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OZET

ZEYTINYAGI ATIK URUNU ZEYTIN KARA SUYUNUN BACILLUS SUBTILIS
ATCC 6633°’UN GELISIMINDE BESi ORTAMI OLARAK
KULLANILABILIRLIGININ ARASTIRILMASI

Cesitli gida sanayi atiklari, tek hiicre proteini, hiicre kiitlesi elde edilmesinde ya
da g¢esitli  mikrobiyal metabolitlerin  {iretilmesinde  besi  ortami  olarak
kullanilabilmektedir. Zeytinyag iiretim esnasinda atik olarak agiga ¢ikan ve ekonomik
olarak degerlendirilmeyen “zeytin kara suyunun” bu ¢aligmada Bacillus subtilis ATCC
6633 gelisiminde besi ortami olarak kullanimi incelenmistir.

Arastirma sonuglarinda, ti¢ farkli fabrikadan alinan zeytin karasularmmin pH
degerleri, % yag igerigi ve toplam azot miktar1 agisindan birbirine yakin 6zelliklerde
oldugu, % kurumadde ve kiil i¢eriklerinde ise bir fabrikanin degerleri daha diisiik olarak
saptanmustir. Uc fabrikadan elde edilen zeytin karasularinda Inkiibasyon &ncesi zeytin
karasularinin pH degerleri, 5.39 ile 5.55, yag icerigi %1.01 ile %2.17 ve toplam azot
miktar1 0.06 mg N/L ile 0.22 mg N/L, kurumadde %0.10 ile %7.86 ve kiil icerikleri
%0.46 ile %2.39 arasinda belirlenmistir. Inkiibasyon sonrasi zeytin karasularmin pH
degerleri 5.35 ile 5.57, yag icerigi %0.07 ile %1.45 ve toplam azot miktar1 0.05 mg N/L
ile 0.13 mg N/L, kurumadde %0.01 ile %6.48 ve kiil i¢erikleri %0.39 ile %1.23 arasinda
saptanmistir. Besi ortaminda bilesen olarak kullanilan pepton ve glikoz, zeytin kara
suyu kimyasal analiz sonuglarinda etkili olabilecegi belirlenmistir.

Bacillus subtilis’in zeytin kara suyunda gelisimini inceledigimizde, 12 saatte
gelisim egrisini olusturdugu ve Bacillus subtilis’in zeytin karasularinda inkiibasyon
oncesinde hiicre sayist 5.7599 logjo ile 6.1126 logo, inkiibasyon sonunda belirlenen
hiicre sayis1 15.0881 logg ile 18.0976 logyy arasinda saptanmistir. Bacillus subtilis’in
zeytin karasularinda kontrol besiyerine gore daha yiiksek hiicre sayimlarina ulagmustir.
Bacillus subtilis’in zeytin kara suyunda gelisimininde besiyeri bilesenleri olarak pepton
ve glikozun ¢ok 6nemli bir etkisi belirlenmemistir.

2017. 48 sayfa
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE USABILTY OF OLIVE MILL WASTE WATER AS
A GROWING MEDIUM OF BACILLUS SUBTILIS ATCC 6633

Various food industry wastes can be used as a medium for single cell protein
production, cell mass production or production of various microbial metabolites. In this
study, the use of "olive mill waste water", which is uneconomically evaluated as waste
during the production of olive oil, as a nutrient medium in the growth of Bacillus
subtilis ATCC 6633 has been examined.

Olive mill waste water were supplied from three different factories. The results
of the study show that the pH values, % fat content and the total nitrogen amount of
olive waste are close to each. other while the values of a factory in % dry matter and
ash content are lower.The

Before the incubation, in olive waste water from three factory, it was determined
that pH values 5.39 to 5.55, the fat content 1.01 to 2.17%, the total nitrogen content 0.06
mg N/L to 0.22 mg N / L, the dry matter content 0.10 to 7.86% and the ash contents
0.46 to 2.39%. After incubation, the pH values of the olive waters were found to be
between 5.35 and 5.57, the oil content 0.07% to 1.45% and the total nitrogen content
0.05 to 0.13 mg N/L, 0.01 to 6.48% dry matter and 0.39 to 1.23% ash content. It has
been determined that peptone and glucose, which are used as components in the
fattening medium, may be effective in the chemical analysis results of olive waste
water.

When we examined the growth of Bacillus subtilis in olive oil wastes, we found
that the growth curve was 12 hours and the number of cells was 5.7599 log10 and
6.1126 logl0 before incubation in olive waters and the number of cells determined at
the end of incubation was found between 15.0881 log10 and 18.0976 log10. Bacillus
subtilis reached higher cell counts in olive waters than in control media. It has not been
identified as a significant effect of the nutrient components as peptone and glicose on
the growth of Bacillus subtilis in the olive oil wastes.

2017. 48 pages
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TESEKKUR

Tez calismalarim siiresince degerli yardim ve katkilariyla beni yonlendiren
danisman hocam. Sayin Yrd.Do¢.Dr. Emine AKSAN ALDANMAZ’a. caligmalarim
sirasinda degerli fikir ve yardimlarini esirgemeyen Gida Miihendisligi boliimiindeki
biitiin hocalarima tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica ¢alismalarimda yardimei olan MKU
merkez laboratuvar calisanlarinin tiimiine. ayrica Hatay il Kontrol Laboratuvari tiim
¢alisanlarina tesekkiirii bir borg bilirim.

Tim calismalarimda ihtiyag duydugum her an varliklarini hissettigim degerli
ailem; annem Sultan ASLAN. babam Hasan Erol ASLAN ve Kardesim Ilkem Sekban

ASLAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1.GIRIS

Zeytin, Akdeniz iilkelerinde ¢ok eski caglardan beri siiregelen Onemli ve
geleneksel bir iiriindiir ve tilkelerinin ekonomisinde 6nemli bir yer tutmaktadir (Erses
Yay ve ark., 2012). Diinya zeytin yetistiriciliginin %90’lik biiyiik bir kismi1 Akdeniz
iilkelerinde yapilmaktadir. Zeytin iiretimi yapan iilkeler sirasiyla, Ispanya, Italya,
Yunanistan, Tunus, Suriye ve Tirkiye’dir. Bunun yani sira son yillarda Avustralya,
Japonya ve Arjantin gibi iilkelerde de zeytin liretimine baslanilmistir. Tiirkiye, diinya
zeytin iiretiminde altict sirada yer alan 6nemli zeytin iireticisi lilkelerden birisidir ('Yay
ve ark., 2012). Ulkemizde yaklasik 95 milyon zeytin agaci bulunmaktadir. Tiirkiye’de
Ege, Marmara, Akdeniz, Giineydogu Anadolu ve Karadeniz Bolgelerinde zeytin
yetistiriciligi yapilmaktadir (Basmacioglu-Malayoglu ve Aktas, 2011).

Zeytin bitkisinin en 6nemli iirlinli zeytinyagidir. Diinyada tiretilen zeytinyaginin
% 97’si Akdeniz iilkeleri iiretmektedir (Aver 2016). Ulkemizde de iiretilen zeytinlerin
%65-70’1 zeytinyagina islenerek tiiketilmektedir (Tunalioglu ve Armagan. 2008).
Diinyada iiretilen toplam zeytinyaginin yaklasik %25°1 Tiirkiye’de elde edilmektedir
(Ergtider ve ark., 2000; Erses Yay ve ark.. 2012).

ispanya

5 51%
Yunanistan

8%

Eispanya  Mitalya M Yunanistan ™ Tirkiye M Suriye B Fas

B Tunus M Postekiz M Cezayir B Arjantin B Urdiin W Diger

Sekil 1.1. Ulkelere gore zeytinyagi iiretimi (2013) T.C.Cevre ve Sehircilik Bakanlig
(Zeytin Sektoriintin Atiklarinin Yonetimi)



Zeytinyag iiretimi esnasinda yan liriin olarak aciga c¢ikan atik su gesitli ¢evre
problemlerine neden olmaktadir. Uretim esnasinda agiga cikan atik su “zeytin kara
suyu” olarak adlandirilmaktadir (Hazirbulan 2006). Zeytin kara suyu. zeytin
meyvelerinden zeytinyagr elde edilirken, 1lik suyla yagin siiriiklenmesi ve baski
sirasinda kullanilan suyun havada okside olarak kararmasiyla olusan bir {riindiir,
(Erdem ve ark., 2015). Zeytinyag: iiretim akim semasi ve kara suyun olusumu Sekil
1.2.’de verilmistir. Genel olarak 1 ton zeytin igin 1 ton atik su olusmaktadir (Beccari ve
ark. 1999).
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Sekil 1.2. Zeytinyag iiretim akim semasi (Erdem ve ark., 2015)

Zeytin kara suyu yiiksek oranda organik madde icermektedir. Bu nedenle
dogrudan topraga yada dogal sulara aktarilmasi sonucu bircok olumsuzluk ortaya
cikmaktadir. Zeytin kara suyunun ¢evreye zarar vermeden kullanilmasi icin 5000 kat

oranda seyreltilmesi gerekmektedir. Topraga atik olarak verilen zeytin kara Suyu.



topragin gozeneklilik ve pH gibi 6zelliklerini etkilemektedir. Ayrica, fitotoksik etki
gostererek tohum gelisimini engellemektedir. Bunun yani sira, fermantasyon sonucu
metan ve diger gazlarin olusumuna neden olmaktadir (McNamara ve ark., 2008). Dogal
sulara zeytin kara suyunun aktarilmasi sonucunda da benzer bir¢ok olumsuzluklar séz
konusudur. Zeytin kara suyu, dogal sularin oksijen miktarini1 azaltmakta, bilesimindeki
yag iceriginden dolayr su yiizeyinde film tabakasi olusturarak suda bulunan yararl
mikroorganizmalarin gelisimini engellemekte, ayrica alg gelisiminin artmasina neden
olarak ekosistem dengesini bozmaktadir. Bunlarin yani sira zeytin kara suyu dogal
sularda renk degisimlerine neden olmakta ve fitotoksik etkisi nedeni ile canli yagsamini
olumsuz etkilemektedir (Rozzi ve Malpei, 1996; Durucan ve Gordiik, 2002; Tunalioglu
ve Bektas, 2010; Avci, 2016).

