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Bu ¢al mada 0Ozellikle arap ve sirkeden, ayr ca elma ve tzim suyundan, selilloz
Ureten bakteriler izole edilntir. Bu izolatlardan seltiloz Gretim verimi en yiksek
olan iki izolat secilmi ve bu izolatlar, klasik ve molekiler taksonomiye goére
Acetobacter pasteurianu$iBB6 ve Acetobacter lovaniensidHBB5 olarak
tan lanm tr. Bu strainlerin, karbon ve azot kaynaklar , inkiibasyon s cakl «&
pH’ lar de i tirilerek seltloz uretim verimleri optimize edilntir. Mikrobiyoloji
kaltur koleksiyonu DSMZ (Almanya Mikroorganizmalar ve Hicre Kdalturd
Koleksiyonu)'den  alnan Gluconacetobacter xylinus DSM 46604,
Gluconacetobacter xylinudSM 2004 veAcetobacter acetiDSM 3508 strainleri
ile Acetobacter pasteurianusHBB6 ve Acetobacter lovaniensisHBB5
strainlerinin, optimumartlardaki seluloz Gretim verimleri melas, peynir alt wsuy
zeytin karasuyu ve corn steep liquor gibi ucuz atk maddeler kultak |
incelenmi ve sonuclar karlatrim tr. Seliloz Uretiminde en iyi karbon
kayna n n glikoz, en iyi azot kaynan n ise yeast ekstrakt oldu belirlenmitir.

Ayr ca s cakl k ve pH denemeleri sonucunda; en iyi s cakl k deirine30’°C, en

iyi pH' n da 6,5 olduu saptanmtr. Kullan lan at k maddeler icerisinde melas,
peynir alt suyu ve corn steep liquor icerikli besiortamlar hdare geliimi ile
birlikte seluloz Gretimi go6zlenmiir. Sadece zeytin karasuyunda hicbir
mikroorganizma gelimi olmam ve buna bad olarak da seliloz dretimi
gerceklememitir. Bu cal mada, kullanlan tim besiortamlar nda, en yiksek
sellloz dretim verimininGluconacetobacter xylinuBSM 46604 straininde, en
di Uk sellloz Gretim veriminin isAcetobacter acetbSM 3508 veAcetobacter
lovaniensisHBB5 strainlerinde oldw belirlenmitir. Acetobacter pasteurianus
HBB6 ve Acetobacter lovaniensisBiBB5 strainlerinin morfolojik goruntileri ile,
optimum artlarda elde edilen selilozunsa yaps SEM’'de gorintulenntir.
Ayn zamanda, bakteriyal selilozun, enzimatik ve TFA iledi&shidrolizinin
TLC analizi sonucunda, monosakkarit icamin glukoz olduu belirlenmitir.
Ayr ca, bakteriyal selilozun NMR ve FT-IR spektrofotometre lialesi ile
kimyasal yap s incelenntir.

2007, 207 sayfa
Anahtar Sozcukler
Bakteriyal selilozAcetobacterGluconobacteroptimizasyon, durgun kulttr



ABSTRACT
Ph. D. Thesis

EXTRACELLULAR POLYSACCHARIDE PRODUCTION FROM SOME
ACETIC ACID BACTERIA BY MEANS OF SURFACE CULTURE
FERMENTATION METHOD

Esin POYRAZO LU (COBAN)

Adnan Menderes University
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Supervisor: Asst. Prof. Dr. H.Halil BIYIK

In the present study, cellulose producing bacteria were isolatedlyrfram wine
and vinegar as well as apple juice and grape juice. Twastraving highest
bacterial cellulose productivity were selected and thesatésolvere identified as
Acetobacter pasteurianu$iBB6 and Acetobacter lovaniensiHBB5 using
classical and molecular taxonomy methods. In order to optimize #ie gf
cellulose production of these strains, carbon and nitrogen souncegation
temperatures and pH conditions were adjusted. In additiomlas#l producing
output of Gluconacetobacter xylinuSM 46604, Gluconacetobacter xylinus
DSM 2004 andAcetobacter acetiDSM 3508 strains, which were taken from
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, as agflcetobacter
pasteurianudHBB6 andAcetobacter lovaniensidBB5 were examined by using
some cheap waste substances like molasses, whey, olivecilvidger and corn
steep liquor and the results were compared.

According to the results of this study, the best carbon and nitrogerescane
glucose and yeast extract, respectively. On the other haf@, &0d pH 6.5 was
found optimal for the highest yield of cellulose production. Amongwiste
substances examined, cellulose production along with growth of nyemiem
was observed in the media containing molasses, whey and cepnligteor. But,
no microorganism growth was detected only in use of black wétalve oil, so
cellulose production did not take place. In this work, the highekulase
producing output were found i@luconacetobacter xylinuBSM 46604 strain
while Acetobacter acetiDSM 3508 andAcetobacter lovaniensidBB5 were the
lowest cellulose producers in the all media examined.

Morphological view of Acetobacter pasteurianudiBB6 and Acetobacter
lovaniensisHBBS5 strains and the bundle structure of cellulose which produced at
optimum conditions were monitored by scanning electron microscopyheAt t
same time, as a result of enzymatic hydrolyse and acidimlyge by TFA and
TLC analyze, glucose was found as the main content of bactsilalose
monosaccharide. Besides, the chemical structure of bactelhllose was
examined by NMR and FT-IR spectrophotometer.

2007, 207 pages

Key Words:

Bacterial celluloseAcetobacterGluconobacteroptimization, static culture
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1.GR

Son y llarda Ozellikle endustriyel biyoteknoloji metotlar kullarek, mikrobiyal
aranlerin Uretilmesi ile ilgili ara rmalar n say s nda art olmu tur. Molekuler
biyolojide yeni gelien yontemler, mikroorganizmalar n hicresel yaplarn,
endustriyel biyoteknolojide daha kullan|r hale getirtini Tarihsel sirecte,
yllardr ve o6zellikle de savave ktlk déneminde endustriyel mikrobiyoloji
yontemleri ile elde edilen deik Grinler, insanlar n hizmetine sunulnbur.
GunUimizde, tarmla elde edilen birgok Grinin ekonomik olarak
mikroorganizmalarca uretimi rekabet duzeyini engellese dejlaiyggn molekiler
teknikler ile bu olumsuz kallun a laca Uphesizdir. nsanlar n sanayi ve
tar msal alanda olturdu u Kirlilik, diinyay global bir tehlikeye suruklediigin,
daha temiz ve ¢evre dostu olan mikroorganizma artnlerinin kullan nbiimsel

alandaki bu h zI gelmeyle daha da artmas beklenmektedir.

Gunumuzde de ik endustriyel alanlarda, saysz biyoteknolojik @rin
kullan Imaktad r. Biyoteknoloji alan ndaki ilerlemeler, ihtoyen z  olan
maddeleri doaya zarar vermeden udretmenin vyollarn olanakl ktm
Biyoteknolojik olarak kullan lan en énemli materyallerden biri paiisaritlerdir.
Yuksek molekil arl na sahip olan polisakkaritler, dada rastlanan en énemli
karbohidratlardan bir tanesidir. Endustride kullan lan en énemli poksdldcden
biri ise selulozdur. Seliloz, birbirine1,4 balar yla balanm D-glukopiranoz
birimlerinin suda ¢dzinmeyen, dallanmanyap daki polimer bilekleridir.
Seluloz bitkilerde hucre duvar nn temel yap maddesidir. Aydiayada ¢ok
yayg n olarak bulunmas nedeniyle, Ka tekstil, g da ve kimya endistrisinde

onemli bir yer edinmidurumdad r.

Dunyada ve Ulkemizde ka sanayi Urlnleri, cevremizde bulunan ve ayga renk

katan aaclardan elde edilmektedir. Her y | yang nlar veedinedenlerle sahip
oldu umuz orman alanlar azalmaktadr. Ka sanayisindeki hammaddenin
de i mez olarak seltloz oldw di tntlirse, doan n bu s nrl hammaddesinin
yuzy llarca ayn oranda insanlara hizmet ededé Gntlemez. Gun gectikce yok

olma tehlikesi ile kar kar ya kalan ormanlar mz kurtarmann bir yolu da



Ozellikle seltulozun, odun dndaki baka alternatif kaynaklardan danmas dr.
Dolay syla alternatif selliloz kaynaklarnn yaratimasaad mz cevreye

yapaca m z en blyuk katk lardan biri olacakt r.

Son y llarda biyoteknolojinin h zla ilerlemesi ile biyoteknologlakitér olmadan

da sellloz uretebilmenin yollar n aramard r. Son 30 y Ida yap lan camalar,
sellloz drettii bilinen bakteriler Gzerinde yainlam tr ve Acetobacter xylinum
adl bir bakterinin yiksek verimde sellloz Urettve bunun yiksek yap |
bitkilerin Urettiklerine benzer oldwnu kefetmi lerdir (Brown, 1886). Bakteriler
taraf ndan dretilen bu seliiloza “Bakteriyal Seltloz” ad weirilir. Ka t Gretimi

ba ta olmak Uzere selllozun kat Iddi er tretim mamdulleri dikkate al ndnda,
bakteriyal selulozun tad ©Onem yads namaz. 1 hektar ylzey alan na sahip
durgun(durgun) kultirden ylda yakla 10,000 kg bakteriyel polimer elde
edilmesine karl k, ayn alanda ve surede sadece 600 kg pamuktiydbilmesi

ekonomik 6nemin irdelenmesi a¢ s ndan oldukca c¢arp ¢ d r (KudIit®@9).

Bitkisel seluloz, lignin, hemiseliloz ve &r maddeler icermesine kar
bakteriyal sellloz saftr. Bitkisel selilozda bulunan, safblumsuz yénde
etkileyen ve wuzaklarimas igilik ydkini artran maddelerin bakteriyal
selilozda bulunmamas, Onemli bir avantajdr. Bakteriyal seliloaikisel
seliloza gore der bir avantaj ise bakteriyal selllozun, uUretimaraas nda
istenen Ozellikleri tayacak ekilde tasarlanabilmesi ve Uretim sonras ndaki
kimyasal uygulamalara elveli olmas dr. Ayr ca bakteriyal seliloz fibrilleri,
bitkisel seltloz fibrillerinden daha dayanklidr. Bu 6zeliden dolay daha
kaliteli ka t ve tekstil drUnlerinin elde edilmesinde kullan ma oldukca

elveri lidir.

Acetobacter Rhizobium Agrobacteriumve Sarcina genuslar na ait bakteriler
seliloz sentezleme yetemge sahip olmakla beraber (Jonas ve Farah,1998)
sellloz dretim verimi en yiksek olan stréinetobacter xylinutdur (Yamada et
al.,1997; Yamada, 2000).



Gunumuzde bakteriyal selliloz Uretiminde, endustri kutatun n at klar da
kullan labilmektedir. Bunlara 6rnek olaraleker fabrikas at klar, patatedeme
fabrikalar , sirke fabrikas , kat fabrikas ve konserve fabrikas at klar verilebilir.
Belirtilen endustriyel kuruldara ait at k trtnler mikrobiyolojik veya kimyasal
yontemlerle bakterilerin kullanabilece basit yap | bileiklere donataralip,
bakteriyal seltloz tretiminde kullan labilmektedir. Bekilde ¢evre kirlenmesine
neden olan organik ve inorganik maddelerettendirilerek ¢evreye olan olumsuz
etkileri giderilmi  olacaktr. Bu nedenle bakteriyal seltloz Ureten

mikroorganizmalar ile ilgili calmalarda blyik oranda arblmu tur.

Selulozun uretim ve kullan m sireglerini incelersek; endustridéaadlikle de
biyoteknolojide h zla gelen metotlar, belli sanayi Urinlerinin teknolojik olarak
Uretimine olanak sdamaktadr. Bu amacgla mikroorganizmalarn (retti
selllozun, insanlar n ihtiyaglar n belli alanlarda Kayaca yads namaz bir
gercektir. Calmam zda, insanlarn ihtiyag¢ duydw selilozu, endustriyel
biyoteknoloji yontemleri kullanarak elde etmek ve bu alanda eksik olan
mikroorganizma taramalar n yapmak amac edinifimiElde edilen verilerin, bu
konuda sonradan cahcak olanlara da yararl olacadu Gntlmektedir. Ayr ca
dinyada bakteriyal seluloz ile ilgili birgok ¢caha yap Im olmas na ramen,
Ozellikle Turkiye’de bu konuda yok denecek kadar az wgenn olduu

di Unalurse, yapt m z bu ¢al ma oldukga 6nem kazanmaktad r.



2. KAYNAKB LD R LER

Bu bolumde; bu konu ile ilgili olarak gerek yurt iginde gerekse yurinda

do rudan veya dolayl olarak yap Imcal malar ele al narak, karbohidratlar n
genel yap s ve céleri; mikroorganizmalar taraf ndan sentezlenen ekstrasellular
polisakkaritler ve bunlarn uygulama alanlar; asetik asit bddamin genel
Ozellikleri, izolasyonlar ve tanlar; bakteriyal selllozuariicesi, yaps,
ozellikleri, kimyasal analizi, saflar Imas, fizyolojik fonksiyonlar , biyosentezi,

biyodegradasyonu, Uretimi ve Uretimine etki eden faktorlexlémani tir.

Brown (1886)'da asetik asit bakterilerinden olAnetobacter xylinunmadl bir
bakteri tirinun dretti selilozun, yiksek yap | bitkilerin Urettiklerine benzer
oldu unu bulmutur. Hestrin ve Schramm (1947 ve 1954)’ de selllloz sentezleyen
asetik asit bakterilerini, modifiye ettikleri HS besiortana izole etmier ve
Acetobacter xylinuin kullanarak bakteriyal seluloz sentezi ile ilgili ymn

¢al malar yapm lard r. Ayn zamanda Colvin (1957)" dAcetobacter xylinun

kullanarak bakteriyal seltloz Uretimini atam tr.

Bircok aratr c, Acetobactettirlerinin seltiloz Gretimini incelentir. Johnson et
al. (1989) daAcetobacter xylinufan calkalamal ve durgun kiltirde seliloz
dretimlerini arat rm lard r. Masaoka et al. (1993), yapt klar catada farkl
karbon kaynaklar ndaki seliloz Gretim verimlerini inceldari ve en yiksek
verimin, glukoz varl nda olduunu belirtmilerdir. Oikawa et al. (1995), durgun
kultarde, Acetobacter xylinunstraininde, en yuksek seltiloz Gretiminin mannitol
ve arabitol varl nda olduunu saptamlard r. Matsuoka et al. (1996), yapt klar
¢al malarda etanol varlnda hicre geliminin ve seltloz Gretiminin artt n
gozlemilerdir. Tonouchi et al. (1996), calkalamal kuilturde, xylinum subsp.
sucrofermentansBPR2001 straininde en yuksek sellloz Uretiminin, fruktoz
varl nda olduunu belirtmilerdir. Toda et al. (1997)Acetobacter xylinum
straininin ceitli karbon kaynaklar ndaki, seltloz tretimini aram lard r. Yang

et al. (1998), Acetobacter xylinumBRC5 straininin, fruktozlu ve sukrozlu

besiortam ndaki seltloz Uretimini incelemerdir. Skinner et al. (2000),



Acetobacter xylinufan farkl s cakl klarda, HS besiortam nda sellloz Gretimini
aratrm lard r. Son et al. (2001), calkalamal kiltirdeetobactesp. V6 izolat

ile yapt klar cal mada, farkl karbon kaynaklar nda Uretilen sellloz miktar n
incelemilerdir. Ishihara et al. (2002), yapt klar cahada, Acetobacter xylinumn
A. pasteurianusve A. hansenii izolatlar nn, pH 3,0-7,0 aralndaki seliiloz
Uretimlerini arat rm lard r. Krystynowicz et al. (2002) ve Park et al. (2003),
yapt klar cal malarda etanol varl nda hiicre gelimini ve seliloz tretimini
incelemilerdir. Bae et al (2004)Acetobacter xylinum subsp. sucrofermentans
BPR2001 straini kullanarak bir jar fermentérde melasl besion@danbakteriyal
seliloz  Uretimini ardrm lardr. Chavez-Pacheco et al. (2005),
Gluconacetobacter xylinumlFO 13693 strainin glukoz ve sukroz igerikli
besiortam ndaki, hiicre gelini ve seltloz tretimini incelemlerdir. Keskhk et al.
(2006a), Gluconacetobacter xylinusATCC 10245'dan pancar melasl
besiortam nda bakteriyal seltiloz Uretimini aran lard r.

Dunyada bakteriyal sellloz konusu ile ilgili bircok ¢ala yap Imas na ranen
ulkemizde bu konuda yeterli derecede ¢ah yap Imamtr. Sadece MEF
Turkiye lise drencileri aras 12. ararma projeleri yar mas nda, D rak ve ark.
(2003)'n n rehberliini yapt “Acetobacter xylinunDA taraf ndan bakteriyal
seliloz dretimi” isimli calma sunulmuur. Bu cal mada, izole edilen
Acetobacter acetve Acetobacter xylinunstrainlerinin farkl inkibasyon sureleri,

pH de erleri ve karbon kaynaklar ag¢ s ndan seltloz tretimleri aroei tir.

2.1. KARBOH DRATLAR

Karbohidratlar doada en bol bulunan makromolekullerdir. Tum canl lar igin
blylk 6nem tayan karbohidratlar bakteri, bitki ve hayvan metabolizmas nda
temel rol oynar. Fotosentez yoluyla Uretilen karbohidratlar, évtiez yapamayan

di er canllarn hicrelerinde enerji ve karbon kaynalarak kullan|rlar.
Fotosentezle uretilen karbohidratlar n bir k sm proteinler velayavb. di er
organik maddelere dontiirtliir. Geri kalan ks m ise polisakkaritler olaradker

polimerlerine doniturdlir. Polisakkaritler, yerytzindeki biyolojik ortam n kuru



madde olarak yaklk % 75'ini, insan kalori tlketiminin ise % 80'ini
olu turmaktad r. Karbohidratlar, hem g dalar n dbbile iminde bulunurlar hem

de g dalara blyuk 6l¢ctide dr dan kat | rlar.

Do ada birgok drinde farkl molekuler buyuklik, yapekil, polimerizasyon
derecesi ve c¢ozunurlik gosteren itte kimyasal ve fiziksel 6zelliklere sahip
karbohidratlar mevcuttur. Karbohidratlar, toksik olmad klar icinlduimlar
guvenlidir ve doada parcgalanabilir Ozellikte olduklar igin cevre Kkirlili
a¢ s ndan uzun vadeli sorun diurmazlar. Kimyasal ve biyokimyasal deimlere
ac ktr ve bu iki tir modifikasyon karbohidratlar n 6zellikleringligtirmek ve
kullan mlarn art rmak i¢in endustriyel boyutta kullan Imaktad®aldaml,
1998).

Karbohidratlar, canl larda cok g#i amaglar icin kullan Imaktad r. Ornén;

hayvanlarda glukoz, glikojeneklinde depo edilerek enerji kaynaolarak
kullan Imaktad r. Bitkilerde ise glukoz, rista eklinde depo edilir ve enerji
kayna olarak kullan|r. Sellloz ise bitkilerin hiicre duvar yap angap sal

element olarak igorur (Gozikara, 1994).

Karbohidratlar, molekuler buytklukleri glukoz ve fruktoz gibi kiicik molekuler
a rl asahip, basitekerlerden bdayarak, amilopektin ve selliloz gibi ¢cok blyuk
molekdl a rlkl do al polimerlere kadar buytk bir deim gostermektedir. Bu
polimerlerin baz lar tek bir ekerden (6rndan, amilopektin sadece glukozdan
olu mu tur) olu abildi i gibi bazlar da bircok ekerden oluabilmektedir. Bu
kompleks karbohidratlar yap lar nda ¢& ekerlerin yan sra protein, lipid ve

fenolik maddeleri de icermektedir.

Karbohidratlar, polihidroksi-aldehidler veya polihidroksi- ketonlard unBr
karbon, hidrojen ve oksijen molekillerinden meydana gémair.
Karbohidratlarn kapal formdulleri, (C#D), eklinde ifade edilir. Baz
karbohidratlar bu kapal formule uymaz; karbon, hidrojen ve oksijen maodekiill

d nda azot, fosfor, sulfur gibi baz elementleri de iceBallaml , 1998).



Karbohidratlar mono-, oligo- ve polisakkaritler olmak Uzere 3 sigifide

incelenir;

Monosakkaritler: Basit ekerlerdir, tek bir polihidroksi aldehit ya da keton
biriminden olumu tur. Fruktoz, riboz, deoksiriboz, gliseraldehit ve
dihidroksiaseton en 6nemli monosakkaritler olmas nanem, doada en fazla

bulunan monosakkarit, alt karbonleker olan D-glukoz’dur.

Monosakkaritler renksiz ve kristal yap da olup, golukla tatld r. Suda kolay
¢ozundurler, polar yap da olmayan c¢Ozuculerde ise ¢ozinmezler. riyajayak
rastlanan monosakkaritler, dallanmarana zincir yap s na sahiptir. Bu yap daki
C atomlar ndan bir tanesine ¢ift ba O atomu ba d r (C=0: karbonil grubu),

di er C atomlar n n her birine ise OH grubu bdr. E er karbonil grubu karbon
zincirinin bir ucunda ise bu monosakkarit bir aldehittir ve aldozraéla
adland rIr. Eer karbonil grubu karbon zincirinin u¢ ks mlar a¢ida herhangi

bir yerinde ise bu monosakkarit bir ketondur ve ketoz olarak adlandrlr
(Saldaml, 1998).

Oligosakkaritler: ki monosakkaritin birbirine glukozidik baile balanmas
sonucu disakkaritler olur. Maltoz, sukroz, laktoz disakkaritler iginde yer
almaktad r. Birka¢c monosakkaritin glukozidik bale birbirlerine balanarak,
polimerize olmas ndan meydana gelen karbohidratlar da oligosakkaniieak
adland r I r. En 6nemli oligosakkaritledyledir:

a) Raffinoz: Galaktoz-glukoz ve fruktozdan atw bir trisakkarittir. Doada
eker pancar nda ve pek ¢ok yiiksek organizasyonlu bitkide bulunmaktad r.
b) Melezitoz: Glukoz-fruktoz ve glukozdan oinu bir oligosakkarittir. Bitki
0zunde ve Ozellikle gam aglar nda bulunmaktad r.

c) Gentianoz: Glukoz-fruktoz ve glukozdan ahu bir oligosakkarittir.

d) Stakioz: Galaktoz- galaktoz- glukoz ve fruktozdan mlu bir tetrasakkarittir
(Goziukara, 1994).



Polisakkaritler: Pek ¢cok monosakkarit tnitesinin birbirlerine gluti@zba larla
ba lanmas ile oluan polimer molekulleri, polisakkarit olarak adlandrlr.
Polisakkaritler, asitlerle veya spesifik enzimlerle mulemedilecek olursa ya
monosakkaritlere veya basit monosakkarit turevierine (D-glukozarin,
galaktozamin, glukoronik asit, N-asetil muramik asit, N-&sgtukozamin)
ayrImaktadr. Genellikle polisakkaritlerin yap snda yer nalabal ca
monosakkarit, D-glukoz’dur. Fakat ayn yap da D-mannoz, D-fruktoz, iDZs
D-arabinoz, D- ve L- galaktoz monosakkaritlerine de rastlanrdakt&ozikara,
1994).

Polisakkaritler, glikanlar olarak da bilinir. Polisakkaritlencir boyunca tekrar
eden monosakkarit tnitelerine gore ve dallanma derecelerine gbmdebimden

farkl | k gostermektedir. Bunlar iki s n f alt nda incelenir:

Homopolisakkaritler: Bir tek tip monosakkarit Unitelerinin polimemesi ile
meydana  gelmi  polisakkaritlerdir. Baz homopolisakaritler,  baz
monosakkaritlerin depoekli olarak gorev yaparlar. Nasta, selliloz, kitin ve

glikojen bu tip homopolisakkarittir (Goztikara, 1994 ; Nelson e2ab5).

Heteropolisakkaritler: ki ya da daha fazla citeki monosakkarit Unitelerinin
polimerle mesi ile meydana gelmipolisakkaritlerdir. Heteropolisakkaritler, tim
hayvanlar aleminde hiicre d destei sa lar. Hayvan dokular nda hicre d
bo luk, birkag tip heteropolisakkarit taraf ndan doldurulur. Bakilde hucreleri
bir arada tutarak, koruma veekil vermeyi salar. Hucrelere, dokulara ve
organlara destek olturur. Ayr ca heteropolisakkaritlere 6rnek olarak; bakteri
hiicre duvar nda bulunan ve N-asetil muramik asit ile N- lagktkozamin'den

olu an peptidoglikan verilebilir.

Polisakkaritler, genellikle proteinler gibi belli bir molekil & na sahip
de illerdir. Cunkd depo edildikleri hicrenin  metabolik ihtiyac na gore
monosakkarit  Uniteleri, enzimatik olarak ya ilave edilmekte ya da

kopar Imaktad r. Bu nedenle polisakkaritin molekil ree , htcrenin caitli



zamanlarda karbohidrat metabolizmas na duwduihtiyag ile dei ikli e

u ramaktad r. Niasta, selliloz ve glikojen bir tek tip monosakkarit olan D-
glukozdan meydana geldiigin bunlara glikanlar da denmektedir. (Gozikara,
1994).

Polisakkaritler, hiicrelerde ya monosakkaritlerin depo edilmeasitamak tzere
bulunmakta ya da yap sal element olarak Hakusu ve hiicre duvar yap s nda
yer almaktadr. Bu nedenle polisakkaritler, depo polisakkaritkeri yap sal

polisakkaritler olarak iki grupta incelenir (Gozukara, 1994).

Depo polisakkaritleri

a) Niasta: -D-glukoz polimeridir. Bitkilerde depo edilmektedir. Amiloz ve
amilopektin olarak iki yap sakkli vard r.

b) Glikojen: -D-glukoz polimeridir. Hayvanlar n kara@r ve kas dokusunda
depolanmaktad r.

c) nulin: D-fruktoz polimeridir. Enginar, yldz c¢icé so an, sar msak
yumrular nda bulunmaktad r.

d) Di er depo polisakkaritleri: Destranlar, fruktanlar (levanlar)namar, ksilan

ve arabinanlar bu grupta yer al r.

Yap sal polisakkaritler

a) Seluloz: -D-glukoz polimeridir ve bitkilerin 6zellikle sap, dal, gbvde itki
hiucre duvarnn d ksmnda bulunmaktadr. Seluloz fibroz, sert ve suda

¢ozinmeyen yap sal bir homopolisakkarittir. Seltloz molekli rusald r,

dallanmamtr ve 10.000-15.000 D-glukoz birimi igerir. Selulozda glukozlar,
1 4 glukozidik bala balanrlar (Nelson et al., 2005). Zay f asitler sellloza

etkisizdir. Fakat kuvvetli asitlerle katr|p, stlacak olursa bir disakkarit olan

sellobioz ve D-glukoz Unitelerine pargcalanmaktad r (Gozukara, 1994).

b) Glikopolisakkaritler: Bakteri ve baz mikroorganizmalar n leicduvar

yap s nda bulunurlar. Monosakkarit tirevi ve peptit kompleksindemualuur.

c) Asit Mukopolisakkaritler: Monosakkarit ttrevlerinin oturdu u trevlerdir.

Kondrotinler halinde korneada, k krdak ve kemikte hiyaluronik #&sitinde
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eklem bdlgelerinde, antikoagulant madde olarak ve heparin halindtereei er,
akci er ve baz arter duvarlar nda bulunmaktad r.
d) Glikoproteinler: Karbohidrat ve proteinlerin olurdu u kompleks bir yap

olup, genellikle hayvan hicre membran yap s nda bulunmaktad r.

Do ada rastlanan karbohidratlar n pek goyiksek molekdl arl na sahip,
polisakkaritler halinde bulunmaktad r. Bu polisakkaritler icinde gfan seliiloz,
bitkilerin hucre duvar yap s nda bulunmakla beraber, baz mikroargehar
taraf ndan ekstrasellular olarak da sentezlenmektedir. &itkilyap s nda bulunan
sellloza, alternatif olarak, 6zellikle asetik asit balderiaraf ndan ekstrasellular
olarak sentezlenen bakteriyal sellloz gosterilmBu nedenle ¢calmam zda baz
asetik asit bakterilerinden elde edilen ve ekstrasellular bsgiddarit olan sellloz
tzerinde durulmuur. Bizim ¢al mam za konu olan bakteriyal seltloz ile bitkisel
sellloz, kimyasal yap olarak ayn olmas naman, molektler yap s ve fiziksel
Ozellikleri bak m ndan farkl | k gostermektedirdkil 2.1).

Mikroorganizmalar
OH
Bitkiler g
COs & HD _-0H
(i) biyosentez
(i) Lgnn ve hermselilozdan {i) hiyosentez
ayrilmast
oH o
HO= 7 = =0 HO~7 ™t 0
mﬁh‘/ HO- ! ,..u__%;',/.:-;--..,{f
OH &u H
(i) saflagturdrug selilaz de \ (i) halka aglenb polimerizasyon
selilozun olugumu (i) parcalanabilir
\ kemosentez
enzimatik sentez BaQ _0Bn
\ i

<011

)
1

OH

™

ekil 2.1 SelUlozun sentezi (Klemm et al., 2001)
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2.2. Mikrobiyal Polisakkaritler ve Ekstrasellular P olisakkaritler

Bircok mikroorganizma, karbon ve enerji kaynalarak ilev goren intrasellular
(htcre igi) polisakkarit sentezleyebildikleri gibi hiucre iginde tlktan sonra
hicre d na yani kultir ortam na salg layabildikleri ekstrasellulaiigre d )
polisakkarit de sentezleyebilmektedirler. Birgok farkl pakikarit ve birkag
proteinden oluan bu yap lar kapsul ve slime layer (cvk tabaka) olarak
isimlendirilir. Genel olarak bu yap ya Glikokaliks de denir. Glikaks| hicre
d nda polisakkarit iceren materyal olarak da isimlendirilir fakgnellikle
glikoproteinleri ve c¢ok fazla sayda polisakkaritleri, polialkdlleve
amino ekerleri icerir (Brock et al., 1994). Polisakkaritler icinddiitoz, glikojen,
ksantan, velan, suksinoglukan, Kkitin gibi karbohidratlar yer alatbkt Baz
bakteriler, alg, fungus ve mayalar bu polisakkaritleri sermezlgeteneklerine
sahiptirler. Ozellikle bakteriler, sentezledikleri polimerlaiicre d na ¢ozinir
veya c¢Ozunemez formlarda b rakrlar. Ekstrasellular polisakkdidrenin d
k sm nda bitiik olarak yer alan polimerik maddelerdir. Seluloz, ksantan, geka
suksinoglukan ekstrasellular polisakkaritler olup, ticari olarakiigsilmektedir
(Sutherland, 2001).

Ekstrasellular polisakkarit Ureten mikroorganizmalar, atta birgok farkl
habitatta oldukca yayg n olarak bulunurlar. Genel olarak topraktastdarda,
deniz suyunda, enfekte olmubitki materyalinde veya bozulmuyiyeceklerde
bulunabilirler. Ayn zamanda bir¢ok insan ve hayvan patojenpdisakkaritleri
sentezleme yetenmdedir. Ekstrasellular polisakkarit Greten mikroorganizmalar n
izolasyonunda kullan labilen belirli bir segici ortam olmamasr@amen,
incelenmi olan bakteriler veya funguslarn qgmda polisakkarit sentezini

sa layan kaulttirel koullar olu turulabilmektedir.

Bakteriyal polisakkaritler, organizmalar n gmda mevcuttur fakat ¢cok az nda
ticari Uruin olarak deerlendiriimektedir. Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen ve
endustriyel olarak énemli olan bBa@a polisakkaritler genel olarak ; Ksantan
(Xanthomonas campestyis suksinoglukan Rhizobium Agrobacterium sp.,

Pseudomonassp.), gellan Rseudomonas elodgavelan Alcaligenes sp.),
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emulsan Acinetobacter calcoaceticys alginatlar Azotobacter vinelandi
sellloz Acetobacter xylinui dekstran l(euconostocsp.), ramsanAlcaligenes

sp.), pullulan Auerobasidium pulluland r (Crescenzi et al.,1991).

Mikrobiyal polisakkaritlerin varl ve canllardaki rolleri ilk olarak t bbi
incelemelerde ortaya konmtur. Fakat ekstrasellular polisakkaritlerin var|
yaln zca virtlent karakterli bakterilere 6zgu déir. Yap lan cal malarla; su,
toprak gibi cok farkl kaynaklarda yayan bircok bakterinin de kapsul icerdi
ortaya konmutur. Bunlar n hicrenin yam n surdirmesinde gerekli olmad
fiziksel ya da kimyasal yolla yok edilen polisakkaritin, baktea almas n
etkilemeksizin tekrar oldu u bildirilmektedir (K | ¢, 2001).

Ekstrasellular polisakkaritler, bunu Ureten strainler taraf ndatabolize
edilemediklerinden, enerji kaynaolarak kullan Imazlar. Fakat mikroorganizmay
veya ortam kurumaya karkorurlar ve d ortamdan gelebilecek zararl bir etkiye
kar da bariyer olutururlar. Ayr ca ortamdaki metalik iyonlar n tutulmas n da
sa larlar (K1 ¢, 2001).

2.2.1. Mikrobiyal polisakkaritlerin uygulama alanlar

Mikrobiyal polisakkaritlerin Uretimi ve ticari uygulamalar ors zamanlarda
yaygn bir ekilde kullanImaktadr. Birgok mikroorganizma taraf ndan
sentezlenen polisakkaritler, geriir kullan m alan na sahip olduklar ndan, ticari

olarak Uretilmektedirler. Bu uygulama alanlar ¢izelge @&Igosterilmitir.
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Cizelge 2.1 Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen exedUstriyel olarak énemli beca
polisakkaritler ve kullan m alanlar (Crescenzak{1991; Ozdemir,1997).

Polisakkarit Mikroorganizma Kullan m Alan
Hiyaluronik asit Streptococcusp Farmakoloji
Alginatlar Azotobacter vinelandii  Yiyecek, Absorbant

Geller, Kromat
Ksantan Xanthomonas campestris Tersiyer ya kazan m,

Yiyecek, Tekstil

Suksinoglukan Agrobacteriurnsp. Tersiyer ya kazan m,
Pseudomonasp. Sondaj s v lar , Stspansiyonlar

Gellan Pseudomonas elodea Absorbant, Geller

Velan Alcaligenessp. Sondaj s v lar

Ramsan Alcaligenessp. Alcaligenessp.

Seliiloz Acetobactesp. Tekstil, Kozmetik, G da

Emulsan Acinetobacter Emulsiyonlar

calcoaceticus

Dekstran Leuconostosp. Farmakoloji, Absorbant, Geller
Skleroglikan Sklerotium sp. Tersiyer ya kazan m,

Sondaj s v lar
Kurdlan Agrobacteriunsp. Absorbant, Geller

Pullulan Auerobasidiunpullulans  Filmler

2.3. Bakteriyal Selilloz

Bakteriyal seltiloz metabolizman n ilk Grinu olan, ekstrasellilapolimerdir ve
hiicreyi koruyucu olarak gorev yapar. Bitkisel sellloz ise hiicrenin glaman
olarak ilev salar (Bielecki et al., 2000)AcetobacterRhizobiumAgrobacterium
ve Sarcinacinsleri seliloz sentezleme yeteime sahiptir (Jonas ve Farah,1998).
Asetik asit bakterileri icindé\cetobacter xylinumen iyi seliloz Ureten bakteri
olarak bildirilmi tir (Yamada et al.,1997; Yamada, 2000; Cannon et al., 1991).
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2.3.1. Asetik asit bakterileri

Asetik asit bakterileri -Proteobakteriler igindekiAcetobacteracedamilyas nda

olup (Stackebrandt et al.,1988; De Ley et al.,1984)¢cetobacter

(Beijerinck,1989), Gluconobacter (Asai,1935), Acidomonas (Urakami et

al.,1989),GluconacetobactefYamada et al.,1997)Asaia (Yamada et al.,2000)
ve Kozakia(Lisdiyanti et al.,2002) olmak Uzere alt genusu icermektedirt(etol
al., 1994).

Asetik asit bakterileri, Gram negatif (bazen Gram idesn), zorunlu aerob,
katalaz pozitif, oksidaz negatif, hareketli elipsoidal, duzavbgfif k vr k, cubuk
eklinde bakterilerdir. Etanoliin substrat olarak kullan I&ultir ortamlar nda bu
bakteriler asetik asit Uretirler. Asidik kalara iyi direng gOsterirler, ca
strainleri pH 5'in alt ndaki desrlerinde bile gayet iyi blyur. Dal olarak asit
tolerans, asit Ureten bir organizma igin de gereken bir ikizellAsetik asit
bakterileri 25°C - 30°C'de geliirler (De Ley et al.,1984; Swings, 1992). Asetik

asit bakterilerinin genel dzellikleri ¢izelge 2.2'deilmi tir.

Asetik asit bakterileri, endustride sirke yap m nda kullan lantdrd&rdir. Sirke
asl nda etil alkoliin (etanol) asetik asite ddttillmesiyle oluur. Etil alkolden
Acetobactetirleri taraf ndan asetk asit Uretimi aerobik (oksidatif) baydir. Bu
bakterileri endustriyel a¢dan o©6nemli klan € 6zellikleri de seliloz
sentezleyebilme o6zellikleri ve C vitamini sentezi icinreddi olan sorbozu
uretmeleridir. Bu grubun oOnemli cinslerAcetobacterve Gluconobactedir

(Unlutark, 1999).
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Cizelge 2.2 Asetik asit bakterilerinin genel 64édii (De Ley et al., 1984)

Ozellik Reaksiyon

Gram boyanma Negatif veya del ken

Oksijen ihtiyac Zorunlu aerop

Hucre ekl Cubuk, elipsoidal, baz lar k vr ml

Hucrenin boyutu 0,6-0,8um/1,0—4,0 um

Hareketlilik Baz lar hareketsizdir, hareketliyserjrik veya polar flagella
vard r

Endospor Yok

Geli im pH’ 6,0-4,5

Katalaz Pozitif

Oksidaz Negatif

Jelatin Negatif

ndol Pozitif

Etanol Asetik asite okside ederler

Asetik ve laktik asiti CQve HO'a oksitler

CaCQ| agarda Zon oluururlar

2.3.1.1 Acetobacter

Acetobactergenusuna ait bakteriler; Gram negatif (bazen Grami kkn),
zorunlu aerob, katalaz pozitif, oksidaz negatif, indol pozitif, hetteKperitrik
flagella) veya hareketsizdir. Hicreler elipsoidal, duzavéwafif k vr k, cubuk
eklinde olup tek tek veya zincieklinde olabilir. Hucrelerin buyuklikleri 0,6—
0,8 um x 1,0-1-4,0 um aras nda denektedir. Endosporlar yoktur, kolonileri
matt r, pigment uretmezler, laktoz ve astay hidrolize edemezler. Optimum
gelime scakl 25-30 °C ve optimum pH 5,4 - 6,3'diir. Bu genus icinde
Acetobacter xylinumA. pasteurianusA. acetj A. hanseniji A. lovaniensis A.

liquefaciengurleri yer almaktad r (De Ley et al.,1984; Swings, 1992).

Acetobactertirleri; genellikle arap, sirke, Gzim suyu gibi alkol miktar yuksek
ortamlar tercih etmekle birlikte, alkol oran dik fakat eker oran yiksek olan
cicek, meyve ve sebzelerde de bulunur. Baz tirleri, glukdeuénz, sukroz gibi
ekerlerden ekstrasellular seltloz dretirler. Mikroorganizmataraf ndan
Uretilebilen bu ekstrasellular seliloz, sirke ylzeyinde kal reese bir tabaka

olu turur. Oluan bu tabakaya “sirke anas " ad verilir (K |¢, 2001).
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Acetobactertirleri aerobik koullar alt nda etanoli okside ederek, asetik aside
yani sirkeye donidrurler. CaCQ iceren agarl kiltir ortamlar nda Uremeleri
sonunda, oludurduklar asetik asit, CaGO c¢ozer ve bakteri kolonilerinin
etraf nda bir effaf zon oluur (Swings, 1992; Brock et al.,, 1994). Baz
Acetobactertirleri asetik ve laktik asidi Ovarl nda, CQ ve HO'ya kadar
okside ederler. Asetik asidi, oksidasyon yoluyla ,0@ HO'ya donutiren

Acetobactetirlerine ar oksitleyici tirler ad verilir (Unluttirk, 1999).

2.3.1.2.Gluconobacter

Gluconobactergenusuna ait bakteriler; Gram negatif (bazen Gram kin),

zorunlu aerob, katalaz pozitif, oksidaz negatif, indol pozitifrabitndirgenmesi
negatif, hareketli (polar flagella) veya hareketsizdir. teier elipsoidal, diiz veya
hafif kvrk, cubuk eklinde olup, tek tek veya zincireklinde olabilir.

Bayuklukleri 0,5-1,0 um x 2,6—4,2 pum aras nda idaektedir. Endosporlar
yoktur, kolonileri mattr, pigment Uretmezler, laktoz ve astay hidrolize

edemezler. Optimum geihe scakl 25 - 30°C olup, 37°C’'de geliemezler.

Optimum pH 5,5 — 6,0'dr. Bu genus igind&luconobacter oxydansiri yer

almaktad r (Swings, 1992; De Ley et al.,1984).

Gluconobacter, Acetobacteden ayran en onemli Ozelliklerden biri polar
flagellaya sahip olmas v@luconobactein asetik ve laktik asidi oksidatif olarak
CO, ve HO'ya yiukseltgeyememesidir (Cizelge 2.@Juconobacter oxydantil
alkolden oksidasyon yoluyla yiksek oranda asetik asit Uretir Vecataima kar
oldukca yuksek bir toleransa sahiptir. Ayr ca D-Glukoz'dan 2-ketoglukositk a
de dretirler (Swings, 1992; De Ley et al.,1984)

Acetobacter turleri alkol yodninden zengin ortamlar tercih ederken,

Gluconobacteturleri ekerce zengin ortamlar tercih eder (Swings, 1992).
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Cizelge 2.3Acetobacterve Gluconobactegenuslar aras ndaki farklar (Swings, 1982; De
Ley et al.,1984)

Acetobacter Gluconobacter

Flagella peritrik Flagella polar

Asetik ve laktik asit oksidasyonu G®e Asetik ve laktik asit oksidasyonu G@e

H,0 ya kadar H,0 ya kadar ddl

Bromcresol green’li besiortam nde; Bromcresol green’li besiortam nde;
Ye il — Mavi Ye il — Sar

CaCQ/| besiortam nde kolonilerin CaCQ | besiortam nde kolonilerin
cevresinde zon olur cevresinde zon olmaz

Etanol oksidasyonu (+) Etanol oksidasyonu (+)
D-Arabinoz’dan asit Uretimi (-) D-Arabinoz’'dan asit Uretimi (+)

2.3.2. Asetik asit bakterilerinin do al kaynaklardan izolasyonu ve

identifikasyonu

Acetobactetirleri genellikle arap, sirke, Gziim suyu gibi alkol yoniinden yuksek
ortamlardan ya da alkol oran dik, eker oran yiksek olan gicek, meyve ve
sebzelerden izole edilir. Dal kaynaklardan asetik asit bakterilerinin izolasyonu
icin Hestrin et al. (1954) ve Frauter et al. (1952) baz yontedrnermilerdir
(Swing, 1992 ve Du Toit et al., 2002olasyonda, besiortam na maya ve laktik
asit bakterilerinin gelmesini inhibe edici sikloheksimid, pimarisin, nisin gibi
maddeler eklenmektedir (Swings, 1992 ve Du Toit et al., 200tildasitlerin
klasik taksonomiye goére tan s, Bergey’'s Manual of Deternvie@acteriology’e
gbre vyapImaktadr. Ayrca Fratuer (1950) ve Carr (1968)in o6néerdi

yontemlerden de yararlan Imaktad r (Swings, 1992).

