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OZET

BiTKi GELISIMINI TESVIK EDEN RiZOBAKTERILER (PGPR) ICIN
FORMULASYON GELISTIiRILMESI

ISLEK, Sevgi

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dal1

Tez Danigmant: Prof. Dr. Rengin ELTEM

Subat 2022, 96 sayfa

Diinyada niifus artisina bagli olarak artan gida ihtiyaci ile tarimsal sistemlerin
stirdiiriilebilirligi 6nemli bir kiiresel konu haline gelmistir. Kimyasal giibre ve
tiirevlerinin asir1 kullaniminin toprak, ¢evre ve insan iizerindeki zararli etkilerine
kars1 yeni nesil giibre kategorisinde yer alan mikrobiyal giibreler 6n plana ¢ikmustir.
Bu sebeple kullanilacak suslara 6zgiin sivi formiilasyonlar gelistirilme ihtiyact
duyulmaktadir. Stvi formiilasyonlar olusturmak i¢in kullanilan hiicre koruyuculari,
adjuvanlar ve yiizey aktif maddelerini iceren katki maddeleri sayesinde mikrobiyal
hiicrelere koruyucu bir ortam saglanarak PGPR inokiilantlarin raf Omiirleri

uzatilmaktadir.

Calismada PGPR 6zelliklerine sahip Bacillus subtilis EGE-B-36.5 ve Pseudomonas
chlororaphis 39-d suslarinin stvi formiilasyonunda kullanilacak hiicre
koruyucularin optimum miktarlar1 yanit ylizeyi yontemi (RSM) ile belirlenmistir.
Daha sonra B. subtilis EGE-B-36.5 ve P. chlororaphis 39-d suslar1 igin belirlenen
optimum hiicre koruyucular ile adjuvan olarak ksantan zamki ve yiizey aktif
maddesi olarak Tween 20 kullanilarak sivi formiilasyonlar olusturulmustur.
Olusturulan s1vi formiilasyonlar 25 °C ve 4 °C’de steril amber siseler igerisinde
saklanmis ve aylik olarak yapilan dokme plaka yontemi ile toplam canli hiicre

sayilarindaki degisim alt1 ay boyunca takip edilmistir.

Sonug olarak P. chlororaphis susu i¢in 4 °C’de PVP, ksantan zamki ve Tween

20’nin kullanildigi; 25 °C ise PVP, PEG, gliserol, ksantan zamki ve Tween 20’nin
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optimum miktarlarda kullanildigi sivi formiilasyonlarda altinci aym sonunda
toplam canli hiicre sayilarinda degisim istatistiksel olarak (p <0.05) anlamli
bulunmustur. B. subtilis susu i¢in ise her iki sicaklik degerinde PEG, gliserol,
ksantan zamki ve Tween 20’nin kullanildigir sivi formiilasyonda altinci ayin

sonunda toplam canli hiicre sayilarinda degisim istatistiksel olarak (p <0.05)

anlamli bulunmustur.

B. subtilis susu i¢in olusturulan asidik formiilasyonlarda kiiltiir ortaminin pH’lar
cesitli organik asitler ile farkli pH’lara ayarlanmis ve toplam canli hiicre sayilart on
iki ay boyunca takip edilmistir. Asetik asit ile pH ayarlamasi yapilan sivi
formiilasyonda on ikinci ay verilerine gore toplam canli hiicre sayisindaki degisim

istatistiksel olarak (p <0.05) anlamli bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Bacillus subtilis, Pseudomonas chlororaphis, PGPR

inokiilant formiilasyon, RSM
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF FORMULATION FOR PLANT GROWTH
PROMOTING RHIZOBACTERIA (PGPR)

ISLEK, Sevgi

MSc in Bioengineering.

Supervisor: Prof. Dr. Rengin ELTEM

February 2022, 96 pages

Sustainability of agricultural systems has become an important global issue with
the increasing need for food due to population growth in the world. Against the
harmful effects of excessive use of chemical fertilizers and their kinds on soil,
environment and people, the demand for microbial fertilizers, which are in the
category of new generation fertilizers, has increased. For this reason, there is a need
to develop liquid formulations specific to the strains to be used. Thanks to the
additives containing cell protectants, adjuvants and surfactants used to create liquid
formulations, the shelf life of PGPR inoculants is extended by providing a

protective environment for microbial cells.

In this study, the response surface method (RSM) was used to find the optimum
amounts of cell protectants to be used to prepare liquid formulations for Bacillus
subtilis EGE-B-36.5 and Pseudomonas chlororaphis 39-d strains. As a result of the
data obtained from the RSM results, the cell protectants that can be used to create
liquid formulations for both strains and the optimum amounts of these cell
protectants were determined. Then, liquid formulations were created for B. subtilis
and P. chlororaphis strains by using the most ideal cell protectants, xantham gum

as adjuvant and Tween 20 as surfactant.

As a result, the change in total viable cell counts in liquid formulations of P.

chlororaphis strain containing PVP, xantham gum and Tween 20 at +4 °C and PVP,
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PEG, glycerol, xanthan gum and Tween 20 at 25°C was statistically significant (p
<0.05). The change in total viable cell counts in liquid formulations of B. subtilis
strain containing PEG, glycerol, xantham gum and Tween 20 at both temperatures
was statistically significant (p <0.05).

In acidic formulations created for B. subtilis strain, the pH of the culture medium
was adjusted to different pH with various organic acids and the total viable cell
counts were followed for twelve months. The change in total viable cell count was
statistically significant (p <0.05) according to the data of the twelfth month in the

liquid formulation pH adjusted with acetic acid.

Keywords: Bacillus subtilis, Pseudomonas chlororaphis, formulation of
PGPR inoculation, RSM
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ONSOZ

Son yillarda diinya niifusundaki artisa bagli olarak tarimda yiiksek verim
elde etmek amaciyla kimyasal giibre ve tiirevlerindeki tiiketim miktar1 ciddi
boyutlara ulasmistir. Bu durum toprak mikrobiyotasinin bozulmasi gibi toprak
saglig1 lizerinde ciddi boyutlarda zararl etkiye neden olmaktadir. Diinya genelinde

bu problemin oniine gegmek i¢in mikrobiyal giibrelere yonelim artmistir.

Biyoinokulantlarin ticarilestirilmesindeki en biiyiik engellerden birtanesi
kullanilacak susa uygun formiilasyon gelistirilememesidir. Biyoinokiilatlarin
performansinin istenilen seviyede olmasi i¢in topraga inokiile edilmis bakteriler
yerli mikrobiyotaya kars1 rekabet edebilmeli ve toprak mikrobiyotasinda hayatta
kalmalidir. Bu nedenle biyoinokiilantlar i¢in formiilasyon asamasinda katki

maddeleri kullanilarak daha uygun bir mikroortam saglanmalidir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, PGPR ozelliklerine sahip yerli Bacillus
subtilis EGE-B-36.5 ve Pseudomonas chlororaphis 39-d suslari ig¢in ayri ayri
optimize edilen 6zgiin s1v1 formiilasyon icerikleri ile etkinligi ve raf dmrii yiiksek
O0zglin mikrobiyal giibre preparatlar1  gelistirilmesi {izerine c¢aligmalar

gerceklestirilmistir.

Sevgi ISLEK

[ZMIR

18/02/2022
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1. GIRIS

Kiiresel niifus artisinin ciddi boyutlara ulagsmasi gidaya olan talebi
arttirmaktadir. Bu nedenle ¢iftciler, sinirli arazi kaynaklari nedeniyle maksimum
iriin verimi elde etmek icin ¢ok miktarda kimyasal giibre ve tiirevlerini
kullanmaktadir. Bu giibreler kimyasal olarak sentezlenmis, azot, fosfor ve
potasyumdan olusan endiistriyel maddeler olduklar1 i¢in fazla kullanimlar
dogrudan veya dolayli olarak toprak, hava ve su kirliligine neden olmaktadir (Singh
et al.,2019). Cok fazla kimyasal giibre kullanarak daha fazla verim alabilecegini
diisiinen ciftciler, aslinda biiyilik bir yanilginin ortasinda kalmaktadir. Kisa vadede
yarar saglayabilen kimyasal giibrelerin toprakta meydana getirdigi hasarlar, ileri
donemlerde iiretimde verimsizlige ve kalitesiz iiriinler olusmasina neden
olmaktadir (Tiirk Giibre, 2021). Kimyasal giibre ve tiirevlerinin siirekli ve asiri
kullanimi, rizosferde veya uygulanan alanda bulunan bakteri, fungus, siyanobakteri
ve protozoan gibi dogal mikroflorayr olumsuz yonde etkilemekte ve dogal

ekosistemde dengesizlige neden olmaktadir (Singh et al.,2019).

Diinya genelinde; mevcut negatif tablonun ileride karsimiza ¢ikaracagi daha
biiyiik problemlerden kaginmak ve insanin en temel gereksinimi olan beslenme
ithtiyacinin devamlilifin1 saglamak i¢in tarimsal iliretimde cevreye ve insan
sagligina zarar1 olmayan, bitkinin ihtiyaci olan elementleri saglayan ve kimyasal
giibrelerle yarisabilecek en yenilik¢i ¢oziim mikrobiyal giibrelerdir. Bitki ile iligkili
bazi rizobakteriler bitkinin biiyiimesini ve verimini arttirmakta ayni zamanda ¢esitli
yollarla bitkilere fizyolojik avantajlar saglamaktadir. Bu bakteriler dogrudan ya da
dolayli olarak bitki biiylimesini tesvik ettigi i¢in bitki biliylimesini tesvik eden
rizobakteriler (Plant Growth Promotion Rhizobacteria, PGPR) olarak
adlandirilmaktadir. Dogrudan mekanizmalar, fosfat ¢oziintirliigi, azot fiksasyonu,
siderofor ve fitohormonlarin tretimi gibi g¢esitli siirecleri icerirken, dolayli
mekanizmalar arasinda 1-aminosiklopropan-1-karboksilik asit deaminaz enzimi
(ACCD) iiretimi, antibiyotik ve fungus hiicre duvarini pargalayan litik enzimlerin
tiretimi, indiiklenmis sistemik direng (ISR) vb. bulunmaktadir. Mikrobiyal giibreler,
bitki ve topragin verimliligini ve tiretkenligini artirmak i¢in PGPR inokiilantlarinin
muhafaza edildigi giibreler seklinde tanimlanmaktadir. Mikrobiyal giibre olarak

PGPR'nin tarimsal {irlin verimini artirmada giivenli ve etkili bir yontem oldugu
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kamitlanmistir. Son yillarda Azotobacter, Bacillus, Klebsiella, Enterobacter,
Arthrobacter, Burkholderia, Pseudomonas, vb. gibi ¢ok sayida PGPR inokiilantlari
mikrobiyal giibre olarak kullanilmaktadir (Singh et al.,2019).

PGPR inokiilantlar, kullanimi kolay ve ekonomik bir tasiyict malzeme ile
hazirlanan bir veya daha fazla faydali bakteri susu igeren formiilasyonlar olarak
tanimlanmaktadir. PGPR inokiilantlarinin genellikle yiiksek sicaklik gibi zor
kosullara maruz kaldiginda inokiilantlarin yliksek sayilarda hayatta kalabilmesi i¢in
iyi formiile edilmis bir ortamda bulunmalar1 gerekmektedir. Ayn1 zamanda dogru
hazirlanmis bir formiilasyon, bitkilere inokiilasyondan sonra maksimum yararlari
saglamak i¢in suslarin toprakta kaliciligini artirmak ve etkinliklerini en iist diizeye

¢ikarmak i¢in en uygun kosullar1 saglamalidir (Herrmann and Lesueur, 2013).

PGPR inokiilantlarinin {iretimi sirasinda goz éniinde bulundurulmasi gereken
bazi 6nemli noktalar, kullanilacak olan suslarin se¢imi, uygun tasiyicilarin
belirlenmesi ve optimum bir formiilasyon olusturulmasi seklinde siralanmaktadir.
Kullanilacak olan bakteri suslar1 topraktaki yerli suslarla rekabet etme yetenegine
sahip olmali, hedef tirtinler tizerinde istenilen etkiyi yaratabilmeli, kullanilan diger
tarimsal kimyasaldan minimum derecede etkilenmeli ve iiretim sirasinda cesitli
teknolojik  siireglerin  lstesinden  gelerek  fonksiyonel — 6zelliklerini
koruyabilmelidirler. PGPR inokiilantlar1 i¢in formiilasyonlar olustururken
kullanilacak suslara daha uzun raf omrii saglayabilecek 6zgiin formiilasyonlar
olusturulmalidir. Formiilasyon olusturulurken kullanilacak olan katki maddeleri
sayesinde suslarin depolanmasi sirasinda zor cevresel kosullara karsi hayatta

kalabilmeleri saglanmaktadir (Herrmann and Lesueur, 2013).

Bu tez caligmasi kapsaminda, yerel gen kaynaklarindan izole edilmis ve
PGPR o6zellikleri belirlenmis ticari potansiyele sahip yerli ve 6zgiin Bacillus subtilis
EGE-B-36.5 ve Pseudomonas chlororaphis 39-d suslarinin her biri i¢in en uygun

s1v1 formiilasyon gelistirip uzun raf 6mriine sahip yerli ve milli bir iirtin tiretilmesi
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amaclanmistir. Calismada, ¢esitli hiicre koruyucular, ylizey aktif maddeler ve
adjuvanlar kullanilarak sivi formiilasyonlarin raf Omiirleri i¢in optimizasyon
calismasi yapilmistir. Bu tez ¢alismasi ile uzun raf dmriine sahip mikrobiyal giibre
ile stirdiiriilebilir tarima katki saglanilmasi amaglanmigtir. Bu ¢alisma sonucunda
uzun raf omrii sayesinde maliyet agisindan ekonomik olacak mikrobiyal giibre

formiilasyonlarinin gelistirilmesine yonelik 6nemli bir adim atilmis olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Toprak Sagh@

Yenilenemeyen bir kaynak olan toprak, kritik islevleriyle sayisiz karasal
yasam formuna ev sahipligi yapmaktadir. Toprak sagligi, "topragin, ekosistem ve
arazi kullanim sinirlar1 i¢cinde, biyolojik iiretkenligi siirdiirmek, hava ve su kalitesini
yiikseltmek ve bitki, hayvan ve insan sagligimi korumak i¢in hayati bir yasam
sistemi olarak islev gorme kapasitesi" olarak tanimlanmaktadir (Sathya et al.,
2016). Suirdiiriilebilir tarim gliniimiizde en 6nemli kiiresel problemlerden biri olarak
degerlendirilmektedir. Geleneksel tarimin aksine siirdiiriilebilir tarim, degerli
kaynaklar1 tiiketmeden insanlarin gida ihtiyaclarii karsilayabilen bir iiretim
sistemine vurgu yapmaktadir (Saffeullah et al., 2021). Siirdirilebilir tarim
kapsaminda toprak sagligi, azot (N) fiksasyonu, fosfor (P) ¢oziiniirliigli, toprak
yapisinin korunmasi, ¢evre kirliligine yol acan maddelerin arindirilmas: ve bitki
patojenlerinin 6nlenmesi gibi islevler araciligiyla iiriin verimliliginin korunmasi
anlamma gelmektedir. Bu fonksiyonlarin yoklugunda ya da eksikliginde toprak,
mineraller ve kimyasallarla cansiz bir varlik olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle
toprak sagliginin korunmasi, siirdiiriilebilir verimlilik agisindan 6nemli bir konu

haline gelmistir (Sathya et al., 2016).

Mikroorganizmalar karbon, azot, kiikiirt, fosfor ve diger mineraller gibi ana
besinler {izerinde ¢esitli biyokimyasal dongiileri etkileyen canli topragin temel ve
ayrilmaz bir pargasidir ve topragin diger biyolojik bilesenlerine gore toprak
sagliginin  korunmasinda o©nemli bir rol oynamaktadir. Ayni zamanda
mikroorganizmalar, cesitlilik indeksi yiiksek olan toprakta bulunan en biiyiik
popiilasyondur. Mikrobiyal gruplarin cesitliligine gore biyokiitleleri ve sayilari
farklilik gostermektedir. Genel olarak toprakta; bakteriler 108 — 10° (koloni
olusturan birim (kob)/g); aktinomisetler 10’ — 10 (kob/g); funguslar 10° — 10°
(kob/g); algler 10* — 10° (kob/g); protozoa 10° — 10* (kob/g) seklinde
bulunmaktadir. Mikroorganizmalar, toprak kaynakli patojenleri bastirma ve dolayl
olarak tarimsal iiretkenlige yardimec1 olma kapasitesine sahiptirler. Ayn1 zamanda

cesitli fitohormonlar ve enzimler tireterek, fitopatojenleri ve bocekleri baskilayarak
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bitki bliyiimesini dogrudan ya da dolayli olarak desteklemektedirler (Sathya et al.,
2016).

Rizosfer mikrobiyomu, bitki biiyiimesi i¢in faydali mikroorganizmalar, bitki
patojeni mikroorganizmalar ve insan patojeni mikroorganizmalar olmak iizere {i¢
tip mikroorganizma grubundan olusmaktadir. Bitkiler i¢in faydali olan
mikroorganizma grubu azot fikse edici bakteriler, bitki biiylimesini tesvik eden
rizobakteriler ~ (PGPR) ve  mikorizal funguslar gibi ¢ok  cesitli

mikroorganizmalardan olugmaktadir (Figueiredo et al., 2016).

2.2 Kimyasal Giibreler ve Kimyasal Giibrelerin Zararlar:

Uriinler hasat edildiginde toprak besin seviyesi zamanla azalmakta ve azalan
bu besinler ya dogal ayrigsma siireci ile ya da giibre ilave edilerek yenilenmektedir.
Bu nedenle giibre, modern tarimin vazgegilmez bir bilesenidir (Chandini et al.,
2019). Toprakta eksik bulunan veya alinamayacak durumda olan besin
elementlerinin kimyasal yontemler kullanilarak elde edilmesi sonucu ortaya ¢ikan
giibrelere kimyasal giibreler denir. Kimyasal giibreyi tiretirken temel besin
elementleri secilir. Bu durumdan kaynakli olarak, toprak yapis1 diistiniilmez (Tiirk
Giibre, 2021). Kimyasal giibreler, diinya niifusu i¢in gerekli {iriin iiretimindeki en
onemli etken olmasina ragmen asirt kullanimlar1 nedeniyle hava, su ve toprak
kirliligi, toprak mikrobiyotasinin bozulmasi, sera gazi emisyonlarinin artmasi gibi

mevcut ve gelecek nesillere ciddi sorunlar yaratmaktadir (Chandini et al., 2019).

Geleneksel tarim sektorii, artan insan niifusunun beslenme gereksinimlerini
karsilamada 6nemli bir rol oynamis ve bu durum kimyasal giibre ve pestisitlere olan
bagimhiligin giin gectikge artmasina neden olmustur. Kimyasal giibrelere ve
pestisitlere olan bagimliligimiz, yasami tehdit eden ve yalnizca insan tiiketimi i¢in
tehlikeli olmakla kalmayip ayn1 zamanda cevre iizerinde de etkisi olan kimyasal
maddeler tireten sektorlerin biiylimesini de desteklemistir (Ramzan et al.,2021).
Kimyasal giibreleme yontemi az gelismis toplumlarda yanlis bir alg1 yaratmaktadir.
Cok fazla kimyasal giibre kullanarak daha fazla verim alabilecegini diislinen
ciftciler, aslinda biiytiik bir yanilginin ortasinda kalmaktadirlar. Kisa vadede yarar

saglayabilen bu tip kimyasal giibreler, cok kisa zamanda toprakta olumsuz etkilere
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sebep olmaktadirlar. Bu tip kirletici maddelerin toprakta meydana getirdigi
hasarlar, ileriki donemlerde iiretimde diisiikliik, kalitesiz ve bozuk {irtinler meydana
getirecektir. Kimyasal giibreleme sonucunda toprakta tuz miktar1 ylikselmekte,
mikroorganizma faaliyetleri diismekte, topraktan yeterince verim alinamaz hala
gelmektedir. Asir1 ve gereksiz glibreleme sonucunda ilerleyen zamanlarda toprakta
erozyon olusumu meydana gelmektedir. Kimyasal giibreleme yOonteminin c¢evre
iizerinde de olumsuz etkileri mevcuttur. Suda bulunan nitrat miktarinin yiikselmesi,
toprak ylizeyinin aginmasi, kimyasal giibrelerin sulara karisarak akarsu ve
nehirlerde fosfat miktarinin yiikselmesine neden olmasi, asir1 kimyasal giibreleme
sonucu bitkilerde zararli maddelerin yogunlasmasi, atmosfere salinan azot oksit
gibi gazlarin yayilmasi bu olumsuz durumlara 6rnek olarak verilebilmektedir (Tiirk

Giibre, 2021).

2.3 Bitki Biiyiimesini Tesvik Eden Bakteriler

Bitki kokleri ile pozitif iligki igerisinde olan, bitkinin gelisim ve biiylimesini
olumlu yonde etkileyen bakteriler bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriler
(PGPR) olarak tanimlanmaktadir (Imriz vd., 2014). PGPR’ler, ¢esitli ortamlara
yiiksek adaptasyon kabiliyetleri, hizli biiyiime oranlar1 ve genis araliktaki dogal ve
ksenobiyotik bilesikleri metabolize etmeleri nedeniyle toprak ekosistemine yararli
rizobakteriler olarak literatiire gegmistir (Bhattacharyya and Jha, 2012). PGPR’ler
zararl1 boceklerin ve bitki patojeni mikroorganizmalarin bitkide yol acgtigi
hasarlarin azaltilmasinda, bitki biiylimesinin dogrudan ya da dolayli olarak
kolaylastirilmasinda, topraktaki ¢6ziinmez formdaki besinleri harekete gecirerek
bitki biiylimesinin tesvik edilmesinde ve abiyotik stresin en aza indirgenmesinde
aktif olarak rol oynamaktadirlar (Tablo 2.1). Tarimda PGPR’lerin kullanildig:
alanlar mikrobiyal giibre ve biyopestisit baslig1 altinda toplanmaktadir. Mikrobiyal
giibreler, topraktan uygulandiginda rizosferdeki etkilesimleri ile topragin gerekli
besinleri almasina yardimei olan mikroorganizma suslarini iceren giibreler olarak
da tanimlanmaktadir. PGPR’ler, bitki bliylimesi i¢in uygun rizosferin
yaratilmasinda rol oynamakta, kitinaz, lipaz, proteaz vb. gibi belirli enzimleri
tiretmekte, hiicre duvar1 hidrolazlarini salgilayarak patojenler i¢in hiper parazitik
aktivite sergilemektedir. PGPR’ler bu 0Ozellikleri ile biyopestisit olarak
kullanilabilmektedir (Butt, 2020).
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Tablo 2.1 Saksi, sera ve tarla denemelerinde uygulama yontemleri ve hastalik azaltma
seviyesi ile birlikte zararli bakterilere, funguslara, boceklere ve nematodlara karsi etkili

PGPR suslar1 (Tabassum et al., 2017).

Tarmmsal | Bitki Patojenleri PGPR Suslar
Uriin
Piring Rhizoctonia solani Pseudomonas fluorescens
Soya Sclerotinia Bacillus subtilis SB24
Fasulyesi | sclerotiorum SSR
Domates | Fusarium sp. B. subtilis S499
Patates Patates bakteriyel | Bacillus amyloliquefaciens ve
solgunlugu B. subtilis
Fistik Apergillus niger Paenibacillus polymyxa
B. licheniformis,
Aygicegi | Aycicegi nekroz | Bacillus sp.,
virusy P. aeruginosa,
Streptomyces
Paenibacillus xylanilyticus YUPP-1
Pamuk Verticillium Paenibacillus polymyxa YUPPS8,
solgunlugu B. subtilis YUPP-2

Topragin biyolojik sistemine daha fazla 11k tutmak ve iirtin verimliligini
arttirmak i¢in PGPR'lere ilgi giderek artmaktadir. Belirli istenilen 6zelliklere sahip
suslar seg¢ilmekte, test edilmekte ve daha sonra tarimsal uygulamalarda
kullanilmaktadir. Daha fazla sayida ve daha verimli bakteri suslarimin ortaya
cikmasi ile PGPR'lerin tarimsal uygulamalari artan bir ivme kazanmistir. Son
yillarda yogun olarak yapilan arastirmalar 151¢inda, PGPR bakterilerinin bitki
biiylimesini tesvik etmek i¢in kullandiklar1 mekanizmalar hakkinda daha iyi bilgi
kaynag1 saglanarak bu suslara olan ticari ilgi artirmistir (Tablo 2.2). PGPR’ler
bircok farkli tiirde bakteriyi biinyesinde barindirsa da cogunlukla ticari uygulamalar
icin gelistirilmis birgok PGPR Bacillus tiirleri literatiire ge¢mistir. Bu iriinler,
formiilasyon ve raf Omrii boyunca popiilasyon stabilitesi saglayan endospor
formunda kullanilmaktadirlar.

Bacillus tiirleri arasinda, B. subtilis suslari,
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antibiyotik iiretme kapasiteleri ve diger birgok yararli Ozellikleri sayesinde
bitkilerde hastalik olusumunu azaltmalar1 nedeniyle en yaygin kullanilan

PGPR'lardir (Beneduzi and Passaglia, 2011).

