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OZET

Piyasada satisa sunulan etlik pili¢ yemlerinin besin kalitesi iizerine bazi
Rhizopus tiirlerinin etkinliginin arastirilmasi

Ahmed Adel Abdelfatah Hamza
Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dal1
Tez Danismani: Prof. Dr. Ozlem ABACI GUNYAR
Ocak 2023, 158 sayfa

Etlik pili¢ liretim endiistrisinde en 6nemli ve pahali unsur yemdir. Artan
talep nedeniyle, ucuz ve etkili bir yem bulmak acil bir ihtiyactir. Etlik pili¢
yeminin probiyotik olarak kullanim potansiyeli olan funguslar ile fermantasyonu,
patojenik bliylimeyi Onlerken besinin mevcudiyetini ve sindirilebilirligini

artirabilir.

Bu calismada daha onceki caligmalarda farkli tarim topraklarindan izole
edilmis ve bu caligma kapsaminda tavuk yemi ve diskisindan izole edilmis
Rhizopus genusuna ait izolatlarin  probiyotik olarak kullanim potansiyelleri ve
pilic beslenmesinde kullanilan yemleri fermantasyon kapasiteleri arastirilmigtir.
Oncelikle izole edilmis Rhizopus suslarinin endofungal bakteri igerip
icermedikleri floresan mikroskobu ile incelenmistir. Calismamizda endofungal
bakteri icermedigi saptanan toplam 94 izolat kullanilmistir. Tiim izolatlarin
bakteriyel ve fungal patojenlere karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip olup
olmadig1 arastirilmistir.  Genis spektrumlu antimikrobiyal aktivite sergileyen
suglarin fenotipik ve genotiptik identifikasyonu yapilmis ve izolatlar Rhizopus
oryzae susu olarak tanilanmistir. Yine genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye
sahip olanlar (toplam 10), gastrointestinal kosullar1 tolerans yetenekleri ve
antioksidan aktivite gostermeleri agisindan test edildi. 10 susun tiimii degisken
gastrointestinal kosullar1 tolerans yetenegi ve antioksidan aktivite gosterirken, ticli
(92/1, 236/2 ve 284) nispeten yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olarak

saptanmistir.
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Bu potansiyel probiyotik suslarin tavuk yemi iizerinde olumlu bir etkiye
sahip olma yeteneklerini test etmek i¢in, Once ticari yem Ornegi, ardindan
konvansiyonel olmayan yem 6rnegi olan zeytin posasi suslar tarafindan fermente
edildi. Daha sonra kuru agirlik, ham protein, ham yaglar, ham lifler, ham kiil,
sekerler ve nisastay1 iceren kimyasal analizler yapilmis ve verilen degerlerden

metabolize edilebilir enerji hesaplanmistir.

Ticari yemin fungal suslar ile fermentasyonun ardindan, suslarin
fermentasyon kapasitesi incelenmis ve fermente edilmemis ticari yem ile sonuglar
kiyaslanmistir. 92/1 izolat1 ile 4 giin ve 236/2 izolat1 ile 2 giin fermantasyondan
sonra ham lif iceriginde genel olarak %56'lik bir azalma gozlenmistir. Ham
protein icerigindeki en yiiksek artis (%14,5) 236/2 izolat ile 4 giinliik
fermantasyon siirecinden sonra meydana gelmistir. Metabolize edilebilir
enerjideki en yiiksek artis, 2 giinliilk fermantasyondan sonra 284 izolat tarafindan
%8.64 olarak saptanmistir. Sonug¢ olarak, {i¢ sus iyi probiyotik &zellik ve
fermantasyon kapasitesi sergilemistir. Dolayisiyla sonuglar kiimes hayvanlari

endiistrisi i¢in faydali olabilir.

Ayrica, hem zeytinyag1 degirmeni atiklarinin (zeytin posasi) ii¢ potansiyel
probiyotik R. oryzae (92/1, 236/2 ve 284) susu ile fermantasyon sonrasinda hem
de ticari yemlerin fermente zeytin degirmeni atig1 ile takviyesi lizerine kimyasal
bilesimi ve metabolize edilebilir enerjisindeki degisiklikler incelenmistir.
Yalnizca geleneksel olmayan yem (zeytin posasi) ig¢in, kimyasal bilesim
fermantasyondan 7 ve 14 giin sonra analiz edildi. Hem ticari yem hem de zeytin
posasi fermantasyonunda en iyi sonuglar1 veren R. oryzae 284-susu ile fermente
edilmis zeytin posasi, ticari bir pili¢c yemine %20, %30 ve %40 katki oranlarinda
eklenmistir. Daha sonra katkisiz ticari yem ile katkili yemi karsilagtirmak igin

proksimal analizler yapildu.

Fermente edilmemis zeytin posasiyla karsilastirildiginda en iyi sonuglar, 7
giinliik fermantasyondan sonra ham protein iceriginde %23,4 artis, 14 giin sonra
ham lif iceriginde %9,8 azalma saglayan R. oryzae 284-susu tarafindan elde
edildi. 7 gilinliik fermantasyondan sonra metabolize edilebilir enerji de %3,6’lik

artis gézlenmigstir. Ticari yem ile karsilastirildiginda, %20, %30 ve %40 zeytin
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posasi ilave edilmis Ornegin ilave edilen zeytin posasi oranina gore sirasiyla
metabolize edilebilir enerjide %8,38, %2,83 artisa ve %4,27 azalmaya neden
oldugu goézlenmistir. Fermente zeytin posasi, metabolize edilebilir enerjide
herhangi bir azalmaya neden olmadan pilic yemi rasyonlarina %30'a kadar
katilabilir. Gelecek vaat eden pili¢ liretkenligi ve saglig1 nin iyilestirmeleri amact

ile ucuz bir alternatif olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Rhizopus oryzae - Probiyotik aktivite - Etlik pilic yemi -
Fermentasyon kapasitesi - Antimikrobiyal - Antioksidan - Tarimsal endiistriyel

yan iirlinler - zeytin posasi



ABSTRACT

Investigation of the efficacy of some Rhizopus species on the nutritional

quality of market broiler feed

Ahmed Adel Abdelfatah Hamza
Ph.D. in Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. Ozlem ABACI GUNYAR
January 2023, 158 pages

The most crucial and expensive fragment in the broiler chicken production
industry is the feed. Because of the rising demand, finding cheap and effective
feed is an urgent necessity. Fermentation of broiler feed by probiotic fungal
starters can enhance the nutrient's availability and digestibility while preventing

pathogenic growth.

In this study different Rhizopus spp. that had been isolated from
agricultural soils around Izmir, Turkey, in a previous study, as well as newly
isolated Rhizopus strains from chicken feed and stool were tested for their
probiotic potential and fermentative capacity. To prove their safety, the isolated
Rhizopus strains first underwent microscopical fluorescent investigation to
exclude endofungal bacterial presence, then, those without endofungal bacteria
(totally 94) were tested for antimicrobial activity against bacterial and fungal
pathogens. The ones with wide-spectrum antimicrobial activity (totally 10) were
tested for gastrointestinal tolerance and antioxidant ability. Upon phenotypic and
genotypic identification, the 10 isolates were found to belong to the Rhizopus
oryzae species. While all 10 strains showed variable gastrointestinal tolerance and
antioxidant activities, three of them (92/1, 236/2, and 284) had relatively high

antioxidant activity.

To test the ability of these potential probiotic strains to have good effect on
chicken feed, first commercial feed then non-conventional feed was fermented by

them. Then chemical analyses including dry weight, crude protein, crude fats,
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crude fibres, crude ash, sugars and starch were done, then metabolizable energy

was calculated from the given values.

Upon fermentative capacity assay of commercial feed, compared to
unfermented commercial feed, there was a general decrease in crude fiber content
by 56% after fermentation by 92/1 isolate for 4 days and 236/2 isolate for 2 days.
The highest increase in crude protein content (by 14.5%) occurred after a 4-day
fermentation period by 236/2 isolate. The highest increase in metabolizable
energy was 8.64%, by the 284 isolate after 2 days of fermentation. In conclusion,
the three strains showed good probiotic properties and fermentative capacities

hence can be beneficial for the poultry industry.

Also, the changes in chemical composition and metabolizable energy of
both olive mill waste upon fermentation by the three potential probiotic R. oryzae
(92/1, 236/2, and 284) strains and commercial feed upon its supplementation by
fermented olive mill waste were investigated. The objective was to test whether
there will be an enhancement in the nutritional value of olive mill waste after
fermentation and/or commercial broiler feed upon supplementation by potentially

probiotic filamentous fungi.

For the non-conventional feed (olive mill waste) only, the chemical
composition was analysed after 7 and 14 days of fermentation. The fermented
olive mill waste with the R. oryzae 284-strain, which gave the best results in both
commercial feed and olive mill waste fermentation, was added to a commercial
broiler feed at 20%, 30% and 40% supplementation ratios. Then proximal
analyses were done to compare non-supplemented with supplemented commercial

feed.

Compared to non-fermented olive mill waste, the best results were
obtained by the R. oryzae 284-strain allowing an increase in crude protein content
by 23.4% after 7 days of fermentation, a decrease in crude fibre content by 9.8%
after 14 days of fermentation and an increase in ME by 3.6% after 7 days of
fermentation. Compared to non- supplemented CF, the ME changes of 20%, 30%
and 40% supplementation increased by 8.38%, 2.83% and decreased by 4.27%,
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respectively. Fermented olive mill waste can be incorporated into broiler feed
rations up to 30% without causing any decrease in metabolizable energy. It can be
a cheaper alternative with promising productivity and chicken health

improvements.

Keywords: Rhizopus oryzae - Probiotic activity - Broiler feed
Fermentative capacity - Antimicrobial - Antioxidant Argo-industrial by-products -

olive mill waste
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ONSOzZ

Diinya niifusunun siirekli artisina ek olarak diinya ¢apinda meydana
gelen radikal ekonomik degisimler nedeniyle, ucuz dogal gida kaynaklari
saglamak icin geleneksel olmayan ¢oziimler her zaman arastirilmak zorundadir.
Bu calismada, bazi Rhizopus suslarinin, iilkemizdeki pahali yem sorununa
alternatif saglamak amaciyla hem probiyotik hem de fermantasyon baglaticisi
olarak tavuk yemi ve zeytin posasmmin verimlili§ini artirma yetenekleri

aragtirilmistir.

Tez konusunun belirlenmesinde ve ¢aligmanin tiim adimlarinda benim
yanimda olup, tecriibelerini benden esirgemeyen degerli danigman hocam sayin

Prof. Dr. Ozlem ABACI GUNYAR a tesekkiirlerimi ve minnetlerimi sunarim.

Bu calisma Ege Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastrma Projeleri
Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir (FDK-2019-21010). Bu nedenle,

Bilimsel Aragtirma Projeleri Komisyonu’na tesekkiir ederiz.

[ZMIR Ahmed Adel Abdelfatah Hamza
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1. GIRIS

Diinya niifusunun siirekli artmasi1 nedeniyle protein bazli gidalara biiyiik bir
talep vardir. Tavuk eti, sindirilebilirligi yiliksek, saglikli ve besleyici olmasinin
yani sira diger protein kaynaklarina gore daha ucuz ve firetilmesi daha kolay
olmasi nedeniyle bu talebin karsilanmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Siegel,
2014; Kralik et al., 2018). Tiirkiye'de talep artisina ragmen kanath sektorii yem
fiyatlarinin yiiksekligi nedeniyle bu talebi karsilayamamistir (USDA, 2021). Etlik
pili¢ iiretiminde en biiyiik ve en pahali girdi yemdir ve iiretim girdisinin %65-
70'ini olugturmaktadir (FAS et al., 2015). Tiirkiye, toplam kanatli yem ihtiyacinin
yaklasik %40'1n1 ithal etmektedir (USDA, 2017). Bu nedenle, geleneksel olmayan
yem kaynaklar1 arastiriimalidir. lyi 6zelliklere sahip yerel yem iiretmenin giivenli
ve etkili bir yolu, fermantasyon baslaticilar1 olarak probiyotiklerin eklenmesidir
(AD et al., 2018). Besinlerin sindirilebilirligi ve yiyeceklerin mevcudiyeti fungal
fermantasyon ile arttirilabilir ve bu da potansiyel patojenlerin gelisimini engeller

(Londono-Hernandez et al., 2017).

Tavuk yemlerine uygulanan en iyi calisilmis probiyotikler, bazi1 bakteri
tirleri (Yudiarti et al., 2014) veya mayalardir (Rochell, 2018) ancak bir¢ok
filamentli fungusun da probiyotik potansiyeli oldugu kanitlanmistir (Sugiharto,
2019). Etlik pili¢ yemi fermantasyon baslaticilar1 olarak Rhizopus oryzae suslari
calisilmis olmakla birlikte yapilan calismalar ¢ok smirhidir (Sugiharto et al.,
2015).

Tavuk yemine R. oryzae eklemede dikkat edilemesi gereken en Onemli
hususlardan biri giivenligidir. Gida ve Ilag Dairesi (FDA), R. oryzae'nin genlerini,
enzimlerini ve diger bazi biyoaktif maddelerini GRAS (Generally Recognized As
Safe) olarak kabul etmektedir ve yiizyillardir insan tiiketimi i¢in kullanilmaktadir
(Cantabrana et al., 2015; Londofio-Hernandez et al., 2017; Karimi et al., 2019).
Ayrica bilimsel literatiirde R. oryzae tarafindan dogrudan toksin {iiretimi
bildirilmemistir. Ayrica, bir¢ok literatiir, gida toksinlerine kars1 detoksifiye edici

bir ajan olarak kullanildigini bildirmektedir (Cantabrana et al., 2015).



Bununla birlikte, son c¢alismalar, endofungal bakteri igeren suslar ikincil
metabolitler tiretebildiginden kullanilan Rhizopus suslarimin endofungal bakteri
icerip igermediginin arastirilmasinin da ¢ok onemli oldugunu gostermistir. Bu
toksinlerin en iyi bilinen Ornekleri rhizoxin ve rhizonindir. Fungal sitozolde
bulunan endofungal bakteriler tarafindan {iretilen bu toksinler 6nem kazanmaistir.
Rhizoxin, R. microsporus'tan izole edilen endosimbiyont bir bakteri olan
Burkholderia rhizoxinica tarafindan fretilir (Partida-Martinez and Hertweck,
2005; Partida-Martinez et al., 2007a; Schmitt et al., 2008; Lackner and Hertweck,
2011; Moebius et al., 2014). Rhizonin A ve B ilk olarak Mozambik yer fistigindan
izole edilen toksin iireten R. microsporus susundan (MRC 303) izole edilen
Burkholderia endofungorum tarafindan {iretilir. Bakteriler toksin iiretemese bile
fungal miselyumundan bakteriyel endosimbiyontlar salinirsa ciddi problemler

ortaya ¢ikabilir (Dolatabadi et al., 2016; Birol ve Gunyar, 2021).

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kullanilabilmesi i¢in bazi
ozelliklere sahip olmasi1 gerekir; bunlardan biri antimikrobiyal aktivitedir. Sentetik
antibiyotikleri hayvancilik sektoriinde hastaliklar1 6nlemek ve yaygin normal
mikrobiyotanin yem nutrientlerini kullanmasini engelleyerek hayvanin yemden
yararlanimint artirmak amaciyla 50 yili askin bir siire kullanilmistir. Ancak
insanlar tarafindan tiiketilen hayvansal kokenli bu gidalarda antibiyotik kalintilari
oldugu tespit edilmis ve antibiyotik direnci sorununa katkida bulundugu ig¢in
kullanimi artik yasaklanmistir. Bu nedenle, sentetik antibiyotiklerin yerine genis
spektrumlu bir antimikrobiyal aktiviteye sahip probiyotik kullanimi, patojenlere
kars1 savasta 6nemli rol alacaktir (Sugiharto et al., 2015). Bir diger 6nemli 6zelligi
ise tavugun bagisikligin1 artiran antioksidan aktivitedir (Smith et al., 2015).
Ayrica probiyotiklerin tavuk i¢inde iiremesi ve metabolitlerini {iretmesi icin
gastrointestinal sistem bilesiklerini tolere edebildigini kanitlamas1 gerekir (Kabir,

2009).

Funguslar tarafindan yapilan fermantasyon karmasik lignoseliilozik
materyaller daha erisilebilir ve daha basit formlara ayrildiginda, hayvan i¢in yem
maddesinin biyoyararlanimini artirmis olur (Shrivastava et al., 2014; Sugiharto et
al., 2015; Y and , Muazu AJ , Jumare FI , Mahmuda A , Gani M , Hussaini H ,
Dagona AG, 2018; Olukomaiya et al., 2019). Ayrica yemin protein igerigini ve



toplam enerjisini arttirmada rol oynadig1 (Ezekiel et al., 2010; Karimi et al., 2019;
Dawood et al., 2020) ve dolayisiyla yem verimliligini arttirdig1 da rapor edilmistir
(Ab Jalil et al., 2014; Khempaka et al., 2014; Al-Harthi, 2016; Utama and Hanim,
2017; Sugiharto and Ranjitkar, 2019). Bu nedenle, fermentasyon geleneksel ticari
yemin (TY) iiretkenligini arttirdiginda, tavugun uygun pazar agirligina ulagmasi

icin daha az miktarlarda yem kullanilmasi miimkiin olmaktadir.

Her iilke veya bolge, en uygun tarimsal sanayi atiginin geleneksel olmayan
bir yem bilegeni olarak verimliligini arastirmay1 hedefler. Tiirkiye'de Ege bolgesi,
diinyanin zeytin ve zeytinyagi liretimine 6nemli bir katki yapmaktadir (Gokgebag
vd., 2013; Biiylikgok ve Saygin Giimiiskesen, 2017) . Sonug olarak, her yil yan
iirlin olarak bliyiik miktarlarda zeytin posasi1 (ZP) elde edilir (El Hachemi et al.,
2007). Tiirkiye'de yilda yaklasik 200—250 bin ton ZP iiretilmektedir (Guneser vd.,
2017).

Bu c¢alismada, tarim topraklarindan izole edilen Rhizopus suslarmin
endofungal bakteri icermediginden emin olmak i¢in ilk olarak test edilmistir.
Daha sonra, fungal izolatlarinin antioksidan aktivitesine ek olarak antimikrobiyal
aktivite, gastrointestinal kosullara toleransi gibi bazi ana probiyotik 06zellik
yoniinden tarama yapilmigtir. En yiiksek probiyotik 6zelliklere sahip izolatlarin
fenotipik ve genotipik olarak tani1 yapilmistir. Son olarak TY'nin ardindan ZP'nin
potansiyel probiyotik Ozelliklere sahip R. oryzae suslan ile fermentasyona tabi
tutulmustur. Yine TY ve fermente edilmis ZP'min farkli oranlardaki karisimlari,
fermentasyon sonrasinda yemin kimyasal bilesimlerinde ve metabolize edilebilir

enerjisinde bir gelisme olup olmadigini gérmek i¢in analiz edilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanath Endiistrisi

Diinya niifusu siirekli ve hizla artmaktadir ve 2050 yilina kadar 9,8
milyara ulagsmas1 beklenmektedir (Kleyn and Ciacciariello, 2021). Bu hizli arts,
gida ihtiyacinin da artmasina neden olmaktadir. Hayvansal kaynakli besinler
beslenmemizde onemli bir rol oynamaktadir ve bir yetigkinin ihtiya¢ duydugu
giinliik proteinin onemli bir yiizdesini karsilamaktadir (Yenilmez vd., 2014).
Dolayisiyla, hayvansal iirlinlere yonelik kiiresel talebin %60 ila %70 oraninda
artacagl (Krysiak et al., 2021) ve bu artista gelismekte olan iilkelerin daha biiyilik
bir paya sahip olacagi tahmin edilmektedir (Makkar, 2018). Kiimes hayvanlari
endiistrisi, diinyadaki uygun fiyatli hayvansal protein arzina 6nemli Olgiide
katkida bulunmaktadir (Nezih Okur vd., 2016). 2020 yilina gelindiginde kanatl
sektorli diinya ¢apinda 130 milyon ton pili¢ eti iiretimine ulagmis ve diinyada en
cok tiiketilen hayvan eti haline gelmistir (Borda-Molina et al., 2018; Carrasco et
al., 2019; Mota de Carvalho et al., 2021).

Kiiresel pili¢ eti tiiketimi, diger herhangi bir hayvansal protein
kaynagindan daha hizli bir oranda artmistir (Wu et al., 2019). Kanath sektort,
daha verimli hale gelerek ucuz ve giivenli iiriinlere yonelik artan talebe uyum
saglamistir. Tiiketici agisindan bakildiginda, kiimes hayvanlarinin diger hayvansal
protein formlarina gore bir¢cok avantaji vardir. Bunlar arasinda kolaylik, tutarh
iriin kalitesi, dini kisitlamalarin olmamasi, saglikli goriinen beyaz et, siirekli
yenilik¢i Uiriin akigi ve satin alinabilirlik sayilabilir (Kleyn and Ciacciariello,
2021). Beyaz et (kiimes hayvanlar eti), kirmizi ete (dana eti) kiyasla ¢ok ucuzdur,
bir kg hayvan etinin fiyati 3-4 kg kanatli etinin fiyatina esittir (Wahyono and
Utami, 2018). Buna ek olarak, kiimes hayvanlari, diger hayvansal {iriin
formlarindan daha iyi bir sekilde yemden gidaya doniisiim oranina ve iiretilen et
miktar1 veya yumurta basina degerlendirildigi zaman kaynak kullanimi agisindan
daha az bir ¢evresel ayak izine sahiptir (Vaarst et al., 2015; Fry et al., 2018;
Godfray et al., 2018). Yenilebilir porsiyon basina proteinden faydalanma
acisindan bakildiginda, kiimes hayvanlar1 gevis getiren hayvanlardan veya su

iirlinleri yetistiriciliginden ¢ok daha verimlidir (Fry et al., 2018). Yine kanath



tiretiminde kilogram basima 2 ile 2,5 kg yem gerekirken, bir kilogram kirmiz et
tiretiminde 7 kg’dan fazla yeme ihtiya¢ vardir. Ayrica kanatl {iretiminin iiretim
dongiisiiniin 7-8 hafta gibi kisa bir siire siirmesi nedeniyle ekonomik olarak daha
avantajhidir. Bu sekilde kanatli hayvan iiretimi sermaye dongiisiinde yilda 7 kez
tekrarlanabilir ve diger hayvanlara gore daha kiiciikk bir alana ihtiya¢ duyar

(Wahyono and Utami, 2018).

Kanatli etinin yiiksek talep gérmesine ve buna bagli olarak iiretim artigina
katkida bulunan diger faktorler arasinda finansal gelir, kentlesme, saglik-fayda
iligkisi (6rn. obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar ve tip 2 diyabet riskini azaltma)
ve genel olarak kanath etinin belirli yaslarda ve kosullarda (6rn. hamilelik ve
geriatrik yasta) kaliteli bir diyete 6nemli bir destek olarak kabul edilmesi gibi
faktorler de vardir (Allievi et al., 2015; Marangoni et al., 2015; Mottet and
Tempio, 2017; Mota de Carvalho et al., 2021).

Yem endiistrileri, kesim endiistrileri, gida dondurma ve paketleme
endiistrileri, et muhafaza endiistrileri, kanath tiretimi i¢in gerekli makineler ve
teknik aletler iireten endiistriler gibi kanath iiretimi ile baglantili endiistrilerin
gelisimi yoluyla dolayli olarak yeni is alanlarinin acilmasi ile kanath iiretimi
igsizlik sorununun ¢oéziimiine katki saglayabilir. Kanatli hayvan iiretimi, devletin
gida giivenligi politikasina ve stratejisine katkida bulunabilir. Pili¢ eti de dahil
olmak iizere kanatl eti iiretim hacimlerinin siirdiiriilebilir biiyiimesi uzun yillardir

tiim diinyada gerceklesmektedir (Wahyono and Utami, 2018).

2.1.1. Tiirkiye'de Kanath Sektorii

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan “kiimes
hayvanlan etleri” pili¢ eti, 6rdek eti, kaz ve be¢ tavugu eti, hindi eti, giivercin ve
diger kuslar olmak iizere bes grupta smiflandirilmaktadir. Tiirk kanath sektori
sadece pili¢ ve hindi eti ile ilgilenmektedir (Nezih Okur vd., 2016). Diinyadaki
gelismelere paralel olarak Tiirkiye'de de organik kanatli sektoriindeki gelismeler

yasanmistir (Eleroglu ve Yildirim, 2014).

Tirk kanatli sektorii 6zellikle pili¢ eti ve yumurta iiretiminde yillardir

hizla gelismektedir. Bu gelismeler sonucunda Tirk kanath sektorii bir endiistri



olarak taninmaktadir. Modern tesisler ve iiretim yontemleri gibi avantajlara sahip
olan sektdr, uluslararasi standartlar ve uluslararasi pazarlara yakinlig1 sayesinde

tiim diinya ile rekabet edebilmektedir (Nezih Okur vd., 2016).

Tiirkiye'de tavukguluk sektoriiniin gelismesi i¢in ilk adim 1930 yilinda
Ankara'da Merkez Tavukculuk Arastirma Enstitlisii'niin kurulmasiyla atilmistir.
1960"1ara kadar 6nemli bir gelisme olmamustir. Tavukculuk sektorii 1970 yillarda
pahal1 ve sinirli iiretim kapasitesine sahip bir aile sirketi seklinde hareket ederken,
diinya standartlarina ayak uydurmayi basarmis ve onemli gelismeler sonucunda
siirekli liretim faaliyetleri ile bugilinkii seklini almistir. 1980'li yillarda entegre
tavukculuk tesislerinin sayisinda gozlenen artis ve sozlesmeli {iretim modelinin
uygulanmasiyla yapisal bir degisime ugrayarak 1990'larin sonlarma dogru

yatirima baslamistir (Yenilmez vd., 2014).

Etlik pili¢ tiretimi (Broyler pili¢ iiretimi), Tiirkiye'de iiretilen baskin pili¢
etidir ve toplam {iiretimin yiizde 99'una sahiptir. Tiirkiye'deki toplam etlik pili¢ eti
iretiminin yarisindan fazlasi Manisa, Balikesir, Sakarya ve Mersin'de
iiretilmektedir (USDA, 2019). 1990 yilinda 216.759 ton olan kanath eti iiretim
diizeyi, 2000'li yillarda 6nemli 6l¢iide artarak 2010 yilinda 1,5 milyon tona, 2014
yilinda ise yaklasik 2 milyon tona ulasmistir. Ardindan, Tiirkiye Istatistik
Kurumu'na gore, birka¢ durgun yilin ardindan. Tiirkiye'nin etlik pili¢ eti liretimi
2016'dan 2017'ye toparlanarak %4'e yiikselmistir (USDA, 2017) ve 2018'de yil
ortasinda dolar krizi baglamasi ile ve 2022'in ilk yarisina kadar daha da artt1.
Dolar karsisinda kurdaki deger kaybinin yami sira ithalata bagl yiiksek yem
fiyatlari, mezbaha kapasitesinin yetersizligi, Tiirkiye'de son dénemde yasanan
kuraklik ve Covid-19 pandemisi ekonomik aksamalar nedeni ile kanatli eti tiretimi
2018'den bu yana verimli bir sekilde biiyiyememektedir (USDA, 2021a). Tiirk
kanath {reticileri, Rusya ve Orta Dogu'dan gelen artan talep sonucu kiiresel
fiyatlarin artmasi nedeni ile su anda ithal damizlik stoklar1 i¢in daha ytiksek

fiyatlar ile karsilagmistir.

2022'de Rusya ile Ukrayna arasinda patlak veren savasin ardindan, bugday
ithalatindaki kithiga ek olarak, i¢ piyasaya kanatli eti arzinin kapasite

yetersizliginden dolay1r azalmasi, bazi kanath {reticilerinin yiiksek girdi



maliyetleri nedeniyle kapasitelerini %25-30 oraninda azaltmasi nedeni ile

Tiirkiye’de etlik pili¢ fiyat1 da artmustir.

Tahminlere gore 2022 yili sonunda pili¢ eti ihracatinin 2021'den yiizde 10
daha fazla olan 539.000 tona ulagmasi1 beklenmektedir. Bu kesinlikle Tiirkiye'de
kanatl liretimi iizerinde daha fazla baski yaratacaktir (USDA, 2021).

2.1.2. Kanath sektoriiniin karsilastigi zorluklar

Ticari kanatli yetistiricileri artan gida talebini karsilamak ve bu hayvanlardan
miimkiin olan en yiiksek verimi en diisilk maliyetle elde etmek amaciyla bazi
uygulamalar ge¢mislerdir. Ornegin hayvanlarin hizli gelisimi desteklenmis ve bu
sekilde birim alan basina diisen hayvan sayisini artmistir. Kontrolsiiz bir sekilde
gerceklestirilen bu uygulamalar da insan sagligi acisindan bazi gida giivenligi

sorunlarina yol agmistir (Yenilmez vd., 2014)

Iyilestirilmis stokla, pili¢ piligleri bes ila alt1 hafta icinde 2-3 kg agirliga
ulasabilir. Ancak bu iiretim kapasitesi, kaliteli yem bulunmasina ve hastahk
kontroliine baghdir. Hayvanlarda, biliylime destekleyicileri olarak ve saglikli
hayvanlarin biiylimesini hizlandirmak i¢in yemlere antibiyotikler kullanilmakta
idi. 1999'da Aarestrup tarafindan yapilan bir arastirma, antibiyotiklerin
veterinerlik amaciyla uzun siireli ve yaygin kullaniminin ardindan bakteri
tiirlerinin veya suslarinin diren¢ kazandigini gostermistir (Aarestrup, 1999). Bu
direnci kodlayan genlerin daha Once duyarli olan diger bakterilere de
aktarilabilecegi ve bdylece hem hayvan hem de insan sagligina tehdit olusturdugu
kanitlanmistir (Montagne et al., 2003). Sonug olarak, bazi iilkeler antibiyotiklerin
hayvanlarda biiylimeyi hizlandirma amaci ile yeme eklenmesini el yasaklamis
(Isveg- Ocak 1986) veya simirlandirmustir (Avrupa Birligi-Ocak 2000, toplam geri
¢ekme Ocak 2006) (Montagne et al., 2003; Ohimain and Ofongo, 2012). Mevcut
durumda ise Avrupa ve Amerika'da kanath iiretiminde antibiyotikli biiylime
destekleyicilerinin kullaniminin birakilmasi 6rnegin patojenik bakterilerin neden
oldugu enterik enfeksiyonlarin kontroliinii zorlastirmaktadir. Bu tiir enfeksiyonlar,
kiimes hayvanlarinda biliylime oranlarinin diismesine ve devaminda ciddi

ekonomik kayiplara neden olmustur.



Kanatli iretimindeki diger zorluk yem mevcudiyetidir. Su anda ~800
milyon ton tahil (toplam tahil iiretiminin {igte biri) hayvan yemlerinde kullaniliyor
ve 2050 yilina kadar bunun 1,1 milyar tonun iizerine ¢ikacagi tahmin ediliyor.
Yem talebindeki artisin ¢ogu, halihazirda birgok gida giivenligi sorunuyla karsi
karsiya olan gelismekte olan iilkelerde olacaktir. Hayvansal {irlinlere yonelik
ongoriilen artan talep igin gerekli olan ek yem, tahillar yoluyla karsilanirsa, bu
iilkelerdeki gida giivensizligini daha da kotiilestirecektir. Ayrica, kiiresel olarak,
yem tiretimi, iglenmesi ve nakliyesi, hayvancilik sektériinden kaynaklanan sera

gazi1 emisyonlariin %45'inden sorumludur (Makkar, 2018).
2.2. Kanath yemi

Tiirk kanath sektorii, kanathi isletmelerinin ana girdi maliyeti olan (toplam
harcamanin ylizde 80'1) yem i¢in yabanci kaynaklara bagimlidir. USDA'ya gore
2017’ de Tiirkiye yem ihtiyacinin %40'mi ithal ediyordu. Etlik pili¢ yemi fiyatlar
son iki yildir istikrarli bir sekilde artarken, pili¢ eti iiretiminde durgunluk
gozlenmektedir. 2020 yilinda etlik pili¢ yem fiyatlar1 bir 6nceki yilin fiyatlarindan
ylzde 60 daha fazlaydi. Tiirkiye, kanath eti iiretimi i¢in 2020 yilinda 5,4 MMT
etlik pili¢ yemi tiretmistir. Tiirkiye'de etlik pilic yemi tretimi, genel iiretimdeki
benzer egilime paralel olarak 2018'den bu yana hafif bir artis gdstermektedir. Ote
yandan, yumurta piligleri i¢in yem iiretimi, genel yumurta liretimi trend ¢izgisi ile

birlikte azalmaktadir.

Kanatli hayvan yemi i¢in ana girdiler ithal {iriinler olan misir ve soya
fasulyesidir. Tiirkiye soya fasulyesi, misir ve Onemli miktarda bugday
yetistirmesine ragmen kanatli sektOriiniin talebini karsilamamaktadir. Kanath
hayvan iiretiminde kullanilan misirin yaklagik ylizde 40'1 ve soyanin yiizde 97'si
ithal edilmektedir. Tiirkiye misir liretiminde de kendi kendine yeterli degildir ve

kuraklik iiretimi de olumsuz etkilemistir.

Yem iiretimde kullanilacak misir, soya ve balik unu ithalatina bagimlilik
ve kulugkalik yumurta ve giinliik civeiv gibi ithal damizlik malzemelerinin
gerekliligi, Tiirk kanath sektoriinii diger iilke kanatl isletmelerine gore daha az

rekabetci hale getirmektedir.



Bu sebeplerden dolay1r yem sorunlarina ¢éziim bulmaya caligmak igin
alisilmisin disinda ¢6ziimler aranmak zorunda kalinmistir. Bu tezde onerilen bu
¢Oziimlerden bazilari sunlardir: 1. Yemin piliclere verilmeden once probiyotik
organizma(lar) tarafindan fermente edilmesi, 2. Pahali geleneksel yemin,
probiyotik organizma(lar) tarafindan fermente edilerek kalitesi artirilabilen

tarimsal-endiistriyel yan iirliniin uygun bir yiizdesi ile desteklenmesi.

2.3. Yem Uretiminde Tarimsal/Tarimsal-endiistriyel yan iiriinleri

Tarima dayal1 endiistriler her y1l biiylik miktarda atik iiretir. Bu kalintilarin
uygun bertaraf prosediirii olmadan ¢evreye salinmasi ¢evre kirliligine ve insan ve
hayvan sagligina zararli etkilere neden olabilir. Tarimsal-endiistriyel atiklarin
cogu artilmamistir ve yeterince kullanilmamaktadir, bu nedenle genellikle
yakilarak, bosaltilarak veya plansiz depolama yoluyla bertaraf edilmektedir (Sadh
et al., 2018).

Tarimsal faaliyetlerden elde edilen iirlinler saman, govde, sap, yaprak,
kabuk, baklagiller, kiispe, kullanilmig tahillar vb. igerir (Panesar et al., 2015).
Ornegin, meyve suyu endiistrileri meyve kabugu, kahve endiistrisi atik olarak
kahve posasi ve tahil endiistrileri kabuk olarak biiyiik miktarda atik tiretir. Bu
tarimsal-endiistriyel kalintilar bilesimleri itibari ile degerlidir, bu nedenle kalite
kontrol i¢in daha fazla dikkate alinirlar ve ayrica tarimsal-endiistriyel yan iirlinler

olarak kategorize edilirler (Graminha et al., 2008; Sadh et al., 2018).

Cevre ve saglik sorunlarina neden olan tarimsal-endiistriyel yan iiriinlere
ragmen, kimyasal veya kimyasal olmayan yollarla daha faydali {riinlere
dontstiiriilebilecek ekonomik potansiyele sahiplerdir (Oduguwa et al., 2008;
Fatmawati et al., 2013; Swain, 2017; Aldayyat et al., 2021; Dogan-Saglamtimur et
al., 2021). Genel olarak, tarimsal atiklar hala hayvan tiiketimi i¢in faydali besin
bilesenleri i¢ermektedir. Tarimsal kati atiklarin hayvan yemi potansiyeli hem
cevreye hem de c¢iftcilere sagladig1 fayda nedeniyle tesvik edilmelidir (Fatmawati

etal., 2018).

Cesitli aragtirmalar, liziim kabugu, kiispe ve kabugu, nar kabugu, limon

kabugu ve yesil ceviz kabugu gibi farkli atik tiirlerinin dogal antimikrobiyal ve
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antioksidan kaynag1 olarak kullanilabilecegini bildirmistir (Delgado Adamez et
al., 2012; Shen et al., 2020). Organik bilesiklerden kaynaklanan atiklar gida
maddesi olarak yenilebilir makrofunguslarin {iretiminde, biyoenerji ve
biyogiibreler gibi biyo-tabanli iirlinlerin liretiminde kullanilmaktadir. Tarimsal
artiklarin bir kismu ayrica hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Ancak bu tiir
atiklar, ¢ok miktarda protein, seker ve mineraller gibi faktorler yoniinden
degiskenlik gosterirler. Yiiksek besinsel bilesimleri nedeniyle bu kalintilar “atik”
olarak tanimlanmaz, ancak nadiren diger {iriin olusumu ve gelistirmeleri i¢in
hammadde olarak kabul edilir. Bu besin maddelerinin ham maddelerdeki
mevcudiyeti, mikroorganizmalarin biiyiimesi i¢in uygun ortamlar sunar. Bu
mikroorganizmalar, fermantasyon siire¢leri ile hammaddeleri kullanirlar.
Tarimsal-endiistriyel atiklar, farkli faydali irlinlerin {iretiminde kati hal
fermantasyon denemelerinde kati destek olarak kullanilir (Sadh et al., 2018).
Ayrica gida iriinleri bazinda iiretim maliyetini diislirerek fermente olabilen
sekerlerin iiretimine de yardimci olur (Nguyen et al., 2010). Ayrica, dogal
hammaddeler ve endiistrinin yan iirlinleri, ortam bilesenleri toplam {iiretim
maliyetinin %38 ila 73'liinii karsilayabildigi i¢in liretim maliyetinin diismesine
neden olur. Fermantasyon siireclerinde kiiltiir ortam1 olarak genis bir kullanima
sahiptir. Bu nedenle, katma degerli {iriinlerin (proteinler, organik asitler, ikincil
metabolitler, enzimler, oligosakkaritler, vb.) {iretiminde mikrobiyal gelisim icin
substrat olarak tarimsal endiistriyel kalintilarin kullanimi 6nemli hale gelmistir

(Sanchez, 2009; Panesar et al., 2015).

