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Araştırma

ÖZET

Amaç: Bu çalışmada, çürük meyvelerden ve organik sirke-
lerinden mutasyona dirençli selüloz üretebilen asetik asit 
bakterilerinin izolasyonu, tanımlanmaları ve kültür kolek-
siyonlarına kazandırılmaları amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: Kalsiyum karbonat (CaCO3)-etanol 
besiyerinde asetik asit üreten ve Hestrin-Schramm (HS) 
besiyerinde selüloz oluşturabilen suşlar, biyokimyasal test-
lerle tanımlanmıştır. Selüloz üretim miktarı, hücre sayısı ve 
glukoz derişim analizleri ile saptanmış; selüloz yapısı ise 
Dearing metodu, X-ışınları kırınımı (XRD) ve elektron 
mikroskobi ile gösterilmiştir. Selüloz üretim kapasitesi yük-
sek ve uzun dönemli saklama koşullarına dayanıklı suş, 16S 
rRNA dizi analizi yöntemi ile tür düzeyinde tanımlanmış-
tır.

Bulgular: Çoğunluğu (%63,4) meyvelerden olmak üzere 
asetik asit bakterilerinin koloni morfolojilerine uyan top-
lam 112 koloni elde edilmiş, bunlar arasında asetik asidi 
okside eden 35 izolattan altı tanesinin selüloz ürettiği sap-
tanmıştır. Biyokimyasal test sonuçları, izolatların, Gluco-
nacetobacter türüne ait olduklarını ortaya koymuştur. Bu 
izolatların, 0.56-4.7 g/l aralığında selüloz üretebildikleri 
saptanmıştır. XRD analizi, yalnız bir suşun tipik “Selüloz I 
kristal” yapıda selüloz sentezleyebildiğini göstermiş, ancak 
asit hidrolizinin %95,14-%98,57 geri kazanım oranları 
sağlaması, tüm numunelerin selüloz yapısında olduğunu 
doğrulamıştır. Pasajlar ve stoklanma sırasında selüloz 
üretim kapasitesini koruyabilen tek suş, çürük erikten izole 
edilen P2A olmuştur. 16S rRNA dizisinin birincil veri 
tabanlarındaki sekanslar ile kıyaslanması sonucunda elde 
edilen %99,8 benzerlik nedeniyle bu izolat, G. hansenii 
P2A olarak adlandırılmıştır.

Sonuç: Çalışma sonucunda, yüksek miktarda (1.275±0.15 
g/l) bakteriyel selüloz sentezleyebilen ve uzun dönem sak-
lama koşullarına dirençli bir suş (G. hansenii P2A) elde 
edilmiştir. Bu suş, KUEN 1606 referans numarası ile 
İstanbul Üniversitesi, İstanbul Tıp Fakültesi, Mikrobiyoloji 
Anabilim Dalı, “Mikroorganizma Kültür Koleksiyonları 
Araştırma ve Uygulama Merkezi” koleksiyonuna alınmış 
olup, bakteriyel selülozun ticari boyuttaki üretimine olanak 
sağlayabilecek nitelikte olduğu düşünülmektedir.

Anahtar kelimeler: Asetik asit bakterileri, Gluconaceto-
bacter türleri, bakteriyel selüloz

SUMMARY

Isolation and Identification of Acetic Acid Bacteria 
Producing Cellulose from Various Food Wastes 

Objective: This study aimed for the isolation and identification 
of mutation -resistant cellulose producing acetic acid bacteria 
from fruits and organic vinegar samples through biochemical 
and molecular methods.

Materials and Methods: Strains that could produce acetic 
acid in calcium-carbonate (CaCO3)-ethanol culture media, 
and produce cellulose in Hestrin-Schramm (HS) culture 
media were identified in genus level by application of relevant 
biochemical tests. The amount of the cellulose produced was 
determined by cell count and glucose concentration analysis. 
Cellulose structure was verified by the micromethod described 
by Dearing and by XRD analysis. Most efficient strain, selec-
ted according to the high level of cellulose productivity and 
stability over long-term preservation, was identified at species 
level by 16S rRNA gene sequence analysis. 

Results: A total of 112 colonies compatible with the colony 
morphologies of acetic acid bacteria were isolated. The majo-
rity (63.4%) were originated from the rotten fruits. It was deter-
mined that six of the 35 isolates that oxidised acetic acid, pro-
duced cellulose. Elaborate biochemical tests supported the 
affiliation of selected isolates to Gluocnacetobacter genus. 
Cellulose production capacities of these strains were determi-
ned within the range 0.56-4.7 g/l, after incubation in HS medi-
um for a week at 30°. XRD analysis showed that only one 
strain was able to produce “Cellulose I crystal” type crystalline 
cellulose. However, acid hydrolysis of all samples confirmed 
cellulose structure due to recovery rates of 95.14%-98.57%. 
Only strain that could preserve its cellulose production capabi-
lity over passages and long-term storage, was P2A isolated 
from a rotten plum. Comparison of the 16S rRNA sequence of 
this strain with similar sequences obtained from primary data-
banks revealed 99.8% sequence similarities with G. hansenii 
species and thus, the strain was named as G. hansenii P2A. 

