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OZET

Bu ¢alismada, seker pancar1 melasindan Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759
kullanarak farkli kiiltiir teknikleri (geleneksel statik ve kademeli kolon statik kiiltiir) ile
bakteriyel seliiloz (BS) tiretimi incelenmistir. Deneyler fermantasyon siiresi belirleme,
optimizasyon, kademeli kolon statik kiiltiir (KKSK) ve iiretilen BS’lerin karakteristik

Ozelliklerinin belirlenmesi asamalarindan olusmaktadir.

KKSK ve geleneksel statik kiiltiir teknigiyle yapilan caligmalar 20-120 g/L seker
konsantrasyonlarinda 100-500 ml kiiltiir hacimlerinde ve % 5-15 inokiilasyon hacimlerinde
yiriitilmistiir. Fermantasyon ve KKSK sisteminde kademeler arasi gecis siiresinin
belirlenmesi i¢in Hestrin-Schraam (HS) besi yerinde glikoz tiikketimi ve BS olugumu 20 giin
boyunca incelenmis ve fermantasyon siiresi ile kademeler arasi gegis siiresi 10 giin olarak
bulunmustur. Belirlenen fermantasyon siiresinde RSM’ den elde edilen optimizasyon
sonuglart seker konsantrasyonu-kiiltiir hacmi etkilesiminin optimum BS {iretiminde en
Oonemli parametre oldugu gostermistir. Calisma kapsaminda geleneksel statik kiiltiir ve yeni
gelistirilen KKSK karsilastirilmistir. KKSK deneyleri ile statik kiiltlirde substrat inhibisyonu
ve pH’nin BS {iretimine negatif etkisinin olmadig1 sartlarda hava transferi probleminin
giderildigi  gorilmistir. KKSK deneyleri sonucunda 20 ve 40 g/ seker
konsantrasyonlarinda geleneksel statik kiiltiire gore BS iiretiminde Onemli bir artig
gozlemlenmemigtir. Fakat 60, 80 ve 100 g/L seker konsantrasyonlarinda KKSK’ da BS
tiretimi sirastyla % 12.46, % 17.49 ve % 22.02 oranlarinda artmistir.

Son olarak, bu ¢aligmada iiretilen BS’ler i¢in yapilan su tutma kapasitesi, SEM,
FTIR, XRD, TGA ve ¢ekme testleri gibi karakteristik 6zelliklerin literatiirde iiretilen BS’ler

standardinda oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyel Seliiloz (BS), Statik Kiiltiir, Kademeli Kolon Statik Kiiltiir
(KKSK), Seker Pancar1 Melasi, Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759



SUMMARY

BACTERIAL CELLULOSE PRODUCTION FROM SUGAR BEET MOLASSES
WITH DIFFERENT CULTURE TECHNIQUES USING Gluconacetobacter xylinus
NRRL B-759

In this study, bacterial cellulose (BC) production has been investigated by different
culture techniques (conventional static and staged column static culture) using the sugar beet
molasses with Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759. The experiments have been
consisted of determination of the fermentation time, the optimization, staged column static

culture (SCSC), and determination of characteristic properties of produced BCs.

The studies were carried out by conventional static and SCSC have been performed
at 20-120 g/L initial sugar concentrations, in 100-500 ml culture volumes, and in 5-15 %
inoculum. In order to determine fermentation time and the transition time between stages
in SCSC, glucose consumption and BC formation in Hestrin-Schraam (HS) medium have
been examined for 20 days and the fermentation time and the transit time between stages
have been found as 10 days. The optimization results obtained from RSM in the time
determined has been shown that the most important parameter in production of optimum BC
is interaction between sugar concentration and culture volume. In this work, conventional
static culture and newly developed SCSC techniques were compared. It has been shown that
the SCSC experiments eliminate the air transfer problem when the effect of substrate
inhibition and pH on BC production are not existing in static culture. As a result of the SCSC
experiments, significant increasing of BC production in SCSC at sugar concentrations of 20
and 40 g/L has been not observed according to conventional static culture technique.
However, BC production in the SCSC increased by 12.46 %, 17.49 % and 22.02 % at 60, 80

and 100 g/L sugar concentrations, respectively.

Finally, it has been observed that the characteristic properties such as water holding
capacity, SEM, FTIR, XRD, TGA, and mechanic tensile test of BC produced in this study

are similar to the standard BC given in literature.

Key words: Bacterial cellulose (BC), Static Culture, Staged Column Static Culture (SCSC),
Sugar Beet Molasses, Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759
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1. GIRIS

Bitki veya bakteriler tarafindan sentezlenen seliiloz yeryiiziinde oldukea fazla bulunan
organik bir polimer kaynaktir ve kiiresel olarak ekonomik 6neme sahiptir (Kim, Kim, Kang,
Marquez ve Joo, 2006). Her y1l diinya genelinde tiiketilen seliiloz miktar1 100 ila 150 milyar
ton arasindadir (Hon, 1994). Artan diinya niifusu dikkate alindiginda gelecek yillarda seliiloz

tilkketimin artmasi da kaginilmazdir.

Endiistride kullanilan seliilozlar genellikle pamuk ve agaclardan elde edilmektedir.
Bitkilerin yapisinda seliilozun yami sira lignin, hemiseliilloz ve pektin bulunmaktadir.
Endiistride seliiloz kullanilmadan o6nce bu yapilardan arindirilmast gerekmektedir.
Seliillozdan bu yapilarin ayrilmas: ¢esitli fiziksel ve kimyasal yontemler ile saglanir.
Kullanilan yontemlere bagli olarak seliilozdan uzaklastirilan lignin ve hemiseliiloz
miktarlar1 da degismektedir. Yiiksek saflikta bir seliiloz elde etmek i¢in daha fazla lignin ve
hemiseliillozun yapidan ayrilmasi gerekmektedir. Lignin ve hemiseliilozun uzaklastirilma
yiizdesine de bagli olarak proses boyunca kullanilan kimyasal ve enerji miktar1 da degisiklik
gostermektedir. Bu yiizden olusturdugu ¢evre kirliliginin yani sira seliiloz eldesi i¢in diinya
genelinde orman arazilerinin son yillarda hizli bir sekilde tahrip edilmesi ve biyoteknolojik

alandaki gelismeler bilim adamlarini seliiloz {iretmek i¢in farkli arayislara yonlendirmistir.

