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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ORUMCEK AGI HIDROLIZATINDAN MIKROBIYOLOJiK AMACLI PEPTON
URETIMI UZERINE ARASTIRMALAR

Harun DEDE
Atatiirk Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii

Danisman: Prof. Dr. Omer Faruk ALGUR

Oriimcek agindan mikrobiyolojik besiyerleri icin yeni bir pepton gelistirilmistir. Materyal
olarak, Erzurum ili Pasinler ilcesi Alvar Beldesindeki ahirlardan temin edilen Griimcek
aglar1 kullamlmistir. Oriimcek aglar toz haline getirildikten sonra kimyasal olarak hidrolize
edilmis ve hidrolizat driimcek ag1 hidrolizat1 (OAH) olarak isimlendirilmistir. OAH nin kiil,
element, toplam seker ve amino asit igerigi belirlenmistir. Farkli konsantrasyonlardaki (%
1,2,3,4,5,6,7,8,9, 100 OAH’nin dogal ortamlardan alinan (et, su, siit ve toprak) test
mikroorganizmalarinin iiremesi iizerindeki etkileri arastirilmis ve %4’likk OAH’nin en
uygun konsantrasyon oldugu saptanmistir. OAH kurutulmus ve elde edilen iiriine 6riimcek
ag1 peptonu (OAP) ad1 verilmistir. Elde edilen bu pepton, bacterilogical pepton ve proteose
pepton’a kars1 saf kiiltiir halindeki mikroorganizmalar1 ve dogal ortamlardaki
mikroorganizmalar1 iiretme potansiyeli bakimindan test edilmistir. Yiizey ekimi, dokme
plak (koloni sayilarmi karsilagtirmak icin) ve calkalama kiiltiir (biyomas verimlerini
karsilastirmak i¢in) ¢ahismalarindan elde elden sonuclar OAP’nin mikrobiyolojik vasatlarda

pepton olarak kullanilabilecegini gostermistir.
2008, 46 sayfa

Anahtar Kelimeler: Pepton, Besiyeri, Oriimcek Ag1, Hidrolizat
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ABSTRACT

Ph. M. Thesis

INVESTIGATION ON THE MICROBIOLOGICAL PEPTONE PRODUCTION
FROM SPIDER NET HYDROLYSATE

Harun DEDE
Atatiirk University
Science and Art Faculty
Deparment of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Omer Faruk ALGUR

A new peptone has been developed from spider net for microbiological media. Spider
net were obtained from the stables in Alvar, Pasinler, Erzurum. After powdering, it was
hydrolysed chemically and obtained product was termed as spider net hydrolysate
(SNH). The amounts of ash, element, total sugar and amino acid those SNH contained
were determined. The effects of different concentrations (1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 %) of
SNH on the growth of microorganisms were investigated and it was found that the
optimal concentiration is 4%. SNH was dried and obtained product was termed as spider
net peptone (SNP). SNP was compaired with proteose pepton (PP) and bacteriological
peptone (BP) and it was found that this product can be used as a pepton in

microbiological media.
2008, 46 pages

Keywords: Peptone, Spider Net, Hydrolysate
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1. GIRIS

Mikroorganizmalar1 laboratuarlarda iiretmek, saf olarak ayirmak, tanimlarini yapmak ve
her tiirlii ¢caligmalar1 yiiriitebilmek icin, onlarin ihtiyaci olan farkli say1 ve miktardaki
maddeleri ihtiva eden steril edilmis ortamlar hazirlanir. Bu ortamlara besiyeri denir.
Besiyeri kelimesi yerine ,* besi ortam1”, “vasat” veya “kiiltiir ortam1” gibi tanimlar da
kullanilir. Mikrobiyolojik besiyerleri, bakteri, kiif, ve diger mikroorganizmalarin
gelisme ve ¢ogalmalarmi saglayan ortamlardir (Pekin 1980; Temiz 1994; Giingdr ve

Balc1 1995; Halkman 1995; Batzing 2002; Karahan vd. 2002).

Mikrobiyoloji biliminin bagslangicindan giiniimiize kadar besi ortamlar1 iizerindeki
caligmalar artan bir yogunlukla devam etmektedir. Louis Pasteur 1861 yilinda,
mayalarin oksijenli ve oksijensiz ortamlarda gelisimini inceleyip, bunlarin
gelistirilebilmesi i¢in s1vi besiyeri formiiliinii agiklayan ilk bilim adami olarak tarihe
gecmistir. 1872 yilinda Alman botanik¢i Oscar Brefeld, sivi besiyerine jelatin ekleyerek
ilk kat1 besiyerini elde etmis ve elde ettigi bu besiyerinde, tek spordan kiif kolonilerini
iirettigini bildirmistir. {lk saf kiiltiir ise 1878 yilinda “seyreltme teknigi” ile Joseph
Lister tarafindan elde edilmistir. 1882 yilindaysa Koch’un calisma arkadaslar1 olan
Walter Hesse ile esi Fanny Eilshemius Hesse tarafindan besiyerlerinde katilastirici
olarak agar Onerilmesiyle sivi besiyerlerinin katilastirilmasinda yepyeni bir donem

baslamistir (Halkman 2005).

1880 yilinda Naegel’in ilk kez bakteri tiretiminde peptonu teklif etmesinden sonra, bu
madde besiyerlerinin ¢ok onemli bir eleman1 olmus ve “et sulu pepton” temel besiyeri
olarak bakteriyoloji bilimine girmistir. Yurdumuzda ise Ahmet Refik Giiran (1870-
1963) bircok mikrobiyolojik arastirmasmin yani swra ilk Tiirk peptonunun ireticisidir
(Cetin 1983; Arda 2000).

1909 yilinda W.D. Frost tarafindan dehidre tekniginin ortaya konulmasindan sonra,

besiyerlerinin ticari olarak onemi artmistir. Bugiin, besiyeri lireten ve pazarlayan pek



cok ticari firma vardir. Yurdumuzda ise heniiz ticari degeri yiiksek hazir besiyerleri
yapilamamaktadir. Yurt digindan gelen bu maddeler ¢ok pahaliya mal olmakta ve
tilkemiz icin ciddi bir doviz kaybina neden olmaktadir. Bu bakimdan iilkemizde yeni
besiyeri ve besiyeri elamanlarmin iiretimi i¢in ¢aligmalar hizlandirilmalidir (Leloglu ve

Erdogan 1979; Unat 1980; Bridson 1995; Arda 2000).

Mikroorganizmalarin iiretilmeleri i¢in ilk Onceleri dogal basit ortamlar (kan, siit, sebze-
meyve sular;, kuru ot infiizyonu gibi) kullanilmigtir. Daha sonralar1 hayvansal
dokulardan infiizyonlar hazirlanmis (s1g1r et inflizyonu, kalp-beyin infiizyonu, karaciger
infiizyonu vb.) ve boyle besiyerlerinin oncekilerden daha iyi olmalar1 {izerine bu konu
izerine yapilan arastirmalar daha da ileri gotiiriilerek bilesimlerinde ¢esitli organik ve
inorganik maddeler bulunan ve ¢esitli mikroorganizmalarin {iiretilmelerinde

kullanilabilen vasatlar (besiyerleri) hazirlanmistir (Baybek ve Ata 2002).

1950’1i yillardan bu yana yabanci besiyeri iireticisi firmalar tarafindan kullanima hazir
halde besiyerleri iiretilmekte ve pazarlanmaktadir. Giiniimiizde Difco, Merck, BBL,
Oxoid, Sigma gibi firmalar tarafindan hazirlanmis dehidre besiyerlerinin tartigmasiz bir

istiinliigli vardir (Leloglu ve Erdogan 1979; Halkman 1995).

Ozellikle mikrop-sentez baglaminda 6nemli bir mikrobiyoloji alt bilimi olan
“endiistriyel mikrobiyoloji” alaninda yapilan arastirmalarda mikroorganizmalar yoluyla
sentezlenecek maddenin sentez hizi, miktari, saghgi ve aktivitesi gibi Ozellikler
organizmanin iiretildigi ortamla dogrudan iligkili bulunmus ve bu nedenle sentezlenecek
madde ve kullamilacak mikroorganizmaya gore yeni besiyeri hazirlama iizerindeki
caligmalar yogunluk kazanmustir (Cetin 1983; Rale 1984; Leeson et al. 1984; Al-Zoreky
ve Sandine 1990; Rambach 1990; Lim et al. 1995; Dave ve Shah 1996; Kurbanoglu
1999).

Pepton ¢esitli kaynakli proteinlerin pepsin, tripsin, papain gibi enzimlerle hidrolize
edilmeleri sonucu suda kolayca eriyebilen ve 1sitildiginda yeniden koagule olmayan,

polipeptid, dipeptid ve aminoasit gibi maddelerin karigimini iceren ortamlardir.



Peptonlar bakterilerin iiretiminde kullanildigi zamandan beri besiyerlerinin en 6nemli
maddesi olmustur. Peptonlar; bitki ve hayvansal kaynakli olan muhtelif proteinli
maddelerin asit, alkali kullanmak veyahut da proteolitik enzimler ile parcalanmasi
suretiyle iiretilirler. Peptonlar bakteriler ve diger mikroorganizmalar icin azot kaynagi
olarak kullanilir. Azot kaynaklar1 bakterilerin yetistirilmesinde kullanilan besiyerlerinin
bilesimine katilan maddeler icinde genellikle en pahali ve en Onemli olanlaridir

(Omurtag 1966; Green et al. 1977; Unat 1980; Parrodo et al. 1993).