Conclusion: As a result, a strain that exhibited high producti-
on of bacterial cellulose (1.275±0.15 g/l) and resistance to 
long term preservation, was isolated and identified as G. han-
senii P2A. The strain was included under the reference num-
ber KUEN 1606 in the culture collection of the “Microorganism 
Culture Collections Research and Application Center” 
Department of Microbiology Istanbul University Faculty of 
Medicine, Turkey. This strain was suggested as a candidate 
organism for the industrial production of bacterial cellulose.

Key words: Acetic acid bacteria, Gluconacetobacter species, 
bacterial cellulose
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GİRİŞ

Odun, kenevir, pamuk ve benzeri bitkilerin hücre 
duvarlarının ana bileşeni olan selüloz, β (1→4) bağlı 
glukoz moleküllerinden oluşan bir polisakkarittir. Bir 
asetik asit bakterisi olan Gluconacetobacter türleri 
başta olmak üzere bazı bakteriler, mantarlar, algler ve 
tulumlular olarak adlandırılan deniz canlılarının da 
selüloz üretebildikleri bilinmektedir. Bu yolla sentez-
lenen selüloz, biyo-selüloz, mikrobik selüloz ya da 
bakteriyel selüloz olarak adlandırılmaktadır (1).

Bakteriyel selüloz, bitkisel kaynaklı selüloz ile aynı 
kimyasal yapıya sahiptir. Ancak saflık, mekanik 
dayanıklılık, su tutma kapasitesi, fibril çapı ve biyo-
uyumluluk özellikleri bakımından bitkisel selüloza 
kıyasla üstündür (2,3). Bu nedenle, özellikle son yirmi 
yılda, bakteriyel selüloz ve kompozitlerinin ilaç, sağ-
lık ve malzeme bilimi alanlarında geniş ilgi uyandır-
dığı bilinmektedir (1,4,5). Bakteriyel selülozun ticari 
uygulamaları arasında yapay kan damarı, doku ve cilt 
takviyesi, akustik diyafram ve kâğıt ve katkı maddesi 
olarak kullanımı bulunsa da, bu malzemenin üretimi 
halen düşük seviyededir. Bunun en temel nedenleri, 
üretim maliyetlerinin yüksek oluşu ve kullanılan suş-
ların üretim koşulları içerisinde selüloz üretim bece-
rilerini koruyamamalarıdır. Bu nedenle, bakteriyel 
selüloz kullanımının yaygınlaşabilmesi için, selüloz 
üretim kapasitesi yüksek, mutasyona dirençli bakteri 
türlerinin izolasyonu ya da mutasyon etkisini mini-
muma indirecek üretim yöntemlerinin geliştirilmesi 
gerekir (6).

Selüloz üretebilen pek çok mikroorganizma türü 
bulunmasına rağmen, bilimsel çalışmalarda model 
teşkil eden tür, şekerleri ve alkolleri, asetik aside 
oksitleyebilme özelliği ile karakterize, Acetobacte-
raceae ailesine mensup, G. xylinus türüdür (1-3,6,7). 
Mutlak aerob olan Gluconacetobacter türlerinin, 
oksijence zengin ortamda bulunmak, kuruma ve rad-
yasyona karşı korunmak gibi nedenlerle, besiyerinde-
ki karbon kaynağını tüketerek, kendilerini içine yer-
leştirecekleri selülozik bir biyofilm sentezledikleri 
bilinmektedir (5,8-10). Acetobacteraceae ailesinde selü-
loz ürettiği tespit edilmiş olan diğer türler ise, çoğun-
lukla Gluconacetobacter cinsine ait türler olup, G. 
hansenii, G. europaeus, G. intermedius, Acetobacter 
aceti ve A. pasteurianus olarak sıralanmaktadır (6,9,11-13). 
Çoğunlukla meyve, çiçek, fermente gıda, içecek ve 

sirke içeren ortamlarda gerçekleştirilen selüloz üreti-
mi çalışmalarında, günümüze değin ulaşılan en üst 
değer 15,3 g/l’dir (6,14-19). Bu değere, Toyosaki ve ark. 
(20) tarafından vişneden izole edilen G. xylinus 
BPR2001 suşunun optimum koşullardaki kültürü ile 
ulaşılmıştır (21).

Bu çalışmada, mutasyon direncine sahip, yüksek 
miktarda selüloz üreten asetik asit bakterilerinin izo-
lasyonu amaçlanmıştır. İzole edilen suşların morfolo-
jik, biyokimyasal ve moleküler testler ile tür düzeyin-
de tanımlanmaları ve kültür koleksiyonlarına kazan-
dırılmaları da hedefler arasındadır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Selüloz üreten suşların izolasyonu: Selüloz üreten 
suşların izole edilmesi için kullanılan, sirke örnekleri 
(elma, üzüm, alıç) ve taze ya da çürük meyveler 
(elma, üzüm, kayısı, erik, ananas ve kestane) yerel 
marketlerden satın alınmış veya doğal kaynaklardan 
toplanmıştır.

