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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KOMBUCHA KULTURU ILE MIKROBIYAL SELULOZ URETIMI,
KARAKTERIZASYONU VE OPTIMIZASYONU

PINAR TAZEGUL

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisu
Biyoloji Anabilim Dal1

58+XI sayfa
2025

Danisman: Prof. Dr. Dilek ASMA
Bu calismada, simbiyotik bir mikroorganizma toplulugu olan kombucha kiiltiirii
kullanilarak mikrobiyal seliiloz (MS) {iretimi gerceklestirilmis, elde edilen {iriiniin
karakterizasyonu yapilmis ve iiretim kosullar1 optimize edilmistir. Kombucha kiiltiirii, ¢ay
ve seker iceren steril bir ortamda statik fermantasyon kosullarinda 14 giin siireyle inkiibe
edilmistir. Fermentasyon sonunda yiizeyde olusan mikrobiyal seliiloz tabakasi saflastirilarak

analizlere hazirlanmistir.

Farkli karbon kaynaklar1 (siikroz, glukoz, mannitol) ve pH degerleri (3.0, 4.0, 5.0,
6.0, 7.0) tretim verimliligi iizerinde degerlendirilmis ve optimum iiretim kosullar:
belirlenmistir. En yiiksek verim glukoz igeren ve pH 5.0’de yiiriitiilen fermentasyonlarda
elde edilmistir. Karakterizasyon ¢alismalar1 kapsaminda FTIR, SEM, XRD, DTA ve TGA
analizleri yapilmistir. Analiz sonuglari, {iretilen mikrobiyal seliilozun yapisal biitiinliigilini,

kristalligini ve termal dayanikliligint dogrulamigtir.

Bu sonuglar, kombucha kiiltiiriiniin mikrobiyal seliiloz iiretiminde etkili bir biyolojik
ajan oldugunu ve iiretim veriminin gevresel kosullarin optimizasyonu ile artirilabilecegini
gostermektedir. Ayrica, elde edilen mikrobiyal selillozun yapisal 6zellikleri, ileri diizey

biyomalzeme uygulamalari i¢in umut vadetmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mikrobiyal seliiloz, kombucha, optimizasyon



ABSTRACT

Master Thesis

PRODUCTION, CHARACTERIZATION AND OPTIMIZATION OF MICROBIAL
CELLULOSE USING KOMBUCHA CULTURE

PINAR TAZEGUL

Inonu University
Graduate School of Nature and Applied Sciences
Department of Biology

58+XI page
2025

Supervisor: Prof. Dr. Dilek ASMA
In this study, microbial cellulose (MC) was produced using kombucha culture, a
symbiotic consortium of microorganisms. The resulting biopolymer was characterized, and
the production conditions were optimized. The kombucha culture was incubated in a
sterilized tea and sucrose medium under static fermentation conditions for 14 days. At the
end of the fermentation period, the cellulose pellicle formed on the surface was harvested,

purified, and subjected to analytical evaluations.

Various carbon sources (sucrose, glucose, mannitol) and pH levels (3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0)
were tested to determine their effect on production efficiency. The highest yield was
achieved at pH 5.0 and using sucrose as the carbon source. Characterization of the obtained
microbial cellulose was performed using FTIR, SEM, XRD, DTA and TGA analyses. The
results confirmed the structural integrity, crystallinity, and thermal stability of the cellulose

samples.

Overall, the findings demonstrate that kombucha culture is an effective biological agent
for microbial cellulose production. Moreover, optimizing environmental conditions can
significantly improve production efficiency. The obtained microbial cellulose possesses

promising structural features for advanced biomaterial applications.

Keywords: Microbial cellulose, kombucha, optimization
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1. GIRIS

Gilinlimiizde seliiloz, genel olarak bitkisel kaynaklardan elde edilmektedir. Elde etme yontemleri
kullanilirken seliilozun yapisinda bulunan “lignin ve hemiseliilozun selillozdan ayrilmasi
gerekmektedir. Bu ayirma islemi, bir¢ok kimyasal islem uygulanacagi i¢in zor ve masraflidir.
Bunun yani sira her yil yanginlar ve diger nedenlerle sahip oldugumuz orman alanlar
daralmaktadir. Diinya orman varliginin azalmasi ve son yillarda biyoteknolojinin hizla ilerlemesi
ile biyoteknologlar bitkiler olmadan da seliiloz iiretebilmenin cesitli yollarini aramuslardir. i1k kez
Brown tarafindan yapilan bir deneyde, sivi yiizeyde olusan jelatinimsi yapidan izole edilen
Acetobacter xylinum ’un lretiminde, jelatinimsi bir yap1 sentezlendigi ortaya koyulmustur”. Bu
yapinin bitkisel seliiloza benzedigi goriilmiis ve son yillarda buna benzer ¢alismalar artmigtir. Son
yapilan caligmalarin, seliiloz iirettigi bilinen mikroorganizmalar iizerinde yogunlasmasi ve bu
mikroorganizmalar ile liretilen seliiloza da “Mikrobiyal Seliiloz” ad1 verilmis olmas1 bilinmektedir
(Poyrazoglu Coban ve Biyik, 2008). Boylece seliiloz iiretiminde ikinci yontem olarak seliilozun

cesitli mikroorganizmalardan biyosentez yolu ile elde edilmesi lizerinde durulmaktadir.

Bilindigi iizere kompleks azot kaynaklarmin fiyatt mikrobiyal seliiloz iiretim maliyetini
etkilemektedir. Maya 0ziitii, pepton ve kazamino asit mikrobiyal seliiloz iiretiminde kullanilan
kompleks azot kaynaklaridir ancak pahalidir (Akoglu ve dig, 2010). Mikrobiyal seliiloz tiretim
maliyetini diisiirmek bunu yaparken de ana ve yan iiriinlerden faydalanarak hem fiyat-kalite tiriinii

elde etmek hem de atik maddeleri degerlendirmek bu ¢alismanin temel amacidir.

1.1 Seliiloz

Seliiloz, glukoz birimlerinin B-1,4 glikozidik bagla baglanmasiyla ile olusan diiz zincir yapisindaki
homopolisakkarittir (Erg¢aligkan, 2017). Bitkilerin hiicre ¢eperlerine katildig i¢in dogada en ¢ok
bulunan, yenilenebilir, maliyeti diistik, biyouyumluluk ve biyobozunur, yiiksek saflik, hidrofilik
ozelligi sayesinde yiiksek su tutma kapasitesi gibi Ozellikleri ve genis kullanilabilirligi olan

organik polimerdir (Top, 2018).

Sellloz OH OH
OH ' 4 | = OH ok

HO~ 7T~ A\ 0 HO = o T\ _—U
#OLr—0' 8 HOA N O~ F THOA =\ O,
‘..._|H ‘ ‘:3}1
Sekil 1.1 : Seliilozun B-1,4 glikozidik bag ile olusan diiz zincir yapisi

(https://bilsenbesergil.blogspot.com/p/blog-page_88.html)



Bu nedenden dolayi seliiloz ve tiirevleri biiyiik endiistriyel alanlarda siklikla tercih edilmistir (Top,
2018). Seliiloz bitkisel yapida yer almasinin yaninda bazi mikroorganizmalar tarafindan
ekstraseliiler olarak sentezlenmektedir. Mikrobiyal seliiloz, bitkisel seliilozla ayni kimyasal yapiya
sahiptir fakat fiziksel Ozellikleri ve molekiiler yapist incelendiginde farkliliklar oldugu

bilinmektedir (Ercaliskan, 2017).

Seliiloz, iki glukoz birimi igeren sellobiyozun izotaktik polimeridir. Bu nedenle seliillozun zincirli

yapisindaki temel birim sellobiyoz olarak adlandirilabilir.

CHEOH

H

Ty
(Clls 10 ,
; H  OH
1 H B oH
H ©H
sellabiproz Ceatesl = n

Sekil 1.2 : Seliiloz molekiiliiniin kimyasal yapis1 (Ercaliskan, 2017)

Seliiloz molekiillerinin birlesmesi ile demet seklinde yapilar meydana gelir. Bu yapilardan en
kiicligli elementel fibril de denilen seliiloz fibrildir ve ayn1 yone dogru kirk seliiloz molekiiliiniin
birlesimi seklindedir. Seliiloz fibriller bir araya gelerek bu demetten daha biiyiik olan kiigiik fibril
yapisini olusturur. Kiigiik fibriller ise birlesip kalin halde olan fibrilleri, kalin fibriller de hiicre

ceper yapisindaki seliiloz lamellerini meydana getirir (Ercaligkan, 2017).



Hucre duvari e ——_—

Bitki Hucresi

vI UI' CH.,OH i CH. ﬂu CH, O

' oty e
) H‘}— +—
H n.1 YO '\1 “\C- u n\l ' \.'""'
O v| W 0 ~— AN
o M M\’_ \———

‘_-i OH O X ﬁ £ ~| OH H l,\H

Selijloz

Sekil 1.3 : Seliilozun fibril yapis1 (http://www.biyolojisitesi.net/uniteler/yasam-

bilimi/seluloz.html)

Yasantimizin her alaninda var olan mikroorganizmalardan bazi bakteri tiirleri bitkisel seliiloza
alternatif olusturabilecek hiicre dis1 polimerik bir madde olan seliilozu sentezlemektedir. Ayrica,
algler, bazi deniz canlilar1 ve mantarlar da seliiloz iiretebilmektedirler ancak bunlarin seliiloz
sentezleyebilmesi i¢in glikoza veya organik substratlara gereksinim duyarlar (Yilmaz, 2007). Bu
sebeple, gliniimiizde “Mikrobiyal Seliilloz” lizerine ¢ok sayida ¢aligmalar gergeklestirilmistir ve
yapilan c¢aligmalara ilgi giderek artmistir (Top, 2018). Calismamizin amaci; kombucha kiiltiirii
kullanarak c¢evre dostu ve ekonomik bir biyopolimer olan mikrobiyal selillozun {iretimini
gerceklestirmektir. Ayrica mikrobiyal selillozun endiistriyel ve biyoteknoloji alaninda da

stirdiiriilebilir tiretim yontemlerine katki saglamay1 hedeflemektir.

1.1.1 Mikrobiyal seliiloz

Mikrobiyal seliiloz terimi ilk olarak, 1886 yilinda Brown tarafindan ortaya ¢ikarilmistir. Brown
sirke fermantasyonu esnasinda yiizeyde olusan yar1 seffaf zar yapida goriinen jelatinimsi bir yap1
kesfetmistir. Bu yapinin Acetobacter xylinum (Gluconacetobacter xylinus) tarafindan

sentezlendigini ve bitkisel seliiloza benzedigini ortaya koymustur (Sevim, 2021).

Bitkisel seliiloz ve Mikrobiyal seliiloz ayn1 kimyasal formiile sahip olmasina ragmen, fiziksel ve

kimyasal 6zellikler agisindan oldukga farklilik gosterir (Top, 2018).


http://www.biyolojisitesi.net/uniteler/yasam-bilimi/seluloz.html
http://www.biyolojisitesi.net/uniteler/yasam-bilimi/seluloz.html

Mikrobiyal seliiloz, (CsH10Os)n kimyasal formiiliine sahip, B(1—4) glikozidik baglari ile birbirine
baglanarak diiz bir zincir olusturmus 3000 veya daha fazla B-D-glukoz biriminden olusan

kompleks bir organik bilesik ve bir homopolimerdir (Sekil 1.3).

Sekil 1.4 : Seliilozun molekiiler yapisi (Yilmaz, 2007)

Mikrobiyal seliiloz saftir, bu 6zelligi sayesinde yapisinda lignin ve hemiseliilloz bulundurmaz.
Mikrobiyal seliiloz zarlar1 hidrofilik 6zellige sahiptir ve bu yiizden yiiksek su tutma kapasitesi
vardir. Hidrofilik oldugundan higbir islem gerektirmez, bu da uzun lifli yapisini korumasini saglar.
Bu 06zelligi sayesinde yliksek mukavemet 6zelligi gostermektedir. Tiim bunlar goz Oniinde
bulunduruldugunda mikrobiyal seliilozun islenirken daha az islem basamagi kullanilacagindan
farkli kimyasal islemlere gerek duyulmamasi maaliyeti diisiirmektedir. Az islem basamagi
uygulandiginda seliilozun fibril yapis1 korunacagindan dolayr dayaniklilig1 artmaktadir (Yilmaz,
2007). Bunlarin yaninda mikrobiyal seliilozun yiiksek gerilme giicli, baz1 ¢oziiciilerle
muamelesinde ¢oziinmeme ve 1yi sekil alabilme 6zelliklerine sahip oldugu da ifade edilmektedir

(Birben, 2019).

1.1.2 Mikrobiyal seliiloz iireten bakteriler

Esas olarak bakildiginda seliiloz, fotosentez yolu ile glukoz iireten bitkilerden elde edilir.
Bitkilerin fotosentez sirasinda ihtiyag duydugu ve kullandig1 karbondioksit fiksasyonunu kullanan
fitoplanktonlar ve Vallonia gibi alglerin de seliiloz sentezledigi bilinmektedir (Birben, 2019). Bu
bilgilerin yani sira yapilan ¢aligmalarda, kiifler ve bakterilerin seliiloz tiretebildigini fakat bunlar
arasinda en avantajli olanin bakteriler oldugu anlasilmistir. Gluconacetobacter, Acetobacter,
Achromobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Pseudomonas, Rhizobium, Sarcina, Aerobacter,
Azotobacter, Salmonella, Enterobacter, Escherichia gibi birgok bakteri tiirlinlin ve birkag
siyanobakter tiiriiniin seliiloz sentezleyebildigi yapilan calismalarda bildirilmistir. (Oz ve
Kalender, 2017). Bu sekilde ortaya ¢ikan seliiloza bakteriyal seliilloz veya mikrobiyal seliiloz adi
verilmektedir (Birben, 2019). Tablo 1.1 de bazi bakterilerin sentezledigi seliiloz ve seliillozlarin

yapilar1 gosterilmektedir.



