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OZET

Boynuz hidrolizatindan bakteriler i¢in yeni bir besiyeri gelistirilmigtir. Materyal olarak,
Erzurum Et Kombinasindan temin edilen kog¢ boynuzlann kullamiimistir. Boynuzlar
ogitildikten sonra elde edilen boynuz unu kimyasal olarak (asit ve baz hidrolizi)
hidrolize edilmis ve hidrolizat « Ham Boynuz Ekstraktt » (HBE) olarak
isimlendirilmistir. HBE' nin protein, azot, kiil, mineral madde, toplam seker ve amino
asit bilegimi belirlendi ve bir mikrobiyolojik vasat olarak kullanim igin yeterli organik
ve inorganik maddeleri igerdigi saptanmigtir. HBE 10 g maya ekstrakt1 ve 20 g glikoz
ilavesiyle zenginlestirilmigtir. Bu son ¢ozelti « Stok Besiyeri Cozeltisi » (SBC) olarak
isimlendirilmigtir. Farkli konsantrasyonlardaki (% 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10) SBC'
nin test mikroorganizmalann (B. cereus, L. bulgaricus, L. monocytogenes, E. coli, S.
thermophilus) iiremesi lizerindeki etkileri arastinlmig ve % S SBC (Boynuz Broth =
BB)' nin optimal konsantrasyon oldugu belirlenmistir. Boynuz Agar ortam1 (BA), BB'
nin litresine 15 g agar ilavesiyle hazirlanmigtir. BB ve BA vasatlan diger baz standart
vasatlara, Nutrient Broth—-Agar (NB-A), Plate Count Broth—Agar (PCB-A), Trypticase
Soy Broth-Agar (TSB-A), karg1 saf kiiltir halindeki mikroorganizmalann ve gesitli
dogal ortamlardaki (toprah su, et ve siit) mikroorganizmalarin normal ve yaralanmis
forumlannt firetmesi bakimindan test edilmigtir. Yizey ekimi, dékme plak (koloni
sayilarim kargilagtirmak igin ) ve ¢alkalama kilttr (biyomas verimlerini kargilagtirmak
i¢in) caligmalarindan elde edilen sonuglar hem yiizeyde tireme hem bakteri sayilar1 hem
de biyomas verimleri bakimindan BB ve BA vasatlanmin, NB-A ve PCB-A
vasatlarindan biraz daha giglii fakat TSB ve TSA vasatlarindan zayif oldufunu

gostermisgtir.
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SUMMARY

A new medium for bacteria from horn hydrolysate was developed. Ram horns obtained
from Erzurum Slaughterhouse were used as material. After the grinding, the horn flour
was hydrolysed chemically (acid and base hydrolysis) and obtained hydrolysate termed
as « Crude Horn Exstract » (CHE). The contents of protein, nitrogen, ash, some
minerals, total sugars and amino acids of CHE were determined and it was seen that it
has both organic and inorganic materials enough to use as a nutrient medium. CHE was
enriched by the addition of 10 g yeast extract and 20 g glucose. This later solution is
termed as « Stock Medium » (SM). The effect of different SM concentrations
(1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 %) on the growth of test microorganism (B. cereus, L. bulgaricus,
L. monocytogenes, E. coli, S. thermophilus) were investigated and 5 % SM (Horn Broth
= HB) found to be optimal one. Horn Agar Medium (HA) was prepared by the addition
of 15 g of Agar to 1000 ml of HB. These media were tested against to some other
standard media, Nutrient Broth~Agar (NB-A), Plate Count Broth-Agar (PCB-A),
Trypticase Soy Broth—Agar (TSB-A), in their ability to support éerth of both injured
and noninjured bacteria in both pure cultures and natural samples such as soil, water,
milk and meat. The obtained results from parallel studies with surface streaking, pour
plate (for comparing the colony counts) and shaking culture (for comparing the biomass
yields) procedures showed that HB and HA media yielded a lititle higher bacterial
counts and biomass yields than did NB-A and PCB-A in both normal and injured

bacteria, but these values were lower than values obtained from the TSB and TSA.



il

TESEKKUR

Bu aragtirma, Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimii Mikrobiyoloji Laboratuan,
Ziraat Fakiiltesi Toprak Boliimii Arastirma Laboratuan ve Tirkiye Bilimsel ve Teknik
Aragtirma Kurumu Marmara Aragtirma Merkezi (Gebze) Laboratuarlarinda yapilmstir.

Bu galismamn planlanmasinda ve yiiriitiilmesinde, her tiirlii bilgi ve tecriibelerinden
yararlandigim sayin hocam Prof Dr. O. Faruk ALGUR' a en igten tegekkiirlerimi
sunarim. Calismalarim siiresince ilgi ve destegini esirgemeyen sayin Prof. Dr. Muhlis

OZKAN' a da tesekkiirii bir borg bilirim.

Ayrica, ¢alismalannmda yardimer olan Prof Dr. Ismet HASENEKOGLU, Prof. Dr.
Miikerrem KAYA, Ars. Gor. Nesimi AKTAS, Ars. Gor. Metin TURAN ve
Bakteriyolog Tevfik AKMAN ile biitiin Biyoloji Bolim Elemanlarina tegekkiir ederim.

Subat, 1999 E. Bagaran KURBANOGLU



v

iCINDEKILER
Sayfa
OZET i
SUMMARY ii
TESEKKUR iii
ICINDEKILER iv
1. GIRIS 1
2. MATERYAL VE METOT 11
2. 1. MATERYAL ...ttt iebevessesietsesaeseseesesssesssssnssesenssesssssssnsasssssesens 11
2.1.1. Kimyasal Maddeler ...........ccooovveinieeiieiisnicccniciineiiscivcere e 11
2.1.2. BOYIUZ ..cooiinieiireteeeeete ettt isssssesae st ssesa e s n s s s s st n s senasasnas 11
2.1.3. MIKroorganizmalar ................ccooeerevecnenininineneciereeieneneseieissess e 11
22 METOT ...ttt r et s st a ettt seae e e et s bssessassasbonen 12
2.2.1. Boynuzun Fiziksel Olarak Pargalanmasi ...........c.ccoovviiiinnininenininieninnnnennn 12
2.2.2. Boynuz Ununun Kimyasal Olarak Hidrolize Edilmesi ...........c.c.cccecevvnurnnnn. 12
2.2.2. Boynuz Ununun Kimyasal Olarak Hidrolize Edilmesi ...........c.cocovrereuerenenes 12
2.2.3. HBE’ nin Zenginlegtirilmesi ...........cccoueuevereeinmnemnrcicriinneeeesnssieesenens 12
2.2.4. Ham Boynuz Ekstraktinin (HBE) Kimyasal Igeriginin Belirlenmesi ............ 13
2.2.4.1. Toplam Kuru Madde ve Kiil Miktarinin Belirlenmesi ..........c.ccccoeuniveuinnnns 13
2.2.4.2. HBE' de Bulunan ve Mikroorganizma Uremesinde Roli Olan Bazi
Minerallerin Miktarinin Belirlenmesi ...........cccoeocvinniincnnininnnnniinnnenne. 13
2.2.4.3. HBE' nin Toplam Ham Protein Miktarimin Belirlenmesi ...........c.ccoeovvvrunnce.
13
2.2.4.4, HBE' nin Toplam $eker Miktarinin Belirlenmesi ............cccoceovvviiinnnnnnes 13
2.2.4.5. HBE' nin Amino Asit Bilegsiminin Belirlenmesi ..........ccoceccvevncniinnieene. 14
2.2.5. Stok Boynuz Cozeltisinin (SBC) Mikroorganizmalar: Optimal Uretme
Konsantrasyonunun Belirlenmesi .............coeveeveuercccnnniecinniiiiccicinen 14

2.2.6. SBC’ nin Zenginlestirilmesinde Kullanilan Katki Maddelerinin

Mikroorganizmalar: Uretme Potansiyellerinin Belirlenmesi .................. ceene 15



2.2.7. BB ve BA' nin Standart Besiyerleri Ile Karsilagtinimas ............o.cocoevvevcneen. 15
2.2.7.1. Test Organizmalarin BB ve Standart Besiyerlerinde Biyomas Verimleri
Bakimindan Kargilagtirilmasi ............cooeevueeeeenieiecieenineeienieseceeveeesnenenens 15
2.2.7.2. Test Organizmalarin BA ve Standart Besiyerlerinde Uremelerinin Yiizey
Ekimi Yontemi Ile Kargilagtirlmasi .............covevieiveveivivrveneveisieeeensenenennns 15
2.2.7.3. BA ve Standart Besiyerlerinin Yarali (Injured) ve Yaralanmamig
(Non-Injured) Bakterileri Uretme Potansiyellerinin Kargilagtinlmasi ......... 16
2.2.7.4. Et ve Siit drneklerinin Total Aerobik Canh Bakteri Sayilarimin BA ve
Standart Besiyerlerinde Kargilagtirlmasi ...........cccocoevvveeecenenenneenneseenns 16
2.2.7.5. Anaerobik Mikroorganizmalarin BA ve Standart Ortamlarda Ureme
Durumlarimn Kargilagtirilmasi .........cccoceevieeeeeermrercnnniinencecenreenenecsinenenesees 17
2.2.8. Sonuglann Istatistiki Olarak Degerlendirilmesi .............cocovvevvevrevreeneirenserennn. 18
3. BULGULAR 19
3.1. Ham Boynuz Ekstraktinin (HBE) Kimyasal Bilegimi ............cccccoeeevicenieenrennnnas 19
3.2. SBC' nin Mikroorganizma Uretimi I¢in En Uygun Konsantrasyonunun
Belirlenmesine Iligkin Arastirma SOnuGlar ...............ccoceeeveveeueeuruereeeeinseennns 20
3.3. SBC’ nin Farkli Konsantrasyonlarinin Test Mikroorganizmalanin Ureme
Hizina (Jenerasyon Siiresine) Etkileri ..........ococoeeevcvvnccivecinccnnecsicscenees. 22
3.4. SBC’ nin Zenginlestirilmesinde Kullamlan Katki Maddelerinin Mikroorganizmalan
Uretme Potansiyellerinin Belirlenmesine Iliskin Aragtirma Sonuglari ........... 24
3.5. BA ve Standart Agarlarin Test Organizmalar Uretme Potansiyellerinin
BElIfleNmMESI ......c.ovvveveieieiiiereieeeeccrri et es 25
3.5.1. Yizey Ekimleri Bakimindan Kargilagtinlmasi ...........cccocoeveeeiennncnecnnnneene, 25

3.5.2. Baza Zorunlu Anaerobik Bakteriler ile Toprak, Su, Siit ve Et
Omeklerindeki Anaerobik Bakterilerin BA ve Standart Agarlardaki

Yiizey Ekimi Sonuglarnin Kargilagtinlmast ...........c.cooeeereevnieneerineeseninecnnnes 27
3.6. BB ve Standart Vasatlarin Test Mikroorganizmalan Uretme Potansiyellerinin
Biyomas Verimleri Bakimindan Kargilagtinlmast ...........cccoccoeveviieccninnnninnas 28
3.7. BA ve Standart Vasatlarda Uretilen Yaralanmis ve Yaralanmamig Bakterilerin
«Canl1 Aerobik Bakteri» Sayilarn Bakimindan Karsilagtirilmasi ...................... 30
TC.YUE

RUE T



4. TARTISMA 42
4.1. Boynuz Materyalinin Hidrolize Edilmesinde izlenen Yol ............cooovvcevvrvceeeee 43
4.2. Ham Boynuz Ekstraktimin (HBE) Kimyasal I¢erigi ...........cccccevvrverereervicrrernnnee. 44
4.3. SBC’ nin Optimum Konsantrasyonunun Belirlenmesine Iliskin Deney
Sonuglannin Degerlendirilmesi .............ccccoovrenveriierininenrenenereeesieeneiesnnes 49
4.4. Katki Maddelerinin Mikroorganizmalan Uretme Potansiyellerinin Aragtirtimasi
Amaciyla Yapilan Deney Sonuglarinin Degerlendirilmesi ..............ccouee.e. 52
4.5. BB' nin Standart Vasatlarla Kargilagtirilmasi ..........c.ccocceoeerneciinnnncnccnnnnnenneen 53
4.5.1. Boynuz Agarin (BA) Standart Besiyerlerine Karg1 Yiizey Ekimi Bakimindan
Kullamlabilirlii ..........cccoeevrerernerrieieeennieeenenenecreseneesn s sssaseeesssssnns 53
4.5.2. Boynuz Agann Standart Besiyerlerine Karsi Anaerobik Bakterileri Uretmesi
Bakimindan Yiizey Ekimleri Yontemi ile Kargilagtinlmast ........................... 54
4.5.3. BB ve Standart Vasatlarin Test Mikroorganizmalarin Uretme Potansiyelinin
Biyomas Verimleri Bakimindan Karsilagtinilmasi ................... - ............... 54
4.5.4. BA' nin Yaralannmg ve Yaralanmamig Bakterilerin Uretilmesinde Standart
Vasatlarla Karsilagtirilmasi ............cccooeeveiieeenieeereiececeictre e ene 55

4.5.5. Farkh Toprak, Su, Et ve Siit Omeklerinin BA ve Tamk Vasatlarda
Olusturduklar: Aerobik ve Anaerobik Bakteri Sayilarinin Kargilagtinnlmasi1.. 58
4.6. Aragtirmada Kullamlan Test Mikroorganizmalann Cesitli Ozellikleri fle

Tgili DeBerlenditmeler ..............ooevveeeereeeceeneeeeeceesee s ssessssssse s ssesssssaenes 58
4.7. BB (BA) Besiyerinin Fizyolojik ve Kimyasal Ozellikleri ...............ccorvevennen.. 59
4.8. BB’ nin Maliyetinin Standart Vasatlarla Karsilagtirilmasi ..............cocoevevevnenene. 59

KAYNAKLAR 61




1. GIRIS

Mikroorganizmalari laboratuarlarda tretmek, saf olarak ayirmak, teshislerini yapmak ve
islevleriyle ilgili her turli g¢aligmalan yirttebilmek igin, onlarin ihtiyaci olan besin
maddelerini ihtiva eden ortamlar hazirlanir. Bu ortamlara « besiyeri » veya «besi
ortami» ad verilir ( Pekin, 1980; Temiz, 1994; Halkman, 1995).

Mikrobiyoloji biliminin baglangicindan giiniimiize kadar besi ortamlan iizerindeki
¢aligmalar artan bir yoJunlukla devam etmektedir. Mikroorganizmalar igin besiyeri
hazirlama g¢aliymalan, ilk olarak 1860 yilinda Pasteur tarafindan baglatilmigtir.
Baslangigta, bakterileri ¢ogaltmak igin et ekstrakti kullamilmig ve 1881 yilinda Robert
Koch, kiiltiir ortamlanm tarif ederek, et ekstraktinin yam sira pepton ve tuz (NaCl)’ un
kullanilmasim 6nermigtir (Bridson, 1995). Bakteriyoloji biliminin ortaya g¢iktif
yillarda, besiyeri olarak yapisinda gesitli kimyasal maddeler bulunduran baz1 eriyikler,
sebze sulan, bitki haglamalan, siit, serum ve hatta idrar ve 6zellikle et suyu kullanilmig
ve buna jelatin ilavesiyle kati besiyerleri hazirlanmigtir. Ayrica'serum pihtisi, pigmis
patates ve yumurta aki gibi maddeler tizerine de ekimler yapilmigtir. 1880 yilinda
Naegel' in ilk kez bakteri tretiminde peptonu teklif etmesinden sonra, bu madde
besiyerlerinin ¢ok 6nemli bir eleman olmus ve «et sulu pepton» temel besiyeri olarak
bakteriyolojiye girmistir. 1909 yilinda W.D. Frost tarafindan dehidre tekniginin ortaya
konulmasindan sonra, besiyerlerinin ticari olarak {iretimi baslamigtir. Bugiin, besiyeri
treten ve pazarlayan pek cok ticari firma bulunmaktadir (Unat, 1980; Bridson, 1995).

1950’ li yillardan bu yana bazi besiyeri Gretici firmalar tarafindan kullamma hazir halde
besiyerleri tretilmekte ve pazarlanmaktadir. Bu firmalar (Merck, Difco, Oxoid, BBL,
BioMericus, Sigma, LabM vb.) tarafindan hazirlanmis dehidre besiyerleri kullaniminin
tartigmasiz bir dstiinltga vardir. Bu besiyerleri vidali kapakl tiip ve siselerde siv1
besiyerleri, yatik agar besiyerleri, dik agar besiyerleri, eritilerek bir petriye dékiilmek
tzere hazirlanmig agarli besiyeri ile petri kutularinda agarhi besiyeri olarak
tiretilmektedir. Petri kutularindaki agarli besiyerleri tek bir besiyerini igerebildikleri
gibi, ikiye boliinmiis petri kutularinda iki farkli selektif besiyeri de bulundurabilirler.
Agarl1 besiyerleri plastik petri kutularinda hazirlanmaktadir. Bunlann diginda yizey



kontaminasyonlarinin belirlenmesi ve kiltiirlerin tasinmasinda kullamlan hazir agar
slaytlan da bulunmaktadir. Bu tip besiyerlerini kullanmak, laboratuarda biiyik kolaylik
saglamaktadir (Halkman, 1995).

