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OZET

Giliniimilizde tarimsal iiretim veriminin diismesinin yani sira hizla artan niifus
diinya genelinde oldugu gibi iilkemizde de besin ve beslenme sorununu beraberinde
getirmektedir. Bu sebeple bitkisel kaynaklardan miimkiin oldugu kadar fazla verim elde
edilmesi zorunlulugu dogmaktadir. Bitki gelisim diizenleyicileri (BGD) bu sorun igin

alternatif bir ¢6ziim olarak diistiniilmektedir.

Calismada Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Bolimii  Fungikiiltir Laboratuvari” nda dikaryotik misel formunda saklanan
Basidiomycetes kiiltiir koleksiyonunun BGD iiretim potansiyellerinin belirlenmesi,

tiretim kosullarinin optimizasyonu ve pilot ¢apta iiretimi amaglanmustir.

Bu amagla 103 adet Basidiomyecetes izolati, BGD iiretim kapasiteleri agisindan
taranmig, basarili bulunan Pleurotus eryngii (Hakkari) izolati sonraki asamalarda

kullanilmak iizere secilmistir.

Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin 3 farkli kiiltiir sisteminde (derin kiiltiir,
statik kiltiir ve kat1 faz kiiltiir sisemi), BGD {iretimi incelenmistir. En iyi BGD iiretimi
inkiibasyonun 18. giiniinde derin kiiltiir yonteminde GA i¢in 4438.67, ABA i¢in 436.95
ve IAA i¢in 54.32 mg/l olarak belirlenmistir.

BGD iiretim kosullarin optimizasyonu igin Plackett-Burman deney tasarimi
(PB) ve cevap yiizey yontemi kullamilmustir. Istatistiksel deney tasarimi ile BGD
liretiminin optimizasyonu asamasinda belirlenen en uygun iiretim kosullari, dlgcek
bliylitme uygulanarak reaktor boyutunda arastirilmistir. Reaktor kosullarinda BGD
tretim degerleri GA, ABA ve TAA igin sirasiyla 10545, 872,32 ve 60,48 mg/l olarak
belirlenmistir. Sonug olarak, GA, ABA ve IAA iretim degerleri, baslangi¢ degerlerine

gore sirast ile 4,1, 3,4 ve 2,3 kat arttirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pleurotus eryngii, Gibberellik Asit, Absisik Asit, indol Asetik
Asit, Optimizasyon, Reaktor
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SUMMARY

Nowadays, decline in the efficiency of agricultural production as well as the
rapidly growing population in our country as it is throughout the world brings about the
problem of food and nutrition. These situation causes reveal the necessity of obtaining
as possible as greater efficiency from plant sources. Plant growth hormones (PGH)
could be accepted as an alternative solution for this problem.

In this context, aims of the suggested study are to determine of their potential to
produce plant growth hormones of fungal cultures stored as dicaryotic mycelium form
in Basidiomycetes culture collection of Eskisehir Osmangazi University, Faculty of Arts
and Sciences, Department of Biology, Fungiculture Laboratory, to optimize of
production conditions, and to produce in pilot scale.

Therefore 103 Basidiomycetes isolates were invastigated the ability of producing
plant growth hormones capacity. Isolate Pleurotus eryngii (Hakkari) was found
successful and choosen for next experiments.

Plant growth hormones producing capacity of Pleurotus eryngii (Hakkari)
isolate measured while mushroom growing on different culture type (static, submerged
and solid state). Maximum plant growth hormones production noted respectively GA;
4438.67, ABA; 436.95 and IAA; 54.32 mg/l with submerged fermentation on day 18th.

Plackett-Burman experimental design and response surface method were used
for optimization of plant growth hormones production conditions. The determined
optimum conditions was investigated in stirred tank reactor scale to produce PGH in
higher volume and reached the results, GA; 10545, ABA,; 872.32 and I1AA; 60.48 mg/l.
Finally, production amounts of GA, ABA and IAA were increased respectively 4.1, 3,4
and 2.3 fold.

Keywords: Pleurotus eryngii, Gibberellic Acid, Abscisic Acid, Indole Acetic Acid,
Optimization, Reactor
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1. GIRIS

Diinyamizda hizla artan niifus, bilingsiz tiiketim ve dogal kaynaklarin yanlis
kullaniminin dogurdugu sorunlarin basinda aglik sorunu gelmektedir. Bu durum
insanlarin geleneksel bitkisel ve hayvansal kaynaklari yiiksek verimle kullanmasini
zorunlu hale getirmektedir.  Giiniimiizde tarim alanlarmin yanlis politikalar ile
coraklagtirilmasi, kuraklik, sulamada yapilan yanligliklar ve erozyon gibi nedenlerle
tarimsal alanlarin ve tarimsal iiretim veriminin azalmasi gibi nedenlerle birim alandan
aliman verimin arttirilmasi gerekliligi ortaya c¢ikmaktadir. Bu sorunun ¢oziimiinde;
sonuglarin bilinmesi ve dogal olarak bitkilerde sentezlenmesi nedeniyle bitki gelisim

diizenleyicileri (BGD) gii¢lii bir aday olarak ortaya ¢ikmaktadir.

1.1. Bitki Gelisim Diizenleyicileri

BGD,; bitkiler, funguslar, bakteriler, algler ve likenler tarafindan endojen olarak
sentezlenen ve ¢ok diisiik konsantrasyonlari biiylime, farklilasma basta olmak iizere
birgok fizyolojik olay1 kontrol eden ve gevresel sinyalleri ileten maddelerdir (Battal vd.,
2004). BGD, bitkiler iizerindeki fizyolojik etkilerinden dolay:r bir¢ok tarimsal
uygulamada kullanilmaktadir. BGD tarimda celikle ¢ogaltma saglama, tohumlarin
cimlenme giiciinii artirma, ciceklenmeyi tesvik etme veya geciktirme, soguga
dayaniklilig1 artirma, meyvelerde tohum olusumunu artirma, meyve iriligini artirma,
meyve muhafaza siiresini uzatma, bitkilerin hastalik ve zararlilara dayanikliligim
artirma, yabanci ot kontroliinii saglama, hasat dncesi meyve dokiilmesine engel olma,
makinali hasadi kolaylastirmak icin tiim bitkilerin ayni zamanda olgunlagsmasini
saglama ve hasatta is giiclinii azaltma, olgunlagmay1 hizlandirarak yatmay1 engelleme,
patateste dormansiyi kirma, 6zellikle doku kiiltiirii ¢aligsmalarinda kok-siirglin ve yumru

olusumunu tesvik etme gibi amaglarla kullanilmaktadir (Kumlay ve Eryigit, 2011).

BGD’nin 6neminin anlasilmasi beraberinde sentetik olarak iiretimi ve ticari
uygulamalar getirmistir. En ¢ok kullanilan BGD olan GAj3’lin diinya ¢apinda tiretimi

1999 yilinda 25 tonu agarak 100 milyon ABD dolar1 gibi bir piyasa degerine ulagsmstir.



Ayrica saflik ve etki giliciine bagli olarak uluslararasi piyasada 27-36 ABD dolar1 / g
gibi yiiksek bir degerle satilmaktadir (Avinash et al., 2011).

Bitkisel tiretimde verim ve kalite artigin1 saglamak i¢in en sik kullanilan BGD

arasinda gibberellik asit, indol asetik asit ve absisik asit goze ¢arpmaktadir.

1.1.1. Gibberellinler

Gibberellinler tetrasiklik diterpenoid hidrokarbonlardan biyolojik olarak
retilmis diterpenoid asitlerdir (Avinash et al., 2011). Gibberellinler diterpen
iskeletindeki karbon sayilarina gore Cyo gibberellinleri ve Ci9 gibberellinleri olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadirlar. Cyq gibberellinler, Cyg gibberellinlerin onciilleridir ve
Cio gibberellinleri, C,o gibberellinlerde meydana gelen CO, eleminasyonu sonucu
olusurlar. Cjg grubu gibberellinlerin hepsi biyolojik olarak aktif degildir. Ancak tiim
aktif gibberellinler bu grupta yer almaktadir (Bémke ve Tudzynski, 2009).

Gibberellinler ilk kez piring paraziti olan Gibberella fujikuroi’nin (Anamorf:
Fusarium moniliforme) neden oldugu bakanea hastaligini (konak bitkide devlesme)
aragtiran bilim adamlar1 tarafindan kesfedilmisltir. Yabuta ve Sumiki (1938) de elde
ettikleri kristal madde karistimina fungusun adi dolayisiyla “gibberellin” ismini

vermislerdir (Akso6z vd., 1989).

Bitki ve funguslardan bugiine kadar 100’ den fazla gibberellin izole edilmistir.
Bu maddelerin adlandirilmas: kesfedilme siralarina goredir. Gibberellinler arasinda en
onemlisi “Gibberellin A3” ya da “Gibberellin GA3” olarak bilinen gibberellik asittir
(GA) (Sekil 1.1.). Gibberella fujikuroi de ilk belirlenen gibberellin tipi GA’tlir ve
GA4, GA; veya GA;’ye dontigebilir. GA; ve GA; ise GAz’iin onciil maddesidir.
Mikrobiyal fermentasyonda yiiksek verimde iiretilen GAj bitkilerde yiiksek biyolojik
aktiviteye sahiptir.



Sekil 1.1. Gibberellik asitin yapisi (Kelen vd., 2004)

1.1.1.1. Gibberellinlerin Biyosentezi

Gibberellin biyosentezinin baglangic maddesi Asetil-Coa’ dir. Fungal
gibberellik asit; mevalonik asit yol izinde temel izoprenoid birimi olan izopentenil
difosfat iizerinden sentezlenmektedir. GA biyosentezinde genel terpenoid yol izi,
fernasil difosfatin dallanmasi asamasiyla baslar (Sekil 1.2). Sonraki ara iiriin,
geranilgeranil difosfatin (GGDP) iki farkli GGDP sentetaz olan GGS1 ve GGS2 ile
katalizlenmesi sonucu olusur. GGDP 6zellikle GA yol izi spesifik GGDP sentatazi,
GGS2 tarafindan sentezlenir. Ancak ¢ogu bitkide temel izoprenoid birimi IPP sadece
MVA yol izi ile elde edilmez, ayn1 zamanda piruvat ve gliseraldehid 3-fosfat ile
baglayan metil erythritol fosfat (MEP) yol izi ile de elde edilebilmektedir. Yiiksek
bitkiler ve G. fujikuroi de GGDP yol izinin ilk basamaklart GAj,-aldehitin olusumuna
kadar aynidir. GGDP nin ilk ara iriinii olan ent-kaurene, ent-copalil araciligiyla iki
adimli siklizasyonda sentezlenenir, ayrica ent-kaurenoic asite sirali oksidasyonla
dontistiiriilir ve bunu ent-7a-hidroksikaurenoik asitin 7b-hidroksilasyonu takip eder
(Sekil 1.2) (Bomke ve Tudzynski, 2009).
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Sekil 1.2. Gibberellik asitin biyosentezi (Bomke ve Tudzynski, 2009)

1.1.1.2. Gibberellinlerin Fizyolojik Etkileri

Gibberellinlerin gelismis bitkilerde gozlenen fizyolojik etkileri su bigimde

Ozetlenebilir:



Tohum ve tomurcuk dormansisinin ortadan kaldirilmasini tesvik eder,
ciceklenmeyi uyarir, erkek cicek olusumunu tesvik eder, gévde ve yaprak uzamasini
tesvik eder, partenokarpik meyva olusumunu tegvik eder, tuberilizasyonun
engellenmesini tesvik eder, absisyonu tesvik eder, kambiyal aktiviteyi arttirir ve RNA

ve protein sentezini hizlandirir (Topguoglu ve Unyayar, 1995).

1.1.1.3. Gibberellinlerin Ticari Kullanim

BGD igerisinde en fazla kullanilan ve ticari {retimi en fazla olan
gibberellinlerdir. Gibberellinler iginde ticari-tarimsal agidan kullanilanlar ise, GAs,
GA; ve GA;‘dir. Birgok kiiltiirde gesitli amaglarla kullanilan gibberellinlerin rutin
kullanim alanlarindan bazilari; {iziimde salkim gelismesini ve tane iriligini artirmak,
limonda meyve olgunlugunu geciktirmek, marulda tohum hasadi i¢in ¢igceklenmeyi
tesvik etmek, patateste uyku donemini kirarak ¢iceklenmeyi tesvik etmek, cesitli siis
bitkilerinde ¢igek verimini ve kalitesini artirmak, portakalda kabuk lekesini ve
yaslanmasint Onlemek, kerevizde gelismeyi tesvik etmek, fasulye, bezelye, pamuk,
celtik, soya ve bugdayda cabuk ¢imlenmeyi tesvik etmek, 1spanak verimini artirmak ve

kaliteyi ylikseltmek bigiminde siralanabilir (Gokdere, 2009).

Gibberellik asitin tarimsal alanda kullaniminin yani sira bira endiistrisinde de a-
amilaz enzimini uyararak malt olusumunu hizlandirdigi da bildirilmistir (Gokdere,

2009).

1.1.2. Oksinler

Yapilan fizyolojik ¢alismalar sonucu, embriyogenezden senesense kadar bitki
gelisim evrelerinin  diizenlenmesinden oksinlerin sorumlu oldugu belirlenmistir.
Aragstiricilar indol asetik asit (IAA)’ in dogal olarak olusan tek oksin oldugunu
belirtmislerdir (Sekil 1.3). IAA disinda en yaygin bulunan oksinler; indol biitirik asit
(IBA), naftalin asetik asit (NAA), naftoksi asetik asit (NOAA), fenoksi asetik asit
(FOAA), 2,4-difenoksiasetik asit, fenil asetik asit (FAA), parakloro fenoksi asetik asit



(4-CPA) ve 2,4,5-triklorofenoksi asetik asit (2,4,5-T)’ lerdir (Kosgan ve Ulusoy, 2009).
IAA’ nin kapali formiilii C1o0HgNO; olup molekiil agirligi 175.2 gramdir.

CH COOH
2
N
H

Sekil 1.3. Indol Asetik Asit’ in yapisi (Kelen vd., 2004)

Oksinler lizerine yapilan aragtirmalarda kristal haldeki oksin ilk olarak Kogl et al.
(1934) tarafindan insan idrarindan izole edilmis ve daha sonra 1935 yilinda Thimann
tarafindan Rhizopus suinus kiiltiirlerinden elde edilmistir. Bu madde IAA seklinde
kisaltilan indol-3-asetik asit olarak adlandirilmistir. Bugiin sadece yiiksek bitkilerin
degil fungus ve bakterilerinde oksin iirettikleri bilinmektedir (Topguoglu ve Unyayar,

1995).

1.1.2.1. Indol Asetik Asit Biyosentezi

IAA’ nin igsel bir oksin oldugunun saptanmasindan sonra, bir aminoasit olan
triptofan’ dan sentezlendigi kesinlik kazanmistir (Sekil 1.4). TAA’ nin, 4 esas yolla
sentezlendigine ek olarak, bakterilerle infekte olmus bitkilerde indol-3-asetamid

yoluyla da sentezlendigi belirtilmistir (Normanly et al., 1995).
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Sekil 1.4. Triptofandan IAA’ nin biyosentezinde izlenen yollar. Mikroorganizmalar

tarafindan kullanilan yol kesikli oklarla gosterilen yoldur (Normanly et al., 1995).

1.1.2.2. TAA’nmin Fizyolojik Etkileri

Oksinler ¢ok ¢esitli fizyolojik etkilere sahiptir. Bu etkileri, konsantrasyona,
cevresel faktorlere, bitkilerin tiir ve yaslarina gore degismektedir (Topguoglu ve
Unyayar, 1995). Indol asetik asit; hiicrelerin uzunluguna biiyiimesini arttirir, hiicre
boliinmesinde mitozda diizenleyici rolii vardir, DNA, RNA ve protein sentezini arttirir,
enzim sentezi ve aktivitesini arttirir, kokiin yasina ve tiirline bagl olarak genellikle
diisiik konsantrasyonlarda adventif kok ve esas kok olusumunu arttirmaktadir,
tomurcuk inhibisyonu ve apikal dominans tizerinde etkilidir, ¢igeklenmeyi arttirmakta
ve disi ¢icek olusumunu tesvik etmektedir, tohum c¢imlenmesini tesvik etmektedir,
kambiyal aktiviteyi ve odun borusunun olusumunu arttirmaktadir, yaprak ve meyva

dokiimii lizerinde etkilidir ve partenokarpik meyva olusumuna neden olmaktadir.



