temsil edecek sckilde topland:
24, 51 Yas Bagi temsil edecek sekilde toplanch
25. 5/3 Yas Bagy temsil edecek sekilde toplandi
26. 6/3 Yas Bag temsil edecek sekilde toplandh
27. 6/3 Balgamis Tek bir asmay1 temsil edecek sekilde topland:
28. 7/3 Yas Bag temsil edecek sekilde toplandi
29. 7/3 Balgamli-Yas Tek bir asmay1 temsil edecek sekilde toplandi
30. 7/4 Yas Bag: temsil edecek sekilde topland:
31. 8/2 Yas Bag temsil edecek sekilde toplanch
32. 9/2 Yas Bag: temsil edecek sekilde toplandi
33. 1A/3 Kuru Bag: temsil edecek sekilde topland:
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Tablo3.1.1.3 (devam)

34. 1A/4 Kuru Bag: temsil edecek sekilde toplandt

35. 1K/1 Kuru Bags temsil edecek sekilde toplands
36. 1K/4 Kuru Bag temsil edecek sekilde toplandi
37. 1K/6 Kuru Bapg1 temsil edecek sekilde topland:
38. 1Y/1 Kuru Bag temsil edecek sekilde toplandi
39. 2/1 Kuru Bagy temsil edecek sekilde toplandi
40. 2/5 Kuru Bag temsil edecek sekilde toplandi
41. 372 Kuru Bag temsil edecek sekilde toplands
42. 3/3 Kuru Bagi temsil edecek sekilde toplands
43, 4/3 Kuru Bagi temsil edecek sekilde topland:
44 4/5 Kuru Bagy temsil edecek sekilde toplandt
45. 4/6 Kuru Bag: temsil edecek sekilde toplandi
46. 5/2 Kuru Bag: temsil edecek sekilde toplandi
47. 5/3 Kuru Bag: temsil edecek sekilde toplandi
48. 6/3 Kuru Bag: temsil edecek sekilde topland:s
49. 7/3 Kuru Bag temsil edecek sekilde toplandt
50. 7/4 Kuru Bagy temsil edecek sekilde topland:
51, 82 Kuru Bagi temsil edecek sekilde toplandi
52. 9/2 Kuru Bagy temsil edecek sekilde toplanct
53. 3/4 Yas Bag1 temsil edecek sekilde topland:
54, 4/4 Yas Bag temsil edecek sekilde toplands
55. 8/1 Yas Bag: temsil edecek sekilde toplands

3.1.2 Yurt Disindan Getirilen Kiif Susu

Caligmamizda Belgika kiiltir Kolleksiyonu Merkezinden getirtilen potansiyel
okratoksijenik sug Aspergillus alutaceus (MUCL 39539) ve Aspergillus alutaceus
(MUCL 39534) kullanilmigtir.

3.1.3 Kullanilan Besi Yerleri
3.1.3.1 Kloramfenikol Rose-Bengal Agar

Ticari olarak satilan (Oxoid) CM 549 Chloramphenicol Rose-Bengal Agar
kullantlmigtir. 16 gr’s tartilarak 500 ml distile suya ilave edilmis ve 121 °C de 15
dakika steril edilerek sterilizasyon sonrast Selective Supplement SR 78 (0.05 gr)

Chloramphencol ilave edilmistir (76).
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3.1.3.2 Malt Extract Agar

Ticari olarak satilan Oxoid CM 59 Malt Extract Agar kullamlmistir. 50 gr
Malt Extract Agar 1000 ml distile su igerisinde ilave edilerek ¢ozilmiis ve 121 °C de
15 dakika steril edilmigtir (76).

3.1.3.3 Czapek-Dox Agar

Ticari olarak satilan Oxoid marka CM 97 Czapek-Dox Agar kullanilmistir.
45.5 gr’1 100ml distile su igerisinde ilave edilerek kaynatiimak suretiyle ¢ozilmiis ve

121 °C de 15 dakika steril edilmistir(76).
3.1.3.4 Malt Extract Broth

Ticari olarak satilan (Merck VK 517997 019) marka Malt Extract Broth ve
Pepton i¢in Acuamedia Pancreatic Digest of Casein (Peptone C), Katalog No. 7179
kullaniimistir (77).

Malt Extract. ... 17.0 gr
Pepton........oooo 30gr
Distile su................ 1000 ml
PH=48+/-02

121 °C de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

3.1.3.5 Skim Milk Besiyeri

Skim Milk (Oxo01d 69571)...cc.oooiiiiiiiiiee e 10 gr
Tween 80, .. oo %0.2 ml
DSt SU. ..o e 100 ml

115 °C de 10 dakika steril edilmistir(76).
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3.1.3.6 Yeast Extract Sucrose Broth

Okratoksin ~A iretimi amactyla kullanitmigtir. Bacto Yeast Extract (Difco
no.127838 JC) agara sakkaroz ilavesiyle hazirlanmistir (78).

Bacto Yeast EXtract.............ccccoooiiiiiiiiii %2
Sakkaroz (Merck).........cccoooiiiiiiiiie %15
St e 100 ml
pH 7 ye ayarlandi.

3.1.4 Boya Cozeltisi
3.1.4.1 Laktofenol Pamuk Mavisi ¢ozeltisi

Once Laktik Asit ¢ozeltisi hazirlamak igin 6nce

Fenol......ooo 20.0 gr
Laktik @sit.....ccooooiiiie e 10 ml
GHSErIN.......ooo 10 mi
DIstile SU.....ooo 10 ml

olarak hazirlanmigtir. Daha sonra bu ¢ozeltinin 100 ml iginde 1 g Pamuk

mavisi ¢ozilerek hazirlanmistir (79).
3.1.5 Kimyasal Malzemeler

Cahgmamizda Metanol, Asetonitril, Asetik asit, Sodyum bikarbonat, Fosfat
tuzu (PBS) kullamlmustir.
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3.1.6 HPLC kosullan

Ayirma oda temperatiriinde yapilmistir. Mobil fazda asetonitril: su: asetik
asit (49:49:2 hacim/hacim/hacim). Mobil faz1 dagitmak i¢in kullanilan PLC pompast
aki hizt dakikada 1 ml’ye ve flouresans dedektorii eksitasyon igin 333nm, emisyon
i¢in 443 nm ye ayarlanmigtir. HPLC cihazina injekte edilen hacim 20 ul, yaklasik
alikonma zamam 10 dakika, basing 9,6 bar, saptama limiti 0.16 ppb’dir Denemelerin
yaptlmasinda Ochraprep immunoaffinite kolonlar ve Okratoksin-A saptama yontemi

kullamlmistir (77)
3.1.7 HPLC Mobil Faz1

Asetonitril:Su:Asetik  asit  (49:49:2,  hacim/hacim/hacim)  olarak

hazirlanmustir (80).
3.1.8 Standartlar

Okratoksin-A ekstraksiyonunda kullanilan standartiar TAMSOP 3’e gore

hazirlanmugtir(81).
3.1.7.1 Okratoksin-A Stok Standard:

OA standard: 1000 ng/ml metanolde ¢oziilmis olarak temin edilmistir. 0-5

°C arasinda saklanmig ve kullanmadan 6nce oda sicakligina gelmesi beklenmistir.
3.1.7.2 Okratoksin-A ara standard:

Pipetle stok OA standardindan 0.1 ml gekilerek 1:10 oraninda metanolle

sulandirilarak 100 ng/ml’lik standart hazirlanmistir.
3.1.7.3 Okratoksin-A ¢alisma standardi-1

OA ara standardindan 0.1 ml gekilerek 10 ml elusyon solventi:su (1:1

hacim/hacim) ile tamamlanmigtir. Yaklagik konsantrasyon (1 ng/ml) elde edilmistir.
3.1.7.4 Okratoksin-A caliyma standardi-2

OA ara standardindan 0.2 ml gekilerek 10 ml elusyon solventi:su (1:1

hacim/hacim) ile tamamlanmistir. Yaklasik konsantrasyon (2 ng/ml) elde edilmistir.
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3.1.7.5 Okratoksin-A ¢ahsma standardi-3

OA ara standardindan 0.4 ml ¢ekilerek 10 ml elusyon solventi:su (1:1

hacim/hacim) ile tamamlanmistir. Yaklagik konsantrasyon (4 ng/ml) elde edilmistir.
3.1.7.6 Okratoksin-A Spike Solusyonu

Okratoksin-A Stok standard: kullanilarak spike seviyesi kalibrasyon araligi

icinde ortalama bir deger _oiarak alinmugtir.
3.1.9 Ekstraksiyon Solventleri

Okratoksin-A ekstraksiyonunda kullantlan tiim ¢ozeltiler TAMSOP 3’e gore
hazirlanmigtir(81).

3.1.8.1 Sodyum Bikarbonat

100 ml i¢in % 2 (agirlik/hacim) olacak sekilde hazirlanmigtir. Ultrasonik

banyoda 10 dakika tutularak ¢oziilmenin tam olmasi saglanmigtir (81).
3.1.8.2 Fosfat Tuzu (PBS)

Rhone Diagnostics Technologies Ltd. tarafindan iretilen ve ticari olarak

satilan Phosphate Buffered Saline (Lot: 104381-002) kullaniimistir.

10 adet PBS tablet 1 It distile su igerisinde ¢oézulimis ve pH1 7,4°e
ayarlanmistir(81).

3.1.8.3 Metanol Cozeltisi
Suda %20 Metanol (hacim/hacim) olacak sekilde hazirlanmistir(81).
3.1.8.4 Elusyon Solventi

2 ml asetik asit 100 ml ‘lik balon jojeye konur ve 100 ml ye metanolle
tamamlanir. Her analiz i¢in 1.5 ml elusyon solventi desorpsiyon ¢ozelitisi olarak da

kullanilmigtir. Bu ¢ozelti taze olarak hazirlanmigtir(81).
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| 3.1.10 Okratoksin-A’nin Kantitatif Saptanmasinda Kullanilan
Ekipman

Bu ¢alismada kullantlan malzemeler sunlardir: cam malzeme, blender, filtre
kagitlari, huniler, ekstraksiyon ¢ozeltisi, distile su, fosfat tamponu, asetik asit, siringa
tiipleri (10 ml’lik), pompa birimi ve adaptor, Okratoksin-A standardi, immunoaffinite -

kolonlar ve HPLC sistemi.

Okratoksin-A kantitatif analizinde HPLC cthazi Hewlet Packard Serie 1100,
HPLC kolonu Agilent Technologies’e ait Hypersil ODS 5 um, Vakum manifold
aparey J.T. Baker spe-12G kullanilmigtir. Okraprep immunoaffinite kolonlart ise

Rhone Diagnostic Technologies ‘den satin alinmistir.
3.2 METOT
3.2.1 Yas Uziim Orneklerinin Toplanmas:

Temmuz Agustos 1999 tarihleri arasinda ¢aligma alanimiz i¢inde yer alan
23 bagdan 35 yas liziim 6rnegi tablo 3.1.1.3’te belirtildigi sekilde ya tim bagi veya
hastalikli Giziim salkimlarini temsil edecek sekilde ve sayida, ya da tek bir asmanin ig
ve dis bolgelerinden veya degisik bélgelerinden'almarak 3-5 kg’ hik kompozit
ornekler halinde agzi kilitli polietilen pogetlere konularak hemen laboratuara

getirilerek kiif izolasyonlar: yapilmugtir.
3.2.1.1 Yas Uziim Orneklerinden Kiif izolasyonu

Analiz edilecek orneklerin 1 kg’ lik porsiyonu, steril blender (Waring
Blender) ile 3 dakika siire ile pargalanarak homojenize edildi Yontem olarak “Dokme
Plaka Teknigi” kullanilmigtir (82). 50 gr homojenize edilmis Gziim 6rnegi, steril

beher icinde tartilarak 450 ml distile su ile steril blender kullanilarak par¢alanmigtir.

Calkalayicida 25°C de 30 dakika galkalanarak kiflerin suya gegmesi
saglanmistir ve bu elde edilen homojenat 10" lik dilusyon olarak kabul edilmistir,
icinde 9 ml distile su bulunan tipler kullamimak suretiyle 10" den 10° e kadar
dilusyonlar hazirlanmig ve her bir dilusyondan 9 cm gapindaki steril petrilere 1’er ml
konarak uzerlerine 45 °C ye kadar sogutulmus Rose-Bengal Kloramfenikol Agar

dokuilerek sekiz hareketi ile homojen karigmast ve katilagmasi saglanmigtir (82).
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Butiin dilusyonlardan paralelli galigiimigtir. Katilasan petriler 25 °C de 5-7 giin
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda petriler ters gevrilip asetat kalemiyle
isaretlenmek suretiyle sayilmig ve sayim sonucu her petri igin seyreltme faktori ile
carpilarak iki petrinin ortalamas: alinmak suretiyle sonug kob/g (koloni olusturan
birim/g) cinsinden verildi. Birbirinden farkli koloniler gbzle ve steromikroskopla
incelenmek suretiyle farlilik gosterenler yatik olarak hazirlanmis Malt Ekstrakt

Agar’a ekilmig ve +4 °C de buzdolabinda saklanmigtir.
3.2.2 Kuru Uziim Orneklerinin Toplanmasi

Yas tiziimlerin alindig1 baglarda kurutulmus olan kuru tiziim y1gininin farkl
bolgelerinden almnarak 1 kg’lik 6rnek olusturulmustur. Bu ornekler agzt kilitli
polietilen torbalar igerisinde laboratuara getirilerek analize alinmigtir. Yéntem olarak
“Dokme Plaka Yontemi” kullamlmigtir (82).

4.2.2.1 Kuru Uziim Orneklerinden Kiif izolasyonu

500 g kuru Uziim ornegi 3:5 (iziim:su) oraninda sulandirilarak Waring
Blender ile pargalanarak homojenize edilmistir. Daha sonra bundan 50 g alinarak 450
ml steril distile su konmus ve galkalayicida 25°C de 30 dakika galkalanarak kiiflerin
suya gegmesi saglanmustir ve bu elde edilen homojenat 10 lik dilusyon olarak kabul
edilmistir. Iginde 9 ml distile su bulunan tipler kullamimak suretiyle 10" den 107 e
kadar dilusyonlar hazirlanmig ve her bir dilusyondan 9 ¢m lik steril 1’er ml konarak
uzerlerine 45 °C ye kadar sogutulmus Rose-Bengal Kloramfenikol Agar dokiilerek
sekiz hareketi ile homojen karismasi ve katilagsmasi saglanmis (82). Biitiin
dilusyonlardan paralelli ¢aligtlmigtir. Katilasan petriler 25 °C de 5-7 giin

inkiibasyona birakilmigtir.

Inkiibasyon sonunda petriler ters gevrilip asetat kalemiyle isaretlenmek
suretiyle sayilmis ve sayim sonucu her petri igin sulandirma katsayis: (10" den 107 e
kadar olan dizi i¢in) ve seyreltme faktora (3/5) ile garpilarak iki petrinin ortalamasi
alinmak suretiyle sonu¢ kob/g (koloni olusturan birim/g) cinsinden verildi.
Birbirinden farkli koloniler gozle ve steromikroskopla incelenmek suretiyle farlilik
gosterenler yatik olarak hazirlanmis Malt Ekstrakt Agar’a ekilmis ve +4 °C de

buzdolabinda saklanmistir.
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3.2.3 izole Edilen Tiirlerin Tanmilanmas:

Ident_iﬁkasyon amaciyla herbir izolat Czapek-Dox Agar ve Malt Extract
Agar’a ekilerek. 27 °C de 10-14 gin inkibasyon doneminin sonunda her bir
petrideki saf kiltiir fotograflanmis, morfolojik incelemede petriler ¢iplak goz ve
steromikroskop  kullanilmak  suretiyle incelenerek  morfolojik  6zellikleri
kaydedilmigtir. Laktofenolle preparat hazirlanarak mikroskopta detayli incelenip
olgiillert alinmus, ayrica ¢izimler yapilmis, mikroskopik yapist fotograflanarak ve

teshis i¢in ilgili literatiirlere bagvurulmustur.

Kultiirlerin tamsinda, koloni ¢api, koloni yiizey rengi, tekstiirii, koku, koloni
alt ylizey rengi, zonasyon ve eksida gibi morfolojik ozellikleri gozle ve

steromikroskop kullanilmak suretiyle incelenmistir.

Aspergillus genusuna ait tirlerin tanisinda Raper et Fennell (83), Domsch et
al. (84), Samson et al. (85), Von Arx (86), Samson and Pitt (87) ve Hasenekeoglu
(88)’den yararlanilmistir. Penicillium genusuna ait tirlerin tanisinda ise Raper and
Thom (89), Domsch et al. (84), Samson et al. (85), Fassatiova (90), Samson & Pitt
(87), Von Arx (86), ve Hasenekeoglu (91)den yararlanilmistir Penicillium ve
Aspergillus genusu disinda kalan Deuteromycetes’ ler igin Barnett (92), Domsch et

al. (84), Samson et al. (85), Hasenekeoglu (93)’den yararlaniimistir.

Koloni karakteristiklerini belirlemek amaciyla yapilan ilk gozlemlerde
disik biyitmeli binokiler veya stereomikroskop kullanilmis, detayli incelemeler
Olympus (Bx50) marka mikroskop ve 1.30 N.A. degerine sahip immersiyon objektifi

ile immersiyon yag: kullanilarak yapilmistir.

Petri kaplarimin fotograflanmasinda biiyik kisminda Canon EOS S50E
(f=28mm-200mm, 1:3.8-5.6 @ 72), digerlerinde Sony Digital Mavica, 10 x optical
200m (Quick Access FD Drive 2x, f=4.2mm-42 mm 1:1.8 937) kullanilmustir.
Funguslarin mikroskobik detaylarinin fotograflanmasinda Olympus B x50 model
fotograf makineli mikroskop kullanilmis, olgeklendirme yapilarak mikrometre
cinsinden fotograflar tizerinde gosterilmigtir. Fotograflarin taranmasinda Mustek, 600

II N scanner kullamlmistir.
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3.2.3.1 Seloteyp-Bant Metodu

Preparatlarin hazirlanmasinda kullanilan diger bir yontemdir. Bu yontem,
lam1 uzunluguna o6rtecek ve kenarlarindan 1 cm donecek kadar seloteyp bantin
kesilerek koloni kenarina tistten hafifge bastirilmas: yoluyla alinan misel ve sporlarin
lam tzerine damlatilan 1 damla laktofenol kotton mavisi iizerine kapatilarak
incelenmesidir. Bu yontem kullanildiginda bantin altinda bulunan hava kabarcigi
hafifce bastirilarak ¢ikartilir. Ancak bu yontemde kalan ¢ok ince hava kabarcig
iceren alanlarin bulunmasi da mikroskopik incelemede misel ve sporlarin hiicre

duvarlarinin gériinimlerini daha da belirgin hale getiren bir 6zelliktir(94).
3.2.3.2 Lam-Lamel arasi inceleme Yontemi

Incelenecek kiif kiiltiriinden alevde steril edilmis igne ya da 6ze yardimiyla
alinan kiicitk parg¢anin bir damla Laktofenol Pamuk Mavisi lam iizerine alinarak

lamel ile kapatilarak incelenmesi suretiyle yapilmigtir.
3.2.3.3 Slayt Kiiltiir Yontemi

Bu yontem mikrofunguslarin mikroskopitk incelenmesi amaciyla
kullamlmigtir. Bu yontemde her bir petri igine yerlestirilen cam gubuklar tizerine
birer lam konarak pastor firminda 170 °C’de 1 saat steril edilmistir. Daha onceden
hazirlanmis olan ve 121 °C de 15 dakika streyle steril edilen Malt Extract Agar steril
petri kabmna dokilerek katilagtirildiktan sonra steril baget ve pensler yardimiyla
lamelin ortecegi buyukliige yakin kesilen kare bir agar pargast petri iginde
hazirlanmis olan steril lam lizerine alinarak dort tarafindan steril igne kullanilarak
inkiibe edilmis ve steril lamel kapatilarak 3-5 giin inkiibasyona birakilarak
incelenmigtir. Petri kabinin igine kurumay1 6nlemek amaciyla gliserol ilave edilmis
ve blyiime uygun safhaya geldiginde lamel alinarak 1 damla Laktofenol Pamuk

mavist damlatilmig lam Gizerine kapatilarak mikroskopta incelenmistir(95,96).
3.2.4 Kiiltiirlerin Muhafazasinda Kullanilan Yontemler

Identifikasyonu yapilan tirler uzun siireli muhafaza amaciyla iki ayr

yontemle saklanmistir. Her iki yontemde de kiiltiirler 6nce aktive edilmislerdir.
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3.2.4.1 Derin Dondurucuda muhafaza

Izolatlar yatik Malt Extract Agar’a ekilmis ve 5-7 giinlilk inkiibasyondan

sonra kiiltiirler —20 °C de derin dondurucu da saklanmistir
3.24.2 Liyofilizasyon

Her bir izolat Malt Extract Agar’da aktive edildikten sonra kultiir tiiplerine
4’er ml Skim Milk ilave edilerek ve pipet ucu ile yavasga kazinarak ve iyice
karigtirilarak toplanan sporlarin Skim Milk ¢ozelti’sine gegmesi saglanmugtir.
Onceden tromel (kapakl: gelik kap) iginde 170 °C’de 1 saat Pastér firminda steril
edilmis olan liyofilizasyon gigelerine 1’er ml konduktan sonra bir gece derin
dondurucuda —20 °C’de birakildiktan sonra liyofilizasyon cihazinda —55 °C’de 107
milibar basingta liyofilize edilmistir(95).

3.2.5 Mikroorganizmalarin Hazirlanmasi

Okratoksin A uretimt i¢in Aspergillus alutaceus (MUCL 39539),
Aspergillus alutaceus (MUCL 39534) ile iizimlerden izole ettigimiz ve tanlladigimiz
Aspergillus ochraceus sugu kullanilmigtir. Biitiin mikroorganizmalar 6nce yatik Malt

Agar’da 7 giin 25 °C aktive edildikten sonra ekim yapilarak kilttr hazirlanmistir.
3.2.6 Okratoksin-A Uretiminin Kantitatif olarak Saptanmasi
3.2.6.1 Biiyiime Egrisinin Cikarilmast

Okratoksin-A Uretiminin zamana bagh olarak degigiminin incelenmesinde .
Malt Extract Broth besiyeri kullanilmisgtir. Malt Extract Broth Besiyeri materyal
metot bolimiinde tarif edildigi gibi hazirlanarak 250 ml’lik erlenlere 100’er ml
dagitilmak suretiyle 121 °C 20 dakika steril edilerek hazirlanmigtir. Inokiilasyon igin
Aspergillus alutaceus (MUCL 39539) susu kullanilmistir. Daha 6nceden Yatik Malt
Extract Agar’a agilanarak aktive edilmis Aspergillus alutaceus (MUCL 39539)
sugundan 250 ml’lik erlenlerde bulunan Malt Extract Broth besiyerine Thoma Lam:
ile mikroskopta sayim yapilarak hazirlanmis spor sispansiyonu ile 10° spor/ml
olacak sekilde astlanarak 25 °C de 20 giin 200 devir/dakika rotatif ¢alkalayict inklibe

edilmistir.
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Ornekler gift seri galisilmus, birinci giinden yirminci giine kadar her bir erlen
cifti sirayla alinarak 121 °C 15 dakika tutulmak suretiyle mikrofunguslarin geligsmesi
durdurulmustur. Onceden nemi giderilmis (100 °C de 1 saat) ve darast alinmig
Watman filtre kagid1 kullanilarak vakum pompasi ile miselyumlar ayrildiktan sonra
miseller 105 °C de 8 saat kurutulmug ve biiyiimeyi belirlemek amactyla kuru tartilart
alinarak birinci giinden yirmi ikinci gine kadar her bir giin igin misel agirliginin
ortalamasi alinarak stasyoner fazin kaginci giinde basladigini saptamak amaciyla

biiylime egrisi ¢izilmistir.
3.2.6.2 Pirin¢ Uzerinde Okratoksin-A Uretiminin Incelenmesi

Izole edilerek tanimlanmus potansiyel Okratoksin-A {ireticisi olan ve
olmayan 24 sug OA Uretimi i¢in uygun bir substrat olan piringte biyitiilerek OA

uretip Uretmedikleri incelenmistir.

Okratoksin-A tretimi, kati ortam olarak 50’ser gr Baldo piring igeren 300
ml’lik erlenlerde yapilmistir. Erlenlerdeki 50 gr prince 25 ml ¢esme suyu ilave
edildikten sonra bu kangim sik sik c¢alkalanarak 2 saat beklemeye birakilmis ve daha

sonra, 1,5 atmosferde 121 °C’de 15 dakika sterilize edilip sogutularak hazirlanmigtir.

Inokulum hazirlamak igin, incelenecek kiif suslarinin her biri tilpte yatik
olarak hazirlanmis Malt besiyeri’ne ekilerek 25 °C’de 7-9 gin inkiibe edilmistir. Bu
yatik agarlarin yiizeyi bir 6ze yardimiyla hafif¢ce kazinarak homojen bir siispansiyon
olugsuncaya kadar iki el arasinda galkalandiktan sonra bu stispansiyonun 0.5 ml’ si 50

gr’ lik substrati agilamak i¢in kullanilmistir (100).

