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OZET
Doktora Tezi

YUZEY KULTUR FERMENTASYON YONTEMI iLE BAZI ASETIiK
ASIT BAKTERILERINDEN
EKSTRASELLULAR POLISAKKARIT URETIiMi

Esin POYRAZOGLU (COBAN)
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Yrd. Dog¢. Dr. H.Halil BIYIK

Bu calismada 6zellikle sarap ve sirkeden, ayrica elma ve {iziim suyundan, seliiloz
iireten bakteriler izole edilmistir. Bu izolatlardan seliiloz tiretim verimi en yiiksek
olan iki izolat secilmis ve bu izolatlar, klasik ve molekiiler taksonomiye gore
Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS olarak
tanilanmigtir. Bu strainlerin, karbon ve azot kaynaklari, inkiibasyon sicakliklari ve
pH’ lan degistirilerek seliiloz iiretim verimleri optimize edilmistir. Mikrobiyoloji
kiiltiir koleksiyonu DSMZ (Almanya Mikroorganizmalar ve Hiicre Kiiltiirii
Koleksiyonu)’den  alinan  Gluconacetobacter  xylinus  DSM 46604,
Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 ve Acetobacter aceti DSM 3508 strainleri
ile Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS
strainlerinin, optimum sartlardaki seliiloz iiretim verimleri melas, peynir alti suyu,
zeytin karasuyu ve corn steep liquor gibi ucuz atitk maddeler kullanilarak
incelenmis ve sonuclar karsilastinlmistir. Seliilloz iiretiminde en iyi karbon
kaynagimin glikoz, en iyi azot kaynaginin ise yeast ekstrakt oldugu belirlenmistir.
Ayrica sicaklik ve pH denemeleri sonucunda; en iyi sicaklik derecesinin 30°C, en
iyi pH’1n da 6,5 oldugu saptanmistir. Kullanilan atik maddeler igerisinde melas,
peynir alt1 suyu ve corn steep liquor igerikli besiortamlarinda hiicre gelisimi ile
birlikte selilloz iiretimi gozlenmistir. Sadece zeytin karasuyunda hicbir
mikroorganizma gelisimi olmamis ve buna bagli olarak da seliiloz iiretimi
gerceklesmemistir. Bu caligmada, kullanilan tiim besiortamlarinda, en yiiksek
seliiloz iiretim veriminin, Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininde, en
diisiik seliiloz iiretim veriminin ise Acetobacter aceti DSM 3508 ve Acetobacter
lovaniensis HBBS strainlerinde oldugu belirlenmistir. Acetobacter pasteurianus
HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerinin morfolojik goriintiileri ile,
optimum sartlarda elde edilen selillozun ags1 yapis1t SEM’de goriintiilenmistir.
Ayn1 zamanda, bakteriyal seliilozun, enzimatik ve TFA ile asidik hidrolizinin
TLC analizi sonucunda, monosakkarit iceriginin glukoz oldugu belirlenmistir.
Ayrica, bakteriyal seliilozun NMR ve FT-IR spektrofotometre analizleri ile
kimyasal yapis1 incelenmistir.

2007, 207 sayfa
Anahtar Sozciikler
Bakteriyal seliiloz, Acetobacter, Gluconobacter, optimizasyon, durgun kiiltiir
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ABSTRACT
Ph. D. Thesis

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

Esin POYRAZOGLU (COBAN)

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 HBBS 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 HBBS 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 °C 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 HBBS were the
lowest cellulose producers in the all media examined.

Morphological view of Acetobacter pasteurianus HBB6 and Acetobacter
lovaniensis HBBS 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. GIRIS

Son yillarda 6zellikle endiistriyel biyoteknoloji metotlar1 kullanilarak, mikrobiyal
giriinlerin tretilmesi ile ilgili aragtirmalarin sayisinda artis olmustur. Molekiiler
biyolojide yeni gelisen yontemler, mikroorganizmalarin hiicresel yapilarini,
endiistriyel biyoteknolojide daha kullanilir hale getirmistir. Tarihsel siirecte,
yillardir ve oOzellikle de savas ve kitlik doneminde endiistriyel mikrobiyoloji
yontemleri ile elde edilen degisik iirlinler, insanlarin hizmetine sunulmustur.
Giliniimiizde, tarimla elde edilen bircok {riiniin  ekonomik olarak
mikroorganizmalarca iiretimi rekabet diizeyini engellese de, uygulanan molekiiler
teknikler ile bu olumsuz kosulun asilacagi siiphesizdir. Insanlarin sanayi ve
tarimsal alanda olusturdugu kirlilik, diinyay1 global bir tehlikeye siiriikledigi i¢in,
daha temiz ve ¢evre dostu olan mikroorganizma {iiriinlerinin kullaniminin, bilimsel

alandaki bu hizli gelismeyle daha da artmasi beklenmektedir.

Giiniimiizde degisik endiistriyel alanlarda, sayisiz biyoteknolojik iiriin
kullanilmaktadir. Biyoteknoloji alanindaki ilerlemeler, ihtiyacimiz  olan
maddeleri dogaya zarar vermeden iiretmenin yollarin1 olanakli kilmistir.
Biyoteknolojik olarak kullanilan en énemli materyallerden biri polisakkaritlerdir.
Yiiksek molekiil agirligina sahip olan polisakkaritler, dogada rastlanan en onemli
karbohidratlardan bir tanesidir. Endiistride kullanilan en 6nemli polisakkaritlerden
biri ise seliilozdur. Seliiloz, birbirine B-1,4 baglariyla baglanmig D-glukopiranoz
birimlerinin suda ¢oziinmeyen, dallanmamis yapidaki polimer bilesikleridir.
Seliiloz bitkilerde hiicre duvarinin temel yap1 maddesidir. Ayrica diinyada ¢ok
yaygin olarak bulunmasi nedeniyle, kagit, tekstil, gida ve kimya endiistrisinde

Onemli bir yer edinmis durumdadir.

Diinyada ve iilkemizde kagit sanayi iiriinleri, cevremizde bulunan ve dogaya renk
katan agaclardan elde edilmektedir. Her yil yanginlar ve diger nedenlerle sahip
oldugumuz orman alanlarn azalmaktadir. Kagit sanayisindeki hammaddenin
degismez olarak seliiloz oldugu diisiiniiliirse, doganm bu sinirli hammaddesinin
yiizyillarca aym oranda insanlara hizmet edecegi diisiiniilemez. Giin gectik¢e yok

olma tehlikesi ile karsi karsiya kalan ormanlarimizi kurtarmanin bir yolu da



ozellikle selillozun, odun disindaki bagka alternatif kaynaklardan saglanmasidir.
Dolayisiyla alternatif selilloz kaynaklarinin yaratilmasi, yasadigimiz cevreye

yapacagimiz en biiyiik katkilardan biri olacaktir.

Son yillarda biyoteknolojinin hizla ilerlemesi ile biyoteknologlar bitkiler olmadan
da seliiloz iiretebilmenin yollarin1 aramiglardir. Son 30 yilda yapilan ¢alismalar,
seliiloz iirettigi bilinen bakteriler iizerinde yogunlasmistir ve Acetobacter xylinum
adli bir bakterinin yiiksek verimde selilloz iirettigi ve bunun yiiksek yapili
bitkilerin iirettiklerine benzer oldugunu kesfetmislerdir (Brown, 1886). Bakteriler
tarafindan iiretilen bu seliilloza “Bakteriyal Seliilloz” adi1 verilmistir. Kagit iiretimi
basta olmak iizere selillozun katildig1 diger iiretim mamiilleri dikkate alindiginda,
bakteriyal seliillozun tasidigi onem yadsinamaz. 1 hektar yiizey alanmina sahip
durgun(durgun) kiiltiirden yilda yaklasik 10,000 kg bakteriyel polimer elde
edilmesine karsilik, aym alanda ve siirede sadece 600 kg pamuk yetistirilebilmesi

ekonomik 6nemin irdelenmesi agisindan oldukc¢a carpicidir (Kudlicka, 1989).

Bitkisel seliiloz, lignin, hemiseliiloz ve diger maddeler icermesine karsin
bakteriyal seliiloz saftir. Bitkisel selillozda bulunan, safligi olumsuz y&nde
etkileyen ve wuzaklagtirilmasi iscilik yiikiinii artiran maddelerin bakteriyal
selillozda bulunmamasi, 6nemli bir avantajdir. Bakteriyal seliilozun bitkisel
selilloza gore diger bir avantaji ise bakteriyal selillozun, iiretim asamasinda
istenen Ozellikleri tasiyacak sekilde tasarlanabilmesi ve iiretim sonrasindaki
kimyasal uygulamalara elverisli olmasidir. Ayrica bakteriyal seliiloz fibrilleri,
bitkisel seliiloz fibrillerinden daha dayaniklidir. Bu 6zelliginden dolay1r daha
kaliteli kagit ve tekstil iriinlerinin elde edilmesinde kullanima oldukga

elverislidir.

Acetobacter, Rhizobium, Agrobacterium ve Sarcina genuslarina ait bakteriler
selilloz sentezleme yetenegine sahip olmakla beraber (Jonas ve Farah,1998)
seliiloz tiretim verimi en yiiksek olan strain Acetobacter xylinum’dur (Yamada et

al.,1997; Yamada, 2000).



Giiniimiizde bakteriyal seliiloz iiretiminde, endiistri kuruluslarinin atiklarn1 da
kullanilabilmektedir. Bunlara 6rnek olarak, seker fabrikasi atiklari, patates isleme
fabrikalari, sirke fabrikasi, kagit fabrikasi ve konserve fabrikasi atiklan verilebilir.
Belirtilen endiistriyel kuruluslara ait atik iiriinler mikrobiyolojik veya kimyasal
yontemlerle bakterilerin kullanabilecegi, basit yapili bilesiklere doniistiiriiliip,
bakteriyal seliiloz iiretiminde kullanilabilmektedir. Bu sekilde ¢evre kirlenmesine
neden olan organik ve inorganik maddeler degerlendirilerek ¢evreye olan olumsuz
etkileri  giderilmis olacaktir. Bu nedenle bakteriyal seliilloz {ireten

mikroorganizmalar ile ilgili ¢caligmalarda biiyiik oranda artis olmustur.

Seliillozun iiretim ve kullamim siireglerini incelersek; endiistride ve ozellikle de
biyoteknolojide hizla gelisen metotlar, belli sanayi iiriinlerinin teknolojik olarak
tiretimine olanak saglamaktadir. Bu amacla mikroorganizmalarin {irettigi
selillozun, insanlarin ihtiyaglarimi belli alanlarda karsilayacagi yadsinamaz bir
gercektir. Calismamizda, insanlarin ihtiyag duydugu seliillozu, endiistriyel
biyoteknoloji yontemleri kullanarak elde etmek ve bu alanda eksik olan
mikroorganizma taramalarin1 yapmak amag edinilmistir. Elde edilen verilerin, bu
konuda sonradan ¢alisacak olanlara da yararli olacagi diisiiniilmektedir. Ayrica
diinyada bakteriyal seliiloz ile ilgili birgcok calisma yapilmis olmasina ragmen,
ozellikle Tiirkiye’de bu konuda yok denecek kadar az calismanin oldugu

diisiiniiliirse, yaptigimiz bu calisma oldukca 6nem kazanmaktadir.



2. KAYNAK BILDIiRiSLERI

Bu boliimde; bu konu ile ilgili olarak gerek yurt igcinde gerekse yurt disinda
dogrudan veya dolayl olarak yapilmig calismalar ele alinarak, karbohidratlarin
genel yapisi ve cesitleri; mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ekstrasellular
polisakkaritler ve bunlarin uygulama alanlari; asetik asit bakterilerinin genel
ozellikleri, izolasyonlar1 ve tanilari; bakteriyal selillozun tarihcesi, yapisi,
ozellikleri, kimyasal analizi, saflastirilmasi, fizyolojik fonksiyonlari, biyosentezi,

biyodegradasyonu, iiretimi ve iiretimine etki eden faktorler incelenmistir.

Brown (1886)’da asetik asit bakterilerinden olan Acetobacter xylinum adli bir
bakteri tiirlinlin iirettigi seliilozun, yiiksek yapili bitkilerin iirettiklerine benzer
oldugunu bulmustur. Hestrin ve Schramm (1947 ve 1954)’ de seliiloz sentezleyen
asetik asit bakterilerini, modifiye ettikleri HS besiortaminda izole etmisler ve
Acetobacter xylinum’u kullanarak bakteriyal seliilloz sentezi ile ilgili yogun
calismalar yapmisglardir. Ayn1 zamanda Colvin (1957)’ de, Acetobacter xylinum’ u

kullanarak bakteriyal seliiloz tiretimini arastirmistir.

Bircok arastirici, Acetobacter tiirlerinin seliiloz {iretimini incelemistir. Johnson et
al. (1989)’ da Acetobacter xylinum’un c¢alkalamali ve durgun kiiltiirde seliiloz
iiretimlerini arastirmiglardir. Masaoka et al. (1993), yaptiklar1 ¢alismada farkli
karbon kaynaklarindaki seliiloz iiretim verimlerini incelemisler ve en yiiksek
verimin, glukoz varliginda oldugunu belirtmislerdir. Oikawa et al. (1995), durgun
kiiltiirde, Acetobacter xylinum straininde, en yiiksek seliiloz iiretiminin mannitol
ve arabitol varliginda oldugunu saptamislardir. Matsuoka et al. (1996), yaptiklari
calismalarda etanol varliginda hiicre gelisiminin ve seliiloz iiretiminin arttiginm
gozlemislerdir. Tonouchi et al. (1996), calkalamal kiiltirde, A. xylinum subsp.
sucrofermentans BPR2001 straininde en yiiksek seliiloz {iiretiminin, fruktoz
varliginda oldugunu belirtmislerdir. Toda et al. (1997), Acetobacter xylinum
straininin ¢esitli karbon kaynaklarindaki, seliiloz tiretimini arastirmislardir. Yang
et al. (1998), Acetobacter xylinum BRCS straininin, fruktozlu ve sukrozlu

besiortamindaki seliilloz iiretimini incelemislerdir. Skinner et al. (2000),



Acetobacter xylinum’un farkli sicakliklarda, HS besiortaminda seliiloz tiretimini
arastirmisglardir. Son et al. (2001), calkalamali kiiltiirde, Acetobacter sp. V6 izolati
ile yaptiklann caligmada, farkli karbon kaynaklarinda iiretilen seliiloz miktarini
incelemiglerdir. Ishihara et al. (2002), yaptiklar1 calismada, Acetobacter xylinum,
A. pasteurianus ve A. hansenii izolatlarinin, pH 3,0-7,0 araligindaki seliiloz
tiretimlerini aragtirmislardir. Krystynowicz et al. (2002) ve Park et al. (2003),
yaptiklar1 caligmalarda etanol varliginda hiicre gelisimini ve seliilloz iiretimini
incelemislerdir. Bae et al (2004), Acetobacter xylinum subsp. sucrofermentans
BPR2001 straini kullanarak bir jar fermentdrde melash besiortaminda bakteriyal
seliloz  iiretimini  arastirmislardir.  Chdvez-Pacheco et al.  (2005),
Gluconacetobacter xylinum I1FO 13693 strainin glukoz ve sukroz igerikli
besiortamindaki, hiicre gelisimi ve seliiloz iiretimini incelemislerdir. Keskhk et al.
(2006a), Gluconacetobacter xylinus ATCC 10245’dan pancar melash

besiortaminda bakteriyal seliiloz iiretimini aragtirmislardir.

Diinyada bakteriyal seliiloz konusu ile ilgili bir¢cok ¢alisma yapilmasina ragmen
iilkemizde bu konuda yeterli derecede caligma yapilmamistir. Sadece MEF
Tiirkiye lise 6grencileri aras1 12. arastirma projeleri yarismasinda, Digrak ve ark.
(2003)’min rehberligini yaptig1 “Acetobacter xylinum DA tarafindan bakteriyal
selilloz iiretimi” isimli ¢alisma sunulmustur. Bu caligmada, izole edilen
Acetobacter aceti ve Acetobacter xylinum strainlerinin farkl inkiibasyon siireleri,

pH degerleri ve karbon kaynaklari agisindan seliiloz iiretimleri incelenmistir.

2.1. KARBOHIDRATLAR

Karbohidratlar dogada en bol bulunan makromolekiillerdir. Tiim canlilar igin
biiyiik 6nem tasiyan karbohidratlar bakteri, bitki ve hayvan metabolizmasinda
temel rol oynar. Fotosentez yoluyla iiretilen karbohidratlar, fotosentez yapamayan
diger canlilarin hiicrelerinde enerji ve karbon kaynagi olarak kullanilirlar.
Fotosentezle iiretilen karbohidratlarin bir kismu proteinler ve yaglar vb. diger
organik maddelere doniistiiriiliir. Geri kalan kisim ise polisakkaritler olarak seker

polimerlerine doniistiiriiliir. Polisakkaritler, yeryiiziindeki biyolojik ortamimn kuru



madde olarak yaklasik % 75’ini, insan kalori tiikketiminin ise % 80’ini
olusturmaktadir. Karbohidratlar, hem gidalarin dogal bilesiminde bulunurlar hem

de gidalara biiyiik 6lciide disaridan katilirlar.

Dogada bir¢ok iiriinde farkli molekiiler biiyiikliik, yapi, sekil, polimerizasyon
derecesi ve c¢oziiniirlik gosteren cesitli kimyasal ve fiziksel Ozelliklere sahip
karbohidratlar mevcuttur. Karbohidratlar, toksik olmadiklart icin kullanimlari
giivenlidir ve dogada parcalanabilir 6zellikte olduklan icin ¢evre Kkirliligi
acisindan uzun vadeli sorun olusturmazlar. Kimyasal ve biyokimyasal degisimlere
aciktir ve bu iki tiir modifikasyon karbohidratlarin 6zelliklerini gelistirmek ve
kullanimlarin1 artirmak igin endiistriyel boyutta kullanilmaktadir (Saldamls,

1998).

Karbohidratlar, canlilarda ¢ok gesitli amaclar icin kullanilmaktadir. Ornegin;
hayvanlarda glukoz, glikojen seklinde depo edilerek enerji kaynagi olarak
kullanilmaktadir. Bitkilerde ise glukoz, nisasta seklinde depo edilir ve enerji
kaynag1 olarak kullanilir. Seliiloz ise bitkilerin hiicre duvarn yapisinda, yapisal

element olarak is goriir (Goziikara, 1994).

Karbohidratlar, molekiiler biiyiikliikleri glukoz ve fruktoz gibi kiigiik molekiiler
agirliga sahip, basit sekerlerden baglayarak, amilopektin ve seliiloz gibi ¢ok biiyiik
molekiil agirlikli dogal polimerlere kadar biiyiik bir degisim gostermektedir. Bu
polimerlerin bazilan tek bir sekerden (6rnegin, amilopektin sadece glukozdan
olugsmustur) olusabildigi gibi bazilar1 da bircok sekerden olusabilmektedir. Bu
kompleks karbohidratlar yapilarinda ¢esitli sekerlerin yami sira protein, lipid ve

fenolik maddeleri de icermektedir.

Karbohidratlar, polihidroksi-aldehidler veya polihidroksi- ketonlardir. Bunlar
karbon, hidrojen ve oksijen molekiillerinden meydana gelmislerdir.
Karbohidratlarin kapali formiilleri, (CH,0), seklinde ifade edilir. Baz
karbohidratlar bu kapali formiile uymaz; karbon, hidrojen ve oksijen molekiilleri

disinda azot, fosfor, siilfiir gibi baz1 elementleri de igerir. (Saldamli, 1998).



Karbohidratlar mono-, oligo- ve polisakkaritler olmak iizere 3 smif icinde

incelenir:

Monosakkaritler: Basit sekerlerdir, tek bir polihidroksi aldehit ya da keton
biriminden olusmustur. Fruktoz, riboz, deoksiriboz, gliseraldehit ve
dihidroksiaseton en onemli monosakkaritler olmasina ragmen, dogada en fazla

bulunan monosakkarit, alt1 karbonlu seker olan D-glukoz’dur.

Monosakkaritler renksiz ve kristal yapida olup, cogunlukla tathdir. Suda kolay
cOziiniirler, polar yapida olmayan c¢oziiciilerde ise ¢oziinmezler. Yaygin olarak
rastlanan monosakkaritler, dallanmamis ana zincir yapisina sahiptir. Bu yapidaki
C atomlarindan bir tanesine cift bagla O atomu baglidir (C=O: karbonil grubu),
diger C atomlarinin her birine ise OH grubu baghidir. Eger karbonil grubu karbon
zincirinin bir ucunda ise bu monosakkarit bir aldehittir ve aldoz olarak
adlandirilir. Eger karbonil grubu karbon zincirinin u¢ kisimlart diginda herhangi
bir yerinde ise bu monosakkarit bir ketondur ve ketoz olarak adlandirilir

(Saldamli, 1998).

Oligosakkaritler: Iki monosakkaritin birbirine glukozidik bag ile baglanmasi
sonucu disakkaritler olusur. Maltoz, sukroz, laktoz disakkaritler icinde yer
almaktadir. Birka¢ monosakkaritin glukozidik bag ile birbirlerine baglanarak,
polimerize olmasindan meydana gelen karbohidratlar da oligosakkaritler olarak
adlandirilir. En 6nemli oligosakkaritler soyledir:

a) Raffinoz: Galaktoz-glukoz ve fruktozdan olusmus bir trisakkarittir. Dogada
seker pancarinda ve pek cok yiiksek organizasyonlu bitkide bulunmaktadir.

b) Melezitoz: Glukoz-fruktoz ve glukozdan olusmus bir oligosakkarittir. Bitki
oziinde ve 6zellikle cam agag¢larinda bulunmaktadir.

¢) Gentianoz: Glukoz-fruktoz ve glukozdan olusmus bir oligosakkarittir.

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



Polisakkaritler: Pek cok monosakkarit iinitesinin birbirlerine glukozidik baglarla
baglanmasi ile olusan polimer molekiilleri, polisakkarit olarak adlandirilir.
Polisakkaritler, asitlerle veya spesifik enzimlerle muamele edilecek olursa ya
monosakkaritlere veya basit monosakkarit tiirevlerine (D-glukozamin, D-
galaktozamin, glukoronik asit, N-asetil muramik asit, N-asetil glukozamin)
ayrilmaktadir.  Genellikle polisakkaritlerin  yapisinda yer alan baslica
monosakkarit, D-glukoz’dur. Fakat ayni yapida D-mannoz, D-fruktoz, D-ksiloz,
D-arabinoz, D- ve L- galaktoz monosakkaritlerine de rastlanmaktadir (Goziikara,

1994).

Polisakkaritler, glikanlar olarak da bilinir. Polisakkaritler zincir boyunca tekrar
eden monosakkarit iinitelerine gore ve dallanma derecelerine gore birbirlerinden

farklilik gostermektedir. Bunlar iki simif altinda incelenir:

Homopolisakkaritler: Bir tek tip monosakkarit {initelerinin polimerlesmesi ile
meydana  gelmis  polisakkaritlerdir. =~ Bazi  homopolisakaritler,  bazi
monosakkaritlerin depo sekli olarak gorev yaparlar. Nisasta, seliiloz, kitin ve

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

Heteropolisakkaritler: iki ya da daha fazla cesitteki monosakkarit iinitelerinin
polimerlesmesi ile meydana gelmis polisakkaritlerdir. Heteropolisakkaritler, tiim
hayvanlar aleminde hiicre dis1 destegi saglar. Hayvan dokularinda hiicre dist
bosluk, birkac tip heteropolisakkarit tarafindan doldurulur. Bu sekilde hiicreleri
bir arada tutarak, koruma ve sekil vermeyi saglar. Hiicrelere, dokulara ve
organlara destek olusturur. Ayrica heteropolisakkaritlere ornek olarak; bakteri
hiicre duvarinda bulunan ve N-asetil muramik asit ile N- asetil glukozamin’den

olusan peptidoglikan verilebilir.

Polisakkaritler, genellikle proteinler gibi belli bir molekiil agirligina sahip
degillerdir. Ciinkii depo edildikleri hiicrenin metabolik ihtiyacina gore
monosakkarit iiniteleri, enzimatik olarak ya ilave edilmekte ya da

koparilmaktadir. Bu nedenle polisakkaritin molekiil agirhigi, hiicrenin ¢esitli



zamanlarda karbohidrat metabolizmasina duydugu ihtiyagc ile degisiklige
ugramaktadir. Nisasta, selilloz ve glikojen bir tek tip monosakkarit olan D-
glukozdan meydana geldigi icin bunlara glikanlar da denmektedir. (Goziikara,

1994).

Polisakkaritler, hiicrelerde ya monosakkaritlerin depo edilmesini saglamak {izere
bulunmakta ya da yapisal element olarak bag dokusu ve hiicre duvan yapisinda
yer almaktadir. Bu nedenle polisakkaritler, depo polisakkaritleri ve yapisal

polisakkaritler olarak iki grupta incelenir (Goziikara, 1994).

Depo polisakkaritleri

a) Nisasta: a-D-glukoz polimeridir. Bitkilerde depo edilmektedir. Amiloz ve
amilopektin olarak iki yapisal sekli vardir.

b) Glikojen: a-D-glukoz polimeridir. Hayvanlarin karaciger ve kas dokusunda
depolanmaktadir.

¢) Iniilin: D-fruktoz polimeridir. Enginar, yildiz cicegi, sogan, sarimsak
yumrularinda bulunmaktadir.

d) Diger depo polisakkaritleri: Destranlar, fruktanlar (levanlar), mananlar, ksilan

ve arabinanlar bu grupta yer alir.

Yapisal polisakkaritler

a) Seliiloz: B-D-glukoz polimeridir ve bitkilerin 6zellikle sap, dal, govde ve bitki
hiicre duvarinin dis kisminda bulunmaktadir. Seliiloz fibroz, sert ve suda
coziinmeyen yapisal bir homopolisakkarittir. Seliiloz molekiilii dogrusaldir,
dallanmamistir ve 10.000-15.000 D-glukoz birimi icerir. Selillozda glukozlar,
B1—4 glukozidik bagla baglanirlar (Nelson et al., 2005). Zayif asitler seliilloza
etkisizdir. Fakat kuvvetli asitlerle karistirilip, 1sitilacak olursa bir disakkarit olan
sellobioz ve D-glukoz iinitelerine parcalanmaktadir (Goziikara, 1994).

b) Glikopolisakkaritler: Bakteri ve bazi mikroorganizmalarin hiicre duvari
yapisinda bulunurlar. Monosakkarit tiirevi ve peptit kompleksinden olusmustur.

c) Asit Mukopolisakkaritler: Monosakkarit tiirevlerinin olusturdugu tiirevlerdir.

Kondrotinler halinde korneada, kikirdak ve kemikte hiyaluronik asit halinde
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eklem boélgelerinde, antikoagulant madde olarak ve heparin halinde ise karaciger,
akciger ve bazi arter duvarlarinda bulunmaktadir.
d) Glikoproteinler: Karbohidrat ve proteinlerin olusturdugu kompleks bir yapi

olup, genellikle hayvan hiicre membran yapisinda bulunmaktadir.

Dogada rastlanan karbohidratlarin pek cogu yiiksek molekiil agirligina sahip,
polisakkaritler halinde bulunmaktadir. Bu polisakkaritler i¢inde yer alan seliiloz,
bitkilerin hiicre duvari yapisinda bulunmakla beraber, bazi mikroorganizmalar
tarafindan ekstrasellular olarak da sentezlenmektedir. Bitkilerin yapisinda bulunan
seliiloza, alternatif olarak, ozellikle asetik asit bakterileri tarafindan ekstrasellular
olarak sentezlenen bakteriyal seliiloz gosterilmisir. Bu nedenle ¢alismamizda bazi
asetik asit bakterilerinden elde edilen ve ekstrasellular bir polisakkarit olan seliiloz
tizerinde durulmustur. Bizim ¢alismamiza konu olan bakteriyal seliiloz ile bitkisel
seliiloz, kimyasal yap1 olarak ayn1 olmasina ragmen, molekiiler yapisi ve fiziksel

ozellikleri bakimindan farklilik gostermektedir (Sekil 2.1).

Mikroorganizmalar

OH

Bitkiler I
CO: 4 Hi0 HO- ——0H

(i) biyosentez
(i) Lgnn ve hermselilozdan hiyosentez
ayrilmast
ol ( o o
IlU A N HO- 7 ——i—F0
/ HO- A\ 0. 5,/_:7-.; /
- b 0
O &
OH oH
(i) saflagturdrug selilaz de \ (i) halka aglenb polimerizasyon
selilozun olugumu (i) parcalanabili
\ kemosentez
enzimatik sentez Bi Q_0Ba
-0
ol - P ?_H__ 0,
___./-7--_.].. [ T
O
]

[)'--.___:f____—ﬂ

Sekil 2.1 Seliilozun sentezi (Klemm et al., 2001)
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2.2. Mikrobiyal Polisakkaritler ve Ekstrasellular Polisakkaritler

Bir¢ok mikroorganizma, karbon ve enerji kaynagi olarak islev goren intrasellular
(hiicre ici) polisakkarit sentezleyebildikleri gibi hiicre i¢inde olustuktan sonra
hiicre disina yani kiiltiir ortamina salgilayabildikleri ekstrasellular (hiicre dis1)
polisakkarit de sentezleyebilmektedirler. Bircok farkli polisakkarit ve birkac
proteinden olusan bu yapilar kapsiil ve slime layer (civik tabaka) olarak
isimlendirilir. Genel olarak bu yapiya Glikokaliks de denir. Glikokaliks, hiicre
disinda polisakkarit iceren materyal olarak da isimlendirilir fakat genellikle
glikoproteinleri ve c¢ok fazla sayida polisakkaritleri, polialkolleri ve
aminosekerleri igerir (Brock et al., 1994). Polisakkaritler i¢inde seliiloz, glikojen,
ksantan, velan, siiksinoglukan, kitin gibi karbohidratlar yer almaktadir. Bazi
bakteriler, alg, fungus ve mayalar bu polisakkaritleri sentezleme yeteneklerine
sahiptirler. Ozellikle bakteriler, sentezledikleri polimerleri hiicre disina ¢oziiniir
veya coziinemez formlarda birakirlar. Ekstrasellular polisakkarit hiicrenin dis
kisminda bitisik olarak yer alan polimerik maddelerdir. Seliiloz, ksantan, gellan ve
siiksinoglukan ekstrasellular polisakkaritler olup, ticari olarak da iiretilmektedir

(Sutherland, 2001).

Ekstrasellular polisakkarit {ireten mikroorganizmalar, dogada birgok farkli
habitatta oldukc¢a yaygin olarak bulunurlar. Genel olarak toprakta, tathi sularda,
deniz suyunda, enfekte olmus bitki materyalinde veya bozulmus yiyeceklerde
bulunabilirler. Ayn1 zamanda bir¢ok insan ve hayvan patojeni de, polisakkaritleri
sentezleme yetenegindedir. Ekstrasellular polisakkarit tireten mikroorganizmalarin
izolasyonunda kullanilabilen belirli bir secici ortam olmamasina ragmen,
incelenmis olan bakteriler veya funguslarin c¢ogunda polisakkarit sentezini

saglayan kiiltiirel kosullar olusturulabilmektedir.

Bakteriyal polisakkaritler, organizmalarin ¢ogunda mevcuttur fakat cok azinda
ticari {irlin olarak degerlendirilmektedir. Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen ve
endiistriyel olarak onemli olan baslica polisakkaritler genel olarak ; Ksantan
(Xanthomonas campestris), siiksinoglukan (Rhizobium, Agrobacterium sp.,

Pseudomonas sp.), gellan (Pseudomonas elodea), velan (Alcaligenes sp.),
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emiilsan (Acinetobacter calcoaceticus), alginatlar (Azotobacter vinelandii),
selilloz (Acetobacter xylinum), dekstran (Leuconostoc sp.), ramsan (Alcaligenes

sp.), pullulan (Auerobasidium pullulans) dir (Crescenzi et al.,1991).

Mikrobiyal polisakkaritlerin varligi ve canlilardaki rolleri ilk olarak tibbi
incelemelerde ortaya konmustur. Fakat ekstrasellular polisakkaritlerin varligi,
yalmizca viriilent karakterli bakterilere 6zgii degildir. Yapilan ¢aligmalarla; su,
toprak gibi ¢ok farkli kaynaklarda yasayan bir¢ok bakterinin de kapsiil i¢erdigi
ortaya konmustur. Bunlarin hiicrenin yasamim siirdiirmesinde gerekli olmadigi
fiziksel ya da kimyasal yolla yok edilen polisakkaritin, bakteri ¢ogalmasim

etkilemeksizin tekrar olustugu bildirilmektedir (Kilig, 2001).

Ekstrasellular polisakkaritler, bunu {iireten strainler tarafindan katabolize
edilemediklerinden, enerji kaynagi olarak kullanilmazlar. Fakat mikroorganizmay1
veya ortami kurumaya kars1 korurlar ve dis ortamdan gelebilecek zararh bir etkiye
kars1 da bariyer olustururlar. Ayrica ortamdaki metalik iyonlarin tutulmasini da

saglarlar (Kilig, 2001).

2.2.1. Mikrobiyal polisakkaritlerin uygulama alanlari

Mikrobiyal polisakkaritlerin iiretimi ve ticari uygulamalari, son zamanlarda
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bir¢ok mikroorganizma tarafindan
sentezlenen polisakkaritler, genis bir kullanim alanina sahip olduklarindan, ticari

olarak iiretilmektedirler. Bu uygulama alanlan ¢izelge 2.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 2.1 Mikrobiyal kaynaklardan elde edilen ve endiistriyel olarak onemli baslica
polisakkaritler ve kullanim alanlar1 (Crescenzi et al.,1991; Ozdemir,1997).

Polisakkarit

Mikroorganizma

Kullanim Alani

Hiyaluronik asit

Alginatlar

Ksantan

Siiksinoglukan

Gellan
Velan
Ramsan
Seliiloz

Emiilsan

Dekstran

Skleroglikan

Kurdlan

Pullulan

Streptococcus sp

Azotobacter vinelandii

Xanthomonas campestris

Agrobacterium sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas elodea
Alcaligenes sp.
Alcaligenes sp.
Acetobacter sp.
Acinetobacter

calcoaceticus

Leuconostoc sp.

Sklerotium sp.

Agrobacterium sp.

Auerobasidium pullulans

Farmakoloji
Yiyecek, Absorbant
Geller, Kromat
Tersiyer yag kazanimi,
Yiyecek, Tekstil
Tersiyer yag kazanimi,
Sondaj sivilari, Siispansiyonlar
Absorbant, Geller
Sondaj sivilari
Alcaligenes sp.
Tekstil, Kozmetik, Gida

Emiilsiyonlar

Farmakoloji, Absorbant, Geller
Tersiyer yag kazanimu,

Sondaj s1vilar

Absorbant, Geller

Filmler

2.3. Bakteriyal Seliiloz

Bakteriyal seliilloz metabolizmanin ilk iiriinii olan, ekstrasellular bir polimerdir ve

hiicreyi koruyucu olarak gorev yapar. Bitkisel seliiloz ise hiicrenin yap1 elemani

olarak islev saglar (Bielecki et al., 2000). Acetobacter, Rhizobium, Agrobacterium

ve Sarcina cinsleri seliiloz sentezleme yetenegine sahiptir (Jonas ve Farah,1998).

Asetik asit bakterileri i¢inde Acerobacter xylinum, en iyi seliiloz iireten bakteri

olarak bildirilmistir (Yamada et al.,1997; Yamada, 2000; Cannon et al., 1991).
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2.3.1. Asetik asit bakterileri

Asetik asit bakterileri o-Proteobakteriler icindeki Acetobacteracea familyasinda
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 iizere alt1 genusu icermektedir (Holt et
al., 1994).

Asetik asit bakterileri, Gram negatif (bazen Gram degisken), zorunlu aerob,
katalaz pozitif, oksidaz negatif, hareketli elipsoidal, diiz veya hafif kivrik, cubuk
seklinde bakterilerdir. Etanoliin substrat olarak kullanildig: kiiltiir ortamlarinda bu
bakteriler asetik asit iiretirler. Asidik kosullara iyi diren¢ gosterirler, ¢ogu
strainleri pH 5'in altindaki degerlerinde bile gayet iyi biiyiir. Dogal olarak asit
toleransi, asit lireten bir organizma igin de gereken bir Ozelliktir. Asetik asit
bakterileri 25 °C - 30 °C’de gelisirler (De Ley et al.,1984; Swings, 1992). Asetik

asit bakterilerinin genel 6zellikleri cizelge 2.2’de verilmistir.

Asetik asit bakterileri, endiistride sirke yapiminda kullanilan bakterilerdir. Sirke
aslinda etil alkoliin (etanol) asetik asite doniistiiriilmesiyle olusur. Etil alkolden
Acetobacter tiirleri tarafindan asetk asit tiretimi aerobik (oksidatif) bir olaydir. Bu
bakterileri endiistriyel acidan O©nemli kilan diger oOzellikleri de seliiloz
sentezleyebilme ozellikleri ve C vitamini sentezi i¢in gerekli olan sorbozu
iiretmeleridir. Bu grubun o6nemli cinsleri, Acetobacter ve Gluconobacter’dir

(Unliitiirk, 1999).
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Cizelge 2.2 Asetik asit bakterilerinin genel 6zellikleri (De Ley et al., 1984)

Ozellik Reaksiyon

Gram boyanma Negatif veya degisken

Oksijen ihtiyac1 Zorunlu aerop

Hiicre sekli Cubuk, elipsoidal, bazilar1 kivriml

Hiicrenin boyutu 0,6-0,8um/1,0-4,0 um

Hareketlilik Bazilar hareketsizdir, hareketliyse peritrik veya polar flagella
vardir

Endospor Yok

Gelisim pH’1 6,0-4,5

Katalaz Pozitif

Oksidaz Negatif

Jelatin Negatif

Indol Pozitif

Etanol Asetik asite okside ederler

Asetik ve laktik asiti CO, ve H,O’a oksitler

CaCOs; 1 agarda Zon olustururlar

2.3.1.1. Acetobacter

Acetobacter genusuna ait bakteriler; Gram negatif (bazen Gram degisken),
zorunlu aerob, katalaz pozitif, oksidaz negatif, indol pozitif, hareketli (peritrik
flagella) veya hareketsizdir. Hiicreler elipsoidal, diiz veya hafif kivrik, ¢cubuk
seklinde olup tek tek veya zincir seklinde olabilir. Hiicrelerin biiytikliikleri 0,6—
0,8 um x 1,0-1-4,0 um arasinda degismektedir. Endosporlar1 yoktur, kolonileri
mattir, pigment iiretmezler, laktoz ve nisastay1 hidrolize edemezler. Optimum
gelisme sicakligr 25-30 °C ve optimum pH 5,4 - 6,3’diir. Bu genus iginde
Acetobacter xylinum, A. pasteurianus, A. aceti, A. hansenii, A. lovaniensis, A.

liquefaciens tiirleri yer almaktadir (De Ley et al.,1984; Swings, 1992).

Acetobacter tiirleri; genellikle sarap, sirke, tiziim suyu gibi alkol miktar yiiksek
ortamlan tercih etmekle birlikte, alkol oram diisiik fakat seker orani yiiksek olan
cicek, meyve ve sebzelerde de bulunur. Bazi tiirleri, glukoz ve fruktoz, sukroz gibi
sekerlerden ekstrasellular seliiloz iretirler. Mikroorganizmalar tarafindan
iiretilebilen bu ekstrasellular seliiloz, sirke yiizeyinde kalin ve sert bir tabaka

olusturur. Olusan bu tabakaya “sirke anas1” ad1 verilir (Kilig, 2001).
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Acetobacter tiirleri aerobik kosullar altinda etanolii okside ederek, asetik aside
yani sirkeye doniistiiriirler. CaCOj3 igceren agarh kiiltiir ortamlarinda tiremeleri
sonunda, olusturduklar1 asetik asit, CaCOj3’ 1 ¢ozer ve bakteri kolonilerinin
etrafinda bir seffaf zon olusur (Swings, 1992; Brock et al., 1994). Baz
Acetobacter tiirleri asetik ve laktik asidi O, varliginda, CO, ve H,O’ya kadar
okside ederler. Asetik asidi, oksidasyon yoluyla CO, ve H,O’ya doniistiiren

Acetobacter tiirlerine asir1 oksitleyici tiirler adi verilir (Unliitiirk, 1999).

2.3.1.2. Gluconobacter

Gluconobacter genusuna ait bakteriler; Gram negatif (bazen Gram degisken),
zorunlu aerob, katalaz pozitif, oksidaz negatif, indol pozitif, nitrat indirgenmesi
negatif, hareketli (polar flagella) veya hareketsizdir. Hiicreler elipsoidal, diiz veya
hafif kivrik, cubuk seklinde olup, tek tek veya zincir seklinde olabilir.
Biiyiiklikleri 0,5-1,0 pm x 2,6-4,2 pm arasinda degismektedir. Endosporlari
yoktur, kolonileri mattir, pigment iiretmezler, laktoz ve nisastayr hidrolize
edemezler. Optimum gelisme sicakligl 25 - 30 °c olup, 37 °C’de gelisemezler.
Optimum pH 5,5 — 6,0’dir. Bu genus icinde Gluconobacter oxydans tiirii yer

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

Gluconobacter’i, Acetobacter’den aywran en O6nemli Ozelliklerden biri polar
flagellaya sahip olmasi ve Gluconobacter’in asetik ve laktik asidi oksidatif olarak
CO, ve H,O’ya yiikseltgeyememesidir (Cizelge 2.3). Gluconobacter oxydans, etil
alkolden oksidasyon yoluyla yiiksek oranda asetik asit iiretir ve asitli ortama karsi
oldukga yiiksek bir toleransa sahiptir. Ayrica D-Glukoz’dan 2-ketoglukonik asit
de iiretirler (Swings, 1992; De Ley et al.,1984)

Acetobacter tirleri alkol yoniinden zengin ortamlann tercih ederken,

Gluconobacter tiirleri sekerce zengin ortamlari tercih eder (Swings, 1992).
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Cizelge 2.3 Acetobacter ve Gluconobacter genuslar arasindaki farklar (Swings, 1982; De
Ley et al.,1984)

Acetobacter Gluconobacter

Flagella peritrik Flagella polar

Asetik ve laktik asit oksidasyonu CO, ve Asetik ve laktik asit oksidasyonu CO, ve
H,O ya kadar H,O ya kadar degil

Bromcresol green’li besiortaminde; Bromcresol green’li besiortaminde;
Yesil — Mavi Yesil — San

CaCO; 11 besiortaminde kolonilerin CaCO; 11 besiortaminde kolonilerin
cevresinde zon olusur cevresinde zon olusmaz

Etanol oksidasyonu (+) Etanol oksidasyonu (+)

D-Arabinoz’dan asit iiretimi (-) D-Arabinoz’dan asit iiretimi (+)

2.3.2. Asetik asit bakterilerinin dogal kaynaklardan izolasyonu ve

identifikasyonu

Acetobacter tiirleri genellikle sarap, sirke, iiziim suyu gibi alkol yoniinden yiiksek
ortamlardan ya da alkol oram diisiik, seker oram yiiksek olan ¢icek, meyve ve
sebzelerden izole edilir. Dogal kaynaklardan asetik asit bakterilerinin izolasyonu
icin Hestrin et al. (1954) ve Frauter et al. (1952) baz1 yontemler dnermislerdir
(Swing, 1992 ve Du Toit et al., 2002). Izolasyonda, besiortamina maya ve laktik
asit bakterilerinin gelismesini inhibe edici sikloheksimid, pimarisin, nisin gibi
maddeler eklenmektedir (Swings, 1992 ve Du Toit et al., 2002). Asetik asitlerin
klasik taksonomiye gore tanisi, Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’e
gore yapilmaktadir. Ayrica Fratuer (1950) ve Carr (1968)’in Onerdigi

yontemlerden de yararlanilmaktadir (Swings, 1992).

2.4. Bakteriyal Seliilozun Tarihcesi

Ik kez Brown (1886) tarafindan sirke fermentasyonu sirasinda, sivi yiizeyde
olusan jelatinimsi yapidan, tanilanan Acetobacter xylinum strainin, uygun bir

besiortaminde {retildiginde, yiiksek miktarda ekstrasellular jelatinimsi bir yapi
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sentezledigi belirtilmistir (Bielecki et al., 2000). 20. yiizyilin ikinci yarisinda
bakteriyal seliilloz dikkat cekmeye baslamistir. Hestrin et al. (1947, 1954)
bakteriyal seliiloz tiretiminde bir model olan Acetobacter xylinum’u kullanarak
sentez  icin yogun calismalar yapmislardir (Bielecki et al., 2000). Colvin
(1957)’de Acetobacter xylinum strainini kullanarak bakteriyal seliiloz iiretimini

arastirmistir.

2.5. Bakteriyal Seliilozun Yapisi

Seliiloz, p-1,4 baglanyla baglanmis D-glukopiranoz birimlerinin, suda
coziinmeyen dallanmamis yapidaki polimer bilesikleridir. Yogun olarak arastirilan
bakteriyal seliiloz, kimyasal olarak bitkisel seliilloz ile ayni olmasina ragmen,
bakteriyal seliilozun molekiiler yapisi ve fiziksel 6zellikleri bitkisel seliilozdan
farklidur.