2.4. Bakteriyal Seltlozun Tarihgesi

Ik kez Brown (1886) taraf ndan sirke fermentasyonu sras nda, s \eygaz
olu an jelatinimsi yap dan, tan lanaficetobacter xylinunstrainin, uygun bir

besiortam nde Uretildinde, yiuksek miktarda ekstrasellular jelatinimsi bir yap
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sentezledii belirtilmi tir (Bielecki et al., 2000). 20. yuzy I n ikinci yar s nda
bakteriyal seliloz dikkat cekmeye kmm tr. Hestrin et al. (1947, 1954)
bakteriyal sellloz Uretiminde bir model ol#&tetobacter xylinufa kullanarak
sentez icin youn cal malar yapmlardr (Bielecki et al., 2000). Colvin
(1957)'de Acetobacter xylinunstrainini kullanarak bakteriyal seliloz Gretimini
aratrm tr.

2.5. Bakteriyal Sellilozun Yap s

Seluloz, -1,4 balaryla balanm D-glukopiranoz birimlerinin, suda
¢6zinmeyen dallanmamyap daki polimer bilekleridir. Yo un olarak ara r lan
bakteriyal sellloz, kimyasal olarak bitkisel sellloz ile agimas na ramen,
bakteriyal selulozun molekiler yap s ve fiziksel ¢zelliklerikisiel seltlozdan
farkidr.

Bakteriyal selulozun, fibril agapnn 0.1 m oldu u belirtimektedir, bu ¢ap

bitkisel selulozun yaklak % 1'i kalnl ndadr (ekil 2.2) (Yoshinaga et al.,
1997).

Bitkisel seliiloz (x 200)
2m 200 m

ekil 2.2 Bakteriyal ve bitkisel seltlozun fibril pa

(http://www.res.titech.ac.jp/~junkan/english/cellsgdindex.htm

Bakteriyal seltlozun subfibrilleri, mikrofibriller halinde ktalize olmutur (Jonas
ve Farah, 1998). Bunlar demetler ve iplikler halinde bulunurlan{¥naka et al.,
2000). Zaar (1977)'e gore ipliklerin boyutu 3-4 nm x 70-80 nm, Brown (1976)'a
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gore 3,2 x 133 nm, Yamanaka et al. (2000)'ne gore ise 4,1 x 117 nm'dit. Faka
hu a ac n n gévdesindeki seliiloz fibrillerinin gehi i 1,4-4,0 x 1 mm ve cam

a ac n nise 3,0-7,5 x Tmm’dir. Bakteriyal seliiloz ipliklerinin uzunlw ise 1-9

pum kadard r (ekil 2.3). Bakteriyal selilozun yap s nda oldukga yo hidrojen

ba lar bulunur ( ekil 2.4a,b).

ekil 2.3 Acetobacter xylinutan durgun kiltirde sentezledi bakteriyal sellilozun
SEM’deki gorlntisi (Bielecki et al., 2000)

ct-oh-- -a—c\"/

z
A,

L Is

ekil 2.4 a) Bakteriyal seltlozun i¢ zincirindekidnbjen balar b) Bakteriyal seltlozun
d zincirindeki hidrojen bdar (Bielecki et al., 2000)

ci-¢
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Bakteriyal ve bitkisel selllloz, polimerizasyon derecesi (DPk rbadan
birbirinden ayr | r. Bitkisel selllozdaki polimerizasyon 13.000-14.08@&tanabe
et al.,1998) iken, bakteriyal seltlozdaki polimerizasyon 2000-6000'deer{T
1997; Jonas ve Farah, 1998).

Bakteriyal selilozun makroskobik gorintist kiltir W@rna baldr
(Watanabe et al., 1998; Yamanaka et al., 2000). Durguwil&oda (calkalamas z)
sv besiortamnn Ust yizeyinde (oksijence zengin olan k s mijlozeltabaka
olu ur. Selulozun subfibrilleri devaml olarak bakteri hicresinin yirmski
porlardan dar ¢ kar ve kristalize olmumikrofibriller birbirlerine paralel bir
ekilde bulunurlar (Jonas ve Farah, 1998). Calkalamal kulturleyeleen
bakteriyal seliloz ise duzensiz, kenarlar purizli grandleklinde oluur
(Vandamme et al.,1988) kil 2.5).

Durgun (Calkalamas z) kultar Calkalamal kalttr

ekil 2.5 Durgun ve c¢alkalamal kultir ortam nda teaik/al seltiloz pelliinin olu umu
(Bielecki et al., 2000)

Durgun ve calkalamal kudlturlerde oln bakteriyal selilozun taramal elektron
mikroskobundaki (SEM) U¢ boyutlu yap snda da dikkateedebir farkl |k
vard r. Durgun kiltirde olan bakteriyal sellloz fibrilleri, daha uzun ve biri
di erinin Gzerine y Im gibi gorandr. Calkalamal kiltirde oln bakteriyal
seluloz fibrilleri ise kvrml ve karmakark bir gorinimdedir. Ayrca

calkalamal kiltirde olan bakteriyal seltiloz fibrillerinin gedi i (0,1-0,2 um),
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durgun kultirde oluan bakteriyal seliloz fibrillerinin gedi inden (0,05-0,10

pum) daha fazlad r (Johnson ve Neogi, 1989).

Selulozun, seliloz | ve seliloz 1l olmak Uzere iki kristalizenfor vard r.
Selulozun bu iki formu X-ray, niklear magnetik rezonans (NMR), Raman
spektroskopi ve Infrared analizi ile tespit edilebilir (JohnsonNe®gi, 1989).
Durgun kiltirdeAcetobacter xylinutan ve bitkilerin ¢o u taraf ndan sentezlenen
seluloz I'de paralel -1,4-glukan zincirleri tek eksenli birekilde bulunmas na

ra men seliloz I'deki -1,4-glukan zincirleri rastgele biekilde bulunmaktad r.

Calkalamal kudltirde olan bakteriyal selllozun kristalize indeksi, durgun
kilturde oluan bakteriyal selilozunkine gore daha kicik ve daha azdr
(Watanabe et al.,1998). Calkalamal kdiltirde sentezlenen rlyaktsellilozun
yap s, seliloz Il eklindedir. Seliloz II'yi doada baz algler, mayalar Barcina

ventriculi gibi baz bakteriler sentezlemektedir (Johnson, 1989).

CP/MAS ®*C-NMR kullan larak, seliilozun iki farkl formu olan seliiloz Ve
seliloz I'nn ayrm mimkindir (Watanabe et al.,1998). Selilozun bu
formlar na alglerde, bakterilerde ve bitkilerde rastlamak wiimdir. Hcre
birimlerinin farkll ndan dolay sellloz Idan seltloz I'ya dondtirilemeyen
kristal transformasyon, X-ray ve CP/MA%’C-NMR spektrumlar nda yer
de i tirir. Durgun kiltirde oluan bakteriyal seltloz, calkalamal kiltirde @o

bakteriyal seliilozdakinden daha ¢ok seluloikrir (Watanabe et al.,1998).

2.6. Bakteriyal Selliloz Sentezleyen Mikroorganizmair

Bakteriyal seliiloz Gretimind@cetobacterstrainleri en iyi bilinen tirler olmas na
kar n, di er baz bakteri genuslar da seliloz sentezler (Cizeldg 3ellloz
sentezleyen bakteriler aras nda llza®; Acetobacter PseudomonasRhizobium
Agrobacterium Sarcina genuslar na ait tirler bulunmaktad r (Jonas ve Farah,
1998). Bakteriyal selllozun biyosentezi bu bakterilerde ayn ofraas men,
polimerin yap s organizmaya gore der (Ross et al.,1991; Jonas ve Farah,
1998).
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Cizelge 2.4 Bakteriyal sellloz treten baz mikgaoizmalar ve seliiloz yap s
(Jonas ve Farah, 1998)

Organizma (genus) Seluloz yap s Biyolojik rol
Acetobacter Ekstrasellular pellik, Aerobik ¢evrede tutmak
Achromobacter Seliloz iplikler At k suda flokulasyon
Aerobacter Seluloz fibriller At k suda flokulasyon
Agrobacterium K sa fibriller Bitki dokusuna birlemi
Alcaligenes Seluloz fibriller At k suda flokulasyon
Pseudomonas Belirgin fibril yok At k suda flokulasyon
Rhizobium K sa fibriller Birgok bitkiye birlemi
Sarcina Amorf seliiloz Bilinmiyor

Zoogloea yi tan mlanamam At k suda flokulasyon

Seluloz Ureticileri aras nda en iyi olaficetobacter xylinunfsinonimleri:A. aceti
ssp. xylinum A. xylinug olmakla birlikte Gluconacetobactergrubundaki G.
hansenij G. europaeusG. oboediense G. intermediugia sellloz Ureten strainler

aras nda 6nemli bir yer tutar (Yamada et al., 1998; Yamaaap).

2.7. Bakteriyal Seltulozun Kimyasal Analizi ve Saptamas

Kristal ya da amorf selulozun;1,4- glukan balar n saptamak igin, birkac gé
boya kullan|r (Mondal et al., 2000). Orria floresans boyalar ile seliiloz
kompleksindeki van der Waals ya da hidrojenléa belirlenebilir. Bu floresans
Ozellikteki boyalardan biri de cacofluor'dur. Bu boyalar, sellloz idernin
direkt goériinmesini sdéamaz, fakat yeni olunaya balam seliloz zincirlerindeki
kristalizasyon c¢almalar nda uygulanr. Nitratlanm seliloz 6rneklerinin
depolimerizasyon derecesi (DP) ise yuksek performans jel egetkg
kromatografisi ile saptanr. Bu kromatografi yoéntemi, senterepelimerin
molekiler a rlk da I mn belirlemede kullan lan bir metotdur, ayr ca biyolojik

sistemlerin ara r Imas nda da oldukca 6nemlidir (Watanabe et al.,1998).
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Bakteriyal selilozun, & yaps taramal elektron mikroskobundaki (SEM)
goruntulerde oldukca iyiekilde belirlenir (Johnson, 1989). Selulozun su tutma
kapasitesi, viskozitesi ve kurumtabakan n Young modulu gibi fizikokimyasal
Ozellikleri dei ik metotlarla saptanabilir (Watanabe et al.,1998; Iguchi et
al.,2000).

2.8. Bakteriyal Selulozun Fizyolojik Fonksiyonlar

Bakteriler, doal habitatlar nda ekstrasellular polisakkaritleri hicrergsinde
yani hicre d nda olutururlar (Costeron, 1999). Bu ekstrasellular
polisakkaritlerden biri de bakteriyal selllozdur. Seliiloz sentenldyakterilerin
hicreleri, sv ylzeyin Ust ksmnda toplanarak, polimerna olu tururlar
(Wiliams et al.,1989). Polimer, matriks hucrelerin adhezyonunanatd
sa lamakta ve adsorbsiyon 6zelliile hiicre beslenmesini kolaytarmaktad r
(Jonas, 1998; Costeron, 1999\ xylinumun sentezledii selilozun depo
materyali olarak kullan Id da ileri stiriimektedir (Okamoto et al.,1994). Seliloz
tabakan n, vizkozitesi ve hidrofilik 6zellikleri nedeniyle bexkieri koti cevre
ko ullar na (su miktar nda azalma, pH demleri, patojenik mikroorganizmalar
vb.) kar korudu u da bilinmektedir. Ayr ca bakteriyal seltlozun, bakterileri UV
nna kar koruduu da belirtimektedir. UV nna 1 saat maruz kalan,
bakteriyal sellloz ile ortull olan asetik asit bakterilerifin23't canl kalmaya

devam etmitir (Ross et al.,1991).

2.9. Bakteriyal Selllozun Biyosentezi

Bakteriyal sellilozun sentezi, spesifik olarak katalitik veyUfator protein
kompleksleri ve enzimler ile regile edilen ¢ok basamakl i bgmdir. Sentez

i lemi glukozun seliiloz 6ncilt olan Gridin difosfoglukoz (UDPGIc) sentezini
takiben -1,4 glukan zincirine polimerizasyonunu igerir. Bitkilerde sel{iloz
membranda bulunan seliloz sentaz enzimi ile plazma membran nda
sentezlenirken;A. xylinum bakterisinde sellloz sentaz enzimi sitoplazmik

membranda bulunur ve seliloz ekstrasellular olarak sentezlddirer
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organizmalarda ise sellloz, hicrenin Kza bolgelerinde sentezlenmolabilir.
Orne in; Pleurochrysisalgin’ de seliiloz, golgi aparat nda alu ve sonra hiicre

ylzeyinde toplan r (Saxena et al., 1995).

2.9.1. Seluloz 6nculinin sentezi

Acetobacter xylinuntaraf ndan sentezlenen sellloz, pentoz fosfat yolu veya Krebs
dongusunin, karbon metabolizmas n n son dranudur (Ross et al.,1991; Tonouchi
et al.,1996). Asetik asit bakterilerinde ise glikolizis meti&bgblunda gorevli

olan fosfofruktokinaz enzimi olmad i¢in bu metabolik yol calamaz (Ross et
al.,1991).

Acetobacter xylinutda seluloz sentezi, oksidasyonun katabolik reaksiyonlar na
ve katabolik reaksiyonlar sonunda &; ¢kan enerjinin % 10'unun
kullan Imas na bd dr (Weinhouse, 1977). Bakteriyal sellloz sentezi, protein

sentezi gibi dier anabolik reaksiyonlara engel olmaz (Ross et.al.,1991).

A. xylinumdan seliloz uretimi igin hekzoz, gliserol, dihidroksiaseton, gitine
dikarboksilik asitler gibi karbon kaynaklar kullan labilir. UDPGIlari¢lin
difosfoglukoz), bitkiler dahil bircok organizmada metabolik yolda seliiloz
onculudiur. Glukoz, glukokinaz enzimi ile glukoz—6-P’a katalizlenir. Gluged2-
fosfoglukomutaz enzimi ile glukoz-1-P’a donudr. Glukoz--1-P, UDPGlc
pirofosforolaz enzimi ile UDPGIc'ye katalizlenir. Bu son enzifdDPGIc
pirofosforolaz), seliiloz sentezinde en énemli olan enzimlerden biBeikiloz
sentezlemeyen ve fenotipik olarak (Telan mutant hiicrelerde bu enzimin eksik
oldu u goézlenmitir. Ayr ca bu durum deneysel olarak da gozlerimi(Valla et
al.,1989). Pirofosforolaz aktivitesiA. xylinumun farkl strainleri aras nda
farkl | k gostermekte olup, en yuksek aktiviteye de sellloz miegdninden en
uygun olanA. xylinum ssp. sucrofermentaB$R2001'da saptanntr. Karbon
kayna olarak fruktozu kullanan strainlerde fosfoglukoizomeraz yiiksek #dtivi
gosterir. Fruktoz, fruktoz-1l-fosfata ve sonra fruktoz-1,6-bifosfadtalizlenir

( ekil 2.6).
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Sellloz
T
UDPGle Glukoz
ATP
ADP

Gle-1-Pe———— Glc-6-P ——* PGA
(NAD. NADP)

Pentoz
fosfat
siklusu

Fruktoz ﬁ Fru-6-pP
— Glukono

ATP ADP genezis
PTS FBP

R
Fru-1-P ——» Fru-bi P

ekil 2.6 A. xylinumstraininde karbon metabolizmas n n yolu. CS, selidentaz; FBP,
fruktoz 1-6-bifosfat fosfotaz; FK, fruktokinaz; GKGlukokinaz; G6PDH,
glukoz-6-fosfat  dehidrogenaz; 1PFK, fruktoz-1-fasfakinaz; PGl,

Krebs
[ Ssiklusu

fosfoglukoizomeraz; PGM, fosfoglukomutaz; PTS, édsdnsferazlar n sistemi;
UGP, pirofosforolaz UDPGIc; Fru-bi-P, fruktoz-1,8dsfat; Fru-6-P, fruktoz-
6-fosfat; Glc-6 (1)-P, glukoz-6(1)-fosfat; PGA, foglukonik asit; UDPGilc,
uridin difosfoglukoz (Bielecki et al., 2000)

2.9.2. Selluloz sentaz

Hem bitkilerde hem de prokaryotlarda sellloz sentezini, Uridin@difo@IDP)
katalizler. Seliiloz sentaz olumu temel olarak 1,4-- glikotransferaz iemidir.
Cunki 1, 4- - glikotransferaz, UDPGIc dan yeni oan polisakkarit zincirlerine
transfer olarak ardk glukopironaz halkalar na kat|r ve her zaman bu zincirle
ba lant | d r. Oligomerik selliloz sentaz kompleksleri, termikaimpleksler (TK)
olarak isimlendirilir. Terminal kompleksler, ilk -1,4-glukan zincirlerinin

sentezinden sorumluduA. xylinumdaki selilaz sentaz, sitoplazmik membrana
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bal olan 400-500 kDa molekuler al ndaki membran-bd proteindir ve
sitoplazmik membrana da skca lmm tr (Lin ve Brown, 1989). Sellloz
sentaz n saflarimas, bulunduu yerden dolay oldukca zordur, ¢inki ©6nce
sellloz sentaz n bulundu membran fragmentinin izolasyonu gereklidir. Ayr ca
A. xylinumdaki selilaz sentaz stabil olmayan bir protein yap s ndadr (ein v
Brown, 1989). Digitonin (Lin ve Brown,1989) ya da Triton X-100 gibi
deterjanlar n kullanm ya da tripsin ile muamele, selilazazemtmembrandan
izolasyonu igin kullan | r (Saxena ve Brown,1989). Lin ve Brown (198§¥ee
saflatrim selilaz sentaz enzimi 90, 67 ve 54 kDa molekiilet a na sahip 3
farkl tipteki alt Unitelerden olunu tur. Saxena et. al., (1989) da selilaz sentaz
enziminin, 83 ve 93 kDa molekiler d klar na sahip sadece 2 tip polipeptitten

olu tu unu gostermierdir.

Saxena et al. (1990b,1991), selilaz sentaz operonunda cesA velaes®? gen
saptam lard r. Wong et al., (1990) ve Ben-Bassat et al. (1993), ayn opédonda
bu genler BSsA ve BSsB olarak da belirteidir. Photolabeling affinite
cal malar ile 83-kDa olan polipeptidin, katalitik bir alt Uniteldu u ve
UDPGIc'ye doru yiksek affinite gosterdi anla Im tr (Lin et al.,1990). Gen
sekanslar na gére bu Unitenin, hidrofobik olduve 723 aminoasit dizisini
icerdi i belirlenmi tir. Bu alt Unite 24 aminoasit dizisinin oturdu u tek sekansl
proproteinden sentezlenrtir (Wong et al.,1990). Bu protein hiicre membran na

yerle mi tir ve be transmembran heliksi icermektedir.

Brown et al. (2000)A. xylinumdaki katalitik selilaz sentaz alt birimlerinin,
benzer turlerindeki glikosiltransferazlar rayi ine benzer ekilde ¢calt n ve
bu glikosiltransferazlarn, direkt seliloz sentezinde glukozidik lava

katalizledi ini a¢ klam lard r.

Glikosiltransferaz n iledi i globuler fragmentte, aspartik asit kataliz bolgesi ile
DXD ve QXXRW k sa sekans bdlgelerini icine alan A bdlgesi bulakiad r
(Saxena et al., 1997). Buna benzer 6zelliklarexylinum seliloz sentazda da

rastlanm t r. Glukozid sentaz n cainda globuler fragment A ve B olarak iki as |
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bolge icermektedir (Saxena et al.,1995). A bdlgesi, katailiz O zinciri  ve

nukleotid- eker substrat na banan DXD bdlgelerini igerir.

2.9.3. Biyosentez mekanizmas

imdiye kadar A. xylinum seluloz biyosentezi, kristalizasyon ve yap sal
Ozelliklerin arat r Imas nda model organizma olarak kullan Ior (Klemm et al.,
2001). A. xylinum ve bitkiler dahil dier seliuloz sentezleyen organizmalarda
allomorf seltiloz I'in sentezi iki basamakta gercekiektedir:
1. Polimerizasyon: Glukoz molekillerinin linear 14fukan zincirine
polimerizasyonu,
2. Kristalizasyon: Glukan zincirinin kristalize forma domigsi.

2.9.3.1. 1,4--Glukan polimerizasyonun mekanizmas

A. xylinumda bakteriyal selilozun olumunu katalizleyen selilaz sentaz
kompleksleri sitoplazmik membranda bulunmaktad r. Bu kompleksler, 200,000
molekil glukozun -1,4-glukan zincirine polimerize olmas yla olu (Ross et
al.,1991). Reaksiyon mekanizmas tam anlamyla ac¢ klanarham A.

xylinumdaki bu mekanizmayla ilgili olarak iki farkl hipotez ilestirGlmutar.

Brown’ n arat rmalar nda gelitirilen bu hipotezlerden birine gére;1,4-glukan
polimerizasyonunda UDPGIc’den glukoza transfer edilen yeni sentezlenm
polimer zincirinde lipid gerekli deldir (Brown, 1996; Brown ve Saxena, 2000).
Bu hipotezin mekanizmas , glikotrasferazlar n dallanmammopolisakkaritlerin
sentezinden sorumlu oldunu kabul etmektedir. Brown ve Saxena (2000), %,4-
glukan polimerizasyonun tasar m rekil 2.7°deki gibi 6énermilerdir. Bu modele
gore, selilaz sentaz katalitik alt dnitesinin globular fratynde dier
glikotransferaz mekanizmas na benzer 3 Kkatalitik bolge vard atalkik
bolgelerden biri (2a), 2 UDPGIc molekilini Esyan DXD hareketli bélgesini
icerir ( ekil 2.7.1). kinci katalitik bolge (1a), serbest kalan 2 UDP molekulinin
e lik etti i 2 glukoz molekilinin aras ndaki-1,4 oluumunu Kkatalizleyen
aspartik asit (D) molekulu icerir €kil 2.7.2). Uglinclu katalitik bolge (3a),



28

sellobiyoz sentezinin indirgendi QXXRW bdlgesini icerir (ekil 2.7.3).
Disakkarit UDPGIc molekillerine ba 1a ve 2a bolgesinden ayr | r ve ikinci bir
sellobiyoz molekull olwr ( ekil 2.7.4). Birinci sellobiyoz molektlinin indirgen
ucunda bulunan QXXRW bdlgesi zincirden ayr lacak olan bélgeyeudaareket
eder. Ayn zamanda ikinci sellobiyoz molekdill, sellotetraoz’wewelk indirgen
olmayan uclardan birine bkanr. Zincire ikiden fazla glukozun eklenmesi ile
reaksiyon tekrarlanr ve boolan 1a ve 2a bolgelerine arka arkaya 2 UDPGlc

molekdld balanr.

O aspartik
asit kataliz
bolgesi (D)

® QXXRW

calisma bolgesi
3 QXXRW

————

ekil 2.7 Brown ve Saxena (2000) taraf ndan tasarlan-1,4-glukan zincirindeki
polimerizasyon

Brown ve Saxena (2000) taraf ndan tasarlanan modele gore, yenieamiez -
1,4-glukan zincirinin ayr Imas , her zincirin kendi indirgen ucundarebaaktad r
( ekil 2.8).
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ekstrasitoplazmik alan
kristalizasyon

AN
/ {U | ]U || ] Exson

katalitik

sitoplazma

bolge

1c-Glc-Gle-Gle-R

UDP-Glc polimerizasyon R=indirgen uc

ekil 2.8 Brown’ n modeline gore bakteriyal sellleentezinin basitléirilmi  modeli
(Brown et al., 2000)

Han et al. (1998), bakteriyal selliloz sentezinde sitoplazmik naerdarbulunan
selllaz sentaz, lipid pirofosfat (UDPGIc fosfotransferaip) #P: UDPGIc-PT), ve
lipid pirofosfat fosfohidrolaz (LPP) olmak Ulzere 3 enzimin gored ai

belirtmi lerdir.

2.9.3.2. Sellloz zincirinin oluumu ve kristalizasyonu

Glukopiranoz molekdllerinin -1,4-glukan zincirine polimerizasyonu, hangi
mekanizma ile olursa olsun, bakterilerde bile seliiloz seatemasnn en az
komplike olan d r. Ornein; A. xylinumda, seliiloz sentezi, bakterinin yiizeyindeki
porlar ile birlemi olan sellloz-sentaz kompleksi taraf ndan, thembran ve
sitoplazma membran aras nda gercgeakleSeliiloz ipliklerinin oluumu birkag
ad mda olur (ekil 2.9). Hicre yuzeyinde sellloz sentezlenen bdlgeler, sra
halinde bulunan 3,5 nm c¢apl porlara sahipti. Her por, polimemzasy
reaksiyonlar nda sellloz sentezleyen enzimleri iceren & donksiyonlarda ek
proteinleri iceren 10 nm’lik parca ile ortaluddr. Her 10 nm’lik part®d nm’lik
subelementer fibril olduran glukan zincirini oluturur (Jonas ve Farah, 1998).
Sellloz sentezleyen kompleksler ve terminal kompleksler (Tidkterinin
ylzeyindeki porlarla birleni ve dizgtince s ralanmir. Seltloz oluumunun ilk
basama nda yakla k 6-8 glukan dizisi iceren zincir, kompleksten uzaklaBu

subfibriller ikinci basamak igin toplan r ve bunu takiben mikrofiér de tguncu
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basamak icin birler. ¢ a s k sm n matriksi “bakteriyal seliloz membran” ya da
“pellik” olarak tan mlan r (Jonas ve Farah, 1998; Brown, 1992; Yakaret al.,
1994).

1,5 nm subfibriller

10,0 nm tanecikler

ekil 2.9 Acetobacter xylinuman sentezledii seltiloz subfibrillerinin oluum modeli
1. lipopolisakkarit tabaka 2. péaigmik boluk 3. plasmalemma
(Jonas ve Farah, 1998)

2.9.4. Bakteriyal selllozun regulasyonu

Siklo-3,6:3'6 diguanozin monofosfat (c-di-GMPA,. xylinumseliloz sentaz igin
geri donuumli allosterik bir aktivatérdir ve tim-1,4-glukan biyogenezinin
regilasyonunda rol oynar €kil 2.10) (Ross et al.,1987). Bu bile enzim

duzenleyici alt birimi baar ve bakteriyal seliloz protomerlerinin birlikte
konformasyonal de imini kolayla t ran dei iklikleri indukler (Ross et al.,1987).

o] o
\,”
e N\,

ekil 2.10 c-di-GMP’nin yap s -A. xylinumun allosterik aktivatort (Bielecki et al.,
2000)
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A. xylinum hicrelerinde c-di-GMP’nin konsantrasyonunu regile eden CDG
(diguanil siklaz), PDEA (fosfodiesteraz A), PDEB (fosfodiearz B) olmak Uizere
3 enzim vard r (ekil 2.10) (Ross et al.,1987).

PDEA ve PDEB sitoplazmik membrana tutunndurumdad r. CDG ise 2 ayr
forma sahiptir. Bunlardan biri sitoplazmik membrana tuturtorudi eri ise
sitoplazma iginde bulunur (Ross et al.,1991). Weinhouse et al.(198¢# GNP
konsantrasyonunun intrasellular regilasyonunilagan c-di-GMP’ye ba yeni
bir protein olduunu belirtmilerdir. Tal et al. (1998)A. xylinunda c-di-GMP

hiicresel doniwmundn ¢ operon taraf ndan kontrol edildi saptam lard r.

A. xylinumda sellloz sentezinde anahtar regllatér enzim olan CDG, iki gen
taraf ndan kodlanan iki polipeptit zincirinden atou tur (Nichols et al., 1998).
CDG Md*" iyonlar taraf ndan aktive edilir ve 6zellikle saponin tarafmitzhibe
edilir (Ohana et al.,1988). CDG, ilk énce 2 GTP molekulini line@pGps’e
dondturdr ve daha sonra ve sonra seluloz sentaz aktive eden My
donutariar. PDEA, aktif haldeki c-di-GMP'yi inaktif dimer olamkar pGpG ve
diGMP’ye ay rr PDEB ise bunlar daha da parcalayakakmolekil 5/GMP ve
pGpG,’lara ay rr (ekil 2.11).

PDEA, PDEB'yi etkilemeyen G4 iyonlar ile inhibe olur. Bu nedenle seliiloz
sentezinde G konsantrasyonu dolayl olarak etki etmektedir. Bu iyonlar c-di-

GMP’nin inaktif lineer forma doniimdnd inhibe ettinden, kalsiyum iyonun

konsantrasyonun yiksek olmas inhibisyon orann artrr.

Sellloz sentaz aktivasyonunun molekiler mekanizmas nda; pokityke etahip

olan CDG ve negatif etkiye sahip olan PDEA ve PDEB’yregec-di-GMP’ nin

rol oynad na inanlr. GUnimuizde sellloz sentez regulasyon mekanizmas na
sadecéA. xylinumda rastlanmt r (Bielecki et al., 2000).
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1,4- 3. glukan

Plazma

Aktive
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zarl seliloz Diguanilat A 8 olmus

centaz thI- siklaz 2;’; sellloz

PF")/\H:” pP; Ca™ sentaz
1
' / pGPG 2 5'GMP
m
1

2GTP popPGPG
G G
Co oG-_-J CDGD |
& E = _

Mg++
X
UDP - glukoz uDP
ekil 2.11 A. xylinunun seliiloz sentezinde 6nerilen mo@8ielecki et al., 2000)
PDEA, fosfodiesteraz A PDEB; sfatliesteraz B; pppGpG; difosfo-di-
GMP pGpG (Il); c-di-GMP (siklik-di-GMP) pGpG; diH@P (linear di-
GMP)

2.10.Acetobacter xylinunun Sentezledi i Coztnebilir

Polisakkaritler

Seluloz d nda A. xylinumun sentezledii ba ka ¢Ozunlr polisakkaritler de
(glukoz, mannoz, ramnoz ve glukuronik asit; 6:1:1:1) de bulunmaktaavid@e
ve Colvin, 1985). Bu polisakkaritlerden biri olarhomoglukan ¢6zlnebilir bir
polisakkarittir. Bu polisakkarit 1970’lerde bulunntur. Bu yap n n omurgas n-
1,4 bayla bal glukoz zincirleri oluturur ve bu zincirdeki her 3 glukoz
molekiline -1,2 ba yla bal baka glukoz molekulleri bd dr (Colvin ve
Leppard, 1977; Colvin et al., 1979. xylinumun pellik olu turmayan (pé€)
strainleri, hiicre zar na bk olan -glukan sentezlerler (Dekker et al., 1977).
Valla ve Kjosbakken, (1981), (Ckglstrainlerinden glukuronik asit zincirleri ile
glukoz, mannoz ve ramnoz iceren ¢ozunebilir polisakkaritleri iedhei tir. Bu
polimerdeki zincirlerin bir k sm asetillenntir (Tayama et al., 1985). Bu tip

polisakaritler asetan olarak isimlendirilir (De Lanninakf 1988).



33

2.11. Acetobacter xylinum taraf ndan sentezlenen endo ve

ekzoselulazlar

A. xylinum selilazlar ile ilgili ilk bilgiler, 6zellikle bakteriningenlerinin
tan mlanmas ile ilgili olarak, Okamoto et al. (1994) vengtd et al. (1994)
taraf ndan elde edilmiir. A. xylinumIFO 3288 straininden, karboksimetil seltilaz
aktivitesi gosteren 24-kDa proteinini (218 molekulll) kodlayan enzimbgigen
kodonunu, gen kutiphanesindeki DNA'dan farkl oldou ayrt eden ilk
otorlerdir. (Okamoto et al., 1994A. xylinumATCC 23769 (C€) mutant nda
sellloz sentaz operonuna ait endoselilaz geni bulunmGtandal et al. 1994A.
xylinum BPR 2001 strain endo-1,4glukonaz geninin oldw saptanmtr
(Tonouchi et al.,1997). Bu strainde endo-1;dlukonaz geni, seliilaz sentaz
operonunun yukar ksmnda ekzo-14lukanaz geni ise seliloz sentaz

operonunun @ k sm nda lokalize olmuur.

A. xylinumBPR 2001 strainine ait olan endo ve ekzoselilazlar saflm ve
karakterize edilmtir (Oikawa et al., 1997; Tahara et al., 1998). Yaplan
¢al malar sonucunda her iki sellilaz aktivitesinde ve sellilazzeade pH 5'in,
pH 4’den daha etkili oldw saptanmtr (Tahara et al., 1997). pH 5'de kultur
s ras nda polimerizasyon derecesindeki miktar, 16.800’'den 11.000audtr
fakat pH 4’'de 6nemli bir de im olmam tr. pH 5'de oluan selilozun gerilme

direnci gibi fiziksel dzellikleri de diilkttr (Tahara et al., 1998).

2.12. Bakteriyal Seltlozun Biyodegradasyonu

Seluloz biyolojik olarak parcalanabilir ve bakteriyal selilozun bigoaéasyonu,
hemisellloz, pektin ve lignin polimerlerini iceren bitkisel sehiin
biyodegradasyonuna oranla daha kolaydr. Bakteriler taraf ndan zksmde

bakteriyal selilozun parcalanmas nda da selllotik enzimlemkiulla

Bakteriyal sellloz, yap sal ve fizyolojik 6zellikleri nedemiykelilaz (1,4-

glukan 4-glukonohidrolaz: endoselilaz) ve sellobiohidrolaz malar nda
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kullan labilen iyi bir substrat ornédir. Sellobiohidrolazlar, sellozom
bile iklerinin as | parcalar d rlar, selllotik bakterilerden oldukadar seliiloz
parcalayan fungal sistemlerin 6zetid@ c¢oklu enzim parcalar d rlar (Boisset et
al.,1999). Clostridium thermocellum sellozomlar, A. xylinum seliloz

mikrofibrillerini  Valonia ventricosa seliiloz mikrokristallerinden daha h zl

parcalamaktad r (Boisset et al.,1999).

Hidrolizin ultra yap s transmisyon elektron mikroskobu (TEM), k étesi
spektroskopi ve X-ray difraksiyon (krnm) analizi ile belirl&iie. Humicola
insolvenssellobiohidrolaz Cel7A (sellobiohidrolaz I:CBH ), bakteriyalidez
mikrofibrillerini parcalam tr. Ayr ca Cel6A (sellobiohidrolaz II: CBH 1) ile
Cel7A (sellobiohidrolaz I:CBH I)’nn karm da bakteriyal seltiloz fibrillerini
parcalara ay rmt r (Boisset et al., 2000)richoderma virideifungusundan elde
edilen CBH | ve endoglukanaz Il bakteriyal seltloz mikrofibriheri

parcalamaktad r (Samejima et al., 1997).

Bakteriyal selulozun mikrofibrilleri, asit muamelesi ile dergadanmaktad r
(Samejima et al. 1997).

Trichoderma rees&iden elde edilen CBH | enzimi de bakteriyal sellloz
mikrofibrillerini kolayca parcalamaktad r (Srisodsuk et al.,199Bplimerin
¢ozuanurlu G h zl olmas na ramen polimerizasyon derecesi yaga duer. Bu
fungusdan elde edilen endoseliilaz I'in substrata etkisi sonucundeoleykr
gercekleir. Her iki enzim, dier bitkilerdeki seliloza gore daha yuksek bir safl

sahip olan pamuktaki seltlozu, bakteriyal seliilozdan daha yedlize eder.
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2.13. Biyoteknolojik Ozellikler

Bakteriyal sellilozun Uretim kapasitesini art rmak ve maligiétiirmek amac yla
mikrobiyal biyoteknolojide surekli kullanlan, iki temel uygulamadan

yararlan Imaktad r.

1. Sellloz ureten bakterilerin taranmas (screening) ve uygamiargan n segimi
icin metot gelitiriimesi 6nem tamaktadr. Ucuz atk karbon kaynaklarn

kullanan strainlerin, genetik mihendislyontemleriyle gelitiriimesi de olas d r.

2. Durgun ya da calkalamal kudltirdeki Gretim wltar n n optimizasyonu
gercekletiriimelidir. Optimizasyon ¢almalar nda uygun karbon, azot kaynaklar
ile s cakl k ve pH’ n 6nemi blyuktur. Bakteriyal seltlozun pellikdsamorf jel
formunun saptanmas ile esneklik, mekanik diren¢ ve adsorblama gibi

ozelliklerinin belirlenmesi de 6nemlidir.

2.13.1. Bakteriyal seluloz Ureten strainlerin doal kaynaklardan

izolasyonu ve geliimi

Uygun doal kaynaklardan izole edilen asetik asit bakterilerinin sellloz
dretiminin taranmasnda De Wulf et al. (1996)'nin Onerdiydntem
kullan Imaktad r. Bu ydnteme goére glukozu, glukonik asit yolu ile 2véya 2,5
ketoglukonata oksitleyemeyen strainler secilmektedir (Winkelmaal.etl984;
Johnson ve Neogi, 1989; De Wulf et al.,1996; Vandamme et al., 1988). B
yakla mla De Wulf et al. (1996), icinde Bve BrQ; iyonlar bulunan ve asidik
pH'da molekiler brom salabilen bir ortam deneme bu ortam nA. xylinum
hicreleri Uzerine toksik olan bir etkisi oldinu a¢ a ¢ karm lard r. Glukozu,
glukonata ve onun turevlerine domirmeyen mutantlar bu ortamda canl

kalabilmektedir.

Glukozu, glukonik aside metabolize edemey&nxylinumstrainlerin secimi de

CaCQ iceren besiortam nde yap Imr (Johnson ve Neogi, 1989). Seliuloz Ureten
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bakteri strainlerinin (Cé) kat besiortam ndaki kolonileri bej ya da beyaz renkte
olup, yuvarlak, yiuksek ya da konveks, kicik ve jelatinimsidir. Selitetmeyen
bakteri strainlerinin (C8l kat besiortam ndaki kolonileri ise diz, mat ve
blyuktar (Johnson ve Neogi, 1989; Krystnowicz et al.,2002). Vandamnle et a
(1998), bu metotlaA. xylinum KJ33 strainini izole edip, 3,3 g/ bakteriyal

sellloz Uretimi gercekl@rilmi tir.

N-metil-N/-nitro-N-nitrosoguanidin (NG) ya da EMS gibi mutajerkimyasal
bile ikler ya da UV radyasyonu ile selliloz Uretimi yiuksek olan mudarglde
edilmi tir. Bu mutantlarda asetan gibi ¢ozulebilir polisakkaritleentezi azalm

ve ¢ok duuk miktarda glukoz organik asitlere doniii tir (Johnson ve Neogi,
1989). A. xylinumstrainlerinin taranmas s ras nda spontanlar n ve selulge I
sentezleyen mutantlar n izolasyonu amaclatm Bu selliloz, nutrient broth
yluzeyinde pellik oluturmayan ve koloni ekilleri dizgin olan bakteriler
taraf ndan sentezlenir. Bakteriyal selllozu en iyi Uretendilexin secimi seliiloz
Ureten bakterilerin geleneksel yontemlerle sentetik aktivitesiayr ayr
saptanmas ile olur. Ornim; Toyosaki et al. (1995), meyve ve cicek gibi bitki
orneklerinden 2096\cetobacterstraini izole etmiler, bunlardan nutrient broth
besiortam n n yizeyinde pellik olwran 412 straini ay rmlard r. Elde edilen
sonuglara gore, calkalamal kultirde bakteriyal sellloz Urefiniinden en iyi

straininA. xylinum ssp. sucrofermentaBBR2001 olduu kaydedilmitir.

2.13.2. Genetik muhendislii ile seliloz Ureten strainlerin

geli tirilmesi

A. xylinumdan di er organizmalara ¢#li karbohidrolazlar kodlayan genlerin
aktar Imas ile besiortam maliyetinin dirtlup, bakteriyal sellloz Uretim
miktar n artrma yoluna gidilmtir. Orne in; Leuconostoc mesenteroidisn
sukroz fosforolaz geninin ekspresyonu Aleetobactede karbon kayna olarak
sukrozun kullan myla seliloz uretim miktar artor (Tonouchi et al.,1998).
Nakai et al.(1999)'d¥igna radiata(Fabaced'dan sukroz sentaz mutant geninin

ekspresyonu ileA. xylinum strainlerinde seliloz Uretim miktarnn 2 kat na



37

¢ kt n gostermilerdir. Bu mutant enzimde, glutamik asitle yer idérmi 11
serin zinciri bulunmaktadr ve enzim, UDPGIc'nin sentezinde suwkroz
parcalanmas n kolaylarmaktad r. A. xylinuma mutant genin aktarImas,
rekombinant strainlerde ne sukroz metabolizmas n i desiyle ne de direk
UDPGIc’'nin sentezi igin yeni metabolik yol yaratImas il&uro( ekil 2.12).

YUuksek bitkilerde de UDPGIc sentezi benzer sistem ile olur.

‘;]ik(llﬁ. Cle-th-p —# Gle-1-P
F

ATP ADP
uUTP

Fru-6-P /— [uer ]

'y PPi

ADP '\

ATP /

Fruktoz /. UDPGle P (4-B-glikozil)n
\

SUKROZ UDP ‘/ \. {4-B-glikozil)n+1

ekil 2.12 Sukroz sentaz (SukS) genini iceren relkioaniA. xylinumstraininde
UDPGiIc biyosentez yolu (Bieleekial., 2000)

2.13.3. Fermentasyon yontemi

A. xylinumstrainlerinde bakteriyal sellloz, sv besiortam ylzeyinetinimsi
bir yap da geliir. Bakteriyal seliiloz tretiminde durgun kdlar optimal olarak
kullan | bir yéntem olarak goérulmuolabilir. Fakat durgun kilttr kallar nda
selllozun s v yluzeyde diz bir tabaleklinde sentezi ve tretim miktar n n dik
olmas bir dezavantaj oldu i¢in yeni fermentasyon yontemlerinin gélilmesi

icin cal malar yap Imal dr.
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2.13.3.1. Karbon ve azot kaynaklar

Bakteriyal seltloz dretimini etkileyen en o6nemli faktorlerdeni Bullan lan
karbon kaynaklardr. Jonas ve Farah (1998)'de, bakteriyal seluktiminde
mono, di ve polisakkaritlerin, alkol ve organik asitlerin etkignatrm lardr.
D-arabitol ve D-mannitol gibi karbon kaynaklar n n glukozla Kartrild nda
sellloz Uretiminin 6,2 ya da 3,8 kat daha fazla aldkaydedilmitir (Jonas ve
Farah, 1998). Her ikieker, glukonik asite doninedi i igin reaksiyon s ras nda

pH sabit kaim tr.

Tonouchi et al. (1996)A. xylinum strainlerinin glukoz ve fruktozdan seliiloz
sentezlediklerini bildirmilerdir. Fruktoz, fosfoglukoz izomeraz ve UDPGIc

pirofosforolaz aktivitesini stimule etmve seltloz Gretimini art rmt r.

Besiortam nda karbon kayna olarak sadece maltoz kullanld takdirde
bakteriyal sellloz Uretimi, glukoz igeren besiortam ndaki tUretmt@ kat daha
di Uk olup, glukoz varl nda Uretilen seliloz polimerinin  uzunlndan
(DP=11,500) da daha k sa (DP=4000-5000) olmaktad r (Masaoka et al., 1993).