TUR SELULOZ YAPISI
Acetobacter Kurdele seklinde ekstraseluler zar
Achromobacter Lifli

Aerobacter Lifli

Agrobacterium Kisa lifli

Alcaligenes Lifli

Pseudomonas Ayrilmayan lifler

Rhizobium Kisa lifli

Sarcina Amorf seliiloz

Tablo1.1 : Seliiloz sentezleyebilen bazi mikroorganizmalar ve olusturduklar seliiloz yapilari

(Y1lmaz, 2007)

1.1.3 Mikrobiyal seliiloz sentezi

Genellikle seliiloz sentezi bitkiler tarafindan gerceklestirilirken iiretim asamasinin daha kolay ve
masrafsiz olmasina iliskin, bir¢cok bilim insan1 mikroorganizmalar tarafindan seliiloz sentezlemeyi

amaclamistir (Sevim, 2021).
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Sekil 1.5 : Seliiloz eldesinde temel yollar
Seliiloz sentez mekanizmasi i¢in daha ¢ok asetik asit bakterileri model olmustur (Sevim, 2021).

Gluconacetobacter xylinus’un morfolojisi; gram negatif, ¢cubuk ve hareketsizdir. Krem renkli
yuvarlak, kenarlar1 diiz veya piiriizlii koloni seklindedir. Zorunlu aerobdur ve oksijenli ortamda

etanolii asetik asite, glukozu ise glukonik asite ¢evirirler (Top, 2018).

Sekil 1.6 : (a) Gluconacetobacter xylinus’un sentezledigi seliiloz, (b)-(c) Gluconacetobacter
xylinus’un morfolojisi (https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-

molecular-biology/gluconacetobacter-xylinus)
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Mikrobiyal selillozun sentezi, 6zgiil olarak katalitik ve diizenleyici protein kompleksleri ve
enzimler ile regiile edilen asamali bir islemdir. A. xylinum bakterisinde seliilloz sentaz enzimi
sitoplazmik zarda yer alir ve seliiloz ekstraseliiler sekilde sentezlenir. Acetobacter xylinum’un

sentezledigi seliiloz, pentoz fosfat yolu veya Krebs dongiisiiniin, karbon metabolizmasinin son
trlintidiir. (Asik, 2016)

Selilloz
seliloz
UDPGle Glukoz
ucp & l GH .
| PGM GEPDH fnsfn-glgknmk
glukoz-1-fosfat | g— glukoz-G-fosfal | asit
l PG MAD, NADP
FE
fruktoz | Fruktoz-6-fosfat «—— pentoz fosfat cevrimi
P1S ¢ JERE ¢ EaE Krebs gevrimi
fruktoz-1-fosfat | fruktoz-1.6-bifosfat .

——| glukoneogenesis

Sekil 1.7 : A, xylinum’un mikrobiyal seliiloz sentezi biyokimyasal akisi

(https://bilsenbesergil.blogspot.com/p/blog-page_88.html)
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Sekil 1.8 : A.xylinum’ un karbon metabolizmasi (Y1ilmaz, 2007)

Acetobacter xylinum bakterisinin glikoz kullanarak mikrobiyal seliiloz sentezi gergeklestirme

basamaklari basitlestirilmis sekliyle asagida gosterilmistir.

1. Glukoz + Glukokinaz enzimi ———— > Glukoz—6-P

2. Glukoz-6-P + Fosfoglukomutaz enzimi I . — Glukoz-a-1-P
3. Glukoz-a-1-P + UDPGlIc pirofosforolaz enzimi ————_— UDPGIc (liridin difosfoglukoz)

4. UDPGIc + Seliiloz sentaz |:> Seliiloz

Selilloz sentez asamasindaki enzimatik reaksiyonlara bakildiginda UDPGIc pirofosforolaz
enziminin 6nemli bir rolii oldugu goriilmektedir. Bu enzim sentez icin oldukca Onemlidir.

UDPG]c pirofosforolaz enzimi olmadigi durumda seliiloz sentezlenememektedir (Kiling, 2021).

Seliiloz sentezinin denetimi glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi ile saglanirken mikrobiyal
sellilozun sentezinde 5 6nemli enzimin rol aldig1 bilinmektedir. Bu enzimler; glukokinaz, glukoz
permeaz, fosfoglukomutaz, UDP-glukoz pirofosforilaz ve seliiloz sentaz enzimleridir. Sentez
aninda ilk olarak glukoz, glukokinaz enzimi ile fosforilize edilerek glukoz-6 fosfata ¢evrilir.
Sonrasinda fosfoglukomutaz enzimi, glukoz-6-fosfati izomerize ederek glukoz-1-fosfati meydana

getirir ve sentez isleminde anahtar gorevi goren UDP glukoz pirofosforilaz (UDP-G
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Pirofosforilaz), sentez basamagmin onciilii olan iiridin difosfo-glukoz (UDP) bilesigini agiga
cikarir. Son basamakta sadece bu islem i¢in gerekli olan selilloz sentaz sayesinde seliiloz
polimerinin uzun zincirleri ilk defa molekiiller sekilde sentezlenmektedir. Seliilozun uzun diiz
zincir formunu alabilmesi, zincirin indirgeyici ucuna aktif glukoz monomerlerinin baglanmasiyla
olabilmektedir. Uzayan zincirlerin selillozu meydana getirmek i¢in yaklasik 3,5 nm’lik demetler

halinde bir araya geldigi ve bu sekilde mikrofibrilleri olusturdugu bilinmektedir (Sevim, 2021).

1.1.4 Mikrobiyal seliiloz iiretimi

Mikrobiyal seliiloz iiretiminde ¢esitli fermantasyon yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemler;
statik yontem, karigtirmali yontem, karigtirmali tank fermantorler ve hava kaldirmali
biyoreaktdrlerdir. Olugmasi istenen {irlinlin 6zelligine gore tercih edilen fermantasyon yontemi
farkli olabilmektedir. Yontemlere baktigimizda, statik yontem; en yaygin kullanilan ve en ¢ok
bilinen yontemdir. A.xylinum aerobik bir bakteri oldugu i¢in fermantasyon, hava-sivi ara
yiizeyinde gerceklesmekte olup, genis yiizey alanina ihtiyag duyulmaktadir. Bu da maliyeti
artirdigindan ekonomik agidan kabul gormemektedir. Statik kiiltiirde olusan seliiloz 6zellik
bakimindan; kalin, deriye benzeyen beyaz bir tabaka halindedir. Fermantasyon sirasinda bakteri
hiicreleri bu tabakaya tutunmus halde bulunurlar. Bu sayede seliiloz tabaka, hiicrelerin asili

kalmasina ve oksijence zengin ortamda bulunmasina yardimei olur.

Sekil 1.9 : Mikrobiyal seliiloz iiretiminde statik yontem (https://mimoza.marmara.edu.tr/)

Statik yontemde fermantasyon siiresi 5 ile 20 giin arasindadir. Seliiloz tabakasindaki kalinlik giin

gectikce artar. Elde edilen seliiloz diizenli, bir biitiin halinde, kalin ve kullanilan kaba gore genis
9
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yiizeye sahip olabilmektedir. Burada fermantasyon verimlidir fakat baz1 dezavantajlar1 vardir. Bu
yontemin dezavantajindan birisi; tabaka kalinligi arttik¢a oksijen difiizyonu azalacagindan bakteri
hiicreleri 6lmeye baslar. Statik yontemin bir bagka dezavantaji ise, ekim yapildiktan sonra kurulan
diizenege hicbir sekilde karigmamaktir. Ortam pH’ 1 ya da besi yeri kompozisyonu siirekli
degismektedir. Ortam kosullarini optimum seviyede uzun siire saglamak bu ydntemde pek

miimkiin olmamaktadir (Karaalp, 2007).

Sekil 1.10 : Mikrobiyal seliiloz tiretiminde genis alanda statik yontem uygulamasi

(https://mimoza.marmara.edu.tr/)

Kanigtirmali yontemde fermantasyon verimli degildir. Ciinkii; ortamda seliiloz iiretemeyen
mutantlarin varolusu verimi diistirmektedir. Bu hiicrelerin olusumu karistirma ve havalandirmayla
ilgilidir. Ancak statik yonteme gore daha c¢ok tercih edilmektedir. Clinkii; maliyeti arttirmadan
Olcek bliylitmeye elverislidir. Karistirmali yontemde elde edilen seliiloz, diizensiz ve lifli kii¢iik

yuvarlaklar halindedir.
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Sekil 1.11 : Karistirmal1 yontemde elde edilen mikrobiyal seliiloz (Karaalp, 2007)

Karigtirmali yontemde oksijen tasinimi daha iyi gergeklesebilmektedir. Karistirici tipini ve hizint
secerken dikkat edilmesi ¢ok Onemlidir. Seliilloz verimini arttirmak icin baska bir yol ise,
karistirma ve havalandirma hizlarindan etkilenmeyecegi bilinen mutant A.xylinum tiirlerinin

kullanilmasidir. Bu tiirlerin verimliligi oldukga yiiksektir (Karaalp, 2007).

1.1.5 Mikrobiyal seliiloz iiretimini etkileyen faktorler

Mikrobiyal seliillozun fermantasyonunu etkileyen birgok faktér bulunmaktadir. Bunlar; karbon
kaynaklar1, azot kaynaklari, 6ncii molekiiller, ¢oziinmiis oksijen, ortam pH’1 (4.0-6.0), sicaklik

(28°C-30°C) seklinde soylenebilir (Asik, 2016).

Mikrobiyal seliiloz tiretiminde optimum pH 4.0-7.0 araliginda, optimum sicaklik ise 25-30 °C
arasinda tutulmalidir. Parametrelerin bu araliklarda tutulmasi, hem biyokimyasal reaksiyon
kinetiklerini hem de mikrobiyal biiylimeyi ve enerji verimliligini optimize ederek yiiksek verimli,
stabil bir proses sunar. Bu parametreler disina ¢ikildiginda verim kayiplari, enzim inaktivasyonu

ve artan maliyet riski s6z konusudur (Y1ilmaz, 2007).

Karbon kaynagi olarak sorbitol, glikoz, galaktoz, laktoz, asetik asit, mannitol, maltoz, nisasta ve
stikroz kullanilabilir. Yapilan deneysel ¢aligmalarda, karbon kaynaklar1 arasinda en yiiksek
verimin mannitollii besi yerinde elde edildigi; mannitolden sonra ise glikoz ve siikrozun en uygun
karbon kaynaklari oldugu gosterilmistir. Diger karbon kaynaklarmin kullanildigi durumlarda

verimin oldukga diisiik oldugu bildirilmistir.

Mikrobiyal seliiloz liretiminde azot kaynagi olarak pek cok ¢alismada maya ekstrakti ve pepton
iceren besi yeri kullanilmistir. Bu besi yerinin standart formiilasyonunun iyilestirilmesi lizerinde

calisilmis; mevcut azot kaynaklarina alternatif olarak farkli azot bilesenleri degerlendirilmistir.
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Cesitli biyoteknolojik proseslerde azot kaynagi olarak misir surubu tercih edilmektedir. Deneysel
caligmalar sonucunda elde edilen bilgilere gére maya ekstrakti yiiksek oranda azot bileseni
icerdiginden, kullanildiginda en yiiksek verim saglanmigtir. Ancak maya ekstrakti pahali bir
substrat oldugu icin, misir surubu kullanildiginda elde edilen verimin maya ekstrakti ile elde
edilene olduk¢a yakin oldugu gézlenmistir. Bu nedenle misir surubunun etkin bir azot kaynagi

oldugu bildirilmistir (Y1lmaz, 2007).

Bunlarin yani sira; yardimci substratlar, ¢dzlinmiis oksijen miktari, kullanilan gesitli besiyerleri de
mikrobiyal seliiloz iiretimini etkileyen diger faktorlerdir. Uretim maliyetini diisiirmek, iiretim hizi
ve Uretim miktarim1 artirmak gibi nedenlerle tiim bunlar g6z onilinde bulundurularak proses

fizibilitesini artirmak amaciyla bir¢cok calisma yapilmstir.

1.1.6 Mikrobiyal seliilozun kullanim alanlan

Mikrobiyal seliilloz (MS), seliiloz iireten bakteriler tarafindan sentezlenen, yiiksek saflikta, nano-
yapili ve ii¢ boyutlu fibril agina sahip bir biyopolimerdir. Sahip oldugu benzersiz fiziksel, kimyasal
ve Dbiyolojik oOzellikler sayesinde Dbirgok endiistride dogal bir alternatif olarak
degerlendirilmektedir. Asagida, mikrobiyal seliillozun potansiyel ve mevcut kullanim alanlart alt

basliklar halinde sunulmustur.

1.1.6.1 Biyomedikal uygulamalar

Mikrobiyal seliilozun biyouyumlulugu, yiiksek nem tutma kapasitesi ve toksik olmamasi, onu yara
oOrtiisli, yapay deri, doku miihendisligi iskeleleri ve implant malzemesi gibi biyomedikal
uygulamalarda cazip hale getirmektedir. Ozellikle kronik yaralarm tedavisinde, enfeksiyon riskini
azaltarak iyilesmeyi hizlandirdigr gosterilmistir (Portela ve dig, 2019). Ayrica, ilag tasima
sistemlerinde mikrobiyal seliilozun kontrollii salim saglayan tasiyict bir matris olarak kullanimi

lizerine ¢alismalar yapilmaktadir (Mohite ve Patil, 2014).

1.1.6.2 Gida endiistrisi

Gida sanayisinde mikrobiyal seliiloz; kivam artirici, stabilizator ve diyet lif kaynagi olarak
kullanilabilmektedir. Ayrica, baz1 Asya iilkelerinde kombucha fermantasyonu sonucu olusan
mikrobiyal seliiloz tabakas1 dogrudan gida maddesi olarak tiiketilmektedir (Shi ve dig, 2014). Gida
kaplamalarinda da antimikrobiyal maddelerle kombine edilerek iiriin raf dmriinii artiran yenilebilir

film olarak degerlendirilmektedir.
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1.1.6.3 Kozmetik ve Kisisel bakim iiriinleri

Mikrobiyal seliiloz, ciltle uyumlu yapist ve nemlendirici Ozellikleri sayesinde kozmetik
sektoriinde 6zellikle yliz maskelerinde, serum bazli tasiyict sistemlerde ve cilt bakim iirtinlerinde
aktif olarak kullanilmaktadir. Yiizey piiriizsiizliigii ve nem tutma kapasitesi, onu diger

biyopolimerlere gore daha etkili kilmaktadir (Gullo ve dig, 2018).

1.1.6.4 Ambalaj ve cevre dostu malzeme gelistirme

Plastik tiirevli ambalaj malzemelerine ¢evre dostu alternatifler gelistirme c¢abalar1 kapsaminda
mikrobiyal seliiloz, biyobozunur film ve kaplama malzemesi olarak biiyiikk potansiyel
tasimaktadir. Ozellikle nisasta, kitosan ve lignin gibi diger dogal polimerlerle kombine
edildiginde, mekanik ve bariyer 6zellikleri gelistirilmis kompozit filmler elde edilebilmektedir

(Shah ve dig, 2013).

