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ONSOZ

1967 yihinda yaymmladigim ve zamamn Ihtimar Sanatlan
Kiirsiisi'nde okutulan Fermantasyon Mikrobiyolojisi dersine bir yar-
dimar ders kitab1 olarak hazirlanan “Fermantasyon Teknolojisinde
Mikrobiyolojik Metodlar” adl kitap aym zamanda adi gegen dersin
uygulamalarmnda da uzun yillar esas alinmigtir. Ancak zaman iginde
Fermantasyon Mikrobiyolojisi'ndeki gelismeler ve uygulamalarda edi-
nilen deneyimler yeni bir “Uygulama Klavuzu”nun hazirlanmasinda
baghca amil olmustur.

Bu “Uygulama Klavuzu” égrencilere son simifta okutulan “Biyo-
teknoloji”nin en nemli bir én dersi olan Fermantasyon Mikrobiyolo-
Jisi'nde adi gecen mikroorganizma gruplarinin bazi temsilcilerini ve
ayni zamanda bazi fermantasyon olaylarni tanitmayr amag edin-
migtir,

Uygulama konularimin fazla sayida olmast uygulayiciya simirh
sireye ve nesnel olanaklara gére haraket edebilme esnekligini vere-
cektir. Ancak, egitim ve 6gretimin her konusunda oldugu gibi,
burada da bizzat 6grencinin yardim ve gayretlerinin bu siirenin ve
nesnel olanaklarin yitksek verimli kullanilmasinda etken olacagi
kuskusuzdur.

Sevgili 6grencilerimin bilgi hazinelerine bu “Uygulama. Klavu-
zu”nun yeni bilgiler ilave edecegini iimit ve temenni ediyorum.

Ankara, 1984 M. Hilmi PAMIR
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I. UYGULAMA

Teknikte Kullamilan Bazi Mayalarin Morfolojik incelen-

mesi :

GENEL BILGI: Hangi mikroorganizmalara maya 'denilecegini
tayin etmek zordur. Mayanin klasik olan “tomurcuklanma ile gogalan
ve sekeri alkol ve CO,’e doniigtiiren tek hiicreli mikroorganizma® ta-
mm1 bu mikroorganizmalarin incelenmesinde yeterli olamamugtir. Bu-
glin yapilan baska tanimlamalar arasinda Windisch (Rehm, 1967)’e
gore, maya Ascomycetes’in Endomycetales takimina dahildir; birbirin-
den ayr1 olugan asklar diginda herhangi bir iireme organina sahip
degildir; koyu renk bakimindan herhangi bir ayricahgi yoktur ve
yagamlar1 konukgu bir bitkinin varhigma bagh degildir.

Spor olusturan maya tiirii Endomycetaceae veya Saccharomycetaceae
familyasina dahildir. Bu familyadaki maya tiirlerine aym: zamanda
“gercek maya”da denilir. Bunun yamnda spor verdigi bugiine kadar
saptanmamig mayalar da vardir. Bunlar Fungi Imperfecti ad: altinda
toplanmirlar ve ¢ok defa “maya benzeri fungi’’ olarak tamimlanirlar. Bu
mayalar Cryptococcaceae familyasina dahildirler.

Bu familyalara Sporobolomyces ve Bullera adinda iki kirmizi renkli
cinsin dahil oldugu Sporobolomycetaceas familyasim da ilave etmemiz
gerekir.

Uygulama saatinde yukarida adlar: verilen familyalardan bir veya
birkag maya ¢esidinin tamitimi yapilacaktir.

MALZEME:

1. Mikroorganizmalara ait sivi veya kat1 kiiltiirler:

1.1. Endomycopsis (Fam.: Endomycetaceae)

= |




1.2. Saccharomyces (Fam.: Saccharomycetaceae)

Schizosaccharomyces 55 o
Pichia TSy ®
Hansenula _

1.3. Candida (Fam.: Cryptoocccaceae)
Torulopsis s - 2
Kloeckera < 2

1.4. Cryptococcus (Fam.: Sporobolomycetaceae)

2. Mikroskop, lam ve lamel

3. Diger malzeme

ISLEM:

1. Bir cam gubuk veya damlalikli gise ile temiz bir lam iizerine
ortaya gelecek sekilde bir damla su koyunuz. Sayet birkag obje birbir-
leriyle kargilagtirmali olarak incelenecekse, o takdirde lam iizerine
yan yana gelmek iizere birkag damla su konulabilir.

2. Bir cam gubuk veya 6ze ile kiiltiirden alinan érnegin su dam-
lasina nakledilerek iyice dagilmasini saglayimiz. Alinan érnegin miktar:
su damlasmi hafif bulandiracak kadar olmaldir.

3. Temiz bir lam alimz ve bir kenarim1 damlaya temas ettirerek
yavagca damla iizerine birakimiz. Lamelin kenarlarindan tasan suyu
bir filtre kdgidina emdiriniz.

4. Hazirladigimz bu preparati mikroskop altinda 600 biiytitme
ile morfolojik olarak inceleyiniz ve sekillerini yapimiz.




Mikroskop
biiyiitmesi: X

*

Endomycopsis lipolitica Saccharomyces cerevisiae Schizosaccharomyces pombe

b

Pichia membranaefaciens Hansenula anomala Candida tropicalis
: :
Torulopsis utilis Kloeckera apiculata Sporabolomyces sp.

o



SORULAR:

1. Incelediginiz mayalarin genel morfolojik karakterlerini yaziniz.

a) )
b) | &
<) | b)
d) |
€ | i)

2. Maya hiicrelerinin sabit preparat ve 11k mikroskobu altinda sitoplazmada gor-
diigiiniiz seyleri tanimlaymz.

3. Incelediginiz- mayalarin gogalma sekillerini saptayimz ve tamimlayimiz.

4. Kirmuzi mayalardaki rengin nereden ileri geldigini inceleyiniz.

Tarih: Uygulamay1 yaptiran
! Imza
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II. UYGULAMA

Teknikte Kullanilan Baz: Bakterilerin Morfolojik Incelen-
mesi

GENEL BILGI: Bakteriler gesitli ekil ve biiyiikliikte tek hiicreli
mikroorganizmadandirlar. Bunlarin iginden mikrobik fermantas-
yonlarda adi gecen Pseudomonadales, Eubacteriales ve Actinomycetales
takimlarinda toplanmigladir. Bu takimlarin 6zellikle agagida adlan ve
kisa tamimlar1 verilen familyalan teknik bakimdan énemli bakterileri
igermektedir,

1. Pseudomonadaceae : Bu familyaya dahil olan bakteriler ¢ok defa
zor saptanabilen polar kirpik¢iklere sahiptirler. Spor olusturmazlar.
Cogunlukla G (-)’dirler ve heterotrofturlar,

2. Micrococcaceae: Bu familyaya giren bakteriler heterotrofturlar.
Karbonhidratlar1 yikima ugratarak asit olustururlar. Cogunlukla ae--
robturlar. G(+) ozellik gosterirler. Siklikla sari, oranjdan kirmiziya
kadar renk maddesi olustururlar. Yuvarlak, bsliinme sirasinda ellip-
tik sekildedirler. Boliinme iki veya ii¢ diizlemde meydana gelir.
Hiicre gruplar (Micrococcus) veya hiicre paketleri (Sarcina) olusturur-
lar.

3. Lactobdcteriaceae : Spor olugturmazlar. Hareketsizdirler. Renk
maddesi olusturmazlar. G(+) ve katalaz (—)’dirler. Anaerobik veya
mikroaerofilik kogullar: tercih ederler. Kok seklinde kisa veya daha
uzun zincirler halinde (Streptococcus) veya gomak seklinde tek, ift veya
daha uzun zincirler halinde (Lactobacillus) bulunurlar. Sonuncu
halde tek hiicreler ¢cok uzun, hatta flament olabilirler. ¥

4. Propionibacteriaceae : Bu familya biikiilmeye veya u¢ kissmda
sismeye (‘Butyribacterium) veya pleomorfizme (Propionibacterium) egilim
gosteren comak seklinde bakterileri igerir. Hareketsiz G(+) bakteri-
lerdir.
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5. Achromabacteriaceae : Bu familyada kiiciik ve orta biiyiikliikte
ve iiniform sekilde comak bakterileri bulunur. Peritrik kirpikgikli
olanlar1 hareketlidir. Hareketsiz olanlar1 da vardir. G(-)’dirler. Ya-
tik agarda renksizden sariya, oranja, kahverengiye veya kirmiziya
kadar degigik renk gosterirler. Renk maddesi agar icine niifuz etmez.

6. Enterobacteriaceae : Bu bakteriler diiz gomak geklinde ve G(—)’-
dirler. Hareketli olanlar1 peritrik kirpiklidir.

7. Bacillaceae : Bu familyaya giren bakteriler comak seklindedir-
ler. Spor yaparlar. Hareketli olanlari peritrik kirpiklidir. Genellikle
G (+)’dirler. Sporlar silindiriik, ellipsoit veya yuvarlaktir ve hiicre-
nin ortasinda, supterminal veya terminal olarak yerlegmislerdir.

8. Actinomycetaceae : Bu familyadaki bakterilerin geligmelerinin
ilk evresinde miselyum bélmeli degildir. Fakat daha sonra bélme olu-
sur ve comak veya kiiresel sekillerde kiiciik parcalara ayrihr veya mi-
sel bélmesiz kalr ve havai hif iizerinde sporlar olusturur. Organizma-
lar besiyerlerinde ya renksiz yahut gesitli pigmentler meydana getirir.
Baz tiirleri kismen “acid-fast”dir.

9. Streptomycetaceae : Bu familyada bir éncekinin aksine, misel basil
veya kok benzeri sekillerde pargaciklara bolinmez. Konidiler sporo-
forlar iizerinde olugur.

Uygulama saatinde yukarida adlar: verilen familyalardan bir veya
birkag bakteri ¢egidinin tanitimi yapilacaktir. -

MALZEME:

1. Mikroorganizmalara ait kiiltiirler

1.1. Pseudomonas (Fam. :Pseudomonadaceae)
Acetobacter 7 0

Methanomonas 32 &

1.2. Pediococcus (Fam.: Micrococcaceae)
Mierococeus 2 2

1.3. Lactobacillus (Fam.:Lactobacteriaceae)
Streptococous » »
Leuconostoc

1.4. Propionibacterium (Fam. :Propionibacteriaceae)

12




1.5. Achromabacterium (Fam. : Achromabacteriaceae)

Alcaligenes 2 2

1.6. Escherichia (Fam.: Enterobacteriaceae)
Aerobacter 2 3

1.7. Bacillus (Fam: Bacillaceae)
Clostridium 2 ki

1.8. Actinomyces (Fam.: Actinomycetaceae)

1.9. Steroptomyces (Fam: Streptomycetaceac)

2. Mikroskop
3. Lam ve lamel
4

4. Diger malzeme

ISLEM:

1. Incelenecek her bir bakteririnin metilen mavisi kullanarak bo-
yal preparatiny harzirlayimz (Bkz.: Pamir, 1967). :

2. En kiigiik objektifi kullanarak objeyi bulunuz.
3. Lam iizerine 1 damla sediryag damlatimz.

4. Immerziyon objektifi ile objeyi inceleyiniz.

13



Mikroskop
biiylitmesi: <

& 4

Pseudomonas sp. Acetobacter sp. Methanomonas sp.
Pediococcus cerevisiae Micrococcus sp. Lactobacillus brevis
Streptococcus termophilus Leuconastoc sp. Propionibacterium sp.

14




Mikroskop
biiyiitmesi:

Achromabacterium  sp. Alcaligenes sp. Escherichia coli

@e

Aerobacter aerogenes Bacillus subtilis Clostridium acetobutylicum
Actinomycetes sp. Steroptomyces sp. s




SORULAR:

1. Incelediginiz bakterilerin genel morfolojik karakterlerini yaziniz.

a) k)
b) I
<) m)
d) n)
e) o)
£) p)
g) r)
h) )
i) )

2. Incelediginiz bakterilerden en az besinin hangi endiistride kullamldigini veya kul-
lanmlabilecegini inceleyiniz.

a)
b)
c)
d)
¢)

3. Bir yuvarlak ve comak bakteri hiicresinin hacmini ve agirhgm inceleyiniz.

Tarih: Uygulamayr yaptiran
Imza
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III. UYGULAMA

‘Teknikte Kullamilan Baz1 Kiif Mantarlarimin Morfolojik
Incelenmesi

GENEL BILGI: Kiif mantarlar cok cesitli metabolizma iiriinii
meydana getirdikleri i¢in uzun zamandanberi endiistriyel bir énem
tagimaktadirlar. Sistematikte Phycomycetes, Ascomycetes ve Basidiomycetes
ve Deuteromycetes (Fungi Imperfecti) simflarina giren kiif mantarlarinin
tallusunu hif olugturur. Hifler gogunlukla kitin ve ender olarak seliilloz-
dan olugan bir membranla gevrilidir. Bu hifler bolmesiz veya bolmeli,
tek veya cok gekirdekli (coenocytic), dallanmamig veya dallanmig
olabilir. Hif topluluguna “misel” denilir. Vejetatif hiflerin gérevi
esas olarak substrattan besin maddelerini almaktir. Uretken hifler ise,
¢ogalma organlarimi (spor ve konidi) olugturmakla gérevlidirler.

Yukarida adlarini verdigimiz dért simftan 6nemli endiistriyel kiif
mantari tiirlerinin dahil oldugu familyalarin adlar ve bunlarin kisa
tamitimlar: agagida verilmigtir:

. Mucoraceae : Bu familyamn miseli, ¢ok az istisnayla, en gelis-
mis tullcnnde bolmesizdir, fakat yagh hif ve sporongiyofor bolmelidir.
Eseysiz sporlar sporongiyum iginde olusurlar. Eseyli cogalma zigo-
sporlarla olur. Hif bir membranla gevrilidir ve cok cekirdeklidir.

2. Aspergillaceae : Bu familyanin genel karakteri hifin bolmeli ve
dallanmig olmasidir. Bundan basgka bu kiif mantarlarinda eseysiz co-
galma tek hiicreli konidilerle olur ve bunlar hava hifinden ¢ikan koni-
di tagiyicilar tizerinde bulunan “sterigma” iizerinde olusurlar. Sterig-
ma ise “metula” denilen ara tagiyicilar iizerindedir.

3. Agaricaceae : Basidimoycetes symfina giren bu familyadan “Ye-
nebilir Sapkalh Mantarlar” béliimiinde bahsolunacaktir.

4. Momliaceae : Bu familyada hifler ¢ok cekirdekli degildir. Hif-
ler goklukla bolmelidir. Konidi bir kag cinsi hari¢ normal olarak mev-
cuttur. Konidiler ve konidiyoforlar bir piknidiyum veya aservulus

17



icinde olusmaz. Konidiler az veya ¢ok kangal veya spiral sekilde
biikiilmiigtiir. Konidiler renksiz veya koyu renkte olabilir. Konidi ve
konidiyoforlar —varsa— renksiz ve parlak renkli; konidiyoforlar “sporo-
dochia” veya “synnemata” halinde birlesmis degildirler (Trichoder-
ma, Fusarium).

5. Dematiaceae : Bu familyadaki mantarlarin “Moniliaceae” deki-
lerden farki konidiyofor ve | veya konidilerin koyu renk maddesi iger-
meleridir (Botrytis).

Uygulama saatinde yukarida verilen familyalardan bir veya bir-
ka¢ mantar gesidinin tamtimu yapilacaktir.

MALZEME:

1. Mikroorganizmalara ait kiiltiirler.

1.1. Mucor circinelloides (Fam.: Mucoraceae)
Rhizopus sp. 5 &

1.2. Aspergillus miger (Fam. :Aspergillaceae)
Penicillium cyclopium 5 it

1.3. Trichoderma viride (Fam.:Moniliaceae)
Fusarium sp. i »

1.4. Botrytis sp. (Fam. :Dematiaceas)
2. Mikroskop ve stereomikroskop

3. Lam, lamel ve ok uclu igneler

4. % 96’lik alkol

5. % 10’luk NaOH

6.

Diger malzeme
ISLEM:
1. Bir ok uclu igneyi plat agarin yiizeyine miimkiin oldugu kadar
yatay tutarak ani bir hareketle bir misel pargas: ahmz.