Zeytin kara suyunun g¢evreye verdigi birgok olumsuz etki nedenleriyle, aritma ile
ilgili bircok aragtirma yapilmaktadir. Bu yontemler arasinda fizikokimyasal, kimyasal,
elektrokimyasal ve biyolojik aritma teknikleri arastirilmaktadir (Tunalioglu ve Bektas,
2010; Avct. 2016; Giiltepe, 2016). Zeytin kara suyu ayni zamanda, potasyum, fosfor,
antioksidanlar, seker, azotlu bilesikler, ugucu asitler, polialkoller, pektin, yag,
polifenoller, tanenler, iz elementler (sodyum, magnezyum, demir vs.) gibi bir¢ok degerli
bilesenlere sahiptir ve bu nedenle zeytin kara suyunun degerlendirilmemesi ekonomik
bir kayiptir (Orug. 2006). Zeytin kara suyunun kimyasal bilesimi Cizelge 1.1.°de
verilmistir. Cesitli calismalarda, zeytin kara suyunun gida olarak, enzim iiretiminde, yag
asitleri eldesinde, kozmetikte, antioksidan madde tiretiminde, ilag sanayiinde kullanimi
ile ilgili bircok alanda kullanimi arastirilmaktadir (Tunalioglu ve Bektas, 2010; Avci,
2016; Giiltepe, 2016).

Diinyada son yillarda. zeytinyag1 iiretiminin artmasina paralel olarak, ortaya ¢ikan
zeytin kara suyunun miktar1 da artmaktadir. Zeytin kara suyunun aritilmasi ile ilgili
cesitli caligmalar yapilmakta ancak ekonomik ve basari ile uygulanan yontemler tam
olarak gelistirilmemistir (Kilig, 2011).

Cesitli  mikroorganizmalarin, zeytin kara suyunun ekonomik olarak
degerlendirilmesi ile ilgili ¢alismalarda kullanimiyla ilgili kisith sayida arastirmalarda
(biyogaz iiretimi. polimer iiretimi) incelenmistir (Hodaifa ve ark., 2013; Kourmentza ve

ark., 2015; Maragkaki, 2017).



Cizelge 1.1. Zeytin kara suyunun Kimyasal bilesimi (Orug. 2006)

Ozellik Deger
pH 4.9
Seker %3.94
Azot 504ppm
Fosfor 153ppm
Mangan 2.7ppm
Cinko 0.9ppm
Sodyum 67.4ppm
Bakir 0.3ppm
Demir 1837ppm
Sodyum 67.4ppm

Bacillus subtilis, Bacillaceae familyasina ait ¢ubuk seklinde bir bakteridir. B.
subtilis. Gram (+), ¢ogu tiirli hareketli. endospor olusturan. aerob veya fakiiltatif
anaerob. cogu tiirii katalaz pozitifdir (Unliitiitk ve ark., 1998). Peritrik flagellali ve
flagellalar1 hareketlidir. Aerobik ve fakiiltatif anaerobturlar. Endospor olustururlar.
Vejetatif hiicreleri 0.5x1.2pm ile 2.5x10um boyutlarindadir. Tek tek veya uzun zincirler
halinde bulunmaktadirlar (Ustagelebi. 1999). Genellikle beyaz veya krem renkli
kolonilere sahiptir. Baz1 tiirlerinde sar1i, pembe, portakal rengi ve siyah renklerde
pigmentli koloniler de bulunmaktadir. Bacillus sp.’lerin termofilik, mezofilik ve
psikrofilik tiirleri bulunur. Yiiksek sicakliklara dayaniklidir. Genellikle 35-37°C’de ve
pH 7 civarinda gelisirler. Karbon kaynagi olarak organik asit, seker ve alkol igeren,
nitrojen kaynagi olarak da amonyum iceren besiyerlerinde ¢ok iyi gelisirler.
Gelisimlerinde yaygin olarak kullanilan besiyerleri, Nutrient Agar, Tripticase Soy Agar,
Brain Heart Infusion ve Kanli Agar’dir (Taubman, 1992). Bacillus sp.’ler, dogada
yaygin olarak toprakta gelismekte. ayrica siit ve siit uriinleri, hava, su ve gesitli
gidalarda bulunmaktadirlar (Unliitiirk ve ark., 1998). Bacillus sp.’ler, polisakkarit,
niikleik asit ve lipid gibi c¢esitli bilesikleri parcalamaya yarayan ve hiicre disina
salgilanan hidrolitik enzimler tiretebilmektedirler. Bacillus sp.’lerin, antibiyotik, enzim
ve toksin gibi Urettikleri ¢esitli metabolitleri endiistriyel dnemi bulunmaktadir. Ayrica.
hizli ve kolaylikla cesitli ortamlarda gelismeleri nedeniyle de endiistride tercih
edilmektedirler (Rosovitz ve ark.. 1998).

Tiirkiye zeytin iretiminin % 9,5’u Hatay ilinde gerceklesmektedir. Bolgede
yaklasik 100’e yakin zeytinyagi iireten isletme bulunmaktadir (Anon, 2013). Hatay iline



ait 2016-2017 sezonunda toplam zeytin aga¢ sayisinin, 12.500 ton zeytinyagi elde
edilecegi tahmin edilmistir (Anon, 2017).

Ulkemizde zeytinyag: iiretiminde aciga ¢ikan zeytin karasularinda oldugu gibi
Hatay bolgesinde de tiretim esnasinda agiga ¢ikan zeytin kara suyu atik niteligindedir ve
gesitli ¢evre sorunlarinin olusmasina kaynak teskil etmektedir. Zeytin kara suyu, atik
olarak kullanildiginda cesitli sorunlara neden olmasinin yam sira, bilesiminde degerli
organik bilesiklerin bulunmasi nedeniyle ekonomik anlamda degerlendirilebilecek bir
triindiir. Ancak. glinlimiize kadar heniiz ticari olarak kullanilmamastir.

Cesitli gida sanayi atiklari, tek hiicre proteini, hiicre kiitlesi elde edilmesinde ya
da c¢esitli mikrobiyal metabolitlerin  {iretilmesinde  besi  ortami  olarak
kullanilabilmektedir (Ocal, 1977). Bu ¢alismada da, metabolizmal faaliyetlerinin
cesitliligi nedeniyle yaglar1 ve proteinleri parcalama yetenekleri ¢ok yiliksek olan ve
farkli bozulmus ve c¢iirlimiis ortamlarda kolaylikla iireyebilen Bacillus subtilis’in
gelisim ortami olarak, zeytin kara suyunda gelisimi arastirilmistir. Boylece, Bacillus
sp.’yi kullanarak antibiyotik. enzim ve toksin gibi ¢esitli metabolitler {ireten
endiistrilerde, zeytin kara suyunun besi ortami olarak kullanilabilirliginin

degerlendirilmesi amaglanmaistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Zeytin kara suyunun mikroorganizma hiicre gelisimde (biyokiitle elde edilesi)
yada mikroorganizma metabolitlerinin iiretiminde besi ortami1 olarak kullanildig
caligmalar kisith sayida belirlenmistir. Bu konudaki arastirmalar asagida verilmistir.

Yesilada ve ark., (1997), yaptiklari c¢alismalarinda zeytinyagi fabrikasi
atiksuyunda, Coriolus versicolor, Funalina trogii, Phanerochaete chrysosporium
ME446, Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju, Lentinus tigrinus, Laetiporus
sulphureus funguslarmin gelisimi sonucu yiiksek kimyasal oksijen istemi (KOJ), fenol
ve renk giderimi elde edildigini ayrica yliksek biyokiitle verimi ve lakkaz enzimi
aktivitelerini de ayrica saptadiklarini belirtmislerdir.

Jua'rez ve ark., (2007), yaptiklar1 ¢alismalarinda atik su zeytinyagi mevcut
bilesiklerin, Azotobakter chroococcum'un metabolik gelisiminde kullanilabilirliginin
arastirildigin bildirmislerdir.

Jua'rez ve ark., (2008), zeytin kara suyunun Azotobacter chroococcum ile
arttimini incelediklerini agiklamislardir.

Hodaifa ve ark., (2012), yaptiklar1 ¢alismalarinda zeytin kara suyu ve kentsel atik
suyun besi ortami olarak incelendiklerini belirtmislerdir. Arastirma sonucunda,
maksimum 0zgiil biiylime oranmin degerleri zeytin kara suyu ile saptadiklarini
acgiklamislardir.

Hodaifa ve ark., (2012), yaptiklar1 ¢alismalarinda atik suyun biyolojik olarak
par¢alanmasinda mikroalglerin biyokiitle olusumunu incelenmislerdir. %0, %1, %2.5,
%5, %10 zeytin kara suyu igeren besiyerinde Scenedesmus obliquus gelisimini
arastirdiklar1  ¢alismada, en yilkksek biiylime oranina %5 zeytin kara suyu
konsatrasyonunda elde ettiklerini bildirmislerdir.

Daassi ve ark.. (2014), yaptiklar1 ¢alismalarinda zeytin kara suyunun
biyoaritiminda Coriolopsis gallica’yr arastirmislardir. C. gallica’nin zeytin kara
suyunda fenolik maddeleri karbon ve azot kaynagmi kullanarak gelisebildigi ve
defenolizasyon igsleminin basarildigini belirtmislerdir.

