Elektronik Mikrobiyoloji Dergisi TR

(Eski adi: OrLab On-Line Mikrobiyoloji Dergisi)
Yil: 2008 Cilt: 06 Sayi: 2 Sayfa: 19-26
www.mikrobiyoloji.org/pdf/702080202.pdf

Asetik Asit Bakterilerinden Elde Edilen
Alternatif Seliiloz’

Esin Poyrazoglu Coban?, H.Halil Biyik®

Bakteriyel Seliiloz ve Ozellikleri

Son yillarda biyoteknolojinin hizla ilerlemesi ile biyoteknologlar, bitkiler olmadan da
selliloz Uretebilmenin yollarini aramiglardir. ilk kez Brown tarafindan sirke
fermantasyonu sirasinda, sivi ylzeyde olusan jelatinimsi yapidan izole edilen
Acetobacter xylinum ’un, uygun bir besi ortaminda Uretildiginde, yuksek miktarda
ekstraselller jelatinimsi bir yapi sentezledigi belirtiimistir (1, 2). Son 30 yilda yapilan
calismalar, selUloz Urettigi bilinen bakteriler Uzerinde yodunlasmis ve bakteriler
tarafindan uretilen bu sellloza da “Bakteriyel Seltloz” adi verilmistir (2).

En iyi sellloz Ureticisi olan Acetobacter xylinum, asetik asit bakterisi olarak bilinir (3).
Asetik asit bakterileri a-Proteobakteriler icindeki Acetobacteracea familyasinda olup
(4, 5), Acetobacter (6), Gluconobacter (7), Acidomonas (8), Gluconacetobacter (9),
Asaia (10) ve Kozakia (11) olmak Uzere alti cinsi icermektedir (12). Sellloz Gretimi en
iyi olan Acetobacter cinsi iginde Acetobacter xylinum, A. pasteurianus, A. aceti, A.
hansenii, A. lovaniensis, A. liquefaciens turleri yer almaktadir (5, 13).

Asetik asit bakterilerinin, dogal kaynaklardan izolasyonu igin Hestrin ve arkadaslari
(14, 15) ve Frauter & Simonart (16)'in 6nerdigi yontemler (13, 17) ile Fratuer (18) ve
Carr (19)’in galigmalarinda kullandiklari metotlardan da yararlaniimaktadir (13, 20).

Bakteriyel selluloz, metabolizmanin ilk Grunu olan ekstraseluler bir polimerdir ve
hucreyi koruyucu olarak gorev yapar. Bitkisel sellloz ise hicrenin yapi elemani
olarak islev gorur (2).

A. xylinum ’un sentezledigi sellilozun depo materyali olarak kullanildigi da ileri
surulmektedir.

' Bu galisma, 2007 yilinda Aras. Gér. Esin Poyrazoglu Coban tarafindan ve Yrd. Dog. Dr.
H.Halil Biyik danismanhginda tamamlanan “Yizey Kiiltir Fermentasyon Yéntemi ile Bazi
Asetik Asit Bakterilerinden Ekstrasellular Polisakkarit Uretimi” adli doktora tezinden
dizenlenmigtir.

2 Aras. Gor. Esin Poyrazoglu Coban, ® Yrd. Dog. Dr. H. Halil Biyik; Adnan Menderes
Universitesi, Fen Edebiyat Fakdltesi Biyoloji Boliimii, Aydin. Yazismalardan sorumlu yazarin
e-posta adresi: epoyrazoglu@adu.edu.tr
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Seluloz tabakanin, vizkozitesi ve hidrofilik 6zellikleri nedeniyle bakterileri kotu ¢evre
kosullarina (su miktarinda azalma, pH degisimleri, patojenik mikroorganizmalar vb.)
kargi korudugu da bilinmektedir (2, 20). Ayrica bakteriyel selulozun, bakterileri UV
Isinina karsi korudugu da belirtiimektedir. UV 1sinina 1 saat maruz kalan, bakteriyel
seluloz ile 6rtult olan asetik asit bakterilerinin % 23’Undn canli kalmaya devam ettigi
belirtiimigtir (20).

Seluloz, B-1,4 baglariyla baglanmis D-glukopiranoz birimlerinin, suda ¢ézinmeyen
dallanmamis yapidaki polimer bilesikleridir (21). Yogun olarak arastirilan bakteriyel
seluloz, kimyasal olarak bitkisel seluloz ile ayni olmasina ragmen, bakteriyel
selilozun molekuler yapisi ve fiziksel Ozellikleri bitkisel seltilozdan farkhdir (2).
Bakteriyel selulozun, fibril ag ¢apinin 0.1 ym oldugu belirtiimektedir, bu ¢ap bitkisel
selulozun yaklasik % 1’i kalinhgindadir (22, 23).