2. Misel par¢asim daha 6nce bir lam iizerine konulmug % 96’1k
alkol damlasina bir an temas ettiriniz.

3. Misel parcasim daha 6nce aym lam iizerine konulmug %, 10°
luk NaOH ¢ozeltisi igine naklediniz.

4. Iki ok uclu igne kullanarak miseli hafifce didikleyiniz.

5. Uzerine hava kabarag olusmayacak sekilde lamel kapatarak
mikroskopta inceleyiniz.

6. Plat agarlan stereomikroskopta da inceleyerek kiif mantar-
larmin morfolojileri hakkinda tam bir bilgi edininiz.

18




Mikroskop
biiyiitmesi: x

=

Mucor circinelloides Rhizopus sp. Aspergillus niger
Penicillium cyclopium Trichoderma viride Fusarium sp.
| :
Botrytis sp.

19




SORULAR:

1. Mucor ile Rhizopus'u birbirinden ayiran baglica ézellikleri soyleyiniz.

2. Aspergillus ile Penicillium’u birbirinden ayiran baglica ozellikleri séyleyiniz.

!

3. Incelediginiz mantarlarin endiistride hangi amagla kullamldigim veya kullanila-
bilecegini inceleyiniz.

Tarih: Uygulamay: yaptiran
imza

20




IV. UYGULAMA

Teknikte Kullanilan Baz1 Alglerin Morfolojik Incelenmesi

GENEL BILGI: Algler de bakteriler, mayalar ve kiif mantarlart
gibi en basit bitkilerdendir. Pekgogu klorofil igerdiklerinden fotosentez
yaparlar.

Alglerin sekilleri ve biiyiikliikleri ok degigiktir. Birgoklar: tek
hiicreli veya bunlardan olugan koloniler halindedir. Sekilleri yuvarlak,
gomak, yumru ve sarmal olabilir. Ayrica bu gekillerin varyasyonlar
da olabilmektedir. Hareketli olanlarinin yaminda hareketsiz olanlar da
vardir. Egeyli ve eseysiz gogalabilirler.

Bugiine kadar kitle halinde yetigtirilen alglerin dahil olduklar
alg familyalarinin adlar1 ve bunlarin kisa tamitimlar: agagida veril-
mistir.

1. Clamydomonadaceae : Bu familyadaki alglerin sekilleri yuvarlak
oval veya silindiriktir. Tek hiicrelidir. Cogunlukla ana hiicre igerigi-
nin uzunlamasina tekrarlanan béliinmesiyle olugur ve sayis1 2-16’y1
bulur. Membramn pargalanmastyla serbest hale gelen bu hiicreler iki
esit kamciyla hareket ederler.

2. Chlorophyceae (Yesil algler) : Bu familyadaki algler oval veya
yuvarlak sekil gosterirler. Bunlar vejetatif déneminde kamcisiz, do-
layisiyla hareketsizdirler. Eseysiz cogalma gekli gosteren bu alglerde
stoplazmanin bir membranla gevrilmesiyle ¢ok sayida zoospor olugur.
Anahiicre membraninin pargalanmasiyla sporlar serbest kalirlar. Ch-
lorococcum cinsinde sporlar kamcilidir.

3. Mpyxophyceae (Mavi-Yegil Algler) : Bu familyadaki algler tek
hiicreli veya ipliksidirler. Fotosentez yapabilirler.

Bu uygulama saati i¢inde yukarida adlar: verilen familyalardan
bir veya birkag alg ¢esidinin tamtim1 yapilacaktir.

21
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MALZEME:

1. Alg kiiltiirleri

) 9 %
1.2;

G B W N

Clamydomonas sp. (Fam. :Clamydomonadaceae)
Chlorella sp. (Fam.:Chlorophyceae)
Scenedesmus sp. i S rEne
Chlorococcum sp. ¢ i
Pediastrum sp. ks Ty

.- Anabaena sp. (Fam.: Mpyxophyceae)

Alglerin dogal habitatindan (Havuz, gol v.b.) alinmig 6rnek
Mikroskop
Lam ve lamel

. Diger malzeme

ISLEM:

1. Alg kiiltiirlerinden ve algin dogal habitatindan alinan 6rnek-
ten basit bir preparat hazirlayimz.

2. Hazirladigimz preparatt 400-600 biiyiitmeyle mikroskop al-
tinda inceleyiniz.




SONUQ

Mikroskop
bityiitmesi: X

Clamydomonas sp. Chlorella sp.
Chlorococcum sp. Pediastrum  sp.
Dogal Ornek

Scenedesmus sp.

Anabaena  sp.




SORULAR:

1. Incelediginiz alg tiirlerinin familya ve cins 6zelliklerini dikkate alarak morfolojik
karakterlerini yaziniz.

2)
b)
o)
d)
)
f)

2. Alglerin teknikte kullamlmalarinin nedenlerini yazimz.

3. Alg yetistirilmesinde 6lgii birimi ve verim nedir? Bu verim igin gereken CO, ve
hava miktanim hesaplayimz.

4. Alg yetigtirmeyi uzay yolculuklarinda da diigiinmenin mantiksal agiklamasimi ya-

pmiz.

Tarih: Uygulamay: yaptiran

imza
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V. UYGULAMA

Yenebilir Sapkal: Mantarlarin Morfolojik Incelenmesi

GENEL BILGI: Yiiksek mantarlardan bazlari halk dilinde ad:
“sapka’ olarak gecen ve etimsi, gbzle goriilebilen iireme organlarina
(=Askokarp ve Basidiyokarp) sahiptirler. Bu mantarlar meydana getir-
dikleri baz1 6nemli maddeler diginda insan besini olarak da kullanil-
malar1 nedeniyle endiistriyel ve ekonomik agidan ilgi gcekmektedirler.
Bunlar simflandirma da kismen Ascomycetes, kismen de Basidiomycetes
smifina girerler.

Ascomycetes’den iki familya, Basidiomycet’den ise gesitli familyalar
sozkonusudurlar. Bunlardan teknikte 6nemli sayilan sapkali mantar-
lar1 igerenlerin agagida kisa bir tamitim1 yapilacaktir:

1. Helvellaceae : Bu familyaya giren mantarlar saphidirlar ve ancak
gencken “Becher kabi” seklindedir. Daha sonra lameller yiiksiik seklinde
agagiya dogru kapanirlar ve askuslarin digariya dogru dénmesini saglar-
lar. Bu sirada lameller siki bir sekilde birbiri iizerine katlanirlar ve siin-
ger manzarasi gosterirler. Renkleri genellikle bulunduklar ortama uy-
gun olarak esmerimsi griden beyaza kadar degisir. Bununla beraber
her gegidin kendine 6zgii rengi sabit olmayip yasa gére degisir.

2. Tuberaceae : Bu familyadaki sapkali mantarlar ¢ogunlukla top-
rak altinda yasarlar. Sapkalarinin yiizeyleri diiz veya “memeli”dir.
Renkleri kahverengidir. Olgunlastiklar1 zaman agilmazlar.

3. Agaricaceae : Basidiomycet’lerden olan bu familyanin genel 6zel-
liklerine gelince, lameller (=giller) sapkanin altinda olusur ve sapl
olanlarinda saptan ¢evreye dogru iginsal (=radyal), olmayanlarda ise
sapkanin baglanma noktasindan g¢evreye dogru yer alirlar. Basidiyo-
karplar1 bazilarinda deri, tipa mantar: veya odun sertliginde, bazilarin-
da ise, ¢ok yumusaktir. Sporlar1 beyaz, pembe, kahve, mor ve siyah
renkte olabilir.
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Uygulama saati iginde yukarida adlan verilen familyalardan bir
veya birkag sapkali mantar gesidinin tanitimi yapilacaktir.

MALZEME:

1. Sapkali mantar 6rnekleri

1.1. Morchella sp. (Fam. : Helvellaceae)
1.2, Tuber sp. (Fam.: Tuberaceae)
1.3. Agaricus sp. (Fam. :Agaricaceae)

2. Stereomikroskop ve mikroskop
3. Ags ignesi, lam ve lamel
4. Spatiil veya jilet

5. Diger malzeme

ISLEM:

1. Verilen sapkali mantar o6rneginin kisimlarmi inceleyerek
gozlemlerinizi yaziniz ve resmini giziniz.

2. Bir spatiil veya jilet kullanarak sapkay ortadan kesiniz. Kesiti
inceleyerek gozlemlerinizi yazimiz ve resmini ¢iziniz.

3. Bir spatiil veya jilet kullanarak miimkiin oldugu kadar ince
bir kesit alarak lam iizerine naklediniz ve stereomikroskop altinda
inceleyiniz.

4. Ag ignesi kullanarak lameller arasindan bir lam iizerindeki su
damlacig tizerine bir miktar spor naklediniz ve 500 biiyiitmeyle spor-
lar1 mikroskop altinda inceleyiniz, gézleminizi kaydediniz ve sekillerini
¢iziniz.
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1. Sapkali mantarin morfolojisi :

Morchella sp. Tuber sp. Agaricus sp.

2, Bir askokarp kesitinin stereomikroskop altinda gériiniisii:

Morchella sp. Tuper sp. Agaricus sp.

3. Sporlarin mikroskop altinda incelenmesi:

L

Morchella sp. Tuber sp. Agaricus  sp.




SORULAR:

1. Incelediginiz sapkali mantar tirlerinin familya ve cins zelliklerini dikkate alarak

morfolojik karakterlerini yazimz.

a)

b)

¢)

2. Yenebilir ve zehirli mantarlar: birbirinden ayirt etmeye yarayan dzellikler nelerdir?

Yenebilir (Agaricus campestris) Zehirli (Amanitas sp.)
a)
b)

c)
d)

e)

f)
g)

h)

3. Zchirli mantar yiyen bir insanda gériilen klinik tablo nedir?

Tarih: Uygulamay: Yaptiran
Imza
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VI. UYGULAMA

Bakteriyofajlarin Saptanmasi

GENEL BILGI:

Mikrobik virus olarak tammnan fajlardan bakterilere anz olan-
lara “bakteriyofajlar’ denilir. Bunun gibi Actinomycetes’e ariz olan-
lara “aktinofaj”, mavi-yesil alglere ariz olanlara da “siyonofaj”
(Cyanophages) denilmektedir.

Bakteriyofajlar hassas bakterilere 4riz olarak onlar lize ederler.
Bu ozellikleri nedeniyle kolay bir sekilde tamimrlar.

Bakteriyofajlar fermantasyon endiistrisinde kullamlan bakterilere
ozellikle Clostridium’lara 4riz olarak prosesin aksamasna, bazan da
durmasina neden olurlar. Eskiden, 6zellikle yirmili yillarda bu olay-
lara sik rastlanirdi, Ancak belli bakteriyofajlarin belli bakterilere anz
olduklar: bilindikten sonradir ki, bakteriyofajlara direngli bakteriler
bulundu, Bugiin sikhikla endiistri igletmelerinde faja direngli bakteriler
kullamlmaktadir. Faja direngli suglar platlar iizerinde veya faj iceren
sterilize edilmemig toprakta bakteri suslarinin 6 ay siireyle yetistiril-
melerinin arkasindan yapilan seleksiyonla elde olunurlar.

Bu uygulama saati iginde atik sudan E. coli fajlaninin saptanmasi
gosterilecektir.

MALZEME:

1. Yatnk agarda (Nutrient Agar) bir E. coli kiiltiird (37°C’de
14 saat)

2. Normal ve “cift kuvvetli” besiyeri (Nutrient Broth) pH2
3. 2 ml’lik steril pipet
4. 500 mPlik yuvarlak yanakh sigse

29"




Calkalamali inkiibator

Atiksu ornegi
Santrifiij
G5 filtresi

® 00 N O W

. Diger malzemeler

ISLEM:

1. E. coli’nin yatik agar kiiltiirii iizerine steril pipetle aldiginiz
besiyerinden aseptik kosullar altinda 1 damla koyunuz.

2. Aym pipetle bakterileri kaziyarak homojen bir pasta haline
getiriniz,

3. Besiyerinin geri kalan kismini verirken siirekli ve dikkatli bir

kazima yapmiz ve iyice karismasim saglayiniz.

4. Biitiin kangimi tekrar pipetle alimiz, Bu sirada bakteri veya
agar topakgiklarimn alinmamasina dikkat ediniz.

9. Bu kangim icerisinde 50 ml “cift kuvvetli” besiyeri bulunan
yuvarlak yanakh siseye naklediniz.

6. Siseyi 37°C “de 2 saat siireyle inkiibe ediniz. Galkalamal in-
kiibator yoksa, o takdirde steril hava verilerek daldirma (=derin)
kiiltiir havalandinlabilir.

7. Atiksuyu santrifiij ediniz (10 dakika, 5000. g).

8. Tortunun iistiinde kalan kismu bakteri filtresiyle filtre ederek
(G 5 filitresi veya Sartorius membran filtresi SM 11 008, 11 308) bak-
terileri ortamdan uzaklasgtiriniz.

9. Bu filtrattan 5 ml alarak E. coli kiiltiirﬁylel kangtinmz ve 2
saat calkalayicida inkiibe ediniz.

10. Kiiltiirden 0.1 ml almz ve “seyreltme-plaka™ yontemiyle
yumusak agarh besiyeri (%, 0.5 agar) kullanarak plat hazirlaymmaz.

11. Yumusak agar plat iizerinde olusan lize edilmig olanlar: sap-
taymiz ve seklini ciziniz.
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1. E. coli’'nin T4 fajunn striiktiirii:

2. Lize olmus alanlann goriiniigii;

| 80 nm' (\
o s ] y
| r 1 Kapsit DNA
110nm et
— to
R Kondeltir 5
i I — Kilf
Bas
94nm
l Kuyruk ozu
Tnbc;.n levhasi ---- -— Kuyruk
Kuyruk iplikgikleri
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SORULAR:

1. Auksuda bakteriyofajlarin bulunmasinin sanitasyon yoniinden 6nemini inceleyiniz.

2. Bakteriyofajlarin genetik yolla yeni suslarin elde olunmasindaki yerini agiklayimz.

3. “Virulan™ ve “iyi huylu” (Temperate) fajlan tanimlayiniz.

Tarih: : . Uygulamay: yaptiran
' imza
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VII. UYGULAMA

Fermantasyon Gidiginin Izlenmesi

GENEL BILGI: Pratikte kullanilacak bir mayanin fermantas-
yon oncesinde, sirasinda ve sonrasimndaki durumlarimin laboratuvar,
‘hatta pilot 6lgeginde yapilacak bir deneyle énceden bilinmesi gerekir.
Béyle bir deneyin sonunda elde olunan bilgilerden o' mayann siir’atle
fermantasyona gecip ge¢meyecegi, fermanstasyonun siir’ati ve siiresi,
kopiik, zar, adacik veya halka yapip yapmadig, kap cidarma tutunup
tutunmadigi, fermantasyon sirasinda ve sonrasinda maysenin berrak
olup olmadigi, yaptig1 tortunun durumu ve rengi, hangi sekerleri kul-
lanabildigi v.b. 6zellikleri iizerinde veriler elde edebiliriz. Asagida
bu amag igin kullamlan yéntemlerden bazilarmin acgiklamalar: veril-
migtir.

Agwlik eksilmesi yontemi : Fermantasyon gidiginin izlenmesi deney-
lerinde coklukla agizlarmma cesitli sekillerde yapilmig “fermantasyon
basghklar:” bulunan cam kaplar kullanilir. Fermantasyonun bu yén-
temle izlenmesi genellikle giinliik agirhk eksilmeleriyle yapilir (Se-

kil: 1 ve 2).
MATERYAL:
1. Berraklagtirilmig {iziim sirasi

. Bir tiip 48-72 saat’lik maya kiiltiirii
Steril 5 mP’lik élgiilii pipetler

500 ml'lik sigeler
. Fermantasyon bashklar

Desimal terazi

~1 O WL e W R

. Diger malzeme

33



Sekil 1. Fcrma.r.ﬂ;s.).for.l baglikl élgclcr

Eksime
]
15
L ¥
h
Vs 4 I “
1 Maya Mo
T I 1 —
| d e =
a5 ‘1 Bvsvios
T
) P
7] -// \\\.\
Ay
55 !._‘.. 2 ‘\‘
e 4 e
L] f \ \I
o 2 N
i. L. o, \
i I i)
3s I A
i: L
32 e 1 :
I "’f‘
254 = e N
.‘_' e
10 I: N e
i N A
154 . a0 e ! b
I L e
i : T
184 k e e va, b
o ‘-‘-. 't £
bt s"‘ “h. 3
3 \\"“&‘:- :
Ve Sk S =0 T TR T Y e T

Sekil 2, Dore ayr1 maya susuyla yapilan bir deneyde fermantasyonun izlenmesi




fSLEM:

1. 500 mP’lik bir gige alimz.
2. Igerisine 400 ml iiziim giras1 kovunuz.