Bellou ve ark., (2014), kat1 besi ortaminda %50’ye kadar zeytin kara suyu
kullanimi1, Mortierella isabellina, Mortierella ramanniana, Cunning-hamella

echinulata, Mucor sp., Thamnidium elegans ve Zygorhynchus moelleri gelisimi



tizerinde olumsuz etki olusturmadigini belirtmislerdir. T. elegans ve Z. moelleri’nin
zeytin kara suyunda geliserek 4.4 ve 3.5 g/L hiicre kiitlesi olusturdugunu ve lipid iiretme
kapasitesini artirdigini belirlediklerini agiklamislardir.

Silva, (2014), zeytin atik suyunun biyolojik olarak aritiminda Chlorella vulgaris’i
arastirdigini ve arastirma sonunda C. vulgaris’in zeytin kara suyunun toksitesini
azalttigini ve fenolik maddelerin ayriminda verimi artirdigini saptadiklarini agiklamustir.

Kourmentz ve ark., (2015), yaptiklar1 ¢alismalarinda izole edilen Pseudomonas
sp. ve gesitli bakterilerin polihidroksialkanoatlari (PHA) tiretme kapasite verim ve
oranlar1 lizerinde. sentetik besiyerinde ve zeytin kara suyu kullanilan besi ortaminin
etkisini arastirdiklarini belirtmislerdir. Arastirma sonucunda zeytin kara suyu kullanilan
besi ortaminda. Pseudomonas sp. ve ¢esitli bakterilerin polihidroksialkanoatlar1 (PHA)
iretme kapasitelerinin yavaslatmasina ragmen bazi suslarda polihidroksialkanoatlar
(PHA) iretimini olumlu yonde etkilendigini belirlediklerini agiklamiglardir.

Caprio ve ark.. (2015), yaptiklar1 ¢alismalarinda Scenedesmus sp.’nin zeytin kara
suyunda gelisimi, biyo kiitle olusumu, irettigi g¢esitli metabolitler ¢esitli analizlerin
incelendigini bildirmislerdir.

Mann ve ark., (2015), zeytin kara suyunda Cerrena consors’un lakkaz enzimi
liretimini aragtirmiglar ve zeytin kara suyunun Cerrena consors’dan lakkaz iiretimi i¢in
etkin olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Salgado ve ark., (2016), yaptiklar1 c¢alismalarinda, Aspergillus ibericus,
Aspergillus uvarum ve Aspergillus niger’in zeytin atik sularinin aritiminda ve gesitli
enzimlerin iiretiminde kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Dourou ve ark., (2016), calismalarinda diisiik maliyetli karbon kaynaklari ile
zenginlestirilmis zeytin kara suyunu besi ortami olarak kullandiklarini bildirmislerdir.
Bu besi ortaminda gelistirilen Lipomyces starkeyi NRRL Y- 11557, Yarrowia lipolytica,
Candida tropicalis LFMB, Saccharomyces cerevisiae MAK kiiltiirlerini kullanarak,
lipid, sitrik asit, mannitol ve etanol {liretimi gerceklestirdiklerini agiklamislardir.

Maragkaki ve ark., (2017), yaptiklar1 ¢alismalarinda %3, %5 ve %7 oranlarinda
zeytin kara suyunun biyogaz liretimine etkisini inceledikleri ¢alismada, %5 oraninda
zeytin kara suyu kullaniminin biyogaz tiretimini 1.2-2.7 kat arttirdigin1 belirlediklerini

aciklamislardir.



Meneses ve ark., (2017), zeytin kara suyunu besiyerinde kullandiklar1 ¢alismada,
Aureobasidium  thailandense  LBO1 tarafindan  biyosiirfektan  iretimini
gergeklestirdiklerini agiklamislardir.

Zerva ve ark., (2017), Pleurotus citrinopileatus LGAM 28684 ve Irpex lacteus
LGAM 238 Kkiiltiirlerinin zeytin kara suyunda gelisimini arastirdiklart ¢alismada, bu
kiiltiirlerden enzim glukan sentezlenmesinde zeytin kara suyunun besi ortami olarak
kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Justinoa ve ark., (2009), zeytin kara suyunda photo-Fenton oksidasyon
isleminden sonra fungal kiltiirlerin (P. sajor caju, P. chrysosporium, T. versicolor)

kullanimu ile yiiksek oranda aritimin gergeklestigini belirlemislerdir.



3. MATERYAL VE YONTEM

Arastirmada Bacillus subtilis’in, ti¢ farkli fabrikadan temin edilen ve bilesimi

zenginlestirilen (glikoz, pepton) zeytin kara suyunda gelisim incelenmistir.

Sekil 3.1. Zeytinyag atik {iriinii zeytin kara suyunun fotografi

3.1. Materyal

Aragtirmada kullamlan Bacillus. subtilis ATCC 6633. Ege Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Gida Miihendisligi boliimiinden temin edilmistir. Zeytin karasulari ise Hatay
ili Hassa ilgesindeki zeytinyagi iiretimi yapan ii¢ farkli fabrikadan elde edilmistir.
Fabrikadan temin edilen zeytin karasularina verilen kodlar Cizelge 3.1.’de ve yapilan

zenginlestirme (glikoz. pepton ile) ortam kodlar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Fabrikadan temin edilen zeytin karasularina verilen kodlar

Fabrika no Kodlama
1 Ornek A
2 Ornek B
3 Ornek C




Cizelge 3.2. Zeytin karasularinda yapilan zenginlestirme (glikoz. pepton ile) ortam
kodlar1

Besi ortami Bilesimi

K Karasu

K+P Karasu + %0.5 Pepton

K+G Karasu + %1 Glikoz

K+P+G Karasu + 0.5 Pepton + %1 Glikoz

NB (Kontrol) Nutrient Broth

3.1.1. Besiyerleri

Bu ¢aligmada kullanilan besiyerleri Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan besiyerleri

Besiyeri Marka

Nutrient Broth Merck 1.05443.0500
Nutrient Agar Merck 1.05450.0500
Pepton Merck 1.07214.9999
Glikoz Merck 1.08342.1000

3.1.2. Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.4.’de verilmistir.

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Maddeler Marka

Kjeldahl Tablet Gerhardt Code: AAL6
Sodium hydroxide Merck 1.06469.5000
Boric acid Merck 1.00165.1000
Ethanol Merck 1.00983.2500
n-Hexane Merck 1.04368.2500
Phenol Merck 1.00200.1000
Sulfuric acid Merck 1.00713.2500
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3.1.3. Alet ve Ekipmanlar

Arastirmada kullanilan alet ve ekipmanlar Cizelge 3.5.’de verilmistir.

Cizelge 3.5. Arastirmada kullanilan alet ve ekipmanlar

Alet. Ekipman Marka
Spektrofotometre Shimadzu UV-1201 (Japan)
Karistirici K MS2 minishaker 03.107100 (China)
pH Metre Nel pH890 (Tiirkiye)
Etiiv Heraeus (Germany)
Otoklav VEB (Germany)
Terazi Scaltes (Germany)
Su Banyosu Elekto-Mag (Tiirkiye)
Inkiibator Chemap (Switzerland)
3.2. Yontem

Zeytin karasulari. Hatay ilinin Hassa ilgesindeki li¢ farkli zeytinyag: iiretim

tesisinden temin edilmis ve analizlerin yapilana kadar derin dondurucuda muhafaza

edilmistir. Zeytin karasular1 analize alinmadan 6nce kaba filtre kagidi ile siiziilmiistiir.

Zeytin karasular1. %1 glikoz ve %0.5 pepton ilave edilerek zenginlestirilmistir (Cizelge

3.6). Zeytin kara suyunda ve hazirlanan zeytin karasularini igeren besi ortamlari.

Bacillus subtilis ile

inokiile edilerek pH degerleri, protein, yag, kil ve kuru madde

degerleri incelenmistir.

Cizelge 3.6. Mikroorganizmalarin gelisiminde kullanilan besi ortamlari

Mikroorganizma  Kontrol Zeytin Kara suyu Iceren Besi Ortamlari
Besiyeri
Bacillus subtilis Nutrient Broth Karasu Karasu+ Karasu+ Karasu+

%0.5pepton %1 glikoz %1 glikoz
+0.5pepton
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3.2.1. Zeytin Kara suyu ile Hazirlanan Besi Ortamlarinda pH Degerlerinin

Belirlenmesi

Zeytin kara suyu orneklerinin pH degeri pH metre (Nel pH890) ile belirlenmistir.
Olgiimler 3 tekrarli olarak yapilmistir (Halkman A. K.. 2005).

3.2.2. Zeytin Kara suyu ile Hazirlanan Besi Ortamlarinda Toplam Azot Miktarinin

Belirlenmesi

Karasu oOrneklerinde toplam azot miktarinin belirlenmesi Kjeldahl yontemi ile
yapilmistir. Bu yontemde, organik bilesikler halindeki azotun derisik HpSO4 ile yas
yakilmaksi1 ile amonyum azotu haline doniistiiriilmesi ve amonyum haline doniistiiriilen
azotun daha sonra kuvvetli alkali ortamda damitilmas1 ve sonra agiga ¢ikan amonyagin
bir asit igerisinde tutularak titre edilmesi yontemi esas alimmaktadir. 10 ml numune
alinarak kjeldahl balonuna yerlestirilmistir. Parcalama reaktifi, 134 g K,SO, ve 7.3 ¢
CuSO4 800 ml suda ¢oziilmistiir ve 134 ml derisik siilfirik asit ekleyip bir litreye
tamamlanarak hazirlanmistir. 50 ml pargalama reaktifi numunenin iizerine eklenmis ve
sonra birka¢ adet cam boncuk kjeldahl balonuna yerlestirildikten sonra, kjeldahl balonu
parc¢alama cihazina konulmus ve islem baslatilmistir. Yaklagik 5 ml numune kalincaya
kadar isleme devam edilmis ve ardindan numune 300ml’ye tamamlanmistir. Daha sonra
50 ml nétralizasyon ayiract (50g NaOH ve 25g Na,S,03, 1 L) ¢ozeltisi eklenmistir. Cam
balon distilasyon cihazina yerlestirilmis ve ayr1 bir erlene 50 ml borik asit konulmus ve
distilasyon cihazina yerlestirilir. Distilasyon islemi baslatilip. erlende 250-300 ml arasi
numune toplanana kadar distilasyona devam edilmistir. Olusan distilat 0.02 N standart
stilfiirik asit ¢ozeltisi ile soluk lavanta rengine doniinceye kadar titre edilmistir (Nielsen,
1998; Tercan, 2009).

