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FARKLI MiKROORGANIZMALAR iLE FERMANTASYONUNUN
Codium fragile'nin (Suringar) Hariot, 1889 BESIN KOMPOZiSYONU VE
ANTIOKSIDAN AKTIVITESI UZERINDE OLAN ETKIiLERI

OZET

Alglerin antimikrobiyal, antiviral, antioksidan, antikanserojen, antimutajenik, antienf-
lamatuar ve antikoagiilan 6zellikleri, yem {iriinlerinde olumlu etkileri arttirmak ama-
ciyla fermantasyon islemi ile gelistirilebilmektedir.

Bu ¢alismada, Chlorophyta sinifinda denizel bir yesil makroalg tiirii olan Codium fra-
gile, farkli mikroorganizmalar ile verimli bir oran belirlenmesini amaglayan bir fer-
mantasyon siirecine tabi tutulduktan sonra, fermente edilmis alg yem katki maddesi
tiretilerek, elde edilen {iriinler antioksidan kapasitesi ve biyokimyasal bilesenler baki-
mindan fermente edilmemis alg unu ile karsilastirilmistir.

Codium fragile, Marmara Denizi Gemlik Korfezi’'nden toplanarak kurutulmus ve alg
unu elde edilmistir. Fermentasyon islemine tabi tutulan deneme gruplari, alg unu
iceren ortama farkli oranlarda (%3.75 veya %7.5) mantar ve bakteri sinifindan
mikroorganizmalar ilave edilerek olusturulmustur. Fermentasyon islemi, mantar tiirle-
rinin oksijensiz ortamda 72 saat fermente edilmesine miiteakip 72 saat daha bakteri
tiirlerinin ilavesi sonrasi oksijenli ortamda fermentasyon isleminin devam ettirilmesi
ile uygulanmistir. Deneme gruplarindaki karigim, fermentasyon siireci bitiminde ku-
rutma dolabinda 40 °C’de kurutulduktan sonra ogiitiilerek “fermente alg yem katki
maddesi” haline getirilmistir. Fermente edilmemis kontrol grubu ile birlikte 9 farkli
tirlin elde edilerek analize tabi tutulmusur.

Sonuglara gore, Grup 1B (%7.5 Trichoderma harzianum + %7.5 Bacillus subtilis) ile
elde edilen alg katkili fermente iiriin ile birlikte Grup 2B’de (%7.5 Saccharomyces
cerevisiae + %7.5 Lactobacillus delbrueckii) elde edilen iiriiniin antioksidan kapa-
sitesi, fermente edilmemis kontrol grubu olarak belirlenen alg unundaki antioksidan
kapasitesine gore 12 kat arttig1 tespit edilmistir. Fermantasyon islemi, deneme grupla-
rindaki protein degerleri arasinda %10 ile %35 oraninda artig saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Makroalg, Codium fragile, Maya ve bakteri fermentasyonu, Yem
katki maddesi, Alg unu.
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THE EFFECTS OF FERMENTATION WITH DIFFERENT
MICROORGANISMS ON THE NUTRITIONAL COMPOSITION AND
ANTIOXIDANT ACTIVITY OF Codium fragile (Suringar) Hariot, 1889

ABSTRACT

Antioxidant, antimicrobial, antiviral, anticarcinogenic, antimutagenic, anti-
inflammatory and anticoagulant properties of algae can be improved by fermentation
process in order to increase the positive effects in feed products.

In this study, Codium fragile, a marine green macroalgae species in Chlorophyta class,
was subjected to fermentation process with different microorganisms aiming to
determine an efficient ratio, and fermented algae feed additive was produced and the
products obtained were compared with unfermented algae meal in terms of antioxidant
capacity and biochemical components.

Codium fragile was collected from the Marmara Sea, Gemlik Bay, dried and algae
meal was obtained. Experimental groups subjected to fermentation process were
formed by adding fungi and bacteria class microorganisms at different rates (3.75% or
7.5%) to the medium containing algae meal. The fermentation process was carried out
by fermenting the fungal species in an oxygen-free condition for 72 hours, and then
continuing the fermentation process in an oxygen condition after the addition of
bacterial species for another 72 hours. At the end of the fermentation process, the
mixture in the experimental groups was dried in the drying cabinet at 40 °C, and then
ground into "algae added fermented feed additive™. Together with the unfermented
control group, 9 different products were obtained and analyzed.

According to the results, it was determined that the antioxidant capacity of the algae
added fermented feed additives obtained from Group 1B (7.5% Trichoderma
harzianum + 7.5% Bacillus subtilis) and Group 2B (7.5% Saccharomyces cerevisiae
+ 7.5% Lactobacillus delbrueckii) increased 12 times compared to the antioxidant
capacity of the algae determined as the unfermented control group. The fermentation
process resulted in an increase of 10% to 35% in protein values in the experimental
groups.

Key Words: Macroalgae, Codium fragile, yeast and bacterium fermentation,
feed contribution substance, algae meal.
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1. GIRIS

Diinya yem ve gida endiistrisi, karasal gidalara alternatif olarak siirdiiriilebilir sucul
kaynaklar1 hammadde olarak degerlendirmektedir.  Alglerin yiiksek degerli
bilesenlerini ortaya koymak arastirmalarin ilgi odagi haline gelmistir. Deniz alglerinin
bazi karasal bitki kaynaklarindan daha yiiksek diizeyde besin degerine sahip oldugu
bilinmekle birlikte, gida, tip, yem alaninda kullanilmak {izere faydali etkilere sahip

oldugu bildirilmektedir.

Algler, hiicre yapisi, morfolojik dzellikler, tireme yontemleri ve pigment gesitlerindeki
farkliliklara bagli olarak smiflandirilmaktadir. Kok, gévde ve yaprak yapisi
bulunmayan sucul bitkisel organizmalar, alg olarak tanimlanmaktadir. Tallus tasiyan
algler, dkaryotik canlilar grubunda olup sucul ekosistemde (okyanuslar, nehirler, tatl
su golleri, caylar, dereler vb.) yasamlarini fotosentez ile devam ettiren ototrof
canllardir (Yiiksel, 2009; Unver Algay ve dig., 2017).

Algler, yapisinda bulunan pigmentleri kullanarak, 1sigin etkisi ile suyu ve
karbondioksiti organik maddeye doniistiirmekte ve yasamini devam ettirmektedir.
Fotosentez siirecindeki metabolik reaksiyonlar sonucu agiga g¢ikan oksijen, sucul
ekosistemin birincil {ireticileri olarak tanimlanarak ¢oziinmiis oksijen bakimindan
ortamin  zenginlesmesini  saglamaktadir. Algler, diger canlilar tarafindan

kullanabilecek besin kaynaginin birinci basamagini olusturmaktadir (Duan, 2013).

Algler, farkli filogenetik gruplarda siniflandirilan, dkaryotik alglere ve prokaryotik
siyanobakterilere ait ¢esitli organizmalart ifade etmektedir. Prokaryotik
siyanobakteriler, mavi yesil algleri ve proklorofitleri kapsamaktadir. Okaryotik algler
ile prokaryotik siyanobakteri algleri arasinda ¢ekirdek, hiicre zar1 ve organel 6zellikleri
bakimindan temel farklar bulunmaktadir. Algler, mikro algler ve makro algler olarak
boyutlarina gore de tanimlanmaktadir. Mikro algler 3-10 um boyutlarinda tek hiicreli
organizmalari temsil ederken, makro alg tiirleri ise 70 m uzunluga kadar biiyiliyebilen

olgiide tiirleri tanimlamaktadir (Kim, 2011).

Diinya yiizeyinin yaklasik %72'si sudur ve deniz bitkilerinin %901 alglerden
olusmaktadir (Rajauria ve dig., 2015). Algler, yiiksek tuzluluk, basing ve sicaklik gibi
asir1 ortamlarda gelismelerini saglayan ve her tiir deniz ortamini kolonize etmelerine

izin veren mekanizmalar gelistirmistir (Tebbani ve dig., 2014). Bu mekanizmalari



sayesinde algler, diger organizmalarda bulunmayan biyoaktif etkiler sunan cesitli
ikincil metabolitler tiretebilmektedir. Alglerde bulunan baz1 degerli bilesikler arasinda,
siilfatlanmis polisakkaritler, fikobiliprotein, karotenoidler ve ¢oklu doymamis yag
asitleri (PUFA), pigmentler, mineraller (demir, kalsiyum, iyot, potasyum, selenyum)
ve vitaminler (A, C ve B1o) yer almaktadir (Tanna ve Mishra, 2018). Tiim bu bilesikler,
yiyecek ve igecek endiistrilerinin yani sira hayvan yemi, tarim, kozmetik ve ilag
endiistrilerinde uygulamalara sahiptir. Diinya’da dogadan toplanan veya yetistirilen
alglerin yaklasik %50'si gida endiistrisinde kullanilirken, toplam iiretimin %401
kozmetik ve ilag endistrisinde, %10 ise diger iretim alanlarinda

degerlendirilmektedir. (Chapman ve Chapman, 1980; Giiner ve Aysel, 1999).

Makro algler (deniz yosunu) arasinda, gelgit bolgesinde yaygin olarak bulunan ¢ok
hiicreli, makroskopik alg tiirleri bulunmaktadir. Ana pigmentlerine gore kirmizi
(Rhodophyceae) kahverengi (Phaeophyceae), ve yesil algler (Chlorophyceae) olarak
i ana sinif altinda siniflandirilmaktadir. Kahverengi alglerde fukoksantin, birincil
pigment iken kirmiz1 alglerde fikoeritrin ve fikosiyanin pigmentleri ekonomik agidan

da 6neme sahiptir. Yesil algler, klorofil-a ve klorofil-b agisindan zengindir.

Deniz kiyilarinda yasayan 10.000 tiirden yalnizca ~200 endiistride diinya c¢apinda
kullanilmakta olup ve 10 tiiriin yogun olarak yetistirilmektedir (Kim, 2011). Deniz
algleri arasinda, Kappaphycus alvarezii, Eucheuma spp. ve Gracilaria spp. agar agar
tiretiminde sektoriinde kullanilmaktadir. Undaria pinnatifida, Saccharina japonica
Porphyra spp. ve Sargassum fusiforme, insan gidasi kullanimi i¢in hasat edilmektedir
(Buschmann ve dig. 2017).

Deniz makro alglerinin kimyasal bilesimi, biiytik dlgiide tiire ve yetistirme kosullarina
bagli olup %10-25 arasinda kuru madde igerirler ve bunun ana bileseni %60'a varan
degisen oranlarda karbonhidrat molekiileri olusturabilmektedir (Chen ve dig., 2015).
Tiim makro algler seliiloz igerirken, diger karbonhidratlar ise gruplar arasinda farklilik
gostermektedir. Laminarin, mannitol, aljinat, glukan ve fukoidan kahverengi
alglerdeki ana karbonhidratlardir (Nagamine ve dig., 2015). Kirmizi alglerde
karagenan, agar ve lignin ekonomik degeri olan karbonhidrat molekiilleridir. Yesil

alglerde mannan, ulvan ve nisasta bol miktarda bulunmaktadir (Chen ve dig., 2015).

Karadeniz, Marmara Denizi, Ege ve Akdeniz'e olan uzun kiy1 seridi payi ile Tiirkiye'de

deniz algleri ile ilgili arastirmalar artsa da deniz alglerinin insan tiiketimi i¢in gida
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olarak kullanimi hala nispeten nadirdir. Deniz alglerinin yaygm kullanimi bol
bulunabilirligine, faydali etkilerine ve ekonomik degerine bagli oldugu gibi,
yetistiricilik ~ yolu ile iretiminde Dbesin bilesiklerinin varhigi  sayesinde

endiistrilesebilme 6zelligine de baglidir.

Endiistriyel, tarimsal ve evsel atiklardaki amonyum, nitrat ve fosfatla ile asir1 yiiklenen
deniz suyu, diger tiirlerin yasam kalitesini diislirme potansiyeline sahip olsa da, algler
bu bilesikleri besin olarak kullanmaktadir. Bu durumda habitatin siirdiiriilebilirligine
katkida bulunmasi agisindan, kontrollii alg yetistiriciligi kiy1 ekosisteminde 6nemli bir

¢Oziim secenegidir.

Kiy1 bolgelerinde sanayilesme ve kentlesmenin 6nemli 6l¢iide artmasi karsisinda deniz
ortamlart Kirlilige maruz kalmaktadir (Tas¢1 ve Giiroy, 2022). Aritilmamis atik
sulardan ve endiistriyel atiklarin bosaltilmasindan kaynaklanan deniz kirliligi, deniz
ekosistemi i¢in en yaygin ve en zararli kirlilik bi¢imlerinden biridir (Espinosa ve dig.,

2007).

Deniz algleri, kontaminasyon biyomonitérleri olarak da kullanildiklari igin (Al-
Homaidan, 2007; Kamala Kannan ve dig., 2008), sudaki iyonize elementleri biriktirme
yetenekleri nedeniyle kirliligi yansitmaktadir. Makro alg tiirleri, diinyada hem
denizlerde hem de tatl sularda agir metal diizeylerini 6lgmek i¢in genellikle indikator
organizmalar olarak tercih edilmektedir (Mohamed ve Khaled, 2005; Fytianos ve dig.,
1999). Yesil algler, yilizeylerindeki yiiksek negatiflik nedeniyle suda bir¢ok agir metal
iyonunu ¢ekebilmekte ve depolayabilmektedir. Bu da su kirliliginin belirlenmesinde
ve giderilmesinde alg kullanimini 6nemli kilan bir faktor olarak calismaktadir (Alp ve
dig., 2012). Codium cinsine ait tiirler, biyolojik izlemede kullanilabilecek

yetistiricilige agik potansiyel tiirlerdir.

Diinyada 43 iilkede deniz yosunu iiretildigi bilinmektedir. 2015 yilinda elde edilen
veriler incelendiginde 28 milyon ton su bitkisi iiretimi ger¢eklesmis olup bunun %94’
liik kismu yetistiricilik yoluyla saglanmistir. 2018 yilinda ise diinya 32,4 milyon tonluk
alg iiretimi gergeklesmistir (FAO, 2020).

Makro algler farkli endiistrilerde hammadde olarak kullanilmakta ve agirlikli olarak
gida {irinii kullanimi1 mevcuttur (MacArtain ve dig., 2007). Makro algler, denizel gida
kaynaklar1 arasinda yeni ve alternatif gida kaynagi olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Berik

ve Cankirigil, 2019). Deniz alglerinin bazi karasal bitki kaynaklarindan daha yiiksek
3



diizeyde besin degerine sahip oldugu bilinmekle birlikte, gida, tip, yem alaninda
kullanilmak iizere faydali etkilere sahip oldugu bildirilmektedir (Poblete-Castro ve
dig., 2020).

Gida tretimi ve cevresel faaliyetler ile birlikte saglik, beslenme ve ekonomi
alanlarinda siirdiirtilebilir kalkinmadaki kiiresel doniisiim, alg tiretimi ve kullanimi da
dahil olmak tizere denizel kaynaklarin verimli kullanilabilirligi ile miimkiin

goriilmektedir.

Algler, kara bitkileri ile karsilastirildiginda, fotosentez siireclerindeki kolayliklar ile
daha hizl1 ve tiim y1l boyunca biiyiiyebilen 6zellikleri sayesinde birim alan bagina daha
yiiksek verimde hasat edilebilmektedir. Alg tiretimi suda yapilan bir tarimsal faaliyet
olmakla birlikte, karasal tarima kiyasla, giibre, bocek ilaci veya igilebilir su kullanim1
gerektirmemesi ve ekilebilir araziler ile rekabet etmemesi gibi birgok ¢evresel faydasi
vardir (Leyton ve dig., 2019). Bu nedenle alg iiretiminde, ormansizlasma tercih
edilerek tarim arazisi olusturmaya gerek olmadigi i¢in g¢evre dostu bir tarim s6z

konusudur (Syrpas ve Venskutonis, 2020).

Algler, canli yem iiretiminde su tiriinleri yetistiriciliginde, hayvan yemi endiistrisinde
ve gida endiistrisinde besin maddelerini gelistirmek ve giiclendirmek igin
kullanilmaktadir. Tip alaninda ise hastalik 6nleme ve saglig gelistirme 6zelliklerine
sahip biyoaktif bilesikler elde etmek i¢in de kullanilmaktadir. Alglerde yaygin olarak
bulunan siilfatlanmis polisakaritler, yag asitleri, polipeptitler, karotenoidler ve
polifenoller gibi biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu, alglerin karmagsik polisakkarit
yapilardan olusan hiicre duvari tarafindan engellenmektedir (Leyton ve dig., 2019).
Hiicre duvarinin kimyasal, enzimatik yontemlerle pargalanmasi sonucu biyoaktif

bilesikler serbest kalabilmektedir.

Alglerden biyoaktif bilesikleri ¢ikarmak icin kullanilan geleneksel teknikler arasinda
asit-baz hidrolizi, yiiksek sicaklik veya solvent ekstraksiyonu yer almaktadir (Safi ve
dig., 2014). Bu teknolojilerin kullanimi etkili olmasina ragmen, atik {riinler
tiretilmekte ve maliyet artis1 ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte bazi 1siya duyarli
biyoaktif bilesikler (polifenoller, karotenoidler, vb.), ekstraksiyon sirasinda
bozulabilmektedir (Kadam ve dig., 2013).



Fermentasyon ve enzimatik isleme gibi teknolojiler, toksik kalintilar iretmeden veya
biyoaktif bilesiklerin aktivitesini degistirebilen ¢oziiciiler kullanmadan, amaglanan

bilesikleri elde edebilmeye olanak saglamaktadir (Larios-Cruz ve dig., 2019).

Fermantasyonda, katma degerli iriinler elde etmek ig¢in mikroorganizmalar
kullaniimaktadir. Hammaddeden polimerlerin hidrolizini tesvik etmek, biyoaktif
molekiilleri sentezlemek, toksik veya besinsel olmayan faktorleri bozmak igin,
mikroorganizmalar fermentasyon isleminde 6nemli rolleri tistlenmektedir (Verardo ve
dig., 2020; Septembre-Malaterre ve dig., 2018). Fermentasyon siirecinde,
mikroorganizmalar {irliniin besin degerini artiran birincil veya ikincil metabolitleri
biiyiik miktarlarda iiretebilmektedir. Ayrica mikroorganizmalar, polimerleri hedef alan
enzimleri ve asitleri salgilayarak ve kullanilabilir kii¢iik birimlere bolerek, fermente
trtintin sindirilebilirligini ve biyoyararlanimim iyilestirebilmektedir (Ryu ve Kim,
2013).