Mikroorganizmalar, yasayan tiim hiicreler gibi azot, karbon, tuzlar ve diger besin
maddelerine ihtiya¢ duyarlar. Istisnalar disinda, mikroorganizmalarmn oldukga biiyiik bir
boliimii, proteinleri azot kaynagi olarak kullanamazlar. Bu nedenle azotlu bilesikler olan
proteinleri, ¢cok daha kolay kullanabildikleri protein hidrolizatlarmma doniistiirmek
gerekir. Bunun i¢in aminoasit zincirlerinden olusmus olan protein makro molekiillerinin
peptit baglar1 enzimatik veya asit hidrolizine gore parcalanir ve peptonlar elde edilir.
Peptonlar icersinde mikroorganizmalarin gelisimi icin lizumlu olan temel maddeleri
saglayan proteazlar, peptidler ve amino asitlerin bircok karigimi bulunur. Ayrica, bazi
tireme faktorleri ve inorganik tuzlar vardir. Bundan dolayr peptonlar mikrobiyolojide
tek baslarina besiyeri olarak kullanilabilen ender maddeler arasindadir. Pek ¢ok bakteri,
bilesimi sadece %1 pepton olan besiyerinde kolaylikla geligebilir (Sert 1988; Cengiz vd.
2004; Halkman 2005).

Ideal bir peptonun suda kolay coziinen, sitilinca kolay koagiile (pihtilasma) olan

proteinleri icermeyen Ozelliklere sahip olmasi tavsiye edilmektedir (Aksit vd. 1996).

Peptonlar, cesitli hayvansal (ahtapot, balik artiklari, et, karideslerin bas kismi, kazein,
ko¢ boynuzu, siit, vb) ya da bitkisel dokulardan (Afrika cekirge fasulyesi; akaju agaci,
ay cicegi, soya fasulyesi, vb) elde edilebilirler (Rale 1984; Usawakesmanee 1995; Aksit
vd. 1996; Ellouz et al. 2001; Parrado et al. 2001; Kurbanoglu and Kurbanoglu 2002;
Halkman 2005; Rozman et al. 2005; Uzeh et al. 2006; Vazquez and Murado 2008).



Bir¢cok bilim adami i¢in Oriimcek aginin yapisimmi ve Ozelliklerini kesfetmek Oncelikli
hedef olmustur (Work 1985; Ricki 1989; Vollrath 1992,1999; Viney 1997; Gosline et
al. 1999; Vollrath and Knight 1999; Saravanan 2006; Kluge et al. 2008).

Oriimceklerin yaptiklar1 ag, bilinen dogal ve sentetik liflerden cok daha giicliidiir.
Oriimcekler ordiikleri agdaki iplikleri asit ile muamele ederek sertlestirirler. Araneus
diadematus tzerinde yapilan caligmalar gostermistir ki; Oriimcegin salgiladiglr ag
olustugu kanala gelmeden Once sivi proteinlerden olusmakta iken kanalin i¢cinde 6zel
hiicreler, ag proteinlerindeki suyu kendilerine cekerek bu suyu baska bir kanala
pompalamakta ve bu kanaldaki hidrojen atomlar1 ile birlesen su bir asit havuzu
olusturmaktadir. Ag proteinleri ile asit bir araya geldiginde birinden digerine kimyasal
bir koprii olusturulmakta ve bu sekilde ¢ok kuvvetli bir iplik olusturulmaktadir. Bir
ipligin bu sekilde ortaya ¢ikabilmesi icin ¢esitli maddelere ve farkl 6zellikte keselere
ithtiya¢ vardir. (Sekil 1.1.) (Vollrath et al. 1998; Saravanan 2006).
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Sekil 1.1. Araneus diadematus Tiiriine Ait Ipek Salg1 Bezlerinin Yapis1 (Vollrath 1999)



Oriimceklerin ve boceklerin ipek salgilama sistemleri homologdur. Ayrica boceklerle
oriimeceklerin crursal bezleri ve kutikular salgilar: birbiriyle iligkilidir. Fakat oriimcegin
salgiladig1 ipek diger canlilarin salgiladigi ipeklerden oldukga iistiindiir. Sistematik
caligmalar bize Oriimcek ipeginin olagan iistii dogal bir siire¢ ile hassas bezlerde ¢ok
diisiik sicakliklarda su gibi ¢oziiciiler kullanilarak yapildigimi gostermistir (Gosline et al.
2000; Becker et al. 2003; Vepari and Kaplan 2007).

Oriimceklerin aglarmi 6rmek icin 7 fakli cesit ipek salgiladiklar1 tespit edilmistir. Bu
ipek cesitleri, fonksiyonlar1 ve miktar olarak fazla bulunan aminoasit kompozisyonlar1

Cizelge 1.1.’de verilmistir (Saravanan 2006).

Cizelge 1.1. Oriimcek Agmdaki Ipek Cesitleri, Fonksiyonlar1 ve Aminoasit Icerigi
(Saravanan 2006)

Ipek Cesidi Fonksiyon Aminoasit Kompozisyonu

Glisin (%37), Alanin (%18),

Dragline Oriimcek aginda ana iskelet Kiigiik zincirler (%62), polar (%26)
Gilisin (%44), Prolin (%21),
Yapiskan Avlan yakalamak Kiiciik yan zincirler (%56), polar (%17)
. - <. . Glisin (%43), Alanin (%37),
Minor Orlimeek ag iskeleti Kii¢iik yan zincirler (%85), polar (%26)
- Serin (%28), Alanin (%24),
Koza Ureme Kiiciik yan zicirler (%61), polar (%50)
o . | Yakalan avlarin Serin (%15), Glisin (%13),
Ortii, Ambalaj ambalajlanmasi Kii¢iik yan zincirler (%40), polar (%47)
Glue-like Avlarin tutulmasi ve Gilisin (%14), Prolin (%11),
baglanmasi Kiiciik yan zincirler (%27)
Baglama Aglar1 birbirine baglama Serine (%15), Yan zincirler (%32),

polar (%58)

Oriimceklerin salgiladiklar1 ag ayn1 zamanda cok esnektir ve kendi uzunlugunun %40’1

kadar hi¢ kopmadan esneyebilir. Bu da oriimcek agmna cok yiiksek bir dayamklilik



kazandirir. Bu ¢ok yiiksek dayanikliliktan dolayr Oriimcek agi, ticari aromatik naylon
iplikler ve dolayisiyla modern polimer fiber teknolojisi i¢in referans olmustur (Vollratth

and Knight 2001).

Oriimcek aglar1 incelendiginde agin belirli araliklarla sivi damlaciklar icerdigi
gozlemlenmistir. Ornegin; Nephila clavipes’in salg1 bezleri tarafindan iiretilen 6riimcek
aglar1 olduk¢a yumusaktir. Hem Araneus hem de Nephila 6riimceklerinin iirettikleri
aglar havadaki nemden faydalanarak olusturulan sivi damlaciklar icerir (Vollarath
2000). 7-29 mikron aralikli yapiskan sivi damlaciklar1 iceren Oriimecek aglari ucan
bocekleri yakalayabilmek icin aerodinamik bir yavaslatma oOzelligine sahiptirler
(Gosline et al. 2000). Agin asil fonksiyonu ucan boceklerin kinetik enerjilerini absorbe

ederek onlarin driimcek agina yapigmasini saglamaktir (Viney 1997).

Oriimcek agmmin hammaddesi, orgiilii helezonik aminoasit zincirlerinden olusan
“keratin” adl1 proteindir. Keratinler, derinin yapisal protein elamanlarini olustururlar ve
hayvanlarda ektodermal orijinli tiiy, sa¢, yiin, pul, tirnak, boynuz, ipek gibi olusumlar
bu tip proteinlerden meydana gelmektedir. Oriimcek aginin ana hammaddesini olusturan
proteinler, ¢esitli avlarin sindirilmesi ile elde edilen aminoasitlerin sentezlenmesinden
elde edilirler. Ayrica Oriimcekler kendi aglarini yiyip sindirerek yeni ag sentezi igin

gerekli olan proteinleri viicutlarinda iiretebilirler (Kurbanoglu 1999).

Gerek iilkemiz ve gerekse diinyada mikrobiyolojik ¢alismalarin artmasina paralel olarak
besiyeri ihtiyact da artmaktadir. Besiyeri ihtiyacinin artmasi ayni zamanda besiyeri
bilesiminde bulunan maddelerden en Onemlisi olan pepton ihtiyacinin da artmasi
anlamima gelmektedir. Besiyeri ihtiyacinin artmasiyla beraber biiyiik bir doviz kaybi
gerceklesmektedir. Ciinkii mikrobiyoloji ve mikroorganizmalarla calisan her yerde
mutlaka gerekli olan besiyerleri, son derece yiiksek fiyatlara pazarlanmaktadir. Gerek
kontrol ve gerekse egitim faaliyetlerini rutin olarak siirdiiren insan, hayvan ile bitki
saghgi ve toprak mikrobiyolojisi ile ugrasan hastane, iiniversite, cesitli saghk ve
arastirma kuruluslarmin kullandiklar1 besi ortamlarinin miktart diisiiniiliirse, bunun

ekonomimize yiikledigi parasal yiikiin agirhig1 daha iyi anlagilabilir. Ulkemizde ticari



besiyeri ve pepton iiretiminin olmamasi sebebiyle mikrobiyolojik c¢alismalarda
kullanilan besiyerleri ve peptonlar Difco, Oxoid Merck vb. dis kaynakli firmalarla
kargilanmaktadir. Rutin kontrollerde bile kullanilan temel besiyerleri ve dolayisiyla
peptonlarin ithali iilkemiz ekonomisi i¢in Onemli miktarlarda doviz kaybma neden
olmaktadir ve bu doviz kaybinin dnlenmesinin tek yolu bu alanda yerli besiyerlerinin ve
peptonlarin iiretiminin saglanmasidir (Unat 1980; Topal 1982; Dizdar ve Develi 1987;
Kurbanoglu 1999).

