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OZET

Bu gahsma, giinlimilzde gelisen yeni teknolojilerin getirdifi miselyal auklarin, gegitli
katma deferi yiiksek iiriinlere dondistiirilmesi uygulamalan gerceklestinilmistir. Cahsma
kapsaminda endiistriyel bir atik olan Rhizomeucor mieher mikroorganizmasimn atik misclyal
bivokiitlesinden ¢ok fonksiyonlu fungal kitosan eldesi, vermikompost liretiminde kullanmm
potansiveli ve mikrobivolojik besiven bileseni olan pepton alternatifi olarak kullanim

olanaklan aragtinlmstir,

Auk R mieher biyokiltlesinden optimize kosullarda 70,6 mg/g kitosanin eldesi
saglanmistir. Elde edilen kitosamin, deasctilasyon derccesi (%078), molekiler agurlif
{14kDa), FT-IR, TGA analizleri gergeklestirilerek karakterizasyonu vapilmustir, Bivolojik
aktiviteler icin antimikrobiyal ve vara iyilestirici aktivitesi ontaya konmustur, Antioksidan
ve antimikrobiyal aktiviteve sahip biyofilm olarak kullamm potansiveli belirlenmistir.
Vermikompost ¢alismasinda, elde edilen K3 ve K4 vermikompostlanmin %20 torfu ile
uygulanmasinda marul bitkisinin kalitesi ve veriminin dzerine olumlu etkileri oldugu
belirlenmistir. Son olarak atnk R. mieher bivokitlesinden ¢ farkh mekanik hiicre lizis
yvinteminin istatistiksel optimizasyonu gergeklestirilmistir, Optimize kosullarda elde edilen
proteince zengin fungal ekstraktlann (U, B, D) karakterizasvonu tzerine calismalar
vapilmstir, Elde edilen ckstraktlarm besiveri bileseni olarak test edilen konsantrasyonlarda
hem kati hem de sivi besiyerlerinde bakteriler, mayalar ve kiiflerin iiremesinde etkili
olduklan belirlenmistir. Ticari kullamlan dninlerle benzer etkilere sahip olduklan ortayva

konulmustur,

Gergeklestirilen ¢alismalar ile literatiirde ilk kez auk R. miehei miselyal atfinin
katma degeri yiiksek drinlere doniigtinilmesine yonelik gahgmalar yapilmustir. Bu
gahgmalar sonucunda bu tarz atklann katma degen yiksek tninlere donigtiirtilmes: ile

bivockonomiye kazamimlanmn mimkiin olabilecegi ghsterilmistir.

Anahtar kelimeler: Rlhiizzomucor miehei, fungal kitosan, vermikompost, kiif ekstrakn
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SUMMARY

The objective of this study was carried out applications of converting the mycelial
wastes brought by the new technologies developing today inte various products with high
value-added products. In the scope of this study, the possibilities of obtaining
multifunctional fungal chitosan from the waste mycelial biomass of the Bhizomucor micher,
which is an industrial waste, its potential for use in vermicompost production, and its use as

an alternative to peptone, which is microbiological media ingredient, were investigated.

Fungal chitosan (70.6 mg/g) was obtained from waste R. micher biomass under
optimized conditions. The obtained chitosan was characterized by deacetylation degree
{78%), molecular weight (14kDa), FT-IR, TGA analysis. Antimicrobial and wound healing
activity have been demonstrated for their biological activities. Its potential for use as a
biofilm with antioxidant and antimicrobial activity has been determined. In the
vermicompost study, it was determined that the application of the obtained K3 and K4
vermicomposts with 20% peat had positive effects on the quality and vield of the lettuce
plant. Finally, statistical optimization of three different mechanical cell lysis methods was
performed from waste B miehei biomass. Studies have been carried out on the
characterization of protein-rich fungal extractz (U, B, D) obtained under optimized
conditions. It was determined that the obtammed exiracts were effective in the growth of
bacteria, yeasts and molds in both solid and liquid media at the tested concentrations as a
media component. It has been demonstrated that they have similar effects with commercially
used products.

With the studies carried out, for the first time in the literature, studies have been
carmed out to transform waste B. mieher mycelial waste into products with high added value.
As a result of these studies, it has been shown that it is possible to gain bioeconomy by
transforming such wastes into products with high added value.

Keywords: Rhizamucor migher, fungal chitosan, vermicompost, mold extract
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1. GIRIS VE AMAC

Giiniimiizde bivotcknolojinin  gelismesivle birlikte endistriyel enzim dretimi
hayvansal ve bitkisel kaynaklardan mikrobiyval kaynaklara dogru gegis yapmmshr,
Hayvansal ve bitkisel kaynaklardan enzim eldesi olanaklan hala meveut olmasina ragmen,
teknolojik ve ckonomik yonden mikrobival kaynaklardan endistrivel enzim diretimi daha
avantajlichr. Hayvansal kikenli enzimler et endiistrisinin van {irinii olarak elde edilmekte,
ancak birgok kontrolden gegirilmeleri gerekmektedir. Toprak alam, mevsimsel degigikler
gibi kosullar ise bitkisel kaynaklardan elde edilecek enzimin verimi ve kalitesini
etkilemektedir, Aynca hem hayvansal hem de bitkisel kaynaklann dokulan ve clde
edilecek enzim ¢egitlilifi simrhdir. Buna kargihk mikrobiyal kaynaklar; enzim gegitliligi,
mikroorganizmalann ¢ogalmasima bagh dretim stirelerinin kisa olmasi, aktivitelerinin
yilksek olmasi, daha ekonomik olmalar, stabiliteve sahip olmalan, yiiksek oranlarda ve
safhikia kontrollii idretim potansiyelleri nedeniyle endistrivel alanda dezellikle gda
sektdriinde onemli rol oynamaktadirlar, Ozellikle hayvansal kaynaklardan elde edilen
enzim agiklanmn kapatilmas:, dini ve beslenme tercihlerine bagh olan pazar taleplerine
cevap verebilmesi agisindan da mikrobiyal kaynaklar gida enzimleni diretiminde tercih
edilmektedirler (Kiran vd., 2006),

Endiistriyel dlgekte gmida enzimlennin mikrobiyal diretiminin yayginlagmasi ile
birlikte Amerikan Gida ve llag Dairesi (US Food and Drug Administration-FDA)
tarafindan dofal ve rekombinant mikroorganizmalardan olusan gida enzimlerini de igeren
katkn maddeleri listesi Genellikle Givenli Kabul Edilen Katkilar (GRAS-Generally
Recognized as Safe) yaymlanmistr. AMFEP (Enzim Urinleri Imalatgilan  ve
Formillatrleri Birligi -Association of Manufacturers and Formulators of Enzyme
Products) tarafindan yaymlanan listede mikrobiyal kaynakh 160 adet enzimin gida
dretiminde kullanildi@n belirtilmektedir (Er ve Sanmehmetoglu, 2009).

Fungal hiicreler sahip olduklan yapilan nedeniyle bivoteknolojik uvgulamalarda
dnemli potansiyele sahiptir. Ozellikle fungal hilcre duvan yapisinda, polisakkaritler



{yaklasik %280} daha fazla olmak Qizere protein (%25-15) ve lipidler (%03-10) bulunmakiadir.
Bunlann miktarlan fungusun tinine, besiven bilesenine ve gevresel kosullann durumuna
gore degisiklik gostermektedir, Polisakkantler arasinda glukan, kitin, kitosan, galaktoz,
mannan ve seliloz en fazla bulunanlardir. Bu komponentler bazen birlikie
bulunabilmekiedirler. Basidiomycetes we Chiridiomycetesler de kitin ve glukan,
Zygomyceteslerde kitin ve kitosan, Ascomycetesler de kitin ve glukan olarak yer alirlar.
Fungal hilere duvarlarinda bulunan bu bilesenler sahip olduklan dzellikler sayesinde gida,
tekstil, ilag, boya gibi birgok sektdrde kullanimlanm miimkiin kilmaktadir.

Fermentasyon sonrasi enzim iceren sivi ile iretici mikroorganizma hiicreleri
aynigtinbir.  Enzim  igeren  sivi saflastima  islemlerine  tabi  tutulurken  diretici
mikroorganizmamn hiicrelen miselval auk olarak kalir (Sekil 1.1). Miselyal ank, dretici
mikroorganizma tarafindan gida islem yardimeisi enzimlerin derin kiiltiir fermentasyonu
ile diretilmesi sonucunda arta kalan fungal hicrelerdir (Ren wve Zhao, 2013).
Mikroorganizmalarin endiistrivel 6lgekte kullamlmasiyla birlikte diretim sonrasi agiga
¢ikan miselyal atiklar, gevre kirliliginin nedenlerinden biridir. Ulkemizde bivoteknolojik
fermentasyon dretimlent yeni yeni vayginlastigmdan dolayr gok mikiarda miselyal ank
bulunmamaktadir. Yenilebilir mantar iretimlerinden arta kalan abk mantar kompostu ise
en yaygin mikrobival atk olarak bilinmekle beraber geri doniigtimii igin gesitli galigmalar
yapilmaktadir (Yamag ve Pekgen, 2016).
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Sekil 1.1. Fermentasyon sonrast proses



Rhizomucor michel, sit phulastner enzim (rennet) olarak bilinen asit proteaz
enziminin ticar fungal kaynaklanndan biridir. Endiistride sit phhlastirma aktivitesinin
proteolitik etkinlige oram, kazein igensindeki bazm peptid baglanna Gzglinliigi, ivi peynir
kalitesi ve verim oram nedeniyle rennet diretimi de endilstri tarafindan tercih edilmektedir.
Biivilk olgekte drctimler vapan pevnir mayasi dreticileri. B. miehei nin derin kiiltir
fermentasyonu sonucunda iiketicinin taleplerini karsilayan basta lipaz ve proteaz olmak
flizere gesitli enzimler Gretmektedirler. Bu proses sonrasi da B mireher ye ait miselyal auk
apia gikmaktadir. Birgok at@in degerlendinimesine yonelik ¢ahismalar vapilmakla
birlikte, Rhizomucor michei miselyal anklan ile ilgili hiteratirde herhangi bir ¢ahsma
bulunmamaktadir. ilerleyen teknolojiyle birlikte fungal fermentasyonla gesitli gida islem
vardimeist enzimlerin de dilkemizde endiistrivel Glgekte dretimi Gngdriillmektedir. Bu
gahsmada Rbizomucor miehei miselyal anklanmn gen dontistimiini saglamak amaciyla

pesitli sektbrlerde kullamim potansiyelleri izerine yoZunlasilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Biyoekonomi

Diinyada hizla artan niifus, dogal kaynaklann tikenmesi tehlikesivle karsi karsiva
kalinmasina neden olmugtur. Bununla birlikte ikhim degisikhign gibi nedenler, diinyanin
tiiketim diizeyinin arnk sirdirilebilir olmadifimi gbstermektedir. Bu durum biiylime
vaklasimm olarak bivockonomi kavramim ortaya ¢ikammustir {(Albrecht wvd., 2010).
Bivockonomi; bitkisel, hayvansal ve mikrobiyval kaynaklardan bivelojik stireglerle dretilen
gesitli diriinlerin ticari dagilim ve tikketimini ele alan ekonomik bir siiregtir (Unal, 2021).
Bivolojik kaynaklar; artan diinya niifusunun kiiresel sorunlanmin giderilmesinde, ¢evre
koruma wve iklim degisikliklerine karsi ydnetim stratejilerinin - olusturulmasinda,
siirdiiriilebilir iiretimde bilgi-temelinin saglanmasinda, yeni, diisiik malivetli ve yiiksek
katma degere sahip dirinlerin ¢lde edilmesinde vazgegilmez bir rol oynamaktadir,
McCormick ve Kautio (2012). bivoekonomiyi. ekonomik faalivetler ve kamu yaran igin
bivolojik bilimlere dayali arastirma ve inovasvon olarak tammlamislardir. Bu kapsamda
biyockonomiyi olugturan sekibrler asafdaks gibn simflandinlmuguir (EC, 2012).

I. Tanm ve ormancihik

2. Balkgihk ve su iiriinleri vetistiriciligi (Mavi Ekonomi)
a. Sirdiiriilebilir balikgilik
b. Sirdiiriilebilir su diriinleri yetigtiriciligi
¢. Mavi bivoteknoloj

3. Byo-temelh endistriler/'endiistrivel bivoteknoloji

4. (nda sanayisi

Bu sekibrler, inovasyon ve aragtirmalara agik, pazar ve rekabetin gelistirilmesinde
katkr saglayacak dnemli firsatlar sunmaktadir. Bu sektorlerde yamlacak olan arastirmalar,
ulusal ekonominin kiresel diinyada One ¢ikmasina ve sirdiirilebilir bir gelecek insa
edilmesinde oldukca dnemlidir,



Diinya ekonomisi, dogrusal ekonomi modeli ile giiniimize kadar gelmistir. Ancak
bu model kiiresel kaynaklann daha verimli kullamilmasi ve ¢evrenin korunmas: amaciyla
strdinilebilir kalkinma hedeflennin ortayva konulmasi sonucu dongiisel ckonomi modeline
evrilmeye baglamigtir. Dogrusal ekonomik modelde, diretim igin gerekli kaynaklar dogadan
alimr ve ortaya ¢ikan atklar ise dogaya geri birakihir. Déngisel ekonomik modelde ise
kaynak dogadan degil, tiketim sonrasi ortaya ¢ikan anklardan saglamir, Bu atklar geri
dinisulirilerek baska {retim siireclerinin hammaddesi olarak kullambir. Biyoekonomi,
sitrdiinilebilirlik yonil ile dongiisel ekonominin biyolojik itici glici haline gelmistir ($ekil

2.1}
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Sekil 2.1. Dogrusal ve donglisel ekonomi (Anonim, 2022a)

Auk ydnetimi, bir Griinlin Gretimini, fretilicken olugan atklanni, anklann geri
diniisimil veya bertarafini igeren siireglerin ybnetim bigimidir, Diinya genelinde kabul

goren, atk yonetimi vontemlerinin hiverarsik siralamasinda “Auk ydnetimi piramidi
kullamimaktadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Auk yonetimi piramidi (Anonim, 2022b)



Auk yinetiminde, daha {riiniin tasanm asamasinda angin olusmasim Gnlemek
esastir. Atk yonetimi piramidine gore dncelik atngin olusmasimin onlenmesidir. Efer ank
olusumu dnlenemivorsa azalulmahdir. Qlusan anga bagh olarak tekrar kullamm ve geri
doniigiimil yontemleri uygulanmalidir. Bu basamaklann higbinsine girmeyen auklar igin
1s¢ son basamak enerjinin gen kazamm ve ah@in bertarafidir. Atk firetiminin Gnlenmesi,
azaltilmas:, yeniden kullamim ve gen dinisiim ¢evre dostu olan yintemlerdir. Bununla
birlikte atiktan enerji dretimi, diizenli/'vahsi depolama ve bertaral yontemleri gevreye

olumsuz etkileri olan viintemlerdir.

Déngiisel ekonomi; atk kavramum ortadan kaldirarak, auklann kaynak olarak
kullammlanmin sonunda dirin déngiisiine gen kazandinlmasim saglamaktadir. Boylelikle
angin ekonomi igerisinde mimkiin oldufunca wrun siire kalmasi ve katma degerin
olugmasi saflanmaktadir. Dongilisel defier geri kazamm; biyokiitle avklanmin gida, yem,
besin - maddesi, giibre, bivoaktif malzeme veya kimyasal hammadde olarak geri

kazamlmas: ve degerlendinlmesine odaklanr,

2.2. Endistrivel Atiklar

Endiistrivel auk, sanayi ve tretim islemleri sirasinda olugan tehlikeli ve zararh
madde igermeyen kati atiklardir (Pehlivan vd., 2014), Uretim aug maddeler, kullanim
siiresi dolmug malzemeler ve makinalar bu simfa girmektedirler. Niffusun hizh artmasi,
kentlesme ve teknolojideki gelismelerle birlikte kat auk miktarlan da artmaktadir. Bu
atiklar dogru degerlendirilip doniigtiiriilemediginde doga ve insan saghi agisindan tehlike
olusturmaktadirlar,

GOzellikle ilag, mda ve bivotekneloji sektirlerinin gelismesiyle fermentasyon
teknolojisi  orntaya ¢iknustir. Bu  siirecin  ilerlemesiyle  birlikte tanmsal auklar
degerlendirilerek gesitli enzim, vitamin, gida koruyucw/diizenleyici, ilag etken maddesi gibi
birgok katma degen yiiksek firin Gretilmektedir. Ancak bir ank mikrobiyal fermentasyonla
bagka bir driine dénfisiirken yeni bir atukia meydana gelmektedir. Miselval auklar
(bivokttle) olarak bilinen bu atklar ise sahip olduklan dzellikler nedenivle katma degeri
olan iirinlere diniisiim potansiyveli tasimaktadirlar (Ren ve Zhao, 2013). Ancak her
sektoriin ang kendi iginde defiskenlik gistermektedir. Ormegin ilag sektirii fermentasyon

endiistrisinin dnemli atklanndan biri, belirli miktarda antibivotik i¢eren ank misehrumdur



{Belakhov ve Garabadzhiu, 2014). Bu atk dogru sekilde bertaral edilmedigi wakdirde gevre
kirliligine we antibiyotiklenn kotiive kullamilmasina neden  olabilir.  Antibivotik
uretiminden ¢ikan mis¢l atiklanmin biyik bir kisnsn ¢amur giletlerinde toplanarak
kanalizasyon aritma sistemine atilmakta veya yakilarak bertaral’ edilmektedir. Karpukhin
vd. (1985) tarafindan yapilan ¢alismada ise bu atiklann lipitler, karbonhidratlar, proteinler
gibi dnemli miktarda degerli organik maddelerin yam sira kalsivum, magnezyum, sodyum,
demir, silisyum ve fosfor gibi inorganik bilesikleri de igerdigi rapor edilmistir. Bu nedenle,
arastineilar, bu atklarm yap malzemesi vapiminda organik mineral katki malzemesi
olarak  kullamlabileceg@ini  ilent  strmiiglerdir.  Antibiyotik  kalmtlann  bivokiitleden
aynigtinlmasinin oldukea zor olmasi; bu sektbrdeki atiklann bivoyvakit veya gimento, kil ve
ingaat malzemelennde kullambp kullamlamayacagima yonelik arastirmalann yapilmasina

neden olmustur (Liang vd., 2005

Gida sektorii fermentasyon  endistrisinin anklan 1se ¢cok daha islenebilir bir
potansivele sahiptirler. Omegin sitrik asit, diizenleyici, tatlandinci-kivamlastine: olarak
sekerlemelerde ve iceceklerde vaygin olarak kullamimaktadir. 1k kez Aspergilius niger
endiistrivel proseslerde kullamhneaya kadar limon suyu tican kaynak olarak kullanilmistr,
Uretim verimliligi agisindan, eski bir teknik olmasina rafmen, derin killiir fermentasyonu
ile Aspergilius miger kilflinden sitrik asit diretimi hala devam ectmektedir. Ozellikle
giniimtizde tanmsal atklanm hammadde olarak kullamlmasiyla sitrik  asit  diretimi
ckonomik olarak siirdiiriilebilmektedir (Owtirk ve Erbag, 2021). Bu siiregte bir yandan
tanmsal atklar katma deferi yilksek bir iirtine donistiirilirken, bir yvandan bagka bir
sektorde hammadde olarak kullamlabilecek atiklar ortaya gikmaktadic (Shahlaen ve
Pourhossein, 2013). Bu durum endilstrivel ekolojinin dnemini arttirmaktadir. Ozellikle
dongisel ckonominin gelistirilmesinde endiistrivel simbiyoz sisteminin kurulmasi, stratejik
bir arag¢ olarak kabul edilmektedir (Demircioglu ve Ever, 2020). Endastrivel simbivoz,
Chertow (2000} tarafindan birbirine yakin bulunankurulan igletmeler arasinda atk su,
enerji, van drinler ve iretim atiklanmn deg@isimi olarak tammmlanmistir. Farkh sektirlerden
isletmeler bir araya getinlerck bu sekilde kaynak ahsvensinde bulunulmas: amaglanmastir,
Cevre kirdilifini ve kaynak yetersizlifini yOneterek is birlifi iginde siirdiiriilebilirligi
arthirmaya ¢alhisan igletmelerin bir arada bulundugu eko endistrivel parklar kurulmaktadir,
Ancak buradaki ana problemlerden bin meveut atklann hang sektirler igin bir hammadde
potansiyeli tasidifimin bilinmemesidir.



Fungi aleminin, Zygomyeota divizyonu, Mucorales takimm, Mucoraceae familyasi
iivelerinden olan termotolerant Bhizomucor miehei (Cooney et Emerson) Schipper) (Mucor
miehei) (Sekil 2.3), beyaz renkte hifsi vapuda kolomi olusturur. Sporlann olusumu ile
birlikte yasglanan kolonilerin gbriiniimil griden kahverengive dinisiir. Uygun kogullarda
misellen hizh biiyir, 24-55 °C sicaklik araliginda geligebilir.

Sekil 2.3, Rhizomucor miehei mikroskobik gonintiisi (orjinal resim)

Enzim iiretebilme yetenekleri sayesinde biyoteknolojik dneme sahiptirler, Ozellikle
vaglann esterifikasvonu igin kullamilan lipaz enzimi ile siitteki proteinin puhtilagmasi igin
kullamlan proteaz enziminin énemli treticisidir. Bu nedenle fermentasyon stireglennde
vavgin olarak kullamlmaktadir (Yegin ve Dekker, 2013; Mamo ve Assefa, 2018). Mucor
mighei ve Mucor pusillus, sitl pihtlagtirma aktiviteleri ve proteolitik aktivitelen ile
endiistrivel Gneme sahip olmuglardir (Seker vd., 1998). Rhizomucor miehei"den elde edilen
rennetin %6 karbohidrat igerigine sahip olmasi termal stabilitesinin yiiksek olmasim
saglamaktadir (Yada ve Nakai, 1986). Peyvnir yvapumunda kullamlan enzimlerin sicaklifa
direnci en viksek olan enzim Rhizommicor michei’den elde edilen rennettir (Dénmez ve
Celik, 1986). Bu nedenle siit ve siit drinlen sektiriinde en gok tercih edilen van katks
tirlinlerinden biridir. Spor ve miselyum formlan arasinda degiskenlik gostermekle birlikte,
hilcre duvannda kitin ve kitosan bulunmakiadir. Bu oran %12-40 aralifindadir. Bununla
birlikte hiicre duvannda, glukan, glikoprotein, mucoran, polisakkaritler ve hipitler
bulunmaktadir (Lecomte vd., 2019).

2.3, Kitosan
Kitosan, yapisal olarak  f-14-D-glukozaminin N  asetil-D-glukozamine

baglanmasiyla olugan linger bir polimerdir ve kitinin deasetilasyonu ile ¢lde edilmektedir
{Sekil 2.4). Seliilozdan sonra diinyada en gok bulunan ikinci dogal polimerdir.



o

Sekil 2.4, Kitin ve kitosan kimyasal yapilan {Odabas, 2020)

Kitosan C2 porzisyonundaki amino grup ve C3-Cé pozisyonlanndaki birincil ve
ikincil hidroksil gruplan olmak tizere 3 tip reaktif fonksiyonel gruba sahiptir. Kitosan
polimerindeki iki monosakkaritin oranlan, molekiiliin deasetilasvon derecesine, molekiiler
agirlifina, viskozitesine ve pKa degerlerine gore degiskenlik gostermektedir (Jiang, 2011).
Kitosanin soz konusu zelliklen fizikokimyasal yapisim ve uygulama alanlanm dogrudan
etkilemektedir. Kitinin ¢hziinememesine karsin, serbest amino gruplannmin varhfn ve
gruplann protonasyon dzelliginden dolay, kitosan zincin asctik asit, laktik asit ve formik
asit gibi diltie asitler igerisinde gozimebilmektedir (Jang, 2011). Kitosan deasetilasyon
derecesi ile karakterize edilmektedir.

Ticari kitosan sadece karides ve diger deniz kabuklu hayvanlarin kabuklanndan
saglanmaktadir. Funguslann hiicre duvarnda ver almasi sebebivle kitosan eldesinde
funguslar, potansivel alternatif kaynak olarak distniilmektedirler. Mantar miselyumundan
kitosan izolasyonu, ilk kez White vd. {1979) wrafindan gergeklestirilmis, daha sonrasinda
verimi arttirma ve iyilestirme i¢in birgok aragtirma yapilmistir (Arcidiacono ve Kaplan
1992; Rane ve Hoover, 1993a, b; Crestini vd., 1996), Bu ¢ahsmalar dogrultusunda Hu vd.
(1999) tarafindan fungal Kitosan ekstraksiyon protokolt gelistinlmigtir. Araki ve Tto (1974)
ilk defa Mucor rowxii isimli mantann hiicre duvanndaki kitosan sentez mekanizmasini
agiklamistir. Bu gahisma difer farkh mantar tiirlerinin hiicre duvannda kitosan varhifnm
arastinlmasina yinelik vapilan cabsmalarin baslangier olmustur (Synowiecki ve Al-
Khateeb, 2003). Zygomycetes simifi mantarlarin hiicre duvannda %650°ye varan oranlarda
kitosan bulunmaktadir (Gow ve Gadd, 1995), Cogu mantanin hilcre duvarmda vapisal
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polisakkarit kitin bulunurken, Zygomycetes grubu mantarlarda biiyiik oranda kitosan
meveuttur (George vd., 2011). Tajdini vd. (2010) wrafindan yvapilan cahismada Bhizemucor
miehei tirlinden %13.67 oraninda kitosan ekstrakte edilmigtir, Kitosan eldesi igin Mucor
rouxii ve Aspergillus niger organizmalan ¢alisilmmg olmasina karsin (Araki ve lto, 1974;
White vd.. 1979; Arcidiacono ve Kaplan, 1992) endtstrivel diretim siireglerinden ¢ikan ank
Rhizomucor miehei biyokitlesinden kitosan eldesi ile ilgili ¢ahismalara literatiirde
rastlanmanustir. Bu  bilgiler sifinda bu tez calismasinda endiistniyel Gnemi olan
Rhizomucor miehei (Mucor mieher) tirinin mikrobiyal rennet (peynir mayasi) tiretimi
sonrasi  agia  gikan  biyokitlesinden kitosan eldesi  Gzerine gahgmalar ilk  kez

gergeklegtirilmistir.

Dogada fazlaca bulunmasimin yam sira kitin ve kitosan, venilenebilir ve ¢evre dostu
bir bivopolimerdir. Bu dzellikleri ile son yillarda birgok farkh scktdrde kullamm alam
bulmustur. Kitosanmin kullamm alammin genis olmasi nedeniyle pazar payi her gegen vil
artmaktadir, Kitosan, dzellikle Cin, Kuzey Amerika, Japonya ve Avrupa’da yavegm bir
sekilde iretilmekte ve kullamlmaktadir {Hamed vd., 2016). Yapilan yatnmlarla 2024
yvilinda kitosan ve tiirevlerine ait pazann 53 milvon dolara ulasacag tahmin edilmektedir
{Ozel ve Elibol, 2021). Kitosan, kitine kiyasla ticari olarak daha kolay elde edilebilmesi ve
gegith  formlarda kullamilabilmesi nedeniyle daha fazla ilgi ¢ekmektedir. Kitosan,
bivouyumluluk  Gzelligi  savesinde memeli  ve  mikroorganizma  hilcrelerine
baglanabilmektedir. Awrica hemostatik, antimikrobiyal, anti-kanserojen, anti-kolesterol
aktivite olmak {izere birgok bivolojik Gzellife sahiptir. Bu aktivitelen nedeniyle kozmetik,
medikal, guda, tekstil ve biyotcknoloji gibi birgok uygulama alaminda Gnemli bir
hammadde olarak kullanilmaktadir. Ozellikle son zamanlarda yaralann iyilegtirilmesinde
vardimer materyal olarak kullamimu Gzerine galismalar artnmgnr (Feng vd., 2021).
Deasetilasyon derecesi dilstik  olan kitesanlann, yaradaki fbroblastlann gogalmasin
arttirarak hiicrelerin yara alanim kapatmada daha basanl oldugu bildirilmistir (Chatelet
vd., 2001}.

Yesil kimya uygulamasinda atiklarin tekrar deferlendirilmesi agisindan kitosan
olduk¢a dnemli maddelerden biridir. Kitosamin toksik olmamasi, bivouyumiu, venilenebilir
ve degrade olmasi vam sira antimikrobiyal etkilen ile film olusturma kapasitesi nedemiyle
gda ve bivomedikal alanlannda tdizerinde oldukga ¢aliilmakiadir (Shajahan vd., 2014).
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4. Vermikompost

Tim dinyada tanmsal Gretimde sirdirilebabirlik kavramina vurge yapan ve
organik iretim yéntemlerini tesvik eden yaklasimlann yayginlagmas: siirecinde yer
solucanlarinin organik atk ve arbklan kisa zamanda yiksek kalitede deferli bir firline
diniigtiirebilme kapasitelerinin anlasilmasiyla vermikiiltiir adi verilen yeni bir tanmsal
firetim sektdril ortaya ¢ikmiustir. Vermikompost islemi: sehirlesme ve endiistrilesmeyle
beraber bilyiiyen bir gevre sorunu olan endiistrivel ariik/atk sorununa siirdirilebilir bir
vontem olarak ¢oriim  sunmaktadir. Vermikompost son {riinii olan solucan diskisi
{vermikest) igindeki bitki besin elementlen, bitkiye faydasi agisindan ticari saksi
kansimlanndan ve gelencksel metotlarla dretilen kompost friinlerinden daha isilin
dzelliklere sahiptir,

Cesitli organik atklann bazn toprak solucanlan tarafindan sindirilmeler: yoluyla
kompostlastinlarak  elde  edilen  vermikompost, organik madde, azot wve gesitli
mikroelementlerce zemgin bir kangim olup, toprak dizenleyici ve bitki beslemede
kullamilan solucan giibresidir (Misirhioglu, 2016). Hayvansal ve bitkisel kaynakh organik
atiklann solucan gitbresine doniigtirilmesinde en yaygin olarak kullamlan 6 solucan tiri
sirasivla; sicak bélgelerde vasayan ve epigeic olarak adlandinlan Eisemia fetida (ticar
olarak en vaygin kullamilan), Dendrobaena veneta ve Lumbricus rubelius ile tropik
bilgelerde vasayan Fudrifus eugeniae, Perinoyxy excavatus ve Perionyx hawavana dir.
Organik atklann biyolojik olarak pargalanmasi ile elde edilen vermikompost yiiksek
ckonomik degere sahip bir drindiir. Bitkilerin gelisiminde kullamlan vermikompostlar,
dzellikle gigekgilikie, meyve ve sebze vetistiricilifinde yaygin bir sekilde kullamlmakta,
bitkilerin saghkh, kaliteli ve yiksek verimh biiyviimelerini saglamaktadir{ Ersahin, 2010).
Aynca igerdigi besin elementleri sayesinde verimsiz topraklann ivilestirilmesinde de
kullanilirlar.

Eisenia fetida (Sekil 2.5) farkh toprak tiplenne, sicakhik, nem. pH gibi gevresel
faktérlere genig tolerans gosterebildifn icin dilkemizdeki vermikompost ve vernmkiiltiir
vetistiniciliginde yvaygin olarak kullamilan bir tiirdiir (Misirhogla, 2016).



Sekil 2.5, Eisenia fenda tinine ait solucan ve kokonu (orjinal resim)

Her bir E. fetide solucam, 3 ile 5 gin arasinda 2-10 kokon meydana getirir. E
Sferida solucamnin, sicaklik tolerans: 0-35 °C arahfinda iken optimum sicakhi 25 “C dir.
Optimum  nem kosullan %50-90 arahfindadir. Bu kosullar hayatta kalmalanm
saglamalanna ragmen %80-90 nem igeren organik atiklann varhfinda daha hizh biiyiirler.
pH agisindan ndtr topraklan tercih etseler de pH 5-9 aralifini tolere edebilirler. Yiiksek
miktarda amonyak igeren hayvan giibrelerinde hayatta kalamazlar. Bu nedenle bu auklar
kullamlmadan énce vikanarak amonyak uzaklagtinlmalidir. Fermente edilmemis hayvan

giibrelerinde, hayatta kalmalan oldukga zordur (Sen vd., 2017; Misirhoghu, 2017).

Diinya nitfusunun artmasivla birlikte tanmsal dretimde geleneksel yintemlerin
kullamlmasi vetersiz kalmustir. Ozellikle verimi ve firetimi arttirmak amaciyla kullamlan
kimyasallar artan ¢evre sorunlanna neden olmaktadir. Bu nedenle diinyada ve filkemizde
organik iirtinlere dogru bir yonelim meydana gelmistir. Kimyasal giibreler yerine organik
giibreler tercih edilmeye baslanmustir. Ozellikle atnk mantar kompostu, evsel atklar gibi
tanmsal  anklardan  elde edilen kompostlar giibre ve twoprak diizenleyici  olarak
kullamilmaktadir (Bellittirk, 2016; Yamag ve Peksen, 2016), Vermikompostia sahip oldugu
dzellikleri nedenivle tanmda kullamlan Gnemli secencklerden biridir, Ozellikle
vermikompostun vapisimin gozenckli, su mtma kapasitesinin vitksek olmasi ve viksek
mikrobiyal akiiviteye sahip olmasi batkilenin gereksinim duydufu besin maddelenni

alimim kolaylastirmaktadar.

Yamilan gahsmalar, topraga vermikompost katkisiin, topragin fiziksel ve kimyasal
dzelliklerini ivilestirdifiini gistermektedir (Edwards, 2011; Abaciogiu vd., 2020). Buna
paralel olarak kalitesi artan topragin verimlilifinin de arttf bildirilmistir (Misichogla,

2001). Vernnmsiz topraklan venmh hale getrebilmek igin vermikompost uygulandifinda,
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topragin organik madde miktanmn ariifi, bu sayede bitkiler icin gerekli olan makro ve
mikro besinleri igeren verimli topraklar elde edilebildigi vurgulanmistir. Bitkilerin ihtiyac:
olan N, P ve K besin clementlerimin neredeyse 2097 sinin vermikomposttan dogrudan
alinabilir formda olmasi oldukga Gnemlidir (Barley. 1961). Aym zamanda vermikompost
sadece bitkileri beslemeckle kalmayip, hastalik ve zararhlar ile micadeleye de destek
olmaktadir (Solmaz vd., 2018).

Familyvasi Compositac (Asteraceac) olan marul bitkisi (Lactica samiva L),
vapraklarim tilkettifimiz ticanri onemi viiksek scbze tirlerinden binidir (Vural wd., 2000).
Marul; yetigtirme periyodunun kisa olmasi, tim yil piyvasada aramlan ve vetistiriciligi
vapilabilen bir tiir olmas: nedenleri ile insan diyetinde de énemli bir yere sahiptir (Salk vd.,
2008). Tirkiye Istatistik Kurumu verilerine gire 2021 vilinda, Tiirkiye genelinde 83 bin
576 dekar alanda, 212 bin 091 ton marul {iretimi olarak gerceklesmistir (TUIK, 2021).

Marul bitkisi, nemli hava kosullanna ihtiyag duyan, sofuga kismen dayanakh serin
iklim sebzesidir. Vegetasyon evresinin kisa olmasi, ilkemizin biitiin bolgelerinde
vetistirme imkam sunmaktadir. Marul tohumlanimn gimlenchilmesi igin optimum sicaklik
24-25 °C'dir. Bu arahfin  dstiindeki  sicaklbiklarda c¢imlenme olmazken altundaki
sicakhklarda ise 5-10 giin dayamkhk gésterebilmektedir (Besiri vd., 2021). Sebze
tretiminde verimi etkileyen faktérlerin baginda tohum kalitesi ve fide kalitesi gelmektedir.
Marul yetigtiricilifinde wilksek verim ve kaliteli iinin igcin fide kalitesi bilyilk dnem
tasimaktadir. Kaliteli bir fide: piskin ve kuru maddece zengin, ¢egide Ozgii renge sahip, kik
yvapist ivi geligmis ve hastalik ve zararhlardan an olmalidir, Verim ve kaliteli drtin i¢in fide
gelisiminin iyi saglanmas: gerckir. Marul bitkisi her tirlii toprakta yetistirilebilmektedir,
Ancak toprafin kalitesi iininiin kalitesini de etkilemektedir. Fide gelisimi tizerine en etkili
faktor ise fide yetistirme ortamidir. Yetistirme ortamn olarak torf, torf-perlit veva torf-
perlit-vermikulit kansimlan yaygin olarak kullanilmaktadir (Yilmaz vd., 2018). Kaliteli
fide yetistiricilifinde rorf uygun bir ortam olmakla birlikte, bulunabilirligi ile ilgili
sikintilar ve pahali olmasi nedeniyle torfun yerine kullamlabilecek farklh materyal arayis
ile ilgili galismalar yapidlmaktadie, Ayrica, sifir auk kapsaminda organik giibreler, tanmsal
atiklardan elde edilen kompostlar, attk mantar komposiu gibi atklann da maralda kalite ve
verim lizering etkilen konusunda vamlan ¢ahsmalar rapor edilmektedir (Polat vd., 2004;
Peksen wve Uzun, 2008; Yimaz wd., 2018; Okuyucu wvd., 2018). Son yillarda
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vermikompostun fide yetistirme ve yetistiricilikte kullammu ile ilgili vapilan galismalarin
vayvginlasug gorilmektedir (Ozen ve Sénmez, 2019; Teke vd., 2019; Alunlu, 2021; Sahin
ve Atakh, 2021; Senyigat vd., 2021).

2.5. Mikrobivolojik besiveri bileseni

Mikroorganizmalar, yasamsal dongililerini tamamlayabilmek ve ¢ogalabilmek igin
besinlere ihtivag duyarlar, Ozellikle laboratuvar kosullannda mikroorganizmalarin
gelistirilebilmesi igin ihtivag duyduklan besinleri igeren ortamlarda yetistirilmeleri gerekir.
Bu ortamlar, besiyeri veya kiiltlr ortarm olarak tanamlamr (Halkman, 2005).

Mikroorganizmalar igin besiveri olusturma ¢alismalan ilk olarak 1860 wvilinda
Pasteur’iin et ekstran kullanarak bakterileri ¢ofalimasi ile baglamistir. Siit, pismis patates,
yumurta aki, et suyvu gibi gesitli besin maddeleri besiveri haanrlamak amac ile
kullamlmistir ve gliniimilzde birgok besiyerinde hala kullamlmaktadir. Besiyerlerinin ticari
olarak sanlmaya baglanmasi, 1909 wilinda Frost'un dehidre teknigini bulmasina
davanmaktadir. Bugiin ise birgok firma (Merck, Sigma, Difco, LabM, Conda, Hmedia vb.)
besiverlering hem tiretip hem de pazarlamaktadiriar,

Giniimtizde mikrobivolojik  ¢absmalann  artmasivla, ¢aligmalarda  kullamilan
besiverlenn ihtivact da artmaktadir. Mikroorgamizmalarla yapilacak olan analizlerde
mutlaka besiyeri olmasi gerekmektedir. Besiyeri olmadan mikrobiyolojik analizler
vapilamamaktadir. Bu nedenle de besiyerlerinin ticari deferi oldukga yiikscktir. Bagta
hastaneler olmak {zere, ¢esitl  arastrma  kuruluglan,  dniversiteler, mikrobiyal
fermentasyon ile dretim yapan sirketler ve dis analiz laboratuvarlan disinildigiinde, iilke
ckonomimize ciddi bir yik olusturdugu anlasiimaktadir, Ulkemizde ticari besiveri tiretimi
olmamast sebebiyle mikrobiyolojik gabgmalarda kullamilan besiverlenn dis kaynakh
firmalardan ithalat yoluyla temin edilmektedir. Dolayisiyla bu durum &nemli miktarda
doviz kaybina neden olmaktadir. Bu nedenle verli kaynaklardan ekonomik yollarla besiveni
hazrlama ¢ahsmalanmn antinimasina htivag vardir. Bu amacla iilkemizde yamlan

calisma sayisi oldukga simrhdir (Unat, 1980; Tagkin ve Kurbanoglu, 2011; Akbas, 2013).
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Mikroorganizmalann besin gereksinimleri tirlerine gire degisebilmekle birlikie,
gogalabilmek icin benzer temel ana maddelere thtivag duymaktadirlar. Bunlar 4 ana grupta
toplanmustir (Brock, 2010},

I. Mikroorganizmalanin ana yapisimi olusturan karbon, azot, oksijen, hidrojen gibi

elementlen saglayan besinler

|2

Fosfor, potasyum, kilkiin, magnezyum gibi ikinci derece dnemli olan elementleri
saflayan besinler
3, BI2, biotin, tiamin gibi vitaminleri igeren besinler

4. Iz clementler

Mikroorganizmalar besiverindeki organik madde ihtiyacim karbonhidrat ve protein
kayvnaklarindan saglamaktadirlar. Bu kaynaklar, bitkisel veya hayvvansal olabilirler. Bitkisel
kaynaklar arasinda seker kamigi, patates, sova unu, misir unu, gluten ve benzeri diriinler
bulunurken, muz kabugu, portakal kabugu, findik kabufu gibi tanmsal atuklarda
bulunmaktadir. Et ve et driinleri, siit, yumurta, bahk ve balik unu, kazein, jelatin gibi
lirinler hayvansal kaynaklan icermektedir. Bununla birlikte kegi boynuzu, tavuk tivii gibi
hayvansal atklarda ginimizde degerlendirilmektedir (Kurbanoglu, 1999 Taskin ve
Kurbanoglu, 2011; Taskin, 2011). Bununla birlikte giiniimizde mikrobiyval fermentasyon
teknolojilerinin  gelismesivle mikrobival aunklarda ortava qikmaktadir. Bu nedenlerle
tanmsal. mikrobival ve hayvansal ahklann dogaya atlmasi verine, katma degen vilksek
lirlinlere dinilstiiriilmesi hem ¢evrenin korunmasi hem de ekonomik kazang bakimmndan
dnem tasimaktadir. Genel olarak fungal hilcre duvarlan kitin, kitosan, ndtral polisakkaritler
ve glikoprotemnler ile gok az miktarlarda politironidaz, galaktozamin polimerlen, lipidler ve
melaninden olusmaktadir (Mwe vd., 2011; Abo Elsoud vd., 20019). Rhizomucor miehei nin
de iginde yer aldifn Zygomycetesler aym zamanda degerli biyokiitle bilesenlerine sahip
olmas1 nedenivle protein kavnai olarak kullamlma potansivallen de bulunmaktadar,
GRAS statiisiindeki mikroorganizmalar Gzellikle zengin protein ve difer iceriklerinden
kaynakl balik ve hayvan yemi olarak kullamlmaktadir (Ferreira vd., 2013). R. michei
GRAS statiisiinde olmasi ile birlikte bu anlamda kullamilma potansiyelinin belirlenmesi
tzerinde literatiirde pek fazla galismaya rastlanmamistie. Bu nedenle bu ¢alismada atik R.
miehei biyokiitlesinin azot kaynag: olarak kullamlmak iizere protein kaynaf bilesenlerinin
karakterizasyonu ilk kez gergeklestirilerck hem literatiire katkr saglanmasi hem de verli
mikrobiyolojik besiven bileseninin eldesi amaglanmagtir.
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3 MATERYAL VE YONTEM

3.1, Materval

J.1.1. Ank Rhizemucer miehet biyvokiitlesi

Rhizomucor mieher biyokitlesi, derin kiltir fermentasyonu ile mikrobiyal rennet
liretimi yapan ve atik olarak R. mieher bivokiitlesi agifia gikaran Mayasan A.S. (istanbul,
Tiirkiye) gida biyoteknoloji sirketinden temin edilmigtir. Yas R. mieher biyokiitle rnekleri
saf su ile yikandiktan sonra etiivde 60 "C'de bir giin boyunca kurutulmustur. Calismalarda
bu kuru fungal biyokiitle kullamlmigtir.

A.1.2. Ticari kitosan

Poazitif kontrol olarak kullamilmak zere tican kitosan, ADAGA Gida ve Dan. San.
A5, (Antalya, Tirkive) sircketinden temin edilmistir. Analiz sertihkasi EK-A'da

sunulmustur.

J.1.3. Alur giibresi

Cahsmada kullamlan kuru fermente alor giibresi, solucan giibrest diretimi ve satisim

vapan Rivasol sirketinden (AG-Rivasol®) temin edilmistir.

14, E ferida solucam

Eisenia fetida (Lumbricidae) tirine ait birevler, viksek iireme potansiyelleri ve
adaptasyon  kabilivetleri  nedeniyle wvermikompost  ¢ahsmalannda  yaygin  olarak
kullamlmaktadir {Tavug, 2016). Aym nedenlerden dolay: bu c¢alismada da E ferida

solucam kullamlmistir. Solucanlar, Soloverm (Konya) sirketinden temin edilmistir.



17

J.1.5. Test bitkisi (Marul)

Calismada test bitkisi olarak kullamlan Papyon kivireik marul (Lactuca sativa L.)

gesidine ait tohumlar piyasadan temin edilmistir.

3.1.6. Test mikroorganizmalar

Bu gahsmada test mikroorganizmas: olarak Eskigehir Osmangazi Universitesi, Fen
Edebiyat Fakiltesi, Biyoloji Béliminde uygun kosullarda korunan Escherichia colfi ATCC
25922, Psendomonas aeruginosa ATTC 27853, Staphylococcus awreus ATCC 25923,
Bacillus subtilis NRRL-B-358, Candida albicans ATCC 60193, Saccharomyces cerevisiae
NRRL Y2632, Aspergillus brasiliensis ATCC 1094 ve Aspergillus flavis NRRL1957

suslar kullanilmistir.
31 Yintem
3.2.1. Ank R. michei hivokiitlesinden Kitosan eldesi
Funguslarin hilcre duvannda yer almasi sebebiyle kitosan eldesinde funguslar,
potansiyel kaynak olarak disiniilmektedir, Bu kapsamda endiistrivel Gnemi olan

Rhizomucor michei tiriintin fermentasyon atf olarak agia gikan biyokiitlesinden kitosan
eldesi lizerine ¢calismalar gergeklestirilmistir.

3.2.1.1. Atk R. michei bivokiitlesinden kitosan ekstraksivonu

Literatiirde yer alan protokelden (Ramos Berger vd., 2018) uyarlanan kitosan eldesi
akis semasi Sckil 3.1'de sunulmustur. ilk olarak K. miehei miselyumlan yikanp
kurutulduktan sonra, 1 gram kuru biyokitledeki protein giderimi igin 2N NaOH g¢ozeltisi
(1:30 wiv) ile otoklavda 121 *C'de 20 dk muamele edilmisur. Alkali ¢ozlinmeyen kisim
9000 rpm ve 4 “C'de 10 dk. santrifiij edilerck aynlmistr. Elde edilen ¢ékelti, bazikligi
gidermek amaciyla saf su ile yvikanarak pH'min 7 olmasi saglanmustir, Elde edilen kisim bir
giin boyunca 60 *C’de kurumaya birakilmugtir. Kuruulan ¢dkelti tartihp 1:30 wiv oraninda
%2'lik asetik asit gozeltisinde ¢ozdiirilmiis ve 95 *C'de 6 saat bekletildikten sonra
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sofumaya birakilmistir, Soguyan karisim 2000 rpm ve 4 °C'de 10 dk, santrifiij edilmistir.
Elde edilen siipematantin pH's1 2N NaOH ile 9%a ayarlanmstir.

Euru R, mighei biyokiitles

v
2N NaOH gézeltiss —» Dtpl.'ﬂtl:l.:.l.‘.!ﬂi\"ﬂn

Su:ifu;' — (ozlinen protein
pH7 l.'n'luin kadar vikama

%22 lik asetik asit ¢Gzeltiss — Kitosan ekstraksivonu (95 T de 6 saat)
v
Santnfiy

v

Kitosan gdzeltisi
v

2N NaOH gozeltimm —» Coktiirme
v
Santrifiy, Yikama, Koerotma

'

Fungal kitosan

Seckil 3.1, Auk fungal biyokiitleden kitosan ckstraksiyonu (Ramos Berger vd., 2018 den
modifiye edilmistir)

pH degigimivle seffaf olan sipermatantin igerisinde belirgin hale gelen kitosan
tekrar 9000 pm, 10 dk 4°C de santrifily) edilerek ¢dktlirilmistir. Coken fungal kitosan
once saf su ile sonra etanol ile yikanmis, daha sonra 65 °C de kurutularak tartilmustir {Sekil
3.2).



1%

R. miehei kuru biyokiitle R. miehei kitosami

Sckil 3.2. Ank £ miehei kuru bivokiitlesi ve elde edilen kitosan

3.2.1.2. Fungal kitosan ekstraksivonunun optimizasyonu

Bu béliimdeki istatistiksel analizler, Prof. Dr. Zeki Yildiz (Eskischir Osmangazi
Universitesi, Istatistik Bolimii, Eskisehir) aracihgvla gerceklestirilmistir.  Kitosan
ckstraksivonunun  deproteinizasyon ve deasetilasyon olmak dzere ki asamasi
bulunmaktadir. Bu asamalardaki uvgulamalar, ¢lde edilecek olan kitosamin miktanm ve
deasetilasyon derecesini etkiledifinden dolayi ekstraksiyonun optimal kosullarda yapilmas:

daha yiiksek deasetilasyon derecesine sahip kitosan elde edilmesine olanak saglamaktadir.