Sirke örneklerinden alınan 1mL’lik numuneler direkt 
olarak, katı örneklerden alınan 5g’lık numuneler ise 
homojenize edildikten sonra Hestrin-Schramm (HS) 
besiyerine (%2 D-glukoz, %0,5 pepton, %0,5 maya 
özütü, %0,27 Na2HPO4, %0,115 sitrik asit, pH 5.0) 
ekilmiş ve 30°C’da üç gün inkübe edilerek zenginleş-
tirilmiştir. Maya ve küf üremesini önlemek amacıyla, 
HS besiyerine 50 mg/l siklohekzimid eklenmiştir. 
İnkübasyon sonunda, 0,1 ml’lik örnekler HS agara 
yayılmış ve 30°C’da üç gün inkübe edildikten sonra 
oluşan koloniler incelenmiştir (22). Asetik asit bakteri-
lerinin koloni morfolojisine uyan, 2,5-3mm çaplı, 
krem-bej renkli, düzgün kenarlı ve yapışkan koloni-
lerden Gram boyama yapılmıştır. Gram negatif basil-
ler seçilerek, kalsiyum karbonat (CaCO3)-etanol 
besiyerine (%0,05 D-glukoz, %0,3 pepton, %0,5 
maya özütü, %1,5 CaCO3, %1,2 agar, %1,5 etanol) 
ekilmiştir. Bu besiyerinde, 30ºC’da 2-7 günlük inkü-
basyon sonucunda, asetik asit üretebilen türler, kolo-
nileri etrafında CaCO3’ın çözünmesi sonucu şeffaf 
bölgeler oluşması ile ayrılmışlardır (8). Asetik asit 
bakterisi (Acetobacter, Gluconobacter ve Gluconace-
obacter cinsleri) olan kolonilere daha sonra ileri 
oksidasyon testleri uygulanarak, bu testlerde negatif 
sonuç veren Gluconobacter’in ayrılması sağlanmıştır 
(14). İleri oksidasyon testi pozitif olanlar (Acetobacter 
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ve Gluconacetobacter) daha sonra HS besiyerine 
ekilmiş ve 30ºC’de bir hafta süre ile statik koşullarda 
inkübe edilerek selüloz üretim becerileri araştırılmış-
tır. Besiyeri-hava ara yüzeyinde biyofilm oluşturan 
izolatlar selüloz üreten izolatlar olarak kabul edilerek 
tanımlamak amacıyla biyokimyasal testlere tabi tutul-
muştur. Bu izolatların selüloz üretimini devam ettir-
me özellikleri, ürettikleri selüloz miktarı ve ürettikle-
ri selülozun analizi de yapılmıştır.

G. xylinus LMG 18788 ve G. hansenii DSM 5602 
suşları referans suşlar olarak tüm deneylerde kulla-
nılmıştır. Tüm izolatlar ve referans suşlar, çalışılana 
kadar -20°C’de gliserol çözeltisinde dondurularak 
korunmuştur.

Selüloz üreten suşların biyokimyasal analizleri: 
Tanımlama amacıyla kullanılan biyokimyasal testler 
ve ilgili besiyerleri konu hakkındaki literatür çalış-
maları esas alınarak belirlenmiş ve uygulanmıştır 
(19,23). Katalaz, oksidaz ve indol testleri BD (Becton, 
Dickinson and Company, ABD) test kitleri kullanıla-
rak gerçekleştirilmiştir. Sonuçların yinelenebilirliği-
nin sağlanması için tüm deneyler üçer kere yinelen-
miştir.

Selüloz üretiminin miktarının belirlenmesi: 
Besiyeri-hava ara yüzeyinde biyofilm oluşturduğu 
tespit edilen izolatlar, 10 ml HS besiyerine ekilmiş ve 
statik koşullarda, üç gün boyunca 30°C’de inkübe 
edilmiştir. Buradan alınan 1ml’lik örnekler, 250 
ml’lik erlenlerde bulunan 50 ml HS besiyerine ekil-
miştir. Selüloz üretimi, 30°C’da ve statik koşullarda 
bir hafta boyunca sürdürülerek, kültür ortamı üzerin-
de beyaz bir film tabakasının belirmesiyle gözlem-
lenmiştir.

Besiyerinden, 4000g’de 10dk santrifüjlenme ile 
uzaklaştırılan film tabakası, distile su ile yıkanmış ve 
80°C sıcaklıkta, 0.1N NaOH çözeltisi içerisinde 20dk 
süresince bekletilmiştir. Selülozun sıcak alkali işlemi 
olarak adlandırılabilecek bu saflaştırma adımına 
dayanıklı olması nedeniyle, işlem sonunda elde edi-
len malzeme bakteri hücrelerinden ve ortam bileşen-
lerinden arındırılmış selüloz olarak kabul edilmiştir 
(18). Elde edilen bakteriyel selüloz, 10dk süresince 
0.1N CH3COOH içerisinde bekletildikten sonra, 
süzüntü nötral niteliğe ulaşana değin distile su ile 
yıkanmış ve vakum etüvünde 0.1 bar ve 40°C’de 

kurutulmuş ve kalınlığı ölçülerek miktarı tartılmıştır. 
Canlı hücre sayısı yayma plak yöntemi ile belirlen-
miş, glukoz analizinde ise DNS yöntemi kullanılmış-
tır (24).

