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YÜZEY KÜLTÜR FERMENTASYON YÖNTEM �  �LE BAZI ASET � K 

AS� T BAKTER �LER�NDEN 
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Adnan Menderes Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 
Biyoloji Anabilim Dal� 

 
Dan�� man: Yrd. Doç. Dr. H.Halil BIYIK 

 
Bu çal��mada özellikle � arap ve sirkeden, ayr�ca elma ve üzüm suyundan, selüloz 
üreten bakteriler izole edilmi� tir. Bu izolatlardan selüloz üretim verimi en yüksek 
olan iki izolat seçilmi�  ve bu izolatlar, klasik ve moleküler taksonomiye göre 
Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 olarak 
tan�lanm�� t�r. Bu strainlerin, karbon ve azot kaynaklar�, inkübasyon s�cakl�klar� ve 
pH’ lar� de� i� tirilerek selüloz üretim verimleri optimize edilmi� tir. Mikrobiyoloji 
kültür koleksiyonu DSMZ (Almanya Mikroorganizmalar ve Hücre Kültürü 
Koleksiyonu)’den al�nan Gluconacetobacter xylinus DSM 46604, 
Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 ve Acetobacter aceti  DSM 3508 strainleri 
ile Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 
strainlerinin, optimum �artlardaki selüloz üretim verimleri melas, peynir alt� suyu, 
zeytin karasuyu ve corn steep liquor gibi ucuz at�k maddeler kullan�larak 
incelenmi�  ve sonuçlar kar� �la� t�r�lm�� t�r. Selüloz üretiminde en iyi karbon 
kayna� �n�n glikoz, en iyi azot kayna� �n�n ise yeast ekstrakt oldu� u belirlenmi� tir. 
Ayr�ca s�cakl�k ve pH denemeleri sonucunda; en iyi s�cakl�k derecesinin 300C, en 
iyi pH’�n da 6,5 oldu� u saptanm�� t�r. Kullan�lan at�k maddeler içerisinde melas, 
peynir alt� suyu ve corn steep liquor içerikli besiortamlar�nda hücre geli� imi ile 
birlikte selüloz üretimi gözlenmi� tir. Sadece zeytin karasuyunda hiçbir 
mikroorganizma geli� imi olmam��  ve buna ba� l� olarak da selüloz üretimi 
gerçekle�memi� tir. Bu çal��mada, kullan�lan tüm besiortamlar�nda, en yüksek 
selüloz üretim veriminin, Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininde, en 
dü� ük selüloz üretim veriminin ise Acetobacter aceti DSM 3508 ve Acetobacter 
lovaniensis HBB5 strainlerinde oldu� u belirlenmi� tir. Acetobacter pasteurianus 
HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerinin morfolojik görüntüleri ile, 
optimum �artlarda elde edilen selülozun a� s� yap�s� SEM’de görüntülenmi� tir. 
Ayn� zamanda, bakteriyal selülozun, enzimatik ve TFA ile asidik hidrolizinin 
TLC analizi sonucunda, monosakkarit içeri� inin glukoz oldu� u belirlenmi� tir. 
Ayr�ca, bakteriyal selülozun NMR ve FT-IR spektrofotometre analizleri ile 
kimyasal yap�s� incelenmi� tir. 
 
2007, 207 sayfa 
Anahtar Sözcükler 
Bakteriyal selüloz, Acetobacter, Gluconobacter, optimizasyon, durgun kültür  
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EXTRACELLULAR POLYSACCHARIDE PRODUCTION FROM SOME 

ACETIC ACID BACTERIA BY MEANS OF SURFACE CULTURE 
FERMENTATION METHOD 

 
Esin POYRAZO� LU (ÇOBAN) 

 
Adnan Menderes University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 
Department of Biology 

 
Supervisor: Asst. Prof. Dr. H.Halil BIYIK 

 
In the present study, cellulose producing bacteria were isolated mainly from wine 
and vinegar as well as apple juice and grape juice. Two strains having highest 
bacterial cellulose productivity were selected and these isolates were identified as 
Acetobacter pasteurianus HBB6 and Acetobacter lovaniensis HBB5 using 
classical and molecular taxonomy methods. In order to optimize the yield of 
cellulose production of these strains, carbon and nitrogen sources, incubation 
temperatures and pH conditions were adjusted. In addition, cellulose producing 
output of Gluconacetobacter xylinus DSM 46604, Gluconacetobacter xylinus 
DSM 2004 and Acetobacter aceti  DSM 3508 strains, which were taken from 
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures, as well as Acetobacter 
pasteurianus HBB6 and Acetobacter lovaniensis HBB5 were examined by using 
some cheap waste substances like molasses, whey, olive oil black water and corn 
steep liquor and the results were compared. 
According to the results of this study, the best carbon and nitrogen sources are 
glucose and yeast extract, respectively. On the other hand, 30 0C and pH 6.5 was 
found optimal for the highest yield of cellulose production. Among the waste 
substances examined, cellulose production along with growth of microorganism 
was observed in the media containing molasses, whey and corn steep liquor. But, 
no microorganism growth was detected only in use of black water of olive oil, so 
cellulose production did not take place. In this work, the highest cellulose 
producing output were found in Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 strain 
while Acetobacter aceti  DSM 3508 and Acetobacter lovaniensis HBB5 were the 
lowest cellulose producers in the all media examined.  
Morphological view of Acetobacter pasteurianus HBB6 and Acetobacter 
lovaniensis HBB5 strains and the bundle structure of cellulose which produced at 
optimum conditions were monitored by scanning electron microscopy. At the 
same time, as a result of enzymatic hydrolyse and acidic hydrolyse by TFA and 
TLC analyze, glucose was found as the main content of bacterial cellulose 
monosaccharide. Besides, the chemical structure of bacterial cellulose was 
examined by NMR and FT-IR spectrophotometer. 
2007, 207 pages 
Key Words: 
Bacterial cellulose, Acetobacter, Gluconobacter, optimization, static culture 
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1. G� R��  

Son y�llarda özellikle endüstriyel biyoteknoloji metotlar� kullan�larak, mikrobiyal 

ürünlerin üretilmesi ile ilgili ara� t�rmalar�n say�s�nda art��  olmu� tur. Moleküler 

biyolojide yeni geli� en yöntemler,  mikroorganizmalar�n hücresel yap�lar�n�, 

endüstriyel biyoteknolojide daha kullan�l�r hale getirmi� tir. Tarihsel süreçte, 

y�llard�r ve özellikle de sava�  ve k�tl�k döneminde endüstriyel mikrobiyoloji 

yöntemleri ile elde edilen de� i� ik ürünler, insanlar�n hizmetine sunulmu� tur. 

Günümüzde, tar�mla elde edilen birçok ürünün ekonomik olarak 

mikroorganizmalarca üretimi rekabet düzeyini engellese de, uygulanan moleküler 

teknikler ile bu olumsuz ko� ulun a� �laca� � � üphesizdir. �nsanlar�n sanayi ve 

tar�msal alanda olu� turdu� u kirlilik, dünyay� global bir tehlikeye sürükledi� i için, 

daha temiz ve çevre dostu olan mikroorganizma ürünlerinin kullan�m�n�n, bilimsel 

alandaki bu h�zl� geli�meyle daha da artmas� beklenmektedir. 

Günümüzde de� i� ik endüstriyel alanlarda, say�s�z biyoteknolojik ürün 

kullan�lmaktad�r. Biyoteknoloji alan�ndaki ilerlemeler,  ihtiyac�m�z olan 

maddeleri do� aya zarar vermeden üretmenin yollar�n� olanakl� k�lm�� t�r. 

Biyoteknolojik olarak kullan�lan en önemli materyallerden biri polisakkaritlerdir. 

Yüksek molekül a� �rl� � �na sahip olan polisakkaritler, do� ada rastlanan en önemli 

karbohidratlardan bir tanesidir. Endüstride kullan�lan en önemli polisakkaritlerden 

biri ise selülozdur. Selüloz, birbirine � -1,4 ba� lar�yla ba� lanm��  D-glukopiranoz 

birimlerinin suda çözünmeyen, dallanmam��  yap�daki polimer bile� ikleridir. 

Selüloz bitkilerde hücre duvar�n�n temel yap� maddesidir. Ayr�ca dünyada çok 

yayg�n olarak bulunmas� nedeniyle, ka� �t, tekstil, g�da ve kimya endüstrisinde 

önemli bir yer edinmi�  durumdad�r. 

Dünyada ve ülkemizde ka� �t sanayi ürünleri, çevremizde bulunan ve do� aya renk 

katan a� açlardan elde edilmektedir. Her y�l yang�nlar ve di� er nedenlerle sahip 

oldu� umuz orman alanlar� azalmaktad�r. Ka� �t sanayisindeki hammaddenin 

de� i� mez olarak selüloz oldu� u dü� ünülürse, do� an�n bu s�n�rl� hammaddesinin 

yüzy�llarca ayn� oranda insanlara hizmet edece� i dü�ünülemez. Gün geçtikçe yok 

olma tehlikesi ile kar� � kar� �ya kalan ormanlar�m�z� kurtarman�n bir yolu da 
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özellikle selülozun, odun d�� �ndaki ba� ka alternatif kaynaklardan sa� lanmas�d�r. 

Dolay�s�yla alternatif selüloz kaynaklar�n�n yarat�lmas�, ya�ad�� �m�z çevreye 

yapaca� �m�z en büyük katk�lardan biri olacakt�r.  

Son y�llarda biyoteknolojinin h�zla ilerlemesi ile biyoteknologlar bitkiler olmadan 

da selüloz üretebilmenin yollar�n� aram�� lard�r. Son 30 y�lda yap�lan çal�� malar, 

selüloz üretti� i bilinen bakteriler üzerinde yo� unla� m�� t�r ve Acetobacter xylinum 

adl� bir bakterinin yüksek verimde selüloz üretti� i ve bunun  yüksek yap�l� 

bitkilerin ürettiklerine benzer oldu� unu ke� fetmi� lerdir (Brown, 1886). Bakteriler 

taraf�ndan üretilen bu selüloza “Bakteriyal Selüloz” ad� verilmi� tir. Ka� �t üretimi 

ba� ta olmak üzere selülozun kat�ld�� � di� er üretim mamülleri dikkate al�nd�� �nda, 

bakteriyal selülozun ta� �d�� � önem yads�namaz. 1 hektar yüzey alan�na sahip 

durgun(durgun) kültürden y�lda yakla� �k 10,000 kg bakteriyel polimer elde 

edilmesine kar� �l�k, ayn� alanda ve sürede sadece 600 kg pamuk yeti� tirilebilmesi 

ekonomik önemin irdelenmesi aç�s�ndan oldukça çarp�c�d�r (Kudlicka, 1989). 

 

Bitkisel selüloz, lignin, hemiselüloz ve di� er maddeler içermesine kar� �n 

bakteriyal selüloz saft�r. Bitkisel selülozda bulunan, safl�� � olumsuz yönde 

etkileyen ve uzakla� t�r�lmas� i� çilik yükünü art�ran maddelerin bakteriyal 

selülozda bulunmamas�, önemli bir avantajd�r. Bakteriyal selülozun bitkisel 

selüloza göre di� er bir avantaj� ise bakteriyal selülozun, üretim a�amas�nda 

istenen özellikleri ta� �yacak � ekilde tasarlanabilmesi ve üretim sonras�ndaki 

kimyasal uygulamalara elveri� li olmas�d�r. Ayr�ca bakteriyal selüloz fibrilleri, 

bitkisel selüloz fibrillerinden daha dayan�kl�d�r. Bu özelli� inden dolay� daha 

kaliteli ka� �t ve tekstil ürünlerinin elde edilmesinde kullan�ma oldukça 

elveri� lidir. 

Acetobacter, Rhizobium, Agrobacterium ve Sarcina genuslar�na ait bakteriler 

selüloz sentezleme yetene� ine sahip olmakla beraber (Jonas ve Farah,1998) 

selüloz üretim verimi en yüksek olan strain Acetobacter xylinum’dur (Yamada et 

al.,1997; Yamada, 2000). 



                                                                                                                              3 

Günümüzde bakteriyal selüloz üretiminde, endüstri kurulu� lar�n�n at�klar� da  

kullan�labilmektedir. Bunlara örnek olarak, � eker fabrikas� at�klar�, patates i� leme 

fabrikalar�, sirke fabrikas�, ka� �t fabrikas� ve konserve fabrikas� at�klar� verilebilir. 

Belirtilen endüstriyel kurulu� lara ait at�k ürünler mikrobiyolojik veya kimyasal 

yöntemlerle bakterilerin kullanabilece� i, basit yap�l� bile� iklere dönü� türülüp, 

bakteriyal selüloz üretiminde kullan�labilmektedir. Bu �ekilde çevre kirlenmesine 

neden olan organik ve inorganik maddeler de� erlendirilerek çevreye olan olumsuz 

etkileri giderilmi�  olacakt�r. Bu nedenle bakteriyal selüloz üreten   

mikroorganizmalar ile ilgili çal��malarda büyük oranda art��  olmu� tur. 

 

Selülozun üretim ve kullan�m süreçlerini incelersek; endüstride ve özellikle de 

biyoteknolojide h�zla geli� en metotlar, belli sanayi ürünlerinin teknolojik olarak 

üretimine olanak sa� lamaktad�r. Bu amaçla mikroorganizmalar�n üretti� i 

selülozun, insanlar�n ihtiyaçlar�n� belli alanlarda kar� �layaca� � yads�namaz bir 

gerçektir. Çal�� mam�zda, insanlar�n ihtiyaç duydu� u selülozu, endüstriyel 

biyoteknoloji yöntemleri kullanarak elde etmek ve bu alanda eksik olan 

mikroorganizma taramalar�n� yapmak amaç edinilmi� tir. Elde edilen verilerin, bu 

konuda sonradan çal�� acak olanlara da yararl� olaca� � dü�ünülmektedir. Ayr�ca 

dünyada bakteriyal selüloz ile ilgili birçok çal��ma yap�lm��  olmas�na ra� men,  

özellikle Türkiye’de bu konuda yok denecek kadar az çal�� man�n oldu� u 

dü� ünülürse, yapt�� �m�z bu çal�� ma oldukça önem kazanmaktad�r.  
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2. KAYNAK B � LD� R�� LER�  

Bu bölümde; bu konu ile ilgili olarak gerek yurt içinde gerekse yurt d�� �nda 

do� rudan veya dolayl� olarak yap�lm��  çal�� malar ele al�narak, karbohidratlar�n 

genel yap�s� ve çe� itleri; mikroorganizmalar taraf�ndan sentezlenen ekstrasellular 

polisakkaritler ve bunlar�n uygulama alanlar�; asetik asit bakterilerinin genel 

özellikleri, izolasyonlar� ve tan�lar�; bakteriyal selülozun tarihçesi, yap�s�, 

özellikleri, kimyasal analizi, safla� t�r�lmas�, fizyolojik fonksiyonlar�, biyosentezi, 

biyodegradasyonu, üretimi ve üretimine etki eden faktörler incelenmi� tir.  

Brown (1886)’da asetik asit bakterilerinden olan Acetobacter xylinum adl� bir 

bakteri türünün üretti� i selülozun, yüksek yap�l� bitkilerin ürettiklerine benzer 

oldu� unu bulmu� tur. Hestrin ve Schramm (1947 ve 1954)’ de selüloz sentezleyen 

asetik asit bakterilerini, modifiye ettikleri HS besiortam�nda izole etmi� ler ve 

Acetobacter xylinum’u kullanarak  bakteriyal selüloz sentezi ile ilgili yo� un 

çal��malar yapm�� lard�r. Ayn� zamanda Colvin (1957)’ de, Acetobacter xylinum’ u 

kullanarak bakteriyal selüloz üretimini ara� t�rm�� t�r. 

Birçok ara� t�r�c�, Acetobacter türlerinin selüloz üretimini incelemi� tir. Johnson et 

al. (1989)’ da Acetobacter xylinum’un çalkalamal� ve durgun kültürde selüloz 

üretimlerini ara� t�rm�� lard�r. Masaoka et al. (1993), yapt�klar� çal�� mada farkl� 

karbon kaynaklar�ndaki selüloz üretim verimlerini incelemi� ler ve en yüksek 

verimin, glukoz varl�� �nda oldu� unu belirtmi� lerdir. Oikawa et al. (1995), durgun 

kültürde, Acetobacter xylinum straininde, en yüksek selüloz üretiminin mannitol 

ve arabitol varl�� �nda oldu� unu saptam�� lard�r. Matsuoka et al. (1996), yapt�klar� 

çal��malarda etanol varl�� �nda hücre geli� iminin ve selüloz üretiminin artt�� �n� 

gözlemi� lerdir. Tonouchi et al. (1996), çalkalamal� kültürde, A. xylinum subsp. 

sucrofermentans BPR2001 straininde en yüksek selüloz üretiminin, fruktoz 

varl�� �nda oldu� unu belirtmi� lerdir. Toda et al. (1997), Acetobacter xylinum 

straininin çe� itli karbon kaynaklar�ndaki, selüloz üretimini ara� t�rm�� lard�r. Yang 

et al. (1998), Acetobacter xylinum BRC5 straininin, fruktozlu ve sukrozlu 

besiortam�ndaki selüloz üretimini incelemi� lerdir. Skinner et al. (2000), 
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Acetobacter xylinum’un farkl� s�cakl�klarda,  HS besiortam�nda selüloz üretimini 

ara� t�rm�� lard�r. Son et al. (2001), çalkalamal� kültürde, Acetobacter sp. V6 izolat� 

ile yapt�klar� çal��mada, farkl� karbon kaynaklar�nda üretilen selüloz miktar�n� 

incelemi� lerdir. Ishihara et al. (2002), yapt�klar� çal�� mada,  Acetobacter xylinum, 

A. pasteurianus ve A. hansenii  izolatlar�n�n, pH 3,0-7,0 aral�� �ndaki  selüloz 

üretimlerini ara� t�rm�� lard�r. Krystynowicz et al. (2002) ve Park et al. (2003), 

yapt�klar� çal��malarda etanol varl�� �nda hücre geli� imini ve selüloz üretimini 

incelemi� lerdir. Bae et al (2004), Acetobacter xylinum subsp. sucrofermentans 

BPR2001 straini kullanarak bir jar fermentörde melasl� besiortam�nda bakteriyal 

selüloz üretimini ara� t�rm�� lard�r. Chávez-Pacheco et al. (2005), 

Gluconacetobacter xylinum IFO 13693 strainin glukoz ve sukroz içerikli 

besiortam�ndaki, hücre geli� imi ve selüloz üretimini incelemi� lerdir. Keskhk et al. 

(2006a), Gluconacetobacter xylinus ATCC 10245’dan  pancar melasl� 

besiortam�nda bakteriyal selüloz üretimini ara� t�rm�� lard�r. 

 

Dünyada bakteriyal selüloz konusu ile ilgili birçok çal�� ma yap�lmas�na ra� men 

ülkemizde bu konuda yeterli derecede çal��ma yap�lmam�� t�r. Sadece MEF 

Türkiye lise ö� rencileri aras� 12. ara� t�rma projeleri yar�� mas�nda,  D�� rak ve ark. 

(2003)’n�n rehberli� ini yapt�� � “Acetobacter xylinum DA taraf�ndan bakteriyal 

selüloz üretimi” isimli çal�� ma sunulmu� tur. Bu çal�� mada, izole edilen 

Acetobacter aceti ve Acetobacter xylinum strainlerinin farkl� inkübasyon süreleri, 

pH de� erleri ve karbon kaynaklar� aç�s�ndan selüloz üretimleri incelenmi� tir.  

2.1. KARBOH� DRATLAR 

Karbohidratlar do� ada en bol bulunan makromoleküllerdir. Tüm canl�lar için 

büyük önem ta� �yan karbohidratlar bakteri, bitki ve hayvan metabolizmas�nda 

temel rol oynar. Fotosentez yoluyla üretilen karbohidratlar, fotosentez yapamayan 

di� er canl�lar�n hücrelerinde enerji ve karbon kayna� � olarak kullan�l�rlar. 

Fotosentezle üretilen karbohidratlar�n bir k�sm� proteinler ve ya� lar vb. di� er 

organik maddelere dönü� türülür. Geri kalan k�s�m ise polisakkaritler olarak � eker 

polimerlerine dönü� türülür. Polisakkaritler, yeryüzündeki biyolojik ortam�n kuru 
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madde olarak yakla� �k % 75’ini, insan kalori tüketiminin ise % 80’ini 

olu� turmaktad�r. Karbohidratlar, hem g�dalar�n do� al bile� iminde bulunurlar hem 

de g�dalara büyük ölçüde d��ar�dan kat�l�rlar.  

 

Do� ada birçok üründe farkl� moleküler büyüklük, yap�, � ekil, polimerizasyon 

derecesi ve çözünürlük gösteren çe� itli kimyasal ve fiziksel özelliklere sahip 

karbohidratlar mevcuttur. Karbohidratlar, toksik olmad�klar� için kullan�mlar� 

güvenlidir ve do� ada parçalanabilir özellikte olduklar� için çevre kirlili� i 

aç�s�ndan uzun vadeli sorun olu� turmazlar. Kimyasal ve biyokimyasal de� i� imlere 

aç�kt�r ve bu iki tür modifikasyon karbohidratlar�n özelliklerini geli� tirmek ve 

kullan�mlar�n� art�rmak için endüstriyel boyutta kullan�lmaktad�r (Saldaml�, 

1998). 

 

Karbohidratlar,  canl�larda çok çe� itli amaçlar için kullan�lmaktad�r. Örne� in; 

hayvanlarda glukoz,  glikojen �eklinde depo edilerek enerji kayna� � olarak 

kullan�lmaktad�r. Bitkilerde ise glukoz, ni� asta � eklinde depo edilir ve enerji 

kayna� � olarak kullan�l�r. Selüloz ise bitkilerin hücre duvar� yap�s�nda, yap�sal 

element olarak i�  görür (Gözükara, 1994).  

 

Karbohidratlar, moleküler büyüklükleri glukoz ve fruktoz gibi küçük moleküler 

a� �rl� � a sahip, basit �ekerlerden ba� layarak, amilopektin ve selüloz gibi çok büyük 

molekül a� �rl�kl� do� al polimerlere kadar büyük bir de� i� im göstermektedir. Bu 

polimerlerin baz�lar� tek bir � ekerden (örne� in, amilopektin sadece glukozdan 

olu�mu� tur) olu� abildi� i gibi baz�lar� da birçok � ekerden olu�abilmektedir. Bu 

kompleks karbohidratlar yap�lar�nda çe� itli � ekerlerin yan� s�ra protein, lipid ve 

fenolik maddeleri de içermektedir. 

 

Karbohidratlar, polihidroksi-aldehidler veya polihidroksi- ketonlard�r. Bunlar 

karbon, hidrojen ve oksijen moleküllerinden meydana gelmi� lerdir. 

Karbohidratlar�n kapal� formülleri, (CH2O)n � eklinde ifade edilir. Baz� 

karbohidratlar bu kapal� formüle uymaz; karbon, hidrojen ve oksijen molekülleri 

d�� �nda azot, fosfor, sülfür gibi baz� elementleri de içerir. (Saldaml�, 1998). 
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Karbohidratlar mono-, oligo- ve polisakkaritler olmak üzere 3 s�n�f içinde 

incelenir: 

 

Monosakkaritler: Basit � ekerlerdir, tek bir polihidroksi aldehit ya da keton 

biriminden olu�mu� tur. Fruktoz, riboz, deoksiriboz, gliseraldehit ve 

dihidroksiaseton en önemli monosakkaritler olmas�na ra� men, do� ada en fazla 

bulunan monosakkarit, alt� karbonlu �eker olan D-glukoz’dur.   

 

Monosakkaritler renksiz ve kristal yap�da olup, ço� unlukla tatl�d�r. Suda kolay 

çözünürler, polar yap�da olmayan çözücülerde ise çözünmezler. Yayg�n olarak 

rastlanan monosakkaritler, dallanmam��  ana zincir yap�s�na sahiptir. Bu yap�daki 

C atomlar�ndan bir tanesine çift ba� la O atomu ba� l�d�r (C=O: karbonil grubu), 

di� er C atomlar�n�n her birine ise OH grubu ba� l�d�r. E� er karbonil grubu karbon 

zincirinin bir ucunda ise bu monosakkarit bir aldehittir ve aldoz olarak 

adland�r�l�r. E� er karbonil grubu karbon zincirinin uç k�s�mlar� d�� �nda herhangi 

bir yerinde ise bu monosakkarit bir ketondur ve ketoz olarak adland�r�l�r  

(Saldaml�, 1998).  

 

Oligosakkaritler: �ki monosakkaritin birbirine glukozidik ba�  ile ba� lanmas� 

sonucu disakkaritler olu�ur. Maltoz, sukroz, laktoz disakkaritler içinde yer 

almaktad�r. Birkaç monosakkaritin glukozidik ba�  ile birbirlerine ba� lanarak, 

polimerize olmas�ndan meydana gelen karbohidratlar da oligosakkaritler olarak 

adland�r�l�r. En önemli oligosakkaritler � öyledir: 

a) Raffinoz: Galaktoz-glukoz ve fruktozdan olu� mu�  bir trisakkarittir. Do� ada 

� eker pancar�nda ve pek çok yüksek organizasyonlu bitkide bulunmaktad�r. 

b) Melezitoz: Glukoz-fruktoz ve glukozdan olu�mu�  bir oligosakkarittir. Bitki 

özünde ve özellikle çam a� açlar�nda bulunmaktad�r. 

c) Gentianoz: Glukoz-fruktoz ve glukozdan olu� mu�  bir oligosakkarittir. 

d) Stakioz: Galaktoz- galaktoz- glukoz ve fruktozdan olu� mu�  bir tetrasakkarittir 

(Gözükara, 1994). 
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Polisakkaritler: Pek çok monosakkarit ünitesinin birbirlerine glukozidik ba� larla 

ba� lanmas� ile olu�an polimer molekülleri, polisakkarit olarak adland�r�l�r. 

Polisakkaritler, asitlerle veya spesifik enzimlerle muamele edilecek olursa ya 

monosakkaritlere veya basit monosakkarit türevlerine (D-glukozamin, D-

galaktozamin, glukoronik asit, N-asetil muramik asit, N-asetil glukozamin) 

ayr�lmaktad�r. Genellikle polisakkaritlerin yap�s�nda yer alan ba� l�ca 

monosakkarit, D-glukoz’dur. Fakat ayn� yap�da D-mannoz, D-fruktoz, D-ksiloz, 

D-arabinoz, D- ve L- galaktoz monosakkaritlerine de rastlanmaktad�r (Gözükara, 

1994).  

 

Polisakkaritler, glikanlar olarak da bilinir.  Polisakkaritler zincir boyunca tekrar 

eden monosakkarit ünitelerine göre ve dallanma derecelerine göre birbirlerinden 

farkl�l�k göstermektedir. Bunlar iki s�n�f alt�nda incelenir: 

 

Homopolisakkaritler: Bir tek tip monosakkarit ünitelerinin polimerle�mesi ile 

meydana gelmi�  polisakkaritlerdir. Baz� homopolisakaritler, baz� 

monosakkaritlerin depo � ekli olarak görev yaparlar. Ni� asta, selüloz, kitin ve 

glikojen bu tip homopolisakkarittir (Gözükara, 1994 ; Nelson et al., 2005). 

 

Heteropolisakkaritler: �ki ya da daha fazla çe� itteki monosakkarit ünitelerinin 

polimerle� mesi ile meydana gelmi�  polisakkaritlerdir. Heteropolisakkaritler, tüm 

hayvanlar aleminde hücre d�� � deste� i sa� lar. Hayvan dokular�nda hücre d�� � 

bo� luk, birkaç tip heteropolisakkarit taraf�ndan doldurulur. Bu � ekilde hücreleri 

bir arada tutarak, koruma ve � ekil vermeyi sa� lar. Hücrelere, dokulara ve 

organlara destek olu� turur. Ayr�ca heteropolisakkaritlere örnek olarak; bakteri 

hücre duvar�nda bulunan ve N-asetil muramik asit ile N- asetil glukozamin’den 

olu�an  peptidoglikan verilebilir.  

 

Polisakkaritler, genellikle proteinler gibi belli bir molekül a� �rl� � �na sahip 

de� illerdir. Çünkü depo edildikleri hücrenin metabolik ihtiyac�na göre 

monosakkarit üniteleri, enzimatik olarak ya ilave edilmekte ya da 

kopar�lmaktad�r. Bu nedenle polisakkaritin molekül a� �rl� � �, hücrenin çe� itli 



                                                                                                                              9 

zamanlarda karbohidrat metabolizmas�na duydu� u ihtiyaç ile de� i� ikli � e 

u� ramaktad�r. Ni� asta, selüloz ve glikojen bir tek tip monosakkarit olan D-

glukozdan meydana geldi� i için bunlara glikanlar  da denmektedir. (Gözükara, 

1994). 

 

Polisakkaritler, hücrelerde ya monosakkaritlerin depo edilmesini sa� lamak üzere 

bulunmakta ya da yap�sal element olarak ba�  dokusu ve hücre duvar� yap�s�nda 

yer almaktad�r. Bu nedenle polisakkaritler, depo polisakkaritleri ve yap�sal 

polisakkaritler olarak iki grupta incelenir (Gözükara, 1994). 

 

Depo polisakkaritleri  

a) Ni� asta: � -D-glukoz polimeridir. Bitkilerde depo edilmektedir. Amiloz ve 

amilopektin olarak iki yap�sal � ekli vard�r. 

b) Glikojen: � -D-glukoz polimeridir. Hayvanlar�n karaci� er ve kas dokusunda 

depolanmaktad�r.  

c) �nülin: D-fruktoz polimeridir. Enginar, y�ld�z çiçe� i, so� an, sar�msak 

yumrular�nda bulunmaktad�r. 

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

ve arabinanlar bu grupta yer al�r. 

 

Yap�sal polisakkaritler 

a) Selüloz: � -D-glukoz polimeridir ve bitkilerin özellikle sap, dal, gövde ve bitki 

hücre duvar�n�n d��  k�sm�nda bulunmaktad�r. Selüloz fibröz, sert ve suda 

çözünmeyen yap�sal bir homopolisakkarittir. Selüloz molekülü do� rusald�r,  

dallanmam�� t�r ve 10.000-15.000 D-glukoz birimi içerir. Selülozda glukozlar, 

� 1� 4 glukozidik ba� la ba� lan�rlar (Nelson et al., 2005). Zay�f asitler selüloza 

etkisizdir. Fakat kuvvetli asitlerle kar�� t�r�l�p, �s�t�lacak olursa bir disakkarit olan 

sellobioz ve D-glukoz ünitelerine parçalanmaktad�r (Gözükara, 1994). 

b) Glikopolisakkaritler: Bakteri ve baz� mikroorganizmalar�n hücre duvar� 

yap�s�nda bulunurlar. Monosakkarit türevi ve peptit kompleksinden olu�mu� tur. 

c) Asit Mukopolisakkaritler: Monosakkarit türevlerinin olu� turdu� u türevlerdir. 

Kondrotinler halinde korneada, k�k�rdak ve kemikte hiyaluronik asit halinde 



                                                                                                                              10 

eklem bölgelerinde, antikoagulant madde olarak ve heparin halinde ise karaci� er, 

akci� er ve baz� arter duvarlar�nda bulunmaktad�r. 

d) Glikoproteinler: Karbohidrat ve proteinlerin olu� turdu� u kompleks bir yap� 

olup, genellikle hayvan hücre membran� yap�s�nda bulunmaktad�r.  

 

Do� ada rastlanan karbohidratlar�n pek ço� u yüksek molekül a� �rl� � �na sahip, 

polisakkaritler halinde bulunmaktad�r. Bu polisakkaritler içinde yer alan selüloz, 

bitkilerin hücre duvar� yap�s�nda bulunmakla beraber, baz� mikroorganizmalar 

taraf�ndan ekstrasellular olarak da sentezlenmektedir. Bitkilerin yap�s�nda bulunan 

selüloza, alternatif olarak, özellikle asetik asit bakterileri taraf�ndan ekstrasellular 

olarak sentezlenen bakteriyal selüloz gösterilmi� ir. Bu nedenle çal��mam�zda baz� 

asetik asit bakterilerinden elde edilen ve ekstrasellular bir polisakkarit olan selüloz 

üzerinde durulmu� tur. Bizim çal��mam�za konu olan bakteriyal selüloz ile bitkisel 

selüloz, kimyasal yap� olarak ayn� olmas�na ra� men, moleküler yap�s� ve fiziksel 

özellikleri bak�m�ndan farkl�l�k göstermektedir (� ekil 2.1).  

 
� ekil 2.1 Selülozun sentezi (Klemm et al., 2001) 
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2.2. Mikrobiyal Polisakkaritler ve Ekstrasellular Polisakkaritler 

Birçok mikroorganizma, karbon ve enerji kayna� � olarak i� lev gören intrasellular 

(hücre içi) polisakkarit sentezleyebildikleri gibi hücre içinde olu� tuktan sonra 

hücre d�� �na yani kültür ortam�na salg�layabildikleri ekstrasellular (hücre d�� �) 

polisakkarit de sentezleyebilmektedirler. Birçok farkl� polisakkarit ve birkaç 

proteinden olu�an bu yap�lar kapsül ve slime layer (c�v�k tabaka) olarak 

isimlendirilir. Genel olarak bu yap�ya Glikokaliks de denir. Glikokaliks, hücre 

d�� �nda polisakkarit içeren materyal olarak da isimlendirilir fakat genellikle 

glikoproteinleri ve çok fazla say�da polisakkaritleri, polialkolleri ve 

amino�ekerleri içerir (Brock et al., 1994). Polisakkaritler içinde selüloz, glikojen, 

ksantan, velan, süksinoglukan,  kitin gibi karbohidratlar yer almaktad�r. Baz� 

bakteriler, alg, fungus ve mayalar bu polisakkaritleri sentezleme yeteneklerine 

sahiptirler. Özellikle bakteriler, sentezledikleri polimerleri hücre d�� �na çözünür 

veya çözünemez formlarda b�rak�rlar. Ekstrasellular polisakkarit hücrenin d��  

k�sm�nda biti� ik olarak yer alan polimerik maddelerdir. Selüloz, ksantan, gellan ve 

süksinoglukan ekstrasellular polisakkaritler olup, ticari olarak da üretilmektedir 

(Sutherland, 2001). 

 

Ekstrasellular polisakkarit üreten mikroorganizmalar, do� ada birçok farkl� 

habitatta oldukça yayg�n olarak bulunurlar. Genel olarak toprakta, tatl� sularda, 

deniz suyunda, enfekte olmu�  bitki materyalinde veya bozulmu�  yiyeceklerde 

bulunabilirler. Ayn� zamanda birçok insan ve hayvan patojeni de, polisakkaritleri 

sentezleme yetene� indedir. Ekstrasellular polisakkarit üreten mikroorganizmalar�n 

izolasyonunda kullan�labilen belirli bir seçici ortam olmamas�na ra� men, 

incelenmi�  olan bakteriler veya funguslar�n ço� unda polisakkarit sentezini 

sa� layan kültürel ko�ullar olu� turulabilmektedir.  

 

Bakteriyal polisakkaritler, organizmalar�n ço� unda mevcuttur fakat çok az�nda 

ticari ürün olarak de� erlendirilmektedir. Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen ve 

endüstriyel olarak önemli olan ba� l�ca polisakkaritler genel olarak ; Ksantan 

(Xanthomonas campestris), süksinoglukan (Rhizobium, Agrobacterium sp., 

Pseudomonas sp.), gellan (Pseudomonas elodea), velan (Alcaligenes sp.), 
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emülsan (Acinetobacter calcoaceticus), alginatlar (Azotobacter vinelandii), 

selüloz (Acetobacter xylinum), dekstran (Leuconostoc sp.), ramsan (Alcaligenes 

sp.), pullulan (Auerobasidium pullulans) d�r (Crescenzi et al.,1991).  

 

Mikrobiyal polisakkaritlerin varl�� � ve canl�lardaki rolleri ilk olarak t�bbi 

incelemelerde ortaya konmu� tur. Fakat ekstrasellular polisakkaritlerin varl�� �, 

yaln�zca virülent karakterli bakterilere özgü de� ildir. Yap�lan çal��malarla; su, 

toprak gibi çok farkl� kaynaklarda ya� ayan birçok bakterinin de kapsül içerdi� i 

ortaya konmu� tur. Bunlar�n hücrenin ya� am�n� sürdürmesinde gerekli olmad�� � 

fiziksel ya da kimyasal yolla yok edilen polisakkaritin, bakteri ço� almas�n� 

etkilemeksizin tekrar olu� tu� u bildirilmektedir (K�l�ç, 2001).  

 

Ekstrasellular polisakkaritler, bunu üreten strainler taraf�ndan katabolize 

edilemediklerinden, enerji kayna� � olarak kullan�lmazlar. Fakat mikroorganizmay� 

veya ortam� kurumaya kar� � korurlar ve d��  ortamdan gelebilecek zararl� bir etkiye 

kar� � da bariyer olu� tururlar. Ayr�ca ortamdaki metalik iyonlar�n tutulmas�n� da 

sa� larlar (K�l�ç, 2001). 

 

2.2.1. Mikrobiyal polisakkaritlerin uygulama alanlar� 

Mikrobiyal polisakkaritlerin üretimi ve ticari uygulamalar�, son zamanlarda 

yayg�n bir � ekilde kullan�lmaktad�r. Birçok mikroorganizma taraf�ndan 

sentezlenen polisakkaritler, geni�  bir kullan�m alan�na sahip olduklar�ndan, ticari 

olarak üretilmektedirler. Bu uygulama alanlar� çizelge 2.1’de gösterilmi� tir. 
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Çizelge 2.1 Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen ve endüstriyel olarak önemli ba� l�ca  
polisakkaritler ve kullan�m alanlar� (Crescenzi et al.,1991; Özdemir,1997). 

Polisakkarit  Mikroorganizma Kullan�m Alan� 

 

Hiyaluronik asit 

 

Streptococcus sp 

 

Farmakoloji 

Alginatlar Azotobacter vinelandii Yiyecek, Absorbant 

Geller, Kromat 

Ksantan Xanthomonas campestris Tersiyer ya�  kazan�m�, 

Yiyecek, Tekstil 

Süksinoglukan Agrobacterium sp. 

Pseudomonas sp. 

Tersiyer ya�  kazan�m�, 

 Sondaj s�v�lar�, Süspansiyonlar 

Gellan Pseudomonas elodea Absorbant, Geller 

Velan Alcaligenes sp. Sondaj s�v�lar� 

Ramsan Alcaligenes sp. Alcaligenes sp.  

Selüloz Acetobacter sp. Tekstil, Kozmetik, G�da 

Emülsan Acinetobacter 

calcoaceticus 

Emülsiyonlar  

 

Dekstran 

 

Leuconostoc sp. 

 

Farmakoloji, Absorbant, Geller 

Skleroglikan Sklerotium sp. Tersiyer ya�  kazan�m�, 

Sondaj s�v�lar� 

Kurdlan      Agrobacterium sp. Absorbant, Geller 

Pullulan Auerobasidium pullulans Filmler 

 

 

2.3. Bakteriyal Selüloz 

Bakteriyal selüloz metabolizman�n ilk ürünü olan, ekstrasellular bir polimerdir ve 

hücreyi koruyucu olarak görev yapar. Bitkisel selüloz ise hücrenin yap� eleman� 

olarak i� lev sa� lar (Bielecki et al., 2000). Acetobacter, Rhizobium, Agrobacterium 

ve Sarcina cinsleri selüloz sentezleme yetene� ine sahiptir (Jonas ve Farah,1998). 

Asetik asit bakterileri içinde Acetobacter xylinum, en iyi selüloz üreten 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 içindeki  Acetobacteracea familyas�nda 

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

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

al.,1989), Gluconacetobacter (Yamada et al.,1997), Asaia (Yamada et al.,2000) 

ve Kozakia (Lisdiyanti et al.,2002) olmak üzere alt� genusu içermektedir (Holt et 

al., 1994). 

 

Asetik asit bakterileri, Gram negatif (bazen Gram de� i� ken), zorunlu aerob, 

katalaz pozitif, oksidaz negatif, hareketli elipsoidal, düz veya hafif k�vr�k, çubuk 

� eklinde bakterilerdir. Etanolün substrat olarak kullan�ld�� � kültür ortamlar�nda bu 

bakteriler asetik asit üretirler. Asidik ko�ullara iyi direnç gösterirler, ço� u 

strainleri pH 5'in alt�ndaki de� erlerinde bile gayet iyi büyür. Do� al olarak   asit 

tolerans�, asit üreten bir organizma için de gereken bir özelliktir. Asetik asit 

bakterileri 25 0C - 30 0C’de geli� irler (De Ley et al.,1984; Swings, 1992). Asetik 

asit bakterilerinin genel özellikleri çizelge 2.2’de verilmi � tir. 

Asetik asit bakterileri, endüstride sirke yap�m�nda kullan�lan bakterilerdir. Sirke 

asl�nda etil alkolün (etanol) asetik asite dönü� türülmesiyle olu�ur. Etil alkolden 

Acetobacter türleri taraf�ndan asetk asit üretimi aerobik (oksidatif) bir olayd�r. Bu 

bakterileri endüstriyel aç�dan önemli k�lan di� er özellikleri de selüloz 

sentezleyebilme özellikleri ve C vitamini sentezi için gerekli olan sorbozu 

üretmeleridir. Bu grubun önemli cinsleri, Acetobacter ve Gluconobacter’dir 

(Ünlütürk, 1999). 
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Çizelge 2.2 Asetik asit bakterilerinin genel özellikleri (De Ley et al., 1984)  

Özellik Reaksiyon 
 
Gram boyanma 

 
Negatif veya de� i� ken 

Oksijen ihtiyac� Zorunlu aerop 
Hücre � ekli Çubuk, elipsoidal, baz�lar� k�vr�ml�  
Hücrenin boyutu 0,6–0,8µm/1,0–4,0 µm 
Hareketlilik Baz�lar� hareketsizdir, hareketliyse peritrik 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 CO2 ve H2O’a oksitler 
CaCO3 l� agarda Zon olu� tururlar 
 

 

2.3.1.1. Acetobacter 

Acetobacter genusuna ait bakteriler; Gram negatif (bazen Gram de� i� ken), 

zorunlu aerob, katalaz pozitif, oksidaz negatif, indol pozitif, hareketli (peritrik 

flagella) veya hareketsizdir. Hücreler elipsoidal, düz veya hafif k�vr�k, çubuk 

� eklinde olup tek tek veya zincir � eklinde olabilir. Hücrelerin büyüklükleri 0,6–

0,8 µm x 1,0-1-4,0 µm aras�nda de� i� mektedir. Endosporlar� yoktur, kolonileri 

matt�r, pigment üretmezler, laktoz ve ni� astay� hidrolize edemezler. Optimum 

geli� me s�cakl�� � 25-30 0C ve optimum pH 5,4 - 6,3’dür. Bu genus içinde 

Acetobacter xylinum, A. pasteurianus, A. aceti, A. hansenii, A. lovaniensis, A. 

liquefaciens türleri yer almaktad�r (De Ley et al.,1984; Swings, 1992).  

 

Acetobacter türleri; genellikle �arap, sirke, üzüm suyu gibi alkol miktar� yüksek 

ortamlar� tercih etmekle birlikte, alkol oran� dü� ük fakat � eker oran� yüksek olan 

çiçek, meyve ve sebzelerde de bulunur. Baz� türleri, glukoz ve fruktoz, sukroz gibi 

� ekerlerden ekstrasellular selüloz üretirler. Mikroorganizmalar taraf�ndan 

üretilebilen  bu ekstrasellular selüloz, sirke yüzeyinde kal�n ve sert bir tabaka 

olu� turur. Olu�an bu tabakaya “sirke anas�” ad� verilir (K�l�ç, 2001).  
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Acetobacter türleri aerobik ko�ullar alt�nda etanolü okside ederek, asetik aside 

yani sirkeye dönü� türürler. CaCO3 içeren agarl� kültür ortamlar�nda  üremeleri 

sonunda, olu� turduklar� asetik asit, CaCO3’ � çözer ve bakteri kolonilerinin 

etraf�nda bir � effaf zon olu�ur (Swings, 1992; Brock et al., 1994). Baz� 

Acetobacter türleri asetik ve laktik asidi O2 varl�� �nda, CO2 ve H2O’ya kadar 

okside ederler. Asetik asidi, oksidasyon yoluyla CO2 ve H2O’ya dönü� türen 

Acetobacter türlerine a� �r� oksitleyici türler ad� verilir (Ünlütürk, 1999). 

 

2.3.1.2. Gluconobacter 

Gluconobacter genusuna ait bakteriler; Gram negatif (bazen Gram de� i� ken), 

zorunlu aerob, katalaz pozitif, oksidaz negatif, indol pozitif, nitrat indirgenmesi 

negatif, hareketli (polar flagella) veya hareketsizdir. Hücreler elipsoidal, düz veya 

hafif k�vr�k, çubuk �eklinde olup, tek tek veya zincir � eklinde olabilir. 

Büyüklükleri 0,5–1,0 µm x 2,6–4,2 µm aras�nda de� i� mektedir. Endosporlar� 

yoktur, kolonileri matt�r, pigment üretmezler, laktoz ve ni� astay� hidrolize 

edemezler. Optimum geli� me s�cakl�� � 25 - 30 0C olup, 37 0C’de geli� emezler. 

Optimum pH 5,5 – 6,0’d�r. Bu genus içinde Gluconobacter oxydans türü yer 

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

 

Gluconobacter’i,  Acetobacter’den ay�ran en önemli özelliklerden biri polar 

flagellaya sahip olmas� ve Gluconobacter’in asetik ve laktik asidi oksidatif olarak 

CO2 ve H2O’ya yükseltgeyememesidir (Çizelge 2.3). Gluconobacter oxydans, etil 

alkolden oksidasyon yoluyla yüksek oranda asetik asit üretir ve asitli ortama kar� � 

oldukça yüksek bir toleransa sahiptir. Ayr�ca D-Glukoz’dan 2-ketoglukonik asit 

de üretirler (Swings, 1992; De Ley et al.,1984)  

 

Acetobacter türleri alkol yönünden zengin ortamlar� tercih ederken, 

Gluconobacter türleri  � ekerce zengin ortamlar� tercih eder (Swings, 1992).  
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Çizelge 2.3 Acetobacter ve Gluconobacter genuslar� aras�ndaki farklar (Swings, 1982; De 
Ley et al.,1984) 

Acetobacter Gluconobacter 
 
Flagella peritrik 

 
Flagella polar 

 
Asetik ve laktik asit oksidasyonu CO2 ve 
H2O ya kadar 

 
Asetik ve laktik asit oksidasyonu CO2 ve 
H2O ya kadar de� il 

 
Bromcresol green’li besiortam�nde; 
Ye� il  Mavi 

 
Bromcresol green’li besiortam�nde; 
Ye� il  Sar� 

 
CaCO3 l� besiortam�nde kolonilerin 
çevresinde zon olu�ur 

 
CaCO3 l� besiortam�nde kolonilerin 
çevresinde zon olu�maz 

 
Etanol oksidasyonu (+) 

 
Etanol oksidasyonu (+) 

 
D-Arabinoz’dan asit üretimi (-) 

 
D-Arabinoz’dan asit üretimi (+) 

 

 

2.3.2. Asetik asit bakterilerinin do� al kaynaklardan izolasyonu ve 

identifikasyonu 

Acetobacter türleri genellikle � arap, sirke, üzüm suyu gibi alkol yönünden yüksek 

ortamlardan ya da alkol oran� dü� ük, � eker oran� yüksek olan çiçek, meyve ve 

sebzelerden izole edilir. Do� al kaynaklardan asetik asit bakterilerinin izolasyonu 

için Hestrin et al. (1954) ve Frauter et al. (1952) baz� yöntemler önermi� lerdir 

(Swing, 1992 ve Du Toit et al., 2002). �zolasyonda, besiortam�na maya ve laktik 

asit bakterilerinin geli�mesini inhibe edici sikloheksimid, pimarisin, nisin gibi 

maddeler  eklenmektedir (Swings, 1992 ve Du Toit et al., 2002). Asetik asitlerin 

klasik taksonomiye göre tan�s�, Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’e 

göre yap�lmaktad�r. Ayr�ca Fratuer (1950) ve Carr (1968)’in önerdi� i 

yöntemlerden de yararlan�lmaktad�r (Swings, 1992). 