A. xylinum ssp. BPR200%trainin calkalamal kuiltirdeki bakteriyal sellloz
uretimi, laktat varl nda 4-5 katna ¢ kmtr (Matsuoka et al., 1996). Laktat
kayna , Ozellikle calkalamal kultirde seliloz Uretiminde en iyisioetam
bile iklerinden biri olan corn steep liquor (CSL)'dur. Seluloz uretinsireher;ji
kayna olan laktat, glukoz ve fruktozun aksine UDPGlIc’a déné&z fakat Krebs
dongusinde piruvat ve oksalaasetat'a metabolize olur. Besiortarfaktid
uretmek icin laktik ve asetik asit bakterilerinin kae¢ kaltird uygulanr.
Lactobacillus Leuconostoc Pediococcusve Streptococcusen iyi strainlerdir.
Laktik ve asetik asit bakterileri, sukrozu hidrolize e@atcharomycesiayas n n

( -fruktofuranosidaz ureticisi) varl nda da gelir. Lactobacillusstraini 6,4 gC*
seliiloz iiretirken, 14 giinlikk calkalamal kiiltirde bu miktar 8,Fy# c km tr
(Seto et al.,1997).
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Sellloz sentezini stimule eden €éi énemli bileik etanoldir (Naritomi, et al.,
1998a).A. xylinumun sirekli kiltiiriinde bulunan 10 gletanol, fruktoz iceren
besiortam nda bakteriyal seltloz dretimini art rmakta, fakam@ miktar 15 gL
La ¢kt nda polimer sentezi engellenmektedir. Selilloz sentezinde, Igiktat
etanol de enerji kayna olarak kullan|r fakat bunlar substrat dielir. ATP,
fruktoz kinaz aktive eder, glukoz—6-fosfat dehidrogenaz da inhibe &ier.

nedenle 6-P-glukozun, 6-fosfoglukonata damid engellenir.

Seliloz Ureten strainler aminoasitler, vitaminler ve mintrzlar n d nda yeast
ekstrakt, CSL, kazein ve dir protein hidrolizatlar gibi kompleks azot
kaynaklar na ihtiya¢ duyarlar. Tercih edilen azot kayn&lestrin ve Schramm
(1954)’ n gelitirdi i besiortam nn (HS) temel billeri olan yeast ekstrakt ve
pepton’dur. Calkalamal kiltirde kullan labilecek en iyi azot kayaa CSL'dir
(Johnson ve Neogi, 1989). Yeast ekstrakt, baktopepton gibi pahadrtbesi
bile iklerinin yerine; beyaz kabak suyweker pancar at veya peynir alt suyu
gibi ucuz endustriyel at klar da kullan labilir (Krystynowiczagt 2000).

Besiortam na piridoksin, nikotinik asit, p-aminobenzoik asit ve imiajibi
vitaminler eklenerek, bakteriyal seliloz sentezinde etkest alm tr (Ishikawa
et al.,1995, 1996h). Kolin, betain ve yasitlerinin (tuzlar ve esterler) da.
xylinum strainlerinin seltloz dretimini gucli bir ekilde stimule ettii

gosterilmitir (Hikawu et al., 1996).

2.13.3.2. pH ve s cakl n etkisi

A. xylinumstrainlerinin selilloz tretiminde pH etkisinin analizinde steaiigin en

iyi pH aral nn ture bal olarak 4,0-7,0 oldw anla Im tr (Johnson ve Neogi,
1989; Galas et al.,1999). Ishikawa et al. (1996a) ve Taharh €t997)'nn
yapt aratrmaya goreA. xylinumstrainlerinin pH 5,0’de fazla miktarda polimer
sentezledii belirlenmi tir. Krystynowicz et al. (1997)’ye gore de optimal pH 5,0
olarak verilmitir. Farkl pH aral klar nda, polimerin adsorblama o6zellikleri

aratrim ve polimer Uretiminde kullan lan HS ortam i¢in dnerilen $/8-6,0
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aral nda su tutma kapasitesinin en yiksek oldkaydedilmitir (Wlochowicz,
2001).

Polimer Uretiminde pH kadar s cakh da 6nemi biyuktir. Yap lan atamalar
sonucunda seltlozun polimerizasyon derecesinin (DP) ve su tutma &ajparsit
en iyi oldu u s cakl n 28 - 30°C oldu u gésterilmitir (Wlochowicz, 2001). 25
°%C ve 35°C'de iretilen polimerin DP'si ve su tutma kapasitesi %80 deki
polimerin 6zellikleri ile karla trld nda; DP'nin en diiik de erinin yakla k
10,000; su tutma kapasitesinin de % 164 oldkaydedilmitir (Wlochowicz,
2001).

2.13.3.3. Durgun ve calkalamal kdlturler, fermentdr ceitleri

Bakteriyal sellloz sentezi, uygun miktarda hicre transferi tarohomojenlii
icin gerekli olan, calkalanma ve havalanmannlaad batk veya durgun
kilturlerde gercekler. Kuoltir artlarnn secimi elde edilen polimerin

kullan laca alana baldr.

Durgun kultirde sellloz Uretimi, genellikle ylzey/hacim oran nal dba
Optimum yuzey/hacim oran, ¢ok yiksek ya da cokUduhavaland rma ile
salanmaz. Yiizey/hacim orannn 2,2 ¢en 0,7 crite kadar dei ti i
kaydedilmitir (Joris et al.,1990; Krystynowicz et al.,1997). Durgun kulttrde
bakteriyal seltloz Uretimi bir ya da iki ad mda gercedd®lir (besiortam na % 5-
10 bakteri suspansiyonu inokule edilir). Krystynowicz et al. (1997), wiurg
kalturan birbirini takip eden iki ad mda gergekieini kaydetmitir. Birinci

ad mdaA. xylinum E25 hucrelerinin 24 saatlik aktivasyonu lsa r ve ikinci

ad mda bu ilk kultdr, ikinci kulttre inokule edilir ve pellik olumu igin 4-5 gun
inkiibe edilir. Bu metot tek tip bakteri getnini ve homojen pellik oluumunu

sa lar.

Durgun kultirde bakteriyal seltloz sentezinin kontroll s v ylzeydd somanda

pellik olu umundan dolay zordur. Kontrolin sirekli olmas igin 6nemli
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parametrelerden biri pH'd r. Polisakkarit sentezi ve hiicreigelicin 6nemli bir
faktor olan pH, kiltir ortam nda keto-glukonik asitin birikmesi ileatliDurgun
kiltirde pH ayar geleneksel yontemlerle yap lamadian dolay Vandamme et
al. (1998),in situ pH kontrol sistemini uygulamard r. Ornein; Acetobacteisp.
LMG 1518 straini igin substrat olarak fermentasyon ortam na assdik
eklenmitir. Keto-glukonat birikimi olsa bile asetik asit katabolizmds pH' n

¢ok fazla dimesi engellenmive besiortam n n pH’ 5,5 olarak sabit kalirr.

Acetobactergenusuna ait strainlerden surekli ¢alkalamal kiltir ile seliloz
eldesinde bircok problemle kda Im tr (Johnson ve Neogi, 1989). Bu
problemlerden biri kultirin stabilitesinin ¢ok zor kmmasdr. Bu stabil
olmayan durum, strainlerin seliloz yapma yete@meyava yava kaybettirir.
Strainlerin stabilitesinin bozulmas nn nedeni de spontan mutasygalada
sellloz Gretmeyen hiicrelerin bask n hale gegcmesidir. Calkal&iiitilr s ras nda
seliiloz Ureten hiicreler (Cgl seluloz Gretmeyen (Cglhiicrelere dd ebilir ve
sellloz dretimininin kayb , fizyolojik faktérlerden cok mutasyonlaejé ac dan
sellloz Ureten hdcrelerin, sellloz Uretmeyen hiicrelere digdine bal dr
(Johnson ve Neogi, 1989). Ayr ca EMS (etil metan sllfonat), nagizve NG
(N/-nitro-N-nitroguanidin) gibi kimyasal mutajenler kullan laraka d(Cel)
hiicreler, Celhlcrelere doniebilmektedir. Statik kiltirde geén (Cel) hicreler
(Valla ve Kjosbakken, 1982). Seluloz ureten ve Uretmeyen hidesleoluan
kar k bir kultir, statik koullarda geliti i zaman seliiloz treten hiicreler (Gel
daha baskn olduklar icin kendilerini g0sterirler. Fakat bu Rarkultir
calkalamal koullarda gelitirildi inde seluloz dretmeyen (Cehucreler daha
bask n olur (Valla ve Kjosbakken,1982).

Statik ko ullarda hicreler, besiortam nde’@in zengin olduu yere doru hareket
ederek, havan n daha ¢ok oldubdlgede toplanrlar. Bu ks mda zarms bir
ekilde pellik oluur. Havan n yeterli ve homojen oldw ¢alkalamal kulttrlerde
bask n olan (Cél hiicrelerin geliimi, polimer sentezinden daha fazla olmaktad r

(Krystynowicz et al., 2002).
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Calkalamal kultirdeAcetobacterstrainleri ile sellloz Uretiminde kala lan
di er sorunAcetobactestrainlerinin glukozu, glukonik asit ve ketoglukonik asite
donttirmesidir. Dolay syla asit Uretimi artar, pH @i ve sellloz Uretimi

s nrlan r (Johnson ve Neogi, 1989).

Bakteriyal sellloz sentezinin daha iyi bekilde kontroll icin 6zel fermentorler
geli tirilmi tir. Yatay fermentorlerde sellloz Uretimi, batk ve sabittikigrle
salanr. Polimer, uzun bir aks n etraf nda silindirik ylizeyde topla®iu an
polimerin bir k sm sv ortam iginde bir k sm da sv yudey(havada) kal r. Bu
yontem ile daha fazla oranda polimer eldesi mumkindir (SattleFiedler,
1990). Bungay ve Serafica (1997)'de bir litre hacmindeki (cap 12 @mn)ol
fermentorde seltloz Uretimini gerceliemi lerdir. Krystynowicz et al. (1997),
11 L'lik fermentor kullanarakA. xylinumE25 straininden 7 gunlik inkiibasyon
sonunda 4,2 gt BS uretmilerdir. A.aceti ssp. xylinumPATCC 2178 straininden,
300 L'lik fermentér kullan larak, 36C’de 45 saatlik inkiibasyon sonunda 10'gL
BS dretilmitir (Laboureur, 1988). Chao et al. (2008), xylinum sp.BPR2001
straininden 50 L'lik internal loop airlift reaktérini kullanarak B&tmi lerdir.
Oksijence zengin havaland rma ile 67 saat sonra seliiloz ni@agL-""den 8,0

gLl ye ckm tr.

Fermentorlerde bakteriyal seltloz Gretimi s ras nda karlan en énemli sorun,
kialtur ortam nda gelebilecek miselli yapya sahip olan fungus ve
Streptomycetéerdir. Havaland rma ve gaz transferinden dolay c¢ok miktarda

miselyum oluabilir.

Bakteriyal seliloz sentezi srasnda baz metabolitlerinkimii de sellloz
Uretimini etkilemektedir. Ornén; Kouda et al. (1998), yiksek oranda £O

birikiminin A. xylinumgeli imini ve selliloz Uretimini azaltt n kaydetmilerdir.

Laboureur (1998)’'de 300-500 L’lik fermentdrler kullanarak xylinum spATCC
21780 straininden bakteriyal sellloz Uretimini gercekimi lerdir. Kullan lan

besiortam nda % 5 sukroz, % 0.05 yeast ekstrakt, % 0,2 sitrikaasit tuzlar ,
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Mg?* ve fosfatlar bulunmaktad r. 3XT'de 45 saatlik inkiibasyon sonunda 18'gL
BS Uretilmitir. Acetobacter spATCC 8303 straininden, % 0,28 glukoz, % 0,07
maltoz, % 0,03 CSL ve % 0,03 yeast ekstrakt iceren besiortan28d€:de, pH

4,6'da, 33 saatlik inkiibasyon sonunda 13*gieliiloz uretilmitir.

Selluloza yapan hicrelerden dolay buyidk hacimli fermentdrlerde inokile
edilecek hucre miktar nda problem ortaya ¢ kmaktad r. Sellloz Edngin
kullan lan selllaz ile hicreler uzaktalr ve hicre younlu u artmaktad r
(Brown, 1989c). Otuz saatlik gelnden sonra enzim varlnda hiicre younlu u
10" mL™den 1¢ mL™ye ¢ kmaktadr. Uretilen seliilozdaki fibrillerin dieik
caplarda olmas icin denemeler yap InfYyamanaka et al.,1990) ve cap kuguk
olan fibrillerden 6zellikle kan damar olarak yaralan lom (Klemm et al., 2001).

2.13.3.4. Surekli kaltir

Mikrobiyal seltloz durgun ve surekli bir kiltirde de Uretilebilir (Saket
al.,1998). Tepsilerde HS besiortam nda kiltlre edilof@n A. xylinumstraini 2
gun sonra yuzeyde pellik olwrur. Bu pellik al narak sodyum dodesilstilfattan
gecirilir ve bu sayede hicreler éldurilur ve pellik donen bir silendoyulur. Bu

i lem 35 mm H dénme hzyla birkac hafta devam eder. Bu srada optimum
dizeyin korunmas amacyla her 8-12 saatte bir ortama taze EiSrthm
eklenir. Bu yontemle uzunlw 5 m’den daha fazla olan seliiloz filamentleri elde
edilebilir (Bielecki et al., 2000).

2.14. Bakteriyal Seltulozun Safla r Imas

Durgun ya da calkalamal kiltirde uretilen mikrobiyal seliloz, hi@eda
besiortam kalnts igerdi icin tamamen saf ddédir. Bakteriyal seltlozun
saflat r Imas nda sodyum, potasyum hidroksit, sodyum klorat ya da hipoklorat,
H,0,, seyreltiimi asitler, organik ¢oziuculer ya da scak su gibi ¢oki de
ajanlar kullanlr. Bu ajanlar tek ya da kombine biekilde kullan labilir

(Yamanaka et al., 1990). Bakteriyal selilozun bu ajanlardan rigirhaiyle 55 —
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65 °C’de, 14-18 saatlik muamelesi sonunda hiicre say s ve renklenmesierec
di mektedir.

Yamanaka et al. (1989), bakteriyal seliilozu musluk suyunda y kad ktaa %02
NaOH ile muamele etnlerdir. Watanabe et al. (1998), ise polimeri 0,1 M
NaOH'de 80°C'de 20 dk. muamele etniér ve daha sonra distile su ile
y kam lard r. Takai ve Erata (1998), polimeri 6nce distile siyilam lar ve %

2 lik NaOH ile muamele ettikten sonra % 2 lik asetik gssihotralize etmilerdir.

Krystynowicz et al. (1997), bakteriyal selilozu 1 gece musluk suyunda
y kam lar, daha sonra 2 saat % 1’lik NaOH’de kaynatand r. NaOH kal nt s n
uzaklat rmak i¢in 6rnek 1 giin daha musluk suyunda y karwve % 5’lik asetik

asit ile notralize edilmiir.

Bakteriyal selilozun medikal alanlarda kullan labilmesi icin pirogghastal k
toksini) reaksiyonlara sebep olan toksinlerden ve bakteri hicrelarinde
arndrlimas gerekmektedir. Bu amagla seliloz piglin saflatrimas nda en
etkili yontem, pelliin % 3’lik NaOH’de 12 saat bekletiimesidir. Bu yontem 3 kez
tekrarlan r ve sonra pellik % 3’luk HCI ¢ozeltisi ile muamelgilerek, distile su

iley kanr. SaflatrIm pellik, otoklavda ya d&Co n ile sterilize edilir.
2.15. Bakteriyal Seliilozun Ozellikleri

Bakteriyal seliloz genel olarak ¢ozinmeyen, esnek, gerilmenadingiksek,
elastik bir polimerdir. As bir yap ya sahip olan polimerin kristalize 6zelli
yuksektir. Bu 0Ozellikler bitkisel orjinli selilozda bulunmaz. Aw ditkisel
polimerin ipliksi yap lar (fibril), bakteriyal selilozun mikrdsiiillerinden 100 kat
daha kal nd r ve bakteriyal polimerin yizeyi de bitkisel polimegfizey alan na
gore 200 kat daha buyuktih. xylinumstraininin ¢alkalamal kultirde, Uretti
polimer ile statik kiltirde Uuretti polimer karlatrim ve buna gore
polimerizasyon (DP) derecesinin (14,400 ve 10,900), kristalizasyoksimite (%
71-63), gerilme direncinin (33,3 ve 28,3) ylUksek oldufakat su tutma
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kapasitesinin (45 ve 170 gBp siispansiyon viskositesinin (0,04 ve 0,52 Pa.s)
diU Uk oldu u kaydedilmitir (Watanabe et al.,1998).

Bakteriyal sellloz icerdi sv komponentlerden dolay jelatinimsi bir gérinime
sahiptir. Polimerin su tutma kapasitesi yuksektir fakat suyafaga polimere
ba lanmaz ve polimer yavaa bast r larak fazla su @r verilebilir. Kurutulmu
polimer bir ka t tabakas gibi 0,01-0,5 mm kal ninda olup, iyi bir adsorblama
Ozelli ine sahiptir (Yamanaka et al.,1990; Krystynowicz et al.,1995,19§r)ca
ses dalgalarn hzl bir ekilde iletebilmektedir. Polimerin bu mekanik
Ozelli inden dolay akustik membranlar olarak kullan labildkaydedilmi tir
(Vandamme et al.,1998).

Bakteriyal selulozun ozellikleri, ya sentez srasnda ya da leilgdilirken
de i ebilir. Seluloz turevleri; sulfonik asitler, alkilfosfatlar gia niasta, dekstran
ve di er polisakkaritler gibi baz biléler, besiortam nn icinde bulundu
takdirde, Grinin makroskobik morfolojisi, gerilme direnci, optik wuk ve
adsorblama 0zellikleri deé ebilmektedir (Yamanaka ve Sugiyama, 2000).
Bakteriyal selllloz, ayr ca dér baz bileikler ile kombine edilerek, istenilen
fizikokimyasal ©Ozelliklere ulalabilir (Yamanaka et al.,1990). Bu amagla,
yard mc materyal olarak aliminyum, cam, agar, alginatiarragenan, pullulan,
dekstran, poliakrilamid, heparin, polihidroksialkoller, jelatin &gkn gibi
inorganik ve organik bilekler kullanImaktadr. Bu yard mc maddeler,
bakteriyal selliloza emdirilerek, ya da adsorblanarak veyalpama polimerle
kar trlarak birletirilir ve ceitli Grunlerin yap m nda bu ekilde kullan|r
(Bielecki et al., 2000)Listeria mesenteroidé&den elde edilen dekstransukraz ve
alternansukraz  kullanarak bakteriyal selilozun enzimatik modifikasyonu
yapIm tr (Kim et al., 1999). Bu enzimlerin besiortam nda bulunmas Alle
xylinum ATCC 10821 straini tarafndan 1,4; 1,6 ve 1,3'e Ibaglukan

monomerlerinden olan ¢ozunlr seliloz sentezlentmi
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2.16. Uygulama Alanlar

Bakteriyal seluloz, genelikle guivenli oldu bilinen (Generally recognized as safe
= GRAS) polisakkaritler grubuna ait olup ¢ok farkl amaclam iqullan Imaktad r
(Cizelge 2.5). Bu polimerin ticari uygulamalar n n yap Imésikteriyal selilozun
benzersiz baz 6zelliklerinden ve bakteriyal strainlerin, uctk eaddeler
Uzerinde geliebilmesinden dolay d r. Bakteriyal selllozun avantaj, kimyasal
safl ~ve genelde bitki polisakkaritlerinde bulunan maddelerin bakteriyal
selllozda bulunmamas gibi 6zelliklerinden kaynaklanmaktad r (&kelet al.,
2000).

Cizelge 2.5 Bakteriyal selllozun uygulama alanfdonas ve Farah, 1998)

Sektor Uygulama alan

Kozmetik sanayi Kremlerin, toniklerin, trnak ciéalnn emilimini

kolayla t rmada kullan I r.

Tekstil endustrisi Suni deri ve dir tekstil Urinlerinde adsortif materygl

olarak kullan I r.

Turizm ve spor sektéri Spor k yafetler, ¢cad rlar ve kamp malzemelerindiekul r.

Maden endustrisi ve rafineri Balt lan yalar n toplanmas , mineral ve yir n yeniden
i lenip kullan labilir hale gelmesinde kullan | r.

At klar n saflatr Imas Belediye at klar n n saflar Imas ve su ultrafiltrasyonunda
kullan I r.

Haberleme-yay n sektori Mikrofonlar ve stereo kulakl klarkullan | r.

Orman endustrisi Cok tabakal kontrplak, dayan Kaplarn yap m nd3
kullan I r.

Ka t endustrisi Birinci kalite kat, ariv evraklar, dayanakl banknotlar,

cocuk bezi, pecete yap m nda kullan I r.

Makine endustrisi Araba goévdesi, ucak parcalar re&et rampalar ndak]

catlaklar n giderilmesinde kullan | r.

G da enduistrisi Yenilebilir seliloz ve “nata de @btatl yap mnda
kullan I r.
Medikal sektor Gegcici suni deri, yan k ve Ulseraedi, dental maddes|,

suni implantlarda kullan | r.

Laboratuvar/ard rma kurumlar | Proteinlerin immobilizasyonu, krotografik teknikler, in

vitro doku kiltdrlerinin besiortam biléninde kullan | r
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2.16.1. Teknik uygulamalar

Bakteriyal selliloz (BS) ile bitkisel seluloz (PS) tabakaar la trld nda
bakteriyal selilozun bitkisel seliloza gore; dahau#iyo unlu a ve yuksek
gerilme direncine sahip oldu gorulmutur (Johnson ve Neogi, 1989). Bakteriyal
sellloz, cok iyi mekanik ©zelliklere sahip oldindan birinci kalite kat
uretiminde kullan | r. Bakteriyal polimerin mikrofibrillerindgpk say da hidrojen
ba bulunduundan bu polimerden elde edilen lén kurutulmas s ras ndaki
kimyasal adhezyon ve gerilme direnci ylksektir. Bakteriydlilge icerikli
ka tlar, dolgu ve renk maddesi gibi katk maddelerini iyi tutablerieyan nda
ayn zamanda elastik, gecirgen, y rtImalara-yannaakdirencli ve suyu emme
Ozelli ine de sahiptirler (Iguchi et al., 2000). Tarihi dokimanlar n tizuchér
kullanlan el yap m katlar n fibrillerine az miktarda BS ilave edilmesiyle

y pranmaya direncli bir etki yarat Imolur (Krystynowicz et al.,1997).

Bakteriyal sellilozu % 1 oran nda iceren kiar ISO 9706:1994 standart nda yer
almaktad r. Ayr ca bakteriyal selilozdan yuzey kaplamada kidiarka tlar da
uretilmi tir. Bu ka tlar cilal , parlak, dizgun ve gbzenekli bir gérinime sahiptir.
Yiuzde 3 orannda bakteriyal sellloz iceren kaplamatlea, % 20 oran nda
kaplamaya sahip olan rotogravuer kiar na benzer yilizey direncine ve cila
Ozelliklerine sahiptir (Johnson ve Neogi, 1989). Bakteriyal selUgentetik
ka dn onemli bir pargas d r. Cinkl polar olmayan polipropilen ve polretile
fibrillerine ilave edilen BS, sentetik kaln sya kar yaltmn salar ve
hidrojen balar olu turamad icin yanmaya kar direngli hale gelir (Iguchi et
al., 2000). vyi kalite bir ka tta odun 6zutunun miktar % 20-% 50 aras nda

deiir.

Bakteriyal seliiloz, yinli olmayan kumbenzeri cilt veya ciltleme Grtnlerinde,
cerrahi k yafetlerin ve clbbelerin yap m nda ve idi& hidrofobik ve hidrofilik
drinlerde ayr ca seluloz esterleri, polyolefin, naylon, akrddm ya da metal
fibriller gibi yaygn doal ve sentetik fibrilleri iceren Urtnlerin yap m nda da
kullan | r (Bielecki et al., 2000).
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Bakteriyal selllozu sentez sras nda modifiye edilehildfin kullan m alan n
geni letmek mumkudndur. (Brown, 1989a,b). Bu amag igin, kiltir ortam na direk
olarak CM-sellloz ya da sakkaritlerin kopolimerleri ve dikarbdksdsitler
eklenmektedir (Yamanaka et al., 1989). CM-seliiloz vauda elde edilen ve
organik ¢ozuculerle kurutulan selilloz, elastik bir 6zelive daha yiiksek su tutma
kapasitesine de sahiptir. CM-selllozun optimum konsantrasyonu % QA e

(a rl k/hacim) aras ndad r. Organik ¢oOzuculerin polaritesi baksriseltlozun
ozelliklerini etkiler. Ornein aseton ile muamele edilmpolimer, daha elastik ve
esnek iken, saf etanol ile kurutulduktan sonra tabakladeriye benzemektedir
(Bielecki et al., 2000).

2.16.2. T bbi uygulamalar

Durgun kudltarde dretilen selliloz, yan k boélge Uzerinde itiiliei bir 6zelli e
sahiptir (Bielecki et al., 2000). Bakteriyal seliloz sterdilebilir, dokuya
uyumludur, gézenekli, elastik ve elle tutulmas kolayd r, suyu &tstr icin
belli oranda nem igerir bu da yaralar n daha h zl iyilesini salar ayr ca yaral
bolgede ikincil enfeksiyonlarn olmasn engeller, yanan bolgedeki sy
adsorblayarak acy ve my azaltr ve dokuda yaran n yay Imas n engeller. BS
pellikleri farkl boyutlarda elde edilebildi i¢in yo un yaralar Gzerinde koruyucu
olarak kullan labilmektedir. Hayvansal orijinli Grtinlerdeki problerden dolay
kollagen kaplay c lar yerine BS igerikli kaplay c lar kullandktad r. Bu amagla
kullan lan bakteriyal seltiloz trtnleri Xylos Corp. firmas fardan Prima CelTM
olarak Uretilmektedir. Bu polimer, Rensselaer Polytechnic uisti{USA)'de
Ulser tedavisinde yara kapat ¢ olarak uygulahm Bu ekilde tedavi edilen Ulser
hastalar nn % 54’lU, 8 hafta sonra iyit@ lerdir (Jonas ve Farah, 1998\
xylinumdan sentezlenen sellloz ticari olarak “Biofil ve Bioprocesshleri ile
piyasa surulmive bu materyal 3. derecede yan klar n, Ulser ve dekubitusgiseda
ile deri transpalantasyonunda tedavi edici olarak kullan Imaktd@iyasada
“Gengiflex” olarak bilinen baa bir Grin de peridontal dokularn geri
doénl Uminde ya da iyildgirilmesinde kullan Imaktad r (Jonas ve Farah, 1998).
Krystynowicz et al. (2000) taraf ndaA. xylinumdan elde edilen seltlozun,

farelerdeki yaralar tUzerinde iyilgrici etkisinin oldu u da belirtiimitir (Bielecki
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et al., 2000). Yamanaka et al. (1990), ortas c¢ukur 0eefiahip olan bakteriyal
sellloz fibrillerinin suni kan damarlar ve Ureterler olakallan labileceini de
onermilerdir. Kopeklerde aort ve boyun damarlar n n yerine antitrombiliozel
sahip olan bakteriyal seliiloz iceren suni damarlar kullartlm1 ay sonra bu
suni damarlar ¢ karlm ve i¢ ylzeyde trombinin adhezyonunun durumu
incelenmi ve bakteriyal seliloz iceren kan damarlar nleyii ini iyi bir ekilde

korudu u gozlenmitir (Bielecki et al., 2000).

Yuksek gerilme direnci, elastikiyet, s v lar ve gazigecirme 6zellii olmas ndan
dolay kuru bakteriyal seluloz, kan glukoz seviyesinin ayarlanmgaskullan lan
biosensorlerde immobilize edilmiglukoz oksidaz koruyan bir membran olarak
uygulanm tr. Bu bakteriyal seliloz membran, 10 kat suland r Inmsan kan
solusyonunda elektrot stabilitesini 200 saat kadar koruyahitmCuprophan
(AKZO, England) gibi dier koruyucu membranlar elektrot stabilitesini sadece 30
saat kadar korumiard r. Cuprophan ile ortalmi seyreltimemi insan kan
biosensoriinde, elektrot stabilitesi 3-4 saat olmas nmnea bakteriyal seliiloz

membran 24 saat kadar stabilitelaan t r (Bielecki et al., 2000).

2.16.3. G da uygulamalar

Bakteriyal sellloz, ienmi g dalarda higbir yan etkisi olmayan kalorisiz bir katk
maddesi olarak kullan | r. Bakteriyal seliilozun g da endustrisiicée olarak ilk
kez kullan m “nata de coco” olarak Filipinlerde kullan Itrr. Nata de coco BS
ureten bakterilerin besiortam na ilave edilen sukrozlu hindisgaizicsiti veya
suyundan hazrlanan bir tatlandrcdr (Sutherland, 1998). Nata de’ntm
tuketiminin, ba rsak kanserine, damar serifie, koroner damarlardaki kan n
p htla mas na kar koruyucu etkisinin olduuna ve idrardaki ani glukoz arn
Onledi ine inanlr. “Nata de coco”’nun kullan m sadece Asya'daildgiim

dinyada yayg n hale gelmektedir.

Bakteriyal sellloz icerikli dier g da Grini de “Chinese Kombucha (teakvass ya

da tea-fungus)’'dr. Bu urln cay ya deker ekstraktlar nda geén asetik asit
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bakterilerinden ya da mayalardan elde edilir. Ylzeydeaoluu pellik insan
sal icin hem selilozu ve hem de enzimleri igerir. Abiyotik akéleri, tim
sindirim sistemi ve Ozellikle de kaln basa duzenler. Kombucha'’nn baz

kanser turlerine karkoruyucu etkisinin olduuna da inan I r (Iguchi et al., 2000).

A. xylinum E25 straini taraf ndan sentezlenen bakteriyal seliloz pelhidhe
gelecekte, arap ve meyve filtrasyonunda ve polifenollerin immobilizasyonunda
kullan labilecei de sdylenmektedir. Zenginlgrilmi lifli g dalarda, bioaktif
antosiyanin icgerikli gdalarn Uretiminde katk maddesi olarkillan m
uygundur. BS’nin raf 6mrinid uzatt, lezzetli ve kokusuz oldw igin unlu

mamdllerde de kullan labilecedne surulmdttr (Krystynowicz et al.,1999).

2.16.4. Genel kullan m alanlar

Bakteriyal seluloz fiziksel kimyasal metotlar ile mowyédi edilebildii igin,
biyokatalitlerin  immobilizasyonunda da uygulanabilirli gosterilmi tir.
mmobilize hayvan hucrelerinin icerdiselliloz jeller, interferon, interleukin-1,
sitostatik ve monoklonal antibiyotikleri UGretmek igin gerekli olan rkic

kultarlerinde de kullan Imaktad r (Iguchi et al.2000).

Bakteriyal seluloz, Gluconobacter oxydansAcetobacter methanolyticuse
Saccharomyces cerevisibécrelerinin adsorbsiyonunda kullan | r. Bu immobilize
strainlerin her birinin, glukonat (% 84-92), dihidroksiaseton (% 90-98)tarol
(% 88-92) uretiminde etkili olduklar gorilmgve ayrca bunlarn termal
stabilitelerinin ve ilevlerinin daha iyi olduu da gdsterilmitir (Bielecki et al.,
2000).

Saflatrlan bakteriyal sellloz; seliloz asetat, nitroseliloz, @\iHez,
hidroksimetilseliloz ve hidroksiseliloz’un sentezindeki ham maddedir
(Yamanaka et al., 1990). Bakteriyal seliilod-4 glukan yap s na sahip olan
duzenli fibrillerden oluan CM-seliiloz, dier sellloz turevleri, nasta, dekstran
gibi di er karbohidratlar, sulfonatlar ve alkilfosfotlar gibi bilder varl nda

uretildi inde, tekrarlanan slatma ve kurutmadan sonra bile yuksek sa tutm
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kapasitesi, optik saydaml k gibi yeni ve faydal 06zelliklerdigaolmaktad r
(Bielecki et al., 2000).

Bakteriyal seltlozun kimya, ka ve tekstil endlstrisinde potansiyel uygulamalar
maliyetine ve kullan labilirliine baldr. Bu taleplerin karlanabilmesi i¢in BS,
bat k fermentdrlerde ve kat ortamlarda veya ucuz at k maddekrinde verimi

yuksek strainlerle tretilmek zorundad r (Vandamme et al., 1998).

2.17. Patentler

Bakteriyal seltloz ile ilgili olarak, 1980’den beri yll k yakla 20 patentin
alnmas ve son 10 yIdan beri bu konuda yap lan alardan, her y | yaklak
20-40 yaynn c¢karlmas, bakteriyal seluloz tzerindeki wo ilginin bir
gOstergesi olarak kabul edilebilir (Iguchi et al.,, 2000). Bakétriselllozun
biyosentezi, 6zellikleri ve uygulama alanlar ile ilgili bagmel patentler gizelge

2.6’da verilmitir.



Cizelge 2.6 Patentler (Bielecki et al., 2000)

52

Patent no Patent firmas Aratrc lar Ba |k Yay n Ac klama
tarihi
WO Novozymes A/S.| Herbert;W.,Chanzy,H.D., Sellloz filmlerinin taranmas 2001 Floresanskétlenmi hemoglobin ve
0125470 Danimarka Erntst,S., Schulein,M. galaktomannan iceren, BS mikrofibril filmleri,
Husum,T.L., Kongsbak,L. proteaz ve mannanazlar saptamak igin
kullan labilir

WO Pharmacia Corp.} Yang,Z.F., Sharma,S|, BS'nin kurutulmas igin ydntemler 2001 Hekzan, @tk alkol, DMSO vb ¢oziiculer ile
0105838 USA Mohan,C., Kobzeff,J. selulozun ayr Imas
JP Bio-polymer Reserch Watanabe,O. Selliloz  mikrofibrillerini  dondurup  ktma 1999 A. xylinumun olu turdu u seliilozun dondurulup

Co. Ltd., Japonya metodu kurutulmas
WO Sony Uryu,M., Tokura,K. Biyolojik parcalanabilenljoer 1999 | A. xylinumun olu turdu u seliilozun yeni
9943748 materyallerde kullan Imas
JP 10077302 Bio-polymer Reserchlrabuchi,M., Watanabe,K|, Cozulebilir BS ve bileimi 1998 A. xylinumun durgun koullarda sentezledi

Co. Ltd., Japonya Morinaga,Y. seliloz, DMSO ve paraformaldehitile (25:5) 10

°C'de 3 saatte goziilebilir

WO Rensselaer Polytecic Bungay,H.R., Serafica,G. Bioreaktdr kullan larak, mikrobiyal seliloz 1997 Yatay fermentordé. xylinumdan olu turulan
97/05271 Ins.,USA Uretimi BS
JP 96316922 Bio-polymer Reser¢tHikawu,S.,Hiroshi,T.,Takayd Sellloz oluumunu tevik edici maddelerinl 1996 Kolin, betain ve yaasitleri gibi bileikler, A.

Co. Ltd., Japonya su,T.,, Yoshinaga,F. eklenmesi ile BS'nin Uretimi xylinumdan seliiloz tretimini stimile eder
JP 07184674 Bio-polymer Reserch Matsuoka,M.,Tsuchida,T.,Yo BS'nin Uretimi 1995 G dalarda, kosmetikte vb. atadh kullan lan

A

Co. Ltd., Japonya

shinaga,F.

BS’nin, Acetobactestrainleri taraf ndan,

metionin iceren s v ortamda Uretilmesi
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JP 06206904 Shin Etsu ChemigaHorii,F., Yamamoto,H. BS'nin Gretimi ve kristal yam kontrol etmek| 1994 A. xylinumun kaltiir ortam na eklenen ksantan
Co. Ltd. Japonya icin metotlar sak z ya da sodyum CM seliiloz eklenmesi ile

olu an selllozun kristal yap s

005268274 | Cetus Corp.,USA BenBassat,A.,Calhoon,R.D.Seliiloz sentaz operonunu ekspresyonu |¢in1993 A. xylinumdan BS sentaz kodlayan niikleik asi

USA Fear,A.L.,.Benziman,M. nikleik asit sekanslar ve metotlar sekanslar ve genlerin izolasyonu igin metotlar

EP 0258038 Brown,R.M. Brown,R.M. Seliloz Ureten mikroorganidera  ve 1989 Biyik hacimli fermentérlerde seliloz Uretimi

A3 kiltivasyonda selllaz kullan m icin huicre inokulumu ve seliilaz etkisi e
xylinumhdicrelerinin, selilozdan ayr Imas

us Johson & Johson Ring,D.F., Mikrobiyal polisakkaritlerin Gretim metotlar 1987 | Bakteri hiicrelerinin, sV ortamda

004655758 | products,Inc.,USA Nashed;W.,Dow,T. uzaklatrimas ve sellloz pellinin ceitli
amaglar i¢in kullan m

EP 0200409 Ajinomoto Iguchi,M.,Mitsuhashi,S.,Ichi | Bakteriler taraf ndan dretilen sellilozdan yap lan 1986 BS ekle sokulabilen materyallerin Uretimi ic

A3 Co.Inc.Japonya mura,K.,Watanebe,K.,Yamanh materyallerin karla tr Imas mukemmel bir bileimdir

ake,S.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL
3.1.1. Kimyasallar

Glukoz (Carlo-Erba), Fruktoz (Carlo-Erba), Sukroz (Carlo-Erly@gast ekstrakt
(Merck), Kazein pepton (Merck), Meat pepton ( Fluka), HRO,.12H,0
(Sigma), Sitrik asit (Merck), Agar-Agar (Merck), Cag@erck), Mannitol
(Riedel), Pepton (Merck), KiPO, (Riedel), KkHPO, (Merck), Etanol (Riedel),
Bromcresol green (Riedel), Nutrient agar (Lab M), Nutribrath (Merck), Et
ekstrakt (Merck), Pepton (Merck), Tripton ( Fluka), KN&imetsan), Jelatin
(Fluka), Triptoz (Oxoid), NaCl (Riedel), Malt Ekstrakt Agé@erck), Malt
ekstrakt (Merck), Czapek dox agar (Merck), Sulfanilik asit @Wpr Glasiyal
asetik asit (Riedel),-Naftol (Merck), Para-dimetil aminobenzaldehit (Riedel), (%
37) Hidroklorik asit (Riedel), Fenol (kat) (Riedel), (% 30) Hign peroksit
(Riedel), (% 97) HSO, (Fluka), Tetrametil-p-fenilen diamin dihidroklorid
(Fluka), Gliserol (Riedel), (% 25) Gluteraldehit (Sigmaa@®H (Merck), Sodyum
asetat (Riedel), Asetik asit (Riedel), Tris-HCI (FIukeDTA (Merck), Lizozim
(Sigma), SDS (Fluka), Proteinaz K (Sigma), RNase (Sjgrgaroz (Sigma),
Tris-Base (Merck), Borik asit (Merck)sopropil Alkol (Kimetsan)Kloroform
(Merck), n-butanol (Merck), Metanol (Kimetsan), TFA (Merck)N® (Sigma),
Potasyum sodyum tartarat (Fluka), Avicel seltiloz (Merclgrbdksimetil seltloz
(Sigma), Kristal violet (Merck), Amonyum oksalat (Merck)af@nin (Carlo-
Erba), yot (Merck), Potasyum iyodiur (Riedel), Maia Ye ili (Carlo-Erba),
Sikloheksimid (Riedel), Fenol-red (Merck), Ure (Merck), (3O, ( Riedel),
CaCb.2H,0O (Riedel), MgSQ7H,O (Merck), Tween 80 (Fluka), FeS®@H,O
(Merck), MnSQ.7H,O (Merck), ZnSQ.7H,O (Merck), CoC.6H,O (Merck)
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3.1.2. Ornekler

Bu arat rmada, bakteri izolasyon materyali olarak ev yap arap, sirke, elma,
Uzdm, turu suyu ve ba topra Ornekleri kullanIm tr. Bu amagla farkl
bolgelerden 3 ¢é& arap, 2 cat sirke, toprak érnekleri ile elma, Gzinras ve
tur u suyu toplanmtr. Bu ornekler izolat elde etme amac yla kullan finn.

zolatlar n elde edildii 6rnekler ve izolat say s cizelge 3.1 veriltim.

Cizelge 3.1 Arat rmada kullan lan érnekler ve izolat say lar

Ornek Ad Kaynak Ad zolat Say s
arap Cal-Denizli 10
arap Geyre-Ayd n 42
arap Senirkent-Isparta 15

Sirke Senirkent-Isparta 52

Sirke SDU-Isparta 15

Elma Suyu Ayd n 14

Uzim Suyu Ayd n 14

Tur u Suyu Ayd n 15

Ba Topra Kabalar-Kuadas 8

Cizelgede belirtildii gibi 9 adet 6rnekten 185 izolat elde ediltimi Toprak
ornekleri tzerinde yap lan inceleme sonundaugtukla Bacilluslar n bask n
oldu u goérilm0 ve bu nedenle sonraki ¢cahalarda toprak ornéile cal Imaya

son verilmitir. Elde edilen 185 adet izolat n sellloz tretme yetenekleriNulf

et al. (1996)ya gore taranmir. Bu izolatlardan 136 adedi seliiloz Uretme
yonunden pozitif olmas na renen 49 adedi de negatiftir. Caha icin 136 izolat
aras ndan seluloz uretim miktar (mg/ml) olarak en fazlan dac ve 8a kodlu
izolatlar secilmitir. 136 adet izolat Adnan Menderes Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakultesi Biyoloji Bolumu, Mikrobiyoloji laboratuvar nda liyofilizeedilerek

saklanmaktad r.
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3.1.3. Kullan lan mikroorganizmalar

Cal mamzda ev yapm arap ve sirkelerden izole etitniz 31c kodlu

Acetobacter pasteurianudBB 6 ve 8a kodluAcetobacter lovaniensisiBB 5

bakterileri ile DSMZ Kaultur Koleksiyonundan, ahit strain olarak al nan
Gluconacetobacter xylinuBSM 46604,Gluconacetobacter xylinuBSM 2004,

Acetobacter acetdSM 3508 bakterileri kullan Imt r.

3.1.4. Bakteriyal seliloz (ekstrasellular) tretimime kullanlan

karbon ve azot kaynaklar

Bakteriyal seliloz uretiminde, kendi izolatlar m z olan 318uaekodlu bakteriler
kullan larak analitik safl ktaki karbon ve azot kaynaklar ile imasyon

¢al mas na gidilmitir.

Bakteriyal seltloz uretiminde, analitik safl kta karbon kaynalarak; glukoz,
fruktoz, sukroz ve etanol, azot kaynaklar olarak da yeast ekstkakgin

hidrolizat ve amonyum sulfat kullan Intr.

3.1.5. Bakteriyal seliloz Uretiminde enerji kayna olarak

kullan lan at k maddeler

Bakteriyal sellloz Uretiminde, enerji kaynalarak melas, peynir alt suyu, zeytin

karasuyu at k maddeleri ile corn steep liquor kullan tm



57

3.1.6. Besiortamlar
Besiortam 1: HS Agar (Hestrin ve Schramm, 1957)

Glukoz % 2

Yeast ekstrakt % 0,5

Polipepton % 0,5

(Kazein pepton + Meat pepton) (% 0,25 + % 0,25)
NaHPO,.12H,0 % 0,675

Sitrik asit % 0,115

Agar % 1,5

Distile su 100 ml

pH 6,0+ 0,1

Besiortam igerikleri distile suda ¢ozillp, besiortam n n pHO'y& (0,1M HCI)
ayarlanm tr. Besiortam , agar ¢6zmek icin mikrodalga fr nda (\é&sturkey)
kaynat | p, otoklavda (Hirayama HA-240 M 1V, Japan) 1,1 atmogfas ng
altnda 121 °C'de 15 dakika stire ile sterilize edilii. Besiortam na,
sterilizasyon sonunda maya inhibisyonu igin 100 ppm sikloheksimid ilave
edilmi tir. 50 0C’ye kadar soutulduktan sonra, steril petrilere dokllerek, bakteri

izolasyonu igin kullan Imtr.