Kitosanin molekill agirh@, deasetilasyon derecesi ve mikiar: Rﬂ:.rnag_mn,
ekstraksiyon yontemine, sodyum hidroksit ile islem gdrme stiresine, konsanirasyonuna ve
islem sirasindaki sicakhiga baghdir, Kitosan alkah pH'da ¢oziinmez, fakat hidroklorik asit,
asetik asit gibi asitlerle suda giziinebilen formlara diontgiir. Bu ¢ahismada ekstraksiyonu
etkileyen parametrelerin ve seviyelerinin belirlenmesinde cevap yizey metodu (Response
Surface Methodolgy-R5M) kullamilomgtr. Atk R miiehed  biyvokiitlesinden kitosan
ekstraksivonunda NaOH konsantrasvonu, deproteinizasyvon sicakhfn ve siiresi, asetk asit
konsantrasyonu, deasetilasyon sicaklhifn ve siiresi olmak Gizere 6 farkh defisken test edilmisg
(Cizelge 3.1) wve bu degiskenlerin  tamamim igeren bir tasanm ile  deneyler

gergeklestintmistir (Crzelge 3.2).
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Cizelge 3.2, Kitosan ekstraksiyonunun optimizasyon tasanimi (devam)

Apiiakida Deproteinizasyon Deasctilasyon

Gadi | Komsamtrasyom | Secakbhk = Sére | Komsantrasyom | Swcakhk Sikre

Deneme X1 X1 Xa Xa Xa Xs
41 0 0 0 0 0 0
43 0 0 0 0 0 0
Frl -1 0 .1 1] ] .1
45 1 o 0 1 =1 [}
46 0 -1 -1 1] -1 1]
47 1] -1 ] 0 | 1
1K -1 1 ] -1 0 1]
49 1] 0 L -1 1] -1
20 0 1 ] 1] -l .1
&1 ] -1 i 0 -l 1
52 -1 -1 ] 1 0 1]
23 1] 1] -1 -1 1] 1
&4 0 1] 1] 1] ] i]

Calismalar her deneme igin fig tekrar halinde yapilmustir. Uglii deneylerden elde
edilen sonuglann istatistiksel analizleri Statistica 8 paket program  kullamlarak

gergeklestirilmistir

3.2.2. Optimize kosullarda elde edilen kitosan karakterizasyonu

J.2.2.1. Ciiziinehilirlik testi

Aunk R michei biyokitlesinden optimize kosullarda ekstrakie edilen kitosanin
goziinebilirigini belirlemek amaciyla farkh konsantrasyonlarda (%e0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1,
1.5, 2 ve 3) asetik asit ¢ozeltisi hazirlanarak, 1 gram kitosan 100 ml gizeltide vorteks
vardimivla ¢ozdirilmiistir (Roy wd., 2017). Pozitif kontrol olarak tican kitosan
kullamimistir.

3.2.2.2. FTIR analizi

Auk R miehei biyokiitlesinden elde edilen numunenin yapisal gruplanmn
tammlanmas) igin, potasvum bromid (KBr) e Fourer dinistimli kilotes: (FTIR)

spektrometresinde Glgiimleri hizmet alim yoluyla Eskisehir Osmangazi Universitesi,
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Merkezi Arastirma Laboratuvan Uygulama ve Arasiirma Merkezi (ARUM) tarafindan

gergeklestinlmistir. Pozitif kontrol olarak tican kitosan kullamilmistir.

3.2.2.3. Kitosamin deasetilasvon derecesinin belirlenmesi

Ank R michei biyvokiitlesinden optimize kosullarda elde edilen kitosamn
deasetilasyon derecesim (DD) belidemek wgin Infrared Spektrometresi (FTIR) vontemi
kullamilmistir. Pozitif kontrol olarak ticari kitosan kullamilmig ve kitosanlann deasetilasyon

derecelen asafidaki esitlige gore belirlenmistir (Ebrahimzadeh vd., 2013).

DD =100 = { Ajss7 /Azasa ) = 100/ 1.33 (3.1)

3.2.2.4. Molekiil agirhifimin belirlenmesi

Atk £ miehei biyokiitlesinden optimize kosullarda elde edilen kitosanin viskozite-
ortalama molekil agirhfi, Ubbelohde Seyrelime Viskometresi ile belirlenmigtir. Bes farkh
konsantrasyonda hazirlanan kitosan soliisyonu, 25 *C de bir ¢ghzici sisteri (0.1M Asctik
asit ve 0.2M Sodyum klorir, 1:1 hacim'hacim) kullamilarak molekiil agirhifin belirlenmesi
igin kullamlmugtir. Analiz O¢ tekrar ile yapilmug, pozitif konirol olarak ticari kitosan
kullamlmustir. Kitosan numunelerninin molekill agirh@gzm belirlemek igin Mark-Houwink-
Sakurada denklemi kullamimigtir (Jung ve Zhao, 2012).

[n] =k{Mv)a(2) (3.2)

[1n] = esas viskozite

Mv = viskozite ortalama molekiil agirhi
k=1.%1x10" sabiti

a = 0.93 sabiti



3225 XRID (Tek kristal) isim analizi

X-s5mm kinmm (XRD) yontemi ile maddenin yamsi (amorf, yar-kristalin,
kristalin)., atom ya da atom dizlemleri arasindaki mesafeler (dhkl, A} ve maddenin
kristallik derecesi belirlencbilir. XRD ydntemi kristal vapisi bilinmeyen bir maddenin atom
dizlemleri (dhkl) arasmdaki mesafenin dlgiimiini esas almakta olup, pikler Bragg vasasi
olarak bilinen 20 agilarina karsihik gelen (dhkl) deBerleriyle ifade edilir (d = 4 / 2 Sinf, & =
1.54056 A). XRD analizi, hizmet alimi yoluyla Eskisehir Osmangazi Universitesi, Merkezi
Arastirma Laboratuvan Uygulama ve Arastrma Merkezi'nde (ARUM) Panalytical
Empyrean marka XRD cihaziyla CuKa smmb (A = 154056 A) X-gnlan
difraktometresinde yapilmug ve gekim kosullan 40 mA, 40 kV, tarama hiz 0.005° olarak
uygulanmistir. Fungal ekstrakttaki ve ticari kitosandaki kristalin indeks degerleri (Crl)
asafwdaki esitlifie gore hesaplanmugtir (Liu vd., 2012).

Crlio = [(Tio-lam}T11o] * 100 (3.3)

I110=20 =207 deki maksimum gerilim

Lo = 20 =16° deki amorf difraksiyon gerilimi

4.2.2.6. SEM Analizi

Ank R miehei bivokiitlesinden optimize kosullarda ekstrakte edilen kitosamin SEM
analizi; hizmet alim yoluyla Eskisehir Osmangazi Universitesi, Merkezi Arastirma
Laboratuvan Uygulama ve Aragtirma Merkezinde (ARUM) JEOL JSM 5600 SEM cihazn

ile vakum altinda palladvum-altinla kaplanmas: suretivle vaplomstir,

3.2.2.7. Elemental Analiz

Atk R. miehei biyokiitlesinden ekstrakie edilen fungal kitosanin elemental analin;
hizmet alimi yoluyla Eskisehir Osmangazi Universitesi, Merkezi Arasuirma Laboratuvari
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Uygulama ve Arastirma Merkezinde (ARUM) Perkin Elmer 2400 Sernes 1T marka cihazla

yvapilmugtir. Pozitif kontrol olarak tican kitosan kullanilmastir,

3.2.2.8. Termogravimetrik (TGA) Analiz

Termogravimetrik analiz. malzemelerin fiziksel ve kimyasal Gzelliklerinin sabit
witma oram ile artan sicakhk ile degigimlenini dlgen bir yontemdir, Genel olarak bagl
polimer malzeme ¢ahigmalan i¢in ayngma, oksidasyon ya da (Gmegin, nem gibi) ugucu
kaybi, kitle kaybw veya kazanci sergileyen malzemelerin segilen dzelliklerini belirlemek
igin kullamlmakiadir, Auk R michel biyokiitlesinden ekstrakie edilen fungal kitosanin
TGA analizi: Eskisehir Teknik Universitesi, Malzeme Arasirma Laboratuvannda Perkin
Elmer marka Diamond TGDTA model cihazla yiksek lisans Gfrencisi Ufuk Kop
(Eskigehir Teknik Universitesi) yardimiyla yapilmistir. Analiz, her 1 dakikada 10 °C 1sitma
huz ile 25 - 550 °C sicakhk arahfindan gergeklestirilmistir. Pozitif kontrol olarak ticari

kitosan kullamilmastr,

3.2.3. Kitosamin bivolajik aktivitesinin belirlenmesi

3.2.3.1. Antimikrobival akiivite

Ank R michei biyokitlesinden optimize kosullarda ckstrakte edilen kitosamin
antimikrobiyal aktivitesi Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK) analizi ile
belirlenmistir. Analiz CLSI M0O7 A10 (Bakteri), CLSI M27 A2 (Maya) ve CLSI M38 A2
(Kiif) vontemlerine gire gergeklestinlmistir. Calismada test mikroorganizmalan olarak
Escherichia coli (ATCC 8739), Swuphvlococeus aurens (ATCC 6538), Pseudomonas
aeriginosa (ATCC 9027), Candida albicans (ATCC 10231) ve Aspergillus brasiliensis
(ATCC 16404) kullamlmistir.

Bu galismada her bir bakteri, maya ve kiif mikroorganizmasi On aktiflestirme
vapildiktan sonra kullamilmistir. Bu amagla bakteniler Triptik soy agar (TSA). mayalar
Sabouraud dekstroz agar (SDA) ve kiifler Potato dekstroz agar (PDA) besivenne
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ekilmistir. Bakieriler ve mayalar, 32.5 “C'de 24 saat, kiifler 22.5 “C'de 7 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucunda bakteri ve mayalar steril 6ze vardim ile 10 ml fizyolojik
tuzlu su (FTS) igerisine aktanlmigtir. Hilcre siispansiyonlan McFarland 0.5 (10* hiiere/ml)
bulamkligs gézle ayarlannistir. Bu islemden sonra mikroorganizma igeren FTS tiipiinden |
ml abnarak ¢ift kuvvetli Muller Hinton Broth icerisine aktanlarak 10° hiicre/ml son
konsantrasyon elde edilmistir. Sonrasinda test edilecek numuneler %21’k asetik asit
gozeltisinde ¢ozdiriilmistir. Baglangi¢ konsantrasyonu 1000 pg/ml olarak ayarlanmis ve
bir seri diliisyon islemi yvapilmigtir. Mikroplakaya aktanlmas: igin, 100 pl alinarak her bir
kuyucuga ilave edilmistir. Kuvocuklara 10° hilcre/m] mikroorganizma igeren ¢ift kuvvetli
MHB'den de 100 pl aktanlarak toplam 200 ul’lik hem kitosan hem de test
mikroorganizmasini igeren siispansivon olusturulmustur. Cahsmada pozitif kontrol igin
100 pl gift kuvvetli MHB ve 100 pl mikroorganizma siispansiyonu, negatif kontrolde ise
200 ul gift kuvvetli MHB kullamilmistir. Tiim bu basamaklar kiif mikroorganizmalan igin
de gift kuvvetli Potate dextrose broth ile tekrar edilmigtir. Kiif' sayis1, thoma laminda
mikroskop yardmiyla belirlenmigtir. Test kiiflen igin de pozitif kontrol mikroorganizma
ve besiyeri igeren kuyucuklar, negatif kontrol ise sadece besiyeri igeren kuyucuklar ve
kitosan numunelerini igeren kuyucuklar hazirlanmugtir. Bakteri ve maya igeren plakalar
325 °C’de 24 saat, kilf sporu igeren plakalar 22.5 °C’de 72 saat inkilbe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi bakteriler ve mayalan igeren plakalar %0.1'lik TTC ile muamele
edilerck renk degisiminin olusumu saglanmgtir, Kif sporu igeren plakalarda ise filament

gelisimine gire degerlendinme vapilmistir.

3.2.3.2. Yara ivilestirici aktivite (Stratch testi)

Bu analiz, Anadolu Universitesi, Eczacihk Fakiiltesi 6@retim iiyesi Dog. Dr. Zerrin
Cantiirk aracihf@iyla gergeklestirilmistir. fn vitre vara ivilesmesi aktivitelenin tayininde
“Stracht testi” standart olarak uygulanan bir tekniktir (Liang vd.. 2007). HaCaT keratinosit
hiicreleri 96 kuyucuklu mikroplakamn her kuyucufuna 1x10° hiicre olacak sekilde
ekilmigtir. ¥Yaklagik 24 saat sonunda tipalar gikanlmig ve hilerelerin dzerine 31.25 pg/ml,
62.5 pg'ml, 125 pg'ml ve 250 pg/ml final konsantrasyonlarda auk R. miehei
bivokiitlesinden optimize kosullarda ekstrakte edilen fungal kitosan ve ticari kitosan igeren
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tam besiyeri konularak 37 *C sicakhk ve %5 CO: kosullarinda inkiibe edilmistir. Test

numunesi konulmans kuyucuklar negatif kontrol olarak degerlendinlmistir.

Sekil 3.3. Yara olusturmak i¢in kullamlan tpalar

0, 1, 3 ve 5, giinlerde Leica DM 300 inverted mikroskop ile tpamn altinda kalan
yuvarlak bosluk alamin her grup igin farkh balgelerden 3 adet olmak iizere fotograflan
gekilmistir. Hiicre migrasyonunu belirlemek igin olusturulan vara alanlan dlgilmiistiir
(Yiiksel wd., 2021). Aym plakanm paraleli de Hoechst boyasiyla boyanmak igin
calisilmistir. Yine 0, 1, 3 ve 5. giinlerde kopan hiicrelerden armdinlmasi igin PBS ile her
kuyucuk yikanmgtir. Sonrasinda 100 pL. PBS iginde 5 pL. Hoechst bovas: ile boyanmsg, 15
dk karanhkta oda sisinda steril kabinde bekletilmistir. Bova ariklannm temizlenebilmesi
amaciyla her kuyweuk 100 pl PBS ile yikanmugtr. Boyanan hicrelerin goriintiileri
Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader (Biotek, Amerika Birlesik Devletleri) 472
nm'de almmstic. Hiicrelerin olugan  boslugu kapatma oram ise asafidaki  egitlik

kullamlarak hesaplanmugtir { Erarslan, 2019).

Yara kapatma oram= [{ Alante-Alanlagmgies) / Alantp] = 100 (3.3)

Alants baslangigta gekilen fotografin Glgiilmils alam, Alantsemgies 1. 3 ve 5. ginde alinan
fotografin - alamdir, Elde edilen verilerin  istatistiksel anahizlen Graphpad Prism 9

programinda tek yonli ANOVA ile vapilnus ve gruplandirmada Tukey testi kullamlmistir.



3.2.4. Fungal Kitosan i¢eren filmlerin eldesi, fiziksel ve bivolojik dzellikleri

Bu galismada, kitosan igeren filmlerin olusturulmass igin iki farkh polimerlestirici
{(jelatin ve nigasta) ve plastiklestirici (gliserol) ile kitosan numunelerinin kansim

kullamlmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3, Farkh formiilasyonlar ile olusturulmus film denemelen

Denemeler | Jlntin [ Nisasta | Gliserol | Fungal kitosan | Ticari kitosan
(*el (%) (%a) (*a) (%)
d 2 . ] - -
J+F 2 3 i .
J+T 3 2 3 1
N - 2 ] x
.";"'-F - 2 2 I -
N+T - 7 2 :

[N mizasta, J; pelatin, F: fungol kitosan, T; ticon kitosan §

Her kanisim, mekanik kanstineida kanstinlnustir, Hazirlanan kangimlar 90 mm'lik
steril petrilere dokillerek 2 giin kurutulmaya birakilmistir (Sekil 3.4), Her numune aym

vontemle Cizelge 3.3'de ghsterilen miktarlara ghre hazirlanmistir.

Sekil 3.4, Kiwosan iceren filmlerin eldesi

Aym ¢apa sahip petri kaplannda film olusturulmasi igin iki farkh haciman (10 ve 20
ml) uygunlugu karsilastinbmugtir. Kuruma sonrsi 10 ml’lik filmlenn petriden ayrilma
sirasinda yirtilmasi nedenivle sonraki cabsmalarda 20 ml hacim ile hazrlanan film

numuneleri kullamlmasir,



3.2.4.1. Fiziksel drellikler

A. Suda giziiniirliik testi (Sw)

Elde edilen kitosan film numunelerinin suda ¢oziiniirlik dzellifi kurutma ydntemi
ile belirlenmistir. Oncelikle, film dmekleri kare bigiminde kesilmis (1 x 1 em) ve kurutma
dncesinde tartilarak afirhklan (m0) kaydedilmigtir. Daha sonra etiivde 105 "C'de 24 saat
boyunca kurutulmustur, Kurutulduktan sonra tartimlan alinarak {(ml), kilo kaybi orani
(mO-ml) olan nem kiitlesi fraksivonu () belirlenmistir. Kurutulan film dmeklen daha
sonra 3 mL saf su igerisinde, oda sicakhifinda | saat ve 24 saat bovunca bekletilmistir,
Siire sonunda, film dmekleri filtre kagitlan ile stziilmus ve kabin finmnda 105 °C de 24
saat  kurutulmugtur. Kurutma sorasinda  Gmekler tekrar tartilarak  afrhklan  (m2)
kaydedilmistir. Caligma G paralelli olarak gerceklestirilmis ve artmetik ortalamalan
alinarak hesaplanmigtir. Kitosan filmlerin sudaki ¢éziinme oranlan agagidaki egithige gore
hesaplanmugtir (Feyziogiu, 2016).

S5(%) =] m (0-)-m2 / mi (- m) ] (3.4)

B. Su iticilik testi (hidrofobik/hidrofilik testi)

Kitosan filmlerin suyu iticilifi konusundaki degerlendirme elde edilen film
numunelerinin yviizevlerinin suyla vaptklan defme agisina gére yapilmistir. Su damlasi
vilzeyde yayilma egilimi ghsteriyorsa bu hidrofilik ylizey; damla yayilmak yerine kiiresel
bir sekilde durma egilimi ghsteriyorsa hidrofobik yilzey olarak tammlanmistir ($ekil 3.5).
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Sekil 3.5. Islatmaya bagh su iticilik testi (Anomm, 2022¢)

C. Elastiklik testi

Bir filmin bivomateryal olarak kullamlabilmesi igin fiziksel wve mekanik
biltlinligind etkin olarak koruyabilmesi gereklidir. Elde edilen filmlenn bivomateryal
olarak kullanilabilirlifini belirlemek amaciyla elastiklik testi gergeklestirilmigtir, Test, oda
sicakhifinda | mm/sn ¢ekme hizinda, Eskischir Teknik Universitesi, Malzeme Arastirma
Laboratuvannda 1SO 527 standarding uygun olarak gergeklestirilmistir. Her film, g

paralel galisilmis ve sonuglann ortalamasi alinmstir.

3.2.4.2. Kitosan filmin bivolojik aktiviteleri

A. Filmlerin antimikrobiyal aktiviteleri

Al. Coriiniirlige dayah antimikrobiyal aktivite

Calismada elde edilen film numunelennin, Escherichia coli (ATCC 8739),
Staphviococcus aurens (ATCC 6338), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Candida
albicans (ATCC 10231) wve  Aspergiffus  brasifiensis  (ATCC  16404)  test
mikroorganizmalanna karsi antimikrobiyal aktivitesi, inkiibasyon sonrasi kati besiyverinde
olusan inhibisyon zon caplanmn Glgllmesiyle belirlenmigtir. Bakteri ve maya igin
MacFarland 0.5%, kiif igin 10" spor/mi’ye ayarlanmsg siispansiyonlardan 100 pl alinarak
ayrt ayn kat besiverlerine inokiile edilmis ve stenl dngalski spatiilii yardimiyla agar
yizevine yayilmigtir. Daha sonra 10 dakika UV muameles: ile steril edilmis olan film

pargalan mikroorganizma igeren agar yiizeyinin ortasina steril pens ile yerlegtirilmistir.
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Bakteri ve maya iceren plakalar 32.5 *C"de 24 saat, kiif sporu iceren plakalar 22.5 °C’de
72 saat inkibe edilmstir,

Al Yiizeve bagh antimikrobival aktivite

Elde edilen filmlerin yiizey antimikrobiyal aktiviteleri, ISO 22196 (plastiklenin ve
gozencksiz diger materyallenin yiizevindeki antibakterival aktivitenin Glgiimii) standardina
gore tayin edilmistir. 150 22196 standardi, plastik vb. yiizeylerin 24 saatlik temas siiresi

sopunda mikroorganizmalann  dremesinin - engellenmesi  veva mikroorganizmalarin

dldiirilmesini saglama iddiasimin test edildigi bir standarnitr (Sekil 3.6).

150 2219 antimikrobiyal ctkinlik testi 8. awrens ve E. coli bakterileni ile
vapilmaktadir. Yintem modifive edilerek €. albicans ile antimaya, A. brasiliensis ile
antikiif aktiviteleni de gerceklestirilmistir. Numuneler 3 x 3 cm dlgtilerinde kesilerck UV
ile 10 dakika steril edilerek kullaminustir. Analizler 3 paralelli gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.6, IS0 22196 standart yontemi

Bakter ve maya igin asilama hiicre siispansiyonu MacFarland 0.5 standardina gire
avarlanarak bir seri dilisyon ile 10%'ten, kiif igin 10° spor/ml've avarlanmis
siispansivondan 400 pl alinarak steril film yizeylerine inokiile edilmistir, Uzerine steril
cover film kapatilarak mikroorganizmalanin yiizeye dagilim saglanmustir. Bakteri ve maya
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inokiile edilen numuneler %90 nem 32.5 °C"de 24 saat, kiif sporu igeren numuneler %90
nem 22.5 “C'de 72 saat inkiibe edilmistir. Temas stresi sonunda drnekler notralize edici
soliisyona (SCDLP Broth: Sovbean Casein Lecithin Polysorbate 80 Medium) alinarak
antibakteriyvel maddenin etkinlifi durdurulmustur. Bes dakika nbtralizasyon uygulamas: ile
numunelerin yizeyindeki mikroorganizmalann nétralize edici siviya gegmesi saglanmistir.
MNitralize edici sollisyon steril fosfat tamponu icerisinde 1:10 oraminda seri sulandinlnusg,
tiim sulandirma tiplerinden | ml alinarak bakteriler icin Plate Count Agar, maya igin
Sabouraud Dekstroz Agar ve kiif igin Potato Dekstroz Agar besiverlerine ekim yapilmistir.
Petri kaplannda olusan koloniler sayihip, IS0 22196 standardinda belirtilen (R) ifadesine
gire hesaplama yapilmigtir.

R = (UpAs) {3.5)

R: Antibakteriyel aktivite degen

Uz 24 saatlik temas siiresi sonunda kontrol drmeklerindeki canhi hiicrelerin (kob/em®)

say1simin logaritmasi

Ayt 24 saatlik temas siiresi sonunda test parcalarindaki canl hilerelerin (kob/om®) sayisinmn

logantmasi

ISO 2219%°va gire bir ylizeyin antimikrobiyal aktiviteye sahip olabilmesi igin R=2

olmalicdir,

B. Filmlerin Antioksidan Aktiviteleri

Literatlirde ¢esitli materyallerin antioksidan aktivitelerinin belirlenebilmesi igin ¢ok
sayida yintem bulunmaktadir. Bu yontemlerden yalmzea birinin uygulanmas: ile olas
antioksidan aktivitesi belirlenmesi yeterh gorilmemektedir. Cilinkii sadece bir yintem
antioksidan aktivite gisteren bir maddenin tiim olas: etki mekanizmalarim belirlemek igin
veterli degildir. Bu dogruliuda auk R miehei bivokiitlesinden elde edilen kitosam igeren
film numunelen ile tean Kitosan iceren Dlm numunelennin antioksidan aktivitelen DPPH
radikali siiplirme aktivitesi, ABTS™ radikali slpiirme akiivitesi ve metal selatlama

aktivitesi yvintemlen ile beliflenmeye gabsilmistir. Film numuneleni 10 mg (vaklasik 1
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em*'lik) olacak sekilde kesilmistir, Kesilen numunelerin sterilizasyonu 10 dk UV ile

vapilmustir.

Bi. DPPH Radikali Siipiirme Aktivitesi

DPPH gozeltisi (20 pg/ml) metanolde ¢oezilerck taze olarak hazirlanmugtir. Film
numuneleri 3 mL'lik DPPH gbzeltisi ile 30 dakika ve 3 saat olmak iizere iki farkh siirede
bekletildikten sonra absorbans defen spektrofotometrede 517 nm'de Slglilmistir. Calisma
3 paralel halinde gergeklestirilmistir. Standant antioksidan madde olarak BHT ve askorbik
asit gbzeltileri (250-1000 pg/mL) kullanilmistir. DPPH radikal giderme aktivitesi asagdaki
esitlik yardimu ile hesaplanmistir (Kalyoncu vd., 2010).

DPPH Radikal Giderme Aktivitesi (%) = [(Ae-A1) / Aps] x 100 (3.6)

Ag: Kontroliin absorbans defen

Ag: Omek veya standardin absorbans degeri

Bl ABTS' Radikali Sipirme Aktivitesi

ABTS™ radikali stipiinme aktivitesini belirlemek amaciyla | mL distile suda 7.4 mM
ABTS giziilmigtir. Uzerine 2.6 mM K:S:04'den | mL ilave edilerck kanstinlmig ve 12-
16 =aat karanhkta bekletilmistir. Daha sonra bu kansimin fizerine 60 mL metanol ilave
edilmistir. Bu ¢dzeltinin 734 nm de spektrofotometrede absorbansi metanole karsi
okunmugtur, ABTS™ radikal katyonunun 734 nm'deki absorbansi 1.40040.02°dir. Film
numuneleri 3 ml ABTS c¢dzelisi ile muamele edilmistic. Bes dakika karanhkta
bekletildikten sonra spektrofotometrede 734 nm'de absorbans degen dlgiilmiistir, Pozitif
kontrol ¢alismalan igin hazirlanan metanolli ABTS gbzeltisinden 2,900 mL alinnmstr,
Uzerine 100 uL. BHT ve askorbik asit numunesinden (250-1000 pg/mL) konulmustur,

Negatif kontrol olarak numune yerine metanol iceren reaksiyon kansim kullamilmsor,
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ABTS" radikal giderme aktivitesi (%) asafidaki esitlik yardimiyla hesaplanmistic
{Pellegrini wd., 1999).

ABTS™ radikal giderme aktivites: (%)= [(Ao-Ap) / As] x 100 {3.7)

Ap: Kontroliin absorbans degen

Ay Omek ve standardin absorbans deferi

B3. Metal Selatlama Aktivitesi

Calsmada kullamlacak film numunclenne 2ml saf su ilave edilmis, izerine 0.05
mL FeCls (2 mM) ¢ozeltisi eklenerek kansim 30 dk bekletilmistir. Sonrasinda karnsima 0.2
mL 5 mM ferrozin eklenip iyice kanstinlmistir. Oda sicakhginda 10 dk bekletldikten
sonra kangmmm absorbans kire karsy 562 nm'de olgiilmiigtiir. Absorbans degerindeki
azalma; numunelerdeki metal selat aktivitesinin yilksekligini gosterir. Ug tekrarh ¢alisma
sonucunda elde edilen venler agafidaki formiilde kullanilmigtir { Sankirkci vd., 2008).

Metal Selatlayicr Aktivite (%) [(Ac—A) )/ Ag] x 100 (3.8)

Aq: Standardin absorbans:

A Numunenin absorbansi

325 Ank R. miehei hiyvokiitlesinden vermikompost tiretimi ve in vive denemesi

Bu c¢alismada fermente ahir giibresi (AG-Rivasol®) ile atnk R michei
bivokitlesinden (fungal bivokiitle; FB) olusturulan kangimlar toprak solucanlarna mama

olarak verilmesi neticesinde elde edilen vermikompostlarin kalitesi belirlenmistir.
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Caligmamn bu is paket, Prof. Dr. Ibrahim Mete MisirhoZlu (Eskisehir Osmangazi
Universitesi, Eskisehir), Uzman Biyolog Osman Sen (Soloverm, Konya) ve Prof. Dr.

Aysun Peksen (Ondokuz Mayis Universitesi, Samsun)'in katkilariyla tasarlanmigtir,

3.2.5.1. Vermikompost iiretimi

Vermikompost iiretiminde kullamlan yas auk fungal bivokiitle dncelikle saf su ile
vikanarak siziilmiis, bu volla tizerindeki kontaminantlar vzaklastinilmistir (Sekil 3.7). Daha

sonra gahsmada kullamimak tizere 65 “C'de 24 saat kurutulmustur,

Sekil 3.7, Yikanmis atik fungal bivokiitle

Auk R michei biyokitlesinin, vermikompostlama islemini gergeklestirecek olan
solucanlar igin toksik olup olmadif bir 6n gahsma ile belidenmigtir. 10 adet £ ferida
solucam dogrudan ank fungal biyokitlenin igerisine konularak, auk igerisine girip
girmedigi gozlenmistir. 3 giin boyunca solucanlann ortamdan kagma davramisi sergileyip
sergilemediklen takip edilmistir. Cahisma, solucanlann herhangi bir kagma egilimi
olmadifii belirlendikten ve birakildiklan kovada canh olup olmadiklar kontrol edildikien
sonra baslanlmistur. Auk R. miehet biyokiitlesi (fungal biyokiitle, FB) ile ahir giibresinin

kangtinlma oranlan Cizelge 3.4 de venlmastir.
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Cizelge 3.4. Ahir giibresi ile ank fungal biyokiitle karisimlan

| Auk R miehei biyokiitlesi (FB)  Abur giibresi (AG)

! Vermikomposilar . (%) (%)
[ OFB+100AG (KL} | ] 10
| SFB+TSAG(KZ) | 75 75

SOFB+50AG l'['.'.J-} [ 0 50
| TEFB+25AG (K4)] | 75 ' 25

E. jferida igin ideal olan yasam ve besin ortam kogullanmn; sicakhg 15-24 °C, nem
diizeyi %60-90, wz mikian 0.5 mg kg''dan az, pH’s1 5-9 arasinda ve oksijence zengin
olmasi  gerektii  literatiirde  agiklanmmstir  (Misirhoglu, 2011). Bu  c¢alisma
gergeklestinlirken bahsedilen kogullar goz dniinde bulundurulmustur. Solucanlann hareket
alam olmas: agisindan 24 x 24.5 em (5.5 L) dlciilerinde beyaz plastik kovalar kullamlmistir
(Sekil 3.8). Oncelikle bir miktar kompost plastik kovalar igerisine 5 cm yilksekliginde ve
zemini ortecek bigimde yayilmistr. Uzerine dénceden tartimi yapilan 50 adet E. ferida
tiirine ait solucan bireyleri birakilarak  kompost  igerisine  girip  girmeyeceg
gozlemlenmigtir. Daha sonra kalan kangim eklenerek kovalarin idizeri havalanmayi
engellemeyecek ve yabanc partikiil ve canhlann girmesini engelleyecek sekilde til ile
kapatilmistir. Her bir ortamin toplam 6 kg olmakla birlikte %70 oraminda saf su ile diizenli
olarak nemlendirilmistir. Inkiibasyon asin sicakhk nedeniyvle meydana gelebilecek olan
madde kayiplarini dnlemek amaci ile dogrudan giines 1sifina maruz kalmayacaklan bir
alanda gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.8. Auk R. michei biyokiitlesinden vermikompost eldesi
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E. fetida solucanlarimin bir ginde afrhkhlanmin %%75% kadar vermikompost
iiretebilmelern nedeniyle gabisma 90 gin ile smrdandinlms ve perivodik  olarak
mcelenmistir (Ndegwa vd., 1999). Her bir kansim 4 paralel olarak gahsilmstr,
Inkiibasyon denemesi toplam 48 kovadan (3 inkiibasyon siiresi x 4 paralel x 4 karigim)
olusturulmus ve toplam 800 adet solucan kullamlmistir. Inkilbasyonun baslangici, 45 ve
90. glinlerinde vermikompost kovalarindaki solucanlar el ile toplanarak sayim yapilmig ve
agirhklan tarulmigtir. Vermikompost numunelerinden 100 g alinarak fiziksel ve kimyasal

analizleri gergeklestinlmistir,

3.2.5.2. Auk R mieher bivokiitlesi, alir giibresi ve elde giku vermikompostlarin
fiziksel ve kimvasal analizleri

Atk B miehei bivokiitlesi ve AG-Rivasol® ahir giibresi ile atk B. mieghei biyokiitlesi ve
ahur giibresinin 260, 25, 50 ve 75 oramindaki kansimlanndan elde edilen vermikompostlarin
0., 45 ve 90. ginde pH, EC, organik madde, N ve mineral madde igeriklen tespit
edilmistir. Bu dmeklerdeki pH ve EC degerlen taze Greklerde belirlenmigtir,

- pH: 10 g yas vermikempost omegi 100 ml saf su (1:10) ile yarim saat
kangtinldikian sonra pH meire cihaz ile belirlenmistir (Rowel, 1996).

-Elektriksel iletkenlik (EC, d5 m'): Elektriksel iletkenlik (EC), 1:10 oraninda
vermikompost arnegi-saf su kansimi vanm saat kanstinloms, sonra EC metre cihaz le

belirlenmistir (Rowel, 1996).

Inkilbasyon boyunca alnan vermikompost numuneleri 65 “C'de 24  saat
kurutulmustur. Kurutulmug numuneler nem gekmeyecek kaplarda, karanhk ve sofukia
saklanmistir. Doksan giiniin sonunda drneklerin tamami ayni kosullarda analiz edilmistir.
Calhsmamn 0, 45 ve 9. giinlerinde olmak dzere 3 farkh zamanda alinan vermikompost
numunelerinde organik madde, N, P, K, Ca, Mg, Na, Mn, Fe, Cu, Zn, As, Cd, Hg, Pb
analizleri ve K:0, P:0s, Ca0O ve MgO hesaplamalan Prof. Dr. Aysun Peksen (Ondokuz
Mayis Universitesi, Ziraat Fakiiltesi. Bahge Bitkilen Boliimii, Samsun) aracilifiyla
gergeklestinlmistir,

-Organik madde {%): Tartilan dmeklenin porselen kroze igerisinde 550 °C"de kiil
finminda vakilmasi ile belirlenen kiil miktanmin 100°den ¢ikanlmas: ile organik madde

igerikleri belirlenmigtir.
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-Azot miktar (N, %): Kjeldahl metoduna gire belirlenmistir (Kacar ve inal,
2008).

-Mineral madde miktarnimin  belirlenmesi: 65 °C'de  kurutulup  Gfttilen
drneklerden 0.5 g yas yakma tlipliniin igerisine konulmustur. Tiipe | ml hidrojen peroksit
ve 5 ml nitrik asit ilave edilerek tiiplerin agz kapaulmis ve 180 "C’de mikrodalgada
vakilmigtir, Daha sonra soguvan tiplerin igi uitra saf su ile yvikanms, 50°lik steril falkon
tiipdi igenisinde ultra saf su ile seyreltme yapilmustr. Hazirlanan numuneler ve standart
gozeltiler ICP-MS cihazinda cps degerleri &lgiilmiis ve kalibrasyon grafifinden
faydalanarak mineral madde analiz (K, Ca, Mg, Na, Mn, Fe, Cu, Zn, As, Cd, Hg ve Pb)
sonuglan %, mg kg’ ve pg kg' olarak belirlenmistir (Julshamn vd, 2007). Omeklerin
fosfor miktan, Vanomolibdofosforik san renk yontemine gire 430 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunarak beliflenmistir (Kagar ve inal, 2008).

3.2.6. Vermikompostun sera kosullarinda in vive denemesi

Bu asamada atk B mieher biyvokitlesi ile elde edilen vermikompostlann marul
fidesi diretiminde yetigtirme ortani olarak kullanim durumu arsgtmboustir, Bu amagla
dretilen 4 farkh vermikompostun %0, 10, 20, 30, 40, 50, 75 ve 100 oranlannda torf ile
hazirlanan kansimlann marulda fide gelisimi {izerine etkilen belirlenmigtir. Calismamin bu
asamasi, Prof. Dr. Aysun Peksen (Ondokuz Mayvis Universitesi, Ziraat Fakiiliesi, Bahge
Bitkileri Boltimii, Samsun) ve lisans d@rencisi Zehra $a'min destegiyle gergeklestinlmistir,

3.2.6.1. Ortam haznrhf ve dikim

Aragtirma, Nisan-Mayis 2022 tarihleri arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat
Fakiiltesi sera we laboratuvarlannda yiiritilmistir. Calismada Papyon kmvireik marul
(Lactuca sariva L) gesidi kullaminugtir, Elde edilen vermikompostlanin fide gelisimi
tizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla yiiritdlen ¢ahsmada; 4 farkhh vermikomposiun
[OFB+100AG (K1), 25FB+75AG (K2). 50FB+50AG (K3) ve 75 FB+25AG (K4)] %10,
20, 30, 40, 50, 75 ve 100 oranlannda torf ile kansimlanndan hazifdanan 32 ortam ve

kontrel olarak torf ortami (%60 vermikompost) kullanilmigtir.

Hazirlanan her bir ortamdan alinan Grnekler 3 tekrarlamah olacak sekilde 1:10

ortam/saf’ su seklinde hazirlanmis, 7-8 saat bekletildikten sonra manvetik kanstincida
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calkalanmmigtir. Hazrlanan Grmeklerde pH metre ve EC metre ile pH ve elektnksel
iletkenlik (EC, dS m™") degerlen tespit edilmistir.

Tohum ckimi; dis ebatt 530 x 315 mm, st afiz cap 32 x 32 mm, derinliii 55 mm
ve hacmi 33 cc olan 104 gdzlii viyollere 03.04.2022 tarihinde yvapilmistir. Deneme tesadiif
parselleri deneme desenine gire 3 tekrarlamah ve her tekrarlamada 30 gze tohum ekimi

olacak sekilde kurulmugtur. Tohum gikig oran agagida verilen formiile gire belirlenmistir,

Cikig oram = (Cimlenen tohum sayisy Toplam tohum sayisi) x 100 (3.9)

Yetistirme periyodu boyunca nem durumu kontrol edilerck gerekli gonildiiginde

sulama yaplmistir. Fidelere kimyasal gitbre veya ilag uygulanmasi yvapilmamistir.

3.2.6.2. Fidelerde vapilan dlciimler

Caligmada her uygulama igin 10 fidede; fide boyu (cm), yaprak sayisi (adet), klorofil
degeri (CCI), toprak stil yas ve kuru agirhg (g), kdk yas ve kuru agirhg (g) ve renk (L*,
a* ve b*) dzellikleri belirlenmistir, Fideler sokiildikten sonra kikleri govdeye baglandig
ksimdan kesilmistir, Fide boyu; yetistirme ortam viizeyinden kesilen kisim ile en weun
vaprafin ucuna kadar olan mesafenin cetvel yardimiyla Glgtilmesi ile belirlenmigtir.
Fidelerin yaprak sayilan adet/fide olarak saptannustir. Fidenin toprak st ve kik
agirhklanmin saptanmasinda 0,0001 g hassasivette hassas terazi kullamlmgir. Kok yas
agirhig (g) belirlenirken dnce marul fidelerinin kdkleri dikkatli bir sekilde yikannus, kikler
zarar gormeyecek sekilde kafit haviu ile kurulanmis, daha sonra hassas teraride dlgiilerek
tespit edilmastir, Yas afirhklar belirlendikten sonra etitvde 105 *C de sabit agirliga ulasana
kadar Grnekler kurutulmus, hassas terazide tartilarak kuru afirhiklar belirlenmigtir. Marul
fidelerinde tam gelismis ilk gergek vaprakta klorofil dlger (CCM-200, Opti-Sciences,
Hudszon, USA) ile klorofil miktan ve minolta renk dlger (Croma Meter, CR-300, Japon)
ile L*, a* ve b* degerleri belirlenmistir. L rengin parlakhgim (0: Siyah, 100: Beyaz). a
kKarmuzhk Yesillik (-60: Yesil, +60: Kimmuzi), b ise Sanhk Mavilik (-60; Mavi, +60: San)
ifade etmektedir (Konica Minolta, 2007; Keskin vd., 2017).
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istatistiksel Analiz

Verilerin varyans analizinde IBM SPS5S Statistics 20 versivon kullamilmistir.

Varyans analizi (ANOVA) sonucunda istatistiksel olarak Gnemli bulunan onalamalar
arasindaki farklilik Tukey HSD goklu karsilasiirma testi ile belirlenmistir. Tohum ¢ikig

oram % degerler oldugundan bu degerlere arcsin transformasyonu uygulanmistir.

3.2.7. Auk R. miehei biyokiitlesinden mikrobivolojik besiveri bileseni firetimi

Calismamin  bu  asamasinda ank R mieher  bivokiitlesinin, mikrobiyolojik
besiyerlerinde altematif azot kayna olarak kullamm potansivelinin ortaya gikanlmasi
hedeflenmistir, Bu ama;la gergeklestirilen is akis semasi Sckil 3.9°da dzetlenmistir.
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Sckil 3.9, Besiven igeriginde kullamilmak iizere atk & miehei” den azot kaynag
dretim semast

3.2.7.1. Ak . michei bivokitlesinden protein ekstraksivonu

Hilcre igerisindeki proteinin ekstrakte edilebilmesi igin lizis ydntemleri olarak
ultrasonikasyon, dondurma-¢ozdiirme ve boncukla ekstraksivon yvintemleri test edilmistir.
Baylelikle auk biyokiitlede bulunan protein igerifinin ekstrakt haline getirilerek besiyeri
katk: maddesi olarak kullanim olanafinin arttinlmas: amaglanmistir. Bunun igin g farkh
yvontem, deg@isken parametreler ve bu degiskenlerin tamamimi igeren bir tasanm ile

deneyler gergeklestinimigtir. Her omek igin dig tekrar analizi yapilmigtar,
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Ekstrakte edilen protein miktan Bradford yintemi ile belirlenmistir (Ozel vd.,
2014). Bu yintem, organik boyalann, proteinlerin asidik ve bazik gruplanyla etkileserck
renk olusturmas: esasina dayamr. Coomassie Brillant Blue G-250 boyasi kuvvetli bir asitie
goziindiiii zaman, protonlanmadan dolayr kimmizi-kahverengi aras: bir renge doniisiir. Bu
boya, (+) yiikli bir proteine baglandifinda ise renk maviye doniisiir. Bu boya, (+) yilkli bir
proteine baglandifinda ise 395 nm de mavi bir renk olusur. Renk olusumu 5 dakikada
tamamlamir. Ancak 10-15 dakika icinde ¢okmeler olabilir.

Bu ¢alismada protein standardy olarak sifir serum albumini (BSA) kullamlmistir.
Bradford reaknfi igin 0.1 g coomassie brilliant blue G-250 taruhip 50 ml etanol igensinde
gozdiirilmistir. Uzerine 100 ml fosforik asit ilave edilmistir. Cizelti, distile su ile 1000
ml'ye tamamlanarak, 1 gece boyunca manyetik kanstneida ik gérmeden kanguinlmsur,
Whatman No. | filtreden geginlmistir. Bradford reaktifi oda sicakhginda saklanmastir,
Elde edilen reaktif Cizelge 3.5"de bulunan oranlarda kullanilmigtir,

Cizelge 3.5, Bradford yonteminin uygulanmasi

Kir (ml) ' Ornek (ml)
Distile su 0.1
Ornek | . | o1
Bradford reaktifi | 5 ' 5

(s sicukhfinda 5 dk inkiibe edilir ve 595 nm’ de absarbans dlgiliir.

Olgiimler Spectrophotometer UV-1800 (Shimadzu) cihaz ile gerceklegtirilmistir,
Her analiz igin ayn standanrt egn hazirlanmistir. Hesaplamalar BSA ile olusturulan standart
efrilere ghre yapilmgtir (Sekil 3.10).
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Giniimilzde sanayi devriminden sonra kimyasal kullantmimin yayginlasmas:,
diinyadaki dogal kaynaklann tiketilmesi, vilksck miktarlarda aoklann ¢ikmasi wve
malivetlenn artmasi ile ciddi bir sorunla karsi karsiva kalmaktayiz (Giir ve Karagilge,
2016). Bu nedenle yesil mutabakat kapsaminda kotiye giden durumu iyilegtirmek,
kaynaklan dogru ve verimli kullanabilmek igin sirdirebilirlik hareketi baglatlmistir. Yesil
kimya, gevre kirliliginin dnlenmesi igin, endiistivel uygulamalarda kullamlan kimyasallarn
azaltilmasi, mimkinse hi¢ kullamlmamasi ya da ¢kan auklann gen kazanmminin
saglanmasim tesvik etmektedir. Ozellikle birgok atgin hidroliz asamasinda kimyasal
kullamm, mekanik yontemlere gore daha ctkin olmasina ragmen birgok dezavantaja
sahiptir. Diinyamizda gelinen nokta dislinfildiigiinde daha fazla kimyasal auk olusumuna
neden olmadan temiz yontemlerin kullamm olanaklan denenmelidir. Bu anlamda yesil
kimya ekonomik, giivenli ve dogaya karst sorumlu bir bilingle arastirma ve tiretim olanag)
saflamaktadir. Bu cahigmada, yesil kimya hareketi gbz Oniinde bulundurularak gesitli
kimyasallar kullamlarak yapilan hiicrenin kimyasal lizisine karsin mekanik yintemler ve
kimyasal verine su kullamlmas: tercih edilmistir, Mekanik yontemlerden ultrasonikasyon,
dondurma-gizdiirme ve boncukla ekstraksiyon yontemleri ile proteince zengin fungal

ekstraktlann eldesi amaglanmistir.

A. Ultrasonikasvon ile ekstraksivon yinteminin optimizasyonu

Ultrasonikasyon (US), ultrasonik dalgalarin kuvvetlenini kullanarak olusan basing
dalgalannmin  kavitasyon wveya mikrobaloncuklar dirctmesidir. Bu  sekilde hiicrelerin
parcalanmasi, dalga yvojunlugu yaklasik 20 Kilohertz/s olan yiiksck frekansli ses tiretebilen
ultrasonik titreskenler tarafindan gergeklestirilmektedir. Hilere slispansiyonuna titanyum
prob daldinlir. Déniistiiriiciiniin ultrasonik dalgalan mekanik titresime dontistirmesiyle
hiicrelenn - mekaniksel lizisi baglatilmis olunur, Ancak bu teknik, 151va hassas proteinleri
denatiire edebilecek 1s1v1 da Giretmektedir. Bu nedenle denemeler siirecinde numuneler
sofuk su banvosunda tutulmustur. Elde edilen protein maksimum oranda eldesi igin etkili
parametrelenin belirlenmesi igin istatiksel vontemlerden Plackett-Burman (PB) deney
tasarimi  kullanilmmsur.  Ultrasonikasyonla  ekstraksivon  yinteminde 6  defiisken
belirlenmistir. Kullanilan degiskenlerin yiksek miktan (+1), disiik miktan ise {(-1) olarak
ifade  edilmistir.  Ultrasomikasyonla  ekstraksiyon  yonteminde kullamlan  bagimsiz
degiskenler ve seviyeleri Cizelge 3.6'da verilmistir. Bu asamada § farkh deneme
gergeklestinlmistir (Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.6. Ultrasonikasyonla ekstraksiyon yinteminde kullamlan PB degiskenleri ve

seviyeleri
Detisen kodu Dejisken ads ve birimi “Mh“‘"@“ ""““ﬁ'_"l"*'-"

X Bivokiile partikil gaps {mm} 0,5 1

X4 Biyokiitle' Sivi oram {amh) /5 110

X3 Ultrasonikasyon genligi (%) 20 0

K Ultrasonikasvon siires {dk) ! 5

X Ultrasonikasyon titresimi kesikli (20=n araliklariad sirekli

Xe Ultrasonikasyon dongih sayis: 1 5

Cizelge 3.7. Ultrasonikasyonla ekstraksivon yonteminde kullamilan PB tasarimi

Bivokiile Bivakiile/ .
Ieneme pll."l!;kﬂl capi Slt'l GFEni U5 ﬁ'“ﬂi Us ::rul- . Us i US diingli
1 I /10 k1] L siirckli 5
F | [ 1) 20 i kesikli 1
3 | 1'% M 5 kesikli 1
4 | 155 il | sikrekli 5
5 [ 1L M | wikrekln 1
] i, 1110 ol 5 kesikli 5
7 [ 15 i | kesikli 5
8 05 1/5 H 5 siirekli 1

Ultrasonikasyonla ekstraksiyon yontemini etkileyen degiskenlerin seviyelerinin

belirlenmesinde cevap vikzey metodu kullanilmustir, Bu metoda gore dnemli bulunan 3
defiskenin seviyelerini belirlemede Box-Behnken deney tasanmm kullamlmistir,. Bu
de@iskenler igin +1 (yilksek), 0 (orta), -1 (digiik) olmak Gizere 3 dilzey test edilmigtir
(Cizelge 3.8). Bu 17 farkh kombinasyonda 51 ekstraksiyon
gergeklestirilmigtir. (Cizelge 3.9). Diger parametreler, bivokitle partikil ¢apr 0.5 mm,

sekilde adet

bivokiitle/sivi oram 1:5 (a'h) ve ultrasonikasyon titresimi kesikli (20 sn arahiklarla) olacak
sckilde sabit tutulmustur,

Cizelge 3.8, Ultrazonikasyonla ekstraksivon yinteminde kullanilan Box-Behnken
degiskenleri ve seviyeleri

Degiisen kodu Degisken adi -1 (] +1
X Ultrasonikasyon genlifi (%) 20 23 in
X Ultrusonikasyon siiresd (dk ) i 5 7
Xo Ultrasonikasyon dingih sayis: 3 - 7
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(izelge 3.9. Ulirasonikasyonla ekstraksiyon ydnieminde kullamlan Box-Behnken tasarimi

Dencme 5 ; X coi 3 X4 : 3 Xe
Ultrasonikasvon genlifii | Ultrasonikasyon sieesi | Ulrasonikasyvon dingl savisi

1 25 T T
z 23 5 3
3 20 5 E|
4 25 5 3
5 20 L] 3
fa 25 3 3
L 25 5 3
B 2 7 3
i L] 7 5
L] 2l 7 5
1 25 5 5
11 L] 3 7
13 30 5 3
14 20 5 7
15 25 3 T
i 30 3 3
i 25 5 a

B. Dondurma-¢ozdiirme ile ekstraksiyvon yinteminin optimizasyonu

Dondurma-¢hzdiirme ydntemi, hiicrelerin pargalanmasi igin uygulanan gelencksel
yintemlerden biridir. Dondurulan hilcrenin ¢dziinmesine bagh olarak iki mekanizma
gergeklesir, Sogutma sicakh@ ile donma sicakh@n arasindaki fark fazla olursa buz
kristalleri olusur ve hilcreler mekanik hasardan Glir, Bunun tam tersi durumda ise hiicre
iginde olusan serbest su hiicrenin lizisine neden olur (Ban vd., 2018). Bu ¢ahismada saf su
kullamlarak auk fungal bivokiitleden dondurma-gozdiirme yontemiyle protein ekstraktinin
eldesi gerceklegtirilmigtir. Dondurma-¢hzdiirme  vinteminde kullamlan  bagimsiz
degiskenler ve seviyeleri Cizelge 3.10°da verilmigtir. Elde edilen protein maksimum
oranda eldesi igin istatiksel vomtemlerden Plackett-Burman deney tasarimi kullanilmisgtir
(Cizelge 3.11).