Farkli kaynaklardan seliiloz {iretimi i¢in bilim insanlar1 ¢esitli mikroorganizmalar
kullanmiglaridir. Yapilan ¢alismalarda alg (Vallnia), mantar (Saprolegnia, Dctyseliu,
Discoideum) veya  bakteri  (Gluconacetobacter,  Achromobacter,  Aerobacter,
Agrobacterium, Azotobacter, Pseudomanas, Rhizobium, Sarcina, Salmonella, Alcaligenes,
Escherichia, Zooglea) gibi seliiloz tireten farkli mikroorganizma tipleri bulunmustur (Iguchi,
Yamanaka ve Budhiono, 2000). Bu mikroorganizmalar arasinda Gluconacetobacter tiirii
bakterilerin endiistriyel boyutta seliiloz iiretimi i¢in en uygun tiir oldugu yapilan
caligmalarda bildirilmistir. Mikrobiyal seliiloz ile bitkisel seliiloz ayn1 molekiil formiilii
(C6H100s5)a paylagsmasina ragmen, fizikokimyasal 6zellikleri farklidir. Bakteriyel seliillozun
kimyasal yapisi selobioz ile baglanmis zincir molekiilleri olmasina ragmen bitkiden elde
edilen seliilozda bulunan lignin, hemiseliiloz ve pektin gibi kirletici molekiiller yoktur.
Bitkisel seliiloz ile karsilastirildiginda bakteriyel selilloz (BS) daha yiiksek su tutma
kapasitesi, kristalinite, porozite, mekanik direng, polimerizasyon derecesi, yliksek saf fiber

ag yapisi, hidrofiliklik ve yiiksek saflik gibi 06zelliklere sahiptir (Phisalaphong ve



Jatupaiboon, 2008). Bakteriyel seliillozun gelismis mekanik 6zellikleri seliilozik fiberlerin

esit ve stirekli dagiliminin bir sonucudur.

Bakteriyel seliiloz iiretimi temel olarak statik ve karistirmali kiiltiir teknikleriyle
tiretilmektedir. Statik kiiltiir tekniginde besi yeri hava ara yiizeyinde jelatimsi bir BS
olusurken, karistirmali kiiltiir tekniginde kiiclik kiirecikler seklinde BS olusumu goézlenir.
BS iiretmede kullanilan kiiltiir tekniginin yani sira kullanilan besi yeri bilesenleri olusan
bakteriyel seliillozun morfolojik ve fiziksel 6zelliklerini etkilemektedir. Bu da seliiloz tiretimi
esnasinda ¢esitli parametreleri degistirerek istenilen Ozelliklerde BS iiretimine olanak

saglamaktadir. BS iiretiminin en cezbedici yanlarindan biri budur.

Bitkisel seliiloz geleneksel olarak kagit {tretimi, tekstil endiistrisi, medikal
uygulamalar, takviye ajani gibi alanlarda hali hazirda kullanilmaktadirlar (Valla ve
Kjosbakken, 1981). BS sahip oldugu gelismis 6zelliklerinden dolayr doku miihendisligi
doku iskelesi uygulamalari, yara iyilestirme uygulamalari, genis yaniklarda yapay deri, deri
dokusu onarimi, mikrocerrahi i¢in yapay kan damarlari, kagit endiistrisi (Chawla, Bajaj,
Survase ve Singhal, 2009), dolgunlastirict ve stabilize edici madde olarak gida endiistrisini
de iceren bircok alanda kullanilmaktadir (Paximada, Tsouko, Kopsahelis, Koutinas ve

Mandala, 2016).

Cesitli uygulamalar i¢in potansiyeli bulunmasina ragmen bakteriyel seliilozun yiliksek
tiretim maliyeti endiistriyel uygulamalarin oniindeki en biiyiik sorundur. Bu yiizden ¢esitli
endiistriyel atiklar ve yan firiinlerin BS {iretiminde kullanilmasi maliyet agisindan BS

iiretimini rekabetci hale getirecektir.

Statik kiiltiirde BS verimi karistirmali kiiltiire gore diisiiktiir. Bu c¢alismada seker
fabrikasi yan {iriinii olan seker pancar1 melasi kullanilarak yeni bir statik kiiltiir sisteminde,
statik kiiltlirde bir dezavantaj olan diisiik verimi arttirmak ve hammadde maliyetini

diisiirerek BS {iretimini daha ekonomik hale getirmek amaglanmstir.



