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MIKROORGANIZMA GELISMESI

Mikroorganizmalarda gelisme denilince biiylimeyle, hiicre boliinmesi veya tomurcuklanmasina bagh
olarak hiicre sayisinin artmasiyla ortaya ¢ikan ve geri doniisimii olmayan canli madde artigt
anlagilmaktadir. Cok hiicreli canlilarda kiitlesel biiyiikliik artarken, tek hiicrelilerde hiicre sayisi da
artis gosterir. Dogal olarak tek hiicrelilerde de hiicrenin hacim olarak biiyiime gdstermesi gelismenin
kapsamu igerisindedir. Bu nedenle, mikroorganizmalarin gelismelerinde bu farkliliklar1 belirtebilmek
icin mikroorganizma konsantrasyonu, yogunlugu, bolinme veya tomurcuklanma degeri, bilylime
degeri, jenerasyon siiresi ve ikilenme siiresi gibi farkli tantmlamalar kullanilmaktadir.

Mikroorganizma sayist (adet/mL) veya bununla ilgili diger tanimlar1 olusturan hiicre sayisi, degisik
sayim yontemleri ile belirlenebilir. Mikroorganizma yogunlugu (g/L) ve buna baglh tanimlamalarda
ise, dogrudan veya dolayli olarak yogunluk saptamaya yonelik yontemlerden yararlanilir.

Bakterilerin gelismesi, genellikle, hiicre kiitlesi veya hiicre sayisinin iki katina ulagmasi igin gerekli
zamanla karakterize edilir. Kiitlenin ikilenme siiresi hiicre sayisinin ikilenme stiresinden farkli olabilir.
Ciinkii hiicre kiitlesi hiicre sayisinda bir artis olmaksizin artabilir. Buna karsin, eger belirli bir ¢evre
kosulunda hiicre kiitlesi ve sayisinin ikilenmesi arasinda bir benzerlik s6z konusu ise, organizma iis
cinsinden (eksponensiyel hizda) ¢ogaliyordur.

Mikrobiyel Cogalmanin Kimyasal Tanimi

Cogalma, hiicre kiitlesinin sentezi ile ilgili bir seri kimyasal reaksiyonlar olarak goriilebilir. Cogalma
icin genellestirilmis sitokiyometrik bir formiil sdyle yazilabilir.

A(C.H,O.) + B(O2) + D(NH;) — M(C,HgO,N;) + P(CO;) + Q(H-0)

Burada A, B, D, P ve Q ilgili bilesenlerin mol'leridir. C;H,O, karbon enerji kaynagi olarak
genellestirilmistir. M ise bir birim hiicrenin mol say1sidir (C,HzO,N;).

Ornegin; tipik bir maya CsH1;NOj3 seklinde gosterilebilir. Béylece hiicrenin organik fraksiyonunun bir
biriminin molekiil agirlig1 145 olacaktir. Eger hiicre %90 organik fraksiyon ve %10 kil i¢eriyorsa, bir
birim hiicrenin yaklasik olarak tiim formiil agirligi 145/0,9 = 161'dir.

Bu sitokiyometrik iliskiye dayanarak, olusan her hiicre kiitlesinin tiiketilen her substrat kiitlesine orani
(M/A), hiicre verimi olarak belirtilir. Bu verim, hem hiicre kiitlesinde birlestirilmig, hem de ¢ogalmak
icin enerji saglamak amaciyla CO, veya H,O'ya parcalanmis olan karbon kaynagmin kullanim
etkinligine baghdir.

02.03. Gelisme Egrisi (Kurvesi)
Kimyasal yonden belirli bir ortamda ve belli kosullarda gelisen bir bakterinin, kesikli kiiltiirdeki, tipik

bir gelisim kurvesi asagidaki evreleri kapsamaktadir (Sekil ). Gelisme, genellikle hiicre kiitlesi esas
almarak belirlenmektedir ve aksi belirtilmedikce bu gegerli olacaktir.



Sayi

Siire

Sekil 02.05. Bir bakterinin kesikli kiiltiirdeki gelisme kurvesi

A. Adaptasyon evresi (Lag Faz): Belirli bir besi ortamina inokiile edilen bakterinin yeni ortama
uyum gosterip ¢cogalmaya baslayana kadar belirli bir siire gecer. Bakteri kiiltiirii bu siireyi, makro ve
mikro molekiiler bilesimini yeniden diizenlemek, substrata bagli olarak enzimlerini sentezlemek icin
kullanir. Bu siirede hiicre sayisinda hemen hemen higbir artis gdzlenmez. Fakat hiicre kiitlesi artabilir.