Fermantasyon tiirleri, farkli alg tiirlerinin fermentasyonu igin kullanilan
mikroorganizmalar, fermantasyon kosullari ve elde edilen biyoaktif bilesiklerin
biyoaktif etkileri farkli aragtirmalarda tartisilmaktadir. Diinyadaki hammadde
potansiyelinin smirsiz olmamasi, siirdiiriilebilir yeni maddelerin sentezlenmesi ve
transformasyonu i¢in mikroorganizmalarda var olan biiyiik kapasitenin kullanilmasi

gerektigi anlagilmistir.

1.1. Fermentasyonun Tarihgesi ve Asamalari

Mikroorganizmalarda meydana gelen biyolojik olaylar ve olusan iirlinler binlerce
yildan beri kullanilmaktadir. Insanligin ilkel topluluklar halinde yasadigi zamanlarda
agac ve toprak kaplarda, tulumlarda, meyve kabuklariyla yapilan ilk tekniklerdir.
Giliniimiizde ise mikrobiyolojik tekniklerin gelismesi ile devam etmektedir. En eski
teknolojilerden ve gida isleme yontemlerinden biri olan fermantasyon, Latince

“kaynamak” anlamina gelen “fevere” kelimesinden gelmektedir.

Fermantasyon, gida iiriiniin raf 6mriinii uzatarak muhafaza edilmesine olanak taniyan
bir ¢esit gida isleme teknolojisidir. Fermente gidalar, dogrudan veya dolayli olarak
mikroorganizmalar sayesinde, bozulabilir hammaddeleri koruyup raf 6mrii boyunca
daha dayanikli triinler haline gelerek besleyici olmayan bilesenlerden de

uzaklastirilmis aromatik 6zelliklerine sahip tirtinleridir.



Gida fermantasyonunda yer alan en yaygin mikroorganizma gruplar1 bakteri, maya ve

kiiflerdir. Mikrobiyal enzimler de gida fermantasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir.

Fermantasyon siireci; nem, sicaklik, ¢oziinmiis O2 konsantrasyonu ve ¢oziinmiis CO>
dahil olmak tizere ¢ok sayida faktorden etkilenmektedir. Bu faktorlerin varyasyonu,
fermantasyon oranini, iirliniin organoleptik 6zelliklerini, besin kalitesini ve diger

fizikokimyasal 6zellikleri etkileyebilir (Erkmen ve Bozoglu, 2016).

Louis Pasteur, fermantasyonu "Havasiz yasam" olarak tanimlamistir. Giiniimiizde
fermantasyon, organik bilesiklerin oksijen varliginda (aerobik) veya yoklugunda
(anaerobik) mikroorganizmalar tarafindan parcalanmasi olarak tanimlanir.
Fermentasyon siirecindeki pargalanma, enerji tiretimi (ATP molekiilleri) ile
sonuclanmasiyla degerli ticari {irlinler {retebilmeye veya Onemli kimyasal
dontisiimleri  kolaylastirmaya olanak tanimaktadir. Bu kimyasal doniisiimlerin
giivenlik ve ekonomik faydalari nedeniyle enerji iiretimi, malzeme, ilag, kimya ve gida
endistrilerinde fermentasyon siire¢lerinin uygulamalari yer almaktadir. Fermentasyon
sirasinda, organik substrat, karbonhidratlar ve diger bilesikler, bir elektron dondrii
olarak hareket eder ve bu siirecten tiiretilen organik molekiil, bir veya daha fazla son

iriintin miiteakip olusumu ile bir elektron alicis1 olarak gorev alir.

Fermantasyonun son Tlriinleri mikroorganizmaya baghdir ve ¢esitli fermantasyon
yollari, birincil {riinlerinden sonra adlandirilir. Fermantasyon yollarinin birincil
tirlinleri arasinda asitler, alkoller ve gazlar yer almaktadir. Fermente edilecek iiriine
katilan aktif mikroorganizmanin konsantrasyonu, fermente olabilen sekerlerin veya

diger fermente olabilen organik maddelerin konsantrasyonunu belirlemektedir.

Aktif mikroorganizmalarin yas1 ve sagligi, fermentasyon ortamin sivi karisimindaki
pH, sicaklik, basing, tuzluluk gibi ¢evresel kosullar dahil olmak iizere bir¢ok degisken
de fermantasyonu etkileyebilmektedir. Genel olarak endiistriyel mikrobiyal

fermantasyon, temel amaclarina gore dort kategoriye ayrilir.

1. Biyokiitle tiretimi

2. Birincil metabolitlerin iiretimi (etanol, laktik asit, vb.)

3. Sekonder metabolitlerin iiretimi (enzimlerin, vitaminlerin sentezi vb.)

4. Alt tabakanin katma degerli {iriinlere doniistiiriilmesi



Fermentasyon siireci oksijen, karbondioksit, fermentasyon sicakligi, fermentasyon
pH’1, mayanin asilanma orani, maysenin seker konsantrasyonu, alkol konsantrasyonu,
besin maddeleri, maysenin hareketi, maya susu gibi faktorlerden etkilenmektedir

(Pamir, 1985).

Fermentasyonda etil alkol iiretimi sirasinda yan {irlinlerin daha az olmasi arzu
edilirken, etil alkoliin en yiiksek seviyede olugsmasi beklenmektedir. Oksijen maya
tiretimi i¢in 6nemlidir. Ortamda yeterli hava yoksa maya tomurcuklanarak ¢ogalamaz.
Etil alkol iiretilirken, mayanin hiicresel materyal yapmak yerine alkol iiretmesi arzu
edilir. Bu nedenle fermantasyon sirasinda ¢ok az hava gerekir. Fermantasyonun ilk
asamasinda, mayanin biiylimesini saglamak i¢in ortama kisaca hava eklenir. Ardindan
hava kapatilir ve ana fermantasyon baslar. On fermantasyon sirasinda maya aktif hale
gelir ve enzimlerle zenginlesir. Maya aktive edildikten ve enzimlerle
zenginlestirildikten sonra havasi alinir ve ana fermantasyon baslar. Fermantasyon
sirasinda ¢evreye Oz salinimi fermantasyonu yavaslatir ve hiicre ¢ogalmasini arttirir

(Pamir, 1985).

Ortamda ¢ok fazla veya ¢ok az COz bulunmasi maya gelisimini ve fermantasyon
oranlarin1 etkiler. Yarattigt basing, COz'nin maya i¢in toksik olmasindan daha
onemlidir. Ortamda CO; tarafindan iiretilen 0,4 atmosfere (atm) kadar olan basinglarin
maya aktivitesi lizerinde higbir etkisi yoktur. Ancak atmosferik basing 1 atm'ye
ulastiginda maya gelisimi etkilenmeye baslar. 20 atmosferde maya biiylimesi durur.
10 atmosfer Alkol fermantasyon hizi basing noktasina kadar artabilir. Bu, bu ortamda

O2 bulunmamasindan kaynaklanir (Pamir, 1985).

Alkolik fermantasyon i¢in ideal sicaklik 30°C'dir, ancak fermantasyonun tipine ve
tiriine (alt fermantasyon, iist fermantasyon) baglidir. Genel olarak, 30°C'nin
tizerindeki alkollii igkiler i¢in fermantasyon 36°C'ye kadar hizlanir, ancak maya
gelisimi durur. 40°C'de maya, mayalanma yetenegini kaybeder. Maya gelisimi i¢in 25-

30°C, etil alkol iiretimi i¢in 30-37°C idealdir.

Fermantasyon s1visinin pH'1 6nemlidir ve maya genellikle hafif asidik bir ortamda (pH
4.5-5.0) islev goriir. pH ¢ok diisiik veya ¢ok yiiksek ise alkol fermantasyonu olumsuz
etkilenecektir. Ortamdaki alkol konsantrasyonu o kadar yiiksek ve maya aktivitesi o

kadar yavagtir. Alkol konsantrasyonu %8-10 civarinda olmalidir. Alkoliin engelleyici



ozellikleri, alkoliin ozmotik basincinin sekerden daha yiiksek olmasiyla olusturdugu

ozmotik basingla iliskilidir.

Maya tiiriinlin se¢imi kritiktir ve dogru maya sec¢imi alkollii fermantasyon hizini
etkileyen en onemli faktorlerden biridir. Fermantasyon, islem sirasinda kullanilan su
seviyesine gore s1vi(batik) veya kat1 hal fermentasyonu olarak siniflandirilabilir. “Kati
hal” fermentasyonunda, substratin mikroorganizma biiylimesine ve metabolizmasina
izin verecek ol¢iide yeterli nem igermesi gerekmektedir. Bu tlir fermantasyonda, sinirh
nem igerigine bagli olan mantarlar ve gram pozitif bakteriler i¢in daha iyi

calismaktadir (Berenjian, 2019).

Batik  (stvi) fermantasyon, serbest akisli  sivi  substratlarda  biiyliyen
mikroorganizmalardan olusur. Bu yontem, Saccharomyces cerevisiae ve Bacillus sp.
gibi yiiksek nem icerigi gerektiren mikroorganizmalar i¢in uygundur. Daldirilmisg
fermantasyon prosesleri, calisma modlarina gore kesikli, beslemeli kesikli veya stirekli

olarak siniflandirilabilir (Berenjian, 2019).

1.2.  Mikroorganizmalarin Fermentasyon isleminde Onemi

Mikroorganizmalar, dogada bitkilerde ve toprakta bir¢ok besin elementinin faydali ve
kullanilabilir duruma getiren canlilarin basinda gelmektedir. Protein, nisasta gibi
kompleks molekiillerin, hiicre zarina gecebilecek kadar hidrolitik pargalanarak hiicre
igerisinde enzimler tarafindan katalize edilerek sentezlenir. Hiicre zarindan
gecebilecek boyuta pargalanmis olan organik molekiillerin hiicre igerisine girisi
difiizyon ile olmay1p, hiicre i¢i enzimlerin yardimiyla enerji harcanarak gergeklesen
bir absorpsiyon olayidir. Organik molekiillerin hiicre igerisinde pargalanmasi sindirici
hidrolazlar tarafindan gergeklestirilmektedir. Hiicre i¢i sindirici hidrolazlar ile
parcalanan maddeler kullanilabilir hale gelir. Hiicre, bu besinleri ¢ogalma ve gelisme
faaliyetleri igin gerekli bilesenlerin sentezinde (biyosentez) kullanirken ayn1 zamanda
da solunum ve fermentasyon gibi enerji lireten reaksiyonlarda degerlendirmektedir.
Solunum ve fermentasyon olaylar1 sonucu agiga ¢ikan enerji, hiicre metabolizmasinda

kullanilmaktadir.

Biyosentez, kromozomlarin DNA'sinda sifrelenmis genetik mesajlar sayesinde hiicre
icine alman basit molekiillerin kullanilarak, hiicre icerisinde aminoasitlerden

proteinlerin sentezi ve yag asitlerinden lipidlerin sentezi gibi daha kompleks



biyomolekiillerin olusturulmasi siirecleridir. Sentez olaylar1 sonunda; protoplazmik
proteinler, mikroorganizma hiicre zarlari, hiicre duvarlari, kromozom materyalleri,
enzim proteinler ve diger bilesenler ortaya ¢ikmaktadir. Biyosentez hiicrenin baslica
fonksiyonlarindan olup, enerji iireten reaksiyonlarla birlikte olusmaktadir. Bakteriyel
metabolizma, hayvansal hiicrelere kiyasla daha hizli ¢alismaktadir. Bakteri hiicresi,
cok kiiclik olmalarina bagli generasyon siirelerinin kisa ve nisbi ylizey alanlarinin
yiiksek olusundan dolayi, kisa zamanda besin 6gesini metabolize ederek, agirligini

arttirabilmekte ve 24 saatte milyonlarca sayiya ulasabilmektedir.

Mikrobiyal hiicrelerde meydana gelen tim degisiklikler, organik katalizorler olan
enzimler tarafindan gergeklestirilir. Bir enzim molekiilii, bir milyon substrat
molekiiliinii katalize edebilir. Mikroorganizmalar tarafindan elde edilen gida
triinlerinin  olusum temeli, fermantasyon islemlerine dayanmaktadir ve
karbonhidratlarin kullanimi 6n plana g¢ikmaktadir. Mikroorganizmalar, kompleks
karbonhidratlari dogrudan metabolize edemezler, ancak biiyilkk oranda glukoza
¢evrilmesinde gorev alarak metabolizmalarinda kullanirlar. Bu asamada glukoz, etil
alkol fermentasyonu ile maya hiicresi tarafindan CO2'e ve etil alkole doniismektedir.
Anaerobik ortamdaki hiicreye gerekli enerji, serbest oksijen olmadan saglanmaktadir.
Glukozdan baslayip, laktik asit olusumunda son bulan reaksiyonlar dizisi “glikolizis”

olarak adlandirilir. Bu olay fermantasyon olarak adlandirilmaktadir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Tez caligmasinin konusunu olusturan Codium fragile tiirii izerine Tirkiye kiy1
sularinda ve farkli tlkelerde ¢esitli ¢alismalar yiiriitiilmiis olup, bu alg tiiriniin
fermentasyonu {izerine sinirli ¢alisma mevcuttur. Alg fermantasyonu g¢alismalarinin
cogunda, batik (sivi) fermantasyon kullanildigi ve farkli alg tiirleri iizerine

fermentasyon arastirmalart ytirtitiildigli goriilmiistiir.

Salgado ve dig. (2021) tarafindan kahverengi deniz alglerinden Macrocystis pyrifera,
Sili’de Chiloe Adalari'nda yetistirilerek hasat edilmis ve 48 saat boyunca 60 °C'de
kurutulup un haline getirildikten sonra bir deniz mantar1 tiirii olan Paradendryphiella
salina ile s1v1 (batik) fermantasyon islemine tabi tutularak besin degeri incelenmistir.
Fermentasyondan sonra ortaya ¢ikan hidrolize olmus alg ile Paradendryphiella
salina’nin besin maddelerini 6ziitlemek igin kullandigi miselyum karigimi firiine,
mikoprotein adi verilmistir. Elde edilen mikoprotein, fermantasyona tabi tutulmadan
kurutulan alg biyokiitlesinin besin bilesimine gore, farklilik gostermistir. Fermente
Macrocystis pyrifera’nin toplam protein igeriginin %141 ve toplam amino asitlerin ise
%73.5 oraninda arttigi bildirilmektedir. Macrocystis pyrifera’nin fermantasyonu ile
toplam karbonhidratin %38 oraninda azaldigi belirlenmistir. Macrocystis pyrifera’nin
seliiloz konsantrasyonu, fermente edilmemis deniz yosunundan 2.9 kat daha diisiik
bulunmustur. Fermentasyon islemi ile iiriiniin, fenolik bilesen degeri %180.9 artmig
olup %86.3 artisla en yiiksek toplam antioksidan aktivite tespit edilmistir. Calismada

elde edilen iiriiniin yararli/fonksiyonel gida ve yem olabilecegi 6nerilmektedir.

Rafiquzzaman ve dig. (2015), kahverengi deniz alglerinden Saccharina japonica
tirtinii Aspergillus oryzae tiirii mantar kokenli maya kullanilarak fermantasyon ile
gelistirmeyi amaclamistir. Aspergillus oryzae ile fermantasyon ortaminin %2’si
oraninda Saccharina japonica tozu kullanilarak 7 giin diizenli araliklarla izlenmistir.
Toplam seker, toplam fenolik ve flavonoid igerigi gibi maksimum oranda ve istenen
Ozelliklerde 5 giinliik bir fermantasyon siiresinde ulasilmistir. Optimum fermantasyon
stiresi altinda, fermente edilmis ekstreler, DPPH radikal siipiirme, ABTS siiplirme
analizleri belirlenerek antioksidan aktivitenin arttigi gozlenmistir. Biyoaktif
molekiillerin ¢evre dostu bir sekilde arttirilmasi ve deniz yosunu bazli fonksiyonel
gidalarin gelistirilmesinde Saccharina japonica tiiriiniin Aspergillus oryzae tiirii ile

fermente edilebilecegi bildirilmektedir.

10



Brain-Isasi ve dig. (2021), kiy1 sularinda biriken yesil makroalg biyokiitlesinin
olumsuz ekolojik ve ekonomik etkilerini géz oniinde bulundurarak Ulva’nin besin
profilini biyolojik olarak mikrobiyal biyokiitle proteinine doniistiirmek ve yem tiretimi
icin kullanilmak iizere mikrobiyal fermantasyon uygulamasi gerceklestirmistir. Bu
arastirmada, seliilolitik ve filamentli bir mantar tiirii olan Trichoderma reesei Rut-C30
kullanilarak Ulva rigida biyokiitlesinin sakarifikasyonu ve fermantasyonu izlenmistir.
Trichoderma reesei Rut-C30 tek karbon kaynagi olarak Ulva rigida tlizerinde 72 saat
icinde biiyiitiilmiis olup elde edilen fermentasyon iirliniine mantar biyokiitle proteini
ad1 verilmistir. Fermente edilen Ulva rigida'nin, tiim esansiyel amino asitleri i¢erdigi,
metionin igerigin ise, ham alg ile karsilagtirildiginda 4 kat arttigi vurgulanmustir.
Fermente Ulva’nin in vitro sindirilebilirligi analiz edilerek, ham alg ile
karsilastirildiginda %71'den %94'e yiikseldigi bildirilmektedir. Ham alg unu %9.10
protein igerigine sahip iken fermente iirliniin proteini %11.43’¢ ylikselmistir. Toplam
seliiloz icerigi ham Ulva ununda %40.32 iken fermentasyon sonunda %3.08’e
diismiistiir. Calisma, Ulva rigida'nin, yem iiretmeye uygun yiiksek Kkaliteli proteinler
saglamak icin batik (s1v1) fermantasyon altinda 72 saat i¢cinde karasal bir mantar tiirii
tarafindan tek bir adimda sekerlenebilecegini ve fermente edilebilecegini

gostermektedir.