Son yillarda besiyeri hazirlama tzerindeki aragtirmalar daha gok selektif besiyerlerinin
hazirlanmasi tizerinde yogunlagmgtir. Ozellikle mikrop-sentez baglaminda 6nemli bir
mikrobiyoloji alt dali olan «endiistriyel mikrobiyoloji» alaninda yapilan aragtirmalarda,
mikroorganizmalar yoluyla sentezlenecek maddenin sentez hizi, miktari, saflif1 ve
aktivitesi gibi 6zellikler, organizmanin tiretildigi ortamla dogrudan iligkili bulunmug ve
bu nedenle sentezlenecek madde ve kullanilan mikroorganizmaya gére yeni besiyeri
hazirlama iizerindeki ¢aligmalar yogunluk kazanmugtir (Cetin, 1983; Rale, 1984; Leeson
et al., 1984; Al-Zoreky ve Sandine, 1990; Rambach, 1990; Lim et al., 1995; Dave ve
Shah, 1996). Diger taraftan giinlitk hayatimizda genis kullanim alam bulunan organik
¢oziciiler, antibiyotikler ve enzimler gibi 6nemli iiriinlerin sentezi, mikroorganizmalarn
kullamildif1 fermentasyon siiregleriyle gergeklestiriimektedir. Bu firiinlerin genetik
manipiilasyonlarla degistirilmis mutant wklarla sentezi de gunﬁmﬁz mikrobiyoloji
¢aligmalann baginda gelmektedir. Bu nedenle mutant irklann izolasyonu ve teghisi igin
yeni besiyeri hazirlama ¢alismalan da 6nem kazanmaktadir (Cetin, 1983; Zuniga et al.,
1994).

Mikroorganizmalarin besin ihtiyaglari tiirlere gore degismektedir. Ancak tim
bakterilerin kimyasal yapisinda baglica agagidaki maddelerin bulundugu saptanmigtir
(Gottschalk, 1985).

1. Protein, niikleik asit, polisakkarit ve lipit gibi molekil agirlif biiyiik olan organik
maddeler,

2. Koenzim, ara metabolitler gibi molekiil agirlid: kiigiik olan organik maddeler,

3. Su, fosfor, kikiirt, sodyum, potasyum, demir gibi inorganik maddeler.

Diger taraftan mantarlann kimyasal yapilant da bakterilere benzerlik gdstermektedir.
Tek farklihik, mantarlarn hiicre duvarlarinda kitin bulunmasidir. Beslenmede, bakteriler
icin gerekli maddelerin hemen timi, mantarlar igin de gegerlidir. Mantarlar



bakterilerden farkli olarak polivinil kloriir gibi plastikleri, alkil benzen siilfonat gibi
deterjanlan ve bazi pestisitleri kullanabilirler. Ayrica, seliiloz yapisindaki maddeleri de
bakterilerden daha iyi kullamrlar (Cetin, 1983).

Mikroorganizmalarin Uretilebilmesi igin gerekli maddeler, baglica bilinen ana gruplar

altinda toplanabilir:

1. Mikroorganizmanin ana yapisim olusturan karbon, hidrojen, oksijen ve azot gibi
elementleri saglayan besinler,

2. Fosfor, potasyum, kikiirt ve magnezyum gibi ikinci derecede 6nemli olan
elementleri saglayan besinler,

3. Mikroorganizmanin metabolizmasinda koenzim olarak ¢esitli islevieri olan
vitaminleri igeren besinler,

4. Ureme i¢in zorunlu veya az gerekli iz elementler.

Besiyerleri, dogal ve yapay olmak iizere baglica iki kisma ayrilir. Dogal besiyerleri
genellikle dabha ucuz olduklarindan, fermentasyon teknolojisinde. ¢ok kullamihrlar.
Bunlara 6mek olarak tiziim ve bira siralan, melas, soya kiisbesi, siit ve artiklar, pepton,
misir maserasyon sivist gibi maddeler gosterilebilir. Ancak dogal besiyerlerinin
bilesimlerinin tam olarak belirlenmesi olduk¢a zordur ve bu nedenle mikrobiyoloji
laboratuarlarinda, ozellikle bilimsel calismalarda yapay besiyerleri kullanihir. Bazi
besiyerleri genel amagh olabilir. Bunlar, gesitli mikroorganizmalann gelismesine
elverislidir. Bazilan ise segici olup, ancak belli mikroorganizmalanin geligtirilmesinde
kullamlir (Pekin, 1980; Hasenekoglu, 1983; Halkman, 1995).

Gerek ilkemiz ve gerekse diinyada mikrobiyolojik ¢aligmalarin artmasina paralel
olarak, besiyeri ihtiyac1 da artmaktadir. Cinkti mikrobiyoloji ve mikroorganizmalarla
gahilan her yerde mutlaka gerekli olan besiyerleri, son derece yiiksek fiyatlarla
pazarlanmaktadir. Gerek kontrol ve gerekse egitim faaliyetlerini rutin olarak siirdiiren
insan, hayvan ve bitki saghifn ve toprak mikrobiyolojisi ile ugrasan hastane, iniversite,
gesitli saglik ve aragtirma kuruluglarinin kullandiklar1 besi ortamlarinin miktarlar
disiintliirse, bunun ekonomimize yiikledigi parasal yiikiin agirlig1 daha iyi anlagilabilir.

Ulkemizde ticari besiyeri tiretimi olmamasi sebebiyle, mikrobiyolojik calismalarda



kullanilan besiyerleri Difco, Oxoid ve Merck gibi dis kaynakli firmalardan
saflanmaktadir. Rutin kontrollerde bile gok miktarlarda kullanilan temel besiyerlerinin
ithali, dlkemiz ekonomisi i¢in 6nemli miktarlarda déviz kaybina sebebiyet vermektedir.
Omegin Tirk Standartlannda gidalarin mikrobiyolojik analizlerinde mezofilik aerobik
bakteri sayiminda Plate Caunt Agar (PCA) oOnerilmekte ve bir 6rmegin analizi i¢in
yaklagik 1300000 TL' lik besiyeri kullamilmaktadir (Topal, 1982; Dizdar ve Develi,
1987). Opysa, belirli iglerin siirekli olarak her zaman her yerde ucuza yapilabilmesi,
yabancilara mimkiin oldugu kadar muhtag olmadan, yurdumuzun kaynaklarindan
yararlamlarak geligtirilen yontemlerin uygulanmasiyla miimkiin olabilir. Bugiin ki
durum, mikrobiyoloji kuruluglarimizi besiyeri, serum ve antijen gibi kullanmaya
mecbur oldugumuz maddeleri yapip satan yabanci firmalann pazari haline getirmis, gok
pahali igleyen ve siirekli olabilecegi garantisi olmayan bir hizmet gekli yaratmigtir. Bu
nedenlerle, yerli kaynaklardan besiyeri hazirlama ¢alismalarimn artinlmasina siddetle
ihtiyag vardir. Ulkemizin tnlii mikrobiyologlarindan Ekrem Kadri Unat, bu ihtiyaci
vurgulamak igin « Tirklestirilmis bir tibbin ve mikrobiyolojinin 6zlemi igerisideyiz »
ifadesini kullanmigtir (Unat, 1980).

Besiyerindeki organik madde ihtiyact protein ve karbohidrat igeren maddelerden
saglanmaktadir. Bu maddeler bitkisel ve hayvansal orijinli olabilirler (Bridson, 1995;
Topal, 1982) Hayvansal kaynaklar arasinda et ve et unlan, balik ve balik unlan, kazein
ve jelatin gibi maddeler (Unat, 1980; Kosaric ve Miyata, 1981; Topal, 1982) , bitkisel
kaynaklar arasinda ise muz kabuklari (Pujol ve Bahar, 1983), Hint Kirazt Cekirdegi
(Malathi ve Laddha, 1989), seker kamis: atiklari (Molina et al., 1984), mese palamutu
meyvasi (Kekos ve Kauklos, 1985), yerfistif1 unu, soya unu, pamuk tohumu ve aygigegi
tohumu (Topal, 1982) gibi maddeler kullamiimaktadur.

Onemli bir tarimsal potansiyele sahip olan tlkemizde, gok cesitli tarimsal atiklar
kullanilmadan araziye atilmakta ve ham madde kaybina neden oldugu gibi gevre
kirlitigi de olusturmaktadir. Bu maddeler organik ve inorganik maddeler bakimindan
zengin olduklan igin, dogrudan arazi ve suya atildiklarinda, mikrobiyal florada 6nemli
degisikliklere yol agmaktadir. Topraktaki organik madde artig1, sulardaki ¢6zinmiis
oksijen miktarim hizla azaltmakta ve bunun sonucunda, basta baliklar olmak iizere,



sudaki tim canli hayat tehdit edilmektedir. Difer taraftan, bu gesit sularla tanmsal
sulama yapilan alanlarda, topraktaki anaerobik sartlarin ortaya ¢ikmasi sonucu, bitki
populasyonunun énemli yaralar aldiga ve verimde diigiisler oldugu da belirtilmektedir
(Srivastava ve Shai, 1987; Kadioglu ve Algur, 1990; Algur ve Kadioglu, 1992;
Kadioglu ve Algur, 1992). Cesitli endiistriyel atiklarin su kirletme 6zellikleri Tablo 1.1
de verilmigtir (Algur, 1992).

Tablo 1.1. Insan ve Endisstriyel Atiklann Su Kirletme Ozellikleri Yoniinden

Karsilagtiriimasi
Isletmenin cinsi Isletme kapasitesi Insana esdeger
Bira fabrikas: 1 hl bira 100
Meyva suyu fabrikast 100 kg meyva 50
Seker fabrikasi 100 kg pancar 70
Sit fabrikasi 1 ton siit .30
Peynir fabrikast 100 kg peynir 130
Seliiloz fabrikasi 1 ton silfit s1vis1 1500
Mezbaha 1 hayvan 21

Bu nedenlerle tarimsal ve endiistriyel atiklanin gevreye atilmak yerine, faydal: driinlere
doniigtiiriilmesi hem onlann ¢evre Kkirletici etkilerini azaltacak, hem de ekonomik
kazanglar saglanacaktr.

Ulkemizdeki baglica tanmsal sanayii yan iriinleri sunlardir: Meyva ve sebze isleme
tesislerine ait atiklar (elma, narenciye, liziim, kaysi, seftali, domates, patates vb.), kuru
tztim ve incirden alkol tiretiminden sonra arta kalan kiispe (vinas), melastan alkol
iiretiminden sonra arta kalan sivi atik (silempe = vinas), bira sanayii atiklan (arpa
1islatma suyu ile arpa ve malt iglenmesi sirasinda ortaya ¢ikan toz), nisastali gida
maddelerinden arta kalan ve nisasta igeren sivi atiklar, sit endiistrisi yan triini olan

peynir alt1 suyu, seker sanayii yan iiriinii olan melas, zeytinlerden yag alindiktan sonra



arta kalan zeytin kara suyu, tahil hasadindan arta kalan saman ve benzeri maddeler,
kesimhane atiklan, kegiboynuzu, dékintd incirler ve ¢igit kiispesi (Aran, 1978;
Yazicioflu vd., 1980; Aran vd., 1985; Algur,1990).

Ulkemiz kesimhane atiklan bakimindan da oldukga zengindir. Bu atiklarin biyiik bir
kismu degerlendirilmekle birlikte, 6nemli miktarlarda iretilmesine ragmen, ne yazik ki
boynuz degerlendirilmemekte ve gogunlukla atilmaktadir, Gerek Erzurum Et Kombinast
ve gerekse diger bir gok kombina yetkilileriyle yaptiimiz goriigmelerden, boynuzun
baz1 yillar yabanct firmalar tarafindan satin alindid1 (kilosu 35000 TL' den), alinmadi$
donemlerde ise degerlendirilemedidi ifade edilmistir. Oysa; boynuz kemik ve kan
dokularimi igeren ve fibroz proteinlerce zengin olan bir yapidir (Aysan, 1977). Sigir ve

“koyunlarda bulunmakta olan boynuzlarin temelini processus cormialis adi verilen
kafatasindaki frontal kemifin ¢ikintilan tegkil etmektedir. Boynuzlann corium
tabakalari, bu kemik gikintinin her tarafim kaplayip onun periost tabakas: ile kaynagmus
bir durum gdsterir. Boynuz dibindeki corium, deri ile olan birlesme yerinde kalin olup,
tzerinde bir stird uzun ve ince papillalara sahiptir. Bu papillalar boynuzlarin uglarina
dogru seyreklesip, boylart da kisaldigi gibi, buralarda boynuzlarin uzunlamasina
cksenlerine paralel bir takim laminalar da bulunmaktadir (Aysan, 1977).

Yukanda kisaca anatomik yapisi Ozetlenen boynuzun, biyik bir kismu fibroz
proteinlerden olugmaktadir. Fibroz proteinler hayvanlarda bol miktarda bulunan,
cktodermal hiicrelerden tiirevlenen, suda ¢6ziinmeyen proteinlerdir. Fibroz proteinler,
keratinler ve kollagenler olmak tzere ikiye ayrilirlar. Keratinler, derinin yapisal protein
elemanlanm olusturur ve hayvanlarda ekdodermal orijinli tity, sa¢, yin, pul, tirnak,
boynuz ve ipek gibi olugumlar bu tip proteinlerden meydana gelmektedir. Keratinler o
ve B keratinler olmak tizere ikiye ayrilmakta olup, bunlardan o keratinlerden, boynuz ve
tirnak sert (kinlabilir) 6zellige sahip olup bilinen amino asitleri ve 6zellikle sistein
amino asitini bol miktarda igermektedir. Diger taraftan, daha yumusak ve esnek olan
sag, ylin, tiy gibi keratinler ise sistein amino asitini daha az oranda bulundururlar.
keratinler 6riimcek aglan, ipek, balik pulu, kugslar ve siiriingenlerin ¢ikint1 geklindeki

gagalarinda bulunmakta ve sistein amino asitini ihtiva etmemektedir. Fibr6z proteinlerin
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diger bir tirdl kollagenlerdir. Bu proteinler gok hiicreli hayvanlar ve omurgalilarda bol
miktarda bulunmakta olup, uzamaya ve kopmaya kargi bitylik bir direng gosteme
6zelligine sahiptir. Bag dokunun biiyiik bir kisminu olusturan bu proteinler kemik, dis,
kan damarlan, derinin fibréz matriksleri ve tendonlarda bulunmaktadir (Lehninger,
1975; Baden ve Kubilus, 1983 a ve b; Katsuumi et al., 1989; Voet ve Voet, 1990).

Farkli fibr6z proteinler {zerinde yapilan kimyasal aragtirmalar neticesinde, bu
proteinlerin Cu, Zn, Fe, Mn, Na, Ca, Mg ve K gibi elementleri ve canh beslenmesinde
6nemli temel amino asitleri yeterli miktarlarda bulundurduklan gdsterilmigtir (Vellar,
1970; Alexiou et al., 1980; Katsuumi et al., 1989; Baden ve Kubilus, 1983 a ve b; Dekio
ve Jidoi, 1989).

Ty, timak, sag¢ ve boynuz gibi olusumlardaki fibréz proteinler, ¢evrede bol miktarda
bulunabilen ve degerlendirilemeyen iiriinlerdir. Bu nedenle, yukarida agiklanan zengin
icerigi de dikkate alan aragtincilar, fibréz proteinleri degerlendirmek igin gesitli
aragtirma faliyetlerini stirdirmektedir. Nitekim Atalo ve Gashe (1993), proteaz
aktivitesi yiiksek bir termofilik Bacillus tliri kullanarak gesitli fibréz proteinlerin
enzimatik hidrolizini saBlamiglar ve son iriinlerin protein kaynaf olarak
kullamlabilecegini belirtmiglerdir.

Proteinlerin pargalanmas: asit ve bazlarin ¢oziicii 6zelligine, tuzlann konsantrasyonuna,
¢Oziiciintn polaritesine, pH ve sicakliga bagh olarak degismektedir. Bu nedenle hidroliz
isleminde asit, baz ve enzimatik uygulamalar etkili sonu¢ vermektedir. Omegin 6N HCI
polipeptit igerisindeki amino asitleri birbirinden ayirmakta fakat silfiir igeren amino
asitler varsa, bunlarin zincirden ayrlmasi igin yiiksek sicaklik uygulanmasi
gerekmektedir. Ayrica, 2N NaOH' 1n 100 °C’ de 4-8 saat siireyle uygulanmasi
durumunda da peptit baglarinin pargalandify ancak, bu uygulamanin serin, treonin ve
arginin gibi amino asitlerin yapisim bozdugu ifade edilmektedir (Lehninger, 1975; Voet
ve Voet, 1990).

Fibréz proteinler, suda, seyreitik tuz ¢ozeltilerinde, seyreltik asit ve alkalilerde
¢oztinmezler. Bir kadavranin diger organlan kisa siirede ¢iiriidiigii halde, sag ve tirnak



gibi kisimlan uzun siire bozulmadan kalmaktadir. Keratinler ancak ditio baglanm agan
polisilfirler ve alkali tioglikolatta ¢oziinirler (Tekman ve Oner, 1981). Iste fibroz
proteinlerin bu zor pargalanabilen yapilan nedeniylé, onlann hidrolize edilmelerinde,
diger proteinlere gére daha agir sartlar uygulanmaktadir. Protein hidrolizinde asit, baz
ve enzim ve bunlann birlikte uygulandigz yontemler en gok onerilen yontemlerdir.
Nitekim muz kabugu materyalinden besiyeri hazirlamak igin yapilan aragtirmalarda asit
ve baz uygulamas: birlikte gergeklestirildifinde daha ytiksek hidrolizat verimlerine
ulasilmistir (Pujol ve Bahar, 1983). Ancak hidrolize edilecek materyalin yapisina goére
- sadece asit veya sadece baz ile hidroliz iglemleri de baganl olabilir. Nitekim mikrobiyal
biyomas tiretmek amaciyla, seker kamisi bitkisinin hidrokarbon kaynaklan % 10" luk
NaOH ¢ozeltisi kullamilarak pargalanabilmigtir (Molina et al., 1984). Aym aragtincilar,
alkali uygulamastmn yiiksek sicaklikla birlikte yapilmas: halinde daha baganli sonuglar
alinacagini belirtmiglerdir. Fibroz proteinler (-S-S-) baglarina sahip olmalan nedeniyle
hidrolize edilmeleri en gii¢ proteinlerdendir. Bu nedenle, yiiksek asit ve bazik
ortamlarda pargalanabilirler. Hatta, hem asit hemde bazik hidroliz isleminin yiiksek
sicaklik ve enzimatik hidrolizle birlegtirilerek uygulanmasim oneren aragtincilar da
bulunmaktadir (Baden ve Kubilus, 1983 a ve b; Dalev, 1990).

