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OZET

Yiksek Lisans Tezi
KOYUNYUNU HIiDROLIZATINDAN MiKROBIYAL PEPTON URETIiMi
Abdulhadi FIRAT

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Biyoteknoloji Bilim Dali

Dog. Dr. Mesut TASKIN

Peptonlar veya protein hidrolizatlar1 esas olarak mikrobiyal kiiltiir ortaminda organik
azot kaynaklari olarak kullanilirlar. Bunlar, en pahali besiyeri bilesenlerinden biri olarak
kabul edilir. Son ¢aligmalarin amaci yeni tasarlanmis bir kimyasal yontem vasitasiyla
koyun ylinden mikrobiyal pepton iiretmek ve elde edilen peptonun endiistriyel ve / veya
biyoteknolojik ac¢idan ciddi 6neme sahip bazi mantar ve bakteriler i¢in bir biiyiime
substrati olarak kullanilabilirlik testi yapmakti.

BULGULAR: Yiin peptonun (YP) hazirlanmasi alkalin hidroliz ve ndtralizasyon
adimlar1 ile gergeklestirildi. KOH (2,5 N) ve H3POs (%85 ¢ozelti) hidroliz ve
notralizasyon asamalart igin sirastyla kullanildi. Kiil analizi, YP'nin yiliksek protein
(67,8 g/100 g) ve kiil (29,2 g/100 g) seviyelerine sahip oldugunu gosterdi. YP'deki en
fazla bulunan aminoasit glutamik asittir (8175 mg/100 g). YP'in nispeten yiiksek
miktarda sistine sahip oldugu da gdosterildi. Sirasiyla mantarlar ve bakteriler i¢in YP
konsantrasyonlar1 5 ve 6 g / L olarak belirlendi. Test edilen bakterilerin, Staphylococcus
aureus YP ortaminda ¢ok diisiik bir biiyiime gosterdi. YP'nin, ii¢ test mikroorganizmasi
(Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis ve Penicillium chrysogenum) igin orta
diizeyde bir biiylime performansi sagladigi bulundu. Aspergillus niger igin en yiiksek
biyo kiitle tiretimi (8,17 g/L) YP ile elde edildi. Diger ticari test peptonlarina kiyasla,
test bakterisi Escherichia coli i¢cin YP igeren kiiltiir ortaminda ikinci en yiiksek
biyokiitle iiretimine ulasildi. Bu ¢alismanin sonuglarina dayanarak, YP'nin, 6zellikle A.
niger ve E. coli gibi test edilen organizmalarin bazilari i¢in umut verici bir besiyeri
bileseni oldugu sonucuna varilabilir. Bu ¢alismada yiinlerin funguslar ve bakteriler i¢in
pepton kaynagi ya da besleyici bilesen olarak kullanilmasi ilk defa gosterildi. Bu
calismada hem iilkemize ekonomik getiri saglayan yeni bir iirlinlin ve ydntemin
gelistirilmesi hem de diinya literatiirii i¢in orijinal degere sahip yeni bulgularin elde
edilmesi amaglandi.

2017, 50 sayfa

Anahtar Kelimeler: Koyunyiinii, hidroliz, mikrobiyal gelisim, pepton



ABSTRACT

Master Thesis

PRODUCTION OF MICROBIAL PEPTON FROM SHEEP WOOL
HYDROLISATE

Abdulhadi FIRAT

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Department of Biotechnology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mesut TASKIN
Peptones or protein hydrolysates are mainly used as organic nitrogen sources in
microbial culture media. They are accepted as one of the most expensive cultivation
substrates. The purposes of the recent work were to generate the microbial peptone from
sheep wool via a newly designed chemical method and to test the feasibility of the
obtained peptone as a growth substrate for some fungi and bacteria having industrial
and/or biotechnologically important importance.

RESULTS: The preparation of wool peptone (WP) was performed via alkaline
hydrolysis and neutralization steps. KOH (2,5 N) and H3PO, (85% solution) were used
for the hydrolysis and neutralization steps, respectively. The ash analysis indicated that
WP possesed high protein (67,8 g /100 g) and ash (29,2 g/100 g) levels. The major
amino acid in WP was glutamic acid (8175 mg/100 g). WP was shown to posses
relatively high amount of cystine. WP concentrations of 5 and 6 g/L were determined as
optimal for the fungi and bacteria, respectively. Of the tested bacteria, Staphylococcus
aureus showed too weak growth in WP medium. WP was found to provide growth
performance at moderate level for three test microorganisms (Saccharomyces
cerevisiae, Bacillus subtilis and Penicillium chrysogenum). The highest biomass
production (8,17 g/L) for Aspergillus niger was attained with WP. When compared to
the other commercial test peptones, second highest biomass production for the test
bacterium Escherichia coli was reached in the cultivation medium containing WP.
Based on the results from this study, it can be concluded that WP is a promising
medium component for some of the tested organisms, particularly A. niger and E. coli.
Utilization of wools as peptone source or nutritional component for fungi and bacteria
was demonstrated for the first time in the present work. In this study, both development
of a new product and method providing economic income to our country and the
obtaining of new findings having original value for world literature are aimed.

2017, 50 pages

Keywords: Sheep wool, hydolysis, microbial growth, peptone
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1. GIRIS

Bir hiicre ¢ogalabilmek icin kimyasal reaksiyonlar1 ve molekiilleri gerektigince
organize etmelidir. Bu tepkimelerin hepsine birden metabolizma denir. Metabolik
tepkimler enerji agiga ¢ikarabildigi gibi enerjiye gereksinim duyan tepkimeler de
vardir. Enerji agiga cikaranlara katabolik (yikim) tepkimeler, enerji gereksinenlere
anabolik (yapim) tepkimeler denir. Katabolizma ve anabolizma birlikte

metabolizmay olusturur (Brock 2010).

1.1. Mikroorganizmalarin Beslenmesi

Hiicreler monomer denen kii¢lik yap1 birimlerinden olugsmus makromolekiil ve sudan
olugsmustur. Hiicrelerin makromolekiil olusturmak ig¢in metabolizmalarinda
gereksinim duydugu monomer veya monomer Onciillerine besin denir. Metabolizma
icin tlim besinlere esit miktarda ihtiya¢ duyulmaz. Bazi besinler hiicresel islevlerin
devamliligi i¢in hiicrede ¢ok miktarda bulunmalidir ki bdyle besinlere makrobesin
denir. Yasamsal tepkimeler i¢in ¢ok az hatta eser miktarlar1 gerekli ve yeterli olan
besinler de vardir, bunlara ise mikrobesin denir. En temel makrobesinler karbon ve

azottur (Brock 2010).

1.1.1. Karbon

Karbon tiim hiicreler i¢in vazgeg¢ilmez bir makrobesindir. Bir hiicrenin ortalama kuru
agirliginin yarisin1 karbon olusturur. Ayrica tiim makrobesinlerinde bulunan temel
element karbondur. Bazi prokaryotlar kendi hiicresel bilesenlerini iiretebilmek icin
farkli karbon bilesiklerini 6ziimserken bazilar ihtiya¢ duyduklari tiim karbon temelli

molekiilleri CO;’den sentezlerler (Brock 2010).



1.1.2. Azot

Azot karbondan sonra hiicrelerde en ¢ok bulunan elementtir. Ortalama bir bakteri
hiicresinin kuru agirliginin %12’sini azot teskil eder. Azot elementi, proteinlerin,
niikleik asitlerin ve diger hayati hiicre bilesenlerinin yapisinda bulunur. Bu nedenle
hazirlanan bir kiiltiir ortaminda muhakkak bulunmasi gerekir. Azot dogada hem
organik hem inorganik formda bulunabilir ancak azotun biiyiikk kismi amonyak
(NHs), nitrat ya da N, formunda olup inorganik haldedir. Bakterilerin biiyiik kismi
tek azot kaynagi olarak NHj3’ii kullanabilirken bazilar1 amonyagin yaninda nitrati da
kullanabilir. Bununla beraber azot fikse eden bakterilerin tek azot kaynagi havadaki
serbest azot gazidir (N2) (Brock 2010).

1.1.3. Diger bashca makrobesinler

Fosfor (P): Dogada inorganik yahut organik formda bulunabilir. Hiicrede en énemli

olarak niikleik asitlerin ve fosfolipidlerin yapisina katilir.

Kiikiirt (S): Sistein ve metionin gibi aminoasitlerin, tiyamin, biyotin, ve lipoik asit
gibi birtakim vitaminlerin ve koanzim A’nin yapisinda bulunur. Kiikiirt dogada
bircogu sadece mikroorganizmalarca gerceklestirilen cesitli kimyasal doniistimlere

ugrar.

Potasyum (K): Tiim organizmalar i¢in elzemdir. Protein sentezi gibi bazi islevlerini

yerine getirmek i¢in ¢esitli enzimler potasyuma ihtiyag¢ duyarlar.

Magnezyum (Mg): Ribozomlari, zarlar1 ve niikleik asitleri kararli hale getirmesinin

yan1 sira ¢ogu enzimin aktivite gostermesi i¢in de gereklidir.



Sodyom (Na): Tiim organizmalarca degilse de bazi organizmalar igin gereklidir. Bir
canlinin sodyuma duydugu ihtiya¢ onun karakteristik olarak yasadigi habitat

hakkinda da bilgi sunar.

Kalsiyum (Ca): Cogu organizmalarda gerekmemekle birlikte kalsiyumu kullanan
canlilarda hiicre duvarmin kararliligini artirir ve endosporlarin 1stya karst direng

olusturmalarini saglar (Brock 2010).

1.1.4. Mikrobesinler (iz elementler)

Hiicreler i¢in ¢ok az miktarlar1 dahi yeterli olsa da mevcut olmalarinin hayati 6nemi
vardir. Mikrobesinler (6rnegin demir) metal olduklarindan genelde iz elementler
olarak adlandirilirlar. iz elementler, canliligin katalizorleri olan gesitli enzimlerin
bilesenleri olarak gorev yapar. Hiicreler ¢cok az gereksindikleri i¢in laboratuvarda
rutin mikrobiyoloji ¢alismalarinda kiiltlir ortamina iz elementler eklenmez. Ancak
hazirlanan besi yeri ¢ok saf distile suda ¢6ziinmiis ¢cok saf kimyasal igeriyorsa iz

elementlerin seyreltik ¢ozeltiler halinde kiiltiire eklenmeleri gerekir.

Demir (Fe): Hiicresel solunumda elektron tagimakla gorevli sitokromlarin ve demir-
kiikiirt (FeS) proteinlerinin bileseni olarak rol oynayan bir iz elementtir (Brock

2010).

1.1.5. Gelisme (iireme) faktorleri

Ureme faktérleri organik materyallerdir, bu faktdrlere sadece bazi hiicreler ihtiyag
duyar ve az miktarlar1 dahi yeterlidir. Vitaminler, aminoasitler, piirin ve primidinler
gelisme faktorii olarak gorev yaparlar. Mikroorganizmalarin ¢ogu bu organik
maddeleri sentezleyebilirken bazilar1 ¢evreden hazir olarak temin etmek zorundadir.
Boyle mikroorganizmalar i¢in laboratuvarda kiiltir ortammma bu gelisme

faktorlerinden eklemek gerekmektedir.



Vitaminler koenzim bileseni olarak gorev yaptiklari i¢in en ¢ok ihtiya¢ duyulan
gelisme faktorleridir. Mikroorganizmalar en ¢ok tiyamin (vitamin Bj), biyotin,

piridoksin (vitamin Bg) ve kobalamin (Bi2) vitaminlerine ihtiya¢ duyarlar (Brock

2010).

Cizelge 1.1. Dogada ki ve kiiltiir besiyerlerindeki makrobesinler (Brock 2010)

Element Dogada bulunan besin Kiiltiir ortamina eklenen kimyasal
formu form
Karbon (C)  CO,, organik maddeler Glukoz, malat, asetat, piruvat,

Hidrojen(H)

H,0, organik maddeler

aminoasitler, yiizlerce farkli bilesik
ya da kompleks karisim (maya 0ziitii
pepton vb.)

