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Cesitli Gida Atiklarindan Seliiloz Ureten Asetik Asit
Bakterilerinin Izolasyonu ve Tammlanmas

Yasar ANDELIB AYDIN, Nuran DEVECI AKSOY
Istanbul Teknik Universitesi Kimya Miihendisligi Boliimii

OZET

Amacg: Bu calismada, ciiriik meyvelerden ve organik sirke-
lerinden mutasyona direngli seliiloz iiretebilen asetik asit
bakterilerinin izolasyonu, tanimlanmalari ve kiiltiir kolek-
siyonlarina kazandiriumalart amaglanmugtir.

Gere¢ ve Yontem: Kalsiyum karbonat (CaCO,)-etanol
besiyerinde asetik asit iireten ve Hestrin-Schramm (HS)
besiyerinde seliiloz olusturabilen suglar, biyokimyasal test-
lerle tamimlannugtir. Seliiloz tiretim miktart, hiicre sayisi ve
glukoz derisim analizleri ile saptannusg, seliiloz yapist ise
Dearing metodu, X-isinlart kirimimi (XRD) ve elektron
mikroskobi ile gosterilmistir. Seliiloz iiretim kapasitesi yiik-
sek ve uzun donemli saklama kosullarina dayanikli sug, 16S
rRNA dizi analizi yontemi ile tiir diizeyinde tanimlanmug-
fr.

Bulgular: Cogunlugu (%63,4) meyvelerden olmak iizere
asetik asit bakterilerinin koloni morfolojilerine uyan top-
lam 112 koloni elde edilmis, bunlar arasinda asetik asidi
okside eden 35 izolattan alti tanesinin seliiloz iirettigi sap-
tanmistir. Biyokimyasal test sonuglari, izolatlarin, Gluco-
nacetobacter tiiriine ait olduklarint ortaya koymustur. Bu
izolatlarin, 0.56-4.7 g/l araliginda seliiloz iiretebildikleri
saptanmustir. XRD analizi, yalniz bir susun tipik “Seliiloz 1
kristal” yapida seliiloz sentezleyebildigini gostermis, ancak
asit hidrolizinin %95,14-%98,57 geri kazamm oranlart
saglamasi, tiim numunelerin seliiloz yapisinda oldugunu
dogrulanugtir. Pasajlar ve stoklanma sirasinda seliiloz
iiretim kapasitesini koruyabilen tek sus, ciiriik erikten izole
edilen P2A olmugtur. 16S rRNA dizisinin birincil veri
tabanlarindaki sekanslar ile kiyaslanmasi sonucunda elde
edilen %99,8 benzerlik nedeniyle bu izolat, G. hansenii
P2A olarak adlandirilmigtir.

Sonug: Calisma sonucunda, yiiksek miktarda (1.275+0.15
g/l) bakteriyel seliiloz sentezleyebilen ve uzun donem sak-
lama kogullarina direngli bir sug (G. hansenii P2A) elde
edilmigtir. Bu sug, KUEN 1606 referans numarasi ile
Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji
Anabilim Dali, “Mikroorganizma Kiiltiir Koleksiyonlart
Arastirma ve Uygulama Merkezi” koleksiyonuna alinmigs
olup, bakteriyel seliilozun ticari boyuttaki iiretimine olanak
saglayabilecek nitelikte oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Asetik asit bakterileri, Gluconaceto-
bacter tiirleri, bakteriyel seliiloz

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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GIRIS

Odun, kenevir, pamuk ve benzeri bitkilerin hiicre
duvarlarinin ana bileseni olan seliiloz, 3 (1—4) bagh
glukoz molekiillerinden olusan bir polisakkarittir. Bir
asetik asit bakterisi olan Gluconacetobacter tiirleri
basta olmak iizere bazi bakteriler, mantarlar, algler ve
tulumlular olarak adlandirilan deniz canlilarinin da
seliiloz iiretebildikleri bilinmektedir. Bu yolla sentez-
lenen seliiloz, biyo-seliiloz, mikrobik seliiloz ya da
bakteriyel seliiloz olarak adlandirilmaktadir .

Bakteriyel seliiloz, bitkisel kaynakli seliiloz ile ayni
kimyasal yapiya sahiptir. Ancak saflik, mekanik
dayaniklilik, su tutma kapasitesi, fibril ¢ap1 ve biyo-
uyumluluk 6zellikleri bakimindan bitkisel seliiloza
kiyasla tistiindiir ®¥. Bu nedenle, 6zellikle son yirmi
yilda, bakteriyel seliiloz ve kompozitlerinin ilag, sag-
lik ve malzeme bilimi alanlarinda genis ilgi uyandir-
dig1 bilinmektedir "4, Bakteriyel seliilozun ticari
uygulamalar arasinda yapay kan damari, doku ve cilt
takviyesi, akustik diyafram ve kagit ve katki maddesi
olarak kullanimi bulunsa da, bu malzemenin {iretimi
halen diisiik seviyededir. Bunun en temel nedenleri,
tiretim maliyetlerinin yiiksek olusu ve kullanilan sus-
larin iiretim kogsullart igerisinde seliiloz tiretim bece-
rilerini koruyamamalaridir. Bu nedenle, bakteriyel
seliiloz kullaniminin yayginlagabilmesi i¢in, seliiloz
iretim kapasitesi yiiksek, mutasyona direncli bakteri
tiirlerinin izolasyonu ya da mutasyon etkisini mini-
muma indirecek iiretim yontemlerinin gelistirilmesi
gerekir ©.

