ENDUSTRIYEL
MIKROBIYOLOJI




KUFLER

@ Kufler; hifli mantarlardir.

® Mayalara benzerdirler, ancak hucre duvarlarindaki
kitin ile mayalardan ayrilirlar, cok cekirdekli bir
yapiya sahiptirler.

@ Bircok organizma ve gida maddesi (ekmek, meyve,
sebze..vb) uzerinde olusturduklar pamuk
goruntusundeki doku nedeniyle mayalardan cok once
kesfedilmislerdir.

® Thallophyta olup vucutlan farklilasma gostermeyen,
klorofil icermeyen ve dogada, toprakta yaygin olarak
bulunan organizmalardir.

@ Endustriyel mikrobiyoloji acisindan onemli olanlar,
mikroskobik kuflerdir.




® Endustride bircok urunun eldesinde,
atiklardan degerli Uriinlerin olusturulmasinda
kullanilan farklilasma gostermeyen
m.o.lardrr.

® Kuflerin uredikleri ortama proteaz, lipaz,
karbonanhidrazlar gibi litik enzimleri
salgilamalar ve kuflerin urettikleri cesitli
metabolitlerin bircok alanda kullanilabilir
olmasi bu organizmalarin endustrideki
onemini oldukca artirmaktadir.

@ Ayrica insan, hayvan ve bitkiler icin patojen
olan turleri de bulunmaktadir.




sporlar: tastyan
spor kesesi

— hava hifi

Mucor haemalis (ekmek kiifu)

@ Bir kuf, protoplazma iplikleri veya uzantilan
olan hiflerden ve sporlardan olusur.

® Kuf hucreleri ardarda dizilerek hifleri, hifler
de cesitli sekillerde dallanma yaparak
“misel” ad1 verilen yumaklar olusturur.

@ Hifler, bolmeli hifler ve bolmesiz hifler olarak
ikiye aynlir.




@ Bolmeli hif (septali), bolmeler ile hucrelere
ayrilmistir ve her hucrede bir veya iki hucre
cekirdegi bulunur.

@ Bolmesiz hif (septasiz) bolme icermez ve cok
cekirdeklidir; boyle hife sonositik hif de
denir.

@ Beslenme hifleri ise besiyeri icinde uzanan ve
koloniye besin saglayan hiflerdir.




® Ureme hifleri genellikle koloninin yiizeyinde
bulunan ve ureyen hucreleri veya sporlar
tasiyan hiflerdir.

@ Hifler, uc hucrelerin gelismesi olan apikal
buyume ile veya-bolmeli hiflerde oldugu gibi-
apikal buyume ve hifin herhangi bir
bolumundeki hucrelerin bolunmesi ile
gelisirler, uzarlar.




germinating
Spare
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@ Kufler eseysiz ve eseyli sporlan ile urerler.
Baz1 eseysiz sporlar, sporangiyofor adi verilen
ozel bir hif uzantisinin ucunda bulunan
sporangiyum denilen kapali bir spor kesesi
icinde olusurlar.




konidiofor
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@ Bazilan ise konidyofor adi verilen ozel hiflerden
olusarak konidyum adini alirlar.

® Eseysiz Uremede riizgarla dagilan ve acikta
olusan sporlar olan konidialar, miselyumun
olusturdugu konidioforlarin uclarinda meydana
gelir.

@ Konidialarin cimlenmesiyle vejetatif ureme
devam eder.




intercalary
chlamydospore
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THickenzd, pigmented wall

@ Diger bir eseysiz spor bicimi de
Klamidospordur; bu spor genellikle vegetatif
nucreden gelisir, kalin duvarlidir ve uygunsuz
kosullara dayaniklidir.




® Kuflerin hucre duvan glukan, kitosan ve kitin
gibi farkli glukoz polimerlerinden yapilabilir.

® Birkac ornekte hucre duvarinin sadece
kitinden olustugu bilinmektedir.

® Ayn1 zamanda hucre duvari %80-90
polisakkarit polimerleri de icerir. Geri kalan
buyuk bir kismi ise protein ve lipidlerden
olusur.