mg N/L = [ (A-B) x N x 1000 x 14 +/V (mL)

A =Numune i¢in titrasyonda harcanan H,SOy titrasyon ¢ozeltisi hacmi, ml

B = Sahit igin titrasyonda harcanan H,SOj, titrasyon ¢ozeltisi hacmi, ml

N = H,SO, titrasyon ¢ozeltisinin normalitesi
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3.2.3. Zeytin Kara suyu ile Hazirlanan Besi Ortamlarinda Toplam Yag Miktarimin

Belirlenmesi

Besi oramlarin yag igerigi. standart yag ve gres tayini metodu 5520 B ile
belirlendi. Bu analiz metodu su-atik sularda yag ve gres miktari tayininde uygulanan
kimyasal analiz metodunu igermektedir. Numune igerisinde ¢oziilmiis ya da emiilsiyon
halindeki yag ve gresin, ayirict c¢oziiciilerle temasi ile sudan ayrilmasi esasina
dayanmaktadir. Coziilmiis ya da dagilmis haldeki yag ve gres, sudan n-hekzan yardimi
ile ayrilmaktadir. 2 ml numune cam huni kullanilarak ayirma hunisine alinmigtir. 3 ml n-
hekzan (Merck) ilave edildi ve 2 dakika kuvvetlice ¢alkalandi. Faz ayrimi i¢in bekletildi
ve i¢erisinde az miktarda organik tabaka bulunan sulu kisim orijinal numune kabina geri
alindi. Ekstraksiyon iki kez 3 ml ¢oziicii ilavesi ile yapildi. Cam balona aktarilan ¢oziicii
faz, hazirlanan distilasyon diizeneginin 85°C sicakliktaki su banyosuna yerlestirildi. Geri
kazanilan ¢oziicii soguk su banyosundaki erlen igerisinde biriktirildi. En az 30 dakika
desikatorde bekletilerek sogutuldu ve igerisinde yag-gres bulunan balondan mikropipetle
alinarak etiivde 1.5 saat 105°C sicaklikta kurutularak sabit agirliga getirilen. darasi
almarak sogutulan kurutma kablarma (M1) konulmus ve tartilmistir (M2). Ornekler
tekrardan etiivde 1.5 saat 105°C sicaklikta kurutularak sabit agirliga (M3) ulasana kadar
bekletilmistir ve desikatdre alinarak tartimi yapilmistir (Nielsen, 1998).

Numunenin yag ve gres igerigi agsagidaki esitlikle hesaplandi:

% Yag= (M3 — M1)/(M2 — M1)) x 100

3.2.4. Zeytin Kara suyu ile Hazirlanan Besi Ortamlarinda Kiil Miktarin

Belirlenmesi

Minerallerin ¢ogu gidalarda organik maddelere (protein, yag, karbonhidrat vb.)
bagli olarak bulunur. Mineral bilesikler ise yakma kosullarina ve yakilan gidanin
bilesimine gore oksitler, siilfatlar, fosfatlar, silikatlar veya kloridler olarak kalintida
kalmaktadir. Kiilde, sodyum, potasyum, Kkalsiyum, magnezyum fazla miktarda
bulunurken demir, bakir, ¢inko, mangan, aliiminyum, iyod, arsenik, fluor ve diger iz
elementler az miktarda bulunmaktadir. Numunenin, biitiin organik maddelerinin

yanmasini saglayan kosullar altinda (550°C), sabit agirliga ulagsma ilkesine
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dayanmaktadir. Oncelikle, krozeler 550°C’de kiil firininda kurutulmus ve ardindan
desikatorde sogutularak tartimlari alinmigtir (M1). Ardindan 2 gr 6rnek, tartimi yapilmis
krooze igerisine konularak tartimi yapilmistir (M2). Daha sonra ornekler beyaz kiil
olusuncaya kadar, kiil firrminda 550°C’de yakilmistir. Kiil firinindan alinan krozeler,
desikatore yerlestirilerek sogumast i¢in bekletilmis ardindan tartimi yapilmistir (M3)
(Nielsen, 1998).

% Kiil = (M3 — M1)/(M2 — M1)) x 100

3.2.5. Zeytin Kara suyu ile Hazirlanan Besi Ortamlarinda Kuru Madde Miktarinin

Belirlenmesi

Orneklerdeki suyun buharlastirilarak uzaklastirilmasindan sonra geri kalanlarin
tartilmast esasina dayanmaktadir. Su uzaklastirildiktan sonra geri kalan kuru madde,
genellikle toplam kuru madde olarak adlandiriimaktadir. Kurutma kablar1 105°C’de
kurutularak desikatorde alinmis ve oda sicakligina gelene kadar bekletilmistir.
Sogutulan kurutma kablarinin darasi alinmistir (M1). Ardindan hazirlanan 6rneklerden
kurutma kabina 2 g &rnek tartilmistir (M2). Ornekler tekrardan etiivde 1.5 saat 105°C
sicaklikta kurutularak sabit agirliga (M3) ulasana kadar bekletilmistir ve tartimi
yapilmistir (Nielsen, 1998).

% Kuru Madde= ((M3 — M1)/(M2 — M1)) x 100

3.2.6. Bacillus subtilis’in Zeytin Kara suyu ile Hazirlanan Besi Ortamlarinda

Gelisimi ve Biyokiitle Olusumu

Bacillus subtilis’in ti¢ farkli fabrikadan alinan zeytin karasularinda gelisimini
incelemek ve gelisim egrisini olusturmak 12 saat siiresince spektrofotometrik dlglimle
belirlenmistir. Ayrica 6rneklerde kiiltiirel sayim yontemi gergeklestirilmistir.

Bunun yani sira, hazirlanan zeytin karasularini igeren besi ortamlarinda Bacillus

subtilis’in biyokiitle olusumuda spektrofotometrik yontemle saptanmustir.

3.2.6.1. Bacillus subtilis’in Zeytin Karasularinda Gelisimi Egrisinin Belirlenmesi
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Bacillus subtilis’in ti¢ farkli fabrikadan alinan zeytin karasularinda gelisimini
incelemek ve gelisim egrisini olusturmak amaciyla, inokiilasyon yapilan Ornekler
inkiibasyona birakilmis ve bir saat araliklarla spektrofotometrede 600nm’de OGlgiim
yapilmistir (Ramasamy ve ark., 2015). Ayrica bir saat araliklarla alinan 6rneklerde
kiiltiirel sayim yontemi gergeklestirilmistir. Kiiltiirel sayim yonteminde besi ortami
olarak Nutrient Agar (Merck) kullamlarak, 30°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmis ve

gelisen kolonilerin sayimi1 yapilmaistir.

3.2.6.2. Bacillus subtilis’in Zeytin Kara suyu ile Hazirlanan Besi Ortamlarinda
Biyokiitle Olusumu

Bacillus subtilis., hazirlanan zeytin karasularini igeren besi ortamlarinda (karasu,
karasu+%0.5 pepton, karasu+%21 glikoz, karasu+%1 glikoz +0.5pepton) geliserek
biyokiitle olusumu spektrofotometrede 600nm’de saptanmistir. Kontrol grubu olarak

Bacillus subtilis’in Nutrient Broth’da gelisimi degerlendirilmistir.

¢ ' ..................... y =3,6991x + 6,0042
............. R?=0,8239

LOG 10
w

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
OD 600

Sekil 3.2. Bacillus subtilis’in zeytin kara suyunda (Ornek A) kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.3. Bacillus subtilis’in zeytin kara suyunda (Ornek B) kalibrasyon egrisi

LOG 10

0D600

Sekil 3.4. Bacillus subtilis’in zeytin kara suyunda (Ornek C) kalibrasyon egrisi

3.3.istatistiksel Analizler

Sonuglarin degerlendirilmesinde SPSS program kullanilarak varyans analizi

yapilmustir ve farkli gruplar Duncan testi ile degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bacillus subtilis’in, ti¢ farkli fabrikadan temin edilen ve bilesimi zenginlestirilen
(glikoz, pepton) zeytin kara suyunda gelisimi sonucu kimyasal bilesimdeki degisimleri
ve biyokiitle olusum sonuglari incelenmistir.

4.1. Zeytin Karasularinda Kimyasal Analiz Sonuclari

Hatay ilinden temin edilen zeytin karasularinin kimyasal bilesimi Cizelge 4.1°de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Ug farkli fabrikadan alinan zeytin karasularinin kimyasal bilesimi

Kimyasal Bilesim  Fabrika A Fabrika B Fabrika C

pH 5.44 5.45 5.39
Toplam Azot 0.09 0.06 0.07
Toplam Yag 1.14 1.01 1.12
Kiil 0.46 1.05 1.10
Kuru Madde 0.10 6.49 7.32

Arastirma sonuglarina gore ii¢ farkli fabrikadan alinan zeytin karasularmin pH
degerleri 5.39 ile 5.45 arasinda saptanmustir. Orneklerde toplam azot degeri 0.06 mg
N/L ile 0.09 mg N/L arasinda belirlenmistir. Zeytin kara suyu drneklerinde yag miktari
%1.01-%1.14 arasinda bulunmustur. Orneklerde kiil miktar1 ise, %0.46 ile %1.10

arasinda saptanmis ve kuru madde oranlar1 %0.10 ile %7.32 arasinda belirlenmistir.