Tablo 2.2 Fitohormon iireticisi olarak etkili PGPR tiirleri (Bhattacharyya and Jha, 2012).

Uretilen Hormon PGPR tiirleri Konake

IAA Aeromonas veronii Piring

IAA Bradyrhizobium sp. Baklagiller

IAA Enterobacter cloacae Piring

IAA Azospirillum brasilense Bugday

Sitokinin Pseudomonas fluorescens | Soya Fasulyesi

Sitokinin Rhizobium Baklagiller
leguminosarum

Giberellin Bacillus sp. Kizilagag

PGPR'ler hiicre disi PGPR (ePGPR) ve hiicre i¢i PGPR (iPGPR) olmak iizere
iki sekilde siniflandirilmaktadir. Hiicre disi PGPR’ler, rizosferde veya kok korteks
hiicrelerinin  bosluklarinda bulunmaktadirlar. Agrobacterium, Arthobacter,
Bacillus, Caulobacter, Erwinia, Micrococcus, Pseudomonas ve Serratia gibi
bakteri tiirleri bu PGPR sinifina 6rnek olarak verilebilmektedir. Hiicre i¢i PGPR’ler
ise bitki kok hiicrelerinin 6zellesmis nodiiler yapisinin i¢ine yerlesmektedirler.
Allorhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium ve Frankia gibi tiirler hiicre i¢i
PGPR’lere 6rnek verilebilmektedir (Butt, 2020).

2.3.1 PGPR olarak Bacillus tiirleri

Aerobik, endospor olusturan Bacillus tiirleri tarim alanlarinda kullanildiginda
dogrudan veya dolayli olarak iiriin verimliligine katkida bulunmaktadir. Bacillus
tiirleri gram pozitif hiicre duvarina sahip olma, strese direngli endospor olusturma,
peptit antibiyotikleri salgilama, peptit sinyal molekiilleri ve hiicre dis1 enzimler

iiretmek gibi birgok fizyolojik 6zelliklere sahiptirler. Ozellikle Bacillus tiirleri sahip
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oldugu endospor olusturma mekanizmasi sayesinde olumsuz cevresel kosullar

altinda uzun siire hayatta kalabilirler.

Cogu Bacillus ve Paenibacillus tiiriiniin bitki biiylimesini tesvik ettigi
bilinmektedir. Biiyiime tesvikinin baglica mekanizmalari, biiylimeyi uyarici
fitohormonlarin iiretimi, fosfatin ¢oziiniirliigiiniin saglanmasi, siderofor liretimi,
antibiyotik iiretimi, bitkideki etilen sentezinin inhibisyonu ve patojenlere kars1 bitki
sistemik direncinin indiiklenmesini igermektedir. Bacillus ve Paenibacillus
tiirlerinin, in vitro ve in vivo kosullar altinda patojenleri baskilayacak antagonistik

aktiviteleri tegvik ettigine ait bir¢ok ¢alisma yapilmistir (Kumar et al., 2011).

Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus,
Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium,
Micrococcus, Pseudomonas ve Serratia dahil olmak iizere bir¢ok bakteri genusuna
ait tiirler PGPR olarak kullanilmaktadir. Bu tiirler arasinda Bacillus grubunun
tiyeleri en yaygin olarak galisilan PGPR tiirlerinin basinda yer almaktadir. Onceki
yillarda genel olarak Bacillus genusunda siniflandirilan ancak daha sonra Bacillus,
Paenibacillus ve Lysinibacillus gibi farkli genuslara ayrilan bakterileri
icermektedir. Bu bakteriler endospor iiretme yetenekleri sayesinde en ¢ok
ticarilestirilen PGPR inokiilantlardir. Endospor yapilari, yiiksek hiicre canliliginin
korunmasinda, depoda tutulan formiilasyonlarda raf omriiniin uzaltilmasinda ve
farkli cevresel kosullar altinda suslarin 1y1 performans gostermesinde kritik 6neme

sahiptir (Akinrinlola et al., 2018).

Tarim alanlarinda, bitki sagligimi farkli sekillerde gelistirebilecek ¢ok sayida
Bacillus ve Paenibacillus tiirii bulunmaktadir. Bu tiirlerin biiyiik bir kism1 besin
alimimm artirarak ya da enfeksiyondan oOnce konukcu bitkinin savunma
mekanizmalarint uyararak dogrudan bitki biliylimesini tesvik etmekte ve cesitli
patojenik mikroorganizmalara kars1 potansiyel biyolojik kontrol ajanlar1 olarak is
gormektedir.  Biiylime tesvikinin baglica mekanizmalari, biiylimeyi uyarict
fitohormonlarin tiretimi, fosfatin ¢ozinirliigiiniin saglanmasi, siderofor iiretimi,
antibiyotik iiretimi, bitkideki etilen sentezinin inhibisyonu ve patojenlere karsi bitki
sistemik direncinin indiiklenmesini igermektedir. Bacillus ve Paenibacillus

tiirlerinin, in vitro ve in vivo kosullar altinda patojenleri baskilayacak antagonistik
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aktiviteleri tesvik ettigine ait bir¢ok calisma yapilmistir (Kumar et al., 2011). Spor
olusturma yetenekleri onlar1 teknolojik acgidan verimli biyopestisit iirlinleri
gelistirmek icin ideal bir aday yapmaktadir. Bacillus spp.'nin bir¢ok izolati bitki
zararlilart ve patojenlerine karst biyokontrol ajanlari olarak ticarilestirilmistir

(Tablo 2.3) (Kumar et al., 2011).

Tablo 2.3 Tarimda Bacillus igeren bazi biyoinokiilant formiilasyonlarin ticari

kullanimina iligkin 6rnekler (Borriss, 2011).

Uriin Ad1 Bacillus suslar: Bilinen ozellikleri

Yield Shield® Bacillus  pumilus  GB34 | ABD Cevre Koruma Ajansina
(=INR7) (EPA) kayitli biyofungusit.

VAULT® Bacillus subtilis MBI600 + | Soya fasulyesi ve yer
rhizobia suslari fistiginda  biiylimeyi  ve

gelismeyi arttirmaktadir.

Toprak kaynakl1 bitki
patojenlerinin Onlenmesi,
bastirilmas1 ve kontrolii i¢in
biyofungusit olarak
kullanilmaktadir.

SERENADE® Bacillus subtilis QST713

Sebze, meyve, kuruyemis ve
asma urinlerinde
kullanilabilmektedir.

Mikrobiyal fungisit olarak
kullanilmaktadir.
Cladosporium  fulvum  ve
Botrytis cinerea patojenleri
inhibe etmektedir.

SONATA® Bacillus pumilus QST2808 ABD Cevre Koruma Ajansina
kayith biyofungisit.

POMEX Bacillus subtilis CMB26

2.3.2 PGPR olarak Pseudomonas tiirleri

Pseudomonas’lar, gram negatif, aerobik, mikroskop altinda diiz veya hafif
kavisli bir ¢ubuk sekline sahip, bitki rizosferinde yaygin olarak bulunan
bakterilerdir. Pseudomonaslar, bitki hastaliklarinin biyokontroliinde yer alan bitki
biiylimesini tesvik eden rizobakterilerin en etkin gruplarinin basinda yer almaktadir

(Pathma et al., 2011).
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Pseudomonas genusu iiyeleri ¢ok basit beslenme gereksinimlerine sahiptirler
ve diger mikroorganizma tiirleri ile karisik poptilasyonlarda rekabet etme 6zellikleri
cok iyidir (Foster 1988). Pseudomonas’larin bitki bliylimesi ve verimi tizerindeki
faydali etkileri, kok kolonizasyon potansiyeli, fosfat ¢oziiciiliigli, siderofor tiretimi,
fitohormon iiretimi, rizosferde patojen funguslarin hiicre duvarini bozan enzimlerin
iiretimi, bitki biiylime diizenleyicilerinin iiretimi, bitki besin aliminin arttirilmasi,
antibiyotik iiretimi, patojenik veya zararli mikroorganizmalarin baskilanmasi ve
fitopatojenlere karsi sistemik direncin indiiklenmesi gibi yararli etkileri vardir

(Tablo 2.4.).

Tablo 2.4 Pseudomonas suslar1 tarafindan sentezlenen antimikrobiyal metabolitler,

enzimler ve hormonlar (Pathma et al., 2011).

Antimikrobiyal Metabolit/ Pseudomonas suslari
Enzim/Hormon
1-aminosiklopropan-1-karboksilik P. putida GR12-2
asit deaminaz enzimi (ACCD) P. aeruginosa Pw60, Pw61
Indol — 3- asetik asit (I1AA) P. monteilii FPB21
Siderofor Uretimi (piyoverdin) P. fluorescens 3551
P. fluorescens CHAO
P. putida WCS358
Siderofor Uretimi (pyochelin) P. aeruginosa PAO-1
P. aeruginosa 7TNSK2
P. fluorescens CHAO
Fungus hiicre duvarimi pargalayan | P. stutzeri YPL-1
enzim (Kitinaz)
Fungus hiicre duvarmmi pargalayan | P. cepacian
enzim (beta -1,3 glukanaz)
Fungus hiicre duvarimi pargalayan | P. aeruginosa PAO1
enzim (piyosiyanaz)
Fungus hiicre duvarimi pargalayan | P. aeruginosa P10
enzim (kitinaz)

Biyokontrol mekanizmalari ve bitki biiylimesini tesvik edici 6zellikler
sergileyen suslar, fitopatojenlerin biyolojik kontroliinii saglamak icin de
kullanilmaktadir. Bu 0&zellikleri sayesinde spesifik Pseudomonas tiirleri,
strdiiriilebilir ~ tarimda  biyokontrol  ajanlar1  ve  biyogiibreler olarak
kullanilabilmektedirler. P. putida, P. fluorescens, P. aeuginosa, P. chlororaphis ve
P. pyrrocinia gibi ¢ok sayida Pseudomonas tiiriiniin antagonistik 6zelliklere sahip
oldugu literatiirde yer almaktadir (Tablo 2.4) (Pathma et al., 2011).



12

2.4 Biyoinokiilant Formiilasyonlari

PGPR inokiilantlar, kullanim1 kolay ve ekonomik bir tagiyici malzeme ile
hazirlanan bir veya daha fazla faydali bakteri susu iceren formiilasyonlar olarak
tanimlanmaktadir. Yiiksek etki potansiyeline sahip biiyiik Ol¢ekte saf inokiilant
iiretimi i¢in gerekli tekniklerin gelistirilmesi, biyoinokiilantlarin yaygin bir sekilde
kullanilmasini saglamak icin ele alinmasi1 gereken ana konudur. PGPR inokiilant
teknolojisindeki kilit noktalar ise, inokiilantlar i¢in uygun bir tagiyicinin secilmesi
ve uygun bir formiilasyon hazirlanmasidir (Malusa et al., 2012). Biyokiitle tiretimi,
formiilasyonu ve raf dmriiniin belirlenmesi bakteri inokiilantlarinin gelistirilmesi

sirasinda dikkat edilmesi gereken 6nemli adimlardir (Lobo et al., 2019).

Mikrobiyal giibre {tretimi i¢in gerekli olan hammadde ve ekipman
donanimlarinin maliyeti, kimyasal giibrelerin {retim maliyetleriyle rekabet
edebilecek hala getirilmelidir. Bu maliyet analizi yapilirken, yiiksek miktarlarda
mikrobiyal biyokiitlenin gelistirilmesi i¢in uygun bir kiiltiir ortaminin se¢imi ve bu
ortamin optimum bir sekilde formiile edilmesi degerlendirilmesi gereken konularin
basinda gelmektedir. Uygun sekilde tiretilmis, formiile edilmis ve uygulanmis bir
biyoinokiilant iirliniin saglamas1 gereken tiim faydalar1 saglayacagini garanti
edilebilmelidir. Genel olarak birgok 6zel sirket artan bir talebin oldugu uluslararasi
pazarda cok ¢esitli topraklar i¢in verimli ve etkili biyoinokiilantlar ticari olarak
sunmaktadir. Ancak, bu inokiilantlar genellikle diisiik kaliteli olmaktadir.
Gelismekte olan veya gelismis llkelerde kullanilan bazi f{riinlerde rizosferik
mikroorganizmalar bulunmamakta veya bu mikroorganizmalar diger suslarla
kontamine edilmis halde bulunmaktadir. Bu durum, biyoinokiilantlarin sahadaki
faydali etkisinde bir tutarsizliga neden olarak piyasada kotli bir izlenim
yaratmaktadir. Baz1 inokiilantlarin iiretim ve formiilasyonlarindan kaynaklanan
tutarsizliklar nedeniyle bu inokiilantlar sahada uygulama esnasinda belirli

islevlerini yerine getiremeyebilmektedir (Lobo et al., 2019).

Biyoinokiilantlar, uzun bir raf dmriine sahip olacak sekilde gelistirilmelidir.
Inokiilantlarda baslangictaki canli hiicre sayisini en iist diizeye c¢ikarmak, canli
hiicre sayisindaki hizli diigiisii onlemek amaciyla uygulanan bir stratejidir. Fakat,

uzun siireli raf dmriinii saglamak amaciyla saklama kosullariin optimize edilmesi



13

kagmilmazdir. Topraklarin heterojenligi biyoinokiilantlar i¢in biiylik bir engel
teskil etmektedir. Topraga inokiile edilmis bakteriler, daha 1yi uyum saglamis yerli
mikrobiyotaya karst rekabet edebilmeli ve toprak mikrobiyotasinda hayatta
kalmalidir. Bu nedenle biyoinokiilantlar i¢in fizikokimyasal koruma ile daha uygun
bir mikroortam saglanmalidir. Bu sekilde canli bakteri hiicrelerinin sayisinda hizli
bir sekilde diislistin Oniline gecilmis olacaktir. Sonu¢ olarak inokiilant
formiilasyonlarinin amaci, uygun ve mevcut formlarda, depolama sirasinda ve
uygulama sahasinda PGPR’nin daha yiiksek hayatta kalmasina izin vermelidir
(Lobo et al., 2019). Ideal bir biyoinokiilant formiilasyonu {iriiniin uygulama
yapilacagi bitkiler {izerinde fitotoksik etkisi olmamali, olumsuz ¢evre kosullarina
yiiksek tolerans gosterebilmeli, maliyeti piyasadaki diger tiriinlerin maliyetine gore
daha diigiik olmal1 ve bitki hastaliklarinin kontroliinde giivenilir olmalidir (Tablo

2.5.) (Nakkeeran et al., 2005).

Tablo 2.5 Piyasada ticari olarak mevcut olan sec¢ilmis PGPR bazli biyoformiilasyonun

ayrintili taslagi (Tabassum et al., 2017)

Ticari Uriin Kullanilan Ulke Yarar/Hedef Uygulanabilir
Adi Sus Patojen/Hastahk Uriinler
Bio-Phospho | Bacillus Hindistan | Fosfat ¢oziiniirligii | Bugday, piring,

subtilis pamuk, misir
Bio Promotor | Rhizobium sp. | Hindistan | Azot baglama Baklagiller
Rhizobium
Bio Fertilizer | Azotobacter Hindistan | Azot baglama Tahillar, meyve
chroococcum ve sebzeler, diger
bitkiler
Associative Rhizobium Pakistan | Azot Misir  yoncas,
Diazotrophs yonca, mercimek
Biozote- PGPR Pakistan Fitohormon tUretimi | Bitkiler
MAX




Tablo 2.5 (devam).
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Bio-save Pseudomonas | ABD Botrytis cinerea, | Cekirdekli
10LP, 110 syringae Penicillium spp., | meyve,
Geotrichum Narenciye, Kiraz
candidum ve Patates
Subtilex — Bacillus ABD Fusarium spp., | Siis bitkileri,
subtilis Rhizoctonia spp. ve | sebze bitkileri
MB1600 Pythium spp.
Cedomon™ | Pseudomonas | isveg Fusarium sp, leke | Tahil
chloroaphis hastaliklar1 ve
digerleri
BioJect Spot | Pseudomonas | ABD Sclerotinia Cimler ve diger
— less aureofaciens homeocarpa, bitkiler
Colletotrichum
graminicola,
Micrhrodochium
nivale
Serenade Bacillus ABD Leveillula taurica, | Meyve ve
subtilis Alternaria  solani, | sebzeler
QWT713 Botrytis cinerea,
Fusarium
oxysporium
AtEze Pseudomonas | ABD Pythium spp., | Sebzeler ve siis
chlororaphis Rhizoctonia solani, | bitkileri
63-28 Fusarium
oxysporum
GB 34 | Bacillus ABD Rhizoctonia ve | Soya Fasulyesi
Concentrate | pumilus Fusarium
Biological
Fungicide
Sonata™ Bacillus ABD Bitlikerde ~ fungus | Mese agaglar1 ve
ASO pumilus QST hastaliklar1 ev bitkileri
2808

Ideal bir biyoinokiilant formiilasyonu igin

asagida belirtilmistir (Bashan et al., 2014).

olmasi gereken temel bes ana 6zellik

Kontaminasyon i¢ermeyen bir inokiilant tasiyicisi, steril bir sekilde alinmig ya da

ucuza sterilize edilmis, kimyasal ve fiziksel olarak miimkiin oldugu kadar standart,
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yuksek su tutma kapasitesine sahip ve olabildigince birgok bakteri susuna uygun
olmahidir. Tastyicida kullanilacak hammaddenin standart olmasi, {irliniin
standardize olabilmesi i¢in mutlak bir mecburiyettir. Bunun nedeni, tastyicinin
biyoinokiilant iiretiminin ana bileseni olmasidir. Eger tastyicinin 6zellikleri
degisirse, elde edilecek biyoinokiilantlar endiistriyel {iretim sirasinda kalite kontrol

siireclerinden yetersiz puani alacaklardir.

Mikrobiyal iiretim tesisleri inokiilantlarin iiretilmesi i¢in uygun iiretim kosullarini
saglayacak altyaprya sahip olmalidir. Mikrobiyal iiretimin yapilacak oldugu
biyoreaktorlerin kullanilacak suslarin biiyiimesi i¢in istenilen sicaklik ayari, pH
Olciimii, karnistirma hizi ve karistirma bicimi gibi 6zelliklere sahip olmast

gerekmektedir.

Iyi formiile edilmis bir biyoinokiilant bakterilerin topraga hizli ve kontrollii salimin
saglamali ve ciftciler i¢in standart giibreleme makinalart ile kullanimi kolay
olmalidir. Ciinkii bir biyoinokiilantin sahada uygulanmasi i¢in yiiksek teknolojili ve

pahali makinalara ihtiya¢ duyulmasi ¢iftgilerin ¢ogu icin uygun olmayacaktir.

Biyoinokiilantlar toksik olmamali, biyolojik olarak parcalanabilmeli ve karbon
ayak izi birakmamalidir. Biyoinokiilan uygulamasi esnasinda, bakteri hiicrelerinin
atmosfere veya yeralti suyuna dagilmasi gibi ¢evresel riskler en aza indirgenmelidir

(Bashan et al., 2014).

2.5 Biyoinokiilant Formiilasyonu Cesitleri

PGPR inokiilant formiilasyonlar1 sivi inokiilant formiilasyonlar1 ve kati

inokiilant formiilasyonlar1 olmak tizere ikiye ayrilmaktadirlar.

2.5.1 Kati inokiilant formiilasyonlar

Kati1 formiilasyon, inokuliimiin kat1 bir tasiyiciya uygun oranda karistirildigi
bir formiilasyon tiriidiir (Tablo 2.6). Tasiyici, bakterileri iiretim yerinden
kullanilacagi yere tagimak i¢in kullanilan malzemelerdir. Tastyici se¢imi, inokiiliim
transfer araci olarak biyoinokiilantin performansini etkileyen en énemli etkendir

(Sahu et al., 2016).
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Kati tastyicilar dort temel kategoriye ayrilmistir (Sahu et al., 2016).

Tasiyicinin Genel Adi Icerik

Topraklar Turba, komiir, killer ve inorganik toprak

Kompostlar, ¢iftlik giibresi, soya fasulyesi
kiispesi, soya fasulyesi ve yer fistig1 yagi,

Bitki atik malzemeleri bugday kepegi

Vermikiilit, perlit, 6giitiilmiis kaya fosfati,
kalsiyum siilfat, poliakrilamid jeller ve

inert malzemeler ”
aljinat boncuklar

Bu preparasyonlar daha sonra kati bir
tagtyiciya dahil edilebilmekte veya bu

Liyofilize mikrobiyal kiltiirler sekilde kullanilabilmektedir.

Tablo 2.6 Kat1 formiilasyon ile hazirlanan bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriler
(PGPR) (Lobo et al., 2019)

Katki PGPR Suslan Baslangictaki Raf Omrii gygulanan
Maddeleri Hiicre Sayisi Uriin
Methylobacterium | 10° kob/g | 12 ay (M.
. oryzae CBMB20, | Methylobacterium | oryzae
Aljinat Methylobacterium | oryzae CBMB20, | CBMB20 10¢ | DOMates
suomiense Methylobacterium | kob/g; M.
CBMB120 suomiense suomiense
CBMB120, CBMB120
108 kob/g)
Pseudomonas P. plecoglossicida
- s 5 _
Aljinat plecoglossicida R- | R-67094 10° kob/g; Belirtilmemis | Domates
67094 ve ’n : .
X 5x10%R. irregularis
Rhizophagus sporlart
irregularis MUCL p
41833
Amonyum | Rhizobia meliloti 10°kob/g Belirtilmemis | Yonca
molibdat ve
turba
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Tablo 2.6 (devam).

Aljinat, Pseudomonas 108 kob/g 4 °C veyaoda | Hardal,
perlit, putida A (ATCC sicakliginda . .
paraffin 12633) 5 ay (108 Arabidopsis
kob/qg)
Kil Azospirillum 10°kob/g Belirtilmemis | Gri yaprakh
brasilense ve laden
Pantoea dispersa

2.5.2 Swvi inokiilant formiilasyonlari

S1v1 formiilasyonlar sulu silispansiyonlar olarak da adlandirilir ve su, yaglar
veya her ikisinin kombinasyonu seklinde olusturulan biyokiitle siispansiyonlaridir.
Tipik bir s1v1 formiilasyon %10-40 mikroorganizma, %1-3 siispansiyon bileseni,
%1-5 dagitici, %3-8 yiizey aktif madde ve %35-65 tastyici sivi (yag veya su)
icermektedir (Tablo 2.7) (Mishra et al., 2016).

Tablo 2.7 Sivi1 formiilasyon ile bitki biiylimesini tesvik eden rizobakteriler (PGPR) (Lobo
etal., 2019)

Katki PGPR Suslar Baslangictaki | Raf Omrii Uygulanan
Maddeleri Hiicre Sayis1 Uriin
Arap zamki | Bradyrhizobium sp. | 10 kob/ml Oda Fistik
J-81 sicakliginda 6

ay (108

kob/mL)
PVA, Paraburkholderia | 10% kob/ml 12 ay (10° | Bugday
ksantan tropica MTo0-293 kob/mL)
zamki,
jelatin
Gliserol Pseudomonas 108 kob/ml Belirtilmemis | Muz

fluorescens Pf1

Hindistan Pseudomonas 10° kob/ml Oda Kirmizi
Cevizi fluorescens AMB-8 sicakliginda 6 | biber,
Suyu, PVP, ay (107 | pamuk  ve
gliserol kob/ml) domates

Bacillus siamensis

Karagenan SCFB3-1 10° kob/ml Belirtilmemis | Tath biber
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S1v1 formiilasyonlar hazirlanirken farkli 6zelliklere ve etki mekanizmalarina
sahip katki maddeleri kullanilmaktadir. Cesitli hiicre koruyuculari, adjuvanlar,
ylizey aktif maddeleri iceren bu katki maddeleri ile mikrobiyal suslarin raf
Omiirlerinin  arttirlmas1  amaglanmaktadir. Genel olarak sivi  inokiilant
formiilasyonu olusturuken trehaloz, gliserol, polivinil prolidon (PVP), polietilen
glikol (PEG), arap zamki hiicre koruyucu; karboksimetil seliiloz (CMC) ve ksantan

zamki adjuvan, Tween 20 ylizey aktif maddesi olarak kullanilmaktadir.
2.6 Tasiyic1 Bazh inokiilantlarla Tlgili Karsilasilan Sorunlar

Kati inokiilantlarda, bakteri suslar1 genellikle tohumlarin iizerine kaplama
seklinde uygulanmaktadir. Bu nedenle tohumlara kimyasal fungisit uygulandiginda
ya da yerfistig1, soya fasulyesi gibi hassas tohumlara sahip bitkilere inokiilasyon
gerceklestirilirken tohumun zarar gérmesi gibi durumlarda alternatif inokiilasyon
yontemleri gerekmektedir. Bakterilerin asidik giibrelerle temas: genellikle
bakterilere zarar vermektedir. Ayrica biyoinokiilantta kullanilan kati tasiyicinin,
ticari bir iiretim sisteminde kullanilmadan 6nce kurutma, 6glitme ve ndétralizasyon
gibi igslemlerden ge¢mesi gerekir. Kati biyoinokiilantlarin uygulama asamasinda
spesifik makine kullanilmasi gerekebilmektedir. Ayrica tasiyicin boyutunun iyi
ayarlanmamis olmas1 uygulama esnasinda kullanilan ekipmanda bozulmalara ya da
yavaglamalara neden olabilmektedir. Tasiyicinin formiilasyona katilmasi i¢in 6n
islemlerden gecerek hazir hale gelmesi gerekmektedir. Bu 6n islemler i¢in kati
biyoinokiilant iiretimi yapilacak fabrikaya yliksek yatirim maliyetine neden olacak
ekipmanlar alinmalidir. Bu nedenle kati inokiilantlar kiiclik liretim yerleri i¢in
uygun olmayabilmektedir. Steril tasiyic1 bazli inokiilantlarin steril olmayan tasiyici
bazli inokiilantlara kiyasla daha yiiksek kaliteye sahip oldugu kesindir. Ornegin
tastyict olarak kullanilabilen linyitin ticari diizeyde biiyiik 6l¢ekli sterilizasyonu zor
ve maliyetli bir islemdir (Trimurtulu, 2014). Tablo 2.8’de kati ve sivi

biyoinokiilantlarin karsilastirilmasi yapilmastir.



