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MIKROORGANIZMA KULTURLERINI MUHAFAZA YONTEMLERI

Mikroorganizma kiiltlirlerinin 6zelliklerinin ayn1 kalmasi kosuluyla muhafazalar1 ¢ok énemli
bir konudur. Kiiltiir korumanin temel prensibi, varyasyona ve mutasyona ugratmadan
mikroorganizmayi saf halde, uzun siire canli tutmaktir.

Kiiltiir muhafazas1 amaciyla cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerden herhangi
biri tiim mikroorganizmalar i¢in ayni etkinligi géstermediginden yontem se¢iminde en dnemli
faktor mikroorganizmanin 6zelligidir. Bunun yaninda laboratuvardaki cihaz ve ekipman,
teknik bilgi, depolama alani, korunacak kiiltiir sayis1 gibi faktorler de yontem seciminde etkili
olmaktadir.

Kiiltiir muhafazasinda kullanilan yontemleri genel olarak iki gruba ayirabiliriz.

1. Kisa siireli muhafaza yontemleri (Basit Y6ntemler)
2. Uzun siireli muhafaza yontemleri (Modern Y 6ntemler)

1. Kisa Siireli Muhafaza Yontemleri

1.1. Transfer (Pasaj, Subkiiltiir)

Bilinen en eski uygulamadir. Aktif kiiltiir sivi veya agarla karistirilmis besiyeri ilizerine
aktarilir. Pasajlar arasindaki siire mikroorganizmanin cins ve tiiriine, kullanilan besiyeri ve dig
kosullara (6rnegin depolama sicakligina) baglidir. Baz1 mikroorganizmalarin hergiin transfer
edilmeleri gerekirken, bazilar1 i¢in transfer siiresi 4-5 aya hatta birkag¢ yila kadar ¢ikabilir.

Genel olarak bu amagla kullanilacak besiyeri en az diizeyde besin maddeleri igermelidir.
Boylece mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri yavaslar, dolayisiyla transferler
arasindaki siire uzar.

Transfer yonteminin sakincalari ve alinacak 6nlemler sunlardir:

- Yanhs Etiketleme: Transfer sirasinda dalginlikla kiiltlirii tanitan etiketler degisebilir.
Transfer edilecek kiiltiir sayisin1 100 ile sinirlamak suretiyle dikkatin dagilmamasi
saglanmalidir.

- Bulasma: Cok dikkatli olunsa bile, kisa araliklarla yapilan transferlerde, 6zellikle Bacillus
tiirleriyle kontaminasyon riski sézkonusudur.

- Varyantlarin Ortaya Cikmasi: Uzerinden uzun siire ge¢mis Kiiltiirlerden transfer
yapiliyorsa, mikroorganizmanin karakterinde bir degisme s6z konusu olabilir.

- Kuruma: Tiiplerin agz siki bir sekilde kapatilmali, bu amagla vidal kapakli tiipler veya
lastik tipalar kullanilmalidir.

1.2. Sivi Parafin Altinda Muhafaza

Maya, kiif mantar1 ve bazi bakteriler i¢in ¢ok uygun ve kolay bir yontemdir. Uygun bir
besiyerinde veya yatik agarda gelistirilmis kiiltiiriin {izerine steril sivi parafin, besiyerini
tamamen Ortecek ve 1,5-2,0 cm kalinlikta olacak sekilde ilave edilirler.



Kiiltiir yeniden transfer edileceginde bir as1 ignesi ile parafin altindaki kiiltiire ulasilabilir.

1.3. Damutik Su Icinde Muhafaza

Mikroorganizma uygun besiyerinde iiredikten sonra veya spor yaptiktan sonra steril damitik
su i¢inde silispansiyonu yapilir. Saf su iginde metabolizma faaliyetleri yavasladigindan, agzi
iyice kapanabilen sise veya tiiplerde hiicreler 1-5 y1l canli kalabilirler.

1.4. Kurutma Yéntemi
Ozellikle spor olusturan bakteriler kurumaya kars1 dayanikli olduklarindan, bu teknik bir¢ok
mikroorganizma i¢in kullanigh bir yontemdir. Cesitli sekillerde yapilabilir.

1.4.1. Toprak veya Kum icinde Kurutma: Ozellikle spor olusturan mikroorganizmalar bu
yontemle yillarca korunabilir. Mikroorganizma siispansiyonlart dogrudan sterilize
edilmis toprak veya kuma aktarilir. Aseptik kosullarda havada veya desikator iginde
kurutulur. Tiipilin agz1 kapatilip , buzdolabina alinir.

1.4.2. Kagit Diskler Uzerinde Kurutma: Kiiltiirler steril filtre kagitlar iizerinde
kurutulduktan sonra steril plastik tabaklar arasinda kapatilir. Ayn kiiltiirii iceren ¢ok
sayida disk ayni tiip icinde buzdolabinda korunabilir. Bu 6zelligi nedeniyle depolama
yoniinden ¢ok az yere gereksinim gosterir.