Yukarida belirtildigi gibi besiyeri kullaniminda iilkemiz disartya bagimli durumdadir.
Besiyeri ihtiyacinin artmasma paralel olarak besiyerinin iceriginde bulunan pepton
ihtiyac1 da artmaktadir. Oriimcek ipegi simdiye kadar pek cok farkli yonden incelenmis
fakat besiyerinde pepton olarak kullanimi hi¢ diisiiniilmemistir. Bu arastirmada,
oriimecek ag1 hidrolizatinin mikrobiyolojik besiyerlerinde pepton yerine kullanilabilme

potansiyelinin belirlenmesi amaclanmaistir.



2. KAYNAK OZETLERi

Giris kisminda da belirtildigi iizere, oriimecek ag1 hidrolizatinin pepton yerine kullanimi
konusunda ne iilkemizde ne de diinyada bir arastirmaya rastlanmamistir. Ancak,
giiniimiizde kullanilan klasik pepton tiplerine alternatif olmak iizere, ¢esitli bitkisel ve

hayvansal kaynaklardan pepton iiretimi caligmalar1 hala devam etmektedir.

Endiistriyel balik artiklarindan iiretilen pepton kati ve sivi fermantasyon ortamlarinda
olaganiistii biyomas verimi saglamistir. Mikroorganizmalarin iireme oranlar1 bacto
(beef) peptona gore balik artiklarindan tiretilen peptonda iki ti¢ kat fazla gerceklesmistir.
Ayrica balik artiklarindan elde edilen peptonun bacto peptonun (Difco) aksine sekonder
metabolitlerin artmasina izin vermedigi gézlemlenmis ve biyomas iiretim ¢alismalarinda

kullanilabilecegi anlagilmistir (Vecht-Liftshitzk ez al. 1990)

Karideslerin bas kismi kullanilarak en uygun pepton iiretim yolu bulunmaya
calisilmistir. Bu amacla karideslerin (Siyah Kaplan Karidesi) bas bdlgesinin otolizini ve
enzim hidrolizini etkileyen (siire, sicaklik ve enzim konsantrasyonu gibi) faktorler
arastirillmis ve en uygun pepton iretim yolu tespit edilmeye calisilmistir

(Usawakesmanee 1995).

Ayciceginden elde edilen peptona kisaca PC denilmistir. PC nitrojen kaynagi olarak
kullanilarak Streptococcus equisimilis H- 46 ile fermantatif besiyerinde streptokinaz
(SK)’1in iiretimi gergeklestirilmistir. Streptococcus equisimilis H-46’nin  Aycicegi
Protein Konsantresinden (SF-PC) elde edilen pepton ile iiretilmesi sonucunda
besiyerindeki polifenol icerigi azalmis ve bunun sonucunda, SK iiretimi PC ile
hazirlanan besiyerinde NZ-Amine® ile hazirlanan besiyerine nazaran oldukga yiiksek

oranda gergeklesmistir (Parrado et al. 2001).

Sardinella aurita (sardalye) i¢ organlarmin kullanilmasiyla iiretilen peptonun Bacillus

subtilis’in proteose liretimi iizerine etkisi arastirilmistir. Bu arastirma sonucunda elde



edilen balik peptonunun diger ticari peptonlara nazaran proteose iiretiminde % 100 artig
sagladig1 gozlenmistir. Bu artisin nedeni olarak Sardinella aurita’ nm icerdigi yliksek
yag orant ve besleyici faktorlerden kaynaklanabilecegi anlagilmistir (Ellouz er al.

2001).

Ko¢ boynuzundan elde edilen hidrolizat besiyeri ve pepton olarak degerlendirilmis,
gerek rutin besiyerlerinde kullamimi bakimindan, gerekse biyoteknolojik amaclh
kullanimi bakimindan mikroorganizmalar1 iiretme potansiyelinin yiiksek oldugu

belirlenmistir (Kurbanoglu 1999; Kurbanoglu and Algur 2002).

Vatoz (Trygon sephen) baligmm kuyruk kismi artiklarimin propionik asit ve formik asit
karisimi ile muamele edilmesiyle ham sivi pepton hazirlanmistir. Hazirlanan bu pepton
mikroorganizmalar: yetistirme bakimindan ticari 3 pepton ile karsilastirilmistir. Cesitli
ortamlardan (et, yumurta ve siit) izole edilen saf mikroorganizma tiirleri (Aspergillus
flavus, Bacillus subtilis, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli ve Staphylococcus
aureus) 0,5 g pepton/100 ml yogunlugundaki sivi besiyerlerine aktarilmistir. Biyomas
tiretimi inkiibasyon siiresi sonunda oOlciildiigiinde 7rygon sephen baliginin kuyruk
kismindan elde edilen peptonun diger ticari peptonlara benzer ve bazilarindan daha

yiiksek verimle biyomas iiretimini sagladigi bulunmustur (Poernomo and Buckle 2002).

Soya fasulyesinden elde edilen Tip III ve Tip IV (Sigma) peptonlar: kullanilarak yapilan
arastirmalar bu peptonlarin bir fungus olan Claviceps fusiformis’in iireme kapasitesini
ve alkaloid verimini et peptonuna gore oldukca yiiksek oranda arttirdig1 belirlenmistir

(Rozman et al. 2005).

Pepton kaynagi olarak soya fasulyesi ve Afrika cekirge fasulyesi kullanilmis ve
bunlardan pepton iiretilmistir. Uretilen bu peptonlarla bazi bakterilerin mikrobial kitle
artis1 incelenmis ve bu peptonlarin bazi ticari peptonlarla karsilastirilmas: yapilmastir.
Test organizmasi olarak kullanilan bakterilerden bazilari; Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Bacillus subtilis bakterileridir.

Soya fasulyesi ve Afrika cekirge fasulyesi peptonlarin1 ticari peptonlarla
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karsilastirdigimizda bu peptonlar biitiin test bakterilerinin gelisimini olumlu sekilde
etkilemistir. Yapilan caliymalar swrasinda en 1yi gelisimi laboratuarda iiretimi
gerceklestiren soya fasulyesi peptonu ile yetistirilen Escherichia coli ve ticari olarak
iretilen bacto pepton ile yetistirilen Staphylococcus aureus oldugu belirlenmistir. Bu
calisma Nijerya’daki pepton giderlerini azaltilabilecegini ortaya konmustur (Uzeh et al.

2006).

Sigir derisi ve sigir kan atiklarinin enzimatik hidrolizi ile yeni bir protein hidrolizati
tretilmis, kollajen atiklar kullamilarak elde edilen bu yeni protein hidrolizatinin
bakterilerin gelistirilmesinde pepton olarak kullamlabilirligi incelenmistir. Uretilen yeni
pepton, yaygin olarak kullanilan ticari bir pepton olan kazein pepton (Fluka
Biochemica, Switzerland) ile protein, azot, kiil, amino asit igerigi ve farkli
mikroorganizmalarin iiremesine etkisi bakimindan karsilastirilmistir. Yapilan bu
karsilagtirmalar sonucunda yeni iretilen protein hidrolizatin pepton olarak

kullanilabilecegi anlagilmistir (Vasileva-Tonkova et al. 2006).

Ahtapotlarin endiistriyel olarak islenmesi sonucu olusan atik sularin enzimatik olarak
hidrolize edilmesi sonucu elde edilen cesitli peptonlar laktik asit bakterilerinin
tiremesini ve bakteriosin Uretimini arttirdigi gozlemlenmistir (Vazquez and Murado

2008).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal maddeler

Bu arastirmada kullanilan maddeler analitik saflikta olup, MERCK, OXOID, DIFCO,
PARK ve FLUKA firmalarindan temin edilmistir. Mikroorganizmalarin iiretilmesi i¢in
Nutrient Agar (=NA, Merck), Nutrient Broth (=NB, Merck), Plate Count Agar (=PCA,
FLUKA) ve Sabouraud Dextrose Broth (=SDB, OXOID) kullanimustir.

3.1.2 Oriimcek ag

Calismada, Erzurum ili Pasinler ilcesi Alvar Beldesi’ndeki ahirlardan temin edilen
oriimcek aglar1 kullanilmstir. Oriimcek aglar1 toplanirken, aglarin temiz olanlar1 tercih
edilmis ve Oriimcek aglarinin i¢inde artik maddelerin olmamasina dikkat edilmistir.
Toplanan aglar tireten 6riimeceklerin Agelenidae, Theriididae ve Araneidae familyasinin
iyesi oldugu Kadir Boga¢ Kunt (Araknoloji Dernegi Kurucu Bagkani) tarafindan teshis

edilmistir.

3.1.3. Test mikroorganizmalar:

Calismada kullanilan bakterilerden Bacillus subtilus NRS—744, Escherichia coli Dr.
Ayten Kanadali’dan (Atatiirk Universitesi Yakutiye Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, Erzurum) temin edilmistir. Bacillus thurugiensis, Bacillus cereus,
Pseudomonas putida, Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus, Xhanthomas
compestris topraktan izole edilmis olup kendi izolatimizdir. Calismada kullanilan
Aspergillus niger, Penicillium expansum, Alternaria alternata ve Uloladium atrum
mikrofunguslar1 da topraktan izole edilmis olup Prof. Dr. Ismet Hasenekoglu (Atatiirk
Universitesi Kazim Karabekir Egitim Fakiiltesi Biyoloji Egitimi Anabilim Dali,
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Erzurum) tarafindan teshis edilmistir. Bu calismada maya tiirli olarak Saccharomyces

cerevisiae CECT 1389, kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Oriimcek agmn fiziksel olarak parcalanmasi

Oriimcek aglar1 ilk 6nce musluk suyu ile iyice yikanarak aglardaki yabanci maddeler
oriimecek agindan uzaklastirilmistir. Daha sonra deiyonize su ile iki kere yikanmis ve
pastor firminda kurutulmustur. Elde edilen oriimcek aglar1 toz haline getirilmis ve cam

kavanoz icersine biriktirilerek muhafaza edilmistir.