H,0, organik maddeler

Oksijen (O)  H0, Oy, organik maddeler H,0, O, organik maddeler
Azot(N) NHs, Ny, nitrat, organik Inorganik: NH4CI, (NH4),SOs,
azot bilesikleri KNO3, N>
Organik: Aminoasitler,
niikleotidlerin azotlu bazlari, N
iceren diger organik maddeler.
Fosfor (P) Fosfat KH,PO4, Na;HPO,4
Kiikiirt (S) H,S, siilfat, organik S Na,SO4, Na,S,03, Na,S, sistein veya
bilesikleri, metal siilfiirler ~ diger organik kiikiirt bilesikleri
(FeS, Cus, ZnS, NiS vb.)
Potasyum(K) Cozeltide K* veya gesitli KCI, KH,PO,
K tuzlar1 olarak
Magnezyum  Cozeltide Mg+2 veya MgCl,, MgSO,
(Mg) cesitli Mg tuzlar olarak
Sodyum (Na) Cozeltide Na*, NaCl veya  NaCl
cesitli Na tuzlari olarak
Kalsiyum Cozeltide Ca*?, CaSO, CaCl
(Ca) veya cesitli Ca tuzlar
olarak
Demir (Fe)  Cozeltide Fe™?, Fe*® FeS,  FeCls,FeSOy kelatlanmis demir

Fe(OH); veya diger Fe

tuzlari

cozeltileri, Fe"™ EDTA, Fe*3sitrat vb.




Cizelge 1.2. Organizmalarin gereksindigi mikrobesinler (iz elementler) (Brock 2010)

ELEMENT HUCRESEL iSLEVI ve YAPISINA KATILDIGI ENZIMLER

Bor (B)

Krom (Cr)

Kobalt (Co)
Bakir (Cu)

Demir (Fe)

Manganez
(Mn)

Molibden
(Mo)

Nikel (Ni)

Selenyum
(Se)
Tungsten (W)
Vanadyum
V)

Cinko (Zn)

Bakterilerde quorum-sensing otoindiikleyicisi olmanin yaninda
baz1 poliketid antibiyotiklerde bulunur.

Memelilerde glukoz metabolizmasi i¢in gereklidir, mikrobiyal
olarak ihtiya¢ yoktur.

Vitamin By»; transkarboksilaz (propiyonik asit bakterisi)
Solunum, sitokrom c oksidaz; fotosentez, plastosiyanin, bazi
stiperoksit dismutazlar

Sitokromlar; katalaz; peroksidaz, demir-kiikiirt proteinleri,
oksijenazlar; tiim nitrojenazlar. Diger iz elementlere kiyasla daha
cok miktarda gereklidir.

Pek ¢ok enzimin aktivatori, belli bazi siiperoksit dismutazlarda ve
oksigenik fototroflarda (Fotosistem II) suyu parcalarina ayiran
enzimde mevcut

Flavin igeren bazi enzimler; bazi nitrojenazlar, nitrat rediiktazlar,
siilfit rediiktazlar, siilfit oksidazlar, DMSO-TMAO rediiktazlar,
baz1 format dehidrogenazlar

Hidrogenazlarin ¢ogu, metanojenlerdeki Fj30; karvon monoksit
dehidrogenaz, iireaz

Formatdehidrogenaz, bazi hidrogenazlar, selenosistein aminoasidi

Bazi format dehidrogenazlar; hipertermofillerin oksotransferazlari
Vanadyum nitrojenaz, bromoperoksidaz, karbonik anhidraz, alkol
dehidrogenaz

RNA ve DNA polimeraz ve birgok DNA baglanma proteinleri




Cizelge 1.3. Ureme faktorleri (Vitaminler) ve islevleri (Brock 2010)

Vitamin

Islevi

p-Aminobenzoik asit
Folik asit

Biyotin

Kobalamin (B1,)

Lipoik asit

Pantotenik asit

Riboflavin

Tiyamin (B;)

Vitamin Bg (pridoksal-

piridokamin grubu)

Vitamin K grubu ,
kinonlar

Hidroksamatlar

Folik asit onciilii
Tek-karbon mekanizmasi, metil grup transferi

Yag asitleri biyosentezi, B-dekarboksilasyonlar, bazi

CO, fiksasyon tepkimeleri

Tek karbon fragmanlarinin rediiksiyonu ve transferi,
deoksiriboz sentezi

Piruvat ve a-ketoglutarat dekarboksilasyonunda agil
gruplarmin transferi

Koenzim A onciilii, asetil ve diger acil tiirevlerinin
aktivasyonu

FMN ve elektron taginmasinda gerekli olan

flavoproteinlerdeki FAD nin onciilii

a-Dekarboksilasyonlar, transketolaz

Aminoasit ve ketoasit transformasyonlari

Elektron taginmasi, sfingolipid sentezi

Demir baglayan bilesikler, demirin ¢dziiniir hale

getirilmesi ve hiicre igine aktarilmasi

1.1.6. Kiiltiir besiyerleri

Besiyeri, mikroorganizmalarin laboratuvarda saflastirilmasinda, gelistirilmelerinde,
yapisal ve biyokimyasal niteliklerinin arastirilmasinda ve biyolojik {iriinlerinin

incelenmesinde  kullanilan mikroorganizmalarin ~ gereksinim  duydugu besin



maddelerini igerisinde bulunduran steril ortamdir (Kurbanoglu 1999; Halkman

2005).

Besiyerleri, fiziksel ozelliklerine (yar1 kati, kati, sivi veya bitkisel, hayvansal,
sentetik, karisik) ve kullanim alanlarmma (genel besiyeri, 6zel besiyeri) gore

guruplandirilabilir.

Genel Dbesiyerleri icerisinde herhangi bir kisitlayict sart yahut bilesen
bulundurmayan, genis bir spektrumda mikroorganizma grubunun cogalmasini
destekleyecek sekilde hazirlanan besiyerleridir. Genel besiyerlerinden laboratuar
calismalarinda en ¢ok kullanilanlari; plate count agar, nutrient agar, nutrient broth ve

tryptic soy agar ticari besiyerleridir.

Ozel besiyerleri temelde dorde ayrilir (selektif, transport, diferansiyel (ayirt edici),

zenginlestirilmis besiyerleri).

Selektif (segici) besiyerleri, lstlerinde c¢ogalmasi istenen mikroorganizmalarin

gelismesini saglarken digerlerinin ¢ogalmasini baskilarlar (EMB agar).

Transport besiyerleri sadece tuz ve tampon igerirler ve lizerinde ¢alisilmak tizere elde

edildigi kaynaktan laboratuvara getirilirken kullanilirlar.

Diferansiyel besiyerleri, kiiltiire alinan mikroorganizmalarin kendi karakteristik
ozelliklerinin ortaya ¢ikmasini destekleyen genelde boya gibi bazi indikatorlerin

ilave edildigi besiyerleridir.

Zenginlestirilmis besiyerleri; gelismek i¢in ¢cok 6zel istekleri olan mikroorganizmalar
da dahil hemen her tiirlii mikroorganizmanin ¢ogalmasini destekleyecek bilesenler

igerirler besleyici Ozellikleri oldukca elverislidir. Ortama konakgidaki kosullari



oldukea iyi taklit eden serum ya da tam kan gibi besinler ilave edilir (kanli agar ve

cikolata agar).

Besiyerleri ayrica kimyasal ozelliklerine gore de smiflandirilir. Bu smiflandirma
tiirline gore besiyerleri kimyasal igerigi tam olarak bilinmeyen dogal besiyerleri ve

kimyasal igerigi bilinen yapay olarak ikiye ayrilmaktadir.

Yapay besiyerleri formiillerinde belirtilen kimyasallarin dikkatlice 6lgiilerek saf su
ile karistirilarak hazirlanmaktadir. Dogal besiyerleri ise genellikle daha ucuz
olduklarindan fermentasyon siireglerinde sik¢a kullanilirlar (liziim ve bira siralari,
melas, soya kiispesi, slit ve artiklari, pepton, toprak ekstrakti, soya fasiilyesi ve maya

ekstrakt) (Kurbanoglu 1999; Hasenekoglu 2002; Halkman 2005; Brock 2010).

Besiyerlerinin bilesimine giren baslica maddeler su, tuz, agar, inhibitérler, maya
ekstrkati, et ekstrakti, malt ekstrakti, beyin ekstrakti ve kalp ekstrakti, kimyasal
tamponlar, pH indikatorleri, redoks indikatorleri, karbonhidratlar ve peptonlardir

(Halkman 2005).

1.2. Peptonlar

Mikroorganizmalarin ve onlarin iirettikleri iirlinlerin iiretimi i¢in kullanilan besiyeri
bilesenleri oldukc¢a pahalidir. Bu besiyeri bilesenleri arasinda da azot kaynaklari en

fazla maliyetli olanidur.

1880 yilinda Naegel ilk defa laboratuvar sartlarinda bakteri iiretimi i¢in pepton
kullanmay1 Onermistir. Bu madde bdylece besiyerlerinin ¢ok Onemli bir temel
elemani olarak "et sulu pepton" tanimiyla bakteriyoloji bilimine girmistir (Uzeh et al.
2006). Ahmet Refik Giiran (1870-1963) ise pek ¢ok mikrobiyolojik arastirmasinin
yani sira ilk Tiirk pepton iireticisidir (Cetin 1983; Arda 2000).



Pepton, proteince zengin kaynaklarin hidroliz edilmesiyle elde edilen iiriinleri
tanimlayan genel terimdir. Peptonlar mikrobiyal ¢alismalar igin hazirlanan
besiyerlerinde kulanilan en Onemli organik azot kaynaklarindandir. Bu protein
hidrolizat {tirtinleri suda kolayca ¢ozilinebilir, 1s1 ya da alkali muamelesi veya
amonyum siilfat ile koagiile olmaz (Poernomo and Buckle 2002; Vasileva-Tonkova
et al. 2007).

Peptonlar mikrobiyal besiyerlerinde azot kaynagi olarak kullanilmasinin yani sira
karbon kaynagi kaynagi olarak da kullanilmaktadir. Peptonlarin igerigindeki bazi
aminoasitler ve vitaminler de bazi mikroorganizmalar i¢in gelisme faktori
fonksiyonunu yerine getirir. Ayrica peptonlar mikroorganizmalarin gelisimi igin
lizumlu olan temel maddeleri saglayan proteazlar ve peptidlerin bir karisiminin
yanisira, bazi lireme faktorleri ve inorganik tuzlar bulundurur. Peptonlar tiim bu
zengin icerik ve Ozellikleriyle mikrobiyoloji caligmalarinda tek baslarina besiyeri
olarak kullanilabilen nadir bilesenlerden birisidir. Pek ¢ok bakteri tiirii igeriginde
sadece %1 pepton bulunan besiyerinde gelisebilmektedir (Sert 1988; Bilgehan 2002;
Cengiz vd 2004; Halkman 2005).

Ayrica %0,1°lik pepton ¢ozeltisi farkli yogunluklarda mikrobiyal hiicre yogunluklar
olusturma amaciyla hazirlanan fizyolojik su ve fosfat tamponuna gore ¢ok daha iyi

bir diluenttir (Mc Feters et al. 1982; Mian et al. 1997; Beuchat et al. 2002).

Yapilan endiistriyel ¢caligmalarda mikrobiyal kaynakli {iriinlerin verimlerini artirmak
icin mikroorganizmalarin kullandiklar1 besiyerlerinin igeriklerinde organik (pepton,
malt ekstrakt, maya ekstrati, iire v.b) ve inorganik (amonyum siilfat, sodyum nitrat,
amonyum nitrat v.b) azot kaynaklar1 denenmis ve sonugta organik kaynaklarin daha
yiiksek verim sagladiklar1 goriilmiistiir (Kunamneni et al. 2005; Cho et al. 2006;
Erdal ve Taskin 2010).

Protein ihtiva eden materyallerin enzimatik muamele ve asit hidrolizi sonucu

peptonlar elde edilir. Bu islemlerde asit ile hidrolizasyon yiiksek oranda verim saglar.
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Ancak bu islemde nétralizasyon yapmak zorunludur ve nétrlestirme sonucu son

tiriinde ¢cok miktarda kiil olusur (Dufosse 1997; Kurbanoglu ve Kurbanoglu 2004).

Cevre kirliligini 6nlemek i¢in ve besiyerlerindeki maliyeti diisiirmek ic¢in fibroz
protein igeren hayvansal atiklar pepton firetimi i¢in kullanilir (Kurbanoglu ve

Kurbanoglu 2002; Vasileva-Tonkova et al. 2007).