  

2.4. Bakteriyal Selülozun Tarihçesi 

� lk kez Brown (1886) taraf�ndan sirke fermentasyonu s�ras�nda, s�v� yüzeyde 

olu�an jelatinimsi yap�dan, tan�lanan Acetobacter xylinum strainin, uygun bir 

besiortam�nde üretildi� inde, yüksek miktarda ekstrasellular jelatinimsi bir yap� 
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sentezledi� i belirtilmi� tir (Bielecki et al., 2000). 20. yüzy�l�n ikinci yar�s�nda 

bakteriyal selüloz dikkat çekmeye ba� lam�� t�r. Hestrin et al. (1947, 1954) 

bakteriyal selüloz üretiminde bir model olan Acetobacter xylinum’u kullanarak 

sentez  için yo� un çal�� malar yapm�� lard�r (Bielecki et al., 2000). Colvin 

(1957)’de Acetobacter xylinum strainini kullanarak bakteriyal selüloz üretimini 

ara� t�rm�� t�r. 

 

2.5. Bakteriyal Selülozun Yap�s� 

Selüloz, � -1,4 ba� lar�yla ba� lanm��  D-glukopiranoz birimlerinin, suda 

çözünmeyen dallanmam��  yap�daki polimer bile� ikleridir. Yo� un olarak ara� t�r�lan 

bakteriyal selüloz, kimyasal olarak bitkisel selüloz ile ayn� olmas�na ra� men, 

bakteriyal selülozun moleküler yap�s� ve fiziksel özellikleri bitkisel selülozdan 

farkl�d�r. 

 

Bakteriyal selülozun, fibril a�  çap�n�n 0.1 	 m oldu� u belirtilmektedir, bu çap 

bitkisel selülozun yakla� �k % 1’i kal�nl�� �ndad�r (� ekil 2.2) (Yoshinaga et al., 

1997).  

 

 

 

 

 

 

 

Bakteriyal selüloz (x 20,000)                      Bitkisel selüloz (x 200) 

2	 m                                                      200 	 m 

� ekil 2.2 Bakteriyal ve bitkisel selülozun fibril yap�s� 

(http://www.res.titech.ac.jp/~junkan/english/cellulose/index.html) 

 

Bakteriyal selülozun subfibrilleri, mikrofibriller halinde kristalize olmu� tur (Jonas 

ve Farah, 1998). Bunlar demetler ve iplikler halinde bulunurlar (Yamanaka et al., 

2000). Zaar (1977)’e göre ipliklerin boyutu 3-4 nm x 70-80 nm, Brown (1976)’a 



                                                                                                                              19 

göre 3,2 x 133 nm, Yamanaka et al. (2000)’ne göre ise 4,1 x 117 nm’dir. Fakat 

hu�  a� ac�n�n gövdesindeki selüloz fibrillerinin geni� li � i 1,4-4,0 x 10-2 mm ve çam 

a� ac�n�n ise 3,0-7,5 x 10-2 mm’dir. Bakteriyal selüloz ipliklerinin uzunlu� u ise 1-9 

µm kadard�r (� ekil 2.3). Bakteriyal selülozun yap�s�nda oldukça yo� un hidrojen 

ba� lar� bulunur (� ekil 2.4a,b).  

 

 
� ekil 2.3 Acetobacter xylinum’un durgun kültürde sentezledi� i bakteriyal selülozun 

SEM’deki görüntüsü (Bielecki et al., 2000) 
 

 

 
� ekil 2.4 a) Bakteriyal selülozun iç zincirindeki hidrojen ba� lar� b) Bakteriyal selülozun 

d��  zincirindeki hidrojen ba� lar� (Bielecki et al., 2000) 
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Bakteriyal ve bitkisel selüloz, polimerizasyon derecesi (DP) bak�m�ndan 

birbirinden ayr�l�r. Bitkisel selülozdaki polimerizasyon 13.000-14.000 (Watanabe 

et al.,1998) iken, bakteriyal selülozdaki polimerizasyon 2000-6000’dir (Teeri, 

1997; Jonas ve Farah, 1998). 

 

Bakteriyal selülozun makroskobik görüntüsü kültür ko� ullar�na ba� l�d�r 

(Watanabe et al., 1998; Yamanaka et al., 2000). Durgun ko� ullarda (çalkalamas�z) 

s�v� besiortam�n�n üst yüzeyinde (oksijence zengin olan k�s�m) selüloz tabaka 

olu�ur. Selülozun subfibrilleri devaml� olarak bakteri hücresinin yüzeyindeki 

porlardan d�� ar� ç�kar ve kristalize olmu�  mikrofibriller birbirlerine paralel bir 

� ekilde bulunurlar (Jonas ve Farah, 1998). Çalkalamal� kültürlerde geli� en 

bakteriyal selüloz ise düzensiz, kenarlar� pürüzlü granüller � eklinde olu� ur 

(Vandamme et al.,1988) (� ekil 2.5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                Durgun (Çalkalamas�z) kültür              Çalkalamal� kültür 

� ekil 2.5 Durgun ve çalkalamal� kültür ortam�nda bakteriyal selüloz pelli� inin olu�umu 
(Bielecki et al., 2000) 

 

Durgun ve çalkalamal� kültürlerde olu�an bakteriyal selülozun taramal� elektron 

mikroskobundaki (SEM) üç boyutlu yap�s�nda da dikkate de� er bir farkl�l�k 

vard�r. Durgun kültürde olu�an bakteriyal selüloz fibrilleri, daha uzun ve biri 

di� erinin üzerine y�� �lm��  gibi görünür. Çalkalamal� kültürde olu�an bakteriyal 

selüloz fibrilleri ise k�vr�ml� ve karmakar�� �k bir görünümdedir. Ayr�ca 

çalkalamal� kültürde olu�an bakteriyal selüloz fibrillerinin geni� li � i (0,1–0,2 µm), 
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durgun kültürde olu� an bakteriyal selüloz fibrillerinin geni� li � inden (0,05–0,10 

µm) daha fazlad�r (Johnson ve Neogi, 1989). 

Selülozun, selüloz I ve selüloz II olmak üzere iki kristalize formu vard�r. 

Selülozun bu iki formu X-ray, nüklear magnetik rezonans (NMR), Raman 

spektroskopi ve Infrared analizi ile tespit edilebilir (Johnson ve Neogi, 1989). 

Durgun kültürde Acetobacter xylinum’un ve bitkilerin ço� u taraf�ndan sentezlenen 

selüloz I’de paralel � -1,4-glukan zincirleri tek eksenli bir � ekilde bulunmas�na 

ra� men selüloz II’deki � -1,4-glukan zincirleri rastgele bir � ekilde bulunmaktad�r. 

 

Çalkalamal� kültürde olu� an bakteriyal selülozun kristalize indeksi,  durgun 

kültürde olu�an bakteriyal selülozunkine göre daha küçük ve daha azd�r 

(Watanabe et al.,1998). Çalkalamal� kültürde sentezlenen bakteriyal selülozun 

yap�s�, selüloz II � eklindedir. Selüloz II’yi do� ada baz� algler, mayalar ve Sarcina 

ventriculi gibi baz� bakteriler sentezlemektedir (Johnson, 1989). 

 

CP/MAS 13C-NMR kullan�larak, selülozun iki farkl� formu olan selüloz I�  ve 

selüloz I� ’n�n ayr�m� mümkündür (Watanabe et al.,1998). Selülozun bu 

formlar�na alglerde, bakterilerde ve bitkilerde rastlamak mümkündür. Hücre 

birimlerinin farkl�l�� �ndan dolay� selüloz I� ’dan selüloz I� ’ya dönü� türülemeyen 

kristal transformasyon, X-ray ve CP/MAS 13C-NMR spektrumlar�nda yer 

de� i� tirir. Durgun kültürde olu� an bakteriyal selüloz, çalkalamal� kültürde olu� an 

bakteriyal selülozdakinden daha çok selüloz I�  içerir (Watanabe et al.,1998).  

 

2.6. Bakteriyal Selüloz Sentezleyen Mikroorganizmalar 

Bakteriyal selüloz üretiminde Acetobacter strainleri en iyi bilinen türler olmas�na 

kar� �n, di� er baz� bakteri genuslar� da selüloz sentezler (Çizelge 2.4). Selüloz 

sentezleyen bakteriler aras�nda ba� l�ca; Acetobacter, Pseudomonas, Rhizobium, 

Agrobacterium, Sarcina genuslar�na ait türler bulunmaktad�r (Jonas ve Farah, 

1998). Bakteriyal selülozun biyosentezi bu bakterilerde ayn� olmas�na ra� men, 

polimerin yap�s� organizmaya göre de� i� ir (Ross et al.,1991; Jonas ve Farah, 

1998).  
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Çizelge 2.4 Bakteriyal selüloz üreten  baz� mikroorganizmalar ve selüloz yap�s�  
                    (Jonas ve Farah, 1998) 
Organizma (genus) Selüloz yap�s� Biyolojik rol 

 
Acetobacter Ekstrasellular pellik,   

 
Aerobik çevrede tutmak 

Achromobacter Selüloz iplikler At�k suda flokulasyon 

Aerobacter Selüloz fibriller At�k suda flokulasyon 

Agrobacterium K�sa fibriller Bitki dokusuna birle�mi�  

Alcaligenes Selüloz fibriller At�k suda flokulasyon 

Pseudomonas  Belirgin fibril yok At�k suda flokulasyon 

Rhizobium K�sa fibriller Birçok bitkiye birle�mi�  

Sarcina Amorf selüloz Bilinmiyor 

Zoogloea �yi tan�mlanamam��  At�k suda flokulasyon 

 

 

Selüloz üreticileri aras�nda en iyi olan� Acetobacter xylinum (sinonimleri: A. aceti 

ssp. xylinum, A. xylinus) olmakla birlikte Gluconacetobacter grubundaki G. 

hansenii, G. europaeus, G. oboediens ve G. intermedius da selüloz üreten strainler 

aras�nda önemli bir yer tutar (Yamada et al., 1998; Yamada,  2000). 

 

2.7. Bakteriyal Selülozun Kimyasal Analizi ve Saptanmas� 

Kristal ya da amorf selülozun, � -1,4- glukan ba� lar�n� saptamak için, birkaç çe� it 

boya kullan�l�r (Mondal et al., 2000). Örne� in floresans boyalar ile selüloz 

kompleksindeki van der Waals ya da hidrojen ba� lar� belirlenebilir. Bu floresans 

özellikteki boyalardan biri de cacofluor’dur. Bu boyalar, selüloz zincirlerinin 

direkt görünmesini sa� lamaz, fakat yeni olu�maya ba� lam��  selüloz zincirlerindeki 

kristalizasyon çal�� malar�nda uygulan�r. Nitratlanm��  selüloz örneklerinin 

depolimerizasyon derecesi (DP) ise yüksek performans jel geçirgenlik 

kromatografisi ile saptan�r. Bu kromatografi yöntemi, sentezlenen polimerin 

moleküler a� �rl�k da� �l�m�n� belirlemede kullan�lan bir metotdur, ayr�ca biyolojik 

sistemlerin ara� t�r�lmas�nda da oldukca önemlidir (Watanabe et al.,1998). 
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Bakteriyal selülozun, a� s� yap�s� taramal� elektron mikroskobundaki (SEM) 

görüntülerde oldukça iyi � ekilde belirlenir (Johnson, 1989). Selülozun su tutma 

kapasitesi, viskozitesi ve kurumu�  tabakan�n Young modülü gibi fizikokimyasal 

özellikleri de� i� ik metotlarla saptanabilir (Watanabe et al.,1998; Iguchi et 

al.,2000). 

 

2.8. Bakteriyal Selülozun Fizyolojik Fonksiyonlar� 

Bakteriler, do� al habitatlar�nda ekstrasellular polisakkaritleri hücre çevresinde 

yani hücre d�� �nda olu� tururlar (Costeron, 1999). Bu ekstrasellular 

polisakkaritlerden biri de bakteriyal selülozdur. Selüloz sentezleyen bakterilerin 

hücreleri, s�v� yüzeyin üst k�sm�nda toplanarak, polimer a� �n� olu� tururlar 

(Wiliams et al.,1989). Polimer, matriks hücrelerin adhezyonuna olanak 

sa� lamakta ve adsorbsiyon özelli� i ile hücre beslenmesini kolayla� t�rmaktad�r 

(Jonas, 1998; Costeron, 1999). A. xylinum’un sentezledi� i selülozun depo 

materyali olarak kullan�ld�� � da ileri sürülmektedir (Okamoto et al.,1994). Selüloz 

tabakan�n, vizkozitesi ve hidrofilik özellikleri nedeniyle bakterileri kötü çevre 

ko� ullar�na (su miktar�nda azalma, pH de� i� imleri, patojenik mikroorganizmalar 

vb.) kar� � korudu� u da bilinmektedir. Ayr�ca bakteriyal selülozun, bakterileri UV 

�� �n�na kar� � korudu� u da belirtilmektedir. UV �� �n�na 1 saat maruz kalan, 

bakteriyal selüloz ile örtülü olan asetik asit bakterilerinin, % 23’ü canl� kalmaya 

devam etmi� tir (Ross et al.,1991). 

 

2.9. Bakteriyal Selülozun Biyosentezi 

Bakteriyal selülozun sentezi, spesifik olarak katalitik ve regülatör protein 

kompleksleri ve enzimler ile regüle edilen çok basamakl� bir i� lemdir. Sentez 

i� lemi glukozun selüloz öncülü olan üridin difosfoglukoz (UDPGlc) sentezini 

takiben � -1,4 glukan zincirine polimerizasyonunu içerir. Bitkilerde selüloz, 

membranda bulunan selüloz sentaz enzimi ile plazma membran�nda 

sentezlenirken; A. xylinum bakterisinde selüloz sentaz enzimi sitoplazmik 

membranda bulunur ve selüloz ekstrasellular olarak sentezlenir. Di� er 
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organizmalarda ise selüloz, hücrenin ba� ka bölgelerinde sentezlenmi�  olabilir. 

Örne� in; Pleurochrysis algin’ de selüloz, golgi aparat�nda olu�ur ve sonra hücre 

yüzeyinde toplan�r (Saxena et al., 1995). 

 

2.9.1. Selüloz öncülünün sentezi 

Acetobacter xylinum taraf�ndan sentezlenen selüloz, pentoz fosfat yolu veya Krebs 

döngüsünün,  karbon metabolizmas�n�n son ürünüdür (Ross et al.,1991; Tonouchi 

et al.,1996). Asetik asit bakterilerinde ise glikolizis metabolik yolunda görevli 

olan fosfofruktokinaz enzimi olmad�� � için bu metabolik yol çal�� amaz (Ross et 

al.,1991). 

 

Acetobacter xylinum’da selüloz sentezi, oksidasyonun katabolik reaksiyonlar�na 

ve katabolik reaksiyonlar sonunda aç�� a ç�kan enerjinin % 10’unun 

kullan�lmas�na ba� l�d�r (Weinhouse, 1977). Bakteriyal selüloz sentezi, protein 

sentezi gibi di� er anabolik reaksiyonlara engel olmaz (Ross et.al.,1991). 

 

A. xylinum’dan selüloz üretimi için hekzoz, gliserol, dihidroksiaseton, pirüvat ve 

dikarboksilik asitler gibi karbon kaynaklar� kullan�labilir. UDPGlc (uridin 

difosfoglukoz), bitkiler dahil birçok organizmada metabolik yolda selüloz 

öncülüdür. Glukoz, glukokinaz enzimi ile glukoz–6-P’a katalizlenir. Glukoz-6-P, 

fosfoglukomutaz enzimi ile glukoz-� -1-P’a dönü�ür. Glukoz-� -1-P, UDPGlc 

pirofosforolaz enzimi ile UDPGlc’ye katalizlenir. Bu son enzim (UDPGlc 

pirofosforolaz), selüloz sentezinde en önemli olan enzimlerden biridir. Selüloz 

sentezlemeyen ve fenotipik olarak (Cel-) olan mutant hücrelerde bu enzimin eksik 

oldu� u gözlenmi� tir. Ayr�ca bu durum deneysel olarak da gözlenmi� tir. (Valla et 

al.,1989). Pirofosforolaz aktivitesi, A. xylinum’un farkl� strainleri aras�nda 

farkl�l�k göstermekte olup, en yüksek aktiviteye de selüloz üretimi yönünden en 

uygun olan A. xylinum ssp. sucrofermentans BPR2001’da saptanm�� t�r. Karbon 

kayna� � olarak fruktozu kullanan strainlerde fosfoglukoizomeraz yüksek aktivite 

gösterir. Fruktoz, fruktoz-1-fosfata ve sonra fruktoz-1,6-bifosfata katalizlenir 

(� ekil 2.6).  
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� ekil 2.6 A. xylinum straininde karbon metabolizmas�n�n yolu. CS, selüloz sentaz; FBP, 

fruktoz 1-6-bifosfat fosfotaz; FK, fruktokinaz; GK, Glukokinaz; G6PDH, 

glukoz-6-fosfat dehidrogenaz; 1PFK, fruktoz-1-fosfat kinaz; PGI, 

fosfoglukoizomeraz; PGM, fosfoglukomutaz; PTS, fosfotransferazlar�n sistemi; 

UGP, pirofosforolaz UDPGlc; Fru-bi-P, fruktoz-1,6-bifosfat; Fru-6-P, fruktoz-

6-fosfat; Glc-6 (1)-P, glukoz-6(1)-fosfat; PGA, fosfoglukonik asit; UDPGlc, 

uridin difosfoglukoz (Bielecki et al., 2000) 

 

2.9.2. Selüloz sentaz 

Hem bitkilerde hem de prokaryotlarda selüloz sentezini, üridindifosfat (UDP) 

katalizler. Selüloz sentaz olu� umu temel olarak 1,4- � - glikotransferaz i� lemidir. 

Çünkü 1, 4- � - glikotransferaz, UDPGIc dan yeni olu� an polisakkarit zincirlerine 

transfer olarak ard�� �k glukopironaz halkalar�na kat�l�r ve her zaman bu zincirle 

ba� lant�l�d�r. Oligomerik selüloz sentaz kompleksleri, terminal kompleksler (TK) 

olarak isimlendirilir. Terminal kompleksler, ilk � -1,4-glukan zincirlerinin 

sentezinden sorumludur. A. xylinum’daki selülaz sentaz, sitoplazmik membrana 
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ba� l� olan 400-500 kDa moleküler a� �rl� � �ndaki membran-ba� l� proteindir ve 

sitoplazmik membrana da s�k�ca ba� lanm�� t�r (Lin ve Brown, 1989). Selüloz 

sentaz�n safla� t�r�lmas�, bulundu� u yerden dolay� oldukça zordur, çünkü önce 

selüloz sentaz�n bulundu� u membran fragmentinin izolasyonu gereklidir. Ayr�ca 

A. xylinum’daki selülaz sentaz stabil olmayan bir protein yap�s�ndad�r (Lin ve 

Brown, 1989). Digitonin (Lin ve Brown,1989) ya da Triton X-100 gibi 

deterjanlar�n kullan�m� ya da tripsin ile muamele, selülaz sentaz�n membrandan 

izolasyonu için kullan�l�r (Saxena ve Brown,1989). Lin ve Brown (1989)’a göre 

safla� t�r�lm��  selülaz sentaz enzimi 90, 67 ve 54 kDa moleküler a� �rl� � �na sahip 3 

farkl� tipteki alt ünitelerden olu� mu� tur. Saxena et. al., (1989) da selülaz sentaz 

enziminin, 83 ve 93 kDa moleküler a� �rl�klar�na sahip sadece 2 tip polipeptitten 

olu� tu� unu göstermi� lerdir. 

 

Saxena et al. (1990b,1991), selülaz sentaz operonunda cesA ve cesB olarak 2 gen 

saptam�� lard�r. Wong et al., (1990) ve Ben-Bassat et al. (1993), ayn� operondaki 

bu genler BSsA ve BSsB olarak da belirtmi� lerdir. Photolabeling affinite 

çal��malar� ile 83-kDa olan polipeptidin, katalitik bir alt ünite oldu� u ve 

UDPGlc’ye do� ru yüksek affinite gösterdi� i anla� �lm�� t�r (Lin et al.,1990). Gen 

sekanslar�na göre bu ünitenin, hidrofobik oldu� u ve 723 aminoasit dizisini  

içerdi� i belirlenmi� tir. Bu alt ünite 24 aminoasit dizisinin olu� turdu� u tek sekansl� 

proproteinden sentezlenmi� tir (Wong et al.,1990). Bu protein hücre membran�na 

yerle� mi� tir ve be�  transmembran heliksi içermektedir.  

 

Brown et al. (2000), A. xylinum’daki katalitik selülaz sentaz alt birimlerinin, 

benzer türlerindeki glikosiltransferazlar�n i� leyi� ine benzer � ekilde çal�� t�� �n� ve 

bu glikosiltransferazlar�n, direkt selüloz sentezinde glukozidik ba� lar� 

katalizledi� ini aç�klam�� lard�r.  

 

Glikosiltransferaz�n i� ledi� i globuler fragmentte, aspartik asit kataliz bölgesi ile 

DXD ve QXXRW k�sa sekans bölgelerini içine alan A bölgesi bulunmaktad�r 

(Saxena et al., 1997). Buna benzer özelliklere A. xylinum selüloz sentazda da 

rastlanm�� t�r. Glukozid sentaz�n ço� unda globuler fragment A ve B olarak iki as�l 
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bölge  içermektedir (Saxena et al.,1995). A bölgesi, kataliz için D zinciri  ve 

nükleotid-�eker substrat�na ba� lanan DXD bölgelerini içerir. 

 

2.9.3. Biyosentez mekanizmas�  

� imdiye kadar A. xylinum selüloz biyosentezi, kristalizasyon ve yap�sal 

özelliklerin ara� t�r�lmas�nda model organizma olarak kullan�lm�� t�r (Klemm et al., 

2001). A. xylinum ve bitkiler dahil di� er selüloz sentezleyen organizmalarda 

allomorf selüloz I’in sentezi iki basamakta gerçekle� mektedir: 

 1. Polimerizasyon: Glukoz moleküllerinin linear 1,4-� -glukan zincirine 

polimerizasyonu, 

 2. Kristalizasyon: Glukan zincirinin kristalize forma dönü�mesi.  

 

2.9.3.1. 1,4-� -Glukan polimerizasyonun mekanizmas� 

A. xylinum’da bakteriyal selülozun olu� umunu katalizleyen selülaz sentaz 

kompleksleri sitoplazmik membranda bulunmaktad�r. Bu kompleksler, 200,000 

molekül glukozun � -1,4-glukan zincirine polimerize olmas�yla olu�ur (Ross et 

al.,1991). Reaksiyon mekanizmas� tam anlam�yla aç�klanamam�� t�r. A. 

xylinum’daki bu mekanizmayla ilgili olarak iki farkl� hipotez ileri sürülmü� tür. 

 

Brown’�n ara� t�rmalar�nda geli� tirilen bu hipotezlerden birine göre, � -1,4-glukan 

polimerizasyonunda UDPGlc’den glukoza transfer edilen yeni sentezlenmi�  

polimer zincirinde lipid gerekli de� ildir (Brown, 1996; Brown ve Saxena, 2000). 

Bu hipotezin mekanizmas�, glikotrasferazlar�n dallanmam��  homopolisakkaritlerin 

sentezinden sorumlu oldu� unu kabul etmektedir. Brown ve Saxena (2000), 1,4-� -

glukan polimerizasyonun tasar�m�n� � ekil 2.7’deki gibi önermi� lerdir. Bu modele 

göre, selülaz sentaz katalitik alt ünitesinin globular fragmetinde di� er 

glikotransferaz mekanizmas�na benzer 3 katalitik bölge vard�r. Katalitik 

bölgelerden biri (2a), 2 UDPGlc molekülünü ba� layan DXD hareketli bölgesini 

içerir (� ekil 2.7.1). �kinci katalitik bölge (1a), serbest kalan 2 UDP molekülünün 

e� lik etti� i 2 glukoz molekülünün aras�ndaki � -1,4 olu�umunu katalizleyen 

aspartik asit (D) molekülü içerir (� ekil 2.7.2). Üçüncü katalitik bölge (3a), 
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sellobiyoz sentezinin indirgendi� i QXXRW bölgesini içerir (� ekil 2.7.3). 

Disakkarit UDPGlc moleküllerine ba� l� 1a ve 2a bölgesinden ayr�l�r ve ikinci bir 

sellobiyoz molekülü olu�ur (� ekil 2.7.4). Birinci sellobiyoz molekülünün indirgen 

ucunda bulunan QXXRW bölgesi zincirden ayr�lacak olan bölgeye do� ru hareket 

eder. Ayn� zamanda ikinci sellobiyoz molekülü, sellotetraoz’u veren ilk indirgen 

olmayan uçlardan birine ba� lan�r. Zincire ikiden fazla glukozun eklenmesi ile 

reaksiyon tekrarlan�r ve bo�  olan 1a ve 2a bölgelerine arka arkaya 2 UDPGlc 

molekülü ba� lan�r.  

 

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

polimerizasyon  
 

 

Brown ve Saxena (2000) taraf�ndan tasarlanan modele göre, yeni sentezlenmi�  � -

1,4-glukan zincirinin ayr�lmas�, her zincirin kendi indirgen ucundan ba� lamaktad�r 

(� ekil 2.8). 
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� ekil 2.8 Brown’�n modeline göre bakteriyal selüloz sentezinin basitle� tirilmi �  modeli 

(Brown et al., 2000)  
 
 
Han et al. (1998), bakteriyal selüloz sentezinde sitoplazmik membranda bulunan 

selülaz sentaz, lipid pirofosfat (UDPGlc fosfotransferaz) (LipPP: UDPGlc-PT), ve 

lipid pirofosfat fosfohidrolaz (LPP) olmak üzere 3 enzimin görev ald�� �n� 

belirtmi� lerdir.  

 

2.9.3.2. Selüloz zincirinin olu�umu ve kristalizasyonu 

Glukopiranoz moleküllerinin � -1,4-glukan zincirine polimerizasyonu, hangi 

mekanizma ile olursa olsun, bakterilerde bile selüloz sentez a�amas�n�n en az 

komplike olan�d�r. Örne� in; A. xylinum’da, selüloz sentezi, bakterinin yüzeyindeki 

porlar ile birle� mi�  olan selüloz-sentaz kompleksi taraf�ndan, d��  membran ve 

sitoplazma membran� aras�nda gerçekle� ir. Selüloz ipliklerinin olu�umu birkaç 

ad�mda olur (� ekil 2.9). Hücre yüzeyinde selüloz sentezlenen bölgeler, s�ra 

halinde bulunan 3,5 nm çapl� porlara sahiptir. Her por, polimerizasyon 

reaksiyonlar�nda selüloz sentezleyen enzimleri içeren ve di� er fonksiyonlarda ek 

proteinleri içeren 10 nm’lik parça ile örtülüdür. Her 10 nm’lik parça, 1,5 nm’lik 

subelementer fibril olu� turan glukan zincirini olu� turur (Jonas ve Farah, 1998). 

Selüloz sentezleyen kompleksler ve terminal kompleksler (TK), bakterinin 

yüzeyindeki porlarla birle�mi�  ve düzgünce s�ralanm�� t�r. Selüloz olu� umunun ilk 

basama� �nda yakla� �k 6-8 glukan dizisi içeren zincir, kompleksten uzakla� �r. Bu 

subfibriller ikinci basamak için toplan�r ve bunu takiben mikrofibriller de üçüncü 
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basamak için birle� ir. �ç a� s� k�sm�n matriksi “bakteriyal selüloz membran�” ya da 

“pellik” olarak tan�mlan�r (Jonas ve Farah, 1998; Brown, 1992; Yamanaka et al., 

1994). 

 

 
� ekil 2.9 Acetobacter xylinum’un sentezledi� i selüloz subfibrillerinin olu�um modeli                
                1. lipopolisakkarit tabaka 2. periplazmik bo� luk 3. plasmalemma  

    (Jonas ve Farah, 1998)   
 

 
2.9.4. Bakteriyal selülozun regülasyonu 

Siklo-3,6’:3’6 diguanozin monofosfat (c-di-GMP), A. xylinum selüloz sentaz için 

geri dönü� ümlü allosterik bir aktivatördür ve tüm � -1,4-glukan biyogenezinin 

regülasyonunda rol oynar (� ekil 2.10) (Ross et al.,1987). Bu bile� ik, enzim 

düzenleyici alt birimi  ba� lar ve bakteriyal selüloz  protomerlerinin birlikte 

konformasyonal de� i� imini kolayla� t�ran de� i� iklikleri indükler (Ross et al.,1987). 

 
� ekil 2.10 c-di-GMP’nin yap�s� - A. xylinum’un allosterik aktivatörü (Bielecki et al., 

2000)   
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A. xylinum hücrelerinde c-di-GMP’nin konsantrasyonunu regüle eden CDG 

(diguanil siklaz), PDEA (fosfodiesteraz A), PDEB (fosfodiesteraz B) olmak üzere 

3 enzim vard�r (� ekil 2.10) (Ross et al.,1987). 

 

PDEA ve PDEB sitoplazmik membrana tutunmu�  durumdad�r. CDG ise 2 ayr� 

forma sahiptir. Bunlardan biri sitoplazmik membrana tutunmu� tur di� eri ise 

sitoplazma içinde bulunur (Ross et al.,1991). Weinhouse et al.(1997), c-di-GMP 

konsantrasyonunun intrasellular regülasyonunu sa� layan c-di-GMP’ye ba� l� yeni 

bir protein oldu� unu belirtmi� lerdir. Tal et al. (1998), A. xylinum’da c-di-GMP 

hücresel dönü�ümünün üç operon taraf�ndan kontrol edildi� ini saptam�� lard�r. 

 

A. xylinum’da selüloz sentezinde anahtar regülatör enzim olan CDG, iki gen 

taraf�ndan kodlanan iki polipeptit zincirinden olu� mu� tur (Nichols et al., 1998). 

CDG Mg2+ iyonlar� taraf�ndan aktive edilir ve özellikle saponin taraf�ndan inhibe 

edilir (Ohana et al.,1988). CDG, ilk önce 2 GTP molekülünü lineer pppGpG’e 

dönü� türür ve daha sonra ve sonra selüloz sentaz� aktive eden c-di-GMP’ye 

dönü� türür. PDEA, aktif haldeki c-di-GMP’yi inaktif dimer olan linear pGpG ve 

diGMP’ye ay�r�r PDEB ise bunlar� daha da parçalayarak iki molekül 5/GMP ve 

pGpG,’lara ay�r�r (� ekil 2.11).  

 

PDEA, PDEB’yi etkilemeyen Ca2+ iyonlar� ile inhibe olur. Bu nedenle selüloz 

sentezinde Ca2+ konsantrasyonu dolayl� olarak etki etmektedir. Bu iyonlar c-di-

GMP’nin inaktif lineer forma dönü� ümünü inhibe etti� inden, kalsiyum iyonun 

konsantrasyonun yüksek olmas� inhibisyon oran�n� art�r�r.  

 

Selüloz sentaz aktivasyonunun moleküler mekanizmas�nda; pozitif etkiye sahip 

olan CDG ve negatif etkiye sahip olan PDEA ve PDEB’yi içeren c-di-GMP’ nin 

rol oynad�� �na inan�l�r. Günümüzde selüloz sentez regülasyon mekanizmas�na 

sadece A. xylinum’da rastlanm�� t�r (Bielecki et al., 2000). 
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 � ekil 2.11  A. xylinum’un selüloz sentezinde önerilen model (Bielecki et al., 2000)    

                    PDEA; fosfodiesteraz A PDEB; Fosfodiesteraz B; pppGpG; difosfo-di- 

GMP pGpG (II);  c-di-GMP (siklik-di-GMP) pGpG; di-GMP (linear di-

GMP) 

 

2.10. Acetobacter xylinum’un Sentezledi� i Çözünebilir 

Polisakkaritler 

  

Selüloz d�� �nda A. xylinum’un sentezledi� i ba� ka çözünür polisakkaritler de 

(glukoz, mannoz, ramnoz ve glukuronik asit; 6:1:1:1) de bulunmaktad�r (Savidge 

ve Colvin, 1985). Bu polisakkaritlerden biri olan � -homoglukan çözünebilir bir 

polisakkarittir. Bu polisakkarit 1970’lerde bulunmu� tur. Bu yap�n�n omurgas�n� � -

1,4 ba� �yla ba� l� glukoz zincirleri olu� turur ve bu zincirdeki her 3 glukoz 

molekülüne � -1,2 ba� �yla ba� l� ba� ka glukoz molekülleri ba� l�d�r (Colvin ve 

Leppard, 1977; Colvin et al., 1979). A. xylinum’un pellik olu� turmayan (pel-) 

strainleri, hücre zar�na ba� l� olan � -glukan sentezlerler (Dekker et al., 1977). 

Valla ve Kjosbakken, (1981), (Cel-) strainlerinden glukuronik asit zincirleri ile 

glukoz, mannoz ve ramnoz içeren çözünebilir polisakkaritleri izole etmi� tir. Bu 

polimerdeki zincirlerin bir k�sm� asetillenmi� tir (Tayama et al., 1985). Bu tip 

polisakaritler asetan olarak isimlendirilir (De Lannino et al., 1988).  
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2.11. Acetobacter xylinum taraf�ndan sentezlenen endo ve   

ekzoselülazlar 

A. xylinum selülazlar� ile ilgili ilk bilgiler, özellikle bakterinin genlerinin 

tan�mlanmas� ile ilgili olarak, Okamoto et al. (1994) ve Standal et al. (1994) 

taraf�ndan elde edilmi� tir. A. xylinum IFO 3288 straininden, karboksimetil selülaz 

aktivitesi gösteren 24-kDa proteinini (218 moleküllü) kodlayan enzim için bir gen 

kodonunu, gen kütüphanesindeki DNA’dan farkl� oldu� unu ay�rt eden ilk 

otorlerdir.  (Okamoto et al., 1994). A. xylinum ATCC 23769 (Cel-) mutant�nda 

selüloz sentaz operonuna ait endoselülaz geni bulunmu� tur (Standal et al.1994). A. 

xylinum BPR 2001 strain endo-1,4-� -glukonaz geninin oldu� u saptanm�� t�r 

(Tonouchi et al.,1997). Bu strainde endo-1,4-� -glukonaz geni, selülaz sentaz 

operonunun yukar� k�sm�nda ekzo-1,4-� -glukanaz geni ise selüloz sentaz 

operonunun a�a� � k�sm�nda lokalize olmu� tur.  

 

A. xylinum BPR 2001 strainine ait olan endo ve ekzoselülazlar safla� t�r�lm��  ve 

karakterize edilmi� tir (Oikawa et al., 1997; Tahara et al., 1998). Yap�lan 

çal��malar sonucunda her iki selülaz  aktivitesinde ve selülaz sentezinde pH 5’in, 

pH 4’den daha etkili oldu� u saptanm�� t�r (Tahara et al., 1997). pH 5’de kültür 

s�ras�nda polimerizasyon derecesindeki miktar, 16.800’den 11.000’e dü� mü� tür 

fakat pH 4’de önemli bir de� i� im olmam�� t�r. pH 5’de olu� an selülozun gerilme 

direnci  gibi fiziksel özellikleri de dü�üktür (Tahara et al., 1998). 

  

2.12. Bakteriyal Selülozun Biyodegradasyonu 

Selüloz biyolojik olarak parçalanabilir ve bakteriyal selülozun biyodegradasyonu, 

hemiselüloz, pektin ve lignin polimerlerini içeren bitkisel selülozun 

biyodegradasyonuna oranla daha kolayd�r. Bakteriler taraf�ndan sentezlenen 

bakteriyal selülozun parçalanmas�nda da selülotik enzimler kullan�l�r. 

 

Bakteriyal selüloz, yap�sal ve fizyolojik özellikleri nedeniyle selülaz (1,4-� -

glukan 4-glukonohidrolaz: endoselülaz) ve sellobiohidrolaz çal�� malar�nda 
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kullan�labilen iyi bir substrat örne� idir. Sellobiohidrolazlar, sellozom 

bile� iklerinin as�l parçalar�d�rlar, selülotik bakterilerden oldu� u kadar selüloz 

parçalayan fungal sistemlerin özelle� mi�  çoklu enzim parçalar�d�rlar (Boisset et 

al.,1999). Clostridium thermocellum sellozomlar�, A. xylinum selüloz 

mikrofibrillerini Valonia ventricosa selüloz mikrokristallerinden daha h�zl� 

parçalamaktad�r (Boisset et al.,1999).  

 

Hidrolizin ultra yap�s� transmisyon elektron mikroskobu (TEM), k�z�l ötesi 

spektroskopi ve X-ray difraksiyon (k�r�n�m) analizi ile belirlenebilir. Humicola 

insolvens sellobiohidrolaz� Cel7A (sellobiohidrolaz I:CBH I), bakteriyal selüloz 

mikrofibrillerini parçalam�� t�r. Ayr�ca Cel6A (sellobiohidrolaz II: CBH II) ile 

Cel7A (sellobiohidrolaz I:CBH I)’n�n kar�� �m� da bakteriyal selüloz fibrillerini 

parçalara ay�rm�� t�r (Boisset et al., 2000). Trichoderma viridei fungusundan elde 

edilen CBH I ve endoglukanaz II bakteriyal selüloz mikrofibrillerini 

parçalamaktad�r (Samejima et al., 1997). 

 

Bakteriyal selülozun mikrofibrilleri, asit muamelesi ile de parçalanmaktad�r 

(Samejima et al. 1997). 

 

Trichoderma reesei’nden elde edilen CBH I enzimi de bakteriyal selüloz 

mikrofibrillerini kolayca parçalamaktad�r (Srisodsuk et al.,1998). Polimerin 

çözünürlü� ü h�zl� olmas�na ra� men polimerizasyon derecesi yava� ça dü� er. Bu 

fungusdan elde edilen endoselülaz I’in substrata etkisi sonucunda tersi olaylar 

gerçekle� ir. Her iki enzim, di� er bitkilerdeki selüloza göre daha yüksek bir safl�� a 

sahip olan pamuktaki selülozu, bakteriyal selülozdan daha yava�  hidrolize eder.  
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2.13. Biyoteknolojik Özellikler 

Bakteriyal selülozun üretim kapasitesini art�rmak ve maliyeti dü� ürmek amac�yla 

mikrobiyal biyoteknolojide sürekli kullan�lan, iki temel uygulamadan 

yararlan�lmaktad�r.  

 

1. Selüloz üreten bakterilerin taranmas� (screening) ve uygun organizman�n seçimi 

için metot geli� tirilmesi önem ta� �maktad�r. Ucuz at�k karbon kaynaklar�n� 

kullanan strainlerin, genetik mühendisli� i yöntemleriyle geli� tirilmesi de olas�d�r.  

 

2. Durgun ya da çalkalamal� kültürdeki üretim ko� ullar�n�n optimizasyonu 

gerçekle� tirilmelidir. Optimizasyon çal�� malar�nda uygun karbon, azot kaynaklar� 

ile s�cakl�k ve pH’�n önemi büyüktür. Bakteriyal selülozun pellik ya da amorf jel 

formunun saptanmas� ile esneklik, mekanik direnç ve adsorblama gibi 

özelliklerinin belirlenmesi de önemlidir.  

 

2.13.1. Bakteriyal selüloz üreten strainlerin do� al kaynaklardan 

izolasyonu ve geli� imi 

Uygun do� al kaynaklardan izole edilen asetik asit bakterilerinin selüloz 

üretiminin taranmas�nda De Wulf et al. (1996)’nin önerdi� i yöntem 

kullan�lmaktad�r. Bu yönteme göre glukozu, glukonik asit yolu ile 2- 5-, veya 2,5 

ketoglukonata oksitleyemeyen strainler seçilmektedir (Winkelman et al., 1984; 

Johnson ve Neogi, 1989; De Wulf et al.,1996; Vandamme et al., 1998). Bu 

yakla� �mla De Wulf et al. (1996), içinde Br- ve BrO3
- iyonlar� bulunan ve asidik 

pH’da moleküler brom salabilen bir ortam denemi�  ve bu ortam�n A. xylinum 

hücreleri üzerine toksik olan bir etkisi oldu� unu aç�� a ç�karm�� lard�r. Glukozu, 

glukonata ve onun türevlerine dönü� türmeyen mutantlar bu ortamda canl� 

kalabilmektedir. 

 

Glukozu, glukonik aside metabolize edemeyen, A. xylinum strainlerin seçimi de 

CaCO3 içeren besiortam�nde yap�lm�� t�r (Johnson ve Neogi, 1989). Selüloz üreten 
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bakteri strainlerinin (Cel+) kat� besiortam�ndaki kolonileri bej ya da beyaz renkte 

olup, yuvarlak, yüksek ya da konveks, küçük ve jelatinimsidir. Selüloz üretmeyen 

bakteri strainlerinin (Cel-) kat� besiortam�ndaki kolonileri ise düz, mat ve 

büyüktür (Johnson ve Neogi, 1989; Krystnowicz et al.,2002). Vandamme et al. 

(1998), bu metotla A. xylinum KJ33 strainini izole edip, 3,3 g/L-1 bakteriyal 

selüloz üretimi gerçekle� tirilmi � tir. 

 

N-metil-N/-nitro-N-nitrosoguanidin (NG) ya da EMS gibi mutajenik kimyasal 

bile� ikler ya da UV radyasyonu ile selüloz üretimi yüksek olan mutantlar elde 

edilmi� tir. Bu mutantlarda asetan gibi çözülebilir polisakkaritlerin sentezi azalm��  

ve çok dü� ük miktarda glukoz organik asitlere dönü� mü� tür (Johnson ve Neogi, 

1989). A. xylinum strainlerinin taranmas� s�ras�nda spontanlar�n ve selüloz II’yi 

sentezleyen mutantlar�n izolasyonu amaçlanm�� t�r. Bu selüloz, nutrient broth 

yüzeyinde pellik olu� turmayan ve koloni � ekilleri düzgün olan bakteriler 

taraf�ndan sentezlenir. Bakteriyal selülozu en iyi üreten üreticilerin seçimi selüloz 

üreten bakterilerin geleneksel yöntemlerle sentetik aktivitesinin ayr� ayr� 

saptanmas� ile olur. Örne� in; Toyosaki et al. (1995), meyve ve çiçek gibi bitki 

örneklerinden 2096 Acetobacter straini izole etmi� ler, bunlardan nutrient broth 

besiortam�n�n yüzeyinde pellik olu� turan 412 straini ay�rm�� lard�r. Elde edilen 

sonuçlara göre, çalkalamal� kültürde bakteriyal selüloz üretimi yönünden en iyi 

strainin A. xylinum ssp. sucrofermentans BPR2001 oldu� u kaydedilmi� tir. 

 

2.13.2. Genetik mühendisli� i ile selüloz üreten strainlerin 

geli� tirilmesi 

A. xylinum’dan di� er organizmalara çe� itli karbohidrolazlar� kodlayan genlerin 

aktar�lmas� ile besiortam� maliyetinin dü� ürülüp, bakteriyal selüloz üretim 

miktar�n� art�rma yoluna gidilmi� tir. Örne� in; Leuconostoc mesenteroides’den 

sukroz fosforolaz geninin ekspresyonu ile Acetobacter’de karbon kayna� � olarak 

sukrozun kullan�m�yla selüloz üretim miktar� artm�� t�r (Tonouchi et al.,1998). 

Nakai et al.(1999)’da Vigna radiata (Fabacea)’dan sukroz sentaz mutant geninin 

ekspresyonu ile A. xylinum strainlerinde selüloz üretim miktar�n�n 2 kat�na 
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ç�kt�� �n� göstermi� lerdir. Bu mutant enzimde, glutamik asitle yer de� i� tirmi�  11 

serin zinciri bulunmaktad�r ve enzim, UDPGlc’nin sentezinde sukrozun 

parçalanmas�n� kolayla� t�rmaktad�r. A. xylinum’a mutant genin aktar�lmas�, 

rekombinant strainlerde ne sukroz metabolizmas�n�n de� i� mesiyle ne de direk 

UDPGlc’nin sentezi için yeni metabolik yol yarat�lmas� ile olur (� ekil 2.12). 

Yüksek bitkilerde de UDPGlc sentezi benzer sistem ile olur. 

 
� ekil 2.12 Sukroz sentaz (SukS) genini içeren rekombinant A. xylinum straininde                            
                  UDPGlc biyosentez yolu (Bielecki et al., 2000) 
 

 

2.13.3. Fermentasyon yöntemi 

A. xylinum strainlerinde bakteriyal selüloz, s�v� besiortam� yüzeyinde, jelatinimsi 

bir yap�da geli� ir. Bakteriyal selüloz üretiminde durgun ko� ullar optimal olarak 

kullan�� l� bir yöntem olarak görülmü�  olabilir. Fakat durgun kültür ko�ullar�nda 

selülozun s�v� yüzeyde  düz bir tabaka � eklinde sentezi ve üretim miktar�n�n dü� ük 

olmas� bir dezavantaj oldu� u için yeni fermentasyon yöntemlerinin geli� tirilmesi 

için çal�� malar yap�lmal�d�r. 
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2.13.3.1. Karbon ve azot kaynaklar� 

Bakteriyal selüloz üretimini etkileyen en önemli faktörlerden biri kullan�lan 

karbon kaynaklar�d�r. Jonas ve Farah (1998)’de, bakteriyal selüloz üretiminde 

mono, di ve polisakkaritlerin, alkol ve organik asitlerin etkisini ara� t�rm�� lard�r. 

D-arabitol ve D-mannitol gibi karbon kaynaklar�n�n glukozla kar� �la� t�r�ld�� �nda 

selüloz üretiminin 6,2 ya da 3,8 kat daha fazla oldu� u kaydedilmi� tir (Jonas ve 

Farah, 1998). Her iki � eker, glukonik asite dönü� medi� i için reaksiyon s�ras�nda 

pH sabit kalm�� t�r. 

 

Tonouchi et al. (1996), A. xylinum strainlerinin glukoz ve fruktozdan selüloz 

sentezlediklerini bildirmi� lerdir. Fruktoz, fosfoglukoz izomeraz ve UDPGlc 

pirofosforolaz aktivitesini stimule etmi�  ve selüloz üretimini art�rm�� t�r. 

 

Besiortam�nda karbon kayna� � olarak sadece maltoz kullan�ld�� � takdirde 

bakteriyal selüloz üretimi, glukoz içeren besiortam�ndaki üretimden 10 kat daha 

dü� ük olup, glukoz varl�� �nda üretilen selüloz polimerinin uzunlu� undan 

(DP=11,500) da daha k�sa (DP=4000–5000)  olmaktad�r (Masaoka et al., 1993). 

 

A. xylinum ssp. BPR2001 strainin çalkalamal� kültürdeki bakteriyal selüloz 

üretimi, laktat varl�� �nda  4-5 kat�na ç�km�� t�r (Matsuoka et al., 1996). Laktat 

kayna� �, özellikle çalkalamal� kültürde selüloz üretiminde en iyi besiortam� 

bile� iklerinden biri olan corn steep liquor (CSL)’dür. Selüloz üretiminde enerji 

kayna� � olan laktat, glukoz ve fruktozun aksine UDPGlc’a dönü� mez fakat Krebs 

döngüsünde piruvat ve oksalaasetat’a metabolize olur. Besiortam�nda laktat� 

üretmek için laktik ve asetik asit bakterilerinin kar�� �k kültürü uygulan�r. 

Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ve Streptococcus en iyi strainlerdir. 

Laktik ve asetik asit bakterileri, sukrozu hidrolize eden Saccharomyces mayas�n�n 

(� -fruktofuranosidaz üreticisi) varl�� �nda da geli� ir. Lactobacillus straini 6,4 gL-1 

selüloz üretirken, 14 günlük çalkalamal� kültürde bu miktar 8,1 gL-1’ye ç�km�� t�r 

(Seto et al.,1997). 
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Selüloz sentezini stimule eden di� er önemli bile� ik etanoldür (Naritomi, et al., 

1998a). A. xylinum’un sürekli kültüründe bulunan 10 gL-1 etanol, fruktoz içeren 

besiortam�nda bakteriyal selüloz üretimini art�rmakta, fakat etanol miktar� 15 gL-

1’a ç�kt�� �nda polimer sentezi engellenmektedir. Selüloz sentezinde, laktat gibi 

etanol de enerji kayna� � olarak kullan�l�r fakat bunlar substrat de� ildir. ATP, 

fruktoz kinaz� aktive eder, glukoz–6-fosfat dehidrogenaz� da inhibe eder. Bu 

nedenle 6-P-glukozun,  6-fosfoglukonata dönü� ümü engellenir. 