Molekiiler diizeyde devam eden reaksiyonlar ¢ok iyi anlasilamaz, fakat hiicrede 6nemli 6lgiide RNA
sentezinin gergeklestigi bilinmektedir.

Lag fazin siiresi bakterinin fizyolojik durumuna ve inokiile edildigi besiyerinin dogasina bagli olarak
degisir. Mikroorganizmanin yasi, hasarli olup olmamasi, daha 6nce gelistirildigi ortam ve muhafaza
edildigi sicaklik lag faz siiresine etki eden faktorlerdir.

Lag asamasinda bakteri bir anlamda ¢ogalma i¢in kendini hazirlar, gerekli enzimlerini sentezler.
Bakteri bu ortama asilanmadan 6nce aktif durumda ise ve besiyeri basit bilesenlerden olusuyorsa lag
siiresi kisa olur. Tersine olarak, érnegin glikozlu bir ortamda gelistirilen laktoz" bakteri laktozlu bir
ortama aktarilirsa bakterinin gerekli enzimleri sentezlemesi i¢in daha uzun bir siire gerekir.

Mikroorganizmalar kullanilarak gerceklestirilen endiistriyel iiretimlerde bu siirenin kisaltilmasi
ekonomik yonden biiyiik yararlar saglar. Bu siireyi kisaltmak i¢in;

-Inokiilasyon orani yiiksek tutulmali (rnegin; mayalarda %5),

-Inokiilasyonda yiiksek oranda canli hiicreler kullanilmals,

-Ortamda ¢oziinmeyen substratlar bulunmamali (Ornegin; sekerlerle fosfatlar birlikte sterilize
edilirlerse bu maddeler suda c¢oziinmeyen, mikroorganizmalarin yararlanamayacagi bir form
olustururlar),

-Ortamda toksik maddeler bulunmamalidir.

Matematiksel olarak, lag fazin siiresi yalnizca inokiilim miktarina (X,) bagli olup, substrat
konsantrasyonuna (S,) bagl degildir. Fakat bu siireye yalnizca inokiile edilen hiicre sayisi degil,
hiicrelerin yas ve fizyolojik durumlar1 da etkili olacagindan, logaritmik ¢ogalma evresindeki hiicrelerin
kullanildig1 inokiilant en uygun onkiiltiirii olusturacaktir.

Lag siiresinin kisa ya da uzun olmasi, analiz edilen numunedeki mikroorganizma sayis1 hakkinda bilgi
verebilir. Empedans/ kondiiktans yontemi ile yapilan analizler bu siirenin kisa ya da uzun olmasi
esasina dayanir (bknz 08.04. boliim).

B. Hizlanma evresi: Lag faz ile logaritmik faz arasinda yer alan bu evre, genellikle kisa bir siireyi
kapsar. Matematik ve biyolojik olarak iyi agiklanamaz. Ogul hiicrelerin orani toplam popiilasyonun
yarisina ulagma ¢abasindadir.

C. Logaritmik (Us cinsinden) ¢ogalma evresi: Bu evrede mikroorganizmanin canli, geng ve ding
oldugu kabul edilir. Hiicreler en yiiksek hizla boliinme yetenegindedir. Ortamda besin fazla olup,



gelismeyi engelleyici maddeler yoktur. Bu durumda 6zgiil gelisme hizi maksimumdur (u= sabit=
Umax)- Mikroorganizmalarin 6liimii yok sayilabileceginden kinetik hesaplamalarda bu etmen gdz oniine
almmaz.

Bu evrede hiicre sayisindaki artisin, hiicre kiitlesindeki artis ile benzer oldugu gozlenir.

Logaritmik gelisme evresinde zamana bagl olarak say artis1 standart sekilde KOB/ mL olarak grafige
aktarillacak olursa (a) saglikli bir grafik elde edilemez (Sekil 02.06). Aynmi sayilarin logaritmasi
alinarak Log KOB/ mL olarak grafigi ¢izilirse (b) anlaml bir grafik elde edilir. Bu evrede de say1
artist geometrik olup 2'ye katlanma seklindedir. Logaritmik bir artis yoktur, sayilarin logaritmalari
almarak grafige islendiginde diiz bir hat elde edildigi i¢in bu isimle anilir.
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Sekil 02.06. Gelisme kurvesinin grafiksel ifadesi

