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OZET

Epifitik Maya Hiicrelerinin izolasyonu, Tanimlanmasi ve
Mikrokapsiillenerek Narenciye Depolamada Hasat
Sonrasi Biyokontrol Ajam Olarak Kullanim

Potansiyelinin Arastirilmasi

Buse BERBER ORCEN

Biyomiihendislik Anabilim Dali
Biyomiihendislik Programi

Doktora Tezi

Danigman: Prof. Dr. Rabia CAKIR

Diinya ¢apinda her yil 2,5 milyar tonun tizerinde taze sebze meyve iiretimi olmakta,
bunun %25-50'si son tiiketiciye ulasamadan israf olmaktadir. Bu israfin oniine
gecebilmek amaciyla ¢esitli kimyasal koruyucular kullanilmaktadir. Ancak bu
kimyasal koruyucularin insan ve ¢evre sagligini tehdit etmesi, tiriinlerde kimyasal
kalint1 birakarak ihracatta problemler yaratmasi, meyvelerin kalitesini etkilemesi
gibi olumsuzluklar {ireticileri dar bogaza sokmaktadir. Mikroorganizmalar
potansiyel biyokontrol ajanlaridir (BCA) ve sentezledikleri metabolitlerle
zararhilarla dogrudan veya dolayli olarak miicadele ederler. Kapsiilleme, dogal
koruyucularin ve biyokontrol ajanlarimin etkinligini, fonksiyonel bilesenlerinin
biyoyararlanimini ve kapsiillenmis malzemenin stabilitesini saglamak ve bdylece
sentetik ajanlar yerine kullanimlarini arttirmak i¢in biiyiik bir firsat sunmaktadir ve
mikroorganizmalarin olumsuz ¢evre kosullarindan korunmasi amaciyla bir matris

icerisine kaplanarak onlarin giines radyasyonu, sicaklik ve bagil nem gibi
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canliliklarin1 azaltan faktorlere dayanmalarini saglar ve uygulama sayisini ve
dozunu azaltir. Bu ¢alismada narenciye bahgeleri, aga¢ ve yapraklarindan izole
edilen mayalar tanimlanmis, filogenetik analizleri yapilmis ve antifungal etkileri
belirlenmistir. Wickerhamomyces anamolus (M72), Meyerozyma guilliermondii
(M77), Pichia kudriavzevii (M74) tiirleri tespit edilmis ve P.digitatum ve
P.italicum'a kars1 antifungal etki gosterdigi tespit edilmistir. En yiiksek antifungal
etkiye sahip olan Pichia kudriavzevii (M74), P.digitatum ve P.italicum'a karsi
sirasiyla %67 ve %62 inhibisyon oranlar1 gostermistir. Antifungal etkisi en fazla
olan M74 susunun mikroenkapsiilasyon islemi ile biyopestisit olabilecek kadar
uzun Omiirlii olmasini saglamak amaciyla kapsiillenmistir. Pichia kudriavzevii'nin
(M74) mikroenkapsiilasyonu i¢in Taguchi metodolojisi kullanilarak sprey kurutma
prosesinde optimum sprey kurutma proses parametreleri ve kullanilan polimerlerin
optimum konsantrasyon degerleri arastirildi. %0,1 sodyum aljinat (SA) ve %10
misir nisastast (CS) i¢eren formiilasyon, yliksek canlilik yiizdesi (%73) sayesinde
portakalda kayiplara neden olan bir kiif olan P.digitatum'un inhibisyonunda iyi bir
performans gostermistir. Inhibisyon yiizde sonuglari, bu formiilasyonun,
P.digitatum kiifiiniin etkili kontrolii igin turunggiller tizerinde sentetik fungisitlere

alternatif uygulama olarak aday bir formiilasyon olarak kullanilabilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Meyerozyma guilliermondii, Pichia kudriavzevii, spray dry,

Penicillium italicum, Penicillium digitatum

YILDIZ TEKNIiK UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Isolation, Identification and Microencapsulation of
Epiphytic Yeast Cells and Investigation of Their Potential
for Use as a Post-Harvest Biocontrol Agent in Citrus

Storage

Buse BERBER ORCEN

Department of Bioengineering

Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Rabia CAKIR

More than 2.5 billion tons of fresh vegetables and fruits are produced worldwide
every year, and 25-50% of this is wasted before reaching the end consumer. Various
chemical preservatives are used to prevent this waste. However, negativities such
as the fact that these chemical preservatives threaten human and environmental
health, create problems in exports by leaving chemical residues on the products,
and affect the quality of fruits put producers in a bottleneck. Microorganisms are
potential biocontrol agents (BCA) and they fight pests directly or indirectly with
the metabolites they synthesize. Encapsulation offers a great opportunity to ensure
the effectiveness of natural preservatives and biocontrol agents, the bioavailability
of their functional components and the stability of the encapsulated material,
thereby increasing their use instead of synthetic agents, and to protect
microorganisms from adverse environmental conditions by encasing them in a
matrix to protect their viability such as solar radiation, temperature and relative
humidity. It allows them to withstand reducing factors and reduces the number and
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dose of application. In this study, yeasts isolated from citrus groves, trees and leaves
were identified, phylogenetic analyzes were performed and their antifungal effects
were determined. Wickerhamomyces anamolus (M72), Meyerozyma guilliermondii
(M77), Pichia kudriavzevii (M74) species were identified and were found to have
antifungal effects against P.digitatum and P.italicum. Pichia kudriavzevii (M74),
which has the highest antifungal effect, showed 67% and 62% inhibition rates
against P.digitatum and P.italicum, respectively. An encapsulation study was
carried out to ensure that the M74 strain, which has the most antifungal effect, is
long-lived enough to be a biopesticide by microencapsulation process. Optimum
spray drying process parameters as well as optimum concentration values of wall
materials were investigated in the spray drying process for microencapsulation of
Pichia kudriavzevii (M74) through the Taguchi methodology. The formulation
containing 0.1% sodium alginate (SA) and 10% corn starch (CS) showed a good
performance in the inhibition of P.digitatum, a mold that causes losses in orange,
thanks to its high percentage of viability (73%). Inhibition percentages may indicate
that this formulation may be a candidate formulation to be considered as a potential
alternative application to synthetic fungicides on orange fruits for the effective
control of P.digitatum mold.

Keywords: Meyerozyma guilliermondii, Pichia kudriavzevii, spray dry,

Penicillium italicum, Penicillium digitatum
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Narenciyenin anavatant Cin, Gilineydogu Asya ve Hindistan olup, giiniimiizde
subtropikal iklime sahip hemen hemen tiim iilkelerde yetistirilebilmektedir.
Narenciye, turung, mandalina, greyfurt ve limon gibi meyve tiirlerini igeren bir bitki
toplulugudur (Yilmaz vd., 2020). USDA verilerine gére meyve suyu sektorii gibi
bir¢ok sektorde tercih edilen narenciyenin 2022/23 iiretim verileri diinyada 48
milyon tonu portakal olmak {izere toplam 101 milyon ton olarak gerceklesti. Bu
tretimin %47'si portakal, %37'si mandalina, %9'u limon ve %7'si greyfurttan

olugmaktadir (Tiirkiye Narenciye Yilligi, 2024).

Tirkiye, diinya narenciye iiretiminde ¢cok 6nemli bir potansiyele sahiptir. Narenciye
tartm1 Cumbhuriyet'ten sonra hizla gelismis ve giinlimiize kadar tiretim miktarlari
artmistir. Tiirkiye'de ticari olarak liretilen narenciye ¢esitleri portakal, mandalina,
limon ve greyfurttur. 2022 yilinda 4,7 milyon ton narenciye iiretilmis olup, liretimin
%40'in1 mandalina, %?28'in1 limon, %28'ini portakal ve %4ni greyfurt
olusturmustur (TEPGE, 2023). Narenciye iiretiminde en dnemli sorunlardan biri
hasat sonras1 kayiplardir. Gerekli 6nlemler alinmadig: takdirde depolamadan 30-60
giin sonra %30 ile %60 arasinda ciddi atiklar ortaya ¢ikmaktadir (Strano vd., 2022).
Hasat sonrasi kayiplara neden olan en 6nemli faktorler kiif, bakteri ve viriisler gibi
fitopatojenlerdir (Aboutorabi vd., 2018; Cubero vd., 2016; Etebu ve Nwauzoma,
2014). Ozellikle Penicillium digitatum, Penicillium italicum, Geotrichum citri-
aurantii, Aspergillus niger ve Aspergillus flavus gibi fitofunguslar kalite ve
pazarlanabilir verimde 6nemli diislislere neden olmaktadir. Hasattan sonra en sik

karsilasilan tiir P.digitatum'dur (Macarisin vd., 2007; Moraes Bazioli vd., 2019).

Ancak uygun ve etkin muhafaza yapilmasi halinde hasat sonras1 kayiplar 6nemli

Olciide azaltilabilir. Sentetik kimyasallarin gida giivenligi ve ¢evre iizerindeki
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olumsuz etkileri nedeniyle artan kamuoyu kaygisi, ¢evre ve saglik dostu yeni
alternatiflere olan ihtiyaci dogurmustur. Biyolojik miicadele yontemlerinin en
ilging uygulamasi, antagonist tiirlerin biyopestisit olarak kullanilmasidir (Dukare

vd., 2019; Palou vd., 2008; Droby vd., 2009).

Farkl1 politikalarla desteklenen biyopestisit pazar1 2005 ile 2016 yillar1 arasinda 6
kat biiytimustiir (Zaki vd., 2020). Biyopestisit pazar1 2016 yilinda %14,1°lik y1llik
biiylime orani ile kiiresel pestisit pazarinin %6’sin1 temsil etmistir. 2018 yilinda
3,48 Milyar USD olarak belirtilen mikrobiyal pestisit pazari, 2023 yilinda 7,37
Milyon USD hacme ulasmistir (Singh vd., 2022). Ancak yine de mikrobiyal
kaynakli biyopestisitler 2016 yilinda kiiresel biyopestisit pazarinin yalnizca
%10'unu olusturmustur (Zaki vd., 2020).

Mikroorganizmalar potansiyel biyokontrol ajanlaridir (BCA) ve sentezledikleri
metabolitlerle zararlilarla dogrudan veya dolayli olarak miicadele ederler. Miicade
ettikleri zararlilar bakteri, mantar, viriis, bocek, nematod, protozoa vb. gibi tiirleri
icerir (Marrone vd., 2019). BCA olarak yalnizca birka¢ nadir maya tiirl
gelistirilmistir, dolayisiyla teknoloji heniiz baslangi¢c asamasindadir. Ticari olarak
temin edilebilen BCA'lar, tarimsal zararlilara ve hastaliklara karsi yiiksek
etkinliklerinin yani sira, 1518a maruz kaldiginda hizli bir sekilde devre dis1 kalmasi,
etki siiresinin kisa olmasi ve giindiiz ve gece 1s1 degisimlerine kars1 hassasiyet gibi
baz1 dezavantajlara da sahiptir (Xiao vd., 2019). BCA'nin basarisi, tarimsal zararli
ve hastalik etkeninin 6zelliklerine, formiilasyon bilesenleriyle iliskisine, saklama
kosullarina ve uygulama yiizeyine veya konumuna bagli olan uygun bir

formiilasyonda yatmaktadir.

Imazalil su anda kullanimda olan en yaygin kiif fungisitlerinden biridir. 1980'li
yillarda imazalil kullanimiin baglamasinin ardindan 1987 yilinda ilk imazalil
direnci vakasi rapor edilmistir (Eckert, 1987). Yillar gectikce imazalil ve benzeri
kimyasal pestisitlerin kullanimi, patojen mantarlarin direngli biyotiplerinin
popiilasyonunu artirmistir (Erasmus vd., 2015). Direng gelistirmesi, kalinti
birakmasi, mikroplastik igermesi (Zuccaro vd., 2024) ve faydali tiirlere zarar
vermesi gibi etkileri nedeniyle kimyasal pestisitlerin siirdiirtilebilirlik ve yesil
doniisiim ¢ergeveleri kapsaminda tamamen yasaklanmasi Ongoriilmektedir. Bu

durum biyokontrol ajanlarina olan ilgiyi arttirmistir (Hatamzadeh vd., 2024).
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Kapsiilleme, dogal koruyucularin ve biyokontrol ajanlarinin etkinligini,
fonksiyonel bilesenlerinin biyoyararlanimint ve kapsiillenmis malzemenin
stabilitesini saglamak ve bdylece sentetik ajanlar yerine kullanimlarini arttirmak
i¢in biiyiik bir firsat sunmaktadir (Erarslan vd., 2023). Bu nedenle biyopolimer bazli
mikroenkapsiilasyon iglemleri ve canliligt koruyan formiilasyonlar Onem
kazanmistir.  Mikroenkapsiilasyon, = mikroorganizmalarin =~ olumsuz  ¢evre
kosullarindan korunmasi amaciyla bir matris icerisine kaplanmasi veya
hapsedilmesi islemidir (Park ve Chang, 2000). Mayalar s6z konusu oldugunda,
mikrokapsiilleme islemi, onlarin giines radyasyonu, sicaklik ve bagil nem gibi
canliliklarini1 azaltan faktorlere dayanmalarini saglayarak dozlari ve uygulama

sayisini azaltir (Vemmer ve Patel, 2013; Gering-Gonzalez vd., 2007).

1.2 Tezin Amaci

Bu ¢aligmanin amaci, Tiirkiye'nin Akdeniz Bolgesi'ndeki narenciye bahgelerinden
izole edilen Wickerhamomyces anomalus (M72), Meyerozyma guilliermondii
(M77), Pichia kudriavzevii (M74)nin Sprey kurutucu yontemiyle mikroenkapsiile
edilerek karakterize edilmesi ve narenciyede hasat sonrasi kayiplara yol agan P.
italicum ve P.digitatum'a kars1 in vitro ve in vivo biyokontrol ajani olarak etkinligini
arastirmaktir. Bu ¢alismada Pichia kudriavzevii izolati ilk kez diisiik maliyetli ve
endiistriyel dlgekte en uygun kapsiilleme yontemlerinden biri olan sprey kurutucu

yontemi kullanilarak mikrokapsiillenmesi amaglanmuistir.

1.3 Hipotez

Mikroorganizmalar biyopestisit pazari i¢in 6nemli bir potansiyele sahiptir. Cevresel
kosullara kars1 hassas olan mikroorganizmalarin ortam kosullarindaki fiziksel ve
kimyasal degisikliklerden daha az etkilenmesini saglamak, daha dayanikh
biyopestisitler gelistirebilmek i¢in mikrokapsiilasyon islemi uygulanabilir.
Ticarilesebilir, etkili ve ekonomik mikrokapsiilasyon formiilasyonlar1 ile

biyopestisit formiilasyonlar1 gelistirilebilir.
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GENEL BiLGILER

2.1 Narenciyelerde goriilen mantar hastahklari ve ekonomik

etkileri

Narenciyenin anavatani Cin, Giineydogu Asya ve Hindistan olup, gilinliimiizde
subtropikal iklime sahip hemen hemen tiim iilkelerde yetistirilebilmektedir.
Narenciye, turung, portakal, mandalina, greyfurt ve limon gibi meyve tiirlerini
igeren bir bitki toplulugudur. Meyve suyu sanayi gibi pek ¢ok sanayide tercih sebebi
olan narenciyenin USDA verilerine gore 2022/23 yili iiretim verileri diinyada
toplam 48 milyon ton portakal, 37 milyon ton mandalina, 9 milyon ton limon, 7
milyon ton greyfurt olmak tizere toplam 101 milyon ton dolayinda ger¢eklesmistir.
Bu iiretimin %47’s1 portakal, %37’si mandalina, %9’u limon ve %7’s1 greyfurta

aittir.

Tiirkiye, diinya narenciye iiretiminde olduk¢a onemli bir potansiyele sahiptir.
Narenciye tarimi Cumhuriyet'ten sonra hizla gelismis ve gliniimiize kadar iiretim
miktarlar artmistir. Tiirkiye'de ticari olarak liretilen narenciye ¢esitleri ise portakal,
mandalina, limon ve greyfurttur. 2022 yilinda 4,7 milyon ton narenciye iiretimi
gerceklesmis olup iiretimin %40°1 mandalina, %281 limon, %28’1 portakal, %4’

greyfurta aittir.

Tirkiye’de 39.249 adet narenciye agaci vardir ve bunlardan 4.7 ton narenciye
iiretimi gerceklestirilmektedir. Akdeniz bolgesi Ulkemizde narenciye iiretimi
bakimindan birinci sirada olup, narenciye alanlar1 ve iiretimi yoniinden Tiirkiye
varliginin sirastyla % 88.2 ve % 78’ine sahiptir. Adana, Mersin ve Hatay illerini
kapsayan ve yOremizi olusturan Dogu Akdeniz Bolgesi narenciye alanlar1 ve

tiretimi yoniinden Akdeniz Bolgesi varliginin sirayla % 80.3 ve % 83.2’ine sahiptir.

Tarim ve Orman Bakanligi'min 2018'deki verilerine gore, yas meyve ve sebze

sektorii tilkemizdeki tarim tiretiminin %42'sini olugturmaktadir, yillik yaklasik 47



milyon ton iiretilen yas meyve ve sebzelerin %42'si ise narenciyelere aittir. (Tarim

Orman Bakanligi-TAGEM, Yas Meyve ve Sebze Calistay1 Raporu, 2019)

Ayiklama

& Boyutlandirma

Drencher ile &

Conveyorde

Sarartma Ayiklama

Soguk Hava Sampuanlama Waxlama

Depolarina
Alma

ilaglama .
Nakliye

Thiabendazol, Sampuan, su Wax,
Fosetyl-Al, Thiabendazol,
imazalil imazalil

Sekil 2. 1 Narenciler igin hasat sonrasi proses agsamalari

Portakallar toplandiktan sonra merkeze vardiklarinda meyveler tartilir ve teslimati
belirlemek i¢in yiikleme alanlarina bosaltilir. Portakallar daha sonra PH isleminden
gecer (Sekil 2.1). ilk olarak, kasalar meyvelerin su ve fungisitlerden (Tiabendazol,
Imazalil ve Fosetyl-Al) olusan bir ¢dzeltiyle islendigi drencher'a gecer. Bu sekilde,
portakallar dogrudan sonraki islem adimlarna giremediklerinde 4,5 °C'deki
sogutulmus odalarda saklanabilir. Ortalama sogutma siiresi 3 giindiir. Meyveler
daha sonra bir konveyor bandina bosaltilir ve sabunla yikama havuzuna tasinirken,
HDPE kasalar yeniden kullanilmadan 6nce bir yikama makinesinde temizlenir.
Portakallar daha sonra 6n kurutmaya tabi tutulur ve daha sonra dengesiz kusurlari
olanlar elle ayiklanir. Bu meyvelere mantar dldiiriiciilii (Tiabendazol, Imazalil)
balmumu uygulanir ve daha sonra bir tiinelde kurutulur ve bir kez daha elle
ayiklanir. Bu ikinci ayiklama islemi, stabil kusurlar1 olan portakallara odaklanir
(cogunlukla goriinim kusurlar1). Bu meyveler (islemeye giren portakallarin
ortalama %11') portakal suyu iiretimi igin ayrilabilir. Ikinci ayiklamay1 gegen
portakallar kalibre edilir ve boyutlarina gore paketlenir. Ambalaj tartilir ve paletlere
yerlestirilir. Dagitim merkezine taginana kadar portakallarin %6,8'1 yaklasik 4,5
°C'de sogutulmus bir haznede saklanir. 4 giin, ancak siire mevsime ve piyasa

kosullarina bagli olarak 1 ila 60 giin arasinda degisebilir (Ribal vd., 2019).