Selüloz yapısının analizi: Elde edilen selülozların 
yapısı, X-ışınları kırınımı yöntemi (XRD analizi), 
selülozun derişik H2SO4 ile hidroliz edilerek glukoz 
birimlerine indirgenmesi prensibine dayanan Dearing 
yöntemi ve taramalı elektron mikroskobu ile incelen-
miştir (25).

XDR analizinde kırınım diyagramı, 2θ=5-40° aralı-
ğında 0.58°/dk hız ile yapılan tarama sonucunda 
oluşturulmuştur (PANalytical, XPERT PRO).

Selülozun derişik H2SO4 ile hidroliz edilerek glikoz 
birimlerine indirgenmesi prensibine dayanan Dearing 
yöntemi gereği, 0-150 μg/ml yoğunluğunda glukoz 
çözeltileri hazırlanmış ve absorbans değerlerine göre 
kalibrasyon eğrisi oluşturulmuştur. Her bir izolat 
tarafından sentezlenen selüloz numunelerinden tar-
tım yapılmış; asit hidrolizi ardından elde edilen 
absorbans değerleri kalibrasyon eğrisi yardımı ile 
glikoz miktarına çevrilmiş ve başlangıç selüloz mik-
tarının hidroliz sonundaki glikoz miktarına oranı ile 
verimlilik hesaplanmıştır (25).

Uygun görülen bakteriyel selüloz numunelerinin fib-
ril morfolojileri, taramalı elektron mikroskobu ile 
incelenmiştir. Bu amaçla, bakteriyel selüloz numune-
leri 10mA akım altında 2dk süresince platin ile kap-
landıktan sonra, JEOL JSM 7000 F cihazı kullanıla-
rak çeşitli büyütme oranlarının uygulanmasıyla mik-
roskop altında görüntülenmiştir.

Selüloz üretiminin devamının belirlenmesi: Asetik 
asit bakterilerinin selüloz üretme yetilerini kolaylıkla 
ve geri dönüşümsüz olarak yitirebilmeleri nedeniyle, 
üretim kapasitesini pasajlar ve stoklanma sırasında 
kaybetmeyen ve ürün verimliliği yüksek suşların 
seçimi gerekli görülmüştür (14,20). Bu nedenle elde 
edilen izolatlardan hazırlanan ve saklanan stokların 
selüloz üretim kapasiteleri belirli aralıklarla kontrol 
edilmiş ve stoklanma süresine bağlı olarak selüloz 
üretmeyen mutantların gelişimi takip edilmiştir. 
Mutant koloniler, HS agarda oluşturdukları daha 
büyük, şeffaf ve yapışkan koloniler ile ayrıştırılmış 
ve sayılmışlardır (Şekil 1).
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16S rRNA sekans analizi: Pasajlar sırasında ve sak-
lama koşulları altında, selüloz üretim kapasitesini 
koruyabilen izolatın tür düzeyinde tanımlanması için 
16S rRNA dizi analizi yöntemine başvurulmuştur. 
Analiz, “TÜBİTAK Marmara Araştırma Merkezi 
Gen Mühendisliği ve Biyoteknoloji Enstitüsü”nde 
gerçekleştirilmiştir. Bakteriden saflaştırılan genomik 
DNA’nın 16S rRNA bölgesi 27F-1492R primerleri 
kullanarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile 
çoğaltılmıştır. PZR ürünü %1’lik agaroz jelde görün-
tülenmiş ve saflaştırma kiti ile temizlenmiştir. 
Saflaştırılan 1500 baz çiftlik ürün, Beckman Coulter 
dizi analiz kiti ile 27F, 357F, 530F, 343R, 907R, 
1100R, 1392R ve 1492R evrensel 16S rRNA primer-
leri kullanılarak kit protokolüne göre (CEQ™ DTCS 

Şekil 1.  Vahşi (→) ve mutant (--->) kolonilerin görünümleri.

Quick Start Kit, Beckman Coulter) analiz edilmiştir. 
Farklı primerler ile elde edilen diziler Bioedit progra-
mı ile birleştirilerek 1405 baz çiftlik 16S rRNA dizisi 
elde edilmiştir. Belirlenen sekansın BLASTN progra-
mı kullanılarak birincil dizi veritabanları (Gen Bank, 
EMBL, DDBJ) içerisinde yer alan diziler ile kıyas-
lanması sonucunda, yüksek benzerlik gösteren 
sekanslar, CLUSTAL Omega programı kullanılarak 
sıralanmış ve Geneious 5.6.6 yazılımı kullanılarak 
ilgili filogenetik ağaç oluşturulmuştur (26,27). 