1.1.6.5 Tekstil ve kagit sanayisi

MS, seliiloz bazli lif yapisiyla, siirdiiriilebilir tekstil iiretiminde ¢evreye duyarli bir hammadde
olarak ilgi gérmektedir. Laboratuvar 6l¢eginde yapilan caligmalar, mikrobiyal seliiloz liflerinden
dokunabilir kumaslar tiretilebilecegini gostermistir (Zeng ve dig, 2011). Ayrica, kagit iiretiminde

katki maddesi ya da yilizey kaplama materyali olarak da degerlendirilmektedir.

1.2.Kombucha

Kombucha; ¢cay mantar1 veya Manchurian ¢ay1 gibi farkli adlarla anilan ve diinya genelinde yaygin
olarak tiiketilen geleneksel fermente bir icecektir. Ozellikle Asya iilkelerinde koklii bir gecmise
sahip olan bu icecek, hafif tatlims1 ve eksi bir aromaya sahiptir. Son yillarda yapilan bilimsel
caligmalar, kombuchanin antimikrobiyal, antioksidan ve detoksifikasyon gibi ¢esitli biyolojik
aktiviteler gosterdigini ve dolayisiyla potansiyel saglik faydalari sundugunu ortaya koymustur

(Tarhan, 2017).

Tarihi kaynaklara gére Kombucha, ilk kez M.O. 221 yilinda Cin Imparatoru (Tsin Han) saglik
amacli tedavisinde kullanilmistir. imparatorun bu fermente icecekle olumlu sonuglar elde ettigi
bildirilmis ve bu nedenle Kombucha, donemin metinlerinde ‘6liimsiizliik iksiri’ olarak anilmistir.
Bu tanimlama, Kombucha’nin tarihsel baglamda yalnizca bir igecek degil, ayn1 zamanda tibbi
amagclarla degerlendirilen geleneksel bir {irlin oldugunu gostermektedir. Bu ama¢ dogrultusunda

Kombucha Cay1 ismi ile tiiketilmeye baslandigi bildirilmistir (Tarhan, 2017).

Giliniimiizde Kombucha, artan tiiketici talebi ve saglik odakli beslenme egilimlerinin etkisiyle

ticari acidan 6nemli bir fermente gida iiriinii haline gelmistir. Kiiresel 6l¢ekte biiyiliyen pazar payi
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ve iiretim kapasitesi ile birlikte, Kombucha’nin tiiketim alan1 her gecen giin genislemekte ve farkl

demografik gruplar tarafindan tercih edilmektedir (Tarhan, 2017).

1.2.1 Kombucha Kkiiltiirii

Kombucha mantari, esas olarak Gluconacetobacter xylinum (Komagataeibacter xylinus)
tarafindan fermantasyon siireci sirasinda sentezenen, jelatindz yapida ve diiz disk formunda bir
biyoseliiloz zardan olugsmaktadir. Bu biyoseliiloz yap1, mikroorganizmanin metabolik aktiviteleri

sonucunda iretilmekte olup, yapisal olarak yiiksek saflikta selilloz icermesi nedeniyle dikkat
¢ekmektedir.

Kombucha mantari, bilimsel literatiirde ‘‘Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast’” (SCOBY)
olarak adlandirilan, asetik asit bakterileri ve ozmofilik mayalarin simbiyotik birlikteliginden
olusan jelatindz bir yapidir (Tarhan Kuzu ve Turhan, 2020). Kombucha kiiltiiriinde, bol miktarda
Acetobacter, Gluconobacter, Gluconoacetobacter ve Lactobacillus cinslerine ait bakteriler ile
Schizosaccharomyces, Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Candida cinslerine ait mayalar
bulunmaktadir (https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/kombucha). Bu simbiyotik
kiiltiirde baskin olarak bulunan bakteri tiirii, Komagataeibacter xylinus, fermantasyon siireci

sirasinda yiiksek saflikta ve kristalin yapida bakteri kaynakl seliiloz sentezlemektedir (Kutluer,
2009).

Sekil 1.12 : Kombucha (SCOBY) kiiltiirii
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1.3 Siyah Cay

Siyah cay, Camellia sinensis bitkisinin yapraklarindan elde edilen ve polifenoller, katesinler,
tanenler ile ¢esitli amino asitler agisindan zengin bir igecektir. Kombucha ¢ayi iiretiminde temel
olarak siyah cay ve siikroz (sofra sekeri) kullanilmaktadir. Siyah cay bilesenleri, fermantasyon
stirecinde mikroorganizmalarin gelisimini desteklemenin yani sira son iirlinlin aroma, renk ve
biyolojik aktivite 6zelliklerini sekillendirmektedir. Seker (siikroz) ise SCOBY igerisindeki maya
ve bakteriler i¢in temel karbon kaynagi gbrevini iistlenir. Fermantasyon siirecinde mayalar, sak
siikrozu invertaz enzimi yardimiyla glukoz ve fruktoza parcalar; ardindan bu monosakkaritleri
etanol ve karbondioksite doniistiiriir. Asetik asit bakterileri ise mayalar tarafindan iiretilen
etanolden asetik asit sentezler ve glukozu kullanarak yiiksek saflikta biyoseliiloz tiretir (Jayabalan

ve dig, 2014).

Siyah c¢ay kullanilarak kombucha c¢ayr hazirlanabilmektedir. Genellikle su igerisine belirli
oranlarda siyah cay yapraklari ve siikroz eklenir. Cay yapraklari kaynar su ile demlendikten sonra
¢ozelti siiziilerek posa uzaklastirilir. Ardindan belirlenen miktarda seker ilave edilir ve karisim oda
sicakligina kadar sogutulur. Soguyan ¢ay, steril cam kavanozlara alinir ve {izerine daha 6nce
hazirlanmis bir SCOBY tabakasi ile bir miktar starter sivi (6nceden fermente edilmis Kombucha
cay1) eklenir. Kap, hava gecirgenligini saglayacak sekilde temiz bir bez veya filtre kagidi ile
kapatilir ve fermantasyona birakilir. Fermantasyon siiresince pH kademeli olarak diiser, asidik

aroma belirginlesir ve biyoseliiloz tabakasi kalinlasir (Greenwalt ve dig, 2000).

Fermantasyon siiresinin sonunda Kombucha ¢ay1, istenen aroma ve asidite diizeyine ulastiginda
SCOBY tabakasi ayrilir, igecek siiziiliir ve sogutularak tiiketime hazir hale getirilir. Uriin,
probiyotik mikroorganizmalar, organik asitler, vitaminler ve antioksidan bilesenler agisindan

zengin olmas1 nedeniyle fonksiyonel bir icecek olarak degerlendirilmektedir.
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2. LITERATUR OZETI

Mikrobiyal seliillozun tiretimi, yapisal Ozellikleri ve potansiyel uygulama alanlarina yonelik
arastirmalar 1980’li yillarda baslamis olup, giinlimiizde de artan bir ilgiyle devam etmektedir
(Igucht ve Budhiono, 2000; Czaja ve dig, 2006). Tiirkiye’de bu alandaki ¢aligmalar sinirl sayida
olmakla birlikte, literatiirde ¢esitli arastirmalarin gerceklestirildigi goriilmektedir (Keshk, 2014).

Poyrazoglu (2007), mikrobiyal seliiloz iiretimi amaciyla Acetobacter pasteurianus ve Acetobacter
lovaniensis suglarim1 kullanarak karbon ve azot kaynaklari, inkiibasyon sicakligi ile pH gibi
parametreleri degistirip liretim verimini optimize etmeye yonelik ¢aligmalar gergeklestirmistir.
Aragtirma sonucunda, Acetobacter pasteurianus susu ile en yiiksek mikrobiyal seliilloz verimi %18
olarak elde edilmistir. Uretilen mikrobiyal seliiloz drneklerinin yapisal karakterizasyonu ise NMR
(Niikleer Manyetik Rezonans) ve FT-IR (Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi) analizleri

ile gerceklestirilmistir (Poyrazoglu, 2007).

Kaya (2007), gergeklestirdigi calismada, duragan kiiltiir kosullarinda  giiniimiizde
Komagataeibacter xylinus olarak adlandirilan Acetobacter xylinum tiiriiyle bakteriyel seliiloz
iretimi yapmistir. Bu calismada farkli glukoz derisimlerinin, elde edilen seliiloz miktar1 ve

seliilozun asidik bilesimi tizerindeki etkileri arastirilmistir (Kaya, 2007).

Yilmaz (2007) ise, cesitli karbon kaynaklarim1 kullanarak statik kiiltiir sartlarinda Acetobacter
xylinum ile bakteriyel seliiloz iiretimi gerceklestirmis ve bu siire¢ {izerindeki etkilerini incelemistir

(Y1lmaz, 2007).

Buna ek olarak, Ermis (2008) tarafindan yiiriitiilen bir diger ¢alisma da, hem statik hem de
calkalamali kiiltiir kosullar1 altinda Gluconacetobacter hansenii P2A susu kullanilarak seliiloz

tiretimi degerlendirilmistir (Ermis, 2008).

Yamane ve dig. (2016), gliseroliin bakteri temelli seliiloz liretimi tizerindeki etkisini aragtirmis ve
calismalarin1  Gluconacetobacter hansenii (ATCC® 53582™) tiiri ile statik kosullarda
gerceklestirmistir. Ayni zamanda farkli ortam kosullarinin ve besin kaynaklarimin {iretim

verimliligi izerindeki etkileri de incelenmistir (Yamane ve dig, 2016).

Ul-Islam ve dig. (2012) tarafindan yapilan ¢calismada, mikrobiyal seliillozun mekanik ve morfolojik
ozellikleri detayli sekilde incelenmis; taramali elektron mikroskobu (SEM) ile lif yapilarin
yogunlugu ve homojenligi degerlendirilmistir. Calismada elde edilen bulgular, mikrobiyal
seltilozun doku miihendisligi ve yara Ortiileri gibi biyomedikal alanlardaki uygulamalar1 agisindan

umut verici sonuglar ortaya koymustur (Ul-Islam ve dig, 2012).

16



Cakar ve dig. (2014) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada, ¢esitli karbon kaynaklarinin (glukoz,
siikroz, fruktoz) mikrobiyal seliiloz verimine etkisi incelenmis; glukozun en yiiksek {iiretim
verimini sagladigi belirlenmistir. Ayrica, elde edilen {iriinlerin kristal yapis1 X-1s1n1 kirinim (XRD)
analizi ile degerlendirilmis ve yliksek kristallik degerlerine ulasildigi rapor edilmistir (Cakar ve

dig, 2014).

Castro ve dig. (2012), mikrobiyal seliillozun gida ve kozmetik sanayisindeki potansiyel kullanim
alanlarini degerlendirdikleri ¢calismalarinda, 6zellikle cilt bakim iiriinlerinde tasiyici sistem olarak
kullanilabilirligini aragtirmislardir. Mikrobiyal seliillozun biyouyumlulugu, esnekligi ve sivi

absorpsiyon kapasitesi bu alandaki uygulamalar i¢in avantaj saglamaktadir (Castro ve dig, 2012).

Son yillarda, stirdiiriilebilir iiretim yaklasimlar1 dogrultusunda atik bazli besiyerlerinin kullanimi
da dikkat ¢cekmektedir. Bu kapsamda, Ul-Islam ve dig. (2013), tarimsal atiklarin (6rnegin, meyve
suyu atiklar1 ve misir surubu) mikrobiyal seliiloz iiretiminde alternatif karbon kaynaklar1 olarak
degerlendirilmesini 6nermistir. Bu tiir atiklarin kullanimi, hem iiretim maliyetlerini diistirmekte

hem de ¢evresel agidan daha siirdiiriilebilir bir yaklasim sunmaktadir. (Ul-Islam ve dig, 2013).

Sonu¢ olarak, mikrobiyal seliiloz iiretimi ve uygulamalar iizerine yapilan ¢alismalar giderek
artmakta; Ozellikle kombucha kiiltiirii gibi simbiyotik sistemlerin kullanimi ile yeni iiretim
stratejileri gelistirilmektedir. Ancak Tiirkiye’de bu alandaki aragtirmalar hala sinirli sayidadir ve
mevcut calismalarin ¢ogu laboratuvar dlgeginde kalmaktadir. Oniimiizdeki siirecte, daha fazla
yerli aragtirma ile iiretim teknolojilerinin gelistirilmesi ve sanayiye entegrasyonunun saglanmasi

onem arz etmektedir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1 Cahismada Kullanmilan Mikroorganizmalar

Bu calismada mikrobiyal seliilloz {iretimi i¢in kombucha kiltirii (SCOBY) kullanilmstir.
Kombucha kiiltiirii, yerel bir {ireticiden temin edilmistir ve steril kosullar altinda laboratuvarda

cogaltilarak kullanilmistir.

3.2 Mikrobiyal Seliiloz Uretimi

Calismamizda mikrobiyal seliiloz iiretimini gerceklestirmek amaciyla bakteri ve maya karisik
kiiltiirtinden olusan Kombucha kullanilmistir. Bakteri ve maya karisik kiiltiiriiniin 6n kiiltiirasyonu
icin 10 g klasik siyah ¢ay (Camellia sinensis) ve siikroz (siikroz, C12H22011) kullanilmigtir. Siyah
cayin 10 dakika demlenmesi ve siiziilmesiyle elde edilen besi ortamina 10 g siikroz ilave edildi.
Besi ortaminin pH’s1 0,1M NaOH ve 0,1M HCI ile 5.0’a ayarlandi. Sterilizasyon 121°C’de 15
dakika otoklavda gergeklestirildi. Otoklav sonrasi besi ortamina Kombucha kiiltiiriinden alinan

ornek eklendi. Inkiibasyon 28°C’lik statik etiivde 14 giinde gergeklestirildi.

Yokl 15 0 yah cat damisyim, S

) e
‘\ ,’ 2 Demim

kombugtw °

&

SCOBY

Kombucha Mantar! i

Sekil 3.1 : Simbiyont Kiiltiir Karisim1 (SCOBY)
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3.3 Mikrobiyal Seliiloz Uretimi icin Alternatif Uretim Ortamlarinin Arastiriimasi

Uretim verimliligini etkileyen faktorleri belirlemek amaciyla; karbon kaynag (glikoz, siikroz ve
mannitol) ve pH (3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0) gibi parametreler tek tek degistirilerek deneyler

yuritilmistir.