Cizelge 3.10. Dondurma-gozdiirme yonteminde kullamlan PB degiskenleri ve seviyelen

Degisen kodu Degisken ads m;ll_:]d:gor wm:l deger
Xi Bivokiitle partikiil gapa {mm) 0.5 1.0
X, Bivokitle’ Sivi oranm (a'h) 5 /10
X Dondurma sacakligs (°C) .20 A6
Ay Dondurma siiresi (saat) 4 24
X Chedimme sicakligs (*C) 25 37
Ng Dondurma-ghzdimme dingl sayis: | 5




Cizelge 3.11. Dondurma ¢izdiirme yinteminde kullanilan PB tasarimi

Bivokiile Bivokiitle/ | Dondurma | Dondurmn | Caediirme Dondurms-
Deneme | partikiil gape | Siv oram sacaklufi siiresi sicaklfy | edediirme déngi
{mm) (a/h) *C) {sanl) (*C) SAYISI
1 | 0 B 24 37 5
1 I in -0 4 25 I
3 I 175 -G 24 25 |
4 I 175 -0 4 37 5
5 05 Ia B 4 n 1
i 05 110 =0 24 25 5
T 0.5 15 -E6 4 25 5
8 03 175 -20 24 37 ]

Dondurma-¢ozdirme  yontemini etkileyen  dediskenlerin - seviyelerinin
belirlenmesinde cevap yiey metodu kullanilmustir, Bu metoda gore Gnemli bulunan 3
degiskenin seviyelerini belirlemesinde Box-Behnken deney tasarinm kullanilmistir. Bu
degiskenler igin +1 (yilksek), 0 (orta), -1 (disiik) olmak lizere 3 dizey test edilmistir
(Crzelge 3.12). Bu sekilde 17 farkh kombmmasyonda 51 adet ekstraksivon
gergeklegtirilmistir (Cizelge 3.13). Diger parametreler, biyokiitle partikiil ¢api 0.5 mm,
bivokiitle'sii oram 1:5 (ah) ve dondurma sicakhfn -86 °C olacak sckilde sabit

tutulmusiur.

Cizelge 3.12. Dondurma-¢ozdiirme yonteminde kullamlan Box-Behnken degiskenleri ve

seviyeleri
Diefisen koda Dedisken ad -1 L +1
X Deosruhirmn siiresi () z 3 4
M Chadilrmme sicakly (*C) 13 25 17
X Dondurma -gdedirme dongi sayis i 5 )
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Cizelge 3.13. Dondurma-¢izdiirme yinteminde kullamilan Box-Behnken tasarim

D X _ Xa X
Dromshierma siiresi | Ciedirme sicakh@ | Dondurma-gozdime ddngil savesi
1 3 i7 7
2 3 25 5
3 2 25 i
4 3 23 3
5 F 13 5
i 3 13 3
T 3 15 5
] 1 EY) 3
9 4 i7 5
10 2 17 5
11 i 25 5
12 4 P T
13 4 25 X
14 2 25 7
15 3 13 7
I 4 13 5
17 1 25 5

C. Boncuk ile ekstraksivon vinteminin optimizasyvonu

Boncukla dgilitme yintemi, partikiilleri &@iitmek icin genel olarak seramik, cam
veyva metalden vapilmus kiigiik boncuklar ile carmistirma islemidir, Hucreleri islerken, bu
ofiitme mekanizmasi onlan pargalamak igin kullamilmaktadr. Hicre kinlmas:, kayma
kuvveti, boncuk arasi Gfltme ve boncuklarla carpismadan kaynaklanmaktadir, Hiscre
kinlmasimin etkinligi, kanstirma hizi, boncuk boyutu, boncuk yogunlugu ve ¢am, sivi
vogunlugu gibi bax defiskenlere baghdir.

Bu yintemin optimizasyonu ile maksimum protein eldesi amaglanmistr. Ozellikle
boncuk gesidi oldukea dnemlidir (Klimek-Ochab vd., 201 1). Bu nedenle boncukla Ggiitme
yvonteminde kullanilacak olan boncuk g¢esidinin belirlenmesi igin paslanmaz gelik,
zirkonyum ve cam olmak iizere 3 farkh boncuk gesidi iizerine bir 6n galisma
gergeklestirilmistir (Sckal 3.11). Diger parametreler sabit tutularak G¢ farkl boncuk gesidi
test edilmistir. Elde edilen sonuglara gire en yiiksek protein miktarimi veren boncuk ¢esidi
olan paslanmaz ¢elik boncukla bir sonraki asama gerceklestinlmistir. Plackett-Burman
deney tasanm ve kullamlan bagimsiz de@iskenler ve seviyelen ile gahismanin tasanmi

sirasiyla Cizelge 3.14 ve Cizelge 3.15de verilmistir.
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Sekil 3.11. Boncuk gesitleri

A6

Cizelge 3.14. Boneukla ekstraksivon yonteminde kullanilan PB degiskenleri ve seviveleri

— Deishen ad Disik defer | Vilkoek deger
X Biyvokilile partikill ¢agi {mim) 05 1.0
Xz Biyokiitle/ Savi osam (a'h) 15 110
Xy Boncuk gap {mm) 0.5 1.0
X Boncuk afirlaf (g) 0% 1.0
X Vorteks luzi (rpm) 600 2400
X: Vorteks siiresi (dk) l 5
X7 Vorteks dingil sayis I 5
Cizelge 3.15. Boneukla ekstraksivon yOnteminde kullanilan PB tasarimi
LY Vorteks
Deneme p:ril:;::r:;l:pl Bi}ulﬂﬂﬂ::wl B::;Tk E;::?; I|':'.:iﬁ silresi Variaks dngl
oy | OO | o | @ | epm) | @k -
1 1 LA 1 1 2400 3 a
2 1 LA 0,5 08 L] k 5
3 1 I'5 1 | G} i 1
4 1 I'5 05 08 2400 5 |
5 1] L /18 1 b 2400 1 |
6 5 R L) 0,5 | M} 5 |
7 5 15 1 0.4 ) 5 5
o 05 1'% 5 | 2400 | 5
Boncukla  ckstraksivon  yontemini etkileyen  degiskenlenin seviyelerinin

belirlenmesinde cevap yiizey metodu kullanilmugtir. Bu metoda gdre dnemli bulunan 3
defigskenin seviyelerini belirlemede Box-Behnken deney tasanmi  kullamilmstir, Bu
degiskenler igin +1 (viiksek), 0 (ora), -1 (digik) olmak tizere 3 dizey test edilmistir
(Cizelge 3.16). Bu sekilde 17 farkh adet  ekstraksiyon
gergeklestirilmistir (Cizelge 3.17). Diger parametreler, bivokiitle partikill ¢apr 0.5 mm,

kombinasyonda 51

bivokiitle/sivi oram 1:5 (a'h), boncuk agirhii 0.8 g ve vorteks iz 2400 rpm olacak sekilde
sabit mtulmustur.
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Cizelge 3.16. Boneukla ekstraksivon yinteminde kullanilan Box-Behnken degiskenleri ve

seviyeleri
Degisen kodu Depigken ad -1 L +1
Xa Boncuk gap {mim) 1.0 1,5 2.0
Xs Vorteks siresi (di) & f)
X Vorteks déngil savisy i 5 7

Cizelge 3.17. Bonecukla ekstraksivon yinteminde kullanilan Box-Behnken tasarim

Deneme A g : a8
Boncuk capt Worteks siresi Varieks dingil sayis

1 L5 7 7
2 1.5 5 b
3 ] 5 3
4 1.5 3 5
& | 3 5
i 1.5 E | A
7 L3 5 5
[ 1.5 7 3
9 2 7 5
10 | 7 3
11 1.5 3 5
12 2 5 7
13 i k] 3
14 | 5 7
15 1.5 3 7
16 z 3 5
17 1.5 5 5

Elde edilen sivi ekstraktlar falkonlara egit olacak gekilde daginlarak 8500 rpm’de
15 dk sogutmah santrifiijde santrifiij edilmigtir. Santrifilj sonrasinda siipernatant bagka bir
siseye aktanlmigtir ve pellet atlmistir. Her di yintem igin optimize edilen kosullarda elde
edilen protein ckstraktlan livofilizasyon ile toz haline getirilmistir, Dondurarak kurutma
{liyofilizasyon) siispansiyon halde veya ¢dzelti halinde bulunan tiriinlerin dondurulmasi ve
sonrasinda siiblimasyon yoluyla gaz fazinin uzaklagtinlmasi vintemine dayal bir iglemdir.
Bu asamada trinler kat halden s faza gecmeden disik basinca maruz kalarak
kurutulmaktadir (Karagiil ve Aluntag, 2018). Farkh yontemlerle elde edilen ve -80 °C'de
bekletilen protein ekstrakilan liyofilizatdr kullamlarak toz hale getirilmistir. Omekte su
miktanmin vilksek olmasi ve cihaz kapasitesinin diisiik olmas1 dolayisivla yaklasik 4 giin
siiren liyofilizasyon islemi neticesinde kuru toz {iriin elde edilmistir (Sekil 3.12).
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Sekil 3.12. Auk R. miehei biyokiitlesinden iig farkh yintemle elde edilen fungal
ckstrakt tozlan (1: Ulrasonikasyonla eckstraksivon yontemi ile elde edilen U-fungal
ekstrakt, 2: Dondurma-gizdiirme yintemi ile elde edilen D-fungal ekstrakt, 3: Boncukla
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen B-fungal ekstrakt)

3.2.7.2. Elde edilen besiveri bilesenlerinin karakterizasvonu

A. Toplam kiil ve kurn madde miktarimn belirlenmesi

Auk R. miehei biyokiltlesinden fi¢ farkh yontemle elde edilen ii¢ farkl besiyeri
bileseninin {U-fungal ekstrakt, B-fungal ekstrakt ve D-fungal ekstrakt), kil tayinlen 550°C
sicakbkta yakma vontemi ile gergeklestirilmistir. Nem miktarlan, nem cihaz (Radwag,
MA 50.R.WH) ile tavin edilmis ve agirhk kayb cinsinden yiiede olarak belirlenmistir.
Kuru madde miktarlan nem dzerinden asafidaki formille gére hesaplanmgtir (Dikel ve
Yanar, 2018).

% Toplam Kuru Madde Miktan (g/100 g) = 100 - % Nem miktan (3,107

B. Toplam seker miktarimn belirlenmesi

Auk R miehei biyokitlesinden dg farkh yiontemle elde edilen g farkh ekstrakun
toplam seker (karbohidrat) igerifini belirlemek igin fenol-silfiirik asit (FSA) metodu
uygulanmustir {Dubois vd., 1956). Standart olarak glikoz kullamlmistir. 0,1 g toz numune
10 ml distile suda ¢dedirfilmistiir. Bir ml numune ve ardindan 1 ml %5°lik fenol ¢ozeltisi
cam tipe eklenmistir. Vortekslenerek kanstinlan tiiplere dikkatlice 5 ml %6957lik siilftirik
asit konmustur. 20 dakika beklenip siire sonunda tiplerin kapaklan kapah sckilde
dikkatlice vortckslenerck kanstinlmstir, Olusan san  turuncu renklerin koyuluklan
spektrofotometre cihazinda (Shimadzu UV/VIS) 490 nm dalga boyunda Slgiilmiigtir.
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Olgiim sonucu elde edilen absorbans degerlerinin standart efrive (glikoz) ait denklemde

verine konmasiyla toplam seker miktan hesaplanmstir,

C. Toplam azot ve aminoasit iceriginin belirlenmesi

Auk R. miehei biyokitlesinden fi¢ farkh yintemle elde cdilen iig farkh besiyeri
bileseninin (U-fungal ekstrakt, B-fungal ekstrakt ve D-fungal ekstrakt) ham azot/protein
ierifi, Eskisehir Teknik Universitesi, Biyoloji Béliminde Prof. Dr. Giilgin Isik
vardimiyla Kjeldahl cihaz (Foss, Kjeltech 2300) kullamlarak dlgiilmiistiir.

Atk R. miefei biyokiitlesinden ¢ farkh yontemle elde edilen g farkh besiyeri
bileseninin  (U-fungal ckstrakt, B-fungal ckstrakt ve D-fungal ekstrakt) aminoasit
kompozisyon tayini JASEM (istanbul, Tirkive) firmasindan hizmet almi yoluyla
gergeklestinimistir,

D). Yag asidi icerifinin belirlenmesi

Auk R. miehei biyokitlesinden ¢ farkh yontemle elde edilen il farkh besiyeri
bileseninin (U-fungal ekstrakt, B-fungal ekstrakt ve D-fungal ekstrakt) yag asidi profili gaz
kromatografisi-kiitle  spektrometrisi  (GC-MS)  yintemi ile Eskischir Osmangazi
Universitesi, Merkezi Arastirma Laboratuvar Uygulama ve Arastirma Merkezi (ARUM)

tarafindan hizmet alimi yoluyla gerceklestirilmistir,

E. Molekiiler afurhk dagihiminin analizi

Atk R miefei biyokiitlesinden Gg farkh yontemle elde edilen iig farkh besiyeri
bileseninde (U-fungal ekstrakt, B-fungal ekstrakt ve D-fungal ekstrakt) bulunan
proteinlerin - molekiller afrhklannin  dagihmimn  analizi, sodyum  dodesil  siilfat
poliakrilamid jel elektroforezn (SDS-PAGE) ile belidenmistir. SDS PAGE  protein
elektroforezi analizi, OMU-KITAM (Ondokuz Mayis Universitesi-Karadeniz {leri
Teknoloji  Arastirma  ve Uygulama Merkezi) tarafindan  hizmet ahmm  yoluyla
gergeklestirilmistir.  Elektroforez  isleminde molekiill agirhklan bilinmeven proteinler,
maolekill afirhiklan bilinen standart protein markerlen kullamlarak 6rmeklerdek: proteinler

bunlarla kiyaslanarak molekiil agirliklan tayin edilmistir. Bunun igin marker ve molekiil
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afirhg  bilinmeyen proteinler aym jelde ve aym sarilar alunda elektroforezde

yiirttilmiistiir.

3.2.7.3. Elde edilen besiveri bilesenlerinin test mikroorganizmalarimin iiremesine
etkisi

Farkh ekstraksiyon ybéntemleri ile elde edilen R miehei bhiyokiitlesinin
ckstraktlanmin azot kaynag olarak kullamm potansiveli, prokarvotik ve dkaryotik model
organizmalarin  iremesini  desteklemesi  agisindan  arastinilmistir. Bu amacgla  fungal
ekstraktlar 4 bakteri, 2 maya ve 2 filamentéz mikrofungus tiiriintin fireme ortamin azot
kaynaf@ olarak ilave edilmistir. Gram negatf Escherichia coli ATCC 25922 wve
Pseudomonas aeruginosa ATTC 27853, gram pozitf Staphylococcus aurens ATCC 25923
ve Bacillus subtilis NRRL-B-558, maya Candida albicans ATCC 60193 wve
Saccharomyces cerevisioe NRRL Y12632, kif Aspergillus brasiliensis ATCC 1094 ve
Aspergillus flavus NRRL1957 olmak tizere genis bir mikroorganizma grubu galismaya
dahil edilmistir. Calisma Oncesi test mikroorganizmalanndan bakteriler ve mayalar 35
*C"de 24 saat, kiifler 27 “C’de 7 giin aktiflestirilmistir.

AL 5ivi besiverinde Kullamim potansiyvelinin arastirilmass

Auk R michei biyokitlesinden iig farkli vontemle elde edilen di¢ farkh fungal
ekstraktin (U-fungal ekstrakt. B-fungal ekstrakt ve D-fungal ekstrakt) mikroorganizmalarn
tiremesinde kullamlan besiyerinde azot kaynaf olarak kullamlabililiklern Gg farkh
konsantrasyonda (%1, 2 ve 3) arasunlnustir. Test besiverleri, toz ckstraktlar belirlenen
konsantrasyonlara gire tartildiktan sonra 0.5 g sodvum kloriir, 0.25 g glikoz ile
kanstmlarak son hacim 100 ml' ye tamamlanmustir. Bakteriler igin  haxirlanan
besiverlerinin pH's1 7.1%e avarlandiktan sonra 121°C 15 dakika steril edilmistir. Otoklav
dnecesi ve sonras) pH degerleri Glgililerek kaydedilmistir. Pozitif kontrol olarak bakteriler
igin Triptik Soy Broth (Merck), mayalar igin Sabouraud Dekstroz Broth (Merck), kiifler
igin Potato Deksiroz Broth (Merck) kullamlmigtir, Bu besiyverleri reticileri tarafindan
onerilen yénteme goére hamrlannmstir. Baz ticari azot kaynaklan da cahsmaya dahil
edilmistir, Bu amagla yedi farkh azot kaynag, Bactenological Pepton (Hmedia), Malt
extract {Merck), Yeast extract (Merck), Beef extract powder (Acumedia), mycological
pepton (LabM), Peptone from soymeal (Merck), Peptone from meat (Merck), g farkh
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konsantrasyonda (%1, 2 wve 3) kullamilarak yukanda belinilen bigimde besiverleri

hazirlanmstir,

Calisma, bakteri ve maya tirleri igin steril 96 kuyucuklu mikroplakalarda
gergeklestirilmistir. Bakteri ve mayalar igin McFarland 0.5 standardina gére ayarlanmis
aktif hiicre sispansiyonlanndan ekim yapilmistir.  Mikroplakalar  mikroorganizma
ekiminden sonra 35°C"de 36 saal inkiibe edilmistir. Baktenn ve mayalarin tiremesi, 4 saat
araliklarla 600 nm dalga boyunda spektrofotometrik olgiim (Biotek Powerwave X5) ile
belirlenmistir.

Kilf test mikrocrganizmalan (Aspergillus brasiliensis ATCC 1094 ve Aspergillus
favus NRRL1957) igin, ank R miehei biyokiitlesinden elde edilen ckstraktlar (U-, B- ve
D-fungal ekstrakt), alternatif azot kaynaklarim dig farkh konsantrasvonda (%1, 2 ve 3)
igeren sivi besiverleri ve pozitif kontrol olarak kullamlan Potato Dekstroz Broth besiyeri
50 ml hazrlanarak otoklavda stenl edilomstir, Kaf test mikroorganizmalannin inokiilantlan
thoma laminda spor sayim vapilarak 10° spor/ml olacak bigimde hamrlanmistir.
Inokiilasyon sonrasi 28£2°C'de 7 gin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras: bivokiitle
toplamip kurutularak tarum yontemiyle agirhiklan belirlenmistie. Sterilizasyon sonrasi ve

inkiibasyon sonras: besiverlerin pH degerleri dl¢iilerek kaydedilmistir,

B. Kan besiverinde koullamm potansivelinin arastirilmas

Atk R miehei biyokiitlesinden iig farkh yontemle elde edilen g farkh besiyen
bilesenleri (U-fungal ekstrakt, B-fungal ekstraki ve D-fungal ekstrakt) ve diger bilesenleri
sivi besiveri denemesi sonucu elde edilen en iyi konsantrasyon iizerinden kat besiyen
¢gahsmalaninda  tek  konsantrasyonda (%03) ¢abgilmigtir.  Besiverni  bilesenlernn %3
konsantrasyonuna gire tartildiktan sonra 0.5 g sodyum klorir, 0.25 g glikoz ve 1.5 g agar
ile kanstinlarak son hacim 100 ml® ye tamamlanmustir. Bakteriler ig¢in hazirlanan
besiverlerinin pH' 51 7.17¢, mayalar ve kifler i¢in pH's1 5.6° ya ayarlandiklan sonra
121°C de 15 dakika stenl edilmugtir. Besiyven petrilere (90 x 17 mm) dbkiildilkten sonra
besiverinin donmasi beklenmistir. Daha sonra bakteri ve mayalar igin McFarland 0.5%¢
gire ayarlanmus hiicre stispansivonlanndan 0.1 ml ckim vapilnms ve stenl dngalski spatiilii
ile aseptik kosullarda hiicreler yayilmigtir. Bakteri ve mayalar, 35 "C’de sirasiyla 24 ve 48

saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda koloni savisi ve makro morfolojisi
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incelenmigtir. Kiiflerin ise steril ifne dze yardimiyla petri kutusunun merkezine tek nokia
ckimi yvapilmustir, Petnler, 28+2%C de 7 giin inkilbe edilmistir. Giinlitk misel biiyiime
gaplan dlgilerck kaydedilmistir. Spor olugturma yetencklen skor vernlerek (-: vok, +:az,
++:onta, +++:gok) kaydedilmistir.

Verilerin varyans analizinde SPS5 25 prograom kullamlmustir. Sivi besiyeri
gahsmalarinin istatiksel analizleri iki yonll, kat besiveri ¢absmalarimin istatistiksel
analizleri tek yonlit ANOVA ile gergeklestinlmistir. Varyans analizi (ANOVA) sonucunda
istatistiksel olarak onemli bulunan ortalamalar arasindaki farkhihk Tukey HSD goklu
karsilastirma testi ile belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ank R. miehei bivokiitlesinden Kitosan eldesi

Son zamanlarda veni nesil katks maddelen arasinda ver alan kitosan, gda, saghk, tanm
ve gevre bivoteknolojisi alanlannda arastirmalar yapilan dnemli bir katkr maddesi haline
gelmistir. Ticari kitin ve kitosan, yalmzea deniz canhlarindan elde edilmektedir. Ozellikle
gida endiistrisinin bir atifin olan yengeg ve karides gibi deniz kabuklularinin atiklar dnemli
bir kaynaktwr. Demiz canhlan atklan, kuru agrhklanmn %614-35% kadar kitosan
igermekiedir (Gikge, 2008). Bununla birlikie bu hayvansal kaynakh kitin ve kitosanlar,
mevsimsel simrlamalar ve toksisite gibi riskler icermesi nedeni ile yvem  kitosan
kaynaklanna yonelim artmustir, Cizelge 4.1 de deniz canhlan ve fungal kaynaklardan elde

edilen kitosanlann karsilikli avantaj ve dezavantajlar sunulmustur,

Cizelge 4,1, Fungal ve deniz canhilan kaynakh kitosanlann karsilastinlmas: (Gil, 2020)

Orzellik Deniz canhian Fungal kaynak
Kaynak Huyvansaldur, Vejeteryan olarak kabul edilir.
Toksisite Toksisite problemi vardar, Toksisite problemi yoltur.
' Sunurd | Mevsimsel ve :uﬂjﬂﬁk smrlamalan | Sirlamalan yokiur,
Pt | meveuttur, | Bulunabilirligi kolaydsr.
Inorganik materval Diiglik seviyededie Yilksek sevivededir,

Ak yEnetimi Ak miktan faelsdor ve stk bertaral | Ank miktar azdar ve ank bertaral

maliveti viiksckiir. realiveti dibsiiktibr.
Demineralizasyon islemi | Gereklidir, ihtivag duyulmaz.

| I'-"ji'.lknr'ki.mz.-'asél' el At N 50 [edes i
Snellikler Tutarlidir. Cesithlik posterr.

Genel olarak mantarlann hiicre duvarlannda polisakkaritler, kitin, kitosan., glukan,
glikoprotemnler ve lipidler bulunmaktadir, Fungal kayvnaklann kitin ve kitosan miktan, kuru
agirhgmin %2- 42 amabfindadie (Wu, 2004). Fungal kaynaklanndan fermentasyon
teknolojisi ile kitin ve kitosan iiretimi, mevsimsel simrlamamin olmadi@, toksik olmayan,

helal ve vegan gibi gesithi tiketici isteklerini karsilayan onemli avantajlara sahiptir (Kurita,



54

2006). Bazi fungal kaynaklardan cesitli arastirmacilar tarafindan kitosan elde edilmistir
(Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Baz mikroorganizmalardan elde edilen kitosan miktarlan

!l-'llhrnm‘ginlmn Kitosan miktar {mg.’g.} Referans
Absidia glanca 52.59 Miyoshi vd., 1992
- Rhizapus oligosporus | az | Tanvd.. 1996
' Mucor rouxit I 33204 | Synowiecki ve Al-Khatcch, 1997
- Absidia orchidis I 1869  Jaworska ve Konieczna, 2001
- Aspergilius niger ] 107 |
Rhizopus oryzae I 112
Pleurotus sajor-cajy | 12 Pochanavanich ve Suntomsuk., 2002
" Candida albicans I 44
' Lentimis edodes | 33
 Gongronella butleri ' 55-216 | Nwe v, 2002
* Penicilltum chrsogemem | 20.57 | Tianwei vd_, 2002
Mucar racemosns 12117 W, 2005
Rhizomucor prsifing I a0 ' Zamani vd., 2007
' Rhizomucor miehes | 14-137 * Tajdini vd_, 2010
Rbizopus oryzae 44-134
" Cunninghamella elegans | 35.78 | g, 044
 Rhizapus arrhiizus l 21-38 | Berger vd., 2014
 Benjamintella poirasii | 51-78 | Manevd, 2017

Fungal kaynaklardan iki sckilde kitosan elde edilebilmektedir. Birincisi dogrudan
kitosan firetimi igin fungal fermentasyvonla bivokiitle diretimi yapilmasi, ikincisi ise meveut
fermentasyonlardan ¢ikan fungal atnklardan kitosan ekstrakte edilmesidir, lIki saf tiriin elde
etmede avantajlar saflarken, oldukga yilksek maliyete sahiptir. Cogu arastimmac
cahsmalarim bu ilk yimteme gire gergeklestirmekiedir (Crognale, 2022). Difer yontemin
avantaji ise dinyamizin gelecefini ilgilendiren bir soruna ekonomik sekilde ¢bzim
sunmasi ve iilkemizde de son donemde uygulanmaya baslayvan sifir atik vaklasimina uygun
olmasidir, Bu nedenlerle bu galigmada avk fungal biyokitleden kitosan  eldesi
amaclanmigtir.

Rhizomucor miehel, lipaz ve proteaz enzimlerinin ana fireticisi olarak kullanilan

endiistrivel bir funguswr, Ozellikle derin kiiliiir fermentasyonlan sonrasi oldukga vitksek
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miktarlarda bivokiitle ang olugmakiadir. Ancak bu biyokiitle fungal hiicrelerden olusan
miseller oldugundan zengin protein, polisakkarit, lipit igerigine ve vitamin, glukan, kitosan
gibi diger bilesenlere sahiptir. R, miehei” ninde dahil oldugu zigomisetlernin hiicre
duvarfannda %20-50 craninda kitin ve kitosan yer aldif bilinmektedir (Gow ve Gadd,
1995). Buna ragmen R. miehei"den kitosan eldesi ile ilgili sadece bir calisma (Tajdini vd..
2010) bulunmaktadir. Bu dzelliklerinden dolayr bu ¢alismada kitosan kayna@ olarak R.

miehei atik biyokiitlesinin degerlendirilmesi planlanmistir.

4.1.1. Auk R. migher hivokiitlesinden kitosan ekstraksivonu

Fungal organizmanin iireme ortami, inkiibasyon siiresi gibi parametreler fungal
bivokiitledeki kitosan miktanna dofrudan etki etmekiedir (Safaei vd., 2016). Bununla
birlikte elde edilecek olan kitosan miktarnm kitosan ekstraksiyon kosullan da dnemli
dlgiide etkilemektedir (Abdel-Gawad vd.. 2017; Azlan vd., 2020; John Kasongo vd., 2020;
Hug vd., 2022). Atk biyokitleden kitosan eldesinde, atk trtinlerin ortaya ¢ikmadan
onceki ticari diretim kogullan kontrol edilemediinden, ekstraksiyon asamasi oldukga
kritiktir. Bu gahsmada herhangi bir optimizasyon cahgmasi vapilmaksizin atk R. miieher
bivokiitlesinden, Ramos Berger vd, (2018) tarafindan rapor edilen kitosan ekstraksivonu
prosediird ile 13,8 mg/g kitosan elde edilmistir. Elde edilen bu sonug, atk R. miehei hilcre
duvarindan kitosan elde edilebilece@ini gostermistir, Ancak bu miktar ekstraksiyon

kosullanmn optimizasyonu ile arttinlabilir,

4.1.2. Fungal kitosan ekstraksivonunun optimizasyonn

Fungal kaynaklardan kitosan eldesi, deproteinizasyon ve deasetilasyon islemi
olmak tzere ki asamah olarak gergeklestirilmektedir (Crognale vd., 2022; Huq vd., 2022).
Buna ilaveten baz durumlarda dekolonzasyon asamasi da yapilabilmekiedir. Bununla
birlikte deniz canlilannda bulunan demineralizasyon iglemi ise ver almamaktadir.
Deproteinizasyon  asamasinda, hiicre  vapisindaki  proteinlerin - uzaklastinlmas:  igin
genellikle yilksek sicaklik (100-150°C) ve dilsiik konsantrasyonlarda sodyum hidroksit
(NaOH) gibi alkali ¢dzeltiler kullamlmakiadir. Deasetilasyon agamasinda, kitinin kitosana
dontigtiinilmesi igin de sicakhk ve densik asetik asit gozeltisi kullamlmaktadir. Atk R
miehei biyokiiflesinden kitosan ekstraksivonunun optimizasyon cahsmasi, istatistiksel

deney tasanim ile gergeklegtirilmisgtir.
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Bu calismada ank R. miehei biyokiitlesinden kitosan ekstraksiyonunda NaOH
konsantrasyonu, deproteinizasyon sicakhn  ve stresi, asetik  asit  konsantrasyonu,
deasetilasyon sicakh@ ve siiresi olmak tizere 6 farkh degisken test edilmis (Cizelge 3.1) ve
deneyler bu degiskenlerin tamanmm igeren bir tasanm ile gerceklegtirilmigtir. Auk R.
michei biyokitlesinden fungal kitosan eldesi amaciyla cevap yiizey metodu ile uygulanan
deneysel tasanma gore gergeklegtirilen ekstraksiyonlardan elde edilen sonuglar Cizelge
4.3 de verilmistir.

Cizelge 4.3, Istatistiksel tasarim ile olusturulan farkh ekstraksiyon yintemleri ve sonuglan

; Deproteinizasyon ' Deasetilasyon . Fungal
ﬂ_”' Komsantrasyon | Sicakhk | Siire | Konsantrasyon | Sicakhk | Sire | kitosan
Deneme X X X | Xs Xe Xo | (mgig)

X 2 08 | 10 4 85 4 | 431
I | 08 30 3 85 B | 2%
3 1 121 | 20 4 85 6 | 428
4 2 108 | w0 | 4 83 B | 356
5 2 L S I 85 4 | 167
6 2 08 | 10 4 85 8 | 505
7 2 121 30 3 95 | 6 | 459
] 1 o8 | 20 4 75 i 10,9
9 2 121 10 3 73| 6 | 485 |
10 2 121 3 3 75 6 | 04 |
11 | 108 an 3 BS 4 40,3
12 3 95 20 2 8 | & 09
13 3 108 30 3 85 B 26,7
14 2 95 20 i 95 4 18,7
15 3 121 20 4 85 i 32
16 3 21 | 20 2 85| 6 12,7
17 2 a5 in 3 75 fi 19.1
18 2 121 20 3 95 | B ng |
19 e 95 20 4 85 6 T0.6
0 3 108 in 3 85 4 30
2| 2 e | 20 3 8 [ 6 [ 415
22 ' 3 108 10 1 83 B | 415
13 1 108 I0 1 85 8 4.7
4 2 108 20 3 8 | 6 | 323
25 2 121 0 1 75 8 35,5
26 2 08 | 30 2 85 8 14
27 2 121 10 1 % | 6 27,7
18 2 95 | 10 . b ] 6 16,6
0 1 108 20 4 95 (& 20,7
30 = 33 20 3 | 4 | ]
3 2 95| 30 3 95 6 443
iz 3 108 | 20 2 g5 | ‘A 44
B R 4+ _ % | § | a3
34 2 108 30 4 83 4 43,2
15 2 108 20 1 ] 6 48,2
36 ] 95| 120 2 8 | 6 18,1
37 2 121 20 3 95 4 14.9
38 1 108 | 20 2 75 [ 6 [ 289
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Cizelge 4.3, istatistiksel tasarim ile olusturulan farkl ekstraksiyon ydntemleri ve sonuglan

{devam)

Asamalar | Deproteinizasyon ! Deasetilasyon . Fungal
| b | Konsantrasyom = Sicaklik | Siire | Kossantrasvon | Sicakbk = Siire | kitosan
| Deneme X X | X LY | Xs | X | (mgig)
| ¥» | * | & | 0 2 | 7 6 19,6

4 3 g | 0 | 3 85 4 464
41 ! g | 20 | 2 93 6 196
42 2 08 | 20 | 3 &3 6 478
43 2 08 | W | 3 85 6 41,7
44 ! 08 | 10 3 83 4 208
45 3 g | 0 | 4 13 6 | 31
46 z 8 | 10 3 73 6 | 384
47 2 95 [ 20 i 95 B 385
48 ! - 2 83 6 7

49 2 08 | 30 z 85 4 295
S0 2 L 3 13 4 378
sl 2 95 | 20 3 73 B 21.8
s2 1 .| 20 4 a5 6 234
&3 2 g | 10 2 B5 B G
=4 2 g | 20 3 83 6 48,3

Auk & migher biyokiitlesinden kitosan ekstraksiyonunun optimizasyonu igin cevap
yilzey metodu ile uygulanan tasarimin istatistiksel analiz sonucu Cizelge 4.4 te verilmistir,
Katsayilanin isareti (Regression coefficient) ilgili de@iskenin hangi diizeyinin fungal
kitosan ekstraksiyonunun {zerinde etkili oldufu konusunda bilgi vermektedir. Pozitif
etkiler (+) defiskenin iist diizeyinin, negatif etkiler (-) ise de@iskenin alt diizeyinin etkil
oldugunu ifade etmektedir. Cizelge 4.4 incelendiginde X; defiskeni disindaki tim
degiskenlerin etkilerinin alt diizeyinin etkili oldugu génilmekiedir (p<0.05).

Coklu belirleme katsayis1 olan R, bajimsiz degiskenlerce bagimh degiskendeki
degisikligin  vizde ne kadanmm  agiklandigim  gésteren  bir  deferdir. Test edilen
defiskenlerin beraberce fungal kitosan eldesindeki defisimin 9676.32°sini aqikladifim
gostermektedir {Cizelge 4.5). Elde edilen sonuglann anlamh olabilmesi igin modelde F
degerinin viitksek olmas: ve “*Prob>F"" olarak ifade edilen olasihk degerinin 0.057ten
kiigiik olmasi gerekir. ODlasihk deferinin 0.1°den bilyiik oldufu durumlarda model cevap
degiskenleri igin anlamsiz olmaktadir. Bu ¢cahismada F-degen 16"dan yiiksek ve probabilite
defen disik oldugundan (<0.0001) model anlamlidr,
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Cizelge 4.4. Fungal kitosan ekstraksiyonundaki defiskenlerin etkileri

Source DF Coefflicient | Sum of squares | p Value
X ! 044 | 1832,14 | <0001
X 2759 | 245 | 00
Xi ' I 0,066 | 0,32 0935
Xa I 2978 | 273,79 00194
Xy i 091 | 69,03 |02
X! : 1 041 | 5.20 0,449
X ! I T47F | 402006 L <0001
x4 | 1 455 | 63908 | <0004
Xs | I 0019 | 003 | 09812
X4 . 1 8212 | 208093 L <0001
% | I 0906 | S92 0,2733
X | 1 6985 | 150581 <0001
XX A0S | A1MaT <0001
XX | | =54 258 | 435,20 | 0,034
x| I 5525 | 146523 L <00l
X X 1 1,683 | 68,01 | 00240
X | I 2466 | 146,03 00864
X | 1 0,537 6.93 L o0m
XX 1 1233 | 16,51 D389
X Xs I 322 | 497,94 T 00015
XeXe | I 141 | 5251 | 03022
XX | 1 3491 292,60 L 00017
X X ! 1 9912 | 2358,18 | =,000]
XNXe | 1 4987 | 1194.01 L =000
XX N 1 S % 1
XX | ] 230 | 126,96 0,109
LX | I 4045 | 392 85 L 00053

Cizelge 4.5, Fungal kitosan ekstraksiyonunda kullamlan tasanmn istatiksel analiz sonucu

Eaymak | mﬁ??&m mgm umm | ¥deferd Olambk (r)
| Model | 2115139 | 2 7 | 78338 | 160004 pi
. Kalan | 6560.14 134 o aEme |
 Toplam | 2771253 161 ' |

* Anlamlilk katsayis: (R?) = 0.76.

Ekstraksiyon yinteminde test edilen defiskenlerin etkisini karsilagtirabilmek igin
olugturulan Pareto grafifi Sckil 4.1°de sunulmustur. Bu grafikte sunulan kilavuz gizgi
istatistiksel olarak dnern simimm ifade etmektedir. Grafikte kitosan ekstraksivon isleminde
asetik asit ¢ozeltisinin konsantrasyonunun etkin bir role sahip oldufu gbérilmektedir.
Ozellikle deproteinizasyon asamasindan sonra asetik asit cozeltisi, elde edilen kitosanin
cOziinlrligind ve deasetilasyon derecesini etkiledigi igin bu degiskenin etkisinin dnemli
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olmasi istatiksel tasanm ile de dofrulanmistir. Aym sekilde asetik asit ¢hezeltisinde
bekletilme sicakh@gimin ikinci en Gnemli degisken oldugu gorilmilstiir. En dnemli digiinet
degisken olarak 1s¢e  deproteimizasyvon  asamasinda  kullamlan NaOH  ¢ozeltisinin
konsantrasyonun fungal kitosan ekstraksiyonunda Gnemli rol oynadifi belirlenmisgtir.
Fungal kitosan ckstraksivonunda en az etkili degiskenin ise deproteinizasyon asamasinda
NaOH gozeltisinde bekletilme sicakhifimmn oldugu tespit edilmigtir,

1LbyaL
MLbySL
(L)
1LbyaL

N2}
1Lby3L
M. byl

I.l;[]]
ALbyEL
1LbySL
21 6L
FLbydL

00
(53alL)

Standartlapmimey et b (Mutak deger

Sckil 4.1. Test edilen degiskenlerin standardize edilmis etkilerinin Pareto grafifi ile
ifadesi (ILby2L: NaOH konsantrasyonu ile deproteinizasyon sicakhifimn dogrusal
etkilegimi, 3Lby5L: deproteinizasyon siiresi ile deasetilasyon sicakhyfimin dogrusal
etkilegimi, X; (L) NaOH konsantrasyonun dogrusal etkisi, 1Lby4L: NaOH
konsantrasyonu ile asetik asit konsantrasyonunun dogrusal etkilesimi, Xs (Q): asetik asit
konsantrasyonunun karesel etkisi, 1Lby3L: NaOH konsantrasyonu ile deprotcinizasyon
siiresinin - dogrusal  etkilesimi, 3Lby4L: deproteinizasyon siiresi ile asetik  asit
konsantrasyonunun dofirusal etkilesimi, X1 {Q): NaOH konsantrasyonunun karesel etkisi,
4Lby6L: asetik asit konsantrasvonu ile deasetilasyon siresinin dofrusal etkilegimi,
I LbySL: NaOH konsantrasyonu ile deasetilasyon sicaklifinin dogrusal etkilesimi, 2ZLby6L.:
deproteinizasyon sicakhf ile deasetilasyon siiresinin dogrusal etkilegimi, 2Lby4L:
deproteinizasyon sicaklhii ile asetik asit konsantrasyonunun dogrusal etkilesimi, X3(Q):
deproteinizasyon siiresinin karesel etkisi, X5(L): deasctilasyon sicakh@gimin dog@rusal etkisi)
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Sekil 4.2°de deneysel calisma sirasinda gizlenen ve istatistiksel tasanm ile
hesaplanan fungal kitosanmm iliskisi ve uyumu verilmistir. Bu sekilde mavi noktalarin
kirmuz ¢uzgive yakin oldugu, sonuclann ¢ogunlugunun birbiri ile uyumlo oldugu
goriilmektedir. Sonuglann daha iyi anlagilmasi ve yorumlanabilmesi amaciyla, fungal
kitosan ckstraksiyvonunun optimize kosullarninim g boyutlu tahmini modelleri Sekil 4.3 de

sunulmustur,
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Gazlencn mikiarlar

Sekil 4.2, Elde edilen fungal kitosamn gozlenen ve hesaplanan deferleri

Sekil 4.3 incelendifinde her bir cevap defiskeni igin optimum faktér seviyelerinin
farkh oldugu gonilmektedir. Bu grafiklere bakildifinda, fungal biyokiitleden yiiksek
miktarda kitosan eldesi, 3N NaOH ¢ozeltisinde 95 °C'de 20 dk deproteinizasyon, %4
asetik asit ¢ozeltisinde ¥5 °C’de 6 saat deasetilasvon vamlmasiyla elde edilecegi

belirlenmistir.

Deasetilasyon izleminde belirli bir siirede vapida Gnemli bir bozunma olmadan
asetik asit igerisinde ¢Oziinme iglemi gergeklestirilmelidir. Bu nedenle sicaklifin ve siirenin
dogru sekilde beliflenmesi gerekmektedir. Deasetilasvon islemi otoklav vardim ile
gerceklestirilmigtir. Ozellikle bu asama elde edilen kitosanin deasetilasyon derecesini
onemli derece etkilemektedir. Bu ¢alismada fungal bivokiitlenin, viksek konsantrasyon
olan 70.6 mg/g degerine 3N NaOH ¢ozeltisinde 95 °C ve 20 dk da deproteimizasyonu ve
Yd Ik asetik asit ¢bzeltisinde &5 “C’de 6 saat deasetilasyonunun gergeklestirilmesiyle
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ulagilmustir. 2N NaOH g¢dzeltisinde 108 “C’de ve 10 dk da deproteinizasyon, %4’ lik
asetik asit gozeltisinde 85 °C’de 8 saat deasctilasyon uygulamasinda ise 59.5 mg/g kitosan
elde edilmigtir. En digiik miktarda kitosan eldesi (10,9 mg/g) 1s¢ 1| N NaOH gozeltusinde
108 “C’de, 20 dk da deproteinizasyon, %4’lilk asetik asit ¢bzeltisinde 75 “C'de 6 saat
deasetilasyon uygulandifinda gergeklesmistir.

Geleneksel olarak kitosan dretimi, hiicre duvanndan iki agamal bir ekstraksiyon
iglemi (deproteinizasyon ve deasetilasyon) ile gerceklestirilir. Fermentasyondan sonra
miselyal biyokiitlenin alkali kosullar altinda (%2-4 NaOH) yitksek sicaklikta islenmesiyle
(90-121 °C sicakhkta, 15-120 dakika), kitosan. proteinler ve borulmus hiicre duvan
pargalan alkali géziinmeyen bir materyal olarak ¢lde edilir. Bu adimdan sonra, kitin-glukan
kompleksi, bir deasetilasyon ile kitosan' a déniigtinilerck kitini serbest birakir. Daha sonra
%52~ 10 konsantrasyonlarinda hidroklonk asit (HCI), laktik veya asetik asit gibi bir asitle,
25.95 °C sicakhkta, 1-24 saat boyunca bekletilir. Bu islemin amaci ¢oziinmeyen maddeleri
ve fosfatlan hilere duvanndan wzaklagtrmak ve olabildigince daha fazla kitosan elde
edebilmektir.  Asitte ¢dziiniir halde bulunan kitosanlar, NaOH yardiyla pH
vilkseltildiginde giriiniir hale gelir ve ¢okelti olustururlar, Santrifiij sonras) siipernatant
uzaklastinhr ve pellet (kitosan) aseton, etanol gitn ¢ozliciilerle vikanirlar (Tasar vd., 2016;
Hugq vd., 2022). John Kasongo vd. (2020), dev termit olarak bilinen Termittonyces tianicis
mantanindan kitosan ekstraksiyonu gergeklestirmistir. 3M NaQOH ¢ézeltsinde 100 °C
sicaklikta 120 dakika deproteinizasyon, 6 N HCI ¢izeltisinde 80 °C sicaklikta 16 saat
deasetilasyon iglemi sonucunda 638,04 kitosan elde etmiglerdir.
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Sekil 4.3. Test edilen degiskenlerin ikili etkilesim grafikleri (a: Deproteinizasyon
sicakhgn 1le NaOH konsantrasvonu ctkilesimi, b: Deproteinizasyon siiresi ile sicakhg
arasindaki etkalesinm, ¢: Asenuk asit konsantrasyonu ile deproteimzasyon sicakhg ile
etkilesimi, d: Deasetilasyon sicakhfi ile deproteinizasyon sicakh@ etkilesimi, e:
Deasetilasyon siiresi ile deproteinizasvon sicakhg etkilesimi, f: Asetik asit konsantrasyonu

ile deproteinizasyon sicakhif etkilegimi)
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Sonug clarak bu ¢ahsmada kitosan ekstraksiyonunda uygulanan 6 degiskenin, auk
£, miehei bivokitlesinden fungal kitosan ckstraksiyonu izerine etkisi sorgulanmigtir. Atk
R. miehei biyokitlesinden, Ramos Berger vd, (2018) uyguladii kitosan ckstraksiyvonu
prosediirii ile 13.8 mg'g kitosan elde edilmistir. Bu ¢ahismada kitosan ekstraksiyvonunun
optimizasyonu sonucu ¢lde edilen en yiksek kitosan miktan 70.6 mg g™ dir. Sekil 4.3"de
goriildiigh fizere ekstraksiyon asamalanndaki defiskenler oldukga dnem arz ctmektedir,
Kabuklu deniz hayvanlanmn yapisindaki veya fungal biyokiitledeki kitosamin kullanim
alanlanmin belirlenmesinde de ckstraksiyon yontemi dnemlidir. Bu nedenle etkili bir
ekstraksiyon gereklidir. Azlan vd. (2020) wrafindan yapilan Mucor reuxii® den kitosan
ekstraksiyonun optimizasyon ¢alismasinda deproteinizasyon asamasi iyvilestinilmistir, Bir
grama 40 ml IM NaOH ¢ozeltisi (1:40, v/iv) ile 121 *C de 25 dakika deproteinizasyon,
%05 asetik asit ile 14 saal deasetilasyon asamasi ile 158 mg'g kitosan elde ctmiglerdir.
Tao (2004) Aspergillus niger’ den kitosan ekstraksivonunda 1M NaOH (w:v/1:40)
gozeltisinde, 95 °C sicakhkia, 30 dakika deproteinizasyon, %2 asetik asitle 6 saat 95 °C
sicaklikta deasetilasyon asamas: sonucunda 624,01 kitosan elde ettiklerini raporlamisgtir.