BULGULAR

Selüloz üreten suşlar: Selüloz üreten suşların izole 
edilmesi için kullanılan sirke örnekleri ve taze ya da 
çürük meyvelerden alınan numunelerden, zenginleş-
tirme sonrası HS agarda, asetik asit bakterilerinin 
koloni morfolojilerine uyan toplam 112 koloni elde 
edilmiştir. Elde edilen 112 koloninin, %63,4’ü mey-
velerden, %36,6’sı ise sirke örneklerinden izole edil-
miştir. Kolonilerden yapılan Gram boyamada 47 
tanesinin gram negatif kısa basil ya da eliptik basil 
yapısında olduğu görülmüş ve asetik asit üretimi için 
seçilmiştir. Bu kolonilerden 39 adedi, etanolden ase-
tik asit üretmiş ve böylelikle asetik asit bakterisi 
(Acetobacter, Gluconobacter ve Gluconacetobacter 
cinsleri) olduğu kabul edilerek asetik asidin ileri 
oksidasyonuna alınmıştır. İleri oksidasyon testleri 
sonunda dört izolat negatif (Gluconobacter türleri) 
kalmış, pozitif reaksiyon veren 35 izolatın, 

Şekil 2. İzolatlar tarafından sentezlenen bakteriyel selüloz numunelerinin görünümü (a) 3 mm kalınlığında (b) ve (c) 15 mm kalınlı-
ğındaki biyofilm.

a
b c
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Acetobacter ya da Gluconacetobacter türleri oldukla-
rı açığa çıkmıştır. Bu 35 izolattan altısının selüloz 
ürettiği HS besiyerinde 30ºC’de bir haftalık inkübas-
yon sonunda besiyeri-hava ara yüzeyinde biyofilm 
oluşturmaları ile anlaşılmıştır.

Selüloz üreten suşların biyokimyasal analizleri: 
Selüloz ürettiği saptanan altı izolat ve iki referans 
suşunun biyokimyasal analizleri yapılmıştır. Altı izo-
latın ve referans suşların, 20°C altında ve 40°C üze-
rindeki sıcaklık değerlerinde ve 3,5’un altında ve 8’in 
üzerindeki pH değerlerinde üreme göstermediklerini 
ve optimum üreme sıcaklığının 25-35°C, optimum 
pH aralığını ise 4-7 olduğu ortaya konmuştur. Diğer 
biyokimyasal test sonuçları ise Tablo 1’de özetlen-
miştir. Biyokimyasal test sonuçları, referans suşlara 
ait sonuçlar ile uyumludur. Uygulanan tüm biyokim-
yasal testler sonucunda, izolatların Acetobacteraceae 
ailesinin Gluconacetobacter cinsine benzediği tespit 
edilmiştir.

Suşların selüloz üretim miktarları: Besiyeri yüze-
yindeki krem-beyaz renkli ve şeffaf bakteriyel selü-

loz tabakasının, 3-5 mm’den 15 mm kalınlığa kadar 
gelişebildiği gözlemlenmiştir (Şekil 2). Tablo 2’de 
ise izolatların, 50 mL HS besiyeri içerisinde, statik 
koşullarda bir hafta süre ile inkübe edilmesi sonucu 
sentezlenen bakteriyel selüloz miktarları ve hücre 
sayıları özetlenmiştir. Kaydedilen selüloz üretimi 
değerlerine göre, en verimli kültür üzüm sirkesinden 
izole edilen TES2 kodlu izolattır. DS1, ESU8 ve P2A 
kodlu izolatların da referans suşlara yakın miktarda 
selüloz ürettikleri tespit edilmiştir. AA4 ve AU9 
kodlu izolatların üretim kapasiteleri daha kısıtlı 
görülmüştür. 

Tablo 1. İzolatlara ve referans suşlara ait biyokimyasal test sonuçları*.

Özellik

•	 Katalaz
•	 Oksidaz
•	 İndol
•	 Kahverengi pigment oluşumu
•	 H2S oluşumu
•	 %0,35 asetik asit varlığında üreme
•	 %30 D-glukoz varlığında üreme
•	 Karbon kaynağı olarak metanolü kullanabilme
•	 Üre tüketimi
•	 Sodyum sitrat tüketimi
•	 Etanolün oksidasyonu
•	 Laktat oksidasyonu
•	 Jelatin hidrolizi
•	 Gliserolün ketojenezi 
•	 Arjinin dehidrolaz
•	 Lizin dekarboksilaz
•	 Tirozin saydamlaştırma
•	 Nitrat redüksiyonu
•	 Mannitol agarda üreme
•	 Glutamat agarda büyüme
•	 Karbonhidratlardan asit üretimi:
             D-glukoz
             Sukroz
             Fruktoz
             Laktoz
             Galaktoz
             Maltoz
             Mannoz
             Ksiloz

AA4

+
-
-
-
-
+
-
-
-
-
+
+
-
-
+
+
-
-
+
-

+
+
+
-
-
-
+
-

AU9

+
-
-
-
-
+
-
-
-
+
+
+
-
-
+
+
-
-
+
-

+
+
+
-
w
-
-
-

TES2

+
-
-
+
-
+
-
-
-
-
+
+
-
+
+
+
-
-
+
-

+
+
+
-
+
-
-
-

DS1

+
-
-
-
-
+
-
-
-
-
+
+
-
-
+
-
-
-
+
-

+
+
+
+
+
-
-
+

P2A

+
-
-
-
-
+
-
-
-
-
+
+
-
-
+
-
-
-
+
+

+
+
+
+
+
+
+
+

ESU8

+
-
-
-
-
+
-
-
-
-
+
+
+
+
+
+
-
-
+
+

+
+
+
-
-
-
+
-

LMG 18788

+
-
-
-
-
+
-
-
-
-
+
+
-
+
+
-
-
-
+
+

+
+
+
-
+
-
+
+

DSM 5602

+
-
-
-
-
+
-
-
-
w
+
+
-
+
+
-
-
-
+
-

+
+
+
-
+
+
+
-

*(+): olumlu sonuç; (-) olumsuz sonuç; (w) zayıf olumlu sonuç.