Hazirlanan, 50’ser g piring igeren bu erlenler Aspergillus alutaceus MUCL
39539 susu ile ve izole edip tamladigimiz Aspergillus ochraceus susu ile ¢ift seri
olarak asilanarak 28 °C’ de 15 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon boyunca
her bir erlene 24. ve 45. saatlerde 1 ml steril su ilave edilerek ve erlenler her giin 2-3
defa elle iyice galkalanarak piring tanelerinin birbirine yapisip kiimeler olugturmasi

engellenmistir (97,98).
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3.2.6.3 Sivi Kiiltiirde Okratoksin-A’nin Zamana Gore Degisiminin

Incelenmesi

Piring ortaminda OA trettigi belirlenmig olan A.ochraceus 37-10 susunun
OA iretiminin zamana gore degisimi sivi kiiltiirde incelenmistir. Bunun igin YES

Broth’a ml’de 10° spor/ml olacak sekilde asilama yapilmustir.

OA dretim miktarinin 11. giinler ile 27. giinler arasinda birer giin ara ile
belirlenmesi igin 50 ser ml YES broth igeren erlenler kullanilmistir. Deneme iki seri
olmak tzere paralel yapilmigs ve 27 °nci giine kadar 28 °C’ de 200 rpm rotatif

calkalayicida inkiibe edilmisgtir.

Calkalayicidan alinan erlenler 121 C* de 20 dakika otoklavlandiktan sonra
Whatman No.1 filtreden gegirilerek miselyumlart uzaklagtinlmig ve kalan filtrat
steril renkli sige igerisine alinarak ekstraksiyon igin derin dondurucuda muhafaza
edilmigtir. Butin 6rnekler toplandiktan sonra asagida anlatildigi sekilde OA

ekstraksiyonu yapilmigtir.
3.2.6.4 Toksin Cozeltisinin Absorbansimin tayini

Toksin ¢ozeltisinin absorbansi, U.V Spektrometresinin benzen: asetik asit
(99:1 hacim/hacim) kor degerine karsilik 333 nm ye ayarlanmak suretiyle tayin
edilmistir (80).

3.2.6.5 Okratoksin-A’nin Ekstraksiyonu

Rhone DiagnosticTeknigine uygun olarak kat: 6rneklerden Okratoksin-A
extraksiyonu yapilirken ornek 6nce sulandirihp homojenize (20 g katt 6rnek: 12 g su)
edilmigtir. Bundan sonraki basamaklar hem katt hem de sivi Orneklere aynen

uygulanmustir (80).

32 g sulandiriimig kat1 6rnek (20 g kat1 6rnek: 12 g su) 88 ml distile su ile
100 ml ye tamamlanmig ve 100 ml %2 lik sodyum bikarbonat ilave edilmistir. Sivi
ornekler i¢in ise bire bir oranminda sodyum bikarbonat ilave edilmistir. 2 dakika
yiksek hizla blender kullanilarak homojenize edildikten sonra filtre kagidindan
suziilerek 10 mi filtrata 10 ml PBS eklenerek sulandiriimigtir (80).
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EKSTRAKSIYON
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Blender
FILTRASYON / DILUSYON

: Siringa birimi

Cam huni

Immunoaffinite kolon

Sekil 3.2.6.5 Okratoksin-A Ekstraksiyonu (80)

3.2.6.6 Ornegin Temizlenmesi

Oda sicakhiina getirilen immunoaffinite kolonlar Vakum Manifold iizerine
yerlestirilmis ve bunlarin da tizerine 60 ml’lik siringalar yerlestirilmigtir. Ekstrakt
dakikada 3 ml olacak sekilde okraprep immunoaffinite kolondan gegirilmis ve kolon
%20’lik metanolle yikandiktan sonra son damlanin da ¢ikmast giringa ile hava

verilerek saglanmistir.
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3.2.6.7 Okratoksin-A’nin Elusyonu

Taplerin i¢ine yerlestirilen kolonlardan o6nce 1,5 ml elusyon solventi
gecirilerek Okratoksin-A’nin kendiliginden tiip igine akmasi saglanmig ve bu iglem
1,5 ml distile su ile tekrarlanmak suretiyle kolondaki OA’nin tamamen tiiplere
alinmas: gergeklestirilmistir. Siringa ile hava verilerek son damlanin da alinmasi
temin edildikten sonra kolon tip i¢inden ¢ikarilmg ve tipin kapagi kapatilarak

icinde kalan 3 ml’lik sivi materyalin vorteks kanstirict ile karigtirmistir (80,81).
3.2.6.8 OA Spike Solusyonunun Numuneye Uygulanmasi

Kullanilan ekstraksiyon yontemini test etmek igin her 3 ekstraksiyonda bir
kez olmak tizere 20 gr kurutulmus ornege 40 ng/ml’lik (40 ppb) Okratoksin-A
standart ¢ozeltisinden 5 ml (200 ng) eklenmistir. Bu 6rnek 30 dakika bekletildikten
sonra diger orneklerde oldugu gibi sodyum bikarbonat ekstraksiyon iglemi buna da

uygulanmugtir (81).
3.2.6.9 HPLC Miktar Tayini icin Cozeltilerin Kullamma
Hazirlanmasi

Oda Sicakligina getirilmis standart ¢ozeltiler ve numune sirayla 20 pl olarak
enjekte edilmistir ve enjektor her enjeksiyon Oncesinde ve sonrasinda %2 asetik asit

metanolde : su (1:1 hacim/hacim) ile yikanmistir (81).

3.2.7 Hesaplamalar

3.2.7.1 Ekstraksiyon Metodunun Geri Kazanmm Yiizdesinin (%R)

Saptanmasi

Spike edilen numunenin geri kazanim yuzdest agsagidaki formil kullamlarak

hesaplanmistir(81).
%R =_Q* 100
Q’ + C7

Q: Spike edilen numunedeki OA konsantrasyonu {(ng/g)

s TKSEKOGRETM KURULD
DOKIMANLASYON
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Q’: Spike edilmemis numunedeki OA konsantrasyonu (ng/g)
C’: Spike edilen numuneye eklenen OA konsantrasyonu (ng/g)
3.2.7.2 Kati Orneklerdeki Okratoksin-A miktarimin hesaplanmas:

Kat1 ortamda gelistirilen 24 susun Okratoksin-A iiretiminin

hesaplanmasinda kat1 ortam igin kullanilan hesaplama yontemi

Numunedeki OA Konsantrasyonu: Canp * Solvent * Elusyon

Wt *F

ng/ml * ml * ml|

er * mil

ppb
Burada, kullandigimiz metoda gore;
Csamp : HPLC ‘de okunan deger (ng/ml),
Solvent : Extraksiyonda kullanilan solvent hacmi (200 ml),
Elusyon: Tupte toplanan son hacim (3 ml),
Wt : Numune agirhigi (20 g)
F : Kolondan gegen numune filtratinin hacmi (10 mi)
Buradan elde edilen degerler yerine kondugunda,

Numunedeki OA Konsantrasyonu: ng/ml * 3 * 200

20 * 10
- ng/ml * 3
. ppb
olarak elde edilir.

3 katsayist ile HPLC ‘de okunan degerin ¢arpimi 20 gr kati materyalde

bulunan OA miktarim ppb cinsinden vermektedir(80).
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3.2.8 Cam Egyalarin Temizlenmesi

Analize baglamadan 6nce ve sonra tiim malzeme temizlendi. Okratoksin-A
ekstraksiyonu igin kullanilan her tirli malzeme (blender kabi, cam siringalar,
pipetler, tipler, hunile,filtreler ) analiz sonrasinda sodyum hipoklorit ¢ozeltisi (%5
w/w) igine konularak 30 dakika dekontaminasyon igin bekletilmigtir. Daha sonra

cesme suyu ile yikanarak distile sudan gegirilmistir (99).
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4. BULGULAR

4.1 Genel Bulgular

Calismamizda Izmir ve Manisa’dan 11 farkhi bolgedeki 23 bagdan alinan
20’st kuru {zim, 35’1 yas Gzim olmak ilizere toplam 55 lzim Orneginin 1
gram’indaki kiif sayis1 materyal metotta belirtilen sekilde tayin edilmis, kuru ve yas
olma durumlar ile birlikte kuf sayisini (kob/gr) gosterir tablo (Tablo 4.1.1) asagida
verilmigtir. Alinan 55 Uziim ornegine ait kif yikinu gosterir grafik agsagida (Sekil

4.1.1) de gorulmektedir.

Identifikasyon sonucunda toplam 70 tir tamlanmstir. Tamlanan tiirlerin
23’0 Aspergillus genusuna, 39°u Penicillium genusuna, 8’1 Fungi Imperfecti ’ye

aittir.

Tanilanan kiif tiirlerinin sayist ve baglara gore dagiimi kuru Giziim ve yag
tziim olma ozellikleri de g6z 6niinde bulundurularak tabloda gosterilmektedir(Tablo
4.1.2).

Tamlanan 70 tir iginde 17 tir (% 24) potansiyel okratoksijeniktir ve

incelenen toplam 323 sugtan 77’si (%23) potansiyel okratoksijenik sustur.

Tanilanan Aspergillus ve Penicillium tirlerinin gruplara gore dagilimi ve

diger tirlerin ordolart Tablo 4.1.3 ve Tablo 4.1.4 te verilmigtir.

Potansiyonel okratoksin-A dreticisi kuflerin 6rnek numaralarina, bag

kodlarina ve yag/kuru durumuna gore dagilimi belirlenmigtir (Tablo 4.1.5).

Caligmamizda segilen 23 bagdan potansiyel okratoksijenik kif iceren ve

icermeyen baglar tablo ile gosterilmigtir (Tablo 4.1.6).
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Tablo 4.1.1 Baglardan alinan Uziimlerin Genel Kiif Yiikii

Ornek no Bag Kod No Kiif Sayis1 (kob/g)
1 1A/3 2,59 .10*
2 1A/4 1,07 .10°
3 1K/1 1,83 .10*
4 1K/4 2,44 10*
5 1K/4 7,53.10°*
6 1K/4 3,44 .10*
7 1K/6 4,64 .10°
8 1K/6 1,63 .10°
9 1K/6 2,32 .10
10 1Y/1 9,54 .10°
11 2/1 2,97 .10°
12 2/5 9,00 .10*
13 3/2 3,86 .10°
14 9/2 5,00 .10%
15 3/2 1,28 . 10*
16 312 7,40 .10*
17 3/2 1,44 10*
18 3/2 1,58 .10
19 3/2 9,96 .10°
20 3/3 2,26 .10
21 4/3 5,01 .10*
22 4/5 2,27.10°
23 4/6 5,08 .10*
24 6/3 2,58 .10°
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Tablo 4.1.1 (devam)

25 5/3 9,1.10°
26 6/3 7,42 .10*
27 6/3 2,58 .10°
28 /3 1,18 .10°
29 73 3,27 .10*
30 7/4 6,26 .10°
31 8/2 2,77 .10°
32 9/2 2,40.10*
33 1A/3 6,72 .10°
34 1A/4 2,78 .10°
35 1K/1 4,61 .10°
36 1K/4 1,26 .10°
37 1K/6 1,08 .10°
38 1K/1 2,42 .10°
39 2/1 8,65 .10°
40 8/2 5,42.10°
41 3/2 1,70.10°
42 3/3 8,23 .10°
43 4/3 2,35 .10°
44 | 4/5 2,12.10*
45 4/6 1,90 .10*
46 5/2 432 .10°
47 5/3 521.10°
48 6/3 1,33 .10*
49 y/: 2,20.10°




Tablo 4.1.1 (devam)

50 7/4 2,99 .10
51 8/2 1,68 .10%
52 9/2 1,43 .10°
53 3/4 3,96 .10°
54 4/4 1,77 .10*
55 8/1 4,50 .10°
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Tablo 4.1.2 Tanimlanan Kiif Tiirlerine Ait Sus Says

Kiifiin Tird Referanslar Yag Uztimdeki | Kuru Uziimdeki | Toplam Sug
Sus Sayis1 Sus Say1st

1. Aspergillus aculeatus Raper & Fennell 13 7 20
2. Aspergillus auricomus Raper & Fennell 1 1
3. Aspergillus awamori Raper & Fennell 1 11 12
4. Aspergillus carbonarius Raper & Fennell 4 6 10
5. Aspergillus cameus Raper & Fennell 1 1
6. Aspergillus ficuum Raper & Fennell 6 8 14
7. Aspergillus flavo-furcatis Raper & Fennell 1 3 4
8. Aspergillus flavus Raper & Fennell 5 2 7
9. Aspergillus foetidus Raper & Fennell 8 4 12
10. Aspergillus foetidus var acidus | Raper & Fennell 1 1 2
11. Aspergillus foetidus var. pallidus | Raper & Fennell 15 7 22
12, Aspergillus heteromorphus Raper & Fennell 5 4 9
13. Aspergillus japonicus Raper & Fennell 7 3 10
14. Aspergillus niger Raper & Fennell 1 4 5
15. Aspergillus ochraceus Raper & Fennell 1 1 2
16. Aspergillus olivaceo-fuscus Raper & Fennell 1 1
17. Aspergillus parasiticus Raper & Fennell 1 1
18. Aspergillus petrakii Raper & Fennell 1 1
19. Aspergillus phoenicis Raper & Fennell 1 2 3
20. Aspergillus pulverulantus Raper & Fennell 1 1
21. Aspergillus sclerotium Raper & Fennell 1 1
22, Aspergillus tubingensis Raper & Fennell 20 17 37
23. Aspergillus versicolor Raper & Fennell 2 2
24. Penicillium brevi-compactum Raper & Thom 1 1
25. Penicillium camemberti Raper & Thom 1 1
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Tablo 4.1.2 (devamy)

26. Penicillium canescens Raper & Thom 2
27. Penicillium carneo-lutescens | Raper & Thom 1
28. Penicillium casei Raper & Thom 1
29. Penicillium commune Raper & Thom 2
30. Penicillium charlesii Raper & Thom 1
31. Penicillium chrysogenum Raper & Thom 9
32. Penicillium citrinum Raper & Thom 1
33. Penicillium corimbeferum Raper & Thom 4
34. Penicillium crustosum Raper & Thom 1
35. Penicillium cyaneo-fulvum | Raper & Thom 2
36. Penicillium cyclopium Raper & Thom 2
37. Penicillium decumbens Raper & Thom 2
38. Penicillium duclauxi Raper & Thom 3
39. Penicillium expansum Raper & Thom 5
40. Penicillium fagi Hasenekeoglu 1
41. Penicillium funiculosum Raper & Thom 1
42. Penicillium granulatum Raper & Thom 5
43. Penicillium islandicum Raper & Thom 2
44. Penicillium janthinellum Raper & Thom 1
43. Penicillium lanoso-griseum | Raper & Thom 1
46. Penicillium martensii Raper & Thom 1
47. Penicillium melanigrium Raper & Thom 1
48. Penicillium notatum Raper & Thom 3
49. Penicillium olivino-viride Raper & Thom 2
50. Penicillium oxalicum Raper & Thom 1
51. Penicillium palitans Raper & Thom 3
52. Penicillium pubeulum Raper & Thom 6
53. Penicillium roseo- Raper & Thom 1

purpureum




Tablo 4.1.2 (devam)

54. Penicillium rubrum Raper & Thom 1 1
55. Penicillium rugulosum Raper & Thom 1 1
56. Penicillium solitum Raper & Thom 2 2
57. Penicillium stoloniferum Raper & Thom 4 4
38. Penicillium soppii Raper & Thom 3 3
59. Penicillium tardum Raper & Thom 1 i 2
60. Penicillium variabile Raper & Thom 2 1 3
61. Penicillium varians Raper & Thom 1 1
62. Penicillium viridicatum Raper & Thom 2 6 8
63. Acremonmium tubakii Domsch/Haseneke 2 2
oglu
64. Alternaria alternata Domsch/Haseneke 2 2
oflu
65. Alternaria pleuroseptata Domsch/Haseneke 1 1
oglu
66. Cladosporium cladosporoides | Domsch/Haseneke 16 8 24
oglu
67. Cladosporium herbarium Domsch/Haseneke 8 12 20
oglu
68. Fusarium javanicum Domsch 1 1
69. Mucor circinelloides f. Domsch 1 1
circinelloides
70. Rhizopus stolonifer var. Domsch/Haseneke 2 2
stolonifer oglu
Toplam 156 167 323
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Tablo 4.1.3 Tammlanan Aspergillus ve Penicillium genusuna ait tiirlerin Ordo ve Gruplarina

_gire Dajilim
Tiirii Ordo Grup

A.aczﬂeatus Moniliales Aspergillus niger
A.auricomus Moniliales Aspergillus ochraceus
A.awamori Moniliales Aspergillus niger

A. carbonarius Moniliales Aspergillus niger
A.carneus Moniliales Aspergillus flavipes
A.ficuum Moniliales Aspergillus niger
A.flavo-furcatis Moniliales Aspergillus flavus

A flavus Moniliales Aspergillus flavus

A. foetidus Morniliales Aspergillus niger

A foetidus var acidus Moniliales Aspergillus niger

A foetidus var. pallidus Moniliales Aspergillus niger
A.heteromorphus Moniliales Aspergillus niger
A.japonicus Moniliales Aspergillus niger
A.niger Moniliales Aspergillus niger
A.ochraceus Moniliales Aspergillus ochraceus
A.olivaceo-fuscus Moniliales Aspergillus niger
A.parasiticus Moniliales Aspergillus flavus
A.petrakii Moniliales Aspergillus ochraceus
A.phoenicis Moniliales Aspergillus niger
A.pulverulantus Moniliales Aspergillus niger
A.sclerotium Moniliales Aspergillus ochraceus
A.tubingensis Moniliales Aspergillus niger
A.versicolor Moniliales Aspergillus versicolor
P.brevi-compactum Moniliales Asimetrik velutina




Tablo 4.1.3 (devam)

P.camemberti Moniliales Asimetrik lanata
P.canescens Moniliales Asimetrik divarikata
P.carneo-lutescens Moniliales Asimetrik fasciculata
P.casei Moniliales Asimetrik velutina
P.commune Moniliales Asimetrik lanata
P.charlesii Moniliales Monovertisillata
P.chrysogenum Moniliales Asimetrik velutina
P.citrinum Moniliales Asimetrik velutina
P.corimbeferum Moniliales Asimetrik fasciculata
P.crustosum Moniliales Asimetrik fasciculata
P.cyaneo-fulvum Moniliales Asimetrik velutina
P.cyclopium Moniliales Asimetrik fasciculata
P.decumbens Moniliales Monovertisillata
P.duclauxi Moniliales Bivertisillat simetrika
P.expansum Moniliales Asimetrik fasciculata
P. fagi Moniliales Bivertisillat simetrika
P funiculosum Moniliales Asimetrik fasciculata
P.granulatum Moniliales Asimetrik fasciculata
P.islandicum Moniliales Bivertisillat simetrik
P.janthinellum Moniliales Asimetrik divarikata
P.lanoso-griseum Moniliales Asimetrik lanata
P.martensii Moniliales Asimetrik fasciculata
P.melanigrium Moniliales Asimetrik velutina
P.notatum Moniliales Asimetrik velutina
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Tablo 4.1.3 (devam)

P.olivino-viride

Moniliales Asimetrik fasciculata
P.oxalicum Moniliales Asimetrik velutina
P.palitans Moniliales Asimetrik fasciculata
P.pubeulum Moniliales Asimetrik fasciculata
P.roseo-purpureum Moniliales Monovertisillata
P.rubrum Moniliales Bivertisillat simetrika
P.rugulosum Moniliales Bivertisillat simetrika
P.solitum Moniliales Asimetrik funikulosa
P.stoloniferum Moniliales Asimetrik velutina
P.soppii Moniliales Asimetrik divarikata
P.tardum Moniliales Bivertisillat simetrika
P.variabile Moniliales Asimetrik fasciculata
P.varians Moniliales Bivertisillat simetrika
Piridicatum Moniliales Asimetrik fasciculata

Tablo 4.1.4 Tanmimlanan Diger Mikrofungus Tiirlerinin Ordolarina gore Dagilim

Acremonmium tubakii Moniliales
Alternaria alternata Moniliales
Alternaria pleuroseptata Moniliales
Cladosporium cladosporoides Moniliales
Cladosporium herbarium Moniliales
Fusarium javanicum Moniliales
Mucor circinelloides f. circinelloides Mucorales
Rhizopus stolonifer var. stolonifer Mucorales
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Tablo 4.1.5 Identifiye edilen Potansiyel Okratoksin-A Ureticisi kiiflerin Baglara ve Yag/Kuru
Uziim Orneklerine Gore Dagilim

Potansiyel Ornek No Bag Kodu ) Yag Uziim Kuru Uziim
Okratoksijenik Kiifler (‘)rnek]ermden Orneklerinden
1zole Edilenler izole Edilenter
Aspergillus auricomus | 44-6 4/5 *
Aspergillus awvamori 10/8, 34/4, 42/4,|1Y/1, 1A/4, 3/3,3/3, * *

42/12, 42/15, 42/19,
45/4, 45/14, 5071,
50/8, 51/7,

3/3, 416, 4/6, /4,
7/4, 8/2

Aspergillus carboniarius

41, 19/5, 2172,
25/3, 43/4.45/8,
45/9, 52/12, 52/14

1K/4, 3/2, 4/3, 5/3,
4/3, 4/6, 4/6,9/2, 9/2

Aspergillus foetidus 2/1, 3/5, 3/5, 13/2,| 1A/4, 1K/1, 1K/1, * *
16/1, 25/1, 26/2,13/2, 5/3, 6/3, 4/3,
43/1, 45/5, 51/8,}5/2,8/2,4/6, 8/2, 3/4
51/9, 53/3,
Aspergillus ochracens | 11/2, 37/10 2/1, 1K/6 * *
Aspergillus niger 47/3, 47/5, 47/6, 5/3, 5/3, 5/3 ‘ e y
48/4, 5472 6/3, 4/4
Aspergillus petrakii 41/14 372 *
Aspergillus sclerotiorum | 50/2 7/4 *
Aspergillus versicolor 16/2, 19/3 372,32 *
Penicillium 19/8, 36/7, 36/11,{3/2, 1K/4, 1K/4, * *
chrysogenum 3712, 37/9, 37/12,}1K/6, 1K/6, 1K/6,

41/16, 45/10, 45/16,
47/16

3/2, 4/6, 4/6, 5/3

Penicillium commune

3/7,10/3

1K/1,1%/1

Penicillium crustosum

37/11

1K/6




Tablo 4.1.5 (devam)

Penicillium cyclopium | 44/10, 44/19 4/5, 4/5
Penicillium funiculosum | 36/10 1K/4,
Penicillium palitans 15/3, 48/10 3/2,6/3
Penicillium variable 12/1, 27/1, 52/5 2/5,6/3, 92

Penicillium viridicatum

22/2, 41710, 44/5,
44/8, 4772, 52/6,
52/8, 53/4

4/5, 312, 4/5, 4/,
5/3,9/2, 912, 3/4

th
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Tablo 4.1.6 Potansiyel okratoksijenik kiifleri iceren ve icermeyen baglar

Potansiyel Potansiyel
Okratoksijenik Kiif Okratoksijenik Kiif

Bag Kod No Icermeyen Baglar Igeren Baglar
1A/3 *

1A/4 *
1A/6 *

1K/1 *
1K/4 *
1K/6 *
1Y/1 *

2/1 *

2/5 *

32 *

373 *

3/4 *

4/3 *

4/4 *

4/5 *

4/6 *

5/2 *

5/3 *

th



Tablo 4.1.6(devam)

6/3

7/3

7/4

8/2

9/2
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4.2 Arastirma Sonucunda Tanimlanan Tiirler
4.2.1 Aspergillus aculeatus lizuka (1953)
Sinonim:

Aspergillus japonicus var. viridiflavus lizuka

Czapex Dox Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 5-5,5 c¢m,
koloni yiizey rengi kenarlarda ve merkezde yesilimsi-siyah renkli, loblu daginik,

koloni ters ylzeyi renksiz, konidial baslar once globoz sonra kolonlara ayrilir.
Eksiida ve koku yoktur (Sekil 4.2.1 A).

Konidial baglar 250-425 pm, veziktller kahverengimsi, 40-60 um,
konidioforlar agik kahverengi tonlarinda, i¢i graniiler, 2 mm varan uzunlhkta, 10-13
pum genisliginde, konidiofor ylizeyi diizgiin, kalinlik 2-3 pm, sterigmata tek serili, 5-
6 x 3-4 um, konidia globoz veya subgloboz, dikenli, 6-5 x 4-5 um, geng konidiumlar
mavimsi yesil, olgunlar mor renklidir (Sekil 4.2.1 C,D,E).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 5,5-6 cm
capinda kenarlan diizgin,dig kisma yakin ince beyazimst bir zon igerir. Bol spor
uretiminden dolay1 kahve-mor renklidir. Koloni ters yizeyi koyu sari-kahverengidir

ve katlanmalar igerir (Sekil 4.2.1.B).
4.2.2 Aspergillus auricomus (Guéguen) Saito, (1939)
Sinonim:

Sterigmatocytis auricoma Guéguen



C) D) E)

Sekil 421 Aspergillus aculeatns A)Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract -
C) Tekstiir D) Bag vapisi E) Konidia




Sekil 4.2.2 Aspergilius auricomus Ay Chapek-Dox Agarda,
B) Malt-Extract Agarda koloni gorimiimi C) Konidial bas D) Konidia
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Czapex Dox Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2-2,5 ¢m
capinda krem renkli batik bazal miselyum igerir. Sporulasyon yavas ve gevsek,
sporulasyonun oldugu bélgelerde baslar sari-hardal renklidir. Kenarlarda baslar daha
belirgin ve biiyiik, hardal-sari renkte, merkezde daha agik renkli ve kuguktiir. Koloni
merkezi hafifge yiikselir. Koloni kenarlarinda zonlar mevcuttur. Sklerotia iiretimi
koloni geligimi ile birlikte goriiliir. Once beyaz, sonra metalik pembe ve daha sonra
visne rengini alir. Koloni alt yiizey rengi, kenarlarda krem sari, zonlarin altinda ve

merkezde hardal saridir. Eksiida belirgin, koku mevcut degildir (Sekil 4.2.2 A).