3. $ise agzim iginde bir miktar su bulunan bir fermantasyon bag-
higryla kapatiniz. -

4. Buharlama cihazinda 20 dakika tutunuz.

5. Soguduktan sonra 5 ml’lik 6lciilii pipetle aseptik kosullar al- |
tinda maya kiiltiirtinden ¢rnek almiz ve sisedeki giraya bundan 4 ml
naklediniz.

6. Giinliik tartimlarimzi kaydediniz.

7. Agirhik eksilmesi durdugu veya aynmi devam ettigi zaman tar-
tima son veriniz,

8. Tarim sonuglarini, érnegin Sekil 3’de gorildiigii gibi, bir
grafikle degerlendiriniz.

Asit veya asit ve gaz olusu yontemi : Karbonhidratlarin assimilasyonu
asit veya asit ve gaz (CO; ve | veya H,) olusuyla bir deney tiipiindeki
siv1 besiyerinde incelenebilir. Asit olusu besiyerine uygun bir ayirac,
ornegin bromkrezol moru, bromtimol mavisi, fenol kirmzisi veya
Andrade ayraci (100 ml dest. suda 0.5 g fuksin, 15 — 18 ml N NaOH)
katmak suretiyle kolaylikla gériilebilir. Gaz olusu icin de besiyerinin
hazirlanmas: sirasinda deney tiipiiniin igine kiigiik bir tiip (Durham
tiipii) konur. Bu amag igin kullanilan besiyerinin bilegimi incelenecek
mikroorganizma grubuna baghdir.

MATERYAL:

1. Hayward besiyeri (asit ve gaz olusu icin):
Pepton' (Oxoid) % 0.5 (w/v)
Maya ekstrakti % 0.3 (w/v)
Na-asetat (susuz) % 0.5 (w/v)
Tween 80 % 0.1 (v|w)
Seker (Sakkaroz) % 2.5 (w/[v)
Tuz A % 0.5 (v/v)
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Tuz B % 0.5 (v/v)

Tuz A: KH:PO, 10 g
K.H PO 10 g
Dest. su . 100 ml

Tuz B: MgSO,4.7H,0 15 o
MIISO4.2H20 2.4 g
FeSO4.7H.O 0.68 g
Dest. su 100 ml

2. Besiyeri (Seker deneyi igin):

Hayward besiyerine geker olarak maltoz ve indikatér olarak da
bromtimol mavisi katilarak kullanilir.

3. Iglerinde Durham tiipleri ve 1 ve 2 No’lu besiyerleri bulunan

4. Hayward besiyerinde yetistirilmis 48-72 saatlik Lactobactllus
............. kiiltiirti.

5. Steril Pasteur pipetleri.

6. Diger malzeme.

ISLEM:

1. Iclerinde 1 ve 2 no’lu besiyerleri bulunan iki tiipe bakteri
kiiltiiriinden Pasteur pipeti yardimiyla aseptik kosullarda birer damla
agilaymz.

2. 37 °C’de inkiibasyon yapiniz.

3. Sonraki uygulamada tiipleri inceleyiniz. Asit ve gaz deneyin-
de sar1 renk ‘“asit pozitif”’ ve Durham tiipiinde gaz varsa (4) degi-
siklik yoksa (—) olarak isaretleyiniz.

Kromatografik yintem: Bu yéntem fermantasyonda kullamlan ma-
yanin besiyerindeki cesitli sekerlere karst durumunu géstermesi baki-
mindan 6nemlidir.

MATERYAL:

1. Besiyeri: (NH,).SO, %055
KH,PO, % 0.1
MgSO4.7 H,O % 0.05
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03012-2 Hzo 0/0 0.]

NaCl % 0.01
Deney sekeri 0D
Biyotin 2 pg
Ca-pantotenat 400 pg
Inozitol - 2000 pg
Niyasin 400 pg
P-Aminobenzoikasit 200 pg yerine maya suyu
Piridoksin (HCI) 400 pg
Tiyamin (HCI) 400u.g
Riboflavin 200 pg
Su 10 pg
veya

Pepton (Difco) e
Deney sekeri % 2

Su 100 ml

2. Whatman | kromatografi kagdi.

3. Tagiyict butil alkol-asetikasit-su (4:1:5).

4. Ayrag olarak difenilaminin etilalkoldeki 9, 2’lik ¢ozeltisin-
den 5 kisim, alaninin etilalkoldeki 9, 2’lik gozeltisinden 5 kisim ve
% 85 ’lik fosforik asit ¢ézeltisinden 1 kisim karigimi.

5. Diger malzeme

ISLEM:
1. Bir tiipe igerisinde deney gekeri bulunan besiyerinden 5 ml
koyunuz. :

2. Besiyeri iizerine 0.05 ml vitamin ¢ozeltisi veya 2 damla maya
suyu ve 1 damla maya siispansiyonundan ilave ediniz.

3. Aym zamanda igerisinde deney sekeri bulunmayan bir kont-
rol hazirlayimz.

4. Tiipleri 25 °C’de 4 hafta inkiibasyona birakiniz.

5. Bu siire sonunda her tiipten 0.05 ml 6rnek alarak Whatman
1 kromatografi kagidina naklediniz.

6. Aym nakil igini standart geker ¢ozeltisinden de yapiniz.
7. Tagtyicr cozeltisiyle arka arkaya 5 defa geligtirme yapimz.

8. Ayrag gozeltisi leke yerlerine piiskiirtiildiikten sonra 70-80°
C'de 1sitiniz.

9. Kromatogrami degerlendiriniz ve ciziniz.
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SONUG

Kromatografik yontem
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SORULAR:

1. Sizce deney mayalari A, B ve C arasinda en siir’atli fermantasyon yapan maya
hangisidir? Neden?

2. Durham tiipleriyle galiymanin sakincasi nedir?

3. Deney mayalar: biitiin deney sekerlerini assimile edebildi mi? Nedeni?

4. Substratta gesitli sekerlerin bulunmasi halinde pratik olarak ne énerirsiniz?

Tarih: Kontrol eden
imza
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VIII. UYGULAMA
Alt ve Ust Fermantasyon Maya Tiplerinin Ayirt Edilmesi

GENEL BILGI: Teknikte kullamlan mayalar alt ve iist ferman-
tasyon tipi mayalar olmak iizere ikiye ayrilirlar. Bu ayirma yalmz
morfolojik degil, ayni zamanda fizyolojik 6zelliklere de dayanmaktadir.

Her iki tip mayanin mikroskop altindaki goriiniigleri aymdir, yani
sekil, biiyiikliik ve stoplazmik gériiniiy bakimindan belirgin hichir
fark yoktur. Ancak tomurcuklanma bakimindan her iki tip arasinda,
bir fark goriilmektedir.

Sekil: 3 Alt fermantasyon tipi maya Sekil: 4 Ust fermantasyon tipi maya
Saccharomyces carlsbergensis). X 680 Saccharomyces cerevisiae). X 680
g

Alt fermantasyon tipi maya hiicreleri ¢ogalma ve fermantasyon
sirasinda siv1 iginde tek veya ikili olarak bulunduklar1 halde, tist
fermantasyon tipi maya dallanmig bir tomurcuklanma gosterir. Ancak
fermantasyon sirasinda siv1 icinde ortaya gikan hareket sonucu bu to-
murcuklanma toplulugu parcalanarak hiicreler serbest hale gegerler.
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Alt ve iist fermantasyon maya tipleri arasinda goriilen farklardan
bir digeri de fermantasyonun goériiniisiidiir. Gergekten de iist ferman-
tasyon mayas: fermantasyon sirasinda daha g¢ok sivi iist kissmlarinda
bulundugundan s yiizeyinde yagims: bir tabaka ve kabin cidarinda
bir halka olugur. Diger maya tipi ise, kabmn dibine oturur ve siki bir
tortu yapar. Buna kargilik iist fermantasyon maya tipinin bir kismm
dibe oturmakla beraber olugan tortu gevsektir.

Bu her iki tip maya arasindaki fizyolojik yonde mevcut olan fark-
liliklara gelince, hi¢ kuskusuz bunlarin baginda melibiyozun assimi-
lasyonu gelir. Gergekten de a-galaktozidaz (= melibiyaz) igeren
alt fermantasyon tipi maya melibiyoz sekerini de assimile edebildigin-
den raffinozun tamamim yikima ugratir.

Alt ve iist fermantasyon mayalar: arasinda bagka bir enzim baki-
mindan da fark oldugu son zamanlarda bulunmugtur. Buna gore alt
fermantasyon mayalari hemen istisnasiz pektinaz olugturduklar: halde,
iist fermantasyon mayalar1 enzim deneylerinde daha ¢ok negatif bu-
lunmuglardir. Mayalarin bu 6zelliginden yararlanarak bir igletme
mayasinda alt ve iist fermantasyon mayalar: basit olarak ayirt etmek
icin “Pektinaz Deneyi” adiyla bir yéntem geligtirilmigtir. Agagida isle-
mi verilecek olan bu yéntemin pratikte uygulanabilirligi yiiksektir.
Bunu, fermantasyon durumunu esas alan “Hansen Deneyi” ile karg:-
lagtirmak suretiyle daha iyi anhyabiliriz.

Alt fermantasyon tipi maya igletmede uzun siire kullanildiginda
sporlanma kaabiliyetlerini giderek kaybeder. Aym zamanda spor-
lanma siiresi ¢ogunlukla 60-72 saat kadar siirer. Buna kargihik st
fermantasyon tipi mayanin sporlanma kaabiliyetleri hem yiiksek hem de
daha siktir. Ornegin sporlanma igin ¢ogunlukla 48 saat yeterlidir.

Bu her iki maya tipi arasinda solunum faaliyetleri bakimindan
da fark vardir. Ust fermantasyon tipi maya enzimce daha zengindir,
ve kismen bu nedenle fermantasyon faaliyetleri daha kuvvetlidir. Alt
fermantasyon tipi maya yalmz fermantasyon faaliyetinde bulunur.
Buna karsihk tist fermantasyon tipi maya, digerine goreceli olarak daha
belirgin solunum faaliyeti gosterir. Fermantasyon srasinda sivinin
iist katlarina giktiklarindan oksijeni daha kolayhkla saglar. Bu neden-
lerle metabolizma faaliyetleri 9%, 42 oraninda daha fazladir. Elde olu-
nan maya biyokitlesi alt fermantasyon tipi mayada agilanan mayanin
3-4 kati iken, bunda 6 katidir.
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Alt ve iist fermantasyon maya tipleri arasinda katalazin optimum
pH degerleri ve sicakhik dereceleri arasinda da fark vardir. Ornegin
pH ve sicaklik araliklar ilkinde 6.5-6.8 ve 15°C iken, sonuncusunda
\bunlar sirasiyla 6.2-6.4 ve 20°-24°C’dir. Bu da gosteriyorki, alt fer-
mantasyon maya tipi diisiik sicaklik derecelerine daha az hassastir.

Ust fermantasyon maya tiplerinin siv1 icinde dagilmas: ve sivi-
nin iist katmanlarinda bulunmasinin nedeni iizerinde degisik goriig-
ler ileri siiriilmektedir.

Bir defa bu tip mayalarin tomurcuklanmas: ¢ok dalli oldugundan
olusturduklar yiizey fermantasyon sirasinda gikan gazin tutulmasina
ve dolaymsiyla mayanin yukariya dogru siiriiklenmesine neden olur.

Bazi aragtiricilar ise bu olayr maya ile CO7’in elektrik yiikleri
arasindaki iligkiye baglamaktadirlar. Buna kargihk baskalar: alt fer-
mantasyon tipi mayanin fermantasyonun sonuna dogru dibe oturmasi-
n1 bu mayanin ¢ok miktarda glikojen igermesine ve boylece daha yiik-
sek bir ozgiil agirhga sahip olmasina atfetmektedirler.

MATERYAL:

—Pektinaz deneyi igin:

1. Alt ve iist fermantasyon maya kiiltiirleri
2. YEP-Agar (Pektinatjel-Besiyeri):

Gliikoz \ 8 g
Bacto-Pepton (Difco) 8 g
Bacto-Mayaekstrakt (Difco) 4 g
Doymus CaCl, ¢ozeltisi 1 ml*
Bacto-Agar (Difco) 4 g

3. Pektinat ¢ozeltisi

8 g diigiik esterlesen pektin alimir ve az bir miktar etilalkolle 1s1-
tilir.: Uzerine 40 ml 0.2 M Na,HPO 4 ¢ozeltisi ve 100 ml dest. su ilave
edilir ve sitilarak eritilir. Uzerine 60 ml 0.1 M sitrat ¢ozeltisi kon-
duktan sonra vejetatif hiicreler kaynatmayla sldiiriiliir.

4. Petri kaplan

5. Drigalsgi spatiilii

6. Diger malzeme

* 60 g CaCl, 100 ml dest. suda karistirarak eritilir. Stv1 kismu aktarilarak alir.
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—~Hansen deneyi icin:

1. Kizelgurla filtre edilmig 9%, 12 E’li malt siras.

2. Protein ¢oktiirmesi igin 120°C’ye isitilmig ve bir stabiliza-
tor olan «stabiquick» katildiktan sonra 7°C ’ye sogutulmug ve filtre
edildikten sonra ilac sisesinde 3 giin siireyle 28°C’de yetistirilmis
50 ml maya.

3. 160°C’de 2 saat siireyle kuru sterilize edilmig ve gapt 5 cm olan
olgme silindiri.

4. Diger malzeme.

ISLEM:

— Pektinaz deneyi icin:

1. YEP-Agar 200 ml dest. suda ¢oziiniiz, sterilize ediniz, yak.
50°C’ye sogutunuz ve bundan yak. 15 ml. Petri kaplarina dokiiniiz.

2. Kaynatilmig ve yak. 50°C’ye sogutulmug 20 ml pektinati
icinde donmus YEP-agar:1 bulunan Petri kabina dokiiniiz. Bir gece
bekletilerek elastiki bir kalsiyum pektinat jel olugturunuz.

3.Maya kiiltiiriinii yak. 10/ ml hiicre igerecek sekilde seyreltiniz.

4. Maya kiiltiiriinden 1-2 damla jel platlar1 iizerine koyarak
Drigalsgi spatiilii ile yaymmz.

5. 28°C’de 2 giin siireyle inkiibasyondan sonra pektinaz negatif

kolonilerden pektinaz pozitifleri ayirt ediniz.
—Hansen deneyi igin:

1. 50 ml maya kiiltiiriiniin tamamini bir 6lgme silindirine ak-
tarimiz. j

2. Olgme silindirini steril sirayla en az 30 cm bir yiikseklige
kadar doldurunuz ve 28°C’de inkiibe ediniz.

3. Ust fermantasyon mayalarimn sira iizerinde kopiik olustur-
duguna dikkat ediniz. '




Pektinaz deneyi:
Streomikroskop
biiytitmesi: x

Hansen deneyi:

Not:
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SORULAR

1. Alt ve list fermantasyon mayalart arasindaki morfolojik farklar nelerdir?

2. Alt ve tist fermantasyon mayalari arasindaki fizyolojik farklar nelerdir?

3. Alt ve tst fermantasyon mayalannin degisik stispansiyon durumlarm agiklayan
teoriler nelerdir?

4. Pektinaz veya Hansen deneyi belli olmayan bir isletme mayasi kullanilmamalidur.
Nedeni?

Tarih: Kontrol eden
imza
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IX. UYGULAMA

Mayalarda Topaklanma Hizimin Tayini

GENEL BILGI: Mayalarin bazilar faaliyetleri sirasinda sivi
igerisinde toz gibi dagilmislardir. Bu gibi mayalar ancak uzun bir za-
man gegtikten sonra dibe otururlar. Bu gibi mayalara “toz mayalar”
denilir. Buna kargilik bazi mayalar da kisa bir zaman sonra sivi iginde
kii¢iik, mikroskobik topak¢iklar halinde birleserek sivi kisimdan ayri-
lirlar ve dipte sik1 bir tortu meydana getirirler ki, bu gibi mayalara da
“topak mayalar” adi verilir. Bu olaya bilim dilinde “aggliitinasyon”,
“sedimentasyon ** veya “flokkiilasyon” terimleri de kullamlmaktadir.