Deasetilasyon asamasimda kullanilan asidin tipi son iinin kitosanin Geelliklerin
etkileyebilmektedir. Bu amagla ¢esitli arastincilar formik asit, laktik asit, siilfiink asit gibi
asitlerin kitosan eldesi iizerine aragtrmalar gerceklestirmistir. Deasctilasyon asamasinda
uygulanan sicakhk ctkisinin siilfiink asit yerine laktik asit ile gergeklestirildiinde elde
edilen kitosamin veriminde artig oldugunu rapor etmistir. Asidin tipi sadece verimi degil
elde edilen kitosanin deasetilasyon derecesini, ¢hziiniirligi gibi karakteristik Gzelliklerini
de etkilemektedir, Giiglii asitlerin kitosan yapisindaki monomerleri pargaladifn ve verimin
bu nedenle dilstigl dilsindlmektedir (Kannan ve Rajarathinam, 2010). Ank R miehef
bivokiitlesinden kitosamin ekstraksivonunda optimal kosullar saglandifinda elde edilen
kitosan miktan dnemb dlgiide degiskenlik gostermistir. Yamilan bu ¢alisma ile 80 mg/g’ a
varan sonuclann elde edilebilecedi istatistiksel olarak belirlenmistir. Boylece istatistiksel
tasanm kullamilarak gergeklestirilen kitosan ekstraksiyon optimizasyonu sonucunda elde

edilen kitosan miktan 5 kat arttrnlmustir,



4.1.3. Optimize kosullarda elde edilen kitosan karakterizasyonun

Auk R, michei bivokitlesinden optimize kosullarda ckstrakie edilen kitosamin
miktarsal olarak arttinlmasi her ne kadar dmemli ise elde edilen kitosamin fiziksel ve
bivolojik dzellikleri de o kadar Gnem arz etmektedir. Bircok alanda kullamm olanagi
bulunan kitosamn hangi uygulama igin uygun oldugu bu asama ile belirlenmeye
calisilmistir.

4.1.3.1. Ciriinebilirlik testi

Kitosanin ¢Ozinirligl dnemli parametrelerden biri olup molekil agirhigina, tretim
kaynafina, ortamda metal ivonlanmin bulunup bulunmamasina, ¢bzicil olarak kullanilan
diigik olmas: kullamim alamm da ksitlamaktadir. Bu ¢alsmada ank R miehei
bivokitlesinden optimize kosullarda ckstrakte edilen kitosamin %0.1-0.8 asetik asit
ghzeltisinde ¢hzinmedigi, %1-3 arasinda iyi ¢dzindigi belirlenmistir. Pozitif kontrol
olarak kullanilan ticari kitosamin spesifikasyonunda da (Ek-A) belinildigi gibi ticari kitosan
da %l asetik asit gozeltisinde i1yl goziinmiistiir, Elde edilen kitosan ile tican kitosan
karsilastinldifinda ¢éziinirliklerinin benzer oldugu goriillmiistiir, Digiik pH® larda kitosan
polikatyonik ozellik gostermektedir. Baz  ¢ahsmalarda kitosamn  gozindrligiingn,
deasctilasyon derecesi ve molekiiler agirhg ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Hug vd.
2022). Diigiik deasetilasyon derecesine sahip kitosamin, sadece pH 9 wve izerinde
goziinchilir oldugu, buna karsin yiiksek deasetilasyon derecesine sahip kitosanmin, pH 6.5 ve
altinda ¢bztniir oldugu, ndtral ve alkali pH degerlerinde ¢oziinmedigi, yiksek
deasetilasyon derecesine sahip kitosanlanin glutamik asit, hidroklorik asit, laktik asit ve
asetik asit gibi organik ve inorganik asitlerle tuz olusturarak ¢oziindigi gosterilmistir
(Yildinm wd., 2006). Bu durumda R michei ank biyokitlesi ile tretilen kitosanin
coziiniirliginiin ~ gesitli  uygulama  alanlannda  kullamilabilir  dzellikte  oldugu

diisiinilmektedir.
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4.1.3.2. F1T-1R analizi

Auk R, michei bivokitlesinden optimize kosullarda ckstrakie edilen kitosamin
vapisimin dofrulanmasi igin FT-IR analizi gerceklestirilmis olup, elde edilen spektrum
Sekil 4.4° de venlmistir. Auk R miehei bivokiitlesinden optimize kosullarda eksirakte
edilen kitosan pikleni ile ticari kitosanin absorpsiyon piklenyle benzerhik gostermigtir.
Genel olarak, kitosan bantlan 3000-3500 cm™ (NH bag1) den 1400-1650 em™ (C=0 bag)
arasinda gonilmektedir (Chatterjee vd., 2005), Kitosanin karakteristik amid piklerinin,
fungal kitosanda goriilmesi, ekstrakte edilen Giriiniin kitosan oldugunu dogrulamastir.
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Sekil 4.4. Kitosan FTIR spektrumu, Amid-1 band: absorbans ile hidroksil grubu absorbans
hesaplanmas igin taban ¢izgilen

4.1.3.3. Kitosamn deasetilasvon derccesinin belirlenmesi

Kitosamin dzelliklerini ve uygulama alanlanm tanmmiayan en dnemli dzelliklerninden
biri deasetilasvon derecesidir. Deasetilasvon derecesi, amino gruplanmin  sayisimn,
asetilamino gruplanmn sayisina oramdir. Bu oran ticari olarak %640 ile %95 arahfinda
olabilmektedir. Atk R, mieheir biyokiitlesinden optimize kosullarda ckstrakte edilen
kitosamin  deasetilasyon derecesini belirlemek igin FT-IR analizi sonucu elde edilen
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spektrum kullanilmistir. Analiz sonucu, 400-4000 em™ dalga sayisi araliginda elde edilen
absorbans degerleri ile hesaplama yvapilmistr. Atk B miehei biyokiitlesinden elde edilen
kitosamin ve ticar kitosamin deasetilasyon derecesi, karaktensuk kitosan piki (3000-3500
em) ile referans pikinin (1400-1650 cm') kargilastinimas: ile  belirlenmigtir.
Hesaplamalara gore fungal kitosamn deasetilasyon derecesi %78, tican kitosaminin
deasetilasyon derecesi %685 olarak bulunmustur. Yapilan hesaplama sonucu elde edilen
veri ticari Kitosanin spesifikasyonunda (Ek-A) belintilen spesifikasyon degerleni ile
wyumluluk giostermektedir, Bu durum uygulanan vontemin ve kullamlan formiiliin
dogrulugu, elde edilen verilerin glivenilirliginin ifade etmektedir. Literatirde fungal
kikenli kitosanlann deasetilasyon derecesi ile ilgili veriler incelendiginde genis bir
dagilima sahip oldugu gorilmektedir (Cizelge 4.6). Deasetilasvon derecesi %60 ile %605
aralifinda olmalidir. Daha altindaki degerlerde safsizlik orami arttifn igin bu durum glukan-
kitosan kompleksinin tam olarak aynlmadifim veya kitinin Kitosana ectkili sckilde
donustirilmedigi anlarmima gelmektedir (Moore ve Roberts, 1980). Bu duram R. miteher
atk biyokitlesinden elde edilen kitosamin %% 78 deasetilasyon derecesi ile literatiirle

uyumiu oldufunu ve ticari olarak kullamlabilir oldugunu géstermektedir.

Cizelge 4.6. Bazn mikroorganizmalardan elde edilen kitosanlann deasetilasyon dereceleri

Mikroorganizma Depselilasvon Derecesi {%a) Relerans
Absidia glouca 7550 Miyoshi vd_, 1992
 Miucor ronii ' 8090 | Synowiccki ve Al-Khateeb, 1997
Absidia orchidis ' 68-85 | Jaworska ve Konjeczna, 2001
Aspergillux niger ' El-90 '
mjmjﬂ | :; | Pochanavanich ve Suntomsuk, 2002
Lentinus edodes ' .1
Gongronella butleri ' §9.92 | Nwe vd., 2002
Penicillium chrysogenam 84 | Tianwei vd.. 2002
Mucor racemesus ' 70-84 | W, 2005
Rhizomucar michei f 81 | Tajdini vd.. 2010
::Lm S — :;:z | Vaingankar vd.. 2014
Rhizapus arrhiizus ' 82 | Berger vd., 2014

Benjaminiella poitrasii ' 94 | Mane vd., 2017
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4.1.3.4. Molekiil Afrhfinin Belirlenmesi

Kitosan molekiiler agirhig, vapisindaki monomerik binmlerinin sayisi ile dogrudan
iliskili oldugundan kitosamin ¢oelinirlik, viskozite vb, gibi deelliklenm ve uygulama
alanlanm etkilemektedir. Bu aqdan kitosanlar, molekiil afirhfi bakimindan ii¢ gruba
aynilmaktadir; (1) disik molekul agrhikh kitosan (50 kDa™ dan daha diisik), (2) ora
molekiil agirhikh kitosan (50150 kDa), (3) viiksek molekill agirhikh kitosan (150 kDa" dan
daha viiksek) (Yildinm vd., 2016). Auk & miehei biyokiitlesinden elde edilen fungal
kitosan ve ticari kitosamin viskozite-ortalama molekiil afirhii, Ubbelohde Seyreltme
Viskometresi ile belirlenmistir. Bu ¢alismada fungal kitosamn molekiil agirhg 14 kDa,
ticari kitosamin molekiler afirhf 87 kDa olarak belirlenmistir. Bu sonug ank B mieher
bivokiitlesinden elde edilen kitosanm  diigiik molekil agirhfina sahip  oldounu

ghstermistir.

Literatiirde fungal koékenh kitosanlann  molekill afrhfina  iliskin  veriler
incelendiginde, kabukly deniz canhilanimin anklanndan elde edilen kitosan, yiiksek
molekiiler kiitleye sahipken (vaklasik 1.5 10" Da), fungal kaynaklarndan elde edilen
kitosamin molekiiler agirhklan (6.4 10°-1.4 10° Da) genis dlgide degismektedir (Wang vd.
2008). Bu durum R. miehe! ank biyokiitlesinden elde edilen kitosamin diigilk molekiler
agirhgna sahip olmas: literatiirle uyumluluk gdstermektedir. Digilk molekiil agirhgina
sahip kitosanlar, insan viicuduna zararsizdir ve yilksek antibakteriyal etki gstermektedir
{Dragostin vd., 2016). Aranaz vd. (2009), disiik molekill agirhikh kitosanlar, gen tagima,
mda kaplama ve wyara ivilesmesi gibi uygulama alanlan igin tercih edilmeve uygun
oldugunu rapor ctmistir, Gida ambalan kullammunda ise Dotto ve Filho (2017) tarafindan
vapilan aragtirmada diigiik molekill afirhfma sahip kitosan katkili ambalaj ile papaya
meyvesinin ve baliklannin depolanmasi ve saklanmasinda vilksck molekiiler afirhga sahip
kitosan katkih ambalajlara gire daha basanh oldugu gdsterilmistir.

4.1.3.5. XRD (Tek kristal) wim analizi

Literatiirde kitosamn  karaktenstik piklerinin 10 ve 207 Cleninde gdzlendifn
belirtilmistir (Erdogan vd., 2017). X-asinlan toz kinmm deseni incelediginde, 9 ve 19°
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‘lerinde iki belirgin pikin oldufu girilmektedir (Sekil 4.5; Sekil 4.6). Bu pikler auk R.
miehei bivokiitlesinden clde edilen kitosamin ve tican kitosamin amorf yapida oldugunu
gostermektedir. Diger piklerin varh@ glukan kalintisi olduguna ve kitosamin iginde
safsizhiklar oldugunu gostermektedir. Fungal ekstraktaki kitosan kristalin indeks degerleri
(Crl) %4985 tken, tican kitosamn (Adaga) Crl defieri %059.91 olarak bulunmustur. Elde
edilen sonuglann literatiirle vyumlu oldugu gariilmektedir (Ahmad vd., 2020).
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Sekil 4.6. Fungal kitosanin XRD spektrumu

4.1.3.6. SEM analizi

Auk R micher bivokiitlesinden optimize kosullarda ckstrakte edilen kitosamin
yiizey morfolojisi gbriiniimi hakkinda bilgi edinmek amaciyla SEM analizn vaplmastir,
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Numune paladyum-altinia kaplanarak SEM gériintiilen: ¢ekilmisur. Sekal 4.7° de kitosamn
plirtizsiiz bir yiizeye sahip oldugu gonilmiis ve kitosan yiizey morfolojisinin diger Gnemli
dzellign olarak amorf yams gozlemlenmigtir, Optimize kogullarda ¢lde edilen fungal
kitosamin piiriizsiiz bir yiizeye sahip olmasi, ekstraksiyonunda kullamlan alkali ¢Gzeltinin
uygun konsanirasyonda oldufunu gdstermistir. Lifli bir vapi gorinmektedir. Codunlukla
deniz canhlanndan eld2 edilen kitosanlarda hil yamlar gériilmektedir. Mineral (CaCOys)
kalintisi tasimalar durumunda SEM ile Ca™ beyaz noktalar halinde tespit edilmektedirler.
Ancak fungal ckstraksivonda bu asama olmadii igin beyar nokta gortiniimii olmamistir
(Cui vd., 2018).

Sekil 4.7 Fungal kitosamim SEM goriintiilen

4.1.3.7. Elementel Analiz

Genel olarak kitosamin element bilesimi, vaklasik % 44,11 karbon (C), % 6,84
hidrojen (H) ve azot (N) % 7.97 oramndadir (Paulino vd., 2006). Cesitli uygulamalarda
kitosamin sahip olduiu karbon ve azot igengi, buna bagh C/N oram énemli bir dzelhik

olarak aranmaktadir. Kitosan tirevlerinin eldesi igin kitosana baglanmak istenilen bilegigin
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baglanabilme oram ve Gzelliklerini bu sekilde belirlemek milmkiin olabilmektedir. Auk R
miehei biyvokiitlesinden optimize kosullarda ckstrakte edilen fungal kitosamin yapisi
elementel analiz ile aydmlatiloug ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.7 de verilmistir,
Sunulan verilere gdre fungal kitosamn ticari kitosana oldukga benzer yapiya sahip oldugu
gonilmisstir. Bununla birlikte fungal kitosanda karbon yiizdesinin ticari kitosana oranla
daha diisiik oldugu belirlenmistir. Azot yiizdesinin ise ticari kitosanin daha yiiksek oldugu
gorlilmilstlr. Literatlrdeki kitosanlanin elemental ile ilgili veriler incelendiginde genis bir
dagmlima sahip oldugu gorilmekte ise de birbirine yakin degerler elde edilmigtir (Paulino
vd., 2006). Bu durum atik & miehei bivokiitlesinden optimize kosullarda ekstrakte edilen
fungal kitosamin gesitli tiirevlerinin olusiurulmasinda ve yeni materyallerin yapiminda

kullamlabilir oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.7, Elementel analiz sonuglan

Elementler Fungal kitosan (%) Tican kitosan (%)

K. arksom £ 591 6,09

Hidrojen | 693 ' 7,10

Nitrojen | 6,40 ' 8,08
Sulfar | 0,20 '

N ' 6,06 1 X
4.1.3.8. Termogravimetrik (T€:A) Analizi

Ank R michei biyokiitlesinden ekstrakte edilen fungal kitosamn ve tican kitosamn
wil kararhhk duromunu, borunma davramsime belirlemek amacivla TGA  analizi
vapilmustir, Termal gravimetrik analiz sonuglan Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da verilmigtir. TGA
analizinden elde edilen sicakhga bagh % kiitle de@isim grafiginde iki asamada borzunma
goriilmektedir. 11k asamada 50 °C sicaklikta yapidan kiitle kavbimin nem kaybindan
kaynaklandifi, su molekiliinin ortamdan avnlmasi nedenivle meydana geldigi
dilsiiniilmektedir. Ank R. miehei biyokitlesinden ekstrakte edilen fungal kitosamn 138 °C
de gergeklesen %737 lik kitle kaybimin fungal kitosan vapisimin zincirlennde meydana
gelen borunmadan kaynaklandig dilgiinilmektedir.
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Sekil 4.9. Tican kitosamin TGA goriintiisii

Kitosandaki asetil grubunun aynlmas: ile bozunmamn baglamasi 250-350°C
aralifindadir. Ticari kitosamin 309 °C" de bozunmaya basladifn gbrillmektedir. Atk R
miehei biyokitlesinden ekstrakte edilen fungal kitosamin 414 °C" de bozunmaya bagladig
girilmektedir. Deniz kabuklulanndan elde edilen ticari kitosan, fungal kitosana gére
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borunmaya daha erken baglamistir (Sekil 4.10). Bu durum auk 8. miehei biyvokitlesinden
ckstrakte edilen fungal kitosanin termal stabilitesinin ticar kitosana gore vilksek oldufunu

gostermekiedir.
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Sckil 4.10. Fungal kitosan il ticari kitosamn kargilastirmasi

4.1.4. Kitosamn bivolojik aktivitesinin belirlenmesi

Yamilan arastirmalarda deniz canhlanndan elde edilen tican kitosanin, hemostatik,
antimikrobiyal, anti-kanserojen, anti-kolesterol, yara iyilestirici aktivite gibi birgok
bivolojik Gzellife sahip olduu gésterilmigtir (Yildinm vd., 2016). Kitosan ve tirevleri,
antimikrobiyal ve vara iyilestirici aktivite bakimmndan nemli bir vere sahiptirler (Uner,
2021). Bu galismada ank R. miekei biyvokitlesinden optimize kosullarda ekstrakie edilen
kitosamin antimikrobiyal aktivitesi mikrodiliisyon yontemi ile test edilmistir, Ank 8. miehei
bivokiitlesinden optimize kosullarda ekstrakte edilen  kitosamin  yara  ivilestirme
potansivelini onaya koymak igin in vitre gizik (stracht) testi uygulanmistir.
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4.1.4.1. Antimikrobival aktivite

Kitosanin antimikrobiyal aktivitesi, pH, deasetilasyon derecesi, molekiil agirhf
gibi gesitli faktirlerden etkilenmektedir. Ozellikle diisik pH' larda gosterdigi polikatyonik
dzellik kitosamin antimikrobiyal aktivite gdstermesinde dnemli bir etkendir. pH 6" dan
kiigiik degerlerde glukozamin bileseninin ikingi karbonundaki amino grubu (-NH:) proton
baglayip pozitif yikli (-NH:") forma doniigtiifiinden kitosanin antimikrobival aktivitesi
kitine gbre daha yiiksektir (Yildinm vd., 2016). Kitosan serbest amino gruplan igermesiyle
kitinden aynlr. Bu yamlar, mikroorganizmalanin yiizeyvinde bulunan lipoepolisakkarit ve
hilcre yiizey proteinleri gibi anyonik bilesenler ile elekirostatik etkilesime girerler. Bu
etkilesim sonucunda hiicre membramndaki  yiiklerin  dagihi  degiserek  membran
bitiinliigi bozulmaktadir. Hiicrenin membran gegirgenliginin bozulmas: sonucu  hiicre
oliir. Bunun yvam sira kitosanlar, sahip olduklan molekiller afirhk, deasetilasvon derecesi
gibi dzelliklerine gbre farkh antimikrobival etki mekanizmalan gosterebilirler (Li ve
Zhuang, 2020). Omegin suda ¢hziinebiliv diigiik molekiiler agirbkl kitosanlar hiicre
igerisine kolayhkla girebilir ve hiicre i¢indeki biyokimyasal reaksiyonlann bozulmasima
neden olurlar. Yiiksek molekiiler agirhkh olan kitosanlar ise hiicre igine giremediklen igin
vilzey etkilesimleri sayesinde hiicrenin membran biitiinliigling, iyon dengesini bozarak

hiicrelerin dliimine neden olurlar.

Genel olarak literatiirde kitosan ve tirevlerinin ilk etki ettifi yverin hiicre duvan
oldugu ve mikroorganizma éliminin ise membran yapisimn bozulmasindan ileri geldigi
kabul edilmektedir (Goy, 2009). Bununla birlikte kitosan, hem gram-pozitif hem de gram-
negatif bakterilere kargi etkilidir. Farkh kompozisyondaki hilcre duvarian nedenivle gram
negatif ve gram pozitif bakteriler kitosandan farkli sekillerde etkilenmektedirler. Gram
negatif bakterilerin hiicre duvannda lipopolisakkaritler bulunmaktadir ve peptidoglikan
tabakas: daha incedir. Ayrica gram negatif’ bakterilerin hiicre yiizevindeki negatif yiikler
kitosanin kolaylikla etkilesime girmesini saglar. Diislik molekiller agirhikh kitosanlar gram
negatif bakterilere kars) etkilivken, yiiksek molekiler agirhkh kitosanlar gram pozitiflere
karsi daha etkilidifler. Bununla birdikte sadece molekiller agwrh@  degil kitosan
konsanirasyonu, deasetilasyon derecesi, pH, elde edildifi kaynak, sicakhk,
mikroorganizmanin  tirdk, metal katkilamamin  olup olmadifn  gibi  birgok  etken

antimikrobiyal aktiviteye etkilemektedir.
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Sekil 4.11. Kitosanin antibakterival etki mekanizmalan (Kravanja vd., 2019)

Sekil 4.117 de de gorildigi tzere, kitosan ve lipopolisakkaritler (veya teikoik asit)
arasindaki elektrostatik etkilesimler, hiicre zanm bozarak kitosanin hilcre zanna daha fazla
niiffuz etmesini saglar. Polikatyonik dzellifi nedeniyle iyon dengesini bozarak hilere
digindaki besin elementlerinin hiicre igine almmasim  engeller. DNA, protein  gibi
molekiillere baglanarak hilcrenin ¢ofalmasim durdurabilirler. Bu ¢ahismada optimize
kosullarda ckstrakte edilen fungal kitosanmn, 2 Gram negatif (Escherichta coli (E) ve
Pseudomonas aeruginosa (P)) ve | Gram pozitif (Siaphyvlecoccus aurens (5)) bakteri
olmak iizere test mikroorganizmalanna karji antibakteriyal aktivitesi belirlenmeye
gahsilmigtir. Auk R miehei biyokiitlesinden optimize kosullarda ekstrakte edilen fungal
kitosan wve ticari kitosan numunelerinin MIK degeri inkiibasyon sonrasi gelisme
varligvyokluguna gore degerlendirilmistir (Sekil 4.12). Test uygulamas: inkiibasyon
sonrasinda iireme olmavan dozlann belirlenmesi ile tamamlanmstie. Yapilan bu ¢ahsma

sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.8° de sunulmugtur.

i, 'i!-._-u-__.-u

& HE e

Sekil 4.12. Fungal kitosan (K-1; soldaki mikroplaka) ile ticari kitosamin (K-2: sagdaki
mikroplaka) bakteri ve maya test mikroorganizmalanna karsi MIK goriintiisii
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Cizelge 4.8, Minimum inhibisyon konsantrasyonlan (pg/ml)
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Cizelge 4.4'de porildigi lizere, aunk R. miehel biyokiitlesinden elde edilen fungal
kitosamin gram negatif E. coli’ve karsi daha etkili oldugu gram pozitif 5. avrens’a karsi
daha az etkili olmustur. Elde edilen sonuglar literatiir ile uyumluluk gistermesi ile birlikte
fungal kitosamn molckiiler afirhgimin diigiik olmasi nedeniyle hilere igine girerek hiicre igi
bivokimyasal reaksiyonlan bozdugu sovlenebilir, Ancak ticari kitosan orta molekiil
agirhifinda olmasina ragmen, fungal kitosanla aym MIK degerlerini vermigtir. Bu nedenle
molekiiler agirhklanndan ziyvade bir diger mekanizma olan polikatyonik etkiler nedeniyle
antibakterival etkiye neden olduklan gérilmektedir.

Fungal kitosan ile ticari kitosamin bivofilm olusturma ozelligi olan P. aeruginosa’
va karsi antibakteriyal etki mekanizmas: farklilasmaktadir. Ticari kitosammn, fungal
kitosana gbre P. aeruginesa” ya karst daha yilksek antibakterival aktivite gisterdigi
gorilmistir. Yiksek deasetilasyon derecesine sahip kitosanlarin P, aeruginosa’ya kargi
daha etkili oldugu, deasetilasyon derecesinin antibakteriyal etki mekanizmalannda dnemli
rol oynadifn bildirilmigtir (Tsai wd., 2002). Yiiksek deasetilasyon derecesine sahip
kitosanlann antifungal aktivitelennin daha disik oldugu belirtilmstir, Bu ¢ahismada da
yilksek deasetilasyon derecesine sahip ticari kitosamn, diigiik deasetilasyon derecesine
sahip fungal kitosana gdre antikif aktivitesinin diigiik oldufu tespit edilmistir. Ticari
kitosan ile fungal kitosamn C. afbicans’a (C) karg1 antimaya aktivitelerinin aym olmas
nedeniyle antimaya aktivitesinde polikatyonik mekanizmanin devrede oldugu sdylenebalir.

Genel antimikrobival aktivite durumlan Sekil 4. 13°de verilmistir,
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Sekil 4.13, Ticari ve fungal kitosanin antimikrobiyal aktivitelerinin karsilagtinlmas

Kitosanin  antifungal aktivitesinin mekanizmasi  heniiz tam olarak ortaya
gikarlamamg olmasma karsin bununla ilgili de iki mekanizma dne siriilmektedir. [k
mekanizmaya  gire  kitosamn  polikatyonik  dzelliginin - kif ve mayalann  hilcre
viizeylerindeki negatif yiikler ile etkilegime girerek, iyin dengesinin bozulmasina vol agar,
ikinci mekanizmaya gére ise fungal hiicrenin i¢ine girerek protein, DNA gibi molekiillere
baglamr, Bunun sonucunda dremeyi durdurmug olur, Bu galigmada optimize kosullarda
ekstrakte edilen fungal kitosanin, mayalara kars: etkisi ig¢in Candida albicans, kiiflere kars:
etkisini belirflevebilmek igin Aspergilfus brasiliensis test mikroorganizmas: kullamlmisur
(Sekil 4.14).
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Sckil 4.14. Fungal kitosan (K-1; disttcki satirlar) ile tican kitosamn (K-2; alttaki satirlar)
Aspergillus brasiliensts (ATCC 16404) kiifiine karst MIK goriintiisi
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Kitosamin funguslar fizerindeki etkisinde kitosan konsantrasyonunun kilit fakidr
oldugu ve Fusarium oxysporum, Colletrotichum gloeasporioides, Rhizopus stolonifer ve
Penicillivm digitatum kiiflerinin geligmelerinin tamamen Gnlenebilmesi igin yitksek kitosan
konsantrasyonun gerekli oldugu rapor edilmistir. Omegin, Rhizopus siolonifer” e kars 2
mg/mL diizeyinde kitosan uygulandifinda maksimum antifungal aktivite gdsterdifi tespit
edilmistir. Farkhh molekiller afirhklara sahip kitosanlann dspergiffus niger "a karg
antifungal aktivitesi, Li vd. (2008) tarafindan ¢alisilmmsur. Y ksek molekiiler agirhga sahip
kitosanlanin, 4. miger "a kars antifungal aktivitesinin olmadiimi ve disilk molekiiler
agirhiga sahip kitosanlarn 72 saatte 4. miger’ in bilyimesini inhibe ettifini rapor
etmislerdir. Elde edilen veriler deferlendirildifinde atk R mieher biyokitlesinden elde
edilen fungal kitosamin ticari kitosana gore, MIK degerleri yakin olmakla birlikte
mikroorganizmadan mikroorganizmaya gire degiskenlik gdsterdigi belirlenmistir. Bu
sonu¢ fungal kitosamn antimikrobiyal ajan olarak kullamilma potansivelinin oldugunu

gostermektedir.

4.1.4.2. Yara ivilestirici aktivite (Stratch testi)

Yara iyilesmesi, hiicre migrasyonu, proliferasyon, farkhilasma wve apoplozis
asamalarim igeren olduk¢a kompleks bir sliregtir. Yara iyilesmesinde kullamlan, viicut ile
temas eden her seyin bivouyumlu olmasi gerekir aksi takdirde immiin sistem tarafindan
disar atlir. Kitosan, hemostatik aktivitesi nedeniyle varalann iyilestirilmesinde kullamlan
dogal ve biyouyumlu bir polimerdir. Yaramin erken evrelerinde hiicre migrasyonu ve
poliferasyonunu  hizlandiner etkisi bulunmaktadir (Bano vd., 2017; Uner, 2021). Bu
cahsmada yara ivilestinei aktivitesi belirlenmeden dnce, ank R. miehei bivokiitlesinden
elde edilen fungal kitosamin ve ticari kitosamin farkli konsantrasyonlardaki HaCat
hiicrelerinin canhihi dizerindeki etkileri belirlenmistir. Bunun nedeni yaramin ivilesmesi
win hicrelerin migrasvon yapabilir canlihkta olmasi gerektigidir. Elde edilen verilerin
istatiksel analizi, GraphPad Prism 9 programi ile yapilmistir. Standart sapma ve anlamhilik
degerleri bulunmustur, p=0,05 ise anlamsiz, p<0,05 ise anlamh olarak degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuglara gire tican ve fungal kitosanlann konsantrasyonlan arttikga HaCat
hiicrelerinin biiyiimesi fizerinde olumsuz etki gdstermistir (Sekil 4.15). Istatiksel analiz
sonucu P<0,0001 oldufundan hicre canliifmndaki azalma istatistiksel olarak anlaml

bulunmustur (Tek yinlii Anova, Tukey analizi).
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Sekil 4.15. Ticari {a) ve fungal kitosanin (b) HaCaT hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi

Ank K. miehei bivokiitlesinden elde edilen fungal kitosan ve ticar kitosanin HaCat
hiicrelerinin, olusturulan yaral alana gogi tizerindeki etkising arastirmak 1¢in standart bir in
vitro ybntem olan yara iyilesme testi (stracht testi) vapilmigtir. Calismada 31,25-62,5-125
ve 250 pg'ml konsantrasvonlan kullambmistir. Kontrol grubu hiicrelering herhangi bir
muamele  yamlmarmg, vara olusturuldukian  sonrma  hiicreler  besiven  igenisinde

bilyiitilmiistir. Kontrol grubu ve test gruplanmn baslangic saatinde olusturulan yara
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belirgin bir sekilde gdriilmilstiir. Her bir test grubunun baglangig (0. saat) gériintiileri
alimmugtir. Kontrol grubunda hiicre migrasvonunun 24, saatte (1. giin) bagladif ve 5 giin
boyunca migrasyonun devam ethifn gozlemlenmistir, Test edilen 1, 3 ve 5. glinlerdeki yara
alanlan baglangi; saatindeki (0. saat) alana oranlanarak her bir test grubu igin yara
kapanma viizdesi hesaplanmustir (Sekal 4.16).
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Sekil 4.16. Ticari ve fungal kitosamin yara kapatma yiizdelerinin kargilagtinimas:

Sonuglara gore, ank R. michei biyokiitlesinden elde edilen fungal kitosamn 62,5
pug/ml’ lik dozunda, fibroblast hiicrelerinin yarali bélgeye gigiinG onemli Glgiide
arttrabilmistir. 5. ginde vara bilgesinin %657 sine vakin kismu kapatmigtir, Kontrol
grubuna gire ank R. miehei biyokiitlesinden elde edilen fungal kitosan %22 daha fazla
vara iyilestirme aktivitesi gbstermigtir. Ticari kitosan ise 250 pg/ml’lik dozunda, fibroblast
hiicrelerinin yarah bélgeye gogint dnemli olgude arttirabilmistir. Kontrol grubuna gére
ticari kitosan %16 daha fazla vara ivilestirme aktivitesi gostermigtir. Sadece ¢dziici
kontroliin uygulandifn yaramn ilk 24 saatinde belirgin bir harcketlilik goriilmemistir. 3.
giinde ise zh bir vara kapanma viizdesine ulasmistir. Cozticti kontrol, kontrol grubuyla
kivaslandifinda ise 5. giin sonunda varada %615 daha fazla kapanma etkisi gdstermigtir.
Asetik asidin yara iyilesmesinde olumlu etki yapufi gorillmistir. Agrawal vd. (2017)
tarafindan %allik asctik asidin vara alamindaki pH® w1 diigiirerck yara ivilesmesine katks
sagladi@n rapor edilmistir. Bu sonug, elde edilen venlerle uyumluluk gostermektedir.
Fungal ve ticari kitosanin migrasyon testi sonuglan Sekil 4.16 ve Sekil 4.17"de verilmistir.
Besinel giin vara durumu  deferlendirildiginde, kontrol grubu ile 31.25-250 pg/ml
aralifindaki kitosan konsantrasyonlan arasinda anlamh bir fark bulunmustur (p < 0.03).
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Sekil 4.17. Fungal kitosamn HaCaT keratinosit hiicre killtiiriinde olusturulan vara tizerinde
zamana bagh etkisi (Mikroskop biiyiitmesi: 100X, Fotograf skalas:: 500 pm)
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Sekil 4.18. Ticari kitosanin HaCaT keratinosit hitere killttiriinde olusturulan vara fizerninde
zamana bagh etkisi (Mikroskop biiylitmesi: 100X, Fotograf skalasi: 500 pm)

Ticann ve ahk & miehet bivokitlesinden elde edilen fungal kitosamn 62,5 pg/mil
konsantrasyvonlanndaki HaCaT hiicrelerinin, olusturulan varah alana gicili Gzerindeki
zamana bagh etkilen Sekil 4.19°da verilmigtir. Aym konsantrasvonlarda ank . miehei
bivokitlesinden elde edilen fungal kitosanin vara iyilegtirme aktivitesinin ticari kitosana

gore daha viiksek oldufu goriilmektedir. Aynica hiicrelenn gogiiniin belirlenebilmesi igin



i.:\l'l

fiioresan mikroskobunda da Hoechst boyasivla da bovanmig ve elde edilen sonuglar Sekil
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Sekil 4.19. Hoechst floresan boyasi ile boyama sonrasi aym konsantrasyonlardaki fungal
ve ticari kitosanlann karsilastinimasi

Kitosanin sahip oldufu antibakteriyal dzellikler yara iyilesmesinde sinerjistik etki
olugturmaktadir. Yaralann, patojen bakteriler tarafindan enfeksivon olugturma risks yiiksek
olmaktadir. Yara enfeksiyonu riskini azaltmak igin, yvara Ortiisiine antimikrobiyal ajanlar
ekleyerek antimikrobiyal etkive sahip vara Grtilleri gelistinlmektedir, Silva vd. (2013),
Aloe veramin terapitik Gzelliklerinin agik vara ortii malzemesi olarak etkili oldugunu
gostermigtir.  Kitosamn yvamk yaralanna iyi geldifi, vara bdlgesindeki bakteriyal (/.
aeriginosa ve P mirabilis) enfeksivonun ilerlemesini dnleyverck farelerin yasam

siirelerinin uzatildif Dan vd. (2009) tarafindan rapor edilmistir,

Cesith bitkisel eksiraktlar, yvaglar, blesenler kullamlarak kitosan igeren yara driicii
film ¢ahsmalan vapilmaktadir. Bu maddeler, vara orttisii filmlenn mekamksel, fiziksel ve
bivolojik dzelliklenni gehstirmekle birlikte yvara iyilesmesine sinerjistik etki vapmaktadir,
Hem varanin hezlica kapanmasim hem de enfeksivon kapma riskimn azaltllmasim saglarlar
(Qiao vd., 2017). Kiigiik ve Yildinm (2019) yara ortiisii olarak kitosan ile protein esash
jelatin biyopolimen ile san kantaron bitkisel ekstraktim gegith oranlarda igeren filmler
hazirlamslardir. Bu filmlenn yvarayr enfeksiyonlardan koruyacak, yaranin hava almasim
saglavarak ivilesmesini hizlandiracak dzellikte olduklanm gostermislerdir. Ank B mieher

hyokiitlesinden optimize kosullarda elde edilen fungal kitosamin antibaktenyal Gzellifinin
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olmas: biyomedikal uygulamalarda ekstra dnemli bir avantaj olusturmaktadir. Bu durum
bagta wyara Ortiisii olmak dzere, ¢esith bivomedikal uygulamalarda ank £ omiehei
bivokiitlesinden optimize kosullarda elde edilen fungal kitosanin antibakteriyal yara
ivilestirici etken madde olarak kullamilabilecefini ortaya koymustur.

4.1.5. Fungal Kitosan iceren filmlerin eldesi, fiziksel ve bivolojik Gzellikleri

Kitosanlar sahip olduklan Gzellikleri bakimindan, gida sanayisinde ambalaj olarak,
bivomedikal uygulamalarda vara Grtiisti olarak kullamlabilmektedir. Antibakteriyal olmas:
dzellikle gidalann wzun sire saghkh bir sekilde depolanmasim saglamakta, hem de
oksijen, karbondioksit gibi gazlar igin segici bir bariver gorevi gdrmektedir. Yenilebilir
olmasi, gen doniisiim sirccinde de kolayvhklar saglamaktadir (Tokath ve Demirddven,
2015). Onceki calismalarimizda atuk R. miehei bivokitlesinden elde edilen fungal kitosanin
fiziksel ve bivolojik dzellikleri ortaya konulmusiur. Bu asamada ise fungal kitosandan elde
edilen filmin biyolojik dzelliklerini koruyup korumadigimin belirlenmesi amaglanmastir,
Kitosan ve tiirevlerinden, kitosan/polimer, kitosan/sentetik polimer gibi kansimlardan
filmler elde edilebilmektedir (Wang vd., 2018). Bu konuyla ilgili literatiirde birgok
gahgmaya rastlamak mimkindiir (Ugan ve Mercimek, 2013; Tan vd., 2015, Wang vd.,
2018; Cazon ve Vazquez, 2020; Tian ve Liu, 2020). Ancak atk bir fungal bivokiitleden
elde edilen kitosamin kullamldifn bir ¢calismaya rastlanmamgtir. Saf kitosan kullamilarak
vapilan filmler, weun raf dmriine sahip olup antioksidant Gzellikleri ve besinsel igerikleri
korurlar. Aynca mikrobiyal kirliligi de Gnlerler. Bununla birlikte az miktarda gliserol,
sorbitol gibi plastiklestincilerin eklenmesivle esneklik kazamrdar, Fimlerin mekaniksel

ozelliklerini ivilestirmek igin Tween 80 gibi emiilsivonlar da kullamlabilmektedir.

Jelatin, hayvanlardan elde edilen kolajenden saflastinlmis bir proteindir. Seffaf
filmlerin eldesinde tercih edilmektedir. Su buhan ve dzellikle glines ig/UV 1siklanna
karsi bir bariver olusturarak mikrobiyal dremeyi durdurur ve gidanin raf Smriind uzatr
{(Poverenov vd.., 2014). Bu avantajlan nedemi ile bu ¢alismada jelatinkitosan filmler
olugturulmustur,  Aynca  polisakkaritlenin kullamimasivia  fonksivonel filmlenn elde
edilebilmesi avantaji nedeni ile kitosan/polisakkarit film eldesi de gergeklestirilmistir.

Bitkilerden elde edilen nisastamin, genis kullamm alanmna sahip olmasi, disik malivetli ve
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bivolojik olarak parcalanabilirlifi yiksek olmasi en Gnemli avantajlandir (Talon wvd..
2017). Misasta ve kitosamn film olugturma kapasiteleri yitkscktir. Nisasta/kitosan filmleri,
bakten dremesini azaltir, antioksidan aktivite sergiler ve su buhan igin bir bariver islevi
gorirler (Kowalczyk vd., 2015).

Bu ¢alismada negatif kontrol grubu olarak kitosan igermeven nisasta ve jelatin
igeren filmler kullamlmugtie (Sekil 4.20). Auk R mreher biyokitlesinden elde edilen
fungal kitosan ve ticari kitosan katkili jelatin iceren film numuneleri seffaf, nisasta igeren
film numunelen beyaz opak goriinimdedir (Sekil 4.21). Fungal ve ticari kitosan %51 asetik
asit gihzeltisinde ¢bzdiirilerek kullamlmisur. Nisasta'kitosan filmler seffaf ambalaj gibi
olurken, jelatinkitosan filmler streg film gibi bir goriinimde ve formda olusmustur. Elde
edilen bu filmlerin baz fiziksel Gzelliklen, antimikrobival ve antioksidan Gzellikler

belirlenerek gida ambalaji olarak kullamim potansiyelleri belirlenmeye galisiloistir,

Sckil 4.20. Jelatin (a) ve nisasta (b) ile olusturulan negatif kontrol film numuneler
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Sekil 4.21. Kitosan iceren film numuneleri

4.1.6. Firiksel dzellikler

Nigasta, jelatin gibi protein ve karbonhidrat zincirleri arasindaki baglar
molekiillerin hareketlerini kisitlayarak kinlganhklanm arunrar. Be durun filmlerin
elastikiyetlerini dnemli Glgiide azalur. Bu nedenle bu ¢alismada hazirlanan filmlere % 2
gliserol ilavesi vapilnustir, Bu durum elde edilen kitosan kaikili filmlerin fiziksel
dzelliklerini de etkilemektedir, Nigasta'kitosan filmlerin, Jelatin/kitosan filmlere gore daha
kinlgan yapiya sahip olduklan gorillmistiir.

4.1.6.1. Suda ciziiniirliik testi (Sw)

Misasta ile Gretilmis olan film numuneleri | saat ve 24 saat gozle goriniir sckilde
kahrken, jelatin ile tiretilmis olan film numuneleri 1 saat ve 24 saat sonunda tamamen

goriinmez hale gelmistir. Elde edilen venler Sekil 4.22 ve Sekil 4.23"de verilmistir.
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Sckil 4.22. Kitosan igeren filmlenin suda ¢ozinirliik testi (1-3:Nisasta/kitosan filmler, 4-6:

Jelatin/kitosan igeren filmler)

] T J+F M HAT N+F

Shre =] sant =24 snal

Suda goziticlok (% Sw)
% 5 - £ &

=
k2

=

Sekil 4.23. Suda ¢hrliniirlitk sonuglart (J: Jelatin, J+T: Jelatin/ticari kitosan, J+F:
Jelatin/fungal kitosan, N: nisasta, N+T: Nisasta'ticari kitosan, N-+F: Nisasta+ Fungal
kitosan)

Elde edilen verillere gire, | saat siire sonunda en yiiksek ¢oztinirliigiin %51 oramnda

_____

kitosan ile Nisasta+Fungal kitosanda oldugu beliflenmistic. Bu ézellik  agisindan
deferlendirildiginde; Nigasta'kitosan filmlerinin su buhanna kars: daha etkin bariyer islevi
gosterecedi distnilmektedir, Jelatin/kitosan filmlerin ise daha ¢ok yenilebilir film olarak
kullamima uygun oldujiu stylenebilir, Ozellikle gidalarn saklanmasinda meyvelenin raf
omriinti artirmakla birlikte, suda ¢bziinmesinin yitksek olmasi nedeniyle wikanarak

ortamdan uzaklastinlmasina olanak saglamaktadir (Candan ve Bagdath, 2018).
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4.1.6.2. Su iticilik testi (hidrofobik/hidrofilik testi)

Elde edilen verilere gire nisasta ile elde edilen filmlerin (8 =90 ®) su iticilik
vetenegi jelatin ile olugiurulan filmlere (e<90") gire daha yitksck oldugu gorilmiistic
(Sekil 4.24). Ozellikle jelatinli numuneler suda ¢ozinirlogi yiksek oldugu igin film
yvapilarinda bozulma meydana geldigi belirlenmistir. Auk B mighei bivokiitlesinden elde
edilen fungal kitosan ve tican kitosanin su iticilik Gzellifi dzerinde belirgin bir farklilik

Seckil 4.24. Baz: film numunelerinin su iticilik testi goriintiileri

olmadifi gérillmistir.

Elde edilen bu sonuglar, nisasta'kitosan filmlerin su buhanna kars: etkin bir ambalaj
olarak kullamlma potansivelinin yilksek oldugunu  desteklemektedir. Aym  sekilde
Jelatinkitosan filmlerin yenilebilir ve kolayca uzaklastinlabilinir bir film olarak gida
ambalaji olmasimn yam sira yara iyilegtinllmesinde kullanma potansiyelinin yiiksck

oldugunu gostermekiedir (Kiigik ve Yildinm, 2019).

4.1.6.3. Elastiklik testi

Auk R miehei biyokiitlesinden elde edilen fungal ve tican kitosan katkili nigasta ve
jelatin ile elde edilen filmienin elastiklik sonuglan Cirelge 4.9da verilmisgtir. Nigasta ile
elde edilen filmlerin elastiklik degerlerinin jelatin ile elde edilen filmlere gire daha disiik
oldugu gorilmistir. Katkilama yamlan kitosamin tipinin belirgin bir sekilde clastiklik
dzellifini etkilemedi@i, kitosan ilavesinin filmin elastikiyetini bir miktar antirdif
gorlilmiistir. Yapilan bir calismada, plastiklestirici olarak gliserol kullamlarak, kitosan ve
nmisasta kansimundan dikme yontemi ile Almler elde edilmistir. Filmlerdeki nigasta

oranimn artmasiyia su buhan gecirgenlifinin azaldif, kopma dayamm ve elastikivetin
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artifn belirtilmistir (Xu vd., 2005). Elastiklik, filmlerin gida ambalaji olarak kullamm
scklini ctkilemektedir. Elastik/esnck ambalajlann kullamm alanlan, sabit/elastik olmayan
ambalajlara gire daha fazladir (Karakus ve Ayhan, 2019; Karakus vd., 2021).

Cizelge 4.9. Elde edilen filmlerin elastiklik dzelliklen

J 887.5
FF | £99, |
HT | 5033

N : £50.9
N+F | B62.0
N+T | §74.3

4.1.7. Kitosan filmin bivolojik aktiviteleri

Fiziksel dzellikleri bakimindan atk R. michef bivokiitlesinden elde edilen fungal
kitosan, tican kitosana benzerlik gistermektedir, Bununla birlikie elde edilen filmlerin
fonksiyonel olup olmadiklanm belirlemek amaciyla filmlerin  antimikrobival wve
antioksidan aktivitelen ¢cahsilmistir. Elde edilen filmlerin antimikrobiyal aktiviteleri, hem
gOriiniirliige davali hem de yizeve bagh olmak tizere ki farkh sekilde belirlenmigtir.
Bunun nedeni elde edilen filmlerden etken kitosan maddesinin ¢dziinip ¢bzlinmedigini de
ortaya koymaktr. Literatiirde en g¢ok rastlamilan  antibakterival aktivite yontemi,
goriiniirlige davah antibakteniyal aktivite (inhibisvon zon ¢ap) tavimidir (Goy ve Assis,
2014; Malinowska-Panczyk: 2015). Ancak ¢bziinirlik, birgok durum igin istenmeyen bir

ozelliktir, Filmlerin dmriind, ¢evredeki maddelerle etkilesimini etkilemektedir.
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4.1.7.1. Filmlerin antimikrobival aktiviteleri

A. Cizlintirliage dayal antimikrobiyal aktivite

Ank K. micher biyokiitlesinden elde edilen fungal kitosan ve tican kitosan igeren
film numuneleri. Escherichia coli (ATCC 8739), Staphyvlococcus aurens (ATCC 6338),
Pseudomenas aeruginosa (ATCC 2027), Candida albicans (ATCC 10231) ve Aspergillus
brasiliensis (ATCC 16404) mikroorganizmalarma karsi test edilmistir. Elde edilen
filmlerden etken maddenin goxindrligiine dayah antibakteriyal etkisi arastnlmgtr,
Jelatinhi filmlerde Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococous auwrens (ATCC 6538),
Psendomenas aeruginosa (ATCC 9027) ve Candida albicans (ATCC 10231) fzerinde
gozimmeye bagh antimikrobival etki olustugu belirlenmigtir. Film alty direme gisteren
numuneler ise, nisastall numunelerin . albicans, jelatinli filmlenn ise Jelatin ve
Jelatin+Ticari kitosan numunelerinin £ coli, S aureus, P. aeruginosa, C. albicans
petrileninde gorilmistir (Sekil 4.26). Elde edilen filmlerden JelatintFungal kitosan film
numunesi Candida albicans (ATCC 10231)a kars: zon (2 mm) olusturmustur. Nisastah
filmlerde zon olusumu gorilmemistir. Jelatinli filmlerde ise inkiibasyon sonras: filmlerin

eridigi ve olduklan bélgede mikroorganizma gelisiminin olmadifn goriilmistir.

Auk £ michei biyokiitlesinden elde edilen fungal kitosan ve tican kitosamn saf toz
hallerinde MIK degerleri ve temsilei test mikroorganizmalanina karsi antimikrobiyal
etkilerinin oldufu gdsterilmigtir (Cizelge 4.8). Ancak bu nisasta’kitosan filmlerinin
goziiniirlige dayah anti bakteriyal aktivitelerinin olmadi@  gonilmiistir. Bu durum
literatiirde de rapor edilmistir (Malinowska-Panczvk, 2015). Bu duremun pH dan kaynakl
goziinirliigdn zayiflamast ve amino gruplanmn  yilklerinin  baskilanmasindan

kaynaklandify disstiniilmistir.



Sekil 4.25. Kitosan igeren filmlerin agar plak tizerinde antimikrobiyal etkisi (1-4: Nigasta,
5-8: Misasta'Tican kitosan, 9-12: Nisasta/Fungal kitosan,13-16; Jelatin, 17-20:
JelatinFungal kitosan, 21-22: Jelatin/Ticar kitosan)
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Kitosan ¢hzeltilerinin antibakiteriyal aktivitesi olmasina karsin, film yapisinda bu
aktiviteyi clde edebilen gok az ¢alhisma vardir, Hatta bam arastirmacilar kitosan filmlerin
antimikrobiyal aktivite gostermediklerini belirtmislerdir (Foster ve Butt, 2011). Her ne
kadar saf kitosanlanin antimikrobiyal aktivitesi olsa da filmlerinin gida ambalaji olarak
kullanilmas: igin veterli antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadiklan disiiniilmektedir.
Yaptufimiz cabsmada elde ettigimiz sonuglarda literatiiriin belirtti@i gibi bu yvontemle test
edildiklerinde antimikrobival etkinliklerinin az veya hi¢ olmadifn yvintindedir. Bu nedenle
birgok calismada ckstra aktf ctken madde katkilan vapilarak filmlerin antimikrobiyal
etkilerin artinlmas) amaglanmaktadir. Dahasi bu yontem hala ¢ok sik kullamlmasmna
ragmen filmlerin antimikrobiyal etkinlifini Slgmek igin tek basina veterli degildir. Olusan
sik1 baglar sonucu etken madde besiveri ortaminda ¢oziinemedigi i¢in de zon olusumu
gergeklesmeyebilir ve bu nedenle yamlue: sonuglar verebilir. Bu nedenle bu galismada

yiizeve bagh antimikrobiyal akuvite vontermi de ¢alisilmustir.