ENDUSTRIYEL ONEMI OLAN KUFLER

® Ascomycetes: Mayalarda -
oldugu gibi sporlarini askus
keseleri icinde olustururlar. » _
Bununla beraber filamentli ~ .
mantarlarda askuslar s
kompleks bir yap1 olan
ascocarp icinde olusurlar.

-

® Basidiomycetes grubu
kufleri eseyli sporlan
basidia, basidiocarp icinde
gelistirirler. Hucre ceperleri
glukan ve kitinden olusur.
Agaricus turleri insanlar icin
endustriyel mantar
tuketimine cevap vermek
uzere uretilir.




© Deutromycotina: Bu gruptaki
kuflerde eseyli ureme
yoktur. Sadece konidia
olarak bilinen eseysiz ureme
yapilanyla urerler. Hiicre
ceperleri glukan ve kitinden
olusur. Bu gruba giren en
onemli endustriyel kiifler
Aspergillus ve
Penicillum’dur.

@ A.niger sitrik ve glukonik asit
uretiminde kullanilir.

@ A.oryzae pirin¢ ve soya
urunlerinin
fermentasyonunda (besin
endustrisinde), proteolitik ve
amilolitik enzimlerin
uretilmesinde kullanmlir.




® Baz tirleri ise bitkilere ornegin pamuga
patojen etkiye sahiptir. Findik veya fistik
uzerinde ureyen A.flavus insan ve kumes
hayvanlarinda karaciger kanserini indiikleyen
etkiye sahip B1-mikotoksin’ini uretirler.

@ Mitotoksinler genelde kuciuk molekil agirlikly,
insan ve hayvanlara karsi toksik kuflere ait
metabolitlerdir.




® Endustriyel kuflerden en cok uzerinde
calisilan Penicillum turleridir.

® Hercesit organik materyal uzerinde
ureyebilen sporlan havada sporofit olarak
bulunur.

® P.griseofulvum griseofulvin uretiminde
kullanilir. Bu madde deri ve tirnaktaki mantar
tedavisinde kullanmlir.




® Griseofulvine duyarli mantarlarda
antibiyotik, mikrotubulerdeki tubulinin
olusumuyla ilgili proteine baglanarak mitozda
kromozomlarin ayrilmasini ve hifsel uremeyi
durdurur.

® Penicillum’un diger turlerinin bircogu besin
endustrisinde onemlidir. Ornegin P.
camemberti, P.roqueforti isimleriyle anilan
peynirlerin yapilmasinda kullanilir.




® Zygomycetes: Sporocarp icerisinde eseysiz,

hareketsiz sporlara sahiptir. Hucre duvan kitosan
(glukozaminin cok az ya da hic¢ asetillenmemis
polimeridir) ve kitinden olusur.

@ Bu grubun endustriyel kufleri Mucor ve
Rhizopustur. Rhizopus migricans sitrik asit
uretiminde kullanilir. Mucor ise peynir yapiminda
kullanilan rennin uretiminde kullanilmaktadir.

® Mucor pussillus ve mucor miehei’den izole edilen
asit proteazlar sut proteini kazeindeki peptid
bagin parcalayarak kazinin cokmesine neden
olur.




@ Normal dogal kosullar altinda mantarlar
eseysiz olarak cogalirlar.

@ Eseyli ureme ise sadece uygun sartlar altinda
nadiren olabilir.

@ Kuflerin endustriyel uretimi ise ozel olarak
tasarimi yapilmis sadece misel olusumuna
izin veren yatay tanklarda yapilir.




KUFLERIN URETILMESINDE KULLANILAN
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BESIYERLERI

@ Kufler ureme icin azot, karbon, hidrojen,
oksijen, potasyum, fosfor, magnezyum basta
olmak uzere demir, cinko, bakir, manganez,
molibden gibi maddelere gereksinim
gosterirler.

® Bunun yaninda bazi kufler de ortamda tiyaain
gibi bazi organik maddeler olmazsa
ureyemezler.




@ Kiflerin cogu genellikle uygun bir seker veya
nisasta, azot ve esansiyel mineral element
tuzlarini iceren ve pH’1 asit olan
besiyerlerinde kolaylikla urerler.