19

Tablo 2.8 Kati1 ve sivi biyoinokiilantlarin karsilastirilmasi (Trimurtulu, 2014; Sahu et al.,

2016)

Kati1 Biyoinokiilantlar

Sivi Biyoinokiilantlar

Kullanilan tagtyicilarin kalitelerinin stabil
olmamasi,

Kati inokiilantlarin aksine herhangi bir
tastyict malzemeye ihtiya¢ duyulmaz.

Bakteri hiicrelerinin  tasiyiciya uyum
saglayamamasindan kaynakl1 diisiik canli
hiicre sayilari,

Uretim prosesi kat: inokiilantlarin {iretim
prosesine gore daha kolaydir.

Raf omiirlerinin sivi inokiilantlara kiyasla
daha az olmasi

Uretim maliyetleri kati inokiilantlarla
karsilastirildiginda daha azdir.

Tastyicilarin biiytik Olcekte

Tamamen sterilizasyonu saglanabilir bu

olmalari

sterilizasyonlarinin zor olmasi nedenle  kontaminasyon riski  kati
inokiilantlara kiyasla daha azdr.
Zayif nem tutma Kkapasitelerine sahip | Modern tarim makineleri ile uyumlu

oldugu i¢in uygulamasi kolaydir.

Kullanilan tasiyicinin tozundan

kaynaklanan kontaminasyon riski

Sulama suyu ile topraga uygulanmasi
kolaydir.

2.7 Mikrobiyal Giibre Pazari

2.7.1 Diinyada mikrobiyal giibre pazari

Kiiresel mikrobiyal gilibre pazar biiylikligii 2020'de yaklasik 2,37 milyar
ABD dolar1 degerine ulasmistir. Pazarin, 2022- 2027 yillar1 arasinda %12,8'lik bir
bilesik biiylime orani ile 2026 yilina kadar yaklasik 4,33 milyar ABD dolar
degerine ulagsmasi beklenmektedir (Expertmarket, 2022)

Avrupa, en biiyiik ikinci mikrobiyal giibre tiiketicisidir ve 2019'da kiiresel
mikrobiyal giibre pazarinin %30'luk payina sahip olmustur. Avrupada kimyasal
giibre kullanimina iligkin zorlayici diizenlemelerin getirilmesi nedeniyle, kimyasal
giibrelerin yerini biyolojik giibreler alma egilimindedir. Avrupa Birligi, uygun

maliyetli olduklar1 i¢in mikrobiyal giibrelerin kullanimini siirekli olarak tesvik
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etmekte ve daha iyi ekonomik getiri elde etmek i¢in giftgilere kimyasal giibre
uygulamalarini optimize etmelerini veya bunlar1 tamamen veya kismen ¢evre dostu
olanlarla degistirmelerini tavsiye etmektedir. Avrupa Birligi Ortak Tarim Politikas,
organik tarimla birlikte biyolojik lriinlerin benimsenmesini ve kullanilmasini
tesvik etmekte ve siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinin hayata gegirilmesi icin
ciftcilere dogrudan yesil 6deme olarak biitgenin %30 kadarimi saglamaktadir.
Avrupa mikrobiyal giibre pazarinin biiylimesinin ana nedenleri mikrobiyal
giibrelerin tarimda yararli sonuglari ve organik iiriinlere yonelik talebin artmasindan
kaynaklanmaktadir (Mordor intelligence, 2022). Avrupa, 2020 yilinda da kiiresel
biyogiibre pazarmin biiyiik bir paymi olusturmustur. Almanya, ispanya ve Fransa
Avrupa mikrobiyal giibre pazar paymin yarisindan fazlasina sahip olmustur.
Organik ve g¢evre dostu tarim uygulamalarinin artmasi, Ozellikle Fransa ve
Almanya'da mikrobiyal giibre {iriinlerine olan talebi arttirmistir. Almanya
hiikiimetinin stirdiirtilebilirlik stratejisine gore, 2030 yilina kadar toplam tarim
arazisinin %20'sini organik tarim arazisine doniistiirmesi planlanmaktadir (Mordor
intelligence, 2022). Avrupa mikrobiyal giibre pazarinmn biiyiik bir paymi Ispanya
tek basina etkilemektedir. Ispanya mikrobiyal giibre pazarmmn 2018'de 91,4 milyon
ABD dolar degerinde oldugu tahmin edilmektedir. Mikrobiyal giibreler {izerine
yapilan arastirmalarin artmasi sonucunda ortaya c¢ikan yeniliklerin ve kimyasal
giibrelerin maliyetindeki artisin Ispanya'daki mikrobiyal giibre pazarim1 daha da

ileri seviyelere tagiyacagi ongoriilmektedir (Mordor intelligence, 2022).
2.7.2 Tiirkiye’de mikrobiyal giibre pazar:

Tiirkiye’de giibre sektoriiniin karsilastigi en dnemli sorunlar; disa bagimlilik,
fiyat istikrarsizligi, kamu icerisindeki dagmnik yapr ve yatirimlar ile ilgili
engellerdir. Bu sorunlarin ¢6ziimiine yonelik yapilan Tarimsal Arastirmalar ve
Politikalar Genel Miidiirliigii ¢aligtayinda giibre kanununun ¢ikarilmasi, hammadde
kaynaklarina sahip iilkelerde yatirimlarin ve is birliginin tesvik edilmesi, etkinligi
yiiksek yeni giibrelerin gelistirilmesi ve kullanimi, etkin bir piyasa denetim
mekanizmasinin olusturulmas: ve iilkemiz toprak ve iklim sartlarina uygun, yeni
giibrelerin gelistirilmesi konularina yer verilmistir. Glibreleme islemi sadece bitki

besleme ve verim artirma amach degil, toprak kaynagini koruyup, siirdiiriilebilir
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kullanimina hizmet etmek i¢in bir ara¢ olarak degerlendirmek gerekmektedir

(Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Midiirliigii, 2018).

Ulkemiz igin kimyasal, organik, biyoorganik, organomineral ve mikrobiyal
giibreler icin bir kanunun ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda kanunun olmamasindan
kaynaklt mevzuat eksikligi sonucu olusan aksakliklarin giderilmesi 6nem arz
etmektedir. Organik giibre kullaniminin yayginlastirilmasi énemli bir husus olarak
degerlendirilmektedir. Ulke topraklarimizin ¢ok biiyiik bir kismimin organik madde
iceriginin diisiik oldugu diisiiniildiigiinde organik kdkenli giibrelerin 6nemi daha da

artmaktadir (Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirligii, 2018).

Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii Giibre Sektor Politika
Belgesi 2018-2022 ¢alistayinda Tablo:27 Giibre Sektorii Sorun Alanlar1 ve Eylem
Planlarinda yer alan 9. maddede, sorun alani biyolojik {iriinlerin yeterince
kullanilmamasi olarak tanimlanmistir. C6ziim Onerisi olarak mikrobiyal ve diger
bitki besleme tirinlerinin tesvik, destek, denetlenme ve analizlerinin
etkinlestirilmesi olarak degerlendirilmistir. Mikrobiyal ve diger bitki besleme
driinlerinin tam analizlerinin yapilabilmesi i¢in laboratuvar kapasitelerinin
gelistirilmesi, yerli biyolojik iriinlerin kullanimi ve gelistirilmesi konusunda
tesviklerin arttirilmasi, baklagil bitkilerinin tariminda kullanimi i¢in etkili
Rhizobium tiirlerinden giibre formlarinin olusturularak triine dontstiirilip
kullaniminin tesvik edilmesi maddelerini igeren bir eylem plant sunulmustur

(Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirligii, 2018).

Tiirkiyede gilibre pazari igerisinde mikrobiyal giibrelerin yeri kimyasal
giibrelerle kiyaslanamayacak derecede azdir. Kullanilan mikrobiyal giibrelerin
biiyiikk bir kismi ithal edilen mikrobiyal giibrelerdir. Ithal edilen mikrobiyal
giibrelerde kullanilan suslarin yerli olmamasindan kaynakli baz1 zamanlarda saha
sonuglarinda tutarsizliklar meydana gelmektedir. Bu nedenle yeni biiyiimekte olan
ve yerli suslarla biyogiibre iiretimi yapan 6zel sirketlerin cogu devlet tesvikleriyle

desteklenmelidir (Tarimsal Aragtirmalar ve Politikalar Genel Mudiirligii, 2018).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Gereg
3.1.1 Calismada kullanilan bakteri izolatlar:

Calismada “Biyomiihendislik Boliimii Bakteri Kiiltiir Koleksiyonunda yer
alan gesitli kaynaklardan izole edilmis ve PGPR 6zellikleri belirlenmis Bacillus
subtilis EGE-B-36.5 ve Pseudomonas chlororaphis 39-d suslari kullanilmistir
(Tablo 3.1).

Tablo 3.1 Calismada kullanilan izolatlar ve kodlar

izolat Kodu Tiir Ada GenBank aksesyon
numaralan
EGE-B-36.5 Bacillus subtilis KT970385
39-d Pseudomonas SUB8299638
chlororaphis

3.1.2 Calismada kullanilan besin ortamlari, ¢ozeltiler ve kimyasallar

Calismalarda kullanilan tiim besin ortamlar1 kullanilmadan 6nce 121° C’de

15-20 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

3.1.2.1 Besiyerleri

Nutrient Broth

Bacillus subtilis EGE-B-36.5 ve Pseudomonas chlororaphis 39-d suslarinin

aktiflestirilmesinde ticari olarak hazir halde satin alinan Nutrient Broth (Oxoid,

CMO0001) kullanilmustir.
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Bilesenin Ad1 Miktari

Nutrient Broth 8,09

Distile su 1000 ml

Nutrient Agar

Bacillus subtilis EGE-B-36.5 ve Pseudomonas chlororaphis 39-d suslarinin
saklanmasinda veya aktiflestirilmesinde Nutrient Agar (Oxoid, CMO0003)

kullanilmuastir.

Bileseni Adi Miktari

Nutrient Agar 20,0g

Distile su 1000 ml

Tryptic Soy Agar

Bacillus subtilis EGE-B-36.5 ve Pseudomonas chlororaphis 39-d suslarinin
saklanmasinda veya aktiflestirilmesinde Tryptic Soy Agar (Merck, 22091) ortami

kullanilmastir.

Bileseni Adi Miktari

Tryptic Soy Agar 40,09

Distile su 1000 ml
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PGPR ozellik gosteren Pseudomonas chlororaphis 39-d susunun biiyiitiilmesi

icin kullanmilan kiiltiir ortami

King’s B Broth ortam (Biradar and Santhosh, 2018)

Bilesenin Adi Miktar
Pepton 20,09
Gliserol 15,0 ml
KoHPO4 159
MgSO0..7H20 159
Distile Su 1000 ml
Ph 7.2

Pseudomonas chlororaphis 39-d susunu tiretmek amaciyla King’s B Broth ortami
hazirlamak i¢in belirtilen miktarlarda bilesenler hassas terazide tartilmistir. Daha
sonra tartilan bilesenlerin iizerine 1000 ml distile su ilave edilmis ve 1siticilt
manyetik karistiricida bilesenlerin homojen karismasi saglanmistir. Hazirlanan

kiiltiir ortaminin pH’1 pH 7.2’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 15-20 dk

steril edilmistir.

PGPR ozellik gosteren Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susunun biiyiitiilmesi icin

kullanilan kiiltiir ortamlari

1 Nolu Kiiltiir Ortanmm (Uribe et al., 2015)

Bilesenin Adi Miktari
Glikoz 1,049
Pepton 309
Maya ekstrakti 5049

MgS04.7H20 0,59 ¢
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KH2PQO4 6,09
NaCl 0,01g
Distile Su 1000 mli

Stok Tuz Soliisyonu

Bilesenin Adi Miktari
0,1 M FeSQO4.7H.0 1,136 ml
0,1 M ZnS04.7H20 300 pl
0,1 M CaCl; 9,90 mi
0,1 M MnCl, 30 mL

Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susunu iiretmek amaciyla 1 nolu kiiltiir ortami
hazirlamak i¢in belirtilen miktarlarda bilesenler hassas terazide tartilmistir. Daha
sonra tartilan bilesenlerin iizerine 1000 ml distile su ilave edilmis ve 1siticili
manyetik karistiricida bilesenlerin homojen karigmasi saglanmigtir. Stok tuz
soliisyonu hazirlamak igin belirtilen her bir bilesen 0,1 M hazirlanmis ve belirtilen
miktarlarda kiiltiir ortamina ilave edilmistir. Hazirlanan kiiltiir ortaminin pH’1 pH

7’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 15-20 dk steril edilmistir.

2 Nolu Kiiltiir Ortamm (S6zer Bahadir, 2018)

Bilesenin Adi Miktari
Ticari Kuru Maya 3,309
Glikoz 8,859
Soya Unu 26,559
Masir Islatma Surubu 11,669
(NH4)2S04 0,329

Stok Tuz Soliisyonu 10 ml
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Kopiik Kirict % 0,1
Distile Su 1000 ml
pH 7

Stok Tuz Soliisyonu

Bilesenin Adi Miktari
MgCl,.6H.0 20,39
CaCl..2H-0 10,209
MnCl,.4H,0 1,009
Distile Su 1000 ml

Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susunu iiretmek amactyla 2 nolu kiiltiir ortami
hazirlamak i¢in belirtilen miktarlarda bilesenler hassas terazide tartilmistir. Daha
sonra tartilan bilesenlerin tlizerine 1000 ml distile su ilave edilmis ve 1siticilt
manyetik karigtiricida bilesenlerin homojen karigsmasi saglanmistir. Stok tuz
soliisyonu hazirlamak i¢in 1000 ml distile suyun igerisine gerekli bilesenler hassas
terazide tartildiktan sonra 1siticili manyetik karigtiricida bilesenlerin homojen
karigmasi saglanmistir. Hazir hale gelen stok tuz soliisyonundan kiiltiir ortamina 10
ml ilave edilmistir. Hazirlanan her bir kiiltiir ortaminin pH’1 pH 7’ye ayarlandiktan
sonra kopiirmeyi 6nlemek i¢in besin ortamina 1 ml/L silikon bazli kopiik kiric ilave

edilmistir. Daha sonra kiiltiir ortami otoklavda 121°C’de 15-20 dk steril edilmistir.

3 Nolu Kiiltiir Ortanm (Akbal, 2011)

Bilesenin Adi Miktari
Glikoz 5,00¢g
Ticari Kuru Maya 3,31g
Soya Unu 23,56 ¢

(NH4);S0x4 0,609
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Stok Tuz Soliisyonu 10 ml
Silikon Bazli Kopiik Kirici % 0,1
Distile Su 1000 ml
pH 7

Stok Tuz Soliisyonu

Bilesenin Adi Miktari
MgCl..6H.0 20,309
CaCl2.2H:0 10,20 g
MnCl2.4H,0 1,009
Distile Su 1000 ml

Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susunu iiretmek amaciyla 3 nolu kiiltiir ortami
hazirlamak i¢in hassas terazide belirtilen miktarlarda bilesenler tartilmistir. Daha
sonra tartilan bilesenlerin tizerine 1000 ml distile su ilave edilmis ve 1siticili
manyetik karigtiricida bilesenlerin homojen karismasi saglanmistir. Stok tuz
soliisyonu hazirlamak i¢in 1000 ml distile suyun igerisine hassas terazide gerekli
bilesenler tartildiktan sonra isiticili manyetik karistiricida bilesenlerin homojen
karigmasi saglanmigtir. Hazir hale gelen stok tuz soliisyonundan kiiltiir ortamina 10
ml ilave edilmistir. Hazirlanan kiiltiir ortaminin pH’1 pH 7,0’ye ayarlandiktan sonra
koplirmeyi onlemek icin besin ortamina 1 ml/L silikon bazli kopiik kirici ilave
edilmistir. Daha sonra kiiltiir ortamlar1 otoklavda 121°C’de 15-20 dk steril

edilmistir.

4 Nolu Kiiltiir Ortam (Sun et al.,2009)

Bilesigin ad1 Miktar:
Glikoz 3,604 g
Tripton 20,09

Maya Ekstrakti 500¢g
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NaCl 1,168 g
KCI 0,15 g
MgClI.6H,0 4,309
MgSO,7H,0 2,468 g
Distile Su 1000 ml
pH 7

Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susunu iiretmek amaciyla 4 nolu kiiltiir ortami
hazirlamak i¢in hassas terazide belirtilen miktarlarda bilesenler tartilmistir. Daha
sonra tartilan bilesenlerin iizerine 1000 ml distile su ilave edilmis ve 1siticili
manyetik karigtiricida bilesenlerin homojen karismasi saglanmistir. Hazirlanan
kiiltlir ortaminin pH’1 pH 7,0’ye ayarlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 15-20 dk

steril edilmistir.

3.1.2.2 Cozeltiler

Gram boyamada kullanilan ¢ozeltiler (Atlas et al, 1995)

Kristal Viyole Soliisyonu

Bilesenin Adi Miktar1
Kristal Viyole 209g
Etanol (%95 v/v) 20 ml
Amonyum okzalat 0,89
Distile su 80 ml

Kristal viyole etanol igerisinde; amonyum okzalat ise distile suda
¢oziindiiriiliip hazirlanan soliisyonlar birlestirilmistir. lyice karistirildiktan sonra

filtre edilerek kullanima hazir hale getirilmistir.
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Gram lyodiir Soliisyonu

Potasyum iyodiir 209g
Iyot 109
Distile su 300 ml

Gram iyodiir soliisyonu; potasyum iyodiir ve iyotun kap icerisinde yavas
yavas su eklenerek ezilip karistirilmasi seklinde hazirlanmistir. Bu soliisyon amber

siselere konularak muhafaza edilmistir.

Safranin Soliisyonu

Safranin 0,259
Etanol (%95 v/v) 10 ml
Distile Su 100 ml

Kullanilan safranin soliisyonu; safranin 10 ml etanol igerisinde iyice
¢ozdiiriildiikten sonra iizerine 100 ml distile su eklenmistir. Homojen bir karigim
saglandiktan sonra birka¢ giin dinlenmesi i¢in bekletilmis ve daha sonra filtreden
gecirilmigtir. Gram boyama prosediiriinde preparatlarin muamelesinde %96°lik etil

alkol ve distile su kullanilmistir.

Endospor boyamada kullamlan cozeltiler (Atlas et al.,1995)

Malasit Yesili Cozeltisi

Malasit Yesili 059

Distile Su 100 mi
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Boyamada ikinci bir boya olarak gram boyama i¢in hazirlanan safranin

sollisyonu kullanilmistir.

3.1.2.3 Kimyasal maddeler

Sivi formiilasyonlarin hazirlanmasi icin kullanilan kimyasallar

Katki maddeleri:

Pseudomonas chlororaphis 39-d ve Bacillus subtilis EGE-B-36.5 biiyiime
ortamina hiicre koruyucu olarak PVP (Merck, PVP360), PEG (Merck, 89510),
gliserol (%85 v/v) belirli oranlarda ilave edilmistir; adjuvan olarak ksantan zamki1
(Merck, G1253); yiizey aktif maddesi olarak Tween 20 (Merck, P1379) belirli

miktarlarda eklenerek sivi formiilasyonlar hazirlanmistir.

Organik asitler

Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu i¢in asidik pH’larda sivi formiilasyon

olusturmak amaciyla asetik asit (Merck, %100 v/v), propiyonik asit (Merck, %99
v/v), sitrik asit (Merck, 403727), laktik asit (Merck, %90 v/v) ve borik asit (Merck,

10043-35-3) ile formiilasyon sivisinin pH’s1 ayarlanmuistir.

3.1.3 Kullanilan cihazlar

3.1.3.1 Hassas terazi

Calismada kullanilan besin ortamlari ve ¢ozeltilerin igeriklerini tartmak igin Mettler

toledo marka ve AL204 model hassas terazi kullanilmistir.

3.1.3.2 pH metre

Milwaukee Mi 150 marka pH metre hazirlanan besin ortami ve ¢ozeltilerin pH

degerlerinin kontrol edilerek ayarlanmasi1 amaci ile kullanilmistir.

3.1.3.3 Vorteks
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Homojen karistirmay1 saglamak ic¢in Yellowline marka ve TTS2 model vorteks

kullanilmustir.

3.1.3.4 Isiticihh manvyetik karistirici

Heidolph marka ve MR 3001 model 1siticilt manyetik karistirici, kullanilan besin
ortamlar1 ve diger ¢ozeltilerin istenilen 6zelliklerde olmasi i¢in homojenizasyonun

saglanmasinda kullanilmistir.

3.1.3.5 Otoklav

Besin ortamlarinin  sterilizasyonunun saglanmasi ve mikrobiyolojik olarak
kontamine haldeki malzemelerin tekrar kullanilabilir hale getirilmesi i¢in dldiirme

amaciyla Hirayama marka ve Hiclave HVE-50 model otoklav kullanilmigtir.

3.1.3.6 inkiibator

Binder markali inkiibatérler, kiiltiirlerin 30°C°de ve 28°C’de inkiibasyonlar1 icin

kullanilmastir.

3.1.3.7 Calkalamal inkiibator

ZWYR- D2402 marka calkalamali inkiibator, 30 °C’de ve 28°C’de siv1 kiiltiirde

bakterilerin optimum tiretim kosullarinda biiyiimesi amaci ile kullanilmistir.

3.1.3.8 Pastor firmi

Binder marka sitict firm, 180 °C’de iki saat calistirilarak cam malzemelerin

sterilizasyonu i¢in kullanilmistir.

3.1.3.9 Mikroskop

Caligsmada kullanilan suslarin saflik kontrollerinin yapilmasi amaciyla Leica marka

DM2500 model mikroskop kullanilmaigtir.
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3.1.3.10 Buzdolabi

Senocak marka D-372 SCM 4C model cam kapili sogutucu bakteri izolatlarinin

+4°C’de saklanmas1 amactyla kullanilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Bakteri kiiltiirlerinin aktivasyonu ve saflik kontrolii

“Biyomiihendislik ~ Bolimi, Endistriyel Mikrobiyoloji  Bakteri  Kiiltiir
Koleksiyonu” nda 4° C’de yatik olarak hazirlanmis nutrient agarli tiiplerde
muhafaza edilen PGPR ozelliklere sahip Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu ve
Pseudomonas chlororaphis 39-d susunun saflik kontrolii i¢in nutrient agar igeren
petrilere cizgi ekim ydntemi ile inokiilasyonlar1 gergeklestirilmistir. izolatlarm 30°

C’de 24 saat inkiibasyonun sonucunda saf koloniler elde edilmistir.

3.2.2 PGPR dzellik gosteren Bacillus subtilis EGE-B-36.5 ve Pseudomonas

chlororaphis 39-d suslarindan biyokiitle iiretimi

3.2.2.1 Pseudomonas chlororaphis 39-d susunun biyokiitle iiretimi

Pseudomonas chlororaphis 39-d susunun biyokiitle tiretimi i¢in King’s B Broth
ortami (Biradar and Santhosh, 2018) kullanilmistir. As1 kiiltiirii olarak 250 ml’lik
erlenlerde 50 ml’lik hazirlanmis nutrient broth ortamina Pseudomonas
chlororaphis 39-d susu inokiile edilip 18 saat boyunca galkalayicida 28 + 2°C'de
inkiibasyonu gerceklestirilmistir. 500 ml’lik erlenlerde 100 ml’lik hazirlanmig
dretim ortamina ag1 kiiltlirlinden %2 oraninda inokiile edilip 30 saat boyunca
calkalayicida 150 rpm ve 28 + 2 ° C'de inkiibasyonu gergeklestirilmistir. Uretim
sonras! kiiltiir stvisindan 10-10%e kadar ardisik seri diliisyonlar hazirlanmis ve
canli hiicre sayis1 “dokme plaka yontemi”ne gore koloni olusturan birim/ml
(kob/ml) belirlenmistir. Bu amagla 10#-10® lik diliisyonlarm her birinden birer mL
alinarak aseptik kosullar altinda steril cam petrilere aktarilmistir. Incelenen her bir
seyreltme iki tekrarli olacak sekilde yapilmistir. Daha sonra bu petrilerin {izerine

45°-50 C’ye sogutulmus, nutrient agar besiyeri yaklasik 20 mL olacak sekilde
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dokiilmistiir. Petriler agar katilasincaya kadar elle yavas¢a karistirildiktan sonra
28°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir (Kumar et al., 2015). Uretim erlenleri iki

tekrarli olacak sekilde hazirlanmistir.