Antibakteriyal aktivitenin belirlenmesi miimkiin olmamisken, ¢ozinarlige bagh
antikiif aktivitesinde zon olusumu  goriilmilstir.  Film  numunelerinin - Aspergillus

brasifiensis (ATCC 16404) Gzenne antikif etkilen Sekil 4.26 da sunulmustur.

Sekil 4.26. Film numunelerinin antikil akiivites:, (a) Jelatin katkili {b) Misasia katkili
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Jelatin filmin {izerinde kiif liremesi gdriiliirken, Jelatin+Ticari kitosan filminde zon
olusmamasina ragmen lizennde biyiime gortilmemistir, JelatintFungal kitosan filminde
ise belirgin bir zon olusumu (4 mm) gonilmistir, Aynca A brasifiensis  kifiiniin
sporulasyonunu da kiigilk bir oranda inhibe ettifi gorillmektedir. Nigastah filmlerde kiifiin
Misasta we Nigastat+Ticari kitosan filmlerinin iizerinde de ftredifi goriilirken,
Nisasta+Fungal kitosan filminde zon olusumu (3,5 mm) oldugu ve sporulasyvonun yine
inhibe oldugu belirlenmistir.

B. Yiizeyve bagh antimikrobival aktivite

Elde edilen filmlerin yiizey antimikrobiyal aktivitelerinin tayini ISO 22196
standardina gore analiz yontemi kullamlmastir (Bayatbalay vd., 2021). Ticari ve fungal
kitosan iceren filmlerin 24 saatlik temas sliresi sonunda antibakteriyal ve antimaya, 72

saatlik temas siiresi sonunda antikiif aktiviteleri belirlenmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10. Film numunelerinin yiizeylerinin antimikrobival aktivite sonuglan

. E. coli & aurens . albicans A brasiliemsis

?-Et::lm (ATCC 8730) (ATCC 6538)  (ATCC 10231) (ATOC 16404)
1] T

R LY R 5L A 1] LTRY R A

N 0,42 1.02 0,49 1.0% 0,34 53,85 029 | 058

N+T 255 | 9976 | 138 | 9583 | 155 | 9706 | 036 | 09
N+F | 204 | 9901 | 144 | 9597 @ 249 | 9967 | 2358 | 9983 |

J | 03 | 0% | os50 | 1,10 | 041 | 099 | 011 | 018
T | 229 | 9928 | 202 | 9901 | 211 | 9923 | 155 | 97.17

J+F | 247 | 9966 | 228 | 99236 | 209 | 9978 | 291 | 9986 |

Yapilan analizler sonucunda ¢oziinirige bagh aktivite ile wyizeye bagh
antimikrobiyal aktiviteler arasinda bir korelasyon olmadif gbriilmiigtiir. Yiizeyle direk
temasta kitosan igeren film numunelerinin belirli bir aktiviteye sahip oldugu gériilmiistiir
(Cizelge 4.10). Nigasta ile elde edilen filmlerde 5. qurens’a karsn antibakteriyal aktivite
R=2 kntenm saglavamamugtic, Kitosan katkih flmlenn E. coli’ye karst %099 oraninda
antibakteriyal etkinligi oldugu goriilmiigtiir. Nisasta+Fungal kitosan, Jelatin+Ticari kitosan
ve JelatintFungal kitosan kodlu numunelerin €. albicans’a karsi antimaya aktivitesi

oldugu tespit edilmistir. Antikilf aktivite de ise fungal kitosan katkili filmler, aktiviteleri ile
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One ¢ikmaktadir. Kitosan filmleri gram negatif bakterilere karsi, gram pozitif bakterilere
gore daha fazla antibakteriyal aktivite gistermigtir. Bu sonug daha dnceki yaplan gahsma
ile de wyumluluk gostermektedir. Tican kitosan igeren filmlenn, fungal kitosan igeren
filmlere gbre antifungal aktivitesinin diisiik oldugu goriilmistir. Bu sonuglar da bir dneceki
asamada vapilan sonuglarla uyumluluk gistermektedir. Antimikrobiyal aktivite i¢in tim
test mikroorganizmalanna karst R=2 kriterini yerine getirmis olan deney grubu ise
Jelatin+Fungal kitosan filmidir. Gergeklestirilen bu test ile elde edilen filmlerin
antimikrobiyal aktivitesi ortaya konulmustur. Yiizey ile mikroorganizmamn dogrudan
temas ile etkilesimlerimin  artmasi, filmdeki kitosanla  hilcre duvarlan  arasindaki
polikatyonik  etki  mekanizmasinin  islemesine  kolayhk  saglarisuir.  Biylelikle
kitosan/polisakkarit (nigasta) filmlerin antimikrobiyal etkilerinin olduu gésterilmistir.
Uygulanan ydntem, bu tarz filmlerin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemede baganh
bulunmug olup kitosan katkil filmler igin de kullanilmasi dnerilmektedir. Yamlan analizler
ile ank R miehei bivokutlesinden clde edilen fungal kitosan wve ticari kitosamin
antimikrobiyal aktivitelen agik¢a ortaya konulmugtur, Bu nedenle bu tarz filmlerin sadece
gudalan istenmeyen gevresel fakidrlerden korumakla kalmayarak aym zamanda mikrobiyal
kontaminasyonu da azaltabilen bir gida ambalaj malzemesi olarak kullanilabilecekleri

ghsterilmistir.

4.1.7.2. Filmlerin Antioksidan Aktiviteleri

Antioksidan akuivite, antibakteriyal enfeksiyonlann dnlenmesinde ve biyomedikal
uygulamalarda Gnemli bir parametredir. Gida ambalajlarinda  antioksidan  aktivite,
ambalajin degredasyonunu ve kdtii koku olusumunu engeller (Brody vd., 2001). Auk &
miehei biyokiitlesinden elde edilen kitosam igeren film numuneleri ile ticari kitosan igeren
film numunelerinin antioksidan aktiviteleri, DPPH radikali sipiirme aktivitesi, ABTS®
radikali stiptirme aktivitesi ve metal selatlama aktivites: yontemlen olmak zere Gg farkh

yontem ile belirlenmigr,
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A. DPPH Radikali Siipiirme Aktivitesi

DPPH radikali dogal antioksidanlann serbest radikal yakalama aktivitesini
degerlendirmek igin  kullambir, Ortamda antioksidan aktiviteye sahip bir molekiil
bulunmasi halinde DPPH g¢ozeltisinin renginde defisim meydana gelir. Ortamda
antioksidan maddenin bulunmas: durumunda mor renkte bir azalma ger¢eklesir ve renk
sartya doner. Bu nedenle absorbans defierinde bir azalma gerceklesir. Bu durumda ortamda
DPPH radikalinin konsantrasyonunun azaldifim gosterir. DPPH radikali giderme aktivitesi
sonuglan incelendiginde, film numunelerinin serbest radikal giderim aktivitesinin oldukga
diisiik oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.11). Nisasta+Ticari kitosan igeren film numunesi
% 14,96 antioksidan aktiviteyle en yiiksek aktiviteyi gdstermistir. Zamana bagh olarak
antioksidan aktivitede artig meydana geldigi belirlenmistir. Fungal kitosan katkih nigasta
film numunesinin, fungal kitosan katkih jelatin film numunesine gore daha yiksek

antioksidan aktiviteyve sahip oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.11. DPPH radikali siipiirme aktivitesi sonuglan

Aktivite (%)
MNumune

J dakika 3 sani

N ' 101 O aa

N+F | 2,45 I 737
NT | 365 | 149%

J ' 2,99 805

J+F ' 1,31 ' 5.73

3T ' 3,06 | 9,29

Akyiiz Yilmaz wd. (2021), venilebilir olmayan bir makrofungus olan Pisolithus
arkizus” un sporlanim ve kitosan igeren filmlerin eldesini gegeklestirdikleri bir ¢alismada,
bu filmlerin DPPH radikal siipliricd aktivitelen %612,66 olarak belirdlenmistir. Farkh
oranlarda Pisedithus arhizus sporu ilavesinin antioksidan aktiviteyi bir miktar arttirdifin
{*614-15) rapor edilmistir. Bu ¢alismada ise kitosan igeren filmlerin antioksidan aktivitenin
zamana bagh olarak arttif gorilmiistiir. Literatiire gore DPPH yontemine gire belirlenen
antioksidan aktivitelerin  genelde  disik ¢kmasi nedemi ile katkilama  yapilmasi
gerekmektedir (Kiigilk ve Yildirim, 2019).
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B. ABTS" Radikali Siipiirme AKtivitesi

Cahgmada kullamlan kitosan katkih film numunelerinin ABTS radikal giderme
aktivitesini gdsteren % inhibisyon-konsantrasyon grafifn olusturulmustur (Sekil 4.27).
Ticari kitosan katkih film numunelerinin, fungal kitosan katkihi film numunelerine gire
daha yikksek ABTS" radikal giderme aktivitesine sahip oldufu gorilmiistir. Aynca
nigastali filmlerin jelatinli filmlere oranla daha yiksek ABTS” radikal giderme aktivitesine
sahip oldugu belirflenmistir.

]
T,
1%
[{u]
- -l
bul N+F WN+T ] I+

F HT

ABTS rahkal kstyonunun giderio (%)
=

L=

Sekil 4.27. Filmlerin ABTS" radikal giderme aktivitesi

C. Metal Selatlama Aktivitesi

Fe™ miktar bakimndan ferrozin ile kompleks yapabilir, selatlayici ajanlann
varh@mda olusan kompleksin vapis: kinhir, kompleksin kirmia renginde azalma gozlenir,
Bu ¢alisma, selatla birlikte meveut olan metal-selat aktivitesinin degerlendinlmesinde renk
azalmasinin spektrofotometrik olarak &lgiilmesine dayamir (Sekil 4.28).
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Meetal selatlama aktivitess (%a)
B &8 & 3 & =

=i
=

b M+F WeT J I+F HT

Sekil 4.28. Filmlerin metal selatlama aktivitesi

=]

Nigastali filmde %519, jelatinli filmde %643 aktivite gdriilmistir. Bunlara tican ve
fungal kitosan katkili sonuglan ise sirasiyla, N+T %4732, J+T %43,2, J4F %61,72, N+F
50,41 metal selatlama aktivitesi olarak bulunmustur., Fungal kitosan katkisimin ticari

kitosana gire daha yiiksek oldufu goriilmiisiir.

Kitosamin serbest radikal tutucu dzelliginin deasetilasvon derecesi ve molekiler
agirlig ile iliskili oldugu ve buna gire defiskenlik gdsterdifi belirtilmistir { Bilal ve Keser,
2009). Primer antioksidan etkisi, maddenin fenolik gruplara sahip olarak oksidasvondan
once reaksivona  girmelent durumudur, Sckonder antioksidan  etkisi ise  maddenin
oksidasyonu  katalizleyen metal  yonlanyla  selat  olusurmalan  sonucunda
gergeklesmektedir. Kitosan afirhkh olarak sekonder antioksidan etkisi gostermektedir
{Agullo vd,, 2003}, Bu ¢alismada en disik aktivite DPPH radikal siipiricii aktivite iken,
en yiiksek antioksidan aktivite metal selatlama yonteminde elde edilmistir. Bu sonuglar
literatiirle uyumluluk gistermekte olup atik & michel biyokiitlesinden optimize kosullarda
elde edilen fungal kitosan igeren film numuneleri ile tcan kitosan igeren film

numunelerinin sekonder antioksidan etkive sahip olduklan belirlenmistir.
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4.2.Auk R michei bivokiitlesinden vermikompost iiretimi ve in vive denemesi

4.2.1. Auk R. miehei bivokiitlesinden vermikompost diretimi

Vermikompost, tanmsal dretimde siirdiirilebilirlifn  saglayan  ekonomik
vontemlerden biridir. Ozellikle kan organik anklann pargalanmasi ve geri diniisiimiinde
dnemli gevre sorunlarina ¢ozlimler sunmaktadir. Bu nedenle bu ¢ahsmada atuk R mieher
bivokiitlesinin vermikompost dretiminde kullamlma potansiyeli fzerine ¢aligmalar
gergeklestirilmigtir. Caliymada Eisemia fetida solucan tiiri kullamimistir. Ank R, miehei
bivokiitlesi ile AG-Rivasol® ahir giibresinin farkh oranlarda kanstinlmasiyla 4 farkls
solucan mamasi: elde edilmistir (Sckil 4.29). Tim kansimlann (K1: *%0FB+%:100AG, K2:
%25FB+2%T75AG, K3: %S0FB+%50AG, K4: %75FB+%25AG) nem ve sicakhik gibi difer

tiim kosullar sabit tuiulmustiur.

Sekil 4.29. Auk R miehei biyokitlesinin solucan mamasi olarak kullanim

Cahgmanin 0, 45, ve 90. giinlerinde olmak izere 3 farkh zamanda numune alim
yvapilarak analizlen yapilmisur. Sonuglar, 4 paralelin ortalamasi: alinarak hesaplanmagtir.
Farkh zamanlarda (baglangig, 45 ve 90, giin) solucan sayisi ve agirhginda zamana bagh
meydana gelen degisimleni her bir kansim igin ayn ayn hesaplanmstir {(Sckil 4.30, Sekil
431, Sekal 4.32, Sekal 4.33).
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Sekil 4.30. K1 kansimindaki solucan sayisi ve afirhklanmn zamana bagh degigimi
{y: solucan sayisi veya agirh, x: giin sayisi)

K2
F0)
280 y = 83,35 - TE.96T
R ={.999
!F =Ly - 45 -
204 L e oa:
: i
(1]
i ! |
m Sofucan syesy e Solwean afwhi (=)
o (Soluomn ayia) Dofrusal (Solocan afulek (g))

Sekil 4.31. K2 kansimindaki solucan sayisi ve afirliklaninin zamana bagh degisimi (y:
solucan savisi veva afirhig, x: glin savis)



99

K3
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Sekil 4.32. K3 kansimindaki selucan sayisi ve agirhiklannin zamana bagh degigimi
(y: solucan sayisi veva agirlifn, x; giin sayisi)

K4
X0
Z50
¥o= 5L 165% - 55,34
200 § = 65,9% - 16 Ri=09112
Ri=0506
150
100
50 .
i
LU 45 et
— Sodican sYs Sl e afaligi (2}
......... Crofirmsal { 5ol scan swy ) Drogtrusal (Sodoean gl gk (&)

Sekil 4.33. K4 kangimindaki solucan sayisi ve afirliklannin zamana bagh defisimi
{y: solucan sayisi veya agirh, x: giin sayis)

K1 kansiminda solucan sayisi (R* = 0,99) ve solucan agirhin (R*=0,98) dogrusal
artis gostermistir. K2 ve K3 kansimlanndan da solucan agirhimn (R*=0,999 ve R*=0,998)
zamana bafh artan bir dofrusal antifi belirlenmistir. Zaman ile solucan sayisi ve
afirhklanmin  arth  gorilmistir. Zamana bagh solucan afirhklanndaki en disik
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degisimin (R*0911) K4 kansumnda oldufu belirlenmistir. K4 kangiminda 45, glinden
sonra solucan sayisma oranla solucan af@irh@indaki artista bir vavaslama basladif
goriilmistir. Atk & mieker biyokiitlesi 1le AG-Rivasol® ahir giibresinin kansimlanyla
elde edilen kansimlarda solucan sayisi ve afirliklarinda zamana bagh herhangi bir azalma

gorilmemistir.

Toplam inkilbasyon sonrasi (90. giin) en yiiksek solucan sayis1 ve afirhin %100
AG-Rivasol® ahir giibresinde (K1) elde edilmistir. %50 auk R. micher biyokiitlesi ile %50
AG-Rivasol® alur giibresinin kansimuyla (K3) elde edilen vermikompostta ise en yiiksek
solucan agithina ulagilmistr (Sekil 4.32). %75 auk R. mvehei biyvokitlesi igeren
vermikompostta (K4) ise 90. giinde en disik solucan sayisi ve afirhifn tespit edilmistir.
Tim kansimlarda 90 gin boyunca solucanlann ortalama agirhk artisimn devam ettifi
belirlenmistir. Vermikompost denemelerindeki solucan sayilanimn da zamana bagh olarak
arttifi belirlenmigtir. Sekil 4.34 incelendifinde K1, K2 ve K4 kangimlannda 45. giinde
solucan sayisinn, solucan afirhfina yakinlagtig, 90, giinde ise solucan sayisimin, solucan
agirhfim gegtigi goriilmektedir. Bu durum solucanlanm ilk 45 ginde hzh bir sekilde
gofalmaya basladiklarnm gostermektedir.

30 1.0
5 1,00
Fk 080
150 0,60
10 040

LNNE NN NN LN

Kl LA Kl Kl K2 K K3 K3 K3 K4 k4 K4
0 45 0 [ 43 ot 0 45 50 i 45 W
W Solican s 50 | 134 | 252 | 50 | 104 | 218 | 50 | 108 | 21 | 50 | 1x | 187
® Solucan agilifl (g) 10,594 1474 | 230,5) 12,7 (101001994 | 12,04 | R19.9) 243,01 | 12,02 [ 138,6 |1 76.35
m 1 adet solscan afir | 0,24 | 1,10 ) 092 | 0,25 | 1,10 | 091 | 024 | 1,10 | 1,10 | 024 | 1,10 | 0,94

Sekil 4.34, Test edilen kangimlardaki solucan sayisi ve agirliklan

RUIEE S0 SrSe | og
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Vermikompost dretimi igin her ank uygun olmayabilir. Bu nedenle auklarn
solucan mamasi olarak kullamm wygunluklan ve kansim oranlanmn belidenmis olmasi
vermikompost tretimi igin oldukga Gnemlidir (Kayikgioglu, 2016). Doksan giinliik
inkiibasyon sonucunda yiiksek solucan afirhfi elde edilmesi nedeniyle K3 kangim (%50
atik & miehei biyokiitlesi ile %650 AG-Rivasol® ahir gibresinin kanginu) Gne ¢ikmaktadir.

4.2.2. Vermikompost kanisimlarimin fiziksel ve kimyasal analizleri

Aunk R miehei biyvokiitlesinin ve AG-Rivasol® ahir giibresinin dzelliklen Cizelge

4.12 de verilmistir,

Cizelge 4.12. Ank R. miched biyvokiitlesinin ve AG-Rivasol® ahir glibresinin dzelliklen

Parametreler Atk fungal biyokiitle | Ahir Gilbresi

pH ' 546 146

EC (45 m ) ' 149 ' 135
Organik madde (%) | 47,64 ' 53,74
N (%) ' 530 ' 291

K (mg kg ") ' 1279.36 ' 1410
Mg (mg kg*) ' 1010.45 - 570
Cn [mg kg'i 148,46 ' 4220
Na (mg kg') 25141,97 ' 720

Mn(mg kg | 40,54 ' 216,65
Fe {mg kg ') I 9718 l 350

Cufmghgh | 959 L

Zn(mghe') | 60,59 ' 193,24

Auk R. miehei biyokiitlesi ve ahir giibresinin %), 25, 50 ve 75 kangimlanndan elde
edilen vermikompostlann 0., 45. ve 90. giinde alinan Gmeklerinde de pH. EC, organik
madde, N, P, K, Ca, Mg, Na, Mn, Fe, Cu, Zn, As, Cd. Hg, Pb, K:0, P:0¢, Ca0, MgO
wgeriklenn belirlenmistiv. Zamana bagh olarak ank R, muiehed biyokitlesinin ve AG-
Rivasol® ahir giibresinin belirli oranlarda kanstinlmasiyla elde edilen vermikompostlarin
ban fiziksel dzellikleri ve besin igeriklenindeki degisim incelenmistir. Vermikompostlann
pH degeri, bitki  gelisimini  etkileyen  dmemli  faktérlerden  biridir.  Elde  edilen
vermikompostlann zamana bagh pH defisimleni Sekil 4.35"de verilmistir.
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Sekil 4.35, Vermikompost kansimlanmin zamana bagh pH degisimi

En yiksek pH degerleri K1 kansimindan (%100AG) elde edilen vermikompostta
belirlenirken, en disik pH defisimi K4 kansmundan (%675FB+25AG) elde edilen
vermikompostta tespit edilmistir. AG-Rivasol® ahir giibresinin pH degen 7,46 iken ank R.
michei biyokiitlesinin pH deferi 546 olarak tespit edilmigtir (Tablo 4.12). Elde edilen
vermikompostlann kansimlanndaki ank R. miehei bivokiitle miktan artikca pH degeri
azalmistir (Sekil 4.35). Bu ank R miehei biyvokiitlesinin pH degierinin diisik olmasindan
kaynaklanmaktadir. Aym sekilde zamana bagh olarak da pH degerleri diismiigtiir. Auk £.
miehei biyokitlesi igeren K2, K3 ve K4 denemelerinde ise 45. gine kadar belirgin bir pH
degisimi olmadig belirlenmistir (Sckil 4.35). Vermikompostta istenilen optimal pH defieri
aralifi 6-8 olarak bildirilmistir (Ersahin, 2007). Belirlenen pH degerleri solucanlarm
vasayabilecegi optimal aralikta bulunmugtur.

EC degeri de pH gibi solucanlann yagamasini ve bitki geligimini etkileyen dnemli
faktisrlerden biridir. AG-Rivasol® alir giibresinin EC degeri 1,35 dS m™' iken. atk R.
miehei biyokiitlesinin  EC degeri 1,49 d5 m' olarak bulunmustur, Elde edilen
vermikompost kansimlarnnin EC defeni degisimlen Sekil 4.37"de verilmistir. Baslangigta
AG-Rivasol® ahir giibresine %50 oramina kadar ank R, miehed biyokiitlesi kanstimlmasi
EC degerlerinde Gnemh bir defisiklife neden olmazken, %75 oraminda kangtirilmasi
sonucu EC deferinde Gnemli bir artis meydana gelmistir. 90. giline ait EC deferleri
incelendiginde; kansimdaki atik B miehei biyokiitlesi artikga EC degerlennin de artiin
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tespit edilmistir. En yilksek EC deferi. K4 kansiminda 90. giinde elde edilmistir (Sekil
4.36). Vermikompost olusumu stresince EC degerlerinin artmasi; organik maddenin
azalmasi ve ¢oztintir formda fosfor, potasyum, amonyum gibi minerallerin diretiminden
kaynaklanabilmektedir. EC de@erinin 0,60 ile 4 dS m™ arahiklannda olmas: birgok bitki
igin ideal kosuldur (Deliboran ve Savran, 2015). Elde edilen sonuglara gire test edilen tim
denemelerin EC degerleri, EC 0-2 d8 m" aralifindadir, Bu durum kansgimlann EC

defierleri agisindan da  vermikompost dretiminde kullammlanmn uygun  oldugunu
ghstermistir,
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Sekil 4.36. Auk R. michei biyokiitlesi ve ahir gitbresinin farkh oranlarda kansimiarnndan
clde edilen vermikompostlann zamana gore EC degerlerine ait defisimler

Defisen miktarda atk fungal bivokiitle ilave edilerek hazirlanan denemeler
arasinda istatistiksel fark bulunmaz iken, Grnekleme zamam ve omekleme zamam x
deneme interaksiyonlar: bakimindan istatistiksel olarak dnemli fark bulunmustur (Cizelge
4.13). Auk R miehei biyokiitlesinin viilksek azot igerigine (%05,30) sahip oldugu
belirlenmistir. AG-Rivasol® ahir giibresinin azot igerigi ise %291 dir. Kansimlann azot
miktanmin ise %.2,65-2,91 arahfinda oldugu tespit edilmisti. Bununla birlikte ank R
mighei biyokiitlesinin karbon deferi %647,64, AG-Rivasol® ahir gibresinin ise %53,74
olarak birbirine vakin bulunmustur. Auk R. mieher biyokiitlesinin C/N oram 8,89 iken AG-
Rivasol® ahir giibresinin C/N oram 18,46 olarak bulunmugiur. Vermikompostun C/N oram
20"den az olmasi beklenmektedir (Borah vd., 2007).
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Cizelge 4.13. Auk R. mieher biyokiitlesi ve ahir giibresinin farkl oranlarda kangimlarindan

elde edilen vermikompostlann N, K, P, Mg, Na, Ca ve Fe igerikleri

I K P Mg Na Ca Fe
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
i), giim (M) 289 1.44 0.15a 039 0,79 4.59 037
45, giin (450) 1. 6db |46 0,152 060 {.64b 4.31 0,33a
S0, g (M) 2.74h 1,34 i,10b (G2 0,47 40K} i.26b
[OFB+100AG (K1) | 291a | L4l 0,13 0.57 0.72a 4.22b 0,35
I5FB+TEAG (K1) 2. 75h 1,35 0,14 059 ih,60b 3.93b 0.2%1b
SOFB+5S0AG (K3) | 2,700 141 0.14 0.61 ,6lh 4.15b 0.3 lab
75 FB+I5AG (K4) | 1.65b 143 0,13 (.63 0,590 4.90a 0353
EUETN 3.0 1,39 0.15ab .5%9abe 0,83 434 0. 36ak
Bxkl 2.94ab A3 | O.14abe 0, 58abe 0,79 4.09 0. 36ah
xhi 2.82bc A6 | 0, 1dabe f.6labe 0,79 4.46 ()_36ab
DGk 277 | 148 | 0.1%ab | 0.60abc | 0.74ab 5.56 04la
456kl 295ab | 1,58 0.15ab 0.62ab ). 74ab 4.58 0.37ab
450xK1 2.59de 1,27 0. | 6ab 0,55he (6l 182 0,27
450K 250de | 142 0,17a 0.61ab 0.55de 4.09 0. 30hc
45Gakd 246 1.55 il 14abc h.6Zakb (66be 4,75 0,40
MGkl 2.79c | 125 | 0.08e 0.51¢ 0.5%ede 3,85 0. 30be
BExk2 2.72cd 1.34 0.1 led 04653 0,400 187 0,24e
LI 2.72cd 1,35 0,13bed 0.62ab 0 4%ef 189 0 26e
H0Gxk4 2. 71ed 1,41 0, | Dde 0,683 0,38 438 0,24
G'Iil'l: [ﬂ} L] 'E'E wE E_ﬂ; LX) E"d (1]
H‘"EE Ilr ‘HJ L E"d 'ﬁg ﬁ‘d - L] L
Gik i od - . - ad =

FB: Fungal brvokiitle, AG: Alr gibresi. 6d: Gnemli defil, ®: p=0.05. **: p=01 dizeyvinde dnemli

Zamana bagh C'N oram defisimlent Cizelge 4.14°de venlmistir. K1 uygulamas:,
K2. K3 ve K4 uygulamalarindan farkh bir C/N oram defisimi gostermigtir. Auk 8. miehei

bivokiitlesi igeren uygulamalarda 45, giine kadar artan C/N oram, 45. giinden sonra azalma
gostermigtir. K1 uygulamasinda ise bu durumun tam tersinin gergeklegtifi ghriilmiigtiir. 90
giin inkiibasyon sonrasi en yilksek C/N oram K| denemesinde, en diigik C/N oram K4

denemesinde elde edilmistir. Tanmda Kullamlan Organik Mineral ve Mikrobiyval Kaynakh

Gitbrelere Dair Yonetmeligi'ne (2018) gore, kah vermikompostlarda C/N oram 8-22
arasinda olmalidir. Bu durum elde edilen vermikompostlarm C/N oram  agisindan

yaymlanan yinetmelife uygun olduunu gistermistir.



Cizelge 4.14. Elde edilen vermikompostlann zamana bagh C/N oranlan

Ceiim Kl KI k3 b4

1] 17,91 17,14 17,62 1642
A5 L6 Hify L 568 823 17.26
M 17,33 6,21 16,53 14,88
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Vermikompostlann igerifinde potasyum, fosfor ve azot gibi makro elementlerin
bulunmas1 dnemlidir, Ciinki bitkilerde biyimeyi ve gelismeyi desteklerler. K2 ve K3
vermikompostlanmin  fosfor (P) igeriginin 45, ginde 0. giine gore vitkseldigi tespit
edilmistir. Ancak tiim vermikompostlarda, ). giin dmeklerin P miktan, 0 ve 45, giin
dmeklerinin P miktanna gore istatistiksel olarak ¢ok Gnemli dizeyde azalmstir.
Omekleme zamani x deneme interaksiyonlan bakimindan incelendifinde en yiksek P
miktan %017 ile 45GxK3 denemesinden, en disik ise %008 ile 90GxKI
vermikompostundan elde edilmistir (Cizelge 4.15). 90 giin inkilbasyondan sonra en yilksck
P miktan (%00,13) ise K3 vermikompostundan elde edilmistir. Potasyum (K) igerigi
bakimindan ise ahir glibresine atk fungal biyokiitle ilavesinin K miktarinda bir miktar artig
meydana getirdign gorilmigtie. 90 gin inkiibasyon sonrasinda en yiiksek K miktan (%
1.41) K4 vermikompostunda, en diisiik K miktar (%1,25) 1se K1 vermikompostunda elde
edilmistir, K3 vermikompostunda ise zamana bagh K miktannda azalma meydana
gelmistir. Magnezyum igengi bakimindan test edilen vermikompostlar incelendiginde ahir
giibresine atik fungal biyvokiitle ilavesinin Gnemli bir degisiklik meydana getirmedifi
gorilmiigtiir. Bununla birlikie genel olarak K1, K2, K3 ve K4 vermikomposiunda zamana
bagh Mg miktarinda artiy meydana gelmistir. 90 giin inkiibasyon sonucunda en yiiksck Mg
miktart %68 ile K4 vermikompostundan, en disik Mg miktan %051 ile Kl
vermikompostundan ¢lde edilmistir.
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Cizelge 4.15. Auk R. miehet biyokiitlesi ve ahir giibresinin farkli oranlarda kangimlanndan
elde edilen vermikompostlann K20, P20s CaO ve MgO igerikleri

Bzl Py Cald Mgy
(%) (%) (%) (%e)

0. gin (0G) 1,73 0,34a 6,422 0,04
45, giin (45G) 1.75 0.35a 6.03ab 0,04
90, giim (90G) 161 0,24b 5,59h 0,03
OF B+ 1A () 1.6% 1) 5.91h 004
ISFB+TSAG (K2) | 1.6 0.32 5.50b 0,03
SOFBAR0ALG (K3) 1.7 13 5,80k (.03
75 FR+25AG (K4) 1.78 0,30 &.83a 0,0
k1 1.67 0, 2dak 5,94 004
LY 1.72 0.11abe 5,73 I E]
Mxk3 1,74 (1,3 3abe 6,25 004
Dx ke 1.78 0. X6ak T.78 004
4501k 1.4} i, 35ah fidl 004
IR 1.53 0.36ab 513 0.03
45GxRKY 1.72 0.1%a F02 003
45xk4 1B {1 3abe 6,66 (04
ox k] 1.5 0.17e 5,39 (.04
kel 1.6 i, 2iseel 542 003
Gk 1.63 0, X bed 544 (03
x4 1.7 ih2dde 6,13 0,03
Giin (G) Bd - . od

Kansumlar (K) | dud "’ iicl

Gxk O " o Gl

FB: Fungal biyokiitle, AG: Alar glibresi. Gd: dnemli degil, *; p=0.05, **; p=0.01 dbzeyimde dGnemh

Sodyum (Na) miktan agisindan, ahior giibresine auk fungal bivokiitle ilavesinin Na
miktannda bir azalmaya neden oldugu tespit edilmigtir. Baslangigta %60,83 ile en yiiksek
Na miktarina sahip olan Klvermikompostunun, 940, giin Na miktan %0,59" a diismiistiir.
Genel olarak tim vermikompostlarda zamana baih Na miktannda azalma meydana
gelmigtir, 90 gin  inkiibasyon sonunda en yiksek Na miktan (%359) ile Kl
vermikompostunda elde edilmistir. Bunu %49 Na miktan ile K3 vermikomposiu takip
etmistir. En diisik Na miktan ise K4 vermikompostundan clde edilmistir. Test edilen
vermikompostlann kalsivam (Ca) miktarlan karsilastnldifinda zamana bagh bir azalma
meydana gelmistir. En yilksek Ca miktan (%4,38) K4 vermikompostundan, en diisiik Ca
miktan (%3.85) K1 vermikompostundan elde edilmistir. Demir (Fe) miktan agisindan
degerlendinldifinde en yiiksek Fe mikian K1 vermikempostundan elde edilmigtir.
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Cizelge 4.16. Auk R. miehet biyokiitlesi ve ahir giibresinin farkl oranlarda kangimlarindan
clde edilen vermikompostlann Mn, Cu, £n, As, Cd, Hg ve Pb igenklen

Mn Cu fn As Cd Hg I
(mg kg") (mg kg | (mpkg') | (egkg') g kg | (e ke) | (e kg)
1 )
0 gl (M) 212 84a 124, 48a | 201 ,80a 167443 | 160,54 1232 2665 6k
45. giim {450:) 205 48ab | 111.03b | 184 938 159508 | 15297 11,17 20640,08
910, giin (900) 172936 | 6B4% | 15205h | 171220 | 15082 | 1119 | 2170.59h
OF B+ 1Al 216465 11837a | 193 2da 151285 | 15588 11,78 275738
(K1)
ISFR+TEAG 175.34 K0.3Th |02, 52h 161286 | 14606 159 229119
(K2}
SOF B+50A0 191.55 6, 64h 177, 73ab | 164042 | 15166 [1,73 211357
HLE))
TSFR+28A0 201,81 100,95k | 180,883k | 187627 | 16504 I1.38 258621
(k4)
0xk 21043 123,99a | 21247 158095 | 16501 i3,71 2T66,07
IGK2 20059 | 126,08a | 19781 | 1469.56 | 15063 | 1267 | 253015
sxhd 220.M6 | 26,650 | 205,65 1572.76 | 15962 [r44 26019,71
Oxbod 218 121, 24a | 191,26 207444 | 166,60 i1.23 275646
d50xk1 230.55 133.62a | 203.91 157292 | 163,37 [1.51 301,71
A5Gk 2 171 65 BO09b: | 16],44 149727 | 139,12 I, 13 2209005
d50xk3 15087 93 44b 170 44 1651.51 | 146,46 L0565 256,41
A5 xhkd 228 BT 127 %6a | 205,93 165861 | 162,93 Ig_.flﬁ 2843.15
Silxhk1 208 06 97,50k 63 34 138467 | 13926 i1 2304 36
OGxk2 160,79 52,949 140,32 187175 | 148,13 | I._?ﬂ 212439
Pl 163 51 60 Bded | 157,09 169698 | 148 89 11 B 2054 G0
DGk 158 46 53,64d 147 44 189574 | 16730 110,56 2159.02
Giin (G) e T T Bd &d ad T
Karsimlar (K) il - - il i} od o
Gk id e il i i i O

FB: Fungal biyokiitle, AG: Alir giibresi. dd: dnemli degil, *: p=0.05. **: p<0.01 diizeyinde dnemli

Mg ve As disindaki diger mineral igeriklerinin giinlere gdre azaldifr goriilmekiedir
{Cizelge 4.16). 90 gin inkiibasyon sonunda en yiiksek Mn (208,96 mg kg'), Cu (97,5 mg
kg'y, Zn (163,34 mg kg'), Pb (230436 pg kg') miktan K1 vermikompostunda tespit
edilmistir. Tanimda Kullamlan Organik Mineral ve Mikrobival Kaynakl Gibrelere Dair
Y énetmeligi'ne (2018) gdre, kati vermikompostlarda kadmiyum (Cd) 3 mg kg™', bakir (Cu)
450 mg kg, kursun (Pb) 150 mg kg, cinko (Zn) 1100 mg kg, civa (Hg) 5 mg kg
degerimi gegmemelidir. Bu  durum  degerdendinldifinde K1, K2, K3 ve K4
vermikompostlanmn yinetmelige uygun oldugu gérilmektedir. Solucan sayisi ve agirhig,
pH. EC, makro ve mikro elementlen icerifi bakimindan K1 ve K3 vermikompostlan, diger
vermikompostlara ghre basanl bulunmustur. Yapilan vermikompostlarin analizlen sonucu

elde edilen verilere gbre 90 giin inkilbasyonu sonucu tiim vermikompostlann (K1, K2, K3
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ve K4) Tanmda Kullanilan Organik Mineral ve Mikrobiyal Kaynakh Gilbrelere Dair
Y onetmeligi “ne (2018) uygun oldugu tespit edilmastir,

4.2.3. Vermikompostun sera kKosullarinda in vive denemesi

Bu asamada farkh oranda atik 8. miehei bivokitlesi ile ahir giibresi kansimlanndan
elde edilen vermikompostlann (K1, K2, K3 ve K4), bitki gelisimine nasil etki edecegini
belirlemek amaciyla marul fidesi iiretiminde yetistirme ortamu olarak kullamm durumu
incelenmistic (Sekil 4.37). Bu amagla elde edilen 4 farkli vermikompostun torfa %0, 10,
20, 30, 40, 50, 75 ve 100 oranlannda ilavesi ile marul fidesi yetistirme ortamlan
hazirlanmistir. Denemeler, 03.04.2022 tarihinde baslatilmig olup 35 giin sonra fideler
sokiilmiigtiir. Marul fidelerinde kalite ve verimi belirlemek igin gesitli dlglimler yapilmus ve

bunlann onalamalan alinmustr.

Sekil 4.37. Yetistirme ortamlannda biiyiiyven marul fidelen

Hazirlanan yetistirme ortamlanmin pH ve EC degerleri srasivla Cizelge 4.17 ve
Cizelge 4.18'de venlmistir. pH aralifs marul fidelerinin gelisimi fzerine olumsuz etki
olusturulacak bir aralikia degildir. Ancak vermikompostlann kansimdaki oram arttikga EC
degerlenmin yiikscldi@ tespit edilmistir. %100 ortamlarda ve kangimlarda %40, 50 ve 75
oraninda torfa ilave edilerek hazirlanan onamlann EC degerlen ¢ok yilksek bulunmustur.
EC degerlerinin 2 dS5 m™* wve iizeri oldufu ortamlarda fide gelisiminin azaldif
belirlenmistir.  Yiksck EC (tuzluluk), fide gelisimi igin istenmeyen bir kosuldur. Farkh
oranlarda bira fabrikasi atiklanmin kullamildsgs bir ¢alismada, bu atklann topragin EC
deferini artirdif bildirilmistir (Kiitiik vd., 2003). Aydinsakir vd. (2011) tarafindan yapilan
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bir baska calismada da kenisel kan ank kompostlanmn uygulanmasimin EC degerini

arttirchiin belirtilmistir,

Cizelge 4.17. Farkl oranda atk R. miehei biyokiitlesi ile alur glibresinden elde edilen
vermikompostlann degisik oranda torfla karisimindan hazirlanan vetistirme ortamlannin

pH degerleri
Oriamlar
Oranlar | gFR+100AG ISFB+TSAG | SOFB+S0AG | TS FB+25AG | Ortalamalar
(k1) (K2} {k3) (R4}

0 (Kontrol)| 6.46a-c** 646a-c 6,38c-g 6,53abe 6.46a%*
10 6.32d-i 6.46a-c 6,40c-g 6.2Te-i 6.36b
20 6. 31d-i i, d3b-T B33 6,31d-1 6.35b
30 6.32d-i 6.49a-d 6.43b-f 6,34¢-h 6.3%ah
40 6.22ghi 6.45b-¢ 6.36c-h 6.37c-g 6.35b
S0 6,250 i, d8a-d 6,420 6,41 b-g f, 3%k
75 6.17hi 6,500-d 6,483-d £.482-d 6.41ab
100 6.13i 6.59ab 6,64a 6,47a-d 6,463

Orialama | 627" 6,48 6,43b 6,40b

#&: peal), (1 dileyinde Gnemli

Cizelge 4.18, Farkl oranda atk B, miehei biyokiitlesi ile alur glibresinden elde edilen
vermikompostlann degisik oranda torfla kansimindan hazirlanan yetistirme ortamlanmn

EC degerlen
Ciriamlar
Oranlar | gFR+10AG | 25FB4TSAG | SOFB+S0AG | 75 FR+25AG | Ortalamalar
(K1) (KZ) (K3) (K4}
0 (Kentrol) | 0.52k** 0,56k 0,53k 0,57k 0,55
10 1446k 1.20g-k 0.97h-k 1,20g-k 1.20¢
0 1.64¢-j 1266k 0,80k 1,336k 1.26¢
30 1.90d-h 2.03d-h 1.86d-i 2.11d-g 1.97d
40 2.57ede 2.12d-g 1,91d-h 2, 70cde 2.33d
50 2 89%d 2,78cd 231c-f 3.34be 2.83¢
75 53la 5.65a 3.34bc 421b 4,63b
1010 6.37a 6,33 4.21b 5.58a 5.62a
Ortalama | 2.83a%* 2,743 1,99k 2.63a

& p=00] dilzeyvimde dnemili
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Viyollere ekilen marul tohumlarnindan ilk tohum g¢imlenmesi 5 glin iginde
goriimiistir. [k tohum ¢ikisi, K1 vermikompostunun torfla %610 oraminda kanstinlmas ile
elde edilen vetistirme ortaminda gergeklesmistir, Cizelge 4.19°de hazifanan vetistiome
ortamlarna ekilen marul tohumlanmn ¢ikis oranlan verilmigtir. En yilksek tohum gikig

oramt, K1 vermikompostunun %20 oraminda torf ile kamstimlmasi sonucu hazirlanan

yvetistirme onamindan elde edilmigur.

Cizelge 4.19. Farkh oranda atik R. michei bivokiitlesi ile ahir giibresinden elde edilen
vermikompostlann degisik oranda torfla kansimindan hazirlanan yetistirme ortamlarinin
tohum gikig oram dzerine etkilen

Oriamlar

Orranlar OFB+100ALG | 25FB+T5A0G | S0FB+50AG | 75 FR+25A0G :]rtnh-mlh

(K1) (K2) (K3) {K4)
0 (Kontrol) | 96, 88a-d** 93.83a-¢ 93.83a-¢ 97.%2abc 9%, 62ab**
10 9%, B6ak i, B3a-d R, 96ab 95 83a-c 97.66a
0 1(H. 0 O, 8%a-d B, 38c-g BT 50e-1 92.1%abc
Ell] 68, 750-i 98 9hab 00, 63b1 08 Yeab 8932
40 T8.13e-h D6, 88 a-d 93 83a-¢ 72924 B5.0de
20 43,75ijk 83,33dg 90,63b-f 90,63b- 77,084
75 46.88ijk 59,18 50,00b-k 59,38g-j 53.91e
100 19,79k 30,213k 26,041k 13, %ik 25,001
Ortalama | 69, 14b"* £2.2% T9.04a T8, 3%

= p0l dilzeyinde onemb

K1 vermikompostunun torf ile kanstinlma oram arttikca whum ¢ikis oraminin
azaldifn goriilmiigtir. K2 vermikompostumun %210, 20, 30 ve 40 oranlannda tohum gikag
oram %96-98 arahfinda iken, %40°mn tizenndeki oranlarda wohum ¢ikis oram azalmistr,
K3 ve K4 vermikompostlanimn %50 oram igeren yetigtirme ortamlannda manul tohumu
cikis oramin ciddi derecede azaldifn tespit edilmistir. Auk R. miehel biyokiitlesi ile elde
edilen vermikompostlann %30 oranlanna kadar torf ile kanstinlmas: ile yiiksek tohum

¢ikas oranlanna ulasilmistr, En diigilk tohum gikig oranlan %675 ortammda elde edilmistir.

Tohum gikis oram disinda, fide boyu, vaprak sayvisi, klorofil miktan, toprak isti
vas agrhig, toprak st kuru agirliin, kik yas agirhk, kik kuru agirhk ve renk degerlen
belirlenmigtir. Atk B mrefred biyokitlesi ile elde edilen vermikompostlann farkh oranlarda

torf ile kansunlmas: sonucu elde edilen vetistirme ortamlannda gelisen marul fide boyu
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Blgiim sonuglan Cizelge 4.20°de verilmistir. En yiiksek fide boyuna (7.18 cm) %10
oraninda K1 vermikompostunun kullamldi@ yetistirme ortamuinda elde edilmistir. K2 ve
K3 denemelerinin %20 oram iizerinde kullamldign yetistirme ortamlannda fide boylannda
Gnemli bir azalma meydana gelmigti. En digik fide boylan (3.08-3,62 cm). tim
vermikompostlann %675 oramnda kullanildi@ vetistirme ortamlannda goriilmiistir.

Cizelge 4.20. Farkli oranda atk R. miehei biyokiitlesi ile aluir glibresinden elde edilen
vermikompostlann degisik oranda torfla kansimindan hazirlanan vetistirme ortamlarinin
marul fide boyu lizerine etkilen

Oriambar
Oranlar | gFR+100AG | 25FB+75AG | SOFB+S0AG | 75 FB+25AG | Drialamalar
(K1) (K2) (k) (k4)
0 (kontrol] 7022 6, T04ah 6,3 3abe f.53abe G.65ak""
10 T.18a 6. 48ake 6.97a TA03a 6.9
20 3 43bod 6, 08abe 65,2 Tabe 6, 72ak .13k
£l 4,23def 527cd 5.25¢d 6,2 3abe 5. 2%
4 3, 80¢fz 3.32efg 1,73l 4.68de 1884
50 2,75g 3. T0elg 383 4.07d-g 350
75 3.62efp 3480 3081 5.48cfp 34xd
Ortalama | 4 86h*" 5,000 5.0 5.54a

=% p=a00 dikzeyinde Onemli

Morfolojik dzelliklen arasinda, marulun yaprak dzellikleri
en dnemli parametrelerden  biridir. Ozellikle marulun vaprak sayisimun ¢ok olmasi
pazarlanabilirlifini kolaylagtirmaktadir. Ank R mieher biyokiitlesi ile elde edilen
vermikompostlann farkh oranlarda torf ile kanstinlmas) sonucu elde edilen yetigtirme
ortamlarnda gelisen marul yaprak sayis: lgiim sonuglan Cizelge 4.217de verilmistir. Tim
vermikompostlann %620 ve tzeri oraminda kullamldify yetistirme ortamlarmda marul
vaprak savisinda azalma meydana gelmistir,. K2 ve K3 vermikompostlanmin % 10 oram
fizerinde kullamldifn yetistirme ortamlannda marulun yaprak sayilarinda artma meydana
gelmigti. En yiksek yaprak sayisi K1 vermikompostunun %10 oramnda kullamidif
yetigtirme ortaminda gdrillmistir, En digiik yaprak sayis ise K1 vermukompostunun %050
oraninda kullamldifn vetistirme onaminda elde edilmistir. Tiim vermikompostlarin %10
oraninda kullamldifn vetistirme ortamlannda marul sayisi, difer kullamlan oranlara gére

en vilksektir, Marul vaprak sayis1 agisindan vermikompost uygulamalanmn etkisi istatistiki



112

agidan anlamh bulunmamigtir. Vermikompost kangimlarimin marul yetistirme ortamlannda

kullamlma oramnin, yaprak sayisinda negatf etkisi oldugu gorilmistiir,

Cizelge 4.21. Farkh oranda auk . miehei biyokiltlesi ile ahir giibresinden elde edilen
vermikompostlann degisik oranda torfla kansimindan hazirlanan vetistirme ortamlannin
marul fidesinin yaprak sayisi izerine etkileri

Ortamlar

Oramlar | 4y p100AG | 25FB+TSAG | SOFB+S0AG | 75 FB+25aG | Ortalamalar

(K1) (K2) (K3) (K4)
?l.;.,..m“ 4,83a* 4.33a.d 4,50abe 4.67ab 4,58a%*
10 4,53 4,67ab 4.67ab 4,172-¢ 4,58a
20 3.8%0-g 4,17a-¢ 4.17a-¢ 4,50abe 4,17ab
30 3,33a-h 4,008-F 4,00a- 4.17a-¢ 188
40 2,831gh 2.67gh 3,00¢-h 3,50b-h 3,00¢
S0 2.33h 2 83fgh 2.83fgh 3,00e-h 2,75¢
75 3,00¢-h 2.67gh 2 30k 3,17d-h 2.83c
Ortalama | 3,57h* 3.62ab 3.67ab 3,88

*: p=a05 dilreyinde Snemli, **: pa 01 dilzeyvinde Sonemli

Marulda yapraklann sayisi kadar vapraklann rengi ve igerdiklen klorofil miktan da
kaliteyi etkileyen Gnemli unsurlardir, Atk R mieher biyokiitles: ile elde edilen
vermikompostlann farkl oranlarda torf ile kangtinlmas: sonucu elde edilen yetigtirme
ortamlannda gelisen marullann  klorofil indeks Glgiim sonuclan Cizelge 4.22'de
verilmistir, Marulda farkh oranlarda kullamlan vermikompost kangmlarinm kullamima
oranlannin klorofil indeks miktarlarina etkisi Gnemsiz bulunmustur. En viksek klorofil
miktan K3 vermikompostunun %620 ve 40 oraminda kullamldifn yetigtiome ortamlannda
elde edilmistir. En digik klorofil indcks miktan (6,35) K3 vermikompostunun %10
oraninda kullanildign yetistirme ortaminda tespit edilmistir. Ufur vd. (2014) tarafindan
vapilan galismada, kivureik marul gesitlerinde azot katkisimin artmasi ile yaprak dzellikleri,
klorofil indeks miktan (10.81) ve verimde artis oldugu rapor edilmigtir. Marulda farkh
dozlarda yapilan bor uygulamalannda doz miktannin artik¢a klorofil indeks miktarlarinda
(en diisiik 5,60) azalma gorilmigtir (Ozdemir, 2019). Klorofil miktan, marulun gesidine
ve ekim zamanina gore degismekiedir. Erken ve geg ekimlerde klorofil miktanmin diigtiigi
Tsiakaras vd. (2014) tarafindan bildirlmagtr. Calismamn vapldi@ bilgedeka giineslenme

siiresinin azh@ bu ¢ahismada da diisiik klorofil miktannin elde edilmesine neden olmus
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olabili. Bu c¢ahismada yiksek klorofil defieri agisindan K3 vermikompostunun %20
oraninda kullamldi@ vetistirme ortam 6ne gikmaktachr. Atnk B, michei bivokiitlesi ile elde
edilen vermikompostlann farkh oranlarda torf ile kanstinlmas: sonucu elde edilen
yetistirme ortamlannda gelisen marullarda incelenen diger kalite parametrelerinden toprak
sti ve kdk afirhklandir. Bu gahismada marullann hem vas afirhiklan hem de kuru
afjirhiklan belirlenmigtir.