Bakteriyel sellilozun makroskobik goéruntisi kiltir kosullarina baghidir (24, 25).
Durgun kosullarda (¢alkalamasiz) sivi besi ortaminin Ust yuzeyinde (oksijence zengin
olan kisim) sellloz tabaka olusur. Selllozun subfibrilleri devamli olarak bakteri
hlcresinin ylzeyindeki porlardan disari ¢ikar ve kristalize olmus mikrofibriller
birbirlerine paralel bir sekilde bulunurlar (26). Calkalamali kultirlerde gelisen
bakteriyel sellloz ise duzensiz, kenarlari purtzlu granuller seklinde olusur (22).

Selulozun, sellloz | ve sellloz Il olmak Uzere iki kristalize formu vardir. Seltlozun bu
iki formu X-ray, niklear magnetik rezonans (NMR), Raman spektroskopi ve Infrared
analizi ile tespit edilebilir (27). CP/MAS BC-NMR kullanilarak, selilozun iki farkli
formu olan sellloz la ve seluloz IB’nin ayrimi mdmkinddr (24, 28). Bakteriyel
selllozun subfibrilleri, mikrofibriller halinde kristalize olmustur. Bunlar demetler ve
iplikler halinde bulunurlar (25, 26).

Bakteriyel sellloz genel olarak suda ¢ozinmeyen, esnek, geriime direnci yuksek,
elastik bir polimerdir (24). Agds! bir yapiya sahip olan polimerin kristalize 6zelligi
yuksektir (25). Bu 6zellikler bitki orijinli selilozda bulunmaz (24,25). Ayrica bakteriyel
polimerin ylzeyi bitkisel polimerin yluzey alanina gore 200 kat daha buyuktur (2, 27).
Bakteriyel seluloz icerdigi sivi komponentlerden dolayi jelatinimsi bir gorinume
sahiptir. Polimerin su tutma kapasitesi yuksektir fakat suyun fazlasi polimere
baglanmaz ve polimer yavasca bastirilarak fazla su disari verilebilir (24, 25, 27).
Kurutulmus polimer bir kagit tabakasi gibi 0,01-0,5 mm kalinhginda olup, iyi bir
adsorblama 0Ozelligine sahiptir (29, 30). Ayrica ses dalgalarini hizli bir sekilde
iletebilmektedir (20, 21, 26, 27). Polimerin bu mekanik 6zelliginden dolayi akustik
membranlar olarak kullanilabildigi de belirtilmistir (20, 21, 26).

Bakteriyel Seluloz Sentezleyen Mikroorganizmalar

Bakteriyel seluloz Uretiminde Acetobacter suslari en iyi bilinen turler olmasina karsin,
diger bazi bakteri cinsleri de seluloz sentezler. Selluloz sentezleyen bakteriler
arasinda baglica; Acetobacter, Pseudomonas, Rhizobium, Agrobacterium, Sarcina
cinslerine ait turler bulunmaktadir (2, 26). Bakteriyel selllozun biyosentezi bu
bakterilerde ayni olmasina ragmen, polimerin yapisi organizmaya goére degisir (20,
26).
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Sellloz Ureticileri arasinda en iyi olani Acetobacter xylinum (sinonimleri: A. aceti ssp.
xylinum, A. xylinus) olmakla birlikte Gluconacetobacter grubundaki G. hansenii, G.
europaeus, G. oboediens ve G. intermedius da sellloz Ureten strainler arasinda
onemli bir yer tutar (10, 31).