 

Selüloz üreten strainler aminoasitler, vitaminler ve mineral tuzlar�n d�� �nda yeast 

ekstrakt, CSL, kazein ve di� er protein hidrolizatlar� gibi kompleks azot 

kaynaklar�na ihtiyaç duyarlar. Tercih edilen azot kayna� �, Hestrin ve Schramm 

(1954)’�n geli� tirdi� i besiortam�n�n (HS) temel bile� ikleri olan yeast ekstrakt ve 

pepton’dur. Çalkalamal� kültürde kullan�labilecek en iyi azot kayna� � da CSL’dir 

(Johnson ve Neogi, 1989). Yeast ekstrakt, baktopepton  gibi pahal� besiortam� 

bile� iklerinin yerine; beyaz kabak suyu, �eker pancar� at�� � veya peynir alt� suyu 

gibi ucuz endüstriyel at�klar da kullan�labilir (Krystynowicz et al., 2000). 

 

Besiortam�na piridoksin, nikotinik asit, p-aminobenzoik asit ve biotin gibi 

vitaminler eklenerek, bakteriyal selüloz sentezinde etkisi ara� t�r�lm�� t�r (Ishikawa 

et al.,1995, 1996b). Kolin, betain ve ya�  asitlerinin (tuzlar ve esterler) de A. 

xylinum strainlerinin selüloz üretimini güçlü bir � ekilde stimule etti� i 

gösterilmi� tir (Hikawu et al., 1996). 

 

2.13.3.2. pH ve s�cakl�� �n etkisi 

 

A. xylinum strainlerinin selüloz üretiminde pH etkisinin analizinde strainler için en 

iyi pH aral�� �n�n türe ba� l� olarak 4,0-7,0 oldu� u anla� �lm�� t�r (Johnson ve Neogi, 

1989; Galas et al.,1999). Ishikawa et al. (1996a) ve Tahara et al. (1997)’n�n 

yapt�� � ara� t�rmaya göre A. xylinum strainlerinin pH 5,0’de fazla miktarda polimer 

sentezledi� i belirlenmi� tir. Krystynowicz et al. (1997)’ye göre de optimal pH 5,0 

olarak verilmi� tir. Farkl� pH aral�klar�nda, polimerin adsorblama özellikleri 

ara� t�r�lm��  ve polimer üretiminde kullan�lan HS ortam� için önerilen pH 4,8-6,0 
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aral�� �nda  su tutma kapasitesinin en yüksek oldu� u kaydedilmi� tir (Wlochowicz, 

2001). 

 

Polimer üretiminde pH kadar s�cakl�� �n da önemi büyüktür. Yap�lan ara� t�rmalar 

sonucunda selülozun polimerizasyon derecesinin (DP) ve su tutma kapasitesinin 

en iyi oldu� u s�cakl�� �n 28 - 30 0C oldu� u gösterilmi� tir (Wlochowicz, 2001). 25 
0C ve 35 0C’de üretilen polimerin DP’si ve su tutma kapasitesi 30 0C deki 

polimerin özellikleri ile kar� �la� t�r�ld�� �nda; DP’nin en dü� ük de� erinin yakla� �k 

10,000; su tutma kapasitesinin de % 164 oldu� u kaydedilmi� tir (Wlochowicz, 

2001). 

 

2.13.3.3. Durgun ve çalkalamal� kültürler, fermentör çe� itleri 

 

Bakteriyal selüloz sentezi, uygun miktarda hücre transferi ve ortam homojenli� i 

için gerekli olan, çalkalanma ve havalanman�n sa� land�� � bat�k veya durgun 

kültürlerde gerçekle� ir. Kültür � artlar�n�n seçimi elde edilen polimerin 

kullan�laca� � alana ba� l�d�r.   

 

Durgun kültürde selüloz üretimi, genellikle yüzey/hacim oran�na ba� l�d�r. 

Optimum yüzey/hacim oran�, çok yüksek ya da çok dü� ük havaland�rma ile 

sa� lanmaz. Yüzey/hacim oran�n�n 2,2 cm-1’den 0,7 cm-1’e kadar de� i� ti� i 

kaydedilmi� tir (Joris et al.,1990; Krystynowicz et al.,1997). Durgun kültürde 

bakteriyal selüloz üretimi bir ya da iki ad�mda gerçekle� ebilir (besiortam�na % 5-

10 bakteri süspansiyonu inokule edilir). Krystynowicz et al. (1997), durgun 

kültürün birbirini takip eden iki ad�mda gerçekle� ti� ini kaydetmi� tir. Birinci 

ad�mda A. xylinum E25 hücrelerinin 24 saatlik aktivasyonu sa� lan�r ve ikinci 

ad�mda bu ilk kültür, ikinci kültüre inokule edilir ve pellik olu� umu için 4–5 gün 

inkübe edilir. Bu metot tek tip bakteri geli� imini ve homojen pellik olu�umunu 

sa� lar.  

 

Durgun kültürde bakteriyal selüloz sentezinin kontrolü s�v� yüzeyde s�n�rl� oranda 

pellik olu� umundan dolay� zordur. Kontrolün sürekli olmas� için önemli 
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parametrelerden biri pH’d�r. Polisakkarit sentezi ve hücre geli� imi için önemli bir 

faktör olan pH, kültür ortam�nda keto-glukonik asitin birikmesi ile dü� er. Durgun 

kültürde pH ayar� geleneksel yöntemlerle yap�lamad�� �ndan dolay� Vandamme et 

al. (1998), in situ pH kontrol sistemini uygulam�� lard�r. Örne� in; Acetobacter sp. 

LMG 1518 straini için substrat olarak fermentasyon ortam�na asetik asit 

eklenmi� tir. Keto-glukonat birikimi olsa bile asetik asit katabolizmas� ile pH’�n 

çok fazla dü�mesi engellenmi�  ve besiortam�n�n pH’� 5,5 olarak sabit kalm�� t�r. 

 

Acetobacter genusuna ait strainlerden sürekli çalkalamal� kültür ile selüloz 

eldesinde birçok problemle kar� �la� �lm�� t�r (Johnson ve Neogi, 1989). Bu 

problemlerden biri kültürün stabilitesinin çok zor sa� lanmas�d�r. Bu stabil 

olmayan durum, strainlerin selüloz yapma yetene� ini yava�  yava�  kaybettirir. 

Strainlerin stabilitesinin bozulmas�n�n nedeni de spontan mutasyonlar ya da 

selüloz üretmeyen hücrelerin bask�n hale geçmesidir. Çalkalamal� kültür s�ras�nda 

selüloz üreten hücreler (Cel+), selüloz üretmeyen (Cel-) hücrelere de� i� ebilir ve 

selüloz üretimininin kayb�, fizyolojik faktörlerden çok mutasyonla genetik aç�dan 

selüloz üreten hücrelerin, selüloz üretmeyen hücrelere dönü� mesine ba� l�d�r 

(Johnson ve Neogi, 1989). Ayr�ca EMS (etil metan sülfonat), nitröz asit ve NG 

(N/-nitro-N-nitroguanidin) gibi kimyasal mutajenler kullan�larak da (Cel+) 

hücreler, Cel- hücrelere dönü�ebilmektedir. Statik kültürde geli� en (Cel-) hücreler 

EMS, nitröz asit ve NG ile mutasyona u� rarlarsa (Cel+) hücrelere dönü�ürler 

(Valla ve Kjosbakken, 1982). Selüloz üreten ve üretmeyen hücrelerden olu� an 

kar�� �k bir kültür, statik ko� ullarda geli� ti� i zaman selüloz üreten hücreler (Cel+) 

daha bask�n olduklar� için kendilerini gösterirler. Fakat bu kar�� �k kültür 

çalkalamal� ko� ullarda geli� tirildi � inde selüloz üretmeyen  (Cel-) hücreler daha 

bask�n olur (Valla ve Kjosbakken,1982).  

 

Statik ko�ullarda hücreler, besiortam�nde O2’nin zengin oldu� u yere do� ru hareket 

ederek, havan�n daha çok oldu� u bölgede toplan�rlar. Bu k�s�mda zar�ms� bir 

� ekilde pellik olu� ur. Havan�n yeterli ve homojen oldu� u çalkalamal� kültürlerde 

bask�n olan (Cel-) hücrelerin geli� imi, polimer sentezinden daha fazla olmaktad�r 

(Krystynowicz  et al., 2002). 
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Çalkalamal� kültürde Acetobacter strainleri ile selüloz üretiminde kar� �la� �lan 

di� er sorun, Acetobacter strainlerinin glukozu, glukonik asit ve ketoglukonik asite 

dönü� türmesidir. Dolay�s�yla asit üretimi artar, pH dü� er ve selüloz üretimi 

s�n�rlan�r (Johnson ve Neogi, 1989).  

 

Bakteriyal selüloz sentezinin daha iyi bir �ekilde kontrolü için özel fermentörler 

geli� tirilmi � tir. Yatay fermentörlerde selüloz üretimi, bat�k ve sabit kültürlerle 

sa� lan�r. Polimer, uzun bir aks�n etraf�nda silindirik yüzeyde toplan�r. Olu� an 

polimerin bir k�sm� s�v� ortam içinde bir k�sm� da s�v� yüzeyde (havada) kal�r. Bu 

yöntem ile daha fazla oranda polimer eldesi mümkündür (Sattler ve Fiedler, 

1990). Bungay ve Serafica (1997)’de bir litre hacmindeki (çap� 12 cm olan) 

fermentörde selüloz üretimini gerçekle� tirmi� lerdir. Krystynowicz et al. (1997), 

11 L’lik fermentör kullanarak A. xylinum E25 straininden 7 günlük inkübasyon 

sonunda 4,2 gL-1 BS üretmi� lerdir. A.aceti ssp. xylinum ATCC 2178 straininden, 

300 L’lik fermentör kullan�larak, 30 0C’de 45 saatlik inkübasyon sonunda 10 gL-1 

BS üretilmi� tir (Laboureur, 1988). Chao et al. (2000), A. xylinum sp. BPR2001 

straininden 50 L’lik internal loop airlift reaktörünü kullanarak BS üretmi� lerdir. 

Oksijence zengin havaland�rma ile 67 saat sonra selüloz miktar� 3,8 gL-1’den 8,0  

gL–1 ye ç�km�� t�r.  

 

Fermentörlerde bakteriyal selüloz üretimi s�ras�nda kar� �la� �lan en önemli sorun, 

kültür ortam�nda geli� ebilecek miselli yap�ya sahip olan fungus ve 

Streptomycetes’lerdir. Havaland�rma ve gaz transferinden dolay� çok miktarda 

miselyum olu� abilir. 

 

Bakteriyal selüloz sentezi s�ras�nda baz� metabolitlerin birikimi de selüloz 

üretimini etkilemektedir. Örne� in; Kouda et al. (1998), yüksek oranda CO2 

birikiminin A. xylinum geli� imini ve selüloz üretimini azaltt�� �n� kaydetmi� lerdir. 

 

Laboureur (1998)’de 300-500 L’lik fermentörler kullanarak, A. xylinum sp. ATCC 

21780 straininden bakteriyal selüloz üretimini gerçekle� tirmi� lerdir. Kullan�lan 

besiortam�nda % 5 sukroz, % 0.05 yeast ekstrakt, % 0,2 sitrik asit, azot tuzlar�, 



                                                                                                                              43 

Mg2+ ve fosfatlar bulunmaktad�r. 30 0C’de 45 saatlik inkübasyon sonunda 18 gL-1 

BS üretilmi� tir. Acetobacter sp. ATCC 8303 straininden, % 0,28 glukoz, % 0,07 

maltoz, % 0,03 CSL ve % 0,03 yeast ekstrakt içeren besiortam�nde, 28 0C’de, pH 

4,6’da, 33 saatlik inkübasyon sonunda 13 gL–1 selüloz üretilmi� tir.  

 

Selüloza yap�� an hücrelerden dolay� büyük hacimli fermentörlerde inoküle 

edilecek hücre miktar�nda problem ortaya ç�kmaktad�r. Selüloz hidrolizi için 

kullan�lan selülaz ile hücreler uzakla� t�r�l�r ve hücre yo� unlu� u artmaktad�r 

(Brown, 1989c). Otuz saatlik geli� imden sonra enzim varl�� �nda hücre yo� unlu� u 

107 mL-1’den 108 mL-1’ye ç�kmaktad�r. Üretilen selülozdaki fibrillerin de� i� ik 

çaplarda olmas� için denemeler yap�lm��  (Yamanaka et al.,1990) ve çap� küçük 

olan fibrillerden özellikle kan damar� olarak yaralan�lm�� t�r (Klemm et al., 2001). 

 

2.13.3.4. Sürekli kültür  

 

Mikrobiyal selüloz durgun ve sürekli bir kültürde de üretilebilir (Sakair et 

al.,1998). Tepsilerde HS besiortam�nda kültüre edilmi�  olan A. xylinum straini 2 

gün sonra yüzeyde pellik olu� turur. Bu pellik al�narak sodyum dodesilsülfattan 

geçirilir ve bu sayede hücreler öldürülür ve pellik dönen bir silindire koyulur. Bu 

i� lem 35 mm h-1 dönme h�z�yla birkaç hafta devam eder. Bu s�rada optimum 

düzeyin korunmas� amac�yla her 8-12 saatte bir ortama taze HS besiortam� 

eklenir. Bu yöntemle uzunlu� u 5 m’den daha fazla olan selüloz filamentleri elde 

edilebilir (Bielecki et al., 2000). 

 

2.14. Bakteriyal Selülozun Safla� t�r�lmas� 

 

Durgun ya da çalkalamal� kültürde üretilen mikrobiyal selüloz, hücre ya da 

besiortam� kal�nt�s� içerdi� i için tamamen saf de� ildir. Bakteriyal selülozun 

safla� t�r�lmas�nda sodyum, potasyum hidroksit, sodyum klorat ya da hipoklorat, 

H2O2, seyreltilmi�  asitler, organik çözücüler ya da s�cak su gibi çok de� i� ik 

ajanlar kullan�l�r. Bu ajanlar tek ya da kombine bir � ekilde kullan�labilir 

(Yamanaka et al., 1990). Bakteriyal selülozun bu ajanlardan herhangi biriyle 55 – 
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65 0C’de, 14–18 saatlik muamelesi sonunda hücre say�s� ve renklenme derecesi 

dü� mektedir.  

 

Yamanaka et al. (1989), bakteriyal selülozu musluk suyunda y�kad�ktan sonra % 2 

NaOH ile muamele etmi� lerdir. Watanabe et al. (1998), ise polimeri 0,1 M 

NaOH’de 80 0C’de 20 dk. muamele etmi� ler ve daha sonra distile su ile 

y�kam�� lard�r. Takai ve Erata (1998),  polimeri önce distile su ile y�kam�� lar ve % 

2 lik NaOH ile muamele ettikten sonra % 2 lik asetik asit ile nötralize etmi� lerdir. 

 

Krystynowicz et al. (1997), bakteriyal selülozu 1 gece musluk suyunda 

y�kam�� lar, daha sonra 2 saat % 1’lik NaOH’de kaynatm�� lard�r. NaOH kal�nt�s�n� 

uzakla� t�rmak için örnek 1 gün daha musluk suyunda y�kanm��  ve % 5’lik asetik 

asit ile nötralize edilmi� tir. 

 

Bakteriyal selülozun medikal alanlarda kullan�labilmesi için pirogenik (hastal�k 

toksini) reaksiyonlara sebep olan toksinlerden ve bakteri hücrelerinden 

ar�nd�r�lmas� gerekmektedir. Bu amaçla selüloz pelli� inin safla� t�r�lmas�nda en 

etkili yöntem, pelli� in % 3’lük NaOH’de 12 saat bekletilmesidir. Bu yöntem 3 kez 

tekrarlan�r ve sonra pellik % 3’lük HCl çözeltisi ile muamele edilerek, distile su 

ile y�kan�r. Safla� t�r�lm��  pellik, otoklavda ya da 60Co �� �n� ile sterilize edilir.  

 

2.15. Bakteriyal Selülozun Özellikleri 

 

Bakteriyal selüloz genel olarak çözünmeyen, esnek, gerilme direnci yüksek, 

elastik bir polimerdir. A� s� bir yap�ya sahip olan polimerin kristalize özelli� i 

yüksektir. Bu özellikler bitkisel orjinli selülozda bulunmaz. Ayr�ca bitkisel 

polimerin ipliksi yap�lar� (fibril), bakteriyal selülozun mikrofibrillerinden 100 kat 

daha kal�nd�r ve bakteriyal polimerin yüzeyi de bitkisel polimerin yüzey alan�na 

göre 200 kat daha büyüktür. A. xylinum straininin çalkalamal� kültürde, üretti� i 

polimer ile statik kültürde üretti� i polimer kar� �la� t�r�lm��  ve buna göre 

polimerizasyon (DP) derecesinin (14,400 ve 10,900), kristalizasyon indeksinin (% 

71-63), gerilme direncinin (33,3 ve 28,3)  yüksek oldu� u fakat su tutma 
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kapasitesinin (45 ve 170 gBS-1), süspansiyon viskositesinin (0,04 ve 0,52 Pa.s) 

dü� ük oldu� u kaydedilmi� tir (Watanabe et al.,1998).  

 

Bakteriyal selüloz içerdi� i s�v� komponentlerden dolay� jelatinimsi bir görünüme 

sahiptir. Polimerin su tutma kapasitesi yüksektir fakat suyun fazlas� polimere 

ba� lanmaz ve polimer yava�ça bast�r�larak fazla su d�� ar� verilebilir. Kurutulmu�  

polimer bir ka� �t tabakas� gibi 0,01-0,5 mm kal�nl�� �nda olup, iyi bir adsorblama 

özelli� ine sahiptir (Yamanaka et al.,1990; Krystynowicz et al.,1995,1997). Ayr�ca 

ses dalgalar�n� h�zl� bir � ekilde iletebilmektedir. Polimerin bu mekanik 

özelli� inden dolay� akustik membranlar olarak kullan�labildi� i kaydedilmi� tir 

(Vandamme et al.,1998).  

 

Bakteriyal selülozun özellikleri, ya sentez s�ras�nda ya da kültüre edilirken 

de� i� ebilir. Selüloz türevleri; sülfonik asitler, alkilfosfatlar ya da ni� asta, dekstran 

ve di� er polisakkaritler gibi baz� bile� ikler, besiortam�n�n içinde bulundu� u 

takdirde, ürünün makroskobik morfolojisi, gerilme direnci, optik yo� unluk ve 

adsorblama özellikleri de� i� ebilmektedir (Yamanaka ve Sugiyama, 2000). 

Bakteriyal selüloz, ayr�ca di� er baz� bile� ikler ile kombine edilerek, istenilen 

fizikokimyasal özelliklere ula� �labilir (Yamanaka et al.,1990). Bu amaçla, 

yard�mc� materyal olarak alüminyum, cam, agar, alginatlar, carragenan, pullulan, 

dekstran, poliakrilamid, heparin, polihidroksialkoller, jelatin kollagen gibi 

inorganik ve organik bile� ikler kullan�lmaktad�r. Bu yard�mc� maddeler, 

bakteriyal selüloza emdirilerek, ya da adsorblanarak veya parçalanm��  polimerle 

kar�� t�r�larak birle� tirilir ve çe� itli ürünlerin yap�m�nda bu � ekilde kullan�l�r 

(Bielecki et al., 2000). Listeria mesenteroides’den elde edilen dekstransukraz ve 

alternansukraz� kullanarak bakteriyal selülozun enzimatik modifikasyonu 

yap�lm�� t�r (Kim et al., 1999). Bu enzimlerin besiortam�nda bulunmas� ile A. 

xylinum ATCC 10821 straini taraf�ndan 1,4; 1,6 ve 1,3’e ba� l� glukan 

monomerlerinden olu�an çözünür selüloz sentezlenmi� tir. 
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2.16. Uygulama Alanlar� 

Bakteriyal selüloz, genelikle güvenli oldu� u bilinen (Generally recognized as safe 

= GRAS) polisakkaritler grubuna ait olup çok farkl� amaçlar için kullan�lmaktad�r 

(Çizelge 2.5). Bu polimerin ticari uygulamalar�n�n yap�lmas�, bakteriyal selülozun 

benzersiz baz� özelliklerinden ve bakteriyal strainlerin, ucuz at�k maddeler 

üzerinde geli� ebilmesinden dolay�d�r. Bakteriyal selülozun avantaj�, kimyasal 

safl�� � ve genelde bitki polisakkaritlerinde bulunan maddelerin bakteriyal 

selülozda bulunmamas� gibi özelliklerinden kaynaklanmaktad�r (Bielecki et al., 

2000).  

Çizelge 2.5 Bakteriyal selülozun uygulama alanlar� (Jonas ve Farah, 1998) 

Sektör Uygulama alan� 

Kozmetik sanayi Kremlerin, toniklerin, t�rnak cilalar�n�n emilimini 

kolayla� t�rmada kullan�l�r. 

Tekstil endüstrisi Suni deri ve di� er tekstil ürünlerinde adsortif materyal 

olarak kullan�l�r. 

Turizm ve spor sektörü 

 

Spor k�yafetler, çad�rlar ve kamp malzemelerinde kullan�l�r. 

Maden endüstrisi ve rafineri Bo�alt�lan ya� lar�n toplanmas�, mineral ve ya� lar�n yeniden 

i� lenip kullan�labilir hale gelmesinde kullan�l�r. 

At�klar�n safla� t�r�lmas� Belediye at�klar�n�n safla� t�r�lmas� ve su ultrafiltrasyonunda 

kullan�l�r. 

Haberle� me-yay�n sektörü Mikrofonlar ve stereo kulakl�klarda kullan�l�r. 

Orman endüstrisi  Çok tabakal� kontrplak, dayan�kl� kaplar�n yap�m�nda 

kullan�l�r. 

Ka� �t endüstrisi Birinci kalite ka� �t, ar� iv evraklar�, dayanakl� banknotlar, 

çocuk bezi, peçete yap�m�nda kullan�l�r. 

Makine endüstrisi Araba gövdesi, uçak parçalar� ve roket rampalar�ndaki 

çatlaklar�n giderilmesinde kullan�l�r. 

G�da endüstrisi Yenilebilir selüloz ve “nata de coco”Tatl� yap�m�nda 

kullan�l�r. 

Medikal sektör Geçici suni deri, yan�k ve ülser tedavisi, dental maddesi, 

suni implantlarda kullan�l�r. 

Laboratuvar/ara� t�rma kurumlar� Proteinlerin immobilizasyonu, kromatografik teknikler, in 

vitro doku kültürlerinin besiortam� bile� iminde kullan�l�r 
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2.16.1. Teknik uygulamalar 

Bakteriyal selüloz (BS) ile bitkisel selüloz (PS) tabakas� kar� �la� t�r�ld�� �nda 

bakteriyal selülozun bitkisel selüloza göre; daha dü�ük yo� unlu� a ve yüksek 

gerilme direncine sahip oldu� u görülmü� tür (Johnson ve Neogi, 1989). Bakteriyal 

selüloz, çok iyi mekanik özelliklere sahip oldu� undan birinci kalite ka� �t 

üretiminde kullan�l�r. Bakteriyal polimerin mikrofibrillerinde, çok say�da hidrojen 

ba� � bulundu� undan bu polimerden elde edilen ka� �d�n kurutulmas� s�ras�ndaki 

kimyasal adhezyon ve gerilme direnci yüksektir. Bakteriyal selüloz içerikli 

ka� �tlar, dolgu ve renk maddesi gibi katk� maddelerini iyi tutabilmeleri yan�nda 

ayn� zamanda elastik, geçirgen, y�rt�lmalara-yanmalara dirençli ve suyu emme 

özelli� ine de sahiptirler (Iguchi et al., 2000). Tarihi dokümanlar�n tamirinde 

kullan�lan el yap�m� ka� �tlar�n fibrillerine az miktarda BS ilave edilmesiyle 

y�pranmaya dirençli bir etki yarat�lm��  olur (Krystynowicz et al.,1997). 

 

Bakteriyal selülozu % 1 oran�nda içeren kâ� �tlar ISO 9706:1994 standart�nda yer 

almaktad�r. Ayr�ca bakteriyal selülozdan yüzey kaplamada kullan�lan ka� �tlar da 

üretilmi� tir. Bu ka� �tlar cilal�, parlak, düzgün ve gözenekli bir görünüme sahiptir. 

Yüzde 3 oran�nda bakteriyal selüloz içeren kaplama ka� �tlar�, % 20 oran�nda 

kaplamaya sahip olan rotogravuer ka� �tlar�na benzer yüzey direncine ve cila 

özelliklerine sahiptir (Johnson ve Neogi, 1989). Bakteriyal selüloz, sentetik 

ka� �d�n önemli bir parças�d�r. Çünkü  polar olmayan polipropilen ve polietilen 

fibrillerine ilave edilen BS, sentetik ka� �d�n �s�ya kar� � yal�t�m�n� sa� lar ve 

hidrojen ba� lar� olu� turamad�� � için yanmaya kar� � dirençli hale gelir (Iguchi et 

al., 2000).  �yi kalite bir ka� �tta odun özütünün miktar� % 20-% 50 aras�nda 

de� i� ir.  

 

Bakteriyal selüloz, yünlü olmayan kuma�  benzeri cilt veya ciltleme ürünlerinde, 

cerrahi k�yafetlerin ve cübbelerin yap�m�nda ve de� i� ik hidrofobik ve hidrofilik 

ürünlerde ayr�ca selüloz esterleri, polyolefin, naylon, akrilik cam ya da metal 

fibriller gibi yayg�n do� al ve sentetik fibrilleri içeren ürünlerin yap�m�nda da 

kullan�l�r (Bielecki et al., 2000). 
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Bakteriyal selülozu sentez s�ras�nda modifiye edilebildi� i için kullan�m alan�n� 

geni� letmek mümkündür. (Brown, 1989a,b). Bu amaç için, kültür ortam�na direk 

olarak CM-selüloz ya da sakkaritlerin kopolimerleri ve dikarboksilik asitler 

eklenmektedir (Yamanaka et al., 1989). CM-selüloz varl�� �nda elde edilen ve 

organik çözücülerle kurutulan selüloz, elastik bir özelli� e ve daha yüksek su tutma 

kapasitesine de sahiptir. CM-selülozun optimum konsantrasyonu % 0,1 ile % 5 

(a� �rl�k/hacim) aras�ndad�r. Organik çözücülerin polaritesi bakteriyal selülozun 

özelliklerini etkiler. Örne� in aseton ile muamele edilmi�  polimer, daha elastik ve 

esnek iken, saf etanol ile kurutulduktan sonra tabaklanm��  deriye benzemektedir 

(Bielecki et al., 2000). 

 

2.16.2. T�bbi uygulamalar 

Durgun kültürde üretilen selüloz, yan�k bölge üzerinde iyile� tirici bir özelli� e 

sahiptir (Bielecki et al., 2000). Bakteriyal selüloz steril edilebilir, dokuya 

uyumludur, gözenekli, elastik ve elle tutulmas� kolayd�r, suyu adsorblad�� � için 

belli oranda nem içerir bu da yaralar�n daha h�zl� iyile� mesini sa� lar ayr�ca yaral� 

bölgede ikincil enfeksiyonlar�n olu� mas�n� engeller, yanan bölgedeki �s�y� 

adsorblayarak ac�y� ve a� r�y� azalt�r ve dokuda yaran�n yay�lmas�n� engeller. BS 

pellikleri farkl� boyutlarda elde edilebildi� i için yo� un yaralar üzerinde koruyucu 

olarak kullan�labilmektedir. Hayvansal orijinli ürünlerdeki problemlerden dolay� 

kollagen kaplay�c�lar yerine BS içerikli kaplay�c�lar kullan�lmaktad�r. Bu amaçla 

kullan�lan bakteriyal selüloz ürünleri Xylos Corp. firmas� taraf�ndan Prima CelTM 

olarak üretilmektedir. Bu polimer, Rensselaer Polytechnic Institute (USA)’de 

ülser tedavisinde yara kapat�c� olarak uygulanm�� t�r. Bu � ekilde tedavi edilen ülser 

hastalar�n�n % 54’ü, 8 hafta sonra iyile�mi� lerdir (Jonas ve Farah, 1998). A. 

xylinum’dan sentezlenen selüloz ticari olarak “Biofil ve Bioprocess” isimleri ile 

piyasa sürülmü�  ve bu materyal 3. derecede yan�klar�n, ülser ve dekubitus tedavisi 

ile deri transpalantasyonunda tedavi edici olarak kullan�lmaktad�r. Piyasada 

“Gengiflex” olarak bilinen ba� ka bir ürün de peridontal dokular�n geri 

dönü� ümünde ya da iyile� tirilmesinde kullan�lmaktad�r (Jonas ve Farah, 1998). 

Krystynowicz et al. (2000) taraf�ndan A. xylinum’dan elde edilen selülozun, 

farelerdeki yaralar üzerinde iyile� tirici etkisinin oldu� u da belirtilmi� tir (Bielecki 
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et al., 2000). Yamanaka et al. (1990), ortas� çukur özelli� e sahip olan bakteriyal 

selüloz fibrillerinin suni kan damarlar� ve üreterler olarak kullan�labilece� ini de 

önermi� lerdir. Köpeklerde aort ve boyun damarlar�n�n yerine antitrombik özelli � e 

sahip olan bakteriyal selüloz içeren suni damarlar kullan�lm�� t�r. 1 ay sonra bu 

suni damarlar ç�kar�lm��  ve iç yüzeyde trombinin adhezyonunun durumu 

incelenmi�  ve bakteriyal selüloz içeren kan damarlar�n�n i� leyi� ini iyi bir � ekilde 

korudu� u gözlenmi� tir (Bielecki et al., 2000).   

 

Yüksek gerilme direnci, elastikiyet, s�v�lar� ve gazlar� geçirme özelli� i olmas�ndan 

dolay� kuru bakteriyal selüloz, kan glukoz seviyesinin ayarlanmas� için kullan�lan 

biosensörlerde immobilize edilmi� , glukoz oksidaz� koruyan bir membran olarak 

uygulanm�� t�r. Bu bakteriyal selüloz membran, 10 kat suland�r�lm��  insan kan 

solusyonunda elektrot stabilitesini 200 saat kadar koruyabilmi� tir. Cuprophan 

(AKZO, England) gibi di� er koruyucu membranlar elektrot stabilitesini sadece 30 

saat kadar korumu� lard�r. Cuprophan ile örtülmü� , seyreltilmemi�  insan kan 

biosensöründe, elektrot stabilitesi 3-4 saat olmas�na ra� men bakteriyal selüloz 

membran 24 saat kadar stabilite sa� lam�� t�r (Bielecki et al., 2000).   

 

2.16.3. G�da uygulamalar� 

 

Bakteriyal selüloz, i� lenmi�  g�dalarda hiçbir yan etkisi olmayan kalorisiz bir katk� 

maddesi olarak kullan�l�r. Bakteriyal selülozun g�da endüstrisinde ticari olarak ilk 

kez kullan�m� “nata de coco” olarak Filipinlerde kullan�lm�� t�r. Nata de coco BS 

üreten bakterilerin besiortam�na ilave edilen sukrozlu hindistan cevizi sütü veya 

suyundan haz�rlanan bir tatland�r�c�d�r (Sutherland, 1998). Nata de coco’nun 

tüketiminin, ba� �rsak kanserine, damar sertli� ine, koroner damarlardaki kan�n 

p�ht�la� mas�na kar� � koruyucu etkisinin oldu� una ve idrardaki ani glukoz art�� �n� 

önledi� ine inan�l�r. “Nata de coco”nun kullan�m� sadece Asya’da de� il, tüm 

dünyada yayg�n hale gelmektedir. 

 

Bakteriyal selüloz içerikli di� er g�da ürünü de “Chinese Kombucha (teakvass ya 

da tea-fungus)’d�r. Bu ürün çay ya da � eker ekstraktlar�nda geli� en asetik asit 
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bakterilerinden ya da mayalardan elde edilir. Yüzeyde olu� an bu pellik insan 

sa� l� � � için hem selülozu ve hem de enzimleri içerir. Abiyotik aktiviteleri, tüm 

sindirim sistemi ve özellikle de kal�n ba� �rsa� � düzenler. Kombucha’n�n baz� 

kanser türlerine kar� � koruyucu etkisinin oldu� una da inan�l�r (Iguchi et al., 2000). 

 

A. xylinum E25 straini taraf�ndan sentezlenen bakteriyal selüloz pelliklerinin 

gelecekte, �arap ve meyve filtrasyonunda ve polifenollerin immobilizasyonunda 

kullan�labilece� i de söylenmektedir. Zenginle� tirilmi �  lifli g�dalarda, bioaktif 

antosiyanin içerikli g�dalar�n üretiminde katk� maddesi olarak kullan�m� 

uygundur.  BS’nin  raf ömrünü uzatt�� �, lezzetli ve kokusuz oldu� u için unlu 

mamüllerde de kullan�labilece� i öne sürülmü� tür (Krystynowicz et al.,1999). 

 

2.16.4. Genel kullan�m alanlar� 

Bakteriyal selüloz fiziksel kimyasal metotlar ile modifiye edilebildi� i için,  

biyokatalitlerin immobilizasyonunda da uygulanabilirli� i gösterilmi� tir. 

�mmobilize hayvan hücrelerinin içerdi� i selüloz jeller, interferon, interleukin-1, 

sitostatik ve monoklonal antibiyotikleri üretmek için gerekli olan hücre 

kültürlerinde de kullan�lmaktad�r (Iguchi et al.2000). 

 

Bakteriyal selüloz, Gluconobacter oxydans, Acetobacter methanolyticus ve 

Saccharomyces cerevisiae hücrelerinin adsorbsiyonunda kullan�l�r. Bu immobilize 

strainlerin her birinin, glukonat (% 84-92), dihidroksiaseton (% 90-98) ve etanol 

(% 88-92) üretiminde etkili olduklar� görülmü� , ve  ayr�ca bunlar�n termal 

stabilitelerinin ve i� levlerinin   daha iyi oldu� u da gösterilmi� tir (Bielecki et al., 

2000). 

 

Safla� t�r�lan bakteriyal selüloz; selüloz asetat, nitroselüloz, CM-selüloz, 

hidroksimetilselüloz ve hidroksiselüloz’un sentezindeki ham maddedir 

(Yamanaka et al., 1990). Bakteriyal selüloz, � 1-4 glukan yap�s�na sahip olan 

düzenli fibrillerden olu�an CM-selüloz, di� er selüloz türevleri, ni� asta, dekstran 

gibi di� er karbohidratlar, sulfonatlar ve alkilfosfotlar gibi bile� ikler varl�� �nda 

üretildi� inde,  tekrarlanan �slatma ve kurutmadan sonra bile yüksek su tutma 
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kapasitesi, optik saydaml�k gibi  yeni ve faydal� özelliklere sahip olmaktad�r 

(Bielecki et al., 2000).  

 

Bakteriyal selülozun kimya, ka� �t ve tekstil endüstrisinde potansiyel uygulamalar� 

maliyetine ve kullan�labilirli� ine ba� l�d�r. Bu taleplerin kar� �lanabilmesi için BS, 

bat�k fermentörlerde ve kat� ortamlarda veya ucuz at�k maddeler üzerinde verimi 

yüksek strainlerle üretilmek zorundad�r (Vandamme et al., 1998). 

   

2.17. Patentler 

Bakteriyal selüloz ile ilgili olarak, 1980’den beri y�ll�k yakla� �k 20 patentin 

al�nmas� ve son 10 y�ldan beri bu konuda yap�lan çal�� malardan, her y�l yakla� �k 

20-40 yay�n�n ç�kar�lmas�, bakteriyal selüloz üzerindeki yo� un ilginin bir 

göstergesi olarak kabul edilebilir (Iguchi et al., 2000). Bakteriyal selülozun 

biyosentezi, özellikleri ve uygulama alanlar� ile ilgili baz� temel patentler çizelge 

2.6’da verilmi� tir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

.
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Çizelge 2.6 Patentler (Bielecki et al., 2000) 

Patent no Patent firmas� Ara� t�r�c�lar Ba � l�k Yay�n 

tarihi 

Aç�klama 

WO 

0125470 

Novozymes A/S. 

Danimarka 

Herbert;W.,Chanzy,H.D., 

Erntst,S., Schulein,M., 

Husum,T.L., Kongsbak,L. 

Selüloz filmlerinin taranmas� 2001 Floresansla i� aretlenmi�  hemoglobin ve 

galaktomannan içeren, BS mikrofibril filmleri, 

proteaz ve mannanazlar� saptamak için 

kullan�labilir 

WO 

0105838 

Pharmacia Corp., 

USA 

Yang,Z.F., Sharma,S., 

Mohan,C., Kobzeff,J. 

BS’nin kurutulmas� için yöntemler 2001 Hekzan, alifatik alkol, DMSO vb çözücüler ile 

selülozun ayr�lmas� 

JP Bio-polymer Reserch 

Co. Ltd., Japonya 

Watanabe,O. Selüloz mikrofibrillerini dondurup kurutma 

metodu 

1999 A. xylinum’un olu� turdu� u selülozun dondurulup, 

kurutulmas� 

WO 

9943748 

Sony Uryu,M., Tokura,K. Biyolojik parçalanabilen polimer 1999 A. xylinum’un olu� turdu� u selülozun yeni 

materyallerde kullan�lmas�  

JP 10077302 Bio-polymer Reserch 

Co. Ltd., Japonya 

Tabuchi,M., Watanabe,K., 

Morinaga,Y. 

Çözülebilir BS ve bile� imi 1998 A. xylinum’un durgun ko� ullarda sentezledi� i 

selüloz, DMSO ve paraformaldehitile (25:5) 100 
0C’de 3 saatte çözülebilir  

WO 

97/05271 

Rensselaer Polytecic 

Ins.,USA 

Bungay,H.R., Serafica,G. Bioreaktör kullan�larak, mikrobiyal selüloz 

üretimi 

1997 Yatay  fermentörde A. xylinum’dan olu� turulan 

BS   

JP 96316922 Bio-polymer Reserch 

Co. Ltd., Japonya 

Hikawu,S.,Hiroshi,T.,Takaya

su,T.,, Yoshinaga,F. 

Selüloz olu� umunu te� vik edici maddelerin 

eklenmesi ile BS’nin üretimi  

1996 Kolin, betain ve ya�  asitleri gibi bile� ikler, A. 

xylinum’dan  selüloz üretimini stimüle eder 

JP 07184675 

A 

Bio-polymer Reserch 

Co. Ltd., Japonya 

Matsuoka,M.,Tsuchida,T.,Yo

shinaga,F. 

BS’nin üretimi 1995 G�dalarda, kosmetikte vb. alanlarda kullan�lan 

BS’nin, Acetobacter strainleri taraf�ndan, 

metionin içeren s�v� ortamda üretilmesi 
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JP 06206904 Shin Etsu Chemical 

Co. Ltd. Japonya 

Horii,F., Yamamoto,H. BS’nin üretimi ve kristal yap�s�n� kontrol etmek 

için metotlar 

1994 A. xylinum’un kültür ortam�na eklenen ksantan 

sak�z� ya da sodyum CM selüloz eklenmesi ile 

olu� an selülozun kristal yap�s�  

005268274 

USA  

Cetus Corp.,USA  BenBassat,A.,Calhoon,R.D., 

Fear,A.L.,Benziman,M. 

Selüloz sentaz operonunu ekspresyonu için 

nükleik asit sekanslar� ve metotlar 

1993 A. xylinum’dan BS sentaz� kodlayan nükleik asit 

sekanslar� ve genlerin izolasyonu için metotlar 

EP 0258038 

A3 

Brown,R.M. Brown,R.M. Selüloz üreten mikroorganizmalar ve 

kültüvasyonda selülaz kullan�m� 

1989 Büyük hacimli fermentörlerde selüloz üretimi 

için hücre inokulumu ve selülaz etkisi ile A. 

xylinum hücrelerinin, selülozdan ayr�lmas� 

US 

004655758 

Johson & Johson 

products,Inc.,USA 

Ring,D.F., 

Nashed;W.,Dow,T. 

Mikrobiyal polisakkaritlerin üretim metotlar� 1987 Bakteri hücrelerinin, s�v� ortamdan 

uzakla� t�r�lmas� ve selüloz pelli� inin çe� itli 

amaçlar için kullan�m� 

EP 0200409 

A3 

Ajinomoto 

Co.Inc.Japonya 

Iguchi,M.,Mitsuhashi,S.,Ichi

mura,K.,Watanebe,K.,Yaman

ake,S. 

Bakteriler taraf�ndan üretilen selülozdan yap�lan 

materyallerin kar� �la� t�r�lmas� 

1986 BS � ekle sokulabilen materyallerin üretimi için 

mükemmel bir bile� imdir 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1. MATERYAL 

3.1.1. Kimyasallar 

 

Glukoz  (Carlo-Erba),  Fruktoz (Carlo-Erba), Sukroz (Carlo-Erba), Yeast ekstrakt 

(Merck), Kazein pepton (Merck), Meat pepton ( Fluka), Na2HPO4.12H2O 

(Sigma), Sitrik asit (Merck), Agar-Agar (Merck), CaCO3 (Merck), Mannitol 

(Riedel), Pepton (Merck), KH2PO4 (Riedel), K2HPO4 (Merck), Etanol (Riedel), 

Bromcresol green (Riedel), Nutrient agar (Lab M), Nutrient broth (Merck), Et 

ekstrakt� (Merck), Pepton (Merck), Tripton ( Fluka), KNO3 (Kimetsan), Jelatin 

(Fluka), Triptoz (Oxoid), NaCl (Riedel), Malt Ekstrakt Agar (Merck), Malt 

ekstrakt (Merck), Czapek dox agar (Merck), Sülfanilik asit (Merck), Glasiyal 

asetik asit (Riedel), � -Naftol (Merck), Para-dimetil aminobenzaldehit (Riedel), (% 

37) Hidroklorik asit (Riedel), Fenol (kat�) (Riedel), (% 30) Hidrojen peroksit 

(Riedel), (% 97) H2SO4 (Fluka), Tetrametil-p-fenilen diamin dihidroklorid 

(Fluka), Gliserol (Riedel), (% 25) Gluteraldehit (Sigma), NaOH (Merck), Sodyum 

asetat (Riedel), Asetik asit (Riedel), Tris-HCl (Fluka), EDTA (Merck), Lizozim 

(Sigma), SDS (Fluka), Proteinaz K (Sigma), RNase (Sigma), Agaroz (Sigma), 

Tris-Base (Merck), Borik asit (Merck), �sopropil Alkol (Kimetsan), Kloroform 

(Merck), n-butanol (Merck), Metanol (Kimetsan), TFA (Merck), DNS (Sigma), 

Potasyum sodyum tartarat (Fluka), Avicel selüloz (Merck), Karboksimetil selüloz 

(Sigma), Kristal violet (Merck), Amonyum oksalat (Merck), Safranin (Carlo-

Erba), �yot (Merck), Potasyum iyodür (Riedel), Mala� it Ye� ili (Carlo-Erba), 

Sikloheksimid (Riedel), Fenol-red (Merck), Üre (Merck),  (NH4)2SO4 ( Riedel), 

CaCl2.2H2O (Riedel), MgSO4.7H2O (Merck), Tween 80 (Fluka), FeSO4.7H2O 

(Merck), MnSO4.7H2O (Merck), ZnSO4.7H2O (Merck), CoCl2.6H2O (Merck) 
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3.1.2. Örnekler 

Bu ara� t�rmada, bakteri izolasyon materyali olarak ev yap�m� � arap, sirke, elma, 

üzüm, tur� u suyu ve ba�  topra� � örnekleri kullan�lm�� t�r. Bu amaçla farkl� 

bölgelerden 3 çe� it �arap, 2 çe� it sirke, toprak örnekleri ile elma, üzüm � �ras� ve 

tur� u suyu toplanm�� t�r. Bu örnekler izolat elde etme amac�yla kullan�lm�� t�r. 

�zolatlar�n elde edildi� i örnekler ve izolat say�s� çizelge 3.1 verilmi� tir. 

 

Çizelge 3.1 Ara� t�rmada kullan�lan örnekler ve izolat say�lar� 

Örnek Ad� Kaynak Ad� �zolat Say�s� 

 

� arap 

 

Çal-Denizli 

 

10 

� arap Geyre-Ayd�n 42 

� arap Senirkent-Isparta 15 

Sirke Senirkent-Isparta 52 

Sirke SDÜ-Isparta 15 

Elma Suyu Ayd�n 14 

Üzüm Suyu Ayd�n 14 

Tur� u Suyu Ayd�n 15 

Ba�  Topra� � Kabalar-Ku� adas� 8 

 

 

Çizelgede belirtildi� i gibi 9 adet örnekten 185 izolat elde edilmi� tir. Toprak 

örnekleri üzerinde yap�lan inceleme sonunda ço� unlukla Bacillus’lar�n bask�n 

oldu� u görülmü�  ve bu nedenle sonraki çal��malarda toprak örne� i ile çal�� �lmaya 

son verilmi� tir. Elde edilen 185 adet izolat�n selüloz üretme yetenekleri De Wulf 

et al. (1996)’ya göre taranm�� t�r. Bu izolatlardan 136 adedi selüloz üretme 

yönünden pozitif olmas�na ra� men 49 adedi de negatiftir. Çal�� ma için 136 izolat 

aras�ndan selüloz üretim miktar� (mg/ml) olarak en fazla olan 31c ve 8a kodlu 

izolatlar seçilmi� tir. 136 adet izolat Adnan Menderes Üniversitesi, Fen-Edebiyat 

Fakültesi Biyoloji Bölümü, Mikrobiyoloji laboratuvar�nda liyofilize edilerek 

saklanmaktad�r. 
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3.1.3. Kullan�lan mikroorganizmalar 

Çal��mam�zda ev yap�m� � arap ve sirkelerden izole etti� imiz 31c kodlu 

Acetobacter pasteurianus HBB 6 ve 8a kodlu Acetobacter lovaniensis HBB 5 

bakterileri ile DSMZ Kültür Koleksiyonundan, � ahit strain olarak al�nan 

Gluconacetobacter xylinus DSM 46604, Gluconacetobacter xylinus DSM 2004, 

Acetobacter aceti DSM 3508 bakterileri kullan�lm�� t�r. 

 

3.1.4. Bakteriyal selüloz (ekstrasellular) üretiminde kullan�lan 

karbon ve azot kaynaklar� 

Bakteriyal selüloz üretiminde, kendi izolatlar�m�z olan 31c ve 8a kodlu bakteriler 

kullan�larak analitik safl�ktaki karbon ve azot kaynaklar� ile optimizasyon 

çal��mas�na gidilmi� tir. 

Bakteriyal selüloz üretiminde, analitik safl�kta karbon kayna� � olarak; glukoz, 

fruktoz, sukroz ve etanol, azot kaynaklar� olarak da yeast ekstrakt, kazein 

hidrolizat ve amonyum sülfat kullan�lm�� t�r. 

3.1.5. Bakteriyal selüloz üretiminde enerji kayna� � olarak 

kullan�lan at�k maddeler 

Bakteriyal selüloz üretiminde, enerji kayna� � olarak melas, peynir alt� suyu, zeytin 

karasuyu at�k maddeleri ile corn steep liquor kullan�lm�� t�r. 
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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) 

Na2HPO4.12H2O   % 0,675 

Sitrik asit    % 0,115 

Agar     % 1,5 

Distile su    100 ml 

pH     6,0 ± 0,1 

Besiortam� içerikleri distile suda çözülüp, besiortam�n�n pH’� 6,0’ya (0,1M HCl) 

ayarlanm�� t�r. Besiortam�, agar� çözmek için mikrodalga f�r�nda (Vestel, Turkey) 

kaynat�l�p, otoklavda (Hirayama HA-240 M IV, Japan) 1,1 atmosfer bas�nç 

alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile sterilize edilmi� tir. Besiortam�na, 

sterilizasyon sonunda maya inhibisyonu için 100 ppm sikloheksimid ilave 

edilmi� tir. 50 0C’ye kadar so� utulduktan sonra, steril petrilere dökülerek,   bakteri 

izolasyonu için kullan�lm�� t�r. 

