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TAVUK TUYU ATIGINDAN ELDE EDILEN
PEPTONUN MIKROORGANIZMALARIN URETIMINDE KULLANIMI

Mesut TASKIN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Esabi Bagaran KURBANOGLU

Bu calismada, atik tavuk tiiylerinden elde edilen peptonun mikroorganizmalarin sivi ve kati
besiyerlerinde substrat olarak kullanilabilirligi arastirilmistir. Tavuk tiiyli peptonunun (TTP)
hazirlanmas: igin sirasiyla asit hidrolizi (6 N H,SO4, 6 N H3PO4 ve 6 N HCI), nétiirlestirme,
stizme ve buharlastirma iglemleri uygulanmistir. TTP’ nin zengin kiil (42,1 g/100 g) ve protein
(55,8 g/100 g) igerigine sahip oldugu bulunmustur. Mikroorganizmalar1 biiylitme kapasitesi
bakimindan, TTP iig ticari peptonla (Typtone pepton =TP, Fish pepton = FP ve Protease pepton
= FP) karsilastinnlmistir. Calismada kullanilan 15 test mikroorganizmasindan dordii (B. subtilis,
R. glutinis, C. albicans ve A. niger) igin en iyi bilyliime performanslar1 TTP igeren besiyelerinde
gozlenmistir. TTP iceren sivi besiyerlerinde, B. subtilis, R. glutinis, C. albicans ve A. niger igin
elde edilen maksimum biyomas verimleri sirastyla litrede 3,13, 5,54, 4,96 ve 7,47 g olarak
belirlenmistir. Stv1 kiiltiirlerde test kiifleri i¢in en kiigiik hacimli tek tip peletler TTP ve FP ile
elde edilmistir. En az pH degisimleri TTP iceren sivi1 kiiltiirlerde saptanmustir. TTP iceren agar
besiyerlerinde B. subtilis, R. glutinis ve C. albicans tarafindan olusturulan maksimum koloni
sayilart sirasiyla 83x10°, 89x10° ve 63x10° CFU/ml olarak belirlenmistir. 4 .niger igin en iyi
radyal biiyiime performansi, TTP ve FP agar besiyerlerinde gézlenmistir. 196 saatlik biiylime
peryodu sonunda, bu kiifiin TTP, FP, TP ve PP agar besiyerlerindeki koloni ¢api sirasiyla 90,
90, 78 ve 67 mm olarak Ol¢iilmiistiir. X. Campestris, C. famata ve G. roseum hari¢ diger test
mikroorganizmalarida TTP igeren sivi ve agar besiyerlerinde iyi bilyiime performansi
gostermistir. TTP’ nin substrat olarak kullanilabilirligi ayrica gevresel 6rneklerdeki (toprak, et,
siit ve su) bakteri, maya ve kiiflerin sayimi i¢in degerlendirilmistir. Et 6rnegindeki aerobik
bakteriler en fazla sayida koloniyi PP iceren agar besiyerinde (132x10° CFU/g) bunu takibende
TTP igeren agar besiyerinde (116x10° CFU/g) meydana getirmistir. Et ve su orneklerindeki
maya ve kiifler TP ve PP agar besiyerlerine oranla TTP ve FP agar besiyerlerinde daha fazla
koloni meydana getirmistir. Bu ¢aligmada ayrica, 1s1 ve soguk soku ile yaralanmig bakteri ve
mayalarin iyilestirilmesi i¢in tryptic soy agar (TSA) besiyerinde TTP’ nin katki maddesi olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir. Et ve su Orneklerindeki yaralanmig bakteri ve mayalarin
yanisira, yaralanmis B. subtilis, R. glutinis ve C. albicans’ da en fazla sayida koloniyi TTP ilave
edilmis TSA besiyerinde olusturmustur.

2011, 109 sayfa
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ABSTRACT
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USE OF PEPTONE FROM WASTE CHICKEN FEATHERS in PRODUCTION of
MICROORGANISMS

Mesut TASKIN
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Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Esabi Basaran KURBANOGLU

In this study, usability of peptone prepared from waste chicken feathers was investigated as
substrate in liquid and solid media of microorganisms. For the preparation of chicken feather
peptone (TTP), acid hydrolysis (6 N H,SO,4, 6 N H3PO4 and 6 N HCI), neutralization, filtration
and evaporation processes were used, respectively. TTP was found to be rich in ash (42.1 g/100
g) and protein (55.8 g/100 g) contents. In terms of the capacity to growth microorganisms, TTP
was compared with three commercial peptones (Typtone peptone =TP, Fish peptone = FP and
Protease peptone = FP). Among the total 15 test microorganisms, the best growth performances
for four of them (B. subtilis, R. glutinis, C. albicans and A. niger) were observed in the media
containing TTP. The obtained maximum biomass yields for B. subtilis, R. glutinis, C. albicans
and A. niger in liquid media containing TTP was determined as 3.13, 5.54, 4.96 and 7.47 g/l,
respectively. Uniform pellets with the smallest size for test moulds in liquid cultures were
obtained with TTP and FP. The least pH changes were detected in liquid cultures containing
TTP. The maximum colony numbers formed by B. subtilis, R. glutinis and C. albicans on agar
media containing TTP were found to be 83x10°%, 89x10° and 62x10> CFU/ml, respectively. The
best radial growth performance for A. niger was observed on TTP and FP agar media. The
colony diameter of this mould was assayed as 90, 90, 78 and 67 mm on TTP, FP, TP and PP
agar media at the end of 196-hours growth period, respectively. The other test microorganisms
except for X. campestris, C. famata and G. roseum also showed good growth performances in
liquid and agar media containing TTP. Usability of TTP as substrate was also evaluated for
enumeration of bacteria, yeasts and moulds in environmental samples (soil, meat, milk and
water). Aerobic bacteria in meat sample developed the most number of colonies on PP-
containing agar medium (132x10° CFU/g) and following this TTP- containing agar medium
(116x10° CFU/g). The yeasts and moulds in meat and water samples developed more colonies
on TTP and FP agar media compared to TP and PP agar media. In this study, it was also
demonstrated that TTP could be used as a supplement in tryptic soy agar (TSA) medium for
repair of heat and freeze-injured bacteria and yeasts. In addition to injured bacteria and yeasts in
meat and water samples, injured B. subtilis, R. glutinis and C. albicans formed the most number
of colonies on TSA supplemented with TTP.

2010, 109 Pages

Keywords: waste chicken feather, acid hydrolysis, peptone, microbial growth
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1.GIRiS

Mikroorganizmalarin laboratuar kosullarinda {iretilmelerine, saf olarak izole
edilmelerine, koloni ve biyokimyasal ozelliklerinin incelenmesine, teshislerinin
yapilmasina, saklanmasina ve biyolojik iiriinlerinin elde edilmesine yonelik ¢aligmalar,
onlarin ihtiya¢ duydugu besin maddelerini ihtiva eden cansiz ortamlarda gergeklestirilir.

Bu ortamlara besiyeri veya kiiltlir ortami ad1 verilir (Bilgehan 1992; Halkman 2005).

Mikrobiyoloji biliminin baslangicindan itibaren besiyerleri lizerindeki ¢alismalar artan
bir yogunlukta devam etmektedir. Mikroorganizmalar i¢in besiyeri hazirlama
calismalari, ilk olarak 1860 yilinda Pasteur’iin bakterileri ¢ogaltmak icin et ekstrati
kullanmasiyla baslamistir. Ozellikle bakteriyoloji biliminin ortaya ¢iktig1 yillarda,
iceriginde cesitli besleyici maddeler bulunduran sebze sulari, bitki haslamalar, siit,
serum ve et suyu gibi ortamlar besiyeri olarak kullanilmistir. Ayrica serum pihtisi,
pismis patates ve yumurta aki gibi bazi maddeler iizerine de ekimler yapilmistir.
Ilerleyen yillarda besiyerlerini gelistirmeye yonelik pek ¢ok calisma daha yapilmustir.
1869 yilinda Ferdinand Cohn, besiyeri bilesiminde mineral maddelerin 6nemini
gostermistir. 1872 yilinda Oscar Brefeld, siv1 besiyerine jelatin ekleyerek elde ettigi kati
besiyerinde tek spordan kiif kolonilerini trettigini bildirmistir. Robert Koch 1876
yilinda patojenik bir bakteri olan Bacillus anthracis’i konukg¢u hiicre disinda (in vitro)
saf halde izole eden ilk bilim adami olarak tarihe ge¢mistir. 1880 yilinda Isvigreli bir
botanik¢i olan Karl Wilhelm Naegel’ in ilk kez bakteri iiretiminde peptonu teklif
etmesinden sonra, bu madde besiyerlerinin ¢ok énemli bir eleman1 olmus ve “ et sulu
pepton” temel besiyeri olarak bakteriyolojiye girmistir. 1882 yilinda Koch’un ¢aligma
arkadaglar1 olan Walter Hesse ile esi Fanny Eilshemius Hesse sivi besiyerlerinin
katilagtirilmasinda agar kullanimin1  6nererek mikrobiyolojide yeni bir donem
baslatmistir. Gayon ve Gabriel Dupetit 1883 yilinda, sekerler ve alkoller gibi basit
organik bilesiklerin kompleks organiklerin yerini alabilegegini gostermislerdir.
Limbourg 1889 yilinda ve Coprrado ise 1891 yilinda besiyerlerinde selektif izolasyon
icin inhibitér maddelerin kullanilabilegegini belirtmistir. 1900’1l yillarin baslarinda

MacConkey, Hill, Wilhelm von Drigalski ve Heinrich Conradi, bakterilerin seker



metabolizmalarindaki farklar1 kullanarak selektif izolasyon kavramini daha da
belirginlestirmislerdir. E.L. Marx 1909 ve W.D. Frost ise 1910 yilinda besiyerleri i¢in
dehidre teknigini ortaya koyduktan sonra, ilk ticari besiyeri iiretimi Nutrient Agar ve
Nutrient Broth ile baglamistir. Giinliimiizde baz1 besiyeri iiretici firmalar (Merck, Difco,
Oxoid, BBL, Sigma, LabM vb.) tarafindan kullanima hazir dehidre besiyerleri
tiretilmekte ve pazarlanmaktadir (Kurbanoglu 1999; Halkman 2005).

Besiyerleri, fiziksel ozelliklerine, elde edildigi kaynaga ve kullanim alanlarina gore
guruplandirilabilir. Ornegin besiyerleri, fiziksel dzelliklerine gore sivi, kat1 ve yar1 kati
olarak iice ayrilirken, bagka bir bakis acgisi ile bitkisel, hayvansal, sentetik, karisik vb.
sekillerde de siiflandirilabilir. Besiyerleri, kullanim amacina goére siiflandirildigin da
ise genel besiyerleri ve 6zel besiyerleri diye ikiye ayrilir. Genel besiyerleri herhangi bir
inhibitér madde i¢cermeyen, 6zel olarak bir mikroorganizma grubunun gelisimini degilde
cok sayida mikroorganizma grubunun gelisimini saglayagak sekilde hazirlanan
besiyerleridir. Plate count agar, nutrient agar, nutrient broth ve tryptic soy agar en ¢ok
kullanilan genel amacli besiyerleridir. Ozel besiyerleri ise kendi arasinda selektif
besiyerleri, transport besiyerleri, diferansiyel (ayirt edici) besiyerleri, zenginlestirilmis
besiyerleri diye dorde ayrilir. Transport besiyerleri, herhangi bir kaynaktan incelenmek
lizere laboratuara getirilecek mikroorganizmalarin tasinmasinda kullanilir. Bu
besiyerlerinde sadece tamponlar ve tuzlar bulunur. Zenginlestirilmis besiyerleri,
beslenme i¢in ¢ok 6zel istekleri olan mikroorganizmalar da dahil olmak {izere hemen
her tlirli mikroorganizmanin gelismesini saglayacak maddelerle desteklenirler.
Besleyici yonleri fazla olan kanli agar ve ¢ikolata agar bu tip besiyerleridir. Selektif
besiyerleri, bazi mikroorganizmalarin gelismesini saglarken digerlerini baskilayarak
gelismelerine engel olurlar. Mesela MacConkey agar ve eozin metilen blue (EMB) agar
boyle selektif besiyerleri olup gram-pozitif bakterilerin gelismesini engelleyen, fakat
gram-negatif bakterilerin gelismesine izin veren boyalar igerirler. Benzer sekilde
selektif besiyerleri antibiyotiklerin kullanilmasi ile de hazirlanabilir. Diferansiyel
besiyerleri kiiltliri yapilan mikroorganizmalarin karakteristik ozelliklerinin ortaya
cikmasini saglayan kiiltiir ortamlaridir. Mesela EMB agar bu amagla kullanilan bir

diferansiyel besiyeridir. Besiyerlerinin siniflandirilmasinda kullanilan diger bir yaklagim



ise besiyerinin kimyasal yapisinin géz oniinde bulundurulmasidir. Bu yaklagima gore
besiyerleri, kimyasal yapisi tam olarak bilinmeyen dogal besiyerleri ve kimyasal yapisi
bilinen yapay besiyerleri diye ikiye ayrilir. Yapay besiyerleri formiillerinde belirtilen
kimyasal maddelerin ¢ok hassas bir sekilde oOlgiilerek saf su ile karistirilmasi ile
hazirlanmaktadir. Dogal besiyerleri genellikle daha ucuz olduklarindan, fermentasyon
teknolojisinde ¢ok kullanilirlar. Bunlara 6rnek olarak iiziim ve bira siralari, melas, soya
kiispesi, siit ve artiklari, pepton, toprak ekstrakti, soya fasiilyesi ve maya ekstrat1 gibi

maddeler gosterilebilir (Kurbanoglu 1999; Hasenekoglu, 2002; Halkman 2005).

Mikroorganizmalar1 laboratuar sartlarinda ve endiistriyel 6l¢iide yetistirmek i¢in onlarin
ihtiyag duyacagi besleyici maddeler besiyerlerine eklenmektedir. Besiyerlerinin
bilesimine giren baslica maddeler su, tuz, agar, inhibitorler, maya ekstrat1 (maya 6ziitii,
yeast extract), et ekstrati (et 0ziitii, meat extract), malt ekstrat1 (malt 6ziitli, malt extract),
beyin ekstrakti (brain extract) ve kalp ekstrakti (heart extract), tampon maddeler, pH
indikatorleri, redoks indikatorleri, karbonhidratlar ve peptonlardir (Halkman 2005).

Mikrobiyal hiicrelerin ve biyolojik Trlinlerin {retimi i¢in kullanilan besiyeri
bilesenlerinin biiyiik maliyet olusturdugu ve besiyeri bilesenleri arasinda da azot
kaynaklariin en pahalilar1 oldugu bilinmektedir. Pepton terimi, proteinlerin hidrolizi ile
elde edilen iirlinlere verilen genel isimdir. Peptonlar besiyerlerinde kulanilan en énemli
organik azot kaynaklarindan birisidir. Bu maddeler suda kolayca ¢oziinebilen, 1s1 ya da
alkali muamelesi veya amonyum siilfat ile koagiile olmayan protein hidrolizatlar1 olarak

tanimlanmaktadirlar (Poernomo and Buckle 2002; Vasileva-Tonkova et al., 2007).

Biiytime faktorleri bazi hiicreler tarafindan sentezlenemeyen ve c¢ok diisiik miktarlarda
ihtiya¢ duyulan 6zel organik maddelerdir. Biiylime faktorii olarak kabul edilen maddeler
ise vitaminler, aminoasitler, piirinler ve pirimidinlerdir. Baz1 mikroorganizmalar bu
maddeleri sentezleyememekte dolayisiyla da digsaridan hazir olarak almak zorunda
kalmaktadirlar. Bu tarz beslenme istekleri olan mikroorganizmalarin gelistirilmesi

icinde biiylime faktorlerini iceren maya ekstrati ve pepton gibi maddeler besiyerlerine

eklenmektedir (Brock et al., 1994).



Peptonlar besiyerlerinde mikroorganizmalar tarafindan sadece azot degil, karbon
kaynag1 kaynagi olarak da kullanilmaktadir. Ayrica, peptonlarin bilesiminde bulunan
bazi aminoasitler ve vitaminler de baz1 mikroorganizmalar igin gelisme faktorii olarak
islev gormektedir. Icerigindeki besleyici dgeler sayesinde, peptonlar mikrobiyolojide
tek baslarina besiyeri olarak kullanilabilen ender maddelerden birisi olarak kabul
edilmektedir. Pek cok bakteri, bilesimi sadece %1 pepton olan besiyerin de kolaylikla
gelisebilmektedir (Bilgehan 2002; Halkman 2005).

Peptonlar, mikroorganizmalar i¢in istenilen yogunlukta hiicre siispansiyonalari
hazirlanirken diluent olarak da kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢ok calismada da steril
fizyolojik su, fosfat tamponu vb. maddelere oranla % 0,1’ lik pepton suyunun ¢ok daha
iyl bir diluent oldugu rapor edilmistir (Mc Feters et al., 1982; Mian et al., 1997,
Beuchat et al., 2002).

Ozellikle endiistriyel mikrobiyoloji calismalarinda, iiretilmesi istenilen bir {iriiniin
verimini artirmak icin sec¢ilen mikrooganizmaya gore cevresel ve besinsel faktorlerin
optimizasyonu biiyiikk 6nem tasimaktadir. Bu dogrultuda da, arastirmacilar besinsel
faktor olarak besiyerlerinde farkli organik (pepton, malt ekstrat, maya ekstrati, {ire v.b)
ve inorganik (amonyum siilfat, sodyum nitrat, amonyum nitrat v.b) azot kaynaklarini
test etmektedir. Yapilan ¢alismalarda, organik azot kaynaklarinin (6zelliklede pepton ve
maya ekstrati) inorganik olanlara kiyasla daha yiiksek verimler verdigi belirtilmektedir

(Kunamneni et al., 2005; Cho et al., 2006; Erdal and Taskin 2010).

Peptonlarin iiretiminde bitkisel ya da hayvansal orijine sahip olan farkli materyaller
kullanilmaktadir. Bu dogrultuda genellikle, karides atiklari, aygigegi, balik eti ve balik
atiklar1, soya fasulyesi ve siit tercih edilmektedir (Rao et al., 1980; Parrado ef al., 1993;
Reissbrodt et al., 1995; Green et al., 1997; Nedkov, 1998; Martone et al., 2005; Uzeh et
al., 2006).



Peptonlar, protein igeren bu materyallerden asit hidrolizi veya enzimatik muamele ile
elde edilmektedir. Asit hidrolizi yiiksek verim vermesine ragmen, hidroliz islemini
takiben ndtiirlestirme islemi yapilmasi gerektiginden dolay1 elde edilen final iirliniinde
yiiksek miktarda kiil meydana gelmektedir (Dufosse 1997; Kurbanoglu and Kurbanoglu
2004).

Son zamanlarda, arastirmacilar 6zellikle yapisinda biiyiik oranda fibroz protein igeren
hayvansal orijinli atiklar1 pepton iiretiminde kullanma yoluna gitmislerdir (Kurbanoglu
and Kurbanoglu, 2002; Vasileva-Tonkova et al., 2007). Atik 6zelliginde olan organik
maddelerin besiyerlerinde substrat olarak kullanimi ¢ok sikca bagvurulan bir
uygulamadir. Atik 6zelliginde olan materyallerin dogrudan ya da bazi islemlerden
gegirildikten sonra besiyerlerinde substrat olarak kullanilmasiyla hem g¢evreyi kirliligi
probleminin ¢6ziimiine hem de besiyerlerinin maliyetinin diisliriilmesine katkida

bulunulmaktadir (Tinoi et al., 2005; Taskin ef al., 2010).

Fibroz proteinler hayvanlarda bol miktarda bulunan, ektodermal hiicrelerden
orijinlenen, suda ¢ozlinmeyen ve yapisindaki distilfit baglari (-S-S) sayesinde kimyasal
maddelere ve enzimatik olarak sindirilmeye kars1 dayanikli olan proteinlerdir (Cohlberg

1993; Steinert 1993; Kornillowicz-Kowalska 1997).

Fibroz proteinler kendi arasinda keratinler ve kollagenler diye ikiye ayrilir. Kollagenler
cok hiicreli hayvanlar ve omurgalilarda bol miktarda bulunmakta olup, uzamaya ve
kopmaya kars1 biiyiik direng gosterirler. Bag dokunun biiylik bir kismini olusturan
kollagenler kemik, dig, kan damarlari, derinin fibroz matriksleri ve tendonlarda bulunur.
Keratinler ise derinin yapisal elemanlarini olusturur ve tily, sag, yiin, pul, tirnak, ipek ve
boynuz gibi olusumlarin yapisina katilir (Harrap and Woods 1964; Cherry et al., 1975;
Luong and Payne 1977).

Ulkemizde tarima dayali olarak faaliyet gosteren gida ve igecek, tekstil, deri, kagit ve

tiitlin enddstrilerine ait pek ¢ok liretim tesisi vardir ve bu tesisler tarafindan her yil



biiyiik miktarlarda s1v1 ya da katr atik iiretilmektedir. Ozellikle gida ve igecek sanayisine
ait tesislerin atiklarinin organik madde igerigi fazla olmaktadir. Siit endiistrisinde peynir
alti1 suyu, yogurt suyu, tereyagi yikama suyu, salamura g¢ozeltileri, meyve suyu
endiistrisinde meyve ¢ekirdegi, sap ve posa, bira endiistrisinde arpa yikama suyu, seker
endiistrisinde melas, bitkisel yag endistrisinde zeytin karasuyu, kabuk, c¢ekirdek kiispe

ve yikama sulari atik niteligi tasimaktadir (Demirbas 2005).

Ulkemizde kanatli hayvan sektoriine ait iiretim tesisleri, gida sanayimizin diger énemli
kuruluslarindandir. Bu sektor ilk olarak 1970 li yillarda aile isletmeleri seklinde, pahali
ve sinirhl iiretim kapasiteleriyle faaliyete baslamis olup, giliniimiizde ise i¢ pazarin
ithtiyacini karsilamanin yam sira pek ¢ok lilkeye de ihracat yapacak seviyeye gelmistir.
Sektor esas olarak tavukguluk iizerine kurulmus olup, sektore ait tesislerde beyaz et ve

yumurta liretimi gerceklestirilmektedir (Caki1 2007).

Tavukculuk sektoriiniin gelistigi tlilkelerde bu sektore ait kesimhanelerden biiyiik
miktarlarda artik madde iiretilmektedir ve bu artiklarda esas olarak kan, bas, ayak,
yenmeyen i¢ organlar, yaglar ve tliylerden meydana gelmektedir. Bir etlik pilicin
ortalama canli agirligi 2 kg oldugu kabul edilirse, her bir tavuktan elde edilecek
kesimhane artig1 2x0,25 = 0,5 kg olacaktir. Giinde on binlerce bazen yiiz binlerce tavuk
kesilen kesimhanelerde tonlarca artik meydana gelecektir. Olgun bir tavukta, toplam
agirh@inin yaklasik olarak %10’ u tiiylerden olusmaktadir. Bu oran gdz Oniine
alindiginda diinya genelinde atik olarak iiretilen tity miktar1 da yillik olarak 7,7x10® kg
ulagmaktadir (El-Boushy et al., 1990; Webster et al., 1996; Demirulus ve Aydin 1996).

Tavuk tiiylinlin yaklasik olarak %90’ n1 bir fibroz protein olan keratinden meydana
gelmistir. Tavuk tiiyii keratininde glisin, alanin, serin, sistein ve valin aminoasitlerinin
icerigi yliksek lisin, metiyonin ve triptofan’ki ise diisiiktiir (Gessesse et al., 2003;

Grazziotin et al., 2006).



Keratinin diisiik sindirilebilme 6zelliginden dolayi, keratinaz enzimine sahip olan bazi
bakteri ve mantarlarin disinda dogada yasayan canlilarin ¢ogu yapisinda keratin igeren
maddeleri dogrudan besin maddesi olarak kullanamaz. Dolayisiyla, tavuk tiiyi
keratininin, bir isleme tabi tutulmaksizin basta hayvanlar olmak iizere canlilar
tarafindan dogrudan protein kaynagi olarak kullanimi umut verici goriinmemektedir.
Tavuk tiiylindeki yiiksek keratin igerigini dikkate alan bazi arastirmacilar, son
zamanlarda tily keratini canlilarin kullanabilecegi besinsel forma doniistirmek igin
calismalar yiiriitmektedir. Bu dogrultuda arastirmacilar buhar basincinda hidroliz,
kimyasal maddelerle hidroliz ve enzimatik hidroliz gibi degisik hidroliz yontemleri
kullanmaktadirlar. Uygulanan hidroliz islemlerinin tavuk tiiylindeki aminoasitlerin
sindirilebilme 6zelligini kismen artirdigi ve bu islemlerin sonunda elde edilen son
tiriinlerin ise basta tavuk ve balik yemi olmak tizere hayvanlar i¢in besin maddesi olarak
kullanildig1 rapor edilmistir (Davis et al., 1961; Papadopoulos 1984; El-Boushy et al.,
1990; Kim et al., 2001; Gessesse et al., 2003; Grazziotin et al., 2006).

Fibroz proteinlerin zor pargalanabilen yapilar: nedeniyle, onlarin hidroliz edilmelerinde,
diger proteinlere ve hidrokarbon kaynaklari fazla olan diger materyallere gore daha agir
sartlar uygulanmaktadir. Kullanilan asit ya da bazin konsantrasyonu artirmak, hidroliz
stiresini uzatmak, yiiksek sicaklik ve basinglarda hidroliz islemlerini gergeklestirmek
gibi uygulamalar fibréz proteinlerin parcalanmasinda istenilen sonuglarin elde
edilmesini saglamaktadir. Ornegin proteinlerin parcalanmasinda kullamlan 6N HCI asit
polipeptit zincirindeki aminoasitleri birbirinden ayirmakta fakat siilfiir igeren
aminoasitleri zincirden ayiramamaktadir. Bu durumda siilfiir iceren amino asitlerin
zincirden ayrilmasi icin yiiksek sicaklik uygulamasi gerekmektedir. Ancak, gereginden
daha ytiksek sicaklik ve basing, asir1 derecede yiiksek konsantrasyonlarda hazirlanmig
asitler ya da bazlar ve ¢cok uzun hidroliz siiresi uygulamalari, hidroliz islemleri sirasinda
bazi aminoasitlerin yapilarin bozulmasina neden olmaktadir. Ornegin tavuk tiiyiiniin
asirt derecede buhar hidrolizine tutulmasi sonucunda yapisindaki sistein amino asidi
lanthionine, lizin amino asidi de lisinoalanine doniismektedir. Lanthionine ve
lisinoalanine ise sistein ve lizine oranla canlilar tarafindan daha az verimle

kullanilmaktadir. Fibr6éz proteinlerin hidroliz islemlerinde ayrica enzimler, asitler ve



bazlar birlikte uygulanarak daha yiiksek hidroliz verimleri elde edilmeye ¢alisilmaktadir

(Papadopoulos et al., 1985; Kurbanoglu 1999; Latshaw et al., 1994).