2. GENEL BIiLGILER ve LITERATUR OZETI
2.1.  Bakteriyel Seliilozun Tarihi

Seliiloz bir¢ok bitkide lignin, hemiseliilloz ve pektin gibi diger bilesenler ile birlikte
bulunur. Bu nedenle saf seliiloz elde etmek i¢in saflagtirma basamaklarina ihtiyag¢ vardir. Saf
halde seliiloz elde etmek i¢in Acetobacter xylinum gibi bir bakteri kullanilarak fermantasyon
ile seliiloz tiretimi alternatif yontemlerden biridir (Embuscado, 1991). BS ilk kez 1886’da
Adrian Brown tarafindan sentezlenmistir (Brown, 1886). Brown fermantasyon besi yerinin
yiizeyinde jelatinimsi mat bir yap1 olustugunu gozlemlemistir. O zamana kadar birkag grup,
canli sistemlerden seliiloz olusumunu agiklamak i¢in calisma yapmusti. Acetobacter xylinum
ile seliilloz sentezi 1947°de Hestrin ve arkadaslar1 tarafindan detayli sekilde ilk kez
aciklanmistir. 1950'lerde seliiloz {iiretimini etkileyen faktorleri, selilloz {iretiminin alt
basamaklarini, Onleyicilerini ve seliilloz iiretiminde yer alan enzim sistemleri ve ara
tirlinlerini etkileyen faktorleri igeren calismalar gerceklestirilmistir (Gromet, 1957; Hestrin,
1954). 1970’lerde ve 1980’lerin baslarinda bilim adamlari, seliiloz biyosentezi i¢in ¢ok iyi
bir model olarak agiklanan Acetobacter xylinum tizerinde ek aragtirmalar yapmislardir.
1980’lerin ortalarinda Acetobacter xylinum ticari seliiloz liretiminde kullanilabilmistir (Valla
ve Kjosbakken, 1981). 1990’larda gelismekte olan teknolojileri, iiretimdeki giigliikleri,
bakteriyel seliillozun bir biyomalzeme olarak 6zelliklerini ve Acetobacter xylinum taratindan
seliiloz iretimini etkileyen Onemli faktorleri igeren bakteriyel selillozun potansiyel
uygulamalar1 konusu altinda bir¢ok arastirma yapilmistir. Bu on yilda BS gida ve kagit
uygulamalarina ek olarak kompozit membranlar, doku miihendisligi materyalleri, yiiksek
giiclii materyaller ve kompozit malzemeler gibi alanlarda kullanilmaya baglanmistir. Ayrica
sentez sirasinda seliilozun kimyasal olarak modifiye edilebilmesi bakteriyel seliillozun yeni
fonksiyonlar kazandirilarak iiretilmesini ve boylece farkli alanlarda BS’den faydalanilmasin
saglamistir (Chen, Cho ve Jin, 2010; Iguchi ve ark., 2000; Yamanaka ve Ishihara, 2000). BS

tiretiminde verim ve kaliteyi gelistirici ¢galismalar halen devam etmektedir.

2.2.  Seliillozun Yapisi

Ekzopolisakkaritler, farkli oranlarda glikoz, galaktoz ve ramnoz olmak iizere
sekerlerin veya seker tlirevlerinin dallanmis, tekrarlanan birimlerini kapsayan uzun zincirli
polisakkaritlerdir. Bunlar iki gruba ayrilir: Homopolisakkaritler (seliilloz, dekstran, mutan,

pullulan, curdlan) ve heteropolisakkaritlerdir (gellan, ksantan) (Sutherland, 1994).



Homopolisakaritler, tek bir baglant1 tipiyle veya smirli sayida baglanti tiirlerinin bir
kombinasyonu ile birlestirilmis tek bir monosakkarit tipinin (D-glikoz veya D-fruktoz)
tekrarli birimlerden olugur. BS, (CsH1005)n molekiiler formiiliine sahip, B 1-4 glukozidik
baglar ile birbirine bagli D- anhidroglukopiranoz birimleri i¢ceren lineer bir homopolimerdir.
Glukan zincirleri, hidrojen arasi ve hidrojen-i¢i bag ile bir araya gelir (Ul-Islam, Khan ve

Park, 2012) (Sekil 2.1.).

Mikrobiyal seliiloz, Gluconacetobacter (eski adiyla Acetobacter), Agrobacterium,
Aerobacter, Achromobacter, Azotobacter, Rhizobium, Sarcina ve Salmonella cinsleri gibi
cesitli bakteri tiirleri tarafindan tiretilen bir ekzopolisakkarittir (Shoda ve Sugano, 2005). BS
molekiiler formiili bitkisel seliiloz ile aynidir, fakat bunlarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
farklidir (Yoshinaga, Tonouchi ve Watanabe, 1997). BS, yiiksek saflik derecesinde elde
edilebildiginden ve daha yiiksek bir polimerizasyon ve kristallendirme indeksine sahip
oldugundan dolayi, bitkisel seliilozun yerine tercih edilir. Ayn1 zamanda bitki seliilozundan
daha yiiksek gerilme mukavemeti ve su tutma kapasitesine sahiptir ve bu sayede yliksek
kalitede akustik hoparlorler, yiiksek kaliteli kagit ve tath gidalar iiretmek i¢cin daha uygun
hammaddedir (Shoda ve Sugano, 2005). Bakteriyel seliillozun mikrofibriler yapisi, yiiksek
gerilme mukavemeti, yiiksek polimerizasyon derecesi ve kristallik indeksi gibi 6zelliklerinin
cogunu etkiler. BS’nin lifleri bitki seliillozundan yaklagik 100 kat daha incedir. Bu yiizden
BS ¢ok gozenekli bir yapiya sahiptir. Bu 6zellik BS’nin medikal alandaki kullaniminda

antibiyotiklerin veya diger ilaglarin yaraya aktarilmasini saglarken ayn1 zamanda herhangi

Sekil 2. 1. Seliillozun hidrojen i¢i ve hidrojenler arasi baglari (Festucci-Buselli, Otoni ve Joshi, 2007)



bir harici enfeksiyona karsi etkili bir fiziksel engel olusturur. Bu nedenle BS yara
iyilesmesinde yaygin olarak kullanilir (Czaja, Krystynowicz, Bielecki ve Brown, 2006).
Bakteriyel seliilozun mikrofibriler yapisi ilk kez Miihlethaler tarafindan 1949'da
tanimlanmistir (Miihlethaler, 1949). Elektron mikroskobu ile yapilan incelemeler sonucu
Acetobacter xylinum tarafindan iretilen seliilozun lif formunda oldugu goriilmiistiir.
Bakteriler 6nce yapisal olarak homojen bir siingerimsi madde salgilarken kisa siire sonra

seliiloz lifleri olusturur.