1.2.1. Pepton kaynag olarak koyunyiinii

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

Pepton tiretiminde kullanilan fibroz proteinler kollajenler ve keratinler olarak ikiye
ayrilirlar. Bu proteinler suda ¢oziinmezler, yapilarindaki disiilfit baglar1 sayesinde
enzimatik parcalanmaya ve kimyasal maddelere kars1 direngleri yiiksektir.
Kollajenler kopmaya ve uzamaya kars1 direnglidir. Kemiklerde ve tendonlarda bol
miktarda bulunur. Keratin ise deri, tirnak, sag, boynuz ve yiin gibi yapilarda bolca
mevcuttur (Harrap ve Woods 1964; Cherry et al. 1975; Luong ve Payne 1977). Yiin
%95’den daha fazla saf keratin igeren bir fibroz proteindir (Wang et al. 2015).
Islenmemis yiin fiberleri 20 farkli aminoasit icerir bu aminoasitlerin cogunlugu
glutamik asit, serin, glisindir. Ayrica kiikiirtge zengin aminoasitler de, ozellikle
sistin, igerirler (Rippon 1992). Diger yandan kimyasal ya da enzimatik yontemlerle
hazirlanmis ylin hidrolizatlarindan bitki gilibresi ya da hayvan yemi olarak
faydalanabilinecegi de ortaya atilmistir. Ancak, Aspergillus niger, Rhizopus oryzae,
Penicillium chrysogenum, Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia
lipolytica, Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus

subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Zymomonas mobilis ve Lactobacillus bulgaricus



11

gibi endiistriyel, biyoteknolojik ve klinik 6neme sahip olan mikroorganizmalar igin
substrat ya da pepton kaynagi olarak yiin hidrolizatlarinin kullanimi konusunda

higbir girisim yoktur.

Fibroz proteinlerinin yapisal 6zelliklerinden 6tiirii diger proteinlere ve hidrokarbonca
zengin materyallere gore pargalanmasi ¢ok daha zor oldugundan bu proteinlerin
hidrolizasyon islemi sirasinda kullanilan iglem basamaklar1 daha etkili kosullarda
gerceklestirilmelidir. Fibréz proteinlerin  hidrolizi sirasinda istenen sonuca
ulasabilmek i¢in standart hidrolizasyon islemlerini bir miktar degistirmek gerekir ki

bunlar:

- Kullanilan asit ya da bazin konsantrasyonu artirmak,
- Hidroliz siiresini uzatmak,

- Yiiksek sicaklik ve basinglarda hidroliz islemlerini gerceklestirmek.

Ormnek olarak; proteinlerin hidrolizinde kullanilan 6N HCIl asidi, polipeptit
zincirindeki aminoasitleri birbirinden ayirabilmekte ancak kiikiirtli aminoasitleri
polipeptitten koparamamaktadir. Kiikiirt bulunduran aminoasitlerin polipeptitten
kopabilmesi iginse yliksek sicaklikta inkubasyon yapilmalidir. Bununla beraber ¢ok
fazla sicaklik ve basing uygulamasi, ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda hazirlanmis
asitler ya da bazlar ve hidroliz siiresini ¢ok uzatmak, hidrolizasyon isleminde bazi
aminoasitlerin yapilarinin bozulmasina yol agmaktadir. Benzer bir ¢alismada; tavuk
tilyiiniin yiiksek derecede buhar hidroliziyle muamelesi neticesi yapisindaki sistin
aminoasidi lanthionine, lizin aminoasidi de lisinoalanine doniistigli gozlenmistir.
Lanthionin ve lisinoalanin ise canli organizmalarca sistin ve lizine oranla daha diisiik
verimle kullanilmaktadir. Fibroz proteinlerin hidroliz islemlerinde ayrica enzimler,
asitler ve bazlar birlikte uygulanarak daha yiiksek hidroliz verimleri elde edilmeye
calisilmaktadir (Papadopoulos et al. 1985; Latshaw et al. 1994; Kurbanoglu 1999;
Taskin 2011).
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Giyim ve mefrusat endiistrisinde eskiden tek segenek olan koyunyiinii son
zamanlarda yerini sentetik {riinlere birakmistir. Kolay ulasilabilir, uygun fiyath ve
daha kolay kullanis1 olmasi nedeniyle sentetik iirlinler artik daha fazla tercih edilir
olmustur. Bunun sonucunda yiinlerini satacak merci bulamayan kiigiikbas
hayvancilikla ugragan iireticiler ellerinde kalan bu {irtinlerin ¢ok biiylik kismini adeta
bir ¢esit atik gibi yakmak mecburiyetinde kalabilmektedir. Ureticinin bu
magduriyetinin giderilmesi ve laboratuvarlarin olmazsa olmazi olan peptonun yerli
bir kaynaktan {iretilmesi i¢in bu tez calismasinin faydali olabilecegini diisiiniiyoruz.
Ornek vermek gerekirse Sigma Aldrich firmasmin pazarladig: proteaz peptonun 1kg
fiyat1 536 euro’ dur. Ocak 2016 tarihi kuru itibariyle bu rakam yaklasik 2105 tI’ ye
tekabiil etmektedir. Ulke ¢apinda hemen her mikrobiyoloji laboratuvarmda rutin
olarak sik¢a kullanildigin1 da diisiiniirsek iilkeye maliyeti ve tez konumuzun

ehemmiyeti daha net anlasilacaktir.

Tiirkiye ve diinyada mikrobiyolojik arastirmalarin artmasi sonucu laboratuvarlarda
kullanilacak besiyeri ihtiyaci da artmaktadir. Caligmalarda kullanilan besiyerleri ise
piyasada oldukca fazla {icretler karsiliginda satilmaktadir. Egitim, tedavi, aragtirma-
gelistirme ve kontrol caligsmalarini yliriiten hastane, iiniversite, cesitli saglik ve
arastirma kuruluslarinin yaptiklar1 ¢alismalarda kullandiklar1 besiyerlerinin miktari
diigiiniiliirse, bunun milli ekonomimize ne kadar maliyet yiikledigi daha da iyi
anlagilabilir. Tiirkiye’de ticari besiyeri {iretimi olmadigr i¢in mikrobiyolojik
caligmalarda kullanilan besiyerleri Difco, Oxoid ve Merck vb. kiiresel ¢apta iiretim
yapan yabanci sermayeli firmalardan saglanmaktadir. Pek ¢ok kurum ve kurulusta
rutin c¢alismalarda bile ¢ok miktarlarda kullanilan en temel besiyerlerinin ithali,
Tiirkiye’de ki halkimizin alin teriyle yaptigi iiretim sonucu elde edilen ve aslinda
iilke i¢cinde degerlendirilmesi gereken dovizin dis kaynakli sirketlere kaptirilmasina
neden olmaktadir. Yerli bilgi ve sermaye ile kendi besiyerimizi liretme yoniinde
adim atilmamasi da iilkemizi mikrobiyolojik arastirmalarda siirekli disariya bagiml
hale getirmektedir. Ayrica yerli olarak tiretilen besiyeri igeriklerini arastirmacilarin
elde etmesi de kolay ve kisa siireceginden yapilan caligmalar daha hizh

ilerleyecektir. Bu ekonomik ve bilimsel nedenler dolayisiyla, yerli kaynaklardan
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besiyeri malzemesi liretme ve hazirlama ¢alismalarinin artirilmasina siddetle ihtiyag

vardir (Kurbanoglu 1999).
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2. KAYNAK OZETLERI

Maciel et al. (2016) gergeklestirdikleri deneylerde tavukguluk sektoriiniin faaliyetleri
sonucu cevreye zararsiz hale getirilmesi i¢in uygun metodlar gelistirilmesi gereken
devasa tiiy atiklar1 tiretmekte oldugunu sdylemislerdir. Keratinolitik potansiyeli olan
Chryseobacterium sp.’nin ve Bacillus sp.’nin kr16 ve kr6 suslarindan enzimatik yolla
protein hidrolizatlar1 iiretmek igin tiiylerin biyolojik doniisiimii ic¢in istifade

etmislerdir.

Laskri et al. (2015) iki farkli substratin biyolojik olarak pargalanabilen atik toplama
havuzundan ve atik su aritma tesisindeki ¢amurdan dogal lagiinlerle anaerobik
sindirim stirecini  gergeklestirmek tizerine c¢alismislardir. Deneylerini bir litre
kapasiteli, sizdirmaz hale getirilmis bir sindirici i¢inde yapmislardir. Organik
maddenin bozunumunu optimize etmek i¢in; kimyasal oksijen ihtiyact (CDO),
sindirim sirasinda olusan biyogaz hacmi, siirecin sicakligt ve pH degerini dlgerek
organik maddenin bozunumunun gelisimini takip etmislerdir. Atik su aritma
tesisindeki camurun, dogal lagiin tarafindan, fermente edilebilir ve biyolojik olarak
pargalanabilir organik materyal acisindan, depolama alanindaki fermente edilebilir
materyal oranindan ¢ok oldugunu belirlemislerdir. Metan bakimindan olduk¢a zengin
oldugu icin olusan biyogazin parlayici oldugunu ortaya koymuslardir. Camurun
sindirimi sirasinda {iretilen biyogaz hacminin, diizenli depolama alanindaki organik

maddenin sindirilmesine kiyasla 10 kattan fazla oldugunu tespit etmislerdir.

Wang et al. (2015) gergeklestirdikleri calismalarinda bir¢ok uygulama igin
yenilenebilir hammadde kaynagi olan ve tiiy, kil, yiin, boynuz gibi materyallerden
elde edilen keratinin ¢oziintrligiini, L-sistein muamelesiyle disiilfit baglarin1 daha

etkin kirmak suretiyle artirmiglardir.

Giese et al. (2013) ¢alismalarinda farkli azot kaynaklarinin ve AreA transkripsiyon

faktoriiniin Fusarium graminearum’daki mikotoksinlerin tiretimi {izerindeki etkisi
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incelemiglerdir. Glutamin ve NH4 kaynaklari iizerinde biiylime zayifken asparaginin

F. graminearum i¢in tercih edilen bir azot kaynagi oldugunu bulmuslardir.

Taskin (2013) gergeklestirdigi ¢alismada tavuk tiiyli hidrolizatindan elde edilen
peptonun substrat olarak kullanilmasinin Saccharomyces cerevisiae’nin glutatyon
tiretimi tizerine etkisini incelemistir. Kontrol besiyeriyle karsilastirildiginda tavuk
tiyli hidrolizatindan elde edilen peptonun substrat olarak kullanilmasi neticesi
mikroorganizma biyokiitlesinde %53, glutatyon tretiminde %115 lik bir artig

oldugunu gozlemlemistir.

Villa et al. (2013) yaptiklar1 ¢aligmada, sagin esas olarak keratin protein ve az
miktarda lipidden olustugunu belirtmislerdir. Ozellikle diisiik molekiil agirlikli olan
protein hidrolizatlarinin, saglar1 kimyasal ve c¢evresel zararlara karsi korudugu
bilinmektedir. Tirnak, boynuz ve yilinden elde edilen keratin hidrolizatlar gibi bitki ve
hayvanlardan elde edilen birgok protein hidrolizatt sa¢ ve kisisel bakimda
kullanilmistir. Bu hidrolizatlarin ¢ogu kimyasal hidroliz ve hidrotermal yontemlerle
elde edilir, ancak kisa siire 6nce hidrolize edilmis sa¢ keratin ve tily keratin
peptidleri, su alti fermantasyon ile Bacillus spp. kullanilarak enzimatik hidroliz ile

elde edilmistir.

Taskin et al. (2012) ¢alismalarinda tavuk tiiyli hidrolizi sonucu elde edilen peptonu
yenilebilir bir mantar tiirii olan Morchella esculenta’nin misel biyokiitlesi ve
ekstraselliiler polisakkarit iiretimi iizerindeki etkisini incelemislerdir. Bu caligma
tripton pepton ve balik peptonla karsilagtirma yapmislardir. Elde ettikleri sonuca gore
tavuk tiiyli peptonu tripton ve balik peptonla benzer etkiye sahiptir.

Ghribi and Ellouze-Chaabouni (2011), petrol, ilag, biyomedikal ve gida isleme
sanayilerindeki bircok ticari uygulamada potansiyel olarak kullanildigindan son
yillarda biyolojik yilizey etkin maddelere olan ilginin 6nemli Olgiide arttigin
belirtmislerdir. Uretimlerinin iyilestirilmesi biiyilk &nem tasidigindan, Bacillus

subtilis SPB1 susundan biyolojik yiizey etkin {iretimini optimize etmek igin kiiltiirel
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kosullar analiz edilerek karbonhidrat substratini bir karbon kaynagi olarak kullanip
B. subtilis'in bir kiiltlirinii kullanarak yiiksek biyolojik yiizey aktif madde verimi
elde edildigini rapor etmislerdir; Karbonhidratlar arasinda ise en iyi biyolojik yiizey
etkin madde iiretimini glukoz kulaniminin arttirdigini gézlemlemislerdir. Optimum

glikoz konsantrasyonu 40 g / 1 olarak bulmuslardir.