Tavuk tiiyleri protein orani yiiksek olan ancak hayvan yemi ve enzim iiretimi disinda
pek fazla degerlendirilmeden c¢evreye birakilan tavukguluk sektoriiniin  6nemli
atiklarindan birisidir. Dolayisiyla bu atiklarin tam olarak degerlendirilmemesi hem

ekonomik zarara hemde ¢evre kirllligine neden olmaktadir.

Gerek lilkemiz gerekse diinyada mikrobiyolojik ¢aligmalarin artmasina paralel olarak,
besiyeri ihtiyact da artmaktadir. Bu besiyerleri ise son derece yiiksek fiyatlarla
pazarlanmaktadir. Egitim, arastirma, gelistirme ve kontrol c¢alismalarini yiiriiten
hastane, iiniversite, ¢esitli saglik ve aragtirma kuruluslarinin kullandiklar1 besiyerlerinin
miktar1 disiiniiliirse, bunun ekonomimize yiikledigi maliyetin agirligi daha da iyi
anlasilabilir. Ulkemizde ticari besiyeri iiretimi olmamasi sebebiyle, mikrobiyolojik
caligmalarda kullanilan besiyerleri Difco, oxoid ve Merck gibi dis kaynakli firmalardan
saglanmaktadir. Rutin kontrollerde bile ¢ok miktarlarda kullanilan temel besiyerlerinin
ithali, iilkemiz ekonomisi i¢in 6nemli miktarlarda doviz kaybina neden olmaktadir ve
kendi besiyerimizi iiretmeye yonelmememiz de bizleri devamli disartya bagimli hale
getirmektedir. Bu sebeplerden dolayi, yerli kaynaklardan besiyeri hazirlama

caligmalarinin artirilmasina siddetle ihtiyag vardir (Kurbanoglu 1999).

Aragtirmamiz, bir besiyeri bileseni olan peptonun atik 06zelliginde olan tavuk
tilylerinden elde edilmesi amaciyla yapilmistir. Elde edilen peptonun tibbi, endiistriyel
veya biyoteknolojik dneme sahip olan mikroorganizmalarin yetistirilmesinde besiyeri
bileseni olarak kullanilabilirligi arastirilmistir. Calismada ayrica, elde edilen peptonun

yaralanmis mikroorganizmalar liretmedeki potansiyelide arastirilmigtir.



2. KAYNAK OZETLERI

Vasileva-Tonkova (2007) ekstraksiyon yontemi ile hayvan deri ve kan atiklarindan
yiiksek molekiil agirlikli proteinleri ayirmis, daha sonrada bu proteinleri enzimatik
olarak hidroliz etme yoluna giderek kan ve deri hidrolizatlar1 hazirlamistir. Enzimatik
hidroliz i¢in Bacillus subtilis’ den elde edilen ve yiiksek spesifik aktiviteye sahip olan
subtilisin’ 1 kullanmistir. Kan ve deri hidrolizatlarin protein, azot, kiil ve amino asit
analizleri yapilmis ve elde edilen sonuglar da ticari kazein hidrolizatinin kimyasal
icerigiyle karsilagtinnlmigtir.  Bu hidrolizatlarin ~ Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella dublin ve Staphylococcus aureus gibi bakteriler tarafindan

substrat olarak kullanilabilirligini test etmistir.

Poernomo and Buckle (2002) Trygon sephen tiirii baligin islenmesi sirasinda ortaya
cikan atiklar1 propionik ve formik asit kullanarak hidroliz etme yoluna gitmistir. Elde
edilen peptonu mikroorganizmalar1 yetistirme performansi bakimindan ¢ ticari
peptonla karsilastirmistir. Calismada, Aspergillus flavus, Aspergillus flavus, Bacillus
subtilis, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus’ u test
mikroorganizmalar1 olarak kullanmistir. Inkiibasyon peryodu sonunda sivi kiiltiirde
tiretilen biyomaslar1 o6lgerek peptonlarin giiciinii ortaya c¢ikarmigtir. Elde edilen
peptonun azot kaynagi olarak diger peptonlara yakin hatta daha iyi sonuglar verdigini

belirlemistir.

Vazquez et al., (2004) balik atiklarindan hazirlanan peptonlarin bakteriyosinlerinin
tiretiminde kullanilabilirligini test etmistir. Nisin ve pediosin bakteriyosinlerinin
tiretiminde sirastyla Lactococcus lactis ve Pediococcus acidilactici kullanilmistir.
Uretim ¢alismalarinda iki farkli besiyeri test edilmistir. Laktik asit bakterilerinin
gelistirilmesinde kullanilan MRS birinci test besiyeri olarak segilmistir. Ikinci
besiyerinin hazirlanmasinda ise MRS’ nin igerigindeki bakto pepton yerine balik

atiklarindan {retilen pepton kullanilmistir.
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Mian et al. (1997) besinlerdeki veya saf kiiltlirlerdeki mayalarin sayim islemlerinde
farkli diluentlerin etkisini arastirmistir. Bunun iginde saf su, tuzlu su (% 0,85’ lik NaCl),
0,1 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.0), 0,1 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.0)
icerisinde % 0,1’ lik pepton, % 0,1’ lik pepton, maya ekstrati ve malt ekstrat1 farkl
diluentler olarak test edilmistir. Biitiin besin 6rnekleri i¢in en iyi sayim sonuglar1 % 0,1’
lik pepton ile elde edilmistir. Mayalarin saf kiiltiirlerinin sayim islemlerinde de {i¢ tiir

hari¢ en yiiksek koloni sayilaria yine % 0,1’ lik pepton ile ulasildig belirtilmistir.

Vecht-Lifshitz et al., (1990) mikroorganizmalarin gelistirilmesinde ve onlardan
metabolitlerin iiretilmesinde fish pepton ve bacto pepton’ un potansiyellerini
karsilagtirmistir. Fish peptonun bacto peptona oranla daha fazla biyomas {irettirdigini
ortaya ¢ikarmistir. Bununla, birlikte fish peptonun metabolit iiretiminde fazla etkili

olmadigini belirtmistir.

Romero et al., (2007) etil alkol endiistrisinin yan iirlinlerini proteaz enzimi ve pepton
tretiminde kullanmistir. Enzimatik olarak pepton fiiretim isleminde Bacillus
licheniformis bakterisi kullanigmistir. Arastirmacilar elde edilen peptonunun peptitleri

ve oligopeptitleri igerdigini ve biitiin pH’ larda ¢6ziinebildigini belirtmistir.

Kurbanoglu and Algur (2006) 1s1 ve soguk soku ile yaralanmig bakterilerin
tyilestirilmesinde boynuz hidrolizati’ nin etkisini arastirmistir. Bunun i¢inde boynuz
hidrolizat1 yaralanmis bakterilerin (Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella typhimurium ve Pseudomonas aeruginosa) iyilestirilmesinde standart
besiyeri olarak kullanilan Tryptic soy agar (TSA)’ ya katki maddesi olarak eklenmistir.
Boynuz hidrolizati eklenmis TSA’ nin normal TSA besiyerine oranla yaralanmis

bakterilerin iyilestirilmesinde daha iyi sonuglar verdigi bildirilmistir.

Jamdar and Harikumar (2008) tavukguluk sektoriinde atik ozelligi tasiyan ic
organlardan hazirlanan protein hidrolizatin1  bakteriler i¢in substrat olarak

kullanilabilirligini aragtirmistir. Elde edilen hidrolizatin yiiksek protein igerigine ve
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zengin aminoasit kompozisyonuna sahip olmasinin yam sira genis bir pH aralifinda

¢Oziiniirliik gosterdigide belirtilmistir.

Grazziotin et al., (2006) Vibrio sp. strain kr2 bakterisini kullanarak enzimatik olarak
tavuk tiiylerinden protein hidrolizati {iretmis ve iretilen hidrolizatinda hayvan yemi
olarak kullanilabilirligini aragtirmistir. Hidrolizatin histidin, metiyonin ve lisin
aminoasitleri bakimindan fakir oldugu belirtilmistir. In vitro olarak yapilan
calismalarda, tiiy protein hidrolizati’ nin ham tavuk tiiyline ve tiily yemine oranla daha
yiiksek, soy proteine oranla ise daha diisiik sindirilebilme 06zelligi gosterdigi

bildirmistir.

Suntornsuk and Suntornsuk (2003) Bacillus sp. FK 46 bakterisini kullanarak tavuk
tilylinii enzimatik olarak hidroliz etmeye calismistir. Optimal fermentasyon kosullari
altinda (substrat olarak % 1 tavuk tiiydi, pH 9, 37° C ve 250 rev/min calkalama hiz1)
tavuk tliyliniin tamamen parcalandigini belirtmistir. Besiyerine eklenen glikoz, metanol,
Tween 80 ve Triton X-100’ {in tiiyiin parcalanmasinda hig¢bir etkiye sahip olmadigini
rapor etmistir. Tliylin par¢alanmasindan sonra elde edilen kiiltiir sivisinin hayvanlar igin

protein kaynagi olarak kullanimini 6nermistir.

Bhaskar and Mahendrakar (2008) balik atiklarindan enzimatik olarak protein hidrolizati
hazirlamak ic¢in hidroliz kosullarini optimize etmistir. Bunun iginde farkli hidroliz
siireleri ve sicakliklarinin yani sira enzim/substrat oraninida aragtirmistir. Hidroliz
islemi i¢cin en uygun sartlarin 55° C sicaklik, 165 dakikalik siire ve %1,25 (v/w)
enzim/subsrat orani oldugunu belirtmistir. Elde edilen hidrolizatin balik yemi olarak

kullanimi 6nerilmistir.

Essien et al., (2005) atik muz kabuklarindan elde edilen ekstrati kiifler (Aspergillus
fumigatus ve Mucor hiemalis) ig¢in gerek sivi kiiltiirde gerekse kati kiiltlirde substrat
olarak kullanmay1 denemistir. Bunun i¢inde igerisinde muz kabugu ekstrati1 bulunan sivi

(BPB) ve kat1 (BPA) besiyerleri hazirlanmistir. BPA ve BPB test kiiflerini yetistirme
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acisindan malt ekstrat agar (MEA) ve broth (MEB) ile karsilastirilmistir. Test kiiflerinin
BPA ve BPB besiyerlerindeki biiyiime performanslart MEA ve MEB’ da gdzlenen

biiylime performanslarina oldukca yakin bulunmustur.

Kurbanoglu and Kurbanoglu (2004) atik boynuzlardan asit hidrolizi ile hazirlanan
peptonu Aspergillus niger kiifii tarafindan sitrik asit iiretimi i¢in substrat olarak
kullanmay1t denemistir. Boynuz peptonun sitrik asit {retimi i¢in en uygun
konsantrasyonu % 4 olarak belirlenmistir. Boynuz peptonu ile elde edilen sonuclar diger

standart peptonlarla elde edilenlere yakin bulunmustur.

Kurbanoglu and Algur (2004) bir bagka calismada boynuz hidrolizatinin ¢esitli
orneklerdeki (et, siit, toprak ve su) aerobik bakterilerin sayimlarinda besiyeri bileseni
olarak kullanilabilirligini arastirmistir. Bunun i¢inde 1 litre su igerisinde 10 g glikoz, 1
g maya ekstrakti, 40 ml hidrolizat, 1 g KH,PO4 ve 15 g agar iceren kat1 besiyeri
hazirlanmistir. Bu besiyeride Kurbanoglu-Algur agar (KAA) olarak isimlendirilmistir.
KAA besiyeri, toprak, su, siit ve et gibi orneklerdeki bakterileri liretme potansiyeli
bakimindan, plate count agar (PCA), nutrient agar (NA) ve trypticase soy agara (TSA)
kars1 test edilmistir. Elde dilen sonuglar, KAA besiyerinin PCA ve NA besiyerlerine
gore Onemli derecede yiiksek bakteri sayisi olusturdugunu gostermistir. Fakat, bu

degerler TSA’ dan elde edilen degerlerden biraz daha diisiik bulunmustur.

Aspmo et al. (2005a) Gadus morhua tirii baligin i¢ organlarindan farkli yontemlerle
hazirlanan protein hidrolizatlarin1 bazi laktik asit bakterileri (Lactococcus lactis,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei, Lactobacillus
sakei ve Pediococcus pentosaceus) i¢in azot kaynagi olarak kullanma yoluna gitmistir.
Elde edilen hidrolizatlar diger standart peptonlarla veya azot kaynaklariyla
karsilagtirildiginda ise bu hidrolizatlarin ya esit derecede ya da onlardan daha iyi

sonuglar verdigi belirtilmistir.
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Vazquez and Murado (2008) ahtapot’ un endiistriyel olarak islenmesinden ortaya ¢ikan
stvi atig1 enzimatik muameleye tabi tutarak pepton iiretmeye calismistir. Elde edilen
peptonunda laktik asit bakterilerinden bakteriyosin {iretiminde kullanilabilirligini
arastirmustir. Lactococcus lactis tarafindan nisin iretimi i¢in papain hidroliziyle elde
edilen pepton, Pediococcus acidilactici tarafindan pedisosin {iretimi i¢inde pepsin

hidroliziyle elde edilen pepton’ un en yiiksek verim sagladig: bildirilmistir.

Vazquez et al. (2009) bir laktik asit bakterisi olan Streptococcus zooepidemicus’ dan
hyaluronik asit ve laktik asit iiretimi i¢in kopek baligi ve vatoz’ dan hazirlanan
peptonlarin besiyerlerinde substrat olarak kullanilabilirligini arastirmistir. Trypton
peptonun en yliksek verimler verdigini, bununla birlikte kdpek baligindan hazirlanan

peptonun da trypton pepton ile elde edilenlere yakin verimler sagladigi rapor edilmistir.

Ghorbel et al. (2005) sardalya baliginin etinden hazirlamis oldugu protein hidrolizatini
Rhizopus oryzae kiifiinden lipaz enzimi {retiminde kullanmustir. Yagi giderilmis
sardalya balig1 hidrolizatinin soy peptona oranla daha fazla lipaz enzimi iirettirdigini
ortaya ¢ikarmistir. Litrede 24 g protein hidrolizati ve 10 g glikoz iceren besiyerinde

maksimum miktarda enzim iiretimi gerceklestirebilecegini belirtmistir.

Uzeh et al., (2006) soya fasulyesi ve ke¢i boynuzu bitkilerinden enzimatik olarak
hazirlamis oldugu peptonlar1 bazi bakterilerin besiyerlerinde substrat olarak kullanmay1
denemistir. Calismalarinda, elde edilen peptonlarin biitiin test bakterilerinde biiylimeyi
sagladig1 belirtilmistir. Ayrica, E.coli en iyi hiicre gelisimini kendi iiretmis olduklar

soya pepton ile gosterdigi rapor edilmistir.

Martone et al., (2005) balik atiklarindan hazirladig1 protein hidrolizatin1 arkebakteriler
(Halobacterium salinarum) ve eubakteriler (Escherichia coli, Bacillus subtilis ve
Staphylococcus epidermidis) igin substrat olarak kullanma yoluna gitmistir. Gerek agar
besiyeri gerekse sivi besiyerinde elde edilen sonuglara gore balik hidrolizatinin

eubakterilerin ve arkebakteriler i¢in substrat olarak kullanilabilecegini belirtmisdir.
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3. MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Materyaller

3.1.1. Yararlanilacak alet ve cihazlar

Sanrifiij
Spektrofotometre
pH metre

Hassas terazi
Buzdolab1
Karistirict
Manyetik karistirict
Calkalamali inkiibator
Ogiitiicii

Blender

Otomatik pipetler
Otoklav
Homejenizator

Kiil firm

Firm

Su banyosu

Universal 320R, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany
Shimadzu UVmini—1240, Kyoto, Japan

WTW unilab pH metre

Metler H 51 Gallenkamp

Profilo

Vortex-Genie, Model K-55: GE, Sci, IND., Inc.

Chiltern Hotplate Magnetic Stirrer HS31, Wendower, Buck, UK
ZHWY-200B, Zhicheng Analytical Co, Shanghai, China
Wiley-mill, Arthur, Philadelphia, PA, USA

Waring products corp. New York City, USA

Nichipet EX ve Socorex

HVE-50; Hirayama corp., Tokyo, JAPAN

Ultra-Turrax T25 basic IKA-Werke, Germany

Thermolyne 62700; Barnstead/Thermolyne Corp., USA
Gallenkamp, Model OV-160, England

CB2 5Q2, Grant Instruments Ltd., Barrington, Cambridge

3.1.2. Kimyasal maddeler

Bu arastirmada kullamilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup, MERCK, OXOID,

DIFCO, RIEDEL,

SIGMA ve FLUKA firmalarindan temin edilmistir.

Mikroorganizmalar yetistirmek i¢in dehidre hazir besiyeri olarak trypticase soy agar

(TSA), trypticase soy broth (TSB), patato dextrose agar (PDA) ve patato dextrose broth
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(PDB), test peptonlar1 olarakda tryptone pepton (TP), fish pepton (FP) ve proteaz
pepton (PP) kullanilmistir.

3.1.3. TavuKk tiiyii

Calismada, Banvit (Bandirma Vitaminli Yem Sanayi ve Ticaret A.S, Balikesir) tavuk
kesim hanesinden temin edilen beyaz renkli tiiyler kullanilmis ve tliylerin en fazla bir

giinliik olmasina dikkat edilmistir.

3.1.4. Et, siit, toprak ve su ornekleri

Calismada kullanilan et ve islenmemis siit 6rnegi Erzurum Atatiirk Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimiin’ den temin edilmistir. Su olarak kaynak suyu, toprak Ornegi
olarak da Erzurum Atatiirk Universitesi Kampiis Topragi kullanilmistir. Test érnekleri 2

saat i¢erisinde labatuvara getirilmis ve gerekli mikrobiyal analizlere tabi tutulmustur.

3.1.5. Mikroorganizmalar

Calismada test bakterileri olarak Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Xanthomonas campestris ve Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus, test
mayalar1 olarak Rhodotorula glutinis, Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae,
Candida famata ve Cryptococcus laurentii ve test kiifleri olarak da Aspergillus niger,
Penicillium chrysogenum, Aspergillus flavus, Cunninghamella echinulata ve

Gliocladium roseum kullanilmustir.
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3.2. Yontemler

3.2.1. Tavuk tilyiiniin fiziksel olarak parcalanmasi

Tiiyler ilk 6nce musluk suyu ile daha sonrada deiyonize su ile iki kez yikanmis ve
105°C’ de firinda kurutulmustur. Kurutulmus tityler ilk dnce 6giitiiciide kiiciik parcalara
ayrilmis, son olarak da Waring blender ile un haline (1 mm ¢apinda) getirilmistir. Elde
edilen tiily unu (TU) hidroliz islemlerine kadar cam kavanoz igerisinde muhafaza

edilmistir.

3.2.2. Tavuk tiiyii peptonunun iiretilmesi

Tavuk tiiy peptonunun iiretilmesinde Kurbanoglu and Kurbanoglu (2004) tarafindan
belirtilen yontem baz1 degisiklikler yapilarak uygulanmistir. Peptonun iiretiminde
izlenen yol sekil 1’ de gosterilmistir. Peptonun tiretimi i¢in 150 g TU kullanilmustir.
Sekilde de gosterildigi gibi TU’ nun 50 g’1 H,SOq (siilfirik asit), 50 g’1 H3PO4 (fosforik
asit), 50 g’1 ise HCI (hidroklorik asit) ile hidroliz islemine tabi tutulmustur. Hidroliz
islemi iki basamakli olarak uygulanmustir. Hidroliz islemi birinci basamakta 70°C” de

24 saat siireyle, ikinci basamakta ise 130°C’ de 4 saat siireyle gerceklestirilmistir.

Elde edilen asidik karistim oda sicaklifinda sogutulduktan sonra nétiirlestirilmistir.
Notiirlestirme igleminde kullanilmak iizere ilk olarak ayri ayr1 5 N’ lik KOH, Mg(OH),,
Ca(OH), ve NaOH cozeltileri (her birinin hacmi 1 1) hazirlanmistir. Daha sonrada her
cozeltiden 200 ml alinmis ve ayr1 bir kapta birlestirilmistir. Elde edilen final ¢ozeltisi
asidik karisimin nétiirlestirilmesi icin kullanilmistir. Asidik karigima nétiirlesinceye
kadar baz ¢ozeltisi ilave edilmistir. Notiirlestirilen sivi karisggtm Whatman no. 1 filtre
kagidi ile siiziilerek 1200 ml tavuk tiiyii hidrolizati (TTH) elde edilmistir. THH’ de
buharlagtirma (evaporation) islemine tabi tutularak tavuk tiily peptonu (TTP) elde

edilmistir.



Tavuk tiiyii
v

\4

| TiyUnu(TU) JI

\4

A\

[ 50 g TU +6 N 75 ml H,SO4 ][ 50 g TU + 6 N 75 ml HiPO, ][ 50 g TU+6 N 75 ml HCI ]

A 4

A 4

A\

[ Hidroliz-1 (70° C’ de 24 saat) ][ Hidroliz-1 (70° C’ de 24 saat) ][ Hidroliz-1 (70° C’ de 24 saat) ]

\4

A4

[ Hidroliz-2 (130° C’ de 4 saat)

][ Hidroliz -2 (130° C’ de 4 saat) ] [ Hidroliz -2 (130° C’ de 4 saat) ]

\4

A 4

A\ 4

Notiirlestirme (5 N KOH,
Mg(OH),, Ca(OH), ve NaOH)

Notiirlestirme (5 N KOH,
Mg(OH),, Ca(OH), ve NaOH)

I

Notiirlestirme (5 N KOH,
Mg(OH),, Ca(OH), ve NaOH)

Stizme

v

=( Tavuk tityii hidrolizat1 (TTH)

v

[ Tavuk tiiyii peptonu (TTP), 228 g ]

(1200 ml, pH=7,0)

Sekil 1. Tavuk tiiyii peptonunun {iretim semasi
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3.2.3. Tavuk tiiyii peptonu (TTP)’nun kimyasal iceriginin belirlenmesi

3.2.3.1. Toplam seker miktarinin belirlenmesi

TTP’nin ve diger standart peptonlarin toplam seker igerigi standart glikoz c¢ozeltisi

kullanilarak Antrone yontemi ile belirlenmistir (Hodge and Hofreiter 1962).

3.2.3.2. Toplam kiil ve kuru madde miktarimin belirlenmesi

TTP’nin ve diger standart peptonlarin toplam kiil ve kuru madde miktarinin
belirlenmesi ise The Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1990)
tarafindan aciklanan yoOnteme gore gergeklestirilmistir. Kiil miktarmin tespiti igin
numunemiz firinda 550°C* de 24 saat siireyle kiil firrminda yakilmistir. Kuru madde
miktarinin belirlenmesi iginse numuneler 105°C” de sabit agirhga gelinceye kadar

firinda bekletilmistir.

3.2.3.3. Bazi1 elementlerin miktarinin belirlenmesi

TTP’de bulunan Mg, Ca, Na, S, K, P, Fe, Cu, Mn ve Zn elementlerinin miktart ICP
OES spektofotometresi (Inductively Couple Plasma spectrophotometer) (Perkin-Elmer,
Optima 2100 DV, ICP/OES, Shelton, CT 06484-4794, USA) kullanilarak belirlenmistir
(Mertens, 2005a; Mertens, 2005b).

3.2.3.4. Protein, aminoasit ve yag iceriginin belirlenmesi

TTP ve diger standart peptonlarin aminoasit (HPLC kolon &ncesi tiirevlendirme
yontemiyle), toplam protein (Kjeldal yontemiyle) ve toplam yag (soxhlet ektraksiyon

yontemiyle) analizleri Diizen Norwest Laboratuvarinda (Ankara) yapilmistir. Kjeldhal
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metodu ile elde edilen toplam azot miktar1 6,25 faktorii ile c¢arpilarak toplam protein

icerigi belirlenmistir.

3.2.3.5. Test mikroorganizmalarmmin sivi ve kati Kiiltiirleri icin inokiilasyon

kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Test kiifleri, PDA besiyeri igeren petrilerde 196 saat siireyle sporulasyon iglemine tabi
tutulmus ve bu siirenin sonunda her kiifiin aktif olarak gelisen miselinden steril lanset
yardimiyla 5 mm ¢apinda pargalar kesilip ¢ikarilmistir. Sivi kiiltiir ¢aligmalart i¢in bu
pargalardan 2 tanesi 250 ml’ lik erlenmayer igerisindeki steril patates dektroz broth
besiyeri igerisine asilanip, ¢alkalamali inkiibator igerisinde 30°C ve 200 rpm de 144 saat
siireyle inkiibasyona birakilmigtir. Bu siirenin sonunda kiiltiir santrifiij edilmis, elde
edilen misel biyomasida steril fizyolojik su ile yitkanmig ve steril fizyolojik su igerisinde
homojenizatér yardimiyla homojen hale getirilmistir. Inokulasyon islemlerinde
homojenize edilmis misel biyomasinin yaklasik olarak 0,1 grami (kuru agirlik olarak)
kullanilmigtir. Bu islemler her test kiifii i¢in gergeklestirilerek esit inokulasyonun
saglanmast amaglanmistir. Test bakterileri ve mayalari ise ilk dnce agar besiyerinde 48
saat siireyle aktiflestirilmistir. Aktiflestirme islemi sirasinda bakteriler icin TSA,
mayalar i¢inse PDA besiyeri kullanilmigtir. Daha sonrada agar besiyeri iizerinden bir
0ze dolusu mikroorganizma hiicresi alinmis ve 100 ml besiyeri (bakteriler icin TSB,
mayalar i¢inse PDB) igeren 250 ml’lik erlenmayerler igerisine asilanmistir.
Erlenmayerler 200 rpm ve 30°C’ de 48 saat siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda ilk olarak kiiltiirlerin yogunlugu % 0,1’lik steril pepton suyu ile 600 nm dalga
boyunda 2,0 absorbans verecek sekilde ayarlanmistir. Takip eden sivi kiltir
calismalarinda da bu yogunluga sahip kiiltiirlerin 1 ml’ si inokulasyon amagl olarak

kullanilmistir.