3.2.2.2 Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susunun biyokiitle iiretimi

Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susundan endospor formunda en yiiksek
biyokiitle tiretimini elde edebilmek igin ¢esitli B. subtilis suslarmin {iretiminde
kullanilmis olan dort farkli tiretim ortami denenmistir. Bu ortamlar 3.1.2.1°de
verilen 1 nolu kiiltiir ortamu, 2 nolu kiiltiir ortami1, 3 nolu kiiltiir ortam1 ve 4 nolu
kiiltiir ortamidir (Uribe et al., 2015; Sozer Bahadir, 2018; Akbal, 2011; Sun et al.,
2009). Her bir tiretim ortamu i¢in as1 kiiltiirii olarak 250 ml’lik erlenlerde 50 ml’lik
hazirlanmis nutrient broth ortamina Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu inokiile
edilip 18 saat boyunca calkalayicida 30 £+ 2°C'de inkiibasyonu gerceklestirilmistir.
Daha sonra 500 ml’lik erlenlerde 100 ml’lik hazirlanmis {iretim ortamlarinin her
birine %2 oraninda a1 kiiltiirii ilave edilmis ve 6 giin boyunca calkalayicida 180
rpm 30 + 2° C'de inkiibasyona birakilmistir. Uretim sonrasi kiiltiir sivisindan 10—
10"°a kadar ardisik seri diliisyonlar hazirlanmis ve canli hiicre sayis1 “dokme plaka
yontemi” ne gore koloni olusturan birim/ml (kob/ml) belirlenmistir. Bu amagla 10
4-10° luk diliisyonlarin her birinden birer mL alinarak aseptik kosullar altinda steril
cam petrilere aktarilmistir. Incelenen her bir seyreltme iki tekrarli olacak sekilde
yapilmistir. Daha sonra bu petrilerin iizerine 45-°50 C’ye sogutulmus, nutrient agar
besiyeri yaklasik 20 mL olacak sekilde dokiilmiistiir. Petriler agar katilagincaya
kadar elle yavasga karistirildiktan sonra 30°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir.
(Kumar etall., 2015). Tiim iiretim erlenleri iki tekrarli olacak sekilde hazirlanmigtir.
Denemeler sonucunda en yiiksek biyokiitle miktarinin elde edildigi iiretim ortami

bundan sonraki ¢aligmalarda kullanilmistir.
3.2.3 Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu ile s1vi formiilasyonlarin hazirlanmasi

Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu i¢in sivi formiilasyon olusturulmasinda
farkli formiilasyon denemeleri planlanmis ve buna yonelik iki farkli deneme seti
kurulmustur. Ilk deneme setinde hiicre koruyucu olarak PVP, PEG ve gliserol,

adjuvan olarak ksantan zamki ve ylizey aktif maddesi olarak Tween 20’nin
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kullanildig1 s1v1 formiilasyonlar hazirlanmis ve bu s1vi formiilasyonlar 25 °C ve 4
°C'de muhafaza edilmistir. Alt1 ay boyunca sivi formiilasyonlarin raf émrii takibi
yapilarak katki maddelerinin B. subtilis susunun canliligi {izerine etkisi
incelenmistir. ikinci deneme setinde asidik formiilasyonlar olusturmak icin
oncelikle formiilasyon 6n denemesi yapilmistir. Formiilasyon 6n denemesinde bes
farkli asit ile B. subtilis susunun kiiltiir ortamimin pH’lar1 asidik degerlere
ayarlanmig ve ii¢ ay boyunca raf omrii takibi yapilmistir. Formiilasyon o6n
demesinden elde edilen verilere gore bir asit secilmis ve bu asit ile B. subtilis
susunun kiltir ortaminin pH’lar1 asidik degerlere ayarlanarak asidik sivi
formiilasyonlar olusturulmustur. Asidik sivi formiilasyonlar oda sicakliginda
muhafaza edilerek raf dmrii takibi yapilmis ve asidik pH’larin B. subtilis susunun

canlilig1 iizerine etkisi incelenmistir.

3.2.3.1 Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susunun iiretim ortamina cesitli hiicre

koruvucularin eklenmesi

Bacillus subtilis EGE-B-36.5 ile sivi formiilasyon olusturmak i¢in ilk adim
olarak biyokiitle iiretim ortaminda hangi hiicre koruyucularin kullanilacagi ve bu
hiicre koruyucularin miktarlarinin ne kadar olacag tespit edilmistir. Bu nedenle
Design Expert (Versiyon 7.0) programinin RSM algoritmasinda yer alan Merkezi
Kompozit Tasarimi (Central Composite Design, CCD) ile hiicre koruyucu olarak
kullanilan polivinilpirolidon (PVP), polietilen glikol (PEG) ve gliserolmiktarlariyla
ilgili 20 farkli kombinasyon elde edilmistir. Yirmi farkli kombinasyon igerigi
Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susunun 3.1.2.1’de belirlenmis olan {iretim ortamina
eklenmis ve B. subtilis susunun 3.2.2.2°de belirtilen kosullarda {iretimi
saglanmistir. Ayni1 zamanda iki tekrarli olacak sekilde kontrol olarak hiicre
koruyucu icermeyen iiretim ortami hazirlanmis ve ayni inkiibasyon kosullarda B.
subtilis susunun iiretimi saglanmistir. Uretim sonras1 toplam 22 adet olan kiiltiir
stvilarindan 101-10e kadar ardisik seri diliisyonlar hazirlanmis ve canli hiicre
sayis1 “dokme plaka yontemi’ne gore koloni olusturan birim/ml (kob/ml)
belirlenmistir (Kumar et all., 2015). Sayimlar sonucunda hiicre koruyucu igermeyen
iki adet iiretim ortamindaki B. subtilis susunun toplam canli hiicre sayis1 ile 20 adet
farkli miktarlarda hiicre koruyucu igeren iiretim ortamlarindaki B. subtilis susunun

toplam canli hiicre sayis1 karsilagtirtlmistir. Sonug olarak B. subtilis susunun en
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yuksek biyokiitle miktarinin (kob/ml) elde edildigi kombinasyonlar ¢alismanin
devaminda s1vi formiilasyon olusturmak amaciyla kullanilmistir. Yiiksek biyokiitle
miktarinin belirlendigi bu tiretimler 100 ml’lik steril amber siselere konularak oda
sicakliginda (25°C) 151k almayan dolaplarda muhafaza edilmisve on ay siire
boyunca canli hiicre sayilar1 aylik olarak yapilan dokme plaka yontemi ile takip
edilmistir. On aylik siirenin sonunda adjuvan ve yiizey aktif maddesi olmaksizin
yalnizca hiicre koruyucularin kullanildig: sivi formiilasyonlarda B. subtilis susunun

toplam canli hiicre sayis1 (kob/ml) tizerindeki degisim saptanmustir.

3.2.3.2 Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu ile hiicre koruyucularimin varhginda

biiviitillmesivle elde edilen bivyokiitlenin sivi formiilasyonunda baz

vardimci maddelerin etkisinin incelenmesi

Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susunun biyiitiilmesi i¢in 3.2.2.2°de
belirlenmis olan ve en yiiksek biyokiitle miktarinin elde edildigi iiretim ortaminin
icine 3.2.3.1°de yapilan RSM ile belirlenen en yiiksek biyokiitle miktarlarinin elde
edildigi hiicre koruyucularinin optimum miktarlar1 eklenmis ve 6 giin boyunca
calkalayicida 180 rpm 30 + 2° C'de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
tamamlandiktan sonra kiiltiir sivisina dnceden steril edilmis; adjuvan olarak %0,3
ksantan zamki ve yiizey aktif maddesi olarak %0,5 tween 20 eklenmistir (Biradar
and Santhosh, 2018). Ayn1 zamanda kontrol olarak herhangi bir katki maddesi

igermeyen lretim ortaminda ayni {iretim kosullarinda B. subtilis susu iiretilmistir.

Ucger tekrarli olarak hazirlanan sivi formiilasyonlar ve kontroller 100 mI’lik steril
amber siselere 50 ml konularak oda sicakliginda 25 °C'de ve +4 °C'de olmak iizere
iki farkli sicaklikta ve karanlikta muhafaza edilmistir. Stvi formiilasyonlardaki ve
kontrollerdeki canli hiicre sayilar1 (kob/ml) aylik olarak yapilan dokme plaka

yontemi ile alt1 ay boyunca takip edilmistir.

3.2.3.3 Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susunun asidik pH’larda sivi

formiilasyonu

Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu, 3.2.2.2°de belirlenmis olan ve en yiiksek
biyokiitle miktarinin elde edildigi liretim ortaminda 6 giin boyunca calkalayicida
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180 rpm 30 =+ 2° C'de inkiibasyona birakilmistir. Uretim sonras1 kiiltiir sivisindan
101-10® ¢ kadar ardisik seri diliisyonlar hazirlanmis ve canl hiicre sayis1 “dokme
plaka yontemi”ne gore kob/ml olarak belirlenmistir. Formiilasyonlarda kullanilmak
iizere baslangi¢ toplam canli hiicre sayis1 108 kob/ml dozuna ayarlanmistir. Daha
sonra Bacillus suslarinin asidik pH’larda formiilasyonu konusunda yapilmis ¢esitli
calismalarda kullanilan asetik asit (U.S. Patent No. 20110200572, 2011)), laktik
asit (U.S. Patent No0.2012015454, 2012), propiyonik asit (U.S. Patent
N0.2012015454, 2012), sitrik asit (U.S. Patent N0.2012015454, 2012) gibi organik
asitler ve borik asit (TR Patent No. 201613931, 2017) kullanilarak bir formiilasyon
on denemesi yapilmistir. Bu amagla 102 kob/ml canli hiicre iceren kiiltiir stvisinin
pH’1 incelenen bes farkli asidin her birisi ile ayr1 ayri 3,0, 4,0 ve 5,0’¢ ayarlanmustir.
Her bir asit ve her bir pH i¢in tiger tekrarli hazirlanan sivi formiilasyonlar 100 ml’lik
steril amber siselere 50 ml konularak karanlikta ve oda sicakliginda 25 °C'de
muhafaza edilmistir. Ayrica B. subtilis susu tretildikten sonra iiretim ortaminin
pH’inda herhangi bir degisiklik yapilmadan ticer tekrarli olacak sekilde kontrol
hazirlanmistir. Hazirlanan asidik sivi formiilasyonlardaki canli hiicre sayilar1 aylik
olarak yapilan dokme plaka yontemi ile 3 ay boyunca takip edilmistir. Es zamanl
olarak asidik s1v1 formiilasyonlarin aylik pH 6lctimleri yapilarak canli hiicre sayist
ile pH degisimi arasindaki iliski de belirlenmistir. Formiilasyon 6n denemesinin
sonuglarina gére B. subtilis susu ile asidik sivi formiilasyon olusturmak igin
kullanilacak aside karar verildikten sonra segilen asit ile asidik sivi formiilasyonlar
hazirlanmistir.

Formiilasyon 6n denemesi sonucunda segilen asit ile hazirlanan asidik sivi
formiilasyonlardaki canli hiicre sayilart aylik olarak yapilan dokme plaka yontemi
ile 12 ay boyunca takip edilmistir. Es zamanli olarak asidik s1iv1 formiilasyonlarin
aylik pH o6l¢iimleri yapilarak canli hiicre sayisi ile pH degisimi arasindaki iliski

belirlenmistir.

3.2.4 Pseudomonas chlororaphis 39-d susu ile sivi formiilasyonlarin

hazirlanmasi

Pseudomonas chlororaphis 39-d susu ile sivi formiilasyon olusturmak igin
deneme seti kurulmustur. Deneme setinde hiicre koruyucu olarak PVP, PEG ve

gliserol, adjuvan olarak ksantan zamki ve yiizey aktif maddesi olarak Tween 20’nin
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kullanildig1 s1vi formiilasyonlar hazirlanmis ve bu sivi formiilasyonlar 25 °C ve 4
°C'de muhafaza edilmistir. Alt1 ay boyunca sivi formiilasyonlarin raf émrii takibi
yapilarak katki maddelerinin P. chlororaphis susunun canliligi iizerine etkisi

incelenmistir.

3.2.4.1 Pseudomonas chlororaphis 39-d susunun iiretim ortamina cesitli hiicre

koruvucularin eklenmesi

Pseudomonas chlororaphis 39-d ile sivi formiilasyon olusturmak igin ilk
adim olarak biyokiitle iiretim ortaminda hangi hiicre koruyucularin kullanilacagi ve
bu hiicre koruyucularin miktarlarinin ne kadar olacagi tespit edilmistir. Bu nedenle
Design Expert (Versiyon 7.0) programinin RSM algoritmasinda yer alan Merkezi
Kompozit Tasarimi (Central Composite Design, CCD) ile hiicre koruyucu olarak
kullanilan polivinilpirolidon (PVP), polietilen glikol (PEG) ve gliserolmiktarlariyla
ilgili 20 farkli kombinasyon elde edilmistir. Yirmi farkli kombinasyon icerigi
Pseudomonas chlororaphis 39-d susunun 3.1.2.1°de igerigi belirtilmis olan King’s
B Broth {iretim ortamina eklenmis ve 3.2.2.1’de belirtilen kosullarda tretimi
saglanmistir. Ayn1 zamanda iki tekrarli olacak sekilde kontrol olarak hiicre
koruyucu i¢cermeyen iiretim ortami hazirlanmis ve ayni inkiibasyon kosullarda P.
chlororaphis susunun iiretimi saglanmistir. Uretim sonras1 toplam 22 adet olan
kiiltiir sivilarindan 102-10"%e kadar ardisik seri diliisyonlar hazirlanmis ve canli
hiicre sayis1 “dokme plaka yontemi”ne gore Koloni olusturan birim/ml (kob/ml)
belirlenmistir (Kumar et all., 2015). Sayimlar sonucunda hiicre koruyucu igermeyen
iki adet tiretim ortamindaki P. chlororaphis susunun toplam canli hiicre sayist ile
20 adet farkli miktarlarda hiicre koruyucu igeren iretim ortamlarindaki P.
chlororaphis susunun toplam canli hiicre sayis1 karsilastirilmistir. Sonug olarak P.
chlororaphis susunun en yiiksek biyokiitle miktarinin (kob/ml) elde edildigi
kombinasyonlar caligmanin devaminda sivi formiilasyon olusturmak amaciyla
kullanilmistir. Yiiksek biyokiitle miktarinin belirlendigi bu tiretimler 100 ml’lik
steril amber sigelere konularak oda sicakliginda (25°C) 151k almayan dolaplarda
muhafaza edilmis ve dokuz ay siire boyunca canli hiicre sayilar1 aylik olarak yapilan
dokme plaka yontemi ile takip edilmistir. Dokuz aylik siirenin sonunda adjuvan ve

ylizey aktif maddesi olmaksizin yalnizca hiicre koruyucularin kullanildigi sivi



38

formiilasyonlarda P. chlororaphis susunun toplam canli hiicre sayisi (kob/ml)

iizerindeki degisim saptanmustir.

3.2.4.2 Pseudomonas chlororaphis 39-d susu ile hiicre koruyucularinin

varhiginda biivyiitiilmesiyle elde edilen bivokiitlenin S1V1

formiilasyonunda bazi1 yardimc1 maddelerin etkisinin incelenmesi

Pseudomonas chlororaphis 39-d susunun biiyiitiilmesi i¢in 3.1.2.1°de igerigi
belirtilmis olan King’s B broth {iretim ortaminin igine 3.2.4.1’de yapilan RSM ile
belirlenen en yiiksek biyokiitle miktarlarinin elde edildigi hiicre koruyucularinin
optimum miktarlar1 eklenmis ve 6 giin boyunca ¢alkalayicida 150 rpm 28 +2° C'de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra kiiltiir sivisina
onceden steril edilmis; adjuvan olarak %0,3 ksantan zamki ve yiizey aktif maddesi
olarak %0,5 tween 20 eklenmistir (Biradar and Santhosh, 2018). Ayni zamanda
kontrol olarak herhangi bir katki maddesi icermeyen iiretim ortaminda ayni tiretim

kosullarinda P. chlororaphis susu tretilmistir.

Ucger tekrarli olarak hazirlanan s1vi formiilasyonlar ve kontroller 100 ml’lik steril
amber siselere 50 ml konularak oda sicakliginda 25 °C'de ve +4 °C'de olmak tizere
iki farkli sicaklikta ve karanlikta muhafaza edilmistir. Sivi formiilasyonlardaki ve
kontrollerdeki canli hiicre sayilar1 (kob/ml) aylik olarak yapilan dékme plaka

yontemi ile alt1 ay boyunca takip edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 PGPR Ogzellik Gosteren Bacillus subtilis EGE-B-36.5 ve Pseudomonas
chlororaphis 39-d Suslarindan Biyokiitle Uretimi

4.1.1 Pseudomonas chlororaphis 39-d susunun biyokiitle iiretimi

Pseudomonas suslar1 toprakta, 6zellikle rizosferde bulunan aerobik, gram
negatif bakterilerdir. Pseudomonas suslar1 bitki biiyiimesini tesvik etme
kapasiteleri ve biyolojik kontrol potansiyelleri sayesinde tarimda yiiksek ilgi
gormektedirler. Cok ¢esitli besin maddelerini metabolize etme yetenekleri, ¢esitli
bitki-toprak ortamlarinda adaptasyon yetenekleri sayesinde hizli ve Kkolay
biiytimeleri Pseudomonas suslarini  biyokontrol ve biyogiibre {irlinlerinin
gelistirilmesi i¢in umut verici mikroorganizmalar haline getirmistir. Bitki koklerini
aktif olarak kolonize etmek i¢in flagella kullanabildiklerinden dolay1 bitki kok
kolonizasyonu i¢in ¢ok uygundurlar. Yapilan ¢alismalarda Pseudomonas spp.'nin
bitki sagligin1 ve/veya mahsul verimini iyilestirmede biiylimeyi tesvik edici
yetenekleri gdzlemlenmistir. Ornegin Pseudomonas spp. inokiile edilen patates
bitkilerinde birinci ayin sonunda bitkilerde iki kat siirgilin ve kok olusumu ile arttig1
gozlemlenmistir. Yapilan ¢alismalarda Pseudomonas suslari azot fiksasyonu, fosfat
¢Oziiniirliigli veya biiylime hormonlar1 (6zellikle oksinler ve giberellinler) iiretme
gibi ¢esitli mekanizmalar kullanarak bu etkiyi sagladigi bildirilmistir (Arseneault
and Filion, 2016)

Calisgmamizda P. chlororaphis susunun biyokiitle tiretimi i¢in 3.2.2.1°de belirtildigi
lizere uygun inkiibasyon kosullarinda King’s B broth ortami kullanilarak toplam

canl1 hiicre sayis1 2,3x108 kob/ml olarak elde edilmistir.

4.1.2 Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susunun biyokiitle iiretimi

Bacillus tiirleri, toprakta bulunan baskin bakteri tiirlerinden bir tanesidir.
Genetik ve metabolik gesitlilige sahip olan Bacillus spp. besin dongiisiinden

bitkilere stres toleransi saglamaya kadar toprak ekosisteminde bircok ekolojik
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isleve hizmet etmektedir. Bacillus tiirlerinin, bitkilerin biiyliimesine dogrudan veya
dolayli olarak yardimc1 olmasi, fitohormonlarin iiretimiyle bitki bliylimesinde genel
bir iyilesme saglamasi ve bitkileri patojenlerden ve diger abiyotik stres
faktorlerinden korumasi gibi bir¢ok faydali 6zellige sahip oldugu bilinmektedir
(Saxena et al., 2020)

Ayrica bu bakteri tlirlerinin PGPR inokiilant1 endiistrisinde ticari olarak
kullanilmasindaki en biiyiik etkenlerden bir tanesi endospor olusturabilmeleridir.
Bacillus tiirlerinde endospor olusumu, hiicre kiiltiirii duragan biiyiime fazina
ulagtiginda ger¢eklesmektedir. Sporiilasyon, besin yoksunlugu veya hiicre
yogunlugu ile indiiklenmekte ve sicaklik, pH, havalandirma ve besin ¢esitliligi gibi
birgok faktérden etkilenmektedir (Jenson, 2014). Endospor yapilari, yiiksek hiicre
canliliginin  korunmasinda, depoda tutulan formiilasyonlarin raf Omriiniin
uzaltilmasinda ve farkli ¢evresel kosullar altinda suslarin iyi performans
gostermesinde kritik 6neme sahiptir. Ozellikle Bacillus tiirleri sahip oldugu
endospor mekanizmasi sayesinde olumsuz cevresel kosullar altinda uzun siire

hayatta kalabilirler.

Calismamizda B. subtilis susunun tiretimi igin 3.1.2.1°de igerikleri belirtilen dort
fakli kiiltiir ortami denenmistir. Calismanin devaminda sivi formiilasyonlar
hazirlanmak i¢in en yiiksek toplam canli hiicre sayisini tesvik eden 3 numaral

kiiltiir ortam1 sec¢ilmistir.

Tablo 4.1 Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susunun farkli kiiltiir ortamlarinda toplam canli

hiicre sayilari (kob/ml)

Kiiltiir Ortamlar: Toplam canl hiicre
sayis1 (kob/ml)

1 Nolu Kiiltiir ortami 1,5x10°

2 Nolu Kiiltiir ortam1 3,0x108

3 Nolu Kiiltiir ortamm | 4,3x10°

4 Nolu Kiiltiir ortam1 1,5x10°
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4.2 Bacillus subtilis EGE-B-36.5 Susu ile S1ivi Formiilasyonlarin Hazirlanmasi

S1v1 formiilasyonlar hazirlanirken farkli 6zelliklere ve etki mekanizmalarina
sahip katki maddeleri kullanilmaktadir. Cesitli hiicre koruyuculari, adjuvanlar,
ylizey aktif maddeleri iceren bu katki maddeleri ile mikrobiyal suslarin raf
Omiirlerinin  arttirilmasi  amaglanmaktadir. Genel olarak sivi  inokiilant
formiilasyonu olusturuken trehaloz, gliserol, PVP, PEG ve arap zamki hiicre
koruyucu; CMC ve ksantan sakizi adjuvan, Tween 20 yiizey aktif maddesi,
potasyum sorbat koruyucu amaciyla kullanilmaktadir (Kumaresan and Reetha,
2011; Biradar and Santhosh, 2018). Arap zamki, 1s1 transferini sinirlayan ve yiiksek
su aktivitesine sahip yapiskan 6zelliklere sahip bir biyopolimerdir (Valetti et al.,
2016). Polivinilpirrolidin (PVP), bakteri hiicrelerinin metabolizmalari igin
hiicrelerin etrafinda suyu tutabilen yiiksek bir su baglama kapasitesine sahiptir. PVP
ve arap zamkinin hiicreleri toksik faktorlere kars1 korudugu bildirilmistir. Ayrica
PVP, kolloidlerdeki bakterileri koruyan kolloidal stabilizasyon olarak bilinen bir
ozellige sahiptir. Polivinilpirolidon, inokiilasyon ve tohum ¢imlenmesi sirasinda
mobilize olan tohum kabugunda bulunan toksik bilesikleri baglayabilmektedir.
PVP'in yiiksek su baglama kapasitesi sayesinde inokiilant uygulandiktan sonra
inokiilantin kurumasini yavaslattigi goriilmiistiir. PVP diger bazi bilesiklerden daha
kalin bir koruma tabakas1 saglar. Yapiskan kivami, hiicre ve inokiilantin tohuma
yapismasini arttirabilmektedir (Singleton et al., 2002). Polietilen glikol diisiik
molekiil agirlikli (3000), suda ¢6ziinebilen bir polimerdir. PEG hiicrenin tohuma
yapismasini artiracak yapigkan bir kivama sahiptir ve viskoz yapisi inokiilantin
kuruma siirecini yavaslatmaktadir (Biradar and Santhosh, 2018). Gliserol, yiiksek
su tutma kapsitesine sahiptir bu nedenle inokiilantin kurutma hizin1 yavaslatarak
hiicreleri kurumaya karst korudugu i¢in hiicre koruyucu olarak kullanilir.
Karboksimetilseliiloz (CMC) diisiik konsantrasyonlarda kullanilan, yar1 sentetik ve
kolayca temin edilebilen bir polimerdir ve formiilasyon hazirlanmasinda adjuvan

olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Herrmann and Lesueur, 2013).

Calismamizda mikrobiyal hiicreleri koruyucu bir ortam saglamak amaciyla bu
maddelerden bazilar1 iiretim ortamina eklenmistir. Bu yardimci bilesenler
kullanilarak bitkinin kok, yaprak, tohum gibi ylizeylerine bakteri hiicrelerinin daha

1yl yapismasi, Uriinlerin stabilitesini arttirma, toksinlerin etkisiz hale getirilmesi
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veya depolama sirasinda ve ekstrem kosullarina maruz kaldiktan sonra susun
hayatta kalma siiresinin arttirilmasi yoluyla inokiilant kalitesinin gelistirilmesi

amaglanmistir (Anith et al., 2016.)