Mokrejs et al. (2011) biri alkalin muamele biri de proteolitik enzimlerle muamele

olmak tizere iki asamada koyun yiiniinden keratin hidrolizat1 elde etmislerdir.

Taskin and Kurbanoglu (2011) yaptiklar1 ¢alismada tavuk tiiyli hidrolizatindan
mikrobiyolojik ¢alismalarda kullanilabilecek pepton iiretmisler ve farkl

mikroorganizmalar iizerinde besiyerlerine ilave etmek suretiyle denemislerdir.

Teresa and Justyna (2011) yapmis olsuklari ¢alismalarinda tiiyler, boynuzlar,
toynaklar ve tavuk tiiyii gibi baz1 keratince zengin iiriinlerin hayvanlar i¢in aminoasit
bitkiler i¢in azot ve kiikiirt kaynagi besinler oldugunu belirtmislerdir. Atik keratin
kaynaklarimin giibre ve yemlerde kullanilmasinin ¢evre ve insan sagligina tehdit
olusturmayacagini ve bu atiklarin keratinolitik mikroorganizmalarca biyoteknolojik

metodlar kullanilarak sanayiye kazandirilabilecegini 6ne siirmiiglerdir.

Cui et al. (2010) yaptiklar1 ¢alisma ile, farkli konsantrasyonlarda azot kaynaginin
(NH;" ve NOg3), Hypericum perforatum L'nin yabanci kok kiiltiirlerinde biyolojik
kiitle ve sekonder metabolitlerin birikimi iizerine etkisini incelemiglerdir. 5:25 (mM)
NH,"/NO;3 ile takviye edilen ortam, biyo kiitlenin ve toplam fenollerin ve

flavonoidlerin optimum birikimi ile sonuglandigini ortaya koymuslardir.

Al-Bahri et al. (2009) ¢alismalarinda, soya peptonu iiretimi i¢in papain enzimi yerine
hidroklorik asit kullanarak soya proteini hidroliz islemini yapmaya ve bu islem igin

gerekli optimum kosullar1 elde etmeye ¢alismislardir.
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Converti et al. (2009) Mikroalgler tarafindan iiretilen biyolojik materyalin biyodizel
tiretimi i¢in muhtemel kaynak olarak kullanilabilecegini gostermislerdir. Bu
calismalarinda, Nannochloropsis oculata ve Chlorella vulgaris'in lipid igerigi tizerine
sicaklik ve azot konsantrasyonlarini biyodizel {iretimi i¢in yeni hammaddeler olarak
olas1 kullanimlar1 agisindan incelenmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore, sicakligin
20°C'den 25°C'ye yiikselmesi N. oculata'nin lipid icerigini iki katina (%7.90'dan
%14.92'ye) cikarirken, 25°C'den 30°C'ye bir artis C. vulgaris'in lipid igerigini
14.71'den %5.90'a diisiirmiistiir. Ote yandan, ortamdaki azot konsantrasyonunun
bliyime i¢in en uygun degerlere gore %75 oraninda azaltilmas: neticesi N.
oculata'nin lipit fraksiyonlarmi %7.90'dan %15.31'e, C. vulgaris'in lipid

fraksiyonlarin1 %5.90'dan %16.41'e yiikselttigini gézlemlemislerdir.

Patkowska-Sokota et al. (2009) Polonya (polonya dag koyunu), Yunanistan
(Karagounico soyu) ve Suriye (Awassi soyu) menseili koyunlardan elde edilen
koyun yiinlerini kimyasal olarak analiz etmislerdir. Analiz neticesi yiinlerin kimyasal
bilesimlerinde makroelementler (Ca, P, Na, K, Mg, S), iz elementleri (Al, Ba, Co,
Cu, Fe, Mn, Mo, Sr, Ti, Zn) ve agir metaller (As, Cd Hg, Pb) tespit etmislerdir. Bu
elementlerin mense aldiklar1 iilkelere gore ylinlerdeki miktarsal farkliliklar

incelemislerdir.

Yuan et al. (2008) gergeklestirdikleri ¢aligmada, yiiksek serbest yag asit igerigine

sahip atik kolza yagin1 biyodizel iiretmek i¢in ham madde olarak kullanmiglardir.

Nustorova et al. (2006) gerceklestirdikleri 9 aylik ¢alisma ile koyunyiini atiginin
alkalin hidrolizatinin  Bulgaristan/Sofya’daki bir park topragma eklenmesi
neticesinde topragin kimyasal ve mikrobiyolojik Ozelliklerine olan etkisini
incelemislerdir. Koyunyiinii atiginin %75-80 oraninda ¢oziilebilir materyallerden
(peptidler, aminoasitler, boyalar, lipitler, baz1 karbohidratlar ve potasyum iyonlari)
olustugunu bu nedenle tarimda zararsiz ve degerlendirebilir bir giibre olarak
kullanilabilecegini belirtmislerdir. Sonug olarak alkalin yiin hidrolizatinin mikrobiyal

populasyonu ve bitki gelismesini olumlu yonde etkiledigini soylemislerdir.
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Aspmo et al. (2005), calismalarinda farkli enzimatik hidroliz islemleri ile morina ig¢
organlarindan yapilmig ii¢ hidrolizat, azot, aminoasitler ve mikrobiyal biiyiime
ortamindaki vitaminler igin birlesik bir kaynak olarak test etmislerdir. Escherichia
coli, Bacillus subtilis, Lactobacillus sakei, Saccharomyces cerevisiae ve Aspergillus
niger mikroorganizmalar1 kullanilarak bu i¢ organ hidrolizatlarin performansi,
otomatiklestirilmis bir biiyiime analizcisinde (Bioscreen C) yaygin ticari peptonlarin
performansiyla karsilagtirmiglardir. Elde ettikleri sonuglar, genel olarak balik
hidrolizatlarinin, hali hazirda mevcut olan farkli kokenli azotlu kaynaklarinin

alternatifi olabilecegi dogrultusunda umut verici oldugunu gostermektedir.

Ghorbel et al. (2005) ¢alismalarinda filament6z bir fungus olan Rhizopus oryzae’nin
ekstraselliiler lipaz tiretimi i¢in Sardinella aurita (sardalye) baligindan elde edilmis
cesitli protein hidrolizatlar1 azot kaynagi olarak kullanmislardir. En iyi sonucu
yagsizlastirilmis baliketi hidrolizatindan elde etmislerdir. Bu durum kiiltiir ortaminda
bulunan yag fraksiyonlariin lipaz iiretimini baskiladigini gostermistir. Ayrica balik

proteinlerinin kapsamli hidrolizlerinin lipaz liretimini artirdigini ortaya koymuslardir.

Mao et al. (2005) bir Cin geleneksel tibbi mantar1 olan Cordyceps militaris'in batik
ekimi ile yararli biyoaktif metabolit, cordycepin (3'-deoksiadenozin) iiretimine cesitli
karbon kaynaklarmin ve karbon / azot oranlarinin etkilerini incelemislerdir.
Incelenen karbon kaynaklar1 laktoz, siikroz, glukoz, fruktoz, galaktoz, maltoz ve
ksiloz’du ve bunlar arsindan glikozun cordycepin {retimi i¢in en elverigli karbon
kaynagi oldugunu bulmuslardir, oysa Cordyceps militaris hiicrelerinin galaktoz’lu
ortamda en iyi gelisme gosterdigini ortaya koymuslardir. Arastirmacilar cordycepin
tiretimini daha da arttirmak ig¢in, karbon / azot oranlariin etkisini de incelemislerdir.
Karbon ve azot kaynaklarinin optimum miktarlarinda, yani 42 g glikoz /1 ve 15,8 g
pepton / | igeren ortamda giinde 345,4+8,5 mg / 1 ve 19,2+0,5 mg / I'lik maksimum

cordycepin Uretimi ve verimliligi elde edildigini gostermislerdir.

Martone et al. (2005) balik atiklarindan hazirladigt protein  hidrolizatin

arkebakteriler (Halobacterium salinarum) ve eubakteriler (Escherichia coli, Bacillus
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subtilis ve Staphylococcus epidermidis) igin kat1 ve sivi besiyerinde substrat olarak

kullanma yoluna gitmislerdir.

Rozman et al. (2005) Soya fasulyesinden elde edilen Tip Il ve Tip IV (Sigma)
peptonlar1 ile yaptiklari ¢alismada bu peptonlarin Claviceps fusiformis kiifiiniin
tireme kapasitesini ve alkaloid verimini et peptonuna nazaran daha yiiksek oranda

arttirdig1 belirlemislerdir.

Angenenta et al. (2004) siirdiiriilebilir bir toplumun kurulmasi igin fosil yakitlara
bagimliligin azaltilmasi ve iiretilen kirlilik miktarinin diisiiriilmesinin gerekecegini
belirtmislerdir. Atiksu aritimi, bu iki hedefin aym1 anda ¢o6ziimlenebilecegi bir
alandir. Metanojenik anaerobik sindirim, biyolojik hidrojen tiretimi, mikrobiyal yakit
hiicreleri ve degerli friinlerin tretimi i¢in gergeklestirilen fermantasyon gibi
endiistriyel ve tarimsal atik suyun islenmesinde biyoenerji veya biyokimyasal iireten

cesitli biyolojik isleme stratejilerini incelemislerdir.

Kurbanoglu ve Kurbanoglu (2004) ko¢boynuzunun asit hidrolizi sonucu elde edilen
peptonun Aspergillus niger’in besiyerinde kullanilmas: ile sitrik asit tiretimi tizerine
ki etkisini incelemislerdir. Bu amagla kog¢boynuzu peptonu ile hazirlanan
(calismalarinda optimum miktarin %4 oldugunu bulmuslardir) besiyerinin yaninda
bir de kontrol besiyeri hazirlamislardir. Yaptiklart calismalar kog¢boynuzu

peptonunun sitrik asit liretimini %35 oraninda artirdigin1 gézlemlemislerdir.

Gousterova et al. (2003) calismalarinda KOH ile yiiksek sicaklik (120°C), basing
(2.03 atm) ve pH’da (pH:12) koyunyiinii hidrolizati elde edilebilecegini
bildirmisglerdir. Elde edilen bu hidrolizatin azot ve fosfor bakimindan zengin

olmasindan dolay1 giibre olarak kullaniminin verimli olacagini belirtmislerdir.

Lopez et al. (2003) Aspergillus terreus ATCC 20542 tarafindan lovastatin {iretimi ve
mikrobiyal biyokiitle gelisimi iizerinde, karbon kaynagi (laktoz, gliserol ve fruktoz)

ve kullanilan azot kaynagi (maya 6ziitli, misir sofrasi sivi ve soya fasulyesi unu) ve
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C:N oraninin etkisini incelemislerdir. N-sinirli kosullar altinda ya soya fasulyesi unu
ya da maya ekstrakti ile kombinasyon halinde yavas metabolize edilen bir karbon
kaynag1 (laktoz) kullanimi, lovastatin’in en yiiksek titreleri ve spesifik tiretkenligi (~
0.1 mg g-1 h-1) lovastatin verdigini gozlemlemislerdir. Laktoz / soya fasulyesi unu
ve laktoz / maya ekstrakti maddesi kullanilarak biyokiitle {izerindeki lovastatin
verimi katsayisinin maksimum degerini ~ 30 mg g-1 olarak bulmuslardir.
Lovastatin'in yliksek verimliligini elde etmek icin optimal baslangic C: N Kkiitle

oranmin ~40 oldugunu bulmuslardir.

Poernomo and Buckle (2002) yaptiklar1 ¢alismada vatoz (Trygon sephen) baliginin
kuyruk kismi artiklarina propionik asit ve formik asit karisimi uygulamis ve boylece
ham s1v1 pepton hazirlamistir. Bu pepton mikrobiyal biyokiitle olusturma bakimindan
ti¢ ticari pepton ile karsilastirilmis ve Aspergillus flavus, Bacillus subtilis,
Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus
mikroorganizmalari lizerinde denenmistir. Sonug olarak vatoz baligindan elde edilen
peptonun biyokiitle olusturma acisindan diger peptonlarla yakin hatta bazilarindan

daha fazla biyokiitle olusturdugunu ortaya koymuslardir.