Landeta-Salgado ve dig. (2021) tarafindan, diisiikk ¢cevresel etkiye sahip yeni protein
kaynaklarinin tiretimi amaciyla, Paradendryphiella salina (deniz mantar1) ile yesil
deniz alglerinde Ulva spp. fermentasyon igslemine tabi tutulmustur. 1 kg kuru alg ile
561.3 g mikoprotein verimi, %48.2 protein konsantrasyonu ve %21 amino asit
konsantrasyonu elde edilerek fermentasyon sonunda iiretilen mikoproteinin besinsel

bilesiminin arttirildig1 bildirilmektedir.

Wadi ve dig. (2019) tarafindan Endonezya'da biyoetanol iiretimi i¢in hammadde
olarak kullanilan yiiksek seliiloz icerigine sahip kirmizi deniz alglerinden Gracilaria
verrucosa ve Eucheuma cottonii es zamanli olarak fermantasyona tabi tutulmustur.
Gracilaria verrucosa ve Eucheuma cottonii tiirleri, Lostridium acetobutylicum
bakterisi kullanilarak 10 giinliik fermentasyondan sonra sirastyla %5.7 ve %6.1 etanol
seviyelerine sahip biyoetanole doniistiiriilebilecegi gozlenmistir. Gracilaria verucosa

seliiloziiniin %3.33 doniisiim degeri ile 96.4 safliga sahip etanol tiretilmistir.
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2.1. Tezin Amaci

Nutrasotikler tek basina gida ya da ilag 6zelliginde olmasa da, gidalarin besinsel ve
fizyolojik Ozelliklerini gliclendirmek amaciyla katki maddesi olarak eklenmektedir.
Nutrasotik bilesiklerin diizenli kullanimi1, uzun vadeli ve siirdiiriilebilir saglik kosullar1
saglayabilmektedir. Nutrasotik potansiyele sahip dnemli metabolitlerin {iretiminde
algler, siirdiiriilebilir biyokiitle olarak kabul edilmektedir. Algler, farmasotik
Ozelliklere sahip ¢esitli besin bilesenleri ve metabolitlerin zengin bir kaynagi olarak

kabul edilmektedir (Giiroy ve dig., 2019).

Farmasotik triinlerin yan etkileri s6z konusu oldugu icin nutrasdtiklere yonelik
farkindalik ve ihtiya¢ ortaya ¢ikmistir (Das ve dig., 2012). Geleneksel olarak,
nutrasotikler besin olarak adlandirilir, ancak saglik yararlar1 da vardir ve bu nedenle
gida ve ilac arasindaki gri alan1 temsil ederler. Baz1 bitki kaynakli metabolitlerin ve
fitokimyasallarin insan sagligina faydali oldugu ve kanser, artrit, diyabet gibi kronik
hastaliklarin semptomlarini azaltabilecegi gosterilmistir (Shahidi, 2009). Farmasotik
tiriinlerle karsilastirildiginda etkileri hafif olsa da giivenli kabul edilirler ve giinliik
beslenme yoluyla takviye olarak alinmasi, uzun vadeli fizyolojik saglik yararlar

saglamaktadir.

Deniz algleri, farkli biyoaktivitelerden sorumlu olan ¢oklu doymamis yag asitleri
(PUFA), metabolitler, proteinler, siilfatlanmis polisakaritler, vitaminler ve mineraller
acisindan zengin bir kaynaktir; bu nedenle umut verici bir fonksiyonel gida
(nutrasdtik) olarak kabul edilirler (Tanna ve Mishra, 2018). Nutrasotiklerin yem ve
gida alaninda kullaniminin arttirtlmasi igin, pahali tiretim giderlerinin istesinden
gelinmesine yonelik bilgilerin tiretilmesi gerekli olup yasam kalitesini iyilestirmeye

yonelik uzun vadeli etkileri lizerine arastirmalarin artmasi beklenmektedir.

Son yillarda yapilan bilimsel arastirmalar sayesinde, yosun olarak tanimlanan deniz
algleri hakkinda olumsuz ¢agrisimlar dagilmakta ve insanlar tarafindan sadece saglikli
degil ayn1 zamanda lezzetli bir gida olarak kabul edilmeye baslamistir (Edwards ve
dig. 2012). Deniz algleri sadece gida olarak degil, ayn1 zamanda antimikrobiyal,
antiviral, antioksidan, antikanserojen, antimutajenik, antienflamatuar ve antikoagiilan
eylemler gibi farmasotik aktiviteleri ile saglik alaninda 6neme sahiptir (Madhusudan
ve dig., 2011).
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Tarim sektoriinde biyo-uyarict (biostimulant) olarak kullanilmakta olan algler,
kozmetik, endiistriyel kimyasallarin ekstraksiyonu, dis macunu, firn iriinleri ve
sakizlar gibi ¢esitli endiistriyel uygulamalara da sahiptirler (Jiao ve dig., 2011). Algler
yem ve gida endiistrileri i¢in bagisiklig1 giiclendiren ve saghgi gelistirici faydalar

sunan bilesenleri ile bir kaynak olarak kabul edilmektedir (Giiroy ve dig., 2022).

Bu tezde, Codium fragile tiirii yesil bir makroalg ile dkaryotik mantar tiirlerinden
Trichoderma harzianum Rifai, (1969) ve Saccharomyces cerevisiae ile prokaryotik
bakteri tiirlerinden Bacillus subtilis (Ehrenberg 1835) Cohn, 1872 ve Lactobacillus
delbrueckii (Leichmann 1896) iki asamali fermantasyon siiregleri uygulanarak, ¢esitli
asamalar sonunda kurutmaya tabi tutulmus ve “fermente alg yem katki maddesi” elde
edilmistir. Fermente alg yem katki maddesi; balik, karides, yenge¢ gibi sucul
hayvanlarin yemlerine ilave edilerek, ¢evre dostu etkiler ile beslenmeyi zenginlestirici
ozelliklere sahiptir. Yemlerde alg katkili fermente yem katki maddesi kullanimi ile
kiiltiir hayvanlariin bagisikligini gelistirmek suretiyle patojenik bakterilerin gelisimi
engellenerek hastaliklarin azaltilmasi ile biiylime tesvik edilir ve sindirilmeyen yem

yoluyla olusan kayiplar azaltilabilir.

Bu tezin amaci, biyoaktif Ozelliklere sahip katma degerli bilesikler elde ederek
nutrasotik olarak islev gosterebilecek, fermantasyonu ile giiclendirilmis alg icerikli
yem katki maddesi saglamaktir. Bu ¢alismada Codium fragile (Suringar) Hariot
Marmara Denizi 40.5094620 ve 28,8294330 koordinatlarindan toplanarak

kurutulmustur ve antioksidan kapasitesi ile biyokimyasal icerigi tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Codifum fragile ’nin ozellikleri

Codium farile (Sekil 3.1.), Ulvophyceae sinifina ait, yerel ismi ile kirilgan catal alg

olarak isimlendirilen bir Chlorophyta (yesil makro alg) tiiriidiir.

Codium fragile, 10 ila 40 cm arasinda degisen ve dallanan silindirik bdliimlerden
olusan koyu yesil bir alg tiiriidiir. 1-2 m derinlikte kayalardan sarkan boru sekilli
salkimlar formunda yetismektedir (Mavili, 2011).

Morfolojik olarak dalli ve slingerimsi bir yapiya sahiptir. Dallarin alt ve ug¢ kisimlari
silindirik yapisal 6zellik gostermektedir. Ayirt edici 6zelligine bakildiginda dikkat
¢eken nokta iireme yapilarinin olustugu (ug¢) kisimlarimin sivrilerek sonlanmasidir.
Akdeniz’de Codium fragile subsp. tomentosoides (van Goor) P.C.Silva olarak kayda
gecen bu tiir, Provan ve ark. tarafindan plastid genini temel alan biyomolekiiler

caligmalar sonucunda tiirtin Codium fragile subsp. fragile oldugu belirtilmistir.

Denizlerin; sublittoral bolgelerinde yayilim gdstermektedir. Tiirkiye’de 15181n yogun
oldugu kiyisal zonun kayalik bolgelerinde ve azot, fosfat yoniinden zengin sularda,
yogun olarak goriilmektedir (Cirik ve Cirik, 1999). Sicaklik ve tuzluluk degisimlerine
toleranst yiiksek bir makroalg tiiriidiir (Ak ve dig., 2016). Marmara Denizi’nde yayilim

gosteren Codium genis alanlarda yogun popiilasyonlar olusturabilirler.

Tiiketim sekli olarak taze ve kurutulmus olmalarinin yani sira ekstraktlari da
biyostimiilant olarak kullanilmaktadir (Castellanos-Barriga ve dig., 2017). Codium

tiirlerinin taze biyokiitlesinin %80-90'1 sudan olusur.

Bu ¢alismada kullanilan Codium fragile *nin sistematikteki yeri asagida verilmistir.

Alem - Bitkiler

Boliim : Chlorophyta

Siif : Ulvophyceae

Takim : Bryopsidales

Aile : Codiaceae

Cins : Codium

Tiir : Codium fragile (Suringar) Hariot,1889
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Sekil 3. 1. Codium fragile

Codium fragile, Ulvophyceae sinifinda yesil bir deniz alg tiiriidiir. Codium cinsi kutup
bolgeleri hari¢ diinya denizlerinde yaygin olarak yayilis gosteren taksonomik olarak
143 tiir icermekte olup ¢ogunlukla 1liman ve subtropikal bolgelerde bulunmaktadir
(Guiry ve Guiry, 2016). Japonya'ya 6zgii bir tiir olarak kabul edilen Codium fragile,
Kuzey Pasifik taksonudur (Burrows 1991; Provan ve dig., 2008). II. Diinya Savasi
stirecinde muhtemelen askeri nakliyeden kaynaklanan bir yayilim ile Diinya’da
yayilimi arttig1 bildirilmistir (Silva, 1955; Verlaque, 1994). Codium fragile, Kuzeybati
Atlantik'te, 1957'de tespit edilmistir (Bouck ve Morgan, 1957). 1960'larin basinda
kabuklu deniz iiriinleri {izerinde goriilmekle birlikte sicak-1liman ve Pasifik kokenli
olmasi nedeniyle 1lik s1g sularda yaygin hale geldigi tespit edilmistir (Coffin ve
Stickney, 1966).

New York kiyilarinda, Codium cinsinde gamet iiretiminin 8 cm veya daha uzun
yapraklarda 12°C ile 15°C arasinda gergeklestigi (Churchill ve Moeller, 1972)
bildirilmistir. Kuzeybati Atlantik ve Giineydogu Pasifik kokenli C. fragile
popiilasyonlarinda partenogenetik gametlerin veya par¢alanmanin meydana geldigini
tespit edilmistir. Kis doneminde parcalanma ilk olarak, dikotomilerin tabanlarina
yakin yapraklarin uzunluklar1 boyunca sismeler olarak belirdigi ve daha sonra, bu
sismis alanlarda daralmalar ortaya ¢ikarak yapraklarin, ebeveyn talluslardan ayrilarak

kiiglik pargalara boliindiigii goriilmiistiir ((Fralick ve Mathieson, 1973).

Benton ve dig. 2015 tarafindan Codium fragile’nin ekolojisi, bliytimesi ve tiremesi

incelenmis olup yaprak boyunun mevsimsel olarak degisken oldugu yaz mevsimi ile
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sonbahar baslangicina kadar yaprak uzunluklarinda belirgin bir artis oldugu
goriilmistiir. Kis mevsimini gegiren Codium’un ilkbahar yapraklarinin bir onceki
sonbahar degerlerine kiyasla boy bakimindan oldukga kisa ve bazi yapraklarin sadece

0.5-1cm oldugu bildirilmistir.

Codium'un hareketli anizogam gametlerle ¢ogaldigi (Borden ve Stein, 1969) ve
biiyiimesinin mevsimsel olarak degismekle birlikte, en yiiksek yaz aylarinda ve en
diisiik kis doneminde goriildiigii kuzey-bati Atlantik’te bliyiime mevsiminin 6-9 ay
stirdiigii (Fralick ve Mathieson, 1973) belirtilmektedir. 10 °C sicaklik ve %o 22
tizerindeki tuzlulukta biiyiimenin gerceklestigi, optimum biiyiimenin de >16 °C ile >%o
27 tuzlukta saglandig1 fotosentetik ¢alisma modelleri ile dogrulanmistir (Fralick ve

Mathieson, 1973).

Codium fragile yiiksek diizeyde agir metaller biriktirme kapasitesinde bir tiir olup
antropojenik desarjlarindan kaynaklanan kirleticilerin etkisinin yan1 sira endiistriyel
tesisler, gilibre fabrikalari, tarimin yapildigi bélgelerde kullanilan pestisitler ve sanayi
atiklarindan etkilenmektedir. Ayrica deniz tasimacilifi siirecinde sintine ve balast
sularin deniz sularina karigsmasi ile biriken ve suda asili olan atiklar, dalgalar gibi su

hareketleri ile organizmalara ulagmaktadir.

Ornekleme alanlari, mevsimler, alglerin &zellikleri, yasi, fizikokimyasal parametreler
ve diger etkilesimler ile Codium fragile tiiriiniin biyokimyasal kompozisyonu
degisebilmektedir. Biyoaktif molekiil kaynaklarindan olan algler, yetistiricilige agik

tiirleri de bulundugu i¢in dogal siirdiiriilebilir kaynaklar arasindadir.

Antimikrobiyal etkili bilesikler canlilarin savunma mekanizmalarinda gérev almakta
olup mikro algler ve makro alglerden elde edilebilmektedir. Ayrica antioksidatif
bilesiklerinin yani sira antibiyotik, antiviral, antikanser, antifungal, antibakteriyel,
antiinflamatuar gibi bazi farmakolojik etkileri de tespit edilmistir. Albayat1 ve dig.
(2019) tarafindan Codium fragile’nin metanol ekstrakti suslarla yapmis oldugu
caligmada 1.562 mg/mL konsatrasyonlarda aktivite gosterdigini bulmustur. Ayrica
antibakteriyel etkili oldugu sus, Pseudomonas aeruginosa (0.024 mg/mL) olarak

belirtmistir.

Bu tez arastirmasinda, Marmara Denizi’nde belirlenen istasyondan Codium fragile
denizden toplanarak yikandiktan sonra kurutulmus olup ¢esitli mikroorganizmalar ile
fermente edilerek antioksidan kapasitesinin ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir.
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3.2. Mayalarin Genel Ozellikleri

Jorgensen'e gore maya klasik olarak tomurcuklanma yoluyla ¢ogalabilen ve sekeri
alkol ve COj'e donistiirebilen tek hiicreli mikroorganizmadir. Mayalarin yasam
cevriminde esas olarak toprak, tatli ve sulu meyveler bulunur. Mayanin nakledildigi
yerde yerlesmesi ve sekeri fermente etmesi, fiziksel ve kimyasal kosullara baglidir.
Fermantasyon stiresince ortamdaki bilesim ve miktar degisiklikleri mayalarin alkole

kars1 dayanikliklar1 belirlemektedir.

Mayalar morfolojik olarak oval, yuvarlak, silindir, limon veya sise seklinde
goriilmektedir. Maya hiicrelerinin biiyiikliigii 8-10 mikrondur. Bununla beraber hiicre

biiyiikliigii beslenme ve kiiltiiriin yasina bagli olarak degisiklikler gostermektedir.

Maya hiicresi, hiicre duvari, sitoplazma ve cekirdek kisimlarindan olusmaktadir.
Sitoplazmik membran, besin maddelerinin hiicre i¢ine se¢iminde ve metabolizma
tirlinlerinin hiicre disina naklinde 6nemli bir rol oynamaktadir (McWilliam, 1970).
Maya sporlanma ve tomurcuklanma ile ¢ogalmaktadir. Hiicre suyunun ozmotik

basincinin yiiksek olmas1 mayanin canli kalabilmesi ig¢in ¢ok onemlidir.

Yapilan arastirmalarda bir hiicre duvari ilizerinde en fazla 20'ye kadar yara izine
rastlanmistir. Baz1 arastirmacilara gore bu yara izlerinden maya yasini tayin etmek
olanaklidir. Her meydana gelen yavru hiicre ana hiicreden ayrilabildigi gibi, ortam
sakin kaldig siirece ve 6zellikle fermantasyonun ilk donemlerinde, birbirlerine yapisik
kalirlar. Fakat fermentasyon baglayip karbondioksit gazi ¢ikmaya baslayinca, gazin
carpmasli, itmesi sonucu olarak hiicreler dagilir ve artik bu donemde toplu hiicre
birlikleri goriilmez; tek ya da en ¢ok ikiser olarak siviya dagilmis olurlar. Bununla
beraber bu durum maya tiiriine gore de degisir. Ust fermantasyon mayasi, alt
fermantasyon mayasina gore daha uzun ve daha dall1 zincirler yapar. Mayanin ¢ogalma
hiz1 ilk donemde yavas (bekleme asamasi), fakat belirli bir siire sonra hizlanir (iis
cinsinden ¢ogalma asamasi). Ancak ¢ogalma bu tempo ile devam etmez. Cogalma belli
bir diizeyi bulunca tekrar yavaslar ve sonunda durur (duraklama asamasi). En sonunda
6lim orani yiikseleceginden ¢ogalma orani diismeye baslar (6liim agamasi). Yeni
meydana gelen bir hiicrenin tam olusumuna kadar 20-30 dakika ila 2 saat arasinda bir
siire geger ve 24 saat icinde bir hiicreden 4000 kadar yeni hiicre meydana gelebilir.
Maya, belirli bir miktar ¢ogalarak fermantasyona basladiginda meydana gelen
metabolizma iirlinii olan etil alkol, cogalma {izerine olumsuz etki yapmaya baglar ve
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metabolizma liriinii konsantrasyonu arttik¢a, cogalma durma noktasina gelir (Pamir,

1985).