Bakteriyel Selilozun Biyosentezi

A. xylinum; seluloz biyosentezi, kristalizasyon ve yapisal 6zelliklerin arastirnimasinda
model organizma olarak kullaniimistir (32, 33, 34). Bakteriyel selllozun sentezi,
spesifik olarak katalitik ve regulator protein kompleksleri ve enzimler ile reglle edilen
¢ok basamakli bir islemdir (2, 27, 33, 34). Sentez islemi glukozun selliloz énculd olan
uridin  difosfoglukoz  (UDPGIc) sentezini takiben [(-1,4 glukan zincirine
polimerizasyonunu igerir (21, 26, 27). Bitkilerde seliloz, membranda bulunan seliiloz
sentaz enzimi ile plazma membraninda sentezlenirken, A. xylinum bakterisinde
sellloz sentaz enzimi sitoplazmik membranda bulunur ve seluloz ekstraselller olarak
sentezlenir (2, 34, 35). Acetobacter xylinum tarafindan sentezlenen selliloz, pentoz
fosfat yolu veya Krebs déngusinin, karbon metabolizmasinin son tranadar (20, 30,
36). Glukoz, glukokinaz enzimi ile glukoz—6-P’a katalizlenir. Glukoz-6-P,
fosfoglukomutaz enzimi ile glukoz-a-1-P’a doénusur. Glukoz-a-1-P, UDPGIc
pirofosforolaz enzimi ile UDPGIc'ye katalizlenir. Bu son enzim (UDPGIc
pirofosforolaz), seliiloz sentezinde en énemli olan enzimlerden biridir (2, 26, 30, 37).
Seluloz sentezlemeyen ve fenotipik olarak (Cel’) olan mutant hicrelerde bu enzimin
eksik oldugu belirtilmis ve bu durum deneysel olarak da gézlenmistir. (37).

Bakteriyel selliloz Uretimini etkileyen en 6énemli faktérlerden biri kullanilan karbon ve
azot kaynaklandir (2, 36, 38, 39, 40). Seluloz uretiminde pahali besi ortami
bilesiklerinin yerine; beyaz kabak suyu, seker pancari atigi veya peynir alti suyu gibi
ucuz endustriyel atiklar da kullanilabilecedi belirtiimis ve bu atiklarin kullanildigi
calismalar yapilmistir (2, 41, 42, 43). Ayrica besi ortamina piridoksin, nikotinik asit, p-
aminobenzoik asit ve biotin gibi vitaminler eklenerek, bakteriyel sellloz sentezinde
etkisi arastirnimistir (39, 44, 45). Kolin, betain ve yag asitlerinin (tuzlar ve esterler) de
A. xylinum strainlerinin sellloz Uretimini guglu bir sekilde stimule ettigi gosterilmigtir
(46).

A. xylinum strainlerinin sellloz uUretiminde pH etkisinin analizinde strainler icin en iyi
pH arahginin tire baglh olarak 4.0-7.0 oldugu belirtilmistir (27, 47, 48, 49, 50). Polimer
uretiminde pH kadar sicakligin da onemi buyuktur. Yapilan arastirmalar sonucunda
selllozun polimerizasyon derecesinin (DP) ve su tutma kapasitesinin en iyi oldugu
sicakhgin 28 - 30 °C oldugu gosterilmistir (50, 51).

Bakteriyel Selulozun Uygulama Alanlari

Bakteriyel seluloz, ¢ok iyi mekanik ozelliklere sahip oldugundan birinci kalite kagit
uretiminde kullanilir. Bakteriyel seluloz icerikli k&gitlar, dolgu ve renk maddesi gibi
katki maddelerini iyi tutabilmeleri yaninda ayni zamanda elastik, gecirgen,
yirtiimalara-yanmalara direngli ve suyu emme 06zelligine de sahiptirler (2, 52). Tarihi
dokimanlarin tamirinde kullanilan el yapimi kagitlarin fibrillerine az miktarda
bakteriyel sellloz ilave edilmesiyle yipranmaya direngli bir etki yaratiimis olur (2, 53).
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Bakteriyel sellilozu % 1 oraninda igeren kagitlar ISO 9706:1994 standardinda yer
almaktadir. Ayrica bakteriyel selllozdan ylzey kaplamada kullanilan kagitlar da
uretilmistir. Bu kagitlar cilah, parlak, duzgin ve gozenekli bir gérunume sahiptir.
Yuzde 3 oraninda bakteriyel sellloz iceren kaplama kagitlari, % 20 oraninda
kaplamaya sahip olan rotogravuer kagitlarina benzer ylzey direncine ve cila
Ozelliklerine sahiptir (2, 27).