Seliiloz iiretebilen pek ¢ok mikroorganizma tiirii
bulunmasina ragmen, bilimsel ¢aligmalarda model
teskil eden tiir, sekerleri ve alkolleri, asetik aside
oksitleyebilme o6zelligi ile karakterize, Acetobacte-
raceae ailesine mensup, G. xylinus tiiriidiir =367,
Mutlak aerob olan Gluconacetobacter tiirlerinin,
oksijence zengin ortamda bulunmak, kuruma ve rad-
yasyona kars1 korunmak gibi nedenlerle, besiyerinde-
ki karbon kaynagini tiiketerek, kendilerini i¢ine yer-
lestirecekleri seliilozik bir biyofilm sentezledikleri
bilinmektedir 419, Acetobacteraceae ailesinde selii-
loz tirettigi tespit edilmis olan diger tiirler ise, cogun-
lukla Gluconacetobacter cinsine ait tiirler olup, G.
hansenii, G. europaeus, G. intermedius, Acetobacter
aceti ve A. pasteurianus olarak siralanmaktadir €113,
Cogunlukla meyve, cicek, fermente gida, icecek ve

sirke iceren ortamlarda gerceklestirilen seliiloz iireti-
mi caligmalarinda, giiniimiize degin ulagilan en tist
deger 15,3 g/I’dir ©'*'9. Bu degere, Toyosaki ve ark.
@9 tarafindan vigneden izole edilen G. xylinus
BPR2001 susunun optimum kosullardaki kiiltiirii ile
ulagilmigtir @Y.

Bu c¢alismada, mutasyon direncine sahip, yliksek
miktarda seliiloz tireten asetik asit bakterilerinin izo-
lasyonu amaglanmistir. Izole edilen suglarin morfolo-
jik, biyokimyasal ve molekiiler testler ile tiir diizeyin-
de tanimlanmalar1 ve kiiltiir koleksiyonlarina kazan-
dirilmalart da hedefler arasindadir.

GEREC ve YONTEM

Seliiloz iireten suslarin izolasyonu: Seliiloz iireten
suglarin izole edilmesi icin kullanilan, sirke ornekleri
(elma, iiziim, alic) ve taze ya da c¢iiriik meyveler
(elma, tizim, kayisi, erik, ananas ve kestane) yerel
marketlerden satin alinmig veya dogal kaynaklardan
toplanmugtir.

Sirke orneklerinden alman 1mL’lik numuneler direkt
olarak, katt drneklerden alman 5g’lik numuneler ise
homojenize edildikten sonra Hestrin-Schramm (HS)
besiyerine (%2 D-glukoz, %0,5 pepton, %0,5 maya
oziitli, %0,27 Na HPO,, %0,115 sitrik asit, pH 5.0)
ekilmis ve 30°C’da ii¢ giin inkiibe edilerek zenginles-
tirilmistir. Maya ve kiif iremesini 6nlemek amaciyla,
HS besiyerine 50 mg/l siklohekzimid eklenmistir.
1nk1'ibasy0n sonunda, 0,1 ml’lik 6rnekler HS agara
yayilmig ve 30°C’da ii¢ giin inkiibe edildikten sonra
olusan koloniler incelenmistir ?». Asetik asit bakteri-
lerinin koloni morfolojisine uyan, 2,5-3mm c¢apli,
krem-bej renkli, diizgiin kenarl1 ve yapiskan koloni-
lerden Gram boyama yapilmigtir. Gram negatif basil-
ler segilerek, kalsiyum karbonat (CaCO,)-etanol
besiyerine (%0,05 D-glukoz, %0,3 pepton, %0,5
maya Oziitli, %1,5 CaCO,, %1,2 agar, %1.,5 etanol)
ekilmistir. Bu besiyerinde, 30°C’da 2-7 giinliik inkii-
basyon sonucunda, asetik asit iiretebilen tiirler, kolo-
nileri etrafinda CaCO,’in ¢dziinmesi sonucu seffaf
bolgeler olugmasi ile ayrilmuglardir ®. Asetik asit
bakterisi (Acetobacter, Gluconobacter ve Gluconace-
obacter cinsleri) olan kolonilere daha sonra ileri
oksidasyon testleri uygulanarak, bu testlerde negatif
sonug veren Gluconobacter’in ayrilmasi saglanmigtir
149 {leri oksidasyon testi pozitif olanlar (Acetobacter
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ve Gluconacetobacter) daha sonra HS besiyerine
ekilmig ve 30°C’de bir hafta siire ile statik kogullarda
inkiibe edilerek seliiloz iiretim becerileri arastirilmis-
tir. Besiyeri-hava ara yiizeyinde biyofilm olusturan
izolatlar seliiloz iireten izolatlar olarak kabul edilerek
tanimlamak amaciyla biyokimyasal testlere tabi tutul-
musgtur. Bu izolatlarm seliiloz iiretimini devam ettir-
me Ozellikleri, tirettikleri seliilloz miktar1 ve iirettikle-
ri seliilozun analizi de yapilmustir.

G. xylinus LMG 18788 ve G. hansenii DSM 5602
suglar1 referans suslar olarak tiim deneylerde kulla-
nilmugtir. Tiim izolatlar ve referans suslar, ¢aligilana
kadar -20°C’de gliserol ¢ozeltisinde dondurularak
korunmusgtur.

Seliiloz iireten suslarin biyokimyasal analizleri:
Tanimlama amaciyla kullanilan biyokimyasal testler
ve ilgili besiyerleri konu hakkindaki literatiir calis-
malart esas alinarak belirlenmis ve uygulanmistir
1923 Katalaz, oksidaz ve indol testleri BD (Becton,
Dickinson and Company, ABD) test kitleri kullanila-
rak gerceklestirilmistir. Sonuglarin yinelenebilirligi-
nin saglanmasi i¢in tiim deneyler liger kere yinelen-
misgtir.

Seliiloz iiretiminin miktarmin belirlenmesi:
Besiyeri-hava ara ylizeyinde biyofilm olusturdugu
tespit edilen izolatlar, 10 ml HS besiyerine ekilmis ve
statik kosullarda, iic giin boyunca 30°C’de inkiibe
edilmistir. Buradan alinan 1ml’lik ornekler, 250
ml’lik erlenlerde bulunan 50 ml HS besiyerine ekil-
mistir. Seliiloz tiretimi, 30°C’da ve statik kogsullarda
bir hafta boyunca siirdiiriilerek, kiiltiir ortam iizerin-
de beyaz bir film tabakasinin belirmesiyle gozlem-
lenmistir.