2018 yilinda Diinya'da 868 milyon ton taze meyve sebze iiretilmistir, (Faostat,
2020) iiretilen bu gidanin 1/3"ini ¢esitli sebeplerde kaybedilmektedir. Kaybedilen
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gidanin ise yaklagik %30'unun mantar kaynakli hastaliklar ile tiiketilemeyecek

duruma geldigi literatiirlerde yer almaktadir. (FRAC, 2020)

Gerekli onlemler alinmadigr takdirde 30-60 giin depolamadan sonra %30- %60
oranlarinda degisen ciddi israflar olusmaktadir. Hasat sonrasi kayiplara sebep olan
en 6nemli etmenler kiif, bakteri ve viriis gibi fitopatojenlerdir (Aboutorabi vd.,
2018; Cubero vd., 2016). Ozellikle Penicillium digitatum, Penicillium italicum,
Geotrichum citri-aurantii, Aspergillus niger ve Aspergillus flavus gibi fitofunguslar
kalite ve pazarlanabilir verimde 6nemli diisiislere sebep olurlar. Hasat sonrasinda

karsilasilan en yaygin tiir P.digitatum’dur (Macarisin vd., 2007; Moraes vd., 2019).

Bu mantar hastaliklarinin giintimiizde en bilinen etmenlerinden olan Penicillium
tiirii mantarlar ise narenciye temelli fungusit pazarinda biiylik bir yere sahiptir,
narenciye tiirlerinde hasat sonrasinda goriilen mantar hastaliklarinin %90'min da bu
tiire ait olan mavi ve yesil kiiflerden kaynaklandigi bilinmektedir. (Zhu vd., 2017)
Ozellikle hasat sonrasindaki islemlerde 6rne@in, tasima siirecinde soguk zincirin
kirilmasiyla veya paketleme fabrikalarinda depolama siireclerinin uzamasi,
sicakligin degismesi veya meyvelerin yiizey hasar1 almasiyla, meyveler mantar
hastaliklarina kars1 daha duyarli hale gelmektedirler, bahsedilen mantarlarin
sporlarinin  havadan yayilabilmesi sebebiyle de ortamdan diizgilince
temizlenemeyen kiif sporlarinin saglikli meyvelere de bulagmasiyla hasat kaybinin
%350'ye ¢iktig1 da gozlenmektedir. (Strano vd., 2017) Hasat kaybmin yani sira
Penicillium tiiri mantarlarin ortamda tiremesi ile mikotoksin adi verilen oldukga
toksik ve 1s1 uygulamalariyla yok edilemeyen zararli bilesenler (6rnegin patulin,
okratoksin A) meyveler lizerinde kiifler tarafindan salgilanabilir ve bu toksinler
tiiketildiginde insan ve hayvanlarda gida zehirlenmeleri gozlenmektedir. (Bazioli
vd., 2019). Olusabilecek hasat sonrasi kayiplarin oniine gegebilmek ancak uygun

ve etkili muhafaza kosullarinin saglanmasiyla miimkiindiir.

2.2 Pestisit pazar, ¢esitleri ve kullanim miktarlar:

Gida iirtinlerinin ¢esitli nedenlerle kayip olmasindan kaynaklanan ciddi kitliklar ve
biiyiik ekonomik calkantilar tarihte her zaman yasanmustir. Insanlik belli ekim
yontemleri ve 6zel tarim teknikleriyle yabanci ot ve zararlilarla siirekli miicadele
etmek zorunda kalmistir. Sanayi Devrimi sirasinda ortaya ¢ikan ilk sentetik-
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kimyasal pestisitler hasadin korunmasiin yani sira isgiliciinden tasarruf da
vadetmistir. Kimya sirketleri 40’l1 yillardan baslayarak genis spektrumlu pestisit
rtinleri pazarlamaya baglamistir. Bu {rlinler bir dizi organizma ig¢in zehirli
olmasina ragmen daha once kullanilan yontemlere oranla ¢ok daha verimli sonug
almmigtir. Tarimda kullanilan pestisit miktar1 onlarca yildir artmaya devam
etmistir. Bu artis 1990-2017 yillar1 arasinda %80’lere ulasarak Tiirkiye’de 1990
yilinda yaklasik 30 bin ton civarinda olan pestisit kullanimi iki kat1 artis gostererek
2018 yilinda 60 bin tona ulagmis, 2020 yilindaysa 54 bin ton olmustur (Sekil 2.2)
(Clapp, 2021). Pestisitler, giibre ve teknolojik gelisim arasindaki etkilesimle
birlikte, tarimsal iiretimde koklii degisikliklere yol agmistir. Ciftciler, miinavebeli
ekim ve {riin ¢esitlemesi yerine pestisit kullanarak hastaliklar1 ve zararlilari
engelleyebildikleri i¢in, aym Kkiiltiir bitkilerini daha sik zaman araliklariyla
ekebilmislerdir. Sonu¢ olarak giiniimiizde pestisitsiz bir endiistriyel tarim
diisiinmek nereyse imkansiz hale gelmistir. Verimlilik ve buna bagl olarak tarim
tiriinleri arzi, 50’11 yillardan itibaren sermaye yogun girdiler sayesinde talepten ¢ok
daha hizl yiikselmis; bu da tarim iiriinlerinin ucuzlamasina ve giftcilerin gelirinin
azalmasina neden olmustur. Pestisit kullanimina paralel olarak bu konuda yapilan

bilimsel aragtirmalar da artmistir (Tang vd., 2021).

Bugiin diinya ¢apinda yilda yaklasik 4 milyon ton pestisit kullanilmaktadir. Bu
miktarin yaris1 yabanci otlara karsi kullanilan herbisitler, neredeyse yilizde 30’u
zararli boceklere karst kullanilan insektisitler, yiizde17’s1 ise mantar istilasindan
koruyan fungisitlerden olugmaktadir. Tirkiye’de kullanilan pestisit miktar1 yildan

yila degisiklik gdsterse de son otuz yil i¢inde siirekli artis gostermistir.

Pazar arastirmalar1 kiiresel pestisit piyasasiin 2019°da yaklasik 84,5 milyar
dolarlik bir pazar paymna ulastigin1 sdylemektedir. Yillik ortalama biiylime orani
2015’ten beri yiizde 5’in tizerine ¢ikmakla beraber; 6ntiimiizdeki yillarda da artmaya
devam edecegi ongoriilmektedir. Pestisit kullaniminda 2023 yilina kadar yiizde
11,5’1ik bir biiylime, buna bagli olarak yaklasik 130,7 milyar dolarlik bir pazar
degeri tahmin edilmektedir. Bu bariz artis, iklim kriziyle de baglantilidir. Seattle
Universitesi’nden ABD’li bir arastirma grubu her bir derecelik kiiresel 1sinmayla
piring, misir ve bugday iiretiminin ylzde 10 ila ylizde 25 azalabilecegini

raporlamiglardir. Bunun nedenleri arasinda, iklim degisikligi zararli popiilasyonunu
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ve zararli/faydali bocek oranini degistirmesi gosterilmektedir. Bunun Gtesinde yeni
iklim kosullarinin neden oldugu stres, bitkilerin zararlilara karsi direncini
azaltmaktadir. Iklim degisikligi Tiirkiye’yi de etkilemektedir. Ornegin artan
sicakliklara ve nem kosullarindaki degisime bagli olarak daha once Orta
Anadolu’da yetistirilen bugdaylarda nadir goriilen septorya yaprak leke hastaliginin
simdi yaygm bir sekilde goriildiigii ve Onlimiizdeki yillarda salgin hastalik
olusturma riski tasidigi belirtilmistir. Genel olarak yagislarin arttigi bolgelerde
mantarlara bagl bitki hastaliklarinin goériilme siklig: artabilir (Pestisit atlasi, 2022,
FOASTAT).

Hektar basina kilogram olarak
pestisit miktar
M 5 kg Gzeri
M 4 kg'a kadar
3 kg'a kadar
2 kg'a kadar
1 kg'a kadar

91.600 "
Orta Amerika
-

J
AN

Sekil 2. 2 2019°da kitalarin pestisit kullanimi (ton) miktarlar1 ve 2009’dan bu
yana degisimleri (Pestisit atlasi, 2022, FOASTAT)

2.3 Sentetik fungusitlerin olumsuz etkileri

Tehlikeli pestisitlere maruz kalmanin saglik iizerindeki etkileri arasinda deri
dokiintiileri, gastrointestinal ve solunum yolu rahatsizliklar1 gibi akut rahatsizliklar
ve merkezi sinir sistemi sorunlar1 yer alir. Ek olarak, pestisit maruziyeti kanserler,
tireme ve gelisim bozukluklart ve uzun vadeli ndrolojik islev bozuklugu gibi bir¢ok
kronik hastalikla iligkilidir (Thundiyil vd., 2008). 141 iilkedeki akut pestisit
zehirlenmesi vakalarina iligkin yakin tarihli bir inceleme, diinya ¢apinda her yil
yaklasik 385 milyon kasitsiz, akut pestisit zehirlenmesi vakasinin meydana

geldigini ve bunlarin yaklasik 11.000'inin o6liimle sonug¢landigini tahmin
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etmektedir. Yaklasik 860 milyonluk kiiresel bir ¢ift¢ilik niifusu temel alindiginda,
bu, cift¢ilerin yaklasik %44'iniin her y1l pestisitlerden zehirlendigi anlamina gelir
(Boedeker vd., 2020). Ciftcilere ek olarak, tarimda tehlikeli pestisitlerin
kullanimindan dogrudan en ¢ok etkilenenler arasinda tarim iscileri, kirsal
topluluklarin sakinleri ve pestisitlerin tiretildigi ve pestisit atiklarmin dokiildigii
topluluklardaki sakinler yer almaktadir. ABD'de bu boélgelerde yasayan insanlar
pestisitlerden etkilenen topluluklar orantisiz bir sekilde diisiik gelirli ve renkli
insanlardan olugmaktadir. Bu topluluklar akut pestisit zehirlenmeleri, kanser gibi
kronik saglik sorunlar1 ve ¢ocuklarda ciddi 6grenme giigliikleri gibi gelisimsel
zararlar yasamaktadir (Pedroso vd., 2022). Bu topluluklarda, birincil maruz kalma
yollar1 kirli hava ve sudur. Yiiksek riskli topluluklarda yasamayan ve ¢alismayan
insanlar i¢in tehlikeli pestisitlere birincil maruz kalma yollar1 yedikleri yiyecekler
ve igtikleri sudur. Cocuklar yetiskinlerden pound basina daha fazla yedikleri,
igtikleri ve soluduklar1 ve viicutlar1 aktif olarak gelistigi icin, ¢evrelerindeki ve
yiyeceklerindeki pestisitlere karst 6zellikle savunmasizdirlar (Syafrudin vd., 2021;
Roberts vd., 2012).

Tarim iscileri icin birincil maruz kalma yollar1 havadaki pestisitlerden,
mahsullerdeki pestisit kalintilartyla temastan veya pestisitleri karistirma, yiikleme
veya uygulama sirasinda gerceklesir. Maruz kalmanin etkileri, 1s1 stresine yol agan
ve insan viicudunu pestisitlere kars1 daha duyarl hale getiren yiiksek 1s1 gibi iklim
degisikliginin etkileriyle daha da kétiilesir ve bu da uzun ve kisa vadeli saglik
etkileri riskini artirir. Sicak havalarda tarim is¢ileri, kendilerini pestisitlerden
korumak i¢in giysi giymekten kaynaklanan artan 1s1 stresi ile viicut sicakliklarini
diisiirmek i¢in koruyucu giysi kullanmama arasinda bir denge kurmak zorunda
kalirlar. Zorlu ¢alisma kosullarina ek olarak, tarim iscileri rutin olarak saglik
hizmetlerine yetersiz erisimle de karsilasirlar. Tarim topluluklarinda yagsamalar1 ve
artan duyarliliklar1 nedeniyle, tarim is¢isi ¢cocuklar tarimsal pestisit kullanimindan
kaynaklanan en ciddi saglik etkilerinden bazilarini yasarlar.48 Pestisitler ayni
zamanda tarimsal sistemlerimizin ve dogal diinyamizin bagh oldugu biyolojik
cesitlilige de zarar veriyor. Uzun zamandir kuslari, memelileri, amfibileri ve faydali
bitki ve bocek tiirlerini dogrudan zehirledikleri veya popiilasyonlarinin azalmasina

yol actiklar1 bilinmektedir. Artik diinya capinda biyocesitlilik kayiplarinin en



onemli nedenlerinden biri olduklar1 yaygin olarak kabul edilmektedir (Hallmann
vd., 2017). Bir bocek ilaci tiirii olan neonikotinoidler, bal arilar1 gibi polinatorlere
verdikleri 6nemli zararlar nedeniyle kamuoyunun dikkatini ¢ekmistir. Bal arilari
tarimsal {iriinlerin tozlasmasinda 6nemli roller oynar ve ABD'de yilda yaklasik 15
milyar dolarlik ek iiriin degerinden sorumludurlar (FDA, 2018). Pestisitler ayrica
toprak makro ve mikro faunasi iizerinde derin etkilere sahiptir ve bu da tarimsal
topragin uzun vadeli yapisini ve islevini etkiler. Ornegin, bocek ilaglarinin ve diger
pestisitlerin kullanim1 solucanlar gibi toprak omurgasizlarinin 6liimiine neden
olabilir.64 Toprak omurgasizlari, topraklarda yap1 ve havalandirma olusturmada ve
toprak sikismasini dnlemede, topragin suyu tutmasina ve diger istenen islevleri

yerine getirmesine yardimci olan rollerde ¢ok 6nemlidir (Panna, 2023).

Narenciyelerin hasat sonrast muhafazasinda mantar hastaliklarinin 6nlenebilmesi
icin sentetik fungusitlerin  kullanimi  yaygindir.  Sentetik  fungusitlerin
kullanilmadig1 durumlarda depo veya nakliye sirasinda meyvelerin ¢cogu kiiflenme
sebebi ile bozulmaktadir. Narenciyelerde hasat sonrasinda en ¢ok kullanilan
sentetik  fungusitler Imazalil, Thiabendazole, Fludioxonil, Pyridimethanil,
Organofosfatlar ve benzerleridir. Bahsi gecen sentetik fungusitlerin su ve toprak
ekosistemlerine kolaylikla karigsabilmeleri, bu ekosistemdeki diger canlilara da
biiyiik oranda hasar verme ihtimalleri, dogada uzun siirelerde par¢alanmalari, uzun
stireli maruz kalindiginda insan ve hayvan saghigina ¢ok ciddi zararlar1 olmasi ve
stirekli kullanimlarda direngli mantar tiirlerinin ortaya ¢ikmasi sebebiyle tilkemizde
ve diinyada her yil kullanimlarina kisitlamalar ve yasaklamalar getirilmektedir.
Sentetik fungusitler meyveler {izerinde istenmeyen kalintilara sebep olurlar.
Ureticiler uzun nakliye asamalarinda iiriinlerinin bozulmamas1 i¢in daha fazla
fungusit kullanmakta veya sentetik aktif maddelerin yarilanma siiresini beklemeden
satiga sunmaktadir. Sonugcta belirlenen kalint1 limitleri asildig1 i¢in lirtinleri glimriik
noktalarindan geri donmektedir. Avrupa Birligi Komisyonu Mayis 2020'de
yayinladig1 "Towards to a Sustainable Europe by 2030" bildirisinde gecen 2030
yilina kadar sentetik pestisitlerin Avrupa'da %50'ye kadar azaltilmasi ve daha
stirdiiriilebilir tarimin yayginlastirilmasi fikri izerinde durmaktadir. Bu bildirgede
de iizerinde duruldugu iizere, siirdiirtilebilir bir Diinya hedefiyle pazarda kullanilan

pek cok zararl aktif maddenin yasaklandig1 goriilmektedir. Sadece iilkemizde 2018
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yilinda kullanilan pestisit aktif etken madde sayis1 385 adete diismiis, 2008-2021
yillar1 arasinda toplam 213 etken madde kullanimi yasaklanmistir (Pestisit atlasi,
2022). Tim bu gelismeler 1s181nda suan pestisit pazarinin sadece %5'ini olusturan
biyopestisitlerin, 2043 yilina kadar sentetik pestisitler ile basabas noktaya ulasacagi
tahmin edilmektedir (Sekil 2.3).
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Sekil 2. 3 Beklenen pestisit Pazar biiyiime orant

2.4 Sentetik fungusitlerde direnc gelisimi

Sentetik pestisitler genellikle etkilerini tek bir mekanizma lizerinden gosterirler. Bu
tek mekanizmal1 etkileri sebebiyle patojenler zamanla diren¢ gelistirmektedirler.
FRAC (fungicide resistance action commity) yaptigl analize gore gilinlimiizde
kullanilan pestisitlerin %60'na kars1 cesitli patojenlerin orta ve yiiksek seviyede
direng gelistirebilecegi bildirilmistir. Zararlilarin olusturduklar1 direng, kullanilan
pestisitlerin beklenen etkiyi gosterememesine sebep olmaktadir. Son yillarda
Ekvator'da yetisen muz agaglarindaki direngli Fusarium oxysporum f. sp. Cubense,
gelecekte farkli iirlinlerde gozlenebilecek hasarin yasanmis bir 6rnegidir. FAO
verilerine gore, direngli Fusarium sebebiyle olusan ekonomik hasarin,
sosyoekonomik etkiler hari¢ $§ 400 milyon'a ulastigi belirtilmistir. Bunun
paralelinde, antagonist mikroorganizmalar tek bir mekanizma iizerinden inhibisyon
saglamadiklarindan dolay1, diren¢ mekanizmalarini tetiklememekte ve literatiirde

herhangi bir aksi bilgi bulunmamaktadir.
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Cesitli ¢alismalarda imazalil ve thiabendazole gibi pestisitlere karst Penicillium
digitatum and P. italicum’un direng gelistirdigi gosterilmistir (Boubaker vd., 2009).

Toker ve Bigici (2001), narenciye meyvelerinin hasat, tasima, paketleme, depolama
ve pazarlama donemlerinde bozulmalarina neden olan Penicillium digitatum,
Penicillium italicum’un bolgede kullanilan, benomyl, thiabendazole ve imazalil
fungisitlerine karsi diren¢ durumlarini arastirmistir. Paketleme evlerinden,
narenciye bahgelerinden ve semt pazarlarindan alinan meyveler ile paketleme evleri
atmosferinden toplanmis P. digitatum ve P. italicum izolatindan % 41.8’nin

benomyl, thiabendazole ve imazalil’e direng kazandiklar1 bulunmustur.

2.5 Biyopestisitler

Biyopestisitlerle ilgili bilinen il ¢alisma 1835'te Agostino Maria Bassi tarafindan,
ascomycetes mantari Beauveria bassiana'yi ipekbocegi hastaligi olarak
tanimlamasiyla basladi. 19. yiizyilin baslarinda bilim insanlar1 entomopatojenik
mantarlarin  biyolojisi ve patolojisi hakkinda rapor verdiler. 1901'de
ipekbdceklerinin bakteriyel patojeni kesfedildi ve daha sonra Bacillus thuringiensis
(Bt) olarak adlandirilmistir. Avrupa misir kurdunu kontrol etmek icin Bt ile yapilan
saha denemeleri 1920'lerin sonlarinda yapilmis ve 1938'de ilk ticari Bt preparati

tanitilmustr.