Cizelge 4.22. Farkh oranda auk . miehei biyokiitlesi ile ahir giibresinden elde edilen
vermikompostlann degisik oranda torfla kanisimindan hazirlanan yetistirme ortamlannin

marul fidesi yapraklanndaki klorofil miktan (CCl) tizerine etkileri

Ortamlar

Oranlar | gFB+100AG | 25FB+75AG | SOFB+S0AG | 75 FB+28AG | Ortalamalar

(K1) (K2) (K3) (K4)
?Hm,ﬂ} 10,3061 10,45 10,65 £,13 9,88"
10 R.O0% 9,45 6,35 7,38 8.05h
0 BAT 9,07 10,35 4,00 ,32ab
in .77 9,13 7.85 §.23 8.25ab
40 818 8,10 10,30 9,53 ,03ab
0 752 845 9,28 9,33 8.63ab
75 842 7.53 842 0,07 8 44ab
Ortalama | 5 538l 5.93 2,03 B.67

oul; Gneml dedil, ®: p=0.05 dizeyinde Gnemli

Cizelge 4.23, Farkh oranda ank R miehei biyokiitlesi ile alur giibresinden elde edilen
vermikompostlann degisik oranda torfla kansimindan hazirlanan yetistirme ortamlannin
marul fidesinin toprak iisti yag afwrhii fizerine etkileri

Ciranlar Ortamlar
OFB+100AG | 25FB+T5AG | SOFB+S0AG | 75 FR+25AG | Ortalamalar
(K1) (K2} (K3) (K4)
0 (Kontrol) | | 51ab%* 1. 28abe 1.18a-d 1.2Tabe 1.31a**
10 I.61a 1,27abc 1,20a-d 1.2La-d 1.32a
20 0,67d-g 0,94b-¢ 1.09a-d 1,11a-d 0.95h
30 0.37efy 0.62d-g 0,7 le-g 0.90e- 0.65c
40 0,28g 0.26¢ 0,330 0.42efg 0.32d
S0 0.17g 0,30 0.28g 0.35efg 0.27d
75 0.32fg 0.29¢ 0.21g 0.311g 0.28d
Ortalama | (716 0,71 0,71 0,79

id; opemli degil, **: p=0,01 didzeyinde dnemli
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Toprak {istli yas agirhk ve kuru afirhk Slgiim sonuglan sirasiyla Cizelge 4.23 ve
Cizelge 4.24 de venlmistir. Vermikompostlann kullanilma oram arttikga marullarin toprak
ustil yas agirhklan ve toprak Gsti kuro aforhklan azalmistir. En yitksek toprak distii yas
agirhin (1.61 g) ve toprak dstd kuru afirhi (0,07 g) ile K1 vermikompostunun %10
kullamm oramnda ulagilmistir. En diigik toprak tistii yag agirhs (0,17 g) ve toprak fistd
kuru agirhig (0.01 g) ile K1 vermikompostunun %10 kullamm oramnda elde edilmistir.

Cizelge 4.24. Farkh oranda ank R. miehel biyokiitlesi ile ahir giibresinden elde edilen
vermikompostlann degisik oranda torfla kansimindan hazirlanan vetistirme ortamlannin
marul fidesinin toprak fistii kuru agrhi dzerine etkilen

Ortambar
Cranlar OFB+100AG | 25FB+735AG | SOFB+50AG | 75 FR+25AG | Ortalamalar
(K1) iK2) (K3) (K4)
O {(Kontrol) | 0.075d (.06 0,06 0,06 OMx0 0 1a**
10 0.07 0,06 0.07 0,06 0.07+0,01a
20 0,05 0,06 0,07 0,07 0,060,013
3o 0,08 0,04 0,05 0,08 0060062
40 0,02 0,02 0,03 0,03 0,03+0.00h
50 0,01 .03 0,02 0,03 0,020, 00b
5 0,03 0,02 0,02 0,03 0,020,000
Ortalama 0,056d 0,04 0,04 0.05

dll; Gnemli degil, **: p=0.01 dibzeyimde dnemli

Auk R. miehei biyokiitlesi ile elde edilen vermikompostlann farkh oranlarda torf
ile kangtinlmasi sonucu elde edilen yetistirme ortamlannda geligen marullann kok yas
afirhk ve kuru afirhk Glgim sonuglan sirasiyla Cizelge 4.25 ve Cizelge 4.26'da

verilmistir.
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Cizelge 4.25. Farkh oranda ank R. miehei biyokiitlesi ile alur giibresinden elde edilen
vermikompostlann degisik oranda torfla kansimindan hazirlanan yetistirme ortamlannin
marul fidesinin kik yag afirhf iizerine etkilen

Ortamlar

Oranlar | GFR+100AG | 25FB+75AG | SOFB+50AG | 75 FB+25aG | Ortalamalar

(k1) (K2) (hJ) (R4}
:Hm,mll 0.455d 01,40 0,38 0,39 0.41a%
10 0,41 0,28 040 0,30 0.35ab
0 0,24 0,23 0,36 0,27 0.27b
30 0,16 0,17 0,19 0,23 0,19¢
40 0,12 0,13 0,14 0,15 0,14¢
S0 0,12 0,14 0,10 0,14 0.12¢
75 0,1% 0,15 0,14 0,16 0.15¢
Ortalama | (246 0,21 0,24 0,23

id; Goemli degil, **: p<0.01 dizeyinds dnemli

En yilksek kik yas afirhf (041 g) ve toprak iistil kuru agrhign (0,070 g) ile K1
vermikompostunun %10 kullamm orammnda ulagilmgtir. En dilgiik kik vas agirchig (0,10 g)
ve kik kuru agirhfn (0,052 g) ile sirasiyla K3 vermikompostunun %50 ve Kl

vermikompostunun %50 kullanim oraninda elde edilmistir.

Cizelge 4.26. Farkh oranda atik R. miehei biyokiitlesi ile alur giibresinden elde edilen
vermikompostlann degisik oranda torfla kansimindan hazirlanan yetistirme ortamlarinin
marul fidesinin kik kura afirlif Gzerine etkileri

Oriamlar
Oranlar OFB+100AG | 2SFB+75AG | SOFB+S0AG | 75 Ortalumalar
(K1) (K2} (K3) FB+215AG
(K4)
0 (Kontrol) | 007264 0,071 0,070 0,068 0,070a"*
10 0,070 0,066 0,061 0,059 0, O6dab
20 0,064 01,060 0,062 0,063 0, 062ab
30 0,058 0,055 0,059 0,039 0,058k
40 0,056 0,059 0,056 0,036 0,057k
50 0,052 0,057 0,054 0,068 {058k
75 0,057 0072 0,058 0,057 0,06 1 ab
Ortalama 006164 0,063 0,060 0,062

od: Gremli dedil, **: p=0.01 dhzeyinde dnemli
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Auk 8. miehei biyokiitlesi ile elde edilen vermikompostlanin farkh oranlarda torf ile
kanstinlmas: sonucu clde edilen vetistirme ortamlannda gelisen mamllann yvesil rengi (a*)
ve san rengi (b*) ve parlakbig veren L* renk parametrelen incelenmistir. Renk dlgiim
sonuglan (L*, a*, b*) sirasiyla Cizelge 4.27, Cizelge 4.28 ve Cizelge 4.29'da verilmigtir.
En yilksek L* degeri K1 vermikompostunun %30 kullamim oraninda, en diigiik L* degeri,

K2 vermikompostunun %75 kullamm oraninda elde edilmistir.

Cizelge 4.27. Farkh oranda ank R. miehel biyokiitlesi ile ahir giibresinden elde edilen
vermikompostlann degisik oranda torfla kangmmindan hazirlanan vetistirme ortamlarinin
marul fidesinin vapraklarinda renk L* fizerine etkilen

Ortamlar
Ortnlamialn
Oranlar | gFB+100AG | 25FB+T5AG | S0FB+S0AG | 75 FR+25AG |,
(K1) (K2) (K3) (K4)
0 (Kontrel) | &0,676d 6,05 9160 85,12 A8, 366d
{1 7283 %1.02 B6.96 84,17 #1,25
20 7,43 00 82 85,53 K530 $9.52
30 o122 81.31 84,28 8731 £8.53
40 &3 10 86.09 87.84 83,70 £5,68
0 10,22 88,50 04 82 g85.17 92,28
75 T9.76 6%, i B5.35 BE.29 Ri),94
Ortalama &6, 750d 86.13 8805 B5.67

dall; Bnemli dedil

En yiiksck a* degeri K3 denemesinin %650 kullamm oraminda, en diigiik a* degeri,
K1 denemesinin %610 kullamm oraminda elde edilmistir, a* defenmin yiksek olmasi, yesil
rengin de o kadar yiiksek olmasi anlammna gelmektedir. Marullann a® degeri ile

vermikompost uygulamalarinin kullamm oranlar arasinda bir korelasyvon kurulamamstir.
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Cizelge 4.28. Farkli oranda ank R. miehei biyokiitlesi ile alur glibresinden elde edilen
vermikompostlann degisik oranda torfla kansimindan hazirlanan yetistirme ortamlannin
marul fidesinin vapraklannda renk a* Gizerine etkilen

Ortambar
Oranlar | gFR+10AG | 25FB+7SAG | SOFB+S0AG | 75 FB+25AG | Ortalamalar
(k1) (ki) (k) (hd)
O (hontrol) | 24 2154 33,07 30,06 27,23 28 64ad
1 20,55 26,72 26,74 24,76 24,69
20 26,85 32,71 28.26 29.17 2925
0 33,16 23,87 27,76 25.04 2821
40 28,18 30,24 .77 25,66 28,21
st 33,46 30,16 3442 29,67 31,93
75 25,29 20,28 27,76 30,78 26,03+
Ortalama | 37 3044 28,15 20,11 27,90
il Gremli degil

Cizelge 4.29, Farkl oranda ank B. miehei biyokiitlesi ile ahir giibresinden elde edilen
vermikompostlann degisik oranda torfla kansimindan hazirlanan yetistirme ortamlarninin
marul fidesinin yapraklarinda renk b* {izerine etkileri

Orrtambar

Oranlar | gFR+100AG | 25FB+75AG | SOFB+50AG | 75 FB+25AG | Ortalamalar

(K1) (k1) (k3) (Kd)
O (Kontrol) | 21 s6ad 31.72 31,04 18,33 29,6904
10 16,86 27,71 37,54 27,08 24,80
20 27.23 37,39 0,58 31,96 31.79
3 38,70 24,22 28,72 30,36 30,50
40 29,50 3443 0,32 27.50 30,46
S0 38,08 31,66 19,82 10,99 35,14
78 23,19 19,46 37,88 36,24 26,69
Ortalama | 37 o0ad 30,37 30,54 30,35

Oull: Gnemli defil

En viiksek b* degeri K3 denemesinin %50 kullamim oraminda, en diisiik b* degeri,
K1 denemesinin %10 kullamm oraminda elde edilmistir. b® deferinin yitksek olmasi, san
rengin de o kadar yilksek olmasi anlamina gelmektedir. Marullann a* deferi ile

vermikompost uwygulamalanmn kullamm oranlan arasinda bir korelasyon kurulamamigtir,
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Marul bitkisinin renk deferlerine azotlu giibre uygulamalaninin bir etkisi olmadifi rapor

edilmistir (Mahlangu vd. 2016).

Calismada vermikompost kullamm orami artik¢a, marul fidesinin kalitesinin
azaldifn belirlenmigtir. Cogkan ve Senyifit (2018) tarafindan yapilan ¢alismada solucan
gibresinin yilksck oranlarda kullamlmasinmn bitkilerde genelde olumsuz etkilen oldugu
belirtilmigtir. Marul Gretimi igin 4.5 litrelik saksilarda 25 g solucan gilibresinin kik
bélgesine uygulanmasi dnernlmistir. Tavali (2019), vermikompost uygulamasimn marul
fidelerinin tohum ¢ikis oranima olumsuz etkilennden dolayl, marul fidesi yetistiriciliginde
kullanilmamasim, serada marul yetistinicilifinde kullamlmasimn daha uyvgun oldugunu
bildirmistir, Bununla birlikte her vermikomposiun farkh oldugu ve bitki verimi fizerine
farkh etkilere sahip oldugunu sovlemek mumkiindir (Cakmak, 2011; Caglar, 2014). Farkh
gilibre uygulamalarinin marul bitkisinin kalitesi ve veriminin Gzerine ¢alisildign bir baska
gahsmada, en yiksek verime vermikompost uygulamas: ile ulagilmstir (Premuzic vd.,
2002). Vermikompost uygulamasimn kivircik marul kalitesi Gizerine etkilerini inceleyen
Himish (2014) tarafindan maruldaki kalsiyum,. ¢inko, magnezyum, bakir ve azot igeriginde
olumlu etkilere neden oldugu bildirilmistir. Bu gahgmada %625 ank R. muehei bivokiitlesi
ile AG  kansumindan  Gretilen  vermikompostun  %40%a  varan oranlarda  torfla
kansimlanindan hazirlanan yetistirme ortamuinda tohum ¢ikig oram %696-%98 arahfnda

bulunmustur.

4.3. Auk R. miehei biyokiitlesinden mikrobivolojik besiveri bileseni firetimi

Bu cahsmada ank R mieker bivokiitlesinin, mikrobiyolojik besiyerlerinde
kullamilan pepton gibi pahali olan hayvansal driinler yerine alternatif azot kaynaf olarak
kullamm pontasiyvelinin ortava gikanimas) hedeflenmistir. Bu amagla inceleme parametresi

olarak ank R. miehei bivokiitlesinin protein miktan degerlendinilmistir.

4.3.1. Atk R. miehet bivokiitlesinden protein ekstraksiyonu

Herhangi bir eksiraksiyvon islemi olmayan kosulda ank R. miehel biyokiitlesinin
protein miktan 0,153 mg/ml olarak belirlenmistir. Bu sonug protein ckstraksivonu igin bir

optimizasyon vapilmas: gerektigimi gostermistir, Bu nedenle hiicre igernisindeki proteinin
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maksimum verimle ekstrakie edilebilmesi igin farkh lizis vOntemleri test edilmistir.
Boylelikle ank bivokiitlede bulunan protein icenginin ckstrakt haline getinlerck besiyeri
katkr maddesi olarak kullamm olanag saglanmak istenmistir. Bu amagla kullamlan tg
farkh yontemin karsilagtinlmasi igin, degisken parametreler ve bu degiskenlerin tamamin
igeren bir tasanm uygulanmughr. Yapilan cahsmalarda fiziksel olarak fungal hiicre
duvarimin  zayiflanlarak hilcre igerisindeki protein ekstrakinim eldesi  amaglanmistir.
Ekstraksiyon amact ile kullamlan geleneksel yOntemin dezavantajlan, kullamlan
kimyasallann ckstraktan uzaklastinlmasimin - maliyetli olmasi ve wuzun siiregler
gercktirmesidir, Son Griintin ticarilesmesi planlandifinda, ekonomik ve daha az adimda
daha ¢ok verim eldesine yonelik yontemler segilmis ve tasarlanmgtir, Her dmek igin g

tekrar analizi yvapilmistir.

4.3.1.1. Ultrasonikasvonla ekstraksivon vimteminin optimizasyonn

Ultrasonikasyvonla ckstraksivonda, ses dalgalan, frekansa gore defisen oranlarda
vilksek weya nadiren diisik basingh dingiilere neden olmaktadir, Diisiik basingh
dingiilerde, ultrasonik dalgalar sivi igerisinde kabarciklar olusturure, Belirli bir sevivede ise
kavitasyon meydana gelir ve kavitasvon patlarken sicaklik ve basingta artma meydana
gelir. Kavitasyon patlamasi 280m/s hza ulasabilir. Olusan bu kuvvetler hiicre duvannda
mekanik kinlmalara neden olur ve hticreler lizise ugrar. Ultrasonikasyonla ekstraksiyonda,
uygulanan sonikasyon parametrelering gore hiicrelere wikicr etkileri de@isebilmekiedir
{Moulton ve Wang, 1982). Endistriyel uygulamasiin kolay olmasi ve kimyasal madde
kullammi  gercktirmedigi igin atk ¢amurlannda mikrobival yikin  azaltilmasinda
ultrasonikasyonla ekstraksivon yontemi kullamlmakiadir (Aydin ve Civelekoglu, 2010).
Bu ¢alismada vesil siirdiirilebilirlik harcketi géz dniine alinarak bu yintem uygulanmstr,
Ank R miehei biyokiitlesinden wyilksck oranda protein eldesinde etkin  faktirlerin
segilebilmesi igin istatiksel yontemlerden Plackett-Burman deney tasarii kullamilmagtir.
Ultrasonikasyonla ekstraksiyon yonteminde kullamilan bafimsiz degiskenler ve seviyeleri
Cizelge 3.6"da venlmistir, Ydntemin venimini etkileyebilecek atk R. mizher biyokitlesinin
partikiil ¢capn (X)), partik@il’sivi orani (X:), ultrasonikasyon genlifi (X:), ultrasonikasyon
siiresi (Xa), titresim (X:) ve aym islemin dongii sayisi (Xs) olmak tizere 6 farkh degiskenin
fungal ckstraktaki protein igerigine etkilen Cizelge 4.29da verilmistir.
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Yapilan denemeler sonucunda en diisiik protein miktan (0.283mg/ml) 1:10
partikiil/sivi oraninda, | mm partikiil capina sahip fungal biyvokiitlenin, %20 genlige sahip,
20 sanivede bir verilen titresimlenn toplam siiresi 5 dakika olmak {izere bir kez islem
uygulanmasi (Deneme 2} ile elde edilmistir. En yilksek protein miktanna (1856 mg/ml)
ise, 1:5 partikiil’sivi oramnda, 0.5 mm partikil gapina sahip fungal biyokitlenin %630
genlie sahip, 20 sanivede bir verilen titresimlerin siiresi 1 dakika olmak tzere 5%er kez

ayni islemin tekrarlanmasi (Deneme 7) ile ulasilmistir (Cizelge 4.300.

Cizelge 4.30, Ultrasonikasvonla ekstraksivon vonteminde kullamlan Plackett-Burman
tasarimu ve ekstrakte edilen protein miktarlan

i Fartikiil‘smva Us Us us [Mingii Protein mikizn

- iy | OV (W) | genligi | sdred | Tireim | saye Dummy | " g/mi)
1 | 110 30 5 | sorekl 5 S | 0591
U e a0 [ ke |1 [+ | 0283
3 l 115 30 5 Kesikli 1 S
4 1 | 15 | 20 1| sirekh 5 A YT
] 05 | Vo | 30 I | sdrekli |1 - | 0984
6 05 | wvio | 20 5 | kesikli 5 - | 1264
7 [ 05 | Us | 30 I | kesikli | 5 « | 1856
8| 65 | s | 5 | sorckli |1 + [ LM

Sekil 4.38°de katsayilann isareti ilgili degiskenin hangi diizeyinin protein eldesi
iizerinde etkili oldufu konwsunda bilgi venilmektedir. Pozitif etkiler (+) degiskenin dist
diizeyinin, negatif etkiler (-) ise degiskenin alt diizeyinin etkili oldugunu ifade etmektedir.
Test edilen tiim defiskenlennin etkilerinin 0.05 anlamhihk dilzeyinde istatistiksel olarak
anlamh oldugu gorilmistir (p=<0.05). Sckil 4.38°c gore auk K. mieher bivokiitlesinin
protein afirhkll mikrobiyolojik besiven bileseni olarak kullamlabilmesi igin yamilan
ultrasonikasyonla ekstraksiyon vinteminde ultrasonikasyon genlifi (X3), ultrasonikasyon
siiresi (Xs), aym islemin dongii sayi1s (Xs) degiskenlennin iist ditzeylerinin, partikiil gam
(X1). partikiil’sivi oram (X:) ve ultrasonikasyon titresimi (Xs) defiskenlerinin de alt

dizeylerinin olumlu etkiye sahip oldugu gériilmektedir.
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Sekil 4,38, Ultrasonikasyonla homjenizasyon yonteminin PB Pareto grafigi

PB  deney

Lasarim

ile

gerceklegtirilen  ultrasonikasyonla

ckstraksivon

denemelerinde ank £ mvehei bivokitlesinden elde edilecek proteinin - miktaninin

arttirilmasinda sirasiyla ulirasonikasyon genlifii (Xs), ultrasonikasyon siresi (X4) ve aym

iglemin dongii sayisi (Xe) defiskenlerinin pozitif etkisi oldufu gorilmistir. Regresyon ve
varvans analizi sonuglanna gore (Cizelge 4.31) modelin istatistiksel olarak (p<0.05)
anlamh oldufiu anlasiimakiadir. Modelin, gergeklestirilen ultrasonikasyonla ekstraksivon
denemelerinde elde edilen sonuclan istatistiki olarak %96,75"ini (R* = 0.96) temsil ettigi

gorinmektedir.

Cizelge 4.31. Ultrasonikasyonla ekstraksivon yonteminin PB varyans analizi

|Effuct Eatates, Var Ubmaonk Fags 96751 Adj §533
T Facior Sersing Daegrn, M5 Rlasaiais [HI12MET

15 Emaonianper
EFxi  SdET §18) B 46% | 5% | Cosd | SmiEn | SN WMEN
ies Coflied | Coliim | Cosfl | Crliim | Cnllimt
W TriT : 10808, [N 405N QDOODX  ORAEIN 10850 DECMGE  DESEITY 1 Coasens
Beyokia et cag: o] | DI oDEGE 77N 00000N 343K LA QUM DB DM
hﬁﬂihm“ﬂl | 51116 DDSEF  -0ATHT  QDOD0OT QEI0TE SISSEET DOTME DMNEN 0IHETH
mﬂm NAZISH [ DESEs- SB08F QDT QOITER COELISE QOoZME ODNE 010N
Urwceikmnson e 1| | Disssel opsber  abvi ODHOX  CoNS DORMIS. DSRME  DOSME 018408
Urmorkanyon e | Anioesy ooaMer 235 Q0K S20esd SE5ANT DSMG  DA0AEL OO0
Lireandopypne S0ngS s (L1088,  (passs 2288 0oland  ooosEnl Q08T DocMe DNE 01027
L'Il'l'l'lj 111885 0 DS 1117 QDOSAN  O04A3Es [l L :"E_@_B‘ D:‘E_]-_I-I: 0123081

Plackett-Burman tasarimi ile auk B mieher biyokiitlesinden elde edilecek proteinin

miktanmn artinlmasinda dnemli rol oynayan degiskenler belirlenmigtir. Onemli bulunan

bu id¢ defmiskenin birbirlen ile etkilesimleninin ve miktarlanmin auk R micher

bivokitlesinden elde edilecek proteinin mikianna etkisi aragtirilmigtir. Plackett-Burman
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deneylerinin sonuglan dikkate alinarak Box-Behnken deney tasanmi olugturulmustur. Box-
Behnken tasarmm ile segilen g degiskenin, +1 (viksek), O (orta), -1 (diisik) olmak tizere
g seviyes: test edilmistir. Segilen deg@iskenler ve sevive degerlenn Cizelge 3.8'de
verilmigtir. Box-Behnken deney tasanim kullamilarak gerceklestirilen ank R miehei
bivokiitlesinden elde edilecek proteinin miktarlanmin varyans ve regresyon analizi
sonuclan Cizelge 4.32"de, tasanim ve protein mikian sonuglan Cizelge 4.33 de venlmisgtir.

Cizelge 4.32. Ultrasonikasyonla ektsraksiyon yonteminin BB analiz sonuglan

[Fec! Dasmaten. Var Pratein miktan o= GOML A4 RSB
¥ dlawpl Bacton, U iccks 51 Mo LS Meaideal (031737
| oo votsin msitaen

ElTect |EiE|'I'I LERE] | [

[ U7 DO0UMSE  TEAG0B! DO0ROOD 1 ANIED
AN DOZIONE O\ BME  DOTERIE  00M02
SOANI0; 0084 oMM ODMNN 00N

| 02006 Doaed ATO0N O000OOC -0 RAsN

0 MO8 DOTSANT  TESE  GO0O000 51500

0 DRSNS B0 D000 0 Jedd;
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Cizelge 4.33. Ultrasonikasyonla ckstraksiyon yonteminin Box-Behnken deneysel tasarimu
ve elde edilen deneysel protein degerler

Xa X h Protein

Deneme | (Ulirasonikasvon | (Ultrasonikasvon | {Avm lslemin mikiary

genligi) siiresi) dingi sayist) | (mg/ml)
1 23 7 7 | 0,857
2 25 5 s f 1,332
3 20 5 E] | 1,395
4 25 i 5 5 | 1332
5 20 3 5 i 1.356
fi 25 3 K] | 1,392
7 25 3 ] | 1.264
] 25 7 3 : 2,006
9 En) 7 5 . 1,771
1] 0 7 5 | 1,509
11 25 5 5 = 1.272
12 30 3 7 1.330
13 0 5 3 . 1,548
14 20 5 7 | 1,375
15 25 3 7 - 2,008
16 30 3 5 | 1,524
17 25 5 5 : 1,235
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Sekil 4.39'da gbrlenen ve beklenen protein miktarlan verilmigtir. Burada mavi
noktalann (gozlenen degerler) ki gizgiye (beklenen degerler) vakin oldugu, sonuglarm
gogunlukla birbin ile vyumlu oldugu gérlmektedir,
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Sekil 4.39. Ultrasonikasyonla ekstraksiyvon yonteminde beklenen (kirmuz ¢izgi) ve
gozlenen (mavi nokta) degerler

Sonuglarin daha iyi anlasiimas: amaciyla, fungal ekstraktaki proteinin optimize
ekstraksivon kosullannmn ¢ boyutlu tahmini modellenn Sekil 4.41°de sunulmustur.
Ultrasonikasyonla ekstraksivon yonteminde test edilen degiskenlerin tek basina (L) ve
karesel (Q) etkilerimi karsilastirabilmek icin Pareto ¢izelgesi Sekil 4.40°da sunulmustur.
Kilavuz gizgi istatistiksel olarak Gnem smunm (p<0.05) ifade ectmektedir. Bu grafikie
fungal htcrelerin  pargalanmasina  bagh olarak elde edilecek protein - miktann
ultrasonikasyon genlifin olumlu etkiledig gortilmektedir,
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Ayre iglemin Dangd say1a{Q)
{2 Irasonikasyon siresi{L)

{3 MAyre blemin Dangl saymiL)
Litracsoni kasynan o e Q)
Lyl

Lyl

Ultrasonikasyon penli@{Q)

(1)Ultrasarikasyeon gentiBiL)

1, 844605

p=.05
Standanlastinlmes etki tahmini (Mutlak deger)
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Sckil 4.40. Ultrasonikasvonla ckstraksiyon yonteminin BB Pareto grafigi (2Lby3L:
US siiresi ile aym iglemin dingii sayisiin dofrusal etkilesimi, 1Lby2L: US genligi ile US
siiresinin  dogrusal etkilesimi, 1Lby3L: US genlifi ile aym islemin dbngi sayisinin

dogrusal etkilegimi)

Elde edilen sonuglara gdre ultrasonikasyon genlifinin fungal hiicrelerin

parcalanmasinda en etkili parametrelerden bin oldugu  belidenmistir. Sekil 4.41'de
ghriildigl {izere statistiksel olarak protein miktanmn 2,2 mg/ml nin dizerine gikmas:
miimkiin gorillmekiedir. Yapilan istatistiksel optimizasyonlar ile PB tasaniminda 1856
mg'ml, BB tasanminda ise 2,008 mg/ml protein miktan elde edilmistir,
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Sekil 4.41. Ultrasonikasyonla ekstraksiyon ydntemindeki Snemli d¢ defiskenin
cevap yiizey grafikleri {a-c: ultrasonikasyon siiresi Gig seviyesi, d-f: ultrasonikasyon genlifi

iig seviyvesi, g-1: Aym islemin dingil sayimin Gig seviyesi)
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4.3.1.2. Dondurma-ghediirme ile ekstraksivonun aptimizasvonu

Yesl sirdiiriilebilirlik hareketi goz dniine abnarak uygulanan bir baska yontem
dondurma-¢ézdiirme yontemidir. Ank R miehel biyokiitlesinden yilksek oranda protein
eldesi 1gin istatiksel yontemlerden Plackett-Burman deney tasanm  kullanilnstr,
Dondurma-gizdiirme yinteminde kullanilan bafimsiz deiskenler ve seviyeleni Cizelge
3.10°da verilmistir. Kullamlan PB deney tasarim ve vapilan denemeler sonucunda elde
edilen protein miktarlan Cizelge 4.34"te verilmistir, Dondurma-gézdirme ekstraksivonun
verimini etkileyebilecek ank B mighei bivokitlesinin partikiil capa (X ), partikiil/sivi oram
(Xz), dondurma sicakhfn (Xi), dondurma siiresi (X4), ¢edirme sicakhfn (X<) ve aym
islemin dongii sayisi (Xg) olmak Gzere 6 farkh defiskenin fungal ekstraktaki protein
igerifine etkilen Sekil 4.49°de verilmistir.

Cizelge 4.34, Dondurma-¢ozdiirme yinteminde kullamlan Plackett-Burman tasarim ve

sonuglan
Domturma | Dondurma | Cheme
2. P‘.::;:Im Partikiil'avi | gycaklin siiresi sicaklgy [dngi — i::f:
arama {a'h) EFITT]

(mama) ) (Saat) =0 | (mag/enl)
1 I ! T3 L . - | - 24 | 37 3 + | 0,139 |
2 I . e | 20 | 4 | 25 | + | 0055 |
3 I |5 | -B6 24 [ 25 1 - | 0254 |
4 1 | s | 20 | 4 | 37 5 - | 024
5 05 | 1w | 86 | 4 | 37 1 - 0,397
6 05 | 1o | 20 | 24 | 25 5 = 0,465
b 65 | 15 | -8 | 4 | 3 + 1,011
8 0.5 175 =2k 24 | 37 1 + 0,743

Yapilan denemeler sonucunda en disik protein miktan (0,055 mg/ml), 1 mm
partikiil gapina sahip fungal biyvokitlenin 1:10 pantikiil/s1vi oraminda, -20 °C"de dondurulup
4 saat bekletildikien sonra 25 °C’de ¢dediirme isleminin | kez uygulanmasi ile {deneme 2)
¢lde edilmistir. En viiksek protein miktanna (1,011 mg/ml) ise, 0.5 mm partikiil ¢apina
sahip fungal bivokitlenin 1:5 partikiill/sivi oraminda, -86 °C’de dondurulup 4 saat
bekletildikten sonra 25 *C’de ¢bzdirme isleminin 5 kez tekrarlanmasi (deneme T7) ile
ulasilmustir. Katsayilann isareti ilgili de@iskenin hangi diizeyinin protein eldesi Gzeninde
etkili oldugu konusunda bilgi vermektedir. Pozitf etkiler (+) defiskenin st diizeyinin,
negatif etkiler (-) 1se degiskenin alt diizevimn etkili eldugunu ifade etmekiedir.
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Sekil 4.42. Dondurma-¢ozdiirme yonteminin PB Pareto grafifi

Test edilen tim degiskenlerinin etkilerinin 0.05 anlamhihk diizeyinde istatistiksel
olarak anlamh oldugu gorilmiistir (p<0.05). Sekil 4.42°'yve gore ank R miehei
bivokitlesimin protein agirhikh mikrobivolojik besiveni bileseni olarak kullamlabilmesi igin
vapilan dondurma-gézdiirme yvonteminde dondurma sicaklign (Xs:)., dondurma siiresi (Xs)
ve aym islemin dongi sayisi (Xs) defiskenlerinin tist dilzeylerinin, partikill gapr (X1),
partikiil sivi oram (X:) ve ¢iediirme sicakhg (X<) degiskenleninin de alt diizeylerinin etkili
oldugu giriilmekiedir,

PB deney tasanm ile gergeklestirilen dondurma-gzdiirme denemelerinde auk R.
miehet biyokitlesinden elde edilecek proteinin miktanmn  arttinlmasinda  sirasiyla
dondurma sicakhgn (X1) ve aym iglemin dongii sayisi (Xs) deg@iskenlerinin pozitif etkisi
oldugu gorilmistir. Regresyon ve varyans analizi sonuglanna gore (Cizelge 4.35) modelin
istatistiksel olarak (p<0.05) anlamh oldufu anlasilmaktadir. Modelin, gergeklestirilen
ultrasonikasyonla ekstraksiyon denemelerinde elde edilen sonuglan istatistiki olarak

%598,86" sii (R = 0.98) temsil entigi gonilmektedir.



Cizelge 4.35. Dondurma-gdzdiirme ydnteminin PB varvans analizi
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Plackett-Burman tasarum ile ank B miehei biyokiitlesinden elde edilecek proteinin

miktarinin arttinlmasinda Gnemli rol oynayan degiskenler belirlenmistir. Onemli bulunan

bu g degiskenin  birbirleri ile etkilesimlerinin ve miktarlanmin auk R meeher

bivokiitlesinden elde edilecek proteinin miktanna etkisi arastinlmigtir. Plackett-Burman
deneylerinin sonuglan dikkate alinarak Box-Behnken deney tasanmi olugturulmustur. Box-
Behnken tasarniom ile segilen g degiskenin, +1 (viiksek), 0 (orta), -1 (digik) olmak fizere
i seviyesi test edilmistir. Segilen degiskenler ve seviye degerleri Cizelge 3.12°de

verilmistir. Box-Behnken deney tasanm kullamilarak gergeklestirilen auk R miehei
bivokiitlesinden elde edilecek proteinin miktarlanmin varyvans ve regresyon analizi

sonuglan Cizelge 4.36de, tasarim ve protein miktan sonuglan Cizelge 4.37 de verilmistir.

Cizelge 4.36. Dondurma-¢dzme yinteminin BB analiz sonuglan
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Cizelge 4.37. Dondurma-¢dzdiirme yinteminin Box-Behnken deneysel tasanimi ve

gozlenen degerlen

X X X [
Deneme (Dondurma (Ciiediirme {Aym iglemin P":ﬂ' "“]“'"
silresi) sicaklifn) | diingii sayisi) &
1 3 ] 7 0775
2 3 35 | 5 1201
3 2 2 | 3 1.258
4 3 35 | s [ 10
s 2 13 i 5 1,223
6 3 13 3 1,255
7 3 35| 5 1140
8 3 37| 3 1,805
9 4 37 5 5 1,595
10 2 37| 5 1360
11 3 235 | 3 1,147
12 4 25 ; 7 1,199
13 . 25 | 3 | 1395
14 & &3 i 7 1,240
15 3 13 ! 7 | 1,807
16 : i3 S 1373
L7 i 25 | 5 WL

Sekil 4.43°de gizlenen ve hesaplanan protein miktarlan verilmigtir. Burada mavi

noktalanin (gozlenen deger) kirmz gizgive (beklenen deger) vakin oldugu, sonuglanin

gogunlugunun birbini ile uyumlu oldugu gonilmektedir. Sonuglann daha iyi anlasilmasi

amaciyla, fungal ekstraktaki proteinin optimize ekstraksiyon kosullanmin tg boyutlu

tahmini modelleri Sckil 4.45"te sunulmustur.
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Sekil 4.43. Dondurma-gozdiirme vonteminde beklenen (kirmian gizgi) ve gozlenen (mawvi

nokta) degerler
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Dondurma-gizdiirme yonteminde test edilen de@iskenlerin tek basina (L) ve karesel
(Q) ctkilenni karsilastirabilmek igin Pareto gizelgesi Sckil 4.44 °de sunulmustur. Kilavuz
cizgl istatistiksel olarak onem simnm ifade etmektedir, Bu grafikte fungal hiicrelerin
parcalanmasina bafh olarak elde edilecek protein miktanm, dondurma siiresinin olumlu
etkiledigi gorilmektedir.

Dondurma-ghizdinme dtingd saysi(@) | — Jeses
(2)Cozdirme sicakdif L) ﬁl-a_rm,-u
(3)Dondurma- tedirme dingh sayisilL) 838159
Céiedirme sicakdi (Q) J-?.mssq
TLby2L -4 195T1 1
1byaL | 3,03916
Dondurma sdres ($){Q) b 208841
(1)Dondurma sixesi {s)L) 1844605
p=.05 ] ’

Standanlagisnbmg ciki iahmin (Muilsk defer)

Sekil 4.44. Dondurma-¢dzdiirme yénteminin BB Pareto  grafifi  (2Lby3L:
Cozdiirme sicaklign ile aym iglemin déngii sayisimin dogrusal  etkilesimi, 1 Lby2L:
Dondurma stiresi ile gdadirme sicaklifinin dogrusal etkilesimi, 1Lby3L: Dondurma siiresi
ile aym islemin déngii sayisimn dogrusal etkilesimi)

Elde edilen sonuglara gire dondurma siiresinin fungal hiicrelerin pargalanmasinda
en etkili parametrelerden biri oldugu belirlenmigtir. $ekil 4.45" de gorildigi dzere
istatistiksel olarak protein miktannin 2 mg/mla kadar gikmasi milmkiin giriilmektedir.
Yamlan istatistiksel optimizasyonlar ile PB tasanminda protein miktan 1,011 mg/ml iken,
BB tasanminda 1,807 mg/ml olarak elde edilmigtir.
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Sekil 4.45. Dondurma-géediirme yontemindeki dnemli tig defiskenin cevap yiizey
grafikleri (a-c: ¢hadiirme sicakhf g seviyesi, d-f: dondurma siiresi Gi¢ seviyesi, g-1: Aym

islemin dongi savinm ii¢ sevivesi)

4.3.1.3. Boncuk ile ekstraksivon vonteminin optimizasyomu

Bu yontemde hilcre kinlmasinin etkinligi, kanstirma hizi, boncuk boyum, boncuk
yoBunlugu ve gap, sivi yogunlufu gibi baz defiskenlere baghdir. Ozellikle boncuk gesidi
olduk¢a dnemlidir. Bu nedenle boncukla Ggitme yonteminde kullamilacak olan boncuk
gegidinin belirlenmesi igin paslanmaz ¢elik, zirkonyum ve cam olmak dzere 3 farkh
boncuk ¢esidi Gizerine bir n ¢alisma gergeklestirilmistir. Diger parametreler (0.5 mm
partikill gam, 1:5 m/v partikiil’sivi orani, 0.5 mm boncuk ¢api, 0.8 g boncuk afirhg, 2400
rpm vorteks iz, 5 dk voreks sirest, 5%er kez avm iglemin tekrarlanmasi) sabit tutularak

iig farkh boncuk gesidinin ekstraksivona etkisi test edilmigtir. Sekil 4.46°da gorildigi
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lizere celik boncuklar ile maksimum protein eldesi saglanmistr, Bunu takiben zickonyum
boncuklar ve en disiik protein miktan da cam boncuk ile elde edilmistir. Bu nedenle
gahgmamin sonraki kisminda gelik boneuklar kullanilmigtir,

2,000

2
L=

Protein miktan (mgml)
g 8

&
=]

1 ——

ik bonguk Zirkaryum bongnk Caim boneuk
Sekil 4.46. Boncuk tipinin elde edilen protein miktanna eldesi

Auk R. miehel biyokiitlesinden yiksek oranda protein eldesi igin istatiksel
vintemlerden Plackett-Burman deney tasanmi kullamilmistir. Boncuk ile ekstraksivon
vinteminde kullanilan bagimsiz degiskenler ve sevivelenn Cizelge 3.14%te verilmistir.
Kullanilan PB deney tasarimi ve vapilan denemeler sonucunda elde edilen protein
miktarlan Cizelge 4.36'da verilmigtir. Yapilan denemeler sonucunda en diigilk protein
miktan (0,361 mg/ml) | mm partikiil gapina sahip fungal bivokiitlenin, 1:10 partikiil/sivi
oramnda, 0.5 mm ¢apa sahip ¢elik boncuklar ile 600 rpm’de | dakika olmak tizere 5'er kez
avm islemin tekrarlanmasi ile elde edilmistir. En yiiksek protein miktarnna (2,070 mg/ml)
1se, 0.5 mm partikiil ¢apmna sahip fungal biyokiitlenin | mm ¢apa sahip ¢elik boncuklar ile
600 rpm de 5 dakika olmak fzere 5'er kez aym islemin tekrarlanmas: ile ulasilmistr
(Cizelge 4.38).
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Cizelge 4.3%. Boncukla ekstraksiyon yonteminde kullamlan Plackett-Burman tasarimi ve

sonuglar

Partikil | Boncuk | Boncuk | Vorteks | Vorteks | | Protein |
Deneme capn F;ﬂ?f:;‘ capl afirhg huey siiresi I l:;:? miktar
(mm) (mm) (g | (pm)  (dk) (mg/mi)
1 1 me | 1 | 1 | 2400 - 3 | 04%
: L | M0 | 05 | 08 | 600 ! 5| 036l
3 1| 15 I T 1 1 0,708
4 | /5 0.5 0.8 | 2400 5 | 0,844
5 05 | 1o | 1 | o8 | 2400 | 1 | 1 | 095
6 | o5 | 110 0.5 1 | &00 5 1 0,563
~ 7 [es | ws |1 | oz | s0 | s 5 2,070
8 05 | M5 | o5 | 1 | 2400 | 5 1,900

Boncukla ekstraksiyon yinteminde protein agirhkh fungal ekstrakun eldesinde
etkili olan bafimsiz  defiskenleri, Plackett-Burman demey tasanmm kullamlarak
belirlenmistir. Boncukla ekstraksiyon yinteminin verimini etkileyebilecck ank R. miehei
bivokitlesinin partikil gaps (X)), partikil/sivi orani (Xz), boncuk cap (X1), boncuk afirhf
{Xs). vorteks him (Xs), vorteks siiresi (Xs) ve aym iglemin déngii sayis1 (X7) olmak tizere 7
farkh degiskenin fungal ekstraktaki protein igerifine etkileri Sekil 4.47 de verilmigtir. PB
deney tasanmu ile gergeklestinilen boncukla ekstraksivon denemelen ile ank B mieher
bivokiitlesinden elde edilecek proteinin miktannin artinlmasinda sirasivla dondurma
sicakhifin (X3), vorteks siiresi (Xs) ve aym iglemin dongl sayisi (X7) degiskenlerinin pozitif
etkisi oldugu gorilmiistiir. Bununla birlikte partikiil ¢apr (X,), partikiil'sivi oram {X1) ve
vorieks hiz (Xs) degiskenlerinin negatif etkisi oldugu gorilmiisiir. Regression ve varyans
analizi sonuglarina gore (Cizelge 4.39) modelin 1statistiksel olarak (p<0.05) anlaml oldugu
anlasilmaktadir. Modelin, gerceklestirilen boncukla ekstraksivon denemelerinde elde
edilen sonuglan istatistiki olarak %098,86° ini (R* = 0.98) temsil ettifi gorinkmektedir.

Cizelge 4.39. Boncukla ekstraksiyon yonteminin PB varyans analizi

EFuci Exbeains. Var Boncek- H-sgre GREEE A4y FRONE
T Fgcior Sorearsng Danige WS Pasadai DOTHIZS
| OV Boncatie homonauon
B | Sufim K8 P N W% | Coefl | Selfn Hw %
Facior | R I LT St SRS g - - I Gowf | Crilme | Collm
g reme ] 3B Dl [ L e ] 1 16T T 1Rl OO0 L'k 1y 1987154

Biyobime portild copefmm| | CETRITY  Q020RH W1 QO0OOO  CGIR  ORIZON] DA3ME0 00104 QSN 04180
Byokinle/ Senorw [af) | 0SEIMS  DoZOBN  OBEE DIOOON  O7IVEE: NN OMIET 0MME  OMBL 2 MESEN
Bonoek caps |mml | OoaNEeE  DoRceN 10880 DOdEN  S000TH  O0F OO2ITE Qo0dE  -ODMOM  Dudeh
Bancah agiih [ | modTes CO0BGL  ZITTI OOOTEM  0FHEZ 00N D023 OM0ME  OD4SRT  400788
Warieks B rpm)| | OfuEEd  Q0adedi 120880 QIrMT GENT adhy fonaa Qfigdde  OONTH Qi
Worteks winesi |di| | omE?E oo@oe  §05A1 OOOSIN  QOSML  00E00E] OOSEEFI Q0104 DONTY  COTSDA
Woiteki dingl sy | ossesdr oopoeor  fEE2M DOOCON  G2EASE  0ATT 0188480 001045  [l44280 0 1B3EN
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Boncukla eksiraksivon yonteminde test edilen degiskenlerin  etkilerini
karsilastirabilmek  igin  Parcto  gizelgesi Sckil 4.47'de  sunulmustur.  Kilavuz  ¢izgi
istatistiksel olarak dnem sminm  ifade etmektedir. Bu grafikte fungal hicrelerin
parcalanmasina bagli olarak elde edilecek protein miktanim, dondurma sicakhfi (Xs),
vorteks siiresi (Xs) ve aym iglemin dongii sayisi (X7) defiskenlerinin olumlu etkiledifi
ghriilmekiedr.

Bkt ganked pap | m) 4153

Brpeicstls’ Sn orass (a'k]

Wi pilew 3

Bawiiwk i 1§

Bearengh e [mmam

VTR s g

Standartlagtinlmg etha tahmn (Mutlak defer)

Sekil 4.47. Boncukla homjenizasyon yinteminin PB Pareto grafigi

Plackett-Burman tasarim ile atk & miehei biyokiitlesinden elde edilecek proteinin
miktarimin artinlmasimda Gnemli rol oynayan degiskenler belirlenmistir, Onemli bulunan
bu ¢ defiskenin birbirleri ile etkilesimlerinin ve miktarlanmn ank K. michei
bivokiitlesinden elde edilecek proteinin miktanna etkisi aragtinlmigur. Placketi-Burman
deneylerinin sonuglan dikkate alinarak Box-Behnken deney tasanmi olugturulmustur. Box-
Behnken tasanmm ile segilen ig de@iskenin, +1 (viiksek), O {orta), -1 (diigik) olmak izere
g sevivesi test edilmugtic, Segilen defiskenler ve seviye degerleri Cizelge 3.16'da
verilmigtir. Box-Behnken deney tasanmm kullamlarak gergeklestirilen atnk R miechei
biyokiitlesinden elde edilecek proteinin miktarlanmin varyans ve regresyon analizi
sonuglan Cirelge 4.40%da, tasanm ve protein miktan sonuglan Cizelge 4.41°de venlmasur.
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(izelge 4.40. Boncukla ekstraksiyon yonteminin BB analiz sonuglan

|Ehl1 Esbrmanes. Ve peoies miaan mgral R-agre Whad1 Ad) CrrT]
Mot dmirord 1o, 51 Resh, WS Piideile H120048

1. Ty

LA 3R A7 FE0000C SR 00 SETITE. Q01N O DPSSEM
[ ponei a0teT  AME G00000T  oOMRIBT 01307 G0N Q00eK  omesed 000N
| paMsa Q0MITE  TaFi oocoont  amiest 0T SOMTE QDO 0T GORTH
| o iMBN O0%ISET 0450 GOO000C  O0ANIC  0ISTON]  G08SEN O0MIE  DOSIME  GatESM

[ Rl GAREITE  10ATRT  S00000C 0 ATRIE SR 00MIM  O0MWMSL & 11TER

DR RONINST V0D 3000000 o o EANE O0MEIRE DDMTTE G OTERE

RITIE  Q0s NN EO000OC  QEENE  0R0 SMERTI O0RISEE DODEATT R N1
| O iBSalE  BOSRE BESSE S00000C A1TMIME BN SERATIE  ODEIE  ofceETE G vipeg!

BASCME GO3SEAl (A TEGE S500DGI AN D S ERIZY  AomMgE ﬂitl:l.]! e

Cizelge 4.41. Boneukla ekstraksiyon yonteminin Box-Behnken deneysel tasarinm ve

gizlenen degerleri
X X i Proteln mikian

DEneme | moncuk capi) | (Vorteks slirest) Ei‘:{:lﬂm (mg/ml)
1 1.5 7 7 2,140
2 1.5 5 5 1.952
3 I 3 3 1.840
4 1,5 5 3 2,000
5 | I 3 5 1,869
5 | 15 3 3 1,690
7 1.5 5 5 1,967
% 15 7 3 1,504
9 2 7 - 1,579
L ! SF 3 1.692
1 1.5 5 3 2001

12 2 5 Ld 1833
§H) 2 5 3 1521
1 S s i 1812
15| 1.5 3 7 1,565
16 I 2 3 5 1,545
17 1.5 5 5 1.996

Dondurma-gizdiirme yonteminde test edilen degiskenlenin tek bagina (L) ve karesel
(Q) etkilerimi kargilagtirabilmek igin Pareto ¢izelgesi Sekil 4.56"da sunulmustur.