Besiyerinden, 4000g’de 10dk santrifiijlenme ile
uzaklagtirilan film tabakasi, distile su ile yikanmisg ve
80°C sicaklikta, 0.1N NaOH c¢ozeltisi icerisinde 20dk
siiresince bekletilmistir. Seliilozun sicak alkali iglemi
olarak adlandirilabilecek bu saflagtirma adimina
dayanikli olmasi nedeniyle, islem sonunda elde edi-
len malzeme bakteri hiicrelerinden ve ortam bilesen-
lerinden arindirilmig seliiloz olarak kabul edilmigtir
% Elde edilen bakteriyel seliiloz, 10dk siiresince
0.IN CH,COOH igerisinde bekletildikten sonra,
sliziintli notral nitelie ulasana degin distile su ile
yikanmig ve vakum etiiviinde 0.1 bar ve 40°C’de
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kurutulmus ve kalinlig1 dlgtilerek miktari tartilmigtir.
Canli hiicre sayis1 yayma plak yontemi ile belirlen-
mis, glukoz analizinde ise DNS yontemi kullanilmis-
tir @4,

Seliiloz yapisinin analizi: Elde edilen seliilozlarin
yapist, X-iginlart kirmimi yontemi (XRD analizi),
seliilozun derisik H,SO, ile hidroliz edilerek glukoz
birimlerine indirgenmesi prensibine dayanan Dearing
yontemi ve taramali elektron mikroskobu ile incelen-
migtir .

XDR analizinde kirmim diyagrami, 26=5-40° arali-
ginda 0.58°/dk hiz ile yapilan tarama sonucunda
olusturulmustur (PANalytical, XPERT PRO).

Seliilozun derigik H,SO, ile hidroliz edilerek glikoz
birimlerine indirgenmesi prensibine dayanan Dearing
yontemi geregi, 0-150 ug/ml yogunlugunda glukoz
cozeltileri hazirlanmig ve absorbans degerlerine gore
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Her bir izolat
tarafindan sentezlenen seliiloz numunelerinden tar-
tim yapilmig; asit hidrolizi ardindan elde edilen
absorbans degerleri kalibrasyon egrisi yardimi ile
glikoz miktarma ¢evrilmis ve baglangi¢ seliiloz mik-
tarinin hidroliz sonundaki glikoz miktarina orani ile
verimlilik hesaplanmigtir ®>.

Uygun goriilen bakteriyel seliiloz numunelerinin fib-
ril morfolojileri, taramali elektron mikroskobu ile
incelenmigtir. Bu amacla, bakteriyel seliiloz numune-
leri 10mA akim altinda 2dk siiresince platin ile kap-
landiktan sonra, JEOL JSM 7000 F cihazi kullanila-
rak cesitli biiyilitme oranlarinin uygulanmasiyla mik-
roskop altinda goriintiilenmisgtir.

Seliiloz iiretiminin devaminin belirlenmesi: Asetik
asit bakterilerinin seliiloz tiretme yetilerini kolaylikla
ve geri doniisiimsiiz olarak yitirebilmeleri nedeniyle,
tiretim kapasitesini pasajlar ve stoklanma sirasinda
kaybetmeyen ve iriin verimlili§i yiiksek suslarin
secimi gerekli goriilmiigtiir **”. Bu nedenle elde
edilen izolatlardan hazirlanan ve saklanan stoklarin
seliiloz tiretim kapasiteleri belirli araliklarla kontrol
edilmis ve stoklanma siiresine bagli olarak seliiloz
iiretmeyen mutantlarin gelisimi takip edilmigtir.
Mutant koloniler, HS agarda olusturduklar1 daha
biiyiik, seffaf ve yapigskan koloniler ile ayristirilmig
ve saytlmiglardir (Sekil 1).
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Sekil 1. Vahsi (—) ve mutant (--->) Kolonilerin goriiniimleri.

16S rRNA sekans analizi: Pasajlar sirasinda ve sak-
lama kosullar1 altinda, seliiloz iiretim kapasitesini
koruyabilen izolatin tiir diizeyinde tanimlanmasi igin
16S rRNA dizi analizi yontemine bagvurulmustur.
Analiz, “TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi
Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii’nde
gerceklestirilmigtir. Bakteriden saflagtirilan genomik
DNA’nin 16S rRNA bolgesi 27F-1492R primerleri
kullanarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
cogaltilmistir. PZR {iriinii %1°lik agaroz jelde goriin-
tilenmis ve saflagtirma kiti ile temizlenmistir.
Saflastirilan 1500 baz ciftlik iiriin, Beckman Coulter
dizi analiz kiti ile 27F, 357F, 530F, 343R, 907R,
1100R, 1392R ve 1492R evrensel 16S rRNA primer-
leri kullanilarak kit protokoliine gore (CEQ™ DTCS

Quick Start Kit, Beckman Coulter) analiz edilmistir.
Farkli primerler ile elde edilen diziler Bioedit progra-
mu ile birlestirilerek 1405 baz ciftlik 16S rRNA dizisi
elde edilmistir. Belirlenen sekansin BLASTN progra-
m1 kullanilarak birincil dizi veritabanlar1 (Gen Bank,
EMBL, DDB]J) icerisinde yer alan diziler ile kiyas-
lanmast sonucunda, yiiksek benzerlik gosteren
sekanslar, CLUSTAL Omega programi kullanilarak
siralanmis ve Geneious 5.6.6 yazilimi kullanilarak
ilgili filogenetik aga¢ olusturulmustur 227,

BULGULAR

Seliiloz iireten suslar: Seliiloz iireten suslarin izole
edilmesi i¢in kullanilan sirke ornekleri ve taze ya da
clirik meyvelerden alinan numunelerden, zenginles-
tirme sonrast HS agarda, asetik asit bakterilerinin
koloni morfolojilerine uyan toplam 112 koloni elde
edilmigtir. Elde edilen 112 koloninin, %63 .4’i mey-
velerden, %36,6’s1 ise sirke orneklerinden izole edil-
mistir. Kolonilerden yapilan Gram boyamada 47
tanesinin gram negatif kisa basil ya da eliptik basil
yapisinda oldugu goriilmiis ve asetik asit iliretimi i¢in
secilmistir. Bu kolonilerden 39 adedi, etanolden ase-
tik asit tiretmis ve boylelikle asetik asit bakterisi
(Acetobacter, Gluconobacter ve Gluconacetobacter
cinsleri) oldugu kabul edilerek asetik asidin ileri
oksidasyonuna alinmustir. Ileri oksidasyon testleri
sonunda dort izolat negatif (Gluconobacter tiirleri)
kalmis, pozitif reaksiyon veren 35 izolatin,

Sekil 2. izolatlar tarafindan sentezlenen bakteriyel seliiloz numunelerinin goriiniimii (a) 3 mm kahnhgmnda (b) ve (c) 15 mm kahnh-
gindaki biyofilm.