Gilinlimiizde, bocek zararlhilarini kontrol etmek igin entomopatojenik bakteriler
yaygin olarak kullanilirken, genellikle sindirim kanallar1 yoluyla, Bt toksin
kristalleri, lepidopteran aktive olan ve hiicre par¢alanmasina ve bocek 6liimiine yol
acan mikrobiyal kaynakli biyoinsektisitlerin temeli olmustur. 1930'larda, toprak
kaynakli Ascomycetes mantart Trichoderma'nin birkag tiirii, antibiyoz, parazitlik,
bitki savunma indiiksiyonu ve rekabet mekanizmalar1 yoluyla bitkilerin mantar
hastaliklarina kars1 biyolojik kontrol ajani olarak kullanilmaya baglanmistir. 1971
yilinda, endospor olusturan bakteri Bacillus subtilis, tohum ve fide hastaliklarim
baskilayabilen bir biyofungisit olarak tanmimlanmistir. B. subtilis, B.
amyloliquefaciens ve B. licheniformis gibi Bacillus suslari, genis bir antimikrobiyal
spektrum ve yiizey aktif madde aktivitesi gosteren lipopeptitler gibi antimikrobiyal
metabolitler tiretir. Gliniimiizde, B. subtilis ve varyantlari, toprak ve tohum kaynakli
patojenlerin yani sira yaprak bitkisi hastaliklarim1 kontrol etmek icin en ¢ok
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kullanilan biyofungisitler arasindadir. 1990'larda Entegre Zararli YoOnetimi'ne
(IPM) artan odaklanmayla, genetik modifikasyon (GM) ve biyopestisit gelistirmeye
olan ilgi artmis ve 1996'da ilk bocek direngli Bt GM mahsulleri tanitilmustir.
Bacillus thuringiensis, toksini (Bt toksini) genetik miihendisligi kullanilarak
dogrudan bitkilere dahil edildiginde bir bocek ilaci olarak islev gormektedir.
Biyopestisitlerin dogal yirticilarla, zararhilara direngli g¢esitlerle, yetistirme
teknikleriyle ve geleneksel bitki koruma kimyasallariyla bir araya getirildigi
Entegre Zararli YoOnetimi stratejilerinin faydalarma iliskin artan kamu bilinci,
biyopestisit pazarinin biiylimesini yonlendiren 6nemli bir faktor olmustur.nBitKi
korumada biyolojik stratejilerin artan katkisini yansitan Biyopestisit Endiistrisi
Ittifaki (2017'de Biyolojik Uriinler Endiistrisi ittifaki olarak degistirildi), endiistri
standartlarin1  saglamak ve tarimda biyopestisit ve biyolojikler konusunda
farkindalig1 artirmak i¢in 2000 yilinda baslatilmistir. 2009 yilinda AB, biyopestisit
bazli entegre =zararli yoOnetimi ¢Ozlimlerinin uygulanmasini tesvik eden
Stirdiiriilebilir Pestisit Kullanim Direktifini (2009/128/EC) kabul etmistir (Sekil
2.4).

100
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Bitki Defans Entomopatojenik Bt B. subtilis’in Bt GDO'lu AB'nin biyopestisitleri
Sistemlerinin fungus biyoinsektisitinin biofungisit aranler surdurdlebilir alternatif
Iindiiklenmesi Bauveria bassiana biyolojik etkinlik etkinligi olarak kabult
denemeleri
Biyopestisitlerin
Bitki Islahi Bacillus thrungensisin  Trichoderma’nin " IJ?’I\/l,f;i,,e,:tI endLJtstrz/eIn:Jretxm|
biyoinsektisit etkinligi biofungisit biyopestsitier veis aln arvanmnin
etkinligi Olupmast
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Sekil 2. 4 Biyopestisit tarihi

Farkli politikalarla desteklenen bu pazar, 2005-2016 yillar1 arasinda 6 kat
biliylimiistiir. 2016 yilinda %14,1 CAGR ile kiiresel pestisit pazarinin %6'sin1
biyopestisitler temsil etmistir. 2018 yilinda 3,48 B USD olarak belirlenen
mikrobiyal pestisit pazart 2023 yilinda 7,37 M USD hacmine ulagmustir.
Mikopestisitler 2016 yilinda kiiresel biyopestisit pazarmin yalmizca %10'unu

olusturmustur.

Biyopestisitler, pestisit tanimina dahildirler fakat boyle isimlendirilebilmeleri i¢in
0zel olarak aranan nitelikler sunlardir:
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* Dogal olarak olusan kimyasallar veya bunlarin tlirevleri

* Hedef dis1 organizmalara kars1 azaltilmis toksisite

* Cevrede kaliciligin azalmasi

*  Organik tarimda kullanilabilir

» Diisiikk memeli toksisitesi

» Ciftlik ¢alisanlar ve civarda yasayanlar i¢in giivenli

*  “Yesil” teknoloji

*  Sinrsiz kullanim
Cok az iiriin bu kriterlerin tiimiine uymaktadir. Ornegin, hi¢bir dogal {iriinden ilham
alan veya tiiretilmis sentetik bilesik organik tarim i¢in onaylanmamistir ve bunlar

ABD EPA tarafindan biyokimyasal biyopestisit olarak kabul edilmez (Seiber vd.,
2014).
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Sekil 2. 5 Meyve Bitkilerinin Korunmasinda Biyopestisitler hakkinda yillik yayin
ciktist

Biyopestisitlere olan ilgi yildan yila artmaktadir (Sekil 2.5). Meyvelerin

korunmasina yonelik biyopestisitler hakkindaki ¢aligsmalarin yillar bazinda artan

egilimi, artan cevresel farkindalik ve geleneksel pestisitlerin ekolojik etkilerine

iliskin endiseler, biyoteknoloji ve molekiiler biyolojideki ilerlemeler, gibi

gerekgelerle artmistir (Ikhwani vd., 2024).
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USA EPA biyopestisitleri; pestleri kontrol eden dogal malzemelerden gelistirilmis
pestisitler olarak tanimlamaktadir. Biyokimyasal pestisitler, bitkiye aktarilmis

koruyucular ve mikrobiyal pestisitler olmak iizere 3 kategoriye ayrilmistir.

Biyokimyasal pestisitler: dogal olarak meydana gelen bilesenler igeren pestisitler
olarak tamimlamaktadir. Bitkisel ekstraktlar, sekonder metabolitler, feromonlar,
mineraller, botanik yaglar bu grupta yer almaktadir. Bununla beraber EPA,
biyopestisit olarak ruhsatlanabilirlik i¢in sadece dogal kaynaklardan elde edilmis
olmasini kabul etmez. Bununla beraber ¢esitli testlerle kullanilacak aktif igerigin
toksik olmayan bir etki mekanizmasiyla pest ve patojenlerle miicadele ettiginin

kanitlanmasini bekler.

Bitkiye aktarilmis koruyucular (PIPs): Genellikle gen mithendisligi yoluyla bitkiye
aktarilan, bu genetik materyal vasitasiyla bitkiler tarafindan {iretilen pestisit
maddeleridir. EPA genetik materyal ve kodladigi materyali denetler, kapsami
bitkiyle kisitlamaz. Bocek oldiiriicii Bt proteinini iceren veya viriislere kars1 direngli

bitkileri miimkiin kilan proteinler PIP’lere 6rnektir (Singh vd., 2022).

Mikrobiyal pestisitler; Biyokontrol ajani olarak islev goren, sentezledikleri
metabolitler ile pestler ile dogrudan veya dolayli olarak miicadele eden
pestisitlerdir. Bakteri, fungus, virlis, mantar, bocek, nematod, protozoa vb.
iceriklere sahip olabilirler 5. Mikopestisitler olarak yalnizca birka¢ nadir mantar
tird  gelistirilmistir, dolayisiyla teknoloji heniiz baslangic asamasindadir.
Baglanma, c¢imlenme, penetrasyon, istila, replikasyon ve konak Olimi,
mikoinsektisitlerin alti genel etki asamasidir 2.Ticari olarak temin edilebilen
mikrobiyal pestisitlerin tarim zararli ve hastaliklaria kars1 yliksek etkilerinin yan1
sira, 1s18a maruz kaldiklarinda hizli devre dist kalma, kisa aktivite siiresi, yavas
Olimciil oran ve cevreye karsi diisiik farkindalik ve duyarlilik gibi bazi

dezavantajlar1 da vardir (Xiao vd., 2019).

2.6 Biyopestisitlerin biyolojik etkinlikleri

Sentetik fungusitlerin ¢evre {izerinde biraktigi olumsuz etkiler goz Oniine

alindiginda, biyopestisitlerin kullaniminin yayginlastirilmasi diinya ¢apinda birgok
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tilkenin  vizyonuna dahil olmustur. Biyopestisitler —mikroorganizmalar,
biyokimyasal molekiiller ve bitkisel aktif maddeler olmak iizere 3 baglikta
incelenebilir. Ancak biyopestisitlerin baz1 dezavantajlari mevcuttur. Ornegin;
bitkisel kaynakli esansiyel yaglar ve aktif molekiiller ise baska bir biyokontrol ajani
olarak kullanilmaktadir ancak ugucu olmalari, etki gostermeleri igin yiiksek
dozlarda uygulamaya ihtiyag duymalari ve hasat edilen meyvelerde tat-koku
birakmalari, fitotoksisite gosterebilmeleri, genel olarak iklimsel kosullardan ¢ok
hizla etkilenmeleri, hektar basina diisen maliyetlerinin yiiksek olmasi ve sahada

uygulama araliklarinin kisa olmasi sebebi ile dezavantajlidirlar.

Bunun yani sira, kullanilabilen diger bir mikroorganizma tiirii olan bakterilerin
biiylik 6lgekte iiretimleri ve depolanmalarinda yasanan zorluklar, antibiyotik gibi
istenmeyen yan iirlinlerin sentezi antagonizmde bakterilerin kullanilmasina karsi
Onyargilarin ve zorluklarin olusmasina sebep olmaktadir. Tiim bu problemler
neticesinde bu projenin amaglar1 kisaca; narenciyelerde hasat sonrasinda mantar
hastaliklarinin 6niine gegebilmek i¢in sentetik fungusitler yerine en az onlar kadar
stabil olan ve yiiksek fungusidal etki gosteren ve iiretimi dlgeklenebilir antagonist

mayalarin kullanimin1 miimkiin kilmaktir.

Biyopestisitler, pestisitlerin kullanimi i¢in giiglii bir ara¢ olarak kabul edilirler ve
bu da etkinlik, liretim maliyetleri ve uygulama arasindaki dengenin iyilestirilmesine
yol agmalidir. Biyopestisitlerin tarihi, siniflandirmast ve etki sekli iyi bilinmektedir
ve kapsamli bir sekilde incelenmistir. Ancak, basarili bir sekilde uygulanmasin
saglamak icin, etkinligi ve daha yiliksek formiilasyon kararliliginin elde edilmesi

hala iyilestirilmelidir.

Biyopestisitlerin formiilasyonu, organizmanin, yani preparatin liretimi, dagitimai,
depolanmasi, elleglenmesi ve uygulanmasi sirasinda preparat bilesimine dahil
edilen bilesiklerin kararliligini saglamalidir. Dahasi, biyolojik ajani/bilesigi dis
cevre etkisinden korumak ve organizmanin TUreme, temas veya hedef
organizmalarla etkilesimi sirasinda aktivitesinin artmasini saglamak gerekir.
Yukaridakilerin hepsi, uygun pestisit olmayan bilesiklerin eklenmesiyle elde edilir
Bu tiir iirtinlerin formiilasyonu, tatmin edici verimlilik, ¢evresel kabul edilebilirlik,
uygulama sonrasi sabitlik ve islenmis nesne boyunca diizglin dagilim gibi bir dizi

hedefi karsilamasi gerektigi diisiiniildiigiinde bir zorluk teskil eder. Uygun bir
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formiilasyon, bitki koruma iiriinliniin stabilitesini iyilestirebilir ve dis faktorlerin

etkisini azaltarak aktiviteyi artirabilir veya genisletebilir.

Ornegin, kokeni ne olursa olsun ugucu yaglar, bitkilere yiiksek konsantrasyonlarda
uygulandiginda  fitotoksik  olabilir.  Geleneksel bocek  Oldiiriiciilerle
karsilastirildiginda, ugucu yaglara dayali bocek oldiiriicliler daha az etkilidir ve bu
nedenle genellikle %0,5-1,5 araliginda nispeten yiliksek konsantrasyonlarda
uygulanmalidir. Bununla birlikte, biyoinsektisit tescil prosediirii, bitkiler tizerindeki
fitotoksik etkilerin 6zel bir dikkatle degerlendirilmesini igcermelidir. Esansiyel yag
bazli pestisitlerin uygulanmasindan sonra tarimsal {iriinde ¢ok az veya hi¢ kalinti
beklenmez ve islenmis iiriinlerin organoleptik kalitesi iizerindeki potansiyel etki
bugiline kadar ayrintili olarak incelenmemistir. Tarim ve gida endiistrisinde
kullanim bulan nispeten yeni bir alan nanoteknolojidir. Bu teknoloji,
nanoemiilsiyonlar, nanosiispansiyonlar, nanokapsiil siispansiyonlar1 vb. gibi
kontrollii salimimli formiilasyonlarin gelistirilmesini saglamustir (Sunjka ve

Mechora, 2022).

2.7 Mikroenkapsiilleme Teknolojisi

Mikrokapsiilleme, tarim, gida, ilag gibi endistrilerde (Tablo 2.1) uzun yillardir
kullanilan etkili bir teknolojidir (Gimeno, 1996; Nedovic vd., 2011).
Mikrokapsiilleme, bir ¢ekirdek malzemenin kapsiilleyici, tasiyict, matris, kaplama,
membran veya kabuk gibi duvar malzemeleriyle ¢cevrelenmesidir. Mikrokapsiillerin
Kabul goren boyutlar1 5-500 pm arasindadir. Biyoaktif bilesenlerin
mikrokapsiillenmesi, iirlinlerin raf dmriiniin uzatilmasini ve kullanim miktarinin
azaltilmasi gibi faydalar saglayabilir. Endiistrinin isteklerine cevap verebilmek i¢in
kapsiillemede kullanilacak tasiyicilarin basit teknolojiye ihtiya¢ duyan ve diisiik
maliyetli olmas1 ¢ok dnemlidir (Paulo ve Santos, 2017). Mikroenkapsiilasyon, aktif
bilesenlerin ¢evre kosullarindan etkilenmemesini saglar ve ugucu yaglar, vitaminler
ve antioksidanlar gibi degerli ve hassas bilesikleri korur. Ayrica, bazi bilesenlerin

birbirleriyle istenmeyen etkilesimlerini onler (Dadkhodazade vd., 2021).
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Tablo 2. 1 Mikroenkapsiilasyonun uygulama alanlari

Tarim Isleme Uriinler Beslenme
(Prosessing)
Yeni pestisitler Aroma UV koruma Nutrasotikler
enkapsiilasyonu
Genetik Jellesme prosesi Antimikrobiyaller Besin iletimi
mithendisligi
Koruma Nano emiilsiyonlar Durum ve kétiiye Mineral/vitamin
kullanim monitérleri takviyesi
Toprak kosullarini Topaklanma Giivenlik/sahtecilige Icme suyu
Olcen sensorler onleyiciler kars1 koruma saflagtirma
Ekipman Kontaminasyon Besin
temizleyiciler sensorleri takviyelerinin tat
ayarlamalari

Koruma roliinlin yani1 sira ¢ekirdek maddelerin istenilen matriks veya ortamda
belirli bir siirede kontrollii salinimini saglayarak bozunmay1 kendiliginden
onleyebilir. Biyoaktiflerin kapsiillenmesi i¢in g¢esitli kapsiilleme yontemleri

gelistirilmistir; en yaygin olanlar1 Sekil 2.6'da gosterilmektedir.

Mikroenkapsulasyon
yontemleri

Kimyasal Fiziksel/mekanik

Koazervasyon

Ara
polimer

yliz
izasyonu

Solvent
ugurma
Akigkan yatak
kaplamasi

Sekil 2. 6 Cesitli kapsiilleme yontemleri tiirleri (Dadkhodazade vd., 2021)

Endiistride kapsiilleme i¢in en popiiler tekniklerden biri piiskiirtmeli kurutma
olarak bilinir. Iyi kalitede toz pargaciklar iiretmek icin uygun maliyetli, esnek ve

hizli bir prosediirdiir (Chandralekha vd., 2016).
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Piiskiirtmeli kurutma yonteminde, ¢ozelti halindeki duvar ve ¢ekirdek malzemeleri
kapsiilleme islemi i¢in, bir pompa yardimiyla 1s1 igeren bir girise yollanir ve bir
puskiirtme nozzle’t aracilifiyla ¢ozelti parcaciklarinin  hizli  atomizasyonu
gergeklesir. Atomize damlaciklar sprey kurutucunun sicak hava akigsina maruz kalir
(160-220°C). Bu nedenle, bu damlaciklarda bulunan su hizla buharlasir ve kat1 kiitle
susuz kalir. Daha sonra uygun ¢ikis sicakligiyla kurutma havasindan son iiriin

ayrilir (Pinon-Balderrama vd., 2020).

Pompa WV Sicak hava €——— Kuru hava girisi

\’

Besleme ¢ozeltisi
Atomizer

Kurutma kolonu

—

Kuru hava ¢ikisl

Siklon

— Toplama kabi

Sekil 2. 7 Piiskiirtmeli kurutma sistemi

Endiistriyel ortamlarda, kolay ve nispeten basit bir yontem olan piiskiirtme kurutma
siklikla kullanilmaktadir. Ancak sicakliga duyarli molekiiller (protein tasiyicilar
vb.) yiiksek kurutma sicakliklarinda pargalanabilir ve sistemde enzimatik olmayan
kahverengilesme olusabilir. Yiiksek giris sicakliklari, mikroorganizmalar1 ve
kimyasal biyoaktif bilesikleri de etkileyebilir (Anandharamakrishnan, 2015).
Bunun i¢in {iretim yOnteminin optimize edilmesi ve duvar malzemelerin dogru

se¢ilmesi cok onemlidir.

Mikrobiyal pestisitlerin basarisi, tarim zararli ve hastalik etmeninin 6zelliklerine,
formiilasyon bilesenleriyle iliskisine, saklama kosullarina ve uygulama yiizeyine
veya yerine bagl olan uygun bir formiilasyonda yatmaktadir. Son yillarda ¢ogu

arastirma, sirastyla depolama sirasinda ve uygulama sonrasinda daha stabil ve etkili
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formiilasyonlarin arastirilmasi ve gelistirilmesini bir kenara birakarak, esas olarak
daha o6ldiirticii suslarin se¢imi, seri liretim ve saha deneylerine odaklanmistir. Bu
sebeple biyopolimer temelli mikroenkapsiilasyon islemleri ve canlilig1 koruyan
formulasyonlar onem kazanmustir. Mikrobiyal mikrokapsiilasyon,
mikroorganizmalarin olumsuz ¢evre kosullarindan korunmasi igin bir matris
icerisinde kaplandig1 veya hapsedildigi bir islemdir. Mayalar s6z konusu
oldugunda, mikrokapsiilasyon islemi onlarin giines radyasyonu, sicaklik ve bagil
nem gibi canliliklarin1 azaltan faktorlere dayanmalarina olanak taniyarak doz ve

uygulama sayisini azaltir (Gerding-Gonzalez vd., 2007, Vemmer ve Patel, 2013).

2.8 Mayalarin tarimda biyopestisit olarak kullanimi

Mayalar Okaryotik hiicre duvarinda kitin, B-glukan ve mannoprotein olan
mikroorganizmalardir. Mayalar diinya ¢apinda esas olarak gida endiistrisindeki
uygulamalariyla taninmaktadir ancak son yillarda biyomedikal arastirmalar igin
model organizma olarak, biyoyakit iiretim endiistrisinde ve tarim sektorii
kullanilmaktadir. Tarimda biyokontrol ajani olarak kullanilabilirler. Mayalar
besinler ve alan i¢in rekabet, toksinlerin, enzimlerin ve ugucu organik bilesiklerin
salgilanmasi ve bitkideki direncin uyarilmasi gibi 6zelliklerle antifungal aktivite
gosterirler. Bu 0Ozellikleri nedeniyle biyolojik bitki koruma maddelerinin

gelistirilmesi i¢in umut vericidirler (Ezzouggari et al., 2024).
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Sekil 2. 8 Maya hiicresinin yapisinin sematik gosterimi (Dadkhodazade vd., 2021)

En biliylk maya popiilasyonlar1 genellikle topraktan ziyade rizosferde bulunur
Alternatif olarak, bitkinin i¢ kisminda kolonilesen endofitik mayalar ve ayrica bitki

ve meyve yiizeyinde bulunan epifitik mayalarda mevcuttur (Freimoser vd.,2019).