2.3. Seliilozun Biyosentezi

Kesfedildiginden bu yana BS {izerine yapilan bir¢ok calisma onun biyogenetiginin
calisilmasi lizerinedir. Bir A. xylinum hiicresi saniyede 200000 glikoz molekiiliinii
polimerize edebilmektedir (Hestrin ve Schramm, 1954). Seliiloz fiberlerinin olusmasi
membran igerisinde yer alan glukan zincirlerinin olugmasi i¢in glikoz molekiillerinin
polimerizasyonu ve son olarak ekstraseliiler boslukta meydana gelen seliiloz I igerisinde
glukan zincirlerinin kristalinizasyonu olmak iizere iki adimdan olusmaktadir (Benziman,
Haigler, Brown, White ve Cooper, 1980). Ross ve ark. (1991) BS biyosentezini 4. xylinum
susunu kullanarak genis Olclide incelemislerdir. Yaptiklari c¢alismada BS sentez
mekanizmasini, genetigini ve diizenleyici mekanizmasini agiklamislardir. Uridin difosfat
glikoz (UDP) seliiloz iiretimi i¢in seker niikleotid Onciisii olusturur. Glikozun seliiloza
doniismesi dort enzimatik basamakta gerceklesmektedir. Bunlar glikokinaz tarafindan
glikozun fosforilasyonu, fosfoglukomutaz tarafindan glikoz-1-fosfata (Glc-1-P) glikoz-6-
fosfatin izomerizasyonu, UDPG-pirofosforilaz tarafindan UDP-glikozun (UDPG) sentezi ve
seliiloz sentaz reaksiyonudur. Ug alt birim igeren seliiloz sentaz (Bcs A, Bes B ve Bes €)
seliiloz biyogenezi i¢in tek essiz enzimdir ve sitoplazmik membran proteini olarak bulunur
(Ross, Mayer ve Benziman, 1991). UDP’den olusan {iriin kimyasal ve enzimatik -1,4-bagl
glukan olarak karakterize edilmistir. Seliiloz iireten hiicreler 50-80 por benzeri bolgeye
sahiptir. Bunlar taktoidal kiime olarak bilinen preseliilozik polimerin ¢iktig1 bolgeler olarak
diistiniilmektedir. Hiicre zarindaki gozeneklerden ¢ikarilan taktoidal agregalar (1.5 nm fibril)
yaklagik 2-4 nm ¢apinda protofibril olusturur ve bunlar ayrica yaklasik olarak 80 x 4 nm
serit seklinde mikrofibril biciminde toplanir (Iguchi ve ark., 2000). Bu genlere ek olarak
CMCax (endo-B-1,4 glikokinaz i¢in kodlama yapan) ve CcpAx (protein olusturan seliillozu
kodlayan) genleri seliiloz biyosentezi i¢in gereklidir (Kawano ve ark., 2002). B-1,4 glikoz

zincirlerinin polimerizasyonu ¢ok iyi anlagilmamistir ve bu mekanizmayr anlamak ig¢in



onerilen birkag¢ hipotez vardir. Birinci hipoteze gore polimerizasyon, bir glikoztransferaz ile
plazma zarinda glikozun bir lipit molekiiliine dontistiiriildigii bir lipit ara maddesi
icermektedir (Lee, Buldum, Mantalaris ve Bismarck, 2014). Ikinci hipotez, glikoz
molekiillerinin, B-1,4 glukanin polimerizasyonu sirasinda polisakkarit alanimin
indirgenmeyen ucuna eklenir (Brown ve Saxena, 2000; Lee ve ark., 2014). Yer degistiren
polisakkaritler iceren Bcs A ve Bes B nin kompeks kristal yapist bir glikoz birimi tarafindan
polisakkaridi genisletmek i¢in seliiloz ileten bir kompleks olustururlar (Morgan, Strumillo
ve Zimmer, 2013). Son zamanlardaki ¢alismalara gore seliiloz 2 um/dk hizinda serit seklinde
bakteriden salinir ve yaklagik olarak 45 mikrofibrilin karisimidir (Lin ve ark., 2013).
Acetobacter xylinum iki seliiloz formu liretir: seliiloz I, serit benzeri polimer ve seliiloz I,
termodinamik olarak daha kararli amorf polimer (Yu ve Atalla, 1996). Seliiloz I ve seliiloz
II'nin sitoplazmik membranin disindaki olusumundaki farkliliklar Sekil 2.2.°de

gosterilmistir.

2.4. BS Uretim Yontemleri

BS iiretiminde birgok mikroorganizmanin ve besi yerinin kullanim literatiirde ¢okca
bildirilmistir (Bae ve Shoda, 2004; Chao, Ishida, Sugano ve Shoda, 2000; Cakar ve ark.,
2014; Nguyen, Flanagan, Gidley ve Dykes, 2008; Son, Heo, Kim ve Lee, 2001). BS
tiretiminde temel olarak statik ve karigtirmali kiiltiir teknikleri kullanilmaktadir. BS

tiretiminde kullanilan mikroorganizma, besi yeri gibi bilesenlerin yani1 sira kullanilan kiiltiir
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teknigi de iiretilen seliilozun 6zelliklerini etkilemektedir. BS iiretiminde kullanilan teknikler

statik ve karistirmali kiiltiir olmak {izere iki sekilde siniflandirilabilir.

2.4.1. Statik ve Karistirmah Kiiltiir

Statik kiiltiir, seliiloz membran iiretiminin nispeten basit ve yaygin olarak kullanilan
bir yontemdir. Besi yeri sig tepsilere yerlestirilir, asilanir ve seliiloz neredeyse tepsiyi
doldurana kadar 5-20 giin boyunca yetistirilir. Bakteri havaya maruz kalan tarafta yogun bir
yiizeye sahip jelatinimsi bir BS film tabakasi iiretir. BS {retimi derinlik 4.5 cm’den az
oldugu zaman hava/sivi yiizeyi ile direk olarak iligkilidir (Okiyama, Motoki ve Yamanaka,
1992). Duvar etkisi olarak adlandirilan bir dis faktor BS iiretimi i¢in gii¢lii bir sinirlayici etki
oldugu i¢in elimine edilmelidir (Hornung, Ludwig, Gerrard ve Schmauder, 2006b). BS ince
tabakasinin besi yeri ylizeyinde ylizmesi bakteri metabolizmasindan tretilen sikisan CO2

kabarciklarindan kaynaklanmaktadir.