Konidioforlar 1-1,5 mm kadar, genellikle 800-1200 x 6-12pum, bag 300-450
um capinda, hafifce renklenmis, ince dikenlidir. Vezikuller globoz 30-40 pm,
sterigmata 2 siraly, birinci sira, 10-15 x 2,5 5pm, ikinci sira, 7-9 x 2,5 3um, konidia
subgloboz, 3-4 x 2,5-3 um, sklerotia globoz veya subgloboz, 600-700pm dur (Sekil
42.2C,D).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-4 cm, diiz,
kenarlarda 4-5 mm krem renkli bazal miselyum gorilir. Kenarlar radial ¢izgili,
merkezde yoZun vigne renkli sklerotia tizerinde demetler halinde yiikselen konidial

baslar mevcuttur ($ekil 4.2.2 B).
4.2.3 Aspergillus awamori Nakaz. (1915)
Sinonim:
Aspergillus sp Usami
Aspergillus awamori Usami
Aspergillus pseudo-citricus Mosseray
Aspergillus pseudo-niger Mosseray
Aspergillus pseudo-niger (C. and L.) Sainclivier
Sterigmatocystis pseudo-nigra Cost and Lucet

Aspergillus miyokoensis Nakazawa et al.
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Sekil 4.2.3 Aspergillus awamori A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Ekstract
Agar’ da C) Bas yapisi D) Sterigmalar E) Konidia ve konidiofor
F) Tekstir
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Czapex Dox Agar’da 25° C de iki hafta inkibe edilen koloniler 5-6 cm
capinda, koloni rengi geng evrede koyu yesilimsi, olgunlastiginda gukulata
rengindedir. Gelisme kenarlarda daha yogun, koloni kenarlan hafifge flokkoz ve
sporulasyonca yogundur. Bazal miselyum beyaz bazilarinda san renktedir. Ekstda
az, koku hafiftir. Koloni ters yiizey rengi geng evrede sarimsidir Olgunlagma ile

birlikte ise kizilimst kahverengine degisir (Sekil 4.2.3 A).

Konidial baslar 6nce globoz, sonra radial ve nihayet diizensiz kolonlara
aynihr, 200-350 pm arasinda degismekle birlikte 450 pm’e kadar olgulmustir.
Konidioforlar 1,5-2 mm x 8-18 pum ebadinda, diizgiin duvarl, agik kahverengi, duvar
kahnligi 1,5-2 pm arasindadir. Vezikiiller globoz, 30-70 pm arasinda, agik
kahverengidir. Sterigmata iki siral, birinci sira 12-30 x 4-8 pm, ikinci sira 5-8 x 3-4
um arasinda ve koyu renklidir. Konidia, globoz veya subgloboz, 3,5-5,5 um ¢apinda
dikenlidir (Sekil 4.2.3 C,D,E,F).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 6-7 cm
capinda diz ve kadifemsidir. Gevsek dokulu ve koyu ¢ukulata kahverengidir.
Uzerinde beyaz miselyum agi gozlenir (Sekil 4.2.3 B).

4.2.4 Aspergillus carbonarius (Bainier) Thom (1916)
Sinonim:

Sterigmatocystis carbonaria Bainier,

Sterigmatocystis acini-uvae Caballero

Aspergillopsis pulchellus Spegazzini

Aspergillopsis pulchellus (Speg.) Thom and Church
Sterigmatocystis fusca Bainier

Aspergillus fonsecaeus Thom and Raper

Aspergillus dispus Ferdinandsen and Winge
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E) F)

Sekil 4.2 4 Aspergillus carbonarius 4) Czapek-Dox Agar’da
B) Malt Extract Agar’da C) Tekstiir D) Bas yapisi E) Konidia ve sterigma
F) Konidia
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Czapex Dox Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-3,5 cm
capinda, hafifge kabarik, beyaz,siki bir bazal miselyum mevcuttur. Sporulasyonca
zengindir. Tim koloni yiizeyi sporlarla kaplidir. Koloni kenarlari ¢ok keskin
olmamakla birlikte ¢ok dar bir beyaz misel zonu gorilir. Koloni ters ytzeyi
beyazimst, kirli sarimsidir. Eksiida mikroskopik olarak gozlenir. Koku belirgin
degildir (Sekil 4.2.4 A).

Konidial baslar 500-550 um, daha sonra radiyat ve kolumnardr. Kolonlara
ayrildiginda 1,5-2 mm dir. Konidioforlar 4-5,5 mm x 30-35 um ebadinda, 4-5 pum
kalinhi@indadir. Vezikiil altinda kahverengimsi ve granilludur. Vezikiiller 60-75 pum,
sterigmata iki sirali, birinci sira 40-65 x 8-10 um, ikinci sira 9-16 x 6-7,5 pum,
konidia globoz, 6-8 pm, genglerde ignemsi dikenli, olgunlarda sigiller ve dikenler

bulunur (Sekil 4.2.4 C,D,E,F).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 6,5 cm
capinda, beyaz miselyum tzerinde 5-5,5 mm yiikselmis ¢ok yogun olmayan 1-2

mm’yi bulan konidial baslar gozlenir. Koloni ters ytizeyi renksizdir (Sekil 4.2.4 B).
4.2.5 Aspergillus carneus (V.Tiegh.) Blochwitz (1945)
Sinonim:
Sterigmatocystis carnea V. Tiegh.
Aspergillus carneus Blochwitz

Czapex Dox Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2,5-3 cm
capinda, diizensiz loblu, kenarlarda incelmistir. Radial ¢izgiler orta kisimdan
kenarlara dogru uzanir. Koloni yiizeyi kadifemsi, kabarik, geng dénemde krem-
truncu renktedir. Olgunlagma ile agik yesil renkte sporulasyon baslar. Koloni yiizeyi
zonat, koloni ters yiizeyi truncu-kahverengidir. Eksiida amber rengi olup belirgin bir

koku bulunmaz (Sekil 4.2.5 A).

Konidial baslar 8-10 pm, konidiofor 180-300 x 3-4 um, diizgiin, sterigma
iki straly, birinci sira 3-4 x 1,5-2 pm, ikinci sira 5-7 x 1-1,5 pm, konidia globoz ve

subgloboz, diizgiin, 2,5-3 pum ¢apindadir ($ekil 4.2.5 C).
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Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2 cm
capinda, koloni yiizeyi yesil renkli, sporulasyonca zengin, koloni ters yiizeyi truncu
renktedir. Eksiida amber renkli, koku belirgin degildir (Sekil 4.2.5 B).

4.2.6 Aspergillus ficuum (Reich.) Hennings (1895)
Sinonim:

Ustilago ficuum Reichardt

Aspergillus batatae Saito

Czapex Dox Agar’da 25° C de iki hafta inkibe edilen koloniler 4,5-5 cm
¢apinda, diiz ve kadifemsidir. Koloni kenarlarinda ince beyaz renkli batik, bazal
miselyum gozlenir. Sporulasyonca zengindir. Koloni yiizeyi koyu kahverngi ve taneli

bir goriiniimdedir (Sekil 4.2.6 A).

Konidial baglar once globoz, sonra kolumnar, 300-450 pm, morumsu
kahverengidir. Konidioforlar vezikiiliin altinda biraz daha dar, kalin duvarli, 1,4-2,2
mm x 16-20 um ebadinda, 2-3 pm kahnliginda, kahverengi tonunda, ve diktir.
Vezikiiller 35-65 pm gapinda kahverengimsidir. Vezikiiller iki siraly, birinci sira 18-
32 x 6-8 pm, ikinci sira 7-9 x 3-3,5 pm’dur. Konidia 3,5-4 pm, geng evrede kaba,

olgun evrede uzunluguna barlar igerir (Sekil 4.2.6 CIDE):

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 6-8 cm
capinda, siyah renkli, dizgiin kadifemsi, sporulasyonca zengindir. Koloni ters

yiizeyi renksiz veya soluk sarimsidir (Sekil 4.2.6 B).
4.2.7 Aspergillus flavo-furcatis Batista and Maia (1955)

Czapex Dox Agar’da 25° C de iki hafta inktbe edilen koloniler gap1 5-6 cm,
kenarlarda bazal miselyum beyaz renkli, ince, konidial baslar zeytin yesili ve
kahverengi tonunda, koloni ters yiizeyi renksiz, ekstda ¢ok ince, koku belirgin

degildir (Sekil 4.2.7 A).

Konidioforlar 1-2 mm x 30-38 um, 2,5-3 um kalinhginda, i¢i grantllg,

konidial baglar 200-400 um, radial, vezikiiller 40-70 pum, sterigmata iki siral,

67



20

E) F)

Sekil 4.2.6 Aspergillus ficuum A)Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
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birincisi 12-18 x 4,5-7 um, ikinci sira daginik gérinimlii 7-9 x 4-7 um, konidiumlar

6-9 um, ince dikenlidir ($ekil 4.2.7 C,D,E).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 6 cm
capinda, sporulasyonca zengin, kahverenkli-siyah renkli, kenarda ince bir bazal
miselyum yer alir, kenarlarda ince radial ¢izgiler mevcut. Koloni ters yiizeyi kirli sar1

renkte, merkezi kahverengi siyahtir (Sekil 4.2.7 B).
4.2.8 Aspergillus flavus Link (1809)
Sinonim:

FEurotium Aspergillus flavus De Barry nd Woronin
A.fasciculatum Batista and Maia

A flavus var. japonica Blochwitz

A.flavus var. wehmeri (Cost and Lucet) Bloch
A.humus Abbott

A.luteus (Van Tieght.) Dodge

A.nolting Hallier

A.oryzae var. magnasporus Yamamoto

A.pollinis Howard

A.wehmeri Constantin and Lucet

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler yaygin, 6-7
cm gapinda, koloniler diiz, radial kivrimli, konidial kafalar sarimst veya sari-yesil,
olgunlasma ile renk daha koyul sari-yesile doner. Alt yiizey renksiz veya

pembemsidir. Sklerotia koyu kirmizi-kahverengidir (Sekil 4.2.8 A).

Konidial baslar radiyat daha sonra kolumnar, olgunlastiginda catlar, 130-

300 pm. Konidioforlar kalin duvarly, dikenli, 200-410 x 10-12 pm, konidiofor
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duvarinin kalinhigt 2-2,5 pm., vezikiiller globoz veya subgloboz, 25-40 um.,,
sterigmata tek stralt veya iki sirali, birinci sira 8-10 x 3-4pum, ikinci sira 6,5-8 x 3,4-
4,5um, ug kistmlarda ince ve seffaf, konidiumlar globoz veya dikenli, sari-kahve

rengi 3,5-5,5 um’dur ($ekil 4.2.8 C,D.E).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler hizl gelisir,
5-7,5 cm capa ulagir. Konidial kafalar konsantrik zonlar olusturur. Geng evrede
yogun kadifemsi goériinimludiir olgunlastikga 3-4 mm yiksekliginde graniler ve
flokiiler yapi goriilir. Kenarlari sarimsi, yag yesili tonlarindadir. Konidial baglar

radialdir. Konidiumlar 4,5-5um dikenlidir (Sekil 4.2.8 B).
4.2.9 Aspergillus foetidus (Naka.) Thom and Raper (1945)
Sinonim:
Aspergillus aureus Nakazawa

Czapek Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3,5-4 c¢cm
capinda, koloni kenarinda beyaz veya sarimsi, batik ve siki bir bazal miselyum
gozlenir. Bazi izolatlarda sporlasyon daha ge¢ olmakla beraber sporulasyonca
zengindir. Once yesilimsi-kahve daha sonra kahverengimsi-siyahtir. Koloni
kenarlarinda hafif katlanmalar gozlenir. Koloni alt yiizey rengi sarimsi veya portakal

rengidir. Toprak kokulu, eksiida yoktur (Sekil 4.2.9 A).

Konidial baslar 250-350 pm, globoz, radiyat olgunlarda kolonlara ayrilir.
Konidioforlar 700-900 x 9-12um  ebadinda, 2-3 pm kalinhiginda, seffaf ve
diizgiindiir. Vezikiller 36-45 pm gapinda, globoz, sterigma iki sirali birinciler 7-10 x
2,5-3 um, ikinciler, 7-8 x 2,5-3 pm, konidia 3,5-4,5 um capinda, kahverengi,

dikenlidir (Sekil 4.2.9 C,D,E,F).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4,5-5 cm,
kadifemsi, diiz, kiif kokulu, siyah iizerinde beyaz miselyum demetleri var , azonat,

kenarlarda seffaf zon (2-3 mm) koloni ters yiizeyi kirli sar1 renktedir (Sekil 4.2.9 B).
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4.2.10 Aspergillus foetidus var. pallidus Naka., Simo and Wat.
Sinonim:
Aspergillus aureus var.pallidus, Nakazawa, Simo and Watanabe

Czapek Dox Agar’da 25° C de iki hafta inkibe edilen koloniler 1,5-2,5 cm
capinda, sinirlt, bazal miselum beyaz, merkezde yesilimsi kahve, koloni ters yiizey

rengi geng evrede seffaf olgun evrede sarimsidir (Sekil 4.2.10 A).

Konidial baslar radiyat, 300-500 um ¢apinda, a¢ik kahve golgeli, 1740-2500
x 25 pm, vezikiil globoz 87,5-95 pum, sterigmata iki sirali, birinci sira 25-30 x 3,5-4
um, ikinei sira 6-10 x 2,3-3 pum, konidia baslangigta eliptik, oval sonra globoz, 3-3,5

um’dur (Sekil 4.2.10 C,D,E).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4-5 cm
capinda, siyah kenarlarda iginsal, etrafi beyaz zonlu, geng iken yesil, olgunlastiginda
kahverengi golgeli, konidial bagla 500-600um gapinda, olgun konidia 3,5-4,5 um
capinda, globoz, subgloboz, dikenlidir (Sekil 4.2.10 B).

4.2.11 Aspergillus foetidus var.acidus Naka, Simo and Wat
Sinonim:
Aspergillus aureus var. acidus Nakazawa, Simo and Watanabe

Czapex Dox Agar’da 25 °C de iki hafta inkibe edilen koloniler 4,5-6 cm
¢apindaki koloniler yiiniimsii, marginal kistm beyaz, ortada bazal miselyum sarimsi
renklidir. Bazal miselyum tizerinde ¢ok yogun olmayan bir sporulasyon mevcuttur.
Sporulasyon, koloni dis kenart ve ortaya yakin kisimlarda mevcuttur, koloni dis
kismi ile orta kisim arasinda sporulasyonun olmadigt bir zon farkedilir (Sekil 4.2.11

A).

Konidial baslar kahve-siyah renklidir. Koloni alt yiizeyi agik sari renklidir.
Belirgin bir kokusu yoktur. Konidial baslar 400-550 um dur. Konidiofor 700-1000
x 15-25,5 um, vezikiller 40-70 um , sterigmata iki sirali ve genglerde yesil, olgun

baslarda agik kahverengidir.
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Birinci sira 18-22 x 4,5-5 um, ikinci seri, 7-10 x 2-3 pm’dur. Konidia yuvarlak,

kenarlari kahverengi, 4-4,5 um, yiizeyi hafifce dalgalidir (Sekil 4.2.11 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4-5 cm gapa
ulagirlar. Belirgin bir zon ve 1sinsal gizgiler mevecuttur. Malt Extract Agar’da

miselyum altin sarisi renklidir ($ekil 4.2.11 B).
4.2.12 Aspergillus heteromorphus Batista veMaia (1957)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-3,5 cm
capinda, yesilimsi kahverengi, kenarlarda 2-3 mm genisliginde seffaf batik bir
miselyum vardir. Digtaki baslar kiigiik ve agik sari renkte, ince, diiz, sporulasyonca
zengin, merkezde daha yogundur. Koloni ters yiizeyi, renksiz, koku gok belirgin

degil, eksiida yoktur (Sekil 4.2.12 A).

Marginal ve submarginal alanda konidioforlar 800-900 x 8-12 um, Konidial
baslar koyu yesilimsi renkte, globoz ve radiyat, 180-200 pm, olgunlagma ile birlikte
kolonlara ayrilir. Olgun evrede divergent 300-400 um, vezikiller kizilimsi
kahverengi, 35-45 um, sterigma iki siralie, birinci sira, 10-12 x 3,5-4 pm, ikinci sira
6-8 x 2,5-3 um, konidia 3-3,5 pm, izeri sigilli, sklerotia 300-500 pum’ dir (Sekil
4,243 C )}

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler, 6-7 cm
capinda, diiz, merkezden kenarlara 1sinsal ¢izgili, kadifemsi, tizerinde kahverengi
100-150 pum ¢apinda globoz veya subgloboz sklerotlar mevcuttur. Baglar radiyat,
100-3000 pum, koloni yiizeyi granular gériinimli, hafifge zonat, merkezde demetler
mevcut, baslar kenarlarda ve merkezde daha koyu, orta kisimlarda daha agik renkli,

koku belirsiz, eksiida yok, koloni ters yiizeyi renksizdir (Sekil 4.2.12 B).
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4.2.13 Aspergillus japonicus Saito (1906)

Sinonim:

Aspergillus japonicus var. atrofuscus lizuka

Aspergillus brunneo-violaceus Batista and Maia

Aspergillus japonicus var. capillatus Nakazawa, Takeda and Suematsu
Aspergillus atro-violaceus Mosseray

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4-4,5 cm
capinda, koloni kenarlarinda siki, beyaz, isinsal gizgiler iceren beyaz miselyum
meveuttur. Koloni yiizeyi kahverengimsi siyahtir. Eksiida bulunmaz, kokusu belirgin

degildir. Koloni ters yiizeyi sarimsi-yesil renktedir (Sekil 4.2.13 A).

Konidial baslar 6nce radiyat sonra kolumnar ve divergent, 150-250 um,
konidiofor 600-850 x 7-10 pum, vezikiiller sarimsi-kahverengi, hafifce uzamis, 20-28
x 30-35 pm, sterigma tek sirali, 6-8 x 3,5-4,5 um, slerotia krem-beyaz renkli globoz

veya subgloboz, 400-700 pm uzunlugundadir (Sekil 42.13CD,E).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 6-8 cm
capinda, 1ginsal ¢izgili, koloni ters yilizeyi sarimsi renktedir (Sekil 4.2.13 B).

4.2.14 Aspergillus niger Van Tieghem (1867)
Sinonim

Sterigmatocystis nigra V. Tiegh

St. antacustica Cramer

A.fuliginosus Peck

A.fumaricus Wehmer

A.longobasidia nomen nudum Bainier
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A.nigricans Wreden
A.nigriceps Berk and Curtis

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4,5 c¢m
¢apinda, koloni kenarlarinda 3-5 mm genisliginde degisken beyaz batik bazal
miselyum mevcuttur. Koloni ters yiizeyi agik sari renklidir. Merkezde konidial baglar

daha kiigiik, miselyum sari renklidir. Kokusu hos, ekstida yoktur (Sekil 4.2.14 A).

Konidial baglar 300-400 um, kiigtikler 200-250 pm, baslar siyah veya kizil-
kahverengidir. Konidiofor 1-2 mm uzunlugunda, 12-18 x 1,5-3 pm, i¢i granalli,
hafifge kahverengi tonlarinda renklenmis, konidiofor duvan 1-3 pm kalinhgindadir.
Vezikiil 30-50 pm, sterigmalar 2 sirali, birinci sira 25-30 x 4-7 pm, ikinci sira 8-11 x
2,5-3,5 um, konidia 4,5-5 pm, globoz, veya eliptik, dikenler enine dogrultuda

dizilmislerdir (Sekil 4.2.14 C,D).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4,5-5,5 cm
capinda, koyu kahverengi-siyah renkte, sporulasyonca zengin, ekstida ve koku yok,

koloni tersi soluk sar1 renktedir (Sekil 4.2.14 B).
4.2.15 Aspergillus ochraceus Wilhelm (1877)
Sinonim:
Aspergillus ochraceo-petaliformis Batista and Maia
Aspergillus alutaceus Berkeley and Curtis
Sterigmatocystis helva Bainier
Aspergillus ochraceus var. microsporus f.sp.floccosus Ohmasa

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3,5-4 cm
capinda, diiz, batik miselyum merkezde hafif kabarik, konidioforlar merkezde ve
koloni kenarlarinda yiikselmistir. Bu nedenle hafif zonlu bir goriniime sahiptir.

Koloni rengi krem-saridan, agtk-sari-kahve, koloni kenarlarinda sarimsi, merkezde

82



®) D)

Sekil 4.2.15 Aspergillus ochraceus A)YCzapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Bag yapisi D) Konidia
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agik kahvemsi sartmsidir. Eksiida yoktur. Koloni kenarlarinda ve merkezde
sporulasyon bol, koloni ters yiizeyi sarimsidir. Sklerotia oval veya yuvarlagimsi,

750-1250 pm, beyazdan soluk pembeye degisen renklerdedir (Sekil 4.2.15 A).

Konidial baslar 500 pm’a kadar ulagir. Konidioforlar 1,0-1,5 uzunlugunda
ve 10-13 pum genisliginde, konidiofor duvarinin kalinligi 1-2 pm, vezikiller 40-55
um dur. Sterigmata iki siralt olup birici sira 18-25 hatta 30 x 3,5-5 pm, ikinci sira 7-
10 x 2,5-3 pum dur. Czapex Dox Agar’da konidia globoz veya subgloboz, kaba
gortiniimlii, dig kismi hyalin, 2,5-3 um’dur ($ekil 4.2.15 C,D,E).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4,5-5,0 cm,
diiz, dista belirgin ince beyaz miselyum etrafinda konidioforlar yiikselerek

dizilmigtir. Diger bolgelerde miselyum batiktir ($ekil 4.2.15 B).
4.2.16 Aspergillus olivaceo-fuscus, Mosseray

Czapex Dox Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler, 4-6 cm
capinda, agik kahverengi-toprak renginde, gen¢ evrede siki bir bazal miselyum
goriiliir, olgunlagma ile birlikte sporulasyon tiim koloni boyunca yayilir fakat
merkezi kistmda daha yogundur. Konidioforlar bazal miselyumdan hafifge
yiikselmistir, alt yiizey rengi yesilimsidir, eksiida bulunmaz, kokusu hafiftir ve kif

kokusunu andirir (Sekil 4.2.16 A).

Baslar radial 250-375 um gapinda, konidioforlar 600-1000 x 16-18 um,
ebadinda diizgin 2,5-3 pm kalinligindadir. Konidioforlar bagn altinda hafifce sari-
kahverengi graniilliidiir. Vezikiiller 40-50 pm ¢apindadir. Sterigma iki sirali olup
Birinci sira olgun baglarda 20-25 x 3,5-5 pm, ikinci sira 6-8 x 2,5-3 pm dur. Konidia

2,5-3 um, diizgiin, yuvarlaktir ($ekil 4.2.16 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2-2,5 cm
capinda kenarlan diizgiin 1 mm genisliginde batik miselyumu takip eden 3-4 mm
genisliginde beyaz-gri renkli steril miselyum mevcuttur. Sporulasyon merkezde az
yogun olup siyah renkli baslar halindedir. Koloni alt yiizey rengi belirgin degildir.
Eksiida bulunmaz. Kokusu hafiftir ve turpu andinr (Sekil 4.2.16 B).

84



w
®




) D}

Sekil 4.2.17 Aspergillus parasiticus Ay Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Bas vapisi D) Konidia
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4.2.17 Aspergillus parasiticus Speare (1912)
Sinonim:

A.chungii Shih

A flavus var. viridis Blochwitz

A.parasiticus f. sojae (Saka and Yam.) Nehira

A. sojae Sakaguchi and Yamada

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3,5-4 c¢cm
capindadir, olgunlagma ile koyu yesil ve koyu sarimsi yesile doner. Kenarlarda beyaz
renkte battk miselyum mevcuttur. Konidial baglar 6nce parlak sar1 renkte, daha sonra
ise yesil renktedir. Koku belirsiz, eksida yok, koloni ters yiizeyi krem renktedir
(Sekil 4.2.17 A).

Konidial baglar radiyat, 350-450 pm, konidioforlar 400-700 pm,
konidioforlar vezikiil altinda dikenli, alt kisimlarda diizgiin, vezikiller 25-30 pm,
sterigmata tek sirali, 7-9 x 3,5-4 pum, konidia globoz, dikenli, 3,5-5 pm’ dir (Sekil
42.17CD).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 6-7 cm
capinda, diiz, sporulasyonca zengin, koloni tersi renksiz, eksiida yok ve koku

belirgin degildir ($ekil 4.2.17 B).
4.2.18 Aspergillus petrakii Voros (1957)
Sinonim:
St. aurea Greco
A.flavus f. maydis Ciferri
A.greconis Dodge

St. ochracea Bainier
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Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-3,8 cm
¢apinda koloniler olusturur. Koloni kenarlarinda beyaz bazal miselyum, koloni
merkezi hafifce kabarik, derimsi pembe renkli, koloni ters yizeyi pembemsi-
kahverengi, eksiida bol, kokusuz, Koloni ters yiizeyi pembemsi-kahverengidir ($ekil
42.18 A).