@ Kullanilan besiyeri yapay, yari yapay ve dogal
olabilir.




@ Kuflerin uretilmesinde kullanilan besiyerleri
sunlardir:

1. Raulin besiyeri:
@ En eski yapay besiyeridir.

® Sakaroz, tartarik asit ve cesitli tuzlan
icerir.




2- Czapek besiyeri:
® Kuf uretmede ve izolasyonunda en yaygin
@ olarak kullanilan besiyeridir.

® Sakaroz, sodyum nitrat, potasyum fosfat,
magnezyum sulfat, potasyum klorur ve demir
sulfat icerir.

® pHs1 notr veya hafif asidiktir.

® Mucor turleri sakarozu kullanmadiklarindan
bu turleri uretmek icin besiyerine sakaroz
yerine glikoz veya baska bir seker katilmalidir.




Malt besiyeri:

Malt ozutu iceren ve pHsi 5.5 olan bir
besiyeridir.

Ozellikle tereyagindan kiif ve mayalarin
izolasyonu ve tanisi icin kullanlir.




4- Sabouraud besiyeri:

® Yaygin olarak kullanilan besiyeridir.

@ Karbon kaynagi olarak glikoz ve azot kaynagi
olarak da pepton icerir.

@ pH s1 ortalama 5.6 drr.

® Baz1 kufler maltozlu Sabouraud besiyerinde
daha iyi ureme gosterirler.




5- Dogal besivyeri:

® Armut, patates, havuc, fasulye gibi meyve
ve sebzelerin ozut siwvilan

® seker katilarak veya sekersiz olarak bazen
kullanilabilir.




6- Diger besiyerleri:

@ Karbonhidratlarla zenginlestirilmis ve

@ pH s1 aside ayarlanmis agar ve jelatin de
kullanilabilir.




KUFLERIN LABORATUVAR TANISI

@ Kuflerin tanisindaki olcut kuf morfolojisidir.

@ Kuf morfolojisi, ciplak gozle buyutec ve
mikroskop yardimiyla incelenip saptantr.

@ Kuf tamisi icin kullanilacak en iyi besiyeri
Czapek besiyeridir.




@ Kdf kolonisinin;

> ureme hizi,

> bicimi,

> rengi,

» degisik bolumlerinin yuksekligi ve orgusu,

> koloni taban rengi,

> besiyerine yayilan pigment yapip yapmadigi v
» pigment yapiyorsa rengi saptantr.

® Mikroskobik yapisinin incelenmesinde lam
ekininden yararlanilir.




@ Lam ekininde sporlarin;

> bicim ve buyuklukleri,

> renkleri ve dizilimleri;

» spor tasiyan hiflerin dallanma durumlari,
> bolmeli veya bolmesiz olmalan,

> enlerti,

> renkleri ve

» duvarlarinin ozellikleri incelenir.

® Ayrica kufun salgiladigi kimyasal madde
kristalleri veya sivilari da not edilir.
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MIKROORGANIZMA KULTURLERININ
MUHAFAZA YONTEMLERI

® Mikroorganizma kulturlerinin, ozelliklerinin
ayn1 kalmasi kosulu ile muhafazasi
mikrobiyolojinin bircok alanini ilgilendiren
cok onemli bir konudur.

® Muhafaza yonteminde esas; canlinin genotip
ve fenotipinin ayn1 kalmasidr.




® Mikroorganizmalar baslica su yontemlerle
muhafaza edilirler:

A-Basit yontemler
Besiyerinde pasaj
Sivi parafin altinda muhafaza
Damitik su icinde muhafaza
Kurutma

B- Modern yontemler
Liyofilizasyon
Dusuk 1s1 derecelerinde muhafaza




BASIT YONTEMLER

1.

®
®

Besiyerinde pasaj:

Bilinen en eski bir yontemdir.

Egri jeloza ekim veya batirma kultur
seklinde uygulantr.

Pasaj aralar1 m.o. nin cinsine baglidir.

Baz1 turler, gunler veya haftalar, bazilan
aylar veya yillar sonra pasaj yapilir.

Bu yontemin,

yanlis etiketleme,

kontaminasyon,

farkli m.o. ile pasaj,

susun olumu gibi buyuk mahzurlar vardir.