Geleneksel statik kiiltliriin  verimliligi dusiiktiir ve uzun kiiltiir siiresi gerekli
oldugundan endiistriyel uygulamay engelleyebilir, seliiloz iiretimi pahali olabilir. Uretimin
pahali olmasindaki bu dezavantaj ucuz besi yeri kaynaklarinin kullanilmasiyla bir nebze
azaltilabilir. Shezad ve ark. (2010) besin kaynag1 olarak atik bira fermantasyon besi yeri
kullaniminin ticari uygulamalar i¢in uygun seviyede BS verimliligini arttirmak i¢in basit
kesikli-beslemeli yontemi temel alan yeni statik kiiltiir sistemini dnermiglerdir (Shezad,
Khan, Khan ve Park, 2010). Atik bira fermantasyon besi yeri, kesikli-beslemeli kiiltiirde BS
tiretimi i¢in kimyasal olarak tanimlanan besi yerinden daha iyi oldugu bulunmustur. Atik
bira fermantasyon besi yeri kullanilarak 30 giin sonunda 750 g ve 2,5 cm kalinliginda 1slak
halde BS elde edilmistir. Kesikli kiiltiir ile karsilagtirildiginda BS iiretiminde 2-3 kat artig
gorilmistiir. Seliiloz tabakasi taramali elektron mikrograflari, kesikli-beslemeli kiiltiirde
tiretilen BS fibrilleri kimyasal olarak tanimlanmis besi yeri kullanilarak iiretilen BS’ye
nazaran daha kalabalik ve ince oldugunu gostermistir (Zhou ve ark., 2007). Sekil 2.3’de

statik kiiltiir de tiretilmis bir BS ve SEM goriintlisti gosterilmistir.

Statik kiiltiir yontemi kullanilarak {iretilen seliilozlar da karistirmali kiiltiirde tiretilene

gore lifler diizenli ve st iiste birikmis sekildedir. Bu sebeple karistirmali kiiltiire gore



Sekil 2. 3. Statik kiiltiirde iiretilmis BS (a) ve onun SEM goriintiisii (b) (Huang, Zhu ve Yang, 2014)

tiretilen seliillozun molekiil i¢i hidrojen baglar1 daha kuvvetlidir. Ayrica statik kiiltiirde elde
edilen bakteriyel seliilozun kristal boyutu ve kristallenme indeksi karistirmali kiiltiirde elde
edilen BS’ye gore daha fazladir. Karistirmali kiiltiire gore daha basit olan statik kiiltiir
yontemi bazi dezavantajlara sahiptir. Dezavantajlarindan ise kiiltiir siiresi boyunca sistemin
hareket ettirilmemesidir. Bu durum fermantasyon siiresince sistemde meydana gelen
degisimleri takip etmeyi zorlastiracagindan istenilmeyen bir durumdur. Diger problem ise

Olcek bliyiitmede ¢ok biiyiik alanlarin gerekmesidir.

Kangtirma kiiltiir tekniginde statik kiiltiirde {iretilen seliillozun aksine lifli,
mikrofibrilleri ince, kristal bliyiikliikleri daha kiigiik, polimerizasyon derecesi daha az ve
diizensiz yapida seliiloz olusumu goriilmektedir. Ayrica karistirmanin etkisiyle kiiltiirde
olusan seliilozlar yuvarlak sekildedir (Sekil 2.4). Zamanla kiiltiir ortaminda seliilozlarin
olusumu karistirmayr giiclestirecektir. Bu da sistemin enerji sarfiyatini arttiracaktir.
Karigtiricinin yaninda oksijen transferi yiiksek iken karistiricidan uzaklastikca oksijen

transferinin azalmasi ka¢inilmadir.

Statik ve karistirmali kiiltiiriin birbirine ¢esitli Gistlinliikleri bulunmaktadir. Seliilozun

kullanim amaci kiiltiir tekniginin belirlenmesinde 6nemli bir parametredir.

2.4.2. BS Uretimi icin Biyoreaktor Dizaym

BS, statik kiiltiir kosullarinda besi yeri yiizeyinde bir membran seklinde iiretilir.
Bununla birlikte, geleneksel statik kiiltiir yontemi uzun bir kiiltiir periyodu ve diisiik

verimlilikle BS iirettigi i¢in seri iiretim i¢in uygulanmasi zordur (Chao ve ark., 2000).



Sekil 2. 4. Karigtirmali Kiiltiirden elde edilmis BS (Czaja, Romanovicz ve Brown, 2004)

Daha yiiksek bir BS verimi i¢in, diisiik gerilme kuvveti ve yiiksek oksijen transfer hizi

bir karistirmali fermantasyon modeli gereklidir.

2.4.2.1. Hava Kaldirmah Biyoreaktor

Karistirmali biyoreaktorle karsilastirildiginda diistik giic gereksinimi gerektiren hava
kaldirmal1 biyoreaktor BS iiretimi igin diger bir secenektir. ilk kez Chao ve ark. (1997) BS
iretimi i¢in hava kaldirmali biyoreaktoér kullanmislardir. Hava veya oksijen bakimindan
zenginlestirilmis hava tabandan verilmekte ve kiiltiir ortami boyunca diflizyon
gergeklestirmektedir (Chao, Sugano, Kouda, Yoshinaga ve Shoda, 1997). Daha sonra hava
kaldirmal1 biyoreaktoriin farkli konfiglirasyonu BS iiretimini artirmak i¢in uygulanmistir.
Chao ve ark. (2000) 50 L hava kaldirmali reaktdr ile ¢alismislardir ve 67 saatlik
fermantasyon sonrasi 3,8 g/L BS elde etmislerdir (Chao ve ark., 2000). Cheng ve ark. (2002)
72 saatlik fermantasyon sonucu 7,7 g/L BS iireten modifiye edilmis bir hava kaldirmali
reaktor gelistirdiklerini rapor etmislerdir (Cheng, Wang, Chen ve Wu, 2002). En yiiksek BS
konsantrasyonu hava kaldirmali reaktor kullanilarak 0,22 g/L/h ile 10,4 g/L’dir (Chao,
Sugano ve Shoda, 2001).