Bakteriyal seliilozun, fibril ag capinin 0.1 pm oldugu belirtilmektedir, bu cap
bitkisel seliilozun yaklasik % 1’1 kalinhigindadir (Sekil 2.2) (Yoshinaga et al.,
1997).

Bakteriyal seliiloz (x 20,000) Bitkisel seliiloz (x 200)
2um 200 pm
Sekil 2.2 Bakteriyal ve bitkisel seliillozun fibril yapisi

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

Bakteriyal seliilozun subfibrilleri, mikrofibriller halinde kristalize olmustur (Jonas
ve Farah, 1998). Bunlar demetler ve iplikler halinde bulunurlar (Yamanaka et al.,

2000). Zaar (1977)’e gore ipliklerin boyutu 3-4 nm x 70-80 nm, Brown (1976)’a
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gore 3,2 x 133 nm, Yamanaka et al. (2000)’ne gore ise 4,1 x 117 nm’dir. Fakat
hus agacinin govdesindeki seliiloz fibrillerinin genisligi 1,4-4,0 x 10? mm ve cam
agacinin ise 3,0-7,5 x 10> mm’dir. Bakteriyal seliiloz ipliklerinin uzunlugu ise 1-9
um kadardir (Sekil 2.3). Bakteriyal seliilozun yapisinda olduk¢a yogun hidrojen
baglar1 bulunur (Sekil 2.4a,b).

Sekil 2.3 Acetobacter xylinum’un durgun kiiltiirde sentezledigi bakteriyal seliillozun
SEM’deki goriintiisii (Bielecki et al., 2000)

ct-oh-- -a—c\"/

|
3
AL

L Is

Sekil 2.4 a) Bakteriyal seliilozun i¢ zincirindeki hidrojen baglar1 b) Bakteriyal seliilozun
dis zincirindeki hidrojen baglar1 (Bielecki et al., 2000)
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Bakteriyal ve bitkisel seliiloz, polimerizasyon derecesi (DP) bakimindan
birbirinden ayrlir. Bitkisel seliilozdaki polimerizasyon 13.000-14.000 (Watanabe
et al.,1998) iken, bakteriyal seliillozdaki polimerizasyon 2000-6000’dir (Teeri,
1997; Jonas ve Farah, 1998).

Bakteriyal seliillozun makroskobik goriintiisii  kiiltiir kosullarina  baghdir
(Watanabe et al., 1998; Yamanaka et al., 2000). Durgun kosullarda (calkalamasiz)
stv1 besiortaminin iist ylizeyinde (oksijence zengin olan kisim) seliiloz tabaka
olugur. Seliilozun subfibrilleri devamli olarak bakteri hiicresinin yiizeyindeki
porlardan disart c¢ikar ve kristalize olmus mikrofibriller birbirlerine paralel bir
sekilde bulunurlar (Jonas ve Farah, 1998). Calkalamali kiiltiirlerde gelisen
bakteriyal seliilloz ise diizensiz, kenarlar1 piiriizlii graniiller seklinde olusur

(Vandamme et al.,1988) (Sekil 2.5).

Durgun (Calkalamasiz) kiiltiir Calkalamali kiiltiir

Sekil 2.5 Durgun ve ¢alkalamali kiiltiir ortaminda bakteriyal seliiloz pelliginin olusumu
(Bielecki et al., 2000)

Durgun ve calkalamali kiiltiirlerde olusan bakteriyal selillozun taramali elektron
mikroskobundaki (SEM) ii¢ boyutlu yapisinda da dikkate deger bir farklilik
vardir. Durgun kiiltiirde olusan bakteriyal seliiloz fibrilleri, daha uzun ve biri
digerinin iizerine yigilmis gibi goriiniir. Calkalamali kiiltiirde olusan bakteriyal
selilloz fibrilleri ise kiviimhi ve karmakarisik bir goriiniimdedir. Ayrica

calkalamali kiiltiirde olusan bakteriyal seliiloz fibrillerinin genisligi (0,1-0,2 pm),
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durgun kiiltiirde olusan bakteriyal seliiloz fibrillerinin genisliginden (0,05-0,10
um) daha fazladir (Johnson ve Neogi, 1989).

Seliillozun, selilloz I ve seliiloz II olmak {iizere iki kristalize formu vardir.
Seliilozun bu iki formu X-ray, niiklear magnetik rezonans (NMR), Raman
spektroskopi ve Infrared analizi ile tespit edilebilir (Johnson ve Neogi, 1989).
Durgun kiiltiirde Acetobacter xylinum’un ve bitkilerin ¢ogu tarafindan sentezlenen
selilloz I’de paralel B-1,4-glukan zincirleri tek eksenli bir sekilde bulunmasina

ragmen seliiloz II’deki B-1,4-glukan zincirleri rastgele bir sekilde bulunmaktadir.

Calkalamali kiiltiirde olusan bakteriyal seliilozun kristalize indeksi, durgun
kiiltirde olusan bakteriyal seliilozunkine gore daha kiigilk ve daha azdir
(Watanabe et al.,1998). Calkalamali kiiltirde sentezlenen bakteriyal seliilozun
yapisi, seliiloz II seklindedir. Seliiloz II'yi dogada baz1 algler, mayalar ve Sarcina

ventriculi gibi bazi bakteriler sentezlemektedir (Johnson, 1989).

CP/MAS "“C-NMR kullamlarak, seliilozun iki farkli formu olan seliiloz To ve
seliloz If’nmin ayrimi miimkiindiir (Watanabe et al.,1998). Seliilozun bu
formlarina alglerde, bakterilerde ve bitkilerde rastlamak miimkiindiir. Hiicre
birimlerinin farkliligindan dolay1 seliiloz Io’dan seliiloz If’ya dontstiiriilemeyen
kristal transformasyon, X-ray ve CP/MAS BC-NMR spektrumlarinda yer
degistirir. Durgun kiiltiirde olusan bakteriyal seliiloz, calkalamali kiiltiirde olusan

bakteriyal seliillozdakinden daha ¢ok seliiloz la icerir (Watanabe et al.,1998).

2.6. Bakteriyal Seliiloz Sentezleyen Mikroorganizmalar

Bakteriyal seliiloz tiretiminde Acetobacter strainleri en iyi bilinen tiirler olmasina
karsin, diger bazi bakteri genuslar1 da seliiloz sentezler (Cizelge 2.4). Seliiloz
sentezleyen bakteriler arasinda baslica; Acetobacter, Pseudomonas, Rhizobium,
Agrobacterium, Sarcina genuslarina ait tiirler bulunmaktadir (Jonas ve Farah,
1998). Bakteriyal selillozun biyosentezi bu bakterilerde ayni1 olmasina ragmen,
polimerin yapist organizmaya gore degisir (Ross et al.,1991; Jonas ve Farah,

1998).
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Cizelge 2.4 Bakteriyal seliiloz iireten bazi mikroorganizmalar ve seliiloz yapisi
(Jonas ve Farah, 1998)

Organizma (genus) Seliiloz yapisi Biyolojik rol
Acetobacter Ekstrasellular pellik, Aerobik cevrede tutmak
Achromobacter Seliiloz iplikler Atik suda flokulasyon
Aerobacter Seliiloz fibriller Atik suda flokulasyon
Agrobacterium Kisa fibriller Bitki dokusuna birlesmis
Alcaligenes Seliiloz fibriller Atik suda flokulasyon
Pseudomonas Belirgin fibril yok Atik suda flokulasyon
Rhizobium Kisa fibriller Birgok bitkiye birlesmis
Sarcina Amorf seliiloz Bilinmiyor

Zoogloea Iyi tanimlanamamis Atik suda flokulasyon

Seliiloz iireticileri arasinda en iyi olan1 Acetobacter xylinum (sinonimleri: A. aceti
ssp. xylinum, A. xylinus) olmakla birlikte Gluconacetobacter grubundaki G.
hansenii, G. europaeus, G. oboediens ve G. intermedius da seliiloz iireten strainler

arasinda 6nemli bir yer tutar (Yamada et al., 1998; Yamada, 2000).

2.7. Bakteriyal Seliillozun Kimyasal Analizi ve Saptanmasi

Kristal ya da amorf seliilozun, B-1,4- glukan baglarin1 saptamak icin, birkag cesit
boya kullamlir (Mondal et al., 2000). Ornegin floresans boyalar ile seliiloz
kompleksindeki van der Waals ya da hidrojen baglar1 belirlenebilir. Bu floresans
ozellikteki boyalardan biri de cacofluor’dur. Bu boyalar, seliilloz zincirlerinin
direkt goriinmesini saglamaz, fakat yeni olusmaya baslamis seliiloz zincirlerindeki
kristalizasyon c¢alismalarinda uygulanir. Nitratlanmig seliiloz  6rneklerinin
depolimerizasyon derecesi (DP) ise yiiksek performans jel gegirgenlik
kromatografisi ile saptanir. Bu kromatografi yontemi, sentezlenen polimerin
molekiiler agirlik dagilimim belirlemede kullanilan bir metotdur, ayrica biyolojik

sistemlerin arastirilmasinda da oldukca 6nemlidir (Watanabe et al.,1998).
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Bakteriyal seliilozun, agsi yapist taramali elektron mikroskobundaki (SEM)
goriintiilerde oldukga iyi sekilde belirlenir (Johnson, 1989). Seliillozun su tutma
kapasitesi, viskozitesi ve kurumus tabakanmin Young modiilii gibi fizikokimyasal
ozellikleri degisik metotlarla saptanabilir (Watanabe et al.,1998; Iguchi et
al.,2000).

2.8. Bakteriyal Seliilozun Fizyolojik Fonksiyonlar:

Bakteriler, dogal habitatlarinda ekstrasellular polisakkaritleri hiicre ¢evresinde
yani hiicre disinda olustururlar (Costeron, 1999). Bu ekstrasellular
polisakkaritlerden biri de bakteriyal seliilozdur. Seliiloz sentezleyen bakterilerin
hiicreleri, sivi yiizeyin iist kisminda toplanarak, polimer agimi olustururlar
(Wiliams et al.,1989). Polimer, matriks hiicrelerin adhezyonuna olanak
saglamakta ve adsorbsiyon 06zelligi ile hiicre beslenmesini kolaylagtirmaktadir
(Jonas, 1998; Costeron, 1999). A. xylinum’un sentezledigi selillozun depo
materyali olarak kullanildig1 da ileri siiriilmektedir (Okamoto et al.,1994). Seliiloz
tabakanin, vizkozitesi ve hidrofilik ozellikleri nedeniyle bakterileri kotii ¢evre
kosullarma (su miktarinda azalma, pH degisimleri, patojenik mikroorganizmalar
vb.) kars1 korudugu da bilinmektedir. Ayrica bakteriyal seliillozun, bakterileri UV
1isinina karst korudugu da belirtilmektedir. UV 1sinina 1 saat maruz kalan,
bakteriyal seliiloz ile ortiilii olan asetik asit bakterilerinin, % 23’ii canli kalmaya

devam etmistir (Ross et al.,1991).

2.9. Bakteriyal Seliilozun Biyosentezi

Bakteriyal seliillozun sentezi, spesifik olarak katalitik ve regiilatér protein
kompleksleri ve enzimler ile regiile edilen ¢cok basamakli bir islemdir. Sentez
islemi glukozun seliiloz Onciilii olan iiridin difosfoglukoz (UDPGlc) sentezini
takiben [B-1,4 glukan zincirine polimerizasyonunu igerir. Bitkilerde seliiloz,
membranda bulunan selilloz sentaz enzimi ile plazma membraninda
sentezlenirken; A. xylinum bakterisinde selilloz sentaz enzimi sitoplazmik

membranda bulunur ve selilloz ekstrasellular olarak sentezlenir. Diger
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organizmalarda ise seliiloz, hiicrenin bagka bolgelerinde sentezlenmis olabilir.
Ornegin; Pleurochrysis algin’ de seliiloz, golgi aparatinda olusur ve sonra hiicre

yiizeyinde toplanir (Saxena et al., 1995).

2.9.1. Seliiloz onciiliiniin sentezi

Acetobacter xylinum tarafindan sentezlenen seliiloz, pentoz fosfat yolu veya Krebs
dongiisiiniin, karbon metabolizmasinin son {iriiniidiir (Ross et al.,1991; Tonouchi
et al.,1996). Asetik asit bakterilerinde ise glikolizis metabolik yolunda gorevli
olan fosfofruktokinaz enzimi olmadig i¢in bu metabolik yol caligamaz (Ross et

al.,1991).

Acetobacter xylinum’da seliiloz sentezi, oksidasyonun katabolik reaksiyonlarina
ve katabolik reaksiyonlar sonunda ag¢iga c¢ikan enerjinin % 10’unun
kullanilmasina baglidir (Weinhouse, 1977). Bakteriyal selilloz sentezi, protein

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

A. xylinum’dan seliiloz iiretimi i¢in hekzoz, gliserol, dihidroksiaseton, piriivat ve
dikarboksilik asitler gibi karbon kaynaklar1 kullanilabilir. UDPGlc (uridin
difosfoglukoz), bitkiler dahil bir¢cok organizmada metabolik yolda seliiloz
onciiludiir. Glukoz, glukokinaz enzimi ile glukoz—6-P’a katalizlenir. Glukoz-6-P,
fosfoglukomutaz enzimi ile glukoz-o-1-P’a doniisiir. Glukoz-a-1-P, UDPGlc
pirofosforolaz enzimi ile UDPGIc’ye katalizlenir. Bu son enzim (UDPGlc
pirofosforolaz), seliilloz sentezinde en Onemli olan enzimlerden biridir. Seliiloz
sentezlemeyen ve fenotipik olarak (Cel’) olan mutant hiicrelerde bu enzimin eksik
oldugu gozlenmistir. Ayrica bu durum deneysel olarak da gozlenmistir. (Valla et
al.,1989). Pirofosforolaz aktivitesi, A. xylinum’un farkli strainleri arasinda
farklilik gostermekte olup, en yiiksek aktiviteye de seliiloz iiretimi yoniinden en
uygun olan A. xylinum ssp. sucrofermentans BPR2001’da saptanmistir. Karbon
kaynag1 olarak fruktozu kullanan strainlerde fosfoglukoizomeraz yiiksek aktivite
gosterir. Fruktoz, fruktoz-1-fosfata ve sonra fruktoz-1,6-bifosfata katalizlenir

(Sekil 2.6).
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Sellloz
T
UDPGle Glukoz
ATP
ADP

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

Pentoz
fosfat
siklusu

Fruktoz ﬁ Fru-6-pP
— Glukono

ATP ADP genezis
PTS FBP

_
Fru-1-P ——» Fru-bi P

Sekil 2.6 A. xylinum straininde karbon metabolizmasinin yolu. CS, seliiloz sentaz; FBP,

Krebs
[ Ssiklusu

fruktoz 1-6-bifosfat fosfotaz; FK, fruktokinaz; GK, Glukokinaz; G6PDH,
glukoz-6-fosfat  dehidrogenaz; 1PFK, fruktoz-1-fosfat kinaz; PGI,
fosfoglukoizomeraz; PGM, fosfoglukomutaz; PTS, fosfotransferazlarin sistemi;
UGP, pirofosforolaz UDPGIc; Fru-bi-P, fruktoz-1,6-bifosfat; Fru-6-P, fruktoz-
6-fosfat; Glc-6 (1)-P, glukoz-6(1)-fosfat; PGA, fosfoglukonik asit; UDPGlIc,
uridin difosfoglukoz (Bielecki et al., 2000)

2.9.2. Seliiloz sentaz

Hem bitkilerde hem de prokaryotlarda seliiloz sentezini, iiridindifosfat (UDP)
katalizler. Seliiloz sentaz olusumu temel olarak 1,4- B- glikotransferaz islemidir.
Ciinkii 1, 4- B- glikotransferaz, UDPGIc dan yeni olusan polisakkarit zincirlerine
transfer olarak ardisik glukopironaz halkalarina katilir ve her zaman bu zincirle
baglantilidir. Oligomerik seliiloz sentaz kompleksleri, terminal kompleksler (TK)
olarak isimlendirilir. Terminal kompleksler, ilk [-1,4-glukan zincirlerinin

sentezinden sorumludur. A. xylinum’daki seliilaz sentaz, sitoplazmik membrana
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bagh olan 400-500 kDa molekiiler agirligindaki membran-baglh proteindir ve
sitoplazmik membrana da sikica baglanmistir (Lin ve Brown, 1989). Seliiloz
sentazin saflastirilmasi, bulundugu yerden dolay1 olduk¢a zordur, ciinkii 6nce
seliiloz sentazin bulundugu membran fragmentinin izolasyonu gereklidir. Ayrica
A. xylinum’daki seliilaz sentaz stabil olmayan bir protein yapisindadir (Lin ve
Brown, 1989). Digitonin (Lin ve Brown,1989) ya da Triton X-100 gibi
deterjanlarin kullanimi ya da tripsin ile muamele, seliillaz sentazin membrandan
izolasyonu i¢in kullanilir (Saxena ve Brown,1989). Lin ve Brown (1989)’a gore
saflagtirilmis seliilaz sentaz enzimi 90, 67 ve 54 kDa molekiiler agirligina sahip 3
farkl: tipteki alt iinitelerden olugsmustur. Saxena et. al., (1989) da seliilaz sentaz
enziminin, 83 ve 93 kDa molekiiler agirliklarina sahip sadece 2 tip polipeptitten

olustugunu gostermislerdir.

Saxena et al. (1990b,1991), seliilaz sentaz operonunda cesA ve cesB olarak 2 gen
saptamislardir. Wong et al., (1990) ve Ben-Bassat et al. (1993), ayn1 operondaki
bu genler BSsA ve BSsB olarak da belirtmislerdir. Photolabeling affinite
calismalan ile 83-kDa olan polipeptidin, katalitik bir alt iinite oldugu ve
UDPGIc’ye dogru yiiksek affinite gosterdigi anlasilmistir (Lin et al.,1990). Gen
sekanslarina gore bu tinitenin, hidrofobik oldugu ve 723 aminoasit dizisini
icerdigi belirlenmistir. Bu alt {inite 24 aminoasit dizisinin olusturdugu tek sekansh
proproteinden sentezlenmistir (Wong et al.,1990). Bu protein hiicre membranina

yerlesmistir ve bes transmembran heliksi icermektedir.

Brown et al. (2000), A. xylinum’daki katalitik seliilaz sentaz alt birimlerinin,
benzer tiirlerindeki glikosiltransferazlarin isleyisine benzer sekilde calistigini ve
bu glikosiltransferazlarin, direkt selilloz sentezinde glukozidik baglar

katalizledigini agiklamislardir.

Glikosiltransferazin isledigi globuler fragmentte, aspartik asit kataliz bolgesi ile
DXD ve QXXRW kisa sekans bolgelerini icine alan A bolgesi bulunmaktadir
(Saxena et al., 1997). Buna benzer ozelliklere A. xylinum seliilloz sentazda da

rastlanmistir. Glukozid sentazin ¢ogunda globuler fragment A ve B olarak iki asil
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bolge icermektedir (Saxena et al.,1995). A bolgesi, kataliz icin D zinciri ve

niikleotid-seker substratina baglanan DXD bolgelerini igerir.

2.9.3. Biyosentez mekanizmasi

Simdiye kadar A. xylinum seliiloz biyosentezi, kristalizasyon ve yapisal
ozelliklerin arastirllmasinda model organizma olarak kullanilmistir (Klemm et al.,
2001). A. xylinum ve bitkiler dahil diger seliiloz sentezleyen organizmalarda
allomorf seliiloz I’in sentezi iki basamakta gerceklesmektedir:

1. Polimerizasyon: Glukoz molekiillerinin linear 1,4-B-glukan zincirine
polimerizasyonu,

2. Kristalizasyon: Glukan zincirinin kristalize forma doniigmesi.

2.9.3.1. 1,4--Glukan polimerizasyonun mekanizmasi

A. xylinum’da bakteriyal seliillozun olusumunu katalizleyen seliillaz sentaz
kompleksleri sitoplazmik membranda bulunmaktadir. Bu kompleksler, 200,000
molekiil glukozun B-1,4-glukan zincirine polimerize olmasiyla olusur (Ross et
al.,,1991). Reaksiyon mekanizmasi tam anlamiyla agiklanamamistir. A.

xylinum’daki bu mekanizmayla ilgili olarak iki farkli hipotez ileri siiriilmiistiir.

Brown’in arastirmalarinda gelistirilen bu hipotezlerden birine gore, B-1,4-glukan
polimerizasyonunda UDPGIc’den glukoza transfer edilen yeni sentezlenmis
polimer zincirinde lipid gerekli degildir (Brown, 1996; Brown ve Saxena, 2000).
Bu hipotezin mekanizmasi, glikotrasferazlarin dallanmamis homopolisakkaritlerin
sentezinden sorumlu oldugunu kabul etmektedir. Brown ve Saxena (2000), 1,4-B-
glukan polimerizasyonun tasarimim sekil 2.7°deki gibi 6nermislerdir. Bu modele
gore, selillaz sentaz katalitik alt {initesinin globular fragmetinde diger
glikotransferaz mekanizmasina benzer 3 katalitik bolge vardir. Katalitik
bolgelerden biri (2a), 2 UDPGIc molekiiliinii baglayan DXD hareketli bolgesini
icerir (sekil 2.7.1). Ikinci katalitik bolge (1a), serbest kalan 2 UDP molekiiliiniin
eslik ettigi 2 glukoz molekiiliiniin arasindaki B-1,4 olusumunu katalizleyen

aspartik asit (D) molekiilii icerir (sekil 2.7.2). Uciincii katalitik bolge (3a),
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sellobiyoz sentezinin indirgendigi QXXRW bolgesini igerir (sekil 2.7.3).
Disakkarit UDPGIc molekiillerine bagl 1a ve 2a bolgesinden ayrilir ve ikinci bir
sellobiyoz molekiilii olusur (sekil 2.7.4). Birinci sellobiyoz molekiiliiniin indirgen
ucunda bulunan QXXRW bolgesi zincirden ayrilacak olan bolgeye dogru hareket
eder. Aym1 zamanda ikinci sellobiyoz molekiilii, sellotetraoz’u veren ilk indirgen
olmayan uclardan birine baglanir. Zincire ikiden fazla glukozun eklenmesi ile
reaksiyon tekrarlanir ve bos olan la ve 2a bolgelerine arka arkaya 2 UDPGlc

molekiilii baglanir.

1 2
uk XXRW
O - 9lukoz
’ O\ @ -uor

f UDP. / )

Gle
O aspartik \ /’ - UDF

asit kataliz \\’/

bolgesi (D)
® QXXRW
calisma bolgesi

olusan polimer zinciri

Sekil 2.7 Brown ve Saxena (2000) tarafindan tasarlanan B-1,4-glukan zincirindeki
polimerizasyon

Brown ve Saxena (2000) tarafindan tasarlanan modele gore, yeni sentezlenmis [3-
1,4-glukan zincirinin ayrilmast, her zincirin kendi indirgen ucundan baglamaktadir

(Sekil 2.8).
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ekstrasitoplazmik alan
kristalizasyon
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/ {U | ]U || ] Exson

katalitik

sitoplazma

bolge

1c-Glc-Gle-Gle-R

UDP-Glc polimerizasyon R=indirgen uc

Sekil 2.8 Brown’in modeline gore bakteriyal seliiloz sentezinin basitlestirilmis modeli
(Brown et al., 2000)

Han et al. (1998), bakteriyal seliiloz sentezinde sitoplazmik membranda bulunan
seliilaz sentaz, lipid pirofosfat (UDPGIc fosfotransferaz) (LipPP: UDPGlc-PT), ve
lipid pirofosfat fosfohidrolaz (LPP) olmak iizere 3 enzimin goérev aldigimi

belirtmislerdir.

2.9.3.2. Seliiloz zincirinin olusumu ve kristalizasyonu

Glukopiranoz molekiillerinin B-1,4-glukan zincirine polimerizasyonu, hangi
mekanizma ile olursa olsun, bakterilerde bile seliilloz sentez asamasinin en az
komplike olamdir. Ornegin; A. xylinum’da, seliiloz sentezi, bakterinin yiizeyindeki
porlar ile birlesmis olan seliiloz-sentaz kompleksi tarafindan, dis membran ve
sitoplazma membran1 arasinda gergeklesir. Seliiloz ipliklerinin olusumu birkag
adimda olur (Sekil 2.9). Hiicre yiizeyinde seliilloz sentezlenen bolgeler, sira
halinde bulunan 3,5 nm c¢apli porlara sahiptir. Her por, polimerizasyon
reaksiyonlarinda seliiloz sentezleyen enzimleri iceren ve diger fonksiyonlarda ek
proteinleri iceren 10 nm’lik parca ile ortiiliidiir. Her 10 nm’lik par¢a, 1,5 nm’lik
subelementer fibril olusturan glukan zincirini olusturur (Jonas ve Farah, 1998).
Seliilloz sentezleyen kompleksler ve terminal kompleksler (TK), bakterinin
yiizeyindeki porlarla birlesmis ve diizgiince siralanmistir. Seliiloz olusumunun ilk
basamaginda yaklasik 6-8 glukan dizisi igeren zincir, kompleksten uzaklasir. Bu

subfibriller ikinci basamak icin toplanir ve bunu takiben mikrofibriller de iiciincii
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basamak icin birlesir. I¢ ags1 kismin matriksi “bakteriyal seliiloz membrani” ya da
“pellik” olarak tamimlanir (Jonas ve Farah, 1998; Brown, 1992; Yamanaka et al.,

1994).

1,5 nm subfibriller

10,0 nm tanecikler

Sekil 2.9 Acetobacter xylinum’un sentezledigi seliiloz subfibrillerinin olusum modeli
1. lipopolisakkarit tabaka 2. periplazmik bogluk 3. plasmalemma
(Jonas ve Farah, 1998)

2.9.4. Bakteriyal seliilozun regiilasyonu

Siklo-3,6:3’6 diguanozin monofosfat (c-di-GMP), A. xylinum seliiloz sentaz icin
geri doniigiimlii allosterik bir aktivatordiir ve tim B-1,4-glukan biyogenezinin
regiilasyonunda rol oynar (Sekil 2.10) (Ross et al.,1987). Bu bilesik, enzim
diizenleyici alt birimi baglar ve bakteriyal selilloz protomerlerinin birlikte

konformasyonal degisimini kolaylastiran degisiklikleri indiikler (Ross et al.,1987).

o o
N/
N,
Sekil 2.10 c-di-GMP’nin yapisi - A. xylinum’un allosterik aktivatorii (Bielecki et al.,
2000)
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A. xylinum hiicrelerinde c-di-GMP’nin konsantrasyonunu regiile eden CDG
(diguanil siklaz), PDEA (fosfodiesteraz A), PDEB (fosfodiesteraz B) olmak iizere
3 enzim vardir (Sekil 2.10) (Ross et al.,1987).

PDEA ve PDEB sitoplazmik membrana tutunmus durumdadir. CDG ise 2 ayri
forma sahiptir. Bunlardan biri sitoplazmik membrana tutunmustur digeri ise
sitoplazma ic¢inde bulunur (Ross et al.,1991). Weinhouse et al.(1997), c-di-GMP
konsantrasyonunun intrasellular regiilasyonunu saglayan c-di-GMP’ye bagli yeni
bir protein oldugunu belirtmislerdir. Tal et al. (1998), A. xylinum’da c-di-GMP

hiicresel doniisiimiiniin ii¢ operon tarafindan kontrol edildigini saptamiglardir.

A. xylinum’da seliilloz sentezinde anahtar regiilator enzim olan CDG, iki gen
tarafindan kodlanan iki polipeptit zincirinden olusmustur (Nichols et al., 1998).
CDG Mg** iyonlar tarafindan aktive edilir ve 6zellikle saponin tarafindan inhibe
edilir (Ohana et al.,1988). CDG, ilk once 2 GTP molekiiliinii lineer pppGpG’e
doniistiiriir ve daha sonra ve sonra seliiloz sentazi aktive eden c-di-GMP’ye
doniistiiriir. PDEA, aktif haldeki c-di-GMP’yi inaktif dimer olan linear pGpG ve
diGMP’ye ayirir PDEB ise bunlari daha da pargalayarak iki molekiil 5/GMP ve
pGpG,’lara ayirir (Sekil 2.11).

PDEA, PDEB’yi etkilemeyen Ca® iyonlar ile inhibe olur. Bu nedenle seliiloz
sentezinde Ca** konsantrasyonu dolayli olarak etki etmektedir. Bu iyonlar c-di-
GMP’nin inaktif lineer forma doniisiimiinii inhibe ettiginden, kalsiyum iyonun

konsantrasyonun yiiksek olmasi inhibisyon oranini artirir.

Seliilloz sentaz aktivasyonunun molekiiler mekanizmasinda; pozitif etkiye sahip
olan CDG ve negatif etkiye sahip olan PDEA ve PDEB’yi iceren c-di-GMP’ nin
rol oynadigina inanilir. Giiniimiizde seliiloz sentez regiilasyon mekanizmasina

sadece A. xylinum’da rastlanmistir (Bielecki et al., 2000).
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Sekil 2.11 A. xylinum’un seliiloz sentezinde onerilen model (Bielecki et al., 2000)
PDEA; fosfodiesteraz A PDEB; Fosfodiesteraz B; pppGpG; difosfo-di-
GMP pGpG (Il); c-di-GMP (siklik-di-GMP) pGpG; di-GMP (linear di-
GMP)

2.10. Acetobacter xylinum’un Sentezledigi Coziinebilir

Polisakkaritler

Seliilloz disinda A. xylinum’un sentezledigi baska c¢oziiniir polisakkaritler de
(glukoz, mannoz, ramnoz ve glukuronik asit; 6:1:1:1) de bulunmaktadir (Savidge
ve Colvin, 1985). Bu polisakkaritlerden biri olan -homoglukan ¢6ziinebilir bir
polisakkarittir. Bu polisakkarit 1970’lerde bulunmustur. Bu yapinin omurgasini 3-
1,4 bagiyla bagh glukoz zincirleri olusturur ve bu zincirdeki her 3 glukoz
molekiiliine B-1,2 bagiyla bagli baska glukoz molekiilleri baglhdir (Colvin ve
Leppard, 1977; Colvin et al., 1979). A. xylinum’un pellik olusturmayan (pel’)
strainleri, hiicre zarina bagh olan a-glukan sentezlerler (Dekker et al., 1977).
Valla ve Kjosbakken, (1981), (Cel’) strainlerinden glukuronik asit zincirleri ile
glukoz, mannoz ve ramnoz igeren ¢oziinebilir polisakkaritleri izole etmistir. Bu
polimerdeki zincirlerin bir kismi asetillenmistir (Tayama et al., 1985). Bu tip

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

ekzoseliilazlar

A. xylinum seliillazlan ile ilgili ilk bilgiler, ©zellikle bakterinin genlerinin
tanimlanmasi ile ilgili olarak, Okamoto et al. (1994) ve Standal et al. (1994)
tarafindan elde edilmistir. A. xylinum IFO 3288 straininden, karboksimetil seliilaz
aktivitesi gosteren 24-kDa proteinini (218 molekiillii) kodlayan enzim icin bir gen
kodonunu, gen kiitiiphanesindeki DNA’dan farkli oldugunu ayirt eden ilk
otorlerdir. (Okamoto et al., 1994). A. xylinum ATCC 23769 (Cel’) mutantinda
seliiloz sentaz operonuna ait endoseliilaz geni bulunmustur (Standal et al.1994). A.
xylinum BPR 2001 strain endo-1,4-B-glukonaz geninin oldugu saptanmistir
(Tonouchi et al.,1997). Bu strainde endo-1,4-B-glukonaz geni, seliilaz sentaz
operonunun yukart kisminda ekzo-1,4-B-glukanaz geni ise selilloz sentaz

operonunun asagi kisminda lokalize olmustur.

A. xylinum BPR 2001 strainine ait olan endo ve ekzoseliilazlar saflastirilmis ve
karakterize edilmistir (Oikawa et al., 1997; Tahara et al., 1998). Yapilan
calismalar sonucunda her iki seliillaz aktivitesinde ve seliilaz sentezinde pH 5’in,
pH 4’den daha etkili oldugu saptanmistir (Tahara et al., 1997). pH 5’de kiiltiir
sirasinda polimerizasyon derecesindeki miktar, 16.800’den 11.000’e diismiistiir
fakat pH 4’de 6nemli bir degisim olmamistir. pH 5’de olusan seliilozun gerilme

direnci gibi fiziksel 6zellikleri de diisiiktiir (Tahara et al., 1998).

2.12. Bakteriyal Seliillozun Biyodegradasyonu

Seliiloz biyolojik olarak parcalanabilir ve bakteriyal seliilozun biyodegradasyonu,
hemiseliilloz, pektin ve lignin polimerlerini iceren bitkisel selillozun
biyodegradasyonuna oranla daha kolaydir. Bakteriler tarafindan sentezlenen

bakteriyal seliilozun parcalanmasinda da seliilotik enzimler kullanilir.

Bakteriyal seliilloz, yapisal ve fizyolojik oOzellikleri nedeniyle seliilaz (1,4-B-

glukan 4-glukonohidrolaz: endoseliilaz) ve sellobiohidrolaz ¢aligmalarinda
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kullanilabilen 1iyi bir substrat Ornegidir. Sellobiohidrolazlar, sellozom
bilesiklerinin asil parcalanidirlar, seliilotik bakterilerden oldugu kadar seliiloz
parcalayan fungal sistemlerin 6zellesmis coklu enzim pargalandirlar (Boisset et
al.,,1999). Clostridium thermocellum sellozomlari, A. xylinum seliilloz
mikrofibrillerini Valonia ventricosa selilloz mikrokristallerinden daha hizl

parcalamaktadir (Boisset et al.,1999).

Hidrolizin ultra yapisi transmisyon elektron mikroskobu (TEM), kizil otesi
spektroskopi ve X-ray difraksiyon (kirtnim) analizi ile belirlenebilir. Humicola
insolvens sellobiohidrolaz1 Cel7A (sellobiohidrolaz I:CBH I), bakteriyal seliiloz
mikrofibrillerini parcalamistir. Ayrica Cel6A (sellobiohidrolaz II: CBH II) ile
Cel7A (sellobiohidrolaz I:CBH I)’nin karisimi da bakteriyal seliiloz fibrillerini
parcalara ayirmistir (Boisset et al., 2000). Trichoderma viridei fungusundan elde
edilen CBH 1 ve endoglukanaz II bakteriyal selilloz mikrofibrillerini

parcalamaktadir (Samejima et al., 1997).

Bakteriyal seliilozun mikrofibrilleri, asit muamelesi ile de pargalanmaktadir

(Samejima et al. 1997).

Trichoderma reesei’'nden elde edilen CBH I enzimi de bakteriyal seliiloz
mikrofibrillerini kolayca parcalamaktadir (Srisodsuk et al.,1998). Polimerin
¢Oziiniirligi hizli olmasma ragmen polimerizasyon derecesi yavasca diiser. Bu
fungusdan elde edilen endoseliilaz I’in substrata etkisi sonucunda tersi olaylar
gerceklesir. Her iki enzim, diger bitkilerdeki seliiloza gore daha yiiksek bir safliga

sahip olan pamuktaki seliillozu, bakteriyal selillozdan daha yavas hidrolize eder.
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2.13. Biyoteknolojik Ozellikler

Bakteriyal seliilozun iiretim kapasitesini artirmak ve maliyeti diisiirmek amaciyla
mikrobiyal biyoteknolojide siirekli kullamilan, iki temel uygulamadan

yararlanilmaktadir.

1. Seliiloz iireten bakterilerin taranmasi (screening) ve uygun organizmanin se¢imi
icin metot gelistirilmesi Onem tasimaktadir. Ucuz atik karbon kaynaklarim

kullanan strainlerin, genetik miihendisligi yontemleriyle gelistirilmesi de olasidir.

2. Durgun ya da calkalamal kiiltiirdeki iiretim kosullarinin optimizasyonu
gerceklestirilmelidir. Optimizasyon ¢alismalarinda uygun karbon, azot kaynaklar
ile sicaklik ve pH’1n onemi biiyiiktiir. Bakteriyal seliilozun pellik ya da amorf jel
formunun saptanmasi ile esneklik, mekanik diren¢ ve adsorblama gibi

ozelliklerinin belirlenmesi de 6nemlidir.

2.13.1. Bakteriyal seliiloz iireten strainlerin dogal kaynaklardan

izolasyonu ve gelisimi

Uygun dogal kaynaklardan izole edilen asetik asit bakterilerinin seliiloz
iiretiminin taranmasinda De Wulf et al. (1996)’nin Onerdigi yontem
kullanilmaktadir. Bu yonteme gore glukozu, glukonik asit yolu ile 2- 5-, veya 2,5
ketoglukonata oksitleyemeyen strainler secilmektedir (Winkelman et al., 1984;
Johnson ve Neogi, 1989; De Wulf et al.,1996; Vandamme et al., 1998). Bu
yaklagimla De Wulf et al. (1996), icinde Br ve BrOs™ iyonlar1 bulunan ve asidik
pH’da molekiiler brom salabilen bir ortam denemis ve bu ortamin A. xylinum
hiicreleri izerine toksik olan bir etkisi oldugunu aciga cikarmislardir. Glukozu,
glukonata ve onun tiirevlerine doniistirmeyen mutantlar bu ortamda canl

kalabilmektedir.

Glukozu, glukonik aside metabolize edemeyen, A. xylinum strainlerin se¢imi de

CaCO; igeren besiortaminde yapilmistir (Johnson ve Neogi, 1989). Seliiloz iireten
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bakteri strainlerinin (Cel®) kat1 besiortamindaki kolonileri bej ya da beyaz renkte
olup, yuvarlak, yiiksek ya da konveks, kiiciik ve jelatinimsidir. Seliiloz tiretmeyen
bakteri strainlerinin (Cel’) kati besiortamindaki kolonileri ise diiz, mat ve
biiyiiktiir (Johnson ve Neogi, 1989; Krystnowicz et al.,2002). Vandamme et al.
(1998), bu metotla A. xylinum KJ33 strainini izole edip, 3,3 g/L" bakteriyal

seliiloz tiretimi gerceklestirilmistir.

N-metil-N/-nitro-N-nitrosoguanidin (NG) ya da EMS gibi mutajenik kimyasal
bilesikler ya da UV radyasyonu ile seliiloz iiretimi yiiksek olan mutantlar elde
edilmistir. Bu mutantlarda asetan gibi ¢oziilebilir polisakkaritlerin sentezi azalmis
ve ¢ok diisiik miktarda glukoz organik asitlere doniismiistiir (Johnson ve Neogi,
1989). A. xylinum strainlerinin taranmas1 sirasinda spontanlarin ve seliiloz II'yi
sentezleyen mutantlarin izolasyonu amaglanmistir. Bu seliilloz, nutrient broth
yiizeyinde pellik olusturmayan ve koloni sekilleri diizgiin olan bakteriler
tarafindan sentezlenir. Bakteriyal seliillozu en iyi {ireten iireticilerin secimi seliiloz
iireten bakterilerin geleneksel yontemlerle sentetik aktivitesinin ayr1 ayri
saptanmast ile olur. Ornegin; Toyosaki et al. (1995), meyve ve cicek gibi bitki
orneklerinden 2096 Acetobacter straini izole etmisler, bunlardan nutrient broth
besiortaminin yiizeyinde pellik olusturan 412 straini ayirmislardir. Elde edilen
sonuclara gore, calkalamali kiiltiirde bakteriyal seliiloz tiretimi yoniinden en iyi

strainin A. xylinum ssp. sucrofermentans BPR2001 oldugu kaydedilmistir.

2.13.2. Genetik miihendisligi ile seliiloz iireten strainlerin

gelistirilmesi

A. xylinum’dan diger organizmalara cesitli karbohidrolazlari kodlayan genlerin
aktarilmast ile besiortami maliyetinin diisiiriiliip, bakteriyal seliilloz {tiretim
miktarin1 artirma yoluna gidilmistir. Ornegin; Leuconostoc mesenteroides’den
sukroz fosforolaz geninin ekspresyonu ile Acetobacter’de karbon kaynagi olarak
sukrozun kullanimiyla seliilloz iiretim miktar1 artmistir (Tonouchi et al.,1998).
Nakai et al.(1999)’da Vigna radiata (Fabacea)’dan sukroz sentaz mutant geninin

ekspresyonu ile A. xylinum strainlerinde seliilloz iiretim miktarinin 2 katina
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ciktigin1 gostermiglerdir. Bu mutant enzimde, glutamik asitle yer degistirmis 11
serin zinciri bulunmaktadir ve enzim, UDPGIc’nin sentezinde sukrozun
parcalanmasini  kolaylagtirmaktadir. A. xylinum’a mutant genin aktarilmasi,
rekombinant strainlerde ne sukroz metabolizmasimin degismesiyle ne de direk
UDPGIc’'nin sentezi i¢in yeni metabolik yol yaratilmasi ile olur (Sekil 2.12).

Yiiksek bitkilerde de UDPGIc sentezi benzer sistem ile olur.

Glikuz7.,T. Gle-6-p —» Gle-1-P
F

ATP ADP
_ UTP
Fn:n.ﬁ g PPi
ADP v\
ATP /

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

SUKROZ UDP ‘/ \. {4-B-glikozil)n+1

Sekil 2.12 Sukroz sentaz (SukS) genini iceren rekombinant A. xylinum straininde
UDPGIc biyosentez yolu (Bielecki et al., 2000)

2.13.3. Fermentasyon yontemi

A. xylinum strainlerinde bakteriyal seliiloz, sivi besiortami yiizeyinde, jelatinimsi
bir yapida gelisir. Bakteriyal seliiloz iiretiminde durgun kosullar optimal olarak
kullanigh bir yontem olarak goriilmiis olabilir. Fakat durgun kiiltiir kosullarinda
seliilozun s1v1 yiizeyde diiz bir tabaka seklinde sentezi ve iiretim miktarinin diisiik
olmasi bir dezavantaj oldugu icin yeni fermentasyon yontemlerinin gelistirilmesi

icin ¢aligmalar yapilmalidir.
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2.13.3.1. Karbon ve azot kaynaklari

Bakteriyal seliiloz iiretimini etkileyen en Onemli faktorlerden biri kullanilan
karbon kaynaklaridir. Jonas ve Farah (1998)’de, bakteriyal seliiloz iiretiminde
mono, di ve polisakkaritlerin, alkol ve organik asitlerin etkisini arastirmislardir.
D-arabitol ve D-mannitol gibi karbon kaynaklarinin glukozla karsilastirildiginda
seliiloz iiretiminin 6,2 ya da 3,8 kat daha fazla oldugu kaydedilmistir (Jonas ve
Farah, 1998). Her iki seker, glukonik asite doniismedigi i¢in reaksiyon sirasinda

pH sabit kalmstir.

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

pirofosforolaz aktivitesini stimule etmis ve seliiloz liretimini artirmistir.

Besiortaminda karbon kaynagi olarak sadece maltoz kullanildigr takdirde
bakteriyal seliiloz tiretimi, glukoz iceren besiortamindaki iiretimden 10 kat daha
diisik olup, glukoz varliginda iiretilen seliiloz polimerinin uzunlugundan

(DP=11,500) da daha kisa (DP=4000-5000) olmaktadir (Masaoka et al., 1993).

A. xylinum ssp. BPR2001 strainin c¢alkalamali kiiltirdeki bakteriyal seliiloz
iiretimi, laktat varliginda 4-5 katina ¢cikmistir (Matsuoka et al., 1996). Laktat
kaynagi, ozellikle calkalamali kiiltiirde seliiloz iiretiminde en iyi besiortami
bilesiklerinden biri olan corn steep liquor (CSL)’diir. Seliiloz iiretiminde enerji
kaynag1 olan laktat, glukoz ve fruktozun aksine UDPGIc’a doniismez fakat Krebs
dongiisiinde piruvat ve oksalaasetat’a metabolize olur. Besiortaminda laktati
iiretmek icin laktik ve asetik asit bakterilerinin karnigik kiiltiirii uygulanir.
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ve Streptococcus en iyi strainlerdir.
Laktik ve asetik asit bakterileri, sukrozu hidrolize eden Saccharomyces mayasinin
(B-fruktofuranosidaz iireticisi) varliginda da gelisir. Lactobacillus straini 6,4 gL'
seliiloz tiretirken, 14 giinliik calkalamali kiiltiirde bu miktar 8,1 gL'l’ye cikmistir
(Seto et al.,1997).
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Seliiloz sentezini stimule eden diger 6nemli bilesik etanoldiir (Naritomi, et al.,
1998a). A. xylinum’un siirekli kiiltiiriinde bulunan 10 gL' etanol, fruktoz iceren
besiortaminda bakteriyal seliiloz iiretimini artirmakta, fakat etanol miktar1 15 gl.*
a ciktiginda polimer sentezi engellenmektedir. Seliiloz sentezinde, laktat gibi
etanol de enerji kaynagi olarak kullamilir fakat bunlar substrat degildir. ATP,
fruktoz kinazi aktive eder, glukoz—6-fosfat dehidrogenazi da inhibe eder. Bu

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

Seliiloz iireten strainler aminoasitler, vitaminler ve mineral tuzlarin disinda yeast
ekstrakt, CSL, kazein ve diger protein hidrolizatlar1 gibi kompleks azot
kaynaklarina ihtiya¢ duyarlar. Tercih edilen azot kaynagi, Hestrin ve Schramm
(1954)’1n gelistirdigi besiortaminin (HS) temel bilesikleri olan yeast ekstrakt ve
pepton’dur. Calkalamali kiiltiirde kullamlabilecek en iyi azot kaynagi da CSL’dir
(Johnson ve Neogi, 1989). Yeast ekstrakt, baktopepton gibi pahali besiortami
bilesiklerinin yerine; beyaz kabak suyu, seker pancari atig1 veya peynir alt1 suyu

gibi ucuz endiistriyel atiklar da kullanilabilir (Krystynowicz et al., 2000).