 

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

Glukoz     % 5 

Yeast ekstrakt    % 1 

CaCO3     % 3 

Agar     % 2 

Distile su    100 ml 

pH     7,5 ± 0,1 

 

Besiortam� içerikleri distile suda çözülüp, pH’� 7,5’ya (0,1M HCl) ayarlanm�� t�r. 

Besiortam� içerisindeki agar� çözmek amac�yla mikrodalga f�r�nda kaynat�l�p, 

otoklavda 1,1 atmosfer bas�nç alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile sterilize 

edilmi� tir. Besiortam�na, sterilizasyon sonunda maya inhibisyonu için 100 ppm 
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sikloheksimid ilave edilmi� tir. 50 0C’ye kadar so� utulduktan sonra steril petrilere 

dökülerek, bu besiortam� da bakteri izolasyonu için kullan�lm�� t�r. 

 

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� içerikleri distile suda çözülüp, pH 6,0’ya (0,1M HCl) ayarlanm�� t�r. 

Besiortam� içerisindeki agar� çözmek için mikrodalga f�r�nda kaynat�l�p otoklavda 

1,1 atmosfer bas�nç alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile sterilize edilmi� tir. 

Besiortam�na, sterilizasyon sonunda maya inhibisyonu için 100 ppm 

sikloheksimid ilave edilmi� tir. 50 0C’ye kadar so� utulduktan sonra steril petrilere 

dökülerek,  bakteri izolasyonu için kullan�lm�� t�r. 

 

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) 

Na2HPO4.12H2O   % 0,675 

Sitrik asit    % 0,115 

Distile su    100 ml 

pH     6,0 ± 0,1 

 

Besiortam� içerikleri distile suda çözülüp, pH’� 6,0’ya (0,1M HCl) ayarlanm�� t�r. 

Besiortam�, agar� çözmek için mikrodalga f�r�nda kaynat�l�p, otoklavda 1,1 

atmosfer bas�nç alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile sterilize edilmi� tir. 50 0C’ye 

kadar so� utulduktan sonra, steril petrilere dökülerek, bakteri izolatlar�n�n 

bakteriyal selüloz üretimlerinin ara� t�r�lmas�nda kullan�lm�� t�r. 
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Besiortam� 5: Y3-3 Medium (modifiye besiortam�) (Johnson ve Neogi, 1989)  

Glukoz     20 g/l 

Yeast extract    10 g/l 

Pepton     10 g/l 

KH2PO4    4 mM 

K2HPO4    6 mM 

Distile su     1000 ml 

pH      6,0 ± 0,1 

 

Besiortam� içerikleri distile suda çözülüp, pH’� 6,0’ya (0,1M HCl) ayarlanm�� t�r. 

Besiortam�, agar� çözmek için mikrodalga f�r�nda kaynat�l�p, otoklavda 1,1 

atmosfer bas�nç alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile sterilize edilmi� tir. 50 0C’ye 

kadar so� utulduktan sonra, steril petrilere dökülerek,  bakteri izolatlar�n�n 

bakteriyal selüloz üretimlerinin ara� t�r�lmas�nda kullan�lm�� t�r. 

 

Besiortam� 6: Modifiye Besiortam� (Frateur, 1950) 

Etanol     % 3 

CaCO3     % 2 

Yeast Ekstrakt    % 2 

Agar     % 2 

Distile su    100 ml 

pH     6,0 ± 0,1 

 

Besiortam� içerikleri distile suda çözülüp, pH’� 6,0’ya (0,1M HCl) ayarlanm�� t�r. 

Besiortam�, agar� çözmek için mikrodalga f�r�nda kaynat�l�p otoklavda 1,1 

atmosfer bas�nç alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile sterilize edilmi� tir. Etanol, 

besiortam� sterilize edildikten sonra, ortama ilave edilmi� tir. Besiortam� homojen 

olacak � ekilde kar�� t�r�lm�� t�r. 50 0C’ye kadar so� utulduktan sonra steril petrilere 

dökülmü� tür. Bu besiortam�, bakteri izolatlar�n�n etanolü karbon kayna� � olarak 

kullan�labilirli � ini tespit etmek için kullan�lm�� t�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� içerikleri, distile suda çözülüp, pH’� 6,0’ya (0,1M NaOH) 

ayarlanm�� t�r. Besiortam�, agar� çözmek için mikrodalga f�r�nda kaynat�l�p, 

otoklavda 1,1 atmosfer bas�nç alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile sterilize 

edilmi� tir. Besiortam� homojen olacak � ekilde kar�� t�r�lm��  ve 50 0C’ye kadar 

so� utulduktan sonra steril petrilere dökülmü� tür. Bu besiortam�, asetik asit 

bakterilerinden Acetobacter ve Gluconobacter genuslar�n�n birbirinden ay�rt 

etmek için kullan�lm�� t�r (Carr, 1968).  

 

Besiortam� 8: Karbohidrat Fermentasyon Ortamlar� (Tamer ve ark., 1989) 

 

Karbohidrat fermentasyon denemelerinde, kullan�lan sukroz, glukoz, laktoz, 

fruktoz’ dan 5’er gram al�narak 1L Nutrient broth’a ilave edilmi� tir. Ortam 

durham tüpü içeren test tüplerine da� �t�lm��  ve otoklavda 1,1 atmosfer bas�nç 

alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile sterilize edilmi� tir. 

 

Besiortam� 9: Nutrient Agar  

Et Ekstrakt�    3 g 

Pepton     5 g 

Agar     15 g 

Distile su    1000 ml 

pH     6,8 ± 0,1 

 

Besiortam� içerikleri, distile suda çözülüp, pH’� 6,8’e (0,1M HCl) ayarlanm�� t�r. 

Besiortam�, agar� çözmek için mikrodalga f�r�nda kaynat�l�p otoklavda 1,1 
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atmosfer bas�nç alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile sterilize edilmi� tir. 

Sterilizasyondan sonra yat�k halde dondurulmu� tur (Tamer ve ark.,1989). Bu 

besiortam� biyokimyasal testlerde kullan�lan 24 saatlik kültürlerin 

haz�rlanmas�nda ve kültürel karakteristiklerin saptanmas�nda kullan�lm�� t�r. 

 

Besiortam� 10: Nutrient Broth  

Et Ekstrakt�    3 g 

Pepton     5 g 

Distile su    1000 ml 

pH     6,8 ± 0,1 

 

Besiortam� içerikleri distile suda çözülüp, pH’� 6,8’e (0,1M HCl) ayarlanm�� t�r. 

Besiortam�, homojen olacak �ekilde kar�� t�r�l�p otoklavda 1,1 atmosfer bas�nç 

alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile sterilize edilmi� tir (Tamer ve ark.,1989). Bu 

besiortam�, biyokimyasal testlerde kullan�lan 24 saatlik kültürlerin 

haz�rlanmas�nda ve kültürel karakteristiklerin saptanmas�nda kullan�lm�� t�r. 

 

Besiortam� 11: Tripton Broth  

Tripton     10 g 

Distile su    1000 ml 

 

Tripton distile suda çözülerek, tüplere da� �t�lm��  ve otoklavda 1,1 atmosfer bas�nç 

alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile sterilize edilmi� tir (Tamer ve ark.,1989). Bu 

besiortam� indol üretiminin saptanmas�nda kullan�lm�� t�r. 

 

Besiortam� 12: Nitrat Broth  

Et Ekstrakt�    3 g 

Pepton     5 g 

KNO3     1g 

Distile su    1000 ml 

pH     7,0 ± 0,1 
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Besiortam� içerikleri, distile suda çözülerek, tüplere da� �t�lm��  ve otoklavda 1,1 

atmosfer bas�nç alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile sterilize edilmi� tir (Tamer ve 

ark.,1989). Bu besiortam� nitrat redüksiyonunun belirlenmesinde kullan�lm�� t�r. 

 

Besiortam� 13: Nutrient Jelatin  

Et Ekstrakt�    3 g 

Pepton     5 g 

Jelatin     4 g 

Distile su    1000 ml 

pH     6,8 ± 0,1 

 

Besiortam� içerikleri 50 0C’de çözüldükten sonra test tüplerine da� �t�lm��  ve 

otoklavda 1,1 atmosfer bas�nç alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile sterilize 

edilmi� tir (Tamer ve ark.,1989). Bu besiortam� izolatlar�n, jelatinaz aktivitelerini 

belirlemede kullan�lm�� t�r. 

 

Besiortam� 14: Triptoz Fosfat Agar  

Triptoz     20 g 

Glukoz     2 g 

NaCl     5 g 

Na2HPO4    2,5 g 

Agar     15 g 

Distile su    1000 ml 

pH     7,3 ± 0,1 

 

Besiortam� içerikleri distile suda çözülüp, pH’� 7,3’e (0,1M NaOH) ayarlanm�� t�r. 

Besiortam�, agar� çözmek için mikrodalga f�r�nda kaynat�l�p, otoklavda 1,1 

atmosfer bas�nç alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile sterilize edilmi� tir. Ortam 50 
0C’ye kadar so� utulduktan sonra steril petrilere dökülmü� tür. Bu besiortam� 

katalaz testinde kullan�lm�� t�r. 
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Besiortam� 15: Triptoz Fosfat Broth  

Triptoz     20 g 

Glukoz     2 g 

NaCl     5 g 

Na2HPO4    2,5 g 

Distile su    1000 ml 

pH     7,3 ± 0,1 

 

Besiortam� içerikleri distile suda çözülüp, pH’� 7,3’e (0,1M NaOH)  ayarlanm�� t�r. 

Besiortam� otoklavda 1,1 atmosfer bas�nç alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile 

sterilize edilmi� tir. Bu ortam  katalaz  testinde kullan�lm�� t�r. 

 

Besiortam� 16: Malt Ekstrakt Agar  

Malt ekstrakt    30 g 

Pepton     5 g 

Agar     15 g 

Distile su    1000 ml 

pH     5,4 ± 0,1 

 

Besiortam� içerikleri distile suda çözülüp, pH’� 5,4’e (0,1M HCl) ayarlanm�� t�r. 

Besiortam� otoklavda 1,1 atmosfer bas�nç alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile 

sterilize edilmi� tir. Bu besiortam� funguslar�n geli� imi için kullan�lm�� t�r. 

 

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

Yeast ekstrakt    % 1 

Pepton     % 2 

Glukoz     % 2 

Agar     % 2 

Distile su    100 ml 

pH     5,5 ± 0,1 
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Besiortam� içerikleri distile suda çözülüp, pH’� 5,5’e (0,1M HCl) ayarlanm�� t�r. 

Besiortam� otoklavda 1,1 atmosfer bas�nç alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile 

sterilize edilmi� tir. Bu besiortam� funguslar�n geli� imi için kullan�lm�� t�r. 

 

Besiortam� 17: Mandels ve Weber Besiortam� (Mandels ve Weber, 1969) 

Üre    0,3 g/L 

(NH4)2SO4    1,4 g/L 

KH2PO4    2,0 g/L 

CaCl2.2H2O    0,4 g/L 

MgSO4.7H2O    0,3 g/L 

Pepton    0,75 g/L 

Yeast ekstrakt    0,25 g/L 

Tween 80    0,2 g/L 

Mikrokristal selüloz   2,0 g/L 

FeSO4.7H2O    5,0mg/L 

MnSO4.7H2O    1,6 mg/L 

ZnSO4.7H2O    1,4 mg/L 

CoCl2.6H2O    2,0 mg/L 

pH     5,5 ± 0,1 

Besiortam� içerikleri distile suda çözülüp, pH’� 5,5’e (0,1M HCl) ayarlanm�� t�r. 

Besiortam� otoklavda 1,1 atmosfer bas�nç alt�nda 121 0C’de 15 dakika süre ile 

sterilize edilmi� tir. Bu besiortam�, funguslardan selülaz enzimi elde etmede 

fermentasyon ortam� olarak  kullan�lm�� t�r. 

 

3.1.7. Çözeltiler ve Boyalar 

Çözelti 1: % 0,85  Fizyolojik Tuzlu Su Çözeltisi  

NaCl     85 g 

Distile su    1000 ml 

  

85 g NaCl, 1000 ml distile suda çözülerek haz�rlan�r. Bakteri izolasyonu s�ras�nda 

seyreltme s�v�s� olarak kullan�lm�� t�r. 
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Çözelti 2: Sülfanilik Asit Çözeltisi 

Sülfanilik Asit      8 g  

Glasiyal Asetik Asit     294 ml 

Distile su      706 ml 

 

294 ml glasiyal asetik asit, 706 ml distile su kar�� t�r�l�r ve üzerine 8 g sülfanilik 

asit ilave edilerek, iyice çalkalan�r. Nitrat indirgenmesi testinde kullan�l�r. 

 

Çözelti 3: � -Naftol Çözeltisi  

� -Naftol      5 g 

Etanol (% 95)      100 ml 

 

5 g � -Naftol, 100 ml etanolde çözülerek haz�rlan�r. Nitrat indirgenmesi ve Voges-

Proskauer testinde kullan�l�r. 

 

Çözelti 4: Kovaks Ay�rac� 

Para-Dimetil Aminobenzaldehit   5 g 

Amil veya Bütil Alkol    75 ml 

Hidroklorik asit (% 37)    25 ml 

 

Para-dimetil aminobenzaldehit alkolde çözülür. Çözelti, su banyosunda hafifçe 

�s�t�l�r. Bütün içerikler çözüldükten sonra HCl dikkatlice ilave edilir ve kar�� t�r�l�r 

(Tamer ve ark.,1989). �ndol testi için kullan�l�r. 

 

Çözelti 5: % 5’lik  Fenol Çözeltisi  

Fenol (kat�)      5 g 

Distile su      100 ml 

 

Fenol, distile suda çözülür. Toplam � eker tayini için, fenol-sülfürik asit 

metodunda kullan�l�r. 
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Çözelti 6: % 3’lük H 2O2 (% 30) 

Hidrojen peroksit     10 ml 

Distile su      90 ml 

 

(% 30) Hidrojen peroksitten 10 ml al�narak distile su ile 100 ml’ye tamamlan�r. 

Katalaz testi için kullan�r. 

 

Çözelti 7: % 97’lik H 2SO4 

% 97’lik sülfürik asit, fenol-sülfürik asit metodunda kullan�lm�� t�r.  

 

Çözelti 8: % 1’lik Tetrametil-p-Fenilen Diamin Dihidrokl orid Çözeltisi 

Tetrametil-p-fenilen diamin dihidroklorid  1 g 

Distile su      100 ml 

 

1 g  Tetrametil-p-fenilen diamin dihidroklorid,  10 ml distile su içinde çözülerek 

haz�rlan�r (Tamer ve ark.,1989). Oksidaz testinde kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 9: 10-100µg/ml’lik Glukoz Standart Çözeltileri 

10,20,30,40,50,60,70,80,90,100 µg/ml’lik glukoz çözeltileri haz�rlanm�� t�r. 

Toplam �eker tayini için, fenol-sülfürik asit metodunda, standart e� rinin 

ç�kar�lmas�nda kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti  10: % 15’lik Gliserol 

Gliserol      15 ml 

Distile su      75 ml 

 

�zolatlar�n saklanmas�nda kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 11: % 2 (w/v)’lik Gluteraldehit Çözeltisi 

0,8 ml % 25’lik gluteraldehite, 9,2 ml 50mM potasyum fosfat tamponu ilave 

edilerek, 10ml çözelti haz�rlanm�� t�r. Bakteri hücrelerinin SEM’de 

görüntülenmesi için, fiksasyon amac�yla kullan�lm�� t�r. 
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Çözelti 12: Potasyum Fosfat Tamponu (50 mM, pH 6,5) 

A. Potasyum fosfat çözeltisi  (50 mM) 

Potasyum fosfat (KH2PO4)   0,68 g 

Distile su     100 ml 

 

B. NaOH çözeltisi (50 mM) 

Sodyum hidroksit    0,2 g 

Distile su     100 ml 

 

50 ml A ve 13,9 ml B çözeltisinden al�narak kar�� t�r�lm�� t�r. pH 6,5’a ayarlan�p, 

distile su ile 100 ml’ye tamamlanm�� t�r. Bakteri hücrelerinin SEM’de 

görüntülenmesi için, fiksasyon amac�yla kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 13: Sodyum Asetat Tamponu (50 mM, pH 5,0) 

A. Sodyum asetat çözeltisi (50 mM) 

Sodyum asetat     0,68 g 

Distile su     100 ml 

B. Asetik asit çözeltisi (50 mM) 

Asetik asit     0,3 ml 

Distile su ile 100 ml’ye tamamlan�r. 

70 ml A ve 30 ml B çözeltisinden al�narak, kar�� t�r�lm�� t�r. pH 5’e ayarlanm�� t�r. 

Selülozun enzimatik hidrolizinde ve TLC’de standart çözeltinin haz�rlanmas�nda 

kullan�lm�� t�r.  

 

Çözelti 14: Liziz Tamponu (pH 8,0) 

A. Tris-HCl (50 mM) 

Tris-HCl     0,79 g 

Distile su     100 ml 

B. EDTA (20 mM) 

EDTA      0,74 g 

Dstile su     100 ml 
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C. Glukoz çözeltisi (50 mM) 

Glukoz      0,99 g 

Distile su     100 ml 

 

Önce Tris-HCl sonra EDTA çözülür ve üzerine glukoz ilave edilip, son hacim 100 

ml olacak � ekilde distile suda çözülür. pH 8,0’e (0,1M NaOH) ayarlan�r. Bakteri 

hücrelerinden DNA izolasyonu için kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 15: Lizozim Çözeltisi (20 mg/ml) 

Lizozim     0,1 g 

Distile su     5 ml 

 

Buz içinde haz�rlanm�� t�r. Bakteri hücrelerinden DNA izolasyonu için 

kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 16: % 20 SDS (Sodyum dodesil sülfat) 

SDS      2 g 

Distile su     10 ml 

 

Çözünmesi zor oldu� u için magnetik kar�� t�r�c� kullan�larak çözünmesi sa� lan�r. 

Bakteri hücrelerinden DNA izolasyonu için kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 17: Proteinaz K (20 mg/ml) 

Proteinaz K     0,02 g 

Distile su     1 ml 

 

Buz içinde haz�rlanm�� t�r. Bakteri hücrelerinden DNA izolasyonu için 

kullan�lm�� t�r. 
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Çözelti 18: RNase Çözeltisi (20 µg/ml) 

RNase      0,02 g 

Distile su     1 ml 

 

0,02 g RNase, 1 ml distile suda çözülerek, buz içinde haz�rlanm�� t�r. Bakteri 

hücrelerinden DNA izolasyonu için kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 19: % 0,5 Agaroz Jel Çözeltisi 

Agaroz      0,5 g 

Distile su     100 ml 

0,5 g agaroz, 100 ml distile suda çözülerek, haz�rlanm�� t�r. Bakteri DNA’lar�n�n 

agaroz jel elektroforezinde incelenmesinde kullan�lm�� t�r. 

 

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

Tris-Base     54 g 

Borik asit     27,5 g 

EDTA.2H2O (0,5 M, pH: 8)   20 ml 

Distile su     1000 ml 

Agaroz jelin haz�rlanmas�nda kullan�lm�� t�r. Hacim distile su ile 1000 ml’ye 

tamamlanarak otoklavlan�r.  

 

Çözelti 21: Sodyum Asetat (C2H3NaO2.3H2) (3M, pH 3,5) Çözeltisi 

Sodyum asetat     0,20 g 

Distile su     100 ml 

 

DNA izolasyonunda kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 22: % 70’lik Etil Alkol 

Etil alkol     7,3 ml  

Distile su     92,7 ml 

 

Bakteri hücrelerinden DNA izolasyonu için kullan�lm�� t�r. 
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Çözelti 23: � sopropil Alkol 

Bakteri hücrelerinden DNA izolasyonu için kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 24: Fenol-Kloroform Çözeltisi 

1/1 oran�nda haz�rlanm�� t�r. Bakteri hücrelerinden DNA izolasyonu için 

kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 25: TLC (� nce Tabaka Kromatografisi) Standartlar� 

50 mM sodyum asetat tamponunda (pH 5,0) glukoz, sellobioz, sellotrioz 

karbohidratlar�n� içeren % 0,1’lik standart haz�rlanm�� t�r. Hidrolize edilen 

selülozun, monosakkarit içeri� inin belirlenmesinde kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 26: % 50-% 100 Etil Alkol Serileri 

% 50-60-70-80-90-100’e kadar olan etil alkol serileri haz�rlanm�� t�r. Bakteri 

hücrelerinin SEM’de görüntülenmesi için, fiksasyon amac�yla kullan�lm�� t�r 

 

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

�nce tabaka kromatografisinde kullan�lmak üzere haz�rlanm�� t�r. Hidrolize edilen 

selülozun TLC’de, monosakkarit içeri� inin belirlenmesinde, mobil faz olarak 

kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 28: % 0,2 Orsinol Boyas� 

Sülfürik asit-metanol (1:9) oran�nda 100 ml kar�� �m haz�rlanm�� t�r. Bu kar�� �m 0,2 

g orsinol üzerine eklenmi� tir. Hidrolize edilen selülozun TLC’de, monosakkarit 

içeri� inin belirlenmesinde, boya maddesi olarak kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 29: TFA (Trifloraasetik Asit) (2 M) 

TFA      15,4 ml 

Distile su     84,6 ml 

 

15,4 ml TFA üzerine 84,6 ml distile su eklenerek haz�rlanm�� t�r. Selülozun 

hidrolizi için kullan�lm�� t�r. 
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Çözelti 30: Sodyum Hidroksit Çözeltisi (4 N) 

NaOH      16 g 

Distile su     100 ml 

 

16 g NaOH, 100 ml distile suda çözülerek haz�rlanm�� t�r.  

 

Çözelti 31: 3,5 Dinitrosalisilik Asit (DNS) Çözeltisi 

DNS      0,5 g 

Potasyum Sodyum Tartarat   15 g 

NaOH (4 N)     5 ml 

Distile su     50 ml 

 

0,5 g DNS bagetle iyice ezildikten sonra 5 ml distile su ile kar�� t�r�l�r. 50 0C’deki 

su banyosuna arada bir dald�r�p ç�kararak ve vorteksleyerek DNS’nin tamamen 

çözünmesi sa� lan�r. Üzerine 5 ml NaOH ilave edilir. Su banyosuna tekrar dald�r�p 

ç�karma ile kar�� �m�n homojen bir � ekilde çözünmesi sa� lan�r. Çözünme i� lemi 

tamamland�ktan sonra yava�  yava�  15 g potasyum sodyum tartarat eklenir ve 

vorteksleyerek çözünme i� lemi gerçekle� tirilir. Selülaz aktivitesinin 

spektrofotometrik olarak belirlenmesinde kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 32: % 1’lik Avicel Selüloz Çözeltisi  

Avicel selüloz     1 g 

Distile su     100 ml 

 

Enzimatik denemelerde substrat olarak kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 33: % 1’lik CMC (Karboksimetil Selüloz)  

CMC      1 g 

Distile su     100 ml 

 

Enzimatik denemelerde substrat olarak kullan�lm�� t�r. 
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Çözelti 34: % 1’lik Bakteriyal Selüloz 

Bakteriyal selüloz    1 g 

Distile su     100 ml 

 

Enzimatik denemelerde substrat olarak kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 35: % 4’lük NaOH Çözeltisi 

NaOH      4 g 

Distile su     100 ml 

 

4 g NaOH, 100 ml distile suda çözülerek haz�rlanm�� t�r. Bakteriyal selülozun 

safla� t�r�lmas�nda kullan�lm�� t�r. 

Çözelti 36: % 6’l�k Asetik Asit Çözeltisi 

Asetik asit     6 ml 

Distile su     94 ml 

 

Bakteriyal selülozun safla� t�r�lmas�nda kullan�lm�� t�r. 

 

Çözelti 37: Gram’�n Kristal Violet Boyas� 

Kristal Violet     2 g 

% 95’lik Etil Alkol    20 ml 

Amonyum Oksalat    0,8 g 

Distile su     80 ml 

 

20 ml etanolde 2 g kristal violet çözülür. 80 ml distile suda da  0,8 g amonyum 

oksalat çözülür ve bu çözelti alkolde çözülmü�  olan kristal violete’ e  ilave edilir 

(Tamer ve ark.,1989). Bakteri hücrelerinin, hücre duvar� yap�s�n� belirlemek için, 

Gram boyamada kullan�lm�� t�r.  
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Çözelti 38: Gram’�n  Safranin Boyas� 

Safranin      0,25 g 

% 96’l�k Etanol    10 ml 

Distile su     100 ml 

 

Safranin etanolde çözülür, distile su ilave edilerek iyice kar�� t�r�l�r ve sonra filtre 

ka� �d�ndan süzülür (Tamer ve ark.,1989). Bakteri hücrelerinin hücre duvar� 

yap�s�n� belirlemek için, Gram boyamada kullan�lm�� t�r.  

 

Çözelti 39: Gram � yodür (Lugol) Çözeltisi 

�yot (I)      1 g 

Potasyum iyodür (KI)    2 g 

Distile su     1000 ml 

 

�yot ve KI havanda iyice kar�� t�r�larak toz haline getirilir. Üzerine yava�  yava�  su 

ilave edilerek, iyice kar�� t��l�r (Tamer ve ark.,1989). Bakteri hücrelerinin hücre 

duvar� yap�s�n� belirlemek için, Gram boyamada kullan�lm�� t�r.  

 

Çözelti 40: % 5’lik Mala � it Ye� ili Boya Çözeltisi 

Mala� it Ye� ili     5 g 

Distile su     100 ml 

 

Boya, distile su içinde çözülerek haz�rlanm�� t�r (Tamer ve ark.,1989). Endospor 

boyamada kullan�lm�� t�r. 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                              74 

3.2. YÖNTEM 

3.2.1. Asetik asit bakterilerinin izolasyonu 

�zolasyon kayna� � olarak kulland�� �m�z ev yap�m� � arap, sirke ile üzüm ve tur� u 

suyundan aseptik ko� ullar alt�nda 10’ar ml al�narak, erlenlerde haz�rlanan 90 ml 

HS Broth içerisine inokule edilmi� tir. Haz�rlanan besiortam� içerisine, mayalar� ve 

küfleri inhibe edici 100 ppm sikloheksimid ilave edilmi� tir. Durgun ko� ullarda 

300C’de 3-5 gün inkübe edilmi� tir (Selecta, Spain). �nkübasyon sonunda, 

besiortam� yüzeyinde pellik olu� umu gözlenmi� tir. Pellik, aseptik ko� ullara uygun 

olarak steril % 0,85 NaCl (FTS) solusyonu içine al�nm��  ve pelli� in, çözelti içinde 

tamamen parçalanmas� sa� lanm�� t�r. Pellik, tamamen parçaland�ktan sonra steril 

FTS solusyonu ile 10-3’e kadar seyreltilmi� tir. Daha sonra “yayma plaka 

yöntemine” göre, her bir seyreltmeden 0,1 ml izolasyon için haz�rlanan HS Agar, 

GYC Agar ve Mannitol Agar üzerine dökülerek steril bir L-baget yard�m�yla 

homojen olarak da� �lmas� sa� lanm��  ve 30 0C’de 3-7 gün inkübasyona 

b�rak�lm�� t�r. Süre sonunda petrilerde geli� en küçük, bej, beyaz renkte, yüksek ya 

da konveks ve kompakt olan koloniler seçilmi�  ve bunlar�n safl�� � kontrol 

edilmi� tir. Elde edilen saf kolonilerin hepsi yat�k olarak GYC Agarl� tüplere 

çekilip, stok kültürler +4 0C’de muhafaza edilmi� tir (Vestel, Turkey). Ayr�ca ayn� 

izolatlar %15’lik gliserol içine al�n�p, -20 0C’de saklanm�� t�r (Vestel, Turkey). 

 

3.2.2. Bakteriyal selüloz üreten bakterilerin seçilmesi 

Yat�k GYC Agar’daki izolatlar, HS Broth’lu tüplerde 30 0C’de 48-72 saat aktive 

edilmi� tir. Aktifle � en kültürler, spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601) 670 

nm’de OD 0,03’e e� itlenmi� tir (Johnson ve Neogi,1989). Ayr�ca OD 0,03’e 

e� itlenen kültürlere, damlatma kültür yöntemi uygulanarak, say�m i� lemi 

yap�lm�� t�r. 250 ml lik erlenlerde haz�rlanan 100 ml HS besiortam�na, aktifle� en 

kültürlerden 1 ml inoküle edilip, durgun ko�ullarda 30 0C de 10 gün inkübasyona 

b�rak�lm�� t�r. Besiortam�nin üst k�sm�nda pellik olu� umunun olup olmad�� � 

gözlenmi� tir.  
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3.2.3. � zolatlar�n Tan�lanmas� 

3.2.3.1. Morfolojik özellikler 

Gram boyama 

�zolatlar�n, çeper kal�nl�klar�n�n belirlenmesi için Gram boyamalar� yap�lm�� t�r. 

Yat�k olarak haz�rlanm��  GYC agarda, geli� tirilmi �  24 saatlik genç kültürden, lam 

üzerine distile su ile yay�larak preparat haz�rlanm�� t�r. Haz�rlanan preparatlar 

havada kurutularak, bek alevinde 3 kez fikse edilmi� tir. Preparat Gram’�n kristal 

viyole boyas� ile 1 dakika boyanm��  ve distile su ile y�kanm�� t�r. Daha sonra 

preparat iyot çözeltisi ile 1 dakika boyanm�� t�r ve tekrar distile su ile y�kan�p fazla 

boya ak�t�lm�� t�r. Preparat % 96’l�k etil alkol ile 6-15 saniye muamele edilmi� tir. 

Süre sonunda distile su ile y�kan�p, Gram’�n safranin boyas� ile 30 saniye 

boyanm�� t�r. Distile su ile y�kan�p havada kurutulduktan sonra preparatlar, 

100x’lik immersiyon objektifinde (Olympus Cover-015, Japan) incelenmi� tir 

(Tamer ve ark., 1989). 

 

Endospor boyama 

�zolatlar�n endospor olu� turup olu� turmad�klar�n� belirlemek amac�yla kültürler 

yat�k GYC agarda 48–72 saat geli� tirilmi � tir. Kültürler, lam üzerine yay�ld�ktan ve 

havada kurutulduktan sonra alevden geçirilerek 3 kez fikse edilmi� tir. Daha sonra 

s�cak su buhar� üzerine al�nan lam üzerine mala� it ye� ili ilave edilip, 5 dakika 

beklenmi� tir ve distile su ile y�kanm�� t�r. Preparatlara safranin boyas� ilave 

edilmi�  ve 30-60 saniye sonra distile su ile y�kanm�� t�r. Preparat havada 

kurutulduktan sonra mikroskop alt�nda 100x’lik immersiyon objektifinde 

incelenmi� tir. Pembe olarak boyanan k�s�mlar hücrenin vejetatif k�sm�, ye� il 

renkli görünenler ise endosporlard�r (Öner, 1984).  

 

Yar�-kat� hareketlilik testi 

�zolatlar�n hareketli olup olmad�klar�n�n anla� �lmas� için yar�-kat� hareketlilik testi 

yap�lm�� t�r. Bu amaçla tüplerde dik olarak dondurulmu�  olan yar� kat� HS 

besiortam�na, 24 saatlik bakteri kültüründen, i� ne öze ile dik olarak ekim yap�lm��  

ve bakteri geli� imi incelenmi� tir (Öner, 1984). 
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3.2.3.2. Kültürel özellikler 

�zolatlar, GYC agara ekilerek ve 30 0C’de 72 saatlik inkübasyondan sonra, 

koloniler morfoloji, renk ve koku bak�m�ndan incelenmi� tir. 

 

3.2.3.3. Biyokimyasal özellikler 

Tür tan�lamada Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (1984) ve Swings 

(1992) kriterleri esas al�nm��  ve tan�lamada kullan�lan testler buna göre 

yap�lm�� t�r.   

 

� ndol üretimi 

�ndol, triptofan aminoasidinin triptofanaz enzimi ile parçalanmas� sonucu olu� an 

bir maddedir. �zolatlar�n triptofanaz enzimine sahip olup olmad�klar�n� belirlemek 

amac�yla indol testi yap�lm�� t�r. 30 0C’de 24 saat GYC agarda geli� tirilen 

kültürlerden, Tripton broth’lu ortama inokule edilmi� tir. Bu tüpler 30 0C’de 48 

saat inkübe edildikten sonra her tüpe 1ml kloroform ilave edilmi�  ve tüpler iyice 

çalkaland�ktan sonra her tüpe birkaç damla kovaks çözeltisi damlat�lm�� t�r. 

Sonuçta tüplerin üzerinde olu�an k�rm�z� renk indol üretimi için pozitif sonuç 

olarak de� erlendirilmi� tir (Öner, 1984; Tamer ve ark., 1989). 

 

Karbohidrat fermentasyonu 

Fermentasyon denemelerinde karbon kaynaklar� olarak D(+) glukoz, fruktoz, 

laktoz kullan�lm�� t�r. Bu karbohidratlar� içeren ve indikatör olarak fenol red 

bulunan s�v� besiortam�na ekim yap�lm��  ve 30 0C’de 24–48 saat inkübasyona 

b�rak�lm�� t�r. �nkübasyon süresi sonunda besiortam�nin renginin sar�ya dönmesi 

ile beraber durham tüplerindeki gaz olu� umu karbon kaynaklar�n�n fermentasyonu 

için pozitif sonuç olarak de� erlendirilmi� tir (Tamer ve ark., 1989). 
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Oksidaz testi 

Bir parça filtre ka� �d�, taze olarak haz�rlanan % 1’lik Tetrametil-p-fenilen diamin 

dihidroklorid çözeltisinin birkaç damlas� ile �slat�lm�� t�r. Nutrient agarda 24 saatte 

geli� tirilen kültürden, platin bir öze ile al�nm��  ve filtre ka� �d�n�n üzerine 

yay�lm�� t�r. 10 saniye içerisinde mavi-menek�e bir renk olu� mas� test için pozitif 

bir sonuç olarak de� erlendirilmi� tir (Tamer ve ark., 1989). 

 

Nitrat redüksiyonu 

Yat�k Nutrient agarda 24 saat geli� tirilen kültürden Nitrat broth’lara öze ile 

inokülasyon yap�lm�� t�r ve bir tüp de kontrol olarak inoküle edilmeden 

b�rak�lm�� t�r. Tüpler 30 0C’de 4-6 gün inkübe edilmi� tir ve ikinci günden itibaren 

temiz test tüplerine steril pipetler ile kültürlerden 1’er ml aktar�lm�� t�r. Bunlar�n 

üzerine 3 damla sülfanilik asit çözeltisi ve 2 damla � -naftol çözeltisi ilave 

edilmi� tir. E� er ortamda nitrit mevcutsa nitrit ile bu iki çözelti kar�� �m� 

pembemsi-k�rm�z� renkli bir bile� ik olu� turaca� �ndan bu rengin olu� umu nitrat 

redüksiyonu için pozitif sonuç olarak de� erlendirilmi� tir (Tamer ve ark., 1989). 

 

Jelatin hidrolizi 

 

Nutrient jelatin içeren tüplere, Nutrient agar’daki 24 saatlik kültürlerden i� ne öze 

ile dik ekim yap�lm�� t�r (Tamer ve ark., 1989). �nkübasyondan sonra 

besiortam�nda büyümenin oldu� u yerlerdeki s�v�la�ma pozitif sonuç olarak 

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

 

Katalaz testi 

 

Yat�k Nutrient agar’da 30 0C’de 72 saat geli� tirilmi �  olan kültürlerin üzerine % 

3’lük 1ml hidrojen peroksit (% 30) çözeltisi damlat�larak gaz habbeciklerinin 

ç�k�p ç�kmad�� �na bak�lm�� t�r. Gaz habbeciklerinin ç�kmas� pozitif sonuç olarak 

kabul edilmi� tir (Tamer ve ark., 1989). 
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3.2.4. � zolatlar�n Büyüme E� risinin Ç�kar�lmas� 

HS broth’da 24 saat 30 0C’de geli� tirilmi �  olan kültürlerden 100’er ml HS ortam� 

içeren 500 ml’lik erlenlere 1’er ml inoküle edilmi� tir. 30 0C’de 150 rpm 

(devir/dakika)’de çalkalamal� su banyosunda (Memmert, Germany) inkübasyon 

ba� lang�c�ndan itibaren, her 30 dakikada bir örnek al�narak spektrofotometrede 

(Shimadzu UV-1601, Japan) 660nm (OD660) dalga boyunda kör örne� e (steril HS 

ortam) kar� �l�k absorbans de� erleri ölçülmü� tür (Gerhardt et al., 1981, 1994; 

Tamer ve ark., 1989). 

 

3.2.5. Hücre Kuru A� �rl� � �n�n Belirlenmesi 

Hücre kuru a� �rl� � �n� saptamak amac�yla fermentasyon sonucu fermentasyon 

s�v�s� +4 0C’de 4000 xg’de 10 dk santrifüj edilmi�  (Hettich Universal 32 R, 

Germany), süpernatant uzakla� t�r�ld�ktan sonra dipteki k�s�m (pellet), daras� 

ölçülmü�  bir kaba al�nm�� t�r. Daha sonra pellet, 80 0C’de bir gece kurutulmu�  

(Selecta, Spain) ve miktar, hassas terazide (Scaltec SBA 31, Germany) yap�lan 

ölçüm ile belirlenmi� tir (Gerhardt et al., 1981; Tamer ve ark., 1989). 

 

3.2.6. Bakteriyal Selülozun Safla� t�r�lmas� ve Kuru A � �rl� � �n�n 

Belirlenmesi 

Fermentasyon tamamland�ktan sonra s�v�n�n yüzeyinde olu�an pellik toplan�r ve 

2993 xg’de (Heraeus Sepatech Labofuge 200, Germany) 15 dakika santrifüj edilir. 

Süpernatant at�l�r, pellet distile su ile y�kan�r. Önce 80 0C’de 1 saat % 4’lük NaOH 

ile muamele edilir daha sonra % 6’l�k asetik asit ile y�kan�r. Distile su ile tekrar 

y�kan�r. 105 0C’de (Selecta, Spain) kurutulur ve hassas terazide tart�l�r (Ishihara et 

al., 2002).  

 

 

 

 



                                                                                                                              79 

3.2.7. Bakterilerdeki Spesifik Selüloz Verim Katsay�s�n�n 

Saptanmas�  

 

Spesifik ürün verimi katsay�s�, Gerhardt ve Drew (1994)’ün belirtti� i formüle 

göre hesaplanm�� t�r (Gerhardt et al.,1994). 

 

Bakteriyal selülozun kuru a� �rl�k 

miktar� (mg) 

Spesifik ürün verimi katsay�s� (Yp/x)= 

      

        Hücre kuru a� �rl�k miktar� (mg) 

 

3.2.8. Toplam � eker Analizi 

Toplam �eker analizi için fenol-sülfürik asit metodu kullan�lm�� t�r (Dubois et 

al.,1956; Kim et al.,1994). Kurutulmu�  olan polisakkarit 5 ml konsantre H2SO4 (% 

97) içinde çözülmü� tür. Çözülen polisakkaritten, belirli oranlarda seyreltme 

yap�lm�� t�r. 1ml seyreltilmi�  örnek üzerine 1ml % 5’lik fenol çözeltisi eklenip 

kar�� t�r�lm�� t�r. Kar�� �ma h�zl� bir � ekilde 5 ml konsantre H2SO4 eklenerek 10 

dakika bekletilip çalkalanm��  ve 25 - 30 0C’lik su banyosunda (Memmert/P 

Selecta, Germany) 10-20 dakika tutulmu� tur. Bu çözeltinin, spektrofotometrede 

(Shimadzu UV-1601, Japan) 470 nm’de absorbans� ölçülmü� tür (Dubois et 

al.,1956; Kim et al.,1994). 

 

Glukoz standart� için, D(+) Glukoz stok çözeltisinden, 10-100 µg/ml glukoz 

içerecek � ekilde çözeltiler haz�rlanm�� t�r. Toplam �eker analizinde yap�lan 

i� lemler, her bir glukoz çözeltisi için yap�larak standart e� ri ç�kar�lm�� t�r. Bu 

standart e� riden yararlan�larak fermentasyon kültürlerinden ekstrakte edilen 

polisakkaritlerin toplam �eker miktar� saptanm�� t�r. 
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3.2.9. Farkl� Parametrelerin Hücre Kuru A� �rl� � � ve Bakteriyal 

Selüloz Üretimi Üzerine Etkisinin Belirlenmesi 

Bakteriyal selüloz üretiminde temel ortam olarak kullan�lan HS besiortam�n�n 

karbon ve azot kaynaklar� de� i� tirilerek optimizasyonu yap�lm�� t�r. Karbon 

kayna� � olarak; fruktoz, sukroz, etanol ve glukoz, azot kayna� � olarak da yeast 

ekstrakt, kazein hidrolizat� ve amonyum sülfat kullan�lm�� t�r. Yeni izolatlar�m�z�n 

farkl� pH ve inkübasyon sürelerindeki bakteriyal selüloz üretim verimleri 

ara� t�r�lm�� t�r. Ayr�ca DSMZ Kültür Koleksiyonundan al�nan Gluconacetobacter 

xylinus DSM 46604, Gluconacetobacter xylinus DSM 2004, Acetobacter aceti 

DSM 3508 bakteri strainlar� ile kendi izolat�m�z olan Acetobacter pasteurianus 

HBB6 (31c) ve Acetobacter lovaniensis HBB5 (8a) strainlerinin HS ortam�nda, 

melas, peynir alt�suyu, zeytinkarasuyu ve CSL (corn steep liquor) içerikli 

besiortam�ndeki selüloz üretim verimleri ara� t�r�lm�� t�r. 

 

3.2.10. Bakteriyal Selüloz Üretiminde Kullan�lan At�k Maddeler 

ve Uygulanan Ön �� lem  

3.2.10.1. Melas 

Çal��mam�zda karbon kayna� � olarak � eker sanayisinin bir at�� � veya yan ürünü 

olan “melas” kullan�lm�� t�r. Melas içerdi� i baz� kollodial bile� ikler ve a� �r 

metallerden dolay� (Cu, Fe, Pb vb.) denemede kullan�lmadan  önce ön i� lemden 

geçirilmi� tir (Karaboz, 1986). Bunun için; 170 g melas 300 ml saf su içinde 

kar�� t�r�larak üzerine 50 ml saf suda çözünen 0,30 g potasyum ferri siyanat  

çözeltisi ilave edilir. Tüm çözelti saf su ile 500 ml’ye tamamlan�p, 5 g diatome 

topra� � ilave edilerek iyice kar�� t�r�l�r. Bir gece +4 0C de tutulan melas çözeltisi, 

bu süre sonunda filtre kâ� �d�ndan (Whatman no 398) geçirilerek süzülür. Böylece 

istenmeyen bile� iklerden ar�nd�r�lm��  ve oldukça berrak bir melas çözeltisi elde 

edilir. Elde edilen bu melas çözeltisinin toplam �eker (sakkaroz) içeri� i 

polarimetrik olarak sakkarimetre ile (Atago, No 121186, Japan) ile hesaplanarak 

% 22 olarak bulunmu� tur. Bu çözelti, ortam haz�rlan�rken saf su ile istenen 

konsantrasyonda �eker verecek � ekilde seyreltilmi� tir. 
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Melas’�n Bile� imi  

1992-1993 dönemine ait U�ak � eker Fabrikas� 'n�n pancar melas� analiz  

de� erleri (% g) 

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 küp 

 

3.2.10.2. Peynir alt� suyu (PAS)  

Çal��mam�zda kulland�� �m�z peyniralt� suyu, Ayd�n Ömür Süt ve Süt Ürünleri 

�� letmesin’den temin edilmi� tir. Peynir alt� suyu peynir yap�m� sonunda arta kalan 

ye� ilimsi sar� renkte bir s�v�d�r. Peynir yap�m� s�ras�nda her kg peynir için 

ortalama 9 kg peynir alt� suyu olu� maktad�r (Oura, 1982). Peynir alt� suyu süt 

i� letmelerinin en önemli at�� �d�r. Peynir alt� suyu içerik bak�m�ndan oldukça 

zengin bir maddedir. �� letmeden al�nan peynir alt� suyu 121 0C’de 15 dak süreyle 

sterilize edildikten sonra denature olan protein parçalar� filtrasyon i� lemi ile 

ayr�lm�� t�r. 

 

Peynir alt� suyunun bile� imi  (Topal, 1982). 

� eker (Laktoz)  % 5 

Tuz    % 7,5 

Total karbohidrat  % 5 

Protein    % 0,85 

Ya�     % 0,3 

Kül    % 0,3 

Riboflavin   0,1 mg/100 ml 

Niasin    0,1 mg/100 ml 
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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    5,5  

 

3.2.10.3. Zeytin karasuyu 

Zeytinya� � i� letmelerinde i� leme tekniklerine göre zeytinlerin s�k�lmas� sonucu 

zeytinya� � ile birlikte iki önemli yan ürün; prina ve zeytin karasuyu (ZK) ortaya 

ç�kmaktad�r. 1L zeytinya� � ba� �na ortalama 2 kg prina ve 2.5 L zeytin karasuyu 

at�k olarak elde edilmektedir. Koyu kahverengi, ekstrakte edilmemi�  ya� , pektik 

maddeler, ksilan vb. polisakkaritlerin yan� s�ra polifenolleri de içeren asidik, 

yüksek kimyasal oksijen ihtiyac� olan karasu hiçbir i� leme tabi tutulmadan 

çevreye verilmesi sebebi ile ciddi boyutlarda çevre kirlili � ine yol açmaktad�r 

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

 

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

� eker    % 0,98 

Protein    % 0,77 

Ya�     % 0,4 

Kuru madde   % 6,2 

Kül    % 1,4 

Demir    0,3 mg/100 ml 

Kalsiyum   7,5 mg/100 ml 

Potasyum   112 mg/100 ml 

Sodyum   39,5 mg/100 ml 

pH    4,5 
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3.2.11. 16S ribozomal RNA’ya göre sekans analizi 

3.2.11.1. Bakterilerden DNA ekstraksiyonun haz�rlanmas� 

(Temizkan ve ark., 2004; Winfrey et al., 1997) 

 

1. �zolatlar, GYC agara tek koloni dü� ecek � ekilde inokule edilmi�  ve 30 0C’de 3 

gün boyunca inkübe edilmi� tir (Selecta, Spain). 

2. �çerisinde 10 ml HS Broth (pH 6,0) bulunan 250 ml’lik erlenlere bakteri 

kültürleri inokule edilip, çalkalamal� su banyosunda (Memmert, Germany) 

150 rpm’de 30 0C’de 1 gece inkübasyona b�rak�lm�� t�r. 

3. �nkübasyon sonunda kültür s�v�s�, steril eppendorf tüplerine aktar�larak, +4 
0C’de 4000 xg’de (Hettich Universal 32 R, Germany) 10 dk santrifüj 

edilmi� tir. 

4. Süpernatant k�s�m at�larak, pellet üzerine liziz buffer (50 mM Tris-HCl, 2 mM 

EDTA, 50 mM Glukoz, pH 8,0) eklenmi�  ve +4 0C’de 13000 rpm (Hettich 

Universal 32 R, Germany) 5 dk santrifüj edilmi� tir. 

5. Pellet, % 0,02 lizozim ve 10 ml liziz tamponu ile süspanse edilerek, 37 0C’de 

30 dk inkübe edilmi� tir. 

6. 5 µl RNase A (20 µg/ml’lik çözeltiden) ve SDS 5µl (% 20’lik çözeltiden) 

eklenmi�  ve 37 0C’de 30 dk inkübe edilmi� tir. 

7. 6,25 µl Proteinaz K (20 mg/ml’lik çözeltiden) eklenmi�  ve 50 0C’de 1saat 

inkübe edilmi� tir. 

8. Fenol-kloroform (v/v) eklenip kar�� t�r�lm��  ve +4 0C’de 13000 rpm (Hettich 

Universal 32 R, Germany) 5 dk santrifüj edilmi� tir. 

9. Na-asetat (1/10 v/v, 3 M, pH 3,5) eklenmi�  ve kar�� t�r�lm�� t�r. 

10. �sopropanol  (v/v) eklenmi�  ve kar�� t�r�lm�� t�r. 

11. -20 0C’de 30 dk bekletilmi� tir. 