Dogal kaynaklardan izole edilen mayalarin besin maddelerince zengin besiyerlerinde,
Ornegin malt agari, maya otolizat -glikoz agar1 ve izolasyon i¢in besiyeri olarak
kullanilan diger besiyerlerinde olusan birkac giinliik kolonilerde fazla miktarlarda
askus ve askosporlarin bulundugu goriiliir. Diger taraftan endiistriyel fermantasyonda
kullanilan bir¢ok kiiltlir maya tiirii, 6zellikle ekmek ve bira mayalari, zengin besin
maddesi i¢eren besiyerlerinde zorlukla spor olustururlar. Tomurcuklanma, béliinme ve
sporulasyon ile cogalma sekilleri disinda mayalarda eseyli cogalma da goriilmiistiir.
Bu sekil ¢ogalmada iki yakin hiicrede ¢ikintilar (gamet) meydana gelip bunlar
birbirlerine temas ettikten sonra bir kanal meydana gelir. Bdylece sitoplazma ve
cekirdekler karisip birbiri i¢inde erirler ve iki hiicre tek bir hiicre halini alir ki, bu

hiicreye "zigot" denir. (Pamir, 1985).
Maya faaliyetine etki eden faktorler arasinda sunlar yer ahr.
1. Su; Ortamda su varsa maya faaliyeti devam ettirir.

2. O2; Mayalarin aerob olanlar1 harig, genel olarak mayalar fermentatif
metabolizma bigiminde davranirlar. Alkol fermentasyonunda havasiz ortamda
fermentasyona itilmekte, ekmekgilikte havali sartlar oldugundan oksidatif

olarak faaliyet gosterip ¢ogalirlar.

3. Sicakhik; Mayalar ideal ¢alisma sicakliklar1 28-30°C° dedir. Baz1 hallerde
sogukta (5-6°C) calisan alt tabaka mayalar1 vardir. Diisiik sicakliklarda

Olmeyip faaliyetleri inhibe olur.

4. Ortamin seker konsantrasyonu; Fermentasyon ortaminda seker ve tuz
konsantrasyonu fazla olursa maya hiicresi suyunu kaybedip tehlikeye girebilir.
%30 seker konsantrasyonunda maya faaliyeti ¢ok azalir. %60’a ¢ikinca
tamamen durur. Baz1 mayalar (osmofilik) yiiksek konsantrasyona alisiktir.
Buna ragmen yiiksek konsantrasyonda faaliyet durur. Salamuralarda da tuz
konsantrasyonu fazla olmamalidir. %15-%16 tuzda fermentasyon durur ve

yiiksek konsantrasyona dayanikli mayalarda vardir.

5. Metabolizma iiriinleri: Maya faaliyeti sonucu olusan maddeler de maya

faaliyetine etki eder. Ornegin %10 alkol konsantrasyonundan sonra maya

18



faaliyeti engellendigi gibi fermentasyon da durur. Endiistride kullanilan bazi

maya suslar1 %17-18 alkole kadar faaliyetlerine devam edebilmektedirler.

COz2: Kiiltlir mayalar tizerinde ¢ok az etkilidirler, ortamda CO2 basinct 8

atmosfere ¢ikarsa maya faaliyeti durur.

. Asitler: Mayalar organik asitlere dayaniklidirlar. Ancak anorganik asitlere
dayanikli degildirler. Bunun mayaya etki etmemesi i¢in ortama bazi organik

tuzlar ilave edilmelidir.

Tablo 3.1. Spor yapan ve yapmayan mayalar

Spor yafPfl_rl\__r_nayalar Spor yapmayan mayalar grubu
Sinif : Ascomycetes Sinif : Deuteromycetes (Fungi Iniperfecti)
Aile : Endomycetaceae Aile : Cryptococcaceae
Cins : Endomycopsis Cins : Brettanomyces

Aile : Saccharomycetaceae | Cins : Candida

Cins : Schizosaceharomyces | Cins : Torulopsis

Cins : Saccharomycodes Cins : Trigonopsis
Cins : Saccharomyces Cins : Kloeckera
Cins : Pichia Cins : Cryplococcus
Cins : Hassenula Cins : Pityrosporum
Cins : Schwanniomyces Cins : Rhodotorula
Cins : Debaryomyces Cins : Trichosporon

Cins : Byssoclamys

Aile : Sporobolomycetaceae

Cins : Bullera

Cins : Sporobolomyces
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3.2.1. Trichoderma harzianum “un ozellikleri

Trichoderma harzianum bir mantar tiirtidiir. Trichoderma Diinya’nin her tarafinda
genis bir sekilde yayilmis olup, hemen hemen tiim toprak ve dogal habitatlarda
bulunmaktadir. Bu fungus cesitli bitkilerin kok yiizeylerinden, ¢liriiyen kabuktan,
sklerotlardan veya funguslarin diger {ireme organlarinin {izerinden izole
edilebilmektedir (Papavizas, 1985). Giiniimiize kadar 90’nin {izerinde Trichoderma
tiiri belirlenip teshis edilmistir (Druzhinina ve Kubicek, 2005; Samuels, 2006). Bu
genusun tarim agisindan Onemi, bazi Trichoderma tiirleri Fusarium, Pythium,
Rhizoctonia ve Sclerotinia gibi bitki patojenlerine karsi iyi bir antagonistik yetenege
sahip olmasindan ileri gelir. Antagonistik etki 7richoderma’lar tarafindan antifungal
metabolitlerin liretimi, besin ve yer i¢in yarisma ve mikoparazitlik gibi farkl
mekanizmalar tarafindan olur (Kredics ve dig., 2003). Trichoderma susu aseksiiel
sporlar iireten bir tiirdiir. Trichoderma'nin farkli suslari, bir¢ok patojenik mantari
kontrol eder. Trichoderma harzianum ¢ok hizli iireyebilen filamentli yapiya sahip,

saprofit karakterli bir fungustur.
Sistematikteki yeri agagida sunulmaktadir.
Alem : Mantarlar

Boliim : Ascomycota

Siif : Sordariomycetes

Takim : Hypocreales

Aile : Hypocreaceae

Cins : Trichoderma

Tiar  : Trichoderma harzianum Rifai, (1969)

3.2.2. Saccharomyces cerevisiae’nin ozellikleri

Saccharomyces cerevisiae tomurcuklanma ile iireyebilen tek hiicreli bir mantar
tirtiidiir. Maya olarak isimlendirilmekle birlikte ekmek yapiminda ekmek mayasi
olarak taninmaktadir. "Saccharomyces" Hiicreler elipsoit, silindirik, kiiresel veya
elongat sekildedir. Morfolojik olarak Saccharomyces cerevisiae hiicreleri 5-10 um

capinda yuvarlak ila ovaldir (Feldmann, 2010). Saccharomyces cerevisiae hiicresinin
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%6-27'sini hiicre duvarindan ibaret olup i¢indeki maddelerin miktarlar1 ve gesitleri
tiirden tiire degisebilmektedir. Kitin Saccharomyces cerevisiae’de bulunmadigi halde

Pichia cinsine bagli maya tiirlerinde goriilmektedir.

Saccharomyces cerevisiae hiicre zarinda bulunan maddeler genellikle protein, yag ve
fosfatlardir. Mayalarin yaslanmis devrelerinde daha fazla sayida ve biiyiikliikte olmak
lizere hiicre plazmasinda, bilesiminde tuzlar, asitler, seker, protein ve daha bir¢ok

madde bulunan hiicre suyu ile dolu "vakuol" ad1 verilen bosluklar gériilmeye baslar.

Ascomycota boliimiindeki mantarlarda {iiretilen spor tasiyan {ireme hiicreleri olan
askus, ¢cogu tiirde mitotik hiicre boliinmesiyle iiretilen sekiz askospor igerir. Bununla
birlikte, bazi cinslerde veya tiirlerde bir, iki, dort veya dordiin katlar1 seklinde ortaya
¢ikabilir. Organizmay: alip, taze besi yerine transfer ederek yapilan kiiltiir uzun siire
subkiiltiir halinde birakildigi zaman zar yapabilir. Maya, parafinleri ve laktozu

parcalayamaz.

Uziim kabugundan izole edilmis olup molekiiler ve hiicre biyolojisinde model
organizmalardan biridir. Insan biyolojisinde énemli olan bir¢ok protein, ilk olarak
mayadaki homologlar1 incelenerek kesfedilmistir. Saccharomyces cerevisiae, mese
agaclarinin kabugunda da yil boyunca bulunabilmektedir. Havada ugmadigi icin

hareket etmek i¢in bir vektore ihtiya¢ duyar. (Stefanini ve dig., 2012).

Saccharomyces cerevisiae bir maya tiirii olarak tek hiicreli mantar mikroorganizma
olarak alkol ve alkollii igkiler, besin mayasi, yem ve ekmek iiretiminde olmak tizere
bir¢ok endiistride kullanilmaktadir. Fermantasyonda en yaygin kullanilan organizma

tiriidiir.
Sistematikteki yeri asagida sunulmaktadir.

Alem : Mantarlar

Boliim : Ascomycota

Siif  : Saccharomycetes
Takim : Saccharomycetales
Aile : Saccharomycetaceae
Cins : Saccharomyces

Tiar  : Saccharomyces cerevisiae
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3.3. Bakterilerin Genel Ozellikleri

Bakteriler tek hiicreli mikroorganizmalardir. Bakteri hiicresi "prokaryotik" yapidadir
ve hiicreler "Okaryotik" hiicrelerden c¢ekirdegin yapist ve cekirdek bdliinmesi ile
ayrilirlar. Prokaryotik hiicrelerde c¢ekirdegi ¢evreleyen membran yoktur. Cekirdek

bolgesi, dogrudan sitoplazma ile sinirlanmistir, mitokondri ve kloroplast yoktur.

Bakteriler morfolojik olarak, ¢omak ve kivrik, kon ve gomak (vibrio ve sprillum)
olabildigi gibi bazilar ipliksi veya kiif-benzeri goriiniistedir. Bazilarinda flagellum
denilen hareket organlar1 bulunur. Bakteriler hiicrenin enlemesine boliinmesiyle
cogalmaktadir. Parazit veya saprofit 6zellik gosterebilmektedir. Beslenme yoniinden
heterotrof iken, bazilar1 ototrof olarak beslenir. Bakteriler, organik maddeleri
fermantasyon yoluyla canlilarin kullanabilecekleri maddelere doniistiirdiigii icin
ekonomik 6nem kazanmislardir. Fermentasyon isleminde dnemli olan, bakterilerin bu

metabolizma faaliyetleridir (Pamir, 1985).

Akman (1964)'a gore, bakteriler en ¢cok dogada toprakta bulunur. Bununla birlikte
havada, sularda ve rutubetli yerlerde fazlasiyla bulunmaktadir. Bakteriler ayni
zamanda canli organizmalar iizerinde ve metabolizmasinda bulunurlar. Ayrica
insanlarin ve hayvanlarin solunum yollarinda ve bagirsak florasini bulunan en 6nemli

mikroorganizmalardir.

3.3.1. Bacillus subtilis’in ozellikleri

Saman basili veya ot basili olarak da bilinen Bacillus subtilis, gevis getiren
hayvanlarin, insanlarin ve deniz siingerlerinin toprak ve gastrointestinal kanalinda
bulunan gram pozitif, katalaz pozitif bir bakteridir. Fakiiltatif bir anaerob olduguna
dair kanitlar olsa da Bacillus subtilis tarihsel olarak zorunlu aerob olarak

siniflandirilmstir.

Bacillus subtilis, bakteri ve bakteri kromozom replikasyonu ve hiicre farklilasmasin
incelemek icin en iyi ¢alisilan gram pozitif bakteriler arasinda model organizma olarak
kabul edilir. Model organizma olarak Bacillus subtilis, gram pozitif spor olusturan
bakterilerin temel Ozelliklerini ve ozelliklerini kesfetmeye yonelik laboratuvar
caligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Dayanikli endospor olusumunun
altinda yatan temel ilkeler ve mekanizmalar, Bacillus subtilis'teki spor olusumu

caligmalarindan ortaya c¢ikarilmistir (Earl ve dig., 2008). Enzim iiretiminde
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biyoteknoloji sirketleri tarafindan endiistriyel 6lgekte kullanilmaktadir (Errington ve
Aart, 2020). Yiizey baglama ozellikleri sayesinde, toryum ve pliitonyum gibi
radyoniiklid atiklarin giivenli bertarafinda rol oynamaktadir. Mitkemmel fermentasyon
ozelliklerinden dolayi, yiiksek iiriin verimleri (litrede 20 ila 25 gram) ile amilaz ve
proteazlar gibi ¢esitli enzimler iiretmek i¢in kullanilir (Van Dijl ve Hecker, 2013). B.
subtilis hiicreleri tipik olarak ¢ubuk seklindedir ve yaklasik 4—10 mikrometre (pm)
uzunlugunda ve 0.25—1.0 um ¢apindadir ve sabit fazda hiicre hacmi yaklasik 4.6 fL'dir
(Yu ve dig., 2014).

Bacillus cinsine ait tiirler amilolitik ve proteolitik enzimlerin, organik asitlerin, Bi,
vitamininin iretiminde kullanilmaktadir. Asir1 sicaklik ve kuruma gibi gevresel
kosullarda hayatta kalmak i¢in endospor olusturabilmektedir (Madigan ve Martinko,
2005). Bacillus subtilis fakiiltatif bir anaerobdur ve 1998 yilina kadar zorunlu bir aerob
olarak kabul edilmistir (Nakano ve Zuber, 1998). Bacillus subtilis, sivilarda hizl

hareket etme yetenegi veren kamgiya sahiptir.
Sistematikteki yeri

Alem : Bakteriler

Boliim : Bacillota

Smf : Bacilli

Takim : Bacillales

Aile : Bacillaceae

Cins : Bacillus

Tir  : Bacillus subtilis (Ehrenberg 1835) Cohn, 1872

Zorunlu bir aerob, biiylimek i¢in oksijene ihtiya¢ duyan bir organizmadir (Prescott,
1996). Hiicresel solunum yoluyla, bu organizmalar enerji elde etmek i¢in sekerler veya
yaglar gibi maddeleri metabolize etmek i¢in oksijen kullanirlar. Bu tiir solunumda
oksijen, elektron tasima zinciri i¢in terminal elektron alicis1 olarak hizmet eder.
Aerobik solunum, fermantasyon veya anaerobik solunumdan daha fazla enerji verme
avantajina sahiptir ancak zorunlu aeroblar yliksek diizeyde oksdatif enerjiye maruz
kalirlar. Organizmalar arasinda hemen hemen tiim hayvanlar, cogu mantar ve birkac

bakteri zorunlu aerobdur (Hogg, 2005). Zorunlu aerobik bakteri drnekleri arasinda
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Pseudomonas aeruginosa (Gram-negatif), Bacillus (Gram-pozitif) yer almaktadir
(Ryan ve Ray, 2004). Mayalar disinda ¢ogu mantar zorunlu aerobtur. Ayrica, hemen

hemen tiim algler zorunlu aeroblardir (Prescott, 1996).

3.3.2. Lactobacillus delbrueckii’nin ozellikleri

Lactobacillus, mikroaerofilik, gram pozitif ve fakiiltatif anaerobik bakterilerin cinsidir
(Beijerinck, 1901). Lactobacillus sekerleri ve laktozu laktik aside doniistiirdiikleri igin

laktik asit bakterileri denir.

Sistematikteki yeri

Alem : Bacteriler

Sube : Firmicutes

Smf : Bacilli

Takim : Lactobacillales

Aile : Lactobacillaceae

Cins : Lactobacillus

Tir  : Lactobacillus delbrueckii (Leichmann 1896) Beijerinck, 1901

Diinya ¢apinda gidalarin fermantasyonu i¢in en 6nemli mikroorganizmalar laktik asit
bakterileridir. Probiyotik olarak laktik asit bakterileri, kolesteroliin disiiriilmesi,
bagisiklik arttirilmasi, kanser 6nleme ve diyarenin hafifletilmesini igeren saglikla ilgili
tanitim etkileri i¢in yogun uluslararasi arastirmanin odak noktasi haline gelmistir (De

Vrese ve Schrezenmeir, 2008).

Probiyotik mikroorganizmalarin en Onemli grubunu laktik asit bakterileri
olusturmaktadir. Bunlarin igerisinde Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri en
yaygin olarak kullanilanlardir. Ayrica probiyotik iirlinlerin hazirlanmasinda bazi
bakteri cinsleri ile maya ve kiif tiirlerinden de yararlanilmaktadir (Uymaz, 2010;
Iranmanesh ve dig., 2014; Amutha ve Kokila, 2015). Lactobacillus spp. Lactobacillus
tiiri bakteriler, Lactobacillaceae familyasina aittir. Lactobacillus spp.’ler anaerobik,
Gram (+) bakterilerdir ve spor olusturmazlar. Lactobacillus tiiriine ait probiyotik
kiiltiirler arasinda Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus

fermentum, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis, Lactobacillus lactis ve
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Lactobacillus reuteri tiirlerine ait suslar gelmektedir. Bu mikroorganizmalar laktoz
intoleransinin hafifletilmesi, immiin sistemin kuvvetlendirilmesi, kanserin dnlenmesi
ve kolesterol seviyelerinin diisiiriilmesi gibi probiyotik 6zelliklere sahiplerdir (Naidu

etal., 1999; Soomro et al., 2002).

3.4. Ornekleme Mevkiinin Cografik ve Osinografik Ozellikleri

Gemlik Korfezi istasyonu; Marmara Denizi’nin glineydogusunda yer alan Gemlik
Korfezi’nin uzunlugu 36 km ve en derin noktast 113 metredir (Babayev, 2015).
Gemlik Korfezi hem Ege Denizi 'ne, hem de Karadeniz’e baglanmaktadir (Sunlu ve
Ozdemir, 1999). Karadeniz’den gelen yiizey akintis1 ve kiy1 yapisinin etkisi ile ters
akintilara sahiptir (Artiiz, 2002). Marmara denizinden gelen akinti nedeniyle
hidrodinamik ve biyokimyasal yonden etki altindadir. Diisiik tuzluluk oranina sahip
Karadeniz sular yiizeyden gecerek Ege denizine, dipten gegen yiiksek tuzluluk
oranina sahip Akdeniz sulari ise Karadeniz’e ulasir (Peker, 2007). (Sekil 3.2.)

Esenkdy

Gemlik Korfezi istasyonu

9
AN Atlu

Sekil 3. 2. Gemlik Korfezi Armutlu Mevkii

3.5.  Metot
3.5.1. Orneklerin toplanmasi ve analiz 6ncesi hazirlik asamalar

3.5.1.1. Orneklerin toplanmasi

Arastirmada ana materyal olarak bilimsel adi Codium fragile olan kirilgan catal alg
olarak bilinen makro alg tiirii kullanilmistir. Armutlu mevkiinden Codium fragile
ornegi ve deniz suyu numunesi alinmstir. istasyondan alinan numuneler, Yalova

Universitesi Armutlu  Meslek Yiiksekokulu Deniz Bilimleri Gida Analiz
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Laboratuvari’na uygun kosullarda getirilmis ve Codium fragile tazeligini koruyarak
calismalara baslanmstir. Istasyondan, pH, sicaklik ve tuzluluk Sl¢iimleri yapilmis ve
veriler degerlendirilmek iizere kaydedilmistir. Ayrica amonyum, nitrit, nitrat ve fosfat

tayini i¢in su numunesi alinarak laboratuvara sevki saglanmustir. (Sekil 3.3.)