Agar besiyerlerine test bakterileri ve mayalar1 ylizey ekimi yontemiyle asilanirken
seyreltilmis dilisyon Ornekleri kullanilmistir. Bunun iginde yogunlugu 600 nm dalga
boyunda 2,0 absorbans verecek sekilde ayarlanan kiiltiirlerden 1 ml alinmis ve steril

pepton suyu ile dilisyonlar1 hazirlanmistir. Elde edilen dilisyon 6rneginin 0,1 ml’side
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agar besiyeri lizerine yayilmistir. Besiyerlerinde iiremenin yogunlugu bakteriler ve
mayalar i¢in CFU/ml olarak ifade edimistir (Vecht-Lifshitz ef al., 1990; Beuchat et al.,
2002). Agar besiyerlerine test kiifleri i¢in inokiilasyon kiiltiirii hazirlanirken, yukarida
belirtildigi gibi ilk olarak PDA besiyeri lizerinde gelisen aktif kiif miselden steril bir
lanset yardimiyla 5 mm c¢apinda parcalar kesilip ¢ikarilmstir. Daha sonrada bu
pargalardan bir tanesi 90 mm ¢apli cam petri igerisindeki agar besiyerinin merkezine
inokiile edilmistir. inkiibasyonun sonunda radyal biiyiimenin &lgiisii mm olarak ifade
edilmigtir (Essien et al., 2005). Test mikroorganizmalarinin ekim yapildigi agar

besiyerleri 30 °C’ de inkiibasyona birakilmustir.

3.2.3.6. Biyomas agirhiklarinin belirlenmesi

Biiylime peryodu sonunda erlenmayerler igerisindeki mikroorganizma kiiltiirleri
santrifiij (5000 x g, 10 dk) edilmis ve elde edilen 1slak hiicrelerde steril fizyolojik su ile

iki kere yikandiktan sonra sabit agirliga gelinceye kadar kurutulmustur.

3.2.3.7. S Kkiiltiirde test mikroorganizmalarinin gelisimi icin en uygun TTP

konsantrasyonunun belirlenmesi

TTP’ nin siv1 kiiltiirde test mikroorganizmalarinin gelisimi iizerine etkisini belirlemek
icin deneyler 100 ml test besiyeri igeren 250 ml’lik erlenmayerler igerisinde
gerceklestirilmistir. Test besiyerinin igerigi sadece glikoz (20 g/l) ve pepton’ dan
olusacak sekilde diizenlenmis ve pH’ s1 bakteriler i¢in 7,3’e kiifler ve mayalar i¢inse
5,6’ya ayarlanmistir. TTP’ nin en uygun konsantrasyonu belirlenirken glikoz
konsantrasyonu (20 g/l) sabit tutularak, saf su igerisinde TTP’ nin farkh
konsanstrasyonlarinda (1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 g/l) siv1 besiyerleri hazirlanmistir. Besiyeri
iceren erlenmayerler otoklavda steril edilip, sogutulup ve inokulasyon amagl hazirlanan
mikroorganizma hiicreleriyle asilandiktan sonra galkalamali inkiibatorde 30°C ve 200

rpm’de inkiibasyona birakilmistir.
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Inkiibasyon siiresi bakteriler ve mayalar i¢in 72, kiifler icinse 144 saat olarak segilmistir.

Sivi kiiltlirlerde biiylimenin 6l¢iisii biyomas verimi (g/1) olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.8. Kat1 agar Kkiiltiiriinde test mikroorganizmalarinin gelisimi i¢in en uygun

TTP konsantrasyonunun belirlenmesi

Kat1 test besiyerinin icerigi glikoz (20 g/1), agar (15 g/l) ve pepton’ dan olusacak sekilde
diizenlenmistir. Siv1 kiiltiirde oldugu gibi kat1 besiyerinin hazirlanmasi sirasinda TTP’
nin farkli konsantrasyonlar1 (1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 g/l) test edilmis, besiyerinin pH’ s1 da
bakteriler i¢in 7,3’ ye kiifler ve mayalar i¢inse 5,6’ya ayarlanmistir. Agar besiyerlerinde
TTP’ nin en uygun konsantrasyonu belirlenirken bakteriler ve mayalar i¢in dilisyon
ornekleri hazirlanmigstir. Test bakterileri ve mayalar1 i¢in hazirlanan dilisyon 6rnekleri
TTP’ nin farkli konsantrasyonlari ile hazirlanmig agar besiyerinin {izerine yayilmistir.
Agar besiyerlerinde de inkiibasyon siiresi bakteriler ve mayalar i¢in 72, kiifler iginse

196 saat olarak sec¢ilmistir.

3.2.3.9. TTP ve diger standart peptonlarin sivi kiiltiirde test mikroorganizmalarini

iiretme potansiyellerinin karsilastirilmasi

Siv1 besiyerlerine eklenen peptonlarin konsantrasyonu, TTP i¢in en uygun olarak
belirlenen konsantrasyona ayarlanmustir. Sivi kiiltiirde maya ve bakteri biiylimesinin
Olgiisiinii belirlemek icin kiiltiirlerden 12 saat araliklarla 10 ml’ lik 6rnekler alinmistir.
Ornekler santrifiij islemine tabi tutulmus ve elde edilen hiicreler saf su ile yikandiktan
sonra sabit agirhga gelinceye kadar kurutulmustur. Alinan oOrneklerin ayrica
spektrofotometerde 600 nm’ de absorbans Olgiimleride yapilmustir. Sivi kiiltiirde
kiiflerin biiyiime performansini belirlemek icinse her test peptonu icin 6 tane besiyeri
hazirlanmis ve bu besiyerleri homojenize edilmis misel biyomasinin 0,1 grami (kuru
agirlik olarak) ile asilandiktan sonra inkiibasyona birakilmistir. 144 saatlik inkiibasyon
siiresince hergiin bu kiiltiirlerden bir tanesi santrifiij islemine tabi tutulmus ve elde
edilen 1slak hiicre kiitlesi steril fizyolojik su ile yikanip kurutulduktan sonra misel

biyomas1 hesaplanmistir.
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TTP ve diger standart peptonlarin sivi kiiltiirde kiiflerin misel morfolojisi {izerine
etkileride arastirilmistir. Bunun i¢in misel morfolojisi yumak, tektip pelet ve tektip
olmayan pelet seklinde degerlendirlmistir. Tektip peletlerin capida mm cinsinden ifade

edilmistir.

Ayrica, TTP ve diper standart peptonlarla hazirlanan sivi besiyerlerinde inkiibasyonun
sonunda pH degisimleride arastirilmistir. Bunun iginde kiiltiirlerin siipernatant1 final

pH’ sinin 6l¢iimii i¢in kullanilmistir.

3.23.10. TTP ve diger standart peptonlarin kati kiiltiirde test

mikroorganizmalarini iiretme potansiyellerinin karsilagtirilmasi

Sivi besiyerinde oldugu gibi kati besiyerine eklenen peptonlarin konsantrasyonu, TTP
icin en uygun olarak belirlenen konsantrasyona ayarlanmistir. Yogunluklar1 ayarlanmis
bakteri ve maya kiiltiirlerden alinan 0,1 ml’lik 6rnekler farkli peptonlarla hazirlanan
agar besiyerleri lizerine yayilmistir. Besiyerleri daha sonra inkiibasyona birakilmis ve
bu besiyerleri iizerinde gelisen kolonilerin 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri
sonunda sayimlart yapilmistir. Bakteri i¢in 30-300 koloni kapsayan petriler
degerlendirilmistir. Ayrica bu besiyerleri iizerinde gelisen kolonilerin c¢aplarida
Olciilmiis ve biiylimenin Olgiisii mm olarak ifade edilmistir (Harrigan and McCance
1976, Vecht-Lifshitz et al., 1990; Beuchat et al., 2002). Farkli peptonlar ile hazirlanan
agar besiyerleri {izerine kiiflerin inokulasyonu i¢in yontem 3.2.3.8’de belirtilen islem
uygulanmustir. Inokiilasyon isleminden sonra 72, 144 ve 196. saatlerde her test kiifii i¢in
her pepton besiyerinde koloni ¢ap1 dlgiilmiis ve besiyerlerinde gelismenin 6l¢iisii radyal

bliylime olarak mm cinsinden degerlendirilmistir.
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3.2.3.11. Et, siit, su ve toprak orneklerindeki toplam aerobik mikroorganizma
sayllarinin TTP ve diger standart peptonlarla hazirlanan besiyerleri iizerinde

belirlenmesi

Bu orneklerdeki toplam mikroorganizmalarin sayim iglemleri i¢in, kat1 besiyerlerinin
pH’s1 bakteriler i¢in 7,3’e kiifler ve mayalar iginse 3,5’e ayarlanmistir. Besiyerlerindeki
peptonlarin  konsantrasyonu, test mikroorganizmalar1 icin belirlenen optimal

konsantrasyon olarak secilmistir.

Et 6rneginden 10 g alinmisg ve 0,1 %’lik 90 ml steril pepton suyu (Biolab, Merck)
icerisinde 5 dakika siireyle bir homojenizatér yardmiyla homojenize edilmistir. Daha
sonra da homojenattan 1 ml alinarak dilisyonlar1 hazirlanmistir. Diger taraftan siitten 1
ml ornek alinarak dilisyonlar1 hazirlanmistir. Toprak 6rneginin 10 g alinmis ve 250 ml’
lik erlenmayer icerisindeki 90 ml steril pepton suyuna karistirilmistir. Toprak
ornegindeki mikroorganizma sporlariin pepton suyuna tam olarak gegmesini saglamak
icin erlenmayer 200 rpm de 10 dakika siireyle ¢alkalayicida ¢alkalanmistir. Calkalama
isleminden sonra karisim igerisindeki kati partikiillerin ¢okelmesi icin erlenmayer bir
sire duragan fazda bekletilmistir. En son olarakta sivi kissmdan 1 ml alinmis ve
dilisyonlar1 hazirlanmistir. Su 6rnegi i¢inde kirlilik derecesine gore seyreltme yapilarak
veya hi¢c seyreltme yapilmadan petri plaklar1 iizerine ekimler yapilmistir. Biitlin
dislemlerinde diluent olarak steril pepton suyu kullanilmistir. Dilisyon 6rneklerinin 0,1
ml’si steril bir ekiivyon yardimiyla petri plaklarinin {izerine yayilmis ve petriler ters
cevrilerek 30°C” de inkiibasyona birakilmustir. Bakteri ve maya sayimu i¢in hazirlanan
petrilerde 24, 48 ve 72 saat sonunda sayimlar yapilmistir. Bakteriler i¢cin 30-300, maya
ve kiifler i¢inse 10-100 koloni kapsayan petriler degerlendirilmistir (Harrigan and
McCance 1976; Jarvis 1973; Mislivec et al., 1992; Buyer 1995; Kurbanoglu 1999;
Beuchat et al., 2002; Foght and Aislabie 2005).
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3.2.3.12. TTP ve diger standart peptonlarin yarah (injured) ve yaralanmamis

mikroorganizmalari iiretme potansiyellerinin karsilastiriimasi

Yaralanmig mikroorganizmalarin sayim islemlerinde farkli peptonlarla zenginlestirilmis
TSA besiyeri kullanilmistir. Materyal metot 3.2.3.5°de belirtildigi gibi test bakterileri ve
mayalar1 48 saatlik siireyle inkiibasyona birakilmis ve bu siirenin sonunda da biitlin
kiiltiirlerin yogunlugu 600 nm dalga boyunda 2,0 absorbans verecek sekilde
ayarlanmistir. Daha sonrada bu yogunluga sahip her test bakterisi veya mayasinin hiicre
stispansiyonundan 1 ml’ lik 2 ayr1 6rnek alinarak iki farkli tiipe aktarilmistir. Soguk
soku ile yaralama islemi icin, tiiplerden birincisi -20°C* de 7 giin siireyle bekletilmis ve
25°C° de ¢oziinmesi beklenmistir. Sicak soku ile yaralama islemi i¢in, tiiplerden ikincisi
calkalamali su banyosu igerisinde bakteriler i¢in 5, mayalar i¢inse 20 dakika 55°C’ de
bekletilmis ve buz igerisinde hizlica sogutulmustur. Her iki yaralama islemi sonucunda
elde edilen mikroorganizma siispansiyonlarinin 0,1 ml’si 9 cm ¢apli petriler igerisindeki
test peptonlarmin herhangi biri ile zenginlestirilmis TSA besiyeri iizerine steril bir
ekiivyon yardimiyla yayilmistir. Et, siit, toprak ve su 6rnekleri de yaralama islemlerine
tabi tutulmustur (Conner and Beuchat 1985; Rodrigues and Kroll 1989; Golden and
Beuchat 1990; Sorqvist 1993; Kang and Siragusa 1999; Beuchat et al., 2002;
Kurbanoglu and Algur 2006). Bu islem her test bakterisi ve mayasi, her dilisyon 6rnegi
ve her test peptonu icin tekrarlanmistir. Kontrol amaciyla, yaralama islemine maruz
birakilmamus bakteri, maya ve test orneklerinden de ekimler yapilmistir. Petriler 30°C’
de 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyona tabi tutulmus ve bu peryodlarinin sonunda canli

bakteri ve maya sayilari (CFU/ml veya g) belirlenmistir.

3.3. istatistiksel Analiz

Tez igerisinde sunulan sonuglar, her bir uygulamadan {i¢ 6rnek (3 paralel) ve her bir
ornekten 2 tekerriir yapildiktan sonra elde edilen 6 degerin ortalamasidir. Sonuglarin
karsilastirilmasi, SPSS 13.0 paket programi kullanilarak tek yonlii varyans analizi

(ANOVA) ile yapilmis P<0.05 6nem seviyesinde farkliliklar belirlenmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Tavuk Tiiyiiniin Hidroliz Edilmesinde Izlenen Yol

Bu aragtirmada 150 g tiiy unu hidroliz islemine tabi tutulmustur. Bu islem sonucunda
tily ununun 17 g’nin parcalanmadigi, 133 g’nin ise pargalanarak asit ¢ozeltisine (sivi
kisim) gectigi belirlenmigtir. Stvi kisim, sekil 3.1°de belirtildigi gibi nétiirlestirme ve
siizme islemlerine tabi tutularak tavuk tiiyli hidrolizati (TTH) elde edilmistir. THH de
buharlastirma islemine tabi tutulduktan sonra 228 g toz halinde kuru madde elde

edilmistir. Bu madde de tavuk tiiyii peptonu (TTP) olarak isimlendirilmistir.

4.2. Tavuk Tiiy Peptonunun (TTP) Kimyasal Icerigi

TTP’nin kimyasal igerigi ve aminoasit bilesimi ile ilgili analiz sonuglar1 sirasiyla
Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de verilmistir. Bu ¢izelgelerden goriildiigii gibi TTP hem
organik  hemde  inorganik  maddeler = bakimindan  zengindir.  Ozellikle
mikroorganizmalarin iiremeleri i¢in gerekli olan temel mineral maddeleri, azot ve
karbon kaynaklarini igerdigi goriilmiigtiir. TTP’ nin en yliksek oranda protein (55,8
g/100 g) ve bunu takibende kiil (42,1 g/100 g) igerdigi tespit edilmistir. TPP’ nin Mg,

K, Ca, Na, S ve P elementleri bakimindan son derece zengin oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.2°de ozetlenen sonuglardan ise TTP’ nin aminoasit igerigi bakimindan da
olduk¢a zengin oldugunu, bununla birlikte kiikiirtlii aminoasitlerden metiyonini
icermedigi anlasilmaktadir. Aminoasitlerden valin en yiiksek miktarda (5939 mg/100 g )
bulunmakta bunu sirasiyla glutamik asit (5413 mg/100g), glisin (4806 mg/100 g) ve
16ysin (4623 mg/100 g) izlemektedir.



Cizelge 4.1. TTP’nin kimyasal icerigi
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Bilesenler g/100 g TTP
Kuru madde 98,5
Azot 8,93
Toplam protein 55,8
Toplam Seker 1,56
Yag 0,47
Kiil 42,1
K 12,52
Mg 4,21
Ca 6,08
Na 6,96
P 2,06
S 3,07
Fe 0,83
Mn 0,51
Zn 0,67
Cu 0,22
Cizelge. 4.2. TTP’nin aminoasit icerigi
Aminoasitler mg/100g TTP
Prolin 3226
Glutamik asit 5413
Valin 5939
Aspartik asit 2821
Glisin 4806
Loysin 4623
Alanin 3471
Serin 3303
Isoldysin 2600
Fenilalanin 2370
Liysin 1944
Treonin 2072
Histidin 0,220
Tyrosin 1069
Hidoksil-L-prolin 1709
Sistin 0,891
Metiyonin ND
Triptofan ND

ND: Tespit edilemedi
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4.3. Sv1 Kiiltirde Test Mikroorganizmalarimn Gelisimi i¢in En Uygun TTP

Konsantrasyonunun Belirlenmesine Yonelik Arastirma Sonuclar

TTP’ nin farkli konsantrasyonlarinda (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7 g/l) test bakterileri,
mayalart ve kiifleri i¢in elde edilen biyomas verimleri sirasiyla Cizelge 4.3’de
verilmistir. Cizelgeden de goriildiigii gibi TTP’ nin en uygun konsantrasyonu test
bakterileri ve mayalarn i¢in litrede 5, test kiifleri iginse litrede 4 g bulunmustur.
Belirlenen en uygun konsantrasyonlarda maksimum biyomas verimi test bakterisi olarak
B. subtilis (3,13 g/1), test mayas1 olarak R. glutinis (5, 54 g/1) ve test kiifii olarak da A.
niger (7, 47 g/l)’den elde edilmistir. En diisiik biyomass verimleri ise bakteri olarak L.
delbrueckii subsp. bulgaricus (1,51 g/l), maya olarak C. famata (4,22 g/1) ve kiif olarak
da G. roseum (4,52 g/1) i¢in kaydedilmistir.

Cizelge 4.3. Siv1 kiiltiirde gelistirilen test mikroorganizmalarinin biyomas verimi
tizerine TTP’ nin farkli konsantrasyonlarinin etkisi

Test TTP Konsantrasyonu (g/1)/ Biyomas miktari (g/1)
Mikroorganizmalari 1 2 3 4 5 6 7
Bakteriler

B. subtilis 1,68¢ 2,14d 2,64c 2,95ab 3,13a 2,87b 1,96d
E. coli 1,34d 1,94c 2,38b 2,43b 2,64a 2,55ab 2,05c
S. aureus 1,17¢ 1,83¢c 2,17b 2,23b 2,57a 2,33b 1,65d
X. campestris 0,98d 1,32¢c 1,76b 1,87ab 1,96a 1,86ab 1,24c
L. delbrueckii subsp. Uy Uy 0,98c 1,24b 1,51a 0,84c UY
bulgaricus

Mayalar

R. glutinis 1,45f 2,57¢ 3,55d 4,22¢ 5,54a 4,75b 3,67d
C.albicans 1,31e 2,29d 3,34c 4,06b 496a 4,16b 3,28¢
S.cerevisiae 1,23e 2,02d 3,12¢ 3,94b 4,76a 4,08b 3,11c
C.famata 1,14f 1,57¢ 2,54d 3,33b 4,22a 3,09¢c 2,45d
C.laurentii 1,35f 2,43e 3,44c 4,11b 5,08a 4,26b 3,12d
Kiifler

A.niger 3,98g 4,.85¢ 6,32c 7.47a 6,73b 521d 4,42f
P.chrysogenum 3,57g 4,56e 597c¢ 6,89a 6,39b 5,08d 4,15f
A. flavus 3,45f 433e 5,44c 6,6la 6,14b 4,97d 4,09¢
C.echinulata 3,09f 3,95¢ 5,33c¢ 6,32a 5,76b 4,56d 3,25f
G.roseum 2,36e 3,25¢ 4,18b 4,52a 3,26c 2,92d 2,19

" Bir satir icerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir. UY: Ureme yok
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4.4. Kati Agar Kiiltiiriinde Test mikroorganizmalarinin Gelisimi I¢in En Uygun

TTP Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Test bakterileri ve mayalarmin TTP’ nin farkli konsantrasyonlar1 ile hazirlanan agar
besiyerleri {izerinde olusturmus olduklar1 koloni sayimlariyla ilgili sonuglar sirasiyla
Cizelge 4.4 ve 4.5’ de verilmistir. S1v1 kiiltiirde oldugu gibi kat1 agar besiyerinde de en
uygun TTP konsantrasyonu biitiin test bakterileri i¢in litrede 5 g olarak bulunmustur. En
uygun TTP konsantrasyonunda, en fazla sayida koloniyi B. subtilis (83 x 10° CFU/ml)
meydana getirmistir. Diger bakterilerin (E.coli, S.aureus, X. campestris ve L.
delbrueckii subsp. bulgaricus) olusturdugu maksimum koloni sayilari ise sirastyla 75 x

108, 62 x 108, 160 x 10’ ve 90 x 10’ CFU/ml olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.4. TTP’ nin farkli konsantrasyonlarinin agar besiyerinde gelisen test
bakterilerinin koloni sayilar1 lizerine etkisi

Test TTP konsantrasyonu (g/l) / Koloni sayis1 (CFU/ml)
bakterisi 1 2 3 4 5 6 7
B.subtilis 42x10% 49x10%d  59x10°c  74x10°b  83x10%  72x10°%  58x10%
E.coli 37x10%f  44x10%¢  60x10°%  68x10°b  75x10%a  61x10%  48x10%d
S.aureus 32x10°%f 38x10%  45x10°%d  58x10°  62x10%a  50x10°%c  38x10%

X.campestris  74x10°f  113x10'd  139x10’c  148x10’b 160x10'a 141x10’c 102x107e
L.delbrueckii
subsp. 31x10°e  61x10’d  78x10'bc  82x10’b  90x10’a  74x10’c  16x10'f
l*)ulgaricus

Bir satir igerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir.

Test bakterilerinde oldugu gibi test mayalar1 i¢inde en uygun TTP konsantrasyonu
litrede 5 g olarak bulunmustur. TTP’ nin bu konsantrasyonunda R.glutinis, C. albicans,
S. cerevisiae, C. famata ve C. laurentii’ nin olusturmus oldugu maksimum koloni
sayilar1 ise sirasiyla 89, 63, 47, 32 ve 75 x 10° CFU/ml olarak belirlenmistir. Diger
taraftan, her test mayasi i¢in TTP’ nin farkli konsantrasyonlarinda elde edilen koloni

sayilar1 arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli bulunmustur.



29

Cizelge 4.5. TTP’ nin farkli konsantrasyonlarinin agar besiyerinde gelisen test
mayalarinin koloni sayilar iizerine etkisi

Test TTP konsantrasyonu (g/l) / Koloni sayis1 (CFU/ml)
mayasi 1 2 3 4 5 6 7

R.glutinis  49x10°¢  68x10°d 75x10°c 81x10°b 89x10°a 52x10°¢  41x10°f
C.albicans 27x10°¢ 38x10°d 46x10°c 55x10°b 63x10°a 41x10°cd 24x10°e
S.cerevisiae 19x10°¢  26x10°d 33x10°c 41x10°b 47x10°a 31x10°c  11x10°f
Cfamata  10x10°%¢ 19x10°d 27x10°c 37x10°a 32x10°b 17x10°d  5x10°f
C.laurentii  41x10°d  52x10°c  61x10°b 70x10°a 75x10°a 43x10°d  28x10°%¢

" Bir satir icerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir.

Agar besiyerinde biitiin test kiifleri i¢cin en uygun TTP konsantrasyonu litrede 4 g olarak
tespit edilmistir (Cizelge 4.6). TTP’nin en uygun konsantrasyonunda 196 saatlik
inkiibasyonun sonunda en biiyiik c¢apli koloni (90 mm) 4. niger icin, en kiiciik ¢caph
koloni (36 mm) ise G. roseum icin Olciilmistiir. TTP konsantrasyonlarinin test

kiiflerinin koloni ¢aplarini istatistiki olarak 6nemli derecede etkiledigi belirlenmistir.

Cizelge 4.6. TTP’ nin farkli konsantrasyonlarinin agar besiyerinde gelistirilen test
kiiflerinin radyal biiyiime performanslarina etkisi

Test Kiifleri TTP Konsantrasyonu (g/1) / Koloni ¢cap1 (mm)

2 3 4 5 6 7
A.niger 43e 56d 86a 90a 85a 74b 6lc
P.chrysogenum  32d 40c 59ab 64a 55b 43¢ 33d
A.flavus 32e 42d 61b 72a 55¢ 46d 35e
C.echinulata 26¢ 37¢ 41ab 45a 36¢ 31d 24e
G.roseum 21c 31ab 35a 36a 28b 24bc 17d

" Bir satir icerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir.