Calismamizda Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu ile s1vi formiilasyonlarin
optimizasyon ¢alismalarinda Yanit Yiizeyi Yontemi (RSM) kullanilmistir. RSM,
optimizasyon siireci i¢in karmasik hesaplamalar1 igeren bir teknik olarak
tanimlanmaktadir. Bu yaklasim, tim bagimsiz degiskenleri birlestiren ve deneyden
elde edilen veri girisini, sonunda bir yanitin teorik degerini verebilecek bir
denklemler kiimesi olusturmak i¢in kullanan uygun bir deney tasarimi
gelistirmektedir. Yanitlar, bagimsiz degiskenlerin kontrollii degerlerine dayanan iyi
tasarlanmig bir regresyon analizinden elde edilmektedir. Daha sonra, bagimsiz
degiskenlerin yeni degerlerine dayali olarak bagimli degisken tahmin
edilebilmektedir. RSM bir model denklemi ile nicel verileri kullanarak ¢ok sayida

parametre arasindaki iligkiyi ve etkilesimleri degerlendirebilmektedir.

Deney tasarimi, Box Behnken ve Merkezi Kompozit Tasarim olusturulmasi, yanit
ylizeyi modellemesini temsil eden model denklemlerini gelistirmek icin istatistiksel
ve regresyon analizinin yapilmasi ve model denklemi yoluyla gerceklestirilen
parametreler/degiskenlerin optimizasyonu seklinde RSM uygulamasinda ii¢ adim

vardir.

RSM, deneysel prosediirleri tasarlamak icin c¢esitli yontemlerden olusur ve
bunlardan biri Merkezi Kompozit Tasarimdir (CCD). CCD ile gergeklestirilen
optimizasyon, genis bir parametre yelpazesinde her bir faktoriin roliiniin
taranmasina izin vermektedir. Ayrica CCD, deneysel caligmalari azaltarak

degiskenlerin yanita kiimiilatif etkisini de degerlendirebilmektedir.

RSM’in geleneksel yontemlere kiyasla en biiyiik basarisi, en yiiksek yanitin elde
edilmesi i¢in en uygun degisken degerini belirleyerek deneysel ¢alismalarin
azaltilmasidir. Klasik optimizasyon ¢aligmalar1 bagimsiz degiskenler arasindaki
etkilesimi tam olarak aciklayamamaktadir. Tiiretilen model, deneme asamasinda
yanit1 nceden tahmin etmek i¢in kullanilabilmektedir. Ayrica, bu adim, aragtirmaci

veya endiistrilerin, yanit lizerinde en yiiksek etkiye katkida bulunan belirli
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degiskenlere ya da yonlere odaklanmasina yardimei olmaktadir. Ozellikle yiiksek
maliyetli hammadde kullanilarak yapilan deneylerde merkezi kompozit tasarimin
veya Box Behnken'in kullanilmasi, tek faktor yontemiyle geleneksel optimizasyon

yaklasimina ekonomik bir alternatif olmustur (Amin et al., 2015).

4.2.1 Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susunun iiretim ortamina cesitli hiicre

koruyucularin eklenmesi

Calismamizda sivi PGPR formiilasyonlart olusturmak amaciyla en ¢ok
kullanilan hiicre koruyucular1 arasindan PVP, PEG ve gliserol literatiir taramasi
sonucunda segilmistir (Lobo et al., 2019). Segilen faktorlerin raf émrii iizerine
etkisinin belirlenmesi amactyla optimum degerlerinin belirlenmesi i¢in RSM
uygulanmistir. Design-Expert 7.0.0 programi kullanilarak belirlenen ii¢ faktor ile
secilen araliklarda c¢alisabilmek i¢in “face center” opsiyonu segilerek merkezde 6

tekrar1 igeren merkezi kompozit tasarimi islemi yapilmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1°de tasarimdaki farkli deney setlerine (runs) ait her bir yanit
belirtilmistir. PVP faktor 1; PEG faktor 2 ve gliserol faktor 3 olarak belirtilmistir.
Bu asamadan sonra RSM’de elde edilen deneme deseni ile deneyler 20 farkh
kombinasyonda iiretim ortaminda gergeklestirilmistir. Bu {iretim ortamlari, en
yiiksek biyokiitle miktarinin elde edildigi 3 nolu kiiltiir ortamina hiicre
koruyucularin sekil 4.1°de belirtilen farkli deney setlerindeki miktarlari eklenerek
hazirlanmistir. Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu hazirlanan kiiltiir ortamlarina

inokiile edildikten sonra uygun kosullarda inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyondan hemen sonra hiicre koruyucularini igeren her bir iiretim ortami (her
biri farkli bir formiilasyon olarak kabul edilmektedir) icin dokme plaka yontemi ile
belirlenen toplam canli hiicre sayilariin (kob/ml) logaritmasi deney tasariminda
yanit 1 olarak belirtilmistir. On ay siireyle aylik toplam canli hiicre sayilar takip
edilen siv1 formiilasyonlarin onuncu aydaki toplam canli hiicre sayilarinin (kob/ml)

logaritmasi ise Yanit 2 olarak belirtilmistir.
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Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response 1 |Response 2
Run Block APVP B:PEG C:GLYCEROL |Can. Hiuc. Say)Can. Hic. sa.
g/mi g/mi g/mi CFU/ml

1 Block 1 1.75 1.75 1.75 9.14613 5
2 Block 1 2.49 2.49 1.01 9.8109 8.01284
3 Block 1 1.01 1.01 1.01 959879 6.4624
4 Block 1 1.75 1.75 3.00 921748 5
5 Block 1 2.49 1.01 1.01 9.53782 6.77159
6 Block 1 1.75 0.50 1.75 9.94101 7.00432
7 Block 1 1.75 1.75 1.75 9.76418 6.62014
8 Block 1 0.50 1.75 1.75 9.81358 7.82347
9 Block 1 1.75 1.75 1.75 8.35218 4
10 Block 1 1.75 1.75 1.75 9.0569 5
1 Block 1 1.01 1.01 248 9.15229 5
12 Block 1 1.75 1.75 0.50 10.0969 7.02119
13 Block 1 3.00 1.75 1.75 8.81954 4
14 Block 1 1.75 1.75 1.75 5.29003 5
15 Block 1 2.49 2.49 2.49 8.85733 4
16 Block 1 1.75 1.75 1.75 9.36361 5
17 Block 1 249 1.01 2489 8.79239 4
18 Block 1 1.01 2.49 2.49 8.83569 4
19 Block 1 1.01 245 1.01 574819 6.32015
20 Block 1 1.75 3.00 1.75 8.35793 4

Sekil 4.1 Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu ile gerceklestirilen RSM deneme desenine ait deney

tasarimi ve elde edilen yanitlarin logaritmik degerleri.

Sekil 4.2’de ise ii¢ faktor ile yapilan varyans analizi (ANOVA) sonucu
gosterilmistir. RSM deneme deseni sonucunda elde edilen ve Yamit 1’1 ilgili
bagimsiz degiskenlerle iliskilendirilen model, istatistiksel olarak anlaml

bulunmamaistir (p>0,05).
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Response 1 Can. Huc. Say.
ANOVA for Response Surface Quadratic Model
Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Ili]
Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 274 9 0.30 1.39 0.3066 not significant
A-PVP 0.30 1 0.30 1.35 0.2723
B-PEG 0.45 1 0.45 2.08 0.1800
C-GLYCEROL 1.51 1 1.51 6.89 0.0254
AB 0.032 1 0.032 0.15 0.7105
AC 0014 1 0.014 0.066 0.8024
BC 0.057 1 0.057 0.26 0.6214
Al 0.017 1 0.017 0.078 0.7857
B? 8.768E-003 1 8.768E-003 0.040 0.8453
c? 0.35 1 0.35 1.58 0.2374
Residual 219 10 0.22
Lack of Fit 1.10 5 0.22 1.01 0.4945 not significant
Pure Error 1.09 5 0.22
Cor Total 492 19

Sekil 4.2 Kullanilan hiicre koruyucu miktarlarinin B. subtilis EGE-B-36.5 susunun biyokiitle

iiretimindeki canli hiicre sayilar {izerine etkisine ait ANOVA degerleri.

Sekil 4.2°de goriilen modelde F degeri (1,39) denemeye ait modelin anlamli
olmadigin1 gostermektedir. Ayrica 1,01 olan uyum eksigi F degeri, bu
uyumsuzlugun, tekrarlanan deneylerde goriilen hata payi olan saf hataya gore
biiylik oldugunu ve bu uyumsuzlugun anlamli oldugunu géstermektedir. ANOVA
testi sonuglarina gore toplam canli hiicre sayisi iizerinde PVP, PEG ve gliseroliin
etkisinin B. subtilis susunun biyokiitle {iretiminden hemen sonra belirlenen toplam
canli hiicre sayisi tizerinde etkili olmadig1 goriilmiistir. Sum of Squares (kareler
toplami); df (serbestlik derecesi); Mean Square (kareler ortalamasi); Pure Error (saf

hata) ve Lack of fit F Value (uyum eksikligi F degerini) temsil etmektedir.



46

Response 2 Can. Hiic. sa. 10.ay
ANOVA for Response Surface Quadratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Ill]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 2222 9 2.47 1.82 0.1814 not significant
A-PVP 2.16 1 2.16 1.59 0.2355
B-PEG 1.80 1 1.80 1.33 0.2762
C-GLYCEROL 14.28 1 14.28 10.55 0.0088
AB 0.71 1 0.71 0.52 0.4856
AC 1.13 1 1.13 083 0.3832
BC 0.55 1 0.55 0.41 0.5380
Al 074 1 074 0.55 0.4766
B? 0.097 1 0.097 0.071 0.7948
c? 0.99 1 0.99 0.73 04133
Residual 13.54 10 1.35
Lack of Fit 9.98 5 2.00 2.80 0.1412 not significant
Pure Error 3.56 5 0.71
Cor Total 35.76 19

Sekil 4.3 Kullanilan hiicre koruyucu miktarlarinin B. subtilis EGE-B-36.5 susunun onuncu ayda elde

edilen canli hiicre sayilar: iizerine etkisine ait ANOVA degerleri.

Sekil 4.3te belirtilen RSM deneme deseni sonucunda elde edilen ve yanit 2
ile ilgili bagimsiz degiskenlerle iligkilendirilen model, istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir (p>0,05). Sekil 4.3’te goriilen modelde F degeri (1,82), denemeye
ait modelin anlamli olmadigin1 gdstermektedir. Ayrica 2,80 olan uyum eksigi F
degeri, bu uyumsuzlugun, tekrarlanan deneylerde goriilen hata pay1 olan saf hataya
gore biliyiikk oldugunu, diger bir degisle bu uyumsuzlugun anlamli oldugunu
gostermektedir. Sekil 4.3’te belirtilen ANOVA degerlerine gore B. subtilis susunun
toplam canli hiicre say1s1 iizerinde hiicre koruyucu olarak kullanilan PVP, PEG ve
gliseroliin etkisinin onuncu ayin sonunda Sekil 4.1’°de belirtilen deneme desenleri

(runs)’ne gore ortaya ¢ikmadigr goriilmiustiir.



47

4.2.2 Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu ile hiicre koruyucularinin varhginda
biiyiitiilmesiyle elde edilen biyokiitlenin sivi formiilasyonunda bazi

yardimci1 maddelerin etkisinin incelenmesi

Bu c¢alismada Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu ile sivi formiilasyonlar
olusturmak i¢in hiicre koruyucular (PVP, PEG, gliserol), adjuvan (ksantan zamki)
ve ylizey aktif maddesi (Tween 20) belirli bir sira ile kiiltiir ortamina eklenerek
kullanilmistir. Sivi formiilasyon olusturmak icin ilk adim olarak 3.1.2.1°de igerigi
belirtilen 3 Nolu kiiltiir ortaminin igerisine sekil 4.1°de verilen RSM deneme
desenine gore farkli deney setlerindeki hiicre koruyucu igerikleri eklenmistir.
Kullanilacak olan RSM deney setlerinin se¢iminde sivi formiilasyonlarin
maksimum /minimum miktarlarlarda  hiicre koruyucu igermesi, sivi
formiilasyonlarda hiicre koruyucularin birlikte/ tek basina kullanilmasi ve literatiir
bilgisinden yararlanilmigtir. Daha sonra farkli miktarlarda ve kombinasyonlarda
hiicre koruyucu igeren bu kiiltiir ortamlarina B. subtilis susu inokiile edilmis ve
inkiibasyona birakilmistir. Tablo 4.2 ve 4.3’te belirtilen 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10
ve 11 numarali sivi formiilasyonlari olusturmak i¢in kullanilan hiicre koruyucularin
miktarlar1 ve kombinasyonlari sekil 4.1°de belirtilen farkli deney setleri (runs)’nden

elde edilmistir.

1 nolu sivi formiilasyondaki hiicre koruyucular Sekil 4.1°de belirtilen deneme
deseni 5, 2 nolu siv1 formiilasyondaki hiicre koruyucular Sekil 4.1°de belirtilen
deneme deseni 2, 3 nolu sivi formiilasyondaki hiicre koruyucular Sekil 4.1°de
belirtilen deneme deseni 19, 4 nolu s1vi formiilasyondaki hiicre koruyucular Sekil
4.1°de belirtilen deneme deseni 12, 5 nolu s1v1 formiilasyondaki hiicre koruyucular
Sekil 4.1°de belirtilen deneme deseni 3, 6 nolu sivi formiilasyondaki hiicre
koruyucular Sekil 4.1°de belirtilen deneme deseni 6, 7 nolu s1vi formiilasyondaki
hiicre koruyucular Sekil 4.1°de belirtilen merkezde 6 tekrar1 igeren face center
noktasi, 8 nolu sivi formiilasyondaki hiicre koruyucular Sekil 4.1°de belirtilen
deneme deseni 8’e gore belirlenmistir. 9, 10 ve 11 nolu siv1 formiilasyonlarda ise
i¢cin literatiirde en iyi sonuglart vermis olan hiicre koruyucular ve miktarlar
kullanilmistir (Biradar and Santhosh, 2018; Meena et al., 2015; Gopal and Baby,
2017).
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B. subtilis susunun farkli miktarlarda ve kombinasyonlarda hiicre koruyucu i¢eren
3 nolu kiltir ortamlarinda 3.2.2.2°de anlatildigi sekilde inkiibasyonu
tamamlandiktan sonra dokme plaka yontemi ile toplam canli hiicre sayilar1 (kob/ml)
belirlenmistir. Bu degerler Tablo 4.2 ve 4.3’te 0. ay olarak belirtilmistir. Dokme
plaka isleminden hemen sonra B. subtilis susunun sivi formiilasyonlarini
olusturmak i¢in son adim olan steril edilmis adjuvan ve ylizey aktif maddesi farkli
miktarlarda ve kombinasyonlarda (Tablo 4.2 ve 4.3) hiicre koruyucu igeren her bir
kiiltiir ortamina eklenmistir. Ksantan zamki ve Tween 20’ nin miktarlari literatiirde
en iyi sonuglari veren degerler g6z Oniine alinarak eklenmistir (Biradar and

Santhosh, 2018).

Olusturulan on bir farkli sivi formiilasyon ve kontrol (herhangi bir katki
maddesi icermez) 100 ml’lik steril amber siselere konularak oda sicakliginda
(25°C) ve 4°C'de 151k almayan dolaplarda muhafaza edilmistir. B. subtilis susunun
toplam canli hiicre sayilarindaki degisim aylik olarak yapilan dokme plaka yontemi
ile alt1 aya kadar takip edilmistir. 25 °C’de muhafaza edilen siv1 formiilasyonlardaki
B. subtilis susunun toplam canli hiicre sayisindaki degisim Tablo 4.2°de; 4°C’de
muhafaza edilen sivi formiilasyonlardaki B. subtilis susunun toplam canli hiicre

sayisindaki degisim Tablo 4.3’te belirtilmistir.
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Tablo 4.2 Kiiltiir ortamina farkli kombinasyonlarda ilave edilen katki maddeleri ile hazirlanmig B. subtilis EGE-B-36.5 formiilasyonlarinin +25°C'de aylik canli

hiicre sayimlar1 (kob/ml)

oo S1v1 formiilasyon igerikleri 0.ay 1. ay 2.ay 3.ay 4.ay 5.ay 6.ay

st (Kiiltiir ortamina ilave edilen katki maddeleri) Canli hiicre sayimlari (kob/ml)

1 %2,49 PVP, %1,01 PEG, %1,01 Gliserol, 0,3 Ksantan zamki, %0,5 | 6,9x1082" | 1,0x108% | 5:8x107P | 1,7x107P | 3,7x10%¢ | 2,2x10°¢ | 1,6x10°¢

2 OT/ov;e:g F2>S/P, %2,49 PEG, %1,01 Gliserol, 0,3 Ksantan zamk1, %0,5 | 1,1x10%°2 | 1,8x108P | 1,6x108® | 3,1x107¢ | 9,9x106¢ | 7,2x108¢ 6,7x1069

3 OTA)VXES{] g(\)/P, %2,49 PEG, %1,01 Gliserol, 0,3 Ksantan zamki, %0,5 | 2 1x10°% | 2,0x108® | 9,3x107" | 3,8x107¢ | 6,0x10°¢ | 1,8x10°¢ 1,5x106¢

4 oT/om1le7eg ES/P, %1,75 PEG, %0,50 Gliserol, 0,3 Ksantan zamki, %0,5 | 1,2x1092 | 2,7x108P | 2,0x108% | 95x107¢ | 4,0x107¢ | 2,0x107% | 1,9x107¢

5 OT/o\Alleoe{] gS/P, %1,01 PEG, %1,01 Gliserol, 0,3 Ksantan zamk1, %0,5 | 1,3x10%°2 | 1,1x108P | 4,0x107¢ | 6,0x105¢ | 3,9x106¢ | 2,8x10°¢ | 2,3x106f

6 OT/oV\1,e7eg E’S/P, %0,50 PEG, %1,75 Gliserol, 0,3 Ksantan zamki, %0,5 | 1,1x10°% | 1,8x108° | 5,2x107P | 2,3x107¢ | 4,0x106¢ | 3,0x10°% | 1,0x106¢

7 oT/om1le7eg ES/P, %1,75 PEG, %1,75 Gliserol, 0,3 Ksantan zamki, %0,5 | 1,4x10%°2 | 4,1x108° | 2,3x108P | 3,7x107¢ | 2,0x107¢ | 1,5x107¢ 1,0x107¢

8 O%e:g E’S/P, %1,75 PEG, %1,75 Gliserol, 0,3 Ksantan zamki, %0,5 | 8 9x1082 | 2,1x108° | 1,0x108° | 2,8x107¢ | 7,8x10%¢ | 59x10%¢" | 5,1x108°

9 IA)V;?S r(]3|2i26r0|, 0,3 Ksantan zamki, %0,5 Tween 20 1,9x10°% | 9,7x108% | 5,1x108% | 3,0x108% | 1,5x108¢ | 5,0x107¢ 3,9x107¢

10 %2,00 PVP, %2,00 Gliserol, 0,3 Ksantan zamki, %0,5 Tween 20 9,9x1082 | 3,3x108 | 2,2x108P | 1,8x10%¢ | 4,9x107¢ | 1,2x107¢ | 1,0x107¢

11 %2,00 PEG, %2,00 Gliserol, 0,3 Ksantan zamk1, %0,5 Tween 20 2,5x10°% | 1,1x10°Y | 8,7x108% | 59x108¢ | 1,8x1089 | 1,3x108¢ | 1,1x108¢

Kontrol | Kiiltiir ortami 4,0x108% | 4,1x107" | 5,4x107® | 2,6x10%¢ | 9,2x10°% | 8,5x10°¢¢ | 6,2x10%¢

* Ayni harflerin takip ettigi bir siitundaki rakamlar 6nemli 6l¢tide farklilik gostermez (p >0,05).
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Bacillus subtilis EGE-B-36.5

kob/ml 25°C
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Sekil 4.4 Kiiltiir ortamina farkli kombinasyonlarda ilave edilen katki maddeleri ile hazirlanmig B. subtilis EGE-B-36.5 formiilasyonlarinin 25°C'de aylik canli hiicre sayimlart
(kob/ml)
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Tablo 4.3 Kiiltiir ortamina farkli kombinasyonlarda ilave edilen katki maddeleri ile hazirlanmis B. subtilis EGE-B-36.5 formiilasyonlarinin 4°C'de aylik canli

hiicre sayimlar1 (kob/ml)

S S1vi formiilasyon igerikleri 0.ay 1. ay 2. ay 3.ay 4.ay 5.ay 6.ay

Nosu (Kiiltiir ortamina ilave edilen katki maddeleri) Canli hiicre sayimlari (kob/ml)

1 9%2,49 PVP, %1,01 PEG, %1,01 Gliserol, 0,3 Ksantan zamki, %0,5 | 6,9x10%a* | 6,1x10%ab | 5,0x10%ab | 4,3x10%ab | 1,2x10%b 1,7x107¢ 1,0x107 ¢

2 ;I/—OVZE:S FZ’S/P %2,49 PEG, %1,01 Gliserol, 0,3 Ksantan zamki, %0,5 | 1,1x10°a 1,0x10°a 9,3x10%a 8,0x10%a 6,0x10%a 2,0x10%b 1,0x10%b

3 OTA)VXESS g(\)/P, %2,49 PEG, %1,01 Gliserol+0,3 Ksantan zamki, %0,5 | 2,1x10%a 9,8x10%ab | 7,4x10%Db 6,4x108Db 2,0x108¢c 3,1x107d 1,7x107d

4 OT/o\Alle;Q ES/P, %1,75 PEG, %0,50 Gliserol, 0,3 Ksantan zamki, %0,5 | 1,2x10°a 1,2x10%a 1,2x10%a 1,1x10%a 5,4x108b | 4,4x10%Db 2,5x108 ¢

5 ;;)V\llegf éS/P %1,01 PEG, %1,01 Gliserol, 0,3 Ksantan zamki, %0,5 | 1,3x10°a 1,1x10%ab | 9,5x10%bc | 8,3x10%c 3,3x108d 1,0x10%¢e 5,1x107

6 OT/oV\1le7eg E)S/P, %0,50 PEG, %1,75 Gliserol, 0,3 Ksantan zamki, %0,5 | 1,1x10°a 7,2x10%ab | 5,2x108Db 4,8x108Db 1,4x108¢c 8,7x108d 1,5x107e

7 OT/o\Alle;Q ES/P, %1,75 PEG, %1,75 Gliserol+0,3 Ksantan zamki, %0,5 | 1,4x10°a 1,4x10%a 1,2x10%°a 1,2x10%°a 5,3x108b 2,6x108¢c 1,7x108d

8 ;%?SGS éS}P, %1,75 PEG, %1,75 Gliserol, 0,3 Ksantan zamki, %0,5 | 8,9x10%a 8,4x10%a 7,9x10%a 7,0x10%a 3,2x108b 2,0x108b 7,0x107 ¢

9 °T/ovg',3(;e rEalzi(;erol, 0,3 Ksantan zamki, %0,5 Tween 20 1,9x10%a 1,8x10°%a 1,7x10%°ab | 1,3x10°ab | 8,7x10%bc | 5,3x10%cd | 3,5x108d

10 9%2,00 PVP, %2,00 Gliserol, 0,3 Ksantan zamki1, %0,5 Tween 20 9,9x10%a | 9,6x10%a 9,1x10%a | 7,8x10%a | 4,9x10%ab | 2,7x108bc | 1,9x108c

11 %2,00 PEG, %2,00 Gliserol, 0,3 Ksantan zamk1, %0,5 Tween 20 2,5x10%a 2,2x10%b | 1,9x10%bc | 1,6x10%cd | 1,3x10°d 1,0x10% 5,9x108 f

Kontrol Kiltiir ortami1 4,0x10%a 3,9x10%a 3,8x108a 3,7x108a 1,0x108b 2,8x107 ¢ 2,9x10%d

* Ayni harflerin takip ettigi bir siitundaki rakamlar 6nemli 6l¢tide farklilik gostermez (p >0,05).