Ellouz et al. (2001) gergeklestirdikleri calismada Sardinella aurita (sardalye)
kullanilarak elde edilen peptonun Bacillus subtilis’in proteaz iiretimi lizerine etkisi
aragtirtlmistir. Bu aragtirma sonucunda Sardinella aurita’nin igerdigi yiiksek yag
orani ve besleyici faktorlerden elde edilen balik peptonunun diger ticari peptonlara

nazaran proteaz tretiminde %100 artis sagladigini gézlemlemislerdir.

Pedersen and Nielsen (2000) azot kaynaginin, Aspergillus oryzae'min a-amilaz
tiretkenligi tlizerindeki etkisini siirekli kiiltliirlerde incelemiglerdir. Calismada
inorganik ve karmasik azot kaynaklar1 arastirilmis karbon ve enerji kaynagi olarak
glikoz kullanmislardir. Azot kaynagi olarak amonyagin kullanilmasi sonucu {iiretilen
a-amilaz miktarmin nitrat kullanildiginda {iretilenden daha diisiik oldugunu

gostermislerdir. Amonyak ve maya 0ziiti veya kazein hidrolizati gibi kompleks
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nitrojen kaynaklari karisiminin kullanilmasinin a-amilaz iiretimini tek azot kaynagi

olarak amonyak kullanilmasindan daha olumlu etkiledigini gostermislerdir.

Zong and Wang (1998) Panax quinquefolium Q91625 siispansiyon Kiiltiirlerinin
biiyiimesi ile ginseng saponin (sekonder metabolit) ve polisakkarit (primer metabolit)
tiretimi lizerindeki nitratin ve amonyumun etkilerini karsilastirmali olarak
incelemislerdir. Bu ¢alismada nitratin amonyuma oranla daha yiiksek hizda hiicresel
gelismeye ve daha yiiksek bir son hiicre agirligina neden oldugunu belirtmislerdir.
Bunun yaninda amonyumun metabolit olusumu agisindan da olumsuz sonuca neden
oldugunu, saponin ve polisakkaritin maksimum fiiretiminin nitrat tek N kaynagi

olarak kullanildiginda elde edildigini gostermislerdir.

Manginot et al. (1997) Saccharomyces cerevisiae'nin alkollii fermantasyonlarini,
asimile edilebilir azot eklenmesini kontrol ederek fermantasyon siirecinin tamaminda
sabit bir oranda yiiriitmiislerdir. Diizenleme periyodu boyunca, hiicrelerin azot
icerigini ve spesifik aktivitelerini sabit tutmuslardir. Bu fermantasyonlar sabit fazda
farkli aminoasitler ilavelerinin etkinligini karsilastirmak i¢in kullanilmislar ve

calisma neticesi ilaveli fermantasyonlara kiyasla belirgin farklar bulmuglardir.

Albers et al. (1996) gergeklestirdikleri c¢alismalarinda anaerobik maya kiiltiirleri
tarafindan etanol iiretiminde hammadde kaybini onlemek icin, gliserol olusumu
azaltilmasi gerektigini belirtmiglerdir. Teorik olarak, bu mayaya aminoasitleri
saglayarak yapilabilir, ¢iinkii glikoz ve amonyaktan gelen aminoasitlerin de novo
hiicre sentezi, gliserol olusumu ile yeniden okside edilmesi gereken NADH
fazlaligina neden oldugunu ortaya koymuslardir. Saccharomyces cerevisiae’nin
endiistriyel bir susu, karbon ve enerji kaynagi olarak litre basina 20 g glikoz ile farkli
azot kaynaklari, yani amonyum tuzu, glutamik asit ve bir aminoasit karigimi ile toplu
kiltiirlerde yetistirmislerdir. Azot kaynaginin metabolit olusumu, biiyiimesi ve hiicre
kompozisyonu {iizerindeki etkilerini 6lgmiislerdir. Glutamik asit (0,17 mol / mol
glikoz) ile veya azot kaynagi olarak aminoasitler (0,10 mol / mol) karigimu ile elde

edilen gliserol verimleri, amonyumla yetistirilen kiiltiirler i¢in olanlardan (0,21 mol /
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mol) agik¢a daha diisiik oldugunu gézlemlemislerdir. Buna ek olarak, hem glutamik
asit (%9) hem de aminoasitler karisimi (%14) iizerinde etanol verimi arttigini
gozlemlemislerdir. Glutamik asit {iriin olusumu tizerinde biiylik bir etkiye sahiptir;
Ormegin bir a-ketoglutarik asit, siiksinik asit ve asetik asit iiretimi, diger azot
kaynaklar1 ile olan iiretimlerine kiyasla artmistir. Aminoasitler {izerinde yetistirilen
kiiltiirler hem amonyum (0,45 h21) hem de glutamik asit (0,33 h21) hiicrelerinin
kiiltiirlerinden daha yiiksek bir spesifik biiyiime hizia (0,52 h21) sahiptir. Uriin
verimleri farkli olmasia ragmen, hiicrelerin benzer bilesimleri elde edilmistir.
Aminoasit, RNA ve hiicre dis1 metabolit sentezlerinde iiretilen NADH, ilgili gliserol
olusumu ile birlikte hesaplanmistir. Teorik olarak hesaplanan gliserol veriminin daha
diisiik menzilli degerleri, deneysel verimlerle iyi bir sekilde uyumlu oldugu ve
bununda, metabolizmanin diizenlenmesinin, redoks potansiyelinin en verimli

balansinda basarili oldugunu gosterebilecegini belirtmislerdir.

Buswell et al. (1995) calismalarinda Lentinula (Lentinus) edodes LS4 manganeze
bagimli peroksidaz (MnP) ve lakkaz iirettigini ancak tek karbon kaynagi olarak
glikoz iceren tanimlanmis bir ortamda yetistirildiginde lignin peroksidazi
tiretmedigini belirtmiglerdir. Azot MnP {iretimini bastirirken en yiiksek lakkaz
seviyeleri, mantar yiikksek azot (26 mM) konsantrasyonu igeren sartlarda

biiyiitiildiiglinde gbzlemlemislerdir.

Six and de Baere (1992) yaptiklar ¢alisgmada Dranco siireci kati organik atiklarin
(sebze, meyve, bahgce ve geri doniistiiriilemez kagit atig1 gibi kaynaktan ayrilmig
atiklar), 6zellikle de belediye kati atiklarinin (MSW) organik fraksiyonunun enerji ve
Humotex olarak adlandirilan humus benzeri bir son iiriine doniistiiriilmesi igin

gelistirildigini belirtmislerdir.

Auer et al. (1990) Aureobasidium pullulans tarafindan polisakkarit olusumu
ortamdaki azot kaynagindan etkilendigini ve polisakkarit {iretimini destekleyen
kosullar altinda bile asir1 amonyum iyonlar1 bulundugu zaman verimin diistiigiinii

gostermislerdir. Diisilk pH'da (2,5) yiliksek polisakarit verimleri ve bazi azot
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kaynaklar ile yiiksek pH'da (6,5) mikrobiyal biliylime elde etmek miimkiindiir.
Ortaya koyduklar1 ¢aligmalar sonucu kiiltlirlerin morfolojisi ve polisakarit iireten

kapasitesi arasinda nedensel bir iliski bulunmadig1 goriilmiistiir.

Arad et al. (1988) ortaya koyduklar1 ¢alismalarinda azot kaynagi olarak nitrat veya
amonyum lizerinde yetistirilen Porfiridyum kiiltiirlerinin benzer biiyiime modelleri
ve hiicre duvari polisakkarit liretimini gostermislerdir. Azotun biiyiime ve hiicre
duvart polisakarit tretimi {izerindeki etkisi, ili¢ besleme modu uygulayarak
incelemislerdir bunlar: Parti modu (nitrat, deneyin basinda verildi ve 6. gilinde
tilkendi), Stirekli nitrat eklendigi siirekli mod ve hiicrelerin nitrat igermeyen bir
ortamda kiiltiirlendigi yetersiz mod. Parti ve siirekli mod kiiltiirlerinde mikrobiyal
bliylimeyi yaklasik olarak benzer olarak gozlemlemislerdir ancak yetersiz mod
kiiltiirinde mikrobiyal gelisim tamamen engellendigini rapor etmislerdir.
Polisakkarit igerigi (hacim basina) parti modlu kiiltiirde en yiiksek ve eksik mod
kiltirinde en disiiktiir. Bununla birlikte, hiicre basina polisakkarit {iretiminin,
siirekli ve yetersiz modlu kiiltiirlerde benzerdi, en yiiksek deger parti modu

kiiltiirtinde oldugunu bulmuslardir.

Kalnes and James (1988) calismalarinda her yi1l milyarlarca galon organik atik sivi
ortaya ¢ikarildigi tizerinde durmuslardir. Yakin zamanda uygulanan EPA
(Environmental Protection Agency) diizenlemeleri sayesinde artik bu atiklarin net
tiretimini en aza indirgemek i¢in ekonomik bir itici giic saglamakta oldugunu
belirtmislerdir. Katalitik hidrojenasyon prosesini kullanan bir hidrokarbon aritma
islemi ile aritma yelpazesi mevcut petrol ve petrokimyasal uygulamalardan, tehlikeli
organik atik akimlarinin islenmesi ve geri doniisime kadar genisletilmistir.
Arastirmacilar bu ¢aligsmalarinda tehlikeli organik atiklarin {i¢ sinift incelemistir, bu
tic sinif sunlardir: PCB yalitic1 sivilar, halojenli petrokimyasal yan {riinler ve distile
edilmis yag siilfiirik asit aritimi sonucu olusan kalinti. Pilot tesis verilerini,
hidrojenasyonun ve yeniden kullanimin ¢evresel ve ekonomik avantajlarinin

degerlendirilmesi i¢in temel olarak sunmaktadirlar.
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Tsai et al. (1987) Escherichia coli'de rekombinant insan insiilini benzeri biiylime
faktorii (IGF-1) gen ifadesi lizerindeki etkilerini incelemek iizere 2 farkli beslenme
diizenegi hazirlanmislardir. Iki diizenekten birine saatte 5 gram azot eklenirken
digerine saatte 50 gram eklemislerdir. Sonugta saatte 5 gram azot eklemesi yapilan
diizenekte kuru agirliga oranla 3 mg IGF-1/g iiretimi gerceklesmisken, saatte 50
gram azot eklemesi yapilan diizenekte kuru agirligina oranla 30 mg IGF-1/g elde

etmislerdir.

Seviour and Kristiansen (1982) yaptiklart ¢alismada 6 litrelik bir fermentorde
Aerobasidium pullulans’in polisakkarit iiretimini incelemislerdir. Toplu kiiltiirde,
biyokiitle degil, polisakkarit iiretiminde gecikme yasandigini ve bu gecikmenin azot
konsantrasyonuyla dogru orantili olarak arttigin1 gézlemlemislerdir. Polisakkarit
tiretiminin, sinirli azot bulunan kosullarda basladigin1 ve yiiksek azot seviyelerinde

polisakaritlerin iiretiminin dnemli 6l¢lide azaldigini belirmislerdir.