1.1.3. Absisik Asit

Sesquiterpen yapisindaki bir madde olan absisik asit (ABA) (Sekil 1.5); oksin,
gibberellin, sitokinin gibi biiyiimeyi hizlandiricilarin dogal antagonistidir ve dorminler
olarak adlandirilan grupta yer almaktadir. ABA’ nin dogal olarak olusan formu (S)-(+)-
absisik asittir.  ABA’ nin cis ve trans olmak iizere iki geometrik izomeri olmasinin
yaninda asimetrik karbon atomu nedeni ile L ve D optik izomerizasyonda
gostermektedir (Ozcan, 1997). ABA' nimn kapali formiilii C15H200,4 molekiil agirhigi ise
264 gramdir (Sekil 4.5).

Sekil 1.5. ABA’ nin yapis1 (Kelen vd., 2004)

ABA izolasyonu ve karakterizasyonuna dair ilk raporlar Okhuma et al. (1963)
ile Cornforth et al. (1965, 1966) tarafindan ortaya konulmustur (Loveys ve van Dijk,
1988).

1.1.3.1. ABA Biyosentezi

ABA’ nin biyosentezi bitkilere ek olarak funguslarda da gergeklesmesine karsin
izopentenil difosfatin (IDP) biyosentezinin kdkeni fungus ve bitkilerde farklidir. ABA
biyosentezinde IDP funguslarda mevalonat yol izinden ayrilirken bitkilerde
mevalonatsiz yol izinden ayrilir. Bitkisel ABA biyosentezi, ABA biyosentez yol izinde

IDP den sonra karotenoid yol izinde 9Z-ksantofilinden ayrilmas:i seklinde



aydinlatilmistir. ABA biyosentezi funguslarda, yiiksek bitkilerin aksine IDP den sonra
direk ve karotenoid yol izi olmak lizere iki sekildedir. Direk metabolik yol izi fernasil
difosfatin (FDP) siklizasyonundan sonra ionylidene ethanoliin oksidasyonuyla
gerceklesmektedir. Karotenoid metabolik yol izi ise bitkisel ABA sentezi ile benzerdir
(Sekil 1.6; Inomata et al., 2004).

Mevalonate pathway | Fungi > Allofarnesene
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Sekil 1.6. ABA’ nin biyosentetik yol izi semasi (Inomata et al., 2004)

1.1.3.2. ABA’nin Fizyolojik Etkileri

Dorminler grubunda yer alan ABA’ nin bitki biliylime ve gelismesindeki
fizyolojik etkileri konsantrasyonlarina, ¢evresel faktorlere bitki tiirlerine ve bitkinin
yasina bagli olarak degisiklik gostermektedir (Ozcan, 1997). Absisik asit; tomurcuk ve
tohum dormansisinin ortaya ¢ikmasinda etkilidir, tepe hakimiyetinde g¢igeklenme
inhibitori olarak rol oynamaktadir, klorofil kaybini ve yikimini arttirarak senesense
neden olmaktadir, embriyo gelisimini ve biiyiimesini tohumda normal olgunlagsma ve
¢imlenmeyi engellemektedir ve RNA sentezini, ¢esitli enzim sistemlerinin sentezini ve

aktivitesini engellemektedir.



1.1.4. Mikroorganizmalar ile BGD Uretimi
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Tarim ve dolayisiyla insanlik i¢in BGD’nin her gecen giin daha da 6nemli hale

gelmesi daha fazla elde edilebilecegi calismalarin gergeklestirilmesini zorunlu hale

getirmektedir. BGD’nin yiiksek organizasyonlu bitkiler, funguslar, bakteriler, yosunlar

ve likenler tarafindan iiretildigi bilinmektedir (Unyayar, 2000).

1.1.4.1. Uretici Organizmalar

BGD nin endiistriyel ¢apta tiretimde ekonomik, pratik ve hizli olmasi nedeniyle

mikroorganizmalar

diizenleyicilerden kullanimi en yaygin olan GAjz’iin ticari iretimi

tercth edilmektedir

(Cizelge

1.1.;

Halloran, 2004). Bu

Gibberella

fujikuroi’nin derin kiiltiir fermantasyonu ile gergeklestirilmektedir (Duran-Paramo et al.,

2004).

Cizelge 1.1. Mikrobiyal yolla bitki gelisim diizenleyicileri iiretiminde tizerinde ¢aligilan

mikroorganizmalar (Ozcan ve Topguoglu, 2001 ve Bilkay vd., 2010’ dan modifiye)

GA

IAA

ABA

Azospirillum brasilense °

Acetobacter diazotrophicus®

Botrytis cinerea '

Pseudomonas sp. °

Azospirillum sp. *

Ceratocystis coerulescens *

Rhizobium phaseoli * Bacillus sp. ° Cercospora cruenta '
Aspergillus fumigates * Bacillus subtilis CM5 ® Cercospora pini-densiflorae
Aspergillus niger ** Erwinia sp. Cercospora rosicola *

Aspergillus ochraceus *

Herbaspirillum seropedicae

Penicillium italicum *

Fusarium oxysporum °

Pseudomonas sp. °

Funalia trogii ™

Fusarium pallidoroseum *

Rhizobium sp. °

Laetiporus sulphureus *

Fusarium semitectum °

Aspergillus niger *

Lentinus tigrinus *

Fusarium solani ®

Gibberella fujikuroi °

P. chrysosporium ME446 *

Gibberella fujikuroi -

Rhizopus sp. *

Pleurotus florida *

Penicillium funiculosum !

P. chrysosporium ME446

Pleurotus ostreatus

Phaeosphaeria sp.

Polyporus versicolor *

Sphaceloma bidentis *

Schizophyllum commune *
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Cizelge 1.1. Mikrobiyal yolla bitki gelisim diizenleyicileri tiretiminde lizerinde ¢aligilan

mikroorganizmalar (Devam)

Sphaceloma manihoticola®

Sphaceloma menthae *

Sphaceloma perseae *

Sphaceloma rhois *

Sphaceloma sp. *

Neurospora crassa -

Agaricus bisporus *

Laetiporus sulphureus *

Lentinus subnudus °

Lentinus tigrinus *

P. chyrsosporium ME446 *

Schizophyllum commune °

1 Ozcan ve Topguoglu, 2001; 2 Bilkay ve ark., 2010; 3 Avinash ve ark., 2003; 4 Hamayun ve ark.,
2009; 5 Bhalla ve ark., 2010; 6 Dobrev ve ark., 2005; 7 Unyayar ve ark., 2000; 8 Swain ve Ray,
2008; 9 Cetin, 2004, 10 Yiirekli ve ark., 2004

Cizelge 1.1. de belirtilen organizmalarin disinda Battal vd., 2004 kurutulmus
makrofungus orneklerindeki GAs, IAA, ABA ve zeatin miktarlarin1 belirlemek iizere
Macrolepiota procera, Russula delica, Agaricus macrosporus, Agaricus campestris,
Agaricus essettei , Lactarius delicious, Pleurotus osteratus, Lycoperdon perlatum ,
Volvariella speciosa, Pholiota cerifera, Russula badia, Inocybe fastigiota, Amanita

muscaria ve Coprinus atramentarius tiirleri iizerinde BGD miktar tayini yapmislardir.

1.1.4.2. Uretim Optimizasyonu

Mikrobiyal yolla iiretilen metabolitlerin liretim verimini artirmak ve maliyeti
diisiirmek amaciyla sicaklik, pH, nem, karbon (C) ve azot (N) kaynagi tipi, C:N orant,
immobilizasyon, fermentasyon ve fermentor tipi gibi kiiltiirel parametrelerin
optimizasyonu ve atiklarin BGD iiretiminde substrat olarak kullanilabilirliginin

belirlenmesi gibi konular arastirilmaktadir.
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Mikroobiyal yolla iiriin elde edilmesinde mikroorganizmanin gelisebilmesi ve
istenilen iirtinii maksimum verimlilikte iiretebilmesi i¢in bazi kiiltiirel parametrelerin
optimize edilmesi gerekmektedir. Bitki gelisim diizenleyicileri iiretiminde inkiibasyon
siiresi, sicaklik, pH, ¢alkalama, nem ve 151k gibi kiiltiirel parametrelerin etkisi lizerine
cesitli arastirmalar yapilmigtir.  Bilkay vd., (2010) Aspergillus niger’ den IAA
tiretiminde, 25 °C, pH 6 ve 6 giin inkiibasyon siiresi kosullarinin, GA {iretiminde ise 30
°C, pH 5 ve 12 giin inkiibasyon siiresinin optimum kosullar oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica Karako¢ ve Aksoz, (2005), Aspergillus niger ile GA iiretiminde Bilkay vd.,
(2010)’na ek olarak calkalamanin GA {iretimini artirdigint bildirmislerdir. Machado et
al., (2002) ise Gibberella fujikuroi ile GA iiretiminde 5,3 pH, %75 nem ve 29°C
sicaklik olarak belirledikleri optimum kosullar ile GA {iiretimini 13 kat arttirdiklarim
bildirmislerdir. Swain ve Ray, (2008) ise Bacillus subtilis ile IAA iretiminde 6 giin
inkiibasyon siiresi, pH: 7 ve %70 nem ile 23,5 pg/gram substrat oraninda IAA
tretmislerdir. Karakog¢ ve Aksoz, (2006) Pseudomonas sp. ile nutrient broth
besiyerinde, 30 °C inkiibasyon sicakligi, pH: 7, karanlik ve ¢alkalamali inkiibasyon
kosullarinda 72 saat inkiibasyon ile 285,06 mg/L oraninda GA {iretimi rapor

etmislerdir.

Mikrobiyal yolla iiriin elde edilmesinde karbon ve azot kaynagi tipi, substratin
kullanilabilirliginin ve kullanim hizinin 6nemli olmast nedeniyle Onemli bir
optimizasyon parametresidir. Bu kapsamda karbon ve azot kaynaginin optimizasyonu
lizerine yapilan ¢alismalarda; Karakog¢ ve Aksoz, (2005), Aspergillus niger ile GA
tiretiminde en iyi karbon kaynagii sukroz ve en iyi azot kaynaginit NaNOj3 olarak
belirlemislerdir. Darken et al., (1959) Fusarium moniliforme ile yaptiklar1 GA tiretimi
calismasinda karbon kaynagi olarak nisasta, gliserol, glikoz ve laktozun g¢esitli
oranlarda karigimlarimi kullanmig ve en iyi sonucun litrede 20 g gliserol, 10 g glikoz, 20
g laktoz kullanimiyla elde edildigini belirlemislerdir. Shukla et al., (2005) Gibberella
fujikuroi ile yaptiklari GA iretimi calismasinda azot kaynagi olarak kullandiklari
inorganik azot (NH;NO3), sentetik organik azot (glisin), kompleks organik azot (misir
surubu), organik ve inorganik azot karisimi (glisin / NH4Cl) igerisinden en iyi azot

kaynagi olarak inorganik azotu (NH4NOj3) belirlemislerdir. Lale ve Gadre, (2010)
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Gibberella fujikuroi ile GA, tiretiminde karbon kaynagi olarak glikozu, azot kaynagi
olarak ise fistik ununun iretimi en ¢ok artirdigini bildirmislerdir. Machado et al.,
(2002) ise Gibberella fujikuroi ile GA iiretiminde mineral tuz soliisyonu optimizasyonu
icin KH,PO4, K3SO4, MgSO4, ZnSO4, CuSO4, FeSO4, (NH4)2SO,4 denemis ve 0,03%
FeSO, ve %0,01 (NH4)2SO4 ile GAj tiretiminin 1,7 kat arttirildigi bildirmislerdir.

Mikrobiyal yolla iirin elde edilmesinde istenilen iiriiniin primer ya da sekonder
metabolit olmasina bagli olarak sentezin gergeklestigi yasam fazinin istenilen siirede
tutulmasinda C:N orani en belirleyici parametredir. Bu nedenle BGD iiretiminde de
C:N oranim belirlemek i¢in bazi ¢aligmalar yapilmistir. Bu calismalarda ise Karakog
ve Aksoz, (2005) Aspergillus niger ile GA iiretiminde optimum karbon kaynagi azot
kaynagt oranmin 100:10 oldugunu bildirmislerdir. ~ Gibberella fujikuroi ile GA
tiretiminde optimum karbon kaynag1 azot kaynagi oran1 arastirmacilar tarafindan Rios-
Iribe et al., (2011) C (glikoz):N (musir yagi) 1:2, Kim et al., (2006) C (glikoz):N
(Pamuk tohumu unu) 60:6, Machado et al., (2002) C (kahve kabugu):N (cassava
kiispesi) 7:3, Escamilla-Silva et al., (2000) C (glikoz):N (NH4CI) 36,8, Shukla et al.,
(2005) 119,5 olarak bildirilmistir. Karakog¢ ve Aksoz, (2006), Pseudomonas sp. ile GA

tiretiminde optimum karbon kaynagi azot kaynagi oranin1 100:17 olarak bildirmislerdir.

Mikrobiyal yolla iirlin elde edilmesinde iiretimin endiistriyel capta ve yliksek
verimlilikle gerceklestirilebilmesi i¢in uygun fermentasyon ve fermentdr tipinin
belirlenmesi 6nemli bir parametredir. Bu kapsamda BGD f{iretiminde fermentor ve
fermentasyon tipleri lizerine yapilan ¢alismalarda; Tomasini et al., (1997) Gibberella
fujikuroi ile GA iiretiminde derin kiiltiir fermentasyonu (120 saatlik inkiibasyon ile 23
mg /ml gibberellin) ile kati faz fermentasyonunu karsilastirmislardir (kuru besiyeri
agirligina oranla 250 mg/kg gibberellin). Machado et al., (2002) Gibberella fujikuroi
ille GA dretiminde kati faz fermentasyonu ile derin kiiltiir fermentasyonunu
karsilagtirmiglar ve kat1 faz fermantasyonu ile 6,1 kat daha yiiksek GA3z verimi elde
etmiglerdir. Duran-Paramo et al., (2004) Gibberella fujikuroi ile GA iiretiminde
erlenlerde derin kiiltiir fermentasyonu ile ve ayrica karnistirmali ve sabit yatak
reaktorlerde serbest ve immobilize hiicreleri karsilastirmislar ve serbest hiicrelerde

karigtirmali reaktdrde 0,206 g/L ve gram biyomass bagina 0,078 g GA; elde edilmistir.
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Machado et al., (2004) Gibberella fujikuroi ile GA iretiminde kahve kabugu ve
cassava kiispesinin substrat olarak kullanildig1 sikistirilmis yatak biyoraktdrde kati faz
fermantasyonu ile fermentasyonun 6. giiniinde kg substrat basina 0,925 g GA3 elde
ettiklerini bildirmislerdir. Silva et al., (1999) biyoreaktorde Gibberella fujikuroi ile
1100 mg/L GA irettiklerini bildirmislerdir. Escamilla-Silva et al., (2000) Gibberella
fujikuroi ile GA iretiminin kesikli kiiltiir ile akigkan yatak tipi biyoreaktorde 3,90 g/L
ye ulagabildigini ve bu degerin daha onceki derin kiiltiir ve kati fermentasyon
degerlerinden 3 kat daha fazla oldugunu bildirmislerdir. Bu ¢alismalara ek olarak
Gibberella fujikuroi ile GA iiretiminde Kim et al., (2006) karistirmali tank tipi
biyoreaktdr ve Rios-lribe et al., (2011) siirekli karigtirmali tank tipi biyoreaktori

kullanmislardir.