[ Yer ve besin yarisi
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Sekil 2. 9 Mayalara biyokontrol aktivitesi kazandiran ¢oklu mekanizmalar
(Freimoser vd.,2019)

Ozellikle meyvelerde hasat sonras1 uygulanan maya, besin maddeleri ve alan i¢in

rekabet iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Mayalar genellikle alan agisindan hizli
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ve yliksek biiylime avantajina sahiptir, bu da meyvedeki yarali alanin tamamini
kaplayan biyofilm olusumuna neden olur. Ek olarak, ¢esitli ¢aligmalarda, mayalarin
bazi patojenlere karsi besin maddesi i¢in rekabete girdigini belirtilmistir. Bu durum,
ortamda bulunan besin maddelerinin mayalar tarafindan hizla tiiketildildigini ve
fungal sporlarin ¢imlenmesinin engellendigini gostermektedir. Ayrica mayalar,
patojenleri kontrol etmek i¢in ¢ok dnemli olan VOC'ler iiretebilirler. Bu 6zellikleri
sayesinde, biyokontrol ajani ile patojen veya gida arasinda fiziksel bir etkilesim
olmadigindan, ideal antimikrobiyaller olarak kabul edilebilirler (Sui vd., 2015;
Freimoser vd., 2019). Biyolojik kontrol, bocek saldirilarin1 6nlemek veya ortam
kosullarinda yabani otlarin bitki biiylimesini engellemek amacin1 da igerir

(Hernandez-Fernandez vd., 2021).

Ozellikle iyi biyokontrol performanslarina sahip antagonist mayalar, meyve
ylizeyleri, yaprak-toprak gibi dogal habitatlar, toprak ve deniz suyu gibi birgok
kaynaktan basariyla izole edilmistir. Hasat sonrasi biyokontrol ajanlari olarak
antagonistik mayalarin uygulama potansiyelleri, bilimsel yayinlarda genis ¢apta
arastirtlmistir (Tablo 2.2). Ancak Candida oleophila, Aureobasidium pullulans,
Metschnikowia fructicola, Cryptococcus albidus ve Saccharomyces cerevisiae gibi
yalnizca birka¢ maya tiirii ticarilestirilmis maya bazli biyokontrol iiriinleri olarak

gelistirilebilmistir (Hernandez-Montiel vd., 2021).

Tipik bir antagonistik siirecte maya hiicreleri ilk olarak elma, seftali ve domates
gibi hasat sonras1 meyve ve sebzelerde yaralarla karsilagir ve ardindan ilk 24 saat
icinde besinleri ve alami isgal etmek icin hizla biiyiir. Kolonize mayalarin
gelismesiyle birlikte, dogrudan parazitlestirme etkisi yoluyla konak¢1 dokular veya
fitopatojen hiicreler iizerinde bir maya biyofilmine doniisebilirler. Mayalar
tarafindan salgilanan hiicre duvarini pargalayan enzimler (esas olarak kitinazlar,
glukanazlar ve proteazlar dahil), 6ldiiriicii toksinler (K1, K2 ve K28 gibi) ve ugucu
organik bilesikler (hidrokarbonlar, alkoller ve benzen tiirevleri gibi VOC'ler) maya
biyofilmi yoluyla yayilabilir ve dis ortama tasinarak yakindaki fitopatojenleri
inhibe edebilir veya etkisiz hale getirebilir (Freimoser vd., 2019). Ek olarak, meyve
ve sebzelerin yara bolgesinde kolonize olan mayalar da bitkilerin konakgi1 direncini
tetikleyebilir, bu da pH durumunun degismesine ve artik mikroorganizmalarin

hayatta kalmasi i¢in uygun olmayan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olugsmasina
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neden olabilir. Ozetle, mayalarin antagonistik mekanizmalar1 dért yola ayrilabilir:
rekabet (besin maddeleri ve alan gibi), dogrudan parazitlenme, antimikrobiyal
bilesiklerin tiretimi (litik enzimler, 6ldiiriicii toksinler ve VOC'ler gibi) ve konake1

direncinin uyarilmasi (Ma vd., 2023).
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Sekil 2. 10 Mayanin antagonist mekanizmalar1 (Ma vd., 2023)

Antagonist mayalarin antimikrobiyal etkileri; besinler ve alan igin rekabet,
dogrudan parazitlik etkisi, antimikrobiyal bilesiklerin tiretimi, oldiiriicii toksin
tiretimi, litik enzimler, ugucu organik bilesikler (VOC'ler) ve konakg1 direncinin
indiiksiyonu gibi etkilere baghdir (Sekil 2.6).
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Tablo 2. 2 Farkli kaynaklardan elde edilen antagonist mayalar, hedef mikroorganizmalar ve tarama yontemleri

Maya tiirleri ~ Antagonistik suslar Kaynak Hedef mikroorganizma Tarama Referans
yontemleri
Candida spp. Candida famata Narenciyeler, incir, dikenli Penicillium digitatum Vitro Arras (1996)
armut, liziim
Candida sake Elma Penicillium expansum Vivo Viiias vd. (1998)
Botrytis cinerea
Rhizopus nigricans
Toprak P. expansum Vitro Avrrarte vd. (2017)
B. cinerea
Domates P. expansum Vivo Wilson vd. (1993)
B. cinerea
Candida tropicalis Muz B. cinerea Vivo Zhimo vd. (2016)
Cryptococcus s Cryptococcus laurentii Elma P. expansum Vivo Lima vd. (1998)
Pp.
Cryptococcus flavus Piring yapragi Fusarium moniliforme Vivo Nutaratat vd. (2014)
Helminthosporium oryzae
Rhizoctonia solani
Pichia spp. Pichia anomala Dogal yasam alanlar1 Botryodiplodia theobromae  Vitro Mohamed and Saad (2009)
Pichia kluyveri Yaprak P. digitatum Vivo Liu vd. (2017)
Pichia caribbica Meyve bahgesi topragi Rhizopus nigricans vivo Zhao vd. (2012)
Pichia membranaefaciens  Seftali R. nigricans Vivo (Fan & Tian, 2000)
Pichia guilliermondii Meyve ve sebzeler Colletotrichum capsici Vivo Chanchaichaovivat vd.

(2007)
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Tablo 2. 2 Farkli kaynaklardan elde edilen antagonist mayalar, hedef mikroorganizmalar ve tarama yontemleri (devami)

Metschnikowia Metschnikowia andauensis  Elma P. expansum Vivo Manso and Nunes (2011)
spp. B. cinerea
Rhizopus stolonifer
Metschnikowia Incir B, cinerea Vivo Ruiz-Moyano vd. (2016)
pulcherrima Monilinia laxa
Metschnikowia sinensis Cilek B. cinerea Vivo Pawlikowska vd. (2019)
Alternaria alternata
P. expansum
Rhodosporidiu  Rhodosporidium Deniz A. alternata Vivo Wang vd. (2008)
m spp. paludigenum
Rhodotorula glutinis Cilek P. expansum Vivo Zhang vd. (2009)
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Pichia kudriavzevii, dogal ortamlarda yaygin goriilen ve diinyanin her kitasinda
geleneksel olarak fermente edilmis yiyecek ve igeceklerde bulunan bir maya
tiirtidiir. Son yirmi yilda, gida isleme ve biyoteknolojideki potansiyel kullanimi
nedeniyle daha fazla ilgi ¢ekmistir (Chu vd., 2023). Bu bozulma mayasi bazen koku
salimimina ve biyofilm olusumuna neden olur, ancak daha siklikla probiyotik
ozellikler gosterir ve lezzet bilesiklerinin olusumuna katkida bulunur. Son yillarda
tek basina veya diger mayalarla birlikte tutarli kalitede fermente iiriinler elde etmek
i¢in bir baslatici kiiltiir olarak kullanilmaktadir. P. kudriavzevii, etanol, yiiksek pH,
yiiksek sicaklik, hiperozmotik stres ve lignoseliilozik inhibitorlere karsi yiiksek
toleransi gibi dogal 6zellikleri nedeniyle endiistriyel uygulamalar i¢in de ilgi ¢ekici

hale gelmistir (Chu vd., 2023).

P. kudriavzevii’nin, birgok etki mekanizmasi yoluyla fungal patojenlerin neden
oldugu hasat sonrasi kiiflenme ve ¢iirimeye kars1 etkili oldugu da gosterilmistir.
Bleve vd. (2006), P. kudriavzevii'nin Aspergillus carbonarius ve Aspergillus
niger'e karsi antifungal etkiye sahip oldugunu gostermislerdir. Madbouly vd.
(2020) ise elma meyvelerinden izole edilen ¢esitli endofitik mayalar arasinda P.
Kudriavzevii’nin en giliglii 6ldiirlicti toksinler rettigini gostermistir. Delali vd.
(2021), P. digitatum'a kars1 yapilan in vitro ve in vivo biyokontrol deneylerinde, P.
kudriavzevii'nin turunggillerdeki yesil kiifii kontrol etmek igin biyofilm olusumu,
besinler i¢in rekabet ve ucucu organik bilesikler (VOC) iiretimi gibi bir dizi
mekanizmayi kullandigini dogrulamislardir. Chi vd. (2015) ise, P. kudriavzevii'nin
biyofilm olusturabilmesinin 1s1 ve oksidatif stres gibi gevresel faktorlere karsi

toleransini artirdigini kesfetti.

P. kudriavzevii feniletil asetat ve feniletanol gibi antimikrobiyal 6zelliklere sahip
ucucu bilesikler {iretir ve bu bilesiklerin ¢esitli kiiflere karsi etkili oldugunu yapilan
caligmalarda gosterilmistir (Choinska vd., 2020). Ayrica P. kudriavzevii, patojenik
mikroorganizmalar ve meyve yiizeylerindeki diger yerel epifitik mikroflora ile
besin ve alan rekabeti sonucu baskin tiir haline gelebilme 6zelligine sahiptir. Liu
vd. (2020), soguk depolama sirasinda P. kudriavzevii uygulamasinin kiraz domatesi
ylizeylerinin mikrobiyal bilesimi ve popiilasyon dinamikleri {izerindeki etkilerini
incelemisler ve P. kudriavzevii rekabet avantajina dayanarak patojenlerin

ardigiklig1 bozarak baskin tiir olmalarini engelledigini gostermislerdir. Bununla
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birlikte, beslenme ve alan rekabetindeki etkisini vurgulayan baska bir ¢caligmada
ise, P. kudriavzevii'nin enerji metabolizmasi ve besin kullanimi verimliligi,
kalsiyum askorbat kullaniminin sinerjik tesvik etkisiyle artirilmis ve kiraz domates
gri kiifiine kars1 daha iyi biyolojik kontrol etkinligi gosterdigi gézlemlenmistir (Sun
vd., 2021). Diger antagonistik mayalara benzer sekilde, P. kudriavzevii'nin
biyolojik kontroliinde ¢ok sayida mekanizma c¢alismaktadir ve konak, mikrobiyom

ve ¢evre arasindaki karmasik etkilesimler daha fazla arastirilmalidir.

BCA olarak kullanilan mikroorganizmalarin ve mayalarin ticari basarisi, biiyiik
Ol¢iide {irtin formiilasyonlarina baglidir, bu nedenle bu ¢alismalarda birincil amag
daha etkili formiilasyonlar gelistirebilmektir. BCA'larin yeni formlarini elde
etmekle ilgili aragtirmalar, yararli mikroorganizmalarin biyotik strese karsi
direncini ve biyoaktif kaliciligi artirir (Fathi vd., 2021; Lade vd., 2019). Bu bakis
acisindan, yeni biyo-pestisit formiilasyonlar1 olusturmak i¢in mikro ve
nanoteknolojilerin kullanilmasi 6ne ¢ikmaktadir. BCA'larin (sporlar veya
metabolitlerin) kapsiilasyon ile polimer koruyucu bir kabuk igine yerlestirilmesi,
BCA'larn stabilitesini artiran ve onlart iklim kosullarindan koruyan ve dolayisiyla
biyotik strese kars1 daha fazla biyoaktiviteye sahip olan gii¢lii bir formiilasyondur.
Peil vd. (2020), sulu ortamlarda Trichoderma reesei sporunun lignin polimerine
kapsiillenmesinin, Trichoderma reesei sporunun istenmeyen erken ¢imlenmesini
onledigini ve T. reesei'nin asma govdesi hastaliklarina kars1 antifungal aktivitesini
artirdigin1 kesfetmislerdir. Mikroorganizma ve maya enkapsiilasyonunun BCA

olarak kullanilmalarinda sagladiklar1 avantajlar s0yle 6zetlenebilir:

e Biyoaktif bilesigin kontrollii salim1

e Biyoaktif bilesigin raf dmriiniin uzatilmasi

e BCA’nin biyokiitlesinin korunmasi

e BCA stabilitesinin arttirilmasi

e Kimyasal pestisitlere gore daha etkin maliyet yaklasimi saglamasi
e Iklim faktorlerine karst BCA’nin korunmasi

e Etkin doz ve mikroorganizma sayinin azaltilmasi

e BCA biyoaktivitesinin biyotik strese karsit korunmasi

e BCA etkinliginin arttirilmasi
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Kapsiilleme, biyoaktif maddelerin raf dmriinii uzatir ve depolama siiresi boyunca
ve biyotik stres faktorlerine uygulandiktan sonra metabolik aktivitelerini korur. Bu
nedenle, daha az uygulama ve daha az doz gereklidir. Gergekten de, kapsiilleme
biyolojik ajanlarin biyokiitlesini korur ve formiilasyonlarin toplam maliyetini
diisiiriir, bu da kimyasal isleme gore daha ucuz bir sekilde biyotik stres faktorleriyle
miicadele etmek i¢in daha ekonomik bir yontem saglar (Fraceto vd., 2018). Ek
olarak, kapsiilleme, biyoaktif bilesiklerin diizenlenmis salinimi yoluyla biyolojik
ajanlarin biyokiitlesini korur ve formiilasyonun toplam maliyetini diisiiriir, bu da
biyotik streslerle kimyasal isleme gore daha ekonomik bir sekilde miicadeleye
yardimci olur (Saberi-Riseh vd., 2021). Cesitli tasiyicilarin kapsiilleme sistemleri
olusturma yetenegi ¢ok Onemlidir. Tasiyicilar olarak, ucuz, biyolojik olarak
pargalanabilir ve cevreye faydali olan yesil nanomalzemeler ve biyopolimerler

popiilerlik kazanmistir (Riseh vd., 2022).
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3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Sodyum aljinat (SA), peynir alt1 suyu protein izolat1 (WPI), misir nisastas1 (CS) ve
maltodekstrin (MDX) Katki Deposu'ndan (istanbul, Tiirkiye) temin edilmistir.
Maya ekstrakti, malt ekstrakti, pepton, glukoz, agar ve Patates dekstroz agar (PDA)
Merck'ten (Darmstadt, Almanya) elde edildi.

3.2 Maya Hiicrelerinin izolasyonu ve Yetistirilmesi

Bu caligmada, Tiirkiye'nin Akdeniz Bolgesi'ndeki Adana ilindeki narenciye bahcesi
meyvelerinden 100 maya susu izole edilmistir (Park ve Chang, 2000; Vemmer ve
Patel, 2013; Gerding-Gonzalez vd., 2007). Izolatlarm 76's1 ascomycetous suslardan,
444 ise basidiomycetous suslardan olusmustur. Aktif kiiltiirler elde etmek igin
mayalar, 26°C'de maya ekstrakti pepton dekstroz agar (YPDA, 10 g/L, pepton 20
g/L, dekstroz (glikoz) 20 g/L) iizerinde biiyiitiilmiistiir. Mayalarin izolasyonu
sirasinda, hasat sonrasi narenciyelerde yesil kiif olusumuna neden olan P. dig-
itatum da ayn1 ortamlardan izole edilmistir (Sekil 3.1). Aktif kiiltiir elde etmek igin
patates dekstroz agarda (PDA; 4 g/L patates infiizyonu, 20 g/L glikoz ve 15 g/LL
agar) 14 giin siireyle biiyiitiilmiistiir. Bu maya suslarindan antifungal etkili ii¢ maya
tiric Wickerhamomyces anomalus (M72), Meyerozyma guilliermondii (M77),
Pichia kudriavzevii (M74)) secildi ve kapsiilleme i¢in Pichia kudriavzevii (M74)

kullanilmastir.
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Sekil 3. 1 Adana-Mersin Bolgesi Narenciye Yetisen Ortamlardan/Yiizeylerden
Mikroorganizma izolasyonu

3.3 Maya Suslarinin Tanimlanmasi

[zole edilmis maya suslarinin tanimlanmasi, DNA izolasyonu ve ardindan ITS
(dahili kopyalanmis ayiric1) primerleri kullanilarak PCR ile yapilmistir.
Mantarlarda genellikle niiklear ribozomal DNA (nrDNA)’da 18S, 5.8S, 26S
bolgelerinin arasinda kalan i¢ transkripsiyona ugramis bos bolgelere (internal
transcribed regions) spesifik primerler tasarlanarak spesifik tiir tayini yapilmstir.
Sekil 3.2°de goriildiigii gibi 18S nrDNA ile 5.8 S nrDNA arasinda kalan bolgeye
ITS 1, 58 S nrDNA ile 26S nrDNA arasinda kalan bolge I1TS2 olarak
adlandirilmakta ve ayirict tanida bu iki bolgenin de ayni1 anda PCR ile ¢ogaltilmasi
sonucu elde edilen iiriinlerin veri kiitliphanelerinde arastirilmasinin daha kesin
sonuglar verdigi gosterilmistir (Manter ve Vivanco, 2007). Kullanilan primerler
ITS-F (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCG-'3), ITS-R (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-'3)'tir ve PCR kosullart sunlardir: denatiirasyon
94°C'de 3 dakika, tavlama 53°C'de 45 saniye, uzatma 72°C'de 90 saniye ve son
uzatma 72°C'de 10 dakika olarak ayarlanmigtir. Reaksiyonun tamami 30 dongiiye

ayarlanmis ve PCR iiriinleri Sanger Sekans yontemiyle sekanslanmistir.
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Sekil 3. 2 I¢sel transkripsiyona ugramis bos bolgeler (internal transcribed regions,
ITS)

3.4 Hasat Sonras1 Hastahklara Neden Olan Mantarlan

Engelleyebilen Antagonistik Mayalarin Secimi

Bir PDA plakasi iizerinde bir maya ve bir mantar patojeninin ikili yetistirilmesiyle,
Tiirkiye Akdeniz Bolgesi'ndeki narenciye bahgeleri ve agaclarinda yetisen ve
portakallarda hasat sonrasi hastaliklara neden olan 120 maya susunun antagonistik
aktiviteleri degerlendirilmistir. Antagonistik aktivite tayini Sukmawati vd. (2021)
yonteminde bazi degisikliklerle ile yapilmistir (Sekil 3.3). PDA ortami, plakanin
bir kenarindan yaklasik 3 cm uzaga aktif maya hiicrelerinden olusan bir koloni ile
dogrusal cizgilerle asilanmistir. Plakanin 26 °C'de 48 saat inkiibasyonundan sonra,
aktif olarak biiyiiyen bir mantar patojeninin (Penicillium italicum ve Penicillium
digitatum) 4 mm capindaki bir diski, maya ¢izgisinden yaklasik 3 cm uzakta,
plakanin kars1 kenarina asilanmistir. Plakalar {izerinde on giin 26°C'lik inkiibasyon
yapilmistir. Kontrol olarak yalnizca mantarla enfekte olmus bir plaka kullanilmig
ve her bir islem igin ti¢ tekrar gerceklestirilmistir. Bir inhibisyon bélgesi, antagonist
aktivitenin varligin1 gosterir. Miselyum biiylimesinin % inhibisyonu su formiil ile

belirlenmistir:
{(R1- R2)/R1} x 100 1)