12. +4 0C’de 15000 rpm (Hettich Universal 32 R, Germany) 20 dk santrifüj edilip, 

süpernatant at�lm�� t�r. 

13. % 70’lik alkolde y�kama yap�lm�� t�r. 

14. +4 0C’de 15000 rpm (Hettich Universal 32 R, Germany) 20 dk santrifüj 

edilmi�  ve süpernatant at�lm�� t�r. 

15. 50 0C’de alkolün uçmas� sa� lanm�� t�r. 
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16. Pellet (DNA) üzerine 50 µl steril distile su eklenerek pelletin, çözülmesi 

sa� lanm�� t�r. 

17. Örnek, agaroz jel elektroforezinde yürütülmek üzere +4 0C’de  saklanm�� t�r. 

 

 

3.2.11.2. DNA’n�n agaroz jel elektroforezi 

% 1 konsantrasyonda 0,5 X TBE tamponu ile haz�rlanan agaroz jel üzerindeki 

kuyucuklara, ayr�m� yap�lacak olan DNA örnekleri konulmu�  ve ayr�m 

tamamlan�ncaya kadar elektrik ak�m� (100 volt) uygulanm�� t�r. DNA’n�n 

yürütülme i� lemi tamamland�ktan sonra DNA’n�n görünür hale getirilmesi için jel, 

0.5 	 g/ml etidyum bromür içeren elektroforez tamponu içinde 5-10 dakika oda 

s�cakl�� �nda bekletilmi� tir. DNA bantlar� ultraviyole �� �k kayna� � alt�nda VILBER 

LOURMAT (MARNE LA VALLEE Fransa) markal� görüntüleme cihaz� ile 

görüntülenmi� tir (Temizkan ve ark., 2004, Winfrey et al., 1997). 

 

3.2.11.3. DNA Baz Dizisinin Belirlenmesi 

16S rRNA amplifikasyonu için kullan�lan primerler � öyledir: 

341f  341
 #8211; 357  CCTACGGGAGGCAGCAG 

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

 

3.2.12. � zolatlar�n SEM (Taramal� Elektron Mikroskop)’de 

Görüntülenmesi 

 

Bakteri kültürleri HS broth’da aktifle� tirilip, + 4 0C’de 9000 x g’de (Hettich 

Universal 32 R, Germany) 10 dak. santrifüj edilmi� tir. Süpernatant at�l�p, pellet 50 

mM potasyum fosfat tamponu (pH 6,5) içinde y�kanm�� t�r. Ayn� tampon (pH 6,5) 

ile haz�rlanan % 2 gluteraldehit ile fikse edilmi� tir. Hücre pelletleri, % 50 - % 100 

etanol serisi içinde y�kanm�� t�r (Moonmangmee et al., 2002). Fiksasyon ve 

dehidrasyon i� lemleri tamamlanan hücre örnekleri liyofilize edilerek 

kurutulmu� tur (Yoshii et al., 1977). Liyofilize edilerek kurutulan hücre örnekleri,  
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TÜB�TAK MAM’da  alt�nla kapland�ktan sonra JEOL/JSM-6335F markal� 

taramal� elektron mikroskobu ile görüntülenmi� tir. 

 

3.2.13. Bakteriyal Selülozun SEM (Taramal� Elektron 

Mikroskop)’de Görüntülenmesi 

 

Fermentasyon tamamland�ktan sonra s�v�n�n yüzeyinde olu�an pellik toplan�r ve 

safla� t�r�l�r. Safla� t�r�lan pellik, liyofilizatörde (Labconco, USA) kurutulduktan 

sonra  TÜB�TAK MAM’da  alt�nla kaplanm��  ve sonra JEOL/JSM-6335F markal� 

taramal� elektron mikroskobu ile görüntülenmi� tir (Yoshii et al., 1977). 

 

3.2.14. Bakteriyal Selülozun Monosakkarit � çeri� inin  � nce 

Tabaka Kromatografisi (TLC) ile Belirlenmesi 

Bakteriyal selülozun, selülaz enzimi ve TFA (Trifluoroasetik asit) hidrolizi ile 

olu�an ürünlerin analizi için ince tabaka kromatografisi (Alugram® Sil G/UV254 

0,20 mm, 5x10 cm, Germany) kullan�lm�� t�r. (Fontana et al., 1988). Standart 

olarak glukoz, sellobioz ve sellotrioz kullan�lm�� t�r (Ito et al., 2005). Standart 

kar�� �m� 50 mM sodyum asetat (pH 5,0) tamponunda % 0,1’lik olacak � ekilde 

haz�rlanm�� t�r. �nce tabaka plaklar�n�n alt k�sm�ndan ve yanlardan 0,5 cm’lik bir 

bo� luk olacak � ekilde çizgi çizilmi� tir. Sonra standart ve örneklerden 10 µl 

al�narak, 1’er cm aral�klarla plaklara uygulanm��  ve havada kurutulmu� tur. 

Hareketli faz için n-butanol: etanol: su (5:3:2) kar�� �m� haz�rlanm�� t�r. �nce tabaka 

kromatografi tank�na (Sigma, Germany) bu kar�� �mdan 15 ml eklendikten sonra 

kurutulan plaklar tanka yerle� tirilmi �  ve örneklerin yürütülmesi sa� lanm�� t�r. 

Yürütme i� leminden sonra çözücünün ald�� � yol ölçülmü�  ve plaklar havada 

kurutulmu� tur. Boyama i� lemi için sülfürik asit: metanol (1:9) kar�� �m�ndan 

haz�rlanm��  % 0,2’lik orsinol kullan�lm�� t�r. Sonra plaklar boya çözeltisine 

bat�r�l�p ç�kar�lm��  ve havada kurumas� sa� lanm�� t�r. Kuruyan plaklar 100 0C’lik 

etüvde (Selecta, Spain) 10 dakika tutularak renk olu�umu sa� lanm�� t�r.  Olu� an 

lekelerin ald�� � yol cetvelle ölçülmü� tür. Örne� in ve standartlar�n ald�� � yol, 
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çözücünün ald�� � yola oranlanarak Rf de� erleri a�a� �daki formüle göre 

hesaplanm�� t�r (Arat, 2007).  

  

             Örne� in ald�� � yol (cm) 

Rf =  

 Çözücünün ald�� � yol (cm) 

 

3.2.14.1. Bakteriyal selülozun enzimatik (selülaz ile) hidrolizi  

Bu i� lem için 2 ml enzim (ADÜ FEF/B�YOLOJ�/Mikrobiyoloji stoklar�ndan 

temin edilen, Aspergillus niger HBF 40 ve Trichoderma sp. HBF 110 

funguslar�ndan elde edilen selülaz enzim çözeltisi ile 2 ml % 1’lik ön i� lem 

görmü�  bakteriyal selüloz kar�� t�r�larak, 55 0C’de 1 saat inkübe edilmi� tir. Belirli 

zaman aral�klar�nda (0,1,2,3,4,7 ve 28 saat) enzim-selüloz kar�� �m�ndan 200 µl 

al�narak kaynar su banyosunda (Selecta, Spain) 5 dakika kaynat�lm�� t�r. Örnekler 

TLC için kullan�l�ncaya kadar +4 0C’de saklanm�� t�r (Sharma et al., 2001; 

Percival et al., 2006; Amano et al., 2002; Hurst et al., 1977; White et al., 1981). 

 

3.2.14.1.1. Aspergillus niger HBF 40 ve Trichoderma sp. HBF 110 

funguslar�ndan  selülaz   enziminin eldesi 

3.2.14.1.1.1. Kalitatif tarama   

 

Funguslar�n selülaz enzimini üretip üretmedi� ine dair kalitatif olarak ön tarama 

yap�lm�� t�r. Bu tarama funguslar�n petride haz�rlanan besiortam� içinde zon 

olu� turup olu� turmamas�na göre yap�lm�� t�r. Funguslar ilk önce Malt Ekstrakt 

Agar’da 27 0C’de 5-7 gün geli� tirilip, aktifle� tirilmi � tir. Daha sonra aktifle�en 

funguslardan petriler içinde haz�rlanan CMC Agar (karboksimetil selüloz), YPD 

Agar ve Czapek Dox Agar olarak 3 ayr� besiortam�ne inoküle edilip, 27 0C’de 5-7 

gün geli� imi sa� lanm�� t�r. �nkübasyon sonunda selülotik aktivitenin varl�� �n� 

belirlemek için petride geli� en fungus kolonisinin üzerine % 1’lik Kongo k�rm�z�s� 

damlat�l�p, 15 dakika oda s�cakl�� �nda beklenmi� tir. Daha sonra 1 M NaCl 

çözeltisi damlat�lm��  ve 5-10 dakika beklenmi� tir. Süre sonunda e� er zon olu� umu 

gözleniyorsa selülotik aktivite pozitif olarak, zon olu� umu yoksa selülotik aktivite 
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negatif olarak de� erlendirilmi� tir (Onsori et al., 2005; Strauss et al., 2001; 

Gopinath et al., 2005; Teather et al., 1982; Doran, 2006). 

 

3.2.14.1.1.2. Selülaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi için kullan�lan 

fermentasyon ortam� 

Selülaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi için fermentasyon ortam� olarak 

Mandels ve Weber (1969)’in önerdi� i ortam kullan�lm�� t�r. Fermentasyon ortam� 

500 ml’lik erlenler içinde 100 ml olacak � ekilde haz�rlanm�� t�r. Funguslar önce 

içinde % 1 Avicel selüloz bulunan Malt Ekstrakt Agarda aktifle� tirilmi � tir. 

�nkübasyon sonunda 107 spor/ml fungusdan 1 ml fermentasyon ortam�na inoküle 

edilmi�  ve 27 0C’de 150 rpm’de (Infors HT Ecotron, Germany) 3 hafta inkübe 

edilmi� tir (Chand et al., 2005; Chang et al., 2006).  

 

3.2.14.1.1.3. Selülaz enziminin aktivitesinin ölçülmesi 

 

Aspergillus niger HBF 40 ve Trichoderma sp. HBF 110 funguslar�ndan  elde 

edilen selülaz enziminin aktivitesi, Bernfeld’in k�smi olarak de� i� tirilmi �  3,5-

dinitrosalisilik asit (DNS) yöntemi kullan�larak, spektrofotometrik olarak 

belirlenmi� tir (Bernfeld, 1955). Substrat olarak, 50 mM (pH 5.0) sodyum asetat 

tamponunda haz�rlanm�� , ön i� lem görmü�  % 1’lik Avicel selüloz, CMC-selüloz 

ve bakteriyal selüloz kullan�lm�� t�r. Standart deney ortamlar�n�n bile�enleri, 

çizelge 3.2’de ve DNS çözeltisinin bile�enleri de çizelge 3.3’de verilmi� tir. Enzim 

aktivitesi, spektrofotometre  (Shimadzu UV-1601, Japon) kullan�larak, 530 nm’de 

standart deney ko� ullar�nda ölçülmü� tür (Ojumu et al., 2003; Ghose, 1987).  
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Çizelge 3.2 Standart deney ortam� 

Reaksiyon Bile� enleri Örnek Kör 

 

% 1’lik Selüloz (Avicel, 

CMC, Bakteriyal selüloz) 

 

200 µL 

 

200 µL 

Enzim 200 µL - 

�nkübasyon (55 oC) 60 dk 60 dk 

DNS 100 µL 100 µL 

Enzim - 200 µL 

So� uk su banyosunda 

inkübasyon 

 

2 dk 2 dk 

Kaynar su banyosunda 

inkübasyon 

 

5 dk 5 dk 

So� uk su banyosunda 

inkübasyon 

 

3 dk 3 dk 

Distile su 1000 µL 1000 µL 

530 nm dalga boyunda absorbans okunur 

 

 

Çizelge 3.3 DNS çözeltisinin bile�enleri 

Kimyasal Madde Miktar (g/L) 

 

DNS (dinitrosalisilik asit) 

 

10 

NaOH (sodyum hidroksit) 16 

C4H4O6KNa.4H2O (potasyum sodyum tartarat) 300 
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3.2.14.2. Bakteriyal selülozun TFA (Trifluoroasetik asit) ile 

hidrolizi 

Liyofilize edilerek kurutulmu�  2 mg bakteriyal selüloz, 1 ml  2M TFA çözeltisi 

içinde 120 0C’de 2 saat hidrolize edilmi� tir. TFA uçucu bir asit oldu� u için bu 

i� lem geri so� utuculu sistemle gerçekle� tirilmi � tir. Süre sonunda TFA 40 0C’de 

evapore edilerek, ortamdan uzakla� t�r�lm�� t�r (Deeraksa et al., 2005; Kornmann et 

al., 2003; Moonmangmee et al., 2002; Nakai et al., 2002). Geri kalan k�s�m 1 ml 

distile suda çözülerek, TLC için kullan�l�ncaya kadar + 4 0C’de saklanm�� t�r. 

 

3.2.15. Bakteriyal Selülozun CP/MAS 13C Kat� NMR Analizi 

 

Liyofilize edilerek dondurulup kurutulmu�  olan bakteriyal selüloz örne� inin, 

CP/MAS 13C Kat� NMR Analizi BRUKER BIOSPIN Ultrashield TM yüksek 

çözünürlüklü dijital 300 MHz NMR spektrometresi ile ODTÜ Merkezi 

Laboratuvar, AR-GE E� itim ve Ölçme Merkezi’nde yapt�r�lm�� t�r (Tokoh et al., 

2002; Hesse et al., 2005; Watanabe et al., 1998; Laszkiewicz, 1997; Yamamoto et 

al.,1996).  

 

3.2.16. Bakteriyal Selülozun FT-IR Spektrometresi ile Analizi 

 

Liyofilize edilerek dondurulup kurutulmu�  olan bakteriyal selüloz örne� inin FT-

IR analizi, VARIAN 800 FT-IR Spektrometresi ile ADÜ Bilim Teknoloji 

Ara� t�rma ve Uygulama Merkezi Laboratuvar’�nda yap�lm�� t�r (Tokoh et al., 

1998; Ka� uráková et al., 2002; Lee et al., 2001).  
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4. BULGULAR 

 

Ev yap�m� � arap ve sirke örnekleri ile üzüm, elma � �ras� ve tur� u suyundan 185 

adet farkl� izolat elde edilmi� tir. Bu izolatlar�n HS besiortam�nda, yüzey kültür 

fermentasyon yöntemi ile selüloz üretimleri incelenmi�  ve 136 izolat�n selüloz 

üretti� i, geriye kalan 49 izolat�n ise selüloz üretmedi� i gözlenmi� tir. Selüloz 

üreten izolatlar  içinden selüloz üretim verimi en  yüksek olan 31c ve 8a kodlu iki 

izolat,  çal��mam�zda kullan�lmak üzere seçilmi� tir. Seçilen iki izolat�n hem klasik 

hem de moleküler taksonomiye göre identifikasyonu yap�lm��  ve 31c kodlu 

izolat�n Acetobacter pasteurianus HBB6, 8a kodlu izolat�n da Acetobacter 

lovaniensis HBB5 oldu� u bulunmu� tur (� ekil 4.1). Her iki izolat�n üretti� i 

selülozun a� s� yap�s� ve hücre � ekli, SEM’de görüntülenmi� tir. Bu izolatlardan 

üretilen selüloz safla� t�r�larak, toplam �eker tayini yap�lm�� t�r. Ayr�ca, selülozun 

asidik ve enzimatik hidrolizi sonucunda elde edilen hidrolizat, ince tabaka 

kromatografiye uygulanm��  ve � eker tayini yap�lm�� t�r. Acetobacter pasteurianus 

HBB6, Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerinin selüloz üretimleri, optimize 

edilmi�  ve DSMZ kültür koleksiyonundan sat�n al�nan üç strain ile birlikte bu 

strainlerin at�k maddeler kullan�larak selüloz üretimleri incelenmi� tir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

� ekil 4.1 Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerinin 
GYC Agardaki görüntüsü  
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4.1. � zolatlar�n � dentifikasyonu 

4.1.1. Mikroskobik özellikler  

 

Gram boyama sonucunda her iki izolat�n Gr (-) çubuk � eklinde, 1,62 µm 

boyutlar�nda oldu� u gözlenmi� tir (� ekil 4.2). Endospor boyama sonucunda 

endospor içermedikleri saptanm�� t�r.  

� ekil 4.2 Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerinin, 

Gram boyamalar� ve boyutlar� 

 

 

4.1.2. Kültürel özellikler 

 

Ekstrasellular polisakkarit (selüloz) üretebilen strainler kat� besiortam�nde (HS 

agar) bej, beyaz renkte, küçük, yüksek ya da konveks ve kompakt�r. Ekstrasellular 

polisakkarit (selüloz) üretmeyen strainler ise kat� besiortam�nda (HS agar) büyük 

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

 

�zolatlar HS ve GYC agar içeren petrilere inoküle edilmi�  ve 30 0C’de 48-72 saat 

inkübasyon sonunda kültürel özellikleri incelenmi� tir. Her iki izolat�n da HS 

agar’daki kolonilerinin küçük, yuvarlak, düz kenarl�, kompakt, yüksek ya da 

konveks oldu� u gözlenmi� tir. Koloni rengi bej olup, pigment içermemektedir ve 
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sirke kokusu vard�r. GYC agar’da geli� en koloniler zon olu� turmaktad�r çünkü 

asetik asit bakterilerinin metabolizmas� sonucu olu� an asetik asit, besiortam�ndaki 

CaCO3’� çözerek, zon olu�umuna sebep olur (� ekil 4.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
      GYC Agar’da zon olu�umu                                HS Agar’da koloni geli� imi 
 
� ekil 4.3 Kolonilerin GYC ve HS agardaki görüntüsü 
 

 

Seçilen iki izolat�n, cins düzeyinde tan�s� için bu izolatlar�n bromcresol green’li 

besiortam�ndaki geli� imi incelenmi� tir (� ekil 4.4). �nceleme sonucunda 

besiortam�nin rengi maviye dönü�mü�ür. Bu nedenle bu iki izolat�n Acetobacter 

genusuna ait oldu� u kan�s�na var�lm�� t�r. 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Acetobacter pasteurianus HBB6                      Acetobacter lovaniensis HBB5 
 
� ekil 4.4 Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerinin  

bromcresol green’li besiortam�nda geli� imi 
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4.1.3. Biyokimyasal özellikler 

Seçilen iki izolat�n tan�lanmas� De Ley et al. (1984) ve Swings  (1992)’ye göre 

yap�lm�� t�r. Tan�lamada kullan�lan özellikler çizelge 4.1’de verilmi� tir. Bu 

özelliklere göre iki izolat�n asetik asit bakterilerinden Acetobacter genusuna ait 

oldu� u kabul edilmi� tir.  

 

Çizelge 4.1 Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 
strainlerinin taksonomik özellikleri  

 

Özellikler 

 

Acetobacter pasteurianus 

HBB 6 

 

Acetobacter lovaniensis 

HBB 5 

Gram boyanma _ _ 

Hücre � ekli K�sa çubuk K�sa çubuk 

Hücre düzenlenme Tekli Tekli 

Hücre boyutu 1,62 µm 1,32 µm 

Hareketlilik _ _ 

Endospor _ _ 

Oksijen iste� i Zorunlu aerob Zorunlu aerob 

Koloni formu Küçük, Mat Küçük, mat 

GYC agarda kahverengi 

pigment 

_ _ 

Katalaz üretimi + + 

Oksidaz üretimi _ _ 

�ndol üretimi _ _ 

H2S üretimi _ _ 

Jelatin hidrolizi _ _ 

Nitrat indirgenmesi _ _ 

Laktoz fermentasyonu _ _ 

Ni� asta hidrolizi _ _ 

Glukozdan asit olu� turma + + 

Etanolü, asetik aside  

okside etme 

 

+ 

 

+ 

Bromcresol green’li 
besiortam�nde, indikatör 
boyan�n renk de� i� imi  

 

Ye� il                      Mavi 

 

Ye� il                         Mavi 

CaCO3’l� besiortam�nda, zon 
olu� turma 

+ + 
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4.1.4. 16S ribozomal RNA’ya göre sekans analizleri 

 

 31c ve 8a izolatlar�n�n DNA izolasyonu, ADÜ FEF Biyoloji Bölümü 

Mikrobiyoloji laboratuvar�nda, DNA’n�n elektroforezde yürütülüp, 

görüntülenmesi ise ADÜ T�p Fakültesi Mikrobiyoloji ABD laboratuvar�nda 

yap�lm�� t�r (� ekil 4.5). 

 

16S ribozomal RNA’ya göre sekans analizleri Pensylvannia State University 

Hershey Medical Center, Department of Pathology Laboratuvarlar�nda 

yap�lm�� t�r. Sekanslar gen bankas�ndaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) 

nükleotid blast�n program� ile kar� �la� t�r�larak analizi yap�lm��  ve bu analiz 

sonucuna göre 31c izolat�n�n Acetobacter pasteurianus HBB6 ve 8a izolat�n�n da 

Acetobacter lovaniensis HBB5 oldu� u tan�lanm�� t�r. 

 

 

 
� ekil 4.5 31c ve 8a strainlerinin toplam DNA’lar�n�n agaroz jel elektroforezi 

görüntülenmesi. Marker olarak (M) 1kb DNA (Fermentas) kullan�lm�� t�r 
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>8a consensus 

TTTTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCA
ATG 
CCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATG
ACG 
GTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGG
GGG 
CTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTACACAGTCAG
ATG 
TGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGTAGACTAGAGTGTGAG
AG 
AGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCG 
GTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAG
CAA 
ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTA
A 
CTTTGTTATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCG
CA 
AGGTTGAAACTCAAATGAATAGACAGA 
 
dbj|AB032351.1|  Acetobacter lovaniensis gene 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    
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCG  63 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  307  
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCG  366 
 
Query  64   
CGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTA  123 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  367  
CGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTA  426 
 
Query  124  
CCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTA  183 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  427  
CCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTA  486 
 
Query  184  
GCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTACACAGTCAGATGTGA  243 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  487  
GCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTACACAGTCAGATGTGA  546 
 
Query  244  
AATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGTAGACTAGAGTGTGAGAGAGG  303 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  547  
AATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGTAGACTAGAGTGTGAGAGAGG  606 
 
1 
 

                                                
1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 
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Query  304  
GTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG  363 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  607  
GTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG  666 
 
Query  364  
AAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA  423 
            |||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  667  
AAGGCGGCAACCTGGCTCATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA  726 
 
Query  424  
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTAACTTTGTT  483 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  727  
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTAACTTTGTT  786 
 
Query  484  
ATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGA  543 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  787  
ATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGA  846 
 
Query  544  AACTCAAATGAATAGAC  560 
            |||||||| |||| ||| 
Sbjct  847  AACTCAAAGGAATTGAC  863 
 
>31c consensus 
TTTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCA 
GCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACG
ATG 
ATGACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
CG 
AAGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTA
CAG 
TCAGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGA
GT 
GTGAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAG
A 
ACACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGT
GG 
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGAT
GT 
TGGGTGACTTAGTCATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGT
A 
CGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAATGAATAGACAGGGA 
 
>gb|EF528281.1|  Acetobacter pasteurianus strain 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://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 
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Query  3    
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCG  62 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  294  
TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCG  353 
 
Query  63   
CGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTA  122 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  354  
CGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTA  413 
 
Query  123  
CCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTA  182 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  414  
CCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTA  473 
 
Query  183  
GCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGA  242 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  474  
GCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGA  533 
 
Query  243  
AATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGG  302 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  534  
AATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGG  593 
 
Query  303  
GTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG  362 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  594  
GTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG  653 
 
Query  363  
AAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA  422 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  654  
AAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA  713 
 
Query  423  
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTGACTTAGTC  482 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  714  
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTGACTTAGTC  773 
 
Query  483  
ATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGA  542 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  774  
ATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGA  833 
 
Query  543  AACTCAAATGAATAGACAGGG  563 
            |||||||| |||| ||| ||| 
Sbjct  834  AACTCAAAGGAATTGACGGGG  854 
 
3 
 

 
                                                
3 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 
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4.1.5. � zolatlar�n filogenetik a� açlar�n�n olu� turulmas� 

 

16S ribozomal RNA’ya göre sekans analizleri yap�lan izolatlar�n filogenetik a� ac� 

BLAST pairwise alignments program� kullan�larak yap�lm�� t�r 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 31c olarak kodlu olan Acetobacter 

pasteurianus HBB6 ile 8a olarak kodlu olan   Acetobacter lovaniensis HBB5’in 

filogenetik a� ac�, çizelge 4.2’de ve çizelge 4.3’te verilmi� tir. 
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Ç
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izelge 4.3 Acetobacter lovaniensis 

H
B

B
5 



                                                                                                                              101 

4.1.6. Strainlerin SEM (Scanning Elektron Mikroskop)’de  

görüntülenmesi 

 

Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 strainleri, 

SEM elektron mikroskobunda görüntülenmeden önce ön i� lemlerden geçirilmi� tir. 

Daha sonra strainlerin hücre örnekleri, TÜB�TAK MAM’da  alt�nla kapland�ktan 

sonra JEOL/JSM-6335F markal� taramal� elektron mikroskobu (SEM) ile 

görüntülenmi� tir (� ekil 4.6, � ekil 4.7).  

 

 
� ekil 4.6 Acetobacter pasteurianus HBB6 strainin, SEM’deki görüntüsü 
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� ekil 4.7 Acetobacter lovaniensis HBB5 strainin, SEM’deki görüntüsü 

 

 

4.2. Strainlerin Büyüme E� risi 

 

Her iki strainin HS broth ortam�nda, zamana kar� � gösterdikleri absorbans 

de� erleri çizelge 4.4’de verilmi� tir. Acetobacter pasteurianus HBB6 strainin,  

büyüme e� risi � ekil 4.8’de, Acetobacter lovaniensis HBB5 strainin büyüme e� risi 

de � ekil 4.9’da verilmi� tir. 
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Çizelge 4.4 Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 
strainlerinin HS broth besiortam�nda, 660 nm’de zamana kar� � gösterdikleri 
absorbans de� erleri 

660 nm’de Absorbans  
Zaman (dakika)  

Acetobacter pasteurianus     
HBB6 

 

  
Acetobacter lovaniensis 

 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 pasteurianus   HBB6 strainin, 660 nm’de büyüme e� risi 

 

 

 

 

 

 
� ekil 4.9 Acetobacter lovaniensis HBB 5 strainin, 660 nm’de büyüme e� risi 
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4.3. Total � eker Tayini � çin 470 nm’de Ç�kar�lan Standart E� ri 

 

10–100 µg/ml aral�kta glukoz solusyonunun spektrofotometrede 470 nm dalga 

boyunda okunan absorbans de� erleri çizelge 4.5’de verilmi�  ve olu� turulan bu 

de� erlere ait olan standart e� ri de �ekil 4.10’da gösterilmi� tir. 

 

Çizelge 4.5 470 nm’de 10–100 µg/ml aral�ktaki standart Glukoz çözeltilerinin absorbans 

de� erleri 

Glukoz (µg/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 için 470 nm dalga boyundaki standart e� ri 
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4.4. Bakteriyal Selülozun Yüzey Kültür Fermentasyonu ile  

Olu� umu 

 

Bakteriyal selüloz, HS fermentasyon besiortam�n�n üst yüzeyinde zar � eklinde olu�ur 

(� ekil 4.11). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
� ekil 4.11 Bakteriyal selülozun, HS fermentasyon besiortam�n�n üst yüzeyinde zar 

� eklinde olu�umu 
 

4.5. Bakteriyal Selülozun Safla� t�r�lmas� ve Liyofilize Edilerek        

Kurutulmas� 

 

Safla� t�r�lm��  olan bakteriyal selüloz, � effaf pellik � eklinde görünür (� ekil 4.12) 

 

 

 

 

 

 

 

� ekil 4.12 Safla� t�r�lm��  bakteriyal selüloz, �slak ve � effaf pellik � eklinde 
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Bakteriyal selülozun kurutulma i� lemi, liyofilizatör (Labconco, USA) kullan�larak 

yap�lm�� t�r (� ekil 4.13). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

� ekil 4.13 Safla� t�r�lm��  bakteriyal selülozun liyofilizatörde kurutulma �ekli 

 

 

Kurumu�  bakteriyal selüloz ile Whatman no 398 filtre ka� �d� kar� �la� t�r�lm�� t�r  

(� ekil 4.14).  

 

 

 � ekil 4.14 Kurutulmu�  bakteriyal selüloz ile Whatman no 398 filtre ka� �d�n�n görüntüsü 
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4.6. Bakteriyal Selülozun SEM (Scanning Elektron Mikroskop)’de 

Görüntülenmesi 

 

Bakteriyal selülozun a� s� yap�s� SEM’de görüntülenmi� tir (� ekil 4.15). 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

           

          � ekil 4.15 Bakteriyal selülozun SEM’de  x 5000 ve x 1000’deki görüntüsü 
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4.7. Farkl� Parametrelerin Hücre Kuru A � �rl� � � ve Bakteriyal 

Selüloz Üretimi Üzerine Etkisinin Belirlenmesi 

 

Yap�lan bu çal��mada, temel  besiortam� olarak HS broth kullan�lm�� t�r. Temel  

besiortam�ndaki içeriklerin miktarlar� sabit tutularak, sadece karbon ve azot 

kaynaklar� de� i� tirilerek, fermentasyon ortam� modifiye edilmi� tir. Karbon ve 

azot kaynaklar� olarak analitik safl�ktaki maddeler kullan�lm��  ve Acetobacter 

pasteurianus HBB6 ile Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerinin,  

fermentasyon besiortam�ndaki hücre kuru a� �rl� � �, bakteriyal selüloz üretimi ve 

yüzde verimleri belirlenmi� tir. Karbon kayna� � olarak glukoz yerine fruktoz, 

sukroz ve  etanol; azot kayna� � olarak da yeast ekstrakt yerine, kazein hidrolizat� 

ve amonyum sülfat kullan�lm�� t�r.  

 

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

ve bakteriyal selüloz üretimi üzerine etkisi 

  

Kullan�lan karbon ve azot kaynaklar�n�n hücre kuru a� �rl� � � ve bakteriyal selüloz 

üretimi üzerine etkisi  çizelge 4.6 ve çizelge 4.7’de verilmi� tir. Elde edilen 

verilerin grafikleri, � ekil 4.16 ve � ekil 4.17’de gösterildi� i gibi çizilmi� tir. 

Acetobacter pasteurianus HBB6 ile Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerine  

ait veriler incelendi� inde, en yüksek selüloz üretiminin, karbon kayna� � olarak 

glukozun kullan�ld�� � ortamlarda, en dü� ük selüloz üretiminin ise etanolün 

kullan�ld�� � ortamlarda oldu� u görülmü� tür. Ayr�ca selüloz üretiminin, her iki 

izolatta da karbon kayna� � olarak fruktozun kullan�ld�� � ortamlarda sukrozun 

kullan�ld�� � ortamlara göre daha fazla oldu� u da görülmü� tür.  

 

Acetobacter pasteurianus HBB6 ile Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerinden, 

selüloz üretiminde,  kullan�lan azot kaynaklar� içerisinde yeast ekstrakt�n, kazein 

hidrolizata göre, kazein hidrolizat�n�n da amonyum sülfata göre daha etkili oldu� u 

görülmü� tür.  
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Glukozun; karbon kayna� � olarak, yeast ekstrakt�n da azot kayna� � olarak 

kullan�ld�� � temel besiortam�ndaki , Acetobacter pasteurianus HBB6 straini ile 

yap�lan fermentasyon sonucu  hücre kuru a� �rl� � �  0,025 g/100ml, selüloz miktar� 

da 0,0045 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim miktar� da % 18 olarak 

hesaplanm�� t�r. Bu strainin,  kazein hidrolizat içeren glukozlu besiortam�nda ise 

hücre kuru a� �rl� � � 0,026 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0040 g/100ml olup, yüzde 

verim miktar� ise % 15,4 olarak hesaplanm�� t�r. Ayn� strainin amonyum sülfat 

içerikli glukozlu besiortam�nda  ise hücre kuru a� �rl� � � 0,027 g/100ml, selüloz 

miktar� da 0,0036 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim miktar� da, % 13,3 olarak 

hesaplanm�� t�r.  

 

Kazein hidrolizat�n� içeren glukozlu besiortam�nda üretilen selüloz miktar�, 

amonyum sülfat� içeren glukozlu besiortam�nda üretilen selüloz miktar�ndan  1,1 

kat fazla olmas�na ra� men, yeast ekstrakt� içeren glukozlu besiortam�ndaki 

miktardan ise 1,1 kat daha dü�üktür. Yap�lan deneme sonucunda, yeast ekstrakt 

içeren glukozlu besiortam�ndaki hücre kuru a� �rl� � � miktar�, kazein hidrolizat ve 

amonyum sülfat içeren glukozlu besiortam�ndaki hücre kuru a� �rl� � � miktar�ndan  

daha dü� üktür. Fakat yeast ekstrakt içeren glukozlu besiortam�ndaki selüloz 

miktar� ise kazein hidrolizat ve amonyum sülfat içeren glukozlu besiortam�ndaki 

selüloz miktar�ndan daha fazlad�r. 

 

Fruktozun karbon kayna� � olarak, yeast ekstrakt�n azot kayna� � olarak  

kullan�ld�� � besiortam�nda Acetobacter pasteurianus HBB6 straininin hücre kuru 

a� �rl� � � 0,026 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0043 g/100ml bulunmu�  ve yüzde 

verim ise % 16,5 olarak hesaplanm�� t�r. Kazein hidrolizat içeren fruktozlu 

besiortam�nda ise hücre kuru a� �rl� � � 0,033 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0039 

g/100ml olup, yüzde verim miktar� da % 11,8 olarak hesaplanm�� t�r. Ayn� 

straininin, amonyum sülfat içeren fruktozlu besiortam�nda ise hücre kuru a� �rl� � � 

miktar� 0,026 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0024 g/100ml bulunmu�  ve yüzde 

verim miktar�  % 9,2 olarak hesaplanm�� t�r. Yeast ekstrakt ve amonyum sülfat 

içeren fruktozlu besiortam�ndaki hücre kuru a� �rl� � � miktarlar� e� it olmas�na 

ra� men, yeast ekstrakt içeren fruktozlu besiortam�ndaki selüloz miktar�, amonyum 
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sülfat içeren fruktozlu besiortam�ndaki selüloz miktar�ndan 1,8 kat daha fazlad�r. 

Kazein hidrolizat�n� içeren fruktozlu besiortam�nda ise hücre kuru a� �rl� � � miktar�, 

yeast ekstrakt ve amonyum sülfat içeren fruktozlu besiortam�ndaki hücre kuru 

a� �rl� � � miktarlar�ndan 1,3 kat daha fazlad�r. Fakat yap�lan deneme sonucunda, bu 

izolat�n,  fruktozlu besiortam�ndaki en yüksek selüloz üretimine, yeast ekstrakt 

içeren besiortam�nda rastlanm�� t�r. 

 

Sukrozun karbon kayna� � olarak, yeast ekstrakt�n da azot kayna� � olarak 

kullan�ld�� � besiortam�ndaki Acetobacter pasteurianus HBB6 straininin hücre 

kuru a� �rl�k miktar� 0,023 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0033 g/100ml olarak 

bulunmu�  ve yüzde verim % 14,3 olarak hesaplanm�� t�r. Kazein hidrolizat içeren 

sukrozlu besiortam�nda ise hücre kuru a� �rl� � � miktar� 0,020 g/100ml, selüloz 

miktar� da 0,0025 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim de % 12,5 olarak 

hesaplanm�� t�r. Ayn� izolat�n, amonyum sülfat içeren sukrozlu besiortam�ndaki 

hücre kuru a� �rl� � � 0,012 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0014 g/100ml olup, yüzde 

verim miktar� ise % 11,7 olarak hesaplanm�� t�r. Kazein hidrolizat� içeren sukrozlu 

besiortam�ndaki selüloz miktar�, yeast ekstrakt içeren sukrozlu besiortam�ndaki 

selüloz miktar�ndan 1,3 kat daha dü�ük olmas�na ra� men, amonyum sülfat içeren 

sukrozlu besiortam�ndakinden 1,8 kat daha fazlad�r. Fakat sukrozlu besiortam�nda 

yap�lan deneme sonucunda en yüksek selüloz üretimine, yeast ekstrakt içeren 

besiortam�nda, en dü�ük selüloz üretimine de amonyum sülfat içeren  

besiortam�nda rastlanm�� t�r.  

 

Etanolün karbon kayna� � olarak, yeast ekstrakt�n da azot kayna� � olarak  

kullan�ld�� � besiortam�nda, Acetobacter pasteurianus HBB6 straininin  hücre kuru 

a� �rl�k miktar� 0,029 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0027 g/100ml bulunmu�  ve 

yüzde verim miktar� da % 9,3 olarak hesaplanm�� t�r. Kazein hidrolizat içeren 

etanollü besiortam�nda ise hücre kuru a� �rl�k miktar� 0,030 g/100ml, selüloz 

miktar� ise 0,0020 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim miktar� da % 6,7 olarak 

hesaplanm�� t�r. Ayn� straininin, amonyum sülfat içeren etanollü besiortam�nda ise, 

hücre kuru a� �rl�k miktar� 0,018 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0010 g/100ml olup 

ve yüzde verim miktar� ise % 5,6 olarak hesaplanm�� t�r. Kazein hidrolizat�n� ve 
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yeast ekstrakt içeren etanollü besiortam�ndaki hücre kuru a� �rl� � � miktarlar� 

yakla� �k olarak birbirine e� it olmas�na ra� men, kazein hidrolizat�n� içeren etanollü 

besiortam�ndaki selüloz miktar� yeast ekstrakt içeren  etanollü besiortam�ndaki 

selüloz miktar�ndan 1,3 kat daha dü� üktür. Fakat kazein hidrolizat�n� içeren 

etanollü besiortam�ndaki hücre kuru a� �rl� � � miktar�,  amonyum sülfat içeren 

etanollü besiortam�ndaki hücre kuru a� �rl� � � miktar�ndan 1,7 kat, selüloz 

miktar�ndan da 2,0 kat daha fazlad�r. Buna ra� men, etanollü besiortam�nda 

yap�lan deneme sonucunda en yüksek selüloz üretimine, yeast ekstrakt içeren 

besiortam�nda, en dü�ük selüloz üretimine de amonyum sülfat içeren  

besiortam�nda rastlanm�� t�r.  

 

Glukozun, karbon kayna� � olarak, yeast ekstrakt�n da azot kayna� � olarak 

kullan�ld�� � besiortam�nda Acetobacter lovaniensis HBB5 straininin hücre kuru 

a� �rl�k miktar� da 0,031 g/100ml, üretti� i selüloz miktar� da 0,0040 g/100ml, 

bulunmu�  ve yüzde verim %12,9 olarak hesaplanm�� t�r. Kazein hidrolizat içeren 

glukozlu ortamda ise hücre kuru a� �rl�k miktar� 0,024 g/100ml, selüloz miktar� ise 

0,0029 g/100ml olup ve yüzde verim de %12,1 olarak hesaplanm�� t�r. Amonyum 

sülfat içeren glukozlu ortamda ise hücre kuru a� �rl�k miktar� 0,012 g/100ml, 

selüloz miktar� da 0,011 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim ise % 9,2 olarak 

hesaplanm�� t�r. Kazein hidrolizat içeren glukozlu besiortam�nda, üretilen selüloz 

miktar�, amonyum sülfat içeren glukozlu besiortam�ndakinden 2,6 kat daha fazla 

olmas�na ra� men, yeast ekstrakt� içeren glukozlu ortamdakinden 1,4 kat daha 

dü� üktür. Glukozlu besiortam�nda yap�lan deneme sonucunda en yüksek selüloz 

üretimine, yeast ekstrakt içeren besiortam�nda, en dü�ük selüloz üretimine de 

amonyum sülfat içeren  besiortam�nda rastlanm�� t�r.  

 

Fruktozun, karbon kayna� � olarak, yeast ekstrakt�n da azot kayna� � olarak 

kullan�ld�� � besiortam�nda Acetobacter lovaniensis HBB5 straininin hücre kuru 

a� �rl�k miktar� 0,029 g/100ml, üretti� i selüloz miktar� da 0,0035 g/100ml 

bulunmu�  ve yüzde verim % 12,1 olarak hesaplanm�� t�r. Kazein hidrolizat içeren 

fruktozlu besiortam�nda, hücre kuru a� �rl� � � 0,028 g/100ml, selüloz miktar� da 

0,0031 g/100ml olup, yüzde verim miktar� ise %11,1 olarak hesaplanm�� t�r. 
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Amonyum sülfat içeren fruktozlu besiortam�nda, selüloz miktar� 0,0026 g/100ml, 

hücre kuru a� �rl� � � ise 0,030 g/100ml olarak bulunmu�  ve verim  % 8 olarak 

hesaplanm�� t�r. Buna göre, amonyum sülfat içeren fruktozlu besiortam�nda hücre 

kuru a� �rl� � �, yeast ekstrakt� ve kazein hidrolizat� içeren ortamdakine göre 1,1 kat 

daha fazla olmas�na ra� men, selüloz miktar� 1,2 kat daha dü� üktür. 

 

Sukrozun karbon kayna� � olarak, yeast ekstrakt�n da azot kayna� � olarak 

kullan�ld�� � besiortam�nda Acetobacter lovaniensis HBB5 straininin üretti� i 

selüloz miktar� 0,0029 g/100ml, hücre kuru a� �rl� � � miktar� da 0,029 g/100ml 

olup, verim % 10 olarak hesaplanm�� t�r. Kazein hidrolizat içeren sukrozlu 

besiortam�nda üretilen selüloz miktar� 0,0023 g/100ml, hücre kuru a� �rl� � � da 

0,032 g/100ml olarak bulunmu�  ve verim % 7 olarak hesaplanm�� t�r. Amonyum 

sülfat içeren sukrozlu ortamda ise selüloz miktar� 0,0026 g/100ml, hücre kuru 

a� �rl� � � da 0,037 g/100ml bulunmu�  ve verim % 7 olarak hesaplanm�� t�r. Kazein 

hidrolizat ve amonyum sülfat içeren sukrozlu ortamdaki yüzde verim miktarlar� 

e� it olmas�na ra� men; amonyum sülfat içeren sukrozlu ortamdaki selüloz ve hücre 

kuru a� �rl�k miktar�, kazein hidrolizat içeren sukrozlu ortamdakine göre 1,1 kat 

daha fazlad�r. Kazein hidrolizat içeren sukrozlu ortamdaki hücre kuru a� �rl�k 

miktar�, yeast ekstrakt içeren ortamdakine göre 1,1 kat daha yüksek olmas�na 

ra� men, üretilen selüloz miktar� 1,3 kat daha dü� üktür. 

 

Etanolün, karbon kayna� � olarak yeast ekstrakt�n da azot kayna� � olarak 

kullan�ld�� � besiortam�nda Acetobacter lovaniensis HBB5 straininin üretti� i 

selüloz miktar� 0,0025 g/100ml, hücre kuru a� �rl� � � ise 0,031 g/100ml olarak 

bulunmu�  ve verim % 8 olarak hesaplanm�� t�r. Amonyum sülfat içeren etanollü 

besiortam�nda 0,038 g/100ml, hücre kuru a� �rl� � � 0,0019 g/100ml, bulunmu�  ve 

verim % 5 olarak hesaplanm�� t�r. Kazein hidrolizat� içeren etanollü ortamda 

selüloz miktar� ise 0,0021 g/100ml, hücre kuru a� �rl�k miktar� da 0,030 g/100ml 

bulunmu�  ve verim % 7 olarak hesaplanm�� t�r. Amonyum sülfat içeren etanollü 

besiortam�nda, hücre kuru a� �rl� � � miktar�, yeast ekstrakt içeren etanollü 

ortamdakine göre 1,2 kat daha yüksek olmas�na ra� men, selüloz miktar� 1,3 kat 

daha dü� üktür. 
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Çizelge 4.6 Acetobacter pasteurianus HBB6 straininin farkl� karbon ve azot 
kaynaklar�ndaki hücre kuru a� �rl� � � ve üretti� i bakteriyal selüloz miktarlar� 

 
 

Besiortam� içeri� i 

 
 

Hücre 
kuru 

a� �rl� � � 
(g/100ml) 

470 nm’de 
standart 

e� riye göre 
polisakkarit 

miktar� 
(g/100ml) 

 
Ham 

Polisakkarit 
Kuru 

A� �rl� � � 
(g/100ml) 

 
 

Y(p/x) 

 
 

% 
Verim 

 
Glukoz+Yeast 
ekstrakt 
 (Temel Ortam) 

 
0,025 

 
244,3 

 
0,0045 

 
0,18 

 
18,0 

Glukoz+Kazein 
hidrolizat� 

0,026 180,7 0,0040 0,154 15,4 

Glukoz+Amonyum 
sülfat 

0,027 154,3 0,0036 0,133 13,3 

Sukroz+ Yeast 
ekstrakt 

0,023 141,4 0,0033 0,143 14,3 

Sukroz+Kazein 
hidrolizat� 

0,020 124,1 0,0025 0,125 12,5 

Sukroz+Amonyum 
sülfat 

0,012 92,1 0,0014 0,117 11,7 

Fruktoz+ Yeast 
ekstrakt 

0,026 217,1 0,0043 0,165 16,5 

Fruktoz+Kazein 
hidrolizat� 

0,033 165,0 0,0039 0,118 11,8 

Fruktoz+Amonyum 
sülfat 

0,026 122,0 0,0024 0,092 9,2 

Etanol+ Yeast 
ekstrakt 

0,029 125,7 0,0027 0,093 9,3 

Etanol+Kazein 
hidrolizat� 

0,030 121,4 0,0020 0,067 6,7 

Etanol+Amonyum 
sülfat 

0,018 705,0 0,0010 0,056 5,6 
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� ekil 4.16 Acetobacter pasteurianus HBB6 straininin farkl� karbon ve azot  
                  kaynaklar�ndaki hücre kuru a� �rl� � � ve bakteriyal selüloz miktar�   
                  Karbon   kaynaklar�: A: Glukoz, B: Sukroz, C: Fruktoz, D: Etanol.  
                  Azot kaynaklar�: 1,2: Yeast ekstrakt, 3,4: Kazein hidrolizat,  
                  5,6: Amonyum sülfat 
 
 
Çizelge 4.7 Acetobacter lovaniensis HBB5 straininin farkl� karbon ve azot  

kaynaklar�ndaki hücre kuru a� �rl� � � ve üretti� i bakteriyal selüloz 
miktarlar�  

 
 

Besiortam� içeri� i 

Hücre 
kuru 

a� �rl� � � 
(g/100ml) 

470 nm’de 
standart e� riye 

göre polisakkarit 
miktar�(g/100ml) 

Ham 
Polisakkarit 

Kuru 
A� �rl� � � 

(g/100ml) 

 
 

Y(p/x) 

 
 

% Verim 

 
Glukoz+Yeast 
ekstrakt 

 
0,031 

 
181,0 

 
0,0040 

 
0,129 

 
12,9 

Glukoz+Kazein 
hidrolizat� 

0,024 126,2 0,0029 0,121 12,1 

Glukoz+Amonyum 
sülfat 

0,012 712,0 0,0011 0,092 9,2 

Sukroz+Yeast 
ekstrakt 

0,029 126,0 0,0029 0,100 10,0 

Sukroz+Kazein 
hidrolizat� 

0,032 121,5 0,0023 0,072 7,2 

Sukroz+Amonyum 
sülfat 

0,037 124,5 0,0026 0,070 7,0 

Fruktoz+Yeast 
ekstrakt 

0,029 144,1 0,0035 0,121 12,1 

Fruktoz+Kazein 
hidrolizat� 

0,028 140,8 0,0031 0,111 11,1 

Fruktoz+Amonyum 
sülfat 

0,030 124,0 0,0026 0,087 8,7 

Etanol+Yeast ekstrakt 0,031 123,7 0,0025 0,081 8,1 
Etanol+Kazein 
hidrolizat� 

0,030 122,8 0,0021 0,070 7,0 

Etanol+Amonyum 
sülfat 

0,038 120,6 0,0019 0,050 5,0 
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� ekil 4.17 Acetobacter lovaniensis HBB5 straininin farkl� karbon ve azot 

kaynaklar�ndakihücre kuru a� �rl� � � ve üretti� i bakteriyal selüloz miktarlar� . 
Karbon kaynaklar�: A: Glukoz, B: Sukroz, C: Fruktoz, D: Etanol. Azot 
kaynaklar�: 1,2: Yeast ekstrakt, 3,4: Kazein hidrolizat, 5,6: Amonyum 
sülfat 

 
 

4.7.2. Farkl� s�cakl�k derecelerinin etkisi 

 

Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerinin,  

temel ve melas içerikli besiortamlar�nda, farkl� s�cakl�k derecelerinde ürettikleri 

bakteriyal selüloz miktarlar� ve hücre kuru a� �rl�klar� ile yüzde verimleri 

incelenmi� tir.  