Mayalarda rastlanilan bu karakterler kalitsaldir. Yapilan arég—
tirmalarda bu &zellik ile hiicre duvarinin bilegimi arasinda bir iligki
bulundugu anlagilmigtir. Gergekten de papain ile muamele edilen
hiicreler bu ozelliklerini kaybetmislerdir. Diger yénden fermantasyon
kaabiliyeti diigiik olan mayalarda topaklanma erken meydana gel-
mektedir. Buna ildve olarak maygenin havalandirilma derecesinin de
topaklanmanin erken meydana cikis1 iizerine etkisi oldugu anlagilmig-
tir. Keza maya miktar ile topaklanma arasinda da bir iligki vardir.
Yani maya konsantrasyonu ne kadar yiiksek olursa topaklanma olay
kendini o kadar erken gosterir. Bunlara ilave olarak yiiksek sicakhk da
topaklanmay: tegvik eder.

Mayanin topaklanmas: pratikte birka¢ bakimdan énemlidir. Bir
defa fermantasyon sivisi daha gabuk berraklagir. Diger yénden maya-
nin topaklanmaya baglamasi fermantasyonun sona erdigine bir igaret
olarak kabul edilebilir. Buna ilave olarak yavag bir topaklanma fer-
mantasyon derecesinin de yiiksek olmasina yardim eder.

MATERYAL:

1. Gapr 38 mm olan 250 mPlik bir slgme silindiri.
2. Puffer cozeltisi (pH 4.5).
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3. Toz ve topak maya kiiltiirlerinden bantnfu_] edilmis 20 g
maya keki (13 g paket mayasi).

4. Diger malzeme.

ISLEM

1. Olgme silindirine pufferle yapilmig maya siispansiyonundan
170 ml koyunuz.

2. Maya siispansiyonunun siitiimsii ve ince zerrecikler halinde
homojen olarak dagilmig olmasina dikkat ediniz.

3. Hemen olugan ve asagiya dogru yavag bir inig gosteren kenar
cizgisinin 150 ml’den 90 ml’ye (54 mm) gelisine kadar gegen siireyi
saptayimniz.

4. Formiiliine gore topaklanma hzim 6élgiiniiz.

NOT: Siireyi 6lgmeye baglamadan énce ve kenar ¢izgisinin 170
ml’den 150 ml’ye (18 mm) diigmesi sirasinda siispansiyon iginde
topaklar olusur. Siispansiyondan kati fazin ayrilmas: sirasinda turbu-
lens goriilmekle beraber, kenar cizgi belirgin bir gekilde izlenebilir.
Topaklanma hizi 150 ml'nin altnda hizla maksimuma ulagir ve
sonra azahr. Topaklanma hizi her bir °C’de yak. %, 5 oraninda artar.
Bu nedenle sicaklik ‘sabit tutulmalidir (20°C)
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SORULAR:

1. Mayalarin topaklanmas: iizerindeki etkenleri sayimz.

2. Maya]arlm topaklanmasimin pratikteki faydalan nelerdir?

3. Deney mayasinin topaklanma kaabiliyetini yukaridaki verilere gore degerlendiri-

Tarih : Kontrol eden
imza




Bir Isletme Mayasinda Yabani Mayalarmn Ayirt Edilmesi

GENEL BILGI: Biitiin diger fermantasyon endiistrisi kollarina
gore biracilikta daha yiiksek oranda saf maya kullanilmaktadir. Bu
bakimdan, aym zamanda biramin dogas: da dikkate alinarak, biraci-
likta kullanilan isletme mayasimin bakteriler gibi yabani mayalarla
bulagik olmasi biiyiik 6nem tagr.

Yabani mayalarin biracilik igletme mayasma bulagmasi biramn
bozulmasina neden olur. Bu nedenle isletme mayasinin bu yénden de
zaman zaman kontrol edilmesi gerekir. Bu kontrolii yalmzca mikros-
kobik incelemelere dayandirarak gekil bakimindan yabani ve kiiltiir
mayalarini birbirinden ayirmak her zaman olas: degildir.

Bir igletme mayasinda bulunan yabani mayanin taninmasi igin
.Hansen’in “sporlanma deneyi” bugiin yerini daha pratik ve hassas,
aym zamanda zaman israfim da o6nleyen yoéntemlere birakmugtir.
Son yillarda bu alanda en yeni teknik olarak “immunoflorasans™
kullamlmaktadir. Bu yéntem kullamlarak 5 antiserumla yapilan bir
aragtirmada igletme mayasindaki bulagik suglar 9%, 92 oraminda teghis
edilebilmistir. Bu yontem seroloji ve florasans mikroskopi teknikleri-
nin bir kombinasyonu oldugundan, seroloji tekniginin bilinmesini
gerektirir. Diger yontemler arasinda Saccharomyces-cinsinin yabani
mayalar1 ile bu cinse ait olmayan digerleri arasinda bir ayirima
olanak saglamas: bakimindan kristal viyole ve lisin agar1 deneyi ter-
cih edilir. Hatta kiiltir mayalariyla yabani mayalar arasinda bir
ayrim yapilmas: isteniyorsa, o takdirde her iki yontemi kombine
eden bir yontemin kullamlmasi énerilmistir. :
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MALZEME:

1. Kristal viyole besiyeri:

Malt giras1 (% 11-12 E) 11 4
, Kristal viyole 20 mg (20 mg 0.2 ml 9 95k

Agar 1.5 ¢g etilalkolde)

Not: Diger maddelerin ilavesinden 6nce malt giras 121°C’de
10 dakika isitihir. Siiziiliir. Sterilizasyon arka arkaya 2 giin 15 dakika
100°C ’de yapilir.

2. Lisin agar:
Yeast Carbon Base (Difco) 2.35 g

A

, Dest. su 100 ml
Lisin (HCI) 0.46 g
Agar 4 g
B:

Dest. su 100 ml

NOT: A kismu steril filtre edilir.

: B kismi 15 dakika 121°C’de sterilize edildikten sonra heniiz sicak
haldeyken A kismimin iizerine aseptik kogullar altinda ilave edilir (1:1)

3. Swa yatik agarinda ve oda sicakhiginda gelistirilmig 3-4 giin-
lik maya kiiltiirleri, '

4. Bir giin 6nceden hazirlanmg ve 24 saat siireyle kapag yuka-
rida olmak iizere 28°-37°C’de tutulmug gira, lisin ve kristal viyole
agarlari iceren 3 adet Petri kab1 (Kristal viyole agar platimin 4-5 mm’
den daha az kahnhkta olmamasina dikkat ediniz).

5. Drigalski spatiilii

6. 0.1 ml taksimath steril pipetler

7. Diger malzeme.

ISLEM:

1. Yatik agar iizerinde gelistirilmis maya kiiltiirlerinden siir’atli
bir ¢ahiymada steril damitik suyla veya fizyolojik suyla (% 0.85’lik
NaCl c¢ozeltisi) siispansiyon hazirlayimiz (siispansiyonlar gozle go-
riilebilecek kadar bulanik olmalidir). Bu durumda siispansiyonun mili-
litresinde yak. 500 000 maya hiicresi var demektir.
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2. Lisin agar deneyinde siispansiyon hazirlarken besiyerinden
bir bulagma olmamasina ézellikle dikkat ediniz.

3. S kiiltiirlerinden siispansiyon hazirhyorsaniz, mayayi 6n-
ceden steril kosullar altinda esash bir sekilde yikayimz.

4. Maya siispansiyonlarindan agar platlar {izerine bir steril pi-
- petle 0.1 ml maya siispansiyonu naklediniz.

5. Maya siispansiyonunu steril bir Drigalski spatiilii kullanarak
plat iizerinde iyice yaymmz.

6. Platlari 48 (daha uzun siire degil) saat 28°-30°C’de birakiniz.

7. Maya suglarinin sira agarindaki kuvvetli gelimesini (++ )
ile degerlendiriniz. Buna gére kristalviyole ve lisin agardaki geligme-
leri kuvvetli = ++4+4; orta = ++; zayf = +; gelisjme yok
= — igaretlerini kullanarak degerlendiriniz. .
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SONUC

Maya kiiltiirleri

Geligme

Sira agar

Kristal viyole
agar

Lisin agar

L]
Saccharomyces cerevicsiae

8. diastaticus

Candida utilis




SORULAR:

1. Bir igletme mayasina yabani mayalarin bulasmis olmasimin sakincast nedir?

2. Bir igletme mayasinda bulagmis yabani mayalann tayininde mikroskopik bir in-
celeme yeterli olabilir mi? Degilse, nedeni?

3. Sporlanma deneyi nedir? Bugiin neden kullanilmiyor?

4. Immunoflorasans deneyinin kullamlabilmesi igin gerekli serolojik ve florasans tek-
nikleri nedir?

5. Yalmz baglarina kristal viyole ve lisin agar deneyleri yabani mayalarn tayini igin
yeterlimidir? Degilse nedeni?

‘ Tarih: Kontrol eden

Imza
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XI. UYGULAMA

Bir isletme ve Paket Mayasinin Genel Goriiniigii

GENEL BILGI: Bir igletme mayasinn genel gériiniisii hem mor-
folojik hem de mikroskobik gozlemilere dayanir.

Morfolojik gozlemden isletme mayasimin kokusu, tortulanmasi,
mayanin ve maya yikama suyunun rengi anlagilir. Bu gibi 6zelliklerin
tayininde herhangi bir 6zel alete gereksinim yoktur. Gézlem yapmak
icin agz1 genig cam kaplar iginde laboratuvara getirilmig isletme ma-
yas1 érnegi miimkiinse derhal incelenmelidir. Bu husus ozellikle sicak
mevsimlerde bir zorunluktur. g

Yikanmig ve saghkli bir igletme mayasimn rengi sarmst beyaz
olmalidir. Gri veya donuk renkteki bir isletme mayast bozulmus
demektir. Yikanmamug igletme mayasi, fermantasyon iirtiniiniin ren-
gine tabi olarak az veya cok bir yabanci renge sahiptir. Incelenen
miaya ornegi paket mayasi ise o takdirde iki parmak arasinda hafif bir
basingla sikildign zaman pargalanabilmeli, luzuci olmamalidir.

Saglikli bir mayanin kokusu da hosa giden bir meyve kokusunu
andirmahidir.

Maya yikama suyuna gelince, mayann kullanildigi amaca uygun
bir renk gosterirse de, iyi yitkanmig bir mayadan renksiz bir ytkama
suyunun ¢itkmas: gerekir.

Mikroskobik gézlemlere gelince, mayanin temizlik derecesini
saptamak ve ilerideki biyolojik ¢aligmalara bir 6n hazirhk olmak tizere
yapihir. Bu gozlemde hiicrenin sekli, biiyiikliigii, fizyolojik durumu,
yabanci mikroorganizmalarin adedi ve aym zamanda diger seyler
tayin edilmelidir.

Saglikli ve kuvvetli mayalar Sekil: 5°de de goriildiigii gibi, hemen
hemen aym biiyiikliiktedirler ve protoplazmalar iginde vakuol bu-
lunmaz. Protoplazmas: tanelenmis ve iginde kiigiik vakuoller bulunan
hiicreler ise zayiflamigtir (Sekil 6). A
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Yagh hiicrelerde ise vakuoller belirgin olarak goriiliirler ve ;';laz-
ma kismen hiicre duvarindan cekilmigtir. Keza iglerinde 1181 sid-
detle kiran yag danecikleri olugmugtur (Sekil: 7). Bir igletme mayasin-

da boyle hiicrelerin oram1 9, 5’den yukar: olmamalidir.

Sekil. 5: Fizoylojik durumu Sekil. 6: Cok kullamlmig biiyiik danecikler iceren
iyl olan maya hiicreleri. X 700 hiicreler. Hiicrelerin birkagi 6lmiis,
; plazma koagiile olmus. X 800

Sekil. 7: Yagh ve ¢ok zayif maya hiicreleri. Vakuoller belirgin, plazma biiziilmeye
baglamis. X 700
Mayanin fizyolojik durumu hakkinda deneysel olarak bir fikir
edinebilmek i¢in mayamin canliigmin ve aym zamanda glikojen ve
volutin nitelifinin tayin edilmesi gerekir. =~
Mayanin canlihit basit bir boyama ile tayin edilebilir. Bu amagla
agagida bilegimi verilen metilen mavisi ¢ozeltisi kullanilir.
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Metilen mavisinin bilegimi

Cozelti T
Metilen mavisi 0.02 g
Damitik su 50 ml
_ . Qozelti TI
Na:HPO,.12 H,O 0.018 g -
KH,PO, . 27 g
Damatik su 50 ml .
pH 4.6

Yukarida bilesimleri verilen her iki gbzelti ayr1 ayri hazirlandik-
tan sonra 1:1 oraminda olmak iizere kargtirihr ve renkli bir sigede sak-
lamir. Ancak stoplazmamn boyayr kabul etmesi ortamin pH degeri
ve ozmatik basmnciyla ilgilidir. Ornegin ortamin pH degeri 2 oldugu
zaman hiicrelerin higbirisi boyanamaz. Buna kargihik kalevi bir or-
tamda ise, hiicrelerin biiyiitk kismu boyanabilir. Ozmotik basing da
bir él¢iide boyanmayi etkiler. Bu- bakimdan en iyisi boyama belli bir
pH degerinde ve ayni1 zamanda puffer (primer ve sekunder fosfatlar)
kullanilarak yapilmahdir. Diger yénden metilen mavisinin konsant-
rasyonu da boyama da énem kazadir. Ornegin metilen mavisinin kon-
santrasyonu %, 0.01’den daha kuvvetli olursa, metilen mavisi hiicre
tizerine toksik etki yapar. Yapilan bir aragtrma da %, 0.1’lik bir ¢6-
zeltiyle 3 kati daha fazla hiicre boyanmigtir. Genellikle kullamlan
% 0.01 konsantrasyonundaki boya dahi, hiicreler uzun bir zaman bo-
yayla temas halinde kaldiklar: takdirde, toksik etki ortaya cikabilir.
Bu nedenle preparat bekletilmeden incelenmelidir. Mikroskop altin-
da goriilen koyu mavi renge boyanmig hiicreler 6lii, agtk mavi renge
boyanmiug olanlar ise, zayif hiicreler olup, ¢ofalma ve fermantasyon
yapabilme kaabiliyetindedirler. Hiicrelerin metilen' mavisiyle farklh
boyanmalarmin nedeni oksidorediiktazlar ile ilgilidir. Bilindigi gibi
metilen mavisinin indirgenmis sekli renksizdir. Bu nedénle 6lii hiicre-
lerde inaktiflesen bu enzim metilen mavisini indirgeyemez (Sekil: 8).

Olii hiicre oranim saptamak igin en az 15 mikroskop alanindaki
siispansiyonunun her bir mikroskop alanina 200 adet hiicre isabet ede-
cek gekilde seyreltilmesi gerekir. Normal olarak bir isletme maya-
sida 9%, 5'den fazla &lii hiicre bulunmamahdir.