Beslenme uzmanlar1 son zamanlarda o6zellikle tek mideli hayvanlar i¢in
hayvan beslenmesinde tarimsal-endiistriyel atiklarin arastirilmasina odaklanmigtir
(Mandey et al., 2018). Tarimsal-endiistriyel yan iirlinler, hayvan beslemesi i¢in

yem bilesenleri olarak biiyiik oneme sahiptir (AD et al., 2018).

Her iilke veya bolge, geleneksel olmayan bir yem bileseni olarak
verimliligini incelemek i¢in en ucuz ve en uygun tarimsal endiistriyel atig1 bulur;
ornegin, manyok (cassava) ve yan iriinleri Nijerya, Malezya, Tayland ve
Endonezya'da incelenmistir (Aro, 2008; Ramin et al., 2011; Khempaka et al.,
2014; Sugiharto et al., 2015), Malezya'da 6giitiilmiis sago 6zii (Ab Jalil et al.,
2014), Endonezya'da muz kabuklari, ananas atig1, hurma g¢ekirdegi keki ve piring

kepegi (Yana Sukaryana, 2015; Fatmawati et al., 2018; Mandey et al., 2018),
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Avustralya'daki saraphane biyokiitle atiklar1 (Jin et al., 2016), Nijerya'daki
Terminalia catappa meyvesi ve Mangifera Indica Seed Kernels (Apata, 2011;
Lawan Binta, 2018), Hindistan'da kolza (Jannathulla et al., 2019), Kore'de deniz

yosununun (Choi et al., 2014) yem bileseni olarak verimliligi incelenmistir.
2.3.1 Yemde zeytinyagi endiistriyel yan iiriinleri

Zeytin agac1 meyvesinden (Olea europaea L.) elde edilen zeytinyagi,
Akdeniz diyetinin 6nemli bir parcasidir. Birka¢ ¢alisma, zeytinyagi tiiketiminin
kardiyovaskiiler hastalik ve kanser gibi belirli hastaliklarin daha diistik riski ile
iligkili oldugunu gostermistir (Cardeno et al., 2013; Scoditti et al., 2014).
Zeytinyaginin insan saghigir tiizerindeki bu faydali etkilerinin ¢ogu, giicli
antioksidan 6zelliklere sahip polifenolik bilesiklerine (6rnegin tirozol,

hidroksitirosol, oleuropein ve pinoresinol) atfedilir (Gerasopoulos et al., 2015).

2015 yilinda diinya capinda yilda yaklasik 2 x 10° ton zeytinyag
tiretilmistir (Gerasopoulos et al., 2015) ve simdi 2021/22 mahsul yilinda yaklasik
3 x 10° tona ulasti (International Olive Council, 2022). Akdeniz bélgesinde zeytin
agaclar1 bol miktarda bulunur ve bu bolgedeki ¢cogu iilke ¢ok miktarda zeytinyagi
iiretir ve bu da zeytin posast (ZP), zeytin kiispesi (ZK), zeytin degirmeni atig1
(ZDA) veya zeytin degirmeni atiksuyu (ZDAS) gibi farkli isimlerle zeytinyagi
yan Uriinlerinin birikmesine neden olur. ZK, kii¢cliik parcalara ezilmis zeytin
cekirdegi kabugunu, ezilmis kiispeyi ve kabugu icerir. ZK'nin ¢ekirdegi yoktur.
ZDA, ZP’nin bagka bir genel isimdir ancak ZDAS, esas olarak yag iiretiminin
cesitli asamalar i¢in kullanilan sudan ve meyveden gelen sebze suyundan elde
edilen ve 1000 kg zeytin basma 0,5-3,25 m® miktarindaki sivi bir atiktir
(Kapellakis et al., 2012). ZDAS, koyu kahverengi bir renge ve yiiksek organik
igerie sahiptir. Bu nedenle, aerobik aritma, anaerobik ¢iirlitme ve
kompostlastirma gibi herhangi bir aritma olmaksizin kanalizasyon sistemine

biiyiik miktarlarda atilmas1 miimkiin degildir (Gerasopoulos et al., 2015).

Misir'da, zeytin agaglari bulunan yaklasgik 118.382 doniim ve 96.810
doniim verimli alan, 3.25 ton/akr't temsil eden yaklasik 314.450 ton zeytin
tiretilmektedir. Temel olarak 100 kg zeytinden yaklasik 35 kg ham ZP elde
edilmistir (Fadel and ElI-Ghonemy, 2015).
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Endiiliis bolgesinde (Ispanya) zeytinyagi sezonunda yilda bir ila 2,5
milyon ton iiretim yapilmigtir. Yunanistan, Ispanya ve Italya'dan sonra diinyanin
en yiiksek zeytinyag: iireten {iciincii iilkesidir. Yilda 3-4 x 10° ton zeytinyag
iretilmektedir (Valta et al., 2015). Yunanistan'da yaklasik 3500 zeytin degirmeni
faaliyet gostermektedir ve 1000 kg taze zeytinden 214 kg zeytinyagi, 496 kg ham
zeytin kiispesi, 40 kg yaprak ve 1633 kg zeytin degirmeni atik suyu (ZDAS)
iiretilmektedir (Christodoulou et al., 2007)

Tiirkiye'de Ege bolgesi, diinyanin zeytin ve zeytinyagi liretimine onemli
bir katki yapmaktadir (Gokcebag vd., 2013; Biiylikgok ve Saygin Giimiigkesen,
2017) . Sonug olarak, her yil yan {iriin olarak biiyiik miktarlarda zeytin posasi
(ZP) elde edilmektedir (El Hachemi et al., 2007). Tiirkiye'de yilda yaklasik 200—
250 bin ton ZP iiretilmektedir (Guneser vd., 2017).

ZK, tohum pargalar1 icermediginden ZDA'dan farklhidir. Yaklagik %18-25
gibi 1yi bir yag ylizdesi ve yiiksek diizeyde esansiyel yag asitleri (%73 oleik asit,
%13 palmitik asit ve %7 linoleik asit) ile karakterize edilir (Chiofalo et al., 2004).
Kanathilar i¢in %8-12.8 oraninda yeterli protein igerigine sahiptir ve arginin ve
glisin bakimindan zengindir (Zarei et al., 2011). ZK ayn1 zamanda makul
seviyelerde manganez ve ¢inko ile iyi bir kalsiyum, bakir ve kobalt kaynag1 olarak
kabul edilir, bu da onu kanatli besleme i¢in ekonomik bir bilesen alternatifi yapar

(Al-harthi et al., 2009) ve kismi bir bilesen olarak kullanilabilir (AD et al., 2018).

Gergekten de ZDA, en az iki nedenden dolay1 pili¢ beslenmesi i¢in
elverigli olabilir. Bir yandan, artik yag seviyesi (%6,8) tamamlayici bir enerji
kaynag1 olusturabilir. Ikincisi, doymamis yag asitlerinin bilesimi (%62,4 oleik
asit, %18,2 linoleik asit, %1,1 linolenik asit ve %2,7 palmitoleik asit) hayvanin
yasami boyunca ¢esitli viicut béliimlerinde yag asitlerinin birikimini etkileyebilir
ve bu nedenle etin kalitesi iizerinde belirli bir etkiye sahip olabilir (El Hachemi et

al., 2007).

Zeytin yan {Uriinlerinin hayvan yemi olarak kullanilmasi, onlar1 geri
dontistiirmenin iyi bir yoludur. Bununla birlikte, biiyiik oranda hiicre duvari
bilesenleri igerir, bu da onu tatsiz ve gevis getiren hayvanlar i¢in zayif
sindirilebilir hale getirir. Bu nedenle, farkli kimyasal ajanlar araciligiyla zeytin

yan riinlerinin  besleyici degerini iyilestirmeye yonelik girisimlerde
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bulunulmustur, ancak sonuglar az ¢ok tatmin edici olmustur (Rowghani et al.,
Seradj, 2008). Kimyasallarin yani sira biyolojik aritma, daha fazla substrat ve
reaksiyon 0zgiilligl, daha diisiik enerji gereksinimleri, daha diisiik kirlilik tiretimi
ve daha yiiksek istenen {iriin verimi gibi kimyasal/fiziksel islemlere gore
potansiyel avantajlar1 nedeniyle ¢cok dikkat cekmektedir (Fadel and EI-Ghonemy,
2015).

2.4. Probiyotikler

2.4.1. Probiyotiklerin tanimi

Probiyotikler, “insan veya hayvanlara uygulandiginda, sahip olduklar
Ozelliklerini  gelistirerek konak¢iyr faydali bir sekilde etkileyen canli
mikroorganizmalarin tek veya karigik kiiltiiri” olarak tanimlanmistir. Crawford
probiyotikleri “hem yararli hem de patojenik organizmalarin bagirsak
popiilasyonlarmin etkili bir sekilde birlikteligini saglamak i¢in hayvana implante
edilen spesifik canli mikroorganizmalarin (6ncelikle Lactobacillus spp.) kiltirii”
olarak tanimlamistir. Fuller daha sonra probiyotiklerin bir tanimini "konake1
hayvanin bagirsak mikrobiyal dengesini gelistirerek faydali bir sekilde etkileyen
canlt bir mikrobiyal yem takviyesi" olarak yapmistir. ABD Ulusal Gida Maddeleri
Birligi (The US National Food Ingredient Association), probiyotik (direkt
mikrobiyal besini), dogal olarak olusan mikroorganizmalarin kaynagi olarak
sunmustur ve buna bakteri, filamentli fungus ve maya dahildir). FAO/WHO
tarafindan su anda benimsenen tanima gore, probiyotikler: "yeterli miktarlarda
uygulandiginda  konakg¢iya  saghk  agisindan  yarar  saglayan  canl
mikroorganizmalardir" (FAO/WHO, 2001). Dahasi, probiyotikler, sindirim
yoluyla uygulandiginda konagin saghigi i¢in elverisli olan, kesinlikle patojenik
olmayan ve dogasi geregi toksik olmayan canli mikroorganizmalardir (Kabir,

2009).

2.4.2. Probiyotik Organizmalarin 6zellikleri

Probiyotik mikroorganizmalarin insan saglifina olumlu etkileri arasinda

laktoz intoleransinin hafifletilmesi; viral, bakteriyel ve antibiyotik veya
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radyoterapinin  neden  oldugu  ishallerin  Onlenmesi ve  tedavisi;
immiinomodiilasyon; antimutajenik ve antikanserojenik etkiler; ve hatta kan

kolesteroliiniin diistiriilmesi yer almaktadir (Wright, 2005).

Ayrica, probiyotik kullanimi, bagirsak mikrobiyotasi iizerine olumlu etkisi
de gosterilmistir. Bununla ilgili iki ana etki mekanizmasi 6ne striilmiistiir: (a)
toksik maddeler iireten metabolik reaksiyonlarin azaltilmasi, var olan enzimlerin
uyarilmasi ile vitamin ve antimikrobiyal maddelerin {iretimi ile karakterize edilen
beslenme etkisi; ve (b) kolonizasyon direncinde bir artis ile mukozal bagisiklik
sistemi  {lizerindeki olumlu etkileri; "bagirsak mikrobiyotasinin  biyo-
diizenleyicileri" olarak islev gormesi ve konak¢inin dogal savunmasini
giiclendirmesidir. Bu nedenle probiyotikler hem bagirsak bariyerini gii¢lendirerek
hem de dogrudan bagisiklik sistemini uyararak (Anadon et al., 2006), akut ve
antibiyotik iligkili ishal ve kanser gibi hastaliklarin 6nlenmesi yoluyla patojenik
ajanlara karsi direnci artiran bagirsak mikrobiyota dengesinde bir role sahip
olacaktir. Probiyotik gidalar i¢in 2009'dan 2014'e kadar ekonomik olarak %10'dan
fazla tahmini bir bliylime oldugu yansittig1 gibi, yaygin bir kabul ve popiilerlik
kazanmistir. Saghg iyilestirmek i¢in dogal (ilag dis1) yaklasimlara yonelik artan
tiikketici talebi nedeniyle, probiyotik bakteriler, 6zellikle probiyotik iceren yogurt,
peynir, siit ve dondurma gibi siit {iriinleri ¢ok sayida gida iiriiniine dahil edilmistir

(Wong et al., 2015).

2.4.3. Kanath bagirsak mikrobiotasi

Cogu arastirmaci, normal, saglikli, stresli olmayan kiimes hayvanlari i¢in
bagirsaktaki yararli ve =zararli bakterilerin kararsiz bir dengesi olduguna
inanmaktadir. Bir denge oldugunda, pili¢ maksimum verimine ulasir, ancak stres
uygulanirsa, faydali mikrobiyota, 6zellikle laktobasiller, sayica azalma egilimi
gosterir ve faydali olmayanlarin asir1 ¢cogalmasi meydana gelir. Bu olusum, agik
hastaliga, yani ishale yatkin hale getirebilir veya subklinik olabilir ve biiyiime,
yem verimliligi vb. iiretim parametrelerini azaltabilir. Bagirsakta koruyucu biota
cok stabildir, ancak bazi diyet ve ¢evresel faktorlerden etkilenebilir. Bunlardan en
onemlileri asir1 hijyen, antibiyotik tedavisi ve strestir. Vahsi dogada pilig,

annesinin diskisindan tam bir bagirsak biotast alir ve sonug olarak enfeksiyona
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kars1 korunur. Bununla birlikte, ticari olarak yetistirilen piligler, temiz olan ve
genellikle pili¢ bagirsaginda yaygin olarak bulunan organizmalar1 igermeyen
kulugka makinelerinde yumurtadan ¢ikar. Fakat bagirsak mikrobiota 6zelliklerini
etkileyebilecek kabuk kaynakli mikrobiyolojik kontaminasyonunun bir etkisi
vardir. Ayrica inkiibasyonun 18. giiniinde baslayan HCl gastrik sekresyonu da
mikrobiota se¢imini derinden etkiler. Bu nedenle, dogumda probiyotik
takviyesinin hemen kullanilmasi, pili¢ tlirlerinde diger hayvanlara gore daha
onemli ve faydalidir. Pili¢, annesiyle veya diger yetiskinlerle temas1 olmayan ve
bu nedenle koruyucu bagirsak mikrobiyotasini yenilemek ic¢in tasarlanmis
mikrobiyal takviyelerlerden faydalanmasi muhtemel olan gen¢ bir hayvanin

ekstrem bir 6rnegidir (Kabir, 2009).

2.4.4. Probiyotiklerin hayvanlara etki mekanizmalar

Kolonizasyon direncinin arttirilmast ve/veya patojenlere karst dogrudan
inhibitor etkileri ile probiyotikler hastaliklarin insidansini ve siiresini azalttig1
belirtilmektedir. Probiyotik suslarin patojenik bakterileri hem in vitro hem de in
vivo olarak birka¢ farkli mekanizma yoluyla inhibe ettigi gosterilmistir (Kabir,

2009).

Kiimes hayvanlarinda probiyotiklerin etki sekli sunlari igerir: (i) rekabet¢i
dislama ve antagonizma yoluyla normal bagirsak mikrobiyotasinin korunmasi; (ii)
sindirim enzimi aktivitesini artirarak ve bakteriyel enzim aktivitesini ve amonyak
iiretimini azaltarak metabolizmay1 degistirmek; (iii)) yem alimini ve sindirimi
tyilestirmek ve (iv) bagisiklik sisteminin uyarilmasi. Kanatli hayvanlarda endemik
ve zoonotik ajanlar1 kontrol etmek i¢in bir yontem olarak probiyotik ve rekabetci
dislama yaklagimlart kullanilmistir. Geleneksel terimlerle, kiimes hayvanlarinda
rekabet¢i dislama, kulugkahaneye yerlestirilmeye hazir civcivlerde ve kiimes
hayvanlarinda dogal olarak olusan bagirsak mikroorganizmalarinin kullanilmasi

anlamina gelmektedir (Ezema, 2013).

Tiiketim  {izerine probiyotikler, bir¢ok laktik asit bakterisini
gastrointestinal sisteme iletir. Bu mikroorganizmalarin bagirsak ortamini
degistirdigi ve enzimleri ve diger faydali maddeleri bagirsaklara ilettigi

bilinmektedir. Pili¢lere L. acidophilus veya Lactobacillus Kkiiltiirlerinin bir
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karigtminin eklenmesi, 40 giinliik beslenmeden sonra amilaz seviyelerini dnemli
Olglide arttirmistir. Bagirsakta kolonize olan laktobasiller enzimi salgilayarak
bagirsak amilaz aktivitesini artirabildigi belirtimektedir. Probiyotiklerin, bagirsak
enzimlerinin artan aktivitesini ve besinlerin sindirilebilirligini desteklemek i¢in
gastrointestinal pH ve biotay1 degistirdigi iyi bilinmektedir. Ayrica, Aspergillus
oryzae'min yumurta piliglerinde makro besin metabolizmasi1 {izerindeki etkisi
gozlenmistir. Aspergillus oryzae'de bulunan aktif amilolitik ve proteolitik
enzimlerin sindirilmis besinleri etkileyebilecegini diisiiniilmektedir. Benzer
sekilde kuru maddenin sindirilebilirligindeki artisin maya tarafindan salinan
enzimlerle yakindan iligkili oldugu bildirilmistir. Ayrica probiyotikler,
bagirsaklardaki  amonyak  iretimini  azaltarak  pili¢lerin  durumlarinin

tyilestirilmesine katkida bulunabilir (Kabir, 2009).

Probiyotiklerin  uygulanmasi  yoluyla  bagirsak  mikrobiyotasinin
manipiilasyonu, bagisiklik tepkisinin gelisimini  etkiler. Probiyotiklerin
immiinomodiilator mekanizmalar1 arasinda; substratlar ve bagirsak adezyon
bolgeleri igin patojenlerle rekabet, sekerlerin inhibe edici 6zelliklere sahip
fermentasyon lriinlerine biyolojik olarak doniistiiriilmesi, konak¢1 i¢in vitaminler
gibi biiyliime substratlarinin {iretimi, antimikrobiyal peptit iiretimi yoluyla
patojenlerin dogrudan antagonizmi, iltihabin azaltilmas1 ve bagisiklik hiicrelerinin
uyarilmasi gibi biyodoniisiimii yer almaktadir. Ayrica probiyotikler, sitokinleri
iretmek i¢in bagisiklik sistemi hiicrelerinin farkli alt kiimelerini uyarir ve bu da
bagisiklik  tepkisinin indiiklenmesinde ve dilizenlenmesinde rol oynar.
Probiyotikler, 6zellikle laktobasiller, piliclerde antijenlere karsi sistemik antikor

yanitin1 modiile edebilir (Kabir, 2009).

Probiyotiklerin onerilen birka¢ eylem modu vardir. Bu mekanizmalarin
bazilar1 enterik patojenik mikroorganizmalarin inhibisyonu ile baglantiliyken,
digerleri hayvan performansimin artmasindan sorumludur. Farkli probiyotikler
benzer etki modlarina sahip olabilirken, belirli bir sus birden fazla mekanizma
yoluyla islev gorebilir. Ornegin, birkag probiyotik sus, mide-bagirsak mikrobiyal
popiilasyonu {izerinde benzer etkilere sahiptir. Bununla birlikte, spesifik
probiyotiklerin etki bigimleri genellikle anlasilmamistir. Probiyotiklerin
performans iizerindeki etkileriyle ilgili ¢alismalarin ¢ogunda probiyotiklerin tam

etki sekli tam olarak anlagilamamistir. Yakindan iligkili probiyotik
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mikroorganizmalar farkli etki bicimlerine sahip gibi goriindiiglinden,
mekanizmalarin duruma gore incelenmesi gerekir. Probiyotiklerin etkileri,
konak¢1 ve probiyotik mikroorganizma arasindaki etkilesimin sonucudur. Bu
nedenle, konak¢i-mikrop etkilesimi iizerine daha fazla calisma, probiyotik etki
modunu aydinlatabilir. Mikrobiyal ekolojiyi incelemek icin kullanilan molekiiler
yontemler ve DNA dizinlemesindeki hizli gelismeler, probiyotiklerin calisma

seklini anlamamizi biiyiik 6l¢iide kolaylastiracaktir (Yadav et al., 2016).

2.4.4.1. Gastrointestinal Sistem Mikrobiotasinin Degismesi: Uygun

Gastrointestinal Sistem Mikrobiotasinin Tesvik Edilmesi

Probiyotikler, yararli ve zararli mikroorganzimalarin dengesindeki bir
kayma nedeniyle nihayetinde daha uygun bir mikrobiyal popiilasyon olusturarak
gastrointestinal trakt GIT'deki mikrobiyal popiilasyon dinamiklerini degistirebilir
(Mountzouris et al., 2007). GIT'deki saglikli mikrobiyal popiilasyonlar, genellikle
daha verimli sindirim ve gelismis bagisikli§1 yansitan gelismis hayvan
performansi ile iliskilendirilir (Niba et al., 2009; Hung et al., 2012). GIT'deki
patojenik mikroorganizmalardaki azalma, antimikrobiyal maddelerin iiretimine
(Shim et al., 2012) ve probiyotik mikroplarin bagirsak epiteline yapismasina,
dolayistyla patojenleri rekabet¢i bir sekilde dislamasina veya bagisiklik sistemi

tepkisini indiiklemeye baglanabilir.

2.4.4.2. Antimikrobiyal maddelerin iiretimi

Baz1 probiyotikler, bagirsakta patojenik mikroorganizmalarin biiyiimesini
engelleyebilecek antimikrobiyal maddeler iiretir. Laktik asit bakterileri (LAB)
(Flynn et al., 2002), bifidobakteriler (Cheikhyoussef et al., 2008) ve basil (Le
Marrec et al., 2000) dahil olmak {izere birgok bakteri tiirii, ¢esitli termostabil
bakteriyosinler (Cotter Hill and Ross, 2005) iiretebilir. Bu tip bakteriyosinler
Bacillus, Staphylococcus, Enterococcus, Listeria ve Salmonella tiirleri de dahil
olmak tiizere bir dizi potansiyel hayvan patojenine kars1 antimikrobiyal aktiviteye

sahiptir (Rea et al.,2007).

LAB tarafindan {iretilen bakteriyosin (6rnegin Nisin), bakteri yiizeyinde

por olusumu ile hiicre duvar1 sentezini  engelleyerek  patojenik
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mikroorganizmalarin biiylimesini engeller (Wiedemann et al., 2001; Hassan et al.,
2012). Bunu basarmak i¢in bakteriyosin, hiicre duvari Onciisii olan lipid II'yi
baglayarak bakteri hiicre zarinda bakterinin Oliimiine yol agan bir por

olusturabilen bir kompleks olusturur (Bierbaum and Sahl, 2009).

Bir¢ok probiyotik bakteri, 6zellikle kisa zincirli yag asidi iireten laktik asid
bakterileri, 6zellikle laktik ve asetik asitler, patojenik bakterileri inhibe edebilir
(Commane et al., 2005; Fayol-Messaoudi et al., 2005). Kisa zincirli yag asidi
iireten laktik asid bakterileri, bagirsak liimeni i¢indeki mikro ortamlardaki pH"
digtiriir ve daha sonra etlik piliglerde GIT mikroorganziamalar1 tarafindan
aliabilir ve hiicre i¢i pH'larin1 bazi bakteriler i¢in oldiiriicii bir diizeye diisiiriir

(Daskiran et al., 2012).
2.4.4.3. Patojenik mikroorganizmalarin gen ekspresyonunda degisiklik

Bakteriler, bakterilerin davranigini etkileyen oto-indiikleyiciler olarak
adlandirilan kimyasal sinyallerin salgilanmasi yoluyla hiicreler aras1 iletisim kurar
(Miller and Bassler, 2001; Waters and Bassler, 2005). Cogunluk algilanmasi
(Quorum Sensing) olarak adlandirilan bu bakteriyel iletisim siireci, bakteriler ve
konakgilar1 arasindaki iletisim i¢in de kullanilir (Hughes and Sperandio, 2008).
Probiyotikler, patojenik bakterilerde quorum sensing mekanizmasini etkileyerek
patojenitelerini etkileyebilir. Insan enterohemorajik E. coli serotipi O157:H7
tarafindan iiretilen bir kimyasal sinyalin (otoindiikleyici-2) L. acidophilus La-5'
tarafindan {retilen fermentasyon iriinleri tarafindan biiyiik Ol¢lide inhibe
edilmesine ve viriilans geninin (enterosit yok etme lokusu) baskilanmasiyla
sonugland1) in vitro ekspresyonunun baskilanmasina neden olmustur. Bu,
cogunluk algilanmasint bozar ve sonunda GIT'de E. coli serotipi O157:H7

tarafindan GIT kolonizasyonunu onler (Medellin-Pefia et al., 2007).
2.4.4.4. Immiinomodiilasyon

Konagi GIT liimeninde bulunan farkli tipteki antijenlerden koruyan
bagisiklik sisteminin GIT bileseni probiyotiklerden etkilenir. Hem dogal hem de
adaptif bagisiklik probiyotiklerden etkilenir.
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Mide-bagirsak mukozasindaki epitel hiicreleri, bagirsak liimeni (yabanci
antijenler, mikroorganizmalar ve toksik maddeler gibi zararlt maddelerin yani sira
faydal1 besinler iceren) ile viicudun i¢ ortami arasinda segici gegirgen bir bariyer
olusturur  (Groschwitz and Hogan, 2009). Bu bariyer, GIT'deki
mikroorganizmalara karst ilk savunma hattidir (Peterson and Artis, 2014). Bu
bariyeri anatomik yapilar, mukustan olusan immiinolojik salgilari, Ig A gibi
immiinoglobulinleri, antimikrobiyal peptitler ve epitelyal baglanti adezyon
kompleksi olusturur. immiinolojik dengeyi bozan hastalik kosullar1 bu bariyeri
bozar, bagirsak duvarmin inflamasyonuna ve bagirsak bozukluklarina neden olur

(Yadav et al., 2016).

Probiyotik formiilasyonlar, mide-bagirsak epitelinde dogustan gelen
bagisikligin uyarilmast yoluyla GIT'in kronik inflamasyonunu onler. Hayvan
modellerinde yapilan deneyler, probiyotikler tarafindan bagirsak bariyer
fonksiyonundaki iyilesmenin, bagirsak epitelinin gecirgenligindeki bir azalmadan
kaynaklandigin1 gostermistir. Genel olarak, probiyotik tedavisinin zamanlamasi,
bagirsak bariyer fonksiyonunun korunmasinda ¢ok Onemlidir. Enfeksiyoz veya
patojenik ajan deneysel olarak tanitilmadan 6nce veya patojenler GIT'e girip dogal
olarak ¢ogalmadan Once probiyotiklerin verilmesi, probiyotik girisi i¢in en etkili

zamandir (Yadav et al., 2016).

2.4.4.5. Kolonizasyon Direnci

Dogal olarak yetistirilen yenidogan hayvanlarin ve kuslarin GIT'leri,
genellikle yetiskinden (anneden) kaynaklanan mikroorganizmalar tarafindan
kolonize edilir. Bu mikroorganizmalar enterik patojenlere karst koruma saglar.
Hayvan tariminin yogunlastirilmasi, GIT'in dogal kolonizasyonu firsatini
azaltarak hayvanlar1 bagirsak patojeni tehdidine daha duyarli hale getirmistir.
Probiyotikler, yenidoganlarda dogal kolonizasyonu taklit edebilir veya yetiskin
hayvanlart kolonize ederek patojenik organizmalarin bagirsak mukozasini
kolonize etmesini dnleyebilir. Lactobacillus ve Bifidobacterium'un belirli suslari,
bakterilerin hayvan hiicresi yiizeyine spesifik olmayan bir sekilde yapismasina
yardimc1 olan hidrofobik yiizey tabakasi proteinlerine sahiptir. Probiyotik

bakterilerin bagirsak epiteline bu sekilde yapismasi, reseptor baglanma bolgelerini
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kaplayarak, E. coli O157:H7, Salmonella, vb. gibi patojenik mikroorganizmalarin
epitele baglanmasini 6nler (Yadav et al., 2016; Simon et al., 2017).

2.4.5. Hayvan yemlerinde probiyotikler

Son yillarda probiyotikler, kiimes hayvanlar1 endiistrisinde diyet
takviyeleri ve yem katki maddeleri diinyasinda antibiyotiklerin yerini alarak daha
poptiler hale geldi. Her seyden once probiyotikler, gelismis performans ve sagligi
desteklemek icin diger katki maddeleriyle birlikte kullanilabilen evrensel yem
katki maddeleridir. Olumlu etkileri dogrudan gastrointestinal sistemde ve dolayl
olarak kanathi bagisiklik sisteminin immiinomodiilasyonunda goézlemlenebilir.
Probiyotik verilen siiriilerde goriilen beslenme etkileri, artan yumurtlama ve
yumurta kalitesini, cogalmaya olumlu etkisi ve iyilestirilmis yem doniisiim oranini
igerir. Ayrica et kalitesinde de bir iyilesme olmustur. Bu, iireticilerin probiyotik
kullanimi yoluyla iiretim sonuglarini iyilestirebilecegini gostermektedir. Bu
iretim etkilerine ek olarak, organizmanin kendisini patojenlere ve strese karsi

daha 1yi korumasina izin vererek bagisikligini da gelistirilir (Krysiak et al., 2021).

Bakteriler, funguslardan daha yaygin olarak probiyotik olarak rapor
edilmistir. Cogunlukla Lactobacillus cinsinin laktik asit bakterileri (L.
acidophilus, L. casei, L. farciminis, L. plantarum, L. rhamnosus), (Lee et al.,
2007; Yegani and Korver, 2008; Higgins et al., 2008; Haghighi et al., 2008; Sato
et al., 2009; Taheri et al., 2009; Lee et al., 2010) ve Bifidobacteria (Patterson and
Burkholder, 2003; Willis et al., 2010) iiyeleri ¢alisilmistir. Kiimes hayvanlar ve
hayvanlarda yapilan ¢alismalarda daha az olmakla birlikte Bacillus (B. cereus var.
toyoi, B. licheniformis, B. subtilis), Enterococcus (E. faecium), Streptococcus (S.
infantarius), Lactococcus, Pediococcus (P. acidilactici) genusu iyeleri
bulunmaktadir (Anadén et al., 2006; Ohimain and Ofongo, 2012). Yine bazi
caligmalarda test edilen bazi probiyotikler mikroskobik veya makroskopik
funguslardir. Ornegin, Willis et al. (2008) pilic tavugu igin probiyotik olarak
yenilebilir shiitake funguslari, Lentinula edodes kullanilmistir. Ogbe et al. (2009),
Eimeria tenella ile enfekte pili¢lerin tedavisi igin yabani bir fungus olan
Ganoderma lucidum kullanmistir (Ogbe et al., 2009). Woo et al. (2006) pili¢lerde

patojenik bakteriyel enfeksiyonlarin kontrolii igin Saccharomyces cerevisiae
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mayasini ve 4. oryzae fungusunu kullanmistir (Lee et al., 2006). Benzer sekilde,
Lee et al. (2007), Eimeria ile enfekte pili¢lerin tedavisi i¢in probiyotik maya S,
boulardii' yi kullanmistir (Lee et al., 2007). Mikrobiyal probiyotikler, hayvanlara
yaygin olarak ya yem ya da igme suyu yoluyla agizdan verilir (Ohimain and

Ofongo, 2012).

2.4.5.1. Yem katki maddesi olarak probiyotikler

Yem maddeleri ve premiksler disinda, hayvan yemlerine eklendigi zaman
yem veya hayvansal iirlinlerin kalitesini artiran, hayvansal {iretimi ve hayvanlarin
refah diizeyini yiikselten, sindirimi ve sindirim sistemi mikrobiyotasini iyilestiren,
yemde besin maddeleri miktarin1 arttiran, besin maddelerinin ve yemin
korunmasina katkida bulunan, hayvansal {iretimin ¢evreye zararini azaltan Uriinler
ve mikroorganizmalar yem katki maddesi olarak bilinmektedir (Krysiak et al.,

2021).

Hayvanlarin beslenmesinde; yemlere eklendiklerinde hayvanlara herhangi
bir bozulma olmadan ulagmasi, hayvanlar tarafindan sindiriminin kolay olmasi ve
hayvan bagirsaklarinda emilip viicuda tasinmasinda etkili olan, yemden
yararlanma oranini iyilestirip, kaliteyi olumlu etkileyen ve ekonomik agidan fayda

<

saglayan maddeler ‘‘yem katki maddeleri’’ olarak ifade edilmektedir. Ozellikle
antibiyotiklerin yasaklanmasindan sonra alternatif yem katkis1 olarak probiyotik
ve prebiyotikler 6nem kazanmaya baslamistir (Ohimain and Ofongo, 2012;

Atilgan and Cigek, 2021).

Yem katki maddeleri 1-Yem teknolojisiyle ilgili katki maddeleri, 2-
Duyusal yem katki maddeleri, 3- Besin madde niteligindeki yem katki maddeleri,
4- Zooteknik Yem Katki Maddeleri, 5- Antikoksidiyaller ve Histomonostatlar
olarak simiflandirilmaktadir. Genel olarak antibiyotiklerin yerine kullanilan dogal
bliylimeyi artiric1 yem katki maddeleri ile hayvanin fizyolojik fonksiyonlarini ve
refahin1  iyilestirici  katkilar, sindirim artiricilar, bagirsak mikrobiyota
diizenleyicileri, ¢evreyi olumlu etkileyen yem katki maddeleri, diger zooteknik
katk1 maddeleri “Zooteknik Yem Katki Maddeleri” sinifina girmektedir. Bu
sekilde enzimler, probiyotikler, prebiyotikler, organik asitler, bitki ekstraktlar

(Fitobiyotikler) ve esansiyel yaglar, immun modiilatorler, zorunlu tiiy dokiimii
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saglayan preparatlar ve giibrede sinek miicadelesinde kullanilan preparatlar
“Zooteknik Yem Katki Maddeleri” olarak ifade edilmektedir (Mota de Carvalho
etal., 2021).

Probiyotikler bagirsak mikrobiyotasini degistirerek konake¢1 hayvanda
yararli etkiler olusturan tek veya karisik canli mikroorganizma (bakteri, maya
veya filamentli fungus) kiiltiirleridir. Toz, graniil, sivi, kapsiil ve pelet formunda
olup igme suyuna veya rasyona karigtirllarak  kullanilabilirler. Bu
mikroorganizmalarin  kiiltiirleri karma yemlere ve silaj materyali igine

karistirilarak kullanilmaktadir (Krysiak et al., 2021).

Ulkemizde “Yem Katki Maddelerinin Degerlendirme ve Onay Islemleri
Icin Basvuru Dosyasinin Hazirlanmasi ve Sunulmasi Hakkinda Teblig (Teblig
No: 2016/15) mevcuttur (Resmi gazete, 2022). Bu Yonetmelik; insan sagliginin,
hayvan saghigi ve refahinin, g¢evrenin, kullanict ve tiiketicilerin yem katki
maddeleri ile ilgili ¢ikarlarinin en iist diizeyde korunmasini saglamak icin,
piyasaya siiriilecek ve kullanilacak olan yem katki maddelerinin onaylanmasina
iligkin usul ve esaslar ile yem katki maddeleri ve premikslerin denetimi ve

etiketlenmesine dair kurallar1 belirlemek amaciyla hazirlanmistir.

2.4.2. Hayvancilikta Probiyotik Olarak Filamentli Funguslarin Kullanimi

Filamentli funguslarin gida islemede 6nemli roller oynadigi uzun zamandir
bilinmektedir. Etlik pili¢ tiretiminde, filamentli funguslar hakkinda sadece hastalik
olusumuna, yem kontaminasyonuna ve mikotoksin iiretimine neden olup bu
kosullar sonucunda biiylikk ekonomik kayiplara neden olduklarindan
bahsedilmistir. Bununla ilgili birkag¢ filamentli fungus tiirli, hastalik etkeni ve yem
kirleticileri olarak tanimlanmistir (Dhama et al., 2011a; Ghaemmaghami et al.,
2016). Bu nedenle, kanathilarin sagliginin yani sira yemin kalitesi ve lezzetini
saglamak i¢in fungus dekontaminasyon programi yiiriitiilmektedir (Sugiharto,

2019).

Zararli etkilerinin yan1 sira, son calismalar bazi filamentli funguslarin
probiyotik olarak potansiyelini gostermistir (Saleh, 2011; Sugiharto et al., 2017).

Bu o6zellik, antibiyotik sonrasi donemde piliglerin biiyliime performansini ve
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sagligint iyilestirmede faydalidir. Fermantasyon baslaticilar1 olarak filamentli
funguslarin potansiyeli de belgelenmistir (Lateef et al., 2008). Fungus
fermantasyonu, pili¢ civcivleri i¢in Ozellikle geleneksel olmayan yem
bilesenlerinin  besinsel niteliklerini iyilestirmenin etkili bir yolu gibi
goriinmektedir. Bu baglamda, fungus fermantasyonu, pili¢ rasyonlarinda pahali
geleneksel yem katki maddelerinin kullanimint azaltmaya yardimci olabilir

(Sugiharto, 2019).

Giliniimiizde etlik pili¢ tiretiminde sentetik antioksidanlar yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, sentetik antioksidanlarin asir1 kullanimai,
tiiketiciler olarak insanlar iizerinde kanserojen etki anlamina gelebilir (Fellenberg
ve Speisky, 2006). Cesitli ¢aligmalar, filamentli funguslarin antioksidan kaynaklar
olarak potansiyelini dogrulamistir (Sugiharto et al., 2015; Sugiharto et al., 2016;
Sugiharto et al., 2017) ve bu, etlik pili¢ liretiminde sentetik antioksidanlarin
kullanimiyla ilgili endiselere cevap verebilir. Civcivlerin sahip olduklar
sindirilebilirligi artirmak i¢in etlik pili¢ liretiminde eksojen enzimlerin kullanimi
yaygin olarak uygulanmaktadir. Giiniimiizde ticari enzimlerin neredeyse yarisi
fermantasyon yoluyla filamentli funguslar tarafindan iiretilmektedir (Smith et al.,

2015).