2.4.2.2. Doner Disk Biyoreaktor

Karistirmali ve hava kaldirmali biyoreaktorlerinde, iiretilen BS’nin reaktorlerin farkli
boliimlerine yapigsmasi nedeniyle homojenligi saglamak zordur. BS iiretimi i¢in tasarlanan

ilk doner disk biyoreaktorii asilama i¢in bir giris ve donen bir merkezi saft tizerinde biriken



birka¢ dairesel disk icermektedir (Serafica, Mormino ve Bungay, 2002). Doner disk
biyoreaktoriinde, diskin ylizeyinin yarist besi yerine batirilirken, kalan yaris1 da havayla
temas etmektedir. Disk siirekli donerek besi yeri ve havayla temas halindeki yiizeyi
degistirir. Seliiloz lireten bakteriler disk yiizeyine yapistirilir ve bu sayede sirayla hem besi
yerine girerler hem de havayla temas ederler. Bu tiir reaktorlerde BS {iretimi, ortamin hacmi,
doniis hiz1 ve kullanilan disklerin sayis1 gibi farkli degiskenlerden etkilenir (Krystynowicz
ve ark., 2002). Doner disk reaktorler igin temsili bir goriintii Sekil 2.5°de verilmistir.
Krystynowicz ve ark. (2002) BS iiretimi i¢in optimum fermantasyon sartlarini (ortam hacmi,
donme hiz1 ve disk sayisi) belirlemek icin bir takim calismalar yapmislardir. Yaptiklari
calismada donen disk reaktoriinde maksimum BS iiretimini yiizey alani/hacim orani 0,71

cm’!, donme hiz1 4 rpm’de elde etmislerdir (Krystynowicz ve ark., 2002).

2.4.2.3. Hiicre Iimmobilizasyonu ve Biyofilm Reaktorler

BS verimliligi immobilize hiicre reaktorler, hiicre geri doniisiimlii reaktorler ve hollow
fiber reaktorler gibi tekniklerin kullanimui ile gelistirilebilir. Immobilize hiicre reaktorlerden
biri olan biyofilm reaktor, tasarim maliyetini azaltabilen yiiksek biyokiitle yogunluklu

sistemlerin en mikemmel O0rneklerinden biridir.

Biyofilm reaktorler askida hiicre reaktorlerine gore oOzellikle yiiksek biyokiitle
yogunlugu saglamasi, operasyon kolaylig1 ve iirlin verimi gibi birka¢ avantaj saglamaktadir.
Cheng ve ark. (2009b) plastik kompozit destekli (PCS) biyofilm reaktor kullanarak BS
tiretimini basarili sekilde arttirmislardir (Cheng, Catchmark ve Demirci, 2009). Sonuglar
PCS biyofilm reaktorde normal biyofilm reaktoriinden (2,82 g/L) 2,5 kat daha yiiksek (7,05

g/L) BS tiretimi saglandigin1 gostermistir. Ayrica mekanik kuvvet analizi BS’nin potansiyel

Cesijen probu
Besleme ¢H probu
Hava girig

N\ ewe
Motor  |—¢=—
\ U U

Sekil 2. 5. Doner disk biyoreaktor
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uygulamalarin1 genisletebilen membran formda gozlemlenen karsilastirilabilir ¢ekme
mukavemeti arttirilmig basit zar formunda BS iiretildigini de belirlemistir. Fakat PCS
bilesenlerinin seliilloz matriks igerisine yerlesip yerlesmedigi agik degildir. BS iiretiminde

kullanilan farkli tip reaktorlerin avantaji, dezavantaj1 ve verimler Tablo 2.1°de verilmistir.

2.5.  Seliiloz Ureten Mikroorganizmalar

Mikrobiyal veya bakteriyel seliiloz iiretiminde kullanilan mikroorganizmalar alg
(Vallnia), mantar (Saprolegnia, Dctyseliu, Discoideum) veya bakteri (Gluconacetobacter,
Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Azotobacter, Pseudomanas, Rhizobium,
Sarcina, Salmonella, Alcaligenes, Escherichia, Zooglea)’dir (Iguchi ve ark., 2000; Ross ve
ark., 1991). Seliiloz iireten bu tiirler arasindan sadece Gluconacetobacter tiirleri ticari
Olcekte iiretim icin uygundur (Masaoka, Ohe ve Sakota, 1993). Seliiloz iireten
organizmalarin ticari anlamda faydali olan soylarin se¢imi, baslangicta bir gida iirlinii olarak

kullanim1 ile baglamistir (Okiyama, Shirae, Kano ve Yamanaka, 1992).

Masaoka ve ark. (1993) en iyi selilloz iiretimi saglayan cinsi bulmak ig¢in
Gluconacetobacter ve Agrobacterium ile genis kapsamli bir ¢alisma yapmiglardir (Masaoka
ve ark., 1993). Statik kiiltiirde seliiloz liretiminin sabit bir kiiltiir hacmi ile kiiltlir yiizey
alania bagli oldugu bulunmustur. Biiyiime hava-besi yeri ara yiizeyinde meydana geldigi
icin kiiltiir hacmi ve derinliginin (4,5 cm iizerinde) iiretim hiz1 lizerinde herhangi bir etkisi
olmadig1 anlasilmistir (Okiyama, Motoki ve ark., 1992). Adi daha sonradan degistirilerek
Gluconacetobacter xylinus olan A. xylinum, suan seliiloz liretme yetenegi en fazla olan
mikroorganizmadir. Bu mikroorganizma sirke, meyve sular1t ve meyve gibi ortamlardan

izole edilebilir.