29



Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 43(1):26-35, 2013

Tablo 1. izolatlara ve referans suslara ait biyokimyasal test sonuglarr®.

Ozellik AA4  AU9

TES2 DS1 P2A  ESUS8

LMG 18788 DSM 5602

Katalaz + +
Oksidaz - -
indol - -
Kahverengi pigment olusumu - -
H2S olugumu - -
%0,35 asetik asit varliginda tireme + +
%30 D-glukoz varliginda tireme -
Karbon kaynagi olarak metanolii kullanabilme - -
Ure tiiketimi -
Sodyum sitrat tiiketimi
Etanoliin oksidasyonu
Laktat oksidasyonu
Jelatin hidrolizi
Gliseroliin ketojenezi
Arjinin dehidrolaz
Lizin dekarboksilaz
Tirozin saydamlagtirma
Nitrat rediiksiyonu
Mannitol agarda iireme
Glutamat agarda biiytime - -
Karbonhidratlardan asit tiretimi:

D-glukoz

Sukroz

Fruktoz

Laktoz

Galaktoz -

Maltoz -

Mannoz + -

Ksiloz - -

R
I A

o+ o+
g+ o+ 4+

+ + + + + +

o+
'
'
'
'
'

N
.
.
A
CE 4+
G+ S

. .
. .
+ +
+ +
4
: Co

G+
i
o+ttt
o+t
o+ o+ o+
D+ o+

*(+): olumlu sonug; (-) olumsuz sonug; (w) zayif olumlu sonug.

Acetobacter ya da Gluconacetobacter tiirleri oldukla-
11 agiga ¢ikmustir. Bu 35 izolattan altisinin seliiloz
irettigi HS besiyerinde 30°C’de bir haftalik inkiibas-
yon sonunda besiyeri-hava ara yiizeyinde biyofilm
olusturmalari ile anlagilmisgtir.

Seliiloz iireten suslarm biyokimyasal analizleri:
Seliiloz iirettigi saptanan alt1 izolat ve iki referans
susunun biyokimyasal analizleri yapilmistir. Alt1 izo-
latin ve referans suglarin, 20°C altinda ve 40°C iize-
rindeki sicaklik degerlerinde ve 3,5 un altinda ve 8’in
tizerindeki pH degerlerinde tireme gostermediklerini
ve optimum iireme sicakliginin 25-35°C, optimum
pH aralifini ise 4-7 oldugu ortaya konmugtur. Diger
biyokimyasal test sonuglari ise Tablo 1°de 6zetlen-
mistir. Biyokimyasal test sonuglari, referans suslara
ait sonuglar ile uyumludur. Uygulanan tiim biyokim-
yasal testler sonucunda, izolatlarin Acetobacteraceae
ailesinin Gluconacetobacter cinsine benzedigi tespit
edilmistir.

Suslarin seliiloz iiretim miktarlari: Besiyeri yiize-
yindeki krem-beyaz renkli ve seffaf bakteriyel selii-

30

loz tabakasinin, 3-5 mm’den 15 mm kalinliga kadar
gelisebildigi gozlemlenmistir (Sekil 2). Tablo 2’de
ise izolatlarm, 50 mL HS besiyeri igerisinde, statik
kosullarda bir hafta siire ile inkiibe edilmesi sonucu
sentezlenen bakteriyel seliiloz miktarlart ve hiicre
sayilart Ozetlenmigtir. Kaydedilen seliiloz iiretimi
degerlerine gore, en verimli kiiltiir tiziim sirkesinden
izole edilen TES2 kodlu izolattir. DS1, ESUS8 ve P2A
kodlu izolatlarin da referans suglara yakin miktarda
seliiloz trettikleri tespit edilmistir. AA4 ve AU9
kodlu izolatlarin iiretim kapasiteleri daha kisith
gortilmustiir.

Tablo 2. Dogal izolatlar ve referans suslar tarafindan iiretilen
seliiloz miktarlari.

izolat kodu Seliiloz miktar: Hiicre sayis1
(g/L) (log,, kob/ml)
AU9 0.560+0.04 7.23
AA4 0.610+0.04 7.32
P2A 1.275+0.15 7.61
TES2 4.700+0.16 8.74
DS1 2.746+0.19 8.17
ESUS8 1.375+0.01 7.65
LMG 18788 3.730+0.11 8.46
DSM 5602 2.013+0.07 8.07
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Sekil 3. (a) AA4, AU9 kodlu izolatlar ve referans suslar tarafindan, (b) P2A kodlu izolat tarafindan sentezlenen bakteriyel seliiloz nu-

munelerine ait X-ismlar1 kirinim desenleri.