4.1.1. Bacillus subtilis ile inokiile Edilen Zeytin Kara suyu Besi Ortamlarinda pH

Degerleri Sonuclari
Besi ortam1 olarak hazirlanan zeytin karasularini, Bacillus subtilis ile inokiile

edilerek. orneklerin inkiibasyon Oncesi ve inkiibasyon sonunda pH degerleri

belirlenmistir (Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. Bacillus subtilis’iin gelisimi sonucu zeytin kara suyunda pH degerindeki
degisimleri

Karasu Ornekleri Besi Ortami Inkiibasyon Oncesi Inkiibasyon Sonrasi
Ort. Std sap.(£) Ort. Std sap.(£)
Ornek A NB (Kontrol)  7.05 0.026 6.00 0.005
K 5.44 0.005 5.36 0.005
K+P 5.58 0.041 5.40 0.005
K+G 5.40 0.010 5.38 0.011
K+P+G 5.46 0.005 5.37 0.005
Omek B K 5.45 0.005 5.43 0.005
K+P 5.61 0.011 5.48 0.005
K+G 5.50 0.005 5.45 0.010
K+P+G 5.55 0.005 5.57 0.005
Ornek C K 5.39 0.010 5.35 0.011
K+P 5.53 0.010 5.37 0.005
K+G 5.41 0.0057 5.32 0.011
K+P+G 5.50 0.0000 5.35 0.005

K: Karasu, K + P: Karasu + Pepton, K + G: Karasu + Glikoz, K + P +G : Karasu +
Pepton + Glikoz, NB: Nutrient Broth

Cizelge 4.2.°de verildigi gibi zeytin karasularinin inkiibasyon oncesinde pH
degerleri 5.39 ile 5.55 arasindadir. Bacillus subtilis ile inokiile edilen besi ortamlarinda
pH degerlerinin inkiibasyon sonunda azaldigi belirlenmistir. Besi ortamlarinda
inkiibasyon sonunda belirlenen pH degerleri 5.35 ile 5.57 arasindadir. Kontrol (NB)
besi yerinde oldugu gibi bir pH degeri azalmasi saptanmamistir. Bunun nedeni olarak
zeytin kara suyu bilesimindeki tamponlayic1 bilesiklerin, pH degerindeki azalmayi
Onleyici oldugu soylenilebilir.

Cizelge 4.2.°deki analiz sonuglarina goére, zeytin kara suyu orneklerinde, (NB)
besi ortamu ile zeytin karasu orneklerinin (Ornek A, Ornek B, Ornek C) pH degeri
arasindaki farklilik 6nemli diizeydedir (P<0.01). Ortalamalar karsilastirildiginda, Ornek
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A. Ornek B ve Ornek C’deki zeytin karasularinin pH degerleri arasinda istatistiki olarak
herhangi bir fark goriilmemistir. Ancak kontrolin (NB) pH degeri ile zeytin
karasularinin pH degeri arasindaki farklilik 6nemli diizeyde (P<0.01) belirlenmistir.
Ayrica. farkli besi ortamlarinda (K, K + P, K+ G, K + P +G), pH degeri arasindaki
farklilik 6nemsiz diizeydedir (P>0.05). Ancak ortalamalar karsilastirildiginda, (K) besi
ortamut ile diger besi ortamlar1 (K + P. K+ G. K + P +G) pH degeri arasinda istatistiki
olarak fark belirlenmistir.

Ayrica tlim besi ortamlarinda inkiibasyon Oncesi ve inkiibasyon sonrasi pH
degeri arasindaki farkliik oOnemli diizeydedir (P<0.01). Besi ortamlarinda
inkiibasyondan sonra pH degerinin azaldig1 saptanmuigtir.

Yapilan ¢esitli caligma sonucunda zeytin kara suyu orneklerinde pH degerleri,
Babadostu (2014), 4.8, Mohammed ve ark. (2005), 4,7, Azzam ve ark., (2004), 4,5,
Aktas ve ark., (2001), 4,5, Ahmadi ve ark., (2005), pH degerini 5,38 olarak
bulmuslardir. Eker (2015), yaptiklar1 c¢aligmalarda pH degeri 5.20-4.05 arasinda
bulmustur. Bir¢ok aragtirmada zeytin kara suyu orneklerinde pH degeri 4,36 ile 6,0
arasinda belirlemislerdir (Borsan ve Ferrando 1996; Andreozzi ve ark., 1998; Vlyssides,
1998; Bubba ve ark., 2004; Inan ve ark., 2004; Kestioglu ve ark., 2005; Dhouib ve ark.,
2006; Keskin, 2007; Russo ve ark., 2007; Mert ve ark., 2008; Tercan, 2009; Kutluay,
2012; Kipgak, 2013).

4.1.2. Bacillus subtilis ile inokiile Edilen Zeytin Kara suyu Besi Ortamlarinda
Toplam Azot Miktar1 Sonuclari

Bacillus subtilis ile inokiile edilen zeytin kara suyu Orneklerinin inkiibasyon
Oncesi ve sonrasinda toplam azot miktar1 sonuglar1 Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Cizelge 4.3.’de verildigi gibi zeytin karasularinin inkiibasyon 6ncesinde toplam
azot miktar1 0.06 mg N/L ile 0.22 mg N/L arasinda bulunmustur. Bacillus subtilis ile
inokiile edilen besi ortamlarinda inkiibasyon sonunda toplam azot miktarinin azaldigi
belirlenmistir. Besi ortamlarinda inkiibasyon sonunda belirlenen toplam azot miktarinin
0.05 mg N/L ile 0.13 mg N/L arasinda saptanmustir. Bacillus subtilis’in zeytin
karasularinda gelisimi esnasinda ¢esitli azotlu maddeleri kullanmasi nedeniyle,

inkiibasyon sonunda toplam azot miktar1 azalmaktadir.
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Cizelge 4.3. Bacillus subtilis’iin gelisimi sonucu zeytin kara suyunda toplam azot
degerindeki degisimler

Karasu Ornekleri Besi Ortam1  Inkiibasyon Oncesi Inkiibasyon Sonrasi
(mg N/L) (mg N/L)
Ort. Std sap.(+) Ort. Std sap.(%)
Ornek A NB (Kontrol) 0.12 0.003 0.08 0.006
K 0.09 0.004 0.06 0.004
K+P 0.24 0.006 0.13 0.003
K+G 0.08 0.005 0.06 0.004
K+P+G 0.21 0.004 0.10 0.003
Ornek B K 0.06 0.002 0.07 0.005
K+P 0.22 0.003 0.10 0.002
K+G 0.10 0.003 0.05 0.003
K+P+G 0.24 0.007 0.09 0.003
Ornek C K 0.07 0.004 0.03 0.003
K+P 0.17 0.005 0.09 0.002
K+G 0.06 0.004 0.05 0.003
K+P+G 0.22 0.005 0.11 0.006

K: Karasu, K + P: Karasu + Pepton, K + G: Karasu + Glikoz, K + P +G : Karasu +
Pepton + Glikoz, NB: Nitruent Broth

Cizelge 4.3.’deki analiz sonuglarina gore, zeytin kara suyu 6rneklerinde, Kontrol
(NB) besi ortami ile zeytin karasu drneklerinin (Ornek A, Ornek B, Ornek C) toplam
azot miktar1 arasindaki farklihik O6nemli diizeydedir (P<0.01). Ortalamalar
karsilastirlldiginda, Ornek A. Ornek B ve Ornek C’deki zeytin karasularmin toplam azot
miktarinin istatistiki olarak herhangi bir fark goériilmemistir. Ancak kontroliin (NB)
oplam azot degeri ile zeytin karasularmin toplam azot miktari arasindaki farklilik
onemli diizeyde (P<0.01) belirlenmistir. Nutrient Broth besiyeri bilesimini olusturan

maddeler bu farkliligin olusmasinda etkilidir. Ayrica besi ortamlarinda (K, K+ P, K+
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G, K + P +G), toplam azot miktar1 arasindaki farklilik 6nemli diizeydedir (P<0.01).
Ortalamalar karsilastirildiginda, bilesiminde pepton igeren (K + P) ve (K + P +G) besi
ortamlarinin toplam azot miktari, diger besi ortamlar1 (K) ve (K + G) ile istatistiki
olarak farkl belirlenmistir.

Ayrica tiim besi ortamlarinda inkiibasyon 6ncesi ve inkiibasyon sonrasi toplam
azot miktar1 farklilik 6nemli diizeydedir (P<0.01). Besi ortamlarinda inkiibasyondan
sonra toplam azot miktar1 azaldig1 saptanmustir.

Yapilan ¢esitli ¢alisma sonucunda zeytin kara suyu Orneklerinde toplam N
miktari, Babadostu (2014), 0,623 g/L, Mohammed ve ark. (2005), 0,59 g/L, Ahmadi ve
ark., (2005), 0,08 g/L olarak bulunmustur. Eker (2015), yaptiklar1 ¢aligmalarda toplam
N miktar1 767 mg/L-219 mg/L arasinda bulmustur. Bircok arastirmada zeytin kara suyu
orneklerinde toplam N miktar1 0,32g/LL ile 121,8 g/L arasinda belirlemislerdir
(Andreozzi ve ark., 1998; Mert ve ark., 2008; Kestioglu ve ark., 2005; Dhouib ve ark.,
2006; Kutluay, 2012 Tercan, 2009).

4.1.3. Bacillus subtilis ile inokiile Edilen Zeytin Kara suyu Besi Ortamlarinda
Toplam Yag Miktar1 Sonuclari

Cizelge 4.4.’de Bacillus subtilis ile inokiile edilen zeytin kara suyu &rneklerinin
inkiibasyon Oncesi ve sonrasinda toplam yag miktar1 sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.4.de verildigi gibi zeytin karasularinin inkiibasyon dncesinde toplam
yag miktart %1.01 ile %2.17 arasinda bulunmustur. Bacillus subtilis ile inokiile edilen
besi ortamlarinda inkiibasyon sonunda toplam yag miktar1 azaldig1 belirlenmistir. Besi
ortamlarinda inkiibasyon sonunda belirlenen toplam yag miktar1 %0.07 ile %1.45
arasinda saptanmustir. Bacillus subtilis’in zeytin karasularinda gelisimi esnasinda gesitli
bilesenleri kullanmasi nedeniyle, inkiibasyon sonunda toplam yag miktar1 azalmaktadir.