52

Bacillus subtilis EGE-B-36.5
40C

kob/ml El] @2 @©3 ©4 @5 @6 W7 @8 W9 WEI0 W1l W12

3,00E+09
2,50E+09

2,00E+09

1,50E+09

1,00E+09

5,00E+08

0,00E+00

||‘|||‘| |W ||‘|‘|‘| Iiu ||||‘||| |iu |||I‘|‘| .iu |.4||||‘. al 5I||I o Ladd

Aylar

Sekil 4.5 Kiiltiir ortamina farkli kombinasyonlarda ilave edilen katki maddeleri ile hazirlanmig B. subtilis EGE-B-36.5 formiilasyonlarinin 4 °C'de aylik canli hiicre sayimlart
(kob/ml)
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S1v1 inokiilantlarin raf émiirlerinin ve sahadaki performanslarinin arttirilmasi igin
kullanilan inokiilanta uygun katki maddeleri kullanilarak formiile edilmesi
gerekmektedir. Kullanilan katki maddeleri yiiksek su tutma kapasitesi, viskoz
yapilar1 gibi Ozellikleri sayesinde inokiilantlarin hayatta kalmasina yardimci
olmaktadir. Bu ¢alismada; hem 25 °C’de hem de 4 °C’de muhafaza edilen B.
subtilis EGE-B-36.5 susu ile hazirlanan 11 farkli igerikli s1vi formiilasyonun altinci
aydaki toplam canli hiicre sayilart SPSS paket programinda varyans analizi
(ANOVA) ile istatistiksel olarak test edilmistir. Sonu¢ olarak; her iki sicaklik
degerinde (25 °C, 4 °C) muhafaza edilen ve %2 PEG, %?2 gliserol, %0,3 ksantan
zamki ve %0,5 tween 20 icerigine sahip 11 numaralh sivi formiilasyondaki
toplam canli hiicre sayisindaki degisimin Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli
bir farka sahip oldugu belirlenmistir (p<0.05). 11 numarali formiilasyonda 0. aydaki
toplam canli hiicre sayis1 2,5x10° kob/ml olarak tespit edilmistir. Diger 10 adet
farkli icerige sahip formiilasyonlar ve kontrol ile karsilastirildiginda 11 numarali
formiilasyonun 0. aydaki toplam canli hiicre sayisinin en yiiksek toplam canli hiicre
sayist oldugu goriilmektedir. Bu nedenle hiicre koruyucu olarak kullanilan %2
oraninda PEG ve gliseroliin B. subtilis EGE-B-36.5 susunun toplam canli hiicre
sayisinin maksimuma ulagmasi i¢in en uygun hiicre koruyucular oldugu tespit
edilmistir. Kontroliin 0. aydaki toplam canli hiicre sayis1 4x10® kob/m1’dir ve bu
deger 11 farkli igerikli s1v1 formiilasyonun 0. aydaki toplam canli hiicre sayilari ile
karsilagtirildiginda en diisiik toplam canlilik say1si olarak degerlendirilmektedir. Bu
nedenle s1vi formiilasyon olusturmak i¢in ilk adim olan inkiibasyondan once kiiltiir
ortaminin i¢ine eklenen hiicre koruyucularm B. subtilis susunun toplam canli hiicre

sayis1 iizerine olan pozitif etkisi net bir sekilde goriilmektedir.

25 °C’de muhafaza edilen 11 numarali sivi formiilasyonda altinci ayin sonunda en
yiiksek toplam canli hiicre sayis1 (1,1x108 kob/ml) elde edilirken; kontroliin altinci
aym sonundaki toplam canli hiicre sayis1 6,2x10° kob/ml olarak bulunmustur. 4
°C’de muhafaza edilen 11 numarali siv1 formiilasyonda altinci aymn sonunda en
yiiksek toplam canl1 hiicre sayis1 (5,9 x108 kob/ml) elde edilirken; kontroliin altinc
ayin sonundaki toplam canl hiicre sayis1 2,9x10°8 kob/ml olarak bulunmustur. Bu
degerler goz oniine alindiginda sicaklik degerinin sivi inokiilantin raf dmrti ile ters

orant1 icerisinde oldugu goriilmektedir. Stvi formiilasyonlar olusturulurken oda
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sicakligina yakin veya {iizerinde bir degerde muhafaza edilebilecegi g6z Oniine
alinmalidir. Clinkii genellikle kiigiik isletmelerde yiiksek maaliyetler nedeniyle +4
°C’ye sahip depolar bulunmamakta ve bu nedenle sivi inokiilantlar {iretildikten
sonra c¢iftgilere ya da bayilere dagitilmadan once oda sicakligina yakin veya
ozellikle yaz aylarinda oda sicakligin ¢ok {izerinde bir sicaklik degerinde muhafaza
edilmektedir. Bu nedenle uygun formiile edilememis sivi inokiilant
formiilasyonlarinin igerisindeki suslarin raf omiirleri {iriin etiketinde belirtilen raf
omriinden ¢ok daha az olmaktadir. Bu durum iireticiye itibar kaybi tiiketiciye ise
tarladan/seradan istenilen verimi alamamasina neden olmaktadir. Bu ¢alismada her
iki sicaklik degerinde (25 °C, 4°C) muhafaza edilen B. subtilis susunun raf émriini
arttirmak amactyla hiicre koruyucu olarak %2 oraninda PEG ve gliseroliin birlikte

kullanilmas1 gerektigi gorilmistiir.

%2 gliserol, %00,3 ksantan zamki ve %U0,5 tween 20 icerikli 9 numarali
formiilasyonda 0. aydaki toplam canli hiicre sayis1 1,9x10° kob/ml’dir. 4°C’de
muhafaza edilen 9 numarali sivi formiilasyonda altinct ayin sonunda toplam canli
hiicre sayis1 3,5x10% kob/ml olarak; 25°C’de muhafaza edilen 9 numarali siv1
formiilasyonda altinc1 ayin sonunda toplam canli hiicre sayis1 3,9x10” kob/ml olarak
belirlenmistir. Bu degerler goz oniine alindiginda 9 numarali sivi formiilasyonda
alt1 ayin sonunda toplam canli hiicre sayisinda degisiklik baslangictaki toplam canli

hiicre sayisi ile kiyaslandiginda farkin az oldugu goriilmektedir.

Maliyet analizi yapildiginda gliseroliin birim fiyati PEG’in birim fiyat1 ile
kiyaslanamayacak kadar diisiiktiir. Bu nedenle biiyiik dl¢ekteki iiretim maliyetlerini
en aza indirmek amaciyla B. subtilis EGE-B-36.5 susu ile sivi formiilasyon
olusturmak i¢in hiicre koruyucu olarak sadece gliserolin %2 oraninda

kullanilmasinin daha ekonomik oldugu sonucuna varilmistir.

Tablo 4.4’de c¢esitli ¢alismalarda farkli Bacillus suslart ile sivi formiilasyon
hazirlamak icin kullanilan katki maddeleri ve bu s1vi formiilasyonlarin raf dmiirleri

belirtilmistir.

Tablo 4.4 Cesitli calismalarda Bacillus suslari ile hazirlanan sivi formiilasyonlarin saklama

kosullar1 ve raf émrii
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Sus Katki maddesi Raf 6mrii Referans

Bacillus siamensis | Karagenan Belirtilmemis Pastor-Bueis et

SCFB3-1 al., 2017

Bacillus Trehaloz 18 ay Gopi et al., 2019

sporothermodurans

Bacillus spp. PVP Belirtilmemis Dayamani  and
Brahmaprakash,
2014

Bacillus PVP, CMC, | 30°C’de 16 ay Leo Daniel et al.,

megaterium Tween 20 2013

(BMPSB 01)

Bacillus Trehaloz 18 ay Gopi et al., 2019

megaterium

Bacillus  subtilis, | Gliserol 6 ay Meenaetal., 2015

Bbv 57

Bacillus  subtilis, | PEG, gliserol, | 4 °C’de >6 ay Bu c¢alismada

EGE-B-36.5 ksantan zamki ve

tween 20
Bacillus  subtilis, | PEG, gliserol, | 25 °C’de 6 ay Bu ¢alismada
EGE-B-36.5 ksantan zamki ve
tween 20

Meena ve arkadaslar1 Bacillus subtilis, Bbv 57 susunu kullanarak farkli katki
maddelerinin raf Omrii tizerindeki etkisini belirlemislerdir. Bacillus subtilis, Bbv 57
susu i¢in en uzun raf omri gliserol (10 mM)’nin kullanildig: sivi formiilasyon
olarak belirlenmistir (Meena et al., 2015). Calismamizda Meena ve arkadaslarinin
calismasina paralel olarak B. subtilis EGE-B-36.5 susu i¢in maliyet agisindan da
avantajli olmas1 nedeniyle hiicre koruyucu olarak %2 gliseroliin kullanilmasi

Onerilmektedir.

Gopi ve arkadaslart Bacillus megaterium susu ile %2 gliserol, %2 PVP, 15mM
trehaloz, %1 gliserol ve %1 PVP, %2 gliserol, %1 trehaloz, %1 yeast ekstrakt, %1
PVP ve %1 prolin katki maddelerini ve kombinasyonlarini belirtilen miktarlarda

kullanarak sivi formiilasyon olusturmuslar ve 18 ay boyunca takip etmislerdir. On
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sekiz ayin sonunda toplam canli sayisindaki en az diisiis 15mM trehaloz ile yapilan
s1v1 formiilasyonda bulunmustur (Gopi et al., 2019). Gopi ve arkadaslar1 farkli bir
denemede Bacillus sporothermodurans susu ile %2 gliserol, %2 PVP, 15mM
trehaloz, %1 gliserol ve %1 PVP, %2 gliserol, %1 trehaloz, %1 yeaast ekstrakt, %1
PVP ve %] prolin katki maddelerini ve kombinasyonlarin1 belirtilen miktarlarda
kullanarak sivi formiilasyon olusturmuslar ve 18 ay boyunca takip etmislerdir. On
sekiz ayin sonunda toplam canli hiicre sayisindaki en az diisiisiin 15mM trehaloz
ile yapilan sivi formiilasyonda oldugunu bildirmislerdir (Gopi et al., 2019).
Trehaloz, hiicrenin kurumaya, ozmotik basinca ve sicaklik stresine karsi toleransini
artirabilen bir disakkarittir. Trehalozun koruyucu etkisi, strese karsi koruma

saglayan metabolitlerin indiiklenmis sentezine baglidir (Gopi et al., 2019).

Trehaloz birim maliyeti yiiksek bir hiicre koruyucu gesitidir. Ar-ge ¢alismalarinin
endiistriyel iiretime uyarlanmasi asamasinda dikkat edilmesi gereken konularin
basinda maliyet analizi gelmektedir. Trehalozun birim maliyetinin ¢ok yiiksek

olmasi nedeniyle ¢aligmamizda hiicre koruyucu olarak trehaloz ile ¢aligiimamistir.

Gopal ve Baby Azospirillum susu ile farkli hiicre koruyucularin kullanildigi sivi
formiilasyonlar gelistirmislerdir. En yiiksek Azospirillum popiilasyonunun 270
giiniin sonunda trehaloz (15 mM) ve PVP (%2,5) kullanildig1 s1vi formiilasyonda
ortaya ¢iktigini belirtmislerdir (Gopal and Baby, 2017). B. subtilis EGE-B-36.5
susu ile hazirlanan %2 PVP, %2 gliserol, % 0,3 ksantan zamki ve % 0,5 tween 20
iceren 10 numarali s1v1 formiilasyonda +4 °C’de baslangictaki hiicre say1s1 9,9x108
kob/ml iken altinc1 ayin sonunda toplam canli hiicre sayisi 1,9x108 kob/ml olmustur.
Fakat 25 °C’de 10 numarali sivi formiilasyonda altinci ayin sonunda B. subtilis
susunun toplam canli hiicre sayis1 1x107 kob/ml’ye diismiistiir. Sicaklik degerinin
artmasi B. subtilis susunun toplam canli hiicre sayisi azalttig1 igin %2 oraninda PVP

ve gliserol B. subtilis susu i¢in uygun hiicre koruyucu kombinasyonu degildir.

Rouissi doktora tezinde Sinorhizobium meliloti susu ile farkli formiilasyonlar
iizerinde ¢alismalar yapmistir. Sivi formiilasyonlar1 olustururken katki maddeleri
olarak siikroz, PVP, PEG, sodyum aljinat ve bu maddelerin kombinasyonlarini
kullanmistir. Formiilasyonlarda sorbitol %1, 2, 5 w/v; siikroz %2, 3, 10 w/v;

sodyum aljinat %0,2, 0,3, 0,5 w/v; polyvinyl pyrrolidine (PVP) %1, 2, 5 w/v ve
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PEG %l, 2, 5 w/v miktarlarinda ilave edilmistir. Sonu¢ olarak Sinorhizobium
meliloti susu i¢in en iyi hiicre koruyucu siikroz olarak tespit edilmistir. Siikrozu
takiben sodium alginat, sorbitol, PEG ve PVP gelmektedir. Sinorhizobium meliloti
susu i¢in en Iyi siikkroz konsantrasyonunun %210 w/v oldugu belirtilmistir (Rouissi,
2012).

Kumaresan ve Reethave Azospirillum brasilense susunda sivi formiilasyon
olusturmak i¢in %2 PVP, 10 mM gliserol, %0,3 arap zamki, 10 mM trehaloz, %1
PEG ve %0,5 PVA olmak tizere bes farkli katki maddesini belirtilen miktarlarda
kullanmiglardir. Trehaloz (10 mM) kullanildig1 siv1 formiilasyonda toplam canli
hiicre sayis1 0. Ayda 9,33x10° kob/ml iken 360 giiniin sonunda toplam canli hiicre
sayist  8,67x107 kob/ml’ye diismiistir. PVA (%0,5)’nin kullamldig1 sivi
formiilasyonda 360 giiniin sonunda toplam canl1 hiicre sayisindaki en biiytlik diisiis
gbzlemlenmistir (8,00x10* kob/ml). PEG (%]1) ile olusturulan sivi formiilasyonda
360 giiniin sonunda 6,33x10° kob/ml’ye kadar diisiis gerceklesmistir. Azospirillum
brasilense susu ile hazirlanan sivi formiilasyonlarda en iyi hiicre koruyucunun

trehaloz (10 mM) oldugu belirtilmistir (Kumaresan and Reetha, 2011).

Literatiirde ¢ok sayida Bacillus suslart kullanilarak hazirlanan sivi formiilasyon
calismalar1 bulunmaktadir. B. subtilis EGE-B-36.5 susu ile hazirlanan sivi
formiilasyonda en iyi hiicre koruyucularin PEG ve gliserol oldugu bulunmustur.
Fakat yapilan ¢aligmalarda sivi formiilasyon olusturmak i¢in kullanilan katki
maddeleri ve miktarlari farklilik gdstermektedir. Ozellikle hiicre koruyucu olarak
trehalozun kullanildig1 caligmalarda kullanilan suslarin raf dmriiniin yiiksek ¢iktigi
belirtilmistir. Fakat trehaloz hiicre koruyuculari arasinda birim maliyeti en yiiksek
olan hiicre koruyucudur. Bu nedenle trehaloz kullanilarak hazirlanan sivi
formiilasyonlarin ar-ge c¢alismalarindan biliyiik Olcege adaptasyonunda yiiksek

maliyet nedeniyle uygulabilir olamayacag diisiiniilmektedir.
4.2.3 Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susunun asidik pH’larda s1vi formiilasyonu

Calismada Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu ile asidik sivi formiilasyonlar
olusturularak raf émiirleri takip edilmistir. Oncelikle B. subtilis susu ile asidik siv1

formiilasyon olusturmak i¢in kullanilacak olan asidin se¢ilmesi amaciyla laktik asit
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(U.S. Patent N0.2012015454, 2012), propiyonik asit (U.S. Patent N0.2012015454,
2012), sitrik asit (U.S. Patent N0.2012015454, 2012), borik asit (TR Patent No.
201613931, 2017) ve asetik asit (U.S. Patent No. 20110200572, 2011) kullanilarak
formiilasyon 6n denemesi yapilmistir. B. subtilis susu 3.1.2.1°de igerigi belirtilen 3
nolu kiiltiir ortaminda inkiibasyonunu tamamladiktan hemen sonra kiiltiir sivisinin
pH’lar1 laktik asit, propiyonik asit, sitrik asit ve asetik asit ile pH 3,0 pH 4,0 ve pH
5,0’e ayarlanmistir. Ek olarak borik asit kullanilarak B. subtilis susu i¢eren kiiltiir
ortaminin pH’1 sadece pH 5,0’e ayarlanmistir. Ciinkli borik asitin zayif asit
grubunda yer almasi nedeniyle kiiltiir ortaminin pH’1n1 pH 3,0 ve pH 4,0 gibi asidik
degerlere ¢ekmek icin fazla miktarlarda kullanilmas1 gerektigi goériilmistiir. Bu
nedenle borik asidin fazla miktarda kullanilmasimin maliyet agisindan uygun
olmadigina karar verilmistir.

Tablo 4.5 ve 4.6°da belirtildigi tizere farkli asitlerle hazirlanmig formiilasyonlarda
i ay boyunca B. subtilis susunun toplam canli hiicre sayis1 ve formiilasyonlarin
pH’1 aylik olarak takip edilmistir. Formiilasyon 6n denemesinden sonra B. subtilis
susunun toplam canli hiicre sayisindaki degisime gore asidik sivi formiilasyon

olusturmak i¢in uygun olan asidin tespiti yapilmistir.

Tablo 4.5’te belirtildigi tizere laktik asit kullanilarak kiiltiir ortaminin pH 3,0’e
ayarlanmas1 sonucunda iigiincii aymn sonundaki toplam canli hiicre sayis1 3,22x108
kob/ml olmustur. Baslangictaki toplam canli hiicre sayis1 (3,27x10® kob/ml) ile
ticlincii ayin sonundaki toplam canli hiicre sayis1 arasindaki farkin ¢ok az oldugu
goriilmektedir. Fakat asidik s1vi formiilasyon olusturmak i¢in laktik asidin uygun
olmadigina karar verilmistir. Cilinkii diger asitler kullanilarak olusturulan asidik
formiilasyonlarda herhangi bir fungus {iremesi gozlemlenmezken laktik asidin
kullanildigi  sivi  formiilasyonlarda birinci aym sonunda fungus iiremesi
gozlemlenmistir. Bu nedenle koruyucu olarak potasyum sorbat kullanilmasi
gerektigine karar verilmistir. Ilave olarak eklenecek olan potasyum sorbadin bir
maliyeti olmasi nedeniyle asidik sivi formiilasyon olusturmak ig¢in laktik asit
kullanilmamustir. Sitrik asit kullanilarak kiiltiir ortaminin pH 3,0’e ayarlanmasi
sonucu ligiincili aym sonunda diger asitlere gore en yiiksek toplam canli hiicre sayisi
elde edilmistir (4,10 X102 kob/ml). Fakat sitrik asit kullanilarak kiiltiir ortaminin pH
4,0’e ayarlanmasi sonucunda iiglincli aydaki toplam canli hiicre sayisinda diisiis

meydana gelmistir. Bu nedenle sitrik asit kullanilarak kiiltiir ortaminin pH 4,0’e
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ayarlanmasinin B. subtilis susu i¢in uygun pH degeri olmadigina karar verilmistir.
Propiyonik asit kullanilarak kiiltiir ortaminin pH 3,0’e ayarlanmasi sonucu ti¢lincti
ayin sonunda diger asitlere gore en diisiik toplam canli hiicre sayist elde edilmistir
(1,39 x108 kob/ml). Bu nedenle B. subtilis susu ile asidik sivi formiilasyon

hazirlamak i¢in propiyonik asidin uygun olmadigina karar verilmistir.

Tablo 4.6’da belirtildigi tizere laktik asit, sitrik asit, propiyonik asit ve borik asit
kullanilarak pH 3,0’e ayarlanan B. subtilis kiiltiir ortaminin pH degeri Gi¢lincii ayin
sonunda degismezken, laktik asit ve sitrik asit kullanilarak pH 4,0’e ayarlanan B.
subtilis kiiltiir ortaminin pH degeri ti¢iincii aymn sonunda 0. aydaki pH degerine
gore artmis ve kiiltiir ortamlarinin degeri notr pH degerine yaklasmistir. Asetik
asit kullanilarak pH 5,0’¢ ayarlanan B. subtilis kiiltiir ortaminin pH degeri 0. ayda
pH 5,06’ya ayarlanmasina ragmen bir ay sonra kiiltiir ortaminin pH degeri bazik
pH degeri olan pH 8,16’ya ¢ikmistir. Ikinci ayin sonunda kiiltiir ortamimin pH
degeri tekrar pH 5,06’ya diismiis ti¢iincli ayin sonunda ise bazik pH degerine (pH
7,46) ¢ikmustir. Tablo 4.5’te belirtildigi tizere asetik asidin birinci aydaki toplam
canl1 hiicre sayis1 3,08x108 kob/ml iken iiciincii ayin sonundaki toplam canli hiicre
sayisinin 1,55x108 kob/ml oldugu goriilmektedir. Asetik asit ile pH 5,0’e
ayarlanan kiiltiir otaminin pH degisimi ve B. subtilis susunun toplam canli hiicre
sayisinin birbirleri ile olan iliskisi degerlendirildiginde kiiltiir ortaminin pH degeri
bazik pH degerlere ¢iktiginda B. subtilis susunun canlilik degeri azalmaktadir. pH
5,0’e ayarlanan asidik s1vi formiilasyonlarin i¢erisindeki B. subtilis susunun
cogaldigr ve bu nedenle kiiltiir ortaminin pH degerinin degistigi sonucuna
varilmigtir. Ayn1 zamanda B. subtilis susunun hiicre sayisinin ikinci ayin sonunda
birinci aya gore artmig olmasi B. subtilis susunun ¢ogaldigin1 géstermektedir. Bu
nedenle bir ay sonra kiiltiir ortamindaki besin yetersizligi, ...vb. gibi nedenlerden

dolay1 hiicre 6liimleri meydana gelmistir.
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Tablo 4.5 Farkli asitler ile hazirlanan asidik sivi formiilasyonlarin aylik toplam canli hiicre sayis1 degisimleri(kob/ml)

Asidik stv1 formiilasyonlarin aylik toplam canli hiicre sayis1 degisimleri (x108 kob/ml)

0 3,27+0,030 2,83+0,430 3,91+0,089 3,2+1,100 3,82+0,325 | 2,30+0,355 3,05+0,405 3,40+0,095 1,48+0,220 4,05+0,045 2,48+0,066
1 2,30+0,931 1,21+0,210 1,30+0,126 1,74+0,172 | 1,67+0,780 | 1,86+0,886 1,54+0,301 2,563+1,423 1,40+0,254 3,08+0,407 1,74+0,234
2 2,08+0,542 1,58+0,601 2,19+0,597 1,86+0,528 | 2,22+0,050 | 2,96+0,467 1,57+0,053 3,16+0,049 1,77+0,742 3,40+0,885 3,36+1,209
3 3,22+1,986 1,39+0,141 4,10+1,257 1,98+0,590 | 2,454+0,316 | 1,83+0,518 1,58+1,14 2,15+1,116 1,63+0,395 1,55+0,410 2,02+0,770

*L.A.: Laktik Asit, *P.A.: Propiyonik Asit, *S.A.: Sitrik Asit, *B.A.: Borik Asit, *A.A.: Asetik Asit
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Tablo 4.6 Farkli asitler ile hazirlanan asidik sivi formiilasyonlarin aylik pH degisimleri

Asidik sivi formiilasyonlarm aylik pH degisimleri

2,97+0,045 3,00+0,045 3,03+0,068 3,06+0,050 | 4,06+0,052 3,96+0,036 4,04+0,056 4,00+0,011 | 4,74+0,250 5,06+0,105 8,61+0,053

1

2,87+0,032 2,96+0,049 2,93+0,051 2,91+0,043 | 4,05+0,112 3,89+0,020 4,10+0,161 3,90+0,017 | 4,67+0,276 8,16+0,195 6,92+0,035
2

3,59+0,040 3,00+0,045 3,03+0,068 3,06+0,050 | 4,60+0,110 3,96+0,036 4,04+0,056 4,00+0,011 | 4,74+0,250 5,06+0,105 7,50+0,063
3

3,05+0,010 2,97+0,030 3,05+0,005 2,96+0,040 | 6,43+0,141 3,95+0,017 6,49+0,295 3,96+0,021 | 4,74+0,290 7,46+0,338 7,51+0,181

*L.A.; Laktik Asit, *P.A.: Propiyonik Asit, *S.A.: Sitrik Asit, *B.A.: Borik Asit, *A.A.: Asetik Asit
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Tablo 4.7°de belirtildigi tizere bes farkli asit kullanilarak olusturulan formiilasyon
on denemelerinde iiglincii ay toplam canli hiicre sayilar1 SPSS paket programinda
varyans analizi (ANOVA) ile istatistiksel olarak test edilmistir. Sitrik asit
kullanilarak pH 3,0’e ayarlanan formiilasyondaki toplam canli hiicre sayisindaki
degisim istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <0.05). Bu programin verdigi
sonuglara gore istatistiksel olarak toplam canli hiicre sayisindaki ikinci anlamli
degisimin (p <0.05) asetik asit ile pH 5,0’e ayarlanan kiiltiir ortaminda oldugu

gorilmistir.

Ticari olarak biiylik 6lcekte yapilacak olan formiilasyonlarda sitrik asitin birim
maliyeti asetik asite gore ¢ok daha fazladir. Bu nedenle asetik asitin uygun maliyetli
bir asit olmasi nedeniyle B. subtilis susu ile asidik formiilasyon olusturmak i¢in

caligmanin devamina asetik asit ile devam edilmistir.

Tablo 4.7 Farkli asitler ile hazirlanan formiilasyonlarin ii¢iincii aylarindaki toplam canli

sayilarinin (kob/ml) karsilastiriimasi

Ugiincii ay sonunda toplam canl1 hiicre sayis1 (x108 kob/ml)

pH 3,0 pH 4,0 pH 5,0

Asitler

Sitrik Asit

4,10+ 1,25*

1,58 +1,15¢

Propiyonik Asit

1,39 +£0,14

1,83 £0,51 b

Borik Asit - - 1,63 + 0,4 bed
Laktik Asit 22 + 1,98 ¢ 2,45+ 0,32 3

Asetik Asit 1,86 £ 0,53 b 3,160,152 3,40+ 0,88
Kontrol 2,02 £ 0,77 2bcd

* Ayni harflerin takip ettigi bir siitundaki rakamlar 6nemli 6l¢tide farklilik gostermez (p >0,05).
-1 Asidik s1v1 formiilasyon hazirlanmamustir.
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Toplam canl Hiic. (x108 kob/ml)
2,50E+09

2,00E+09
1,50E+09
1,00E+09

5,00E+08

0,00E+00 I . .

pH3 pH 4 pH5

B Sitrik Asit Propiyonik Asit Laktik Asit Asetik Asit B Borik Asit

Sekil 4.6 Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susunun ¢esitli organik asitler ile formiilasyon én deneme

sonuglarinin siitun grafigi

Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu 3.1.2.1°de igerigi belirtilen 3 nolu kiltiir
ortaminda inkiibasyonunu tamamladiktan hemen sonra kiiltiir sivisinin pH’lari
formiilasyon 6n denemesi sonucunda karar verilen asetik asit ile pH 3,0, pH 4,0 ve
pH 5,0’¢ ayarlanmigtir. Tablo 4.8 ve 4.9°da belirtildigi iizere on iki ay boyunca B.
subtilis susunun toplam canli hiicre sayis1 ve kiiltiir ortamlarinin pH’1 aylik olarak

belirlenmistir.