R1 Kkontrol uygulamasinda fungus biiyiime yarigapt ve Rz Ornekteki biiyiime

yaricap1 olarak dl¢iilmistiir.
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) | ((RoxRexp)/Rcix100% |

3'er cm araliklar ile Kontrol (Rc) M77 (Rexp) Image %inhibisyon
mayalarin ve kifiin

ekimi

Sekil 3. 3 Maya izolatlarinin antagonist etkisi 6l¢iimiiniin sematik gosterimi

3.5 Mikroorganizma Uretiminin Optimizasyonu- Taguchi metodu

Mayalarin en yiiksek konsantrasyonda ve maksimum iireme potansiyelinde elde
edilebilmesi igin besiyeri optimizasyonu Taguchi metoduyla yapilmistir.
Antagonist mayanin biiyiitiilmesi i¢in optimal sartlarin arastirilmasi yapilmistir.
Besiyeri hazirlanirken hiicrelerin ihtiyaci olan karbon kaynagi, azot kaynagi, tuz
orani vb. igerikler onem tagimaktadir. Bunun yanisira ortam sicakligi, besi yerinin
pH gibi ¢evresel kosullarin optimizasyonu da gerekmektedir. Bu optimizasyonlar
icin literatiirde yer alan Taguchi metodu uygulanmistir. Taguchi yontemi
biiyiitiilmede uygulanan degiskenlerin biyo-kiitle miktarina gére yorumlandig: bir
yontemdir. Toguchi’de karbon kaynag: (glikoz), azot kaynagi (glikoz) ve tuz
kaynagi (CaCly) ii¢ farkli konsantrasyonlarda denenmistir. Konsantrasyon degerleri

Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3. 1 Taguchi yonteminde kullanilan karbon kaynagi (glikoz), azot kaynagi
(glikoz) ve tuz kaynagi (CaCl) ti¢ farkli konsantrasyonlar degerleri

Yizde Konsantrasyon
Glikoz Pepton Yeast extract
1 %1 %l 20,3
2 %1 %2 %l
3 %61 Sod %2
4 %2 %l %l
3 %2 %2 %2
] %2 Yod 20,3
7 o4 %l %2
8 Sod %02 %60,5
9 S %ad %l

Ik toguchi’de karbon kaynagi (glikoz), azot kaynagi (pepton) ve tuz kaynagi
(CaCly) ti¢ farkl degiskenin farkli konsantrasyonlarda tartimlari yapilmigtir. 100

ml besiyerine 10ul’lik 6ze ucu yardimiyla taze petrilerinden koloniler toplanmistir
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ve erlenlerin igerisine atilmistir. Daha sonra karistirict igerisine yerlestirilmistir.
Sifirinct saat 6l¢limii olarak 6-10ml olarak ayrilan 6rneklerin OD600 ve OD660
dalga boylarinda absorbanslar1 dl¢iilmiistiir. Ornekler OD600 ve OD660 dalga
boylarina kars1i en iyi absorbans degeri Ol¢iilmiistiir ve bir sonraki taguchi
yonteminde kullanilmak tizere se¢ilmistir.

Taguchi yonteminin ikinci kisminda farkli konsantrasyonlarda pH, rpm ve
sicaklik degerleri farkli konsantrasyonlarda denenmistir. Tablo 3.2‘de taguchi
yonteminde kullanilan pH, rpm ve sicaklik degiskenlerinin ti¢ farkli konsantrasyon
degerleri verilmistir. Total 110ml olarak hazirlanan besiyerleri 121°C’de 15dk
otoklavlandiktan sonra i¢erisine 1M sitrat buffer ve 1M dipotasyum hidrojen fosfat
buffer eklenmistir. ilk hazirlanan besiyeri miktar1 bufferlarin miktarma gére
azaltilmistir. Bu calismada 110ml olarak hazirlanan besiyerlerinde 75ml olarak
yeast extract, pepton ve glukoz i¢eren besiyerleri hazirlanmistir. Otoklav sonunda
toplam 35 ml olacak sekilde sitrat buffer ve fosfat buffer eklenerek toplam hacim
110ml’ye tamamlanmistir. Bufferlar1 eklenmis ve 110ml olan besiyerlerinden 6-
10ml drnek toplanip ve temiz falkonlara konulmustur. Ornekler ayrildiktan sonra
10ul’lik 6ze ucu yardimiyla mayanin taze petrilerinden koloniler toplanmistir ve
erlenlerin igerisine atilmistir. Daha sonra orbital shaker icerisine yerlestirilmistir.
Sifiricr saat dl¢limii olarak 6-10ml olarak ayrilan 6rneklerin OD600 ve OD660

dalga boylarinda absorbanslar1 dl¢tilmiistiir.

Tablo 3. 2 Taguchi yonteminde kullanilan pH, rpm ve sicaklik degiskenlerinin {i¢

farkli konsantrasyon degerleri

Yizde Konsantrasyon
pH Rpm Sicakhk
1 4 180 25
2 4 200 30
3 4 220 37
4 3 180 30
5 5 200 37
6 3 220 25
7 7 180 37
8 7 200 25
g 7 220 30
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3.6 Potansiyel biyolojik kontrol ajami olarak secilen mayalarin

ucucu bilesen kapasitelerinin tayini

Maya izolatlarinin P.digitatum ve P.italicum'a karst frettigi ugucu organik
bilesiklerin (VOC'ler) antifungal aktivitesi, Parafati vd., (2015) ve Hammami vd.,
(2022) protokoliine gore iki katli bir petri kab1 deneyi kullanilarak test edilmistir.
Kontrol olarak sadece Penicillium tiirlerini igeren PDA kaplar1 kullanilmistir. Her
islem igin ii¢ tekrar plaka kullanilmig ve test funguslarimin radyal biiylime

inhibisyonunu 6l¢mek icin deney iki kez tekrarlanmistir (Sekil 3.4).

=) (0’; ) ) | ((Rc-Rexp)/Rcx100%

Yayma o6ze ile Kuf petrisi asagida maya image) programi ile
mayalarin ekilir. petrisi yukarida olacak kiflerin alanlan olgulir.
sekilde parafimlenir.

Sekil 3. 4 Maya izolatlarinin Ugucu Organik Bilesiklerinin etkisi 6l¢timiiniin
sematik gosterimi

3.7 Maya Tiirlerinin Sinerjik Etkilerinin Belirlenmesi

Maya tiirlerin ayr1 ayr1 antifungal etkinliklerinin belirlenmesinin ardindan
birbirleriyle olan sinerjik aktiviteleri arastirllmistir. Bu calisma {iriinlesme
potansiyeli olan mikroorganizmalarin birbirlerinin etkinliklerini nasil degistirdigi
arastiritlmistir. Calismada sinerjik etkinliklerin belirlenmesinde 96 kuyucuklu
plakalar kullanilarak dama tahtasi (checkerboard) yontemi uygulanmistir. Sivi
besiyerinde etkin dozlarinin bir diisiik dozunda ayarlanan maya o6rnekleri kuyu
icerisine 50ul’lik hacimlerde olacak sekilde yatay ve dikey siralarda ikili maya
kombinasyonlar1 c¢alisilmistir. Mayalar kuyulara eklendikten sonra 100ul agarh
besiyeri eklenmistir. Agarlar donduktan sonra P.digitatum ve P.italucum kiifleri 0.5
Macfarland konsantrasyona ayarlandiktan sonra 10ul’lik hacimde besiyerlerine
ekilmistir ve 5-7giin 28°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiflenmenin

olmadig1 kuyular belirlenmis ve not edilmistir.
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3.8 Hidrolitik Enzimlerin Belirlenmesi

B-1,3-glukanaz, proteaz ve Kkitinaz enzimleri, aday BCA'larin antifungal
aktivitelerinin etki mekanizmasim aciklamada onemli belirteglerdendir. Ilgili
enzimlerin substrati olarak kitin, B-glukan ve yagsiz siit tozu kullanilmistir.
Hammami vd. (2022) kullandig1 yontem modifiye edilerek, 24 saatlik maya kiiltiirii
siispansiyonlarindan (107 hiicre/mL) alnan alikotlar (10 pL) eslesen substratlart

iceren kat1 ortam (agar 15 g/L) lizerine yiizeysel olarak yayilmistir.

e [-1,3-glukanazin aktivitesi, 5 g/L laminarin (B-1,3-glukan) ve 6,7 g/L maya
nitrojen bazi igeren kati bir ortamda degerlendirilmistir. Plakalar 72 saat
boyunca 25°C'de inkiibe edilmis, Kongo Kirmizisi (0.6 g/L) ile boyanmis ve
daha sonra oda sicakliginda doksan dakika beklemeye birakilmistir.
Plakalardaki kolonileri ¢evreleyen sari-turuncu bolge, fazla kalan boyanin
uzaklastirilmasindan sonra glukan hidrolizinin varligini gostermistir.

e Proteaz aktivitesi %2 agar ve %Il0 yagsiz siit tozu kullanilarak
degerlendirilmistir. 110 °C'de bes dakikalik otoklavlamanin ardindan ortam
petrilere aktarilmistir. Bir hafta boyunca asilanan plaklar 25°C'de tutulmus ve
her giin kontrol edilmistir. Asilama bolgesinin c¢evresinde parlak bir halenin
varligi, enzimatik aktivitenin varligini géstermistir.

e Kitinaz aktivitesi, pH 7'de kitin iizerinde degerlendirilmistir. 25°C'de 1-6 giin
sonra, as1 bolgesini ¢evreleyen berrak bir bolgenin varligi, hiicre dis1 kitinaz
aktivitesinin gostergesi olarak degerlenmistir. Her izolat i¢in ti¢ tekrar petri
kullanilmistir. Koloninin onu ¢evreleyen halesinin gelismesi olumlu bir sonug

olarak goriilmiistiir.

3.9 Biyofilm Olusumu

Boya kristal moru kullanilarak, daha 6nce Parafati vd., (2015) ve Hammami vd.,
(2022) tarafindan bildirildigi gibi, potansiyel BCA'lar olarak segilen maya
izolatlarmin biyofilm gelisimini degerlendirmek i¢in mikrotitre kabi analizi
yontemi kullanilmistir. Maya suslar1 107 hiicre/mL'de biiyiitiilmiis, 96 kuyucuklu
bir polistiren plakanin oyuklarina ti¢ tekrar halinde asilanmis ve plakalar, 75 rpm'de

26 °C'de 72 saate kadar inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra kuyucuklar PBS
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ile yikanmis ve 45 dakika boyunca 100 uL %0,4 sulu kristal viyole ¢ozeltisi ile
boyanmistir. Daha sonra kuyucuklar steril distile su ile yikanmis ve hemen 200 uL
%95 etanol ile boyas1 alinmistir (Sekil 3.5). 45 dakika sonra ¢ozeltideki kristal

menekse miktar1 590 nm'de ol¢iilmiistiir. Sonuglar OD cinsinden verilmistir.

ERAAN
o

Mayalar 96’lik plakada

belirlenen yerlere 28 ° C'de 24 saat Kuyucuklardaki mayalar Kuyycuklardaki kristal Plaka mikroplaka
eklenirler. inklbe edilir. cikartilir, kuyucuklar PBS ile viyole gikartilir ve okuyucuda 590 nm’de
yikanir ve kristal viyole etanol eklenir. absorbans 8lciimleri
eklenir. alinir.

Sekil 3. 5 Maya izolatlarinin biyofilm olusturma kapasitelerinin incelenmesinin
sematik gosterimi

3.10 Maya Hiicrelerinin Mikrokapsiillenmesi

3.10.1 Polimer Cozeltisinin Hazirlanmasi ve Sprey Kurutma islemi

Baslangi¢ ortamindan besin bilesenlerini ¢ikarmak i¢in maya kiiltiiriinden hiicreler,
6000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiijleme yoluyla geri kazanilmis ve daha
sonra iki kez steril %0,1 (agirlik/hacim, a/h) peptonlu suyla yikanmustir. Onceki
caligmalar ve biyopolimerlerin Ozellikleri dikkate alinarak, farkli polimer
konsantrasyonlart (%0,1-10 a/h) ve bunlarin kombinasyonlari, piiskiirterek
kurutmanin basgarili olup olamayacagini belirlemek i¢in 6n testlere tabi tutulmustur.
25-C sicaklikta bekletildikten sonra belirlenen oranlara karsilik gelen miktarda
polimerler (MDX, nisasta, WPI) ilave edilmis ve homojen bir ¢ozelti elde
edilinceye kadar 2 saat karistirilmistir. Maya konsantrasyonu 1 x 10° hiicre/mL'ye

ayarlanmis ve polimer ¢ozeltisine eklenmistir.
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Tablo 3. 3 M74 mayasinin piiskiirtiilerek kurutulmus kapsiil formiilasyonlarinin

Taguchi tasarimi

Ornekler SA CS MDX WPI
(wiv, %) (wiv, %) (wiv, %) (wiv, %)
1 0 5 0 0
2 0 0 5 0
3 0 0 0 5
4 0 10 0 0
5 0 0 10 0
6 0 0 0 10
7 0,1 5 0 0
8 0,1 0 5 0
9 0,1 0 0 5
10 0,1 10 0 0
11 0,1 0 10 0
12 0,1 0 0 10

Minitab yazilimiyla hazirlanan Taguchi yaklagimi, biyoformiilasyonun bilesimini
sprey kurutucu islemiyle optimize etmek i¢in kullamilmistir (Tablo 3.3).
Biyopolimerlerin Taguchi yaklagimi i¢in 6n ¢aligmalar sonucu secilen sodyum
aljinat (SA) konsantrasyonlar1 %0-0,1 (a/h), peynir alt1 suyu protein izolat1 (WPI),
musir nigastasi (CS) ve maltodekstrin (MDX) konsantrasyonlari %0-10 (a/h)'dir.
Deneysel tasarim i¢in yanit degiskenleri kurutma sonrasi mayalarin canli kalma
miktarlar1 (%) ve iretilen toz formiilasyonunun verimi olmustur. Taguchi
yaklagimiyla 12 deneysel ¢alisma olusturulmus ve her islem ti¢ kez tekrarlanmustir.

Sprey dryer ile kurutma parametreleri Sekil 3.6’da verilmistir.
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Kolon giris sicakligi: 90-110°C | Fan-Set: %50-65

Akig hizi: 10-15 ml/dk Nozzle temizleme: 30 sn

Siklon ¢ikis sicakhgi: 75°C

Kolon ¢ikis sicaklig: 75°C

Sekil 3. 6 Spray-dryer iiretim parametreleri

3.10.2 Sprey Kurutulmus Tozun Optik Mikroskopi ve SEM Yoluyla
Morfolojik Analizi

Piiskiirterek kurutmayla elde edilen toz orneklerinin genel dagilimini incelemek
icin bir optik mikroskop (CKX41; Olympus Corporation, Tokyo, Japonya)
kullanilarak optik mikroskopi goriintiileri elde edilmistir. Tozun yilizey morfolojisi
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak incelenmistir. Puskiirterek
kurutma yoluyla elde edilen toz numuneler, ¢ift tarafli yapiskan bant kullanilarak
aliminyum stublara sabitlenmis ve fazla toz, kuru havanin stublarin yiizeyine
yonlendirilmesiyle giderilmistir. Numuneler SCD 005 piiskiirtmeli kaplayicida
(Almanya) altinla kaplanmis ve 10 kV hizlanma voltajinda ¢alisan Zeiss Gemini
500 Alan Emisyon Taramali Elektron Mikroskobu (Almanya) ile farkli

bliyiitmelerde incelenmistir.
3.10.3 Parcacik Dagilimi ve Boyut Analizi

Piiskiirterek kurutulmus toz numuneler (0,5-1 g) etanol ile karistirilmis ve
parcaciklarin ¢aplarini 6lgmek i¢in bir pargacik boyutu analiz cihazi (Mastersizer-
2000, Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) kullanilarak boyutlar 6l¢iilmiistiir.
Tiim OSlglimlerde protein i¢in 1,41 ve su igin 1,33'liik gercek kirmim indeksi
kullanilmis ve her numune igin ii¢ 6l¢iim alinmistir. Toz numuneler igin partikiil

boyutu degerleri Dv90 olarak verilmistir.
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3.10.4 Piiskiirterek Kurutmadan Sonra Canlihk Testi

Piiskiirterek kurutma isleminden sonra canli maya hiicresi sayimlari, agar plakalari
tizerine kaplama yoluyla belirlenmistir. Bunun i¢in 1 g sprey kurutulmus maya tozu
numunesi, 9 ml %0,1 (a/h) peptonlu su igerisinde rehidre edilmis, 1 dakika
vortekslenmis ve yaklagik 15 dakika boyunca ¢oziinmeye birakilmigtir. Seri
diliisyonlar yapilarak YPD agar iizerine ekim yapilmis ve 48 saat (26°C)
inkiibasyona birakilmistir. Canli maya hiicreleri, asagidaki formiil (2) (Reddy vd.,
2009) kullanilarak hesaplanmis ve sonug, 1 g sprey kurutucu iiriinii basina canli
maya hiicreleri olarak rapor edilmistir. Ayni islem, canli kalma yilizdesini ve
enkapsiilasyon  yiizdesini  hesaplamak i¢in sprey kurutucu besleme
slispansiyonunun 1 ml'sinin seyreltilmesiyle de yapilmistir. Deney {i¢ tekrar halinde

gerceklestirilmistir. Canlilik yiizdesi su formiile gore hesaplanmustir:
% canlilik = Nr/Nf *100 (2)

Nr, sprey kurutucu firiiniindeki canli hiicrelerin sayist ve Nf, kurutmadan once

besleme soliisyonundaki canli hiicrelerin sayisidir (Gonzalez-Gutiérrez vd., 2021).
3.10.5 Piiskiirterek Kurutulmus Maya Hiicresinin Antifungal Analizi

Agar dokme yontemi Virgili R vd. (2012) tarafindan tarif edilen yonteme bazi
modifikasyonlar yapilarak ger¢eklestirilmistir. Bu, maya suslarinin fungal suslarina
karst minimum inhibitér konsantrasyonunu (MIC) belirlemek i¢in yapilmistir
(fungus biiyiimesini engellemek igin gereken maya hiicresi/ml). Bunun igin 1 g
sprey kurutulmus maya tozu 6rnegi, 9 ml %0,1'lik peptonlu su ile rehidre edilmis,
1 dakika vortekslenmis ve yaklasik 15 dakika ¢6ziinmeye birakilmistir. Maya
slispansiyonu petri kutularina ii¢ tekrar halinde eklenmis ve Malt ekstrakt agari (45-
50 °C) ile kanstirilarak 1x10%den 1x108 hiicre/ml'ye kadar nihai hiicre
konsantrasyonlar1 elde edilmistir. Agar katilagtiktan sonra, Malt ekstrakt agar
tizerinde biylitilmis 10 giinlik Penicillium italicum ve Penicillium digitatum'dan
hazirlanan 10ul1 spor siispansiyonu (1x10° spor/mL) her petrinin ortasina eklenerek
7 giin boyunca (26°C) inkiibasyona birakilmistir. Fungus yarigap1 olciilmiis ve
inhibisyon yiizdesi hesaplanmigtir. MIC, fungus biiyiimesini engelleyen hiicre

konsantrasyonu olarak belirlenmistir.
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3.10.6 MTT Testi ile Hiicre Canliligimin Belirlenmesi

Mayalarin kapsiilleme sonrasinda mitokondriyal aktivitelerinin devam edip
etmedigini degerlendirmek ve canliliklarini incelemek amaciyla MTT analizi
yapilmustir. Piskiirterek kurutulmus mayanin canliligi, FB Dos Reis Almeida vd.
(2011) tarafindan tarif edildigi gibi MTT yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.
Bunun i¢in 1 g sprey kurutulmus maya tozu numunesi (4., 7. ve 10. formiilasyon) 9
ml %0.1'lik peptonlu su igerisinde rehidrate edilmis, 1 dakika vortekslenmis ve
yaklagik 15 dakika ¢oziinmeye birakilmistir. 10 dakika boyunca 6000 rpm'de
santrifiijleme yapilarak siipernatant uzaklastirilmis ve esit miktarda YPD sivi
besiyeri ile degistirilmis, ardindan hiicre canlanmasina izin vermek igin doner
calkalayicida (26°C 120 rpm) gece boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bundan
sonra, 96 oyuklu plakaya 100ul maya numunesi ilave edilmis, ardindan 10ul (5
mg/ml) MTT c¢ozeltisi ilave edilerek 4 saat boyunca 26°C'de karanlikta
inkiibasyona birakilmistir. Stispansiyon formazan kristallerine zarar vermeden
uzaklastirilmistir. Son olarak 100ul DMSO ilave edilmis ve 26°C'lik doner
calkalayicida 10 dakika siireyle inkiibe edilmis ve absorbans, bir plaka okuyucu
(BioTek Epoch 2 Microplate Reader) kullanilarak 595 nm'de 6l¢iilmiistiir. Kontrol

grubu olarak serbest kapsiillenmis M74 mayasi1 kullanilmistir.