Asquith ve Garciaa-Dominguez (1968) alkali olarak hidroliz ettikleri yiiniin
incelenmesi sirasinda daha 6nce rapor edilmemis olan f-aminoalanine aminoasidini
kesfetmislerdir. Ayrica ylinlin fraksiyonlanmasi sirasinda 2,4-Diaminobiitirik asit

olustugunu gozlemlemislerdir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyaller

3.1.1. Yararlanilacak alet ve cihazlar

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

pH metre: WTW unilab pH metre

Hassas terazi: Metler H 51 Gallenkamp

Buzdolabi: Vestel

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

Manyetik karistirict: Chiltern Hotplate Magnetic Stirrer HS31, Wendower, Buck, UK
Calkalamal1 inkiibator: ZHWY-200B, Zhicheng Analytical Co, Shanghai, China
Ogiitiicii: Wiley-mill, Arthur, Philadelphia, PA, USA

Blender: Waring products corp. New York City, USA

Otomatik pipetler: Nichipet EX ve Socorex

Otoklav: HVE-50; Hirayama corp., Tokyo, JAPAN

Homejenizator: Ultra-Turrax T25 basic IKA-Werke, Germany

Kiil firin1: Thermolyne 62700; Barnstead/Thermolyne Corp., USA

Firmn: Gallenkamp, Model OV-160, England

Su banyosu: CB2 5Q2, Grant Instruments Ltd., Barrington, Cambridge

3.1.2. Kimyasal maddeler

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar analitik saflikta olup, MERCK, OXOID,
DIFCO, RIEDEL, SIGMA ve FLUKA firmalarindan temin edilmistir.
Mikroorganizmalarin gelisimi i¢in ticari besiyeri olarak trypticase soy agar (TSA),
trypticase soy broth (TSB), potato dextrose agar (PDA) ve potato dextrose broth
(PDB), test peptonlar1 olarak da tryptone pepton (TP) ve fish pepton (FP)
kullanilmistir. 2.5 N L™ KOH hidroliz islemi i¢in hazirlanmistir.
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3.1.3. Koyunyiinii

Bu calismada Erzurum ilinde giinliik kullanim i¢in satilan, herhangi bir deterjana

maruz birakilmamis, kuru ve beyaz koyunytinii kullanilmistir.

3.1.4. Calismada kullamlan mikroorganizmalar

Uc bakteri (Bacillus subtilis, Esherichia coli ve Staphylococcus aureus), ii¢ fungus
(Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum ve Saccharomyces cerevisiae)

kullanilmustir.

3.2. Metod

3.2.1. Koyunyiinii peptonunun iiretilmesi

Yiin protein hidrolizati alkalin hidroliz prosesi kullanilarak hazirlandi. Bunun ig¢in
yiinler deiyonize suyla yikand1 ve firin i¢cinde 100°C’de kurutuldu. Kurutulan yiinler
kiigiik kiiciik parcalandi. 2.5 N L* KOH ¢ozeltisinden 150 ml sicakliga direngli bir
siseye alinarak 20 g yiin bu ¢ozeltide 60°C*de 6 saat hidroliz edildi. 6 saatin sonunda
20 g daha yiin ilave edildi ve ayni sicaklikta ayni siire hidrolizin gerceklesmesi
beklendi. Eklenen toplam yiin miktar1 100 g olana kadar bu basamaklar tekrar edildi.
Son 20 g yiin eklendikten sonra yani toplam 100 g yiin eklendikten ve her 20 g
eklenmesinin ardindan 6 saat 60°C‘de beklendikten sonra 120°C ve 4 saat siireyle
son hidroliz asamasi gergeklestirildi. Elde edilen alkalin hidrolizat sirasiyla
notralizasyon, filtrasyon, buharlastirma ve kurutma siireglerinden gegirildi.
Notralizasyon 12 ml fosforik asit (H3PO, (85%) ¢ozeltisi) alkalin hidrolizata
eklenmesi suretiyle gergeklestirildi. Filtrasyonla ile sivi kisimdan ¢6ziinmemis tortu
malzemeleri uzaklastirildi. S1v1 kistm 100 C°“de bekletilmek suretiyle buharlastirildi.
Kalan kisim 122,5 g yiin pepton olup yiin peptonun hazirlanmasinin daha detayl
gosterimi Sekil 3.1°de ifade edildi.
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[ Kurutulmus beyaz koyunyiinii ]

A/. Hidroliz Asamalar1 (Toplam 100 g yiin alkalin g:ézeltid}

kve 60 C® de hidroliz islemine tabi tutulmuslardir. |
|

I. Hidroliz 20 g yiin 150 ml 2,5 N KOH ¢ozeltisinde 60 °C’ de 6

saat hidroliz edildi.

II. Hidroliz Tekrar 20 g yiin alkalin karisima ilave edildi ve
tekrar 60 C°* de 6 saat hidroliz edildi.

III. ve IV. Hidroliz basamaklar1 da ilk iki basamaktaki gibi
gerceklestirildi.

V. Hidroliz Tekrar 20 g yiin alkalin karisima ilave edildi ve
tekrar 60 C°’ de 6 saat hidroliz edildi.

VI. Hidroliz Toplam 100 g yiin hidroliz edilmis alkalin
cozelti son kez 120 C* de 4 saat hidroliz edildi.

[]2 mL H3PO4 (85% lik ) ile notralizasyon gergeklestirildi. ]

\4

Hidroliz olmayan yiinlerin

filtrasyon ile uzaklastirilmasi

l

[ Buharlagtirma ]

l

[ Kurutma (100 °C) }

Yiin pepton (YP) (122.5 g)

Sekil 3.1. Koyunyiinii peptonunun iiretim asamalarinin sematik gosterimi
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Sekil 3.2. 150 ml KOH ile hazirlanmis yiin hidrolizati

Sekil 3.3. Kurutulmug ve dgiitlilmiis toz halinde yiin pepton
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3.2.2. Yiin peptonun (YP) kimyasal bilesiminin belirlenmesi

3.2.2.a. YP’nin toplam seker miktarimin belirlenmesi

YP’nin toplam seker igerigini belirlemek icin standart olarak glukozun kullanildigi

fenol-siilfiirik asit metodu kullanildi (Dubois et al. 1956).

3.2.2.b. YP’nin azot iceriginin belirlenmesi

Azot igerigi, bir Micro-Kjeldahl cihazi (Labconco Corporation, Kansas City, MO,
ABD) kullanilarak 6l¢iildii ve ham protein, azot iceriginin 6,25 ile carpilmasi sonucu
hesaplandi. Aminoasit analizi, bir Varian CP-3800 gaz kromatografisi (Varian Inc.,
Palo Alto, California, ABD) iizerinde bir EZ: Hizli aminoasit analiz Kiti

(Phenomenex Inc., Torrance, California, ABD) kullanilarak gergeklestirildi.

3.2.2.c. YP’nin toplam lipit iceriginin belirlenmesi

Toplam lipid igerigi, ¢oziicii olarak dietil eter kullanilarak bir Soxhlet cihazinda

Soxhlet ekstraksiyon yontemi ile hesaplandi.

3.2.2.d. YP’nin kiil iceriginin belirlenmesi

Kiil, kuru bir numunenin 550°C'de kiil firminda (Thermolyne 62 700, Barnstead /
Thermolyne Corp., Dubuque, IA, ABD) 3 saat siireyle yakilmasiyla tespit edildi.

3.2.2.e. YP’nin makro ve mikro element iceriginin belirlenmesi

Makro ve mikro element konsantrasyonlar1 bir indiiktif ¢ift plazma spektrofotometre
cihazi (Perkin-Elmer, Optima 2100 DV, ICP / OES, Shelton, CT 06484-4794, ABD)
ile tespit edildi (Mertens 2005).
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3.2.3. Test mikroorganizmalan icin besiyerlerinin hazirlanmasi ve biyokiitle

olctiimii

3.2.3.a. Test mikroorganizmalar: icin 6n Kkiiltiiriin hazirlanmasi ve peptonlu

besiyerine inokulasyon

Test mikrrorganizmalarinin 6n kiiltiirleri, 250 ml’lik erlenlerde 100 ml mayalar i¢in
malt ekstraktt ve bakteriler icin nutrient broth hazirlandi. Bu amagla erlenler
calkalayict inkubatérde (ZHWY 200B, Zhicheng Analytical Co., Shanghai, China)
200 rpm de inkiibe edildi. Gelisme periyodunun sonunda (bu siire maya i¢in 48 saat,
bakteri i¢in 24 saattir) On kiiltiirden 1 ml alinip peptonlu besiyerine inokiile edildi.
Filamentli fungus A. niger ve P. chrysogenum oncelikle 30°C’de yatik patates
dekstroz agar (PDA) besiyerinde gelistirldi. 6 giiniin sonunda 10 ml steril fizyolojik
su (%0,9 NaCl) her iki mikroorganizmanin bulundugu yatik agara eklendi ve siddetle
vortekslenerek sporlarin fizyolojik suya gegmeleri saglandi. Boylece fizyolojik suda
ki spor konsantrasyonu her 1 ml i¢in yaklasik 10° spordu. Sporlar pipetle homojenize

edildikten sonra 1ml alinarak peptonlu besiyerine inokiile edildi (Tagkin et al. 2013).

3.2.3.b. Test mikroorganizmalari i¢in peptonlu besiyerinin hazirlanmasi

Siv1 kiiltiir ¢aligmalart icin 250 ml'lik siseler icindeki pepton besiyeri (100 ml)
yukarida tarif edildigi gibi test mikroorganizmalarinin 6n kiiltiirleri ile inokiile edildi.
Pepton besiyeri pepton ve glukozdan (20 g L™) olusmaktadir. Bu kiiltiir ortamimin
pH’s1 test fungileri i¢in 5,6 iken test bakterileri igin 7,2 olarak ayarlandi. Inokiile

edilen besiyerleri 200 rpm’de 30°C sicaklikta galkaliyici inkiibatorde inkiibe edildi.

3.2.3.c. Biyokiitle konsantrasyonunun 6l¢iilmesi

Test mikroorganizmalarinin sivi kiiltiirlerdeki gelisme derecesi biyokiitle agirlig1 (g

L) ile 6lciildii. Bu amagla gelisme periyodunun sonunda kiiltiir sivilar1 3857 x g’de
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10 dakika santrifiijlendi. Bu islemi takiben elde edilen hiicreler steril fizyolojik suyla

yikanip ardindan kuru agirligi elde etmek i¢in 100°C’de kurutuldu.

3.2.3.d. istatistiksel analiz

Amino asit ve elemental analizler haricindeki her deney, iki tekrarlamada en az ¢
kez tekrarlandi (n=6). Tek yonlii varyans analizi, Windows i¢in SPSS 13.0 (IBM
SPSS, Chicago, IL, ABD) kullanilarak yapild1 ve araglar 0.05 giiven seviyesinde

Duncan testi ile karsilastirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. YP’nin Hazirlanis1 ve Kimyasal Analizi

Hidroliz islemlerinde her basamakta 20 gr olmak {izere bes basamakta toplam 100 gr
koyunyiinii kullanilmistir. Hidroliz islemi KOH ile, elde edilen hidrolizatin
notrlestirilmesi ise H3PO, ile gergeklestirilmistir. Elde edilen final iirlinliniin
kimyasal analizi yapildiginda bu {iriiniiniin toplam azot ve dolayisiyla da protein
iceriginin son derece yiiksek (100 gram peptonda 67,8+2,18 gram) oldugu
bulunmustur. Peptonun diisilk miktarda da olsa lipit (100 gram peptonda 0,2+0,06
gram) icerdigi tespit edilmistir. Protein igerigini takiben ikinci en yiiksek miktar kiil
igin (100 gram 29,2+1,32 gram) belirlenmistir. Protein, kiil ve lipit i¢eriginin aksine

peptonda sekere rastlanmamaistir (Cizelge 4.1).

Glutamik asit YP bilesiminde en bol bulunan aminoasittir, 100g YP i¢inde 8175 mg
glutamik asit bulunur. ikinci en yiiksek miktarda bulunan aminoasit ise 100g YP
icinde 7250 mg bulunan serindir. Ayrica YP’nin igeriginde kiikiirt bulunduran bir
aminoasit olan sistinden de fazlaca bulundugu (5042 mg/100g YP) tespit edilmistir
(Cizelge 4.2).

Elde edilen yiin peptonun element analizi yapildiginda ise peptonun basta P (100g
peptonda 12859 mg) ve K (100g peptonda 5935 mg) olmak iizere mineral
bakimindan son derece zengin oldugu belirlenmistir. P ve K‘un ardindan ii¢lincii ve
dordiincii derecede en yiiksek mineral icerikleri S (100g peptonda 2158 mg) ve Ca
(100g peptonda 2014 mg) i¢in dl¢iilmiistiir (Cizelge 4.3).

4.2. Test Mikroorganizmalar1 icin Optimum Yiin Pepton (YP)

Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Peptonun hazirlanmasindan sonra belirlenen optimal kiiltiir sartlar1 altinda her test
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mikroorganizmast i¢in YP’nin farkli konsantrasyonlart (1,2,3,4,5,6,7,8 g/1) test
edilmistir. Bakteriler i¢in belirlenen 48 saat, kiifler i¢inse 72 saatin sonunda kiifler
maya ve bakteriler santrifiij edilmis kiifler ise siiziilmiistiir biyokiitle icerikleri
bakimindan analiz edilmistir. Biyokiitle 6l¢limleri sonuncunda test kiifleri i¢in 5 gr/l,
test bakterileri iginse 6 gr/l optimal konsantrasyon olarak belirlenmistir. Test
bakterileri arasinda da en yiiksek biyokiitle miktarina E.coli (2,96 g/l) igin
ulasilmigtir. Kiiflerde ise belirlenen optimal YP konsantrasyonunda maksimum

biyokiitle miktar1 A. niger (8,17 g/1) i¢in elde edilmistir (Sekil 4.2).