Seliiloz yapisinin analizi: Seliiloz yapisinin ispat-
lanmast amaciyla bagvurulan XRD analizinde elde
edilen kiriim diyagramlart Sekil 3’te sunulmustur.
Sekil 3a’da goriilmekte olan, AA4 ve AU9 izolatla-
rinca sentezlenen seliiloz numunelerine ait kirinim
desenlerindeki 20=20° civarinda gozlemlenen genis
pik, bu numunelerin amorf yapida olduklarini; her iki
numunede de 20=22° civarinda gozlemlenen ve sid-
deti son derece diisiik olan kristal piki ise, numunenin
icerisinde eser miktarda da olsa kristal fraksiyonu
bulundugunu gostermektedir. Kirinim desenlerindeki
onemli bir diger bulgu da, 26=29° civarinda gozlem-
lenen kristal pikidir. Referans suglar tarafindan sen-
tezlenen seliiloz numunelerinin kirinim desenleri
incelendiginde, kristal piklerinin benzer sekilde
diisiik siddetli oldugu, ancak, pik konumlarmin
“Seliiloz I kristal” yapisina uygunluk gosterdigi sap-
tanmustir. Sekil 3b’de ise, P2A kodlu izolat tarafindan
sentezlenen bakteriyel seliilloz numunesinin XRD
deseni goriilmektedir. Yapinin diger izolatlarca sen-
tezlenen seliilozun aksine, “Seliiloz I kristal” formun-

da oldugu ve 20=29°"de pik olusturmadig1 agiktir.

Dearling yontemine @ gore hesaplanan kazanim
oranlarina bakildiginda, numuneye bagli olarak,
%95,14 ile %98.,57 arasinda verimlilik elde edilmig-
tir. Ortalama kazanim orani ise %97,2+3.,3 olarak
hesaplanmigtir (Tablo 3).

Bakteriyel seliilozun mikrofibrillerden olusan ag
yapisinin gozlemlenebilmesi amaciyla taramali elekt-
ron mikroskobu goriintiilerinden yararlanilmisgtir.
Sekil 4’te TES2 kodlu izolat tarafindan sentezlenen

Tablo 3. Bakteriyel seliilozun Dearing yontemine gore hesap-
lanan kazamim oranlari1 .

izolat kodu Tartilan seliiloz miktar (ng) Kazanim oram (%)

AA4 150 95.14+3.78
AU9 153 95.23+2.76
DS1 144 98.10+1.56
TES2 157 97.84+0.68
P2A 150 98.57+3.78
ESU8 152 98.33+7.41
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Sekil 4. TES2 kodlu izolat ile sentezlenen bakteriyel seliilozun taramali elektron mikroskobu ile elde edilen goriintiileri. (a) X5000

(b) X10000 biiyiitme.
ABGASTIZ2
ABD95100
AF062474
I_ AM999342
JF793985
AB16G6736
AJ316550
| AJ012466
| ABlEGT741
ABB45729
o NR_042762
ABLBGT42
AB205218
_L AB205219
NR_041012
— ABS98742
_‘ AJO07698
AB205217
0.0020

Gluconacetobacter rhaeticus JCM 17122
Gluconacetobacter persimmonis CCM 10354
Gluconacetobacter entanii LTH 4560
Acetobacter sp. PA2.2
Gluconacetobacter kombuchae LMG 23726T
Isolate Gluconacetabacter hansenii P2A KUEN 1606
Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769
Gluconacetobacter hansenii NCIB 8746
Gluconacetobacter hansenii NBRC 14820
Gluconacetobacter intermedius LMG 1689
Acetobacrer sp. LMG 1582

MNR_026133

Gluconacetobacter saccharivarans LMG 1584
Gluconacetobacter europaeus JCM 16935
Gluconacetobacter swingsii DSTGLO1
Gluconacetobacter europaeus NBRC 3261
Gluconacetobacter xylinus JICM 7644
Gluconacetobacter xylinus JCM 10150
Gluconacetobacter nataicola LMG 1536
Gluconacetobacter sucrofermentans ICM 9730
Gluconacetobacter sucrofermentans BPR2001T

Gluconacetobacter sucrofermentans JCM 9730

Sekil 5. P2A izolatimin kismi 16S rRNA dizisi temel alinarak olusturulan filogenetik agac.

bakteriyel seliilozun ag yapisi 6rnek olarak sunul-
mustur. Sekil 4a ve 4b’de bakteriyel seliilozun rast
gele yerlesmis, yaklasik kalinligin nanometre Slce-
ginde bulunan mikro-iplik¢iklerden olusan bir kafes
yapisinda oldugu acikca goriilmektedir.

Mutasyona dayamkhhk: AA4, AU9, TES2, DS1 ve
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ESUS kodlu izolatlar, %60’1n iizerine varan mutasyon
orant nedeniyle pasajlar sirasinda kademeli olarak
kapasite kaybina ugramistir. P2A kodlu izolat ise,
pasajlar ve stoklanma siiresi boyunca mutasyona direng
gostermig ve seliiloz iiretim kapasitesini korumugtur.
Bu nedenle, molekiiler tan1 asamasinda, yalnizca P2A
kodlu izolat ile ¢aligilmasina karar verilmisgtir.
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16S rRNA dizi analizi: P2A izolatina ait 1405 baz
ciftlik 16S rRNA dizisinin, veri tabanlarindaki (Gen
Bank, EMBL, DDBJ) diziler ile karsilagtiriimasi
sonucunda, G. hansenii NBRC 14820 ve ATCC
23769 suglari ile %99.8 ve %99,7 diizeyinde benzer-
lik gosterdigi goriilmiistiir. {lgili yiizdeler sirasiyla 3
ve 4 baz degisikligini ifade etmektedir. Ote yandan,
izolat ile Gluconacetobacter tiirleri i¢indeki en diisiik
benzerlik, %98.3 ve 24 baz degisikligi ile G. interme-
dius LMG 1689 susu arasinda saptanmustir. En yiik-
sek diizeyde benzesen 20 Gluconacetobacter susu-
nun sekans verileri kullanilarak P2A izolatinin,
Gluconacetobacter cinsi igerisindeki konumunu gos-
teren filogenetik agac olusturulmus ve G. hansenii
grubunun icerisinde yer aldig1 goriilmiistiir (Sekil 5).