3.2.2. Oriimcek agmn kimyasal olarak parcalanmasi

Asit hidrolizasyon islemi 6N HCI (Merck) icersinde 108°C’de 24 saat bekletmek
suretiyle gerceklestirilmistir (Hess et al. 2002). Bunun icin daha onceden toplanip
temizlenen Oriimcek aglari etiivde kurutulup toz haline getirildikten sonra bu aglar 2’ser
gramlik gruplar halinde termoliz tiipiine alimmustir. Bu c¢aligmada termoliz tiipii
kullanmamizin nedeni, termoliz tiipliniin yiiksek sicakliklardaki (140-150°C) kimyasal
reaksiyonlara kars1 dayanikli olmasidir. Termoliz tiipiine alman 2 gramlik oriimecek agi
tozunun iizerine 15 ml 6N HCI eklenerek olusan karisim etiive konulmus ve burada
108°C’de 24 saat siireyle bekletilmistir. 24 saat sonunda etiivden alinan kismen
hidrolize olmus materyal sogumaya birakilmis daha sonra kismen hidrolize olmus olan
materyal notralizasyon i¢in esit hacimli 3 N NaOH (FLUKA), 3 N Ca(OH)2 (Merck), 3
N Mg(OH)2 (PARK) ve 3 N KOH (Merck) karisimi ile muamele edilerek pH’s1 7’ye
ayarlanmistir. Olusan hidrolizat Whatman no 1 filtre kagidi ile siiziilmiis ve elde edilen
cozeltiye Oriimcek Ag1 Hidrolizat1 (OAH) ad1 verilmistir. OAH’nin 100°C’de 48 saat
siireyle kurutulmasi sonucu elde edilen toz “Oriimcek Agi Peptonu” (OAP) olarak
adlandirilmustir. Oriimeek ag1 peptonu (OAP) iiretiminin akim semasi Cizelge 3.1.’de

verilmistir.
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Cizelge 3.1. Oriimcek Ag1 Peptonu Uretim Semasi

Oriimcek aglar1 deiyonize su ile
temizlenir. Daha sonra firinda

Oriimcek Ag1

kurutulup toz haline getirilirler.

y

Oriimeek Ag Tozu (OAT)

y

2gr (OAT) + 6 N 15 ml HCI

y

Hidroliz (24saat 108C°)

Notralizasyon

|

Mg(OH) 2

|

y
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KOH Ca(OH) 2 NaOH
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Oriimcek Ag1 Hidrolizati
(OAH)
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3.2.3. Oriimcek a1 hidrolizatinin kimyasal iceriginin belirlenmesi

Oriimcek ag1 hidrolizatmin (OAH) kuru madde ve kiil icerigi Kurt (1984)’un belirttigi
sekilde AOAC (1980) yontemi uygulanarak saptanmistir. Kuru madde igeriginin
belirlenmesi amaciyla 100 ml OAH 105 #2°C’lik etiivde 3 saat kurutulmus ve
tartilmustir. Kiil miktarmin belirlenmesi icinde belirli bir miktar OAH firinda tamamen

yakilmig ve agirlik farklar: belirlenerek kiil miktar: saptanmustir.

3.2.3.a. Oriimcek ag1 hidrolizatinda bulunan ve mikroorganizmalarin iiremesinde

rolii olan bazi minerallerin miktarinin belirlenmesi

OAH’nin mineral madde igerigi XRF (X-Ray Fluorescence, Rigaku, ZSX 1000e
WDXREF) cihazi kullanilarak tespit edilmistir.

3.2.3.b. Oriimcek ag hidrolizatinin toplam seker miktarinin belirlenmesi

Toplam seker miktar1 standart glikoz c¢ozeltisi kullanilarak Antrone Yontemi ile
belirlenmistir (Scott and Melvin 1953).

3.2.3.c. Oriimcek ag hidrolizatinin amino asit bilesiminin belirlenmesi

OAH’nin amino asit analizi, Diizen Laboratuarlar Grubu (Ankara) tarafindan HPLC

(High-Pressure Liquid Chromatography) cihazi ile gergeklestirilmistir.

3.24. Oriimcek ag hidrolizatmmn  mikroorganizmalarn  optimal iiretme

konsantrasyonunun belirlenmesi

OAH’nin optimum konsantrasyonunu belirlemek amaciyla, Difco Manual’de (1953)
belirtilen Plate Count Agar’daki pepton yerine farkli konsantrasyonlarda OAH katilmis
(% 1, 2,3,4,5,6,7, 8,9, 10) ve dogal ortamlardan yapilan ekimlerdeki sonuclar
incelenerek en yiiksek koloni sayisi veren konsantrasyon belirlenmistir. Ekim iglemleri
sirasinda toprak, siit ve et orneklerinin 10'6’11k, su orneklerinin ise 107’1k dilisyonlar1

kullanilmastir.
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3.2.5. Oriimcek ag1 peptonu’nun diger peptonlarla karsilastirilmasi

Bu amagla bakteriler icin standart Plate Conunt Agar (PCA) , maya ve kiifler icin ise
Peptone Dextrose Broth (PDB) icergindeki peptonlar degistirilerek belirtilen pepton
yerine ii¢ ayr1 pepton (Proteose Pepton, Bacterioligical Pepton ve Oriimcek Ag1 Pepton)

kullanilmistir. Bu sekilde olusturulan vasatlara yapilan ekim sonuclari karsilastirilmastir.

3.2.5.a. Farkh peptonlu ortamlarda test mikroorganizmalarinin biyomas

verimlerinin karsilastirilmasi

Mikroorganizmalarin inokiilasyon amacl kiiltiirlerinin hazirlanmasi ve biyomas iiretim
caligmalar1 250 ml’lik erlenmayerler icersinde gerceklestirilmistir. Inokiilasyon amagh
kiiltiirler hazirlanirken bakteriler 24 saat, maya 48 saat, kiifler ise 72 saat inkiibasyona
birakilmistir. Biyomas iiretim ¢aligmalarinda ise bakteriler icin 48 saat, mayalar i¢in 72

saat ve kiifler icinse 1 hafta (168 saat) inkiibasyon siireleri se¢ilmistir.

Test mikroorganizmalarindan bakteriler (Bacillus subtilus, Bacillus thurugiensis,
Bacillus cereus, Escherichia coli, Pseudomonas putida, Enterobacter aerogenes,
Staphylococcus aureus, Xhanthomas compestris) once Nutient Broth (NB) igersinde
maya ve Kkiifler (Aspergillus niger, Penicillium expansum, Alternaria alternata
Uloladium atrum, Saccharomyces cerevisiae) Sabouraud Dextrose Broth (SDB)
icersinde cogaltilmistir. Daha sonra her bir mikroorganizmanm c¢ogaltildig1 ortamdan

I’er ml almarak 100’er ml’lik s1v1 besiyerlerine aktarimstir.

Hazirlanan sivi  besiyerlerine bakteriler icin standart Nutrient Broth (NB)
formiilasyonunda belirtilen pepton (Proteose Pepton, Bacterioligical Pepton ve OAP)
yerine, kiifler ve maya icin de Peptone-Dextrose Broth (PDB) formiilasyonunda
belirtilen pepton yerine ii¢ ayr1 pepton (Proteose Pepton, Bacterioligical Pepton ve
OAP) kullamlmstir. NB ve PDB igerigindeki diger maddelerin gesit ve miktarmda
herhangi bir degisiklik yapilmamistir. NB ve PDB igerigi siwrasiyla Cizelge 3.2. ve
Cizelge 3.3.’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. Nutrient Broth (NB) Icerigi (Difco 1953)

Bacto-Beef Extract 3,00 gr
Pepton 5,00 gr
Saf Su 1000 ml
pH = 7,00 0,2

Cizelge 3.3. Pepton Dekstroz Broth (PDB)’un Icerigi (Hasenekoglu 1989)

Dekstroz(Glikoz) 10,0 gr
Pepton 5,00 gr
Potasyum Dihidrojen Fosfat (K2H4PO4) 1,00 gr
Magnezyum Siilfat (MgSO4, 7TH20) 0,50 gr
Saf Su 1000 ml

(pH = 6,00 +£0,2)

Biyomas iretimlerine yonelik caligmalarin sonunda iiretilen maya ve bakterilerin
biyomaslarinin sivi kisimdan ayrilmasi i¢in santrifiij, kiiflerin biyomaslarinin 6l¢iim
islemi i¢inse siizme islemi kullanmilmistir. Santrifiij islemleri 5000 rpm’de 10 dakika
siresince gerceklestirilmis ve siipernatant kisim atilmistir. Kiiflerin biyomaslar ise 1
hafta sonunda kiiltiirlerden filtre kagidi ile siiziilerek ayrilmistir. Stizme ya da santrifiij
islemleri sonunda elde edilen bakteri, maya ve kiif biyomaslar1 iki kez deiyonize su ile
yikanmistir. En son olarak da bu biyomaslar 60°C’de sabit agirhiga ulasana kadar etiivde

kurutularak, kuru agirliklar1 belirlenmistir.

3.2.5.b. Test mikroorganizmalarinin iiremelerinin farkh peptonlar kullamilarak

hazirlanan  besiyerlerinde yiizey ekimi yontemi ile  karsilastirilmasi

NB ve SDB ortaminda ¢ogaltilan mikroorganizma siispansiyonlarindan 1 ml alinarak
8,5 cm capl steril plastik petri kaplarindaki Cizelge 3.4.’te gosterilen PCA igerigine
uygun peptonlar1 (Proteose Pepton, Bacterioligical Pepton ve OAP) iceren besiyerlerine

ekiivyon yardimiyla film halinde inokiile edilmistir. Uygun sicaklikta 48 saat
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inkiibasyon sonunda iiremenin yogunlugu + (az), ++ (iyi), +++ (¢ok iyi) seklinde

degerlendirilmistir (Kurbanoglu 1999).