Cizelge 4.4.’deki analiz sonuglarina gore, zeytin kara suyu 6rneklerinde, Kontrol
(NB) besi ortami ile zeytin karasu drneklerinin (Ornek A, Ornek B, Ornek C) toplam
yag miktar1 arasindaki farklilik 6nemli diizeydedir (P<0.05). Nutrient Broth besiyeri
bilesimini olusturan maddeler bu farkliligin olusmasinda etkilidir. Ayrica ortalamalar
karsilastinldiginda, Ornek A, Ornek B ve Ornek C’deki zeytin karasularin toplam yag

miktart istatistiki olarak herhangi bir fark goriilmemistir. Ayrica besi ortamlarinda (K),
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(K+ P), (K+ G), (K+ P +G), toplam yag miktar1 arasindaki farklilik 6nemli

diizeydedir (P<0.01). Ortalamalar karsilastirildiginda, (K) besi ortaminda toplam yag

miktan ile (K + P), (K + G) ve (K + P +G) besi ortamlarinin toplam yag miktari

arasinda istatistiki olarak farkli belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Bacillus subtilis’iin gelisimi sonucu zeytin kara suyunda toplam yag

miktarindaki degisimler

Karasu Ornekleri ~ Besi Ortam1  Inkiibasyon Oncesi log Inkiibasyon Sonrasi log
Ort.(%)  Stdsap.(+x) Ort.(%) Std sap.(£)
Ornek A NB (Kontrol) 083 0037 057 0.025
K 1.14 0.062 0.80 0.025
K+P 1.01 0.010 0.07 0.011
K+G 1.07 0.039 0.94 0.011
K+P+G 1.80 0.041 0.49 0.030
Ornek B K 1.01 0.007 0.24 0.024
K+P 1.67 0.011 0.80 0.061
K+G 2.17 0.012 1.45 0.022
K+P+G 1.37 0.037 0.82 0.018
Omek C K 1.12 0.035 0.32 0.004
K+P 1.98 0.010 1.19 0.019
K+G 1.21 0.014 0.36 0.010
K+P+G 2.07 0.021 1.00 0.027

K: Karasu, K + P: Karasu + Pepton, K + G: Karasu + Glikoz, K + P +G : Karasu +

Pepton + Glikoz, NB: Nitruent Broth

Ayrica tim besi ortamlarinda inkiibasyon oncesi ve inkiibasyon sonrast toplam

yag miktar1 farklilik 6nemli diizeydedir (P<0.01).

Babadostu (2014), yaptig1 ¢alisma sonucu yag icerigi 13,09 g/L, Aktas ve ark.
(2001), 6,3 ¢g/L bulmuslardir. Eker (2015), yaptiklari ¢alismalarda yag igerigi 7490

mg/L’dir.
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4.1.4. Bacillus subtilis ile Inokiile Edilen Zeytin Kara suyu Besi Ortamlarinda

Toplam Kiil Miktar: Sonuglari

Bacillus subtilis ile inokiile edilen zeytin kara suyu Orneklerinin inkiibasyon

oncesi ve sonrasinda toplam kiil miktar1 sonuglar1 Cizelge 4.5.”de verilmistir.

Cizelge 4.5. Bacillus subtilis’iin gelisimi sonucu zeytin kara suyunda kiil miktarindaki
degisimler

Karasu Ornekleri  Besi Ortam1 Inkiibasyon Oncesi Inkiibasyon Sonrast
Ort.(%)  Stdsap.(x) Ort.(%) Std sap.(¥)
Ornek A NB (Kontrol) 0.95 0.026 0.75 0.025
K 0.46 0.038 0.39 0.022
K+P 0.51 0.050 0.39 0.103
K+G 0.51 0.010 0.42 0.046
K+P+G 0.59 0.023 0.47 0.030
Ornek B K 1.05 0.074 0.50 0.034
K+P 1.51 0.031 1.08 0.031
K+G 2.09 0.097 0.15 0.022
K+P+G 2.39 0.083 1.17 0.037
Ornek C K 1.10 0.060 0.67 0.039
K+P 1.44 0.019 0.87 0.021
K+G 1.47 0.024 1.06 0.051
K+P+G 1.75 0.034 1.23 0.001

K: Karasu, K + P: Karasu + Pepton, K + G: Karasu + Glikoz, K + P +G : Karasu +
Pepton + Glikoz, NB: Nitruent Broth

Cizelge 4.5.°de verildigi gibi zeytin karasularinin inkiibasyon oncesinde toplam
kil miktar1 %0.46 ile %2.39 arasinda bulunmustur. Bacillus subtilis ile inokiile edilen
besi ortamlarinda inkiibasyon sonunda toplam kiil miktar1 azaldig1 belirlenmistir. Besi

ortamlarinda inkiibasyon sonunda belirlenen toplam kiil miktar1 %0.39 ile %1.23
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arasinda saptanmustir. Bacillus subtilis’in zeytin karasularinda gelisimi esnasinda gesitli
bilesenleri kullanmasi nedeniyle, inkiibasyon sonunda toplam kiil miktar1 azalmaktadir.

Cizelge 4.5.’deki analiz sonuglarina gore, zeytin kara suyu 6rneklerinde, Kontrol
(NB) ve Ornek A besi ortamu ile diger zeytin karasu drneklerinin (Ornek B, Ornek C)
toplam kiil miktar1 arasindaki farklilik énemli diizeydedir (P<0.01). Ornek A zeytin kara
suyu toplam kiil miktari, diger zeytin karasu orneklerine gore daha diisiiktiir ve kiil
miktar1 zeytinyagi isleme yontemine gore degisebilmektedir. Ayrica ortalamalar
karsilastinldiginda, Ornek B ve Ornek C’deki zeytin karasularinin toplam kiil miktar:
istatistiki olarak herhangi bir fark goriilmemis, Ornek A ise istatistiki olarak farkli
bulunmustur. Ayrica besi ortamlarinda (K, K + P, K + G, K + P +@G), toplam kiil
miktar1  arasindaki  farklihk  6nemli  diizeydedir = (P<0.01).  Ortalamalar
karsilastirildiginda, (K) besi ortaminda toplam kiil miktari ile (K + P), (K + G) ve (K +
P +G) besi ortamlarmin toplam kiil miktar1 arasinda istatistiki olarak farkl
belirlenmistir.

Ayrica tiim besi ortamlarinda inkiibasyon Oncesi ve inkiibasyon sonrasi toplam
kil miktar1 farklilik 6nemli diizeydedir (P<0.01).

Birgok arastirmada zeytin kara suyu 6rneklerinde toplam kiil miktar1 2,87 g/L ile
6,912 g/L arasinda belirlemislerdir (Kutluay, 2012; Kipcak, 2013).

4.1.5. Bacillus subtilis ile inokiile Edilen Zeytin Kara suyu Besi Ortamlarinda
Kuru Madde Miktari Sonuglar:

Cizelge 4.6.’de Bacillus subtilis ile inokiile edilen zeytin kara suyu érneklerinin
inkiibasyon Oncesi ve sonrasinda toplam kuru madde miktart sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.6.’de verildigi gibi zeytin karasularinin inkiibasyon 6ncesinde toplam
kuru madde miktar1 %0.10 ile %7.86 arasinda bulunmustur. Bacillus subtilis ile inokiile
edilen besi ortamlarinda inkiibasyon sonunda toplam kuru madde miktar1 azaldig
belirlenmistir. Besi ortamlarinda inkiibasyon sonunda belirlenen toplam kuru madde
miktart %0.01 ile %6.48 arasinda saptanmistir. Bacillus subtilis’in zeytin karasularinda
gelisimi esnasinda ¢esitli bilesenleri kullanmasi nedeniyle, inkiibasyon sonunda toplam

kurumadde miktar1 azalmaktadir.
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Cizelge 4.6. Bacillus subtilis’iin gelisimi sonucu zeytin kara suyunda kuru madde
miktarlarindaki degisimler

Karasu Ornekleri  Besi Ortami Inkiibasyon Oncesi Inkiibasyon Sonras1

Ort.(%) Std sap.(+)  Ort.(%) Std sap.(£)

Ornek A NB (Kontrol) 7.11 0.028 6.52 0.067
K 0.10 0.007 0.01 0.000
K+P 0.21 0.011 0.21 0.014
K+G 0.38 0.015 0.09 0.088
K+P+G 0.31 0.230 0.15 0.007
Ornek B K 6.49 0.046 5.04 0.042
K+P 6.93 0.011 2.85 0.067
K+G 7.37 0.012 3.26 0.056
K+P+G 7.86 0.072 6.15 0.088
Ornek C K 7.32 0.053 5.13 0.013
K+P 6.08 0.032 5.66 0.062
K+G 7.35 0.075 6.48 0.124
K+P+G 7.19 0.052 6.07 0.024

K: Karasu. K + P: Karasu + Pepton. K + G: Karasu + Glikoz. K + P +G : Karasu +
Pepton + Glikoz. NB: Nitruent Broth

Cizelge 4.6.’deki analiz sonuglarina gore, zeytin kara suyu 6rneklerinde, Kontrol
(NB) ve Ornek A besi ortamu ile diger zeytin karasu drneklerinin (Ornek B, Ornek C)
toplam kurumadde miktar arasindaki farklilik énemli diizeydedir (P<0.01). Ornek A
zeytin kara suyu toplam kurumadde miktari, diger zeytin karasu 6rneklerine gore daha
diisiiktiir ve kuru madde miktar1 zeytinyagi isleme yontemine gore degisebilmektedir.
Ayrica ortalamalar karsilagtinldiginda, Ornek B ve Ornek C’deki zeytin karasularinin
toplam kurumadde miktar istatistiki olarak herhangi bir fark goriilmemis, Ornek A ise
istatistiki olarak farkli bulunmustur. Ayrica besi ortamlarinda (K, K+ P, K+ G, K+ P
+G), toplam kiil miktar1 arasindaki farklilik 6nemli diizeydedir (P<0.01). Ortalamalar
karsilastirildiginda, (K) besi ortaminda toplam kiil miktar1 ile (K + P), (K + G) ve (K +
P +G) besi ortamlarinin toplam kiil miktar1 arasinda istatistiki olarak farkl

belirlenmistir.
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Ayrica tiim besi ortamlarinda inkiibasyon Oncesi ve inkiibasyon sonrasi toplam

kurumadde miktar1 farklilik onemli diizeydedir (P<0.01).