Cesitli ham maddelerden yola gikilarak besiyeri hazirlama galigmalarinda genellikle su

yol izlenmektedir (Larkin, 1972; Aran, 1978; Unat, 1980; Yazicioglu vd., 1980; Aran

vd., 1985; Hao et al., 1987, Buchanon et al.,. 1987; Rodrigues ve Kroll, 1989;

Algur,1990; Al-Zoreky ve Sandine, 1990; Brenner et al., 1993; Gunasinghe et al., 1994;

Jawad et al., 1994; Jermini et al., 1994; Halkman, 1995; Bridson, 1995).

1. Hammadde, toksik maddelerinden arindinlmali veya bu 6zellikteki maddeleri en aza
indirilmelidir,

2. Hammadde, mikroorganizmalarin kullanabilecegi forma dontstirilmelidir
(Hidroliz),

3. Hidrolizatin kimyasal igerigi belirlenmeli ve mikrop tiremesini engelleyen maddeler
varsa uzaklagtinimalidir,

4. Kimyasal igeriginde, mikroorganizma igin gerekli olan maddelerden her hangi birisi
yoksa veya yetersiz ise bu madde eklenerek hidrolizat zenginlestirilmelidir,



5. Hidrolizat hangi organizmanin (veya organizmalarin) iiretilmesinde kullanilacaksa,
o organizmalann temsil eden Omekler hidrolizatta uretilmeli ve optimal
konsantrasyon belirlenmelidir,

6. Besiyeri olarak kullanilacak  hidrolizatin  dretici  potansiyeli, diger
mikroorganizmalar ve yarali mikroorganizmalar bakimindan da aragtinlmalidur,

7. Teklif edilen besiyerinin fiziksel olarak istenilen 6zelliklere sahip olup olmadi
aragtinlmalidir (Besiyeri seffaf, iireyen mikroorganizmalarin kolonilerini net bir
sekilde gosteren, ¢okelti olusturmayan, ¢abuk bozulmayan, kolay kontamine
olmayan ve kararli bir yapiya sahip olmalidir),

8. Teklif edilen besiyerinin olumlu ve olumsuz yonleri belirlenerek, besiyeri etiketine
acikea kaydedilmesi saglanmalidur.

Yeni besiyeri hazirlama caligmalan diinyada selektif besiyerlerinin ve yaralanmig
(injured) bakterilerin {retimini saglayan besiyerlerinin gelistirilmesi (izerinde
yogunlagsmistir (Buchanon et al., 1987; Hao et al., 1987, Rodrigues ve Kroll, 1989; Al-
Zoreky ve Sandine, 1990; Brenner et al., 1993; Gunasinghe et al., 1994; Jawad et al.,
1994; Jermini et al., 1994). Ozellikle ¢esitli gida maddelerinde, gidaya uygulanacak 6n
islemler sonucunda yaralanan bakterileri tiretebilen besiyerleri iki bakimdan 6nem
kazanmaktadir:

1. Bu bakterilerin baglangigta tiretilerek varliginin gésterilmesi, depolanmig triinlerdeki
mikrop igerigi bakimindan yanhsliklann ortadan kaldinlmasina yardimci olmaktadir, 2.
Bu bakterileri tiretebilen besiyerleri «iiretici potansiyeli giglii besiyerleri» olarak kabul
edilmektedir. Bu nedenle, on isleme tabi tutulmus gida maddelerinin rutin
mikrobiyolojik analizlerinde (toplam aerobik canli bakteri, koliform bakteri, fekal
koliforum bakteri vb. sayilar) Nutrient Agar (NA) ve Plate Count Agar (PCA) gibi
vasatlar yetersiz bulunmakta ve yarali bakterileri iiretebilen vasatlarin segimi ve
gelistirilmesi i¢in ¢aligmalar stirdiiriilmektedir. Giiniimiizde bu amagla kullaniimasi
Onerilen vasatlarin basinda Trypticase Soy Broth-Agar (TSB-A) gelmektedir
(Rodriques ve Kroll, 1989; Jermini et al., 1994). Bu amagla gelistirilen besiyerleri, suni
olarak yaralanmig bakterilerle ve onlarin normal formlanyla (noninjured) ayn ayn
denenmekte ve canlandirma (iyilestirme = recovering) oranlan ortaya gikarilmaktadir.

Yaralama iglemleri sicak ve sofuk uygulamalani ve metal iyonlanyla ayn ayn



10

yapilabilmektedir (Ray et al., 1978; Heinis et al., 1978, Mcfeters et al.,1982;
Lechevaller et al., 1983; Petzel ve Hartman, 1985; Robbins et al., 1987, Rodriques ve
Kroll, 1989; Hutton et al., 1991; Sorqvist 1993; Jermini et al., 1994). Cunkii gidalar
tilketime sunulmadan 6nce farkli 6n islemlerden gegirilmektedir (tuzlama, klorlama,
sicak ve sofuk sokuna maruz birakma, gesitli kimyasal maddelerle dezenfeksiyon vb.).
Hatta, yaralanmis bakterilere i¢me sularinda da énemli oranda rastlanmakta ve bu
bakterilerin yaralanmasina klorlama ve bagka dezenfektanlarla muamele, 1sitma,
dondurma, asitli zemin, giines 15181 ve UV 1gmlannin sebep oldugu kaydedilmektedir
(Lechevaller et al., 1983).

Ulkemizde besiyeri temini daima yabancilara bagimh olarak kalmig, Fransiz kiiltiiriiniin
baskin oldugu zamanlarda Fransiz triinleri, sz gelimi Chaponeaut Peptonu, Alman
teknolojisi yurda girince de Alman ve Avusturya yontemleri ve trinleri, s6z gelimi
Witte Peptonu kullamlmistir, Harpler ve ekonomik krizlerin ortaya c¢iktifn ve
yabancilarla iligkilerin bozuldugu zamanlarda, besiyeri hazirlayamama sorunu ortaya
¢ikmis, as1 ve serum yapimi aksamigtir. Birinci Diinya Harbi sirasinda besiyeri gibi arag
ve gere¢ saglanmasi da biyilk bir sorun olmus, Turk bakteriyolog ve kimyagerleri
kolera, tifo, paratifo salginlariyla miicadelede, eldeki olanaklardan ihtiyaglarim
kargilamak i¢in gurpmmuglar ve ilk « Tiirk Peptonunu » hazirlamiglardir. Bu galigmalar
besiyeri hazirlama konusunda bir baglangig olmus ve bunu takip eden yillarda sifir kani,
pismis kiyma, boga testisi, balik eti gibi triinlerden farkli amagla besiyeri hazirlanmig
ve kullamlmigtir (Unat, 1980).

Yukanda bahsedilen diga bagimlihik problemi giiniimiizde de devam etmekte olup,
lilkemizde yeni besiyeri hazirlama ¢aligmalann hala giincelliini ve Onemini
korumaktadir. Bu nedenlerle, aragtirmamizda degerlendirilmeden araziye atilan bir atik
madde olan boynuzun, universite, hastane vb. kurumlarnin mikrobiyoloji
laboratuarlarinda, rutin olarak kullamlan vasatlar yerine besiyeri olarak kullanlabilirligi

aragtinlmgtir,
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. MATERYAL
2.1.1. Kimyasal Maddeler

Bu aragtirmada kullailan maddeler analitik saflikta olup, MERCK, OXOID ve DIFCO
firmalarindan temin edilmistir. Mikroorganizmalann Uretilmesi i¢in kullanilan Nutrient
Broth (=NB, Oxoid) ve Trypticase Soy Broth (=TSB, Oxoid) standart olarak
firmalarindan satin alinmig, Plate Count Broth (PCB) ise Bridson (1995) tarafindan
verilen formiillasyona gore laboratuarimizda hazirlanmigtir. Sivi  besiyerlerinin
katilagtirilmasinda, yukarida belirtilen besiyerlerine % 1,5 oraninda Agar Agar (Oxoid)
ilave edilmigtir (Bridson, 1995).

2.1.2, Boynuz

Calismada, Erzurum Et Kombinasindan temin edilen yerli mor karaman kog boynuzlan
kullamlimstir. Beyaz veya beyaza yakin renkteki boynuzlar tercih edilmis ve
boynuzlarin en fazla bir giinliikk olmasina dikkat edilmisgtir.

2.1.3. Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan bakterilerden Bacillus cereus NRRL-3711, Bacillus subtilis NRS-
744, Lactobacillus bulgaricus NRRL B-548 ve Lactobacillus plantarum NRRL B-4496
Dr. C.P. Kurtzman' dan (1815 North University Street, Peoria, Illinois 616004, USA).
Streptococcus thermophilus 70885 MCG-50, Clostridium sporogenes 413, Clostridium
perfringens ve Salmonella sp. Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Mithendisligi
Bolimiinden, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus,
Citrobacter sp., Corynebacterim sp. ve Proteus sp. Dr Ayten Kadanali’ dan (Atatiirk
iniversitesi Yakutiye Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali Erzurum), Pseudomonas putida 39/D, Dr Diana Cruden'den (Iova
University, USA) Clostridium tetani ve Veillonella sp. Bakteriyolog Tevfik Akman’ dan
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(Atatirk Universitesi Yakutiye Arastirma Hastanesi, Mikrobiyoloji Laboratuar) temin

edilmistir. Listeria monocytogenes B, tiiril ise peynirden kendi izolatimizdur.

2.2. METOT
2.2.1. Boynuzun Fiziksel Olarak Parcalanmas:

Boynuzlar énce musluk suyu ile, daha sonra deiyonize su ile iki kere yikanmig ve pastor
firminda 120 °C’ de kurutulmustur. Kurutulmus boynuzlar gekig yardimi ile kigik
pargalara aynldiktan sonra 6nce bir 6gitiiciide (Wileymill Arthur, Standart Model No: 3
U.S.A) ezilmis ve son olarak Warring Blender ile un haline getirilmistir. Boynuz unu
(BU) hidroliz iglemlerine kadar cam kavanoz igerisinde muhafaza edilmistir.

2.2.2, Boynuz Ununun Kimyasal Olarak Hidrolize Edilmesi

30 g boynuz unu alinarak wizerine 5 g (NH;),SO,4, 5 g KH,PO, ilave edilmis ve 75 ml 6
N HCl igerisinde 80 °C’ ye ayarh etiivde 24 saat siire ile bekletildikten sonra 121 °C’
de tekrar 1 saat 1s1tma islemi uygulanmistir. Kismen hidrolize olmus materyalin pH’ s1
10 N NaOH ile 8' ¢ ayarlandiktan sonra 80 °C’ de 24 saat siire ile bekletilmis ve 1 N
HCI kullanilarak pH’ st 7 ye ayarlanmigtir .Materyal ikinci defa 121 °C’ de 1 saat siire
ile bekletilmis, sofutma ve Whatman no 1 filtre kdfidindan siizme iglemlerini
miiteakiben hacmi saf su ile 400 ml’ ye tamamlanmigtir. Bu son ¢ozelti «Ham Boynuz
Ekstrakt: (HBE) » olarak isimlendirilmigtir. Filtre kdgdindan gegemeyen materyalin
kurutularak tartilmasi ile hidrolize olma oram belirlenmigtir.

2.2.3. HBE' nin Zenginlestirilmesi

Yukarida hazirlanmasi agiklanan 400 ml’ lik HBE’ ye 10 g maya ekstrakti (DIFCO) ve
20 g glikoz ilave edilerek « Stok Boynuz Cozeltisi (SBC) » hazirlanmigtir. SBC
otoklavda steril edilmiy ve bu g¢ozeltiden farkhi konsantrasyonlarda sivi « Boynuzlu
Broth (BB) » ve kati « Boynuzlu Agar (BA) =% 1,5 agar ilaveli BB » besiyerleri
hazirlanmugtir.
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2.2.4. Ham Boynuz Ekstraktinin (HBE) Kimyasal IceriZinin Belirlenmesi
2.2.4.1. Toplam Kuru Madde ve Kiil Miktarinin Belirlenmesi

HBE' nin kuru madde ve kiil igerifi Kurt (1984)" un belirttigi sekilde AOAC (1980)
yontemi uygulanarak saptanmistir. Kuru madde igeridinin belirlenmesi i¢in 100 ml HBE
105 £ 2 °C’ lik etiivde 3 saat kurutulmus ve tartilmugtir. Kiil miktannmin belirlenmesi
iginde belirli bir miktar HBE 600 °C’ lik firinda tamamen gri renk alincaya kadar
yakilmig ve agirlik farklan belirlenerek saptanmgtir.

2.2.4.2. HBE' de Bulunan ve Mikroorganizma Uremesinde Rolii Olan Baz

Minerallerin Miktarinin Belirlenmesi

HBE’ de bulunan Mg, Ca, Cu, Mn, Zn, Na ve K minerallerinin miktan Atomik
Abrorbsiyon Cihazi (UV HS-360 GERMENY) ile standart gézeltilere karsi okunarak

belirlenmisgtir.
2.2.4.3. HBE' nin Toplam Ham Protein Miktarmin Belirlenmesi

HBE' nin toplam azot miktan Aran (1981) m belirttigi sekilde Makro Kjeldhal
metoduna goére saptanmigtir. Hidroliz islemi sirasinda katilan (NH,), SO, igerisindeki
azot miktan toplam azot miktarindan gikanldiktan sonra 6,25 faktori ile garpilmak
suretiyle toplam ham protein miktar1 bulunmustur.

2.2.4.4. HBE' nin Toplam Seker Miktarmin Belirlenmesi

HBE' nin Toplam $eker Miktari standart glikoz ¢ozeltisi kullanilarak Antrone Yontemi
ile belirlenmigtir (Scott ve Melvin, 1953).
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2.2.4.5. HBE' nin Amino Asit Bilesiminin Belirlenmesi

HBE' nin amino asit analizi, Tiibitak Marmara Arastirma Merkezinde (Gebze) Biotronic
LC 5001 Amino Acid Analyzer (Wissenschaftliche Gerate, West Germany) kullanilarak

yapilmgtir.

2.2.5. Stok Boynuz Cozeltisinin (SBC) Mikroorganizmalar1 Optimal Uretme

Konsantrasyonunun Belirlenmesi

SBC' nin saf su ile farkli kbnsantrasyonlan (% 1,2,3,4,5,6,7,8,9 ve 10) hazirlanmig ve
bunlarin 100 ml’ si 250 ml’ lik erlenmayer igerisine konularak test mikroorganizmalarla
(B. cereus, L. bulgaricus, L. monocytogenes, E. coli ve S. thermophilus) asilanmugtir.
Asilama igleminde aym inokulim konsantrasyonunu saglamak igin, test
mikroorganizmalann Nutrient Broth besiyerindeki 24 saatlik kiiltarlerinden, fizyolojik
su icerisinde 340 nm dalga boyunda 0.05 absorbans verecek sekilde mikroorganizma
siispansiyonu hazirlanmig ve bu siispansiyondan % 1 oraninda inokiilasyon yapilmigtir
(Kuru vd., 1995). Erlenmayerler, 150 rpm’ de 30-35 °C’ de 72 saat siireyle inkiibasyona
birakilaistir. Bu siire sonunda kiiltiirler 5000 rpm’ de 10 dk stireyle santrifiij edilmis ve
iki kere saf su ile yikandiktan sonra 60 °C’ de sabit agirhga kadar kurutulmugtur.
Biyomas verimi g/l olarak belirlenmigtir (Karaboz ve Oner, 1988; Algur, 1990). Ayrica
optimal SBC konsantrasyonunun belirlenmesi igin canli aerobik bakteri sayimlan da
yapilmis ve bu amagla, ¢énce Nutrient Broth' da 24 saat sireyle dretilen test
mikroorganizmalart (esit yogunluk ve hacimde) farkli konsantrasyonlardaki SBC kati
vasatlarina dékme plak yontemi ile inokile edilmistir. Test mikroorganizmalan igin
uygun sicakliklarda 24, 48 ve 72 saatlik siirelerin sonunda olugan koloniler sayilmis ve
sonuglar CFU/ml olarak verilmistir.

Gerek biyomas analizleri ve gerekse aerobik canli bakteri sayimlarindan elde edilen
bulgular % 5’ lik SBC' nin optimal konsantrasyon oldugunu gostermis ve bundan
sonraki denemeler % 5 SBC ile yiiriitillmigtiir. Optimal konsantrasyon olarak belirlenen
% 5’ lik SBC, Boynuz Broth (BB) olarak isimlendirilmistir. Boynuz Agar (BA)
hazirlamak i¢in BB’ ye % 1,5 oraninda agar (Oxoid) ilave edilmigtir.
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2.2.6. SBC' nin Zenginlestirilmesinde Kullanilan Katki Maddelerinin

Mikroorganizmalar: Uretme Potansiyellerinin Belirlenmesi

Litresinde 1 g maya ekstrakti, 2 g glikoz , 0,5 g (NH4), SO4 ve 0,5 g KH,PO,
bulunduran bir kontrol besiyeri hazirlanmig ve 2.2.5° de belirtilen yontemle test
mikroorganizmalan ile agilanarak elde edilen biyomas verimleri, 2.2.5 deney
sonuglarina gére optimal konsantrasyonlu SBC olarak belirlenen besiyerinden elde
edilen biyomas verimleriyle kargilagtinlmigtir.