4.5. TTP ve Diger Standart Peptonlarin Sivi Kiiltiirde Test Mikroorganizmalarim

Uretme Potansiyellerinin Karsilastirilmasi

TTP test mikroorganizmalarini iiretme giicii bakimindan diger standart peptonlarla
kargilagtirilmigtir.  Bunun i¢inde sivi kiiltiire katilan diger standart peptonlarin
konsantrasyonuda bakteriler ve mayalar i¢in litrede 5 ve kiifler i¢in de litrede 4 g olacak

sekilde ayarlanmstir.
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Bakterilerin farkli pepton besiyerlerinde biiyiime performanslar1 sekil 4.1 ve 4.2°de
gosterilmistir. Elde edilen sonuglar ayrica Cizelge 4.7°de 6zetlenmistir. Sonuglardan da
goriilebilecegi gibi L. delbrueckii subsp. bulgaricus hari¢ diger dort bakteri pepton
besiyerlerinin hepsinde iyi gelisme gostermistir. Biitiin besiyerlerinde en kotii hiicre
bliylimesi ise L. delbrueckii subsp. bulgaricus i¢in gozlemlenmistir. L. delbrueckii
subsp. bulgaricus i¢in en diisiik biyomass verimi (1,29 g/l) PP besiyerinde elde
edilmistir. En yliksek biyomas verimi B. subtilis (3,13 g/l) i¢cin TTP, S. aureus (2,83 g/
icin FP, X. campestris (2,69 g/1) i¢in PP, E. coli (2,72 g/1) ve L. delbrueckii subsp.
bulgaricus (2,03 g/l) i¢cinse TP besiyerinde elde edilmistir. E. coli ve S. aureus diger
besiyerleriyle karsilastirildiginda, TTP besiyerinde de yiiksek miktarda hiicre biyomasi
olusturmustur (sirastyla 2,64 g/l ve 2,57 g/l). Ozellikle, E. coli igin TTP ve TP
besiyerinde elde edilen biyomas verimleri arasindaki fark istatistiki olarak Onemsiz
bulunmustur. Ayrica, inkiibasyonun ilk 12 ve 24 saatlerinde E. coli ve S. aureus, TTP
besiyerinde ¢ok hizli gelisme godstermistir. Ornegin, E. coli'nin hiicre yogunlugu
inkiibasyonun ilk 12. saatinde TP ve TTP besiyerlerinde 600 nm dalga boyunda
sirasiyla 0,76 ve 0,79 absorbans vermistir. Inkiibasyonun 24. saatinde bu tiiriin TP ve
TTP besiyerlerindeki absorbanslarida sirasiyla 2,14 ve 2,09 olarak belirlenmistir.
Benzer sekilde inkiibasyonun 12. ve 24. saatlerinde S. aureus’ un TTP besiyerindeki
absorbanslar1 (sirasiyla 0,69 ve 2,09), FP besiyerindeki absorbanslarina (sirastyla 0,71

ve 2,16) ¢ok yakin bulunmustur.

L. delbrueckii subsp. bulgaricus biitin pepton besiyerlerinde inkiibasyonun ilk 24
saatinde zayif, inkiibasyonun 24 ile 36 saatleri arasinda ise iyi gelisme gostermistir.
Diger dort bakteri icinse, en hizli hiicre biiylimesi biitiin pepton besiyerlerinde,
inkiibasyon peryodunun 12 ile 24 saatleri arasinda gozlenmistir. L. delbrueckii subsp.
bulgaricus hari¢ diger dort test bakterisi icin pepton besiyerlerinin hepsinde
inkiibasyonun 36. saatinden sonra hiicre bliylimesi tamamen durmustur. L. delbrueckii
subsp. bulgaricus i¢inse hiicre biliylimesi biitiin besiyerlerinde 48. saate kadar devam

etmistir.
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Sekil 4.1. Farkli peptonlar iizerinde gelistirilen B. subtilis, E. coli ve S. aureus
bakterilerinin biiylime egrileri
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Sekil 4.2. Farkli peptonlar ilizerinde gelistirilen X. campestris ve L. delbrueckii subsp
bulgaricus bakterilerinin bityiime egrileri



33

Cizelge 4.7. TTP ve diger test peptonlarinin siv1 kiiltiirde gelistirilen test bakterilerinin
biyomas verimleri ilizerine etkisi

Test Test Maksimum Maksimum Final
bakterisi peptonu biyomas absorbans pH
(S glh miktari (g/1) (600 nm)
TTP 3,13a 2,69 4,64
. FP 3,02b 2,61 4,39
B. subtilis TP 2.75¢ 2,37 421
PP 2,37d 2,05 4,06
TTP 2,64a 2,28 4,42
E coli FP 2,28b 1,97 4,38
’ TP 2,72a 2,39 4,16
PP 2,09¢ 1,81 4,11
TTP 2,57b 2,22 5,16
S aureus FP 2,83a 2,44 4,87
TP 2,17¢ 1,87 4,73
PP 1,94d 1,68 4,71
TTP 1,96¢ 1,69 5,64
X, campestris FP 1,82d 1,57 5,58
TP 2,470 2,13 5,42
PP 2,69a 2,32 5,07
TTP 1,51c 1,31 4,12
L. delbrueckii subsp. FP 1,71b 1,48 4,07
bulgaricus TP 2,03a 1,75 3,84
PP 1,29d 1,18 3,76

" Bir siitun icerisindeki ayn1 harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir.

Sekil 4.3 ve 4.4’in yan sira Cizelge 4.8’den goriilebilcegi gibi test mayalarinin hepsi
pepton besiyerlerinin tamaminda gelisme gostermistir. En yiiksek biyomass verimine R.
glutinis (5,54 g/1) ve C. albicans (4,96 g/l) i¢in TTP, S. cerevisiae (5,07 g/1) ve C.
laurentii (5,26 g/1) i¢in FP, C. famata (5,03 g/1) iginse TP besiyerinde ulagilmigtir.

C.albicans i¢in TP besiyerinde elde edilen biyomas verimi (4,91 g/1) ile TTP
besiyerinde elde edilen biyomas verimi arasindaki fark istatistiki olarak Onemsiz
bulunmustur. Bununla birlikte, inkiibasyon 12 ve 24. saatlerinde C. albicans
hiicrelerinin TTP besiyerindeki yogunlugu TP besiyerindekinden daha yiiksek
Olclilmiistiir. 24 saatin sonunda C. albicans TTP besiyerinde 2,24, TP besiyerinde ise

1,96 absorbans olusturmustur. Diger taraftan, S. cerevisiae icin TTP besiyerinde de
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ylksek biyomas verimi (4,76 g/l) elde edilmistir. C. famata igin en diisiik biyomas
verimi TTP besiyerinde (4,22 g/I) bunu takibende FP besiyerinde (4,66 g/l)
kaydedilmigstir. Tam aksine, C. laurentii i¢in en yiiksek biyomas verimleri sirasiyla FP
ve TTP besiyerlerinde elde edilmistir (5,26 g/l ve 5,08 g/l). Bu tiir i¢in FP ve TTP

besiyerlerinde elde biyomas verimleri istatistiki olarak birbirine yakin bulunmustur.

Test bakterilerinde oldugu gibi pepton besiyerlerinin hepsinde en hizli maya biiyiimesi
inkiibasyon peryodunun 12 ile 24 saatleri arasinda gézlenmistir. Fakat test bakterilerinin
aksine (L. delbrueckii subsp. bulgaricus harig), test mayalarinda hiicre biiylimesi 48
saate kadar devam etmistir. Diger taraftan, yukarida da belirtildigi gibi C. albicans, TTP

besiyerinde inkiibasyonun ilk 12 saatinde de hizl1 biiylime performansi géstermistir.



35

R glutinis

Abgorbans (600 nm)

O albicans

Absorbang (600 nm)

S, cerevigiae

Abgorbans (600 nm)

12 24 36 48 60

Inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 4.3. Farkli peptonlar tizerinde gelistirilen R. glutinis, C. albicans ve S. cerevisiae
mayalarinin biiylime egrileri
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Sekil 4.4. Farkli peptonlar iizerinde gelistirilen C. famata ve C. laurentii mayalarinin
biiylime egrileri
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Cizelge 4.8. TTP ve diger test peptonlarinin sivi kiiltiirde gelistirilen test mayalarinin
biyomas verimleri {izerine etkisi

Test Test Maksimum Maksimum Final
mayasi peptonu biyomas absorbans pH
Sgh miktar (g/l) (600 nm)
TTP 5,54a 2,81 4,43
R. glutinis FP 4,66¢ 2,51 4,30
TP 5,19b 2,68 4,09
PP 4,28d 2,12 4,07
TTP 4,96a 2,51 4,61
C albicans TF 4,22b 2,14 4,56
TP 491a 2,49 4,12
PP 4,02¢ 2,04 4,09
TTP 4,76b 2,41 4,63
S.cerevisiae FP 5,07a 2,57 4,44
TP 4,51c 2,28 4,17
PP 4,08d 2,07 4,05
TTP 4,22¢ 2,14 4,18
C. famata FP 4,66b 2,36 4,18
TP 5,03a 2,55 4,09
PP 4,81ab 2,44 4,04
TTP 5,08a 2,57 4,76
C laurentii FP 5,26a 2,67 4,41
' TP 4,52b 2,29 4,38
PP 4,61b 2,34 4,13

" Bir sutun igerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamasizdir.

Test kiifleri i¢in farkli pepton besiyerlerinde elde edilen biyomas verimleri Sekil 4.5 ve
4.6’ nin yani sira Cizelge 4.9°de verilmistir. 4. niger icin en yiiksek biyomas verimine
TTP besiyeri (7,47 g/l1), bunu takibende FP besiyerinde (7,13 g/l) ulasilmigtir. Test
edilen pepton besiyerlerinin hepsinde en diisiik biyomas verimlerini G. roseum
vermistir. Bu test kiifii i¢cin en diisiik biyomas verimi TTP besiyerinde (4,52 g/1), bunu
takibende FP besiyerinde (4,97 g/lI) elde edilmistir. En yiiksek biyomas verimine
P.chrysogenum (6,98 g/l) i¢in FP, A. flavus (7,11 g/1) ve G. roseum (5,39 g/1) i¢in TP, C.
echinulata (7,06 g/1) iginse PP besiyerinde ulasilmistir. Diger pepton besiyerleriyle
karsilastinlldiginda P. chrysogenum ve A. flavus icin TTP besiyerinde de yliksek
biyomas verimleri (sirastyla 6,98 g/l ve 6,61 g/l) elde edilmistir. Hatta, P. chrysogenum
icin TTP ve FP besiyerinde elde edilen biyomas verimleri arasindaki fark istatistiki

olarak 6nemsiz bulunmustur.
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Pepton besiyerlerinin hepsinde test kiifleri i¢in en yliksek biliylime performansi
inkiibasyon peryodunun 48-96 saatleri arasinda (6zelliklede 48-72 saatleri arasinda)
gbzlenmistir. Ayni besiyerlerinde 96. saatten sonra kiif biiylimesi yavaslamis ve 144
saatlik inkiibasyonun sonunda da tamamen durmustur. Hatta, 196. saatte 144. saate
oranla biitiin besiyerlerinde biitiin test kiifleri i¢cin daha diisiik biyomas verimleri elde

edilmistir.

Test peptonlariin test kiiflerinin misel morfolojisi iizerine etkisi arastirildiginda ise
oldukga farkli sonuglara ulasilmistir (Cizelge 4.8). C. echinulata igin biitiin
besiyerlerinde yumak seklinde misel morfolojisi gozlenmistir. 4. niger ve A. flavus
pepton besiyerlerinin hepsinde tektipte pelet meydana getirmistir. G. Roseum ve P.
chrysogenum TTP ve FP besiyerlerinde tektipte, diger pepton besiyerlerinde ise tektipte

olmayan peletler olusturmustur.

Elde edilen tektip peletlerin hacmide her kiif i¢in her pepton besiyerinde genellikle
farklt bulunmustur. Tektip peletlerin hacmi A. niger icin TTP ve FP besiyerlerinde
ortalama 3 mm ¢apinda, diger besiyerlerinde ise 3 mm’den daha biiyiik bulunmustur. P.
chrysogenum ve A. flavus, TTP ve FP besiyerlerinde ortalama 2 mm c¢apinda, diger

pepton besiyerlerinde ise 2 mm’ den daha biiyiik tektip peletler meydana getirmistir.



39

Biyvomas (g/1)
(¥ = N

[

R chrysogenom

as (g/D)

L

Biyom

[ R

as (g/l)

Biyvom

O = 1 ] 1 1 1

24 48 72 96 120 144
Inkiibagyon siiresi (gaat)
Sekil 4.5. Farkli peptonlar tlizerinde gelistirilen 4. niger, P.chrysogenum ve A. flavus
kiiflerinin biiyiime egrileri
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Sekil 4.6. Farkli peptonlar iizerinde gelistirilen C. echinulata ve G. roseum kiiflerinin
bliyiime egrileri

Diger taraftan, Cizelge 4,7, 4,8 ve 4.9’den goriilebilecegi gibi test
mikroorganizmalarinin gelistirildigi biitiin besiyerlerinde final pH’ lar1 baglangi¢ pH’
larindan daha diisiik bulunmustur. Ornegin, baslangic pH’ lar1 7,3’ e ayarlanan TTP, FP,
TP ve PP besiyerlerininde B. subtilis gelistirildiginde bu besiyerlerinin final pH’ lari
sirastyla 4,64, 4,39, 4,21 ve 4,06 olarak Olclilmiistiir. Baglangic pH’ lar1 5,6’ ya
ayarlanan TTP, FP, TP ve PP besiyerlerinin pH’ larin1 A. niger sirasiyla 2,05, 2,01, 1,85
ve 1,81°e, R.glutinis ise yine sirasiyla 4,43, 4,30, 4,09 ve 4,07’ye diistirmiistiir. Bu
sonuclar ayrica en az pH degisimlerinin TTP ve FP besiyerlerinde meydana geldigini

gostermektedir.
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Cizelge 4.9. TTP ve diger test peptonlarinin sivi kiiltiirde gelistirilen test kiiflerinin
biyomas verimleri {izerine etkisi

Test Test Maksimum Misel Final pH
kiifii peptonu  biyomas morfolojisi
4 g/ miktar (g/l)
TTP 7,47a Tektip pelet (3 mm) 2,05
Aniger FP 7,13b Tektip pelet (3 mm) 2,01
' TP 6,48¢ Tektip pelet (4 mm) 1,85
PP 6,04d Tektip pelet (6 mm) 1,81
TTP 6,89a Tektip pelet (2 mm) 3,94
P.chrysogenum FP 6,98a Tektip pelet (2 mm) 3,91
’ TP 6,27b Tektip olmayan pelet 3,57
PP 5,42¢ Tektip olmayan pelet 3,67
TTP 6,61c Tektip pelet (2 mm) 3,83
FP 6,47c Tektip pelet (2 mm) 3,83
Aflavus TP 7,11a Tektip pelet (3 mm) 3,11
PP 6,88b Tektip pelet (4 mm) 3,21
TTP 6,32b Yumak 4,33
C echinulata FP 6,41b Yumak 4,29
' TP 6,06¢ Yumak 4,06
PP 7,06a Yumak 3,89
TTP 4,52¢ Tektip pelet (8§ mm) 5,11
G.roseum FP 4,97b Tektip pelet (8 mm) 5,08
' TP 5,39a Tektip olmayan pelet 4,75
PP 5,07b Tektip olmayan pelet 4,63

" Bir sutun icerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir.

4.6. TTP ve Diger Standart Peptonlarin Kati Kiiltiirde Test Mikroorganizmalarim

Uretme Potansiyellerinin Karsilastirilmasi

Siv1 kiiliirde oldugu gibi agar besiyerleri hazirlanirken de besiyerine katilan her
peptonun konsantrasyonu bakteriler ve mayalar i¢in litrede 5, kiifler i¢in de litrede 4 g’a
ayarlanmistir. Pepton besiyerlerinde gelistirilen test bakterileri ve mayalariin koloni

sayim iglemleri inkiibasyonun 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda gerceklestirilmistir.

Bakterilerin koloni sayimlariyla ilgili olarak elde edilen sonuglar Cizelge 4.10°de
verilmigtir. Cizelgede verilen sonuc¢lardan L. delbrueckii subsp. bulgaricus hari¢ diger

dort test bakterisinin, biitiin besiyerlerinde en fazla sayida koloniyi inkiibasyonun ilk 24
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saatinde olusturdugu goriilmektedir. Diger taraftan, sonuclar besiyerlerinin hepsinde
her test bakterisi i¢in en fazla sayida koloniye 72 saatlik inkiibasyonun sonunda
ulagildigin1 gostermektedir. Biitiin besiyerlerinde her ii¢ inkiibasyon peryodunda da
bakteri olarak en az sayida koloniyi L. delbrueckii subsp. bulgaricus meydana

getirmistir.

72 saatlik inkiibasyon peryodu sonunda maksimum sayida koloniye B. subtilis (83 x 10°
CFU/ml), S.aureus (70 x 108 CFU/ml) ve X. campestris (32 x 10* CFU/ml) i¢in sirasyla
TTP, FP ve PP besiyerlerinde ulasilmistir. Ayni inkiibasyon peryodu sonunda E.coli ve
L. delbrueckii subsp. bulgaricus bakterileri ise maksimum sayida koloniyi (sirasiyla 81
x 10° ve 110 x 10" CFU/ml) TP besiyerinde olusturmustur. Maksimum sayida koloni
E.coli i¢cin TP ve S. aureus iginse FP besiyerinde gdzlenmesine ragmen, bu iki bakteri
TPP besiyerinde de oldukega yiiksek sayida koloni meydana getirmistir. Hatta, 24 saatlik
inkiibasyon peryodunun sonunda S. aureus, FP besiyerine oranla TTP besiyerinde daha
fazla sayida koloni olusturmustur (sirastyla 30 x 10°® ve 34 x 10® CFU/ml). 24 saatlik
inkiibasyon peryodunun sonunda E.coli” nin TTP besiyerinde meydana getirmis oldugu
koloni sayis1 (38 x 10° CFU/ml), TP besiyerindekine (40 x 10° CFU/ml) istatistiksel
olarak son derece yakin bulunmustur. Gerek sivi gerekse kat1 kiiltiirde L. delbrueckii
subsp. bulgaricus’un gelistirilmesi i¢in PP hari¢ diger iki standart pepton’un TTP’ den
daha iyi substrat oldugu tespit edilmistir.

Diger taraftan 72 saatlik inkiibasyonun sonunda biitiin besiyerlerinde her bakteri igin
ortalama koloni ¢ap1 6l¢iilmiis ve sonuglar Cizelge 4.12°de verilmistir. B. subtilis igin
TTP, FP ve TP besiyerinde ortalama 4 mm, PP besiyerinde ise ortalama 3 mm c¢apl
koloniler gézlenmistir. E.coli i¢in biitiin besiyerlerinde ortalama 1 mm ¢apl koloniler
tespit edilmistir. S. aureus, TTP ve FP besiyerinde ortalama 3 mm, TP ve PP
besiyerinde ise ortalama 2 mm ¢apli koloniler meydana getirmistir. TTP besiyeri dahil
test edilen pepton besiyerlerinde en kii¢iik capli koloniler (<1 mm) L. delbrueckii subsp.

bulgaricus i¢in gézlenmistir.
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Cizelge 4.10. TTP ve diger standart peptonlarin kat1 kiiltiirde test bakterilerini {iretme
potansiyellerinin karsilagtirilmasi

Test Inkiibasyon Test peptonu / Koloni sayis1 (CFU/ml)
bakterisi siiresi (saat) TTP FP TP PP
24 44x10% 37x10° 36x10°b  34x10%
B.subtilis 48 71x10%a  69x10% 60x10°%  51x10°%
72 83x10% 80x10% 66x10°%  58x 10%
24 38x10°%a  34x10°% 40x10%  21x10%
E.coli 48 66 x10%b 62x10°%  72x10%  37x10%
72 75x10%  67x10%  81x10%  44x10%
24 34x10%a  30x10°% 26x10°%  131x10°d
S.aureus 48 55x10%a  59x10% 46x10%  226x10°c
72 62x 10  70x10%  51x10%  238x10°d
24 88x10°c  63x10'd 122x10'b  15x 10%
X.campestris 48 138x10°c  117x10'd  196x10'b 27 x 10%
72 160x10°c  123x 10’d  218x10’b 32 x 10%
L.delbrueckii 24 24x10"b 25x10b  36x10a 15x10'c
subsp. 48 78x 10’ 91x107a 94x10'a 46x10'c
bulgaricus 72 90x 10’c  98x10’b  110x10'a  54x 10’d

" Bir satir icerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir.

Test mayalarin koloni sayimlartyla ilgili sonuclar ise Cizelge 4.11 de verilmistir. Test
mayalarinin hepsi, biitlin besiyerlerinde en fazla sayida koloniyi inkiibasyonun 24- 48
saatleri arasinda olusturmus ve test bakterilerin de oldugu gibi her test mayasinin koloni
sayis1 inkiibasyonun 72 saatinde en yiiksek degere ulasmistir. Diger taraftan, C.
albicans inkiibasyonun ilk 24 saatinde de TTP besiyerinde olduk¢a yiiksek sayida
koloni meydana getirmistir. 72 saatlik biiylime peryodu sonunda en yiiksek koloni
sayilarina, R. glutinis (89 x 10° CFU/ml) ve C. albicans (63 x 10° CFU/ml) i¢in TTP,
S.cerevisiae (61 x 10° CFU/ml) ve C. laurentii (78 x 10° CFU/ml) i¢in FP, C. famata
(50 x 10° CFU/ml) i¢inse TP besiyerinde ulasilmustir.

C.laurentii ve S.cerevisiae mayalarida TTP besiyerinde ¢ok iyi geligme gostermistir.
C.laurentii i¢in en yiiksek koloni sayilarina FP besiyerinde ulasilmasina ragmen, bu
maya i¢in FP ve TTP besiyerlerinde elde edilen koloni sayilar1 arasindaki fark istatistiki
olarak O6nemsiz bulunmustur. C. famata i¢in en diisiik biiyiime performansi sivi

besiyerinde oldugu gibi agar besiyerinde de TTP ile kaydedilmistir.
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Cizelge 4.11. TTP ve diger standart peptonlarin kati kiiltiirde test mayalarini {iretme
potansiyellerinin karsilagtirilmasi

Test Inkiibasyon Test peptonu / Koloni sayis1 (CFU/ml)
Mayasi siiresi (saat) TTP FP TP PP
24 33x10°%2  20x10°b  30x10°a 20x 10°b
R.glutinis 48 80x10°a 56x10°b 76x10°a  44x10°b
72 89x10°a 61x10°c 83x10°b 51x10°d
24 27x10°a 17x10°bc  20x10°b  15x 10°c
C.albicans 48 56x10°a  47x10¢c  55x10°b  33x10°d
72 63x10°a  42x10> 60x10°a 37x10%c
24 20x10°b  24x10°%a  20x10°b 16 x10°c
S.cerevisiae 48 42x10°b  53x10°a  45x10°b  37x10%c
72 47x10°%¢ 61x10°a 52x10°b  39x10°d
24 11x10°c  15x10°b  19x10°a 15x10°b
C. famata 48 28x 10 36x10°b 42x10°a 37x10°b
72 32x10°c  40x10 50x10°a  44x10°b
24 20x 10>  33x10°a 19x10°c 22x10°¢
C.laurentii 48 69x10°a 68x10°a 42x10°c  49x 10°b
72 75x10°a  78x10°a  46x10°c  57x10°b

" Bir satir icerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir.

72 saatlik inkiibasyon peryodu sonunda test mayalarinin besiyerlerinde olusturmus
oldugu kolonilerin ortalama caplar1 Cizelge 4.12°de verilmistir. R. glutinis TTP ve TP
besiyerinde ortalama 5 mm c¢apli, PP ve FP besiyerinde ise ortalama 3 mm c¢aph
koloniler meydana getirmistir. C. albicans’ 1 kolonilerinin ¢aplar1 TTP ve TP
besiyerlerinde ortalama 4, diger iki pepton besiyerinde ise ortalama 3 mm olarak
Olclilmiistiir. S.cerevisiae, PP besiyerinde ortalama 3, digerlerinde ortalama 4 mm ¢apli
koloniler meydana getirmistir. C. laurentii i¢in biitiin besiyerlerinde ortalama 4 mm
capli koloniler gozlenmistir. C. famata TTP besiyerinde ortalama 2, diger pepton

besiyerlerinde ise ortalama 3 mm ¢apli koloniler olusturmustur.
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Cizelge 4.12. TTP ve diger standart peptonlarin test mayalar1 ve bakterilerinin koloni
caplari iizerine etkisi

Test peptonu / Koloni ¢cap1 (mm
Test bakterisi/mayasi pep cap1 (mm)

TTP FP TP PP
B.subtilis 4a 4a 4a 3b
E.coli la la la la
S.aureus 3a 3a 2b 2b
X. campestris 2b 2b 3a 3a
L.delbrueckii subsp. bulgaricus <1 <1 <1 <1
R.glutinis Sa Sa Sa 3b
C.albicans 4a 3b 4a 3b
S.cerevisiae 4a 4a 4a 3b
C.famata 2b 3a 3a 3a
C.laurentii 4a 4a 4a 4a

" Bir satir icerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir.

Pepton besiyerlerinde 196 saatlik inkiibasyon peryodu sonunda test kiiflerinin koloni
caplartyla ilgili olarak elde edilen sonuglar Cizelge 4.13° de verilmistir. 196 saatlik
inkiibasyon peryodu sonunda A. niger miselinin koloni ¢ap1 TTP ve FP besiyerlerinde
90 mm’ ye ulasarak petri yiizeyini tamamen kaplamistir. Aynmi inkiibasyon peryodu
sonunda bu tiiriin koloni ¢ap1 TP ve PP besiyerinde sirasiyla 78 ve 67 mm olarak
Olclilmiistiir. P. chrysogenum koloni ¢apt TTP ve FP besiyerinde 64, TP ve PP
besiyerinde ise 52 mm’ ye ulasmustir. 4. flavus i¢in maksimum koloni ¢ap1 TP (76 mm),
G.roseum iginse PP besiyerinde (48 mm) Olclilmiistiir. C.echinulata miselinin koloni
capt PP ve FP besiyerlerinde 51, TTP ve TP besiyerlerinde ise 45 mm olarak
belirlenmistir. Biitlin besiyerlerinde en diisiik koloni ¢aplar1 G.roseum igin goézlenmistir.
S1v1 besiyerinde oldugu gibi agar besiyerinde de G.roseum kiifii i¢in en diisiik bliyiime
performansina TTP neden olmustur. Dolayisiylada bu tiir i¢in en kiigiik koloni ¢ap1 (36

mm) TTP besiyerinde Sl¢iilmiistiir.

Biitiin pepton besiyerlerinde her test kiifii icin en hizli radyal biiylime performansi
inkiibasyonun 72-144 saatleri arasinda tespit edilmistir. 144. saatten sonra test

kiiflerinin koloni ¢aplarinda agar besiyerlerinde ¢ok fazla bir artis gdzlenmemistir.



46

Cizelge 4.13. TTP ve diger standart peptonlarin agar besiyerinde gelistirilen test
kiiflerinin biiyiime performanslari lizerine etkisi

Test Inkiibasyon Test peptonu / Koloni ¢ap1 (mm)
Kiifii siiresi (Saat) TTP FP TP PP
72 3la 30b 26¢ 24d
A.niger 144 70a Tla 65b 57¢c
196 90a 90a 78b 67c
72 22b 23a 18¢c 17d
P.chrysogenum 144 55a 52b 42d 45¢
196 64a 64a 52b 52b
72 26a 23b 26a 26a
A.flavus 144 65a 50d 59¢ 61b
196 72¢ 61d 76a 74b
72 15b 16a 16a 15b
C.echinulata 144 37¢c 44a 35d 39b
196 45b Sla 45b Sla
72 13c 16b 16b 18a
G.roseum 144 3lc 35b 35b 40a
196 36d 40c 45b 48a

" Bir satir icerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir.