Besiortamina piridoksin, nikotinik asit, p-aminobenzoik asit ve biotin gibi
vitaminler eklenerek, bakteriyal seliiloz sentezinde etkisi arastirilmistir (Ishikawa
et al.,1995, 1996b). Kolin, betain ve yag asitlerinin (tuzlar ve esterler) de A.
xylinum strainlerinin selilloz iiretimini giicli bir sekilde stimule ettigi

gosterilmistir (Hikawu et al., 1996).

2.13.3.2. pH ve sicakhigin etkisi

A. xylinum strainlerinin seliiloz iiretiminde pH etkisinin analizinde strainler i¢in en
iyi pH araliginin tiire bagh olarak 4,0-7,0 oldugu anlagilmistir (Johnson ve Neogi,
1989; Galas et al.,1999). Ishikawa et al. (1996a) ve Tahara et al. (1997) nin
yaptig1 arastirmaya gore A. xylinum strainlerinin pH 5,0’de fazla miktarda polimer
sentezledigi belirlenmistir. Krystynowicz et al. (1997)’ye gore de optimal pH 5,0
olarak verilmistir. Farkli pH araliklarinda, polimerin adsorblama ozellikleri

arastirilmis ve polimer iiretiminde kullanilan HS ortami i¢in Onerilen pH 4,8-6,0



40

araliginda su tutma kapasitesinin en yiiksek oldugu kaydedilmistir (Wlochowicz,

2001).

Polimer iiretiminde pH kadar sicakligin da énemi biiyiiktiir. Yapilan arastirmalar
sonucunda seliilozun polimerizasyon derecesinin (DP) ve su tutma kapasitesinin
en iyi oldugu sicakligin 28 - 30 °C oldugu gosterilmistir (Wlochowicz, 2001). 25
°C ve 35 °C’de iiretilen polimerin DP’si ve su tutma kapasitesi 30 °C deki
polimerin ozellikleri ile karsilastirildiginda; DP’nin en diisiik degerinin yaklagik
10,000; su tutma kapasitesinin de % 164 oldugu kaydedilmistir (Wlochowicz,
2001).

2.13.3.3. Durgun ve calkalamal Kkiiltiirler, fermentor cesitleri

Bakteriyal seliiloz sentezi, uygun miktarda hiicre transferi ve ortam homojenligi
icin gerekli olan, calkalanma ve havalanmanin saglandigi batik veya durgun
kiiltiirlerde  gerceklesir. Kiiltiir sartlarinin = secimi  elde edilen polimerin

kullanilacag alana baglidir.

Durgun kiiltirde selilloz iiretimi, genellikle yiizey/hacim oranma baglhdir.
Optimum yiizey/hacim orani, ¢ok yiiksek ya da c¢ok diisiik havalandirma ile
saglanmaz. Yiizey/hacim orammin 2,2 cm’den 0,7 cme kadar degistigi
kaydedilmistir (Joris et al.,1990; Krystynowicz et al.,1997). Durgun kiiltiirde
bakteriyal seliiloz iiretimi bir ya da iki adimda gerceklesebilir (besiortamina % 5-
10 bakteri siispansiyonu inokule edilir). Krystynowicz et al. (1997), durgun
kiiltiirtin birbirini takip eden iki adimda gerceklestigini kaydetmistir. Birinci
adimda A. xylinum E25 hiicrelerinin 24 saatlik aktivasyonu saglanir ve ikinci
adimda bu ilk kiiltiir, ikinci kiiltiire inokule edilir ve pellik olusumu i¢in 4-5 giin
inkiibe edilir. Bu metot tek tip bakteri gelisimini ve homojen pellik olusumunu

saglar.

Durgun kiiltiirde bakteriyal seliiloz sentezinin kontrolii siv1 yiizeyde sinirli oranda

pellik olusumundan dolayr zordur. Kontroliin siirekli olmasi i¢in Onemli
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parametrelerden biri pH’dir. Polisakkarit sentezi ve hiicre gelisimi i¢cin 6nemli bir
faktor olan pH, kiiltiir ortaminda keto-glukonik asitin birikmesi ile diigser. Durgun
kiiltirde pH ayan geleneksel yontemlerle yapilamadigindan dolayr Vandamme et
al. (1998), in situ pH kontrol sistemini uygulamislardir. Ornegin; Acetobacter sp.
LMG 1518 straini igin substrat olarak fermentasyon ortamina asetik asit
eklenmistir. Keto-glukonat birikimi olsa bile asetik asit katabolizmas1 ile pH’n

cok fazla diismesi engellenmis ve besiortaminin pH’1 5,5 olarak sabit kalmistir.

Acetobacter genusuna ait strainlerden siirekli ¢alkalamali kiiltiir ile seliiloz
eldesinde bir¢cok problemle karsilagilmistir (Johnson ve Neogi, 1989). Bu
problemlerden biri kiiltiiriin stabilitesinin ¢ok zor saglanmasidir. Bu stabil
olmayan durum, strainlerin selilloz yapma yetenegini yavas yavas kaybettirir.
Strainlerin stabilitesinin bozulmasinin nedeni de spontan mutasyonlar ya da
seliiloz iiretmeyen hiicrelerin baskin hale ge¢mesidir. Calkalamali kiiltiir sirasinda
seliiloz iireten hiicreler (Cel®), seliiloz iiretmeyen (Cel’) hiicrelere degisebilir ve
seliiloz iiretimininin kaybi, fizyolojik faktorlerden cok mutasyonla genetik agidan
selilloz iireten hiicrelerin, seliiloz iiretmeyen hiicrelere doniismesine baglidir
(Johnson ve Neogi, 1989). Ayrica EMS (etil metan siilfonat), nitroz asit ve NG
(N/-nitro-N-nitroguanidin) gibi kimyasal mutajenler kullamlarak da (Cel")
hiicreler, Cel  hiicrelere doniisebilmektedir. Statik kiiltiirde gelisen (Cel) hiicreler
EMS, nitroz asit ve NG ile mutasyona ugrarlarsa (Cel®) hiicrelere doniisiirler
(Valla ve Kjosbakken, 1982). Seliiloz iireten ve iiretmeyen hiicrelerden olusan
kanisik bir kiiltiir, statik kosullarda gelistigi zaman seliiloz iireten hiicreler (Cel®)
daha baskin olduklar1 icin kendilerini gosterirler. Fakat bu kangik kiiltiir
calkalamali kosullarda gelistirildiginde seliiloz iiretmeyen (Cel’) hiicreler daha

baskin olur (Valla ve Kjosbakken,1982).

Statik kosullarda hiicreler, besiortaminde O, nin zengin oldugu yere dogru hareket
ederek, havanin daha c¢ok oldugu bolgede toplanirlar. Bu kisimda zarimsi bir
sekilde pellik olusur. Havanin yeterli ve homojen oldugu calkalamali kiiltiirlerde
baskin olan (Cel’) hiicrelerin gelisimi, polimer sentezinden daha fazla olmaktadir

(Krystynowicz et al., 2002).
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Calkalamali kiiltirde Acetobacter strainleri ile seliiloz iiretiminde karsilasilan
diger sorun, Acetobacter strainlerinin glukozu, glukonik asit ve ketoglukonik asite
doniistiirmesidir. Dolayisiyla asit iiretimi artar, pH diiser ve seliiloz iiretimi

siirlanir (Johnson ve Neogi, 1989).

Bakteriyal seliiloz sentezinin daha iyi bir sekilde kontrolii i¢in 6zel fermentorler
gelistirilmistir. Yatay fermentorlerde seliiloz iiretimi, batik ve sabit kiiltiirlerle
saglanir. Polimer, uzun bir aksin etrafinda silindirik yiizeyde toplanir. Olusan
polimerin bir kismi s1v1 ortam i¢inde bir kismi da s1v1 yiizeyde (havada) kalir. Bu
yontem ile daha fazla oranda polimer eldesi miimkiindiir (Sattler ve Fiedler,
1990). Bungay ve Serafica (1997)’de bir litre hacmindeki (¢ap1 12 cm olan)
fermentorde seliiloz iiretimini gerceklestirmislerdir. Krystynowicz et al. (1997),
11 L’lik fermentor kullanarak A. xylinum E25 straininden 7 giinliik inkiibasyon
sonunda 4,2 gL’1 BS iiretmislerdir. A.aceti ssp. xylinum ATCC 2178 straininden,
300 L’lik fermentor kullanilarak, 30 °C’de 45 saatlik inkiibasyon sonunda 10 gL
BS iiretilmistir (Laboureur, 1988). Chao et al. (2000), A. xylinum sp. BPR2001
straininden 50 L’lik internal loop airlift reaktoriinii kullanarak BS iiretmislerdir.
Oksijence zengin havalandirma ile 67 saat sonra seliiloz miktar1 3,8 gL.""den 8,0

gL_1 ye cikmustir.

Fermentorlerde bakteriyal seliiloz iiretimi sirasinda karsilasilan en onemli sorun,
kiiltir ortaminda gelisebilecek miselli yapiya sahip olan fungus ve
Streptomycetes’lerdir. Havalandirma ve gaz transferinden dolay1 ¢ok miktarda

miselyum olusabilir.

Bakteriyal seliiloz sentezi sirasinda bazi metabolitlerin birikimi de seliiloz
diretimini etkilemektedir. Omegin; Kouda et al. (1998), yiiksek oranda CO,

birikiminin A. xylinum gelisimini ve seliiloz tiretimini azalttigim1 kaydetmislerdir.

Laboureur (1998)’de 300-500 L’lik fermentorler kullanarak, A. xylinum sp. ATCC
21780 straininden bakteriyal seliiloz tiretimini gerceklestirmislerdir. Kullanilan

besiortaminda % 5 sukroz, % 0.05 yeast ekstrakt, % 0,2 sitrik asit, azot tuzlari,
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Mg** ve fosfatlar bulunmaktadir. 30 °C’de 45 saatlik inkiibasyon sonunda 18 gL'
BS iiretilmistir. Acetobacter sp. ATCC 8303 straininden, % 0,28 glukoz, % 0,07
maltoz, % 0,03 CSL ve % 0,03 yeast ekstrakt iceren besiortaminde, 28 0C’de, pH

4,6’da, 33 saatlik inkiibasyon sonunda 13 gL_1 seliiloz tiretilmistir.

Selilloza yapisan hiicrelerden dolay1 biiyiik hacimli fermentoérlerde inokiile
edilecek hiicre miktarinda problem ortaya ¢ikmaktadir. Seliiloz hidrolizi ic¢in
kullanilan seliilaz ile hiicreler uzaklastirilir ve hiicre yogunlugu artmaktadir
(Brown, 1989c). Otuz saatlik gelisimden sonra enzim varliginda hiicre yogunlugu
10" mL"den 10® mL’l’ye cikmaktadir. Uretilen seliilozdaki fibrillerin degisik
caplarda olmasi icin denemeler yapilmis (Yamanaka et al.,1990) ve cap1 kiiciik

olan fibrillerden 6zellikle kan damari olarak yaralanilmistir (Klemm et al., 2001).

2.13.3.4. Siirekli kiiltiir

Mikrobiyal selilloz durgun ve siirekli bir kiiltirde de iiretilebilir (Sakair et
al.,1998). Tepsilerde HS besiortaminda kiiltiire edilmis olan A. xylinum straini 2
giin sonra yiizeyde pellik olusturur. Bu pellik alinarak sodyum dodesilsiilfattan
gecirilir ve bu sayede hiicreler oldiiriiliir ve pellik donen bir silindire koyulur. Bu
islem 35 mm h' donme hiziyla birka¢ hafta devam eder. Bu sirada optimum
diizeyin korunmasi amaciyla her 8-12 saatte bir ortama taze HS besiortami
eklenir. Bu yontemle uzunlugu 5 m’den daha fazla olan seliiloz filamentleri elde

edilebilir (Bielecki et al., 2000).

2.14. Bakteriyal Seliillozun Saflastiriimasi

Durgun ya da calkalamali kiiltiirde iiretilen mikrobiyal seliiloz, hiicre ya da
besiortam1 kalintis1 igerdigi i¢in tamamen saf degildir. Bakteriyal seliillozun
saflagtirilmasinda sodyum, potasyum hidroksit, sodyum klorat ya da hipoklorat,
H,0,, seyreltilmis asitler, organik ¢oziiciiler ya da sicak su gibi ¢ok degisik
ajanlar kullanilir. Bu ajanlar tek ya da kombine bir sekilde kullanmilabilir

(Yamanaka et al., 1990). Bakteriyal seliilozun bu ajanlardan herhangi biriyle 55 —
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65 0C’de, 14-18 saatlik muamelesi sonunda hiicre sayisi1 ve renklenme derecesi

diismektedir.

Yamanaka et al. (1989), bakteriyal seliilozu musluk suyunda yikadiktan sonra % 2
NaOH ile muamele etmislerdir. Watanabe et al. (1998), ise polimeri 0,1 M
NaOH’de 80 °C’de 20 dk. muamele etmisler ve daha sonra distile su ile
yikamiglardir. Takai ve Erata (1998), polimeri 6nce distile su ile yikamiglar ve %

2 lik NaOH ile muamele ettikten sonra % 2 lik asetik asit ile notralize etmislerdir.

Krystynowicz et al. (1997), bakteriyal selillozu 1 gece musluk suyunda
yikamislar, daha sonra 2 saat % 1’lik NaOH’de kaynatmislardir. NaOH kalintisini
uzaklagtirmak icin 6rnek 1 giin daha musluk suyunda yikanmis ve % 5°lik asetik

asit ile notralize edilmistir.

Bakteriyal seliilozun medikal alanlarda kullanilabilmesi i¢in pirogenik (hastalik
toksini) reaksiyonlara sebep olan toksinlerden ve bakteri hiicrelerinden
arindirilmas1 gerekmektedir. Bu amagla seliiloz pelliginin saflagtirllmasinda en
etkili yontem, pelligin % 3’likk NaOH’de 12 saat bekletilmesidir. Bu yontem 3 kez
tekrarlanir ve sonra pellik % 3’liikk HCI ¢ozeltisi ile muamele edilerek, distile su

ile yikanir. Saflagtirlmus pellik, otoklavda ya da ®°Co 1s1m1 ile sterilize edilir.
2.15. Bakteriyal Seliilozun Ozellikleri

Bakteriyal selilloz genel olarak coziinmeyen, esnek, gerilme direnci yiiksek,
elastik bir polimerdir. Agsi bir yapiya sahip olan polimerin kristalize 6zelligi
yiiksektir. Bu o6zellikler bitkisel orjinli selillozda bulunmaz. Ayrica bitkisel
polimerin ipliksi yapilan (fibril), bakteriyal selillozun mikrofibrillerinden 100 kat
daha kalindir ve bakteriyal polimerin ylizeyi de bitkisel polimerin ylizey alanina
gore 200 kat daha biiyiiktiir. A. xylinum straininin ¢alkalamali kiiltiirde, trettigi
polimer ile statik kiiltiirde irettigi polimer karsilastirillmis ve buna gore
polimerizasyon (DP) derecesinin (14,400 ve 10,900), kristalizasyon indeksinin (%
71-63), gerilme direncinin (33,3 ve 28,3) yiiksek oldugu fakat su tutma
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kapasitesinin (45 ve 170 gBS™), siispansiyon viskositesinin (0,04 ve 0,52 Pa.s)
diisiik oldugu kaydedilmistir (Watanabe et al.,1998).

Bakteriyal seliiloz icerdigi sivi komponentlerden dolay1 jelatinimsi bir goriiniime
sahiptir. Polimerin su tutma kapasitesi yliksektir fakat suyun fazlasi polimere
baglanmaz ve polimer yavasca bastirilarak fazla su disar1 verilebilir. Kurutulmus
polimer bir kagit tabakasi gibi 0,01-0,5 mm kalinliginda olup, iyi bir adsorblama
ozelligine sahiptir (Yamanaka et al.,1990; Krystynowicz et al.,1995,1997). Ayrica
ses dalgalarim1 hizli bir sekilde iletebilmektedir. Polimerin bu mekanik
ozelliginden dolay1 akustik membranlar olarak kullanilabildigi kaydedilmistir

(Vandamme et al.,1998).

Bakteriyal seliilozun ozellikleri, ya sentez sirasinda ya da kiiltiire edilirken
degisebilir. Seliiloz tiirevleri; siilfonik asitler, alkilfosfatlar ya da nisasta, dekstran
ve diger polisakkaritler gibi baz1 bilesikler, besiortaminin i¢inde bulundugu
takdirde, iiriiniin makroskobik morfolojisi, gerilme direnci, optik yogunluk ve
adsorblama ozellikleri degisebilmektedir (Yamanaka ve Sugiyama, 2000).
Bakteriyal seliilloz, ayrica diger bazi bilesikler ile kombine edilerek, istenilen
fizikokimyasal ozelliklere ulagilabilir (Yamanaka et al.,1990). Bu amagcla,
yardimc1 materyal olarak aliiminyum, cam, agar, alginatlar, carragenan, pullulan,
dekstran, poliakrilamid, heparin, polihidroksialkoller, jelatin kollagen gibi
inorganik ve organik bilesikler kullanilmaktadir. Bu yardimc1 maddeler,
bakteriyal seliilloza emdirilerek, ya da adsorblanarak veya parcalanmis polimerle
kanistirilarak birlestirilir ve cesitli {iriinlerin yapiminda bu sekilde kullanilir
(Bielecki et al., 2000). Listeria mesenteroides’den elde edilen dekstransukraz ve
alternansukrazi  kullanarak bakteriyal selillozun enzimatik modifikasyonu
yapilmistir (Kim et al., 1999). Bu enzimlerin besiortaminda bulunmasi ile A.
xylinum ATCC 10821 straini tarafindan 1,4; 1,6 ve 1,3’e bagh glukan

monomerlerinden olusan ¢oziiniir seliiloz sentezlenmistir.
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2.16. Uygulama Alanlar

Bakteriyal seliiloz, genelikle giivenli oldugu bilinen (Generally recognized as safe
= GRAS) polisakkaritler grubuna ait olup cok farkli amaglar i¢in kullanilmaktadir
(Cizelge 2.5). Bu polimerin ticari uygulamalarinin yapilmasi, bakteriyal seliilozun
benzersiz bazi Ozelliklerinden ve bakteriyal strainlerin, ucuz atitk maddeler
iizerinde gelisebilmesinden dolayidir. Bakteriyal seliilozun avantaji, kimyasal
safligi ve genelde bitki polisakkaritlerinde bulunan maddelerin bakteriyal
selillozda bulunmamasi gibi 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (Bielecki et al.,
2000).

Cizelge 2.5 Bakteriyal seliillozun uygulama alanlar1 (Jonas ve Farah, 1998)

Sektor Uygulama alam

Kozmetik sanayi Kremlerin, toniklerin, twrnak cilalarinin  emilimini

kolaylastirmada kullanilir.

Tekstil endiistrisi Suni deri ve diger tekstil iirtinlerinde adsortif materyal

olarak kullanilir.

Turizm ve spor sektorii Spor kiyafetler, cadirlar ve kamp malzemelerinde kullanilir.

Maden endiistrisi ve rafineri Bosaltilan yaglarin toplanmasi, mineral ve yaglarin yeniden

iglenip kullanilabilir hale gelmesinde kullanilir.

Atiklarin saflastirilmasi Belediye atiklarinin saflastirilmasi ve su ultrafiltrasyonunda
kullanilir.

Haberlesme-yayin sektorii Mikrofonlar ve stereo kulakliklarda kullanilir.

Orman endiistrisi Cok tabakal1 kontrplak, dayamkl kaplarin yapiminda
kullanilir.

Kagit endiistrisi Birinci kalite kagit, arsiv evraklari, dayanakli banknotlar,

cocuk bezi, pecete yapiminda kullanilir.

Makine endiistrisi Araba govdesi, ucak parcalar1 ve roket rampalarindaki

catlaklarin giderilmesinde kullanilir.

Gida endiistrisi Yenilebilir selilloz ve ‘“nata de coco”Tathh yapiminda
kullanilir.
Medikal sektor Gegici suni deri, yanik ve iilser tedavisi, dental maddesi,

suni implantlarda kullanilir.

Laboratuvar/arastirma kurumlar1 | Proteinlerin immobilizasyonu, kromatografik teknikler, in

vitro doku Kkiiltiirlerinin besiortamu bilesiminde kullanilir
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2.16.1. Teknik uygulamalar

Bakteriyal selilloz (BS) ile bitkisel selilloz (PS) tabakasi karsilastirildiginda
bakteriyal seliillozun bitkisel seliiloza gore; daha diisilk yogunluga ve yiiksek
gerilme direncine sahip oldugu goriilmiistiir (Johnson ve Neogi, 1989). Bakteriyal
selilloz, ¢ok iyi mekanik ozelliklere sahip oldugundan birinci kalite kagit
iiretiminde kullanilir. Bakteriyal polimerin mikrofibrillerinde, ¢cok sayida hidrojen
bagi bulundugundan bu polimerden elde edilen kagidin kurutulmasi sirasindaki
kimyasal adhezyon ve gerilme direnci yiiksektir. Bakteriyal seliiloz icerikli
kagitlar, dolgu ve renk maddesi gibi katki maddelerini iyi tutabilmeleri yaninda
ayn1 zamanda elastik, gecirgen, yirtilmalara-yanmalara direncli ve suyu emme
ozelligine de sahiptirler (Iguchi et al., 2000). Tarihi dokiimanlarin tamirinde
kullanilan el yapimi kagitlarin fibrillerine az miktarda BS ilave edilmesiyle

yipranmaya direncli bir etki yaratilmig olur (Krystynowicz et al.,1997).

Bakteriyal seliilozu % 1 oraninda igeren kagitlar ISO 9706:1994 standartinda yer
almaktadir. Ayrica bakteriyal seliillozdan yilizey kaplamada kullanilan kagitlar da
iiretilmistir. Bu kagitlar cilal, parlak, diizgiin ve gdzenekli bir goriiniime sahiptir.
Yiizde 3 oraninda bakteriyal seliiloz iceren kaplama kagitlari, % 20 oraninda
kaplamaya sahip olan rotogravuer kagitlarina benzer yiizey direncine ve cila
ozelliklerine sahiptir (Johnson ve Neogi, 1989). Bakteriyal seliilloz, sentetik
kagidin 6nemli bir parcasidir. Ciinkii polar olmayan polipropilen ve polietilen
fibrillerine ilave edilen BS, sentetik kagidin 1siya karst yalittmim saglar ve
hidrojen baglar1 olusturamadig1 i¢in yanmaya kars1 direncli hale gelir (Iguchi et
al., 2000). Iyi kalite bir kagitta odun oziitiiniin miktar1 % 20-% 50 arasinda

degisir.

Bakteriyal seliiloz, yiinlii olmayan kumas benzeri cilt veya ciltleme iiriinlerinde,
cerrahi kiyafetlerin ve ciibbelerin yapiminda ve degisik hidrofobik ve hidrofilik
iiriinlerde ayrica seliiloz esterleri, polyolefin, naylon, akrilik cam ya da metal
fibriller gibi yaygin dogal ve sentetik fibrilleri igeren iiriinlerin yapiminda da

kullanilir (Bielecki et al., 2000).
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Bakteriyal seliilozu sentez sirasinda modifiye edilebildigi icin kullanim alanim
genisletmek miimkiindiir. (Brown, 1989a,b). Bu amag igin, kiiltiir ortamina direk
olarak CM-seliilloz ya da sakkaritlerin kopolimerleri ve dikarboksilik asitler
eklenmektedir (Yamanaka et al., 1989). CM-seliiloz varlifinda elde edilen ve
organik ¢oziiciilerle kurutulan seliiloz, elastik bir 6zellige ve daha yiiksek su tutma
kapasitesine de sahiptir. CM-seliillozun optimum konsantrasyonu % 0,1 ile % 5
(agirhik/hacim) arasindadir. Organik coziiclilerin polaritesi bakteriyal seliilozun
ozelliklerini etkiler. Ornegin aseton ile muamele edilmis polimer, daha elastik ve
esnek iken, saf etanol ile kurutulduktan sonra tabaklanmis deriye benzemektedir

(Bielecki et al., 2000).

2.16.2. T1bbi uygulamalar

Durgun kiiltiirde iiretilen seliilloz, yanik bolge iizerinde iyilestirici bir ozellige
sahiptir (Bielecki et al., 2000). Bakteriyal seliiloz steril edilebilir, dokuya
uyumludur, gozenekli, elastik ve elle tutulmasi kolaydir, suyu adsorbladigi i¢in
belli oranda nem igerir bu da yaralarin daha hizli iyilesmesini saglar ayrica yaral
bolgede ikincil enfeksiyonlarin olugmasimi engeller, yanan bdolgedeki 1s1y1
adsorblayarak aciy1 ve agriy1 azaltir ve dokuda yaranin yayilmasim engeller. BS
pellikleri farkli boyutlarda elde edilebildigi i¢in yogun yaralar iizerinde koruyucu
olarak kullanilabilmektedir. Hayvansal orijinli iiriinlerdeki problemlerden dolay1
kollagen kaplayicilar yerine BS igerikli kaplayicilar kullanilmaktadir. Bu amagla
kullanilan bakteriyal seliiloz iiriinleri Xylos Corp. firmasi tarafindan Prima CelTM
olarak {iretilmektedir. Bu polimer, Rensselaer Polytechnic Institute (USA)’de
iilser tedavisinde yara kapatici olarak uygulanmistir. Bu sekilde tedavi edilen iilser
hastalarinin % 54’1, 8 hafta sonra iyilesmislerdir (Jonas ve Farah, 1998). A.
xylinum’dan sentezlenen seliiloz ticari olarak “Biofil ve Bioprocess” isimleri ile
piyasa siiriilmiis ve bu materyal 3. derecede yaniklarin, iilser ve dekubitus tedavisi
ile deri transpalantasyonunda tedavi edici olarak kullamlmaktadir. Piyasada
“Gengiflex” olarak bilinen baska bir iriin de peridontal dokularin geri
doniisiimiinde ya da iyilestirilmesinde kullanilmaktadir (Jonas ve Farah, 1998).
Krystynowicz et al. (2000) tarafindan A. xylinum’dan elde edilen seliillozun,

farelerdeki yaralar iizerinde iyilestirici etkisinin oldugu da belirtilmistir (Bielecki
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et al., 2000). Yamanaka et al. (1990), ortas1 ¢ukur 6zellige sahip olan bakteriyal
seliiloz fibrillerinin suni kan damarlar ve iireterler olarak kullanilabilecegini de
onermislerdir. Kopeklerde aort ve boyun damarlarinin yerine antitrombik 6zellige
sahip olan bakteriyal seliiloz iceren suni damarlar kullanilmistir. 1 ay sonra bu
suni damarlar cikarilmis ve i¢ ylizeyde trombinin adhezyonunun durumu
incelenmis ve bakteriyal seliiloz iceren kan damarlarinin isleyisini iyi bir sekilde

korudugu gozlenmistir (Bielecki et al., 2000).

Yiiksek gerilme direnci, elastikiyet, sivilar1 ve gazlar1 gecirme 6zelligi olmasindan
dolay1 kuru bakteriyal seliiloz, kan glukoz seviyesinin ayarlanmasi i¢in kullanilan
biosensorlerde immobilize edilmis, glukoz oksidazi koruyan bir membran olarak
uygulanmustir. Bu bakteriyal seliilloz membran, 10 kat sulandirilmis insan kan
solusyonunda elektrot stabilitesini 200 saat kadar koruyabilmistir. Cuprophan
(AKZO, England) gibi diger koruyucu membranlar elektrot stabilitesini sadece 30
saat kadar korumuslardir. Cuprophan ile oOrtiillmiis, seyreltilmemis insan kan
biosensoriinde, elektrot stabilitesi 3-4 saat olmasina ragmen bakteriyal seliiloz

membran 24 saat kadar stabilite saglamistir (Bielecki et al., 2000).

2.16.3. Gida uygulamalari

Bakteriyal seliiloz, islenmis gidalarda higbir yan etkisi olmayan kalorisiz bir katki
maddesi olarak kullanilir. Bakteriyal seliillozun gida endiistrisinde ticari olarak ilk
kez kullamimi “nata de coco” olarak Filipinlerde kullanilmistir. Nata de coco BS
iireten bakterilerin besiortamina ilave edilen sukrozlu hindistan cevizi siitii veya
suyundan hazirlanan bir tatlandiricidir (Sutherland, 1998). Nata de coco’nun
tilketiminin, bagirsak kanserine, damar sertligine, koroner damarlardaki kanin
pithtilasmasina kars1 koruyucu etkisinin olduguna ve idrardaki ani glukoz artigini
onledigine inamlir. “Nata de coco’nun kullanimi sadece Asya’da degil, tim

diinyada yaygin hale gelmektedir.

Bakteriyal seliiloz igerikli diger gida iiriinii de “Chinese Kombucha (teakvass ya

da tea-fungus)’dir. Bu iiriin cay ya da seker ekstraktlarinda gelisen asetik asit
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bakterilerinden ya da mayalardan elde edilir. Yiizeyde olusan bu pellik insan
sagligl icin hem seliillozu ve hem de enzimleri icerir. Abiyotik aktiviteleri, tiim
sindirim sistemi ve Ozellikle de kalin bagirsagi diizenler. Kombucha’'nin bazi

kanser tiirlerine kars1 koruyucu etkisinin olduguna da inanilir (Iguchi et al., 2000).

A. xylinum E25 straini tarafindan sentezlenen bakteriyal seliiloz pelliklerinin
gelecekte, sarap ve meyve filtrasyonunda ve polifenollerin immobilizasyonunda
kullanilabilecegi de sdylenmektedir. Zenginlestirilmis lifli gidalarda, bioaktif
antosiyanin icerikli gidalarin iiretiminde katki maddesi olarak kullanimi
uygundur. BS’nin raf Omriinii uzattigi, lezzetli ve kokusuz oldugu icin unlu

mamiillerde de kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Krystynowicz et al.,1999).

2.16.4. Genel kullanim alanlari

Bakteriyal seliiloz fiziksel kimyasal metotlar ile modifiye edilebildigi igin,
biyokatalitlerin ~ immobilizasyonunda da uygulanabilirligi  gosterilmistir.
Immobilize hayvan hiicrelerinin igerdigi seliiloz jeller, interferon, interleukin-1,
sitostatik ve monoklonal antibiyotikleri {iretmek i¢in gerekli olan hiicre

kiiltiirlerinde de kullanilmaktadir (Iguchi et al.2000).

Bakteriyal seliiloz, Gluconobacter oxydans, Acetobacter methanolyticus ve
Saccharomyces cerevisiae hiicrelerinin adsorbsiyonunda kullanilir. Bu immobilize
strainlerin her birinin, glukonat (% 84-92), dihidroksiaseton (% 90-98) ve etanol
(% 88-92) iretiminde etkili olduklar1 goriilmiis, ve ayrica bunlarin termal
stabilitelerinin ve islevlerinin daha iyi oldugu da gosterilmistir (Bielecki et al.,

2000).

Saflastirilan bakteriyal seliiloz; seliiloz asetat, nitroselilloz, CM-seliiloz,
hidroksimetilselilloz ve hidroksiselilloz’un  sentezindeki ham maddedir
(Yamanaka et al., 1990). Bakteriyal seliilloz, f1-4 glukan yapisina sahip olan
diizenli fibrillerden olusan CM-seliiloz, diger seliiloz tiirevleri, nisasta, dekstran
gibi diger karbohidratlar, sulfonatlar ve alkilfosfotlar gibi bilesikler varliginda

iiretildiginde, tekrarlanan islatma ve kurutmadan sonra bile yiiksek su tutma
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kapasitesi, optik saydamlik gibi yeni ve faydali ozelliklere sahip olmaktadir
(Bielecki et al., 2000).

Bakteriyal seliilozun kimya, kagit ve tekstil endiistrisinde potansiyel uygulamalar
maliyetine ve kullanilabilirligine baglidir. Bu taleplerin karsilanabilmesi i¢in BS,
batik fermentorlerde ve kati ortamlarda veya ucuz atik maddeler iizerinde verimi

yiiksek strainlerle iiretilmek zorundadir (Vandamme et al., 1998).

2.17. Patentler

Bakteriyal seliiloz ile ilgili olarak, 1980’den beri yillik yaklasik 20 patentin
alimmasi ve son 10 yildan beri bu konuda yapilan calismalardan, her yil yaklagik
20-40 yaymin cikarilmasi, bakteriyal seliiloz iizerindeki yogun ilginin bir
gostergesi olarak kabul edilebilir (Iguchi et al., 2000). Bakteriyal seliilozun
biyosentezi, ozellikleri ve uygulama alanlar ile ilgili bazi temel patentler cizelge

2.6’da verilmistir.
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Patent no Patent firmasi Arastiricilar Bashk Yaym Aciklama
tarihi
WO Novozymes A/S. | Herbert;W.,Chanzy,H.D., Seliiloz filmlerinin taranmasi 2001 Floresansla igsaretlenmis hemoglobin ve
0125470 Danimarka Erntst,S., Schulein,M., galaktomannan igeren, BS mikrofibril filmleri,
Husum,T.L., Kongsbak,L. proteaz ve mannanazlari saptamak icin
kullanilabilir

WO Pharmacia Corp., | Yang,Z.F., Sharma,S., | BS’nin kurutulmasi i¢in yontemler 2001 Hekzan, alifatik alkol, DMSO vb ¢oziiciiler ile

0105838 USA Mohan,C., Kobzeff,J. seliillozun ayrilmasi

JP Bio-polymer Reserch | Watanabe,O. Seliilloz  mikrofibrillerini  dondurup kurutma 1999 A. xylinum’un olusturdugu seliilozun dondurulup,
Co. Ltd., Japonya metodu kurutulmasi

WO Sony Uryu,M., Tokura,K. Biyolojik pargalanabilen polimer 1999 A. xylinum’un olusturdugu seliilozun yeni

9943748 materyallerde kullanilmasi

JP 10077302 | Bio-polymer Reserch | Tabuchi,M.,  Watanabe, K., | Coziilebilir BS ve bilesimi 1998 A. xylinum’un durgun kosullarda sentezledigi
Co. Ltd., Japonya Morinaga,Y. seliilloz, DMSO ve paraformaldehitile (25:5) 100

OC’de 3 saatte ¢oziilebilir

WO Rensselaer Polytecic | Bungay,H.R., Serafica,G. Bioreaktor kullanilarak, mikrobiyal seliiloz 1997 Yatay fermentorde A. xylinum’dan olusturulan

97/05271 Ins.,USA tiretimi BS

JP 96316922 | Bio-polymer Reserch | Hikawu,S.,Hiroshi,T.,Takaya | Selilloz olusumunu tesvik edici maddelerin 1996 Kolin, betain ve yag asitleri gibi bilesikler, A.
Co. Ltd., Japonya su,T.,, Yoshinaga,F. eklenmesi ile BS’nin iiretimi xylinum’dan seliiloz iiretimini stimiile eder

JP 07184675 | Bio-polymer Reserch | Matsuoka,M.,Tsuchida,T.,Yo | BS’nin iiretimi 1995 Gidalarda, kosmetikte vb. alanlarda kullanilan

A

Co. Ltd., Japonya

shinaga,F.

BS’nin, Acetobacter strainleri tarafindan,

metionin i¢eren sivi ortamda iiretilmesi
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JP 06206904 | Shin Etsu Chemical | Horii,F., Yamamoto,H. BS’nin iiretimi ve kristal yapisim kontrol etmek 1994 A. xylinum’un kiiltiir ortamina eklenen ksantan
Co. Ltd. Japonya icin metotlar sakiz1 ya da sodyum CM seliiloz eklenmesi ile

olusan seliilozun kristal yapis1

005268274 Cetus Corp.,USA BenBassat,A.,Calhoon,R.D., | Seliiloz sentaz operonunu ekspresyonu igin 1993 A. xylinum’dan BS sentaz1 kodlayan niikleik asit

USA Fear,A.L.,Benziman,M. niikleik asit sekanslar1 ve metotlar sekanslar1 ve genlerin izolasyonu i¢in metotlar

EP 0258038 | Brown,R.M. Brown,R.M. Seliiloz tireten mikroorganizmalar ve 1989 Biiyiik hacimli fermentorlerde seliiloz iiretimi

A3 kiiltiivasyonda seliilaz kullanimi i¢in hiicre inokulumu ve seliilaz etkisi ile A.
xylinum hiicrelerinin, seliillozdan ayrilmasi

UsS Johson &  Johson | Ring,D.F., Mikrobiyal polisakkaritlerin tiretim metotlari 1987 Bakteri hiicrelerinin, S1V1 ortamdan

004655758 products,Inc.,USA Nashed;W.,Dow,T. uzaklastirilmas1 ve seliiloz pelliginin ¢esitli
amagclar i¢in kullanimi

EP 0200409 | Ajinomoto Iguchi,M.,Mitsuhashi,S.,Ichi | Bakteriler tarafindan iiretilen seliillozdan yapilan 1986 BS sekle sokulabilen materyallerin tiretimi igin

A3 Co.Inc.Japonya mura,K.,Watanebe,K.,Yaman | materyallerin karsilagtirilmasi miitkemmel bir bilesimdir

ake,S.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL
3.1.1. Kimyasallar

Glukoz (Carlo-Erba), Fruktoz (Carlo-Erba), Sukroz (Carlo-Erba), Yeast ekstrakt
(Merck), Kazein pepton (Merck), Meat pepton ( Fluka), Na,HPO4.12H,0
(Sigma), Sitrik asit (Merck), Agar-Agar (Merck), CaCO; (Merck), Mannitol
(Riedel), Pepton (Merck), KH,PO, (Riedel), K;HPO4 (Merck), Etanol (Riedel),
Bromcresol green (Riedel), Nutrient agar (Lab M), Nutrient broth (Merck), Et
ekstrakti (Merck), Pepton (Merck), Tripton ( Fluka), KNO; (Kimetsan), Jelatin
(Fluka), Triptoz (Oxoid), NaCl (Riedel), Malt Ekstrakt Agar (Merck), Malt
ekstrakt (Merck), Czapek dox agar (Merck), Siilfanilik asit (Merck), Glasiyal
asetik asit (Riedel), a-Naftol (Merck), Para-dimetil aminobenzaldehit (Riedel), (%
37) Hidroklorik asit (Riedel), Fenol (kat1) (Riedel), (% 30) Hidrojen peroksit
(Riedel), (% 97) H,SO4 (Fluka), Tetrametil-p-fenilen diamin dihidroklorid
(Fluka), Gliserol (Riedel), (% 25) Gluteraldehit (Sigma), NaOH (Merck), Sodyum
asetat (Riedel), Asetik asit (Riedel), Tris-HCI (Fluka), EDTA (Merck), Lizozim
(Sigma), SDS (Fluka), Proteinaz K (Sigma), RNase (Sigma), Agaroz (Sigma),
Tris-Base (Merck), Borik asit (Merck), Isopropil Alkol (Kimetsan), Kloroform
(Merck), n-butanol (Merck), Metanol (Kimetsan), TFA (Merck), DNS (Sigma),
Potasyum sodyum tartarat (Fluka), Avicel seliilloz (Merck), Karboksimetil seliiloz
(Sigma), Kristal violet (Merck), Amonyum oksalat (Merck), Safranin (Carlo-
Erba), Iyot (Merck), Potasyum iyodiir (Riedel), Malasit Yesili (Carlo-Erba),
Sikloheksimid (Riedel), Fenol-red (Merck), Ure (Merck), (NH4),SO4 ( Riedel),
CaCl,.2H,O (Riedel), MgS0O4.7H,0 (Merck), Tween 80 (Fluka), FeSO4.7H,O
(Merck), MnSO,4.7H,0 (Merck), ZnSO4.7H,0 (Merck), CoCl,.6H,0O (Merck)
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3.1.2. Ornekler

Bu arastirmada, bakteri izolasyon materyali olarak ev yapimi sarap, sirke, elma,
liziim, tursu suyu ve bag topragi Ornekleri kullamilmistir. Bu amagla farkli
bolgelerden 3 cesit sarap, 2 cesit sirke, toprak ornekleri ile elma, {iziim sirasi ve
tursu suyu toplanmistir. Bu ornekler izolat elde etme amaciyla kullanilmistir.

Izolatlarin elde edildigi rnekler ve izolat sayisi cizelge 3.1 verilmistir.

Cizelge 3.1 Arastirmada kullanilan 6rnekler ve izolat sayilar

Ornek Adi Kaynak Adi Izolat Sayist
Sarap Cal-Denizli 10
Sarap Geyre-Aydin 42
Sarap Senirkent-Isparta 15
Sirke Senirkent-Isparta 52
Sirke SDU-Isparta 15
Elma Suyu Aydin 14
Uziim Suyu Aydin 14
Tursu Suyu Aydin 15
Bag Topragi Kabalar-Kusadasi 8

Cizelgede belirtildigi gibi 9 adet ornekten 185 izolat elde edilmistir. Toprak
ornekleri tizerinde yapilan inceleme sonunda c¢ogunlukla Bacillus’larin baskin
oldugu goriilmiis ve bu nedenle sonraki ¢alismalarda toprak ornegi ile ¢alisiimaya
son verilmistir. Elde edilen 185 adet izolatin seliiloz iiretme yetenekleri De Wulf
et al. (1996)’ya gore taranmustir. Bu izolatlardan 136 adedi seliiloz iiretme
yoniinden pozitif olmasina ragmen 49 adedi de negatiftir. Calisma icin 136 izolat
arasindan seliiloz iiretim miktart (mg/ml) olarak en fazla olan 31c ve 8a kodlu
izolatlar secilmistir. 136 adet izolat Adnan Menderes Universitesi, Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji laboratuvarinda liyofilize edilerek

saklanmaktadir.
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3.1.3. Kullanilan mikroorganizmalar

Calismamizda ev yapimu sarap ve sirkelerden izole ettigimiz 31c kodlu
Acetobacter pasteurianus HBB 6 ve 8a kodlu Acetobacter lovaniensis HBB 5
bakterileri ile DSMZ Kiiltiir Koleksiyonundan, sahit strain olarak alinan
Gluconacetobacter xylinus DSM 46604, Gluconacetobacter xylinus DSM 2004,
Acetobacter aceti DSM 3508 bakterileri kullanilmaistir.

3.1.4. Bakteriyal seliiloz (ekstrasellular) iiretiminde kullanilan

karbon ve azot kaynaklar:

Bakteriyal seliiloz iiretiminde, kendi izolatlarimiz olan 31c ve 8a kodlu bakteriler
kullanilarak analitik safliktaki karbon ve azot kaynaklari ile optimizasyon

calismasina gidilmistir.

Bakteriyal seliiloz iiretiminde, analitik saflikta karbon kaynagi olarak; glukoz,
fruktoz, sukroz ve etanol, azot kaynaklar1 olarak da yeast ekstrakt, kazein

hidrolizat ve amonyum siilfat kullanilmstir.

3.1.5. Bakteriyal seliilloz iiretiminde enerji kaynagi1 olarak

kullanilan atik maddeler

Bakteriyal seliiloz iiretiminde, enerji kaynagi olarak melas, peynir alt1 suyu, zeytin

karasuyu atik maddeleri ile corn steep liquor kullanilmistir.
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3.1.6. Besiortamlari

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)
Na,HPO,.12H,0 % 0,675

Sitrik asit % 0,115

Agar % 1,5

Distile su 100 ml

pH 6,0 +0,1

Besiortami igerikleri distile suda ¢oziiliip, besiortaminin pH’1 6,0’ya (0,1M HCI)
ayarlanmistir. Besiortami, agar1 ¢cozmek i¢in mikrodalga firinda (Vestel, Turkey)
kaynatilip, otoklavda (Hirayama HA-240 M IV, Japan) 1,1 atmosfer basing
alunda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. Besiortamina,
sterilizasyon sonunda maya inhibisyonu icin 100 ppm sikloheksimid ilave
edilmistir. 50 OC’ye kadar sogutulduktan sonra, steril petrilere dokiilerek, bakteri

izolasyonu icin kullanilmistir.

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

Glukoz % 5
Yeast ekstrakt % 1
CaCOs3 % 3
Agar % 2
Distile su 100 ml
pH 7,5+0,1

Besiortami igerikleri distile suda ¢oziiliip, pH’1 7,5’ya (0,1M HCI) ayarlanmistir.
Besiortam1 icerisindeki agar1 ¢dzmek amaciyla mikrodalga firinda kaynatilip,
otoklavda 1,1 atmosfer basin¢ altinda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize

edilmistir. Besiortamina, sterilizasyon sonunda maya inhibisyonu i¢in 100 ppm
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sikloheksimid ilave edilmistir. 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere

dokiilerek, bu besiortami da bakteri izolasyonu i¢in kullanilmistir.