Mayanin fizyolojik durumu hakkinda bize bir fikir verecek diger
bir iglem glikojen tayinidir. Ancak kuvvetli ve saghkl hiicreler gliko-

a7




Sekil. 8: Olii hiicreler metilen mavisiyle Sekil. 9: Lugol ¢ozeltisiyle hiicrelerin
boyanmus. Canh hiicreler renksiz. Zayif hiic-  boyanmasi (Koyu renkli hiicreler glikojen

reler hafif maviye boyanmisve normal hiic-  igeriyorlar. Buna karsilik san renkte o-
relerden belirgin ve koyu bir hiicre duvariyla lanlar glikojen igermiyorlar).
ayrilmms.

jen icerirler. Mayada bulunan glikojen miktar: mayammn yetistigi or-.
tamla biiyiik olgiide ilgilidir. Ornegin maya uzun siire (3-5 giin) su
igerisinde birakihirsa, glikojen tamamiyle kaybolur. Giinkii bu siire
icerisinde besin maddesi bulamayan maya kendisinin depo maddesi
olan glikojeni sarfetmis olur. Fermantasyonun geg ve zor baslamasi
gogunlukla hiicredeki glikojenin azliindan ileri gelir.

Glikojenin niteligi hiicrenin fizyolojik durumundan bagka, ma-
yamn yikanip yikanmadidini, saklama siiresini, yetigtirme sicakhgini
ve diger baz1 parametreler iizerinde bir fikir edinmemize de hizmet
eder. Normal olarak fermantasyonu bitirmig bir maya 9%, 70’1 iyotla
esmer kirmizi bir renk almahdir. Glikojen igermeyen hiicreler ise,
proteinin iyotla verdigi san renkte goriiliirler (Sekil: 9). Degerlendir-
me metilen mavisiyle yapilan boyamadaki gibi yapilir.

Bu boyamada adi gegen iyot ¢ozeltisinin bilesimi agﬁgida veril-
migtir : -
Iyot gozeltisi (Lugol ¢ozeltisi)

Iyot l g
Potasyum iyodiir 3g
Damitik su 60 ml

Bu cozelti hazirlanirken 6nce iyotla potasyum iyodiir bir tart:
kabinda 10 ml suyla iyice ezildikten sonra iizerine 50 ml su ilave edi-
lir. Sonra renkli bir gisede saklanir.
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Son olarak mayanin fizyolojik durumu hakkinda bir fikir veren
mayanin “Volutin™ niteligi iizerinde durahm.

Volutin birgoklarmma gére, mayanin fermantasyon kaabiliyeti ve
aym1 zamanda gelisme durumu hakkinda bir fikir edinmeye yarar. .
Besiyerinde fosforlu bilesikler bulunmadig: takdirde, hiicrede volutin
olusmaz. Buna ilave olarak hiicrenin volutin igerigi hiicrenin yagim
ve dejenere olup olmadigim da gosterir. Volutin maddesi metilen ma-
visi, kongo kirmizis1 ve toluidin mavisi gibi, cesitli boyalarla boya-
nabilir. Bu amagla kullamlan bir boyamn bilesimi agagida verilmigtir:

Volutin boyamasi igin kullanilan metilen mavisi ¢ozeltisi
Metilen mavisi I

Alkol (9% 25’lik) 100 ml

Bu boyayla yapilan bir preparatta hiicre igerisindeki volutin

danecikleri koyu mavi renge boyandiklar: halde, hiicrenin geri kalan
kismn boyanmadan kalir.

MATERYAL:
1. Mikroskop

2. Lam ve lamel

3. Metilen mavisi (% 0.01 ve % I’lik) ve lugol ¢ozeltileri

4. Geng, fermantasyonu bitirmis ve 6lii maya igeren bir kiiltiir
5. Diger malzeme |
ISLEM:

1. Temiz bir lam iizerine metilen mavisi gﬁzeltisindeh bir damla
koyunuz.

9. Kiiltiirden bir a1 ignesi gozii naklediniz ve karistirmiz.
3. Uzerine lamel kapatimz.

4. Hazrlanan preparati en fazla 600 buyutmeyle mikroskop al-
tinda inceleyiniz.

5. Mikroorganizmalarin sekillerini bog daireler icine ¢iziniz.




SONUG

Mikroskop biiyiitmesi: x
% 0.0l’lik metilen ma-
visi

Liigol gozeltisi

S. cerevistae

S. cerevisiae

% DI’lik metilen mavisi

§. cerevisiae

Not:
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SORULAR:

1. Metilen mavisi ile hiicrenin boyanmas: iizerinde etken olan faktérler nelerdir?

T

2. Koyu ve agik mavi, renksiz hiicreler ne anlam tasirlar?

3. 9% 0.01 metilen mavisiyle yapilan boyama deneyinin sonucu nasil degerlendirilir?
Degerlendiriniz.

ATE Liigol boyamasindan elde ettiginiz bulgular: degerlendiriniz.

5. Volutin boyamasindan elde ettiginiz bulgular degerlendiriniz,

6. Hiicrelerin metilen mavisiyle boyanmalarinin nedenini agiklayimz.

Tarih: , Kontrol eden

Imza
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XII. UYGULAMA

Bir Isletme Mayasimn Biyolojik Incelenmesi

GENEL BILGI: Bir igletme mayasimin genel gériiniigiine ait
incelemenin tam olabilmesi igin mikroskop altinda bakteriyolojik yon-
den de incelemenin siirdiiriilmesi gerekir. Buna igletme mayasmin
“Biyolojik Analizi” veya “Biyolojik Kontrolu”da diyebiliriz. Boylece
fermantasyon iiriiniinii bozabilecek olan bakteriler tayin edilmis olur.
Bunlar degisik cins ve gesitler veya belli bagh gruplar halinde tanim-
lanmiglardir. Laktik, asetik, biitirik, pediyokok, coliform, proteolitik
v.b. bakteri gruplar: gibi.

Bir igletme mayasimin mikroskop altinda bakteriyolojik yonden
incelenmesine ge¢meden once bazi esaslar1 bilmemiz gerekir.

Dogrudan mikroskobik bir inceleme, maya tortusu diginda -
ender olarak yeterli bir bilgi edinmemize yardime: olur. Ciinkii iceri-
sinde ml’de 10* hiicre iceren bir érnekten yapilan bir preparat: 500
bityiitmeyle inceleyecek olursak, her mikroskop alaninda ancak 3-4
maya Hiicresi gorebiliriz. Boyle bir durumda bakteri bulasmasinin ma-
yanin 9%, 1’ini olusturdugu (tehlikeli bir bulasma simiri1) varsayilsa,
o takdirde bakteri bulasmasim mikroskopla tayin etmek olas1 degildir.
Maya hiicresi sayistmin 10¥e qiktigim varsaysak dahi, 9% 1 bakteri
bulagmasim tayin etmek zor olacaktir. Ciinkii her ii¢ veya dért mik-
roskop alamimin birinde ancak bir bakteri goriilebilecektir. % 0.1
bakteri bulagmasimin tayini ise, mikroskobik y&éntemle olanaksizdir.
Buna 6rnekte bulunan yabanci maddelerin miksroskop alaminin iyi
incelenmesini zorlagtirdigini da ilave etmeliyiz. Bu nedenle seyreltik
orneklerin incelenmesinde devreye bir “zenginlestirme’ yontemi so-
kulmalidir veya dogrudan “membran filtre” yontemi kullanilmahdir.
Biitiin bunlara ragmen, bir igletme mayasmmn dogrudan incelenmesi
bize degerli ip uclari verebilir:
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- Sekil 10: Kaleviyle hazirlanmis bir preparatin gériiniigii. Preparatin sag tarafinda kalevi-
nin yayildif kisimda protein danecik veya kiimeleri ¢6ziinmiis. Maya hiicresi yalmz bagina
kalmus. '

Bir igletme mayast mikroskobik inceleme sirasmnda aragtiriciyr
yaniltabilen bazi maddeler igerir. Bunlar ¢ogunlukla protein yapisinda
bulamkhik maddeleridir. Cogu kez bu maddelerden biiyiik ve kaba kii-
mecikler halinde olanlar kolaylikla ayirt edilebilirlerse de bazan bak-
teri biiyiikliigiinde kiiresel danecikler halinde maya igerisinde kitle
halinde bulunan kok benzeri olugmalar1 kok geklindeki bakterilerden
ayirt etmek olanakh degildir. Bunlar tanenli protein bilegiklerini olus-
turan gliiten danecikleridir. Bu gibi hallerde preparatin hazirlanmasin-
da protein daneciklerini ortamdan uzaklagtrmak igin potasyum veya
sodyum hidroksit ve asetikasit c¢ozeltilerinden yararlanilir. Sirasiyla
% 5 ve %,50 konsantrasyonlarda kullamilan bu maddeler protein
daneciklerini ve igerisinde bakterileri de saklayan maya camurunu
eritirler (Sekil: 10). Bu maddeleri kullanarak dogrudan preparat ha-
zirlanabilirse de, en iyisi igletme mayasmdan aliman kiiciik bir 6rnek
saat camu tizerinde bu maddelerle birkac dakika temas halinde bi-
rakilir. Boylece proteinin ¢oziinmesi daha olasidir. Biitiin bunlara
kargin, ¢oziinmemis protein danecikleriyle kargilasilmas: ender olaylar-
dan degildir. Bu nedenle incelemede karanhk alanh mikroskobun kul-
lamlmasi tavsiye edilmigtir Buna gore aydinhk alanda protein ve
organizma birbirine gok benzedigi, karanlik alanda ise organizmalar
gogunlukla cam gibi 1181 gegirgen olduklar: ve oérnegin koklar bir g1k
halkas1 gibi goriindiikleri halde, protein danecikleri daha ¢ok homojen,
ici dolu, 11g1 kuvvetle kiran olugum gériiniimiindedirler (Sekil: 11).
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Sekil 11: Karanlik alanli mikroskopda or_gauizma ve kok benzeri olu.ﬁumlanﬁ goriintigi.
Ortadaki 111 gegirgen halkalar bira sarsinalarina ve igi dolu, 11 kuvyetle kiran diger hal-
kalar ise protein kiimeciklerine aittir,

Bir isletme mayasinda yapilan bakteriyolojik inceleme sonucunun
degerlendirilmesi bir esasa gore yapilmahdir. Bu amag icin agagida
verilen ve 50 mikroskop alaninda sayilan yabanci mikroorganizma sa-
yimina dayali bir simiflandirmadan yararlamlabilir, Ancak pratikte
bu miktarda sayim yapmak olduk¢a zordur. '
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Yabanc: mikroorganiz- | Enfeksiyonun
ma sayist derecesi
1 iz
3 Cok az
6 Az
8 Zayif (Orta)
> 8 Kuvvetli

Yukarida verilen degerlendirmeye gore ayri mikroorganizmalar
icin miisaade edilebilir enfeksiyon dereceleri ise soyledir:

Mikroorganizma Enfeksiyon
\ derecesi °

Yabani maya Cok az

Bakteriler (Clomak, Laktik asit bakteri-

leri, Pediyokoklar) Az

Zararsiz mikroorganizmalar (Koklar

ve Torula) Orta

Bu esaslara gére bir igletme mayasi her kullamimdan &nce iyice
kontrol edilerek 6lii hiicre sayis1 gibi enfeksiyon derecesi tayin edilme-
lidir. '

MATERYAL:

Mikroskop (aydinlik ve karanhk alanh)
Bir igletme mayasi 6érnegi

% 5’lik NaOH cozeltisi

Temiz saat cami

Ag1 ignesi gozii

Diger malzeme

ISLEM:

1. Bir bira fabrikasindan steril bir ilag sigesine yak. 10 ml érnek
alimz ve agz formalinle sterilize edilmis kapakla kapatimz: Ornek
maya lapasindan alinacaksa, agz1 genis hermetik kapakl bir kavanoza
yariya kadar doldurunuz. Uzak mesafelere gidecekse, buz pargalariyla
karigtirilmg talag igine koyunuz. Laboratuvarda buz dolabinda sakla-
yinz.

S O B OO N

2. Maya lapasindan bir preparat hazirlamadan 6nce her bir mik-
roskop alaninda ortalama 100 hiicre bulunacak gekilde bir seyreltme
yapimz.

3. 10 mikroskop alanini inceleyeniz ve bakteri hiicrelerini sayi-
niz. Buldugunuz rakami seyreltme oramyla garpimiz.
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Aydinhk alanh mikroskopta Karanhk alanli mikros-
goriinils () kopta gériiniis (X)

Aydinhk alanh mikroskopta gériiniig
(Kaleviyle muamele edilmig) (x)

Bakteri Bakteri Sayim

‘cinsi Ortalama [ Enf. derecesi
Comak

_Kok

Not:
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SORULAR:

1. Bir igletme mayasinin gogu kez dogrudan mikroskop altinda bakteriyolojik ince-
lenmesinin yapilmamasimin nedenlerini sdyleyiniz.

2. Boyle durumlarda ne yapilmahdir?

3. Kok benzeri olugumlar nedir ve nasil bertaraf edilebilir?

4. Kok benzeri oluslari hangi mikroskop gegidiyle kolay tammlayabiliriz? Neden.

Tarih: Kontrol eden
Imza -
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XIIl. UYGULAMA

Isletme Mayas: Digindaki Materyalin Biyolojik Incelenmesi

GENEL BILGI: Bir igletmenin biyolojik kontrolu kapsamina
igletme mayasi diginda kalan materyal de girer. Bunlar baghca ferman-
tasyon ve dinlendirme kaplari, aletler ve makinalar, boru ve hortum-
lar, kaplar ve sigeler, igletme suyu ve havas: v.b. gibi igletmenin hij-
yenik kogullarimi dolayh olarak etkileyen materyaldir. Biitiin bu ma-
teryalin biyolojik kontrolu cogu kez islem olarak birbirine benzer.
Bu isglemleri 3 grup altinda toplayabiliriz:

1. Ornek alma
2. Bakteri sayinu

3. Coli-form grubu bakterilerin tayini

Bunlardan ilk iki iglem igin kullamilan yéntemler biiyiik olgiide
birbirlerine benzerler. Ugiincii iglem igin koliform bakterisi olup
olmadigimi ortaya ¢ikaran “Coli-titer” deneyi ile koliform bakteri-
leri iginde fekal koliform olanlarimn bulunup bulunmadigm sapta-
mak icin “Pozitif Thtimal”, “Pozitif Pekigtirme” ve “Tamamlama”
deneylerinin yapilmas: gerekir. “

1. Ornek alma: Biyolojik kontrolun ilk agamasim “Ornek alma”
olusturur. Yukarida baghcalarimin adlarim verdigimiz materyalin
son yitkama suyundan yeya igletme ve temizlik sularindan, ornegi
alamin ellerinden veya iistiinden bir bulagma olmayacak sekilde ahnan
ornekler, cam kapakh steril giselere .alimirlar. Ornek sigeleri sterilize
edilmeden 6nce dengeli bir i¢ ve dig basing saglamak amasiyla igeri-
lerine bir miktar damitik su konmah ve alinacak su 6rnegi bir musluk
veya benzeri seylerden ahimiyorsa, o takdirde 6rnek almadan 6nce su
10 dakika siireyle akitilmalidir.
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Bu genel gergevenin diginda alete veya materyale gére biyolojik
kontrol sekillerinde degisiklikler olabilir. Ornegin bir yikama aletinin
biyolojik kontrolunda, baska deyimle temizleme etkinligini tayin et-
mek icin temizlenmis sige igerisine 10 ml jelatinli bir besiyeri konarak
yaymak veya 100 ml steril su konarak galkalamak yapilacak ilk iglem-
lerdendir. ; ;

Alinan érnekler uzak mesafelere gonderilecekse, igerisine buz par-
calar1 konulmug hizar talasi iginde olmak iizere paketlenmelidir. Ay-
rica yolda gegecek siirenin 12 saati gegmemesi gerekir. Ciinkii boylece
sicaklik 10°C’nin altinda seyredeceginden bakteri florasinda higbir
degisme olmayacaktir. Ondan sonraki siire iginde bir miktar artig bek-
lenmelidir. Ancak 12 saatten sonra bu artig kuvvetli olur. En iyisi bii-
tiin bu siire icinde sicakhigr 4°C’de sabit tutmaktir.