@ Etuvin sicaklik dercesinde onemli bir degisiklik
veya herhangi bir laboratuvar kazasi fazla sayida
kultur kaybina neden olur.

® Azotsuz kati1 besiyerinde oda sicakliginda siki
kapatilmak kosulu ile muhafaza edilen 12
Rhizobium susunun 11 yil canli kaldig1 bildirilmistir.




® 1966 da Kauffman, enterobakterilerin devam

ici
se
ka
ka

n et ozeti kullanmis, suslar batirma kultur
klinde ektikten ve kabin agzini sikica
pattiktan sonra +4°C de uzun yillar canli

digin1 gostermistir.

® Maya ve kuf seklindeki mantarlarin agzi sikica

ka

patilmis tupteki agar besiyerinde, oda

sicakliginda 3-10 y1l canli kaldigi
gosterilmistir.




® Ekim yapilan besiyerleri, m.o. trediginde, pH
sinda onemli degisiklik olusturan maddeler
icermeyecek bilesimde hazirlanmalidir.

@ Canli kalma suresi, uremeden sonra tuplerin
vakit gecirmeden steril lastik tipa ile
kapatilmasina baglidir.




® Uzun sureli muhafazalarda pamuk tikaclar
cikarilmalidir. Cunku nemlenen pamuk icinde
mantar ureyerek kulturu kontamine edebilir.

® Ayn1 nedenle kulturler parafinli pamuk ile
kapatilmalidir.




2- Sivi parafin altinda muhafaza:

® Bu teknik maya ve kuf seklindeki
mantarlarin, aerob bakterilerin uzun sure
canli kalmasini saglayan kolay bir yontemdir.

@ Kulturun yuzeyi steril sivi1 parafin ile
tamamen ortulur.




® Yag, gazlarin yavas difuize olmasini saglar.

@ Boylece buyume yavaslamis hizda devam
eder.

@ Liyofilizasyonda canli kalamayan bazi suslar
bu yontemle muhafaza edilebilir.




® Ozellikle kiif seklindeki mantarlarin
muhafazasi icin genis olcude kullanilir ve
suslarin cogu 5-10 hatta 20 yil sonra canli
olarak elde edilebilir.

@ Uygun besiyerinde, ornegin egri besiyerinde,
bakteri uretildikten sonra steril sivi1 parafin
besiyerini tamamiyle kaplayacak sekilde ilave
edilir.




@ Parafin besiyerinin ust ucundan en az 1.5 cm
yuksekte olmalidir.

@ Kulturler oda sicakliginda tercihen 0-5°C de
muhafaza edilir.

® Fazla miktarda parafin sarf edilmesi
yontemin sakincali yonudur.




3- Damitik su icinde muhafaza:

® Maya ve kuf seklindeki mantarlar, bitkiler icin
patojen bakteriler ve aerob Actinomycetler
icin uygun, Enterobacter ler icin uygun
olmayan bir yontemdir.

@ Bakteri uygun besiyerinde uredikten veya
sporlu sekle gectikten sonra 5-7 cm? steril
damitik su icinde suspansiyonu yapilir, bir
tupe veya siseye aktanlir.




® Selofan veya parafin ile sikica kapatilan
siseler, tupler veya burgulu kapakli siselerde,
m.olar 1-5 y1l canli kalir.

® Ikinci uygulama seklinde, treme olan kat:
besiyeri yaklasik 0,5x0,5 cm buyuklugiinde
kKesilerek yarisina kadar damitik su konmus
burgulu kapakli siseye aktarilir, sisenin kapagi
sikica kapatilarak oda sicakliginda muhafaza
edilir.