PTG e =TT

fllllﬂ""!mlllll|IIIl!lll\ll\“\\\\\\\\\\\\\\
A . N 5

Sekil 3.2 : Mikrobiyal seliiloz {liretimi i¢in alternatif {iretim ortamlari

3.3.1. Mikrobiyal seliiloz iiretimi i¢in uygun karbon kaynaginmin belirlenmesi

Mikrobiyal seliilloz {iiretiminde kullanilan karbon kaynaginin mikrobiyal seliiloz {iretimine
etkisinin arastirilmasi amaciyla D-glukoz, sukroz, mannitol olmak tizere 3 farkli karbon kaynagi
kullanilmistir. Bu amagla 10 g siyah cay ile hazirlanan besiyerine %10 oraninda D-glukoz, siikroz
ve mannitol; ayr1 ayr1 olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan besiyerleri 0,1 M NaOH ve 0,1 M
HCl ile pH 5.0’a degerleri ayarlanarak 121 °C’de 1,5 atm basingta 15 dakika boyunca steril edildi.
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Besiyerlerine, steril kosullarda kombucha kiiltiirii ilave edilerek 14 giin boyunca 28 °C’de statik
kosullarda inkiibasyonlar1 yapildi.

Inkiibasyon siirecinin sonunda mikrobiyal seliiloz iiretim miktarlar1 (g/L) belirlendi ve mikrobiyal
seliiloz tiretiminin en yiiksek oldugu karbon kaynagi saptanarak ¢aligmaya bu karbon kaynagi ile

devam edildi.

3.3.2. Mikrobiyal seliiloz iiretimi icin uygun baslangic pH degerinin belirlenmesi

Uretim ortamma ait baslangic pH degerinin mikrobiyal seliiloz {iretimi {izerine etkisinin
arastirtlmas1 amaciyla pH 3,0 ile 7,0 arasinda degisen pH’ larda hazirlanan siyah ¢ay besiyerine
(10 g siyah ¢ay, %10 glukoz), kombucha kiiltiirii inokiile edilerek 14 giin boyunca 28 °C’de statik
kosullarda inkiibasyonlar1 yapildi. Inkiibasyon sonrasinda, mikrobiyal seliiloz iiretim miktar1 (g/L)

belirlendi ve mikrobiyal seliiloz tiretiminin en iyi oldugu pH degeri belirlendi.

Uretim islemi, steril erlenlerde ve biiyiik steril borcamlarda, 28°C’de statik kosullarda 10-14 giin
boyunca yiiriitiilmiistiir. Fermentasyon sonunda yiizeyde olusan mikrobiyal seliiloz tabakasi

toplanarak saflastirma agamasina gegilmistir.

3.4 Mikrobiyal Seliilozun Saflastirilmasi

Elde edilen seliiloz tabakasi besiyerinden alinarak, iizerindeki besiyeri ve mikroorganizmalardan
arindirmak amaciyla distile su ile yikandi. 0.1 N NaOH c¢ozeltisinde 80°C’de 1 saat siireyle
bekletildi. Daha sonra 10 dakika 0.1 N’lik asetik asit ile muamele edilen mikrobiyal seliiloz, rengi
acilip, nétr pH’a ulasana kadar distile su ile bol miktarda yikanarak durulanmis ve 70 °C’de

kurutuldu.

Sekil 3.3 : Elde edilen mikrobiyal seliilozun saflagtirma islemi (a) Cay besiyerinde (10 g siyah

cay ve 10 g glukoz) 14 giin inkiibasyon sonucu olusan seliiloz, (b) 0.1 N NaOH ile muamele
gbérmiis seliiloz, (¢) 0.1 N CHsCOOH ile muamele gormiis seliiloz, (d) 70 °C’de kurutulmus

seliiloz
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3.5 Mikrobiyal Seliillozun Karakterizasyonu

Farkli kosullarda tiretilen ve saflastirma islemlerinden sonra elde edilen mikrobiyal seliillozun

karakterizasyonunun yapilmasi i¢in alman nemli ve kurutulmus numuneler Sekil 3.4.’de

verilmistir.

Sekil 3.4 : Elde edilen mikrobiyal seliilozun karakterizasyonu (a) Saflastirma iglemi sonrasi elde
edilen mikrobiyal seliilozun nemli goriintiisti, (b) Farkli karbon kaynaklarinda elde edilen
mikrobiyal seliilozun kurutulmus hali, (¢) Farkli pH degerlerinde iiretilmis mikrobiyal seliilozun

kurutulmus hali, (d) b ve ¢ gorsellerinin birlikte ¢ekilmis goriintiisii

Elde edilen mikrobiyal seliilloz 6rneklerinin karakterizasyonu asagidaki analiz yontemleri ile

gergeklestirilmistir:

*FTIR (Fourier Doniisiimli Kizilotesi Spektroskopisi): Fonksiyonel gruplarin belirlenmesi

amaciyla kullanilmistir.

*SEM (Taramal1 Elektron Mikroskobu): Seliillozun mikroyapisal morfolojisi incelenmistir.
*XRD (X-Ray Difraksiyon): Seliilozun kristalin yapisi analiz edilmistir.

*TGA (Termogravimetrik Analiz): Termal dayaniklilik 6l¢iilmiistiir.

*DTA (Diferansiyel Termal Analiz): Sicaklik farki izlenmistir.

S6z konusu karakterizasyon islemleri igin Indnii Universitesi Bilimsel Arastirma Merkez

laboratuvarinda hizmet alimi yapilmistir.
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https://www.hitachi-hightech.com/global/en/knowledge/analytical-systems/thermal-analysis/basics/dta.html#:~:text=Diferansiyel%20Termal%20Analiz%20(DTA)%20Tan%C4%B1mlar%C4%B1,bir%20atmosferdeki%20s%C4%B1cakl%C4%B1%C4%9F%C4%B1n%C4%B1n%20programlanmas%C4%B1%20tekni%C4%9Fidir.

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Calismada Kullamlan Mikroorganizmalarin Uretilmesi

Calismamizda kullanilan kombucha cayr Dogu Avrupa ve Asya’da geleneksel olarak tiiketilen
fermente siyah ¢aydir. Antimikrobiyal, antioksidan, antikanserojenik o6zelliklere sahip olan bu
cayin kullanimi, son yillarda lilkemizde ve tiim diinyada giderek artmistir. Kombucha ¢ay1 karisik
kiiltiiri icerisinde etanol fermentasyonu yapan mayalar, organik asit fermentasyonu yapan
bakteriler ve asetat olusturmak i¢in etanol kullanan bakteriler yer almaktadir. Asetik asit iiretimi
sirasinda  bakteriler, sekonder metabolit iriini olarak selilloz yapili biyofilm tabakasi
olusturmaktadirlar. Fermentasyon siireci sonunda hem oldukga saglikli bir i¢cecek ve hem de

sentetik besiyerlerine kiyasla diislik maliyetli bir yontemle mikrobiyal seliiloz elde edilmektedir.

——

Sekil 4.1 : Elde edilen mikrobiyal seliilozun {iretim agsamast

Siyah ¢aymn 10 dakika demlenmesi ve siiziilmesiyle elde edilen besi ortamina 10 g sukroz
ilavesiyle hazirlanan besiyeri, 121°C’de 15 dakika otoklavize edildi. Otoklav sonras1 besi ortamina
cok sayida bakteri ve maya iceren ticari olarak temin edilen Kombucha kiiltiirli inokiile edildi.
Seliiloz tiretimi, 28°C’da ve statik kosullarda 14 giin boyunca stirdiiriilerek, kiiltiir ortami iizerinde

beyaz bir film tabakasinin belirlenmesiyle gergeklestirildi.

4.2. Farkli Karbon Kaynaklarinin Mikrobiyal Seliiloz Uretimine Etkisi

Mikrobiyal seliiloz tiretimindeki verim tiretimde kullanilan mikroorganizma kadar tiretim ortami
ile de iligkilidir ve iiretimi etkileyen en onemli parametreler karbon ve azot kaynaklaridir.
Calismamizda, siyah cay besiyerinde karbon kaynaginin mikrobiyal seliiloz iiretimi {lizerindeki

etkisinin belirlenmesi amaciyla farkli karbon kaynaklar1 kullanildi.
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Sekil 4.2 : Mikrobiyal seliiloz iiretiminde kullanilan farkli karbon kaynaklari

Mikrobiyal seliiloz iiretimi icin, %10 siyah c¢aya ilave edilen %10 oraninda, li¢ farkl1 karbon
kaynagi (siikroz, glukoz ve mannitol) eklenerek hazirlanan besiyerlerinde, en yiiksek mikrobiyal
seliiloz tiretiminin glukoz iceren besiyeri ortaminda 33 g/L olarak tesbit edilmistir. Asetik asit
bakterilerinin mikrobiyal seliiloz liretiminde karbon kaynagi olarak monosakkaritleri tercih ettigi
bilinmektedir. Mikrobiyal seliiloz iiretiminde en ¢ok kullanilan karbon kaynagi glukozdur.
Glukoz, diger karbon kaynaklarindan farkli olarak, hem bir enerji kaynagi olarak, hem de
mikrobiyal selillozun sentezlenmesinde Oncii olarak gorev aldigi pek cok calisma ile de

gosterilmektedir.

Stikroz iceren besiyerinde de mikrobiyal seliilloz {iretimi gozlenmekle beraber siikroz, bir
disakkarit oldugu icin (glukoz + fruktoz) oncelikle glukoz ve fruktoz gibi monosakkaritlere
hidroliz edilmesi biyosentez siiresini uzatmaktadir. Bu nedenle disakkaritlerin kullanildig:
besiyerlerinde mikrobiyal seliiloz liretimi monosakkaritlerin kullanildig1 besiyerlerine kiyasla
daha diisiiktiir. Ozellikle karbon kaynagi gibi substratlar, mikrobiyal selilloz miktarin1 ve

biyosentezinin siiresini etkilemektedir. Mikrobiyal seliiloz tiretimi icin, %10 siyah c¢aya ilave
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edilen %10 oraninda siikroz eklenerek hazirlanan besiyerlerinde mikrobiyal seliiloz iiretimi, 24

g/L oldugu saptanmustir.

Ayni sekilde mannitol igeren besiyerinde de mikrobiyal seliiloz tiretimi gdzlenmekle beraber,
tiretimin 9.8 g/L olarak oldukca diisiik miktarda oldugu tespit edilmistir. Mannitol suda

¢Oziinebilen bir seker alkoldiir.

Literatiirde galaktozun, bir monosakkarit olmasma ragmen suda ¢oOziiniirliigliniin az olmasi
nedeniyle asetik asit bakterileri tarafindan kullanilamadig: bildirilmistir. Galaktozun karbon
kaynagi olarak kullanildig1 besiyerinde, mikrobiyal seliiloz liretiminin gerceklestirilememesi suda
¢Oziiniirliiglinlin az olmasiyla agiklanmakta ve bu monosakkaritin mikrobiyal seliiloz {iretimi i¢in

uygun bir karbon kaynagi olmadigini ortaya ¢ikarmaktadir.

35
30
25
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Mikrobiyal Seliiloz (g/L)

Glukoz Stikroz Mannitol
Karbon Kaynaklari (%10)

Sekil 4.3 : Mikrobiyal seliiloz iiretimi i¢in uygun karbon kaynaginin belirlenmesi

4.3. Farkli pH Degerlerinin Mikrobiyal Seliiloz Uretimine Etkisi

Mikrobiyal seliiloz tiretimini etkileyen énemli faktorlerden biri iiretim ortaminin pH degeridir.
Besiyerinin pH degeri mikroorganizmalar i¢in hayati 6nem tagimaktadir. Ciinkii, hiicre zarinin
gecirgenligi, besin maddelerinin hiicre i¢ine alinimi, primer ve sekonder metabolitlerin sentezi,
pH degerine oldukca duyarlidir. Besiyerinin pH degeri besiyeri icerisindeki substratlarin (besin

maddelerinin) ¢oziiniirligiinii etkileyeceginden mikroorganizmalarin iiremesini ve mikrobiyal
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irlinlerin sentezini 6nemli oranda etkileyecektir. Bu nedenle optimum pH’nin saptanmasi

mikrobiyal seliiloz liretiminin artirilmasinda oldukca 6nem arz etmektedir.

Sekil 4.4 : Mikrobiyal seliiloz tiretiminde farkli pH degerleri
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Besiyerinin baglangi¢ pH degerinin mikrobiyal seliiloz iiretimine olan etkisinin arastirilmasi
amactyla, %10 siyah ¢ay ve en iyi verim alinan karbon kaynagi olarak tesbit edilen %10 glukoz
iceren besiyerinin pH degeri 3.0-7.0 arasinda hazirlanarak, tiretim gergeklestirilmistir. Farkli pH
degerlerinde hazirlanan bu besiyerlerinde en yliksek mikrobiyal seliiloz {iretiminin pH 5.0’da
43,52 g/L oldugu belirlenmistir. pH degerinin artmasina bagl olarak seliiloz iiretim miktarinin
azaldig1 saptanmistir. Calismada kullanilan mikroorganizmalarin liremeleri i¢in gerekli olan
optimum pH degeri genellikle hafif asidik pH degerleri olmasina ragmen oldukga asidik olan pH
degerlerinde de (pH 4.0) nispeten biiyilk miktarda mikrobiyal seliiloz iiretimi gergeklestirildigi
belirlendi. Notr ve bazik pH derecelerinde (pH 7.0) ise mikrobiyal seliiloz sentezinin ¢ok diisiik
oldugu saptandi (Sekil 4.4)

Literatiirde de bizim elde ettigimiz sonuglara paralel veriler bulunmaktadir. Zahan ve
arkadaslarinin, Komagataeibacter xylinus ile doner disk reaktoriinde mikrobiyal seliiloz tiretimini
arastirdiklari calismada, en yiiksek mikrobiyal seliiloz tiretiminin pH 5.0 degerinde elde edildigi
bildirilmistir. En diisiik mikrobiyal seliiloz tiretiminin ise pH 3,5 ve 7,5 degerlerinde elde edildigini
tespit etmislerdir (Zahan ve dig, 2014; Sevim, C., 2021). Ayn1 bakteriyle mikrobiyal seliiloz
tretimi yapilan bir bagka calismada da mikrobiyal seliiloz liretimi i¢in optimal pH degerinin 5,5

oldugu belirlenmistir (Lahiri, 2021).