Konidial baglar 120-150 um, once globoz, sonra radiyat, daha sonra
catlayarak 200-300 pum’ a ulagir. Konidioforlar, 1-1,5 mm x 5-8 um ebadinda, 1-1,5
um kalinhiginda, kaba, vezikiller 15-30 um genisliginde, sterigmata 2 sirali, birinci
sira, 6-9 x 3,5-4 pm, ikinci sira 5,5-8 x 3-4 um ebadinda, conidia subgloboz, 3,5-4 x

2,5-3 um ebadinda, gok ince dikenli, sklerotia bulunmaz ($ekil 4.2.18 C,D,E,F).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 5,5-6 ¢cm
¢apinda, afifce kabarik yinimsii goriinimde, sarimst pembe renkli, koloni ters

ylizeyi pembemsi kahverenklidir (Sekil 4.2.18 B).
4.2.19 Aspergillus phoenicis Thom (1926)
Sinonim:
Sterigmatocystis phoenicis (Cda) Pat. And Delacr.
Aspergillus ustilago Beck Ustilago phoenicis Cda
Aspergillus saitoi Sakaguchi, Tizuka and Yamazaki
Aspergillus saitoi var.kagosima Saka. et al.
Aspergillus awamori var. hominis Batista and Maia

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-3,5 cm,
radial kivrimli, merkeze dogru hafifge kabarik, sporulasyon zayif, beyaz, merkezde
ve kenarlarda daha yogun, Kenarlarda farkli genisliklerde beyaz renkli bazal

miselyum mevcuttur (Sekil 4.2.19 A).

Baslar 400-500 um, radial, siyah renkli, konidioforlar 1-3 mm x 10-15um,

diizgiin duvarl, 1-1,5 pm kalinliginda, vezikiil 40-65 pm, sterigmata 2 sirali, birinci
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Sekil 4.2.19 Aspergillus phoenicis AYCzapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Sterigmata ve Konidia
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stra 12-20 x 4-7 um, ikinci sira 6-8 x 3-3,5 um, konidia 3-3,5 pum, kaba,
globoz veya subglobozdur (Sekil 4.2.19 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 5-6 cm
capinda, diiz, kadifemsi, koloni ters yiizeyi krem renklidir (Sekil 4.2.19 B).

4.2.20 Aspergillus pulverulantis (Mc Alpine) Thom (1926)
Sinonim:

Sterigmatocystis pulverulanta Mc Alpine

Aspergillus (Sterigmatocystis) strychni Lindau

Aspergillus elatior Mosseray

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3 cm
capinda, hafif kabarik, kenarlarda 0,5-0,7 cam capinda genig bir bazal miselyum
mevceuttur. Sporulasyon orta derecede merkezde gelismenin daha yavag oldugu

saptandi. Koloni renksiz ve koku belirgin degildir (Sekil 4.2.20 A).

Konidial baglar 400-600 pm, once globoz, sonra radiyat ve sonunda
kolumnardir. Konidioforlar vezikul altinda kahverengi tonlarinda, 5-6 mm x 18-20
um, ebadinda, ve konidiofor duvarlart 1-1,5 um kalinhgindadir. Vezikiller globoz
40-80 pum, sterigma 2 siralidir. Birinci sira 28-35 x 12-14 pm, ikinci sira 9-12 x 3-
3,5 um, sporlar globoz, 4-5 pm, sigilli ve izerinde dikey barlar mevcuttur (Sekil

4220 C,DE).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 6-7 cm
gapinda, ylniimsi, orta derecede spor gelisimi meveuttur. Konidioforlar uzundur.
Eksiida yoktur, koku su kiifii andirir. Koloni ters yiizeyi krem-sart renktedir (Sekil
4.2.20B).

4.2.21 Aspergillus sclerotiorum Huber (1933)
Sinonim:
Aspergillus sachari Chaudhuri and Sachar
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Sekil 4.2.21 Aspergillus sclerotiornm YCzapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Bas yapisi D) Konidia
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Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4 cm gapinda
kenarlarda ince, stki bir bazal miselyum vardr. Geng evrede koloni rengi ters yiizeyi
beyaz, krem, diiz, olgun evrede merkezinde agik sar1 renkli sporulasyon mevcuttur.
Koloni alt yiizeyi krem, merkezde sartmsi-krem renklidir. Belirgin bir kokusu yoktur.

Eksiida ancak mikroskopta diisiik biryiitme ile gozlenebilmektedir (Sekil 4.2.21 A).

Konidial baslar Czapex Dox Agar’da radial, 180-250 um ¢apinda, Malt
Extract Agar’da daha gok kolumnar ve 375-445 pm uzunluktadir. Olgunlagma ile
baslar catlayarak kolumnar hale geger. Konidioforlar 1500-1750 x 8-11 pm
ebadinda, 1-1,5 um kalinligindadur. Konidioforlar Czapex Agarda dizgiin, Malt
Extract Agar’da dikenlidir. Vezikiiller 35-42 um, gapinda, sterigma 2 siraly, birinci
sira 4-8 x 3-3,5 pm, ikinci sira 8-10 x 2-2,5 pm, konidia yuvarlak veya kabaca
yuvarlagimsi, 2,5-3 um capinda, sklerotia beyaz-krem renkli, 1-1,5 mm ¢apinda

koloni yiizeyine dagilmustir (Sekil 42.21CD).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 6 cm
capinda, diiz, sporulasyonca zengin, san renkli, merkezden kenarlara uzanan hafif
katlanmalar meveuttur. Koloni kenarinda 2-3 mm’lik batik miselyum ve 0,5 em’lik

bir steril zon mevcuttur. Merkezde 3 mm yitksekliginde aerial miselyum vardir.

Koku ve eksiida bulunmaz. Koloni alt yiizeyi koyu sart renklidir (Sekil 4.2.21 B).
4.2.22 Aspergillus tubingensis (Schdiber) Mosseray (1934)
Sinonim:

Aspergillus niger forma teubingen, Nomen nudum by Schober
Aspergillus atropurpureus Blotchwitz

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3,5-4,5 cm
capinda, koloni kenarinda 3-4 mm genisliginde beyaz renkli kalin bir bazal miselyum
mevcut, konidial baglar gevrede daha yogun merkezde daha az, gri-kahverengi-siyah
tonunda, tim koloni yiizeyi 2-3 mm yiikselmis, koloni ters yiizeyi krem renginde,
ancak mikroskopla gorillebilen ¢ok ince eksiida meveut, koku yoktur (Sekil 4.2.22
A).
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Sekil 4.2.22 Aspergillus tubingensis A)Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Tekstiir D) Bag yapisi E) Sterigma yapisi F) Konidia
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Konidiofor, 4 mm varan uzunlukta, 17-20 pm. Capinda, konidiofor duvart,
2 um kalinliginda, dizgin, konidial baglar, 200-400 pm, vezikiil 50-70pum, sari-
kahve, sterigmata iki sirali, birinci stra: 25-30 x 2,5-3 um, ikinci sira 7-11 x 2-2,5
um,konidium, 3-4 pm, globoz, dikenli, kenarlar1 kahverengidir (Sekil 4.2.22
C.DEEF)

Malt Extract Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 6,5-7,5 cm,
diiz, ince, 1gmnsal gizgiler meveuttur. Koloni ylizeyi sporulasyonca zengin,
konidiumlar siyah renkli, koloni ters yiizeyi kirli sar renkte ve 1ginsal gizgilidir.

Koku yoktur. Eksiida gok incedir (Sekil 4.2.22 B).
4.2.23 Aspergillus versicolor (Vuill.) Tiraboschi (1926)
Sinonim
Sterigmatocystis versicolor Vuillemin
Aspergillus versicolor Tiraboschi
St. ambari Beauregard
A.amoenus Roberg
St. bicolor Ray
A flavo-viridescens Hanzawa
St.glauca Bainier
A.globosus Jensen
A.lateralis (Harkn.) Peek and Solheim

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2-2,5 cm
capinda, merkezi hafifge gukurlagmig, once beyaz-pembemsi, daha sonra koyu
pembe-sari renk alir. Sporulasyon koloni kenarlarinda geg olarak baglar ve giderek
kenarlar yesil orta kisim sart renk alir. Merkezi kisim graniiler bir yapidadir.

Merkezden gevreye radial gizgiler meveuttur. Eksiida pembe renkli, koku yoktur.
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Sekil 4.2.23 Aspergillus versicolor A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Agar’da
C) Koloni ters yiizeyinde pembe-kirmizi renk D) Geng evrede (Czapek-Dox
agar’da E) Konidial bas F) Konidia
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Koloni ters yiizeyi koyu pembe renklidir ve alt yiizeyde 1gmsal gizgiler
meveuttur (Sekil 4.2.23 A,C.D).

Konidial baglar énce globoz sonra radiyat 50-90 pum capinda, alt agarda
diizensiz kolumnar 90-110 pm  olarak gozlendi. Konidiyoforlar250-450 x 4-5 um,
geng konidioforlarin yiizeyi purtizlii, olgunlarda diizgiin, vezikiil 20-24 x 14-22 um,
ampul seklinde, uzamis, sterignma iki siralt, Birinci sira, 6-7 x 4 4,5 um, ikinci sira
5-7 x 2-2,5 um, konidia, subgloboz, ince dikenli, gogunlukla 3,5 — 4 X 3,5 um ancak

4-6x 3,5 um’ a kadar gozlendi (Sekil 4.2.23 EF).

Malt Extract Agarda 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3 cm
capinda, once kadifemsi, merkezde hafif yitkselmis, Bazal miselyum 1-2 mm ve
krem renklidir. Sporulasyonca zengin, yag yesili rengindedir. Koloni etrafinda
agarda daire bigiminde bir yarilmna gozlenir. Koloni ters yiizeyi kahvemsi-truncu

renktedir (Sekil 4.2.23 B).
4.2.24 Penicillium brevi-compactum Dierckx (1901)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 1,5-2 cm,
zonlu, dista 1-2 mm beyaz-krem sonra sari-yesil, daha icte krem-sart ve yag yesili
tonlar vardir. 1 cm genisligindeki orta kistmda krem renginde, kadifemsi, pamuksu,
koyu sar eksuda ince damlaciklar halinde bu kisimda yogunlagmgtir. Koloni
merkezinde 1 cm gapindaki kisim olgunlagma ile 2-3 mm yiikselir. Koloni alt yiizeyi

merkezde kahve-sar1 , dita krem renklidir (Sekil 4.2.24 A).

Penisilli 100-125 pm uzunlukta, asimetrik divarikat, konidiofor 300-400 x
4-5 pm, septat, hafifce kaba dokulu, birden fazla dally, dal 15-25 pm hatta 50 um
uzunlugunda, 3-5 pm genisliginde, metula 3-5 adet, 8-12 x 3,5-4,5um, sterigma 3-5
adet, 9-13 x 2-3 pm, konidia oval, kaba, 2,3-3 x 3—4 um, zincirler halinde, konidial
zincirler 10-55 p dur (Sekil 4.2.24 CD).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 25° C de iki
haftalik koloniler 2,5-3 cm ¢apinda, dis kistmda 1-2 mm’ lik beyaz bir zon bulunur.

Koloninin diger kistmlari yesil renklidir. Sporulasyon yogun, radial katlanmalar
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Sekil 4.2.24 Penicillium brevi-compactum A)Czapek-Dox “da B) Malt
Extract Agar’da C) Konidiofor ve penisilli genel goriintimii D) Konidia

99



C)

Sekil 4.2 25 Penicillium camemberti A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia
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meveuttur. Koloni ters yiizeyi merkezde sari-kahve, dis tarafta derimsi

renktedir. Ekstuda azdir (Sekil 4.2.24 B).
4.2.25 Penicillium camemberti Thom (1906)
Sinonim:
P. camembert Sopp
P.aromaticum Sopp

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2-3 cm
¢apinda, lanoz, geng evrede beyaz, olgun evrede grimsi yesilimsi renkte, azonat,

koloni ters yiizeyi krem sar1 renkte, eksiida ve koku yoktur (Sekil 4.2.25 A).

Penisilli 50 pm uzunlugunda, konidioforlar 600-800 x 3-3,5 um, dal bir
adet, 20-40 x 2,2-2,8 um, metula 3-5 adet, 6-10 x 2.5-3 um, sterigma 3-5 adet, 7-12
x 2,5-2,7 pum, konidia 3-4,5 pm globoz veya subgloboz, konidia zinciri 50 pum’ dur
(Sekil 4.2.25 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4,5-5 cm
apinda, gri-beyaz renkli, lanoz, koloni ters yiizeyi koyu sar1 renklidir (Sekil 4.2.25
B).

4.2.26 Penicillium canescens Sopp (1912)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2,5-3 cm
¢apinda, koloni yiizeyi hafif ylnimsi, kenarlarda 1ginsal katlanmalar mevcuttur.
Eksiida az, amber renkli kiigiik damlaciklar halindedir. Koku belirgin degildir.
Koloni ters yiizey rengi geng evrede portakal-kahverengi olgunlasgtiginda ise
merkezden baglamak tizere daha koyu kahverengidir. Koku belirgin degil eksiida gok
az, sari renklidir (Sekil 4.2.26 A).

Penisilli asimetrik, divarikat, konidioforlar 350-450 um, kaba gorinimli,
metula ti¢ adet, 10-18 x 2,5-3 pum, sterigma 5-7 adet, 7-9 x 2-2,3, um, uglarda
daraliyor, conidia geg evreden olgunluga giderken ovalden globoza degisiyor, 2-3

um gapinda kaba veya diizgiin duvarlidir (Sekil 4.2.26 C).
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Sekil 4.2.26 Penicillium canescens Ay Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia.
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Sekil 4.2.27 Penicillium carneo-lutescens A)Czapek-Dox Agar’da B) Malt
Extract Agar’da C) Konidiofor, penisiili ve konidia
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Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkibe edilen koloniler 2,5 cm
¢apinda yiiniimsii, koyu gri-yesil renkte, sporulasyonca zengin, ekstida bulunmaz.

Koloni ters yiizeyi kahverengi tonundadir (Sekil 4.2.26 B)
4.2.27 Penicillium carneo-lutescens Smith (1939)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2,5 3 cm
capinda, kenarlarda ¢ok siki krem beyaz renkli bazal miselyum mevcuttur. Merkezi
kisim grimsi-kahverengi, yer yer koyu sari-kahverengi ve granillidir. Koloni
kenarlarinda énce eyaz sonra koyu sari renkli demetler mevcuttur. Demetlerin
yiiksekligi 3-4 mm yi bulur. Koloni merkezi genellikle diiz, bazen demetler igerir.
Belirgin bir kokusu yoktur. Eksida koyu sari renklidir. Koloni ters yiizeyi agik
saridan pembemsi sarya degisir (Sekil 4.2.27 A).

Penisilli asimetrik, , 40-45 x 30-35 pm ebadinda, konidiofor, 300-450 x 4-5
um, sigilli, dal, 1 veya 2 adet, 25-30 x 4-5 pm, sigilli, metula ti¢ adet, 12-15 x 3-3,5
um, sterigma 3-5 adet, 8-11 x 2,5 2,8 pum, conidia 3,5 x 3 um, subgloboz, ¢ok ince

priizlidiir (Sekil 4.2.27 C).

Malt Extract Agar'’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 5 cm
capinda, 1,5 2 mm yiiksekliginde, yiiniimsii, sarimst renktedir. Sporulasyon zayiftir

(Sekil 4.2.27 B).
4.2.28 Penicillium casei Staub. (1930)

Czapek Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2,5 cm
apinda, koloni kenarinda 2 mm lik bir bityime zonu mevcuttur. Koloni yiizeyi sart
ve koyu yesil renktedir. Kokusu kuf kokusunu andirir. Eksiida merkezde yogun,
renksiz, koloni ters yiizeyi sari-kahverengi, portakal-kahverengidir. Koloni merkezi

hafifge kabarik ve sporulasyonun olmadigi beyaz bir alan igerir (Sekil 4.2.28 A).

Penisilli asimetrik, konidiofor 85-400 x 4 um, dikenli, dal 1 adet, 30-130 x
2-2,5um, dikenli, metula 3 adet, 10-12 x 2,5 um, sterigma 3-5 adet, 7-9 x 2 pm,

konidia globoz, 3 pm, konidia zinciri 75 pm’dur (Sekil 4.2.28 C).
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Sekil 4.2.28 Penicillium casei A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract Agar’da
C) Penisilli ve konidia.

105



Sekil 4.2.29 Penicillium commune A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia.
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Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2-2,5 cm
capinda merkezde kabarik, koloni yiizeyi kadifemsi, eksiida yoktur, kloni ters yiizeyi

portakal rengidir (Sekil 4.2.28 B).
4,2.29 Penicillium commune Thom (1930)

Czapek Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3,5-4 cm
capinda, koloni kenarinda 1,5-2 mm genisliginde beyaz, ylintimsi miselyum yer alir
koloni kenarlarinda hafifge yitkselmistir. Bunu et renginde ince bir zon izler. Koloni
yiizey rengi grimsi-yesilden agik-kahverengimsi-yesile kadar degisir. Orta kisim
once krem yeyilimsi sonra yag yesili tonunda, kadifemsi ve diizdiir. Eksiida gok ince
renksiz veya agik sari renklidir. Kokusu kuf kokusunu andirir. Koloni ters ylizeyi

sarimsi-pembemsidir (Sekil 4.2.29 A).

Penisilli asimetrik, 150-200 x 4-4.5 um, sigilli, dallar 1-2 adet, 12-15 x 2,8-
3 um, hatta 23 pm uzunluga kadar olabiliyor. Metula 3 adet, 12-20 x 3-3,5 pm,
sterigma 3-5 adet, 8-10 x 2,5-3 um, konidia globoz, subgloboz, 3,5-5,0 x 2,5-3,5 pm,

duz ¢eperlidir (Sekil 4.2.29 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4,5 cm
apinda, diiz, kadifemsi, mavimsi-yesil renkte, hafif¢e zonattir. Eksiida renksizdir ve

dis halkada yer alir. Koloni ters yiizeyi kenarlarda yesil golgelimerkezde truncumsu-
saridir (Sekil 4.2.29 B).

4.2.30 Penicillium charlesii Smith (1933)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2-2,5 cm
capinda diiz, ince, koloni kenarinda 1 mm lik beyaz bazal miselyum mevcuttur.
Sporulasyon orta, grimsi-kahverengimsi-yesil, merkezde 0,5 cm ¢apindaki alanda ve
kenarlarda sporulasyon zayif, Eksiida yok, koku belirgin degil, koloni ters ylizeyi

koyu-yesilimsi-kahverengidir (Sekil 4.2.30 A).

=

Penisilli, monovertisillat, konidiofor, 40-80 x 3 pm, dizgin, gogunlukla
monovertisillat, bazilarinda metula benzeri yapilar gozlendi, metula 3-5 adet, 10-12 x
2,6-3,5 um, sterigma 7-10 adet, 8-10 x 2-2,5 jum konidia, 4 x 3 elips, diizgiin sekilli,

konidia zinciri 50-120 pm’dur (Sekil 4.2.30 C)
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Sekil 4.2.30 Penicillium charlesii AyCzapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia

108



Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2-2,5 cm
apinda, grimsi-yesil, diiz, kadifemsi, merkezde hafif kabarmis, eksuda yok, tersi

truncumsu-kahverengidir (Sekil 4.2.30 B)
4.2.31 Penicillium chrysogenum Thom (1930)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-3,5 cm,
koloni kenarlar incedir. Koloniler énce krem-sari-renkli, kenarlarda 1-3 mm krem
rengi zon, hizli bir sporulasyonla geliserek mavimsi yesil renk alir. Orta kisimlar ve
merkezde sporulasyon daha zayiftir, hatta steril kalir. Ekstida bol ve san renkli,
koloni merkezi hafifge kabarik, azonat, kadifemsi, belirgin bir koku yok, koloni ters
yiizeyi parlak sari renkte, agara diffiizlenen sari renkli pigmentasyon mevcuttur

(Sekil 4.2.31 A,C).

Konidioforlar, 200-250 x 3.5-4 um, duvarlar dizgtn, renksiz, penisilli 75
um, asimetrik, ve bivertisillat, dal birden fazla, 15-20 x 2,5-3,5 um, metula 3-5 adet,
10-12 x 2,5-3um, sterigma, 3-5 adet, 5.8 x 2-2,5 pum, konidium globoz veya elips, 3-

3,5 x 2,5-3 um, dizgiin, konidia zinciri, 150-180 pum’ dur (Sekil 4.2.31 D)

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-5 cm,
sporulasyonca zengin, kenarlar hafif zonat, merkezde demetler ve demetlerin
gevresinde gok kisa ince katlanmalar mevcuttur. Koloni ytizeyi kadifemsi, koloni
rengi grimsi-yesil, gri-mavimsi-yesildir. Koku ve ekstida yoktur. Koloni ters yiizeyi

sar-kirli-sari renkte, kenarlari yesilimsidir (Sekil 4.2.31 B).
4.2.32 Penicillium citrinum Thom (1910)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2-2,5 cm
capinda, koloniler kadifemsi, diz, 1-2 mm yitksekliginde, koloni kenarinda 1 mm
seffaf bir zon bulunur. Koloni yiizey rengi once beyaz sonra sporulasyonla birlikte
koloni kenarlarindan baglamak tizere mavimsi gri renk alir. Koloni kenarinda
diizensiz radial katlanmalar ve kenardan 3-4 mm igeride kalan kisimda hafif bir
zonlanma gorilir. Koloni orta kisminda iki hafta sonra yumaklasmalar goruldr.

Konidium tiretimi 7-10 giin sonra baglar. Koloni ters ytizey rengi sar1 veya portakal
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Sekil 4.2.31 Penicillium chrysogenum A)Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Konidiofor, penisilli ve konidia
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Sekil 4.2.32 Penicillium citrinum A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia.
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san renktedir. Eksiida bol gogunlukla kiigiik, bazen iri, acik sart renkli damlaciklar
halindedir. Belirgin bir koku yoktur (Sekil 4.2.32 A) .

Penisilli asimetrik, konidioforlar 120-200 x 2,5-3 pm, metula, 3-4 adet, 9-15
X 2-2,5 pm, sterigma 3-6 adet, 6-11 x 2-3 pm, konidia diizgiin, globoz, mavi yesil, 2-
3 um dur (Sekil 4.2.32 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2-2,5 ecm
capinda, diiz, kadifemsi, kenarlarda gri-yesil, 2-3 mm lik bir zon olusturur.
Sporulasyon yogun ve yiizeyde radial katlanmalar meveuttur. Koloni ters yiizey rengi

koyu sari-portakal renktedir ($ekil 4.2.32 B).
4.2.33 Penicillium corimbiferum Westling (1911)

Czapec agarda 25° C de iki haftalik koloniler 5-6 cm genisliginde, geng
evrede beyaz, orta kisimlarda sarimst, bol eksiidali, kenarlari diizensiz pargali, olgun
evrede daha koyu donuk sari renkli, merkezi kistmda olgun evrede demetler
olusturur. Orta kisim diiz ve kadifemsi, koloni kenarlan ise koremiofor yapida,
hafifge zonat, graniilli ve bol faikillidiir. Koloni kenarlari geng evrede beyaz, daha
sonra giderek sarimsi ve mat-yesilimsi-sanidir. Koloni alt yiizeyi once sari-
kahverengi, daha sonra koloni kenarlarinda kirmizimsi kahverengidir. Eksiida

renksiz veya sarimst, koku belirgin degildir (Sekil 4.2.33 A).

Penisilli asimetrik, bazilarinda  divarikat, 40-50 p  uzunlugunda,
konidioforlar dikenli, 100-280 x 2,5-4 1, dal,19-22 x 2,5-3,5 u, dikenli, genellikle bir
adettir. Metula dikenli, her bir konidioforda 3 adet, 10-14 x 2-3,5 p, sterigma her
metulada 2-3 adet, 10-12 x 2 , konidium 2,5-3 1, diizgiin yuvarlak, konidium zinciri

30-70 wdur (Sekil 4.2.33 C).

Malt Extract Agarda 25° C de iki haftalik koloniler 3-4 p, merkezi kisim
fasikilat, diger kisimlar diz ve hafifge radial katlanmalar igerir. Kenarlar diizgtn,

koloni kenarlarinda fasikiiller bulunur (Sekil 4.2.33 B).
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Sekil 4.2.33 Penicillium corimbiferum A) Czapek-Dox Agar'da
B) Malt Extract Agar’da C) Penisilli ve Konidia
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Sekil 4.2.34 Penicillium crustosum A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia.
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4.2.34 Penicillium crustosum Thom (1930)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3.5-4 c¢cm
genigliginde merkezi hafifge kabark , kadifemsi, azonat, diiz, sporulasyonca zengin,
grimsi-yesil renktedir. Koloni yuzeyi olgunlagma ile birlikte dokiilmeye baslar. Petri
kabt sert bir zemine vuruldugunda, koloni yiizeyinin pargaciklar halinde dokuldugi
gozlendi (Crust yapist). Koloni ters yiizeyi renksiz veya merkezde ¢ok hafif sari-

truncu golgelidir. Kif kokuludur ve eksiida yoktur (Sekil 4.2.34 A).