Etlik pili¢ iiretiminde probiyotik olarak birgok filamentli fungus
kullanilmistir. Saleh et al. (2011a), Aspergillus awamori temelli probiyotiklerin
biiyiime performansini iyilestirdigini, kas E vitamini igerigini arttirdigini, iskelet
kas1 yag asidi profilini degistirdigini ve etlik piliglerin kaslarinda lipid
peroksidasyonunu azalttigin1 bildirmistir. Biiylimeyi tegvik edici etkiye ek olarak,
Saleh et al. (2011b), A. awamori'nin etlik piliclerin kas protein yikimini, karin yag
icerigini ve plazma kolesteroliinii hafifletme kabiliyetini gostermistir. Karsilik
gelen sonuglar Yamamoto et al. (2007) tarafindan da dogruland1 A. awamori'yi
etlik pilicler icin probiyotik olarak kullanirken, A. awamori'nin etlik piliglerin
biiyiime performansini, besin sindirilebilirligini ve karkas agirligini iyilestirdigini
bulmuslardir. Bir diger probiyotik oOzellikler gosteren filamentli fungus,
Aspergillus niger’dir. Saleh et al. (2011b), A. niger'in probiyotik olarak
kullanilmasmin etlik civcivlerde biiylime performansini iyilestirdigini ortaya
koymustur. islem ayrica piliglerin kas yagindaki doymus yag asitlerini azaltmis ve

doymamis yag asitlerini artirmistir. Bununla uyumlu olarak, Saleh et al. (2010), A4.
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niger'in bilylime performansini iyilestirme, kas protein yikimini, karin yag

icerigini ve plazmadaki kolesterol icerigini azaltma potansiyelini gostermistir.

Diger arastirmacilar ayrica 4. niger'in bir antioksidatif aktivitesini
saptamiglar ve beslenmeye bu tiiriin ilavesinin piliglerin kasindaki o-tokoferol
igceriginin arttigin1 ve tiyobarbitiirik asit reaktif madde konsantrasyonlarinin
azaldigim1 ve karacigerde glutamik-oksalasetik transaminaz aktivitesinin
azaldigin1 gostermislerdir. 4. oryzae, kiimes hayvanlarinda probiyotik olarak
yaygin olarak kullanilan bagka bir filamentli fungusdur. Lee et al. (2006), bu
fungusun  uygulanmasinin  pili¢lerin  biiylime  performansini,  besin
sindirilebilirligini ve bagirsak sagligini iyilestirebildigini belgelemistir. Probiyotik
Ozelliklere sahip filamentli fungusun bir bagka 6rnegi de Chrysonilia crassa'dir.
Etlik pili¢lerde C. crassa ile besleme, 1s1 stresine maruz kalan pili¢lerin fizyolojik
kosullarinin ve antioksidan durumunun iyilestirilmesinde faydali olmustur
(Sugiharto et al., 2017). Daha sonraki calismada, C. crassa ile diyet takviyesi,
piliclerin biiylimesini, bagisiklik tepkilerini ve bagirsak bakteri popiilasyonlarini
iyilestirmistir (Sugiharto et al., 2018). Acremonium charticola, probiyotik
potansiyeli oldugu test edilmis bagka bir filamentli fungusdur (Sugiharto et al.,
2015). Bu tiir funguslarin beslenmeye dahil edilmesinin, bagirsak mikrobiyal
dengesini iyilestirdigi ve etlik piligleri enfeksiyonlardan korudugu bildirilmistir
(Sugiharto et al., 2018). Scytalidium acidophilum, etlik piliclerde biiylime
performansini iyilestirmek i¢in probiyotik olarak kullanilan bagka bir filamentli
fungusdur (Huang et al., 2004). Benzer sekilde, R. oligosporus'un probiyotik
potansiyel gosterdigi dogrulanmistir. Domuzlarda, R. oligosporus ile tedavi, daha
yliksek viicut agirlig artisi, iyilestirilmis besin sindirilebilirligi, bagirsak bakteri
popiilasyonu ve bagisiklik savunmasi ile sonuglanmistir (Park et al., 2016). Ancak

etlik piliglerle ilgili veriler yetersizdir.

Genel olarak baz1 6zellikler, filamentli fungus temelli probiyotiklerin pili¢
yemlerinde antibiyotikler yerine kullanilmasini uygun hale getirir. Bu 6zellikler,
antimikrobiyal aktivite, bagirsak mikrobiyota modiilasyon kapasitesi, sindirim
uyarici aktivite, bliyiimeyi tesvik edici aktivite ve kolesterol diisiirme kapasitesini
icerir (Lee et al., 2006). Bagirsaktaki patojen mikroorganizmalarin kontroliinde
Sugiharto et al. (2015), filamentli funguslarin, patojenik mikroplarin biyolojik

islevlerini bozabilecek ¢esitli antimikrobiyal formlar iiretebilecegini 6ne siirdii.
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Sindirim uyarimi agisindan Lee et al. (2006), filamentli funguslarin, yutulan
yemin sindirilmesine yardimeci olabilecek proteolitik ve amilolitik enzimler
iiretebilecegine dikkat ¢ekmistir. Fungal probiyotiklerin kullanimi ayrica sindirim
enzimi aktivitelerini yiikselterek, piliglerin yemi daha iyi tliketebilmesi ve
sindirmesi ile sonuglanabilir (Saleh et al., 2014). Bir dizi calisma, fungal
probiyotiklerin piliglerin biiyiime performansini iyilestirdigi mekanizmalari
dogrulamistir. Fungal probiyotiklerin yem sindirilebilirligini iyilestirdigi ve
boylece etlik pili¢ler i¢cin besin mevcudiyetini artirdig1 goriilmektedir (Park et al.,
2016)Saleh et al., 2014). Ayrica Yamamoto et al. (2007), fungal probiyotiklerin
bliylime destekleyicileri {iiretebilecegini ve boylece piliglerin biiylime oranini
artirabilecegini 6ne siirmiistiir. Ayrica, iskelet kas1 proteininin azaltilmis yikimi ve
artan kas protein sentezi, fungus probiyotikleri ile tedavi edilen pili¢lerde artan
biliylime oranindan da sorumlu olabilir (Saleh et al., 2014). Saleh et al. (2010,
2014), fungus probiyotiklerinin plazma 3-metilhistidin konsantrasyonunu (kas
proteini dongiisli i¢in biyobelirteg) ve kasta proteoliz ile ilgili faktorlerin gen
ekspresyonlarini  azalttign  ve diger yandan miyozin ve aktin mRNA
ekspresyonlarini ve boylece pili¢lerde protein sentezi arttirdig1 agikti. Son olarak,
fungus probiyotiklerinin pili¢lerdeki enfeksiyonlar1 hafifletme kabiliyeti
(Sugiharto et al.,, 2018), bakim ve iyilesmeden ziyade biiylimeye katkida

bulunuyor gibi goriinmektedir.

Giliniimiizde, tiiketiciler yliksek doymus yag igerigine sahip et tiiketiminin
saglik sorunlarina yol acgabilece§ine inandiklarindan, etlik piliglerin et kalitesi bir
endise kaynagi olmustur. Fungal probiyotiklerin diyet takviyesi, etlik piliglerde
yag profilini iyilestirmeye yoOnelik beslenme yaklagiminin bir pargast olmustur
(Saleh et al., 2010, 2011b). Fungal probiyotiklerin pili¢clerde yag bilesimine nasil
miidahale ettigi biiyiik 6l¢lide bilinmemektedir ancak Saleh et al. (2014), fungal
probiyotiklerin piliglerin kasindaki delta-6 yag asidi desatiirazinin (¢oklu
doymamis yag asitlerinin sentezinden sorumlu) mRNA ekspresyonunu
degistirebilecegini 6ne slrmiistiir. Fungal probiyotiklerin kolesterol diisiiriicii
etkisi ile ilgili olarak, Hajjaj et al. (2005), filament6z fungus A. oryzae'nin
kolesterol biyosentezini engelleyen bilesikler iirettigini gosterdi (Hajjaj et al.,

2005). Ayrica Mersmann (1998), Aspergillus sp.’nin yag dokularinda hormona
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duyarli lipaz ve malat dehidrogenaz enziminin aktivitelerini etkileyerek

hayvanlarda sigmanlig1 azalttigini gdstermislerdir.

2.5. Fermantasyon

Hayvan yemlerine porbiyotik olarak mikroorganzima eklenmesinin yani
sira yemi mikroorganizma ile fremente etmede diger bir yaklagimdir.
Fermantasyon teknolojisi, enerji {iretimi, malzeme, ila¢ endiistrileri, kimya ve
gida endiistrilerinde uygulamasit olan bilesiklerin iiretimi i¢in mikrobiyal
enzimlerin kullanimini igeren alan olarak tanimlanmaktadir. Cesitli gidalarda
dogal olarak bulunur. Insanlar onu eski zamanlardan beri gidalarin korunmasi ve
organoleptik Ozellikleri i¢in kullanmaktadir. Gida muhafazasinda, ekmek, bira,
sirke, yogurt, peynir ve sarap iiretiminde kullanilan eski zamanlarin kokli bir
teknolojisidir. Zaman ig¢inde rafine edilmis ve c¢esitlendirilmistir (Singh et al.,

2017).

Maya, bakteri ve filamentli fungus gibi ¢esitli mikroorganizmalarin,
karmagik substratlarin endiistriyel Olgekte insanlar icin yararli olan basit
bilesiklere  doniistiiriilmesinde  (enzim {iretimi, metabolitler, biyokiitle,
rekombinant teknoloji ve biyo-doniisiim iriinii) yer aldigi biyolojik siirectir.
Organik asit ve alkol, fermantasyonun ana {iriinleridir. Bu siiregte antibiyotikler,
enzimler ve biiyiime faktorleri gibi ikincil metabolitlerin iretilmesi de s6z

konusudur (Joshi et al., 2018).

Biyolojik aktivite kazandiklar i¢in biyoaktif bilesikler olarak da bilinirler.
Bu bilesikler, ¢ok besleyici olan az miktarda bitki ve gida bilesenleri igerir. Cesitli
biyoaktif bilesikler, Ornegin fenolik bilesikler, biiylime faktorleri, gida
pigmentleri, antibiyotikler, —mikotoksinler ~ve alkaloidler gibi ikincil
metabolitlerden olusur. Fenolik bilesiklerin bilesenleri flavonoidler, tanenler ve
fenolik asitlerdir. Flavononlar, flavonoller, flavonlar, antosiyanidinler ve
izoflavonlar, flavonoidlerin bazi ana siniflaridir. Flavonoid, ¢ogunun dogal olarak
olusan bilesikler oldugu en biiyiik bitki fenolik koleksiyonunu igerir (Nkhata et
al., 2018).
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Farkli bakis agilarina gore yiyecek ve igecek, modern endiistriyel
fermantasyon siireclerinde  kullanilmaktadir. Cevresel parametreler ve
fermantasyon ic¢in gerekli organizmalar gibi farkli parametreler bazinda bu

teknikler daha gelismis hale gelmistir (Joshi et al., 2018).

Fermantasyon, gidalart korumanin en eski yoOntemlerinden biridir.
Mikroorganizmalarin aktivitesi, gidalari birgok patojenik ve bozulmaya neden
olan organizmadan koruyarak gidalarin daha uzun siire yenilebilir kalmasini
saglayabilir. Koruyucu etkisinin yani sira, fermantasyon beslenme 6zelliklerini
tyilestirebilir ve insanlar ve hayvanlar i¢in saglik yararlar1 saglayabilir.
Fermantasyon, funguslar da dahil olmak iizere her yerde bulunan g¢esitli
mikroorganizmalar1 igerir (Sugiharto et al., 2015). Protein igerigini, gerekli
metabolik enzimleri ve patojenik bakteri Onleyici maddeleri artirabilen
fermantasyon islemi yoluyla besin zenginlestirmeye calisildi (Fatmawati et al.,

2018).

Prebiyotikler, probiyotikler, sinbiyotikler, bitki 6zleri veya enzimler gibi
yem katki maddeleri ile karsilagtirildiginda, fermantasyon yoluyla yem iiretimi,
yem kalitesini ve bagirsak ekolojisini iyilestirme avantajlarina sahiptir. Yem
endiistrisinde enzimler, amino asitler veya dogrudan beslenen mikroorganizmalar
gibi yem katki maddelerinin {iretiminin anahtar1 fermantasyon olsa da simdi odak
noktas1 yemlerin fermantasyonu (sivi fermantasyon, kati1 hal fermantasyonu ve
silolama teknolojilerinde ilerlemedir) ve fermente siit iretimidir. Bu, yem
fermantasyon siire¢lerinin mikrobiyolojisinin anlasilmasimnin yani sira fermente
edilmis yemlerin bagirsak ekolojisi ve biyogiivenlik iizerindeki etkisini de icerir

(Dai et al., 2019).

Literatiirde kiimes hayvanlar {izerinde yapilan birgok in vitro ve in vivo
caligma, yemi fermente etmeden yeme probiyotik eklemenin etkisini incelemistir
(Mersmann, 1998; Hajjaj et al., 2005; Eid et al., 2010; Saleh, 2011). Bununla
birlikte, baz1 diger calismalar, kiimes hayvanlarinin mikroorganizmalar tarafindan
fermente edilmis geleneksel veya geleneksel olmayan bir yemle beslenmesinin
etkisini incelemistir (Obadina et al., 2006; Yamamoto et al., 2007; Lateef et al.,
2008; Ezekiel et al., 2010; Kazda et al., 2014; Bayitse et al., 2015; Sugiharto and

Ranjitkar, 2019). Ve her iki ¢alisma tiirii de olumlu sonuglar vermistir. Her iki
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avantajt da degerlendirmek icin ¢alismamizda, sadece filamentdéz R. oryzae
suslarinin probiyotik olarak kullanim potansiyelini degerlendirmeyi degil, ayni
zamanda geleneksel ve geleneksel olmayan yemlerin fermente edilmesinin yem

kalitesi tizerine etkisini de fermentasyon yontemi ile degerlendirmeyi amacladik.

2.5.1. Kat1 Hal Fermantasyonu

Mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri sirasinda cesitli substratlari
degistirmek icin kullanilmasi, hammadde ve atiklardaki besin maddelerinin
mevcudiyetini arttirmanin tercih edilen yollarindan biridir (Pelizer et al,. 2007).
Kat1 hal fermantasyonu (KHF), rasyon, yakit, gida, kimya ve ila¢ endiistrilerinde
ikincil metabolitlerin iiretim potansiyeli ve kullanilmayan veya kullanilmamis
kalintilara deger katmasi nedeniyle biyoteknoloji endiistrisi tarafindan
benimsenmistir (Singhania et al., 2009). KHF, batik fermantasyona gore,
fermentorler icin daha az yer gerektirmesi ve az atik miktarlart i¢in uygun olmasi
gibi bazi avantajlar sunar; siire¢ sirasinda standartlarin siki kontroliine ihtiyag
duymadan basit alt tabakalar1 ve diisiik maliyetli kullanir (Sabu et al., 2002).
KHF'de basta tarimsal-endiistriyel yan {iriinler olmak {izere ¢esitli hammaddeler
uygulanabilir ve hammaddelerin se¢im nihai iirline baglidir. Hammadde 6ncellikle
kullanilan bitkisel biyomadde bugday kepegi ve bugday samani ve piring kepegi

vb.'den elde edilen seliiloz, hemiseliiloz ve lignin olabilir.

Iki ana tip fermantasyon tekniginden biri kat: hal fermentasyonu digeri
batik fermantasyondur (Subramaniyam and Vimala, 2012). KHF islemi, serbest su
yoklugunda kontrollii kosullar altinda kati malzemeler iizerinde biiyiliyen
mikroorganizmalar1  igerir.  Substratin  kullanilarak  mikroorganizmalarin
biiylimesini ve metabolik aktivitesini arttirmasi i¢in yeterli neme sahip olmasi
gerekir bu nedenle gerekli nem, kati matris iginde emilmis halde bulunur
(Krishna, 2005). Kat1 hal fermente edilmis iriinlerin kalitesi, baglangi¢ nemi,
partikiil boyutu, pH, sicaklik, ortam bilesimi, isletim sistemi, karigtirma,
sterilizasyon, su aktivitesi, as1 yogunlugu, ajitasyon, havalandirma, {irliniin
ekstraksiyonu ve sonraki islem gibi kosullara baglidir (Renge et al., 2012). Iyi bir
verim elde etmek icin etkili bir KHF sistemi tasarlarken (Yazid et al., 2017) bu

kosullarin uygun sekilde secilmesi ve dikkatlice optimize edilmesi gerekir.
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KHF'de ¢esitli mikroorganizmalar kullanilmaktadir ancak gereken minimum nem
nedeniyle, maya ve filamentli funguslar gibi yalnizca smnirli sayida
mikroorganizma KHF kosullar1 altinda iyi bir sekilde biiytliyebilir (Yazid et al.,
2017). Bu simiile edilmis kosul altinda, mikroplar, substratlarin kimyasal veya
fizikokimyasal Ozelliklerini degistirebilir ve ayrica ¢ok c¢esitli enzimler iireterek

substrat1 bozabilir.

Batik fermantasyonlara kiyasla KHF kullanmanin ¢esitli avantajlar1 vardir.
Kat1 hal fermantasyonlari, funguslarin daha kolay uyum saglayabilecegi dogal
ortami1 kopyalar (Kupski et al., 2015). Kat1 hal fermentasyonlar1 ayrica azaltilmis
su aktivitesine sahiptir, daha diisiik kurutma maliyetlerine sahiptir ve tipik olarak
daha kiigiik inkiibasyon kaplar1 kullanilir, bu da endiistriyel isleme maliyetlerini
diisiirtir (Zhang et al., 2015; Simon et al., 2017). Bu nedenle daha az maliyetli ve
enerji acisindan verimli ve ayni zamanda ¢evre dostudur (Sitanggang et al., 2020).
Calismalar, batik fermantasyondan daha {istiin {iriin verimleri ve basitlestirilmis
akis asagi isleme (Lopez et al., 2010) gosterdiginden ve gida {iretimi i¢in basariyla
kullanildig1 i¢cin KHF giderek daha fazla ilgi gordii (Ibarruri and Hernandez,
2018).

Filamentli funguslar1 kullanan KHF tekniginin, hayvan beslemede
lignoseliilozik malzemelerin iyilestirilmesi i¢in nispeten diisiik maliyetli ve uygun
bir teknoloji oldugu bildirilmistir (Ugwuanyi et al., 2008). Ek olarak, KHF'nin
flamentoz funguslara dogal ortamlarma benzer cevresel kosullar sagladig: icin
lignoseliilotik enzimler liretmenin etkili bir yolu oldugu kanitlanmistir. Ayrica,
kisitli su mevcudiyeti bakteri ve maya ile kontaminasyon olasiligini azaltir (Neifar
et al., 2009). Seliiloz ve hemiseliiloz bilesenlerinden ddiin vermeden hayvan yemi
kalitesini iyilestirmek i¢in lignini bozunduran bir fungusun se¢ilmesinin tercih

edildigi iyi belgelenmistir (Fadel and El-Ghonemy, 2015).

2.5.2. Fermentasyon baslaticilar olarak filamentoz funguslar

Fermantasyon, pili¢ endiistrisinde yemin besin igerigini iyilestirmek i¢in
popiiler bir yontem haline geldi. Fermantasyon ayrica etlik pilicler i¢in faydali
olabilecek fonksiyonel 6zellikler iiretmeye de yonlendirilmistir (Sugiharto, 2019).

Birka¢ fungusun amilolitik veya seliilolitik aktivitelere sahip oldugu ve bu
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nedenle karbonhidrat acisindan zengin atiklar1 fermente etmek igin
kullanilabilirken, fermantasyondan sonra yem bilesenleri i¢in gerekli protein
kaynaklarim1 saglayabilirler. S. cerevisiae, Candida utilis, A. niger ve R.
oligosporus gibi bazi funguslarin, fermantasyon yoluyla biyokiitlenin protein
icerigini artirabildigi bilinmektedir (Dhillon et al., 2013). Trichoderma viridae,
Trichoderma reesei, A. oryzae ve R. oligosporus'tan olusan kiifle fermente edilmis
misir kocani, Java barb baliklarinin yem formiilasyonunda kullanilmis ve Java
barb'in biiyiimesini arttirdig1r gosterilmistir (Rostika and Safitri, 2012). Maya
proteini kolayca sindirilebilir ve bir protein kaynagi saglamasina ragmen
bagisiklik sistemini giliclendirebilen ve bakteriyel hastalik direncini uyarabilen
balik ve karides yemi takviyeleri i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Kang et al.,
2010). Yem katki maddesi olarak kullanildiginda, elma posasinin Gongronella
butleri kullanilarak yapilan fermantasyondan sonra artan protein igerigi, baliklarin
viicut kiitlesini %44 oraninda artirabilmistir (Vendruscolo et al., 2009; Fatmawati

etal., 2018).

Besinsel iyilestirme agisindan, substratlarin lif ve protein igeriklerinin
azaltilmasi ve arttirilmasi, fermantasyonun ana odagi gibi goriinmektedir (Lateef
et al., 2008; Sugiharto et al., 2017, 2018b). Filamentli funguslarin daha az
erigilebilir lignoseliilozik materyalleri parcalayabildigi (Kazda et al., 2014) ve
bdylece ozellikle geleneksel olmayan yem bilesenlerinin lif icerigini diigiirmeye
yardimer oldugu literatiir tarafindan dogrulanmistir. Filamentli funguslar, hiicre
dis1 lignoseliilotik enzimleri araciligiyla, lignoseliilozik maddelerin en direncli
maddesi olan lignini bozabilir (Dashtban et al., 2010; Znameroski and Glass,
2013). Funguslarin fibrolitik aktivitesi, bitki hiicrelerinin inat¢1 bilesenlerine
derinlemesine niifuz edebilen rizoidler tarafindan da desteklenebilir. Penetrasyon
iizerine, fungus enzimleri daha sonra bitki hiicre duvar yapilari (lif fraksiyonu)

bozabilir.

Protein igerigi gelistirme agisindan, Liang et al. (2009), fermantasyon
islemi sirasinda fungus hiicre dig1 proteininin artan iiretiminin, substratlarin artan
protein igerigine katkida bulunabilecegini one siirdii. Gergekten de fungus hifleri
tek hiicre proteini olarak hizmet edebildiginden, fermentasyon sirasinda biiyiiyen
fungus hifleri, substratlarin artan protein igeriginden sorumlu olabilir (Lateef et

al., 2008). Ayrica, funguslarin amilum ve nisasta olmayan polisakkaritleri
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monosakkaritlere hidrolize edebilen enzimler liretme kabiliyeti, monosakkaritler
uygun sekilde proteine doniistiirildigii icin fermente {irlinlerdeki protein

igeriginin artmasina da yardimci olabilir (Bayitse et al., 2015).

Filamentli funguslar, antioksidan kaynaklar1 olarak kullanilmalarinin yani
sira, fermantasyon yoluyla yem veya yem bilesenlerinin antioksidan 6zelliklerini
arttirmak i¢in de kullanilmistir. Lateef et al. (2008), R. stolonifer LAU 07
kullanilarak yapilan fermantasyonun, kakao pod kabugu, manyok kabugu ve
hurma c¢ekirdegi kekinin antioksidan aktivitelerini (slipiirme kapasitesini)
arttirdigini bildirmistir. Benzer sekilde, bagka bir ¢alisma, A. oryzae var. effuse, A.
oryzae ve A. niger kullanilarak kati hal fermantasyonunun ardindan yulafin
toplam fenollerinde, flavonoidlerinde ve antioksidan aktivitelerinde artis oldugunu
gostermistir (Cai et al., 2012). Buna paralel olarak, Dey ve Kuhad (2014), R.
oryzae RCK2012 kullanarak kat1 hal fermentasyonundan sonra bugdayin
antioksidan potansiyelinin arttigin1 gostermistir (Bhanja Dey and Kuhad, 2014).
Substratlardaki artan miselyum (antioksidatif 6zellikler agisindan zengin)
yogunluguna ek olarak, substratlarin artan antioksidan aktivitesi, fermentasyon
siireci boyunca antioksidatif bilesiklerin kompleks baglarindan artan saliniminin
yani sira antioksidan bilesenlerin artan sentezine baglaniyor gibi goriinmektedir
(Hur et al., 2014). Yukaridaki ¢aligmalara ek olarak, Sugiharto et al. (2018b), C.
crassa ile katt hal fermantasyonunun muz kabugu kiispesinin polifenol, tanen ve
antioksidan aktivitesini azalttigin1 bildirmistir. Bu c¢alisma ise uzun siireli bir
fungus fermantasyonu periyodunun antioksidan bilesenlere ve dolayisiyla
substratlarin antioksidan aktivitesine zarar verebilecegini One silirmiistiir. Bu
nedenle, uygun fungus ile yemin fermantasyonu periyodu, substratlarin

antioksidatif 6zelliklerinin icerigi i¢in ¢ok dnemlidir.

2.6. Rhizopus spp.

Rhizopus cinsi (phylum Zygomycota, siif Zygomycetes, Mucoraceae
familyas1), KHF'de biyo-doniisiim organizmasi olarak yaygin olarak kullanilan bir
fungus cinsidir. 10 tiirden olusan bu cins, Giineydogu Asya'da tempeh tiretimi,
findik, tahil, baklagiller ve meyve fermantasyonu veya piring sarabi liretimi igin

kullanilan gida ile ilgili tiirleri (R. oligosporus ve R. oryzae) igerir (Nout and
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Kiers, 2005; Cantabrana et al., 2015). Genis biiylime sicaklik araligi (25 ile 45°C),
genis billylime ve hayatta kalma pH aralig1 (en az 4,5 ile 7,5), genis fermentatif
substratlar ve iiretilen yan iirlin yelpazesi gibi c¢esitli Ozellikler, bu cinsi

biyoteknoloji endiistrisindeki biiyiik uygulamalar i¢in ilging kilmaktadir (Ibarruri

and Hernandez, 2018).

Cogu durumda, geleneksel iiriinler maya, bakteri ve fungus karisimi ile
fermente edilir. Diger cinsler arasinda Rhizopus, bu fermente iiriinlerden sorumlu
fungus ekosisteminin bir pargasidir. Bu fungusun bilimsel siiflandirmasi Sinif,
Phycomycetes; Ordo, Mucorales; Aile, Mucoraceae; Cins, Rhizopus. Farkli
ozellikler, bu cinsi gida iiretiminde biiyiik uygulama i¢in ilging kilmaktadir.
Rhizopus, hayatta kalabilmek icin basit bir ekosisteme ihtiya¢ duyar ve 25 ile
45°C arasinda kuvvetli bir sekilde biiyiiyebilir. Tiim bu 6zellikler onlar1 neredeyse
her yere hazirlar ve hemen hemen tiim bitkisel materyal kolonizasyonuna izin
verir. Fungus biiylimesinin ana kisitlamasi, yiiksek bir yiizdede kalmasi gereken
nemdir. Fermentasyon sirasinda Rhizopus'un amilaz, lipaz ve proteaz aktivitesi
(Baumann ve Bisping, 1995), besinlerin biyolojik olarak dagilabilirligini ve
bircok bilesigi enerji ve karbon kaynagi olarak kullanma yeteneklerini arttirir.
Ayrica bu fungus ¢ok zengin bir ikincil metabolizmaya sahiptir, duyusal ve
besinsel ilgisi olan ¢ok sayida bilesik iiretir (Denter et al., 1998). Son olarak,
Rhizopus, fungus onleyici ve bakteri 6nleyici bilesikler tiretebilir (Dinesh Babu ve

digerleri, 2009).

2.6.1. Rhizopus oryzae

R. oryzae'nin genis endiistriyel kullanim alanlar1 vardir. FDA tarafindan
GRAS olarak kabul edilir ve bu nedenle endiistriyel olarak kullanim1 giivenlidir
ayrica ¢esitli karbon kaynaklarin1 tiiketebilir (Rani and Ghosh, 2011).
Fermentasyon sirasinda R. oryzae, besinlerin enerji ve karbon kaynagi olarak
birgok bilesigi kullanma yetenegini artirmak i¢in amilaz, lipaz ve proteaz
aktivitesi Uretir (Cantabrana et al., 2015). Tarihsel olarak, fermantasyonda,
ozellikle soya fasulyesini fermente etmek ve Malezya ve Endonezya'da tempeh
olusturmak icin kullanilmistir (Londofio-Hernandez et al., 2017). Geleneksel

Tempeh olusturmak i¢in ayni1 yontemleri kullanarak, R. oryzae bezelye, fasulye ve
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bakla gibi diger pismis baklagillere asilanabilir. Fermantasyon inkiibasyonu 33
°C'de 48 saat siirer. Kulugkadan sonra, baklagiller arasinda miselyum gozlenebilir
ve daha biiylik, tek tip bir iirin olusturur. Genel olarak, meyveler, tahillar,
kabuklu yemisler ve baklagiller R. oryzae ile kiif fermantasyonu, gidalarda asitlik,
tatlilik ve acilik olusturma gibi duyusal degisiklikler tiretir. R. oryzae, gida katki
maddesi olarak kullanilan ve ayni zamanda plastikleri parcalayarak glikozdan
yuksek seviyelerde laktat iiretebilir (Dijksterhuis and Samson, 2006). Enzimle
modifiye edilmis peynir iriinlerinde R. oryzae, siit yagmin ve proteinlerin
pargalanarak peynirin toz ve macun formlarini olusturdugu mikrobiyal enzimler

saglar. Spesifik olarak, peynir lorunu ve asit kazeini pargalar (Early, 2012).

Seliilazlar ve hemiseliilazlar arasinda proteaz, iireaz, riboniikleaz, pektat
liyaz ve poligalakturonaz gibi diger enzimler R. oryzae'min kiiltiir ortaminda
bulunur. Bir dizi enzim {iretmenin yani sira, bir dizi organik asit, alkol ve ester de
tiretebilir. R. oryzae'deki seliilazlar biyoteknoloji, gida, bira ve sarap, hayvan
yemi, tekstil ve camasir, kagit hamuru ve kagit endiistrileri ve tarimda

uygulanabilir.

R. oryzae, aerobik kosullar altinda hem glikozu hem de ksilozu ksilitol,
gliserol, etanol, karbon dioksit ve fungus biyokiitlesi gibi yan iiriinlerle saf L (+)-
laktik asitlere doniistiirebilir. Endo-ksilanaz, ksilan depolimerizasyonu ig¢in
anahtar bir enzimdir ve bugday samani, bugday sapi, pamuk kiispesi, findik
kabugu, misir kocani ve yulaf talagi gibi farkli ksilan igeren tarimsal yan
tirinlerden R. oryzae fermantasyonu ile tiretilmistir. Pektinazlar, meyve sularinin
ve saraplarin ekstraksiyonu ve berraklagtirilmasi, bitkisel materyallerden yaglarin,
aromalarin ve pigmentasyonun ekstraksiyonu, keten, jiit ve kenevir iiretimi i¢in
selilloz liflerinin hazirlanmas1 ve ayrica kahve ve ¢ay fermantasyonlar1 igin
gereklidir. R. oryzae, piring bitkilerinde nisasta igerigini parcalayabilir ve bu
nedenle amilolitik aktiviteler gdsterir. Ayrica gida endiistrisinde kullanilan ekstra
hiicresel izoamilaz iirettigi rapor edilmistir. Izoamilazin patates nisastasi, ararot
nisastasi, demirhindi ¢ekirdegi, tapyoka ve yulafi pargaladigi bulundu. Enzimin
parcalayict oOzelligi, seker iiretim endiistrilerinde olduk¢a uygulanabilir. R.
oryzae'de bulunabilen proteazlar, ticari endiistrilerde olduk¢a faydalidir. Ornegin,
gida, ilag, deterjan, deri ve tabaklama endiistrilerinde uygulamay1 artirmistir.

Ayrica glimiis geri kazanimi ve peptit sentezinde de rol oynar. Bir R. oryzae
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tiirliniin, 3 ila 6 arasinda yiiksek pH stabilitesi ve zayif termostabilite gdsteren
alkalin serin proteaz salgiladig1 bulundu. R. oryzae'den ekstrakte edilen lipaz, yan
etkiler olmaksizin sindirime yardimci olarak tliketilmistir. Lipazlar, yaglar
hidrolize eder ve ardindan diasilgliseroller, monoasilgliseroller ve gliserol gibi
serbest yag asitlerinin salinimini saglar. Lipazlar, sulu olmayan c¢dzeltilerde
sentetik reaksiyonlar1 katalize etme yetenekleri nedeniyle biyoteknoloji
uygulamalarinda yer almistir. R. oryzae, riboniikleaz iiretimini uyaran kalsiyum ve
molibden ilavesiyle metal iyonu ile diizenlenen sivi bir ortamda hiicre ici
riboniikleaz {iretebilir. Etanol, L-laktik asit iiretimi sirasinda R. oryzae'nin
fermantasyon siirecindeki ana yan lrlindiir. R. oryzae, organik ¢oziiclilerde ester
iiretimi i¢in bir biyokatalizor olarak kullanilabilir. Dort R. oryzae susunun kuru
miselyumunun, farkli aroma esterlerinin sentezini katalize etmede etkili oldugu
kamitlanmigtir. Ornegin, ananas aromasi veya biitil asetat esterleri, R. oryzae
tarafindan asetik asit ve biitanol arasindaki esterlesme reaksiyonlar ile iiretildi.
Bu aroma bilesigi gida, kozmetik ve ilag endiistrilerinde kullanilabilir. Tiim bu
ozellikler ve metabolitler, bu tiiriin kiimes hayvanlar1 iizerinde potansiyel olarak

olumlu etkileri olan iyi bir probiyotik olmasini saglar.
2.7. Probiyotik ozelliklerin taranmasi

Bir organizmanin probiyotik olarak kullanilabilmesi i¢in baz1 6zelliklere
sahip olmasi gerekir, bu nedenle birkag testten olusan tarama siirecinden gegmesi
gerekir. Bu tarama deneyleri Oncelikle in vitro ¢alismalar ile baslar. Daha sonra
probiyotik olarak kullanim potansiyeline sahip suslar in vivo deneylere tabi

tutulur.

Probiyotik bir organizmanin belirlenmesi i¢in yapilmasi gereken ilk ve en
onemli 6zellik, onun gilivenligidir. Probiyotik organizma, insanlar veya hayvanlar
tarafindan dogrudan yutularak kullanildigindan, fayda saglayanlar i¢in herhangi
bir tehlike arz etmeyeceginin kanitlanmasi gerekir (Anadon et al., 2006; Kabir,
2009; Bilginer ve Cetin, 2019). Probiyotigin herhangi bir antagonistik etkisinin
olmadigindan emin olduktan sonra asagidaki boliimlerde agiklanacagi gibi diger

Ozellikler taranmaktadir.
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Onerilen in vitro ve in vivo deneylerden bazilari, mide ortamina direng,
safra tuzuna tolerans, kolesterol asimilasyonu, bagirsak yiizeyi yapismasi ve
model gastrointestinal sistemler (Bilginer ve Cetin, 2019), enfeksiyonlar1 kontrol
altina almak, antibiyotik goérevi goérmek ve tiimorleri baskilamak gibi
organizmanin konakg¢i gastrointestinal sistemde hayatta kalma ve islev gorme

yetenegi ile ilgilidir (Atilgan and Clgek, 2021).

Kiimes hayvanlar {izerinde yapilan in vivo deneyler sunlar igerir: Besin
kullanimi, biiylime ve yumurtlama performansi ve bagirsak sagligi lizerindeki
etkiler (Jha et al., 2020), saglik yararlar1 ve organizma iizerindeki diger olumlu
etkiler, 1s1 stresinin hafifletilmesine yol agan gen ifadesindeki degisiklikler gibi

hiicresel diizeyde yapilan testlerdir (Krysiak et al., 2021).
2.7.1 Giivenlik

Gida veya yem endiistrisinde kullanilan bir probiyotigin ilk ve en 6nemli
ozelligi giivenli olmasidir. Siit iirlinleri fermantasyonu, firinlama ve bagcilik gibi
islemlerde starter mikroorganizmalarin geleneksel kullanimi, ¢ok az diizenlemeye
tabi tutulmus veya hi¢ diizenlemeye tabi tutulmamistir. Bununla birlikte,
probiyotik mikroorganizmalar yeni bir uygulamay1 temsil eder ve ¢ok cesitli
rahatsizliklardan muzdarip tiiketiciler tarafindan “kendi kendine ilag¢” olarak
tiiketilebilir. Bu nedenle, bu mikroorganizmalarin giivenliginin hem gida hem de
yem endiistrisi ve nihayetinde lriinlerini kullanacak olan tiiketiciler i¢in tekil bir
ilgi alan1 olmas1 anlasilabilir bir durumdur. Kimyasal gida katki maddelerinin
aksine, uzun yillardir gida/yem katki maddesi mikroorganizmasinin giivenligini
belirlemek icin yerlesik veya onaylanmis test kriterleri yoktu. Bu durum
probiyotiklerin diizenlenmesi igin bir gereklilik olusturmustur. Gergekten de,
diizenleyici 6nlemler bir kez tiiretildiginde, gida veya hayvan yemi iiretiminde
mikroorganizmalarin genel olarak kullanilmasiyla da ilgili olabilir. Feord ortaya
cikan diizenleyici gercevelerin milkemmel bir incelemesini yapti ve bu nedenle
Avrupa Birligi icinde Tiirkiye'de de izlenen ve uygulanan bazi mevzuatlar

olusturuldu (Wright, 2005).

R. oryzae genellikle, kan damarlarinin iginde ve cevresinde biiyiliyen

hiflerle karakterize mukormikoz olarak bilinen bir hastaliga neden olur.
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Mukormikoza neden olan ajanlar, insanlar, koyunlar ve sigirlar i¢in toksik olan
agroklavin gibi toksinler de {iretebilir. Bu enfeksiyon genellikle bagisikligi

baskilanmis kisilerde goriiliir ancak nadirdir (Hernandez ve Buckley, 2019).