Besiortam 2: GYC Agar (Glukoz Yeast Karbonat Agar) (Du Toit, 2002)

Glukoz % 5
Yeast ekstrakt % 1
CaCQ % 3
Agar % 2
Distile su 100 ml
pH 75+0,1

Besiortam icerikleri distile suda ¢ozulip, pH' 7,5'ya (0,1NCliiayarlanm tr.
Besiortam igerisindeki agar ¢6zmek amac yla mikrodalganda kaynat ! p,
otoklavda 1,1 atmosfer bas n¢ altnda 1%Ide 15 dakika siire ile sterilize

edilmi tir. Besiortam na, sterilizasyon sonunda maya inhibisyonu igin pid0
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sikloheksimid ilave edilmtir. 50 °C'ye kadar soutulduktan sonra steril petrilere

dokulerek, bu besiortam da bakteri izolasyonu igin kullantlm

Besiortam 3: Mannitol Agar (Du Toit, 2002)

Mannitol % 2,5
Yeast ekstrakt % 1
Agar % 1,5
Distile su 100 ml
pH 6,0+0,1

Besiortam igerikleri distile suda ¢ozulip, pH 6,0'ya (0,1M H&Yyarlanm tr.
Besiortam igerisindeki agar ¢6zmek igin mikrodalga f r kdgnat | p otoklavda

1,1 atmosfer basn¢ altnda 12C'de 15 dakika siire ile sterilize edilrtir.
Besiortam na, sterilizasyon sonunda maya inhibisyonu i¢cin 100 ppm
sikloheksimid ilave edilmtir. 50 °C'ye kadar soutulduktan sonra steril petrilere

dokulerek, bakteri izolasyonu icin kullan Irtr.

Besiortam 4: HS Broth (Hestrin ve Schramm, 1957)

Glukoz % 2

Yeast ekstrakt % 0,5

Polipepton % 0,5

(Kazein pepton + Meat pepton) (% 0,25 + % 0,25)
NaHPO,. 12H,0 % 0,675

Sitrik asit % 0,115

Distile su 100 ml

pH 6,0+0,1

Besiortam icerikleri distile suda ¢6zulip, pH 6,0'ya (0,1NCliHayarlanm tr.
Besiortam, agar ¢Ozmek icin mikrodalga frnda kaynat|pokiasivda 1,1
atmosfer bas n¢ alt nda 13C'de 15 dakika siire ile sterilize edilrii. 50 °C’ye
kadar soutulduktan sonra, steril petrilere dokulerek, bakteri izolatlarn

bakteriyal seltloz Gretimlerinin afar Imas nda kullan Imtr.
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Besiortam 5: Y3-3 Medium (modifiye besiortam ) (Johnson véleogi, 1989)

Glukoz 20 g/l
Yeast extract 10 g/l
Pepton 10 g/l
KH2PO, 4 mM
KoHPO, 6 mM
Distile su 1000 ml
pH 6,0+0,1

Besiortam icerikleri distile suda ¢6zulip, pH' 6,0'ya (0,1NCliiayarlanm tr.
Besiortam, agar c¢Ozmek icin mikrodalga frnda kaynat|pokiatvda 1,1
atmosfer bas n¢ alt nda 13C’'de 15 dakika siire ile sterilize edilrii. 50 °C'ye
kadar soutulduktan sonra, steril petrilere dokulerek, bakteri izalatla

bakteriyal seltloz Uretimlerinin afar Imas nda kullan Imtr.

Besiortam 6: Modifiye Besiortam (Frateur, 1950)

Etanol % 3
CaCQ % 2
Yeast Ekstrakt % 2
Agar % 2
Distile su 100 ml
pH 6,0 +0,1

Besiortam icerikleri distile suda ¢6zulip, pH' 6,0'ya (0,1NCliiayarlanm tr.
Besiortam, agar ¢Ozmek icin mikrodalga frnda kaynatl|pkivda 1,1
atmosfer bas n¢ alt nda 12€C'de 15 dakika siire ile sterilize edilrif. Etanol,
besiortam sterilize edildikten sonra, ortama ilave edtimiBesiortam homojen
olacak ekilde kar trim tr. 50 °C'ye kadar soutulduktan sonra steril petrilere
dokulmutir. Bu besiortam , bakteri izolatlar n n etanoli karbon kayméarak

kullan labilirli ini tespit etmek igin kullan Imt r.
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Besiortam 7: Bromcresol Green’li Besiortam (Carr, 1968)

Etanol % 2

Yeast Ekstrakt % 3
Bromcresol green % 0,0022
Agar % 2

Distile su 100 ml

pH 6,0 +0,1

Besiortam icerikleri, distile suda c¢oOzulip, pH 6,0'ya (0,1Ma®H)
ayarlanm tr. Besiortam, agar ¢Ozmek icin mikrodalga frnda kaymmat
otoklavda 1,1 atmosfer bas n¢ altnda 1%Ide 15 dakika siire ile sterilize
edilmi tir. Besiortam homojen olacakekilde kar trim ve 50°C'ye kadar
so utulduktan sonra steril petrilere dokilntiir. Bu besiortam, asetik asit
bakterilerinden Acetobacter ve Gluconobacter genuslar n n birbirinden ay rt

etmek icin kullan Im t r (Carr, 1968).

Besiortam 8: Karbohidrat Fermentasyon Ortamlar (Tamer ve ark., 1989)
Karbohidrat fermentasyon denemelerinde, kullanlan sukroz, glukoz, Jaktoz
fruktoz’ dan 5’er gram alnarak 1L Nutrient broth’a ilave edikini Ortam
durham tupl iceren test tUplerine ddm ve otoklavda 1,1 atmosfer bas n¢

alt nda 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize edilrtir.

Besiortam 9: Nutrient Agar

Et Ekstrakt 39
Pepton 59
Agar 15¢
Distile su 1000 ml
pH 6,8+0,1

Besiortam icerikleri, distile suda ¢ozulip, pH 6,8’e (0,H\CI) ayarlanm tr.

Besiortam, agar ¢6zmek icin mikrodalga frnda kaynat!|pk@vda 1,1
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atmosfer basnc altnda 129C'de 15 dakika sire ile sterilize edilrtif.
Sterilizasyondan sonra yatk halde dondurulimu (Tamer ve ark.,1989). Bu
besiortam  biyokimyasal testlerde kullanlan 24 saatlik kdltirlerin

haz rlanmas nda ve kultirel karakteristiklerin saptanmas ndankioh tr.

Besiortam 10: Nutrient Broth

Et Ekstrakt 39
Pepton 5¢
Distile su 1000 ml
pH 6,8+0,1

Besiortam igerikleri distile suda ¢ozulup, pH' 6,8'e (0, HiCI) ayarlanmtr.
Besiortam , homojen olacakekilde kar trlp otoklavda 1,1 atmosfer bas n¢
alt nda 121°C'de 15 dakika stre ile sterilize edilrtit (Tamer ve ark.,1989). Bu
besiortam, biyokimyasal testlerde kullanlan 24 saatlik kultirleri

haz rlanmas nda ve kultirel karakteristiklerin saptanmas ndankioh tr.

Besiortam 11: Tripton Broth
Tripton 10g
Distile su 1000 ml

Tripton distile suda ¢ozulerek, tiplere ddm ve otoklavda 1,1 atmosfer bas n¢
alt nda 121°C'de 15 dakika sre ile sterilize edilrtii (Tamer ve ark.,1989). Bu

besiortam indol dretiminin saptanmas nda kullan tm

Besiortam 12: Nitrat Broth

Et Ekstrakt 39
Pepton 59
KNO3 1g
Distile su 1000 ml

pH 7,0+0,1
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Besiortam icerikleri, distile suda c¢ozilerek, tiplere tdian ve otoklavda 1,1
atmosfer bas n¢ alt nda 12€C’'de 15 dakika siire ile sterilize edilrtii (Tamer ve

ark.,1989). Bu besiortam nitrat rediiksiyonunun belirlenmesinde Kaoflatr.

Besiortam 13: Nutrient Jelatin

Et Ekstrakt 39
Pepton 5¢
Jelatin 49
Distile su 1000 ml
pH 6,8+0,1

Besiortam igerikleri 50°C'de ¢oziildiikten sonra test tiiplerine dém ve
otoklavda 1,1 atmosfer bas n¢ altnda 1%rde 15 dakika sire ile sterilize
edilmi tir (Tamer ve ark.,1989). Bu besiortam izolatlar n, jetirmktivitelerini

belirlemede kullan Imtr.

Besiortam 14: Triptoz Fosfat Agar

Triptoz 20 ¢
Glukoz 29
NacCl 50
NaHPOy 259
Agar 15¢
Distile su 1000 ml
pH 7,3+0,1

Besiortam igerikleri distile suda ¢6zulip, pH* 7,3'e (0,1MO¥4) ayarlanmtr.

Besiortam, agar ¢Ozmek icin mikrodalga frnda kaynat|pokiaivda 1,1
atmosfer bas nc¢ alt nda 13€C’de 15 dakika siire ile sterilize edilrii. Ortam 50
°%C'ye kadar soutulduktan sonra steril petrilere dokilmir. Bu besiortam

katalaz testinde kullan Intr.
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Besiortam 15: Triptoz Fosfat Broth

Triptoz
Glukoz
NaCl
NaHPOy
Distile su
pH

2049

29

59
259
1000 ml
7,3+0,1

Besiortam icerikleri distile suda ¢ozulup, pH’' 7,3’e (0,1MO®H) ayarlanmtr.

Besiortam otoklavda 1,1 atmosfer bas n¢ alt nda %2tle 15 dakika siire ile

sterilize edilmitir. Bu ortam katalaz testinde kullan Irr.

Besiortam 16: Malt Ekstrakt Agar

Malt ekstrakt
Pepton

Agar

Distile su

pH

30g
59
15¢
1000 ml
54+0,1

Besiortam igerikleri distile suda ¢ozulup, pH' 5,4’e (0, HiCI) ayarlanmtr.

Besiortam otoklavda 1,1 atmosfer bas n¢ alt nda %2tle 15 dakika siire ile

sterilize edilmitir. Bu besiortam funguslar n gelini i¢in kullan Im tr.

Besiortam 16: YPD Agar (Strauss et al., 2001)

Yeast ekstrakt
Pepton
Glukoz

Agar

Distile su

pH

% 1
% 2
% 2
% 2
100 ml
55+0,1
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Besiortam igerikleri distile suda ¢ozulup, pH' 5,5’e (0, HiCI) ayarlanmtr.
Besiortam otoklavda 1,1 atmosfer bas n¢ alt nda %2tle 15 dakika sire ile

sterilize edilmitir. Bu besiortam funguslar n gelini icin kullan Im tr.

Besiortam 17: Mandels ve Weber Besiortam (Mandels ve Wehel969)

Ure 0,3g/L
(NH,)2SO, 1,4 g/L
KH2PO, 2,0 g/L
CaCb.2H,0O 0,4 g/L
MgSQ,.7H,O 0,3 g/L
Pepton 0,75 g/L
Yeast ekstrakt 0,25 g/L
Tween 80 0,2 g/L
Mikrokristal seltiloz 2,0 g/L
FeSQ.7H,O 5,0mg/L
MnSQ,.7H,O 1,6 mg/L
ZnSQ,. 7H0 1,4 mg/L
CoCh.6H,0O 2,0 mg/L
pH 55+0,1

Besiortam igerikleri distile suda ¢ozulup, pH' 5,5’e (0, HiCI) ayarlanmtr.
Besiortam otoklavda 1,1 atmosfer bas n¢ alt nda %2tle 15 dakika sire ile
sterilize edilmitir. Bu besiortam, funguslardan selilaz enzimi elde etmede

fermentasyon ortam olarak kullan Iror.

3.1.7. CoOzeltiler ve Boyalar

Cozelti 1: % 0,85 Fizyolojik Tuzlu Su Cozeltisi
NacCl 85¢

Distile su 1000 ml

85 g NaCl, 1000 ml distile suda ¢ozllerek haz rlan r. Baktetagonu s ras nda

seyreltme sv s olarak kullan Intr.
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Cozelti 2: Sulfanilik Asit Cozeltisi

Sulfanilik Asit 8¢9
Glasiyal Asetik Asit 294 ml
Distile su 706 ml

294 ml glasiyal asetik asit, 706 ml distile su Karlr ve Gzerine 8 g sulfanilik

asit ilave edilerek, iyice galkalan r. Nitrat indirgeesntestinde kullan | r.
Cozelti 3: -Naftol Cozeltisi
-Naftol 59

Etanol (% 95) 100 ml

5 g -Naftol, 100 ml etanolde ¢ozilerek haz rlan r. Nitrat indirgennaesvVoges-

Proskauer testinde kullan I r.

Cozelti 4: Kovaks Ay rac

Para-Dimetil Aminobenzaldehit 59
Amil veya Biitil Alkol 75 ml
Hidroklorik asit (% 37) 25 ml

Para-dimetil aminobenzaldehit alkolde c¢ozulur. Cozelti, su banyoshafifge
stlr. Batun icerikler ¢ozuldukten sonra HCI dikkatlice ilaeilir ve kar trlr
(Tamer ve ark.,1989)ndol testi i¢in kullan I r.

Cozelti 5: % 5’lik Fenol Cozeltisi
Fenol (kat) 59
Distile su 100 ml

Fenol, distile suda c¢ozulur. Toplameker tayini igin, fenol-sulfirik asit
metodunda kullan | r.
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Cozelti 6: % 3'luk H 20, (% 30)
Hidrojen peroksit 10 ml
Distile su 90 mi

(% 30) Hidrojen peroksitten 10 ml al narak distile su ile 100 migmamlanr.

Katalaz testi icin kullanr.

Cozelti 7: % 97’lik H SO,
% 97’lik stlftirik asit, fenol-silfirik asit metodunda kullan It.

Cozelti 8: % 1'lik Tetrametil-p-Fenilen Diamin Dihidrokl orid Cozeltisi
Tetrametil-p-fenilen diamin dihidroklorid 19
Distile su 100 ml

1 g Tetrametil-p-fenilen diamin dihidroklorid, 10 ml dist#e i¢cinde ¢ozllerek

haz rlan r (Tamer ve ark.,1989). Oksidaz testinde kullantim

Cozelti 9: 10-100pg/ml'lik Glukoz Standart Cozeltileri
10,20,30,40,50,60,70,80,90,100 pg/mllik glukoz c¢ozeltileri haz rlahm
Toplam eker tayini icin, fenol-sllfirik asit metodunda, standartrirgn

¢ kar Imas nda kullan Imt r.

Cozelti 10: % 15’lik Gliserol
Gliserol 15 mi

Distile su 75 ml

zolatlar n saklanmas nda kullan Iror.

Cozelti 11: % 2 (w/v)'lik Gluteraldehit Cozeltisi
0,8 ml % 25’lik gluteraldehite, 9,2 ml 50mM potasyum fosfat tampoaueil
edilerek, 10ml c¢ozelti hazrlannbir. Bakteri hucrelerinin SEM’de

goruntilenmesi igin, fiksasyon amac yla kullan I,
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Cozelti 12: Potasyum Fosfat Tamponu (50 mM, pH 6,5)
A. Potasyum fosfat ¢ozeltisi (50 mM)

Potasyum fosfat (KHPOy) 0,68 ¢

Distile su 100 mi

B. NaOH c¢ozeltisi (50 mM)
Sodyum hidroksit 0,29
Distile su 100 ml

50 ml A ve 13,9 ml B ¢6zeltisinden al narak karIm tr. pH 6,5a ayarlan p,
distile su ile 100 mlye tamamlannmir. Bakteri hlcrelerinin SEM'de

goruntulenmesi igin, fiksasyon amac yla kullan I,

Cozelti 13: Sodyum Asetat Tamponu (50 mM, pH 5,0)
A. Sodyum asetat ¢ozeltisi (50 mM)

Sodyum asetat 0,68 g
Distile su 100 mi
B. Asetik asit ¢ozeltisi (50 mM)

Asetik asit 0,3ml

Distile su ile 100 ml'ye tamamlanr.

70 ml A ve 30 ml B ¢ozeltisinden al narak, kérIm tr. pH 5’e ayarlanmtr.
Selllozun enzimatik hidrolizinde ve TLC’de standart ¢ozeltininrlemamas nda
kullan Im tr.

Cozelti 14: Liziz Tamponu (pH 8,0)
A. Tris-HCI (50 mM)

Tris-HCI 0,799

Distile su 100 mi
B. EDTA (20 mM)

EDTA 0,74 g

Dstile su 100 mi
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C. Glukoz ¢ozeltisi (50 mM)
Glukoz 0,99 ¢
Distile su 100 ml

Once Tris-HCI sonra EDTA ¢ozllr ve tizerine glukoz ilave edidgm hacim 100
ml olacak ekilde distile suda ¢ozulur. pH 8,0'e (0,21M NaOH) ayarlan r. Bakte

hicrelerinden DNA izolasyonu igin kullan Imar.

Cozelti 15: Lizozim Cdzeltisi (20 mg/ml)
Lizozim 0,19

Distile su 5ml

Buz icinde hazrlanmtr. Bakteri hucrelerinden DNA izolasyonu igin
kullan Im tr.

Cozelti 16: % 20 SDS (Sodyum dodesil stilfat)
SDS 29

Distile su 10 ml

Cozunmesi zor oldw icin magnetik kartr c kullan larak ¢ézinmesi skanr.

Bakteri hiicrelerinden DNA izolasyonu igin kullan Irnr.

Cozelti 17: Proteinaz K (20 mg/ml)
Proteinaz K 0,02 g

Distile su 1ml

Buz icinde hazrlanmtr. Bakteri hucrelerinden DNA izolasyonu igin
kullan Im tr.
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Cozelti 18: RNase Cozeltisi (20 pg/ml)
RNase 0,02 g
Distile su 1ml

0,02 g RNase, 1 ml distile suda ¢oOzulerek, buz igcinde haz rlannBakteri

hiicrelerinden DNA izolasyonu igin kullan Inar.

Cozelti 19: % 0,5 Agaroz Jel Cozeltisi

Agaroz 0,59

Distile su 100 ml

0,5 g agaroz, 100 ml distile suda ¢ozllerek, haz rlammBakteri DNA’lar n n

agaroz jel elektroforezinde incelenmesinde kullanim

Cozelti 20: 0,5X TBE (Tris-Brot EDTA ) Tamponu

Tris-Base 54 g
Borik asit 27,5¢
EDTA.2H,0 (0,5 M, pH: 8) 20 ml
Distile su 1000 ml

Agaroz jelin haz rlanmas nda kullan Ihr. Hacim distile su ile 1000 ml'ye

tamamlanarak otoklavlan .

Cozelti 21: Sodyum Asetat (GH3sNaO,.3H,) (3M, pH 3,5) Cozeltisi
Sodyum asetat 0,20 g
Distile su 100 ml

DNA izolasyonunda kullan Imtr.
Cozelti 22: % 70’lik Etil Alkol
Etil alkol 7,3 ml

Distile su 92,7 ml

Bakteri hiicrelerinden DNA izolasyonu igin kullan Irnr.
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Cozelti 23: sopropil Alkol
Bakteri hiicrelerinden DNA izolasyonu igin kullan Irnr.

Cozelti 24: Fenol-Kloroform Cozeltisi
1/1 orannda hazrlanntr. Bakteri hicrelerinden DNA izolasyonu igin
kullan Im tr.

Cozelti 25: TLC ( nce Tabaka Kromatografisi) Standartlar
50 mM sodyum asetat tamponunda (pH 5,0) glukoz, sellobioz, sellotrioz
karbohidratlar n iceren % 0,1'lik standart haz rlanm. Hidrolize edilen

selllozun, monosakkarit icemin belirlenmesinde kullan Imt r.

CoOzelti 26: % 50-% 100 Etil Alkol Serileri
% 50-60-70-80-90-100’e kadar olan etil alkol serileri haz rlabm Bakteri

hicrelerinin SEM'de goruntilenmesi igin, fiksasyon amac yla kuita t r

Cozelti 27: n-butanol:etanol:su (5:3:2)

nce tabaka kromatografisinde kullan Imak tzere haz rlammHidrolize edilen
selilozun TLC’de, monosakkarit icemin belirlenmesinde, mobil faz olarak
kullan Im tr.

Cozelti 28: % 0,2 Orsinol Boyas
Sulfarik asit-metanol (1:9) oran nda 100 ml kan haz rlanmtr. Bu kar m 0,2
g orsinol tzerine eklenntir. Hidrolize edilen selilozun TLC'de, monosakkarit

iceri inin belirlenmesinde, boya maddesi olarak kullan tm

Cozelti 29: TFA (Trifloraasetik Asit) (2 M)
TFA 15,4 ml
Distile su 84,6 ml

15,4 ml TFA (Uzerine 84,6 ml distile su eklenerek haz rlabhm Selilozun

hidrolizi igin kullan Im tr.
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Cozelti 30: Sodyum Hidroksit Cozeltisi (4 N)
NaOH 169
Distile su 100 mi

16 g NaOH, 100 ml distile suda ¢tzulerek haz rlahm

Cozelti 31: 3,5 Dinitrosalisilik Asit (DNS) Cozeltisi

DNS 0,59
Potasyum Sodyum Tartarat 159
NaOH (4 N) 5ml
Distile su 50 ml

0,5 g DNS bagetle iyice ezildikten sonra 5 ml distile skée tr | r. 50 °C’deki

su banyosuna arada bir dald r p ¢ kararak ve vorteksleyerek DN&mamen
¢oziinmesi sdan r. Uzerine 5 ml NaOH ilave edilir. Su banyosuna tekrar dpld

¢ karma ile kar m n homojen bir ekilde ¢ézinmesi s&anr. Cozinme iemi
tamamland ktan sonra yavgava 15 g potasyum sodyum tartarat eklenir ve
vorteksleyerek  ¢ozinme lemi  gercekletirilir.  Selllaz  aktivitesinin

spektrofotometrik olarak belirlenmesinde kullan Itw.
Cozelti 32: % 1'lik Avicel Seliloz Cozeltisi

Avicel seluloz 19
Distile su 100 ml

Enzimatik denemelerde substrat olarak kullanim

Cozelti 33: % 1'lik CMC (Karboksimetil Seliloz)
CMC 19
Distile su 100 ml

Enzimatik denemelerde substrat olarak kullanim
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Cozelti 34: % 1'lik Bakteriyal Sellloz
Bakteriyal selliloz 19
Distile su 100 ml

Enzimatik denemelerde substrat olarak kullanim

Cozelti 35: % 4'luk NaOH Cozeltisi
NaOH 49
Distile su 100 ml

4 g NaOH, 100 ml distile suda ¢ozilerek hazrlanm Bakteriyal seltlozun
saflatrImas nda kullan Imtr.

Cozelti 36: % 6'l k Asetik Asit Cozeltisi

Asetik asit 6 ml

Distile su 94 mi

Bakteriyal seltlozun saflar Imas nda kullan Imtr.

Cozelti 37: Gram’ n Kristal Violet Boyas

Kristal Violet 29

% 95'lik Etil Alkol 20 ml
Amonyum Oksalat 0,849
Distile su 80 ml

20 ml etanolde 2 g kristal violet ¢ozulir. 80 ml distile suda d& g0amonyum
oksalat ¢ozulur ve bu ¢ozelti alkolde ¢ozulnulian kristal violete’ e ilave edilir
(Tamer ve ark.,1989). Bakteri hicrelerinin, hiicre duvar yapbehrlemek igin,

Gram boyamada kullan Intr.
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Cozelti 38: Gram’ n Safranin Boyas

Safranin 0,25¢
% 96’'l k Etanol 10 ml
Distile su 100 ml

Safranin etanolde ¢ozuldr, distile su ilave edilerek iyice katr ve sonra filtre
ka dndan sodzulir (Tamer ve ark.,1989). Bakteri htcrelerinin hicre duvar

yap s n belirlemek igin, Gram boyamada kullan fom.

Cozelti 39: Gram yodur (Lugol) Cozeltisi

yot (1) lg
Potasyum iyodur (KI) 29
Distile su 1000 ml

yot ve Kl havanda iyice kat r larak toz haline getirilir. Uzerine yavayava su
ilave edilerek, iyice kart Ir (Tamer ve ark.,1989). Bakteri hiicrelerinin hicre

duvar yap s n belirlemek icin, Gram boyamada kullan tm

Cozelti 40: % 5’'lik Mala it Ye ili Boya Cozeltisi
Mala it Ye ili 59
Distile su 100 mi

Boya, distile su icinde ¢ozllerek haz rlantm (Tamer ve ark.,1989). Endospor

boyamada kullan Imtr.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Asetik asit bakterilerinin izolasyonu

zolasyon kayna olarak kulland m z ev yap m arap, sirke ile (zim ve tur
suyundan aseptik kallar alt nda 10’ar ml al narak, erlenlerde haz rlanan 90 ml
HS Broth icerisine inokule edilntir. Haz rlanan besiortam icerisine, mayalar ve
kifleri inhibe edici 100 ppm sikloheksimid ilave ediltii. Durgun koullarda
30°C'de 3-5 giin inkiibe edilmir (Selecta, Spain). nkilbasyon sonunda,
besiortam yuzeyinde pellik olumu goézlenmitir. Pellik, aseptik koullara uygun
olarak steril % 0,85 NaCl (FTS) solusyonu i¢ine al nue pelli in, ¢Ozelti iginde
tamamen parcalanmas &nm tr. Pellik, tamamen parcaland ktan sonra steril
FTS solusyonu ile I8e kadar seyreltimitir. Daha sonra “yayma plaka
yontemine” gore, her bir seyreltmeden 0,1 ml izolasyon i¢in lbazan HS Agar,
GYC Agar ve Mannitol Agar uzerine dokulerek steril bir L-bagatd m yla
homojen olarak dalmas salanm ve 30 °C'de 3-7 giin inkiibasyona
brak Im tr. Sure sonunda petrilerde geln kiguk, bej, beyaz renkte, yiksek ya
da konveks ve kompakt olan koloniler secilmie bunlarn safl kontrol
edilmi tir. Elde edilen saf kolonilerin hepsi yat k olarak GYC Agdilplere
cekilip, stok kiiltiirler +£C’de muhafaza edilmiir (Vestel, Turkey). Ayr ca ayn
izolatlar %15'lik gliserol icine al n p, -28C’de saklanmt r (Vestel, Turkey).

3.2.2. Bakteriyal selliloz tGreten bakterilerin secresi

Yat k GYC Agar'daki izolatlar, HS Broth'lu tiiplerde 3C'de 48-72 saat aktive
edilmi tir. Aktifle en kultarler, spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601) 670
nm’'de OD 0,03’e dtlenmi tir (Johnson ve Neogi,1989). Ayrca OD 0,03e
e itlenen kdllturlere, damlatma kdltir yontemi uygulanarak, say hemi
yap Im tr. 250 ml lik erlenlerde haz rlanan 100 ml HS besiortamakdifle en
kiilttirlerden 1 ml inokile edilip, durgun kdlarda 30°C de 10 giin inkiibasyona
brakIm tr. Besiortamnin Ust ksmnda pellik olumunun olup olmad

gOzlenmitir.
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3.2.3. zolatlar n Tan lanmas
3.2.3.1. Morfolojik ozellikler

Gram boyama

zolatlar n, ¢eper kal nl klar n n belirlenmesi icin Gram baydar yap Im tr.
Yat k olarak haz rlanm GYC agarda, geliiriimi 24 saatlik gen¢ kiltirden, lam
Uzerine distile su ile yay larak preparat hazrlatm Haz rlanan preparatlar
havada kurutularak, bek alevinde 3 kez fikse edtimiPreparat Gram’ n kristal
viyole boyas ile 1 dakika boyanmve distile su ile y kanmtr. Daha sonra
preparat iyot ¢ozeltisi ile 1 dakika boyantr ve tekrar distile su ile y kan p fazla
boya ak tIm tr. Preparat % 96’l k etil alkol ile 6-15 saniye muamele radiir.
Sire sonunda distile su ile ykanp, Gram’n safranin boyas 30 saniye
boyanm tr. Distile su ile ykanp havada kurutulduktan sonra preparatlar,
100x’lik immersiyon objektifinde (Olympus Cover-015, Japan) inceletmi
(Tamer ve ark., 1989).

Endospor boyama

zolatlar n endospor olturup oluturmad klar n belirlemek amac yla kilturler
yat k GYC agarda 48-72 saat gatilmi tir. Kultarler, lam tzerine yay Id ktan ve
havada kurutulduktan sonra alevden gecirilerek 3 kez fikse etlilndaha sonra

s cak su buhar Uzerine al nan lam Uzerine nitajee ili ilave edilip, 5 dakika
beklenmitir ve distile su ile ykanmtr. Preparatlara safranin boyas ilave
edilmi ve 30-60 saniye sonra distile su ile ykartm Preparat havada
kurutulduktan sonra mikroskop altnda 100x’lik immersiyon objektifinde
incelenmitir. Pembe olarak boyanan ks mlar hicrenin vejetatif k sm jl ye

renkli goriinenler ise endosporlard r (Oner, 1984).

Yar -kat hareketlilik testi

zolatlar n hareketli olup olmad klar n n anlenas igin yar -kat hareketlilik testi
yapIm tr. Bu amagla tuplerde dik olarak dondurulmaolan yar kat HS
besiortam na, 24 saatlik bakteri kultirindeme 6ze ile dik olarak ekim yap Im

ve bakteri gelimi incelenmitir (Oner, 1984).
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3.2.3.2. Kulturel 6zellikler

zolatlar, GYC agara ekilerek ve 3c'de 72 saatlik inkiibasyondan sonra,

koloniler morfoloji, renk ve koku bak m ndan incelentiri

3.2.3.3. Biyokimyasal 6zellikler

Tur tan lamada Bergey's Manual of Systematic Bacteriold®84) ve Swings
(1992) kriterleri esas alnm ve tanlamada kullanlan testler buna goére

yapIm tr.

ndol Gretimi

ndol, triptofan aminoasidinin triptofanaz enzimi ile parcalanmagsucu oluan
bir maddedir. zolatlar n triptofanaz enzimine sahip olup olmad klar n belirleme
amac yla indol testi yapImtr. 30 °C'de 24 saat GYC agarda géiilen
kultarlerden, Tripton broth’lu ortama inokule edilmi. Bu tupler 30°C'de 48
saat inklbe edildikten sonra her tiipe 1ml kloroform ilave edimitipler iyice
calkaland ktan sonra her tipe birkag¢ damla kovaks c¢Ozeltisi demlat.
Sonugcta tuplerin Uzerinde oan krmz renk indol Uretimi i¢in pozitif sonug

olarak deerlendirilmi tir (Oner, 1984; Tamer ve ark., 1989).

Karbohidrat fermentasyonu

Fermentasyon denemelerinde karbon kaynaklar olarak D(+) glukozoZrukt
laktoz kullanIm tr. Bu karbohidratlar iceren ve indikator olarak fenol red
bulunan sv besiortam na ekim yap Imve 30°C’'de 24-48 saat inkiibasyona
brakIm tr. nkibasyon siresi sonunda besiortam nin renginin sar ya donmesi
ile beraber durham tuplerindeki gaz almu karbon kaynaklar n n fermentasyonu

icin pozitif sonug olarak deerlendirilmi tir (Tamer ve ark., 1989).
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Oksidaz testi

Bir parca filtre ka d, taze olarak haz rlanan % 1’lik Tetrametil-p-fenilenndia
dihidroklorid ¢ozeltisinin birkag damlas ile slat Irhr. Nutrient agarda 24 saatte
geli tirilen kudlturden, platin bir 6ze ile alnm ve filtre ka d nn Uzerine
yay Im tr. 10 saniye igerisinde mavi-menekbir renk olumas test igin pozitif

bir sonu¢ olarak desrlendirilmi tir (Tamer ve ark., 1989).

Nitrat rediksiyonu

Yat k Nutrient agarda 24 saat gdlilen kulturden Nitrat broth’lara Oze ile
inokulasyon yapImtr ve bir tip de kontrol olarak inokile edilmeden
b rak Im tr. Tiipler 30°C’de 4-6 giin inkiibe edilmir ve ikinci giinden itibaren
temiz test tuplerine steril pipetler ile kulturlerden 1’er aktar Im tr. Bunlarn
tzerine 3 damla silfanilik asit ¢ozeltisi ve 2 damkaaftol c¢ozeltisi ilave
edilmi tir. E er ortamda nitrit mevcutsa nitrit ile bu iki ¢ozelti kam
pembemsi-k rm z renkli bir bilek olu turaca ndan bu rengin olwmu nitrat

rediksiyonu igin pozitif sonug olarak d=lendirilmi tir (Tamer ve ark., 1989).

Jelatin hidrolizi

Nutrient jelatin iceren tuplere, Nutrient agar'’daki 24 skdliltirlerden ine 6ze
ile dik ekim yapImtr (Tamer ve ark., 1989). nkibasyondan sonra
besiortam nda buyumenin oldu yerlerdeki svlama pozitif sonu¢ olarak

de erlendirilmi tir (Tamer ve ark., 1989).

Katalaz testi

Yat k Nutrient agar'da 30C'de 72 saat geliiriimi olan kiiltiirlerin {izerine %
3’lik 1ml hidrojen peroksit (% 30) c¢oOzeltisi damlat larak gaz haitbermin
¢kp ¢ckmad na bakIm tr. Gaz habbeciklerinin ¢ kmas pozitif sonug olarak
kabul edilmitir (Tamer ve ark., 1989).
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3.2.4. zolatlar n Buyime E risinin C kar Imas

HS broth'da 24 saat 3tC'de gelitiriimi olan kiiltirlerden 100’er ml HS ortam
iceren 500 ml'lik erlenlere 1'er ml inokiile edilnit. 30 °C’de 150 rpm
(devir/dakika)'de calkalamal su banyosunda (Memmert, Germankjbasyon
balang c ndan itibaren, her 30 dakikada bir 6rnek al narak spektrofirede
(Shimadzu UV-1601, Japan) 660nm (§§p dalga boyunda kor érne (steril HS
ortam) kar | k absorbans deerleri olgilmutir (Gerhardt et al., 1981, 1994;
Tamer ve ark., 1989).

3.2.5. Hiucre Kuru A rl  nn Belirlenmesi

Hucre kuru arl n saptamak amacyla fermentasyon sonucu fermentasyon
svs +4°C'de 4000 xg'de 10 dk santrifilj edilmi(Hettich Universal 32 R,
Germany), slUpernatant uzaklald ktan sonra dipteki ks m (pellet), daras
olctilmi bir kaba alnmtr. Daha sonra pellet, 8#C'de bir gece kurutulmu
(Selecta, Spain) ve miktar, hassas terazide (Scaltec BBAsermany) yap lan

Olctim ile belirlenmitir (Gerhardt et al., 1981; Tamer ve ark., 1989).

3.2.6. Bakteriyal Selilozun Saflarimas ve Kuru A rl nn

Belirlenmesi

Fermentasyon tamamland ktan sonra s v n n ylzeyindawlpellik toplan r ve
2993 xg'de (Heraeus Sepatech Labofuge 200, Germany) 15 dakika sadlitif(j
Supernatant at | r, pellet distile su ile y kan r. Oncé®le 1 saat % 4'liik NaOH
ile muamele edilir daha sonra % 6’l k asetik asit ile y kaDistile su ile tekrar
y kan r. 105°C’de (Selecta, Spain) kurutulur ve hassas terazide tarshih@ra et
al., 2002).
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3.2.7. Bakterilerdeki Spesifik Seltloz Verim Katsays n n

Saptanmas

Spesifik trin verimi katsay s, Gerhardt ve Drew (1994)’Un belirformule
gore hesaplannt r (Gerhardt et al.,1994).

Bakteriyal selllozun kuru alk

miktar (mg)

Spesifik Uriin verimi katsay s (Yp/X)=
Hucre kuru arl k miktar (mg)

3.2.8. Toplam eker Analizi

Toplam eker analizi i¢in fenol-sulftirik asit metodu kullan Ir (Dubois et
al.,1956; Kim et al.,1994). Kurutulmwlan polisakkarit 5 ml konsantre,§0, (%

97) icinde c¢oOzulmitir. Cozlulen polisakkaritten, belirli oranlarda seyreltme
yap Im tr. 1ml seyreltiimi 6rnek Uzerine 1ml % 5’lik fenol ¢ozeltisi eklenip
kar trim tr. Kar ma hzl bir ekilde 5 ml konsantre 130, eklenerek 10
dakika bekletilip calkalanm ve 25 - 30°C’lik su banyosunda (Memmert/P
Selecta, Germany) 10-20 dakika tutultaw. Bu ¢o6zeltinin, spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1601, Japan) 470 nm’de absorbans olc@ilmi(Dubois et
al.,1956; Kim et al.,1994).

Glukoz standart icin, D(+) Glukoz stok cozeltisinden, 10-100 pgjhakoz
icerecek ekilde c¢ozeltiler hazrlanmtr. Toplam eker analizinde yap lan

i lemler, her bir glukoz cozeltisi igin yap larak standarti & karlm tr. Bu
standart eriden yararlan larak fermentasyon kulturlerinden ekstrakte edilen

polisakkaritlerin toplameker miktar saptanntr.
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3.2.9. Farkl Parametrelerin Hicre Kuru A rl  ve Bakteriyal

Seliiloz Uretimi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Bakteriyal selliloz Gretiminde temel ortam olarak kullan lan HSidseam n n
karbon ve azot kaynaklar detirilerek optimizasyonu yap Imtr. Karbon
kayna olarak; fruktoz, sukroz, etanol ve glukoz, azot kayr@larak da yeast
ekstrakt, kazein hidrolizat ve amonyum siilfat kullan tm Yeni izolatlar m z n
farkl pH ve inklubasyon sirelerindeki bakteriyal seliloz Gretim Jenm
aratrim tr. Ayrca DSMZ Kultir Koleksiyonundan al naBluconacetobacter
xylinus DSM 46604,Gluconacetobacter xylinuBSM 2004, Acetobacter aceti
DSM 3508 bakteri strainlar ile kendi izolat m z ol&tetobacter pasteurianus
HBB6 (31c) veAcetobacter lovaniensislBB5 (8a) strainlerinin HS ortam nda,
melas, peynir alt suyu, zeytinkarasuyu ve CSL (corn steep ligigenjkli

besiortam ndeki seliloz Uretim verimleri aralm tr.

3.2.10. Bakteriyal Seluloz Uretiminde Kullan lan Atk Maddeler
ve Uygulanan On lem
3.2.10.1. Melas

Cal mam zda karbon kaynaolarak eker sanayisinin bir at veya yan urtni
olan “melas” kullanImtr. Melas icerdii baz kollodial bileikler ve a r
metallerden dolay (Cu, Fe, Pb vb.) denemede kullan Imadan d@ncémden
gecirilmi tir (Karaboz, 1986). Bunun i¢in; 170 g melas 300 ml saf su iginde
kar trlarak tzerine 50 ml saf suda ¢6zinen 0,30 g potasyum feanaty
¢oOzeltisi ilave edilir. Tum ¢ozelti saf su ile 500 ml'yartamlan p, 5 g diatome
topra ilave edilerek iyice kartr I r. Bir gece +4°C de tutulan melas ¢ozeltisi,
bu sure sonunda filtre k&l ndan (Whatman no 398) gegirilerek stzulir. Boylece
istenmeyen bileklerden ar nd rIm ve oldukc¢a berrak bir melas ¢ozeltisi elde
edilir. Elde edilen bu melas c¢o6zeltisinin toplaneker (sakkaroz) iceri
polarimetrik olarak sakkarimetre ile (Atago, No 121186, Japard#aplanarak
% 22 olarak bulunmuur. Bu c¢oOzelti, ortam haz rlan rken saf su ile istenen

konsantrasyondeaker verecekekilde seyreltilmitir.
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Melas’ n Bile imi
1992-1993 donemine ait "Bk eker Fabrikas 'n n pancar melas analiz

de erleri (% Q)

Kuru madde 86,14

Polar eker 52,15

Safiyet 60,54

Rafinoz 1.0

nvert eker 0,596

Hacmen hava 10,7

eker/su 2,04

pH 8,2

Haval yo unluk 1,371 g/santimetre kip

3.2.10.2. Peynir alt suyu (PAS)

Cal mam zda kulland m z peyniralt suyu, Ayd n Omur Sit ve Sit Urinleri
letmesin’den temin edilmiir. Peynir alt suyu peynir yap m sonunda arta kalan
ye ilimsi sar renkte bir svdr. Peynir yapm srasnda kg peynir icin
ortalama 9 kg peynir alt suyu olmaktad r (Oura, 1982). Peynir alt suyu sut
i letmelerinin en 6nemli atdr. Peynir alt suyu igerik bak m ndan oldukca
zengin bir maddedir. letmeden al nan peynir alt suyu 1%1'de 15 dak sureyle
sterilize edildikten sonra denature olan protein parcgalaradiyon ilemi ile

ayrim tr.

Peynir alt suyunun bile imi (Topal, 1982).

eker (Laktoz) % 5
Tuz % 7,5
Total karbohidrat % 5
Protein % 0,85
Ya % 0,3
Kl % 0,3
Riboflavin 0,1 mg/100 ml

Niasin 0,1 mg/100 ml



82

Demir 0,12 mg/100 ml
Sodyum 14,5 mg/100 ml
Potasyum 30 mg/100 ml
Kalsiyum 13,5 mg/100 ml
Su % 92

pH 55

3.2.10.3. Zeytin karasuyu

Zeytinya i letmelerinde ileme tekniklerine gore zeytinlerin s kIlmas sonucu
zeytinya ile birlikte iki 6nemli yan Urtin; prina ve zeytin karasuyu (Zéfjaya

¢ kmaktad r. 1L zeytinya ba na ortalama 2 kg prina ve 2.5 L zeytin karasuyu
at k olarak elde edilmektedir. Koyu kahverengi, ekstrakte edilimya , pektik
maddeler, ksilan vb. polisakkaritlerin yan sra polifenolleri ideren asidik,
yiuksek kimyasal oksijen ihtiyac olan karasu hicbilermme tabi tutulmadan
cevreye verilmesi sebebi ile ciddi boyutlarda gevre lkirthie yol agmaktad r

(I kI, 1992; Martinez-Nieto et al., 1993).

Zeytin Karasuyunun Bile imi: (Ocal et al., 1977)

eker % 0,98
Protein % 0,77
Ya % 0,4
Kuru madde % 6,2
Kdal % 1,4
Demir 0,3 mg/100 ml
Kalsiyum 7,5 mg/100 ml
Potasyum 112 mg/100 mi
Sodyum 39,5 mg/100 ml

pH 4,5
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3.2.11. 16S ribozomal RNA'ya gore sekans analizi

3.2.11.1. Bakterilerden DNA ekstraksiyonun haz rlamas
(Temizkan ve ark., 2004; Winfrey et al., 1997)

1. zolatlar, GYC agara tek koloni décek ekilde inokule edilmi ve 30°C’de 3
giin boyunca inkiibe edilntir (Selecta, Spain).

2. cerisinde 10 ml HS Broth (pH 6,0) bulunan 250 mllik erlenlere bakter
kalturleri inokule edilip, galkalamal su banyosunda (Memmert,nGewy)
150 rpm’de 30Cde 1 gece inktbasyona b rak Irr.

3. nkibasyon sonunda kultir svs, steril eppendorf tuplerine aktar laak,
%C'de 4000 xg'de (Hettich Universal 32 R, Germany) 10 dk santrifiij
edilmi tir.

4. Supernatant k s m at larak, pellet Gizerine liziz buf mM Tris-HCI, 2 mM
EDTA, 50 mM Glukoz, pH 8,0) eklenmive +4°C’de 13000 rpm (Hettich
Universal 32 R, Germany) 5 dk santriftj ediltii

5. Pellet, % 0,02 lizozim ve 10 ml liziz tamponu ile siispanseretj 37°C'de
30 dk inklbe edilmiir.

6. 5 pl RNase A (20 pg/mllik ¢ozeltiden) ve SDS 5ul (% 20ti&zeltiden)
eklenmi ve 37°C’de 30 dk inkiibe edilmiir.