2. Bakteri sayimi: Bir igletmenin gesitli yerlerinden ve materya-
linden alinan 6rnekler laboratuvara getirildikten sonra bakteri sayi-
mina gegilir. Bunun icin dogrudan “Mikroskobik”, “Plat. kiiltir” ve
“Membran filtre” sayimi yontemleri kullamlir. Bu li¢ sayim yon-
teminden membran filtre teknigi en yenisi ve steril suyla yikanarak
alinan orneklerdeki mikroorganizmalarin saptanmasi ¢ahgmalar icin
en uygunudur. Bu yéntem, diger yontemlerde yitkama suyunun ancak
birka¢ santimetre kiipiiniin incelenmesine karsihk, goreceli olarak
daha fazla miktarda yikama suyunun incelenmesine olanak verir.
Aymi zamanda az sayida mikroorganizma igeren yikama suyu ornek-
leri igin cok kullamighdir (Sekil: 12).

Membran filtre belli bir hacim 6rnegin belli bir yiizey alam olan
bir filtreden gecirilmesi ve bu siradafiltre tarafindan tutulan “dogrudan
bakteri hiicresi sayimi”na veya filtrenin uygun bir besiyeri iizerinde
inkiibe edilmesiyle “Cogalabilme Yeteneginde olan Bakterilerin
Sayimi”’na olanak verir.

Bu yontemle dogrudan bakteri sayim: “Thoma lami” ve *“Breed’
Yontemi” ile sayim gibi, homojen bir dagihm ve belli bir hiicre kon-
santrasyonunu gerektirir. Filtreden gecirilecek érnek miktarimi hiicre
sayist ve filtrenin biiyiikliigii tayin eder. Buna gore hiicre konsant-
rasyonu beher mm? bagmma 1000-3000 hiicre olmaldir. Ornegin
membran filtreden gegirilmesinden sonra filtrenin kenarlar: steril
suyla iyice yikanir. Cok seyreltik olmas: halinde membran filtreden
gecirilecek 6rnek miktar: daha fazla olmahdir.

69



Sekil 12. Mayamn aynlmas: igin én filirasyonlu bir membran filitre

Filtre plag: 6nceden 20 dakika siireyle kaynatilir. Ornek igerisinde
fazla miktarda kaba yabanci maddeler varsa, bunlar aktarma ile ali-
nir. Ornegm alinmasindan sonra mikroorganizma sayisinda herhangi
bir deg1§1khgi onlemek igin “toplam hiicre sayimi”’nda érnege % 1-2
oraninda formaldehit veya %, 0.5 oraninda OsO 4 katillir. Filtrasyon-
~ dan sonra membran filtre 50-60°C’de 20 dakika kurutma dolabinda

veya birkag saat oda sicakliginda tutulur. Sonra filtrenin renklendirme

‘igine gegilir. Bunun i¢in membran filtrenin muslugu kapatilir. Filtre
plag: tizerine 1:10 seyreltik alkali metilen mavisi veya Giemsa gozel-

tisi damlatilir. Boya gozeltileri énceden filtre edilerek sayim zorlag-
tirabilen renk pargaciklar uzaklagtirihir. 10-30 dakika sonra (obje ve

boyamaya gore) musluk agilarak boya ahnir. Filtre plag destile suyla
yikandiktan sonra kurutulur. 5x 10 mm biiyiikliigiinde pargaciklar
halinde kesilir. Immerziyon ya@ veya gliserin kullanarak 1181 gegir-
~ gen yapilir. Bir lamel iizerine konarak 800 biiyiitme ile mikroskop al-
tinda incelenir. Sayimda bir okiiler mikrometreden yararlanilir. Alan
bagina diigen ortalama hiicre miktarindan tiim filtre alam ve sonra
filtrat hacminden “toplam hiicre sayisi” hesaplanir.

“Cogalabilen hiicre saymmi”na gelince, bu takdirde érnek gok
seyreltilmelidir. 50 mm ¢apindaki bir filtre plagina 50-100 organizma-

~. 0



dan daha fazla diigmemelidir. Ornegin filtre yiizeyinde iyi dagilmasi
i¢in en az 10-20 ml sivinin filtre edilmesi ve filtrenin kenarlarinin steril
pufferle veya siv1 besiyeriyle ytkanmas: gerekir. Filtrasyon aleti 120°C°
de 10 dakika siireyle otoklavda veya metal kisimlar1 alevden gegirerek
yahut filtre plagimi kaynatarak sterilize edilir. F].ltra.syondan sonra
bir pens yardimiyla filtre plag alimir ve uygun bir besiyeri iizerine
konulur. Gelisen kolonilerin sayim isi “sayim gizelgesi” yardimiyla
kolaylagtirtir. Bu yontemde dogal olarak yalmz segilen besiyerinde
gelisebilen bakteriler sayilmig olur.

3. Coli-form bakterilerin tayini (Coli-Titer): Igme suyunda bu-
lunupta laktoz-pepton besiyerinde fermantasyon yapabilen koli-form
bakterilerin tiirlerinin ayirt edilmesine gidildigi halde, bir fermantas-
yon igletmesi suyunda genellikle buna gerek yoktur. Ancak bir igletme
suyunun beher 100 ml’sinde maksimum yak. 20 koliform bakteriden
fazlas: istenmez. :

MATERYAL:

1. Ornek alma iglemi:
- Sigelcrin biyolojik kontrolu igin:
. Temiz ve kirli bira sigeleri
. % 10 jelatin veya % 3 agarh malt girast
l 3 Kagida sarih steril pamuk tipalar
1.4. Diger malzeme
Bir isletme ve yikama suyunun biyolojik kontrolu igin:
1. Membranfiltre
2. Hermetik kapakl steril 6rnek alma kaplar:
3. Piirmiiz lambasi
4. Diger malzeme. -
— Bll" igletme havasimn blyolo_]lk kontrolu igin:
. Malt giras1 agar platlar:
1.2. Diger malzeme
2. Bakteri sayim iglemi (Toplam bakteri sayimi):
. Isletme ve yikama suyu érnekleri
. Membran filtre
. Formaldehit
. Alkali metilen mavisi ¢ozeltisi
. Gliserin
Okiiler mikrometre
Coh-form grubu bakterilerin tayini (Coli-Titer):

;8
]
U
15

C\LHFP-UQM»-

2
2.
2
2:
2
25
3.
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. Isletme ve yikama suyu ornekleri

. Seyreltme siseleri

. Igerisinde 10 ml laktoz - pepton besiyeri* bulunan tiipler
. Durham tiipleri

. Diger malzeme

L) WO L2 WO LI
s WO N

ISLEM:

1. Ornek alma islemi:
— Siselerin biyolojik kontrolu igin:
1.1. Temiz ve kirli 2 bira sigesi aliniz.

1.2. Her bir sigeye 10 ml steril su koyunuz ve sige ¢idarinda bu-
lunan organizmalarin miimkiinse tamamim alacak sekilde ¢alkalayimz.

1.3. Bu yikama suyu érneginde membran filtreyle bakteri ta-
yini yapimz. :

veya:

1.1. Temiz ve kirli iki gise aliniz

1.2. Sigelerin her birinin igerisine 9, 3 agar veya %, 10 jelatin
igeren 10-50 ml (sisenin biiyiikliigiine gore) malt siras1 koyunuz. A-
garh besiyerinin sicaklign 50-55°C arasinda olmaldir. -

1.3. Agzim alevden gecirdikten sonra steril pamuk tipayla kapa-
timiz.

1.4. Su banyosu iginde ve iki el arasinda dondiirerek besiyerinin
sisenin biitiin i¢ yiizeyinde muntazam olarak dagilmasma cahginiz.
(Dénen sise yontemi). Bu sirada banyonun sicaklig jelatinli besiyeri
icin 21°C’yi gegmemelidir. :

1.5. Inkiibasyonu jelatinli besiyeri icin oda sicakhginda (20°C)
3-5 giin, agarl besiyeri icin 28°-32°C’de 3 giin siireyle yapimiz. Ko-
liform bakteriler igin 37°-38°C’yi, termofil sporlu bakteriler icin de
55°C’yi seginiz.

1.6. Hiicrelerden gelisen kolonileri sayarak degerlendirme ya-
puiz,

* Laktoz—pepton besiyeri:

Et ekstraktr .. ... 0vais dg

PEDION oot v bl 5g

160 e oy | L 5g

3N A Ll R 1000 ml .
.pH ................... 6.7
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— Bir igletme ve yikama suyunun biyolojik kontrolu igin:

1.1. Isletme ve yikama suyunun alinacag yeri piirmiiz lamba-
sinin alevinden gegiriniz.

1.2. Sonra oérnek alma kabimin agzini alevden gegiriniz.

1.3. Yeteri kadar 6rnek aldiktan sonra kabm agzim siir’atle a-
levden gegirerek kapatiniz.

1.4. Membran filtre yontemiyle degerlendirme yapimz.
— Bir igletme havasimin biyolojik kontrolu igin:

1.1. Malt giras1 agar platlari gira sofutma odasinda 15 dakika,
fermantasyon mahzeninde en az yarim saat kadar Petri kabinin kapagi
acgik tutularak havaya arzediniz.

1.2. Platlar1 25°C’de 72 saat inkiibe ediniz.

1.3. Plat iizerinde olugan kolonileri sayarak belli bir siire iginde
belli bir alana ne kadar hiicre diistiigiinii Schnegg denkleminden ya-
rarlanarak bulunuz.

NOT:

Schnegg denklemi:
60 x k
h xf

1 saatlik siire icerisinde her cm* e diisen organizma
¥ § g

XX

z
d

f = Petri kabimin yiizeyi, cm?

d = Arzetme siiresi, dakika

k = Siranin sogutma veya fermantasyonun siiresi, saat

h = Siranin veya maysenin yuksekllg'l, cm

z =, Hiicre saysi, adet

100 hl i¢in bulunan say1 107 ile ¢arpilmalidir.

2. Bakteri sayimi iglemi:

- 2.1. Yikama suyu orneklerini (Bkz: Madde 1.3) membran filt-
reden gegiriniz.

2.2. Metin icinde agiklanan iglemi aynen uygulayiiz.

2.3. Degerlendirmeyi toplam hiicre sayim1 yontemiyle yapiniz.

3. Coli-form grubu bakterilerin tayini:

3.1. Iginde laktoz-pepton besiyeri ile Durham tiipleri bulunan
tiiplere yitkama suyu 6rneklerinden 1 ml, 0.1 ml ve 0.01 ml naklediniz.
Her seri icin beser tiip kullanimiz.

3.2. 37°C’de 48 saat siireyle inkiibasyona birakimz.

3.3. Bu siirenin sonunda gaz olugup olusmadigim kontrol ediniz

3.4, Gaz olugmugsa “En Olas1 Say1” ¢izelgesinden yararlanarak
koli form bakteri sayisimi bulunuz.
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SONUG

Dénen sige yontemi

Ornek Organizma Koloni (Hiicre) sayimi [ml
Temiz gige yikama suyu Maya

Kiif mantan

Bakteri
Kirli gige yitkama suyu Maya

Kiif mantar:

Bakteri

Membran filtre yontemi

Organizma

Ornek Hiicre sayist/ ml
Temiz gise yikama suyu Bakteri
Kirli gige yitkama suyu Bakteri

Not:

4




SONUG

Membran filtre yontemi

Ornek Organizma Hiicre sayisi [ ml
fsletme suyu Bakteri
Yikama suyu Bakteri
Not :
: Malt girasi-plat yontemi
Ornek Organizma Koloni Hiicre
saysi/ plat sayis1 /100 hl
$ira sofutma odasi havas: | Bakteri
Maya
Kiif mantan
Fermantasyon mahzeni ha- | Bakteri
vast
Maya
Kiif mantar
Not:
SONUQ
Kod No: Ornek Seyreltme Gaz Koliform bakteri
sayisi/ ml
Temiz sige yitkama suyu | Tamk
1/10
1 1/ 100
1/ 1000
1/ 10000
Kirli §i§;3 yikama suyu | Tamk
1/10
2 1/ 100
1/ 1000
1/ 10000
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Koliform Deneyleri I¢in “En Olasi Say1”(E.O.8.) GCizelgesi
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SORULAR:

1. Ornek siselere konulan agarh besiyeri sicakligimin 55°C’yi gegmemesinin nedenini
soyleyiniz?

2. Coli - form grubu bakterilerin fermantasyon mamiillerinde bulunmast neden te-
miz gahsilmadigina bir igaret olarak kabul edilmektedir?

3. Coli-Titer deneyinde laktozun kullanilmasinin nedenini aciklayimz.

4. Membran filtrenin bakteri saymninda giderek yaygin kullamlmasimin nedenlerini
soyleyiniz.

5. Agar platlanin havaya arzinda degisik siirelerin esas alinmasimin nedenini séyleyi-
niz.

Tarih: Kontrol eden

Imza
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XIV. UYGULAMA

Biyokitlenin Bulamkhik Ol¢me Yontemi (Nefelometri) Ile

Tayini

GENEL BILGI: Bulamklik slgme biyokitle tayini igin kullamgh
bir yontemdir. Fakat yalniz homojen siispansiyonlar i¢in kullanilabilir.

Suda siispansiyon halinde bulunan ve kirlma endeksleri onlar
gevreleyen ortamdan farkh olan pargaciklar bulanmaya neden olurlar.
Bulamikhk su-pargacik simir yiizeyine diigen iginlarin yansimasina ta-
bidir. Bu nedenle érnekten gecen “igtk yogunlugu’ azalir. Buna gore
bulaniklik ya belli bir ag dahilinde yansiyan itk yogunlugu yahut
siispansiyon icindeki yansimayla ortaya cikan ik yogunlugundaki
azalma; yani optik yogunluk (Optik yogunluk = 2-log,, % transmis-
yon) ile él¢iilebilir. Birincisine “yansima élgme”, ikincisine ise **bu-
lamkhk 6lgme” yontemi denilir. .

Yansiyan g yogunlugu parcacik saymsiyla dogru orantilidar.
Ancak bu durum parcacik sayis1 digindaki biitiin faktorler sabit tu-
tuldugu ve seyreltik siispansiyonlar kullanihirsa gecerlidir. Bilindigi
gibi, gelisme halindeki bir bakteri stispansiyonunda parcacik sayisi di-
sinda parcacik biiyiikliigii ve onun kirilma endeksi de degigebilir. Buna
ilave olarak olusan pigment nedeniyle bir absorpsiyon etkisinden soz
etmek gerekir. Bundan dolay1 her organizma, her kiiltiir kogulu ve ge-
ligme evresi igin deneysel olarak bulunmus bir standart egrinin yapil-
mas1 gerekir. Bakteriyoloji pratiginde o6zellikle “bulamikhk o6lgme”
yontemi daha basit yiiriitiilmesi ve daha kullaugh olmasi nedeniyle
tercih edilir.

MATERYAL:

1. Fotometre (Yansima olgme icin Zeiss-Photometer Elko II;
bulanikhk 6l¢me icin Eppendorf-Photometer)
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, 2. Bir tiip fizyolojik suyla yikanms (% 0.9 NaCl cozeltisi) bak-
teri siispansiyonu ‘ :

3. Diger malzeme.

ISLEM:

A. Aletin kullamh§1 :

1. Fotometrede 151k dalga boyu (1) = 660 nm ve kiivet genisligi
(d) = 0.5 cm seginiz,

2. Bakteri siispansiyonundan fizyolojik su kullanarak optik yo-
gunluklar1 0.05-0.5 arasinda olacak gekilde tiiplerde seri seyreltik
siispansiyonlar hazirlayimz (Dikkat! Nefelometrik élgme ile hiicre
sayisi arasindaki dogru oranti ancak bu optik yogunluklar arasinda
vardir).

3. Her bir siispansiyonun optik yogunlugunu ve Thoma-lami
kullanarak hiicre sayisim, hiicre kuru maddesini veya hiicre proteinini
tayin ediniz (Dikkat! Yetime kogullar1 hiicre proteininin gesit ve
miktarin etkileyeceginden her protein fotometrik tayinde degisik de-
gerler verir. Bu nedenle protein tayini ancak logaritmik evrede sabit
kogullar altinda biyokitle igin orantili bir élciidiir. Hiicre kuru madde-
sinin esas kismim protein olusturdugundan yukaridaki yargt hiicre
kuru maddesi iizerinden biyokitle tayini icin de gecerlidir).

4. Optik yogunluk rakamlar ordinat, hiicre sayist, hiicre kuru
agirlif veya hiicre proteini absis olmak iizere grafik ciziniz.