Hayvanlarda, disi domuzlarin  Ostrojenik  aktivitesini  etkileyen
Zearalenone-14-Siilfat toksini (Borzekowski et al., 2018) ve endofungal bakteriyel
toksinler gibi birkag¢ vaka disinda, bilimsel literatiirde R. oryzae tarafindan toksin
iiretim raporlar1 yoktur. Endofungal bakteri iceren suslar ikincil metabolitler
iiretebildiginden, kullanilan Rhizopus suslarinin  endofungal bakteri igerip
icermediginin arastirilmasinin da ¢ok 6nemli oldugunu vurgulanmistir (Falconer
et al.,, 2017). Bu endobakteriyel toksinlerin en iyi bilinen ornekleri rhizoxin ve
rhizonindir. Fungal sitozolde bulunan endofungal bakteriler tarafindan iiretilen bu
toksinler oOnem kazanmustir. Rhizoxin, R. microsporus'tan izole edilen
endosimbiyont bir bakteri olan Burkholderia rhizoxinica tarafindan fiiretilir.
Rhizonin A ve B ilk olarak Mozambik yer fistigindan izole edilen toksin iireten R.
microsporus susunda (MRC 303) ilk kez tespit edilmistir. Bu toksin, R.
microsporus'tan 1izole edilen Burkholderia endofungorum tarafindan {retilir
(Partida-Martinez and Hertweck, 2005; Partida-Martinez et al., 2007a; Partida-
Martinez et al., 2008).

R. oryzae biyoiiriinleri FDA tarafindan GRAS olarak kabul edilmesine ve
ylizyillardir gida fermentasyonuna entegrasyonuna ragmen, bakterinin fungal
miselyumundan salinma tehlikesi oldugundan, fungal suslarin toksijenik bakteri
tiirlerini barindirip barindirmadigini arastirmak ¢ok onemlidir. Bakteriler toksin
iiretemese bile, fungal miselyumdan bakteri endosimbiyontlar1 salinirsa sepsis
gibi ciddi saglik problemleri ortaya ¢ikabilir (Birol ve Gunyar, 2021; Ibrahim et
al., 2009; (Lackner et al., 2009). Bu calismada kullanacagimiz R. oryzae suslari
endofungal bakteri igermeyen suslardan secilmistir. Bu nedenle endofungal

bakteri icermediginin kanitlanmas1 gerekir.

GIT mikrobiyal ekolojisi ve probiyotik etki mekanizma(lar)1 konusundaki
bilgi birikimindeki ilerleme, yeni probiyotiklerin tanitilma olasiligini
artirmaktadir. Bu nedenle, insan sagligini, hayvan saghigini ve ¢evreyi korumak
icin bu tirlinlerin diizenlenmesine artan bir ilgi vardir. Probiyotik iireticilerinin

iddialarinin dogru olmasi ve tliketicilerin uygun sekilde korunmasi da énemlidir.
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Diger yem katki maddelerinin aksine, probiyotiklerin belirli ayirt edici 6zellikleri
vardir. Probiyotikler canli organizmalardir, GIT'de inaktive edilebilirler ve
konak¢1t hayvanlarin genetigi ile etkilesime girebilirler. Bu faktorler,
probiyotiklerin diger yem katki maddelerine gore daha siki diizenlenmesini
gerektirir (Hoffmann et al., 2013). Ayrica, bir probiyotigin yem katki maddesi
olarak mi1 yoksa terapdtik bir madde olarak mu1 ele alinacagi arasinda ince bir ¢izgi

vardir. Bu, probiyotigin diizenlenme seklini etkiler.

Baslangicta FAO ve WHO tarafindan gida giivenligi yonergeleri
gelistirmek iizere kurulan Codex Alimentarius Komisyonu (CAC), iyi hayvan
beslemeye iligkin Uygulama Kurallarinda- CAC/RCP 54-2004'te bir yem katki
maddesini “besin degeri olsun ya da olmasin, normalde kendi bagina yem olarak
tilketilmeyen, kasitli olarak eklenen mikroorganizmalar, enzimler, asitlik
diizenleyiciler, eser elementler ve vitaminleri dahil olmak {izere herhangi bir
bilesen” olarak tanimlamistir. Bu nedenle, “code of practice on good animal
feeding” probiyotikler ile ilgili konular1 diizenleyen ulusal mevzuatlarina ek
olarak tiye devletler tarafindan probiyotiklerin {iretimi, islenmesi, depolanmasi,

tasinmasi ve dagitimi i¢in kilavuz olarak izlenecek ilgili CAC kodudur.

FDA'ya gelince, hayvan yemlerinde kullanilan probiyotikler igin
Dogrudan Beslemeli Mikrobiyal iiriinleri ifadesini kullanir. FDA kilavuz belgesi
(CPG Sec. 689.100), DFM'leri “canli mikroorganizmalar1 igerdigi iddia edilen

tiriinler” olarak tanimlamastir.

Ulkemizde “Yem Katki Maddelerinin Degerlendirme ve Onay Islemleri
I¢cin Basvuru Dosyasinin Hazirlanmasi ve Sunulmasi Hakkinda Teblig (Teblig
No: 2016/15) mevcuttur (Resmigazete, 2022). Bu Yonetmelik; insan sagliginin,
hayvan sagligi ve refahinin, cevrenin, kullanici ve tliketicilerin yem katki
maddeleri ile ilgili ¢ikarlarimin en {iist diizeyde korunmasini saglamak igin,
piyasaya siiriilecek ve kullanilacak olan yem katki maddelerinin onaylanmasina
iliskin usul ve esaslar ile yem katki maddeleri ve premikslerin denetimi ve

etiketlenmesine dair kurallar1 belirlemek amaciyla hazirlanmistir.

Mevcut yonetmelikte “4.2. Zooteknik Katki Maddeleri: Enzimler ve
Mikroorganizmalar” bashg1 altinda 4.2.3.2. Katki maddesi kullaniminin

tilkketiciler acisindan giivenilirligine iliskin c¢alismalar” kismi incelendiginde
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“Ancak, memeliler (insanlarda da dahil) tarafindan dogrudan veya dolayli olarak
sindirilmesi amaglanan canli bakterilerin ¢ogu, belirgin giivenli kullanim ge¢misi
olan organizma gruplarindan veya toksik tehlikelerin agik bir sekilde tanimlandigi
gruplardan segcilir. Benzer sekilde, enzimlerin iiretimi i¢cin mevcut durumda
kullanilan mikroorganizmalara iligkin tehlikeler genellikle belirlenir ve bu
tehlikeler modern iiretim metotlartyla onemli Olgiide azaltilir. Bu nedenle,
gecmiste giivenilir sekilde kullanildigi  bilinen mikrobiyal kaynaklar ve
mikroorganizmalardan elde edilen enzimlerde ve fermentasyon islemi
bilesenlerinin iyi tanimlandig1 ve bilindigi durumlarda toksisite testleri (Ornek
olarak: Oral toksisite ve genotoksisite testi) gerekli goriilmemektedir. Bununla
birlikte hem canli organizma hem de enzimlerin iiretilmesi i¢in kullanilan
organizmalara yonelik olarak Ek. 2.2.2.2. numarali kisimda belirtilen 6zel

durumlar her zaman dikkate alinir” ifadesi yer almaktadir (Resmigazete, 2022).

2.7.2. Antimikrobiyal etkinlik

Insanlar (hayvanlar) ve funguslar, Escherichia coli, Staphylococcus aureus
ve Pseudomonas aeruginosa gibi ortak mikrobiyal antagonistleri paylastigindan,
insanlar bakterilere, funguslar ve protozoanlara karsi antimikrobiyal ozellikler
iireten funguslarin dogal savunma stratejilerinden yararlanabilir. Bu 6zellikler, bu
patojenlerin neden oldugu cesitli ciddi hastaliklara kars1 savunmada ¢ok 6nemli

rol oynamaktadir (Jagtap et al., 2013).

Kanatlilarin stresli kosullarina maruz kaldig1 biiyiik oOlgekli yetistirme
tesislerinde, hastaliklar ve ¢evre kosullarinin bozulmasi ile ilgili sorunlar siklikla
ortaya ¢ikmakta ve ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Hastaliklarin
onlenmesi ve kontrolii, son yillarda veteriner ilaglarinin kullaniminda 6nemli bir
artisa yol agmistir. Et ve yumurta liretimini iyilestirmek i¢in kanatli patojenlerini
ve hastaliklarimi 6nlemek i¢in diinya ¢apinda antibiyotikler kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, diyet antibiyotiklerinin kullanimi, ilaca direngli bakterilerin
gelisimi (SOrum and Sunde, 2001), kanatli yeminin viicudunda ilag kalintilart
(Abd El-Hack et al., 2018) ve normal mikrobiotanin dengesizligi gibi yaygin
sorunlara neden olmustur (Andremont, 2000). Bu nedenle, antibiyotiklerin kiimes

hayvanlar i¢in biiyiime uyaricisi olarak kullanilma olasilig1 ve tedavi edici ajanlar
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olarak kullanimlarinin yan etkileri konusundaki endiseler hem tiiketicilerin hem
de treticilerin alternatifler aramasina yol agmustir. Hastaliklar1 onlemek veya
normal biotanin yem besinlerini kullanmasini  engelleyerek bliyiimeyi
desteklemek icin 50 yili askin bir siiredir sentetik antibiyotikler kullanilmistir.
2006 yili, 2821/98 sayili Konsey Tiiziigii kapsaminda AB'nin antibiyotik
kullanim1 ve hormonal biiylime iizerindeki yasagi nedeniyle hayvancilik iiretimi
i¢in bir doniim noktasi oldu (Krysiak et al., 2021). Probiyotiklerin bu boslugu
doldurdugu diisliniilmiistiir ve halihazirda bazi c¢iftgiler antibiyotik yerine

probiyotikleri kullanmaktadir (Kabir, 2009).

Probiyotikler, fizyolojik zorlanma sirasinda konak organizmay1
desteklemek, teknolojiye bagh stresi azaltmak ve diyare sendromlariyla miicadele
etmek icin ¢ok ¢esitli beslenme tekniklerinde kullanilmaktadir (Nadelman et al.,
2010). Probiyotik mikroorganizmalar tarafindan Onerilen patojen inhibisyon
mekanizmalari, besinler i¢in rekabet, antimikrobiyal kosullarin ve bilesiklerin
(ugucu yag asitleri, diisiik pH ve bakteriyosinler) tiretimi, bagirsak epitelindeki
baglanma bolgeleri icin rekabet ve bagisiklik sisteminin uyarilmasini igerir

(Patterson and Burkholder, 2012).

Farkli probiyotikler etkilerini, heniiz tam olarak anlagilmayan ve
gastrointestinal liimen veya GIT duvarindaki etkilerinden kaynaklandigir tahmin
edilen ¢esitli mekanizmalar yoluyla gosterirler. Probiyotikler, antibiyotik biiylime
destekleyicilerinin bir ikamesi olarak tanitilsa da bu yem katki maddelerinin etki
mekanizmasi farkli goriinmektedir (Fajardo et al., 2012). Probiyotikler, mide-
bagirsak patojenlerini dnlemeye ve kontrol etmeye ve/veya ¢esitli mekanizmalar
yoluyla iiretim hayvanlarinin performansini ve iiretkenligini artirmaya yardimeci
olur. Yakindan iliskili suslar, etki tarzlarinda farklilik gosterebilir (Lodemann,
2010). Probiyotikler icin Onerilen baglica etki mekanizmalar1 asagidaki

bolimlerde ele alinmaktadir.

2.7.3. Gastrointestinal sistem toleransi

Yukarida bahsedildigi gibi, bir probiyotik konagin mide-bagirsak
sisteminde ¢ogalmak icin sahip olmasi gereken bazi 6zellikler vardir, bunlardan

bazilar1 yem iiretimi sirasinda hayatta kalma ve stabilite, pili¢lerin mide-bagirsak
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sisteminden gecis sirasinda canli kalma, mide sularini, safra tuzunu ve pH
araliklarini tolere edebilme gibi 6zelliklerle probiyotiklerin kendi 6zelliklerini
koruyabilmeleri beklenir (Kabir, 2009; Kadaikunnan et al., 2015; Sugiharto et al.,
2015; Bilginer and Cetin, 2019).

2.7.4. Antioksidan kapasitesi

Antioksidanlar, oksidatif stresin zararli  etkisini  hafifletebilen
molekiillerdir. Etlik pili¢ endiistrisinde, sentetik antioksidanlar, 6zellikle 1s1 stresi
sirasinda  ve asilama sirasinda yem takviyesi olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, sentetik antioksidanlarin asir1 kullanimu,
tilketiciler iizerinde kanserojen ve/veya mutajenik etkilere neden olabilir
(Fellenberg and Speisky, 2006). Bunun sonucunda, beslenme uzmanlar1 artik
ticari etlik piligler i¢in dogal antioksidanlar ariyorlar. Dogal antioksidan

kaynaklar arasinda filamentli funguslar biiyiik potansiyele sahiptir.

Basidiomycetes, ascomycetes ve zygomycetes siniflarina dahil filamentli
funguslarin dogal antioksidan kaynaklari oldugu kanitlanmistir (Femenia-Rios et
al., 2006; Smith et al., 2015; Hameed et al.,, 2017; Sugiharto, 2019).
Antioksidanlar acgisindan zengin gida triinleri her gecen giin popiilaritesini
artirmaktadir. Tahil ve baklagillerin filamentli funguslarla fermente edilmesi,
antioksidan maddeleri artirarak diyabetes mellitus, norodejeneratif bozukluklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum hastaliklari, katarakt gelisimi, romatoid artrit
ve cesitli kanserler gibi serbest radikal aracili hastaliklar1 onleyecektir (Bhanja
Dey and Kuhad, 2014; (Sitanggang et al., 2020) ve broiler pili¢ diyeti esas olarak
tahil ve baklagillerden olusur. Ayrica, bazi ¢alismalar, tarimsal atiklarin fermente
edilerek ve dolayisiyla pili¢ diyetlerine eklenerek antioksidan aktivitesini
artirmaktadir (Lateef et al., 2008; Sugiharto et al., 2016). Ayrica, insan tiiketimi
icin etteki antioksidan aktivitenin, oksidatif acilagsmaya karsi raf dmriinii uzattigi

kanitlanmistir (Fellenberg and Speisky, 2006).

Smith et al. (2015) flamentdz funguslar Grifola frondosa, Monascus
purpureus, Pleurotus spp., Lentinula edodes ve Trametes versicolor'un iyi dogal
antioksidan kaynaklar1 oldugunu gostermistir. Ayni sekilde Sugiharto et al. (2015,
2016, 2017), A. charticola, R. oryzae ve C. crassa'nin iyi dogal antioksidan
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kaynaklar1 olarak potansiyellerini belirtmistir. Ayrica Hameed et al. (2017),
filamentli fungus Mucor circinelloides'in antioksidan potansiyelini ortaya ¢ikardi.
Yukarida belirtilen funguslara ek olarak, Aspergillus PR78 ve Aspergillus PR66
(Arora and Chandra, 2010), Aspergillus candidus, Penicillium roquefortii,
Emericella falconensis, Mortierella, Colletotrichum gloeosporioides gibi diger
filamentli funguslar (Femenia-Rios et al., 2006), Chaetomium sp., Cladosporium
sp., Torula sp., Phoma sp. (Huang et al., 2007), Antrodia camphorata (Song and
Yen, 2002) ve Mycelia sterilia (Moon et al., 2006) ayrica antioksidan 6zelliklere
sahiptir.

Fenolik bilesikler, flavonoidler ve yogunlastirilmis tanenler genellikle
antioksidan Ozelliklerine atfedilmistir. Filamentli funguslarla ilgili olarak,
Sugiharto et al. (2016), A. charticola'nin antioksidan kapasitesinin esas olarak
fungus miselyumundaki fenolik ve tanen igeriginden kaynaklandigin1i One
siirmiistiir. Arora ve Chandra (2010), fenolik bilesiklerin Aspergillus sp.
ekstraktinin antioksidan aktivitesine atfedildigine dikkat c¢ekti (Arora and
Chandra, 2010). Hameed et al. (2017), Mucor circinelloides'in antioksidan
kapasitesini belirlemede fenollerin, flavonoidlerin ve yogunlastirilmis tanenlerin
roliinii belgelemistir. Ayrica, antioksidan enzimlerin (siiperoksit dismutaz ve
katalaz gibi), askorbik asit, y-linolenik asit, P-karoten, tokoferoller ve
polisakkaritlerin varlig1 da filamentli funguslarin antioksidan 6zelliklerine katkida
bulunabilir (Smith et al., 2015; Hameed et al., 2017); Prior et al., 2005; Tosi et al.,
2010).

2.8. Yem ozellikleri ve kimyasal bilesimleri

Kanatli iiretiminde en biiylik maliyet yem oldugundan, yem kullanim
verimliligindeki kiiciik iyilestirmelerin 6nemli bir ekonomik etkisi vardir. Yemde
probiyotik kullanimina bagli olarak kanatlilarin performans ve verimliligindeki
lyilesme, artan yem alimina ve artan yem verimliligine baglanmistir (Shim et al.,
2012), ancak bu her zaman sonu¢ degildir. Yem o6zelliklerini dogrudan etkileyen
ve fermantasyondan dogrudan etkilenen en 6nemli yem bilesenleri ham protein,

ham yag, ham lif, ham kiil, nisasta, seker ve diyet enerjisidir. Kuru madde yemin
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bir ozelligidir ancak fermantasyondan dogrudan etkilenmez c¢linkii genellikle

yemdeki diger bilesenlerin testinden dnce yemin kurutulmasi gerekir.

2.8.1. Kuru madde

Kuru madde, belirli bir yemde hayvan i¢in mevcut olan besin miktarinin
bir gostergesidir. Hayvanlarin sagligini ve iiretimini siirdiirmek i¢in giinde belirli
bir miktarda kuru madde tiiketmesi gerekir (Ibs veya kg/giin olarak 6lg¢iiliir). Kuru
madde, 12-24 saat boyunca 100°C'nin iizerinde etiivde kurutulan numunelerin

agirlik kayb1 olarak tanimlanmaktadir (Al-Arif et al., 2017).

2.8.2. Ham Protein

Etlik pili¢ rasyonlar1 formiile edilirken temel vurgu ham proteine yapilir,
clinkli protein kanath diyetlerinin kritik bilesenidir ve karbonhidratlar, yag, su,
vitaminler ve mineraller gibi diger ana besinlerle birlikte yasam i¢in gereklidir.
Proteinler, peptit baglar1 ile birbirine baglanan amino asitlerden olusan
polimerlerdir. Proteinler sindirim sisteminde parcalanir ve amino asitlere hidrolize
edilir. Daha sonra, absorpsiyondan sonra, amino asitler bir araya getirilecek ve
farkl1 viicut dokularinin yapiminda kullanilan proteinleri olusturmak {izere
metabolize edilecektir. Ayrica, her biri viicutta belirli bir role sahip olan kan
plazma proteinleri, enzimler, hormonlar ve antikorlar gibi hayati metabolik rollere
de hizmet ederler. Bununla birlikte, protein ayni zamanda kiimes hayvanlarinin
diyetlerindeki en pahali bilesenlerden biridir. Bu nedenle beslenme ve ekonomik
olarak tiim besleme sistemlerinde uygun protein kullanimi esastir ve israfli

kullanim iiretim maliyetini artirir (Beski et al., 2015).

Kanatli hayvan yemi formiilasyonunda, protein igerigi yiiksek yem
maddelerinin kullanighiligl, kusun ihtiya¢ duydugu yeterli miktarda esansiyel
amino asitleri saglama yetenegine ve ayrica protein sindirilebilirligine ve bununla

iliskili toksik maddelerin seviyesine baghdir (Scanes et al., 2004).

Bir hayvanin protein ihtiyacinin ¢ogunlugu bitki protein kaynaklari
tarafindan saglanir. Diinya c¢apinda geleneksel olarak en ¢ok kullanilan enerji ve

protein kaynaklar1 sirasiyla misir ve soya fasulyesidir. Bugday ve sorgum gibi
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tahillar ve bazi bitkisel proteinli yemler de tiim diinyada kullanilmaktadir. Bazi
amino asitlerdeki eksiklikleri nedeniyle, bitki proteinleri genellikle ek bir amino
asit kaynagma veya hayvansal protein gibi diger protein kaynaklarina ihtiyag
duyar. Bitki proteinleri genellikle hayvansal proteinlerden daha ucuzdur; ancak,
anti-nutrisyonel faktorlerin (ANF'ler) igeriginden dolayr kullanimlarinda bir
simnirlama vardir. Bu ANF'lerin ¢ogu, ANF'lerin elimine edilmesi ve bitkisel
protein tirlinlerinde proteinin serbest kalmasi nedeniyle bitki proteinlerinin besin
degerinde ve protein seviyesinde bazen artisa neden olan 1s1l islem ile yok
edilebilir. Kanatli yemi {iretimi sirasinda, 6zellikle yiiksek diizeyde amino asit
gerektiren genc kuslar icin hayvansal protein bilesenlerinin yemlere dahil
edilmesine 6zen gosterilir. Kuslar yaslandik¢a esansiyel amino asit gereksinimleri
kademeli olarak azalir ve daha yash kuslarin taleplerini karsilamak icin daha
diisiik hayvansal protein igerigi ve nispeten daha yiiksek bitkisel protein seviyeleri

iceren diyetler saglamak miimkiindiir (Beski et al., 2015).

Atiklarin biyolojik olarak doniistiiriilmesi, kaynaklarin geri kazanilmasi
icin dogal bir yoldur ve dogal geri doniisim siireci biyoteknoloji ile
kolaylastirilabilir. Biiylik miktarlarda bulunan gida isleme atiklarina yonelik
biyoteknolojik islemler, tek hiicre proteini (SCP) olarak da adlandirilan
mikrobiyal biyokiitle proteini (MBP) dahil olmak {izere faydali son iiriinler
tiretebilirken, atiklar da islem sirasinda saflastirilir. Modern biyoteknoloji
endiistrisinde hammaddeden MBP {iretimi, biyoteknoloji alaninda en ¢ok caligilan
konulardan biridir. Bu kalintilarin ¢evrimi ve geri doniisiimii i¢in mikrobiyal
fermentasyonun kullanilmasi, yalnizca kirliligin azaltilmasiyla sonug¢lanmaz, ayni
zamanda diisliik maliyetli ve yiiksek kaliteli MBP {iretilmesine de yardimci olur.
Atiklardan MBP {iretimi, diinyanin ¢evresel ve endiistriyel atik sorunlarimin
¢Oziilmesine yardimci olmaktadir. Kiimes hayvanlar1 ve hayvan yemlerine
eklenmek amaci ile MBP iiretimi icin ¢esitli tarimsal endiistriyel atiklar

kullanilmistir ve bu MBP'lerin {iretimi i¢in farkli fungus ve mayalar kullanilmistir.

Funguslarin, pelet veya filamentli morfolojileri, MBP iiretmek icin
sermaye ve isletme maliyetlerinin Onemli bir boliimiinii olusturan kiiltiir
ortamindan MBP’nin eldesi diisiik maliyete izin verdiginden, MBP {iretimi i¢in
daha fazla avantaja sahiptir. Zhang et al. 2008, monogastrik hayvanlarin

beslenmesinde  kullanilmak iizere protein agisindan zengin iriinlere



44

doniistiirtilebilen iire ile zenginlestirildikten sonra tek hiicre proteini liretmek igin
nisasta atiklar1 kullandi. Ornegin, Prosin ve Protide (musir nisastasindan
Corynebacterium glutamicum tarafindan fermente edilen lizin ve niikleotit
iretiminin yan {riinleri olan iki tir tek hiicreli protein) gibi tek hiicre
proteinlerinin siitten kesilmis domuzlarin diyetindeki balik ununun %50'sinin
yerini aldig1 gosterilmistir (Zhang et al., 2013; Makkar, 2018). Fermantasyonun

yemin protein igerigi lizerindeki etkisi i¢in boliim 2.5.2'de acilmaktadir.

2.8.3. Ham Yag

Lipitler dncelikle hiicreler i¢in bir enerji kaynagidir. Ancak hiicre zarinin
ve hiicredeki diger tiim zarlarin bilesenleri olarak hiicre biitlinliigii ve
tasinmasinda da kritik roller oynarlar. Ek olarak, lipidler canli organizmalarda
biliyiimeyi, sagligi ve aktiviteyi etkileyen cesitli anahtar siireglere katilirlar. Ayrica
diger hiicre yapisal bilesenleri ile kompleksler yapabilir ve hiicre islevselligi i¢in
cok oOnemli olan lipoproteinler ve glikolipidler gibi farkli molekiiller

olusturabilirler (Burlingame et al., 2009).

Proteinlere benzer sekilde, yemdeki yagin onemi, yag asitleri profiliyle
baglantilidir. >18 karbondan olusan uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitleri
(LC-PUFA'lar), kanitlanmis faydali saglik &zellikleri nedeniyle oOzellikle
onemlidir. Bitkiler ve diger baz1 organizmalar LC-PUFA'lar1 sentezleyemezler ve
sentezlerini gerceklestirebilenler yeterli seviyelere ulasamayabilirler, bu da LC-
PUFA'larin yemlere eklenmesinin 6nemine isaret eder. Yag asitlerinin profiline ek
olarak, PUFA/doymus yag asitleri oraninin da, >0,45'lik bir oranin saglikli olarak
kabul edildigi bu nedenle yem uygulamalari sirasinda dikkate alinmast énemlidir

(Gomez Candela et al., 2011).

Yag takviyelerinin kiimes hayvanlarinda iiretim performansini
artirabilecegi bir siiredir bilinmektedir ve su anda ¢iftlik hayvanlarinin
diyetlerindeki yag miktarin1 ve tliriinii optimize etmeye blyiik ilgi vardir. Yag
icerigini artirarak rasyonlarin besin yogunlugunu artirmak, kiimes hayvanlarinda
gida doniisiim verimliliginin artmast ve daha hizli biliylime ile sonuglanir. Tiim
dogal yaglar alkol olarak gliserol icerdiginden, yaglarin nitelikleri arasinda

goriilen farkhiliklar yag asidi igeriklerinden kaynaklanmaktadir. Yaglardaki
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serbest yag asidi miktar1 6zellikle yenidoganlarda daha diisiik enerji aktivitesine

sahiptir (Cetingul ve Yardimci, 2008).

Yem maddesinin yag asidi profili, dokularin yag asidi profilini etkiler.
Yeme eklenen yaglar oncelikle deri altinda veya viicut bosluklarinda, daha sonra
kaslar arasinda ve son olarak da kaslarin i¢inde birikir ¢iinkii kaslarin iginde
bulunan yagin beslenerek arttirilmasi zordur. Diyetlerde yag kullaniminin bir
diger avantaji da ekstra kalori etkisidir. Ekstra kalori etkisi doymamis yag
asitlerinin doymus yag asitlerinin emilimini kolaylagtirma etkisi olarak ortaya
cikar ve yag katkili diyetlerin sindirim sisteminde daha uzun siire tutulmasi ve
boylece standart diyetlere kiyasla emilimin artmasi seklinde ortaya ¢ikar (Cetingul
ve Yardimci, 2008). Fermente yem uygulamasi, yag asidi profilinin pozitif
modifikasyonu yoluyla etlik pili¢ etinin besin degerini artirabilir (Semjon et al.,

2020).

2.8.4. Ham Lif

Kanatli diyetleri ic¢in kullanilan bir¢ok yem igeriginde bol miktarda
bulunmasina ragmen, diyet lifi (DF), kanatli beslenmesinde uzun yillardir ¢ok az
ilgi gérmiistiir. Diyet lifinin hem dogrudan bir enerji kaynagi olarak hem de
sindirim ve metabolik siirecler lizerindeki etkileri yoluyla dolayli olarak diyetlerin
besleyici degerine Onemli Olgiide katkida bulunabilecegi iyi bilinmektedir.
Bununla birlikte, genel lif terimi, lif fraksiyonlarinin besleyici degerinin tahminini
engelleyen, degisen fizikokimyasal Ozelliklere sahip ¢ok cesitli bir polimer
grubunu kapsar. Sadece lif miktar1 degil, belki daha da 6nemlisi, lif tiirii diyetin
sindirimdeki kullanimini belirleyecek ve dolayistyla enerji degerini olumlu veya

olumsuz yonde etkileyecektir (de Vries, 2015).

Kanatli hayvan beslemede lif, enerji teminindeki kiigiik rolii ve sindirim
siireclerine miidahalesi nedeniyle genellikle azalan enerji mevcudiyeti ile
iliskilendirilse de, diisiik ile orta miktarda lif (50 g/kg'a kadar) gastrointestinal
gelisim, fonksiyon ve saglik, bdylece besin sindirilebilirligini ve biiylime

performansini arttirir (de Vries, 2015).
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Diyet lifi, gastrointestinal sistemdeki fizyolojik, yapisal ve fonksiyonel
degisikliklerle iligkilendirilen bitki yemlerinde bulunan bir bilesendir (Tejeda and
Kim, 2021). Diyet lifi, etlik piliclere verilen yaygin sebzelerde bulunan dogal bir
bilesiktir. Lif, ince bagirsakta sindirim ve emilimden kagma yetenegine sahiptir,
bu da diger besinlerin gastrointestinal kanalda emilme ve metabolize edilme
seklini etkileyebilir. Life atfedilen islevsellik, kimyasal ve fiziksel yapiya gore
degisir ve ¢ogu zaman, yaygin yem maddelerinde bulunan karbonhidratlarin

karmasiklig1 nedeniyle, nitelikler arasinda net bir ayrim yapmak zordur.

2.8.5. Ham Kiil

Yemin bir bileseni olarak kiil, bir yemin inorganik (mineral) icerigini
tanimlar. Yemin kiil seviyesi diisiik oldugunda, pili¢ler hastaliklara ve zayif

yumurta kabugu olusumuna yatkin hale gelir (Mgbeahuruike et al., 2021).

Kanatli hayvan yemlerinde ¢ok fazla kiil, 6zellikle bobrek hastaliklarina
neden olan kanatli faunalarinda boébrekler hari¢ idrar yollarinda ve mesanede
kristallerin olugsmasina neden olabilir ayrica asir1 kiil igerigi biiyiiyen kanath
kuslarda kemik ve eklem sorunlarina neden olur. Kisa kiil igerigine sahip yemler,
idrar yolu komplikasyonlarinin izlenmesinde isbirlik¢idir, kiil icerigi ylksek
yemlerin et ve yumurta icin yetistirilen kanathi kuslar i¢in faydali oldugu

literatiirde kaydedilmemistir (Afolabi et al., 2021).

2.8.6. Nisasta

Kanatli diyetlerindeki besinler arasinda, nisasta niceliksel olarak en
onemlisidir. Diyetler kuru madde bazinda %350'ye kadar nisasta icerebilir ve
nisasta en Onemli enerji kaynagidir. Bu, tahillarin kiimes hayvanlarinin
beslenmesinde en dnemli bilesen olmasinin mantikli bir sonucudur ve Klasing
(2005) Galliformes'un omnivor oldugunu ve sik sik belirtildigi gibi etcil
olmadigmi vurgulamasina ragmen, asagida tartisilacagi gibi nisastay1 sindirme
kapasitesi yiiksektir. En azindan geng piliclerde yag: sindirme kapasitesinin sinirlt
oldugu da iyi bilinmektedir (Wiseman et al., 1998) ve bu nedenle nisasta
diyetlerde ana enerji kaynagi olmalidir. Seker ve proteinin diger potansiyel enerji

kaynaklari, en azindan ekonomik ve teknik acidan birincil enerji kaynaklar1 olarak
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uygun degildir. Nisastanin ana kaynagi, nisastanin depolandigi ve ¢imlenme
sirasinda yavrular tarafindan bir enerji kaynagi olarak kullanildig1 ¢im ailesindeki
bitkilerden elde edilen tohumlardir. Bu kaynak agirlikli olarak misir, bugday ve
diger tahillar seklinde olmasina ragmen, manyok gibi yumru koklerden elde

edilen nisasta da kanath diyetlerinde kullanilabilir (Svihus, 2014).

Kanatl siiriileri, diyet nisastasi, lipid ve proteinden elde ettikleri yiiksek
bir enerji gereksinimine sahiptir. Kanatli diyetlerinin ¢cogunda, tahil tanelerindeki
nisasta, kiimes hayvanlarinin sindirim kapasitesinin yiiksek oldugu en 6nemli
enerji kaynagidir (Svihus, 2014). Bununla birlikte, yem bilesenleri, sindirimin
hizim1 ve derecesini etkileyen nigasta Gzellikleri bakimindan farklilik gosterir.
Sindirimi etkileyen faktorler arasinda nisasta graniil boyutu, amiloz: amilopektin

orani ve enkapsiilasyon ve kristallik derecesi bulunmaktadir (Herwig et al., 2019).
2.8.7. Seker

Sekerin hayvansal sistemde nisastadan daha 1yi bir enerji kaynag1 oldugu
bilinmektedir. En biiyiik maltaz aktivitesi jejunumda olup, onu en diisiik degerle
duodenum ile ileum takip eder (Sklan ve Noy, 2003). Bu nedenle sakkaroz gibi
sekerlerin metabolize edilebilirliginin nisastadan onemli Ol¢lide daha yiiksek

oldugu goriilmektedir (Hussein et al., 2016).
2.8.8. Diyet enerjisi

Uretim verimliligini etkileyen genis faktdr yelpazesi arasinda, yeterli ve
dengeli bir enerji ve makro ve mikro besinlerin temini en biiyiik 6neme sahiptir.
Enerji bir besin maddesi degil, 6ziimsendiginde viicut fonksiyonlar1 i¢in hayati
Oonem tastyan enerji veren karbonhidratlar, lipidler ve protein gibi besinlerin bir
ozelligidir (Barzegar et al., 2020). Diyet enerjisi, kanath yemi formiilasyonlarinda
en Oonemli nicel ve en maliyetli bileseni temsil eder ve diyetler dengelenirken
dikkate alinmas1 gereken ilk bilesendir. Diyet enerjisi, pili¢ biiylimesinin ana itici
giicli olan yem tiiketimini de kontrol eder. Bu nedenle, bilesenlerin mevcut enerji
iceriginin dogru bir sekilde degerlendirilmesi, hassas ve uygun maliyetli yem
formiilasyonlar1 i¢in 6nemlidir. 1950'lerin ortalarinda tanitilmasindan bu yana,

metabolize edilebilir enerji (ME) sistemi genel olarak kabul gormiis ve
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kanathilarin enerji gereksinimlerini ve bireysel yem bilesenlerinin mevcut
enerjisini tanimlamak ve eksiksiz kanatli yemlerini formiile etmek i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir (Abdollahi et al., 2021). Metabolize edilebilir enerji (ME),
bakimdan tam {iretken potansiyele kadar bircok farkli metabolik siire¢ igin

gereklidir (Massi et al., 2018).

Diyet enerjisi, et ve yumurta sentezi igin yakittir. Bu nedenle kanath
rasyonlarindaki metabolize edilebilir enerjinin %60 ila %65'c karbonhidratlara
atfedilir. Diyet karbonhidratlar1 kiimes hayvanlari i¢in 6nemli enerji kaynaklaridir.
Misir, sorgum, bugday ve arpa gibi tahil taneleri, kiimes hayvanlarinin
diyetlerinde karbonhidrat bileseninin ¢oguna katkida bulunur. Tahil tanelerindeki
karbonhidrat igeriginin c¢ogu, kiimes hayvanlar1 tarafindan kolayca sindirilen
nigasta olarak olusur. Bu nedenle kanatli rasyonlarinda tahil taneleri en kabul
edilebilir enerji kaynagidir. Cesitli olast mekanizmalar Onerilmis olmasina
ragmen, kiimes hayvanlarinin farkli diyet enerji konsantrasyonlarina tepki verdigi
fizyolojik mekanizmalar bilinmemektedir. Diyet enerjisini arttirmak i¢in sivi ve
kat1 yag ilavesi yaygin olarak uygulanmaktadir. Bir dizi ¢aligma, enerjiyi artirmak
icin diyette yag asitlerinin kullanimini énermektedir. Bu nedenle, yiiksek iiretken
performansi siirdiirmek i¢in (6rnegin, 35-45 gilinde 2-2,5 kg hedef canli agirliga
ulagsmak i¢in) kiimes hayvanlar1 tipik olarak yliksek enerjili diyetlerle beslenir

(Mota de Carvalho et al., 2021).

Bir¢ok c¢alisma, fermantasyonun geleneksel veya geleneksel olmayan
kanatli yemi tizerindeki olumlu etkisini gostermistir. Wu et al. (2020), etlik
piliclere verilen kolza tohumu kiispesinin fermente edildiginde metabolize
edilebilir enerjide 6nemli bir artis oldugunu gdstermistir (Wu et al., 2020). Ayrica,
funguslarla fermente edilmis manyok kiispesinin, enerji igerigi agisindan zengin
oldugu i¢in kanatli rasyonlarinda ucuz bir alternatif yem oldugu kanitlanmistir

(Sugiharto, 2019).

Enerji, etlik pilic yeminin bir bileseni olarak ekonomik énem kazanmaya
devam ediyor. Kiiresel olarak, kiimes hayvanlar1 endiistrisi, tahillar, proteinli
unlar ve yemeklik yaglar seklinde Onemli bir enerji tiiketicisidir. Piligler
tarafindan tiiketilen besinler, metabolizma sirasinda oksitlendiginde enerji verir.

Enerji, homeostaz, biiylime, yumurta iiretimi ve hareket icin gereklidir.
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Gereksinimin 6tesinde tiiketilen enerji, glikojen olarak kisa siireler ve depo yag
olarak daha uzun siire tutulur. Viicut kompozisyonundan 6diin vermeden
maksimum biiyiimeyi karsilayan diyetleri formiile etmek beslenme uzmaninin

gorevidir (Swick et al., 2014).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gerec
3.1.1. Calisma Materyalleri

Calismada kullanilan R. oryzae suslari daha once yapilan TUBITAK
1162588 ve 17-FEN-044 nolu projeler kapsaminda izole edilmistir ve mikoloji
laboratuvarda saklanan suslardir. Bu suglar tarim topraklar1 ve farkli gida
orneklerinden izole edilmistir. Ayrica bu calisma kapsaminda piyasada satisa
sunulan ve tavuk beslenmesinde kullanilan 7 farkli yem ve Izmir/Bornova
Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisiinden temin edilen 4 farkli yas tavuk
diskis1 da R. oryzae izolasyonu i¢in kullanilmistir. Bu sekilde calismaya 84 adet
R. oryzae susu dahil edilmistir.  Funguslarin fermantasyon kapasitelerinin
arastirilmasi igin substrat ticari olarak satilan bir tavuk yemi (Ozlem yem markas1)

ve zeytin posast kullanilmistir.
3.1.2. Antimikrobiyal Aktivite Test Organizmalari

Rhizopus oryzae suslarinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi i¢in
testlerde kullanilan organizmalar Ege Universitesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1

kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.