Calismalarda atiklarin degerlendirilmesi, ¢evreyi kirletici etkilerinin 6nlenmesi
ve iretim maliyetinin diislirilmesi gibi nedenlerle bazi atiklar da BGD {iretimi igin
alternatif hammadde kaynagi olarak denenmistir. Bu kapsamda; Karako¢ ve Aksoz,
(2005) melas, peyniraltt suyu, zeytinyagi karasular1 ve gesitli meyve sulari gibi atiklarin
arasindan melasin ve zeytinyagl karasuyunun GA iretimi i¢in kullanilabilir oldugunu
belirtmislerdir. Cihangir ve Aks6z, (1997) alternatif hammadde kaynagi olarak melas,
silempe, peynir alt1 suyu, seker pancari atiklar1 ve meyve prinasint kullanmislardir.
Rodrigues et al., (2009) cassava kiispesi, kahve kabugu, seker kamis1 kiispesi, limon
posasi, soya kepegi ve soya kabugu arasindan limon posasinin GA sentezi i¢in daha
kullanilabilir oldugunu bildirmislerdir. Tomasini et al., (1997) cassava unu ve seker
kamis1 kiispesi arasindan cassava ununun daha yiiksek iiretim sagladigini
bildirmislerdir. Ayrica diger arastiricilarda; Ozcan ve Topguoglu, (2001) zeytinyag:
fabrikasi1 atigini, Machado et al. (2004 ve 2002) cassava kiispesi ve kahve kabugunu,
Swain ve Ray (2008) manyok lifi kalintisini, Rios-Iribe et al.(2011) muisir yagini, Kim
et al. (2006) pamuk tohumu ununu, Escamilla-Silva et al. (2000) piring ununu ve

Hamayun et al. (2009) soya fasulyesini alternatif substrat olarak kullanmiglardir.

Konunun 6nemi geredi giliniimiize dek diinyanin gesitli iilkelerinde yliksek
tretim kapasiteli kiifler, bakteriler ve ¢ok az miktarda da makrofunguslar iizerine

aragtirmalar gerceklestirilmis olup bazi potent mikroorganizmalar belirlenmistir.


http://www.tandfonline.com/action/doSearch?action=runSearch&type=advanced&result=true&prevSearch=%2Bauthorsfield%3A%28Cihangir%2C+N.%29
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Ozellikle beyaz ¢iiriik¢iil makrofunguslar tarafindan, bitkide yayilimlarmi

kolaylastirmak amac1 ile BGD iirettiklerine iliskin veriler vardir.

Ancak giiniimiize dek gerceklestirilen BGD iiretim denemeleri genellikle sinirl
sayida ve ayni tiirler ile gerceklestirilmistir. BGD {iretiminde en gii¢lii aday olarak
gorlinen beyaz ciiriik¢iil makrofunguslar tizerinde kapsamli bir tarama ve optimizasyon

calismasi gbze carpmamaktadir.

Bu calismada, Eskisehir Osmangazi Universitesi Fungikiiltir Laboratuvari
Basidiomycetes kiiltiir koleksiyonunda stoklanan yerel ve standart makrofungus suslari
tarafindan gibberellik asit (GA), absisik asit (ABA) ve indol asetik asit (IAA)
liretiminin taranmasi, istatistiksel optimizasyonu, reaktér capinda iiretimi ve kinetik

modellemesi konu alinmistir.

2. MATERYAL ve METODLAR

2.1. Materyal
2.1.1. Makrofungus izolatlar

Calismanin materyalini Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Bdliimiinde olusturulan “Basidiomycetes Kiiltiir Koleksiyonu”
(OBCC) biinyesinde dikaryotik misel formunda stoklanan c¢esitli beyaz ¢iiriikgiil ve
saprofit makrofungus kiiltiirleri olusturmaktadir. BGD iiretim potansiyeli yiiksek olan
izolatlar1 belirlemek amaciyla ¢esitli ekofizyolojik gruplari temsil edecek bigimde
secilen makrofungus suslar1 Cizelge 2.1’ de sunulmustur. Stok kiiltiirlerin devamlilig

Potato Dekstroz Agar (PDA) ortaminda + 4 °C’ de saklanarak saglanmustir.



Cizelge 2.1. Tarama ¢alismasinda kullanilan makrofunguslar
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OBCC OBCC

Kodu Makrofungus adi . Makrofungus adi
1002 Leucoagaricus pudicus 28 Macrolepiota procera
1004 Ganoderma carnosum 34 Polyporus arcularius
1005 Suillus collitinus 35 Hypholoma fasciculare
1008 Antrodia serialis 36 Tanimlanmamus izolat
1009 Pleurotus eryngii 37 Tanimlanmamuis izolat
1010 Ganoderma applanatum 5001 Ganoderma carnosum
1014 Coprinus comatus 5004 Lentinus strigosus
1015 Pleurotus ostreatus 5005 Cerrena unicolor
1022 Pleurotus ostreatus 5006 Trametes pubescens
1023 Schizophyllum commune 5008 Ganoderma lucidum
1026 Inonotus hispidus 5009 Inonotus hispidus
1030 Fomes fomentarius 5010 Schizophyllum commune
1031 Pleurotus ostreatus 5011 Tanimlanmamus izolat
1032 Tanimlanmamus izolat 5014 Trametes hirsuta
1033 Tanimlanmamus izolat 5015 Paxillus involutus
1034 Pleurotus ostreatus 5016 Tanimlanmamus izolat
1035 Fistulina hepatica 5020 Stereum hirsutum
1038 Tanimlanmamus izolat 5023 Trametes versicolor
1039 Leucoagaricus pudicus 5024 Hygrocybe pratensis
1040 Laetiporus sulphureus 5028 Tanimlanmamis izolat
1041 Agaricus campestris 5029 Tanimlanmamis izolat
1043 Tanimlanmamus izolat 5056 Suillus sp.
1045 Inonotus hispidus 2503 Omphalatus illudens
1046 Tanimlanmamis izolat 2514 Tanimlanmamus izolat
1047 Tanimlanmamus izolat 2515 Daedalea quercina
1049 Tanimlanmamis izolat 3501 Polyporus arcularius
1050 Tanimlanmamus izolat 3002 Tapinella panuoides
1067 Tanimlanmamus izolat 3007 Lentinus tigrinus
1068 Tanimlanmamus izolat 2001 Lenzites betulina
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Cizelge 2.1. Tarama galismasinda kullanilan makrofunguslar (Devam)

1069 Tanimlanmamus izolat 2002 Omphalatus olearius
1070 Tanimlanmamis izolat Ag 461 Pleurotus calyptratus °
1074 Tanimlanmamus izolat Ag 463 Pleurotus cornucopiae ”
1075 Tanimlanmamus izolat Ag 468 Pleurotus dryinus °
1983 Tanimlanmamus izolat Ag 470 Pleurotus dryinus °
1084 Tanimlanmamus izolat Ag 471 Pleurotus eryngii °
1988 Tanimlanmamus izolat Ag 472 Pleurotus ostreatus
1089 Tanimlanmamis izolat Ag 475 Pleurotus ostreatus °
1092 Tanimlanmamis izolat Ag 476 Pleurotus ostreatus °
1093 Tanimlanmamus izolat Ag 477 Pleurotus ostreatus cv. florida "
1100 Tanimlanmamus izolat Ag 479 Pleurotus pulmonarius
1102 Tanimlanmamus izolat Hakkari Pleurotus eryngii
02 Tanimlanmamus izolat Tunceli Pleurotus eryngii
03 Ganoderma sp. Elazig Pleurotus eryngii ©
04 Suillus bovinus Diyarbakir | Pleurotus ostreatus °
05 Tricholoma equestre Hacettepe | Pleurotus eryngii
06 Clavariadelphus truncatus Kavak Pleurotus ostreatus °
08 Lepista nuda HK35 Pleurotus ostreatus °
09 Polyporus arcularius Hafiz Pleurotus ostreatus °
11 Trametes hirsuta (+) Kontrol | Aspergillus niger
18 Gloeophyllum sepiarium (+) Kontrol | Gibberella fujikuroi
23 Pycnoporus cinnabarius (+) Kontrol | Gibberella fujikuroi H010W65 *
24 Macrolepiota procera (+) Kontrol | Gibberella fujikuroi 011M1-A2*
25 Trametes versicolor (+) Kontrol | Gibberella fujikuroi 010Z2C ¢
26 Tanimlanmamus izolat (+) Kontrol | Gibberella fujikuroi 010Z19B *
27 Tanimlanmamis izolat

8 Prof.Dr. Berna Tunali’ dan temin edilmistir.

¢ Prof. Dr. Abdunnasir Yildiz’ dan temin edilmistir.

® Dr. Varislav Homolka’ dan temin edilmistir.

¢ Prof. Dr. Aysun Peksen’ den temin edilmistir.
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2.1.2. Besiyerleri

Calisma siiresince kullanilan tiim besiyerleri, aksi belirtilmedik¢e besiyeri
igeriginin distile suda ¢oziiliip otoklavda 1,2 atm basing ve 121 °C sicaklikta 15 dakika

siire islem gormesi ile steril edilerek kullanilmastir.
Besiyeri 1: Patates Dekstroz Agar (PDA)

Ticari hazir besiyerinden (Merck) 39 g/l oraninda tartilarak hazirlanmigtir.

Makrofungus izolatlarinin aktiflenmesinde kullanilmistir.

Besiyeri 2: Modifiye Czapek-Dox Medium

Sukroz 30,0 g
NaNO; 3,0 g
KH,PO, 1,0 g
MgS04.7H,0 0,5 9
KCI 0,5 g
Tripton 5,0 g
Distile su 1000 ml

Makrofungus kiltiirlerinin GA, ABA ve [AA {iretim potansiyelleri acisindan
taranmalari, Bitki Gelisim Diizenleyicisi (BGD) iiretimini arttiran kiiltlir yonteminin
belirlenmesi ve elde edilen optimize kosullarin reaktor kosullarina uygulanmasi

asamalarinda kullanilmistir.
Besiyeri 3: Kat1 Faz Kiiltiir Yontemi Besi Ortam

Bes gram Kkuru substrat (Seker pancar1) 250 ml lik erlenlere aktarilarak tizerine
13 ml Czapek Dox medium ilave edilmistir. Ortam homojen bi¢gimde karistirildiktan

sonra 121 °C de 45 dakika steril edilmistir.

Bitki Gelisim Diizenleyicisi (BGD) iiretimini arttiran kiiltiir y&nteminin

belirlenmesi asamasinda kullanilmistir.



19

2.1.3. Cozeltiler ve Diger Kimyasal Maddeler

Caligmalarda kullanilan kimyasallar ve kullanim alanlar1 Cizelge 2.2° te

belirtilmistir.
Cozelti 1: GA Mobil Faz Cozeltisi

Kloroform, etil asetat ve asetik asit’ in 40, 60 ve 5 (v:viv) oranlarinda
karigtirilmast amacit ile hazirlanmistir.  GA’ in plaka iizerinde yiiriitiilmesi amaciyla

kullanilmustir.
Cozelti 2: ABA Mobil Faz Cozeltisi

Etil asetat, kloroform ve asetik asit’ in 15, 5 ve 1 (v:Vv:V) oranlarinda karistirilmasi

amaci ile hazirlanmistir. ABA’ nin plaka {izerinde yiiriitiilmesi amaciyla kullanilmistir.

Cozelti 3: IAA Mobil Faz Cozeltisi

Izopropanol, amonyum hidroksit ve su’ yun 10, 1 ve 1 (v:v:v) oranlarinda
karistirilmas1 amaci ile hazirlanmistir.  IAA’nin plaka iizerinde yiiriitiilmesi amaciyla

kullanilmistir.
Cozelti 4: Etanol — Siilfiirik Asit Cozeltisi

5 ml silfturik asit, etanol ile 100 ml ye tamamlanarak hazirlanmistir. GA

beneklerinin goriiniir hale getirilmesi amaciyla kullanilmigtir.

Cozelti 5: %10 Siilfirik Asit Cozeltisi

10 ml sulfiirik asit, distile su ile 100 ml ye tamamlanarak hazirlanmistir. ABA
beneklerinin goriiniir hale getirilmesi amaciyla kullanilmigtir.

Cozelti 6: Ehrich’s Reaktifi Cozeltisi

10 g p-dimetil amino benzaldehit, %70 lik perklorik asit ile 100 ml ye
tamamlanarak hazirlanmigtir. IAA beneklerinin goriinlir hale getirilmesi amaciyla
kullanilmustir.



Cizelge 2.2. Kullanilan kimyasallar ve kullanim alanlari
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Kimyasal maddeler

Kullanim Amaci

Etil asetat
HCI
NaHCO3;

BGD Ekstraksiyonu ve Tayini

GA3 (Sigma G-7645)
ABA (Sigma A-1049)
IAA (Sigma 1-2886)

Standart

Etil asetat

Asetik asit

Kloroform

Izopropanol

Amonyum hidroksit

Stlfiirik asit

Etanol

p-dimethyl amino benyzldehyde
HCIO,

Silica gel 60F 254 (Merck)

ITK ile Dogrulama

Fenol
H,S04

FSA Yontemi

Sodyumnitroprussid
NaOH
Hipoklorid

Berthelot Yontemi
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2.2. Metodlar

2.2.1. Makrofungus Kiiltiirlerinin GA, ABA ve IAA Uretim Potansiyelleri

Acisindan Taranmalari

Digerlerinden daha yiiksek miktarda GA, ABA ya da IAA iireten makrofungus
suslarmin sec¢ilmesi hedeflenen bu asamada; suglarin BGD iiretim kapasiteleri Bilkay

vd., (2010) tarafindan Onerilen yontem ile spektrofotometrik olarak karsilastirilmistir.

2.2.1.1. Makrofungus izolatlarinin Aktiflenmesi

Makrofungus izolatlarinin aktiflenmesi amaciyla, stok kiiltiirde korunan izolatlar
Potato Dekstoz Agar (PDA) besiyerlerinde 30 °C’ de 7 giin biiyiitiilerek aktif hale

getirilmistir.

2.2.1.2. Makrofungus Izolatlarindan inokiilant Eldesi

Aktif olarak biiyliyen fungal koloninin dig smirlarinda yer alan biiylime
zonundan 6 mm capinda misel diskleri elde edilmistir. Tarama c¢aligmasinda kullanilan

her erlen i¢in inokiilant olarak bahsedilen misel disklerinden 5 tanesi kullanilmistir.

2.2.1.3. Makrofungus izolatlarinin BGD Uretim Potansiyellerinin Belirlenmesi

GA, ABA ve IAA fiiretiminin belirlenmesi i¢in tarama ortami olarak pH s1
sterilizasyon Oncesinde 5’ e ayarlanmig olan Modifiye Czapek Dox Medium

kullanilmistir. Inokiilasyon sonrasinda makrofungus kiiltiirleri 150 rpm de 30 °C de 10
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giin inkiibe edilmistir.  Inkiibasyonun 10. giiniinde BGD iiretiminin tayni igin

ekstraksiyon yapilarak liretim degerleri spektrofotometrik olarak karsilastirilmistir.

Kiiltiiriin hasat1 ve BGD ekstraksiyonu i¢in 10 giinliik fungal kiiltiir Whatman 1
filtre kagidindan gegirildikten sonra santrifiij edilerek kiiltiir sivisi elde edilmistir.
Stipernatantin pH s1 1N HCI kullanilarak 2,5 a ayarlandiktan sonra, etil asetat / NaHCOj3
(% 5) ile s1vi-s1v1 ekstraksiyonu yapilmis ve ayirma hunisi ile etil asetat fazi alinmastir.
Bu islem ardisik olarak 3 kez gerceklestirilerek elde edilen etil asetat fazlari ayr1 bir

kapta birlestirilmistir.

GA 254, ABA 263 ve TAA 280 nm de kore (etil asetat) karst okunmus, standart
GA, ABA ve IAA (Sigma) ile olusturulan standart cevap dogrulari araciligi ile
makrofungus suslari tarafindan iiretilen BGD nin miktar tayini yapilmistir (Ozcan ve

Topguoglu, 2001).

GA; Standart Cevap Dogrusu

1,6 -

1,4 y =0,0026x + 0,031
R*=0,9996

0,8

Absorbans

0,6 -
0,4 -

0,2 -

0 100 200 300 400 500 600
mg/I

Sekil 2.1. Makrofungus suslari tarafindan GA3 iiretiminin miktar tayini i¢in kullanilan

standart cevap dogrusu
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ABA Standart Cevap Dogrusu
14 -
y=0,0227x + 0,0401
1,2 4 R?=0,9971
1 -
[%2]
8
8 0,8 -
P
3
206 -
<
0,4 -
0,2 -
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
mg/I

Sekil 2.2. Makrofungus suslari tarafindan ABA {iretiminin miktar tayini i¢in kullanilan
standart cevap dogrusu

TAA Standart Cevap Dogrusu
1,4
y =0,2006x + 0,1029
1,2 R2=0,9972
1 .
wn
g
s 0,8 -
| .
3
206 -
<
04 -
0,2 -
O T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
mg/I

Sekil 2.3. Makrofungus suslari tarafindan IAA iiretiminin miktar tayini i¢in kullanilan
standart cevap dogrusu
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2.2.1.4. Makrofungus izolatimin BGD Uretiminin Dogrulanmasi

Secilen makrofungus suslarinin GA, ABA ya da TAA iiretimleri, ince tabaka
kromatografisi (ITK) ile dogrulanmistir. Bu amagla hazir ITK tabakalar1 (Silikajel 60F
254) kullanilmistir. GA, ABA ya da IAA igeren ekstrakt 0,5 ml etil asetat ile ¢oziilerek
2 defa ITK tabakalari iizerine tatbik edilmistir. Standartlar ise 10 M konsantrasyonda

hazirlanarak kullanilmistir .