Tablo 4.8°de belirtildigi gibi asetik asit kullanilarak kiiltiir ortaminin pH’1min pH
4,0’e ayarlanmasi sonucunda B. subtilis susunun on iki ayin sonundaki toplam canli
hiicre say1s1 1,39x108 kob/ml olarak bulunurken; kiiltiir ortaminin pH’1inin pH 3,0’e
ayarlanmasi sonucunda B. subtilis susunun on iki ayin sonundaki toplam canli hiicre
say1s1 0,64x108 kob/ml; kiiltiir ortaminin pH’1inin pH 5,0’e ayarlanmasi sonucunda
B. subtilis susunun on iki ayin sonundaki toplam canli hiicre sayis1 0,20x108 kob/ml
olarak bulunmustur. B. subtilis susu ile olusturulan asidik sivi formiilasyonda pH

5,0’in uygun bir pH degeri olmadig1 sonucuna varilmstir.
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hiicre sayisi degisimleri (kob/ml)

Asetik asitle hazirlanmis formiilasyonlarin aylik toplam canli hiicre sayisi
degisimleri (x10® kob/ml)

Ay pH 3,0 pH 4,0 pH 5,0 Kontrol
0 3,2+1,100 *2 3,40+0,095 # 4,05+0,045 ® 2,48+0,066 ®
1 1,74+0,172 % 2,53+1,423 3,08+0,407 1,7440,234 %
2 1,86+0,528 ¢ 3,160,049 ¢ 3,40+0,885 3,36+1,209 ®
3 1,98+0,590 @ 2,15+1,166 ¢ 1,55+0,410 ¢ 2,02+0,7702
4 1,57+0,329 ¢ 2,45+0,517 ¢ 1,91+0,245 2 1,97+0,682 ¢
5 1,76+0,102 b 2,19+0,170 ¢ 1,89+0,115 ¢ 1,85+0,146 3¢
6 1,54+0,060 bcd 2,14+0,160 2 1,77+0,204 ¢ 1,84+0,446 3¢
7 1,45+0,167bcde 2,120,104 ¢ 1,51+0,264 b© 1,87+0,111 ¢
8 1,01+0,115¢df 1,80+0,182%¢ 1,12+0,097 « 1,62+0,226 ¢
9 0,92+0,196 %f 1,71+0,214 ¢ 0,79+0,130 « 1,38+0,171 ¢
10 0,83+0,166 ° 1,5140,135 b° 0,50+0,166 % 0,88+0,208
11 0,82+0,242 °f 1,36+0,080 © 0,30+0,248 © 0,51+0,140 ¢
12 0,64+0,127 1,39+0,074 ¢ 0,20+0,091 © 0,47+0,147¢

* Ayni harflerin takip ettigi bir siitundaki rakamlar 6nemli dlgiide farklilik gostermez (p >0,05).

B. subtilis susunun kiiltiir ortaminda asetik asit kullanilarak pH degimi ile elde
edilen siv1 formiilasyonlarin 12. aydaki toplam canli hiicre verileri SPSS paket
programinda varyans analizi (ANOVA, Tukey post hoc) ile istatistiksel olarak
birbiri aralarinda test edilmistir. Sonug olarak on ikinci ayin sonunda B. subtilis
susunda asetik asit ile pH 4,0’e ayarlanan siv1 formiilasyonda toplam canli hiicre
sayisindaki degisimin Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bir farka

sahip oldugu belirlenmistir.
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degisimleri
Asetik asitle hazirlanmis formiilasyonlarin aylik pH degisimleri
Ay pH 3,0 pH 4,0 pH 5,0 Kontrol
0 3,060,050 4,00+0,011 5,06+0,105 8,61+0,053
1 2,91+0,043 3,90+0,017 8,16+0,195 6,92+0,035
2 3,06+0,050 4,00+0,011 5,06+0,105 7,50+0,063
3 2,96+0,040 3,96+0,021 7,46+0,338 7,51+0,181
4 3,02+0,020 4,06+0,026 7,63+0,263 7,49+0,066
5 3,02+0,011 4,02+0,010 7,62+0,231 7,50+0,064
6 3,03+0,021 3,99+0,010 7,65+0,254 7,53+0,026
7 3,04+0,015 4,00+0,011 7,72+0,162 7,55+0,030
8 3,09+0,015 3,98+0,015 7,82+0,182 7,59+0,043
9 3,10+0,010 3,98+0,021 7,84+0,154 7,71+0,078
10 3,13+0,025 4,00+0,020 7,78+0,381 7,79+0,147
11 3,15+0,030 3,99+0,025 7,84+0,419 7,85+0,133
12 3,15+0,038 3,97+0,030 7,88+0,389 7,93+0,283

Reuter US 2011/0100094 A1l patentinde asetik asit yardimi ile kiiltiir sivisinin
pH’inin disiiriilmesi sonucunda Bacillus sporlarinin bilyiimesinin engellendigini
bulmuslardir. Ayn1 zamanda kiiltiir ortamu diisiik bir pH degerine sabitlendigi i¢in

istenmeyen mikroorganizmalarin iiremesinin de Oniine gecildigi gézlemlenmistir

(U.S. Patent No. 20110200572, 2011).

Tablo 4.9’da belirtildigi iizere asetik asit ile pH 4’e ve pH 3’e ayarlanan kiiltiir
ortamlarinda pH degisikligi stabil kalmistir. Fakat pH’1 3’e ayarlanan kiiltiir ortam1

igerisinde B. subtilis susunun toplam canli hiicre sayisinda diislis meydana
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gelmistir. B. subtilis susu i¢in asidik bir pH degeri olan pH 3’iin s1v1 formiilasyon
hazirlamak i¢in uygun bir pH degeri olmadigina karar verilmistir. Tablo 4.9°da
bulunan sonuglara gore pH 5’e ayarlanan kiiltiir ortami igerisinde Bacillus subtilis
EGE-B-36.5 susunun biiyiime gosterdigi gozlemlenmistir. Bu nedenle kiiltiir
ortaminin pH degerinde stirekli artis meydana gelmistir. Bacillus subtilis EGE-B-
36.5 susunun toplam canli hiicre sayisinin artmasi ile bir siire sonra ortamdaki besin
yetersizliginden dolay1 Oliimler gergeklesmistir. Kontroliin on iki ay sonunda
toplam canli hiicre sayis1 0,47x108 kob/ml iken asetik asit kullanilanarak kiiltiir
ortaminin pH’min pH 5’e ayarlanmasi ile olusturulan sivi formiilasyonun on iki

ayin sonunda toplam canl1 hiicre sayis1 0,20x108 kob/ml olrak bulunmustur.

Vehapi ve Oz¢imen yapmis olduklar ¢alismada B. subtilis susunun biiyiimesi igin
Luria-Bertani Broth (LB) ortaminin pH degerini pH 3, pH 5 ve pH 7’ye
ayarlamiglardir. B. subtilis susunun biiyiimesi i¢in gerekli diger kosullar
saglandiktan sonra B. subtilis susunun spesifik biiyiime hizinin pH 7’e ayarlanan
kiiltiir ortaminda pH 3’e ayarlanan kiiltiir ortamina gore yedi kat daha fazla oldugu
pH 5’e ayarlanan kiiltlir ortamina ise hemen hemen esit oldugunu bulmuslardir
(Vehapi and Ozgimen, 2020). Formiilasyonlarn temel gérevi kullanilacak olan
susun toplam canli hiicre sayisini sabit tutmaktir. Eger kullanilan formiilasyon
iceri@i susun biiylimesine olanak sagliyorsa bir siire sonra ortamdaki besin
yetersizligi, vb. gibi nedenlerden dolay1 susun 6liimiine de neden olacaktir. Bu
nedenle Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu ile asidik formiilasyon olusturmak igin

kiiltiir ortaminin pH’5 ayarlanmasi uygun degildir.

4.3 Pseudomonas chlororaphis 39-d Susu ile Sivi Formiilasyonlarin

Hazirlanmasi

4.3.1 Pseudomonas chlororaphis 39-d susunun iiretim ortamina c¢esitli hiicre

koruyucularin eklenmesi

Calismamizda sivi PGPR formiilasyonlari olusturmak amaciyla en ¢ok kullanilan
hiicre koruyucular1 arasindan PVP, PEG ve gliserol literatiir taramas1 sonucunda
secilmistir (Lobo et al., 2019). Segilen faktorlerin raf 6mrii {izerine etkisinin

belirlenmesi amaciyla optimum degerlerinin belirlenmesi icin RSM uygulanmustir.
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Design-Expert 7.0.0 programi kullanilarak belirlenen ti¢ faktor ile segilen
araliklarda calisabilmek i¢in “face center” opsiyonu secilerek merkezde 6 tekrari

iceren merkezi kompozit tasarimi islemi yapilmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.7°de tasarimdaki farkli deney setlerine (runs) ait her bir yanit belirtilmistir.
PVP faktor 1; PEG faktor 2 ve gliserol faktor 3 olarak belirtilmistir. Bu asamadan
sonra RSM’de elde edilen deneme deseni ile deneyler 20 farkli kombinasyonda
tiretim ortaminda gerceklestirilmistir. Bu iiretim ortamlari, en yiliksek biyokiitle
miktarinin elde edildigi King’s B broth ortamina hiicre koruyucularin sekil 4.7’de
belirtilen farkli deney setlerindeki miktarlari eklenerek hazirlanmistir.
Pseudomonas chlororaphis 39-d susu hazirlanan King’s B broth ortamlarina

inokiile edildikten sonra uygun kosullarda inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyondan hemen sonra hiicre koruyucularini igeren her bir iiretim ortam1 (her
biri farkl1 bir formiilasyon olarak kabul edilmektedir) icin dokme plaka yontemi ile
belirlenen toplam canli hiicre sayilariin (kob/ml) logaritmasi deney tasariminda
yanit 1 olarak belirtilmistir. Dokuz ay siireyle aylik toplam canli hiicre sayilari
takip edilen sivi formiilasyonlarin dokuzuncu aydaki toplam canli hiicre sayilarinin

(kob/ml) logaritmasi ise Yanit 2 olarak belirtilmistir.
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Factor 1 Factor 2 Factor 3 Response 1 |Response 2
Run Block APVP B:PEG C:Glycerol |Can. Huc. SayJCanli Hicre 9.4
o/ml o/mi g/mi CFUML  |CFU/mi

1 Block 1 1.00 1.00 2.50 961278 8
2 Block 1 0.41 1.59 3.99 9.59106 6
3 Block 1 1.00 1.00 2.50 956229 8
4 Block 1 1.00 1.00 2.50 9.76343 8
5 Block 1 1.59 1.59 3.99 9.5966 7
6 Block 1 1.59 0.41 1.01 9.20412 5
7 Block 1 1.59 0.41 3.99 9.49136 5
8 Block 1 0.41 1.59 1.01 963347 3
S Block 1 1.00 1.00 2.50 5.04138 8
10 Block 1 0.41 0.41 3.99 9.43933 3
1" Block 1 2.00 1.00 2.50 §.32222 7
12 Block 1 1.00 0.00 2.50 9.11059 &
13 Block 1 1.00 2.00 2.50 7.34242 7
14 Block 1 1.00 1.00 2.50 5.07918 8
15 Block 1 1.00 1.00 5.00 5.01703 6
16 Block 1 0.41 0.41 1.01 9.13672 3
17 Block 1 0.00 1.00 2.50 9.49136 6
18 Block 1 1.00 1.00 2.50 9.49136 8
19 Block 1 1.9 1.9 1.01 9.36173 5
20 Block 1 1.00 1.00 0.00 9.04139 2

Sekil 4.7 Pseudomonas chlororaphis 39-d susu ile gergeklestirilen RSM deneme desenine ait deney

tasarimi1 ve elde edilen yanitlarin logaritmik degerleri

Ug faktor ile yapilan ANOVA sonuglari ise Sekil 4.8”de belirtilmistir. RSM deneme
deseni sonucunda elde edilen ve yanit 1’1 ilgili bagimsiz degiskenlerle
iliskilendirilen model, istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir. Sekil 4.8’de
goriilen modelde F degeri (0,78), denemeye ait modelin anlamli olmadigini
gostermektedir. Ayrica 5,61 olan uyum eksigi F degeri, bu uyumsuzlugun,
tekrarlanan deneylerde goriilen hata payr olan saf hataya gore biiyiikk oldugunu,
diger bir degisle bu uyumsuzlugun anlamli oldugunu gostermektedir. ANOVA testi
sonuclarina gore toplam canli hiicre sayis1 tizerinde PVP, PEG ve gliseroliin
etkisinin Pseudomonas chlororaphis 39-d susu susunun inkiibasyonundan hemen

sonra belirlen toplam canli hiicre sayis1 lizerinde etkili olmadig1 goriilmiistiir.
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ANOVA for Response Surface Quadratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Ill]

Source
[Model
A-PVP
B-PEG
C-Glycerol
AB

Residual
Lack of Fit
Pure Error
Cor Total

Sum of
Squares
2.03

0.014

0.31

0.040
0.019
8.574E-003
0.020

0.19

1.31
4.782E-003
291

247

0.44

494

Mean
Square
0.23

0.014

0.31

0.040
0.019
8.574E-003
0.020

0.19

1.31
4.782E-003
0.29

0.49

0.088

Value
0.78
0.047
1.07
0.14
0.064
0.029
0.068
0.66
452
0.016

5.61

p-value
Prob>F
0.6427
0.8331
0.3252
0.7177
0.8055
0.8671
0.7998
0.4360
0.0594
0.9005

0.0407

The "Model F-value” of 0.78 implies the model is not significant relative to the noise. Thereis a

164.27 % chance that a "Model F-value” this large could occur due to noise.

not significant

significant

Sekil 4.8 Kullanilan hiicre koruyucu miktarlarinin Pseudomonas chlororaphis 39-d susunun

biyokiitle tiretimindeki canlt hiicre sayilari tizerine etkisine ait ANOVA degerleri.

Sekil 4.9°da belirtilen RSM deneme deseni sonucunda elde edilen ve yanit 2’yi ilgili

bagimsiz degiskenlerle

iligkilendirilen model,

istatistiksel

olarak anlaml

bulunmustur. Sekil 4.9°da goriilen modelde F degeri (33,51), denemeye ait modelin

anlamli oldugunu gostermektedir. Ayrica 108,59 olan uyum eksigi F degeri, bu

uyumsuzlugun, tekrarlanan deneylerde goriilen hata pay1 olan saf hataya gore kiigiik

oldugunu ve bu uyumsuzlugun anlamli olmadigin1 gostermektedir.
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Response 2 Canli Hucre 9.Ay
ANOVA for Response Surface Reduced Quadratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Ill]

Sum of Mean F p-value

Source Squares df Square Value Prob>F
Model 72.82 7 10.40 33.51 < 0.0001 significant
A-PVP 5.52 1 5.52 17.78 0.0012
B-PEG 7.39 1 7.39 23.80 0.0004
C-Glycerol 10.07 1 10.07 3243 < 0.0001
BC 3.13 1 3.13 10.06 0.0080
Al 6.01 1 6.01 19.35 0.0009
&2 14.39 1 14.39 46.34 < 0.0001
c? 33.72 1 33.72 108.59 < 0.0001
Residual 373 12 0.31

Lack of Fit 373 7 0.53

Pure Error 0.000 5 0.000
Cor Total 76.55 19

The Model F-value of 33.51 implies the model is significant. There is only

a 0.01% chance that a "Model F-Value" this large could occur due to noise.

Values of "Prob > F” less than 0.0500 indicate model terms are significant.

Sekil 4.9 Kullanilan hiicre koruyucu miktarlarinin Pseudomonas chlororaphis 39-d susunun

dokuzuncu ayda elde edilen canli hiicre sayilar tizerine etkisine ait ANOVA degerleri.

4.3.2 Pseudomonas chlororaphis 39-d susu ile hiicre koruyucularimn
varhginda  biiyiitiilmesiyle elde edilen biyokiitlenin  sivi

formiilasyonunda bazi1 yardimcr maddelerin etkisinin incelenmesi

Bu ¢alismada Pseudomonas chlororaphis 39-d ile sivi formiilasyonlar olusturmak
icin hiicre koruyucular (PVP, PEG, gliserol), adjuvan (ksantan zamki1) ve yiizey
aktif maddesi (Tween 20) belirli bir sira ile kiiltiir ortamina eklenerek kullanilmistir.
Sivi formiilasyon olusturmak i¢in ilk adim olarak 3.1.2.1°de igerigi belirtilen King’s
B broth ortaminin igerisine sekil 4.7°de verilen RSM deneme desenine gore farkli
deney setlerindeki hiicre koruyucu igerikleri eklenmistir. Kullanilacak olan RSM
deney setlerinin seg¢iminde sivi formiilasyonlarin maksimum /minimum

miktarlarlarda hiicre koruyucu igermesi, s1vi formiilasyonlarda hiicre koruyucularin
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birlikte/ tek basina kullanilmasi ve literatiir bilgisinden yararlanilmistir. Daha sonra
farkli miktarlarda ve kombinasyonlarda hiicre koruyucu igeren bu kiiltiir
ortamlara P. chlororaphis susu inokiile edilmis ve inkiibasyona birakilmistir.
Tablo 4.12 ve 4.13’te belirtilen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ve 11 numaral1 siv1
formiilasyonlar1 olusturmak i¢in kullanilan hiicre koruyucularin miktarlar1 ve
kombinasyonlar1 sekil 4.6’da belirtilen farkli deney setleri (runs)’nden elde

edilmistir.

1 nolu siv1 formiilasyondaki hiicre koruyucular Sekil 4.6’da belirtilen deneme
deseni 8, 2 nolu siv1 formiilasyondaki hiicre koruyucular Sekil 4.6’da belirtilen
deneme deseni 12, 3 nolu sivi1 formiilasyondaki hiicre koruyucular Sekil 4.6’da
belirtilen deneme deseni 17, 4 nolu s1vi formiilasyondaki hiicre koruyucular Sekil
4.6’da belirtilen deneme deseni 20, 7 nolu s1v1 formiilasyondaki hiicre koruyucular
Sekil 4.6’da belirtilen deneme deseni 7, 8 nolu sivi formiilasyondaki hiicre
koruyucular Sekil 4.1°de belirtilen deneme deseni 10’e gore belirlenmistir. 5, 6, 9,
10 ve 11 nolu s1v1 formiilasyonlar igin ise literatiirde en iyi sonuglar1 vermis olan
hiicre koruyucular ve miktarlar1 kullanilmistir (Biradar and Santhosh, 2018;
Selvaraj et al., 2014; Dayamani and Brahmaprakash, 2014).

P. chlororaphis susunun farkli miktarlarda ve kombinasyonlarda hiicre koruyucu
iceren King’s B broth ortamlarinda 3.2.2.2°de anlatildig1 sekilde inkiibasyonu
tamamlandiktan sonra dokme plaka yontemi ile toplam canli hiicre sayilar1 (kob/ml)
belirlenmistir. Bu degerler Tablo 4.10 ve 4.11°te 0. ay olarak belirtilmistir. Dokme
plaka isleminden hemen sonra P. chlororaphis susunun sivi formiilasyonlarini
olusturmak i¢in son adim olan steril edilmis adjuvan ve yiizey aktif maddesi farkli
miktarlarda ve kombinasyonlarda (Tablo 4.10 ve 4.11) hiicre koruyucu igeren her
bir kiiltiir ortamina eklenmistir. Ksantan zamki ve Tween 20°nin miktarlari

literatlirde en iyi sonuglar1 veren degerler géz oniine alinarak eklenmistir (Biradar

and Santhosh, 2018).

Olusturulan on bir farkli sivi formiilasyon ve kontrol (herhangi bir katki
maddesi icermez) 100 ml’lik steril amber siselere konularak oda sicakliginda
(25°C) ve 4°C'de 151k almayan dolaplarda muhafaza edilmistir. P. chlororaphis

susunun toplam canli hiicre sayilarindaki degisim aylik olarak yapilan dokme plaka
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yontemi ile alti aya kadar takip edilmistir. 25 °C’de muhafaza edilen sivi
formiilasyonlardaki P. chlororaphis susunun toplam canli hiicre sayisindaki
degisim Tablo 4.10’da; 4°C’de muhafaza edilen sivi formiilasyonlardaki P.
chlororaphis susunun toplam canli hiicre sayisindaki degisim Tablo 4.11°de
belirtilmistir.
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Tablo 4.10 Kiiltiir ortamina farkli kombinasyonlarda ilave edilen katki maddeleri ile hazirlanmis Pseudomonas chlororaphis 39-d formiilasyonlarinin +25°C'de

aylik canli hiicre sayimlar1 (kob/ml)

S Sivi formiilasyon igerikleri 0.ay 1. ay 2. ay 3.ay 4.ay 5.ay 6.ay
Nosu (Kiiltiir ortamina ilave edilen katki maddeleri) Canli hiicre sayimlari (kob/ml)
1 90,41 PVP, %1,59 PEG, %1,01 Gliserol, % 0,3 Ksantan zamk, %0,5 | 1,0x10°® | 2.2x108° | 7.3x107® | 1,0x107¢ | 58x10°¢0 | 1.7x106% | 1,3x10°¢
2 OT/oV\lle:\n/ano%z,s Gliserol, % 0,3 Ksantan zamki, %0,5 Tween 20 14x10%% | T.Ax10°% | 2,9x10°% | 4,7x107¢ | 2.7x107 | 7.4x10°% | 3,6x10°¢
3 %1 PEG, %2,50 Gliserol, % 0,3 Ksantan zamki, %0,5 Tween 20 13x10°% | 9.2x10°® | 5,4x10°% | 4,0x10°% | 14x10°¢¢ | 1,2x10°¢ | 1,0x10°¢
4 Y51 PP 1961 PEG, 0.3% Ksantan zamke. 90,5 Tuween 20 12x109% | 4,9x10°%® | 1,8x10°% | 8,4x107¢ | 4,9x10’% | 8,4x10°% | 3,1x10°°
5 %2 PVP, %2 Gliserol, %0,3 Ksantan zamki, % 0,5 Tween 20 7.9x10°¢ | 3,8x10°® | 2,3x10°% | 1,1x10°% | 9,9x107E¢ | 4,2x107% | 1,6x107
6 90,3 Ksantan zamke. % 0.5Tween 20 3,4x10°% | 3,0x10%%® | 1,1x10%° | 2,1x107%° | 1,4x106% | 1,3x10°% | 6,7x10°¢
7 %1,59 PVP, % 0,41 PEG, %3,99 Gliserol, %0,3 Ksantan zamk1, %0,5 | 1,1x10°2 | 3.1x108%® | 2.2x108° | 1,4x10°% | 1,3x10°% | 4.1x107<@ | 9,0x106¢
8 oT/ovge:{] IES/P, %0,41 PEG, %3,99 Gliserol, %0,3 Ksantan zamki, %0,5 | 1,3x10%2 1,0x10°% | 7,0x1082 | 4,7x108°c | 2,1x108¢¢ | 1,9x108¢ 1,6x108¢
9 OT/o\ge((;rlliszeoroI, %0,3 Ksantan zamki, %0,5 Tween 20 12x109% | 2,2x108%® | 5,0x107®° | 32x107% | 3,0x107% | 1,1x107° | 2,7x10°°
10 %1 PEG, %0,3 Ksantan zamki, %0,5 Tween 20 1,7x109% | 1,9x10%%® | 6,7x107%° | 3,3x107%% | 32x107Pd | 2,7x10°%0 | 6,5x10°9
11 %2 PVP, %0,3 Ksantan zamk, %0,5 Tween 20 2,6x10°% | 1,0x10%® | 3,1x107% | 7,8x10°%9 | 32x1069 | 1,4x105% | 3,01x10°°
Kontrol | Kiltiir Ortami 2.3x108% | 12x10°® | 6,1x107™ | 4,3x107¢ | 4,1x107¢ | 2,6x10°9 | 2,0x10°°