4- Kurutma: Neisseria, Vibrio, Pseudomonas cisleri
haric m.olarin cogu icin uygun bir yontemdir.
Vakumlu veya vakumsuz ortamda desiktor icinde
cesitli sekillerde yapilir.

a) Toprak, kum, sunger tasi uzerinde kurutma

by Silika jel veya sentetik zeolitler uzerinde
kurutma

c) Cam veya porselen boncuklar uzerinde kurutma
d) Kagit diskler Uzerinde kurutma

e) Jelatin diskler icinde kurutma (stamp yontemi)
f) At serumu icinde muhafaza (sordelli yontemi)
g) “L-drying” yontemi




® Kurutma esnasinda su hususlar dikkate
alinmalidir:

1. Suspansiyon, sut, et suyu, serum gibi
koruyucu bir madde icinde yapilmali

2. Az miktarda madde kurutulmali
3. Kurutma islemi cabuk uygulanmali

4. Kurutulmus kulturler dusuk sicaklik
derecesinde veya vakum altinda muhafaza
edilmeli




KURUTMA YONTEMLERI

a-Toprak veya kum icinde kurutma:

® Sporlu Bacillus cinsi bakteriler, kuf seklindeki
mantarlar, aerob aktinomicetler, hatta spor
olusturmayan m.olar icin uygundur.

@ Spor olusturanlar 10-15 yil, digerleri 1-5 yil
canli kalabilir.




@ Buyyon veya sut icinde yapilan mo
sUuspansiyonu, oda sicakligindaki desikator
icinde bulunan fosforpentaoksit ile
kurutulmus bir tup icindeki steril topraga
ilave edilir.

® Tup sikica kapatilir, oda sicakliginda veya 0-5
"C de muhafaza edilir




b- Silika jel veya sentetik zeolitler (suinger
tasi) uzerinde kurutma:

® Kuf seklindeki mantarlar, bakteriler ve
m.o.lar icin uygundur.

@ Silika jel iceren pamuklu burgulu kapakli
tubun icine, bakterinin %10 oraninda yagi
alinmis sut iceren steril sividaki
suspansiyonu, damla damla ilave edilir.




® Kuru silika jele sivi ilavesi 1s1n1n artmasina
neden olacagindan, bakteri suspansiyonu
ilave edilmeden evvel tupler buzdolabinda
sogutulmalidir.

® Eger sogutulmazsa bakteriler olebilir.

@ Tupler fosforpentaoksit veya silika jel iceren
desikatorde bir hafta sure ile kurutulduktan
sonra pamuk tikac alinarak yalnmz burgulu
kapak ile sikica kapatilir ve 4°C-20°C de
muhafaza edilir.




c- Cam veya porselen boncuklar Uzerinde
kurutma:

® Bu yontem m.o.larin silika jel uzerinde
kurutulmasina benzer sekilde uygulanir.

® Is1 artmasi nedeni ile bakteriler zarar
gormediginden tercih edilebilir.




d- Kagit diskler izerinde kurutma:

@ Kulturlerin posta ile ucuz ve kolay naklini
saglar.

® Bu yontem ile S aureus standart suslarinin
yaklasik 6 ay canli kaldig1 gosterilmistir.




e- Jelatin disklerde kurutma (Stamp
yontemi):

® Her laboratuvar tarafindan uygulanabilecek
bir yontemdir.

® Petri kutusu kapagina parafin eritilerek
dokuldukten sonra kontaminasyonu onlemek
icin diger bir kapakla kapatilir.




® Muhafaza edilecek m.o. Kulturu uygun
besiyerinde Uretilerek buyyon icinde yogun
sekilde suspansiyon yapilir.

® %0.3 askorbik asit iceren jelatin besiyeri
icinde hiicre konsantrasyonu 107 - 10'Y veya
daha fazla olacak sekilde sulandinldiktan
sonra Pasteur pipeti ile hazirlanan parafinin
yuzeyine damlatilir.




@ Suspansiyon damlalarini iceren parafin
tabakasinin bulundugu Petri kutusu kapagi
fosforpentaoksit iceren cam Petri kutusuna
kapatilir ve etrafi pamuklanir.

® Sonra kap fosforpentaoksit iceren bir
desikatore konarak vakum pompasi
calistinlir,




@ Diskler kuruyunca steril pensle bir tube
alinarak P,0; uzerinde yaklasik 4 °C de
muhafaza edilir.

® Tekrar kultur elde edilmek istendiginde bir
disk alinarak uygun sivi veya kat1 besiyerine
ekilir.