 

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

 

HS broth besiortam�nda 4 0C, 22 0C, 30 0C ve 37 0C’de  üretilen bakteriyal selüloz 

miktarlar� ve hücre kuru a� �rl�klar� ile yüzde verimleri çizelge 4.8’de verilmi� tir. 

Elde edilen verilerin grafikleri, � ekil 4.18 ve � ekil 4.19’da gösterildi� i gibi 

çizilmi� tir.  

 

Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerinde  

her ikisinde de 4 0C’de hücre geli� imi gerçekle�memi� , buna ba� l� olarak da 

bakteriyal selüloz üretimi olmam�� t�r. Yap�lan denemeler sonucunda her iki 
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izolatda da 22 0C’de en dü� ük hücre kuru a� �rl� � � ve selüloz üretimi, 30 0C’de ise 

yine en yüksek hücre kuru a� �rl� � � ve selüloz üretimi tespit edilmi� tir. 

 

Acetobacter pasteurianus HBB6 straininde 22 0C’de selüloz miktar� 0,0016 

g/100ml olmas�na ra� men, 37 0C’de 0,0028 g/100ml, 30 0C’de ise 0,0043 g/100ml 

olarak bulunmu� tur. Bu nedenle 30 0C’de elde edilen selüloz miktar�n�n 22 0C’de 

elde edilenden 3,5 kat; 37 0C’de elde edilenden de 1,8 kat daha fazla oldu� u 

görülmü� tür.  

 

Acetobacter lovaniensis HBB5 straininde de 22 0C’de üretilen selüloz miktar� 

0,0011 g/100ml olmas�na ra� men, 37 0C’de 0,0021 g/100ml, 30 0C’de ise 0,0038 

g/100ml olarak bulunmu� tur. Yani 30 0C’de elde edilen selüloz miktar�n�n 22 
0C’de elde edilenden 2,7 kat; 37 0C’de elde edilenden de 1,5 kat daha fazla oldu� u 

tespit edilmi� tir.  

 

Elde edilen verilerden de anla� �ld�� � üzere, Acetobacter pasteurianus HBB6 ve 

Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerinde en dü� ük verim 22 0C’den elde 

edilirken, en yüksek verime  30 0C’de ula� �lm�� t�r. 

 

Çizelge 4.8 HS broth besiortam�nda farkl� s�cakl�klar�n etkisi 

 
S�cakl�k 
(0C) 

 
Hücre kuru 
a� �rl� � � 
(g/100ml) 

470 nm’deki 
standart e� riye 
göre glukoz 
miktar� (g/100ml) 

Ham 
Polisakkarit 
Kuru 
A� �rl� � � 
(g/100ml) 

 
 
Y(p/x) 

 
 
% Verim 

Acetobacter pasteurianus HBB6 
4 - - -  - 
22 0,022 985,0 0.0016 0,073 7,3 
30 0,026 216,9 0.0043 0,165 16,5 
37 0,023 125,8 0.0028 0,122 12,2 

Acetobacter lovaniensis HBB5 
4 - - -  - 
22 0,019 713,0 0.0011 0,058 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 4.18 Acetobacter pasteurianus  HBB6 straininin  HS besiortam�nda farkl� 

s�cakl�klardaki hücre kuru a� �rl� � � ve üretti� i bakteriyal selüloz miktarlar� 
 

 

 

 

 

 
� ekil 4.19 Acetobacter lovaniensis  HBB5 straininin HS besiortam�nda farkl� 
                 s�cakl�klardaki hücre kuru a� �rl� � � ve üretti� i bakteriyal selüloz miktarlar� 
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4.7.2.2. Melasl� besiortam�nda farkl� s�cakl�k derecelerinin etkisi  

 

Melas içeren besiortam�nda, 4 0C, 22 0C, 30 0C ve 37 0C’de üretilen bakteriyal 

selüloz miktarlar� ve hücre kuru a� �rl�klar� ile yüzde verimleri çizelge 4.9’da 

verilmi� tir. Elde edilen verilerin grafikleri, � ekil 4.20 ve � ekil 4.21’de gösterildi� i 

gibi çizilmi� tir.  

 

Melas içerikli besiortam�nda Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter 

lovaniensis HBB5 strainlerinin her ikisinde de, 4 0C’de hiçbir hücre geli� imi 

olmam��  ve buna ba� l� olarak da bakteriyal selüloz olu�umu gözlenmemi� tir. 

Fakat 22 0C, 30 0C ve 37 0C’de hücre geli� imi ve selüloz üretimi gözlenmi� tir. 

 

Acetobacter pasteurianus HBB6 straininde, 22 0C’de hücre kuru a� �rl� � � miktar� 

0,028 g/100ml, üretilen selüloz miktar� ise 0,0015 g/100ml olup, yüzde verim  % 

5,3 olarak hesaplanm�� t�r. 30 0C’de hücre kuru a� �rl� � � 0,033 g/100ml, selüloz 

miktar� ise 0,030 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim % 9,1 olarak hesaplanm�� t�r. 

37 0C’de ise hücre kuru a� �rl� � � 0,031 g/100ml, selüloz miktar� 0,0022 g/100ml 

olup, yüzde verim % 7,1 olarak hesaplanm�� t�r. Buna göre, 30 0C’de hücre kuru 

a� �rl� � � 22 0C’ye göre 1,1 kat daha dü� ük olmas�na ra� men, selüloz üretimi 2 kat 

daha fazlad�r. Ayr�ca 30 0C’de üretilen selüloz miktar� da 37 0C’de üretilene göre 

1,4 kat kat daha yüksektir. Bununla birlikte, bu izolat�n 37 0C’de üretti� i hücre 

kuru a� �rl� � � miktar�, 22 0C’de üretti� inden 1,2 kat daha dü� ük olmas�na ra� men 

selüloz miktar� 1,5 kat daha fazlad�r. 

 

Acetobacter lovaniensis HBB5 straininde ise, 22 0C’de en dü�ük selüloz üretimi 

0,0009 g/100ml ve en dü� ük hücre kuru a� �rl� � � miktar� 0,025 g/100ml, yüzde 

verim de % 3,6 olarak gözlenmi� tir. 30 0C’de hücre kuru a� �rl� � � miktar� 0,032 

g/100ml, selüloz miktar� da 0,0023 g/100ml olup, yüzde verim % 7,2 olarak 

hesaplanm�� t�r. 37 0C’de ise, hücre kuru a� �rl� � � 0,028 g/100ml, selüloz miktar� da 

0,0014 g/100ml olarak bulunmu�  ve verim % 5,0 olarak hesaplanm�� t�r. Buna 

göre, 37 0C’de hücre kuru a� �rl� � � 22 0C’ye göre 1,1 kat dü� ük olmas�na ra� men, 

üretilen selüloz miktar� 1,6 kat daha fazlad�r. Ayr�ca 30 0C’de üretilen selüloz 
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miktar� da  37 0C’de üretilenden 1,6 kat,  22 0C’de üretilenden ise 2,5 kat daha 

yüksektir.  

 

Çizelge 4.9 Melas içerikli besiortam�nda farkl� s�cakl�klar�n etkisi 

 
S�cakl�k 

(0C) 

 
Hücre 
kuru 
a� �rl� � � 
(g/100ml) 

470 nm’deki 
standart e� riye 
göre glukoz 
miktar� 
(g/100ml) 

 
Ham 

Polisakkarit 
Kuru A� �rl� � � 

(g/100ml) 

 
 

Y(p/x) 

 
 

% Verim 

Acetobacter pasteurianus HBB6  
4 - - -  - 
22 0,028 954,0 0.0015 0,053 5,3 
30 0,033 126,5 0.0030 0,091 9,1 
37 0,031 123,4 0.0022 0,071 7,1 

Acetobacter lovaniensis  HBB5   
4 - - -  - 
22 0,025 685,0 0.0009 0,036 3,6 
30 0,032 124,7 0.0023 0,072 7,2 
37 0,028 923,0 0.0014 0,050 5,0 

 

 

 

 
� ekil 4.20  Acetobacter pasteurianus  HBB6 straininin,  melasl� besiortam�nda farkl� 

s�cakl�klardaki  hücre kuru a� �rl� � � ve üretti� i bakteriyal selüloz miktarlar� 
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� ekil 4.21  Acetobacter lovaniensis  HBB5 straininin,  melasl� besiortam�nda farkl� 

s�cakl�klardaki  hücre kuru a� �rl� � � ve üretti� i bakteriyal selüloz miktarlar� 
 

4.7.3. Farkl� pH’lar�n etkisi 

 

Temel ortam HS broth’da ve melas içerikli ortamda farkl� pH’larda üretilen 

bakteriyal selüloz miktarlar� ve hücre kuru a� �rl� � � ile yüzde verimleri 

incelenmi� tir. 

 

4.7.3.1. HS Broth ortam�nda farkl� pH’lar�n etkisi 

 

Temel ortam olan HS Broth’un bütün içerikleri aynen al�n�p,  pH 2,5 - 8,5 

aral�� �nda üretilen bakteriyal selüloz ve hücre kuru a� �rl� � � miktarlar� çizelge 

4.10’da verilmi� tir. Elde edilen verilerin grafikleri, � ekil 4.22 ve � ekil 4.23’de 

gösterildi� i gibi çizilmi� tir.  

 

Veriler incelendi� inde, Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter 

lovaniensis  HBB5 strainlerinde,  pH 2,5’da hücre geli� iminin olmad�� � ve buna 

ba� l� olarak da selüloz üretiminin gerçekle�medi� i gözlenmi� tir. Ayr�ca her iki 

strainde de  en yüksek hücre kuru a� �rl� � � ile selüloz miktar�n�n pH 6,5’da, en 

dü� ük hücre kuru a� �rl� � � ile selüloz miktar�n�n da pH 3,5’da oldu� u görülmü� tür.  

 

Acetobacter pasteurianus HBB6 straininde, pH 3,5’da en dü� ük hücre kuru 

a� �rl� � � miktar� 0,022 g/100ml, selüloz miktar�  0,0007 g/100ml bulunmu�  ve 
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yüzde verim miktar�  % 3,2 olarak hesaplanm�� t�r. pH 4,5’da ise hücre kuru 

a� �rl� � � miktar� 0,025 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0025 g/100ml bulunmu�  olup, 

verim de % 10 olarak hesaplanm�� t�r. pH 6,5’da hücre kuru a� �rl� � � miktar� 0,026 

g/100ml, selüloz miktar� ise 0,0040 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim miktar� da 

% 15,4 olarak hesaplanm�� t�r. pH 7,5 ve pH 8,5’da hücre kuru a� �rl� � � miktar� 

0,018 g/100ml olup, selüloz miktar� birinde 0,0011 g/100ml, di� erinde ise 0,0009 

g/100ml olarak bulunmu� tur. Buna göre, pH 3,5’da hücre kuru a� �rl� � � miktar� pH 

7,5’da ve pH 8,5’da üretilenden 1,2 kat daha fazla olmas�na ra� men, selüloz 

miktar�, pH 7,5’dan 1,6 kat, pH 8,5’dan ise 1,3 kat daha dü�üktür. pH 7,5’da ve  

pH 8,5 hücre kuru a� �rl� � � miktar� e� it olmas�na ra� men, üretilen selüloz miktar� 

pH 7,5’da , pH 8,5’dan 1,2 kat daha fazlad�r. pH 6,5 ve pH 4,5’daki hücre kuru 

a� �rl� � � miktarlar� yakla� �k birbirine e� it olmas�na ra� men pH 6,5’daki selüloz 

miktar� pH 4,5’dan  1,6 kat daha fazlad�r.  pH 4,5’daki hücre kuru a� �rl� � � miktar�, 

pH 7,5 ve pH 8,5’dakinden 1,4 kat daha fazlad�r ayr�ca selüloz miktar� da pH 7,5’ 

dan  2,3 kat pH 8,5’dan  ise 2,8 kat daha yüksektir. 

 

Acetobacter lovaniensis  HBB5 straininde  pH 3,5’da hücre kuru a� �rl� � � miktar� 

0,015 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0006 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim de % 

4,0 olarak hesaplanm�� t�r. pH 4,5’da ise hücre kuru a� �rl� � � miktar� 0,028 

g/100ml, selüloz miktar� da 0,0023 g/100ml olup, yüzde verim ise % 8,2 olarak 

hesaplanm�� t�r. pH 6,5’da hücre kuru a� �rl� � � miktar� 0,031 g/100ml, selüloz 

miktar� da 0,0031 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim de % 11,3 olarak 

hesaplanm�� t�r. pH 7,5’da hücre kuru a� �rl� � � miktar� 0,020 g/100ml, selüloz 

miktar� da 0,0014 g/100ml olup, yüzde verim de % 7,0 olarak hesaplanm�� t�r. pH 

8,5’da ise hücre kuru a� �rl� � � miktar� 0,017 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0007 

g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim de % 4,1 olarak hesaplanm�� t�r.  

 

Buna göre, pH 4,5’daki hücre kuru a� �rl� � � miktar�, pH 3,5’daki hücre kuru 

a� �rl� � � miktar�ndan 1,9 kat, pH 8,5’daki hücre kuru a� �rl� � � miktar�ndan ise 1,6 

kat daha yüksektir. Ayr�ca pH 4,5’daki selüloz miktar� da pH 3,5’daki selüloz 

miktar�ndan 3,8 kat, pH 8,5’daki selüloz miktar�ndan ise 3,3 kat daha fazlad�r. pH 

7,5’daki hücre kuru a� �rl� � � miktar�, pH 6,5’daki hücre kuru a� �rl� � � miktar�ndan 
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1,6 kat ve pH 7,5’daki selüloz miktar� da, pH 6,5’daki  selüloz miktar�ndan 2,5 kat 

daha dü� üktür. Fakat pH 7,5’daki hücre kuru a� �rl� � �  miktar�, pH 3,5’daki hücre 

kuru a� �rl� � � miktar�ndan 1,3 kat ve selüloz miktar� da pH 3,5’daki selüloz 

miktar�ndan 2,3 kat daha yüksektir. pH 8,5’daki hücre kuru a� �rl� � � miktar� pH 

6,5’daki hücre kuru a� �rl� � � miktar�ndan 1,8 kat, selüloz miktar�ndan ise 5,0 kat 

daha dü� üktür. 

  

Çizelge 4.10 HS broth’da farkl� pH’lar�n etkisi 

 
 

pH 

 
Hücre 
kuru 

a� �rl� � � 
(g/100ml) 

470 nm’deki 
standart e� riye 

göre glukoz 
miktar� 

(g/100ml) 

 
Ham Polisakkarit 

Kuru A� �rl� � � 
(g/100ml) 

 
 

Y(p/x) 

 
 

% Verim 

Acetobacter pasteurianus HBB6  
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 15,4 
7,5 0,018 713,0 0,0011 0,061 6,1 
8,5 0,018 687,0 0,0009 0,05 5,0 

Acetobacter lovaniensis  HBB5  
2,5 - - - - - 
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 pasteurianus  HBB6 straininin,  HS besiortam�nda farkl� 

pH’lardaki hücre kuru a� �rl� � � ve  üretti� i bakteriyal selüloz miktarlar� 
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� ekil 4.23 Acetobacter lovaniensis  HBB5  straininin,  HS besiortam�nda farkl� 

pH’lardaki hücre kuru a� �rl� � � ve üretti� i bakteriyal selüloz miktarlar� 
 

 

4.7.3.2. Melas ortam�nda farkl� pH’lar�n etkisi  

 

Melas içeren besiortam�n�n bütün içerikleri sabit tutulup,  pH 2,5 - 8,5 aral�� �nda 

üretilen bakteriyal selüloz ve hücre kuru a� �rl� � � miktarlar� çizelge 4.11’de 

verilmi� tir. Elde edilen verilerin grafikleri, � ekil 4.24 ve � ekil 4.25’de gösterildi� i 

gibi çizilmi� tir.  

 

Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis  HBB5 strainlerinin 

her ikisinde de pH 2,5 ve 3,5’da hücre geli� imi olmam��  ve buna ba� l� olarak da 

bakteriyal selüloz üretimi gözlenmemi� tir. Her iki izolatda da en yüksek 

bakteriyal selüloz üretimine ve hücre kuru a� �rl� � � miktar�na pH 6,5’da 

rastlanm�� t�r.  

 

Acetobacter pasteurianus HBB6 straininde  pH 4,5’da hücre kuru a� �rl� � � 0,028 

g/100ml, selüloz miktar� da 0,0017 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim % 6,1 

olarak hesaplanm�� t�r. pH 6,5’da ise hücre kuru a� �rl� � � 0,036 g/100ml iken, 

bakteriyal selüloz miktar� 0,0029 g/100ml olarak bulunmu�  ve yüzde verim % 8,1 

olarak hesaplanm�� t�r. pH 7,5’da hücre kuru a� �rl� � � 0,025 g/100ml olup selüloz 

miktar� da 0,0010 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim % 4,0 olarak hesaplanm�� t�r. 
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pH 8,5’da ise hücre kuru a� �rl� � � 0,020 g/100ml olup, selüloz miktar� da 0,0006 

g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim % 3 olarak hesaplanm�� t�r.  

 

Acetobacter pasteurianus HBB6 straininde pH 6,5’da selüloz miktar�n�n pH 

4,5’dakinden 1,7 kat, pH 7,5’dakinden 2,9 kat ve pH 8,5’da üretilenden ise 4,8 kat  

daha fazla oldu� u görülebilir. pH 7,5’da üretilen selüloz miktar� ise pH 4,5’da 

üretilen selüloz miktar�ndan 1,7 kat daha dü�ük olmas�na ra� men, pH 8,5’da 

üretilen selüloz miktar�ndan 1,7 kat daha fazlad�r. Yap�lan bu deneme sonucunda 

en yüksek selüloz üretimine pH 6,5’da en dü�ük selüloz üretimine de pH 8,5’da 

rastlanm�� t�r. 

 

Acetobacter lovaniensis HBB5 straininin pH 4,5’da hücre kuru a� �rl� � � 0,032 

g/100ml iken, bakteriyal selüloz miktar� ise 0,0013 g/100ml bulunmu�  ve yüzde 

verim  % 4,1 olarak hesaplanm�� t�r. pH 6,5’da ise hücre kuru a� �rl� � � 0,033 

g/100ml olup, bakteriyal selüloz üretimi de 0,021 g/100ml bulunmu�  ve yüzde 

verim miktar� % 6,4 olarak hesaplanm�� t�r. pH 7,5’da hücre kuru a� �rl� � � 0,030 

g/100ml olup, selüloz miktar� 0,0010 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim % 3,3 

olarak hesaplanm�� t�r. pH 8,5’daki yüzde kuru a� �rl� � � miktar� 0,026 g/100ml, 

selüloz miktar� da 0,0008 g/100ml olup, yüzde verim miktar� ise % 3,1olarak 

hesaplanm�� t�r. 

 

Acetobacter lovaniensis HBB5 straininde pH 6,5’da üretilen selüloz miktar�n�n, 

pH 4,5’da üretilenden 1,6 kat, pH 7,5’da üretilenden 2,1 kat, pH 8,5’da 

üretilenden ise 2,6 kat daha fazla oldu� u gözlenmi� tir. pH 7,5’da üretilen selüloz 

miktar� ise pH 4,5’da üretilen selüloz miktar�ndan 1,3 kat daha dü� ük olmas�na 

ra� men pH 8,5’da üretilen selüloz miktar�ndan ise 1,2 kat daha fazlad�r. Yap�lan 

bu deneme sonucunda en yüksek selüloz üretimine pH 6,5’da en dü�ük selüloz 

üretimine de pH 8,5’da rastlanm�� t�r. 
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Çizelge 4.11 Melas içerikli besiortam�nda farkl� pH’lar�n etkisi 

 
 

pH 

 
Hücre 
kuru 

a� �rl� � � 
(g/100ml) 

470 nm’deki 
standart 

e� riye göre 
glukoz 
miktar� 

(g/100ml) 

 
 

Ham Polisakkarit Kuru 
A� �rl� � � (g/100ml) 

 
 

Y(p/x) 

 
 

% Verim 

Acetobacter pasteurianus  HBB6  
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 lovaniensis  HBB5  
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 pasteurianus  HBB6 straininin,  melasl� besiortam�nda farkl� 

pH’lardaki hücre kuru a� �rl� � � ve üretti� i bakteriyal selüloz miktarlar� 
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� ekil 4.25  Acetobacter lovaniensis  HBB5 straininin,  melasl� besiortam�nda farkl� 

pH’lardaki hücre kuru a� �rl� � � ve üretti� i bakteriyal selüloz miktarlar� 
 

 

4.8. At�k Maddelerin ve Temel Ortam�n, Bakteriyal Selüloz 

Üretimi ve Hücre Kuru A � �rl� � � Üzerine Etkisi 

Yap�lan bu çal��mada temel ortam ve at�k madde olan melas ve peynir alt� suyu ile 

corn steep liquor içerikli besiortam�nda Gluconacetobacter xylinus DSM 46604, 

Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 ve Acetobacter aceti DSM 3508 � ahit 

strainleri ile Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 

strainlerinin hücre kuru a� �rl�klar� ve bakteriyal selüloz üretim miktarlar� 

incelenmi� tir. Elde edilen verilerin grafikleri, � ekil 4.26’da gösterildi� i gibi 

çizilmi� tir.  

 

HS besiortam�nda � ahit strainler ile Acetobacter pasteurianus  HBB6 ve 

Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerinin hücre kuru a� �rl� � � ve bakteriyal 

selüloz miktarlar� ile yüzde verim miktarlar� çizelge 4.12’de verilmi� tir.  

 

Elde edilen verilere göre; Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straini temel 

ortamda, en yüksek miktarda, hücre kuru a� �rl� � �, bakteriyal selüloz miktar� ile 

yüzde verim miktar�n� göstermi� tir. Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 
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strainin, hücre kuru a� �rl� � � 0,049 g/100ml olup, bakteriyal selüloz miktar� 0,0075 

g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim  % 15,3 olarak hesaplanm�� t�r. Acetobacter 

aceti DSM 3508 straininde ise hücre kuru a� �rl� � � 0,045 g/100ml, bakteriyal 

selüloz miktar� 0,0022 g/100ml olarak olup, yüzde verim miktar� da  % 4,9 olarak 

hesaplanm�� t�r. Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 strainin, hücre kuru a� �rl� � � 

0,042 g/100ml, bakteriyal selüloz miktar� 0,0053 g/100ml bulunmu�  ve yüzde 

verim  % 12,6 olarak hesaplanm�� t�r. Acetobacter pasteurianus HBB6 straininde, 

hücre kuru a� �rl� � � 0,035 g/100ml olup, selüloz miktar� 0,0041 g/100ml bulunmu�  

ve yüzde verim % 11,7 olarak hesaplanm�� t�r. Acetobacter lovaniensis HBB5 

straininde ise hücre kuru a� �rl� � � 0,043 g/100ml olup, selüloz miktar� 0,0040 

g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim % 9,3 olarak hesaplanm�� t�r.  

 

Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 straininin üretti� i bakteriyal selüloz 

miktar�, Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 strainine göre 1,4 kat daha dü� ük 

olmas�na ra� men, Acetobacter aceti DSM 3508 strainine göre 2,4 kat, 

Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerine 

göre de 1,3 kat daha fazlad�r. Acetobacter pasteurianus HBB6 straininin 

sentezledi� i bakteriyal selüloz miktar�, Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 

straininin sentezledi� i miktardan 1,8 kat daha az olmas�na ra� men Acetobacter 

aceti DSM 3508 strainin sentezledi� i miktardan 1,9 kat daha fazlad�r. Acetobacter 

aceti DSM 3508 strainin hücre kuru a� �rl� � � miktar�, Gluconacetobacter xylinus 

DSM 2004 strainu, Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis  

HBB5 strainindeki miktardan daha fazla olmas�na ra� men sentezlenen bakteriyal 

selüloz miktar� di� erlerine göre oldukça dü� üktür. Acetobacter lovaniensis HBB5 

straininin hücre kuru a� �rl� � � miktar� ise Acetobacter pasteurianus HBB6 

strainininkinden yüksek olmas�na ra� men sentezlenen selüloz miktar� yakla� �k 

birbirine e� ittir. 

 

Karbon kayna� � olarak kullan�lan ve at�k bir madde olan melasl� besiortam�nda, 

� ahit strainler ile Acetobacter pasteurianus  HBB6 ve Acetobacter lovaniensis 

HBB5 strainlerinin hücre kuru a� �rl�klar� ve bakteriyal selüloz miktarlar� ile yüzde 

verim miktarlar� çizelge 4.13’de verilmi� tir.  
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Bu verilere göre; Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straini,  melasl� 

besiortamda en yüksek bakteriyal selüloz üretimi göstermi� tir. Acetobacter aceti 

DSM 3508 straininde ise en dü� ük selüloz üretimine rastlanm�� t�r. 

Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininde hücre kuru a� �rl� � � miktar� 

0,041 g/100ml olup, bakteriyal selüloz miktar� ise 0,0046 g/100ml bulunmu�  ve 

yüzde verim % 11,2 olarak hesaplanm�� t�r. Acetobacter aceti DSM 3508 

straininde ise hücre kuru a� �rl� � � miktar� 0,037 g/100ml olup, selüloz miktar� 

0,0016 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim miktar� da % 4,3 olarak hesaplanm�� t�r. 

Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 straininde hücre kuru a� �rl�k miktar� 0,021 

g/100ml, bakteriyal selüloz miktar� da 0,0022 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim 

%10,4 olarak hesaplanm�� t�r. Acetobacter pasteurianus HBB6 straininde hücre 

kuru a� �rl�k miktar� 0,032 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0031g/100ml olup, yüzde 

verim miktar� ise % 9,8 olarak hesaplanm�� t�r. Acetobacter lovaniensis HBB5 

straininde ise hücre kuru a� �rl�k miktar� 0,033 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0025 

g/100ml olup, yüzde verim miktar� ise % 7,5 olarak hesaplanm�� t�r. 

 

Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 straininin üretti� i selüloz miktar�, 

Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininin üretti� i miktardan 2,1 kat daha 

dü� ük olmas�na ra� men, Acetobacter aceti DSM 3508 straininden ise 1,4 kat daha 

fazlad�r.  

 

Acetobacter pasteurianus  HBB6 ise Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 

straini ile Acetobacter lovaniensis HBB5 straininden yakla� �k 1,3 kat ve 

Acetobacter aceti DSM 3508 straininden de 1,9 kat daha fazla selüloz üretmesine 

ra� men Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininden 1,5 kat daha dü� ük 

selüloz üretmi� tir. Acetobacter lovaniensis HBB5 straininin üretti� i selüloz 

miktar� ise Acetobacter aceti DSM 3508 strainundan 1,6 kat, Gluconacetobacter 

xylinus DSM 2004 strainundan ise 1,2 kat daha fazla olmas�na ra� men 

Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 strainundan 1,8 kat daha dü� üktür.  

 

Azot kayna� � olarak kullan�lan corn steep liquor içerikli besiortam�nda, � ahit 

strainler ile Acetobacter pasteurianus  HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 
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strainlerinin hücre kuru a� �rl�klar� ve bakteriyal selüloz miktarlar� ile yüzde verim 

miktarlar� çizelge 4.14’de verilmi� tir.  

 

Elde edilen verilere göre; Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straini, corn 

steep liquor içerikli besiortam�nda en yüksek bakteriyal selüloz üretimini 

gösterirken, Acetobacter lovaniensis  HBB5 straini ise en dü�ük selüloz üretimini 

göstermi� tir.   

 

Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininin hücre kuru a� �rl� � � miktar� 

0,037 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0031 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim ise 

% 8,3 olarak hesaplanm�� t�r. Acetobacter aceti DSM 3508 straininde ise hücre 

kuru a� �rl� � � miktar� 0,041 g/100ml olup, selüloz miktar� 0,0019 g/100ml 

bulunmu�  ve yüzde verim miktar�  % 4,6 olarak hesaplanm�� t�r. 

Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 straininde ise hücre kuru a� �rl�k miktar� 

0,037 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0028 g/100ml olup  yüzde verim  % 7,6 

olarak hesaplanm�� t�r. Acetobacter pasteurianus HBB6 straininde  hücre kuru 

a� �rl�k miktar� 0,031 g/100ml ve selüloz miktar�  0,0025g/100ml bulunmu�   yüzde 

verim miktar� ise % 8,1 olarak hesaplanm�� t�r. Acetobacter lovaniensis  HBB5 

straininde ise hücre kuru a� �rl�k miktar� 0,028 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0014 

g/100ml olup  yüzde verim miktar� ise % 5,0 olarak hesaplanm�� t�r. 

 

Acetobacter aceti DSM 3508 strainin hücre kuru a� �rl� � �, di� er strainlere göre 

yüksek olmas�na ra� men, yüzde verim miktar� en dü� ük olmu� tur. 

Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straini ile Gluconacetobacter xylinus 

DSM 2004 strainin hücre kuru a� �rl� � � miktar� ayn� olmas�na ra� men,  

Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 strainin selüloz miktar�, 

Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 straininin selüloz miktar�ndan 1,1 kat daha 

fazlad�r.   

 

Acetobacter aceti DSM 3508 straininin üretti� i bakteriyal selüloz miktar�, 

Acetobacter lovaniensis HBB5 straininin üretti� i miktardan 1,4 kat daha fazla 

olmas�na ra� men, Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininden 1,6 kat, 
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Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 straininden 1,5 kat ve Acetobacter 

pasteurianus  HBB6 straininden de 1,3 kat daha dü� üktür. Gluconacetobacter 

xylinus DSM 46604 straini ile Acetobacter pasteurianus  HBB6 straininin yüzde 

verim miktarlar� yakla� �k olarak birbirine e� it olmas�na ra� men, 

Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininin üretti� i selüloz miktar�,  

Acetobacter pasteurianus HBB6 straininin üretti� i selüloz miktar�ndan 1,2 kat 

daha fazlad�r.  

 

Karbon kayna� � olarak kullan�lan ve at�k bir madde olan peyniralt� suyunu içeren 

besiortam�nda, � ahit strainler ile Acetobacter pasteurianus  HBB6 ve Acetobacter 

lovaniensis  HBB5 strainlerinin hücre kuru a� �rl�klar� ve bakteriyal selüloz 

miktarlar� ile yüzde verim miktarlar� çizelge 4.15’de verilmi � tir.  

 

Elde edilen verilere göre; Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straini, 

peyniralt� suyunu içeren besiortam�nda en yüksek selüloz üretimini gösterirken, 

Acetobacter lovaniensis HBB5 straini ise en dü�ük selüloz üretimini göstermi� tir.   

 

Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininde hücre kuru a� �rl� � � miktar� 

0,032 g/100ml olup, selüloz miktar�  0,026 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim 

miktar� da % 8,1 olarak hesaplanm�� t�r. Acetobacter aceti DSM 3508 straininde 

ise hücre kuru a� �rl� � � miktar� 0,036 g/100ml, selüloz miktar� da 0,0012 g/100ml 

bulunmu�  ve yüzde verim miktar� ise % 3,3 olarak hesaplanm�� t�r. 

Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 straininin hücre kuru a� �rl� � � miktar� 0,033 

g/100ml olup, selüloz miktar� 0,022 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim miktar� da 

% 6,7 olarak hesaplanm�� t�r. Acetobacter lovaniensis HBB5 straininde ise hücre 

kuru a� �rl�k miktar� 0,026 g/100ml, selüloz miktar� ise 0,0016 g/100ml bulunmu�  

ve yüzde verim miktar� da % 6,1 olarak hesaplanm�� t�r. Acetobacter lovaniensis 

HBB5 straininde hücre kuru a� �rl�k miktar� 0,022 g/100ml olup, selüloz miktar� 

da 0,0007 g/100ml bulunmu�  ve yüzde verim ise % 3,2 olarak hesaplanm�� t�r.   

 

Acetobacter aceti DSM 3508 straini en yüksek hücre kuru a� �rl� � �na sahip 

olmas�na ra� men, üretti� i selüloz miktar�, Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 
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straininden 2,2 kat, Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 straininden ise 1,8 kat, 

Acetobacter pasteurianus HBB6 straininden ise 1,3 kat daha dü� üktür. 

Acetobacter lovaniensis  HBB 5 straini ile Acetobacter aceti DSM 3508 strainin 

yüzde verim miktarlar� yakla� �k olarak birbirine e� it olmas�na ra� men, 

Acetobacter aceti DSM 3508 strainin hücre kuru a� �rl� � � ve selüloz miktar�, 

Acetobacter lovaniensis HBB5 straininden yakla� �k 1,6 kat daha fazlad�r. 

Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 straini ile Gluconacetobacter xylinus DSM 

46604 strainin hücre kuru a� �rl� � � yakla� �k olarak birbirine e� it olmas�na ra� men, 

Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 strainin selüloz miktar� ile yüzde verim 

miktar� Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 strainine göre 1,2 kat daha fazlad�r. 

 

Çizelge 4.12 Farkl� strainlerin, HS broth besiortam�ndaki hücre kuru a� �rl�klar� ve 
ürettikleri bakteriyal selüloz miktarlar�  

 
 

�zolat No 

 
Besi 
ortam� 

 
Hücre Kuru 

A� �rl� � � 
(g/100ml) 

Ham 
Polisakkarit 

Kuru 
A� �rl� � � 

(g/100ml) 

470 nm’de 
standart e� riye 
göre glukoz 
miktar� 
(g/100ml) 

 
Y 

(p/x) 

 
Verim 

(%) 

Gluconacetobac 
ter xylinus DSM 
46604 

HS 0,049 0,0075 759,0 0,1531 15,3 

Acetobacter aceti 
DSM 3508 

HS 0,045 0,0022 122,1 0,0488 4,9 

Gluconacetobac 
ter xylinus DSM 
2004 

HS 0,042 0,0053 492,4 0,1262 12,6 

Acetobacter 
pasteurianus  
 HBB 6  

HS 0,035 0,0041 210,5 0,1171 11,7 

Acetobacter 
lovaniensis  
 HBB 5 

HS 0,043 0,0040 201,7 0,0930 9,3 
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Çizelge 4.13 Farkl� strainlerin, melas içerikli besiortam�ndaki hücre kuru a� �rl�klar� ve 
bakteriyal selüloz miktarlar�  

 
 

�zolat No 

 
 

Besiortam� 

 
 

Hücre Kuru 
A� �rl� � � 

(g/100ml) 

 
 

Ham 
Polisakkarit 

Kuru A� �rl� � � 
(g/100ml) 

470 nm’de 
standart 
e� riye göre 
glukoz 
miktar� 
(g/100ml) 

 
 

Y(p/x) 

 
 

Verim 
(%) 

Gluconaceto 
bacter xylinus 
DSM 46604 

Melas 0,041 0,0046 278,2 0.1121 11,2 

Acetobacter 
aceti DSM 
3508 

Melas 0,037 0,0016 996,0 0.0432 4,3 

Gluconaceto 
bacter xylinus 
DSM 2004 

Melas 0,021 0,0022 122,0 0.1047 10,4 

Acetobacter 
pasteurianus   
HBB 6  

Melas 0,032 0,0031 143,2 0.0986 9,8 

Acetobacter 
lovaniensis   
HBB 5 

Melas 0,033 0,0025 124,6 0.0757 7,5 

 
 
 
Çizelge 4.14 Farkl� strainlerin, CSL içerikli besiortam�ndaki hücre kuru a� �rl�klar� ve 

ürettikleri bakteriyal selüloz miktarlar�  
 

�zolat No 
 
Besi 

ortam� 

 
Hücre Kuru 

A� �rl� � � 
(g/100ml) 

Ham 
Polisakkarit 
Kuru 
A� �rl� � � 
(g/100ml) 

470 nm’de 
standart e� riye 
göre glukoz 
miktar� 
(g/100ml) 

 
Y(p/x) 

 
Verim 
(%) 

Gluconaceto 
bacter xylinus 
DSM 46604 

CSL 0,037 0,0031 143,2 0,0838 8,3 

Acetobacter 
aceti DSM 3508 

CSL 0,041 0,0019 121,4 0,0462 4,6 

Gluconaceto 
bacter xylinus 
DSM 2004 

CSL 0,037 0,0028 128,5 0,0756 7,6 

Acetobacter 
pasteurianus  
HBB 6  

CSL 0,031 0,0025 124,1 0,0806 8,1 

Acetobacter 
lovaniensis  
HBB 5 

CSL 0,028 0,0014 922,0 0,05 5,0 
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Çizelge 4.15 Farkl� strainlerin, peynir “alt�suyu içerikli besiortam�ndaki hücre kuru 
a� �rl�klar� ve ürettikleri bakteriyal selüloz miktarlar�  

 
�zolat No 

 

 
Besi 

ortam� 

Hücre 
Kuru 

A� �rl� � � 
(g/100ml) 

Ham 
Polisakkarit 
Kuru 
A� �rl� � � 
(g/100ml) 

470 nm’de 
standart 
e� riye göre 
glukoz 
miktar� 
(g/100ml) 

 
Y(p/x) 

 
Verim 
(%) 

Gluconaceto 
bacter xylinus 
DSM 46604 

PAS 0,032 0,0026 124,5 0,0812 8,1 

Acetobacter 
aceti DSM 3508 

PAS 0,036 0,0012 803,0 0.0331 3,3 

Gluconaceto 
bacter xylinus 
DSM 2004 

PAS 0,033 0,0022 120,8 0.0666 6,7 

Acetobacter 
pasteurianus  
HBB 6  

PAS 0,026 0,0016 996,0 0,0636 6,4 

Acetobacter 
lovaniensis  
HBB 5 

PAS 0,022 0,0007 634,0 0,0318 3,2 

 
 

 
� ekil 4.26 Farkl� strainlerin, farkl� besiortamlar�ndaki hücre kuru a� �rl�klar� ve ürettikleri 

bakteriyal selüloz miktarlar�.  
 
A: Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 B: Acetobacter aceti DSM 3508  
C: Gluconacetobacter xylinus DSM 2004  D: Acetobacter pasteurianus  HBB6  
E: Acetobacter lovaniensis  HBB5 
1-2: HS  3-4: Melas 5-6: CSL  7-8: PAS 
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4.9. Bakteriyal selülozun enzimatik (selülaz ile)  hidrolizi  

 

Bakteriyal selülozun, Aspergillus niger HBF 40  ve Trichoderma sp. HBF 110 

funguslar�ndan elde  edilen  selülaz enzimi ile, zamana ba� l� (0,1,2,3,4,7 ve 28 

saat) hidrolizi sonucunda olu� an son ürünün glukoz oldu� u bulunmu� tur. Olu� an 

son ürünün glukoz olmas�ndan dolay�, elde edilen enzimin ekzoglukohidrolaz 

oldu� u saptanm�� t�r (� ekil 4.27).  Örne� in ald�� � yolun (4,5 cm), çözücünün ald�� � 

yola (8,5 cm) oran�na göre, Rf de� eri 0,529 olarak hesaplanm�� t�r.  

 

  

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

� ekil 4.27  Bakteriyal selülozun, enzimatik hidrolizi. Gl: Glukoz, G2: Sellobiyoz,  
                  G3: Sellotrioz, St: Standart 
 

 

4.9.1. Aspergillus niger HBF 40 ve Trichoderma sp. HBF 110 funguslar�ndan 

selülaz enziminin eldesi 

  

Czapek dox agarda geli� tirilen Aspergillus niger HBF 40 ve Trichoderma sp. HBF 

110 funguslar�n�n kolonileri üzerine, % 1’lik kongo k�rm�z�s� ve 1M NaCl 

çözeltisi damlat�lm��  ve 15-30 dakika sonra kolonilerin etraf�nda koyu renkli zon 

olu�umu gözlenmi� tir. Zon olu� umunun varl�� �, kullan�lan funguslar�n, selülaz 

enzimini üretme yönünden pozitif oldu� unu göstermektedir (� ekil 4.28).    
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Zon olu� umu var                                      Zon olu�umu yok 

� ekil 4.28 Aspergillus niger HBF 40 ve Trichoderma sp. HBF 110 funguslar�n�n kalitatif  
olarak selülotik aktivitelerinin belirlenmesi 

 

 

4.9.2.  Bakteriyal selülozun Trifluoroasetik asit (TFA) ile hidrolizi 

 

Bakteriyal selülozun trifloroasetik asit (TFA) ile hidrolizi sonunda  olu�an son 

ürünün glukoz oldu� u belirlenmi� tir. Olu�an son ürünün glukoz olmas�ndan 

dolay�, elde edilen enzimin ekzoglukohidrolaz oldu� u da saptanm�� t�r (� ekil 

4.29). Örne� in ald�� � yolun (4,5 cm), çözücünün ald�� � yola (8,5 cm) oran�na göre, 

Rf de� eri  0,529 olarak hesaplanm�� t�r.  
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                                  St                  A            B              C 

� ekil 4.29 Bakteriyal selülozun TFA ile hidrolizi. Gl: Glukoz, G2: Sellobiyoz, G3: 
Sellotrioz, St: Standart, A: Hidrolize olmam��  avicel selüloz, B: Hidrolize 
olmam��  bakteriyal selüloz,  C: TFA ile hidrolize olmu�   bakteriyal selüloz 

 

 

4.10. Bakteriyal Selülozun CP/MAS 13C Kat� NMR Analizi 

 

Selülozun alt� karbonlu genel yap�s�  � ekil 4.30’da gösterilmi� tir. Durgun kültürde 

üretilen bakteriyal selüloz, önce % 4’lük NaOH ile daha sonra  % 6’l�k asetik asit 

ile y�kan�p, liyofilizatörde kurutulmu�  ve örne� in CP/MAS 13C  kat� NMR 

spektrofotometre  analizi yap�larak, grafik sonucu � ekil 4.31’de verilmi� tir.  

 
� ekil 4.30 Selülozun kimyasal yap�s� (http://www.lsbu.ac.uk/water/hycel.html) 

 



                                                                                                                              138 

� ekil 4.31 Bakteriyal selülozun, CP/MAS 13C kat� NMR analiz grafi� i 

 

 

Analiz sonucunda, yakla� �k 100 ppm de C1’in, 85 ppm de C4’ün, 70-62 ppm’de 

C2,C3 ve C5’in 59 ppm de C6’n�n  oldu� u bulunmu� tur (� ekil 4.31).  

 

Hesse ve Jäger (2005), selülozun kat� NMR ara� t�rmas� sonunda; 105 ppm’de C1, 

90 ppm’de C4, 76-70 ppm’de C3, C2, C5 ve 65 ppm’de de C6’n�n oldu� unu 

göstermi� lerdir (� ekil 4.32).  

 

 

 

� ekil 4.32 Selülozun, CP/MAS 13C kat� NMR analiz grafi� i (Hesse ve  Jäger, 2005) 
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Hesse ve  Jäger  (2005), selülozun   CP/MAS 13C kat� NMR analiz grafi� inde C1, 

C4, C2,3,5 ve C6’n�n bulundu� u yer ile bizim çal��madan elde etti� imiz 

bakteriyal selülozun  C1, C4, C2,3,5 ve C6’n�n bulundu� u yer aras�nda yakla� �k 5 

ppm’lik bir sapma gözlenmi� tir. Bu sapman�n, safla� t�rma s�ras�nda kulland�� �m�z 

asetik asitin örne� imizde, eser miktarda kalmas�ndan kaynaklanabilece� i 

dü� ünülmü� tür.  Çünkü bakteriyal selülozun CP/MAS 13C kat� NMR analiz 

grafi� inde � ekil 4.33’de görüldü� ü gibi, 180 ppm ve 20 ppm’de iki pik 

belirlenmi� tir. Özellikle 180 ppm’deki pik, selülozun yap�s�ndaki C1, C4, C2,3,5 

ve C6’a ait olan piklerin sa� a do� ru kaymas�na neden olmu� tur. Bu analiz 

sonucunu, Kono et al. (2002)’n�n yapt�klar� çal��madan elde ettikleri veriler 

desteklemektedir. 

 
 � ekil 4.33 Bakteriyal selülozun CP/MAS 13C kat� NMR analiz grafi� inde, 180 ppm ve 

20 ppm’deki pikler  
 

Kono et al. (2002), selüloz triasetat polimorflar�n�n (CTA I ve CTA II) kat� NMR 

ara� t�rmas� sonunda; CTA I için,  102 ppm’de C1’in,  63 ppm’de C6’n�n oldu� unu 

ayr�ca CTA II için de,  100 ppm’de C1’in, 65-67 ppm’de ise C6’n�n oldu� unu 

belirtmi� lerdir. 180 ppm’de C=O  ve  20 ppm’de –CH3 ba� lar�n� içeren iki pik 

gözlemi� lerdir (� ekil 4.34).   
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� ekil 4.34 Selüloz triasetat polimorflar�n�n (CTA I ve CTA II) kat� NMR analiz grafi� i 

 

 

4.11. Bakteriyal Selülozun FT-IR (Fourier Transformed Infrared) 

       Spektrometresi ile Analizi 

 

Çal��mam�zda elde etti� imiz bakteriyal selülozun FT-IR spektrofotometre analiz 

sonucunda,  selülozdaki OH gruplar�na 3400 cm-1 bant bölgesinde, H-O-H 

gruplar�n�n ise 1635 cm-1 bölgesindeki bantta rastlanm�� t�r (� ekil 4.35). 

 

 
 � ekil 4.35 Durgun kültürde üretilen bakteriyal selülozun,  FT-IR spektrofotometre analiz 

sonucu  
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Buldu� umuz bu sonuç, Cao et al. (2002)’n�n yapt�� � çal�� ma bulgular�n� 

desteklemektedir. Bu çal�� maya göre, selülozdaki C-O-C gruplar�n�n 1160 cm-1 

yak�nlar�ndaki bantta, H-O-H gruplar�n�n ise 1635 cm-1 bölgesindeki bantta, OH 

gruplar�n�n da 3400 cm-1 bölgesindeki bantlarda oldu� u gösterilmi� tir (� ekil 

4.36). 

       

Dalga boyu cm-1 

� ekil  4.36 Selülozun FT-IR analizi (Cao et al., 2002). 1. Orijinal selüloz 2. enzimle 
hidrolize olmu�  selüloz 3. Sodyum hidroksitle yumu�at�lm��  selülozun 
enzimatik hidrolizi  
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5. TARTI � MA 

Canl�lar aleminde mikroorganizmalar; tekstil, ka� �t, g�da endüstrisi ile 

farmokoloji ve t�pta geni�  kullan�m alan�na sahip,  ekstrasellular polisakkaritler 

(EPS) sentezlemektedirler. Ekstrasellular polisakkaritler, hücre duvar� ile 

birle� mi�  olabilen kapsüller veya büyük miktarlarda hücre duvar� d�� �nda biriken 

ve kültür ortam�na yay�lan, ba� �ms�z salg�lar olarak üretilen yap�lard�r 

(Sutherland, 1998; Ramesh et al., 2003). Bakteriler taraf�ndan sentezlenen 

ekstrasellular polisakkaritler genellikle immunojeniktirler. In vitro çal��malarda  

ekstrasellular polisakkaritlerin varl�� �, kat� besiortam�nda mukoid koloni, s�v� 

besiortamlar�nda ise oldukça viskoz bir görünüm ile tespit edilmektedir 

(Gugliandola et al.; 2003).  Bakterinin d��  yüzeyini kaplayan ekstrasellular 

polisakkarit, kapsül veya slime (c�v�k tabaka) formda olabilir. Kapsüler 

ekstrasellular polisakkarit, hücre yüzeyindeki fosfolipid veya lipid-A 

moleküllerine kovalent ba�  ile ba� lanmaktad�r (Sutherland, 1990; Costerton, 

1994).  

 

Ekstrasellular polisakkaritler, glukozidik ba� lar ile birbirine ba� l� olan � eker 

ünitelerinden olu� maktad�r. Bunlar�n baz�lar� düzenli oligosakkaritlerin 

tekrarlanan birimlerinden olu� mu�  heteropolisakkarit yap�da, baz�lar� ise tek tip 

� ekerden meydana gelen homopolisakkarit yap�dad�r. Ekstrasellular 

polisakkaritleri (EPS) olu� turan homopolisakkaritlerin ço� u nötr olmas�na 

ra� men, birçok bakteriyal EPS negatif yük ta� �r ve yüksek kütleye sahiptir. Ayr�ca 

polisakkaritler, hidrofilik özellik ta� �makla birlikte, ço� u polimer lipofilik, 

hidrofobik ve biyofilm yap�s�nda olabilen heterojenlerdir (Kenne et al., 1983;  

Calazans, 1997; Gugliandola et al., 2003). 