GA i¢in mobil faz olarak kloroform:etil asetat:asetik asit (40:60:5) kullanilmis,
etanol:siilflirik asit (95:5) puskiirtiilerek benekler goriiniir hale getirilmis ve UV (254
nm) de incelenerek RF degerleri belirlenmistir (Machado et al., 2002).

IAA icin mobil faz olarak izopropanol:amonyum hidroksit:su (10:1:1)
kullanilmis, Ehrich’s reaktifi piiskiirtiilerek benekler goriiniir hale getirilmis ve normal

151kta olugsan pembe renk yardimiyla RF degerleri belirlenmistir (Swain ve Ray, 2008).

ABA i¢in ise mobil faz olarak etil asetat:kloroform:asetik asit (15:5:1)
kullanilmis, %10 siilfirik asit piiskiirtilerek 130 °C de 10 dk aktive edilerek benekler
gorlinlir hale getirilmis ve UV (254 nm) de incelenerek RF degerleri belirlenmistir

(Takayama et al.,1983).

2.2.2. Bitki Gelisim Diizenleyicisi (BGD) Uretimini Arttiran Kiiltiir Yonteminin

Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda, se¢ilen makrofungus susunun BGD iiretimi ii¢ farkli
kiiltir sisteminde bliyiimesi sirasinda zamana bagli olarak izlenmistir.  Segilen
makrofungus susunun irettigi BGD (GA, ABA ya da IAA) miktarmin susun
biyiitildigi kiltir yontemine bagli olarak degisimi belirlenmistir. Boylece segilen
makrofungus susunun BGD iretimini en fazla destekleyen kiiltiir yonteminin ve
tretimin en yiiksek seviyede gerceklestigi inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

planlanmistir.
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2.2.2.1. inokiilant eldesi

Inokiilant elde etmek icin ncelikle aktif bilyiiyen makrofungus kolonisinden 6
mm ¢apinda misel diskleri elde edilmistir. Bu diskler Modifiye Czapek-Dox Medium
ortamimda 100 rpm de 30 °C de 4 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
besiyeri dokiiliip, fungus pelletler 2 kez steril distile su ile yikanarak dokiilen besiyeri
miktar1 kadar steril distile su eklenmistir. Heidolph marka homojenizator kullanilarak
homojenize edilmesi ile inokiilant hazirlanmigtir (Kizilcik vd., 2010). Farkli kiiltiir
yontemleri i¢in hazirlanan biiylime ortamlari hazirlanan inokiilant ile % 4 oraninda

inokiile edilmistir.

2.2.2.2. Derin Kiiltiir Yontemi ile BGD Uretiminin izlenmesi

Bu yontemde, se¢ilen makrofungus susu 100 ml Modifiye Czapek Dox Medium
iceren 250 ml’ lik erlenlerde, ¢alkamali etiivde, derin kiiltiir olarak inkiibasyona
birakilmistir. Erlenler 30 °C de ve 150 rpm ¢alkalama hizinda gergeklestirilen toplam
24 giinliik inkiibasyon siiresinCe her 3 giinde bir hasat edilerek biiylime parametreleri

acisindan degerlendirilmistir.

2.2.2.3. Statik Kiiltiir Yontemi ile BGD Uretiminin izlenmesi

Bu yontemde derin kiiltiir ile ayn1 besiyeri ve inkiibasyon kosullar1 kullanilmas,
fakat inkiibasyon c¢alkamali kosullar yerine durgun sekilde yapilmistir. Erlenler sadece
film olusumunu engellemek igin giinde bir kez ve hafifge galkalanmigtir. Erlenlerin
hasati ve inceleme parametreleri derin kiiltiir yonteminde belirtilen bi¢imde

gerceklestirilmistir.
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2.2.2.4. Kat1 Faz Kiiltiir Yontemi ile BGD Uretiminin izlenmesi

Bu yontemde, 13 ml Czapek Dox medium ile nemlendirilmis bes gram kuru
substrat (Seker pancari) igeren her erlen 4 ml inokiilant ile agilanmigtir. Erlenler statik
kosullarda % 70 nem ve 30 °C de gergeklestirilen toplam 24 giinliikk inkiibasyon
siresinde her 3 giinde bir hasat edilerek inceleme parametreleri agisindan

degerlendirilmistir.

Erlenlerin hasatt i¢in 100 ml steril distile su eklenerek 100 rpm de 2 saat
calkalandiktan sonra derin kiiltiir yoOntemi icin izlenen ekstraksiyon yoOntemi

uygulanmustir.

2.2.2.5. Analitik Yontemler

Analitik yontemler kapsaminda; hasat edilen 6rnekler ¢esitli zaman araliklarinda
biyomas, BGD {iretimi, karbon kaynag1 miktari, azot kaynagi miktari, pH gibi inceleme

parametreleri agisindan degerlendirilmistir.

Biyomas miktar1 kuru agirlik tayini ile belirlenmistir. Uretilen BGD miktar
1.2.1.3 bashginda ifade edildigi gibi spektrofotometrik olarak saptanmistir Ortamda
kalan karbon kaynagi miktar1 fenol siilfirik asit yontemi ile (Dubois et al., 1956); azot

kaynagi miktar1 ise Berthelot yontemi ile belirlenmistir.

2.2.3. Istatistiksel Deney Tasarim ile BGD Uretiminin Optimizasyonu

Secilen makrofungus susunun BGD {iretimi i¢in en uygun liretim kosullarinin
belirlenmesi amaci ile Plackett-Burman deney tasarimi (PB) modeli ile cevap yiizey
yontemi (Response Surface Method; RSM) deney tasarimlari kullanilmistir (Plackett ve
Burman, 1946). Ozet olarak Plackett—Burman deney tasarimi ile BGD iiretimini arttiran
kosullar (karbon kaynagi tipi, azot kaynagi tipi, mineral madde tipi vb.) secilmis, cevap

yiizey yontemi ile de bu degiskenlerin etkin konsantrasyonlar1 belirlenmistir.



27

2.2.3.1. Plackett-Burman Deney Tasarimi

Plackett — Burman deney tasarimi, makrofungus suslari tarafindan BGD tiretimi
tizerine etkiye sahip olmas1 olas1 besinsel ve ¢evresel degiskenler arasindan iiretimi en
fazla arttiran degisken(ler)i segmek amaci ile uygulanmistir. Plackett — Burman deney
tasarimi her degiskenin 2 farkli seviyesinin kullanildigi bir deney tasarim desenidir. Bu
amagla secilen sus tarafindan BGD iiretimi {izerine etkisi arastirilan degiskenler ve

seviyeleri Cizelge 2.3. te sunulmustur.

Cizelge 2.3. Plackett — Burman deney tasarimi ile segilen sus tarafindan BGD iiretimi

iizerine etkisi arastirilan degiskenler ve seviyeleri

Diisiik Yiiksek
Degisken
Degiskenler Deger Deger
Kodu
-1) (+1)

X1 Glikoz 0 3

X2 Karbon kaynag1 (%) Laktoz 0 3

X3 Sukroz 0 3

X4 Fruktoz 0 3

X5 NaNOs 0 0,3

X6 Azot kaynagi (%) NH;NOs; 0 0,3

X7 Yeast ekstrakt 0 0,3

X8 Tripton 0 0,3

X9 FeSO, 0 0,1
X10 Mineral (%) MgSO, 0 0.1
X11 KH,PO4 0 0,1
X12 Vitamin (pg/l) Tiamin 0 1000
X13 Inkiibasyon Sicakligi (°C) 25 35
X14 Besiyeri Baslangic pH 4 7
X15 Karistirma hizi (rpm) 100 200
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Bu deney tasarim yonteminde (n) sayida degiskenin etkisi (n+1) sayida deneme
ile arastirllmaktadir. Calismada segilen sus tarafindan BGD iiretimi {izerine 15
degiskenin etkisinin arastirilmasi ongoriilmistiir. Bu nedenle segilen 15 degiskenin
BGD iiretimine etkisi Cizelge 2.4.te sunulan tasarim kullanilarak 16 denemede

arastirilmistir.

Cizelge 2.4. Segilen sus tarafindan BGD iiretimi i¢in kullanilan Plackett — Burman

deney tasarimi
egisken
XL | X2 | X3 | X4 | X5 | X6 | X7 | X8| X9 | X10 | X11 | X12 | X13 | X14 | X15
Deneme

1 +1 | 41 | +1 | +1 -1 +1 -1 +1 | +1 -1 -1 +1 -1 -1 -1
2 +1 | +1 | +1 -1 +1 -1 +1 | +1 -1 -1 +1 -1 -1 -1 +1
3 +1 | +1 -1 +1 -1 +1 | +1 -1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1
4 +1 -1 +1 -1 +1 | +1 -1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1
5 -1 +1 -1 +1 | +1 -1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 +1
6 +1 -1 +1 | +1 -1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 +1 -1
7 -1 +1 | +1 -1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 +1
8 +1 | +1 -1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 +1 -1
9 +1 -1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 | +1 +1 +1 -1 +1 -1 +1
10 -1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 | 41 | +1 +1 -1 +1 -1 +1 +1
11 1+ -1 -1 | -1 | 41| 41| +1 | +1 -1 +1 -1 +1 +1 -1
12 +1 -1 -1 -1 +1 | 41 | +1 | +1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 -1
13 -1 -1 -1 +1 | 41 | +1 | +1 -1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 +1
14 -1 1) +1 | 41 | 41 | 41 | -1 | +1 | -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1
15 1| +1 | +1 | 41 | +1 | -1 | 41| -1 | +1 +1 -1 -1 +1 -1 -1
16 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

2.2.3.2. Cevap Yiizey Yontemi Deney Tasarimi

Cevap yilizey yontemi, Plackett-Burman deney tasarimi ile BGD iiretimini

arttirdigi  belirlenen degiskenlerin en etkin diizey-konsantrasyonunu belirlemek
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amaciyla kullanilmistir. Cevap yiizey yontemi her degiskenin 3 (Box-Behnken) ya da 5
(Central Composite) farkli seviyesinin kullanildigi bir deney tasarim desenidir.
Calismada Plackett-Burman deney tasarimindan elde edilen veriler dogrultusunda Box-
Behnken Deney Tasariminin arastirtlmasi 6ngoriilmiistiir. Bu amagla Plackett-Burman
deney tasarimindan elde edilen veriler dogrultusunda etkisi arastirilan degiskenler ve
seviyeleri Cizelge 2.5. de, uygulanan Box-Behnken deney tasarimi ise Cizelge 2.6. da

sunulmustur.

Cizelge 2.5. Secilen sus tarafindan BGD {iretimi i¢in kullanilan Box-Behnken deney

modeli
egiken X1 X2 X3
Deneme~_ | (Fruktoz; %) | (NaNOgs; %) | (KH2PO4; %)
1 0 0 0
2 0 1 1
3 1 0 1
4 0 1 1
5 1 1 0
6 0 0 0
7 0 0 0
8 -1 1 0
9 0 1 1
10 -1 0 1
11 -1 -1
12 1 0 1
13 -1 -1 0
14 0 -1 -1
15 1 1 0




Cizelge 2.6. Cevep yiizey yontemi deney tasarimui ile secilen sus tarafindan BGD

iiretimi iizerine etkisi arastirilan degiskenler ve seviyeleri

Digggl;en Degiskenler -1 0 +1
X1 Karbon kaynagi (%) Fruktoz 1 3 5
X2 Azot kaynagi (%) NaNO3 0,1 0,3 0,5
X3 Mineral (%) KH2PO4 0,05 0,1 0,15

Vitamin (pg/l) Tiamin 1000
Sicaklik (°C) 25
pH 7

Karistirma (rpm) 150

Cevap yiizey yontemi analizlerinde asagidaki kuadratik esitlik kullanilmistir:

Y =4, +Z:Bixi +Zﬁijxixj +Z:Biixi2
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Burada Y tahmin edilen tepki (yanit), Bo sabit terim, [B; kareli terimlerin

katsayis1, B ikili etkilesimlerin katsayist ve x; agiklayici (bagimsiz) degiskenlerin

kodlanmis degerleridir.

2.2.4. Elde Edilen Optimize Kosullarin Derin Kiiltiir Kosullarina Uygulanmasi

BGD iiretim kosullarinin optimizasyonu c¢alismalarindan elde edilen veriler,

secilen organizmanin derin kiltiir kosullarinda biiylitiilmesi ile test edilmistir.

Bu

amagla, yiiksek BGD iiretim o6zelligi ile segilen organizmanin optimize olmayan

kosullarda erlen dl¢eginde, optimize olan kosullarda erlen 6lgeginde ve optimize olan

kosullarda reaktdr Olgeginde biiyiitiilmesi sirasinda BGD iretimleri izlenmis ve

karsilastirilmistir.  BoOylece optimizasyonun basarili olup olmadigi ve optimize

kosullarin 6l¢ek biiyiitiilerek tekrarlanip tekrarlanamayacagi konular1 sorgulanmistir.

Bu amagla istatistiksel deney tasarimi ile BGD {iretiminin optimizasyonu asamasinda

belirlenen en uygun iiretim kosullari, 6lgek biiylitme uygulanarak reaktér boyutunda

arastirilmastir.
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Bu asamada 3,5 litrelik Bioflo 110 (New Brunswick) marka karistirmali tank
tipi reaktor (KTR) kullanilmis ve en uygun iiretim kosullarina ek olarak havalandirma
hizi 1 vvm olarak uygulanmistir. Reaktér kosullarinin BGD iiretimi {lizerine etkisini
daha net gorebilmek icin reaktor, erlende optimize olan ve olmayan besiyerinden elde
edilen sonuglar ile karsilastirilmistir. Fermentasyonun bagaris1 20 giinliik inkiibasyon
siiresince  giinlik  Ornekleme  yapilarak  biiylime  parametreleri  agisindan

degerlendirilmistir.

Inkiibasyon siiresince sicaklik, pH ve ¢dziinmiis oksijen degerlerinin izlenmesi
ise reaktore bagli Dbilgisayar programi (BioCommand Plus) araciligi ile
gerceklestirilmistir. Biyomas degerlerinin izlenmesinde hiicre kuru agirligi, besiyerinde
kalan karbon kaynagi miktarinin izlenmesinde ise spektofotometrik fenol stilfirik asit

yontemi kullanilmistir.

2.2.5. BGD Uretiminde Kinetik Parametrelerin Tayini

Optimizasyon calismasi ile elde edilen verilerin dogrulugunun onaylanmasi
amaci ile Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 optimize olan ve olmayan kosullarda erlen
6l¢eginde biiyiitiilmiistiir. Ayrica optimize kosullarin erlen dlgeginden reaktor dlgegine
tasinabilmesi i¢in de ayri bir ¢alisma tasarlanmistir. Bu durumda Pleurotus eryngii
(Hakkari) izolat1 optimize olan ve olmayan kosullarda erlen dlgceginde ve optimize
kosullarda reaktor dlceginde bilylitiilmiistiir. Organizmanin biiylime sirasinda iiretilen
biyomas (X), tliketilen karbon kaynagi (S) ve iiretilen BGD (P) miktarlarinin izlenmesi

ile;
dlnX
spesifik biiyiime hizi, u = e (1/d)

d5
volumetrik karbon kaynag: tiikketim orani, rs = o (o/L/d)

ds
spesifik karbon kaynag: tiiketim orani, Qs = (E) G) (9/g/d)
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d
volumetrik BGD iiretim orani, rp = d_f (mg/L/d)

d
spesifik BGD {iretim orani, Q, = (d—f) (}-1{) (mg/g/d)

ile yaygin bi¢cimde kullanilan verim katsayilarindan

dX
substrata bagli olarak iiretilen biyokiitle, Yy = = (9/9)

dPh fdSs
substrata bagli olarak tiretilen BGD, Yps= (—) (E) (mg/g)

dt
dP dX
biyomasa bagli olarak iiretilen BGD, Y= (E) (E)(mg/g)

degerleri hesaplanarak biiyiime ve BGD tiretim kinetigi incelenmistir.