5. Elde olunan standart egriyi olctimii yapilacak bakteri siispan-
siyonlar1 igin’ kullaniniz. '

B. Hiicre sayisinin tayini: (Dogrudan hiicre sayim yéntemleri,
(Bkz.: Pamir, 1967 ve Kosker, 1976):

C. Hiicre kuru maddesi tayini:
1. Bakterileri destile suyla yikayimz.

2. Siispansiyonu uygun bir kapta 80°C ’de vakuum vcyé, 110°C@
de normal basing altinda kurutunuz.

3. Igerisinde P;O, bulunan eksikatére koyunuz ve tartiniz.

4. Bakteriler membran filtre iizerinde de tutularak yikandiktan
sonra kurutulabilirler.

D. Hiicre proteini tayini (Biuret Yéntemi):

1. Logaritmik veya stasyoner evrede bulunan bakteri kiiltiirii-
nii santrifiij yapimz.
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2. Optik yogunlugunu fizyolojik suyla 0.7-0.8 arasinda ayar-
layimz (A = 660 nm, d = 0.5 nm). Bu siispansiyonda ve 1:2-1:7 sey-
reltiklerinde optik yogunluk tayin ediniz.

3. Her birinden 2 ml alarak bunlarda protein tayini yapimiz.

4. Bu ornekleri 30 ml'lik mikro-Kjeldahl balonlarina koyduktan
sonra tizerlerine 10 ml N/ 1 NaOH ilave ediniz ve 10 dakika siireyle
kaynayan su banyosunda tutunuz.

5. Oda sicakhigina kadar soguttuktan sonra iizerine 0.1 ml %
25’lik CuSO4.5 H,O cozeltisi ilave ediniz ve hemen birkag dakika
kuvvetli calkalayimz.

6. Santrifiigasyondan (5000 g, 5 dak.) sonra sivi kismin optik
yogunlugunu proteinsiz taniga karsi okuyunuz (Eppendorf-Photo-
meter, Filtre 578, d = 1.0 cm).

7. Standart egriyi 1-10 mg albuminle yapimiz. Koordinata siis-
pansiyonun optik yogunlugu (A = 660 nm, d = 0.5) cm), absise ise
protein degerinin (mg protein/ ml) koyunuz.
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SORULAR:

1. Optik yogunluk hangi kogullarda hiicre sayisiyla dogru orantilidir?

2. Bir organizma kiiltiiriiniin dogrudan optik yogunlugunu tayin etmek dogru sonug
verir mi? Dogru degilse ne yapmak gerekir?

3. Bir organizmaya ait standart egri her organizma icin kullamlabilir mi? Kullamla-
mazsa nedenini ve ¢oziimiinii anlatimz.

4. Hiicre proteini veya kurumaddesi iizerinden Ibiyokit]e_tayininin hiicre sayimma
oranla daha az hassas olugunun nedenini anlatimz.

Tarih: Kontrol eden
Imza




XV. UYGULAMA

Biyokitle Gelisme ve Cogalmasinin Tayini

GENEL BILGI: Organizmalar biitiin substrat isteklerinin kar-
slandif bir besiyerine nakledildikleri ve uygun kogullar altinda tu-
. tulduklar zaman kiiltiiriin beher hacim ve hiicre bagina protein, RNA
ve DNA miktarlarinda bir artigin ortaya c¢ikmasi organizmamin “ge-
lisgme”’sini ifade eder. Cogunlukla “geligme’yi bir siire sonra hiicre
bohinmesi ve “gogalma” izler.

“Geligme” hacim bagina biyokitledeki bir artig olarak olciiliir.
Gelisgme iz (p), bir zaman birimi iginde biyokitlenin katlanmasimin
say1sum ifade eder. Biyokitlenin katlanmas: icin gegen zaman araligina
ise “katlanma siiresi” denilir.

Organizmalarin gogalmam hacim bagina organizma saysin-
daki artig olarak olgiiliir. Boliinme hizi (n) hiicre veya organizma sa-
yisindaki katlanmamn sayisidir. Hiicre sayisinin katlanmasi igin gegen
' siire arahgma ise “jenerasyon siiresi’’ (g) denilir. Besiyerinde ¢ogalma
siirecinin basinda ortamda bulunan bakteri sayi1 (a), cogalma sii-
resinin (t) sonunda ortamda bulunan bakteri sayis1 ise (b) ile gosteri-
lir. Buna gore bir “kesik yéntem” (batch system)’de meydana gelen
hiicre sayist “iis cinsinden ¢ogalma” safhasinda b=2 a”ile bulunabilir.

Butatdoki (o) deikicninden v = 208 Dlega- | i L intne
log 2 b

sinden faydalanilarak da iiresi ’bul t x log 2

gin en aydalaniara a Jenerasyon suresi uiunur, g lﬂg b—loga.

Siirekli yontem (continue system)’de ise cogalma hizi (g = %),
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yUksek' besin maddesi konsantrasyonunda g¢ogalma hizi (wm), hiicre
sayisi (%), iiriin katsayis1 (y), fermantérdeki substrat konsantrasyonu
(x2), substrat-doymusluk derecesi (k2) ve substrat seyreltme oram (D)
~ gibi 6gelerin iligkilerinden ¢ikan denklemiyle bir fermantordeki hiicre
sayist bulunabilmektedir. Bu gogalma sekli yalmz iis cinsinden

- D
& = y(ke - s, "m)

. gofalma evresinde vardir. Ancak bunun igin herseyden énce kiiltiir
kogullarinin ve ortamdaki substrat konsantrasyonunun uygun olmasi
gerekir. Yani kiiltiirdeki besiyeri devamh olarak yenilenerek substrat
konsantrasyonunun diigmesi; pH degerinin degigmesi, geliymeyi 6n-
leyici maddelerin birikimi ve ortamda erimis oksijen konsantrasyo-
nunun kritik bir diizeyin altina diigmesi 6nlenmelidir. Aksi halde
gogalma egrisi *“duraklama’ "evresine gegmis olur. Bu evrede artik
bolinme durdugundan toplam hiicre sayiinda bir degisme olmaz
veya ancak lize olan yagh hiicrelerin sayis: kadar yeni hiicre olugur.

MALZEME:

. Mikroskop

Fermaritor

. Thoma lam

Maya (Saccharomyces cerevisiae) kiiltiirii
Besiyeri (Uziim giras1)

Steril Pasteur pipetleri

%5 v/ v’lik formaldehit

Diger m-alzcmc '

0 1 O G e W N

ISLEM:
1. Kesik yontem:

a) 48-72 saatlik bir maya kiiltiiriinden 9, 1 hesabiyla daha énce
igerisine {izim giras1 konulduktan sonra sterilize edilmis fermantore'
agitlama yapimuz.

b) Fermantasyonu 28°C’de yapiniz.




c) Fermantasyon siiresince her 10 dakikada bir miktar érnck ala-
rak (Dikkat! Hiicre sayimlar: hemen yapilmiyacaksa, 6rnekler ya buz
banyosuna konulmal yahut iizerine % 5 (v/v)’lik formaldehit ilave
ederek hiicre ¢ogalmasi durdurulmahdir) Thoma lamiyla toplam hiic-
Te saylmi yapiniz. .

d) Buldugunuz rakamlar1 ordinat ve siireyi de absis olarak.ali-
mz ve grafik ciziniz.

2. Siirekli yontem:

a) ve b) maddeler igin “kesik’ yontemdekinin aym islemleri uy-
gulayimaz. :
¢) Fermantasyon siiresince fermantére alindifi kadar besiyeri

ilave ediniz. Bunu yaparken seyreltme oramm (D) ve fermantordeki
substrat konsantrasyonunu (s,) optimumda tutmaya galiginiz.

d) Fermantasyon siiresince her saatte bir érnek alarak (B];z.:
- Kesik yéntem) Thoma lamiyla toplam hiicre sayimi yapimz.

¢) Buldugunuz rakamlar: ordinat ve siireyi absis olarak almniz -
ve grafik ciziniz. : =
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I. Kesik yontem deneyi

‘Mo

I e 1 O S i A S T
i] 20 60 80 120 120 160 180 180 dak.
I1. Siirekli yontem deneyi
| TS e TS et P 1 1 W] O i
0 20 60 80 100 120 140 160 180 dak.

" 86




SORULAR:

1. Biyokitle gelisme ve gogalmasimi tanimlaymiz.

2. Kesik yontem deneyinden faydalanarak jenerasyon ve katla:m:n.a. siirelerini hesap-
layimz.

- 3. Siirekli yontem deneyinden faydalanarak gogalma hiz1 (), yiiksek besin konsant-
rasyonunda goggalma hiz1 (i), hiicre saymsi (%), fermantdrdeki substrat konsantrasyonu (s;),
substrat doymusluk derecesi (k) ve substrat seyreltme oran: (D)’n1 verinie.

4. Cogalmanin iist cinsinden gofialma evresinde tutulabilmesinin kogullarin veriniz.

Tarih: " Kontrol Eden
i imza




-

XVI. UYGULAMA

Misel Olusturan Organizmalarda _’Biyokitle Gelisiminin

Tayini

GENEL BILGI: Misel olugturan organizmalarin linear gelisme-

sinde de, digerlerinin gelismelerinde oldugu gibi, sicakhk, pH ,besin
maddesinin konsantrasyonu, engelleyici maddelerin cesit ve miktar-
lan etkilidir. Bu organizmalarda gelisme ile misel kuru agirhg ara-
sinda belli bir iligki yoktur. Misel kuru agirhginda gogunlukla hafif
egilmig (S) seklinde bir artig goriiliir. Mantar besince fakir olan besi-
- yerlerinde zengin olandan daha hizli bir sekilde geligir. Ancak misel
Ortiisii birincilerde ikincilere goreceli olarak daha incedir. Havai mi-
sel ve konidi olusmasi da substratla ilgili 'olarak degisir. Linear ge-
ligmenin seyri herseyden 6nce mantarin ug gelimesiyle ilgilidir. Si-
toplazma ug kisma nakledilir. Bélinme ve dallanmadan sonra geriye
kalan hifler vakuolize ve hiicre icerigi kismen otolize olur. Ancak bir
mantar kolonisinin hiicrelerinin kiigiik bir kisrm daima gelismeye ve
bélinmeye istidathidir. Bir mantar kolonisinin yayilmas: ile besin,
gelisme veya engelleyici maddelerinin konsantrasyonu arasinda kan-
titatif bir iligki bulunur. Bu iligkiyi bir deneyle tayin etmek olanaklidir,
Bu deney bir tiipte yapiltyorsa misel gelimesinin uzunlugu veya bir
koloninin ¢ap1 bir tamkla belli siire araliklariyla dlgiiliir. Kogul ge-
rek uzamamn gerekse yayilmanin konsantrasyon degigmelerine yanit
vermesidir.’ '

Siv1 besiyerinde mantar geligmesinin sekli sug ve kiiltiir kogullari-
mn &zellikleriyle gok ilgilidir. Hareketsiz duran bir besiyeri yiizeyinde
gelismeye elverigli oldugu gibi derin kiiltiire de elverigli suslar izole
edilmiglerdir. Bu sonuncular kiigiik, yuvarlak misel kiimecikleri (pel-
let) olustururlar. Bu misel kiimecikleri hifler halinde parcalansalar dahi
sonradan aym topluluklar: yeniden olustururlar. Bu olusum kuvvetli
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'galkalanan_ bir siv1 igerisinde misel ve ortam arasindaki besin aligve-
rigini ve son iiriiniin eldesini kolaylagtirir.”

Mantar kiimecikleri santrifiigasyon veya filtrasyon ile kiiltiir sivi-
sindan aynlirlar ve kuru agirhiklar: veya islak hacimleri birim hacim
bagina olugan biyokitle icin bir élcii olarak kabul edilir. Sayet besiyeri
kompleks yapida ve CaCO 3, yag, soja kirmas: gibi ¢bziinmeyen mad-
deler igeriyorsa, o takdirde bu &lgmeler yanhs sonuglar verebilir. Bu
gibi maddeler kismen asitlerle ve organik ¢oziiciilerle ekstre edilerek
uzaklagtirlabilir. Fakat bu arada hiicre maddeleri de zayi olabilir.
Igleme sirasinda mantar hifleri patlayarak igerikleri disar gikabilir.
Filtreye siki tutunmasi miselin filtreden alinmasim zorlagtirir. Bu filt-
rasyonda bir sakinca olugturur. Al»(SO.); gibi koagulasyon maddele-
rinin veya CaCl; (1-3 g/ 1) veya filtre yardimc1 maddelerinin (Hyf-
lo-Supercel) ilavesi filtrasyon iglemini kolaylastirir ve tesvik eder.

L

MALZEME: :
1. Malt sirasi yatik agar: iizerinde spor verdirilmis Aspergillus
niger kiiltiirii
2. Steril pipet
3. Igerisinde 100 ml besiyeri (Maya ekstrakti 10 g, Pepton 20
g, Gliikoz 20 g, CaCO; 5 g, KNO: 1 g, KH;PO4 1 g, Damutik su 1000
ml, pH 6.5) bulunan 500 ml hacimli karstiricili Erlenmeyer kaplar:
4. Calkalayia inkiibator
G 2-filtresi
Su trompu
Kurutma dolab:
Diger malzeme

0~

ISLEM:
1. Spor verdirilmig bir tiip yatik kiiltiirii lizerine 5 ml steril su
ilave ediniz ve galkalayarak sporlarin suya ge¢mesini saglaymiz.

2. Igerisinde besiyeri bulunan Erlenmeyerlere spor siispansiyo-
nundan 2 ml agilayiniz.

3. Erlenmeyerleri 24-36 saat siireyle 25°C’de galkalayiah bir
inkiibatorde tutunuz.
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4. Miselin oturmasini énlemek igin her defasinda Erlenmeyerin
icindeki kiiltlir sivistm iyice galkaladiktan sonra G 2 filtresi, iizerine
dokiiniiz.

5. Kiigitk hacimli kiiltiir sivilan icin G 2 filtresi iizerine analitik
bir filtre kagid1 koyunuz ve bununla beraber kurutarak tartimz. Bu
onlem miselin filtre iizerinden kolay alinmasina yardim eder.

6. Filtreyi birkag defa suyla yikadiktan sonra alman biyokitleyi
en iyisi vakuumlu bir kurutma dolabinda 80°C’de, bu yoksa, normal
basing altinda 110°C’de kurutunuz.

7. Tartmadan 6nce bir eksikatére koyunuz.

. Kiiltiir stvisindaki misel kiigiik topaklar halindeyse, olgiilii bir
santrifiij tiipiinde “islak hacim” tayin edebilirsiniz.
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SORULAR:

]

1. Yiizey ve derin kiiltiire elverigh suglanin gelisme sekillerini tammlayimz.

2. Gelisme iizerinde etkili faktorleri veriniz.

3. Miselin gelismesiyle kuru agirh arasinda nasil bir iligki vardir?’

4. Bir yatik ve plat agarda misel geligmesi kantitatif olarak nasil belirlenir?

5. Miselin kiiltiir stvisindan ayrilmasi ve 8lgiilmesi ile ilgili yontemleri anlatiniz.

4

i 6. Deney sonunda buldugunuz kuru biyokitle agirhigina gore gliikoz iizerinden veri-
mi hesaplayimz.

Farih: ' Kontrol, edén
imza
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XVIL UYGULAMA

D15 Etkenlerin Kiif Mantarinin Gelismesi Uzerinde Etkisi

GENEL BILGI:

1. Nemin etkisi: Kiif mantarlarimin geligmesi iizerinde, ozellikle
kati substratlarin ne kadar su igermesinden ok bu suyun “nisbi buhar
basmner” 6nemlidir. Giinkii organizmanin faydalanabilecegi suyun mik-
tari bu faktor tayin eder. Bir substratin kiiflenebilmesi icin igerdigi
suyun buhar basincinin. % 80’den yukarida olmasi, hatta’ kiif-
lenmenin belirgin olarak gériilebilmesi icin bunun % 85 ’in iistiine
¢ikmasi gerekir. %, 85-95 arasinda ise cogunlukla yesil, sar1 veya hat-
ta siyah renkte (Penicillium ve Aspergillus) kiif mantarlarinin geligtik-
leri gériiliir. Bunun iistinde gogunlukla Mucor ve Rhizopus tiirlerine
de rastlanir.