 

EPS üretiminin düzenlenmesi oldukça kar�� �kt�r ve hem pozitif hem de negatif 

regülatörler içermektedir. Bu regülotörlerden baz�lar� global regülatörlerdir. 

Bunlar, hücre d�� � enzimler gibi di� er hücre metabolizmalar�n�n sentezini de 

düzenlemektedir. Ayr�ca EPS üretimi, ozmolarite ve dehidrasyon gibi d��  

uyar�lardan etkilenir (Shankar et al.,1995). 
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EPS’ler bakterinin olumsuz çevre �artlar�ndan korunmas�n� ve çe� itli yüzeylere 

tutunmas�n� sa� lamaktad�r. EPS’ler, üretici strainler taraf�ndan katabolize 

edilemediklerinden enerji kayna� � olarak kullan�lmazlar. Fakat mikroorganizmay� 

veya ortam� kurumaya kar� � korur ve  ekstrem �artlardan etkilenmesine engel olur  

(Ophir et al., 1994; Moriello et al. 2003). Ayr�ca EPS’ler bakteriyi, antibiyotiklere 

kar� � da fiziksel olarak korur. Ortamdaki metalik iyonlar�n da tutulmas�n� 

sa� larlar. Bitki, hayvan ve insan patojenlerinin ürettikleri EPS’lerin virülans 

faktörler olduklar� da bilinmektedir (Denny, 1995; Gugliandola et al., 2003).  

EPS’ler yap�� kan bir � ekilde bakteri yüzeyine tutulu olarak kal�rlar ya da ortamda 

serbest olarak bulunurlar. Yüksek moleküler yap�ya sahip olan EPS’ler, 

bakterilerin  d��  ortama kar� � direncini ve kararl�� �n� at�r�rlar (Allison, 1998).  

 

EPS’ler pek çok fiziki ve kimyasal özelliklerinden dolay� tekstil, deterjan, 

yap�� t�r�c�, mikrobiyal olarak zenginle� tirilmi �  petrol iyile� tirmeleri, at�k su 

iyile� tirmeleri, dere yata� � temizlemeleri, mayalanma, kozmetik, farmakoloji ve 

g�da katk� maddesi olarak oldukça geni�  kullan�m alanlar�na sahiptirler (Yalpani 

et al., 1987; Becker et al., 1998).  

 

EPS’ler antitümör, antivirüs ve ate�  dü� ürücü etmen olarak, ilaç sanayisinde 

kaplama materyali olarak, pek çok fizyolojik aktivitenin art�r�lmas�na  katk�da 

bulunurlar. Ayr�ca interferon, trombosit y�� �nlar�n�n birikmesi ve faktör 

sentezlerini uyaran koloniler için te� vik edici olarak kullan�l�rlar (Kitazawa et al., 

1991). T�pta en çok kullan�lanlar� 40.000-70.000 Da gibi dü�ük mol a� �rl�kl� 

olanlar�d�r. Dekstran-demir kompleksi anemi vakalar�nda, dekstran-kalsiyum 

kompleksi ise hayvan beslemede hipokalsemi tedavisinde kullan�l�r. A�  yap�l� 

sephadeks dekstranlar ise, biyolojik maddelerin safla� t�r�lmas� ve fraksiyonlara 

ayr�lmas�nda devreye girerler (Calazans et al.,1997; Margaritis et al.,1985). 

 

Yap�lan çal�� malar sonucunda EPS’lerin ba� �rsak floras�n� düzenledi� i, kolestrolü 

dü� ürdü� ü ve antiülser aktivitesine de sahip oldu� u belirlenmi� tir (Kenne et al., 

1983; Tavernier et al., 1997). Ayr�ca EPS’lerden kimya alan�nda  incelti olarak da  

yararlan�ld�� � belirtilmi� tir (Lee et al., 1997).  
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Üzerinde yo� un ara� t�rmalar yap�lan ve günümüzde ticaret ürünü olarak 

pazarlanan biyopolimerler � unlard�r: Xanthomonas campestris taraf�ndan 

sentezlenen ksantan zamk�, Sphingomonas paucimobilis taraf�ndan sentezlenen 

gellan, Pseudomonas türleri taraf�ndan sentezlenen alginatlar, Acetobacter 

xylinum bakterisi taraf�ndan sentezlenen bakteriyal selüloz, Streptococcus equii 

taraf�ndan sentezlenen hiyaluronik asit ve Rhizobium taraf�ndan sentezlenen 

suksinoglikan gibi ürünler yayg�n bir kullan�m alan�na sahiptirler (Margaritis et 

al.,1985; Sutherland, 1996). 

 

Günümüzde ticari olarak piyasada pazarlanan biyopolimerler içinde en 

önemlilerinden biri de bakteriyal selülozdur. Do� al bir polimer olan selüloz, 

dünyada çok yayg�n olmas� nedeniyle, ka� �t ve pamuk endüstrisinde önemli bir 

yere sahiptir. Biyoteknologlar, bitkiler olmadan da selüloz üretebilmenin yollar�n� 

ararlarken, asetik asit bakterilerinden olan Acetobacter xylinum adl� bir bakteri 

türünün üretti� i selülozun, yüksek bitkilerin ürettiklerine benzer oldu� unu 

bulmu� lard�r (Brown, 1886). Acetobacter xylinum’dan elde edilen selüloz, 

oldukça güçlü, katlan�nca � eklini koruyan ve esnek olan bir yap�ya sahiptir. Bu 

nedenle kuma�  ve t�bbi malzemelerde ham madde olarak kullan�lmas� 

mümkündür. Bu konuda çal��malar devam etmektedir. 

 

Bizim çal�� mam�zda, bitkisel selüloza alternatif olarak dü� ünülen ekstrasellular 

bir polisakkarit olan bakteriyal selülozun; baz� asetik asit bakterilerinden elde 

edilerek, bunun uygun fermentasyon ortamlar�nda pilot düzeyde üretimini 

sa� lamak ve bu ürünün endüstriyel kurulu� larda kullan�lmas�n� yayg�nla� t�rarak, 

ticari anlamda ülkemiz ekonomisine katk� sa� layabilmesi amaçlanm�� t�r. 

 

Asetik asit bakterileri, � -Proteobacteria s�n�f�nda ve Acetobacteraceae 

familyas�nda yer almaktad�r (Gills et al.,1980; Stackebrandt et al.,1988). 

Acetobacteraceae familyas�na ait asetik asit bakterileri fenotipik olarak, dü� ük 

pH’da geli� ebilme ve etanolü, asetik aside okside edebilme yetenekleri ile 

karakterize edilmi� lerdir (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), Gluconacetobacter (Yamada et al.,1997), 

Asaia (Yamada et al.,2000) ve Kozakia (Lisdiyanti et al.,2002) olmak üzere alt� 

genus içerir. Asetik asit bakterileri, Bergey’s Manual of Systematic 

Bacteriology’de,  Acetobacter ve Gluconobacter olarak iki genus alt�nda 

incelenmi� tir (De Ley et al., 1984; Swings, 1992; Poblet, 2000). Fakat bu grup 

asetik asit bakterilerinin klasifikasyonu, tart��malara konu olmu� tur (Fuentes-

Ramirez et al., 2001). Örne� in; metilotrofik türlerin transferi ile yeni bir tür olarak 

nitelendirilen Acetobacter methanolicus, Acidomonas olarak önerilmi�  (Urakami 

et al.,1989) ve 5S rRNA sekans verileri ile desteklenmi� tir (Bulygina et al., 1992). 

Fakat bu yeni genusun ortaya ç�k�� � ele� tirilmi �  ve kabul edilmemi� tir (Sievers et 

al., 1994; Swings, 1992). Benzer � ekilde Gluconoacetobacter subgenusunun da 

ortaya ç�k�� � sorulara neden olmu� tur (Yamada ve Kondo, 1984; Swings, 1992). 

Son zamanlarda, asetik asit bakterileri, 16S rRNA sekans analizleri göz önüne 

al�narak, Acetobacter, Gluconobacter, Gluconoacetobacter ve Acidomonas olarak 

dört genusa ayr�lm��  (Yamada et al., 1997). Bu öneriye göre; Acetobacter aceti ve 

Acetobacter pasteurianus, Acetobacter genusu içinde yer al�rken; Acetobacter 

diazotrophicus, Acetobacter europaeus, Acetobacter hansenii, Acetobacter 

liquefaciens ve Acetobacter xylinum, Gluconoacetobacter genusu içinde yer alm��  

ve bu sonradan Gluconacetobacter olarak düzeltilmi� tir (Yamada et al., 1998). 

Yamada et al. (1997), yapt�� � çal��ma sonunda, Acetobacter oboediens ve 

Acetobacter pomorum türlerini eklemi�  ve bunlar� tan�mlam�� t�r (Sokollek et al. 

1998). Acetobacter oboediens, Acetobacter intermedius ile birlikte 

Gluconacetobacter genusuna dahil edilmi� tir (Franke et al., 1999; Yamada, 2000). 

Son zamanlarda, Gluconacetobacter sacchari’ de asetik asit bakterilerinde yeni 

tür olarak tan�mlanm�� t�r (Franke et al., 1999). 

  

Çal��mam�zda kullan�lmak üzere, çe� itli bölgelerden toplanan �arap ve sirke 

örnekleri ile üzüm, elma ve tur� u suyundan asetik asit bakterileri izole edilmi� tir. 

Asetik asit bakterilerinin izolasyonu için Tsuchida et al. (1997)’n�n belirtti� ine 

göre, ba�  topra� � da kullan�lmas�na ra� men, çal��mam�zda topraktan asetik asit 

bakterisi izole edilememi� tir. Çünkü toprak, alkol ve � eker oran� oldukça dü� ük 

olan bir ortamd�r. Asetik asit bakterileri ise do� ada genel olarak, �eker ve alkol 
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oran� yüksek ortamlarda bulunmaktad�r (Swings, 1992). Bu nedenle, asetik asit 

bakterilerinin çiçek, meyve, ar� kovan� ile üzüm, elma ve hurma � arab�ndan izole 

edilebilece� i belirtilmi� tir (Swings, 1992). Dupuy (1957), Güney Fransa’da 

� araplardan % 75 Acetobacter pasteurianus ve % 19 Acetobacter aceti izole 

etmi� tir. Peynaud ve Domercq (1961), ço� u hasarl� olan olgun üzümlerden asetik 

asit bakterilerini izole etmi� tir. Blackwood et al. (1969), Bordeaux bölgesinin 

olgun üzümlerinden Acetobacter yan�nda % 73 Gluconobacter asetik asit 

bakterilerini izole etmi� tir. Kahlon ve Vyas (1972), üzümlerden A. aceti, A. 

xylinum ve A. pasteurianus izole etmi� lerdir. Kahlon ve Vyas (1972), üzümlerden 

Gluconobacter strainlerini izole edememi�  olmas�na ra� men Ameyama (1975), 

üzümlerden Gluconobacter oxydans strainini izole etmi� tir. Passmore ve Carr 

(1975), kurumu�  ve ergin üzümler ile sirkeden Gluconobacter izole etmi� lerdir 

fakat Acetobacter izole edememi� lerdir. Takahashi (1907), sake’den (Japonlara 

özgü pirinç rak�s�) Acetobacter pasteurianus izole etmi� tir. Faparusi (1972,1973) 

ve Bassir (1972), hurma � arab�ndan Acetobacter türlerini izole etmi� lerdir. Ayn� 

� araptan, Simonart ve Laudelout (1951), A. pasteurianus ve A. xylinum strainlerini 

izole etmi� lerdir. Passmore ve Carr (1975), elma �arab�ndan Acetobacter ve 

Gluconobacter strainlerini izole etmi� lerdir. Maugenet (1962), Fransa’da elma 

� arab�ndan Acetobacter aceti ve Acetobacter pasteurianus strainlerini izole 

etmi� tir. Fratur ve Simonart (1952), sirkede, asite dirençli bakterileri incelemi� ler 

ve küçük koloniler halinde geli� en A. pasteurianus ve A. xylinum strainlerini izole 

etmi� lerdir. Bu türler, daha çok alkol ve � eker oran� yüksek olan substratlarda 

bulunurlar (Swings, 1992). Shimwell (1954), sirkeden A. aceti strainini izole 

etmi� tir. Turtura et al.,(1973), sirkeden ve s�k�lm��  üzümden % 56 A. 

pasteurianus, % 34 A. aceti ve % 10 A. xylinum strainlerini izole etmi� lerdir. 

Asetik asit bakterileri elma, kay�s�, incir, üzüm, armut, � eftali ve domates gibi 

çe� itli meyvelerden de izole edilmi� tir (Asai,1968; Kahlon ve Vyas, 1972; Bhat ve 

Rijsinghani, 1955). 

 

�zolasyon i� leminde zenginle� tirme besiortam� olarak, içinde glukoz, yeast 

ekstrakt, polipepton, NaH2PO4.12H2O ve sitrik asit içeren HS s�v� ortam 

kullan�lm�� t�r (Hestrin ve Schramm, 1957). Koloni geli� imleri için HS Agar, GYC 
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Agar ve Mannitol Agar besiortamlar� kullan�lm��  (Hestrin ve Schramm, 1957; Du 

Toit, 2002) ve bu ortamlardaki koloni geli� imleri incelenmi� tir. Besiortam�nda 

geli� en küçük, bej, beyaz renkte, yüksek ya da konveks ve kompakt olan koloniler 

seçilmi� tir. Asetik asit bakterilerinin izolasyonu için de� i� ik ortamlar önerilmi� tir. 

Vaughn (1942), maya özütü ve malt � urubu içeren “wort medium”(arpa mayas�) 

ortamlar�n� kullanm�� t�r. Frateur (1950), A. pasteurianus izolasyonu için içinde % 

0,5 asetik asit bulunan modifiye “Hoyer medium” denilen bir besiortam�n� 

kullanm�� t�r. Frateur (1950), etanolle zenginle� tirilmi �  ortamlarda, asetik asit 

bakterilerinin, özellikle de Acetobacter strainlerinin, geli� tirilebilece� ini belirtmi�  

ve  bu nedenle, Acetobacter aceti ve Gluconobacter oxydans için, içinde maya 

özütü, glukoz, etanol, kalsiyum karbonat bulunan besiortam�n� kullanm�� t�r.  

Frateur ve Simonart (1952), asetik asit bakterilerinin izolasyonu için de, içinde 

maya özütü, glukoz, kalsiyum karbonat ve agar bulunan kat� bir besiortam� 

kullanm�� lard�r. Shimwell (1954), içinde yeast ekstrakt, kalsiyum laktat ve agar 

bulunan besiortam�n� kullanm�� t�r. Suomalainen et al. (1965) da, içinde etanol, 

yeast ekstrakt ve agar bulunan besiortam�n� kullanm�� lard�r. Frateur ve Simonart 

(1952), çiçek ve meyvelerde asetik asit bakterilerinin izolasyonu s�ras�nda 

zenginle� tirme besiortam�na, maya ve funguslar� inhibe edici madde olarak 100 

ppm sikloheksimid ilave etmi� lerdir. Du Toit ve Lambrechts (2002), k�rm�z� 

� araptan asetik asit bakterilerinin izolasyonu için, ortamdaki maya ve laktik asit 

bakterilerini inhibe etmek amac�yla, ortama 50 mg/l pimarisin ve 50 mg/l nisin 

maddeleri ilave edilmi� tir. Yapt�� �m�z çal��mada asetik asit bakterilerinin 

izolasyonu s�ras�nda, maya ve laktik asit bakterilerini inhibe etmek amac�yla, 

zenginle� tirme besiortam�na (HS besiortam�) 100 ppm sikloheksimid ilave 

edilmi� tir.  

 

Asetik asit bakterilerinin, bira ve �araplarda etil alkolü, aerobik ko� ullarda 

oksidatif bir reaksiyonla asetik aside dönü� türdü� ü ve bunun da sirke 

endüstrisinde kullan�ld�� �n� bilinmektedir. Fuhrmann (1905), asetik asit 

bakterilerinin yüksek alkol tolerans�n� incelemi�  ve alkol oran� yüksek olan 

� araptan, fazla say�da asetik asit izole edilmi� tir.  
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�zolasyon sonunda elde etti� imiz izolatlar�n identifikasyonu Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology’e göre yap�lm�� t�r. �dentifikasyon sonunda elde 

etti� imiz izolatlar�n asetik asit bakterisi oldu� u belirlenmi� tir. Asetik asit 

bakterilerinin Gram negatif veya Gram de� i� ken, 0,6-0,8 ile 1,0-4,0 µm 

boyutunda ve çubuk � eklinde olduklar� tan�mlanm�� t�r (De Ley et al., 1984). 

Frateur (1950), asetik asit bakterilerinin identifikasyonu için, bu bakterilerin genel 

taksonomik özelliklerini listelemi� tir. Ayr�ca asetik asit bakterilerinin 

identifikasyonu için etanolü okside edebilme yetenekleri, sodyum asetatta ve 

dulsitolde geli� ebilme, gliserolün ketogenesisi ve GYC besiortam�nda kahverengi 

pigment üretme gibi özelliklerini belirleyen, biyokimyasal ve fizyolojik testler 

hakk�nda bilgi verilmi� tir (Drysdale ve Fleet, 1988). Leifson (1954), hareketli 

olan asetik asit bakterilerinde, iki farkl� flagella tipini incelemi� tir. Birincisi 

Acetobacter’lerde peritrik flagella tipidir ve bunlar asetik ve laktik asidi CO2 ve 

H2O’ya okside ederler. Di� eri ise Gluconobacter’lerde polar flagella tipidir ve 

bunlar da asetik ve laktik asidi CO2’e okside edemezler.  Frateur (1950), maya 

özütü, etanol, kalsiyum karbonat ve agar içeren kat� ortamda, asetik asitin, 

kalsiyum karbonat� çözerek � effaf bir zon olu� tu� unu bildirmi� tir. Çal��mam�zda 

kulland�� �m�z iki izolat�n da, GYC besiortam�nda, kolonilerinin çevresinde � effaf 

bir zon olu� turdu� unu saptad�k. Carr (1968), Acetobacter ve Gluconobacter 

strainlerini birbirinden ay�rmak için, içinde yeast ekstrakt, etanol, bromcresol 

green ve agar�n bulundu� u besiortam�n� kullanm�� t�r. Bu besiortam�nda, 

Gluconobacter taraf�ndan üretilen asetik asit, indikatör boyan�n rengini ye� ilden 

sar�ya dönü� türmekte, fakat Acetobacter’lerde ise asetik asit, indikatör boyan�n 

rengini, ye� ilden maviye dönü� türmektedir  (Carr, 1968). Bu bilgilerin �� �� � 

alt�nda çal�� mam�zda, seçilen iki izolat�n bromcresol green’li besiortam�ndaki 

geli� imi incelenerek geli� im sonunda, besiortam�n�n renginin, ye� ilden maviye 

dönmesi nedeniyle izolatlar�m�z�n Acetobacter genusuna ait oldu� unu 

saptanm�� t�r.  

 

Asetik asit bakterileri  fizyolojik ve biyokimyasal özellikleri üzerinde çal�� �larak,  

klasik taksonomi ile tan�lanm�� t�r (De Ley et al., 1984). Fakat bu metotlar 

tamamen güvenilir de� ildir ve zamanla çürütülebilir (González et al., 2004). Bu 
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amaçla, klasik taksonomiyi tamamlayan, DNA ve rRNA hibridizasyon metotlar� 

(Urakami et al., 1989), sekans analizi (Yamada et al., 1994) ya da PCR teknikleri 

gibi moleküler metotlar geli� tirilmi � tir (Ruiz et al., 2000; Bartowsky et al., 2003). 

Son zamanlarda, asetik asit bakterilerinin farkl� genus ve türlerini tespit etmek 

için, PCR’la ço� alt�lm�� ,  16S rDNA’n�n  RFLP analizi kullan�lm�� t�r (Ruiz et al., 

2000). Bu metot, � arap fermentasyonundan izole edilen asetik asit bakterilerinin 

tan�lanmas� için, kolay ve h�zl� bir metottur (González et al., 2004). ERIC-PCR, 

REP-PCR gibi di� er PCR teknikleri de, çe� itli strainler için önerilmi� tir (González 

et al., 2004). Son günlerde, bakteri strainleri aras�ndaki akrabal�k ili � kilerini 

saptamak için, bakteriyal strainlerin tan�s�nda bu teknikler kullan�lmaktad�r 

(Versalovic et al., 1991; Pooler et al., 1996; Matheson et al., 1997; Beyer et al., 

1998; Sander et al., 1998; Nanda et al., 2001). 

 

Çal��mam�zda, � arap ve sirkeden izole edilen, 31c ve 8a kodlu iki izolat�n tan�s� 

önce klasik taksonomiyle yap�lm�� t�r. Klasik taksonomi ile elde etti� imiz veriler 

�� �� �nda, bu iki izolat�n, Acetobacter genusuna ait oldu� u belirlenmi� tir. Fakat 

günümüzde, klasik taksonomi, her ne kadar oldukça önemli olsa dahi, bu tan� 

yönteminin moleküler yönden de desteklenmesi gerekmektedir. Bu dü�ünce ile 

izolatlar�m�z�n DNA sekans analizleri, Pensylvannia State University Hershey 

Medical Center, Department of Pathology Laboratuvarlar�nda yap�lm��  ve  

sekanslar, gen bankas�ndaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) Nucleotide 

Blastn program� ile kar� �la� t�r�larak, izolatlar�n di� er bakteriler ile akrabal�k 

ili � kileri de� erlendirilmi� tir. Bu de� erlendirme sonucunda 31c izolat�n�n, 

Acetobacter pasterianus HBB6 ve 8a izolat�n�n da Acetobacter lovaniensis HBB5 

oldu� u belirlenmi� tir. 

 

Birçok ara� t�rmac� izole edilen asetik asit bakterilerinin taramal� elektron 

mikroskobunda (SEM), görüntülenmesini sa� lam�� t�r (Molinari et al., 1998; 

Moonmangmee et al., 2002; Chávez-Pacheco et al., 2005). Moonmangmee et al. 

(2002), Acetobacter aceti S ve R strainlerini s�v� besiortam�nda geli� tirdikten 

sonra santrifüjleyerek, hücrelerin bir araya toplanmas�n� sa� lam�� lard�r. Hücreleri 

50 mM (pH 6,5) potasyum fosfat tamponunda y�kam�� lar ve sonra % 2’lik 
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gluteraldehit ile fikse etmi� lerdir. Hücreleri, % 50-% 100’lük etanol serilerinden 

geçirip, kritik nokta tekni� i kullanarak, nemin tamamen uzakla� t�r�lmas�n� 

sa� lam�� lard�r. Daha sonra hücre örneklerini, JEOL JSM 6100 taramal� elektron 

mikroskobunda incelemi� lerdir. Chávez-Pacheco et al. (2005), hücre örneklerini 

önce % 2,5 gluteraldehit tamponunda ve sonra % 1 osmiyum tetroksit içinde fikse 

etmi� lerdir. Fikse edilen örnekleri, 0,1 mol–1 pH 7,0’de olan potasyum fosfat 

tamponu ile y�kam�� lard�r ve % 30-% 100 alkol ile dehidre etmi� lerdir. Örnekleri, 

kritik noktada kurutup, JEOL JSM-5410LV taramal� elektron mikroskobunda 

incelemi� lerdir (Molinari et al., 1998). Çal�� mam�zda kulland�� �m�z Acetobacter 

pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 strainleri, Moonmangmee 

et al. (2002)’in önerdi� i yönteme göre haz�rlanm�� , liyofilize edilmi�  ve nemin 

tamamen uzakla� t�r�lmas� sa� lanm�� t�r. Kurutulan hücre örne� i, TÜB�TAK 

MAM’da JEOL/JSM-6335F markal� taramal� elektron mikroskobu ile 

görüntülenmi� tir. 

 

Asetik asit bakterilerinin özellikle de Acetobacter türlerinin bakteriyal selüloz 

üretme yetene� ine sahip oldu� u bilinmektedir (Valla ve Kjosbakken, 1982; 

Sutherland, 1996). Asetik asit bakterilerinin selüloz üretimlerini belirlemek için 

kullan�lan en uygun besiortam�, Hestrin ve Schramm (1954) taraf�ndan 

geli� tirilen, s�v� HS kültür ortam�d�r. Yapt�� �m�z çal��mada, izole edilen asetik asit 

bakterilerinin selüloz üretimlerini belirlemek amac�yla Johnson et al. (1989)’n�n 

modifiye ettikleri Y3-3 besiortam� ile Hestrin ve Schramm (1954) taraf�ndan 

geli� tirilen HS besiortam� kullan�lm�� t�r. Denemeler sonucunda HS besiortam�nda 

selüloz üretiminin daha iyi oldu� u görülmü�  ve çal�� maya bu besiortam� 

kullan�larak devam edilmi� tir. �nceleme sonunda, kuru madde a� �rl� � �na göre, 

selüloz üretimi en yüksek olan iki izolat seçilmi�  ve bunlar, Acetobacter 

pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 olarak tan�lanm�� t�r. 

Çal��maya bu iki izolat ile devam edilmi� tir. 

 

Mynatt (1982)’de izole edilen baz� bakteri ve funguslardan selüloz üretimini 

ara� t�rm�� t�r. Brown (1983)’de � ekerli meyvelerden izole etti� i Acetobacter 

xylinum bakterisinin s�v� HS besiortam�nda, selüloz pelliklerinin olu�umunu 
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incelemi� tir. Ring et al.(1987), Acetobacter xylinum’un s�v� HS besiortam�nda 

selüloz üretimini incelemi�  ve ayr�ca fruktoz, mannitol, sorbitol, gliserol, 

galaktoz, laktoz, sukroz, maltoz içerikli besiortamlar�nda selüloz üretimlerini 

ara� t�rm�� t�r. Iguchi et al (1988), Acetobacter aceti subsp: xylinum (ATCC 10821) 

bakterisini kullanarak, s�v� HS besiortam�nda selüloz üretimini incelemi�  ve 

olu�an selülozun fiziksel özelliklerini ara� t�rm�� t�r. Johnson et al. (1989), 

Acetobacter xylinum strainini s�v� HS besiortam�nda kültüre edip, durgun ve 

çalkalamal� ko�ullardaki selüloz üretimini incelemi� lerdir. Byrom (1990), 

Acetobacter xylinum ATCC 23769’dan s�v� HS besiortam�nda selüloz pelliklerinin 

olu�umunu incelemi� tir. Stephens et al. (1990), Acetobacter genusuna ait strainin 

s�v� HS besiortam�nda olu� turdu� u selüloz pelli� inin, kollestrol üzerindeki etkisini 

incelemi� tir. Saxena et al. (1990), Acetobacter xylinum ATCC 23769 ve 

Acetobacter xylinum ATCC 53582  strainlerinin s�v� HS besiortam�nda selüloz 

pelli� inin üretimini incelemi�  ve fiziksel ve kimyasal özelliklerini ara� t�rm�� t�r. 

Brown et al. (1990), Acetobacter xylinum ATCC 53582 straininin s�v� HS 

besiortam�nda olu� turdu� u selüloz pelli� ini, elektron mikroskobunda 

görüntülemi�  ve selüloz ipliklerini incelemi� tir. Ayr�ca Brown (1990), 

Acetobacter xylinum straininin hem s�v� HS besiortam�nda hem de içinde bir 

polisakkarit türevi olan CMC (karboksimetil selüloz) modifiye besiortam�nda 

selüloz üretimini incelemi� tir. Westland et al. (1993), Acetobacter genusuna ait 

straininin, s�v� HS besiortam�nda selüloz olu�umu incelemi�  ve bakteriyal selülozu 

ba� layan ajanlar üzerinde ara� t�rma yapm�� t�r. Kouda et al. (2000), Acetobacter 

genusuna ait strainin s�v� HS besiortam�nda ve CSL-Fruktoz olarak modifiye 

edilmi�  besiortam�nda selüloz üretimini incelemi� tir. Watanabe et al. (2000), 

Acetobacter xylinum BPR (2001)’un s�v� HS besiortam�nda ve CSL-Fruktoz 

olarak modifiye edilmi�  besiortam�nda, durgun ve çalkalamal� ko� ullarda selüloz 

olu�umunu incelemi� tir. Bungay et al. (2000), Acetobacter xylinum straininden 

s�v� HS besiortam�nda olu� an bakteriyal selülozun, makroskobik ve mikroskobik 

özelliklerini incelemi� tir. 

  

S�v� HS besiortam�nda olu� an selüloz pelli� ini safla� t�rmak ve miktar�n� 

belirlemek için ara� t�rmac�lar çe� itli yöntemler kullanm�� t�r. Bungay et al. (2000), 
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olu�an selüloz pelli� ini, % 2’lik NaOH ile 30 dakika muamele etmi�  ve deiyonize 

su ile y�kam�� t�r. Bakteri hücrelerinden ve besiortam�ndan uzakla� t�r�lan pellik, 

550C’de bir gece bekletilerek, kurutulmu�  ve a� �rl� � �, kuru madde miktar� olarak 

belirlenmi� tir. Watanabe et al. (2000), olu�an selüloz pelli� ini, % 1’lik NaOH ile 

80 0C’de bir gece muamele etmi�  ve deiyonize su ile y�kam�� t�r. Pelli� i, sülfürik 

asit ile nötralize ettikten sonra tekrar su ile y�kam�� t�r. Bakteri hücrelerinden ve 

besiortam�ndan uzaklat�r�lan pellik, 55 0C’de bir gece bekletilerek, kurutulmu�  ve 

a� �rl� � �, kuru madde miktar� olarak belirlenmi� tir. Stephens et al. (1990), selüloz 

pelli� ini 0,5 M NaOH ile 60 0C’de 2 saat muamele etmi�  ve deiyonize su ile 

y�kam�� t�r. Pelli� i, 105 0C’de kurutmu�  ve a� �rl� � �n�, kuru madde miktar� olarak 

belirlemi� tir. Park et al. (2003), selüloz pelliklerini toplamak için kültür s�v� 

ortam�n� 3580 � ’de 20 dakika santrifüjlemi�  ve iki kez distile su ile y�kam�� t�r. 

Pelli� i, 0,3 M NaOH ile 100 0C’de 5 dakika muamele etmi�  ve distile su ile tekrar 

y�kam�� t�r. -50 0C’de dondurup, kurutarak liyofilize etmi�  ve a� �rl� � �n� 

belirlemi� tir. Bae et al. (2004), selüloz pelli� ini 0,1 N NaOH ile 80 0C’de 20 

dakika muamele etmi�  ve deiyonize su ile y�kam�� t�r. Safla� t�r�lan selüloz pelli� i 

80 0C’de 8 saat kurutulmu�  ve a� �rl� � �n�, kuru madde miktar� olarak belirlemi� tir. 

Ishihara et al. (2002), olu� an pelli� i, 5300 rpm’de 15 dakika santrifüj etmi�  ve 

distile su ile y�kam�� t�r. Daha sonra, önce  % 4’lük NaOH ile 80 0C’de 1 saat 

muamele etmi�  ve sonra. % 6’l�k asetik asit ile nötürle� tirmi� tir. Pelli� i, 105 0C’de 

kurutup, a� �rl� � �n�, kuru madde miktar� olarak belirlemi� tir. Çal��mam�zda, elde 

edilen selüloz pelli� i, 5300 rpm’de 15 dakika santrifüj edilerek distile su ile 

y�kanm�� t�r. Daha sonra, pellik önce  % 4’lük NaOH ile 80 0C’de 1 saat muamele 

edilmi� , sonra % 6’l�k asetik asit ile nötrle� tirilmi � tir. Safla� t�r�lan pellik, 105 
0C’de  kurutulup, a� �rl� � �, kuru madde miktar� olarak belirlenmi� tir.  

 

Bakteriyal selülozun a� s� yap�s�, taramal� elektron mikroskobu (SEM) ile 

belirlenebilir (Johnson ve Neogi, 1989). Birçok ara� t�r�c�, SEM’de selülozun üç 

boyutlu a� s� yap�s�n� görüntülemi� lerdir (Ben-Bassat et al.,1992; Brown et al., 

1990; Bungay et al., 2000). Çal�� mam�zda, durgun kültürde elde edilen selüloz, 

liyofilize edilerek kurutulmu�  ve TÜB�TAK MAM’da  JEOL/JSM-6335F markal� 

taramal� elektron mikroskobu ile görüntülenmi� tir. 
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Toplam �eker tayininde kullan�lan en uygun yöntem, Dubois et al. (1956)’un 

önerdi� i, spektrofotometrik fenol-sülfürik asit yöntemidir. Tominaga et al. (1999), 

sello-oligosakkaritlerin � eker içeriklerini, fenol-sülfürik asit yöntemiyle 

belirlemi� tir. Çal��mam�zda elde etti� imiz selüloz polimerinin,  � eker içeri� inin 

belirlenmesinde, oldukça kolay ve güvenirlili� i yüksek olan fenol-sülfürik asit 

metodu kullan�lm�� t�r.  

 

Kurutulmu�  saf selülozun alkalin, asidik ve enzimatik hidrolizi için çe� itli 

yöntemler önerilmi� tir. Wong et al. (1990), saf selülozu, % 5 sülfürik asit ve % 5 

hidroklorik asit ile hidrolize etmi� lerdir. Fakat kurutulmu�  saf selülozun, asit ile 

hidrolizi için, daha çok trifloroasetik asit (TFA) kullan�lmaktad�r. Moonmangmee 

et al. (2002), safla� t�r�lan selülozu, 2 N trifloroasetik asit ile 100 0C’de 16 saat 

muamele ederek, hidrolize etmi� tir. Deeraksa et al. (2005) da safla� t�r�lan 

selülozu,  2M trifloroasetik asit ile 120 0C’de 2 saat muamele ederek hidrolize 

etmi�  ve 40 0C’de evapore ederek, TFA’n�n uzakla� t�r�lmas�n� sa� lam�� t�r. Nakai 

et al. (2002), safla� t�r�lan selülozu, 0,2 N trifloroasetik asit ile 100 0C’de 6 saat 

muamele ederek, hidrolize etmi� tir. Kornmann et al. (2003), safla� t�r�lan selülozu 

2 M trifloroasetik asit ile 100 0C’de 8 saat muamele ederek, hidrolize etmi� tir. 

Matthysse et al. (1995), safla� t�r�lan selülozu, 0,01 M TFA ile 95 0C’de 20 dakika 

muamele ederek, hidrolize etmi� tir. Çal�� mam�zda, liyofilize edilerek kurutulan  

saf selüloz, 1 ml 2M TFA çözeltisi içinde, 120 0C’de 2 saat muamele edilerek 

hidrolize edilmi�  ve 40 0C’de evapore ederek, TFA’n�n uzakla� t�r�lmas� 

sa� lanm�� t�r.  

 

White et al. (1981), Zhang et al. (2006), Trichoderma reesei fungusundan 

safla� t�r�lm��  olan sellobiohidrolaz I ve endoglukonaz IV enzimlerini kullanarak, 

selülozu hidrolize etmi� lerdir. Hurst et al. (1977), Aspergillus niger fungusundan 

selülaz enzimi safla� t�r�p, bunu selüloz hidrolizinde kullanm�� lard�r. Boisset et al. 

(2000), Aspergillus oryzae fungusundan elde ettikleri selülaz enzimi ile selülozu 

hidrolize etmi� lerdir. Amano et al. (2002), Trichoderma reesei ve Aspergillus 

niger funguslar�ndan elde ettikleri selülaz enzimini, selüloz hidrolizinde 



                                                                                                                              154 

kullanm�� lard�r. Selülaz aktivitesi ise 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) metodu ile 

belirlenmi� tir (Miller, 1959). 

 

Funguslardan selülaz enzimi elde etmek için çe� itli yöntemler önerilmi� tir. 

Gopinath et al. (2005), baz� fungus türlerinin, selülotik enzim aktivitesinin 

kalitatif olarak belirlenmesinde Czapek dox agar besiortam�n� kullanm�� lar ve 

önce % 1’lik kongo k�rm�z�s� sonra 1 M NaCl damlatarak, plaklarda zon 

olu�umunu incelemi� lerdir. Onsori et al. (2005), baz� Aspergillus türlerinin, 

selülotik enzim aktivitesinin kalitatif olarak belirlenmesinde karboksimetilselüloz 

agar (CMC-Agar) besiortam�n� kullanm�� lar ve plaklarda zon olu�umunu 

incelemi� lerdir. Strauss et al. (2001), Saccharomyces, Hansenula, Candida gibi 

baz� mayalar�n selülotik enzim aktivitesinin kalitatif olarak belirlenmesinde yeast 

ekstrakt, pepton, gliserol, etanol ve karboksimetil selüloz içeren YPD Agar 

kullanm�� lar ve plaklarda zon olu� umunu incelemi� lerdir.  

 

 Kalitatif olarak selülaz aktiviteleri belirlenen funguslar, selülaz enzimini 

sentezleyebilmeleri için uygun bir fermentasyon ortam�nda geli� tirilmi � tir. 

Muthuvelayudham et al. (2006), Trichoderma reesei QM9414 fungusunu, 

Mandels ve Weber (1969) fermentasyon ortam�nda geli� tirmi� ler ve sentezlenen 

enzimin aktivitesini incelemi� lerdir. Onsori et al. (2005) ve Chand et al. (2005) 

de, baz� Aspergillus türlerinin Mandels ve Weber (1969) fermentasyon ortam�nda  

sentezledikleri, selülaz enzimin aktivitesini incelemi� lerdir. Ojumu et al (2003), 

Aspergillus flavus fungusunun selülaz enzimini üretmesi için de, Mandels ve 

Weber (1969) fermentasyon ortam�n� kullanm�� t�r.   

 

Çal��mam�zda, ADÜ FEF Biyoloji Bölümü, Mikrobiyoloji laboratuvar�nda kay�tl� 

olan funguslar aras�ndan selülaz enzimi üretenleri seçmek amac�yla önce kalitatif 

olarak tarama yap�lm�� t�r. Kalitatif tarama sonucunda, selülaz aktivitesi yüksek 

olan Aspergillus niger HBB 40 ve Trichoderma sp. HBB 110 funguslar�ndan, 

Mandels ve Weber (1969) fermentasyon ortam�nda, selülaz enzimi üretilmi � tir. 

Selülaz aktivitesi ise 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) metodu ile belirlenmi� tir. 



                                                                                                                              155 

Funguslardan elde edilen selülaz enzimi ile ön i� lem görmü�  bakteriyal selüloz 

örne� i, 55 0C’de 1 saat inkübasyon sonunda hidrolize edilmi� tir.  

  

Asidik veya enzimatik olarak hidrolize edilen selüloz örneklerinin �eker içeri� i, 

ince tabaka kromatografisi yap�larak belirlenmi� tir. Aquino et al. (2003),  TLC 

için mobil faz olarak, n-butanol, etanol, su (5:3:2 v/v)  kullanm�� lar ve enzimatik 

hidroliz sonucu son ürünün glukoz oldu� unu belirlemi� lerdir. Oikawa et al. 

(1997), TLC için mobil faz olarak, n-butanol, piridin, su (6:4:1 v/v) kullanm�� lar 

ve enzimatik hidroliz sonucu olu�an son ürünün glukoz oldu� unu göstermi� lerdir. 

Cohen (2005), TLC için mobil faz olarak etil asetat, su, metanol (40:15:20 v/v) 

kullanm��  ve enzimatik hidroliz sonucu sellopentozdan, son ürün olan glukoza 

do� ru bir parçalanman�n oldu� unu göstermi� lerdir. Ito et al. (2005), TLC için 

mobil faz olarak kloroform, metanol, su (90:65:15 v/v) kullanm��  ve enzimatik 

hidroliz sonucu son ürünün glukoz oldu� u belirlemi� lerdir. Moonmangmee et al. 

(2002), TLC için mobil faz olarak n-propil alkol, distile su (85:15 v/v) kullanm��  

ve asidik hidroliz sonucu son ürünün glukoz oldu� unu göstermi� tir. 

Çal��mam�zda, hem asit hem de enzim hidrolizi ile elde edilen örnek, TLC’ye 

uygulanm�� t�r. TLC için mobil faz olarak, n-butanol, etanol, su (5:3:2 v/v) 

kullan�lm��  ve hidroliz sonucu olu� an son ürünün glukoz oldu� u belirlenmi� tir. 

 

Bakteriyal selülozun CP/MAS 13C kat� NMR ve FT-IR spektrofotometrik 

analizleri yap�larak, elde edilen ekstraselular polisakkaritin do� rulu� u tespit 

edilmi� tir. Hesse ve Jäger (2005), selülozun kat� NMR ara� t�rmas� sonunda; 105 

ppm’de C1, 90 ppm’de C4, 76-70 ppm’de C3, C2, C5 ve 65 ppm’de de C6’n�n 

oldu� unu göstermi� lerdir. Watanabe et al. (1998), durgun kültürden elde ettikleri 

selülozun  kat� NMR ara� t�rmas� sonunda da; 106 ppm’de C1, 91-89 ppm’de C4, 

78-70 ppm’de C3, C2, C5 ve 63 ppm’de de C6’n�n oldu� unu belirtmi� lerdir. 

Keshk ve Sameshima (2006b), yapt�klar� çal�� mada elde ettikleri selülozun kat� 

NMR ara� t�rmas� sonunda; 105 ppm’de C1, 90 ppm’de C4, 78-70 ppm’de C3, C2, 

C5 ve 65 ppm’de de C6’n�n oldu� unu belirtmi� lerdir. Kono et al. (2002), selüloz 

triasetat polimorflar�n�n (CTA I ve CTA II) kat� NMR ara� t�rmas� sonunda; CTA I 

için,  102 ppm’de C1’in,  63 ppm’de C6’n�n oldu� unu ayr�ca CTA II için de,  100 
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ppm’de C1’in, 65-67 ppm’de ise C6’n�n oldu� unu belirtmi� lerdir. Bizim 

bulgular�m�z da kaynaklar� desteklemektedir. 

 

FT-IR spektrofotometresi, selülozun karakteristik piklerini 1000-1200 cm-1 

etraf�nda gösterir (Cao et al., 2002). Cao et al. (2002)’n�n yapt�� � çal��mada, 

selülozdaki C-O-C gruplar�n�n 1160 cm-1 yak�nlar�ndaki bantta, H-O-H 

gruplar�n�n ise 1635 cm-1 bölgesindeki bantta, OH gruplar�n�n da 3400 cm-1 

bölgesindeki bantlarda oldu� unu göstermi� lerdir. Keshk ve Sameshima (2006b), 

A. xylinum ATCC 10245 straininde HS ve melasl� besiortam�nda ürettikleri 

selülozun FT-IR analizini yapm�� lar ve analiz sonucunda OH gruplar�n�n 3500-

3000 cm-1 bölgesindeki bantlarda oldu� unu belirlemi� lerdir. Elde etti� imiz 

bakteriyal selülozun FT-IR analiz sonucu, kaynaklarda belirtilen bulgular ile 

benzerdir.  

 

Bakteriyal selülozun, fiziksel ve kimyasal özelliklerinin ara� t�r�lmas�nda ve nata 

de coco, ses diyaframlar�, yara kapat�c� ve onar�c� gibi materyallerin ticari olarak 

üretiminde, fermentasyon yöntemi olarak, genellikle durgun kültür seçilir. Durgun 

kültürde yüzey/hacim oran� önemlidir ve üretilen selüloz, fermentasyon s�v�s�n�n 

üst yüzeyinde, kal�n, jelatin membran � eklinde olu� ur. Çalkalamal� kültürlerde ise 

selüloz, düzensiz y�� �nlar halinde, pellet ya da küre � eklinde olu� ur ve bu 

fermentasyon tipi, üretim miktar�n� art�rmak amac�yla kullan�l�r. Fakat, 

çalkalamal� kültürde strainlerin stabilitesi, spontan mutasyonlar ya da selüloz 

üretmeyen hücrelerin bask�n hale gelmesi ile bozulur. Bu nedenle bu 

fermentasyon tipinde, selüloz üretim miktar�nda bir kay�p sözkonusu olabilir ve 

bu kay�p, hücrelerin,  fizyolojik faktörlerinden ziyade, mutasyonla genetik aç�dan 

selüloz üretmeyen hücrelere dönü�mesine ba� l�d�r (Johnson et al.,1989). 

Çalkalamal� kültür ile selüloz üretiminde böyle bir dezavantaj�n olmas�ndan 

dolay�, çal��mam�zda asetik asit bakterilerinden, selüloz üretimi ve optimizasyon 

denemeleri durgun kültürde gerçekle� tirilmi � tir. 
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Yap�lan bu çal��mada, temel besiortam�ndaki içeriklerin miktarlar� ( % 2 glukoz; 

% 0,5 yeast ekstrakt; % 0,5 polipepton; % 0,675 Na2HPO4.12H2O; % 0,115 sitrik 

asit) sabit tutularak, sadece karbon ve azot kaynaklar� de� i� tirilmi �  ve 

fermentasyon ortam� modifiye edilmi� tir. Karbon kayna� � olarak % 2 glukoz 

yerine % 2 fruktoz, % 2 sukroz ve % 2 etanol; azot kayna� � olarak da; % 0,5 yeast 

ekstrakt yerine, % 0,5 kazein hidrolizat� ve % 0,5 amonyum sülfat kullan�lm�� t�r.  

 

Selüloz sentezleyen Acetobacter xylinum strainin en karakteristik özelli� i, 

glukozdan, selüloz sentezinde öncül madde olarak üretilen üridin difosfoglukoz 

pirofosforolaz (UDP) aktivitesinin yüksek olmas�d�r (Ross et al.,1986). Bu glukoz 

seluloz sentezinde kullan�l�r ama bundan enerji üretilemez. Hücre geli� iminin ilk 

safhalar�nda, laktat, � eker metabolik yolunu de� i� tirerek, selüloz üretiminden 

hücre geli� imini stimüle eden TCA döngüsüne kat�l�r (Matsuoka et al., 1996). Bu 

nedenle laktat�n, TCA döngüsünde h�zland�r�c� bir etkiye sahip oldu� u belirtmi� tir 

(Dudman,1959). Laktattan ba� ka, TCA döngüsüne kat�larak, hücre geli� imini ve 

selüloz üretimini stimüle eden pirüvat, aldehit, etanol ve asetat gibi ba� ka 

substratlar da vard�r. 

 

Yapt�� �m�z bu çal�� mada her iki izolatta da en yüksek selüloz ve yüzde verim 

miktar�n�n glukoz varl�� �nda, daha sonra s�ras�yla fruktoz, sukroz ve etanol 

varl�� �nda oldu� u tespit edilmi� tir. Bulgular�m�z: Acetobacter pasteurianus HBB6 

straini için glukoz + yeast ekstrak’ da % 18, sukroz + yeast ekstrak % 14,3 fruktoz 

+ yeast ekstrak % 16,5, etanol + yeast ekstrak’ da % 9,3 bulunmu� tur; Acetobacter 

lovaniensis HBB5 straini için glukoz + yeast ekstrak’ da % 12,9, sukroz + yeast 

ekstrak % 10 fruktoz + yeast ekstrak % 12,1, etanol + yeast ekstrak’ da % 8,1 

olarak bulunmu� tur. Elde etti� imiz bu veriler ayn� parametreler için yap�lan 

deneysel çal�� malarla paralellik sa� lam�� t�r. Bu ara� t�rmalarda, örne� in Masaoka 

et al. (1993), yapt�� � çal�� mada selüloz üretiminin glukoz varl�� �nda % 100, 

fruktoz varl�� �nda % 92, sukroz varl�� �nda % 33 ve etanol varl�� �nda da % 4 

oldu� unu göstermi� tir. Son et al. (2001), Acetobacter sp. V6 izolat�n�n % 2 

oran�nda farkl� karbohidratlar� içeren standart besiortam�nda üretti� i selüloz 

miktar�n� incelemi� lerdir. Çal��man�n sonucunda glukoz varl�� �nda 2,7 g/l, fruktoz 
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varl�� �nda 2,53 g/l ve sukroz varl�� �nda 0,83 g/l selüloz üretiminin oldu� unu tespit 

etmi� lerdir. Yang et al. (1998), Acetobacter xylinum BRC5 straininin, fruktozlu 

besiortam�nda 2,88 g/l ve sukrozlu besiortam�nda da 0,55 g/l selüloz üretti� ini 

belirlemi� lerdir. Ayr�ca yapt�klar� ba� ka bir çal�� mada da selüloz üretiminin 

glukoz varl�� �nda 4,06 g/l ve fruktoz varl�� �nda da 3,49 oldu� unu tespit 

etmi� lerdir. Toda et al (1997), Acetobacter xylinum straininin çe� itli karbon 

kaynaklar�ndaki, selüloz üretimini incelemi� ler ve en yüksek üretimin glukozda 

sonra fruktoz ve sukrozda oldu� unu gözlemi� lerdir. Chávez-Pacheco et al. (2005), 

Gluconacetobacter xylinum IFO 13693 strainin glukoz içerikli besiortam�nda 

kültüre edilmesi sonucunda, hücre geli� imi ve selüloz üretiminde, sukroz içerikli 

besiortam�ndakine göre, bir art��  oldu� unu gözlemi� lerdir. 