D. Yavaslama evresi: Mikroorganizmalar hizla gogalarak en yiiksek sayiya (genellikle 10° hiicre/mL)
ulastiklarindan, kiiltiir ortaminda besinler giderek azalmaktadir. Ayn1 zamanda ortamda toksik etkenler
olabilecek metabolik iiriinler birikmektedir. Sonug olarak, ¢evre kosullart mikroorganizma aleyhine
degismektedir. Hiicre popiilasyonu hald artmaktadir (¢cogalma hizi > 6liim hiz1), fakat 6zgiil gelisme
hiz1 giderek kiigiilmekte (U < p max), gelisme gercekten yavaslamaktadir. Bu evrede, hiicrelerin
biyokimyasal ve morfolojik yapilar farklilasmaktadir. Yeni ogul hiicrelerin olusumu azalir ve durur.

E. Durma evresi (Sabit evre): Besinlerin ¢ogu kullanildiktan sonra, gittikge kisitlanan kosullar ile
gelisme daha fazla siiremez. Hiicreler boliinmeyi durdurur ve canli hiicreler 6lii hiicrelerle dengeye
ulagsirlar (gelisme hizi= 6liim hiz1). Mikroorganizmanin durma evresi, gelisme egrisinde, oldukca diiz
seyreden yatay bir ¢izgi seklindedir. Net gelisme hizi durmus olsa da ortamda veya hiicrede
metabolizma faaliyetleri siirmektedir.

F. Azalma ve o6liim evresi: Mikroorganizmalarin Olim hizlar1 arttigi  i¢in  zamanla
konsantrasyonlarinda bir azalma gbriiliir. Otoliz iiriinleri ortamda birikmektedir. Ozgiil gelisme hiz1
negatif olup (u< 0), tim hiicreler 6ldiikten sonra sifir olur. Cok uzun siire inkiibasyonda kalmis
kiiltiirlerde bu nedenle canli hiicre alinamaz ve bu durum otosterilizasyon olarak tanimlanir.

Mikroorganizmalarin gelismeleri sirasindaki evrelere gore enzimlerin olusumlari da farkli olur.
Ornegin; Bacillus subtilis gibi bazi mikroorganizmalarda; proteinaz enzimlerinin olusumu hemen
hemen yalmz logaritmik evrede, amilazlarin olusumu ise sabit evrede goriillir. Hiicrelerarasi
(intracellular) enzimler, genellikle, logaritmik evrede olustugu halde, bunlarin ortama salgilanmasi
azalma evresinde olur. Bu evrede hidrolitik ve lipolitik enzimlerin hiicre zarlarinda meydana getirdigi
pargalanma olay1 olan "liziz" gozlenir.




02.04. Gelisme Kinetigi

Gelisme kinetigi; mikroorganizmanin liremesini ve iiriin olusturmasini matematiksel bagintilarla
tanimlar. Bu yalnizca aktif hiicre gelismesini degil, ayn1 zamanda dinlenen veya gelismesini durduran
hiicrelerin aktivitelerini de icermektedir. Ciinkii, ticari 6nemi olan bircok fermantasyon iiriinii, hiicre
gelismesi tamamlandiktan sonra meydana gelir. Baz1 endiistriyel iiretimlerde hiicre dldiikten sonra
ortaya salinan enzimler gerekli biyodoniisiimleri gergeklestirerek {iriin olusumunu saglarlar.

Tiim gelisme parametrelerinin (fiziksel, kimyasal, biyolojik) optimize edilmesinden sonra limitsiz bir
gelisme diistiniilebilir. Kosullar1 en uygun hale getirebilmek i¢in, yani sinirlanmamis bir gelismenin
olmasi igin;

-Gereksinim duyulan besinlerin, ortamda talep edilenlerden fazla bulunmasi,

-Ortamda ¢dzlinmeyen elementlerin bulunmamast,

-Hiicrelerin aktif olmasi,

-Ortamda gelismeyi engelleyici inhibitorlerin bulunmamasi
gereklidir. Bu kosulda hiicre iis cinsinden (eksponensiyel hizda) cogaliyordur ve cogalma soyle
tanimlanir:

ax

dt X
dN N
dt Un
Burada;

X ; Hiicre konsantrasyonu (g/L)

N ; Hiicre konsantrasyonu (adet/mL)
t ; Zaman (h)

u ; Ozgiil gelisme hizi (h™) (kiitle)
i ; Ozgiil gelisme hizi (h™) (sayr)

-1. Esitlik zamana bagl olarak hiicre kiitlesindeki artist,
-2. Esitlik zamana bagli olarak hiicre sayisindaki artig1 gosterir.