7. 6,25 ul Proteinaz K (20 mg/ml'lik ¢ozeltiden) eklenmvie 50°C’de 1saat
inkuibe edilmitir.

8. Fenol-kloroform (v/v) eklenip katrim ve +4°C'de 13000 rpm (Hettich
Universal 32 R, Germany) 5 dk santriftij ediltii

9. Na-asetat (1/10 v/v, 3 M, pH 3,5) eklenme kar trim tr.

10. sopropanol (v/v) eklenmie kar trim tr.

11. -20°C’de 30 dk bekletilmitir.

12. +4°C’de 15000 rpm (Hettich Universal 32 R, Germany) 20 dk santriftipedil
supernatant at Imt r.

13. % 70’'lik alkolde y kama yap It r.

14. +4°C'de 15000 rpm (Hettich Universal 32 R, Germany) 20 dk santrifij
edilmi ve sUpernatant at Intr.

15. 50°C’de alkoliin ugmas s&anm tr.



84

16. Pellet (DNA) Uzerine 50 ul steril distile su eklenerelefiga, ¢ozilmesi
salanm tr.

17. Ornek, agaroz jel elektroforezinde yuritilmek tizerdGide saklanmtr.

3.2.11.2. DNA'n n agaroz jel elektroforezi

% 1 konsantrasyonda 0,5 X TBE tamponu ile haz rlanan agaroz jehded
kuyucuklara, ayrm vyaplacak olan DNA ornekleri konulmwe ayrm
tamamlan ncaya kadar elektrik akm (100 volt) uygulanm DNA'nn
yuratdlme ilemi tamamland ktan sonra DNA'n n gorinir hale getiriimesijigin

0.5 g/ml etidyum bromur iceren elektroforez tamponu icinde 5-10 dakika oda
s cakl nda bekletilmitir. DNA bantlar ultraviyole k kayna alt nda VILBER
LOURMAT (MARNE LA VALLEE Fransa) markal gorintileme cihade
goruntulenmitir (Temizkan ve ark., 2004, Winfrey et al., 1997).

3.2.11.3. DNA Baz Dizisinin Belirlenmesi

16S rRNA amplifikasyonu igin kullan lan primerledyledir:

341f 341#8211; 357 CCTACGGGAGGCAGCAG

926r 907 #8211; 926 CCGTCAATTC (A/C) TTTGAGTTT

3.2.12. zolatlarn SEM (Taramal Elektron Mikroskop)de

Goruntulenmesi

Bakteri kiiltiirleri HS broth'da aktiflgirilip, + 4 °C’de 9000 x g'de (Hettich
Universal 32 R, Germany) 10 dak. santriflij edikini Sipernatant at | p, pellet 50
mM potasyum fosfat tamponu (pH 6,5) iginde y kartm Ayn tampon (pH 6,5)
ile haz rlanan % 2 gluteraldehit ile fikse ediltimi. Hiicre pelletleri, % 50 - % 100
etanol serisi igcinde y kanntr (Moonmangmee et al., 2002). Fiksasyon ve
dehidrasyon lemleri tamamlanan hicre o©rnekleri liyofilize edilerek

kurutulmu tur (Yoshii et al., 1977). Liyofilize edilerek kurutulan hicre érnekler
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TUB TAK MAM'da altnla kapland ktan sonra JEOL/JSM-6335F markal

taramal elektron mikroskobu ile gérintilentiri

3.2.13. Bakteriyal Selilozun SEM (Taramal Elektron

Mikroskop)'de Goruntllenmesi

Fermentasyon tamamland ktan sonra s v n n ylzeyindeawlpellik toplan r ve
saflatrir. Saflatrlan pellik, liyofilizatérde (Labconco, USA) kurutulduktan
sonra TUBTAK MAM’da alt nla kaplanm ve sonra JEOL/JSM-6335F markal

taramal elektron mikroskobu ile géruntilentii(Yoshii et al., 1977).

3.2.14. Bakteriyal Selllozun Monosakkarit c¢eri inin nce
Tabaka Kromatografisi (TLC) ile Belirlenmesi

Bakteriyal seltlozun, selilaz enzimi ve TFA (Trifluoroasedsit) hidrolizi ile
olu an Urdnlerin analizi igin ince tabaka kromatografisi (Alugra®®G/UV254
0,20 mm, 5x10 cm, Germany) kullan Iror. (Fontana et al., 1988). Standart
olarak glukoz, sellobioz ve sellotrioz kullan Imr (Ito et al., 2005). Standart
kar m 50 mM sodyum asetat (pH 5,0) tamponunda % 0,1’lik olaeddde
haz rlanm tr. nce tabaka plaklar n n alt k sm ndan ve yanlardan 0,5 cn'lik bir
bo luk olacak ekilde c¢izgi ¢izilmitir. Sonra standart ve 6rneklerden 10 pl
al narak, 1l'er cm aral klarla plaklara uygulanmve havada kurutulmeur.
Hareketli faz icin n-butanol: etanol: su (5:3:2) kan haz rlanm tr. nce tabaka
kromatografi tank na (Sigma, Germany) bu kandan 15 ml eklendikten sonra
kurutulan plaklar tanka yerlgrilmi ve Orneklerin yuratilmesi silnm tr.
Yuratme ileminden sonra ¢Ozucunun ald yol 6lciimi ve plaklar havada
kurutulmutur. Boyama ilemi igin sulfirik asit: metanol (1:9) kam ndan
hazrlanm % 0,2’lik orsinol kullanIm tr. Sonra plaklar boya c¢b6zeltisine
batr|p ¢karlm ve havada kurumas danm tr. Kuruyan plaklar 106C’lik
etlivde (Selecta, Spain) 10 dakika tutularak renkuohw salanm tr. Olu an

lekelerin ald yol cetvelle olcilmitir. Ornein ve standartlarn ald yol,
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¢bzicinin ald yola oranlanarak Rf derleri aa daki formile gore
hesaplanmt r (Arat, 2007).

Ornein ald  yol (cm)

Rf =

Cozucundn ald yol (cm)

3.2.14.1. Bakteriyal selilozun enzimatik (seltlaza) hidrolizi

Bu ilem igin 2 ml enzim (ADU FEF/BrOLOJ /Mikrobiyoloji stoklar ndan
temin edilen, Aspergillus niger HBF 40 ve Trichoderma sp.HBF 110
funguslar ndan elde edilen selilaz enzim c¢ozeltisi ile 2 ml %& ®n i lem
gormii bakteriyal seliiloz kart r larak, 55°C’de 1 saat inkiibe edilniir. Belirli
zaman aral klar nda (0,1,2,3,4,7 ve 28 saat) enzim-selllozrkardan 200 pl
al narak kaynar su banyosunda (Selecta, Spain) 5 dakika kayniat I@rnekler
TLC icin kullan|ncaya kadar +£C'de saklanmtr (Sharma et al., 2001;
Percival et al., 2006; Amano et al., 2002; Hurst et al., 1977te/éhial., 1981).

3.2.14.1.1. Aspergillus niger HBF 40 ve Trichoderma sp. HBF 110
funguslar ndan seliilaz enziminin eldesi
3.2.14.1.1.1. Kalitatif tarama

Funguslar n selllaz enzimini Uretip Uretmeédé dair kalitatif olarak 6n tarama
yapIm tr. Bu tarama funguslarn petride hazrlanan besiortam icinole
olu turup oluturmamas na goére yap Inhir. Funguslar ilk énce Malt Ekstrakt
Agar'da 27°C'de 5-7 guin gelkirilip, aktifle tirilmi tir. Daha sonra aktiflen
funguslardan petriler iginde haz rlanan CMC Agar (karboksimetillez), YPD
Agar ve Czapek Dox Agar olarak 3 ayr besiortam ne inokiile e@ififiC'de 5-7
gin geliimi salanm tr. nkibasyon sonunda selilotik aktivitenin vari
belirlemek icin petride gelen fungus kolonisinin tzerine % 1’'lik Kongo krmz s
damlat|p, 15 dakika oda s cakihda beklenmitir. Daha sonra 1 M NaCl
¢Ozeltisi damlat Im ve 5-10 dakika beklenmtir. Stire sonunda er zon oluumu

gozleniyorsa selllotik aktivite pozitif olarak, zon almu yoksa seltlotik aktivite



87

negatif olarak deerlendirilmitir (Onsori et al., 2005; Strauss et al., 2001,
Gopinath et al., 2005; Teather et al., 1982; Doran, 2006).

3.2.14.1.1.2. Selilaz enziminin aktivitesinin belirlenesi icin kullan lan

fermentasyon ortam

Selulaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi igin fermentasyatam olarak
Mandels ve Weber (1969)'in dnerdiortam kullan Im tr. Fermentasyon ortam
500 ml'lik erlenler icinde 100 ml olacakekilde haz rlanmtr. Funguslar dnce
icinde % 1 Avicel seliloz bulunan Malt Ekstrakt Agarda akitifiémi tir.
nkiibasyon sonunda 18por/ml fungusdan 1 ml fermentasyon ortam na inokiile
edilmi ve 27°C’de 150 rpm'de (Infors HT Ecotron, Germany) 3 hafta inkiibe
edilmi tir (Chand et al., 2005; Chang et al., 2006).

3.2.14.1.1.3. Selulaz enziminin aktivitesinin dlgtlmesi

Aspergillus nigerHBF 40 veTrichoderma spHBF 110 funguslar ndan elde
edilen selllaz enziminin aktivitesi, Bernfeld'in k smi olarde i tirilmi 3,5-
dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi kullan larak, spektrofotomletriolarak
belirlenmi tir (Bernfeld, 1955). Substrat olarak, 50 mM (pH 5.0) sodyum tseta
tamponunda haz rlanm 6n ilem gérmi % 1’lik Avicel seliloz, CMC-seliiloz

ve bakteriyal seluloz kullanIntr. Standart deney ortamlar nn bimleri,
cizelge 3.2’de ve DNS c¢o6zeltisinin biknleri de gizelge 3.3'de verilntir. Enzim
aktivitesi, spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Japon) kullan |&3®& nm’de
standart deney kallar nda élgulmutir (Ojumu et al., 2003; Ghose, 1987).
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Reaksiyon Bileenleri Ornek Kor
% 1'lik Seltloz (Avicel, 200 pL 200 pL
CMC, Bakteriyal seliiloz)

Enzim 200 pL -
nkiibasyon (55C) 60 dk 60 dk
DNS 100 pL 100 pL
Enzim - 200 pL

Souk su banyosunda 2 dk 2 dk
inkiibasyon

Kaynar su banyosunda 5 dk 5 dk
inkiibasyon

Souk su banyosunda 3 dk 3dk
inkiibasyon

Distile su 1000 pL 1000 pL

530 nm dalga boyunda absorbans okunur

Cizelge 3.3DNS c¢ozeltisinin bileenleri

Kimyasal Madde

Miktar (g/L)

DNS (dinitrosalisilik asit)
NaOH (sodyum hidroksit)

C4H40sKNa.4H,0 (potasyum sodyum tartarat)

10
16
300
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3.2.14.2. Bakteriyal selilozun TFA (Trifluoroasetik asit) ile

hidrolizi
Liyofilize edilerek kurutulmu 2 mg bakteriyal seltloz, 1 ml 2M TFA c¢ozeltisi
icinde 120°C’de 2 saat hidrolize edilntir. TFA ugucu bir asit oldwi igin bu
i lem geri soutuculu sistemle gerceklérilmi tir. Siire sonunda TFA 48C’de
evapore edilerek, ortamdan uzaklalm tr (Deeraksa et al., 2005; Kornmann et
al., 2003; Moonmangmee et al., 2002; Nakai et al., 2002). Gen kadan 1 ml

distile suda ¢oziilerek, TLC icin kullan | ncaya kadar %2e saklanmtr.
3.2.15. Bakteriyal Seliilozun CP/MAS®C Kat NMR Analizi

Liyofilize edilerek dondurulup kurutulmuolan bakteriyal seliloz 6rn@in,
CP/MAS C Kat NMR Analizi BRUKER BIOSPIN Ultrashield TM yiksek
¢cozunurlukli  dijital 300 MHz NMR spektrometresi ile ODTU Merkezi
Laboratuvar, AR-GE Etim ve Olgme Merkezi'nde yaptr Imtr (Tokoh et al.,
2002; Hesse et al., 2005; Watanabe et al., 1998; Laszkiewicz, 188ianYoto et
al.,1996).

3.2.16. Bakteriyal Seltlozun FT-IR Spektrometresile Analizi

Liyofilize edilerek dondurulup kurutulmuolan bakteriyal seliloz érnmin FT-
IR analizi, VARIAN 800 FT-IR Spektrometresi ile ADU BilinTeknoloji
Ara trma ve Uygulama Merkezi Laboratuvar nda yap lm (Tokoh et al.,
1998; Kaurakova et al., 2002; Lee et al., 2001).
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4. BULGULAR

Ev yap m arap ve sirke o6rnekleri ile Gzim, elmaas ve turu suyundan 185
adet farkl izolat elde edilmiir. Bu izolatlar n HS besiortam nda, yuzey kultir
fermentasyon yontemi ile sellloz Uretimleri incelenme 136 izolat n sellloz
uretti i, geriye kalan 49 izolatn ise selliloz Uretmeédyozlenmitir. Seliloz
ureten izolatlar iginden sellloz tretim verimi en yuksek @&c ve 8a kodlu iki
izolat, ¢al mam zda kullan Imak tizere secilrii. Segilen iki izolat n hem klasik
hem de molekiler taksonomiye gore identifikasyonu yap lwe 31c kodlu
izolat n Acetobacter pasteurianu$iBB6, 8a kodlu izolat n daAcetobacter
lovaniensis HBB5 oldu u bulunmutur ( ekil 4.1). Her iki izolatn uretti
selllozun as yap s ve hicreekli, SEM'de gorunttlenmtir. Bu izolatlardan
uretilen seluloz saflar larak, toplam eker tayini yap Imtr. Ayr ca, selilozun
asidik ve enzimatik hidrolizi sonucunda elde edilen hidrolizat, itedeaka
kromatografiye uygulanm ve eker tayini yap Imtr. Acetobacter pasteurianus
HBB6, Acetobacter lovaniensisiBB5 strainlerinin seltloz Uretimleri, optimize

edilmi ve DSMZ kiltir koleksiyonundan satn al nan Ug¢ strain ile birlite

strainlerin at k maddeler kullan larak selliloz Uretimlagalenmitir.

ekil 4.1 Acetobacter pasteurianu$BB6 ve Acetobacter lovaniensidBB5 strainlerinin
GYC Agardaki goruntusu
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4.1. zolatlar n dentifikasyonu
4.1.1. Mikroskobik 6zellikler

Gram boyama sonucunda her iki izolatn Gr (-) cubeklinde, 1,62 pm
boyutlar nda olduu g6zlenmitir ( ekil 4.2). Endospor boyama sonucunda
endospor icermedikleri saptant.

ekil 4.2 Acetobacter pasteuriani$BB6 veAcetobacter lovaniensidBB5 strainlerinin,
Gram boyamalar ve boyutlar

4.1.2. Kilturel ozellikler

Ekstrasellular polisakkarit (seltiloz) Uretebilen strainler keesiortam nde (HS
agar) bej, beyaz renkte, kugik, yuksek ya da konveks ve kompaktradeiistiar
polisakkarit (selliloz) tretmeyen strainler ise kat besioride (HS agar) buyuk

ve duz kolonilere sahiptir (Johnson ve Neogi, 1989).

zolatlar HS ve GYC agar iceren petrilere inokiile edilwgi 30°C’de 48-72 saat
inkibasyon sonunda kulturel 6zellikleri incelentini Her iki izolatn da HS
agar'daki kolonilerinin kucuk, yuvarlak, duz kenarl, kompakt, yuksekdga

konveks olduu gdzlenmitir. Koloni rengi bej olup, pigment icermemektedir ve
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sirke kokusu vardr. GYC agar'da geln koloniler zon oluurmaktad r ¢unki
asetik asit bakterilerinin metabolizmas sonucu atuasetik asit, besiortam ndaki
CaCQ' ¢ozerek, zon olwmuna sebep olur €kil 4.3).

GYC Agar’da zon oluumu HS Agar’da kdlgeli imi

ekil 4.3 Kolonilerin GYC ve HS agardaki goruntusu

Secilen iki izolat n, cins duzeyinde tans icgin bu izolatidsromcresol green’li
besiortam ndaki gelimi incelenmitir ( ekil 4.4). nceleme sonucunda
besiortam nin rengi maviye domid Ur. Bu nedenle bu iki izolat Acetobacter

genusuna ait oldw kan s na var Imtr.

Acetobacter pasteurianttBB6 Acetobacter lovaniensidBB5

ekil 4.4 Acetobacter pasteuriandd4BB6 ve Acetobacter lovaniensidBB5 strainlerinin
bromcresol green’li besiortam nda getii
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Secilen iki izolat n tan lanmas De Ley et al. (1984) ve $win(1992)'ye gore

yapIm tr. Tanlamada kullanlan o6zellikler cizelge 4.1'de veriltimi Bu

Ozelliklere gore iki izolat n asetik asit bakterilerind@netobactergenusuna ait

oldu u kabul edilmitir.

Cizelge 4.1 Acetobacter pasteurianu$iBB6 ve Acetobacter lovaniensisHBB5
strainlerinin taksonomik dzellikleri

Azellikler Acetobacter pasteurianus Acetobacter lovaniensis
HBB 6 HBB 5

Gram boyanma _ _

Hucre ekli K sa gubuk K sa ¢ubuk

Hucre duzenlenme Tekli Tekli

Hucre boyutu 1,62 um 1,32 um

Hareketlilik

Endospor

Oksijen istei

Koloni formu

GYC agarda kahverengi
pigment

Katalaz Uretimi

Oksidaz Uretimi

ndol Uretimi

H,S Uretimi

Jelatin hidrolizi

Nitrat indirgenmesi
Laktoz fermentasyonu
Ni asta hidrolizi
Glukozdan asit oluurma
Etanoll, asetik aside
okside etme

Bromcresol green’li
besiortam nde, indikator
boyan n renk da imi
CaCQ/'l besiortam nda, zon
olu turma

Zorunlu aerob
Kugik, Mat

Ye il > Mavi

+

Zorunlu aerob

Kugik, mat

Ye il > Mavi

+
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4.1.4. 16S ribozomal RNA'ya gore sekans analizleri

31c ve 8a izolatlarnn DNA izolasyonu, ADU FEF Biyoloji Bolumi
Mikrobiyoloji laboratuvar nda, DNA'n n elektroforezde yaratalup,
goruntulenmesi ise ADU Tp Fakultesi Mikrobiyoloji ABD laboratuvaa
yap Im tr ( ekil 4.5).

16S ribozomal RNA'ya goére sekans analizleri Pensylvanniae Sthtiversity
Hershey Medical Center, Department of Pathology Laboratuvadta
yap Im tr. Sekanslar gen bankas ndaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAS
nikleotid blastn program ile kala trlarak analizi yapIm ve bu analiz
sonucuna gore 31c izolat nActetobacter pasteurianddBB6 ve 8a izolat n n da

Acetobacter lovaniensidBB5 oldu u tan lanm tr.

ekil 4.5 31c ve 8a strainlerinin toplam DNA'lar nagaroz jel elektroforezi
goruntilenmesi. Marker olarak (M) 1kb DNA (Fermextiaullan Im tr
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>8a consensus

TTTTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCAGCA
é-CrZ(CBBCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGI'GATG
é$§CCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAG CCGCGGTAATRGAAGG
g'(I'Ef‘GCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTACAKGTCAG
ﬁéiAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAG CTGCATTTGATACGTGTAGACTAGBTGTGAG
ﬁgGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAG/X\CACCG
GTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGIGGGAG
géﬁGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATG TGGGTA
éTTTGTTATTCAGTGTCGCAGTTAACG CGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGACGGCCG
géGTTGAAACTCAAATGAATAGACAGA

dbj|AB032351.1]Acetobacter lovaniensigene for 16S ribosomal RNA, partial sequence
Length=1443

Score = 1013 bits (548), Expect=0.0

Identities = 554/557 (99%), Gaps = 0/557 (0%)

Strand=Plus/Plus

Query 4

TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCOBCAATGCCG 63
TR TR

Sbjct 307

TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCOBCAATGCCG 366

Query 64

CGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATBTGACGGTA 123
R AR

Sbjct 367

CGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATBTGACGGTA 426

Query 124

CCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGHGGGGGCTA 183
R T AR

Sbjct 427

CCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGMGGGGGCTA 486

Query 184

GCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTACACAGAGATGTGA 243
R T TR

Sbjct 487

GCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTACACAGAGATGTGA 546

Query 244

AATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGTAGACTAGAGTBGAGAGAGG 303
TR T

Sbjct 547

AATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGTAGACTAGAGTBGAGAGAGG 606

1

! http:/Aww.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/
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Query 304
GTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG 363

R TR
Shjct 607

GTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG 666

Query 364
AAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGATAAACAGGA 423

(DO TR
Sbict 667

AAGGCGGCAACCTGGCTCATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAIAAACAGGA 726

Query 424
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGAACTTTGTT 483

TR TR
Shjct 727

TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGAACTTTGTT 786

Query 484
ATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCOAAGGTTGA 543

R TR
Shjct 787
ATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCATAAGGTTGA 846

Query 544 AACTCAAATGAATAGAC 560

I11{INTORIE
Sbjct 847 AACTCAAAGGAATTGAC 863

>31c consensus
TTTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCA
GCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGACG
ﬁigACGGTACCCGTAGAAGAAG CCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGGETAATA
ESGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCG'(FTGTA
(T:QSGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTG CBACTAGA
giGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATGGGAAG
QCACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCG CBAGCGT
ggAGCAAACAGGATTAGATACCCTG GTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTETAGAT
'(I'BC-EI— GGTGACTTAGTCATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCAOIGGGAGT
éGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAATGAATAGACAGGGA

>gb|EF528281.1Acetobacter pasteurianugrain CICCHLJ Q61 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence

Length=1397

Score = 1020 bits (552), Expect=0.0

Identities = 558/561 (99%), Gaps = 0/561 (0%)

Strand=Plus/Plus

2

2 http://ww.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/
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Query 3
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCOBCAATGCCG 62
R AR
Sbjct 294
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCOBCAATGCCG 353
Query 63
CGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATBTGACGGTA 122
LR T TR
Shjct 354
CGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATBTGACGGTA 413
Query 123
CCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGMGGGGGCTA 182
TR T
Shjct 414
CCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGMGGGGGCTA 473
Query 183
GCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGRGATGTGA 242
R AR
Sbjct 474
GCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGRGATGTGA 533
Query 243
AATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTBGAGAGAGG 302
R AR
Sbjct 534
AATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTBGAGAGAGG 593
Query 303
GTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG 362
(TR
Shjct 594
GTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG 653
Query 363
AAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGATAAACAGGA 422
LR T TR
Shjct 654
AAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGATAAACAGGA 713
Query 423
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGEACTTAGTC 482
TR TR
Sbjct 714
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGEACTTAGTC 773
Query 483
ATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCAAAGGTTGA 542
R T AR
Sbjct 774

ATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCAAAGGTTGA 833

Query 543 AACTCAAATGAATAGACAGGG 563

NI
Sbjct 834 AACTCAAAGGAATTGACGGGG 854

3

® http://ww.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/
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4.1.5. zolatlar n filogenetik a aglar n n olu turulmas

16S ribozomal RNA'ya gore sekans analizleri yap lan izolatlalogenetik aac
BLAST pairwise alignments program kullan larak yap lom
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 31c olarak kodlu olaAcetobacter
pasteurianudHBB6 ile 8a olarak kodlu olan Acetobacter lovaniensidBB5’in

filogenetik aac , gizelge 4.2'de ve gizelge 4.3'te veriltm.
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Cizelge 4.2Acetobacter pasteuriank$BB6
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Cizelge 4.3Acetobacter lovaniensisBB5
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4.1.6. Strainlerin SEM (Scanning Elektron Mikroskop)'de

goruntilenmesi

Acetobacter pasteurianusiBB6 ve Acetobacter lovaniensi$iBB5 strainleri,
SEM elektron mikroskobunda goruntilenmeden dncelémlerden gecirilmitir.
Daha sonra strainlerin hiicre 6rnekleri, TWUBK MAM’da alt nla kapland ktan
sonra JEOL/JSM-6335F markal taramal elektron mikroskobu (SEM) il
goruntulenmitir ( ekil 4.6, ekil 4.7).

ekil 4.6 Acetobacter pasteuriand$BB6 strainin, SEM'deki gortntisi
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ekil 4.7 Acetobacter lovaniensidBB5 strainin, SEM’deki gorintisu

4.2. Strainlerin Bliytme E risi

Her iki strainin HS broth ortam nda, zamana kagoOsterdikleri absorbans
de erleri cizelge 4.4'de verilmiir. Acetobacter pasteurianusiBB6 strainin,
blylume erisi ekil 4.8'de,Acetobacter lovaniensidBB5 strainin blylime &isi

de ekil 4.9'da verilmitir.
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Cizelge 4.4 Acetobacter pasteurianudHBB6 ve Acetobacter lovaniensisHBB5
strainlerinin HS broth besiortam nda, 660 nm’de aaekar gosterdikleri
absorbans derleri

660 nm’de Absorbans

Zaman (dakika)
Acetobacter pasteurianus Acetobacter lovaniensis
HBB6 HBB5

0 0,074 0,074
30 0,074 0,074
60 0,075 0,075
90 0,073 0,073
120 0,074 0,074
150 0,074 0,075
180 0,075 0,074
210 0,076 0,081
240 0,081 0,083
270 0,087 0,087
300 0,088 0,088
330 0,090 0,088
360 0,096 0,098
390 0,105 0,100
420 0,110 0,107
450 0,121 0,119
480 0,152 0,144
510 0,160 0,148
540 0,173 0,176
570 0,219 0,214
600 0,280 0,318
630 0,324 0,354
660 0,360 0,354
690 0,413 0,405
720 0,454 0,410
750 0,456 0,411
780 0,456 0,411
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ekil 4.8 Acetobacter pasteurianugiBB6 strainin, 660 nm'de blylimeresi

ekil 4.9 Acetobacter lovaniensldBB 5 strainin, 660 nm’de buylme rési
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4.3. Total eker Tayini ¢in 470 nm’'de C kar lan Standart E ri

10-100 pg/ml aral kta glukoz solusyonunun spektrofotometrede 470 nm dalga
boyunda okunan absorbans dderi cizelge 4.5’de verilmive oluturulan bu

de erlere ait olan standart e de ekil 4.10’da g6sterilmiir.

Cizelge 4.5 470 nm’'de 10-100 pg/ml aral ktaki seh@lukoz ¢ozeltilerinin absorbans

de erleri

Glukoz (png/ml) Absorbans (470 nm)
10 0,066
20 0,164
30 0,194
40 0,283
50 0,384
60 0,441
70 0,469
80 0,592
90 0,637
100 0,683

ekil 4.10 Total eker tayini icin 470 nm dalga boyundaki standart e



106

4.4. Bakteriyal Seltlozun Yuzey Kiltir Fermentasyon ile

Olu umu

Bakteriyal sellloz, HS fermentasyon besiortam nst yiizeyinde zareklinde oluur
( ekil 4.11).

ekil 4.11 Bakteriyal selilozun, HS fermentasyonidr¢am nn Ust yiizeyinde zar
eklinde oluumu

4.5. Bakteriyal Selllozun Saflat rlmas ve Liyofilize Edilerek

Kurutulmas

SaflatrIim olan bakteriyal seltlozgffaf pellik eklinde gortntr (ekil 4.12)

ekil 4.12 Saflat r Im bakteriyal sellloz, slak vesffaf pellik eklinde
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Bakteriyal seltlozun kurutulmalémi, liyofilizatér (Labconco, USA) kullan larak
yap Im tr ( ekil 4.13).

ekil 4.13 Saflat r Im bakteriyal seltlozun liyofilizatérde kurutulmaekli

Kurumu bakteriyal seliiloz ile Whatman no 398 filtre léh kar la trim tr
( ekil 4.14).

ekil 4.14 Kurutulmu bakteriyal seltloz ile Whatman no 398 filtre kén n goruntisu
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4.6. Bakteriyal Seltlozun SEM (Scanning Elektron Mkroskop)'de

Goruntilenmesi

Bakteriyal selilozun & yap s SEM’de goruntulenntir ( ekil 4.15).

ekil 4.15 Bakteriyal selilozun SEM’de x 5000 v&000'deki gortntisu
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4.7. Farkl Parametrelerin Hicre Kuru A 1l ve Bakteriyal

Seliiloz Uretimi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Yap lan bu calmada, temel besiortam olarak HS broth kullantm Temel
besiortam ndaki iceriklerin miktarlar sabit tutularak, sadda@rbon ve azot
kaynaklar dei tirilerek, fermentasyon ortam modifiye edilrit. Karbon ve
azot kaynaklar olarak analitik safl ktaki maddeler kullan Inae Acetobacter
pasteurianus HBB6 ile Acetobacter Ilovaniensis HBB5 strainlerinin,
fermentasyon besiortam ndaki hiicre kururla , bakteriyal seltloz tretimi ve
yuzde verimleri belirlenmtir. Karbon kayna olarak glukoz yerine fruktoz,
sukroz ve etanol; azot kaynaplarak da yeast ekstrakt yerine, kazein hidrolizat

ve amonyum silfat kullan Imt r.

4.7.1. Kullan lan karbon ve azot kaynaklar n n hiicre kuru a rl

ve bakteriyal seltloz Gretimi tzerine etkisi

Kullan lan karbon ve azot kaynaklar n n hiicre kurula ve bakteriyal sellloz
dretimi Gzerine etkisi c¢izelge 4.6 ve cizelge 4.7'de wariir. Elde edilen
verilerin grafikleri, ekil 4.16 ve ekil 4.17'de gdsterildii gibi cizilmi tir.
Acetobacter pasteurianudBB6 ile Acetobacter lovaniensiBIBB5 strainlerine
ait veriler incelendiinde, en yiksek sellloz uretiminin, karbon kaynalarak
glukozun kullanld ortamlarda, en diik seliloz Gretiminin ise etanolin
kullanld  ortamlarda olduu gorilmutir. Ayrca seliloz Gretiminin, her iki
izolatta da karbon kayna olarak fruktozun kullanld ortamlarda sukrozun

kullanld  ortamlara gore daha fazla olduda géralmditdr.

Acetobacter pasteurianu4BB6 ile Acetobacter lovaniensidBB5 strainlerinden,
sellloz Uretiminde, kullan lan azot kaynaklar icerisinde yelstrakt n, kazein
hidrolizata gore, kazein hidrolizat n n da amonyum stlfata géha @tkili olduu

gOralma tar.
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Glukozun; karbon kayna olarak, yeast ekstraktn da azot kaynalarak
kullan Id  temel besiortam ndaki Acetobacter pasteurianudBB6 straini ile
yap lan fermentasyon sonucu hucre kurula 0,025 g/100ml, seltloz miktar
da 0,0045 g@/100ml bulunmuve yiuzde verim miktar da % 18 olarak
hesaplanmtr. Bu strainin, kazein hidrolizat iceren glukozlu besiortam rsa
hicre kuru arl 0,026 g/100ml, seliloz miktar da 0,0040 g/100ml olup, yizde
verim miktar ise % 15,4 olarak hesaplanim. Ayn strainin amonyum sulfat
icerikli glukozlu besiortam nda ise hicre kururh 0,027 g/100ml, seliloz
miktar da 0,0036 g/100ml bulunmwe yizde verim miktar da, % 13,3 olarak

hesaplanmtr.

Kazein hidrolizatn igeren glukozlu besiortam nda uretilen seltlaktam,
amonyum sulfat iceren glukozlu besiortam nda Uretilen seltloz mmkiam 1,1

kat fazla olmas na ranen, yeast ekstrakt iceren glukozlu besiortam ndaki
miktardan ise 1,1 kat daha diktlr. Yap lan deneme sonucunda, yeast ekstrakt
iceren glukozlu besiortam ndaki hicre kururk  miktar , kazein hidrolizat ve
amonyum sulfat iceren glukozlu besiortam ndaki hiicre kurtd a miktar ndan
daha duuktir. Fakat yeast ekstrakt iceren glukozlu besiortam ndaki ozelil
miktar ise kazein hidrolizat ve amonyum sulfat iceren glukozluobt@sn ndaki

seltloz miktar ndan daha fazlad r.

Fruktozun karbon kayna olarak, yeast ekstraktn azot kaynaolarak
kullan Id  besiortam ndacetobacter pasteurianudBB6 straininin hiicre kuru
a rl 0,026 g/100ml, seluloz miktar da 0,0043 g/100ml bulunwe ytzde
verim ise % 16,5 olarak hesaplantm. Kazein hidrolizat iceren fruktozlu
besiortam nda ise hiicre kuru & 0,033 g/100ml, seliloz miktar da 0,0039
g/100ml olup, yuzde verim miktar da % 11,8 olarak hesapldnmmAyn
straininin, amonyum sulfat iceren fruktozlu besiortam nda iseehkigru a rl
miktar 0,026 g/100ml, seliloz miktar da 0,0024 g/100ml bulunrei ytizde
verim miktar % 9,2 olarak hesaplantrr. Yeast ekstrakt ve amonyum sulfat
iceren fruktozlu besiortam ndaki hicre kururh miktarlar eit olmas na

ra men, yeast ekstrakt iceren fruktozlu besiortam ndaki seliiloz mikaonyum



111

sulfat iceren fruktozlu besiortam ndaki seltloz miktar ndan 1,8dkat fazladr.
Kazein hidrolizat n iceren fruktozlu besiortam nda ise hicre kumh a miktar ,

yeast ekstrakt ve amonyum silfat iceren fruktozlu besiortam riuzdde kuru
a rl  miktarlar ndan 1,3 kat daha fazlad r. Fakat yap lan deneme suaiclu
izolat n, fruktozlu besiortam ndaki en yiksek seliloz Uretiminestyekstrakt

iceren besiortam nda rastlantr.

Sukrozun karbon kayna olarak, yeast ekstraktn da azot kaynablarak
kullanld  besiortam ndakiAcetobacter pasteurianugiBB6 straininin hiicre
kuru a rlk miktar 0,023 g/100ml, seliloz miktar da 0,0033 g/100ml altar
bulunmu ve yuzde verim % 14,3 olarak hesaplarim Kazein hidrolizat iceren
sukrozlu besiortam nda ise hiicre kururla miktar 0,020 g/100ml, seliiloz
miktar da 0,0025 g/100ml bulunmuve ylzde verim de % 12,5 olarak
hesaplanmtr. Ayn izolatn, amonyum sulfat iceren sukrozlu besiortamknda
hicre kuru arl 0,012 g/100ml, seliloz miktar da 0,0014 g/100ml olup, yizde
verim miktar ise % 11,7 olarak hesaplanin. Kazein hidrolizat iceren sukrozlu
besiortam ndaki sellloz miktar, yeast ekstrakt iceren sukroziot@m ndaki
sellloz miktar ndan 1,3 kat daha @k olmas na ramen, amonyum silfat iceren
sukrozlu besiortam ndakinden 1,8 kat daha fazlad r. Fakat sukrozbrthesnda
yap lan deneme sonucunda en ylksek sellloz Uretimine, yeasikeksgren
besiortam nda, en dik selliloz dretimine de amonyum silfat iceren

besiortam nda rastlannr.

Etanolin karbon kayna olarak, yeast ekstraktn da azot kaynablarak
kullanld  besiortam ndaAcetobacter pasteurianddBB6 straininin hiicre kuru

a rlk miktar 0,029 g/100ml, seliloz miktar da 0,0027 g/100ml bulunwe
yuzde verim miktar da % 9,3 olarak hesaplanm Kazein hidrolizat iceren
etanolll besiortam nda ise hicre kururlk miktar 0,030 g/100ml, seliloz
miktar ise 0,0020 g/100ml bulunmwe yizde verim miktar da % 6,7 olarak
hesaplanmtr. Ayn straininin, amonyum sulfat iceren etanollli besiortata ise,
hiicre kuru arl k miktar 0,018 g/100ml, seliloz miktar da 0,0010 g/100ml olup

ve yluzde verim miktar ise % 5,6 olarak hesaplabhm Kazein hidrolizatn ve
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yeast ekstrakt iceren etanollli besiortam ndaki hicre kurd a miktarlar
yakla k olarak birbirine eit olmas na ramen, kazein hidrolizat n iceren etanolll
besiortam ndaki sellloz miktar yeast ekstrakt iceren etarm@kiortam ndaki
seliloz miktar ndan 1,3 kat daha ditir. Fakat kazein hidrolizatn iceren
etanollii besiortam ndaki hicre kuru @ miktar, amonyum sulfat iceren
etanolli besiortam ndaki hucre kuru &  miktar ndan 1,7 kat, sellloz
miktar ndan da 2,0 kat daha fazladr. Bunanman, etanolli besiortam nda
yap lan deneme sonucunda en yuksek sellloz Uretimine, yeastkekegren
besiortam nda, en dik selliloz dretimine de amonyum sulfat igeren

besiortam nda rastlannr.

Glukozun, karbon kayna olarak, yeast ekstraktn da azot kaynalarak
kullanId  besiortam ndaAcetobacter lovaniensisiBB5 straininin hiicre kuru

a rlk miktar da 0,031 g/100ml, Uretii seliloz miktar da 0,0040 g/100ml,
bulunmu ve yizde verim %12,9 olarak hesaplartm Kazein hidrolizat iceren
glukozlu ortamda ise hiicre kuru d k miktar 0,024 g/100ml, seltloz miktar ise
0,0029 g/100ml olup ve yluzde verim de %12,1 olarak hesaplaBnmPmonyum
sulfat iceren glukozlu ortamda ise huicre kururl miktar 0,012 g/100ml,
seltloz miktar da 0,011 g/100ml bulunmue ylzde verim ise % 9,2 olarak
hesaplanmt r. Kazein hidrolizat iceren glukozlu besiortam nda, Uretdetiiloz
miktar , amonyum silfat iceren glukozlu besiortam ndakinden 2,6 kat f@eda
olmas na ramen, yeast ekstrakt iceren glukozlu ortamdakinden 1,4 kat daha
di oktdr. Glukozlu besiortam nda yap lan deneme sonucunda en yiksek seliiloz
uretimine, yeast ekstrakt iceren besiortam nda, eriikdgeliloz uretimine de

amonyum sulfat iceren besiortam nda rastlahm

Fruktozun, karbon kayna olarak, yeast ekstraktn da azot kaynalarak

kullanId  besiortam ndaAcetobacter lovaniensisiBB5 straininin hicre kuru
a rlk miktar 0,029 g/100ml, duretti seliloz miktar da 0,0035 g/100ml
bulunmu ve yuzde verim % 12,1 olarak hesaplarim Kazein hidrolizat iceren
fruktozlu besiortam nda, hicre kuru @ 0,028 g/100ml, seltloz miktar da

0,0031 ¢/100ml olup, yuzde verim miktar ise %211,1 olarak hesaplanm
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Amonyum sulfat iceren fruktozlu besiortam nda, seliiloz miktar 0,@@260ml,
hicre kuru arl  ise 0,030 g/100ml olarak bulunmwe verim % 8 olarak
hesaplanmt r. Buna gére, amonyum silfat iceren fruktozlu besiortam nda hiicre
kuru a rl , yeast ekstrakt ve kazein hidrolizat iceren ortamdaliie 1,1 kat

daha fazla olmas na nmen, seltloz miktar 1,2 kat daha ditir.

Sukrozun karbon kayna olarak, yeast ekstraktn da azot kaynablarak
kullanld  besiortam ndaAcetobacter lovaniensifHBB5 straininin drettii
seliloz miktar 0,0029 g/100ml, hiucre kururh miktar da 0,029 g/100ml
olup, verim % 10 olarak hesaplantr. Kazein hidrolizat iceren sukrozlu
besiortam nda Uretilen seliloz miktar 0,0023 g/100ml, hicre kumll a da
0,032 g/100ml olarak bulunmwe verim % 7 olarak hesaplantr. Amonyum
sulfat iceren sukrozlu ortamda ise seliloz miktar 0,0026 g/100adke kuru
a rl  da 0,037 g/200ml bulunmwe verim % 7 olarak hesaplanitr. Kazein
hidrolizat ve amonyum siilfat iceren sukrozlu ortamdaki ylzde variktarlar

e it olmas na ramen; amonyum sulfat iceren sukrozlu ortamdaki sellloz ve hiicre
kuru a rl k miktar, kazein hidrolizat iceren sukrozlu ortamdakine gbye kat
daha fazlad r. Kazein hidrolizat iceren sukrozlu ortamdaki hicre kumnik
miktar, yeast ekstrakt iceren ortamdakine gore 1,1 kat gidkaek olmas na

ra men, Uretilen seltiloz miktar 1,3 kat dahaigkitr.

Etanoliin, karbon kayna olarak yeast ekstraktn da azot kaynaplarak
kullanIld  besiortam ndaAcetobacter lovaniensiHBB5 straininin Urettii
seliloz miktar 0,0025 g/100ml, hicre kururh ise 0,031 g/100ml olarak
bulunmu ve verim % 8 olarak hesaplanity. Amonyum siilfat iceren etanolli
besiortam nda 0,038 g/100ml, hiicre kururla 0,0019 g/100ml, bulunmuve
verim % 5 olarak hesaplanmr. Kazein hidrolizat iceren etanolli ortamda
seltloz miktar ise 0,0021 g/100ml, hicre kururlk miktar da 0,030 g/100ml
bulunmu ve verim % 7 olarak hesaplanity. Amonyum siilfat iceren etanolli
besiortam nda, hicre kuru d miktar, yeast ekstrakt iceren etanolli
ortamdakine goére 1,2 kat daha ylksek olmas nenea, sellloz miktar 1,3 kat
daha duoktdr.