TARTISMA

Bu calismada sirke ve cesitli meyvelerden seliiloz
ireten asetik asit bakterilerinin izolasyonu ve izole
edilen bakterilerin tanimlanmasi ve tirettikleri seliilo-
zun yapisi incelenmistir. Asetik asit bakterileri daha
cok meyvelerden izole edilmistir. Bu bulgu literatiirle
uyumlu olup, birden fazla tipte kaynaginin tarandig:
caligsmalarda da meyvelerin asetik asit bakterilerinin
izolasyonu icin daha zengin bir kaynak olusturdugu
goriilmiigtiir ‘619,

Asetik asit bakterilerinin toplandigi, Acetobactera-
ceae ailesinde etanolden asetik asit iiretemeyen tek
cins Asaia’dir ®*¥. Bu ¢alismada CaCO,-etanol besi-
yerinde 39 izolat asetik asit tiretmis olup, Acetobacter,
Gluconobacter ve Gluconacetobacter cinslerine ait
tiirler olduklari, ileri oksidasyon testlerinde negatif
kalan dort izolatin ise, Gluconobacter tiirii olduguna
karar verilmigtir. Zira, bazi asetik asit bakterileri ase-
tat ve/veya laktati CO, ve suya indirgeyebilirken,
seliiloz tiretimi olmayan Gluconobacter tiirleri bu
reaksiyonu saglayamaz ve seliilloz {iretebilen
Gluconacetobacter ve Acetobacter tiirlerinden ayri-
mi1 bu sekilde miimkiin olur &4,

Calisma kapsaminda seliiloz tirettigi tespit edilen alt1
izolatin en iyi tiredigi sicaklik ve pH araligi (25-30°C
ve pH 5-7), asetik asit bakterileri i¢in optimum tireme
saglayan sicaklik ve pH aralig1 (25-35°C ve pH 4-7)
ile uyumludur ©-192930),

Seliiloz {irettigi saptanan tiim izolatlar ve referans

suslar; katalaz enzimi, etanol ve laktat oksidasyonu
ile %0,35 asetik asit varlifinda iireyebilmislerdir.
Yine tiim izolat ve referans suslar i¢in, oksidaz, indol,
H,S olugumu, %30 D-glukoz varhiginda iireme, iire
tiikketimi, metanoliin metabolizasyonu, nitrat rediiksi-
yonu ve tirozin saydamlastirma testlerinde negatif
yanit alinmistir. Elde edilen bu sonuclar, Gluconace-
tobacter tiirleri hakkindaki literatiir bilgileri ile ortiis-
mektedir #9239 Biyokimyasal test sonugclari, genel
olarak, referans suglara ait sonuglar ile uyumludur.
Ancak, karbonhidratlardan asit iiretimi gibi testlerde
tiir icerisinde sus bazinda degisken yanit alinabildi-
ginden kesin tant icin molekiiler yontemlere bagvu-
rulmast gereklidir.

Bu calismada TES2, DS1, ESU8 ve P2A kodlu izo-
latlarin seliiloz {iiretimleri iyi, AA4 ve AU9 kodlu
izolatlarin {iretim kapasiteleri kisitli bulunmustur.
Bununla beraber, benzer fermantasyon kosullarinin
uygulandig literatiir calismalar ile kiyaslandiginda,
pek cok dogal izolata kiyasla yiiksek kapasiteye sahip
olduklart sdylenebilir. Nguyen ve ark. ! Kombucha
kiiltiirlinden izole ettikleri Gluconacetobacter xyli-
nus K3 susu ile HS besiyerinde alt1 giin siirdiiriilen
inkiibasyon sonunda 0.217 + 0.027 g/L seliiloz iireti-
mi gergeklestirmigtir. Jahan ve ark. ¢V tarafindan
yiiriitiilmiis ve kiiltiir kaynag1 olarak dogal kaynakla-
rin tarandi81 bir calismada, HS besiyerinde bir hafta-
lik inkiibasyon sonunda 0.07-0.51 g/L seliiloz iirete-
bilen on ayr1 izolat elde edilmistir. Dogal kaynaklarda
seliiloz {ireten tiirlerin tarandig1 bir diger ¢alismada
ise ¢liriik elmadan izole edilmis G. hansenii PJK susu
ile inkiibasyonun dordiincii giiniinde 0.35 g/L seliiloz
tiretimi gerceklestigi bildirilmigtir ©. Bu degerlerle
kiyaslandiginda, izole edilen kiiltiirlerin, G. xylinus
ve G. hansenii dogal izolatlar1 i¢in bildirilen literatiir
degerlerine yakin seviyede bakteriyel seliiloz tiretimi
gerceklestirdikleri sonucuna varilmigtir.

Seliilozun dort kristalize formu bulunmakla beraber,
pamuk, hind keneviri ve bakteriler gibi dogal kay-
naklardan elde edilen seliiloz numuneleri “Seliiloz I
kristal” yapisindadir ©?. Bu yapi, karakteristik kiri-
nim diyagraminda, 20=14.7°, 16.6° ve 22° agilarinda
kuvvetli pikler, 20=20.6° ve 34.7° acilarinda da ise
zay1f pikler olusturur ¥, Ote yandan, seliiloz numu-
nesinin kii¢iik fibril boyutlu ve amorf nitelikli olmasi
halinde kirmim diyagraminda 20=20° etrafinda genis
bir pik elde edilir ®2*¥. XRD analizi ile AA4 ve AU9
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izolatlarmm amorf yapida, P2A izolatinin ise standart
suglara benzer sekilde “Seliiloz I kristal” yapisinda
oldugu saptanmistir. i1k iki izolatta, 20=29° civarinda
gozlemlenen kristal pikinin CaCO, artiklarindan kay-
naklandig1 diisiiniilmiistiir . izolatlarin ¢ogunca
sentezlenen bakteriyel seliilozun amorf yapida olma-
st nedeniyle, yapmin dogrulanmasi i¢in ikinci bir
yonteme gereksinim duyulmustur. Yapilan literatiir
aragtirmasi sonucu, Dearing tarafindan @ seliilozun
yas analizi i¢in gelistirilmig hidroliz yonteminin pra-
tik ve hassas olduguna karar verilmistir. Asit hidroli-
zine ugratilan seliiloz numunelerinin, glukoz derigimi
tizerinden kazanim oranlart hesaplanmigtir. Kazanim
oraninin yiiksek olmasi, tekrarlanan glukoz birimle-
rinden olusan seliiloz yapisini dogrulamisg ve amorf
numunelerin X-1gmlar1 kirmim desenlerinde yer alan
safsizliklara ait piklerin, eser miktardaki CaCO, var-
ligindan ileri geldigi sonucuna varilmistir. Ayrica
elektron mikroskobik inceleme ile biyofilm igerisin-
de hiicre bulunmamas, alkali iglemin hiicrelerin uzak-
lastirilmasinda etkili oldugunu ortaya koymustur.