136

{3y blemnin DEngl syl _ 0 BTE0E
Vortels siresi(0) | —'_“"5'“'

™

Byre iglemin Dong says(Q) | -muus
Boncuk capid) F _F.]HH-I
(118enewk gapil) | _.:_urm
{2Vorteks siresi(L) _H?H:ﬂ

by | i.mm
byl b 1 55481

p=. 05
Standamlagisnlmig ciki tahmini (Mulak degerd

Sckil 4.48. Boncukla homjenizasyon yonteminin BB Pareto grafigi (2Lby3L:
Boncuk gapi ile ayni islemin dédngil sayisimin dogrusal etkilesimi, 1Lby2L: Boncuk ¢api ile

vorteks siiresinin dofrusal etkilesimi, 1Lby3L: Boncuk ¢ap ile aym islemin dingi

sayisimin dogrusal etkilegimi)

Sekil 4.487de ki kilavuz gizgi istatistiksel olarak Gnem simnim ifade etmektedir. Bu
grafikte fungal hiicrelerin pargalanmasina bagh olarak elde edilecek protein miktanim,
boncuk ¢apr, vorteks siiresi ve aym  iglemin dongid sayisiun olumlu  etkiledifi
goriilmektedir. Vorteks siiresi ile aym islemin dongi sayisi arasindaki etkilegim ise protein
miktanim arttine: etki olarak gonilmektedir. Vorteks siiresinin karesel etkisi de protein
miktarimin arttinlmasinda olumu etkiler saglamaktadir. Boncuk ¢apinin dogrusal etkisinin
ise protein eldesinde olumsuz etkiye sahip oldugu gonilmiistir. Boncuk cap ile aym
islemin déngi sayisiin arasindaki dogrusal etkilesimler sonucunda en digik olumlu
etkinin  ahinabildi@i  girilmektedir. Vorteks siiresi ile aym islemin dongdl sayisinin
arasindaki dogrusal etkilesimler sonucunda ise protein eldesinde en yitksek olumlu etki
elde edilmistir.
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Sckil 4.49. Boncukla ckstraksiyon yonteminde beklenen ve gizlenen degerler

Sekil 4.49°da gizlenen ve hesaplanan protein miktarlan verilmistir. Burada mavi
noktalann (gbzlenen deger) kimmaz gizgive (beklenen deger) yakin oldugu, sonuglann
gofuniugunun birbin ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Sonuglann daha iyi anlasiimasi
amacivla, fungal ckstraktaki proteinin optimize ckstraksivon kosullanmin ¢ boyutlu
tahmini modelleni Sekil 4.50° de sunulmustur.
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Sekil 4.50. Boncukla ekstraksivon yontemindeki dnemli i defiskenin cevap yiizey
grafikleri (a-c: vorteks siiresi iig seviyesi, d-f2 boncuk capi ¢ seviyesi, g-1: Aym islemin

dingii saymin iig seviyesi)

Elde edilen sonuglara gére boncuk capr ve vorteks siiresinin fungal hiicrelerin
parcalanmasinda en ectkihi parametrelerden bin oldugu belidenmigtir. Sekil 4.50°de
goriildigi dzere istatistiksel olarak protein nuktarninm 2.2 mg/ml lizerine ¢ikmas: miimkiin
goriilmektedir. Yamlan istatistiksel optimizasyonlar ile protein miktan PB tasaniminda

2,070 mg/ml iken, BB tasanmunda 2,140 mg/ml olarak elde edilmistir.

Atk R. miefiei bivokiitlesinden proteince zengin ckstrakt eldesi amaciyla tg farkl

ekstraksivon vontemi istatstiksel sanmlar kullamlarak optimize edilmistie. Elde edilen

' [



139

sonuglar incelendiinde (Cizelge 4.42) uygulanan tim ydntemler ile protein miktannin
artimldiin goriilmektedir. Bununla birlikte boncukla ekstraksiyvon yonteminde en viiksek
protein  miktanna ulagilmistir. [kinei en yilksek protein miktan  ultrasonikasyonla
ekstraksiyon ydntemi ile elde edilirken, en diisik protein miktan ise dondurma-gtzdiirme
vonteminde bulunmustur,

Cizelge 4.42. Ekstraksivon yontemlerinin sonuglanimin karsilastinimas:

Ak R michei B-fungal D-Tumgal U-Mumgal

e s biyokiitlesi | ekstrakt | ekstrakt | ekstrakt
Optimize edilmemis kosullarda 0153 - - -

| PB optimizasyon sonras: | - 2,070 | 1011 - 1,856

| BB optimizasvon sonras | - . 2.140 | L.807 - 1003 -

Shehadul Islam vd. (2017} boncukla ekstraksiyvon yontemini kullanarak, mava ve
bakteri gibi gesitli hiicre tirlerinin parcalanarak, hiicre igi molekiillerinin serbest hale
getirilebildigini bu hiicre pargalama yonteminin verimliliginin ¢ok yiksek oldugunu
bildirmistir. Ancak boncuklar ve hilcreler arasindaki ¢arpisma nedeniyle bu siiregte 151
uretimi meydana gelebilir ve bu yiiksek 151 proteinlen denatiire edebilir. Aym problem
ultrasonikasyonla ckstraksivon yonteminde de olusmaktadir, Bu probleme ragmen test
edilen yintemlerden en gok protein miktan boncukla ekstraksivon ve ultrasonikasyonla
ekstraksivon yontemlerinden elde edilmistir. Dondurma-gézdiirme vonteminde ise fungal
hilere duvanmin diger yontemlere gire verimli sekilde pargalanmadifn dislindilmektedir.
Johnson vd. (1994), E. coli’ den rekombinant proteinlerin eldesinde dondurma-gézdiirme
dongiilenmi  kullanarak viiksck oranda avirabildiklenni  gostermiglerdir. Dondurma-
gozdiirme yonterm bakteriler ve mayalar igin daha etkili bir yintem olabilecegi
goriilmiistir. Miselyal fungus hilcrelerinin hiicre duvarlan daha saglam yamda olmasindan
kaynaklh istenilen verim elde edilemedigi (Bowman ve Free, 2006) disinilmektedir.
Klimek-Ochab wd. (2011) tarafindan, Pemiciflium citrinum, Aspeveillus  fumigatis,
Rhodotorula gractlis olmak {zere g farkh fungal organizmadan ¢hzinebilir protein ve
aktif glukoz-6-fosfar  dehidrojenaz  eldesi  iizerine  c¢ahsmalar  gergeklestinilmistir,
Anstincilar, ultrasonikasyon, boncukla GFtitme, kimyasal uygulanmasi, osmotik sok gibi
baz teknikler denemiglerdir. Maya ve kiifler i¢in en etkili yontemin kimyasal uygulanmasi
verine mekanik pargalama olduunu, en yiksek c¢dzinebilir protein miktarlanna ise
ultrasomikasyon ve¢ boncukla Gfiitme uvgulamasinda uvlastiklarim bildirmuslerdic. Bu
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veriler, galismamizda elde edilen sonuglarla uyumluluk gistermekiedir. Auk R michei
bivokiitlesinden proteince zengin ckstrakt cldesi igin optimize kosullarda ultrasonikasyonla

ckstraksiyon uygulamas dnerilmektedir,

4.3.2. Elde edilen besiyeri bilesenlerinin karakterizasvonu

Atk R miehel bivokitlesinin, mikrobiyolojik besiyerlerinde kullanilan pepton gibi
pahali olan hayvansal Gininler yerine alternatif azot kaynaf olarak kullamm potansiyelini
ortaya koyabilmek igin @ig farkh mekanik hiiere lizis yonteminin istatistiksel optimizasyonu
gergeklestirilmistir. Calismanin bu asamasinda optimize kosullarda iig farkh yontemle elde
edilen proteince zengin fungal ekstraktlann  karaktenzasvenu dzerine c¢alismalar
vapilmustar,

4.3.2.1. Toplam kiil ve kurn madde miktarinin_belirlenmesi

Auk R miehei biyokiitlesinden optimize edilmis ¢ farkhh yontemle (U:
Ultrasonikasyenla ekstraksivon, B: Boncukla ekstraksivon, ) Dondurma-gdzdiirme ile
ekstraksivon) elde edilen ekstraktlann toplam kill ve kuru madde miktarlan Cizelge
4.43 de verilmistir. En yiiksek toplam kil ve kuru madde miktan D-fungal ckstrakita elde

edilmistir,
Cizelge 4,43, Toplam kil ve kuru madde miktarlari
Bileyen Toplam kil mikiar (%) | Toplam kury madde miktar (%)
Atk B miehei bivok btlesi 9,90 21,52
| U-fungal ckstrakt ' 8.77 ' 25,16
| D-fungal ckstrukt | 8.16 ' 26.02
| B-fungal ekstraki ' 9,05 ' 21,77

4.3.2.2. Toplam seker miktarimn belirlenmesi

Mikroorganizmalann dremeleri igin genellikle besiyverlerine karbon kaynaklan
(glikoz, laktoz vb.) ilave cdilmektedir (Atlas, 2010). Bununla birlikte baz proses
atiklanndan melas, peyniraltn suyu, misir maserasyon suyu igerdikleri seker, vitamin ve
cesithi elementleri nedenivle kullamimaktadirlar (Dhillon vd., 2007; Josh vd., 2008; Zhou
vd., 2022). Bilindigi iwere protein igeren hammaddelere organik azot kaynaklan da
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denilmekiedir. Organik azot kaynaklan, sadece azot saglamakla kalmaz, aym ramanda
biiyiik miktarda karbon da igerdikleri igin karbon kayna@ olarakta kullanilabilirler. Bu
gahismada drneklenn toplam seker miktan FSA yontemi ile belirlenmistir. Standart olarak
glikoz kullamlarak standan efini olusturulmugtur. Hesaplamalar olugturulan standart egriye
gore gergeklestirilmigtir (Sekil 4.51). Auk R. miehei biyokiitlesinden optimize edilmis Tig
farkh yintemle (U, B, D) elde edilen besiveri bilegenlerinin toplam seker miktarlan (mg/g)
Sekil 4.52" da verilmistir.

v =§.2842x% +0,0109
R = 1,998

0o 0,08 [N ] L1 ] 0.2 2%
Konsantrasyon (mg'g)

Sekil 4.51. Glikoz ile olusturulan standart egri

Yamlan bu ¢alisma sonucunda en diigiik toplam secker miktan herhangi bir dn islem
vapilmamig abk & miehei bivokiitlesinde elde edilmigtir (Sekil 4.52). En yilksek toplam
seker miktan ise optimize kosullarda gergeklestirilen B-fungal ekstraktta elde edilmisgtir.
Boncukla ekstraksivonun, polisakkaritleri ve benzeri yapilan, hiicre duvanndan daha fazla
ayirarak yilksek toplam seker miktan elde edildigi disiinilmektedir. En diisik toplam
seker miktarinin ultrasonikasyonla ekstraksivon yinteminde elde edilmis olmasimin ana
nedent ise yeterinee hiicre lizise udrayamadi@i igin hilcreve bagh seker bilesikleninin
katilarla birlikte uzaklastinlmas: olabilir, Herhangi bir 6n iglem vapilmanug auk R. mrehes
bivokiitlesinden, vapilan tim uygulamalar ile %50-60 aralifinda seker igeri@i elde
edilmistir.
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Sekil 4.52. Toplam seker miktarlan

Ticari olarak kullamlan bazm azot kaynmaklanmin toplam scker miktan da
karsilagtirma yapabilmek igin belirlenmis (Sekil 4.53) ve elde edilen sonuglar
karsilastinlmustir (Sekil 4.54). Bitkisel peptonun seker igerifi, genellikle hayvansal

proteinden daha viiksektir ve farkl hayvansal peptonlann geker igen@ de degiskenlik
gostermektedir.

Sekil 4.53. FSA yonteminde meydana gelen renk degisimlen (1:Ultrasonikasyvon, 2:
Dondurma ¢hzdiirme, 3: Boncukla ekstraksiyon, 4: Bacteriological peptone, 5: Malt

extract, 6: Yeast extract, 7: Beef extract powder. 8: Mycological pepton. 9: Peptone from
soymeal, 10: Peptone from meat)
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Sekil 4.54. Toplam geker miktarlannin kargilagtirmasi

Sckil 4.54 incelendiginde en yiiksek toplam scker miktanmin malt ekstraktta oldugu
ghriilmiigtiir. Bunu takiben pepton from meat ve yeast ekstrakitaki seker miktarlannin da
diferlerine gore belirgin sekilde yiiksek oldufu girilmektedir. En digik toplam seker
miktanmn is¢ pepton from soymealda oldugu belirlenmigtir. Malt extract azot kaynagimn,
bilinenin aksine seker ydniinden yiiksek de@erlere sahip oldufu gorilmistir (Merck,
2010). Genel olarak toplam seker miktarlannda genis bir daflim oldufu gorilmektedir.
Auk R. miehei biyokiitlesinden optimize edilmis i farkh yontemle elde edilen B-fungal
ekstrakt, D-fungal ekstrakt ve U-fungal ekstrakun bacteriological pepton, beef extract
powder azot kaynagindan daha yiksek toplam scker muktanna sahip oldugu tespit
edilmigtir (Atlas, 2010). Literatiir incelendiginde kazein peptonunun geker igerigi 0,64,
tavuk tiyill peptonunun geker igerigi %0,76 iken bahk peptonunun seker igerifi %1,33" tiir
{Kurbanoglu ve Kurbanoglu, 2004; Taskin ve Kurbanoglu, 2011). Auk R miehei
bivokitlesinden optimize edilmis fic farkli ybntemle elde edilen B-fungal ekstrakt, D-
fungal ekstrakt ve U-fungal ekstraktin seker igerifi bakimindan kullaniminin uygun oldugu

goriImiistiir.

4.3.2.3. Toplam azot ve aminoasit icerifinin belirlenmesi

Peptonlar esas olarak mikrobiyal dreme veya triin senterinde azot kaynag
saglamak ig¢in bir besin bileseni olarak kullamilir. Bu nedenle, azot igerifi. peptonlarin
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dnemli bir kalite deferlendirme indeksidir. Bu ¢calismada auk R mieher bivokiitlesinden,
optimize edilmis tg farkh vintemle (U, B, D) elde edilen azot kaynaklarnmin toplam azot
miktarlan Kjeldahl yvintemi ile belirlenmistir ve sonuglar Sckil 4.63" de venlmistir.
Toplam azot miktarlan, birbirine vakin olmakla birlikte U-fungal ekstrakita %6.69, D-
fungal ekstraktta %%6,22 olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglar atik bivokiitlede bulunan
azot kaynaklarimn ekstraktlara tamamen ahnabildigini gostermektedir,
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Sekil 4.55. Toplam azot miktan sonuglan

Yiiksek kaliteli hayvansal peptonun toplam azot mikan %l14,5"in (izerinde
olmaktadir. Bitkisel peptonlarda ise seker igenklennden dolayr azot miktarlan (%8,5-10)
daha disiiktiir. Taskmm (2011), tavuk tiyil peptonunun azot miktanim %8,93 olarak
bildirmistir. Boso balifindan elde edilen peptonun azot igerign %6108 olarak bulunmustur
(Priatni vd, 2017). Bu calismada, elde edilen azot miktarlan, bitkisel peptonlannkinden
nispeten dilsiik bulunmustur.

Auk B miehei biyokiitlesinden, optimize edilmis ii¢ farkh yéntemle (U, B, D) elde
edilen besiyen bilesenlerinin aminoasit igerikleni Cizelge 4.44 e verilmistir, Sonuglar, elde
edilen fungal ckstrakt bilesimlennde mikrobivolojik iireme igin gerekli olan aminoasitlerin
bulundugunu gostermigtir. D-fungal ekstraktin en diisiik protein miktarina (1,807 mg/ml)
sahip olmasina ragmen, en yiksek aminoasit igerifine sahip oldugu belirlenmistir. En
ditgiik aminoasit icerigine, ank R miehei biyokiitlesinin sahip oldugu gorilmiistir,
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Cizelge 4.44. Aminoasit kompozisyonlan (g/100g)

doiager | AEROIRES | DEME | e | e
Alanin ' 1.338 L6 2041 | 182
Arginin | 0,469 00 | o403 | 0348
Aspartik asit | 1,423 237 | 2199 | 236l
swem | o0a4 | o | 015 | 00w
ﬁ:‘:'“ﬂ 2416 3,106 3,907 3,446
Glisin ' 0,830 o [ am | 1386
Histidin | 0,420 L 043 | 048] | 0,453
Lisin | 0,573 079 | 08k | 073
Metivonin 0,363 0382 | 0432 | 0405
" Ornitin ' 0,121 02 | 03w 0,251
Fenilalanin | 0,679 0.704 0790 | 0766
Prolin | 1,199 | 1,493 | 1848 1621
Serin ' 0,998 1208 | 1538 | 1214
Treonin | 0,990 1,300 1675 | 1408
Tirozin | 0,646 |0 | o7 | 073
Valim | 107 1.720 1947 | 1870
Taurin 0,028 L o003 | 0033 . 0,032
Isolisin 0,856 1,440 1.716 1,486
Lisin 1,550 1818 | 215 | 1,869

Gilutamik asit ve aspartik asit difer aminoasitlere gore daha fazla bulunan
aminoasitlerdir. Kiikiinlii aminoasitlerden sistin ve metivonini, diisiik miktarlarda
igerdikleri tespit edilmistir. En diisilk bulunan aminoasit ise taurindir. Antioksidan dzellikte
olan sistein ve fenilalanin gibi aromatik aminoasitleri de igermektedirler. Yapilan bir
gahsmada, tavuk tiyll peptonunun aminoasit igeri@ bakimindan (Gzellikle gletanik asit,
glisin, alanin, serin ve valin) zengin oldugu bununla birlikte, metivonin ve triptofan
aminoasitlerini icermedi rapor edilmistir (Taskn, 2011). Bam ticari peptonlara ait
aminoasit kompozisyonlanna dair bilgiler Cizelge 4.45'de venlmigtir. Ticari peptonlarda
glutarmik asidin en fazla oldugu gorlilmektedir. Malt ekstrakta bulunan aminoasit
miktarlanmn elde edilen fungal ekstraktlardaki aminoasit miktarlanna yakin oldufu
goriilmiistiir. Bununla birlikte hayvansal wve bitkisel peptonlardan diisiik miktarlarda
aminoasit igerdiklen belirlenmigtir. Neredeyse tiim aminoasit ¢egitlerinden olmasina kargin
miktarlan genele gore dilgiiktir.
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Cizelge 4.45. Baan tcan peptonlarin aminoasit kompozisvonlar (g/100g) (Merck, 2010)
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4.3.2.4. Yag asidi iceriginin belirl :

Fungal hiicreler, bitkisel yaflara benzer Gzelliklere sahip yiiksek miktarda yaf
biriktirebilirler (Vicente vd. 2009). Mayalar ve kifler doymams va@ asitlerince zengin
triagilgliserol depolarlar. En fazla binktirdiklen yag asitleri C18:1, C18:2, C16:0, Cla:l
metil esterleridir (Meng vd., 2009). Aicor circinelfoides fungusundan Gzellikle bivodizel
kullammm igin ¢esithi goziciilerle yag asitlen ekstrakte edilmistir. Yamlan bu galismada
ClI8:1 (%37.1), CI18:2 (%14.3), CI8:3 (%18.5) vaf asitleri icerdifi rapor edilmistic
{(Vicente wd., 2009). Bununla birlikte mikroorganizmalann geligiminde kullanilan azot
kaynaklanmn diisiik yag wengine sahip olmas: dnenlmektedir (Bnidson 1995). Ancak
kullamim alanina gdre de yag igermest de gerekebalir, l:';lml:gir'l1 Sardalya {Sardinefla aurita)
bahfindan elde edilen peptonun BSaciflus subeilis’ in proteaz iretimi dizerine etkisi
arastimlmistir (Ellouz vd.. 2001). Yiksck wvag oram igeren bahk peptonunun, ticar
peptonlara ghre proteaz Gretimini arttirdidy rapor edilmistir. Auk R. miehei biyokiltlesinden
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optimize edilmig ii¢ farkl yintemle (U, B, D) elde edilen besiyeri bilesenlerinin yag asidi
igeriklen tireviendirme yontemi kullamlarak GC° de beliflenmistir,. Avnk £ micher

bivokitlesimn GC kromatogrami Sekil 4.56°da, gonilen piklerin tammlamalan Cizelge
4.46° de verilmistir. Atk R. michei biyokiitlesinde diisik miktarfarda propivonik asit, oleik
asit, gliserin, gibi ¢oklu doymamms yag asitlerine sahip oldugu belirlenmistir.

RT: 0,00 - 54,12
o 50 ML
10 20787
: TIC M5
9:": =m K2
B
] [
Tl ||
gm_:
&0 [
;4":': I|
0
] | .73
03 40,13
104 || w08
3 3% w50 |,
c- II'||'I"|r |||r||||||||1|||1|r|||r|||||||||||||
0 5 W 15 20 2/ MW B/ 40 4 &
Therss (| i |

Sekil 4.56. Auk R. miehei biyokiitlesinin GC kromatogrami

Cizelge 4.46. Auk R. miehei biyokiitlesinin vag asidi kompozisyonlar

Fik | Ahkonma zamam {dk) | Yiizde alan Yag asidi
1 4.11 239 Propanaic acid, 2-methyl-, 2-methylbuiyvl ester
2 4.50 5592 1.3,5-Pentanetriol, 3-mcthvl
3 498 507 Cwelopentanol (Siklopentanol ) jugucu bilegen)
4 6, 16 6 1.2,3-Propanetriol {gliserin)
5 6,497 (.64 8.1 1-Octadecadivnoic acid, methyl ester (Oleikasit)
" 9.08 113 Cyclododecanone, thiosemicarbazone
LR [ugucu bilegen)
7 13.96 0,650 Propanaic acid, 2-0x0
) 19,49 .54 O-Octadecenoic acid (£)
g 19,94 0.3 Phosphorathioic acid
11 21,73 4.52 Benzaldehyde, 3.5-dimathvl (ugucu bilesen)
11 26,50 .62 Phenol, 2.6-bist 1.1 -dimethylethyl)
12 26,77 .35 13, l6-Oetadecadivioic acid, methyl esier
13 29,01 18,60 1.2.3-Propanetriol (gliserin)
14 30,09 0,72 13.16-Octadecadiynoic acid, methyl ester
15 30.94 038 Hi-oleic safflower il
7.8-di-tert-butyl- | -oxaspirof4.5 |deca-6, 9-diene-
16 40,12 b i
17 41,15 .03 Folic Acid
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B-fungal ekstrakun GC kromatogramu  Sekil 4.57" de, gériilen piklerin
tammiamalan Cizelge 4.47" de verilmistir. B-fungal ekstraktin, dekanoik asit (doymus yag
asidi) oleik asit, ghkolik asit, ghsenn gibi yag asitlerine sahip oldugu belirlenmistir,

AT 000 - 5510
1 TAEH
WS B

=t B N R L LR
5 10 15 m 25 X 315 L u]
Tiersl (i)
Sekil 4.57. B-fungal ekstrakt GC kromatogrami
Cizelge 4.47. B-fungal eksirakt yag asidi kompozisyonlan
Pik  Alkonma zaman ldl.'.j Yiizde alan | "I:'lﬁ asidi
_ 1 a_lG [ 1491 Drecanoic acid, 3-lydroxy-, methyl ester
_ 3 4,47 | 13.32 |.3-Propanediol, 2-ethyl-2-{lydroxymethyl)
_ 3 6,79 ; 7 EI-J . ]"-u:bmnidl:u:—T methanol
4 15,16 L4 68 . .IH-P}'ra.n.. lmahymz (2.5-undecadiynyloxy)
E lE 16 : 340 | 2-Methylamino-1- pll:n}’[:lhﬂnl:ll
G '?‘I: ]‘5 [ ﬁ._ﬁ-i Orgirane, 2- "'.'In:'.lh!.rl E-Ph:«n],.]
7 3468 ' 31 | Androstane-11,17-dicne, 3-[{trimethylsilyljoxy]-,
' ' | 7-[O-{phenylmethyljoxime], (34.5a)
ad 26,79 | 381 | 1306-Octadecadiynoic acid, methyl ester
LA 26,95 | 264 | Phenol, 4-{1-methyl- |-phenylethyl)
- 10 2713 - 413 xu."l-l'::‘lhyl -1- :rr:l:h}'hur.-l.z 34.42.9.10,1 Oa-
BTE 17 44 [ 240 | 9,12.15- ﬂ-cud-ctar.nmmn ¢ acid, 2-[(irimethylsilylhoxy]- |
- i S| 1 [rimethylsil
_ 11 . 25,03 | 460 | 5.7-Dodecadiyn-1,12-diol
| 13 | 0,11 | 496 | 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester
_ 14 . 30,27 . 166 | 2-Methylamino-1-phenylethanol
1= 15.20 [ 241 | Glyeime, N-[(34,56)-24-cx0-3-[{ rimethylsibyljoxy
_________ : | Jeholan-2d-yl]-, methyl ester
16 | | 9,12.15-Octadecatrienoic acid, 2-[(trimethylsilyljoxy]- |

Al | 2| rimethylsil wiloxylmethyljetiyl ester. (2.2.2)-



Cizelge 4.47. B-fungal ekstrakt vag asidi kompozisyonlan (devam)
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_“Hk [ Alkonma zamani {dk) Yirde alan 1 Yag asidi
17 . 39,79 | 225 | Glycochelic Acid Methyl Ester TMS
18 1206 4.66 | 7.0 2-Dilvydro-6, T-big{d-hydroxyphenyl )-6H-

Bt ' N I | [1.24]triazobo[ 1,5 |2 |pyrimido] 5.4-¢ chromen-2-0l |
1% 5143 114 9-Oetadecenoic acid. (2-phenyl-1 3-dioxolan-4-vl)

| methyl ester, cis

D-fungal ekstraktin GC kromatogram Sekil 4.58"de, goriilen piklerin tammlamalar

Cizelge 4.48° de verilmistir. D-fungal ckstraktin, gliserin, heptanoik asit, linoleik asit, gibi

yvag asitlenine sahip oldugu beliflenmistir.

e i 18

Tirma {min)

Sekil 4.58. D-fungal ekstrakt GC kromatogram

Cizelge 4.48. D-fungal ekstrakt yag asidi kompozisyonlan

< EET
TIC M5
DI 2

Fik | Abkoama ramam (dk) | Yidzde alan Yag asidi

1 6,10 248 1.2.3-Propanetriol

= — e
3 I I
3 6,92 0,59 8,1 1-Octadecadiynosc acid, methy] ester
4 .08 0,97 Cyelododecanene, thissemicarbarone
5 13,57 1,19 Heptanoic acid
6 EER L 63 Oxiranecarboxamide, 2-ethyl-3-propyl-
? i 072 | (ibvimitonyheinl] 0.0-dimethyl ete
8 21,75 4.65 Benzaldehyde, 3,5-dimethyl-
9 29,04 2565 1.2.3-Propanetriol {gliserin)
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(izelge 4.48. D-fungal ekstrakt yag asidi kompozisyonlan (devam)

PFik | Alkonma camam (dk) | Yiiade alan Yad asidi

li-Heptadecen-3-yioic acid, methyl
ester, (Bl (CAS)

1 42,36 0,79 3, 12-Deandione

I 40, 14 1.67

U-fungal ekstraktin GC kromatogram Sekil 4.59"da, goriilen piklernn tammlamalan
Cizelge 4.49"da verilmigtir.

RT: 0.00- 54.10
: =m T

28257
T M5
w12

E

T
425 4
%50 05

= k! £ ] ] 40 &5 50
Tern | From's

Sekil 4.59. U-fungal ekstrakt GC/ kromatogrami

Cizelge 4.49. U-fungal ekstrakt yag asidi kompozisyonlan

Pik | Abkonma znmam (dk) | Yizsde alan Yaf asidi
1 4,16 2,63 Propanoic acid, 2-methyl-, butyl ester

. 4,53 50,10 3,691 2.1 5-Pentaoxananadecan- | ol

3 501 4,08 Cyclopentanol

F 618 165 1.2.3-Propanetriol {gliserin)

5 6,98 0,50 &1 l-Octadecadiynoie acid, methy] ester
6 7.11 0,60 B 1 -Octadecadivooic acidd, methyl ester
7 0,08 0,52 Acetic acid, mercapto-, 1,2-ethanediy] ¢ster
& 13,95 0,85 Butanoic acid, 3-Methyl

9 1993 0,76 Phosphoric acid, tricthyl ester

10 29,01 2520 | 1.2.3-Propanetriol (glycerin)

11 41,15 119 Folic Acid

12 41,539 0,38 S-Octadecennic acid
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U-fungal ekstrakun, ghserin, linoleik asi, biltomk asit, rinoletk asit gibn vag
asitlerine sahip oldugu belirlenmistir. Genel olarak incelendiginde en zengin yag asidine
U-fungal ekstrakita rastlannstir, Tiim ekstraktlarda ortak olan  {¢oklu doymanus yag
asidi) linoleik asit ve gliserin olmustur. Heptanoik asit, sadece D-fungal ekstraktia,
dekanoik asit B-fungal ckstraktta, biitonik asit, rinoleik asit sadece U-fungal ekstraktta

tespit edilmigtir,

4.3.2.5. Maolekiiler afirhk dagihminin analizi

Auk R. miehel bivokiitlesinden optimize edilmis di¢ farkl yontemle (U, B, D) elde
edilen besiveri bilesenlerindeki proteinlerin molekiiler agirhk dagilimlan belirlenmistir.
SDS-PAGE tekmigi ile elde edilen jel goriintisti Sekil 4.69° da venlmstir.

-§ LI K1 N g1 K1 Lt

Seckil 4.60. Proteinlerin molekiller agirhik dagihmlan (K: atik R, mighei hiyokiitle,
B: boncukla ekstraksivon yéntemi ile elde edilen fungal ekstrakt, U: ultrasonikasyonla
ekstraksivon wintemi ile elde edilen fungal ckstrakt, D: Dondurma-gizdiirme ile

ekstraksivon yvontemi ile elde edilen fungal ekstrakt)

Sekil 4.69 ncelendiginde, aym veva birbinne yakin molekiil agirhklan olan
bantlarin avrimi gok net vapilamamaktader. Tiim fungal ekstraktlarda belirgin bir sekilde
secilen 28-38 kDa agirhkh protein bandi dne cikmaktadir. B, D, K fungal ckstraktlannda
yogun olmamakla birlikte 20 kDa protein bandi goriiliircken bu bant Li-fungal ckstraktinda
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segilememekiedir. Tiim fungal ekstrakilarda 38kDa istiinde bant gdriilememistir. Auk R
miehei bivokitlesinden optimize edilmis i farkh yontemle (U, B, D) elde edilen besiyeri
bilesenlerindeki proteinlerin molekiiler agirhk dagilimlan birbirine benzer bulunmustur,
Knshnaswamy wd. (2019) liyofilize Aspergillus terreus, Sarocladium  strictum,
Cladosporium  cladosporivides,  Hortaea  werneckii,  Acremanium  altermatum,
Purpureocillium {ifacinum, Penicillfum citrinum, Engvodontium sp, Aspergillus flaves ve
Plewrotus ostrearus biyokiitlelerinden yiiksek kalitede maksimum protein elde etmek igin
Farkh lizis yontemleri ve ¢esitli ekstraksiyon tamponlan tizerine galisma gerceklegtirmistir.
Ekstraksiyon sonrasi proteinlerin dagihmim SDS-PAGE ile belirlemistir. Genel olarak
14kDa ile 98kDa arahifinda tiirler arasi farklilasan bantlann oldugu rapor edilmigtir
(Krishnaswamy vd., 2019). Balik atnklanndan pepton eldesi tizerine yapilan ¢alhismalarda,
protein hidrolizasyonu asamasinda proteinin dilsiik seviyede pargalandifimi gosterilmistir
{Jaziri wd., 2020). Ticari soya fasulyesinden elde edilen soya peptonunun molekiler
agirhgimin =6 kDa, boso balhiiindan (Oxyeleotris marmaorata) elde edilen peptonun
molekiller agirhk dagihmimin 17-28 kDa oldugu bildinlmistic (Priatni vd., 2016). Baska bir
gahsmada test edilen tiim peptonlann benzer molekiiler afirhk daglmina sahip oldugu ve
hepsinin %e80'inden fazlasi 1 kDa'mn altinda, gen kalammin 10 kDa'mn alunda oldugu
bildirilmistir. Bitkisel peptonlar, daha dilsiik molekiler agirhklanina sahip olmasiyla hiicre
gelisiminde daha etkilidirler (Davami vd., 2015). Bu cabsmada clde edilen fungal
ckstraktlann molekiiler agrhklanmin literatiire gore yvitksek oldugu goriilmiistiir (Onah vd.,
2017

4.3.3. Elde edilen besiyveri bilesenlerinin test mikroorganizmalarinin firemesine etkisi

Ank R, miehei bivokitlesinden optimize edilmis iig farkh vintemle (U, B, D) elde
edilen azot kaynaklan igeren sivi ve kan besiverinde test mikroorganizmalarnin
tiremelerine etkileri arastinlmistir. Bununla birlikte pozitif kontrol olarak bakteriler igin
TSB, mayalar igin SDB. kiifler igin PDB besiverleri kullamlmistir. Atnk B michei
bivokiitlesinden optimize edilmis dg farkh yontemle (U, B, D) elde edilen besiyven
bilegenleri ile 7 farkh ticari azot kaynaf ile karsilasunloustir,
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4.3.3.1. S5ivi besiverinde kullamm potansivelinin arastirilmasi

Mikroplakalara yiiklenmesi igin hazirlanan besiverlennin otoklay Gncesi ve sonras
pH degerlen dlgilmistir (Cizelge 4.50). Otoklav dncesi pH Gl¢limil yapildiktan sonra pH
ayarlamasi yapilarak steril edilmigtir. Otoklav sonrasi elde edilen besiyerlerinin renk

ghriiniimlen Sekil 4.61 de verilmsgtir.

Cizelge 4.50. Farkl besiyeri bilesenlen ile hazirlanan besiyeri pH degerleri

(Moklav incesi = Choklav sonrasa

Kod | Test edilen besiyeri bilesenteri (%1) pH pHl

' | ooy g i )| 68| e

N :_:;r;:jl:.lkp;::;:l]]mu viimtemivle elde edifmiz 6.39 - 6.7%

S| g cmia @) | 60| o

4 | Bacteriological peptone (Hmedia) 6,42 [ T.18
5 | Malt cxiract (Merck) | 58 | 711
6 | Yeastextract (Merck) [ 6,74 ' 6,99
7 | Beef extract powder | Acumedia) .40 7.17

8 | Mycobogical pepton (LabM) ' 4,50 ' 691

9 | Peplone from sovmeal (Merck) 6,17 708

10 Peptone from meat (Merck) - 6.46 [ '.I',ﬁd

11 | Triptik soy broth (Merck) ' 7.64 ' 7.07
12 | Sabouraud dextrose broth (Merck) 5,90 56
13 | Potato dekstroz broth (PDB) ' 557 | 5.1

Malt extract ve mycological pepton ile hamrlanan besiyerlerinin otoklav dncesi pH
degerleri disiiktiir. Diger bilesenlerle hazirlanan besiverlerinin pH degerlen 6,17-6,74
arahifindadr,

e TR W e e e

Sekil 4.61. Owklav sonrasi besiverlerinin (%] konsantrasyonlarinda) gdriiniimi
{ I:U-fungal ekstrakt, 2: D-fungal ekstrakt, 3: B-fungal ekstrakt, 4: Bacteriological peptone,
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5: Malt extract, 6: Yeast extract, 7:Beef extract powder, 8: Mycelogical pepton, 9: Peplone
from soymeal, 10:Peptone from meat)

Azot kaynaklanmin uygun konsantrasyonda kullamilmasi mikroorganizmalarin
basanh bi¢imde tremesi igin olduk¢a dnemlidir. Uygun olmayan konsantrasyonlar
mikroorganizma  gelisimini  baskilayin  veya durdurucu  etkive neden olabilirler
(Kurbanoglu ve Kurbanoflu, 2002; Safari wd., 2011). Bu cahsmada, segilen nest
mikroorganizmalan igin her azot kaynagmn farkh konsantrasyonlan (%1, 2 wve 3)
arastinlmistir, Test edilen konsantrasyonlarda pH degigimi ¢ok clmamis ve aralanndaki
fark istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur. Bakteri ve mayalann g¢alismalan
mikroplakalarda gerceklestirilmistir. Baglangag (0. saat), 4, 8, 12, 16, 20, 24, 30 ve 36,
saatlerde mikroplaka okuyucularda 600 nm de bulamklik 8lgimi vapilnstir.,

Standart olarak kullamlan besiyerlerinin test mikroorganizmalarimn {iremesine
etkisi Sekil 4.62'de venlmistic, Bu ¢alisma aym zamanda test miroorganizmalannin
lireyebilir ve aktif olduklarimin da kontrolii olmustur. Inkiibasyon siireci (36 saat) agisindan
degerlendinldiginde E. coli ve 8. aurens’ a gbre F. aeruginosa’ min TSB de direme hizimn
en yilksek oldugu gorilmektedir. B subiifis’in ilk 4 saaite hizh gogaldifi, daha sonra
tireme hzimin vavasladig belirflenmistir. Tiim test mikroorganizmalanmda 16, saatten sonra
tireme iz distogl  gorilmektedir,. Mayalar kendi iginde degerlendirildifinde O
alhicans " in ireme hizimn 8. cerevisiae 'ye gire daha yiksek oldufu belirlenmistir.

1.800
1.600
1.400 i
1.200 [
§ 1.000 ] E
a 0 800 | |
0,600 - }
0,400 :
e oot JUll 1 AR o
E coli Smreis Pooerngingsa B osubilis O albicans & cerevisioe
I5H T5R I5R TR S0 SR

Zaman (saat) =m0 w4 w8 =12 w]6 =20 =24 m3) Wi
Sekil 4.62. Standart kullamilan besiyerlerinin test mikroorganizmalannn dremesine etkisi
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Auk R. michei bivokiitlesinden optimize edilmis ii¢ farkh yintemle (U, B, D) elde
edilen besiveni bilesenlern £ coli've karsi toksik etki gostermemistir. On farkh azot
kaynagimin t¢ farkh konsantrasyonun (%], %2, %3) E. coli’ nin zamana bagh (remesine
etkisi Cizelge 4.51'de sunulmugtur. Bakterilerin direme hizimn yilksek olmasi Gzellikle
klinkk c¢alismalarda crken tam igin Gnem arz etmektedir. Cahsma bu  agidan
degerlendirildiginde %1°lik konsantrasyonda beef extract powder dne gikmaktadir. Bunu
veast ekstrakt ve mycological pepton takip etmektedir.

Cizelge 4.51. E. coli'nin Gig farkh konsantrasyonda zamana bagh degisimleri (absorbans)

wtﬁuﬂ
4 ] 12 16 2 4 30 36
Bilesen ve Konsanirasyoh—
U-fangal ekstraki 0,304 | 0349 | 0,352 | 0.367 | 0.642 | 0,672 | 0,708 | 0.743
D-fungal ekstraki (034 | G028 | 0051 | 0050 | G035 | 0,065 | 0041 | 0076
B-fungal ekstrakt 0,091 | ©.205 | 0217 | 0.226 | 0.232 [ 0,262 | 0,283 | 0,318
Bacteriological pepton 005 | 007 | 007 | 0046 | 0046 | 00001 | 0,131 | 0,144
= [Malt extract 0099 | 0187 [ 0212 [ 0216 | 0254 [ 0284 | 0296 | 0391
=" | Yeast extract 0129 | D289 | 0295 | 0299 | 0795 ﬂ.ﬁgﬁ 0,58 | 0915
Beel extract powder 0078 [ 01 [ 0144 | 017 | 0428 | 0458 | 0461 | 049
Mycological pepton 0063 [ 026 [ 0265 | 0333 | 0368 | 0,398 | 0372 | 0407
Pepton from sovmeal 0,027 | 0,028 | 0014 | 0,039 | 0,051 | 0,081 | 0.06 | 0095
Pepion from meat 0244 | 0306 | 0314 | 0330 | 0407 | 0437 | 0387 | 0422
U-fungal ekstraki 0028 | 005 | 0402 | 0,123 | 0,159 | 0,189 | 0,161 | D196
D-fungal ekstrakt 0083 | 0,024 [ 0,127 | 0,136 ) 0,147 | 0,177 | 0,175 | 021
H~:I"-|.|:|]|E.BI ch=irakt 0034 | 0,159 | 0,175 U'._3|| I | 0234 | 0364 | 0392 | 04ET
Bacteriological pepton 0018 | 0,045 | 044 | 0211 | 0308 | 0305 [ o419 | 0416
ra | Maly extract 0,137 | 0226 | 0,241 | 0.283 | 0,378 | 0408 | 0488 | 0,493
& [Veant extract 0042 | 0818 | 084 [ 0951 | 1023 | 1053 | 1211 | 1246
Beef extract powder 0149 | 0,152 | 0213 | 0,25 | (355 ﬂ._335 |:|=193 0433
H}'L:Nﬂ-ﬂ:il.:ﬂ peplon 0,132 | 0,223 | 0222 | 0,261 | 031 0,34 0,28 | 0315
Pepton from soymeal 0131 | 0138 | 0,197 [ 0212 | 0.273 | 0293 | 0371 | 0.396
Pepton from meat 0,229 | 0.267 | 0268 | 0278 | 0316 | 0346 | 0,392 | 0427
U—runga| ekstrakl i, 104 0,2 0217 | 0285 | 0347 ﬂ_._II'TI' 0,383 | 0395
D-fungal ekstrak 0035 | 0045 | 0048 | D06 000 [ 0139 | 0141 | 0176
B-:I:I.Il'lgal ckstraks 0017 | 002 | 0016 | 0005 | 0095 | 0025 | 0012 | D155
Bacteriological pepton 0033 | 003 | 0115 | 0,185 ) 0081 | 0,251 | 0,243 | 0,368
= | Malt extract 0.201 | 0.202 [ 0212 | 0.2%9 | 0.258 | 0.288 | 0.287 | 0322
& Yeast extract 0,083 | 0062 | 029 | 0377 | 0,734 | 0,764 | 0,782 | D.EIT
Beef extract powder 0,14 | 0,153 | 0236 | 0278 | 0,367 | 0397 | 0399 | 0447
Mycological pepton 0,189 | 048] | 0504 | 055 | 0,62 065 | 0653 | 0658
Pepton from soymeal 0096 | 0114 | O.118 | 0191 | G195 | 0,288 | 0.29] | 0304
Peplon from meat 0,255 | 0,267 | 0289 | 0,331 | 0412 | 0442 | 0,518 | 0.553

E. coli en digik treme heam D-fungal ekstraktin %1 konsantrasyonunda
gostermigtir. Test edilen %2" lik konsantrasyonda ise mycological pepton dne ¢ikmaktadir.
Bunu yecast ckstrakt ve pepton from meat takip ctmektedir. D-fungal ckstraktin %2
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konsantrasyonunda, E. coli en digik dreme mzim gistermistir. Royee vd. (2013)
tarafindan yamlan bir ¢ahismada spesifik olarak. heksanoik (C6), oktanoik (C8) wve
dekanoik asitler (C10) gibi kisa zincirli vag asitlen tarafindan £, coli’'nin inhibe olabildig
bildirilmistir. Bu nedenle elde edilen fungal ekstraktlardaki yag asitlerinin E. coli’nin
tiremesini vavaslatug diigiintlmektedir. Test edilen %3°hik konsantrasyonda mycological
pepton  dne ¢ikmakiadir. Bunu yeast ekstrakt ve pepton from meat takip etmektedir, D-
fungal ekstrakun %3 konsantrasvonunda, E. coli en dilsik lireme hizim gostermistir, Ug
farkh konsantrasyondaki azot kaynaklanmn E. coli sonuglan degerlendirildiginde,
konsnatrasyon arttikga genel olarak tireme hizimn artti@ gonilmiistiir. En vl ticari azot
kaynaklan veast extract, mycological pepton olarak belirlenmigtir. U-fungal ekstrakun ise
E.coli'nin iiremesini en az pepton from meat azot kaynagi kadar destekledifi tespit
edilmistir. Yapilan istatiksel analiz sonucunda, test edilen bilesenlenin konsantrasyonlan
arttik¢a E.eoli'nin Gremesini artirier yonde etki yapud poriilmiistiir (p<0,001). D-fungal
ckstrakt, mycological pepton alternatifi olarak kullamilabilir, Bununla birlikte E_coli’nin

tremesinde en yiiksek olumlu etkivi U-fungal ekstrakt géstermektedir.

Auk R, miehei bivokiitlesinden optimize edilmis ii¢ farkh yontemle (U, B, D) ¢lde
edilen besiveri bilesenleri 8. aurensa kars toksik etki ghstermemigtir. (%1, %2, %3) On
farkh azot kaynagimn i farkh konsantrasyonunun 8. eurens’un zamana bagh tremesing
iliskin sonuglar Cizelge 4.52"de sunulmugtur, %61 "lik konsantrasyonda mycological pepton
ve pepton from meat dne gikmaktadir. Bunu D-fungal ekstrakt ve U-fungal ekstrakt takip
etmektedir. & awrens en  disik dreme hzim  bacteniological peptonun %l
konsantrasyonunda gistermistir, 5. auwrens pepton from soymeal varh@inda 8. saatten
itibaren ¢ogalmaya baglamusur, ilk 4 saame, U-fungal ekstrakt, B-fungal ekstrakt, malt
extract ve pepton from meat igeren besiverlerinde S, awrens tiremeve baglamistir. Test
edilen %2'lik konsantrasyonda yeast ckstrakt, mycological pepton ve pepton from meat
dne ¢ikmaktadir. Bunu pepton from soymeal ve U-fungal ekstrakt takip etmektedir. 5.
auwrens en digik dreme iz bacteriological peptonun %2 konsantrasvonunda,
gostermigtir. %e3'lik konsantrasyonda ise aym sekilde yeast ekstraki, mycological pepton
ve pepton from meat dne gikmaktadir.

Konsantrasyonun artmasi ile birlikte tiim besiverlerinde 5. aurens’ i gogalmas
artmustir. Ug farkh konsantrasyondaki azot kaynaklanmn 5 aurens iiremesine ant sonuglan

degerlendirildifinde, konsantrasyon artuikga genel olarak Greme hizinin antign g&rilmiistir.
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En iyi ticari azot kaynaklan yeast extract, mycological pepton ve pepton from meat olarak

belirlenmistir. B-fungal ckstraktin 5 auwrens” un iremesini cn az pepton from soymeal

kadar destekledifn tespit edilmistir. D-fungal ekstrakt, mycological pepton alternatifi

olarak kullamlabilir. Bununla birlikte pepton from meat, 5. aurews’un dremesinde en

vitksek olumlu etkiyi gostermektedir. U-fungal ckstrakt, difer ekstraktlara gére (B, D) E.

coli’ de oldugu gibi 5. aurens”™ un gelisimine olumlu etk vaprmigtir.