Penisilli asimetrik, 60-80 pum, konidiofor dikenli, 180-500 x 3,5-4 pm, dal
1-2 adet, 18-22 x 2,5-3,2 pum, metula 3-5 adet, 10-15 x 2,5-3 pm, sterigma 5-7 adet,
8-11 x 2-2,5 um, konidia subgloboz, elips sekilli, 2,5 3 um, konidia zinciri 150-200
pm uzunlugundadir (Sekil 4.2.34 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4,5-5 cm
capinda, grimsi-yesil, funikuloz, zonat, diiz, kenarlarda 1-1,5 mm yikselmis, kuf

kokulu, koloni ters yiizeyi, agt sarisi rengindedir (Sekil 4.2.34 B).
4.2.35 Penicillium cyaneo-fulvum Biourge (1921)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkibe edilen koloniler 2,5-3,5 cm,
kenarlarda 3-4 mm lik sarimst-yesilimsi zon mevcuttur. En dista bulunan beyaz-krem
renkli, 1 mm lik bazal miselyum sporulasyonla birlikte mavimsi renge doner. Koloni
merkezi kismt 6nce beyaz daha sonra sarimsi renklidir. Koloni orta kismi1 2-3 mm
yitkselmig derin yariklar igerir. Sanmsi renkli orta kistm sporulasyonla birlikte
mavimsi-gri renk alir. Koloni alti sarimsi-kahverengimsi renklidir. Belirgin bir koku

icermez. Eksiida bol olup kiigiik, sari renkli damlaciklar halindedir (Sekil 4.2.35 A).

Penisilli 30-50pm, asimetrik, konidioforlar 200-500 x 4,5-5um, dal bir adet,
15-18 x 3-3,5 um, metula 3-5 adet, 8-10 x 2,5-3 pm, sterigma 3 adet, 6-10 x 2-2,5
um, konidia 2,5-3 pim, subglobozdur (Sekil 4.2.35 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-4 cm
apinda, kadifemsidir. Kenarlarda katlanmalar igerir. Koloni rengi merkezde daha

koyu, kenarlarda agik gri-mavidir. Koloni alti sarimsi-kahverengidir (Sekil 4.2.35 B).



)

Sekil 4.2.35 Penicillium cyaneo-fulvum A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia.

116



0)

Sekil 4.2.36 Penicillium cyclopium A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia.
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4.2.36 Penicillium cyclopium Westling (1930)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 5 cm
capinda, kenarlarda 2-3 mm, siki beyaz renkli bir bazal miselyum mevcuttur.
Sporulasyonca zengin koloni yiizeyi mavi-yesil renkte, radial gizgiler mevcuttur.
Koloni yiizeyi graniillii yapida, kenarlarda fasikiilat, koloni ters yiizeyi ise renksizdir.

Eksiida ¢ok ince, kokusu kiif kokusunu andirir (Sekil 4.2.36 A).

Penisilli asimetrik genislemis, konidioforlar 220-500 x 3-3,4 pm, purtzli,
septali, dal bir veya bir den gok, 18-30x 2,53 um,dikenli, metula 3-5 adet, 10-13 x
3-3,5 pm, sterigma 4-6 adet, 7-9 x 2-2,6 pum, konidia 2,5-3 pm, globoz ve 3,5x3 pm,
diizgiin duvarl, elips olarak gdzlendi. Konidia zinciri 120-140 um’dur (Sekil 4.2.36

€).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 6 cm
capinda, diiz, kadifemsi, mavi renktedir. Dista 2-2,5 mm beyaz bir zon mevcuttur.

Koloni ters yiizeyi koyu sart renktedir (Sekil 4.2.36 B).
4.2.37 Penicillium decumbens Thom (1910)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2,5-3 cm
¢apinda, kenarlarda 1-2 mm genisliginde bazal miselyum, daha igeride mavi-yesil,
kadifemsi, sporulasyonca zengin bélge bulunur. Koloni kenarlari ve orta kismi
oldukga incedir. Merkezi bolgede yaklagik 1 cm gapa sahip alanda pamuk
goriiniimiinde, 2-3 mm yiiksekliginde bazal miselyum kitlesi y1@ilmistir. Koloni alt
yiizeyi renksiz veya hafif yesilimsidir. Ekstda yoktur. Kokusu hog, sabun veya
meyvemsidir (Sekil 4.2.37 A).

Penisilli monovertisillat, 40-50 pum, konidioforlar 150-250 x 3,5-4,5 pm,
konidioforlarin tepe kisminda hafifge genisleme meveuttur. Metula 5-7 adet, 10-12 x
3-3,5 um, sterigma her bir metulada 3’ er adet, 8-10 x 2-2,5 pm, bazen bir konidiofor
{izerinde 17-20 sterigma grubu olarak yer almaktadir. Konidioforlar dizgtin globoz

2,5-3 um, veya elips sekilli, 3-3,5 x 3,5-4 pm’ dur (Sekil 4.2.37 C,D).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-4 cm,

kenarlarda diizgiin, tiim koloni boyunca 1-1,5 mm yiikselmis, kenarlarda ve bazen

118



Sekil

C) D)

2.37 Penicillium decumbens A)Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract

Agar’da C) Konidiofor ve penisilli D) Konidia
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merkeze de uzanan radial gizgiler mevcuttur. Sporulasyon orta kisimlarda
yogundur. Yaglanma ile grimsi-kahverengimsi olur. Koloni alt yiizey rengi kirli

saridir (Sekil 4.2.37 B).

4.2.38 Penicillium duclauxi Delacroix (1891)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkibe edilen koloniler 2,5-3 cm
capinda, koloni ytizeyi sari, once koloni merkezinin 1 cm lik kisminda koremia
olusur. Geg sporulasyonla birlikte koloni kenari ve koremia etrafinda yesil renk
belirir. Koremia énce beyaz daha sonra yesil golgelidir. Koremia 1-2 mm yikseklige
ulasir. Koloni kenart ile koremia arasinda kalan kisim et rengindedir. Eksiida ol
miktarda sar, koyu sari renklidir. Eksiida kurudugunda pordz bir gorinim kazanir.
Koku belirgin degildir. Koloni ters ytizey rengi once once sari, daha sonra portakal

rengi ve kahverengiye dogru degisir (Sekil 4.2.38 A).

Penisilli simetrik bivertisillat, 70-105 pm, konidioforlar septal, dikenli,
100-175 x 3-3,5 um, metula 3 er adet, 7-12 x 3-3,5 um, sterigma 5 er adet, 9-11 x 2-
2.3 pum, konidia elips bigimli ve diizgiin, 4-4,5 x 2,5-3,2 um, konidial zincir 50-65

pm’ dur (Sekil 4.2.38 CIn):

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-4 cm
capinda, kadifemsi, sporulasyonca zengin, koloni yiizey rengi nefti yesildir. Koloni
kenarlart zonludur. Koku belirsiz, koloni ters yiizeyi kahvemsi sart renklidir (Sekil

4238B).
4.2.39 Penicillium expansum Link (1809)
Sinonim:
Coremium glaucum Link
Floccaria glauca Link
Penicillium glaucum Link

Coremium vulgare Corda
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Sekil 4.2 38 Penicillium duclauxi A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli D) Konidia
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Sekil 4.2.39 Penicillium expansum A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia.
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Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4-4,5 cm
apinda, sporulasyonca zengin, koloni yiizeyinde konidioforlarin olusturdugu
demetler meveuttur. Koloni kenarinda beyaz renkli bazal miselyum yer alir. Koloni

yiizeyi dig kisimlarda graniilla gorimiamlidiir (Sekil 4.2.39 A).

Penisilli asimetrik, fasikiilat, 50-85 um, konidiofor dikenli 250-300 x 3,5-4
pm, bazilarinda 4-4,5 pm eninde olgilmustar, dal 1 adet, 22-30 x 2,5-3,5 um, metula
3-5 adet, 12-16 x 2,5-3 pm, sterigma 3-6 adet, 7-10 x 2-2,5 um konidia globoz veya
elips bigiminde, 3-3,5 um , spor zinciri 120-160 pm’dur (Sekil 4.2.39 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki haftalik koloniler 5-5,5 cm ince, diiz,
graniillii hafif zonat ve merkezde koremia mevcuttur. Bazal miselyum beyaz
renktedir (Sekil 4.2.39 B).

4.2.40 Penicillium fagi Martinez ve Ramirez (1978)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4-4,5 cm
¢apinda, beyaz renkte bazal miselyum igerir, kadifemsi, sarimsi yesil tonlarinda,
sporulasyonca yogun, yizeyde konidiofor aglani fark edilir. Koloni alti krem

renktedir. Koku ve eksiida yoktur (Sekil 4.2.40 A).

Penisilli bivertisillat simetrik, konidiofor 100-130 x 3,5-4 pum, piirizlii, dal
1-2 adet, 25-38 x 3,5-3,8 um, piriizlii, metula 3-5 adet, 9-14 x 3,5-4 pm, uglarda
genislemis ve piiriizlii, sterigma her bir metula vertisilinde 5-10 adet, 7-9 x 2,5-3 um,

konidia globoz 2-2,5 um’dur (Sekil 4.2.40 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki haftalik koloniler, 5-6 cm ¢apinda, diiz,
kadifemsi yesil renkte, koloni alt1 sarimst krem renktedir (Sekil 4.2.40 B).

4.2.41 Penicillium funiculosum Thom (1910)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4,5-5,5 cm
¢apinda, funikuloz, siki bir bazal miselyum mevcuttur. Koloni yiizeyi 2-3 mm
yitksekliginde, sporulasyon koloni kenari ile sinirli, koloni merkezinde 0,5 cm
apinda bir yiikselme meveut, merkez beyaz, sporulasyon bolgesine kadar olan kisim

et renginde, sporulasyon bolgesi yesil-gri renklidir. Koloni kenarinda sagaklanmalar
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Sekil 4.2.40 Penicillium fagi A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia.
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Sekil 4.2.41 Penicillium funiculosum A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C ve D) Penisilli ve Konidia.
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meveuttur. Ters yiizey rengi kirli sarimsi, merkeze kadar daha koyu, merkezde siyah

renklidir. Koku ve eksiida bulunmaz (Sekil 4.2.41 A).

Penisilli 35-50 um, bivertisillat, simetrik, konidioforlar 150-250 x 3-3,5 pm,
diizgiin, metula 3-5 adet, 10-15x 2 um, sterigma 5-7 adet, 6-8 x 1,5-2 um, konidia
2,5-3 um yuvarlak, diizgiin, konidium zinciri 40-120 pm uzunlugundadir (Sekil
42.41C,D).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki haftalik koleniler, 6,5-7 cm ¢apinda, gri-
yesil renkli, sporulasyonca zengin koloni kenarlari sagaklanmig kenarlarda kesikli
ince bir zon meveuttur. Koloni yiizeyi diizgiin, gok ince ipliksi yapilar vardir. Koku

ve eksiida yoktur. Koloni alt yiizeyi kirli san renklidir (Sekil 4.2.41 B).
4.2.42 Penicillium granulatum Bainier (1905)

Czapex Dox Agar’da 25° C deki iki hafta inkiibe edilen koloniler geng iken
krem-sart daha sonra kirli san renkte, yiin yumagi goriiniminde, koloni kenar1
girintili ¢ikintily, yizeyi kabarik, dalgah, eksiida agik veya koyu sari renkte, gok
sayida kiigitk damlaciklar seklinde veya bazen birikmis iri damlaciklar halindedir.
Belirgin coremiform demetler vardir. Kokusu hos, ters yiizey rengi genglerde agik
krem sar1, olgunlarda portakal kahverengidir. Koloni kenarlarinda giderek yesillenme

gorilur (Sekil 4.2.42 A).

Penisilli 40-60 pm , asimetriktir. Bir veya daha fazla dal mevcuttur.
Konidioforlar 100-400 x 3-3,5 pm, konidiofor, metula ve dallar dikenlidir. Dallar 15-
25 x 3-3,5 um, metula her dalda 3 tane, 8-12 x 2,5-3 pm, sterigma her metulada 3
tane, 10-12 x 3-4 um, conidia 3-3,5 pm, yuvarlak, dizgin duvarhdir (Sekil 4242
C.D):

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4-4,5 cm,
yiizeyi hafif graniiler, fasikilat, kiif kokulu, en dista seffaf beyazimsi bir zona
sahiptir (Sekil 4.2.42 B).
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Sekil 4.2.42 Penicillinm gramidatum Ay Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Konidia zinciri D) Penisilli
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4.2.43 Penicillium islandicum Sopp (1912)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2,5 cm
capinda, geng evrede merkezde kiigiik alan sporulasyon igermez, kenarlarda ince,
diizensiz bir serit halinde koyu yegsil sporulasyon gozlenir. Olgun everede tim koloni
yiizeyi koyu yesil sporlarla kaplidir. Kenarlarda 1-2 mm genisliginde, diizensiz ince
bir sar1 renkli bazal miselyum mevcuttur. Koloni ters yiizeyi merkezde koyu kirmizi-
kahverengi, orta kisim ve kenarlarda kirmizi renklidir. Koku kufsii, eksiida ince

truncu renklidir. Agarda truncu renkli pigmentasyon mevcuttur ($ekil 4.2.43A).

Penicilli bivertisillat simetrik, konidiofor 180-200 x 2,5-3 pum, metula 4-6
adet, 8-11 x 2-2,5 pum, sterigma her metulada 4-5 adet, 8-10 x 2-2,4 um, konidia elips
sekilli, diizgiin 3-3,5 x 2-2,5 pm, konidia zinciri 50-80 pm’dir meveuttur (Sekil
4.2.43C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2,5-3 cm
capinda koyu yesil, koloni merkezi kabarik, kenarlar diizensiz, tGzeri pitiirli, koloni
tersi truncu-kirmizi renktedir. Koloniler iki haftadan sonra da buyimeye devam
eder. Truncu renkli miselyum mevcuttur. Agarda pigmentasyon olusturur. Koku ve

eksiida bulunmaz (Sekil 4.2.43B).
4.2.44 Penicillium janthinellum Biourge (1923)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 5-6 cm
¢apinda, bazal miselyum sari-portakal renkli, koloniler kadifemsi merkezde kabarik,
merkezden orta kisma dogru kisa katlanmalar mevcuttur. Sporulasyon orta derecede
diizensiz, merkezde ve orta kissmda daha yogun, koloni alt yiizey rengi sari-turuncu
veya sari-trucu-yesilimsidir. Eksiida bulunmaz kokusu kif kokusunu andirir (Sekil

42.44 A).

Penisilli asimetrik, divarikat, konidioforlar 150-400 x 3-3,5 um, dikenli
bazende piiriizlii gérinimde, dallar 10-45 x 2,5-3 um, dikenli, metula 10-22 x 3 pm,
sterigmata 7-10 x 2-2,5 pum, konidia elips veya globoz, ¢ok ince piiriizlii 3-3,5

um’dur (Sekil 4.2.44 C).
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Sekil 4.2 43 Penicillium islandicum A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
ar’da C) Penisilli ve konidia.
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Sekil 4.2 44 Penicillium janthinellum A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia.
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Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-4 cm
capinda kadifemsi, graniillii, diiz, merkezde kabarmus, ince katlanmalar yer alir,
eksiida kiigiik renksiz damlaciklar halindedir. Kokusu kiifii andinir. Ters ytizey rengi
koyu sari-kahverengidir (Sekil 4.2.44 B).

4.2.45 Penicillium lanoso-griseum Thom (1930)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3 cm
capindadir. Koloni kenarlarinda 1-2 mm genisliginde biyiime zonu yer alir. Koloni
ylizeyi yiiniims, yesil-gri renkli, gevsek dokulu, 1-2 mm yiksekliginde lanoz bir
yapidadir. Eksiida renksiz damlaciklar halinde, kokusu hafif, koloni ters yiizeyi
renksizdir (Sekil 4.2.45 A).

Penisilli asimetrik, 30-50 x 3-3,8 pm, dikenli, dallar bir veya daha fazla, 15-
25 x 3-3,5 um, dikenli, metula 14-18 x 3-3,5 um, sterigma 8-10 x 2,5-3 pm, konidia

elips seklinde, 3-3,50m, diizgiindir (Sekil 4.2.45 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4-5 cm
capinda, zonat sporulasyonca zengin, grimsi-yesil renkte, konidioforlar 1-2 mm
yiiksekliginde, koloni ters yiizeyi donuk sarimstdir. Ekstda yok, koku hafiftir (Sekil
4245B).

4.2.46 Penicillium martensii Biourge (1930)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-4 cm
capinda, digta 2-3 mm genisliginde kenarlari diizensiz bir bilylime zonu mevcuttur.
Koloni dig kenar mavimsi-yesil renkli, merkez kismi kabarik, tizerinde fasikiller
mevcuttur. Ekstida az, sant renkli, olgunlagma ile orta kisim grimsi-yesile donasur.
Kokusu hafif, kifimsii, Koloni ters yiizeyi once sarimsi sonra ceviz rengindedir

(Sekil 4.2.46 A).

Penisilli asimetrik, bivertisillat, 200-250 um, konidiofor septali, dikenli,
175-250 x 3,5-4 pum, dal bir adet, 18-22 x 3,5-4 um, metula 10-13 x 3 pm, dikenli,
sterigma 3’er adet, 8-13 x 2-2.2 um, sporun oldugu ugta daraliyor, konidia globoz,

diizgiin, 4 pum, konidia Zzinciri 75-170 pum’dur (Sekil 4.2.46 C,D).
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Sekil 4.2.45 Penicillium lanoso-griseum A)
Agar’da C) Penisilli ve konidia

‘zapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
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Sekil 4.2.46 Penicillium martensii A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C)Konidia zinciri ve piiriizlii konidiofor D) Penisilli ve konidia
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Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2-2,5 cm
diiz, kadifemsi, merkezinde demetler mevcuttur. Koloni kenarlarinda farkhliklar
vardir. Eksiida yoktur. Kokusu kuf okusunu andirir. Koloni ters ylizeyi turuncu-

kahverengidir (Sekil 4.2.46 B).
4.2.47 Penicillium melanigrium Biourge (1923)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 5 cm
capinda, koloni yiizeyi sar-yesil renkte, merkezde az, orta kisimda ve kenarlarda
yogun sporulasyon, koloni yiizeyi kadifemsi, diiz, kenarlarda beyaz renkte 0,5 cm
genisliginde bazal miselyum goritlir. Merkezin bir cm disindan gevreye yayilan
1sinsal gizgiler meveuttur. Koloni kenarlari ince, diizgiin, eksiida renksiz, bol koku

hafif, meyvemsi, koloni ters yiizeyi koyu sart renktedir (Sekil 4.2.47 A).

Penisilli asimetrik, konidiyoforlar 180-200 x 2,5-2,8 um, dal 1-2 adet, 15-
28 x 2,5-3 um, metula dallar 4zerinde 3-4 adet, 10-12 x 2-2,5 um, sterigmata her
metula 6zerinde 5-7 adet, 6-8,5 x 2-2,2 pm, konidia elips sekilli 3-3,5 x 2,8-3 um,
diizgiin, agik yesil renkte, konidia zinciri 100-150 um uzunlugundadir (Sekil 4.2.47
C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 6 cm

capinda, diiz, kadifemsi, koloni ters yiizeyi koyu sari renktedir (Sekil 4.2.47 B).
4.2.48 Penicillium notatum Westling (1923)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-3,5 cm
capinda, kenarlarda beyaz renkte 2-2,5 mm genisliginde beyaz, sik1 bir bazal
miselyum meveuttur. Koloni azonat, renk distan ige dogru mavimsi-yesilden koyu
nefti yesil tonlarinda, derin yariklar mevcuttur. Koloni teker goriiniimiinde merkezde
1 cm gapindak alanda eksiida kigitk damlaciklar halinde gorilir. Koku belirgin

degildir. Sari renkli pigmentasyon mevcuttur (Sekil 4.2.48 A).

Konidiofor 300-400 pm’ a kadar uzunlukta, 2-2,5 um capinda, diizgin
duvarly, dal 1 adet, 20-24 x 3-3,5 um, metula 3 adet, 12-15 x 2,5-3 pum, sterigma 4-5
adet, 8-10 x 2-2,5 pm, konidia 3-3,5 pum globoz, duzgin duvarli ancak 4-5 pm

capinda olanlarda mevcuttur (Sekil 4.2.48 C).
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Sekil 4.2.47 Penicillium melanigrium A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia.
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Sekil 4.2.48 Penicillium notatum A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia
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Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 5-5,5 cm
capinda diiz ve kadifemsidir. Eksida yok, koku belirsizdir. Koloni ters yiizeyi
turuncu kahverengidir (Sekil 4.2.48 B).

4.2.49 Penicillium olivino-viride Biourge (1923)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-3,5 cm
capinda, 1-2 mm genisliginde krem-kahverengi bilyiime zonu mevcuttur. Koloniler
kadifemsi goriniimde olmakla beraber koloni kenarlarinda ve merkezde konidiofor
demetleri mevcuttur. Koloni rengi beyazdan sarimsi-yesil, sari-kahve ve yesil
tonlarina kayar. Yiizeyde hafif¢e radial ¢izgilenme vardir. Koloni alt1 koyu saridan
visnemsi kahverengi tonlarina kaytyor. Kokusu kuvvetli, toprak kokusunu andirir.
Eksiida bulunmaz (Sekil 4.2.48 A).

Konidiofrolar 150-180 x 3,5-4 pm, septali, ¢ok ince dikenli, penisilli, 80-
100 pm, asimetrik, dal 1-2 adet, dizensiz dallanmus, 20-40 x 3-3,5 um, metula 2-4
adet, 9-15 x 3-3,5 um, sterigma 3-5 adet, 9-11 x 2,5-3 um, konidia, globoz veya
subgloboz, 3-3,5 pm, tizeri ince piirizladir (Sekil 4.2.48 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3,5-4,5 cm
¢apinda, 2 mm genigliginde beyaz renkte biiyiime zonu meveuttur. Koloni yiizeyi
mavimsi-yesil, kadifemsi, hafifce zonattir. Koloni ters yiizeyi koyu kayisi renginde,

konidioforlar dikenlidir. Kokusu elma kokusunu andirr (Sekil 4.2.48 B).
4.2.50 Penicillium oxalicum Currie ve Thom (1915)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4-4,5 cm
capinda, diiz, kadifemsi, koloni kenarlari diizgiin, ¢ok hafif zonat, koloni ytizeyi
kenarlarda mavimsi yesil tonunda, merkezde ve orta kisimlarda yag yesili
tonundadir. Sporulasyonca zengin, biiyiime zonu 1-2 mm , genigiginde, seffaf,

eksiida yok ve koku belirgin degildir. Koloni ters yiizeyi renksizdir (Sekil 4.2.50 A).

Penisilli, asimetrik, bivertisillat, konidioforlar 100-15-x 3,5-4 pm, diizgiin
duvarly, dallar 10-15 x 3,5-4 pum, metula 2-4 adet,15-18 x 3-3,5 um, sterigmata 6-8
adet, 10-15 x 3-3,5 pm, konidia elips seklinde 4,5-6 x 3-3,5 um’dur (Sekil 4.2.50
cp). w
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Sekil 4.2.49 Penicillium olivino-viridae A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia.
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Sekil 4.2.50 Penicillium oxalicum Ay Czapek-Dox Agar’da B) Malt
Extract Agar’da C) Penisilli ve konidia.
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Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkibe edilen koloniler 4,5-5 cm

capinda, sporulasyonca zengin ve 1§insal gizgiler igerir ($ekil 4.2.50 B).
4.2.51 Penicillium palitans Westling (1930)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-4 cm
capinda once agik yesil daha sonra koyulagir ve grimsi-kirli-yesil bir renk alir.
Koloni yiizeyi sporulasyon bakimindan gok zengindir, granilli bir gériinimii vardir.
Merkezde hafifge yiikselmis, hafif zonat ve 1sinsal ¢izgiler igerir. Kaf kokulu ve
eksiidalidir. Eksiida koyo sart renktedir. Koloni alt yiizeyi ise kirli-sari-kahverengi
arasindadir (Sekil 4.2.51 A).

Penisilli asimetrik, konidiofor yiizeyi puriizliidiir. Konidioforlar 120-150 x
3,5-4 um ebadinda dal 1 veya 2 adet, 18-22 x 3,2-3,8 um, metula 3-4 adet, 12-14 x 3
wm, sterigma 4-6 adet, 8-10 x 2,5-3 pm, konidia geng evrede elips sekilli, olgun

evrede subgloboz, 3,5-4,5 pm hatta 5 um ye kadar ol¢tilmustar (Sekil 4.2.51 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4-4,5 cm
capinda, sporulasyonca zengin, diizdiir. Koloni ters ylizeyi sarims kahverengidir

(Sekil 4.2.51 B).
4.2.52 Penicillium puberulum Bainier (1907)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-4 cm
apinda, 6nce beyaz daha sonra ortada mavi-yesil renkte, kadifemsi sporulasyon
bolgesi olusur. Daha sonra merkez kismi 2 cm gapinda zeytin yesili-gri renk alir.
Merkezi kisminda kiigiik bir umbo mevcuttur. Koloni yiizeyi azonat, sporulasyonca
zengin, olgunlagma ile hafifce zonat hale gelir. Koloni kenarinda 1 mm genisliginde
beyaz renkte biiyiime seridi gozlenir. Koloni ters yizeyi sarimsidir.  Eksiida

bulunmaz, kokusu kiffiimstdur (Sekil 4.2.52 A).