Tablo 2. Doğal izolatlar ve referans suşlar tarafından üretilen 
selüloz miktarları.

İzolat kodu

AU9
AA4
P2A
TES2
DS1
ESU8
LMG 18788
DSM 5602

Selüloz miktarı 
(g/L)

0.560±0.04
0.610±0.04
1.275±0.15
4.700±0.16
2.746±0.19
1.375±0.01
3.730±0.11
2.013±0.07

Hücre sayısı 
(log10 kob/ml)

7.23
7.32
7.61
8.74
8.17
7.65
8.46
8.07
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Selüloz yapısının analizi: Selüloz yapısının ispat-
lanması amacıyla başvurulan XRD analizinde elde 
edilen kırınım diyagramları Şekil 3’te sunulmuştur. 
Şekil 3a’da görülmekte olan, AA4 ve AU9 izolatla-
rınca sentezlenen selüloz numunelerine ait kırınım 
desenlerindeki 2θ=20° civarında gözlemlenen geniş 
pik, bu numunelerin amorf yapıda olduklarını; her iki 
numunede de 2θ=22° civarında gözlemlenen ve şid-
deti son derece düşük olan kristal piki ise, numunenin 
içerisinde eser miktarda da olsa kristal fraksiyonu 
bulunduğunu göstermektedir. Kırınım desenlerindeki 
önemli bir diğer bulgu da, 2θ=29° civarında gözlem-
lenen kristal pikidir. Referans suşlar tarafından sen-
tezlenen selüloz numunelerinin kırınım desenleri 
incelendiğinde, kristal piklerinin benzer şekilde 
düşük şiddetli olduğu, ancak, pik konumlarının 
“Selüloz I kristal” yapısına uygunluk gösterdiği sap-
tanmıştır. Şekil 3b’de ise, P2A kodlu izolat tarafından 
sentezlenen bakteriyel selüloz numunesinin XRD 
deseni görülmektedir. Yapının diğer izolatlarca sen-
tezlenen selülozun aksine, “Selüloz I kristal” formun-

da olduğu ve 2θ=29°’de pik oluşturmadığı açıktır.

Dearling yöntemine (25) göre hesaplanan kazanım 
oranlarına bakıldığında, numuneye bağlı olarak, 
%95,14 ile %98,57 arasında verimlilik elde edilmiş-
tir. Ortalama kazanım oranı ise %97,2±3,3 olarak 
hesaplanmıştır (Tablo 3).

Bakteriyel selülozun mikrofibrillerden oluşan ağ 
yapısının gözlemlenebilmesi amacıyla taramalı elekt-
ron mikroskobu görüntülerinden yararlanılmıştır. 
Şekil 4’te TES2 kodlu izolat tarafından sentezlenen 

Şekil 3. (a) AA4, AU9 kodlu izolatlar ve referans suşlar tarafından, (b) P2A kodlu izolat tarafından sentezlenen bakteriyel selüloz nu-
munelerine ait X-ışınları kırınım desenleri.

Tablo 3. Bakteriyel selülozun Dearing yöntemine göre hesap-
lanan kazanım oranları (25).

İzolat kodu

AA4
AU9
DS1
TES2
P2A
ESU8

Tartılan selüloz miktarı (μg)

150
153
144
157
150
152

Kazanım oranı (%)

95.14±3.78
95.23±2.76
98.10±1.56
97.84±0.68
98.57±3.78
98.33±7.41

!

AU9

a)

DSMZ

AA4

LMG

b)

10 20 30

2 Teta
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bakteriyel selülozun ağ yapısı örnek olarak sunul-
muştur. Şekil 4a ve 4b’de bakteriyel selülozun rast 
gele yerleşmiş, yaklaşık kalınlığın nanometre ölçe-
ğinde bulunan mikro-iplikçiklerden oluşan bir kafes 
yapısında olduğu açıkça görülmektedir. 

Mutasyona dayanıklılık: AA4, AU9, TES2, DS1 ve 

ESU8 kodlu izolatlar, %60’ın üzerine varan mutasyon 
oranı nedeniyle pasajlar sırasında kademeli olarak 
kapasite kaybına uğramıştır. P2A kodlu izolat ise, 
pasajlar ve stoklanma süresi boyunca mutasyona direnç 
göstermiş ve selüloz üretim kapasitesini korumuştur. 
Bu nedenle, moleküler tanı aşamasında, yalnızca P2A 
kodlu izolat ile çalışılmasına karar verilmiştir.