* Ayni harflerin takip ettigi bir siitundaki rakamlar 6nemli 6lgiide farklilik gdstermez (p >0,05).
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25°C

kob/ml 010203040506 07 08 @9 @10 @11 @12

4,00E+09
3,50E+09
3,00E+09
2,50E+09
2,00E+09

1,50E+09

1,00E+09

5,00E+08 m

0,00E+00 [I]JLh:l :d] I]:‘JL— _J] I:I.l:ﬂ—.- U WO | . T | IR [ Ry
1 2 3 4 5 6

Ay

Sekil 4.10 Kiiltiir ortamina farkli kombinasyonlarda ilave edilen katki maddeleri ile hazirlanmig P. chlororaphis 39-d formiilasyonlarinin 25 °C'de aylik canli hiicre sayimlart
(kob/ml)
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Tablo 4.11 Kiiltiir ortamina farkli kombinasyonlarda ilave edilen katki maddeleri ile hazirlanmis Pseudomonas chlororaphis 39-d formiilasyonlarinin 4°C'de

aylik canli hiicre sayimlar1 (kob/ml)

S Sivi formiilasyon igerikleri 0.ay 1. ay 2. ay 3.ay 4.ay 5.ay 6.ay
Nosu (Kiiltiir ortamina ilave edilen katki maddeleri) Canli hiicre sayimlari (kob/ml)

1 %0,41 PVP, %1,59 PEG, %1,01 Gliserol, % 0,3 Ksantan zamk1, %0,5 | 1,0x10°%" 4,8x1082 3,8x108ac | 2 5x108ac 1,4x1083c | 4 4x107be 3,0x107¢

2 ;V\lle:\n/Fz’,o%Z,S Gliserol, % 0,3 Ksantan zamki, %0,5 Tween 20 1,0x10%2 7,3x1082 4,9x1082 | 3,0x1082c | 2 6x107bcd | 7 0x108¢<d 2,3x106¢d

3 %1 PEG, %2,50 Gliserol, % 0,3 Ksantan zamki, %0,5 Tween 20 1,4x10°2 6,3x108% | 42x108% | 3,7x108%® | 19x10%%® | 56x107P 4,3x107°

4 %1 PVP, %1 PEG, % 0,3 Ksantan zamki, %0,5 Tween 20 1,2x10°2 1,2x107% | 2,2x108° 1,7x108° 1,5x108° 1,3x10%° 1,1x10%°

5 %2 PVP, %2 Gliserol, % 0,3 Ksantan zamk1, % 0,5 Tween 20 7,9x108% | 4,7x1082 3,5x108°2 3,5x108°2 2,5x108¢2 1,9x1082 1,3x1082

6 %0,3 Ksantan zamki, % 0,5Tween 20 3,4x10°2 6,7x108% 3,7x1082 2,9x108® 1,6x108%c | 2,8x107 "¢ 1,6x108¢

7 %1,59 PVP, % 0,41 PEG, %3,99 Gliserol, %0,3 Ksantan zamk1, %0,5 | 1,2x10°2 3,5x107° 1,6x107 k¢ 2,1x108bcd | 3 gx1(0° cde 1,7x10°% 5,1x10%¢

8 ;;)V(\)’?j{] IES/P, %0,41 PEG, %3,99 Gliserol, %0,3 Ksantan zamki, %0,5 | 1,3x10°2 8,1x1082 3,7x1082 3,2x1082b 2,7x108a 3,1x107°b 2,5x107b

9 ;I/—ovgeg;iszeorol, 90,3 Ksantan zamki, %0,5 Tween 20 1,2x10°2 6,2x1082 4,1x1082 3,6x1082 3,1x1072 1,4x1072 2,8x1082

10 %1 PEG, %0,3 Ksantan zamk1, %0,5 Tween 20 1,7x10°2 1,7x107P 3,4x1000¢ | 2 1x108¢ 7,3x10°¢d | 2,7x105¢ 2,1x10%¢

11 %2 PVP, %0,3 Ksantan zamk1, %0,5 Tween 20 2,6x10°2 1,1x10°° 8,4x108 ¢ 8,0x108b¢ 6,8x1080¢d | 5 4x108¢ 4,7x108¢
Kontrol | Kiiltiir ortami 2,3x108 5,9x108 2,8x10° 2,0x10° 3,5x104 1,9x10* 5,9x10°

* Ayni harflerin takip ettigi bir siitundaki rakamlar 6nemli 6l¢tide farklilik gostermez (p >0,05).
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Sekil 4.11 Kiiltiir ortamia farkli kombinasyonlarda ilave edilen katki maddeleri ile hazirlanmig P. chlororaphis 39-d formiilasyonlarin 4°C'de aylik canli hiicre sayimlari
(kob/ml)
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P. chlororaphis susu kullanilarak hazirlanan her bir sivi formiilasyonun altinci ay
verileri SPSS paket programinda varyans analizi (ANOVA) ile istatistiksel olarak
test edilmistir. Stvi formiilasyonlarin ve kontroliin muhafaza edildigi her iki sicaklik
degerinde (25 °C ve 4 °C) altinct ayin sonunda P. chlororaphis susunun toplam
canli hiicre sayisinda en az degisim gozlenen si1vi formiilasyonlar istatistiki verilere

gore tespit edilmistir.

Sonug olarak; 25 °C’de muhafaza edilen ve % 0,41 PVP, % 0,41 PEG, %3,99
gliserol, %0,3 ksantan zamki ve %0,5 tween 20 icerigine sahip 8 numaral sivi
formiilasyondaki toplam canli hiicre sayisindaki degisimin Kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir farka sahip oldugu belirlenmistir (p<0.05). Hiicre
koruyucu olarak sadece %1 PEG igeren 10 numaral1 s1v1 formiilasyonda (1,7x10°
kob/ml) ve sadece hiicre koruyucu olarak %2 PVP igeren 11 numarali sivi
formiilasyonda (2,6x10°kob/ml) 0. aydaki toplam canli hiicre say1s1 8 numarali sivi
formiilasyondaki 0. aydaki toplam canli hiicre sayis1 (1,3x10° kob/ml) ile
karsilagtirildiginda 10 ve 11 numarali sivi formiilasyonlarin 0. aydaki toplam canlt
hiicre sayisinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Fakat altinci aym sonunda 8
numarali sivi formiilasyonun toplam canli hiicre sayis1 (1,6x108 kob/ml) 10
numaral1 s1v1 formiilasyonun (6,5x10° kob/ml) ve 11 numarali s1v1 formiilasyonun
(3,0x10° kob/ml) toplam canli hiicre sayisindan daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bu nedenle 25 °C’de muhafaza edilen sivi formiilasyonlarda P.
chlororaphis susunun canliligi i¢in tek bir hiicre koruyucunun yeterli olmadigi

sonucuna varilmistir.

8 numaral1 s1v1 formiilasyon igerigine gore daha az cesitlilikte ve miktarda hiicre
koruyucu igeren ve hiicre koruyucu olarak %1 PEG ve %2,50 gliserol kullanilarak
hazirlanan 3 numarali sivi formiilasyonda altinct ayin sonunda toplam canli hiicre
sayis1 1,0x10% kob/ml olarak bulunmustur. 25 °C’de muhafaza edilen P.
chlororaphis susu iceren 3 numarali sivi formiilasyonun biiyiik 6lgekteki tiretim
maliyetlerini en aza indirmek amaciyla daha ekonomik oldugu sonucuna

varilmistir.

Kontroliin 0. aydaki toplam canli hiicre say1s1 2,3x10% kob/ml’dir ve bu deger 11

farkli igerikli sivi formiilasyonun 0. aydaki toplam canli hiicre sayilarn ile
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karsilastirildiginda en diistik toplam canlilik sayis1 olarak degerlendirilmektedir. Bu
nedenle s1vi formiilasyon olusturmak i¢in ilk adim olan inkiibasyondan &nce kiiltiir
ortaminin i¢ine eklenen hiicre koruyucularin P. chlororaphis susunun toplam canli

hiicre sayisi iizerine olan pozitif etkisi net bir sekilde goriilmektedir.

4 °C’de muhafaza edilen ve % 2 PVP, %0,3 ksantan zamki ve %0,5 tween
20 igerigine sahip 11 numarah sivi formiilasyondaki toplam canli hiicre
sayisindaki degisimin Kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir farka sahip
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Altinc1 ayin sonunda hiicre koruyucu olarak %1
PEG igeren 10 numarali s1v1 formiilasyonun toplam canli hiicre sayismin (2,1x10*
kob/ml) diger 10 adet s1v1 formiilasyondaki toplam canli hiicre sayilar1 i¢erisindeki
en diigiik canliliga sahip oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle hiicre koruyucu olarak
%1 oraninda PEG kullanilmasinin P. chlororaphis susunun canliligi iizerinde

pozitif bir etkiye sahip olmadig1 sonucuna varilmstir.

Sicaklik degeri sivi formiilasyonlarin raf omri {izerinde dnemli bir etkiye
sahiptir. Ciinkii bakteri hiicrelerinin biiyiliyebilecegi bir sicaklik degerinde
muhafaza edilen sivi formiilasyonlar igerisindeki hiicreler ¢cogalmakta ve bir siire
sonra bu hiicreler besin yetersizligi, ... vb. gibi nedenlerden dolay:1 6lmektedirler.
Bu nedenle oda sicakliginda veya oda sicakliginin tizerindeki sicaklik degerlerinde
muhafaza edilen sivi formiilasyonlarin uygun formiile edilmis olmasi
gerekmektedir. Bu c¢alismada da goriildiigii tizere sicaklik faktoriiniin susun
canlilig1 lizerinde negatif etkiyi en aza indirmek igin 25 °C’de P. chlororaphis susu
ile s1v1 formiilasyon olusturmak i¢in PVP, PEG ve gliserol bir arada kullanilirken 4

°C’de hiicre koruyucu olarak yalnizca PVP’nin kullanilmas1 gerektigi goriilmiistiir.

Tablo 4.12°de ¢esitli ¢alismalarda farkli Pseudomonas suslari ile sivi formiilasyon
hazirlamak i¢in kullanilan katki maddeleri ve bu s1vi formiilasyonlarin raf dmiirleri

belirtilmistir.
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Tablo 4.12 Cesitli calismalarda Pseudomonas suslar1 ile hazirlanan sivi

formiilasyonlarin saklama kosullar1 ve raf dmrii

Sus Katki maddesi Raf 6mrii Referans
Pseudomonas Hindistan cevizi | Oda sicakliginda | Anith et al., 2016
fluorescens suyu, PVP, | 6 ay (10" kob/mL)
AMB-8 109 gliserol
Pseudomonas Misir unu, hiimik | Oda sicakliginda | He et al., 2015
putida RS-198 asit 6 ay (108 kob/mL)
Pseudomonas Gliserol Belirtilmemis Selvaraj et al,
fluorescens Pfl 2014
Pseudomonas sp. | Trehaloz 10 ay (107 | Manimekalai and
kob/mL) Kannahi, 2018
Pseudomonas sp. | PVP Belirtilmemis Dayamani  and
Brahmaprakash,
2014
Pseudomonas PVP, ksantan | 6 ay (1,76x10% | Biradar, 2018
fluorescens sakizi, Tween 20 | kob/ml
Pseudomonas Gliserol 6 ay (9,50x10’ | Manikandan et
fluorescens kob/mL) al., 2010
Pseudomonas PVP, ksantan | 4 °C’de >6 ay Bu ¢alismada
chlororaphis 39-d | sakizi, Tween 20 | (4,7x108kob/ml)
Pseudomonas PVP, PEG, | 25°C’de 6 ay Bu ¢alismada
chlororaphis 39-d | gliserol, ksantan | (1,6x108 kob/ml)
zamki, Tween 20

Biradar ve arkadaslar1 Pseudomonas fluorescens susu kullanarak farkli sivi
formiilasyonlar ilizerine ¢alismalar yapmislardir. Bu g¢alismada hiicre koruyucu
olarak polivinlipirolidon (%2), adjuvan olarak ksantan sakizi (%0,3), ylizey aktif
maddesi olarak Tween 20 (%0,5) ve koruyucu olarak potasyum sorbat (%0,2)
igeren sivi formiilasyonun 180 giiniin sonunda en yiiksek toplam canli hiicreye
sahip oldugu belirtilmistir (1,76x10%° kob/ml). Pseudomonas fluorescens susu i¢in

en iyi hiicre koruyucunun PVP daha sonra PEG oldugunu ¢aligmalar1 sonucunda
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belirtmislerdir (Biradar, 2018). Calismamizda Biradar ve arkadaslarinin yaptiklar
calisma ile paralel olarak, 4 °C’de Pseudomonas chlororaphis 39-d susu i¢in en iyi

hiicre koruyucunun PVP oldugu sonucuna varilmistir.

Manimekalai ve Kannahi Pseudomonas sp. ile %2 gliserol, %1 PEG 400, %1 PVP
K 30 ve %1 trehaloz kullanilarak sivi formiilasyonlar olusturmuslardir. 290 giiniin
sonunda trehaloz %1 igeren s1vi formiilasyon en yiiksek canli hiicre sayisina sahip
oldugu goriilmiistiir (5x10” kob/ml). Herhangi bir koruyucu kullanilmayan kiiltiir
ortaminda canl1 hiicre sayis1 1,2x10° kob/ml’ye diismiistiir. Trehaloz Pseudomonas
sp. i¢in gliserol, PEG ve PVP den daha etkili bir koruma saglamistir (Manimekalai
and Kannahi, 2018).

Dayamani ve Brahmaprakash Bacillus sp., Azotobacter sp., Pseudomonas sp. ve
Acinetobacter sp. suslar1 kullanarak sivi formiilasyonlar olusturmuslar. Katki
maddesi olarak PVP K-15, PVP K-25, PVP K-30, PVP K-90, PEG 400, PEG 600,
PEG 4000, PEG 6000 ve gliserol (%0,5, %1, %2) kullanmislardir. Bacillus sp. i¢in
%2 PVP K-15; Pseudomonas sp. i¢in %2 PVP K-15; Azotobacter sp. igin %2
gliserol, Acinetobacter sp. %2 PEG 4000 ile olusturulan sivi formiilasyonlarda
toplam canli hiicre sayilarin istatiski olarak anlamli bulmuglardir. Bu ¢alismada
molekiiler agirlik bakimindan farklilik gosteren PVP ve PEG formiilasyonlar: gibi
katki maddelerinin etkisi degerlendirilmistir (Dayamani and Brahmaprakash,
2014).

Manikandan ve arkadaslar1 Pseudomonas fluorescens Pfl susu ile sivi
formiilasyonlar olusturmuslardir. Katki maddesi olarak gliserol (10 mM), trehaloz
(10 mM) ve PVP (2%) kullanmislardir. Gliserol (10 mM) ile hazirlanan sivi
formiilasyonda baslangictaki canl hiicre sayis1 4,55x10° kob/ml iken altinci aymn
sonunda 9,50x107 kob/ml’ye; trehaloz (10 mM) ile hazirlanan siv1 formiilasyonda
baslangigtaki canli hiicre sayist 4,25x10° kob/ml iken altinci aym sonunda
1,00x10° kob/ml’ye diismiistiir. PVP (2%) ile hazirlanan sivi formiilasyonda
baslangigtaki canli hiicre sayis1 4,10x10%° kob/ml iken altinc1 ayin sonunda canli
bakteri hiicresi gozlemlenmemistir. Herhangi bir katki maddesi kullanilmadan
hazirlanan King’s B broth igerisinde ise altinci ayin sonunda canli Pseudomonas

hiicreleri gozlemlenmemistir. Sonug olarak Pseudomonas fluorescens Pf1 susu i¢in
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en iyi hiicre koruyucunun gliserol oldugu belirlenmistir (Manikandan et al., 2010).
Calismamizda Pseudomonas chlororaphis 39-d susu ile %2 gliserol kullanilarak
hazirlanan sivi formiilasyonlarda altinci aym sonunda her iki sicaklik degerinde (25
°C ve 4 °C) toplam canli hiicre sayisinda azalmalar gériilmiistiir. P. chlororaphis
39-d susu icin hiicre koruyucu olarak %2 oraninda gliseroliin tek basina

kullanilmasinin yeterli olmadig1 sonucuna varilmstir.

Literatiirde Pseudomonas suslart kullanilarak hazirlanan birgok sivi formiilasyon
caligsmalar1 bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda sivi formiilasyon olusturmak igin
kullanilan katki maddeleri ve miktarlar1 farklilik gostermektedir. Bu nedenle sivi
formiilasyon hazirlamak icin kullanilacak katki maddeleri, bu katki maddelerinin

miktarlar1 ve kombinasyonlart her sus igin 6zgiin olarak gelistirilmelidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez kapsaminda mikrobiyal giibre i¢in en ¢ok tercih edilen ve PGPR
ozellikleri tasiyan {iilkesel orijinli yerel gen kaynaklarindan izole edilmis yerli
Bacillus subtilis EGE-B-36.5 ve Pseudomonas chlororaphis 39-d suslari i¢in en
uygun s1vi formiilasyonlarin gelistirilmesi, bu formiilasyonlarin optimize edilmesi
bunu takiben uzun raf 6mriine sahip yerli ve milli bir {iriin {iretilmesi iizerine
caligmalar yapilmistir. Calismanin sonucunda PGPR o6zelliklerine sahip yerli
Bacillus subtilis EGE-B-36.5 ve Pseudomonas chlororaphis 39-d suslari i¢in ayri
ayr1 optimize edilen 6zgiin formiilasyon igerikleri ile etkinligi ve raf dmrii yiiksek

0zglin mikrobiyal giibreler elde edilmistir.

Calismada Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu i¢in hazirlanan sivi formiilasyonlarda
4 °C ve 25 °C’de toplam canl1 hiicre sayisinda istatistiki olarak en anlamli fark %2
PEG, %2 gliserol, %0,3 ksantan zamki ve %0,5 Tween 20 igeren 11 numarali sivi
formiilasyon olmustur. Pseudomonas chlororaphis 39-d susu ile hazirlanan sivi
formiilasyonlarda +4 °C’de %2 PVP, %0,3 ksantan zamki ve %0,5 Tween 20’nin
kullanildigr 11 numarali siv1 formiilasyon; 25 °C ise %0,41 PVP, %0,41 PEG,
%3,99 gliserol, %0,3 ksantan zamki1 ve %0,5 Tween 20’nin kullanildig1 8 numarali
stv1 formiilasyonlardaki toplam canli hiicre sayilar1 alti aym sonunda istatistiki

olarak en anlamli bulunmustur (p<0.05).

Literatiirde calismalarinda farkli suslar i¢cin farkli sivi formiilasyon igerikleri
mevcuttur. Bu nedenle her sus i¢in formiilasyon igerikleri optimize edilmelidir. Stv1
formiilasyon hazirlamak icin kullanilacak katki maddeleri, bu katki maddelerinin

miktarlar1 ve kombinasyonlar1 her sus i¢in 6zgiin olacak sekide gelistirilmelidir.

Bu ¢alismada kullanilan polivinil pirolidon (PVP) ve polietilen glikol (PEG)
polimerleri i¢in molekiil agirliklart dikkate alinmamis, bu iki polimer igin
konsantrasyonlar ve kombinasyonlar iizerinde caligmalar yapilmistir. Bacillus
subtilis EGE-B-36.5 ve Pseudomonas chlororaphis 39-d suslar1 ile sivi
formiilasyon olusturulmak igin farkli molekiil agirliklarina sahip PVP ve PEG ile
caligmalarin yapilmasi dnerilmektedir. Adjuvan olarak kullanilan ksantan zamki1 ve

yiizey aktif maddesi olarak kullanilan Tween 20 biitiin formiilasyonlarda aym
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konsantrasyonlarda kullanilmistir. Bu nedenle B. subtilis EGE-B-36.5 ve P.
chlororaphis 39-d suslari ile sivi formiilasyon olusturmak i¢in ksantan zamki ve
Tween 20°nin farkli konsantrasyonlar1 i¢in denemeler yapilmasi dnerilmektedir. B.
subtilis ve P. chlororaphis susu i¢in hiicre koruyucu olarak trehaloz ve arap zamki,
adjuvan olarak karboksimetil seliiloz (CMC) kullanilarak alternatif sivi

formiilasyon ¢aligmalar1 yapilabilir.

Sekil 5.1°de hiicre koruyucu olan PVP, PEG ve gliseroliin miktarlarinin tiretim
maliyetlerini diisirmek i¢in minimize edilip B. subtilis susunun toplam canli hiicre
sayisinin maksimize edilmesi ile ilgili optimizasyon ¢alismasi belirtilmistir. Bunun
sonucunda program s1vi formiilasyon olusturmak i¢in hiicre koruyucu olarak %1,01
PVP, %1,01 PEG ve % 1,01 gliserol degerlerinde kullanilirsa toplam canli hiicre
sayisindaki degisimin en az olacagi sonucunu vermistir. Fakat programin vermis
oldugu optimum degerlerin etkisini gormek i¢in B. subtilis susu ile yeni sivi
formiilasyonlar olusturulup raf dmiirlerinin belirlenmesi gerekmektedir. Raf dmrii
calismalarinda uzun zamanlara ihtiyag oldugu i¢in Sekil 5.1°de belirtilen miktarlar
kullanilarak deneme seti kurulamamistir. Sonu¢ olarak validasyon islemi
gerceklestirilememistir. Bundan sonra yapilacak caligsmalarda hiicre koruyucu
olarak %1,01 PVP, %1,01 PEG ve % 1,01 gliserol degerleri ile hazirlanacak kiiltiir
ortamlarinda validasyon ic¢in biyokiitle {iretiminin ve elde edilecek

formiilasyonlarinin raf dmiirlerinin takip edilmesi 6nerilmektedir.



Name Goal
PVP minimize
PEG minimize
GLYCEROL minimize
Can. Huc. Say. maximize

Can. Huc. sa. 1( maximize

Solutions
Number PVP
1 il
2 1.01
3 1.01
‘L 1.01
5 1.03
6 1.01
7 1.01
8 1.01
9 1.01
10 1.01
1" 1.06

Lower
Limit
1.00675
1.00675
1.00675
8.35218
4

PEG

112
1.01

84

Upper
Limit
249325
249325
249325
10.0969
8.01284

GLYCEROL Can, Huc. Say. Can. Huc. sa. 1l

101

Lower
Weight
1
1
1

Upper
Weight
1

1

1

9.92794 712585
9.92593 711929
9.92367 711833
9.9256 711421
9.92208 710877
9.92439 7.10824
9.91944 7.08433
9.88694 7.05336
9.87761 7.03698
9.90969 7.0401
9.88698 7.02651

Importance
3
3
3

Desirability
0932
0.931
0.930
0.929
0.928
0.928
0.922
0.915
0.911
0.910
0.910

Selected

Sekil 5.1 Bacillus subtilis EGE-B-36.5 susu ile sivi formiilasyon hazirlamak i¢in tiretim ortamina

katilmasi gerekli olan optimum hiicre koruyucu miktarlar

Sekil 5.2°de hiicre koruyucu olan PVP, PEG ve gliseroliin miktarlarinin aralikta

birakilip toplam canli hiicre sayisinin maksimize edilmesi ile ilgili optimizasyon

caligmasi belirtilmistir. Bunun sonucunda program Pseudomonas chlororaphis 39-

d susu kullanilarak yapilan sivi formiilasyonlarda hiicre koruyucu olarak %1,27

PVP, %1,23 PEG ve %3,43 gliserol degerlerinde kullanilirsa P. chlororaphis

susunun toplam canli hiicre sayisindaki degisimin en az olacagini gostermistir.

Fakat Sekil 5.2°de belirtildigi lizere programin vermis oldugu optimum degerlerin

deneme seti iizerinde etkisini gérmek icin P. chlororaphis susu ile yeni sivi
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formiilasyonlar olusturulup raf émrii takibi yapilarak toplam canli hiicre sayisinin
belirlenmesi gerekmektedir. Raf omrii caligmalarinda uzun zamanlara ihtiyag
oldugu icin bu optimum miktarlarla deneme seti kurulamamistir. Sonug olarak

validasyon islemi ger¢eklestirilememistir.

Constraints

Lower Upper Lower Upper
Name Goal Limit Limit Weight Weight Importance
PVP is in range 0.405396 1.5946 1 1 3
PEG is in range 0.405396 1.5946 1 1 3
Glycerol is in range 1.01349 3.98651 1 1 3
Canli Hucre 9.Ay maximize 2 8 1 1 3

Solutions

Number PVP PEG Glycerol Canli Hucre 9.A Desirability
127 123 343 8.39947 1.000 Selected

2 1.22 1.09 259 8.30088 1.000

3 1.41 1.11 3.29 8.3306 1.000

2 1.56 1.24 2.80 8.34056 1.000

5 0.94 1.42 3.03 8.23233 1.000

6 1.04 1.35 3.25 8.37154 1.000

7 1.00 1.15 3.35 8.2225 1.000

8 1.34 1.19 3.14 8.47436 1.000

9 1.25 1.19 2.35 8.17746 1.000

10 0.99 1.38 253 8.09601 1.000

1 4:37 1.18 258 8.34469 1.000

12 1.03 1.44 264 8.16307 1.000

Sekil 5.2 Pseudomonas chlororaphis 39-d susu ile s1vi formiilasyon hazirlamak igin iiretim ortamina

katilmasi gerekli olan optimum hiicre koruyucu miktarlar

Bundan sonra yapilacak c¢alismalarda hiicre koruyucu olarak %1,27 PVP, %1,23
PEG ve %3,43 gliserol degerleri ile hazirlanacak kiiltiir ortamlarinda validasyon
icin biyokiitle tiretiminin ve elde edilecek formiilasyonlarin raf dmiirlerinin takip

edilmesi Onerilmektedir.
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