2.2.7. BB ve BA’ min Standart Besiyerleri lle Karsilagtiriimas:

BB ve BA’ nin mikroorganizmalan iiretme potansiyelleri; Nutrient Broth (NB), Plate
Count Broth (PCB) Tripticase Soy Broth (TSB) ve bunlarin katilagtrilmig formlan ile

kargilastinlmgtir.

2.2.7.1. Test Organizmalarin BB ve Standart Besiyerlerinde Biyomas Verimleri
Bakimindan Karsilagtiriimasi

Test organizmalar (B. cereus, B. subtilis, L. bulgaricus, L. plantarum, L.
monocytogenes, E. coli, S. thermophilus, E. aerogenes, P. putida, Citrobacter sp.,
Proteus sp., S. aureus, Coryrnebacterium sp.) 6nce NB igerisinde ¢ogaltilmig ve 5000
rpm’ de mikroorganizma peleti elde edildikten sonra pelet saf su ile yikanmig ve
fizyolojik su igerisinde 340 nm dalga boyunda 0,05 absorbans verecek sekilde
siispansiyonlari hazirlanmigtir. Bu siispansiyon inokiillum materyali olarak kullamlmig,
biyomas iiretimi ve olgiimiinde 2.2.5’de belirtilen yol izlenmistir.

2.2.7.2. Test Organizmalarm BA ve Standart Besiyerlerinde Uremelerinin Yiizey

Ekimi Yontemi ile Kargilagtirilmas:

Test organizmalan 50 ml NB i¢eren 100 ml’ lik erlenmayerler igerisinde gogaltilmig ve
elde edilen mikrop siispansiyonlarindan 0,1 m! alinarak 9 cm ¢aph petrilerdeki kati
ortamlara ekiivyon yardimiyla film halinde inokiile edilmistir. Uygun sicaklikta 48 saat
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inkitbasyon sonunda Uremenin yogunlugu +, ++, +++ seklinde verilmistir (Topal,
1982; Al- Zoreky ve Sandine, 1990).

2.2,7.3. BA ve Standart Besiyerlerinin Yarah (Injured) ve Yaralanmamig (Non-
Injured) Bakterileri Uretme Potansiyellerinin Karsilagtirilmasi

Test mikroorganizmalar 50 ml NB i¢eren 100 ml’ lik erlenmayerler igerisinde 24 saatlik
inkiibasyona tabi tutulmug ve elde edilen kiltiirden 2’ ser ml alinarak ayn ayn 5 ml’ lik
2 deney tiipiine aktarilmigtir. Tiiplerden birincisi 60 °C’ ye ayarlanmis su banyosunda 15
dakika bekletilmis ve buz igerisinde hizla sofutulmugtur (Sicak soku ile yaralama).
Tiiplerden ikincisi —20 °C’ de 7 giin siire ile bekletilmis ve oda sicakliinda ¢oziinmesi
beklenmistir (Soguk soku ile yaralama). Her iki yaralama iglemi sonucunda elde edilen
mikroorganizma siispansiyonlarindan fizyolojik suda dilisyonlan1 hazirlanarak BA ve
standart kat: vasatlara dokme plak y6ntemi ile ekim yapilmig, canli bakteri sayilan
(CFU/ml) belirlenmigtir. Kontrol amaciyla, yaralama islemine maruz birakilmamis aym
baslangig 6rneklerinden ekimler yapilmigtir (Mossel et al.,, 1980; Feng ve Hartman,
1982; Petzel ve Hartman, 1985; Rodrigues ve Kroll, 1989; Sérqvist, 1993).

2.2.7.4. Et ve Siit 6rneklerinin Total Aerobik Canli Bakteri Sayilarinin BA ve
Standart Besiyerlerinde Karsilastiriimasi

Et ve sit Orneklerinde sayimlar normal ve yaralanmig bakteriler i¢in aym ayn
yapilmisgtir. Bu amagla 6nce et ve siit 6meklerine yaralama (injuring) islemleri
uygulanmigtir. (Mossel et al., 1980; Petzel ve Hartman, 1985; Reasoner ve Geldreich,
1985; Rodrigues ve Kroll, 1989; Al- Zoreky ve Sandine, 1990). Farkli yerlerden steril
sartlarda 3 et (Migros’ tan , Erzurum Et Kombinasindan ve Kasap’ tan) ve 3 siit (Taze
inek sitii, pastorize siit ve Isleme tabi tutulmamig koy siiti) 6rnegi alinmig ve aym giin
total canli aerobik bakteri sayimlani yapilmistir. Bu amagla et drneklerinden steril
sartlarda 11 g alinmig ve 100 ml fizyolojik su igerisinde Warring Blender’ de 5 dakika
stireyle homojenize edilmistir. Homojenattan 1 ml alinarak steril fizyolojik su igerisinde
dilisyonlan hazirlanmig ve NA, PCA, TSA ve BA besiyerlerine dékme plak yontemiyle
ekimleri yapilmigtir. Besiyerlerinde 35 °C’ de 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda
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olusan bakteri kolonileri sayilmistir (Goktan, 1990). Diger taraftan siit drneklerinden 1’
er ml alinarak uygun dilisyonlann hazirlanmig ve yukanda agiklanan y6ntemle total
aerobik canli bakteri sayimlar1 gergeklestirilmistir (Ozdemir ve Sert, 1991). Toprak ve
su meklerindeki canl aerobik bakteri sayim1 i¢in agagidaki yol izlenmigtir:

Ug adet toprak (Atatiirk Universitesi Camligindan temin edilen orman toprag, bahge
toprag ve tarla topraf) ve ii¢ adet su (kaynak suyu, nehir suyu ve musluk suyu) érnegi
steril sartlarda laboratuara getirilmis ve 24 saat igerisinde denemeye alinmigtir. Toprak
6rmeklerinin 1 g'1 10 ml su igerisinde ¢ozilmiis ve ¢okelmesi beklendikten sonra sudaki

bakteriler igin sayim yapilmugtir. Fizyolojik su igerisinde 6meklerin 10™ a kadar
dilisyonlant hazirlanmig ve bu drneklerin 1 ml’ si steril petrilere konularak BA ve
standart vasatlar ile karigtinlmigtir. Petriler 35 °C’ de 48 saatlik inkiibasyondan sonra
saymma alinmig ve 30-300 arasinda koloni kapsayan petriler degerlendirilmigtir (Larkin,
1972; Lechevallier et al.,, 1980; Reasoner ve Geldreich, 1985). Su émekleri iginde
kirlilik derecesine gore seyreltme yapilarak (veya hi¢ seyreltmeden) yukandaki yol
izlenmisgtir.

2.2.7.5. Anaerobik Mikroorganizmalarin BA ve Standart Ortamlarda Ureme
Durumlarinm Karsilagtiriimas:

Toprak, su, et ve siit 6rneklerinden 2.2.7.4' de anlatildign sekilde hazirlanan uygun
dilisyonlardan steril petri kutularina 1’ er ml aktanlmis ve iizerine besiyerleri ilave
edilmigtir. Agilanan plaklar 35 °C’ de 96 saat anaerobik jar igerisinde inkiibe edilmigtir.
Inkiibasyon sonucunda olugan koloniler sayilmg ve dilisyon faktériyle garpilarak total
anaerobik bakteri (TAB) / ml olarak verilmistir (Temiz,1994; Con, 1995). Saf anaerobik
kultirlerin (Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Clostridium sporogenes ve
Veillonella sp.) besiyerlerinde tireme durumlarimn kargilagtinimasinda da besiyerlerine
ylizey ekimi yontemi uygulanmig ve anaerobik jarda 35 °C’' de 96 saatlik inkiibasyon
sonucunda {ireme « +, ++, +++ » seklinde degerlendirilmigtir (Topal, 1982; Al- Zoreky
ve Sandine, 1990).
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2.2.8. Sonuclarin Istatistiki Olarak Degerlendirilmesi

Bitiin sayim ve ekim iglemleri li¢ paralel ytritilmiis ve aritmetik ortalamalan
alinmigtir. Koloni olugmayan (Ureme Yok=UY) besiyerlerindeki degerler sifir kabul
edilmis olup sonuglar arasindaki farkin 6nem derecesini belirlemek i¢in « Duncan
Coklu Kargilagtirma Testi » uygulanmgstir (Yildiz, 1986).
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3. BULGULAR
3.1. Ham Boynuz Ekstraktinin (HBE) Kimyasal Bilegimi

HBE’ nin kimyasal yapis1 ve amino asit bilegimi ile ilgili analiz sonuglan Tablo 3.1 ve
3.2’ de verilmistir.

Tablo 3.1. HBE' nin Kimyasal Yapisi

Bilesenler g /100 ml]
Kuru madde 8,8
Kul 1,98
Azot 0,881
Ham protein (N x 6,25) 5,50
Toplam seker 0,500
Mg 0,16
Ca 0,164
Cu 0.017
Mn 0,036
Zn 0.064
Fe 0,123
Na 1,023
K 0,113

Sekil 3.1' de de gorildigi gibi HBE hem organik hem de inorganik maddeler
bakimindan oldukga zengindir. Ozellikle mikroorganizmalarin {remeleri igin gerekli
olan mineral maddeler ile azot ve karbon kaynaklarini yeterince igeriyor olmas: dikkat
¢ekici bulunmugtur. Diger taraftan HBE nin amino asit igerigi bakimindan da oldukga
zengin oldugu goérillmektedir. Kiikiirtlii amino asitlerden sistin ve metyoninin HBE
icerisindeki miktarlar1 sirasiyla 21 mg/100 g ve 41 mg/100 g dir. Amino asitlerden
glutamik asit en yitkksek oranda (817 mg/100g) bulunmakta, bunu sirasiyla glisin,

arginin ve 16sin amino asitleri izlemektedir (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. HBE' nin Amino Asit Igerigi

Amino asitler mg/100g (HBE)
Aspartik Asit 390
Treonin 200
Serin 287
Glutamik Asit 817
Glisin 519
Alanin 319
Sistin 21
Valin 256
Metionin 41
Izoloysin 163
Loysin 402
Trozin 161
Fenilalanin 167
Histidin 72
Lisin 221
Arjinin 466

3.2. SBC' nin Mikroorganizma Uretimi I¢in En Uygun Konsantrasyonunun

Belirlenmesine iligkin Arastirma Sonuglar
SBC’ nin farkli konsantrasyonlarinin (% 1,2,3,4,5,6,7,8,9 ve 10) test mikroorganizmalar

tizerindeki etkileri Sekil 3.1’ de verilmistir.

TC Y e
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Sekil 3.1. SBC’' nin farkli konsantrasyonlarinin test mikroorganizmalar tzerindeki
etkileri

Sekil 3.1’ de de goruldagn gibi £. coli disindaki test mikroorganizmalar igin en yiiksek
biyomas verimleri % 5’ lik SBC uygulamalarindan elde edilmistir. E. coli’ de ise % 6’
hk SBC en yiksek biyomas verimini saglammgtir. Belirlenen optimal
konsantrasyonlarda, maksimum biyomas verimi 4,8 g/l ile B. cereus susundan,
minimum biyomas verimi ise 3,1 g/l ile E. coli susundan elde edilmistir. SBC' nin %5
ve %6’ lik konsantrasyonlarindan daha yiiksek degerlerde, biyomas verimlerinde 6nemli
dustsler gézlenmistir.
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3.3. SBC' nin Farkh Konsantrasyonlarinin Test Mikroorganizmalarin Ureme

Hizina (Jenerasyon Siiresine) Etkileri

Test mikroorganizmalarin 24 saatlik siv1 kiiltiirinden 1 er ml almarak 10~ luk dilisyonu
hazirlanmis, bu dilisyonlardan farkli konsantrasyonlardaki SBC plaklarina ekim
yapilarak 24, 48 ve 72 saatlik siireler sonunda koloni sayimlar1 yapilmig ve sonuglar
Tablo 3.3 ve Sekil 3.2’ de verilmistir.

Tablo 3.3. Farkli Konsantrasyonlardaki SBC' nin Test Mikroorganizmalarin Ureme

Hizina Etkileri
SBC Konsantrasyonu (%) / CFU/ml (X 10°)
Bakteriler Sire 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
24 - 4 12 24 44 48 40 33 22 18
B. cereus 48 16 38 38 48 78 71 63 40 36 28

72 26 44 48 48 78 73 67 45 41 36

24 - - - 12 12 16 5 - s -
L. bulgaricus 48 - 4 20 36 48 36 28 10 8 -
72 5 16 36 36 68 72 34 16 10 -

24 - - - 8 36 43 40 24 18 -
L. monocytogenes 48 8 14 20 36 78 64 53 32 25 21
72 31 4 61 72 84 68 65 44 40 36

24 - - - 8 3 30 30 22 16 -
E. coli 48 8 14 20 36 74 64 53 32 21 18
72 31 4 61 72 74 68 65 44 36 28

24 - - - - - - - - - -
S. thérmophilus 48 34 36 36 43 56 53 44 40 32 28
72 48 54 62 83 8 78 63 63 41 36
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Sekil 3.2. Farkli konsantrasyonlardaki SBC' nin test mikroorganizmalann iireme hizina
etkileri. A : 24 saatlik inkiibasyon B : 48 saatlik inkiibasyon C : 72 saatlik

inkiibasyon
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Tablo 3.3 ve Sekil 3.2' de de goruldigi gibi 24 saatlik inkilbasyon sonucunda S.
thermophilus susunda koloni olusmamistir. Bu inkilbasyon siiresi sonucunda, diger dért
tir bakteriden giinde (B. cereus, L. bulgaricus, L monocytogenes) en yiksek koloni
sayimlar1 % 6’ ik SBC uygulamasi sonucunda elde edilmistir. Ancak 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda, butiin test organizmalan i¢in % 5’ lik SBC’ nin en yiksek
koloni olusumu sagladif gérilmustir. 72 saatlik siire sonunda da sadece L. bulgaricus
turtinde % 6’ ik SBC uygulamasinda en yiiksek koloni sayilmis, diger tirler igin en
yiksek CFU degerleri % 5’ lik SBC’ den elde edilmigtir. Bitiin ttrler igin % 5-6' lik
SBC' den daha yiiksek konsantrasyonlarda CFU degerlerinde onemli diisigler
gorilmugtiir. Hatta % 10’ luk SBC uygulamalannda, L. bulgaricus tiriinde denenen
inkiibasyon siirelerinin hi¢birinde koloni olugsmamugtir. Sekil 3.1, Tablo 3.3 ve Sekil 3.2’
deki bulgular dikkate alinarak % 5’ lik SBC’ nin optimal konsantrasyon oldugu kabul
edilmis ve bundan sonraki denemeler % 5’ lik SBC (BB veya BA) ile yiiriitiilmiistiir.

34. SBC' nin Zenginlestirilmesinde Kullamlan Katki Maddelerinin
Mikroorganizmalarn Uretme Potansiyellerinin Belirlenmesine iliskin

Arastirma Sonuclar:

Katkr maddelerinden (Litrede g olarak 0,5 (NH,),SO4; 0,5 KH,POy; 1 maya ekstrakts; 2
glikoz) bazirlanan besiyerinin kullamlmasiyla test mikroorganizmalardan elde edilen
biyomas verimleri Tablo 3.4 de gosterilmistir. Tablodan da gorildigi gibi katkt
maddelerinin dretme potansiyelleri olduk¢a zayif bulunmustur. Katki maddeleri ile
hazirlanan besiyerinden elde edilen en yiiksek biyomas verimi B. cereus susundan (0,9
g/1), en disikk biyomas verimi ise S. thermophilus susundan (0,5 g/l) elde edilmistir.

Lactobacillus bulgaricus ise bu besiyerinde iirememistir.