Bu sekilde muhafaza edilen kiiltiirlerin posta ile ucuz ve kolay bir sekilde taginmasi
mimkiindiir. Kiiltiirlerin transferi gerektiginde steril bir pens ile bir disk alinarak sivi
besiyerine aktarilir.

Kagit diskler yerine jelatin diskler de kullanilabilir.

1.4.3. Destek Maddeleri Uzerinde Kurutma: Destek materyali olarak jelatin, nisasta veya
silikajel kullanilabilir. Steril destek materyali ilizerine damlatilan mikroorganizma
slispansiyonu aseptik kosullarda kurutularak saklanir.

1.4.4. Sw fazla kurutma (L-drying Yéntemi) : Ozellikle liyofilizasyona (dondurarak
kurutma) dayanamayan mikroorganizmalar igin uygundur. Hiicre siispansiyonu tiipii,
su banyosu i¢ine daldirilarak, vakum pompasi yardimiyla kurutulur.

2. Uzun Siireli Muhafaza Yontemleri (Modern Yontemler)

2.1. Liyofilizasyon (Dondurarak kurutma)
Cesitli tipteki mikroorganizmalar bu yontemle uzun yillar canli kalabilmektedir. Bazi
bakterilerin 30 yildan fazla canli kaldig1 goriilmiistiir.

Dondurarak kurutma islemi basit olarak, donmus materyalden suyun siiblimasyon ile
ucurulmasi seklindedir. Siispansiyon kati hale getirilip, su buhar halinde alindigindan,
mikroorganizmalar yapilar1 bozulmadan muhafaza edilmis olur.

Bu yontem sdyle uygulanir: Mikroorganizma uygun bir besiyerinde gelistirildikten sonra
kiiltiirtin koruyucu igeren bir sivida siispansiyonu yapilir. Bu siispansiyondan 0,1-0,2 ml
aseptik kosullarda ve kopiik olusturmadan liyofilizasyon tiiplerine aktarilir. Liyofilizasyon
cihazina yerlestirilerek vakum altinda birinci kurutma yapildiktan sonra pamuklar igeriye



itilip ampullerin boyun kismi inceltilir. ikinci kurutma uygulandiktan sonra ampuller ¢apraz
alev yardimiyla vakum altinda kapatilir.

Muhafaza edilecek kiiltiirler dondurma ve kurutmanin zararl etkilerini onleyecek koruyucu
ozellikteki maddeler (kriyoprotektan) iceren sivilarda siispansiyon haline getirilmelidir.

Hiicrelerin logaritmik gelisme donemlerinin sonunda veya durma devresinin basinda liyofilize
edilmeleri gerekmektedir. Bu donemde kiltiirler aktif ve islem zararlarina karsi
dayaniklidirlar.

2.2. Diisiik Sicaklik Derecelerinde Muhafaza

2.2.1. Derin Dondurucularda Muhafaza
Diisiik sicakliklarda hiicredeki metabolizma hizi, buna bagh olarak biyokimyasal reaksiyonlar
cok yavaslar. Mikroorganizma kiiltiirlerinin muhafazasinda bu 6zellikten yararlanilir.

Hiicrelerin diisiik sicakliklarda dondurulmasi islemi olanaklar dl¢iisiinde ¢abuk yapilmalidir.
Ani dondurma ile hiicre i¢inde biiyiik buz kristalleri olusmaz, dolayisiyla hiicre daha az zarar
gorur.

Muhafaza sicakliklar1 -70 °C, -90 °C veya -196 °C' ler olabilir. Hiicreler -70 °C, -90 °C
arasindaki dondurucularda ya da CO; buzunda muhafaza edilebilirler. Fakat bu sicaklik
derecelerinde bile canlilikta bir kayip sézkonusudur.

Hiicrelerin donma zararlarindan etkilenmesini en aza indirmek amaciyla hiicre siispansiyon
sivilarina "kriyoprotektan" denen koruyucu maddeler ilave edilmelidir.

Koruyucu maddeler hiicre i¢ine girebilmelerine gore 2 ayr1 grupta toplanabilir.

a- Gliserol, dimetilsiilfoksit (DMSO) gibi maddeler hiicre i¢ine girerek donma
zararlarina kars1 mikroorganizmay1 hem igerden hem disardan korurlar.

b- Sakkaroz, laktoz, glikoz sorbitol, mannitol, dekstran, nisasta gibi maddeler
koruyucu etkilerini sadece hiicre membrani disinda gosterirler.
Ayrica yagi alinmig siit, malt ekstrakti gibi kompleks besiyerleri de koruyucu
ozelliktedirler.

2.2.2. Siv1 Azot icinde Muhafaza

-196 °C' deki siv1 azot altinda muhafaza metabolizmay1 tamamen durdurur. Bu sicaklikta
muhafaza bilinen en iyi kiiltiir koruma yontemidir. Bu yontemin uygulama alani genis olup,
cesitli mikroorganizmalarin muhafazasi i¢in 6zellikle tercih edilir.