Şekil 4. TES2 kodlu izolat ile sentezlenen bakteriyel selülozun taramalı elektron mikroskobu ile elde edilen görüntüleri. (a) X5000 
(b) X10000 büyütme.

!Şekil 5. P2A izolatının kısmi 16S rRNA dizisi temel alınarak oluşturulan filogenetik ağaç.

a b



33

Y.  Andelib Aydın ve ark., Çeşitli Gıda Atıklarından Selüloz Üreten Asetik Asit Bakterilerinin İzolasyonu ve Tanımlanması

16S rRNA dizi analizi: P2A izolatına ait 1405 baz 
çiftlik 16S rRNA dizisinin, veri tabanlarındaki (Gen 
Bank, EMBL, DDBJ) diziler ile karşılaştırılması 
sonucunda, G. hansenii NBRC 14820 ve ATCC 
23769 suşları ile %99,8 ve %99,7 düzeyinde benzer-
lik gösterdiği görülmüştür. İlgili yüzdeler sırasıyla 3 
ve 4 baz değişikliğini ifade etmektedir. Öte yandan, 
izolat ile Gluconacetobacter türleri içindeki en düşük 
benzerlik, %98.3 ve 24 baz değişikliği ile G. interme-
dius LMG 1689 suşu arasında saptanmıştır. En yük-
sek düzeyde benzeşen 20 Gluconacetobacter suşu-
nun sekans verileri kullanılarak P2A izolatının, 
Gluconacetobacter cinsi içerisindeki konumunu gös-
teren filogenetik ağaç oluşturulmuş ve G. hansenii 
grubunun içerisinde yer aldığı görülmüştür (Şekil 5).

TARTIŞMA

Bu çalışmada sirke ve çeşitli meyvelerden selüloz 
üreten asetik asit bakterilerinin izolasyonu ve izole 
edilen bakterilerin tanımlanması ve ürettikleri selülo-
zun yapısı incelenmiştir. Asetik asit bakterileri daha 
çok meyvelerden izole edilmiştir. Bu bulgu literatürle 
uyumlu olup, birden fazla tipte kaynağının tarandığı 
çalışmalarda da meyvelerin asetik asit bakterilerinin 
izolasyonu için daha zengin bir kaynak oluşturduğu 
görülmüştür (16,19). 

Asetik asit bakterilerinin toplandığı, Acetobactera-
ceae ailesinde etanolden asetik asit üretemeyen tek 
cins Asaia’dır (9,28). Bu çalışmada CaCO3-etanol besi-
yerinde 39 izolat asetik asit üretmiş olup, Acetobacter, 
Gluconobacter ve Gluconacetobacter cinslerine ait 
türler oldukları, ileri oksidasyon testlerinde negatif 
kalan dört izolatın ise, Gluconobacter türü olduğuna 
karar verilmiştir. Zira, bazı asetik asit bakterileri ase-
tat ve/veya laktatı CO2 ve suya indirgeyebilirken, 
selüloz üretimi olmayan Gluconobacter türleri bu 
reaksiyonu sağlayamaz ve selüloz üretebilen 
Gluconacetobacter ve Acetobacter türlerinden ayrı-
mı bu şekilde mümkün olur (8,9,14).

Çalışma kapsamında selüloz ürettiği tespit edilen altı 
izolatın en iyi ürediği sıcaklık ve pH aralığı (25-30°C 
ve pH 5-7), asetik asit bakterileri için optimum üreme 
sağlayan sıcaklık ve pH aralığı (25-35°C ve pH 4-7) 
ile uyumludur (9,19,29,30).

Selüloz ürettiği saptanan tüm izolatlar ve referans 

suşlar; katalaz enzimi, etanol ve laktat oksidasyonu 
ile %0,35 asetik asit varlığında üreyebilmişlerdir. 
Yine tüm izolat ve referans suşlar için, oksidaz, indol, 
H2S oluşumu, %30 D-glukoz varlığında üreme, üre 
tüketimi, metanolün metabolizasyonu, nitrat redüksi-
yonu ve tirozin saydamlaştırma testlerinde negatif 
yanıt alınmıştır. Elde edilen bu sonuçlar, Gluconace-
tobacter türleri hakkındaki literatür bilgileri ile örtüş-
mektedir (8,9,28-30). Biyokimyasal test sonuçları, genel 
olarak, referans suşlara ait sonuçlar ile uyumludur. 
Ancak, karbonhidratlardan asit üretimi gibi testlerde 
tür içerisinde suş bazında değişken yanıt alınabildi-
ğinden kesin tanı için moleküler yöntemlere başvu-
rulması gereklidir.