Sekil 3. 3. Codium fragile ve deniz suyu numunesi alimi

3.5.1.2. Analiz oncesi hazirhk asamalar:

Istasyondan alinan alg 6rnekleri 6nceliklere temiz su ile yikanmustir. Algler iizerinde
tasidiklar1 sucul organizmalar, kum tanecikleri ve epifit bitkiler gibi istenmeyen
canlilardan temizlenmistir. Temizlenen algler iizerindeki kalan su kurutma kagidi ile
ortamdan uzaklastirilmistir. Belirlenen istasyonlardaki yas Codium fragile 6rnekleri
hassas terazide tartilarak agirliklar1 belirlenmistir. Agirliklar1 bilinen yas makro alg
ornekleri kurutma islemi igin sabit hava ve sicaklik degerlerini koruyabilen bir etiivde
agirhigr degiskenlik gostermeyen duruma varana kadar 40 °C’de 24 saat boyunca
kurutma islemi uygulanmigtir. Kurutulmus Codium fragile 6rnekleri hassas terazide
tartim islemi yapilarak sabit agirliklar1 belirlenmistir. Analizlerde kullanilmak iizere
kurutulmug Codium fragile 6rnekleri karistirict yardimi ile un haline getirilmistir.
Daha sonra analizlerde ve fermantasyonda kullanilmak tiizere —18°C saklama

kosullarinda muhafaza edilmistir. (Sekil 3.4.)
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Sekil 3. 4. Yas Codium fragile kurutma asamasi

3.5.2. Fermente alg yemi katki maddesi ve hazirlama yontemi

1. Bir birim Codium alg unu alinarak tizerine 12 birim temiz su eklenmistir.

2. Alg unu ve su karigimi 5 saat bekletilerek her yarim saatte bir karigtirilmistir.
3. Karisim 5 saat sonunda siiziilmiistiir ve Kalint1 | olarak adlandirilmstir.

4. Kalint1 | iizerine, 5 birim alg unu ve 8 birim su eklenmistir.

5. Kalint1 I, 30 dakika bekletildikten sonra siiziilerek, siiziinti Kalnt1 II olarak

adlandirilmistir.

6. Kalint1 II tizerine, 5 cm taze Codium fragile alg pargasi eklenmis ve rondo ile piire

haline getirilmistir.
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7. Kalint1 II piiresi iizerine, ilave edilen alg ununun %3.75 ve % 7.5’i oraninda
Trichoderma harzianum Rifai, (1969) ve Saccharomyces cerevisiae maya tiirleri
eklenerek 72 saat siiren anaerobik kosullarda fermente edilmis olup Fermentasyon I

stirecine maruz brrakilmistir (Sekil 3.5.) (Sekil 3.6).

8. Fermentasyon I siiresi bitiminde, prokaryotik bakteri tiirlerinden Bacillus subtilis
(Ehrenberg, 1835) Cohn, 1872 ve Lactobacillus delbrueckii (Leichmann, 1896) tiirleri
eklenerek 72 saat siiren aerobik fermantasyon ortami olusturularak Fermentasyon 11

siirecine maruz birakilmistir.

Sekil 3. 6. Fermantasyon diizenegi
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Denemede, 3 tekerriirlii fermentasyon iiniteleri kurulmustur. Fermentasyon tiniteleri;

Grup 1 A, Grup 1 B, Grup 2A ve Grup 2B olarak isimlendirilmistir.
Kontrol Grubu: Codium fragile 40 °C’de kurutularak un haline getirilmistir.

Grup 1A : Trichoderma harzianum Rifai, (1969) ve Bacillus subtilis %3.75 oraninda

katilmigtir.

Grup 1B : Trichoderma harzianum Rifai, (1969) ve Bacillus subtilis %7.5 oraninda

katilmistr.

Grup 2A : Saccharomyces cerevisiae ve Lactobacillus delbrueckii %3.75 oraninda

katilmistir.

Grup 2B : Saccharomyces cerevisiae ve Lactobacillus delbrueckii %7.5 oraninda

katilmistr.

Alg katkili yem katki maddesi: Deneme gruplarinda 30 °C’de 7 giin fermantasyona
maruz kalan Codium fragile, fermentasyon siireci sonunda 80 °C’de 1 saat
kurutulmustur ve dgiitiilerek un haline getirilmistir. Tiim gruplar analiz edilene kadar

-18 °C’ muhafaza edilmistir.
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Sekil 3. 7. Orneklerin kurutulmasi ve un haline gelisi

3.5.2.1. Deneme dizaym

Grup 1A’da, alg ununun %3.75’i oraninda Trichoderma harzianum ilave edilerek,
Fermentasyon I agamasinda 72 saat mayalanmasi saglanmistir. 72 saat sonunda alg
ununun %3.75’1 oraninda Bacillus subtilis ilave edilerek havalandirma ile oda
sicakliginda Fermentasyon II asamasinda ise 72 saat daha fermente edilmistir.
“Codium fragile + Trichoderma harzianum + Bacillus subtilis” karigimi elde edilerek
kurutmaya tabi tutulmustur ve 6giitiilerek un haline getirilmis ve “fermente alg katkil

yem hammaddesi” elde edilmistir. (Sekil 3.7.)

Grup 1B’de, alg ununun %7.5’i oraninda Trichoderma harzianum ilave edilerek,
Fermentasyon I asamasinda 72 saat mayalanmas1 saglanmistir. 72 saat sonunda alg
ununun %7.5’i oraninda Bacillus subtilis ilave edilerck havalandirma ile oda
sicakliginda Fermentasyon II asamasinda ise 72 saat daha fermente edilmistir.

“Codium fragile + Trichoderma harzianum + Bacillus subtilis” karisimi elde edilerek
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kurutmaya tabi tutulmustur ve 6giitiilerek un haline getirilmis ve “fermente alg katkili

yem hammaddesi” elde edilmistir. (Sekil 3.7.)

Grup 2A’da, alg ununun %3.75’1 oraninda Saccharomyces cerevisiae ilave edilerek,
Fermentasyon I asamasinda 72 saat mayalanmas1 saglanmistir. 72 saat sonunda alg
ununun %3.75°1 oraninda Lactobacillus delbrueckii ilave edilerek havalandirma ile
oda sicakliginda Fermentasyon Il asamasinda ise 72 saat daha fermente edilmistir.
“Codium fragile + Saccharomyces cerevisiae + Lactobacillus delbrueckii karisimi
elde edilerek kurutmaya tabi tutulmustur ve ogiitilerek un haline getirilmis ve

“fermente alg katkili yem hammaddesi” elde edilmistir. (Sekil 3.7.)

Grup 2B’de, alg ununun %7.5’i oraninda Saccharomyces cerevisiae ilave edilerek,
Fermentasyon I asamasinda 72 saat mayalanmasi saglanmistir. 72 saat sonunda alg
ununun %7,5°1 oraninda Lactobacillus delbrueckii ilave edilerek havalandirma ile oda
sicakliginda Fermentasyon II asamasinda ise 72 saat daha fermente edilmistir.
“Codium fragile + Saccharomyces cerevisiae + Lactobacillus delbrueckii” karigimi
elde edilerek kurutmaya tabi tutulmustur ve ogiitilerek un haline getirilmis ve

“fermente alg katkili yem hammaddesi” elde edilmistir. (Sekil 3.7.)

Fermantasyon bitiminde elde edilen tim deneme gruplarindan elde edilen kalintilar,
ayr1 ayr1 olmak {izere, 60 gozenekli elekten gegirilerek siiziilmiistiir. Siiziilen kalinti,
80 °C'de kurutma kosullar firinda 60 dakika kurutulduktan sonra 6giitiilmiis ve her
deneme grubuna ait alg katkilh yem katki maddesi elde edilmistir. Deneme
gruplarindan elde edilen alg katkili yem katki maddesi Ornekleri tartilarak
ambalajlanmistir (Sekil 3.8.).

Uygulanan biyolojik fermantasyon yontemi ile, besinlerin metabolik silireci igin
alglerin  pargalanmasinda  mikroorganizmalarinin ~ kullanilmasi,  alglerin
makromolekiillerinin kiigiikk molekiillere, suda ¢6ziinen maddelere doniistiirecegi

beklenmistir.

Fermentasyon 1 asamasinda, Codium fragile hiicre duvarindaki seliilozun,
Trichoderma harzianum ile ayristirilmasi ve hiicre duvari tahrip olarak besin

maddelerinin serbest kalmasi1 hedeflenmistir.

Fermantasyon II asamasinda, bakteri tarafindan biyoaktif maddelerin tretilmesi

beklenmistir. Aktif maddelerin patojen bakterilerin gelisimini inhibe etmesi ve
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hiicresel ve hiimoral bagisiklik fonksiyonunu arttirmasi yolu ile bagisikligin
gelistirilmesi  beklenmektedir. Mikroorganizmalar tarafindan salgilanan amilaz,
proteaz, lipaz, seliiloz enzimleri, sindirim enzimleri ve besin maddesinin bozulmasini
tesvik etmede rol oynadigi i¢in balik yemlerinin emilimini ve kullanimini daha

kapsamli hale getirmesi amaglanmaktadir.

Sekil 3. 8. Codium fragile tartim asamas1 ve alg unu

3.6.  Besin Kompozisyonu Analizleri

3.6.1. Nem analizi

Nem analizi i¢in istasyonlardan alinan Codium fragile ve fermantasyondan sonraki
asamada alinan 6rnekler aliiminyum kaplara alinarak tartimlart yapilmistir. 40 °C’deki
fan destekli etiivde 24 saat boyunca numuneler sabit agirliga gelene kadar kurutma

islemi uygulanmistir. Sabit agirliga ulasan Codium fragile 6rnekleri hassas terazide
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kuru agirliklart dlgiilmiistiir. Yas ve kuru agirliklar farklari alinmistir. Nem degeri

hesaplanirken asagidaki formiil kullanilmistir.

Nem degeri (%) = (ilk tarim-Son tartim) / Ornek agirligi x 100

3.6.2. Protein analizi

Ham protein tayini i¢in Kjeldahl yontemi kullanilarak 6l¢iilmistiir. Numunelerden 3
tekerriirlii olarak analiz yapilmistir. Kjeldahl metodunda belirtilen ¢ asama
uygulanmustir, yas yakma, distilasyon ve titrasyon. Codium fragile 6rnekleri kurutma
isleminden sonra un haline getirilmistir. Hassas terazide 0.5 g Codium fragile 6rnekleri
tartilarak, 1 adet Kjeldahl tableti ile 15 mL H>SO4 Kjeldahl tiipleri igerisine konmustur.
Ayn1 zamanda numune tiipleriyle birlikte kor 6rnek hazirlanmig, numune igermeyen
tiiplere ayn1 miktarlarda tablet ve siilfiirik asit ilavesi yapilmistir. Ik asama olarak
kjeldahl tiipleri 275°C’de 60 dakika ardindan da 380°C’de 150 dakika yakilmistir. Yag
yakma isleminden sonra tiipler kapali havalandirma dolabina alinarak sogumaya
birakilmustir. Ikinci asama distilasyona gegilmistir iinitesinin girisine Kjeldahl tiipii,
c¢ikisina 25 mL doymus borik asit ¢ozeltisi bulunan erlene numune toplanmasi i¢in
yerlestirilmistir. Distilasyon iinitesinde saf su ve notralize edilmis %40°lik Sodyum
Hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi ile seyreltilir. Uciincii asamada titrasyona gegilir
distilasyon islemi bitmis erlen 0.1 mol HCI ile titrasyonu yapilir. Titrasyon islemi
erlenin rengi pembe renk olusuncaya kadar devam eder ve hidroklorik asit (HCI)
sarfiyat1 belirlenerek not edilmistir. Asagidaki formiil kullanilarak ham protein oranm

hesaplanmustir. (Sekil 3.9.)

Ham Protein = [titrasyonda harcanan — kor 6rnek] x 0,1 x 14,007 x 6,25 / 6rnek agirligi
x 100)

esitligine gore hesaplanacaktir.
Esitlikte yer alan;

0,1 = HCI mol olarak degerini,
14,007 = Nitrojenin molekiil kiitlesi

6,25 = drnegin nitrojen ve protein igerigi arasindaki iliskiyi belirleyen sabit katsayidir.
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Sekil 3. 9. Yas yakma {initesi, distilasyon asamasi ve titrasyon agsamast

3.6.3. Yag analizi

Denemede kullanilan numunelerin yag igerigi soksalet ekstrasyon yontemiyle
otomatik yag tayin cihazi kullanilarak tespit edilmistir. Numuneler 3 g tartilarak
soksalet kartusuna yerlestirilecek ve 60 mL petrol eteri ile yaklasik 120 dakika
boyunca ekstraksiyon ve sifonlama islemine uygulanmistir. Yag baloncugunda

toplanan eter, buharlagma yoluyla uzaklastirilmistir. (Sekil 3.10.)

% Ham yag = Yag balonunda biriken yag miktar1 (g) / Ornek agirhg (g) x 100 olarak
hesaplanir.
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Sekil 3. 10. Yag analiz agsamalar1

3.6.4. Kiil analizi

Numunelerin kiil analizi i¢in yiiksek sicakliklara dayanikli bir kroze kullanilir. ilk 6nce
krozenin agirlig: Slgiiliir ve i¢ine yaklasik 0.5 g grup de kullanilan numune tartilarak
konur. Bir sonraki agamada ise 525°C’de 8 saat kiil firininda yakma islemi uygulanir.
Yakma islemi bittikten sonra sogumaya birakilir ve hassas terazide tartimlar1 yapilir

(Sekil 3.11.)

% Ham kiil icerigi = Porselen kaptaki agirlik degisimi (g) / Ornek agirligi (g) x 100)
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Sekil 3. 11. Kiil analizi asamalari

3.6.5. Seliiloz analizi

Ogiitiilmiis ve kurutulmus numune, numune icerisindeki yagin uzaklastiriimasi
amaciyla asetonda bekletilerek siiziiliir. Ham selliiloz ve karbonhidratlari ¢6zmek igin
arka arkaya belirli konsantrasyonlardaki siilfiirik asit ve sodyum hidroksit ile
kaynatilir. Stizme isleminden sonra kalmasi muhtemel yagin asetonla yikanarak
stiziiliir, kalintt kurutulur, tartilir ve yakilir. Yakma sonucunda goriilen agirlik

farkindan yararlanilarak ham seliiloz miktarinin hesaplanmasi prensibine dayanir.

Uygun partikiil biiytikliigline sahip drnekten tavsiye edilen 1g+ 0.2 mg hassasiyetle,
kurutulmus cam kruzelerin igerisine tartilir (a). Uzerine filtrasyonu kolaylastirmak
amaciyla 1 g Celite tartilir. Yag icerigi %10’dan fazla olan 6rneklerde analizden 6nce
yagin alinmasi gerekmektedir. Yag orani %1’in altinda olan numunelerde yagin
alinmasina gerek yoktur. Analize baglamadan 6nce sogutucu diizenegin muslugunun
acik olmasina dikkat edilerek Fibertec 2010 Hot Extractor cihaz1 ve Fibertec 1021

Cold Extractor cihazi agik konumuna getirilir.
Soguk ekstraksiyon 1. asama

Kruzeler Fibertec 1021 Cold Extractor cihazina yerlestirilir ve iizerine 25 ml aseton
konularak 10 dakika bekletilir. Bu siire sonunda filtre edilerek siiziiliir. Bu islem 3 kez

tekrarlanir.
Sicak ekstraksiyon 1. asama

Kruzeler Fibertec 2010 Hot Extractor cihazina yerlestirilir, izerine daha 6nceden
isitilmis %1,25°lik H2SO4 ¢ozeltisinden 150 ml konulur ve iizerine kopilirmeyi

engellemek amaciyla 2-4 damla 1-Octanol damlatilir. Cihazin 1sitma diigmesi agilarak
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kaynamaya birakilir. Kaynamaya basladiktan sonra cihazin zaman ayarlama
diigmesine basilarak 30 dakika kaynamaya birakilir. Bu siirenin sonunda isitma
diigmesi kapatilir ve vakum uygulanarak ¢ozeltinin filtrasyonu saglanir. Daha sonra
her seferinde yaklasik 30 ml deiyonize saf su ile yikanarak filtre edilir. En son

filtrasyonda kruze igerisinde su kalmamasina 6zen gosterilir.
Sicak ekstraksiyon 2. asama

1. asamadan sonra lizerine daha 6nceden 1sitilmis %1,25’lik NaOH ¢ozeltisinden 150
ml konulur ve tiizerine kopiirmeyi engellemek amaciyla 2-4 damla 1-Octanol
damlatilir. Cihazin 1sitma diigmesi agilarak kaynamaya birakilir. Kaynamaya
basladiktan sonra cihazin zaman ayarlama diigmesine basilarak 30 dakika kaynamaya
birakilir. Bu silirenin sonunda 1sitma diigmesi kapatilir ve vakum uygulanarak
¢ozeltinin filtrasyonu saglanir. Daha sonra her seferinde yaklasik 30 ml deiyonize saf
su ile yikanarak filtre edilir. En son filtrasyonda kruze i¢ersinde su kalmamasina 6zen

gosterilir. Daha sonra kruzeler Fibertec 2010 Hot Extractor cihazindan ¢ikarilir.
Soguk ekstraksiyon 2. asama

Kruzeler Fibertec 1021 Cold Extractor cihazina yerlestirilir ve iizerine 25 ml aseton
konularak beklemeden filtre edilir. Bu islem 3 kez tekrarlanir. Kruzeler Fibertec 1021

Cold Extractor cihazindan ¢ikarilir.
Kurutma ve Yakma Asamasi

Kruzeler Fibertec 1021 Cold Extractor cihazindan ¢ikarildiktan sonra 105+°C’de 5
saat, 130+£2°C’de 2 saat etiivde kurutulur. Bu siire sonunda Kruzeler desikatore alinir,

oda sicakligina gelmesi beklenir ve tartimi yapilir (b).