Cizelge 3.4. Plate Count Agar (PCA) 1 Icerigi (Merck)

Pepton 5,00 gr
Yeast Extract 2,50 gr
Dekstoz 1,00 gr
Agar 15,0 gr
Saf Su 1000 ml

(pH = 7,00 £0,2)

3.2.6. Sonuclarin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Tiim denemeler en az iki paralel olarak yiiriitiilmiis elde edilen sonuglar istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. Istatistiksel arastirmalarda Kruskal-Wallis ve Mann-Whitney
coklu karsilastirma testlerinden faydalamilmistir (Esin vd. 1999). Koloni olusmayan

(Ureme Yok) besiyerlerindeki degerler sifir kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULAR1

Bu arastirmada Oriimcek aginin asit hidrolizasyonu sonucu olusturulan {iriiniin
mikrobiyolojik besiyerlerinde kullanilabilirligi arastirilmig ve elde edilen bulgular

asagida Ozetlenmistir.

4.1. Oriimcek A Peptonunun (OAP) Kimyasal Bilesimi

OAH’nin gerek makro biyoelementler gerekse mikro biyoelementler bakimindan zengin
oldugu anlasilmaktadir. Ayrica toplam seker, kiil ve kuru madde (Siwrasiyla; 1,02; 3,82;
10,00 g/100g) icerigi de Cizelge 4.1.’den goriildiigii iizere olduk¢a zengindir.

Oriimcek ag1 hidrolizatimn (OAH) kimyasal icerigini 6lgmek i¢in 100 ml hidrolizat
alinarak 48 saat siireyle etiivde kurutulmustur. Elde edilen bu kuru numuneye Oriimcek
Ag1 Peptonu (OAP) adi verilmistir. Bu numunenin toplam agirlig1 belirlenmis ve XRF
(X-Ray Fluorescence) cihazinda element tayini yapilarak sonuglar Cizelge 4.2.°de

Ozetlenmistir

Cizelge 4.1. OAH nin Kimyasal Yapis1

Bilesenler g /100 ml
Kuru Madde 10,0
Kiil 3,82
Toplam Seker Miktar1 1,02

OAP’nin amino asit igerigi ve bunlarin yiizdelik dagilimlar: ise Sekil 4.1.’de verilmistir.
Sekilden de goriildiigii iizere OAP 20 cesit amino asidin 16 tanesini gesitli oranlarda
bulundurmaktadir. En yiiksek oranda bulunan amino asit glisin amino asidi olup %38,25

ile temsil edilmektedir. Bunu sirasiyla alanin (%21,46) ve glutamik asit (%9,86) takip
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etmektedir. En diisiik oranlarda bulunan amino asitler ise metionin (%0,32), sistin

(%0,38) ve histidin (%0,49) amino asitleridir.

Cizelge 4.2. OAP’nin Element Igerigi

Element g/ 100g
C 27,320
0] 10,549
F 0,011
Na 0,988
Mg 3,593
Al 0,045
Si 0,024
P 0,003

0,069
Cl 14,076
K 2,185
Ca 3,699
Mn 0,004
Fe 0,017
Ni 0,001
Zn 0,001
Br 0,001
Rb 0,001
Sr 0,001

Ba 0,011
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Sekil 4.1. OAP’deki Proteinlerin Amino Asit Dagilimi

4.2. Mikroorganizmalarin Uremesi icin Uygun Oriimcek Ag1 Hidrolizati (OAH)

Konsantrasyonunun Belirlenmesi

OAH’nin optimum konsantrasyonunu belirlemek amaciyla, Plate Count Agar’in (PCA)
icerigine uygun olarak pepton yerine farkli konsantrasyonlarda OAH kullanilarak
besiyerleri hazirlanmistir. Bu besiyeri hazirlanirken, pepton disinda besiyeri icerigindeki

maddelerin miktarlar1 degistirilmemistir.
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Et, su, siit ve toprak Orneklerinin farkh dilisyonlari, OAH’nin farkli konsantrasyonlar1
(% 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8 9, 10) ile hazirlanan besiyerlerine, plak ekim yontemi
uygulanarak inokiile edilmis ve 24, 48 ve 72 saatlik siireler sonunda olusan koloni
sayilar1 tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.3., Sekil 4.2., 4.3., 4.4. ve 4.5.°

de gosterilmistir.

Cizelge ve sekiller incelendiginde siit ortanu igin en ideal OAH konsantrasyonunun %3,
diger ortamlardaki mikroorganizmalar i¢in ise en ideal konsantrasyonun %4 oldugu
goriilmektedir. Bu veriler dikkate alinarak, daha sonraki caligmalarda %4 liikk OAH

kullanilmastir.

Cesitli ortamlardan yapilan sayim sonucunda en yiiksek koloni sayis1 degerleri su icin
54x10° (%4 lik konsantrasyonda), siit icin 94x10° (%5’lik konsantrasyonda), toprak
icin 94x10° (% 4’liik konsantrasyonda) ve et i¢cin 93x10° (%4’liik konsantrasyonda)
olarak belirlenmistir. Inkiibasyon siiresi arttikga koloni sayilarinda artis goriilmiistiir.
Diger taraftan biitiin ornekler i¢in %4 (veya %5)’liikk konsantrasyonlardan daha yiiksek
konsantrasyon uygulamalarinda ise petrilerdeki koloni sayilarinda azalmalar
kaydedilmistir. En diisiik koloni degerleri ise su, siit, toprak ve et icin sirasiyla 2x10°
(%1’lik konsantrasyonda), 24x10° (%10’Iuk konsantrasyonda), 18x10° (%1’1ik

konsantrasyonda) ve 24x10° (%10’luk konsantrasyonda) olarak belirlenmistir.



Cizelge 4.3. Farkli Konsantrasyonlardaki Oriimcek Ag1 Hidrolizatinin Mikroorganizmalarm Ureme Hizina Etkisi

% OAH Konsantrasyonlari ve Koloni Sayilar

ore Siire
Dil 1 2 4
Ortam ilisyon (Saat) 3 5 6 7 8 9 10
24 UY 10)'% 13 27 22 18 12 12 9 4
Su 107 48 2 13 21 39 33 26 22 20 17 10
72 9 24 36 54 50 37 34 32 23 18
24 25 39 54 63 69 61 56 32 28 24
Siit 10° 48 46 61 75 81 94 80 70 56 34 35
72 59 64 76 81 94 83 75 67 43 39
24 18 32 53 56 52 47 36 32 26 24
Toprak 10° 48 56 67 83 90 75 63 57 55 50 48
72 61 75 90 94 83 77 65 54 53 50
24 39 45 55 63 54 46 36 32 28 24
Et 10° 48 54 67 76 89 67 53 49 49 38 30
72 75 81 87 93 72 68 54 55 43 40

[0)'¢ : Ureme Yok

C
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Sekil 4.2. Su Ortamindan Alman Mikroorganizmalarin OAH’nin  Farkli
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Sekil 4.3. Sit Ortamindan Alman Mikroorganizmalarin OAH’nin  Farkli
Konsantrasyonlarinda 24, 48 ve 72 Saat Sonundaki Uremeleri
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Sekil 4.4. Toprak Ortamindan Alnan Mikroorganizmalarin OAH’nin  Farkli
Konsantrasyonlarinda 24, 48 ve 72 Saat Sonundaki Uremeleri
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Sekil 4.5. Et Ortamindan Alman Mikroorganizmalarin OAH’nin  Farkhi
Konsantrasyonlarinda 24, 48 ve 72 Saat Sonundaki Uremeleri
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4.3. Farkh Peptonlann Kullanarak Hazirlanan Besiyerlerinde Saf Kiiltiirlerden

Yapilan Yiizey Ekimi Sonucu Elde Edilen Bulgular

Elde edilen peptonun, bakteri liretiminde kullanilabilirligini test etmek amaciyla Cizelge
3.4.’te igerigi verilen Plate Count Agar (PCA) besiyerindeki peptonun yerine farkli
pepton tipleri (Bacteriological Peptone, Proteose Pepton ve OAP) konularak yeni
besiyerleri hazirlanmis ve bu besiyerlerinde saf Kkiiltiirlerin  ekim sonuglari

karsilastirilmistir.

Hazirlanan peptonun fungus tiretiminde kullanilabilirligini test etmek i¢in ise Cizelge
3.3.’te igerigi belirtilen PDB besiyerindeki pepton yerine farkli pepton tipleri konularak
yeni besiyerleri hazirlanmis ve bu besiyerlerindeki saf kiiltiirlerin ekim sonuclar:
kargilastirilmistir. Ayrica PDB ortamina %1,5 agar eklenerek besiyerinin katilastirilmasi

amaclanmustir.