Besiortamm 3: Mannitol Agar (Du Toit, 2002)

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

Besiortami igerikleri distile suda ¢oziiliip, pH 6,0’ya (0,1M HCI) ayarlanmistir.
Besiortam icerisindeki agar1 ¢cozmek i¢in mikrodalga firinda kaynatilip otoklavda
1,1 atmosfer basing altinda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir.
Besiortamina, sterilizasyon sonunda maya inhibisyonu i¢in 100 ppm
sikloheksimid ilave edilmistir. 50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere

dokiilerek, bakteri izolasyonu icin kullanilmistir.

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)
Na,HPO,4.12H,0 % 0,675

Sitrik asit % 0,115

Distile su 100 ml

pH 6,0+0,1

Besiortami igerikleri distile suda ¢oziiliip, pH’1 6,0’ya (0,1M HCI) ayarlanmistir.
Besiortam1, agar1 ¢ozmek ic¢in mikrodalga firinda kaynatilip, otoklavda 1,1
atmosfer basing altinda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. 50 °C’ye
kadar sogutulduktan sonra, steril petrilere dokiilerek, bakteri izolatlarinin

bakteriyal seliiloz iiretimlerinin arastirilmasinda kullanilmistir.
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Besiortam 5: Y3-3 Medium (modifiye besiortami) (Johnson ve Neogi, 1989)

Glukoz 20 g/l
Yeast extract 10 g/l
Pepton 10 g/l
KH,PO4 4 mM
K,HPO, 6 mM
Distile su 1000 ml
pH 6,0+0,1

Besiortam igerikleri distile suda ¢oziiliip, pH’1 6,0’ya (0,1M HCI) ayarlanmistir.
Besiortami, agan c¢ozmek icin mikrodalga firinda kaynatilip, otoklavda 1,1
atmosfer basing altinda 121 C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. 50 OC’ye
kadar sogutulduktan sonra, steril petrilere dokiilerek, bakteri izolatlarinin

bakteriyal seliiloz iiretimlerinin arastirilmasinda kullanilmistir.

Besiortam 6: Modifiye Besiortanm (Frateur, 1950)

Etanol % 3
CaCOs3 % 2
Yeast Ekstrakt % 2
Agar % 2
Distile su 100 ml
pH 6,0+0,1

Besiortam igerikleri distile suda ¢oziiliip, pH’1 6,0’ya (0,1M HCI) ayarlanmistir.
Besiortami, agart ¢dzmek icin mikrodalga firinda kaynatilip otoklavda 1,1
atmosfer basing altinda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. Etanol,
besiortami sterilize edildikten sonra, ortama ilave edilmistir. Besiortami homojen
olacak sekilde kangtirtlmigtir. 50 0C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere
dokiilmiistiir. Bu besiortami, bakteri izolatlarinin etanolii karbon kaynagi olarak

kullanilabilirligini tespit etmek i¢in kullanilmigtir.
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Besiortanm 7: Bromcresol Green’li Besiortamm (Carr, 1968)

Etanol % 2
Yeast Ekstrakt % 3
Bromcresol green % 0,0022
Agar % 2
Distile su 100 ml
pH 6,0+0,1

Besiortam1 icerikleri, distile suda ¢ozilip, pH1 6,0’ya (0,IM NaOH)
ayarlanmigtir. Besiortami, agar1 ¢6zmek i¢in mikrodalga firinda kaynatilip,
otoklavda 1,1 atmosfer basing altinda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize
edilmistir. Besiortami homojen olacak sekilde karistirilmis ve 50 OC’ye kadar
sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilmiistir. Bu besiortami, asetik asit
bakterilerinden Acetobacter ve Gluconobacter genuslarinin birbirinden ayirt

etmek icin kullanilmistir (Carr, 1968).

Besiortam 8: Karbohidrat Fermentasyon Ortamlari (Tamer ve ark., 1989)
Karbohidrat fermentasyon denemelerinde, kullanilan sukroz, glukoz, laktoz,
fruktoz’ dan 5’er gram almmarak 1L Nutrient broth’a ilave edilmistir. Ortam
durham tiipii iceren test tiiplerine dagitilmis ve otoklavda 1,1 atmosfer basing

altinda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir.

Besiortam 9: Nutrient Agar

Et Ekstrakti 3g
Pepton 5¢
Agar 15¢
Distile su 1000 ml
pH 6,8 +0,1

Besiortami igerikleri, distile suda ¢oziiliip, pH’1 6,8’e (0,1M HCI) ayarlanmistir.

Besiortami, agart ¢ozmek icin mikrodalga firinda kaynatilip otoklavda 1,1
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atmosfer basing altinda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir.
Sterilizasyondan sonra yatik halde dondurulmustur (Tamer ve ark.,1989). Bu
besiortam1  biyokimyasal testlerde kullanilan 24  saatlik kiiltiirlerin

hazirlanmasinda ve kiiltiirel karakteristiklerin saptanmasinda kullanilmistir.

Besiortami 10: Nutrient Broth

Et Ekstrakt 3g
Pepton S5¢g
Distile su 1000 ml
pH 6,8 +0,1

Besiortami igerikleri distile suda ¢oziiliip, pH’1 6,8’e (0,IM HCl) ayarlanmistir.
Besiortami, homojen olacak sekilde kanstirilip otoklavda 1,1 atmosfer basing
altinda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir (Tamer ve ark.,1989). Bu
besiortami, biyokimyasal testlerde kullamlan 24  saatlik kiiltiirlerin

hazirlanmasinda ve kiiltiirel karakteristiklerin saptanmasinda kullanilmistir.

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

Tripton distile suda ¢oziilerek, tiiplere dagitilmis ve otoklavda 1,1 atmosfer basing
altinda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir (Tamer ve ark.,1989). Bu

besiortami1 indol iiretiminin saptanmasinda kullanilmistir.

Besiortami 12: Nitrat Broth

Et Ekstrakti 3g
Pepton 5¢
KNO; 1g
Distile su 1000 ml

pH 7.0+0,1
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Besiortami icerikleri, distile suda ¢oziilerek, tiiplere dagitilmis ve otoklavda 1,1
atmosfer basing altinda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir (Tamer ve

ark.,1989). Bu besiortami nitrat rediiksiyonunun belirlenmesinde kullanilmistir.

Besiortami 13: Nutrient Jelatin

Et Ekstrakt1 3g
Pepton S5¢g
Jelatin 4¢g
Distile su 1000 ml
pH 6,8 +0,1

Besiortam1 icerikleri 50 °C’de coziildiikkten sonra test tiiplerine dagitilmis ve
otoklavda 1,1 atmosfer basing altinda 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize
edilmistir (Tamer ve ark.,1989). Bu besiortami izolatlarin, jelatinaz aktivitelerini

belirlemede kullanilmistir.

Besiortamm 14: Triptoz Fosfat Agar

Triptoz 20g
Glukoz 2g
NaCl 5¢
Na,HPO, 25¢g
Agar 15¢
Distile su 1000 ml
pH 7,3+0,1

Besiortam icerikleri distile suda ¢oziiliip, pH’1 7,3’e (0,1M NaOH) ayarlanmistir.
Besiortami, agar1 ¢ozmek i¢in mikrodalga firinda kaynatilip, otoklavda 1,1
atmosfer basing altinda 121 %C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. Ortam 50
OC’ye kadar sogutulduktan sonra steril petrilere dokiilmiistiir. Bu besiortami

katalaz testinde kullanilmuistir.
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Besiortam 15: Triptoz Fosfat Broth

Triptoz
Glukoz
NaCl
Na,HPO4
Distile su

pH

20g

2g

5g
25¢g
1000 ml
7,3+0,1

Besiortam icerikleri distile suda ¢oziiliip, pH’1 7,3’e (0,1M NaOH) ayarlanmistir.

Besiortam1 otoklavda 1,1 atmosfer basing altinda 121 °%C’de 15 dakika siire ile

sterilize edilmistir. Bu ortam Kkatalaz testinde kullanilmustir.

Besiortam 16: Malt Ekstrakt Agar

Malt ekstrakt
Pepton

Agar

Distile su

pH

30¢g
5g
15¢g
1000 ml
54+0,1

Besiortami icerikleri distile suda ¢oziiliip, pH’1 5,4’e (0,1M HCI) ayarlanmistir.

Besiortami otoklavda 1,1 atmosfer basing altinda 121 °%C’de 15 dakika siire ile

sterilize edilmistir. Bu besiortam1 funguslarin gelisimi i¢in kullanilmistir.

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

Yeast ekstrakt
Pepton
Glukoz

Agar

Distile su

pH

% 1
% 2
% 2
% 2
100 ml
55+0,1
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Besiortami icerikleri distile suda ¢oziiliip, pH’1 5,5’e (0,1M HCI) ayarlanmistir.
Besiortami otoklavda 1,1 atmosfer basing altinda 121 °%C’de 15 dakika siire ile

sterilize edilmistir. Bu besiortam1 funguslarin gelisimi i¢in kullanilmistir.

Besiortanm 17: Mandels ve Weber Besiortam (Mandels ve Weber, 1969)

Ure 0,3 g/LL
(NH4)>2S04 1,4 g/l
KH,PO4 2,0 g/lL
CaCl,.2H,0 0,4 g/L
MgS0,4.7H,0 0,3 g/L
Pepton 0,75 g/L
Yeast ekstrakt 0,25 g/L
Tween 80 0,2 g/L.
Mikrokristal seliiloz 2,0 g/L
FeS0O4.7H,0 5,0mg/L
MnS0O,.7H,0 1,6 mg/LL
ZnS0,4.7H,0 1,4 mg/LL
CoCl,.6H,O 2,0 mg/L
pH 55+0,1

Besiortami icerikleri distile suda ¢oziiliip, pH’1 5,5’e (0,1M HCI) ayarlanmistir.
Besiortami otoklavda 1,1 atmosfer basing altinda 121 °%C’de 15 dakika siire ile
sterilize edilmistir. Bu besiortami, funguslardan seliilaz enzimi elde etmede

fermentasyon ortami olarak kullanilmistir.

3.1.7. Cozeltiler ve Boyalar

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

Distile su 1000 ml

85 g NaCl, 1000 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanir. Bakteri izolasyonu sirasinda

seyreltme s1vis1 olarak kullanilmistir.
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Cozelti 2: Siilfanilik Asit Cozeltisi

Siilfanilik Asit 8¢g
Glasiyal Asetik Asit 294 ml
Distile su 706 ml

294 ml glasiyal asetik asit, 706 ml distile su karstirilir ve tizerine 8 g siilfanilik

asit ilave edilerek, iyice calkalanir. Nitrat indirgenmesi testinde kullanilir.
Cozelti 3: a-Naftol Cozeltisi
a-Naftol S5¢

Etanol (% 95) 100 ml

5 g a-Naftol, 100 ml etanolde ¢oziilerek hazirlanir. Nitrat indirgenmesi ve Voges-

Proskauer testinde kullanilir.

Cozelti 4: Kovaks Ayiraci

Para-Dimetil Aminobenzaldehit S5¢g
Amil veya Biitil Alkol 75 ml
Hidroklorik asit (% 37) 25 ml

Para-dimetil aminobenzaldehit alkolde ¢oziiliir. Cozelti, su banyosunda hafifce
sitilir. Biitiin igerikler ¢oziildiikten sonra HCI dikkatlice ilave edilir ve karistirilir

(Tamer ve ark.,1989). Indol testi icin kullanilir.

Cozelti 5: % 5’lik Fenol Cozeltisi
Fenol (kati) S5¢g
Distile su 100 ml

Fenol, distile suda c¢oziilir. Toplam seker tayini igin, fenol-siilfiirik asit

metodunda kullanilir.
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Cozelti 6: % 3’liik H>O; (% 30)
Hidrojen peroksit 10 ml
Distile su 90 ml

(% 30) Hidrojen peroksitten 10 ml alinarak distile su ile 100 mI’ye tamamlanir.

Katalaz testi icin kullanir.

Cozelti 7: % 97’lik H,SO4

% 97’lik siilfiirik asit, fenol-siilfiirik asit metodunda kullanilmistir.

Cozelti 8: % 1’lik Tetrametil-p-Fenilen Diamin Dihidroklorid Cozeltisi
Tetrametil-p-fenilen diamin dihidroklorid lg

Distile su 100 ml

1 g Tetrametil-p-fenilen diamin dihidroklorid, 10 ml distile su i¢inde coziilerek

hazirlanir (Tamer ve ark.,1989). Oksidaz testinde kullanilmustir.

Cozelti 9: 10-100pg/ml’lik Glukoz Standart Cozeltileri
10,20,30,40,50,60,70,80,90,100 ug/ml’'lik glukoz c¢ozeltileri hazirlanmistir.
Toplam seker tayini icgin, fenol-siilfiirik asit metodunda, standart egrinin

cikarilmasinda kullanilmistir.

Cozelti 10: % 15’lik Gliserol
Gliserol 15 ml
Distile su 75 ml

Izolatlarin saklanmasinda kullanilmistir.

Cozelti 11: % 2 (w/v)’lik Gluteraldehit Cozeltisi
0,8 ml % 25’lik gluteraldehite, 9,2 ml S0mM potasyum fosfat tamponu ilave
edilerek, 10ml c¢o6zelti hazirlanmistir.  Bakteri  hiicrelerinin  SEM’de

goriintiilenmesi i¢in, fiksasyon amaciyla kullanilmistir.
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Cozelti 12: Potasyum Fosfat Tamponu (50 mM, pH 6,5)
A. Potasyum fosfat ¢cozeltisi (50 mM)

Potasyum fosfat (KH,PO,) 0,68 g

Distile su 100 ml

B. NaOH ¢ozeltisi (50 mM)
Sodyum hidroksit 02¢g
Distile su 100 ml

50 ml A ve 13,9 ml B ¢ozeltisinden alinarak kanstirilmistir. pH 6,5’a ayarlanip,
distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Bakteri hiicrelerinin SEM’de

goriintiilenmesi i¢in, fiksasyon amaciyla kullanilmistir.

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

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

Asetik asit 0,3 ml

Distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.
70 ml A ve 30 ml B ¢ozeltisinden alinarak, kanstirilmistir. pH 5’e ayarlanmistir.
Seliilozun enzimatik hidrolizinde ve TLC’de standart ¢6zeltinin hazirlanmasinda

kullanilmuastir.

Cozelti 14: Liziz Tamponu (pH 8,0)
A. Tris-HCI (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 ¢ozeltisi (50 mM)
Glukoz 0,99 ¢
Distile su 100 ml

Once Tris-HCI sonra EDTA ¢éziiliir ve iizerine glukoz ilave edilip, son hacim 100
ml olacak sekilde distile suda ¢oziiliir. pH 8,0’e (0,1M NaOH) ayarlanir. Bakteri

hiicrelerinden DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir.

Cozelti 15: Lizozim Cozeltisi (20 mg/ml)
Lizozim 0,1g

Distile su Sml

Buz icinde hazirlanmistir. Bakteri hiicrelerinden DNA izolasyonu igin

kullanilmuastir.

Cozelti 16: % 20 SDS (Sodyum dodesil siilfat)
SDS 2¢g
Distile su 10 ml

Coziinmesi zor oldugu icin magnetik karistiric1 kullanilarak ¢éziinmesi saglanir.

Bakteri hiicrelerinden DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir.

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

Distile su 1 ml

Buz icinde hazirlanmistir. Bakteri hiicrelerinden DNA izolasyonu igin

kullanilmuastir.
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Cozelti 18: RNase Cozeltisi (20 pg/ml)
RNase 0,02 ¢

Distile su 1 ml

0,02 g RNase, 1 ml distile suda coziilerek, buz i¢inde hazirlanmistir. Bakteri

hiicrelerinden DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir.

Cozelti 19: % 0,5 Agaroz Jel Cozeltisi

Agaroz 0,5¢g

Distile su 100 ml

0,5 g agaroz, 100 ml distile suda coziilerek, hazirlanmistir. Bakteri DNA’larinin

agaroz jel elektroforezinde incelenmesinde kullanilmistir.

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

Tris-Base 54 g
Borik asit 275¢g
EDTA.2H,0 (0,5 M, pH: 8) 20 ml
Distile su 1000 ml

Agaroz jelin hazirlanmasinda kullamlmistir. Hacim distile su ile 1000 ml’ye

tamamlanarak otoklavlanir.

Cozelti 21: Sodyum Asetat (C;H3NaQO,.3H;) (3M, pH 3,5) Cozeltisi
Sodyum asetat 0,20 g
Distile su 100 ml

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

Distile su 92,7 ml

Bakteri hiicrelerinden DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir.
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Cozelti 23: Isopropil Alkol

Bakteri hiicrelerinden DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir.

Cozelti 24: Fenol-Kloroform Cozeltisi
1/1 oraminda hazirlanmigtir. Bakteri hiicrelerinden DNA izolasyonu igin

kullanilmuastir.

Cozelti 25: TLC (Ince Tabaka Kromatografisi) Standartlari
50 mM sodyum asetat tamponunda (pH 5,0) glukoz, sellobioz, sellotrioz
karbohidratlarin1 iceren % 0,1’lik standart hazirlanmistir. Hidrolize edilen

seliilozun, monosakkarit iceriginin belirlenmesinde kullanilmistir.

Cozelti 26: % 50-% 100 Etil Alkol Serileri
% 50-60-70-80-90-100’e kadar olan etil alkol serileri hazirlanmistir. Bakteri

hiicrelerinin SEM’de goriintiilenmesi i¢in, fiksasyon amaciyla kullanilmistir

Cozelti 27: n-butanol:etanol:su (5:3:2)
Ince tabaka kromatografisinde kullanilmak iizere hazirlanmistir. Hidrolize edilen
selillozun TLC’de, monosakkarit iceriginin belirlenmesinde, mobil faz olarak

kullanilmuastir.

Cozelti 28: % 0,2 Orsinol Boyasi
Siilfiirik asit-metanol (1:9) oraninda 100 ml karisim hazirlanmistir. Bu karisim 0,2
g orsinol {izerine eklenmistir. Hidrolize edilen seliillozun TLC’de, monosakkarit

iceriginin belirlenmesinde, boya maddesi olarak kullanilmistir.

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

15,4 ml TFA iizerine 84,6 ml distile su eklenerek hazirlanmistir. Seliillozun

hidrolizi i¢in kullanmilmstir.



Cozelti 30: Sodyum Hidroksit Cozeltisi (4 N)
NaOH 16 g
Distile su 100 ml

16 g NaOH, 100 ml distile suda ¢6ziilerek hazirlanmistir.

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

DNS 0,5¢g
Potasyum Sodyum Tartarat 15¢
NaOH (4 N) 5ml
Distile su 50 ml

71

0,5 g DNS bagetle iyice ezildikten sonra 5 ml distile su ile karistirilir. 50 °C’deki

su banyosuna arada bir daldirip ¢ikararak ve vorteksleyerek DNS’nin tamamen

¢oziinmesi saglamir. Uzerine 5 ml NaOH ilave edilir. Su banyosuna tekrar daldirip

cikarma ile karistmin homojen bir sekilde c¢oziinmesi saglanir. Coziinme islemi

tamamlandiktan sonra yavas yavas 15 g potasyum sodyum tartarat eklenir ve

vorteksleyerek  coziinme iglemi  gerceklestirilir.

spektrofotometrik olarak belirlenmesinde kullanilmistir.

Cozelti 32: % 1’lik Avicel Seliiloz Cozeltisi
Avicel seliiloz lg

Distile su 100 ml
Enzimatik denemelerde substrat olarak kullanilmistir.
Cozelti 33: % 1’lik CMC (Karboksimetil Seliiloz)
CMC lg

Distile su 100 ml

Enzimatik denemelerde substrat olarak kullanilmaistir.

Seliilaz  aktivitesinin
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Cozelti 34: % 1’lik Bakteriyal Seliiloz
Bakteriyal seliiloz lg
Distile su 100 ml

Enzimatik denemelerde substrat olarak kullanilmistir.

Cozelti 35: % 4’liikk NaOH Cozeltisi
NaOH 4¢g
Distile su 100 ml

4 g NaOH, 100 ml distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir. Bakteriyal seliilozun
saflagtirllmasinda kullanilmastir.

Cozelti 36: % 6’hk Asetik Asit Cozeltisi

Asetik asit 6 ml

Distile su 94 ml

Bakteriyal seliilozun saflastirilmasinda kullanilmistir.

Cozelti 37: Gram’in Kristal Violet Boyasi

Kristal Violet 2g

% 95’lik Etil Alkol 20 ml
Amonyum Oksalat 0,8 ¢g
Distile su 80 ml

20 ml etanolde 2 g kristal violet ¢oziiliir. 80 ml distile suda da 0,8 g amonyum
oksalat ¢oziiliir ve bu ¢ozelti alkolde ¢oziilmiis olan kristal violete’ e ilave edilir
(Tamer ve ark.,1989). Bakteri hiicrelerinin, hiicre duvari yapisini belirlemek i¢in,

Gram boyamada kullanilmistir.
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Cozelti 38: Gram’in Safranin Boyasi

Safranin 025¢g
% 96’11k Etanol 10 ml
Distile su 100 ml

Safranin etanolde coziiliir, distile su ilave edilerek iyice karistirilir ve sonra filtre
kagidindan siiziiliir (Tamer ve ark.,1989). Bakteri hiicrelerinin hiicre duvari

yapisini belirlemek i¢in, Gram boyamada kullanmilmistir.

Cozelti 39: Gram Iyodiir (Lugol) Cozeltisi

fyot (I) lg
Potasyum iyodiir (KI) 2g
Distile su 1000 ml

Iyot ve KI havanda iyice karistirilarak toz haline getirilir. Uzerine yavas yavas su
ilave edilerek, iyice kanstulir (Tamer ve ark.,1989). Bakteri hiicrelerinin hiicre

duvart yapisini belirlemek icin, Gram boyamada kullanilmastir.

Cozelti 40: % 5’lik Malasit Yesili Boya Cozeltisi
Malasit Yesili 5¢g
Distile su 100 ml

Boya, distile su icinde coziilerek hazirlanmistir (Tamer ve ark.,1989). Endospor

boyamada kullanilmistir.
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3.2. YONTEM

3.2.1. Asetik asit bakterilerinin izolasyonu

Izolasyon kaynag1 olarak kullandigimiz ev yapinu sarap, sirke ile iiziim ve tursu
suyundan aseptik kosullar altinda 10’ar ml alinarak, erlenlerde hazirlanan 90 ml
HS Broth igerisine inokule edilmistir. Hazirlanan besiortami icerisine, mayalar ve
kiifleri inhibe edici 100 ppm sikloheksimid ilave edilmistir. Durgun kosullarda
30°C’de  3-5 giin inkiibe edilmistir (Selecta, Spain). Inkiibasyon sonunda,
besiortami yiizeyinde pellik olusumu gézlenmistir. Pellik, aseptik kosullara uygun
olarak steril % 0,85 NaCl (FTS) solusyonu i¢ine alinmig ve pelligin, ¢ozelti i¢inde
tamamen parcalanmasi saglanmistir. Pellik, tamamen parcalandiktan sonra steril
FTS solusyonu ile 107’ kadar seyreltilmistir. Daha sonra “yayma plaka
yontemine” gore, her bir seyreltmeden 0,1 ml izolasyon i¢in hazirlanan HS Agar,
GYC Agar ve Mannitol Agar iizerine dokiilerek steril bir L-baget yardimiyla
homojen olarak dagilmasi saglanmis ve 30 °C’de 3-7 giin inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda petrilerde gelisen kiigiik, bej, beyaz renkte, yiiksek ya
da konveks ve kompakt olan koloniler secilmis ve bunlarin safligi kontrol
edilmistir. Elde edilen saf kolonilerin hepsi yatik olarak GYC Agarl tiiplere
cekilip, stok kiiltiirler +4 °C’de muhafaza edilmistir (Vestel, Turkey). Ayrica aym
izolatlar %15’lik gliserol icine alinip, -20 °C’de saklanmustir (Vestel, Turkey).

3.2.2. Bakteriyal seliiloz iireten bakterilerin secilmesi

Yatik GYC Agar’daki izolatlar, HS Broth’lu tiiplerde 30 C’de 48-72 saat aktive
edilmistir. Aktiflesen kiiltiirler, spektrofotometrede (Shimadzu UV-1601) 670
nm’de OD 0,03’e esitlenmistir (Johnson ve Neogi,1989). Ayrica OD 0,03’e
esitlenen kiiltiirlere, damlatma kiiltiir yontemi uygulanarak, sayim islemi
yapilmigtir. 250 ml lik erlenlerde hazirlanan 100 ml HS besiortamina, aktiflesen
kiiltiirlerden 1 ml inokiile edilip, durgun kosullarda 30 °C de 10 giin inkiibasyona
birakilmistir. Besiortaminin iist kisminda pellik olusumunun olup olmadigi

gozlenmistir.
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3.2.3. izolatlarin Tamlanmasi

3.2.3.1. Morfolojik ozellikler

Gram boyama

Izolatlarmn, geper kalinliklarinin belirlenmesi icin Gram boyamalar1 yapilmistir.
Yatik olarak hazirlanmis GYC agarda, gelistirilmis 24 saatlik genc kiiltiirden, lam
iizerine distile su ile yayilarak preparat hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar
havada kurutularak, bek alevinde 3 kez fikse edilmistir. Preparat Gram’in kristal
viyole boyasi ile 1 dakika boyanmis ve distile su ile yikanmistir. Daha sonra
preparat iyot ¢ozeltisi ile 1 dakika boyanmistir ve tekrar distile su ile yikanip fazla
boya akitilmistir. Preparat % 96’lik etil alkol ile 6-15 saniye muamele edilmistir.
Siire sonunda distile su ile yikanmip, Gram’in safranin boyasi ile 30 saniye
boyanmistir. Distile su ile yikanip havada kurutulduktan sonra preparatlar,
100x’lik immersiyon objektifinde (Olympus Cover-015, Japan) incelenmistir

(Tamer ve ark., 1989).

Endospor boyama

Izolatlarin endospor olusturup olusturmadiklarim belirlemek amaciyla kiiltiirler
yatik GYC agarda 48-72 saat gelistirilmistir. Kiiltiirler, lam {izerine yayildiktan ve
havada kurutulduktan sonra alevden gegirilerek 3 kez fikse edilmistir. Daha sonra
sicak su buhar iizerine alinan lam iizerine malasit yesili ilave edilip, 5 dakika
beklenmistir ve distile su ile yikanmistir. Preparatlara safranin boyasi ilave
edilmis ve 30-60 saniye sonra distile su ile yikanmistir. Preparat havada
kurutulduktan sonra mikroskop altinda 100x’lik immersiyon objektifinde
incelenmistir. Pembe olarak boyanan kisimlar hiicrenin vejetatif kismi, yesil

renkli goriinenler ise endosporlardir (Oner, 1984).

Yari-kat1 hareketlilik testi

[zolatlarin hareketli olup olmadiklarmin anlasilmast icin yari-kat1 hareketlilik testi
yapilmistir. Bu amagcla tiiplerde dik olarak dondurulmus olan yan kati HS
besiortamina, 24 saatlik bakteri kiiltiirtinden, igne 6ze ile dik olarak ekim yapilmis

ve bakteri gelisimi incelenmistir (Oner, 1984).
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3.2.3.2. Kiiltiirel ozellikler

Izolatlar, GYC agara ekilerek ve 30 °C’de 72 saatlik inkiibasyondan sonra,

koloniler morfoloji, renk ve koku bakimindan incelenmistir.

3.2.3.3. Biyokimyasal ozellikler

Tiir tanilamada Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (1984) ve Swings
(1992) kriterleri esas alinmis ve tamilamada kullanilan testler buna goére

yapilmistir.

indol iiretimi

Indol, triptofan aminoasidinin triptofanaz enzimi ile par¢alanmasi sonucu olusan
bir maddedir. Izolatlarin triptofanaz enzimine sahip olup olmadiklarini belirlemek
amaciyla indol testi yapilmistir. 30 °C’de 24 saat GYC agarda gelistirilen
kiiltiirlerden, Tripton broth’lu ortama inokule edilmistir. Bu tiipler 30 °C’de 48
saat inkiibe edildikten sonra her tiipe 1ml kloroform ilave edilmis ve tiipler iyice
calkalandiktan sonra her tiipe birka¢ damla kovaks cozeltisi damlatilmistir.
Sonugta tiiplerin {izerinde olusan kirmizi renk indol iiretimi i¢in pozitif sonug

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

Karbohidrat fermentasyonu

Fermentasyon denemelerinde karbon kaynaklari olarak D(+) glukoz, fruktoz,
laktoz kullanilmistir. Bu karbohidratlan iceren ve indikator olarak fenol red
bulunan sivi besiortamina ekim yapilmis ve 30 °C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda besiortaminin renginin sartya donmesi
ile beraber durham tiiplerindeki gaz olusumu karbon kaynaklarinin fermentasyonu

i¢in pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989).
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Oksidaz testi

Bir parca filtre kagidi, taze olarak hazirlanan % 1’lik Tetrametil-p-fenilen diamin
dihidroklorid ¢6zeltisinin birka¢g damlasi ile 1slatilmistir. Nutrient agarda 24 saatte
gelistirilen kiiltirden, platin bir 6ze ile alinmis ve filtre kagidinin iizerine
yayillmistir. 10 saniye igerisinde mavi-menekse bir renk olugmasi test icin pozitif

bir sonug olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989).

Nitrat rediiksiyonu

Yatik Nutrient agarda 24 saat gelistirilen kiiltiirden Nitrat broth’lara 6ze ile
inokiilasyon yapilmistir ve bir tiip de kontrol olarak inokiile edilmeden
birakilmistir. Tiipler 30 °C’de 4-6 giin inkiibe edilmistir ve ikinci giinden itibaren
temiz test tiiplerine steril pipetler ile kiiltiirlerden 1’er ml aktarilmistir. Bunlarin
iizerine 3 damla siilfanilik asit ¢ozeltisi ve 2 damla a-naftol ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Eger ortamda nitrit mevcutsa nitrit ile bu iki ¢ozelti karisimi
pembemsi-kirmiz1 renkli bir bilesik olusturacagindan bu rengin olusumu nitrat

rediiksiyonu icin pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989).

Jelatin hidrolizi

Nutrient jelatin iceren tiiplere, Nutrient agar’daki 24 saatlik kiiltiirlerden igne 6ze
ile dik ekim yapilmistir (Tamer ve ark.,, 1989). Inkiibasyondan sonra
besiortaminda biiylimenin oldugu yerlerdeki sivilasma pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989).

Katalaz testi

Yatik Nutrient agar’da 30 °C’de 72 saat gelistirilmis olan kiiltiirlerin iizerine %
3’lik 1ml hidrojen peroksit (% 30) cozeltisi damlatilarak gaz habbeciklerinin
cikip ¢cikmadigina bakilmistir. Gaz habbeciklerinin ¢ikmasi pozitif sonug olarak
kabul edilmistir (Tamer ve ark., 1989).
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3.2.4. izolatlarin Biiyiime Egrisinin Cikarilmasi

HS broth’da 24 saat 30 °C’de gelistirilmis olan kiiltiirlerden 100’er ml HS ortami
iceren 500 ml’lik erlenlere 1’er ml inokiile edilmistir. 30 °C’de 150 rpm
(devir/dakika)’de ¢alkalamali su banyosunda (Memmert, Germany) inkiibasyon
baslangicindan itibaren, her 30 dakikada bir ornek alinarak spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1601, Japan) 660nm (ODgg) dalga boyunda kor drnege (steril HS
ortam) karsilik absorbans degerleri Olciilmiistiir (Gerhardt et al., 1981, 1994;
Tamer ve ark., 1989).

3.2.5. Hiicre Kuru Agirhginin Belirlenmesi

Hiicre kuru agirhigm saptamak amaciyla fermentasyon sonucu fermentasyon
stvist +4 °C’de 4000 xg’de 10 dk santrifiij edilmis (Hettich Universal 32 R,
Germany), siipernatant uzaklastirildiktan sonra dipteki kisim (pellet), darasi
Olciilmiis bir kaba alinmistir. Daha sonra pellet, 80 °C’de bir gece kurutulmus
(Selecta, Spain) ve miktar, hassas terazide (Scaltec SBA 31, Germany) yapilan
Olciim ile belirlenmistir (Gerhardt et al., 1981; Tamer ve ark., 1989).

3.2.6. Bakteriyal Seliilozun Saflastirilmasi ve Kuru Agirhgnin

Belirlenmesi

Fermentasyon tamamlandiktan sonra sivinin yiizeyinde olusan pellik toplanir ve
2993 xg’de (Heraeus Sepatech Labofuge 200, Germany) 15 dakika santrifiij edilir.
Siipernatant atilir, pellet distile su ile yikanir. Once 80 °C’de 1 saat % 4’liikk NaOH
ile muamele edilir daha sonra % 6’lik asetik asit ile yikanir. Distile su ile tekrar
yikanir. 105 °C’de (Selecta, Spain) kurutulur ve hassas terazide tartilir (Ishihara et

al., 2002).
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3.2.7. Bakterilerdeki Spesifik Seliiloz Verim Katsayisimin

Saptanmasi

Spesifik iiriin verimi katsayisi, Gerhardt ve Drew (1994)’lin belirttigi formiile

gore hesaplanmistir (Gerhardt et al.,1994).

Bakteriyal selillozun kuru agirhik
miktar1 (mg)

Spesifik iiriin verimi katsayis1 (Yp/x)=

Hiicre kuru agirlik miktar1 (mg)

3.2.8. Toplam Seker Analizi

Toplam seker analizi i¢in fenol-siilfiirik asit metodu kullanilmistir (Dubois et
al.,1956; Kim et al.,1994). Kurutulmus olan polisakkarit 5 ml konsantre H,SO4 (%
97) iginde c¢oziilmiistir. Coziilen polisakkaritten, belirli oranlarda seyreltme
yapilmistir. Iml seyreltilmis 6rnek iizerine 1ml % 5’lik fenol ¢ozeltisi eklenip
karistirilmistir. Karisima hizli bir sekilde 5 ml konsantre H,SO,4 eklenerek 10
dakika bekletilip calkalanmis ve 25 - 30 °C’lik su banyosunda (Memmert/P
Selecta, Germany) 10-20 dakika tutulmustur. Bu ¢6zeltinin, spektrofotometrede
(Shimadzu UV-1601, Japan) 470 nm’de absorbansi Olciilmiistir (Dubois et
al.,1956; Kim et al.,1994).

Glukoz standarti icin, D(+) Glukoz stok ¢ozeltisinden, 10-100 pg/ml glukoz
icerecek sekilde cozeltiler hazirlanmistir. Toplam seker analizinde yapilan
islemler, her bir glukoz cozeltisi i¢in yapilarak standart egri cikarilmistir. Bu
standart egriden yararlanilarak fermentasyon kiiltiirlerinden ekstrakte edilen

polisakkaritlerin toplam seker miktar1 saptanmaistir.
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3.2.9. Farklh Parametrelerin Hiicre Kuru Agirhg ve Bakteriyal

Seliiloz Uretimi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Bakteriyal seliiloz iiretiminde temel ortam olarak kullanilan HS besiortaminin
karbon ve azot kaynaklar1 degistirilerek optimizasyonu yapilmistir. Karbon
kaynagi olarak; fruktoz, sukroz, etanol ve glukoz, azot kaynagi olarak da yeast
ekstrakt, kazein hidrolizati ve amonyum siilfat kullanilmistir. Yeni izolatlarimizin
farkli pH ve inkiibasyon siirelerindeki bakteriyal seliiloz iiretim verimleri
arastirilmistir. Ayrica DSMZ Kiiltiir Koleksiyonundan alinan Gluconacetobacter
xylinus DSM 46604, Gluconacetobacter xylinus DSM 2004, Acetobacter aceti
DSM 3508 bakteri strainlari ile kendi izolatimiz olan Acetobacter pasteurianus
HBB6 (31c) ve Acetobacter lovaniensis HBBS5 (8a) strainlerinin HS ortaminda,
melas, peynir altisuyu, zeytinkarasuyu ve CSL (corn steep liquor) icerikli

besiortamindeki seliiloz iiretim verimleri arastirilmistir.

3.2.10. Bakteriyal Seliiloz Uretiminde Kullamlan Atik Maddeler
ve Uygulanan On islem

3.2.10.1. Melas

Calismamizda karbon kaynagi olarak seker sanayisinin bir ati§1 veya yan iiriinii
olan “melas” kullanilmistir. Melas igerdigi bazi1 kollodial bilesikler ve agir
metallerden dolay1 (Cu, Fe, Pb vb.) denemede kullanilmadan ©nce 6n islemden
gecirilmistir (Karaboz, 1986). Bunun i¢in; 170 g melas 300 ml saf su icinde
kangtirilarak iizerine 50 ml saf suda ¢oziinen 0,30 g potasyum ferri siyanat
cozeltisi ilave edilir. Tiim ¢ozelti saf su ile 500 ml’ye tamamlanip, 5 g diatome
topragi ilave edilerek iyice karigtirilir. Bir gece +4 °C de tutulan melas cozeltisi,
bu siire sonunda filtre kdgidindan (Whatman no 398) gecirilerek siiziiliir. Boylece
istenmeyen bilesiklerden arindirilmis ve oldukga berrak bir melas c¢ozeltisi elde
edilir. Elde edilen bu melas c¢ozeltisinin toplam seker (sakkaroz) igerigi
polarimetrik olarak sakkarimetre ile (Atago, No 121186, Japan) ile hesaplanarak
9% 22 olarak bulunmustur. Bu c¢ozelti, ortam hazirlanirken saf su ile istenen

konsantrasyonda seker verecek sekilde seyreltilmistir.
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Melas’in Bilesimi
1992-1993 doénemine ait Usak Seker Fabrikasi 'nin pancar melas1 analiz

degerleri (% g)

Kuru madde 86,14

Polar Seker 52,15

Safiyet 60,54

Rafinoz 1,0

Invert Seker 0,596

Hacmen hava 10,7

Seker / su 2,04

pH 8,2

Havali yogunluk 1,371 g/santimetre kiip

3.2.10.2. Peynir alt1 suyu (PAS)

Calismamizda kullandigimiz peyniralti suyu, Aydin Omiir Siit ve Siit Uriinleri
[sletmesin’den temin edilmistir. Peynir alt1 suyu peynir yapimi sonunda arta kalan
yesilimsi sar1 renkte bir sividir. Peynir yapimi sirasinda her kg peynir igin
ortalama 9 kg peynir alt1 suyu olusmaktadir (Oura, 1982). Peynir alt1 suyu siit
isletmelerinin en 6nemli atigidir. Peynir alti suyu icerik bakimindan oldukga
zengin bir maddedir. isletmeden alinan peynir alti suyu 121 °C’de 15 dak siireyle
sterilize edildikten sonra denature olan protein parcalari filtrasyon islemi ile

ayrilmistir.

Peynir alt1 suyunun bilesimi (Topal, 1982).

Seker (Laktoz) % 5

Tuz % 1,5

Total karbohidrat % 5

Protein % 0,85

Yag % 0,3

Kiil % 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

Zeytinyag isletmelerinde isleme tekniklerine gore zeytinlerin sikilmasi sonucu
zeytinyag ile birlikte iki 6nemli yan iiriin; prina ve zeytin karasuyu (ZK) ortaya
cikmaktadir. 1L zeytinyag1 basina ortalama 2 kg prina ve 2.5 L zeytin karasuyu
atik olarak elde edilmektedir. Koyu kahverengi, ekstrakte edilmemis yag, pektik
maddeler, ksilan vb. polisakkaritlerin yami sira polifenolleri de iceren asidik,
yiiksek kimyasal oksijen ihtiyact olan karasu hicbir isleme tabi tutulmadan
cevreye verilmesi sebebi ile ciddi boyutlarda cevre kirliligine yol a¢gmaktadir

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

Zeytin Karasuyunun Bilesimi: (Ocal et al., 1977)

Seker % 0,98

Protein % 0,77

Yag % 0,4

Kuru madde % 6,2

Kiil % 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 gore sekans analizi

3.2.11.1. Bakterilerden DNA ekstraksiyonun hazirlanmasi

9.
10
11

12.

13.
14.

15.

(Temizkan ve ark., 2004; Winfrey et al., 1997)

. Izolatlar, GYC agara tek koloni diisecek sekilde inokule edilmis ve 30 °C’de 3

giin boyunca inkiibe edilmistir (Selecta, Spain).

. Icerisinde 10 ml HS Broth (pH 6,0) bulunan 250 ml’lik erlenlere bakteri

kiiltiirleri inokule edilip, calkalamali su banyosunda (Memmert, Germany)

150 rpm’de 30 °C’de 1 gece inkiibasyona birakilmistir.

. Inkiibasyon sonunda kiiltiir sivisi, steril eppendorf tiiplerine aktarilarak, +4

°C’de 4000 xg’de (Hettich Universal 32 R, Germany) 10 dk santrifiij

edilmistir.

. Siipernatant kisim atilarak, pellet iizerine liziz buffer (50 mM Tris-HCI, 2 mM

EDTA, 50 mM Glukoz, pH 8,0) eklenmis ve +4 °C>de 13000 rpm (Hettich
Universal 32 R, Germany) 5 dk santrifiij edilmistir.

. Pellet, % 0,02 lizozim ve 10 ml liziz tamponu ile siispanse edilerek, 37 °C’de

30 dk inkiibe edilmistir.

.5 pl RNase A (20 pg/ml’lik ¢ozeltiden) ve SDS Sul (% 20’lik ¢ozeltiden)

eklenmis ve 37 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir.

. 6,25 ul Proteinaz K (20 mg/mI’lik ¢ozeltiden) eklenmis ve 50 °C’de 1saat

inkiibe edilmistir.

. Fenol-kloroform (v/v) eklenip karistirllmis ve +4 °C’de 13000 rpm (Hettich

Universal 32 R, Germany) 5 dk santrifiij edilmistir.
Na-asetat (1/10 v/v, 3 M, pH 3,5) eklenmis ve karigtirilmistir.
. Isopropanol (v/v) eklenmis ve karistirilmistir.
.-20 °C’de 30 dk bekletilmistir.
+4 °C’de 15000 rpm (Hettich Universal 32 R, Germany) 20 dk santrifiij edilip,
siipernatant atilmigtir.
% 70’1k alkolde yikama yapilmistir.
+4 °C’de 15000 rpm (Hettich Universal 32 R, Germany) 20 dk santrifiij
edilmis ve siipernatant atilmistir.

50 °C’de alkoliin ugmasi saglanmustir.
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16. Pellet (DNA) tizerine 50 ul steril distile su eklenerek pelletin, ¢oziilmesi
saglanmustir.

17. Ornek, agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmek iizere +4 °C’de saklanmustir.

3.2.11.2. DNA’min agaroz jel elektroforezi

% 1 konsantrasyonda 0,5 X TBE tamponu ile hazirlanan agaroz jel iizerindeki
kuyucuklara, ayrimi yapilacak olan DNA 6Ornekleri konulmus ve ayrim
tamamlanincaya kadar elektrik akimi (100 volt) uygulanmigtir. DNA’nin
yiriitiilme islemi tamamlandiktan sonra DNA’nin goriiniir hale getirilmesi i¢in jel,
0.5 pg/ml etidyum bromiir iceren elektroforez tamponu ic¢inde 5-10 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir. DNA bantlar ultraviyole 11k kaynagi altinda VILBER
LOURMAT (MARNE LA VALLEE Fransa) markali goriintiileme cihazi ile
goriintiilenmistir (Temizkan ve ark., 2004, Winfrey et al., 1997).

3.2.11.3. DNA Baz Dizisinin Belirlenmesi

16S rRNA amplifikasyonu i¢in kullanilan primerler soyledir:

341f 3415#8211; 357 CCTACGGGAGGCAGCAG

926r 907 6#8211; 926 CCGTCAATTC (A/C) TTTGAGTTT

3.2.12. izolatlarm SEM (Taramah Elektron Mikroskop)’de

Goriintiillenmesi

Bakteri kiiltiirleri HS broth’da aktiflestirilip, + 4 °C’de 9000 x g’de (Hettich
Universal 32 R, Germany) 10 dak. santrifiij edilmistir. Stipernatant atilip, pellet 50
mM potasyum fosfat tamponu (pH 6,5) icinde yikanmistir. Ayn1 tampon (pH 6,5)
ile hazirlanan % 2 gluteraldehit ile fikse edilmistir. Hiicre pelletleri, % 50 - % 100
etanol serisi i¢inde yikanmistir (Moonmangmee et al., 2002). Fiksasyon ve
dehidrasyon islemleri tamamlanan hiicre Ornekleri liyofilize edilerek

kurutulmustur (Yoshii et al., 1977). Liyofilize edilerek kurutulan hiicre 6rnekleri,



85

TUBITAK MAM’da altinla kaplandiktan sonra JEOL/JSM-6335F markali

taramal1 elektron mikroskobu ile goriintiilenmistir.