Bu esitligin integrali alindiginda;

x2 dX t2
fxl E: ftl 'Udt

elde edilir.

Eger 0zgiil gelisme hiz1 sabitse,

veya;

_InX; -InX,
At

Mikroorganizma sayisi olarak ifade edildiginde ise,

__InN; —InN,
At



esitligi elde edilir.
X, = X olmast durumunda At; (t,—t;) = ty, yani ikilenme siiresini gosterir ve buradan;

_ In(Xa/X) _ n 2= 0,693)
u u u

seklinde gosterilir.

Problem 02.01: Bir mikroorganizma gelisme ortamindan belirli araliklar ile alinan 6rneklerde 6lgiilen
hiicre konsantrasyonu asagida verilmistir. Bu mikroorganizmanin maksimum o6zgiil gelisme hizim
hesaplaymiz.

Zaman (h) | 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
X (g/L) 0,951,063 | 1,513 | 2,010 | 2,313 | 2,550 | 2,750 | 2,906 | 3,060 | 3,068

Coziim: Oncelikle, zamana kars1 hiicre konsantrasyonundaki artis1 gdsteren gelisme kurvesi ¢izilir. Bu
kurve tizerinde, en dik egim ile belirlenen hiicre artiginin goériildiigii evre logaritmik evreyi isaret eder.
Bu evreyi kapsayan iki zaman araliginda (6rnegin; 6-8. saatler arasi) hesaplanacak 6zgiil gelisme hizi
ise, maksimum 6zgiil gelisme hizin1 verecektir.

In(X,/X In(2,010/1,513 In1,328 0,284 -
— (AZt/ 1) — ( 2/ ) — . — > :0,142hl

Hmax= 0,142 h*

Problem 02.02: Belirli kiiltiir kosullarinda 6zgiil gelisme hizi u= 0,462 h™* olan mikroorganizmanin
ikilenme siiresi (tq) ne kadardir?

ty= 2893 _20% _y 51— 90 dakikadir.
N 0,462

Logaritmik evrede mikroorganizmalarin ¢ogalmalar iissel,

N=N,ée't

ya da

X=X,ée't

esitlikleri ile verilmektedir. Burada N, veya X, ortamda baglangi¢ta bulunan hiicre konsantrasyonu, N

veya X ise herhangi bir t anindaki mikroorganizma konsantrasyonunu gostermektedir. Bu esitligin
logaritmasi alinarak;

InN=InN, + (ut)

yada

N
lnN—O = ILlf

seklinde, daha 6nce de verilen 2.4 esitligine benzer bir esitlik elde edilir.

Problem 02.03: Bir ortamda bakteriler siirekli olarak ve her saatte mevcut sayilarinin % 20'si oraninda
artryorlar. Baslangigtaki hiicre sayis1 10° KOB/mL ise 6 saat sonra bakteri sayisi ne olur?



Coziim: N = No x e**!
= 1000 x e>**°
=1000 x e
=1000 x 3,320
= 3320 KOB/mL-= 3,3x10° KOB/mL

Problem 02.04: Bir siv1 kiiltiirde canli bakteri sayis1 No= 2,5x 10° KOB/mL kadardir. Bu bakterinin
ikilenme suresi 17 dakika ise 3,5 saat sonra bakteri sayisi kaga ulagir?

Coziim: Once 6zgiil gelisme hiz1 (u= 0,693/ty), sonra N hesaplanir (N= Ny x €"). Ancak ikilenme siiresi
genelde saat (h) olarak verildiginden ty'nin de saate ¢evrilmesi gerekir.

ty= 17 dakika = 17/60 h = 0,28 h

0,693 _ 1
u= m - 2,47 h

N =25x10°x e**"**°= 1,3 x 10" KOB/mL
Problem 02.05: Oda sicakliginda ve siit ortaminda ikilenme siiresi tq = 25 dakika olan gida bozulma
etmeni bir bakterinin siitteki diizeyi baslangigta No= 10° KOB/mL olsun. Bu bakterinin siitte bozulma

diizeyini 10’ KOB/mL kabul edersek, bozulma diizeyine ne kadar zamanda ulagir?

Coziim: Once ikilenme siiresinden 6zgiil gelisme hiz1 hesaplanir (tq = 25 dakika = 0,417 h)
n=0,693/0,417=1,66h"

Sonra ilgili esitlik kullanilarak siire bulunur.

N=Noert - N/No=ert > In =pt>t= @ = In(10%/1,66 = 4,16 h