Cizelge 4.6 Acetobacter

kaynaklar ndaki hiicre kuru al

pasteurianusHBB6 straininin  farkl
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karbon ve azot

ve Uretti i bakteriyal sellloz miktarlar

470 nm'de
standart Ham
Besiortam icerii Hicre e riye gore | Polisakkarit| Y(p/x) %
kuru polisakkarit Kuru Verim
a rl miktar A 1l
(9/100ml)| (g/100ml) (9/200ml)
Glukoz+Yeast 0,025 244.3 0,0045 0,18 18,0
ekstrakt
(Temel Ortam)
Glukoz+Kazein 0,026 180,7 0,0040 0,154 15,4
hidrolizat
Glukoz+Amonyum| 0,027 154,3 0,0036 0,131 13,3
sulfat
Sukroz+ Yeast 0,023 141,4 0,0033 0,141 14,3
ekstrakt
Sukroz+Kazein 0,020 1241 0,0025 0,12% 12,5
hidrolizat
Sukroz+Amonyum| 0,012 92,1 0,0014 0,117 11,7
sulfat
Fruktoz+ Yeast 0,026 217,1 0,0043 0,165 16,5
ekstrakt
Fruktoz+Kazein 0,033 165,0 0,0039 0,114 11,8
hidrolizat
Fruktoz+Amonyum| 0,026 122,0 0,0024 0,092 9,2
sulfat
Etanol+ Yeast 0,029 125,7 0,0027 0,091 9,3
ekstrakt
Etanol+Kazein 0,030 121,4 0,0020 0,06] 6,7
hidrolizat
Etanol+Amonyum 0,018 705,0 0,0010 0,056 5,6
silfat




ekil 4.16Acetobacter pasteuriand$BB6 straininin farkl karbon ve azot
kaynaklar ndaki hiicre kururb  ve bakteriyal selliloz miktar
Karbon kaynaklar : A: Glukoz, Bukroz, C: Fruktoz, D: Etanol.
Azot kaynaklar : 1,2: Yeast ekktr 3,4: Kazein hidrolizat,
5,6: Amonyum silfat

Cizelge 4.7 Acetobacter

lovaniensisHBB5 straininin  farkl
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karbon ve azot

kaynaklar ndaki hticre kuru al ve Urettii bakteriyal sellloz
miktarlar
Hicre 470 nm'de Ham
kuru standart eriye | Polisakkarit
Besiortam icerii a rl gore polisakkarit Kuru Y(p/x) | % Verim
(9/200ml) | miktar (g/200ml)| A rl
(g/100ml)
Glukoz+Yeast 0,031 181,0 0,0040 0,129 12,9
ekstrakt
Glukoz+Kazein 0,024 126,2 0,0029 0,121 12,1
hidrolizat
Glukoz+Amonyum 0,012 712,0 0,0011 0,092 9,2
sulfat
Sukroz+Yeast 0,029 126,0 0,0029 0,10( 10,0
ekstrakt
Sukroz+Kazein 0,032 121,5 0,0023 0,072 7,2
hidrolizat
Sukroz+Amonyum 0,037 1245 0,0026 0,07( 7,0
sulfat
Fruktoz+Yeast 0,029 144,1 0,0035 0,121 12,1
ekstrakt
Fruktoz+Kazein 0,028 140,8 0,0031 0,111 11,1
hidrolizat
Fruktoz+Amonyum 0,030 124,0 0,0026 0,087 8,7
sulfat
Etanol+Yeast ekstrakt 0,031 123,7 0,0025 0,081 8,1
Etanol+Kazein 0,030 1228 0,0021 0,07( 7,0
hidrolizat
Etanol+Amonyum 0,038 120,6 0,0019 0,05( 5,0
sulfat
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ekil 4.17 Acetobacter lovaniensisHBB5 straininin farkl karbon ve azot
kaynaklar ndakihlcre kuru al  ve Uretti i bakteriyal selliloz miktarlar .
Karbon kaynaklar : A: Glukoz, B: Sukroz, C: Fruktd2: Etanol. Azot
kaynaklar : 1,2: Yeast ekstrakt, 3,4: Kazein hicet, 5,6: Amonyum
silfat

4.7.2. Farkl s cakl k derecelerinin etkisi

Acetobacter pasteurianudBB6 ve Acetobacter lovaniensitiBB5 strainlerinin,
temel ve melas icerikli besiortamlar nda, farkl s calddrecelerinde Urettikleri
bakteriyal seliloz miktarlar ve hicre kuru riklar ile yizde verimleri

incelenmitir.
4.7.2.1. HS Broth ortam nda farkl s cakl k derecelerinin etkisi

HS broth besiortam nda’€, 22°C, 30°C ve 37°C'de (iretilen bakteriyal seliiloz
miktarlar ve hicre kuru arl klar ile ylzde verimleri gizelge 4.8'de verilmir.
Elde edilen verilerin grafikleri, ekil 4.18 ve ekil 4.19'da g0sterildii gibi

cizilmi tir.

Acetobacter pasteurianudBB6 ve Acetobacter lovaniensislBB5 strainlerinde
her ikisinde de £C'de hiicre gelimi gerceklememi, buna bal olarak da

bakteriyal selliloz Uretimi olmantr. Yap lan denemeler sonucunda her iki
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izolatda da 22C’de en duitik hiicre kuru arl  ve seliiloz tretimi, 36C'de ise

yine en yiksek hicre kuru @  ve sellloz Uretimi tespit edilmtir.

Acetobacter pasteurianusiBB6 straininde 22°C'de seliiloz miktar 0,0016
g/100ml olmas na ramen, 37°C’de 0,0028 g/100ml, 3% 'de ise 0,0043 g/100m
olarak bulunmutur. Bu nedenle 36C’de elde edilen seliiloz miktar n n 3¢'de
elde edilenden 3,5 kat; 3C'de elde edilenden de 1,8 kat daha fazla alidu

gOralma tar.

Acetobacter lovaniensisiBB5 straininde de 22C'de (retilen seliiloz miktar
0,0011 g/100ml olmas na raen, 37°C’de 0,0021 g/100ml, 38C’de ise 0,0038
0/100ml olarak bulunmaur. Yani 30°C'de elde edilen selilloz miktarnn 22
°C’'de elde edilenden 2,7 kat; 32'de elde edilenden de 1,5 kat daha fazla aidu
tespit edilmitir.

Elde edilen verilerden de anlal  (zere,Acetobacter pasteurianudBB6 ve
Acetobacter lovaniensi$iBB5 strainlerinde en dilk verim 22 °C'den elde

edilirken, en yiiksek verime 3C'de ula Im tr.

Cizelge 4.8 HS broth besiortam nda farkl s caldrki etkisi

470 nm’'deki Ham
Scakl k | Hicre kuru| standart eriye Polisakkarit
°c) a rl gore glukoz Kuru Y(p/x) | % Verim
(g/200ml) miktar (g/100ml)| A rl
(g/100ml)
Acetobacter pasteurianu4BB6
4 - - - -
22 0,022 985,0 0.0016 0,074 7,3
30 0,026 216,9 0.0043 0,164 16,5
37 0,023 125,8 0.0028 0,122 12,2
Acetobacter lovaniensisBB5
4 - - - -
22 0,019 713,0 0.0011 0,059 5,8
30 0,031 164,2 0.0038 0,123 12,3
37 0,026 122,6 0.0021 0,081 8,1
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ekil 4.18Acetobacter pasteurianuslBB6 straininin HS besiortam nda farkl
s cakl klardaki hiicre kuru al  ve Uretti i bakteriyal seliloz miktarlar

ekil 4.19Acetobacter lovaniensisiBB5 straininin HS besiortam nda farkl
s cakl klardaki hiicre kurud  ve Uretti i bakteriyal selliloz miktarlar
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4.7.2.2. Melasl besiortam nda farkl s cakl k derecelenin etkisi

Melas iceren besiortam nda,’@, 22°C, 30°C ve 37°C'de iretilen bakteriyal
seliloz miktarlar ve hicre kuru a klar ile ytzde verimleri gizelge 4.9'da
verilmi tir. Elde edilen verilerin grafikleri,ekil 4.20 ve ekil 4.21'de g0sterildii
gibi ¢izilmi tir.

Melas icerikli besiortam ndaAcetobacter pasteurianusiBB6 ve Acetobacter
lovaniensisHBBS5 strainlerinin her ikisinde de, 2C'de hicbir hiicre gelimi
olmam ve buna bd olarak da bakteriyal seliloz olumu gdzlenmemitir.

Fakat 22C, 30°C ve 37°C'de hiicre gelimi ve seliiloz tretimi gozlenntir.

Acetobacter pasteurianudBB6 straininde, 22C’de hiicre kuru arl  miktar
0,028 g/100ml, dretilen seltloz miktar ise 0,0015 g/100ml olup, ylzdm vét
5,3 olarak hesaplannir. 30 °C'de hiicre kuru arl 0,033 g/100ml, selilloz
miktar ise 0,030 g/100ml bulunmwe yilizde verim % 9,1 olarak hesaplartm
37°%C'de ise hiicre kuru arl 0,031 g/100ml, seliiloz miktar 0,0022 g/100ml
olup, yiizde verim % 7,1 olarak hesaplartm Buna gore, 36C’de hiicre kuru
a rl 22°%'ye gore 1,1 kat daha dik olmas na ramen, seliiloz tretimi 2 kat
daha fazlad r. Ayr ca 38C’de uretilen seliiloz miktar da 3€'de (retilene gore
1,4 kat kat daha yiiksektir. Bununla birlikte, bu izolat n°@7de urettii hiicre
kuru a I miktar, 22°C’de urettiinden 1,2 kat daha diik olmas na ramen

seltloz miktar 1,5 kat daha fazladr.

Acetobacter lovaniensidBB5 straininde ise, 22C’de en diiik seliiloz tretimi
0,0009 g/100ml ve en duk hicre kuru arl  miktar 0,025 g/100ml, ylizde
verim de % 3,6 olarak gozlenrtir. 30 °%C'de hicre kuru arl  miktar 0,032
g/100ml, seltloz miktar da 0,0023 g/100ml olup, ylzde verim % 7,2 kolara
hesaplanmtr. 37°C’de ise, hiicre kuru al 0,028 g/100ml, seliiloz miktar da
0,0014 g/100ml olarak bulunmwe verim % 5,0 olarak hesaplantr. Buna
gore, 37°C'de hiicre kuru arl  22°C'ye gore 1,1 kat diiik olmas na ramen,

tretilen seliiloz miktar 1,6 kat daha fazlad r. Ayr ca’80de Uretilen seliiloz
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miktar da 37°C’de Uretilenden 1,6 kat, 2Z’de uretilenden ise 2,5 kat daha
yuksektir.

Cizelge 4.9 Melas igerikli besiortam nda farkl aktklar n etkisi

470 nm’deki
S cakl k | Hicre standart eriye Ham
(°Cc) kuru gore glukoz Polisakkarit | Y(p/x) | % Verim
arl miktar Kuru A rl
(g/200ml) | (9/100ml) (g/200ml)
Acetobacter pasteurian$BB6
4 - - - -
22 0,028 954,0 0.0015 0,058 53
30 0,033 126,5 0.0030 0,091 9,1
37 0,031 123,4 0.0022 0,071 7,1
Acetobacter lovaniensisiBB5
4 - - - -
22 0,025 685,0 0.0009 0,036 3,6
30 0,032 1247 0.0023 0,07 7,2
37 0,028 923,0 0.0014 0,050 5,0

ekil 4.20 Acetobacter pasteurianuslBB6 straininin, melasl besiortam nda farkl
s cakl klardaki hiicre kuru al  ve Uretti i bakteriyal seltloz miktarlar
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ekil 4.21 Acetobacter lovaniensisiBB5 straininin, melasl besiortam nda farkl
s cakl klardaki hiicre kuru al  ve Uretti i bakteriyal selloz miktarlar

4.7.3. Farkl pH’lar n etkisi

Temel ortam HS broth’da ve melas igerikli ortamda farkl lpkdta Uretilen
bakteriyal seliloz miktarlar ve hicre kuru @&  ile ylzde verimleri

incelenmitir.

4.7.3.1. HS Broth ortam nda farkl pH'lar n etkisi

Temel ortam olan HS Broth’'un bitin icerikleri aynen alnp, pH 285
aral nda Uretilen bakteriyal seliloz ve hucre kururla miktarlar cizelge
4.10’da verilmitir. Elde edilen verilerin grafikleri, ekil 4.22 ve ekil 4.23'de

gOosterildi i gibi cizilmi tir.

Veriler incelendiinde, Acetobacter pasteurianusHBB6 ve Acetobacter
lovaniensis HBB5 strainlerinde, pH 2,5'da hiicre gethinin olmad ve buna
ba | olarak da seltloz Uretiminin gercekieedi i gozlenmitir. Ayr ca her iki
strainde de en yuksek hicre kururl ile seliloz miktarnn pH 6,5'da, en

di Uk hicre kuru arl  ile seliloz miktar n n da pH 3,5’'da oldu gorulmatur.

Acetobacter pasteurianugiBB6 straininde, pH 3,5'da en dik hicre kuru
a rl  miktar 0,022 g/100ml, seliloz miktar 0,0007 g/100ml bulunmea
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yluzde verim miktar % 3,2 olarak hesaplanm pH 4,5'da ise hicre kuru
a rl  miktar 0,025 g/100ml, sellloz miktar da 0,0025 g/100ml bulunabup,
verim de % 10 olarak hesaplanbr. pH 6,5'da hiicre kuru al  miktar 0,026
g/100ml, seltloz miktar ise 0,0040 g/100ml bulunmaa ylzde verim miktar da
% 15,4 olarak hesaplanmir. pH 7,5 ve pH 8,5da hiicre kuru d  miktar
0,018 g/100ml olup, selliloz miktar birinde 0,0011 g/100mledinde ise 0,0009
9/100ml olarak bulunmwur. Buna gére, pH 3,5'da hicre kururh  miktar pH
7,5da ve pH 8,5'da iretilenden 1,2 kat daha fazla olmas naeaa, seliloz
miktar, pH 7,5'dan 1,6 kat, pH 8,5'dan ise 1,3 kat dahaiktiir. pH 7,5'da ve
pH 8,5 hiicre kuru arl  miktar eit olmas na ramen, Uretilen sellloz miktar
pH 7,5da , pH 8,5dan 1,2 kat daha fazlad r. pH 6,5 ve pH 4,5'daki Hiiote
a rl miktarlar yakla k birbirine eit olmas na ramen pH 6,5'daki seliloz
miktar pH 4,5’'dan 1,6 kat daha fazlad r. pH 4,5'daki hiicre kund a miktar ,
pH 7,5 ve pH 8,5’dakinden 1,4 kat daha fazlad r ayr ca sefhilktar da pH 7,5’
dan 2,3 kat pH 8,5'dan ise 2,8 kat daha yuksektir.

Acetobacter lovaniensiHHBB5 straininde pH 3,5'da hiicre kuru@  miktar
0,015 g/100ml, seliloz miktar da 0,0006 g/100ml bulunmeuylizde verim de %
4,0 olarak hesaplannir. pH 4,5da ise hicre kuru al miktar 0,028
g/100ml, seliloz miktar da 0,0023 g/100ml olup, ylizde verim ise % &rakol
hesaplanmtr. pH 6,5da hicre kuru al  miktar 0,031 g/100ml, sellloz
miktar da 0,0031 g/100ml bulunmuve ylzde verim de % 11,3 olarak
hesaplanmtr. pH 7,5da hicre kuru al  miktar 0,020 g/100ml, sellloz
miktar da 0,0014 g/100ml olup, yuzde verim de % 7,0 olarak hesapta. pH
8,5'da ise hiicre kuru al  miktar 0,017 g/100ml, seliloz miktar da 0,0007

9/100ml bulunmu ve yiizde verim de % 4,1 olarak hesaplanm

Buna gore, pH 4,5daki hicre kuru d  miktar, pH 3,5'daki hicre kuru
a rl miktar ndan 1,9 kat, pH 8,5'daki hiicre kurura  miktar ndan ise 1,6
kat daha yuksektir. Ayrca pH 4,5'daki seliloz miktar da pB'daki seliloz
miktar ndan 3,8 kat, pH 8,5’daki seltloz miktar ndan ise 3,3lkht fazlad r. pH

7,5'daki hiucre kuru arl  miktar, pH 6,5'daki huicre kuru al  miktar ndan
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1,6 kat ve pH 7,5'daki sellloz miktar da, pH 6,5'daki selliloz miktkem 2,5 kat
daha duuktir. Fakat pH 7,5'daki hiicre kuru d  miktar, pH 3,5’daki hiicre
kuru a rl  miktar ndan 1,3 kat ve seliloz miktar da pH 3,5'daki seliloz
miktar ndan 2,3 kat daha yuksektir. pH 8,5'daki hiicre kural a miktar pH
6,5'daki hiicre kuru arl  miktar ndan 1,8 kat, selilloz miktar ndan ise 5,0 kat
daha duoktdr.

Cizelge 4.10 HS broth’da farkl pH’lar n etkisi

470 nm'deki
Hicre standart eriye Ham Polisakkarit
pH kuru gore glukoz Kuru A rl Y(p/x) % Verim
a rl miktar (g/100ml)
(g/200ml) (g/200ml)
Acetobacter pasteurianu$BB6
2,5 - - - - -
3,5 0,022 665,0 0,0007 0,032 3,2
4,5 0,025 125,1 0,0025 0,10 10,0
6,5 0,026 198,5 0,0040 0,154 154
7,5 0,018 713,0 0,0011 0,061 6,1
8,5 0,018 687,0 0,0009 0,05 50
Acetobacter lovaniensisiBB5
25 - - - - -
3,5 0,015 643,0 0,0006 0,04 4,0
4,5 0,028 124,8 0,0023 0,082 8,2
6,5 0,031 162,2 0,0035 0,113 11,3
7,5 0,020 923,0 0,0014 0,07 7,0
8,5 0,017 665,0 0,0007 0,041 4,1

ekil 4.22 Acetobacter pasteurianusdlBB6 straininin, HS besiortam nda farkl
pH’lardaki hiicre kuru arl ~ ve Uretti i bakteriyal sellloz miktarlar
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ekil 4.23Acetobacter lovaniensisiBB5 straininin, HS besiortam nda farkl
pH’lardaki hiicre kuru arl  ve Uretti i bakteriyal seltiloz miktarlar

4.7.3.2. Melas ortam nda farkl pH’lar n etkisi

Melas iceren besiortam n n butin icerikleri sabit tutulup, pH 3%-aral nda
uretilen bakteriyal seliloz ve hicre kuru rh  miktarlar cizelge 4.11'de
verilmi tir. Elde edilen verilerin grafikleri,ekil 4.24 ve ekil 4.25’de g0sterildii

gibi ¢izilmi tir.

Acetobacter pasteurianudBB6 ve Acetobacter lovaniensisHBB5 strainlerinin
her ikisinde de pH 2,5 ve 3,5'da hiicre gali olmam ve buna ba olarak da
bakteriyal sellloz Uretimi gozlenmerii. Her iki izolatda da en yuksek
bakteriyal seliloz Uretimine ve hicre kuru ra  miktarna pH 6,5'da
rastlanm tr.

Acetobacter pasteurianudBB6 straininde pH 4,5'da hicre kuru@ 0,028

g/100ml, seliloz miktar da 0,0017 g/100ml bulunnwe ylizde verim % 6,1
olarak hesaplanntr. pH 6,5'da ise hiucre kuru al 0,036 g/100ml iken,
bakteriyal seliloz miktar 0,0029 g/100ml olarak bulunme ytuzde verim % 8,1
olarak hesaplanntr. pH 7,5'da htcre kuru al 0,025 g/100ml olup seliloz

miktar da 0,0010 g/100ml bulunmue yiizde verim % 4,0 olarak hesaplartm
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pH 8,5'da ise hicre kuru al 0,020 g/100ml olup, seliloz miktar da 0,0006
g/100ml bulunmu ve yiizde verim % 3 olarak hesaplanm.

Acetobacter pasteurianuglBB6 straininde pH 6,5'da seliloz miktarnn pH
4,5'dakinden 1,7 kat, pH 7,5'dakinden 2,9 kat ve pH 8,5'da Uretilendeh8dat
daha fazla oldw gorilebilir. pH 7,5'da Uretilen selliloz miktar ise pH 4,5'da
Uretilen seliloz miktar ndan 1,7 kat daha iki olmas na ramen, pH 8,5'da
uretilen selliiloz miktar ndan 1,7 kat daha fazlad r. Yap lan bundersonucunda
en yuksek sellloz tretimine pH 6,5'da enigiseliloz tretimine de pH 8,5'da

rastlanm tr.

Acetobacter lovaniensisiBB5 straininin pH 4,5'da hicre kuru d 0,032
g/100ml iken, bakteriyal seltiloz miktar ise 0,0013 g/100ml bulunweuytzde
verim % 4,1 olarak hesaplanmr. pH 6,5'da ise hicre kuru al 0,033
g/100ml olup, bakteriyal seltloz Uretimi de 0,021 g/100ml bulunkeu ytzde
verim miktar % 6,4 olarak hesaplantr. pH 7,5da hicre kuru al 0,030
g/100ml olup, seltloz miktar 0,0010 g/100ml bulunnwe yizde verim % 3,3
olarak hesaplanntr. pH 8,5'daki yizde kuru arl  miktar 0,026 g/100ml,
sellloz miktar da 0,0008 g/100ml olup, yuzde verim miktar ise ¥6I&ak
hesaplanmtr.

Acetobacter lovaniensislIBB5 straininde pH 6,5'da Uretilen seliloz miktar n n,
pH 4,5da Uretilenden 1,6 kat, pH 7,5da Uretilenden 2,1 kat, pH 8,5da
uretilenden ise 2,6 kat daha fazla oldw6zlenmitir. pH 7,5'da Uretilen seliiloz
miktar ise pH 4,5'da Uretilen seltloz miktar ndan 1,3 kat dahakddlmas na

ra men pH 8,5'da Uretilen seliloz miktar ndan ise 1,2 kat daha fazMap lan

bu deneme sonucunda en yuksek sellloz tretimine pH 6,5'da &h sillloz
Uretimine de pH 8,5’da rastlanrtr.
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Cizelge 4.11 Melas icerikli besiortam nda farkl '[ain etkisi

470 nm'deki
Hucre standart
pH kuru e riye gore Ham Polisakkarit Kuru | Y(p/x) | % Verim
a rl glukoz A rl (g/100ml)
(g/200ml) miktar
(g/200ml)
Acetobacter pasteurianusiBB6
2,5 - - - - -
3,5 - - - - -
4,5 0,028 118,0 0,0017 0,061 6,1
6,5 0,036 126,4 0,0029 0,081 8,1
7,5 0,025 705,0 0,0010 0,040 4,0
8,5 0,020 596,0 0,0006 0,030 3,0
Acetobacter lovaniensisiBB5
2,5 - - - - -
3,5 - - - - -
4,5 0,032 911,0 0,0013 0,041 4,1
6,5 0,033 120,8 0,0021 0,064 6,4
7,5 0,030 706,0 0,0010 0,033 3,3
8,5 0,026 651,0 0,0008 0,031 3,1

ekil 4.24 Acetobacter pasteurianuslBB6 straininin, melasl besiortam nda farkl
pH’lardaki hiicre kuru arl  ve Uretti i bakteriyal seltiloz miktarlar
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ekil 4.25 Acetobacter lovaniensisiBB5 straininin, melasl besiortam nda farkl
pH’lardaki hiicre kuru arl  ve Uretti i bakteriyal seltiloz miktarlar

4.8. Atk Maddelerin ve Temel Ortamn, Bakteriyal Seliloz

Uretimi ve Huicre Kuru A 1l Uzerine Etkisi
Yap lan bu ¢al mada temel ortam ve at k madde olan melas ve peynir altilguyu
corn steep liquor icerikli besiortam ndaluconacetobacter xylinuBSM 46604,
Gluconacetobacter xylinu®SM 2004 veAcetobacter acetDSM 3508 ahit
strainleri ile Acetobacter pasteurianudBB6 ve Acetobacter lovaniensislBB5
strainlerinin hiicre kuru arl klar ve bakteriyal sellloz Uretim miktarlar
incelenmitir. Elde edilen verilerin grafikleri, ekil 4.26’da gdsterildii gibi

cizilmi tir.

HS besiortam nda ahit strainler ile Acetobacter pasteurianus HBB6 ve
Acetobacter lovaniensi$iBB5 strainlerinin hiicre kuru al  ve bakteriyal

sellloz miktarlar ile yizde verim miktarlar cizelge 4d verilmi tir.

Elde edilen verilere goreGluconacetobacter xylinuBSM 46604 straini temel
ortamda, en yuksek miktarda, hiicre kururla , bakteriyal seliloz miktar ile

yluzde verim miktarn gosterntir. Gluconacetobacter xylinu©SM 46604
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strainin, hicre kuru arl 0,049 g/100ml olup, bakteriyal seliloz miktar 0,0075
g/100ml bulunmu ve ylzde verim % 15,3 olarak hesaplanm Acetobacter
aceti DSM 3508 straininde ise hicre kururh 0,045 g/100ml, bakteriyal
seltloz miktar 0,0022 g/100ml olarak olup, yuzde verim mildar % 4,9 olarak
hesaplanmt r. Gluconacetobacter xylinu8SM 2004 strainin, hiicre kuru &

0,042 g/100ml, bakteriyal sellloz miktar 0,0053 g/100ml bulunwei ylzde
verim % 12,6 olarak hesaplantr. Acetobacter pasteurianu$BB6 straininde,
hicre kuru arl 0,035 g/100ml olup, seltloz miktar 0,0041 g/100ml bulunmu
ve yuzde verim % 11,7 olarak hesaplarim Acetobacter lovaniensisiBB5
straininde ise hicre kuru @ 0,043 g/100ml olup, seliloz miktar 0,0040

g/100ml bulunmu ve yiizde verim % 9,3 olarak hesaplartm

Gluconacetobacter xylinudDSM 2004 straininin Uretti bakteriyal sellloz
miktar , Gluconacetobacter xylinuBSM 46604 strainine goére 1,4 kat dahaidl
olmas na ramen, Acetobacter acetiDSM 3508 strainine goére 2,4 Kkat,
Acetobacter pasteurianudBB6 ve Acetobacter lovaniensisiBB5 strainlerine
gore de 1,3 kat daha fazlad Acetobacter pasteurianu$iBB6 straininin
sentezledii bakteriyal seliloz miktar Gluconacetobacter xylinuBSM 46604
straininin sentezledi miktardan 1,8 kat daha az olmas nam&n Acetobacter
acetiDSM 3508 strainin sentezledimiktardan 1,9 kat daha fazladAcetobacter
aceti DSM 3508 strainin hicre kuru @  miktar , Gluconacetobacter xylinus
DSM 2004 strainuAcetobacter pasteurianudBB6 ve Acetobacter lovaniensis
HBB5 strainindeki miktardan daha fazla olmas nanran sentezlenen bakteriyal
sellloz miktar dierlerine gore oldukga diktir. Acetobacter lovaniesis HBB5
straininin hicre kuru arl miktar ise Acetobacter pasteurianu$iBB6
strainininkinden yiiksek olmas na raen sentezlenen seliiloz miktar yakta

birbirine eittir.

Karbon kayna olarak kullan lan ve at k bir madde olan melasl besiortam nda,
ahit strainler ileAcetobacter pasteurianusHBB6 ve Acetobacter lovaniensis
HBBS5 strainlerinin hiicre kuru al klar ve bakteriyal seltloz miktarlar ile yizde

verim miktarlar cizelge 4.13'de verilmtir.
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Bu verilere gore;Gluconacetobacter xylinu©SM 46604 straini, melasl
besiortamda en yuksek bakteriyal seliiloz Uretimi gostéirmAcetobacter aceti
DSM 3508 straininde ise en dik seluloz Uretimine rastlanmr.
Gluconacetobacter xylinuBSM 46604 straininde hicre kuru &  miktar
0,041 g/100ml olup, bakteriyal seltloz miktar ise 0,0046 g/100ml| bulurva
yuzde verim % 11,2 olarak hesaplanm. Acetobacter acetiDSM 3508
straininde ise hicre kuru @  miktar 0,037 g/100ml olup, seliloz miktar
0,0016 g/100ml bulunmwe ylzde verim miktar da % 4,3 olarak hesaplahm
Gluconacetobacter xylinudSM 2004 straininde hiicre kuru d k miktar 0,021
0/100ml, bakteriyal seliloz miktar da 0,0022 g/100ml bulunreuytzde verim
%10,4 olarak hesaplanmr. Acetobacter pasteurianuslBB6 straininde hicre
kuru a rl k miktar 0,032 g/100ml, seliiloz miktar da 0,0031g/100ml olup, ylizde
verim miktar ise % 9,8 olarak hesaplantn. Acetobacter lovaniensisiBB5
straininde ise hicre kuru & k miktar 0,033 g/100ml, seltiloz miktar da 0,0025

g/100ml olup, yiuzde verim miktar ise % 7,5 olarak hesaplamn

Gluconacetobacter xylinusDSM 2004 straininin 0Oretti seliloz miktar,
Gluconacetobacter xylinuBSM 46604 straininin Uretti miktardan 2,1 kat daha
di Uk olmas na ramen,Acetobacter aceDSM 3508 straininden ise 1,4 kat daha

fazladr.

Acetobacter pasteurianus HBB6 ise Gluconacetobacter xylinu®SM 2004
straini ile Acetobacter lovaniensiHBB5 straininden yaklak 1,3 kat ve
Acetobacter acetbSM 3508 straininden de 1,9 kat daha fazla seliilloz tGretmesine
ra men Gluconacetobacter xylinuBSM 46604 straininden 1,5 kat daha ki
selliloz dretmitir. Acetobacter lovaniensi$iBB5 straininin urettii sellloz
miktar iseAcetobacter acetbSM 3508 strainundan 1,6 kd®luconacetobacter
xylinus DSM 2004 strainundan ise 1,2 kat daha fazla olmas naneama
Gluconacetobacter xylinuSM 46604 strainundan 1,8 kat dahatdidir.

Azot kayna olarak kullanlan corn steep liquor icerikli besiortam ndahit

strainler ile Acetobacter pasteurianusiBB6 ve Acetobacter lovaniensislBB5
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strainlerinin hiicre kuru arl klar ve bakteriyal seltiloz miktarlar ile ylizde verim

miktarlar cizelge 4.14’de verilmiir.

Elde edilen verilere goreGluconacetobacter xylinuBSM 46604 straini, corn
steep liquor icerikli besiortam nda en yuksek bakteriyal seltloZinire
gosterirken Acetobacter lovaniensi$iBB5 straini ise en diiik seltloz tretimini

gOstermitir.

Gluconacetobacter xylinuPSM 46604 straininin hicre kuru d  miktar
0,037 g/100ml, seliloz miktar da 0,0031 g/100ml bulunreiyiizde verim ise
% 8,3 olarak hesaplanmr. Acetobacter acetbSM 3508 straininde ise hiicre
kuru a rl miktar 0,041 g/100ml olup, seliloz miktar 0,0019 g/100ml
bulunmu ve vyilzde verim miktar % 4,6 olarak hesaplanm
Gluconacetobacter xylinuBSM 2004 straininde ise hicre kuru rak miktar
0,037 g/100ml, seltuloz miktar da 0,0028 g/100ml olup yuzde verim % 7,6
olarak hesaplanntr. Acetobacter pasteurianuslBB6 straininde hicre kuru
a rl k miktar 0,031 g/100ml ve seltiloz miktar 0,0025g/100ml bulunmizde
verim miktar ise % 8,1 olarak hesaplantm. Acetobacter lovaniensisHBB5
straininde ise hicre kuru & k miktar 0,028 g/100ml, seliiloz miktar da 0,0014

g/100ml olup yuzde verim miktar ise % 5,0 olarak hesaplammn

Acetobacter acetDSM 3508 strainin hiicre kuru @ , di er strainlere gore
yiksek olmasna ranen, ylzde verim miktar en dik olmutur.
Gluconacetobacter xylinuBSM 46604 straini ileGluconacetobacter xylinus
DSM 2004 strainin hicre kuru al miktar ayn olmasna ranen,
Gluconacetobacter xylinus DSM 46604  strainin  seliloz  miktar,
Gluconacetobacter xylinu8SM 2004 straininin seltiloz miktar ndan 1,1 kat daha

fazladr.

Acetobacter acetiDSM 3508 straininin Uretti bakteriyal seliloz miktar,
Acetobacter lovaniensisiBB5 straininin Urettii miktardan 1,4 kat daha fazla

olmas na ramen, Gluconacetobacter xylinuBSM 46604 straininden 1,6 kat,
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Gluconacetobacter xylinudDSM 2004 straininden 1,5 kat vécetobacter
pasteurianus HBB6 straininden de 1,3 kat daha dktir. Gluconacetobacter
xylinusDSM 46604 straini ileAcetobacter pasteurianu$iBB6 straininin ylzde
verim miktarlar yaklak olarak birbirine et olmasna ramen,
Gluconacetobacter xylinuEDSM 46604 straininin Uretti seliloz miktar ,
Acetobacter pasteurianuelBB6 straininin rettii seliloz miktar ndan 1,2 kat

daha fazladr.

Karbon kayna olarak kullan lan ve at k bir madde olan peyniralt suyunu igere
besiortam nda,ahit strainler ileAcetobacter pasteurianusiBB6 ve Acetobacter
lovaniensis HBB5 strainlerinin hiicre kuru al klar ve bakteriyal seliloz

miktarlar ile ylzde verim miktarlar gizelge 4.15'de @i tir.

Elde edilen verilere goéreGluconacetobacter xylinudDSM 46604 straini,
peyniralt suyunu iceren besiortam nda en yiksek sellloz Uretimiterg&en,

Acetobacter lovaniensidBB5 straini ise en diiik seltloz Uretimini gosterntir.

Gluconacetobacter xylinuBSM 46604 straininde hicre kuru &  miktar
0,032 g/100ml olup, seliloz miktar 0,026 g/100ml bulunme yuzde verim
miktar da % 8,1 olarak hesaplantr. Acetobacter acetbSM 3508 straininde
ise hiicre kuru arl  miktar 0,036 g/100ml, seltloz miktar da 0,0012 g/100ml
bulunmu ve vyuzde verim miktar ise % 3,3 olarak hesaplabm
Gluconacetobacter xylinudSM 2004 straininin hicre kuru @  miktar 0,033
9/100ml olup, seliloz miktar 0,022 g/100ml bulunmve ytzde verim miktar da
% 6,7 olarak hesaplanmr. Acetobacter lovaniensisiBB5 straininde ise hiicre
kuru a rl k miktar 0,026 g/100ml, seltloz miktar ise 0,0016 g/100ml bulunmu
ve ylzde verim miktar da % 6,1 olarak hesaplahm Acetobacter lovaniensis
HBB5 straininde hicre kuru al k miktar 0,022 g/100ml olup, seltloz miktar

da 0,0007 g/200ml bulunmwe yuzde verim ise % 3,2 olarak hesaplanhm

Acetobacter acetibSM 3508 straini en yiksek hiicre kururh na sahip

olmas na ramen, Urettii sellloz miktar Gluconacetobacter xylinuSM 46604
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straininden 2,2 katsluconacetobacter xylinudSM 2004 straininden ise 1,8 kat,
Acetobacter pasteurianudHBB6 straininden ise 1,3 kat daha dktlr.
Acetobacter lovaniensi$iBB 5 straini ile Acetobacter acetbSM 3508 strainin
yuzde verim miktarlar yaklak olarak birbirine et olmasna ramen,
Acetobacter acetDSM 3508 strainin hiucre kuru &  ve seluloz miktar,
Acetobacter lovaniensidHBB5 straininden yaklak 1,6 kat daha fazladr.
Gluconacetobacter xylinuSSM 2004 straini il€Gluconacetobacter xylinudSM
46604 strainin hicre kuru al  yakla k olarak birbirine eit olmas na ramen,
Gluconacetobacter xylinuBSM 46604 strainin seluloz miktar ile yuzde verim

miktar Gluconacetobacter xylinu3SM 2004 strainine gore 1,2 kat daha fazlad r.

Cizelge 4.12 Farkl strainlerin, HS broth besiortadaki hiicre kuru arl klar ve
Urettikleri bakteriyal seltiloz miktarlar

Ham 470 nm’'de
Besi Hicre Kuru | Polisakkarit | standart eriye Y Verim
zolat No ortam Al Kuru gore glukoz (p/x) (%)
(9/100ml) Al miktar
(g/100ml) | (g/100ml)

Gluconacetobac HS 0,049 0,0075 759,0 0,1531 15,3
ter xylinusDSM
46604
Acetobacter aceti HS 0,045 0,0022 122,1 0,0488 49
DSM 3508
Gluconacetobac HS 0,042 0,0053 492.4 0,12622 12,4
ter xylinusDSM
2004
Acetobacter HS 0,035 0,0041 210,5 0,1171 11,7
pasteurianus
HBB 6
Acetobacter HS 0,043 0,0040 201,7 0,0930 9,3
lovaniensis
HBB 5
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Cizelge 4.13Farkl strainlerin, melas icerikli besiortam ndakicre kuru arl klar ve
bakteriyal sellloz miktarlar

470 nm’'de
standart
zolat No Besiortam | Hicre Kuru Ham e riye gore Y(p/X) | Verim
Al Polisakkarit | glukoz (%)
(g/200ml) | Kuru A rl miktar
(g/100ml) | (g/200ml)
Gluconaceto Melas 0,041 0,0046 278,2 0.1121 11,
bacter xylinus
DSM 46604
Acetobacter Melas 0,037 0,0016 996,0 0.0432 4]
acetiDSM
3508
Gluconaceto Melas 0,021 0,0022 122,0 0.1047 10,
bacter xylinus
DSM 2004
Acetobacter Melas 0,032 0,0031 143,2 0.0986 9,8
pasteurianus
HBB 6
Acetobacter Melas 0,033 0,0025 124,6 0.0757 7.5
lovaniensis
HBB 5

Cizelge 4.14Farkl strainlerin, CSL icerikli besiortam ndaki ¢ré kuru arl klar ve
Urettikleri bakteriyal selliloz miktarlar

Ham 470 nm'de
zolat No Besi | Hucre Kuru| Polisakkarit | standart eriye | Y(p/X) Verim
ortam Al Kuru gore glukoz (%)
(g/200ml) | A 1l miktar
(g/200ml) (g/200ml)
Gluconaceto CSL 0,037 0,0031 143,2 0,0838 8,3
bacter xylinus
DSM 46604
Acetobacter CSL 0,041 0,0019 121,4 0,042 4,6
acetiDSM 3508
Gluconaceto CSL 0,037 0,0028 128,5 0,0756 7,6
bacter xylinus
DSM 2004
Acetobacter CSL 0,031 0,0025 124,1 0,0806 8,1
pasteurianus
HBB 6
Acetobacter CSL 0,028 0,0014 922,0 0,05 50
lovaniensis
HBB 5
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Cizelge 4.15Farkl strainlerin, peynir “alt suyu icerikli bestam ndaki hiicre kuru
a rlklar ve Urettikleri bakteriyal selliloz miktat

Hicre | Ham 470 nm'de
zolat No Besi Kuru Polisakkarit | standart Y(p/x) | Verim
ortam A il Kuru e riye goére (%)
(g/200ml) | A 1l glukoz
(g/200ml) miktar
(g/200ml)
Gluconaceto PAS 0,032 0,0026 124,5 0,0812 8,1
bacter xylinus
DSM 46604
Acetobacter PAS 0,036 0,0012 803,0 0.0331 3,3
acetiDSM 3508
Gluconaceto PAS 0,033 0,0022 120,8 0.0666 6,1
bacter xylinus
DSM 2004
Acetobacter PAS 0,026 0,0016 996,0 0,0636 6,4
pasteurianus
HBB 6
Acetobacter PAS 0,022 0,0007 634,0 0,0318 3,2
lovaniensis
HBB 5

ekil 4.26Farkl strainlerin, farkl besiortamlar ndaki htidkaru a rl klar ve Urettikleri
bakteriyal seliloz miktarlar .

A: Gluconacetobacter xylinuBSM 46604 BAcetobacter acetdSM 3508

C: Gluconacetobacter xylinudSM 2004 D:Acetobacter pasteurianuslBB6
E: Acetobacter lovaniensisiBB5

1-2: HS 3-4: Melas 5-6: CSL 7-8: PAS
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4.9. Bakteriyal seltulozun enzimatik (selllaz ile)hidrolizi

Bakteriyal seltlozunAspergillus nigerHBF 40 veTrichoderma spHBF 110
funguslar ndan elde edilen selilaz enzimi ile, zamané (@&1,2,3,4,7 ve 28
saat) hidrolizi sonucunda olan son Urinun glukoz oldu bulunmutur. Olu an

son Urdnin glukoz olmas ndan dolay, elde edilen enzimin ekzoglukohidrolaz
oldu u saptanmtr ( ekil 4.27). Ornein ald yolun (4,5 cm), ¢6ziclnin ald

yola (8,5 cm) oran na gore, Rf d&i 0,529 olarak hesaplanrr.

St 0 1 2 3sa St 4 6 7 28 saat

ekil 4.27 Bakteriyal sellilozun, enzimatik hidrali@l: Glukoz, G2: Sellobiyoz,
G3: Sellotrioz, St: Standart

4.9.1. Aspergillus nigerHBF 40 veTrichoderma sp.HBF 110 funguslar ndan

seltlaz enziminin eldesi

Czapek dox agarda gelrilen Aspergillus nigetHBF 40 veTrichoderma spHBF
110 funguslar n n kolonileri Gzerine, % 1'lik kongo krmzs ve 1M NacCl
¢Ozeltisi damlat Im ve 15-30 dakika sonra kolonilerin etraf nda koyu renkli zon
olu umu gozlenmitir. Zon oluumunun varl , kullan lan funguslar n, selilaz

enzimini Uretme yonunden pozitif oldunu gostermektedir €kil 4.28).
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Zon olu umu var Zon alonu yok

ekil 4.28 Aspergillus nigeHBF 40 veTrichoderma spHBF 110 funguslar n n kalitatif
olarak selilotik aktivitelerinin belirlenmesi

4.9.2. Bakteriyal selilozun Trifluoroasetik asit TFA) ile hidrolizi

Bakteriyal selllozun trifloroasetik asit (TFA) ile hidrolizorsunda oluan son
drindn glukoz olduu belirlenmitir. Olu an son urdndn glukoz olmas ndan
dolay, elde edilen enzimin ekzoglukohidrolaz olduda saptanmtr ( ekil
4.29). Ornein ald  yolun (4,5 cm), ¢éziicuniin ald yola (8,5 cm) oran na gore,
Rf de eri 0,529 olarak hesaplanrtr.
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St A B C

ekil 4.29 Bakteriyal selilozun TFA ile hidrolizi. IGGlukoz, G2: Sellobiyoz, G3:
Sellotrioz, St: Standart, A: Hidrolize olmamavicel seliiloz, B: Hidrolize
olmam bakteriyal sellloz, C: TFA ile hidrolize olmbakteriyal selliloz

4.10. Bakteriyal Seliilozun CP/MAS®C Kat NMR Analizi

Selulozun alt karbonlu genel yap sekil 4.30'da gosterilmtir. Durgun kulttrde
Uretilen bakteriyal seliiloz, 6nce % 4’lik NaOH ile daha sor®’l k asetik asit
ile ykanp, liyofilizatérde kurutulmu ve &érnein CP/MAS *C  kat NMR

spektrofotometre analizi yap larak, grafik sonuekil 4.31'de verilmitir.

ekil 4.30 Selulozun kimyasal yap s (http://wwwiséic.uk/water/hycel.html)
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ekil 4.31 Bakteriyal seliilozun, CP/MASC kat NMR analiz grafii

Analiz sonucunda, yakl& 100 ppm de C1'in, 85 ppm de C4’ln, 70-62 ppm’de
C2,C3 ve C5'in 59 ppm de C6'n n oldwbulunmutur ( ekil 4.31).

Hesse ve Jager (2005), selilozun kat NMRtaraas sonunda; 105 ppm’de C1,
90 ppm’de C4, 76-70 ppm’de C3, C2, C5 ve 65 ppm'de de C6'nn widu
gOstermilerdir ( ekil 4.32).

ekil 4.32 Seliillozun, CP/MASC kat NMR analiz grafii (Hesse ve Jager, 2005)
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Hesse veJager (2005), selilozun CP/MAS 13C kat NMR analiz griafile C1,
C4, C2,3,5 ve C6'nn bulundu yer ile bizim calmadan elde ettimiz
bakteriyal selilozun C1, C4, C2,3,5 ve C6'n n bulundyer aras nda yaklk 5
ppm’lik bir sapma goézlenmiir. Bu sapman n, saflarma s ras nda kullandm z
asetik asitin 6rnemizde, eser miktarda kalmas ndan kaynaklanabilece
du Unulmitir.  Cunki bakteriyal selilozun CP/MABC kat NMR analiz
grafi inde ekil 4.33'de goruldiu gibi, 180 ppm ve 20 ppm'de iki pik
belirlenmi tir. Ozellikle 180 ppm’deki pik, selllozun yap s ndaki C1, C4, C2,3,5
ve C6’a ait olan piklerin sa doru kaymas na neden olntur. Bu analiz
sonucunu, Kono et al. (2002)'nn yaptklar caladan elde ettikleri veriler

desteklemektedir.

ekil 4.33 Bakteriyal seltlozun CP/MAS 13C kat NMRaliz grafiinde, 180 ppm ve
20 ppm’deki pikler

Kono et al. (2002), seltiloz triasetat polimorflar n n (CTA IGEA 1l) kat NMR
aratrmas sonunda; CTA ligin, 102 ppm’de C1'in, 63 ppm’de C6'n n alehu
ayrca CTA Il icin de, 100 ppm'de Cl'in, 65-67 ppm’'de ise C6'nn olow

belirtmi lerdir. 180 ppm’de C=0 ve 20 ppm’'de —CHS3 laain iceren iki pik
gozlemilerdir ( ekil 4.34).
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ekil 4.34 Sellloz triasetat polimorflar n n (CTAi¢ CTA Il) kat NMR analiz grafii

4.11. Bakteriyal Seltlozun FT-IR (Fourier Transformed Infrared)
Spektrometresi ile Analizi

Cal mam zda elde ettimiz bakteriyal selilozun FT-IR spektrofotometre analiz
sonucunda, seliilozdaki OH gruplar na 3400*ckmant bélgesinde, H-O-H
gruplar n n ise 1635 cthbélgesindeki bantta rastlanrr (- ekil 4.35).

ekil 4.35 Durgun kulturde uretilen bakteriyal selilin, FT-IR spektrofotometre analiz
sonucu
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Buldu umuz bu sonug, Cao et al. (2002)nn yaptcal ma bulgularn
desteklemektedir. Bu caiaya gére, seliilozdaki C-O-C gruplar nn 1160'cm
yak nlar ndaki bantta, H-O-H gruplar n n ise 1635 thblgesindeki bantta, OH
gruplarnn da 3400 cth bolgesindeki bantlarda oldu gosterilmitir ( ekil

4.36).