3.2.13. Bakteriyal Seliillozun SEM (Taramahh Elektron

Mikroskop)’de Goriintiilenmesi

Fermentasyon tamamlandiktan sonra sivinin yiizeyinde olusan pellik toplanir ve
saflagtirilir. Saflastirlan pellik, liyofilizatorde (Labconco, USA) kurutulduktan
sonra TUBITAK MAM’da altinla kaplanmis ve sonra JEOL/JSM-6335F markali

taramal1 elektron mikroskobu ile goriintiilenmistir (Yoshii et al., 1977).

3.2.14. Bakteriyal Selillozun Monosakkarit Iceriginin  ince

Tabaka Kromatografisi (TLC) ile Belirlenmesi

Bakteriyal seliilozun, seliillaz enzimi ve TFA (Trifluoroasetik asit) hidrolizi ile
olusan iiriinlerin analizi i¢in ince tabaka kromatografisi (Alugram® Sil G/UV254
0,20 mm, 5x10 cm, Germany) kullanmilmistir. (Fontana et al., 1988). Standart
olarak glukoz, sellobioz ve sellotrioz kullamlmigtir (Ito et al., 2005). Standart
karisimi 50 mM sodyum asetat (pH 5,0) tamponunda % 0,1’lik olacak sekilde
hazirlanmustir. Ince tabaka plaklariin alt kismindan ve yanlardan 0,5 cm’lik bir
bosluk olacak sekilde ¢izgi cizilmistir. Sonra standart ve Orneklerden 10 pl
almarak, 1’er cm araliklarla plaklara uygulanmis ve havada kurutulmustur.
Hareketli faz icin n-butanol: etanol: su (5:3:2) karisimi1 hazirlanmustir. Ince tabaka
kromatografi tankina (Sigma, Germany) bu karistmdan 15 ml eklendikten sonra
kurutulan plaklar tanka yerlestirilmis ve Orneklerin yiiriitiilmesi saglanmistir.
Yiiriitme isleminden sonra ¢oziiciiniin aldigi yol ol¢iilmiis ve plaklar havada
kurutulmustur. Boyama islemi igin siilfiirik asit: metanol (1:9) karigimindan
hazirlanmis % 0,2’lik orsinol kullamilmistir. Sonra plaklar boya c¢ozeltisine
batirilip ¢ikarilmis ve havada kurumasi saglanmistir. Kuruyan plaklar 100 °C’lik
etiivde (Selecta, Spain) 10 dakika tutularak renk olusumu saglanmistir. Olusan

lekelerin aldig1 yol cetvelle olciilmiistiir. Ornegin ve standartlarin aldig: yol,
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coOziiciniin aldig1 yola oranlanarak Rf degerleri asagidaki formiile gore

hesaplanmustir (Arat, 2007).

Ornegin aldig1 yol (cm)

Rf =

Coziiciiniin aldigi yol (cm)

3.2.14.1. Bakteriyal seliillozun enzimatik (seliilaz ile) hidrolizi

Bu islem igin 2 ml enzim (ADU FEF/BIYOLOJi/Mikrobiyoloji stoklarindan
temin edilen, Aspergillus niger HBF 40 ve Trichoderma sp. HBF 110
funguslarindan elde edilen seliillaz enzim ¢ozeltisi ile 2 ml % 1’lik 6n islem
gormiis bakteriyal seliilloz karistirilarak, 55 C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Belirli
zaman araliklarinda (0,1,2,3,4,7 ve 28 saat) enzim-seliilloz karistmindan 200 pl
alinarak kaynar su banyosunda (Selecta, Spain) 5 dakika kaynatilmistir. Ornekler
TLC i¢in kullanilincaya kadar +4 °C’de saklanmistir (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
funguslarindan seliilaz enziminin eldesi

3.2.14.1.1.1. Kalitatif tarama

Funguslarin seliilaz enzimini iiretip tiretmedigine dair kalitatif olarak 6n tarama
yapilmigtir. Bu tarama funguslarin petride hazirlanan besiortami iginde zon
olusturup olusturmamasina gore yapilmistir. Funguslar ilk 6nce Malt Ekstrakt
Agar’da 27 °C’de 5-7 giin gelistirilip, aktiflestirilmistir. Daha sonra aktiflesen
funguslardan petriler icinde hazirlanan CMC Agar (karboksimetil seliiloz), YPD
Agar ve Czapek Dox Agar olarak 3 ayr1 besiortamine inokiile edilip, 27 °C’de 5-7
giin gelisimi saglanmistir. Inkiibasyon sonunda seliilotik aktivitenin varligin
belirlemek i¢in petride gelisen fungus kolonisinin iizerine % 1’lik Kongo kirmizisi
damlatilip, 15 dakika oda sicakliginda beklenmistir. Daha sonra 1 M NaCl
coOzeltisi damlatilmig ve 5-10 dakika beklenmistir. Siire sonunda eger zon olusumu

gozleniyorsa seliilotik aktivite pozitif olarak, zon olusumu yoksa seliilotik aktivite
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negatif olarak degerlendirilmistir (Onsori et al., 2005; Strauss et al., 2001;
Gopinath et al., 2005; Teather et al., 1982; Doran, 2006).

3.2.14.1.1.2. Seliillaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi icin kullamlan

fermentasyon ortamm

Seliillaz enziminin aktivitesinin belirlenmesi i¢in fermentasyon ortami olarak
Mandels ve Weber (1969)’in 6nerdigi ortam kullanilmigtir. Fermentasyon ortami
500 ml’lik erlenler i¢inde 100 ml olacak sekilde hazirlanmistir. Funguslar 6nce
icinde % 1 Avicel selilloz bulunan Malt Ekstrakt Agarda aktiflestirilmistir.
inkiibasyon sonunda 10" spor/ml fungusdan 1 ml fermentasyon ortamina inokiile
edilmis ve 27 °C’de 150 rpm’de (Infors HT Ecotron, Germany) 3 hafta inkiibe
edilmistir (Chand et al., 2005; Chang et al., 2006).

3.2.14.1.1.3. Seliilaz enziminin aktivitesinin ol¢iilmesi

Aspergillus niger HBF 40 ve Trichoderma sp. HBF 110 funguslarindan elde
edilen selillaz enziminin aktivitesi, Bernfeld’in kismi olarak degistirilmis 3,5-
dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi kullanilarak, spektrofotometrik olarak
belirlenmistir (Bernfeld, 1955). Substrat olarak, 50 mM (pH 5.0) sodyum asetat
tamponunda hazirlanmig, 6n islem gormiis % 1’lik Avicel seliiloz, CMC-seliiloz
ve bakteriyal seliiloz kullamilmistir. Standart deney ortamlarinin bilesenleri,
cizelge 3.2°de ve DNS c¢ozeltisinin bilesenleri de cizelge 3.3’de verilmistir. Enzim
aktivitesi, spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Japon) kullanilarak, 530 nm’de

standart deney kosullarinda ol¢tilmiistiir (Ojumu et al., 2003; Ghose, 1987).
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Reaksiyon Bilesenleri Ornek Kor
% 1’lik Seliiloz (Avicel, 200 uL 200 uL
CMC, Bakteriyal seliiloz)
Enzim 200 uL -
Inkiibasyon (55 °C) 60 dk 60 dk
DNS 100 uL 100 uL
Enzim - 200 uL
Soguk su banyosunda 2 dk 2 dk
inkiibasyon
Kaynar su banyosunda 5dk 5dk
inkiibasyon
Soguk su banyosunda 3dk 3dk
inkiibasyon
Distile su 1000 uLL 1000 uLL
530 nm dalga boyunda absorbans okunur

Cizelge 3.3 DNS ¢ozeltisinin bilesenleri
Kimyasal Madde Miktar (g/L)
DNS (dinitrosalisilik asit) 10
NaOH (sodyum hidroksit) 16
C,;H,0O¢KNa.4H,0 (potasyum sodyum tartarat) 300
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3.2.14.2. Bakteriyal seliillozun TFA (Trifluoroasetik asit) ile

hidrolizi
Liyofilize edilerek kurutulmus 2 mg bakteriyal seliiloz, 1 ml 2M TFA c¢ozeltisi
i¢inde 120 C’de 2 saat hidrolize edilmistir. TFA ucucu bir asit oldugu i¢in bu
islem geri sogutuculu sistemle gerceklestirilmistir. Siire sonunda TFA 40 °C’de
evapore edilerek, ortamdan uzaklastirilmistir (Deeraksa et al., 2005; Kornmann et
al., 2003; Moonmangmee et al., 2002; Nakai et al., 2002). Geri kalan kisim 1 ml

distile suda coziilerek, TLC i¢in kullanilincaya kadar + 4 C’de saklanmustir.
3.2.15. Bakteriyal Seliilozun CP/MAS "*C Kati NMR Analizi

Liyofilize edilerek dondurulup kurutulmus olan bakteriyal seliiloz 6rneginin,
CP/MAS "C Kati NMR Analizi BRUKER BIOSPIN Ultrashield TM yiiksek
¢oziiniirliiklii  dijital 300 MHz NMR spektrometresi ile ODTU Merkezi
Laboratuvar, AR-GE Egitim ve Olgme Merkezi'nde yaptirilmustir (Tokoh et al.,
2002; Hesse et al., 2005; Watanabe et al., 1998; Laszkiewicz, 1997; Yamamoto et
al.,1996).

3.2.16. Bakteriyal Seliilozun FT-IR Spektrometresi ile Analizi

Liyofilize edilerek dondurulup kurutulmus olan bakteriyal seliiloz 6rneginin FT-
IR analizi, VARIAN 800 FT-IR Spektrometresi ile ADU Bilim Teknoloji
Aragtirma ve Uygulama Merkezi Laboratuvar’inda yapilmistir (Tokoh et al.,

1998; Kacurakova et al., 2002; Lee et al., 2001).
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4. BULGULAR

Ev yapimui sarap ve sirke ornekleri ile {iziim, elma siras1 ve tursu suyundan 185
adet farkli izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin HS besiortaminda, yiizey kiiltiir
fermentasyon yontemi ile selilloz iiretimleri incelenmis ve 136 izolatin seliiloz
iirettigi, geriye kalan 49 izolatin ise seliiloz iiretmedigi gozlenmistir. Seliiloz
iireten izolatlar iginden seliiloz iiretim verimi en yiiksek olan 31c ve 8a kodlu iki
izolat, ¢alismamizda kullanilmak iizere secilmistir. Se¢ilen iki izolatin hem klasik
hem de molekiiler taksonomiye gore identifikasyonu yapilmis ve 31c kodlu
izolatin Acetobacter pasteurianus HBB6, 8a kodlu izolatin da Acetobacter
lovaniensis HBBS oldugu bulunmustur (Sekil 4.1). Her iki izolatin iirettigi
selillozun ags1 yapisi ve hiicre sekli, SEM’de goriintiilenmistir. Bu izolatlardan
iretilen seliiloz saflagtirilarak, toplam seker tayini yapilmistir. Ayrica, seliilozun
asidik ve enzimatik hidrolizi sonucunda elde edilen hidrolizat, ince tabaka
kromatografiye uygulanmis ve seker tayini yapilmistir. Acetobacter pasteurianus
HBB6, Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerinin seliiloz iiretimleri, optimize

edilmis ve DSMZ Kkiiltiir koleksiyonundan satin alinan ii¢ strain ile birlikte bu

strainlerin atik maddeler kullanilarak seliiloz iiretimleri incelenmistir.

Sekil 4.1 Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerinin
GYC Agardaki goriintiisii
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4.1. izolatlarn Identifikasyonu

4.1.1. Mikroskobik ozellikler

Gram boyama sonucunda her iki izolatin Gr (-) cubuk seklinde, 1,62 um
boyutlarinda oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2). Endospor boyama sonucunda

endospor icermedikleri saptanmustir.

Sekil 4.2 Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerinin,

Gram boyamalar1 ve boyutlar1

4.1.2. Kiiltiirel ozellikler

Ekstrasellular polisakkarit (seliilloz) iiretebilen strainler kati besiortaminde (HS
agar) bej, beyaz renkte, kiiciik, yiiksek ya da konveks ve kompaktir. Ekstrasellular
polisakkarit (seliiloz) iiretmeyen strainler ise kat1 besiortaminda (HS agar) biiyiik

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

Izolatlar HS ve GYC agar iceren petrilere inokiile edilmis ve 30 C’de 48-72 saat
inkiibasyon sonunda kiiltiirel Ozellikleri incelenmistir. Her iki izolatin da HS
agar’daki kolonilerinin kiiciik, yuvarlak, diiz kenarli, kompakt, yiiksek ya da

konveks oldugu gozlenmistir. Koloni rengi bej olup, pigment icermemektedir ve



92

sirke kokusu vardir. GYC agar’da gelisen koloniler zon olusturmaktadir ¢iinkii

asetik asit bakterilerinin metabolizmasi sonucu olusan asetik asit, besiortamindaki

CaCOs’1 ¢cozerek, zon olusumuna sebep olur (Sekil 4.3).

GYC Agar’da zon olusumu HS Agar’da koloni gelisimi

Sekil 4.3 Kolonilerin GYC ve HS agardaki goriintiisii

Secilen iki izolatin, cins diizeyinde tanisi i¢in bu izolatlarin bromcresol green’li
besiortamindaki  gelisimi incelenmistir (Sekil 4.4). Inceleme sonucunda
besiortaminin rengi maviye doniigsmiisiir. Bu nedenle bu iki izolatin Acetobacter

genusuna ait oldugu kanisina varilmisgtir.

Acetobacter pasteurianus HBB6 Acetobacter lovaniensis HBBS

Sekil 4.4 Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerinin
bromcresol green’li besiortaminda gelisimi
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Secilen iki izolatin tanilanmas1 De Ley et al. (1984) ve Swings (1992)’ye gore

yapilmistir. Tanmilamada kullanilan o6zellikler cizelge 4.1°de verilmistir. Bu

ozelliklere gore iki izolatin asetik asit bakterilerinden Acetobacter genusuna ait

oldugu kabul edilmistir.

Cizelge 4.1 Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS
strainlerinin taksonomik ozellikleri

Ozellikler Acetobacter pasteurianus Acetobacter lovaniensis
HBB 6 HBB 5

Gram boyanma _ _

Hiicre sekli Kisa ¢ubuk Kisa ¢cubuk

Hiicre diizenlenme Tekli Tekli

Hiicre boyutu 1,62 pum 1,32 ym

Hareketlilik

Endospor

Oksijen istegi

Koloni formu

GYC agarda kahverengi
pigment

Katalaz iretimi

Oksidaz iiretimi

Indol iiretimi

H,S iiretimi

Jelatin hidrolizi

Nitrat indirgenmesi
Laktoz fermentasyonu
Nisasta hidrolizi
Glukozdan asit olusturma
Etanolii, asetik aside
okside etme

Bromcresol green’li
besiortaminde, indikator
boyanin renk degisimi
CaCOj5’11 besiortaminda, zon
olusturma

Zorunlu aerob

Kiigiik, Mat

Yesil >

Mavi

Zorunlu aerob

Kiigiik, mat

Yesil > Mavi
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4.1.4. 16S ribozomal RNA’ya gore sekans analizleri

31c ve 8a izolatlarmin DNA izolasyonu, ADU FEF Biyoloji Boliimii
Mikrobiyoloji laboratuvarinda, DNA’nin elektroforezde yiiriitiiliip,
goriintiilenmesi ise ADU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ABD laboratuvarinda
yapilmistir (Sekil 4.5).

16S ribozomal RNA’ya gore sekans analizleri Pensylvannia State University
Hershey Medical Center, Department of Pathology Laboratuvarlarinda
yapilmistir. Sekanslar gen bankasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/)
niikleotid blastin programi ile karsilastirilarak analizi yapilmis ve bu analiz

sonucuna gore 31c izolatinin Acetobacter pasteurianus HBB6 ve 8a izolatinin da

Acetobacter lovaniensis HBBS oldugu tanilanmistir.

Sekil 4.5 31c ve 8a strainlerinin toplam DNA’larinin agaroz jel elektroforezi
goriintiilenmesi. Marker olarak (M) 1kb DNA (Fermentas) kullanilmistir
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>8a consensus

TTTTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCA
éggcGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATG

é%gcCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGG
S’IC‘}ISGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTACACAGTCAG

?giAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGTAGACTAGAGTGTGAG
:gGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCG

GTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAG
iéiGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTA
éTTTGTTATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCG
iéGTTGAAACTCAAATGAATAGACAGA

dbjlAB032351.11 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
IR PR

Sbjct 307

TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCG 366

Query 64

CGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTA 123
AR

Sbjct 367

CGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTA 426

Query 124

CCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTA 183
e A

Sbjct 427

CCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTA 486

Query 184

GCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTACACAGTCAGATGTGA 243
e A

Sbjct 487

GCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTACACAGTCAGATGTGA 546

Query 244

AATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGTAGACTAGAGTGTGAGAGAGG 303
IR PR

Sbjct 547

AATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGTAGACTAGAGTGTGAGAGAGG 606

1

" http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Query 304

GTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG 363
e CCTRREELAT

Sbjct 607

GTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG 666

Query 364

AAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA 423
T

Sbjct 667

AAGGCGGCAACCTGGCTCATGACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA 726

Query 424

TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTAACTTTGTT 483
IR PR

Sbjct 727

TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTAACTTTGTT 786

Query 484

ATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGA 543
TR

Sbjct 787

ATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGA 846

Query 544 AACTCAAATGAATAGAC 560
I
Sbjct 847 AACTCAAAGGAATTGAC 863

>31c consensus
TTTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCA
GCAATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACG
i%gACGGTACCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATA
iiGGGGGCTAGCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTA
'(EQSGATGTGAAATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGA
g%GAGAGAGGGTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAG
QCACCGGTGGCGAAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGT
ggAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGAT
ggGGTGACTTAGTCATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGT
éGGCCGCAAGGTTGAAACTCAAATGAATAGACAGGGA

>gblEF528281.11 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

? http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Query 3

TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCG 62
e CCTRREELAT

Sbjct 294

TACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGGGCAACCCTGATCCAGCAATGCCG 353

Query 63

CGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTA 122
T CCTRRVRREELAT

Sbjct 354

CGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTCGACGGGGACGATGATGACGGTA 413

Query 123

CCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTA 182
IR PR

Sbjct 414

CCCGTAGAAGAAGCCCCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTA 473

Query 183

GCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGA 242
R RRTT AR

Sbjct 474

GCGTTGCTCGGAATGACTGGGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGTTTGTACAGTCAGATGTGA 533

Query 243

AATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGG 302
e A

Sbjct 534

AATCCCCGGGCTTAACCTGGGAGCTGCATTTGATACGTGCAGACTAGAGTGTGAGAGAGG 593

Query 303

GTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG 362
T CCTRRVRREELAT

Sbjct 594

GTTGTGGAATTCCCAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTGGGAAGAACACCGGTGGCG 653

Query 363

AAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA 422
T CCTRRVRREELAT

Sbjct 654

AAGGCGGCAACCTGGCTCATTACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA 713

Query 423

TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTGACTTAGTC 482
IR PR

Sbjct 714

TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTGTGCTAGATGTTGGGTGACTTAGTC 773

Query 483

ATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGA 542
TR

Sbjct 774

ATTCAGTGTCGCAGTTAACGCGTTAAGCACACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTGA 833

Query 543 AACTCAAATGAATAGACAGGG 563
I TR0t
Sbjct 834 AACTCAAAGGAATTGACGGGG 854

3

? http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/



98

4.1.5. Izolatlarin filogenetik agaclarinin olusturulmasi

16S ribozomal RNA’ya gore sekans analizleri yapilan izolatlarin filogenetik agaci
BLAST pairwise alignments programi kullanilarak yapilmistir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). 31c olarak kodlu olan Acetobacter
pasteurianus HBB6 ile 8a olarak kodlu olan Acerobacter lovaniensis HBB5’in

filogenetik agaci, cizelge 4.2’de ve cizelge 4.3 te verilmistir.
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Cizelge 4.2 Acetobacter pasteurianus HBB6

Acetobacter perorwdans gens for 165 ribosomal FA, parfial sequence
Unicultured bachetium clone RBbac2E5 165 tbosomal RMA gene, partial sequance
iedoba ter lovaniensis gene for 165 tibosomal RHA, parfial sequence
& Acefobi ter pomorim 165 FRNA gene, strain LMG 16845
9
A cetobiacter pomorim 165 dbosomal Rha gens
Y Acetobarter orentelis gene for 165 rRMA, shein:E-7 50

T Acetobacter cibinongensis isolats Wimes 373 165 rbosomal RMA gene, parfial sequance

Acetobacter indonesiensis gene for 165 FRM A, shaind B 0190
9

Aoetobacter indonesiensis 165 FRRA Qene, shain LG 1558

el Acetobacter aceti 165 FRRA gene, shain LG 1531

A

L
Acatobarter estinensis 165 rRkA gene, shain LG 1572

Acefobi ter malorm stein 4123 165 rbos.,
!
Acetobacter ceravisiae 165 rRMA gane, she.

Acetobacter fropicalis 165 ..
e foba ter svevgii #ein 4265 165 rbosomal RHA qene, parfial sequance

Acetobacter svevaii gene for 165 FRMA, strain:1 B M19C
L

Acetobacter svewaii gene for 165 FRMA, strain22F 1B
Acetobacter pasteutianus strain A7+ 165 Hbosomal R4 gene, parfial sequence

% acetobarter sp. 401 gene for 165 ibasomal Rt parfial sequence

T AHEES
o
Acetobacter pasteurianug 165 ibosamal RA 9ane, parfial sequence
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Cizelge 4.3 Acetobacter lovaniensis HBBS 7 isaia stomensis 165 ribosomal

h Asaln bogotensis gene for 1...
[ el slamensis qens for 165 ¢
el siamensis gens for 165
Acetobacter indonesiensis gene for 16 5 rRMA, strain:1 B w190
Acetobacter perospdans 165 rRMA gene, strain LG 1633
[ dcetobiacter pomorum 165 rRAA gene, sirain LG 15543

i

' Acetobacter pomotum 165 fbosomal Ria gene

Unicultured bacterdum clore HRbac122 165 fbosomal Ria gens, partial sequence
Q Acetobacter ofentalis gene for 165 rRiA, strain:1 B 154
i
Acetobacter otienfelis gene for 165 PRA, parfial sequence, isolade: SF17-1

Autibacfer cibinangensis isolate Mimes 373 165 tbosomal RRA gene, partial sequence
”“}_“_wa___ﬁfn______._n_:.u_w_._m_m qene for 165 PRMA, shein:1 B 180

Acetibacfer cibinangensis gene for 165 rRRA, shain+H1
Acetobacter suewgii sftein A265 165 tibosomal RMA gene, parfial sequence

Acetobacfer pasteutianus parfial 165 PRMA qene for 165 Abosomal BMA, stein IFD 3283

L

T] i A pastentianus gene for 165 Hbosomal Rl
4 Acetobacter sp. A01 gene for 165 ibosomal RKA, parfial sequence
Q Aretobacter pasteurianus gene for 165 rRiA, parfial sequence, isolade0 R5E-1
Acetobacter syeygii gene for 165 rRMA, strain22F 1B
Uncultured bacteriom clone REbac2&5 165 ribosomal RWA gene, parfial sequence
b WHEESY
Acutobacter lovaniensis gene for 165 Abosomal RA, parial sequence

L
Acetobacter lovaniensis 165 FRMA gene, strain LG 1617
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4.1.6. Strainlerin SEM (Scanning Elektron Mikroskop)’de

goriintiilenmesi

Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS strainleri,
SEM elektron mikroskobunda goriintiilenmeden 6nce 6n islemlerden gegirilmistir.
Daha sonra strainlerin hiicre drnekleri, TUBITAK MAM’da altinla kaplandiktan
sonra JEOL/JSM-6335F markali taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
goriintiilenmistir (Sekil 4.6, Sekil 4.7).

TUBITAK SEI 100KV X2500  10mm WD 38.0mm

Sekil 4.6 Acetobacter pasteurianus HBB6 strainin, SEM’deki goriintiisii
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e

0kY 210,000 1um WD 38.5mm

)

3

TUBITAK SEI 1

Sekil 4.7 Acetobacter lovaniensis HBBS strainin, SEM’deki goriintiisii

4.2, Strainlerin Biiyiime Egrisi

Her iki strainin HS broth ortaminda, zamana karsi gosterdikleri absorbans
degerleri cizelge 4.4’de verilmistir. Acetobacter pasteurianus HBB6 strainin,
biiytime egrisi sekil 4.8’de, Acetobacter lovaniensis HBBS strainin biiyiime egrisi

de sekil 4.9°da verilmistir.
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Cizelge 4.4 Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS
strainlerinin HS broth besiortaminda, 660 nm’de zamana kars1 gosterdikleri
absorbans degerleri

Zaman (dakika)

660 nm’de Absorbans

Acetobacter pasteurianus

Acetobacter lovaniensis

HBB6 HBB5
0 0,074 0,074

30 0,074 0,074
60 0,075 0,075
90 0,073 0,073
120 0,074 0,074
150 0,074 0,075
180 0,075 0,074
210 0,076 0,081
240 0,081 0,083
270 0,087 0,087
300 0,088 0,088
330 0,090 0,088
360 0,096 0,098
390 0,105 0,100
420 0,110 0,107
450 0,121 0,119
480 0,152 0,144
510 0,160 0,148
540 0,173 0,176
570 0,219 0,214
600 0,280 0,318
630 0,324 0,354
660 0,360 0,354
690 0,413 0,405
720 0,454 0,410
750 0,456 0,411
780 0,456 0,411
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Acetabacter pasteiricrnus HBB 6

05 -
0,45 4
04 4
0,35 4
03 4
0,25 4
02 4
0,15 4
o1 4

0,05 A

660nm'de absorbans

u] T T T T T T T T T T T T T 1

u] =] 120 180 240 300 360 420 450 540 600 680 720 7SO0 540

zaman (dk}

Sekil 4.8 Acetobacter pasteurianus HBBG6 strainin, 660 nm’de biiyiime egrisi

Acetabacter lavaniensis HBRB 5

0,45
0,4 4
0,35
0,5 4
0,25
0,2 4
015
o1
0,05

o T T T T T T T T T T T T T J

u] =11 120 150 240 300 360 420 450 5S40 600 680 720 ¥S0  S40

660nm'de absorbans

zaman (dk)

Sekil 4.9 Acetobacter lovaniensis HBB 5 strainin, 660 nm’de biiyiime egrisi
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4.3. Total Seker Tayini i¢cin 470 nm’de Cikarilan Standart Egri

10-100 pg/ml aralikta glukoz solusyonunun spektrofotometrede 470 nm dalga
boyunda okunan absorbans degerleri ¢izelge 4.5°de verilmis ve olusturulan bu

degerlere ait olan standart egri de sekil 4.10’da gosterilmistir.

Cizelge 4.5 470 nm’de 10-100 pg/ml araliktaki standart Glukoz ¢ozeltilerinin absorbans

degerleri
Glukoz (ug/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

Standart egri

—e— Absorbans(470nm) Dodrusal (Absorbans 70nm)) |

0.8 -
0.7
0B
05 A
0.4 7
03 A
02 4
0.1 A
D T T T T T 1
] 20 40 B0 al 100 120

Glukoz miktan {pg})

y =0,007x + 0,003
R* =0 9905

Absorbans {#70nmj)

Sekil 4.10 Total seker tayini i¢in 470 nm dalga boyundaki standart egri
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4.4. Bakteriyal Seliillozun Yiizey Kiiltiir Fermentasyonu ile

Olusumu

Bakteriyal seliilloz, HS fermentasyon besiortaminin iist yiizeyinde zar seklinde olusur

(Sekil 4.11).

Sekil 4.11 Bakteriyal seliilozun, HS fermentasyon besiortaminin {iist yiizeyinde zar
seklinde olusumu

4.5. Bakteriyal Seliilozun Saflastirllmasi ve Liyofilize Edilerek

Kurutulmasi

Saflagtirilmis olan bakteriyal seliiloz, seffaf pellik seklinde goriiniir (Sekil 4.12)

Sekil 4.12 Saflastirilmis bakteriyal seliiloz, 1slak ve seffaf pellik seklinde
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Bakteriyal seliilozun kurutulma islemi, liyofilizatoér (Labconco, USA) kullanilarak

yapilmistir (Sekil 4.13).

Bakteriyal selldlozun liyofilizasyonu

Sekil 4.13 Saflastirilmis bakteriyal seliilozun liyofilizatérde kurutulma sekli

Kurumus bakteriyal seliiloz ile Whatman no 398 filtre kagidi karsilastirilmigtir
(Sekil 4.14).

Whatman no 398 Kurumus bakteriyal seltloz

Sekil 4.14 Kurutulmus bakteriyal seliiloz ile Whatman no 398 filtre kagidinin goriintiisii
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4.6. Bakteriyal Seliilozun SEM (Scanning Elektron Mikroskop)’de

Goriintiilenmesi

Bakteriyal seliilozun ags1 yapis1 SEM’de goriintiilenmistir (Sekil 4.15).

ax N

s \,ﬂ’\/\ Wiy “,
) 3 , = \ '. f

okl TSR | TN PR

5.0kY *5,000 Tum WD 40.3mm

TUBITAK SEl 5.0kY X1 .(jOO

Sekil 4.15 Bakteriyal seliilozun SEM’de x 5000 ve x 1000’deki goriintiisii
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4.7. Farkhh Parametrelerin Hiicre Kuru Agirhg ve Bakteriyal

Seliiloz Uretimi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Yapilan bu calismada, temel besiortami olarak HS broth kullanilmistir. Temel
besiortamindaki igeriklerin miktarlar1 sabit tutularak, sadece karbon ve azot
kaynaklar1 degistirilerek, fermentasyon ortami modifiye edilmistir. Karbon ve
azot kaynaklar1 olarak analitik safliktaki maddeler kullanilmis ve Acetobacter
pasteurianus HBB6 ile Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerinin,
fermentasyon besiortamindaki hiicre kuru agirligi, bakteriyal seliiloz iiretimi ve
yiizde verimleri belirlenmistir. Karbon kaynagi olarak glukoz yerine fruktoz,
sukroz ve etanol; azot kaynagi olarak da yeast ekstrakt yerine, kazein hidrolizati

ve amonyum siilfat kullanilmigtir.

4.7.1. Kullamlan karbon ve azot kaynaklarimin hiicre kuru agirhg:

ve bakteriyal seliiloz iiretimi iizerine etkisi

Kullanilan karbon ve azot kaynaklarinin hiicre kuru agirlig1 ve bakteriyal seliiloz
iiretimi iizerine etkisi cizelge 4.6 ve ¢izelge 4.7°de verilmistir. Elde edilen
verilerin grafikleri, sekil 4.16 ve sekil 4.17°de gosterildigi gibi cizilmistir.
Acetobacter pasteurianus HBB6 ile Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerine
ait veriler incelendiginde, en yiiksek seliiloz iiretiminin, karbon kaynagi olarak
glukozun kullanildig1 ortamlarda, en diisiik seliiloz iiretiminin ise etanoliin
kullanildigr ortamlarda oldugu goriilmiistiir. Ayrica seliiloz iiretiminin, her iki
izolatta da karbon kaynagi olarak fruktozun kullanildigi ortamlarda sukrozun

kullanildigr ortamlara gore daha fazla oldugu da goriilmiistiir.

Acetobacter pasteurianus HBB6 ile Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerinden,
seliiloz iiretiminde, kullanilan azot kaynaklar igerisinde yeast ekstraktin, kazein
hidrolizata gore, kazein hidrolizatinin da amonyum siilfata gore daha etkili oldugu

gorilmiistiir.
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Glukozun; karbon kaynagi olarak, yeast ekstraktin da azot kaynagi olarak
kullanildig1 temel besiortamindaki , Acetobacter pasteurianus HBB6 straini ile
yapilan fermentasyon sonucu hiicre kuru agirligi 0,025 g/100ml, seliilloz miktart
da 0,0045 g/100ml bulunmus ve yilizde verim miktart da % 18 olarak
hesaplanmistir. Bu strainin, kazein hidrolizat iceren glukozlu besiortaminda ise
hiicre kuru agirligr 0,026 g/100ml, seliilloz miktar1 da 0,0040 g/100ml olup, yiizde
verim miktar1 ise % 15,4 olarak hesaplanmistir. Ayni strainin amonyum siilfat
icerikli glukozlu besiortaminda ise hiicre kuru agirligi 0,027 g/100ml, seliiloz
miktar1 da 0,0036 g/100ml bulunmus ve yiizde verim miktar1 da, % 13,3 olarak

hesaplanmaistir.

Kazein hidrolizatin1 igeren glukozlu besiortaminda iiretilen seliilloz miktart,
amonyum siilfat1 iceren glukozlu besiortaminda iiretilen seliilloz miktarindan 1,1
kat fazla olmasina ragmen, yeast ekstrakti iceren glukozlu besiortamindaki
miktardan ise 1,1 kat daha diisiiktiir. Yapilan deneme sonucunda, yeast ekstrakt
iceren glukozlu besiortamindaki hiicre kuru agirligi miktari, kazein hidrolizat ve
amonyum siilfat iceren glukozlu besiortamindaki hiicre kuru agirligi miktarindan
daha disiiktiir. Fakat yeast ekstrakt iceren glukozlu besiortamindaki seliiloz
miktar ise kazein hidrolizat ve amonyum siilfat iceren glukozlu besiortamindaki

seliilloz miktarindan daha fazladir.

Fruktozun karbon kaynagi olarak, yeast ekstraktin azot kaynagi olarak
kullanildig1 besiortaminda Acetobacter pasteurianus HBB6 straininin hiicre kuru
agirhigr 0,026 g/100ml, seliiloz miktar1 da 0,0043 g/100ml bulunmus ve yiizde
verim ise % 16,5 olarak hesaplanmistir. Kazein hidrolizat igceren fruktozlu
besiortaminda ise hiicre kuru agirligi 0,033 g/100ml, seliiloz miktar1 da 0,0039
g/100ml olup, ylizde verim miktar1 da % 11,8 olarak hesaplanmistir. Ayni
straininin, amonyum siilfat iceren fruktozlu besiortaminda ise hiicre kuru agirhig
miktar1 0,026 g/100ml, selilloz miktar1 da 0,0024 g/100ml bulunmus ve yiizde
verim miktart % 9,2 olarak hesaplanmistir. Yeast ekstrakt ve amonyum siilfat
iceren fruktozlu besiortamindaki hiicre kuru agirligi miktarlar esit olmasina

ragmen, yeast ekstrakt iceren fruktozlu besiortamindaki seliiloz miktari, amonyum
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stilfat iceren fruktozlu besiortamindaki seliiloz miktarindan 1,8 kat daha fazladir.
Kazein hidrolizatini igeren fruktozlu besiortaminda ise hiicre kuru agirligir miktari,
yeast ekstrakt ve amonyum siilfat iceren fruktozlu besiortamindaki hiicre kuru
agirligl miktarlarindan 1,3 kat daha fazladir. Fakat yapilan deneme sonucunda, bu
izolatin, fruktozlu besiortamindaki en yiiksek seliilloz iiretimine, yeast ekstrakt

iceren besiortaminda rastlanmistir.

Sukrozun karbon kaynagi olarak, yeast ekstraktin da azot kaynagi olarak
kullanildigr besiortamindaki Acetobacter pasteurianus HBBO6 straininin hiicre
kuru agirlik miktar1 0,023 g/100ml, seliilloz miktar1 da 0,0033 g/100ml olarak
bulunmus ve yiizde verim % 14,3 olarak hesaplanmigstir. Kazein hidrolizat iceren
sukrozlu besiortaminda ise hiicre kuru agirligt miktar1 0,020 g/100ml, seliiloz
miktar1 da 0,0025 g/100ml bulunmus ve yiizde verim de % 12,5 olarak
hesaplanmistir. Aynmi izolatin, amonyum siilfat iceren sukrozlu besiortamindaki
hiicre kuru agirligi 0,012 g/100ml, seliiloz miktar1 da 0,0014 g/100ml olup, yiizde
verim miktari ise % 11,7 olarak hesaplanmistir. Kazein hidrolizati iceren sukrozlu
besiortamindaki seliilloz miktari, yeast ekstrakt iceren sukrozlu besiortamindaki
seliiloz miktarindan 1,3 kat daha diisitk olmasina ragmen, amonyum siilfat igeren
sukrozlu besiortamindakinden 1,8 kat daha fazladir. Fakat sukrozlu besiortaminda
yapilan deneme sonucunda en yiiksek seliiloz iiretimine, yeast ekstrakt iceren
besiortaminda, en digiik selilloz tretimine de amonyum siilfat iceren

besiortaminda rastlanmistir.

Etanoliin karbon kaynagi olarak, yeast ekstraktin da azot kaynagi olarak
kullanildigr besiortaminda, Acetobacter pasteurianus HBB6 straininin hiicre kuru
agirhik miktar1 0,029 g/100ml, selilloz miktar1 da 0,0027 g/100ml bulunmus ve
yiizde verim miktar1 da % 9,3 olarak hesaplanmistir. Kazein hidrolizat igceren
etanollii besiortaminda ise hiicre kuru agirlik miktart1 0,030 g/100ml, seliiloz
miktar1 ise 0,0020 g/100ml bulunmus ve yilizde verim miktar1 da % 6,7 olarak
hesaplanmistir. Ayni straininin, amonyum siilfat iceren etanollil besiortaminda ise,
hiicre kuru agirlik miktar1 0,018 g/100ml, seliilloz miktar1 da 0,0010 g/100ml olup

ve ylizde verim miktar ise % 5,6 olarak hesaplanmistir. Kazein hidrolizatin1 ve
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yeast ekstrakt iceren etanollii besiortamindaki hiicre kuru agirlhig miktarlar
yaklagik olarak birbirine esit olmasina ragmen, kazein hidrolizatim iceren etanollii
besiortamindaki selilloz miktar1 yeast ekstrakt iceren etanollii besiortamindaki
selilloz miktarindan 1,3 kat daha diisiiktiir. Fakat kazein hidrolizatin1 igeren
etanollii besiortamindaki hiicre kuru agirligi miktari, amonyum siilfat iceren
etanollii besiortamindaki hiicre kuru agirligt miktarindan 1,7 kat, seliiloz
miktarindan da 2,0 kat daha fazladir. Buna ragmen, etanollii besiortaminda
yapilan deneme sonucunda en yiiksek seliiloz iiretimine, yeast ekstrakt igeren
besiortaminda, en diigikk selilloz iretimine de amonyum siilfat igeren

besiortaminda rastlanmustir.

Glukozun, karbon kaynagi olarak, yeast ekstraktin da azot kaynagi olarak
kullanildig1 besiortaminda Acetobacter lovaniensis HBBS straininin hiicre kuru
agirhk miktar1 da 0,031 g/100ml, iirettigi seliilloz miktar1 da 0,0040 g/100ml,
bulunmus ve yiizde verim %12,9 olarak hesaplanmistir. Kazein hidrolizat iceren
glukozlu ortamda ise hiicre kuru agirlik miktar1 0,024 g/100ml, seliiloz miktar ise
0,0029 g/100ml olup ve yiizde verim de %12,1 olarak hesaplanmistir. Amonyum
stilfat iceren glukozlu ortamda ise hiicre kuru agirlhik miktar1 0,012 g/100ml,
selilloz miktar1 da 0,011 g/100ml bulunmus ve yiizde verim ise % 9,2 olarak
hesaplanmigtir. Kazein hidrolizat iceren glukozlu besiortaminda, iiretilen seliiloz
miktari, amonyum siilfat iceren glukozlu besiortamindakinden 2,6 kat daha fazla
olmasina ragmen, yeast ekstrakti iceren glukozlu ortamdakinden 1,4 kat daha
diisiiktiir. Glukozlu besiortaminda yapilan deneme sonucunda en yiiksek seliiloz
iiretimine, yeast ekstrakt iceren besiortaminda, en diisiik seliiloz iiretimine de

amonyum siilfat iceren besiortaminda rastlanmigstir.

Fruktozun, karbon kaynagi olarak, yeast ekstraktin da azot kaynagi olarak
kullanildig1 besiortaminda Acetobacter lovaniensis HBBS straininin hiicre kuru
agirhk miktar1 0,029 g/100ml, iirettigi seliiloz miktar1 da 0,0035 g/100ml
bulunmus ve yiizde verim % 12,1 olarak hesaplanmigtir. Kazein hidrolizat iceren
fruktozlu besiortaminda, hiicre kuru agirligi 0,028 g/100ml, selilloz miktar1 da

0,0031 g/100ml olup, yiizde verim miktar1 ise %11,1 olarak hesaplanmistir.



113

Amonyum siilfat iceren fruktozlu besiortaminda, seliilloz miktar1 0,0026 g/100ml,
hiicre kuru agirhigr ise 0,030 g/100ml olarak bulunmus ve verim % 8 olarak
hesaplanmistir. Buna gore, amonyum siilfat iceren fruktozlu besiortaminda hiicre
kuru agirligi, yeast ekstrakti ve kazein hidrolizat1 iceren ortamdakine gore 1,1 kat

daha fazla olmasina ragmen, seliiloz miktar1 1,2 kat daha diisiiktiir.

Sukrozun karbon kaynagi olarak, yeast ekstraktin da azot kaynagi olarak
kullanildigr besiortaminda Acetobacter lovaniensis HBBS straininin {irettigi
selilloz miktar1 0,0029 g/100ml, hiicre kuru agirligi miktar1 da 0,029 g/100ml
olup, verim % 10 olarak hesaplanmistir. Kazein hidrolizat iceren sukrozlu
besiortaminda iiretilen selilloz miktar1 0,0023 g/100ml, hiicre kuru agirligr da
0,032 g/100ml olarak bulunmus ve verim % 7 olarak hesaplanmistir. Amonyum
stilfat iceren sukrozlu ortamda ise selilloz miktar1 0,0026 g/100ml, hiicre kuru
agirhigl da 0,037 g/100ml bulunmus ve verim % 7 olarak hesaplanmistir. Kazein
hidrolizat ve amonyum siilfat iceren sukrozlu ortamdaki yiizde verim miktarlar
esit olmasina ragmen; amonyum siilfat iceren sukrozlu ortamdaki seliiloz ve hiicre
kuru agirlik miktari, kazein hidrolizat iceren sukrozlu ortamdakine gore 1,1 kat
daha fazladir. Kazein hidrolizat iceren sukrozlu ortamdaki hiicre kuru agirlik
miktari, yeast ekstrakt iceren ortamdakine gore 1,1 kat daha yiiksek olmasina

ragmen, liretilen seliilloz miktar 1,3 kat daha diisiiktiir.

Etanoliin, karbon kaynagi olarak yeast ekstraktin da azot kaynagi olarak
kullanildigr besiortaminda Acetobacter lovaniensis HBBS straininin {iirettigi
selilloz miktar1 0,0025 g/100ml, hiicre kuru agirligr ise 0,031 g/100ml olarak
bulunmus ve verim % 8 olarak hesaplanmistir. Amonyum siilfat iceren etanollii
besiortaminda 0,038 g/100ml, hiicre kuru agirligi 0,0019 g/100ml, bulunmus ve
verim % 5 olarak hesaplanmistir. Kazein hidrolizati1 iceren etanollii ortamda
seliiloz miktart ise 0,0021 g/100ml, hiicre kuru agirlik miktar1 da 0,030 g/100ml
bulunmus ve verim % 7 olarak hesaplanmistir. Amonyum siilfat igeren etanollii
besiortaminda, hiicre kuru agirligt miktar, yeast ekstrakt iceren etanollii
ortamdakine gore 1,2 kat daha yiiksek olmasina ragmen, seliiloz miktar1 1,3 kat

daha diistiktiir.



Cizelge 4.6 Acetobacter pasteurianus HBB6

straininin farkli
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karbon ve azot

kaynaklarindaki hiicre kuru agirlig1 ve iirettigi bakteriyal seliiloz miktarlari

470 nm’de
standart Ham
Besiortami igerigi Hiicre egriye gore | Polisakkarit | Y(p/x) %
kuru polisakkarit Kuru Verim
agirlig miktart Agirhig
(g/100ml) (g/100ml) (g/100ml)
Glukoz+Yeast 0,025 244,3 0,0045 0,18 18,0
ekstrakt
(Temel Ortam)
Glukoz+Kazein 0,026 180,7 0,0040 0,154 15,4
hidrolizat1
Glukoz+Amonyum 0,027 154,3 0,0036 0,133 13,3
siilfat
Sukroz+ Yeast 0,023 141,4 0,0033 0,143 14,3
ekstrakt
Sukroz+Kazein 0,020 124,1 0,0025 0,125 12,5
hidrolizat1
Sukroz+Amonyum 0,012 92,1 0,0014 0,117 11,7
siilfat
Fruktoz+ Yeast 0,026 217,1 0,0043 0,165 16,5
ekstrakt
Fruktoz+Kazein 0,033 165,0 0,0039 0,118 11,8
hidrolizat1
Fruktoz+ Amonyum 0,026 122,0 0,0024 0,092 9,2
siilfat
Etanol+ Yeast 0,029 125,7 0,0027 0,093 9,3
ekstrakt
Etanol+Kazein 0,030 121,4 0,0020 0,067 6,7
hidrolizat1
Etanol+ Amonyum 0,018 705,0 0,0010 0,056 5,6
siilfat
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Sekil 4.16 Acetobacter pasteurianus HBB6 straininin farkli karbon ve azot
kaynaklarindaki hiicre kuru agirlig1 ve bakteriyal seliiloz miktart
Karbon kaynaklari: A: Glukoz, B: Sukroz, C: Fruktoz, D: Etanol.