3. BULGULAR

3.1.1. Makrofungus Kiiltiirlerinin GA, ABA ve IAA Uretim Potansiyelleri

Acisindan Taranmalari

3.1.1.1. Makrofungus izolatlarinin BGD Uretim Potansiyellerinin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda toplam 103 adet Basidiomycetes izolatinin 10 giinliik
inkiibasyon siiresi sonunda GA, ABA ve IAA iiretim degerleri izlenmis ve digerlerinden
daha yiiksek miktarda BGD iireten makrofungus izolat1 belirlenmistir.  Calisma

sonucunda elde edilen veriler Cizelge 3.1’ de sunulmustur.
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Cizelge 3.1. Makrofungus suslarinin inkiibasyonun 10. gliniinde tirettikleri gibberellik
asit (GA), absisik asit (ABA) ve indol asetik asit (IAA) miktarlar

Sira Organizma BGD (mg/l)
No Ad1 OBCC Kodu GA; ABA 1AA
1 Aspergillus niger (+) Kontrol | 1114,17 81,06 5,53
2 Gibberella fujikuroi (+) Kontrol | 1558,83 152,94 12,52
3 Gibberella fujikuroi 011M1-A2 | (+) Kontrol | 1666,17 | 188,32 13,53
4 Gibberella fujikuroi H010W65 (+) Kontrol 930,00 115,32 5,33
5 Gibberella fujikuroi 010Z22C (+) Kontrol 744,17 73,61 6,36
6 Gibberella fujikuroi 010Z219B (+) Kontrol | 1225,50 | 136,56 7,84
7 Negatif Kontrol (-) Kontrol 18,42 6,59 0,49
8 Leucoagaricus pudicus 1002 1146,33 204,30 29,78
9 Ganoderma carnosum 1004 42,31 8,57 0,35
10 | Suillus collitinus 1005 376,92 32,84 1,74
11 | Antrodia serialis 1008 138,33 16,10 1,13
12 Pleurotus eryngii 1009 550,00 44,95 3,10
13 Ganoderma applanatum 1010 73,97 11,67 0,85
14 Coprinus comatus 1014 548,92 54,98 4,58
15 Pleurotus ostreatus 1015 109,62 12,96 0,86
16 Pleurotus ostreatus 1022 69,74 11,19 0,66
17 Schizophyllum commune 1023 101,67 12,88 0,79
18 Inonotus hispidus 1026 166,54 21,99 2,00
19 | Fomes fomentarius 1030 173,46 22,46 1,67
20 | Pleurotus ostreatus 1031 153,72 23,30 1,03
21 Tanimlanmamis izolat 1032 91,28 8,02 0,36
22 Tanimlanmamis izolat 1033 439,23 53,36 6,70
23 Pleurotus ostreatus 1034 69,36 7,71 0,35
24 Fistulina hepatica 1035 33,72 6,58 0,43
25 Tanimlanmamis izolat 1038 603,21 79,53 10,37
26 Leucoagaricus pudicus 1039 248,97 30,38 2,87
27 | Laetiporus sulphureus 1040 209,00 11,64 0,33
28 Agaricus campestris 1041 43,08 7,83 0,52
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Cizelge 3.1. Makrofungus suglarinin inkiibasyonun 10. giiniinde {irettikleri gibberellik

asit (GA), absisik asit (ABA) ve indol asetik asit (IAA) miktarlari (Devam)

29 Tanimlanmamis izolat 1043 376,56 69,26 7,79
30 Inonotus hispidus 1045 127,33 18,17 1,67
31 Tanimlanmamis izolat 1046 362,56 43,45 4,30
32 Tanimlanmamis izolat 1047 122,67 17,83 1,28
33 Tanimlanmamis izolat 1049 82,69 11,33 0,79
34 Tanimlanmamis izolat 1050 162,56 24,08 2,03
35 Tanimlanmamis izolat 1067 85,51 11,64 0,92
36 Tanimlanmamis izolat 1068 135,07 16,05 1,25
37 Tanimlanmamuis izolat 1069 265,26 34,87 4,43
38 Tanimlanmamuis izolat 1070 207,69 30,14 3,41
39 Tanimlanmamuis izolat 1074 87,15 18,06 1,83
40 Tanimlanmamis izolat 1075 24,87 4,32 0,17
41 Tanimlanmamis izolat 1983 9,62 3,81 0,27
42 Tanimlanmamis izolat 1084 0,83 2,17 0,00
43 Tanimlanmamis izolat 1988 218,72 23,77 5,65
44 Tanimlanmamuis izolat 1089 62,05 8,58 2,59
45 Tanimlanmamis izolat 1092 377,31 34,83 1,64
46 Tanimlanmamis izolat 1093 78,31 10,60 0,85
47 Tanimlanmamis izolat 1100 103,85 4,27 0,07
48 Tanimlanmamis izolat 1102 350,38 64,78 7,64
49 Tanimlanmamis izolat 02 238,33 16,50 1,15
50 | Ganoderma sp. 03 135,77 17,75 1,00
51 Suillus bovinus 04 213,97 34,20 2,74
52 Tricholoma equestre 05 877,56 82,32 4,32
53 Clavariadelphus truncatus 06 306,41 34,40 411
54 Lepista nuda 08 173,72 19,60 1,60
55 Polyporus arcularius 09 145,04 14,86 1,00
56 | Trametes hirsuta 11 23,72 5,93 0,51
57 | Gloeophyllum sepiarium 18 595,00 73,27 5,70
58 Pycnoporus cinnabarius 23 65,00 10,91 0,72
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Cizelge 3.1. Makrofungus suglarinin inkiibasyonun 10. giiniinde {irettikleri gibberellik

asit (GA), absisik asit (ABA) ve indol asetik asit (IAA) miktarlari (Devam)

59 Macrolepiota procera 24 44,49 7,76 0,39
60 Trametes versicolor 25 186,41 20,47 1,30
61 Tanimlanmamis izolat 26 207,38 22,48 2,04
62 Tanimlanmamis izolat 27 202,31 25,35 2,00
63 Macrolepiota procera 28 115,13 13,68 0,98
64 | Polyporus arcularius 34 73,59 9,37 0,50
65 Hypholoma fasciculare 35 358,59 35,62 2,66
66 Tanimlanmamis izolat 36 11,83 4,62 0,17
67 Tanimlanmamis izolat 37 109,36 13,37 0,60
68 Ganoderma carnosum 5001 145,26 15,05 1,06
69 Lentinus strigosus 5004 44 87 8,91 0,54
70 | Cerrena unicolor 5005 254,00 22,70 1,35
71 Trametes pubescens 5006 336,28 50,00 6,39
72 | Ganoderma lucidum 5008 55,00 8,39 0,36
73 Inonotus hispidus 5009 1033,65 125,11 10,91
74 Schizophyllum commune 5010 231,54 21,64 1,40
75 Tanimlanmamus izolat 5011 515,26 44,84 1,60
76 Trametes hirsuta 5014 172,31 22,82 1,92
77 Paxillus involutus 5015 81,15 7,32 0,00
78 Tanimlanmamis izolat 5016 38,69 6,91 0,47
79 | Stereum hirsutum 5020 529,36 61,76 6,09
80 | Trametes versicolor 5023 570,26 48,57 1,55
81 Hygrocybe pratensis 5024 176,28 19,42 1,01
82 Tanimlanmamis izolat 5028 1090,64 124,10 8,96
83 Tanimlanmamis izolat 5029 274,17 20,87 1,29
84 Suillus sp. 5056 5,17 0,30 0,36
85 | Omphalatus illudens 2503 4,21 2,36 0,14
86 Tanimlanmamis izolat 2514 184,10 18,06 0,77
87 Daedalea quercina 2515 555,77 70,57 6,55
88 Polyporus arcularius 3501 61,92 8,43 0,73




36

Cizelge 3.1. Makrofungus suslarinin inkiibasyonun 10. giiniinde iirettikleri gibberellik
asit (GA), absisik asit (ABA) ve indol asetik asit (IAA) miktarlari (Devam)

89 | Tapinella panuoides 3002 173,85 16,32 1,38
90 Lentinus tigrinus 3007 233,46 23,86 0,97
91 Lenzites betulina 2001 12,23 3,48 0,00
92 Omphalatus olearius 2002 237,95 32,79 3,03
93 Pleurotus calyptratus Ag 461 1576,67 109,97 6,67
94 | Pleurotus cornucopiae Ag 463 364,62 24,72 0,93
95 Pleurotus dryinus Ag 468 85,13 11,47 0,64
96 Pleurotus dryinus Ag 470 887,69 64,12 2,17
97 Pleurotus eryngii Ag 471 67,31 9,47 0,56
98 Pleurotus ostreatus Ag 472 73,79 8,14 0,53
99 Pleurotus ostreatus Ag 475 81,54 11,02 0,75
100 | Pleurotus ostreatus Ag 476 55,51 7,03 0,33
101 | Pleurotus ostreatus cv. florida Ag 477 151,79 15,50 0,96
102 | Pleurotus pulmonarius Ag 479 126,79 13,40 1,12
103 | Pleurotus eryngii Hakkari 2580,50 255,49 25,96
104 | Pleurotus eryngii Tunceli 2161,83 223,37 23,16
105 | Pleurotus eryngii Elaz1g 1350,64 191,49 20,22
106 | Pleurotus ostreatus Diyarbakir 48,08 7,00 0,33
107 | Pleurotus eryngii Hacettepe 9,50 2,42 0,08
108 | Pleurotus ostreatus Kavak 181,79 20,36 1,82
109 | Pleurotus ostreatus HK35 151,54 15,93 1,36
110 | Pleurotus ostreatus Hafiz 144,10 15,39 1,13

Ticari potansiyeli ve kullanim orani agisindan 6n plana ¢ikan GA iiretimi
acisindan 500 mg/l tretim degerinin iizerine c¢ikan suslarin, negatif ve pozitif

kontrollerle karsilagtirilmasi ile ilgili veriler Sekil 3.1 de sunulmustur.
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Sekil 3.1. Bazi makrofungus izolatlarinin gibberellik asit (GA), absisik asit (ABA) ve

indol asetik asit (IAA) iiretim miktarlari

Tarama c¢aligmasinda kullanilan makrofungus izolatlarinin, BGD iiretim
miktarlar karsilastirilmistir. Bu yolla en iyi BGD iiretici izolat bir sonraki asamada
degerlendirilmek iizere secilmistir. Elde edilen sonuglarin degerlendirmesi sonucunda

Pleurotus eryngii (Hakkari) izolati sonraki asamada g¢alisilmaya deger bulunmustur

(Cizelge 3.1).

3.1.1.2. Makrofungus izolatinin BGD Uretiminin Dogrulanmasi

Pleurotus eryngii (Hakkari)’ nin kiiltiir sivis1 ekstraktinda her ti¢c BGD’ nin
varhigi, ilgili standartlar ile karsilastirilarak onaylanmigtir (Sekil 3.2.). Elde edilen
verilere gore GA, ABA ve IAA nin ¢alisma kosullarindaki Rf degerleri, siras1 ile 0,63,
0,60 ve 0,49 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin GA3, ABA ve IAA iiretiminin ITK ile
belirlenmesi A: Standart, B: Ekstrakt

Boylece, ¢aligmanin sonraki asamalarina GA, ABA ya da [AA iiretimi agisindan
diger makrofungus izolatlarina oranla yiiksek seviyede iiretim degeri sunan ve BGD

tiretimi ITK ile de dogrulanan Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 ile devam edilmistir.

3.1.2. Bitki Gelisim Diizenleyicisi (BGD) Uretimini Arttiran Kiiltiir Yonteminin

Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda, Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin BGD (GA,
ABA ya da IAA) tiretimi, li¢ farkli kiiltlir sisteminde biiylimesi sirasinda zamana bagh
olarak izlenmistir. Boylece Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin BGD iiretimini en

fazla destekleyen kiiltiir yonteminin belirlenmesi planlanmistir.
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3.1.2.1. Derin Kiiltiir Yontemi ile BGD Uretiminin izlenmesi

Calismanin bu asamasinda, Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin BGD iiretimi

derin kiiltiir sisteminde biiyiimesi sirasinda zamana bagli olarak izlenmistir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 ile derin kiiltiir tipinde BGD {iretimi

3.1.2.2.Statik Kiiltiir Yontemi ile BGD Uretiminin izlenmesi

Calismanin bu asamasinda, Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin BGD {iretimi

statik kiiltiir sisteminde biiyiimesi sirasinda zamana bagli olarak izlenmistir (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.4. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 ile statik kiiltiir tipinde BGD tiretimi
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3.1.2.3. Kat1 Faz Kiiltiir Yontemi ile BGD Uretiminin izlenmesi

Calismanin bu asamasinda, Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin BGD tiretimi
kat1 faz kiiltiir sisteminde biiyiimesi sirasinda zamana bagli olarak izlenmistir (Sekil

35.).
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Sekil 3.5. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 ile kat1 faz kiiltiir tipinde BGD iiretimi

Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin BGD iiretiminin farkli kiiltiir sisteminde
karsilastirilmasi ise; GA igin Sekil 3.6., ABA igin Sekil 3.7. ve IAA igin Sekil 3.8. de

sunulmustur.
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Sekil 3.6. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 ile farkli kiiltiir tiplerinde GA iiretiminin

karsilagtirilmast (D: Derin kiiltiir sistemi, S: Statik kiiltiir sistemi, K: Kat1 faz sistemi)



41

=¢=D =@li=S K

500 -
400 -
>

2300 -
< 200 -
[a]

<100 -

Sekil 3.7. Pleurotus eryngii (Hakkari) ile farkli kiiltiir tiplerinde ABA iiretiminin

karsilastirilmasi (D: Derin kiiltiir sistemi, S: Statik kiiltiir sistemi, K: Kat1 faz sistemi)

==D == K
80 -
—~ 60 -
I=)
Eao -
<
< 70 -
e P g ——
O n § T T -~ T T T T . 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Giin

Sekil 3.8. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolati ile farkli kiiltiir tiplerinde TAA {iretiminin

karsilastirilmasi (D: Derin kiiltiir sistemi, S: Statik kiiltiir sistemi, K: Kat1 faz sistemi)

Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 ile BGD iiretimine iliskin verilerin birlikte
degerlendirilmesi sonucunda en 1iyi kiiltiir tipi olarak derin kiiltiir ve en yiiksek BGD
{iretim giinii olarak inkiibasyonun 18. giinii belirlenmistir. Izolatn bu ortamda diger

deneysel parametreleri de iceren biiyiime 6zellikleri Sekil 3.9. de sunulmustur.



42

e G ol AR, s [ AL, st i N = By a5 ph

5000 4 100 - - 10 500

4500 | 90 - 3 g - 450

4000 - — 30 g S+ 400

s

3500 - 5 70 - 7 5350 o
S 3000 ‘J &0 6 7 300?@
E 2500 | = 50 5 E - 250 £
— "a =] d
< 2000 | 2 40 4 = 200 5
] E @ L

1500 - T 30 3 -_—;‘- - 150

1000 | =< 9 2 = - 100

500 | 10 1 & +-50

0 - 0 0 0

Sekil 3.9. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 ile ¢alkalamali kiiltiir tipinde BGD iiretimi

stirasinda biiyiime 6zellikleri

3.1.3. Istatistiksel Deney Tasarim ile BGD Uretiminin Optimizasyonu
3.1.3.1.Plackett-Burman Deney Tasarimi

BGD iiretimi i¢in en uygun iiretim kosullarmin belirlenmesinin amaglandigi
Plackett-Burman deney tasarimi (PB) asamada, Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin
inkiibasyonun 18. giiniinde iirettigi BGD miktarlar1 Cizelge 3.2. ve Sekil 3.10. da

sunulmustur.

Cizelge 3.2. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin Plackett-Burman deney tasariminda
(PB) iirettigi BGD miktarlari

BGD (mg/l)
Deneme
GA ABA 1AA
594,50 104,62 17,49

4406,83 433,00 53,21
3191,17 389,27 33,28

15,83 16,36 2,54
3327,00 344,32 29,74

QPR WIN(F-
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Cizelge 3.2. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin Plackett-Burman deney tasariminda
(PB) iirettigi BGD miktarlar1 (Devam)

6 2609,50 259,62 32,37
7 1582,00 167,27 20,16
8 6904,33 741,67 51,29
9 2891,17 258,56 22,52
10 391,17 44,55 3,56
11 316,17 29,85 1,82
12 1562,00 145,23 10,62

13 4349,50 469,39 28,57
14 4362,00 533,26 38,01

15 2471,17 222,58 12,74
16 0,00 0,00 0,00
MGA WABA mIAA
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Sekil 3.10. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin Plackett-Burman deney tasariminda
(PB) iirettigi BGD miktarlari

Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin Plackett — Burmann deney tasarimi ile
derin kiiltiir kosullarinda biiyiitiilmesi sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel
degerlendirilmesi Cizelge 3.3., 3.4. ve 3.5. te sunulmustur.