Endiistriyel uygulamalarda kullanilabilecek bir susun
tiretkenligini korumasi ve dejenerasyona direncli
olmasi gerekmektedir Y. Bu ¢aligmada stoklama
sirasinda en az mutasyona ugrayan sus olarak belirle-
nen P2A izolati, 16S rRNA dizi analizi ve filogenetik
inceleme ile G. hansenii grubunun icerisinde yer
almig ve izolat G. hansenii P2A olarak isimlendiril-
migtir. Elde edilen veriler Gen Bank veri tabanina
kaydedilmis ve 16S rRNA dizisi KF155166 kayit
numarast ile uluslararasi erisime ag¢ilmistir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ile, ciiriik erikten, yaklasik
%9 glukoz verimi ile, 1.275 g/l diizeyinde bakteriyel
seliiloz iiretebilen ve iiriin verimliligini uzun dénemli
saklama kogullarinda stabil olarak koruyabilen
direngli bir tiir izole edilmis ve 16S rRNA dizileme
yontemi ile G. hansenii P2A olarak tanimlanmigtir.
KUEN 1606 referans numarast ile Istanbul
Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1, Mikroorganizma Kiiltiir Koleksiyon-
lar1 Aragtirma ve Uygulama Merkezi koleksiyonuna
dahil edilen bu kiiltiiriin, bakteriyel seliilozun ticari
Olgekteki tiretimi icin aday bir sus oldugu diisiiniil-
mektedir. Bu amagla siirdiiriilecek ¢aligmalarda, besi-
yeri bilesiminin ve fermantasyon kogullarinin optimi-
ze edilmesi ile, daha yiiksek kapasite ve verim
degerlerine ulagsmasi hedeflenmektedir.

34

Tiirk Mikrobiyol Cem Derg 43(1):26-35, 2013

KAYNAKLAR

1. Vandamme EJ, De Baets S, Vanbaelen A, Joris K, De Wulf
P. Improved production of bacterial cellulose and its applica-
tion potential. Polym Degrad Stabil 1998; 59:93-9.
http://dx.doi.org/10.1016/S0141-3910(97)00185-7

2. Shoda M, Sugano Y. Recent advances in bacterial cellulose
production. Biotechnol Bioprocess Eng 2005; 10:1-8.
http://dx.doi.org/10.1007/BF02931175

3. Chawla PR, Bajaj IB, Survase SA, Singhal RS. Microbial
cellulose: fermentative production and applications. Food
Technol Biotech 2009; 47:107-24.

4. Petersen N, Gatenholm P. Bacterial cellulose-based materi-
als and medical devices: current state and perspectives. Appl
Microbiol Biotechnol 2011; 91:1277-86.
http://dx.doi.org/10.1007/s00253-011-3432-y
PMid:21744133

5. Klemm D, Kramer F, Moritz S, et al. Nanocelluloses: a new
family of nature-based materials. Angew Chem Int Ed 2011;
50:5438-66.
http://dx.doi.org/10.1002/anie.201001273
PMid:21598362

6. Park JK, Park YH, Jung JY. Production of bacterial cellulo-
se by Gluconacetobacter hansenii PJK isolated from a rotten
apple. Biotechnol Bioprocess Eng 2003; 8:83-8.
http://dx.doi.org/10.1007/BF02940261

7. Saxena IM, Brown Jr RM. Cellulose biosynthesis: current
views and evolving concepts. Ann Bot-London 2005; 96:
9-21.
http://dx.doi.org/10.1093/a0b/mcil 55
PMid: 15894551

8. Sievers M, Swings J. Family II: Acetobacteraceae. In:
Brenner DJ, Krieg NR, Staley JT, eds. Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology. 2nd edn. Vol. 2. USA: Springer.
2005: 41-96.

9. Kersters K, Lisdiyanti P, Komagata K, Swings J. The
Family Acetobacteraceae: the Genera Acetobacter,
Acidomonas, Asaia, Gluconacetobacter, Gluconobacter, and
Kozakia. In: Dworkin M, Falkow S, Rosenberg E, Schleifer
KH, Stackebrandt E, eds. The Prokaryotes. New York:
Springer. 2006:163-200.
http://dx.doi.org/10.1007/0-387-30745-1_9

10. Iguchi M, Yamanaka S, Budhiono A. Bacterial cellulose-a
masterpiece of nature’s arts. J Mater Sci 2000; 261-70.
http://dx.doi.org/10.1023/A:1004775229149

11. Mohite BV, Kamalja KK, Patil SV. Statistical optimization
of culture conditions for enhanced bacterial cellulose produc-
tion by Gluconacetobacter hansenii NCIM 2529. Cellulose
2012; 19:1655-1666.
http://dx.doi.org/10.1007/s10570-012-9760-y

12. Panesar PS,ChavanY, Chopra HK, Kennedy JF.Production
of microbial cellulose: Response surface methodology appro-
ach. Carbohyd Polym 2012; 87:930-4.
http://dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2011.08.002

13. Bertocchi C, Delneri D, Signore S, Weng Z, Bruschi CV.
Characterization of microbial cellulose from a high-producing
mutagenized Acetobacter pasteurianus strain. Biochim
Biophys Acta 1997; 1336:211-7.
http://dx.doi.org/10.1016/S0304-4165(97)00030-5

14. Dellaglio F, Cleenwerck I, Felis GE, Engelbeen K, Janssens
D, Marzotto M. Description of Gluconacetobacter swingsii
sp. nov. and Gluconacetobacter rhaeticus sp. nov., isolated
from Italian apple fruit. Int J Syst Evol Microbiol 2005;
55:2365-70.
http://dx.doi.org/10.1099/ijs.0.63301-0
PMid: 16280498