Gluconacetobacter xylinus seliiloz liretim ¢aligmalar1 i¢in uzun bir siiredir model
mikroorganizma olarak kullanilmaktadir. Aerobik, gram negatif ve cubuk sekilli bir asetik
asit bakterisi olan Gluconacetobacter xylinus ile seliiloz iiretimi birgok arastirmaci
tarafindan calisilmistir. Gluconacetobacter xylinus tarafindan iiretilen bakteriyel seliiloz,
bitkiler ve diger mikroorganizmalardan tiretilen seliiloza gore daha yiiksek safliga sahiptir.
Diger bir avantaji ise, seliilozu iirettikten sonra hiicre disina saldigindan iiretilen seliilozu

herhangi bir saflastirma isleminden gecirmeyi gerektirmemesidir.
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Tablo 2. 1. BS iiretimi i¢in farkli biyoreaktor tiplerinin karsilagtiriimasi

Reaktor tipi | Avantaji Dezavantaji Verim ve Verimlilik | Kaynak
Yiiksek hiicre | Yiksek enerji

Hava konsantrasyonu ve | gereksinimi, uzun

kaldirmah verimlilik; nispeten | biyofilm olusma 3,8-8,7 g/L (Chao ve ark.,

reaktor diistik kayma gerilmesi stiresi 0,056-0,116 g/L/h 2000; Chao ve

ark., 1997,
2001)

Yiiksek hiicre | Yari-siirekli (Krystynowicz

Doner disk | konsantrasyonu, aerobik | iiretim,  yiiksek 5,35 g/L ve ark., 2002)

reaktor suslar i¢in iyi kontaminasyon 0,015 g/L/h

riski

Biyofilm Yiiksek hiicre | Hiicre kirlenmesi,

reaktor konsantrasyonu ve | dlcek  biiyiitme 0,82 (kuru seliiloz (Hofinger,
verimlilik, irtiinii | uygulamalarinda agirligi)/m*/h Bertholdt ve
ayirmak kolay kisitlamalar Weuster-Botz,

2011)

Tek tip partikiil | Yiiksek enerji

Akigskan kanistrma ve sicaklik | gereksinimi, uzun 5,8 g/lL

yatakh gradyenti, uzun siirekli | biyofilm olusma 0,08 g/L/h (Son ve ark.,

reaktor iiretim stiresi, kayma 2001)

gerilmesi

Yiiksek hiicre | Hiicrenin kayma

Karnistirmah | konsantrasyonu ve | gerilmesi, daha 4,57-13 g/L (Cheng,

tank reaktor | verimlilik, uzun siireli | fazla  karistirma 0,058-0,23 g/L/h Catchmark ve
iiretim giicii ihtiyaci Demirci, 2011)

Tek bir Gluconacetobacter xylinus hiicresi saniyede 200.000 adet glikoz molekiiliini B-1,4-

glukan baglariyla baglayarak polimerize edebilir (Hestrin ve Schramm, 1954). Bazi

bakteriler tarafindan tiretilen seliiloz, 6zellikleri ve verimi Tablo 2.2’de verilmistir.

2.6.

Bakteriyel Seliilozun Ozellikleri

Dogal seliiloz ve BS ayni kimyasal formiile sahiptir. Fakat BS baz1 ozellikler

bakimindan dogal seliilozdan iistiindiir. Dogal seliiloz ile karsilagtirildiginda BS yiiksek

saflikta, hidrofilik olmasi, istenilen sekildeki seliillozun direkt sentezlenebilmesi, yiiksek

kristalinite, daha yiiksek kimyasal stabilite, yliksek su tutma kapasitesi, biyolojik olarak

12




parcalanabilir olmas: ve daha yliksek yiizey alanina sahip olmasi gibi 6zelliklere sahip
oldugundan dolay1, BS tekstil sanayi, kagit, gida, ilag, atik aritma, madencilik ve rafineri

olmak tizere ¢esitli alanlarda kullanilabilmektedir.

Bakteriyel selillozun en 6nemli 6zelliklerinden biri de iiretim sirasinda fiziksel
ozelliklerin kontrol edilebilir olmasidir. Hiicre yogunlugu, besi yeri bilesimi, fermantor
tasarimi, fiziksel kosullar gibi fermantasyon kosullarinin kontrol edilebilir olmasi sayesinde
matlik, kuvvet ve yumusaklik gibi 6zelliklerin ayarlanmasi kolaylastirilabilir (Geyer ve ark.,
1994). Boylece iiretim siirecinde bakteriyel seliilozun 6zellikleri ayarlanabilir. Bu 6zelligi
bakteriyel selillozun kullanim alanin1  arttirmaktadir (Geyer ve ark., 1994).
Gluconacetobacter xylinus tarafindan iiretilen BS dallanmamis bir polimerdir ve onun

ozellikleri diger seliiloz nanofiberlerinden oldukga farklidir (Chao ve ark., 1997).

2.7. Bakteriyel Seliilozu Uretimine Etki eden Parametreler

Bakteriyel seliilloz tiretimi sirasinda karbon kaynagi, azot kaynagi, sicaklik, pH,

¢Oziinmiis oksijen ve diger ¢esitli parametreler etkilidir.

2.7.1. Karbon Kaynag

Bakteriyel seliiloz iiretiminde en 6nemli parametrelerin baginda karbon kaynagi
gelmektedir. Fruktoz, maltoz, ksiloz, nisasta ve gliserol gibi karbon kaynaklar1 da
kullanilmasima ragmen genellikle seliiloz tiretimi i¢in glikoz ve sukroz karbon kaynagi
olarak kullanilmaktadir (Masaoka ve ark., 1993). Park ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢alismada
G. hansenii PJK (KCTC 10505 BP) susu ile karbon kaynag1 olarak glikoz kullanildiginda
1,72 g/L seliiloz tiretmistir (Park, Jung ve Park, 2003). Geleneksel fermante sirkeden izole
edilen Acetobacter sp. V6 karbon kaynagi olarak glikoz iceren kompleks besi yeri
kullanildiginda 4,16 g/L seliiloz iiretmistir (Son ve ark., 2003). Masaoka ve ark. (1993b),
besi yeri i¢inde bir yan {iriin olarak glukonik asit olusumu kiiltiir pH’ n1 azaltti§1 ve zamanla
seliiloz iiretimini azalttig1 i¢in seliiloz liretiminde baslangig seliiloz konsantrasyonu etkisinin
de 6nemli bir faktor oldugunu belirtmislerdir. Yaptiklar1 ¢calismada 6, 12, 24 ve 48 g/L
baslangi¢ seker konsantrasyonlarinda seliiloz iretimini incelemislerdir ve glikoz tiiketimini
strastyla baslangi¢ konsantrasyonlarin % 100, % 100, % 68 ve % 28 olarak bulmuslardir
(Masaoka ve ark., 1993).
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Tablo 2. 2. Bazi mikroorganizmalar ve seliiloz tiretimi