® Askorbik asit canlilig1 koruyan cok onemli bir
maddedir.




f- Sordelli yontemi:
® 1934 de Sordelli tarafondan tarif edilmistir.

@ Bakteri, maya ve kuf seklindeki mantarlar
icin uygundur.

@ M.o.lar cinslerine gore 5-10 yil canli kalirlar.

® Kucuk tube bir damla at serumu konarak,
icinde muhafaza edilecek m.o. nin
suspansiyonu yapilir.




® Kucuk tup buyuk bir tubun icine yerlestirilir.

® Buyuk tubun alt kismina fosforpentaoksit,
uzerine pamuk konmustur.

® Burada dikkat edilecek husus suspansiyon
damlasinin fosforpentaoksit uzerine
gelmemesidir.

@ Buyuk tup 5-10 dk vakumda tutularak
kapatilir.




g- “L-drying” yontemi:
® Ozellikle liyofilizasyona dayanamayan
m.o.lar icin uygundur.

® %10 oraninda kaymagi alinmis suit veya
herhangi koruyucu madde iceren sivi icinde
yapilan bakteri suspansiyonu tupu, su
banyosu icine daldirilarak vakum pompasi ile
kurutulur.




@ Tuplerin sicakligi, sispansiyonun siiratle
kurumasi fakat donmamasi icin su banyosu ile
kontrol edilir.

@ Bakteri, mantar ve virusler icin basarili olan
bir tekniktir.




MODERN YONTEMLER
1-Liyofilizasyon:
@ Bircok bakteri, cins ve tur ozellikleri

degismeden, bu yontem ile muhafaza
edilebilir.

@ Baz1 bakterilerin 30 yildan fazla canli kaldigi
bildirilmistir.

@ Bakteriyofajlar ve virusler bir dereceye kadar
bu yontem ile muhafaza edilebilir.




® Kuf seklindeki mantarlar, algler, protozoalar
ve memeli hucreleri ile belirli Azobacter,
Cytophaga, Saprospira cinsleri ile Spirillum
ve Vbrio cinsleri icin uygun olmadigi
bildirilmistir.

® Kisa surede, hafif, nakli kolay, cok sayida
ampul kolaylikla hazirlandigindan kultur
koleksiyonlari icin tercih edilir.




® Bu yontem su kademelerde uygulanir:

1.
2.

Bakteri uygun egri besiyerine ekilir

Kulturdn serumlu besiyeri veya kaymagi
alinmis sut gibi muhafaza sivisindan

suspansiyonu yapilir.

Liyofilizasyon tuplerine suspansiyonu
kontamine etmeden ve kopuk olusturmadan
0,1-0,2 cm3 konur.




Tablaya yerlestirilerek vakumda birinci
kurutma yapalir.

Pamuk basliklar iceri itilerek ampuller ince
bir boyun kismi olacak sekilde cekilir.

lkinci kurutma uygulanir.
Ampuller vakum altinda kapatilir.




@ Liyofilizasyonun prensibi basittir.

® M.o.lar dondurulduktan sonra buzdaki su
vakumda buhar olarak ¢ikanlir.

® Suspansiyon donduktan sonra kesinlikle sivi
duruma gecmemelidir.

® Bunun yaninda muhafaza edilecek hucreler
dondurma ve kurutmanin zararlarini
onleyecek koruyucu ozellikteki sivilarda
suspanse edilmelidir.




@ M.o.lar fazla sayida uremis olmali ve
koruyucu suspansiyon sivisinda kolayca
suspansiyon yapilabilmelidir.

® Genellikle birkac agar kulturu yeterlidir.

® Bakterinin ureme donemi canlilik uzerine
etkilidir.

KU
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® Logaritmik ureme donemine gecmis olan

iturler, aktif ureme donemindeki

‘turlerden daha uygundur. Bu durum

terinin cinsine de baglidrr.




® Genel olarak gram pozitif bakteriler, gram
negatif bakterilere karsin liyofilizasyona daha
direnclidir.

® Fakat uygun suspansiyon sivisi kullanilirsa
gram negatif bakterilerde de canli kalma
orani yuksek olur.