Azot kaynaklari: 1,2: Yeast ekstrakt, 3,4: Kazein hidrolizat,

5,6: Amonyum siilfat

Cizelge 4.7 Acetobacter lovaniensis HBBS5

straininin  farkli
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karbon ve azot
kaynaklarindaki hiicre kuru agirhi@i ve {irettigi bakteriyal seliiloz

miktarlar
Hiicre 470 nm’de Ham
kuru standart egriye | Polisakkarit
Besiortami igerigi agirhgr | gore polisakkarit Kuru Y(p/x) | % Verim
(g/100ml) | miktari(g/100ml) Agirhig
(g/100ml)
Glukoz+Yeast 0,031 181,0 0,0040 0,129 12,9
ekstrakt
Glukoz+Kazein 0,024 126,2 0,0029 0,121 12,1
hidrolizati
Glukoz+Amonyum 0,012 712,0 0,0011 0,092 9,2
siilfat
Sukroz+Yeast 0,029 126,0 0,0029 0,100 10,0
ekstrakt
Sukroz+Kazein 0,032 121,5 0,0023 0,072 7,2
hidrolizati
Sukroz+Amonyum 0,037 124,5 0,0026 0,070 7,0
siilfat
Fruktoz+Yeast 0,029 144,1 0,0035 0,121 12,1
ekstrakt
Fruktoz+Kazein 0,028 140,8 0,0031 0,111 11,1
hidrolizati
Fruktoz+Amonyum 0,030 124,0 0,0026 0,087 8.7
siilfat
Etanol+Yeast ekstrakt 0,031 123,7 0,0025 0,081 8,1
Etanol+Kazein 0,030 122,8 0,0021 0,070 7,0
hidrolizati
Etanol+Amonyum 0,038 120,6 0,0019 0,050 5,0

siilfat
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Acetobacter lovaniensis HBBS
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Sekil 4.17 Acetobacter lovaniensis HBBS5 straininin farkli karbon ve azot
kaynaklarindakihiicre kuru agirligi ve iirettigi bakteriyal seliiloz miktarlari .
Karbon kaynaklari: A: Glukoz, B: Sukroz, C: Fruktoz, D: Etanol. Azot
kaynaklari: 1,2: Yeast ekstrakt, 3,4: Kazein hidrolizat, 5,6: Amonyum
siilfat

4.7.2. Farkh sicaklik derecelerinin etkisi

Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerinin,
temel ve melas igerikli besiortamlarinda, farkli sicaklik derecelerinde iirettikleri
bakteriyal seliilloz miktarlar1 ve hiicre kuru agirhiklar1 ile yilizde verimleri

incelenmistir.

4.7.2.1. HS Broth ortaminda farkl sicaklik derecelerinin etKisi

HS broth besiortaminda 4 °C, 22 °C, 30 °C ve 37 °C’de iiretilen bakteriyal seliiloz
miktarlan ve hiicre kuru agirliklan ile yiizde verimleri ¢izelge 4.8’de verilmistir.
Elde edilen verilerin grafikleri, sekil 4.18 ve sekil 4.19°da gosterildigi gibi

cizilmisgtir.

Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerinde
her ikisinde de 4 °C’de hiicre gelisimi gerceklesmemis, buna bagli olarak da

bakteriyal seliiloz iiretimi olmamustir. Yapilan denemeler sonucunda her iki
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izolatda da 22 °C’de en diisiik hiicre kuru agirhig ve seliiloz iiretimi, 30 °C’de ise

yine en yiiksek hiicre kuru agirligi ve seliiloz {iretimi tespit edilmistir.

Acetobacter pasteurianus HBB6 straininde 22 %C’de selilloz miktar 0,0016
g/100ml olmasina ragmen, 37 °Cde 0,0028 g/100ml, 30 C’de ise 0,0043 g/100ml
olarak bulunmustur. Bu nedenle 30 °C’de elde edilen seliiloz miktarinin 22 °C’de
elde edilenden 3,5 kat; 37 °C’de elde edilenden de 1,8 kat daha fazla oldugu

goriilmiistiir.

Acetobacter lovaniensis HBB5 straininde de 22 °C’de iiretilen seliiloz miktari
0,0011 g/100ml olmasina ragmen, 37 °C’de 0,0021 g/100ml, 30 °C’de ise 0,0038
g/100ml olarak bulunmustur. Yani 30 %C’de elde edilen selilloz miktarinin 22
C’de elde edilenden 2,7 kat; 37 °C>de elde edilenden de 1,5 kat daha fazla oldugu

tespit edilmistir.
Elde edilen verilerden de anlasildig: tizere, Acefobacter pasteurianus HBB6 ve
Acetobacter lovaniensis HBB5 strainlerinde en diisiik verim 22 °C’den elde

edilirken, en yiiksek verime 30 C’de ulasilmustur.

Cizelge 4.8 HS broth besiortaminda farkli sicakliklarin etkisi

470 nm’deki Ham
Sicaklik | Hiicre kuru | standart egriye Polisakkarit
‘C) agirhig gore glukoz Kuru Y (p/x) % Verim
(g/100ml) miktar1 (g/100ml) | Agirhig
(g/100ml)
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 HBBS
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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Acetobacter pasteurianus HBBEG6
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Sekil 4.18 Acetobacter pasteurianus HBB6 straininin HS besiortaminda farkli
sicakliklardaki hiicre kuru agirlig1 ve iirettigi bakteriyal seliiloz miktarlar

Acetobacter lovaniensis HBBS
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Sekil 4.19 Acetobacter lovaniensis HBBS straininin HS besiortaminda farkli
sicakliklardaki hiicre kuru agirligi ve tirettigi bakteriyal seliiloz miktarlar
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4.7.2.2. Melash besiortaminda farkh sicaklik derecelerinin etkisi

Melas iceren besiortaminda, 4 0C, 22 0C, 30 °C ve 37 °C’de iiretilen bakteriyal
selilloz miktarlart ve hiicre kuru agirliklan ile yiizde verimleri cizelge 4.9’da
verilmistir. Elde edilen verilerin grafikleri, sekil 4.20 ve sekil 4.21°de gosterildigi
gibi cizilmistir.

Melas igerikli besiortaminda Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter
lovaniensis HBB5 strainlerinin her ikisinde de, 4 °C’de hicbir hiicre gelisimi
olmamis ve buna bagl olarak da bakteriyal selilloz olusumu godzlenmemistir.

Fakat 22 °C, 30 °C ve 37 °C’de hiicre gelisimi ve seliiloz tiretimi gozlenmistir.

Acetobacter pasteurianus HBBG6 straininde, 22 °C’de hiicre kuru agirligi miktari
0,028 g/100ml, iiretilen seliilloz miktar1 ise 0,0015 g/100ml olup, yiizde verim %
5,3 olarak hesaplanmustir. 30 °C’de hiicre kuru agirhg 0,033 g/100ml, seliiloz
miktari ise 0,030 g/100ml bulunmus ve yiizde verim % 9,1 olarak hesaplanmistir.
37 °C’de ise hiicre kuru agirhig 0,031 g/100ml, seliiloz miktar1 0,0022 g/100ml
olup, yiizde verim % 7,1 olarak hesaplanmistir. Buna gore, 30 °C’de hiicre kuru
agirhig 22 °C’ye gore 1,1 kat daha diisiik olmasina ragmen, seliiloz iiretimi 2 kat
daha fazladir. Ayrica 30 °C’de iiretilen seliiloz miktar1 da 37 °C’de iiretilene gore
1,4 kat kat daha yiiksektir. Bununla birlikte, bu izolatin 37 °C’de irettigi hiicre
kuru agirligr miktari, 22 °C’de irettiginden 1,2 kat daha diisiik olmasina ragmen

seliilloz miktar1 1,5 kat daha fazladir.

Acetobacter lovaniensis HBBS straininde ise, 22 °C’de en diisiik seliiloz tiretimi
0,0009 g/100ml ve en diisiik hiicre kuru agirligi miktar1 0,025 g/100ml, yiizde
verim de % 3,6 olarak gozlenmistir. 30 C’de hiicre kuru agirhigr miktart 0,032
g/100ml, selilloz miktarn da 0,0023 g/100ml olup, yiizde verim % 7,2 olarak
hesaplanmistir. 37 °C’de ise, hiicre kuru agirligr 0,028 g/100ml, seliiloz miktar1 da
0,0014 g/100ml olarak bulunmus ve verim % 5,0 olarak hesaplanmistir. Buna
gore, 37 %C’de hiicre kuru agirhig 22 OC’ye gore 1,1 kat diisiik olmasina ragmen,

iretilen seliiloz miktar1 1,6 kat daha fazladir. Ayrica 30 %C’de iiretilen seliiloz
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miktar1 da 37 °C’de iiretilenden 1,6 kat, 22 °C’de iiretilenden ise 2,5 kat daha

yiiksektir.

Cizelge 4.9 Melas icerikli besiortaminda farkli sicakliklarin etkisi

470 nm’deki
Sicaklik | Hiicre standart egriye Ham
c) kuru gore glukoz Polisakkarit Y(p/x) | % Verim
agirhig miktar1 Kuru Agirhig
(g/100ml) | (g/100ml) (g/100ml)
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 1234 0.0022 0,071 7,1
Acetobacter lovaniensis HBBS
4 - - - -
22 0,025 685,0 0.0009 0,036 3,6
30 0,032 1247 0.0023 0,072 7,2
37 0,028 923,0 0.0014 0,050 5,0
Acetobacter pasteurianus HBB6
o
B 0,035 4
3 g 003
ig 0,025 ~
FE 0,02 -
“’é % 0,015 1
< 0,01 +
22 0,005 -
T =
0 .
Baktarival 2=liloz Mikctars

—  Hiters Kvm Afrlis Miktan

Sekil 4.20 Acetobacter pasteurianus HBBO straininin, melash besiortaminda farkli
sicakliklardaki hiicre kuru agirligi ve tirettigi bakteriyal seliiloz miktarlar
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Acetobacter lovaniensis HEB 5
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Sekil 4.21 Acetobacter lovaniensis HBBS straininin, melasli besiortaminda farkli
sicakliklardaki hiicre kuru agirligi ve tirettigi bakteriyal seliiloz miktarlar

4.7.3. Farkh pH’larin etkisi

Temel ortam HS broth’da ve melas icerikli ortamda farkli pH’larda iiretilen
bakteriyal selilloz miktarlann ve hiicre kuru agirhigr ile yiizde verimleri

incelenmistir.

4.7.3.1. HS Broth ortaminda farkh pH’larin etkisi

Temel ortam olan HS Broth’un biitiin icerikleri aynen alimip, pH 2,5 - 8,5
araliginda {iiretilen bakteriyal seliiloz ve hiicre kuru agirhigi miktarlan cizelge
4.10°da verilmistir. Elde edilen verilerin grafikleri, sekil 4.22 ve sekil 4.23’de

gosterildigi gibi ¢izilmistir.

Veriler incelendiginde, Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter
lovaniensis HBBS strainlerinde, pH 2,5’da hiicre gelisiminin olmadig1 ve buna
bagh olarak da seliiloz iiretiminin gerceklesmedigi gozlenmistir. Ayrica her iki
strainde de en yiiksek hiicre kuru agirlig: ile seliilloz miktarimin pH 6,5°da, en

diisiik hiicre kuru agirligr ile seliiloz miktarinin da pH 3,5’da oldugu goriilmiistiir.

Acetobacter pasteurianus HBB6 straininde, pH 3,5’da en diisiik hiicre kuru

agirhigr miktart 0,022 g/100ml, selilloz miktar1 0,0007 g/100ml bulunmus ve
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yiizde verim miktar1 % 3,2 olarak hesaplanmistir. pH 4,5’da ise hiicre kuru
agirlign miktart 0,025 g/100ml, seliilloz miktar1 da 0,0025 g/100ml bulunmus olup,
verim de % 10 olarak hesaplanmistir. pH 6,5’da hiicre kuru agirligi miktar1 0,026
g/100ml, seliiloz miktar1 ise 0,0040 g/100ml bulunmusg ve yiizde verim miktar1 da
% 15,4 olarak hesaplanmistir. pH 7,5 ve pH 8,5’da hiicre kuru agirligi miktar
0,018 g/100ml olup, seliiloz miktar1 birinde 0,0011 g/100ml, digerinde ise 0,0009
g/100ml olarak bulunmustur. Buna gore, pH 3,5’da hiicre kuru agirligr miktar1 pH
7,5’da ve pH 8,5’da iiretilenden 1,2 kat daha fazla olmasina ragmen, seliiloz
miktari, pH 7,5’dan 1,6 kat, pH 8,5’dan ise 1,3 kat daha diisiiktiir. pH 7,5’da ve
pH 8,5 hiicre kuru agirligi miktart esit olmasina ragmen, iiretilen seliiloz miktari
pH 7,5°da , pH 8,5’dan 1,2 kat daha fazladir. pH 6,5 ve pH 4,5’daki hiicre kuru
agirhigr miktarlann yaklasik birbirine esit olmasina ragmen pH 6,5’daki seliiloz
miktar1 pH 4,5’dan 1,6 kat daha fazladir. pH 4,5’daki hiicre kuru agirligi miktari,
pH 7.5 ve pH 8,5 dakinden 1,4 kat daha fazladir ayrica seliilloz miktar1 da pH 7,5’
dan 2,3 kat pH 8,5’dan ise 2,8 kat daha yiiksektir.

Acetobacter lovaniensis HBBS straininde pH 3,5’da hiicre kuru agirligi miktan
0,015 g/100ml, seliiloz miktar1 da 0,0006 g/100ml bulunmus ve yiizde verim de %
4,0 olarak hesaplanmistir. pH 4,5’da ise hiicre kuru agirligt miktart 0,028
g/100ml, seliilloz miktar1 da 0,0023 g/100ml olup, yiizde verim ise % 8,2 olarak
hesaplanmistir. pH 6,5’da hiicre kuru agirlign miktarn 0,031 g/100ml, seliiloz
miktar1 da 0,0031 g/100ml bulunmus ve yiizde verim de % 11,3 olarak
hesaplanmistir. pH 7,5’da hiicre kuru agirlign miktarn 0,020 g/100ml, seliiloz
miktar1 da 0,0014 g/100ml olup, yiizde verim de % 7,0 olarak hesaplanmistir. pH
8,5’da ise hiicre kuru agirligi miktar1 0,017 g/100ml, seliiloz miktar1 da 0,0007

g/100ml bulunmus ve yiizde verim de % 4,1 olarak hesaplanmustir.

Buna gore, pH 4,5’daki hiicre kuru agirligt miktari, pH 3,5’daki hiicre kuru
agirligt miktarindan 1,9 kat, pH 8,5’daki hiicre kuru agirligi miktarindan ise 1,6
kat daha yiiksektir. Ayrica pH 4,5’daki seliilloz miktar1 da pH 3,5’daki seliiloz
miktarindan 3,8 kat, pH 8,5’daki seliiloz miktarindan ise 3,3 kat daha fazladir. pH

7,5’daki hiicre kuru agirligi miktari, pH 6,5’daki hiicre kuru agirhigi miktarindan
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1,6 kat ve pH 7,5’daki seliiloz miktar1 da, pH 6,5°daki seliiloz miktarindan 2,5 kat
daha diistiktiir. Fakat pH 7,5 daki hiicre kuru agirhig miktar, pH 3,5’daki hiicre
kuru agirhign miktarindan 1,3 kat ve selilloz miktarn da pH 3,5’daki seliiloz
miktarindan 2,3 kat daha yiiksektir. pH 8,5’daki hiicre kuru agirligi miktar1 pH
6,5’daki hiicre kuru agirligi miktarindan 1,8 kat, seliilloz miktarindan ise 5,0 kat

daha diistiktiir.

Cizelge 4.10 HS broth’da farkli pH’larin etkisi

470 nm’deki
Hiicre standart egriye Ham Polisakkarit
pH kuru gore glukoz Kuru Agirlig: Y (p/x) % Verim
agirlig miktar1 (g/100ml)
(g/100ml) (g/100ml)
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 0,154 154
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 HBBS
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
Acetobacter pasteurianius HBB 6
2 0,03 -
=
= 0,025
=g o002
B 5
B 0.015 o
= H
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0
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Sekil 4.22 Acetobacter pasteurianus HBB6 straininin, HS besiortaminda farkli
pH’lardaki hiicre kuru agirligi ve iirettigi bakteriyal seliilloz miktarlar



124

Acetobacter lovaniensis HBE 5
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Sekil 4.23 Acetobacter lovaniensis HBBS5 straininin, HS besiortaminda farkli
pH’lardaki hiicre kuru agirligi ve iirettigi bakteriyal seliiloz miktarlart

4.7.3.2. Melas ortamnda farkh pH’larmn etkisi

Melas iceren besiortaminin biitiin igerikleri sabit tutulup, pH 2,5 - 8,5 araliginda
iiretilen bakteriyal seliiloz ve hiicre kuru agirligit miktarlan ¢izelge 4.11°de
verilmistir. Elde edilen verilerin grafikleri, sekil 4.24 ve sekil 4.25’de gosterildigi

gibi cizilmistir.

Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerinin
her ikisinde de pH 2,5 ve 3,5’da hiicre gelisimi olmamis ve buna bagh olarak da
bakteriyal seliiloz {iiretimi gozlenmemistir. Her iki izolatda da en yiiksek
bakteriyal seliiloz {iretimine ve hiicre kuru agirligi miktarina pH 6,5°da

rastlanmastir.

Acetobacter pasteurianus HBB6 straininde pH 4,5°da hiicre kuru agirhigi 0,028
g/100ml, seliiloz miktart da 0,0017 g/100ml bulunmus ve yiizde verim % 6,1
olarak hesaplanmistir. pH 6,5’da ise hiicre kuru agirligt 0,036 g/100ml iken,
bakteriyal seliilloz miktar1 0,0029 g/100ml olarak bulunmus ve yiizde verim % 8,1
olarak hesaplanmistir. pH 7,5°da hiicre kuru agirligr 0,025 g/100ml olup seliiloz
miktar1 da 0,0010 g/100ml bulunmus ve yiizde verim % 4,0 olarak hesaplanmistir.
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pH 8,5’da ise hiicre kuru agirligir 0,020 g/100ml olup, seliilloz miktar1 da 0,0006

g/100ml bulunmus ve yiizde verim % 3 olarak hesaplanmistir.

Acetobacter pasteurianus HBB6 straininde pH 6,5’da seliiloz miktarinin pH
4,5’ dakinden 1,7 kat, pH 7,5’dakinden 2,9 kat ve pH 8,5’da iiretilenden ise 4,8 kat
daha fazla oldugu goriilebilir. pH 7,5°da {iretilen seliiloz miktar1 ise pH 4,5’da
iiretilen selilloz miktarindan 1,7 kat daha diisiikk olmasia ragmen, pH 8,5°da
iiretilen seliilloz miktarindan 1,7 kat daha fazladir. Yapilan bu deneme sonucunda
en yiiksek seliiloz iiretimine pH 6,5°da en diisiik seliiloz {iretimine de pH 8,5’da

rastlanmistir.

Acetobacter lovaniensis HBBS straininin pH 4,5°da hiicre kuru agirligi 0,032
g/100ml iken, bakteriyal seliiloz miktar1 ise 0,0013 g/100ml bulunmus ve yiizde
verim % 4,1 olarak hesaplanmistir. pH 6,5°da ise hiicre kuru agirhigi 0,033
g/100ml olup, bakteriyal seliiloz iiretimi de 0,021 g/100ml bulunmus ve yiizde
verim miktart % 6,4 olarak hesaplanmistir. pH 7,5’da hiicre kuru agirligi 0,030
g/100ml olup, seliiloz miktar1 0,0010 g/100ml bulunmus ve yiizde verim % 3,3
olarak hesaplanmistir. pH 8,5’daki yiizde kuru agirligt miktart 0,026 g/100ml,
selilloz miktar1 da 0,0008 g/100ml olup, yiizde verim miktar1 ise % 3,1olarak

hesaplanmaistir.

Acetobacter lovaniensis HBBS5 straininde pH 6,5°da iiretilen seliilloz miktarinin,
pH 4,5°da iiretilenden 1,6 kat, pH 7,5’da iiretilenden 2,1 kat, pH 8,5°da
iretilenden ise 2,6 kat daha fazla oldugu gozlenmistir. pH 7,5’da iiretilen seliiloz
miktar1 ise pH 4,5°da iiretilen seliilloz miktarindan 1,3 kat daha diisiik olmasina
ragmen pH 8,5’da iiretilen seliilloz miktarindan ise 1,2 kat daha fazladir. Yapilan
bu deneme sonucunda en yiiksek seliiloz tiretimine pH 6,5’da en diisiik seliiloz

iiretimine de pH 8,5 da rastlanmistir.
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470 nm’deki
Hiicre standart
pH kuru egriye gore Ham Polisakkarit Kuru Y(p/x) | % Verim
agirhig glukoz Agirligt (g/100ml)
(g/100ml) miktar1
(g/100ml)
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
Acetobacter pasteurianus HBB 6

- 0,04 -
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—y  Hicre Kvro Afnrhin Milctan

Sekil 4.24 Acetobacter pasteurianus HBBO6 straininin, melasl besiortaminda farkli
pH’lardaki hiicre kuru agirlig1 ve iirettigi bakteriyal seliiloz miktarlart
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Acetobacter lovaniensis HBB 5
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Sekil 4.25 Acetobacter lovaniensis HBBS straininin, melasli besiortaminda farkli
pH’lardaki hiicre kuru agirlig1 ve iirettigi bakteriyal seliilloz miktarlart

4.8. Atik Maddelerin ve Temel Ortamin, Bakteriyal Seliiloz

Uretimi ve Hiicre Kuru Agirhg Uzerine Etkisi
Yapilan bu ¢calismada temel ortam ve atik madde olan melas ve peynir alt1 suyu ile
corn steep liquor igerikli besiortaminda Gluconacetobacter xylinus DSM 46604,
Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 ve Acetobacter aceti DSM 3508 sahit
strainleri ile Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS
strainlerinin hiicre kuru agirliklart ve bakteriyal seliilloz {iiretim miktarlari
incelenmistir. Elde edilen verilerin grafikleri, sekil 4.26’da gosterildigi gibi

cizilmistir.

HS besiortaminda sahit strainler ile Acetobacter pasteurianus HBB6 ve
Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerinin hiicre kuru agirligi ve bakteriyal

seliiloz miktarlari ile yiizde verim miktarlar ¢izelge 4.12’de verilmistir.

Elde edilen verilere gore; Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straini temel
ortamda, en yiiksek miktarda, hiicre kuru agirhigi, bakteriyal seliiloz miktar ile

yiizde verim miktarimi gostermistir. Gluconacetobacter xylinus DSM 46604
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strainin, hiicre kuru agirlig1 0,049 g/100ml olup, bakteriyal seliiloz miktar1 0,0075
g/100ml bulunmus ve yiizde verim % 15,3 olarak hesaplanmustir. Acetobacter
aceti DSM 3508 straininde ise hiicre kuru agirhigi 0,045 g/100ml, bakteriyal
seliiloz miktar1 0,0022 g/100ml olarak olup, yiizde verim miktar1 da % 4,9 olarak
hesaplanmistir. Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 strainin, hiicre kuru agirligi
0,042 g/100ml, bakteriyal seliiloz miktar1 0,0053 g/100ml bulunmus ve yiizde
verim % 12,6 olarak hesaplanmistir. Acetobacter pasteurianus HBB6 straininde,
hiicre kuru agirligr 0,035 g/100ml olup, seliilloz miktar1 0,0041 g/100ml bulunmus
ve yiizde verim % 11,7 olarak hesaplanmistir. Acetobacter lovaniensis HBBS
straininde ise hiicre kuru agirhigi 0,043 g/100ml olup, seliiloz miktar1 0,0040

g/100ml bulunmus ve yiizde verim % 9,3 olarak hesaplanmstir.

Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 straininin irettigi bakteriyal seliiloz
miktar1, Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 strainine gore 1,4 kat daha diisiik
olmasina ragmen, Acetobacter aceti DSM 3508 strainine gore 2,4 Kkat,
Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerine
gore de 1,3 kat daha fazladir. Acetobacter pasteurianus HBB6 straininin
sentezledigi bakteriyal seliiloz miktar1, Gluconacetobacter xylinus DSM 46604
straininin sentezledigi miktardan 1,8 kat daha az olmasina ragmen Acerobacter
aceti DSM 3508 strainin sentezledigi miktardan 1,9 kat daha fazladir. Acetobacter
aceti DSM 3508 strainin hiicre kuru agirlign miktar, Gluconacetobacter xylinus
DSM 2004 strainu, Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis
HBBS strainindeki miktardan daha fazla olmasina ragmen sentezlenen bakteriyal
seliiloz miktar1 digerlerine gore oldukga diisiiktiir. Acetobacter lovaniensis HBBS
straininin hiicre kuru agirligt miktart ise Acetobacter pasteurianus HBB6
strainininkinden yiiksek olmasina ragmen sentezlenen seliiloz miktar1 yaklasik

birbirine esittir.

Karbon kaynag: olarak kullanilan ve atik bir madde olan melasli besiortaminda,
sahit strainler ile Acerobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis
HBBS strainlerinin hiicre kuru agirliklar ve bakteriyal seliiloz miktarlan ile yiizde

verim miktarlar cizelge 4.13’de verilmistir.
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Bu verilere gore; Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straini, melash
besiortamda en yiiksek bakteriyal seliiloz tiretimi gostermistir. Acefobacter aceti
DSM 3508 straininde ise en diisiik selilloz {iiretimine rastlanmistir.
Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininde hiicre kuru agirligi miktarn
0,041 g/100ml olup, bakteriyal seliiloz miktart ise 0,0046 g/100ml bulunmus ve
yiizde verim % 11,2 olarak hesaplanmistir. Acetobacter aceti DSM 3508
straininde ise hiicre kuru agirligi miktart 0,037 g/100ml olup, seliiloz miktar
0,0016 g/100ml bulunmus ve yiizde verim miktar1 da % 4,3 olarak hesaplanmistir.
Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 straininde hiicre kuru agirlik miktart 0,021
g/100ml, bakteriyal seliiloz miktar1 da 0,0022 g/100ml bulunmus ve yiizde verim
9%10,4 olarak hesaplanmistir. Acetobacter pasteurianus HBB6 straininde hiicre
kuru agirlik miktart 0,032 g/100ml, seliiloz miktar1 da 0,0031g/100ml olup, yiizde
verim miktar1 ise % 9,8 olarak hesaplanmistir. Acefobacter lovaniensis HBBS
straininde ise hiicre kuru agirlik miktar1 0,033 g/100ml, seliiloz miktar1 da 0,0025

g/100ml olup, yiizde verim miktari ise % 7,5 olarak hesaplanmistir.

Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 straininin iirettigi seliiloz miktari,
Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininin iirettigi miktardan 2,1 kat daha
diisiikk olmasina ragmen, Acetobacter aceti DSM 3508 straininden ise 1,4 kat daha

fazladir.

Acetobacter pasteurianus HBB6 ise Gluconacetobacter xylinus DSM 2004
straini ile Acetobacter lovaniensis HBBS straininden yaklagik 1,3 kat ve
Acetobacter aceti DSM 3508 straininden de 1,9 kat daha fazla seliiloz iiretmesine
ragmen Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininden 1,5 kat daha diisiik
selilloz iiretmistir. Acetobacter lovaniensis HBBS straininin iirettigi seliiloz
miktar1 ise Acetobacter aceti DSM 3508 strainundan 1,6 kat, Gluconacetobacter
xylinus DSM 2004 strainundan ise 1,2 kat daha fazla olmasina ragmen

Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 strainundan 1,8 kat daha diisiiktiir.

Azot kaynagi olarak kullanilan corn steep liquor icerikli besiortaminda, sahit

strainler ile Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS
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strainlerinin hiicre kuru agirliklart ve bakteriyal seliiloz miktarlar ile yiizde verim

miktarlan ¢izelge 4.14°de verilmistir.

Elde edilen verilere gore; Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straini, corn
steep liquor icerikli besiortaminda en yiiksek bakteriyal seliilloz {iiretimini
gosterirken, Acetobacter lovaniensis HBBS straini ise en diisiik seliiloz tiretimini

gostermistir.

Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininin hiicre kuru agirligi miktar
0,037 g/100ml, seliiloz miktar1 da 0,0031 g/100ml bulunmusg ve yiizde verim ise
% 8,3 olarak hesaplanmistir. Acetobacter aceti DSM 3508 straininde ise hiicre
kuru agirligt miktar1 0,041 g/100ml olup, selilloz miktar1 0,0019 g/100ml
bulunmus ve yiizde verim miktari % 4,6 olarak hesaplanmistir.
Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 straininde ise hiicre kuru agirlik miktarn
0,037 g/100ml, selilloz miktar1 da 0,0028 g/100ml olup yiizde verim % 7,6
olarak hesaplanmistir. Acetobacter pasteurianus HBB6 straininde hiicre kuru
agirlik miktar1 0,031 g/100ml ve seliilloz miktar1 0,0025g/100ml bulunmus yiizde
verim miktar1 ise % 8,1 olarak hesaplanmistir. Acetobacter lovaniensis HBBS5
straininde ise hiicre kuru agirlik miktar1 0,028 g/100ml, seliilloz miktar1 da 0,0014

g/100ml olup yiizde verim miktari ise % 5,0 olarak hesaplanmistir.

Acetobacter aceti DSM 3508 strainin hiicre kuru agirligi, diger strainlere gore
yilksek olmasina ragmen, yilizde verim miktar1 en diisiik olmustur.
Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straini ile Gluconacetobacter xylinus
DSM 2004 strainin hiicre kuru agirligt miktar1 aym olmasina ragmen,
Gluconacetobacter  xylinus DSM 46604  strainin  selilloz  miktari,
Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 straininin seliiloz miktarindan 1,1 kat daha

fazladir.

Acetobacter aceti DSM 3508 straininin drettigi bakteriyal seliiloz miktari,
Acetobacter lovaniensis HBBS straininin iirettigi miktardan 1,4 kat daha fazla

olmasina ragmen, 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 diisiiktiir. Gluconacetobacter
xylinus DSM 46604 straini ile Acetobacter pasteurianus HBBG6 straininin yiizde
verim miktarlar1  yaklastk olarak  birbirine esit olmasina ragmen,
Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininin {irettigi seliiloz miktari,
Acetobacter pasteurianus HBBG6 straininin {iirettigi seliiloz miktarindan 1,2 kat

daha fazladir.

Karbon kaynagi olarak kullanilan ve atik bir madde olan peyniralt1 suyunu iceren
besiortaminda, sahit strainler ile Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter
lovaniensis HBBS strainlerinin hiicre kuru agirliklarni ve bakteriyal seliiloz

miktarlar ile ylizde verim miktarlan ¢izelge 4.15’de verilmistir.

Elde edilen verilere gore; Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straini,
peyniralti suyunu igeren besiortaminda en yiiksek seliiloz iiretimini gosterirken,

Acetobacter lovaniensis HBBS straini ise en diisiik seliiloz iiretimini gostermistir.

Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininde hiicre kuru agirligi miktar
0,032 g/100ml olup, seliiloz miktar1 0,026 g/100ml bulunmus ve yiizde verim
miktar1 da % 8,1 olarak hesaplanmistir. Acetobacter aceti DSM 3508 straininde
ise hiicre kuru agirligi miktar1 0,036 g/100ml, seliiloz miktar1 da 0,0012 g/100ml
bulunmus ve yiizde verim miktar1 ise % 3,3 olarak hesaplanmistir.
Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 straininin hiicre kuru agirligi miktar1 0,033
g/100ml olup, seliiloz miktar1 0,022 g/100ml bulunmus ve ylizde verim miktar1 da
% 6,7 olarak hesaplanmistir. Acetobacter lovaniensis HBBS straininde ise hiicre
kuru agirlik miktar1 0,026 g/100ml, seliiloz miktar1 ise 0,0016 g/100ml bulunmus
ve ylizde verim miktar1 da % 6,1 olarak hesaplanmistir. Acetobacter lovaniensis
HBBS straininde hiicre kuru agirlik miktart 0,022 g/100ml olup, seliilloz miktari
da 0,0007 g/100ml bulunmus ve yiizde verim ise % 3,2 olarak hesaplanmustir.

Acetobacter aceti DSM 3508 straini en yiiksek hiicre kuru agirligina sahip

olmasina ragmen, iirettigi seliiloz miktar1, 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 diisiiktiir.
Acetobacter lovaniensis HBB 5 straini ile Acetobacter aceti DSM 3508 strainin
yiizde verim miktarlar1 yaklasik olarak birbirine esit olmasimna ragmen,
Acetobacter aceti DSM 3508 strainin hiicre kuru agirligi ve seliiloz miktari,
Acetobacter lovaniensis HBBS straininden yaklasik 1,6 kat daha fazladir.
Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 straini ile Gluconacetobacter xylinus DSM
46604 strainin hiicre kuru agirlig1 yaklasik olarak birbirine esit olmasina ragmen,
Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 strainin seliiloz miktar1 ile yiizde verim

miktar1 Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 strainine gore 1,2 kat daha fazladir.

Cizelge 4.12 Farkli strainlerin, HS broth besiortamindaki hiicre kuru agirliklar1 ve
iirettikleri bakteriyal seliiloz miktarlari

Ham 470 nm’de
Besi Hiicre Kuru | Polisakkarit | standart egriye Y Verim
Izolat No ortami Agirhig Kuru gore glukoz (p/x) (%)
(g/100ml) Agirlig miktar1
(g/100ml) (g/100ml)
Gluconacetobac HS 0,049 0,0075 759,0 0,1531 15,3
ter xylinus DSM
46604
Acetobacter aceti HS 0,045 0,0022 122,1 0,0488 4,9
DSM 3508
Gluconacetobac HS 0,042 0,0053 492 4 0,1262 12,6
ter xylinus DSM
2004
Acetobacter HS 0,035 0,0041 210,5 0,1171 11,7
pasteurianus
HBB 6
Acetobacter HS 0,043 0,0040 201,7 0,0930 9,3
lovaniensis
HBB 5
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Cizelge 4.13 Farkli strainlerin, melas igerikli besiortamindaki hiicre kuru agirliklart ve

bakteriyal seliiloz miktarlari

470 nm’de
standart
fzolat No Besiortamu | Hiicre Kuru Ham egriye gore Y(p/x) | Verim
Agirlig Polisakkarit | glukoz (%)
(g/100ml) Kuru Agirligr | miktari
(g/100ml) (g/100ml)

Gluconaceto Melas 0,041 0,0046 278,2 0.1121 11,2
bacter xylinus
DSM 46604
Acetobacter Melas 0,037 0,0016 996,0 0.0432 4,3
aceti DSM
3508
Gluconaceto Melas 0,021 0,0022 122,0 0.1047 10,4
bacter xylinus
DSM 2004
Acetobacter Melas 0,032 0,0031 143,2 0.0986 9,8
pasteurianus
HBB 6
Acetobacter Melas 0,033 0,0025 124,6 0.0757 7,5
lovaniensis
HBB 5

Cizelge 4.14 Farkli strainlerin, CSL icerikli besiortamindaki hiicre kuru agirliklar1 ve
iirettikleri bakteriyal seliiloz miktarlar

Ham 470 nm’de
Izolat No Besi | Hiicre Kuru | Polisakkarit | standart egriye | Y(p/x) Verim
ortami Agirlig Kuru gore glukoz (%)
(g/100ml) | Agirhig miktar1
(g/100ml) (g/100ml)
Gluconaceto CSL 0,037 0,0031 143,2 0,0838 8,3
bacter xylinus
DSM 46604
Acetobacter CSL 0,041 0,0019 121,4 0,0462 4,6
aceti DSM 3508
Gluconaceto CSL 0,037 0,0028 128,5 0,0756 7,6
bacter xylinus
DSM 2004
Acetobacter CSL 0,031 0,0025 124,1 0,0806 8,1
pasteurianus
HBB 6
Acetobacter CSL 0,028 0,0014 922,0 0,05 5,0
lovaniensis
HBB 5
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Cizelge 4.15 Farkli strainlerin, peynir “altisuyu icerikli besiortamindaki hiicre kuru
agirliklar ve iirettikleri bakteriyal seliiloz miktarlar

Hiicre Ham 470 nm’de
izolat No Besi Kuru Polisakkarit | standart Y(p/x) | Verim
ortami Agirhign | Kuru egriye gore (%)
(g/100ml) | Agirhig: glukoz
(g/100ml) miktari
(g/100ml)
Gluconaceto PAS 0,032 0,0026 124,5 0,0812 8,1
bacter xylinus
DSM 46604
Acetobacter PAS 0,036 0,0012 803,0 0.0331 3,3
aceti DSM 3508
Gluconaceto PAS 0,033 0,0022 120,8 0.0666 6,7
bacter xylinus
DSM 2004
Acetobacter PAS 0,026 0,0016 996,0 0,0636 6,4
pasteurianus
HBB 6
Acetobacter PAS 0,022 0,0007 634,0 0,0318 3,2
lovaniensis
HBB 5
Farkh Strainlerin Farkh Besiortamlarimdaki Hiicre Euru
Agirhg ve Bakieriyal Seliiloz BMilctarlan
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Sekil 4.26 Farkli strainlerin, farkli besiortamlarindaki hiicre kuru agirliklar1 ve tirettikleri
bakteriyal seliiloz miktarlari.

A: Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 B: Acetobacter aceti DSM 3508

C: Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 D: Acetobacter pasteurianus HBB6
E: Acetobacter lovaniensis HBBS

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

Bakteriyal seliilozun, Aspergillus niger HBF 40 ve Trichoderma sp. HBF 110
funguslarindan elde edilen seliilaz enzimi ile, zamana bagh (0,1,2,3,4,7 ve 28
saat) hidrolizi sonucunda olusan son iiriiniin glukoz oldugu bulunmustur. Olusan
son {iriiniin glukoz olmasindan dolayi, elde edilen enzimin ekzoglukohidrolaz
oldugu saptanmustir (Sekil 4.27). Ornegin aldigi yolun (4,5 cm), ¢oziiciiniin aldig

yola (8,5 cm) oranina gore, Rf degeri 0,529 olarak hesaplanmustir.

Gl =—
G2 ——

G3 ——

3sa St 4 6 7 28 saat

Sekil 4.27 Bakteriyal seliilozun, enzimatik hidrolizi. Gl: Glukoz, G2: Sellobiyoz,
G3: Sellotrioz, St: Standart

_Bets add
St 0 1 2

4.9.1. Aspergillus niger HBF 40 ve Trichoderma sp. HBF 110 funguslarindan

seliilaz enziminin eldesi

Czapek dox agarda gelistirilen Aspergillus niger HBF 40 ve Trichoderma sp. HBF
110 funguslarmin kolonileri iizerine, % 1’lik kongo kirmizis1 ve 1M NaCl
cozeltisi damlatilmis ve 15-30 dakika sonra kolonilerin etrafinda koyu renkli zon
olusumu gozlenmistir. Zon olusumunun varligi, kullanmlan funguslarin, seliilaz

enzimini iiretme yoniinden pozitif oldugunu gostermektedir (Sekil 4.28).
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Zon olusumu var Zon olusumu yok

Sekil 4.28 Aspergillus niger HBF 40 ve Trichoderma sp. HBF 110 funguslarinin kalitatif
olarak seliilotik aktivitelerinin belirlenmesi

4.9.2. Bakteriyal seliilozun Trifluoroasetik asit (TFA) ile hidrolizi

Bakteriyal seliillozun trifloroasetik asit (TFA) ile hidrolizi sonunda olusan son
iiriniin  glukoz oldugu belirlenmigtir. Olusan son iiriiniin glukoz olmasindan
dolay1, elde edilen enzimin ekzoglukohidrolaz oldugu da saptanmistir (Sekil
4.29). Ornegin aldig1 yolun (4,5 cm), ¢oziiciiniin aldig1 yola (8,5 cm) oranina gore,

Rf degeri 0,529 olarak hesaplanmistir.
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St A B C

Sekil 4.29 Bakteriyal seliilozun TFA ile hidrolizi. Gl: Glukoz, G2: Sellobiyoz, G3:
Sellotrioz, St: Standart, A: Hidrolize olmamis avicel seliiloz, B: Hidrolize
olmamis bakteriyal seliiloz, C: TFA ile hidrolize olmus bakteriyal seliiloz

4.10. Bakteriyal Seliilozun CP/MAS C Kati NMR Analizi

Seliilozun alt1 karbonlu genel yapis1 sekil 4.30°da gosterilmistir. Durgun kiiltiirde
iretilen bakteriyal seliiloz, once % 4’lik NaOH ile daha sonra % 6’lik asetik asit
ile yikamp, liyofilizatorde kurutulmus ve ornegin CP/MAS "C  kati NMR

spektrofotometre analizi yapilarak, grafik sonucu sekil 4.31°de verilmistir.
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Sekil 4.30 Seliilozun kimyasal yapisi (http://www .lsbu.ac.uk/water/hycel.html)
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Sekil 4.31 Bakteriyal seliilozun, CP/MAS "C kat1 NMR analiz grafigi
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ppm

Analiz sonucunda, yaklasik 100 ppm de C1’in, 85 ppm de C4’iin, 70-62 ppm’de
C2,C3 ve C5’in 59 ppm de C6’nin oldugu bulunmustur (Sekil 4.31).

Hesse ve Jager (2005), seliilozun katt NMR arastirmasi sonunda; 105 ppm’de C1,
90 ppm’de C4, 76-70 ppm’de C3, C2, C5 ve 65 ppm’de de C6’nin oldugunu

gostermislerdir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32 Seliilozun, CP/MAS "*C kati NMR analiz grafigi (Hesse ve Jiger, 2005)
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Hesse ve Jdger (2005), selilozun CP/MAS 13C katt NMR analiz grafiginde C1,
C4, C23,5 ve CO6’nin bulundugu yer ile bizim c¢alismadan elde ettigimiz
bakteriyal selillozun C1, C4, C2,3,5 ve C6’nin bulundugu yer arasinda yaklasik 5
ppm’lik bir sapma gozlenmistir. Bu sapmanin, saflastirma sirasinda kullandigimiz
asetik asitin Ornegimizde, eser miktarda kalmasindan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmiistiir.  Ciinkii bakteriyal selillozun CP/MAS C kati NMR analiz
grafiginde sekil 4.33’de goriildiigii gibi, 180 ppm ve 20 ppm’de iki pik
belirlenmistir. Ozellikle 180 ppm’deki pik, seliilozun yapisindaki C1, C4, C2,3,5
ve C6’a ait olan piklerin saga dogru kaymasina neden olmustur. Bu analiz

sonucunu, Kono et al. (2002)’'nin yaptiklart ¢alismadan elde ettikleri veriler

desteklemektedir.
-CH,
c=0
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Sekil 4.33 Bakteriyal seliillozun CP/MAS 13C kati NMR analiz grafiginde, 180 ppm ve
20 ppm’deki pikler

Kono et al. (2002), seliiloz triasetat polimorflarinin (CTA I ve CTA II) katt NMR
arastirmasi sonunda; CTA Ii¢in, 102 ppm’de C1’in, 63 ppm’de C6’nin oldugunu
ayrica CTA II i¢in de, 100 ppm’de C1’in, 65-67 ppm’de ise C6’nin oldugunu
belirtmislerdir. 180 ppm’de C=0 ve 20 ppm’de —CH3 baglarim iceren iki pik
gozlemislerdir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34 Seliiloz triasetat polimorflarinin (CTA I ve CTA II) katt NMR analiz grafigi

4.11. Bakteriyal Seliilozun FT-IR (Fourier Transformed Infrared)

Spektrometresi ile Analizi

Calismamizda elde ettigimiz bakteriyal selillozun FT-IR spektrofotometre analiz
sonucunda,  seliilozdaki OH gruplarma 3400 cm™ bant bélgesinde, H-O-H
gruplarimin ise 1635 cm’ bolgesindeki bantta rastlanmigtir (Sekil 4.35).

% Transmitans
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Dalgaboyu cm’!

Sekil 4.35 Durgun kiiltiirde iiretilen bakteriyal seliilozun, FT-IR spektrofotometre analiz
sonucu
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Buldugumuz bu sonug, Cao et al. (2002)’'min yaptigi calisma bulgularini
desteklemektedir. Bu ¢alismaya gore, seliilozdaki C-O-C gruplarimin 1160 cm™
yakinlarindaki bantta, H-O-H gruplarinin ise 1635 cm™ bdlgesindeki bantta, OH
gruplarmin da 3400 cm™ bolgesindeki bantlarda oldugu gosterilmistir (Sekil
4.36).