 

Ayr�ca sukroz içerikli temel ortama, % 1,4 etanol eklenmesi ile hücre geli� iminin 

1,9 kat, selüloz üretiminin de 1,1 kat daha fazla oldu� unu göstermi� lerdir. 

Matsuoka et al. (1996), Naritomi et al. (1998a), Krystynowicz  et al. (2002) ve 

Park et al. (2003), yapt�klar� çal�� malarda etanol varl�� �nda hücre geli� iminin ve 

selüloz üretiminin artt�� �n� gözlemi� lerdir. Fakat etanol miktar�n�n %1,5’dan fazla 

olmas�, s�v� kültürde asetat miktar�n�n art�� �na, pH’�n da dü�mesine neden oldu� u 

için, hücre geli� imi ve selüloz üretiminde bir azalman�n oldu� unu belirtmi� lerdir 

(Naritomi et al. 1998a; Park et al. (2003).  

 

Son et al. (2001), çalkalamal� kültürde, Acetobacter sp. V6 izolat� ile yapt�klar� 

çal��mada, karbon kayna� � olarak; fruktoz, glukoz, maltoz, sukroz, trehaloz, 

mannitol, arabitol, asetik asit, laktik asit ve suksinik asit kullanm�� lar ve bunlar� 

içeren standart besiortam�nda üretilen selüloz miktar�n� incelemi� lerdir. Çal��ma 

sonunda, glukozdan sonra en yüksek selüloz üretiminin fruktoz, trehaloz ve laktik 

asit varl�� �nda oldu� unu saptam�� lard�r. Fakat Oikawa et al. (1995), durgun 

kültürde, Acetobacter xylinum straininde, en yüksek selüloz üretiminin mannitol 

ve arabitol varl�� �nda oldu� unu saptam�� lard�r. Ancak, Tonouchi et al. (1996), 

çalkalamal� kültürde, A. xylinum subsp. sucrofermentans BPR2001 straininde en 

yüksek selüloz üretiminin, fruktoz varl�� �nda oldu� unu belirtmi� lerdir.  
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Farkl� karbon kaynaklar�n�n selüloz verimi ile  kendi izolatlar�m�z�n kullan�m� ile 

yap�lan denemeler, en iyi karbon kayna� �n�n glukoz oldu� unu göstermi�  ve 

literatür bulgular�  bunu desteklemi� tir. 

 

Bakteriyal selüloz üretiminde kullan�lan karbon kaynaklar�n�n konsantrasyonu da 

önemlidir. Yap�lan ara� t�rmalarda, Son (2001), % 4 glukoz içeren besiortam�nda 

selüloz üretiminin artt�� �n� fakat glukoz konsantrasyonu, % 4’ün üzerine 

ç�kt�� �nda ise selüloz üretiminin dü� tü� ünü gözlemi� lerdir. Masaoka (1993), 

glukoz miktar�n�n artmas�yla, selüloz üretiminin azald�� �n� bildirmi� lerdir. Son et 

al. (2003), Acetobacter sp. V6 straininde, % 0,5 ile % 5 oran�ndaki glukoz 

konsantrasyonunun, selüloz üretimi üzerine etkisini ara� t�rm�� lar ve en yüksek 

selüloz üretiminin % 2 glukoz konsantrasyonunda oldu� unu saptam�� lard�r. 

 

% 2’nin üzerindeki glukoz konsantrasyonu, selüloz üretimini azaltt�� � için, kesikli 

kültürde selüloz üretimi, dü�ük glukoz konsantrasyonu ile ba� lar. Çünkü 

Acetobacter xylinum hücreleri glukozu, glukonik aside okside ederek kültür 

ortam�n�n pH’�n� dü� ürür ve bu da hücre geli� imini ve selüloz üretimini inhibe 

eder (Schramm et al.; 1957). Bu nedenle çal��mam�zda % 2 konsantrasyonda, 

farkl� karbon kaynaklar� denenmi� tir. 

 

Yap�lan ara� t�rmalar sonunda, baz� bile� iklerin hücre geli� imini stimüle ederek, 

selüloz üretimini artt�rd�� � belirlenmi� tir. Son et al. (2001), Acetobacter sp.A9 

straininde, selüloz üretimi için etanol, asetik asit, fumalik asit, laktik asit, malik 

asit, pirüvik asit ve süksinik asit kullanm�� lard�r. Bu bile� ikler içinde selüloz 

üretiminde en etkili olan�n etanol, daha sonra da pirüvik asit oldu� unu 

belirlemi� lerdir. Bakteriyal selüloz sentezinde besiortam�ndaki etanol 

konsantrasyonu, oldukça önemlidir. Heo et al. (2002), Acetobacter sp.A9 

straininin, % 1,4 etanol varl�� �nda üretti� i selüloz miktar�n�n, etanol yoklu� unda 

üretti� i selüloz miktar�ndan 19 kat daha fazla oldu� unu göstermi� lerdir. 

Acetobacter sp. V6 straini, % 0,6 etanol içeren besiortam�nda, etanol bulunmayan 

besiortam�ndan 3,1 kat daha fazla selüloz üretti� ini bulmu� lard�r (Son et al. 2003). 
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Besiortam� içinde etanol konsantrasyonunun % 1,5 ‘dan fazla olmas�, ortamda 

fazla miktarda asetat birikmesine neden olur ve ortam�n pH’�n� dü� ürür. Bu da 

hücre geli� imini dolay�s�yla selüloz üretimini inhibe eder (Naritomi et al.,1998a; 

Park et al., 2003; Krisch et al.,1997; Ory et al.,1998). Dudman (1959), durgun 

kültürde,  yüksek konsantrasyondaki etanolün, Acetobacter acetigenum geli� imini 

stimüle etti� ini fakat selüloz üretimini art�rmad�� � belirtmi� tir. 

 

Çal��mam�z�n sonunda her iki izolat�n da, % 2 etanol varl�� �nda besiortam�nda 

sentezledi� i selüloz miktar�n�n, % 2 glukoz, fruktoz ve sukroz varl�� �nda 

sentezledi� i miktardan daha dü� ük oldu� u gözlenmi� tir. % 2 etanolun bulundu� u 

besiortam�nda selüloz üretiminin di� er karbon kaynaklar�na göre dü�ük olmas� 

besiortam�ndaki asetik asidin fazla miktarda birikmesi sonucunda pH’�n dü� mesi 

ve bununda hücre geli� imini ve selüloz üretimini inhibe etmesi ile aç�klanabilir. 

  

Çal��mam�zda azot kayna� � olarak yeast ekstrakt, kazein hidrolizat ve amonyum 

sülfat�n kullan�ld�� � besiortamlar�ndaki selüloz ve yüzde verimleri incelenmi� tir. 

Her iki izolatta da en yüksek selüloz üretimi ve yüzde verim miktar�,  yeast 

ekstrakt varl�� �nda, daha sonra s�ras�yla kazein hidrolizat ve amonyum sülfat 

varl�� �nda saptanm�� t�r. Son et al. (2001), Acetobacter sp. A9 straininin, en 

yüksek selüloz üretiminin, % 0,5 oran�nda kullan�lan CSL, polipepton ve yeast 

ekstrakt varl�� �nda oldu� unu saptam�� lar ve selüloz üretiminde, en iyi azot  

kayna� �n�n yeast ekstrakt oldu� unu bildirmi� lerdir (Son et al., 2001). Yeast 

ekstrakttan ba� ka, selüloz üretimini stimüle eden beef ekstrakt, malt ekstrakt,  

pepton ve tripton gibi azot kaynaklar� da olmas�na ra� men, bunlar�n selüloz 

üretimi daha dü� üktür (Son et al., 2001). Matsuoka et al. (1996), Acetobacter 

xylinum subsp. sucrofermentans straininin, azot  kayna� � olarak kullan�lan yeast 

ekstrakt, CSL, soyton ve pepton içerikli besiortam�nda üretti� i selüloz miktar�n� 

ara� t�rm�� lard�r. Çal�� ma sonucunda en yüksek selüloz miktar�n�n, 4,13 g/l olarak 

yeast ekstrakt içerikli besiortam�nda oldu� unu bulmu� lard�r. Selüloz üretiminde 

azot kayna� � olarak kullan�lan yeast ekstrakt�n konsantrasyonu, selüloz üretimini 

fazlaca etkilememektedir. Acetobacter sp. A9 straininden, en yüksek selüloz 

üretimi, % 0,1 yeast ekstrakt varl�� �nda gerçekle� mi� tir bu oran�n üzerindeki 
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konsantrasyonlarda selüloz üretimi miktar� hemen hemen ayn� kalm�� t�r (Son et 

al. ,2001).  

 

Yang et al. (1998), yapm��  oldu� u çal�� mada Acetobacter xylinum BRC5 

straininden % 2 oran�nda farkl� karbon kaynaklar�n�n oldu� u besi ortam�na % 0,5-

% 6 oran�nda de� i� en yeast ekstrakt ilave etmi� ler ve en yüksek selüloz üretimini,  

% 0,4 yeast ekstrakt varl�� �nda belirlemi� lerdir. Bu konsantrasyonun üzerinde ise  

selüloz üretimi etkilenmemi� tir.  

 

Son et al. (2001), yapt�klar� çal�� ma sonucunda yeast ekstrakt varl�� �nda 2,87 g/l, 

polipepton varl�� �nda 2,65 g/l selüloz miktar�na rastlarken, amonyum sülfat 

varl�� �nda ise selüloz üretiminin olmad�� �n� gözlemi� lerdir. Fakat Heo et al. 

(2002), Acetobacter sp. A9 straininin, % 0,3 oran�nda azot kayna� � olarak 

kullan�lan, (NH4)2SO4 (amonyum sülfat), NH4H2PO4 (amonyum dihidrojen fosfat) 

ve (NH4)2HPO4 (amonyum hidrojen fosfat) besiortam�ndaki selüloz üretim 

miktar�n� incelemi� lerdir. Çal��ma sonucunda amonyum sülfat içerikli 

besiortam�nda üretilen selüloz miktar�n�n 4,69 g/l, NH4H2PO4 varl�� �nda 3,19 g/l 

ve (NH4)2HPO4 varl�� �nda da 2,93 g/l oldu� unu gözlemi� lerdir. Buna göre selüloz 

üretimine en uygun azot kayna� �n�n (NH4)2SO4 oldu� u görülmü� tür. Chávez-

Pacheco et al. (2005), Gluconacetobacter xylinum IFO 13693 strainin, amonyum 

sülfat içerikli besiortam�nda selüloz üretiminin, kazein hidrolizat içerikli ortamda 

üretilenden daha fazla oldu� unu tespit etmi� lerdir. Fakat bizim yapt�� �m�z 

çal��mada, her iki izolatta da kazein hidrolizat�n, amonyum sülfattan daha fazla 

selüloz üretti� i belirlenmi� tir.  

 

Yapt�� �m�z çal�� mada her iki izolatta da, glukoz ve kazein hidrolizat içerikli 

besiortam�nda üretilen selüloz miktar�n�n, sukroz ve kazein hidrolizat içerikli 

besiortam�nda üretilen selüloz miktar�ndan daha fazla oldu� u tespit edilmi� tir. 

Ayr�ca her iki izolatta da, glukoz ve amonyum sülfat içerikli besiortam�nda 

üretilen selüloz miktar�n�n, sukroz ve amonyum sülfat içerikli besiortam�nda 

üretilen selüloz miktar�ndan daha fazla oldu� u gözlenmi� tir. Ramana et al. (2000), 

Acetobacter xylinum strainin, glukoz ve amonyum sülfat içerikli besiortam�nda 
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üretti� i selüloz miktar�n�n, sukroz ve amonyum sülfat içerikli besiortam�nda 

üretti� i selüloz miktar�ndan daha fazla oldu� unu saptam�� lard�r. Fakat ayn� 

strainin, glukoz ve kazein hidrolizat içerikli besiortam�nda üretti� i selüloz 

miktar�n�n, sukroz ve kazein hidrolizat  içerikli besiortam�nda üretti� i selüloz 

miktar�ndan daha az oldu� unu tespit etmi� lerdir (Ramana et al.; 2000). Budhiono 

et al. (1999), yapt�klar� çal�� mada, glukoz ve amonyum sülfat içerikli 

besiortam�nda üretilen selüloz miktar�n�n, sukroz ve amonyum sülfat içerikli 

ortamdakine göre daha fazla oldu� unu göstermi� lerdir. Yap�lan bu çal�� malar 

sonucunda, farkl� karbon ve azot kaynaklar�nda üretilen selüloz miktar�nda 

de� i� meler oldu� u görülmü� tür. 

 

Selüloz üretiminde fosfat konsantrasyonun da etkisini saptamak için, 

Na2HPO4.12H2O’nin %0-%1 konsantrasyonlar�ndaki selüloz üretimi 

ara� t�r�lm�� t�r. Yap�lan çal�� ma sonunda en yüksek selüloz üretiminin % 0,8 

Na2HPO4.12H2O varl�� �nda oldu� u tespit edilmi� tir. Na2HPO4.12H2O 

konsantrasyonun % 0,8 oran�ndan dü� ük ya da fazla olmas�, selüloz üretimini 

dü� ürmektedir (Son et al., 2001). Çal��mam�zda,  % 0,675 Na2HPO4.12H2O 

kullan�lm��  ve bu da strainlerin selüloz üretimleri için gerekli fosfat iyonu 

miktar�n� kar� �lad�� � görülmü� tür.  

 

Selüloz üretiminde, % 0,5’in üzerindeki sitrik asit konsantrasyonlar�n�n da etkisi 

ara� t�r�lm�� t�r. Sitrik asit eklenmesinin, selüloz üretim miktar�n� etkilemedi� i 

bildirilmi � tir (Son et al., 2001). Fakat yapt�� �m�z çal��mada, temel ortam�n 

içerisine % 0,115 sitrik asit eklenmi� tir. 

 

Yap�lan çal��mada temel ve melasl� besiortamlar�nda her iki izolat�n, farkl� 

s�cakl�k ve farkl� pH’daki selüloz üretimleri ve yüzde verim miktarlar� 

incelenmi� tir. Her iki izolatta da hem temel besiortam�nda hem de melasl� 

besiortam�nda 4 0C’de hiçbir hücre geli� imi olmam��  ve buna ba� l� olarak da 

selüloz üretimi gerçekle� memi� tir. En yüksek hücre geli� imi ve selüloz üretimi, 

30 0C’de görülmü� , bunu 37 0C ve 22 0C izlemi� tir.  
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Skinner et al (2000), Acetobacter xylinum’un 4 0C, 22 0C, 30 0C ve 37 0C’de HS 

besiortam�nda selüloz üretimini ara� t�rm�� lard�r. En dü� ük selüloz üretiminin 4 
0C’de, en yüksek selüloz üretiminin ise 30 0C’de oldu� unu bildirmi� lerdir. Son et 

al. (2001), HS’de çalkalamal� kültürde, Acetobacter sp. A9 straininde, 20 - 40 0C 

s�cakl�klardaki selüloz üretimini incelemi� ler ve selüloz üretimi için optimum 

s�cakl�� �n 30 0C oldu� unu bildirmi� lerdir. 25 0C’de önemli bir farkl�l�k 

görmemi� ler fakat 35 0C’nin üzerinde selüloz üretiminin dü� tü� ünü belirtmi� lerdir 

(Son et al. 2001). Acetobacter aceti’nin 15-40 0C’deki geli� imi ve selüloz üretimi 

incelenmi� tir. Optimum s�cakl�� �n 30 0C oldu� u ve 35 0C’nin üzerindeki 

s�cakl�klarda hücre geli� iminin ve selüloz üretiminin giderek dü� tü� ü gözlenmi� tir 

(Ory et al., 1998).   

 

Yapt�� �m�z çal�� mada temel ve melasl� besiortam�nda pH 2,5; 3,5; 4,5; 6,5; 7,5 ve 

8,5’da selüloz üretimi ve yüzde verim miktar� incelenmi� tir. Çal�� man�n sonunda 

temel besiortam�nda, her iki izolatta da, pH 2,5’da hiçbir hücre geli� imi olmam��  

ve selüloz üretimi  gözlenmemi� tir. Melasl� besiortam�nda ise her iki izolatta da, 

pH 2,5 ve pH 3,5’da hiçbir hücre geli� imi olmam��  ve selüloz üretimi 

gözlenememi� tir. Fakat her iki izolat�n da, hem temel besiortam�nda hem de 

melasl� besiortam�nda, pH 6,5’da ve daha sonra pH 4,5’da en yüksek selüloz 

üretimini gerçekle� tirdi� i gözlenmi� tir. Son et al. (2001), Acetobacter sp. A9 

izolat�n�n, pH 3,0–9,0 aral�� �nda selüloz üretimini ara� t�rm�� lard�r. Yapt�klar� 

çal��ma sonunda, pH 4,5- 7,5 aral�� �nda selüloz üretiminin yüksek oldu� unu fakat 

optimum pH’�n 6,5 oldu� unu bildirmi� lerdir (Son et al. 2001). Fakat genel olarak 

Acetobacter xylinum’dan, selüloz üretiminde optimum pH aral�� �, 4,0-7,0 olarak 

kabul edilmektedir (Delmer et al., 1995). Ishihara et al. (2002), yapt�klar� 

çal��mada, Acetobacter xylinum, A. pasteurianus ve A. hansenii izolatlar�n�n, pH 

3,0-7,0 aral�� �ndaki selüloz üretimlerini incelemi� ler ve en yüksek selüloz 

üretiminin pH 6,5 oldu� unu bildirmi� lerdir. 

 

Çal��mam�zda,  Gluconacetobacter xylinus DSM 46604, Gluconacetobacter 

xylinus DSM 2004, Acetobacter aceti DSM 3508, Acetobacter pasteurianus 

HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerinin, temel besiortam�nda 
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ürettikleri selüloz ve yüzde verim miktarlar� ile melas, peynir alt� suyu, zeytin 

karasuyu ve corn steep liquor’lü besiortam�nda ürettikleri selüloz ve yüzde verim 

miktarlar� incelenmi�  ve   kar� �la� t�r�lm�� t�r. 

 

Çal��mam�zda, maliyet olarak daha ucuz ve baz� endüstri kurulu� lar�n�n at�k 

maddesi olarak nitelendirdi� imiz ürünlerin (melas, peynir alt� suyu, zeytin 

karasuyu vb), bakteriyal selüloz üretiminde substrat olarak kullan�l�p, 

de� erlendirilmesi amaçlanm�� t�r. Bu amaçla,  asetik asit bakterilerinden selüloz 

üretiminde, içerisinde organizman�n büyümesi için gerekli birçok besin maddesini 

bulundurmas�, yüksek oranda fermente edilebilir � eker (% 5 sukroz) içermesi, 

ülkemizde bol miktarda bulunmas� ve ucuz olmas� nedeniyle, � eker fabrikalar�n�n 

bir at�� � olan pancar melas� karbon kayna� � olarak kullan�lm�� t�r. 

 

Bae et al (2004), Acetobacter xylinum subsp. sucrofermentans BPR2001strainini 

kullanarak bir jar fermentörde ve melasl� besiortam�nda BS üretmi� lerdir. Yap�lan 

çal��mada melas, H2SO4-�s� i� lemine tabi tutulmu� tur ve bu i� leme maruz 

b�rak�lmayan melasla olan BS üretim verimi fark�na bak�lm�� t�r. Is� i� lemine 

b�rak�lan melasda BS veriminin di� erine göre iki kat oldu� unu bulunmu� tur.  

 

Keskhk et al.(2006a), Gluconacetobacter  xylinus ATCC 10245 kullanarak, 

toplam � eker miktar�n�n %57 oldu� u pancar melasl� besiortam�nda, glukozun 

kullan�ld�� � besiortam�na göre daha fazla BS elde etmi� lerdir. 

 

Keskhk et al (2006b), BS lignosülfonat varl�� �nda ve yoklu� unda � eker kam�� � % 

35 sukroz ve % 16 redüktör � ekerli melasda BS üretimini  durgun kültürde 

incelemi� ler, Acetobacter xylinum ATCC10245 ve IFO13693, IFO13772, 

IFO13773, IFO14815, IFO15237 strainlerini kullanm�� lar ve melasl� ortamda BS 

üretiminin daha fazla oldu� unu bulmu� lard�r.  

 

Yapt�� �m�z bu çal��mada, melasl� ortamda optimum �artlarda elde edilen 

bakteriyal selüloz miktar�, temel ortama (glukozlu ortam) göre daha dü� ük 

ç�km�� t�r. Örne� in; glukozlu ortamda Acetobacter pasteurianus HBB6’ da selüloz 
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üretiminin yüzde verim miktar� % 11,7 iken, melasl� ortamda % 9,8’e dü�mü� tür. 

Ayn� � ekilde Gluconacetobacter xylinus DSM 46604’de glukozlu ortamda yüzde 

verim miktar� % 15,3 iken, melasl� ortamda % 11,2’e dü�mü� tür. Di� er 

organizmalarda da buna benzer sonuçlar gözlenmi� tir.  

 

Melasl� besiortam�nda, ba� ka mikroorganizmalar�n, PHB (Polihidroksibütürat) 

sentezi ve ya�  üretimi gibi fermentasyon denemeleri de yap�lm�� t�r. Bu konuda 

yap�lan çal��malarda da, melasl� besiortam�ndan elde edilen ürün miktar�n�n, 

temel ortamlardan elde edilen ürün miktarlar�ndan daha dü�ük oldu� u tespit 

edilmi� tir.  B�y�k (1993), funguslardan, ya�  üretimi üzerine yapt�� � çal��mada, 

Aspergillus terreus NRLL 13030’da, ya�  yüzdesini temel ortamda (sukrozlu 

ortam) % 37 bulurken, melasl� ortamda % 10,9 olarak bulmu� tur. Ayn� konuda 

çal��ma yapm��  olan Hassanien et al. (1986), Aspergillus niger’in ya�  yüzdesini 

temel ortamda (sukrozlu ortam)  % 37-57 olarak bulurken, melasl� ortamda  % 7 

olarak bulmu� tur. Bu sonuçlar, Ratledge (1989)’nin belirtti� i gibi, melas fermente 

edilmeyen bile� ikleri ve azotlar� bulundurmas� nedeniyle, saf sukrozdan elde 

edilen ya� lara nazaran melasl� ortamdan daha az ya�  elde edilmi� tir, � eklinde 

de� erlendirilmi� tir (B�y�k, 1993). Ate�  (1997), mikroorganizmalardan PHB 

üretimi ile ilgili yapt�� � çal�� mada, Alcaligenes latus IAM 12599’da, sukrozlu 

temel ortamda PHB verimini % 49,18 olarak bulurken, melasl� ortamda % 43,16 

olarak bulmu� tur. Ayr�ca ayn�  çal��mada kulland�� � Pseudomonas extorquens 

DSM 1337’de de, sukrozlu temel ortamda PHB verimini % 24,86 olarak bulurken, 

melasl� ortamda  % 22,98 olarak bulmu� tur. Yap�lan bu çal�� madaki sonuçlar; 

melas�n, PHB üretimini artt�rd�� � fakat sukrozlu temel ortamdaki kadar yüksek 

olmad�� � � eklinde de� erlendirilmi� tir (Ate� , 1997).  

 

Bizim çal�� mam�zda da, melasl� ortamda selüloz üretimi, di� er at�k madde içeren 

besiortamlar�na göre daha fazla olmu� tur fakat selüloz üretiminin, temel 

ortamdaki (glukozlu ortam) kadar yüksek olmad�� � gözlenmi� tir. Acetobacter 

strainlerinin, glukoz içerikli besiortam�nda, sukroz içerikli besiortam�na göre, 

daha fazla selüloz üretti� i bildirilmi � tir (Masaoka et al.,1993; Jonas ve Farah,  

1998). Elde etti� imiz bu sonuçlar; melas�n � eker olarak sukroz içermesi ve 
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sukrozun da, glukozdan daha dü�ük miktarda selüloz üretmesi, � eklinde 

de� erlendirilmi� tir. Fakat laboratuvar çal��malar�nda glukozlu temel ortamda 

selüloz üretimi daha avantajl� görülmekteyse de, endüstriyel çapta selüloz üretimi 

dü� ünüldü� ünde melas, glukoza göre çok ucuz oldu� u için, melasl� ortamda 

selüloz üretmek daha ekonomik olacakt�r. 

 

Çal��mam�zda at�k madde olarak kullan�lan melas, peynir alt� suyu ve zeytin 

karasuyundan ba� ka selülozun ekonomik üretimi için, ucuz azot kayna� � olarak 

yeast ekstrakt yerine corn steep liquor de kullan�lm�� t�r. 

 

Bakteriyal selüloz üretiminde azot kayna� � olarak kullan�lan yeast ekstrakt 

ekonomik de� ildir. Bu nedenle selülozun ekonomik üretimi için yeast ekstrakt 

yerine kullan�labilecek, ucuz organik kaynaklar ara� t�r�lm��  ve yeast ekstrakt 

yerine, CSL kullan�m�n�n uygun oldu� u önerilmi� tir (Son et al., 2001). Birçok 

ara� t�r�c� da selüloz üretiminde CSL’nin azot kayna� � olarak kullan�labilece� ini 

belirtmi� tir (Chao et al., 1997; Kouda et al.; 1997; Toyasaki et al.,1995; Yang et 

al., 1998). Selüloz üretiminde fermentasyon ortam�nda azot kayna� � olarak 

kullan�lan CSL’nin konsantrasyonu da önemli olup, %1 - %10 (v/v) aras�ndaki 

konsantrasyonlar tercih edilir ve çalkalamal� kültürlerde % 3’lük CSL uygundur 

(Johnson ve Neogi, 1989). Johnson ve Neogi  (1989), % 4 glukoz, % 1 CSL 

içeren fermentasyon ortam�nda 1306-11 ve 1306-21 Acetobacter strainlerinin 

selüloz üretimini incelemi� lerdir. Baz� ara� t�rmac�lar, ayr�ca % 4 fruktoz, % 5 

(w/v) CSL içeren fermentasyon ortam�nda da selüloz üretimini ara� t�rm�� lard�r 

(Johnson ve Neogi, 1989; Westland et al.,1993; Kouda et al., 2000; Ben-Bassat et 

al.,1992). 

 

Çal��mam�zda selüloz üretiminde kullan�lan temel besiortam�nda % 0,5 yeast 

ekstrakt yerine % 0,5 CSL kullan�lm�� t�r. Yapt�� �m�z çal�� ma sonunda, CSL 

içerikli besiortam�nda elde edilen selüloz üretimi ile yüzde verim miktar�, temel 

ortam ve melasl� ortama göre daha dü�ük olmas�na ra� men, PAS’l� ortama göre 

daha yüksek ç�km�� t�r. Örne� in; Acetobacter pasteurianus HBB6’n�n CSL 
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ortam�ndaki selüloz üretimi 0,0025 g/ml olmas�na ra� men, temel ortamda 0,0041 

g/ml, melasl� ortamda 0,0031 g/ml ve PAS’l� ortamda ise 0,0016 g/ml’dir.  

 

Di� er strainlerde de benzer sonuçlar gözlenmi� tir. Son et al., (2001), % 0,5 

konsantrasyonunda farkl� azot kaynaklar�nda glukozlu ortamdaki selüloz üretimini 

incelemi� ler ve yeast ekstrakt�n (2,87 g/l), CSL’den (2,59 g/l) daha fazla selüloz 

üretti� ini gözlemi� lerdir. Matsuoka et al., (1996), selüloz üretiminde azot  kayna� � 

olarak CSL, soyton, yeast ekstrakt ve pepton kullanm�� lar ve selüloz üretiminin 

yeast ekstrakttan sonra en fazla CSL’de oldu� unu görmü� lerdir. Yang et al. 

(1998), % 0,5 glukoz, % 1,5 fruktoz içerikli fermentasyon ortam�nda CSL 

konsantrasyonunun etkisini incelemi� ler ve CSL % 6’n�n üzerindeki 

konsantrasyonlarda selüloz üretiminin dü� tü� ünü gözlemi� lerdir. Bae et al. 

(2004), corn steep liquor-fruktoz’lu fermentasyon ortam�nda fermentörde, selüloz 

üretimini incelemi� lerdir. Noro et al. (2004), Acetobacter xylinum’ un bakteriyal 

selüloz üretiminde CSL’nin tamponlama kapasitesini ara� t�rm�� lard�r. Stanburg et 

al.,1984, CSL’nin, proteinler, peptitler ve aminoasitler gibi besiortam�nda, 

tamponlama kapasitesinin yüksek oldu� unu göstermi� lerdir. 

 

Ülkemiz tar�m ülkesi oldu� u için, tar�msal ürünler aç�s�ndan oldukça zengindir. 

Kullan�m fazlas� tar�m ürünlerinin ve tar�msal at�klar�n de� erlendirilmesi 

dü� üncesiyle, ara� t�rmam�zda tar�msal bir at�k olan peynir alt� suyu karbon 

kayna� � olarak kullan�lm�� t�r. Yurdumuzda y�lda yakla� �k olarak 1,784,000 ton 

peyniralt� suyunun üretildi� i bilinmektedir. Bu büyük miktardaki peynir alt� suyu 

büyük i� letmeler taraf�ndan de� erlendirilebilirken, küçük ve orta büyüklükteki 

i� letmeler taraf�ndan, yüksek yat�r�m ve i� letme maliyeti nedeniyle 

de� erlendirilememektedir ve do� aya b�rak�lmaktad�r. Bu da önemli bir çevre 

sorununa neden olmaktad�r. Bir ton sütün i� lenmesi ile yakla� �k olarak 150-200 kg 

peynir elde edilmesine kar� �n, 800-850 kg peynir alt� suyunun at�k hale dönü�mesi 

ve bunun içinde bulunan protein, ya� , mineral maddeler ve özellikle laktozun 

de� erlendirilmeden at�lmas� büyük bir kay�p olarak dü�ünülmektedir (Kat�rc�o� lu, 

1995). Peynir alt� suyu % 5 laktoz, % 1 azotlu bile� ikler ve % 0,5 mineral madde 



                                                                                                                              168 

içerdi� inden, fermentasyon endüstrisi için uygun bir hammadde özelli� ini 

ta� �maktad�r. 

 

Battad–Bernardo et al. (2004), A. xylinus’un ait oldu� u Acetobacteracaae 

familyas�ndaki baz� türlerin peynir alt� suyundaki laktozu fermente edemedi� ini 

belirtilirken, baz� çal�� malarda ise laktozun BS üretiminde özellikle 

Acetobacter’lerin baz� üyeleri taraf�ndan büyüme ve selüloz üretiminde 

kullan�ld�� � belirtilmi� tir (Embuscado et al., 1994; Masaoka et al., 1993).  

 

Çal��mam�zda bakteriyal selüloz üretimi için kullan�lan fermentasyon ortam�nda, 

tar�msal bir at�k olan PAS karbon kayna� � olarak kullan�lm�� t�r. Tüm strainlerin, 

PAS’l� ortamda ürettikleri selüloz miktar�n�n, temel ortam, melasl� ve CSL’li 

ortamlarda ürettikleri miktardan daha dü�ük oldu� u saptanm�� t�r. Örne� in; 

Acetobacter lovaniensis HBB5 PAS’l� ortamda 0,0007 g/100ml selüloz üretirken, 

temel besiortam�nda 0,0040 g/100ml, melasl� ortamda 0,0025 g/100ml ve CSL’li 

ortamda ise 0,0014 g/100ml selüloz üretmi� tir. Di� er strainler de buna benzer 

sonuç göstermi� tir. � imdiye kadar dünyada ve ülkemizde, Acetobacter 

strainlerinin, PAS’l� besiortam�nda selüloz üretiminde kullan�lmas� ile ilgili çok 

fazla  çal�� ma bulunmamaktad�r. Fakat peynir alt� suyu, ba� ka organizmalar 

taraf�ndan fermentasyon çal�� malar�nda, özellikle de tek hücre proteini 

çal��malar�nda oldukça fazla kullan�lan iyi bir substratt�r (Beyatl�, 1996; Çevik, 

1987). 

 

Acetobacter strainlerinin, laktoz içerikli besiortam�na göre, glukoz ve sukroz 

içerikli besiortam�nda daha fazla selüloz ürettikleri bildirilmi� tir (Masaoka et 

al.,1993; Jonas ve Farah, 1998). Elde etti� imiz bu sonuçlar; PAS’�n � eker olarak 

%5 laktoz içermesi ve laktozun da, glukozdan ve sukrozdan daha dü� ük miktarda 

selüloz üretmesi, � eklinde de� erlendirilmi� tir. 

 

Türkiye dünyada önemli zeytin üreticisi ülkeler aras�nda olup, �spanya, �talya ve 

Yunanistan’dan sonra dördüncü s�rada yer almaktad�r (UNEP,1998). Zeytinya� �, 

insan g�das� olarak yüksek de� er ta� �mas�, hiçbir i� lem yap�lmadan yenilmesi ve 
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aromas�n�n güzel olmas� nedeniyle çok aranan bir üründür. Zeytinya� � 

i� letmelerinde, zeytinlerin s�k�lmas� sonucu zeytinya� � ile birlikte çe� itli at�klar 

ortaya ç�kmaktad�r.Bu at�klardan pirina ekonomik yönden önem ta� �makta olup, 

zeytin karasuyu ise birtak�m sorunlar� beraberinde getirmektedir (I� �kl�, 1992; 

Martinez-Nieto et al., 1993). Koyu kahverengi, asidik, yüksek kimyasal oksijen 

ihtiyac� gösteren karasuyun, de�arj� önemli çevre problemlerine yol açmaktad�r 

(Ursinos, 1983; Hamdi, 1991). Karasuyun yaratt�� � kirlili � in, yedi milyon ki� inin 

yaratt�� � evsel kirlili� e e� it oldu� u bildirilmi� tir (Martinez-Nieto et al., 1993; 

Scioli et al., 1997). Daha çok Ege ve Akdeniz k�y�lar�nda bulunan zeytinya� � 

i� letmelerinin ürettikleri karasu, nehir ve denizleri tehdit etmektedir. Karasuyun 

bile� iminin % 35-40’� su, di� er k�sm� da suda çözünen polimer ve monomer 

bile� ikleri (� eker, tanen, polifenol, polialkol), suda çözünmeyen ya� lar, pektin ve 

selüloz liflerinden olu� ur. Pektin ve selüloz parçalanabilirse, bunlar�n 

mikroorganizmalar�n � eker ihtiyac� için iyi bir kaynak olabilece� i 

dü� ünülmektedir.  

 

Günümüzde önemli zeytin üreticisi ülkeler, karasuyu ar�tmak veya karasuyu 

ekonomik � ekilde de� erlendirmek için çe� itli ara� t�rmalar yapmaktad�rlar. 

Karasuyun; tar�msal alanlar�n sulanmas�nda, gübre ve kompost olarak topra� � 

�slah etmede (Vassilev et al., 1997), pirina ile kar�� t�r�larak, briket ve yakacak 

üretiminde (Ursinos, 1983), anaerobik proseslerde biyogaz olu� turmada üretim 

ortam� olarak (Hamdi, 1991, 1993; Hamdi ve Garcia, 1991), mikrobiyal 

fermentasyon yolu ile biyokütle üretiminde (Özyurt, 1975; Öcal ve ark, 1977; 

Karap�nar ve Worgan, 1983) pektinaz enzimi üretiminde (� ahin ve ark., 1983; 

Federici et al., 1988; Acuna-Arguelles et al., 1994; 1995; Huerta et al., 1995; Nair 

et al.,1995),  kozmetik ve ilaç alan�nda hammadde olarak (Ramos-Cormenzana et 

al., 1995) kullan�labilece� i belirtilmektedir. 

 

Zeytin karasuyu ile ilgili çok say�da literatür çal��mas� bulunmakla birlikte, 

bugüne kadar zeytin karasuyu için ne ticari bir de� erlendirme ne de ekonomik bir 

ar�tma önerisi haz�rlanm�� t�r. Yap�lan ara� t�rmalar, önerilen prosesin ekonomik 

olabilmesi için, olu�an ürünün yüksek katma de� ere sahip olmas� gerekti� ini 
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göstermektedir. Bu nedenle biyoteknolojik olarak üretimi yap�labilecek ürünler 

için, zeytin karasuyunun hammadde olarak kullan�lmas� önerilmi� tir. Karasuyun 

de� erlendirilmesiyle, hem çevre kirlili� i azalacak hem de geleneksel yöntemlerle 

ya�  i� leyen küçük çaptaki sanayiye, yeni bir i�  alternetifi sunulmu�  olacakt�r 

(Gürbüz, 2000).    

 

Ayd�n ili s�n�rlar� içerisinde, endüstriyel veya sanayi kaynakl� s�v� at�klardan 

ziyade, bu bölgeye özgü olan zeytinya� � üretimi sonucunda olu�an at�k sular daha 

büyük bir sorun olu� turmaktad�r. Bunlar�n ar�t�lmadan al�c� ortama verilmesi, 

ciddi çevre sorunlar�na neden olmaktad�r.  Zeytin karasuyunun ar�t�lmas� ile ilgili 

olarak, ilimiz hatta ülke genelinde gerçek anlamda bir çözüm olu� turulamam�� t�r. 

Hanc�o� lu (2005), de zeytinya� � tesislerinden ç�kan at�k suyun kirleticilik ve 

ekotoksikolojik özelliklerini incelemi�  ve içerdi� i polifenollerden dolay�,  

biyolojik olarak ar�t�lmas�n�n da çok zor oldu� unu belirtmi�  fakat anaerobik 

ar�t�mla  k�smen kullan�labilece� ini bildirmi� tir. Ergüder et al. (2000) de zeytin 

karasuyunun anaerobik ar�t�mla kullan�labilece� ini belirtmi� lerdir. 

 

Yapt�� �m�z  çal�� mada, zeytin karasuyunu bakterilerden selüloz üretiminde, besin 

kayna� � olarak kullanarak zeytin karasuyunun endüstriyel anlamda 

de� erlendirilmesi amaçlanm�� t�r. Bu amaçla, ilimizde ve hatta ülkemizde en 

önemli kirlilik kaynaklar�ndan biri olan zeytin karasuyunun, bir at�k olmaktan 

ç�kar�larak, faydalan�labilir bir materyal olarak, ülke ekonomisine kazanç 

sa� layabilece� i dü� ünülmü� tür. Fakat çal�� ma sonunda ar�t�lmas� ve 

de� erlendirilmesi oldukça zor olan zeytin karasuyunda, hiçbir hücre geli� imi 

görülmemi�  ve buna ba� l� olarak da selüloz üretimi olmam�� t�r. Bu nedenle,  

zeytin karasuyunun asetik asit bakterilerinin geli� imi ve selüloz üretimi için uygun 

bir substrat olmad�� � saptanm�� t�r. 

 

Çal��ma sonunda elde etti� imiz verilere göre, kulland�� �m�z strainlerin, temel 

besiortam�ndaki selüloz üretimlerinin ve yüzde verim miktarlar�n�n, di� er 

besiortamlar�nda ürettikleri miktardan daha fazla oldu� u saptanm�� t�r. Bu 

strainler, temel besiortam�ndan sonra melasl� besiortam�nda yüksek oranda selüloz 
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üretmi� ler ve bunu s�ras�yla CSL ve PAS’l� besiortam� izlemi� tir. Kulland�� �m�z 

besiortamlar� içerisinde en dü� ük selüloz üretimi ve yüzde verim miktar�na, 

PAS’l� besiortam�nda rastlanm�� t�r.   

 

� imdiye kadar yap�lan yurt içi çal�� malarda, asetik asit bakterilerinden, selüloz 

üretiminde at�k maddelerin de� erlendirilmesi konusu üzerinde durulmam��  

olmas�, bilimsel bir eksikliktir. Yapt�� �m�z  çal��man�n, özellikle de melas, PAS, 

zeytin karasuyu gibi at�k maddelerin, bakteriyal selüloz üretim verimlili� i  

hakk�nda bilgi vermesi aç�s�ndan bilim dünyas�na katk�da bulunaca� �n� 

dü� ünmekteyiz. Ayr�ca bu çal�� ma sonunda elde edilen bulgular�n, ileride bu 

konuda çal�� acak olan di� er ara� t�r�c�lar için de yol gösterici olaca� �na 

inanmaktay�z. 

 

Yapt�� �m�z çal��mada Gluconacetobacter xylinus DSM 46604, 

Gluconacetobacter xylinus DSM 2004, Acetobacter aceti DSM 3508, Acetobacter 

pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerinin, melas, corn 

steep liquor ve peyniralt� suyunda selüloz ürettiklerini, fakat peynir alt� suyundaki 

selüloz üretimlerinin, kullan�lan melas ve corn steep liquor’e göre daha az oldu� u 

saptanm�� t�r. Türler aras�nda kar� �la� t�rma yap�lacak olursa, kullan�lan tüm 

besiortamlar�nda, yüzde verim miktar� olarak, en fazla selüloz üretimine 

Gluconacetobacter xylinus DSM 46604’da rastland�� � söylenebilir. Ayr�ca, melas 

ve corn steep liquor’de en az selüloz üretimi  Acetobacter aceti DSM 3508  ile 

yap�lan denemelerde gözlenirken, peyniralt� suyu içerikli ortamda  Acetobacter 

aceti DSM 3508 ve birlikte Acetobacter lovaniensis HBB5 ile yap�lan 

denemelerde gözlenmi� tir. 
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6. SONUÇ ve ÖNER� LER  

   

Bu çal��ma, bitkilerden elde edilen selüloza alternatif olarak, baz� asetik asit 

bakterilerinin, bakteriyal selüloz üretimlerini ara� t�rmak ve bizim gibi tar�m 

ülkelerinde, melas, peynir alt� suyu, zeytin karasuyu vb. ucuz at�k maddelerden, 

selüloz üreten bakterilerin üretimini sa� layarak, çevre kirlili� i için sorun olan bu 

at�k maddeleri biyoteknolojik olarak de� erlendirmek amac�yla yap�lm�� t�r. 

 

Çal��mada asetik asit bakterilerinin izolasyonu için ev yap�m� � arap, sirke ile 

üzüm, elma � �ras� gibi örnekler kullan�lm��  ve izolasyon için özellikle de 

Acetobacter’ler için en iyi izolasyon kayna� �n�n, alkol ve � eker oran� yüksek olan 

� arap ve sirke oldu� u saptanm�� t�r. 

 

�zolasyonu yap�lan asetik asit bakterilerinin, selüloz üretim verimleri incelenmi�  

ve selüloz üretimi en yüksek olan 31c ve 8a kodlu iki izolat, çal�� man�n 

devam�nda kullan�lmak üzere seçilmi� tir. 

 

Seçilen iki izolat�n, klasik taksonomiye göre identifikasyonu, Bergey’s Manual of 

Determinative Bacteriology’e göre yap�lm��  ve bu izolatlar�n, Acetobacter 

genusuna ait olduklar� belirlenmi� tir. Klasik taksonomi, moleküler taksonomi ile 

desteklenmi�  ve 16s rRNA sekans analizi sonucunda, 31c kodlu izolat�n 

Acetobacter pasteurianus HBB6, 8a kodlu izolat�n ise Acetobacter lovaniensis 

HBB5 oldu� u belirlenmi� tir. 

 

Çal��mam�zda kulland�� �m�z Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter 

lovaniensis HBB5 strainlerinin hücre � ekilleri ve bu strainlerin üretti� i selülozun 

a� s� yap�s�, taramal� elektron mikroskobunda (SEM)’de görüntülenmi� tir. 

 

Safla� t�r�lan selülozun toplam � eker tayini yap�lm��  ve ayr�ca asit ve enzim 

hidrolizi sonucunda olu�an � eker, ince tabaka kromatografisi yöntemi ile 

belirlenmi� tir. Yap�lan ince tabaka kromatografisi sonucunda selülozun, tamamen 

glukoz moleküllerinden olu� tu� u belirlenmi� tir.  
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Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerinden, 

HS fermentasyon ortam�nda, durgun ko� ullarda selüloz üretimleri sa� lanm��  ve 

karbon, azot kaynaklar� ile s�cakl�k, pH gibi parametreler optimize edilmi� tir.  

 

Yap�lan denemeler sonucunda her iki izolat için,  en iyi karbon kayna� �n�n 

glukoz, en iyi azot kayna� �n�n da yeast ekstrakt oldu� u belirlenmi� tir. Ayr�ca 

s�cakl�k ve pH denemeleri sonucunda da; en iyi s�cakl�k derecesinin 30 0C, en iyi 

pH’�n da 6,5 oldu� u saptanm�� t�r. 

 

DSMZ Kültür kolleksiyonu merkezinden sa� lanan Gluconacetobacter xylinus 

DSM 46604, Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 ve Acetobacter aceti DSM 

3508 strainleri ile Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis 

HBB5 strainlerinin, kulland�� �m�z at�k maddeler içinde en çok, melasl� 

besiortam�nda selüloz üretti� i gözlenirken, zeytin karasuyu içerikli ortamda ise  

hücre  geli� imi ve selüloz üretiminin olmad�� � belirlenmi� tir.  

 

Yapt�� �m�z  bu çal��ma sonunda; kulland�� �m�z temel besi ortam� HS ve melasl�, 

CSL’li ve peyniralt� suyu içerikli besiortamlar�nda yüzde verim miktar� olarak en 

yüksek selüloz üretimi Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininde,  yine 

yüzde verim miktar� olarak en dü�ük selüloz üretimi Acetobacter aceti DSM 3508 

ve Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerin de saptanm�� t�r. 

 

Yurt d�� �nda oldukça yo� un bir � ekilde çal�� �lmas�na ra� men, ülkemizde 

bakteriyal selüloz ile ilgili çal�� malar yok denecek kadar az say�dad�r. Çal��mam�z 

ülkemizde bakterilerden selüloz elde edilmesi konusunun i� lenmesi aç�s�ndan 

öncülük yapmakta ve ileride bu konuda çal�� acak olan ara� t�rmac�lar için ön bilgi 

vermektedir. 

 

Ormanlar�m�z, ka� �t endüstrisinin birinci derecede vazgeçilmez varl�� �d�r.  Orman 

alanlar� bak�m�ndan zengin bir ülkeye sahip olmam�za ra� men, her geçen gün 

ç�kan yang�nlar ve buna benzer nedenler ile ormanlar�m�z�n azalmas�, ka� �t 

endüstrimizi ciddi anlamda tehlikeye sokmaktad�r. Bu nedenle ka� �t endüstrisinde 
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kullan�lan en önemli madde olan selülozun, bakteriler gibi ba� ka alternatif 

kaynaklardan elde edilebilmesi önemli bir bilimsel geli� medir. Ayr�ca 

bakterilerden elde edilen selülozun özellikle de plastik cerrahide, ciltteki 

yan�klar�n tedavisinde kullan�lmas� da bakteriyal selülozun üstün bir özelli� i 

olarak kar� �m�za ç�kmaktad�r.  

 

Ülkemizde ba� lang�c�n� olu� turdu� umuz bu çal��ma ile ileriki günlerde, selüloz 

üreten bakterilerden daha fazla ürün alabilmek için klonlama denemelerinin 

yap�lmas� ayr�ca elde edilen selülozun özellikle t�p alan�nda olmak üzere farkl� 

endüstri alanlar�nda kullan�mlar�n�n�n yayg�nla� t�r�lmas� ve ülke ekonomisine 

katk�da bulunulmas� hedeflenmi� tir. 
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