4.3. Test Mikroorganizmalarimin Gelisme Performanslari Uzerinde YP ve

Ticari Peptonlarin Etkileri

YP’nin test mikroorganizmalarinin gelisimi iizerindeki etkisini degerlendirmek icin
iki ticari pepton (FP; balik peptonu ve TP; tripton pepton) ile karsilagtirildi. Bunu
yapmak icin, YP ve diger ticari peptonlarin konsantrasyonu test funguslari i¢in 5 g 1
ve bakteri i¢in 6 g I"* olarak segildi. B. subtilis'in (3,16 g I'*) ve S. aureus'un (3,26 g I
) maksimum biyokiitle konsantrasyonlar: FP ortaminda ulasmislardir ancak E.
colimin (3,12 g I"") maksimum biyokiitle konsantrasyonu TP ortaminda elde
edilmistir. Test edilen tiim pepton kaynaklari arasindan, E. coli'nin ikinci en yiiksek
biyokiitle konsantrasyonu (2,96 g 1'1) YP kullanilan kiiltiir ortaminda elde edilmistir.
Staphylococcus aureus, YP kiiltiiriinde diger pepton kiiltiirleri ile karsilastirildiginda
cok diisiik bir biiyiime performansi gdstermistir. Ornegin S. aureus'un FP ortami
iizerindeki biyokiitle konsantrasyonu 3,26 g 1" iken, aym test bakterileri, YP
medium'da sadece 1,26 g I"* hiicre biyokiitle iiretmistir (Cizelge 4.4). B. subtilis, S.
cerevisiae ve P. chrysogenum'un biyokiitle konsantrasyonlari FP ve TP ortamlarinda
daha ytiksek olmakla birlikte, YP ortaminda bu mikroorganizmalar icin orta diizeyde
biiyiime performanslari tespit edilmistir. Eldeki sonuglar ayrica, A. niger'in diger iki
pepton ortaminda 1yi bir biiylime sergiledigini ortaya koymustur; Bununla birlikte, bu
filamentli fungi i¢in YP ortaminda maksimum biyokiitle konsantrasyonuna

(8,17 g I'") ulasilmustir.
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Cizelge 4.1. Yiin peptonun ve diger standart peptonlarin kimyasal bilesimleri

Bilesen YP FP TP
Toplam protein 67.8£2.18 72.5 81.8
Toplam seker Belirlenmedi 1.3 2.9
Toplam lipit 0.2+0.06 0.5 0.6
Kiil 29.2+1.32 6.2 6.5

(TP: tripton pepton, FP: fish pepton, YP icin verilen tiim degerler, alt1 tespitin ortalamasi + standart
hatasidir, n=6)

Cizelge 4.2. Yiin peptonun aminoasit igerigi

Aminoasitler Konsantrasyonlar: (mg/100g pepton)
Alanin 3325
Arjinin 4312
Aspartik asit 4080
Sistin 5042
Glutamik asit 8175
Glisin 5565
Histidin 1225
Izoldsin 1937
Losin 4937
Lizin 1910
Metiyonin 375
Fenilalanin 2045
Prolin 3687
Serin 7250
Treonin 4125
Trozin 2532
Valin 3437

Deneyler iki kez yapilmis olup sonuglarin ortalamasi alinmustir.
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Cizelge 4.3. YP’de ki makro ve mikro elementlerin konsantrasyonlari

Elementler Konsantrasyonlari (mg/100g pepton)
K 12859
P 5935
S 2158
Na 1680
Ca 2014
Mg 680
Fe 6,1

Al 54
Mn 3,2
Zn 7,6
Cu 2,5

Deneyler iki kez yapilmis olup sonuglarin ortalamasi alinmigtir

Cizelge 4.4. Test mikroorganizmalarinin gelisme performanslar iizerinde YP ve

standart olarak kullanilan ticari peptonlarin etkileri (g/1)

Test YP FP TP
mikroorganizmalari

B. subtilis 2.57+0.13¢ 3.16+0.10a 2.92+0.10b
E. coli 2.96+0.10a 2.68+0.12b 3.124+0.11a
S. aureus 1.26+0.25¢ 3.26+0.20a 2.67+0.15b
S. cerevisiae 3.26+0.06¢ 5.12+0.17a 4.61+0.09b
A. niger 8.17+0.22a 7.21£0.30b 6.57+0.17¢
P. chrysogenum 5.67£0.17c 7.11£0.11a 6.38+0.10b
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda yiin peptonun test mikroorganizmalarinin hiicre
biiylime performansi {izerine etkisi

*Kiiltlir kosullart: ¢alkalama hiz1:200 rpm; Sicaklik: 30 ° C; Test bakterileri i¢in baslangic pH:7,2 ve
test mantarlari i¢in 5,6; inkubasyon siiresi: sirasiyla test bakterileri, maya ve filamentli funguslar igin
24, 48 ve 96 saat.
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5. TARTISMA ve SONUC

Keratinli proteinlerden protein hidrolizati hazirlamak, kimyasal (asidik veya alkalin)
ve/veya enzimatik yontemlerle gerceklestirilir (Nustorova et al. 2006; Mokrejs et al.
2011). Keratinli proteinlerin asit hidrolizi H,SO,4 ve HCI kullanilarak gergeklestirilir
(Taskin ve Kurbanoglu 2011). Alkalin hidrolizde en ¢ok NaOH, Ca(OH), ve KOH
kullanilir (Mokrejs et al. 2011). Keratinin alkalin hidrolizinde en iyi kimyasalin
KOH oldugu rapor edilmistir (Gousterova et al. 2003; Mokrejs et al. 2011). Bu
nedenden otiirli ¢alismamizda koyunyiiniinii hidroliz etmek i¢cin KOH secilmistir.
Diger yandan ¢esitli enzimlerin potasyuma ihtiya¢ duydugu ve potasyumun tiim
canlilar i¢in gerekli oldugu icin pepton iiretiminde tercih edilir oldugunu da goz
ontinde bulundurduk. Buna karsilik sodyum (Na) bazi canlilar i¢in gerekliyse de
hepsi icin gerekli degildir (Brock et al. 1994) ayrica koyunyiinii yeterince Na
igerirken diisitk miktarda potasyum (K) igermektedir (Patkowska-Sokola et al. 2009).
Bu yiizden biz de hidrolizde KOH kullanarak YP’nin potasyum igerigini artirmay1
amagladik. Benzer sekilde koyun yiinii S, Na ve Ca bakimindan zengin ancak P
bakimindan fakir oldugu i¢in elde edilen alkalin hidrolizatin nétralizasyon iglemi
H3PO, ile gerceklestirilerek YP’nin fosfor (P) igeriginin artmasini sagladik. Birgok
kofaktoriin ve bazi proteinlerin yani sira niikleik asitler, fosfolipidler ve adenosin
trifosfatin (ATP) yapisina katildigindan, fosforun tiim canli organizmalar i¢in gerekli

oldugu bildirilmektedir (Prescott et al. 2002; Taskin 2013).

Diger yandan yapilan giincel ¢alismalar YP’nin kiil igerigini azaltmaya
yogunlasmistir. Ciinkii kiil iceriginin artmasi1 proteinler ve karbohidratlar gibi
besleyici bilesenlerin oranlarini azaltmaktadir (Taskin 2013). Kiil igerigini azaltmak
icin bu ¢aligmada yapilan deneylerde KOH’in hacmi az (150 ml), yiin miktar fazla
(100 g) tutulmustur. Yani hidroliz islemi icin yliksek bir solid (yiin)/likit (KOH)
orani tercih edilmistir. Fakat solid/likit oranmin yiikselmesi hidrolizin verimini
azaltmaktadir. Ornegin, 6n hidroliz deneyleri 100 g yiiniin sisenin iginde ¢ok fazla
yer kapladigin1 ve alkali ¢ozeltinin bu nedenle yiin lifleri arasinda yaygin olarak

yayillmadigini veya verimli bir sekilde ulasamadigin1 géstermistir. Sonug olarak, 100
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g yiinlin tamam1 150 ml KOH soliisyonunda hidroliz islemine maruz birakildiginda
yiiniin 6nemli bir miktarinin pargalanmadigi gozlemlenmistir. Bu sorunun ¢oziimii
icin 100 g yiin, 150 ml KOH ¢ozeltisine 5 asamada 20’ser gram olarak ilave
edilmistir. Bu eklenen ilk 20 gram yiin tamamen c¢oziildiikten sonra ikinci 20 gram
yiin eklenir. 20°ser gram eklenerek 5 adimda 100 gram yiin ¢oziilmiistiir. Bu bes
adimdan sonra yiin ilavesi yapilmaksizin eklenen 100 g yiiniin tamamen
pargalanmasi i¢in son hidroliz asamasi (120°C’de 4 saat daha bekletilir)
gergeklestirilir. Bu islem sonucunda hidroliz isleminde ilave edilen 100 g yliniin
%91’inin parcalandigi goriilmiistiir. Bu alkalin karisimina sirasiyla notralizasyon,
filtrasyon, buharlagtirma ve kurutma islemleri uygulanmistir. Bu prosediirlerin

sonucunda 122,5 g YP dretilmistir (Sekil 4.1).

Kimyasal analizler, YP' nin mikrobiyal aktiviteler i¢in gerekli olan bazi besleyici
maddeleri igerdigini gostermistir. Ornegin, YP’nin yiiksek protein (w/w, %67,8) ve
kil (w/w, %29,2) igerigine sahip oldugu ol¢iilmiistiir. Diger standart peptonlarla (fish
pepton (FP) ve tripton pepton (TP)) karsilastirildiginda protein icerigi daha diisiik
olabilir (Cizelge 4.1). Ancak YP’nin protein igerigi kimyasal metodla iiretilen bazi
peptonlardan daha yiiksektir. Ornegin kogboynuzundan elde edilen bir peptonun
protein igerigi sadece 100 g peptonda 50 g iken (Kurbanoglu ve Kurbanoglu, 2004),
tavuk tiiylinden elde edilen bir bagka peptonun protein igerigi 100 g peptonda 55,8
g’dir (Taskin ve Kurbanoglu 2011). Yeni bir yaklasimla tavuk tiiyiiniin kimyasal
hidrolizi sonucu elde edilen peptonun protein igerigi 100 g peptonda 61,1 grama

yiikseltilmistir (Taskin 2013).

Cizelge 4.I'de sunulan verilere gore, YP'de, FP ve TP'nin aksine seker tespit
edilmemistir. Bu durumun sebebi yiiksek hidroliz sicakligi ve/veya yiiksek alkalinite

sonucu YP i¢indeki sekerin pargalanmasi olabilir.

Deneyler YP’nin bilesiminde mikrobiyal gelisim icin gerekli olan aminoasitlerin
bulundugunu gostermistir. YP’nin Ozellikle glutamik, serin ve glisin gibi

aminoasitler bakimindan zengin oldugu tespit edilmistir. Ayrica, YP nin igeriginde
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kiikiirt bulunduran bir aminoasit olan sistinden de fazlaca bulundugu (5042 mg/100g
YP) belirlenmistir. Elde edilen mevcut sonuglar YP’nin aminoasit i¢eriginin 6nceki
yiin hidrolizi ¢aligmalarinda elde edilen verilere benzerlik tasidigini gostermektedir

(Gousterova et al. 2003; Nustorova et al. 2006; Wang et al. 2015).