Mikrobiyal seliiloz iiretimi ilizerine pH’nin etkisini tespit etmek amaciyla yapilan bir bagka
calismada ise Acetobacter senegalensis bakterisinin pH 4.0’1n altinda ve pH 9.0’da mikrobiyal
seliiloz tiretmedigini, en yiiksek seliiloz tiretiminin ise pH 4,5 degerinde oldugunu bildirmislerdir.
Mikrobiyal seliiloz iiretimi, genellikle notr ila hafif asidik pH araliginda oldugu pek ¢ok calisma
ile gosterilmektedir. Calismamizdaki sonuglara paralel olarak literatiirdeki ¢alismalarda da
mikrobiyal seliiloz tiretimi i¢in bazik pH kosullarinin uygun olmadig: bildirilmistir. Ayn1 zamanda
diisiik pH araliklarinda mikrobiyal seliiloz tiretiminin daha iyi olmasi, mikrobiyal kontaminasyonu
sinirlama avantaji da sunmaktadir, ¢linkii cogu mikroorganizma bu kadar diisiik pH ortaminda

yasayamamaktadir (Aswini ve dig, 2020; Lahiri, 2021).
4.4 Mikrobiyal Seliillozun Karakterizasyonu

4.4.1 Farkh karbon kaynaklarinda iiretilen mikrobiyal seliilozun taramah elektron

mikroskobu (SEM) goriintiisii

Farkli karbon kaynaklar1 igeren besiyerlerinde iiretilen seliillozun taramali elektron mikroskobu

(SEM) ile elde edilen yiizey goriintiistinii Sekil 4.5’de gosterilmektedir. Mikrobiyal seliiloz,
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nanofibrillerden olusan ii¢ boyutlu ags1 bir yapiya sahiptir. Bu nanofibrillerin, rastgele ve diizensiz
bir sekilde bir araya geldigi belirlenmistir. Karbon kaynagi olarak glukoz kullanilarak iiretilen
mikrobiyal seliiloz nanofibrillerin boyutlarinin 86.55 nm-232.6 nm arasinda oldugu, mannitol
iceren besiyerinde {iretilen mikrobiyal seliiloz nanofibrillerin ise glukoza kiyasla daha kalin (143.3

nm-302.3 nm) oldugu belirlenmistir.

2
By Mag= 3000KX EHT=2000kv SignalA=SEt WD= 13mm il Mag= 5000KX EMT=2000KkY SignalA=SE{ WD= 13mm
Glikoz Mannitol
o
Tpm y
=y Mag= 3000KX EHT=2000kv SignalA=SE1 WD= 10mm
Stikroz

Sekil 4.5 : Farkli karbon kaynaklarinda iiretilen mikrobiyal seliilozun taramal1 elektron

mikroskobu goriintiisii

4.4.2 Farkh pH derecelerinde iiretilen mikrobiyal seliilozun taramah elektron mikroskobu

goriintiisii

Farkli pH degerlerine sahip besiyerlerinde iiretilen mikrobiyal selillozun taramali elektron

mikroskobu (SEM) ile elde edilen yilizey goriintiisiinii Sekil 4.6’da gdsterilmektedir. En ince
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nanofibril yapisina sahip olan mikrobiyal selilloz 100.9 nm-252.3 nm ile pH 5.0’da oldugu
saptanmistir. pH 4.0’da ise mikrobiyal seliilozun nanofibril yapis1 149.4 nm-286.5 nm araliginda

oldugu belirlenmistir. pH 3.0 ve pH 7.0’da ise ¢ok net bir nanofibril yapist gézlenmemistir.

5 i
[l Mags SDODKX  EWT=2000KV SuralA=SEt WD= 11mm ey Mog= WOOKX  EHT=2000k/ Signs A= SEI WD= 12mm

pH 3.0 pH 4.0

L

'?pm—‘ Mag= 3000 KX EHT=2000kV SignalA=SE1 WD= 15mm

pH 6.0 pH7.0

Sekil 4.6 : Farkli pH araliklarinda iiretilen mikrobiyal seliilozun nanofibril yapisi

SEM verileri, pH'1n mikrobiyal seliilozun mikro yapisin1 6nemli dlgiide etkiledigini gostermistir.
Bu etki, seliiloz iireten bakterilerin (6rnegin, Gluconacetobacter xylinus) aktivitesi ve B-1,4-
glukan zincirlerinin nanofibrillere birlestirmesi iizerindeki pH etkileriyle agiklanabilir. pH 5.0’te
sentezlenen seliillozun olduk¢a yogun ve diizenli bir fibril agina sahip oldugu saptanmistir. Bu
durum optimal enzimatik aktivite ve hidrojen baglanmasiyla iligkilendirilir ve bu durum seliilozun,
daha yiiksek kristal ve yapisal biitiinliigiine isaret eder. Buna karsilik, pH 3.0 ve pH 4.0°da ki asidik
kosullar bakteri metabolizmasini bozarak daha az organize ve heterojen bir fibril agina neden
olmaktadir. pH 7.0’da goze ¢arpman gevsek ve amorf yapi1, Notr pH’1n kristal matris olusumunu

engelledigini géstermektedir.

28



Bu bulgular, pH 5.0’1n mekanik dayaniklilik ve biyouyumluluk gerektiren uygulamalar (6rnegin,
yara Ortiileri, doku iskeleleri) i¢in kritik olan yiiksek yogunluk ve diisiik gozeneklilik gibi istenen

mikro yapisal oOzelliklere sahip mikrobiyal seliilloz iiretimi i¢in optimal kosul oldugunu

gostermektedir.

Sonug olarak, SEM fotograflari, pH’1in mikrobiyal seliilozun mikro yapisi tizerinde onemli bir
etkiye sahip oldugunu gostermistir. Mikrobiyal seliilozun sentezinde optimum pH’nin 5.0 oldugu,
yogun, homojen ve oldukg¢a diizenli nanofibril agiyla karakterize edilmistir. Buna karsilik, pH 3.0
ve pH 7.0, gibi optimum olmayan pH’larda iiretilen seliilozun, daha az organize ve gozenekli
yapida oldugu gbze carpmaktadir. Bu gozlemler, endiistriyel ve biyomedikal uygulamalar i¢in

mikrobiyal seliiloz liretiminde pH kontroliiniin kritik bir parametre oldugunu ortaya koymustur.

4.4.3 Farkh karbon kaynaklarinda sentezlenen mikrobiyal seliilozun Fourier Doniisiimlii

Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Mikrobiyal seliilozun yapisindaki elementler ve bag yapisi Fourier Doéniisiimlii Kizilotesi

Spektroskopisi (FTIR) taramasi ile incelendi (Sekil 4.7). FTIR spektroskopisi, maddelerin

fonksiyonel gruplarini tanimlamakta kullanilmaktadir.
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Sekil 4.7 : Farkli karbon kaynaklarinda iiretilen mikrobiyal seliilozun FTIR analiz sonucu

Grafikte, besiyerine farkli karbon kaynaklarinin (mannitol, siikroz ve glikoz) eklenmesiyle

sentezlenen mikrobiyal seliiloza ait FTIR (Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi)

spektrumlar gosterilmektedir.
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Tim spektrumlar mikrobiyal seliillozun karakteristik bantlarini (6zellikle 3300, 2900, 1650, ve
1000-1100 cm™ bolgeleri) gostermekte olup, ancak yogunluk ve zirve konumlarindaki kii¢iik

degisiklikler, karbon kaynaginin iiretim iizerindeki etkisini nemli dl¢lide yansitmaktadir.

FTIR analizlerinden elde edilen verilere gore, tiim orneklerde seliiloza 6zgii belirgin karakteristik
bantlar gozlemlenmistir. Bu bantlar arasinda yaklasik 3300 cm™’de genis —OH gerilme
titresimleri, 2900 cm™ civarinda C-H gerilmeleri ve 1000-1200 cm™ aralifinda yer alan
glikozidik C—O—C baglarina ait titresimler 6ne ¢ikmaktadir. Bu bulgular, analiz edilen her 6rnekte

seliiloz yapisinin olustugunu dogrulamaktadir.

3200-3600 cm™ bolgesindeki genis ve yogun bantlar, mikrobiyal seliilozdaki hidroksil gruplarinin
varligin1 gostermektedir. Glikoz kaynakli tiretilen mikrobiyal seliilozda daha fazla hidrojen bagi
icermesinden dolay1 bu bant daha yogundur. Ayni zamanda bu bolge nem igerigini ve kristallik
derecesini de etkilemektedir. Glikoz kullanilarak sentezlenen mikrobiyal seliiloza ait 6rneklerdeki
spektrumlar daha keskin ve yogun pikler gostermistir; bu da glikozun daha diizenli bir nanofibril
yapt olusumunu destekledigini gostermektedir. Buna karsilik mannitol ile {iretilen seliilloz
orneklerinde bantlarin daha silik olmasi, seliilozun daha diizensiz veya amorf bir yapida oldugunu

dogrulamaktadir.

28002900 cm ' bolgesindeki C—H gerilmesi, seliilozda bulunan metilen gruplarinin titresimlerine
aittir. Ug 6rnekte de benzer C—H titresimlerin gériilmesi, yapisal omurganin benzer oldugunu

desteklemektedir.

1600-1650 cm™ bolgesindeki (H-O—H biikiilmesi) bantlar, genellikle adsorbe suyun varligini
gostermektedir. Glikoz kaynakli seliilozda bu bandin daha belirgin olmasi, daha yiiksek su tutma

kapasitesi olabileceginin 6nemli bir gostergesidir.

1000-1200 cm™ bolgesindeki C-O—C ve C-O gerilmeler seliilozun B-1,4-glikozidik baglarinin
karakteristigini gostermektedir. Glikoz varliginda tiretilen mikrobiyal seliillozun (mavi egri) bu
bolgede ¢ok belirgin absorpsiyonlarinin varligi yapisal diizenin daha belirgin oldugunu
gostermektedir. Siikkroz ve mannitol eklenilerek iiretilen mikrobiyal seliiloza ait 6rneklerde bu

bolge daha zayif oldugundan seliilozun daha amorf yapiya sahip oldugunu ifade etmektedir.

FTIR grafikleri ile elde edilen sonuclara gore, kullanilan karbon kaynaginin mikrobiyal seliillozun
yapisal ozellikleri iizerinde dogrudan etkili oldugu sdylenilebilir. Ozellikle glikozun, dogrudan
metabolik yollara katilarak daha organize ve kristalin yapidaki seliiloz olusumunda etkili oldugunu

gostermektedir.

Stikroz ve mannitol gibi karbon kaynaklarinin sentez siirecinde Oncelikle glikoza ¢evrilmesi

gerektigi icin, bu siirecin mikrobiyal seliiloz iiretimini yavaslattigi ve seliiloz yapisinda
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diizensizliklere neden oldugunu diistindiirmektedir. Bu degerlendirmeler dogrultusunda, karbon
kaynaginin sadece seliilozun iiretim miktar ile degil, ayn1 zamanda iiriiniin yapisal 6zellikleri

tizerinde de etkili olabilecegi sonucuna varilabilir.

Calismamiz sonucunda glikozun daha net ve gii¢lii absorpsiyonlar vermesi nedeniyle, mikrobiyal
seliiloz iiretiminde en uygun karbon kaynagi oldugu tespit edilmistir. Karbon kaynagi, mikrobiyal
seliilozun kristalligini, su tutma kapasitesini ve fonksiyonel gruplarim1 Onemli Jlgiide

etkilemektedir.

Karbon OH Gerilmesi C-H Cc-0-C/
Kaynagi (~3300 cm™) Gerilmesi Zirveler
(~2 (1000-1200
900 cm-1) cm™)
Glikoz Yiiksek Siddetli Keskin ve
yogunluklu, belirgin
genis bant
Siikroz Orta seviyede Siddetli Orta
yogunlukta
Mannitol Diisiik Zayif Zayif bant
yogunlukta

Tablo 4.1 : FTIR spektrumlarina gére mikrobiyal seliiloz karakterizasyonu

4.4.4 Farkh pH derecelerinde sentezlenen mikrobiyal seliilozun Fourier Doniisiimlii

Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Bu ¢alismada, farkli pH seviyelerinde (pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0 ve 7.0) sentezlenen mikrobiyal seliiloza
ait FTIR grafigi incelenmistir.
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Sekil 4.8 : Farkli pH araliklarinda iiretilen mikrobiyal seliilozun FTIR analiz sonucu

FTIR analizleri, farkli pH kosullarinda tiretilen mikrobiyal seliiloz drneklerinin tiimiinde seliiloza
0zgl karakteristik absorpsiyon bantlarinin mevcut oldugunu goéstermistir. Yaklasik 3300 cm™
civarindaki —OH gerilme titresimleri, 2900 cm™' civarindaki C—H gerilme titresimleri ve 1000—
1200 cm™ bolgesindeki C—-O—C glikozidik bag titresimlerinin varligi, tim Orneklerde seliiloz
sentezinin gerceklestigini gostermektedir.
3200-3600 cm™ bolgesi, O-H gerilme titresimlerini gostermektedir. Bizim ¢alismamizda da
varligi saptanan yaklasik 3300-3400 cm™ civarinda genis bir pikler seliilozun polisakkarit
yapisindaki hidroksil gruplara isaret etmektedir. Tiim pH seviyelerinde bu piklerin varlig

nispeten saptanmigtir, ancak sekil ve yogunluktaki kiiciik farkliliklar, hidrojen baglanmasinin

diizeniyle aciklanabilir.

2800-3000 cm™ bolgesi, C-H gerilme titresimleri, metilen (-CH:) ve metil (-CHs) gruplarindan
kaynaklanmaktadir. Bizim FTIR grafigimizde, 6zellikle pH 6 ve 7'de daha belirgin olan ve

yaklasik 2900 cm™ civarinda gézlenen pikler, alifatik gruplarin g¢esitleri ve birlesmelerindeki
farkliliklarla iliskilidir.

1600-1800 cm™ bolgesinde; yaklasik 1640—-1650 cm™ civarinda gozlenen kiigiik bir pik genellikle
emilmis su molekiilleri arasindaki O-H titresimleriyle iliskilendirilmektedir. pH 5.0 ve 6.0'da daha
belirgin olan 1640 cm™ civarindaki pikler ise, bu yapinin daha fazla su tutabilme ozelliklerine

sahip olabilecegini gostermektedir.