Cizelge 3.3. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin GA {iiretimi agisindan PB deney

tasarimi analiz sonuglari

Effect Estimates: Var.:GA; R-sqr=_99507; Adj,99276 (pb-15-16-3 YINELEME sta)
16 Factor Screening Design; MS Residual=27224 9

DV: GA

Regression Std.Err. t(32) p -95 % +95 %
Factor Coefficient Coeff. Cnf Limt Cnf Limt
Mean/Interc. 2439021 2381566 1024125 | 0.000000 | 23904510 2487 &32
(1\Warl 339,146 2381566 14,2404 0.000000 290 635 387 657
(2Var2 416,375 2381566 17,4832 0.000000 367,864 464 886
(3)\War3 -384 896 2381566 16,1615 | 0,000000 433 407 -336,385
(4)\Ward 535,479 2381566 224843 0.000000 486 968 583,990
(5)War5 5992 063 2381566 41,6559 0.000000 943,652 1040573
(6)Varb 442 375 2381566 18,5750 | 0.000000 -490, 886 -393 864
(T\Var7 -26,833 2381566 -1,1267 0.265244 75,344 21,678
(B)WarB -207 667 23.81566 -8,7198 0.000000 -266,178 -169.156
(9Ward -191,042 23.81566 -8.0217 0.000000 -2389 553 -142 531
(10)War10 486,604 23.81566 20,4321 0.000000 438,093 535,114
(11)Warl1 594,917 23.81566 41,7757 0.000000 946,406 1043,428
(12)Var12 232,229 23.81566 97511 0.000000 183,718 280,740
(13)War13 -R92 167 23.81566 -24 8646 | 0.000000 -640,678 -543 656
(14)Var14 206,875 23.81566 8.6865 0.000000 158,364 255 386
(15)War15 80,313 23,81566 3,3723 0.001963 31.802 128,823

tasarimi analiz sonuglari

Effect Estimates; Var -ABA; R-sqr=99612: Adj, 9943 (pb-15-16-3 YINELEME sta/

16 Factor Screening Design; MS Residual=247 5459

DV: ABA

Regression Std.Ermr. t(32) p -95 % +95 %
Factor Coefficient Coeff. Cnf Limt Cnf Limt
Mean/Interc. 2699599 2270948 114.4720 0.000000 255 3341 264 58457
(1)Var1 33,5584 2270945 14,7773 0.000000 28,9326 38,1842
(2)Var2 44 0BET 2270945 19,4142 0.000000 39,4629 45,7144
(3)Var3 -37,3261 2270948 -16.4363 0.000000 -41.9518 -32.7003
(4)Vard 62,7427 2270945 27.6284 0.000000 58,1170 67.3685
(5)Vars 103,2421 2270948 45 4621 0.000000 98,6163 107.8679
(6)Varb -28. 0527 2270945 -12.3529 0.000000 -32 6785 -23 4269
e -10, 75977 2270945 -4 7547 0.000040 -15. 4234 -6.1719
(8)Varg -23.3109 2270948 -10,2648 0.000000 -27 9367 -18 6852
(9)Var9 -24 0129 2270945 -10.6740 0.000000 -28 6387 -19 3872
(10)War10 £2.8374 2270948 23,2667 0.000000 48,2117 A7.4632
(11)War11 101,5944 2270945 44 7365 0.000000 96,9686 106.2201
(12)War12 24 6234 2270948 10,8428 0.000000 19,9977 29,2492
(13)Var13 -79 4864 2270948 -35.0014 0.000000 -84 1122 -74 8607
(14)\War14 34,9018 2270945 15,3688 0.000000 30,2761 39,5276
(156)Var15 53576 2270948 236592 0.024583 0.7319 5.9834
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Cizelge 3.4. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin ABA firetimi agisindan PB deney
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Cizelge 3.5. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin IAA iiretimi agisindan PB deney
tasarimi analiz sonuglari

Effect Estimates; Var.:|AA; R-sqr=_99267; Adj:,98924 (pb-15-16-3 YINELEME sta)

15 Factor Screening Design; MS Residual=2 938486

DV: 1AA

Regression Std.Err. t(32) p -95 % +95 %
Factor Coefficient Coeff. Cnf Limt Cnf Limt
Mean/Interc. | 2234094 0,247424 90,2943 | 0.,000000 21,83695 2284492
(1)Var1 5,51544 0,247424 22,3036 | 0,000000 5.01445 5,02242
(2)Var2 5,06544 0,247424 20,4849 | 0.,000000 4.56445 5.57242
(3)Var3 011115 0,247424 0,4492 0,656306 -0,39284 0,61513
(4)Vard 4,49502 0,247424 18,1794 | 0,000000 3.99404 5.00201
(5)Var5 594240 0,247424 240171 0,000000 543841 56,44638
(6)Var -3.28115 0,247424 -13.2612 | 0,000000 -3.78513 -2,77716
(T\War? -0,37740 0,247424 -1,5253 0137007 -0,88138 0,12659
(8)Vard -0,27635 0,247424 -1,1168 0,272342 -0,78034 0,22763
(9)Vard -4,77594 0,247424 -19.3027 | 0,000000 -5,27992 -4,27195
(10}War10 1,68135 0,247424 6,7954 0,000000 117737 218534
(11)WVarl1 8,59443 0,247424 34,7359 | 0.000000 8.09049 9.09545
(12)War12 1,88240 0,247424 7,6080 0,000000 1,37841 2.38638
(13)Var13 -5,77802 0,247424 -23.3527 | 0,000000 -6,28201 -5.27404
(14)Var14 1,73344 0,247424 7.,0059 0,000000 1,22945 223742
(15}Var15 1,79969 0,247424 7,2737 0,000000 1,29570 230367

Yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda degiskenlerin her bir BGD

tiretimi lizerine etkileri i¢in agagidaki esitlikler elde edilmistir.

GA (ng/ml): Yga=2490,021 + 339,1466Likoz + 416,375 axT0Z - 384,8965UKR0OZ
+ 535,479%ruktoz + 992,063nanos - 442,375NHanos - 26,833vEAST EKSTRAKT -
207,667 tripron - 191,042pes0s + 486,604mgsos + 994,91 7kHoros + 232,2291iamiN -
592,167sicakLik + 206,875pH + 80,313k arISTIRMA HIZI

ABA (ug/ml) Y apa = 259,960 + 33,558G1ikoz + 44,089 akToz - 37,3265UKROZ +
62,743rrukToz + 103,242Nan03 - 28,053NH4n03 - 10,798vEAsT exsTrAKT - 23,311 1RiPTON -
24,013 Fesos + 52,837mgsos + 101,594kr2op0s + 24,623 1iamin - 79,486sicakLik + 34,9024

+ 5;358KARISTIRMA HIZI

IAA (ug/ml): Yiaa = 22,845 + 5518GLikoz + 5,068 aktoz + 0,111sukroz +

4,498rruktoz + 5,942Nan03 - 3,281nHanos - 0,377veasT exstrakT - 0,276 TripTON -
4,776resos + 1,681mgsos + 8,595kH2p0s + 1,8821iamin - 5,778sicakuik + 1,733pn +

11800KARISTTRMA HIZI
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Plackett — Burman deney tasariminda kullanilan degiskenlerin Pleurotus eryngii
(Hakkari) izolati tarafindan BGD {iretimi iizerine etkisinin anlamlilik ve biyiikliigiini
ifade eden Pareto grafikleri GA, ABA ve IAA igin siras1 ile Sekil 3.11., Sekil 3.12 ve
Sekil 3.13. de sunulmustur.

KHzPOs [
NaNO:
Sicaklik (°C) |
Fruktoz 4
MgSO« (77 7777/ /)
NH4NO:
Laktoz §
Sukroz
Glikoz F
Tiamin |
Tripton i
pH [
FeSO« |
Kanstirma Hizi (rpm) £
Yeast ekstrakt [

Sekil 3.11 Plackett — Burman deney tasariminda kullanilan degiskenlerin Pleurotus
eryngii (Hakkari) izolati tarafindan GA {iretimi iizerine etkisi.

NaNOs 77 7777

KHPO« 1 7777777777777
Swakik (°C) V7777777

Fruktoz 17 77777/’

MaSO« ¥ 777777777

a0z 1

Suktoz 1

Skoz

NHNO: B )

Tamin

FeSO 7227777
ALl 77
Yeastekswakt 7777

Kanstirma Hzi (rpm)

p=,05

Sekil 3.12 Plackett — Burman deney tasariminda kullanilan degiskenlerin Pleurotus
eryngii (Hakkari) izolat1 tarafindan ABA iiretimi {izerine etkisi.
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KHPOs 7 7
NaNOs )

Swcakik (°C) O 77
Glikez 7 7

Laktoz {7 7
FeSOs ¥ i 0000000
Frktoz 77
NHINOs 7
Tiamin 7
Kanstrma Hu (rpm) 0 )
W77
MgSO« 7
Yeast ekstrakt '
Tripton 777 |

Sukroz
p=,05

Sekil 3.13 Plackett — Burman deney tasariminda kullanilan degiskenlerin Pleurotus
eryngii (Hakkari) izolati tarafindan 1AA iiretimi {izerine etkisi.

Plackett — Burman deney tasarimi sonucu BGD iiretimine katkisi en fazla olan
degiskenlerden karbon kaynagi olarak fruktoz, azot kaynagi olarak NaNOj; mineral
madde olarak ise KH,POg,; cevap yiizey yonteminde etkin diizey konsantrasyonlari
belirlenmek tizere secilmistir.

3.1.3.2. Cevap Yiizey Deney Tasarim

Placket-Burman deney tasarimiyla BGD {iretimi {izerine etkisi istatistiksel
anlamda oOnemli bulunan fruktoz, NaNO; ve KH,PO,; degiskenlerinin etkin
konsantrasyonlarinin ve birbiri ile etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in cevap ylizey

yontemi kullanilmistir.

Cevap yiizey yontemi sonucu, BGD iiretim miktarlarinin elde edilen sonuglar ve

istatiksel tahminleri Cizelge 3.6.” da sunulmustur.
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Cizelge 3.6 Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin Box-Behnken deney tasarimi,
deneysel ve tahmin edilen degerler

GA Uretimi ABA Uretimi IAA Uretimi
(mg/l) (mg/l) (mall)
Deneme | Ongoriilen | Gozlenen | Ongoriilen | Gozlenen | Ongérillen | Gozlenen
1 5702,56 6692,83 431,77 518,64 34,87 39,41
2 4204,63 4630,33 314,94 361,44 23,04 23,07
3 7074,42 7926,17 560,55 634,92 51,76 55,41
4 6769,21 6538,67 525,07 494,02 40,14 37,12
5 5587,54 4966,33 446,82 403,50 39,97 40,24
6 5702,56 5742,83 431,77 444,77 34,87 35,32
7 5703,56 4672,00 431,77 331,89 34,87 29,87
8 4275,13 4701,17 331,22 359,09 23,43 27,03
9 5841,04 5405,33 467,03 420,53 43,61 43,57
10 6067,50 5872,00 429,85 433,03 31,78 31,20
11 3727,92 2876,17 280,89 206,52 17,09 13,45
12 5064,00 5259,50 365,00 361,82 31,99 32,57
13 3867,46 4488,67 319,25 362,58 25,87 26,49
14 4045,63 4276,17 332,66 363,71 26,26 29,28
15 4898,04 4472,00 418,48 390,61 44,22 40,62

Cevap yiizey yontemi ile BGD iiretiminde gozlenen sonuglar ve istatiksel olarak
ongoriilen sonuglar arasindaki iliski GA, ABA ve IAA i¢in sirasiyla Sekil 3.14., 3.15. ve

3.16.” da sunulmustur.




Observed vs. Predicted Values
3 3-level factors, 1 Blocks, 45 Runs; MS Residual=510343,
DV: GA
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Sekil 3.14. Cevap yiizey yontemi ile GA iiretiminde, gdzlenen ve dngoriilen sonuglar

arasindaki iliski

Observed vs. Predicted Values
3 3-level factors, 1 Blocks, 45 Runs; MS Residual=3836,924
DV: ABA
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Sekil 3.15. Cevap yiizey yontemi ile ABA iiretiminde, gézlenen ve 6ngoriilen sonuglar

arasindaki iligki
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Observed vs. Predicted Values
3 3-levelfactors, 1 Blocks, 45 Runs: MS Residual=14,51025
DV 144
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Sekil 3.16. Cevap yiizey yontemi ile IAA iiretiminde, gdzlenen ve 6ngoriilen sonuglar

arasindaki iliski

Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin Box-Behnken deney tasarimi ile derin

kiiltiir fermentasyonu sonucunda asagidaki esitlik elde edilmistir:

GA iiriinii (mg/1) = 5117,708 + 585,750X; + 193,670X,° + 274,292, + 329,087X ,* +
1087,500X3 - 84,122X5” + 70,458X1 X, — 82,292X1 X3 + 194,792X,X3

ABA iiriinii (mg/1) = 399,3128 + 53,7040X; + 13,4195X, + 10,0771X;, + 12,9933X ,*
+86,1269X3 - 2,0716X3” + 4,0936X1X, + 11,6477X1 X3 + 18,9394X,X3

TAA iiriinii (mg/l) = 33,26306 + 8,72208X; + 0,39938X;2 — 1,67375X, + 0,34729X ,2 +
8,61458X; + 0,45479X3% - 0,45167X: X, — 1,27083X; X3 — 0,06250X,Xs

Cevap yiizey yonteminde kullanilan degiskenlerin Pleurotus eryngii (Hakkari)
tarafindan BGD iiretimi {izerine etkisinin anlamlilik ve biiyiikliigiinii ifade eden Pareto
grafikleri GA, ABA ve IAA igin siras1 ile Sekil 3.17., Sekil 3.18. ve Sekil 3.19.” da

sunulmustur.
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P

(1)Fruktoz(L)
NaNO3(Q)
(2)NaNO3(L)
Fruktoz({c)
2Lby3L

KH2PO4(Q)

p=.05

Sekil 3.17. Cevap yiizey yonteminde kullanilan degiskenlerin Pleurotus eryngii
(Hakkari) izolati tarafindan GA {iretimi tizerine etkisi

AN,
@NaNo3) 77777

N

w7222

(3)KH2PO4(L)

(1)Fruktoz(L)

Fruktoz(Q)

NaNO3(Q)

p=05

Sekil 3.18. Cevap yiizey yonteminde kullanilan degiskenlerin Pleurotus eryngii
(Hakkari) izolati tarafindan ABA iiretimi {izerine etkisi



(1)Fruktoz(L)
(3)KH2PO4(L)

(2)NaNO3(L)

1Lby3L
KH2PO4(Q)

Fruktoz(Q) ¢

NaNO3(Q)
1Lby2L

2Lby3L

p=05

Sekil 3.19. Cevap yiizey yonteminde kullanilan degiskenlerin Pleurotus eryngii
(Hakkari) izolat: tarafindan IAA iiretimi lizerine etkisi

Cevap yiizey yonteminde, Pleurotus eryngii (Hakkari) izolati ile BGD
liretiminin varyans ve regresyon analizi sonuglari GA, ABA ve IAA i¢in sirasiyla
Cizelge 3.7., Cizelge 3.8. ve Cizelge 3.9.” da sunulmustur.