Yiizey ekimi sonucunda iireme miktarlar1 bakimindan peptonlar arasinda tiirlere gore
faklilik gozlemlenmistir. Test mikroorganizmalarinin farkli peptonlar iceren ortamlarda
iireme durumlariyla ilgili elde edilen sonuclar Cizelge 4.4.’te 6zetlenmistir. Ornegin;
Bacillus thurugiensis i¢in Bacteriological Peptone en iyi iireme sonucunu vermisken
aynt pepton Xhanthomas compestris i¢in iireme bakimindan digerlerinden zayif
bulunmustur. Alternaria alternata tiirii diger tiirlere gore biitiin peptonlarda daha zayif
tireme potansiyeli gostermistir. Escherichia coli, Pseudomonas putida, Xhanthomas
compestris ve Aspergillus niger tiirleri biitiin pepton cesitlerinde maksimum iireme
gostermistir. Genel olarak degerlendirildiginde, test organizmalarindan 10 tanesi
Proteose Pepton, 6 tanesi Bacteriological Peptone, 8 tanesi OAP’li ortamda maksimum

lireme gostermistir.
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Cizelge 4.4. Test Mikroorganizmalarinmn Farkli Peptonlar Iceren Ortamlardaki Ureme

Durumlar1
Kullanilan Peptonlar

Mikroorganizmalar Proteose Bacteriological OAP
Bacillus subtilus ++ +++ ++
B.cereus +++ ++ +++
B.thurugiensis +++ ++ +++
Enterobacter aerogenes +++ ++ +++
Escherichia coli +++ +++ +++
Pseudomonas putida +++ +++ +++
Staphylococcus aureus ++ ++ ++
Xhanthomas compestris +++ +++ +++
Aspergillus niger +++ +++ +++
Penicillium expansum +++ ++ +++
Alternaria alternata + + +
Uloladium atrum +++ ++ ++
Saccharomyces cerevisiae +++ +++ ++

+ : Zayif Ureme

++ : lyi Ureme

+++ : Cok Iyi Ureme

44. Oriimcek Ag1 Peptonw’nun  (OAP)  Dogal  Ortamlardaki

Mikroorganizmalar1 Uretme Potansiyelinin Diger Peptonlar ile Karsilastirilmasi

Et, siit, toprak ve su orneklerinden hazirlanan dilisyonlar, Cizelge 3.4’te icerigi verilen

PCA’daki pepton yerine ayni miktarda farkli pepton ornekleri katilarak hazirlanan

besiyerlerine inokiile edilmis ve inkiibasyon sonucu elde edilen koloni sayilar1 Cizelge

4.5. 1le Sekil 4.6., 4.7., 4.8. ve 4.9.”da gosterilmistir



Cizelge 4.5. Farkli Peptonlarin Farkli Ortamlardan Alinan Mikroorganizmalar Uzerine Etkisinin Istatistiksel Karsilagtirmasi

Bacteriological

Proteose

Pepton Pepton OAP Anlamhlik Diizeyi
Ortalan}a Standart Ortalama Standart Ortalan}a Standart
Saat Koloni Sapma Kolon Sapma Koloni Sapma pl p2 p3 p4
Sayisi Sayisi Sayisi
24 23,0 1,4 34,7 2,6 15,0 2,1 0,000 0,002 0,002 0,002
Et 48 37,0 3,6 57,0 3,6 35,0 2,3 0,003 0,002 0,394 0,002
72 42,0 2,6 62,0 3,0 43,0 3,5 0,003 0,002 0,485 0,002
24 7,0 0,9 11,0 1,4 13,0 1,7 0,001 0,002 0,002 0,065
Su 48 28,7 2,2 27,2 1,8 21,0 2,5 0,002 0,310 0,002 0,002
72 30,0 2,6 29,0 3,2 26,0 3,3 0,147 0,589 0,065 0,240
24 8,0 1,3 7,0 1,8 7,0 1,8 0,358 0,240 0,240 1,000
Siit 48 22,2 1,5 15,0 2,1 13,2 2,0 0,002 0,002 0,002 0,180
72 33,0 3,2 31,0 2,1 37,0 3,3 0,012 0,310 0,065 0,002
24 4,0 0,6 8,0 0,9 4,0 0,9 0,003 0,002 1,000 0,002
Toprak 48 20,0 2,3 22,0 2,5 23,0 2,1 0,105 0,180 0,041 0,589
72 25,0 1,7 54,8 2,8 30,0 3,5 0,001 0,002 0,015 0,002

e pl, Bacteriological Pepton, Proteose Pepton ve OAP’ nin iglii grup karsilastirmalar1 (Kruskal-Wallis Test)
¢ p2 Bacteriological Pepton ile Proteose Pepton, ikili grup karsilastirmalar1 (Mann-Whitney Test)

e p3 Bacteriological Pepton ile OAP, ikili grup karsilagtirmalar1 (Mann-Whitney Test)
e p4 Proteose Pepton ile OAP ikili grup karsilastirmalar1 (Mann-Whitney Test)

Not: p > 0,05 oldugu durumlarda karsilastirilan gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmektedir.

LT
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Cesitli ortamlardan yapilan koloni sayim sonuclar1 72 saat sonunda incelendiginde en
yiiksek koloni sayis1 et icin 62x10° (Proteose Pepton), su icin 30x10° (Bacteriological
Pepton), siit icin 37x10° (OAP) ve toprak icin de 55x10° (Proteose Pepton) olarak
belirlenmigtir. 72 saat sonunda en diisiik koloni degerleri ise et, su, siit ve toprak i¢in

sirasiyla 42x10°, 26x10%, 31x10° ve 25x10° seklinde tespit edilmistir.

4.5. Oriimcek Ag Peptonu (OAP)’nun Saf Bakteri ve Funguslarn Uretme

Potansiyelinin Diger Peptonlarla Karsilastirilmasi

Oriimcek Ag1 Peptonu’nun diger peptonlarla biyomas potansiyelinin karsilastiriimasi
icin siv1 besiyerleri hazirlanmigtir. Bu amacla bakteriler i¢in Nutrient Broth (NB)
formiilasyonunda (Difco, 1953) belirtilen pepton yerine, kiifler ve maya icin de
Peptone-Dextrose Broth (PDB) formiilasyonunda belirtilen pepton yerine ii¢ ayr1 pepton
(Proteose Pepton, Bacterioligical Pepton ve OAP) kullamlmistr. NB ve PDB
icerigindeki diger maddelerin ¢esit ve miktarinda herhangi bir degisiklik yapilmamigtir.
Kullanilan NB icerigi Cizelge 3.2.’de ve PDB icerigi ise Cizelge 3.3.’te verilmistir.

Farkli peptonlardaki biyomas verimleri Cizelge 4.6.’da gosterilmistir.

Calkalamali kiiltiirlerde, inkiibasyon siiresi sonunda Bacteriological Pepton iceren
ortamda; Bacillus thurugiensis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus ve
Saccharomyces cerevisiae tiirleri, Proteose Pepton’lu ortamda; Bacillus subtilus ,
Escherichia coli, Alternaria alternata Uloladium atrum ve Aspergillus niger tiirleri
OAP’li ortamda ise; Pseudomonas putida, Enterobacter aerogenes, Xhanthomas

compestris ve Penicillium expansum tiirleri en yliksek biyomas verimi olusturmustur.

Biyomas iiretimi sonucunda elde edilen bulgular incelendiginde en yiiksek verim
kiiflerde (Uloladium atrum; 61,20 gr/lt, Aspergillus niger; 52,40 g/lt ve Penicillium
expansum,; 43,20 g/lt) elde edilmistir. Bacteriological Pepton, Proteose Pepton ve
OAP’nin biyomas verimlerinin en diisiik oldugu tiir ise Xhanthomas compestris

(strastyla; 1,20; 1,30 ve 1,80 g/lt) olarak tespit edilmistir
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Cizelge 4.6. Farkli Peptonlar Iceren Ortamlarda Mikroorganizmalarm Biyomas
Verimleri

Mikroorganizmalarin Farkh Peptonlarda Biyomas Miktarlar (g/It)
Pepton Cesitleri

Mikroorganizmalar ;
Bacteriological Proteose OAP
Bacillus subtilus 2,33 3,30 3,00
B.cereus 2,95 2,15 2,47
B.thurugiensis 2,35 1,90 2,25
Enterobacter aerogenes 2,84 2,59 3,17
Escherichia coli 3,62 3,80 3,30
Pseudomonas putida 4,02 4,23 4,35
Staphylococcus.aureus 3,42 3,35 3,39
Xhanthomas compestris 1,20 1,30 1,80
Aspergillus niger 51,50 52,40 45,20
Penicillium expansum 32,20 40,30 43,20
Alternaria alternata 5,10 5,40 3,40
Uloladium atrum 19,30 61,20 23,50
Saccharomyces cerevisiae 7,90 6,70 2,80

Oriimcek Ag1 Peptonu (OAP) nun diger peptonlarla biyomas olusturma potansiyelinin
istatistiksel olarak degerlendirilmesine iliskin veriler Cizelge 4.7., Sekil 4.10., 4.11. ve

4.12°de Ozetlenmistir.