4.7. Et, Siit, Su ve Toprak Orneklerindeki Toplam Aerobik Mikroorganizma
Sayilarinin TTP ve Diger Standart Peptonlarla Hazirlanan Besiyerleri Uzerinde

Belirlenmesi

Et, siit, toprak ve su Orneklerindeki aerobik mikroorganizmalarin sayimmi yapilirken,
besiyerine eklenen peptonun konsantrasyonu bakteriler ve mayalar icin litrede 5, kiifler
icin de litrede 4 g’ a ayarlanmustir. Et, siit, su ve toprak oOrneklerindeki aerobik
bakterilerin, farkli peptonlarla hazirlanan besiyerlerinde olusturmus oldugu koloni
sayilar1 Cizelge 4.14° de verilmistir. Cizelgeden de goriilebilegegi gibi her 6rnek icin
biitiin besiyerlerinde en yiiksek sayida bakteri kolonisine 72 saatlik inkiibasyon
sonucunda ulasilmistir. Diger taraftan, su 6rnegi hari¢ diger test drneklerinin hepsi en
fazla sayida bakteri kolonisini inkiibasyonun ilk 24 saatinde meydana getirmistir. Su
Oornegi icinse inkiibasyonun ilk 24 saatinde higbir besiyerinde koloni olusumu
goriilmezken inkiibasyonun 72. saatinin sonunda dort test besiyerinde de azda olsa

koloni meydana gelmistir.
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Su ornegi i¢in en yiiksek koloni sayilar1 sirasiyla TP (420 CFU/ml) ve TTP (410
CFU/ml) besiyerlerinde kaydedilmistir. Siit 6rnegi ise 72 saatlik inkiibasyon sonucunda
en fazla sayida bakteri kolonisi (167 x 10° CFU/ml) yine TP besiyerinde olusturmustur.
Ayrica, siit 0rnegi i¢in FP ve TTP besiyerlerinde de yiiksek sayida bakteri kolonisine
ulastlmistir (sirastyla 152 x 10° ve 148 x 10° CFU/ml).

72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda et 6rnegi i¢in en yliksek sayida bakteri kolonisi PP
besiyerinde (132 x 10° CFU/g ) bunu takibende TTP besiyerinde (116 x 10° CFU/g)
gbzlenmistir. Toprak 6rneginin pepton besiyerlerinde olusturmus oldugu koloni sayilari
karsilastirldiginda ise en yiiksek sayida bakteri kolonisinin TP (49 x 10° CFU/g), bunu
takiben de FP (45 x 10° CFU/g) besiyerinde meydana geldigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.14. Et, siit, su ve toprak 6rneklerindeki aerobik bakterilerin farkli peptonlarla
hazirlanan besiyerlerinde olusturmus olduklar1 koloni sayilari

- Inkiibasyon Test peptonu / koloni sayis1 (CFU/ml veya g)

Ornekler G esi (saat)y TTP FP TP PP
24 50x10°b  47x10°c  46x10°c  61x10°a

Et 48 94x 10  87x 10°c 79x10°d  111x10°a
72 116 x 10’ 108x10°¢c  93x10°d  132x10°a
24 18x 10%ab  21x10%  23x10%a  16x10%

Toprak 48 33x10°%  39x10%  42x10%a  28x10%
72 38x 10%  45x10%  49x10%  33x10%
24 97x 10°b 96 x 10°b 105x 10°a  79x 10°c

Siit 48 148x 10°b  152x 10>  167x10°a 128 x 10°c
72 189x 10°b  196x10°b 214x10°a 157 x 10°¢c
24 Uy Uy 16)' Uy

Su 48 31 x 10b 17 x 10d 36 x 10a 24 x 10c
72 41 x 10a 28 x 10c 42 x 10a 37 x 10b

" Bir satir icerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir. UY: Ureme yok

Cizelge 4.15’den goriilebilecegi gibi, su ornegi hari¢ diger drneklerin hepsi pepton
besiyerlerinde en fazla sayida maya kolonisini inkiibasyonun 24 ile 48 saatleri
olusturmustur. Su Ornegi ise sadece inkiibasyonun 48 ile 72 saatleri arasinda pepton

besiyerlerinde koloni meydana getirmistir.
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Et Ornegi biitiin besiyerlerinde birbirine yakin sayida maya kolonisi meydana
getirmistir. Bununla birlikte, ayn1 6rnek icin en yiiksek ve birbirine esit sayida maya
kolonisi (16 x 10> CFU/g) TTP ve FP besiyerlerinde gozlenmistir. Siit drnegi en fazla
say1da maya kolonisini (24 x 10° CFU/ml) TP besiyerinde, bunu takinbende sirasiyla FP
(22 x 10° CFU/ml) ve TTP besiyerlerinde (19 x 10° CFU/ml) olusturmustur. Diger
taraftan, inkiibasyonun ilk 24 saatinde siit 6rnegi TP, FP ve TTP besiyerlerinde esit
sayida koloni (9 x 10° CFU/ml) meydana getirmistir. Toprak Ornegi i¢in en yliksek
sayida maya kolonisi FP ve TP besiyerlerinde gozlenmistir (sirasiyla 34 x 10* ve 29 x
10* CFU/g). Bununla birlikte, toprak érnegi TTP besiyerinde de oldukea yiiksek sayida
koloni meydana getirmistir (28 x1 0 CFU/g).

Su oOrnegindeki mayalarin sayim islemleri ig¢inse suyun hi¢ seyreltilmemis hali
kullanilmistir. Buna ragmen pepton besiyerlerinin hepsinde ¢ok az sayida maya kolonisi
meydana gelmistir. TTP ve FP besiyerlerinde 40 CFU/ml, TP ve PP besiyerlerinde ise
20 CFU/ml koloni say1si elde edilmistir.

Cizelge 4.15. Et, siit, su ve toprak Orneklerindeki mayalarin farklt peptonlarla
hazirlanan besiyerlerinde olugturmus olduklar1 koloni sayilari

v Inkiibasyon Test peptonu/ koloni sayis1 (CFU/ml veya

Ornekler oo (sZat) TTP . pFP T? ( PP yag)
24 7x10°a  5x10°ab 4x10°b 3x10°b

Et 48 15x10%a  14x10°a 12x10°b 12x10°b
82 16x10°%a  16x10°a 12x10°b 14x10%ab
24 9x10*b  14x10% 11x10%b 10x10%b

Toprak 48 19x10%  31x10%a  24x10% 21x10%
72 28x10%b  34x10*%a  29x10% 25x10%
24 9x10°a  9x10°a 9x10°a 4x10°b

Siit 48 19x10°%a  19x10°a  21x10%a 11x10°b
72 19x10°b  22x10%a  24x10%a 14x10°c
24 Uy Uy Uy UY

Su 48 6)' Uy 18)'% 10)
72 4x10a 4x10a 2x10b 2x10b

" Bir satir icerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir. UY: Ureme yok
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Test orneklerindeki kiiflerin pepton besiyerlerinde olusturmus oldugu koloni sayilari
Cizelge 4.16°da verilmistir. Et Ornegi en fazla sayida kiif kolonisini FP ve TTP
besiyerlerinde meydana getirmis ve bu besiyerlerinde elde edilen koloni sayilarida
birbirine esit bulunmustur (23 x 10° CFU/g). Aym1 drnek en az sayida kiif kolonisini (16
x 10° CFU/g) TP besiyerinde olusturmustur. Toprak 6rnegi icinde en fazla sayida koloni
olusumu sirasiyla FP (48 x 10° CFU/g), TP (44 x 10° CFU/g), TTP (42 x 10° CFU/ g) ve
PP (31 x 10° CFU/g) besiyerlerinde gzlenmistir. Siit 5rnegi en fazla sayida koloniyi TP
(34 x 10* CFU/ml), bunu takibende FP (32 x 10> CFU/ml) besiyerinde olusturmustur.
Mayalar da oldugu gibi test kiiflerinin sayim islemlerinde de suyun hi¢ seyreltilmemis
hali kullanilmistir. Su 6rnegi i¢in en fazla ve birbirine esit sayida kiif kolonisine (6 x 10
CFU/ml) TTP ve FP besiyerlerinde ulasilmistir. Pepton besiyerlerinin hepsinde kiif
koloni sayisindaki artig inkiibasyon peryodunun 72 ile 144 saatleri arasinda en fazla
olmustur. Biitliin besiyerlerinde koloni sayilar1 196 saatlik inkiibasyon peryodunun

sonunda en yiiksek degerlere ulasmistir.

Cizelge 4.16. Et, siit, su ve toprak orneklerindeki kiiflerin farkli peptonlarla hazirlanan
besiyerlerinde olusturmus olduklar1 koloni sayilari

- Inkiibasyon Test peptonu / koloni sayis1 (CFU/ml veya g)

Ornekler siiresi (saat)  TTP FP TP PP
72 7x10%a 4x10°b 5x10%ab 3x10%b

Et 144 19x10%a 18x10%a 14 x10%b 15x10%b
196 23x10%a 23x10%a 16x10°%c 19x10°b
72 14x10% 22x10°a 17x10°b 12x10%d

Toprak 144 31x10°c  46x10%a 39x10°b 25x10°d
196 42x10°b 48x10°a 44x10°b 31x10°c
72 10x10%ab  11x10°a 12x10°a 8x10°b

Siit 144 21x10%b 25x10%a 27x10%a 18x10°b
196 26x10%b 32x10%a 34x10%a 20x10°%c
72 100 10)'% 10)'% 10)'%

Su 144 5x10a 5x10a 2x10b 2x10b
196 6x10a 6x10a 3x10b 3x10b

" Bir satir icerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir. UY: Ureme yok
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4.8. TTP ve Diger Standart Peptonlarin Yarah (Injured) ve Yaralanmams Test

Mikroorganizmalarim Uretme Potansiyellerinin Karsilastiriimasi

TTP’nin yaralanmis mikroorganizmalarin iyilestirilmesinde kullanilabilirligini ortaya
cikarmak icin ilk olarak TTP’ in en uygun konsantrasyonu belirlenmistir. Bunun i¢inde
test mikroorganizmalarinin (test bakterileri ve mayalar1) normal ve yaralanmis fertleri
TTP’ nin farkli konsantrasyonlar1 ile zenginlestirilmis TSA besiyerleri lizerine ylizey
ekimi yontemiyle yayilmistir. 72 saatlik inkiibasyon sonunda agar besiyerlerinde gelisen
koloniler sayilmistir. Agar besiyerlerine ekim yapilirken mikroorganizmalarin gerek
normal gerekse yaralama islemine tabi tutulan fertlerinin dilisyon &rnekleri

hazirlanmustir.

Yaralama islemine tabi tutulan test bakterilerinin ve mayalarmin TTP’ nin farkl
konsantrasyonlarinda meydana getirmis oldugu koloni sayilari sirasiyla Cizelge 4.17 ve
4.18°de verilmistir. Gerek 1s1 gerekse soguk soku uygulamasinin biitiin test bakterileri
ve mayalarmin koloni sayilarinda 6nemli derecede diisiislere neden oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuclar ayrica soguk sokuna oranla 1s1 sokunun, L. delbrueckii subsp.
bulgaricus hari¢ biitiin test bakterileri ve mayalarininda daha fazla hasar

olusturdugunuda ortaya ¢ikarmustir.

Is1 soku uygulanmasindan en az etkilenen test mikroorganizmasi L. delbrueckii subsp.
bulgaricus olarak belirlenmistir. Fakat, 1s1 soku uygulamasinin aksine soguk soku
uygulamasi bu tiiriin fertlerinde de énemli derecede hasara neden olmustur. Ornegin,
TSA besiyerinde L. delbrueckii subsp. bulgaricus’ un normal ve 1s1 soku uygulanmig
fertleri sirastyla 36 x 10® ve 31 x 10® CFU/ml sayida koloni meydan getirirken, ayni
tiirlin soguk soku uygulanmis fertlerinin bu besiyerinde olusturmus oldugu koloni sayisi
sadece 78 x 10° CFU/ml de sinurli kalmustir. L. delbrueckii subsp. bulgaricus™u takiben
B.subtilis’ inde 151 soku uygulamasindan ¢ok az etkilendigi goriilmiistiir. Diger taraftan,
soguk soku uygulamasindan en az etkilenen test bakteriside B.subtilis olarak
belirlenmistir. TSA besiyerinde B.subtilis’in normal fertleri 45 x10°, 151 ve soguk soku

ile yaralanmis fertleri ise sirastyla 56 x 107 ve 112 x 10’ CFU/ml koloni olusturmustur.
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Hem 1s1 hemde soguk soku uygulamasindan en az etkilenen test mayasi1 R.glutinis, en
fazla etkilenen test mayas1 ise C.albicans olmustur. Test mayas1 R.glutinis’in normal
fertleri, 1s1 uygulanmis fertleri ve soguk soku uygulanmis fertleri TSA besiyerinde

sirastyla 32 x 10°, 30 x 10 ve 76 x 10" CFU/ml koloni meydan getirmistir.

Cizelgelerden de goriilebilecegi gibi test bakterilerinin ve mayalarinin normal gerekse
yaralama islemine tabi tutulmus fertleri TTP ilave edilmis TSA besiyerlerinde daha
fazla sayida koloni meydana getirmistir. Bununla birlikte test mikroorganizmalarinin
yaralanmig fertleri i¢in en uygun TTP konsantrasyonu 3 g, yaralanmis fertleri i¢inse 2 g
bulunmustur. Ornegin, E.coli’ 151 sokuyla yaralanms fertleri 2 g TTP ilavesi yapilan
TSA besiyerinde 97 x 10°, 1 ve 3 g TTP ilavesi yapilan TSA besiyerinde ise sirasiyla 48
x 10%ve 61 x 10° CFU/ml koloni meydana getirmistir.

Cizelge 4.17. Yaralanmis test bakterileri tizerine TTP’ nin farkli konsantrasyonlarinin
etkisi

. Islem Besiyeri / Koloni sayis1 (CFU/ml)

Test Bakterisi % i “TsA TSA+1g TTP TSA+2¢TTP TSA+3gTTP
N 45x10%c 67x10°b 84x10’a 88x10’a
B.subtilis [ 56x10’d  21x10% 74x10% 58x10%b
S 112x10°d ~ 272x10%a 96x10°b 73x10%
N 69x10°b  114x10°b 186 x10°a 192 x10%a
E.coli | 77x10°d ~ 48x10% 97x10% 61x10°b
S 36x10°d  41x107¢c 85x10’a 57x10"b
N 78x10°c  127x10°b 211x10°a 222x10°a
S. aureus I 33x10°d  104x107¢c 161x10"a 114x10"b
S 41x10°d  136x10'b 178x10"a 109x10¢
N 33x10°d  46x10°c 58x10°b 69x10°a
X.campestris I 93x10°b  78x10°d 116x10°a 83x10°
S 158x10°b  121x10% 196x10% 161 x10°b
1 delbrueckii N 36x102d 71X102c 91x10§b 98x10§a
subsp. bulgaricus | 31x105d 68x106b 88x106a 61x106c
’ S 78x10°b 41x10°d 88x10°a 57x10°¢

" Bir satir icerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir. N: Yaralama islemine tabi tutulmamus I: Is1 soku uygulanmis S: Soguk soku uygulanmis
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Cizelge 4.18. Yaralanmis test mayalar1 iizerine TTP’ nin farkli konsantrasyonlarinin
etkisi

Test Islem Besiyeri / Koloni sayis1 (CFU/ml)
mayasi tiric  TSA TSA+1g TTP TSA +2g TTP TSA +3g TTP
N 32x10% 46 x10% 57 x10% 61 x10%
R. glutinis 1 30x10%d 12x10°c 28x10%a 16x10°b
S 76x10% 21x10°b 39x10°a 20x10°b
N 24x10°%d 37x10% 44x10% 51x10%
C.albicans 1 17x10°d 6x10% 15x10% 10x10°b
S 33x10°d 12x10% 21x10% 16x10%b
N 24x10%d 31x10% 42x10% 49x10%
S.cerevisiae 1 20x10%c 4x10*be 18x10% 6x10%b
S 41x10%¢ 12x10%b 27x10% 12x10%b
N 20x10°d 27x10% 35x10°b 39x10°%
Cfamata 1 17x10°b 4x10%b 11x10% 4x10%b
S 33x10°c 5x10%bc 16x10% 7x10%b
N 28x10°% 41x10%d 51x10% 57x10%
C.laurentii 1 24x10%d 9x10% 22x10% 15x10%b
S 66x10°c 18x10*b 32x10%a 19x10*b

" Bir satir icerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir. N: Yaralama iglemine tabi tutulmamus I: Is1 soku uygulanmis S: Soguk soku uygulanmis

TTP ve diger standart peptonlarin yaralanmis maya ve bakterilerin iyilestirilmesindeki
giiciinii ortaya c¢ikarmak i¢in her test peptonu TSA’ya 2 g olarak eklenmistir.
Yaralanmis ve yaralanmamis test bakterilerinin ve mayalarinin TTP ve diger standart

pepton besiyerlerinde olusturmus olduklar1 koloni sayilar1 Cizelge 4.19° da verilmistir.

Yaralanmis test mayalar1 ve bakterileri (L. delbrueckii subsp. bulgaricus bakterisinin 1s1
sokuna maruz birakilmis fertleri hari¢) inkiibasyonun ilk 24 saatinde besiyerlerinin
hig¢birinde koloni olusturmamustir. L. delbrueckii subsp. bulgaricus’ un 1s1 gokuna maruz
birakilmis fertleri inkiibasyonun ilk 24 saatinde besiyerlerinin hepsinde koloni meydana

getirmistir.

L. delbrueckii subsp. bulgaricus dahil test bakterilerinin yaralanmig fertleri
besiyerlerinin hepsinde en fazla sayida koloniyi inkiibasyonun 24 ile 48 saatleri arasinda
olusturmustur. Bu bakterilerin normal fertleri ise en fazla sayida koloniyi inkiibasyonun

ilk 24 saatinde meydana getirmistir.
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Test mayalarinin normal fertleri en fazla sayida koloniyi inkiibasyonun 24 ile 48,
yaralanmig fertleri ise inkiibasyonun 48 ile 72 saatleri arasinda olusturmustur. Diger
taraftan, test mayas1 C.albicans’ m yaralanmig fertleri sadece inkiibasyonun ilk 24
saatinde degil ayn1 zamanda 24 ile 48 saatleri arasinda da FP ve PP besiyerinde koloni

meydana getirmemistir.

Test bakterilerinin ve mayalarinin gerek yaralanmis gerekse normal fertlerinin
besiyerlerinde olusturmus oldugu koloni sayilar1 72 saatlik inkiibasyon sonunda en

yiiksek degerlere ulagmustir.

TSA besiyerinin peptonla zenginlestirilmesi test mikroorganizmalarinin gerek normal
gerekse yaralanmis fertlerinin koloni sayilarinda artisa neden olmustur. Ornegin,
S.auresus’ un normal fertleri TSA, TSA+TTP, TSA+FP, TSA+TP ve TSA+PP
besiyerlerinde sirastyla 78x10°, 211x10°, 249x10°, 196x10° ve 147x10° CFU/ml, 1s1
soku ile yaralanmus fertleri ise yine ayni besiyerlerinde sirastyla 33x10°, 161x10’,

186x107, 149x10” ve 117x10” CFU/ml sayida koloni meydana getirmistir.

Test bakterisi olan B. subtilis’in gerek 1s1 gerekse soguk soku ile yaralanmig fertlerinin
iyilestirilmesi ve koloni sayimlarinin gercgeklestirilmesinde en iyi sonu¢ TTP ile elde
edilmistir. Bu bakterinin 1s1 soku ile yaralanmis fertleri TSA+TTP, TSA+FP, TSA+TP
ve TSA+PP besiyerlerinde sirasiyla 74x10%, 70x10%, 50x10® ve 36x10° CFU/ml, soguk
soku ile yaralanmis fertleride 96x10%, 91x10°, 65x10® ve 47x10° CFU/ml koloni

meydana getirmistir.

Yaralanmis E.coli ve L.delbrueckii subsp. bulgaricus fertleri i¢in en yiiksek koloni
sayilarma TP ile zenginlestirilmis TSA besiyerinde ulasilmistir. Ornegin, E.coli’ nin 1s1
soku ile yaralanmis fertlerinin TSA+TTP, TSA+FP, TSA+TP ve TSA+PP
besiyerlerinde olusturmus olduklar1 koloni sayilar1 sirastyla 97 x 10°, 82 x 10°, 112x 10°

ve 62 x 10° CFU/ml olarak belirlenmistir.
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Gerek 1s1 gerekse soguk soku ile yaralanmis S.aureus ve X. campestris fertlerinin
tyilestirilmesi i¢in en uygun besiyerlerinin sirastyla TSA+TP ve TSA+PP oldugu tespit
edilmistir. Diger taraftan, E.coli ve S.aureus’ un normal ve yaralanmis fertleri

TSA+TTP besiyerinde de oldukea iyi gelisme gostermistir.

Yaralanmis veya yaralanmamis R. glutinis ve C. albicans fertleri en fazla sayida
koloniyi TSA+TTP besiyerinde meydana getirmistir. Ornegin, TSA+TTP ve TSA+TP
besiyerlerinde 151 soku ile yaralanmis R. glutinis fertleri sirasiyla 28 x 10* ve 27 x
10°*CFU/ml, C. albicans fertleri ise yine aym besiyerlerinde sirasiyla 15 x 10* ve 14 x
10* CFU/ml sayida koloni olusturmustur. Yaralanmis veya yaralanmamis S.cerevisiae
ve C.laurentii fertleri i¢in en iyi besiyeri olarak TSA+FP, C.famata fertleri iginse
TSA+TP bulunmustur.

Test mikroorganizmalariin saf kiiltiirlerinde oldugu gibi et, siit, toprak ve su
orneklerindeki mikroorganizmalarda her iki yaralama isleminden olumsuz etkilenmistir.
Yaralama islemleri sonucunda, test ornekleri inkiibasyon peryodunun ilk 24 saatinde
pepton besiyerlerinin hi¢ birinde koloni olusturmamistir. Hatta, su Ornegindeki
yaralanmis mikroorganizmalar inkiibasyonun ilk 48 saatinde de pepton besiyerlerinde
koloni meydana getirmemistir. Ayrica, saf kiiltiirlerde oldugu gibi, bu 6rnekler i¢indeki
mikroorganizmalarda 1s1 soku uygulamasindan daha fazla hasar gormiistiir. Ornegin, et
ornegi 1s1 ve soguk soku uygulamalari sonucunda TSA+TTP besiyerinde sirasiyla
50x10* ve 102x10° CFU/ g sayida bakteri kolonisi olusturmustur. Benzer sekilde, 1s1 ve
soguk soku uygulamalarina maruz birakilan toprak Ornegi TTS+TTP besiyerinde

sirastyla 43x10° ve 61x10° CFU/g sayida maya kolonisi meydana getirmistir.
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Cizelge 4.19. Yaralanmis test bakterilerinin TTP ve diger standart peptonlar iizerinde
olusturmus oldugu koloni sayilari

Test bakterisi islem inkiibasyon Besiyeri/ Koloni sayis1 (CFU/ml)
tiirii siiresi (saat) TSA TSA+TTP TSA+FP TSA+TP TSA+PP
24 27x10%c  45x10°a 43x10°a  33x10°b  29x10°bc
N 48 40x10°d  70x10°a 70x10°a  60x10°b  50x10°c
72 45x10°d  84x10°a 82x10°a 68x10°b  57x10°c
24 Uy Uy [60% [60% Uy
B. subtilis I 48 33x10’d  40x10% 38x10%a  35x10°b  32x10%
72 56x10’d  74x10% 70x10%a  50x10°b  36x10%
24 Uy Uy [60% [60% Uy
S 48 84 x10’e  78x10% 72x10%b  49x10%¢  36x10%d
72 112x10°e  96x10%a 91x10%  65x10%  47x10%d
24 34x10%  102x10°b  86x10°c  121x10°a 71x10°d
N 48 58x10%  164x10°b  142x10°c  176x10°a 101x10°d
72 69x10°%  186x10°b  167x10°c  198x10°a 125x10°d
24 UY Uy Uy Uy Uy
E. coli I 48 57x10°%¢  79x10°%0  71x10°% 88x10°% 50 x10°d
72 77x10°%¢  97x10°  82x10°  112x10°%a 68x10°d
24 UY Uy Uy Uy Uy
S 48 21x10%  61x10"b 47x10°c 89x107a 35x10'd
72 36x10%  85x10b 68x10'c  102x10’a 53 x10'd
24 42x10°d  143x10°a  152x10°a 122x10°b  96x10°c
N 48 65x10%  192x10°b  212x10°a 172x10°c  119x10°d
72 78x10%  211x10°b  249x10°a 196x10°c  147x10°d
24 UY Uy Uy Uy Uy
S. aureus I 48 19x10°d 96 x10'b 122x10'a  96x10'b  82x10’c
72 33x10% 161 x10’b  186x10’a 149x10’c 117x10’d
24 UY Uy Uy Uy Uy
S 48 27x10%  104x10°c  156x107a 119x10'b 89 x10’d
72 41x10%  178x10’b  212x10’a 161x10’c  135x10’d
24 18x10°d  25x10%c 22x10%cd  39x10°b  45x10°a
N 48 25x10°d  44x10%c 39x10°c  67x10°b  80x10°a
72 33x10°d  58x10% 56x10°c  85x10°b  97x10°a
24 UY UY Uy Uy Uy
X. campestris 1 48 75x10%¢  75x10°% 62x10°d  98x10°b  144x10°
72 93x10% 116x10°%  106x10°d 178x10°b 201x10°a
24 UY UY Uy Uy Uy
S 48 107x10°¢  128x10°%  109x10°d 176x10°b 195x10°a
72 158x10°¢  196x10°%  141x10°d 231x10°b 272x10°a
24 19x10%  49x10°c 61x10°b  75x10%a  29x10%d
N 48 27x10%  82x10°c 108x10°b  121x10% 52x10%d
72 36x10%  91x10% 122x10%b  144x10%a  67x10%d
L. delbrueckii 24 8x10% 22x10% 39x10°b  49x10%a  15x10%d
subsp. I 48 21x10%  61x10% 87x10°b  98x10%  49x10°d
bulgaricus 72 31x10°%d  88x10°  112x10%a 120x10%a 54x10%
24 UY Uy Uy Uy Uy
S 48 42x10°d  61x10°% 72x10°  93x10%  55x10%
72 78x10°d  88x10°bc  97x10°b  115x10°%a 81x10%