Cizelge 3.7. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 ile GA {iretiminin varyans ve regresyon
analizi sonuglari

Kareler Serbestlik

Degisim Kareler

Kavnagt toplamm derecesi ortalamasi F p
ynag (SS) (SD)
Model 45742732 9 5082525,778 9,959 <0,01
Kalan 17862006 35 510343,028
Toplam 63604738 44

Belirlilik katsayis1 (R?) = 0,7192, Korelasyon katsayisi (R) = 0,8481




53

Cizelge 3.8. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolati ile ABA iiretiminin varyans ve

regresyon analizi sonuglari

Kareler Serbestlik

Degisim . Kareler
Kavnast toplamm derecesi ortalamasi F p
ynag (SS) (SD)
Model 270875,5 9 30097,277 7,844 <0,01
Kalan 134292.3 35 3836,922
Toplam 405167,8 44

Belirlilik katsayis1 (R?) = 0,6685, Korelasyon katsayisi (R) = 0,8176

Cizelge 3.9. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 ile GA {iretiminin varyans ve regresyon

analizi sonug¢lari

Kareler Serbestlik

Degisim . Kareler
Kavnast toplamm derecesi ortalamas: F p
ynag (SS) (SD)
Model 3714,723 9 412,747 28,445 <0,01
Kalan 507,859 35 14,51
Toplam 4222,582 44

Belirlilik katsayis1 (R?) = 0,8797, Korelasyon katsayisi (R) = 0,9375

Cevap yiizey yonteminde kullanilan degiskenlerin Pleurotus eryngii (Hakkari)
tarafindan BGD iiretimi tizerindeki etki analizlerini ifade eden grafikler GA, ABA ve
IAA i¢in sirast ile Sekil 3.20., Sekil 3.21 ve Sekil 3.22. de sunulmustur.



Il > 7000
I < 7000
B < 6000
[ < 5000
B < 4000
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Sekil 3.20. Cevap yiizey yonteminde Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 tarafindan GA

iiretiminde kullanilan degiskenlerin etki analizi

Sekil 3.21. Cevap yiizey yonteminde Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 tarafindan

ABA iiretiminde kullanilan degiskenlerin etki analizi

B > 550
B <550
B <500
[ <450
[ <400
B <350
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Il >50
Il <50
I <40
<30
B <20

Sekil 3.22. Cevap yiizey yonteminde Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 tarafindan IAA
tiretiminde kullanilan degiskenlerin etki analizi

3.1.4. Elde Edilen Optimize Kosullarin Derin Kiiltiir Kosullarina Uygulanmasi

Calismanin bu asamasinda, Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin optimize
olmayan kosullarda erlen Olgeginde, optimize olan kosullarda erlen Ol¢eginde ve
optimize olan kosullarda reaktor Olgeginde biiyiitiilmesi sirasinda BGD iiretimleri
zamana bagl olarak izlenmis ve karsilagtirnlmigtir. Diger deneysel parametreleri de
iceren biiylime Ozellikleri ile; optimize olmayan kosullarda erlen, optimize olan
kosullarda erlen ve optimize olan kosullarda reaktdr dlgceginde iiretim verileri sirast ile
Sekil 3.23., Sekil 3.24. ve Sekil 3.25.” de sunulmustur. Sonug olarak Pleurotus eryngii
(Hakkari) izolat1 tarafindan karistirmali tank tipi reaktérde BGD {iretimi basari ile

gerceklestirilmistir (Sekil 3.26).
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Sekil 3.23.. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 ile optimize olmayan kosullarda erlen

olgeginde BGD iiretimi sirasinda biiytime 6zellikleri
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Sekil 3.24. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 ile optimize olan kosullarda erlen

Olceginde BGD iiretimi sirasinda biiylime 6zellikleri
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Sekil 3.25. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 ile optimize olan kosullarda reaktor

olgeginde BGD iiretimi sirasinda biiylime 6zellikleri

Sekil 3.26. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolati ile optimize olan kosullarda reaktor

Olceginde BGD iiretimi
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3.1.5. BGD Uretiminde Kinetik Parametrelerin Tayini

Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin optimize olan ve olmayan kosullarda erlen
Olceginde ve optimize kosullarda reaktor Olgeginde biiylitiilmesi sirasinda {iretilen
biyomas (X), tiikketilen karbon kaynagi (S) ve iiretilen BGD (P) miktarlarinin izlenmesi

ile hesaplanan kinetik parametreler Cizelge 3.10. de sunulmustur.

Cizelge 3.10. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin optimize olan ve olmayan

kosullarda farkl: 6l¢eklerde biiyiime kinetigi ve verim katsayisi verileri

Deneme Gruplari
Kinetik Parametreler | Optimize Olmayan Optimize Optimize
(Erlen) (Erlen) (Reaktor)
n (1/d) 0,32 0,28 0,08
rs (g/L/d) -0,61 -1,38 -1,42
Qs (g/g/d) -0,09 -0,27 -0,31
GA r, (mg/L/d) 177,00 42571 486,11
Qp (Mmg/g/d) 27,40 82,82 107,43
ABA | To(MO/LId) 19,23 31,98 38,04
Q, (mg/g/d) 2,98 6,22 8,41
AA | To(Mg/Lid) 1,89 2,25 1,49
Q, (mg/g/d) 0,29 0,44 0,33
Yws (9/9) 0,56 0,20 0,17
oA | Yos(Mgg) 291,14 308,82 341,47
Yo (Mg/g) 520,59 1573,65 2041,14
ABA | Yo (MI/Q) 31,64 23,20 26,72
Yo (Mg/g) 56,57 118,20 159,72
AA | Yos(MI/Q) 3,10 1,63 1,05
Yo (Mg/g) 5,54 8,33 6,27
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4. TARTISMA ve SONUC

Endiistriyel mikrobiyolojinin en Onemli ilgi alanlarindan birisi mikrobiyal
tiriinlerin endiistriyel boyutta {iiretilebilmesinin kosullarin1 olusturmak ve iiretim
verimini arttirmaktir. Bu amaca yonelik olarak en sik kullanilan stratejilerden ikisi yeni
iiretici mikroorganizmalar bulmak ve iiretici mikroroganizmalarin liretim kosullarini
optimize ederek iiretim verimini arttirmaktir. Bu c¢alismada makrofunguslar tarafindan
BGD iiretim verimini arttirmak igin her iki strateji de kullanilmistir. Oncelikle bir
tarama calismast gerceklestirilerek yiiksek miktarda BGD iireten izolat(lar) se¢ilmis,
daha sonra da liretim kosullarinin optimize edilmesi ile liretim verimi arttirilmaya

calisilmigtir.

4.1.1. Makrofungus Kiiltiirlerinin GA, ABA ve IAA Uretim Potansiyelleri

Acisindan Taranmalari

Calisma materyalini olusturan makrofungus suslari, kiiltiir koleksiyonumuzun
listesinden cesitli ekofizyolojik gruplart ve illeri temsil edecek bicimde secilmis olup
caligma kapsaminda toplam 103 makrofungus izolat: kullanilmigtir. Koleksiyonumuzda
yer alan bazi makrofungus izolatlarinin GA, ABA ve IAA {iretim degerleri izlenmis ve
digerlerinden daha yiiksek miktarda BGD {ireten makrofungus izolatlar1 belirlenmistir

(Cizelge 3.1.).

GA firetimi agisindan, Inonotus hispidus (OBCC 5009), Tanimlanmamis izolat
(OBCC 5028), Leucoagaricus pudicus (OBCC 1002), Pleurotus eryngii (Elaz1g), ,
Pleurotus calyptratus (Ag 461), Pleurotus eryngii (Tunceli) ve Pleurotus eryngii
(Hakkari) izolatlar1 digerlerine gore daha onde goriilmektedir. Bu izolatlar 1000 mg/I
GA diretim sinirin1 agmis izolatlar olup en yiiksek tiretim degeri 2580,50 mg/l ile
Pleurotus eryngii (Hakkari) tarafindan elde edilmistir. Pozitif kontroller arasinda
Gibberella fujikuroi izolatinin en yiiksek liretim degeri olarak 1666,17 mg/l GA iiretimi
sundugu dikkate alinirsa, Pleurotus eryngii (Hakkari) tarafindan elde edilen degerin

oldukga yiiksek bir deger oldugu gortilebilir.
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ABA iiretimi agisindan pozitif kontrol olarak kullanilan izolatlar 73,61 — 188,32
mg/l araliginda tiretim degerleri ifade etmislerdir. Bu degerler ile rekabet edebilecek
seviyede ABA iiretimi gerceklestiren izolatlar, sirasi ile, 255,49, 223,37, 204,30 ve
191,49 mg/l ABA iiretim degerleri ile Pleurotus eryngii (Hakkari), Pleurotus eryngii
(Tunceli), Leucoagaricus pudicus (OBCC 1002) ve Pleurotus eryngii (Elazig) izolatlart
olmustur. Bu izolatlar, tarama ¢alismasinda kullanilan diger izolatlar arasindan belirgin
bi¢imde siyrilmiglardir. GA iiretminde oldugu gibi ABA iiretiminde de Pleurotus
eryngii (Hakkari) tarafindan elde edilen degerin oldukga yiiksek bir deger oldugu
goriilebilir.

En yiiksek IAA iretim degerleri, sirasi ile Leucoagaricus pudicus (OBCC 1002),
Pleurotus eryngii (Hakkari), Pleurotus eryngii (Tunceli) ve Pleurotus eryngii (Elazig)

izolatlart ile 29,78 — 20,22 mg/l araliginda elde edilmistir.

Her i¢ BGD ye ait iiretim degerlerinin birlikte degerlendirilmesi ile Pleurotus
calyptratus (Ag 461), Pleurotus eryngii (Elaz1g), Pleurotus eryngii (Tunceli) ve
Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatlarinin BGD {iretimi agisindan en timit verici izolatlar
olduklari belirlenmistir. (Sekil 3.1.). Diger izolatlar i¢inde belirgin bir fark yaratmasi
nedeni ile calismanin sonraki asamalarinda kullanilmak iizere ITK ile BGD iiretimi
dogrulanan Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat1 segilmistir. Pleurotus eryngii (Hakkari)
izolatinin, pozitif kontrol olarak kullanilan 6 organizmadan daha yiliksek BGD {iretim

potansiyeline sahip oldugu goriilmektedir.

Yiiksek ticari onemine karsin BGD iiretimi gerceklestiren yeni mikroorganizma
izolatlart aragtirmaya yonelik tarama c¢alismalari bilim diinyasinin yogun ilgisini
¢ekememis bir aragtirma konusudur. Bu amagla sadece Srivastava ve ark. (2003) 19
Fusarium tiirtiyle, Battal vd. (2004) ise 14 farkli kurutulmus makrofungus tiirii ile
tarama caligmalar1 gerceklestirmislerdir. Literatiirde bu iki ¢alisma disinda kapsamli bir
tarama ¢alismasi goriillemektedir. Bu nedenle Cizelge 1.1. ve Cizelge 2.1. de sunulan
veriler g6z 6niinde bulunduruldugunda bir¢cok yeni makrofungus izolatinin BDG iiretim

potansiyeli ilk kez bu ¢alisma ile ortaya konulmustur.

Bu c¢alismada zaman ve kaynak azligi nedeni ile sadece Pleurotus eryngii

(Hakkari) izolati iizerine yogunlasilmis olsa da, gelecekte arastirilmaya aday ¢ok sayida
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BGD iireticisi makrofungus izolatinin varligi bu ¢aligmanin yeni ve ardisik projeler

ortaya ¢ikarmis oldugunu gostermektedir.

4.1.2. Bitki Gelisim Diizenleyicisi (BGD) Uretimini Arttiran Kiiltiir Yonteminin

Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda, Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin BGD (GA,
ABA ya da [AA) tretimi ii¢ farkli kiiltiir sisteminde biiylimesi sirasinda zamana bagl
olarak izlenmistir. Derin kiiltiir, statik kiiltiir ve kat1 faz kiiltiir tipleri karsilastirilmis 3

giin ornekleme araliklartyla BGD 6l¢iimleri yapilmistir.

GA dretimi acgisindan en iyi iretim; derin kiiltirde 4438,67 mg/l ile
inkiibasyonun 18. giiniinde, statik kiiltirde 771,83 mg/l ile inkiibasyonun 24. giiniinde
ve kati faz kiiltiir tipinde 653,67 mg/l ile inkiibasyonun 24. giiniinde belirlenmistir.

ABA iiretimi agisindan en iyi tretim; derin kiiltiirde 441,82 mg/l ile 24. giinde,
statik kiltiirde 96,79 mg/l ile 24. giinde ve kat1 faz kiiltiir tipinde 64,80 mg/l ile 18.

giinde goriilmiistiir.

TAA {iretimi agisindan ise en iyi iiretim; derin kiiltiirde 54,32 mg/l ile 18. giinde,
statik kiiltiirde 10,20 mg/l ile 21. giinde ve kat1 faz kiiltiir tipinde 7,79 mg/l ile 18. giinde

gorilmiistiir.

Her 3 BGD i¢in de en iyi iiretim derin kiiltiir kosullarinda elde edilmistir. En iyi
tiretim giinii olarak ise GA ve IAA i¢in 18. glin ABA asit i¢inse 24. giin goriilmektedir.
Ancak ticari potansiyeli, kullanim oran1 ve organizmanin iiretim potansiyeli agisindan
GA’ in 0n plana ¢ikmasi, bununla beraber ABA iiretiminde 18. ve 24. (sirastyla 436,95
mg/l ve 441,82 mg/l) giin sonunda elde edilen degerlerin birbirine ¢ok yakin olmasi
sebebiyle calismanin sonraki asamalar1 derin kiltir yonteminde ve 18 giinliik

inkiibasyon siiresi lizerinden yiiriitilmstiir.

Fermentasyon ile mikrobiyal metabolit {iretiminin optimizasyonu, g¢esitli

aragtirma gruplarinin ilgisini ¢ekmis bir konudur. Farkli kiiltiir tiplerinin mikrobiyal
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metabolit tiretimine etkisi de farkli arastiricilar taraindan sorgulanmistir. Karakog ve
Aksoz, 2005 ve 2006 yillarinda yaptiklart ¢alismalarda derin kiiltlir ve statik kiiltiir
tipleriyle beraber aydinlik ve karanlik ortamin BGD iiretimi {izerine etkisini incelemis,
karanlik ortamda ve derin kiiltiir sisteminde artirdigini tespit etmislerdir. Machado et
al., (2002) Gibberella fujikuroi ile GA iiretiminde kati faz fermentasyonu ile derin
kiiltiir fermentasyonunu karsilagtirmislar ve kati faz fermantasyonu ile 6,1 kat daha
yiikksek GA3z verimi elde etmislerdir. Kiiltiir tipinin mikrobiyal iiriin verimi tzerinde

onemli bir etkiye sahip oldugu, calisilan susa gore farklilik gosterdigi anlagilmaktadir.

4.1.3. Istatistiksel Deney Tasarim ile BGD Uretiminin Optimizasyonu

Endiistriyel mikrobiyolojide mikrobiyal {iriin verimini arttirmak igin
mikroorganizmanin biiyiime ortamindaki besinsel ve ¢evresel kosullarin optimize
edilmesi gerekmektedir. Bu amagla en sik kullanilan yontem aragtirmanin her
asamasinda sadece bir faktorlin degistirilmesi ile uygulanan “bir zamanda bir faktor
yontemi” dir. Oysa cok sayida faktoriin ayni zamanda calisilmasint miimkiin kilan
istatistiksel deney tasarimlari, kisa zamanda ve daha giivenilir sonu¢ elde edebilme,
iriin iizerine etki eden faktorlerin etkilesimini belirleyebilme, uygulanan deney
sayisinda azalma gibi 6nemli avantajlara sahiptir. Bu yaklagimla, ¢alismada zaman,
enerji ve para yoniinden ekonomik olan istatistiksel deney tasarim yontemleri tercih
edilmis ve Pleurotus eryngii (Hakkari) izolati tarafindan BGD iiretimini arttiran
kosullar (karbon kaynagi tipi, azot kaynagi tipi, mineral madde tipi), cevap yiizey
yontemi ile de bu degiskenlerden etkili olanlarin etkin konsantrasyonlari basarili

bigimde belirlenmistir.