Cizelge 4.7. Oriimcek Ag1 Peptonu’nun Diger Peptonlarla Biyomas Potansiyelinin Istatistiksel Olarak Karsilastirilmasi

Bacteriological Pepton Proteose Pepton OAP Anlamhhk Diizeyi
Mikroorganizmalar Ortalama  Standart Ortalama  Standart Ortalama  Standart

Koloni Sayis1 Sapma Koloni Sayis1 Sapma Koloni Sayis1  Sapma p2 p3 p4
Bacillus subtilus 2,33 0,28 3,30 0,25 3,00 0,20 0,006 0,009 0,016 0,076
B.cereus 2,95 0,20 2,15 0,09 2,47 020 0,003 0,009 0,016 0,016
B.thurugiensis 2,35 0,10 1,90 0,16 2,25 021 0014 0,009 0,347 0,028
Enterobacter 2,84 0,14 2,59 0,20 3,17 023 0,009 0,047 0,059 0,009
Escherichia coli 3,62 0,32 3,80 0,18 3,30 0,14 0,011 0,209 0,028 0,009
Pseudomonas putida 4,02 0,14 4,23 0,15 4,35 0,16 0,021 0,047 0016 0,175
Staphylococcus.aureus 3,42 0,12 3,35 0,19 3,39 0,10 0,853 0,327 0437 0,345
Xhanthomas 1,20 0,15 1,30 0,20 1,82 0,10 0,008 0,347 0,009 0,009
Aspergillus niger 51,50 0,89 52,40 1,55 45,26 0,59 0,007 0,295 0,009 0,009
Penicillium expansum 32,20 1,06 33,35 1,65 43,20 0,92 0,005 0,117 0,009 0,009
Alternaria alternata 5,10 0,40 5,40 0,35 3,40 0,13 0,007 0,343 0,009 0,009
Uloladium atrum 19,30 1,88 61,20 0,81 23,50 0,89 0,002 0,009 0,009 0,009
Saccharomyces 7,90 0,15 6,68 0,20 2,80 0,10 0,002 0,009 0,009 0,009

* pl, Bacteriological Pepton, Proteose Pepton ve OAP’ nin iglii grup karsilastirmalar1 (Kruskal-Wallis Test)
¢ p2 Bacteriological Pepton ile Proteose Pepton, ikili grup karsilastirmalar1 (Mann-Whitney Test)

* p3 Bacteriological Pepton ile OAP, ikili grup karsilagtirmalar1 (Mann-Whitney Test)

e p4 Proteose Pepton ile OAP ikili grup karsilastirmalar1 (Mann-Whitney Test)
Not: p > 0,05 oldugu durumlarda karsilastirilan gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmektedir

[43
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Sekil 4.10. OAP’nin Diger Peptonlarla Biyomas Potansiyelinin Gram (+) Bakterilerde
Karsilastirilmasi
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Sekil 4.11. OAP’nin Diger Peptonlarla Biyomas Potansiyelinin Gram(-) Bakterilerde
Karsilastirilmasi
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Sekil 4.12. OAP’nin Diger Peptonlarla Biyomas Potansiyelinin Funguslarda
Karsilastirilmasi

Cizelge ve sekiller incelendiginde OAP’nin istatistiki bakimdan (p>0,05);
Pseudomonas putida tiiriinde Proteose Peptonla arasindaki farkin dnemsiz oldugu ve bu
iki peptonunda Bacteriological peptondan biyomas verimi bakimindan iistiin oldugu
anlasilmistir. Xhanthomas compestris ve Penicillium expansum tiirlerinde ise istatistiki
bakimdan Bacteriological ve Proteose Pepton arasindaki fark anlamsiz bulunmus ve bu
iki pepton biyomas iiretme potansiyeli acsindan OAP’den zayif bulunmustur.
Enterobacter aerogenes tiiriinde ise OAP iki peptondan da biyomas verimi agisindan

listiin gelmistir.
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S. TARTISMA ve SONUC

Bu arastirmada oriimcek aginmn mikroorganizmalar i¢in pepton olarak kullanilabilirligi
arastirilmistir. Giris boliimiinde de belirtildigi gibi su ana kadar pepton iiretimi amaciyla
farkli hayvansal ve bitkisel kaynaklardan yararlanilmistir (Rale 1984; Usawakesmanee
1995; Aksit vd. 1996; Ellouz et al. 2001; Parrado et al. 2001; Kurbanoglu and
Kurbanoglu 2002; Halkman 2005; Rozman et al. 2005; Uzeh et al. 2006; Vazquez and
Murado 2008). Bu arastirma, Oriimcek agmn kullanilabilirliginin incelenmesi

bakimindan bir ilki teskil etmektedir.

1880 yilinda Naegeli, mikroorganizmalarin daha iyi iremeleri icin pargalanmis,
sindirilmis proteine gereksinim duyduklarmi gézlemlemis ve proteinlerin hidrolizleriyle
olusan bu maddelere pepton adin1 vermistir. Peptonlar Naegeli tarafindan
mikroorganizmalarm iiretiminde kullanildigi zamandan beri besiyerlerinin en 6nemli
maddesi olmustur. Pepton iiretimi konusunda yurdumuzda yapilan ¢alismalar olmakla
beraber, pepton liretimi devamli olarak yapilamamakta ve her zaman her yerde istenilen

kalitede pepton bulunamamaktadir (Unat 1980; Ustacelebi vd. 1999; Cengiz vd. 2004).

Proteinler, fibroz (ipliksi) ve globiiler (kiiresel) diye iki esas grupta toplanir. Oriimcek
ag1 fibroz protein yapisindadir. Fibroz proteinler, hayvansal hiicrelerde ve dokularda
yapisal roller alirlar. Yani biyolojik materyalleri birlikte tutarlar. Fibroz proteinler
derinin, bag dokusunun, sa¢, yiin ve ipek gibi hayvansal liflerin (fiber) proteinini
olustururlar. Fibroz proteinler incelendiginde amino asitlerin 6zel yapida oldugu ve
listiin mekanik 6zellige sahip oldugu goriilmektedir. Ipliksi (veya fibréz) proteinlere
skleroproteinler de denir. Adlarinda belirtildigi gibi, bunlar iplik (fibre) bigcimindedirler.
Genellikle suda ¢oziinmeyen Ozelliktedir. Baslica dogal 6rnekleri arasinda fibroin (ipek,
oriimcek ag1) gosterilebilir. Oriimeek aginda bulunan fibroin maddesinin antiparalel B-
yaprak bolgelerini bol miktarda tasidigi anlagilmistir. Bu kisim tekrarlanan amino asit
dizileri  sergiler  (Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser-Ala-Gly-...)  (Kurbanoglu  1999;
Montgomery et al. 2003; Ustdal vd. 2003).
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Yaptigimiz 6n caligmalar sonunda oriilmcek agi hakkinda gerek yurdumuzda gerekse
diinyada bir¢cok bilimsel arastirma yapilmasina karsin pepton olarak mikrobiyolojik
besiyerlerinde kullanilabilirliginin denemesi konusunda herhangi bir c¢alismanin
olmadig1 anlagilmistir. Bu caliymada Oriimcek agi hidrolizatinin pepton yerine

kullanilabilirligi arastirilmistir.

5.1. Oriimcek Agmn Hidrolize Edilmesinde izlenen Yol

Oriimcek ag1 fibroz proteinler bakimindan oldukga zengindir. Daha 6nce fibroz
ptoteinlerin hidrrolizasyonu isleminde sicaklik ve asit hidrolizasyonu yonteminin daha
cok kullanildig1 goriilmiistiir (Fountoulakis and Lahm 1998). Ayrica daha dnce yapilan
denemelerde Oriimcek aginm hidrolizi icin en uygun metodun hidroklorik asit
kullanilarak gerceklestirilen asit hidrolizasyonu oldugu tespit edilmistir (Fountoulakis
and Lahm 1998; Hess et al. 2002).arastirmamizda hidrolizasyon islemlerinin asit ve
sicaklik uygulanarak gerceklestirilmesi yukarida belirtilen sebeplerle tercih edilmistir.
Hidrolizasyon isleminden sonra; esit hacimli 3 N NaOH (Fluka), 3 N Ca(OH)2 (Merck),
3 N Mg(OH)2 (PARK) ve 3 N KOH (Merck) karistmi kullanilarak nétralizasyon
gerceklestirilmis, boylece elde edilen iriiniin mikroorganizmalarin iiremesi i¢in gerekli

maddeler bakimindan da zenginlestirilmesi saglanmstir.

5.2. Oriimcek A Peptonunun (OAP) Kimyasal icerigi

OAP kuru madde, kiil, bazi mineraller, toplam seker ve amino asit igerigi
bakimindan analiz edilmis ve elde edilen veriler Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2.°de
ozetlenmistir. OAP incelendiginde inorganik madde bakimindan oldukg¢a zengin oldugu
gozlemlenmigstir. Mikroorganizmalar beslenmeleri icin cesitli inorganik maddelere
ihtiya¢ duyarlar. Makro elementler (Na, K, Cl, P, S, Ca, Mg, Fe) ile mikro elementlerin
(Zn, Mn, Br, B, vb) peptonlarin bilesiminde yeterli miktarda bulunmasi mikrobial
gelismenin saglanmasi i¢in gereklidir ve bu maddeler miktar olarak yetersiz oldugu

zaman besi yeri ortamlarina eklenmektedirler (Halkman 1995).
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Piyasada bulunan ticari peptonlarin iceriginde bulunan temel inorganik maddeler Ca,
Fe, Mg, K ve Na’dir. OAP incelendiginde bu elementlerin hepsini igermesi dikkat
cekici bulunmustur. Bacto Pepton, Proteose Pepton ve OAP kendi aralarinda
karsilagtirildiklarinda Ca, Fe, Mg, K ve Na (ug/g) elementlerinin 5 tanesinden 4
tanesini en yiiksek oranda iceren pepton olarak OAP goze garpmaktadir (Cizelge 5.1.).
(BD Bionutrients™ Technical Manual 2006).

Peptonlarin Ca, Fe, Mg, K ve Na icerikleri incelendiginde Bacteriological Peptone,
Proteose Pepton ve OAP’de bulunma oranlar1 ug/g olarak sirasiyla; 30, 7,8, 17, 2 487,
18 127; 120, 13,5, 261, 9 123, 29 730 ve 36 990, 170, 35 930, 21 850, 9 880’dir.

Bu degerler bakildiginda OAP’nin Ca, Fe, Mg ve K iyonlar1 bakimindan asir1 yiiklii
oldugu soylenebilir. Bu yiik Cizelge 3.1.°de aciklanan nétralizasyon isleminden
kaynaklanmaktadir. OAP iceriginde bulunan asir1 iyon yiikiiniin mikroorganizmalarin
gelisimi ve iiremesine olumsuz etki yapabileceginden dolay1 driimcek aginin hidrolizi

icin alternatif metotlar gelistirilerek iyon degerleri optimal degerlere ¢ekilebilir.