Tablo 3.4 SBC’ nin Zenginlestiriimesinde Kullamlan Katki Maddelerinin
Mikroorganizmalan Uretme Potansiyelleri

Bakteriler Biyomas Miktar g/L
B. cereus 0,9
L. bulgaricus 00
L. monocytogenes 0,7
E. coli 0,8
S. thermophilus 0,5

3.5. BA ve Standart Agarlarin Test Organizmalar1 Uretme Potansiyellerinin

Belirlenmesi
3.5.1. Yiizey Ekimleri Bakimimdan Karsilastiriimasi

Test mikroorganizmalar, hem BA hem de standart agarlara yiizey ekimi yontemiyle
inokiile edilmis ve inkiibasyondan sonraki {ireme durumlan Tablo 3.5’ de verilmigtir.
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Tablo 3.5. Test organizmalarin BA ve Standart Vasatlarda Yiizey Ekimi Sonucu Ureme

Durumlanmn Kargilagtiriimasi

Besiyerleri

Bakteriler NA PCA TSA BA
B. cereus +++ +++ +++ +++
B. subtilis +++ ++ +++ +++
L. bulgaricus ++ + ++ ++
L. plantarum + + + +

E. coli +++ +++ +++ +++
L. monocytogenes ++ ++ +++ +++
S. thermophilus ++ ++ 4+ +++
E. aerogenes +++ +++ bt 4+
P. putida ++ +++ ++ -
S. aureus ++ + +++ +++
Citrobacter sp. ++ ++ +++ +++
Proteus sp. ++ +++ +++ +++
Corynebacterium sp. ++ T +++ +++
Salmonella sp. + ++ -t 4+

+ :Zayif ireme

++ :lyi treme

+++; Cok iyi Greme

Tablo 3.5’ de de goriildugi gibi B. cereus, L. plantarum, E. coli ve E. aerogenes suslan
kullamlan 4 vasatta bir birlerine olduk¢a yakin bir {ireme géstermistir. Denenen 14 test
organizmasindan 12’ si TSA ve BA besiyerlerinde, 4’ it NA besiyerinde, 6’ s1 ise PCA
besiyerinde digerlerine nazaran daha iyi bir ireme gostermistir. Genelde BA' nin TSA
ya yakin bir {iretme potansiyeline sahip oldugu sonucuna vanlmistir. Diger taraftan BA
besiyerinde tireyen test mikroorganizmalardan hazirlanan preparatlar mikroskobik
incelemeye tabi tutulmus ve standart vasatlarda tireyenlerden morfolojik ve hacimsel

bakimlardan farkli olmad:81 anlagilmagtr.
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3.5.2. Baz1 Zorunlu Anaerobik Bakteriler ile Toprak, Su, Siit ve Et Orneklerindeki
Anaerobik Bakterilerin BA ve Standart Agarlardaki Yiizey Ekimi

Sonuclarmin Karsilastiriimasi

Et, sit, toprak ve su Ornekleri ile baz1 zorunlu anaerobik bakterilerin (Clostridium
perfringens, Clostridium tetani, Clostridium sporogenes, Veillonella sp.) ylzey
ekimlerinin BA ve tamk agarlardaki tireme durumlan Tablo 3.6’ da 6zetlenmistir.
Tablodan da gériildigi gibi kullamlan test mikroorganizmalann treme durumlan NA,
TSA ve BA da oldukga iyi ve birbirine yakin, PCA’ da ise zayif bulunmugtur. Diger
taraftan pastorize siitte higbir vasatta tireme gézlenmemigtir. Et ve iglenmemis sttteki
anaerobikleri NA, TSA ve BA’' nin iiretme potansiyelleri de iyi ve bir birine yakin
bulunmugtur. Ancak toprak ve kaynak suyu érmeklerindeki anaerobiklerin tiretilmesinde
NA ve PCA’' min daha iyi oldugu gorilmiistir. Yine musluk suyu omeginde higbir
vasatta iireme olmayis1 dikkat gekici bulunmustur.
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Tablo 3.6 Anacrobik Test Organizmalar Ile Cesitli Numunelerdeki Anaerobik
Bakterilerin BA ve Standart Vasatlarda Yiizey Ekimi Sonucu Ureme

Durumlarimin Kargilagtinimasi

Besiyerleri
Bakteri veya Numune NA PCA TSA BA
Clostridium perfringens +++ + +++ +++
Clostridium tetani +++ ++ +++ +++
Clostridium sporogenes +++ ++ +++ +++
Veillonella sp. +++ + +++ +++
Et +++ ++ +++ +++
Islenmemis siit -+ ++ o+ -
Pastorize siit - = 4 -
Kaynak suyu o H+ -+ ++
Musluk suyu - 4 - -
+ :Zayfireme +++ 1 Cok iyl lireme
++ :lyi ireme - :Ureme yok

3.6. BB ve Standart Vasatlarin Test Mikroorganizmalar1 Uretme Potansiyellerinin
Biyomas Verimleri Bakimmdan Karsilagtiriimasi

Dort farkli besiyerinde 72 saatlik siire sonucunda test mikroorganizmalardan elde edilen
biyomas verimleri Tablo 3.7’ de verilmistir.
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Tablo 3.7. BB ve Tank Besiyerlerinin Test Mikroorganizmalardaki Biyomas Verimine

Etkileri
Besiyerleri / Biyomas Miktar (g/L)

Bakteriler NB PCB TSB BB

B. cereus 3,02a 30a 39b 34b
B. subtilis 2,3a 26a 3,1b 2,8a
L. bulgaricus 2,81a 24a 38b 33b
L. plantarum 00a 00a 1,2b 09b
E. coli 36a 32a 38a 36a
L. monocytogenes 3,12a 2,61a 3,82b 340
S. thermophilus 2,8a 32a 3,6b 38b
E. aerogenes 3,1a 34a 32a 33a
P. putida 42a 42a 38a 43D
Citrobacter sp. 32a 30a 3;0 a 29a
Proteus sp. 3,1a 3,1a 3,8b 40b
S. aureus 3,6a 39a 3.7a 3,7a
Corynebacterium sp. 31la 36a 4,00 40b

Ayni harfle gosterilen biyomas miktarlan arasindaki fark 6nemsizdir (p<0,05).

Tabloda da goriildiigii gibi test mikroorganizmalardan 8’ inde, BB’ den elde edilen
biyomas miktarlari, NB ve PCB’ den elde edilenlerden istatistiki bakimdan 6nemli
(p<0,05) derecede yiiksek bulunmugtur. TSB’ den elde edilen biyomas verimleri, BB’
den elde edilenlerle karsilagtinldifinda 13 test organizmadan birinde (B. subtilis) TSB’
den elde edilen biyomas verimi, birinde de (P. putida) BB’ den elde edilen biyomas
verimi 6nemli derecede daha yiiksek bulunmusg, diger 11 tirde ise biyomas verimleri
birbirlerine ¢ok yakm bulunmugtur. En yiiksek biyomas verimleri 4,3 g/l ile BB
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izerinde {retilen P. putida susundan elde edilmis olup bunu sirasiyla TSB ve BB
vasatlaninda Corynebacterium sp. den elde edilen biyomas verimleri (4,0 g/)
izlemektedir. En digik biyomas verimlerinin ise L. plantarum tiiriinden elde edildigi,
hatta bu tiiriin NB ve PCB vasatlarinda tiremedigi gérilmektedir.

3.7. BA ve Standart Vasatlarda Uretilen Yaralanmis ve Yaralanmamsg

Bakterilerin «Canh Aerobik Bakteri» Sayillar1 Bakimindan Karsilastirilmasi

Yaralanmig ve yaralanmamug bakterilerin BA ve standart vasatlarda olusturduklan
koloni sayilann Tablo 3.8 de verilmigtir. Tablo 3.8 de de gorildaga gibi normal
bakterilerin 1s1 ve soguk soku ile yaralanmalan, kullamlan 13 test mikroorganizmadan
12’ sinin koloni sayilarinda énemli dustslere yol agmuistir. Ornefin B. cereus’ un
yaralanmamis fertleri NA, PCA, TSA ve BA besiyerlerinde 24 saatlik siire sonunda
sirastyla 104 x10°%, 116 x10°, 94 x10° ve 81 x10° koloni olugtururken, ayn tiiriin 1s1 ve
soguk sokuna birakilmasi neticesinde elde edilen koloni sayilan yine bu besiyerleri i¢in
sirastyla 64 x10°, 74 x10% 82 x10° ve 76 x10% 64 x10°, 80 x10% 90 x10°, 71 x10°
olarak ger¢eklesmistir. Yine P. putida’ min yaralanmamig fertleri NA, PCA, TSA ve BA
besiyerlerinde 24 saatlik siire sonunda sirasiyla 134 x10°, 152 x10°, 124 x10° ve 134
x10” koloni olugtururken, 1s1 ve soguk soku uygulamasi neticesinde higbir besiyerinde
lireme gorilmemistir. Ancak test mikroorganizmalardan S. thermophilus 151 ve soguk
sokundan etkilenmedigi gibi hatta 151 oku uygulamas: neticesinde, bu tiiriin tiremesinde
artiy gozlenmigtir. Ornegtin yaralanmamis S. thermophilus NA, PCA, TSA ve BA
besiyerlerinde ilk 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hi¢ Ureme gostermezken, is1
soku uygulamas: sonucunda bu besiyerlerinde sadece TSA ve BA’ da tiredigi (22 x10°
ve 18 x10%) goriilmektedir. Diger taraftan et ve sit 6reklerinde de yaralama igleminin
canli bakteri sayisinda o6nemli digtglere sebep oldufu gorilmigtir. Nitekim et
omeklerinde yaralama iglemi yapilmadan gergeklestirilen koloni sayilari, 24 saatlik siire
sonunda NA, PCA, TSA ve BA i¢in sirastyla 88 x10°, 74 x10°, 63 x10° ve 60 x10°
oldugu halde 1s1 soku ile yarama sonucunda NA ve PCA besiyerlerinde lireme olmamus,
ancak TSA ve BA besiyerlerinde 18 x10° ve 10 x10” lik koloni sayilarina ulagilmustir,
Benzer durum soguk sokuna maruz birakilmis et ve siit 6rneklerine uygulanan yaralama
islemleri sonucunda da gézlenmistir (Tablo 3.8).
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Genel olarak, sicaklik sokunun hem test mikroorganizmalar, hem de et ve siitteki
mikroorganizmalar igin sofuk sokundan daha ¢ok tahrip edici (yaralayici) oldugu da
gorulmigtir (Tablo 3.8).

Yaralanmamis test mikroorganizmalarin ve et ve siit érneklerinin denenen vasatlarda
olusturduklan koloni sayilanm karsilastirdifimizda, genellikle TSA’' mn diger
vasatlardan daha yiiksek bir Giretme potansiyeline sahip oldufunu, bunu sirasiyla BA ve
PCA vasatlarimin takip ettifi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Nitekim gerek test
mikroorganizmalar gerekse et ve siit 6rneklerinden ekimler sonucunda TSA 6 6mekte ,
BA 3 6rnekte PCA ise 2 émekte en yiiksek koloni sayilarim vermistir. Ancak TSA’ da
Citrobacter sp. ve E. aerogenes BA’ dakinden daha fazla koloni olugturmakla birlikte,
aradaki farkin istatistiki bakimdan 6nemsiz olmasi dikkat gekici bulunmugtur.

Is1 yoku ile yaralanmug test mikroorganizmalann ve et ve siit 6rneklerindeki bakterilerin
denenen vasatlarda olugturduklan koloni sayilarim karsilagtirdigimizda, kullanilan test
mikroorganizmalardan 7’ sinde (L. bulgaricus, E. coli, L. monocytogenes, P. putida, S.
aureus, Proteus. sp. ve Corynebacterium sp.) TSA besiyeri, 6’ sinda (B. cereus, B.
subtilis, S. thermophilus, E. aerogenes, Citrobacter sp., ve Salmonella sp,) ise BA
besiyeri en fazla koloni olugumunu saglayan vasatlardir. Ancak TSA’ nin BA’ dan istiin
oldugu suglardan sadece dordiinden (E. coli, P. putida, S. aureus ve Corynebacterium
sp.) elde edilen koloni sayilan arasindaki fark énemli bulunmus (p<0,05) diger 3 sus
arasindaki fark ise 6nemsiz bulunmustur. Yine BA’ min TSA’' dan daha iistiin oldugu
suslardan elde edilen koloni sayilari arasindaki fark da BA’ nmin tstiin oldugu biitiin
suglar i¢in istatistiki bakimdan 6nemsizdir. Ancak hem BA, hem de TSA’ dan elde
edilen koloni sayilan ile denenen diger vasatlardan (NA, PCA) elde edilen koloni
sayilart arasindaki farkin istatistiki bakimdan 6nemli (p<0,05) olmas: dikkat cekici
bulunmugtur. Ayrica 24 ve 48 saatlik siire sonunda TSA ve BA’ dan elde edilen koloni
sayllan arasindaki farklann genellikle 72 saatlik siire sonunda kapatildifi da
gorilmektedir.



Is1 sokuna maruz birakilmis et ve siit drneklerindeki bakterilerin BA ve standart
vasatlardaki koloni sayilanim kargilagtirdigimizda, yine TSA ve BA’ dan elde edilen
koloni sayilarimin PCA ve NA’ dan elde edilenlere gére oldukga yiiksek oldugu (p<0,05
diizeyinde 6nemli) ancak, iki uygulama diginda (et ve sit i¢in 24 saatlik inkiibasyon
sonucu elde edilen koloni sayilan bakimindan) BA ve TSA’ dan elde edilen koloni
sayilan arasindaki farkin 6nemsiz oldugu gérilmisgtir (Tablo 3.8)

Soguk soku ile yaralanmis test mikroorganizmalarin ve et ve siit 6rneklerindeki
bakterilerin denenen vasatlarda olusturduklan koloni sayillanmt karsilagtirdigimizda
kullamlan test mikroorganizmalardan timii TSA' da dier besiyerlerinden daha iyi
tremigtir. Ancak sofuk sokuna ugratilmig bakteriyi tretme Ozellifi bakimindan BA
ikinci sirada gelmektedir. BA’ min PCA ve NA’ ya gore olusturdufu koloni sayisina
baktifimizda E. coli, Corynebacterium sp. ve P.putida suslarinin BA’ da olusturdugu
koloni say1s1 PCA ve NA’ da olusturdugu koloni sayisindan istatistiki bakimdan 6nemli
derecede (p<0,05) yuksek oldugu gorilmektedir. Diger tiirler i¢in de genellikle BA’ dan
elde edilen koloni sayilann NA ve PCA’ dan elde edilenlere gére yiiksek bulunsa da
aralanindaki fark istatistiki bakimdan Gnemsizdir. Ayrica et ve siit dmeklerinde de
benzer sonuglar elde edilmigtir. Ozellikle sit 6rneklerinde BA’ min olusturdugu koloni
saytlarinin PCA ve NA’ ya gore 6nemli derecede yiiksek bulunmasi dikkat ¢ekmistir

(Tablo3.8).
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Farkli et, sat, toprak ve su Orneklerinin BA ve tamk vasatlarda olusturdugu koloni
sayllan ise Tablo 3.9’ da verilmigtir. Tabloda da gérildiigi gibi et émeklerinde 72
saatlik inkiibasyon sonunda maksimum koloni sayist 136 x10° ile 3 no’ lu et 6rneginden
ve TSA besiyerinden elde edilmigtir. Bu émekte BA, NA ve PCA’ da olugan koloni
sayllan ise sirastyla 128 x10°, 110 x10° ve 104 x10° dir. Et 6meklerinde gériilen
minimum koloni sayist ise 92 x10* olup TSA’ daki 1 no’ lu drnekten elde edilmistir. Bu
rnekte BA, NA ve PCA’ da olusan koloni sayilan ise sirastyla 104 x10%, 98 x10* ve
93 x10* olarak gegeklesmigtir (Tablo 3.9).

Denemeye almman 3 farkh siit 6rmegindeki koloni sayilarina bakildifinda, 72 saatlik
inkiibasyon sonucunda maksimum koloni sayistmn 193 x10° ile BA besiyerinden 1
no’lu 6rnekten elde edildigi, aym 6rmegin NA, PCA ve TSA besiyerlerinde olusturduBu
koloni sayilarinin ise sirastyla 148 x10°, 128 x10° ve 163 x10° oldugu bulunmustur. Sit
orneklerinde minimum koloni sayistmn ise 10Y x10%/ml ile 2 no’ Iu 6rnekten elde
edildigi gortilmektedir.

Denemeye alinan 3 farkli toprak 6rnegindeki koloni sayilarina bakildifinda 72 saatlik
inkiibasyon sonunda maksimum koloni sayisinmn 143 x10° ile TSA besiyerinden (3 no’
lu 6rnekten) elde edildigi bunu sirastyla NA (131 x10%), PCA ve BA (108 x10°)
besiyerlerinin izledigi goériilmiigtir. Total aerobik canh bakteri sayis1 bakimindan en
kirli su 6rnegi ise 2 nolu ornek olup bu Grnekteki maksimum koloni sayis1 108 x10°
olarak NA besiyerinden elde edilmistir (Tablo 3.9).

Genel olarak degerlendirildiginde toprak, su ve et 6rneklerinde farkli besiyerinde olugan
koloni sayilarimin birbirlerine yakin oldugu ve aralarindaki farkin istatistiki bakimdan
onemsiz oldugu ancak siit 6rneklerinde BA ve TSA besiyerlerinden elde edilen koloni
sayllarimin PCA ve NA’ dan elde edilenlere oranla daha ytksek oldugu, hatta baz
omeklerde (1 no’ lu Ornek 24 saatlik inkiibasyon ve BA besiyeri) koloni sayilarn
arasindaki farkin istatistiki bakimdan 6nemli (p<0,05) bulundugu gérillmektedir.

TGy S
DOEKDEL. .. .aNiZﬁ
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Tablo 3.9. Farkli Toprak, Su, Et ve Siit Omeklerinin BA ve Tamk Vasatlarda
Olusturduklan Koloni Sayilar

Besiyerleri / CFU/ml
Ornekler iS(s) ON SF NA PCA TSA BA
1 x10° 44a 35a 52a 32a
24 2 x10* 5la 36a 68a 4la
3 x10° 67a 47 a 74a 54a
1 x10° 9a 88a 112a 9a
Toprak* 48 2 x10* 74a 60 a 91a 67a
3 x10° 104a 9la 118a 88 a
1 x10° 122a 112a 126 a 118a
72 2 x10* 101a 91a 120 a 8la
3 x10° 131a 108 a 143 a 108 a
1 x10 UYb UYb 28a UYb
24 2 x10* 58a 36a 6la 50a
3 x10 UYb UYb 8a UYb
i 1 x10 64a 66a 58a 52a
Su¥* 48 2 x10®° 93a 8la 104 a 842a
3 x10 UYb UY Db 14a 7a
1 x 10 68a 70 a 74 a 6la
72 2 x10° 108a 93a 105a 96 a
3 x 10 11a 13a 17 a 14a
1 x10* 82a 62a 52a 74 a
24 2 x10° 54a 6la 44 a 66 a
3 x10° 5la 61a 74 a 63 a
1 x10* 98a 90 a 78 a 95a
Etkwk 48 2 x10° 104a 93a 108 a 98a
3 x10° 110a 104 a 121a 118a
1 x 10* 98a 93a 9Na 104 a
72 2 x10° 104a 9% a 108 a 113a
3 x10° 110a 104 a 136 a 128 a
1 x10° 730 98a 48 ¢ 82 ab
24 2 x10® 38a 46 a 61 ab 58 ab
3 x10* 46a 34a 3la 29a
1 x10° 105D 116 ab 116 ab 112a
St ##* 48 2 x10° 94a 104 a 128 a 120a
3 x10* 97a 8la 89a 86 a
1 x 10° 148 bc 128 ¢ 163 b 193 a
72 2 x10° 100a 104 a 138b 128 b
3 x10* 97a 9% a 90a 88a

Aym harflerle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemsizdir (p < 0.05)

IS  :Inkiibasyon Siiresi; ON : Omek Numarast; SF : Seyreltme Faktorii; UY : Ureme Yok
* : 1. Tarla Topragy; 2. Bahge Topragi; 3. Orman Topraj:.