Plackett — Burman deney tasarimi ile Pleurotus eeryngii (Hakkari) tarafindan
BGD iiretimi tizerine etkiye sahip olmasi olasi 15 farkli besinsel ve ¢evresel degisken
arasindan liretimi en fazla arttiran degisken(ler)i secmek amaciyla sonuglar istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda her bir BGD i¢in degiskenlerin
etki boyutlar1 katsayilarla ifade edilerek veriler formiiliize edilmis ve degerlendirmeler

bu formiiller lizerinden yapilmistir.
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GA i¢in karbon kaynagi olarak denenen degiskenlerden glikoz (339,146) , laktoz
(416,375) ve fruktozun (535,479) yiiksek degerinin (%3), sukrozun (-384,896) ise
diisiik degerinin (%0) tiretimi artirdigr belirlenmistir. Bu durumda fruktoz en yiiksek
pozitif katsayi ile iiretimi en ¢ok artiran karbon kaynagi olarak belirlenmistir. Azot
kaynagi olarak denenen degiskenlerden NH4NOj3 (-442,375) Yeast ekstrakt (-26,833) ve
Triptonun (-207,667) diisiik degerinin (% 0) NaNO3’ iin (992,063) ise yiiksek degerinin
(% 0,3) tretimi artirdig1 belirlenmistir. NaNOj; en yiiksek katsayi ile {iretimi en gok
artiran azot kaynagi olarak belirlenmistir. Mineral olarak denenen degiskenlerden
FeSO,‘in (-191,042) diisiik degerinin (% 0), MgSO, (486,604) ve KH,PO, iin
(994,917) yiiksek degerinin (% 0,1) tiretimi artirdig1 belirlenmistir. KH,PO4 en yiiksek
katsay1 ile liretimi en ¢ok artiran mineral madde olarak belirlenmistir. Ayrica tiamin
(232,229), pH (206,875) ve karistirma hizinin (80,313) yiiksek degerleri, sicakligin
(592,167) ise diisiikk degeri iiretimi daha fazla artirmaktadir. Bu veriler Sekil 3.11 de

ifade edilen Pareto grafigi ile de dogrulanmaktadir.

ABA i¢in elde edilen veriler GA i¢in elde edilen verilerle paralellik
gostermektedir.  Bu veriler Sekil 3.12 de ifade edilen Pareto grafigi ile de
dogrulanmaktadir. IAA i¢in ise karbon kaynagi olarak fruktoz yerine glikoz iiretimi en
fazla artiran karbon kaynagi olarak belirlenmistir. Buna ragmen daha 6nce belirtildigi
gibi ticari potansiyeli, kullanim orani ve organizmanin iiretim potansiyeli agisindan GA’
in 6n plana ¢ikmasi nedeniyle IAA igin elde edilen verilerdeki karbon kaynag farklilig:

g0z ard1 edilmistir.

Bu veriler 1s1ginda Plackett — Burman deney tasarimi yardimiyla segilen

degiskenler Cizelge 4.1. de belirtildigi sekliyle cevap yiizey yontemine tagimmustir.

Cevap yiizey yontemi degiskenlerin etkin diizey konsantrasyonlarini belirlemek
amaciyla uygulanmaktadir. Bu kapsamda Plackett — Burman deney tasarimi yardimiyla
belirlenen degiskenler i¢in Box Behnken tasarimi dogrultusunda 3 farkli konsantrasyon

denenmistir.
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Cizelge 4.1. Plackett — Burman deney tasarimi yardimiyla segilen degiskenler

Degiskenler Konsantrasyon
Karbon kaynag1 (%) Fruktoz 3
Azot kaynagi (%) NaNOs 0,3
Mineral (%) KH,PO, 0,1
Vitamin Tiamin(pg/1) 1000
Inkiibasyon Sicaklig1 ( °C) 25
Besiyeri Baglangi¢c pH 7
Karigtirma Hizi (rpm) 150

Sekil 3.17., Sekil 3.18 ve Sekil 3.19.” un birlikte incelenmesi ile fruktoz ve
KH,PO,’ iin BGD firetimi iizerine dogrusal etkilerinin yiiksek oldugu goriilmektedir.
Diger taraftan NaNOj‘ iin IAA iiretimine dogrusal etkisinin, diger iki BGD iiretimi
lizerine ise karesel etkisinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Her ili¢ degiskenin
etkilesimini ifade eden grafikler Sekil 3.20, Sekil 3.21. ve Sekil 3.22.” de sunulmustur.
Her 3 BGD i¢in de fruktoz ve KH,PO,’ iin yiiksek diizeyi NaNOj’ {in ise orta diizeyi
optimum kosullar olarak belirlenmistir. Bu veriler 15181inda istatistiksel deney tasarimi
ile BGD iiretiminin optimizasyonu sonucunda belirlenen optimum besinsel ve ¢evresel

kosullar Cizelge 4.2. de sunulmustur.

Cizelge 4.2. Optimum besinsel ve ¢evresel kosullar

Besinsel ve Cevresel Kosullar Konsantrasyon
Karbon kaynagi (%) Fruktoz 5
Azot kaynag (%) NaNOs 0,3
Mineral (%) KH2PO4 0,15
Vitamin (pg/l) Tiamin 1000
Inkiibasyon Sicaklig1 (°C) 25
Besiyeri Baslangic pH 7
Karistirma Hizi1 (rpm) 150

Calismanin bu asamasina kadar gercgeklestirilen ¢alismalar sonucunda
Pleurotus eryngii (Hakkari) izolati tarafindan BGD {iretimine olumlu etki eden kiiltiir

tipi, besiyeri bilesimi ve besiyeri bilesen konsantrasyonlar: deneysel tasarim yontemleri
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ile belirlenmistir. Bu asamada Pleurotus eryngii (Hakkari) izolati tarafindan BGD

iretiminin optimizasyonuna iliskin tiretim degerleri Cizelge 4.3. de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.3. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolati tarafindan optimizasyondan 6nce ve

sonra BGD iiretim degerlerinin karsilastirilmasi

BGD Uretimi
(mg/l)
GA ABA IAA
Optimize edilmeden 6nce (Tarama agamasi) 2580,50 255,49 25,96

Optimize edilmeden 6nce (Derin kiiltiir asamas1) | 4438,67 436,95 54,32

PB ile optimizasyondan sonra 6904,33 741,67 51,29

RSM ile optimizasyondan sonra 7926,17 634,92 55,41

Elde edilen verilere gore Plackett-Burmann deney tasarimi ile GA, ABA ve IAA
tiretim degerleri baslangic degerlerine gore sirasi ile 2,68, 2,90 ve 1,98 kat arttirilmistir.
Cevap ylizey yontemi sonrasinda ise iretim degerlerinin baslangic degerlerine gore

sirast ile 3,07, 2,49 ve 2,13 Kkat fazla BGD {iretildigi gériilmektedir.

Pleurotus eryngii (Hakkari) izolati1 tarafindan BGD iiretiminin varyans ve
regresyon analizi sonuglar1 dngoriilen modellerin belirlilik katsayr (R?) degerlerinin GA,
ABA ve IAA igin sirasi ile 0,7192, 0,6685 ve 0,8797 olarak belirlenmistir. Bu durum
elde edilen iiretim degerlerinin 6ngoriilen modelleri sirast ile % 71,92, 66,85 ve 87,97
oranlarinda  tanmimladigin1  gostermektedir. Elde  edilen  verilerin  birlikte
degerlendirilmesi sonucunda kullanilan deneysel tasarim yontemlerinin BGD iiretim

optimizasyonu i¢in bagarilt modeller oldugu 6ngoriilebilir.
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4.1.4. Elde Edilen Optimize Kosullarin Derin Kiiltiir Kosullarina Uygulanmasi

Calismanin bu asamasinda, Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin optimize
olmayan kosullarda erlen Olgeginde, optimize olan kosullarda erlen olgeginde ve
optimize olan kosullarda reaktor Olgeginde biiyiitiilmesi sirasinda BGD iiretimleri

zamana bagli olarak izlenmis ve karsilastirilmistir.

Cizelge 4.4. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin optimize olan ve olmayan kosullarda
farkli 6l¢eklerde BGD tiretim verileri

Deneme Gruplari
BGD | Inceleme parametresi Optimize Optimize Optimize
Olmayan
(Erlen) (Reaktor)
(Erlen)
Makr.mmum iretim 4060.38 8743,08 10545,00
miktar1 (mg/1)
GA
Maksimum I{retlm 18 18 14
zamani (glin)
Makgnmum tretim 463,50 787.23 872,32
miktart (mg/])
ABA
Maksimum Liretlrn 18 19 18
zamani (giin)
Makgnmum uretim 58,07 58,35 60,48
miktart (mg/])
IAA
Maksimum Liretlrn 18 19 15
zamani (giin)

Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin optimize olmayan kosullarda erlen
Olgeginde ve optimize olan kosullarda erlen o6l¢eginde BGD firetim verileri

karsilastirildiginda; GA miktarinin optimize kosullarda yaklasik olarak 2,1 katina ¢iktigi
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bununla beraber her iki kosulda da maksimum iiretim zamaninin 18. giin oldugu
belirlenmigir. ABA miktariin optimize kosullarla 1,6 katina ¢iktig1 maksimum {iretim
zamaninin optimize olmayan kosullar i¢in 18. glin optimize kosullar i¢in ise 19. giin

oldugu belirlenmistir. ITAA miktarinda ise gdzle goriiliir bir artis olmamustir.

Optimize olan kosullarda erlen 6lgeginde ve optimize olan kosullarda reaktor
Olceginde BGD firetim verileri karsilagtirildiginda reaktér kosullarinda GA miktarinin
1,2 katina ¢iktigi maksimum iiretim zamaninin erlen kosullari i¢in 18. giin reaktor
kosullar1 i¢in ise 14. glin oldugu goriilmektedir. ABA miktarinin reaktor kosullarinda
1,1 katina ¢iktigi maksimum iiretim zamaninin erlen kosullari i¢in 19. giin reaktor
kosullart i¢in ise 18. giin oldugu goriilmektedir. TAA miktarinda ise gozle goriiliir bir

artis olmamustir.

Ozet olarak optimizasyon sonucu GA ve ABA miktarlar yaklasik olarak 2
katina ¢ikmis TAA icin ise Onemli bir degisim gézlenmemistir. Optimize erlen kosullari
basarili bir sekilde reaktor kosullarina tasinmis ve BGD iiretim miktart GA, ABA ve
IAA i¢in sirastyla 10545, 872,32 ve 60,48 mg/l olarak belirlenmistir.

Fermentasyon ile mikrobiyal metabolit iiretiminin optimizasyonu, g¢esitli
aragtirma gruplarimin ilgisini ¢ekmis bir konudur. Reaktor olgeginin mikrobiyal
metabolit iretimine etkisi de farkli arastiricilar tarafindan sorgulanmistir. Duran-
Paramo et al., (2004) Gibberella fujikuroi ile GA iiretiminde erlenlerde derin kiiltiir
fermentasyonu ile ve ayrica karigtirmali ve sabit yatak reaktdrlerde serbest ve
immobilize hiicreleri karsilastirmislar ve serbest hiicrelerde karistirmali reaktorde 0,206
g/L ve gram biyomass basina 0,078 g GA; elde edilmistir. Machado et al., (2004)
Gibberella fujikuroi ile GA {iretiminde kahve kabugu ve cassava kiispesinin substrat
olarak kullanildig1 sikistirilmis yatak biyoreaktorde kati faz fermantasyonu ile
fermentasyonun 6. giiniinde kg substrat basina 0,925 g GA; elde ettiklerini
bildirmiglerdir. Silva et al., (1999) biyoreaktorde Gibberella fujikuroi ile 1100 mg/L
GA iirettiklerini bildirmislerdir. Escamilla-Silva et al., (2000) Gibberella fujikuroi ile
GA dretiminin kesikli kiiltiir ile akigkan yatak tipi biyoreaktorde 3,90 g/L ye
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ulagabildigini ve bu degerin daha oOnceki derin kiiltir ve kati fermentasyon

degerlerinden 3 kat daha fazla oldugunu bildirmislerdir.

4.1.5. BGD Uretiminde Kinetik Parametrelerin Tayini

Cizelge 3.10.” da sunulan kinetik parametreler Pleurotus eryngii (Hakkari)
izolatinin optimize olan ve olmayan kosullarda erlen 6l¢eginde ve optimize kosullarda
reaktor Olgeginde biiylitiilmesi sirasinda BGD {iretim kinetigi hakkinda degerli bilgiler
sunmaktadir. Elde edilen verilere gére organizmanin spesifik biiylime hiz1 (p) giderek
diisiiyor gibi goriinse de giinde her besiyeri litresi basina (rs) ve lretilen her gram
biyomas basina (Qs) tiiketilen karbon kaynagi miktarinin artmakta oldugu
goriilmektedir. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolati optimize olmayan kosullarda erlen
Olceginde inkiibasyon sirasinda her giin ortamin her litresinde bulunan karbon
kaynaginin sadece 0,61 g kadarmi tiikketmektedir. Oysa bu deger optimize ortamda
reaktor Olgeginde 1,42 grama c¢ikmaktadir. Bu durum reaktér 6l¢eginde biyomas
iiretiminin azalma egilimine karsin karbon kaynaginin tiiketiminin artmasi durumunu
aciklama geregi dogurmaktadir. Pleurotus eryngii (Hakkari) izolati tarafindan reaktor
Olceginde karbon kaynagi tiiketiminin artmasimnin BGD iiretimi ile iligkili oldugunu
diislinliyoruz.  Nitekim optimize olmayan erlen kosullarindan optimize reaktor
kosullarima gecerken spesifik biiylime hizinin (p) nispeten diigmesine karsin her litre
besiyeri basina (rp) ve her gram biyomas basima (Qp) tiretilen BGD miktarlarinin GA ve
ABA i¢in belirgin bigimde arttig1 goriilmektedir. IAA da c¢ok hafif bir azalma gortilse
de {iiretim degerinin ¢ok diisikk olmasi nedeni ile bu durumun rahatlikla ihmal
edilebilecegini diislinliyoruz. Verim parametreleri agisindan incelendiginde de durum
benzer gorilmektedir.  Optimize olmayan erlen kosullarindan optimize reaktor
kosullarina gegerken organizmanin tiikettigi her gram substrat basina {iirettigi biyomas
miktart (Yys) azalmakta ise de gerek her gram substrat basmna iiretilen BGD (Y )
degeri gerekse her gram biyomas basina iiretilen BGD (Y{x) degerleri incelendiginde
siddetli bir artis goriilmektedir. Ornek olarak Pleurotus eryngii (Hakkari) izolat:

tarafindan her litre besiyeri bagina iiretilen giinliik GA miktarmnin (rp) 486,11 mg ve her
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gram biyomas tarafindan inkiibasyon siiresince iiretilen toplam GA miktarinin (Y py)
2041,14 mg oldugu dikkate alinirsa tiretimin ekonomik potansiyeli de ortaya ¢ikacaktir.
Bu veriler organizmanin sadece reaktor 6lgeginde BGD iiretimini basardigini degil, ayni
zamanda belirgin bi¢imde arttirdigin1 da gostermektedir. Bu nedenle Pleurotus eryngii
(Hakkari) izolatinin endiistriyel boyutta BGD ve 6zellikle GA iiretimi i¢in ¢ok dnemli
potansiyele sahip oldugu anlasilmaktadir. Eldeki veriler bize organizmanin reaktor
kosullarinda biliylime hizin1 azalttigini, buna karsin BGD iiretimini arttirdigini
sOylemektedir ki bu endiistriyel boyutta iiretim agisindan ¢ok istenen bir durumdur. Bu
caligma ile ilk kez olarak Pleurotus eryngii (Hakkari) izolati ile karistirmali tank reaktor
Olceginde BGD iiretiminin gergeklestirmis olmasi eldeki verilere heyecan verici bir
boyut katmaktadir. Bu veriler 1s181inda gelecekte daha biiylik dlgekli reaktorler ile

calismalarin siirdiiriilmesi de ¢ekici bir arastirma konusu haline gelmistir.

Ozet olarak bu c¢alismada, 103 makrofungus izolatimin BGD iiretme
potansiyelleri belirlenmis ve segilen izolatlarin BGD iiretimleri onaylanmistir. Segilen
Pleurotus eryngii (Hakkari) izolatinin BGD {iretimini en fazla derin kiiltiir sistemi ile
gerceklestirdigi belirlenmis ve istatistiksel deney tasarim yontemlerinin kullanimi ile
maksimum iiretimin gergeklestirildigi kosullar belirlenerek besiyeri tasarimi
gerceklestirilmistir.  Sonu¢ olarak GA, ABA ve TAA iiretim degerleri baslangic
degerlerine gore sirasi ile 4,1, 3,4 ve 2,3 kat arttirllmistir. Ayrica, optimize olmayan ve
olan kosullarin birlikte kullanildigi tretim modelleri ile tretim Olgegi fermentor
kosullarina biyiitilmistiir. Sonraki ¢alismalarda bu organizma ile iiretilen BGD lerin
farkli bitkilerde in vivo etkinliginin belirlenmesi ve farkli iiretici izolatlar ile benzer

optimizasyon c¢aligmalarinin gergeklestirilmesi tasarlanmaktadir.
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