Tablo 3.1 Kullanilan organizmalar

Organizma Test
Bacillus cereus ATCC 7064 Antibakteriyel aktivite tayini
Staphylococcus aureus ATCC6538 Antibakteriyel aktivite tayini

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 Antibakteriyel aktivite tayini

Escherichia coli ATCC 8739 Antibakteriyel aktivite tayini
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Candida albicans ATCC 64548 Antifungal aktivite tayini
C. krusei ATCC 6258 Antifungal aktivite tayini
C. tropicalis RSSK 665 Antifungal aktivite tayini
C. parapsilosis ATCC 22019 Antifungal aktivite tayini
Aspergillus flavus (cevresel izolat) Antifungal aktivite tayini
A. fumigatus (¢evresel izolat) Antifungal aktivite tayini
3.1.3. Besiyerleri

Besiyeri 1: Dichloran Glycerol Agar (DG-18) (Merck 100465)

DG-18, toz formunda olan hazir bir besiyeridir. Besiyeri icerigi asagidaki

tabloda gosterildigi gibidir.

Tablo 3.2. Dichloran Glycerol Agar besiyerin Bilesimi

D(+) Glukoz 10,0 g
Dichloran 0,002 g
KH2PO4 1,0g
Kloramphenicol 0,1g
MgSO4 05¢g
Pepton 50g
Agar 150¢g
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Funguslarin izolasyonu ve sayimi i¢in secgici bir ortam olarak kullanilir.
825 ml distile suya 31,6 g eklenerek hazirlandi, ardindan 175 ml gliserol
eklenmistir. Sterilizasyon i¢in besiyeri 121 °C'de 15 dakika otoklavlandi. Daha
sonra kullanim i¢in steril petri kaplarma 25 ml olacak sekilde ilave edilip

donmaya birakilmigtir.

Besiyeri 2: Potato Dextrose Agar (PDA) (Merck 110130)

Bu besiyeri hazir toz halindedir.

Tablo 3.3. Potato Dextrose Agar Besiyerin Bilesimi

Patates inflizyonu 40¢g
D(+) Glukoz 200 g
Agar 15,0 g
Distile su 1000 ml

Funguslarin sayimi i¢in ve stok kiiltiirlerin saklanmas1 amaci ile kullanilir.
Besiyerini hazirlamak igin 1 litre suya 39 gr toz besiyeri bilesimi eklenir ve
otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilize edilir. Daha sonra steril petri kaplarina 25
ml olacak sekilde ilave edilip donmaya birakilir.  Fungal kiiltiirlerinin
stoklanmasinda kullanilacaksa otoklavdan 6nce homejen olana dek kaynatilip cam

tiiplere paylastirilir. Ardindan otoklavlanir.

Besiyeri 3: Malt Extract Broth (MEB)

Bu ortam, DNA izolasyonu Oncesi gereken fungal pelleti elde etmek i¢in

kullanilir.
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Tablo 3.4. Malt Extract Broth besiyerin Bilesimi

D-Glukoz (Sigma 16301) 20,0 g
Pepton (Merck 107214) 1,0g
Malt Ekstresi (Merck 105391) 20,0 g
Distile su 1000 ml

1 litre suda ¢6zlinerek dnceden hazirlanmig MEB, 250 ml erlenlere 90 ml

olarak dagitilir. Erlenler 121 °C' de 15 dakika otoklavlanir.

Besiyeri 4: Yeast Malt Extract Agar (YMA)

YMA besiyeri anti-fungal aktivitesi ve mayalarin stoklanmasi ig¢in

kullanilmistir.

Tablo 3.5. Yeast Malt Extract Agar besiyerin Bilesimi

D-Glukoz (Sigma 16301) 10,0 g
Pepton (Merck 107214) 50g
Malt extract (Merck 105391) 30g
Yeast extract (Merck 103753) 30g
Agar (Merck 101613) 150¢g
Distile su 1000 ml

Anti-fungal aktivite bakilirken kullanilan YMA, 11t distile su igerisinde
¢Oziindiirdiikten sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanir. Daha sonra petrilere esit
miktarda dokiiliir. Eger stok i¢in bu besiyeri kullanilacaksa yine distile su
icerisinde ¢Ozdiiriiliir ve esit miktarda tiiplere paylastirilir. Ardindan bu tiipler

yine otoklavlanarak steril edilir.
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Besiyeri 5: Plate Count Agar (PCA) (Merck 337163)

PCA hazir toz halinde olup anti-bakteriyal aktivite tespiti ve bakterilerin

stoklanmasi i¢in kullanilmistir. Besiyeri bilesimi;

Tablo 3.6. Plate Count Agar besiyerin Bilesimi

Pepton 50g
Maya 0ziitii 25¢g
D(+)-glikoz 1,0 g
Agar 14,0 g/l

22.5 g 1 litre distile suda eritilip 121 °C'de 15 dakika otoklavlanarak
hazirlanir. Bundan sonra, steril Petri kaplarina esit miktarda dokdiliir. Bakteri

kiiltiiri stoklamak icin kullanilacaksa otoklava koymadan 6nce 1sitip cam tiiplere

dagitip otoklavlanir.

Besiyeri 6: Malt Extract Agar (MEA)

MEA, farkli Rhizopus tiirlerinin tanimlanmasi i¢in kullanildi.

Tablo 3.7. Malt Extract Agar besiyerin Bilesimi

D-Glukoz (Sigma 16301) 20,0 g
Pepton (Merck 107214) 1,0g
Malt Ekstresi (Merck 105391) 20,0 g
Agar (Merck 101613) 150¢g
Distile su 1000 ml

121 °C'de 15 dakika otoklavlanir ve sonra esit hacimlerde steril Petri

kaplarina dokiildii.
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Besiyeri 7: Czapek Yeast Agar (CYA) (HIMEDIA M1335)

CYA hazir toz halindedir. Farkli Rhizopus tiirlerinin tanimlanmasinda

kullanilmuastir.

Tablo 3.8. Czapek Yeast Agar besiyerin Bilesimi

Sakkaroz 300 g
Maya oziitii 50¢g
K2HP04 1.0g
NaNO3 03¢g
KCl 0,05¢
MgS0O4 0,05¢
FeSO4 0,001 g
ZnSO4 0,001 g
CuSO4 0,0005 g
Agar 150¢g

51,40 gram 1 1 distile su i¢inde siispansiyon haline getirilerek hazirlanir,
ardindan 121 °C'de 15 dakika otoklavlanir ve esit hacimlerde steril Petri kaplarina

dokiiliir.

3.1.4.Tampon ve Cozeltiler

Cozelti 1: Floresan Boya (Thermo, Fisher Scientific):

R. oryaze suslarlarinin fungal hiicreleri igerisinde endofungal bakteri

barindirip barindirmadigi floresan mikroskobu altinda incelenmistir. Hazirlanan
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preperatlar SYTO® 9 Green-Fluorescent Nucleic Acid boyas: ile muamele

edilmisgtir.

Cozelti 2: Safra Tuzu (Ox-bile) (Sigma-Aldrich 70168-100G):

Gastrointestinal sistem tolerans testlerinde kullanilmistir.

Cozelti 3: Pepsin (Sigma-Aldrich 107185):

Gastrointestinal sistem tolerans testlerinde kullanilmistir.

Cozelti 4: 2,2-diphenylpicryl- hydrazyl (DPPH) (Sigma-Aldrich 102258153):

Antioksidan aktivite tayininde kullanilmistir.

Cozelti 5: L(+)-Ascorbik Asit (EMSURE 100468):

Antioksidan aktivite tayininde kullanilmistir

Cozelti 6: Methanol (EMSURE 106009):

Antioksidan aktivite tayininde ve fungal ekstraktlarinin hazirlanmasinda

kullanilir.

Cozelti 7: Lizis Tamponu (pH 8)

Lizis tamponu, 6,3 g 400 mM Tris HCI (SIGMA), 2,35 g 60 mM EDTA
(Glentham,226JXM), 0,9 g 150 mM NacCl, 1,0 g %1°lik SDS (Glentham,163ZSS),
100 ml Distile sudan olusur. Bu tampon Rhizopus oryaze suslarindan DNA

izolasyonu sirasinda kullanilir.

Calismamizda kullanilan R. oryzae suslarindan DNA izolasyonu sirasinda
lizis tamponunu olusturan tiim bilesenler prosediire uygun bir sekilde tartilip,
distile su igerisinde ¢oziilmiistiir. Daha sonra 121 °C’de 15 dakika siire ile

otoklavlanmistir. Otoklavin ardindan pH degeri 6l¢iiliip, kullanilmistir.
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Cozelti 8: Potasyum Asetat Tamponu:

5M Potasyum asetat (SIGMA, SLBR2628V), 5,75 ml Glasiyel asetik asit
ve 29,55 ml distile sudan olusur. Oncelikle 14,7 gr potasyum asetat 29,55 ml su
iginde ¢oziilmiis ve otoklavlanmistir. Otoklavin ardindan 5,75 ml glasiyel asetik
asit eklenir. Bu tampon R. oryzae suslarindan DNA izolasyonu sirasinda

kullanilmistir.
Cozelti 9: Tris Borik Asit EDTA (TBE) Tamponu (5X):

5,5 g Borik asit (J.T.Baker), 0,75 g EDTA (Glentham, 226JXM), 10,8 g
Tris base (Glentham, 103QGF), ve 182,55 ml distile sudan olugsmaktadir.

TBE, total DNA oOrneklerinin ve PCR fdiriinlerinin elektroforezinde
kullanilmistir. TBE tamponu ile agaroz jel hazirlanmis ve yiiriitme tanki

doldurulmustur.
Céozelti 10: izopropanol (TEKKIM, 211016132001)

R. oryzae suslarindan DNA izolasyonu sirasinda kullanilmstir.
Cozelti 11: Etanol (%70) (SIGMA, SZBG1890V)

70 ml Etanol, 30 ml distile sudan olusmaktadir.

R. oryzae suslarindan DNA izolasyonu sirasinda kullanilmistir.
Cozelti 12: ANTP karisimi (Thermo Fisher Scientific;10 mM)

R. oryzae suslarina ait total DNA’larin spesifik primerler ile
amplifikasyonu sirasinda kullanilmistir. Her bir ANTP’den 10mM igerecek sekilde

hazir olarak temin edilmistir.



58

Cozelti 14: Taq DNA polimeraz (Thermo Fisher Scientific, 500 U):

R. oryzae suslarina ait total DNA’larin spesifik primerler ile

amplifikasyonu sirasinda kullanilmistir.

Cozelti 15: PCR reaksiyon buffer (Thermo Fisher Scientific, 10X)

R. oryzae suslarina ait total DNA’larin spesifik primerler ile

amplifikasyonu sirasinda kullanilmistir.

Cozelti 15: MgCl: soliisyonu (Thermo Fisher Scientific, 25 mM)

R. oryzae suglarina ait total DNA’larin spesifik primerler ile

amplifikasyonu sirasinda kullanilmistir.

Cozelti 16: Ultrasaf su (EAU-BI-DISTILLEE)

R. oryzae suslarina ait total DNA silispansiyonlarinin hazirlanmasi ve PCR

islemleri sirasinda kullanilir.

Cozelti 17: Primerler (Invitrogen)

PCR hedef bolge Primer Adi Dizi (5°- 3”)

ITSI tccgtaggtgaacctgegg (Samson et al., 2014)

ITS4 tcctecgettattgatatge (Samson et al., 2014)

R. oryzae suslarina ait total DNA’larin ITS bolgesinin amplifikasyonunda

kullantlmistir.

Cozelti 18: Marker DNA (100bp-1000bpThermo Fisher Scientific):

Ticari olarak saglanan Marker DNA’ lar R. oryzae suslarina ait total

DNA’lar ve ITS bolgesi amplifikasyon iiriinlerinin uygun boyutta olup
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olmadiklarmi karsilastirmak amaci ile her elektrofez sirasinda jele ayri bir

kuyucuga yiiklenmistir.
Cozelti 19: GelRed (Biotium)

R. oryzae suslarma ait total DNA’lar ve ITS bolgesi amplifikasyon
tiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde UV altinda goriintiilenebilmesi igin

GelRed kullanilmastir.

Cozelti 21: Yiikleme boyasi (Thermo Scientific 6X Orange DNA (Loading
Dye)

60% glycerol, 60 mM EDTA, 0.03% xylene, 0.15% orange G, ve 10 mM
Tris-HCI (pH 7.6)

Yiikleme boyasi agaroz jel elektroforezinde jel ylikleme tamponu olarak
kullanilmistir.  DNA ornekleri yiikleme boyasi ile karistirilarak kuyucuklara

yiiklenmistir.
3.1.5. DNA izolasyonu Kiti (ZymoResearch Mini Prep-D6005)

R. oryzae suslarinin uygun sekilde pargalnmasi ile saflagtirilan endofungal

bakteri izolatlarindan DNA izolasyonunda kullanilmistir.

ZR Fungal/Bakteriyel DNA Kit igerigi;

Tablo 3.9. DNA Izolasyonu Kitinin icindekileri

Lysis Solution 40 ml

Fungal/Bacterial DNA Binding Buffer 100 ml

DNA Pre-Wash Buffer 15 ml

Fungal/Bacterial DNA Wash Buffer 50 ml
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DNA Elution Buffer 10 ml

ZR BashingBead Lysis Tube 50

Zymo-Spin IV Spin Filters(Orange | 50

Tops)
Zymo Spin II Columns 50
Collection tubes 150

3.1.6. Fermantasyon Substratlar

Substrat 1: Ticari yem (TY)

R. oryzae suslarimin fermantasyon yeteneklerini test etmek icin Izmir'de
(Ozlem Yem) yaygin olarak satilan pelet formlu etlik pili¢ yemi kullanilmistir.
Yemin kompozisyonu; Misir, Soya Kiipesi, Kirik Piring, Kirik Bugday, Misir
DDGS (Kuru damitict tahillar), Aygicegi tohumu kiipesi, Bulgur unu, Biskiivi
kirigi, Piring kepegi, bugday unu, Kalsiyum Karbonat, Misir Gluteni, Lizin Siilfat,
Sodyum Kloriir, Dikalsiyum Fosfat, Vitamin+Mineral Premiski, Cholin chloride

ve Treonindir.

Substrat 2: Zeytin Posasi (ZP)

Zeytin posasi, Kemal Pasa/Izmir'deki bir zeytinyagi fabrikasindan elde
saglanmistir. Hem yeme eklenerek hem de tek basina kullanilarak funguslarin

fermentasyonuna tabi tutulmustur.

3.1.7. Kullanilan Bashca Cihazlar

= 4°C soguk oda (Techno Block)
= 25°C Etiiv (Memmert)
= 37°C Etiiv (Dedeoglu)
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» (Calkalamali Inkiibatér (ZHICHENG® ZHWY-2112B)

= Distle su cihaz1 (GFL 2001/4)

= DNA Sekans Cihaz1 (ABI 3130XL, 16 KAPILLAR SISTEM)(IYTE)
» Floresan Mikroskobu (ZEISS — OBSERVER Z1)(IYTE)

= Hassas terazi (Sartorious)

= Is1 Blogu (Stuart-Scientific)

= [sik Mikroskobu (Olympus CX22)

= Jel Goriintiileme Cihazi (UVP Dual-Insentiy Transilluminator)

= Jel Goriintiileme Sistemi (BIO-RAD, VERSADOC 4000MP)(IYTE)
» Manyetik karistirict (DLAB)

= Otoklav (Hirayama)

= PCR Cihazi(Palm Cycler, Corbett Research)

* pH meter (HANNA instruments)

= Rotary Vacuum Evaporator (RE100-Pro DLAB)

= Santrifuj (Hettich)

= Sekans Analizi Cihaz1 (3130x] Genetic Analyzer, Applied Biosystems)
= Steril Kabin (Fagus)

» Thermal Cycler (BIO-RAD, C-1000) (IYTE)

* Thoma lam1

= UV-Vis spektrofotometre (VARIAN-CARY 50 Bio)

* Vorteks (Heidolph)

» Yatay Elektroforez Sistemi (Thermo, EC340, 20x20 cm) (IYTE)

» Yatay Elektroforez Tanki (Consort)

3.2. METOD

3.2.1. Fungus izolasyonu

Mikoloji laboratuvarinda stoklanan R. oryzae suslari endofungal bakteri

icermeyen suslardan secilmistir.

Ayrica piyasada satisa sunulan 7 farkli tavuk yemi ve Veteriner Arastirma
Merkezi’nden temin edilen 4 farkli yas tavuk diskisindan da R. oryzae izolasyonu

yapilmustir. [zolasyonda dékme plaka ydntemi su sekilde uygulanmistir; ilk olarak
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alinan yemler ve tavuk digkilarinin her biri i¢in 90 ml distile su bulunan erlenlere
10 g tartilarak eklenmistir. Erlende olusan bu ilk 10! seyreltmeden daha 6nce
steril ettigimiz ve icerisinde 9 ml distile su bulunan tiiplerimize her seferinde 1 ml
aktarilarak 10 e kadar bir seri seyreltme gerceklestirildi. Her seyreltmeden ayni
sekilde 1 ml petrilere aktarilmis ve yaklasik 20 ml DG-18 besiyeri ilave edilerek
ornek ve besiyerinin homojen bir sekilde karigmasi saglanmistir. Funguslarin
bliyiitmesi i¢in gerekli kosullar olan 25°C’de 7 giin boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda petrilerde hizli gelisen bol miktarda hif ve stolon
olusturmus, siyah sporangiumlar ile siyah benekli olarak karakterize edilen ve

koyu renkli sporangioforlari olan koloniler izole edilip, saflagtirilmistir.

3.2.2. Floresan Mikroskobu

Mikoloji laboratuvarindan temin edilen suslar endofungal bakteri
icermeyen suslardan seg¢ilmistir. Yeni izole edilen suslarin endofungal bakteri

icerip igermedigi ise asagida aciklandig: gibi incelenmistir.

Fungal yapilarda endofungal bakteri bulunup bulunmadiginin gosterilmesi
icin suslar SYTO 9 boyasi ile boyanip floresan mikroskobu altinda incelenmistir
(Partida-Martinez et al., 2007b). Ilk olarak R. oryzae suslart DG18 Agar
besiyerine asilanarak 27 °C'de 7 giin inkiibe edildi. Ardindan kiif miselleri 100 ml
MEB igeren erlenlere aktarilip, 2 giin boyunca 27 °C'de ¢alkalamali inkiibatérde
inkiibe edilmistir. Daha sonra bir Eppendorf tiipiindeki 0,5 ml 0,85 NaCl'ye
icerisine fungal miselyumlar ilave edildi. Fungal peletten 10 pl bir lama aktarilip
0,5 ul SYTO 9 floresan niikleik asit boyasi (Molecular Probes—S34854) eklendi.
Karanlikta 15 dakika inkiibasyondan sonra Ornekler Zeiss Axio Z1 floresan

mikroskobu altinda 500 nm eksitasyonda analiz edildi (Birol ve Giinyar 2021).

3.2.3. Antimikrobiyal Aktivite Testi

Endofungal bakteri icermeyen Rhizopus suslarinin bakteri ve fungus test
organizmalarina karst antimikrobiyal aktivitesi test edilmistir. Antimikrobiyal
aktivite testi Sugiharto et al. (2015) kullandigi yontem modifiye edilerek

uygulanmigtir. Antimikrobiyal aktivite testi i¢cin kullanilan bakteri ve funguslar,
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Ege Universitesi Biyoloji Boliimii Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji ABD

kiiltiir koleksiyonuna aittir.

3.2.3.1. Antibakteriyel Aktivite Testi

Rhizopus suslarmin antibakteriyel aktivitesini test etmek i¢in iki Gram
pozitif (Bacillus cereus ATCC 7064 ve Staphylococcus aureus ATCC 6538) ve
iki Gram negatif (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve Escherichia coli
ATCC 8739) olmak iizere dort bakteri kullamilmistir. Ilk olarak, aktivasyonlari
icin bakteriler PCA {izerinde yeniden Kkiiltiirlendi ve 37 °C'de 24 saat inkiibe
edildi. Rhizopus suslart ise PDA {izerinde yeniden kiiltiirlendi ve 37 °C'de 48
siireyle inkiibe edilmistir. Once bakteri test organizmasi besiyeri {izerine
yayilmistir. PDA ortaminda biiyiimiis fungal kiiltiirden 0,8 cm’lik disk kesilmis ve
bakteri yayilmis besiyerinin ortasina birakilmistir. Petriler 24 saat boyunca 37
°C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben, disk cevresinde iireme olmayan
bolge gorsel olarak incelendi ve Rhizopus diskleri olmayan kontrol ile
karsilastirildi, aktivitenin biiyiikliigiinii belirlemek icin biiyiimeyen bolge ¢ap1 bir

cetvel ile 6l¢iildii. Deneyler {i¢ paralel halinde yapilmistir.

3.2.3.2. Antifungal Aktivite Testi

Rhizopus izolatlarinin antifungal aktivitesini testi i¢in dort maya (Candida
albicans ATCC 64548, C. krusei ATCC 6258, C.tropicalis RSSK 665 ve C.
parapsilosis ATCC 22019) ve iki filamentli fungus Aspergillus flavus (klinik
izolat1) ve A. fumigatus (klinik izolat1) kullanilmistir. Maya test suslar1 37 °C'de
24 saat YMA'da aktive edilmistir ve A. fumigatus ve A. flavus ile test Rhizopus
suslar1 PDA iizerinde 37 °C'de 48 saat siireyle aktive edilmistir. Once maya test
organizmalar1 besiyeri iizerine yayilmistir. PDA ortaminda biiyiimiis fungal
kiltirden 0,8 cm’lik disk kesilmis ve maya yayilmis besiyerinin ortasina
birakilmigtir. Petriler 24 saat boyunca 37 °C'de inkiibe edilmistir. Yine ayni
sekilde kiif test organizmalart PDA ortamui {lizerine yayilmis, Rhizopus suslar1 0,8
cm’lik disk kullanilarak kesilerek test organizmalarinin yayildigi petri ortasina
birakilmigtir. 48 saat boyunca 37°C inkiibasyonun ardindan, disk g¢evresinde

lireme olmayan bolge gorsel olarak incelendi ve Rhizopus diskleri olmayan
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kontrol ile karsilastirildiginda, aktivitenin genigligini belirlemek i¢in biiylime

olmayan bolge ¢ap1 degerlendirilmistir. Deneyler ii¢ paralel halinde yapilmistir.

3.2.4. Gastrointestinal kosullar tolerans tahlili

3.2.4.1. On Denemeler

Ik olarak, &n deneyler genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip
Rhizopus suslar ile gastrointestinal kosullarin toleransin1 6l¢gmek i¢in yapilmistir.
Izolatlar, Sugiharto et al. (2015)'na gore asit, baz, safra tuzu ve simiile edilmis
mide suyuna toleranslar1 agisindan test edilmistir. Asidik ve bazik kosullar
tolerans testi i¢in Rhizopus suslart pH 3 veya pH 8'e modifiye edilmis PDA
izerine biiyiitiilmistiir. Bu yontem su sekilde yapilmistir; her bir gram Rhizopus
izolat1 6nceden pH degeri 3 ve 8 e ayarlanmis ve steril edilmis distile su ile 20
dakika muamele edildikten sonra PDA’ya inokiile edilerek 37 °C'de 48 saat
inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon sonrasi asit veya baza maruz kalmamis ayni

Rhizopus susu ile karsilastirma yapilir.

Safra tuzu toleransi da iki yontemle degerlendirildi; birincisi agar kuyu
difiizyon yoOntemi, ikincisi ise maruz birakma yontemiydi. Lin et al. (2003)
tarafindan tavuk bagirsagi safra tuzu ¢ozeltisi konsantrasyonunun %0,01 ile %0,7
arasinda degistigi belirtilmektedir. Bu nedenle100 ml steril distile su i¢inde ii¢
safra tuzu konsantrasyonu (%0,2, %0,4 ve %0,8) hazirlanmistir (Lin et al., 2003).
PDA bulunan 9 cm'lik bir petri kabina her test Rhizopus susu yayildi, daha sonra
0,8 mm'lik bir kuyu agild1 ve kuyucuklara her safra tuzu konsantrasyonundan 25
ul eklendi. 37 °C'de 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra kuyular1 ¢evreleyen
bir inhibisyon bolgesi, sadece damitilmis su (%0 safra tuzu) kontroliine karsi
degerlendirildi. Maruz birakma testi i¢in, 1 g Rhizopus susu, 10 ml % 0,2, %0,4 ve
%0,8 safra tuzu konsantrasyonlarina 20 dk. siire ile maruz birakildi. Yani 1gr
Rhizopus susu farkli konsantrasyonlardaki safra tuzu ¢ozeltileri ile 1slatilmistir.
Ayn1 zamanda %0 safra tuzu iceren soliisyon da kontrol olarak kullanildi. Maruz
birakma isleminden sonra test organizmalari 37 °C'de 48 saat siireyle PDA
iizerinde inkiibe edildi ve test organizmalarinin biiylimesi kontrole kiyasla

aragtirllmistir. Her iki test de ii¢ paralel halinde yapilmastir.
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3.2.4.2 Kantitatif testler

Bir tavugun sindirim sisteminden gegen ortalama yem tutma siiresi 340
dakika (5,5 saat), ortalama maksimum yem tutma siiresi ise 449 dakikadir (7,5
saat) (Svihus and Itani, 2019). Buna gore, fungal suslar 0, 4 ve 8 saat safra tuzuna
(ST) (% 2) ve simiile mide suyuna (SMS) (pH 2) maruz birakilarak dayaniklilik
diizeylerini karsilagtirmak i¢in baska bir deney yapilmistir (Lian et al. 2003,
Sugiharto et al. 2015). %2’ lik safra tuzu (100 ml distile su i¢inde 2 g oxgall safra
¢oziillir) ve simiile mide suyu (3 g/l pepsin %0,5 tuzlu su i¢inde ¢oziiliir ve pH'1
12 N HCl ile 2'ye ayarlanir) sterilize edildi. Bir g fungal pellet 1:10 safra tuzu ve
simiile mide suyu sollisyonlarina birakilip 20 saniye vortekslendi. Ardindan 37
°C'de inkiibe edildi ve her saat basi 20 saniye vortekslendi. 4 saat ve 8 saatlik
maruziyetlerin arkasindan PDA ortamina yayma plaka yontemiyle asilanarak ve
37 °C'de 48 saat petriler inkiibasyona birakilmistir. Hayatta kalma orani asagidaki

formiil kullanilarak hesaplanmistir.
%Hayatta kalma orani= (K/T) x 100

Burada K pozitif kontroliin kuru agirligidir (0 saat, yani maruziyet yok) ve T;
safra tuzuna ve simiile mide suyuna 4 veya 8 saat maruz kaldiktan sonra test

edilen fungal kiiltlirtin kuru agirligidir. Deneyler {i¢ paralel halinde yapilmigstir.
3.2.5. Antioksidan aktivite Tayini
3.2.5.1. Fungal Ekstrenin Hazirlanmasi

Ik olarak, Sugiharto et al. 2016'na gore yiiksek antimikrobiyal aktivite
gosteren 10 Rhizopus susunun fungal ekstreleri elde edilmistir. Funguslar, erlen
(250 ml) i¢inde MEB’a asilanmis ve 37°C'de 3 giin inkiibasyondan sonra kiiltiiriin
safligin1 kontrol etmek i¢in fungus kolonileri gozlemlenmistir. Fungal pelletler
daha sonra falcon tiiplere (50 ml) aktarilmistir. Kiiltiirler 5000 rpm'de 10 dakika
santrifiij edilerek ekstraksiyona baslanmistir. 1 g filtrat (¢okelti) 100 ml metanol
icinde ¢oziildli, 30 dakika ultrasonikasyona maruz birakildi ve ii¢ giin masere

edilmistir. Maserasyon siiresi boyunca her giin oda sicakliginda 30 dk manyetik
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karistirict kullanilarak homojenizasyon yapilmistir. Homojenat daha sonra doner
vakumlu buharlastirici (RE100-Pro DLAB rotary vacuum evaporator) ile 50°C' de

ve 100 rpm'de hacim 25 ml olana kadar buharlastirilmistir.

Sekil 0.1. RE100-Pro DLAB Rotary Vacuum evaporator.

Antioksidan aktivite, (Nan et al. 2009; Sugiharto et al. 2015)
yontemlerinde bazi modifikasyonlar yapilarak 2,2-difenilpikril-hidrazil (DPPH)
serbest radikal siiplirme degerlendirmesi ile Ol¢iilmiistiir. Metanol (¢oziicii)
icindeki her Rhizopus Oziitlinlin (¢oziinen) alt1 farkli konsantrasyonu (%5, %10,
%20, %30, %40 ve %50), toplam hacmi 3 ml olan spektrofotometre kiivetlerinde
hazirlanmistir. Daha sonra konsantrasyonlarin her birine, nihai hacim 2,5 ml

olacak sekilde 1 ml %0,004 DPPH ilave edilerek karisim c¢alkalandi. Bir UV-Vis
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spektrofotometresinde, 70 dakika bir platoya ulasildiktan sonra absorbanstaki

azalma 517 nm'de test edildi.

Sonuglar, ayni konsantrasyonlarda pozitif kontrol referansi (metanol
igerisinde hazirlanmis %5, %10, %20, %30, %40 ve %50 Askorbik asit tozu
konsantrasyonlar1) kullanilarak stabil bir antioksidan ile karsilastirildi. Izolatlarin

serbest radikal temizleme aktiviteleri asagidaki formiile gore hesaplandi.
Inhibisyon yiizdesi (Ip) = [(AB — AA)/AB] x 100

Ip: DPPH'nin yiizde inhibisyonu

AB: Koriin absorbanst

AA: 70 dakika sonra test edilen numunelerin absorbansi

Daha sonra ICso (Belirli bir biyolojik siireci veya biyolojik bileseni %50
oraninda inhibe etmek (indirgeme yapmak) i¢in gereken numune
konsantrasyonu), farkli konsantrasyonlarda inhibisyon yiizdesinin egiminden
hesaplandi, ardindan Askorbik asidin ICso'si ile karsilastirildi. ICso degeri ne kadar
diisiikse, antioksidan etki o kadar giicliidiir. Testler ii¢ paralel halinde yapildi.

3.2.6. Fenotipik ve genotiptik tanimlama
3.2.6.1. Fenotipik tanimlama

Antimikrobiyal aktivite testleri neticesinde en iyi antimikrobiyal aktivite
gosteren 10 izolat hem fenotipik hem de genotiptik olarak tayin edilmistir.
Izolatlar MEA ve CYA iizerinde 7 giin 25°C'de biiyiitiildiikten sonra, izolatlarin
bliylime formlar1 ve renkleri Petri kaplar1 iizerinde ve ayrica bilesik 151k
mikroskobu altinda incelenerek fenotipik tanimlama yapildi. 37 °C'de 48 saat C
ve MEA ve verileri funguslarin tanimlama semalariyla iligkilendirme (Pitt and

Hocking, 2009). Ek I ve II'ye bakiniz.
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3.2.6.2. Genotiptik tammlama

Rhizopus sp.'lerin DNA izolasyonu:

Yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip 10 adet Rhizopus sp. izolatlarindan
DNA ekstraksiyonu Liu et al.’lerinin (2000) gelistirdikleri yontemde, daha iyi

sonuglar alabilmek i¢in baz1 modifikasyonlar yaparak uygulanmstir.

izolatlar, Patates dekstroz agar besiyerine 3 nokta ekim ydntemiyle inokiile
edilmis, 27 ° C'de 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda petriden kiif
miselleri toplanarak icinde 100 ml Malt Ekstrakt Broth bulunan erlenlere
aktarilmis ve 27 © C 'de 2 giin ¢alkalamali kosullarda inkiibasyona birakilmistir.
Fungal pellet steril filtre kagidi kullanilarak siiziilmiistiir.  Filtre kagidinin
iizerinde toplanan tiim fungal pellet falcon tiiplerine aktarilmis ve -20 ° C'de

muhafaza edilmistir.

Bir miktar fungal pelleti 1,5 ml'lik mikrosantrifuj tiiplerine ayrilmistir.
Uzerine 500 pl lizis soliisyonu ilave edilerek homojennize edilmistir. Ependorflar
15 dakika boyunca 65 ° C'lik su banyosunda inkiibe edildikten sonra iizerine 150
ul 5SM potasyum ¢ozeltisi eklenerek, vortekslenmistir. Sonra ependorf tiipleri
12.000 rpm'de 5 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Siipernatant (500 ul), steril
bir ependorf tiipiine alinarak iizerine esit hacimde (500 ul) izopropanol ilave
edilerek tekrar 12.000 rpm'de 5 dakika boyunca santrifuj edilmistir. Siipernatant
uzaklastirilip ¢okelti iizerine %70'lik etanol ilave edilerek etanol presipitasyonu
yapilmistir. Sonra 12.000 rpm'de santrifuj edilip, sonrasinda etanol dokiilerek
tamamen havada kurumaya birakilmistir. Etanol tamamen uzaklagtirildiktan
sonra, DNA pelleti iizerine 50 pl ultra saf su eklenerek sulandirilmistir. Total

genomik DNA -20 ° C 'de muhafaza edilmistir (Liu et al., 2000).

Toplam DNA'larin Goriintiilenmesi ve Saflik Kontrolii:

Total DNA’larin biitlinlikleri agaroz jel elektroforezinde kontrol
edilmigtir. Tiim DNA o6rnekleri TBE tamponu ile hazirlanmis %1’ lik agaroz jelde

yuriitiilmustiir. DNA’ yi boyama amaci ile agaroz jel hazirlanirken igerisine 1 pl
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10000XGelRed (BIOTIUM) niikleik asit boyast katilmistir. 5 pl DNA soliisyonu,
1 pl yiikkleme tomponu ile karistirilarak kuyucuklara aktarilmistir. Elektroforez

90V'da 1 saat devam ettirilmistir.
Rhizopus sp.’lerin PCR ile Tanis1

Molekiiler identifikasyon igin ITS bélgesi (Transkribe Edilen I¢ Ara
Bolgeler; Internal Transcribed Spacer) gen bolgesi hedef olarak kullanilmistir.
Nuklear DNA'nin ITS1-5.8-1TS2 bolgesi (ITS), ITSI ve ITS4 primerleri ile
amplifiye edilmistir (Samson et al., 2014).

ITS PCR
ITS PCR Reaksiyon Karisimi:

PCR i¢in gerekli bilesenler tablo 1° de belirtildigi sekilde reaksiyon tiipiine

konulmustur.

Tablo 3.10. ITS-PCR i¢in reaksiyon bilesenleri ve miktarlari

Bilesik Miktar

Distile su 34.6 ul

PCR reaksiyon tamponu 5 ul (10x)

Mg>Cl 4 ul (4mM)
dNTP mix 1 pl

Primer ITS1 2 ul (10 pmol/ul)
Primer ITS4 2 ul (10 pmol/pl)
Taq DNA polimeraz 0,40 ul 2 U)
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Kalip DNA 1 pul (40-50 pg/ml)

ITS-PCR Reaksiyon Profili

Tablo 3.11. ITS PCR amplifikasyon kosullari

ISLEM DONGU SURE SICAKLIK
Baslangic 1 3dk 94°C
Denatiirasyon 1 dk 94°C
Annealing 35 1 dk 60°C
Elongasyon 1 dk 72°C

Son uzama 1 5dk 72°C
Sogutma - 0 4°C

PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR iirlinlerinin elektroforezinde Consort marka 13x15cm boyutlarinda
bir cihaz kullanilmistir. Tampon olarak TBE kullanilmis ve elektroforez %1,6'lik
agaroz jelde gerceklestirilmistir. Elektroforez, 90V'da 1 saat devam etmistir. Jel

hazirlanirken igerisine 1,2 ul 10000XgelRed (BIOTIUM) boyasi katilmistir.

Elektroforez i¢in 5 pl PCR firiinii ve 1 pl jel yiikleme tamponu karistirtlarak
kuyucuklara yiiklenmis, her elektroforez isleminde 100 bp'llk DNA marker

(Thermo Fisher Scientific) kullanilmistir.

DNA Dizi Analizi
Calismamizda amplifiye edilmis ITS boélgesi baz sirasi tayini i¢in hizmet alimi

gerceklestirilmis ve PCR {irtinleri Medsantek Laboratuvar Malzemeleri Sanayi ve
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Ticaret Ltd. Sti'ye gonderilmistir. Elde edilen veriler Finch Tv (Blast) ve Ap E
programi kullanilarak degerlendirilmistir. Tiir tayini arastirmacilarin kullanimina
actk olan Gen Bankasi’nin http://www.ncbi.nlm.gov/blast/Blast.egi web
sayfasinda, niikleotid dizilerini kiyaslanarak benzerliklerin incelenmesi ile

yapilmaigstir.

3.2.7. Rhizopus oryzae suslarinin Fermentasyon kapasitesinin Arastiriimasi

3.2.7.1. Rhizopus oryzae suslarinin ticari yemi fermentasyon kapasitesinin

arastirillmasi

Probiyotik  potansiyeli yiliksek Rhizopus izolatlarinin  fermentatif
kapasitesini test etmek i¢in kuru pelet seklinde satilan ve yaygin olarak tiiketilen
bir TY (Ozlem Yem markas1) kullanildi. Fermentasyon Sugiharto et al.’ne (2015)
gore yapildi. Homojen fermantasyon ve analizlerin daha saglikli yapilabilmesi
icin, ticari yem Ogiitiilerek toz haline getirildi. 200 g TY 1 litrelik cam
kavanozlara konuldu ve 121 °C'de 15 dakika otoklavlandi ve sogumaya birakildi.
Rhizopus suslar1 PDA {izerinde yeniden kiiltiirlendi ve 48 saat 37 °C'de inkiibe
edildi, ardindan miseller bir spatiile yardimiyla PDA igermeyecek sekilde kazindi
ve 200 ml steril damitilmis su i¢inde seyreltildi (inokulum 4 x 108 KOB/ml igerir).
Her bir sus siispansiyonu (200 ml), 200 g TY {izerinde asilandi, ardindan TY ve
as1 karistiniarak, 4 giin boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Karisim 2 giinde
bir iyice karistirilmis ve ikinci ve dordiincii gilinlerde analizler i¢in numuneler

alinmustr.