Penisilli asimetrik, 60-80 pm, konidioforlar 150-220 x 3,5-4 pm, dikenli,
dal 1 adet, 12-20 pm x 2,5-3 pm ebadinda dikenli, penisilli, asimetriktir. Metula 2-4
adet, 9-14 x 2,5-3 pm, sterigma 3-5 adet, 7-10 x 2-3 pum dir. Konidia globoz veya

subgloboz, diizgiin duvarli 3-3.5 um dir (Sekil 4.2.52 C).
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Sekil 4.2.51 Penicillium palitans A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia.
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Sekil 4.2 .52 Penicillium puberulum A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penicilli ve konidia
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Sekil 4.2.53 Penicillium roseo-purpureum A) Czapek-Dox Agar'da B) Malt
Extract Agar’da C) Penisilli ve konidia.




Sekil 4.2.54 Penicillium rubrum A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract Agar’da
() Penisilli ve konidia.
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Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkube edilen koloniler 5,5 c¢cm
capinda, mavi-yesil koloni kenarlarinda 1ginsal katlanmalar igerir. Koloni merkezi

hafifge kabarik, sporulasyonca zengindir (Sekil 4.2.52 B).
4.2.53 Penicillium roseo-purpureum Dierckx (1901)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 1,5-2,5 cm
capindadir. Kenarlar yiikselmis ve girinti, ¢ikintilar mevcuttur. Orta kisim daha
cukurdur. Merkezde yiikselme ve diizensiz katlanmalar mevcuttur. Sporulasyon
kenarlarda yogun ve agtk grimsi-yesil renktedir. Orta kisimlar daha gok et rengi veya
soluk pembemsi renktedir. Merkezde sporulasyon hafif ve grimsi beyaz renktedir.
Koloni alt yiizey rengi pembemsi-portakal renklidir. Eksiida yok ve koku belirsizdir
(Sekil 4.2.53 A).

Penisilli monovertisillat, konidioforlar graniilli, 35-45 x 2-2,5 pm,
sterigmata, 3-6 adet, 4-6 x 1,5-2um, konidia, globoz, 2,5-3 um veya 3 x 2-2,5 um

subgloboz, konidia zinciri 70-85 um’dur (Sekil 4.2.53 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2-2,5 cm
capinda, agik-greemsi yesil renkte, koloni ters yiizeyi portakal-kahverengidir. Eksiida
ve koku bulunmaz (Sekil 4.2.53 B).

4.2.54 Penicillium rubrum Stoll (1904)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkilbe edilen koloniler 1,5-2 cm,
strly, ¢ok ince diz, kadifemsi, sporulasyon zayiftir. Geng evrede koloni rengi
merkezin disinda beyaz ince ve tiyliimsii goruniimde, merkezi agik yesil koloniler
daha sonra kirmizi renk alirmerkez kiigiik yesil bir nokta halindedir. Eksiida gok

ince, koku belirgin degildir. Koloni alt ytizey rengi kan kirmizisidir (Sekil 4.2.54 A).
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Sekil 4.2.55 Penicillium rugulosum A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract Agar’da
() Penisilli ve konidia.
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Sekil 4.2.56 Penicillium solitum A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract Agar’da
C) Penisilli, konidia ve konidia zinciri
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Penisilli simetrik, bivertisillat, konidioforlar diizgiin duvarli bazen yer yer
graniillii, agik yesil veya kirmizimsi renktedir. 150-180 x 2,5-3,2 um, metula 5-8
adet, 8-10 x 2-2,5 um ebadinda, sterigma 4-6 adet, 8-10 x 2-2,5 um ebadinda,
konidia elips bigimli, diizgiin yiizeyli, 3-3,5 x 2-3 um ebadinda, hatta 4-4,5 x 3 um
ebadinda gozlenmistir. Konidia zinciri 30-50 um’dir (Sekil 4.2.54 C) .

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 6-8 c¢m
capinda, kadifemsi diiz ve ince, fistik yesili renkte, dista daha koyu bir zon gorulur.
Koloni yiizeyi graniillii, merkezde radial katlanmalar mevcuttur. Koloni kenarlarinda
lanozdur. Coziilebilir pigment nedeniyle koloni kenarlar: kan kirmizisi renkte, koloni
alt1 ise siyahimsi kahverengidir. Bu ozellik bekleme siiresi arttidinda daha iyi

gozlenmistir (Sekil 4.2.54 B).
4.2.55 Penicillium rugulosum Thom (1910)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 1-1,5 cm
capinda, batik miselyum et renginde, koloni kenarlari dantelimsi, girintili gikintili,
merkezi kisim hafifce yiikselmis, konidial yapt sarimsi-yesil renkte, eksida yok,

koku belirsiz, koloni ters yiizeyi leylak tonundadir (Sekil 4.2.55 A).

Konidioforlar 45-90 x 2,5-3 um, dizgin, bazilart dikenli yapida,
bivertisillat ve simetrik, metula 3-5 adet, 8-12 x 2,5-3 um, sterigmata 5-7 adet, 8-10
x 2-2,5 um, konidia globoz, 2,5-3 um veya subgloboz 2,5-3 x 2 um, konidia zinciri
50 um dur (Sekil 4.2.55 C,D).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2-2,5 c¢m
capinda, merkezi hafif kabarik, leylak yesili renginde, sporulasyonca zengin, koloni
kenarlarindan orta kisma kadar olan mesafede radial kivrimlar gozlenir (Sekil 4.2.55

B).
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Sekil 4.2.57 Penicillium soppii A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract Agar’da
C) Penisilli ve konidia.
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Sekil 4.2.58 Penicillium stoloniferum Ay Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia.
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4.2.56 Penicillium solitum Westling (1911)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 5,5-6 cm
(tek koloni ekimlerinde 8 cm) capmdadir. Stk dokulu kalin bir bazal miselyum
vardir. Koloni yiizeyi yiinimsi, funikulat, mavi-yesil renkli, yasl koloniler ham
keten rengi ile zeytuni arasindadir. Koloni kenarinda hafif bir zon gozlenir. Koloni
dis kenari beyaz renklidir. Eksuda yoktur. Koku belirgin degildir. Koloni ters yiizeyi
renksiz veya koloninin yanstyan rengini ve biiklimiint veren bir koyuluk tasir (Sekil

42.56 A).

Penisilli 45-50 pum dur. Konidioforlar diizgiin duvarl, 320-380 x 3-3,4 um
dur. Dallar 12-18 x 2,5-3 um metula her dalda 3-4 adet olup, 8-13 x 2,5-3 um dur.
Sterigma, her metulada 6-9 adet olup, 10-12 x 1,5-2 pum dur. Konidia elips seklinde,
diizgiin duvarh ve 3,5-4,5x3-3,5 um dur (Sekil 4.2.56 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4,5 5 cm
dir. Sporulasyon gok yogundur. Funikuloz yapidadir. Renkler ve diger ozellikler
aynidir (Sekil 4.2.56 B).

4.2.57 Penicillium soppii Zaleski (1927)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-3,5 cm
capinda krem renkli, kadifemsi, merkezde kabarik demetler var, orta kisimlar kabarik
ve katlanmalar mevcut, kenarlarda incedir. Sporulasyon ge¢ ve agik zeytin yesili
renginde ortaya gikar. Koloni tersi kirli sari-pembe renkte. Eksiida yok denecek

kadar az, koku yok (Sekil 4.2.57 A).

Penicilli asimetrik, divarikat, konidiofor koloni merkezinde 1 mm kadar
yiikselmekte 2,5-3 pum eninde, metula 3-5 adet, 8-16 x 2,6-3 um, bazi metulalar
konidiofor tizerinde monovertisillat yapilar gibi gorinmektedir, 9-13 x 2,5-3 pm,
sterigma 4-6 adet, 7-8,5 x 2,2-2,6 um, diizgin, konidia globoz, subgloboz 2,5-3 pm,
diizgtindiir (Sekil 4.2.57 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkibe edilen koloniler 5-5,5 cm

¢apinda, Czapex Dox Agar’da ki koloni goriiniimiine benzer gorintimdedir. Koloni



C)
Sekil 4.2.59 Penicillium tardum A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia.
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Sekil 4.2.60 Penicillium variabile A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilii ve konidia.
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ters yiizeyi kirli saridan koyu-siyahimsi sartya dogru degismektedir. Koloni alti
1s1nsal, kenarlarda ve merkezde daha koyudur (Sekil 4.2.57 B).

4.2.58 Penicillium stoloniferum Thom (1910)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2,5 cm
capinda kenarlarda gok ince mavi sporulasyon bolgesi, i¢ kisimlarda gri-yesilimsi
tonunda kadifemsi, alt yiizeyi kirli-sari, eksiida kiigiik ve biiyiik damlaciklar halinde
koyu sari renkli, koku belirgin degil, koloni kenarlarinda stolonlar meveuttur. Koloni

kenarlar1 ince, orta kisimlar hafifge yiikselmigtir (Sekil 4.2.58A).

Penisilli 650-600 um, asimetrik, valutina, dal, 1 adet, 25-30 x 3-4 (Sekil
4.2.55 B).metula 3-5 adet, 8-11 x 3,5 pm, sterigma 5-8 adet, 7-8 x 2,5-3 um,
konidiofor 150-200 x 3,5-4 pm, konidium 2,5-3 pum, gen¢ iken elips daha sonra

yuvarlak, konidi zinciri 300-400 um dur (Sekil 4.2.58 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3,5-4 cm
capinda, digta 1-2 mm genisliginde renksiz batik miselyum var, koloniler gri-yesil
renkli, zonat, ince, eksiida koku yok, koloni ters yiizeyi koloni yiizeyi ile ayni
renktedir (Sekil 4.2.58 B).

4.2.59 Penicillium tardum Thom (1930)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2,5-3 cm
capinda once beyaz daha sonra sarimsi-grimsi-yesil renktedir. Koloni kenarlarinda 2
mm genisliginde batik miselyum bulunur. Koloniler gok ince, bazal miselyum sar
renkte, diiz, sporulasyon sinirli, koku belirgin degil, eksiida gok ince ve renksizdir.

koloni ters yiizeyi agik sar1 renkli, merkezde kahverengimsidir (Sekil 4.2.59 A).

Penisilli bivertisillat, simetrik, 30-35 pum, konidioforlar 100-120 x 2,5-3
pm, diizgiin, metula 3-5 adet, 8-11 x 2,5-3 um, sterigma bir vertisilde 6-8 adet, 12—
14 x 1,5-2 um, konidia elips veya subgloboz, 3-3,5 x 2,5 um, . diizgin, soluk yesil

renkte, hatta 5-6,5 x 3-3,5 um, ebadinda elips olanlari meveuttur (Sekil 4.2.59 C).
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Sekil 4.2.61 Penicillium varians A) Czapek-Dox Agar’da B) Penisilli ve Konidia

155



Sekil 4.2.62 Penicillium viridicatum A) Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Penisilli ve konidia.




Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 3-3,5 cm
¢apinda flokkoz, 1,5-2 mm yiiksekliginde, konidial alanlar mavimsi-yesil renktedir.

Koloni ters yiizeyi kirli sari-portakal renktedir ($ekil 4259 B).
4.2.60 Penicillium variabile Sopp (1933)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2,5-2,8 cm
capinda, kadifemsi veya hafif graniilli, kenarlarda ince 1-2 mm batik yesilimsi-sar
miselyum gézlenir. Koloni rengi distan ige dogru nefti yesil veya soluk zeytin yesili,
merkezde genig krem rengi steril alanlar ve hafif radial dallanmalar meveuttur. Bazi
kolonilerde merkezde beyaz renkli demetler meveuttur. Kif kokuludur ve eksida

bulunmaz. Koloni ters yiizey rengi krem sart renktedir (Sekil 4.2.60 A).

Konidioforlar bivertisillat simetrik, 100-275 x 2,5-2,8 um, dizgin duvarly,
metula 4-7 adet, 14-17 x 2,5-3 um, sterigma 5-7 adet, 7-9 x 2-2,5 um konidia 3-3,5 x
2-2,5 pm, diizgin duvarl, elips sekillidir (Sekil 4.2.60 C).

Malt Extract Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2 cm
capinda, kenarlar diizgiin, sporulasyonca zengin, mavi-yesil renkli, kenarlarda 1 mm
genisliginde beyaz buiyime zonu , onun da diginda batik miselyum bulunur. Eksiida
kirli sarirenkte, kurudugu yerde iz birakir. Koloni yiizeyi kaba goriinimld, hafifce

kabartk, koku belirgin degil, tersi turuncu kahverenklidir (Sekil 4.2.60 B).
4.2.61 Penicillium varians Smith (1933)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2-3 cm
capinda, zonat, diizgin, parlak, kadifemsi, koloni yiizeyi igne ile dokunuldugunda
kolayca kalkar. Sporulasyon orta diizeyde, soluk, grimsi-yesil, kokusu kifumsi,

eksiida yok, koloni ters ylzeyi yesilimsi-sari renktedir (Sekil 4.2.61 A).

Penisilli bivertisillat simetrik, Konidiofor, metula ve sterigmalarda yesilimsi
ton hakimdir. konidioforlar diizgiin veya hafif purtizlu, 35-45 x 3-4 um,
konidiofordan ¢ikan septali hiicre uzantilart gozlendi. Metula, 2-3 adet, 10-12 x 2,5-
3,5 pum, sterigma, 3-5 adet, 9-11 x 1,5-2 pm, lanseolat, konidia, 2,5-3 x 2um, oval,

konidia zinciri uzun, 150-180 um’ dir (Sekil 4.2.61 B).
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Sekil 4.2.63 Acremoniun tubakii AYCzapek-Dox Agar’da B) Zincir seklindeki
kiamidosporiar C) Konidioforiar ve konidia
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Sekil 4.2.64 Alternaria alternata Ay Czapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da koloni gériiniimii C) Makrokonidia, mikro konidia ve konidioforlar

159



Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 5-6 cm
capinda, 1 mm ye kadar yiikselen flokkoz yapidadir. Czapec Agarda oldugu gibi
grimsi-yesil renktedir. Eksiida ve koku belirsizdie. Koloni alt ytzeyi sari-portakal

renklidir. Koloninin olgunlagmast ile daha da koyulagir, Kahverengimsi bir renk alir.
4.2.62 Penicillium viridicatum Thom (1911)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2,5-3 cm
gapinda, azonat, koloni kenarinda krem-sarimst renkte bir bazal miselyum yer ahr.
Koloni yiizeyi kadifemsi olup merkeze dogru granular yapi gozlenir. Merkezi kismi
demetle halindedir. Sporulasyon kenarlarda kistmda ve orta kisimda yogundur.
Konidial gelismenin yogun oldugu bolgeler koyu-sarimst-yesilimsi renktedir.
Yaglanma ile birlikte renk koyulagir. Eksiida yoktur. Koku gok belirgin degildir.

Koloni ters yiizeyi renksizden sar1 renge dogru bir geligme gosterir (Sekil 4.2.62 A).

Penisilli 50-65 pm, asimetrik, konidiforlar 250-400 x 3-4 pm, yizeyi
dikenli, dal 2 adet, 20-30 x 3,5-4 um, metula 3-5 adet, 12-14 x 2,5-3 pm, dizgin,
metulalarda sterigmalarin ¢iktig1 tist kisminda 5-6 um’ a varan genislemeler gozlenir.
Sterigma herbir metula iizerinde 5-7 adet 7-8 x 2 pm, konidia 2,5-3 x 3-4 um
subgloboz veya 3,5-4 x 3 um elips seklinde, hava kabarcigi icinde yapilan
gozlemlerde konidia yiizeyi kaba olarak gozlenmigtir (Sekil 4.2.62 (@)%

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4-4,5 cm
capinda, koloni kenarinda 2-3 mm genigliginde beyaz renkli bazal miselyum
gozlenir. Koloniler kadifemsi, az ¢ok zonat, kenarlarda ve merkezde demetler
meveuttur. Koku ve eksiida yoktur. Koloni alt yiizeyi sarimsi renklidir (Sekil 4.2.62

B).
4.2.63 Acremonium tubakii Gams (1971)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler, 1-1,5 cm
capinda, beyaz, granilly, kenarlarda ince, hafif zonat, merkezde 0.5 cm ¢apinda
kugiik bir umbo meveuttur. Koloni tersi Czapek-Dox Agarda mavimsi mor
pigmentlidir ancak Malt-Extract Agar’da timilyle beyaz kalmakta, higbir kararma

goriilmemektedir (Sekil 4.2.63 A).
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Sekil 4.2.65 Alrernata pleuroseptata Ay Czapek-Dox Agardaki goriiniimi
B)Mait Ekstrakt Agar’daki gorinumive C) Makrokonidia,
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Konidiofor seffaf,septasiz, dikensiz, 25-85 um uzunlugunda, konidiler

silindirik, 34,5 x 1-1,5 pum’ dir (Sekil 4.2.63 B,C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 1,5-2 cm
¢apinda, kenarlarda ince, beyaz renkli, kireg goriinimiinde, koloni ytizeyi merkezde
diizensiz hafif kabarikliklar igerir. Orta kisimdan dig kisma dogru radyal yariklar

mevecuttur. Koloni tersi renksizdir.
4.2.64 Alternaria alternata (Fr) Keissler (1912)
Sinonim:
Alternata tenuis Nees 1816
Torula alternata Fr. 1832
Macrosporium tomato Cooke 1883
Telemorflar: Clathrospora dipsospora (Ellis ve Everth. 1894) Wehm. 1954
Clathrospora elynae Rabenh. 1854
Leptosphaera heterospora (de Not. 1863) Niessl 1972

Czapex Dox Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 7 cm, geng
evrede miselyum pembe, olgunlastiginda koloni merkezinde 1 cm lik bir alan
diginda, kirli sari ve zeytin yesilinden olugmus zonlar goriliir. Koloni ytzeyi
ylniimsii, ortada 1-2 mm yiikselmis, kenarlarda incedir. Koloni ters yiizeyi

merkezde siyah kenarlarda pembemsidir (Sekil 4.2.64 A).

Konidioforlar 40-45 x 3-5,5 pum, konidia uzun, ovoid, veya elipsoid, gaga
kisa veya silindirik, konidialarnn tigte biri kadardir. Konidialar altin sarist ve
verrukulozdur. Cogunlukla enine, bazilarinda boyuna olmak tizere 4-7 bolmeli, 15-

60 x 8-14 pum dur (Sekil 4.2.64 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 5,5 cm koyu

yesilimsi-siyah renkte, kadifemsi, kenarlarda 1-2 mm genisliginde beyaz bir zon
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O D)

Sekil 4.2.66 Cladosporium cladosporivides A)Czapek-Dox Agar’da B) Malt
Extract Agar’da C) Konidia D) Konidiofor ve konidia
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Sekil 4.2.67 Cladosporium herbarium A)YCzapek-Dox Agar’da B) Malt Extract
Agar’da C) Konidiofor, makro ve mikro konidia
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bulunur. Koloni ters yiizeyi kahverengi-siyah, merkezde siyah, yer yer siyah cizgiler

mevcuttur. Koku belirgin degildir (Sekil 4.2.64 B).
4.2.65 Alternaria pluriseptata (Karst.veHar.)Jorstad

Czapex Dox Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4,5-5 cm
capinda, kenarda 1-2 mm batik miselyum, en dista zeytin yesili 1-2 mm inceliginde
bir zon, orta kisim, krem-agik kahverengi, merkezi kismu kahverengi ve 0,5 cm
¢apinda, 5 mm yiikselmig, koloni alti ayni renklerde, merkezi siyah renktedir ($ekil

4.2.65 A).

Konidiumlar gagali, 3-7 bolmeli, orta kisim altin sarist gaga haric 30-65 pm

uzunlugunda, 12-15 um genisliginde, gaga 12-22 x 3-3,5 um, konidiofor ylizeyi
dikenli, 20-30 x 3-4 um dur (Sekil 4.2.65 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4-4,5 cm
capinda koyu yesil, tizeri eksiidali, koloni kenart 2-3 mm genisliginde beyaz renkli,
daha sonra yesile donen bir bazal miselyum vardir. Koloni altr kirli sari-kahverengi,

kirmizimsi kahverengidir (Sekil 4.2.65 B).
4.2.66 Cladosporium cladosporioides (Fres.) de Viries (1952)

Czapex Dox Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 2,5-3 cm
capinda kenarlart diizensiz, ince, koyu yesil, renk kenarseridinde daha koyu, koloni

alt1 yesilimsi siyahtir. Ekstida ve koku bulunmaz (Sekil 4.2.66 A).

Ramikonidia 17-20 x 3,5-4um, sisman konidia 4,5-9 x 4-4,5um, dizgiin
¢eperli, konidiofor eni: 4um, konidioforlar dalli bolmesizdir (Sekil 4.2.66 C,D).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler 4-5,5 cm

capinda, koyu yesil renkte, koloni alt ytizey rengi yesilimsi-siyahtir (Sekil 4.2.66 B).
4.2.67 Cladosporium herbarium (Pers) Link ex S.F. Gray (1821)

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler, 1-1,5 cm

gapinda, zeytin yesili, kadifemsi, kenarlarda ince, biiyime zonu 1-2 mm, once beyaz

165



C)

Sekil 4 2.68 Fusarium javanicum AyMalt Extract Agar’da koloni B) Terminal
klamidosporlar C) Makrokonidia ve klamidosporlar
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B)

Sekil 4.2.69 Mucor circinelloides f. circinelloides A) Malt agarda koloni
B) Sporangiofor, sporangia ve sporangiosporlar
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O

Sekil 4.2.70 Rhizopus stolonifer var. stolonifer A)Malt Extract Agar’da koloni
goriiniimii B)Sporangiosporiar C) Sporangiofor ve sporangia.
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sonra krem renkte, koloni ters yizeyi yesil renktedir. Dista krem renkli bazal

miselyum gorilir (Sekil 4.2.67 A).

Konidioforlar diz, Gzeri sigilli, 200-250 x 3-5 um, interkalar Giskinlikler 7-
8,5 um capinda, ramokonidia 22-35 x 2,5-3 pm, gigman konidia 5-8 x 3-4,5um
ebadinda, genellikle bolmesiz, bazen 1 bolmeli, ¢ok ince dikenlidir. Konidiofor
septali 2,5-3 um enindedir (Sekil 4.2.6 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler, 3-4,5 cm
¢apinda, koyu yesil kadifemsi, kenarlarda ince, merkezde kiigiik bir umbo olusturur.

Umbodan kenarlara dogru yariklar mevcuttur. Keskin kiif kokulu, koloni tersi yesil-
styah renktedir (Sekil 4.2.67 B).

4.2.68 Fusarium javanicum Koord

Czapex Dox Agar’da 25°C de iki hafta inkiibe edilen koloniler tiim koloni
yuizeyini kaplayan beyaz pamuksu bir miselium olusturur. Koloni alt yiizey rengi
sarimsi-kremdir (Sekil 4.2.68 A).

Konidioforlar 7-15 x 2-2,5 um, makrokonidia 45-50 x 3-3,5 um, uglan
kivrik 1§ seklinde 3-5 hiicreli, klamidosporlar 8-10 x 7,5-9 um, clamidospor zinciri

600-800 pwm’dur (Sekil 4.2.68 C).

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler yesil renkte,
ve etrafinda beyaz miselyum gozlenir (Sekil 4.2.68.B).

4.2.69 Mucor circinelloides f. circinelloides van Tiegh

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler tiim petri
ylizeyini kaplar, koloni yiksekligi 5 mm’den daha fazla olup gri-kahverengidir.

Koloni ters ylizeyi sarimsi renktedir (Sekil 4.2.69 A).

Sporangioforlar 14-16 um genisliginde, tekrarlanan simpodial dallanmalar
gOsterir. Sporangia 80-110 pum, kahverengi, kolumella 42-50 x 37-40 pum, oval,

globoz, sporangiofor 14-16 um genisliginde, sporangiosporlar 4-8 x 3 um elips

sekillidir (Sekil 4.2.69 B).
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4.2.70 Rhizopus stolonifer var. stolonifer (Ehrenb. : Fr.) Vuill.

Malt Extract Agar’da 25° C de iki hafta inkiibe edilen koloniler hizla

geliserek tim petri ylizeyine yayilir.

Miseller seffaftir (Sekil 4.2.70 A).