Tartimi yapilan kruzeler kiil firinina yerlestirilir ve 525+25°C’de en az 3 saat yakmaya
birakilir. Bu siire sonunda desikatore alinir, oda sicakligina gelene kadar beklenir ve

tartimi yapilir (C).

W1: Kruze + kalint1, g

W2: Kruze + kiil kalintisi, g- W3: Numune miktari,
3.6.6. Antioksidan aktivitesi

C. fragile 6rneklerinin serbest radikal temizleme kapasitesi, serbest radikal 1,1-difenil-

2-pikrilhidrazil (DPPH) kullanilarak belirlenecektir (Hatano vd., 1988; Yu vd., 2005).
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Calisma kapsaminda C. fragile oérnekleri %50 / %25 / %12,5 oraninda seyreltilmis
(40:40, 60:20, 70:10 oraninda seyreltme) ve bunlarin her birine 120 uL DPPH ¢ozeltisi
ilave edilecektir. Sonuglar, 517 nm optik yogunlukta absorbans degerinde bir diisiis
gostermis ve eger bilesik renk olarak daha acgik hale gelirse, numunenin radikal
temizleyici oldugunu gosterir. Sonuglar DPPH Radikal Temizleme Aktivitesi % ve

IC50 degerinin hesaplanmasiyla degerlendirilecektir.

DPPH Radikal Siipiirme Aktivitesi% = Kontroliin Absorbansi- Numunenin
Absorbansi / Kontroliin Absorbansi x 100

Toplam oksidan seviyesi, hidrojen peroksit kullanilarak kalibre edilmistir. Bir
oksidan varliginda demir (Fe) iyonu oksitler selat kompleksi, ferrik iyon halindedir.
Oksidasyon reaksiyonunun yogunlugu reaksiyon ortaminda oksidanlarin varligina
bagl olarak artar. Ferrik iyon, asidik ortamda renkli bir kompleks olusturur Renk
yogunlugu spektrofotometrik olarak olgiiliir. Absorbans degeri, numunedeki oksidan
degerini gosterir. Elde edilen sonuglar TOS degerini belirlemek igin mmol H202 Esd.
Bu calismada Rel Assay Diagnostics-TOS Assay Kit kullanilacaktir.

3.7.  Deniz Suyu Fiziko-Kimyasal Analizleri

3.7.1. Nitrit

Hach lange cihazi ile Nitrit kiivet testi, 0,015-0,6 mg L NO.-N kullanilmustir.
Laboratuvara getirilen su numunesi i¢in cihazin analiz metodunda belirtilen prosediir
asamalar1 uygulanmustir. Ilgili firmadan temin edilen test Kitleri ideal saklama ortam
sicakligi: 15-25 °C olan uygun ortamda muhafaza edilmistir. Ayrica su numunesi ve
reaktiflerin sicakligi 15-25 °C olacak sekilde laboratuvara getirilmis ve muhafaza
edilmistir. Analiz prosediiriine gére 6lgtimii yapilacak olan su numunesinin pH'1 3-10
arasinda olmasi istenmektedir. Bu sebepten dolayr su numunesinin énceden pH

Ol¢iimii yapilmistir uygun degerde oldugu tespit edilmistir. (Sekil 3.12.)
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~rosedur

.
A ,
¥ W/ V
1. Kapah DosiCap Zip 2. DosiCap Zip'i gevirerek 3. Dikkatlice 4. Hemen DosiCap Zip'in
Ozerindeki folyoyu dikkatle agin 2.0 mL numune koyun. kapagin gevirerek kapatin;
gikarin oluklar yukan bakacak
sekilde
5. Dondurulmus 6. 7. Numune kavetini hiicre
kurutulmus madde 10 dakika sonra birka¢ kez bdimesine yerlestirin.
tamamen ¢dzdlinceye daha ters gevirip kivetin DR1900: LCK/TNTplus
kadar iyice calkalayin. digini iyice temizleyin ve yontemlerine gidin. Testi
degeriendirmeye alin. secin, OKU'ya, basin.

Sekil 3. 12. Nitrit analiz prosediirii
3.7.2. Amonyum

Hach lange cihaz1 ile amonyum kiivet testi, 0,015-2,0 mg L™ NH4-N kullanilmustir.
Laboratuvara getirilen su numunesi i¢in cihazin analiz metodunda belirtilen prosediir
asamalar1 uygulanmistir Test kitleri i¢in uygulanan saklama kosullar1 15-25 °C dir.
Sekil 3.13. de ki asama uygulanarak 6l¢iimii saglanmistir. Ayrica su numunesi ve
reaktiflerin sicakligi 15-25 °C olacak sekilde laboratuvara getirilmis ve muhafaza
edilmistir. Analiz prosediiriine gore dl¢limii yapilacak olan su numunesinin pH'1 3—-10
arasinda olmasi istenmektedir. Bu sebepten dolayr su numunesinin 6nceden pH

Ol¢limii yapilarak kontrolii saglanmustir.
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‘Tosedur

LT LA LT

1. Kapah DosCap Zp 2 DosCap Zp\ cevrerek 3. Dikkatice 4. Memen DosCap Zp'n
Gzerndek folyoyu dkkatie agn 5.0 mL numune koyun apagir gevirerek kapatn
crkarn olukiar yukan bakacak
geilde
8. lyice calkatayn 6. 15 dakika sorra kUvetin 7. Numune kivesrs hOcre
e yice temideyin ve beimesine yeriegbinn
GeQeriencirmeye alin DR 1900: LCK/TNTplus

yontermierne gidn. Tess
seon OKU'va basin

Sekil 3. 13. Amonyum analiz prosediirii

3.7.3. Fosfat

Hach lange cihazi ile fosfat kiivet testi, 0,05-1,5 mg Lt PO4+P kullanilnmis ve Sekil
3.14. da belirtilen asamalar takip edilmistir. Kitlerin saklama ortam sicakligi: 15-25
°C olan ortamda saklanmistir. Ayrica su numunesi ve reaktiflerin sicakligi 15-25 °C
olacak sekilde sevki ve muhafazasi saglanmistir. Olgiim esnasinda su numunesinin

pH'1 3—10 arasinda olmasina 6zen gosterilmistir.

W2

~rocedure

U

O ‘E
i

1. Carefully pipet 2.0 mL of 2. Close the cuvette and 3. After 3 minutes, . Insert the cuvette into the
sample invert a few times until the thoroughly clean the outside oell holder.

freeze-dried contents are of the cuvette and evaluate DR 1900: Go to

completely dissolved LCK/TNTplus methods.

Select the test, push READ

Sekil 3. 14. Fosfat analiz prosediirii
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3.7.4. Nitrat

Hach lange cihazi ile nitrat kiivet testi, 0,23-13,50 mg L™ NOs-N kullanilmistir. Su
numunelerinden cihazin analiz Sekil 3.15.” de ki yontem asamalar1 kullanilmistir. Test
kitlerinin saklama ortam sicakligi: 15-25 °C (59-77 °F) olan uygun ortamda
tutulmustur. Ayrica su numunesi ve reaktiflerin sicakligi 15-25 °C (59—77 °F) olarak
laboratuvara getirilmistir. Analiz prosediirine gore Olglimii yapilacak olan su
numunesinin pH'1 3-10 arasinda olmasi istenmektedir. Bu sebepten dolayi su

numunesinin énceden pH ol¢limii yapilarak degerlerine bakilmistir.

/ |/ -—
5 % ﬂ(

A LA

1. Carefully pipet 2. Carefully pipet 3. Close the cuvette and 4. After 15 minutes
0.2 mL of sample 1.0 mL of solution A invert a few times until no thoroughly clean the outside
more streaks can be seen of the cuvette and evaluate

5. Insert the cuvette into the
cell holder.

DR 1900: Go to
LCK/TNTplus methods.
Select the test, push READ

Sekil 3. 15. Nitrat analiz prosediirii
3.8. Istatistiksel Analiz

Arastirmada kullanilan Codium fragile Orneklerinin protein, yag, nem, Kkiil,
antioksidant, oksidant ve selilloz analizleri Statgraphics 16.0 (Manugistics
Incorporated, Rockville MD, USA) istatistik programi kullanilmistir. Ik énceden
varyans analizine (ANOVA), sonra ise Tukey’in Multiple Range Testine tabi
tutulmustur (Zar, 2001). Yapilan tiim testlerde, 6nem diizeyi P<0.05 olarak (%95)

olarak alinmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular
4.1.1. Besin kompozisyonu analiz bulgular:

Bu boliimde makro alglerin besin igerikleri i¢in elde edilen arastirma bulgular
sunulmustur. Arastirmada Codium fragile yesil makro algin kurutulup un haline
getirilmis hali ile fermantasyondan sonraki nem, protein, yag, kiil, selilloz ve

antioksidan analiz sonuglar1 Tablo 4.1.”de verilmektedir.
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Tablo 4. 1. Orneklerin kuru madde (%), protein (%), yag (%), kiil (%), seliiloz (%), toplam antioksidan ve toplam oksidan sonuglar

Deneme Gruplan Kuru Madde (%) Protein (%) Yag (%) Kiil (%) Seliiloz (%) O.l-lr—nOg?mL 0.1Lz?mL
Grup 1A (%3.75 T. harzianum + B. subtilis) 14.43+0.33° 8.39+0.14%®  1.01+0.04® 43.69+1.54% 597+0.26% 9.08+0.43% 0.75+0.05°
Grup 1B (%7.5 T. harzianum + B. subtilis) 16.45+0.45° 9.84+0.05¢  1.36+0.00¢ 47.01+0.89° 7.35+0.18¢ 8.31+1.01% 1.81+0.22°
Grup 2A (%3.75 S. cerevisiae +L. delbrueckii) 15.07+0.82° 8.81+0.23*  0.94+0.09% 42.10+0.68* 7.02+0.20° 9.88+0.69° 0.63+0.03%
Grup 2B (%7.5 S. cerevisiae + L. delbrueckii) 15.21+0.36° 10.30+0.38°  1.20+0.18° 45.72+1.40° 7.13+0.31" 4.96+1.96% 1.89+0.15°¢
Kontrol Grubu (fermente edilmemis alg unu) 12.63+0.142 7.62+0.13*  1.33+0.02°¢ 45.03+0.37® 5.28+0.02® 8.09+0.00® 0.15+0.002
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Kuru Madde

18,0
16,0
14,0
B 12,0
®
S 10,0
2 80
2
) 6,0
4,0
2,0
0,0
Grup 1A (%3.75T. Grup 1B (%7.5T. Grup 2A (%3.75 S. Grup 2B (%7.5S. Kontrol Grubu
harzianum + B. harzianum + B. cerevisiae +L. cerevisiae + L. (fermente edilmemis
subtilis) subtilis) delbrueckii) delbrueckii) alg unu)

Deneme Gruplari

Sekil 3. 16. Fermentasyon uygulamasinin kuru madde igerigine etkisi

Kuru madde miktarlari, fermantasyona maruz birakilmadan kurutulan Codium fragile
ununda (kontrol grubu) %12.63 iken, fermantasyon islemine tabi tutulan deneme
gruplarinda (Grup 1A, Grup 1B, Grup 2A ve Grup 2B) arasinda %14.43 ile 16.45
oranlarinda degisim gostermis olup tim deneme gruplarindaki kuru madde miktari
kontrol grubuna gore daha yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) bulunmustur
(Sekil 3.16.). Deneme gruplari arasinda kuru madde miktari, Grup 1B ve Grup 2B’de
istatistiksel fark olmamasina (p>0.05) ragmen deneme gruplarina gore yiiksek

bulunmustur.
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Protein
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Grup 1A (%3.75T.  Grup 1B (%7.5T.  Grup 2A (%3.75S.  Grup 2B (%7.5S. Kontrol Grubu
harzianum + B. harzianum + B. cerevisiae +L. cerevisiae + L. (fermente edilmemis
subtilis) subtilis) delbrueckii) delbrueckii) alg unu)

Deneme Gruplari

Sekil 3. 17. Fermentasyon uygulamasinin protein igerigine etkisi

Protein miktari, deneme gruplarinda fermentasyon islemi sonrasi artmistir.
Fermantasyona maruz birakilmadan kurutulan Codium fragile ununda (kontrol grubu)
%7.62 protein orani belirlenmistir. Deneme gruplarinda elde edilen alg katkili
fermente yem hammaddesinin protein miktarlart %8 ile %10 arasinda degisim
gostermistir. Grup 1B, Grup 2A ve Grup 2B’de elde edilen protein orani kontrol
grubundan yiiksek bulunmus olup istatistiksek fark belirlenmistir (p<0.05). Farkli
tirlerden %7.5 oranlarinda mikroorganizma ile fermente edilen Grup 1B ve Grup
2B’de ise, Grup 2A, Grup 1A ve kontrol grubundan (p<0.05) daha yiiksek protein
oranina ulagilmistir. (p<0.05). En diisiik protein %8,39 protein orani ile Grup 1A ve
%7.62 protein orani kontrol grubunda belirlenmistir (p>0.05). Fermentasyon
uygulamasinda, mikroorganizma miktarindaki artis alg katkili fermente yem
hammaddesinin protein miktarinda artisa neden olarak %7.5 oraninda mikroorganizma

ile fermente edilen gruplarda gézlenmistir.
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Deneme Gruplari

Sekil 3. 18. Fermentasyon uygulamasinin yag igerigine etkisi

Yag miktar1, Grup 1A ve Grup 2A’da diger gruplara gore (p<0.05) azalmistir (Sekil
3.18.). Kontrol grubunda yag miktar1 %1.33 oraninda belirlenmis olup deneme
gruplarinda %0.94 ile %1.36 arasinda degistigi tespit edilmistir. Grup 1B ve Grup
2B’de yag miktar1 kontrol grubu ile benzer bulunmustur (p>0.05).
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Deneme Gruplar

Sekil 3. 19. Fermentasyon uygulamasinin kiil igerigine etkisi

En diisiik kiil miktar1 %42.1 ile Grup 2A’da belirlenmis olup Grup 1B ve Grup 2B
orneklerine gore istatistiksel farklidir (p<0,05). Kiil miktar1 kontrol grubunda %45.03
iken en yiiksek Grup 1B’de %47.01 oraninda tespit edilmistir (p>0,05).

TAS
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% Antioksidan Miktari

Grup 1A (%3.75T. Grup 1B (%7.5T. Grup 2A (%3.75S.  Grup 2B (%7.5S. Kontrol Grubu
harzianum + B. harzianum + B. cerevisiae +L. cerevisiae + L. (fermente
subtilis) subtilis) delbrueckii) delbrueckii) edilmemis alg unu)

Deneme Gruplari

Sekil 3. 20. Fermentasyon uygulamasinin antioksidan kapasitesine etkisi

En disiik toplam antioksidan miktar1 kontrol grubunda 0.15 mg/mL olarak tespit
edilmistir (Sekil 3.20.). Grup 2A’da 0.63 mg/mL toplam antioksidan degeri kontrol
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grubundan yiiksek olsa da istatistiksel olarak farkli bulunmamistir (p>0.05).
Fermantasyon islemi antioksidan degerlerinde pozitif artis saglamistir. Deneme
gruplart arasinda Grup 2B’de 1.89 mg/mL ve Grup 1B de 1.81 mg/mL toplam
antioksidan aktivite degerleri diger gruplara (p<0.05) kiyasla en yiiksek oranlar kabul
edilmistir. Grup 1A ise 0.75 mg/mL antioksidan kapasitesi ile kontrol grubundan
yiiksek (p<0.05) ve Grup 1B ve Grup 2B’nin antioksidan kapasitesinden diisiik
(p<0.05) bulunmustur.

Seliiloz

8,00

7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Grup 1A (%3.75T. Grup 1B (%7.5T. Grup 2A (%3.75S. Grup 2B (%7.5 S. Kontrol Grubu
harzianum + B. harzianum + B. cerevisiae +L. cerevisiae + L. (fermente
subtilis) subtilis) delbrueckii) delbrueckii) edilmemis alg unu)
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Deneme Gruplari

Sekil 3. 21. Fermentasyon uygulamasinin seliiloz igerigine etkisi

Seliilloz sonuglart tiim gruplar arasinda %5.28 ile %7.35 arasinda degisim
gostermektedir. Kontrol grubu en diisiik seliiloz igerigine sahip olup Grup 1B, Grup
2A ve Grup 2B ile aralarinda istatistiksel fark belirlenmistir (p<0.05). En yiiksek
seliiloz oran1 %7.35 degeri ile Grup 1B’de tespit edilmis olup kontrol grubundan
yiksek bulunmustur (p>0.05). Fermentasyon isleminde seliiloz miktarinda
ongoriilmeyen bir artis gergeklesmesi ve Grup 2A ile Grup 2B’de benzer (p>0,05) bir
seliiloz artis1 tespit edilmis 0lmas1 mikrobiyal seliiloz gelisiminin s6z konusu oldugunu
gostermektedir. Grup 1A’da ise kontrol grubu ile benzerlik (p>0.05) gosteren seliiloz
degerleri incelendiginde mikrobiyal seliiloz gelisiminin gerceklesmedigi ortaya

¢cikmustir.
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Sekil 3. 22. Fermentasyon uygulamasinin oksidan kapasitesine etkisi

Toplam oksidan miktarinda, Grup 2A ve Grup 2B arasinda istatistiksel fark
belirlenmistir. Grup 2B’de 4.96 mg/mL degerle en diisiik oksidan aktivite belirlenirken
Grup 2A’da 9.88 mg/mL ile en yiiksek toplam oksidan aktivite tespit edilmistir
(p<0.05).