" Bir satir icerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir. UY: Ureme yok N: Yaralama islemine tabi tutulmamis I: Is1 soku uygulanmis S: Soguk
soku uygulanmis
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Cizelge 4.20. Yaralanmis test mayalarin TTP ve diger standart peptonlar iizerinde
olusturmus oldugu koloni sayilari

Test mayas: Islem Inkiibasyon Besiyeri/ Koloni sayis1 (CFU/ml)
tiiri Siiresi (saat) TSA TSA+TTP TSA+FP TSA+TP TSA+PP
24 9x10% 16x10% 12x10°%  15x10%  11x10%
N 48 27x10%  45x10° 39x10°b  45x10%  39x10°
72 32x10°d  57x10% 49x10°  55x10°%  40x10°
24 Uy Uy Uy Uy UY
R.glutinis I 48 13x10°d  16x10°a 9x10°b 14x10°a  5x10°c
72 30x10°d  28x10°a 22x10°b  27x10°a  14x10°c
24 Uy Uy Uy Uy UY
S 48 30x10%  16x10°a 11x10°b  15x10°a  9x10°b
72 76x10°d  39x10°a 30x10°b  37x10°a  20x10°c
24 7x10% 17x10% 9x10°%c 11x10°b 11 x10°
N 48 20x10°%  38x10° 27x10°%  36x10% 26 x10°
72 24 x10°% 44 x10% 33x10°  41x10% 27 x10%
24 Uy Uy [60% Uy UY
C. albicans 1 48 4x10% 6x10%a UY 4x10%a UY
72 17 x10°c 15 x10%a 11x10°6  14x10%a  10x10%
24 Uy Uy Uy Uy UY
S 48 15x10°c  9x10%*a 4x10%b 8x10%a 2x10%be
72 33x10°d  21x10% 16x10°6  19x10%ab 12x10%
24 8x10% 17x10°b 24x10°%  19x10°b  17x10°b
N 48 20x10°d 38 x10°% 56x10°% 50x10°b  36x10°
72 24 x10% 42 x10° 64 x10°% 55x10°b 36 x10%d
24 Uy Uy Uy Uy UY
S. cerevisiae | 48 8x10°c  7x10% 11x10%a 12x10%a  6x10%
72 20x10°e 18 x10% 23x10%  27x10%a  15x10%d
24 Uy Uy Uy Uy UY
S 48 18 x10°d  12x10%b 14x10%ab 16x10%a  8x10%
72 41x10°e  27x10% 34x10°b  38x10%a  21x10*d
24 7x10% 16x10°b 22x10%  17x10°  13x10°d
N 48 16x10°d  29x10° 39x10°%  36x10°%b  30x10°
72 20x10°%  35x10°g 46x10°%  41x10*d  38x10%d
24 Uy Uy Uy Uy UY
C. famata I 48 7x10°d  5x10% 11x10°c  8x10%a 4x10™b
72 17 x10°¢  11x10*d 23x10%  19x10°b  14x10%
24 Uy Uy Uy Uy UY
S 48 13x10°d ~ 7x10% 15x10%a  12x10%°b  9x10%
72 33x10%  16x10%d 33x10%a  27x10°b  20x10%
24 10x10°d  19x10°b 23x10%  20x10%b  16x10°
N 48 23x10°%  44x10°b 50x10°%  45x10%b 48x10°
72 28x10°%  51x10°b 59x10°%  48x10°%b  55x10°ab
24 Uy Uy Uy Uy UY
C. laurentii 1 48 7x10°bc  9x10%ab 12x10%a  5x10% 9x10%ab
72 24 x10°d  22x10%b 26x10%a  16x10°%c  20x10%b
24 Uy Uy Uy Uy UY
S 48 28x10°d  14x10%a 16x10%a 7 x10% 11x10%b
72 66 x10°d  32x10%b 40x10%a  26x10°%¢  31x10%b

* Bir satir igerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir. UY: Ureme yok N: Yaralama islemine tabi tutulmamis I: Is1 soku uygulanmis S: Soguk
soku uygulanmis
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Cizelge 4.21. Et, siit, toprak ve su drneklerindeki yaralanmis bakterilerin TTP ve diger
standart peptonlar iizerinde olusturmus oldugu koloni sayilari

Test  islem Inkiibasyon

Besiyeri/ Koloni sayis1 (CFU/ml veya g)

ornegi tiirii  siiresi (saat) TSA TSA+TTP TSA+FP TSA+TP TSA+PP
24 16x10°d 33 x10°%  25x10°% 29 x10°%bc 38 x10%
N 48 30x10°d  59x10%  42x10°% 50x10° 60 x10%
72 35x10%  63x10°b 49x10°d  55x10°c  70x10%
24 Uy Uy 10 18) Uy
Et I 48 57x10°c  28x10% 23x10%b  24x10°b  30x10%a
72 103x10°d  50x10% 43x10%  47x10%bc  54x10%*a
24 Uy Uy Uy Uy Uy
S 48 65x10*d  59x10°b 50x10°c  54x10°bc  76x10°a
72 121x10%  102x10°d  89x10°d  95x10°c  128x10°a
24 17x10°%e  24x10%c 20x10°b  32x10°a  21x10°d
N 48 27x10%c  39x10’b 45x10°a  47x10°a  36x10’b
72 31x10°d  42x10%¢c 48x10°b  52x10°a  40x10%c
24 Uy [0)'% 18) 18) Uy
Toprak I 48 76x10°¢  20x10° 25x10b  29x10°%a  16x10°d
72 147x10°d  33x10% 37x10°b  48x10%a  30x10%
24 Uy Uy 10)'% [0)'% Uy
S 48 90x10%  109x10’c  116x10’b  140x10’a  102x10°d
72 176x10°d  152x10b  155x10'b  164x10’a  141x10c
24 32x10°d  43x10% 51x10°b  59x10%a  40x10%
N 48 60x10°d  70x10% 92x10°b  109x10%a  75x10%
72 67x10°d  83x10% 106x10°  125x10%  78x10%
24 Uy [0)'% Uy Uy Uy
Siit I 48 75x10°c  40x10% 48x10%  53x10%a  37x10%
72 147x10°c  76x10% 89x10"b  97x10%a  65x10%d
24 UY Uy 10)'% 10)'% Uy
S 48 98x10%¢  60x10% 73x10%b  82x10%a  51x10%d
72 185x10°%¢  106x10*%  117x10*b  146x10%a 91x10%*d
24 Uy Uy 18 10) Uy
N 48 36x10c 59x10a 57x10a  38x10b 36 x10b
72 57x10¢ 71x10a 71x10a 63x10b 63x10b
24 Uy [0)'% Uy Uy Uy
Su I 48 Uy Uy Uy 18) Uy
72 15x10c 26 x10a 25x10a  20x10b 19 x10bc
24 UY Uy [0)'% 10)'% Uy
S 48 UY Uy [0)'% [0)'% Uy
72 24x10c 44 x10a 42x10a 29x10b 29 x10b

* Bir satir igerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir. UY: Ureme yok N: Yaralama islemine tabi tutulmamis I: Is1 soku uygulanmis S: Soguk

soku uygulanmis
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Cizelge 4.22. Et, siit, toprak ve su drneklerindeki yaralanmis mayalarin TTP ve diger
standart peptonlar iizerinde olusturmus oldugu koloni sayilari

Test Islem Inkiibasyon Besiyeri/ Koloni sayisi (CFU/ml veya g)
ornegi tiirii  Siiresi (saat) TSA TSA+TTP TSA+FP TSA+TP TSA+PP
24 13x10°c  20x10°a 17x10°  17x10°b  20x10°a
N 48 28x10°c  44x10°a 40x10°ab  36x10°b  43x10’a
72 32x10%  50x10% 49x10°a  41x10°b  44x10°b
24 18) 6)' 18)' 16)' Uy
Et I 48 3x10d  30x10a 27x10ab  22x10c  25x10b
72 12x10d  66x10a 61x10b  49x10c 53x10c
24 18) UY x10 18)' 16) Uy
S 48 19x10c  7x10%a 7x10%a 4x10°b 3x10%b
72 45x10c  17x10% 16x10%a 11x10°b 11x10%
24 14x10%c  21x10* 25x10%a  21x10°b  12x10%
N 48 36x10°d  49x10%b 61x10%a  53x10°b  43x10%
72 41x10%  53x10% 67x10%a  58x10"d  49x10*d
24 18)' 6)' 18)' 16)' Uy
Toprak I 48 8x10°d  19x10°c 24x10°b  30x10%a  17x10°c
72 18x10%  43x10°c 51x10°b  64x10°a  37x10%d
24 18)' Uy 18) UY 18)'
S 48 16x10°e  27x10°c 34x10°b  43x10°a  23x10°d
72 45x10°c  61x10°c 72x10°b  88x10°a  54x10°d
24 20x10°d  33x10°b 36x10°b  42x10°a 28 x10°c
N 48 55x10°d  74x10°b 74x10°b  89x10°a  62x10°c
72 61x10°d  81x10°b 83x10°b  96x10°a  70x10°c
24 18) Uy 18) 16)' Uy
Siit I 48 18x10e  42x10c 4x10°b 7x10%a 31x10d
72 57x10e  93x10c 13x10°b 16 x10°a  82x10d
24 18)' Uy 18) UY 18)'
S 48 36x10e  6x10% 16x10°b  23x10%a  3x10%d
72 94x10e  15x10% 40x10°b  48x10%a  11x10%d
24 18)' 6)' 18) Uy Uy
N 48 6x10b  9x10a 9 x10a 8§ x10ab 7 x10ab
72 7x10b 11x10a 11x10a  8x10ab 8x10ab
24 18) Uy 18) 16)' Uy
Su I 48 18) 6)' 18)' 16)' Uy
72 2x10b  6xl0a 6 x10a 4x10ab 3 x10b
24 18) Uy 18) UY 18)'
S 48 Uy 10)' 18) UY UY
72 4 x10b & x10a 7 x10a 6 x10ab 6 x10ab

* Bir satir igerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir. UY: Ureme yok N: Yaralama islemine tabi tutulmamis I: Is1 soku uygulanmis S: Soguk
soku uygulanmis
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Mikroorganizmalarin Genel Besin Thtiyaclar

Mikrobiyal hiicrelerin kuru agirhiginin ¢ogunlugu makroelementler olarak bilinen
karbon, oksijen, hidrojen, azot, kiikiirt, fosfor, potasyum, kalsiyum, magnezyum ve
demirden meydana geldigi ve bu elementlerden ilk altisininda (C, O, H, N, S ve P)
karbonhidratlarin, lipitlerin, proteinlerin ve niikleik asitlerin yapisina katildigi
bilinmektedir. Makroelementlerden olan C, hiicre yap1 eleman olarak islev gérmesinin
yanit sira hiicrelerde temel enerji kaynagi olarak da kullanilmaktadir. Organik
molekiillerde C, hidrojen ve oksijenle birlikte bulundugundan dolay1 organik molekiiller
C’ nun yanisira bu iki elementide mikroorganizmalara saglamaktadir. Azot (N)
aminoasitlerin, piirinlerin, pirimidinlerin, enzim kofaktorlerinin, baz1 karbonhidrat ve
lipidlerin sentezinde kullanilirken, fosfor (P) niikleik asitlerin, fosfolipitlerin, ATP’nin,
bir ¢ok kofaktdriin ve bazi proteinlerin yapisina katilmaktadir. Silfiir (S) sistein,
metiyonin, biyotin ve tiyaminin yani sira bazi1 karbonhidratlarin sentezi i¢in gereklidir.
Geriye kalan dort makroelement hiicrelerde katyon olarak bulunmakta ve bir¢ok rol
{istlenmektedir. Ornegin potasyum (K"), protein sentezinde gorev alan enzimler dahil
bir ¢ok enzimin aktivitesi i¢in gereklidir. Magnesium (Mg+2) bir ¢ok enzim igin
kofaktor olarak islev gormesi ve ATP ile kompleks yapmasinin yant sira ribozomlari ve
hiicre zarlarimi stabil hale getirme gibi 6zelliklere de sahiptir. Demir stokramlarin bir
kismin1 olusturur, elektron tasima proteinleri ve enzimler i¢in de bir kofaktdér olarak
islev goriir. Diger taraftan, Na elementide bir makroelement olarak kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, bu elemente mikroorganizmalarin hepsi degil sadece bazilari ihtiyag
duymaktadir. Makroelementlerin yan1 sira mikroorganizmalar manganez, ¢inko, kobalt,
molibden, nikel ve bakir gibi bazi mikroelementlere de ihtiya¢ duyabilmektedirler.
Mikroelementler enzimlerin ve kofaktorlerin bir parcasi olup, protein yapisinin
muhafaza edilmesine ve reaksiyonlarin katalizine yardim eder. Orne§in, manganez
(Mn"?) fosfat gruplariin transferini katalizleyen ¢ok sayida enzime yardim eder, kobalt

ise vitamin Bi,’ nin yapisina katilir (Brock ef al., 1994; Prescott et al., 2002).
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Bu dogrultuda, mikroorganizmalara yukarida bahsedilen elementleri saglamak icin bu
elementlerin tuzlar1 ya da bu elementleri igeren organik maddeler besiyerlerine
katilmaktadirlar. Ornegin, mikroorganizmalarin karbon ihtiyacin1 karsilamak icin
besiyerlerine genellikle glikoz, sukroz ve laktoz gibi sekerler ya da bu sekerleri igeren
melas, misir maserasyon s1visi ve peynir alti suyu gibi organik maddeler eklenmektedir.
Melas, misir maserasyon sivist ve peynir alti suyu mikroorganizmalara ayrica azotlu
bilesikleri, vitaminleri ve bazi makro ve mikro elementleride saglamaktadir (Hamano

and Kilikian 2006; Dhillon ef al., 2007; Aksu and Eren 2007; Josh et al., 2008).

Maya ekstrati, malt ekstratt ve pepton gibi maddeler yine besiyerlerinde organik azot
kaynagi olarak kullanilmaktadir. Ayrica, amonyum kloriir, amonyum siilfat ve sodyum
nitrat gibi inorganik tuzlarda mikroorganizmalarin azot ihtiyacin1 karsilamak igin
besiyerlerine katilmaktadir. Ozellikle, pepton bazi makro ve mikroelementleride
icerdiginden dolayr besiyerlerinde mineral elementlerin kaynagi olarak da
kullanilmaktadir. Makroelementler olan S, P, Mg, K, Ca ve Fe ile mikroelementler olan
Mn, Zn, Co ve Cu besiyerlerine ayrica MgSO,, KH,PO4, CaCl,, FeSO4, MnSOy,
CoS04, ZnSO4 ve CuSO4 gibi mineral tuzlar seklinde de katilmaktadir (Hwang et al.,
2003; Kurbanoglu and Kurbanoglu 2004; Kodam et al., 2005; Revankar and Lele 2007,
Mahanta et al., 2008).

5.2. Test Mikroorganizmalarinin Se¢imi

Tavuk tiiyli peptonunun mikroorganizmalarin yetistirilmesinde basta azot olmak tiizere
diger besinsel maddelerin bir kaynag1 olarak kullanilabilirligini kanitlmak icin, 5 tane
kiif, 5 tane bakteri ve 5 tanede maya test mikroorganizmasi olarak sec¢ilmistir. Test
mikroorganizmalarinin tibbi, endiistriyel veya biyoteknolojik agidan OGneme sahip

olmalarina dikkat edilmistir.

Aragtirmada kullanilan test bakterilerinden 3 tanesi (Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis ve Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus) gram pozitif, diger 2 tanesi ise

(Escherichia coli ve Xanthomonas campestris) gram negatiftir. Bu tiirler ig¢erisinde B.
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subtilis ve X. campestris aerobik, E. coli, S. aureus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus
fakiiltatif anaerobiktir. Yine bu bakterilerden B. subtilis spor olusturma oOzelligine
sahiptir. E. coli, B. subtilis, X. campestris ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus ¢ubuk, S.
aureus ise kok seklindedir (Bilgehan 1992; Kurbanoglu 1999; Kadota et al., 2000).

Test bakterilerinden B. subtilis mannaz, pektinaz, alfa amilaz ve proteaz gibi enzimlerin
yani sira Poly-y-glutamic acid, hyalunorik asit, biyosurfaktant ve karotenoid (Soares et
al., 2005; Chien and Lee 2007; Barros et al., 2008; Ahlawat et al., 2009; Rajagopalan
and Krishnan 2009; Yoshida et al., 2009; Yan et al., 2009; Chen et al., 2010), L.
delbrueckii subsp. bulgaricus ise linoleik asit, laktik asit ve polisakkarit iiretiminin
yanisira ekmek ve peynir yapiminda, yogurt starter kiiltiirlerin hazirlanmasinda
kullanilmaktadir (Chakraborty et al., 1999; Welman et al., 2003; Lin et al., 2005;
Soomro and Masud 2008; Plessas et al., 2008; Katechaki et al., 2010). En 6nemli bitki
potejnlerinden birisi olarak kabul edilen X. campestris’ de inililaz ve ksantan gun
tiretiminde kullanilmaktadir (Kadota et al., 2000; Kurbanoglu and Kurbanoglu 2007;
Naidoo et al., 2009).

E. coli rekombinant DNA teknolojisi i¢in hem bir ara¢ hemde {izerinde calisilan bir
nesnedir. Bakteriler icin bir model mekanizma olarak kabul edildiginden dolayzi,
bakterilerin  transkripsiyon, translasyon, restriksiyon ve replikasyon  gibi
mekanizmalrinin ~ ortaya  ¢ikarilmasinda ve  genetik  kodun = ¢oziilmesinde
kullanilmaktadir. E. coli ayrica rekombinant DNA teknolojisinin yardimiyla insan
insiilinin, enzimlerin ve antibiyotiklerin iiretiminde de kullanilmaktadir (Jones and
Fayerman, 1987; Kolisnychenko et al., 2002). Diger taraftan, besinlerden, sudan,
hastane ortamindan ve insandan insana bulasabilen E. coli insanlar {izerinde patojenite
gosterebilmekte ve Ozelliklede idrar yolu enfeksijonlarinin temel etkeni olarak
bilinmektedir. E. coli ayrica yeni dogan bebeklerde ve kiigiik ¢ocuklarda sepsise ve
menenjite de sebep olabilmektedir (Griffin 1995; Huang et al., 2002; Hagan and
Mobley 2007). Bu sebeplerden dolay1 E. coli biyoteknolojik, endiistrijel ve tibbi agidan

Onem tasimaktadir. Diger bir test bakterisi olan S. aureus besin zehirlenmelerinin
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yanisira, yiizeysel ve derin deri hastaliklarina, yumusak doku enfeksijonlarina ve

endokarditise neden olmaktadir (Wieneke ef al., 1993; Yoke-Kqueen ef al., 2006).

Simdiye kadar yapilan bircok calisma Aspergillus niger kiifiiniin tek hiicre proteini,
cesitli organik asitler (sitrik asit, oksalik asit ve glukonik asit) ve enzimler (glikoz
oksidaz, lipaz, selliilaz, iniilaz)’ in iiretiminde kullanilabilecegini gostermistir (Zayed
and Mostafa 1992; Kurbanoglu and Kurbanoglu 2004; Mandal and Banerjee 2005;
Singh et al., 2005; Kango 2008; Bankar et al., 2009, Sohail et al., 2009; Colin et al.,
2010). Test kiiflerinden Penicillium chrysogenum alfa amilaz, lipaz ve kitinaz gibi
enzimlerin yanisira penisilin antibiyotiginin (Chopra 1980; Ariyoa ef al., 1998; Patidar
et al., 2005; Balkan and Ertan 2007), Aspergillus flavus kojik asit ve aflatoksinin yani
sira  invertaz, heparinaz ve alfa amilaz gibi enzimlerin (Wilson and King 1995;
Rosfarizan et al., 1998; Matrai et al., 2000; Poorna and Neelesh 2001; Banga and
Tripathi 2009) iiretiminde kullanilabilegegi rapor edilmistir. Diger test kiiflerinden
Gliocladium roseum biyotranformasyon, biyokontrol ve gen ekspresyon ¢aligsmalarinin
yani sira hidrokarbon ve metabolit iiretiminde (Burgess and Keane 1997; Garcia-
Granados et al., 2001; Dong et al., 2006; Gan et al., 2007; Strobel et al., 2008),
Cunninghamella  echinulata ~ ise ~ gamma-linolenic  acid  iretiminde  ve
biyotransformasyon calismalarinda (Fakas et al., 2008; Xin et al., 2009, Pekala et al.,
2009) kullanilmaktadir.

Test mayalarindan Saccharomyces cerevisiae mannan, farnesol, etil alkol, etilen,
mandelik asit, ergasterol ve glutatyon (Roukas 1996; Li et al., 2007; Shang et al., 2007,
Pirkov et al., 2008; Liu et al., 2009, Muramatsu et al., 2009), Rhodotorula glutinis
fenilalanin, invertase, karotenoid ve lipid (Yamada et al., 1981; Maria et al., 2002;
Tinoi et al., 2005; Xue et al., 2008), Cryptococcus laurentii polisakkarit ve piytaz
(Dudikova and Kolarova 2006; Pavlova et al., 2008), Candida famata ise D-talitol ve
flavin mononiikleotit (Sasahara et al, 1998; Yatsyshyn et al., 2010) iiretiminde
kullanilmaktadir. Diger taraftan Cryptococcus laurentii ve Candida famata insanlarda
fungal hastaliklara (Krcmery and Kunova 2000; Cheng et al, 2001) neden

olduklarindan dolayi, klinik mikrobiyoloji ac¢isindan da 6nem tagimaktadirlar. Diger bir
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test mayasi1 olan Candida albicans, en yaygin fungal patojen ve insanlardaki fungal

enfeksijonlarin ¢ogunlugunun sebebi olarak bilinmektedir (Martin 1999).

5.3. Peptonlar ve Tavuk tilyii

Yasayan tiim hiicrelerde oldugu gibi mikroorganizmalarda azot, karbon, tuzlar ve diger
besin maddelerine ihtiya¢ duyarlar. Istisnalar disinda mikroorganizma gruplarinin
oldukg¢a biiylik bir boliimii, proteinleri azot kaynag1 olarak kolaylikla kullanamaz. Bu
nedenle azotlu bilesikleri, ¢ok daha kolay kullanabildikleri protein hidrolizatlarindan
saglarlar. Pepton terimi, proteinlerin hidroliz edilmesiyle elde edilen iiriinlere verilen
genel isimdir. Peptonlar mikroorganizmalarin yetistirilmesinde ve onlardan degerli
iriinlerin iiretilmesinde kullanilan en 6nemli besiyeri bilesenlerindendir. Peptonlarin
bilesiminde organik azot basta olmak iizere seker, vitaminler ve mineral maddelerde

bulunmaktadir (Halkman 2005).

Bu aragtirmada, tavukculuk sektoriinlin atik iirtinlerinden birisi olan tavuk tiiylinden
pepton iiretimi ve iretilen peptonun mikroorganizmalrin yetistirilmesinde
kullanilabilirligi aragtirtlmistir. Giris bolimiinde de ifade edildigi gibi bitkisel ya da
hayvansal orijine sahip ¢esitli organik maddeler pepton iiretiminde kullanilabilmektedir
(Parrado et al., 1993; Reissbrodt ef al., 1995; Nedkov 1998; Martone et al., 2005; Uzeh
et al., 2006). Bu dogrultuda arastirmacilar son zamanlarda yapisinda biiyiik oranda
fibroz protein iceren hayvansal orijinli atiklari pepton iiretiminde kullanma yoluna

gitmislerdir (Kurbanoglu and Kurbanoglu 2002; Vasileva-Tonkova et al., 2007).

Bu arastirma fibroz protein (keratin halinde) bakimindan oldukg¢a zengin olan tavuk
tilyiiniin bir besiyeri bileseni olan peptonun iiretiminde kullanilabilrliligini incelemesi

acisindan bir ilki olusturmaktadir.

Yapilan ¢aligmalar tavuk tlyliniin yaklasik olarak %90’ninin bir fibroz protein olan

keratin den meydana geldigi gostermistir (Gessesse et al., 2003; Grazziotin ef al., 2006).
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Gerek tavuk tiiyliniin gerekse onun hidroliz edilmesinden elde edilen {iriinlerin besinsel
icerik bakimindan olduk¢a zengin oldugu diisiiniildiiglinde tavuk tiiyiinden hazirlanacak
olan bir peptonun mikroorganizmalarin besiyerlerinde substrat olarak kullanilabilme

olasilig1 daha da giiclenmektedir.

Ulkemizde tavukculuk sektdriine ait tesisler tarafindan her giin biiyiik miktarlarda tavuk
tilyii tiretilmekte ve iretilen tavuk tiiyleride yastik, uyku tulumu ve elyaf yapiminda
kullanilmaktadir. Bu tiiylerden ayrica hayvan yemi iiretiminde de faydalanilmaktadir.
Bunlarin disinda tilkemizde tavuk tiiyiinden herhangi bir amag i¢in faydalanilmamakta
ve tiiyler ¢ogunlukla atik olarak c¢evreye birakilmaktadir. Tavuk tiiyiiniin peptone
doniistiiriilmesiyle hem cevre kirliligi azaltilacak hemde besiyeri bakimindan yurt disina

bagimli olan iilkemize ekonomik kazang saglanacaktir.