3.11 Portakallarda Hasat Sonras1 Hastaliklarin Kontroliinde

Antagonist Mayalarin Etkinliginin Degerlendirilmesi

Mikrokapsiillenmis mayalarin Penicillium digitatum'a kars1 in vivo aktivitesini test
etmek i¢in bir narenciye olan portakal meyvesi se¢ilmistir. Organik portakallar
(Citrus sinensis), yas, homojenlik ve kusursuz durum gibi faktorler dikkate alinarak
calisma i¢in yakindaki yerel bir marketten rastgele se¢ilmistir. Portakallar %2’lik
(a/h) sodyum hipoklorit (NaOCI) soliisyonu ile iki dakika dezenfeksiyondan sonra

temiz su ile iki kez durulanmis ve 25 °C’de agik havada kurumaya birakilmstir.

Meyveler Tlzerindeki Onleyici etkiylr gozlemlemek i¢in serbest mayalar
(hematositometre kullanilarak 1x10® hiicre/mL'ye ayarlanmis) siispansiyona
alimmig ve kapsiillenmis mayanin c¢oziilmesinden sonra daldirma soliisyonu

hazirlanmistir. Enkapsiile maya igeren daldirma soliisyonu 1x10® hiicre/mL'lik
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nihai maya hiicresi konsantrasyonu elde etmek icin gerekli miktarda sprey kurutucu
tiriiniiniin %0,1 (a/h) peptonlu suda ¢oziilmesiyle elde edilmistir (canlilik analizinde
1 g sprey kurutucu iirtiniinde bulunan hiicre sayisi belirlenmistir). Bu islem i¢in,
oncelikle meyveler fungus siispansiyonuna (1 x 10° hiicre/mL) daldirilmis ve 1 saat
oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Daha sonra meyvelere tamamen
kaplanacak sekilde maya igeren sprey dry siispansiyonu piskiirtiilmiistiir. Steril
distile su ile atomize edilen meyveler negatif kontrolii olustururken Imazalil®
(Azoxystrobin, 0,8 g/L; AMISTAR® Syngenta, Frankfurt, Almanya) ile kaplanan
meyveler ise pozitif kontrolii olusturmustur. Her iki islemde de funguslar1 agilamak

icin spor silispansiyonu kullanilmistir.

Portakal meyveleri 21 giin boyunca 25 °C (%75 bagil nem) boyunca depolanmig ve
hastalik insidansi, patojen biiyiimesi dlgiilerek hesaplanmustir (Oztekin ve Karb-
ancioglu-Giiler, 2023). Her grup 6 meyveden olugsmakta olup pozitif kontrol grubu
olarak Imazalil uygulanan meyveler, negatif kontrol olarak ise sadece patojen
uygulanan gruplar kullanilmistir. Deney ii¢ kez tekrarlanmis ve her bir islem on

meyve iceren ve islem basina {i¢ tekrardan olusan grup icermektedir (Sekil 3.7).

> > > >
Hipoklorid ddH20 ile Etken madde ’ X w iklimlenc
ile ykama yikama uygulamas: Ve inokiilasyonu L/, Odasind
a4 S Inokiilas

>
mlendirme |
asinda
kiilasyon

Sekil 3. 7 Onleyici etki calismasinda uygulanan yéntemin sematik gosterimi

3.12 Istatistiksel analiz

Her deney ti¢ tekrar halinde gergeklestirilmis ve her biri i¢in sonuglar ortalama +
standart sapma olarak rapor edilmistir. Istatistiksel ¢alisma, Armonk, NY'de
bulunan SPSS Istatistik Yazilmmin IBM 20 siiriimii  kullamlarak
gerceklestirilmistir. Ortalama degerler arasindaki farklari degerlendirmek igin tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildiktan sonra Tukey post hoc testi
yapilmistir. p<0,05 oldugunda farklarin anlamli oldugu belirlenmistir.
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A

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Mayalarin izolasyonu ve Maya Kolonilerinin Morfolojik

Karakterizasyonu

Meyve orneklerinden izole edilen maya tiirlerinin morfolojik karakterizasyonunda
ilk 6nce mayalar icin spesifik segici besiyerlerine ekimleri yapilmistir. Yapilan
pasajlar ile mayalar her petride tek tip koloni olacak sekilde ayrilmistir. Her pasaj
28°C’de 24-72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda mayalar +4°C’de
muhafaza edilmistir. Morfolojik 6zelliklerine gdre ayrim yapilirken maya
kolonilerinin sekil, boyut ve renklerine gore ayrim yapilmis ve mikroskop ile
koloniler incelenmistir (Sekil 4.1, Sekil 4.2).

Petri Goriintiisii Mikroskop Goriintiisii

Sekil 4. 1 Izolasyonlar1 yapilan mayalar morfolojik 6zellikleri ve toplandiklari

yerlere gore belirlenmis ve listelenmistir
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Sekil 4. 2 izole edilen bazi mayalarin petri goriintiisii
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Tablo 4. 1 Dogadan izole edilen mayalarin listesi. Tabloda mikroorganizmalara verilen kodlar, izolasyon yerleri, koloni renkleri ve Penicillium

italicum ve Penicillium digitatum tiirlerine kars1 etkinlikleri yer almaktadir

144

M.O  lizolasyon izolasyon Petrideki Adi Koloni Rengi Penicillium  Penicillium
Kodu Sehri Yeri italicum digitatum
M-1 | Adana limon F. Adana limon 6rnegi 2- LB(1) 10.10.2018(2) Krem - -
M-2 | Adana limon F. Adana Lilmon yumusak yiizey-3 Malt krem - -
yumusak 18.10.2018 (8)
yuzey

M-3 | Adana Salgam F. Adana salgam 1 LB 20.11.2018 Mavi koloni beyaz - -

(4)
M-4 | Adana Salgam F. Adana salgam 1 LB 20.11.2018 Beyaz koloni beyaz - -

(4)
M-5 | Mersin- portakal F. portakal degdirme 21.11.2018 Mavi koloni beyaz - -

Alata
M-6 | Mersin- portakal F. portakal degdirme 21.11.2018 Beyaz koloni krem - -
Alata

M-7 | Adana limon F. Adana limon 6rnegi 11 LB- 20.11.2018 Tek beyaz etki var- -

beyaz koloni (16) mik belirsiz
M-8 |- Ananas F. Ananas 1 LB 20.11.2018 Mavi koloni (11) beyaz - -
M-9 |- Ananas F. Ananas 1 LB 20.11.2018 Beyaz koloni (11) beyaz - -
M-10 | Adana limon F. Adana limon 6rnegi 2 LB 20.11.2018 Mavi beyaz 10° 10°

koloni (10)
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Penicillium italicum ve Penicillium digitatum tiirlerine kars1 etkinlikleri yer almaktadir (devami)
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M-11 | Adana portakal F. Adana portakal 6rnegi 2 Malt(2) 18.10.2018 krem - -

M-12 | Adana Mandalina F. Adana Mandalina eksi ciiriikliik siiphesi Malt ~ beyaz 10° -
15.11.2018

M-13 | Adana - Adana 27 Ekim Malt 30.10.2018 (swab) beyaz - -

M-14 | - Ananas F. Ananas 1 MRS 26.10.2018 beyaz - 10°

M-15 | Adana portakal- F. Portakal yaprak (saglikli) Karigik Malt (1) koyu sar1 - -

yaprak 04.11.2018

M-16 | Adana Mandalina F. Adana Mandalina Penicillium Siiphesi Malt (3)  beyaz 10° 10°
04.12.2018

M-17 | Adana limon F. Adana 8 pk Malt(1) 13.12.2018 beyaz 10° 10°

M-18 | Adana - Adana Swab 10 Malt (1) 14.12.2018 beyaz 10 10°

M-19 | Adana limon Adana limon sap dibi Malt (2) 14.12.2018 koyu sar1 - -

M-20 | Adana Mandalina F. Adana Mandalina Geotrichum siiphesi beyaz - -
04.12.2018 MRS

M-21 | Adana Greyfurt F. Adana Greyfurt (2.2) Malt-Malt 06.12.2018 beyaz 10 10°

M-22 | Adana Greyfurt F. Adana Greyfurt (2.1) Malt 06.12.2018 parlak sar1 - -

M-23 | Adana Yaprak F. Adana yaprak 10 siyah leke Malt 13.12.2018 soluk beyaz - -
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M-24

M-25

M-26
M-27

M-28
M-29
M-30
M-31
M-32
M-33
M-34
M-35
M-36

M-37

Adana

Adana

Adana
Adana

Adana
Adana
Adana
Adana
Adana
Adana
Adana
Adana
Adana

Adana

Mandalina
limon

limon
limon

Yaprak
yaprak

toprak
portakal
toprak
Limon
Mandalina

Yaprak

F. Adana Mandalina Penicillium Siiphesi Malt (1)
04.12.2018

F. Adana saglikli limon degdirme (6.1) Malt
21.11.2018

F. Adana Limon 6rnegi (2.1.1) Malt 13.11.2018

F. Adana saglikli limon degdirme 5 Malt
04.12.2018

F. Adana yaprak (7.3) Malt 04.12.2018

F. Adana yaprak 9 Malt (2) 14.12.2018

F. Adana 4i1-3000 Malt 19.11.2018

Adana swab 15 Malt 14.12.2018

F. Adana toprak Malt 12.11.2018

F. 27 Ekim Portakal Malt 19.11.2018

F. Adana toprak 1 Malt 19.11.2018

F. Adana limon 6rnegi (2.2.1) Malt 13.11.2018

F. Adana Mandalina Penicillium Siiphesi Malt (2)
04.12.2018

F. Adana yaprak 12 siyah leke Malt 13.12.2018

beyaz
soluk sar1

beyaz
beyaz

beyaz

koyu krem
beyaz
Seffaf beyaz
beyaz

beyaz

koyu krem
beyaz

soluk beyaz

soluk beyaz

10°

106

10°
10°
10°
106

10°

10°

10°
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italicum ve Penicillium digitatum tiirlerine kars1 etkinlikleri yer almaktadir (devami)
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M-38 | Adana - F. Adana swab 13 Malt 13.12.2018 soluk beyaz - -
M-39 | Adana - F. Adana 8 pk Malt (2) 13.12.2018 beyaz 10° 10°
M-40 Adana Greyfurt F. greyfurt (2.1) Malt 06.12.2018 beyaz - -
M-41 | Adana - F. Adana s2-1500 (2.1) Malt 06.12.2018 beyaz - -
M-42 | Adana Yaprak F. Adana yaprak (7.1) Malt 22.11.2018 soluk sar1 - -
M-43 | Adana portakal F. Adana portakal Penicillium siiphesi Malt beyaz - -
04.12.2018
M-44 | Adana Limon F. Adana saglikli limon yiizey Malt (1) krem - 10°
13.12.2018
M-45 | Adana Mandalina F. Adana Mandalina kontrol- dig Malt (2) soluk beyaz - -
13.12.2018
M-46 | Adana Limon F. saglikli limon degdirme (6.4) MAIt 04.12.2018  beyazimsi sar1 - -
M-47 | Adana limon F. Adana limon degdirme 2 Malt 12.11.2018 soluk beyaz - -
M-48 | Adana limon F. Adana limon 6rnegi 10 Malt 07.11.2018 soluk beyaz 10° -
S-1 Adana portakal MEA- Adana portakal 6rnegi 15.11.2018 (3) beyaz - 10°
S-2 Adana Limon MEA- Adana limon 6rnegi 11-15.11.2018 (16) beyaz - -
S-3 - Ananas MEA- Ananas 1- 15.11.2018 (11) beyaz - -
S-4 Adana Limon MEA- Adana limon 6rnegi 2- 15.11.2018 (10) beyaz - -
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8y

S-5 Adana salgam MEA- Adana salgam 1- 15.11.2018 (4) beyaz - -
M-49 | Adana limon F. Adana limon 6rnegi 3 MRS 18.10.2018 beyaz - -
M-50 | Adana Limon F. Adana limon 6rnegi 1 MRS 10.10.2018 beyaz - -
M-51 | - tursu Tursu probiyotigi Kod-B2 07.11.2018 Malt beyaz - -
M-52 | Adana limon F. Adana limon ¢ekirdek Malt- Malt 17.12.2018 beyaz 10° 10°©
Cekirdegi
M-53 | Adana limon Adana limon sap dibi Malt (1) 17.12.2018 beyaz - -
M-54 | Adana limon dali Adana limon dal i¢i Malt(1) acik pembe - -
M-55 | Adana limon dali Adana limon dal i¢i Malt(2) soluk beyaz 10° 10°
M-56 | Adana limon yaprak  Adana saglikli limon yapragi Malt (1) soluk beyaz 10° 10°
M-57 | Adana turung Adana turung kazim sap dibi Malt koyu krem - -
M-58 | Adana mandalina 26.12.2018 F. Adana mandalina kabuk eksi ¢iir. beyaz - -
Siip. 04.01.19 Malt (2)
M-59 | Adana Turung F. Adana Turung kazim portakal i¢i LB 04.01.19  pembemsi krem - -
M-60 | Adana limon F. Adana agactan limon 1 Malt 26.12.18 beyaz 103 103
M-61 | Adana limon F. Adana limon dal1 i¢i Malt (3) 24.12.18 sari - -
M-62 | Adana Yaprak F.Adana yaprak 13 siyah leke Malt (1) 26.12.18 sari-yesil - -
M-63 | Adana limon F. Adana limon sap dibi Malt (1) 26.12.18 sari - -
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M-64 | Adana yaprak F. Adana yaprak 13 siyah leke Malt(3) 26.12.18  yavruagzi - -

M-65 | Adana swab F. Adana swab 11 Lb 26.12.18 beyaz - 10°

M-66 | Adana Yaprak f. Adana yaprak 13 siyah leke Malt(2) 26.12.18 koyu krem - -

M-67 | Adana swab F. Adana swab 12 catlaktan Malt 24.12.18 beyaz 10° 10°

M-68 | Adana Mandalina 28.12.18 F.Adana Mandalina kabuk eksi ¢iiriklik  sarimsi beyaz 10° -
stip. 04.01.19 Malt (2)

M-69 | Adana Mandalina 28.12.18 F.Adana Mandalina kabuk eksi ¢iirtiklik  soluk beyaz 10° -
stip. 04.01.19 Malt (1)

M-70 | Adana Mandalina F. Adana mandalina dilimi Malt 04.01.19 soluk sar1 10° -

M-71 | Adana Mandalina F. Adana mandalina eksi ciiriikliik siiphesi 3 Malt  beyaz 10° 10°
02.01.19

M-72 | Adana limon 22.01.2019 Limon sirkesi stv1 Malt (1) beyaz 10° 103

M-73 | Adana Swab F.Adana swab 15 Malt (1) 11.01.19 soluk beyaz - -

M-74 | Adana Limon F. Buzdolabindaki limon Malt 17.01.19 soluk sart 10°© 103

M-75 | Adana *26.12.18 F.Adana kiiflii kasa Malt (2.3) beyaz - -
17.01.19

M-76 | Adana * 26.12.18 F.Adana kiiflii kasa Malt (2.1) beyaz - -
17.01.19
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M-77 | Adana Mandalina 26.12.18 F.Adana Mandalina kabuk eksi ¢iiriklik beyaz - 10°
stip. Malt(1.2) 17.01.19
M-78 | Adana Limon 18.12.18 F.Adana saglikli limon 9 yiizey Malt(6)  krem ama - -
17.01.19 buytdiikee yesil
M-79 | Adana Yaprak Adana yaprak 14 Malt 11.01.19 yavruagzi - -
M-80 | Adana Greyfurt Z. Adana greyfurt sap dibi Malt(3) 11.01.19 soluk beyaz - -
M-81 | Adana swab F. Adana swab 15 Malt(2) 11.01.19 soluk beyaz - -
M-82 | Adana Yaprak Z. Adana turung kazim yaprak 1 Malt(1) 10.01.19  pembemsi krem - -
M-83 | Adana Sap dibi Z. Adana Turung kazim sap dibi Malt(2) 10.01.19  yesil - -
M-84 | Adana Sap dibi Z. Adana greyfurt sap dibi Malt(2) 11.01.19 soluk beyaz - -
M-85 | Adana Sap dibi Z. Adana greyfurt sap dibi 11.01.19 Malt(1) soluk beyaz - -
M-86 | Adana swab F. Adana saglikli swab Malt(2) 11.01.19 beyaz - -
M-87 | Adana swab 18.12.18 F. Adana swab 18 Malt(1.1) 11.01.19 sari - -
M-88 | Adana 18.12.18 Z.Adana kiif 2 Malt(2) 11.01.19 soluk beyaz -
M-89 | Adana swab F.Adana saglikli swab Malt 04.01.19 sar1 - -
M-90 | Adana Z-18.12.18-F.Adana kiif 2 Malt 10.01.19 beyaz - -
M-91 | Adana swab F.Adana swab 18 Malt(1.2) 11.01.19 beyaz - -
M-92 | Adana swab F.Adana saglikli swab Malt(2) 11.01.19 beyaz - -
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M-93 | Adana Mandalina Adana S1-1500 Mandalina dis1 Malt 11.01.19 beyaz - -
M-94 | Adana Mandalina Z.51-3000 Mandalina dis1 Malt 11.01.19 beyaz - -
M-95 | Adana Mandalina Z.Adana S31-1500 Mandalina i¢i Malt(2) 11.01.19  soluk sar1 - -
M-96 | Adana 18.12.18 z.Adana kiif 2 Malt(1) 11.01.19 beyaz - -
M-97 | Adana Mandalina Z.Adana mandalina geatrichum siiphesi3 10.01.19  soluk sar1 - -
Malt

M-98 | Adana Mandalina Z.Adana mandalina dis Malt(2) 11.01.19 soluk sar1 - -
M-99 | Adana Yaprak F.Adana 13 yaprak siyah leke Malt(4) 08.01.19 pembemsi krem - -
M- Adana Yaprak F.Adana 13 yaprak siyah leke Malt(4) 04.01.19 pembemsi krem - -
100

1S



4.2 Maya Izolatlarinin Tanimlanmas ve Tiir Tayini

Komsu-Birlestirme (Neighbor-Joining) yaklasimi bu calismadaki mayalarin
evrimsel tarihi anlamak i¢in kullanilmistir (Saitou ve Nei, 1987). ideal filogenetik
agac Sekil 4.2°de verilmistir. Dallarin yaninda, onyiikleme testinde (1000 tekrar)

ilgili taksonlarin bir arada kiimelendigi oranlar bulunmaktadir (Felsenstein, 1985).