Diger gruplar ile kontrol grubu arasinda benzerlik bulunmustur (p>0.05).
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Sekil 3. 23. Gruplar aras1 fermentasyon uygulamasinin verimliligi

4.1.2. Deniz suyu fiziko-kimyasal analiz bulgular:

Tablo 4. 2. Deniz suyu nitrit, amonyum, fosfor, nitrat, sicaklik, pH ve tuzluluk

degerleri
Fosfat | Nitrat | Nitrit | Amonyum | Sicaklik
pH Tuzluluk %o
mg/L | mg/L |mg/L| mg/L ce
Armutlu | 0,096 | 1,50 | 0,006 0,007 24,9 7,8 23,2

Alglerin bulundugu ortamin koordinatlari, su ortaminin ekolojik sartlari, mevsimsel

gecisler sucul canlilarin morfolojisini, anatomisini ve besin igeriklerini etkileyen

etmenlerin basinda gelmektedir. Yapilan kimyasal analiz sonuglarina gore; yaz

doénemi sularin 1sinmast ile nitrit ve amonyum degerleri mevsimler olarak normal

goziikmektedir. Onceki calismalarda yapilan arastirmalarda yaz mevsiminde nitrat

fosfat degeri kis donemine gore artis egiliminde oldugu bilinmektedir ve alinan su

numunelerinde ise bu degerler mevsim normallerinde seyretmistir. Yaz mevsimi deniz

suyu numunelerinde sicaklik degerleri, tuzluluk, pH i¢in mevsim normallerine yakin

seyretmistir.
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4.2. Tartisma

Algler, yiiksek degerli yeni bir kaynak olarak, saglik agisindan yararlari olan peptitler
ve polisakkaritler gibi biyoaktif bilesikleri igermektedir. Fermantasyon ile, mikro
alglerin ve makro alglerin, biyoaktif bilesiklerin saliniminin iyilestirebildigi ve faydali
Ozelliklerinin  arttirilabilecegi ortaya konmustur. Fermentasyonda kullanilan
mikroorganizma tiirii, fermantasyon tiirii (batik veya kati- durumu) ve fermantasyon

kosullari ile alg tiirti ve 6zellikleri, son tirtindeki bilesikler tizerinde belirleyicidir.

Fermentasyon ile birlikte 6n islemlerin kombinasyonu, biyoaktif bilesiklerin daha
yiiksek salinimini tesvik etme potansiyeline sahiptir. Ancak uygulama kosullarindaki
asirilik ya da eksiklik, biyoaktif 6zelliklerin kaybiyla birlikte bilesigin bozulmasina
yol agabilmektedir. Bu ¢alisma alaninin hala yeni oldugunu ve gida uygulamalarinda,
alg fermantasyonunun kullanimini anlamak i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyac

oldugunu belirtmek 6nemlidir.

Bu tez kapsammda Gemlik Korfezi girisinde yer alan Armutlu ilgesinin
40,509462,28,829435 koordinatlarindan Codium fragile ornekleri toplanmis ve
fermente edilmistir. Fermente edilen {irlinlerin, fermente edilmemis iiriine kiyasla,
besin bilesenlerinin degisimine ve antioksidan kapasitesinin gelismesine olan

etkilerinin belirlenmesi bu ¢alismanin ana amaglarindandir.

Codium sp. basta Japonya, Cin ve Kore gibi Uzak Dogu Asya iilkelerinde tiiketilen
temel makro alg tiirleri arasindadir. Insan gidasi olarak kullanilmasi nedeniyle igerdigi
protein, karbonhidrat, lipit, vitamin, mineral bilesimi (Tabarsa ve dig., 2013 ; Jung
Park, 2020 ; Monmai ve dig., 2020) ve sifonaksantin gibi biyoaktif bilesikler
(Akimoto ve dig., 2007) iizerine c¢alismalar yogunlasmistir. Codium sp.
tiirlerinde bulunan besin bilesenleri, biyoaktif bilesikler ve polisakkaritler, immiin
sistemi uyarici, anti-inflamatuar (Yoon ve dig., 2011; Moon ve dig., 2018b),
antikanser, antikoagiilan (Choi ve dig., 2013 ), antioksidan (Wang ve dig., 2020 ), anti-
obezite (Kolsi ve dig., 2017), osteoprotektif (Surget ve dig., 2017 ) ve antiviral (Yim

ve dig., 2021 ) etkiler dahil olmak iizere 6nemli farmakolojik etkilere sahiptir.

Kuru madde miktarlari, fermantasyona maruz birakilmadan kurutulan Codium fragile
ununda (kontrol grubu) %12.63 iken, fermantasyon islemine tabi tutulan deneme
gruplarinda (Grup 1A, Grup 1B, Grup 2A ve Grup 2B) %14.43 ile %16.45 oranlarinda

degisim gostermis olup mikroorganizma ilavesinin biyokiitlelerinin etkisiyle kuru
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madde miktarini arttirdigi (p<0.05) ortaya ¢ikmistir (Tablo 4.1.). Grup 1B, deneme
gruplar1 (p>0.05) ve kontrol grubu arasinda (p<0.05) en yiiksek kuru madde miktarini
igcermekte olup, lireme verimliligi agisindan diger gruplardan daha fazla artma ortami
yakaladig1 sonucuna varimustir. Turan ve dig. (2015) tarafindan Iskenderun
Korfezi'nde Nisan ve Haziran aylarinda, kirmizi ve yesil alglerde yapilan
orneklemeler arasinda Codium fragile tiiriiniin %15.47 oraninda kuru madde igerdigi
tespit edilmis olup, ¢calismamizda bu verilerle kiyaslanabilecek kontrol grubunun kuru

madde miktar1 Agustos ayinda %12.63 olarak bulunmustur.

Bu ¢alismada kiil igerigi en diisikk %42.1 olarak belirlenmistir. Kiil igerigi Codium
tomentosum tiirii icin Portekiz kiyilarinda (Rodrigues ve dig. 2015) %36, Filipin
sahillerinde kis aylarinda toplanan Codium intricatum tiirii igin (Arguelles, 2020)
%37.96, Kenya kiyilarinda Codium geopiorum i¢in (Mwalugha ve dig., 2015) %38 ve
Iskenderun Kérfezinde Nisan — Haziran aylarinda toplanan Codium fragile (Turan ve
dig., 2015) i¢in %21.79 kiil degerleri ile bu ¢alismada elde edilen degerden daha diisiik
kiil i¢erigine sahip Codium sp tiirlerinin oldugu rapor edilmektedir. Bunula birlikte
Mwalugha ve dig. (2015), Kenya kiyilarinda topladiklar1 kahverengi algler, kirmiz1
algler ve yesil algler arasinda Codium dwarkense igin elde ettikleri %69.94 kiil degeri
calismamiz dahil diger arastirmalardan da yiiksek oldugu tespit edilmis olup Codium
geopiorum tiiriinde ise %37.96 kiil oran1 rapor edilmektedir. Yiksek kiil igerigi,
onemli miktarda makro (magnezyum, fosfor, potasyum, sodyum, kloriir, kalsiyum ve
kiikiirt gibi) ve mikro minerallerin (bakir, iyot, ¢inko, molibden, demir, selenyum,
manganez gibi) varlig1 anlamina gelmektedir. Kesinkaya ve dig. (2020) tarafindan yaz
aylarinda Canakkale Bogaz1 (Canakkale-Tiirkiye) kiyr bolgesinden (40°14'27.03"K
26°32'29.74"D) toplanan Codium fragile tliriiniin element konsantrasyonlari sirasiyla
Na>Ca>Mg>K>Fe>P>Mn>Pb>B>Zn>Cu>Ni>Cr> Co=Mo=Cd bildirilmis olup
demir (Fe) bakimindan zengin oldugu ifade edilmektedir. Calismamizda kiil iceriginin
mineral bakimindan zenginligi temsil edebilecegi diisiiniilmektedir. Fermentasyon
sonrast kiil iceriginde mikroorganizma oraninin artmasi ile, diger gruplara gére Grup
1B ve Grup 2B’de, Grup 2A’ya kiyasla artis belirlenmesine ragmen (p<0.05) tiim
deneme grupla arasinda kiil oran1 %42.1 ile %47.01 arasinda degismis olmasi ve
kontrol grubundaki kiil oranin Grup 1A ve Grup 2A’dan yiiksek olmasi nedeniyle,

sonuglar arasinda yakinlik oldugu savunulmaktadir.
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Protein degerleri fermentasyon iglemi sonrasi deneme gruplarinda %8.39 ile %10.3
arasi degisirken fermantasyona maruz birakilmadan kurutulan Codium fragile unu ile
olusturulan kontrol grubunda ise %7.62 protein oraninin belirlenmis olmasi,
fermentasyon uygulamasinin “alg katkili yem hammaddesi” iiretiminde protein
degerlerini iyilestirdigi sonucuna ulastirmistir. Fermentasyon uygulamasinda
kullanilan mikroorganizma tiirli ve orami protein miktarimi etkilemistir. %7.5
mikroorganizma ilave edilen Grup 1B ve Grup 2B’de ¢lde edilen protein orani, %3.5
mikroorganizma ile gergeklestirilen Grup 1A ve Grup 2A’ya gore (p<0.05), alg katkili
fermente yem hammaddesinin protein miktarindaki artisi etkiledigi sonucuna
vartlmistir (Tablo 4.1.). S. cerevisiae + L. delbrueckii tiirlerinin yiiksek (%7.5) veya
diisiik (%3.5) oranda fermentasyon uygulamasinda kullamimi, T. harzianum + B.
subtilis tiirli mikroorganizmalarina gore, alg katkili yem hammaddesi iiretiminde, daha
verimli protein oranlar1 elde edilmesine tesvik etmistir. Grup 2A hari¢ olmak tizere
(p>0.05), diger tiim gruplar arasinda (p<0.05) en yiiksek protein verimi, maya tiirii
olarak Saccharomyces cerevisiae ve bakteri tiirii olarak ise Lactobacillus delbrueckii
iceren fermentasyon siirecinde %10.3 protein orani ile Grup 2B’de elde edilmistir. Bu
sonuglar kuru madde ile birazdan agiklanacak olan seliiloz, toplam oksidan ve
antioksidan degerleri ile degerlendirildiginde, diger gruplara kiyasla sirasiyla daha
etkin bir biyokimyasal profilin Grup 2B ve Grup 1B’de oldugu 6ne siiriilmektedir
(Sekil 3.23). Alglerin biyokimyasal bilesenlerinin miktari, benzer tiirler arasinda
cevresel kosullara, mevsimsel ve cografik degisimlere gore farklilik gostermektedir
(Kirpenko ve dig. 2015). Calismamizda kontrol grubunu temsil eden fermente
edilmemis Codium fragile, Agustos 2022 yilinda toplanarak kurutulmus ve protein
icerigi %7.62 olarak belirlenmis olup, Celikler ve dig. (2009) tarafindan benzer
koordinatlarda (40°22.8’N, 28°48.0’E) yer alan Mudanya-Zeytinbagi mevkii
bolgesinden toplanan Codium tomentosum tirtinde %311 protein orant ile
caligmamizdan daha yiiksek oran elde edilmis olsa da hangi mevsimde toplandigi
bildirilmemektedir. Rodrigues ve dig. (2015) tarafindan Nisan 2012’de Portekiz
kiyilarindan toplanan Codium tomentosum tiiriiniin protein icerigi %18 olarak analiz
edilmis olup ¢alismamizda belirlenen protein degerinden yiiksek bulunmustur. Ortiz
ve dig. (2009) tarafindan ise Sili sahillerinden Ocak 2007 yilinda toplanan Codium
fragile’nin protein igerigi %10.8 olarak tespit edilirken, Skrzypczyk ve dig. (2018)

Avustralya kiyilarinda kis ve sonbahar aylarinda toplanan Codium galeatum’un
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protein degerini %12 olarak bildirmektedir. Protein degerlerinin yiiksek bulundugu
aragtirmalarda, Codium tiirlerinin ki, sonbahar veya ilkbahar mevsimlerinde
toplanarak analiz edildigi dikkat ¢ekmekte olup c¢alismamizda yaz mevsiminde
toplanan Codium fragile’nin, diisiik proteine sahip olmasmin sicaklik ile ilgisi
olabilecegi dogrultusunda kanitlar ortaya c¢ikmistir. Manivannan ve dig. (2008)
tarafindan ise Giineydogu Hindistan’min Mandapam kiyilarindan toplanan Codium
tomentosum tiiriinde %6.13 protein igerigi, ¢alismamizda elde edilen degerden daha
diisiik belirlenmis olup su sicakliginin artmasi ile protein igeriginin azalmasi arasinda
baglanti goriilmektedir. Tim bu bilgiler 1s1ginda ¢alismamizda kis aylarinda
ornekleme yapildiktan sonra fermentasyon yapilmis olmamasi nedeniyle bu alanda
yeni arastirmalara ihtiyag ortaya ¢ikmistir. Fermentasyon uygulamasi deniz alglerinin
biyokimyasal igerigini etkileyen bir metot olup Ardiansyah ve dig. (2018) tarafindan
kahverengi deniz alglerinden Sargassum sp. tiirii, mantar cinsi olan Aspergillus niger
ve Lactobacillus spp. bakterisi ile fermente edildikten sonra, Aspergillus niger ile
fermente edilmig Sargassum’un protein miktar1 %7.5'dan %10.1'e yiikseldigi
bildirilmektedir (p<0.05). Ferreira ve dig. (2021) tarafindan Kkati fermantasyon
yontemi kullanilarak mantar sinifi Aspergillus ibericus ve Aspergillus niger tiirleri ile
kirmiz alg tiirlerinden Gracilaria sp., Alaria esculenta ve Porphyra dioica, yesil alg
tirlerinden Codium  tomentosum ve Ulvarigida  tirlerini  fermente  ederek
biyokiitledeki ham protein igerikleri degerlendirilmis. A. niger ile fermentasyonunda
U. rigida, A. ibericus ile fermentasyonunda C. tomentosum'da ve U. rijida'da iki
mantar  cinsinin  fermentasyonundan sonra  protein  igerigi arttig1
bildirilmektedir. Fernandes ve dig. (2019) tarafindan, yesil makroalg tiirii olan Ulva
rigida mantar tiirii olan Aspergillus ibericus ile kati hal fermantasyonu islemine tabi
tutulduktan sonra protein konsantrasyonunda %16.9'dan %29.8'e artis rapor edilmistir.
Brindo ve dig. (2014), kahverengi deniz alg tiirii Padina tetrastomatica tiiriinii
Lactobacillus spp. ve Saccharomyces cerevisiae ile fermente ederek protein igerigi
%10.50’den % 15.90’a arttgini bildirmektedir. Choi, ve dig. (2018), kahverengi deniz
alglerinden  Undaria pinnatifida tiirinii  hem bakteri Bacillus  subtilis ile  hem
de mantarlardan Aspergillus flavus - Aspergillus oryzae kullanarak fermente etmis ve
tirlinlerin protein igeriklerini arttirmayi basarmistir. Suraiya ve dig. (2018) Undaria
pinnatifida ve Saccharina japonica tiirlerini Monascus spp. mantart kullanarak

fermente etmis ve fermentasyondan sonra yapilan degerlendirmede protein iceriginin
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arttigin1 bulmustur (p<0.05). Vidal-Carou ve dig. (2022) farkli makroalg tiirleri ve
mantar kombinasyonlarin1 fermentasyon siirecinde inceleyerek kirmizi deniz
alglerinden Gracilaria sp. ile mantar tii olarak Aspergillus niger’i, kahverengi
makroalglerden  Undaria rigida ile  Aspergillus ibericusve  Codium
tomentosum'da Aspergillus niger ve Aspergillus ibericus, Ulva rigida'da da ayni iki
mantar cinsini kullanarak fermente etmis ve ham tirlinlere gore protein iceriginde artis
tespit etmistir. Loaiza-Bonilla ve dig. (2022) tarafindan kahverengi alglerden
Sargassum fulvellum, Aspergillus oryzae kullanilarak fermente edilmis ve kontrol
grubuna gore %3.7 ile % 6.6 arasi1 protein igeriginde artis elde etmistir. Calismamizda
fermente edilmeden kurutulan Codium fragile’nin protein miktart %7.62 iken
fermantasyondan sonra protein miktarlar1 %08 ile %10 arasinda artan yonde degisim
gostermistir (p<0,05). Uygulanan fermentasyon yontemi ile protein degerlerinde %10
ile %35 oraninda artis tespit edilmistir. Deniz alglerini fermantasyon islemine tabi
tutan diger bilimsel arastirmalarda protein igeriklerinde artis calismamizla benzerlik
gostermektedir. Calisma sonuglarimiz, deniz alglerinin besin degerini ve protein
icerigini arttirmak igin fermentasyon uygulamasini desteklemektedir. Fermente
tirlinlerin hayvansal yemler i¢in, besinsel olarak uygun deniz alglerinin kullaniminin

cevre dostu, uygun maliyetli ve siirdiiriilebilir bir yaklasim olarak 6nerilmektedir.

Deniz makro alglerinin yag igerikleri diger bir¢cok sucul organizmaya gore daha diigiik
olup yil icerisinde miktarlar1 degisebilir. Bu calismada, Yalova Ili Armutlu ilgesi
sahillerinden toplanan Codium fragile nin lipid icerigi %1.33 olarak tespit edilmistir.
Codium tomentosum tiiriiniin lipid igerigi Portekiz kiyilarinda (Rodrigues ve dig.
2015) %3.6 ve Giineydogu Hindistan’inin Mandapam kiyilarindan (Manivannan ve
dig. 2008) ise %2.5 olarak bildirilmistir. Mwalugha ve dig. (2015), Kenya kiyilarinda
topladiklar yesil algler arasinda Codium dwarkense i¢in elde ettikleri %1.54 yag orant
ve Codium geopiorum tiiriinde ise %1.91 lipid orani rapor edilmekte olup ¢alismamiz
sonuglarinda basta Grup 2A’da %0.94 ve Grup 1A’da 1.01 yag oranlarindan olmak
tizere tiim fermente deneme gruplarindan ve kontrol grubundan yiiksek bulunmustur.
Lipid, yag asidi fraksiyonu nedeniyle dikkatleri {izerine c¢eken alglerde onemli
miktarda bulunabilen bir bilesendir. Insan metabolizmasi tarafindan sentezlenemeyen
ve viicut i¢in gerekli olan ¢oklu doymamus yag asitlerini igermelerinden dolay1, makro
alglerde lipidler olduk¢a 6nemlidir. Deniz makro alglerinde saptanan baslica ¢oklu

doymamis yag asitleri linoleik, aragidonik ve eikosapentaonik asitlerdir (Pereira ve
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dig., 2002). Bu calismada fermente ve fermente edilmemis Codium fragile
orneklerinin yag asidi profili analiz edilmemis sadece lipid icerikleri belirlenmistir.
Makro alg fermantasyonunda lipid igerigiyle ilgili bazi calismalar mevcuttur.
Ardiansyah ve dig. (2018) tarafindan Sargassum sp. ile Saccharomyces
cerevisiae fermente edildiginde, lipit iceriginin kontrol grubuna ve Aspergillus niger
ile Lactotobacillus sp. ile fermente edilen gruplara gore azaldigi bulunmustur.
Hardjani (2017) tarafindan kirmiz1 makroalglerden Kappaphycus alvarezii maya tiirii
Saccharomyces cerevisiae ile fermante edildiginde lipid i¢eriginde ise hafif bir artis
kaydedilmistir. Calismamizda ise kontrol grubunda Codium fragile'den elde edilen yag
miktar1 %1.33 olup, Grup 1B hari¢ Grup 2A<Grup 1A<Grup 2B<kontrol grubu< Grup

1B seklinde ifade edilebilecek bir azalma egilimi gostermektedir.