Cizelge 5.1. Farkli Peptonlarin Temel Element Icerikleri Bakimindan Karsilastiriimasi
(BD Bionutrients™ Technical Manual 2006)

T oz 3 c Cy
Peptonlar ?;a Ea Es E’ ?;a

« o o0 ~ «

@) = = M Z.
Bacteriological Pepton 30 7,8 17 2487 18127
Proteose Pepton 120 13,5 261 9123 29730
OAP 36990 170 35930 21850 9880

Bu giine kadar oriimcek aginin amino asit igerigiyle ilgili olarak bircok calisma

yapilmistir (Casem et al. 1999; Vollarath 1999; Van Beek et al. 2002; Saravanan 2006).
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Arastirmamizda kullandigimiz OAP’nin amino asit miktarlar1 incelendiginde en yiiksek
degerin glisin (%38,3) amino asidi oldugu Bunu sirasiyla alanin (% 21,5), glutamik asit
(%9,7), arginin (%7,6), serin (%4,5) ve diger amino asitlerin izledigi belirlenmistir. Bu
degerler, daha Once fibroz proteinlerden hazirlanan peptonlarin aminoasit icerigiyle
karsilastirildiginda 6nemli oranda benzerlik oldugu goriilmektedir (Molina ez al., 1984).
Ayrica bir oriimeek tiirli olan Nephila clavipes ag1 iizerinde yapilan arastirma sonuclari
ile OAP’nin karsilastirildig:1 Cizelge 5.2. incelendiginde arastrma bulgularinin daha

once yapilmis arastirma sonuclariyla paralellik arz ettigini sdyleyebiliriz.

Cizelge 5.2. Nephila clavipes ve OAP’nin Amino Asit icerginin Yiizdelik Oranlar1
(Saravanan 2006)

Amino Asit Oriimeek Ipegf OAP
(Nephila clavipes)

Glisin 37,1 38,3
Alanin 21,1 21,5
Valin 1,8 1,8
Losin 3,8 3,6
[zol5sin 0,9 1,6
Serin 4,5 4,5
Treonin 1,7 1,7
Aspartik Asit 2,5 3,0
Glutamik Asit 9,2 9,7
Fenilalanin 0,7 0,9
Tirozin - 3,7
Lizin 0,5 1,0
Histidin 0,5 0,5
Arginin 7,6 7,6
Prolin 4,3 -
Tiriptofan 2,9 -
Sistin 0,3 0,4
Metionin 0,4 0,3




39

OAP’nin 20 amino asidin 16 tanesini icerdigi, triptofan, prolin, sistein ve glutamin
aminoasidini icermedigi goriilmektedir. Bazi amino asitlerin OAP iceriginde
bulunmamasimin nedeni muhtemelen uygulanan hidrolizasyon sartlarinin agirligidir.
Ciinkii asit ve alkali ortamlarda yiiksek 1s1 uygulamalarinin protein ve amino asit

bozulmasina yol actig1 belirtilmektedir.

Ornegin Proteinlerin asit hidralizasyonu icin 6N HCI icersinde 100-120°C’de 10-100
saatlik inkiibasyonunun gerekli oldugu ve bu uygulamanimn triptofan amino asidini
bozdugu ifade edilmektedir (Lehninger, 1975; Tekman ve Oner, 1981;Gokalp, vd.,
1992; Kurbanoglu, 1999). Arastirmamizda ise 108 °C’de 24 saat siireyle hidroliz islemi
uygulanmustir. OAP’de bazi amino asitlerin az miktarda olmasi, bazilarmin ise hic
bulunmamasi, muhtemelen yukarida agiklanmaya calisilan hidrolizasyon sartlarindan

kaynaklanmaktadir.

5.3. Oriimcek AZ1 Peptonu’nun (OAP) Dogal Ortamlardaki Mikroorganizmalar
Uretme Potansiyelinin Diger Peptonlarla Karsilastirilmasi ile ilgili Degerlendirme

Et, siit, toprak ve sudan alman mikroorganizma Ornekleri dilisyona ugratilmis ve
modifiye edilip PCA icerigine gore hazirlanan kat1 besiyerlerine yayma plak yontemine
gore ekim islemi gerceklestirilmistir. Bu besiyerinde sadece pepton cesitleri (OAP,
Bacteriological Pepton ve Proteose Pepton) degistirilmis ve bu degisikliklerin
mikroorganizmalarin iiremeleri iizerine etkileri arastirilmistir. Mikroorganizmalarin

tiremelerine iligkin istatistiksel arastirma sonuclar1 Cizelge 4.2.”de dzetlenmistir.

72 saat sonunda et ortaminda, OAP ile Bacteriological Pepton arasindaki farkin
istatiksel olarak onemsiz oldugu anlasilmig fakat Proteose Pepton ise bu ii¢ pepton
icersinde et ortaminda diger iki peptona iuistiinliik saglamistir. Su ortamunda ise ii¢
peptonun istatistiki olarak birbirine yakin degerlere sahip oldugu ve peptonlarin
arasindaki farkin Onemsiz oldugu anlasilmistir. Siit ortaminda peptonlar arasinda
Proteose Pepton ve OAP arasindaki farkin 6nemsiz oldugu ve bu iki peptonun

Bacteriological Pepton’dan iistiin oldugu anlagilmistir. Toprak ortaminda ise peptonlar
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arasinda Proteose Pepton en yiiksek liretme potansiyelinesahip bulunmus bunu sirasiyla

OAP ve Bacteriological Pepton takip etmistir.

Peptonlarin farkli ortamlardaki koloni sayilar1 degerlendirildiginde iistiinliik sirasina

gore Proteose Pepton > OAP > Bacteriological Pepton oldugu soylenebilr.

5.4. Farkh Peptonlart Kullanarak Hazirlanan Besiyerlerinde Saf Kiiltiirlerden

Yapilan Yiizey Ekimi Sonucu Elde Edilen Bulgular ile lgili Degerlendirmeler

Farkli peptonlar kullanmilarak hazirlanan besiyerlerinde test mikroorganizmalarinin

tiremelerine iliski bilgiler Cizelge 4.4.’te gosterilmistir.

Yiizey ekimleri sonucunda test mikroorganizmalarimin tiremeleri tiirlere gore farklilik
gostermistir. Fakat genel olarak incelendiginde peptonlar arasinda (biiyiikten kiiciige)

Proteose Pepton, OAP ve Bacteriological Pepton seklinde bir siralama olusmustur.

5.5. Farkh Peptonlarin Saf Kiiltiirlerde Biyomas Verimleri Uzerindeki Etkilerinin

Karsilastirilmas1 Hakkinda Degerlendirmeler

Biyomass verimleri tiirlere gore degisiklik gostermistir. Elde edilen sonuglarla ilgili
istatistiksel veriler Cizelge 4.7.°de Ozetlenmistir. Biyomas verimleri incelendiginde
hemen hemen kullanilan biitiin standart suslarin OAP iceren ortamlarda iireyebildikleri,
tiremenin karsilastirilan diger peptonlardan Proteose Pepton’dan daha zayifken,
Bacteriological Pepton’dan daha iistiin oldugu anlagilmaktadir. Istatistiki olarak
degerlendirildiginde OAP Pseudomonas putida, Enterobacter aerogenes, Xhanthomas
compestris ve Penicillium expansum tiirlerinde Proteose Pepton ve Bacteriological

Pepton’dan daha iistiin oldugu anlagilmaktadir.

Bu sonuglara gore OAP’nin sadece belli cesit mikroorganizmalar1 degil, kiif, maya
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Gram (+) ve Gram (-) bakterileri de iiretebilen bir potansiyele sahip oldugu

sOylenilebilir.

OAP’nin anaerobik organizmalar i¢in kullamlabilirligi arastirilmamustir. Dolayisiyla
OAP’nin anaeroplar1 iiretme potansiyeli hakkinda bir karsilastirma ve degerlendirme

yapmamiz miimkiin olmamaistir.
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SONUC ve ONERILER

Bu arastirmadan elde edilen sonuclar ve bu sonuglardan yola ¢ikilarak yapilabilecek

Oneriler agsagida ozetlenmistir.

1. OAP piyasada satilan peptonlardan Bacteriological Pepton’a yakin bir
mikroorganizma liretme potansiyeline sahiptir. Ancak bu potansiyel Proteose Pepton’a

gore daha zayif bulunmustur.

2. OAP’nin mikrobiyolojik vasatlarda kullanilmasi bakimindan daha giiclii hale
getirilmesi i¢in hidrolizasyon ve notrolizasyon islemlerini de iceren yeni ve alternatif

metotlarin gelistirilmesi hakkinda yeni arastirmalara ihtiya¢ vardir.

3. Ik bakista oriimcek agmin olusturulma ve toplanmasindaki problemler bu
materyalden iiretimin ekonomik olmayacag: seklinde bir diisiince dogurabilir. Ancak bu
caligma ag proteinlerinin pepton iiretiminde kullantmi amach ilk c¢alismadir. ipek
boceginden iiretilen ipek materyalinin sanayi atiklarinin da ayni amagcla
kullanilabilecegi dikkate alindiginda bu ¢alisma, bu tip maddelerin degerlendirilmesini
tetiklemesi acisindan onem kazanmaktadir. Ayrica oriimcek agi maddesini kodlayan
genlerin bagka organizmalara molekiiler klonlama yontemiyle aktarilmasi suretiyle daha
biiylik oranlarda iiretilmesi konusundaki ¢alismalar devam etmektedir (Fahnestock et
al., 2000; Gould, 2002). Dolayisiyla bu ¢esit iiriinlerin gelecekte daha fazla iiretilecegini

ve bu konudaki hammadde sikintisinin ortadan kaldirilacagini soyleyebiliriz.
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