3.2.7.2 Rhizopus oryzae suslarinin Zeytin posasini fermentasyon kapasitesinin

arastirillmasi

ZP, bir zeytinyagi fabrikasindan, zeytinyagi liretim siirecinin son atik yan
iirlinli olarak 1slak bi¢imde elde edildi. 72 saat giineste kurutuldu (Christodoulou
ve digerleri, 2007) (kuru madde igerigi yaklasik %87,5) ve daha sonra homojen
fermantasyon saglamak i¢in toz formuna &giitiildi. Herhangi bir
kontaminasyondan kurtulmak i¢in ZP, 200 g igeren 1 L'lik cam kavanozlarda

121°C'de 15 dakika otoklavlandi ve ardindan sogumaya birakildi.
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Kati hal fermantasyonu (%50 nem igerigi), Sugiharto et al.’a (2015) gore
yapildi. Ug R. oryzae susu siispansiyonunun (200 ml) her biri 200 g ZP {izerinde
asilandi, ardindan ZP ve as1 karisitmi oda sicakliginda 14 giin siireyle inkiibe
edildi. Her 2 giinde bir karisim iyice karistirilmis, kimyasal ve biyolojik analizler

icin 7. ve 14. giinlerde numuneler alinmstir.

3.2.7.3. Rhizopus oryzae suslarinin Fermente zeytin posasi ile desteklenen

ticari yemi fermentasyon kapasitesinin arastirilmasi

Ug farkli R. oryzae susunun zeytin posasini fermentasyon kapasiteleri
aragtirllmis ve en iyi sonucu 284 kodlu susun verdigi belirlenmistir. Bu sus ve
zeytin posasinin fermentasyonundan elde edilmis fermente zeytin posasi farkli
oranlarda ticari yemin igerisine eklenmis ve yemin analizi tekrar yapilmistir.
Bunun i¢in fermente edilmis zeytin posast 0, 40, 60 ve 80 g toz halinde
ogitiildiikten ve 1 L'lik kavanozlarda otoklavlandiktan sonra sirasiyla 200, 160,
140 ve 120 g ticari yeme (Ozlem yem) ekleyerek %0 (kontrol), %20, %30 ve

%40'lik karisimlar elde edilmistir. Her bir yem 6rnegi 3 tekrar analiz edilmistir.

3.2.7.4. Biyolojik analizler

FZP ile takviye edilmis TY, ZP ve TY'nin fermentasyonundan sonra
fungal biliylimenin degerlendirilmesi i¢in, her numuneden 10 g 100 ml pepton
cozeltisine ilave edildi, ardindan pepton ¢ozeltisi iginde seri seyreltmeler yapilds,
ardindan MEB f{izerinde asilama ve 37 °C'de 48 saat inkiibasyon yapildi. Sonra
numune siiziildii, yikandi ve kuru agirlik degerlendirmesi icin kurutuldu ve
ardindan fermentasyondan onceki kuru agirlik ile karsilagtirildi. Testler ii¢ paralel

halinde yapilmistir.

3.2.7.5 Kimyasal analizler

Tim numuneler (TY, 92/1 izolat ile FTY, 236/2 izolat ile FTY, 284 izolat
ile FTY, ZP, 92/1 izolat ile FZP, 236/2 izolat ile FZP, 284 izolat ile FZP, TY +
%20 284 izolat ile FZP, TY + %30 284 izolat ile FZP, ve TY + %40 284 izolat ile

FZP) kimyasal analizler i¢in Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zoo-Teknoloji
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Yem Analiz Laboratuvarma gonderildi. Yapilan analizler kuru madde, ham
protein, ham kiil, ham yag, ham lif, seker ve nisasta testleridir. Analizler ii¢
paralelli olarak yapilmistir. Metabolize edilebilir enerji (ME) Kcal/Kg seviyeleri,
Carpenter ve Clegg (Karayagiz ve Biilbiil 2015) tarafindan kullanilan denklem

kullanilarak hesaplanmistir:

ME = 38 * [(Ham protein) + (2,25 * Ham yag) +(1,05 * Seker) + (1,1 * Nisasta)]
+53

Fermentasyonun yem kalitesi iizerindeki etkisini gostermek icin yem

bilesenlerindeki azalma/artis asagidaki formiile gore hesaplanmstir:

%degisiklik= [(F — U)/F] x 100

Burada F, fermantasyondan sonraki bilesen degeridir (veya takviye deneyinde
ilave edildikten sonra) ve U, fermantasyondan onceki bilesen degeridir (veya
takviye deneyinde ilave edilmeden once). Degisim yiizdesi pozitif ise artig, negatif

ise diisiis oldugu seklinde yorumlanmaistir.

3.2.8. istatistiksel analizler

Antimikrobiyal  aktivite deneylerinde ve inhibisyon bdlgeleri
ortalamalarinin ve yem analiz sonuglarinda ortalamalarin standart sapmasi (SEM)
hesaplanmigtir. Gastrointestinal tolerans On deneyleri icin istatistiksel analiz

yapilmamistir.

Bagimli degiskenler olarak pH 2 ve %2 BS'de Rhizopus izolatlarinin
simiile edilmis mide suyuna kars1 gastrointestinal toleransini degerlendirmek igin
GraphPad Prism programi kullanilmistir, bagimsiz degiskenler olarak 4 ve 8
saatlik maruziyetten sonra, organizmanin hayatta kalmasi tizerindeki etkisini

arastirmak icin Iki Yonlii ANOVA testi kullanilmistir.

Antioksidan yetenegi anlamak i¢in 10 Rhizopus 6ziitiiniin 1Cso'sini pozitif
kontroliin IC50'sini, standart askorbik asit ile karsilastirmak icin tek yonli

ANOVA testi kullanildi. Daha sonra, hoc testi ¢alistirildi.
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Rhizopus izolatlarinin fermentatif kapasitesini arastirmak igin ki Yonlii
ANOVA testi, TY'nin fermantasyonu Oncesine kiyasla 2 ve 4 giinliik, ZP'nin
fermantasyonu Oncesine kiyasla 7 ve 14 giinliik fermentasyondan sonra ve FZP ile
TY ilavesinden once ve sonra fungal kuru agirlik ve yem bilesenindeki
degisiklikleri ve yemdeki degisikliklerinin ortalama degerlerini karsilagtirmaya

aragtirmak i¢in kullanilmistir.

Tim ANOVA testlerinde, tekrar sayis1 iic (n = 3), ortalamalar ve
ortalamalarin standart sapmasi (SEM) hesaplandi, veri normalligi ve varyans

esitligi saglandi ve farkliliklar p < 0,05'te anlaml1 kabul edilmistir.
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4. Bulgular

4.1 Fungus izolasyonu

Piyasada satisa sunulan ve tavuk beslenmesinde kullanilan 7 farkli yemden
ve Izmir/Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisiinden alman 4 farkl
yas tavuk diskisindan Rhizopus spp. izolasyonu yapilmistir. Petride ¢ok hizli
gelisen, steril uzun hifleri/stolonlar1 olusturan, sporangiumlari nedeniyle siyah
noktalar olarak ortaya ¢ikan ve koyu renkli sporangioforlara sahip koloniler izole

edilmistir ve saflastirilmistir.

4.2 Floresan mikroskobu

Daha onceki projeler kapsamimda izole edilen tim Rhizopus izolatinin
endofungal bakteri igerip igermedikleri yoniinden incelenmistir. Bu ¢alisma icin
hazir yemlerden ve tavuk diskilarindan izole edilen yeni Rhizopus izolatlar1 igin
de ayrica endofungal bakteri yoniinden tarama yapilmistir. Endofungal bakteri
igermeyen suslar calismaya dahil edilmistir. 82 adet daha 6nceki ¢calismalar nedeni
ile elimizde bulunan, 9 adet farkli yem 6rneklerinden ve 3 adet tavuk diskisindan

izole edilen olmak iizere 94 adet Rhizopus izolat1 ¢alismaya dahil edilmistir.
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Sekil 0.1. Zeiss Axio Z1 floresan mikroskobu altinda (eksitasyon 500 nm), a. Endofungal bakteri
icermeyen ve b. Yesil floresan lekeler olarak goriinen kokobasil seklinde endofungal bakterileri

iceren bir Rhizopus izolatinin miselyumu.

4.3. Antimikrobiyal Aktivite Testi

94 Rhizopus izolatinin antimikrobiyal aktivite analizinin sonuglar1
(inhibisyon zon ¢aplarinin ortalamalar1 ve SEM'i (Ortalamalarin standart sapmasi)
tablo 4.1'te gosterilmektedir. 94 Rhizopus izolatindan 66 tanesi sadece
antibakteriyel 26 tanesi sadece antifungal aktiviteye sahip bulunmustur. Bununla
birlikte, test edilen 94 izolatin 10'u en az bir bakteri, bir maya veya bir filamentli
fungusa kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip bulunmustur (tablo 4.2 ve sekil 4.2).
Bu izolatlar 32, 43/1, 61, 86, 92/1, 103, 123, 228, 236/2 ve 284" kodlu izolatlardur.
Hepsi daha onceki projede sirasinda izole edilmis izolatlardir. Tavuk digkis1 ve
tavuk yeminden izole edilen izolatlarda hem antibakteriyel hem antifungal (genis

spektrum) antimikrobiyal aktivite saptanamamustir.



Sekil 0.2 a. P. aeruginosa ekilmis petri (kontrol amaci ile kullanilmistir) b. P. aeruginosa'ya karsi
inhibisyon zonu gosteren 92/1 kodlu Rhizopus izolatinin antibakteriyel aktivitesi. ¢. P.
aeruginosa'ya karsi bir inhibisyon zonu gosteren 236/2 kodlu Rhizopus izolatinin antibakteriyel
aktivitesi. d. A. flavus ekilmis petri (kontrol amaci ile kullanilmistir). e. A. flavus'a kars1 32 kodlu
Rhizopus izolatinin antifungal aktivitesini gosteren inhibisyon zonu. f. Tiim petride biiyliyen ve A.
flavus'un bliylimesini tamamen engelleyen 228 kodlu Rhizopus izolatinin antifungal aktivitesi.

. 32 kodlu sus, 3 bakteriye (B. cereus, S. aureus ve P. aeruginosa) karsi
antibakteriyel aktivite,1 mayaya (C. parapsilosis) kars1 ve 2 filamentli fungusa (4.

fumigatus ve A. flavus) kars1 antifungal aktivite gostermistir.

. 43/1 kodlu sus, 2 bakteriye (B. cereus ve S. aureus) karsi antibakteriyel
aktivite,1 mayaya (C. parapsilosis) kars1 ve 2 filamentli fungusa (4. fumigatus ve
A. flavus) kars1 antifungal aktivite gostermistir. 61 kodlu sus, 2 bakteriye (B.
cereus ve P. aeruginosa) karsi antibakteriyel aktivite, 3 mayaya kars1 (C.
albicans, C. krusei ve C. tropicalis) ve 2 filamentli fungusa (4. fumigatus ve A.

flavus) kars1 antifungal aktivite gostermistir.

. 86 kodlu sus, 3 bakteriye (B. cereus, S. aureus ve P. aeruginosa) karsi
antibakteriyel aktivite,3 mayaya (C. albicans, C. krusei ve C. tropicalis) kars1 ve 2
filamentli fungusa (4. fumigatus ve A. flavus) kars1 antifungal aktivite

gostermistir.
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. 92/1 kodlu sus, 3 bakteriye (B. cereus, S. aureus ve P. aeruginosa) karsi
antibakteriyel aktivite,] mayaya (C. albicans) kars1 ve 2 filamentli fungusa (4.

fumigatus ve A. flavus) kars1 antifungal aktivite gostermistir.

. 103 kodlu sus, 3 bakteriye (B. cereus, S. aureus ve P. aeruginosa) karsi
antibakteriyel aktivite,2 mayaya (C. albicans ve C. tropicalis) kars1 ve 2 filamentli

fungusa (4. fumigatus ve A. flavus) kars1 antifungal aktivite gostermistir.

. 123 kodlu sus, 2 bakteriye (S. aureus ve P. aeruginosa) karsi
antibakteriyel aktivite,3 mayaya (C. albicans, C. krusei ve C. parapsilosis) karsi

ve | filamentli fungusa (4. flavus) kars1 antifungal aktivite gdstermistir.

. 228 kodlu sus, 2 bakteriye (S. aureus ve P. aeruginosa) Xkarsi
antibakteriyel aktivite, 4 mayaya (C. albicans, C. krusei, C. tropicalis ve C.
parapsilosis) kars1t ve 2 filamentli fungusa (4. fumigatus ve A. flavus) karsi

antifungal aktivite gostermistir.

. 236/2 kodlu sus, 3 bakteriye (B. cereus, S. aureus ve P. aeruginosa) karsi
antibakteriyel aktivite,1 mayaya (C. parapsilosis) karsi ve 2 filamentli fungusa (4.

fumigatus ve A. flavus) kars1 antifungal aktivite gostermistir.

. 284 kodlu sus 4 bakteriye (B. cereus, E. coli, S. aureus ve P. aeruginosa)
kars1 antibakteriyel aktivite, 2 mayaya (C. tropicalis ve C. parapsilosis) kars1 ve 2
filamentli fungusa (A. fumigatus ve A. flavus) karst antifungal etkinlik

gOstermistir.
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Tablo 0.1. 10 Rhizopus izolatinin 4 bakteri, 4 maya ve 2 kiife karg1 antimikrobiyal aktivitesi, inhibisyon zon ¢aplan
Test Edilen Bakterilere Kars: Antimikrobiyal

Aktivite Testleri

Test Edilen Mayalara Kars: Antimikrobiyal

Aktivite Testleri

Test Edilen Filamentli
Funguslara Kars
Antimikrobiyal

Alktivite Testleri

Rhizopus
kodu

17
2972
32
34
36
41
43/1
49/1
55
57/1
58
59/1
61

Buacillus ceres

0(£0,00)
0(£0,00)
1,80(£0,10)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
1,63(£0,15)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
1.20(0,00)

Escherichia coli

0(£0,00)
0(0,00)
0(x0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(0,00)
0(x0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(0,00)
0(x0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)

Pseudomoncas
aeruginosa

0(0,00)
4.13(£0,06)
2,43(£0,15)
1,83(£0,25)
4.07(x0,12)

0(0,00)

0(0,00)
1,73(£0,06)

0(0,00)
3,70(£0,10)

0(0,00)
2,03(£0,58)
3.60(=0,10)

Staphyvlococcus
aureus

0(£0,00)
3.30(x0.26)
2.97(20.21)
0(0,00)
0(£0,00)
0(0,00)
3.33(20.15)
0(0,00)
0(£0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(£0,00)

Candida
albicans

0(£0,00)
1,93(£0,06)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
1.93(0,12)

Candida krusei

0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
2,1(20,10)

Candida
tropicalis

0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
1,6(=0,10)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
0(£0,00)
2,1(20,21)

Candida
parapsilosis

0(£0,00)
1.7(0,10)
1.6(=0,10)
0(0,00)
0(£0,00)
0(0,00)
1.7(0,10)
0(0,00)
0(£0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(£0,00)

Aspergillus

fimigatus

Aspergillus
Sflavus

0(+0,00) 0(+0,00)
0(=0,00) 0(=0,00)
3.,5(x0,10)  3.4(=0.36)
0(=0,00) 0(0,00)
0(+0,00) 0(+0,00)
0(=0,00) 0(=0,00)
3,73(x0.38) 2.97(x0.15)
0(=0,00) 0(0,00)
0(+0,00) 0(+0,00)
0(=0,00) 0(=0,00)
0(=0,00) 0(=0,00)
0(=0,00) 0(0,00)
TP(+0,00) TP(=0,00)
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63
64
67
74
76
76/1
86
921
100
100/1
102
103
104/1
10972
111
112
120
123
124
1291
130
130/1

2,17(20,21)
1,20(0,00)
0(=0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(=0,00)
2.07(20,12)
1.40(20,10)
1,27(0,06)
0(=0,00)
0(0,00)
2,80(x0,10)
0(=0,00)
0(0.00)
0(=0.00)
0(=0,00)
0(0.00)
0(=0.00)
0(=0,00)
0(0.00)
0(0,00)
0(=0,00)

0(0,00)
0(0.,00)
0(20.,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(20.,00)
0(x0.00)
0(0,00)
0(20,00)
0(0.00)
0(0,00)
0(20,00)
0(20,00)
0(0,00)
0(0.,00)
0(20.,00)
0(x0,00)
0(0.,00)
0(20.,00)
0(x0.00)
0(0,00)
0(20,00)

1,73(20,06)
3,70(0,10)
4,67(x0,29)
3.33(20,58)
0(0.00)
0(0.00)
2,53(20,06)
1,70(x0,10)
2,00(0,10)
0(%0.00)
0(0.00)
2,60(0,10)
0(0.00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0.00)
1,63(20,15)
2,33(x0,06)
0(0.00)
0(20.00)
1,73(20,31)
2.47(x0,50)

1,77(0,15)
0(0,00)
0(0.,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0.,00)
2.93(20,15)
2,03(20,15)
1,90(0.10)
0(0.,00)
0(0,00)
2.67(x0.06)
0(0.00)
0(0,00)
2.23(£0,15)
0(0.,00)
2,43(20,06)
1,40(0,00)
0(0.,00)
0(0.,00)
0(0,00)
0(0.00)

0(0.00)
0(0,00)
0(=0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(=0,00)
2.3(20,10)
1.4(£0,10)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(0.00)
1,7(x0.14)
0(=0,00)
0(0.00)
0(0,00)
0(=0,00)
0(0.00)
1.93(=0,06)
0(=0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(=0,00)

0(0,00)
0(0,00)
0(20,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(20,00)

2.27(x0,38)

0(0,00)
0(20,00)
0(0.00)
0(0,00)
0(20,00)
0(20,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(20,00)
0(20,00)

1,67(+0,06)

0(20,00)
0(0.00)
0(0.,00)
0(20,00)

0(0.00)
0(=0.00)
0(=0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(=0,00)

2.47(0.10)

0(0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(0,00)
1,9(20,10)
0(=0,00)
0(0.00)
0(=0.00)
0(=0,00)
0(0.00)
0(=0.00)
0(=0,00)
0(0.00)
0(0,00)
0(=0,00)

0(0.00)
0(0,00)
0(=0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(=0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0,00)
0(=0,00)
0(0.00)
0(0,00)
0(=0,00)
0(0.00)
0(0,00)
0(=0,00)
0(0.00)
1.75(0,07)
0(=0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0,00)

0(0.00)
0(0,00)
0(=0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(=0,00)
3,1(20,30)
6.33(£0,29)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(0.00)
4,83(x0,29)
0(=0,00)
0(0.00)
0(0,00)
0(=0,00)
0(0.00)
3.83(0,76)
0(=0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(=0,00)

0(0.00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0.00)
2,30(0,36)
TP(+0.00)
0(0.00)
0(%0.00)
0(0.00)
TP(0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(0.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(0.00)
0(0.00)
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1381
140
14072
154/1
155
159
213
216
216/1
217
218
221
226/1
228
230
231
23572
236
236/1
236/2
244
2471

0(0,00)
0(20.00)
0(0.00)
0(20.,00)
0(0.00)
0(0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(0,00)
0(20.00)
1.63(0,35)
1,77(0,15)
0(0.00)
1.47(0,06)
1.33(20,23)
1.60(=0,00)
2.00(0,20)
1.53(20,31)
1,45(x0,07)
0(20.00)
0(0,00)

0(0.,00)
0(=0.00)
0(0.00)
0(0.00)
0(=0.00)
0(0.,00)
0(=0.00)
0(=0.00)
0(=0.00)
0(0.,00)
0(0.,00)
0(0.00)
0(0.,00)
0(=0.00)
0(0.,00)
0(=0.00)
0(=0.00)
0(=0.00)
0(=0.00)
1,20(£0,00)
1.80(0,00)
0(0.,00)

0(0.,00)
0(20.00)
0(0.00)
0(20.00)
3,47(20,06)
0(0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(20.00)
1.63(=0,06)
1,90(0,10)
0(0.00)
0(0.,00)
1.40(0,17)
0(0,00)
0(20.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(0.00)
0(20.,00)
0(20.00)
0(0.,00)

0(=0,00)
4,40(0,17)
0(=0.,00)
0(0,00)
3,17(x0.35)
0(=0,00)
0(=0.,00)
0(=0.,00)
0(x0,00)
0(=0,00)
0(0,00)
0(=0.,00)
0(=0,00)
1,70(x0,14)
0(=0,00)
0(x0,00)
0(=0.,00)
0(x0,00)
0(=0.,00)
1,37(0,06)
0(x0,00)
2.50(x0,53)

0(0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0,00)
0(0.00)
0(0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0,00)
0(20.,00)
0(0.00)
0(0,00)
1.55(0,10)
0(0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0.00)
0(20.,00)
2.8(20,21)
0(0,00)

0(0,00)
0(20.00)
0(20.00)
0(20.,00)
0(0.00)
0(0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(0,00)
0(20.00)
0(20.00)
0(0,00)
2,33(0,28)
0(0,00)
2.97(£0,55)
0(0.00)
0(20.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(20.00)
0(0,00)

0(0,00)
0(20.00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0.00)
1.43(=0,15)
1.90(0.26)
0(0,00)
0(%0.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(0.00)
0(0,00)
0(20.00)
0(0,00)

0(0.,00)
0(=0.00)
0(=0.00)
0(0.00)
2.30(0.26)
0(0.,00)
0(0.00)
0(=0.00)
0(=0.00)
0(0.,00)
0(0.00)
0(=0.00)
1,7(x0.14)
2.03(0.42)
0(0.,00)
0(=0.00)
0(=0.00)
0(=0.00)
0(0.00)
2,53(£0,12)
0(=0.00)
0(0.,00)

0(0,00)
0(20.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(%0.00)
0(0,00)
0(0.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(0,00)
0(20.00)
0(0.00)
0(0,00)
TP(+0.00)
0(0,00)
0(%0.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(0.00)
TP(£0.00)
0(20.00)
0(0,00)

0(0.00)
0(0.00)
0(x0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(x0.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(0.00)
0(0,00)
0(x0,00)
0(0.00)
TP(+0,00)
0(0,00)
0(z0.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(x0.00)
TP(£0,00)
0(20.00)
0(0.00)
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252
255
284
269
269/1
272
278/3
286
2951
303
308
319
3211
322
323
3241
328
329
333
3331
335
336/2

0(0,00)
0(0,00)
1,63(£0,06)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
2.07(0,12)
0(0,00)
1,33(20.23)
0(0,00)
0(0,00)
1.80(=0,10)
1.65(0,07)
1.40(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
1.37(0,25)
1.80(0,14)
1.93(0,15)
0(0,00)
1.40(0,00)

0(0.00)
2.00(0,35)
1,50(£0,26)

0(0.00)

0(0,00)

0(0.00)
1.47(£0,06)

0(0,00)

0(0.00)

0(0.00)

0(0,00)

0(0.00)

0(0,00)

0(0,00)

0(0.00)

0(0,00)

0(0,00)

0(0,00)

0(0.00)

0(0,00)

0(0.00)

0(0.00)

0(0,00)
2.90(0,10)
1,35(£0,07)

0(0,00)

0(%0,00)
3.50(0,62)
2.00(£0,28)
3.83(£0,29)

0(x0,00)

0(0,00)
1.83(0,15)

0(x0,00)

0(0,00)
2.95(0,07)
3.07(x0,12)
3.10(x0,20)

0(%0,00)

0(%0,00)

0(0,00)
2.80(0.,26)

0(0,00)

0(0,00)

0(=0,00)
3.23(x0,21)
1.40(0,10)
0(=0,00)
2.00(x0,20)
0(0.,00)
2,60(0,17)
2.40(x0,36)
3.20(x0,10)
0(0,00)
0(0,00)
2.77(x0,25)
0(0,00)
3,10(x0,36)
2.80(x0,44)
2.20(x0,26)
3,13(x0,33)
0(0,00)
0(=0,00)
2.43(x0,29)
2,73(20,21)
0(=0,00)

0(0.00)
0(0.,00)
0(0,00)
0(0.00)
0(0.,00)
1,93(£0,15)
0(0,00)
0(0.,00)
0(0.00)
0(0,00)
0(0.,00)
0(0.00)
0(0.,00)
0(0.,00)
0(0.00)
0(0.,00)
0(0.,00)
0(20.,00)
0(0.00)
0(0.,00)
0(0,00)
0(0.00)

0(£0.00)
0(£0,00)
0(0.00)
0(£0,00)
0(£0.00)
2,90(x0,25)
0(0.00)
0(£0.00)
0(£0.00)
0(0.00)
0(£0.00)
0(£0.00)
0(£0,00)
0(£0.00)
0(£0.00)
0(£0,00)
0(£0.00)
0(£0,00)
0(£0.00)
0(£0,00)
0(0.00)
0(£0.00)

0(0.00)
0(0.,00)
2.23(20.21)
0(0.00)
0(0.,00)
0(20.00)
0(0,00)
0(0.,00)
0(20.00)
0(0,00)
0(0.,00)
0(20.00)
0(0.,00)
0(0.,00)
0(20.00)
0(0.,00)
0(0.,00)
0(0,00)
0(0.00)
0(0.,00)
0(0,00)
0(0.00)

0(0.00)
0(0.,00)
2.33(20,12)
0(0.00)
0(£0.,00)
1,55(x0.21)
0(0,00)
2,10(x0,10)
0(0.00)
0(0,00)
0(£0.,00)
0(0.00)
0(0.,00)
0(£0.,00)
0(0.00)
0(0.,00)
0(£0.,00)
0(%0,00)
0(0.00)
0(0.,00)
0(0,00)
0(0.00)

0(0.00)
0(0.00)
TP(£0.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(20.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(20.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(20.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(20.00)
0(0.00)
0(20.00)
0(20.00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0.00)
0(0.00)

0(£0.00)
0(£0,00)
TP(£0.00)
0(£0,00)
0(£0.00)
0(£0.00)
0(0.00)
0(£0.00)
0(£0.00)
0(0.00)
0(0,00)
1,77(x0.25)
0(£0,00)
0(£0.00)
0(£0.00)
0(£0,00)
0(£0.00)
0(£0,00)
0(£0.00)
0(£0,00)
2.35(20,06)
0(£0.00)
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338
344
346

11—1

115

121

314

321

411

413

415

423

9]

1,60(0.14)
0(0,00)
2.10(0,00)
0(0,00)
1,35(0.16)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
1,35(0,13)
1.90(0.15)
0(0,00)
1,35(0.18)
0(0,00)

0(=0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)

0(=0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)
4.00(20,37)
0(0,00)
0(0,00)
0(=0,00)
0(0,00)
0(=0,00)
3.67(£0,41)
3.50(+0,36)
0(=0,00)
1,83(x0,22)
0(=0,00)

0(0,00)
2,60(0,10)
0(=0,00)
0(0,00)
3,73(£0,23)
0(0,00)
3,73(£0,28)
0(=0,00)
0(0,00)
0(=0,00)
3,67(20,36)
3,07(£0,42)
0(0,00)
1,63(0,19)
0(=0,00)

0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
2,10(20.21)
2,50(0,34)
0(0,00)

0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
1,90(0,22)
0(0,00)
0(0,00)

1,93(20,17) 2,40(x0.41)
2.00(x027) 2,27(+0.34)

0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)

0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(+0,00)

0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
1,90(0,14)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
1.90(0,20)
0(0,00)

+SEM: Ortalamalarin standart sapmasi (n=3), O: inhibisyon bdlgesi yok, TP: Tam plaka inhibisyon bdlgesi

0(0,00)
0(=0,00)
0(=0,00)
0(0,00)
1.97(0.,10)
2,00(0,29)
2.77(20,28)
0(=0,00)
0(0,00)
2.00(0,28)
0(0,00)
0(=0,00)
0(0,00)
2.67(20.27)
0(=0,00)

0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)

0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)
0(0,00)



Tablo 4.2. 4 bakteri, 4 maya ve 2 filamentli fungusa kars1 en yiiksek antimikrobiyal aktivite gdsteren 10 Rhizopus izolati, inhibisyon zonu ¢aplart mm olarak ve (SEM).
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?awwww Sus 32 4311 61 86 92/1 103 123 228 236/2 284
Bacill 1,80 1,63 1.20 2.07 1,40 2.80 1.45 1.63
ACILILUS CEFels - -
(£0,10)  (0,15)  (20,00) (20,12)  (0,10)  (20.10) (£0,07)  (20.06)
1,20 1,50
m Escherichia coli (20.00) (£0.26)
Bm Pseudomonas 2,43 3.60 2.53 1,70 2,60 2.33 1,40 1,35
aeruginosa (£0,15) (£0,10)  (20,06)  (£0,10)  (£0,10)  (£0,06)  (20,17) (£0,07)
Staphylococcus 2,97 3,33 2,93 2,03 2,67 1.40 1,70 1,37 1,40
aureus (£0.21)  (20.15) (£0,15)  (%0,15)  (%0,06)  (£0,00)  (0,14)  (20,06)  (0.10)
1,93 2,30 1.4 1.7 1,93 1,55
Candida albicans - - i i i i - -
(£0,12)  (£0,10)  (%0,10)  (£0,14)  (£0,06)  (20,10)
2.1 2,27 1.67 2,33
- Candida krusei - - _ - - _ . - -
B anaiea kriset (£0,10)  (20,38) (£0,06)  (20,28)
N~ Condida rovicalis 1.6 2.1 2,47 1.9 1,90 2.23
andgiaa ropica - - - -
4 (20.10)  (20.21)  (%0.10) (£0,10) (£0,26) (£0.21)
Candida 1.6 1.7 1.75 2,03 2.53 2,33
parapsilosis (£0.10)  (£0,10) (£0.07)  (x0,42)  (20,12)  (x0.12)
T B Aspergillus 3.5 3,73 TP 3.1 6,33 4,83 3,83 TP TP TP
: 5 fumigatus (£0,10)  (20,38)  (20,00)  (20,30)  (20,29) (20,29) (20,76)  (£0,00)  (£0,00)  (20,00)
S ,m. Aspergillus 34 2.97 TP 2.30 TP TP TP TP TP
&8 flavus (£0,36)  (20,15)  (20,00)  (20,36)  (20,00)  (0,00) (£0,00)  (£0,00)  (0,00)

+SEM: Ortalamalarmn standart sapmasi1 (n=3). -: inhibisyon blgesi yok, TP: Tam plaka inhibisyon bélgesi.
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4.4 Gastrointestinal kosullar1 tolerans saptanmasi

4.4.1 On Denemeler

Genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip 10 izolat i¢in asit ve
alkali kosullar1 tolerans testleri yapilmig ve asidik veya bazik bir ortamda
biiyiitiildiiklerinde ve asidik-bazik ¢ozeltilere batirildiginda hepsi pH 3 ve pH 8'e
kars1 tolerans gostermistir. 10 izolat disk diflizyon yontemi ile %0,2, %0,4 ve
%0,8 safra tuzu konsantrasyonlarina tabi tutulduklarinda higbir inhibisyon zonu
tespit edilmemistir. Ayrica izolatlar aym1 ii¢ konsantrasyonda 20 dakika
bekletildikten sonra PDA iizerinde biiyiime potansiyeline sahip olduklar

gozlenmistir. Sonugclar tablo 4.3 verilmistir.

Tablo 4.1. Asidite ve alkalilik 6n denemelerin (inokiilasyon ve maruz birakma) kalitatif testin
sonugclari

Rhizopus pH 3’te pH 3’te Maruz pH 8’de pH 8’de
sug code Inokiilasyon birakma Inokiilasyon Maruz

birakma
32 +,+,+ +,+,+ +,+,+ +,+,+
43/1 +5 +,+,+ +,+,+ +,+,+
61 +,+,+ +,+,+ +,+,+ +,+,+
86 +,+,+ +,+,+ +,+,+ +,+,+
92/1 +,+,+ +,+,+ +,+,+ +,+,+
103 +,+,+ +,+,+ +,+,+ +, 4+
123 +,+,+ +,+,+ +,+,+ +,+,+
228 +,+,+ +,+,+ +,+,+ +,+,+
236/2 +,+,+ +,+,+ +,+,+ +,+,+
284 +,+,+ +,+,+ +,+,+ +,+,+

+: biiyiime var.
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Sekil 4.3. Simiile edilmis mide suyu pH 2 ve safra soliisyonu %2 i¢inde 10 adet R. oryzae
izolatinin hayatta kalma siiresi. Farkli maruz kalma siirelerinin hayatta kalma degerleri {izerine
etkisi 6nemli dlc¢tide farkli bulunmustur. Burada * (p < 0,05), ** (p <0,01) ve *** (p <0,001)
temsil ediyor.
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4.4.2 Kantitatif testler

Sekil 4.3., 10 Rhizopus izolatinin 8 saat siire ile pH 2 kosullarina ve
%?2’lik safra sollisyonu kosullarina maruziyetin ardindan hayatta kalma oranim
gostermektedir. Genel olarak, pozitif kontrol (0. Saat) ile karsilastirildiginda ¢ogu
izolat i¢in 4 saat sonra ihmal edilebilir bir diislis vardi, ancak 8 saat sonra %60’ a
varan oranda (6rnegin, %2 BS'ye maruz kalan 228 kodlu izolat) olduk¢a 6nemli
bir diisiis vardi. Bununla birlikte, higbiri tamamen inhibe olmadi. Bu nedenle 8
saatlik maruziyetten sonra hala tolerans goriilmiistiir. Istatistiksel olarak, Iki
Yonlii ANOVA testi ile agikga gosterildigi gibi (tablo 4.4), hem 4. saat hem de 8.
saat icin SGJ'ye maruz kaldiktan sonra 10 izolatin hepsinin hayatta kalma

diizeyinde 6nemli bir degisiklik olmadi.

Bununla birlikte, %2 BS'ye maruz kalma testlerinin sonuclarina bakildiginda;
organizmalarin ¢ogu i¢in (43/1 ve 86 kodlu izolatlar hari¢) 8 saat sonra hayatta
kalma seviyeleri ortalamalarinda 6nemli farkliliklar gostermistir. Ozetlemek
gerekirse, 10 izolatin tiimii gastrointestinal sistem kosullarina toleransl olarak
bulunmustur. Safra tuzunun etkisi tiim suslar lizerinde simiile edilmis mide
suyuna gore daha etkiliydi. Ancak yine de 8 saatlik maruziyetten sonra tamamen
oldiirticii degildir.

Tablo 4.2. 10 Rhizopus susunun safra tuzuna ve simiile edilmis mide suyuna maruz birakilmadan

once ve sonraki sonuglarin karsilastirilmast ile elde dilen farki ve 6nemini gosteren istatistiksel
analiz.

Suslar 4 saat 8 saat
0 saat Fark | P degeri | Aciklam Fark P degeri | Aciklam
a a
32 8GJ -1,245 | P>0,05 ns -22,28 P>0,05 ns
32 BS 1,356 | P>0,05 ns -44,62 P < 0,05 *
43/1 SGJ -3,326 | P>0,05 ns -21,75 P>0,05 ns
43/1 BS -10,49 | P>0,05 ns -39,82 P> 0,05 ns
61 SGJ -18,10 | P>0,05 ns -23,07 P> 0,05 ns
61 BS 5,152 | P>0,05 ns -45,37 P < 0,05 *
86 SGJ -7,006 | P>0,05 ns -10,70 P> 0,05 ns
86 BS -6,175 | P>0,05 ns -37,50 P>0,05 ns
92/1 SGJ -13,76 | P>0,05 ns -24,77 P>0,05 ns
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0,0474

92/1 BS 8 P>0,05 ns -43,78 P <0,05 *

103 SGJ -14,12 | P>0,05 ns -26,16 P>0,05 ns
103 BS -16,26 | P>0,05 ns -48,39 P <0,05 *

123 SGJ -1,098 | P>0,05 ns -36,80 P>0,05 ns
123 BS -14,27 | P>0,05 ns -51,00 P<0,01 *x
228 SGJ -6,089 | P>0,05 ns -37,34 P>0,05 ns
228 BS -21,84 | P>0,05 ns -66,21 P<0,001 ek
236/1 SGJ | 0,1853 | P>0,05 ns -23,42 P>0,05 ns
236/1 BS -13,03 | P>0,05 ns -54,60 P<0,01 ok
284 SGJ -8,491 | P>0,05 ns -10,15 P>0,05 ns
284 BS -18,71 | P>0,05 ns -53,42 P<0,01 *x

ns: dnemi yok * (p < 0,05)’te 6nemi, ** (p < 0,01)’de dnemi, *** (p < 0,001)’de Gnemi
4.5 Antioksidan Aktivite Tayini

10 izolatin pozitif kontrol absorbansina kiyasla absorbansi ve serbest
radikal siipiiriici aktiviteyi temsil eden inhibisyon yiizdesi (IP) Sekil 4.4.'de
gosterilmektedir. Beklendigi ve ilgili literatiirde 6nceden kanitlandig1 gibi, IP ve
absorbans arasindaki iliski ters orantilidir. inhibisyon yiizdesi grafiginden (Sekil
4.4), her numunenin ve pozitif numunenin %350 inhibisyon konsantrasyonu (ICso)
egim denklemlerinden hesaplanabilir. Sekil 4.5, her numunenin askorbik aside
kars1 IC50'sini gosterir. Hangi izolatlarin yiiksek antioksidan yetenege sahip
oldugunu belirlemek icin One Way ANOVA testi kullanild1 (tablo 4.5). Burada
ICs0, pozitif kontrol askorbik asit ICso'ye daha yakin oldugu i¢in izolatin daha
yiksek bir antioksidan yetenegi vardir seklinde yorum yapilir. Sentetik pozitif
kontrol askorbik asit (IC50 = 21,82) ile karsilastirildiginda, %95'lik anlamli
diizeyde (p < 0,05) test calismasi, hem 236/2 hem de 284 izolatin ortalamalarinin
askorbik asit (non-significant) ortalamasindan farkli olmadigin1 gostermistir, bu
nedenle bu izolatlar ¢ok yiiksek antioksidan yetenege sahip sekinde
yorumlanmistir (sirastyla 25,89 ve 25,06). Kalan 8 izolat i¢in, istatistiksel olarak,
test, sifir hipotezini reddetmek i¢in yeterli kanit oldugunu kanitladi (6rneklerin

ortalamalar1 esittir). Yani bu 8 izolat i¢in askorbik aside karsi antioksidan
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yeteneklerin nispeten diisiik oldugu anlamina gelir. Bununla birlikte, Sekil 4.5'te
acikca gosterildigi gibi 92/1 kodlu izolat da nispeten yliksek aktiviteye sahiptir
(35,8) ve bes izolat orta aktiviteye sahiptir (228, 123, 86, 32 ve 103 kodlu izolat;
39,54, 39,86, 47,63, 55,61 ve 56,97) ve iki izolat diisiik antioksidan aktiviteye
sahipti (sirastyla 61 ve 43/1 kodlu izolatlar; 94,02 ve 102,14). Boylece en yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip izolatlarin (azalan sirada) 284, 236/2 ve 92/1 oldugu

sonucuna varabiliriz.