Bu % 85 nisbi buhar basmc pratikte pudra sekerinin topaklan-
mastyla tayin edilebilir. Tuzun sulanmas: ise %, 76’lik bir nisbi buhar
basincina kargiliktir. Kiif mantarlarmn nisbi buhar basmcim basit
bir deneyle saptamak olanaklidir. Bu dereyde kullanilacak degisik
nisbi buhar basineindaki ¢ézeltileri hazirlamak icin 100 ml suda eri-
tilecek mutfak tuzunun miktar agagida verilmistir

Nisbi buhar basinci % 100 % -95 9, 90 % 85 9% 80

100 ml sudag NaCl 0 8 16 23 Doymus ¢ozelti

Kif mantarlarinin 0°C’nin altinda calismas: enderdir. Bazilari
i¢in min. 8°C, bazilan icin ise 8-12°C’dir. Max. sicaklik derecesi bazi-
lar: igin 40°C iken, bazilar icin de 60°C’yi bulur. Opt. sicaklik araligi
20-30°C’dir. Bununla beraber Aspergillus ve Rhizopus tiirleri icin opt.
sicakhk araligi 30-40°C’ye kadar yiikselebilir.
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2, 1z elementlerin etkisi: iz elementler adindan da anlaglacag
lizere besiyerinde ancak iz miktarlarda bulunan element demektir.
Bu elementler ¢ok az miktarlarda gelismeyi tegvik ettikleri halde daha
yiiksek miktarlarda gelismeyi engelleyici, hatta organizmaya toksik
etkide bulunurlar. Bu elementler demir, ginko, bakir, manganez ve
molibdendir. Ancak iz element istegi mantardan mantara degisiklik
gosterir.

Kiif mantarlarimin mikroelement istekleri genellikle 0.001-0.5
mg/ 1 konsantrasyonlar: arasinda degigir. Bu elementler istenilen
miktarin yukarisinda toksik etki yaparlar.

Iz elementler cesitli enzimlerin aktif olabilmeleri i¢in gereklidir.
Bu elementler aym zamanda vitaminlerin ve diger metabolitlerin sen-
tezi ve normal gelisme ve sporlanma igin istenirler.

MALZEME:

1. Yauk agar tizerinde Aspergillus kiltiirii

- 2. Malt giras1 agan
3. Halkah lam ve lameller
4. Steril petri kaplart

* - 5. Iz element deneyi igin besiyeri?

NH.NO; (Proanaliz) 0.4 g
KH,;PO, (Proanaliz) 0.1g
MgSO47H;O (Proanaliz) 0.1 g
Eriyebilir nigasta (Merck) 2 g
Damitik su (Bidestile) - 200 ml
6. Iz element cozeltisi:
ZnSO 4 (Proanaliz) L2 g
Damutik su (Bidestile) 100 ml

7. Erlenmeyer kaplar (yikama ¢ozeltisinden sonra bidestile da-
mutik suyla yikanmas).

8. Inkiibator

9. Diger malzeme
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ISLEM:

1. Nemin etkisi:

a), Yatik agar kiiltiirii iizerine 5 ml steril su ilave ederek spor
stispansiyonu hazirlayimz.

b). 5 adet lamel iizerine birer damla erimis haldeki malt agarmndan
naklediniz.

c¢) Malt agan donduktan sonra ortasina gelei_:ek sekilde spor siis-
pansiyonundan bir ag1 ignesiyle asilama yapimz.

d) Uzerinde yiiksekligi | cm olan halkah 5 adet lam alimiz ve hal-
ka icerisine yariya kadar nisbi buhar basmei 9% 80, %, 85, % 90, %95
ve % 100 olan gozeltilerden koyunuz.

“¢) Hazirlanmug lamelleri (c) ters gevirerek vazelin siiriilmiig hal-
kalar iizerine sirastyla yerlestiriniz (Sekil: 13). i

f) Kif mantarinin gelisme gekli ve koloni olugturmalarimi  mik-
roskop altinda inceleyiniz.

Lume[ o Jpor!u bes/ yert
Cam halka —— 4 Eriyik /

Lam:
Sekil: 13, Cogalma eZvisi

Sekil: 13. Kif mantarlarimin gelismesi iizerinde nemin etkisi.
deneyi '

2. Sicakhk etkisi:

a) Petri kaplarinda hazirlannmig malt sirasi agar plati iizerine
ortaya gelecek sekilde bir parga misel naklediniz.

'b) Asilanmig plan 3 giin arayla 207,' 257, 307, 357 ve 40°Cide
mkubatorde birakiniz.

c) Misel gelismesini inceleyiniz ve resmini ciziniz.
3. Iz elementlerin etkisi:

a) Hazirlanmig bemyenm 4 Erlenmeyer kabina egit bir sekilde
dagitiniz.
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b) Bu Erlenmeyer kaplarindan iigiine sirasiyla 0.3, 1.0 ve 10
ml ZnSO, ¢ozeltisinden ilave ettikten sonra hepsini sterilize ediniz.

c) Erlenmeyer kaplar soguduktan sonra her birini 1 ml spor siis-
pansiyonu ile agilaymz.

d) 2-3 hafta 35°C’de inkiibe ediniz.

-€) Olusan miselin kuru agih@m tayin ederek kargilagtrma ya-
. pimz.
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1. Nemin etkisi deneyi

Nisbi buhar basinc:
% B0 | 9% 85 | %90 or 95 | o, 100

Koloninin ¢apt (mm)

2. Sicakhigin etkisi deneyi

Koloninin 20°% 25° 30°, 35° ve 40°C’de iiger giin arayla goriiniigii

3. Iz elementlerin etkisi deneyi

4 ilave edilen ZnSO, cozeltisi
0.3 ml 1.0 ml 10 ml

Misgel kuru agirhf (g)

Not:
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SORULAR:

1. Substratin igerdigi suyun nishi buhar basincini tayin eden faktér nedir?

2. Pratikte nisbhi buhar giiciinden nasil ve nerede faydalanabiliriz?

3. Her bir organizma igin belli bir sicaklik aralifinin bulanmasinin anlams sizce nedir?

4. Iz elementler arasinda da organizma ve iz element arasindaki iligkiye benzer bir i-
liski vardir. Bunun mekanizmas: nedir?

Tarih: I Kontrol eden

fmza




XVIII. UYGULAMA

Kiif Mantarlarinin Nigasta vefProteini Par¢alamalar:

. GENEL BILGI: Kiif mantarlar1 enzim bakimindan ¢ok zen-
‘gindirler. Bu nedenle ¢ok gesitli C—ve N- kaynaklarindan beslenme-
lerinde faydalanabilirler.

Nigastamin endiistriyel 6lcekte sekerlendirilmesinde bugiin bircok
kiif mantan gesidinin ad: gegmektedir. Bunlardan basta Aspergillus
_oryzae olmak iizere Mucor rouxii, Rhizopus delemar ve Botrytis cinerae ve
daha sonra Asp. niger’i saymak olanakhdir.

Kiif mantarlarinin proteolitik enzimleri icermeleri gida sanayiin-
de ozellikle kiiflii peynir imalinde énemlidir. Bu cesit peynirlerin ol-
gunlagsma asamasinda gelismesi istenilen kif mantart meydana ge-
tirdigi protein metabolizma iiriinleriyle peynire karakter kazandirir.
MALZEME:
Malt giras1 yatik agar iizerinde bir Aspergillus niger kiiltiirii
Steril Petri kabi |
Iyot gozeltisi
Steril ve agz1 mantarla tipalanmug ilag sigesi

Cam baget
Hidroklorik asit

{5 SO L TORE - S < T T

ISLEM: _
1. Nigastamin pargalanmas: deneyi: -

1.1. Eritilmis malt giras1 agarina %, 0.2 oramnda eriyebilir ni-
sasta ilave ettikten sonra iyice karigtiriniz.
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|.2. Hazrlanan agarh besiyerini steril Petri kabina aseptik ko-
sullar altinda dokiiniiz.

1.3. Agarh besiyeri donduktan sonra Asp. niger kiiltiiriinden bir
agl ignesi ile alacagmiz bir misel parcasim platin ortasina gelecek
sekilde koyunuz.

1.4. 30°C’de birkac giin birakarak kiif mantarimn iyi geliymesi-
ni saglayimz.

1.5. Platin iizerine iyot c¢ozeltisinden dokiiniiz.

1.6. Nigasta hidrolize olmugsa, koloninin gevresinde 15181 gegiren
+bir halka olusur. Platin diger kissmlan ise, nigasta -iyot tepkimesi
sonucu mavi renk alir. '

2. Proteinin parcalanmasi deneyi:

2.1. Steril bir ilag sigesi igerisine kiiflii peynirden steril bir pens
yardimiyla bir miktar 6rnek koyunuz.

2.2. 30°C’de birkag giin geliymeye birakimz.

2.3. Sisenin kapagmi agimz ve igerisine hemen hidroklorik aside
(yak. % 10’luk HCI) batinlmig bir cam bageti sokunuz veya statilmag
bir parca kirmizi turnusol kagidi atiniz.

2.4. Proteinin parcalanmasi aminoasidin deaminasyonu sonucu
aqiga cikan NH yin HCI ile tepkimesi sonucu NHCl buharlarimmn o-
lusup olugmadigim, turnusol kagidi kullamldiginda ise kirmizi ren-
gin maviye doniisiip doniigmedigini inceleyiniz.
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SONUG

1. Nisastamn parcalanmas: deneyi

Iyotla muamele edilmis koloninin gériniisii

2, Proteinin pargalanmasi deneyi

Mikroorganizmanin ad




SORULAR:

I

I. Amilolitik ve proteolitik organizmanin tanimlanmasim yapimz.

2. Nigastamin ve proteinin pargalanma iiriinlerinin neler oldugunu inceleyiniz.

3. Nisasta ve protein parcalanma friinlerinin mikrobik metabolizmada kulla-

nilmasini inceleyiniz.

Tarih:

Kontrol eden
imza
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XIX. UYGULAMA

Kiif Mantarlarimin Organik Asit Olusturmalar:

GENEL BILGI: Kiif mantarlar1 endiistride bazi organik asit-
lerin iiretiminde kullanilmaktadir. Ucuz ham madde ve yiiksek ve-
rimli sug gibi kimyasal sentez yapan endiistriye nazaran daha yiiksek
maliyet olugturmasina neden olan baz sorunlar1 halledildigi takdirde
ise, daha pek ¢ok organik asit tiretimi igin kiif mantarlarmin kul-
lanilmasi olanaklidir. Sitrik asit s6z konusu oldugu zaman gesit-
Ii kiif mantarlar: arasindan Aspergillus cinsi 6n planda gelir. Bu cin-
sin “niger” tiirtine dahil baz1 suglar bugiin endiistride bagartyla kul-
lanilmaktadir. Bu mikroorganizma glitkozun yikimi sirasinda oksal-
asetat ve asetil CoA’dan, ozellikle C/ N oram yiiksek olan besiyerle-
rinde sitrik asit olugturur. Bu sirada bir miktar oksal ve gliikonik asit
de meydana gelir.

MALZEME

1. Deney besiyeri:
Sakkaroz 1
NHNO; =
KH.PO, k.
MgSO 4. 7H,O 0

pH 3.0
Damitik su 1000 ml

90 g
oI
0¢g
A

Besiyerinin pH ayan sterilizasyondan sonra 2 N HCI kullanilarak
yapilir.

X 2. Aspergillus mger'in yatik agar kiiltiiri
3. Fernbach kaplar

4. G2, G3 ve G4 filtresi
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. 0.1 N NaOH cozeltisi

5

6. % 10-15’lik CaCl, g¢ozeltisi -
7. Derigsik NH ;

8. % 60 ve 9% 96 ’lik alkol

9. 1 N HCI ¢ozeltisi

10. Na-asetat

11. Seyreltik NSO«

12, N/ 10 KMnO,

ISLEM:

1. 1800 ml’lik Fernbach kabina deney besiyerinden 1000 ml ko-
yunuz. |

2. Asp. mger kiiltiiriinden hazirlanmig konidi siispansiyonundan
besiyerine 5 ml naklediniz ve 30°C’de inkiibe ediniz.

3. QCozeltiden her iki giinde bir steril kogullarda 2 ml alarak titre
ediniz. Bu sirada kabi hafif egerek misel tabakasinin bozulmasini
onleyiniz.

4. Asitlik maksimuma erigtigi zaman (2-3 hafta) biitiin ¢ozeltiyi,
G2 filtresinden gegiriniz. Filtre iizerinde kalan misel tabakasina iize-
rinden batirarak biitiin ¢ozeltinin filtrata ge¢mesini saglaymz. Filt-
ratt 5 1 ’ye tamamlayimz.

5. Filtrattan 10 ml almiz ve 'kaynaymcaya kadar 1sitimiz. Cozel-
ti bu sicakhiktayken iizerine % 10-15°lik CaCl, gbzeltisinden ilave
ediniz. Ortaya gikan tortu Ca-oksalattan ibarettir.

6. Cozeltiyi bir gece birakiniz ve sonra filtre ediniz. Cozeltide
sitrik asit ve fermantasyon sirasinda olusmussa, gliikonik asit kalmugtir.

7. Sitrik asidin tayini igin gozeltiyi kaynayincaya kadar isitiniz.
NH; ilave ederek’ortamu kalevi yapimz ve 1/3 gozelti kalincaya

kadar buharlagtirmiz. Buharlagtirma sirasmda arasira NH; ilave
ederek pH’y1 yiiksek tutunuz.

8. Ortaya gikan Ca-sitrat tortusunu ¢ozelti sicakken G4 filtresin-
den gegirerek sivi fazdan ayirimz.

9. Filtreyi kaynayan destile suyla ve 9, 60°’lik alkolle iyice yikayi-

ma,
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10. Filtreyi 100°C’de agirh: sabit kalincaya kadar kurutunuz.
Elde olunan susuz Ca-sitratin 1 graminda 0.77 g susuz sitrik asit
bulunur.

11. Ca-oksalat tortusunu ise gerektigi kadar 1 N HCI ilave ederek
¢oziiniiz ve Na-asetat ilave ederek tekrar ¢oktiiriiniiz. Bu sirada
ayra¢ olarak kongo kirmuzisi kullanimz.

12. Tortuyu seyreltik sicak H,SO 4 ile ¢oziiniiz ve ¢ozeltiyi N/ 10
permanganat ile titre ediniz. 1 ml 0.1 N KMnO 4.5 mg susuz oksa-
lik asite kargiliktir.

13. Ca-sitrat tortusunun filtratindaki gliikonik asidin tayini igin,
cozeltiyi koyu bir kivam alincaya kadar buharlagtiriniz.

14. Ortaya gikan tortu goziiniinceye kadar 9%, 96’hik alkol ilave
ediniz.

15. Agz kapah bir kapta ve buzdolabinda 2-3 giin siireyle biraki-
niz.

16. Ortaya gikan tortu Ca-gliikonattan ibarettir. Cozeltiyi G3
filtresinden gecirdikten sonra tartimz (Bkz.: Madde 9).
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SONUG

L,

Maksimum asit olusumunun izlenmesi deneyi

. Asi

Gin | _ Sarfedilen Gin Satfedilen
0.IN NaOH ml 0.1N NaOH ml
0 12
2 14
4 16
6 18
8 20
10 22
tin nitel ve nicel tayini’deneyi
Asit cesidi Miktar % Verim Sit./ Oks. [
g (Sakkaroz Gliik. asit
iizerinden) orani
Sitrik asit
Oksalikasit
Gliikonikasit

Not:




SORULAR:

1. Kiif mantarlaniyla yapilan asit olusumu deneylerinde neden Fernbach kaplarini
kullandimz?

2. Bir besiyerinde bulunan C ve N elementlerinin oram yiiksekse Aspergillus niger’in
sitrik asit olugturmas: tegvik edilmig olur. Nedeni?

3. Besiyeri pH’uimn sitrik, oksalik ve glitkonik asit olugundaki roliinii inceleyiniz,

Tarih: Kontrol eden

Imza
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