Konidioforun altinda pigmentli iyi gelismis bir rizoid igerir. Stolon tizerinde

sporangioforlar 1900-2650 x 10-16 um, duvar: diizgiin, i¢i granilli gorinimli, sari-

kahverengi ve kolumellaya dogru hafifce genislemistir. Kolumella 90-150 x 60-120

um, grimsi-kahverengidir. Sporangium siyah, tozlumsu gorinimli, 250-270 um

capinda, sporangiosporlar 7-13 x 7-11 um, globoz, veya elipsoid, sarimsi-

kahverengi, uzeri ¢izgilidir. Geng evrede sporangiosporlarla dolu bir sporangium

mevcuttur. Olgunlagsma ile sporangiumlar patlar ve kolumella basiklagir (Sekil

4270 B,C).

4.3 Kiif Biiyiime Egrisinin Belirlenmesi

Tablo 4.3 Aspergillus alutaceus MUCL 39539 misel agirhgy/zaman cizelgesi

Zaman (Giin)

Kuru Misel Agirlig1 (mg)

1. 8

2. 141
3. 350
4. 566
3. 5353
6. 712
7. 514
8. 483
9. 531
10. 512
11. 511
12. 487
13. 472
14. 460
15. 475
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Tablo 4.3 (devam)

16. 458
17. 468
18. 478
19. 441
20. 434
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Sekil 4.3 Aspergillus alutaceus (MUCL 39539) Biiyiime Egrisi

4.4 HPLC ile Okratoksin-A iiretiminin Belirlenmesi
4.4.1 Kati Kiiltiirde Okratoksin Uretiminin Saptanmas:

Standart suslar (Aspergillus alutaceus MUCL 39539 ve Aspergillus
alutaceus MUCL 39534) ve tamladigimz Aspergillus ochraceus 37-10 once kati
ortam (piring) kullamilarak yapilan ¢aligmada, iki seri olarak paralel denenmistir.
Aspergillus alutaceus MUCL 39539°da 0.3 ppb bizim izole edip tamladigimiz
Aspergillus ochraceus 37-10 da 5.0 ppb OA iretimi saptanmis ancak Aspergillus

alutaceus MUCL 39534’da Okratoksin Gretimi saptanmamuigtir.
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Tablo 4.4.1 Kat: Ortamda Okratoksin-A Ureten ve Uretmeyen Suslar

SUSLAR KOD OA(ppb)
Aspergillus awamori 10-8 Saptanmadi
Aspergillus carbonarius 4-1 2.0
Aspergillus ficuum 10-2 Saptanmadi
Aspergillus ficuum 10-4 Saptanmadi
Aspergillus foetidus var. acidus 46-4 Saptanmadi
Aspergillus foetidus var. pallidus | 4277 0.3
Aspergillus foetidus var. pallidus 10-7 0.2
Aspergillus foetidus var. pallidus 12-2 0.2
Aspergillus foetidus var. pallidus 18-2 0.2
Aspergillus foetidus var. pallidus 23-4 02
Aspergillus foetidus var. pallidus 35-1 0.2
Aspergillus foetidus var. pallidus 44-4 02
Aspergillus foetidus var. pallidus 51-6 03
Aspergillus foetidus var. pallidus 53-3 02
Aspergillus heteromorphus 10-1 Saptanmadi
Aspergillus japonicus 4/2 Saptanmadi
Aspergillus japonicus 15-1 Saptanmadi
Aspergillus alutaceus MUCL 39539 03
Aspergillus alutaceus MUCL 39534 Saptanmadi
Aspergillus ochraceus 37-10 5.0
Aspergillus tubingensis 31-6 Saptanmad:
Penicillium commune 10-3 Saptanmad:
Penicillium viridicatum 44-8 Saptanmadi
Penicillium viridicatum 52-6 0.3
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OA tretiminin diger suglarda denenmesine iligkin yaptigimiz ¢alismada

literatiirde daha 6nce yer almayan bizim izole ettigimiz 9 ayn Aspergillus foetidus

var. pallidus susu ile birlikte toplam 24 sus OA tireticisi olup olmadiklart yoniinden

kat1 ortama (piring) asilanarak incelenmistir. Elde edilen OA miktarlanTablo

4.2 4 1°de gorilmektedir. Ayrica , HPLC analiz raporlari, kalibrasyon tablosu ve

kalibrasyon egrist ile birlikte EK-A ‘da yer almaktadir. goriilmektedir.

4.4.2 Sivi Kiiltiirde Okratoksin-A Uretiminin Saptanmasi

Caligmamizda 1zole edip taniladigimiz ve katt ortamda Okratoksin-A

tireticisi olarak belirledigimiz Aspergillus ochraceus 37-10 sugu ile sivi kiiltiirde

yaptigimiz zamana bagli Okratoksin-A uretiminin belirlenmesi ¢aligmasinin

sonuglart Tablo 4.4.2 ve Sekil 4.4.2°de gorilmektedir.

Tablo 4.4.2 Aspergillus ochraceus 37-10’un Zamana Bagh Olarak Okratoksin-A miktar:
degisimi cizelgesi

Guinler 11 15 17 21 23 25
OA iliretimi 0.0 3.73 82.7 3.54 423 1.67
(ng/ml x 10%)
100
80
Okrfto 60
ksin-A Uretimi
(ngimi*e.) O
20
o]

-

16

Zaman {Giin)

25

Sekil 4.4.2 A.ochraceus 37-10'un Ochratoxin-A {iretiminin zamana bagh olarak degisimi
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4.4.3 Ekstraksiyon Metodunun Geri Kazanim Yiizdesi (%R)

Materyal metotta bahsedildigi gibi hazirlanan o6rnek diger orneklerde
oldugu gibi sodyum bikarbonatla ekstraksiyon islemine tabii tutulmustur. OA miktari
HPLC’de 9,6 ng/ml olarak okunmustur. Bu durumda ekstraksiyon metodunun geri

kazanim ytzdesi (%R): %96 olarak bulunmustur.
%R=9,6/10 x100 = 96
4.4.4 HPLC ile Okratoksin-A iiretiminin Saptanmasi

Biyiime egrisi ile saptanan stasyoner faz yaklasik 10. giinden sonra
baglamaktadir. Bizim izole ettigimiz A. ochraceus ile yapilan iki ayr1 denemede OA
tretiminin maksimuma ulagmasi 17. ginde olmustur. Aspergillus alutaceus MUCL
39539 susu da iki seri olarak bu galigmayla birlikte paralel olarak denenmistir ancak

OA uretimi saptanamamigtir.

OA dretiminin diger suslarda denenmesine iliskin yaptigimiz ¢aligmada
literatiirde daha 6nce yer almayan, bizim izole ettigimiz 9 ayr1 Aspergillus foetidus
var. pallidus susu denendi. Elde edilen OA miktarlari, HPLC analiz raporlart,
kalibrasyon tablosu ve kalibrasyon egrist ile birlikte EK-A ‘da yer almaktadir.
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S.  TARTISMA

Caligmamizda 11 farkli bolgedeki 23 baga ait 20 kuru ve 38 yag {zim
orneginin 1 gram’indaki kiif sayis1 materyal metotta belirtilen sekilde tayin edilmeye
caligtlmus, genel kuf florasi ortaya konmustur. Bu ¢aliymada yag ve kuru tziimlerde
potansiyel okratoksin-A ireticileri ortaya konmaya ¢ahgilmig, bu nedenle kuf
floralar1 ve kaf yogunluklan tespit edilmistir. Yeni OA {reticisi olan tirler
arastirilmis ve ornek olarak secilen turlerin OA tretim streleri ve miktarlari biytime

egrisine bagh olarak arastirilmistir.

Caliymamizda tanisi yapilan 323 izolatin %5571 (178 izolat), Aspergillus
genusuna, %29 u (92 izolat) Penicillium genusuna, %16’s1 (53 izolat), Fungi

Imperfecti ’ye aittir. Egemli Gireme devrelerine rastlanmamustir.

Genel mikrofungus florasi i¢inde Aspergillus tubingensis en sik rastlanan tur
olarak (% 11,4) saptanmustir. Bunu ikinci sirada A. foetidus var pallidus (%9,9),
ugtinci strada Cladosporium cladosporoides (%8,04) ve dordunci sirada A.
aculeatus (%6,19) ile Cladosporium herbarum (%6,19) takip etmektedir. Uziim
orneklerinin yas ve kuru olma durumlarina gore bakildiginda ilk dort sirayr alan
kiiflerin genelde her iki kosulda da bulundugu fakat yas Uziimlerde rastlanma

stkliginin daha fazla oldugu gozlenmistir.

Calismamizda ortaya koydugumuz baglarin kif yukleri ile bag ozellikleri
karsilastirildiginda ortaya gikan sonuglar; en dusiik kif yukine sahip 11, 14 ve 31
no’lu yas uziimlerin toplandigt baglar ile 40, 41 ve 43 no’lu kuru Uzinlerim
orneklerinin toplandig: baglarin ortak oOzellikleri hepsinin bakimli, kurutmalik ve

miicadele yapiliyor olmasidir.

En yitksek kif yukiine sahip 10, 7 vel3 nolu yag Gziim oOrneklerinin

toplandigt baglar ile 35, 45 ve 47 no’lu kuru iiziim 6rneklerinin toplandig1 baglarin



ortak 6zelligi (Tablo 3.1.1.2’de de goruldiigi gibi) ise en dasik kif yikiine sahip
baglarin 6zelliklerini tagimaktadir. Bu baglarda bakimlim, kurutmalhk ve micadele
yagilan baglardir. Bu baglardaki kif yikinin yiksek c¢ikmasi toprakta var olan
zengin kaf florasina ilave olarak iklime bagli faktorlerin de ise karigmasi, kuf

sporlarinin yagmur, vektorler ve riizgar vasitasiyla taginmasi olarak agiklanabilir

Farkli yonlerden alinan Gziim 6rneklerinin kiif yiikleri karsilastirildiginda
ise asmanin dogusundan alinan 6rnegin kuf yikii ile asmanin batisindan alinan
arasinda belirgin bir farklilik dikkati gekmektedir. Asmanin dogusundan alinan
orneklerin kaf yiikii asmanin batisindan alinanlara gore hayli yiiksektir. Benzer
durum asmanin kuzeyinden ahnén orneklerin kif yuk ile asmanin giineyinden
alinan omeklerin kif yikleri arasinda gozlenmemektedir. Asmanin batist ve
gineyinde mevcut riizgar esintileri ile nemin bir 6lgiide uzaklastirilabilmis
olabilecegi ihtimali, kif yiktunin azalmasi yoniinde olumlu bir etki yapmis

olabilecegini diisindirmektedir.

Asmanin tepesinden alinan 6rneklerin kiif yukler ile asmanin altindan alinan
orneklerin kuf yiikleri arasinda da belirgin bir farklilik gdzlenmemektedir. Asmanin

ortasindan alinan 6rneklerin kiif yitkleri de bu iki deger arasinda yer almaktadir.

Calismamizda ortaya koydugumuz baglarin kaf yikleri ile bag ozellikleri
kargtlastirildiginda ortaya carpict sonuglar ¢tkmistir. En yiksek kif yiikiine sahip 10,
7 vel3 nolu yas tizim orneklerinin toplandig: baglar ile 35, 45 ve 47 no’lu kuru
uzam Orneklerinin toplandig: baglarin ortak 6zelligi (Tablo 3.1.1.2°de de gorildigu
gibi) mucadele yapiliyor olmasidir. Bu baglardaki kuf yikiinin yiksek g¢ikmast
toprakta var olan zengin kiif florasina ilave olarak iklime bagl faktorlerin de ise
karigmasi, kif sporlarinin yagmur, vektorler ve riizgar vasitasiyla taginmast olarak

aciklanabilir

Her ne kadar siyah Aspergillus’larm ciddi saghk riski tagimadigi kabul
edilse de fermentasyon endiistrisinde kullanilan fungal suslarin mikotoksin tiretimine

biiyik onem verilmesi gerekmektedir(71).
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Okratoksin treten funguslar Penicillium ve Aspergillus genuslarina ait
turlerdir. Soguk iklimlerde OA, Penicillium tirleri tarafindan olusturulurken tropik

ve subtropik alanlarda Aspergillus’ lar tarafindan olugturuldugu bilinmektedir.(69)

Bizim c¢alismamizda genel kuf florast iginde Aspergillus genusuna ait
kiiflerin dominant olarak A.niger grubuna ait (%65) oldugu goriilmektedir. Bu durum
caligma alaninin A.niger grubunun tercih ettigi igin 1liman iklime ve neme olmas ile

agiklanabilmektedir (5).

Taksonomik ¢aligmamizda, bu konuda ¢alisan bir¢ok arastirmacinin da aynt
problemle karsilagtigi, dogru taksonomik siniflandirma yapabilmekte karsilagilan
guclikler bizim igin de sikinti yaratmaktadir. Bu konuda farkli otérlerin
simflandirmalari her zaman ayni degildir. Ornegin Raper et al. siniflandirmasindaki
Penicillium divaricatum’un un ozellikleri Samson ve ark. tarafindan tanimlanan
Penicillium verrucosum Dierckx var. verrucosum’a uymaktadir (97). Ayrica bazi
Penicillium suslarinin morfolojik ozelliklerinin de her zaman sabit olmayisi bu

konuda ¢aligan arastiricilarin gok siklikla karsilastiklar problemlerdendir.

Samson ve Pitt tarafindan da belirtilen isimlendirmeden ileri gelen
taksonomik problemlerde tip Orneginin tarli en iyi yansitan Grnek olmayist ve
isimlendirmede tlre ait onceliklere yer verilmeyisi (87) burada bizim de zaman

zaman karstlastigimiz bir problem olmustur.

Bununla birlikte herhangi bir tirin alt gruplarina uymayan tirler de
mevcuttur. Bunun nedeni bazi tirlerin genetik olarak stabil olmamast olabilir.
Gunimuzde kifler tzerinde vyapilan identifikasyon ¢aligmalarinda yalmzca
morfolojik, mikroskopik ve tirlerin tirettikleri maddeler (mikotoksinler, pigmentler,
enzimler gibi) kullamlmamakta ayni zamanda genetik 6zellikleri de arasgtiriimaktadir.
Genlerin  klonlanmast  ve biyokimyasal 6zelliklerinin  arastirilmast  farkli

Aspergillus’larin siniflandirilmasina yeni kriterler getirmektedir (87).

Okratoksin-A’y1 saptamak i¢in pek ¢ok metot kullamlabilir. Giinimiizde bu
amacla en ¢ok yiksek basing sivi kromatografisi (HPLC) cihazi kullanilmaktadir.
Bundan bagka ince tabaka kromatografisi ve enzim bagli immuno absorbsiyon

denemeleri de yapilabilmektedir. Temiz bir extrakt elde edilebilmesi bakimindan
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uriniin immunoaffinite kolon ile saflagtirilmasi avantajli bir yontemdir. Analitik
caligmalar  analitik datanin batinligiinin korunmasi i¢in Onemlidir. Referans

materyalinin kullanilmasi bu agidan 6nemli rol oynamaktadir (110).

OA saptanmas: i¢in pek ¢ok metot gelistirilmistir. Bunlar ince tabaka
kromatografisi, HPLC, Gaz kromatografisi, Enzim bagli immuno absorbent assay
(ELISA)’dir. Ekstraksiyon ve érneklerin temizlenmesi analizlerin en 6nemli ve en
fazla zaman alan bolimini olusturmaktadir. Bu sathadan kaynaklanan
olumsuzluklar direkt olarak sonu¢ iizerinde etkili olmaktadir. Matrikste kalan
ornegin alinmast da problemlere neden olabilmektedir. Literatiirde bu konu ile ilgili
pekgok yontem bulunmakla birlikte uygulanabilir olmas: ve geri alim yiizdesinin
yiksek olmasi gibi beklentileri karsilayan yontemler olduk¢a simrlidir. Son
zamanlarda geligtirilen immunoaffinite kolonlart OA’nin tutulmasi igin spesifik
ozellik tagimakla beraber rutin kullanimlar igin heniiz ¢ok pahalidir. Bu durum da
¢ok sayida analiz yapabilmeyi sinirlamaktadir. Enzim bagli immunoabsorbent
(ELISA) galismalar ise pestisitler, kan ve idrar ile ilgili calismalarda yaygin olarak
kullamimaktadir. Ancak pek ¢ok antikorun spesifik olmamasi ve gapraz reaksiyon

vermesi bu metodun dezavantajlarindandir (111).

Biiyiime egrisi ile saptanan stasyoner faz dénemi yaklasik 10. giinden sonra
baslamaktadir. Bizim izole ettigimiz A. ochraceus ile yapilan iki ayrn1 denemede OA

Uretiminin maksimuma ulagmast 17. giinde olmaktadir

Farkli substratlar toksin iretimini optimize etmek ic¢in kullaniimaktadir.
Filtenborg ve arkadaslart toksin iretimi i¢in Czapek Yeast Agar’t ve YES (Yeast-
Extract-Sucroz Agar) onermektedir (33). Bizim galismamizda kullandigimiz YES

Broth’ ta toksin Uretimi agisindan oldukga iyi sonuglar vermistir.

Zirai uriinlerde mikotoksin problemi butiin diinya tlkeleri igin ciddi bir
tehlike olusturmaktadir. Mikotoksinle kontamine olmus gidalarin temizlenmesi igin
sadece fiziksel ve kimyasal degil aym zamanda mikroorganizmalarin mikotoksini
parcalama yetenegi de incelenmektedir. A.miger tirinin ince tabaka, HPLC ve
immunokimyasal tekniklerle incelenmesi sonucunda Okratoksin-A’y1 etkileyebilen
bir organizma oldugu, kati ve sivi ortamlardaki OA’ y1 pargaladigi

gosterilmistir(109).
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Immunoaffinite kolonlar: genellikle silika, agaroz veya diger yumugak jeller
ile hazirlanmistir. Destek materyalinin baglanmay: saglamak amaciyla kolayca aktive
olabilen, kimyasal ve mekaniksel olarak stabil, non-spesifik etkilesimleri onlemek

amactyla hidrofilik ve es partikil biytikliigiine sahip olmasi gerekmektedir(111).

Visconti ve arkadaslari tarafindan biralarda OA saptanmasi amaciyla
yapilan ¢alismada ise ticari immuno affinite kolonlar temizleme ve HPLC ile OA
- saptanmasinda kullanilmistir (64). Biralarda gazi uzaklagtirildiktan sonra polietilen
glikol ve sodyum hidrojen karbonat ile dilue edilen o6rnekler Ochra Test
immunoaftinite kolonundan gegirilerek metanol ile OA alindiktan sonra florimetrik
dedektorlii ters faz HPLC ile OA saptanmustir. Bizim ¢alismamizla
karsilagtirdigimizda her iki ¢alismada kullanilan mobil faz ¢ozeltisinde asetonitril su
ve asetik asit kullanilmakla beraber farkli bilesimlerde hazirlanmigtir. Bu ¢alismada
da mobil fazda asetonitril : su: asetik asit (45.5:49.5:1), ¢alismamizda ise
(49:49:2)dir. Bu ¢aligmada ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak NaCl ve NaHCO; birlikte
kullanilmistir. NaHCO3 galiymamizda da ekstraksiyon ¢ozeltisi olarak kullaniimustir.

Her iki ¢aligmada da OA metanol ile kolondan alinmigtir.

Biancardi ve arkadaglarinin tahillar ve hayvan yemlerinde OA saptanmasi
tizerine yaptiklart caliymada ise ekstraksiyon g¢ozeltisi olarak asetonitril ve %0.2
ortofosfat kullanilmistir (110). Yontemimiz ile karsilagtirildiginda, mobil fazda
kullanilan asetonitril: su: asetik asit (51:47:2) oram, bizimkinden (49:49:2) az
farklidir. Her iki yontemde de akis hizi dakikada 1 ml ve ¢ozeltiler tamamiyle
bidistile su kullanilarak hazirlanmigtir. Analizler oda temperatiriinde yapilmigtir. Bu
caliymada OA konsantrasyonu 6 konsantrasyon diizeyi kullanilarak standart egri
olusturulmustur. Bizim ¢aliymamizda ise 3 farkli OA konsantrasyonu kullanilarak
(1,2,4 ppm) standart egri olusturulmustur. Pik alanina dayali kalibrasyon araligi bu

yontemde 0.15 ng ve spike geri alim1 %97 iken iken bizde 0.16 ng ve %96’dir.

Okratoksin-A  belirlemek icin piyasada birbirinden farkli enzim
immunoassay kitleri mevcuttur. Bu kitlerde metanol ile ekstraksiyon filtrasyon ve
dilusyon adimlart yer almaktadir. Cozeltiler membrandan filtrelenmekte ve
renklendirme yoluyla sonuglar gézlenmektedir. Saptanan OA simirlant 4-50 pg/kg
arasinda degigmektedir. Ancak bu kitlerle yapilan ortak ¢alismalar sonucunda

karsilagilan problemlerden bazilar, iretim hatas: olarak yanlis dilusyonlu tampon
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¢ozeltilerinin immun ¢ozelti olarak verilmesi, cam viallerin dilusyonlar i¢in ¢ok
kiigik olmasi, talimat brosiirlerinin karmagik olmast ve yanlis yorumlara yol
acabilmesi, kitlerin hatali pozitif ve negatif sonuglar vermesi (bunlar kural olarak
ancak %10 sinirini agmadigt siirece yeniden degerlendirilmek (izere teste
alinabilmektedirler), renk 6lgiminiin bazi faktorlerle degismesi (6lgim siiresince
6rnegin igindeki materyalin rengi ve renk reaksiyonu meydana geldikten sonra gegen

siire) farkl: renk degerleri elde edilmesine neden olmaktadir (111).

Tahillardaki Okratoksin-A’nin saptanmasinda kullanilan analitik metotlar
arasina temizleme basamaginda C;g veya Sigp kullanildigt HPLC ekstraksiyonuna
dayali metotlar ile immunoaffinite kolonlan yer almaktadir. Avrupa Standardizasyon
Komitesi tahillarda OA saptanmasi ig¢in 1ki likit kromatografi metodunu
benimsemistir. Bunlar temizleme igin silika jel veya Cig kartuslarinin kullanilmas: ve

florimetrik saptama ile zit faz HPLC’ dir (109).

Caliymamizda gerek mobil fazda gerekse ekstraksiyon asamasinda
kullanilan asetik asit organik solventlerde kolayca ¢oziilmekte ve kolayca
uzaklastinlabilmektedir. Ekstraksiyonda kullandigimiz asetonitril ise okratoksin

alimint arttirmaktadir (110).

Caliymamizda kullandi@imiz immunoaffinite kolon ile temizleme teknigi
literatiirdeki diger tekniklerle karsilastirdigimizda, Jornet ve arkadaslari, sarap
orneklerinde OA saptanmast ig¢in uyguladiklann zit faz HPLC kati faz
ekstraksiyonunda Cig kartuglari kullanmig ve florimetrik deteksiyonia OA miktarini
saptamuglardir. OA ilave edilmis garap orneklerinden (spike) geri kazanim %87.6
olmugtur (110). Caliymamizda ise ekstraksiyon NaHCO; ile yapilmistir. Ornegin
temizlenmesinde %20’lik metanol kullanilmis ve immunoaffinite kolonda
gergeklestirilmistir. OA’nin elusyonu igin %2’lik metanolde ¢6ziilmus asetik asit
kullantImigtir. Spike‘ edilen numunenin geri kazanim yizdesi ise %96 olarak

gergeklesmistir.

Uzum o&rneklerinden Okratoksin-A saptanmasinda OA’min NaHCO; ile
ekstraksiyonu uygulanmas: kolay ve basarilt bir yontemdir. Ayrica immunoaffinite

kolondan gegirilerek metanol ile 6rnegin temizlenmesi ve kolayca kolona baglanmasi
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gergeklesmis kullandigimiz mobil faz, (asetonitril: su: asetik asit) (49:49:2) ve

ekstraksiyon solventleri kolayca ortamdan uzaklastirilabilmistir.

Caligmamizda gerek mobil fazda gerekse ekstraksiyon agamasinda
kullanilan solventler herhangi bir kirlilie neden olmamuslar ve ilave temizleme
basamaklarina gerek duyulmamustir. Ekstraksiyonda kullandigimiz asetonitril ise

okratoksin alimini arttirmaktadir (110).

Cahymamiz yas ve kuru Gziimlerde bulunan kif yikiiniin ve hakim kif
florasinin tespitini, potansiyel okratoksijenik kif tirleri belirlenerek izimlerde en
yaygin rastlanan okratoksijenik tirlerin ortaya konmasint saglamis ve OA tiretiminin

zaman faktoriine bagl degisimini ortaya koymustur.

Immunoaffinite kolon kullamlarak OA’nin HPLC ile saptanmast yontemt
¢ok giivenilir ve yiksek verimli olmasina ragmen bugiin i¢in tek dezavantaji rutin
uygulamalarda kullanilabilmesi igin gerek immunoaffinite kolonlarnin gerekse

HPLC cihazi ve ekipmaninin ¢ok pahal olmasidir.

181



EK-A ‘ORNEK 10-7 HPLC GRAFIGi .

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\OCRATOX\S.D Sample Name: 10-7pall

=== === ===

Injection Date 4/5/02 1:38:34 PM

Sample Name 10-7pall vial : -

Acq. Operator Bt YOMUHENDISLIK

Method C:\HPCHEM\1\METHODS\OKRA2.M

Last changed : 4/5/02 11:44:28 AM by TARIS R&D CENTER TOXIN LAB.
(modified after loading)

Okratoksin A2 metodu

a0 s se ee

FLDT A, Ex=333, Em=477 (OCRATOX5.D)
LU
2.8
2.61
2.4
2.2
2]
1.8 -
16
3 &'@b‘
1.44 f/ /\‘—\ é .Q‘}
© P
®®
1.2-.
T T T T 1
Q 2 4 -] 8 min
External Standard Report (Sample Amount is 0!)
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 4/5/02 11:44:25 AM
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Signal 1: FLDl A, Ex=333, Em=477
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp  Name
(min] LU *g [ng/ml}
------- Rl e ntutnl R bl il Bttt At Sttt
8.626 MM 2.04194e-1 4.05981le-1 8.28988e-2 (0):1
Totals : 8.28988e-2 « 3= 0,y L
Results obtained with enhanced integrator!
*** End of Report **~*
Instrument 1 4/5/02 1:56:13 pM BIYOMUHENDISLIK Page 1 of 1



EK-B ORNEK 12-2 HPLC GRAFIGI

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\OCRATOX\05040283.D Sample Name: 12.2

Injection Date : 4/5/02 12:00:45 BM _ ., _ , _

Sample Name D12.2 Poudi dus e P dus Vial : -

Acqg. Operator : TARIS R&D CENTER TOXIN LAB.

Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OKRA2.M

Last changed : 4/5/02 11:44:28 AM by TARIS RgD CENTER TOXIN LAB.
{modified after loading)

Okratoksin A2 metodu

FLO1 A, Ex=333, Em=477 (OCRATOX'05040243.0}
A
2.2
! !
2_
1.8 4
1o
4 < > !
1.4 ' v ° @9 :
A g S
& :
21 =
T . ] | T i : ;
0 2 4 6 8 min
External Standard Report (Sample Amount is 0t)
Sorted By g Signal
Calib. Data Modified : 4/5/02 11:44:25 AM
Multiplier : 1.0000
Dilution 3 1.0000
Signal 1: FLDl A, Ex=333, Em=477
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
{min} LU *s {ng/ml]
------- el B el Bt B e et et
8.763 MM 2.26278e-1 3.72070e-1 8.41912e-2- 0A
i~ ey ey ( - 2)
Totals : 8.41912e-2 \*’é - S, L e ',‘SO Pt
Results obtained with enhanced integrator!
*** End of Report ***
Instrument 1 4/5/02 12:18:01 PM TARIS R&D CENTER TOXIN LA3, Page 1 of 1
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EK-C “ORNEK 18-2 HPLC GRAFIGI”

Data File C:\HPCHEM\l\DATA‘OCRATOX\OSO40269.D

Sample Name: 18-2pall

Injection Date
Sample Name
Acqg. Operator
Method

Last changed

4/5/02 1:11:06 PM

18-2pall

BIYOMUHENDISLIK
C:\HPCHEM\1\METHODS\OKRA2 .M

: 4/5/02 11:44:28 AM by TARIS R&D
(modified after loading)

Okratoksin A2 metodu

Vial -

CENTER TOXIN LAB.

FLOT A, Ex=333, Em=477 (OCRATOX05040239.0) f
LU ;
224 i
] !
:
2 ?
184 ;
1.6 %
!
" 5 &
i § o Q‘} i
A 5 & f
‘ AR
1.2 - SN ) !
‘ !
T [} T i ki T ; : ¢
0 2 4 6 8 min
External Standard Report (Sample Amount is 0!)
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 4/5/02 11:44:25 AM
Multiplier : 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=477
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
{min] LU *3 (ng/ml] :
------- Rt R Sainttiniaieiaial Reteleteinietuiieied Entuintetntnintebiell el SRR LIRS LRSS L LIS
9.079 MM 2.20303e-1 3.805742~1 8.38416e-2 OA
Totals 8.38416e-2 W3 = O. 2T IS &

Results obtained with enhanced integrator!

Instrument 1 4/3/02

*** End of Resport ***

N

1:28:18 pM BiyoMUH=zNDISLE

Pags 1 of 1
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EK-D “ORNEK 23-4 HPLC GRAFIGi”

~ Data File C:\HPCHEM\1\DATA\OCRATOX\05040255.D Sample Name:

23-4
Injection Date : 4/5/02 12:25:03 PM
Sample Name : 23-4 oo vial : -
Acq. Operator : TARIS R&D CENTER TOXIN LAB.
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OKRA2.M
Last changed : 4/5/02 11:44:28 AM by TARLIS R&D CENTER TOXIN LAB.
{modified after loading)
Okratoksin A2 metodu
FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OCRATOX05040265.D) !
Ly |
22:
2..
1.8
15
1.4+ s n\%«\
L] Qb,
T |
1.2+ ffp i
i T T T S - T L l
o 2 4 6 8 miny
External Standard Report (Sample Amount is 0!}
Sorted By 8 Signal
Calib. Data Modified : 4/5/02 11:44:25 aM
Multiplier 5 1.0000
Dilution : 1.0000
Signal 1: FLD1l A, Ex=333, Em=477
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
{min] LU - *s {ng/ml]
------- e e e et ol I B b
8.741 MM 6.21571e~2 1.19897 7.45865e-2 OA \
~ '3«50 oL !
Totals : 7.45865e~2 T = O("ZQ*’ "S/Pl
Results obtained with enhanced integrator!
*** End of Report ***
Instrument 1 4/5/02 12:39:48 PM BIYOMUHENDISLIK Paga 1 of 1



EK-E “ORNEK 35-1 HPLC GRAFIGi”

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\OCRATOX\05040252.D Sample Name: 35-1

Injection Date : 4/5/02 11:48:52 AM
Sample Name : 35-1 pallicus Vial : -

Acqg.

Operator : TARIS R&D CENTER TOXIN LAB.

Method ¢ C:\HPCHEM\1\METHODS\OKRA2 .M

Last

changed : 4/5/02 11:44:28 AM by TARIS R&D CENTER TOXIN LAB.
(modified after loading)

Okratoksin A2 metodu

FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OCRATOX'05040262.0)
7
]
2 e
1.8
1.6 4
1.4
12~
1
T ¥ T - T
o 2 4 6 8 min
External Standard Report (Sample Amount is 0!)
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 4/5/02 11:44:25 aM
Multiplier g 1.0000
Dilution 2 1.0000

Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=477

PetTime Type Area Amt/Area Amount Grp  MName
{min] LU *s [ng/ml] .
------- e Bttt el Bl el Rl K et
8.885 MM 1.96283e~1 4.19984e-1 8.2435%e-2 OA
— \
~ T =02
Totals : 8.24359%e-2 x 3 = C 2L 7T -r__P_‘_.._—

Results obtained with enhanced integrator!

*** Fnd of Report ***

Instrument 1 4/5/02 12:43:24 PM BIYOMUHENDISLIK Page 1 of 1

poud
e
[}



EK-F “ORNEK 42-7 HPLC GRAFIGI” | .

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\OCRATOX\05040264.D

Sample Name: 42-7

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator
Method

Last changed

4/5/02 12:13:24 PM

42-7 ~pollidus Vial : -

: TARIS R&D CENTER TOXIN LAB.
: C:\HPCHEM\1\METHODS\OKRA2 .M

4/5/02 11:44:28 AM by TARIS R&D CENTER TOXIN LAB.
(modified after loading)

Okratoksin A2 metodu

FLOT A, Ex=333, Em=477 (OCRATOX'05040264.0)
W]
1
2.2'1' i
2 :
1 \ f
1.8 4 :
1.6
1
o]
1.2
i
- T AR E— T T = T 1
0 2 4 6 8 miry
External Standard Report (Sample Amount is 0O!)
)
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 4/5/02 11:44:25 AM
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FLDl A, Ex=333, Em=477
RetTime Type Area Amt/Area Amount  Grp  Name
{min] LU *s [ng/ml]
il Bl === [==ermmm———= [ = ———— [t e
§.626 FM 9.79404e-1 1.30963e~1 1.28266e-1 OA .
Totals 1.28266e-1 . D.1-- \
Results obtained with enhanced integrator!
*** End of Report ***
Instrument 1 4/5/02 12:26:35 PM TARIS RiD CENTER TOXINM LA3. Pazz 1 ~Z2 1
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Data

EK-G “ORNEK 44-4 HPLC GRAFIiGi”

File C:\HPCHEM\1\DATA(OCRATOX\05040267.D

Sample Name: 44-4pall

I
S

Acqg. Operator
Method
Last changed

njection Date 4/5/02 12:48:18 PM

ample Name ¢ 44-4pall

: BiyoMUHENDISLIK

: C:\HPCHEM\1\METHODS\OKRA2.M

(modified after loading)

Vial :

4/5/02 11:44:28 AM by TARIS R&D CENTER TOXIN LAB.

Okratoksin A2 metodu
FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OCRATOX05040267.0)
w ‘
2..
1.8
1.6
1.4
:
! ; S &
| \ D &
7 \\M%g.f"w
T T 1 T ] ’
0 2 4 6 8 min
External Standard Report (Sample Amount is 0!)
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 4/5/02 11:44:25 AM
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FLDl A, Ex=333, Em=477
RetTime Type Area Amt/Area Amount  Grp  Name
[min] LU *s3 {ng/ml}
------- e Bttt el e e el TS L L R Rt e
8.821 MM 1.99761le-1 4.13691e-1 8.26394e-2 0A
Totals 8.26394e-2 X2 = 0,2 =21 wmw,

Instr

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

ument 1 4/5/02 1:01:43 pM BIYOMUHENDISLIK

Paga 1 of 1
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EK-| “ORNEK 51-6 HPL.C GRAFIGI”

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\OCRATOX\05040251.D Sample Name: 51-6
Injection Date : 4/5/02 11:38:11 AM W
Sample Name : 51-6 Lhaficiay ver B 3 vial : -
Acg. Operator : TARIS R&D CENTER TOXIN LAB.
Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OKRAZ.M
Last changed 4/5/02 11:44:28 AM by TARIS R&D CENTER TOXIN LAB.
(modified after loading)
Okratoksin A2 metodu
FLOT A, Ex=333, Em=477 (OCRATOX05040261.0)
Lu
2.2 4
2..
1.8 -
1.6
5 o
44
1 ? ﬁt?‘h’
& s~
1 aX
1.2+
]
g N T v —r i T T T r - T - y —
0 2 4 6 8 min
External Standard Report (Sample Amount is 0!)
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 4/5/02 11:44:25 AM
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=477
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp  Name
(min] LU *s {ng/ml)
------- [ el R ettt el B
8.950 MM 5.04354e-1 1.99195e-1 1.00465e~-1 (0):1
Totals 1.00465¢-1 X3 -0,30{395 ?PLJ‘
Results obtained with enhanced integrator!
*** End of Report ***
Instrument 1 4/5/02 12:06:41 PM TARIS R&D CENTER TOXIN LA3. Paga 1 of 1
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EK-J *ORNEK 53-3 HPLC GRAFIiGi»

Sample Name: 53-3pall

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\OCRATOX\S.D o nlc Ao
e
Injection Date : 4/5/02 1:25:43 pM
Sample Name : 53-3pall
Acg. Operator : BiYOMUHENDISLIK

Method
Last changed

C:\HPCHEM\1\METHODS\OKRA2.M

4/5/02 11:44:28 AM by TARIS R&D CENTER TOXIN LAB.

(modified after loading)

Okratoksin A2 metodu

FLOT A, Ex=333, Em=477 (OCRATOXS.0)
L
2.4 -
224
2_
)
1.8
1.6 !
!
< 3
j o il
1.4 / 2 \ N
~ ‘ i 5 o
Y =
1.24 j f
0 2 4 6 8 min
External Standard Report (Sample Amount is 0!)
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified 4/5/02 11:44:25 AM
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=477
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
(min} LU *s {ng/ml}
------- IR Ml B B il Nl Bt bbbt bt b el
§.819 MM 3.01488e-1 2.9385le-1 8.85927e-2 A
Totals g.85927e-2 w2 = 5 20T ARE] el

Results obtained with enhanced integrator!

Instrumant

*+** End of Report **~

1 4/5/02 1:40:13 BM BIYOMUHENDISLIK

Pagse 1 of 1



EK K “Aspergillus ochraceus (37-10) OA dretimi 15.gilin”

File C:\HPCHEM\1\DATA\OCHRATOX\10801511.D Sample Name: 37-10 , 15.gun
‘njection Date : 10.08.2001 12:38:04
jample Name : 37-10 , 15.gin Vial : -
\cq. Operator : TARIS R&D CENTER-TOXIN LAB.
fethod : C:\HPCHEM\1\METHODS\OCHRA.M
.ast changed : 10.08.2001 10:08:51 by TARIS R&D CENTER-TOXIN LAB.
(modified after loading)
FLOT A, Ex=333, Em=477 (OCHRATOX\10801511.0)
%F
1.05 4
1.04
\ A s
f/ \"I\ '/ \ _>°:
1.03 - A ]
1 i / \ 5
i i Vol \ O ,33‘ .
| : L ! A .
BT i
1.02- | \/ | . L
! \ /\\\
/f ‘\,v ,___’——’A’/\/\\/
1.0t _‘v-/\__/\/_\_,‘_\/\,\ \//\/ \\/-J\’-V\AJ\/\/\/\J\_,\/\A‘
1 4
" 0994
S, . _. . ... A - AN . .
i 2 3 4 S 6 e miny
External Standard Report
»rted By : Signal
1lib. Data Modified : 10.08.2001 10:08:51
1ltiplier : 1.0000
lution : 1.0000
.gnal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=477 ppe x[oov :/)/o"g
:tTime Type Area Amt/Area Amount  Grp  Name
‘min] [$F*s] [ng/ul]
------ e Bl Akl bt b Ainieinielbbaln il il Rttt b
4.992 MM 1.12870e-1 3.31034e-3 3.7363%-4 Ochratoxin A
‘tals : 3.7363%e-4

esults obtained with enhanced integrator!

**+ End of Report ***

ment 1 10.08.2007-12:51:33 TARIS R&D CENTER-TOXIN LAB. Paje 1 of 1 191



EK L “Aspergillus ochraceus (37-10) OA tretimi 17.giin”

file C:\HPCHEM\1\DATA\OCHRATOX\1-17.D Sample Name: proje drnedi

1jection Date : 10/5/01 3:50:13 PM

imple Name : proje Srnegi " Vial : -
:q. Operator : Ege Universitesi
rthod ¢+ C:\HPCHEM\1\METHODS\OKRAZ.M

ist changed : 10/5/01 9:54:12 AM by Ege Universitesi
{modified after loading)

tratoksin A2 metodu
FLD1 A, Ex=333, Em=a77 (OCHRATOX\-17.0)

LU

¥

2.8

4
°

toxin A

26

2.4 i

] J
22 \
18 \/ \
WA
1.6+ ) \ |

0 2 4 6 8 10 min

N
| S|
e
jp—
\)
>
—~———
e

External Standard Report

rted By : Signal

ilib. Data Modified : 10/5/01 9:54:12 AM

tltiplier : 1.0000

Jlution : 1.0000

gnal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=477 7L

tTime Type Area Amt/Area Amount  Grp Name

min) LU *s [ng/ml]

------ Rl B e I R ittt bbbt
6.252 MM 30.57569 2.70697e-1 8.27675  Ochratoxin A

tals 8.27675

.esults obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

ment 1 10/5/01 4:00:08 PM Ege Universitesi Page 1 of 1



EK M “Aspergillus ochraceus (37-10) OA liretimi 21.gilin”

(modified after loading)

‘ile C:\HPCHEM\1\DATA\OCHRATOX\10801s510.D Sample Name: 37-10 , 2l.gln
jection Date 10.08.2001 12:28:14

mple Name : 37-10+, 21.giun vial -

'q. Operator : TARIS R&D CENTER-TOXIN LAB.

‘thod C:\HPCHEM\1\METHODS\OCHRA .M

st changed 10.08.2001 10:08:51 by TARIS R&D CENTER-TOXIN LAB.

FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OCHRATOX\10801510.0)

%F
1.07 A
1
1.06 1
A
1.05 h
R
I
1.04 - , / <
£
i ; \ §
1.03 | ; i s
o/ \ § &
l/ \ : &
1.02 - { 5O
| I .\“\A///\\“&VN\NCC§§i>m\v/\/\/V~«fvv~fv
1.01 VN,J/
/\___/N e
1 -
0.99 -
T T LR T 3 T T T
1 2 4 5 6 7 min
External Standard Report
yrted By Signal
11ib. Data Modified 10.08.2001 10:08:51
iltiplier 1.0000
.lution 1.0000
.gnal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=477
:tTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
‘min} [$F*s]) {ng/ul)
----- Rl Il B it e Sitntindaieieindl adell Rttt
4.937 MM 1.06625e~1 3.32316e~3 3.54333e-4 Ochratoxin A
tals 3.54333e-4

lesults obtained with enhanced integrator!

**x* pnd of Report ***

ment 1 10.08.2001 12:39:04 TARIS R&D CENTER~TOXIN LAB.

Page 1 of 1
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EK N “Aspergillus ochraceus (37-10) OA uretimi 23.gin”

File C:\HPCHEM\1\DATA\OCHRATOX\1-23.D Sample Name: proje érnedi

P )

njection Date : 10/5/01 3:19:37 PM

ample Name : proje ornegi Vial : -
cq. Operator : Ege Universitesi
ethod : C:\HPCHEM\1\METHODS\OKRA2.M

ast changed : 10/5/01 9:54:12 AM by Ege Universitesi
(modified after loading)
kratoksin A2 metodu

FLDT A, Ex=330, Em=477 (OCHRATOX\I-23.0)
w
1o N
f ﬂﬂ
1 \ [N
j i I
1.8+ \ / \
] /| .
] myan g
1.7 T \ 2
{ Y ¢ £ o
. &
4 \\ o NS
1.6: \\\ mﬁy
— \
l AN \\ N
15 1 ’ ’ T b /'\,-/\/-'/ \,\,\ i
|,
T o T T T — T
0 2 4 6 8 10 mi
External Standard Report
jorted By : Signal
calib. Data Modified : 10/5/01 9:54:12 AM
fultiplier : 1.0000
Jilution : 1.0000

Signal 1: FLDl A, Ex=333, Emn=477

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp  Name

[min] LU *3 (ng/ml)
------- il Kl et e Bl B i e e P
6.252 MM 1.23906 3.41397e-1 4.2301lle-1 Ochratoxin A
Totals : 4.23011e-1

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report **~

rument 1 10/5/01 3:33:29 PM Ege Universitesi Page 1 of 1
xX =
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EK O -Aspergillus ochraceus (37-10) OA Uretimi 25. Giin

ile C:\HPCHEM\1\DATA\OCHRATOX\1-25.D Sample Name: proje 6rnedi
. .t

jection Date : 10/5/01 3:31:21 PM

mple Name : proje 6rne§i Vial : -
q. Operator : Ege Universitesi

thod : C:\HPCHEM\1\METHODS\OKRA2 .M

st changed : 10/5/01 9:54:12 AM by Ege Universitesi

(modified after loading)
ratoksin A2 metodu

FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OCHRATOX\1-25.D)
v

4

21

19 i \ ‘/
8- |
!

e ®

1 P |
k\\\

- Ochratoxn A

\\ § .0‘}
\_ M
187 \’\’\ /\
N e Y
1.5 4 - J "
0 2 4 s 8 10 mir]

External Standard Report

rted By : Signal
1ib. Data Modified : 10/5/01 9:54:12 AM
tltiplier : 1.0000
.lution : 1.0000

.gnal 1: FLD1 A, Ex=333, Emn=477

1itTime Type Area Amt/Area Amount Grp: Name

‘min} LU *g {ng/ml]

------ e el il e el R
6.228 MM 2.85655%e-1 5.87332e-1 1.67774e~1 Ochratoxin A

ytals @ 1.67774e-1

*** End of Report ***

ment 1 10/5/01 3:41:06 PM Ege Universitesi . Page 1 of 1



EK P “HPLC Analizi Standart Olgim Grafigi-"

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\OCRATOX\05040283.D Sample Name: OA std 11,16 ppb

Injection Date 4/5/02 11:26:05 AM

Sample Name OA std 11,16 ppb Vial : -

Acq. Operator TARIS R&D CENTER TOXIN LAB.

Acqg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\OKRA2 .M

Last changed 4/5/02 11:31:26 AM by TARIS R&D CENTER TOXIN LAB.
(modified after loading)

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\OKRA2.M

Last changed : 4/5/02 11:39:41 AM by TARIS R&D CENTER TOXIN LAB.
(modified after loading) ’ i

Okratoksin A2 metodu

a8 se se o8 oo

FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OCRATOX'05040283.0) !
Ly : < s
4 3
1 @
14 g*
1
1
1
124
10
8
6 -
44
E
2 ‘—/\/ \‘ E
1 |
T v T ) 1
o] 2 4 6 8 min
External Standard Report (Sample Amount is 0!)
Sorted By g Signal
Calib. Data Modified : Friday, April 05, 2002 11:339:41 AM
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000

Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=477

RetTime Type Area Anmt/Area Amount  Grp  Name
[min] LU *s {ng/ml]

------- e Bl Bl Bt Rl bbbt b b
8.896 MM 191.97365 5.88917e-2 11.305865 oA

Totals : 11.30565

Results obtained with enhanced integrator!

Instrzumant 1 4/5/02 11:41:54 2M TARIS RsD CENTER TOXIN LAS. Page 1 of 1
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EK R “HPLC Analizi Kafibrasyon Tablosu-l”

Method C:\HPCHEM\1\METHODS\OKRA2.M

Calibration Table
Calib. Data Modified : Friday, April 05, 2002 11:39:41 aM
Calculate : External Standard Percent
Based on : Peak Area
Rel. Reference Window : 10.000 %
Abs. Reference Window : 0.000 min
Rel. Non-ref. Window : 10.000 %
Abs. Non-ref. Window : 0.000 min
Uncalibrated Peaks : not reported
Partial Calibration : Yes, identified peaks are recalibrated
Correct All Ret. Times: No, only for identified peaks
Curve Type : Linear
Origin : Included
Weight : Equal
Recalibration Settings:
Average Response : Averags all calibrations
Average Retention Time: Floating Average New 75%

Calibration Report Cptions
Printout of recalibrations within a sequence:
Calibration Table after Recalibration
Normal Report after Recalibration
If the sequence 1s done with bracketing:
Results of first cycle (ending previous bracket)

Signal 1: FLD1 A, Ex=333, Em=477

RetTime Lvl  Amount Area Amt/Area Ref Grp Name
(min] Sig [ng/ml}

------- | == | e ~ i [ — Attt — — ARl | — —— | It — ~ s — -
8.896 1 1 5.58000e-1  9.74082 5.72847e-2 oA

2 5.58000 89.01676 €.26848e-2
3 11.16000 191.97385 5.81330e2-2

Instrument 1 4/5/02 11:43:47 AM TARIS R&D CENTEZR TOXIN L33, Page 1 of
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EK S “HPLC Analizi Kalibrasyon Egrisi-1”

Meshod *7: \HPCHEM\1\METHODS\OKRA2 .M

Calibration Curves
Area OA at exp. RT: 8.8%6
175 3 3 | FLDl A, Ex=333, Em=477
150 3 Correlation: 0.99924
15 Residual std. Dev.: 4,23584
Formula: vy = mx + b
100 7 m: 17.08756
75 4 b: -1.21234
50 4 x: Amount{ng/ml}
25_‘ . y: Area
0 i;t' ~ " T
t 0 5 10
___Amounting/mi} _
Instrument 1 4/5/02 11:43:47 aM TARIS RuD CENTER TOXIN L3, Page



ction Date

.-

7/3/02 3:07:42 PM
- =l

Vial
EK T “HPLC Analizi Standart Olgiim Grafigi-II”

toksin A2 metodu

FLD1 A, Ex=333, Em=477 (OCRATOX\307021.D)

] K
37 'g ‘@6
5 o
5 EE
] g
: B
% i i
] I
)] \ |
] A [
] | .
] P
751 / .
: A .
7 AV A~ [ =
1 [\ /N [N
. j \ / e~
5] v
0 é "1 6 é min
-External Standard Report (Sample Amount is 0!)
ed By Signal
b. Data Modified - -Wednesday, July 03, 2002 2:16:27 PM
iplier N 1.0000
tion "1.0000

al 1: FLD1l A,

ime

Type

Ex=333, Em=477

- -Area

--Amt/Area Amount Grp Name
n] LU *3 (ng/ml]
=== [===——=- f=—mm————— { = ===
068 - - - . okrataksin-A
1ls 0.00000

ults .obtained with enhanced integrator!
rnings or Errors

ing Calibrated compound(s) not found

nt 1 7/3/02 3:25:35 pPM BIYOMUHENDISLIK



EK U “HPLC Analizi Kalibrasyon Tablosu-II”

\HPCHEM\ 1\METHODS\OKRA2 . M

Calibration. Table

Data Modified : Wednesday, July 03, 2002 2:16:27 PM
late 2 .External .Standard Percent
og : Peak Area
Reference Window : 10.000 %
Reference Window : 0.000 min
Non-ref. .Window ..: .10.000 .%
Nom~ref. Window : 0.00Q min
ibrated Peaks : ‘not -reported
al Calibration : Yes, identified peaks are recalibrated
ct All Ret. Times: No, only for identified peaks
Type : Linear
n : ‘Included
£ : Equal
ibration- Settings:
ge -Response : Average all calibrations
ge Retention Time: Floating Average New 75%

ration Report Options :
rintout of recalibrations within.a.sequence:
. Calibrat'ion Table after Recalibration
Normal Report.after Recalibration
f the sequence is dene with bracketing:
Results of first cycle (ending previous bracket)

1 {: FLD1 A, Ex=333, Em=477

me Lvl Amount Area - Amt/Area - Ref Grp-Name

] Sig fng/ml]- .
il Bl Bl ettt ] Attt frmmm ===l == e

68 1 1 1.00000 2.94763 3.9252)e-1- © okratoksin-A

2 2.00000 5.85270 3.41723e-1
3 4.00000 9.99285 4.00286e-1

t 1 7/3/02 2:22:13 pPM BIYOMUHENDISLIK Page 1 of 2
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EKV “HPLC Analizi Kalibrasyon Egrisi-ll”

d C:\HPCHEM\1\METHODS\OKRA2.M

==

Calibration.Curves

Area ]

| okratoksin at exp. RT: 9.959

4
10 _~3 - | FLDI A, Ex=333, .Em=477
] ,,/ Correlation: . 0.99966-
87 - Residual Std. Dev.:  0.14318
Formula: y = mx +'b
6_
2 m: 2.60837
o] ‘/ b: 18.25747e-2
1 - + L Xz ‘Amount {ng/ml}
'z-/ _ y: Area
0 T - T T
0 2 4 -
Amount{ng/ml]
ument 1 6/27/02 4:48:17 PM BIYOMUHENDISLIK Page 2 of 2
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