FTIR grafigine gore, pH 3.0 ve 4.0 gibi diisiik pH’larda, seliilozun daha diizensiz bir yapiya sahip
oldugunu gostermektedir. Bu durum, 6zellikle 1000—-1200 cm™ bolgesindeki belirgin olmayan
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kiiciik piklerin varligiyla anlagilmaktadir. 1000—1200 cm™ bolgesi seliilozun karakteristik C-O-C
ve C-O gerilme titresimlerini gosterir. Bu bolgedeki pikler, yiiksek pH’larda (pH 5.0, 6.0 ve 7.0),
daha keskin ve yogun hale gelir, bu da selillozun daha diizenli bir yapiya sahip oldugunun

isaretidir.

Sonug olarak FTIR spektrumlar karsilastirildiginda, pH 5.0 ve pH 6.0 kosullarinda elde edilen
mikrobiyal seliilloz Orneklerinin daha belirgin ve keskin FTIR bantlarina sahip oldugunu
soyleyebiliriz. Ozellikle bu pH araliklarinda ~OH ve C—H bantlariin daha yogun ve net olmast,
seliilozun daha diizenli bir yapida oldugunun ispatidir. Buna karsilik pH 3.0 ve pH 4.0 kosullarinda
elde edilen spektrumlarda, daha zayif ve dagilmis —OH ve C—H bantlar mevcuttur. Bu durum,
sentezlenen seliillozun daha amorf karakterde oldugunu ortaya koymaktadir. pH 7.0 kosulunda ise

bantlar belirginligini korumakla birlikte pH 5.0—6.0’ya gore bir miktar daha diistiktiir.

Bu calisma verileri, liretim ortaminin pH derecelerinin mikrobiyal seliilozun yapisal 6zellikleri
tizerinde onemli etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Optimum iiretim pH aralig1 olarak pH
5.0-6.0 belirlenmistir ve bu pH araliginda iiretilen seliilozun daha diizenli ve yogun bir yapida
oldugu gosterilmistir. Bunun nedeni, bu pH kosullarinda mikrobiyal metabolizmanin daha verimli
calismast ve dolayisiyla daha yogun ve kaliteli selilloz olusumuyla agiklanabilmektedir.
pH 3.0 ve pH 4.0 gibi daha asidik ortamlarda, mikrobiyal aktivitenin baskilandig1 ve bu nedenle
selilloz sentezinin daha az miktarda ve diizensiz bir sekilde gerceklestigini isaret etmektedir.
Benzer sekilde, pH 7.0 kosulunda c¢evresel pH ndétr olmakla birlikte, seliiloz iireten
mikroorganizmalar a¢isindan optimum pH’nin disinda kalmakta ve bu da iirliniin kristallik
yapisin1 olumsuz etkileyebilmektedir. Asidik kosullarda (pH 3.0 ve 4.0) ise, selillozun amorf
yapisi, bakteriyel biiyimenin inhibe olmasi ve enzimatik aktivitelerin bozulmasiyla
iliskilendirilebilir.

Bu bulgular, iiretim ortaminin pH degerinin yalnizca mikrobiyal seliilozun miktarin1 degil, aym
zamanda endiistriyel liretimde istenilen kalite ve Ozelliklerde seliiloz elde etmek ig¢in iiretim

pH’min dikkatle kontrol edilmesi gerekliligini de ortaya koymaktadir.

Literatlirde de bizim elde ettigimiz sonuglara paralel bulgular mevcuttur. Yapilan ¢aligmalarda
mikrobiyal seliiloz iiretimi i¢in en uygun pH’inin, genellikle 5.0 ile 6.0 civarinda oldugu
bildirilmistir. Chao ve dig. (2000) Gluconacetobacter xylinus ile mikrobiyal seliiloz iiretimiyle
ilgili caligmasinda, pH 5.0-6.0 araliginda en yiiksek iiretim ve diizenli bir yapi1 elde etmislerdir.
pH 3.0'da ise seliiloz iiretimi gozlememislerdir. pH 5.0-6.0 araliginda mikrobiyal seliiloz
tiretiminin hem verim hem de kalite ag¢isindan en uygun sonuglar1 verdigini bildirmistir. Bu sonug,
mevcut calismada pH 5.0 ve 6.0°da gozlemlenen yiiksek yogunluklu FTIR bantlariyla da

desteklenmistir (Chao ve dig, 2000). Hong ve dig. (2012) yaptiklar1 ¢aligmada, diisik pH
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seviyelerinde (pH 3.0 ve alt1) elde edilen mikrobiyal seliilozun daha diizensiz bir yapiya sahip
oldugunu, FTIR analizinde zayif OH ve C—-O—C titresimleri ile gdzlemlendigini belirtmislerdir.
Bu durum, ¢alismada pH 3.0°da elde edilen zayif bantlarla tutarlidir (Hong ve dig, 2012).

Zahan ve dig. (2015), Acetobacter xylinum ile yaptiklari ¢alismada da en yliksek seliiloz tiretiminin
pH 5.0'da elde edildigini; diisiik pH seviyelerinde (pH 3.,5) ise seliiloz veriminin %60 azaldigin1
belirtmislerdir (Zahan ve dig, 2015). Li vd. (2020), Komagataeibacter hansenii ATCC 53582 ile
yaptiklar1 ¢alismada en yiiksek verimin 5.0-6.0 pH araliginda oldugunu belirtmislerdir. pH

diisiisiiniin ise seliiloz tiretimini olumsuz etkiledigini bildirmislerdir (Li ve dig, 2020).

Genel olarak literatiirden elde edilen sonuglara gére dnemli seliiloz iireticisi olan bakteriler i¢in
optimal pH'nin genellikle 5.0 civarinda oldugu ifade edilmistir. Arastirmalarda, seliiloz tiretiminin
pH 4.0'm altinda ve pH 6.0'm iizerinde onemli Ol¢iide azaldigi belirtilmistir. Bu asirt pH
degerlerinin hem bakteri liremesi ve metabolizmasi lizerinde ve hem de seliiloz sentezi lizerinde
olumsuz etkilere sahip olmasiyla agiklanabilir. Sonug olarak bu verilere dayanarak, mikrobiyal
seliiloz tiretimi i¢in en uygun pH araliginin 5.0 ile 6.0 oldugu sdylenebilir. Cogu arastirma, pH 5.0
civarmni en yiiksek verim i¢in ideal olarak gosterse de, bazit durumlarda pH 6.0 veya 5.5-6.0 aralig
da etkili bulunmustur. Bu farkliliklar, kullanilan bakteri susu ve iiretim kosullarindan

kaynaklanabilir.

Hem literatiirdeki FTIR verileri ve hem de bizim FTIR verilerimiz net bir sekilde pH'nin
mikrobiyal seliiloz sentezini etkiledigini desteklemektedir. Oldukca diisiik pH seviyelerinde (3.0
ve 4.0), seliiloz daha amorf bir yapiya sahiptir, bu da asidik kosullarin seliilozun olusum siirecini
veya zincir olusumunu olumsuz etkilemesiyle agiklanmaktadir. Asidik ortamlar, seliiloz
zincirlerinin hidrolizine neden olarak seliiloz zincirlerinin kisalmasima ve diizenli nanofibril

yapinin azalmasina neden olmaktadir.

4.4.5 Farkh karbon kaynaklarinda iiretilen mikrobiyal seliilozun DTA sonuglari

Sekil 4.9'da mannitol, siikroz ve glikoz karbon kaynaklar1 kullanilarak tiretilen mikrobiyal seliiloz

numunelerine ait Diferansiyel Termal Analiz (DTA) egrileri verilmistir.
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Sekil 4.9 : Farkli karbon kaynaklarinda iiretilen mikrobiyal seliilloz numunelerine ait DTA

egrileri

DTA egrilerinde goriilen endotermik ve ekzotermik pikler, 6rneklerimizin 1s1l olaylarini temsil
etmektedir. Her {i¢ numune de 300-370 °C araliginda belirgin termal olaylar gostermektedir, bu

da mikrobiyal seliilozun termal bozunma sicakligi hakkinda bilgi verir.

Glikoz ortaminda iiretilen mikrobiyal seliilloza ait termal bozunma sicakligi 329.22 °C'de
ekzotermik pik gostermistir. Bu sonug daha diizenli yapiya ve daha diisiik safsizlik oranina sahip
olabilecegini diisiindiirmektedir. Mannitol ortaminda {iretilen mikrobiyal seliiloza ait termal
bozunma sicakligi 307.45 °C'de olup, daha erken bozundugunu ve termal stabilitesinin daha diistik
olabilecegini gostermektedir. Siikroz ortaminda {iretilen mikrobiyal seliiloza ait termal bozunma
sicakligl 314.48 °C ve 366.97 °C olmak ftizere iki belirgin pik olarak gdzlenmistir. Bu durum,
siikroz ortaminda {retilen mikrobiyal selillozun ¢ift asamali bir bozunma gosterdigini

diistindiirmektedir.

Sonug olarak elde edilen DTA verilerine gore, mikrobiyal selillozun termal kararliligi karbon
kaynagina bagl olarak degismektedir. Siikroz ile iiretilen seliiloz, en yiiksek termal stabiliteye
sahipken, mannitol ile iiretilen selilloz daha diigiik termal dayanima sahiptir. Bu bulgular,
mikrobiyal seliilozun o6zelliklerinin {iretim silirecinde kullanilan karbon kaynagina gore
degisebilecegini gostermistir. Uygulama acisindan degerlendirildiginde termal stabilite

bakimindan siikroz, mikrobiyal seliiloz iiretiminde daha avantajli bir karbon kaynagidir. Siikrozun
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bu 6zelliginden dolayi, tibbi implantlar, elektronik parcalar veya kompozit malzemeler gibi yiiksek
sicaklikta islem gerektiren uygulamalarda siikroz ile iiretilmis mikrobiyal seliilloz tercih
edilmelidir. Diger taraftan, mannitol ile iiretilen mikrobiyal seliiloz daha diisiik termal stabiliteye

sahip olsa da, bu tiir yapilarin daha esnek ve biyobozunur olmasi gibi avantajlara sahiptir.

4.4.6 Farkh ph derecelerinde iiretilen mikrobiyal seliilozun DTA sonuglari

Sekil 4.10°da, farkli pH kosullarinda (pH 3.0—7.0) iiretilen mikrobiyal seliiloz numunelerinin DTA
egrileri karsilagtirilmistir. pH degisiminin mikrobiyal seliilozun termal stabilitesine olan etkisi

acikca gozlemlenmektedir.

DTA
uVv
5 ——— PH3(DTA)tad f
e PH4{DTA) tad
— PH5(DTA)tad ;
—— PH-6(DTA).tad |
PH7-(DTA).tad |
100.00- ﬁ ;
| I
[l
|
' )
5000 IV
000 —_—
000 ' 100.00 200,00 300,00 200,00 500.00

Temp [C]

Sekil 4. 10 : Farkli pH kosullarinda iiretilen mikrobiyal seliiloz numunelerine ait DTA egrileri

Farkli pH derecelerinde {iretilen mikrobiyal seliiloza ait numuneler yaklasik 350-480 °C
araliginda belirgin bir ekzotermik pik gostermis olup, bu pikler mikrobiyal seliilozun termal

bozunmasina isaret etmektedir.

DTA analizine gore, mikrobiyal selillozun termal davranisi liretim ortaminin pH’1na bagl olarak
onemli degisiklikler gostermektedir. pH 3.0 ve pH 7.0 numunelerinde gozlenen piklere gore, bu
pH kosullarinda iiretilen mikrobiyal seliilozun daha yiiksek safsizliga sahip oldugunu ifade

etmektedir. pH 4.0, pH 5.0 ve pH 6.0 numunelerinde gozlenen piklere gore ise, mikrobiyal
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seliilozun daha diisiik safsizlik iceren bir yapida oldugunu gdstermektedir. Ozellikle pH 5.0 ve pH

6.0, en diislik termal olaylar sergileyerek daha stabil veya homojen yapilar iiretmistir.

DTA sonuglarina gore, mikrobiyal seliilozun termal kararlilig1 iiretim ortaminin pH seviyesine
biiyiik 6l¢iide bagli oldugunu isaret etmektedir. pH'in biosentez mekanizmasini etkileyerek seliiloz
nanofibrillerinin organizasyonunu degistirdigini gdstermektedir. Bu nedenle tiretim kosullarinin
dikkatle optimize edilmesi gerekmektedir. Bu bulgular, pH’in mikrobiyal seliilozun uygulama

potansiyeli lizerinde belirleyici rol oynadigini géstermektedir.

4.4.7 Farkh karbon kaynaklarinda iiretilen mikrobiyal selillozun TGA sonuclar:

Termogravimetrik Analiz (TGA), bir materyalin sicaklikla birlikte agirlik degisimini izleyerek
termal stabilitesini degerlendiren 6nemli bir tekniktir. Sekil 4.11° de Mannitol, Siikroz ve Glikoz
karbon kaynaklariyla iiretilen mikrobiyal seliiloz numunelerinin TGA egrileri verilmistir. Bu
egriler, kullanilan karbon kaynaginin mikrobiyal seliilozun termal bozunma davranisi tizerindeki

etkisini ortaya koymaktadir.

TGA
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100.00 —
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-OAIOO 100.00 206,00 300.00 400.00
Temp [C]

Sekil 4.11 : Farkli karbon kaynaklariyla iiretilen mikrobiyal seliiloz numunelerinin TGA egrileri

Mannitol ile iiretilen mikrobiyal seliiloz en erken termal bozunmay1 gosteren numunedir. Yaklagik
%350 kiitle kayb1 290-330 °C araliginda gerceklesmistir. Bu durum, mannitol ile iiretilen
mikrobiyal seliilozun daha diisiik termal stabiliteye sahip oldugunu gostermektedir. Bu durumun

nedeni yiiksek oranda safsizlik ve kisa zincirli nanofibril yapili olmast ile iliskilendirilmektedir.
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Siikroz ile iiretilen mikrobiyal seliiloz, orta derecede termal stabilite gostermektedir. Bozunma
sicakligr mannitole gore biraz daha yiiksek, ancak glikozdan diisiiktiir. Yaklasik %50 kiitle kayb1
300-340 °C araliginda meydana gelmektedir.