5.4. Tavuk Tiiyiiniin Hidroliz Edilmesinde izlenen Yol

Fibroz proteinler normal gevre sartlarinda ciirimedikleri gibi, su, seyreltik asit ve
bazlarda da ¢oziinmezler. Dolayisiyla, onlarin hidroliz edilmelerinde, diger proteinlere
ve bitkisel kaynakli materyallere gore daha agir sartlar uygulanmaktadir. Ornegin
bitkisel materyallerin kimyasal olarak hidroliz edilmesinde seyreltik asit ve baz bazlar
kullanilirken, fibroz proteinlerce zengin boynuz, yiin ve tirnak gibi maddelerin hidrolizi
icin derigik asit ve baz uygulamalar1 tercih edilmektedir. Kullanilan asit ya da bazin
konsantrasyonu artirmak, yiiksek sicaklik ve basing uygulamak fibroz proteinlerin
parcalanmasini kolaylastirmaktadir (Shorland and Gray 1970; El-Boushy et al., 1990;
Wang and Parsons 1997; Kurbanoglu 1999; Kurbanoglu and Kurbanoglu 2002; Sun
and Cheng 2002).

Kurbanoglu ve Kurbanoglu (2002) boynuzdan pepton iiretiminde boynuzun hidrolizi
icin 6 N HCI kullanmistir. Ayn1 arastirmacilar baska bir calismada (Kurbanoglu ve
Kurbanoglu 2004) ise boynuzun hidrolizi i¢in 6 N HCI ve H,SO,4 kullanmigdir.
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Bir fibroz protein olan keratini yliksek miktarlarda iceren tavuk tiiylinden hayvan yemi
(Feather Meal) iiretilitken hidroliz islemi yiiksek buhar basinct altinda
gergeklestirilmekte ve hidroliz islemi siiresincede buhar basinct siddeti, ortamin
sicakligl, nem orani ve hidroliz siiresi gibi faktorler goz 6ntinde bulundurulmaktadir (EI-
Boushy et al., 1990). Diger taraftan, Steiner et al. (1983) ve Papadopoulos et al. (1985)
diisiik konsantrasyonlarda NaOH muamelesinin tavuk tiiyiiniin ¢6ziiniirligiini

artirdigini ortaya ¢gikarmigtir.

Kimyasal ve fiziksel yontemlerin yani sira, enzimlerde fibroz proteinlerin hidrolizinde
kullanilmaktadir (Lee et al., 1991). Diger taraftan, kimyasal maddeleri ve enzimleri
birlikte uygulamak fibroz proteinlerin daha iyi hidroliz olmalarin1 saglamaktadir. Ornek
bir calismada, Kim et al. (2002) tavuk tlyilinii hidroliz etmek i¢in ii¢ farkli yol
izlemistir. Birincisinde tavuk tiyiini 37°C’de 24 saat siireyle sadece enzimatik
mumameleye, ikincisinde sadece 1 N NaOH ile alkali muameleye, iigiingiisiinde ise
kombineli olarak 6nce 1 N NaOH ile alkali daha sonrada enzimatik muameleye tabi

tutarak hidroliz etmeye calismistir.

Gerek fiziksel ve kimyasal yontemler gerekse enzimatik yoOntemler tavuk tliyliniin
sindirilebilme 6zelligini kismen artirmakta ve bu iglemler sonucu elde edilen {iriin ise
hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada ise mikrobiyoloji laboratuarlarinda
besiyeri bileseni olarak kullanilan peptonun iiretimi gerceklestirilmistir. Bu yiizden
tavuk tliyliniin kismen degil tamamen hidrolizi diger bir ifadeyle suda ¢oziinebilir forma
donistiirtilmesi saglanmistir. Bunun iginde tipki boynuzdan pepton iiretiminde oldugu
gibi derisik asitler kullanilmistir. Hidroliz ve notralizasyon islemlerinde de kullanilan
asitler ve bazlar secilirken, bu kimyasallarin mikroorganizmalar icin gerekli olan
mineral maddeleri igermesine dikkat edilmistir. Ornegin, hidroliz islemi i¢in H,SOy ve
H;PO, kullanilmasiyla peptonun kiikiirt ve fosfor bakimindan zengin olmasi
amaclanmistir. Benzer sekilde hidrolizatin nétralizasyonu i¢in Ca(OH),, KOH,
Mg(OH), ve NaOH kullanilmasiyla peptonun kalsiyum, potasyum, sodyum ve

magnezyum bakimndan zenginlesmesi saglanmustir.
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5.5. TTP ve Diger Standart Peptonlarin Kimyasal I¢eriklerinin Karsilastrilmasi

TTP ve diger standart peptonlarin (PP, TP ve FP) kuru madde, azot, protein, aminoasit,
kiil, yag ve seker analizleri yapilmis ve sonuglar Cizelge.5.1 ve 5.2’ de verilmistir. Bu
analizler mikroorganzimalarin iretilmeleri i¢in gerekli olan karbon, azot ve mineral
kaynaklarinin TTP igerisinde var olup olmadigini1 varsada hangi miktarlarda oldugunu
tepsi etmek i¢in yapilmistir. Nitekim ¢esitli maddelerden pepton veya protein hidrolizati
hazirlamak i¢in yapilan arastirmalarda da, kullanilacak olan maddeler ayni analizlere
tabi tutulmustur (Parrado et al., 1993; Kurbanoglu and Kurbanoglu 2002; Paernomo
and Buckle 2002; Vasileva-Tonkova et al., 2007).

Cizelgede verilen analiz sonuglart TTP’ nin mikroorganizmalarin ihtiya¢ duydugu
organik ve inorganik maddeleri igerdigini gostermektedir. Cizelgeden de goriilebilgegi
gibi biitiin peptonlarin kuru madde igerikleri birbirine yakin bulunmasina ragmen, en

yiiksek kuru madde icerigi (97,3 g/100 g) TTP icin tespit edilmistir.

En yiiksek protein igerigine (83,8 g/100 g) PP, en diisiik protein igerigine (55,8 g/100 g)
ise TTP’ nin sahip oldugu tespit edilmistir. En yliksek miktarda kiil igerigi TTP i¢in
belirlenmis ve bu deger diger peptonlarinkinden istatistiki olarak ¢ok farkl
bulunmustur. Bu durumun, peptonlarin iiretiminde kullanilan hidroliz yontemiden
kaynaklandigini sdylemek miimkiindiir. PP hayvansal dokulardan, TP caseinden, FP ise
baliketinden enzimatik olarak iretilmektedir. Mevcut calismada ise TTP’ nin
hazirlanmasi igin asit hidroliz yontemi kullanilmistir. Onceki ¢alismalarda da rapor
edildigi gibi asit hidroliz yontemi ile elde edilen protein hidrolizatlarinda veya
peptonlarda yiiksek miktarda kiil meydana gelmektedir. Bunun sebebi de asit hidrolizini
takiben notiirlestirme isleminin kaginilmaz olmasidir (Kurbanoglu and Kurbanoglu

2004; Klompong et al., 2009).

Kiil 6rnekler igerisindeki mineral elementlerin miktarini ifade etmektedir (Essien et al.,

2005). Kiil ozelikle Ca, K, S, Na, P ve Mg bakimindan zengin bulunmustur. Bu
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elementlerin TTP igerisinde normalden daha fazla miktarda bulunmasi hidroliz ve

notiirlestirme islemleri i¢in kullanilan asit ve bazlardan kaynaklanmaktadir.

Diger peptonlara oranla en diisiik yag icerigi TTP ve FP icin belirlenmistir. Bu sonug
aslinda TTP’ yi daha da 1iyi bir besiyeri bileseni yapmaktadir. Ciinki
mikroorganizmalarin iiretiminde kullanilan protein kaynaklarimin diisiikk yag icerigine
sahip olmasi Onerilmektedir (Bridson 1995). TP’ yi takiben en yiiksek seker igerigi
TTP igin belirlenmistir. Bu durum aslinda TTP’ nin iyi bir besiyeri bileseni
olabilecegini gostermektedir. Ciinkii peptonlarin igeriginde karbon kaynaklarininda

olmasi istenilmektedir.

Cizelge 5.1. TTP ve diger standart test peptonlarinin kimyasal igerigi

. Peptonlar (100 g)

Bilesenler (g) TP P TP PP
Kuru madde 97,3a 96,5a 96,7a 96,2a
Azot 8,93¢c 11,64b 12,88a 13,4a
Toplam protein 55,8c 72,8b 80,5a 83,8a
Toplam seker 1,56b 1,33¢c 2,85a 1,13c
Yag 0,47¢c 0,46¢ 0,57b 0,72a
Kiil 42,1a 6,3c 6,7c 8,2b

* Bir satir igerisindeki ayni harflerin bulundugu gruplar arasindaki farkliliklar, P<0,05 seviyesine gore
anlamsizdir.

Mevcut ¢alismada, TTP’ nin aminoasit igerigi bakimindan (6zellikle glutamik asit,
glisin, alanin, serin ve valin) zengin oldugu bununla birlikte, metiyonin ve triptofan
aminoasitlerini icermedigi tespit edilmistir. Bu bulgu onceki c¢aligmalarda rapor
edilenlere benzerlik gostermektedir. Yapilan ¢aligmalarda, uygulanan hidroliz islemleri
sonunda tavuk tliylerinden elde edilen hayvan yemlerinde metiyonin’nin ya hig
olmadig1 varsada diisiik miktarlarda bulundugu bildirilmistir. Tam aksine, ayn1 yemlerin
glutamik asit, glisin, alanin, serin, sistein ve valin aminoasitleri bakimindan zengin
oldugu belirtilmistir (Davis et al., 1961; Papadopoulos 1984; El-Boushy et al., 1990;
Kim et al., 2001; Gessesse et al., 2003; Grazziotin et al., 2006).

Mikroorganizmalarin bazilar1 hiicre biiylimesi i¢in besiyerlerinde aminoasitlere ihtiyag

duymamaktadir. Baz1 mikroorganizmalar i¢inse aminoasitler tireme faktorii olarak islev
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gormektedir. Ornegin, bir laktik asit bakterisi olan L. delbrueckii subsp bulgaricus’ un
aminoasit ihtiyaci iizerine yapilan ¢aligmalar bu bakteride hiicre biiylimesinin aspartik
asit, glutamik asit ve glisin aminoasitlerinden herhangi birininin yoklugunda ¢ok az,
glutamin, asparagin ve threonin’den herhangi birinin yoklugunda ise cok fazla
zayifladigini1 gbstermistir. Caligmalar ayrica 10ysin, liysin, valin, prolin, serin, alanin,
arginin aminoasitlerinden herhangi birinin yoklugunda biiylimenin tamamen durdugunu
dolayistyla bu aminoasitlerin L. delbrueckii subsp bulgaricus i¢in esansiyel oldugunu
ortaya c¢ikarmistir (Grobben et al., 1998). Cizelge 5.2° de verilen aminoasit analizide
diger standart peptonlarda oldugu gibi TTP’ ninde bu bakteri i¢in biiyiime faktori

olarak islev goren aminoasitleri icerdigini gostermektedir.

Cizelge 5.2. TTP ve diger standart peptonlarin aminoasit icerigi

Aminoasitler Peptonlar

(mg/100g) TTP FP TP PP
Prolin 3226 2203 3244 1746
Glutamik asit 5413 7474 19888 11708
Valin 5939 6726 7566 4748
Aspartik asit 2821 5063 5624 6933
Glisin 4806 7535 1580 7000
Ldysin 4623 7635 9171 6084
Alanin 3471 4653 2745 5717
Serin 3303 5388 4997 3740
[soldysin 2600 2390 5147 3322
Fenilalanin 2370 2024 4408 2666
Liysin 1944 8049 8335 7177
Treonin 2072 2626 3549 3223
Histidin 0,220 1465 2728 2041
Tyrosin 1069 1799 2096 2360
Hidoksil-L- 1709 ND ND ND
prolin

Sistin 0,891 1210 0,260 0,967
Metionin ND 2042 3238 2085
Triptofan ND 0,866 ND ND

ND: Tespit edilemedi
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5.6. Siv1 ve Kat1 Kiiltiirde Test Mikroorganizmalarinin Gelisimi icin En Uygun

TTP Konsantrasyonunun Belirlenmesine Yonelik Arastirma Sonuclari

Besiyerleri hazirlanirken mikroorganizmalarin ihtiya¢ duydugu karbon, azot, mineral ve
vitamin  kaynaklar1  besiyerlerine  katilmaktadir.  Bununla  birlikte,  her
mikroorganizmanin bu maddelere olan ihtiyag1 farklilik gostermektedir. Bir
mikroorganizma i¢in pepton daha iyi azot kaynagi iken, bir bagka mikroorganizma i¢in
maya ekstratt daha iyi azot kaynagi olabilmektedir. Diger taraftan karbon ya da azot
kaynaginin da en uygun konsantrasyonu her mikroorganizma igin farklilik
gosterebilmektedir. Dolayisiyla mikrobiyoloji ¢alismalarinda en iyi sonuglar1 elde
etmek icin besiyerlerinde farkli azot, karbon ve mineral kaynaklarinin yan1 sira onlarin
farkli konsantrasyonlarida test edilmektedir (Kim et al., 2002a; Hwang et al., 2003;
Park et al., 2005; Kodam et al., 2005).

Mevcut ¢alismamizda test mikroorganizmalarinin sivi ve kati kiiltiirde gelisimi icin ilk
olarak en uygun TTP konsantrasyonu belirlenmistir. Bunun i¢inde TTP’ nin degisik
konsantrasyonlarin da besiyerleri hazirlanmistir. Besiyerlerinin igerigi sadece glikoz
(litrede 20 g) ve peptondan olusacak sekilde diizenlenmistir. TTP’ nin tek basina
besiyerinde azot, mineral ve vitamin kaynagi olarak islev gorebilecegi diigiiniilmiistiir.
TTP igerisinde her nekadar 1,56 g/100g oraninda seker varsada, bu sekerin
mikroorganizmalar tarafindan kullanilabilecek formda seker oldugunu kesin olarak
sOylemek giictiir. Oysa, glikoz ¢ogu mikroorganizma tarafindan 6ncelikli olarak tercih
edilen bir karbon kaynagidir (Mckane ve Kandel 1986; Schlegel, 1986). Ayrica,
glikozun ucuz ve kolay kullanilabildigide iyi bilinmektedir. Bu sebeplerden dolay1, TTP
besiyeri hazirlanirken glikozla zenginlestirilmistir. Simdiye kadar bir ¢ok arastirmaci
gerek atitk maddelerden {iretilen peptonlarla gerekse standart peptonlarla besiyeri
hazirlarken glikoz basta olmak iizere degisik karbon kaynaklariyla besiyerini
zenginlestirme yoluna gitmistir (Dufosse et al., 2001; Kim et al., 2002b; Poernomo and

Buckle 2002; Kurbanoglu and Kurbanoglu 2004; Vasileva-Tonkova et al., 2007).
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Cizelge 3.4 den de gorildiigii gibi hem kat1 hemde sivi kiiltiirde TTP’nin en uygun
konsantrasyonu test bakterileri ve mayalar i¢in litrede 5, test kiifleri icinse litrede 4 g
olarak belirlenmistir. Belirlenen optimal konsantrasyonalarda hem sivi hemde kati
kiiltirde en iyi gelismeyi bakteri olarak B. subtilis, maya olarak R. glutinis ve kiif
olarakda A4. niger goOstermistir. Optimal konsantrasyonlarin iizerindeki uygulamalar
biitiin test mikroorganizmalar1 {izerinde onemli Olgiide inhibisyon etkisi yapmuistir.
Ozellikle litrede 7 g TTP igeren siv1 ve kati kiiltiirlerde, biitiin mikroorganizmalar igin
istatistiki olarak c¢ok diisikk biyomass verimleri ve koloni sayilar1 (kiifler i¢in koloni
capi) elde edilmistir. Hatta TTP’ nin bu konsantrasyonunda siv1 kiiltiirde test bakterisi L.
delbrueckii subsp. bulgaricus gelisme gostermemistir. Yiiksek TTP konsantrasyonlarda
inhibisyonun sebebi farkli sekillerde agiklanabilir. Birincisi, TTP organik ve inorganik
maddelerce (6zellikle protein ve mineral maddelerce) son derece zengindir. Bu durum
ozmotik basinca neden olarak zar permeabilitesini bozabilir (Kurbanoglu, 1999).
Ikincisi de TTP’ nin igeriginde bulunan agir metallerin veya tuzlarmn etkisidir. Ugiinciisii
ise besiyerindeki C/N oranidir. Ciinkii, bir ¢ok aragtirmaci besiyerlerindeki C/N oraninin
mikroorganizmalarin gelisimini ve onlardan iiretilen maddelerin verimini dnemli dl¢iide
etkiledigini rapor etmistir (Park et al., 2005; Somashekar and Joseph 2000; Kim ef al.,
2002a; Lin and Lay 2004).

5.7. TTP ve Diger Standart Peptonlarin Kati Ve Siv1i Kiiltiirde Test

Mikroorganizmalarim Uretme Potansiyellerinin Karsilastirilmasi

Mevcut ¢alismada, B. subtilis, R. glutinis, C. albicans ve A. niger igin en iyi biiylime
performanslart TTP ile hazirlanan besiyerlerinde gozlenmistir. Test mayasi olan C.
famata iginse en diisiik biilyiime performansi TTP besiyerinde gézlenmistir. Bu bulgu C.
famata i¢in TTP’ nin iyi bir besiyeri bileseni olmadigini gostermektedir. Test
bakterileri olan E. coli ve S. aureus ise en iyi biiyiime performanslarini sirastyla TP ve
FP besiyerinde gostermistir. Bununla birlikte bu iki bakteri TTP ile hazirlanan sivi ve
agar besiyerlerinde de oldukea iyi gelisme gdstermistir. Insanlarda pek cok hastaliga
sebep olan E. coli, S. aureus ve C. albicans’ n klinik mikrobiyoloji agisindan 6nem

tasidigr bilinmektedir. Bu {i¢ mikroorganizmanin TTP ile hazirlanan besiyerlerinde
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ozellikle inkiibasyonun ilk 24 saatinde ¢ok hizli ¢ogaldig1 goriilmiistiir. Inkiibasyonun
ilk 24 saatinin sonunda E. coli, TTP ve TP besiyerlerinde spektrofotometrik olarak ayni
absorbansi vermistir. S. aureus icinde TTP ve FP besiyerlerinde birbirine olduk¢a yakin
absorbanslar elde edilmistir. Diger pepton besiyerleriyle karsilastirildiginda, E. coli ve
S. aureus’ un TTP besiyerinde meydana getirmis olduklar1 koloni ¢aplarida daha yiiksek
bulunmugtur. Test mayas: olan C. albicans’ da gerek 72 saatlik gerekse 24 saatlik
inkiibasyon peryodunda en fazla sayida koloniyi ve en biiylik capli kolonileri TTP
besiyerinde meydana getirmistir. Bu {i¢ mikroorganizma i¢in elde edilen sonuglar goz
Oniine alindiginda etkili bir teshis igin hizli biiylimenin gerekli oldugu kliniksel
mikrobiyoloji besiyerlerinde TTP’ nin substrat olarak kullanilecegini sdylemek
miimkiindiir. Vecht-Lifshitz et al. (1990)’ da fish peptonun bazi patojen bakterilerde
hizl1 biiyiimenin yanisira ¢ok sayida ve biiyiik hacimli koloni olusumunu tesvik ettigini
ortaya ¢ikarmis ve bu ylizden de fish peptonu klinik mikrobiyolojide substrat olarak

kullanmay1 6nermistir.

Pepton besiyerlerin hepsinde en diisiik biiylime performansini L. delbrueckii subsp.
bulgaricus gostermistir. Besiyerlerinin igeriginin sadece pepton ve glikozdan meydana
diisiiniildiiglinde bu durum sasirtict olmamalidir. Ciinkl, laktik asit bakterileri
miskiilpesent canlilar olarak kabul edilmekte ve onlarin gelistirmek iginde
aminoasitleri, peptitleri, yagl asitleri, vitaminleri ve niikleik asitleri iceren zengin
besiyerlerinin  kullanimini  6nerilmektedir. Bu bilesiklerin ¢oguda besiyerlerine
kompleks azot kaynaklari formunda eklenmektedir. Ornegin, laktik asit bakterileri icin
standart besiyerli olarak kabul edilen MRS’ nin igerigine pepton’ nun yanisira et ve
maya ekstratlart katilarak bu bilesiklerin bakterilere saglanmasi amaglanmaktadir

(Aspmo et al., 2005a).

Gerek sivi gerekse kati kiiltiirde elde edilen sonuclar her test mikroorganizmasinin
biiylime performansinin bir peptondan bir baska peptona degisebilecegini gostermistir.
Mikroorganizmalarin bu 6zelliklerine yonelik yapilan ¢aligmalarda da benzer sonuglar

elde edilmistir. Aspmo et al (2005b) E. coli’ nin maritex pepton ve fish pepton
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besiyerlerinde c¢ok 1iyi, trypton pepton besiyerinde orta derecede, malt extract
besiyerinde ise ¢ok zayif biiyiime performansi gosterdigini rapor etmistir. Ayni
calismada B. subtilis, S. cerevisiae ve A. niger i¢in fish peptonun tryptone peptondan
daha iyi oldugu tespit edilmistir. Vecht-Lifshitz et al. (1990) E. coli’ nin bacto pepton
besiyerine oranla fish pepton besiyerinde 4 kat daha hizli tiredigini belirtmistir. Dufosse
et al., (2001)’ da E. coli i¢in tryptone peptonun’nun kazein peptondan, 4. niger i¢inde
fish peptonun yine kazein peptondan iyi oldugunu ileri siirmiistiir. Kurbanoglu and
Kurbanoglu (2002)’ da A. niger ve P. chrysogenum’un fish pepton besiyerinde trypton

pepton besiyerinden daha 1yi gelisme gosterdigini belirtmistir.

Test mikroorganizmalarinin gelistirildigi besiyerlerinin final pH’ s1 baslangic pH’
sindan diigiik bulunmustur. Bu durum mikroorganizma biiyiimesine ve seker tiiketimine
bagli olarak {iretilen organik asitlerin kiiltiir pH’ sin1 diisiirmesiyle aciklanabilir (Fang
and Zhong, 2002). Diger taraftan, TTP ve diger peptonlarla hazirlanan sivi
besiyerlerinin final pH’ lar1 6l¢iildiigiinde ¢ok farkli sonuglar elde edilmistir. TTP igeren
besiyerlerinde yliksek biyomas verimleri elde edildiginde bile ayni besiyerlerinde daha
az pH degisimleri gdzlenmistir. Ornegin, 4. niger i¢in en yiiksek biyomas verimi TTP
besiyerinde elde edilmistir. Bununla birlikte, en az pH degisimide yine TTP besiyerinde
gozlenmistir. Bu sonu¢ TTP’ yi daha da onemli bir besiyeri bileseni yapmaktadir.
Ciinkii, 6zellikle endiistriyel mikrobiyoloji ¢aligmalarinda kiiltiirlerde pH degisimlerinin
az olmasi istenilmektedir. TTP’ nin bu 6zellige sahip olmasi icerigindeki tamponlama

Ozelligine sahip olan maddelerin fazla olmasiyla agiklanabilir.

Kiifler siv1 kiiltiirlerde pelet veya yumak (clump) formunda gelisim gostermektedirler.
Pelet formunda kiif biiylimeside kendi arasinda tektip (uniform) veya tektip olmayan
(non-uniform) diye ikiye ayrilmaktadir. Pelet formunda biiylimenin oldugu
fermentasyonlarda mikroorganizma biyomasina daha fazla besin ve oksijen transferi
saglanmaktadir. Bu yiizden de fungal fermentasyonlarda pelet formunda o6zelliklede
tektip pelet formunda biiylime daha avantajli olmaktadir. Ayrica fungal
fermentasyonlarda peletlerin hacmide ¢ok Onem tagimaktadir. Genellikle kiigiik ve

tektipte peletler daha fazla tercih edilmektedir. Biiyiik peletler icsel madde transferini
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sinirlayarak reaksiyon hizim ve {iretimi diisiirmektedir. Bununla birlikte fungal
fermentasyonlar da istenilen hacimlerde ve tektipte pelet elde etmek zor olmaktadir.
Cilinkii inokiilim hacmi, genetik faktorler, besiyerinin kompozisyonu ve kivami, basing,
tiretilen maddeler, calkalama hizi, sicaklik ve oksijen konsantrasyonu pelet olusumunu
ve pelet hacmini etkilemektedir (Van Suijdam et al., 1980; Byrne and Ward 1989; Ryoo
1999; Liao et al., 2007; Zhang et al., 2007; Borras et al., 2008).

Mevcut calismada da besiyeri kompozisyonunun test kiiflerinde misel morfolojisini
etkiledigi tespit edilmistir. Diger peptonlarin aksine, TTP ve FP test kiiflerinde
(C.echinulata harig) tektipte pelet olusumunu saglamustir. C.echinulata ise biitiin
besiyerlerinde yumak seklinde misel morfolojisi olusturmustur. Diger taraftan biitiin test

kiifleri i¢in en kii¢lik hacimli tektip peletler TTP ve FP ile elde edilmistir.

Bu sonuglar bize FP’ nin yanisira TTP’ ninde fungal fermentasyonlarda etkili bir sekilde
kullanilabilecegini gostermektedir. Ciinkii, fungal fermentayonlarda kii¢iik hacimli
tektip peletler genellikle daha fazla tercih edilmektedir. Yapilan bir ¢cok calismada da
besiyerindeki karbon, azot ve mineral kaynaklarinin kiiflerde misel morfolojisini ve
pelet hacmini etkiledigi belirtilmistir (Ryoo 1999; Yang et al., 2003; Liao et al., 2007;
Zhang et al., 2007; Liu et al., 2008).

5.8. Et, Siit, Su ve Toprak Orneklerindeki Aerobik Mikroorganizma Sayilarinin
Belirlenmesinde TTP ve Diger Standart Peptonlarin Performanslarimin

Karsilastirilmasi

Toprak, su, hava ve gida gibi ortamlarda yagsayan mikroorganizmalarin izolasyonuna ve
populasyonlarinin belirlenmesine yonelik caligmalar giderek 6énem kazanmaktadir. Bu
ortamlarda yasayan mikroorganizmalarin sayilarinin belirlemesi veya izolasyonlarinin
gerceklestirmesinde ise farkli ozelliklere sahip besiyerleri kullanilmaktadir. Secici
besiyerlerinin hazirlanmasi i¢in besiyerlerine bazen antibiyotikler eklenmekte bazende

besiyerinin pH’ s1 degistirilmektedir. Oxytetrasiklin, klortetrasiklin, gentamisin ve
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kloramfenikol gibi bakteri gelisimini engelleyen antibiyotikler maya ve kiif sayimlari
icin besiyerlerine eklenmektedir. Tartarik asit, asetik asit veya laktik asit asit eklenerek
pH’ s1 diisiiriilmiis besiyerleri bakterilerin gelismesini sinirlayarak kiiflerin ve mayalarin
koloni sayimlarmin daha koloy yapilmasina imkan vermektedir. Ornegin, pH’ s1 3,5’ €
diisiiriilmiis potato dextrose agar (PDA), malt extract agar (MEA), plate count agar
(PCA) besiyerleri mayalarin ve kiiflerin sayim islemlerinde kullanilmaktadir
(Baggerman 1981; Dillon and Board 1991; Welthagen and Viljoen 1997; Beuchat
1998).