** :1. Kaynak Suyu; 2. Aras Nehrinin Suyu; 3. Musluk Suyu.

#%% . ], Market; 2. Kasap; 3. Kombina.

ki . 1 Koy Sitii; 2. Pastorize Siit; 3. Taze Inek Stii.
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Farkl: toprak, su, et ve siit 6rneklerinin BA ve tanik vasatlarda olusturduklarn anaerobik
bakteri sayllan Tablo 3.10' da verilmigtir. Tablo da da gériildagii gibi anaerobik
mikroorganizmalan iiretme potansiyeli bakimindan BA ve TSA vasatlan NA ve PCA’
dan daha gigli bulunmustur. PCA vasatinda her dért numuneden yapilan ekimler
sonucunda anaerobiklerin zayif bir treme gostermesi dikkat gekici bulunmustur.
Toprak, su, et ve siit 6rneklerinden elde edilen maksimum anaerobik bakteri sayilan
strastyla 84 x10° (BA, 3 no’ lu 6rnek), 94 x10 (BA, 2 no’ lu 6rnek), 120 x10° (BA, 3 no’
lu 6mek) ve 86 x10° (TSA, 1 no’ lu 6rek)’ tirr. BA ve TSA vasatlarindan elde edilen
anaerobik bakteri sayilarim kargilagtirdifimizda genellikle aradaki farklann istatistiki
bakimdan 6nemsiz oldugu (Sadece 2 no’ lu et dmeginde BA’ dan elde edilen anaerobik
bakteri sayis1 daha yiiksek ve aradaki fark istatistiki bakimdan 6nemli (p<0,05))
goriilmektedir. Ancak BA ve TSA’ dan elde edilen bakteri sayilarinin genellikle NA ve
PCA’ dan elde edilenlere gore yiiksek oldugu ve é6zellikle PCA’ dan elde edilenlerden
farklarinin istatistiki bakimdan énemli oldugu da bulunmugtur (Tablo 3.10).
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Tablo 3.10. Farkli Toprak, Su, Et ve Siit Omeklerinin BA ve Tamik Vasatlarda
Olusturduklan Anaerobik Bakteri Sayilan

Ornek  Seyreltme Besiyerleri / CFU/ml

Ornekler No Faktori NA PCA TSA BA

1 x 10° 64 a¥ 46b 70 a 8la

Toprak* 2 x 10 48a 32a 56a 60 a

3 x 10° 63a 420 84a 80 a

1 ON 20a 8a 18a 16 a

Su** 2 x 10 67¢ 200 86a 9% a

3 ON UYa UYa UY a UYa

1 x 10? 64 a 24b 71a 85a

Ette ek 2 x 10° 66 ¢ 31b 73 ¢ 104 a

3 x 10° 78 ¢ 420 93 ac 120a

1 x 10° 57¢ 220 86a 782

Stk s 2 ON UYa UY a UYa UYa
3 x 10 46 ¢ UYb 67a 51ac

ON : Seyreltme Yapilmamig Orjinal Numune

UY :Ureme Yok

* : 1: Tarla Topragy; 2: Bahge Topragy; 3: Orman Toprag.
*% :1: Kaynak Suyu; 2: Aras Nehrinin Suyu; 3: Musluk Suyu.
**% 1. Market; 2;: Kasap; 3: Kombina.

*kw% - 1. Koy Stti; 2: Pastorize Sit; 3: Taze Inek Suti
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4. TARTISMA

Bu aragtirmada, kombina yan iriinlerinden boynuzun bakteriler igin besiyeri olarak
kullanilabilirligi aragtinlmigtir. Daba 6nce gesitli ailk maddelerden besiyeri hazirlama
caligmalarinda giris bélimiinde ifade edildifi gibi genellikle gida ve tanm sanayii
atiklan kullanldmistir (Aran,1977; Ocal vd.,1977; Yazictoglu vd., 1980; Aran, 1981;
Tauk, 1982; Pujol, ve Bahar, 1983; Molina, et al, 1984; Kekos, ve Kouklos, 1985; Aran,
vd 1985; Michel et al, 1987; Malathi, ve Laddha, 1989; Algur, 1990). Bu arastirma,
boynuz ve benzeri fibroz proteinlerin mikrobiyal besiyeri {retimi amaciyla
kullanlabilirliginin incelenmesi bakimindan bir ilki olugturmaktadir.

Mikrobiyoloji laboratuarlarinin en 6nemli ihtiyaglarindan biri mikroorganizma
besiyerleridir. Mikroorganizmalar igin daha kapsamh ve giiglii besiyerleri hazirlama
caligmalan 1860 yilinda Pasteur tarafindan baglatilmis olup, glintimiizdeki aragtirmalar
daha gok selektif besiyerleri iizerinde yogunlagmustir. (Hao et al., 1987; Al-Zoreky ve
Sandine, 1990; Rambach, 1990; Brenner et al., 1993; Gunasinghe et al., 1994; Jawad et
al., 1994; Lim et al., 1995; Bridson, 1995; Dave ve Shah, 1996). Ulkemizde ise
mikroorganizmalan tretmek i¢in kullanilan besiyerleri ithal edilmekte olup, dnemli
déviz kaybina yol agmaktadir. Ustelik boynuz ve benzeri (kil, tirnak ve tily) fibroz
proteinlerin diinya ¢apinda atik madde olarak gevrede bol bulundugu belirtilmektedir
(Atalo ve Gashe, 1993).

Yaptigimiz bir 6n aragtirma sonucunda Erzurum Kombinasinda yan firiin olarak yilda
ortalama 18 ton boynuz birikimi oldugu, bunun ¢ogunlukla degerlendirilemedigi ortaya
¢ikmistir. Bu yan madde, bazen araci firmalar tarafindan alinarak yurt digina ihrag edilse
de (diigme, tarak, bigak sapi ve tutkal yapimi amaciyla) tlkemizde séz konusu
malzemenin yapiminda sentetik maddeler tercih edildiginden, boynuz bu amagla
kullaniimamakta ve efer ihrag edilmezse cevreye atilarak ¢evre kirlenmesine yol
agmaktadir. Ustelik boynuz ve benzeri fibréz proteinlerin hidrolize triinlerinin gesitli
nutrientler bakimindan oldukga zengin oldugu ve degerlendirilmesi gerektigi konusunda
gesitli yayinlar vardir (Lehninger, 1975; Baden ve Kubilus, 1983 a ve b; Katsuumi et
al., 1989; Dalev, 1990; Voet ve Voet, 1990; Atalo ve Gashe, 1993). Iste bu nedenlerle,
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aragtirmamizda boynuz hidrolizatinin genel bir bakteri besiyeri olarak kullamlabilirligi
aragtinlmugstir. Bu yolla boynuz materyali hem faydal: bir triine déniistiiriilecek, hem de
onun ¢evre kirletici etkisi azaltilmig olacaktir.

4.1. Boynuz Materyalinin Hidrolize Edilmesinde izlenen Yol

Fibroz proteinler bakimindan zengin olan boynuz ve benzeri materyaller, normal gevre
sartlarinda kolay ¢iiriimedikleri gibi, su, seyreltik asit ve alkalilerde de ¢6ziinmezler
(Tekman, ve Oner, 1981). Yas, taze boynuzun fiziksel olarak pargalanmasi da oldukga
zordur. Aragtirmamizda boynuzun kolay égitilebilmesini saglamak igin 120 °C’ de
kurutma iglemi uygulanmigtir. Kurutma sirasinda boynuz materyali i¢erisindeki yaglann
erimesi ve uzaklagtirilmasi da saglanmustir. Ciinkii, mikroorganizmalarnn tretiminde
kullanilan protein (azot) kaynaklarinin yag igeriginin az olmasi énerilmektedir (Bridson,
1995).

Gerek bitkisel, gerekse hayvansal maddelerin hidroliz iglemi asit ve baz uygulamasi
veya enzimatik olarak gergeklestirilmektedir (Tekman ve Oner, 1981; Pujol ve Bahar,
1983; Baden ve Kubilus, 1983 a ve b; Molina et al., 1984; Malathi ve Laddha, 1989;
Dalev, 1990; Atalo ve Gashe, 1993). Ancak fibroz proteinler dayamikli yapisal
proteinler olduklarindan, bu uygulamalar tek baglarina onlann hidrolizi igin yeterl
olmamaktadir. Nitekim yaptigimiz 6n denemeler sonucunda sadece asit veya baz
hidrolizi islemleri sonunda materyal siiziildiginde, filitrata ¢ok az materyalin gegtigi
gorilmiigtir. Bu nedenle, hidroliz islemi asit ve baz kombinasyonu seklinde
uygulanmig, ayrica i1s1 uygulanmak suretiyle hidroliz etkinlifi artirilmigtir. Benzer
hidroliz islemleri seker kamig1 6zii (Molina et al., 1984) muz kabugu (Pujol ve Bahar,
1983) ve titytin (Dalev, 1990) hidrolizi i¢in kullamlmistir. Arastiricilar (Voet ve Voet,
1990; Lehninger, 1975; Baden ve Kubilus, 1983 b), yapisal proteinlerin asit hidrolizi ile
amino asitlerine ayngtifimi, alkali ortamlarda proteinlerin (-S-S-) baglannin
pargalandifim ve 1s1 igleminin bu olaylan hzlandirdigint belirtmektedirler.

2.2.2. de de belirtildigi gibi hidroliz iglemi sirasinda boynuz materyaline 5 g (NH,), SO,
5 g KH,PO, ilave edilmigtir. Aragtiricilar bu tuzlarin hem proteinlerin ¢6zintrliging



artirdiklarim hem de ¢oziinen protein yapitaglannin (amino asit ve polipeptitler)
stabilizasyonunu sagladiim belirtmektedirler (Lehninger, 1975; Anon., 1988; Voet ve
Voet, 1990). Ayrica bu tuzlar, mikroorganizmalann iiremesi igin gerekli azot, kiikiirt,
potasyum ve fosfor gibi 6nemli maddeleri de igermekte ve tampon ozelligi
gostermektedir (Hasenekoglu, 1985; Fraizer ve Westhof, 1989; Jay, 1992; Temiz, 1994,
Bridson, 1995). Hidroliz sirasinda bu tuzlar, yukandaki nedenlerle tercih edilerek
kullamilmugtir.

4.2. Ham Boynuz Ekstraktinin (HBE) Kimyasal icerigi

Bu arastirmada 30 g boynuz ununun 2.2.2 ve 4.1’ de izlenen yol ile hidrolizi neticesinde
elde edilen iiriin saf su ile 400 ml’ ye tamamlamig ve HBE olarak isimlendirilmistir.
Islem sonucunda 30 g boynuzun toplam 27 g’ 1 pargalanabilmistir (% 90) Tablo 3.1 ve
3.2’ de de goriildigi gibi HBE, kuru madde , kiil, bazi mineraller, protein, azot, toplam
scker ve amino asit bilesimi bakimindan analiz edilmistir. Bu maddeler,
mikroorganizmalann iiretilmeleri igin gerekli olan karbon, azot ve mineral kaynaklan
olup, bu nedenle tercih edilmistir. Nitekim, gesitli ahk maddelerden besiyeri hazirlamak
amaciyla yapilan aragtirmalarda da, kullamlacak maddeler aym analizlere tabi
tutulmustur (Pujol ve Bahar, 1983; Molina et al., 1984; Kjaergaard, 1984; Malathi ve
Laddha, 1989; Algur, 1990).

Tablo 3.1 ve 3.2 incelendiginde HBE’ nin gerek inorganik gerekse organik maddeler
bakimindan oldukga zengin bir yapida oldugu goriilmektedir. Ozellikle azot ve karbon
kaynaklan ile hiicre zari katyonlann ve hiicrede hayati déneme sahip olan gesitli
enzimlerin kofaktorleri olarak gérev yapan, Na, K, Ca ve Mg iyonlarini igermesi dikkat
¢ekici bulunmugtur. Genel bir besiyeri olarak en fazla kullanilan Nutrient Broth’ daki
degerlerle kargilagtirdigimizda nutrient broth’ da kuru madde, protein ve kiil miktarlar
g/ litre olarak sirastyla 11,589, 4,87 ve 0,986 dir (Topal, 1982) HBE’ de ise bu degerler
kuru madde i¢in 88 g/, protein igin 46 g/l ve kiil iginde 18 g/l olarak bulunmustur.
(Tablo 3.1). Gérilldiigii gibi HBE nutrient broth’ a gore protein bakimindan yaklagik 9,5
kat, kuru madde bakimindan 7,5 kat ve kiil bakimmndan 18 kat daha zengindir. Yine aym
maddeler bakimindan, genel bir seyreltme ortami olarak kullantlan peptonlu su da HBE’
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ye gére icerik bakimindan g¢ok zayif kalmaktadir. Nitekim peptonlu suyun kuru madde,
protein, ve kil i¢erikleri g/ litre olarak sirasiyla 1,38, 0,83 ve 0,11 dir (Topal, 1982).
Bu durumda HBE peptonlu suya gére kuru madde bakimindan 63,7 kat, protein
bakimindan 55,4 kat ve kil bakimindan da 163 kat daha zengindir. Bu durumda
ozellikle protein ve azot olmak iizere igerifinin zengin oldugunu, hatta genel bir vasatta
bulunmas: gerekenden ¢ok daha fazlasim igerdigini sdyleyebiliriz. Bu nedenle HBE’ nin
optimal konsantrasyonunu saptamak amaciyla, denemeler saf suyla seyreltilmis BA ve
BB iizerinde yogunlastinlmigtir. Ayrica HBE’ nin 0,50 g/100ml oraninda toplam seker
iceridi bulunmugtur (Tablo 3.1). Bu deger gogu besiyerlerine ilave edilen karbon
kaynaklarina olduk¢a yakindir. Ancak bilindi§i gibi mikroorganizmalar farkli karbon
kaynaklarim kullanabilme yetenekleri bakimindan farklilik arz etse de genelde g¢ofu
mikroorganizmalann tercih ettifi karbon kaynaklar1 vardir. Bir ortamda karbon
kaynagimin  ¢ok olmasi mikroorganizma iiremesi i¢in elverisli ve kullamlabilir
oldugunu gostermez.

Tablo 3.1 incelendiginde HBE’ nin mineral maddelerden Na bakimindan (1,023
g/100ml) ¢ok zengin oldugu gérillmektedir. Oysa, daha 6nce keratinize protein iizerinde
yapilan aragtirmalarda, bu tip proteinlerin Na’ da dahil olmak tzere birgok mineral
maddegi igermekle birlikte, Na miktarinin fazlalifim gosteren bir kayda rastlanmamigtir
(Vellar, 1970; Alexiou et al., 1980; Bank et al., 1981). 2.2.2° de de belirtildigi gibi asit
hidroliz igleminden sonra sonra pH’ y1 noétralize etmek igin 10N NaOH
kullaniimaktadir. HBE’ de Na miktarinin fazla olmasi bu iglemden kaynaklanabilir.

Ulkemizde gesitli atiklardan besiyeri hazirlama galigmalari yogun bir sekilde devam
etmektedir (Ocal vd., 1977; Yazicioglu vd., 1980;Topal, 1982; Dizdar ve Develi, 1987,
Algur, 1990). Bu atiklardan bazilarimin kuru madde, protein, azot ve kiil igerikleri Tablo
4.1’ de verilmigtir.
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Tablo 4.1. Besiyeri Olarak Kullanilmas: Teklif Edilen Baz1 Atik Maddelerin Kimyasal

Igerikleri
Bilegenler g/100ml
Atik Madde Kuru Mad. Azot Protein T. Seker Kiil Kaynak
Peynir alt1 suyu 6,31 0,058 0,99 5,0 0,50 (Topal, 1882)
Zeytin kara suyu 6,20 0,128 0,80 KV 1,40 (Yazcioglu vd., 1980)
*Melas 5,10 0,096 059 50 0,45 (Topal, 1882)
Vinas 8,43 0,640 4,00 095 3,30 (Algur, 1990)

*Yesil muz kabugu 13,0 1,230 7,70 3,30 9,80 (Pujol ve Bahar, 1983)
*Hint kiraz1 gekirdei KV 0,67 4,19 KV 4,00 (Malathi ve Laddha, 1989)

KV : Kaynakta Verilmiyor

*Bu degerler kuru madde tizerinden verilmigtir

Tablo 4.1’ deki atik maddelerden Yesil Muz Kabugu, Hint Kiraz1 Cekirdegi ve Melas
icin verilen degerler, kuru madde izerinden verilmis oldugundan, HBE igeri§i ile
kargilagtirmamizin uygun olmadig kanaatindeyiz. Diger ii¢ atik madde ile HBE’ nin
bilesimi karsilagtirldiginda, HBE peynir alti suyuna gére protein, azot, kil ve kuru
madde bakimindan daha zengin, toplam geker bakimindan daha fakirdir. Zeytin kara
suyuna gére HBE biitiin parametreler bakimindan daha zengin bulunmustur. Vinasin ise
sadece kiil ve toplam seker igerigi HBE’ den biraz fazla bulunmustur. Yukandaki atik
maddelerin timii gerek Tek Hiicre Proteini Gretiminde bir subustrat olarak, gerekse
¢esitli mikroorganizmalarin iiretiminde besiyeri olarak kullamlmig ve bagarli sonuglar
alinmigtir. Bu nedenle HBE’ nin de aym amaglarla kullamlmas i¢in yeterli oldugu ve
hatta fazlasinin bulundugu séylenebilir.