4.2. Bacillus subtilis’in Zeytin Kara suyu ile Hazirlanan Besi Ortamlarinda

Gelisimi ve Biyokiitle Olusumu

Bacillus subtilis’in ti¢ farkli fabrikadan alinan zeytin karasularinda gelisimini
incelemek ve gelisim egrisini olusturmak 12 saat siiresince spektrofotometrik dlgiimle
belirlenmistir. Ayrica 6rneklerde kiiltiirel sayim yontemi gergeklestirilmistir.

Bunun yani sira, hazirlanan zeytin karasularini igeren besi ortamlarinda Bacillus

subtilis’in biyokiitle olusumuda spektrofotometrik yontemle saptanmistir.

4.2.1. Bacillus subtilis’in Zeytin Karasularinda Gelisimi Egrisi

Bacillus subtilis’in ti¢ farkli fabrikadan alinan zeytin karasularinda gelisimini
incelemek ve gelisim egrisini olusturmak amaciyla. inokiilasyon yapilan 6rnekler
inkiibasyona birakilmis ve bir saat araliklarla spektrofotometrede 600nm’de Olglim
yapilmustir. Bacillus subtilis’in 12 saat iginde gelisim egrisini olusturdugu belirlenmistir.
Bacillus subtilis’in zeytin kara suyunda iireme egrisi olusumu Sekil 4.1., 4.2. ve 4.3°de
verilmistir.

Omek A, B ve C zeytin kara suyunda gelistirilen Bacillus subtilis’in 12 saatte
gelisim egrisini tamamladig1 belirlenmistir. Ornek A zeytin kara suyunda en yiiksek
ODggo 9. satte 0,64762 belirlenmistir. Ornek B zeytin kara suyunda en yiliksek ODggo 9.
satte 0,61828 belirlenmistir. Ornek C zeytin kara suyunda en yiiksek ODggo 8. satte
0,6499 belirlenmistir.

Aragtirmada elde edilen sonuglara benzer olarak, Ramasamy ve ark., (2015),
Lysogeny Broth (LB)’da 37°C’de gelisen Bacillus subtilis’in 10 saatte gelisim egrisini
tamamladigin1 belirlediklerini agiklamislardir. Sharma, P. (2013), Bacillus subtilis’in
Luria broth’da gelisimi sonunda 14 saatte gelisim egrisini tamamladig1 belirlediklerini
ve en yiiksek ODggo 11. saatte saptadiklarini agiklamiglardir. Maji ve Haldar, (2017), LB
besi ortaminda gelisen Bacillus subtilis’in 13 saatte gelisim egrisini tamamladigini

belirtmislerdir.

26



2 L ©
8, BN N
J

EN

N

Absorbans OD 600

J,1

14

Saat

Sekil 4.1. Ornek A’dan elde edilen zeytin kara suyunda Bacillus subtilis’in iireme egrisi
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Sekil 4.2. Ornek B’den elde edilen zeytin kara suyunda Bacillus subtilis’in iireme egrisi
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Sekil 4.3. Ornek C’den elde edilen zeytin kara suyunda Bacillus subtilis’in iireme egrisi

4.2.2. Bacillus subtilis ile inokiile Edilen Zeytin Kara suyu Besi Ortamlarinda

Biyokiitle Olusumu

Cizelge 4.7.’de Bacillus subtilis ile inokiile edilen zeytin kara suyu 6rneklerinin
inkiibasyon Oncesi ve sonrasinda gelisim sonuglari verilmistir. Gelisim sonuglari
Logaritmik (LOGy) olarak verilmistir.

Cizelge 4.7.”de wverildigi gibi zeytin karasularinda Bacillus subtilis’iin
inkiibasyon oncesinde hiicre sayis1 5.7599 logyo ile 6.1126 logyo arasinda bulunmustur.
Bacillus subtilis ile inokiile edilen besi ortamlarinda inkiibasyon sonunda hiicre
sayisinin artti1 belirlenmistir. Besi ortamlarinda inkiibasyon sonunda belirlenen hiicre
sayisinin 15.0881 logyo ile 18.0976 logyo arasinda saptanmistir. Calismada Bacillus
subtilis’in zeytin karasularinda (Ornek A, Ornek B, Ornek C) gelisim gostererek.

inkiibasyon sonunda hiicre sayisi artmistir.
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Cizelge 4.7.’deki analiz sonuglarina gore, zeytin kara suyu 6rneklerinde, Kontrol
(NB) ve zeytin karasu &rneklerinin (Ornek A, Ornek B, Ornek C) Bacillus subtilis’in
hiicre sayisinin arasindaki farklillk 6nemli diizeydedir (P<0.01). Ayrica ortalamalar
karsilastinldiginda, Ornek A, Ornek B ve Ornek C’deki zeytin karasularmin Bacillus
subtilis’in hiicre sayisinin hem inkiibasyon oncesi hem de inkiibasyon sonunda
istatistiki olarak 6nemli degildir. Ayrica besi ortamlarinda (K), (K +P), (K+ G), (K+ P
+G), Bacillus subtilis’in hiicre sayisimin arasindaki farkliik 6nemsiz oldugu
bulunmustur (P>0.05).

Ayrica tiim besi ortamlarinda inkiibasyon 6ncesi ve inkiibasyon sonrasi Bacillus

subtilis’in hiicre sayisinin farklilik 6nemli diizeydedir (P<0.01).

Cizelge 4.7. Bacillus subtilis’iin gelisimi sonucu zeytin kara suyunda gelisim
miktarlarindaki degisimler

Karasu Ornekleri  Besi Ortam1 Inkiibasyon Oncesi Inkiibasyon Sonrasi
Ort (logyo) Std sap.(+) Ort. (logi) Std sap.(£)
Ornek A NB (Kontrol)  5.7280 0.0017 7.4522 0.0131
K 6.07868  0.0438 15.0881 0.0323
K+P 6.05116  0.0090 16.3561 0.0044
K+G 6.06034  0.0079 15.7345 1.0548
K+P+G 6.04423  0.0132 16.6772 0.4746
Ornek B K 5.7695 0.0109 15.1733 0.7567
K+P 5.7599 0.0170 15.7963 0.0657
K+G 5.7720 0.0074 14.3936 0.1087
K+P+G 5.7439 0.0072 18.0976 0.1350
Ornek C K 6.0939 0.0019 16.0250 0.1319
K+P 6.0949 0.0101 11.1265 0.0274
K+G 6.1076 0.0031 16.8425 0.0418
K+P+G 6.1126 0.0009 16.7416 0.1331
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5. SONUC VE ONERILER

Bacillus subtilis ile inokiile edilen zeytin karasularinin inkiibasyon éncesinde pH
degerleri 5.39 ile 5.58 arasinda, inkiibasyon sonunda ise pH degerleri 5.32 ile 5.57
arasindadir. Bacillus subtilis ile inokiile edilen besi ortamlarinda pH degerlerinin
inkiibasyon sonunda azaldig1 belirlenmistir. Ortalamalar karsilastirildiginda, Ornek A.
Ornek B ve Ornek C’deki zeytin karasularmin pH degerleri arasinda istatistiki olarak
herhangi bir fark goriillmemistir. Ayrica. farkli besi ortamlarinda (K), (K + P), (K + G),
(K + P +G), pH degeri arasindaki farklilik nemsizdir (P>0.05).

Zeytin karasularinin inkiibasyon dncesinde toplam azot miktar1 0.06 mg N/L ile
0.24 mg N/L arasinda, inkiibasyon sonunda da toplam azot miktarinin azaldigi ve 0.05
mg N/L ile 0.13 mg N/L arasinda saptanmistir. Ornek A, Ornek B ve Ornek C’deki
zeytin karasularinin toplam azot miktarlar1 arasinda istatistiki olarak herhangi bir fark
goriilmemistir. Besi ortamina ilave edilen pepton (K + P) ve (K + P +G), diger besi
ortamlarina (K) ve (K + G) gore toplam azot miktarini artirmastir.

Toplam yag miktar1 zeytin karasularinda inkiibasyon oOncesinde %1.01 ile
%2.17, inkiibasyon sonunda azalarak %0.07 ile %1.45 arasinda saptanmustir. Ornek A,
Ornek B ve Ornek C’deki zeytin karasularinin toplam yag miktarlari arasinda istatistiki
olarak herhangi bir fark goriilmemistir. Ayrica, besiyeri bilesenleri zeytin kara suyu
orneklerinde yag miktarini etkilemistir.

Zeytin karasularinin inkiibasyon 6ncesinde toplam kiil miktar1 %0.46 ile %2.39
arasinda, inkiibasyon sonunda azalarak 9%0.15 ile %1.23 arasinda saptanmustir. Farkli
fabrikalardan aliman Orneklerin toplam kiil miktar1 arasinda farkliliklar saptanmistir.
Ayrica, besiyeri bilesenleri zeytin kara suyu Orneklerinde toplam kiil miktarini
etkilemistir.