Glikoz ile tiretilen mikrobiyal seliiloz ise en yiiksek termal stabiliteye sahip numunedir. Bozunma
sicaklig diger iki karbon kaynagina gore daha ge¢ baslamaktadir. 310-360 °C araliginda yaklasik
%050 kiitle kayb1 gozlemlenmistir. Bu durum, glikoz ortaminda iiretilen mikrobiyal seliilozun daha

uzun polimer zincirlere sahip oldugunu ve daha saf yapi i¢erdigini diisiindiirmektedir.

TGA sonuglari, kullanilan karbon kaynaginin mikrobiyal seliilozun bozunma sicakliklarini ve
termal dayanimin1 6nemli dl¢iide etkiledigini gostermektedir. TGA sonuglari, DTA bulgulariyla
uyumlu olarak, glikoz ortaminda iiretilen mikrobiyal seliilozun en yiiksek termal stabiliteye sahip

oldugunu dogrulamaktadir.

4.4.8 Farkh pH derecelerinde iiretilen mikrobiyal seliillozun TGA sonuglari

Termogravimetrik Analiz (TGA), bir malzemenin termal bozunma davranigini degerlendirmek
icin kullanilan bir tekniktir ve agirlik kaybini sicaklikla iliskilendirir. Grafik, farkli pH

seviyelerinde {iretilen selillozun termal bozunma profillerinde belirgin farkliliklar oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.12 : Farkli pH seviyelerinde iiretilen selillozun TGA verileri

Mikrobiyal seliillozun termal stabilitesi, tiretim sirasinda kullanilan pH degerine (pH 3.0, 4.0, 5.0,

6.0 ve 7.0) bagh olarak degismektedir. Tiim numunelerde termal bozunma {i¢ ana agamada
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gerceklesmektedir: 0-200°C araliginda hafif kiitle kayb1 (%5-10), nem ve ugucu bilesiklerin
desorpsiyonu ile iliskilendirilmektedir, 200-400°C araliginda keskin kiitle kayb1 (%50-70), seliiloz
zincirlerinin depolimerizasyonu, piroliz ve karbonizasyon siireclerini temsil etmektedir, son agama
ise 400-500°C araligindaki yavas kiitle kaybi, kalinti olusumu (kiil veya karbon) ile

sonuclanmaktadir.

pH 3.0 ve pH 4.0’ da iiretilen seliiloz daha diisiik sicakliklarda bozunma egilimi gostermekte olup
termal olarak daha az dayaniklidir. pH 5.0 ve pH 6.0°da iiretilen seliiloz ise daha yiiksek bozunma

sicakligina sahip oldugu i¢in daha iyi termal stabilite gostermektedir.

pH 5.0 hem bizim ¢alismamizin sonuglarina hem de literatiir verilerine gore optimal iiretim pH's1
olarak bilinmektedir. 400°C'de %60-65’1ik bir kayip ancak, %15-20 kalint1 orani ile seliilozun

termal stabilitesi maksimum oldugu goriilmektedir (Panesar ve dig, 2012; Girard, 2024).

Farkli pH seviyelerinde gozlenen bu termal stabilite farkliliklari, seliilozun kristal yapisi,
polimerizasyon derecesi veya kimyasal modifikasyonlar gibi yapisal 6zelliklerden

kaynaklanabilir.

Bu bulgular, mikrobiyal seliilozun termal stabilitesini optimize etmek icin iiretim kosullarinin
dikkatle secilmesi gerektigini gostermektedir.

4.4.9 Farkh karbon kaynaklarinda iiretilen mikrobiyal seliilozun XRD sonuclari

4.4.9.1 Karbon kaynag olarak glikozu kullanarak iiretilen mikrobiyal seliillozun XRD
sonuclari

Sekil 4.13.’deki XRD grafigi, karbon kaynagi olarak glikoz kullanilan ortamda iiretilen mikrobiyal
selillozun kristal yapisim1 gostermektedir. Grafikte goriilen net ve keskin pikler, glikozun

mikrobiyal seliiloz iiretiminde etkili bir karbon kaynagi oldugunu dogrulamaktadir.
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Sekil 4.13 : Glukoz ortaminda tiretilen mikrobiyal seliillozun XRD grafigi

Grafikte, 20 degerinde yaklasik olarak 14.8° ve 22.7° civarinda belirgin iki tepe noktas1 mevcuttur.
Bu pikler mikrobiyal seliilozun karakteristik kristal bolgelerini temsil etmektedir. Bu degerler,
seliiloz Ia kristal formuna karsilik gelmekte olup, yiiksek kristallik oranini isaret etmektedir. Bu
veriler numunemizin yiiksek kristallik derecesine sahip oldugunu gostermektedir. Kristallik
derecesi, selillozun mekanik 6zelliklerini, su tutma kapasitesini ve biyolojik bozunabilirligini

etkileyen 6nemli bir parametredir.

Ayrica bu kristal bolgeleri ifade eden piklerin etrafinda ise 20 degerinde 20° ile 80° arasinda genis
tabanli, diisiik yogunlukta bir sacilma egrisi yer almakta olup bu sinyaller, materyalin amorf yapili
bolgelerini temsil etmektedir. Bu genis amorf bolge sinyali, mikrobiyal seliilozun yar1 kristalin
dogasin1 dogrulamaktadir. Elde edilen bu sonuglar, glikozun etkili bir karbon kaynagi oldugunu

ve mikrobiyal seliilozun saf, kristalin bir yapida iiretilebildigini gostermektedir.

Bu kristal yapinin olusumunda, karbon kaynagi olarak kullanilan glikozun etkisi biiytiktiir. Ciinkii
glikoz, bakteriler tarafindan kolaylikla metabolize edilebilmekte, bu da daha kontrollii bir seliiloz
tiretimi ve yliksek kristallik oranina sahip {iriin elde edilmesini saglamaktadir. Grafikte goriilen net

ve keskin pikler, mikrobiyal seliillozun yiiksek kristallik derecesine sahip oldugunu ve {iretimin
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basarili gergeklestigini de dogrulamaktadir. Karbon kaynagi olarak glikoz kullanilarak {iretilen
mikrobiyal seliilozun yaklasik %78.7 kristallik oranina sahip olmas1 da yiiksek oranda diizenli bir

kristal yapinin gostergesidir.

Mikrobiyal seliiloz, dogrudan bakteriler tarafindan sentezlenen bir biyopolimerdir ve genellikle
selilloz Io formunda kristallenir. Bu form, dogal bitkisel seliilozdan farkli olarak daha saf ve
yiiksek kristalin yapiy1 ifade etmektedir. Glikoz, mikrobiyal seliiloz {iretiminde yaygin olarak
kullanilan bir karbon kaynagidir. Ciinkii glikoz bir monosakkarit oldugu i¢in kolayca fermente
edilerek dogrudan hiicre metabolizmasina katilmaktadir. Glukoz, ayni zamanda mikrobiyal
seliilozun sentezlenmesinde Oncii olarak gorev aldigi icin, seliilozun iiretimin daha kontrolli
gerceklesmesini de saglamaktadir. Bu nedenle yiiksek kristallik oranina sahip seliilozun elde

edilmesini kolaylastirmaktadir (Iguchi, M. Y (2000).

4.4.9.2 Karbon kaynag@i olarak siikrozu kullanarak iiretilen mikrobiyal seliilozun XRD

sonuclari

Bu boliimde, karbon kaynagi olarak siikroz kullanilan ortamda {iretilen mikrobiyal seliilloz
ornegine ait X-Isini1 Difraksiyon (XRD) grafigi goriilmektedir. XRD analizi, mikrobiyal seliilozun

kristal yapisinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir tekniktir.

[SAMKAROZ raw] - Full Chart

1250

1000

7a0

Intensity(Counts)

S00

250

TInanu Universitesi Bilimsel ve Teknolajik Arastirma Lab, [IHOINL-SéhH 00 LD Rigaku] <c-Windmax\Data\2020> Tuesday, Jan 18, 2023 05:39a (MDWIADES)

Sekil 4.14 : Siikroz ortaminda iiretilen mikrobiyal seliilozun XRD grafigi

41



Grafikte yaklasik olarak 20 diizleminde 14.7° ve 22.9° degerlerinde belirgin iki kristal pik
saptanmistir. Bu pikler, mikrobiyal selillozun selilloz Io kristal yapisinda oldugunu
gostermektedir. Bu kristal yapilar, seliiloz zincirlerinin diizenli bir sekilde dizildigi bolgeleri ifade
etmektedir. Bununla birlikte, 6zellikle 20°—80° araliginda gézlemlenen diisiik yogunluklu ve genis
tabanli sinyaller ise, mikrobiyal seliilozun amorf bolgelerini isaret etmektedir. Bu durum,
materyalin  yar1  kristalin  bir  yapiya sahip  oldugunu ortaya  koymaktadir.
Karbon kaynagi olarak siikroz kullanilarak {iretilen mikrobiyal seliilozun kristallik orani da
yaklasik % 63.6’dir. Bu oran, siikroz ortaminda {iretilen mikrobiyal seliilozun da belirli bir
diizeyde kristallige sahip oldugunu gdstermektedir. Glikoz ortamina kiyasla daha diisiik kristallik
orani, siikrozun mikrobiyal metabolizmadaki farkliligina ve {iiretim kosullarindaki etkisine
baglanabilir.

XRD verilerimiz, karbon kaynagi olarak glikoz kullanildiginda elde edilen mikrobiyal seliilozun
kristallik derecesinin siikroza kiyasla daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Bu durum, glikozun
bakteriler tarafindan daha hizli ve etkili bir sekilde metabolize edilmesine baglanabilir. Kristallik
derecesindeki bu fark, seliillozun mekanik ve fiziksel 6zelliklerini dogrudan etkileyebileceginden,

hedef uygulamaya uygun karbon kaynagi se¢cimini 6nemli kilmaktadir.

4.4.9.3 Karbon kaynag olarak mannitolii kullanarak iiretilen mikrobiyal seliilozun XRD

sonuclari

Bu ¢aligmada, karbon kaynagi olarak mannitol kullanilarak mikrobiyal seliilozun X-151n1 kirtnimi

(XRD) analizi gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.15 : Mannitol ortaminda iiretilen mikrobiyal seliilozun XRD grafigi

Mannitol karbon kaynagi kullanilarak iiretilen mikrobiyal seliillozun XRD grafigi incelendiginde,
seliloza Ozgii karakteristik piklerin gozlendigi belirlenmistir. En yogun pik yaklasik 26
diizleminde 22,7°, 16.9° ve 14.7° civarinda yer almakta olup, bu pik seliiloz I formunun yapisinin
kristalin bolgelerine karsilik gelmektedir. Bu sonug, mannitol ortaminda iiretilen mikrobiyal
seliilozun dogal kristalin yap1 6zelliklerini korudugunu gostermektedir. Piklerin alt bolgelerinde
mevcut olan amorf katkilar ise seliiloz zincirlerinin diizensiz bolgelerini ifade etmektedir. Bu
durum, mikrobiyal seliilozun yiiksek kristallik derecesine sahip olmakla birlikte belirli oranlarda

amorf bolgeler de icerdigini gdstermektedir.

Ug farkli karbon (glikoz, siikroz, mannitol) ortaminda iiretilen mikrobiyal seliilozun XRD verileri
karsilastirildiginda; Glikoz ortaminda iiretilen mikrobiyal selillozun XRD difraktograminda 260
diizleminde 14,5° ve 22,7° bolgelerinde oldukea keskin ve yliksek siddette pikler ortaya ¢ikmustir.
Bu durum, glikoz ortaminda iiretilen selillozun yiiksek kristallik derecesine sahip oldugunu

gostermektedir. Ayrica gozlenen pikler, selilloz 1 yapisinin baskin olarak iiretildigini
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dogrulamaktadir. Siikroz ortaminda iiretilen mikrobiyal seliillozun XRD grafiginde en belirgin
pikler yaklasik 20 = 14,7° ve 22,7° bolgelerinde gozlenmistir. Piklerin varligi kristalin yapi
olusumunu dogrulamakla birlikte, glikoz ortamina kiyasla daha diisiik yogunlukda oldugunu
gostermistir. Bu durum, siikroz ortaminda iiretilen mikrobiyal seliilozun kristallik derecesinin daha
disiik oldugunu gostermektedir. Mannitol ortaminda iiretilen mikrobiyal seliillozun XRD
grafiginde ise, glikoz ve siikroz ortamlarina kiyasla daha fazla sayida pik gdzlenmistir. Ozellikle
20 diizleminde 14,5°, 16,9° ve 22,7° bolgelerindeki karakteristik seliiloz I pikleri net olarak ortaya
¢ikmistir. Bunun yaninda farkli bolgelerde goriilen ek pikler, kristalin yapiya ek olarak amorf
bolgelerin de bulundugunu géstermektedir. Bu durum, mannitol ortaminda {iiretilen mikrobiyal
seliilozun hem Karbon kaynagi, mikrobiyal seliilozun iiretim verimi, morfolojisi ve kristal yapist

tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. kristalin hem de amorf 6zellikler tagidigini diistindiirmektedir.

Sonug olarak, mikrobiyal seliiloz iiretiminde besiyerine eklenen karbon kaynagi; mikrobiyal
seltilozun tiretim verimini, morfolojisini ve kristal yapisini etkiledigini sdyleyebiliriz. Ancak,
mikrobiyal seliilloz iiretiminde hangi karbon kaynagimin daha avantajli oldugu hakkinda bir
genelleme yapmak dogru degildir. Ciinkii iiretimde kullanilan mikroorganizma tiirii, kiiltiir
ortaminin bilesimi, pH, inkiibasyon siiresi gibi liretim kosullarina bagli olarak degisebilmektedir.
Literatiirde de iiretim kosullarma ve kullanilan mikroorganizma ¢esidine bagl olarak farkli
sonuglar mevcuttur. Ornegin Mikkelsen ve dig. (2009) Komagataeibacter xylinus ATCC 53524
bakterisi ile yaptiklari bir ¢aligmada, karbon kaynaginin seliiloz iiretim hizin1 ve verimini
etkiledigini, ancak elde ettikleri seliilozun molekiiler yapist ve kristallik derecesinin sentez
sirasinda kullanilan karbon kaynaklarindan genellikle oldugunu ifade etmislerdir (Mikkelsen ve

dig,2009).

4.4.10 Farkh pH derecelerinde iiretilen mikrobiyal seliillozun XRD sonug¢lari

Ortamin pH degeri, mikrobiyal hiicrelerin metabolik faaliyetleri ve seliiloz sentezi sirasinda olusan
kristal yap1 lizerinde dogrudan etkili bir parametredir. Bu analiz, farkl1 pH kosullarinin mikrobiyal

seliilozun yapisal 6zelliklerine etkisini degerlendirmek amaciyla yapilmstir.