Cizelge 4.3'te Ozetlenen veriler, YP'nin test peptonlar1 arasinda en yiiksek kiil
icerigine sahip oldugunu agikca gostermektedir. Kimyasal hidroliz yontemleri, nihai
iirinde yiiksek kiil icerigine yol ac¢tifindan, bu beklenen bir sonugtur (Taskin 2013).
Kiilin oOrneklerdeki mineral elementlerin bir sonucu oldugu ve bu nedenle
mikrobiyal aktiviteler i¢in gerekli olan mineral elementlerin ana kaynagi oldugu
bilinmektedir (Taskin ve Kurbanoglu 2011). Ornegin, K ve P'nin yiiksek igerikleri
test mikroorganizmalarinin  biiylimesi i¢in  bir avantaj olabilir, ¢iinkii
mikroorganizmalarin  genellikle yiiksek miktarda K ve P'yi gereksindikleri
bilinmektedir. Bu elementleri mikroorganizmalara vermek igin, yiiksek miktarda
Ko;HPO, ve / veya KH,PO, tuzlar1 kiiltir ortamina eklenmektedir. Kiil ayrica
mikrobiyal aktivite i¢in gerekli olan baz1 makro elementleri (S, Na, Mg, Ca ve Fe) ve
mikro elementleri (Zn, Al, Mn ve Cu) de ihtiva etmektedir. Dolayisiyla, YP'nin
yiiksek kiil igeriginin bir dezavantajdan ziyade test mikroorganizmalar1 i¢in bir

avantaj olabilecegi sonucuna varilabilir.

5.1. Test Bakterilerinin ve Test Kiiflerinin Maksimum Gelisimi I¢in Gerekli

Yiin Pepton (YP) Konsantrasyonunun Tespit edilmesi

Organik azot kaynaklar1 mikrobiyal arastirmalarda etkin bir sekilde kullanilsa da,
asirt konsantrasyonlari, hiicre biiylimesinde ve / veya mikroorganizmalarin {riin
veriminde 6nemli diisiislere neden olabilecegi pek ¢ok calismada bildirilmistir (Li et
al. 2000; Kurbanoglu ve Kurbanoglu 2004; Mierau et al. 2005; Taskin et al. 2012,
Taskin 2013). Bu nedenle bu c¢alismada oOncelikle test mikroorganizmalar1 igin
optimum YP konsantrasyonunun belirlenmesine odaklanildi. Sekil 4.1’de goriildigi
gibi optimal YP konsantrasyonlari test funguslari ve bakterileri igin sirasiyla 5 ve 6

gl dir. Bu sonuglar, test mantarlariyla karsilastirildiginda test bakterilerinin optimal
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hiicre biiylimesi i¢in daha fazla azot kaynagina ihtiyag duyabilecegini
gostermektedir. Bu durum, bakterilerin mantarlardan daha yiiksek bir protein
igerigine sahip olmasi gergegi ile agiklanabilir (Nasseri et al. 2011). Sekil 4.1 ayrica
asirt  konsantrasyonlarda YP'nin tiim test mikroorganizmalarimin biyokiitle
konsantrasyonlarn1 kademeli olarak diisiirdiigiinii gostermektedir. Ornegin, test
bakterilerinin optimum gelisme konsantrasyonlar1 litrede 6 gram YP iken test
kiiflerinin optimum gelisme konsantrasyonu litrede 5 gram YP olarak Ol¢lilmiistiir.
Bu konsantrasyonlardan sonra artirilan YP miktarinin mikroorganizma gelisimini

inhibe ettigi gdzlenmistir.

Literatiirde, yiiksek Na ve Cl konsantrasyonlarinin genellikle mikrobiyal biiyliimeyi
inhibe ettigi veya durdurdugu bildirilmektedir (Wu et al. 2014). Bu yiizden, yiiksek
YP konsantrasyonlarindaki mikrobiyal bitytimenin inhibisyonu baslangicta YP’nin
yiikksek Na ve/veya Cl igeriginden dolayr ortaya c¢iktigi diistiniilmiistiir. Ancak,
mevcut deneyler, YPmin Na iceriginin test mikroorganizmalarinin biiylimesini
engelleyecek kadar asir1 olmadigini gostermistir. Ayrica, YP'nin Cl igermedigi
saptanmistir. Bu nedenle, yiiksek kiil igeriginin (6zellikle NaCl) mikrobiyal
bliylimede Onleyici etkinin baslica nedeni olmadigi diisliniilmiistiir. Engelleyici
etkinin en muhtemel nedeni, hidroliz islemi sirasinda yiin proteinlerinden,
karbonhidratlar ve lipidlerden saliman bazi iirlinlerin varligiydi. Ciinkii, onceki
caligmalarda, alkali hidrolizin bazi aminoasitleri parcalayabildigi veya
degistirebildigi bildirilmektedir (Asquith and Garcia-Dominguez 1968; Liardon and
Hurrell 1983; Fountoulakis and Lahm 1998). Ayni sekilde, arastirmacilar, giicli
alkalilerin ve/veya yliksek sicakliklarin, glikoz, maltoz ve siikroz gibi bazi
sekerlerden istenmeyen yan iriinler iirettigini gostermistir (Yang and Montgomery
1996; Woo et al. 2015). Sonug olarak, bu iriinler, yiiksek YP konsantrasyonlarinda

mikrobiyal biiyiime lizerinde bir dnleyici etki gostermis olabilir.
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5.2. Test Bakterilerinin ve Test Kiiflerinin Gelismeleri Uzerinde YP ve Standart

Olarak Kullanilan Ticari Peptonlarin Etkilerinin Karsilagtirilmasi

YP’nin test mikroorganizmalarinin geligimi lizerindeki etkisini degerlendirmek icin
iki ticari pepton (FP; balik peptonu ve TP; tripton pepton) ile karsilagtirildi. Bunu
yapmak igin, YP ve diger ticari peptonlarin konsantrasyonu test funguslari igin 5 g 1™
ve bakteri icin 6 g 1™ olarak secildi. Elde edilen sonuglar, énceki arastirmalarda
bildirildigi iizere, her test mikroorganizmasinin biiyiime performansimin bir
peptondan digerine degisebilecegini gostermistir (Dufosse et al. 1997; Taskin ve
Kurbanoglu 2011; Aspmo et al. 2005). Ornegin, B. subtilisin (3.16 g 1) ve S.
aureusun (3.26 g I™) maksimum biyokiitle konsantrasyonlari FP ortaminda
ulasmuslardir ancak E. coli'nin (3.12 g I"Y) maksimum biyokiitle konsantrasyonu TP

ortaminda elde edilmistir.

Kisacasi, mevcut sonucglar, YP'nin bazi test mikroorganizmalari igin, &zellikle A.
niger ve E. coli igin iyi bir besinsel substrat oldugunu ortaya koymustur. Bu bulgu
cok onemlidir, ¢linkii her iki mikroorganizma da klinik, endiistriyel ve biyoteknolojik
amaglar igin caziptir. Ornegin, E. coli, genetik kodu tanmimlamak ve bakterilerde
transkripsiyon, translasyon, kisitlama ve kopyalama gibi mekanizmalar1 aydinlatmak
icin kullanilan birincil model organizma olarak kabul edilir. Escherichia coli,
rekombinant  proteinlerin ve antibiyotiklerin  {iretiminde yaygin  olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, E. coli, klinik mikrobiyolojide onemli bir role sahiptir,
¢linkii insanlarda cesitli enfeksiyonlara neden olur (Jones and Fayerman 1987
Kolisnychenko et al. 2002; Huang et al. 2002; Taskin ve Kurbanoglu 2011). Benzer
sekilde, A. niger'in organik asitler, tek hiicreli protein ve enzimler gibi degerli
maddeleri irettigi bildirilmistir (Zayed and Mostafa 1992; Mertens 2005; Mandal
and Banerjee 2005; Kango 2008; Colin et al. 2010). Bu nedenle, YP'yi klinik ve /
veya biyoteknolojik amagli A. niger ve E. coli kiiltiir ortamlarinda bir bilesen olarak

kullanmak miumkiindiir.
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Bu calisma, YP'nin test mikroorganizmalarinin biiyiimesi sirasinda organik azot
(aminoasitler) kadar makro ve mikro element kaynagi olarak da rol oynayabilecegini
ortaya koymustur. Alt1 test mikroorganizmasiin bes tanesi (E. coli, B. subtilis, S.
cerevisiae, A. niger ve P. chrysogenum) vitaminler, niikleotidler veya yag asitleri
gibi bilylime faktorlerine ihtiyag duymadigi ve bu nedenle de azotlu, fosforlu ve az
miktarda metal kaynagi olan, karbon kaynagi ve tuz iceren minimal bir ortamda
biiyiiyebildigi rapor edilmistir (Andrews 1991; Narendranath et al. 2001; Walker and
White 2005; Ghribi and Ellouze-Chaabouni 2011). Boylece, eger uygun tuzlar ve
glikoz gibi bir enerji kaynagi saglanirsa, bu mikroorganizmalar biiyiimeleri ve
metabolizmalar1 i¢in gerekli kendi aminoasitlerini, vitaminlerini, niikleotidlerini ve
yag asitlerini sentezleyebilirler. Dolayisiyla, yukarda isimleri de yazili olan bes test
mikroorganizmasinin YP ortami {izerinde iyi veya orta derecede biiylime performansi
gosterdigi, beslenme gereksinimleri basit oldugu ve YP ortammin bu besleyici
bilesenleri sagladigi sonucuna varilabilir. Bu baglamda, c¢ok hassas olmayan
mikroorganizmalar biiyiiyebilir ve kendi biiylime faktorlerini mineral tuzlar ve glikoz
bulunan ortamda iiretebiliyorsa, onlarin kiiltlir ortamlarima neden pepton koyalim?
Her biiylime faktoriiniin sentezinin ¢ok fazla enerji tiiketimi gerektirecegi iyi bilinen
bir gergektir. Bu yiizden Pepton ve maya ekstrakti gibi kompleks substratlari
kullanarak  aminoasitleri bu mikroorganizmalara tedarik etmek avantaj
saglamaktadir. Aminoasitler pepton kullanilarak saglandigindan, bes test
mikroorganizmasi daha iyi biiyiliyebilir ve daha fazla biyokiitle iiretebilir. Dahasi,
pepton ve maya ekstrakti gibi organik azot kaynaklarmin genellikle mikrobiyal
bliyime ve / veya iriin sentezi i¢in amonyum siilfat ve amonyum kloriir gibi
inorganik olanlarla karsilastirildiginda daha elverisli oldugu bildirilmistir (Albers et
al. 1996; Li et al. 2000; Costa et al. 2002; Hwang et al. 2003; Kodam et al. 2005;
Annuar et al. 2008).

Diger bes test mikroorganizmasinin aksine, S. aureus'un arginin, sistein, histidin,
16sin, metionin ve valin gibi biiylime i¢in bazi 6zel aminoasitlere ihtiyac1 oldugu
bildirilmektedir (Stringfellow et al. 1991). YP, bu aminoasitler] igerdiginden S.

aureus YP ortami iizerinde bir dereceye kadar biiyiiyebilmektedir. Buna ragmen, bu
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bakterinin YP ortaminda biiyiime potansiyeli, diger pepton ortamina gore zayiftir. Bu
durum YP'de nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) ve tiamin gibi baz1 bilesiklerin
yokluguna veya eksikligine baglanabilir. Bu varsayim ¢ok sasirtict olmamalidir
¢linkii bu bilesikler S. aureus'un maksimum gelisimi i¢in gereklidir (Stringfellow et
al. 1991; Zhang and Greasham 1999). Sonug olarak YP S. aureus kiiltiir ortaminda

kullaniliyorsa, bu bilesiklerin bulundugu maya 6ziitii ile desteklenmesi onerilir.

5.3. Sonug¢

Koyunyiinii geleneksel olarak tekstil endiistrisinde yiinlii {iriinlerin iiretimi ig¢in
kullanilmaktadir. Ote yandan, yiiniin sahip oldugu peptidler ve aminoasitler de dahil
olmak tizere yiiksek protein igeriginden Otiirli ylin hidrolizatlar1 hayvan yemi ve bitki
giibresi olarak kullanilir. Bu calisma, koyunyliniiniin yeni bir uygulama alam
bulabilecegini géstermistir. Yani, koyunyiinii, klinik ve biyoteknolojik arastirmalarda
kullanilmak iizere mikrobiyal bir peptona doniistiiriilebilmektedir. Buna ek olarak,
pepton icin yiiksek protein icerigi saglayan yeni bir proses tasarlanmistir. Yiin
peptonun, bazi test mikroorganizmalari, 6zellikle A. niger ve E. coli igin iyi bir
biliyiime substrati oldugu ispatlanmigtir. Tekstil endiistrisindeki atik yiinler yiin
pepton iiretiminde hammadde olarak kullanilabilir. Bu yaklagim, hem mikrobiyal
kiltiir ortaminin maliyetini diisiirebilir hem de c¢evresel sorunlarin c¢oziimiine

yardimci olabilir.
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