0.07

. Wickerhamomyces anomalus (M72)
0.02 —E NR 111210.1 Wickerhanomyces anomalus CBS 5759
on L% NR 111798.1 Wickerhamomyces lynferdii BCRC 22676
o L NR138219.1 Wickerhamomyces sydowiorum NRRL Y-7130
0.08 0.01

NR 155000.1 Wickerhamomyces arborarius CBS 12941

NR 073352.1 Cvberlindnera mrakii

Meyerozyma guilliermondii (M77)

NR 111247.1 Meverozyma guilliermondii CBS 2030

NR 152984.1 Meverozyma carpophila CBS 5256

0.0

———————— NR 149348.1 Meyerozyma caribbica CBS 9966

= _i NR 111339.1 Meverozyma smithsonii ATCC MYA-4323
0.5
er L2 NR 1113401 Meyerozyma athensensis ATCC MYA-4324

0.04

Pichia kudriavzevii(M74)
0,05 NR 131315.1 Pichia kudriavzevii ATCC 6258

0.06

'—————— NR 111358.1 Candida thaimueangensis ATCC MYA-4468

0.02 0.08

NR 168173.1 Pichia gijzeniarum CBS 15024

NR 153293.1 Pichia sporocuriosa CBS 8806

0.06

NR 077085.1 Pichia deserticola CBS 7119

0.05

- Schizosaccharomyces pombe MUCL 30245

101 B Saccharomyces boulardii voucher URCS6

Sekil 4. 3 Filogenetik agac, niikleer ribozomal dahili kopyalanmis ayirici (ITS)
bolgesinin dizisine dayanmaktadir. Diigtimlerdeki say1 dnyiikleme degerlerini,
dallardaki say1 ise dal uzunlugunu (genetik mesafe) gosterir.

Sekil 4.3’de goriilen filogenetik agagta evrimsel mesafeler bolge basina baz olarak
ifade edilmis ve Maksimum Bilesik Olabilirlik (Maximum Composite Likelihood)
yaklagimi kullanilarak hesaplanmistir (Tamura vd., 2004). Bu arastirmada alt1
niikleotid dizisi vardir ve her dizi ¢ifti i¢in tiim belirsiz konumlar elenmistir (ikili
silme segenegi). Nihai veri seti toplamda 1185 konum i¢ermistir. Evrimsel analizler
MEGA11'de yapilmistir (Tamura vd., 2021). Maya izolatlarin1 tanimlamak i¢in
kullanilan diziler sonucu, M72 maya izolatinin Wickerhamomyces anomalus
CBS5759 ile %98,72 benzerlikle, M74 izolatinin Pichia kudriavzevii ATCC6658
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ile %99,55 benzerlikle ve M77 maya izolatinin Meyerozyma guilliermondii
CBS2030 ile %99,63 benzerlik yakindan iligkili oldugunu gostermistir (Tablo 4.2).

Tablo 4. 2 izole edilmis maya suslarinin BLAST algoritmast ile molekiiler
tanimlanmas1 ve genomik dizilerin GenBank veri tabani ile karsilastirilmis

sonuclari. Erisim numaralarina gore listelenen suslar, GenBank'ta bulunan bir

diziye karsilik gelir.
izolat vt Erisim Benzerlik
kodu Kaynak Kultur numarasi (%)
NR 111210.1 98.72%
Orange _ NR_155000.1  91.73%
§ (Citrus mc";;’ﬁ;";;’;;yces NR 073352.1  91.56%
sinensis) NR 138219.1 90.98%
NR 111798.1 90.89%
NR 131315.1 99.55%
& Oran NR_153293.1  9835%
S ge I
g § (Citrus i 5 ichia NR 168173.1  98.22%
E sinensis) HaE NR 077085.1  97.65%
NR 111358.1 97.63%
NR 111247.1  99.63%
= Orange M NR 152984.1 98.46%
S (Citrus u%: ‘Zij;; NR 149348.1  98.42%
sinensis) gurt " NR 111339.1  97.37%
NR 111340.1 96.25%
Schizosaccharomyces
a i pombe MUCL 30245 NG_070697.1 i
2
&
5 Saccharomyces
- - boulardii voucher KT000037.1 -
URCS6

4.3 Antagonistik Mayalarim Belirlenmesi

Bu galismada oncelikle izole edilen mayalarin P.digiatum ve P. italicum'a karsi
antifungal aktiviteleri MIC degerleri ile belirlenmistir (Sekil 4.4). Sonuglar Tablo

4.2°de verilmistir. Yiiksek MIC degerine sahip ii¢ tiir olan Wickerhamomyces
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anamolus (M72), Meyerozyma guilliermondii (M77) ve Pichia kudriavzevii (M74)

secilerek sonrasinda inhibisyon oranlar1 l¢tilmiistiir.

10°cell/ml

|

Pozitif Negatif 4
Kontrol Kontrol KO§
(Captan)

Sekil 4. 4 Mayalarin MIC degerlerinin belirlendigi ¢aligma

Tiirkiye'de narenciyelerin kabuklarindan elde edilen toplam 100 maya ve bakteri
izolatindan 3'i, yesil ve mavi kiif etkeni P.digitatum ve P. italicum'a kars1 yiiksek
antifungal yetenekleri nedeniyle secilmistir. Aday BCA'larin Tirkiye'deki
narenciye kabugunda yasayan mikroorganizma popiilasyonlarindan se¢ilmesinin
nedeni, endemik izolatlarin dogal olarak yerel ¢evre kosullarina daha iyi uyum

saglayacagi ve BCA olarak daha iyi performans saglayacagi varsayimiydi
(Hammami vd., 2022).
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Tablo 4. 3 izole edilen mayalarm antifungal etkinlik gosterdikleri dozlar1

M.O. Tiir Analizi Sonuglar: Erisim MIC MIC
Kodu Numarasi (hiicre/ml) (hiicre/ml
P.digitatu )
m P.italicum
M16A Pichia fermentans strain UFLA  KM402062.1 10° 10°
CWFY24
M16B Meyerozyma guilliermondii KU216711.1 10¢ 10¢
strain XQ9
M18 Pichia terricola isolate 44 MK352024.1 10° 10°
M21A Meyerozyma guilliermondii KU216711.1 10° 10°
strain XQ9
M21B Meyerozyma guilliermondii KT157518.1 10° 10°
strain VV12
M24 Meyerozyma caribbica CBS NR_149348. 10¢ 10¢
9966 1
M32 Meyerozyma caribbica strain KY827353.1 10° 10°
SCAU023
M35 Meyerozyma caribbica isolate KM676452.1 10° 10°
CGMCC3616
M37 Pichia kudriavzevii isolate MK106346.1 10¢ 10¢
BYY09
M39 Meyerozyma guilliermondii MG845260.1 10° 10°
strain SZWL3
M44 Papiliotrema terrestris strain KY495734.1 10° 10°
AUMC 10766
M55 Pichia terricola culture KY104653.1 10° 10°
CBS:5517
M56 Pichia terricola isolate 44 MK352024.1 10° 10°
M60 Pichia terricola strain AUMC KY495764.1 10° 10°
10796
M65 Pichia terricola isolate 44 MK352024.1 10° 10°
M72 Wickerhamomyces anomalus NR_111210. 10° 10°
1
M74 Pichia kudriavzevii NR_131315. 10 10°
1
M77 Meyerozyma guilliermondii NR_111247. 108 108
1
M173 Saccharomyces sp. 'boulardii’ MK672871.1 10° 10°

isolate 6-TS4

MIC:Minimum inhibisyon komsantrasyonu

Uc maya susu Wickerhamomyces anamolus (M72), Meyerozyma guilliermondii
(M77), Pichia kudriavzevii (M74), portakalda meyve ¢iiriikliigii hastaligina neden
olan P.italicum'un gelisimini sirasiyla %3, %43 ve %62 oraninda inhibe etmistir ve
P.digitatum sirastyla %20, %38 ve %67 oraninda (Sekil 4.5) Pichia kudriavzevii

(M74) her iki mantar tliriine kars1 en fazla antifungal etki gosteren maya susu
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olmustur (Tablo 4.3). Onceki ¢alismalarin sonuglarinda, bazi maya suslarinin bu iki
mantar patojeninin biiyiimesini engellediginin bildirmistir. Ornegin, Delali vd.
(2021), bir¢ok Kimgiden izole ettikleri maya tiirleri arasinda Pichia kudriavzevii'nin
narenciyelerdeki yesil kiiflere karst1 en yiiksek antifungal etki gosterdigi
bulunmustur. Bu antifungal bilesikler kendi smiflarina ait aldehitler, esterler,
ketonlar, alkoller, organik asitler vb. i¢erir (Oro vd., 2017; Delali vd., 2021). Delali
vd. (2021) calismalarinda izole ettikleri Metschnikowia fructicola, Pichia
kudriavzevii, Kluyveromyces marxianus ve Yarrowia lipolytica gibi baz1 maya
tirlerinin  narenciyelerdeki yesil kiiflere karsi antagonist yeteneklerini
belirlemislerdir. Hammami vd. (2022) 180'den fazla bakteri tiirii ve maya izolati ile
yaptiklar1 ¢alismada Candida oleophila ve Debaryomyces hansenii izolatlarinin
narenciyelerde P.italicum ve P.digitatum'a karsi antagonist etki gosterdigini

bildirmislerdir.

P. italicum  P. digitatum

B |80
a
70 a 713*
60 ’1?‘
» | =
’ < | g 30 b
. 4 =
{ £ 40 b
| b B
g S | =30
J C|
- 4 = 2o c
—— | 20
10
C
M74 0
Penicillium italicum Penicillium digitatum
‘ = ‘ s M72 sM77 mM74

Sekil 4. 5 (A) M72, M74 ve M77 mayalarinin P. italicum ve P.digitatum'a kars1
inhibisyon bolgelerini gosteren Petri kaplar1 ve (B) kontrole kiyasla inhibisyon
bolgesi ylizdelerinin (%) grafigi.

P. Italicum’a kars1t M72 %3,33, M77 % 43,67 ve M74 %62,00 inhibisyon orani
gosterirken, P.digitatum’a karst M72 %20,62, M77 % 38,13 ve M74 %67,19
inhibisyon orant gostermistir (Sekil 4.5). Bu c¢alismada, M72, M74 ve M77
suslarinin, sahip olduklar1 bilesenlerin cesitliligi ve etkileri nedeniyle farkl

seviyelerde antifungal bilesikler {irettigi goriilmiistiir.
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4.4 Maya Tiirlerinin Sinerjik Etkilerinin Belirlenmesi

Sinerjik etki c¢alismasinda etkinlik gosteren maya kombinasyonlar1 x ile
isaretlenmistir (Tablo 4.4). Yeni antifungal ajanlarin gelistirilmesi zor ve
maliyetlidir. Sinerjistik olarak birden fazla mayanin kullanimi, direng¢ gelisimini
kontrol etmek i¢in potansiyel stratejilerdir ¢linkii birden fazla mayanin
uygulanmasi, patojendeki c¢esitli mekanizmalar1 veya siirecleri bozabilir ve
dolayisiyla direngli suslarin se¢imini en aza indirebilir (Tome vd., 2018). Bu

calismada izole edilen mayalarin birbiri ile olan sinerjistik etkileri incelenmistir.
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Tablo 4.4 Maya tiirlerinin sinerjistik etkileri (P.italicum)

M16A M16B M18 M21A M21B M32 M35 M37 M39 M44 M55 M56 M60 M65 M72 M74
M16A X X X X X
M16B X X X X
M18 X X X X X
M21A X X X X X
M21B X X X X X X X X X
M24 X X X X X X X X
M32 X X X X X X X X X X X X X X
M35 X X X X X X X X X X
M37 X X X X X X
M39 X X X X X X
M44 X X X X X
M55 X X X
M56 X X X
M60 X X X X X X X X X X X X
M65 X X X X X X X X X X
M72 X X X X X X X X X X
M74 X X X X X X X X X X X
M77 X X X X X X X X X
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Tablo 4.4 Maya tiirlerinin sinerjistik etkileri (P.digitatum) (devami)

M16A M16B M18 M21A M21B M32 M35 M37 M39 M44 M55 M56 M60 MG65 M72 M74
M16A X X X X X
M16B X
M18 X X X
M21A X X X X
M21B X X X X X X X
M24 X X X X X X X X X
M32 X X X X X X X X X X X X X
M35 X X X X X X X X X X X
M37 X X X X X
M39 X X X X X X X X
M44 X X X X X X X X X X X
M55 X X X X X X X X
M56 X X X X X
M60 X X X X X X X
M65 X X X X X X X X
M72 X X X X X X X X X
M74 X X X X X X X X X
M77 X X X X X X X

M173




4.5 Mayalarin Hidrolitik Enzim ve Ucucu Bilesen Analizleri

Mayalar, kitinaz, glukanaz ve proteazlar gibi antifungal hidrolitik enzimler olarak
gorev yapan bir dizi antifungal protein bilesigi iiretir (Hammami vd., 2022). Aday
BCA'larin antifungal aktivitesi, se¢ilen tiim maya izolatlar1 tarafindan en az iki litik
enzimin, Ozellikle kitinaz, proteaz ve glukanazin iiretimiyle iliskilendirilmistir
(Chan vd., 2005; Droby vd., 2009). Mantarlarin ¢gogunlugunun hiicre duvarlarinin
birincil bilesenleri, kitinaz ve B-1,3-glukanaz enzimlerinin substratlari olan kitin ve
3-1,3-glukandir. Ayr olarak alindiklarinda saf 3-1,3-glukanazlar ve kitinazlar bazi
mantarlari inhibe eder ancak ¢ogunlugunu engellemez. Agar plakalarinda veya sivi
ortamda, iki enzimin kombinasyonlarinin c¢ok cesitli saprofitik ve patojenik
mantarlart baskiladigi bilinmektedir (Boller, 1993; Sandhu vd., 2017). M72
Wickerhamomyces anomalus, M74 Pichia kudriavzevii ve M77 Meyerozyma
guilliermondii izolatlarinin kitinaz ve B-1,3-glukanaz aktivitelerine sahip oldugu
belirlenmistir (Tablo 4.5, Sekil 4.6).

Tablo 4. 5 Aday BCA'lar olarak se¢ilen maya izolatlarinin hidrolitik enzim
aktivitesi, VOC ve Biyofilm Olusturma Kapasitesi

Biofilm VOCs
Enzimatik aktivite kapasitesi Inhibisyon orani1 (%)

izola B-1,3- Optik P P
syon Kitin  Glucan Prote yogunluk digitatum italicum
kodu Kiltiir az az az (OD)

Wickerhamo + + - 0,45+0,12 38+1,21 27+1,13
M72 myces

anomalus

M4 P{chia ) + + + 0,51+0,09 5542,23 46+2,14

kudriavzevii

Meyerozyma + + - 0,48+0,05 35+1,87 21+£1,01

M77  guilliermond
il

Maya ve bakteri hiicrelerinin polistiren kaplara yapisma yetenegi dogrudan OD
degerleriyle baglantilidir. VOC'ler: u¢ucu organik bilesikler.

Antifungal etkili ugucu organik bilesiklerin (VOC'ler) tiretimi, BCA'larin miselyum
bliylimesini engellemek icin yaygin olarak kullandig1 bagka bir mekanizmadir. Bu
durum, belirli maya tiirlerinin antifungal 6zelliklere sahip VOC'ler lirettigini one
stiren ¢esitli calismalarin da bulgulartyla uyumludur. Zhang vd. (2021), Pichia spp.

tarafindan iiretilen VOC'lerin fermantasyon siirecinde ortaya ¢ikan funguslar
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engelledigini gostermistir. Benzer sekilde Delali vd. (2010), kimchiden izole edilen
ic maya tiiriiniin P.digitatum’a kars1 antifungal etkilerini, hiicre dis1 litik enzim
aktivitesi a¢isindan taramis ve VOC'larmi incelemistir. Pichia kudriavzevii'nin,
biyofilm olusumu, besin rekabeti ve ugucu salimimi yoluyla Penicillium

digitalatum'un neden oldugu yesil kiif vakasini azalttigini bildirmislerdir.

Biyofilm olusturma kapasitesi, bakteri ve mayalarin BCA'lar olarak etkinligini
artirabilecek baska bir etki yontemidir (Bais vd., 2004). Bu ¢alismada se¢ilen maya
izolatlarinin tigii de (M72, M74 ve M77) biyofilm olusturma konusunda yiiksek
kapasite gostermistir. Bu durum, {i¢ maya susunun P. italicum ve P.digitatum'a
kars1 in vitro antagonistik aktivitesinin (6zellikle en giiclii aktiviteye sahip olan
M74%n) yami sira deneysel olarak asilanmis narenciyelerinde Penicillium
cliriimesini etkili bir sekilde engelleme yeteneklerini agiklayabilir. Liu vd. (2019),
narenciye meyvelerinin biyofilm gelistirme yetenegi ile Penicillium ¢iirtikligiini

onlemedeki etkinligi arasinda karsilastirilabilir bir iliski gézlemistir.
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Sekil 4. 6 A.Proteaz aktivitesi ¢alismasinda gozlemlenen petri goriintiileri
verilmistir. Soldan saga kotii etkinlik, orta diizeyde etkinlik ve iyi etkinlik
goriilmektedir. B. Kitinaz aktivitesi ¢calismasinda gozlemlenen petri goriintiileri
verilmistir. Koyu renkli goriilen kisimlar kitinaz aktivitesinin olmadigi
kisimlardir. Gorece acik renkli goriilen kisimlarsa kitinaz aktivitesini
gostermektedir. C. 3-1,3-Glucanaz aktivitelerinin test edildigi petri resimleri
verilmistir.

4.6 Mikroorganizma Uretiminin Optimizasyonu- Taguchi metodu

%2’1ik glikoz, %2’lik pepton ve %2’lik yeast ekstrakt bulunan YPDA besiyerinde
pH:5, sicaklik: 25, rpm: 220 olan fermentasyon (6 numara) ve %2’lik glikoz, pepton
ve yeast extract bulunan YPDA besiyerinde pH:7, sicaklik: 25, rpm: 200 olan
fermentasyon (8 numara) konsantrasyonlari en iyi fermentasyon optimizasyonu

olarak belirlenmistir.
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Bu asamada OD olgiimleri ile birlikte seri dilisyonlarin agarlarda sayimlart ile
dogrulama yapilmistir. Besiyerlerinde biiyiitiilen orneklerin farkli diliisyonlarda

agar petrilerine ekimi ve sayimlar1 yapilmaistir.