® Yersinia pestis, Franciscella tularensis,
Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas
malleive Bacillus anthracis gibi patojen
bakterilerin liyofilizasyonunda santrifuj
islemi tehlikelidir.

® Cunku santrifuj sirasinda ampuller kirilabilir
ve cevreyi kontamine edebilir.

@ Bu nedenle m.o.lar kuru buz icinde egik
durumda kondurulduktan sonra kurutulacagi
yere nakledilir.

® Kurutmanin yapildigi bolmenin sicakligr -30
“Cden dusuk olmalidrr.




Dusiik sicaklik derecelerinde muhafaza:

Dusuk sicakliklarda hucrede metabolizma hiz
ve buna bagli olarak biyokimyasal reaksiyonlar
icin gerekli enerji ihtiyaci cok azalir.

Bu durum hucrelerin muhafazasinda
faydalanilan bir ozelliktir.

Fakat deneyle, korunmamis hucrelerin dusuk
sicaklikta muhafaza ve yeniden 1sitmaya son
derece duyarli oldugunu gostermistir.

Bu konuda dikkate deger ilerlemeler donma-
erime isleminin mekanizmasina bagli olarak son
10 y1l icinde yapilmistir. Muhafaza 1silan -70
°C, -90 °C, -196 °C ler olabilir.




@M.o.lar -70 °C ve -90 °C arasinda derin
dondurucu (deep-freezer) ya da CO, karinda
muhafaza edilebilecegi gibi -196 °C de sivi
azot icinde de muhafaza edilebilirler.

® Azot yanmaz ve toksik degildir.

® Bu sicaklikta, bakteriler, kuf seklindeki
mantarlar, bakteriyofjlar, protozoonlar,
algler, bitki, hayvan ve insan hucre ve
dokular1 uzun sure muhafaza olurlar.




@ Bakteriler soguga direncli ve duyarli olmak
uzere ikiye aynlabilir.

® Buyuk cogunlugu direncli olmakla beraber
Neisseria, Haemophilus gibi cinsler duyarlidir.

® Bu bakteriler de faz degisikligi olmaksizin
suratle dusuk sicakliga getirildiginde
muhafaza edilebilirler.




® Dondurularak muhafazada hucreler once 0 °C
ye sogutulur.

® Bu safhada baz1 bakteriler olur. Buna soguk
soku denir.

® Ozellikle baz1 gram negatif bakterilerde
gorulmekle beraber gram pozitif bakterilerde
de gorulur.

® Koruyucu madde (Cryoprotectan) adi verilen
maddelerin suspansiyon sivisina ilave
edilmesi ile hucrelerin donup-erimenin
olusturdugu zarara kars1 korundugu
gosterilmistir.




® Canli hucre hacminin onemli miktari sudur.

@ Dusuk sicaklikta su sivi halden kati sekle gecerek
buz kristallerine donusur.

® Koruyucu madde ilave edilen kulturler yavas,
cabuk ve cok cabuk sogutularak dondurulabilir.

® Yavas sogutmada buz kristalleri hiicrenin icinde
degil, yalmz disinda olusur ve sitoplazma su
kaybederek buzulur.

® Olusan buz kristallerinin buyuklugl soguma
suresine baglidrr.




® Cabuk donmada durum farklidr.
® Hucrenin su kayb1 cok azdir veya hic yoktur.
® Bu nedenle de buzulmemistir.

® Ayrica sitoplazma icinde de buz kristalleri
olusur.




@ Koruyucu maddeler hucre icine gecebilmelerine gore uc¢
grupta toplanabilir.

gecemeyenler gecebilenler belirlenemeyenler

Polivinilpirrolidon Gliserin Malt ozeti

(PVP)

Dekstran, Nisasta Dimetilsulfoksit Kaynamis bakteri
(DMSO) hucrelerinin ozeti

Hidroksietil nisasta  Etilen glikol Kan, proteinleri ve

(HES) serum

Polietilenglikol Trimetilamonium Sut, kaymagi
asetat alinmis sut

Sukroz, laktoz Metanol

Sorbitol, mannitol
Albumin, jelatin

® Cesitli yontemler:M.o.lar canliliklarini hucrelerde
veya deney hayvanlarinda da surdurebilirler.