Cizelge 4.52. 5. aurens’un Gg farkh konsantrasyvonda zamana bagh degisimleri (absorbans)

Laman (Sanl)
4 B 12 16 n 24 An k1
Bilesen ve Konsantrasyol
U—I'LIFIEall ekstrak 0.8 1,38 {55 0463 0,67 69 0.7 0.72
D-fungal ekstrakl 003 | 006 | 022 | 051 | 060 | 062 | 071 | 072 |
B-fungal ekstrakt 012 | 022 0,21 037 | D448 11,50 0,79 | 080
Bacteniological pepton 002 | 001 | 041 | 030 | 037 | 039 | 048 | 049
- Malt extract .12 i, 10 011 0,12 0,11 013 (13 0.14
# | Yeast extract 013 | 073 [ 098 [ 102 | 15 | 107 | 123 | 124
Beel extract powder 007 | 040 | 053 | 058 | 061 | 063 | 0.61 .62
Mycological pepion O0a | 009 | 43 | 079 | 097 | 0599 1.06 1.07
Pepton from soymeal 0,00 | 000 | 001 | 034 | 058 | 0.60 | 063 | 064
Pepton from meat 024 | 037 [ 073 | 113 [ 131 | 133 [ 132 | 133
U:l'unj.ill chstrak 0, 0,16 0,16 U@ﬂ ﬂ.._:'j 0,27 030 031
ﬂ-l’unEal chstraki 0,401 13,10 a1l ﬂél ﬂ.._31 0,32 55 .66
B-fungal ekstrakt 007 | 010 | 000 [ 013 | 016 | 0as | 029 | 030 |
Bacteriological pepton 003 | 021 | 033 | 046 | 050 | 0352 | 058 | 0.59
3 Maln extract 0.8 0,05 .07 0,11 0,13 15 014 0.15
= | Yeast extract 009 | 098 | 114 | 123 | 123 | 125 | 130 | L3]
Beel extract powder 004 | 031 [ 042 [ 049 | 052 | 054 | 054 | 055 |
Mycological peplon o005 | 077 | 097 | 108 | 1,14 LI6 | L12 | 113 |
Pepton from sovmeal 012 | 014 | 035 | o066 | 083 | 085 | 077 | 078
Pepton from meat 018 | 042 | 098 | 115 | 1.7 29 | 128 | 129
U-fungal ckstraki 003 | 006 | 008 | 0.0 | 012 | 004 | 024 | 025
D-fungal ckstraki 007 | 0.4 0,17 049 | 0.2 0,21 24 | 025
B-fungal cksiraki 0.4 0, 10 a1l 011 0,14 .16 i 19 020
Racteriobogical pepton 004 | 006 [ 020 [ 044 | 053 | 055 | 067 | 068
en | Malt extract 006 0,132 015 018 0,13 019 [ 0.1%
# [Yeast extract 000 | 0,77 | 1,07 | 1,08 | 0,18 | 1.20 | 1.25 | 1.26 |
Beef extract powder 009 | 029 [ 039 [ 043 | 047 | 049 [ 050 | 051 |
Mycological peplon 017 | 092 [ 105 [ 1a4 [ a8 | 120 [ va7 [ 118 |
Pepton from sovmeal 011 | 066 | O8B2 | 092 | 099 | 101 | 051 | 092
Pepton from meat 0,20 037 118 1.37 148 1,50 1.52 1.53

Auk R. michei

bivokiitlesinden elde edilen altematif azot kaynaklan P

aeruginosa 'ya karsi toksik etki gostermemigtir, Ekstrakte edilen ve poanfl kontrol olarak

kullamlan azot kaynaklanmin farkh konsantrasyonlanmin P. aeriginosa’min Gremesine

zamana bagh

etkisi Cizelge 4.53'de sunulmustur. Test edilen %31 °lik konsantrasyonda
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veast extract ve B-fungal ekstrakt dne gikmaktadir. Bunu pepton from soymeal ve U-
fungal ckstrakt takip etmecktedir. P. aernwginosa en disik dreme iz bacteriological
peptonun %] konsantrasyvonunda elde edilmistir. Test edilen %2'lik konsantrasyonda yeast
ekstrakt ve mycological pepton dne gikmaktadir (Sekil 4.79). Bunu pepton from soyvmeal
ve D-fungal ckstrakt takip etmektedir. P. gernginosa en disik fireme hizim U-fungal
ekstraktin %2 konsantrasyonunda gbstermigtir. %63° lik konsantrasyonda ise aym sekilde
veast ekstrakt ve U-fungal ekstrakt dne ¢ikmaktadir. Ug farkli konsantrasyondaki azot
kaynaklanmin P. acruginosa tremesine etkisine ait sonuglar  degerlendinildiginde,
konsantrasyon arthikga genel olarak dreme iz arthigr gorilmdistiir,

Cizelge 4.53. P. aeruginosa’min g farkh konsantrasyonda zamana bagh degisimleri

{absorbans)
\_\_\r_imu {=aat)
4 B 11 Lis 20 4 Jn 36
| Bilegen ve Konsantrasyin—__
U-fangal ekstraki 0,00 | 055 [ 0.89 [.15 1.2} 123 1,23 131
- fungal ekstrakl 0, 0r 027 052 0,76 .84 085 (589 01,90
B-fungal eksirakt 0.1 (65 {95 .17 1,23 1.24 1,24 1.24
Bacteniological pepton 004 013 0,37 0,58 060 0] 0,65 067
= | Malt extract 0.12 010 011l .21 0.33% 0.34 (.65 0,77
% [Yeast extract 030 | 056 | 107 | 125 | 138 | 138 | 138 | 140
Beel extract powder o004 | 007 | 076 | 080 | 082 | 083 | 089 | 090
Mycological pepton 0,003 0,34 (&0 107 1,09 110 1,10 1,17
Pepton from sovmeal 054 | 066 | 088 [.10 .24 1,25 1,29 |50
Pepton from meat 027 | 036 | 044 | 052 | 062 063 | 063 | 063
U-fungal chsiraki 013 | 030 | 070 | 099 | 122 1.23 ].23 130 |
D—ﬁ.mg,al chstraki 0.22 .34 (65 [0 I.10 1.11 116 I.16
B-fungal eksiraki o6 | 050 [ 082 [ ia | 120 | 122 | 130 | 132
Bacteriological pepton 0.4 0.21 057 0.74 074 0.7 .50 i, =55
E Malt extract 0.8 | 038 | 065 | 087 | 091 | 092 | 0592 | 085
¥east extract 0.13 054 1,25 1,36 | .43 1.44 'l_.r'ﬁ |.._5|
Beef extract powder 0,03 02l 053 0,91 0,92 093 0,54 |00
Myvcological pepton 0,13 033 0,79 [, 08 113 1.13 1,20 1,24
Pepton from sovmeal 062 | 066 | 0,91 Lig | 116 1,16 1,17 N E
Pepion from meat 02 | 030 | 032 | 06 0,75 0,76 | 077 | 085
U-fungal ckstrakt 007 | 004 [ 038 | O8] | OB8 | OB | 089 | 089
D-fungal ekstraki 008 | 0106 | 070 | 079 | 081 | 082 | 0.83 | 083
B-fungal ckstrakt 0.0 | 010 | 006 | 022 | 023 | 024 | 0.24 | 026 |
Ba.:t:rinhﬂi.t:ﬂ pepton 0.11 021 (63 0,37 {Ié‘.i' (LER (.55 .50
E Malt extract 0,24 0449 (0,74 L0 .10 1.11 1158 1,19
Yeast exiract 001 | 042 [ 120 | 154 | 160 | 157 [ 1.58 | 1.58
Beel extract powder 006 | 0.2 [ 067 [ 076 | 073 | 074 | 075 | 076
Myeological peplon 022 | 052 [ o096 | 104 | 123 | 124 | 134 | 136
Pepton [rom soymeal 046 | 0,62 | 099 | 121 | 1,22 | 123 | 126 | 127
Pepton from meat 0.3 016 0,28 0,65 080 .81 (LB 0,94
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En iyi ticari azot kaynaklan yeast extract, mycological pepton ve peplon from
soymeal olarak belidenmistir. P geruiginosa’min tiremesini en az B-fungal ekstrakiin
destekledign tespit edilmistir.  D-fungal ekstrakt ve U-fungal ckstrakt, P. aeruginosa’min
firemesinde en yiksek olumlu etkiyi gbstermektedir. Bilindigi idzere Psewdomonas
aerugingsa, pivosivanin (mavi-yesil) pigmenti idretebilir. Pigment dretimi, kiltir
kosullanna bagh oldugundan pigment fretimlerini artirmak igin gesitli Hzel besiverleri
gelistirilmistir {Akoglu, 2006). Bu ¢alismada kullamilan bazi besiyerlerinde de yesil renk
olusumu gozlenmigtir. Inkilbasyonun 12. saatinden sonra 16. saatinde bacteriological
peptonun %1 "lik konsantrasyonunda, pepton from soymeal ve mycological peptonun %1
ve 2’lik konsantrasyonlannda yesil renk olusumu gbriilmilstir. Test edilen U-fungal
ekstrakt, B-fungal ekstrakt ve D-fungal ekstrakt besiverlerinin rengi koyu kahverengi
oldugu igin vesil renk olusumu tespit edilememistir. Yesil renk olusumu test edilen diger
azol bilesenlerini (malt extract, yeast extract, beef extract powder, pepton from meat)

igeren besiverlennde inkiibasyon stinesi boyunca gérilmemistir.

Ak R michei biyokiitlesinden elde edilen besiveri bilesenleri B. subtilis e karsi da
toksik etki gostermemistir. Azot kaynaklannin 8. subvilis in Gremesine zamana bagh
olarak etkisi Cizelge 4.54°de sunulmugtur. Test edilen %0’lik konsantrasyonda yeast
extract ve B-fungal ekstrakt 6ne gikmaktadir. Bunu pepton from soymeal ve beef extract
powder takip etmektedir. Malt ¢kstraktin %61 konsantrasyonunda, B. subrilis en diisiik
dreme hizm gostermigtir. Test edilen %%271ik konsantrasyonda veast ekstrakt ve pepton
from soymeal dne c¢ikmaktadir. Bunu B-fungal ekstrakt ve D-fungal ckstrakt takip
etmektedir. Mycological peptonun %2 konsantrasyonunda, B. swbiifis en disik ireme
hizimi ghstermistir. %3 lik konsantrasyonda ise aym sekilde yeast ekstrakt ve pepton from
soymeal dne gikmaktadir, Ug farkh konsantrasvondaki azot kaynaklanmin B, subtilis
sonuglan degerlendinldiginde, konsantrasyon artuikca genel olarak tireme huzimin da arttifn
gorlilmilstiir. En iyl ticari azot kaynaklan yeast extract ve pepton from soymeal olarak
belirlenmigtir.  Yapilan istatiksel analiz sonucunda, test edilen bilegenlerin
konsantrasyvonlan arttikga 8 subeilis ' in iremesini antine yonde etk yaptu@ gériilmiistiie
{p=0,001). B-fungal ekstraktin 8. subnilis"in iremesini en az destekledigi tespit edilmistir.
D-fungal ckstrakt ve U-fungal ekstrakt, 8. subriliz"in iiremesinde en yiksek olumlu etkivi
gostermektedir.
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Cizelge 4.54. B subiilis”in G farkh konsantrasyonda zamana bagh degisimleri

Faman (Sant)
4 # iz 16 20 4 kL] 35
Bilesen ve Konsanlrasyin
U-fungal ekstrakt 002 | 002 [ 007 [ 049 [ 023 | 025 | 020 | 040
D-fungal ekstrakt 0,11 0 0F [ 006 | 020 | 025 [ 025 | 025 | 0,34
B-fungal ckstrakt 007 | 045 [ 046 | 019 | 020 | 032 | 029 | 039
Bacterinlogical pepton 0,1 0,1 [ ] 0,22 0,26 0.34 .36 .36
= | Malt extract 011 [ 009 | 020 | 023 | 029 | 030 | 039 | 039
# [Yeast extract 006 | 033 | 037 | 043 | 049 | 051 | 059 | 0.59
Beef extract powder 004 | 05 | 005 | 006 | 08 | 019 | 026 | 030
Mycological pepton 008 | 012 [ 013 | 015 | 029 | 031 | 036 | 036
Pepton from sovmeal 038 | 042 | 048 | 048 | 054 056 | 059 | 060
Pepton from meat 032 | 036 | 037 | 038 | 043 | 044 | 044 | 050
L-fungal ekstraki 011 | 613 | 015 | 031 | 057 | 069 | 087 | 097
D-fungal ekstraki 012 | 022 | 024 | 027 | 045 | 067 | 085 | 005
B-fungal ekstrakt 013 | o006 [ 047 | 021 | 026 | 028 | 036 | 056
Bacteriological pepion 005 | 002 | 004 | 013 | 016 | 006 [ 0I5 | 027
e | Malt extract 0.1 019 0,25 0,248 0,30 031 (43 0,33
¥ [ Yeast extract 003 [ 035 | 050 [ 066 | 075 | 077 | 078 | 079
Beef extract powder 0,05 0,12 0,16 0,158 0,25 026 il .39
Mycological pepton 015 | 020 | 021 | 024 | 028 | 030 | 039 | 039
Pepton from sovmeal 041 044 (46 0,43 0,50 0.52 052 0,59
Pepton from meat 017 | 026 | 027 | 030 | 035 | 038 | 038 | 038
U-l’ung:ll charrakt 0,08 019 (a4l 0,63 0,73 80 PR .97
Dr-fungal eksiraki 0.5 010 14 0,20 029 [ 0,16 0,36
B-fungal eksirakt 003 | 014 | 016 | 021 | 025 | 027 | 042 | 063
Bacteriological pepton 004 | 014 [ 023 | 044 | 052 | 054 | 056 | 059
e | Malt extract 0,11 034 0,34 {138 0.4 042 {48 ﬂ._ﬂ[l-
¥ [ Yeast extract 009 | 022 | 026 | 031 | 033 | 035 | 047 | 0,50
Beel extract powder 0,03 0, 011 0,13 0,13 013 015 0,25
Mycological pepton 002 | 035 | 025 | 029 | 036 | 038 | 038 | 0,39
Pepton from soymeal 030 [ 051 | 088 | 064 | 067 | 068 | 075 | 075
Pepton from meat 007 | 007 | 009 | 008 | 000 | 017 | 021 | 031

€. albicans 'a karst auk R. seiehet biyokiitlesinden elde edilen besiyeri bilesenlerinin
toksik etki gostermedidi belirlenmistir, Zamana bagh dremesi incelenen C. albicansa ait
sonuglar Cizelge 4.55 de sunulmustur. En disiik konsantrasyonda (%61) malt extract dne
gikmaktadir. Bunu bacteriological pepton ve B-fungal ekstrakt takip etmektedir.
Mycological peptonun %1 konsantrasyonunda, C. afbicans en disik Greme hmm
gastermistir. Test edilen %22°lik konsantrasyonda mycological pepton ve B-fungal eksiraki
Gne ¢ikmaktadir. Bunu pepton from soymeal takip etmektedir. Bacteriological peptonun
%52 konsantrasyonunda, C. albicans en diigiik direme lzim gostermistir, Test edilen %63 lik
konsantrasyonda 1se bacteriological pepton ve malt extract one gikmaktadir. C. albicans
liremesinin azot kaynag! konsantrasyonu ile dogrusal ilisiki iginde oldugu gorilmiistir.
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En iyi ticari azot kaynaklan mali extract ve bacteriological pepton olarak
belirlenmistir. Bacteriological peptonun C. albicans’in lremesini en az destekledigi tespit
edilmistir.  B-fungal ckstrakt ve pepton from soymeal, C. albicans’m dremesinde en
yilksek olumlu etkiyi gdstermektedir.

Cizelge 4.55. C. albicans™in ii¢ farkh konsantrasyonda zamana bagh degisimleri

4 # il 16 20 4 30 36
| Bilegen ve Konsuntrasyom—_
U-fungal ekstrakt 012 | 024 [ 015 [ 018 | 064 [ 060 [ 077 | 077
D-fungal cksiraki 0.5 Ll (03 0,04 0,00 003 0.31 0.3l
B-fungal ekstrakt 005 | 009 | oo4 [ 005 | oos | oos [ oos | 008
Bacteriological pepton 012 | 025 | 009 | 021 | 022 ) 027 | 023 | 023 |
= | Malt extract 0.13 026 028 0,33 036 041 35 0,36
# [Yenst extract 002 | 025 | 021 | 025 | 029 | 034 | 050 | 081
Beel extract povwder 021 033 {26 0,28 025 EI'._3-15 46 0,48
Mycological pepton 008 | 021 | 013 | 014 | 036 | 027 | 037 | 039
Pepton from sovmeal 008 | 023 [ 6 | 023 | 034 0,50 | 060 | 062
Pepton from meat 004 | 028 | 019 | 022 | 0233 | 008 | 008 | 020
U—fun.&al:islmk‘-l i1, el i1, {00 A1, () 11,051 ) .20 0,20
D—rungalﬂslralzl 0.4 (LI (.02 .04 0,03 008 .10 050
| B-fungal ekstrakt 005 | 006 | 004 | 005 | 009 | 04 | 009 | 009
Bacteriological pepton 0,11 003 | 044 | 0,17 | 021 026 | 032 | 0,33
es | Malt extract 006 | 042 | 043 [ 030 | 042 | 047 | 038 | 038
¥ [Yeast extract 006 | 0.06 | 006 | 008 | 015 | 020 [ 047 | 047
Beel extract powder 0,1 002 {00 4,001 0.1 0_30 {40 .42
Mycological pepton 007 | 011 013 | 0,19 | 038 047 | 057 | 059
Pepton from sovmeal 001 | 004 [ 01 | 007 | 007 | 007 | 617 | 009
Pepton from meat 008 | 007 | 009 [ 012 | 042 [ 028 | 038 | 040
U-fungal ekstraki 0.l 0.2 0,00 0,011 0.0 L 0,22 0,22
D-fungal ekstrakt 004 | 008 | 004 | 005 | 006 | 0a2 [ 625 | 025
B-fungal ekstraks 008 | 006 | 009 | 043 | 026 | 031 | 033 | 033
Bacteriological pepton 009 | 008 [ 008 | 000 | 012 017 | o6 | 0017
e | Malt extract 0,02 | 025 | 029 | 049 | 062 | 074 | 077 | 073
# [Yeast extract 007 | 13 [ 005 | 007 | 008 [ 0103 | 001 | il
Beef extract powder 004 | 026 | 024 | 03] 0,33 050 | 060 | 062
Mj'mlnﬁ.iﬂl peplon 0.03 0, | 0.24 0,45 0.54 067 0.77 0,79
Pepton from sovmeal 006 | 021 | 002 | 027 | 035 | 065 | 075 | 077
Pepton from meat Ugﬁ 0, % b, 0 0,05 0,10 0.25 025 0,47

5. cerevisiae remesi de kullanilan azot kaynaklanndan olumsuz etkilenmemis olup
azot kaynaklarimin etkisine iliskin sonuglar Cizelge 4.56'da sunulmusgtur. Test edilen %17
lik konsantrasyonda pepton from meat one ¢ikmaktadir, Bunu malt ekstrakt takip
etmektedir. D-fungal ckstraktin %% 1 konsantrasyvonunda, 5. cerevisiae en diglik dreme
hizim ghstermigtir. Test edilen %%2'lik konsantrasyonda yeast ekstrakt dne gikmaktadir. B-
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fungal ekstrakt %62 konsantrasyonunda, S cerevisiae en disik Oreme hizim ghstermistir.

Test edilen %03 'lik konsantrasyonda ise malt extrakt ine gikmaktadir.

Cizelge 4.56. 5. cerevisiae nin iig farkh konsantrasyonda zamana bagh de@isimleri

Faman (Saat)
4 ] 12 16 20 4 30 A
Bilegen vie Konsamlr

U-fungal ckstraki o4 | 042 | oas | 047 | 022 | 024 | 029 | 030 |
D—quEal ckstraki 0,05 0.12 0.18 0,19 | 023 032 .37 035
B-fungal eksiraki 0, 00,004 (.06 0,07 10,1 012 0,17 1%
Bacteriological pepton 006 | 0.1% | 028 | 030 | 029 | 032 | 037 | 038 |

= | Malt extract {1,(x) 0.1 001 00 | 008 .08 001 001

# [Yeast extract 010 | 020 | 021 | 023 | 023 | 027 | 032 | 033
Beef extract powder 0,04 018 025 028 | 0.30 037 a2 4%
Mycological pepton .04 i1l 0i2 | 015 022 031 .36 0,37
Pepton from sovmeal 004 | 005 | 006 | 005 | 005 | 006 | 001 | 002 |
Pepton from meat 007 | 016 | 020 | 021 | 022 | 028 | 033 | 034
U-fungal ekstraki 0.00 | 002 | 000 [ 003 | 002 | 022 [ 027 | 028
D-fungal ekstraki 000 | 004 [ 000 | 002 | 000 | 026 | 031 | 032 |
B-fungal ckstrakt 0,02 0.1 (02 0,04 0,02 .10 0,15 0,16
Bacteriological pepton 005 [ 005 [ 007 | 0w | 0g0 | o1 | 012 | 013

es [ Malt extract 0.08 | 020 [ 027 [ 032 | 049 | 049 | 050 | 05

# [Yeast extract 0.08 | 021 | 024 | 027 | 028 | 034 | 039 | 040
Beef extract powder 0.5 o1l 011 0,15 0,16 029 0.34 035
Mycological pepton 005 [ 000 | 009 | 014 | 035 | 077 | 082 | 033
Pepion from sovmeal o0 | o0 [ o401 | 0,03 | 005 | 003 | 008 | 019
Pepton from meat 0.14 | 0.2 | 013 | 006 | 021 | 064 | 069 | 070
L-fungal ekstrakt 0,00 [ 002 | 003 | 005 | 006 | 027 | 032 | 033
D-fungal ekstrak 0.1 LR IH 02 0,05 022 032 0,37 0358
B-fungal ckstrakt 0,00 | 0.00 | 001 | 003 | 005 | 022 | 027 | 028
Bacteriological pepton 008 | 006 | 007 | 008 | 009 | 008 | 003 | 014

E Malt extract 0,04 0% 015 039 | 052 0.55 &0 .61
Yenst extract 017 0.8 | 0210 023 022 025 | 030 0,31
Beef extract powder 003 009 (.08 0,12 0,13 015 015 016
Mycological pepton 007 | 013 [ 045 | 006 | 015 | 017 | 022 | 023
Pepton from sovmeal 0,01 001 | 003 | 008 | 010 | 010 | 009 | 008
Pepion from meat 0,02 0.0 [N E] 020 | 0.23% 049 0,54 0,55

Azot kaynaklanmin konsantrasyonu arttikca genel olarak 5. cerevisige iireme

hizimin da artuf giriilmistir. En iyi ticari azot kaynaklan malt extract ve pepton from

meat olarak belirflenmistir. Yeast extractin 8. cerevisiae’nin liremesini en az destekledifi

tespit edilmigtir. B-fungal ekstrakt ve malt extract 8. cerevisiae’nin Giremesinde en yiiksek

olumlu etkiyi gostermektedir.

Kiifler (4. flavus ve A. brasiliensis) 2842 *C sicaklikta, 7 giin statik kogullarda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi pH degerleri dlgiilmiis ve ortalama sonuglan Sekil
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4.63" da verilmigtir. inkiibasyon siiresi sonunda elde edilen biyokiitle Whatman filtre
kagdindan sizilmiis ve kuru afirhklan belidenmistir. . favis mikroorganizmas:, Potato
dekstroz broth (PDB) besiveninde ve malt extract igeren besiyverlerinde ortam pH'sim
oldukg¢a dilglirmiigtir. 4. brasilfensis mikroorganizmasi, sadece B-fungal ekstrakt igeren
besiyerlerinde ortam pH'sim diigiirmiistiir. Bu pH diistsii, kiflerin seker tiketimine bagh
olarak firetilen organik asitlerin ortam pH'simt dilsiirmesiyle agiklanabilir (Fang ve Zhong,
2002). Ozellikle ticari PDB wve malt extractta bulunan sekerin 4. fevus tarafindan
kullamlarak daha fazla organik asit drettigi disimiilmektedir, 4. brasiliensis’in sadece B-
fungal eckstrakt igeren besiverlerinde ortam pH'sim diislirmesinin nedeni ise giincel

verilerle agiklanamamastir.
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Sekil 4.63. Kiiflerin inkiibasyon sonrasi besiverlerinin ortalama pH degerleri

Her azot kaynagimin farkh konsantrasyonlarimin (%al, %62, %3) segilen kiiflerin
liremesine etkisine ait veriler Cizelge 4.57 ve Cizelge 4.58 te sunulmustur. A. brasiliensis
igin bilesen ve konsantrasyon ana ctkilen anlamh olarak bulunmusgwr (p<0,05). Azot
kaynaf bileseni ile konsantrasyon etkilesim etkisi anlamsiz olarak tespit edilmistir
(p=0.05). Azot kaynaf: bileseni ile konsantrasyon etkilesim etkisi anlamsiz olarak
bulundugundan ana etkiler degerlendirmeye alinmustir,
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Cizelge 4.57. A, brasiliensis"nin ¢ farkh konsantrasyonda biyokiitle (g) degisimleri

LnsEnirasyon

e [.45..1._%%3} % %l %3

U-fungal eksiraki 17 {0,080 b, CHug
D-fungal ekstrak 001 0,048 062
B-fungal ekstrakt iy, 14 0,087 0110
Racteriological pepton {06 0, 150 0,174
Malt extract (07 i, 161 0,142
Y east exiract 0,07 i, CEr 0114
Beef extract powder (.09 0,090 0,105
Mycological pepton il 0,058 0,072
Pepton from soymeal 0,07 0,058 0.073
Pepton from meat 0,10 0,056 0.070

A. brasiliensis igin pepton from soymeal, D-fungal ekstrakt, B-fungal ekstrakt, U-
fungal ekstrakt azot kaynafi dilzeylerinin etkisi kendi aralaninda anlamh lgiide farkhilik
gostermemigtir. Benzer sekilde, beef extract powder, pepton from meat, malt extract,
mycological pepton, veast extract ve bacteriological pepton kendi arasinda anlamh Glgiide
farkhilik varatmamistir. Pepton from soymeal en disik olumlu etkiyi gosterirken
bacteriological peptone en wyiksek olumlu etkivi gostermistic. 4. brasiliensis  igin
konsantrasyon dilzeyleri; %1 ve %2 dilzeyler anlamh dlglide fark gostermemistir. %63 "Itk
konsantrasyonda en yiliksek biyokiitle eldesi saflanmustir.

Cizelge 4.58. 4. flavus"un G farkh konsantrasyonda biyokiitle (g) degigimleri

T Konsantrasyon

] e %2 %3
Ll-fungal ekstrak 0,058 0,075 0,040
D-fungal ckstraki 0,115 (040 0,055
B-fungal ekstrakt 0,096 0059 0074
Bacteriological pepton 0,055 0073 0,088
Malt extract 0075 (LOgl (LR
Y =ast extract 074 011 0115
Beef extract powder 0,090 0,028 0,036
Mycological pepton 0,074 (0060 0075
Pepton from soymeal 0,021 0,059 0.074
Pepton from meat 0,036 (056 0081

A. flavus igin bilesen ve konsantrasyon ana etkileri anlamh olarak bulunmustur
(p=0,05). Azot kaynaf bileseni ile konsantrasvon ctkilesim etkisi anlamsiz olarak tespit
edilmistir (p=0,05). Azot kaynafi bileseni ile konsantrasvon etkilesim etkisi anlamsiz
olarak bulundufundan ana etkiler degerlendirmeye almmusnir. A. faevas igin malt exiract en
digiik olumlu etkiyi gosterirken mycological pepton en yiksek olumlu etkivi ghstermigtir,
A. flavus igin konsanirasyon dizeyleri; %%l ve % 2 dizeyleri anlamli dlglide fark
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ghstermemigtir.  Test edilen %3'lik konsantrasyonda en yilksek biyokiitle eldesi
saglanmistir.

Sonug olarak sivi besiveninde  kullamm  potansivellerinin en  yitksck %63
konsantrasyonunda oldufu belirlenmistir. Bu nedenle test mikroorganizmalarimn kati

besiyerinde kullamm potansiyelleri tek konsantrasyon (%3) azot kaynagi bileseni igeren
besiverlerinde gerceklestirilmigtir.

4.3.3.2, Kah besiverinde kullanim potansivelinin arastirilmas

Test besiyerlerinde gelistirilen bakteriler (E. coli, 8. aureus, P. aeruginosa ve B.
subtilis) ve mayalann (C. albicans ve S cerevisioe) koloni saymmlan sirasiyla
inkiibasyonun 24 ve 48. saatlerinin sonunda gerceklestirilmistir. Bakten ve mayalann
koloni sayimlariyla ilgili olarak elde edilen sonuglar Cizelge 4.39"da verilmistir,

Cizelge 4.59. Test bakteri ve mayalan geligtirme potansivellerinin karsilagtinlmas:

halomni smvesa Loy 10)
Test Billegend Ecoll | X aurens | F. covuginoss FE.L;.%B C. aibicans | &, cerevisiae
Beef extract powder 7.03 7.02 167 6,90 6.27 6,24
E!:_u::-:riu:nluaju;ul peplon G593 G492 T1.56 6,80 G440 6,37
Mycological pepton 708 7.07 771 7.03 6,43 6,40
U-fungal ckstrakt 6,98 6,97 7.61 6,54 6,44 6,41
E.ﬁmEaJ eksrraki 7.0 .19 1.35 T.16 T.13 T.12
D-fungal ckstrakt 6,33 f,54 718 651 749 746
Pu_Enn from meat 708 707 .1 T4 .65 1.62
Malt extract 6,90 6,98 7.63 6,95 6,52 6,79
Yeasl extract 7.15 7.14 7.79 7.11 707 7.0
Peplon from soyvmeal 7401 7D T4 97 [ 6,78

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda test edilen kan besiyerleri igin tim test
mikroorganizmalan arasinda istatistiksel olarak anlamhi bir farkhbk oldugu tespit
edilmigtir (p <0,05). E. colf igin en diigik koloni sayisi D-fungal ekstrakt, en yiiksek koloni
sayis1 B-fungal ekstrakt ile elde edilmistir. 8. awrens igin en disik koloni sayisi
bacteriological pepton, en yiksek koloni sayisi B-fungal ckstraktta yapilmistr. P
aeruginosa ve B. subtilis igin en diisiik koloni sayisi D-fungal ekstrakita, en yilksek koloni
say1s1 B-fungal ekstrakt igeren besiyerinde belirlenmistir. Bakterilerin koloni gelisimlerinin
en ivi oldugu besiverinin %03 konsantrasyonunda B-fungal ekstrakt igeren besiver oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikie en diigiik koloni sayisinin %63 konsantrasyonunda D-fungal
ekstrakt igeren besiverinde elde edilmesi dikkat gekicidir. C. albicans ve 8. cerevisiae igin
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ise en yilksek koloni sayisi pepton from meat, en diisiik koloni sayisi beef extract powder
igeren besiverlerinde gortilmiistir. U-fungal ckstrakt, B-fungal ekstrakt ve D-fungal
ekstrakt kendi iginde degerlendinldiginde en yvitksek kolom sayvisi D-fungal ekstrakt igeren
kat besiyerinde elde edilmistir. Bakterilerin aksine mayalann iiretilmesinde D-fungal
ekstraktin daha etkili oldugu belirlenmastir.

Kiiflerin gelisimi igin sivi besiverinde kullanim potansiyellerinin en yiiksek %3
konsantrasyonunda oldugu belirlenmisti. Bu nedenle A, brasiliensis ve A flavus
mikroorganizmalannin katr besiyerinde kullamm potansiyelleri tek konsantrasyon (%63)
azot kaynafs bileseni iceren besiverlerinde gergeklestirilmistir. Besiverlerinin merkezine
kiif sporlan tek nokta ekimi ile ekilmigtir ve 7 giin boyunca ginlik miselval direme ¢aplarn
dlglilmistlir, 4. brasiliensis mikroorganizmasimin kat besiyerindeki gelisimine ait clde
edilen sonuglar, Sekil 4.64 ve Sekil 4.65 de sunulmustur,
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Sekil 4.64. A. brasiliensis kiifliniin koloni bilylime ¢ap

Sckil 4.65 incelendiginde en yilksek miselyal biiyiime hizina PDA ve malt extractta
ulagilmustir. En diigik miselyal bilylime hizi ise pepton from meat iceren besiyerinde elde
edilmigtir. U-fungal ekstrakt, B-fungal ekstrakt ve D-fungal ekstrakt kendi iginde
degerlendinildiginde 4. brasifiensis” in birbinine yakin miselyal biyime hizina sahip
olduklar goriillmiistir.
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P-au-;gdam EEAr
D-fingal ekstrakt Beef extract powder
U-fumgal ekcstrakt Pepton from sovmesl
B-fimngal ckstrakt Pepion from meal
Malt extract Bactericlogical peplon
Mycological pepbon Yeast exiract

Sekil 4.65. 4. brasiliensis kiifiiniin miselyal bityiime hun

Sekil 4.66. A. brasiliensis kiiftiniin 2. ve 7. giin morfolojik gérinimleri

En biiyiilk miselval biiylime ¢am 7. giinde %3 konsantrasyonunda malt extract
igeren besiverinde elde edilmistir. Bunu takiben ticari olarak kiflerin gelistinilmesinde
vavgin olarak kullamlan Potato dekstroz agar (PDA) ve mycological pepton besiveri
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gelmektedir (Sekil 4.66). D-fungal ekstrakt ise miselyal bilylime ¢apinda diger U ve B
fungal ekstraktlardan one gikmustir,

A. flavis mikroorganizmasina kat besiyerindeki geligimine ait elde edilen sonuglar
Sckil 4.67 ve Sekil 4.68" de sunulmustur. En biiyik koloni ¢api 7. ginde %3
konsantrasyonunda PDA besiyverinde elde edilmistir (Sekil 4.67). Bunu takiben ticari
olarak kiiflerin gelistirilmesinde yaygin olarak kullamlan pepton from soymeal, B-fungal
ckstrakt, D-fungal ekstrakt ve malt extract igeren besiverleri gelmektedir. En didsiik koloni
capi is¢ pepton from meat ve bacteriological peptonda dlgiilmistiir. Sekil 4.68
incelendiinde en yiiksek koloni capina sirasiyla PDA, pepton from soymeal ve B-fungal
ekstraktta ulasilmistir. En diigiik koloni ¢ap ise bacteriological pepton igeren besiyerinde
elde edilmistir. U-fungal ekstrakt, B-fungal ekstrakt ve D-fungal ckstrakt kendi iginde
deferlendirildifinde 4. flavus’ un B-fungal ekstrakt ve D-fungal ckstrakt igeren kan
besiverlerinde birbirine vakin koloni ¢apina sahip olduklan, U-fungal ekstrakt igeren kab
besiveninde ise koloni ¢apinin daha diigiik oldugu gonilmigtir (Sekil 4.69).
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Sckil 4.67. A. flavus kitffiniin koloni biiyiime ¢am
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Paotato dekstror agar
1o
[1-fimgal ekstmki _ Beef extract powier
U-fungal ekstmkt Pepton firom sovmesd
B-fimgal ekstrnkt Pepton frons mweat
Mialt extract Baclericlogcal pepion
Mveological pepbon Yeast exiract

Sekil 4.68. A. flavus kiifliniin miselyal biiylime hia
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Biitlin azot kaynagn igeren besiyerlerinde her test kiifii igin en hizh miselyal

bilyiime performans: inkiibasyonun 48-1210. saatleri arasinda tespit edilmistir. 120. saatten

sonra test kiiflerinin miselyal biiviime caplannda ¢ok fazla bir artis gdézlenmemistir,
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Calismada kiiflerin koloni ¢aplanimin yam sira sporulasyon durumlan da degerlendirilmistir
(Cizelge 4.60; Cizelge 4.61). Test edilen besiverlennde A. brasiliensis, A, flavus’a gore
daha lzh miselval kolom biytimesi ve sporlanma gostermistir. 4. brasiliensis ve A,
favus'un PDA besiyerinde sporulasyonu 72. saatte baglamigtir. A. brasiliensis in 72. saatte
B-fungal ekstrakt, U-fungal ekstrakt ve D-fungal eckstrakt igeren besiverlerinde de
baglamugtir. 4. favus'un 72, saatte B-fungal ekstrakt, U-fungal ekstrakt, D-fungal ckstrakt
igeren besiyerlerinin vani sira malt extract igeren besiverinde de sporulasyon baglamastar,

Curelge 4.60. 4. brasiliensis"in zamana bagh sporulasyon sonuglan

) Inkiibasyon siiresi (Saat)

Kot Sbwgand 4 48 72 96 120 144 168
Beef extract powder - - - - - -
Bacteriological pepton - - - - - -
Myvcological pepton - - + + it + +
U-fungal ekstrakt - - + + + +
B-fungal ekstrakt + + + ++ ++
D-fungal ekstraki . . + + + ++ ++
Pepton from meat . . . . - -

Malt extract = - - + ++ B +
Yeast extract - - - - -

Pepton from sovmeal - - ++ ++ i+ ++
A - - + + B ey i

{=: yok, 4:az, ++oma, +4eok)

Cizelge 4.52. 4. lavus'un zamana baglh sporulasvon sonuglan

Inkiibasyon siiresi (Sast)

ot oiapet ] I 72 9% 120 144 168
Beel extract powder - - + + + 3 +

Bacteriological pepton - - - + + +

Mycological pepton - + + + ++
L. fumgal ekstrakt - + =4 =+ + ++
'B.,ﬁmga] eksiraki = + A i+ 4+ ++
D-fungal ekstrakt - + +H H +H +H
Pepton from meat = + + *: + ++
Malt exiract - + + - ++ ++
Yeasl exiract - + + + ++ +
Pepton from soymeal - + + + ++ +
FIrA — - - TS i ———

{-: yok, +:ar, ++onla, +Hogok)

Cesitli  mikroorganizmalann  gelistirilmesinde  ve  biyoteknolojik  iirinlerin
iiretilmesinde kullamlan azot kaynaklan oldukca pahahdir. Bu nedenle birgok arastirmac
anklardan azot kaynagi eldesi iizerine yofunlasmusur. Ozellikle balik anklanndan
hayvansal pepton eldesindeki arastrmalar yofunluk kazanmustir (Hom vd., 2005; Vieira
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vd., 2005; Vasileva-Tonkova vd., 2007; Tonkova vd., 2007: Lasekan vd.. 2013; Jazin vd..
2020). Tanmsal auklann degerlendinlerck bitkisel pepton idzerine de bazi ¢ahsmalar
yapilmaktadir (Rozman vd., 2005; Raisa vd., 2016).

Baxn bakterilerin (£, coli, B. subtilis, L. monocytogenes, 8. aureus, Citvobacter sp.
ve Salmonefla sp.) dretimi igin kog boynuzundan elde edilen pepton ile diger peptonlarm
karsilastinildifn bir ¢alismada, kog boynuzundan elde edilen peptonun tican peptonlara
yakin sonuglar verdifi ve kullamlabilecegi rapor edilmistir (Kurbanoglu ve Algur, 2002).
Staphylococcus simulans tarafindan lipaz enzimi Gretimi igin balik protein hidrolizat
kullamlan bir ¢alismada elde edilen lipaz enziminin yilksek aktiviteyve sahip oldugu ve
endiistrive] tretimlerde kullamlabilecei Gnerilmistir (Souissi wd.. 2009). Molekiiler
agirlige 17-28 kDa olan ve boso bahgindan ¢lde edilen peptonun £ coli ve S aureus
mikroorganizmalannin liremesine en az ticari peptonlar kadar destekledigi bildirilmistir
(Priatmi vd., 2006). Aspergilius flavus, Bacillus subrilis, Saccharomyces cerevisiae,
Escherichia coli ve Staphylococcus aureus’un iireme ortamlart igin test edilen Trygon
sephen balifindan elde edilen peptonun sivi besivennde ticari peptonlara gore benzer
bivekitle oranlanna ulagildi@y belirlenmistir (Poemomo ve Buckle, 2002). Hayvansal
kaynakh peptonlar, wrun kimyasal (asit vb.) hidroliz islemleri veya pahal enzimlerin
{Alcalase® vb.) kullanim ile gergeklestirilmektedir (Vasileva-Tonkova vd., 2007; Safari
vd., 2011). Bu nedenle her ne kadar hammaddesi bir atk olsa da bu atktan pepton eldesi
malivetli ve yeni auklanin olustugu bir sisteme doniismektedir. Kurutulmus Spiruling
platensis” ten besleyici protein hidrolizatinin eldesi igin yapilan ¢cahismada gram negatif ve
pozitif bakteriler ile mayalann gelistinlmesinde kab ve sivi besiveninde hayvansal olmayan
protein kayna@ olarak kullammlanmin uygun oldugu rapor edilmistir (Raisa vd., 2016).
Yamlan baska bir galismada soya pepionu igin hidroliz yontemi olarak papain enzimi
verine hidroklonk asit kullamm gergeklestirilmistir (Al-Bahri vd., 2009). Domates, havug,
kabak wve balkabafi gibi bitkisel atuklanimin kangimlan  kullamlarak elde edilen
besiverlerinde. Stapfvlococcus sp.. Escherichia coll, Salmonella sp. ve Klebsiella sp.
bakterilennin  dGremelen  arastimlmistir. i sebzelerden  olusturulan  ortamlann
mikroorganizmalann gelisimi igin kullamlabilecegi dnerilmigtir (Dervanayaks ve Antony
lruthayaraj. 2012). Bu calismada atk R miehei bivokiitlesinden azot acisindan zengin
fungal ekstrakt ilk kez :lde edilmis olup, mikrobiyolojik besiven bilesemi olarak kullanmimi
deferlendinlmigtir. Elde edilen ekstrakilarin, mikroorganizmalann tremelerinde baganh
bigimde kullamlabileceklen ontaya konulmustur.



172

5. SONUC VE ONERILER

Giiniimiizde fermentasyon teknigiyle, endiistrivel dneme sahip gesitli mikrobiyal
enzimler iretilebilmektedir. Bu sekilde iretilen lipaz wve proteaz enzimlerinin ana
tireticilerinin baginda Rhizemucor miehei ve Aspergillus niger gelmektedir (Ferreira vd.
2013; Derurendova vd., 2021). Fermentasyon sonrasi enzimlerin saflastinlmasiyla genye
miselyal ank olan bivokitle kalmaktadir. Bu atklann biiyilk bir kisrm camur goletlerinde
toplamr, kanalizasyon antma sistemine abhr veya vakilir. Giindimiizin gevre kirlilifinin
nedenlerinden bin de bu bivokiitle abklandir (Ren ve Zhao, 2013). Ancak bu biyokiitleler
lipitler, karbonhidratlar, proteinler ve amino asitlerin yam sira énemli miktarda degerli
maddeler de (vitamin, kitosan vb.) i¢erir (Dzurendova vd., 2021). Bu nedenle auk R.
miehei biyokiitlesinden kitosan eldesi ve fungal ekstraktimin aliernatif protein kaynag olma
durumunun  oraya ¢ikanlmasi  ile geriye donidslim  sistemine  katkn  saglanmasi
dngorilmektedir. Ulkemizin kaynaklanm daha etkili ve verimli kullamlabilmesi igin bu
potansiyvellerin onaya gikanlmasi elzemdir. Bu ¢aligma ile stirdiiriilebilir kalkinma ilkeleri
gergevesinde olugturulan “Sifir Auk™ uygulamalan iginde ¢egithi endiistrivel firetim yapan
sirketlere bir bakis agis ve ¢hziim alternatifi getinlmiy olunacaktir.

Son willarda, mantarlar, kitin ve kitosan firetimi i¢in ucuz ve ¢evre dostu olmalan
nedeniyle altermatif kaynak olarak oldukga dikkat cekmektedirler. Bol miktarda dretilebilen
kiiltiir mantarlarinin yamnda ¢esitli endistrilerde bivoteknolojik proseslerin sonucu olarak
atik biyokiitle olarak oriaya ¢ikan misel auklanmin énemli bir kaynak olusturabilecegi
digiiniilmektedir. Aynca atklann siirdiiriilebilir yonetimi igin katma  defeni yiiksek
tirinleri  donistirilmesi oldukca dnemlidir. Bu projede ank Rhizomwucor michei
bivokiitlesinin geri kazamm ile katma deferi yilksek iirinlerin eldesi (fungal kitosan,
vermikompost hammaddesi ve mikrobivolojik besiveri bileseni) amaglanmustir. Ozellikle
bu firfinlerin eldesinde daha az auk gikabilecek yontemler lizerinden galismalar tasarlanmis
ve gergeklestirilmigtir. Bu siireg igerisinde bir atfn doniistiiriirken daha fazla cevreye

zararh ank gikmamas: dikkate alinmmistr,

Bu c¢ahsmada oncelikle & mieher bivokiitlesindeki kitosan varlifn  ortava

konulmustur. Ve optimizasyon cahsmalan ile ank R, miehei biyokitlesinden 70,6 mg/g
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kitosan elde edilmistir. Bu g¢egitli fungal miselyal auklann kitosan kaynaf olarak
kullamlabileceg@ini ve ekstraksivon kosullanmin  optimize edilmesiyle bu  oramnm
artinlabilecegi  gosterilmigtir,. Bu  nedenle dlkemizde gergeklestirilen diger fungal
fermentasyonlar sonucu olusan atklannda kitosan kaynafi olarak  kullamiima
potansivellerinin - oldugu  disiniilmektedir. Bu nedenle bu konudaki arastirmalara
siirdiiriillmelidir.

Aynca ank R. michei bivokiitlesinden clde edilen kitosamin karakterizasyon
gahsmalan yapilmus ve diisik molekiler agirh@ ile mda, biyomedikal, tekstil gibi
alanlarda kullamlabilirlikleri belirlenmigtir. Elde edilen kitosan ile biyoaktuf filmlennin
dretiminin miimkiin oldugu gosterilmistir. Bu gahsma ile antimikrobiyal, antioksidan ve
vara iyilestirici aktivitesi sayesinde birgok alanda kullanilmasimin miimkiin oldugu ortaya
konulmugtur. Auk R miehei biyokiitlesinden elde edilen kitosamin ticari olarak kullamm
potansiyvelinin yiksek oldugu gomilmistir ve fungal auklan olan dreticilerin atiklanm
fungal kitosan dretiminde degerlendirmeleni tnerilmektedir, Ozellikle ambalaj sanayi de
kitosan igeren biyoaktif filmlerin kullamlmas: birgok geri kazammu da beraberinde
getirecektir, Giiniimiizde oldukga dnemli olan gidalann geg bozunmasi konusunda etken
bir rol oynayvabilir. Sadece gida ve ambalaj sekitbriinde degil yara iyilestirici Gzelligi
nedeniyle biyoteknolojik Griinlerin eldesinde de kullanilabilinir,

Organik atiklann geri kazamiminda en ok kullamlan yontemlerden biri hayvan
yemi olarak kullamimasidir. Ozellikle miselyal auklar tavuk, domuz gibi baz hayvanlara
protein kaynag olarak verilmektedir. Bu ¢alismada ank R. miehei biyokiitlesinin solucan
mamasi olarak kullamm potansiveli aragtinlmigtir. Ve % 50 oramna kadar ahir giibresi ile
kangtinlarak solucan mamas: olarak kullamlmasi Gnerilmektedir. Avm  zamanda
vermikompost, tanmsal dretimde siirdiinilebilicligi  saglayvan ckonomik yontemlerden
biridir. Ozellikle kan organik auklann pargalanmasi ve geri doniigiimiinde dnemli gevre
sorunlarina ¢ozlimler sunmaktadir. Bu nedenle ank K. miehe! biyokitlesinden elde edilen
vermikompostlann marul  yetistiriciliginde  kullamlma potansiveli drerine ¢alismalar
gerceklestirilmisti. Bu  ¢ahsmada %625 ank R, mishei  biyokitlesi ile dretilen
vermikompostun %640 varan oranlarda torf ile kangimindan hazirlanan ortamlann marul
fide vetistirme ortan olarak kullamilabilecedi belirlenmistir. Bu ¢alisma ile ank K. michei
bivokiitlesinden elde edilen vermikompostlann maml yetistiricilifinde kullanilmasi

onerilmektedir.
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Auk R. michei bivokiltlesinin, mikrobiyolojik besiyerlerinde kullamilan pepton gibi
pahah olan hayvansal tirinler yerine altemnatif azot kayna@ olarak kullamm potansivelini
ortaya koyabilmek igin tig farkh mekanik hiicre hizis yonteminin istatistiksel optimizasyonu
gergeklestinilmigtir. Optimize kosullarda ¢ farkh ybntemle elde edilen proteince zengin
fungal ekstraktlann karakterizasyonu tizerine ¢calismalar vapilmistir. Bu galisma ile fungal
miselyal ankiarnn yeni bir kullamm alammin olabilecefi gosterilmigtir. Yam fungal
miselyal anklar, bivoteknolojik ve klinik arastirmalarda kullamilmak {zere pepton
alternatifi bir bilesene doniistiiritlebilmektedir. Aynca kimyasal kullanim yerine mekanik
vontemlenn tercih edilmesiyle biyosiindiirebilirlik goz oniinde bulundurulmustur. Mekanik
yontemler optimize edilerek yilksek protein igerifi elde edilebilecek prosesler
gelistirilmistir. Buradan elde edilen fungal ekstraktlann tiim test mikroorganizmalanna
karsi wksik etki gostermedii ve gelismelernine katkisi oldugu ispatlanmistir, Atk R
miehei  biyokiitlesinden elde edilen ekstrakilanin karakterizasyonlanna gdre gesitli
mikroorganizmalann gelisimi in hem smvi hem de kat besiyven bileseni olarak
kullamilmasi énenlmektedir.

Fungal miselyal atiklar, bivoteknolojik vontemlerle dogal Grinlere dintistiirilerek
yveni leknolojiler: kullanma ve gelistirme, ¢evresel kirlilifint azalima, yem iniinler eldesi,
katma defer saflama yoniinden Gnem teskil etmektedir. Yapilan bu ¢alisma ile fungal
miselyal atklann dongiise] ekonomive kazandimlmasmim mimkiin oldugu ¢esith katma

degen yiksek dninlere donigtiinilmesiyle ortaya konulmugtur.
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Ek-A

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Product Name s Chitosan

Cas number »9012-76-4

Molecular Formula : (CeHyaNOy )

Lot number : 070891

Native Source s Shrimp Shell

TEST SPECIFICATION RESULT
APPEARANCE (COLOR) Off-white to pink complies
APPEARANCE(FORM) powder complies
PURITY 270-95%(deacetylated) 80-85%
INSOLUBLE MATTER <1.0% 0.72%
SOLUBILITY{COLOR) Colorless to very light yellow mmplies
SOLUBILITY[TURBIDITY) clear complies
SOLUBILITY{METHOD) in 1% AcOH complies
PH 4.5-6.5 complies
HEAVY METALS <40 ppm complies
TOTAL PROTEIN <1% (w/dry weight) complies
TOTAL ASH <1.5%(w/dry weight) 1.16%
SALMOMELLA Not delected complies
TOTAL YEASTS/MOLDS <100 cfu/g complies
STAPHYLOCOCCAL Not delected complies
ENTEROTOXIN

COLIFORM BACTERIA <10 complies