Diger taraftan Tablo 3.2’ de HBE’ nin asparagin, glutamin, ve prolin disindaki amino
asitleri igerdigi goriilmektedir. Bu amino asitlerden glutamik asit, glisin, arginin ve 16sin
amino asitlerinin digerlerine nazaran daha fazla olduklan gérilmistir. Bu durum fibroz
proteinlerin genel bir 6zelligidir. Nitekim, sifir tirnaga (Baden ve Kubilus, 1983, a)
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proteinlerinde de bu amino asitlerin yilksek oranda bulundugu belirtilmigtir.
Aragtirmamizda HBE’ nin prolin amino asitini icermedigi goriilmistiir. Oysa, farkli
fibréz proteinlerde az da olsa prolin bulundufu kaydedilmektedir. (Said et al., 1987,
Katsuumi et al., 1989; Baden ve Kubilus, 1983, a ve b). Aragtirmamiz strasinda hidroliz
i¢in uygulanan yol olduk¢a agr sartlar igermektedir. Ozellikle asit ve alkali ortamlarda
yikksek 1s1 uygulamalannin protein ve amino asit bozulmasina yol agtifi
belirtilmektedir. Oregin proteinlerin asit hidrolizasyonu i¢in 6N HCI igerisinde 100-
120 °C’ de 10-100 saatlik inkiibasyonun gerekli oldugu ve bu uygulamanin triptofan
amino asitini bozdugu ifade edilmektedir. (Lehninger, 1975; Voet ve Voet, 1990;
Tekman ve Oner, 1981; Gékalp, vd., 1992). Aragtirmamizda ise 130 °C’ de 1 saat
siireyle hidroliz iglemi uygulanmugstir. Prolin ve bazi amino asitlerin az oluslan
yukandaki uygulamalardan kaynaklanabilir. Diger taraftan keratinize proteinlerin ve
ozellikle boynuzun sistein amino asiti bakimindan zengin oldugu ifade edilmektedir
(Lehninger, 1975; Baden ve Kubilus, 1983 a ve b; Katsuumi et al., 1989; Voet ve Voet,
1990 Atalo ve Gashe, 1993). Tablo 3.2’ de sistein amino asitinin azli1 (21 mg/100g)
dikkat ¢ekici bulunmugtur. Diger bir kukiirtlii amino asit olan metyonin igin de aym
durum s6z konusudur. Ancak, bazik hidroliz igleminin, sistein, serin treonin ve arginin
amino asitlerinin bozulmasina yol agtifn bilinmektedir (Lehninger, 1975; Voet ve Voet,
1990). Dolayisiyla BA’ da sistein ve metyonin amino asitlerinin azhifim, ¢alismamizda
yiiksek sicaklikta asit ve baz hidrolizinin birlikte uygulanisina baglayabiliriz.

Mikroorganizmalarin protein istekleri gibi amino asit istekleri de farklidir (Oner, 1980;
Cetin, 1983). Hatta, amino asitlerin, baz1 bakteriler igin tireme faktorii olarak gérev
yaptif1 belirtilmektedir (Gottschhalk, 1985). Bu nedenle besiyerlerinde, amino asitlerin
bulunmas, besiyerinin {iretici potansiyelini artiran bir unsurdur. Ornegin tremek igin
amino asitlerin ¢oguna ihtiya¢ duyan Leuconostoc mesenteroides tirii ve Lactobacillus
cinsi bakteriler i¢in teklif edilen vasatlar ile HBE’ nin amino asit bilesimini gésteren
Tablo 4.2 incelendiginde, HBE’ nin her iki vasattan da bu bakimdan zengin oldugu
gortlmektedir.
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Tablo 4.2. Leuconostoc mesenteroides ve Lactobacillus Tirleri I¢in Teklif Edilen

Besiyerleri lle HBE’ nin Amino Asit Igerikleri (mg/1)

Amino Asitler L. mesenteroides Lactobacillus HBE
Asparagin 400 250 AE
Triptofan 40 50 AE
Sistin 50 100 210
Metyonin 100 2000 410
Sistein BG 100 AE
Alanin 200 BG 3190
Arginin 240 BG 4660
Tirozin 100 BG 1610
Aspartik asit 100 BG 3900
Glutamik asit 300 BG 8170
Glisin 100 BG 5190
Histidin 62 BG 720
Izolosin 250 BG 1630
Losin 250 BG 4020
Lizin 250 BG 2210
Fenilalanin 100 BG 1670
Prolin 100 BG AE
Serin 50 BG 2870
Treonin 200 BG 2000
Valin 250 BG 2560

AE :Analiz Edilmedi
BG : Besiyeri I¢in Gerekmiyor
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Ko¢ boynuzunun ilkemizdeki dretimi ve kullanimi yillara gére degismekte, alici
firmalarin talebi olmadifinda araziye atilmaktadir. Et ve Balik Uriinleri A.S. Genel
Miidirligi Tedarik ve Pazarlama Daire Bagkanlif1 (Ankara) ve Erzurum Et Kombinasi
gibi kuruluglann yetkilileri ile yaptifimiz yazigma ve goriismeler neticesinde, boynuzun
{iretim ve kullanimm konusunda kesin bilgiler ne yazik ki alinamamistir. Ancak Erzurum
Et Kombinasinda yilda yaklagik 18 ton civarinda boynuzun Uretildigi ifade edilmistir.
Ulkemiz genelinde ise kamu sektériine: ait kombinalardaki boynuz iiretiminin yaklagik
olarak 200 ton oldugu tahmin edilmektedir. Aynica 6zel sektére ait bir gok et
isletmesinin de bulundugu dikkate alindifinda, bu rakamin ¢ok daha artacag agiktir.
Kamu sektoriine ait tahmini miktann ( 200 ton) ve Tablo 3.1° deki verileri g6z 6niine
aldigimizda, boynuzun degerlendirilmemesi neticesinde yilda yaklasik olarak 23 ton
azot, 147 ton protein, 14 ton seker, 4,2 ton magnezyum, 4,3 ton kalsiyum, 0,4 ton bakir,
0,9 ton mangan, 3 ton demir, 3 ton potasyum ve 1,7 ton ¢inkonun araziye zayi oldugunu
soyleyebiliriz. Bu durum 6nemli bir hammadde kaybina yol agmasinin yam sira gevre
kirletici etkisiyle de zararli olmakta, atildif: toprak ve kangtig sularda BOI (Biyolojik
Oksijen Ihtiyaci) yiikselmesiyle anaerobik sartlann gelismesine yol agtifn gibi, aym
zamanda toksik ve kanserojenik Ozellik gosteren afir metallerin su ve topraktaki
birikimi de tehlike arz etmektedirr Bu nedenle boynuzun besiyeri olarak
degerlendirilmesi sayesinde, hem onun faydali bir tirine doniistirilmesi saglanacak,
hem de gevre kirletici etkisi azaltilacaktir.

43. SBC’ nin Optimum Konsantrasyonunun Belirlenmesine Iliskin Deney
Sonuclarinin Degerlendirilmesi

2.2.3” de de belirtildii gibi 400 ml’ lik HBE’ ye 10 g maya ekstrakt1 (DIFCO) ve 20 g
glikoz ilave edilerek Stok Boynuz Cozeltisi (SBC) hazirlanmigtir. Bu maddeler HBE’
nin {iretici potansiyelini artirmak, bir baska ifadeyle HBE’ yi zenginlestirmek amaciyla
ilave edilmigtir. BilindiZi gibi maya ekstrakt1 besiyerlerine vitamin kaynag olarak ve
genellikle %1 oraninda katiimaktadir (Leloglu ve Erdogan, 1979). Diger taraftan glikoz,
¢opu mikroorganizmanin karbon kaynaft olarak oOncelikle tercih ettifi bir
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monosakkarittir (Mckane ve Kandel, 1986;Schlegel, 1986). Her ne kadar HBE’ de
%0.50 oraninda seker varsa da bu sekerin tercih edilen ve kullamlabilir seker oldugunu
sdylemek gictir. Cesitli hammaddelerden besiyeri veya uygun substrat hazirlama
¢alismalaninda da benzer katkilanin yapildifn goriilmektedir (Pujol ve Bahar, 1983;
Molina et al., 1984; Kekos ve Kouklos, 1985; Michel et al., 1987).

Sekil 3.1 incelendiginde E. coli digindaki test mikroorganizmalar igin en yiiksek
biyomas verimlerinin %5’ lik SBC’ den elde edildigi gorilmektedir. E. coli i¢in ise %6’
lik SBC en yiiksek biyomas verimini saglamistir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda ise
iiremede (biitiin denenen suglar igin) inhibisyon gorilmiistir. Hatta, zamana bagh
olarak, test mikroorganizmalarindaki koloni sayisim gdsteren Tablo 3.3 ve Sekil 3.2° de
de gorialdugn gibi %10’ luk SBC’ de Lacrobacillus bulgaricus tiirti hi¢ tirememis L.
monocytogenes, E. coli ve S. thermophilus suslarinin tremeleri ise gecikmistir. Boylece
koloni sayilarindan elde edilen veriler Sekil 3.1° de biyomas analizinden elde edilen
sonuglan destekler nitelikte bulunmugtur. Yiiksek konsantrasyonda inhibisyon olay1
beklenilen bir sonugtur. Ciinkii HBE organik ve inorganik maddeler bakimndan ¢ok
zengindir ve o6zellikle protein ve mineral madde konsantrasyonlanmn asmn yiiksekligi
mikroorganizma Uremesini iki yolla etkileyebilir. Bunlardan birincisi organik ve
inorganik maddelerin osmotik basinci neticesinde zar permeabilitesinin bozulmasidir.
Ikincisi ise HBE’ de bulunan agir metal iyonlarinin toksik etkileridir. Yiiksek organik
madde ve mineral madde igerikli atiklarla yapilan denemeler sonucunda da yiiksek
konsantrasyonlarda onemli inhibisyonlar g6zlenmis ve bu nedenle materyallerin
seyreltilmesi yoluna gidilmistir (Aran vd., 1985; Algur, 1990). Her ne kadar E. coli igin
%6’ lik SBC optimum olarak bulunmugsa da bu deger %5’ lik degere ¢ok yakindir ve
bu farkin E. coli’ nin 6zel isteklerinden kaynaklandif distintlebilir.

Tablo 3.1 ve 3.2° deki verilerden yola gikilarak %5’ lik SBC’ nin (BB) kimyasal igerigi
hesaplanmig ve Nutrient Broth’ un kimyasal igerii ile karsilagtirmal: olarak Tablo 4.3
de verilmigtir.
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Tablo 4.3. Nutrient Broth ve %5’ lik SBC (BB)’ nin Kimyasal Igerigi

Bilesenler NB (g/L)** BB (g/L)

Azot 0,780 0,490*
Protein 4,877 3,06*
Toplam seker KV 2,250*
Mg 0,002 0,080
Ca 0,0012 0,082
Mn KV 0,018
Zn KV 0,032
Fe 0,004 0,061
Na 0,172 0,511
K 0,0615 0,199*
P KV 0,113
Maya ekstrakti 2,00 0,500
(NEL)2 SO4 KV 0,500

* Katki maddeleriyle birlikte

KV : Kaynakta Verilmedi

** Topal, 1982

Tablo 4.3’ te de goriildiigii gibi %5’ lik SBC bile mineral maddeler bakimindan NB’
den daha zengindir. Azot ve protein igerii NB’ ye gore biraz zayif bulunsa da besiyeri
i¢in yetersiz oldugu soylenemez. Ciinkii NB’ deki azotun kaynag 5 g/l oraminda katilan
peptondur. Oysa bazi besiyerlerine (Bacillus cereus selektif agar, RoA agar) sadece
%0,3 — 0,4 oraninda pepton katilmaktadir (Bridson, 1995). Bu nedenle BB’ deki azot
ve protein miktarlarinin yeterli oldugunu s6yleyebiliriz.



44. Katki Maddelerinin Mikroorganizmalar1 Uretme Potansiyellerinin

Arastiriimas1 Amaciyla Yapilan Deney Sonuclarinin Degerlendirilmesi

3.4’ de de belirtildigi gibi BB igerisinde katki maddesi olarak litrede 0,5 g (NHy), SOs,
0,5 g KH,PO4, 1 g maya ekstrakti ve 2 g glikoz bulunmaktadir. Acaba BB’ nin
mikroorganizmay: lretici giici bu katki maddelerinden mi kaynaklanmaktadir? Bu
sorunun cevabim bulabilmek igin sadece bu katki maddelerinden olusan bir besiyeri
(kontrol olarak) hazirlanmig ve test mikroorganizmalarin bu besiyerinde olugturduklan
biyomas miktarlan aragtinlmgtir. Tablo 3.4’ te verilen bulgular ile $ekil 3.1 de sunulan
%35’ lik SBC’ den (BB) elde edilen biyomas miktarlart kargilagtinldifinda BB’ den elde
edilenlerin gok daha yiiksek oldugu gériilmektedir. Nitekim kontrol besiyeri ve BB’ den
elde edilen biyomas degerleri, B. cereus, L. bulgaricus, L. monocytogenes, E. coli ve S.
themophilus suglan igin sirasiyla 0,9 g/l, 4,8 g/1; 0,0 g/1, 3,4 g/M1;0,7 g/, 3,9 g/1; 0,8 g/l,
2,9 g/l ve 0,5 g/l, 3,6 g/l olarak belirlenmistir. Bu durumda katki maddelerinin tek
baglanina mikroorganizmalan {iretme kapasitelerinin ¢ok zayif oldugunu ve BB ile
birlikte kullamldiklarinda sinerjik bir etki gésterereck BB’ nin iiretici potansiyelini
artirdifini soyleyebiliriz. Diger taraftan katki maddelerinden olugan kontrol besiyerinde
L. bulgaricus susunun hi¢ tirememesi beklenilen bir sonugtur. Cinkii Lactobacillus
trleri hayatsal faaliyetleri igin yeterli baz1 enzimlere sahip degildirler ve bu bakimdan
onlarin kendileri i¢in lizumlu bir ¢gok maddeleri bulunduklani ortamdan almalan
gerekir. Bir bagka ifadeyle bu cinse ait tirler, treme igin gegitli gelisme faktorlerine
ihtiyag gosterirler (Oner, 1980; Gottschalk, 1985). L. bulgaricus ise katki
maddelerinden olusan kontrol besiyerinde Gremedigi halde, BB ortaminda tredigine
gore, BB’ nin gesitli geligme faktorlerini igerdigi de sGylenebilir.
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4.5. BB’ nin Standart Vasatlarla Karsilastiriimasi

4.5.1. Boynuz Agarin (BA) Standart Besiyerlerine Karg Yiizey Ekimi Bakimindan
Kullanilabilirligi

Besiyerinin iretme potansiyelinin aragtinlmasinda, yiizey ekimi sonuglarmn
degerlendirilmesi sikhikla bagvurulan bir yéntemdir (Topal, 1982; Al-Zoreky ve
Sandine, 1990).

Toblo 3.5” de 14 farkl: bakterinin, dért ayn besiyerinde tireme durumlar verilmigtir. Bu
tablodaki bulgular incelendiginde BA’ nin standart besiyerleri olan PCA, NA ve TSA
besiyerlerini aratmayacak nitelikte oldugu gorilmektedir. Mikrobiyoloji galisan her
sahis, ¢alisifi mikroorganizmay: sivi ve kat1 vasatlarda iretmek ve muhafaza etmek
ihtiyacindadir. O halde BA ile BB vasatlan mikroorganizmalan iretme ve muhafaza
etmek amaciyla, NA ve TSA gibi vasatlar yerine kullamlabilir. Ciinkii ¢alismamiz
sirasinda BA’ ya ylizey ekimi yapilan bakteriler mikroskop altinda da inpelenmis gerek
morfolojik oOzellikleri ve gerekse biyiklikleri bakimindan standart vasatlarda
tretilenlerden farkli olmadiklan gérillmigtir. Bu da BA’ min mikroorganizmalar igin
toksik maddeleri agin konsantrasyonlarda bulundurmadifinin bir gostergesidir. Ciinkd
ozmotik basinci yiiksek ve hiicre zan permeabilitesini bozan toksik maddeler igeren
besiyerlerinde Ureyen bakterilerin gerek koloni morfolojilerinin gerekse hiicresel
yapilannin bozuldugu ve degisik sekiller kazandiklan (L formlari gibi) bilinmektedir
(Mckane ve Kandel, 1986; Schlegel, 1986). Ayrica test mikroorganizmalarin BA
igerisindeki pasaj kiltirleri 2-3 ay sireyle buzdolabinda muhafaza edildiginde,
tiremelerinde ve morfolojilerinde bir bozulmaya rastlanmamugtir. Hatta liyofilize
haldeki kiltirler BB igerisinde aktiflestiriimis ve herhangi bir olumsuz sonugla

kargilagilmamgtir.
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4.5.2. Boynuz Agarin Standart Besiyerlerine Kars1 Anaerobik Bakterileri Uretmesi
Bakimindan Yiizey Ekimleri Yontemi Ile Karsilagtirilmas

3.5.2° de de belirtildigi gibi et, siit, toprak ve su érnekleri ile baza zorunlu anaerobik
bakterilerin (Clostridium perfiringens, Clostridium tetani, Clostridium sporogenes ve
Veillonella sp.) yizey ekimlerinin BA ve tanik agarlardaki {ireme durumlan arastinlmis
ve sonuglar Tablo 3.6° da 6zetlenmigtir. Aragtirma sonuglarina gére, BA’ nin anaerobik
bakterileri inhibe ettiBini gosteren herhangi bir bulguya rastlanmamigtir. Ayrica BA’ nin
et ve siitteki anaerobikleri, toprak ve sudaki anaerobiklerden daha iyi iirettigi
gozlenmigtir. Bilindii tizere BA hayvansal orjinli bir iriindiir. Muhtemelen, et ve
sutteki bakteriler hayvan orjinli maddelerde gelisen ve oradaki nutrientlere adaptasyon
saglamig bakteriler olduklarindan, su ve topraktakilere oranla BA’ da daha iyi gelismis
olabilirler. Nitekim et ve siitteki bakteriler TSA vasatinda da iyi ireme
gostermektedirler. Zira bu vasat et ve siit 6rneklerindeki bakterilerin iiremesi i¢in 6zel
olarak hazirlanmi§ ve zenginlestirilmis (kazein ile zenginlestirilmig) bir vasattir. Diger
taraftan Tablo 3.6’ da pastérize siit ve musluk suyu 6rneklerinde anaerobik bakterilerin
uremedifi gorilmistir. Bu durum beklenilen bir sonugtur ve deneysel bir hatamn
olmadigimi gostermektedir. Cinkii hem su hem de siit gerek ¢ozinmiis halde oksijen
bulundurdugu igin ve gerekse pastorizasyon (siit i¢in) ve dezenfeksiyon (klorlu su)
islemlerinin 6ldiirticti etkisi nedeniyle anaerobik mikroorganizmalan ya ¢ok az igerirler
veya hi¢ bulundurmazlar (Fraizer ve Westhoff, 1989; Jay, 1992 Topal, 1996).