Kiif ve mayalarda oldugu gibi bakteriler i¢inde genel amacgh veya secic¢i besiyerleri
kullanilmaktadir. Bakteriler i¢in kullanilacak olan bir besiyerinin en yliksek sayida
koloni olusturmasi, agik renkli olmast ve kiiciik kolonilerin sayimimada imkan
verebilecek derecede ¢okelti icermemesi ve mantar gelisimini engellemesi
istenmektedir. Bu ylizden, trypticase soy agar (TSA) besiyeri bakterilerle ilgili
calismalarda ¢ok fazla tercih edilmektedir. Nutrient agar (NA) ve plate count agar
(PCA) gibi besiyerleride bakterilerin izolasyon veya sayim islemlerinde

kullanilmaktadir (Larkin 1972; Knochel 1989; Kurbanoglu and Algur 2004).

Gerek seci¢i gerekse genel amacli olsun biitiin besiyerlerinde mikroorganizmalarin
gelisimini saglayan besinsel 6gelere ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu dogrultuda da bircok
agar besiyerinde peptonlar besiyerlerinin bir bileseni olarak ortama katilmaktadir.
Ornegin, Laktobasilluslarin izolasyon ve sayim islemlerinde kullanilan MRS agar
(MERCK) besiyerinin iceriginde 10 g kazein pepton, mayalarin ve kiiflerin sayim ve
izolasyonlarinda kullanilan MEA (Merck) besiyerinin igeriginde ise 3 g soya pepton
oldugu belirtilmektedir. Yine, bakterilerin yani sira mayalarinda sayim islemlerininde
kullanilan PCA (Merck) besiyerinin bilesiminde de 5 g kazein pepton bulunmaktadir.
Dolayisiyla, her ne amagla olursa olsun peptonlarin agar besiyerlerinde substrat olarak

kullanim1 daha da 6nem kazanmaktadir.

Bu yiizden, mevcut ¢aligmada et, siit, toprak ve su drneklerindeki mikroorganizmalarin

sayim iglemlerinde TTP ve diger standart peptonlarin agar besiyerlerinde substrat olarak
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kullanilabilirligide arastirilmistir. Besiyerlerinin bilesimi 20 g glikoz ve peptondan
olusacak sekilde diizenlenmistir. Bakteri ve mayalarin sayim islemleri igin
besiyerlerinin igerigine litrede 5, kiifler i¢inse litrde 4 g pepton katilmustir. Ayrica,
kiifler ve mayalarin sayimlari i¢in hazirlanan besiyerlerinin pH’ sida laktik asitle 3,5 e

ayarlanmustir.

Etin yapisinda %75 su, aminoasitler, peptitler, niikleotitler ve sekerler bulunmaktadir.
Zengin besinsel igerigi sahip olan et iizerinde mikroorganizmalar ¢ok hizli ¢ogalma
gostermektedir. Etin erobik bakteri florasinin ¢ogunu Pseudomonas, Acinetobacter ve
Moraxella tiirleri olusturmaktadir (Gill and Newton 1977; Labadie 1999). Cizelge 4.14
den goriilebilgegi gibi et 6rnegindeki bakterilerin sayiminda en iyi sonuglar1 TTP ve PP
vermistir. Diger 6rneklerin bakteri analizlerinde ise TTP’ nin ne ¢ok olumlu nede ¢ok
olumsuz sonuclar verdigi goriilmiistiir. Bakteri sayimiyla ilgili olarak, et hari¢ diger
biitlin 6rnekler i¢in en iyi sonunglar TP ile elde edilmistir. Bakteri biiylimesi i¢in ideal
bir ortam olan et’ in florasinda Cryptococcus, Rhodotorula ve Candida tiirleri basta
olmak iizere bircok maya tiiriide bulunmaktadir (Dillon and Board 1991). Bakterilerin
sayiminda oldugu gibi, TTP et ornegindeki mayalarin sayiminda da ¢ok iyi sonuglar
vermistir. Et 0rnegi i¢in en fazla sayida koloniye TTP ve FP besiyerlerinde ulasilmistir.
Mevcut calismada, TTP’ nin test mayalar1 olan Rhodotorula glutinis, Cryptococcus
laurentii ve Candida albicans i¢in 1yi bir substrat oldugu belirlenmistir. Et’ in maya
florasinin  ¢ogunlugunuda Cryptococcus, Rhodotorula ve Candida tiirlerinin
olusturduguda diisiiniildiiginde, TTP’ nin etteki mayalarin sayim islemlerinde ¢ok iyi

sonuclar vermesi sasirtict olmamalidir.

Mayalar, islenmemis siitiin yani sira pastorize siitte de bulunmaktadir. Islenmemis
stitlerde maya populasyonlart ¢gogunlukla 10° CFU/ml’ nin altinda kalmaktadir. Bununla
birlikte, siitteki maya populasyonunun zaman zaman 10* CFU/ml’ e ¢iktigida rapor
edilmistir. Bir baska calismada ise siitteki maya populasyonu 10— 10° CFU/ml olarak
rapor edilmistir (Fleet and Mian 1987; Fleet 1990; Welthagen and Viljoen 1997). Bu
calismada da siit 6rnegi i¢in biitiin pepton besiyerlerinde 10° — 10" CFU/ml arasinda

koloni sayilar1 elde edilmistir. Diger taraftan, siit 6rnegi i¢in en fazla sayida maya
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kolonisine TP besiyerinde ulagilmistir. TP’ nin diger peptonlara kiyasla siitteki bakteri
ve mayalar1 daha 1iyi gelistirmeside bu peptonun siit kazeininden {iretilmesiyle

aciklanabilir.

Et’te Aspergillus ve Penicillium tiirleri basta olmak {izere bir ¢ok kiifiin bulundugu
rapor edilmistir (Wu et al., 1974). Et 6rnegi en fazla sayida koloniyi TTP besiyerinde
meydana getirmistir. Bu sonuglar, bize et florasindaki bakterilerin ve mayalarin yanisira
floradaki kiiflerinde gelisimi i¢in TTP’ nin ¢ok iyi bir besiyeri bileseni oldugunu
gostermektedir. Dolayisiyla, et ve etli iiriinlerin bakteri, maya ve kiif sayimlarinin
yapilmasinda veya bu iiriinlerden bahsedilen mikroorganizmalarin izole edilmesinde
TTP’ yi bir besiyeri bileseni olarak kullanmanin mikrobiyoloji ¢aligmalarina biiyiik

katk1 yapacagini sdylemek miimkiindiir.

Igme sularinda patojen 6zellik tastyan koliform bakterilerin yam sira patojen 6zellik
tastyan maya ve kiiflerde bulunabilmektedir. Bu ylizden igme sularinin mikrobijolojik
analizlerinin yapilmasida biiyiik 6nem tasimaktadir (Lechevallier ef al., 1983; Hinzelin
and Block 1985; Hageskal et al., 2007; Pereira et al., 2009). Su 6rneginin bakteri, maya
ve kiif analizi i¢in suyun hi¢ seyreltilmemis hali kullanilmistir. En fazla sayida bakteri
kolonisi sirasiyla TP ve TTP besiyerlerinde gozlenmistir. Mevcut ¢alismada, kiif ve
maya sayim islemlerinde 10—-100 CFU/ml koloni kapsayan petriler degerlendirlmeye
alimmustir. Bununla birlikte, seyreltilmemis su 6rnegi bile biitiin besiyerlerinde ¢ok az
sayida kiif ve maya kolonisi meydana getirmistir. Bu yiizden 10’ un altindaki koloni
sayilarida degerlendirmeye alinmigtir. Su 6rneginin maya analizinde en yliksek sayida
koloni olusumunu TTP ve FP saglamistir. Kiif analizinde de yine en iyi sonucu TTP,
bunu takibende FP vermistir. Bu sonuglarda yine, et 6rneginde oldugu gibi su drneginin
bakteri, maya ve kiif analizlerinde de besiyeri bileseni olarak TTP’ nin ¢ok etkili bir
sekilde kullanilabilecegini gostermektedir. Toprak Ornegindeki maya ve kiif sayimi

icinse TTP’ nin orta derecede bir substrat oldugu belirlenmistir.
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5.9. TTP ve Diger Standart Peptonlarin Yarah (Injured) Mikroorganizmalarim

Uretme Potansiyellerinin Karsilastirilmasi

Isitma, sogutma, kurutma, rontgen 1sinlaria tutma, kimyasal ve antimikrobiyal madde
ekleme gibi yontemler bakteri kontaminasyonlarini ve patojenleri kontrol altinda tutmak
icin uygulanmaktadir. Uygulamalar sonucunda da bazi mikroorganizmalar 6lmekte,
bazilar1 etkilenmemekte (non-injured), bazilar1 ise zarar gérmekte (injured) yani
yaralanmaktadir (Wu et al, 2001; Wu 2008). Yaralama islemleri sonucunda
mikroorganizmalarda hiicre duvari, sitoplazma zar1 ve i¢ zar, ribozomlar, DNA, RNA
ve enzim gibi yapisal ve fonksiyonel unsurlar olumsuz olarak etkilenmektedir (Ray

1979, 1993).

Simdiye kadar yapilan caligmalar daha c¢ok gida ve i¢cme suyu ile alakali olan
bakterilerin yaralanmalar1 iizerine gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda da bazen
bakterilerin saf kiiltiirleri bazende bu bakterileri iceren gidalar ve igme sular1 yaralama
islemine maruz birakilmistir. Saf kiiltiirlerle gerceklestirilen yaralama islemlerinde
genellikle Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Pseudomonas aeruginosa ve Listeria
monocytogenes gibi bakteriler kullanilmaktadir. Et, siit ve sebze gibi gidalarda
dogrudan yaralama islemine tabi tutulmaktadir (Mcfeters et al., 1982; Rodrigues and

Kroll 1989; Kang and Siragusa 1999; Wu 2008).

Bazi ¢aligmalarda da gidalalarda bozulmalara neden olan veya endiistriyel 6nem tagiyan
mayalarin  (Candida lipolytica, Debaryomyces hansenii, Rhodotorula rubra,
Saccharomyces cerevisiae ve Zygosaccharomyces rouxii ) yaralama islemlerine maruz
birakildiktan sonra iyilestirilmesi arastirilmistir (Conner and Beuchat 1985; Golden and

Beuchat 1990).

Yaralanmis mikroorganizmalar bazi ¢evresel kosullarda yasayamamakta ve uygun ¢evre

kosullar altinda iyileserek normal faliyetlerine devam edebilmektedirler. Yaralanmis
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mikroorganizmalar ayrica sayim islemlerinin gergeklestirildigi besiyerlerinde segici
Ozellige sahip olan bazi maddelere (antibiyoiktler, siilfanamidler, tuzlar, asitler ve
boyalar) kars1 daha duyarli hale gelerek daha fazla zarar gorebilmektedir (Kurbanoglu
and Algur 2006; Wu 2008). Ornegin, yaralanmis E. coli O157: H7’ nin igeriginde segici
madde igeren ve bu nedenlede segici besiyeri olarak kabul edilen Sorbitol MacConkey
agar (SMAC) da gelisme gostermedigi rapor edilmistir. Benzer bir c¢alismada
yaralanmis S. typhimurium’ nun segi¢i besiyeri olan xylose lysine decarboxylase agar
(XLD) da gelisme gostermedigi belirtilmistir (Ray and Adams 1984; McCleer and
Rowe 1995).

Kisaca besi ortamlarinin bazilar1 mikroorganizmalarinin saglikli olanlar1 iretirken,
yaralanmig olanlarin1 gelistirememektedir. Bunun sonucunda ise bu besiyerlerinde
bakteri sayimlariyal ilgili olarak yanlis sonuglar elde edilmektedir. Bu durum ise halk
sagligr bakimindan tehlike arz etmektedir. Ciinkii isleme tabi tutulmus (Pastorize
edilmis, soguk depolarda muhafaza edilmis, tuzlanmis vb.) ¢esitli gitda maddelerindeki
yaralt mikroorganizmalar gida ile birlikte vuciida alindiklarinda yeniden aktivite
kazanmaktadirlar (Ray 1979; Rodrigues and Kroll 1989; Kurbanoglu 1999; Kang and
Siragusa 1999).

Bu sebeplerden dolay1 son yillarda, besiyeri gelistirme ¢aligsmalari igerisinde yaralanmis
mikroorganizmalarin yeniden canlandirilmasini saglayan besi ortamlarinin gelistirilmesi
ve formiile edilmesi giderek ©nem kazanmaktadir. Bu baglamda da yaralanmis
mikroorganizmalarin iyilestirilmesinde igerik bakimndan ¢ok zengin olan fakat secici
Ozellik tasimayan TSA besiyeri ¢ok fazla tercih edilmektedir (Moss and Speck 1966;
Mackey et al., 1980; Rodrigues and Kroll 1989; Kang and Siragusa 1990; Kurbanoglu,
1999; Kurbanoglu and Algur 2006). Diger taraftan, besiyerlerinin igerigindeki bazi
degisikliklerin yaralanmis mikroorganizmalarin iyilestirilmesini kolaylastirdigida rapor
edilmistir. Ornegin, Golden ve Beuchat (1990) standart besiyerlerine glikoz ve gliserol
ilavesinin yaralanmis Z. rouxii mayasinda hiicre tamirini artirdiginit gostermistir. Bazi
aragtirmacilarda besiyerlerine magnezyum klorid, Tween 80, sodium pyruvate, katalaz

gibi maddeler eklendiginde yaralanmis bakterilerin daha fazla iyilesme gosterdigini
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ortaya ¢ikarmistir (Rayman et al.1978; Murthy and Gaur, 1987; Gast and Holt 1994).
Kurbanoglu ve Algur (2006) ise besiyerine boynuz hidrolizati1 ekleyerek yaralanmis
bakterilerin iyilesme oranini artirmistir. Bir baska calismada ise 1s1 sokuyla yaralanmis
S. typhimurium bakterisi lizerine farkli peptonlarin etkisi aragtinlmistir (Gray et al.,

2008).

Mevcut c¢alismada da tavuk tiiylinden elde edilen pepton (TTP)’ un yaralanmis
mikroorganizmalarin iyilestirilmesinde olumlu bir etkiye sahip olup olmadigini
arastirilmistir. Bunun i¢inde TTP, TSA besiyerine katki maddesi olarak eklenmistir.
TTP’ nin etki giiclinii ortaya ¢ikarmak i¢inde TSA besiyeri diger standart peptonlarla da
zenginlestirilmistir. Farkli peptonlarla zenginlestirlen TSA besiyerleri iizerinde sayim
islemleri  gerceklestirilerek test peptonlarmin  yaralanmig mikroorganizmalari

iyilestirilmedeki performanslari ortaya ¢ikarimstir.

Besiyerlerinin pH’ s1 maya sayimi i¢in 5,6° ya bakteri sayimi iginse Uretici firma
(MERCK) tarafindan belirtildigi gibi 7,3’ e ayarlanmustir. Simdiye kadar yapilan
calismalar, yaralanmis mayalarin asidik ortamlardan daha fazla zarar gordiigiinii ortaya
cikarmistir (Koburger 1971; Nelson 1972; Menegazzi and Ingledew 1980). Dolayisiyla,
gerek saf kiiltiirlerdeki gerekse test orneklerindeki (et, siit, toprak ve su) yaralanmig
mayalarin sayim islemi i¢in besiyerinin pH’ s1 fazla asidik yapilmamistir. Ancak, laktik
asit bakterilerinin ¢ok diisiik pH’ larda da gelistigi ve mayalarin sayimini peptrilerde
zorlagtirdigida iyi bilinmektedir. Bu yiizden de sayimlarimin yapildigi peptrilerde
gelisen koloniler, mikroskop altinda incelenerek maya ve bakteri kolonileri birbirinden

ayirt edilmistir.

Mevcut calismada, yaralama islemine tabi tutulan test mikroorganizmalarin
tyilestirilmesi ve sayim islemlerinin gerceklestirilmesi i¢in ilk olarak TTP’ nin en uygun
konsantrasyonu  belirlenmistir. ~ Calismada  elde  edilen  sonuglar  test
mikroorganizmalarinin normal ve yaralanmis fertleri icin TTP’ nin en uygun
konsantrasyonunun farklilik gosterdigini ortaya c¢ikarmistir. Normal fertler i¢in en

uygun TTP konsantasyonu 3 g, gerek 1s1 gerekse soguk sokuyla yaralanmis fertler igin 2
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g olarak belirlenmistir. Bu farklilik TTP igerindeki bazi1 toksik maddelerin ve agir
metallerin varligtyla agiklanabilir. Ciinkii, artan TTP konsantrasyonu yaralanmis
mikroorganizmalar iizerinde toksik maddelerin ve agir metallerin inhibisyon etkisini
daha fazla hissettirecektir. Ozelliklede, mikroorganizmalarin yaralanmis fertlerinin
normal fertlerine oranla kimyasal maddelere karsi daha dayaniksiz oldugu bilgisi goz

Oniine alindiginda bu varsayim daha da giiglenmektedir.

L. delbrueckii subsp. bulgaricus hari¢ diger bakterileri soguk sokuna oranla 1s1
sokundan daha fazla etkilenmistir. Bu durum beklenilen bir sonugtur. Ciinkii,
bakterilerin genel olarak sicaga karsi toleranslarinin soguga karsi toleranslarindan az
oldugu bilinmektedir (Kurbanoglu 1999). Ayrica, gram pozitif bakterilerin (B.subtilis,
L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve S.aureus) gram negatif bakterilere (E. coli ve X.
campestris) oranla 1s1 ve soguk sokuna karsi daha dayanikli oldugu belirlenmistir.
Simdiye kadar yapilan benzer ¢alismalarda da bulguyu destekler nitelikte sonuglar elde
edilmistir (Sharpe ef al., 1972; Rodrigues and Kroll 1989).

L. delbrueckii subsp. bulgaricus siit endiistrisinde kullanilan termofilik 6zellige sahip
bir bakteridir (Grobben et al., 1998). Mevcut ¢alismada 1s1 sokundan en az etkilenen
bakterinin L. delbrueckii subsp. bulgaricus oldugu belirlenmistir. Ayrica, diger test
bakterilerinde oldugu gibi bu bakteride soguk sokundan fazla etkilenmistir. Dolayisiyla
L. delbrueckii subsp. bulgaricus’ un 1s1 sokundan az, soguk sokundan ise fazla

etkilenmesi termofilik 6zellige sahip olmasiyla agiklanabilir.

L. delbrueckii subsp. bulgaricus’ u takiben 1s1 sokundan en az etkilenen bakterinin B.
subtilis oldugu tespit edilmistir. B. subtilis’ in ayrica soguk sokundan da en az
etkilenenen test bakterisi olduguda belirlenmistir. B. subtilis endospor olusturma
ozelligine sahip olan gram pozitif bakteridir (Losick et al., 1986). Bacillus sporlari,
toksik kimyasal maddelere, kurumaya, yiiksek ve diisiik basinca, yiiksek sicakliklara ve
UV i1smlarma kars1 son derece dayaniklidir (Nicholson et al., 2000). Dolayisiyla, B.
subtilis’ in 1s1 ve soguk sokuna karst gostermis oldugu diren¢ endospor olusturma

yetenegiyle agiklanabilir.
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Besiyerlerinin hepsinde (pepton ilave edilmis veya edilmemis) en fazla sayida koloniyi
bakterilerinin normal fertleri inkiibasyonun ilk 24 saatinde, mayalarinin normal fertleri
ise inkiibasyonun 24 ile 48 saatleri arasinda meydana getirmistir. Ayn1 pepton
besiyerlerinde en fazla sayida koloniyi yaralanmig bakteriler inkiibasyonun 24 ile 48,
yaralanmig mayalar ise inkiibasyonun 48 ile 72 saatleri arasinda olusturmustur.
Yaralama islemine maruz birakilan mikroorganizmalarindan higbiri inkiibasyonun ilk
24 saatinde besiyerlerinde koloni meydana getirmemistir. Bu durum yaralama islemine
bagli olarak mikroorganizmalarin ikilenme (generation time) siiresindeki uzamaya
baglanabilir.Yapilan benzer ¢alismalarda da yaralama islemlerinin mikroorganizmalarin
ikilenme siirelerini uzattig1 rapor edilmistir (Mackey et al., 1980; Golden ve Beuchat

1990; Kurbanoglu ve Algur 2006).

Test bakterisi B.subtilis’ in yaralanmig fertlerinin iyilestirilmesi ve koloni sayimlarin
yapilmasinda en i1yi sonuglar TTP ile elde edilmistir. Ayni1 pepton, E.coli ve S.aureus’
un yaralanmis fertlerinin iyilestirilmesinde ikinci, L. delbrueckii subsp. bulgaricus’ un
yaralanmig fertlerinin iyilestirilmesinde ise lgiincii sirada yer almistir. Yaralama
islemine tabi tutulan R. glutinis ve C. albicans mayalar1 en fazla sayida koloniyi TTP ile
zenginlestirilmis TSA besiyerinde olugturmustur. Diger taraftan, yaralama iglemine tabi
tutulan et ve su oOrnekleride en fazla sayida bakteri ve maya kolonisini TTP ile
zenginlestirilmis TSA besiyerinde meydana getirmistir. Tiim bu sonuglar géz oniine
alindiginda, yaralanmis mikroorganizmalarin iyilestirilmesi ve koloni sayimlarinin
yapilmasinda da TTP’ nin ¢ok O6nemli bir besiyeri bileseni olarak kullanilabilecegini

s0ylemek miimkiindjir.

Simdiye kadar yapilan ¢alismalar, yaralanmis mikroorganizmalarin hiicreden Mg, K™,
amino asit, niikleik asit ve proteinleri digar1 saldigini ortaya ¢ikarmistir (Busta 1976;
Hurst 1977). Mevcut calismada da test peptonlarin yaralanmig mikroorganizmalarin
tyilesmesini artirdig tespit edilmistir. Bu durum ise yaralanmig mikroorganizmalarin
hiicreden disar1 salmis oldugu bu bilesenlerini test peptonlarindan tekrar elde etmesiyle
aciklanabilir. Dolayistyla, yaralanmis mikroorganizmalarin iyilestirilmesinde TTP’ nin

zengin K ve Mg iceriginin ¢ok dnemli bir rol listlendigini sdylemek olasidir.
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Diger taraftan, test 6rnekleri (et, siit, toprak ve su)’ nin bakteri ve maya florasi iizerinde
soguk sokuna oranla 1s1 sokunun daha daha fazla yaralama etkisine neden oldugu
goriilmiistiir. Bu durum 6zellikle et ve siit 6rnekleri i¢in sasirtict olmamalidir. Ciinkii,
yapilan c¢aligmalarda et ve siit Orneklerinin mikroflorasinda ¢ok sayida psikrofil
mikroorganizmanin bulundugu bildirilmistir (Mahari and Gashe 1990; Fleet 1990;
Dillon and Board 1991; Labadie 1999).

5.10. TTP’ nin Fizyolojik ve Kimyasal Ozellikleri

TTP’ nin tiretiminde kullanilan tavuk tiiylerinin beyaz renkli olmasina dikkat edilmistir.
Beyaz renkli tiiylerin secilmesiylede elde edilen peptonun melanin pigmentini
icermemesi ve dolayisiylada agik renkli olmasina gayret edilmistir. TTP, gerek kuru
halde gerekse saf suda ¢oziindiigliinde sarimsi renktedir. TTP’ nin pH’ st 6,8-7,1
civarinda olup, siispanse madde icermemektedir. igerdigi tampon maddeler nedeniyle
pH degisimlerinden fazla etkilenmemektedir. Steril edildikten sonra uzun siire muhafaza
edilebilmektedir. Yatik agar kiiltiirlerine eklendiklerinde uzun siire mikroorganizmalarin
saklanmasinda kullanilabilmektedir. Bu 0zellikler bir besiyeri bileseninde aranan
ozelliklerdir. Zira besiyerlerinin, kii¢liik kolonilerin sayimina imkan verecek sekilde
sispanse maddeler igcermemesi, seffaf olmasi ve tampon maddeler icermesi

onerilmektedir (Larkin 1972; Bridson 1995; Kurbanoglu 1999).
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Calisma sonucunda elde edilen bulgular gostermektedir ki;

1. Uygun hidrolizi ve nétiirlestirme yontemlerini kullanarak tavuk tiiylerinden
sudaki ¢oziintirliigii yiiksek, agik renkli ve siispanse madde igermeyen pepton
(TTP) hazirlanabilir.

2. Hidroliz ve nétiirlestirme islemleri i¢in uygun asit ve bazlar secilerek TTP’ nin
mikroorganizmalarin ihtiya¢ duydugu mineral maddeler bakimindan daha da
zenginlesmesi saglanabilir.

3. TTP tibb1, endiistriyel ve biyoteknolojik Oneme sahip mikroorganizmalarin
gelistirilmesinde bir besiyeri bileseni olarak kullanilabilir.

4. TTP, siv1 besiyerlerinde pH degisimlerini en aza indirdigi ve kiifler i¢inde kiigiik
hacimli tektip peletlerin olugmasini sagladig1 icin oOzellikle endiistriyel
mikrobiyoloji ¢alismalarina biiyiik katkilar yapabilir.

5. Erken teshisin diger bir ifadeylede hizli biiylimenin ihtiya¢ duyuldugu klinik
mikrobiyoloji ¢aligmalarinda da TTP, besiyerlerinin énemli bir bileseni olarak
kullanilabilir.

6. TTP, 1s1 veya soguk soku gibi g¢evresel streslere maruz kalarak yaralanan
mikroorganizmalarin iyilestirilmesini artirabilir.

7. Atik tavuk tliylerinin peptona doniistiiriilmesiyle hem besiyerlerinin maliyetinin

diistiriilmesine hemde ¢evre kirliliginin azaltilmasina katki yapilabilir.
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