Dalga boyu cri

ekil 4.36 Selulozun FT-IR analizi (Cao et al.,, 2D01. Orijinal seliiloz 2. enzimle
hidrolize olmu sellloz 3. Sodyum hidroksitle yunmatIm  selllozun

enzimatik hidrolizi
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5. TARTI MA

Canllar aleminde mikroorganizmalar; tekstil, Ka gda endustrisi ile
farmokoloji ve t pta genikullan m alan na sahip, ekstrasellular polisakkaritler
(EPS) sentezlemektedirler. Ekstrasellular polisakkaritleticre duvar ile
birle mi olabilen kapsiller veya blyuk miktarlarda hiicre duvarnda biriken
ve kidltir ortamna vyaylan, bansz salglar olarak UGretilen yaplardr
(Sutherland, 1998; Ramesh et al., 2003). Bakteriler taraf ndanzkem@s
ekstrasellular polisakkaritler genellikle immunojeniktirlém. vitro cal malarda
ekstrasellular polisakkaritlerin varl, kat besiortam nda mukoid koloni, sv
besiortamlar nda ise olduk¢a viskoz bir gorinim ile tespit ediledakt
(Gugliandola et al.; 2003). Bakterinin dylzeyini kaplayan ekstrasellular
polisakkarit, kapsul veya slime (cvk tabaka) formda olabilkapsuler
ekstrasellular polisakkarit, hicre ylzeyindeki fosfolipid veylid-A
molekullerine kovalent baile balanmaktad r (Sutherland, 1990; Costerton,
1994).

Ekstrasellular polisakkaritler, glukozidik Har ile birbirine bal olan eker
unitelerinden olumaktadr. Bunlarn bazlar dizenli oligosakkaritlerin
tekrarlanan birimlerinden olmu heteropolisakkarit yap da, baz lar ise tek tip
ekerden meydana gelen homopolisakkarit yapdadr. Ekstrasellular
polisakkaritleri (EPS) oluuran homopolisakkaritlerin ¢o nétr olmas na

ra men, birgok bakteriyal EPS negatif yik tave yiksek kitleye sahiptir. Ayr ca
polisakkaritler, hidrofilik 6zellik tamakla birlikte, ¢cou polimer lipofilik,
hidrofobik ve biyofilm yap s nda olabilen heterojenlerdir (Kenne et E383;
Calazans, 1997; Gugliandola et al., 2003).

EPS dretiminin diuzenlenmesi oldukca k&t r ve hem pozitif hem de negatif
regulatorler icermektedir. Bu regulotérlerden bazlar globajuleorlerdir.
Bunlar, hicre d enzimler gibi dier hicre metabolizmalarn n sentezini de
dizenlemektedir. Ayrca EPS Uretimi, ozmolarite ve dehidrasyim d

uyar lardan etkilenir (Shankar et al.,1995).
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EPS’ler bakterinin olumsuz cevrartlar ndan korunmasn ve ¢ ylzeylere
tutunmasn sdamaktad r. EPS’ler, Uretici strainler taraf ndan katabolize
edilemediklerinden enerji kaynaolarak kullan Imazlar. Fakat mikroorganizmay
veya ortam kurumaya karkorur ve ekstremartlardan etkilenmesine engel olur
(Ophir et al., 1994; Moriello et al. 2003). Ayr ca EPS’ler bakteantibiyotiklere

kar da fiziksel olarak korur. Ortamdaki metalik iyonlarn da tutdma

sa larlar. Bitki, hayvan ve insan patojenlerinin Urettikleri BB$ virtlans
faktorler olduklar da bilinmektedir (Denny, 1995; Gugliandola ef 2003).
EPS’ler yap kan bir ekilde bakteri yiizeyine tutulu olarak kal rlar ya da ortamda
serbest olarak bulunurlar. Yiksek molekiler yapya sahip olan EPS’ler,

bakterilerin d ortama kar direncini ve kararl n atrrlar (Allison, 1998).

EPS’ler pek cok fiziki ve kimyasal 6zelliklerinden dolay tekstileterjan,
yap trc, mikrobiyal olarak zenginlgirilmi petrol iyile tirmeleri, atk su
iyile tirmeleri, dere yata temizlemeleri, mayalanma, kozmetik, farmakoloji ve
g da katk maddesi olarak oldukca gekullan m alanlar na sahiptirler (Yalpani
et al., 1987; Becker et al., 1998).

EPS’ler antitimoér, antiviris ve atedl Grlici etmen olarak, ilag sanayisinde
kaplama materyali olarak, pek cok fizyolojik aktivitenin anmas na katk da
bulunurlar. Ayrca interferon, trombosit ynlarnn birikmesi ve faktor
sentezlerini uyaran koloniler igin tak edici olarak kullan | rlar (Kitazawa et al.,
1991). T pta en c¢ok kullan lanlar 40.000-70.000 Da gibit#timol a rl ki
olanlardr. Dekstran-demir kompleksi anemi vakalar nda, dekstméiyum
kompleksi ise hayvan beslemede hipokalsemi tedavisinde kullaf | ryap |
sephadeks dekstranlar ise, biyolojik maddelerin daflmas ve fraksiyonlara

ayr Imas nda devreye girerler (Calazans et al.,1997; Maiget al.,1985).

Yap lan ¢al malar sonucunda EPS’lerin besak floras n dizenledi, kolestrolu
du ordl U ve antitlser aktivitesine de sahip oldubelirlenmitir (Kenne et al.,
1983; Tavernier et al., 1997). Ayr ca EPS’lerden kimya alan indalti olarak da
yararlanId belirtilmi tir (Lee et al., 1997).
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Uzerinde youn aratrmalar yaplan ve giinimizde ticaret Uriini olarak
pazarlanan biyopolimerler unlard r: Xanthomonas campestrigaraf ndan
sentezlenen ksantan zamSphingomonas paucimobiliaraf ndan sentezlenen
gellan, Pseudomonastirleri taraf ndan sentezlenen alginatlafcetobacter
xylinum bakterisi taraf ndan sentezlenen bakteriyal seliBimptococcus equii
taraf ndan sentezlenen hiyaluronik asit Rhizobium taraf ndan sentezlenen
suksinoglikan gibi trtinler yayg n bir kullan m alan na sahiptirleafdéritis et
al.,1985; Sutherland, 1996).

Gunumizde ticari olarak piyasada pazarlanan biyopolimerler icinde e
onemlilerinden biri de bakteriyal selllozdur. @b bir polimer olan seliloz,
diunyada ¢ok yayg n olmas nedeniyle, kave pamuk endustrisinde énemli bir
yere sahiptir. Biyoteknologlar, bitkiler olmadan da selllozeliénenin yollar n
ararlarken, asetik asit bakterilerinden olacetobacter xylinunmadl bir bakteri
thrinin Grettii seltlozun, yiksek bitkilerin Urettiklerine benzer oldou
bulmulard r (Brown, 1886). Acetobacter xylinurdan elde edilen sellloz,
oldukca gugcll, katlan ncaeklini koruyan ve esnek olan bir yap ya sahiptir. Bu
nedenle kuma ve tbbi malzemelerde ham madde olarak kullanImas

mumkuandur. Bu konuda camalar devam etmektedir.

bir polisakkarit olan bakteriyal selilozun; baz asetik asit dsd&tinden elde
edilerek, bunun uygun fermentasyon ortamlarnda pilot dizeyde uretimini
sa lamak ve bu urunin endustriyel kurdlrda kullan Imas n yayg nlararak,

ticari anlamda ulkemiz ekonomisine katk kseyabilmesi amaglanntr.

Asetik asit bakterileri, -Proteobacteria snfnda ve Acetobacteraceae
familyas nda yer almaktadr (Gills et al.,1980; Stackebrandtalg1988).
Acetobacteraceadamilyas na ait asetik asit bakterileri fenotipik olaraki tik
pH'da geliebilme ve etanoll, asetik aside okside edebilme yetenekder
karakterize edilmierdir (De Ley et al.,, 1984; Swings, 1992). Asetik asit
bakterileri, Acetobacter (Beijerinck,1989), Gluconobacter (Asai,1935),
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Acidomonas(Urakami et al.,1989)GluconacetobacteYamada et al.,1997),
Asaia(Yamada et al.,2000) €ozakia(Lisdiyanti et al.,2002) olmak Uzere alt
genus icerir. Asetik asit bakterileri, Bergey's Manuaf &ystematic
Bacteriology’de, Acetobacter ve Gluconobacter olarak iki genus alt nda
incelenmitir (De Ley et al., 1984; Swings, 1992; Poblet, 2000). Fakat bu grup
asetik asit bakterilerinin klasifikasyonu, tamalara konu olmuur (Fuentes-
Ramirez et al., 2001). Ornim; metilotrofik turlerin transferi ile yeni bir tur olarak
nitelendirilen Acetobacter methanolicugécidomonasolarak onerilmi (Urakami
et al.,1989) ve 5S rRNA sekans verileri ile desteklenin{Bulygina et al., 1992).
Fakat bu yeni genusun ortaya ¢ kele tirilmi ve kabul edilmemitir (Sievers et
al., 1994; Swings, 1992). Benzezkilde Gluconoacetobactesubgenusunun da
ortaya ¢ k sorulara neden olmtur (Yamada ve Kondo, 1984; Swings, 1992).
Son zamanlarda, asetik asit bakterileri, 16S rRNA sekan&lanabtz onine
al narak,AcetobacterGluconobacterGluconoacetobacteve Acidomona®larak
dort genusa ayr Im (Yamada et al., 1997). Bu 6neriye gotegetobacter acetie
Acetobacter pasteurianu#\cetobactergenusu iginde yer al rkenAcetobacter
diazotrophicus Acetobacter europaeusAcetobacter hansenii Acetobacter
liquefaciensve Acetobacter xylinugnGluconoacetobactegenusu icinde yer alm
ve bu sonradaGluconacetobacteplarak dizeltilmitir (Yamada et al., 1998).
Yamada et al. (1997), yapt cal ma sonunda,Acetobacter oboediense
Acetobacter pomorurtiirlerini eklemi ve bunlar tan mlamtr (Sokollek et al.
1998). Acetobacter oboediens Acetobacter intermedius ile birlikte
Gluconacetobactegenusuna dahil edilntir (Franke et al., 1999; Yamada, 2000).
Son zamanlardaGluconacetobacter saccharle asetik asit bakterilerinde yeni

tur olarak tan mlanmt r (Franke et al., 1999).

Cal mam zda kullan Imak Uzere, ¢#i bdlgelerden toplananarap ve sirke
ornekleri ile Gzum, elma ve tur suyundan asetik asit bakterileri izole ediltini
Asetik asit bakterilerinin izolasyonu igin Tsuchida et al. (1997%)belirtti ine
gore, ba topra da kullan Imas na ranen, ¢cal mam zda topraktan asetik asit
bakterisi izole edilememtir. Clinki toprak, alkol veeker oran oldukga diik

olan bir ortamd r. Asetik asit bakterileri ise @dala genel olarakeker ve alkol
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oran yiksek ortamlarda bulunmaktad r (Swings, 1992). Bu nedenlek aséti
bakterilerinin cicek, meyve, ar kovan ile Uzum, elma ve lauranab ndan izole
edilebilecei belirtilmi tir (Swings, 1992). Dupuy (1957), Gluney Fransa'da
araplardan % 75Acetobacter pasteurianuge % 19 Acetobacter acetizole
etmi tir. Peynaud ve Domercq (1961), egohasarl olan olgun tztumlerden asetik
asit bakterilerini izole etmiir. Blackwood et al. (1969), Bordeaux bélgesinin
olgun UzumlerindenAcetobacter yan nda % 73 Gluconobacter asetik asit
bakterilerini izole etmiir. Kahlon ve Vyas (1972), uzimlerdeh. acetj A.
xylinumve A. pasteurianuszole etmilerdir. Kahlon ve Vyas (1972), tizimlerden
Gluconobacterstrainlerini izole edememiolmas na ramen Ameyama (1975),
UzumlerdenGluconobacter oxydanstrainini izole etmitir. Passmore ve Carr
(1975), kurumu ve ergin Gzumler ile sirkede@luconobacterizole etmilerdir
fakat Acetobacterizole edememierdir. Takahashi (1907), sake’den (Japonlara
0zgl piring rak s )Acetobacter pasteurianugole etmitir. Faparusi (1972,1973)
ve Bassir (1972), hurmaarab ndanAcetobactertirlerini izole etmilerdir. Ayn
araptan, Simonart ve Laudelout (19%4) pasteurianuse A. xylinumstrainlerini
izole etmilerdir. Passmore ve Carr (1975), elmarab ndanAcetobacterve
Gluconobacterstrainlerini izole etmierdir. Maugenet (1962), Fransa’da elma
arab ndan Acetobacter acetive Acetobacter pasteurianustrainlerini izole
etmi tir. Fratur ve Simonart (1952), sirkede, asite direncli béd&temcelemiler

ve kicuk koloniler halinde geknA. pasteurianuse A. xylinumstrainlerini izole
etmi lerdir. Bu tirler, daha ¢ok alkol veeker oran yuksek olan substratlarda
bulunurlar (Swings, 1992). Shimwell (1954), sirked&n aceti strainini izole
etmi tir. Turtura et al.,(1973), sirkeden ve skimizimden % 56A.
pasteurianus % 34 A. acetive % 10A. xylinum strainlerini izole etmierdir.
Asetik asit bakterileri elma, kay s, incir, izim, armwftali ve domates gibi
ce itli meyvelerden de izole edilntir (Asai,1968; Kahlon ve Vyas, 1972; Bhat ve
Rijsinghani, 1955).

zolasyon ileminde zenginldirme besiortam olarak, icinde glukoz, yeast
ekstrakt, polipepton, Nai0O,.12H,0 ve sitrik asit iceren HS sv ortam
kullan Im tr (Hestrin ve Schramm, 1957). Koloni gétnleri icin HS Agar, GYC
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Agar ve Mannitol Agar besiortamlar kullan Im(Hestrin ve Schramm, 1957; Du
Toit, 2002) ve bu ortamlardaki koloni gefnleri incelenmitir. Besiortam nda
geli en kucuk, bej, beyaz renkte, yiksek ya da konveks ve kompakt olan koloniler
secilmi tir. Asetik asit bakterilerinin izolasyonu icin deik ortamlar énerilmitir.
Vaughn (1942), maya 6zitu ve malirubu iceren “wort medium”(arpa mayas )
ortamlar n kullanmt r. Frateur (1950)A. pasteurianuszolasyonu igin icinde %
0,5 asetik asit bulunan modifiye “Hoyer medium” denilen bir drésim n
kullanm tr. Frateur (1950), etanolle zengirtielmi ortamlarda, asetik asit
bakterilerinin, 6zellikle déA\cetobacteistrainlerinin, gelitirilebilece ini belirtmi

ve bu nedenleAcetobacter acetve Gluconobacter oxydangin, igcinde maya
Ozutd, glukoz, etanol, kalsiyum karbonat bulunan besiortam n kullanm
Frateur ve Simonart (1952), asetik asit bakterilerinin izolasygimude, icinde
maya 0zUtl, glukoz, kalsiyum karbonat ve agar bulunan kat bir besiorta
kullanm lard r. Shimwell (1954), icinde yeast ekstrakt, kalsiyumdakte agar
bulunan besiortam n kullannt r. Suomalainen et al. (1965) da, icinde etanol,
yeast ekstrakt ve agar bulunan besiortam n kullakand r. Frateur ve Simonart
(1952), cicek ve meyvelerde asetik asit bakterilerinin izalagy s ras nda
zenginletirme besiortam na, maya ve funguslar inhibe edici madde olEdak
ppm sikloheksimid ilave etmerdir. Du Toit ve Lambrechts (2002), krm z
araptan asetik asit bakterilerinin izolasyonu icin, ortamdakiamagy laktik asit
bakterilerini inhibe etmek amac yla, ortama 50 mg/l piman&n50 mg/l nisin
maddeleri ilave edilmtir. Yapt mz c¢al mada asetik asit bakterilerinin
izolasyonu s ras nda, maya ve laktik asit bakterilerini intemek amac yla,
zenginletirme besiortamna (HS besiortam) 100 ppm sikloheksimid ilave

edilmi tir.

Asetik asit bakterilerinin, bira vearaplarda etil alkoll, aerobik kalarda

oksidatif bir reaksiyonla asetik aside dotiiidi i ve bunun da sirke
endustrisinde kullanId n  bilinmektedir. Fuhrmann (1905), asetik asit
bakterilerinin yiksek alkol tolerans n incelemve alkol oran yiksek olan

araptan, fazla say da asetik asit izole edilimi
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zolasyon sonunda elde etthiz izolatlar n identifikasyonu Bergey’'s Manual of
Determinative Bacteriology’e gore yap Iir.  dentifikasyon sonunda elde
etti imiz izolatlar n asetik asit bakterisi oldw belirlenmitir. Asetik asit
bakterilerinin Gram negatif veya Gram dé&en, 0,6-0,8 ile 1,0-4,0 pm
boyutunda ve cubukeklinde olduklar tan mlanmtr (De Ley et al., 1984).
Frateur (1950), asetik asit bakterilerinin identifikasyonu icin, badvéerin genel
taksonomik 0Ozelliklerini  listelemiir. Ayrca asetik asit bakterilerinin
identifikasyonu igin etanolli okside edebilme yetenekleri, sodyunmattsete
dulsitolde geliebilme, gliseroliin ketogenesisi ve GYC besiortam nda kahvereng
pigment uretme gibi 6zelliklerini belirleyen, biyokimyasal fieyolojik testler
hakk nda bilgi verilmitir (Drysdale ve Fleet, 1988). Leifson (1954), hareketli
olan asetik asit bakterilerinde, iki farkl flagella tipini @emitir. Birincisi
Acetobacteterde peritrik flagella tipidir ve bunlar asetik ve lakasidi CQ ve
H,O'ya okside ederler. Deri ise Gluconobacteterde polar flagella tipidir ve
bunlar da asetik ve laktik asidi G® okside edemezler. Frateur (1950), maya
0zutd, etanol, kalsiyum karbonat ve agar iceren kat ortamsktjkaasitin,
kalsiyum karbonat c¢ozereleffaf bir zon olutu unu bildirmi tir. Cal mam zda
kulland m z iki izolat n da, GYC besiortam nda, kolonilerinin ¢evregineffaf

bir zon oluturdu unu saptad k. Carr (1968Acetobacterve Gluconobacter
strainlerini birbirinden ay rmak icin, icinde yeast ekstradganol, bromcresol
green ve agarn bulundu besiortamn kullanmtr. Bu besiortam nda,
Gluconobactertaraf ndan uretilen asetik asit, indikator boyan n renginilden
sar ya donttirmekte, fakatAcetobactéterde ise asetik asit, indikator boyan n
rengini, yeilden maviye doniirmektedir (Carr, 1968). Bu bilgilerin

alt nda cal mam zda, secilen iki izolat n bromcresol green’li besiortanknda
geli imi incelenerek gelim sonunda, besiortam n n renginin, ygen maviye
donmesi nedeniyle izolatlar m z nAcetobacter genusuna ait oldwnu

saptanmtr.

Asetik asit bakterileri fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikigizerinde cal larak,
klasik taksonomi ile tanlanmtr (De Ley et al.,, 1984). Fakat bu metotlar

tamamen guvenilir deéldir ve zamanla ¢uruttulebilir (Gonzalez et al., 2004). Bu
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amagla, klasik taksonomiyi tamamlayan, DNA ve rRNA hibridizasymtotlar
(Urakami et al., 1989), sekans analizi (Yamada et al., 199da YCR teknikleri
gibi molekuler metotlar geliirilmi tir (Ruiz et al., 2000; Bartowsky et al., 2003).
Son zamanlarda, asetik asit bakterilerinin farkl genus verifirltespit etmek
icin, PCR’la ¢oaltlm , 16S rDNA'nn RFLP analizi kullan Imt r (Ruiz et al.,
2000). Bu metot, arap fermentasyonundan izole edilen asetik asit bakterilerinin
tan lanmas igin, kolay ve h zl bir metottur (Gonzélez et2004). ERIC-PCR,
REP-PCR gibi dier PCR teknikleri de, céli strainler i¢in dnerilmitir (Gonzalez
et al.,, 2004). Son gunlerde, bakteri strainleri aras ndaki akkabalkilerini
saptamak icgin, bakteriyal strainlerin tan s nda bu teknikler akuhhaktad r
(Versalovic et al., 1991; Pooler et al., 1996; Matheson et al.,; Bayer et al.,
1998; Sander et al., 1998; Nanda et al., 2001).

Cal mam zda, arap ve sirkeden izole edilen, 31c ve 8a kodlu iki izolatn tan s
once klasik taksonomiyle yap Inar. Klasik taksonomi ile elde etiimiz veriler
nda, bu iki izolat n,Acetobactergenusuna ait oldw belirlenmitir. Fakat
guinimuzde, klasik taksonomi, her ne kadar olduk¢a 6nemli olsa dahi, bu tan
yonteminin molekiler yonden de desteklenmesi gerekmektedir. Bincki ile
izolatlar m zn DNA sekans analizleri, Pensylvannia Statavéfsity Hershey
Medical Center, Department of Pathology Laboratuvarlar nda map ve
sekanslar, gen bankas ndaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTUrlébtide
Blastn program ile kara trlarak, izolatlar n dier bakteriler ile akrabal k
ili kileri de erlendirilmi tir. Bu de erlendirme sonucunda 31c izolatn n,
Acetobacter pasterianudBB6 ve 8a izolat n n dAcetobacter lovaminsis HBB5

oldu u belirlenmitir.

Bircok aratrmac izole edilen asetik asit bakterilerinin taramalek&on
mikroskobunda (SEM), gorUntilenmesini kan tr (Molinari et al., 1998;
Moonmangmee et al., 2002; Chavez-Pacheco et al., 2005). Moonmaaegaiee
(2002), Acetobacter acetiS ve R strainlerini sv besiortam nda getdikten
sonra santriftijleyerek, hicrelerin bir araya toplanmas rlasa lard r. Hicreleri
50 mM (pH 6,5) potasyum fosfat tamponunda y kdan ve sonra % 2'lik
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gluteraldehit ile fikse etmierdir. Hlcreleri, % 50-% 100’lik etanol serilerinden
gecirip, kritik nokta teknii kullanarak, nemin tamamen uzaklalmasn
salam lard r. Daha sonra hucre drneklerini, JEOL JSM 6100 taramehtreh
mikroskobunda incelemerdir. Chavez-Pacheco et al. (2005), hiicre drneklerini
once % 2,5 gluteraldehit tamponunda ve sonra % 1 osmiyum tetrokd# igkse
etmi lerdir. Fikse edilen 6rnekleri, 0,1 mblpH 7,0'de olan potasyum fosfat
tamponu ile y kamlard r ve % 30-% 100 alkol ile dehidre etierdir. Ornekleri,
kritik noktada kurutup, JEOL JSM-5410LV taramal elektron mikroskobunda
incelemilerdir (Molinari et al., 1998). Calmam zda kulland m z Acetobacter
pasteurianudHBB6 ve Acetobacter lovaniensiBB5 strainleri, Moonmangmee
et al. (2002)'in o6nerdi yonteme gore haz rlanm liyofilize edilmi ve nemin
tamamen uzaklarlmas salanm tr. Kurutulan hiicre orné, TUB TAK
MAM’'da JEOL/JSM-6335F markal taramal elektron mikroskobu ile

gorantilenmitir.

Asetik asit bakterilerinin 6zellikle décetobactertirlerinin bakteriyal selliloz
Uretme yetendne sahip olduu bilinmektedir (Valla ve Kjosbakken, 1982;
Sutherland, 1996). Asetik asit bakterilerinin seltiloz Uretimidoelirlemek icin
kullanlan en uygun besiortam, Hestrin ve Schramm (1954) taraf ndan
geli tirilen, s v HS kaltdr ortam d r. Yapt m z ¢cal mada, izole edilen asetik asit
bakterilerinin seltloz Gretimlerini belirlemek amac yla Johnsoale{1989)'n n
modifiye ettikleri Y3-3 besiortam ile Hestrin ve SchramidB%4) taraf ndan
geli tirilen HS besiortam kullan Imt r. Denemeler sonucunda HS besiortam nda
seliloz Gretiminin daha iyi oldw gordlmi ve c¢al maya bu besiortam
kullan larak devam edilmiir. nceleme sonunda, kuru madderka na gore,
selliloz dretimi en yiksek olan iki izolat segilmve bunlar, Acetobacter
pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensisiBB5 olarak tan lanmtr.

Cal maya bu iki izolat ile devam edilntir.

Mynatt (1982)'de izole edilen baz bakteri ve funguslardan sellletiniini
aratrm tr. Brown (1983)'de ekerli meyvelerden izole etti Acetobacter

xylinum bakterisinin sv HS besiortam nda, seliloz pellikleriniru omunu
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incelemitir. Ring et al.(1987)Acetobacter xylinulan sv HS besiortam nda
sellloz dretimini incelemi ve ayrca fruktoz, mannitol, sorbitol, gliserol,
galaktoz, laktoz, sukroz, maltoz icerikli besiortamlar nda seliiloztimlerini
aratrm tr. Iguchi et al (1988)Acetobacter aceti subsp: xylinuUfATCC 10821)
bakterisini kullanarak, sv HS besiortam nda sellloz Uretinmcelemi ve
olu an selilozun fiziksel 06zelliklerini arerm tr. Johnson et al. (1989),
Acetobacter xylinunstrainini sv HS besiortam nda kultire edip, durgun ve
calkalamal koullardaki seliloz dretimini incelenierdir. Byrom (1990),
Acetobacter xylinumPATCC 23769'dan s v HS besiortam nda seliloz pelliklerinin
olu umunu incelemtir. Stephens et al. (1990cetobacteigenusuna ait strainin

s v HS besiortam nda olturdu u sellloz pelliinin, kollestrol Gzerindeki etkisini
incelemitir. Saxena et al. (1990)Acetobacter xylinumATCC 23769 ve
Acetobacter xylinumATCC 53582 strainlerinin sv HS besiortam nda selllloz
pelli inin Gretimini incelemi ve fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini arerm tr.
Brown et al. (1990),Acetobacter xylinumATCC 53582 straininin sv HS
besiortam nda oldurdu u seliloz pelliini, elektron mikroskobunda
gorantilemi  ve seluloz ipliklerini incelemtir. Ayrca Brown (1990),
Acetobacter xylinunstraininin hem sv HS besiortam nda hem de iginde bir
polisakkarit tlrevi olan CMC (karboksimetil sellloz) modifiye ibeam nda
seltloz dretimini incelemtir. Westland et al. (1993)Acetobactergenusuna ait
straininin, s v HS besiortam nda seliiloz almmu incelemi ve bakteriyal selllozu
ba layan ajanlar Uzerinde atama yapm tr. Kouda et al. (2000)Acetobacter
genusuna ait strainin sv HS besiortam nda ve CSL-Fruktoz olaadifiye
edilmi besiortam nda seltloz Uretimini inceletiri. Watanabe et al. (2000),
Acetobacter xylinumBPR (2001)'un sv HS besiortam nda ve CSL-Fruktoz
olarak modifiye edilmi besiortam nda, durgun ve calkalamal kitarda seltiloz
olu umunu incelemtir. Bungay et al. (2000)Acetobacter xylinunstraininden
sv HS besiortam nda olan bakteriyal selilozun, makroskobik ve mikroskobik

ozelliklerini incelemitir.

Sv HS besiortamnda olan seliloz pellini saflatrmak ve miktarn

belirlemek icin ara rmac lar ceitli yontemler kullanm t r. Bungay et al. (2000),
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olu an seltloz pelliini, % 2’lik NaOH ile 30 dakika muamele etmie deiyonize
su ile y kam tr. Bakteri hiicrelerinden ve besiortam ndan uzakléan pellik,
55°C'de bir gece bekletilerek, kurutulmwe a rl , kuru madde miktar olarak
belirlenmi tir. Watanabe et al. (2000), oan seliloz pelliini, % 1’lik NaOH ile
80 °C'de bir gece muamele etmve deiyonize su ile y kantr. Pelli i, stlfirik
asit ile notralize ettikten sonra tekrar su ile y kam Bakteri hiicrelerinden ve
besiortam ndan uzaklat r lan pellik, 86'de bir gece bekletilerek, kurutulmwe
a rl, kuru madde miktar olarak belirlenrtir. Stephens et al. (1990), seliloz
pelli ini 0,5 M NaOH ile 60°C’de 2 saat muamele etmve deiyonize su ile
y kam tr. Pelli i, 105 °%C'de kurutmu ve a rl n, kuru madde miktar olarak
belirlemi tir. Park et al. (2003), seluloz pelliklerini toplamak icin kultiv s
ortam n 3580 'de 20 dakika santrifujlemive iki kez distile su ile y kamtr.
Pelli i, 0,3 M NaOH ile 100C’de 5 dakika muamele etmie distile su ile tekrar
ykam tr. -50 °C'de dondurup, kurutarak liyofilize etmive arl n
belirlemi tir. Bae et al. (2004), seliiloz pellii 0,1 N NaOH ile 80°C'de 20
dakika muamele etmive deiyonize su ile y kantr. Saflat r lan sellloz pellii
80°C'de 8 saat kurutulmuve a rl  n, kuru madde miktar olarak belirlertir.
Ishihara et al. (2002), olan pellii, 5300 rpm’de 15 dakika santriflij etmve
distile su ile y kamtr. Daha sonra, 6nce % 4'lik NaOH ile 80'de 1 saat
muamele etmive sonra. % 6'l k asetik asit ile notiirdiemi tir. Pelli i, 105°C'de
kurutup, arl n, kuru madde miktar olarak belirlertir. Cal mam zda, elde
edilen sellloz pelli, 5300 rpm’de 15 dakika santrifij edilerek distile su ile
y kanm tr. Daha sonra, pellik 5nce % 4’liik NaOH ile &D'de 1 saat muamele
edilmi, sonra % 6’| k asetik asit ile notrkilmi tir. Saflatrlan pellik, 105

°C'de kurutulup, arl , kuru madde miktar olarak belirlenrtir.

Bakteriyal selilozun & yaps, taramal elektron mikroskobu (SEM) ile
belirlenebilir (Johnson ve Neogi, 1989). Bircok arec , SEM’de seltlozun g
boyutlu as yap sn goérintilemierdir (Ben-Bassat et al.,1992; Brown et al.,
1990; Bungay et al., 2000). Caham zda, durgun klltirde elde edilen sellloz,
liyofilize edilerek kurutulmu ve TUB TAK MAM’da JEOL/JSM-6335F markal
taramal elektron mikroskobu ile gérintilentiri



153

Toplam eker tayininde kullanlan en uygun yoéntem, Dubois et al. (1956)'un
onerdi i, spektrofotometrik fenol-sulftirik asit yontemidir. Tominagale{99),
sello-oligosakkaritlerin  eker iceriklerini, fenol-sulfirik asit yontemiyle
belirlemi tir. Cal mam zda elde ettimiz seltloz polimerinin, eker iceriinin
belirlenmesinde, oldukca kolay ve guvenirliliylksek olan fenol-sulftrik asit

metodu kullan Im tr.

Kurutulmu saf selilozun alkalin, asidik ve enzimatik hidrolizi icin ige
yontemler onerilmitir. Wong et al. (1990), saf selilozu, % 5 siilfirik asit ve % 5
hidroklorik asit ile hidrolize etmlerdir. Fakat kurutulmusaf seltlozun, asit ile
hidrolizi i¢in, daha ¢ok trifloroasetik asit (TFA) kullan Imata Moonmangmee
et al. (2002), saflarlan selulozu, 2 N trifloroasetik asit ile 10C'de 16 saat
muamele ederek, hidrolize etrii. Deeraksa et al. (2005) da saflalan
selillozu, 2M trifloroasetik asit ile 12&C’de 2 saat muamele ederek hidrolize
etmi ve 40°C'de evapore ederek, TFA'n n uzakialmas n salam tr. Nakai

et al. (2002), saflarlan seliilozu, 0,2 N trifloroasetik asit ile 180'de 6 saat
muamele ederek, hidrolize etriii. Kornmann et al. (2003), saflar lan selllozu

2 M trifloroasetik asit ile 100C’de 8 saat muamele ederek, hidrolize etimi
Matthysse et al. (1995), safta lan seliilozu, 0,01 M TFA ile 98C'de 20 dakika
muamele ederek, hidrolize etrii. Cal mam zda, liyofilize edilerek kurutulan
saf seliiloz, 1 ml 2M TFA cozeltisi icinde, 120’de 2 saat muamele edilerek
hidrolize edilmi ve 40 °C'de evapore ederek, TFA'nn uzakialmas

salanm tr.

White et al. (1981), Zhang et al. (2006)richoderma reeseifungusundan
saflatrIm olan sellobiohidrolaz | ve endoglukonaz IV enzimlerini kullanarak,
selllozu hidrolize etmierdir. Hurst et al. (1977)Aspergillus nigefungusundan
selllaz enzimi saflar p, bunu seltloz hidrolizinde kullanntard r. Boisset et al.
(2000), Aspergillus oryzadungusundan elde ettikleri selllaz enzimi ile seliilozu
hidrolize etmilerdir. Amano et al. (2002)Trichoderma reeseve Aspergillus

niger funguslarndan elde ettikleri sellilaz enzimini, seliloz hidimdie
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kullanm lard r. Selllaz aktivitesi ise 3,5-dinitrosalisilik asitNB) metodu ile
belirlenmi tir (Miller, 1959).

Funguslardan selilaz enzimi elde etmek icinitieyontemler onerilmitir.
Gopinath et al. (2005), baz fungus tirlerinin, seltlotik enzim a&#inin
kalitatif olarak belirlenmesinde Czapek dox agar besiortakuianm lar ve
once % 1lik kongo krmzs sonra 1 M NaCl damlatarak, plaklarde
olu umunu incelemierdir. Onsori et al. (2005), bazAspergillus tirlerinin,
selllotik enzim aktivitesinin kalitatif olarak belirlenmesindedaksimetilseliloz
agar (CMC-Agar) besiortamn kullanrfar ve plaklarda zon olumunu
incelemilerdir. Strauss et al. (2001%accharomyced;lansenula,Candida gibi
baz mayalar n selllotik enzim aktivitesinin kalitaticdk belirlenmesinde yeast
ekstrakt, pepton, gliserol, etanol ve karboksimetil selilozeiceYPD Agar

kullanm lar ve plaklarda zon olumunu incelemierdir.

Kalitatif olarak selllaz aktiviteleri belirlenen funguslaselilaz enzimini
sentezleyebilmeleri icin uygun bir fermentasyon ortam nda tgéi tir.
Muthuvelayudham et al. (2006)Trichoderma reeseiQM9414 fungusunu,
Mandels ve Weber (1969) fermentasyon ortam ndatgeli ler ve sentezlenen
enzimin aktivitesini incelemierdir. Onsori et al. (2005) ve Chand et al. (2005)
de, baz Aspergillustirlerinin Mandels ve Weber (1969) fermentasyon ortam nda
sentezledikleri, sellilaz enzimin aktivitesini inceleerdir. Ojumu et al (2003),
Aspergillus flavusfungusunun seliilaz enzimini Uretmesi icin de, Mandels ve

Weber (1969) fermentasyon ortam n kullantn.

Cal mam zda, ADU FEF Biyoloji Bolumii, Mikrobiyoloji laboratuvar niay tl
olan funguslar aras ndan seliilaz enzimi Uretenleri segmekdanéoce kalitatif
olarak tarama yap Imt r. Kalitatif tarama sonucunda, seliilaz aktivitesi yiuksek
olan Aspergillus nigerHBB 40 ve Trichoderma spHBB 110 funguslar ndan,
Mandels ve Weber (1969) fermentasyon ortam nda, selllaz enzitimiirgr.

Selllaz aktivitesi ise 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) et ile belirlenmitir.
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Funguslardan elde edilen selllaz enzimi ile dam gérmi bakteriyal selliloz

orne i, 55°C’de 1 saat inkiibasyon sonunda hidrolize edtimi

Asidik veya enzimatik olarak hidrolize edilen sellloz 6rneklerirgker icerii,
ince tabaka kromatografisi yap larak belirlentini Aquino et al. (2003), TLC
icin mobil faz olarak, n-butanol, etanol, su (5:3:2 v/v) kullahan ve enzimatik
hidroliz sonucu son Urinun glukoz oldwnu belirlemilerdir. Oikawa et al.
(21997), TLC igin mobil faz olarak, n-butanol, piridin, su (6:4:1 v/v)l&umn lar

ve enzimatik hidroliz sonucu olan son urtinin glukoz oldunu gdstermierdir.
Cohen (2005), TLC i¢in mobil faz olarak etil asetat, su, metgt®15:20 v/v)
kullanm ve enzimatik hidroliz sonucu sellopentozdan, son Uriin olan glukoza
do ru bir pargalanman n oldunu gdstermierdir. Ito et al. (2005), TLC igin
mobil faz olarak kloroform, metanol, su (90:65:15 v/v) kullanwve enzimatik
hidroliz sonucu son urtnin glukoz oldubelirlemilerdir. Moonmangmee et al.
(2002), TLC icin mobil faz olarak n-propil alkol, distile su (85:15 Wujlanm

ve asidik hidroliz sonucu son Urinin glukoz oldou gostermiir.
Cal mam zda, hem asit hem de enzim hidrolizi ile elde edilen {rikk’ye
uygulanm tr. TLC i¢in mobil faz olarak, n-butanol, etanol, su (5:3:2 v/v)

kullan Im ve hidroliz sonucu olan son drintin glukoz oldu belirlenmitir.

Bakteriyal seltlozun CP/MASSC kat NMR ve FT-IR spektrofotometrik
analizleri yap larak, elde edilen ekstraselular polisakkardo rulu u tespit
edilmi tir. Hesse ve Jager (2005), seltulozun kat NMRtaraas sonunda; 105
ppm’de C1, 90 ppm’'de C4, 76-70 ppm’'de C3, C2, C5 ve 65 ppm’de de C6'nn
oldu unu gostermierdir. Watanabe et al. (1998), durgun kilturden elde ettikleri
selilozun kat NMR ararmas sonunda da; 106 ppm’de C1, 91-89 ppm’'de C4,
78-70 ppm’'de C3, C2, C5 ve 63 ppm'de de C6'nn oldw belirtmilerdir.
Keshk ve Sameshima (2006b), yapt klar gahda elde ettikleri selilozun kat
NMR aratrmas sonunda; 105 ppm’'de C1, 90 ppm’de C4, 78-70 ppm’de C3, C2,
C5 ve 65 ppm’de de C6'n n oldunu belirtmilerdir. Kono et al. (2002), selilloz
triasetat polimorflar n n (CTA | ve CTA |l) kat NMR aarmas sonunda; CTA |
icin, 102 ppm’de CLl’in, 63 ppm’de C6’n n oldunu ayr ca CTA Il igcin de, 100
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ppm’'de Cl'in, 65-67 ppm’de ise C6'nn oldunu belirtmilerdir. Bizim

bulgular m z da kaynaklar desteklemektedir.

FT-IR spektrofotometresi, seliilozun karakteristik piklerini 1000-1206* c
etraf nda gosterir (Cao et al., 2002). Cao et al. (2002)'n n yapal mada,
selulozdaki C-O-C gruplarnn 1160 &myak nlar ndaki bantta, H-O-H
gruplarnn ise 1635 cth bélgesindeki bantta, OH gruplarnn da 3400™%cm
bolgesindeki bantlarda oldunu gostermierdir. Keshk ve Sameshima (2006b),
A. xylinum ATCC 10245 straininde HS ve melasl besiortam nda Urettikler
selilozun FT-IR analizini yapmar ve analiz sonucunda OH gruplar n n 3500-
3000 cnt bolgesindeki bantlarda oldunu belirlemilerdir. Elde ettiimiz
bakteriyal selilozun FT-IR analiz sonucu, kaynaklarda belirtilergubait ile

benzerdir.

Bakteriyal seltlozun, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin dnalmas nda ve nata
de coco, ses diyaframlar, yara kapat ¢ ve onar c mdieryallerin ticari olarak
dretiminde, fermentasyon yontemi olarak, genellikle durgun kilgiliséurgun

kiltirde yluzey/hacim oran 6nemlidir ve Uretilen seliloz, fertasyon svsnn
ust yuzeyinde, kal n, jelatin membragklinde oluur. Calkalamal kilturlerde ise
sellloz, dizensiz ynlar halinde, pellet ya da kireeklinde oluur ve bu

fermentasyon tipi, Uretim miktarn artrmak amacyla kullan Fakat,

calkalamal kulturde strainlerin stabilitesi, spontan muwakyr ya da seliloz
Uretmeyen hicrelerin baskn hale gelmesi ile bozulur. Bu nedénle
fermentasyon tipinde, seliiloz Uretim miktar nda bir kay p s6zkonusu iolaéil
bu kay p, hicrelerin, fizyolojik faktorlerinden ziyade, mutasyoaajik a¢ dan
seliloz uretmeyen hicrelere domesine baldr (Johnson et al.,1989).
Calkalamal kultur ile seltloz Gretiminde boyle bir dezavantalmas ndan
dolay, ¢al mam zda asetik asit bakterilerinden, seltiloz Uretimi vemapéisyon

denemeleri durgun kulturde gergekiglmi tir.
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Yap lan bu ¢al mada, temel besiortam ndaki iceriklerin miktarlar ( % 2 glykoz
% 0,5 yeast ekstrakt; % 0,5 polipepton; % 0,675HW¥D,.12H,0; % 0,115 sitrik
asit) sabit tutularak, sadece karbon ve azot kaynaklari toidmi ve
fermentasyon ortam modifiye edilnir. Karbon kayna olarak % 2 glukoz
yerine % 2 fruktoz, % 2 sukroz ve % 2 etanol; azot kayokarak da; % 0,5 yeast

ekstrakt yerine, % 0,5 kazein hidrolizat ve % 0,5 amongutat kullan Im tr.

Sellloz sentezleyerAcetobacter xylinumstrainin en karakteristik 6zeli
glukozdan, sellloz sentezinde Oncul madde olarak dretilen Uridin difosfoglukoz
pirofosforolaz (UDP) aktivitesinin yuksek olmas d r (Ross el886). Bu glukoz
seluloz sentezinde kullan | r ama bundan enerji Uretilemez. Hjedréminin ilk
safhalar nda, laktat,eker metabolik yolunu de tirerek, seliloz Uretiminden
hiicre geliimini stimtle eden TCA doéngusine kat | r (Matsuoka et al., 1986).
nedenle laktat n, TCA doéngusiinde h zland r ¢ bir etkiye sahip althelirtmi tir
(Dudman,1959). Laktattan bea, TCA donglslne kat larak, hiicre gefiini ve
sellloz Uretimini stimile eden pirtivat, aldehit, etanol vetaasgibi baka

substratlar da vard .