4.5.3. BB ve Standart Vasatlarin Test Mikroorganizmalarin Uretme Potansiyelinin
Biyomas Verimleri Bakimindan Karsilagtiriimas:

3.6° da da goruldugu gibi dort farklh besiyerinde 72 saatlik siire sonunda test
mikroorganizmalardan (aerobik, fakultatif anaerobik ve mikroaerofilik) elde edilen
biyomas verimleri Tablo 3.7’ de 6zetlenmistir. Bu sonuglara gére TSB ve BB’ den elde
edilen biyomas verimleri birbirlerine olduk¢a yakindir ve genellikle aralarindaki fark
istatistiki bakimdan 6nemsizdir. Ancak hem BB hem de TSB’ den elde edilen degerler
PCB ve NB’ den clde edilenlere oranla istatistiki bakimdan 6nemli (p<0,05) derecede
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fazladir. Genel bir siralama yapilacak olunursa, mikroorganizmalan tretme giici
bakimindan TSB > BB > NB > PCB seklinde yazilabilir. Diger taraftan L. plantarum
tiirii NB ve PCB’ de hig iiremedigi halde azda olsa TSB ve BB’ de tiremigtir. Bu durum
iki sebebe bagli olabilir. Birinci sebep L. plantarum diger Lactobacillus tirlerinde
oldugu gibi gesitli gelisme faktérlerine ihtiyag gostermekte ve bu faktorler kismen de
olsa BB ve TSB’ de bulundugundan bu iki vasatta tireyebilmektedir. ikinci sebep ise L.
plantarum tiri fakiltatif anaerob bir tiir oldugundan BB ve TSB bu tiir igin daha uygun
olabilir. Cinkii besiyerlerinin organik madde bakimindan zengin olmasi onlarin aerobik
sartlardan anaerobik sartlara dontigmesinde etkili olmaktadir. Nitekim organ pargalar,
kan, kalp, kiyma, balik eti, beyin gibi maddeler ve amino asitler besiyerinin oksidasyon
rediikksiyon potansiyelini diigirdigiinden anaeroplarin oksijen varlifinda bile
iiremelerini saglamaktadir (Bilgehan, 1992; Temiz, 1994). Ancak sulu kiltiirde, BB ve
TSB’ nin bu 6zelliginden faydalanarak iireyebilen L. plantarum susu, yine de oksijenin

yeterince baskilanamamasi neticesinde az bir ireme géstermigtir.

4.5.4. BA' nm Yaralanmis ve Yaralanmams Bakterilerin Uretilmesinde Standart
Vasatlarla Karsilastiriimasi

Son yillarda, besiyeri gelistirme galigmalan igerisinde yaralanmig bakterilerin yeniden
canlandirilmasim saglayan besi ortamlarinin gelistirilmesi ve formiile edilmesi giderek
onem kazanmaktadir. Besi ortamlarindan bazilan sadece saglikli olan
mikroorganizmalart  iretmekte, yaralanmis bakteriler ise bu besiyerlerinde
tirememektedir. Dolayisiyla boyle besiyerleri ile yapilan bakteri sayimlari, yanlig
sonuglar vermektedir. Bu durum ise halk saglifi bakimindan tehlike arz etmektedir.
Ciink, igleme tabi tutulmug (Pastorize edilmis, soguk depolarda muhafaza edilmis veya
tuzlanmig vb.) gesitli gida maddelerindeki bu yarali bakteriler gida ile viicuda
girdiklerinde yeniden aktivite kazanmaktadir. Oysa bu drinlerin mikrobiyolojik
muayeneleri genel veya zayif denilebilecek vasatlar kullamlarak yapildiginda gergekte
canl mikroorganizma igeren bu tiriinlere yanhglikla temiz raporu verilebilmektedir. Iste
bu nedenle yarali bakterileri de tiretebilen daha giiglii (zengin) vasatlar gelistirilmis olup
bunlarin baginda TSA gelmektedir. Aynica Nutrient Agara glikoz ilave edildiginde
yaralanmig bakterilerin onarilmasin1 2000 kat artirdif belirtilmigtir (Hurst, 1977; Ray et
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al., 1978; Mossel et al., 1980; Zaske et al., 1980; Petzel ve Hartman, 1985; Rodrigues
ve Kroll, 1989; Al-Zoreky ve Sandine, 1990; Jay, 1992; Sorqvist, 1993; Jermini et al.,
1994; Wyber et al., 1994). Iste bu nedenle, BA yarali ve normal bakterileri iretme
potansiyeli bakimindan aragtirilmig ve bu konuda tavsiye edilen TSA ve genel iiretme
ve sayim vasatlani (NA ve PCA) ile mukayese edilmistir. Nitekim gesitli aragtinicilar da,
gelistirdikleri yeni besiyerlerinin kalitesini belirlemede onlan TSA ile mukayese
yontemini segmislerdir (Ray et al.,1978; Pin et al., 1994).

Zayif veya minimal vasatlarda, koloniler ge¢ olusmakta ve kiigiik kalmaktadur.
Dolayisiyla bir besiyerinde 24 saatlik inkibasyon sonucunda koloni sayilmaz iken,
bagka bir besiyerinde (iiretme potansiyeli yiksek veya zenginlestirilmis) koloniler
sayllabilecek say1 ve biyiikliikte olabilmektedir. Bir bagka ifade ile aym inkiibasyon
siiresi igerisinde bir besiyerinde koloniler sayilabilecek biyiiklige ulagmaz iken
digerinde sayilabilecek biytklige ulagmaktadir. Bu durum ikinci besiyerinin iiretici
potansiyelinin yiksekligini gosterir. Zira ortam sartlan ve besiyeri azhifn ve zayiflifi
bakterilerin ikilenme zamanimi (generation time) uzatmakta ve dolayisiyla lreme
hizlanm azaltmaktadir (Mckane ve Kandel, 1986;Schlegel, 1986; Jay, 1992). Ayrnica
yaralanmig bakterilerin ikilenme siireleri de normallere oranla gok uzamakta ve
dolayisiyla sayilabilecek koloni sayis1 igin gerekli inkiibasyon siiresi artmaktadr.

Tablo 3.8 incelendifinde BA besiyerinden, vizey ekimi ve biyomas verimi
sonuglarinda oldugu gibi, standart besiyerleriyle karsilastinldiginda, yarali bakterilerin
iiretilmesinde de oldukga elverigli sonuglar elde edilmistir. SOyle ki yaralanmamis
(normal) 13 sustan ¢ofu 48 saatlik inkiibasyon sonucunda kullamlan besiyerlerinde
birbirlerine yakin sayida koloni olugturmustur. Diger bir ifade ile aralanndaki fark
istatistiki bakimdan 6nemsizdir. Inkiibasyon siresi 72 saat oldufunda ise, biitiin
suslardan elde edilen sayilar birbirlerine yaklagmigtir.

Ik 24 saatlik inkiibasyon stresi sonucunda, yaralanmig olan E. coli, S. thermophilus,
Citrobacter sp., Proteus sp. ve Corynebacterium sp. turlerinde NA ve PCA
besiyerlerinde koloni olusturmazken TSA ve BA besiyerlerinde, dilisyon oraninin
yiiksek olmasina ragmen koloni olugumu gergeklesmis ve sayim yapilabilmistir. Bu siire
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igerisinde B. cereus, B. subtilis ve L. monocytogenes suslar biitiin besiyerlerinde koloni
olusturduklan halde koloni sayilar1 bakimindan TSA ve BA’ min NA ve PCA’ dan daha
iyl oldufu gorilmustir. L.buw/garicus ise 24 saatin sonucunda sadece TSA’ da
say1iabilecek koloni olugturmustur. P. putida, Salmonella sp. E. aerogenes ve S. aureus
ise hi¢bir besiyerinde 24 saat sonucunda koloni olugturmamistir. Bu durum yarali da
olsa farkli tirlerin farkh sinirlayict besinlere ve iireme faktorlerine ihtiyag
gostermesinden ve kotit ekolojik sartlara kargi farkh toleransa sahip olmalarindan
kaynaklanmaktadir.

Soguk soku ile yaralanmig test mikroorganizmalarin ve et ve siit 6rneklerindeki
bakterilerin denenen vasatlarda olugturduklan koloni sayilarim kargilagtirdifimizda,
kullamlan test mikroorganizmalardan tiimii TSA’ da diger besiyerlerinden daha iyi
tiremigtir. Ancak sofuk sokuna ugratilmig bakterileri tiretme 6zelligi bakimindan BA
ikinci sirada gelmektedir. BA’ min PCA ve NA’ ya gore olusturdugu koloniler
incelendiginde E. coli, Corynebacterium sp. ve P. putida suglarinin BA’ da olugturdugu
koloni sayis1 PCA ve NA’ da olusturdugu koloni sayisindan istatistiki bakimdan 6nemli
derecede (p < 0,05) yiiksek oldugu gériilmektedir. Diger suglar i¢in de genellikle BA’
dan elde edilen koloni sayilar1t NA ve PCA’ dan elde edilenlere gore yiiksek bulunsa da
aralanndaki fark istatistiki bakimdan 6nemsizdir. Ayrica et ve siit drneklerinde de
benzer sonuglar elde edilmistir. Ozellikle siit 6rmeklerinde BA’ min olusturdugu koloni
sayllarimin PCA ve NA’ va gore 6nemli derecede yitksek bulunmasi dikkat gekmistir.

Genel olarak soguk sokunun bakterileri yaralama etkisinin sicak sokuna gére daha az
oldugu goralmugtir. Nitekim S. thermophilus disindaki biitiin test mikroorganizmalann
soguk ve sicak sokuna maruz birakildiktan sonra yapilan sayimlar tiim vasatlar igin
kargilagtinldiginda, sofuk sokuna maruz birakilanlarda elde edilen koloni sayilarimin
yiiksek oldugu gorilmektedir. Bu durum beklenilen bir sonugtur. Ciinkii, bakterilerin
sicafa kars: t6leranslarimin soguga kars1 toleranslanindan daba az oldugu bilinmektedir.
Nitekim bakteriler yiksek sicaklikta steril edildikleri halde, dugik sicakliklarda
muhafaza edilmektedir (Mckane ve Kandel, 1986;Schlegel, 1986; Jay, 1992). S.
thermophilus turiniin sicaktan az etkilenmesi (hatta etkilenmemesi) ise bu tiiriin
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spesifik 6zelligine dayanmaktadir. Bilindigi gibi bu tir termofilik bir tirdir ve
arastirmamizda muhtemelen bu nedenle sicak sokundan en az etkilenen tiir olmustur.

4.5.5. Farkh Toprak, Su, Et ve Siit Orneklerinin BA ve Tamk Vasatlarda
Olusturduklar: Aerobik ve Anaerobik Bakteri Sayillarinin Kargilagtiriimasi

Genel olarak degerlendirdigimizde, toprak, su ve et drneklerinde, farkl besiyerlerinde
olusan toplam aerobik bakteri koloni sayillanimin birbirlerine yakin oldufu ve
aralarindaki farkin istatistiki bakimdan 6nemsiz oldugu, ancak siit 6rmeklerinde BA ve
TSA besiyerlerinden elde edilen koloni sayilarimn PCA ve NA’ dan elde edilenlere
oranla daha yiiksek oldufu, hatta baz1 6rmeklerde sayilar arasindaki farkin istatistiki
bakimdan énemli (p<0,05) bulundugu gérilmistiir (Tablo 3.9). Ayrnica bu érneklerdeki
zorunlu anaerobik mikroorganizmalarn iretme potansiyeli bakimindan da BA ve TSA’
nin NA ve PCA’ dan istiin oldugunu séyleyebiliriz (Tablo 3.10).

4.6. Aragtirmada Kullamlan Test Mikroorganizmalarm Cesitli Ozellikleri ile ilgili

Degerlendirmeler

Aragtirmamizda kullamilan 18 test mikroorganizmadan 11 adedi gram pozitif (B. cereus,
B. subtilis, L. bulgaricus, L. plantarum, L. monocytogenes, S. aureus, S. thermophilus,
C. perfiringens, C. tetani, C. sporogenes, ve Corynebacterium sp.), 7° si Gram negatif
(Citrobacter sp., Enterobacter sp., E. coli, P. putida, Proteus sp., Salmonella sp. ve
Veillonella sp.) 6zelliktedir. Yine bu tiirler igerisinde aerobik (B. cereus, B. subtilis, P.
putida, Proteus sp.), fakiltatif anaerobik (Citrobacter sp., Enterobacte sp., E. coli, L.
bulgaricus, L. plantarum, L. monocytogenes, Salmonella sp., S. aureus, S. thermophilus,
ve Corynebacterium sp.) ve zorunlu anaerobik (C. pefiringens, C. tetani, C. sporogenes
ve Veillonella sp.) tlrler mevcuttur. Aynca 18 tirden 1 adedi termofilik (S.
thermophilus) 17 adedi ise mezofilik gruba dahildir. Ancak mezofilik bakteriler
icerisinde soguklu@a ve sicakliklara téleransh olanlar bulunmaktadir. DiZer taraftan test
mikroorganizmalar, spor olusturan tirleri (B. cereus, B. subtilis, C. tetani, C.
perfiringens, ve C. sporogenes) de igermektedir (Oner, 1980; Oner, 1986; Buchanon et
al.,1987; Fraizer ve Westhoff, 1989; Ang, 1990; Goktan, 1990; Jay, 1992; Bilgehan,
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1992; Kaya; 1992; Anon, 1993; Bilgehan, 1995; Con, 1995; Kara, 1996). Biitiin bu
ozellikler dikkate alindifinda, test mikroorganizmalarimizin rast gele segilmedigi, farkli
fizyolojik gruplan temsil eden ve farkli habitatlarda yasayan (gida maddeleri, toprak, su,
hava, sindirim ve solunum sistemleri gibi) tiirlerin kullamldig1 ortaya ¢ikmaktadir. BB
vasati (veya BA vasati)) bu mikroorganizmalanin higbirisi lizerinde standart
vasatlardakinden daha kétii bir etki géstermemistir.

4.7. BB (BA) Besiyerinin Fizyolojik ve Kimyasal Ozellikleri

BB besiyeri, seffaf, sarimsi kahvemsi renkte, siispanse madde igermeyen (¢okeltt
olugturmayan) bir yapidadir. BB’ nin pH’ st 6,8-7,2 civarindadir ve igerdii tampon
maddeler nedeniyle, pH degisimlerinden fazla etkilenmemektedir. Steril edildikten
sonra uzun siire bozulmadan muhafaza edilebilmektedir. Bu ozellikler besiyerinde
aranan Ozelliklerdir. Zira stispanse maddeler igeren besiyerlerinin kullamm igin uygun
olmadig, besiyerlerinin en kiigiik kolonileri bile gorebilecegimiz geffaflikta olmalan,
koyu renkli olmamalan ve tampon maddeleri bulundurmalan 6nerilmektedir (Larkin,
1972; Bridson, 1995).

4.8. BB’ nin Maliyetinin Standart Vasatlarla Kargilastirilmasi

Standart vasatlar ile BB vasatindan 50 litre hazirlamak igin yapilan harcamalar Tablo
4.4’ te verilmistir.
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Tablo 4.4. 50 litre BB ve Standart besiyerleri Hazirlamak Igin Yapilan Harcamalar

Harcama Kalemleri Tutan (TL)
Hammadde (Boynuz) 525
Katki maddeleri 6000 000
Enerji ve ig¢ilik 15000 000
Toplam BB = 22000000
TSB = 156 000 000
NB = 65000000
PCB = 89000000

Tablo 4.4’ te de gorildigi gibi BB’ nin 50 litresi yaklagik olarak 22 000 000 TL’ ye
mal edilmektedir. Piyasada farkli firmalardan aldifimiz fiyatlara gére kuru (dehidrate)
NB, TSB ve PCB’ nin 500 g’ lik miktarlan sirastyla 50 000 000, 53 000 000 ve 45 000
000 TL civarindadir. NB’ nin 500 g’ indan 38 litre, TSB’ nin 500 g’ indan 16 litre,
PCB’ nin 500 g’ indan ise 28 litre besiyeri hazirlanmaktadir. Bu durumda BB’ nin NB’
den 3 kat, TSB’ den 7,5 kat ve PCB’ den de yaklagik 3,6 kat daha ucuza mal edildigini
soyleyebiliriz. Ustelik BB fabrikasyon olarak turetildigi takdirde daha ucuza mal
edilecegi de siiphesizdir.
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