Toplam kuru madde miktar1 zeytin karasularinin inkiibasyon oncesinde %0.10
ile %7.86, inkiibasyon sonunda azalarak %0.01 ile %6.48 arasinda saptanmistir. Farkli
fabrikalardan alman Orneklerin toplam kiil miktar1 arasinda farkliliklar saptanmustir.
Ayrica, besiyeri bilesenleri zeytin kara suyu 6rneklerinde toplam kuru madde miktarini
etkilemistir.

Omek A, B ve C zeytin kara suyunda gelistirilen Bacillus subtilis’in 12 saatte

gelisim egrisini tamamladigi belirlenmistir.
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Bacillus subtilis’in zeytin karasularinda inkiibasyon Oncesinde hiicre sayisi
5.7599 logyg ile 6.1126 logyg, inkiibasyon sonunda belirlenen hiicre sayisinin 15.0881
logyo ile 18.0976 logig arasinda saptanmistir. Ayrica ortalamalar karsilastirildiginda,
Ornek A, Ornek B ve Ornek C’deki zeytin karasularinda Bacillus subtilis’in hiicre
sayisinin hem inkiibasyon Oncesi hem de inkiibasyon sonunda istatistiki olarak 6nemli
olmadig1 saptanmistir. Ayrica besi ortamlarinda (K), (K +P), (K + G), (K + P +G),
Bacillus subtilis’in hiicre sayis1 bakimindan aralarindaki farklilik 6nemsiz bulunmustur
(P>0.05).

Sonu¢ olarak, yapilan c¢alismalarda ¢ farkli fabrikadan alinan zeytin
karasularinin pH degerleri, % yag icerigi ve toplam azot miktar1 agisindan birbirine
yakin ozelliklerde oldugu, % kurumadde ve kiil i¢eriklerinde ise bir fabrikanin degerleri
daha diisiik olarak saptanmistir. Besi ortaminda bilesen olarak kullanilan pepton ve
glikozun, zeytin kara suyu kimyasal analiz sonuglarinda etkili olabilecegi belirlenmistir.

Bacillus subtilis’in zeytin kara suyunda gelisimi incelendiginde, 12 saatte
gelisim egrisini olusturdugu ve ayrica kontrole gore daha yiiksek hiicre sayimlarina
ulastigi saptanmustir. Bacillus subtilis’in zeytin kara suyunda gelisimininde peptone,
glikoz ilavesi ¢ok onemli bir etkisi de belirlenmemesi nedeniyle zeytin kara suyu
herhangi bir bilesen ilavesi yapilmadanda kullanilabilecektir.

Bu nedenle Bacillus subtilis gelisimde besi ortami olarak zeytin kara suyu
kullanim1 Onerilmektedir ve ¢esitli endiistrilerde besi ortami olarak kullanimi

mumkindir.
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EK 1. PH

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: sonug

Type 11l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
ICorrected Model 7,186° 7 1,027 51,369 ,000
Intercept 1573,001 1 1573,001 78714,168 ,000
karasu I5,791 3 1,930 96,595 ,000
besiyeri 112 3 ,037 1,868 ,143
uygulama ,486 1 ,486 24,344 ,000
Error 1,399 70 ,020
Total 2391,683 78
Corrected Total 3,585 77
a. R Squared =,837 (Adjusted R Squared =,821)
Karasu i¢in Duncan Sonuglari
sonug
Subset

karasu N 1 2
Duncan®"* 3,00 24 5,4021

1,00 24 5,4258

2,00 24 5,5054

4,00 l6 6,5233

Sig. ,074 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = ,020.
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a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 13,714.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group
sizes is used. Type | error levels are not guaranteed.

c. Alpha =0,05.

Besiyeri i¢in Duncan sonuglari

sonug¢
Subset

besiyeri [N 1 2
Duncan®"* 3,00 18 5,4100

4,00 18 5,4683

2,00 18 5,4967

1,00 24 5,6829

Sig. 076 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) =,020.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 19,200.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group
sizes is used. Type | error levels are not guaranteed.

c. Alpha =0,05.
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EK 2. Nitrojen

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: sonug

Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square  [F Sig.
ICorrected Model 2572 7 ,037 46,387 ,000
Intercept , 707 1 ,707 892,297 ,000
karasu ,011 3 ,004 4,491 ,006
besiyeri ,164 3 ,055 69,176 ,000
uygulama ,085 1 ,085 107,660 ,000
Error ,055 70 ,001

Total 1,292 78

ICorrected Total 313 77

a. R Squared =,823 (Adjusted R Squared = ,805)

Sonuc¢ karasu

Subset
karasu N 1 2
Duncan®"* 4,00 l6 ,0967
3,00 24 ,1013 ,1013
2,00 24 1154 1154
1,00 24 11233
Sig. ,104 ,055

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = ,001.
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a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 13,714.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group
sizes is used. Type | error levels are not guaranteed.

c. Alpha =0,05.

Sonug Besiyei

Subset
besiyeri N 1 2
Duncan®"* 3,00 18 ,0667
1,00 24 0725
2,00 18 ,1594
4,00 18 1628
Sig. 523 715

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = ,001.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 19,200.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group
sizes is used. Type I error levels are not guaranteed.

¢. Alpha =0,05.
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EK 3. Yag

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: sonug

Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square  [F Sig.
ICorrected Model 14,7272 7 2,104 16,536 ,000
Intercept 54,841 1 54,841 431,023 ,000
karasu 1,121 3 374 2,936 ,039
besiyeri 2,532 3 ,844 6,633 ,001
uygulama 10,261 1 10,261 80,643 ,000
Error 18,906 70 127

Total 110,915 78

ICorrected Total 23,634 77

a. R Squared =,623 (Adjusted R Squared = ,585)

Sonuc¢ karasu

Subset
karasu N 1 2
Duncan®"* 4,00 l6 ,6983
1,00 24 9146 9146
3,00 24 1,1567
2,00 24 1,1921
Sig. 117 ,057

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) =,127.
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a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 13,714.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group
sizes is used. Type | error levels are not guaranteed.

c. Alpha =0,05.

Sonugc besiyeri

Subset
besiyeri N 1 2
Duncan®”* 1,00 24 7550
2,00 18 1,1206
3,00 18 1,2006
4,00 18 1,2561
Sig. 1,000 272

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = ,127.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 19,200.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group
sizes is used. Type I error levels are not guaranteed.

¢. Alpha =0,05.
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EK 4. Kuru Madde

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: sonug

Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model  ]639,797° 7 91,400 137,696 ,000
Intercept 1111,880 1 1111,880 1675,079 ,000
karasu 592,618 3 197,539 297,599 ,000
besiyeri 8,522 3 2,841 4,279 ,008
uygulama 33,098 1 33,098 49,863 ,000
Error 46,464 70 664

otal 2145,993 78
Corrected Total 686,262 77

a. R Squared =,932 (Adjusted R Squared =,926)

Sonug¢ karasu

Ipuncan®t< 1,00 24 L2008
2,00 24 5,7437
3,00 24 6,4113
4,00 l6 6,8150
Sig. 1,000 1,000 1199

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) =,664.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 13,714.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used.
Type | error levels are not guaranteed.

c. Alpha =0,05.
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Sonug besiyeri

Ipuncan®®* 2,00 18 3,6583
3,00 18 4,1561 4,1561
4,00 18 4,6222 4,6222
1,00 24 4,7321
Sig. 062 ,081 677

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = ,664.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 19,200.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used.
Type | error levels are not guaranteed.

c. Alpha =0,05.
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EK 5. Kiil

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: sonug

Dependent Variable: Sonug

Tests of Between-Subjects Effects

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Intercept Hypothesis 48,844 1 48,844 1291,128 ,000
Error 2,648 69,993 ,038?
Karasu Hypothesis 9,243 3 3,081 32,192 ,000
Error 6,508 68 ,096"
Besiyeri Hypothesis 2,945 3 ,982 10,256 ,000
Error 6,508 68 ,096°
Uygulama Hypothesis 5,180 1 5,180 54,118 ,000
Error 6,508 68 ,096"
tekerrir Hypothesis ,003 2 ,002 ,017 ,983
Error 6,508 68 ,096°
a. ,615 MS(tekerrtr) + ,385 MS(Error)
b. MS(Error)
Sonug karasu
Duncan®"® 1,00 24 4667
4,00 6 ,8500
3,00 24 1,1992
2,00 24 1,2433
Sig.
1,000 1,000 , 710

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = ,096.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 13,714.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used.

Type | error levels are not guaranteed.
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c. Alpha = 0,05.
Sonug¢ besiyeri

Duncan®”® 1,00 24 7329
3,00 18 ,9517
2,00 18 ,9683
4,00 18 1,2650
Sig. 1,000 ,868 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = ,096.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 19,200.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used.

Type | error levels are not guaranteed.

c. Alpha = 0,05.
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EK 6. Hiicre Sayim1

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: sonug

Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square  [F Sig.
|ICorrected Model 1727,190° 7 246,741 100,082 ,000
Intercept 4604,170 1 4604,170 1867,519  |,000
karasu 77,817 3 25,939 10,521 ,000
besiyeri 17,326 3 5,775 2,343 ,081
uygulama 1609,019 1 1609,019 652,642 ,000
Error 172,578 70 2,465

Total 10494,315 78

ICorrected Total 1899,767 77

a. R Squared =,909 (Adjusted R Squared = ,900)

Sonuc¢ karasu

Subset
karasu N 1 2
Duncan*> 4,00 l6 6,5901
3,00 24 10,6431
2,00 24 10,8133
1,00 24 11,0113
Sig. 1,000 567

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 2,465.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 13,714.
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b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group
sizes is used. Type | error levels are not guaranteed.

¢. Alpha =0,05.

Sonug besiyeri

Subset
besiyeri N 1 2 3
Duncan®™® 1,00 24 09,6761
2,00 18 10,1975  [10,1975
3,00 18 10,8184  [10,8184
4,00 18 11,5695
Sig. 307 225 143

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
Based on observed means.

The error term is Mean Square(Error) = 2,465.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 19,200.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used.
Type | error levels are not guaranteed.

c. Alpha = 0,05.
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