‘?A‘-:ez‘}'} :

Sekil 4. 7 6 numara 6A ve 6B replikasyon 21. saat 10°-10° oranlarinda seri

dilisyon koloni sayimi1
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Sekil 4. 8 6 numara 6A ve 6B replikasyon 24. saat 10°-10° oranlarinda seri
dilisyon koloni sayimi1
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23N~ 6lL-10a

Sekil 4. 9 6 numara 6A ve 6B replikasyon 27. saat 10°-10° oranlarinda seri
dilisyon koloni sayimi1
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uwsh-6R~100 ush- eR-~10

Sekil 4. 10 6 numara 6A ve 6B replikasyon 45. saat 10°-10° oranlarinda seri
dilisyon koloni sayimi1
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ush-~6eA-100

Sekil 4. 11 6 numara 6A ve 6B replikasyon 48. saat 10°-10° oranlarinda seri
dilisyon koloni sayimi1
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SAh-6R-400

Sekil 4. 12 6 numara 6A ve 6B replikasyon 51. saat 10°-10° oranlarinda seri
dilisyon koloni sayimi1
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69h ~ 6R~1QO

Sekil 4. 13 6 numara 6A ve 6B replikasyon 69. saat 10°-10° oranlarinda seri
dilisyon koloni sayimi
6 numarali fermentasyon konsantrasyonunun belirli saatlerdeki seri dilisyon koloni
sayimina bakildiginda neredeyse tiim saatlerde her iki replikada da ti¢ farkli
seyreltmede olusan koloni sayisi 300 {in iizerindedir. OD 6l¢iimiinde iiremenin en
hizli oldugu dénem hem OD600 hem de OD660 da 3h-27h arasidir. 48. saat
itibariyle iireme durgunluk fazina girmistir. Agar da koloni sayimina baktigimiz

zaman 21. saatten itibaren tiim saatlerde koloni sayimi1 300 iin iizerindedir.
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2Lun- SR -100

Sekil 4. 15 8 numara 8A ve 8B replikasyon 24. saat 10°-10° oranlarinda seri
dilisyon koloni sayimi1
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gan-%0B-1Q

Sekil 4. 16 8 numara 8A ve 8B replikasyon 27. saat 10°-10° oranlarinda seri
dilisyon koloni sayimi1
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Sekil 4. 17 8 numara 8A ve 8B replikasyon 45. saat 10°-10° oranlarinda seri
dilisyon koloni sayimi1
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Sekil 4. 18 8 numara 8A ve 8B replikasyon 48. saat 10°-10° oranlarinda seri
dilisyon koloni sayimi1
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Sekil 4. 19 8 numara 8A ve 8B replikasyon 51. saat 10°-10° oranlarinda seri
dilisyon koloni sayimi1
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69 - SA-1ce

63h - $-100 69h- 80 -10 63h-%0-9

Sekil 4. 20 8 numara 8A ve 8B replikasyon 69. saat 10°-10° oranlarinda seri
dilisyon koloni sayimi1
8 numarali fermentasyon konsantrasyonunun belirli saatlerdeki seri dilisyon koloni
sayimina bakildiginda neredeyse tiim saatlerde her iki replikada da ii¢ farkli
seyreltmede olusan koloni sayist 300 {in lizerindedir. OD 6l¢limiinde hem OD600
hem de OD660 da iki replikada da 3. saat itibariyle tireme hizinda farklilik
bulunmaktadir. Hem OD600 hem de OD660 da 45. saat itibariyle durgunluk fazina
girilmistir. Agar da koloni sayimina baktigimiz zaman 21. saatten itibaren tiim

saatlerde koloni sayimi1 300 iin {izerindedir.

6 numarali fermentasyon kosullarinda mikroorganizma 3h itibariyle iiremeye
baslamistir. Uremenin en hizli oldugu dénem hem OD600 hem de OD660 da 3h-

27h arasidir. 48. saat itibariyle iireme durgunluk fazina girmistir.

8 numarali fermentasyon mikroorganizma 3. saat itibariyle liremeye baslamistir.
Hem OD600 hem de OD660 da iki replikada da 3. saat itibariyle ireme hizinda
farklilik bulunmaktadir. Hem OD600 hem de OD660 da 45. saat itibariyle
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durgunluk fazina girilmistir. Mikroorganizma 86h itibariyle 6liim fazina girmistir.

123h itibariyle net bir diisiis gozlemlenmistir.

Fermentasyon sonucunda elde edilen 1slak agirlik ve kuru agirlik agirlik en yiiksek
oldugu 8 numarali fermentasyon prosesinde elde edilmistir. Koloni sayimi ve MTT
deneyleri sonucunda elde edilen veriler hem 6 numarali fermentasyon prosesinde
hem de 8 numarali fermentasyon prosesinde aynidir. Ancak fermentasyon boyunca
6 numarali fermentasyon prosesinin durgunluk fazinin 8 numarali fermentasyon
prosesinden daha uzun siirdiigii belirlenmistir. iki fermentasyonda da sicakliklari
ve rpm dereceleri aynidir. Tek fark pH oldugu belirlenmistir. Fermentasyon
kosullarinda durgunluk fazinin belirlenmesinde belirleyici rol oynayan faktoriin pH
oldugu varsayimlanmistir. Ayni fermentasyon kosullarinda pH ve sicaklik sabit
tutulup farkli rpm dereceleri (180 ve 220 rpm) denendiginde ise durgunluk fazinin
degismedigi 1slak ve kuru agirliginin azaldigi belirlenmistir. Tiim bu sonuglar ele
alindiginda %2’lik glikoz, %?2’lik pepton ve %2’lik yeast extract bulunan YPDA
besiyerinde pH:5, sicaklik: 25, rpm: 220 olan fermentasyon prosesi olan 6 numaral

fermentasyon ¢aligmanin devaminda kullanilmak iizere se¢ilmistir.

4.7 Maya Hiicrelerinin Mikrokapsiillenmesi

Mikrokapsiillenmis M74 mayasmnin canlilik yiizdesinin en yiiksek deneysel
degerleri, %0,1 (a/h) SA, %10 (a/h) CS igeren 10. formiilasyonda %71,42+1,74
olmustur. On calismalar sonucunda Sprey kurutucu parametreleri 90°C giris
sicaklig, 10ml/dk akis hizi ve 70°C c¢ikis sicakligi olarak belirlenmistir.
Mikroorganizmalarin yiiksek sicakliklara maruz kalmasi hiicre zar1 hasarina,
protein ve enzimlerin denatiirasyonuna ve hiicre 6liimiine neden olur (Dos Santos
vd., 2014). Bu nedenle proses optimizasyonu ve formiilasyon optimizasyonu hiicre
canliligii artirabilecek en 1yi parametreleri bulmak amaciyla yapilmistir. Huang
vd. (2023), Pichia kudriavzevii'yi kitosan ve sodyum aljinat ile ¢apraz baglanmis
bir jel ag1 igerisinde immobilize ederek mikrokiireler olusturmus ve kapsiilleme
verimliligini %42-74 araliginda bulmuslardir. Martins vd. (2022), bir sprey
kurutucu ve peynir alt1 suyu tozu (WP), yiiksek maltoz (MA) ve maltodekstrin
DE10 (MD) igeren duvar bilesenleri kullanarak Saccharomyces cerevisiae CCMA
0543, Torulaspora delbrueckii CCMA 0684 ve Meyerozyma caribbica CCMA
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1738 mayalarini mikrokapsiillemistir. Peynir alt1 suyu proteininin duvar malzemesi
olarak kullanilmasinin, ii¢ maya tiiriiniin tamami i¢in maya canliligini MDX
kullanimina gore daha fazla korudugunu bulmuslardir. Mayanin sprey kurutucu
kullanilarak kurutulmasi, dehidrasyonu ve rehidrasyonu sirasinda neredeyse tiim
organellerde ve hiicresel bilesenlerde temel yapisal ve fonksiyonel degisiklikler
meydana gelir ve hiicre Oliimiiyle sonuglanabilir (Rapoport, 2019). Hiicre
korumasini gelistirmek i¢in kullanilan maltodekstrin, nisasta ve peynir alt1 suyu
tozu gibi koruyucu 6zelliklere sahip belirli bilesenlerin eklenmesi, hiicre zarinin

bazi kisimlarini stabilize ederek daha fazla canliliga yol agmis olabilir (Martins vd.,
2022).

Tablo 4. 6 M74 mayasinin piiskiirtiilerek kurutulmus kapsiilleme
formiilasyonlarinin Taguchi tasarimi ile belirlenen toz formiilasyonlari ve toz

kalitesi, canlilig1, parcacik boyutu degerleri

Ornek SA CS MDX WPI Toz Canhhk Parcacik
(wWiv,  (wiv, (wlv, (wlv, Kalitesi (0- (%) boyutu
%) %) %) %) 5arahg) (Dv90,
pm)

1 0 5 0 0 3 36,78+1,14 32,41+0,22
2 0 0 5 0 2 10,32+0,98 26,69+0,34
3 0 0 0 5 2 9,41+£0,79  22,65+0,12
4 0 10 0 0 3 54,41+1,17 36,78+0,18
5 0 0 10 0 2 21,41+£0,74 41,4540,26
6 0 0 0 10 2 11,69+0,09 35,74+0,31
7 0,1 5 0 0 3 65,48£1,19 35,62+0,19
8 0,1 0 5 0 3 35,42+0,67 24,71+£0,09
9 0,1 0 0 5 2 16,35+0,08 18,59+0,11
10 0,1 10 0 0 4 71,42+1,74 37,54+0,23
11 0,1 0 10 0 3 22,65+0,12 38,46+0,25
12 0,1 0 0 10 3 14,28+0,10 22,45+0,08

SA: Sodyum aljinat, CS: Misir nisastasi, MDX: Maltodekstrin ve WPI: Peynir alti suyu
proteini izolatt.

Tablo 4.6 kuru toz drnekleri i¢in pargacik boyutu degerlerini ve kullanilan tastyici
malzeme tliriiniin kapsiillenmis maya hiicrelerinin parcaciklarinin boyutunu nasil
bliyiik 6l¢giide etkiledigini gostermektedir. Kurutulmus tozlarin parcacik boyutu 20
ila 40 pum arasinda degisir. SA ve SC igeren formiilasyonun partikiil biiyiikligi
37,54+0,23 olarak ol¢iilmiistiir. Kapsiilleme i¢in kullanilan duvar malzemelerinin

farkl: film olusturma ve jellesme yetenekleri, ¢esitli tasiyict malzemelerle kurutulan
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maya kapsiilleme numuneleri arasindaki parcacik boyutu ve canliliktaki farkliliklar:
aciklamak icin kullanilabilir. Literatiirdeki bazi1 ¢alismalar, sodyum aljinat/misir
nisastast kombinasyonlarinin ¢ok daha iiniform ve daha kiiclik boyutlu kapsiil

olusumunu miimkiin kildigin1 belirtmektedir (Tan vd., 2009).

Sekil 4. 21 9%0,1 (a/h) sodyum aljinat (SA), %10 (a/h) misir nisastasi (CS) ve
M74 mayasini i¢eren 10 numarali formiilasyonun farkli biiyiitmelerdeki optik
mikroskop goriintiileri
Optimum kosullar altinda iiretilen 10. mikrokapsiil formiilasyonunun taramali
elektron mikroskobu (SEM) goriintiilerinde hafif piiriizli yiizeyler goriilmiis (Sekil
4.22) ancak herhangi bir kirik veya ¢atlak goriilmemistir. Boyut analizine paralel
olarak mikrokapsiillerin 30 ila 40 pm arasinda dagilim gosterdigi optik mikroskop
(Sekil 4.21) ve SEM goriintiileri ile de dogrulanmistir. Benzer morfolojik 6zellikler,
sprey kurutucuyla maya kapsiillemenin kullanildigi ¢alismalarda da dogrulanmigtir

(Lopez-Cruz vd., 2020; Chandralekha vd., 2016).
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Sekil 4. 22 9%0,1 (a/h) sodyum aljinat (SA), %10 (a/h) misir nisastas1 (CS) ve
M74 mayasini i¢eren 10 numarali formiilasyonun farkh biiyiitmelerdeki SEM
goriintiileri. A1-3 ve B1-4’de 6l¢ek ¢ubugu 10pm, ve C1-2’de 40um’yi
gostermektedir.

MTT sonuglarinda (Sekil 4.23) 4, 7 ve 10 numarali formiilasyonlarin MTT
sonuglart sirasiyla %85, %68 ve %59 olarak bulunmustur. %50'den fazla
kapsiilleme verimliligine sahip sprey kurutucu formiilasyonlari icin MTT analizi
yapilmis ve hiicre canlili1 en yiiksek olan kombinasyon 10 numarali formiilasyon

olarak bulunmustur.
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Sekil 4. 23 Piskiirtiilerek kurutulmus M74 mayasinin 4. 7. ve 10.
formiilasyonlarinin MTT analizi ile belirlenmis canlilik degerleri (%).
Kapsiillenmemis M74 mayasi kontrol grubu olarak kullanilmistir.

Pichia kudriavzevii'nin (M74) optimum kosullar altinda puskiirterek kurutma
yoluyla mikrokapsiillenmesi, portakal meyvelerinde hastaliga neden olan
P.digitatum'a kars1 etkili olmustur (Sekil 4.23). M74 mayasini i¢eren 10 numarali
formiilasyon 5 log kob/ml'de %74 inhibisyon orani gdstermistir. /n vivo meyve
denemelerinde kullanilmak iizere hiicre canliligt ve MTT canlilig en yiiksek olan

10. formiilasyon secilmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4. 24 P.digitatum'a kars1 %0,1 (a/h) sodyum aljinat (SA), %10 (a/h) misir
nisastas1 (CS) i¢eren 10 numarali formiilasyondaki kapsiillenmis M74 icin
antifungal MIC degeri

4.8 Portakallarda Hasat Sonras1 Hastaliklarin Kontroliinde

Antagonist Mayalarin Etkinliginin Degerlendirilmesi

BCA'lar gibi mikrobiyal antagonistlerin uygulanmasi, meyve mahsullerindeki
hastaliklarin yonetilmesinde giivenli, ¢evre dostu ve toksikolojik agidan saglam bir
yontem olma avantajin1 sunmaktadir (Hammami vd., 2022). Yesil kiif olarak
bilinen P.digitatum, ortam sicakliklarinda biiyimesi kolay oldugundan ticari
islemler sirasinda genellikle daha yiliksek kayiplara neden olur. Mavi kiif
(P.italicum) ise, 10°C'nin altindaki soguk depolama kosullarinda P.digitatum'dan
daha hizli biiyiir (Plaza vd., 2003). Narenciyelerin ticarilestirilmesinde ortam
sicakligr kosullart daha 6nemli oldugundan ¢alismada model organizma olarak
P.digitatum (yesil kiif) segilmistir. 21 giinlik formiilasyondan sonra,
kapsiillenmemis mayaya (%98) kiyasla portakallarin yalnizca %32'si kiiflenmistir
(Sekil 4.25). Bu durum, serbest mayalarin 21 giin boyunca canli kalmamasi,
mikrokapsiilenmis mayalarin ise canli kalmasi ve zamanla salinip etki

gosterebilmesi ile agiklanabilir. Kapsiilleme ile portakallarda hastalik goriilme
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sikliginda kontrole gore %68'lik bir azalma elde edilmistir. Lima vd. (2014)’nin
yaptiklari bir galismada burdaki sonuglara benzer bir sekilde, M. guilliermondii'nin
kapsiillenmesinin papaya antraknozu siddetini %50 oraninda azalttigim

bildirmislerdir.

Bu ¢alismada se¢ilen M74 izolati, P.digitatum'un misel biiylimesinde yiiksek bir in
Vvitro inhibitor aktivite géstermis ve ortam sicakliginda (25 °C) saklanan portakal
meyvelerinde Penicillium digitatum kiifiiniin 6nlenmesinde kapsiilleme yoluyla
etkili oldugu bulunmustur. Kapsiillenmis M74'in antifungal aktivitesinin serbest
M74'e gore daha yliksek olmasi, kapsiilleme sisteminin mayanin canliligin
koruyabilmesini ve depolama siiresi boyunca aktivite gostermeye devam

edebilmesini saglamasindan kaynaklanabilir.
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Sekil 4. 25 P.digitatum inokiile edilen portakallara uygulanan kapsiillenmis M74
maya (EM), serbest M74 maya (SM) ve kimyasal pestisitin (imazalil) () 0., 7.,
14. ve 21. giinden sonraki hastalik goriilme orani (%). Kontrol grubu olarak
herhangi bir islem uygulanmayan portakallar kullanilmistir.
Gram-busch vd. (2024) bir sprey kurutucuyla Saccharomyces spp.'yi kapsiillemis
ve maya canliliginin 90 giine kadar %75'e kadar kalabildigini gdstermislerdir.

Kapsiillemenin, duvar malzemesinin tiiriine bagl olarak kiif ve bakteri gibi

patojenlerin hiicre duvart ile etkilesime girerek icerdigi biyoaktif bilesenin
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antifungal aktivitesini arttirmasi da miimkiindiir. Buna paralel olarak Erarslan vd.
(2024) adagay1 esansiyel yagini kapsiillemis ve bunun Aspergillus niger ve Botrytis
cinerea'ya karsi antifungal aktivitesinin PVA/Chi NP'lere kapsiilleme sonrasinda

onemli dlgiide artabilecegini gostermistir.

EM i FM Kontrol

Sekil 4. 26 Kapsiillenmis M74 maya (EY), serbest M74 maya (FY) ve kimyasal
pestisitin (imazalil) (P) uygulanmis P.digitatum inokiile edilen portakallarin 21.
gilindeki goriintiileri. Kontrol grubu olarak herhangi bir islem uygulanmayan
portakallar kullanilmistir.

Bu c¢alismanin sonuglari, bu calismada secilen M74 maya izolatinin antifungal

aktivitesinin birden fazla etkiye bagli oldugunu gosterebilir. Ozellikle, serbest ve
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kapsiillenmis M74'iin P.digitatum'a kars1 in vitro ve in vivo deneylerde gosterdigi
inhibisyon, bunun hidrolitik enzimler, VOC'ler ve biyofilm olusturma kapasitesi
gibi hiicre dis1 yayilabilir metabolitlerden kaynaklandigini gosterebilir ve
dolayisiyla enkapsiile edilmis Pichia kudriavzevii M74 susunun aday BCA
olabilecegi sdylenebilir.
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Bu calismada narenciye bahgeleri, aga¢ ve yapraklardan izole edilen mayalar
tanimlanmis, filogenetik analizleri yapilmis ve antifungal etkileri belirlenmistir.
Mevcut ¢alisma, Taguchi metodolojisi yoluyla Pichia kudriavzeviinin (M74)
mikrokapsiilasyonu i¢in sprey kurutma prosesinde optimum sprey kurutma proses
parametrelerinin yan1 sira polimerlerin optimum konsantrasyon degerlerinin elde
edilmesine olanak saglamistir. %0,1 SA ve %10 CS iceren Pichia kudriavzevii
(M74) formiilasyonu, yiiksek canlilik yiizdesi (%73) sayesinde portakalda
kayiplara neden olan bir kiif olan P.digitatum'un inhibisyonunda iyi bir performans
gostermistir. Bu ¢alismanin bulgulari, bu ¢alismada segilen M74 maya izolatinin
antifungal aktivitesinin ¢esitli faktorler tarafindan etkilendigini gdsterebilir. Serbest
ve kapsiillenmis M74'in P.digitatum'a karsi gosterdigi inhibisyon, hidrolitik
enzimler, VOC'ler ve biyofilm olusturma yetenegi gibi hiicre dis1 yayilabilir
metabolitlerden kaynaklandigini gosterebilir. Bu nedenle, enkapsiile edilmis Pichia
kudriavzevii M74 susunun BCA olarak degerlendirilebilecegi diisiintiliiyor.
Inhibisyon yiizdeleri, bu formiilasyonun, P.digitatum kiifiiniin etkili kontrolii igin
turuncggillerde sentetik fungisitlere potansiyel bir alternatif uygulama olarak
degerlendirilmesi i¢in yeterli olabilir. ileriki calismalarda portakal agaclarinda saha

calismalar1 ve diger meyvelerde denemeler yapilabilir.
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