Tablo 0.3. 10 RAizopus susunun ICsg'sini Askorbik Asit kontrolii ile kargilagtirmanin farkini ve
Onemini gosteren istatistiksel analiz.

Suslar ICso Askorbik Asit ile fark
degeri
Askorbik Fark P degeri Agiklama
Asit 21,815
32 55,61 -35,16 P <0,05 *ERE
43/1 102,137 78,74 P <0,05 *EE
61 94,023 -72,83 P <0,05 koHk
86 47,625 -26,26 P <0,05 oAk
92/1 35,8 -14,04 P <0,05 **
103 56,97 -34,90 P <0,05 *H*
123 39,86 17,84 P <0,05 oAk
228 39,54 -17,99 P <0,05 *EE
236/2 25,89 -3,835 P>0,05 ns
284 25,06 -3.461 P> 0,05 ns

ns: dnemi yok * (p < 0,05)’te 6nemi, ** (p < 0,01)’de 6nemi, *** (p < 0,001)’de 6nemi
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Sekil 4.4. A: DPPH (fungal ekstrakt + metanol + DPPH) ve negatif kontrol korii (metanol +

DPPH) eklendikten sonra 10 tane R. oryzae izolat ekstraktlarin %50 konsantrasyonlari. Daha
giiclii antioksidan aktiviteye sahip numuneler daha fazla renk giderme gosterir. B: 10 tane R.
oryzae izolatimin ICso'si ve pozitif kontrol (askorbik asit), (p <0,05)’te degerler anlamli kabul
edildi.

4.6 Fenotipik ve Genotipik Tanimlama

Sekil 4.6, 284 kodlu izolatin makroskobik ve mikroskobik oOzelliklerini
gostermektedir. Genis spektrumlu antimikrobiyal yetenege sahip 10 izolatin ITS
PCR firiinlerinin jel goriintlisii Sekil 4.7'de verilmistir. ITS dizilerinin NCBI gen
bankast ile karsilastirllmasi {izerine 10 izolatin R. oryzae tiri oldugu
kanitlanmistir. NCBI erisim numarasi ve izolasyon kaynaklari Tablo 4.7'te

goriilmektedir.
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Sekil 4.5. a. 7 giin, 25°C'de MEA {izerinde biiyiitiilen 284 kodlu RAizopus izolatin petri gorlintiisii
b. 400x biiyiitmede rhizoid sekli ve sporangioforlarinin dallanmasi, ¢. 400x biiyiitmede

sporangianin sekli, d. 1000x biiyiitme altinda sporangiosporlarinin sekli.

Tablo 0.4. Molekiiler olarak tanilanan Rhizopus spp.’lerin DNA dizi analizi sonuglari

Sus Gene Bank | Homologi | Sekans Izolasyon

Kodu Accession Sonucu Kaynagi
numarasi

32 MZ067002 99% Rhizopus oryzae Elma topragi

431 MW785818 100% Rhizopus oryzae Pamuk topragi

61 MZ067005 100% Rhizopus oryzae Misir topragi

86 MW?785819 99% Rhizopus oryzae Patates topragi

92/1 MW785828 100% Rhizopus oryzae Seftali topragi

103 MW?785831 100% Rhizopus oryzae Kiraz topragi

123 MW785832 98% Rhizopus oryzae Manadalina topragi

228 MW785833 100% Rhizopus oryzae Sogan topragi

236/2 MW785834 100% Rhizopus oryzae Domates topragi

284 MW785835 100% Rhizopus oryzae Biber topragi
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Sekil 0.6. 10 adet Rhizopus izolatinin ITS1-5,8S—ITS2 PCR sonucu elde edilen iiriinlerin jel
goriintiisii. M: Molekiil agirligi standard: K: Negatif kontrol, 1:43/1, 2:92/1, 3:103, 4: 236/2 5:32,
6:61, 7:86, 8:123, 9:228, ve 10:284.

4.7. Rhizopus oryzae suslarinin Fermentasyon kapasitesinin Arastirilmasi

4.7.1 Rhizopus oryzae suslarmin ticari yemi fermentasyon kapasitesinin

arastirilmasi

Tablo 4.7, 2 ve 4 giinliik fermentasyondan sonra TY {izerinde biiyiiyen
92/1, 236/2 ve 284 Rhizopus izolatlarinin kuru agirhiklarini gostermektedir.
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Fermentasyon sonucu elde edilen veriler fermente edilmemis ticari yem UTY
(kontrol) ile karsilastirildiginda, fungus kuru agirlig1 2 giin sonra artmistir (92/1
ve 236/2 izolatlar1 i¢in dnemli bir fark yoktu, ancak 284 izolat i¢in 6nemli bir fark
vardi) ve 4 giin sonra dramatik bir artis gdstermistir. Tablo 4.8'de gosterildigi
gibi, kullanilan 3 test organizmasi i¢in (p < 0,05)'de oldukc¢a anlamli olan) 4
glinlik fermantasyondan sonra, Rhizopus fungal biliyiimesi fermantasyon

kavanozlarinda ¢iplak gozle bile agik¢a goriilmiistiir.

Tablo 0.5. Ticari yemin fermantasyonundan Once ve sonra test Rhizopus izolatlarinin kuru
maddeleri.

Inkiibasyon ~ Fungal Kuru Madde

Izolat Kodu
Giinleri (g/10 g)

92/1 0 0,2245 (+0,0156)
92/2 2 0,3785 (+0,0204)
92/3 4 0,7502 (£0,0268) ***
236/2 0 0,2698 (+0,0114)
236/3 2 0,4028 (+0,0189)
236/4 4 0,6983 (£0,0227) **
284 0 0,2108 (+0,0105)
284 2 0,3967 (+0,0197) *
284 4 0,7425 (£0,0264) ***

+SEM: Ortalamalarin standart hatast (n=3)
* (p <0,05)’te 6nemi, ** (p <0,01)’de 6nemi, *** (p < 0,001)’de 6nemi

Tablo 0.6. Fermantasyondan 6nce ve sonra ticari yemin (TY) kuru madde igerigi
karsilagtirilmigtir. Farki ve dnemi gosteren istatistiksel analiz.

Suslar 2 giin fermentasyon 4 giin fermentasyon

TY Fark | P degeri | Aciklama Fark P degeri | Aciklama
92/1 0,1540 | P>0,05 ns 0,5257 | P<0,001 ok
236/2 0,1330 | P>0,05 ns 0,4285 P<0,01 *x
284 0,1859 | P<0,05 * 0,5317 | P<0,001 ook

ns: dnemi yok * (p < 0,05)’te 6nemi, ** (p < 0,01)’de dnemi, *** (p < 0,001)’de signifikan

Fermente ticari yemin (FTY) kimyasal bilesimleri Tablo 4.9'te
sunulmaktadir. UTY ile karsilastirildiginda, FTY'deki ham protein, 3 R. oryzae
izolat1 ile 2 ve 4 giinliik fermentasyondan sonra artmistir. Bununla birlikte, ham

proteindeki en yiiksek artis (%14,5) 236/2 izolat1 ile 4 giin boyunca
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fermentasyondan sonra goriilmiistiir. Genel olarak, FTY'nin ham lif igerigi
fermantasyondan sonra azaldi. En yiiksek diisilis (%56 ile) 92/1 izolatinda 4 giin
ve 236/2 izolatinda 2 giin fermentasyondan sonra meydana geldi.
Fermantasyondan sonra ham kiil, ham yag, seker ve nisastada hafif artis veya
azalma degisiklikleri oldu. Bir yemin verimliligini temsil eden metabolize
edilebilir enerjiye gelince, her zaman bir artis olmadi, ancak en i1yi sonug 284
izolatta, 4 giin sonra %7,16 ve 2 giinliik fermantasyondan sonra %8,64 oldu. Iki
yonlii ANOVA testi ile gosterildigi gibi (tablo 4.10), 2 giin sonra metabolize
edilebilir enerji disinda, 92/1, 236/2 ve 284 kodlu izolatlar tarafindan 2 ve 4
giinliik fermentasyondan sonra analiz edilen bilesenlerin degerlerinde 6nemli bir
degisiklik olmamistir. 284 izolat ile fermentasyonda (p < 0,01) 6énemli bir farklilik

gostermistir.
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Tablo 4.9. Fermantasyon dncesi ve sonrasi ticari yemin kimyasal bilesimi ve metabolize edilebilir enerjideki degisiklikleri gdsteren tablo.

Metabolize = Metabolize
Kimyasal Bilesimi mmﬂwww_: mmﬂh__mm“w_:
Kcal/Kg degisimi %
. Kuru Ham .
Tkubasyon madde  Protein Ham Ham Ham Seker % Nisasta
Giinleri 0, 0, Kiil% Yag% Fiber% ° %
— 90,08 17,05 5,28 2,51 2,50 2,67 34,3 2455,778 0.00
(*0,78) (x0,68) (x0,24) (0,11) (£0,09) (£0,32) (x1,03) (x144,07) ’
92/1 izolat ile 91,06 19.10 5,46 2,23 1,29 4,03 29,70 237274
FTY 2 (£0.92) (£0,64) (£0,37) (£0,08) (x0,11) (£0.45) (x0,97) (£153,30) 3,38
92/1 izolat ile 4 90,05 18,66 5,15 2,07 1,10 4,15 35,76 2599.74 586
FTY (£0,69) (x0,57) (£0,19) (£0.25) (£0,10) (x0,25) (x0,75) (x141,92) |
236/2 izolat ile ) 89,98 19.12 5,17 2,14 1,10 3,14 3591 258915 543
FTY (£0.57) (£0,37) (£0,38) (x0,14) (x0,13) (0.28) (0,78) (£13041) ’
236/2 izolat ile 4 90,02 19,53 542 2,37 1,20 2,59 31,33 2411,52 11.80
FTY (+0,82) (x047) (x0.41) (£0,26) (+0,08) (0,18) (+0.86) (£149,52) i
284 izolat ile ) 89,99 18,76 4,96 2,57 2,10 3,25 37,14 2667,97 ** 3 64
FTY (£0.69) (£0,46) (£0,30) (£0,23) (£0,25) (£0.26) (+0.84) (144,37 ’
284 izolat ile 4 90,04 18,68 5,38 2,58 1,82 3,78 35,83 2631,71 716
FTY (£0,65) (£0,39) (x0,29) (x0,21) (£0,18) (+0,34) (+0,74) (x140,15) ’

TY: Fermente edilmemis ticari yem

(**) (p <0,01)’de Onemi

FTY: Fermente edilmis ticari yem

Degerler ortalama + SEM'dir (n = 3)
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Tablo 4.7. 3 Rhizopus susu ile fermantasyondan 6nce ve sonra ticari yemin (TY) bilesimlerinin ve
metabolize edebilir enerji (ME) degisiminin karsilastirilmas1 ve 6nemini gosteren tablo

Suslar 2 giin 4 giin

TY Fark P degeri | Aciklama | Fark P degeri | Aciklama
92/1 Kuru madde | 0,9800 P>0,05 | ns -0,03000 | P> 0,05 ns
92/1 Ham protein | 2,050 P>0,05 | ns 1,610 P>0,05 ns
92/1 Kiil 0,1800 P>0,05 | ns -0,1300 | P>0,05 ns
92/1 Ham yag -0,2700 P>0,05 | ns -0,4400 P>0,05 ns
92/1 Ham Fiber -1,210 P>0,05 | ns -1,400 P>0,05 ns
92/1 Seker 1,360 P>0,05 | ns 1,480 P>0,05 ns
92/1 Nisasta -4,600 P>0,05 | ns 1,460 P>0,05 ns
92/1 ME -83,04 P>0,05 | ns 144,0 P> 0,05 ns
236/2 Kuru madde | -0,1000 | P>0,05 | ns -0,06001 | P>0,05 ns
236/2 Ham

protein 2,070 P>0,05 | ns 2,480 P>0,05 ns
236/2 Kiil -0,1100 | P>0,05 | ns 0,1400 P>0,05 ns
236/2 Ham yag -0,3700 P>0,05 | ns -0,1300 P>0,05 ns
236/2 Ham Fiber | -1,400 P>0,05 | ns -1,300 P> 0,05 ns
236/2 Seker 0,4700 P>0,05 | ns -0,08000 | P>0,05 ns
236/2 Nisasta 1,610 P>0,05 | ns -2,970 P>0,05 ns
236/2 ME 133,4 P>0,05 | ns -44,26 P> 0,05 ns
284 Kuru madde -0,09000 | P>0,05 | ns -0,04000 | P>0,05 ns
284 Ham protein 1,710 P>0,05 | ns 1,630 P>0,05 ns
284 Kiil -0,3200 | P>0,05 | ns 0,1000 P>0,05 ns
284 Ham yag 0,06000 | P>0,05 | ns 0,07000 | P>0,05 ns
284 Ham Fiber -0,4000 P>0,05 | ns -0,6800 P>0,05 ns
284 Seker 0,5900 P>0,05 | ns 1,110 P>0,05 ns
284 Nisasta 2,840 P>0,05 | ns 1,530 P>0,05 ns
284 ME 212,2 P<0,01 ok 175,9 P>0,05 ns

ns: dnemi yok * (p < 0,05)’te 6nemi, ** (p < 0,01)’de 6nemi, *** (p < 0,001)’de 6nemi

4.7.2 Rhizopus oryzae suslarinin Zeytin posasim fermentasyon kapasitesinin

arastirillmasi

ZP'nin fermentasyonundan oOnce ve sonra ii¢ R. oryzae susunun kuru

agirhigl. Tablo 4.11'te gosterilmektedir. Fermentasyonun sonrasinda elde edilen
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veriler fermente edilmemis zeytin posasi ile karsilastirilarak fungus kuru agirhigi
saptanmustir. 1ki yonlii bir ANOVA testi yapildiginda (tablo 4.12); 236/2 ve 92/1
kodlu suslar i¢in anlamli bir fark goriilmedi. Bununla birlikte, 284 kodlu sus, (p <
0,05) onemli bir fark gosterdi. Fermentasyondan once ve 14 giinlik
fermentasyondan sonra kuru madde agirhig karsilastirildiginda, 236/2 ve 92/1
kodlu suslar (p < 0,05) i¢in fark anlaml iken ve 284 kodlu sus i¢in (p < 0,001)
anlamsiz olarak bulunmustur. Bu, 284 susun fermantasyon sirasinda diger iki

sustan daha fazla biiytlidiigiinii géstermektedir.

Tablo 4.8. ZP’nin fermentasyondan dnce ve sonra test R. oryzae suslariin kuru maddesi.

. Inubasyon | Fungal kuru maddesi
Izolat Kodu Giinleri (@10 )
92/1 0 0,2366 (+0,0116)
92/1 7 0,3624 (+0,0196)
92/1 14 0,5508 (+0,0244) *
236/2 0 0,2472 (£0,0139)
236/2 7 0,3528 (+0,0175)
236/2 14 0,5760 (+£0,0202) *
284 0 0,2214 (+0,0127)
284 7 0,4657 (+£0,0184) *
284 14 0,6253 (+0,0249) **

+SEM: Ortalamalarin standart sapmasi (n=3) * (p < 0,05)’te anlamli, ** (p < 0,01)’de anlamsiz,

*** (p <0,001)’de anlamli

Tablo 4.9. Fermantasyondan 6nce ve sonra zeytin posasinin (ZP) kuru maddesini karsilagtirmanin
farkini ve 6nemini gdsteren istatistiksel analiz.

Suslar 7 giin fermentasyon 14 giin fermentasyon

zp Fark | P degeri | Aciklam Fark P degeri | Aciklam
a a

92/1 0,1258 | P>0,05 ns 0,3142 | P<0,05 *

236/2 0,1056 | P>0,05 ns 0,3288 | P<0,05 *

284 0,2443 | P<0,05 * 0,4039 P<0,01 ok

ns: énemi yok, * (p < 0,05)’te dnemi, ** (p < 0,01)’de Snemi

ZP'nin fermantasyon Oncesi ve sonrast kimyasal bilesimleri ve

fermantasyondan sonra hesaplanan ME (metabolize edilebilir enerji) degerleri
Tablo 4.13'te gosterilmektedir. ZP'nin 3 R. oryzae susu ile hem 7 hem de 14 giin
fermentasyonunun ardindan ham kiil, ham yag, ham lif ve seker dahil tim
kimyasal bilesenlerin degerleri

diigmiistiir. Artan tek bilesen, 7 giinliik
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fermentasyondan sonra 284 kodlu sus tarafindan (%3,60’ liik bir artis ile) ZP'nin
ME'sinde bir artisa yol agan proteindi. 7 ve 14 giinliik fermantasyondan once ve
sonra kimyasal bilesimin ortalama degerlerini karsilastirmak i¢in kullanilan iki
yonlii ANOVA testi (tablo 4.14), tim kimyasal bilesimlerde énemli farkliliklar
gostermedi; bununla birlikte, 362/2 susu ile 7 giin (p < 0,05) ve 284 kodlu sus ile
hem 7 giin (p < 0,05) hem de 14 giinden (p < 0,01) sonra ME'de 6nemli bir fark

saptanmuistir.
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Tablo 4.13. Fermantasyon &ncesi ve sonrasi zeytin posasinin kimyasal bilesimi ve metabolize edilebilir enerjideki degigiklikler

Kimyasal Bilesimi Metabolize  Metabolize
. K H H H | Edilebilir  Edilebilir
Ikubasyon Hr mﬁ Ham msw .mE Seker Nisast .. .
Giinleri madde  Protein Kiil % Yag  Fiber o o Enerji Enerji
Hiet % % R A % ° ave Kcal/Kg degisimi %
/b . 7842 505 728 919 3945 059 000  1054,19 0.00
0,59) (027) (036) (0,11) (081) (0,21) (0,00)  (93,20) u
o 7837 620 693 892 3794 054 000  1078.84
92/1 izolat ile FZP 7 048)  (031) (0.32) (0.16) (0.72) (0,08) (0,00)  (88.11) 2,34
o 7838 611 702 893 3680 052 000 107711
92/1 izolat ile FZP 14 0.56)  (029) (026) (0.51) (0.21) (0.09) (0,00)  (121.48) 2,17
236/2 izolat ile 7902 590 690 9,10 3821 053 000 108231
7 2,67
FZP 0,71)  (035)  (0,38) (0.46) (0,79) (0,08) (0,00) (122,50)*
236/2 izolat ile " 784 607 706 895 3711 053 000 107595 o6
FZP (0,55)  (0,40)  (0,40) (053) (0,67) (0,11) (0,00)  (123,60) :
o 7839 634 709 90l 3608 052 000 109211
284 1zolat lle FZP ! (048)  (028)  (0.45) (047) (0.79) (0.13) (0,00) (132.57)** 3,60
o 77,14 633 711 890 3557 049 000 108140
5
284 izolat ile FZP 14 0.78)  (0.57)  (0.42) (0.42) (0.64) (0,07) (0,00) (121,34)* 2,58

ZP: Fermente edilmemis zeytin posasi

(*) (p <0.05)’te Onemi, (**) (p < 0,01)’de Onemi

FZP: Fermente edilmis zeytin posasi

Degerler ortalama = SEM'dir (n = 3)
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Tablo 4.10. 3 Rhizopus susu ile fermantasyondan &Once ve sonra zeytin posasinin (ZP)
bilesimlerinin ve metabolize edebilir enerji verilerinin karsilagtirilmasi ve Onemini gosteren
istatistiksel analiz.

Suslar 7 giin 14 giin

zp Fark P degeri | Aciklama Fark P degeri | Aciklama
92/1 Kuru madde -0,05000 | P>0,05 ns -0,2600 P>0,05 ns
92/1 Ham protein 1,150 P>0,05 ns -2,650 P>0,05 ns
92/1 Kiil -0,3500 | P>0,05 ns -0,07000 | P>0,05 ns
92/1 Ham yag -0,2700 | P>0,05 ns 22,92 P>0,05 ns
92/1 Ham Fiber -1,510 P>0,05 ns -0,02000 P>0,05 ns
92/1 Seker -0,05000 | P>0,05 ns 1,020 P>0,05 ns
92/1 ME 24,65 P> 0,05 ns -0,2200 P>0,05 ns
236/2 Kuru madde 0,6000 P> 0,05 ns -0,2400 P>0,05 ns
236/2 Ham protein 0,8500 P>0,05 ns -2,340 P>0,05 ns
236/2 Kiil -0,3800 | P>0,05 ns -0,0600 P>0,05 ns
236/2 Ham yag -0,09000 | P>0,05 ns 21,76 P>0,05 ns
236/2 Ham Fiber -1,240 P>0,05 ns -1,280 P>0,05 ns
236/2 Seker -0,0600 | P>0,05 ns 1,280 P>0,05 ns
236/2 ME 28,12 P <0,05 * -0,1700 P>0,05 ns
284 Kuru madde -0,03000 | P>0,05 ns -0,2900 P>0,05 ns
284 Ham protein 1,290 P>0,05 ns -3,880 P>0,05 ns
284 Kiil -0,1900 | P>0,05 ns -0,1000 P>0,05 ns
284 Ham yag -0,1800 P>0,05 ns 27,21 P>0,05 ns
284 Ham Fiber -3,370 P> 0,05 ns -0,2600 P>0,05 ns
284 Seker -0,07000 | P>0,05 ns -2,650 P>0,05 ns
284 ME 37,92 P<0,01 ok -0,07000 | P<0,05 *

ns: dnemi yok * (p < 0,05)’te 6nemi, ** (p < 0,01)’de dnemi

4.7.3. Rhizopus oryzae suslarinin Fermente zeytin posasi ile desteklenen ticari

yemi fermentasyon kapasitesinin arastirilmasi

Ug¢ farkli Rhizopus oryzae susunun zeytin posasimi fermentasyon
kapasiteleri arastirilmig ve en iyi sonucu 284 kodlu susun verdigi belirlenmistir.

Bu sus ile fermentasyonun ardindan elde edilen fermente zeytin posasi farkli
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zeytin posasmin fermentasyonundan elde edilmis fermente zeytin posasi farkli
oranlarda (%20, %30 ve %40) ticari yemin igerisine eklenmis ve yemin analizi

tekrar yapilmigtir.

Ticari yem (kontrol) ve %20, %30 ve %40 oranlarinda fermente edilmis
zeytin posast igeren ticari yem oOrneklerinin kimyasal bilesimleri ve ME'leri Tablo
4.15'te gosterilmektedir. Eklenen fermente zeytin posast orami arttikca ham
protein ve nisasta mikar1 azalmistir. Bununla birlikte, ham kiil, ham yag ve seker
miktar1 artti. Ancak TY'e daha fazla fermente edilmis zeytin posasi ilave
edildiginde ham lif miktar1 6nemli Olgiide artti. ME hesaplandiginda, %20
oraninda fermente zeytin posasi ile takviye edilmis ticari yem Orneginin ME
icerigi %8,38 artt1, %30 oraninda fermente zeytin posasi ile takviye edilmis ticari
yem Orneginin ME igerigi ise %2,83 artmis bulundu. Bununla birlikte, FZP
tarafindan TY takviyesi %40'a ulastiginda ME, %#4,27 azaldi. Bu deneyin
istatistiksel analizi (tablo 4.16), TY'e %20 FZP ilavesi lizerine ME'deki artis
sadece anlamli (p < 0,05) bulunmustur. Diger tiim degisiklikler, ayn1 p degerinde

istatistiksel olarak anlamli degildi.



Tablo 0.15. FZP ile takviyeli ve takviyesiz TY'nin kimyasal bilegimi ve metabolize edilebilir enerjisi, takviyeden sonra metabolize edilebilir enerjideki degisiklikleri
pdsterilir.

103

Kimyasal Bilesimi Metabolize
Metabolize
o Edilebilir
Kuru Ham Ham Ham Ham Edilebilir o
) ) Seker %  Nisasta % . Enerji degisimi
madde % Protein%  Kiil%  Yag%  Fiber % Enerji Kcal/Kg
%

90,08 17,05 5,28 2,51 2,50 2,67 2455,778

34,3 (1,03) 0,00
TY (0,78) (0,68) (0,24) (0,11) (0,09) (0,32) (144,07)
TY +9%20 284 88.94 17,01 531 5,37 7,97 2,83 33,24 2661,50 *

8,38
izolat ile FZP (0,54) (0,67) (0,36) (0,33) (0,31) (0,38) (0,65) (149.,01)
TY + %30 284 89,05 1541 5,46 5,95 12,06 2,90 30,20 2525,30

2,83
izolat ile FZP (0,47) (0,71) (0,41) (0,36) (0,44) (0,36) (0,54) (147.,70)
TY + %40 284 89,45 12,52 5,77 6,38 19,16 2,85 27,82 2350,93

-4.27
izolat ile FZP (0,76) (0,58) (0,30) (0,40) (0,51) (0,27) (0,57) (143.84)

TY: Fermente edilmemis ticari yem FZP: Fermente edilmig zeytin posast

(*) (p <0,05)"te Onemi Degerler ortalama + SEM'dir (n=3)
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Tablo 4.11. 3 Rhizopus susu ile fermente zeytin posasi (FZP) ile takviyeden 6nce ve sonra ticari
yemin bilesimlerinin ve metabolize edilebilir enerjisinin (ME) karsilastirilmasinin farkini ve

Onemini gosteren istatistiksel analiz.

Suslar %20 FZP ile %30 FZP ile %40 FZP ile
TY Fark P Acikla | Fark P Acikla Fark P Acikla
deger ma deger ma deger ma
i i i
284 Kuru ) )
; P> 1,03 | P> 0,630 | P>
madde 1,140 | 0,05 ns 0 | 005 ns 0o | 005 ns
284 Ham ) )
0470 | P> 1,64 | P> ; P>
protein 0o | 005 ns 0 | 005 ns | 4530 | 0,05 ns
0,030 | P> 0,18 | P> 0480 | P>
284 Kiil 00 | 0,05 ns 00 | 0,05 ns 0 0,05 ns
P> 2,63 P> P>
284 Ham yag | 2780 | 0,05 ns 0 | 005 ns | 3220 | 0,05 ns
284 Ham
P> 9,56 P> P>
Fiber 5470 | 0,05 ns 0 | 005 ns | 1666 | 0,05 ns
P> 1,95 P> P>
284 Seker 1,680 | 0,05 ns 0 | 005 ns | 1,270 | 0,05 ns
’ P> 411 | P> - P>
284 Nisasta 3,290 | 0,05 ns 0 | 0,05 ns 6,480 | 0,05 ns
P< 69,1 | P> - P>
284 ME 2058 | 0,05 * 2 | 005 ns 1169 | 0,05 ns

ns: dnemi yok * (p <0,05)’te
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5. TARTISMA VE SONUC

Yiyecekleri korumanin en eski ve etkili yollarindan biri fermantasyondur.
Fermantasyon sadece gidayr korumakla kalmaz, ayn1 zamanda besin degerine,
giivenligine ve organoleptik 6zelliklerine de katkida bulunur (Bourdichon et al.,
2012). Zygomycetes, Ozellikle Rhizopus cinsi, Tempeh ve Sufuehtze gibi
fermente soya gida maddelerinin {iretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir
(Lackner and Hertweck, 2011; Lackner et al., 2011). Bununla birlikte, gida
fermantasyonunda kullanmak i¢in herhangi bir toksisiteye yol agmayacagindan
emin olmak ¢ok onemlidir. Rohm et al. tarafindan 2010 yilinda Sufu {iretiminde
starter kiiltiir olarak kullanilan Rhizopus susunun toksijenik endobakteriler
icerdigi gosterilmistir. Aragtirmacilar starter kiiltiirlerin 6nemli miktarlarda
thizoksin  tlirevlerini  drettigini  gosterdiler. Bu  bilesikler,  6zellikle
Femto/picomolar 6l¢eginde islev goren antimikotik maddelerdir (Rohm et al.,
2010; Dolatabadi et al., 2016). Rhizoksinler giiclii antimikotik aktiviteye sahip
toksinler oldugundan, gida iiriinlerinde bu sekonder metabolitlerin varligi ciddi bir
oneme sahiptir. Baska bir ¢calismada, farkli kaynaklardan izole edilen Rhizopus
suslarinin  %21'inin rhizoksin iireten hiicre i¢i bakteri hiicreleri igerdigi

gosterilmistir (Dolatabadi et al., 2016).

R. oryzae biyoliriinleri FDA tarafindan GRAS olarak kabul edilmesine ve
yuzyillardir gida fermentasyonuna entegrasyonuna ragmen, miselyumlarinda
barindirabilecekleri toksik bakteri tiirlerinin miselyumlarindan salinmasi
durumunda sepsis ve daha ciddi sorunlara neden olacagindan dolayi, bu
bakterilerin var olup olmadiklarinin arastirilmasi ¢ok énemlidir (Birol ve Gunyar,

2021). Bu c¢alismada, floresan mikroskobisi ile izolatlarin 94'{iniin higbirinin
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endofungal bakteri igermedigi gosterilmistir, bu da kullanilan suslarin gilivenli
olduklar1 ve ileri probiyotik o6zelliklerinin taranmasi i¢in aday olabilecekleri

anlamina gelir.

Probiyotik olarak kullanilacak organizmalarin sahip olmasi gereken
ozelliklerden antimikrobiyal aktivite, zararli patojenik mikroorganizmalar
ortadan kaldirma potansiyeli sagladigi i¢in 6nemlidir (Shah, 2007; Dhama et al.,
2011; Missotten et al., 2015; Sugiharto, 2016). Calismamizda ilk olarak tiim
izolatlarimizin antimikrobiyal aktivitesi olup olmadig1 agisindan test edilmistir.
Antimikrobiyal aktivite tayini i¢in, disk difiizyon, kuyu diflizyonu veya agar
seyreltme gibi ¢esitli yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu un yaninda
akis sitometrisi ve biyoliiminesans yontemleri gibi yontemler antimikrobiyal
ajanin  etkilerini hizli bir sekilde goérmeyi, canliik ve test edilen
mikroorganizmaya verilen hiicre hasar1 daha 1yi anlagilmasini saglasalar bile 6zel
ekipman, standardizasyon ve sonuglarin tekrar edilebilirligi agisindan daha yaygin
olarak kullanilmaz (Balouiri et al., 2016). Bu nedenle ¢alismamizda geleneksel

disk difilizyon teknigini kullanmaya tercih ettik.

Sugiharto et al. tarafindan 2015 yilinda yapilan bir calismada, iki
filamentli fungus olan Acremonium charticola ve R. oryzae izolatlarinin,
patojenik bakteri olarak E. coli'ye ve patojenik fungus tiirli olarak 4. flavus'a karsi
antimikrobiyal aktivitesini arastirmiglar ve her ikisinin de antibakteriyel ve
antifungal aktivitelere sahip oldugunu gostermislerdir. Dos Santos et al. (2015),
Colletotrichum, Curvularia, Lasiodiplodia, Mycelia, Nigrospora, Pestalotiopsis
ve Phomopsis'in farkli tlirlerinden 18 fungus izolatin bizim de g¢alismamizda
kullandigimiz ii¢ bakteriyel patojene (E. coli, P. aeruginosa, S. aureus) ek olarak

B. subtilis ve Klebsiella pneumoniae'ye kars1 degisken antibakteriyel aktivitelere
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sahip oldugunu gostermistir. Calismamizda, Rhizopus izolatlari, kullanilan
patojenlere karsi ya antibakteriyel, anti-maya ya da antifungal aktiviteye sahipti.
Ancak pilicler farkli patojenik ajanlara (bakteri, maya ve fungus enfeksiyonlar)
maruz kaldiklarindan, her tiir patojenin biiylimesini engelleyebilecek bir
probiyotik bulmak oldukga verimli olacaktir. Bu nedenle 94 adet Rhizopus izolati
ile calismalara baslanmis fakat hem bakteri hem maya, hem de filamentli
funguslara kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahip 10 izolat ile ¢caligmalara devam

edilmistir.

Probiyotik bir organizmanin sindirim sistem kosullarinda ¢ogalabilmesi
icin gastrointestinal kosullarda canli kalabilmesi gerekmektedir. Bir tavugun
sindirim sisteminden gecen yemi ortalama tutma siiresi 340 dakika (5,5 saat),
ortalama maksimum yem tutma siiresi ise 449 dakikadir (7,5 saat) (Svihus and
Itani, 2019). Buna gore, fungal suslar 0, 4 ve 8 saat % 2 safra tuzuna (BS) ve pH 2
simiile mide suyuna (SGJ) maruz birakilarak dayaniklilik diizeylerini saptanmistir

(Lian et al., 2003, Sugiharto et al., 2015).

Sugiharto et al. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, hem 4. charticola
hem de R. oryzae asidik pH 3 ve alkali pH 8 kosullarinda hayatta kalmistir. A.
charticola pH 2'ye (simiile mide suyu kosullar1) 8 saatlik maruziyette hayatta
kalmay1 bagarmis, ancak %?2 BS'ye sadece 4 saatlik maruziyetin arkasindan canli
kalirken, 8 saat sonra canliligini kaybetmistir. Ayni ¢aligmada, kullanilan R.
oryzae izolati, SGJ pH 2'ye maruz kaldiktan sonra sadece 2 saat hayatta kald,
ancak %2 BS' de hi¢bir kosulda yasayamamistir. Bizim kullandigimiz, 10 izolat
asidik, alkali kosullara ve %0,8'e kadar BS'ye 20 dakika boyunca maruz kaldig

halde hayatta kalmig ayrica SGJ pH 2 ve ve %2 BS'ye 8 saatlik maruziyetin
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arkasindan da canli kalabilmistir. Bu nedenle iyi probiyotik mikroorganizma

adaylar1 olarak kabul edilebilir.

Basidiomycetes, Ascomycetes ve Zygomycetes siniflarina ait filamentli
funguslarin dogal antioksidan kaynaklari oldugu kanitlanmistir. Antioksidanlar
acisindan zengin gida iiriinleri her gecen giin popiilaritesini artirmaktadir. Tahil ve
baklagillerin filamentli funguslarla fermente edilmesi ile i¢indeki antioksidan
maddelerin arttigi  ve diyabetes mellitus, noérodejeneratif bozukluklar,
kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum hastaliklari, katarakt gelisimi, romatoid artrit
ve c¢esitli kanserler gibi serbest radikal aracili hastaliklar1 6nleyebilecegi
belirtilmekte ve etlik pili¢lerin diyetinin de esas olarak tahil ve baklagillerden
olustugu vurgulanmaktadir. Ayrica, bazi ¢alismalar, tarimsal atiklarin funguslar
ile fermente edilmesi ve dolayisiyla pili¢ diyetlerine eklenmesi yoluyla
antioksidan aktivitesinin arttigini gostermektedir. Yani fungal suslarin antioksidan
aktivitesinin degerlendirilmesi sadece propiyotik potansiyelinin belirlenmesi i¢in
degil ayn1 zamanda fermentasyon yontemi ile hazirlanan yemin antioksidan

aktivitesine katkida bulundugu i¢in de 6nemlidir.

Belirli bir metabolitin antioksidan aktivitesini belirlemek i¢in kullanilan
bircok farkli analiz vardir. Hidrojen atomunun transferine dayali testlerden
bazilar1 Oksijen Radikal Absorpsiyon Kapasitesi testi, Hidroksil Radikal
Antioksidan Kapasite testi, Toplam Peroksil Radikal Yakalayici Antioksidan
Parametre testi ve Toplam Oksiradikal Siipiirme Kapasitesi testidir. Bir elektron
transferine dayali testler, Bakir Indirgeyici Antioksidan Giig testi, Ferrik
Indirgeyici Antioksidan Gii¢ testi ve Folin—Ciocalteu testini igerir. Hem bir
hidrojen atomunun hem de bir elektronun transferini igeren karma testler, 2,2'-

Azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit testi ve DPPH testini igerir. Tiim bu
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deneyler kimyasal reaksiyonlara dayanir ve kinetigi degerlendirmek veya denge
durumuna ulagmak, karakteristik renklerin olusmasini veya analiz edilecek
cozeltilerin renk degistirmesini 6n kabul eden, spesifik dalga boyu adsorpsiyonu
ile izlenen siirecler olan spektrofotometriye dayanir (Munteanu and Apetrei,
2021). Bu ¢alismada hem bir hidrojen atomunun hem de bir elektronun transferini
analiz ettigi i¢in DPPH testini uyguladik. Bu yontemin avantaji, DPPH reaktifinin
en zayif antioksidanlar da dahil olmak iizere karisimdaki tiim maddelerle
etkilesime girebilmesi ve hem hidrofilik hem lipofilik antioksidanlarla reaksiyona

girebilmesidir (Seyhan, 2019).

Sunulan c¢alismada, genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye ve
gastrointestinal toleransa sahip 10 R. oryzae izolatinin antioksidan kapasitesi
incelenmistir. Sonuglara gore hepsi ayni tiire ait farkli suslar olmasina ragmen
farkli antioksidan aktivite gozlenmistir. Sadece iki tanesi ¢ok yiiksek (236/2 ve
284) antioksidan aktiviteye sahip bulunmustur, birinin (92/1) nispeten yliksek
aktiviteye ve geri kalaninin ise orta (228, 123, 103 ve 32) ila diisiik (61 ve 43/1)
aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Aym tiiriin farkli suslarinin antioksidan

yeteneklerindeki farklilik, farkli izolasyon kaynaklarindan kaynaklanabilir.