Yapt mz bu c¢al mada her iki izolatta da en yiksek sellloz ve ylzde verim
miktar n n glukoz varl nda, daha sonra srasyla fruktoz, sukroz ve etanol
varl nda olduu tespit edilmitir. Bulgular m z: Acetobacter pasteurianu4BB6
straini igin glukoz + yeast ekstrak’ da % 18, sukroz + ydesttak % 14,3 fruktoz

+ yeast ekstrak % 16,5, etanol + yeast ekstrak’ da % 9,3 bultumnicetobacter
lovaniensisHBBS straini i¢in glukoz + yeast ekstrak’ da % 12,9, sukroeast
ekstrak % 10 fruktoz + yeast ekstrak % 12,1, etanol + yeastkkda % 8,1
olarak bulunmuur. Elde ettiimiz bu veriler ayn parametreler igin yap lan
deneysel calmalarla paralellik sdam tr. Bu arat rmalarda, 6rnein Masaoka

et al. (1993), yapt c¢al mada sellloz Uretiminin glukoz varinda % 100,
fruktoz varl nda % 92, sukroz varlnda % 33 ve etanol varinda da % 4
oldu unu gostermtir. Son et al. (2001)Acetobacter spV6 izolatnn % 2
oran nda farkl karbohidratlar iceren standart besiortam ndai lireteliloz

miktar n incelemilerdir. Cal man n sonucunda glukoz varhda 2,7 g/l, fruktoz
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varl nda 2,53 g/l ve sukroz varinda 0,83 g/l seliiloz tretiminin oldunu tespit
etmi lerdir. Yang et al. (1998)Acetobacter xylinunBRC5 straininin, fruktoziu
besiortam nda 2,88 g/l ve sukrozlu besiortam nda da 0,55 g/l sdlitz ini
belirlemi lerdir. Ayrca yaptklar bga bir ¢al mada da seltloz Uretiminin
glukoz varl nda 4,06 g/l ve fruktoz varlnda da 3,49 oldwnu tespit
etmi lerdir. Toda et al (1997)Acetobacter xylinunmstraininin ceitli karbon
kaynaklar ndaki, seltloz uretimini incelera@r ve en yuksek uretimin glukozda
sonra fruktoz ve sukrozda oldunu gbézlemilerdir. Chavez-Pacheco et al. (2005),
Gluconacetobacter xylinumlFO 13693 strainin glukoz igerikli besiortam nda
kiltire edilmesi sonucunda, hiicre geti ve seliiloz tretiminde, sukroz igerikli

besiortam ndakine gore, bir arbldu unu gézlemilerdir.

Ayr ca sukroz icerikli temel ortama, % 1,4 etanol eklenmeshilcre geliminin
1,9 kat, seliloz uUretiminin de 1,1 kat daha fazla aldw gostermierdir.
Matsuoka et al. (1996), Naritomi et al. (1998a), Krystynowidzale(2002) ve
Park et al. (2003), yapt klar caihalarda etanol varl nda hiicre geliminin ve
sellloz Uretiminin artt n gdzlemilerdir. Fakat etanol miktar n n %1,5'dan fazla
olmas, sv kiltirde asetat miktar n n arta, pH’ n da dimesine neden oldu
icin, hiicre geliimi ve sellloz Uretiminde bir azalman n oldunu belirtmilerdir
(Naritomi et al. 1998a; Park et al. (2003).

Son et al. (2001), calkalamal kultirdecetobacter spV6 izolat ile yapt klar
cal mada, karbon kayna olarak; fruktoz, glukoz, maltoz, sukroz, trehaloz,
mannitol, arabitol, asetik asit, laktik asit ve suksinik &sitanm lar ve bunlar
iceren standart besiortam nda uretilen seliloz miktar n incelemir. Cal ma
sonunda, glukozdan sonra en yiksek selliloz Gretiminin fruktoz, trehalaktike |
asit varl nda olduunu saptamlard r. Fakat Oikawa et al. (1995), durgun
kultarde, Acetobacter xylinunstraininde, en yuksek seltloz Gretiminin mannitol
ve arabitol varl nda olduunu saptamlard r. Ancak, Tonouchi et al. (1996),
calkalamal kultirdeA. xylinum subsp. sucrofermentaBBR2001 straininde en

yuksek sellloz Gretiminin, fruktoz varlnda oldu unu belirtmilerdir.
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Farkl karbon kaynaklar n n seltloz verimi ile kendi izolatlazm kullan m ile
yap lan denemeler, en iyi karbon kayman glukoz olduunu géstermi ve

literattr bulgular bunu desteklertir.

Bakteriyal seltloz tretiminde kullan lan karbon kaynaklar n n konsayarasda
onemlidir. Yap lan ard rmalarda, Son (2001), % 4 glukoz iceren besiortam nda
seliloz dretiminin artt n  fakat glukoz konsantrasyonu, % 4’Un Uzerine
¢kt nda ise seliloz dretiminin diil Gni gozlemilerdir. Masaoka (1993),
glukoz miktar n n artmas yla, seltloz Uretiminin azald bildirmi lerdir. Son et

al. (2003), Acetobacter spV6 straininde, % 0,5 ile % 5 oran ndaki glukoz
konsantrasyonunun, sellloz dretimi Uzerine etkisinitama lar ve en ylksek

sellloz Uretiminin % 2 glukoz konsantrasyonunda alehw saptamlard r.

% 2'nin Uzerindeki glukoz konsantrasyonu, seltiloz Uretimini azaittin, kesikli
kiltirde seltloz Uretimi, diik glukoz konsantrasyonu ile Iar. Cunki
Acetobacter xylinumhtcreleri glukozu, glukonik aside okside ederek kiltir
ortamnn pH’ n dadrdr ve bu da hicre geiinini ve seliloz Gretimini inhibe
eder (Schramm et al.; 1957). Bu nedenle gam zda % 2 konsantrasyonda,

farkl karbon kaynaklar denenntir.

Yap lan arat rmalar sonunda, baz bilklerin hicre geliimini stimile ederek,
sellloz Uretimini arttrd belirlenmitir. Son et al. (2001)Acetobacter sp\9
straininde, sellloz Uretimi igin etanol, asetik asit, fuknakit, laktik asit, malik
asit, pirtvik asit ve suksinik asit kullanfard r. Bu bileikler icinde seliiloz
uretiminde en etkili olann etanol, daha sonra da pirtvik aiu unu
belirlemi lerdir.  Bakteriyal seliloz sentezinde besiortam ndaki etanol
konsantrasyonu, olduk¢ca oOnemlidir. Heo et al. (2008getobacter sp\9
straininin, % 1,4 etanol varlnda Urettii seliloz miktar n n, etanol yoklunda
uretti i seluloz miktarndan 19 kat daha fazla oldou go6stermierdir.
Acetobacter spV6 straini, % 0,6 etanol iceren besiortam nda, etanol bulyama

besiortam ndan 3,1 kat daha fazla seliloz Giettbulmu lard r (Son et al. 2003).



160

Besiortam icinde etanol konsantrasyonunun % 1,5 ‘dan fazla olmasmdat
fazla miktarda asetat birikmesine neden olur ve ortam n piinirtr. Bu da
hiicre geliimini dolay s yla seltloz Gretimini inhibe eder (Naritomiadt,1998a;
Park et al., 2003; Krisch et al.,1997; Ory et al.,1998). Dudman (1€6&6€jun
kilturde, yuksek konsantrasyondaki etanokicetobacter acetigenugeli imini

stimule ettiini fakat sellloz Uretimini art rmad belirtmi tir.

Cal mam z n sonunda her iki izolatn da, % 2 etanol vartla besiortam nda
sentezledii seliloz miktarnn, % 2 glukoz, fruktoz ve sukroz varida
sentezledii miktardan daha diik oldu u gdzlenmitir. % 2 etanolun bulundw
besiortam nda selliloz Uretiminin @r karbon kaynaklar na gore dik olmas
besiortam ndaki asetik asidin fazla miktarda birikmesi sonucundan i’ mesi

ve bununda hicre geinini ve seltiloz Gretimini inhibe etmesi ile a¢ klanabilir.

Cal mam zda azot kaynaolarak yeast ekstrakt, kazein hidrolizat ve amonyum
sulfat n kullanld besiortamlar ndaki seliiloz ve ylzde verimleri inceletimi

Her iki izolatta da en ylUksek sellloz Gretimi ve yilzde verim miktayeast
ekstrakt varl nda, daha sonra srasyla kazein hidrolizat ve amonyum sulfat
varl nda saptanmtr. Son et al. (2001)Acetobacter spA9 straininin, en
yuksek seliloz Gretiminin, % 0,5 oran nda kullan lan CSL, polipepton ve yeas
ekstrakt varl nda olduunu saptamlar ve seliloz Uretiminde, en iyi azot
kayna nn yeast ekstrakt oldwnu bildirmilerdir (Son et al., 2001). Yeast
ekstrakttan b&a, seliloz dretimini stimile eden beef ekstrakt, malt ekstra
pepton ve tripton gibi azot kaynaklar da olmas nam@n, bunlarn seliloz
uretimi daha duiktur (Son et al.,, 2001). Matsuoka et al. (1998)etobacter
xylinum subsp. sucrofermentassaininin, azot kayna olarak kullan lan yeast
ekstrakt, CSL, soyton ve pepton icerikli besiortam nda tret@liloz miktar n
aratrm lard r. Cal ma sonucunda en yuksek seliloz miktar n n, 4,13 g/l olarak
yeast ekstrakt icerikli besiortam nda oldmu bulmulard r. Seliiloz Uretiminde
azot kayna olarak kullan lan yeast ekstrakt n konsantrasyonu, sellloz (inétim
fazlaca etkilememektedirAcetobacter sp A9 straininden, en yuksek sellloz

dretimi, % 0,1 yeast ekstrakt varhda gerceklemi tir bu oran n Gzerindeki
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konsantrasyonlarda seliiloz Uretimi miktar hemen hemen ayn kalfson et
al. ,2001).

Yang et al. (1998), yapm oldu u cal mada Acetobacter xylinumBRC5
straininden % 2 oran nda farkl karbon kaynaklar n n oldbesi ortam na % 0,5-
% 6 oran nda de en yeast ekstrakt ilave etr@r ve en yiuksek seltloz tretimini,
% 0,4 yeast ekstrakt varlnda belirlemilerdir. Bu konsantrasyonun uzerinde ise

seliloz Uretimi etkilenmemir.

Son et al. (2001), yapt klar ¢aina sonucunda yeast ekstrakt varda 2,87 g/,
polipepton varl nda 2,65 g/l seliloz miktar na rastlarken, amonyum sulfat
varl nda ise seluloz dretiminin olmadn go6zlemilerdir. Fakat Heo et al.
(2002), Acetobacter sp.A9 straininin, % 0,3 oran nda azot kayneolarak
kullan lan, (NH).SO, (amonyum silfat), NgkH.PO, (amonyum dihidrojen fosfat)
ve (NHg)HPO, (amonyum hidrojen fosfat) besiortam ndaki selliloz Uretim
miktar n  incelemilerdir. Cal ma sonucunda amonyum silfat icerikli
besiortam nda Uretilen seltloz miktar n n 4,69 g/l, ,NKEPO, varl nda 3,19 g/l

ve (NH,):HPQ, varl nda da 2,93 g/l oldwnu g6zlemilerdir. Buna gore sellloz
Uretimine en uygun azot kaynan (NH,;),SQO, oldu u gortlmatir. Chavez-
Pacheco et al. (2005Eluconacetobacter xylinud-O 13693 strainin, amonyum
sulfat icerikli besiortam nda sellloz Uretiminin, kazein hidwatiicerikli ortamda
uretilenden daha fazla oldunu tespit etmierdir. Fakat bizim yapt mz
cal mada, her iki izolatta da kazein hidrolizat n, amonyum sélfattaha fazla

seliloz Urettii belirlenmi tir.

Yapt mz cal mada her iki izolatta da, glukoz ve kazein hidrolizat igerikli
besiortam nda dretilen seliloz miktar n n, sukroz ve kazein hmolicerikli
besiortam nda Uretilen seliloz miktar ndan daha fazla oldespit edilmitir.
Ayrca her iki izolatta da, glukoz ve amonyum sulfat icerik#siortam nda
uretilen seltloz miktar n n, sukroz ve amonyum sulfat icerikliidrésm nda
uretilen seltloz miktar ndan daha fazla oldg6zlenmitir. Ramana et al. (2000),

Acetobacter xylinunstrainin, glukoz ve amonyum siilfat icerikli besiortam nda
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uretti i sellloz miktar nn, sukroz ve amonyum sulfat icerikli besmorteda
Uretti i selliloz miktar ndan daha fazla oldinu saptamlardr. Fakat ayn
strainin, glukoz ve kazein hidrolizat icerikli besiortam nda tiiretsellloz
miktar n n, sukroz ve kazein hidrolizat icerikli besiortam rigtetti i sellloz
miktar ndan daha az oldunu tespit etmierdir (Ramana et al.; 2000). Budhiono
et al. (1999), yaptklar camada, glukoz ve amonyum silfat icerikli
besiortam nda Uretilen seliloz miktar nn, sukroz ve amonyum sigéaikli
ortamdakine gbre daha fazla oldmu gostermierdir. Yaplan bu calmalar
sonucunda, farkl karbon ve azot kaynaklar nda Uretilen selliloz mitsar

de i meler olduu goralmutar.

Seluloz Uretiminde fosfat konsantrasyonun da etkisini saptamak, icin
NaHPO,.12H,0'nin - %0-%1  konsantrasyonlar ndaki  seliloz  Uretimi
aratrim tr. Yaplan cal ma sonunda en yuksek sellloz Uretiminin % 0,8
NaHPQO,.12H,0 varl nda olduu tespit edilmitir. NaHPO,.12H0O
konsantrasyonun % 0,8 oran ndan i@iya da fazla olmas, sellloz Gretimini
di Urmektedir (Son et al., 2001). Caham zda, % 0,675 NHPO,.12H,0
kullanim ve bu da strainlerin sellloz Uretimleri icin gerekli fosfabnu

miktar n kar lad  goérulmatar.

Seliloz uretiminde, % 0,5'in Uzerindeki sitrik asit konsantrasyontaida etkisi
aratrim tr. Sitrik asit eklenmesinin, sellloz Uretim miktarn &thiedii
bildirilmi tir (Son et al., 2001). Fakat yaptm z cal mada, temel ortamn

icerisine % 0,115 sitrik asit eklenrtir.

Yap lan cal mada temel ve melasl besiortamlar nda her iki izolatarkl
scaklk ve farkl pH'daki seluloz duretimleri ve yuzde verimiktarlar
incelenmitir. Her iki izolatta da hem temel besiortam nda hem ddashe
besiortam nda 4#C’de hicbir hiicre gelimi olmam ve buna bd olarak da
sellloz dretimi gerceklenemitir. En yiksek hicre gelmi ve seltloz Gretimi,
30°C'de gorulmii, bunu 37°C ve 22°C izlemi tir.
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Skinner et al (2000)Acetobacter xylinutan 4 °C, 22°C, 30°C ve 37°C'de HS
besiortam nda sellloz Uretimini atam lard r. En duuk seltuloz dretiminin 4
°C'de, en yilksek seliiloz tiretiminin ise ¥D'de oldu unu bildirmi lerdir. Son et
al. (2001), HS'de calkalamal kiiltirdacetobacter spA9 straininde, 20 - 48C
s cakl klardaki seltloz dretimini incelenfer ve seliloz dretimi igin optimum
scakl n 30 °C olduunu bildirmilerdir. 25 °C'de 6nemli bir farkl |k
gérmemiler fakat 35°C'nin Uizerinde seliiloz tiretiminin diii Gnd belirtmilerdir
(Son et al. 2001)Acetobacter acétiin 15-40°C’deki geliimi ve selliloz Uretimi
incelenmitir. Optimum scakl n 30 °C olduu ve 35 °C'nin uzerindeki
s cakl klarda hiicre gelminin ve sellloz tretiminin giderek diii G gdzlenmitir
(Ory et al., 1998).

Yapt m z cal mada temel ve melasl besiortam nda pH 2,5; 3,5; 4,5; &5i€7
8,5'da sellloz uretimi ve yuzde verim miktar incelertmi Cal man n sonunda
temel besiortam nda, her iki izolatta da, pH 2,5’da hic¢bir hgeteimi olmam

ve sellloz dretimi gozlenmentir. Melasl besiortam nda ise her iki izolatta da,
pH 2,5 ve pH 3,5da hicbir hiicre geii olmam ve seluloz udretimi
g6zlenememiir. Fakat her iki izolatn da, hem temel besiortam nda fdam
melasl besiortam nda, pH 6,5da ve daha sonra pH 4,5da en yi$lkdiloz
dretimini gercekletirdi i gbzlenmitir. Son et al. (2001)Acetobacter spA9
izolatnn, pH 3,0-9,0 aralnda sellloz Uretimini ararm lardr. Yaptklar
¢al ma sonunda, pH 4,5- 7,5 arahda sellloz tGretiminin yuksek oldunu fakat
optimum pH’ n 6,5 olduunu bildirmi lerdir (Son et al. 2001). Fakat genel olarak
Acetobacter xylinuidan, seltloz tretiminde optimum pH aral 4,0-7,0 olarak
kabul edilmektedir (Delmer et al., 1995). Ishihara et al. (2092pt klar
¢al mada,Acetobacter xylinumA. pasteurianuse A. hanseniiizolatlar n n, pH
3,0-7,0 aral ndaki seliloz Uretimlerini incelenier ve en yuksek seliloz

dretiminin pH 6,5 olduunu bildirmi lerdir.

Cal mam zda, Gluconacetobacter xylinu®SM 46604, Gluconacetobacter
xylinus DSM 2004, Acetobacter acetiDSM 3508, Acetobacter pasteurianus

HBB6 ve Acetobacter lovaniensidHBB5 strainlerinin, temel besiortam nda
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urettikleri seliloz ve yuzde verim miktarlar ile melasyme alt suyu, zeytin
karasuyu ve corn steep liquor’lii besiortam nda Urettikleri selllogizde verim

miktarlar incelenmive karlatrim tr.

Cal mam zda, maliyet olarak daha ucuz ve baz endustri kiawlon atk
maddesi olarak nitelendirdmiz drtnlerin (melas, peynir alt suyu, zeytin
karasuyu vb), bakteriyal seliloz Uretiminde substrat olarak rkupa
de erlendiriimesi amagclanntr. Bu amagla, asetik asit bakterilerinden seliiloz
uretiminde, igerisinde organizman n biyimesi igin gerekli birgsknb@addesini
bulundurmas, yuksek oranda fermente edilebitiker (% 5 sukroz) icermesi,
Ulkemizde bol miktarda bulunmas ve ucuz olmas nedeniglgr fabrikalar n n

bir at olan pancar melas karbon kaynalarak kullan Im tr.

Bae et al (2004)Acetobacter xylinum subsp. sucrofermentBf$R2001strainini
kullanarak bir jar fermentdrde ve melasl besiortam nda BS8niderdir. Yap lan
cal mada melas, ¥0O-s ilemine tabi tutulmuur ve bu ileme maruz
b rak Imayan melasla olan BS dretim verimi fark na bakim Is ilemine

b rak lan melasda BS veriminin dirine gore iki kat oldunu bulunmutur.

Keskhk et al.(2006a)Gluconacetobacter xylinulATCC 10245 kullanarak,
toplam eker miktarnn %57 oldw pancar melasl besiortam nda, glukozun

kullanld  besiortam na gore daha fazla BS elde dardlir.

Keskhk et al (2006b), BS lignosulfonat vanmhda ve yokluunda eker kam %

35 sukroz ve % 16 reduktorekerli melasda BS uretimini durgun kultirde
incelemiler, Acetobacter xylinumATCC10245 ve I[FO13693, IFO13772,
IFO13773, IFO14815, IFO15237 strainlerini kullaniar ve melasl ortamda BS

Uretiminin daha fazla oldwnu bulmulard r.

Yapt mz bu cal mada, melasl ortamda optimumartlarda elde edilen
bakteriyal sellloz miktar, temel ortama (glukozlu ortam) gdeha diik

¢ km tr. Orne in; glukozlu ortamdaAcetobacter pasteurianusBB6’ da seliiloz
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Uretiminin yizde verim miktar % 11,7 iken, melasl ortamd®,%e dimu tdr.
Ayn ekilde Gluconacetobacter xylinuBSM 46604’'de glukozlu ortamda yluzde
verim miktar % 15,3 iken, melasl ortamda % 11,2'e rdiitir. Di er

organizmalarda da buna benzer sonuclar gozlgmmi

Melasl besiortam nda, bka mikroorganizmalar n, PHB (Polihidroksibuttrat)
sentezi ve ya Uretimi gibi fermentasyon denemeleri de yap im Bu konuda
yap lan cal malarda da, melasl besiortam ndan elde edilen Grin mmktar
temel ortamlardan elde edilen Grin miktarlar ndan dahaikdioldu u tespit
edilmi tir. Byk (1993), funguslardan, yalretimi Uzerine yapt cal mada,
Aspergillus terreusNRLL 13030’da, ya yuzdesini temel ortamda (sukrozlu
ortam) % 37 bulurken, melasl ortamda % 10,9 olarak buimuAyn konuda
¢al ma yapm olan Hassanien et al. (198&spergillus nigein ya ylzdesini
temel ortamda (sukrozlu ortam) % 37-57 olarak bulurken, melaamde % 7
olarak bulmutur. Bu sonuglar, Ratledge (1989)'nin beliritgibi, melas fermente
edilmeyen bileikleri ve azotlar bulundurmas nedeniyle, saf sukrozdan elde
edilen yalara nazaran melasl ortamdan daha az gfle edilmitir, eklinde
de erlendirilmi tir (Byk, 1993). Ate (1997), mikroorganizmalardan PHB
dretimi ile ilgili yapt cal mada,Alcaligenes latusAM 12599'da, sukrozlu
temel ortamda PHB verimini % 49,18 olarak bulurken, melasinutéa% 43,16
olarak bulmutur. Ayrca ayn calmada kulland Pseudomonas extorquens
DSM 1337'de de, sukrozlu temel ortamda PHB verimini % 24,86 olarakKau,
melasl ortamda % 22,98 olarak bulwr. Yap lan bu ¢almadaki sonuglar;
melas n, PHB Uretimini artt rd fakat sukrozlu temel ortamdaki kadar yiksek
olmad eklinde deerlendirilmi tir (Ate , 1997).

Bizim cal mam zda da, melasl ortamda sellloz Uretimigdiat k madde iceren
besiortamlar na gore daha fazla oltun fakat seliloz Gretiminin, temel
ortamdaki (glukozlu ortam) kadar yiiksek olmadgdzlenmitir. Acetobacter
strainlerinin, glukoz icerikli besiortam nda, sukroz icerikli loesim na gore,
daha fazla seliloz Uretti bildirilmi tir (Masaoka et al.,1993; Jonas ve Farah,

1998). Elde ettiimiz bu sonuglar; melas neker olarak sukroz icermesi ve
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sukrozun da, glukozdan daha dki miktarda sellloz Uretmesi,eklinde
de erlendirilmi tir. Fakat laboratuvar camalar nda glukozlu temel ortamda
sellloz Uretimi daha avantajl gorilmekteyse de, endustriyeh aghiiloz Uretimi
dd Undldd inde melas, glukoza gore ¢ok ucuz olducin, melasl ortamda

seliloz tretmek daha ekonomik olacakt r.

Cal mam zda atk madde olarak kullanlan melas, peynir alt suyzewin
karasuyundan bka selilozun ekonomik Uretimi igin, ucuz azot kaynalarak

yeast ekstrakt yerine corn steep liquor de kullantim

Bakteriyal sellloz dretiminde azot kaynaolarak kullanlan yeast ekstrakt
ekonomik deildir. Bu nedenle selilozun ekonomik dretimi igin yeast ekstrakt
yerine kullan labilecek, ucuz organik kaynaklar ardm ve yeast ekstrakt
yerine, CSL kullan m n n uygun oldu 6nerilmitir (Son et al., 2001). Bir¢ok
aratrc da sellloz dretiminde CSL'nin azot kaynalarak kullan labileceini
belirtmi tir (Chao et al., 1997; Kouda et al.; 1997; Toyasaki et al.,1995¢ ¥a

al.,, 1998). Seluloz uretiminde fermentasyon ortam nda azot kaywlarak
kullan lan CSL'nin konsantrasyonu da 6énemli olup, %1 - %10 (v/v) aras ndaki
konsantrasyonlar tercih edilir ve ¢alkalamal kiltirlerde % 3T®¥L uygundur
(Johnson ve Neogi, 1989). Johnson ve Neogi (1989), % 4 glukoz, % 1 CSL
iceren fermentasyon ortam nda 1306-11 ve 1306A2g&tobacterstrainlerinin
seltloz Gretimini incelemierdir. Baz arat rmac lar, ayrca % 4 fruktoz, % 5
(w/v) CSL iceren fermentasyon ortam nda da seliiloz Uretinait em lard r
(Johnson ve Neogi, 1989; Westland et al.,1993; Kouda et al., 2000; Baat-Bass
al.,1992).

Cal mam zda seluloz Uretiminde kullan lan temel besiortam nda Bb6y8ast
ekstrakt yerine % 0,5 CSL kullanImair. Yapt mz c¢al ma sonunda, CSL
icerikli besiortam nda elde edilen seltloz Uretimi ile yixéem miktar , temel
ortam ve melasl ortama gore dahaidiolmas na ramen, PAS’l ortama gore
daha yiksek ¢kmtr. Ornein; Acetobacter pasteurianu$iBB6'nn CSL
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ortam ndaki seltloz dretimi 0,0025 g/ml olmas namnan, temel ortamda 0,0041
g/ml, melasl ortamda 0,0031 g/ml ve PAS’I ortamda ise O,@@d® dir.

Di er strainlerde de benzer sonuglar gozletimiSon et al.,, (2001), % 0,5
konsantrasyonunda farkl azot kaynaklar nda glukozlu ortamdaki selllimiiie
incelemiler ve yeast ekstrakt n (2,87 g/l), CSL'den (2,59 g/l) dahaafaellloz
dretti ini g6zlemi lerdir. Matsuoka et al., (1996), seluloz uretiminde azot kayna
olarak CSL, soyton, yeast ekstrakt ve pepton kullalamve seltloz Uretiminin
yeast ekstrakttan sonra en fazla CSL'de olchu gdrmulerdir. Yang et al.
(1998), % 0,5 glukoz, % 1,5 fruktoz icerikli fermentasyon ortam ndd CS
konsantrasyonunun etkisini inceleler ve CSL % 6'nn (zerindeki
konsantrasyonlarda sellloz dretiminin diitnd gozlemilerdir. Bae et al.
(2004), corn steep liquor-fruktoz’lu fermentasyon ortam nda fermentéediépz
Uretimini incelemilerdir. Noro et al. (2004)Acetobacter xylinufnun bakteriyal
seluloz Uretiminde CSL’nin tamponlama kapasitesinitara lard r. Stanburg et
al., 1984, CSL'nin, proteinler, peptitler ve aminoasitler gibisibgam nda,

tamponlama kapasitesinin yiuksek oldou géstermierdir.

Ulkemiz tar m dlkesi oldw igin, tar msal Uriinler a¢ s ndan oldukga zengindir.
Kullanm fazlas tarm Udrdnlerinin ve tarmsal atklarn ddendiriimesi
di Uncesiyle, ara rmam zda tar msal bir atk olan peynir alt suyu karbon
kayna olarak kullanIm tr. Yurdumuzda y Ida yaklak olarak 1,784,000 ton
peyniralt suyunun dretildi bilinmektedir. Bu buyuk miktardaki peynir alt suyu
buydk iletmeler taraf ndan derlendirilebilirken, kiguk ve orta buyuklukteki

i letmeler taraf ndan, yuksek vyatrm ve leime maliyeti nedeniyle
de erlendirlememektedir ve daya b rakImaktadr. Bu da ©6nemli bir gcevre
sorununa neden olmaktad r. Bir ton sutdanmesi ile yaklak olarak 150-200 kg
peynir elde edilmesine kan, 800-850 kg peynir alt suyunun at k hale danési

ve bunun iginde bulunan protein, yamineral maddeler ve Ozellikle laktozun
de erlendiriimeden at Imas buytk bir kay p olarak détilmektedir (Kat rc olu,
1995). Peynir alt suyu % 5 laktoz, % 1 azotlu bkker ve % 0,5 mineral madde
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icerdi inden, fermentasyon endustrisi i¢in uygun bir hammadde orelli

ta maktadr.

Battad—Bernardo et al. (2004A. xylinusun ait oldu u Acetobacteracaae
familyas ndaki baz turlerin peynir alt suyundaki laktozu fermesdemediini
belirtilirken, baz calmalarda ise laktozun BS (retiminde 0zellikle
Acetobacteterin baz uyeleri taraf ndan blyume ve seliloz dretiminde
kullan Id  belirtilmi tir (Embuscado et al., 1994; Masaoka et al., 1993).

Cal mam zda bakteriyal seltloz dretimi i¢in kullan lan fermentasgrtam nda,
tar msal bir at k olan PAS karbon kaynalarak kullan Im tr. Tum strainlerin,
PAS’l ortamda Urettikleri selliloz miktar n n, temel ortamelasl ve CSL'li
ortamlarda urettikleri miktardan daha d& oldu u saptanmtr. Ornein;
Acetobacter lovaniensidBB5 PAS’l ortamda 0,0007 g/100ml seluloz dretirken,
temel besiortam nda 0,0040 g/100ml, melasl ortamda 0,0025 g/1008% &
ortamda ise 0,0014 g/100ml seltloz Uretmi Di er strainler de buna benzer
sonu¢ gostermiir.  imdiye kadar dinyada ve UlkemizdeAcetobacter
strainlerinin, PAS’l besiortam nda seliiloz Uretiminde kullaagmile ilgili ¢cok
fazla c¢al ma bulunmamaktad r. Fakat peynir alt suyu, kidaorganizmalar
taraf ndan fermentasyon cahalarnda, Ozellikle de tek hicre proteini
¢al malar nda oldukca fazla kullan lan iyi bir substratt r (Beyatb96; Cevik,
1987).

Acetobacterstrainlerinin, laktoz icerikli besiortam na gore, glukoz sekroz
icerikli besiortam nda daha fazla sellloz Urettikleri bilduiltir (Masaoka et
al.,1993; Jonas ve Farah, 1998). Elde etiz bu sonuclar; PAS’ neker olarak
%5 laktoz icermesi ve laktozun da, glukozdan ve sukrozdan dabil diiktarda

sellloz tUretmesi,eklinde deerlendirilmi tir.

Turkiye dinyada 6nemli zeytin Ureticisi Ulkeler aras nda olspanya, talya ve
Yunanistan’dan sonra dordincu s rada yer almaktad r (UNEP,1998)nyzeyti

insan g das olarak ylksek d& ta mas, hicbir ilem yap Imadan yenilmesi ve
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aromasnn gizel olmas nedeniyle ¢ok aranan bir GUrinddr. Xaytin

i letmelerinde, zeytinlerin s klmas sonucu zeytinyde birlikte ceitli at klar
ortaya ¢ kmaktad r.Bu at klardan pirina ekonomik yénden énemrmékta olup,
zeytin karasuyu ise birtak m sorunlar beraberinde getirmek{édid , 1992;
Martinez-Nieto et al., 1993). Koyu kahverengi, asidik, yiksek ksay oksijen
ihtiyac goOsteren karasuyun, @ Onemli ¢evre problemlerine yol acmaktad r
(Ursinos, 1983; Hamdi, 1991). Karasuyun yaratkirlili in, yedi milyon kiinin
yaratt evsel kirlili e eit oldu u bildirilmi tir (Martinez-Nieto et al., 1993;
Scioli et al., 1997). Daha ¢ok Ege ve Akdeniz ky lar nda bulunatirngey

i letmelerinin Urettikleri karasu, nehir ve denizleri tehdimektedir. Karasuyun
bile iminin % 35-40' su, dier ksm da suda ¢6zinen polimer ve monomer
bile ikleri ( eker, tanen, polifenol, polialkol), suda ¢6ziinmeyerara pektin ve
selliloz liflerinden oluur. Pektin ve sellloz pargalanabilirse, bunlarn
mikroorganizmalar n eker ihtiyac igcin iyi bir kaynak olabilece

di Gnulmektedir.

Gunumuzde 6nemli zeytin Ureticisi Ulkeler, karasuyu artmak J@m@asuyu
ekonomik ekilde deerlendirmek icin catli aratrmalar yapmaktad rlar.
Karasuyun; tar msal alanlar n sulanmas nda, guiibre ve komposk dtgvea
slah etmede (Vassilev et al., 1997), pirina ile karlarak, briket ve yakacak
Uretiminde (Ursinos, 1983), anaerobik proseslerde biyogazuattada dretim
ortam olarak (Hamdi, 1991, 1993; Hamdi ve Garcia, 1991), mikrobiyal
fermentasyon yolu ile biyokiitle iretiminde (Ozyurt, 1975; Ocal ke #977;
Karap nar ve Worgan, 1983) pektinaz enzimi Uretimindghin ve ark., 1983;
Federici et al., 1988; Acuna-Arguelles et al., 1994; 1995; Huegrh, 4995; Nair
et al.,1995), kozmetik ve ila¢ alan nda hammadde olarak (Ramwse@zana et
al., 1995) kullan labilece belirtiimektedir.

Zeytin karasuyu ile ilgili cok sayda literatir cahas bulunmakla birlikte,
bugine kadar zeytin karasuyu icin ne ticari birateendirme ne de ekonomik bir
artma onerisi haz rlanntr. Yap lan arat rmalar, dnerilen prosesin ekonomik

olabilmesi icin, oluan Urdnin yiksek katma d&e sahip olmas gerekini



170

gOstermektedir. Bu nedenle biyoteknolojik olarak uretimi yap labkegrtnler
icin, zeytin karasuyunun hammadde olarak kullan Imas o6netilmKarasuyun
de erlendiriimesiyle, hem cevre Kkirlili azalacak hem de geleneksel yontemlerle
ya i leyen kucuk captaki sanayiye, yeni bir alternetifi sunulmu olacakt r
(Glirbiiz, 2000).

Aydn ili snrlar igerisinde, endustriyel veya sanayi kaynakl atklardan
ziyade, bu boélgeye 6zgu olan zeytinyéretimi sonucunda olan at k sular daha
blylk bir sorun oluurmaktad r. Bunlarn artlmadan alc ortama verilmesi,
ciddi ¢evre sorunlar na neden olmaktad r. Zeytin karasuyunun ast lihke ilgili
olarak, ilimiz hatta tlke genelinde gercek anlamda bir ¢oziumublulamam tr.
Hanc o lu (2005), de zeytinya tesislerinden ¢ kan atk suyun kirleticilik ve
ekotoksikolojik 6zelliklerini incelemi ve icerdii polifenollerden dolay,
biyolojik olarak artlmasnn da ¢ok zor oldunu belirtmi fakat anaerobik
artmla ksmen kullan labilecéni bildirmi tir. Ergtider et al. (2000) de zeytin

karasuyunun anaerobik ar t mla kullan labileicg belirtmi lerdir.

Yapt mz cal mada, zeytin karasuyunu bakterilerden sellloz Uretiminde, besin
kayna  olarak kullanarak zeytin karasuyunun endustriyel anlamda
de erlendiriimesi amaclanntr. Bu amagla, ilimizde ve hatta Ulkemizde en
onemli kirlilik kaynaklar ndan biri olan zeytin karasuyunun, bir atk dtaa

¢ kar larak, faydalan labilir bir materyal olarak, Ulke ekonsime kazang

sa layabilecei du Ganulmutdr. Fakat c¢alma sonunda artlmas ve
de erlendiriimesi olduk¢a zor olan zeytin karasuyunda, hicbir hieleimi
gorulmemi ve buna ba olarak da seluloz uretimi olmanir. Bu nedenle,
zeytin karasuyunun asetik asit bakterilerinin gedi ve seltloz dretimi igin uygun

bir substrat olmad saptanmtr.

Cal ma sonunda elde etimiz verilere gore, kulland m z strainlerin, temel
besiortam ndaki seliloz Uretimlerinin ve ylzde verim miktamlar di er
besiortamlar nda Urettikleri miktardan daha fazla oldusaptanmtr. Bu

strainler, temel besiortam ndan sonra melasl besiortanyinkizek oranda sellloz
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Uretmiler ve bunu srasyla CSL ve PAS’l besiortam izlami Kulland m z
besiortamlar icerisinde en dik sellloz Uretimi ve ylzde verim miktar na,

PAS’l besiortam nda rastlanmr.

imdiye kadar yap lan yurt i¢ci camalarda, asetik asit bakterilerinden, seliiloz
uretiminde atk maddelerin derlendiriimesi konusu Uuzerinde durulmam
olmas, bilimsel bir eksikliktir. Yapt m z cal man n, Ozellikle de melas, PAS,
zeytin karasuyu gibi atk maddelerin, bakteriyal seltloz rretierimlili i
hakk nda bilgi vermesi a¢sndan bilim dinyasna katkda bulunaca
di tnmekteyiz. Ayrca bu c¢ama sonunda elde edilen bulgular n, ileride bu
konuda calacak olan dier aratrclar icin de yol gosterici olacana

inanmaktay z.

Yapt mz cal mada  Gluconacetobacter  xylinus DSM 46604,
Gluconacetobacter xylinuBSM 2004 ,Acetobacter acetbSM 3508,Acetobacter
pasteurianusHBB6 ve Acetobacter lovaniensislBB5 strainlerinin, melas, corn
steep liquor ve peyniralt suyunda sellloz Urettiklerini, faleghp alt suyundaki
seluloz Uretimlerinin, kullan lan melas ve corn steep liquor'e gatea az oldw
saptanmtr. Turler arasnda kata trma yap lacak olursa, kullanlan tim
besiortamlar nda, yuzde verim miktar olarak, en fazla eeluliretimine
Gluconacetobacter xylinuBSM 46604’da rastland sdylenebilir. Ayr ca, melas
ve corn steep liquor'de en az seliloz Uretikkcetobacter acetbSM 3508 ile
yap lan denemelerde gozlenirken, peyniralt suyu icerikli ortanfitzetobacter
aceti DSM 3508 ve birlikte Acetobacter lovaniensisHBB5 ile yap lan

denemelerde gozlenntir.
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6. SONUC ve ONERLER

Bu cal ma, bitkilerden elde edilen sellloza alternatif olarak, lzsetik asit
bakterilerinin, bakteriyal seltloz dretimlerini aramak ve bizim gibi tarm
Ulkelerinde, melas, peynir alt suyu, zeytin karasuyu vb. uclznaaddelerden,
sellloz Ureten bakterilerin Gretimini $ayarak, ¢evre kirlilii igin sorun olan bu

at k maddeleri biyoteknolojik olarak derlendirmek amac yla yap Intr.

Cal mada asetik asit bakterilerinin izolasyonu igin ev yap arap, sirke ile
tzim, elma ras gibi ornekler kullanIm ve izolasyon igin Ozellikle de
Acetobacteter icin en iyi izolasyon kaynan n, alkol ve eker oran yuksek olan

arap ve sirke oldw saptanmtr.

zolasyonu yap lan asetik asit bakterilerinin, seltloz Gretinnmieri incelenmi
ve sellloz uretimi en yuksek olan 31c ve 8a kodlu iki izolat, rpan n

devam nda kullan Imak Uzere seciltm.

Secilen iki izolat n, klasik taksonomiye gore identifikasyonardgy’'s Manual of
Determinative Bacteriology’e goére yapImve bu izolatlar n, Acetobacter
genusuna ait olduklar belirlenntir. Klasik taksonomi, molekiler taksonomi ile
desteklenmi ve 16s rRNA sekans analizi sonucunda, 31c kodlu izolatn
Acetobacter pasteurianudBB6, 8a kodlu izolat n isé\cetobacter lovaniensis
HBBS5 oldu u belirlenmitir.

Cal mam zda kulland m z Acetobacter pasteurianusiBB6 ve Acetobacter
lovaniensisHBB5 strainlerinin hiicreekilleri ve bu strainlerin uretti seliilozun

a s yap s, taramal elektron mikroskobunda (SEM)’de goruntuldimmi

Saflatrlan selulozun toplam eker tayini yapIm ve ayrca asit ve enzim
hidrolizi sonucunda olan eker, ince tabaka kromatografisi yontemi ile
belirlenmi tir. Yap lan ince tabaka kromatografisi sonucunda selilozun,ntiexma

glukoz molekdllerinden oldu u belirlenmitir.
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Acetobacter pasteurianddBB6 ve Acetobacter lovaniensidBB5 strainlerinden,
HS fermentasyon ortam nda, durgun itarda seltloz Uretimleri seanm ve

karbon, azot kaynaklar ile s cakl k, pH gibi parametreler ogtneidilmi tir.

Yap lan denemeler sonucunda her iki izolat icin, en iyi karboyn&an n
glukoz, en iyi azot kaynan n da yeast ekstrakt oldu belirlenmitir. Ayrca
s cakl k ve pH denemeleri sonucunda da; en iyi s cakl k dereceii@, en iyi

pH’ n da 6,5 olduu saptanmtr.

DSMz Kiltur kolleksiyonu merkezinden danan Gluconacetobacter xylinus
DSM 46604,Gluconacetobacter xylinuBSM 2004 veAcetobacter acetDSM
3508 strainleri ileAcetobacter pasteurianuslBB6 ve Acetobacter lovaniensis
HBB5 strainlerinin, kulland mz atk maddeler icinde en c¢ok, melasl
besiortam nda sellloz Uretitig6zlenirken, zeytin karasuyu icerikli ortamda ise

hiicre geliimi ve sellloz dretiminin olmad belirlenmi tir.

Yapt mz bu cal ma sonunda; kullandm z temel besi ortam HS ve melasl,
CSL’li ve peyniralt suyu icerikli besiortamlar nda yuzdeiwe miktar olarak en
yiksek seliloz UretimGluconacetobacter xylinuBSM 46604 straininde, yine
ylzde verim miktar olarak en dik sellloz tretimAcetobacter aceibSM 3508

ve Acetobacter lovaniensidBB5 strainlerin de saptanmr.

Yurt d nda olduk¢ca youn bir ekilde cal Imasna ramen, Ulkemizde
bakteriyal seliloz ile ilgili galmalar yok denecek kadar az say dad r. @zm z
ulkemizde bakterilerden sellloz elde edilmesi konusunienmesi ag¢ s ndan
onculik yapmakta ve ileride bu konuda gatak olan ard rmac lar i¢in 6n bilgi

vermektedir.

Ormanlar m z, kat endustrisinin birinci derecede vazgecilmez vadir. Orman
alanlar bak m ndan zengin bir Ulkeye sahip olmam zanemn, her gecen gin
¢ kan yangnlar ve buna benzer nedenler ile ormanlarmzn agalrka t

endustrimizi ciddi anlamda tehlikeye sokmaktad r. Bu nedenld &adustrisinde
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kullan lan en 6nemli madde olan selllozun, bakteriler gibikdaalternatif
kaynaklardan elde edilebilmesi ©6nemli bir bilimsel gekdir. Ayrca
bakterilerden elde edilen sellilozun 06zellikle de plastik cerrahaiéteki
yan klar n tedavisinde kullanlmas da bakteriyal seltilozun Gstinobéli i

olarak kar m za ¢ kmaktad r.

Ulkemizde balang ¢ n oluturdu umuz bu calma ile ileriki gunlerde, seliiloz
ureten bakterilerden daha fazla urun alabilmek icin klonlama deagmel
yap Imas ayr ca elde edilen selilozun 6zellikle t p alan oldaak tzere farkl
endustri alanlar nda kullan mlarnn n yaygrilalmas ve llke ekonomisine

katk da bulunulmas hedeflenrir.
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