4000 3600 3200 IRDO 2400 2000 1600 1200 800 400

Dalga boyu cm’

Sekil 4.36 Seliillozun FT-IR analizi (Cao et al., 2002). 1. Orijinal seliiloz 2. enzimle
hidrolize olmus seliiloz 3. Sodyum hidroksitle yumusatilmis seliillozun
enzimatik hidrolizi
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5. TARTISMA

Canlillar aleminde mikroorganizmalar; tekstil, kagit, gida endiistrisi ile
farmokoloji ve tipta genis kullanim alanina sahip, ekstrasellular polisakkaritler
(EPS) sentezlemektedirler. Ekstrasellular polisakkaritler, hiicre duvar1 ile
birlesmis olabilen kapsiiller veya biiyiik miktarlarda hiicre duvar1 disinda biriken
ve kiiltiir ortamina yayilan, bagimsiz salgilar olarak iiretilen yapilardir
(Sutherland, 1998; Ramesh et al., 2003). Bakteriler tarafindan sentezlenen
ekstrasellular polisakkaritler genellikle immunojeniktirler. In vitro calismalarda
ekstrasellular polisakkaritlerin varligi, kat1 besiortaminda mukoid koloni, sivi
besiortamlarinda ise olduk¢a viskoz bir goriiniim ile tespit edilmektedir
(Gugliandola et al.; 2003). Bakterinin dis yiizeyini kaplayan ekstrasellular
polisakkarit, kapsiill veya slime (civik tabaka) formda olabilir. Kapsiiler
ekstrasellular polisakkarit, hiicre yiizeyindeki fosfolipid veya lipid-A
molekiillerine kovalent bag ile baglanmaktadir (Sutherland, 1990; Costerton,
1994).

Ekstrasellular polisakkaritler, glukozidik baglar ile birbirine bagli olan seker
iinitelerinden  olugsmaktadir. Bunlarin bazilar1  diizenli oligosakkaritlerin
tekrarlanan birimlerinden olusmus heteropolisakkarit yapida, bazilan ise tek tip
sekerden meydana gelen homopolisakkarit  yapidadir.  Ekstrasellular
polisakkaritleri (EPS) olusturan homopolisakkaritlerin cogu notr olmasina
ragmen, bir¢ok bakteriyal EPS negatif yiik tasir ve yiiksek kiitleye sahiptir. Ayrica
polisakkaritler, hidrofilik 6zellik tasimakla birlikte, cogu polimer lipofilik,
hidrofobik ve biyofilm yapisinda olabilen heterojenlerdir (Kenne et al., 1983;
Calazans, 1997; Gugliandola et al., 2003).

EPS iiretiminin diizenlenmesi olduk¢a karigiktir ve hem pozitif hem de negatif
regiilatorler icermektedir. Bu regiilotérlerden bazilar1 global regiilatorlerdir.
Bunlar, hiicre dis1 enzimler gibi diger hiicre metabolizmalarinin sentezini de
diizenlemektedir. Ayrica EPS iiretimi, ozmolarite ve dehidrasyon gibi dis

uyarilardan etkilenir (Shankar et al.,1995).
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EPS’ler bakterinin olumsuz cevre sartlarindan korunmasini ve cesitli yiizeylere
tutunmasim  saglamaktadir. EPS’ler, {iretici strainler tarafindan katabolize
edilemediklerinden enerji kaynagi olarak kullanilmazlar. Fakat mikroorganizmay1
veya ortam1 kurumaya kars1 korur ve ekstrem sartlardan etkilenmesine engel olur
(Ophir et al., 1994; Moriello et al. 2003). Ayrica EPS’ler bakteriyi, antibiyotiklere
karsi da fiziksel olarak korur. Ortamdaki metalik iyonlarin da tutulmasini
saglarlar. Bitki, hayvan ve insan patojenlerinin iirettikleri EPS’lerin viriilans
faktorler olduklar1 da bilinmektedir (Denny, 1995; Gugliandola et al., 2003).
EPS’ler yapiskan bir sekilde bakteri yilizeyine tutulu olarak kalirlar ya da ortamda
serbest olarak bulunurlar. Yiiksek molekiiler yapiya sahip olan EPS’ler,

bakterilerin dis ortama kars1 direncini ve kararligim atirirlar (Allison, 1998).

EPS’ler pek cok fiziki ve kimyasal oOzelliklerinden dolay1 tekstil, deterjan,
yapistirici, mikrobiyal olarak zenginlestirilmis petrol iyilestirmeleri, atik su
iyilestirmeleri, dere yatagi temizlemeleri, mayalanma, kozmetik, farmakoloji ve
gida katki maddesi olarak olduk¢a genis kullanim alanlarina sahiptirler (Yalpani

et al., 1987; Becker et al., 1998).

EPS’ler antitiimor, antiviriis ve ates diisliriicii etmen olarak, ila¢ sanayisinde
kaplama materyali olarak, pek cok fizyolojik aktivitenin artirilmasina katkida
bulunurlar. Ayrica interferon, trombosit yiginlarinin birikmesi ve faktor
sentezlerini uyaran koloniler icin tesvik edici olarak kullanilirlar (Kitazawa et al.,
1991). Tipta en c¢ok kullamilanlar1 40.000-70.000 Da gibi diisiik mol agirlikl
olanlanidir. Dekstran-demir kompleksi anemi vakalarinda, dekstran-kalsiyum
kompleksi ise hayvan beslemede hipokalsemi tedavisinde kullanilir. Ag yapili
sephadeks dekstranlar ise, biyolojik maddelerin saflastirilmas1 ve fraksiyonlara

ayrilmasinda devreye girerler (Calazans et al.,1997; Margaritis et al.,1985).

Yapilan ¢alismalar sonucunda EPS’lerin bagirsak florasini diizenledigi, kolestrolii
diisiirdiigi ve antiiilser aktivitesine de sahip oldugu belirlenmistir (Kenne et al.,
1983; Tavernier et al., 1997). Ayrica EPS’lerden kimya alaninda incelti olarak da
yararlanildig1 belirtilmistir (Lee et al., 1997).
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Uzerinde yogun arastirmalar yapilan ve giiniimiizde ticaret {iriinii olarak
pazarlanan biyopolimerler sunlardir: Xanthomonas campestris tarafindan
sentezlenen ksantan zamki, Sphingomonas paucimobilis tarafindan sentezlenen
gellan, Pseudomonas tirleri tarafindan sentezlenen alginatlar, Acetobacter
xylinum bakterisi tarafindan sentezlenen bakteriyal seliilloz, Strepfococcus equii
tarafindan sentezlenen hiyaluronik asit ve Rhizobium tarafindan sentezlenen
suksinoglikan gibi {iriinler yaygin bir kullanim alanina sahiptirler (Margaritis et

al.,1985; Sutherland, 1996).

Glinlimiizde ticari olarak piyasada pazarlanan biyopolimerler icinde en
onemlilerinden biri de bakteriyal selillozdur. Dogal bir polimer olan seliiloz,
diinyada ¢ok yaygin olmasi nedeniyle, kagit ve pamuk endiistrisinde 6nemli bir
yere sahiptir. Biyoteknologlar, bitkiler olmadan da seliiloz iiretebilmenin yollarini
ararlarken, asetik asit bakterilerinden olan Acetobacter xylinum adli bir bakteri
tiiriiniin  tirettigi  seliilozun, yiiksek bitkilerin iirettiklerine benzer oldugunu
bulmuslardir (Brown, 1886). Acetobacter xylinum’dan elde edilen seliiloz,
olduke¢a giiclii, katlaninca seklini koruyan ve esnek olan bir yapiya sahiptir. Bu
nedenle kumas ve tibbi malzemelerde ham madde olarak kullanilmasi

miimkiindiir. Bu konuda ¢aligmalar devam etmektedir.

Bizim calismamizda, bitkisel seliiloza alternatif olarak diisiiniilen ekstrasellular
bir polisakkarit olan bakteriyal seliillozun; bazi asetik asit bakterilerinden elde
edilerek, bunun uygun fermentasyon ortamlarinda pilot diizeyde {iiretimini
saglamak ve bu iirliniin endiistriyel kuruluslarda kullanilmasini yayginlastirarak,

ticari anlamda iilkemiz ekonomisine katki saglayabilmesi amaglanmistir.

Asetik asit bakterileri, a-Proteobacteria smifinda ve Acetobacteraceae
familyasinda yer almaktadir (Gills et al.,1980; Stackebrandt et al.,1988).
Acetobacteraceae familyasina ait asetik asit bakterileri fenotipik olarak, diisiik
pH’da gelisebilme ve etanolii, asetik aside okside edebilme yetenekleri ile
karakterize edilmiglerdir (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 iizere alt1
genus icerir. Asetik asit bakterileri, Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology’de,  Acetobacter ve Gluconobacter olarak iki genus altinda
incelenmistir (De Ley et al., 1984; Swings, 1992; Poblet, 2000). Fakat bu grup
asetik asit bakterilerinin klasifikasyonu, tartismalara konu olmustur (Fuentes-
Ramirez et al., 2001). Omegin; metilotrofik tiirlerin transferi ile yeni bir tiir olarak
nitelendirilen Acetobacter methanolicus, Acidomonas olarak Onerilmis (Urakami
et al.,1989) ve 5S rRNA sekans verileri ile desteklenmistir (Bulygina et al., 1992).
Fakat bu yeni genusun ortaya cikisi elestirilmis ve kabul edilmemistir (Sievers et
al., 1994; Swings, 1992). Benzer sekilde Gluconoacetobacter subgenusunun da
ortaya cikisi sorulara neden olmustur (Yamada ve Kondo, 1984; Swings, 1992).
Son zamanlarda, asetik asit bakterileri, 16S rRNA sekans analizleri g6z Oniine
alinarak, Acetobacter, Gluconobacter, Gluconoacetobacter ve Acidomonas olarak
dort genusa ayrilmis (Yamada et al., 1997). Bu Oneriye gore; Acetobacter aceti ve
Acetobacter pasteurianus, Acetobacter genusu iginde yer alirken; Acerobacter
diazotrophicus, Acetobacter europaeus, Acetobacter hansenii, Acetobacter
liquefaciens ve Acetobacter xylinum, Gluconoacetobacter genusu icinde yer almis
ve bu sonradan Gluconacetobacter olarak diizeltilmistir (Yamada et al., 1998).
Yamada et al. (1997), yaptugi calisma sonunda, Acetobacter oboediens ve
Acetobacter pomorum tiirlerini eklemis ve bunlan tanimlamistir (Sokollek et al.
1998).  Acetobacter oboediens, Acetobacter intermedius ile  Dbirlikte
Gluconacetobacter genusuna dahil edilmistir (Franke et al., 1999; Yamada, 2000).
Son zamanlarda, Gluconacetobacter sacchari’ de asetik asit bakterilerinde yeni

tiir olarak tantmlanmistir (Franke et al., 1999).

Calismamizda kullanilmak {izere, cesitli bolgelerden toplanan sarap ve sirke
ornekleri ile {iziim, elma ve tursu suyundan asetik asit bakterileri izole edilmistir.
Asetik asit bakterilerinin izolasyonu icin Tsuchida et al. (1997) nin belirttigine
gore, bag topragi da kullanilmasina ragmen, ¢alismamizda topraktan asetik asit
bakterisi izole edilememistir. Ciinkii toprak, alkol ve seker orami oldukca diisiik

olan bir ortamdir. Asetik asit bakterileri ise dogada genel olarak, seker ve alkol
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oran yiiksek ortamlarda bulunmaktadir (Swings, 1992). Bu nedenle, asetik asit
bakterilerinin ¢igek, meyve, ar1 kovani ile iiziim, elma ve hurma sarabindan izole
edilebilecegi belirtilmistir (Swings, 1992). Dupuy (1957), Giiney Fransa’da
saraplardan % 75 Acetobacter pasteurianus ve % 19 Acetobacter aceti izole
etmistir. Peynaud ve Domercq (1961), cogu hasarli olan olgun iiziimlerden asetik
asit bakterilerini izole etmistir. Blackwood et al. (1969), Bordeaux bolgesinin
olgun {iziimlerinden Acefobacter yanminda % 73 Gluconobacter asetik asit
bakterilerini izole etmistir. Kahlon ve Vyas (1972), iiziimlerden A. aceti, A.
xylinum ve A. pasteurianus izole etmislerdir. Kahlon ve Vyas (1972), iiziimlerden
Gluconobacter strainlerini izole edememis olmasina ragmen Ameyama (1975),
tizimlerden Gluconobacter oxydans strainini izole etmistir. Passmore ve Carr
(1975), kurumus ve ergin iiziimler ile sirkeden Gluconobacter izole etmislerdir
fakat Acetobacter izole edememislerdir. Takahashi (1907), sake’den (Japonlara
0zgii piring rakis1) Acetobacter pasteurianus izole etmistir. Faparusi (1972,1973)
ve Bassir (1972), hurma sarabindan Acetobacter tiirlerini izole etmislerdir. Aym
saraptan, Simonart ve Laudelout (1951), A. pasteurianus ve A. xylinum strainlerini
izole etmislerdir. Passmore ve Carr (1975), elma sarabindan Acetobacter ve
Gluconobacter strainlerini izole etmislerdir. Maugenet (1962), Fransa’da elma
sarabindan Acetobacter aceti ve Acetobacter pasteurianus strainlerini izole
etmistir. Fratur ve Simonart (1952), sirkede, asite direncli bakterileri incelemisler
ve kiiciik koloniler halinde gelisen A. pasteurianus ve A. xylinum strainlerini izole
etmislerdir. Bu tiirler, daha ¢ok alkol ve seker orami yiiksek olan substratlarda
bulunurlar (Swings, 1992). Shimwell (1954), sirkeden A. aceti strainini izole
etmistir. Turtura et al.,(1973), sirkeden ve sikilmis iiziimden % 56 A.
pasteurianus, % 34 A. aceti ve % 10 A. xylinum strainlerini izole etmislerdir.
Asetik asit bakterileri elma, kayisi, incir, liziim, armut, seftali ve domates gibi
cesitli meyvelerden de izole edilmistir (Asai,1968; Kahlon ve Vyas, 1972; Bhat ve
Rijsinghani, 1955).

[zolasyon isleminde zenginlestirme besiortami olarak, iginde glukoz, yeast
ekstrakt, polipepton, NaH,PO4.12H,O ve sitrik asit iceren HS sivi ortam
kullanilmistir (Hestrin ve Schramm, 1957). Koloni gelisimleri i¢in HS Agar, GYC
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Agar ve Mannitol Agar besiortamlar1 kullanilmis (Hestrin ve Schramm, 1957; Du
Toit, 2002) ve bu ortamlardaki koloni gelisimleri incelenmistir. Besiortaminda
gelisen kiiciik, bej, beyaz renkte, yiiksek ya da konveks ve kompakt olan koloniler
secilmistir. Asetik asit bakterilerinin izolasyonu i¢in degisik ortamlar 6nerilmistir.
Vaughn (1942), maya 0ziitli ve malt surubu igeren “wort medium”(arpa mayasi)
ortamlarini kullanmistir. Frateur (1950), A. pasteurianus izolasyonu i¢in i¢inde %
0,5 asetik asit bulunan modifiye “Hoyer medium” denilen bir besiortamini
kullanmigtir. Frateur (1950), etanolle zenginlestirilmis ortamlarda, asetik asit
bakterilerinin, 6zellikle de Acetobacter strainlerinin, gelistirilebilecegini belirtmis
ve bu nedenle, Acetobacter aceti ve Gluconobacter oxydans i¢in, i¢inde maya
oziitli, glukoz, etanol, kalsiyum karbonat bulunan besiortamini kullanmistir.
Frateur ve Simonart (1952), asetik asit bakterilerinin izolasyonu i¢in de, i¢inde
maya Oziitii, glukoz, kalsiyum karbonat ve agar bulunan kati bir besiortami
kullanmiglardir. Shimwell (1954), icinde yeast ekstrakt, kalsiyum laktat ve agar
bulunan besiortamini kullanmistir. Suomalainen et al. (1965) da, i¢inde etanol,
yeast ekstrakt ve agar bulunan besiortamim kullanmiglardir. Frateur ve Simonart
(1952), cicek ve meyvelerde asetik asit bakterilerinin izolasyonu sirasinda
zenginlestirme besiortamina, maya ve funguslan inhibe edici madde olarak 100
ppm sikloheksimid ilave etmislerdir. Du Toit ve Lambrechts (2002), kirmizi
saraptan asetik asit bakterilerinin izolasyonu icin, ortamdaki maya ve laktik asit
bakterilerini inhibe etmek amaciyla, ortama 50 mg/l pimarisin ve 50 mg/I nisin
maddeleri ilave edilmistir. Yaptigimiz g¢alismada asetik asit bakterilerinin
izolasyonu sirasinda, maya ve laktik asit bakterilerini inhibe etmek amaciyla,
zenginlestirme besiortamina (HS besiortami) 100 ppm sikloheksimid ilave

edilmistir.

Asetik asit bakterilerinin, bira ve saraplarda etil alkolii, aerobik kosullarda
oksidatif bir reaksiyonla asetik aside doniistiirdiigii ve bunun da sirke
endiistrisinde kullanildigin1  bilinmektedir. Fuhrmann (1905), asetik asit
bakterilerinin yiiksek alkol toleransimi incelemis ve alkol oranmi yiiksek olan

saraptan, fazla sayida asetik asit izole edilmistir.



148

Izolasyon sonunda elde ettigimiz izolatlarin identifikasyonu Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology’e gore yapilmistir. Identifikasyon sonunda elde
ettigimiz izolatlarin asetik asit bakterisi oldugu belirlenmistir. Asetik asit
bakterilerinin Gram negatif veya Gram degisken, 0,6-0,8 ile 1,0-4,0 pm
boyutunda ve cubuk seklinde olduklari tanimlanmistir (De Ley et al.,, 1984).
Frateur (1950), asetik asit bakterilerinin identifikasyonu icin, bu bakterilerin genel
taksonomik o6zelliklerini listelemistir. Ayrica asetik asit bakterilerinin
identifikasyonu icin etanolii okside edebilme yetenekleri, sodyum asetatta ve
dulsitolde gelisebilme, gliseroliin ketogenesisi ve GYC besiortaminda kahverengi
pigment iiretme gibi Ozelliklerini belirleyen, biyokimyasal ve fizyolojik testler
hakkinda bilgi verilmistir (Drysdale ve Fleet, 1988). Leifson (1954), hareketli
olan asetik asit bakterilerinde, iki farkli flagella tipini incelemistir. Birincisi
Acetobacter’lerde peritrik flagella tipidir ve bunlar asetik ve laktik asidi CO, ve
H,0O’ya okside ederler. Digeri ise Gluconobacter’lerde polar flagella tipidir ve
bunlar da asetik ve laktik asidi CO,’e okside edemezler. Frateur (1950), maya
oOziitii, etanol, kalsiyum karbonat ve agar iceren kati ortamda, asetik asitin,
kalsiyum karbonati ¢ézerek seffaf bir zon olustugunu bildirmistir. Calismamizda
kullandigimiz iki izolatin da, GYC besiortaminda, kolonilerinin ¢evresinde seffaf
bir zon olusturdugunu saptadik. Carr (1968), Acetobacter ve Gluconobacter
strainlerini birbirinden ayirmak i¢in, i¢inde yeast ekstrakt, etanol, bromcresol
green ve agarin bulundugu besiortamin1 kullanmistir. Bu besiortaminda,
Gluconobacter tarafindan iretilen asetik asit, indikatér boyanin rengini yesilden
sartya doniistiirmekte, fakat Acetobacter’lerde ise asetik asit, indikator boyanin
rengini, yesilden maviye doniistirmektedir (Carr, 1968). Bu bilgilerin 15181
altinda calismamizda, secilen iki izolatin bromcresol green’li besiortamindaki
gelisimi incelenerek gelisim sonunda, besiortaminin renginin, yesilden maviye
donmesi nedeniyle izolatlarimizin Acefobacter genusuna ait oldugunu

saptanmugtir.

Asetik asit bakterileri fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri iizerinde ¢aligilarak,
klasik taksonomi ile tamilanmistir (De Ley et al., 1984). Fakat bu metotlar

tamamen giivenilir degildir ve zamanla ciiriitiilebilir (Gonzalez et al., 2004). Bu
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amagla, klasik taksonomiyi tamamlayan, DNA ve rRNA hibridizasyon metotlar
(Urakami et al., 1989), sekans analizi (Yamada et al., 1994) ya da PCR teknikleri
gibi molekiiler metotlar gelistirilmistir (Ruiz et al., 2000; Bartowsky et al., 2003).
Son zamanlarda, asetik asit bakterilerinin farkli genus ve tiirlerini tespit etmek
icin, PCR’la cogaltilmig, 16S rDNA’nin RFLP analizi kullanilmigtir (Ruiz et al.,
2000). Bu metot, sarap fermentasyonundan izole edilen asetik asit bakterilerinin
tanilanmasi i¢in, kolay ve hizli bir metottur (Gonzdlez et al., 2004). ERIC-PCR,
REP-PCR gibi diger PCR teknikleri de, ¢esitli strainler icin 6nerilmistir (Gonzélez
et al., 2004). Son giinlerde, bakteri strainleri arasindaki akrabalik iligkilerini
saptamak icin, bakteriyal strainlerin tanisinda bu teknikler kullanilmaktadir
(Versalovic et al., 1991; Pooler et al., 1996; Matheson et al., 1997; Beyer et al.,
1998; Sander et al., 1998; Nanda et al., 2001).

Calismamizda, sarap ve sirkeden izole edilen, 31c ve 8a kodlu iki izolatin tanisi
once klasik taksonomiyle yapilmistir. Klasik taksonomi ile elde ettigimiz veriler
15181inda, bu iki izolatin, Acetobacter genusuna ait oldugu belirlenmistir. Fakat
giiniimiizde, klasik taksonomi, her ne kadar olduk¢a 6nemli olsa dahi, bu tam
yonteminin molekiiler yonden de desteklenmesi gerekmektedir. Bu diisiince ile
izolatlarimizin DNA sekans analizleri, Pensylvannia State University Hershey
Medical Center, Department of Pathology Laboratuvarlarinda yapilmis ve
sekanslar, gen bankasindaki (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) Nucleotide
Blastn programi ile karsilastirilarak, izolatlarin diger bakteriler ile akrabalik
iligkileri degerlendirilmistir. Bu degerlendirme sonucunda 3lc izolatinin,
Acetobacter pasterianus HBB6 ve 8a izolatinin da Acetobacter lovaniensis HBBS

oldugu belirlenmistir.

Bir¢ok arastirmaci izole edilen asetik asit bakterilerinin taramali elektron
mikroskobunda (SEM), goriintiilenmesini saglamistir (Molinari et al., 1998;
Moonmangmee et al., 2002; Chdvez-Pacheco et al., 2005). Moonmangmee et al.
(2002), Acetobacter aceti S ve R strainlerini sivi besiortaminda gelistirdikten
sonra santrifiijleyerek, hiicrelerin bir araya toplanmasim saglamislardir. Hiicreleri

50 mM (pH 6,5) potasyum fosfat tamponunda yikamislar ve sonra % 2’lik
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gluteraldehit ile fikse etmislerdir. Hiicreleri, % 50-% 100’liikk etanol serilerinden
gecirip, kritik nokta teknigi kullanarak, nemin tamamen uzaklastirilmasim
saglamislardir. Daha sonra hiicre 6rneklerini, JEOL JSM 6100 taramali elektron
mikroskobunda incelemislerdir. Chavez-Pacheco et al. (2005), hiicre 6rneklerini
once % 2,5 gluteraldehit tamponunda ve sonra % 1 osmiyum tetroksit i¢inde fikse
etmiglerdir. Fikse edilen Ornekleri, 0,1 mol™ pH 7,0’de olan potasyum fosfat
tamponu ile yikamislardir ve % 30-% 100 alkol ile dehidre etmislerdir. Ornekleri,
kritik noktada kurutup, JEOL JSM-5410LV taramali elektron mikroskobunda
incelemisglerdir (Molinari et al., 1998). Calismamizda kullandi§imiz Acetobacter
pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS strainleri, Moonmangmee
et al. (2002)’in onerdigi yonteme gore hazirlanmis, liyofilize edilmis ve nemin
tamamen uzaklastirilmasi saglanmustir. Kurutulan hiicre 6rnegi, TUBITAK
MAM’da JEOL/JSM-6335F markali taramali elektron mikroskobu ile

goriintiilenmistir.

Asetik asit bakterilerinin 6zellikle de Acetobacter tiirlerinin bakteriyal seliiloz
iiretme yetenegine sahip oldugu bilinmektedir (Valla ve Kjosbakken, 1982;
Sutherland, 1996). Asetik asit bakterilerinin seliiloz iiretimlerini belirlemek icin
kullanilan en wuygun besiortami, Hestrin ve Schramm (1954) tarafindan
gelistirilen, s1ivi HS kiiltiir ortamidir. Yaptigimiz ¢aligsmada, izole edilen asetik asit
bakterilerinin seliiloz iiretimlerini belirlemek amaciyla Johnson et al. (1989)’nin
modifiye ettikleri Y3-3 besiortami ile Hestrin ve Schramm (1954) tarafindan
gelistirilen HS besiortami kullanilmistir. Denemeler sonucunda HS besiortaminda
selilloz {retiminin daha iyi oldugu goriilmiis ve calismaya bu besiortami
kullanilarak devam edilmistir. Inceleme sonunda, kuru madde agirligma gore,
selilloz iiretimi en yiiksek olan iki izolat se¢ilmis ve bunlar, Acetobacter
pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBB5 olarak tanilanmistir.

Calismaya bu iki izolat ile devam edilmistir.

Mynatt (1982)’de izole edilen bazi bakteri ve funguslardan seliiloz iiretimini
arastirmistir. Brown (1983)’de sekerli meyvelerden izole ettigi Acetobacter

xylinum bakterisinin sivi HS besiortaminda, seliiloz pelliklerinin olusumunu
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incelemistir. Ring et al.(1987), Acetobacter xylinum’un sivi HS besiortaminda
selilloz iiretimini incelemis ve ayrica fruktoz, mannitol, sorbitol, gliserol,
galaktoz, laktoz, sukroz, maltoz icerikli besiortamlarinda seliiloz iiretimlerini
arastirmistir. Iguchi et al (1988), Acetobacter aceti subsp: xylinum (ATCC 10821)
bakterisini kullanarak, sivi HS besiortaminda seliilloz iiretimini incelemis ve
olusan seliillozun fiziksel Ozelliklerini arastirmistir. Johnson et al. (1989),
Acetobacter xylinum strainini sivi HS besiortaminda kiiltiire edip, durgun ve
calkalamali kosullardaki seliilloz iiretimini incelemiglerdir. Byrom (1990),
Acetobacter xylinum ATCC 23769’dan s1v1 HS besiortaminda seliiloz pelliklerinin
olusumunu incelemistir. Stephens et al. (1990), Acetobacter genusuna ait strainin
stvi HS besiortaminda olusturdugu seliiloz pelliginin, kollestrol iizerindeki etkisini
incelemistir. Saxena et al. (1990), Acetobacter xylinum ATCC 23769 ve
Acetobacter xylinum ATCC 53582 strainlerinin s1ivi HS besiortaminda seliiloz
pelliginin iiretimini incelemis ve fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini arasgtirmistir.
Brown et al. (1990), Acetobacter xylinum ATCC 53582 straininin sivi HS
besiortaminda  olusturdugu selilloz  pelligini, elektron mikroskobunda
goriintilemis ve seliiloz ipliklerini incelemistir. Ayrica Brown (1990),
Acetobacter xylinum straininin hem sivi HS besiortaminda hem de icinde bir
polisakkarit tiirevi olan CMC (karboksimetil selilloz) modifiye besiortaminda
seliiloz tiretimini incelemistir. Westland et al. (1993), Acetobacter genusuna ait
straininin, s1v1 HS besiortaminda seliiloz olusumu incelemis ve bakteriyal seliillozu
baglayan ajanlar iizerinde arastirma yapmistir. Kouda et al. (2000), Acetobacter
genusuna ait strainin sivi HS besiortaminda ve CSL-Fruktoz olarak modifiye
edilmis besiortaminda seliiloz iiretimini incelemistir. Watanabe et al. (2000),
Acetobacter xylinum BPR (2001)’un sivi HS besiortaminda ve CSL-Fruktoz
olarak modifiye edilmis besiortaminda, durgun ve calkalamali kosullarda seliiloz
olusumunu incelemistir. Bungay et al. (2000), Acetobacter xylinum straininden
stvi HS besiortaminda olusan bakteriyal selillozun, makroskobik ve mikroskobik

ozelliklerini incelemistir.

Sivi HS besiortaminda olusan seliiloz pelligini saflastirmak ve miktarim

belirlemek icin arastirmacilar gesitli yontemler kullanmistir. Bungay et al. (2000),
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olusan seliiloz pelligini, % 2’lik NaOH ile 30 dakika muamele etmis ve deiyonize
su ile yikamistir. Bakteri hiicrelerinden ve besiortamindan uzaklastirilan pellik,
55°C’de bir gece bekletilerek, kurutulmus ve agirhgi, kuru madde miktar1 olarak
belirlenmistir. Watanabe et al. (2000), olusan seliiloz pelligini, % 1’lik NaOH ile
80 °C’de bir gece muamele etmis ve deiyonize su ile yikamustir. Pelligi, siilfiirik
asit ile notralize ettikten sonra tekrar su ile yikamistir. Bakteri hiicrelerinden ve
besiortamindan uzaklatirilan pellik, 55 C’de bir gece bekletilerek, kurutulmus ve
agirligl, kuru madde miktar olarak belirlenmistir. Stephens et al. (1990), seliiloz
pelligini 0,5 M NaOH ile 60 °C’de 2 saat muamele etmis ve deiyonize su ile
yikamistir. Pelligi, 105 C’de kurutmus ve agirligini, kuru madde miktar1 olarak
belirlemistir. Park et al. (2003), seliiloz pelliklerini toplamak igin kiiltiir sivi
ortamim1 3580 g’de 20 dakika santrifiijlemis ve iki kez distile su ile yikamistir.
Pelligi, 0,3 M NaOH ile 100 °C’de 5 dakika muamele etmis ve distile su ile tekrar
yikamistir.  -50 °C’de dondurup, kurutarak liyofilize etmis ve agirligim
belirlemistir. Bae et al. (2004), seliiloz pelligini 0,1 N NaOH ile 80 °C’de 20
dakika muamele etmis ve deiyonize su ile yikamigtir. Saflastirilan seliiloz pelligi
80 °C’de 8 saat kurutulmus ve agirligini, kuru madde miktari olarak belirlemistir.
Ishihara et al. (2002), olusan pelligi, 5300 rpm’de 15 dakika santrifiij etmis ve
distile su ile yitkamistir. Daha sonra, once % 4’lik NaOH ile 80 °C’de 1 saat
muamele etmis ve sonra. % 6’lik asetik asit ile notiirlestirmistir. Pelligi, 105 °C’de
kurutup, agirligini, kuru madde miktar olarak belirlemistir. Calismamizda, elde
edilen seliiloz pelligi, 5300 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek distile su ile
yikanmistir. Daha sonra, pellik once % 4’liik NaOH ile 80 °C’de 1 saat muamele
edilmis, sonra % 6’lik asetik asit ile notrlestirilmistir. Saflastirilan pellik, 105

°C’de kurutulup, agirligi, kuru madde miktari olarak belirlenmistir.

Bakteriyal seliilozun ags1 yapisi, taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
belirlenebilir (Johnson ve Neogi, 1989). Bircok arastirici, SEM’de seliilozun ii¢
boyutlu ags1 yapisini goriintiilemislerdir (Ben-Bassat et al.,1992; Brown et al.,
1990; Bungay et al., 2000). Calismamizda, durgun kiiltiirde elde edilen seliiloz,
liyofilize edilerek kurutulmus ve TUBITAK MAM’da JEOL/JSM-6335F markali

taramal1 elektron mikroskobu ile goriintiilenmistir.
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Toplam seker tayininde kullanilan en uygun yontem, Dubois et al. (1956)’un
onerdigi, spektrofotometrik fenol-siilfiirik asit yontemidir. Tominaga et al. (1999),
sello-oligosakkaritlerin ~ seker iceriklerini, fenol-siilfiirik asit yoOntemiyle
belirlemistir. Caligmamizda elde ettigimiz seliiloz polimerinin, seker iceriginin
belirlenmesinde, oldukca kolay ve giivenirliligi yiiksek olan fenol-siilfiirik asit

metodu kullanilmstir.

Kurutulmus saf selillozun alkalin, asidik ve enzimatik hidrolizi icin c¢esitli
yontemler Snerilmistir. Wong et al. (1990), saf seliillozu, % 5 siilfiirik asit ve % 5
hidroklorik asit ile hidrolize etmislerdir. Fakat kurutulmus saf seliilozun, asit ile
hidrolizi i¢in, daha ¢ok trifloroasetik asit (TFA) kullanilmaktadir. Moonmangmee
et al. (2002), saflastirilan seliilozu, 2 N trifloroasetik asit ile 100 °C’de 16 saat
muamele ederek, hidrolize etmistir. Deeraksa et al. (2005) da saflastirilan
selillozu, 2M trifloroasetik asit ile 120 °C’de 2 saat muamele ederek hidrolize
etmis ve 40 °C’de evapore ederek, TFA’nin uzaklastirilmasini saglamistir. Nakai
et al. (2002), saflastirilan seliillozu, 0,2 N trifloroasetik asit ile 100 °C’de 6 saat
muamele ederek, hidrolize etmistir. Kornmann et al. (2003), saflastirilan seliillozu
2 M trifloroasetik asit ile 100 °C’de 8 saat muamele ederek, hidrolize etmistir.
Matthysse et al. (1995), saflastirilan seliilozu, 0,01 M TFA ile 95 °C’de 20 dakika
muamele ederek, hidrolize etmistir. Calismamizda, liyofilize edilerek kurutulan
saf seliiloz, 1 ml 2M TFA c¢ozeltisi i¢inde, 120 °C’de 2 saat muamele edilerek
hidrolize edilmis ve 40 °C’de evapore ederek, TFA’nin uzaklastirilmasi

saglanmistir.

White et al. (1981), Zhang et al. (2006), Trichoderma reesei fungusundan
saflagtirilmis olan sellobiohidrolaz I ve endoglukonaz IV enzimlerini kullanarak,
seliilozu hidrolize etmislerdir. Hurst et al. (1977), Aspergillus niger fungusundan
seliilaz enzimi saflastirip, bunu seliiloz hidrolizinde kullanmiglardir. Boisset et al.
(2000), Aspergillus oryzae fungusundan elde ettikleri seliilaz enzimi ile seliillozu
hidrolize etmislerdir. Amano et al. (2002), Trichoderma reesei ve Aspergillus

niger funguslarindan elde ettikleri selillaz enzimini, seliiloz hidrolizinde
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kullanmislardir. Seliilaz aktivitesi ise 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) metodu ile

belirlenmistir (Miller, 1959).

Funguslardan selillaz enzimi elde etmek igin cesitli yontemler Onerilmistir.
Gopinath et al. (2005), bazi fungus tiirlerinin, seliilotik enzim aktivitesinin
kalitatif olarak belirlenmesinde Czapek dox agar besiortamim kullanmiglar ve
once % 1’lik kongo kirmizisi sonra 1 M NaCl damlatarak, plaklarda zon
olusumunu incelemislerdir. Onsori et al. (2005), baz1 Aspergillus tiirlerinin,
seliilotik enzim aktivitesinin kalitatif olarak belirlenmesinde karboksimetilseliiloz
agar (CMC-Agar) besiortamini kullanmislar ve plaklarda zon olusumunu
incelemiglerdir. Strauss et al. (2001), Saccharomyces, Hansenula, Candida gibi
bazi mayalarin seliilotik enzim aktivitesinin kalitatif olarak belirlenmesinde yeast
ekstrakt, pepton, gliserol, etanol ve karboksimetil seliiloz iceren YPD Agar

kullanmislar ve plaklarda zon olusumunu incelemislerdir.

Kalitatif olarak seliilaz aktiviteleri belirlenen funguslar, seliilaz enzimini
sentezleyebilmeleri i¢in uygun bir fermentasyon ortaminda gelistirilmistir.
Muthuvelayudham et al. (2006), Trichoderma reesei QM9414 fungusunu,
Mandels ve Weber (1969) fermentasyon ortaminda gelistirmisler ve sentezlenen
enzimin aktivitesini incelemislerdir. Onsori et al. (2005) ve Chand et al. (2005)
de, baz1 Aspergillus tiirlerinin Mandels ve Weber (1969) fermentasyon ortaminda
sentezledikleri, seliillaz enzimin aktivitesini incelemislerdir. Ojumu et al (2003),
Aspergillus flavus fungusunun seliillaz enzimini iiretmesi i¢in de, Mandels ve

Weber (1969) fermentasyon ortamini kullanmagtir.

Calismamizda, ADU FEF Biyoloji Béliimii, Mikrobiyoloji laboratuvarinda kayith
olan funguslar arasindan seliilaz enzimi iiretenleri se¢mek amaciyla once kalitatif
olarak tarama yapilmistir. Kalitatif tarama sonucunda, seliilaz aktivitesi yiiksek
olan Aspergillus niger HBB 40 ve Trichoderma sp. HBB 110 funguslarindan,
Mandels ve Weber (1969) fermentasyon ortaminda, seliillaz enzimi {iretilmistir.

Seliilaz aktivitesi ise 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) metodu ile belirlenmistir.
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Funguslardan elde edilen seliilaz enzimi ile 6n islem gormiis bakteriyal seliiloz

ornegi, 55 °C’de 1 saat inkiibasyon sonunda hidrolize edilmistir.

Asidik veya enzimatik olarak hidrolize edilen seliiloz orneklerinin seker icerigi,
ince tabaka kromatografisi yapilarak belirlenmistir. Aquino et al. (2003), TLC
icin mobil faz olarak, n-butanol, etanol, su (5:3:2 v/v) kullanmislar ve enzimatik
hidroliz sonucu son iiriiniin glukoz oldugunu belirlemislerdir. Oikawa et al.
(1997), TLC i¢in mobil faz olarak, n-butanol, piridin, su (6:4:1 v/v) kullanmiglar
ve enzimatik hidroliz sonucu olusan son iiriiniin glukoz oldugunu géstermislerdir.
Cohen (2005), TLC i¢in mobil faz olarak etil asetat, su, metanol (40:15:20 v/v)
kullanmis ve enzimatik hidroliz sonucu sellopentozdan, son iiriin olan glukoza
dogru bir parcalanmanin oldugunu gostermislerdir. Ito et al. (2005), TLC igin
mobil faz olarak kloroform, metanol, su (90:65:15 v/v) kullanmis ve enzimatik
hidroliz sonucu son iiriiniin glukoz oldugu belirlemislerdir. Moonmangmee et al.
(2002), TLC icin mobil faz olarak n-propil alkol, distile su (85:15 v/v) kullanmis
ve asidik hidroliz sonucu son {riiniin glukoz oldugunu gostermistir.
Calismamizda, hem asit hem de enzim hidrolizi ile elde edilen 6rnek, TLC ye
uygulanmistir. TLC i¢in mobil faz olarak, n-butanol, etanol, su (5:3:2 v/v)

kullanilmis ve hidroliz sonucu olusan son {iiriiniin glukoz oldugu belirlenmistir.

Bakteriyal selilozun CP/MAS "“C katt NMR ve FT-IR spektrofotometrik
analizleri yapilarak, elde edilen ekstraselular polisakkaritin dogrulugu tespit
edilmistir. Hesse ve Jager (2005), seliilozun kat1t NMR arastirmasi sonunda; 105
ppm’de C1, 90 ppm’de C4, 76-70 ppm’de C3, C2, C5 ve 65 ppm’de de C6’nin
oldugunu gostermislerdir. Watanabe et al. (1998), durgun kiiltiirden elde ettikleri
seliillozun katt NMR arastirmasi sonunda da; 106 ppm’de C1, 91-89 ppm’de C4,
78-70 ppm’de C3, C2, C5 ve 63 ppm’de de C6’nin oldugunu belirtmislerdir.
Keshk ve Sameshima (2006b), yaptiklan calismada elde ettikleri seliilozun kati
NMR arastirmasi sonunda; 105 ppm’de C1, 90 ppm’de C4, 78-70 ppm’de C3, C2,
CS5 ve 65 ppm’de de C6’nin oldugunu belirtmislerdir. Kono et al. (2002), seliiloz
triasetat polimorflarinin (CTA I ve CTA II) kati NMR arastirmasi sonunda; CTA 1
icin, 102 ppm’de C1’in, 63 ppm’de C6’nin oldugunu ayrica CTA II i¢in de, 100



156

ppm’de Cl’in, 65-67 ppm’de ise C6’'nmin oldugunu belirtmislerdir. Bizim

bulgularimiz da kaynaklar1 desteklemektedir.

FT-IR spektrofotometresi, selillozun karakteristik piklerini 1000-1200 cm™
etrafinda gosterir (Cao et al.,, 2002). Cao et al. (2002)’nin yaptig1 calismada,
selilozdaki C-O-C gruplarmm 1160 cm™ yakinlarindaki bantta, H-O-H
gruplarimin ise 1635 cm’ bolgesindeki bantta, OH gruplarinin da 3400 cm’
bolgesindeki bantlarda oldugunu gostermislerdir. Keshk ve Sameshima (2006b),
A. xylinum ATCC 10245 straininde HS ve melashh besiortaminda iirettikleri
seliillozun FT-IR analizini yapmislar ve analiz sonucunda OH gruplarinin 3500-
3000 cm’ bolgesindeki bantlarda oldugunu belirlemislerdir. Elde ettigimiz
bakteriyal selillozun FT-IR analiz sonucu, kaynaklarda belirtilen bulgular ile

benzerdir.

Bakteriyal seliillozun, fiziksel ve kimyasal Ozelliklerinin arastirilmasinda ve nata
de coco, ses diyaframlari, yara kapatici ve onarici gibi materyallerin ticari olarak
iiretiminde, fermentasyon yontemi olarak, genellikle durgun kiiltiir secilir. Durgun
kiiltiirde yiizey/hacim orani 6nemlidir ve liretilen seliiloz, fermentasyon sivisinin
iist yiizeyinde, kalin, jelatin membran seklinde olusur. Calkalamali kiiltiirlerde ise
selilloz, diizensiz yiginlar halinde, pellet ya da kiire seklinde olusur ve bu
fermentasyon tipi, {retim miktarim1 artirmak amaciyla kullanilir. Fakat,
calkalamal1 kiiltiirde strainlerin stabilitesi, spontan mutasyonlar ya da seliiloz
iiretmeyen hiicrelerin baskin hale gelmesi ile bozulur. Bu nedenle bu
fermentasyon tipinde, seliiloz liretim miktarinda bir kayip sozkonusu olabilir ve
bu kayip, hiicrelerin, fizyolojik faktorlerinden ziyade, mutasyonla genetik agidan
selilloz iiretmeyen hiicrelere doniismesine baghidir (Johnson et al.,1989).
Calkalamali kiiltiir ile seliilloz iiretiminde boyle bir dezavantajin olmasindan
dolayi, calismamizda asetik asit bakterilerinden, seliiloz iiretimi ve optimizasyon

denemeleri durgun kiiltiirde gerceklestirilmistir.
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Yapilan bu ¢alismada, temel besiortamindaki igeriklerin miktarlar1 ( % 2 glukoz;
% 0,5 yeast ekstrakt; % 0,5 polipepton; % 0,675 Na,HPO4.12H,0; % 0,115 sitrik
asit) sabit tutularak, sadece karbon ve azot kaynaklar1 degistirilmis ve
fermentasyon ortami modifiye edilmistir. Karbon kaynagi olarak % 2 glukoz
yerine % 2 fruktoz, % 2 sukroz ve % 2 etanol; azot kaynagi olarak da; % 0,5 yeast

ekstrakt yerine, % 0,5 kazein hidrolizati ve % 0,5 amonyum siilfat kullanilmistir.

Seliilloz sentezleyen Acetobacter xylinum strainin en karakteristik ozelligi,
glukozdan, seliiloz sentezinde Onciil madde olarak iiretilen iiridin difosfoglukoz
pirofosforolaz (UDP) aktivitesinin yiiksek olmasidir (Ross et al.,1986). Bu glukoz
seluloz sentezinde kullanilir ama bundan enerji tiretilemez. Hiicre gelisiminin ilk
safhalarinda, laktat, seker metabolik yolunu degistirerek, seliilloz iiretiminden
hiicre gelisimini stimiile eden TCA dongiisiine katilir (Matsuoka et al., 1996). Bu
nedenle laktatin, TCA dongiisiinde hizlandiric1 bir etkiye sahip oldugu belirtmistir
(Dudman,1959). Laktattan bagska, TCA dongiisiine katilarak, hiicre gelisimini ve
selilloz iiretimini stimiile eden piriivat, aldehit, etanol ve asetat gibi baska

substratlar da vardir.