Bu çalışmada TES2, DS1, ESU8 ve P2A kodlu izo-
latların selüloz üretimleri iyi, AA4 ve AU9 kodlu 
izolatların üretim kapasiteleri kısıtlı bulunmuştur. 
Bununla beraber, benzer fermantasyon koşullarının 
uygulandığı literatür çalışmaları ile kıyaslandığında, 
pek çok doğal izolata kıyasla yüksek kapasiteye sahip 
oldukları söylenebilir. Nguyen ve ark. (17) Kombucha 
kültüründen izole ettikleri Gluconacetobacter xyli-
nus K3 suşu ile HS besiyerinde altı gün sürdürülen 
inkübasyon sonunda 0.217 ± 0.027 g/L selüloz üreti-
mi gerçekleştirmiştir. Jahan ve ark. (31) tarafından 
yürütülmüş ve kültür kaynağı olarak doğal kaynakla-
rın tarandığı bir çalışmada, HS besiyerinde bir hafta-
lık inkübasyon sonunda 0.07-0.51 g/L selüloz ürete-
bilen on ayrı izolat elde edilmiştir. Doğal kaynaklarda 
selüloz üreten türlerin tarandığı bir diğer çalışmada 
ise çürük elmadan izole edilmiş G. hansenii PJK suşu 
ile inkübasyonun dördüncü gününde 0.35 g/L selüloz 
üretimi gerçekleştiği bildirilmiştir (6). Bu değerlerle 
kıyaslandığında, izole edilen kültürlerin, G. xylinus 
ve G. hansenii doğal izolatları için bildirilen literatür 
değerlerine yakın seviyede bakteriyel selüloz üretimi 
gerçekleştirdikleri sonucuna varılmıştır.

Selülozun dört kristalize formu bulunmakla beraber, 
pamuk, hind keneviri ve bakteriler gibi doğal kay-
naklardan elde edilen selüloz numuneleri “Selüloz I 
kristal” yapısındadır (32). Bu yapı, karakteristik kırı-
nım diyagramında, 2θ=14.7°, 16.6° ve 22° açılarında 
kuvvetli pikler, 2θ=20.6° ve 34.7° açılarında da ise 
zayıf pikler oluşturur (33). Öte yandan, selüloz numu-
nesinin küçük fibril boyutlu ve amorf nitelikli olması 
halinde kırınım diyagramında 2θ=20° etrafında geniş 
bir pik elde edilir (32,33). XRD analizi ile AA4 ve AU9 
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izolatların amorf yapıda, P2A izolatının ise standart 
suşlara benzer şekilde “Selüloz I kristal” yapısında 
olduğu saptanmıştır. İlk iki izolatta, 2θ=29° civarında 
gözlemlenen kristal pikinin CaCO3 artıklarından kay-
naklandığı düşünülmüştür (33). İzolatların çoğunca 
sentezlenen bakteriyel selülozun amorf yapıda olma-
sı nedeniyle, yapının doğrulanması için ikinci bir 
yönteme gereksinim duyulmuştur. Yapılan literatür 
araştırması sonucu, Dearing tarafından (25) selülozun 
yaş analizi için geliştirilmiş hidroliz yönteminin pra-
tik ve hassas olduğuna karar verilmiştir. Asit hidroli-
zine uğratılan selüloz numunelerinin, glukoz derişimi 
üzerinden kazanım oranları hesaplanmıştır. Kazanım 
oranının yüksek olması, tekrarlanan glukoz birimle-
rinden oluşan selüloz yapısını doğrulamış ve amorf 
numunelerin X-ışınları kırınım desenlerinde yer alan 
safsızlıklara ait piklerin, eser miktardaki CaCO3 var-
lığından ileri geldiği sonucuna varılmıştır. Ayrıca 
elektron mikroskobik inceleme ile biyofilm içerisin-
de hücre bulunmaması, alkali işlemin hücrelerin uzak-
laştırılmasında etkili olduğunu ortaya koymuştur.

Endüstriyel uygulamalarda kullanılabilecek bir suşun 
üretkenliğini koruması ve dejenerasyona dirençli 
olması gerekmektedir (34). Bu çalışmada stoklama 
sırasında en az mutasyona uğrayan suş olarak belirle-
nen P2A izolatı, 16S rRNA dizi analizi ve filogenetik 
inceleme ile G. hansenii grubunun içerisinde yer 
almış ve izolat G. hansenii P2A olarak isimlendiril-
miştir. Elde edilen veriler Gen Bank veri tabanına 
kaydedilmiş ve 16S rRNA dizisi KF155166 kayıt 
numarası ile uluslararası erişime açılmıştır.

Sonuç olarak, bu çalışma ile, çürük erikten, yaklaşık 
%9 glukoz verimi ile, 1.275 g/l düzeyinde bakteriyel 
selüloz üretebilen ve ürün verimliliğini uzun dönemli 
saklama koşullarında stabil olarak koruyabilen 
dirençli bir tür izole edilmiş ve 16S rRNA dizileme 
yöntemi ile G. hansenii P2A olarak tanımlanmıştır. 
KUEN 1606 referans numarası ile İstanbul 
Üniversitesi, İstanbul Tıp Fakültesi, Mikrobiyoloji 
Anabilim Dalı, Mikroorganizma Kültür Koleksiyon-
ları Araştırma ve Uygulama Merkezi koleksiyonuna 
dâhil edilen bu kültürün, bakteriyel selülozun ticari 
ölçekteki üretimi için aday bir suş olduğu düşünül-
mektedir. Bu amaçla sürdürülecek çalışmalarda, besi-
yeri bileşiminin ve fermantasyon koşullarının optimi-
ze edilmesi ile, daha yüksek kapasite ve verim 
değerlerine ulaşması hedeflenmektedir.
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