Fermantasyon islemi sirasinda starter kiiltlir olarak kullanilabilecek gesitli
mikroorganizma tiirleri vardir. Bakteri ve mayalarin yani sira, filamentli
funguslar,  fermantasyon  baslaticilari  olarak  kullanilabilecek  diger
mikroorganizmalardir. Birkag filamentli fungusun, yem veya yem bilesenlerinin
besin igerigini iyilestirdigi rapor edilmistir. Ornegin, Lateef et al. (2008),
filamentli fungus Rhizopus stolonifer LAU 07 ile kakao pod kabugu, manyok
kabugu ve hurma ¢ekirdegi kekinin fermantasyonu sonucu lif ve siyaniir

iceriginde azalma, protein iceriginde artma saptamiglardir. Diger bir caligmada, A.
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niger ile fermentasyonun ardindan hurma c¢ekirdegi kekinin ham protein ve
esansiyel amino asitlerinin arttigi, ham lif, seliilloz, hemiseliiloz, nétr deterjan lifi

ve nitrojen igcermeyen ekstraktlarinin azaldig1 gézlenmistir (Marzuki et al., 2008).

Daha onceki bir calisma ayrica 4. niger kullanilarak yapilan
fermantasyonun lifi azaltabilecegini ve manyok kat1 atiklarinin ham protein
icerigini ylikseltebilecegini gosterdi. (Obadina et al., 2006). Buna goére Ramin et
al., (2011), manyok ham protein icerigini artirmada A. niger'in kapasitesini fark
etmistir. Sugiharto et al., (2015) A. charticola ve R. oryzae tiirlerini kullanarak
ham proteini artirma ve manyok hamurunun lif igerigini diisiirme yetenegine
sahip oldugunu gostermislerdir. Ayrica Chrysonilia crassa kullanilarak yapilan
kat1 hal fermantasyonu manyok kiispesi, muz kabugu ve piring kepegi gibi bazi
tarimsal endiistriyel yan iirtinlerin ham lifini ve ham protein ve amino asit
icerigini azaltmistir (Sugiharto et al., 2018b). Fermantasyon baslatici olarak
yaygin olarak kullanilan diger bir fungus tiirli ise Trichoderma tiirleridir. Obadina
et al. (2006) ¢alismasinda, Trichoderma sp ile fermentasyonun ardindan manyok
kat1 atigimin ham protein igeriginin arttigi ve lif igeriginin ise azaldigi
gosterilmistir. Buna uygun olarak, Trichoderma viride kullanilarak yapilan
fermantasyon, manyok kabugunda ham protein, ger¢ek protein ve kiil iceriginin
artmastyla sonuc¢lanmistir (Ezekiel and Aworh,, 2013). Bahsedilen ikinci
caligmada ayrica manyok kabugundaki ham lifin, ham yagin ve siyaniiriin de
azaldig1 gosterilmistir. Benzer sekilde, 7. viride fermantasyonu, kopra kiispesinde
azalan lif ve artan ham protein igerigi ile iliskilendirilmistir (Hatta et al., 2014).
Yem bilesenlerinin beslenme oOlciitlerini iyilestirmeye yonelik basarili girisimin
yani sira, farkli sonuglara sahip calismalar da vardir. Ornegin, Ramin et al. (2011),

fermantasyon baslatict1 olarak R. oryzae kullanarak fermantasyon yoluyla
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manyoktaki protein igerigini arttirmay1 basaramamustir. Ayrica, R. oryzae veya C.
crassa kullanilarak yapilan fermantasyon, piring kepeginin ham protein igerigini
onemli Olgiide artirmamistir (Sugiharto et al, 2017). Fungus tiirlerindeki
farkliliklar, substratlarin dogas1 ve fermantasyon kosullari, bahsedilen

tutarsizliktan sorumlu goriilmektedir (Sugiharto, 2019).

Etlik pili¢ liretiminde en 6nemli ama en pahali girdi yemdir. Son yillarda
Tiirkiye'de yem fiyatlarinda radikal bir artis olmustur. Aralik 2019 ile
karsilastirildiginda, Aralik 2020'ye kadar etlik pilic yem fiyatinda %158 (USDA,
2021a) ve pili¢ eti piyasa fiyatinda %30'luk bir artis (USDA, 2021b, c¢) olmustur.
R. oryzae‘ nin, daha 6nce etlik pili¢ yemlerinin veya dogrudan tiiketilen gidalarin
fermantasyon baslaticis1  olma Ozelliginden dolay1 probiyotik  o6zelligi
arastirilmistir (Gao et al., 2012; Pratiwi, 2014; Sugiharto et al., 2015; Isroli et al.,
2017; Fatmawati et al., 2018). Ticari yem (TY) zaten besinler agisindan zengindir,
ancak funguslar ile fermantasyon iizerine etkinligi daha da arttirilabilir. Ham
protein, metabolize edilebilir enerjiyi ve dolayisiyla yemin verimini etkiler. R.
oryzae tarafindan fermantasyon, proteolitik enzimler {irettigi icin ham proteinlerin
biyoyararlanimini arttirir (Ibrahim, 2018). Ek olarak, fermantasyon sirasinda
fungus tek hiicreli protein iiretimi olarak ¢ogalir ve yemin ham protein igerigi de
artar (Lado et al., 2020). Bu c¢alismada, onceki ¢alismalarda oldugu gibi
(Sugiharto and Ranjitkar 2019), tiim izolatlarda 2 veya 4 giinliilk fermantasyon
sonrasinda ham protein iceriginde artis olmus, artis %9,44 ile %14,5 arasinda
degismistir. Daha Onceki c¢alismalarda agiklandigi gibi, ham proteindeki artis
muhtemelen fermentasyon sirasinda amino asit mevcudiyetinin artmasindan
kaynaklanmaktadir, ¢iinkii fermente edici organizmalar bitkide lignoseliilozik

materyalleri kullanir ve ihtiya¢ duyduklar1 amino asitleri tiretirler (Dierick, 1989).
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Ancak bazi amino asitler fungus ihtiyacina gore digerlerinden daha fazla iiretilir

(Hong et al., 2004).

Lif kanatli hayvan beslemede sindirimde sinirli bir role sahiptir ve daha az
miktarda enerji verir, ancak Rhizopus, uzun selilloz zincirlerini daha basit
sindirilebilir molekiillere pargalayabilen seliilaz enzimi iretir. Bu nedenle, bir
yemdeki ham lif ne kadar az olursa, yem o kadar iyi olur. TY'nin R. oryzae
izolatlar1 tarafindan fermente edilmesi, Onceki deneylerde (Sugiharto and
Ranjitkar 2019) goriildiigii gibi tiim deneylerde ham lif igerigini azaltt1 ve diisiis
%16 ila 56 arasinda degisti. Ham yag ve nisasta igerigindeki hafif artis,
Rhizopus'un bol miktarda amilaz ve lipaz gibi hiicre dis1 enzimler iiretmesi ve
fungusun biiylimek ve ¢ogalmak i¢in bu besin maddelerini kullanmasina bagl
olabilir (Londofio-Hernandez et al., 2017). Protein igerigindeki artisa eslik eden lif
icerigindeki tutarli azalma, fungusun ihtiya¢ duydugu amino asitleri olusturmak

icin lignoseliilozu kullandig1 gercegini de agiklayabilir (Joseph et al., 2008).

Enerji bir besin maddesi olmamasina ragmen, bir yemin en pahali igerigi
ve en onemli 6zelligidir. Protein, yag ve karbonhidrat igerigi ile belirlenir. Bir
pilicin ette verim vermesini saglayan kapasite yem enerjisidir. Bir diyetteki enerji
seviyeleri ne kadar yiiksek olursa, besin yogunlugu da o kadar yiiksek olur.
Boylece pili¢ besin gereksinimlerini elde etmek i¢in daha az yem kullanabilir.
Dolayisiyla, gelistirilmis yem verimliligi iiretkenligin artmasina sebep olur
(Siegel, 2014; Abdollahi et al., 2021). Bizim ¢alismamizda R. oryzae izolatlari
tarafindan yapilan fermantasyon, cogunlukla yemdeki metabolize edilebilir
enerjiyi arttirmistir. Metabolize edilebilir enerjideki (ME') artis %5,43 ile %8,64

arasinda degismekte olup, bu, 6zellikle probiyotiklerin diger faydali 6zellikleri
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g0z Oniine alindiginda, ticari bir etlik pili¢ tesisinde tiretkenlik iizerinde iyi bir

etkiye sahip olacaktir.

Calismamizda sadece genis spektrumlu antimikrobiyal aktivite ve
gastrointestinal sistem toleransina sahip 10 Rhizopus izolati genotipik olarak
tanimlanmistir. Genotipik tanimlama iizerine 10 izolatin R. oryzae tiirii oldugu
gosterildi. Ancak farkli antimikrobiyal aktivitelere, safra tuzlarina ve mide suyuna
farkli reaksiyonlara ve farkli antioksidan yeteneklerinin yani sira farkli fermentatif
kapasitelere sahip olduklar1 g¢alismamizda saptanmistir. Bunun nedeni, ayni
enzimleri Uretmeleri, ancak farkli formlarda ve dolayisiyla farkli ozellikler
vermeleri olabilir (Maheshwari et al., 2000). Baska bir agiklama, bu farkh
suslarin, nem ve sicaklik gibi cevresel faktorlere farkli sekilde cevap vermeleri
olabilir (Lugauskas and KrikStaponis 2004). Ayrica, bu R. oryzae suslariin tarim
topraklarindan izole edilmelerine ragmen, bu topraklardaki bitki tiirlerinin farkli
olmasi, toprak ozelliklerini degistirmekte ve toprak funguslarinin (Canini et al.
2019), dolayistyla susun fizyolojik o6zelliklerini etkilemektedir. Bitki Ortiistiniin
toprak  fungusunun fizyolojik  ozellikleri {izerindeki etkisi yeterince

arastirtlmamistir (Vukicevich et al., 2019) ve ayrintili olarak test edilmelidir.

Filamentli funguslar1 kullanarak yetersiz besleyici 6zelligi olan tarimsal
atiklarin fermentasyonu ve besin degerinin artirtlmasi ¢alismalar1 6nemlidir (de
Siqueira et al., 2010; Panesar et al., 2015; Sadh et al., 2018; Jha et al., 2020).
Funguslar gezegende yasayan (Izzaty et al., 1967; Bonneville et al., 2020), dogal
ve sentetik bilesiklerin ¢ok cesitli bigimlerini parcalayabilen en genis sindirim
enzimi yelpazesini lireten bir numarali saprofit olarak kabul edilirler. Bu nedenle,
bunlart tarimsal sanayi yan {riinlerinin fermantasyon baglaticilart olarak

benimsemek, yalnizca ucuz atiklarin kullanilmasinda degil, ayni zamanda
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cevredeki kirliliklerin giderilmesinde de smirsiz fayda saglayabilir (Denardi-
Souza et al., 2018). R. oryzae, misir samani, manyok, patates kiispesi, piring
kepegi, elma atiklari, portakal kabugu, bugday atiklari, arpa kepegi ve diger
bircok lignoseliilozik atik gibi birgok tarimsal atikta yetismesini saglayan
amilazlar, seliilazlar, pektinazlar ve ksilanazlar gibi karbonhidratlar i¢in genis bir
enzim yelpazesine sahiptir. Bunun yami sira toksin iiretmemesi nedeni ile

detoksifikasyonda da kullanilmaktadir (Ibarruri and Herndndez, 2018).

Zeytinyag1 endistrisinin bir yan iirlinii olarak zeytin degirmeni atig1 yillik
tonlarca olarak iiretilir ve yem bilesenleri olarak hala faydali olabilecek bircok
bilesen igerir. Bu bilesenlerin bazilari, oleik, palmitik ve linoleik asitler gibi yag
asitleri igerdiginden bir enerji kaynagi olarak kullanilabilen nispeten yiiksek bir
ham yag igerigidir (yaklasik %9) (Chiofalo et al., 2004). Ayrica arginin ve glisin
amino asitleri igeren 6nemli bir protein icerigine (yaklasik %5) sahiptir (Zarei et
al., 2011). Makul seviyelerde manganez ve ¢inko ile kalsiyum, bakir ve kobalt
gibi bazi elementler igerir. Ayrica zeytinyagi {iretim yan {riinlerinde bulunan
tanenler, ligninler, uzun zincirli yag asitleri, indirgenmis sekerler, proteinler ve
fenolik  bilesiklerin  antioksidan ve antimikrobiyal kapasiteleri vardir

(Gerasopoulos et al., 2015).

Bir¢ok c¢aligma, zeytin posast (ZP) eklemenin faydalarini gostermistir.
Ornegin, E1 Hachemi et al. (2007), ZP'nin etlik pili¢lerin rasyonlarina %9'a kadar
yem maddesi olarak dahil edilebilecegini ve biiylime performanst iizerinde
olumsuz bir etkisi olmadigini bildirmistir. Abo Omar (2005), 100 g/kg'a kadar
olan etlik pili¢ rasyonlarinda ZP kullanimmin canli agirlhigini - arttirdigin
bildirmistir. Ayrica, ZP'nin diyete eklenmesi, yumurta agirligi ve yumurta sarisi

indeksi a¢isindan yumurta piliclerinin performansi iizerinde faydali bir etkiye
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sahip olacagi belirtilmistir (Zarei et al., 2011). Afsari et al. (2014), ZP'nin yumurta
pilici diyetlerine %16'ya kadar dahil edilebilecegini ve iiretkenlik performansi
iizerinde olumsuz bir etkisi olmadigin1 bulmuslardir. Zangeneh and Torki (2011),
yumurta piliclerinin diyetlerine ZP'nin %9'a kadar eklenmesinin, kanatlilarin
iiretkenlik performansi iizerinde zararli etkileri olmadigini da bildirmistir. Ne
yazik ki, ZP'nin kanath diyetlerinde kullanimi sinmirlidir, ¢linkii bu yan {iriin,
monogastrik tiirler tarafindan iyi sindirilmeyen (yaklasik 136,3 g/kg) (NRC, 1994)
lif bakimindan yiiksektir (Zarei et al., 2011). Ayrica, ZP hiicre duvarlarinda yem
kullanim1 ve kanatl verimliligi {izerinde besleyici olmayan ksiloglukan (nisasta
olmayan polisakkaritler) mevcuttur (Rosario and Domingues, 2002). Nisasta
olmayan polisakkaritlerin yem alimin azaltigim1 ve diisiik etlik pilig
performansina neden oldugu bildirilmistir. Farag et al. (2010) tarafindan
radyasyon uygulamalarinin nisasta olmayan polisakkaritlerin olumsuz etkilerini
bliyilk oOlgiide hafiflettigi, protein, yag, lif ve nisasta sindirilebilirligini
iyilestirdigi, lifin tamamen parcalanmasina yardimci oldugu radyasyonun bir
sonucu olarak mevcut enerjideki iyilesmenin %35' e kadar ulastig1 bildirilmistir.
Baska bir ¢alismada, rasyonlara sar1 misir tanelerinin %5 ve %10' oranlar1 yerine
diyete aymi oranlarda ZP eklenmesinin yumurtlayan Japon bildircinlarinin
biyolojik performansi iizerindeki etkisini aragtirilmistir ve 1sinlanmis zeytin
atiklariin, yumurtaci bildircin yemlerinde, biyolojik performanslari {izerinde
zararli bir etki olmaksizin, diyet sar1 misir yerine %]10'a varan seviyelerde

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Ibrahim et al., 2018).

Ancak genel olarak, zeytin yan iirlinlerinin kullanimi, tek mideli hayvanlar
tarafindan sindirilmesi zor olan nispeten yiiksek miktarda lignoseliilozik lifler

(yaklasik %40) icerdiginden dolay1 sinirhdir (Zarei et al., 2011). Ayrica, nisasta
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eksikligi yem bileseni olarak bir dezavantajdir. Ciinkii nisasta, yemin ME'sinin
yukseltilmesinde 6nemli bir rol oynar, dolayisiyla iiretkenligini arttirir. Bu sorunu
¢ozmek i¢in bazi1 arastirmalar, gama isinlar1 ile zeytin posasi i1sinlamasina
bagsvurmus ve yumurtaci bildircinlarin beslenmesinde olumlu sonuglar alinmistir
(Ibrahim et al., 2018). Zeytin atigimin giivenli mikroorganizmalar tarafindan
fermantasyonu bir baska avantajli ¢ziimdiir. Ornegin, bir ¢alismada ZP Pleurotus
ostreatus ve Pleurotus pulmonarius'un fermantasyonu, %7 ila 29 arasinda degisen
onemli CP artiglarina yol act1. (Brozzoli et al., 2010). Baska bir ¢calisma, ZP'nin
Beauveria bassiana, Fusarium flocciferum, Rhizodiscina cf. lignyota ve A. niger
15 giin fermentasyonda, kimyasal bilesim ve enzim aktiviteleri belirlendi ve
sonuclar protein igeriginde %94'e varan bir artis gosterdi. Chebaibi et al., 2019).
Baska bir calismada ZP'nin A. oryzae FK-923 tarafindan fermantasyonu, ham
protein igeriginde %9.5'ten %17.4'e bir artis sagladi (Fadel & EI- Ghonemy,
2015). Baska bir calismada, Phanerochaete chrysosporium, Trichoderma reesei
ve S. Cerevisiae, ham ZP'deki ham protein seviyesini %5,9'dan FZP'de %40,3'e
cikardi (Haddadin et al., 1999). Ayrica Shataby et al. (2009) yapisal
karbonhidratlar1 parcalamak i¢in P. ostreatus kullandi, boylece sindirilebilirligini

gelistirdi.

Tim bu nedenlerden dolay1r biz ¢alismamizda sadece zeytin posasini
fermente ederek zeytin posasinin kalitesini ve ayrica fermente edilmis zeytin
posasini belli oranlarda yeme ekleyerek yine yemin kaltesine etkisini yaptigimiz
caligmada arastirdik. TY fermentasyonunda kullandigimiz suglar1 yine bu
calismada kullandik. 92/1 ve 236/2 suglar ile karsilastirildiginda, 284 R. oryzae
susu, TY'nin fermentasyonunda oldugu gibi, zeytin Ogiitme agro-endiistriyel

atiklarinin fermentasyonundan sonra kuru maddede en yiiksek artisa sahipti. Her
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iki fermentasyon prosesi de yaklasik olarak ayni inokulum ile baslasa da tarimsal-
endiistriyel ZP'min 14 giinliik fermantasyonundan sonra 0,6253 g kuru maddeye
ulagilirken, TY nin fermentasyonu ile 0,7425 g'lik nispeten daha yiiksek bir kuru
maddeye sadece 4 giin sonunda ulasildi. Tablo 4.9 ve 4.13'te gozlemlendigi gibi,
ZP ham protein, seker ve nisasta i¢in sirasiyla %5,05, %0,59 ve %0,00 degerlerine
sahiptir ve TY, ayni bilesenler i¢in %17,05, %2,67 ve %34,3 degerlerine sahiptir.
Bununla birlikte, ham yag ve ham lif gibi parcalanmas1 daha zor olan kompleks
bilesenler, ZP'de (siras1 ile %9,19 ve %39,40) TY'den (siras1 ile %2,51 ve %2,50)
daha fazladir. Bu, farkli besin bilesenlerinin zenginliginin ve varligimmin fungus

biiyiimesi ile dogru orantili oldugunu kanitlamaktadir.

284 kodlu R. oryzae susu ile ZP fermentasyonun ardindan gosterilen kuru
maddedeki yiiksek artisa, ham protein bilesenlerindeki en yiiksek artis eslik
etmistir. Ayrica ME'de en yiiksek artisa yol acan ham lifteki en yiiksek diisiis eslik
etmistir. Bu, fermente eden organizma ne kadar hizli biiylirse fermantasyon
kapasitesinin o kadar iyi oldugunu gostermektedir. Fadel & El- Ghonemy, 2015
tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada, yedi filamentli fungus (7richoderma
reesei F- 418, T. harzianum F- 416, T. virdie F- 520, T. koningii F- 322, A. oryzae
FK- 923, A. fumigatus F-993 ve A. awamori F- 524) aym1 zamanda zeytinyagi
endiistrisinin bir yan {iriinii olan zeytin kiispesini fermente etmek icin kullanilmig
ve 7 giinliik fermentasyondan sonra ham proteinde artis ve ME'de bir artisa yol
acan ham seliilozda azalma gozlenmistir. En iyi sonuclar, fermantasyon dncesine
kiyasla ME'de %9'luk bir artis gosteren A. oryzae’ den elde edilmistir. Bu calisma
ile bizim ¢aligmamiz arasindaki fark fermantasyonun 36°C'de yapilmis olmasidir,
bu da enzimlerin katalitik etkisini arttirmis olabilir, ancak bizim ¢alismamizda,

yemin ticari olarak iiretim potansiyeli diisliniilerek maliyeti azaltmak icin
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fermantasyon oda sicakliginda yapilmistir. Farkli zeytin atiklar1 {izerinde, hayvan
yemlerine uygulamak amaciyla farkli fermente edici organizmalar kullanilarak
baska ¢alismalar yapilmistir. Ornegin, ¢ekirdekli zeytin ezmesinin 6zelliklerini
gelistirmek icin bir Pleurotus 'un bir tiirii kullanilmis ve hemiseliiloz bilesenlerini
azaltirken ham proteini yiikseltmistir (Brozzoli et al., 2010). 4. niger, Chebaibi et
al. (2019) tarafindan bildirilen bir ¢alismada zeytin kekinin protein igerigini

artirmay1 basardi.

TY'nin bir kisminin besleyici olarak zayif ve ucuz bir ZP ile
degistirilmesini test etmek icin %20, %30 ve %40 oranlar1 6nerilmistir. Ciinkii
%?20'den az1 ekonomik olarak c¢ok faydali olmayacak ve %40'tan fazla takviye
yapildiginda TY nin beslenme avantajinin biiylik bir kismi kaybedilecektir. Ve
bu, ME'nin bu oranda (%40) %#4,27 oraninda diistiigii ¢alisma ile kanitlanmistir.
Zengin besleyict TY'nin %20 ve %30'unun yetersiz besleyici ZP ile
degistirilmesinin ME'de bir azalmaya yol agmasi bekleniyordu; ancak sirasiyla
%8,38 ve %2,83'liik bir artis olmustur. Bu, karmasik bilesiklerin analizle tespit
edilebilen daha kolay erisilebilir basit bilesiklere pargalanmasina yol agan
fermantasyonun etkisiyle aciklanabilir. Ayrica, bazi1 bilesenlerdeki artis,
fermantasyon islemi sirasinda misellerde protein ve yag icerigi arttikca, analizden
once kurutulan ve ogiitiilen fermente edilmis zeytin posasinda (FZP) bulunan
fungus miselleri ile agiklanabilir (Ibarruri and Hernédndez, 2018). TY
fermantasyon sonuclariyla karsilastirildiginda, TY'yi fermente etmek igin 284
kodlu sus kullanildiginda, 2 giinliik fermentasyondan sonra ME %8,64 artt1, bu da
TY'nin %20'sinin FZP ile degistirilmesinin sonucuna ¢ok yakin (%8,38) bir

degerdir.
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Tablo 4.13'te goriildiigii gibi, ham protein ve ilave edilen FZP arasinda ters
orantili bir iliski saptanmistir. Ancak ham yag ile yemdeki FZP arasinda dogru
orantili bir iligski saptanirken, kiil iceriginde yaklasik olarak hicbir degisiklik
goriilmemistir. Benzer sekilde FZP'deki artisla yag igerigindeki ayni artis,
Christodoulou tarafindan laktasyon koyunlari rasyanyonlarinda gerceklestirilen
bir caligmada da saptanmistir. Arastirmacilar bu ¢alismada yemleri FZP ile %10
ve %20 oraninda desteklemislerdir. Ancak bu ¢alismada yemdeki FZP oranindaki

artis, protein igerigini de kiil igerigini de degistirmemistir.

Organik atiklar da dahil olmak iizere yenilenebilir kaynaklar kullanilarak
fermantasyon yoluyla protein iiretimi, ¢evresel ve endiistriyel atiklara bir ¢oziim
olarak diinya ¢apinda ilgi gormiistiir (Oliveira, 2001). Okpako et. al. (2008) ham
protein icerigini %5,50'den %24,40'a ¢cikarmak i¢cin manyok kabugunu 4. niger ve
Lactobacillus rhamnosus karisimiyla fermente etti. Trichoderma viride daha 6nce
cesitli gida isleme atiklarinin fermantasyonunda kullanilmistir; De Gregorio et al.
(2002) limon hamurunu 7. viride ve A. niger ile bulamag¢ hal fermantasyon
yontemi (slurry-state fermentation) ile fermente etmisler, kalintida elde edilen
protein igerigi 7. viride ile A. niger ile oldugundan daha yiiksek olmustur. Hem
kimyasal olarak hidrolize edildiginde hem de 7. viride'nin biiyiimesi i¢in
kullanildiginda ¢ok diisiik protein igerigine sahip palmiye agaci yaprakeiklar: ve

orta damarlar1 proteinle zenginlestirilmistir (Ezekiel et al., 2010).
6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, izole edilen ve taranan 10 Rhizopus susun glivenli hem bakteriyel
hem de fungal patojenlere karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip ve 8 saatlik
maruziyetten sonra bile gastrointestinal sistem kosullarina tolerans gosterdikleri

gosterilmistir. Bu 10 izolattan {icii; sirastyla 284, 236/2 ve 92/1 kodlu suslar,
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yuksek antioksidan aktiviteye de sahiptir. TY i¢in fermentasyon kapasiteleri test
edildiginde, ozellikle 284 kodlu sus olmak iizere iyi fermentasyon kapasitesi
gostermistir. Sonuglar bu susun etlik pili¢ yeminin besleyicilik verimini artirmada
ve boylece pili¢ tiretimini artirmak igin bir fermantasyon starter kiiltiirii olarak
kullanilabilecegi anlamina gelir. Bununla birlikte, pili¢lerin fermantasyonunun

etkisini test etmek i¢in daha ileri caligmalar yapilmalidir.

Ayrica, bu suglarin fermentasyon yolu ile bitki atiklarinin veya endiistriyel
yan {lriinlerin besleyici degerini artirip artiramayacaklarini gérmek i¢in ayni 3 sus
(284, 236/2 ve 92/1) kullanilmistir. Pahali yem bilesenlerine geleneksel olmayan
bir alternatif olarak zeytin posast kullanilmistir.  Sonucunda, etlik pilig
endiistrisinde girdi olarak yiiksek yem fiyatin1 diisiirmenin bir yolu olarak, ticari
yeme %30’ a kadar oranda yine 284 kodlu sus ile fermente edilmis zeytin posasi
kullanilabilmigtir. Bununla birlikte, TY'de FZP takviyesinin dogrudan etkisi,
tavuk saglhigi tizerindeki etkisi ve ek olarak verimliligi hakkinda daha net bir fikir
edinmek ve ayrica 284 kodlu R. oryzae susunun probiyotik 6zellikleri dogrudan
pili¢ ile lizerinde in vivo olarak test edilmelidir. Bunu gerceklestirmek icin {ic ana
adim atilmalidir:1- R. oryzae suslarinin hem kiimes hayvanlarinda hem de
insanlarda kullanilan genis spektrumlu antibiyotiklere karsi antibiyotik direnci
hem de kolesterol asimilasyonu dahil olmak {izere ek probiyotik 6zellikler
acisindan in vitro testi, 2- Hayvan ve insan tiiketimi icin giivenliklerinden
tamamen emin olmak i¢in R. oryzae suslarinin in vivo oral toksisite ve in vitro
virlilans faktorleri testi, 3- Ham tavuk yemine probiyotik olarak en iyi R. oryzae
suslar ile takviye edilmesinin ve yemi ayni susla fermente etmenin etkisini test

etmek i¢in hayvan deneyleri.
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EK 1. Rhizopus suslarinin fenot

Rhizopus stolonifer Rhizopus microsporus Rhizopus oligosporus Rhizopus oryzae Rhizopus sexualis
37°C'de 48 szat Zayif veya yok tam petri tam petri, disik, cok seyrek tam petri yok
hale Petri dish, disik, di k, net ol ki ) : -
Bigim tam petri tam petri whole Fetri disn, Gllzti, oLz Ve sEyrex, net almayzn kenar tam petri tam petri, cok diisik, ve seyrek
bosluklar ile
CYA'da ki siyzh sporangia sadece kenarlarda Ince soluk gri miselyum, sporangia olgunlastika koyu agik kahverengi, sporangia ince gri miselyum ve kiiiik siyah beyaz ila gri miselyum; az sayida sporangi,
griolur seyrek Uretiliyor, kahverengi 2ri sporangia soluk; géze carpan siyah zigosporlar
Ters soluk solukilz donuk sar renksizden soluk kahverengiye ters soluk renksiz
Bigim tam petri tam petri tam Petri, bazen kapaga uzanip yapisarak tam petri CYA'dakine benzer koloniler, ancak daha yogun
poze carpan sporangiz tasiyan floccose beyaz . - . . P L
I luk yum, lgunlastikca k | kiigtik siyahi
MEA'da ki miselyum. ance beyaz, sonra olgunlagma il hila nce soluk gri miselyum m.uos_.ﬁ_m olgunlagticca koyu| Koyu griden siyzha, bol miktarda sporangia, siyah ince grimsi a_mw yum ve .c?_ siyahimsi
wahlasr : griolur grisporangia
sival
Ters renksiz soluk ila donuk sari renksiz soluk
K@t bigimlendirilmig rizoid demetlerinden tek bagina |genellikle tabanda veya yakininda ivi gelismis kisa rizoitler|
rizoitler rizoid demetlerinden G ila beslik gruplar ¢ I F vy . Ve : rizoitlerden 1 ila 3'lik demetler halinde tasinir rizoidlerden kaynaklanir, kiime basina 1 ila 3
Sporangioforiar veya 2ila 3'li gruplar ha e
tip sekil dalsiz, nispeten kisa, genellikle 200-500 ) .
stip 38 K<m dalsiz, 3 mm — Emum\mg 158, BENE w um 150-400 pm uzunluk 1500 pm uzunluga kadar, genellikle dalsiz 1500 pm vzunluga kadar, genellikle dalsiz
uzunlugu uzunlugunds, kahverengi duvarli
Cap 100-350 um 100-200 pm 80-120 um 150 um 50-150 um
Sporangia . ia kiiresel, Gnce beyaz, |gunl|
porang genellikle kiiresel Siyah, genellikle kiiresel koyu renkli, genellikle 7 giinde kinlir ve sporlar dagilr; Sporangia kurese S.nm. FYaL, SONe lguniasnea kiiresel, beyaz, gri oluyor
grimsi siyzh oluyor
neredeyse kiresel kiiresel kalici, genellikle bolinmis, ancak kiiresel ilz piriform Kiresel, soluk kahverengi kiireselden elipsoide
Kol Cap 200 pm'ye kadar 20-35 pm 25-75 pm ¢ap veya uzunluk 10 pm'ye kadar 100 um'ye kadar ¢ap veya uzunluk
olumelia . . . . .
. semsiye sekilleri olusturmak igin genellikle asagi ve . . e . . T . . . PR
vyaglandiginda| ° Ve § .a ) ﬁ.x g e semsiye sekilleri olusturmak igin asad dogru ciker semsive sekilleri olusturmak igin asag dogru goker  |semsive sekilleri olusturmak igin asa@ dogru goker|
153 dogru coker
Cap Uzun eksende 8-20 um 3-5um 3-3,5um 5-8 um 5-12(-25) um
Sporangiosporlar Renk soluk kahverengimsi P xqu<m,~m,3m_ . . ; o "
egisken sekil, elipsoidal ila genis fusiform veya alin gri gizgili duvarl alt kiresel, elipsoidal veya
Sekil cizgili duvarlarla dar ince gizgili duvarl elipsoidal ince dikenli duvarlarlz kiresel ila alt kiiresel < - .u . een's v ericlze A P ¥
diizensiz agisal, cizgili duvar kéisel
Zygosporlar nadi nadir nadir nadir yaygin, 80-180 mm capinda, sivah, yar kiiresel

edilir.
25°C'dek

Rhizopus stolenifer, 25°C'de kaba hifleri ve yayain
biiyiimesi ve ilk olustugunda beyaz olan ancak
olgunlastikca siyaha dénisen sparangialar ile ayirt

Sporangiosporlar gizgili duvarl blydktar.
n aksing, 5 ve 37°C'de biyime zayifr veya
yoktur.

Rhizopus microsporus, R. stolonifer'den daha kisa
uclar ve dzha kiigiik kolumellzlar, beyaz
olgunlasmamis sporangialarin olmamasi ve 37°C'de
glclii biyime ile farkhdir. Daha kiigiik kolumella ve
daha kiicik sporlar dretmesiyle R. oryzae'den ayirt
edilir. R. oligosporus, R. microsporus'a gok benzer,
ancak daha biyik kelumellz dretir ve dizden diken
sporlara kadar plriizsiizdir

Rhizopus microsporus ile ortak olarak, R. oligosporus, R
stolonifer'den daha kisa uglan ve daha kiigik
kolumellalar, beyaz olgunlasmamis sporangialanin
olmamasi ve 37°C'de glig|di biyime ile farkhidir. Daha
kiigik kolumella ve daha kiigik sporlar Gretmesiyle
R.oryzae'den aynilir. R. oligosporus, R. microsporus
izolatlarindan daha bityiik kolumella dretir ve plirizsiizila

spinoz sporlar olusturur.

Bu tiir Rhizopus stolonifer'den daha kiigik sporangia
ve sporlan ve 37°C'de gok dzha hizli hiyimesi ile
ayrilir. Daha uzun stipes, daha biiyiik collumellze ve
dzha hiiyik sporlar ile R. microsporus ve R
oligosporus'tan farklidir.

Rhizopus sexualis géze carpan siyah zigosporlann
bol Gretimi ile diger gida kaynakli Rhizopus ve
Mucor tiirlerinden ayirt edilmektedir
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EK. II Izole edilen Rhizopus suslarinin fenot

Rhizopus spp. 32 43/1 61 86 92/1 103 123 228 236/2 284
37°C'de 48 saat tam petri tam petri tam petri tam petri tam petri tam petri tam petri tam petri fam petri tam petri
Bicim tam petri, yiksek tam petri, yiksek tam petri, yilksek tam petri, yiksek tam petri, yiksek tam petri, yiiksek tam petri, yiiksek tam petri, yiksek tam petri, yilksek tam petri, yiiksek
beyaz miselyum, siyah | solukkahverengimisel, | beyaz miselyum,siyah | solukkahverengimisel, | solukkahverengimisel, | beyaz miselyum, siyah gri misel, kictk, bol ) | beyaz miselyum, siyah heyaz miselyum, siyah
CYA'da : ) i beyaz miselyum, kahverengi }
sporangia sadece seyrek kahverengi sporangia sadece seyrek kahverengi seyrek kahverengi sporangia sadece kahverengimsi-siyah <ooraia sporangia sadece sporangia sadece
kenarlarda sporangia kenarlarda sporangia sporangia kenarlarda sporangia P kenarlarda kenarlarda
Ters saluk renksiz soluk saluk renksiz soluk saluk soluk soluk saluk
tam petri, yiksek tam petri, yiksek tam petri, ylksek tam petri, yiksek tam petri, ylksek tam petri, ylksek tam petri, yiksek tam ptri, ylksek tam petri, ylksek tam petri, yiksek
MEA'da beyaz misel, sayrek siyah | beyaz misel, seyrek siyah | beyaz misel, seyreksiyah | beyaz misel, seyrek siyah | beyaz misel, seyreksiyah | beyaz misel, seyreksiyah | beyaz misel, seyreksiyah | beyaz misel, seyreksiyah | beyaz misel, seyreksiyah | beyaz misel, seyrek siyah
sporangia sporangia sporangia sporangia sporangia sporangia sporangia sporangia sporangia sporangia
Ters soluk soluk soluk soluk soluk soluk soluk soluk soluk soluk
dallanan sporangioforlar, dallanan sporangioforlar,
rizoidler |ayni noktadan gikiyor, 2 stip farl z%msamj wlyor, 2 farkhnoktadan cikan | Farklnoktalardan ikiyor Fak z%msa% e z%msam: chyor, 2 ayni noktadan gikeyor, 2 stip |aym noktadan gikiyor, 2 stip |ayni noktadan gikiyor, 2stip|  ayni noktadan gikan
. stip ) stip stip
Sporangioforlar rizaidler rizaidler
Ecﬁ_ﬁmc 150 pm 200 pm 170pum 70-120 um 100-300 pm 140pm 170 pm 180-300 pm 70-100 pm 300 pm
g . S0pm 70pm 50-60 pm 50pm 40-70pm 40-70 pm 30-50 pm 70-80 pm 70-100 pm 80 pm
porangia siyah kiresel siyah kiiresel siyah kiresel siyah kiresel siyah kiiresel siyah kiresel siyah kiresel siyah kiiresel siyah kiresel siyah kiresel
Collumellae soluk kahverengi soluk kahverengi soluk kahverengi soluk kahverengi soluk kahverengi soluk kahverengi soluk kahverengi soluk kahverengi soluk kahverengi soluk kahverengi
3-8 pm 46pm 3-8ym 43ym 38 pm 38 m 38pm 38 m 38 um 38 pm
renksiz renksiz renksiz renksiz renksiz renksiz renksiz renksiz renksiz renksiz
Sporangiosporlar insgi iresel, i lresel,
degisken, elipsoidal, ¢izgi elpsodalden %3._&@3 degisken, elipsoidal, cizgil eipsidlen dara rese degisken, elipsoidal, cizgili | degisken, elipsoidal, cizgili | degisken, elipsoidal, gizgili | degisken, elipsoidal, cizgili | degisken, elipsoidal, ¢izgili | degisken, elipsoidal, ¢izgi
cizgili duvarlar, birbiring ¢izgill duvarlar, birbirine
duvarlar duvarlar duvarlar duvarlar duvarlar duvarlar duvarlar duvarlar
yaklasir yaklasir
Tygosporlar yok yok yok yok yok yok yok yok yok yok
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