Yaptigimiz bu ¢aligmada her iki izolatta da en yiiksek seliiloz ve yiizde verim
miktarinin glukoz varlhiginda, daha sonra sirasiyla fruktoz, sukroz ve etanol
varliginda oldugu tespit edilmistir. Bulgularimz: Acetobacter pasteurianus HBB6
straini icin glukoz + yeast ekstrak’ da % 18, sukroz + yeast ekstrak % 14,3 fruktoz
+ yeast ekstrak % 16,5, etanol + yeast ekstrak’ da % 9,3 bulunmustur; Acetobacter
lovaniensis HBBS straini icin glukoz + yeast ekstrak’ da % 12,9, sukroz + yeast
ekstrak % 10 fruktoz + yeast ekstrak % 12,1, etanol + yeast ekstrak’ da % 8,1
olarak bulunmustur. Elde ettigimiz bu veriler ayn1 parametreler i¢in yapilan
deneysel calismalarla paralellik saglamistir. Bu aragtirmalarda, 6rnegin Masaoka
et al. (1993), yaptig1 calismada seliilloz iiretiminin glukoz varhiginda % 100,
fruktoz varliginda % 92, sukroz varliginda % 33 ve etanol varliginda da % 4
oldugunu gostermistir. Son et al. (2001), Acetobacter sp. V6 izolatinin % 2
oraninda farkli karbohidratlar1 iceren standart besiortaminda iirettigi seliiloz

miktarini incelemislerdir. Calismanin sonucunda glukoz varliginda 2,7 g/l, fruktoz
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varliginda 2,53 g/l ve sukroz varliginda 0,83 g/l seliiloz iiretiminin oldugunu tespit
etmiglerdir. Yang et al. (1998), Acetobacter xylinum BRCS5 straininin, fruktozlu
besiortaminda 2,88 g/l ve sukrozlu besiortaminda da 0,55 g/l seliiloz iirettigini
belirlemislerdir. Ayrica yaptiklar1 baska bir calismada da seliiloz {iretiminin
glukoz varhiginda 4,06 g/l ve fruktoz varlifinda da 3,49 oldugunu tespit
etmiglerdir. Toda et al (1997), Acetobacter xylinum straininin cesitli karbon
kaynaklarindaki, seliiloz iiretimini incelemisler ve en yiiksek iiretimin glukozda
sonra fruktoz ve sukrozda oldugunu gozlemislerdir. Chavez-Pacheco et al. (2005),
Gluconacetobacter xylinum IFO 13693 strainin glukoz igerikli besiortaminda
kiiltiire edilmesi sonucunda, hiicre gelisimi ve seliiloz iretiminde, sukroz icerikli

besiortamindakine gore, bir artis oldugunu gozlemislerdir.

Ayrica sukroz igerikli temel ortama, % 1,4 etanol eklenmesi ile hiicre gelisiminin
1,9 kat, selilloz iiretiminin de 1,1 kat daha fazla oldugunu gdstermislerdir.
Matsuoka et al. (1996), Naritomi et al. (1998a), Krystynowicz et al. (2002) ve
Park et al. (2003), yaptiklar1 calismalarda etanol varliginda hiicre gelisiminin ve
seliiloz iiretiminin arttigim1 gozlemislerdir. Fakat etanol miktarinin %1,5’dan fazla
olmasi, s1vi kiiltiirde asetat miktarinin artisina, pH’1in da diismesine neden oldugu
icin, hiicre gelisimi ve seliiloz tiretiminde bir azalmanin oldugunu belirtmislerdir

(Naritomi et al. 1998a; Park et al. (2003).

Son et al. (2001), calkalamal kiiltiirde, Acetobacter sp. V6 izolat1 ile yaptiklar
calismada, karbon kayna@ olarak; fruktoz, glukoz, maltoz, sukroz, trehaloz,
mannitol, arabitol, asetik asit, laktik asit ve suksinik asit kullanmislar ve bunlar1
igeren standart besiortaminda liretilen selilloz miktarini incelemislerdir. Calisma
sonunda, glukozdan sonra en yiiksek seliiloz iiretiminin fruktoz, trehaloz ve laktik
asit varhi@inda oldugunu saptamislardir. Fakat Oikawa et al. (1995), durgun
kiiltiirde, Acetobacter xylinum straininde, en yiiksek seliiloz iiretiminin mannitol
ve arabitol varliginda oldugunu saptamiglardir. Ancak, Tonouchi et al. (1996),
calkalamali kiiltiirde, A. xylinum subsp. sucrofermentans BPR2001 straininde en

yiiksek seliiloz iiretiminin, fruktoz varliginda oldugunu belirtmislerdir.
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Farkli karbon kaynaklarinin seliilloz verimi ile kendi izolatlarimizin kullanimu ile
yapilan denemeler, en iyi karbon kaynagimin glukoz oldugunu gostermis ve

literatiir bulgular1 bunu desteklemistir.

Bakteriyal seliiloz tiretiminde kullanilan karbon kaynaklarinin konsantrasyonu da
onemlidir. Yapilan aragtirmalarda, Son (2001), % 4 glukoz igeren besiortaminda
selilloz iretiminin artigm fakat glukoz konsantrasyonu, % 4’iin {iizerine
ciktiginda ise seliilloz {iretiminin diistiigiinii gozlemislerdir. Masaoka (1993),
glukoz miktarinin artmasiyla, seliiloz iiretiminin azaldigim bildirmislerdir. Son et
al. (2003), Acetobacter sp. V6 straininde, % 0,5 ile % 5 oranindaki glukoz
konsantrasyonunun, seliiloz iiretimi tizerine etkisini arastirmislar ve en yiiksek

seliiloz tiretiminin % 2 glukoz konsantrasyonunda oldugunu saptamislardir.

% 2’nin iizerindeki glukoz konsantrasyonu, seliiloz iiretimini azalttig1 i¢in, kesikli
kiiltirde selilloz iiretimi, diisiik glukoz konsantrasyonu ile baslar. Ciinkii
Acetobacter xylinum hiicreleri glukozu, glukonik aside okside ederek Kkiiltiir
ortaminin pH’1m diisiiriir ve bu da hiicre gelisimini ve seliiloz tiretimini inhibe
eder (Schramm et al.; 1957). Bu nedenle calismamizda % 2 konsantrasyonda,

farkli karbon kaynaklar1 denenmistir.

Yapilan aragtirmalar sonunda, bazi bilesiklerin hiicre gelisimini stimiile ederek,
seliiloz iretimini arttirdig1 belirlenmistir. Son et al. (2001), Acetobacter sp.A9
straininde, seliiloz tiretimi icin etanol, asetik asit, fumalik asit, laktik asit, malik
asit, pirlivik asit ve siiksinik asit kullanmislardir. Bu bilesikler icinde seliiloz
iiretiminde en etkili olamin etanol, daha sonra da piriivik asit oldugunu
belirlemislerdir. =~ Bakteriyal seliilloz sentezinde besiortamindaki etanol
konsantrasyonu, olduk¢a oOnemlidir. Heo et al. (2002), Acetobacter sp.A9
straininin, % 1,4 etanol varliginda iirettigi seliiloz miktarinin, etanol yoklugunda
girettigi  selilloz miktarndan 19 kat daha fazla oldugunu gostermislerdir.
Acetobacter sp. V6 straini, % 0,6 etanol iceren besiortaminda, etanol bulunmayan

besiortamindan 3,1 kat daha fazla seliiloz iirettigini bulmuglardir (Son et al. 2003).
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Besiortami icinde etanol konsantrasyonunun % 1,5 ‘dan fazla olmasi, ortamda
fazla miktarda asetat birikmesine neden olur ve ortamin pH’im diisiiriir. Bu da
hiicre gelisimini dolayisiyla seliiloz iiretimini inhibe eder (Naritomi et al.,1998a;
Park et al., 2003; Krisch et al.,1997; Ory et al.,1998). Dudman (1959), durgun
kiiltiirde, yiiksek konsantrasyondaki etanoliin, Acetobacter acetigenum gelisimini

stimiile ettigini fakat seliiloz iiretimini artirmadig: belirtmistir.

Calismamizin sonunda her iki izolatin da, % 2 etanol varlifinda besiortaminda
sentezledigi seliilloz miktarmin, % 2 glukoz, fruktoz ve sukroz varliginda
sentezledigi miktardan daha diisiik oldugu gozlenmistir. % 2 etanolun bulundugu
besiortaminda seliiloz iiretiminin diger karbon kaynaklarina gore diisiik olmasi
besiortamindaki asetik asidin fazla miktarda birikmesi sonucunda pH’in diismesi

ve bununda hiicre gelisimini ve seliiloz iiretimini inhibe etmesi ile agiklanabilir.

Calismamizda azot kaynagi olarak yeast ekstrakt, kazein hidrolizat ve amonyum
stilfatin kullanildig1 besiortamlarindaki seliilloz ve yiizde verimleri incelenmistir.
Her iki izolatta da en yiiksek seliiloz iiretimi ve yiizde verim miktari, yeast
ekstrakt varliginda, daha sonra sirasiyla kazein hidrolizat ve amonyum siilfat
varliginda saptanmistir. Son et al. (2001), Acetobacter sp. A9 straininin, en
yiiksek seliiloz iiretiminin, % 0,5 oraninda kullanilan CSL, polipepton ve yeast
ekstrakt varliginda oldugunu saptamislar ve seliiloz iiretiminde, en iyi azot
kaynagmin yeast ekstrakt oldugunu bildirmislerdir (Son et al., 2001). Yeast
ekstrakttan baska, seliiloz iiretimini stimiile eden beef ekstrakt, malt ekstrakt,
pepton ve tripton gibi azot kaynaklar1 da olmasina ragmen, bunlarin seliiloz
iiretimi daha diisiiktiir (Son et al., 2001). Matsuoka et al. (1996), Acetobacter
xylinum subsp. sucrofermentans straininin, azot kaynagi olarak kullanilan yeast
ekstrakt, CSL, soyton ve pepton igerikli besiortaminda iirettigi seliiloz miktarini
arastirmiglardir. Calisma sonucunda en yiiksek seliiloz miktarinin, 4,13 g/l olarak
yeast ekstrakt icerikli besiortaminda oldugunu bulmuglardir. Seliiloz iiretiminde
azot kaynagi olarak kullanilan yeast ekstraktin konsantrasyonu, seliiloz tiretimini
fazlaca etkilememektedir. Acetobacter sp. A9 straininden, en yiiksek seliilloz

tretimi, % 0,1 yeast ekstrakt varliginda gerceklesmistir bu oranin iizerindeki
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konsantrasyonlarda seliiloz iiretimi miktar1 hemen hemen ayni kalmistir (Son et

al. ,2001).

Yang et al. (1998), yapmis oldugu calismada Acetobacter xylinum BRCS
straininden % 2 oraninda farkli karbon kaynaklarinin oldugu besi ortamina % 0,5-
% 6 oraninda degisen yeast ekstrakt ilave etmisler ve en yiiksek seliiloz iiretimini,
% 0,4 yeast ekstrakt varliginda belirlemislerdir. Bu konsantrasyonun iizerinde ise

seliiloz iiretimi etkilenmemistir.

Son et al. (2001), yaptiklar1 calisma sonucunda yeast ekstrakt varliginda 2,87 g/1,
polipepton varliginda 2,65 g/l selilloz miktarina rastlarken, amonyum siilfat
varliginda ise seliiloz iiretiminin olmadigin gozlemislerdir. Fakat Heo et al.
(2002), Acetobacter sp. A9 straininin, % 0,3 oraninda azot kaynagi olarak
kullanilan, (NH4),SO4 (amonyum siilfat), NHsH,PO4 (amonyum dihidrojen fosfat)
ve (NH4);HPO, (amonyum hidrojen fosfat) besiortamindaki seliiloz {iiretim
miktarin1  incelemislerdir. Calisma sonucunda amonyum siilfat icerikli
besiortaminda tiretilen seliiloz miktarinin 4,69 g/1, NH4H,PO, varliginda 3,19 g/l
ve (NHy),HPO4 varliginda da 2,93 g/l oldugunu gézlemislerdir. Buna gore seliiloz
iiretimine en uygun azot kaynaginin (NH4);SOs oldugu goriilmiistiir. Chavez-
Pacheco et al. (2005), Gluconacetobacter xylinum IFO 13693 strainin, amonyum
stilfat icerikli besiortaminda seliiloz iiretiminin, kazein hidrolizat icerikli ortamda
iiretilenden daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Fakat bizim yaptigimiz
calismada, her iki izolatta da kazein hidrolizatin, amonyum siilfattan daha fazla

seliiloz tirettigi belirlenmistir.

Yaptigimiz ¢alismada her iki izolatta da, glukoz ve kazein hidrolizat igerikli
besiortaminda iiretilen seliiloz miktarinin, sukroz ve kazein hidrolizat icerikli
besiortaminda iiretilen seliilloz miktarindan daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Ayrica her iki izolatta da, glukoz ve amonyum siilfat icerikli besiortaminda
iiretilen seliilloz miktarinin, sukroz ve amonyum siilfat icerikli besiortaminda
iiretilen seliiloz miktarindan daha fazla oldugu gézlenmistir. Ramana et al. (2000),

Acetobacter xylinum strainin, glukoz ve amonyum siilfat icerikli besiortaminda
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girettigi selilloz miktarinin, sukroz ve amonyum siilfat icerikli besiortaminda
tirettigi seliilloz miktarindan daha fazla oldugunu saptamiglardir. Fakat aymi
strainin, glukoz ve kazein hidrolizat igerikli besiortaminda iirettigi seliiloz
miktarinin, sukroz ve kazein hidrolizat icerikli besiortaminda iirettigi seliiloz
miktarindan daha az oldugunu tespit etmislerdir (Ramana et al.; 2000). Budhiono
et al. (1999), yaptiklann calismada, glukoz ve amonyum siilfat igerikli
besiortaminda iiretilen seliiloz miktarinin, sukroz ve amonyum siilfat icerikli
ortamdakine gore daha fazla oldugunu gostermislerdir. Yapilan bu g¢aligmalar
sonucunda, farkli karbon ve azot kaynaklarinda iiretilen seliilloz miktarinda

degismeler oldugu goriilmiistiir.

Seliilloz iiretiminde fosfat konsantrasyonun da etkisini saptamak igin,
Na,HPO,4.12H,0O’nin %0-%1 konsantrasyonlarindaki seliloz  iiretimi
arastirilmistir. Yapilan calisma sonunda en yiiksek seliilloz iiretiminin % 0,8
Na,HPO4.12H,0 varliginda oldugu tespit edilmistir. Na,HPO,.12H,0
konsantrasyonun % 0,8 oranindan diisiikk ya da fazla olmasi, seliiloz iiretimini
diisiirmektedir (Son et al., 2001). Calismamizda, % 0,675 Na,HPO,.12H,0
kullanilmis ve bu da strainlerin seliiloz iiretimleri igin gerekli fosfat iyonu

miktarini karsiladigr goriilmiistiir.

Seliiloz tiretiminde, % 0,5’in iizerindeki sitrik asit konsantrasyonlarinin da etkisi
arastirtlmigtir. Sitrik asit eklenmesinin, seliiloz iiretim miktarini etkilemedigi
bildirilmistir (Son et al., 2001). Fakat yaptigimiz c¢alismada, temel ortamin

icerisine % 0,115 sitrik asit eklenmistir.

Yapilan calismada temel ve melaslhh besiortamlarinda her iki izolatin, farkli
sicaklik ve farkli pH’daki selilloz iiretimleri ve yiizde verim miktarlar
incelenmistir. Her iki izolatta da hem temel besiortaminda hem de melash
besiortaminda 4 °C’de hicbir hiicre gelisimi olmamis ve buna bagl olarak da
seliiloz iiretimi gerceklesmemistir. En yiiksek hiicre gelisimi ve seliiloz tiretimi,

30 °C’de goriilmiis, bunu 37 °C ve 22 °C izlemistir.
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Skinner et al (2000), Acetobacter xylinum’un 4 °C, 22 °C, 30 °C ve 37 °C’de HS
besiortaminda seliiloz iiretimini arastirmiglardir. En diisiik seliiloz iiretiminin 4
%C’de, en yiiksek seliiloz iiretiminin ise 30 °C’de oldugunu bildirmislerdir. Son et
al. (2001), HS’de calkalamal kiiltiirde, Acetobacter sp. A9 straininde, 20 - 40 °c
sicakliklardaki seliiloz iiretimini incelemisler ve seliiloz iiretimi i¢in optimum
sicakligin 30 °C oldugunu bildirmislerdir. 25 °C’de 6nemli bir farklilik
gormemigler fakat 35 %C’nin iizerinde seliiloz iiretiminin diistiigiinii belirtmislerdir
(Son et al. 2001). Acetobacter aceti’nin 15-40 °C’deki gelisimi ve seliiloz tiretimi
incelenmistir. Optimum sicakligin 30 °c oldugu ve 35 °C’nin iizerindeki
sicakliklarda hiicre gelisiminin ve seliiloz iiretiminin giderek diistiigli gozlenmistir

(Ory et al., 1998).

Yaptigimiz calismada temel ve melash besiortaminda pH 2,5; 3,5; 4,5; 6,5; 7,5 ve
8,5’da seliiloz iiretimi ve yiizde verim miktar1 incelenmistir. Calismanin sonunda
temel besiortaminda, her iki izolatta da, pH 2,5’da hicbir hiicre gelisimi olmamig
ve seliiloz iiretimi gozlenmemistir. Melasli besiortaminda ise her iki izolatta da,
pH 2,5 ve pH 3,5°da higbir hiicre gelisimi olmamis ve selilloz iiretimi
gozlenememistir. Fakat her iki izolatin da, hem temel besiortaminda hem de
melasli besiortaminda, pH 6,5’da ve daha sonra pH 4,5’da en yiiksek seliiloz
iiretimini gerceklestirdigi gozlenmistir. Son et al. (2001), Acetobacter sp. A9
izolatinin, pH 3,0-9,0 araliginda seliiloz iiretimini arastirmislardir. Yaptiklan
calisma sonunda, pH 4,5- 7,5 araliginda seliiloz iiretiminin yiiksek oldugunu fakat
optimum pH’1n 6,5 oldugunu bildirmislerdir (Son et al. 2001). Fakat genel olarak
Acetobacter xylinum’dan, seliiloz iiretiminde optimum pH araligi, 4,0-7,0 olarak
kabul edilmektedir (Delmer et al., 1995). Ishihara et al. (2002), yaptiklari
calismada, Acetobacter xylinum, A. pasteurianus ve A. hansenii izolatlarinin, pH
3,0-7,0 araligindaki seliiloz {iiretimlerini incelemisler ve en yiiksek seliiloz

tiretiminin pH 6,5 oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda, Gluconacetobacter xylinus DSM 46604, Gluconacetobacter
xylinus DSM 2004, Acetobacter aceti DSM 3508, Acetobacter pasteurianus

HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerinin, temel besiortaminda
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irettikleri selilloz ve yiizde verim miktarlart ile melas, peynir alt1 suyu, zeytin
karasuyu ve corn steep liquor’lii besiortaminda {irettikleri seliiloz ve yiizde verim

miktarlari incelenmis ve Kkarsilastirilmistir.

Calismamizda, maliyet olarak daha ucuz ve bazi endiistri kuruluslarinin atik
maddesi olarak nitelendirdigimiz {iriinlerin (melas, peynir altt suyu, zeytin
karasuyu vb), bakteriyal seliilloz {iiretiminde substrat olarak kullanilip,
degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Bu amacla, asetik asit bakterilerinden seliiloz
iiretiminde, icerisinde organizmanin biiyiimesi i¢in gerekli bir¢ok besin maddesini
bulundurmasi, yiiksek oranda fermente edilebilir seker (% 5 sukroz) icermesi,
iilkemizde bol miktarda bulunmasi ve ucuz olmasi nedeniyle, seker fabrikalarinin

bir atig1 olan pancar melas1 karbon kaynagi olarak kullanilmistir.

Bae et al (2004), Acetobacter xylinum subsp. sucrofermentans BPR2001strainini
kullanarak bir jar fermentdrde ve melash besiortaminda BS iiretmislerdir. Yapilan
caligmada melas, H;SOy4-1s1 islemine tabi tutulmustur ve bu isleme maruz
birakilmayan melasla olan BS iiretim verimi farkina bakilmistir. Is1 islemine

birakilan melasda BS veriminin digerine gore iki kat oldugunu bulunmustur.

Keskhk et al.(2006a), Gluconacetobacter xylinus ATCC 10245 kullanarak,
toplam seker miktarinin %57 oldugu pancar melasli besiortaminda, glukozun

kullanildigr besiortamina gore daha fazla BS elde etmislerdir.

Keskhk et al (2006b), BS lignosiilfonat varliginda ve yoklugunda seker kamist %
35 sukroz ve % 16 rediiktor sekerli melasda BS iiretimini durgun kiiltiirde
incelemisler, Acetobacter xylinum ATCC10245 ve IFO13693, IFO13772,
IFO13773, IFO14815, IFO15237 strainlerini kullanmiglar ve melasli ortamda BS

iiretiminin daha fazla oldugunu bulmuglardir.

Yaptigimiz bu c¢alismada, melashi ortamda optimum sartlarda elde edilen
bakteriyal selilloz miktari, temel ortama (glukozlu ortam) gore daha diisiik

cikmustir. Ornegin; glukozlu ortamda Acetobacter pasteurianus HBB6’ da seliiloz
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tiretiminin yiizde verim miktar1 % 11,7 iken, melasl ortamda % 9,8’e diigmiistiir.
Aym sekilde Gluconacetobacter xylinus DSM 46604°de glukozlu ortamda yiizde
verim miktar1 % 15,3 iken, melash ortamda % 11,2’e diigmiistiir. Diger

organizmalarda da buna benzer sonuglar gozlenmistir.

Melash besiortaminda, baska mikroorganizmalarin, PHB (Polihidroksibiitiirat)
sentezi ve yag liretimi gibi fermentasyon denemeleri de yapilmistir. Bu konuda
yapilan calismalarda da, melashh besiortamindan elde edilen iiriin miktarmin,
temel ortamlardan elde edilen iiriin miktarlarindan daha diisiik oldugu tespit
edilmistir. Biyik (1993), funguslardan, yag iiretimi iizerine yaptig1 calismada,
Aspergillus terreus NRLL 13030’da, yag yiizdesini temel ortamda (sukrozlu
ortam) % 37 bulurken, melasli ortamda % 10,9 olarak bulmustur. Ayn1 konuda
calisma yapmis olan Hassanien et al. (1986), Aspergillus niger’in yag yiizdesini
temel ortamda (sukrozlu ortam) % 37-57 olarak bulurken, melashi ortamda % 7
olarak bulmustur. Bu sonuglar, Ratledge (1989) nin belirttigi gibi, melas fermente
edilmeyen bilesikleri ve azotlar1 bulundurmasi nedeniyle, saf sukrozdan elde
edilen yaglara nazaran melasli ortamdan daha az yag elde edilmistir, seklinde
degerlendirilmistir (Biyik, 1993). Ates (1997), mikroorganizmalardan PHB
dretimi ile ilgili yaptign calismada, Alcaligenes latus 1AM 12599’da, sukrozlu
temel ortamda PHB verimini % 49,18 olarak bulurken, melash ortamda % 43,16
olarak bulmustur. Ayrica aym1 c¢alismada kullandigr Pseudomonas extorquens
DSM 1337°de de, sukrozlu temel ortamda PHB verimini % 24,86 olarak bulurken,
melash ortamda % 22,98 olarak bulmustur. Yapilan bu calismadaki sonuglar;
melasin, PHB iiretimini arttirdigi fakat sukrozlu temel ortamdaki kadar yiiksek

olmadig seklinde degerlendirilmistir (Ates, 1997).

Bizim calismamizda da, melash ortamda seliiloz tiretimi, diger atik madde igeren
besiortamlarina gore daha fazla olmustur fakat seliiloz {iretiminin, temel
ortamdaki (glukozlu ortam) kadar yiiksek olmadigi gozlenmistir. Acetobacter
strainlerinin, glukoz igerikli besiortaminda, sukroz igerikli besiortamina gore,
daha fazla seliiloz trettigi bildirilmistir (Masaoka et al.,1993; Jonas ve Farah,

1998). Elde ettigimiz bu sonuglar; melasin seker olarak sukroz icermesi ve
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sukrozun da, glukozdan daha diisiik miktarda seliiloz {iiretmesi, seklinde
degerlendirilmistir. Fakat laboratuvar calismalarinda glukozlu temel ortamda
seliiloz iiretimi daha avantajh goriilmekteyse de, endiistriyel capta seliiloz iiretimi
diisiiniildiigiinde melas, glukoza gore ¢ok ucuz oldugu i¢in, melash ortamda

seliiloz tiiretmek daha ekonomik olacaktir.

Calismamizda atik madde olarak kullanilan melas, peynir alti suyu ve zeytin
karasuyundan bagka selillozun ekonomik {iiretimi i¢in, ucuz azot kaynagi olarak

yeast ekstrakt yerine corn steep liquor de kullanilmistir.

Bakteriyal seliiloz iiretiminde azot kaynag olarak kullanilan yeast ekstrakt
ekonomik degildir. Bu nedenle seliilozun ekonomik {iiretimi i¢in yeast ekstrakt
yerine kullanilabilecek, ucuz organik kaynaklar arastirilmis ve yeast ekstrakt
yerine, CSL kullaniminin uygun oldugu onerilmistir (Son et al., 2001). Bir¢cok
arastirici da seliiloz iiretiminde CSL’nin azot kaynag olarak kullanilabilecegini
belirtmistir (Chao et al., 1997; Kouda et al.; 1997; Toyasaki et al.,1995; Yang et
al., 1998). Seliiloz iiretiminde fermentasyon ortaminda azot kaynagi olarak
kullanilan CSL’nin konsantrasyonu da onemli olup, %1 - %10 (v/v) arasindaki
konsantrasyonlar tercih edilir ve ¢alkalamali kiiltiirlerde % 3’litk CSL uygundur
(Johnson ve Neogi, 1989). Johnson ve Neogi (1989), % 4 glukoz, % 1 CSL
iceren fermentasyon ortaminda 1306-11 ve 1306-21 Acetobacter strainlerinin
seliiloz iiretimini incelemislerdir. Baz1 arastirmacilar, ayrica % 4 fruktoz, % 5
(w/v) CSL iceren fermentasyon ortaminda da seliiloz iiretimini arastirmislardir
(Johnson ve Neogi, 1989; Westland et al.,1993; Kouda et al., 2000; Ben-Bassat et
al.,1992).

Calismamizda seliiloz iiretiminde kullanilan temel besiortaminda % 0,5 yeast
ekstrakt yerine % 0,5 CSL kullamlmistir. Yaptigimiz calisma sonunda, CSL
icerikli besiortaminda elde edilen seliiloz iiretimi ile ylizde verim miktari, temel
ortam ve melasli ortama gore daha diisiik olmasima ragmen, PAS’I1 ortama gore

daha yiiksek c¢ikmustir. Ornegin; Acetobacter pasteurianus HBB6’min CSL
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ortamindaki seliiloz tiretimi 0,0025 g/ml olmasina ragmen, temel ortamda 0,0041

g/ml, melasl ortamda 0,0031 g/ml ve PAS’l1 ortamda ise 0,0016 g/ml’dir.

Diger strainlerde de benzer sonuglar gézlenmistir. Son et al., (2001), % 0,5
konsantrasyonunda farkli azot kaynaklarinda glukozlu ortamdaki seliiloz iiretimini
incelemisgler ve yeast ekstraktin (2,87 g/1), CSL’den (2,59 g/1) daha fazla seliiloz
iirettigini gézlemislerdir. Matsuoka et al., (1996), seliiloz iiretiminde azot kaynagi
olarak CSL, soyton, yeast ekstrakt ve pepton kullanmislar ve seliiloz tiretiminin
yeast ekstrakttan sonra en fazla CSL’de oldugunu gormiislerdir. Yang et al.
(1998), % 0,5 glukoz, % 1,5 fruktoz icerikli fermentasyon ortaminda CSL
konsantrasyonunun etkisini incelemisler ve CSL % 6’min {izerindeki
konsantrasyonlarda seliiloz {iretiminin diistiigiinii gozlemislerdir. Bae et al.
(2004), corn steep liquor-fruktoz’lu fermentasyon ortaminda fermentorde, seliiloz
iiretimini incelemislerdir. Noro et al. (2004), Acetobacter xylinum’ un bakteriyal
seliiloz iiretiminde CSL’nin tamponlama kapasitesini aragtirmislardir. Stanburg et
al.,1984, CSL’nin, proteinler, peptitler ve aminoasitler gibi besiortaminda,

tamponlama kapasitesinin yiiksek oldugunu gostermislerdir.

Ulkemiz tarim iilkesi oldugu icin, tarimsal iiriinler a¢isindan oldukca zengindir.
Kullanim fazlas1 tarim driinlerinin ve tarimsal atiklarin degerlendirilmesi
diisiincesiyle, arastirmamizda tarimsal bir atik olan peynir alti suyu karbon
kaynag1 olarak kullanilmistir. Yurdumuzda yilda yaklasik olarak 1,784,000 ton
peyniralti suyunun iiretildigi bilinmektedir. Bu bilyiik miktardaki peynir alt1 suyu
biiyiik isletmeler tarafindan degerlendirilebilirken, kiiciik ve orta biiyiikliikteki
isletmeler tarafindan, yiikksek yatinm ve isletme maliyeti nedeniyle
degerlendirilememektedir ve dogaya birakilmaktadir. Bu da Onemli bir cevre
sorununa neden olmaktadir. Bir ton siitiin islenmesi ile yaklasik olarak 150-200 kg
peynir elde edilmesine karsin, 800-850 kg peynir alt1 suyunun atik hale doniigmesi
ve bunun i¢inde bulunan protein, yag, mineral maddeler ve 6zellikle laktozun
degerlendirilmeden atilmas1 biiyiik bir kayip olarak diisiiniilmektedir (Katircioglu,

1995). Peynir alt1 suyu % 5 laktoz, % 1 azotlu bilesikler ve % 0,5 mineral madde
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icerdiginden, fermentasyon endiistrisi icin uygun bir hammadde o6zelligini

tasimaktadir.

Battad—Bernardo et al. (2004), A. xylinus’un ait oldugu Acetobacteracaae
familyasindaki baz tiirlerin peynir altt suyundaki laktozu fermente edemedigini
belirtilirken, baz1 c¢alismalarda ise laktozun BS iretiminde ozellikle
Acetobacter’lerin bazi iiyeleri tarafindan biiyiime ve selilloz iiretiminde

kullanildigr belirtilmistir (Embuscado et al., 1994; Masaoka et al., 1993).

Calismamizda bakteriyal seliiloz iiretimi icin kullanilan fermentasyon ortaminda,
tarimsal bir atik olan PAS karbon kaynagi olarak kullanilmistir. Tiim strainlerin,
PAS’h ortamda irettikleri seliilloz miktarinin, temel ortam, melasli ve CSL’li
ortamlarda iirettikleri miktardan daha diisiik oldugu saptanmustir. Ornegin;
Acetobacter lovaniensis HBBS PAS’l1 ortamda 0,0007 g/100ml seliiloz iiretirken,
temel besiortaminda 0,0040 g/100ml, melash ortamda 0,0025 g/100ml ve CSL’li
ortamda ise 0,0014 g/100ml seliiloz iiretmistir. Diger strainler de buna benzer
sonu¢ gostermistir. Simdiye kadar diinyada ve {ilkemizde, Acerobacter
strainlerinin, PAS’I1 besiortaminda seliiloz iiretiminde kullanilmasi ile ilgili ¢ok
fazla calisma bulunmamaktadir. Fakat peynir alti suyu, baska organizmalar
tarafindan fermentasyon calismalarinda, Ozellikle de tek hiicre proteini
calismalarinda oldukga fazla kullanilan iyi bir substrattir (Beyath, 1996; Cevik,
1987).

Acetobacter strainlerinin, laktoz icerikli besiortamina gore, glukoz ve sukroz
igerikli besiortaminda daha fazla seliiloz iirettikleri bildirilmistir (Masaoka et
al.,1993; Jonas ve Farah, 1998). Elde ettigimiz bu sonuglar; PAS’1n seker olarak
%S5 laktoz icermesi ve laktozun da, glukozdan ve sukrozdan daha diisiik miktarda

seliiloz iiretmesi, seklinde degerlendirilmistir.

Tiirkiye diinyada 6nemli zeytin iireticisi iilkeler arasinda olup, Ispanya, italya ve
Yunanistan’dan sonra dordiincii sirada yer almaktadir (UNEP,1998). Zeytinyagi,

insan gidasi olarak yiiksek deger tasimasi, higbir islem yapilmadan yenilmesi ve
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aromasinin giizel olmasit nedeniyle cok aranan bir iirindiir. Zeytinyag
igletmelerinde, zeytinlerin sikilmasi sonucu zeytinyag ile birlikte c¢esitli atiklar
ortaya cikmaktadir.Bu atiklardan pirina ekonomik yonden onem tasimakta olup,
zeytin karasuyu ise birtakim sorunlart beraberinde getirmektedir (Isikli, 1992;
Martinez-Nieto et al., 1993). Koyu kahverengi, asidik, yiiksek kimyasal oksijen
ihtiyac1 gosteren karasuyun, desarji 6nemli ¢evre problemlerine yol agmaktadir
(Ursinos, 1983; Hamdi, 1991). Karasuyun yarattig: kirliligin, yedi milyon kisinin
yarattigl evsel kirlilige esit oldugu bildirilmistir (Martinez-Nieto et al., 1993;
Scioli et al., 1997). Daha ¢ok Ege ve Akdeniz kiyilarinda bulunan zeytinyag:
isletmelerinin {iirettikleri karasu, nehir ve denizleri tehdit etmektedir. Karasuyun
bilesiminin % 35-40’1 su, diger kismi1 da suda ¢oziinen polimer ve monomer
bilesikleri (seker, tanen, polifenol, polialkol), suda ¢6ziinmeyen yaglar, pektin ve
selilloz liflerinden olusur. Pektin ve selilloz parcalanabilirse, bunlarin
mikroorganizmalarin ~ seker ihtiyaci icin iyi bir kaynak olabilecegi

diistiniilmektedir.

Giintimiizde 6nemli zeytin ireticisi iilkeler, karasuyu aritmak veya karasuyu
ekonomik sekilde degerlendirmek icin c¢esitli arastirmalar yapmaktadirlar.
Karasuyun; tarimsal alanlarin sulanmasinda, giibre ve kompost olarak topragi
1slah etmede (Vassilev et al., 1997), pirina ile karistirilarak, briket ve yakacak
tiretiminde (Ursinos, 1983), anaerobik proseslerde biyogaz olusturmada iiretim
ortami olarak (Hamdi, 1991, 1993; Hamdi ve Garcia, 1991), mikrobiyal
fermentasyon yolu ile biyokiitle iiretiminde (Ozyurt, 1975; Ocal ve ark, 1977;
Karapmar ve Worgan, 1983) pektinaz enzimi iiretiminde (Sahin ve ark., 1983;
Federici et al., 1988; Acuna-Arguelles et al., 1994; 1995; Huerta et al., 1995; Nair
et al.,1995), kozmetik ve ila¢ alaninda hammadde olarak (Ramos-Cormenzana et

al., 1995) kullanilabilecegi belirtilmektedir.

Zeytin karasuyu ile ilgili ¢ok sayida literatiir calismasi bulunmakla birlikte,
bugiine kadar zeytin karasuyu i¢in ne ticari bir degerlendirme ne de ekonomik bir
aritma Onerisi hazirlanmistir. Yapilan arastirmalar, 6nerilen prosesin ekonomik

olabilmesi icin, olusan iirtiniin yiiksek katma degere sahip olmasi gerektigini
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gostermektedir. Bu nedenle biyoteknolojik olarak iiretimi yapilabilecek {iriinler
icin, zeytin karasuyunun hammadde olarak kullanilmasi onerilmistir. Karasuyun
degerlendirilmesiyle, hem cevre kirliligi azalacak hem de geleneksel yontemlerle
yag isleyen kiiciik captaki sanayiye, yeni bir is alternetifi sunulmus olacaktir

(Giirbiiz, 2000).

Aydmn ili smurlar icerisinde, endiistriyel veya sanayi kaynakli sivi atiklardan
ziyade, bu bolgeye 0zgii olan zeytinyagi liretimi sonucunda olusan atik sular daha
biiyiik bir sorun olusturmaktadir. Bunlarin aritilmadan alici ortama verilmesi,
ciddi ¢evre sorunlarina neden olmaktadir. Zeytin karasuyunun aritilmasi ile ilgili
olarak, ilimiz hatta iilke genelinde gercek anlamda bir ¢6ziim olusturulamamaistir.
Hancioglu (2005), de zeytinyag: tesislerinden ¢ikan atik suyun Kkirleticilik ve
ekotoksikolojik ozelliklerini incelemis ve igerdigi polifenollerden dolayi,
biyolojik olarak artilmasimin da ¢ok zor oldugunu belirtmis fakat anaerobik
ariimla kismen kullanilabilecegini bildirmistir. Ergiider et al. (2000) de zeytin

karasuyunun anaerobik aritimla kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Yaptigimiz calismada, zeytin karasuyunu bakterilerden seliiloz iiretiminde, besin
kaynagr olarak kullanarak zeytin karasuyunun endiistriyel anlamda
degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu amagla, ilimizde ve hatta iilkemizde en
onemli kirlilik kaynaklarindan biri olan zeytin karasuyunun, bir atik olmaktan
cikarilarak, faydalanilabilir bir materyal olarak, iilke ekonomisine kazang
saglayabilecegi  disiiniilmiistiir. Fakat calisma sonunda aritilmasi  ve
degerlendirilmesi olduk¢a zor olan zeytin karasuyunda, hi¢bir hiicre gelisimi
goriilmemis ve buna bagli olarak da seliiloz iiretimi olmamistir. Bu nedenle,
zeytin karasuyunun asetik asit bakterilerinin gelisimi ve seliiloz iiretimi i¢in uygun

bir substrat olmadig1 saptanmistir.

Calisma sonunda elde ettigimiz verilere gore, kullandigimiz strainlerin, temel
besiortamindaki seliiloz {iiretimlerinin ve yiizde verim miktarlariin, diger
besiortamlarinda irettikleri miktardan daha fazla oldugu saptanmistir. Bu

strainler, temel besiortamindan sonra melash besiortaminda yiiksek oranda seliiloz
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iiretmisler ve bunu sirastyla CSL ve PAS’l1 besiortami izlemistir. Kullandigimiz
besiortamlan icerisinde en diisiik selilloz iiretimi ve yiizde verim miktarina,

PAS’l1 besiortaminda rastlanmustir.

Simdiye kadar yapilan yurt i¢i calismalarda, asetik asit bakterilerinden, seliiloz
tiretiminde atik maddelerin degerlendirilmesi konusu iizerinde durulmamis
olmasi, bilimsel bir eksikliktir. Yaptigimiz calismanin, 6zellikle de melas, PAS,
zeytin karasuyu gibi atitk maddelerin, bakteriyal seliilloz iiretim verimliligi
hakkinda bilgi vermesi acisindan bilim diinyasina katkida bulunacagini
diisiinmekteyiz. Ayrica bu calisma sonunda elde edilen bulgularin, ileride bu
konuda calisacak olan diger arastiricilar i¢in de yol gosterici olacagina

inanmaktay1z.

Yaptigimiz calismada Gluconacetobacter  xylinus DSM 46604,
Gluconacetobacter xylinus DSM 2004, Acetobacter aceti DSM 3508, Acetobacter
pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerinin, melas, corn
steep liquor ve peyniralti suyunda seliiloz iirettiklerini, fakat peynir alt1 suyundaki
seliiloz iiretimlerinin, kullanilan melas ve corn steep liquor’e gore daha az oldugu
saptanmistir. Tirler arasinda karsilastirma yapilacak olursa, kullanilan tiim
besiortamlarinda, yiizde verim miktar1t olarak, en fazla seliiloz iiretimine
Gluconacetobacter xylinus DSM 46604’ da rastlandig1 soylenebilir. Ayrica, melas
ve corn steep liquor’de en az seliiloz iiretimi Acetobacter aceti DSM 3508 ile
yapilan denemelerde gozlenirken, peyniralti suyu icerikli ortamda Acetobacter
aceti DSM 3508 ve birlikte Acetobacter lovaniensis HBBS5 ile yapilan

denemelerde gozlenmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calisma, bitkilerden elde edilen seliiloza alternatif olarak, bazi asetik asit
bakterilerinin, bakteriyal seliiloz iiretimlerini arastirmak ve bizim gibi tarim
iilkelerinde, melas, peynir alt1 suyu, zeytin karasuyu vb. ucuz atik maddelerden,
seliiloz iireten bakterilerin tiretimini saglayarak, ¢evre kirliligi icin sorun olan bu

atik maddeleri biyoteknolojik olarak degerlendirmek amaciyla yapilmistir.

Calismada asetik asit bakterilerinin izolasyonu i¢in ev yapimi sarap, sirke ile
iiziim, elma siras1 gibi Ornekler kullanilmis ve izolasyon igin oOzellikle de
Acetobacter’ler igin en iyi izolasyon kaynaginin, alkol ve seker orani yiiksek olan

sarap ve sirke oldugu saptanmistir.

Izolasyonu yapilan asetik asit bakterilerinin, seliiloz iiretim verimleri incelenmis
ve seliiloz iiretimi en yiiksek olan 31c ve 8a kodlu iki izolat, caligmanin

devaminda kullanilmak iizere secilmistir.

Secilen iki izolatin, klasik taksonomiye gore identifikasyonu, Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology’e gore yapilmis ve bu izolatlarin, Acetobacter
genusuna ait olduklan belirlenmistir. Klasik taksonomi, molekiiler taksonomi ile
desteklenmis ve 16s rRNA sekans analizi sonucunda, 31c kodlu izolatin
Acetobacter pasteurianus HBB6, 8a kodlu izolatin ise Acetobacter lovaniensis

HBBS5 oldugu belirlenmistir.

Calismamizda kullandigimiz Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter
lovaniensis HBBS strainlerinin hiicre sekilleri ve bu strainlerin iirettigi seliilozun

ags1 yapist, taramali elektron mikroskobunda (SEM)’de goriintiilenmistir.

Saflastirilan selillozun toplam seker tayini yapilmig ve ayrica asit ve enzim
hidrolizi sonucunda olusan seker, ince tabaka kromatografisi yontemi ile
belirlenmistir. Yapilan ince tabaka kromatografisi sonucunda seliilozun, tamamen

glukoz molekiillerinden olustugu belirlenmistir.



173

Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerinden,
HS fermentasyon ortaminda, durgun kosullarda seliiloz iiretimleri saglanmis ve

karbon, azot kaynaklari ile sicaklik, pH gibi parametreler optimize edilmistir.

Yapilan denemeler sonucunda her iki izolat i¢in, en iyi karbon kaynaginin
glukoz, en iyi azot kaynagimin da yeast ekstrakt oldugu belirlenmistir. Ayrica
sicaklik ve pH denemeleri sonucunda da; en iyi sicaklik derecesinin 30 °C, en 1yi

pH’1n da 6,5 oldugu saptanmustir.

DSMZ Kiiltiir kolleksiyonu merkezinden saglanan Gluconacetobacter xylinus
DSM 46604, Gluconacetobacter xylinus DSM 2004 ve Acetobacter aceti DSM
3508 strainleri ile Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter lovaniensis
HBBS strainlerinin, kullandigimiz atik maddeler icinde en c¢ok, melash
besiortaminda seliiloz {iirettigi gozlenirken, zeytin karasuyu icerikli ortamda ise

hiicre gelisimi ve seliiloz tiretiminin olmadig belirlenmistir.

Yaptigimiz bu calisma sonunda; kullandigimiz temel besi ortam1 HS ve melasls,
CSL’li ve peyniralti suyu igerikli besiortamlarinda yiizde verim miktar olarak en
yiiksek seliiloz iiretimi Gluconacetobacter xylinus DSM 46604 straininde, yine
yiizde verim miktar1 olarak en diisiik seliiloz iiretimi Acetobacter aceti DSM 3508

ve Acetobacter lovaniensis HBBS strainlerin de saptanmistir.

Yurt disinda olduk¢a yogun bir sekilde calisilmasina ragmen, {iilkemizde
bakteriyal seliiloz ile ilgili calismalar yok denecek kadar az sayidadir. Calismamiz
iilkemizde bakterilerden selilloz elde edilmesi konusunun islenmesi agisindan
onciiliikk yapmakta ve ileride bu konuda ¢aligsacak olan arastirmacilar i¢in 6n bilgi

vermektedir.

Ormanlarimiz, kagit endiistrisinin birinci derecede vazgecilmez varligidir. Orman
alanlar1 bakimindan zengin bir iilkeye sahip olmamiza ragmen, her gecen giin
cikan yanginlar ve buna benzer nedenler ile ormanlarimizin azalmasi, kagit

endiistrimizi ciddi anlamda tehlikeye sokmaktadir. Bu nedenle kagit endiistrisinde
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kullanilan en ©nemli madde olan selillozun, bakteriler gibi baska alternatif
kaynaklardan elde edilebilmesi ©Onemli bir bilimsel gelismedir. Ayrica
bakterilerden elde edilen seliillozun oOzellikle de plastik cerrahide, ciltteki
yaniklarin tedavisinde kullanilmasi da bakteriyal selillozun iistiin bir ozelligi

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Ulkemizde baslangicini olusturdugumuz bu ¢alisma ile ileriki giinlerde, seliiloz
iireten bakterilerden daha fazla iirlin alabilmek icin klonlama denemelerinin
yapilmasi ayrica elde edilen seliilozun ozellikle tip alaninda olmak iizere farkli
endiistri alanlarinda kullanimlariminin yayginlastirilmasi: ve iilke ekonomisine

katkida bulunulmasi hedeflenmistir.
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