4.4.10.1 pH 3.0 derecelerinde iiretilen mikrobiyal seliilozun XRD sonuclari

Bu caligmada, pH 3.0'da iiretilen mikrobiyal selillozun X-151m1 kirmimi (XRD) analizi
gergeklestirilmistir.

44



[PH3-- raw] - Full Chart

500 l

500

400

Intensity(Counts)

200

100

I1tlllll2tlllll3tlllll‘IIIIS‘UIIIIE‘U‘III?‘U‘IIIEU

a0
2-Theta()

“Inanu Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Lab. [INONU- St O0F LD Rigaku] <c:WiindmaxData Q020> Tuesday, Jan 18, 2022 05:38a (MDIADES)

Sekil 4.16 : pH 3.0'da iiretilen mikrobiyal seliilozun XRD grafigi

Grafikte 14.8°, 16.9° ve 22.7° civarinda onemli pikler gézlemlenmektedir. Bu belirgin pikler,
mikrobiyal seliilozun kristalin yapisinin bir gostergesi olarak yorumlanabilir. Bu pikler, seliilozun
I (alfa) formuna karsilik gelmektedir. pH 3.0°da iiretilen mikrobiyal seliilozun kristalin indeksi
yaklasik %60°dir. 22.7° civarindaki en keskin ve yiiksek yogunluklu pik, mikrobiyal seliilozun
kristalitesinin 6nemli oldugunu gostermektedir. Sonu¢ olarak, pH 3.0 kosularinda {retilen
mikrobiyal seliilozun XRD analizi, materyalin yiiksek kristallik oranina sahip oldugunu ve seliiloz
Io formunun baskin oldugunu ortaya koymaktadir. Bu yapisal 6zellikler, selillozun ileri diizey

biyomalzeme uygulamalari i¢in uygun bir aday oldugunu desteklemektedir.
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4.4.10.2 pH 4.0 derecelerinde iiretilen mikrobiyal seliillozun XRD sonuglari

Mikrobiyal seliillozun kristal yapisini incelemek amaciyla yapilan X-Isin1 Difraksiyon (XRD)
analizi, Uriiniin fiziksel ve yapisal 6zelliklerinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.

Sekilde sunulan XRD grafigi, pH 4.0 kosularinda iiretilen mikrobiyal seliiloz numunesine aittir.
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Sekil 4.17 : pH 4.0'da tiretilen mikrobiyal seliilozun XRD grafigi

Sekil 4.17.de pH 4.0 ortaminda iiretilen mikrobiyal selillozun XRD grafigi goriilmektedir.
Grafikte yaklasik olarak 20 diizleminde 14.9° ve 22.8° konumlarinda kristal yapiya karsilik gelen

iki ana pik saptanmistir. Bu pikler, seliiloz la formuna ait karakteristik piklerdir.

Ancak, bu piklerin yogunluklarimin ve keskinliklerinin olduk¢a diisiik olmasi, kristal yapidaki
diizensizliklerin ve amorf yapmin fazlaligiyla iliskilidir. Ozellikle genis tabanli sinyal dagilimu,

mikrobiyal seliilozun diisiik kristallik derecesine (% 54.8) sahip oldugunu gdstermektedir.

Diisilk pH dereceleri, hiicrelerin optimum enzimatik aktivitesini engelleyerek diizglin zincir

olusumunu ve kristallesmeyi zorlastirmaktadir.
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4.4.10.3 pH 5.0 derecelerinde iiretilen mikrobiyal seliillozun XRD sonuglari

Bu boliimde, mikrobiyal seliiloz iiretim ortaminin pH degeri 5.0 olarak ayarlanarak elde edilen

seliilozun X-1s1n1 difraksiyon (XRD) analizi sonuglar1 degerlendirilmistir.

[PHS--.rawe] - Full Chart

B0

s00

N
=
=

e 0%

w
=
=

Intensity(Counts)

200

100

.1.0.‘..2.0‘...3.0‘.."...‘S‘D..‘.E.ﬂ..‘.?.ﬂ.‘..an

40
2-Theta(®)

Tnonu Universitesi Bilimsel ve Teknolajik Arastirma Lab [INCINU- Setl Q10 L0 Rigabu] <c Windmax\Data'2020 > Tuesday, Jan 18, 2022 05:43a (MOIIADER)

Sekil 4.18 : pH 5.0'da tiretilen mikrobiyal seliilozun XRD grafigi

Grafikte de goriildiigl gibi, pH 5.0 kosullarinda iiretilen mikrobiyal seliillozun XRD deseninde
yaklasik 20 diizleminde 15.0° civarinda ve yaklasik 22.6° civarinda iki temel pik tespit edilmistir.

Bu pikler, seliiloz I formunun (6zellikle Ia) karakteristik yapisal motiflerini gdstermektedir. 22.6°
civarindaki keskin ve yliksek pik, kristalin yapinin baskinligini ortaya koyarken; 15.0° civarindaki

daha genis pik, diizenli kristal bolgelerle birlikte amorf bolgelerin de varligini isaret etmektedir.

pH 5.0°da dretilen mikrobiyal seliilozun kristalin  indeksi yaklasitk %67 dir.
Bu deger, bakteriyel seliiloz i¢in literatiirde bildirilen (%60—-80) araligiyla uyumludur ve yiiksek

kristalinlik derecesini isaret etmektedir.

pH 5.0'da elde edilen bu analiz sonuglari, literatiirdeki ¢alismalarla da olduk¢a uyumludur. Yiiksek

kristallik indeksi hem sertlik hem de esneklik gerektiren uygulamalar icin uygundur. Ozellikle
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yara Ortiileri, doku miihendisligi iskeleleri ve kompozit iiretimi gibi alanlarda tercih edilebilecek

nitelikte bir mikrobiyal seliiloz yapis1 elde edilmistir.

Literatiirde yer alan bir¢ok calismada da, mikrobiyal seliillozun kristallik indeksinin kullanilan
karbon kaynagina, iiretim siiresine ve ortam kosullarina gore degistigi bildirilmistir. Lin ve dig.
(2013), standart Hestrin-Schramm (HS) ortaminda pH 5.0 kosullarinda iiretilen mikrobiyal seliiloz
icin kristallik indeksini %55-60 araliginda oldugunu belirtmislerdir (Lin ve dig, 2013). Lahiri
(2021), pH 4.5-5.5 araliginda mikrobiyal seliiloz tiretiminin en verimli kristal yap1 olusturdugunu,
bu aralikta seliiloz Ia. formunun baskin oldugunu bildirmiglerdir (Lahiri, 2021). Ul-Islam ve dig.
(2012) ise, pH 5.0 civarinda iiretilen mikrobiyal seliillozun, kristallik derecelerinin biyomedikal

uygulamalarda ideal mekanik 6zellikler sagladigini vurgulamislardir (Ul-Islam ve dig, 2012).

4.4.10.4 pH 6.0 derecelerinde iiretilen mikrobiyal seliillozun XRD sonuglari

Sekilde pH 6.0 kosularinda tiretilen mikrobiyal seliilozun XRD grafigi verilmistir.
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Sekil 4.19 : pH 6.0’da {iretilen mikrobiyal seliillozun XRD grafigi
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XRD grafiginde 20 diizleminde 14.7° ve 22.8° civarinda seliiloza ait karakteristik pikler
goriilmektedir. Bu pikler, seliiloz-I yapisinin varligin1 dogrulamaktadir. Ayrica grafikte goriilen
genis tabanli egriler de, drnekte amorf bolgelerin bulundugunu ifade etmektedir. pH 6.0’da

iretilen mikrobiyal seliilozun kristalin indeksi yaklasik %51 olarak hesaplanmistir.

Sonu¢ olarak, pH 6.0 {iiretim kosulunun yapisal olarak diizenli bir malzeme olusumunu
destekledigini, bu da mekanik gii¢c ve stabilite gerektiren uygulamalar icin avantajli oldugunu

gostermektedir.

Bu calismadan elde edilen bulgular, literatiir verileriyle uyumludur. Ornegin, Jonas ve Farah
(1998), mikrobiyal selillozun tipik XRD deseninde 14-15° ve 22-23° boélgelerinde pikler
gozlendigini rapor etmislerdir (Jonas ve Farah, 1998). Klemm ve dig. (2005), iiretim
parametrelerinin kristalinite tizerinde belirgin etkisi oldugunu belirtmislerdir (Klemm ve dig,

2005).

4.4.10.5 pH 7.0 derecelerinde iiretilen mikrobiyal seliilozun XRD sonuclari

Sekil 4.20’de pH 7.0 kosullarinda tretilen mikrobiyal seliilozun X-1s11 kirmimi (XRD) verileri

incelenmis ve seliilozun kristalin yapis1 belirlenmistir.
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Sekil 4.20 : pH 7.0'd tiretilen mikrobiyal seliilozun XRD grafigi

XRD deseninde 20 diizleminde 14—17° araliginda ¢ift pikler ve 22.8° civarinda seliiloz-I yapisina
0zgii pikler ve ayrica amorf bolgelerin varligini ortaya koyan genis tabanl egriler saptanmustir.
pH 7.0 kosullarinda {tiretilen mikrobiyal seliilozun kristalinlik indeksi (Crl) yaklasik %44 ile orta
diizey kristalinlige sahiptir. pH 7.0 kosullarinda iiretilen mikrobiyal seliiloz, seliiloz-I formuna ait

karakteristik piklere sahiptir.

Calismamizdan elde edilen bulgular, literatiir sonuglariyla da uyumludur. Ornegin, Klemm ve ark.
(2005) ile Iguchi ve ark. (2000), mikrobiyal seliilozun yiiksek kristalin derecesinin pH 5’de
oldugunu ve pH gibi {iretim parametrelerinin sentezlenen mikrobiyal seliilozun kristalinitesi
tizerinde etkili oldugunu rapor etmislerdir (Klemm ve dig, 2005; Iguchi ve dig, 2000). Benzer
olarak Jonas ve Farah (1998) da mikrobiyal seliilozun 14—-17° ve 22-23° bolgelerinde tipik pikler
sergiledigini bildirmislerdir (Jonas ve Farah, 1998).

pH 3.0-7.0 arasinda firetilen mikrobiyal selillozun XRD verileri ve kristallin indeksleri

karsilastirildiginda tablo 4.3.’de goriildiigii tizere kristallin indeks pH 5.0’da en yiiksek (%67.0),
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pH 7.0’da en diisiik (%44.0) olarak belirlenmistir. Literatiirde de en yliksek kristalin indeksinin
pH 5°de oldugu ifade edilmistir (Yamanaka ve dig, 1989; Iguchi ve dig, 2000).

Mikrobiyal seliilozun kristalin ve amorf faz orani, hem fiziksel hem de mekanik 6zelliklerini
etkileyen Onemli bir parametredir. Ortamin pH seviyesi, mikrobiyal hiicrelerin metabolik
aktiviteleri ve seliiloz biyosentezinde rol oynayan enzimlerin islevselligi agisindan biiyiik 6nem
tasidigini ve iiretim ortaminin pH degeri, bakteriyel enzimatik aktiviteler ve seliiloz zincirlerinin
yonelimi lizerinde belirleyici bir rol oynadigini ifade edebiliriz. Sonug¢ olarak; daha yiliksek
kristallik derecesine sahip mikrobiyal seliilozun, yapisal biitiinliikk ve dayaniklilik gerektiren
endiistriyel veya teknik uygulamalar (6rnegin biyomedikal implantlar veya kompozit malzemeler)
icin tercih edilmekle beraber, amorf yapinin biraz daha fazla olan mikrobiyal seliilozun ise esnek

film veya kaplama materyalleri olarak kullanimi tercih edilebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, kombucha kiiltiirii kullanilarak mikrobiyal seliiloz iiretimi gergeklestirilmis, elde
edilen biyomalzeme c¢esitli analiz yontemleri ile karakterize edilmis ve liretim verimliligi tizerinde
etkili olan bazi gevresel parametreler optimize edilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda

asagidaki temel bulgulara ulasilmistir:

Kombucha kiiltiirii, simbiyotik yapisi sayesinde mikrobiyal seliiloz tiretimi i¢in etkili bir biyolojik

ajan olarak degerlendirilmistir.

Kombucha kiiltiiriinii tiretmek amaciyla alternatif bir besiyeri olarak oldukca ucuz, dogal ve

kolaylikla elde edilebilen siyah ¢ay kullanilmistir.

Sonuglarimiz diisiik maliyetli mikrobiyal seliiloz tiretimi i¢in farkli ¢alismalarin planlanmasina

katki saglamistir.

Glukoz igeren, pH 5.0 ve 28 °C’de inkiibe edilen ortamlar, seliiloz {iretimi agisindan en yiiksek

verimi saglamistir.

Uretilen mikrobiyal seliiloz, FTIR, SEM ve XRD analizleri ile yapisal olarak karakterize edilmis;

saf seliilozun tipik 6zelliklerini tagidig1 goriilmistiir.

Termogravimetrik analiz sonuglari, mikrobiyal seliilozun yiiksek sicakliklara kars1 dayanikliligin

ortaya koymustur.

Su tutma kapasitesi yiiksek olan mikrobiyal seliilloz Ornekleri, biyomedikal uygulamalarda

potansiyel kullanim alanlarina isaret etmektedir.

Bu sonuglar, kombucha kiiltiiriiniin mikrobiyal seliiloz iiretiminde siirdiiriilebilir, ekonomik ve

cevre dostu bir kaynak olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.

Oneriler;

1. Uretim kosullarinin optimizasyonu daha genis deneysel tasarimlarla (6rnegin, Response Surface

Methodology) desteklenerek verim artirilabilir.

2. Alternatif tarimsal atiklar veya endiistriyel yan iiriinler karbon kaynagi olarak test edilerek

maliyet diisiirtilebilir.

3. Mikrobiyal seliilozun biyomedikal uygulamalar1 (6rne8in yara Ortiisii, doku miihendisligi

iskeleleri) i¢in biyouyumluluk ve sitotoksisite testleri yapilmalidir.
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4. Seliilozun kimyasal modifikasyonu ile iletkenlik, antibakteriyel 6zellik veya elastikiyet gibi

fonksiyonel 6zellikler kazandirilabilir.

5. Uretim 6lgeginin laboratuvar o6lceginden pilot &lgege tasmarak ticari potansiyel

degerlendirilmelidir.
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