15. Kojima Y, Tonouchi N, Tsuchida T, Yoshinaga F, Yamada
Y. The characterization of acetic acid bacteria efficiently pro-
ducing bacterial cellulose from sucrose: The proposal of
Acetobacter xylinum subsp. nonacetoxidans subsp. nov. Biosci
Biotechnol Biochem 1998; 62:185-7.
http://dx.doi.org/10.1271/bbb.62.185

16. Lisdiyanti P, Kawasaki H, Seki T, Yamada Y, Uchimura T,
Komagata K. Systematic study of the genus Acetobacter with
descriptions of Acetobacter indonesiensis sp.nov., Acetobacter
tropicalis sp. nov., Acetobacter orleanensis (Henneberg 1906)
comb. nov., Acetobacter lovaniensis (Frateur 1950) comb.
nov. and Acetobacter estunensis (Carr 1958) comb. nov. J Gen
Appl Microbiol 2000; 46:147-65.



Y. Andelib Aydin ve ark., Cesitli Gida Atiklarindan Seliiloz Ureten Asetik Asit Bakterilerinin Izolasyonu ve Tanimlanmast

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

http://dx.doi.org/10.2323/jgam .46.147

PMid: 12483588

Nguyen VT, Flanagan B, Mikkelsen D, et al. Spontaneous
mutation results in lower cellulose production by a
Gluconacetobacter xylinus strain from Kombucha. Carbohyd
Polym 2010; 80:337-43.
http://dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2009.11.019

Son C, Chung S, Lee J, Kim S. Isolation and cultivation
characteristics of Acetobacter xylinum KJ-1 producing bacte-
rial cellulose in shaking cultures. J Microbiol Biotechn 2002;
12:722-8.

Lisdiyanti P, Kawasaki H, Seki T, Yamada Y, Uchimura T,
Komagata K. Identification of Acetobacter strains isolated
from Indonesian sources, and proposals of Acetobacter syzygii
sp. nov., Acetobacter cibinongensis sp. nov. and Acetobacter
orientalis sp. nov. J Gen Appl Microbiol 2001; 47:119-31.
http://dx.doi.org/10.2323/jgam .47.119

PMid: 12483554

Toyosaki H, Kojima Y, Tsuchida T, Hoshino K, Yamada Y,
Yoshinaga F. The characterization of an acetic acid bacterium
useful for producing bacterial cellulose in agitation cultures:
the proposal of Acetobacter xylinum subsp. sucrofermentans
subsp. nov. J Gen Appl Microbiol 1995; 41:307-14.
http://dx.doi.org/10.2323/jgam 41.307

Sani A, Dahman Y. Improvements in the production of bac-
terial synthesized biocellulose nanofibres using different cul-
ture methods. J Chem Technol Biotechnol 2010; 85: 151-64.
Schramm M, Hestrin S. Factors affecting production of cel-
lulose at the air/liquid interface of a culture of Acetobacter
xylinum. J Gen Appl Microbiol 1954; 11:123-9.

Asai T, Ilzuka H, Komagata K. The flagellation and taxo-
nomy of genera Gluconobacter and Acetobacter with referen-
ce to the existence of intermediate strains. J Gen Appl
Microbiol 1964; 10:95-126.
http://dx.doi.org/10.2323/jgam.10.95

Miller GL. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determina-
tion of reducing sugar. Anal Chem 1959; 31:426-8.
http://dx.doi.org/10.1021/ac60147a030

Dearing GG. A new micromethod for the estimation of cellu-
lose. Nature 1957; 179:579.
http://dx.doi.org/10.1038/179579a0

PMid: 13418735

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.
33.

34.

Zhang Z, Schwartz S, Wagner L, Miller W. A greedy algo-
rithm for aligning DNA sequences. J Comput Biol 2010;
7:203-14.

http://dx.doi.org/10.1089/10665270050081478
PMid:10890397

Goujon M, McWilliam H, Li W, et al. A new bioinformatics
analysis tools framework at EMBL-EBI. Nucleic Acids Res
2010; 38:W695-9.

http://dx.doi.org/10.1093/nar/gkq313

PMid:20439314 PMCid:PMC2896090

Yamada Y, Yukphan P. Genera and species in acetic acid
bacteria. Int J Food Microbiol 2008; 125:15-24.
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2007.11.077

PMid: 18199517

Yamada Y. Transfer of Acetobacter oboediens and Acetobacter
intermedius to the genus Gluconacetobacter as Gluconaceto-
bacter oboediens comb. nov. and Gluconacetobacter interme-
dius comb. nov. Int J Syst Evol Microbiol 2000; 50:2225-7.
http://dx.doi.org/10.1099/00207713-50-6-2225

PMid: 11155999

Jojima Y, Mihara Y, Suzuki S, Yokozeki K, Yamanaka S,
Fudou R. Saccharibacter floricola gen. nov., sp. nov., a novel
osmophilic acetic acid bacterium isolated from pollen. Int J
Syst Evol Microbiol 2004; 54:2263-67.
http://dx.doi.org/10.1099/ijs.0.02911-0

PMid: 15545468

Jahan F, Kumar V, Rawat G, Saxena RK. Production of
microbial cellulose by a bacterium isolated from fruit. Appl
Biochem Biotech 2012; 167:1157-71.
http://dx.doi.org/10.1007/s12010-012-9595-x
PMid:22391690 .
Giimiiskaya G. Seliilozun kristal yapisi. Kafkas Universitesi
Artvin Orman Fakiiltesi Dergisi 2005; 6:69-78.

Mittal A, Katahira R, Himmel ME, Johnson DK. Effects of
alkaline or liquid-ammonia treatment on crystalline cellulose:
changes in crystalline structure and effects on enzymatic
digestibility. Biotechnol Biofuels 2011; 4:41-56.
http://dx.doi.org/10.1186/1754-6834-4-41

PMid:22011342 PMCid:PMC3219654

Stanbury PF, Whitaker A, Hall SJ. Principles of fermentati-
on technology, 2nd Ed. Oxford: Butterworth Heinemann,
2005

35