Yalova Ili Armutlu Ilgesi kiyilarindan 24.9 C sicaklikta (Tablo 4.2.) denizel ortamdan
toplanan Codium fragile’nin farkli c¢alismalardaki Codium sp. tiirlerinin besin
bilesimindeki degisimler, cografik bolge farkliligi, sicaklik, 151k yogunlugu, tuzluluk,
derinlik, giin uzunlugu ve besinlerin konsantrasyonu dahil olmak iizere dis faktorlerin
yani sira karmagik igsel biiylime ile ilgili, morfolojik ve tireme degisikliklerinden
kaynaklanmig olabilir (Xu ve dig., 1998; Dembitsky ve Hanus, 2003; Rey ve dig.,
2020; Marques ve dig., 2021).

Bu tezde gruplar arasinda %5.28 ve %7.35 arasinda seliiloz icerigi belirlenmistir.
Arguelles (2020) tarafindan, Filipin kiyilarinda kig aylarinda toplanan Codium
intricatum tiiriiniin %11.14 seliiloz igerdigi bildirilmis olup, Mwalugha ve dig. (2015)
tarafindan, Kenya kiyilarinda toplanan Codium dwarkense ve Codium geopiorum
tirleri i¢in sirasiyla %16.59 ve %16.34 seliiloz oranlar1 rapor edilmektedir. Bu
calismada kontrol grubu 6rneklerin %5.28 seliiloz igerigi, fermentasyon siirecinde en
yiiksek Grup 1B’de %39 oraninda artmis olsa da diger arastirmalarin sonuglarindan
diisiik bulunmustur. Ayn1 zamanda fermentasyon siirecinde olusan ortam kosullarina
baglh Grup 1B (%7.35), Grup 2B (%7.13) ve Grup 2A (%7.02)’da 6ngdriilmeyen
selliloz artiginin mikroorganizmanin kendini koruma amaciyla mikrobiyal seliiloz
tirettigi sonucuna varilmig ve bu alanda yeni aragtirmalarin yapilmasimin gerekliligi
tartisilmistir. Bitkiler ile birlikte bazi bakteriler seliiloz iiretebilmekte olup bu tiir
seliilozlar bakteriyel seliilloz adlandirilmaktadir. Bakteri metabolizmasinin hiicre dist

polimeri olan ve kendini {ireten mikroorganizma tarafindan katabolize
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edilemediklerinden enerji kaynagi olarak kullanilamayan bakteriyel seliiloz
mikroorganizmay1 dis ortamdan gelebilecek zararli etkiye karsi bariyer olusturarak
hiicre koruyan etkide gorev yapmaktadir (Shinhsa ve dig., 2018). Bakteriyel seliiloz
fizyolojik ozellikleri ile sindirim diizenleyici olarak gida sanayisinde (Reiniati ve dig.,
2017) ve kagit kullanilsa da calismamizda beklenmeyen bir sonu¢ olmustur.
Fermentasyon siireglerinde alg katkili yem hammaddesi iiretiminde mikrobiyal seliiloz
incelemelerinin de dahil edildigi daha detayli arastirmalara yapmanin gerekliligi ortay

¢cikmustir.

Fermantasyon ve enzimatik iglem gibi teknikler, toksik kalintilar {iretmeden
bilesiklerin aktivitesini degistirebilen veya ¢oziiciiler kullanmadan istenen bilesikleri
tiretebildikleri i¢in kullanimi1 yaygin geleneksel bir yontemdir. (Larios-Cruz ve dig.,
2019). Fermantasyon sirasinda bir¢ok biyokimyasal bilesende degisiklik meydana
gelir ve bu da besleyici ve besleyici olmayan besin bilesenlerinin degisimine neden
olur. Fermantasyon, katma  degerli tiriinler elde etmek  i¢in
Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Streptococcus ve Pediococcus cinslerini

iceren  Gram-pozitif bakteri gruplarma ait mikroorganizmalarla iriinleri
zenginlestirme, gidanin organoleptik 6zelliklerini ve saglik yararlarini artirarak gida
giivenligini muhafaza etmek i¢in uygulanmaktadir (Rezag, 2018). Deniz alglerinin
fermantasyonunun, yliksek biyoaktivite ve duyusal kalite sergileyen yeni gida ve
nutrasotik triinler olusturmak ic¢in kullanilabilecegini ortaya koyan arastirmalar

bulunmaktadir (Reboleira ve dig., 2021).

Makro algler, bir yem katki maddesi olarak islev gorebilir bir sucul organizmalardir.
Alternatif ham madde kaynaklarinin hem artilar1 ve hem de eksileri vardir. Bitki
proteinleri, balik unundan daha yiliksek toplam amino asitlere sahip
olabilirler. Bununla birlikte, yiiksek lifli yapist nedeniyle sindirilebilirlik oranlar
distiktir (Hua ve dig., 2019). Makro alglerden dogrudan ekstraksiyon ve protein
izolasyonu ile protein konsantre edebilmesine ragmen, protein igerigini artirmak i¢in
fermantasyon yontemi kullanilmasi gerekmektedir. Makro alglerin mikroorganizmalar
tarafindan fermantasyonu kullanilarak biyotransformasyonu, yiiksek diyet lifi i¢erigini
azaltabilir ve beslenme profilini iyilestirebilir. Makro alglerin mikroorganizmalar
tarafindan fermantasyonu kullanilarak biyotransformasyonu onerisi, diger alternatif

kaynaklar1 geride birakmaya hizmet etmez, ancak balik unu ve balik yagma asir
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bagimlilig1 azaltmak i¢in mevcut alternatif kaynaklara bir ek olarak hizmet eder (Ang
ve dig., 2021).

Antioksidanlar, diisiik miktarlarda basit okside olan, bulundugu ortamin
oksidasyonunu yiliksek oranda geciktiren veya durduran maddeler olarak
adlandirilmaktadir. Antioksidanlar oksidatif stresi geciktirme ve serbest radikallerin
islevini sona erdirme yeteneginde biyoaktif bilesiklerdir. Ayrica hiicrelerin deforme
olmasina neden olan etkenler ve zararli maddelere kars1 koruyucu etki gosterirler.
(Sindhi ve dig., 2013). Bir¢ok arastirmada mikro ve makro algin insan viicudunu
serbest radikallerden ve diger giicli oksitleyici ajanlardan koruyabilen dogal
antioksidanlar oldugu belirtmistir (Ak ve Tiirker, 2019). Antioksidan bilesikler,
oksidasyonu onleme yetenekleri sayesinde antibakteriyel, antikanserojen koruyucu
olarak rol almaktadir (Aksay 2016, Suna 2020). Antioksidant maddeler genel olarak
bitkisel canlilar, mantarlar ve alglerde yiiksek oranda bulunan dogal iyilestirici
Ozellikte maddeleridir (Caleja ve dig., 2016). Kolsi ve dig., 20173, b) tarafindan, diisiik
seviyelerde yogunlastirilmis tanen iceren Codium fragile flavonoidlerinin yiiksek
oranda antioksidan profillere sahip oldugunu bildirmislerdir. Celikler ve dig. (2009)
tarafindan, Codium tomentosum'un etanolik ekstraktinin oksidatif stres tarafindan
indiiklenen kromozomlar {izerindeki etkisini inceleyerek ve insan lenfositleri tizerinde
higbir genotoksik etki gostermedigini bildirmektedir. Ticari degeri olan bu
antioksidanlar maddeler dogal olarak ¢ogunlukla karasal bitkilerden elde edilir (Goiris
ve dig., 2012). Sentetik olarak da kullanimi yaygin olan bu maddelerin sentetik
formlarin kullanimini azaltmak icin yeni dogal antioksidan kaynaklarina yonelim son
yillarda artig egilimindedir. Denizel kokenli alglerde bu yonde degerlendirilerek
kullanimi1 yayginlagsmas1 gerekmektedir. Bu baglamda bu calismada uygulanan
fermantasyon yontemi ile de Codium fragile antioksidan seviyesi degisimi izlenerek

arttirilmasi saglanmstir.

Calismamizda kontrol grubunda Codium fragile’de antioksidan miktarmin 0,15
mg/mL ile, Grup 2A harig¢ (p>0.05) en diisiik antioksidan kapasitesine sahip oldugu
belirlenmistir. Grup 1B ve Grup 2B’de fermantasyon islemi antioksidan kapasitesini
arttirmistir. %7.5 oraninda S. cerevisiae + L. delbrueckii ilave edilen Grup 2B’de (1,89
mg/mL) ve %7.5 oraninda T. harzianum + B. subtilis ilave edilen Grup 1B’de (1,8

mg/mL) elde edilen 6rnekler ile birlikte diger denem gruplarinda da, kontrol grubunda
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elde edilen Codium fragile 'deki antioksidan kapasitesine gore 4-12 kat arasi artis
oldugu gozlenmistir. Tolpeznikaite ve dig. (2021) yaptig1 ¢calismada kullanilan makro
algler ve fermantasyon yontemi yapmis oldugumuz tez ¢alismasindan farkli olsa da
makro alglerde uygulanacak fermantasyon yonteminin antioksidan seviyesinde artig
gosterdigi benzerligi ortaya c¢ikmaktadir. Tolpeznikaite ve dig. (2021) tarafindan
Lactobacillus plantarum susu kullanilarak Baltik Denizi’nde bulunan yesil alglerden
Ulva intestinalis, Cladophora rupestris ve kirmizi alglerden Furcellaria lumbricalis
tirlerinin fermente edilerek alg 6rneklerinin antioksidan aktivitesinin, alglerin tiiriine
bagl olarak degistigi bildirilmis ve en yliksek antioksidan aktivite, fermente edilmis
makro alglerde gosterilmistir. Ulva intestinalis'in %58, Clodophora
rupestris’in %21.3 ve Furcellaria lumbricalis’in %16.0 antioksidan kapasitesi oldugu

bulunmustur.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Ulkemizde kiy1 alanlarinm uzunlugu 8.000 km’nin iizerindedir Codium fragile’ nin
deniz alanlarinda yogun olarak bulundugu bilinmektedir. Bu tez ¢alismada tlilkemiz
denizlerinde yogun olarak dagilim goésteren makro algler tiirleri i¢erisinden Codium
fragile’ nin besinsel igerikleri ve antioksidan 6zellikleri incelenmistir. Fermentasyon
islemine tabi tutularak olusan iiriiniin de besinsel igerikleri ve anti oksidan yapisi

arastirilarak kullanilabilirlik potansiyeli arttirilmasi amaglanmustir.

Codium fragile makroalgi gesitli asamalardan gegerek fermantasyon islemine tabi

tutulmus ve sonunda “fermente alg yem katki maddesi” elde edilmistir.

Arastirma stiresince Codium fragile tiirlinde yapilan aragtirma yontemleri ve
analizlerden elde edilen veriler sistemsel olarak kaydi tutulmustur. Uygulanan
fermentasyon yoOntemlerin verileri toplandiginda ise farkli grup gruplarinin
karsilastirmalart yapilmistir. Verilerde yapilan incelemelerde uygulanan yontemler
sonucunda analiz degerlerinde de farkliliklar oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda
dort fermentasyon yontemi sonucunda olusan iiriinlerde hem kendi arasinda hem de
kontrol grubu arasinda da farklilik gosterdigi bulunmustur. Bu arastirmada bu alg
tizerinde zenginlestirmek i¢in fermentasyon yontemleri uygulanmis ve olumlu

sonuglar alinmistir.

Grup 1B %7,5 (%7.5 T. harzianum + B. subtilis) ve Grup 2B (%7.5 S. cerevisiae +
L. delbrueckii) gruplarinda antioksidan kapasitesinin, fermente edilmeyen alg ununa

gore en az 12 kat arttigx tespit edilmistir.

Ayrica fermantasyondan sonra protein degerleri %10- %35 oraninda artis oldugu tespit
edilmistir. En iyi artis gosteren grup Grup 2B (%7.5 S. cerevisiae + L. delbrueckii)

olmustur.

Bu degerlendirmeler 15181inda ayn1 grupta hem antioksidan hem de protein degerlerine
gore paralel olarak artis gosteren Grup 2B (%7.5 S. cerevisiae + L. delbrueckii) fer-

mantasyon yontemi Codium fragile tiirtinde kullanilmasi tavsiye edilmektedir

Makro alglerde uygulanacak fermantasyon isleminin protein ve antioksidant seviyele-

rine olumlu etki ederek gelisimini saglamistir.
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Ayni zamanda fermantasyon siirecinde hiicre duvarmin yikildigindan dolay1 daha

sindirilebilir olmasi i¢in biyo yararhhiginin arttirilmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Denizel canlilar igerisinde birincil iiretici olan algler besin zincirinin énemli bir
parcasini olusturmaktadir. Buna bagli olarak alglere olan ilgi ve talep her gecen giin
artmaktadir. Besin degerleri bakimindan 6nemli olan algler stirdiiriilebilir bir besin
kaynak olarak tercih edilmektedir. Beslenme ve biyoyakit {iretiminin kullanimi
disinda, islevsel ozellikleri bakimindan saglik faktorleri goz 6niinde bulundurularak

tilkketimi yayginlagsmaktadir.

Deniz algleri tizerine yapilan ¢aligsmalara bakildiginda alglerin kaliteli protein, yag ve
suda ¢Oziiniir lif iceriginin yaninda insan beslenmesinde Onem tasiyan demir,
magnezyum, potasyum ve c¢inko gibi mineraller agisindan zengin oldugu

belirtilmektedir.

Codium fragile Ulkemiz denizlerinde yetistiriciligi yapilmamakla birlikte su iiriinleri
sektoriinde toplayiciliginin da bilinirligi ¢ok azdir. Denizlerimizde bulunan alglerin
{iretimi igin en 6nemli faktdr giines enerjisidir. Ulkemiz Giines enerjisi potansiyeline
baktigimizda ise elverisli yerlerin oldugunu gérmekteyiz. Alglerin sahip oldugu bu
ozelliklerinden yararlanilmali ve 6zellikle iilkemizde alg tiretimi gergeklestirilmesi
icin gerekli alt yapilar saglanmalidir. Makro algler tuzlu su tiirleri grubu igerisinde
onemli tiirlerinden olan Codium fragile hem yetistiriciligi hem de toplayiciligi

yapilmasi tavsiye edilmektedir.

Diinyadaki alglerin ticarilesme potansiyeli son yillarda artmaktadir. Ilginin artmasina
bagli olarak yapilan calismalar olmasina ragmen hala alglerde kesfedilmeyi bekleyen
bilesikleri mevcuttur. Siirdiirilebilir ve ¢evre dostu hammaddeler igerisine dahil
edecegimiz algler, daha fazla arastirilmalidir. Ciinkii alglerin farkli arastirmalar
yapilarak uygulanacak yoOntemlerle besinsel igeriklerini ve yararliligim
zenginlestirmek Onem arz etmektedir. Organik ve sirdiirilebilir su {riinleri
yetistiriciliginin onem kazanmasiyla birlikte fermente alg {irlinlerin kullanimi
yayginlagsmasi saglanmalidir. Buna bagl olarak insan ve hayvan metabolizmasinda

yarattig etkiler iizerine arastirmalar yapilmalidir.

Alglerin besin degerlerinin ve farkli yararlarim1 fermantasyon yontemiyle yiiksek
degerlere ¢ikarabilmek yem ve gida endiistrisi agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir.

Algler endiistriyel kullanim alanlar1 ise tarimsal {iretimde giibre olarak, akvaryum
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baliklar1 yemlerinde kiimes hayvanlar1 endiistrisi ve su liriinleri yetistiriciligi gibi genis
bir yelpazesi mevcuttur. Yapilan aragtirmalar sonucu gosteriyor ki ekonomik degeri
saptanan algler {lilke ekonomisine kazandirilmali ve bu yonde hem su iiriinleri sektorii
basta olmak {izere kozmetik, eczacilik, gida, tarim, hayvancilik gibi farkli sektoérde

kullanimi arttirilmal1 ve gelistirilmesi saglanmalidir.

Siirdiiriilebilir bir gelecek i¢in hayvansal tiretimde canlilarin ihtiya¢ duydugu alternatif
yem hammaddesi olarak daha az maliyetli ekonomik canlilarin kullanilmasi1 6nemlidir.
Denizel kaynaklarimizin ekolojik olarak siirdiiriilebilirligini korumasi gerekmektedir.
Ulkemiz denizlerinde ve i¢ sularmda bulunan alglerin en iyi sekilde degerlendirerek

iilkemiz ekonomisine katkisinin daha da arttirilmasi saglanmalidir.

Ekonomik degeri yliksek olan alglerin besin igerikleri ve biyo yararhiligi arttirict
tekniklerin aragtirilarak gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. Bu aragtirma sonunda elde
edilen verilere bakildiginda makro alglerde yapilacak zenginlestirme ve iyilestirme
calismalar1 sayesinde bir¢cok sektdrde kaynak olarak kullanilabilirligini arttirarak
ekonomik degere sahip liriin ortaya c¢ikarmaktir. Bununla birlikte hem yeni bir is
sektorii hem de Codium fragile tiiriiniin sektor bazli kullanimi arttirilarak ulusal ve

uluslararasi bir pazan olusturulmus olacaktir.

Bu c¢alisma alglerin fermantasyon ile etkinliginin artirilmasi {izerine yapilacak
arastirmalarin 6nemini arttirmaktadir. Alg iceren yem katki maddelerinin canli deney

hayvanlarinda, tavuk ve balik gibi tiirlerin lizerinde kullanim1 6nerilmektedir.
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