Durgun kulttrde Uretilen bakteriyel sellloz, yanik bolge Uzerinde iyilestirici bir 6zellige
de sahiptir (2, 30, 54). Bakteriyel sellloz steril edilebilir, dokuya uyumludur,
g6zenekli, elastik ve elle tutulmasi kolaydir, suyu adsorbladigi i¢in belli oranda nem
icerir bu da yaralarin daha hizl iyilesmesini saglar ayrica yarali bolgede ikincil
enfeksiyonlarin olugsmasini engeller, yanan bodlgedeki i1siyl adsorblayarak aciyi ve
agriyl1 azaltir ve dokuda yaranin yayillmasini engeller (54). Hayvansal orijinli
urunlerdeki problemlerden dolayl kollagen kaplayicilar yerine bakteriyel sellloz
icerikli kaplayicilar kullaniimaktadir. Bu amagla kullanilan bakteriyel seltloz arunleri
Xylos Corp. firmasi tarafindan Prima CelTM olarak Uretilmektedir. Bu polimer,
Rensselaer Polytechnic Institute (USA)de Ulser tedavisinde yara kapatici olarak
uygulanmistir. Krystynowicz ve arkadaslari tarafindan A. xylinunm’dan elde edilen
selulozun, farelerdeki yaralar tzerinde iyilestirici etkisinin oldugu da belirtiimistir (2,
54). Yamanaka ve arkadaslari ortasi ¢ukur 6zellige sahip olan bakteriyel sellloz
fibrillerinin suni kan damarlari ve Ureterler olarak kullanilabilecegini de 6nermiglerdir
(29). Kopeklerde aort ve boyun damarlarinin yerine antitrombik 6zellie sahip olan
bakteriyel sellloz igeren suni damarlar kullaniimigtir (2, 29, 32).

Bakteriyel sellloz, islenmis gidalarda higbir yan etkisi olmayan kalorisiz bir katki
maddesi olarak da kullanilir. Bakteriyel selulozun gida endustrisinde ticari olarak ilk
kez kullanimi “nata de coco” olarak Filipinlerde kullaniimigtir (56, 57). Nata de
coco’nun tuketiminin, bagirsak kanserine, damar sertligine, koroner damarlardaki
kanin pihtilasmasina kargi koruyucu etkisinin olduguna ve idrardaki ani glukoz
artisini 6nledigine inanilir (56,57).

Bakteriyel selUloz ayrica tekstil sanayinde suni deri ve diger tekstil Grunlerinde
adsortif materyal olarak, kozmetik sanayinde ise kremlerin, toniklerin, tirnak
cilalarinin emilimini kolaylastirmada da kullanilir (26, 30).

Turkiye'de Yapilan Bakteriyel Seliloz Caligmalari

Alma ve Cetin tarafindan “Odun Selulozuna Alternatif Bakteriyel Seltloz” baglikli bir
calisma yapilmis ve bu calisma Il. Ulusal Karadeniz Ormancilik Kongresi’'nde bildiri
olarak sunulmustur (58). MEF Turkiye lise 6grencileri arasi 12. arastirma projeleri
yarismasinda sunulmak Uzere, Digrak ve Oguz tarafindan yuarutilen “Acetobacter
xylinum DA Tarafindan Bakteriyel Seliloz Uretimi” baslikh bir proje calismasi
yapilmistir (59). Esin Poyrazoglu Coban tarafindan yapilan ve Yrd. Dog. Dr. H.Halil
Biyik danismanliginda yiritiilen “Yiizey Kiltir Fermentasyon Yontemi ile Bazi Asetik
Asit Bakterilerinden Ekstrasellular Polisakkarit Uretimi” baslikli doktora tez ¢alismasi,
Tarkiye'de bu konuda yapilmis en kapsamli ¢alismalardan biridir (60). Poyrazoglu ve
Biyik tarafindan yapilan ve “Acetobacter pasteurianus HBB6 ve Acetobacter
lovaniensis HBB5 Tarafindan Yuzey Kultir Fermentasyonu ile Bakteriyel Sellloz
Uretimi” ve “Yiizey Kultir Fermentasyonu ve Calkalamali Kiltiir Fermentasyonu ile
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Bazi Acetobacter Tirlerinden Bakteriyel Seliiloz Uretimi” baslikli iki ¢alisma 15.
Ulusal Biyoteknoloji Kongresi’'nde sunulmustur (61, 62). Ayrica Poyrazoglu ve
arkadaslan tarafindan yapilan “Aspergillus niger HBF 40 ve Trichoderma sp. HBF
110 Funguslarindan Elde Edilen Selilaz Enzimi ile Bakteriyel Seltlozun Hidrolizi”
baslikh bir diger ¢calisma da ayni kongrede bildiri olarak sunulmustur (63). Cakir ve
arkadaglar tarafindan “Mikrobiyel Seliiloz Uretiminde Kullanilan Gluconacetobacter
spp. susunun Molekuller Tanisi” baghkh bagka bir galisma 15. Ulusal Biyoteknoloji
Kongresi’nde bildiri olarak sunulmustur (64). Ayrica Babag¢ ve arkadaslan tarafindan
yapilan “Biyobozunur Forma Getirilmis Bakteri Sellilozu Uretimi” baslikli galisma da
15. Ulusal Biyoteknoloji Kongresi’nde bildiri olarak sunulmustur (65).
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