Mikroorganizma Karbon Ilaveler Kiiltiir Uretim Kaynak
Kaynad Siiresi (g/L)

G. hansenii PJK Glikoz Oksijen 48 saat 1,72 (Jung, Park ve
(KCTC 10505 BP) Chang, 2005)
Acetobacter sp. AP Glikoz Etanol 8 giin 15,2 (Son ve ark.,

2001)
A. xylinum BPR2001 Melas - 72 saat 7,82 (Bae ve Shoda,
2004)
A. xylinum BPR2001 Fruktoz Agar, oksijen 72 saat 14,1 (Bae, Sugano ve
Shoda, 2004)
A. xylinum BPR2001 Fruktoz Agar 56 saat 12,0 (Bae ve ark.,
2004)
Acetobacter xylinum
SSp. sucrofermentans
BPR2001 Fruktoz Oksijen 52 saat 10,4 (Chao ve ark.,
2000)
Acetobacter xylinum Glikoz - 7 giin 3,5 (Krystynowicz
E25 ve ark., 2002)
G. xylinus strain (K3) Mannitol Yesil gay 7 giin 3,34 (Nguyen ve
ark., 2008)
Gluconacetobacter
xylinus IFO 13773 Glikoz Lignosiilfonat 7 giin 10,1 (Keshk ve
Sameshima,
2006)

Ishihara ve ark. (2002) 4. xylinum IFO 15606 tarafindan seliiloz {iretimi i¢in karbon

kaynag1 olarak ksiloz kullanarak 3 g/L seliiloz elde etmislerdir (Ishihara, Matsunaga,

Hayashi ve Tisler, 2002) . Ramana ve ark. (2000), sukroz, mannitol ve glikozun A. xylinum

NCIM 2526 tarafinda seliiloz {iretimi i¢in en iyi karbon kaynagi olarak bulmuslardir

(Ramana, Tomar ve Singh, 2000). Nguyen ve ark. (2008) kombu ¢ayindan izole ettikleri

Acetobacter xylinus susu ile karbon kaynagi olarak mannitol kullanarak maksimum seliiloz

tiretimi saglamistir (Nguyen ve ark., 2008).

Etanol ilave karbon kaynagi olarak ve bazi kiiltiir kosullarinda ortaya ¢ikabilen seliiloz

tiretmeyen G. hansenii (Cel’) hiicrelerini dejenere etmek i¢in kullanilmistir. Etanol ilavesi

G. hansenii’de seliiloz tiretimini 1,3 g/L.’den 2,32 g/L’ye ¢ikarmistir (21). Son ve ark. (2001)
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yeni izole edilen Acetobacter sp. A9 susunu kullanarak seliiloz iiretiminde etanoliin etkisini
arastirmiglardir. Son ve ark. (2001) hacimsel olarak % 1,4 etanol ilavesinin etanolsiiz besi
yerine gore seliiloz tretimini yaklasik 4 kat arttirarak 15,2 g/L’ye ¢ikardigim
gozlemlemislerdir. Ayrica etanol ilavesinin seliiloz liretmeyen dogal mutasyonlar1 elimine

ettigini bulmuslardir (Son ve ark., 2001).

Seliiloz iiretiminde karbon kaynagi olarak glikoz kullanimi ile iligkili olarak kiiltiir
ortaminda glukonik asit olusumu zamanla seliiloz {iretiminin azalmasina sebep olmaktadir.
Keshk ve Sameshima (2006) glukonik asit olusumunu ve lignosiilfonat varliginda seliiloz
tiretimini arastirmislardir. Besi yeri lignosiilfonat ile desteklendiginde glukonik asit olusumu
azalmistir ve BS iiretimi artmistir. Lignosiilfonattaki antioksidan ve polifenolik bilesiklerin
varlig1 glukonik asit olusumu inhibe ederek BS iiretimini arttirdigr diigtintilmiistiir (Keshk

ve Sameshima, 2006).

Toda ve ark. (1997), GPY-sitrik asit tamponunun seliiloz {iretimine etkisini
arastirmiglardir. 20 g/L asetik asit varliginda seliilloz verimi 0,6 g/L’den 3,8 g/L’ye
yiikselmistir. Asetik asitten baska diger (laktik asit, siiksinik asit ve glukonik asit) organik
asitlerin ilavesi selilloz verimini arttirmamistir. Asetik asit monomer hammadde olarak
tiikketilmistir ve glikoz katabolizmasi kiitle akis1 kismen baska karbon kaynagi tarafindan
(6rnegin asetik asit) saglandigi belirlenmistir (Toda, Asakura, Fukaya, Entani ve Kawamura,
1997). Matsuoka ve ark. (1996) azot kaynagi olarak misir 1slatma surubu, maya ekstrakti
veya pepton iceren % 4 fruktoz eklendigi ortamda laktatin seliiloz {iretimini uyarici etkiye
sahip oldugunu bulmuslardir. Naritomi ve ark. (1998) Acetobacter xylinum sp.
Secrofermentans BPR3001A tarafindan siirekli kiiltiirde fruktozdan BS iiretiminde laktatin
etkisini arastirmislardir. Yaptiklar: bu ¢alismada Naritomi ve ark. (1998) besi yeri ortamina
12,5 g/L laktat ilavesinin karali halde hiicre konsantrasyonunu ve fruktoz tiiketimini
arttirdigin1 ve laktatin, seliiloz biyosentezi i¢in bir substrat olarak degil, bir enerji kaynagi
olarak islev gordiigiinii belirtmislerdir. Laktat oksidasyonundan dolay1 artmis hiicre i¢i ATP
stirekli kiiltiirde fruktoz tiiketimini ve seliiloz iiretimini arttirabilecegi yorumunda

bulunmuslardir (Naritomi, Kouda, Yano ve Yoshinaga, 1998).

Bae ve Shoda (2005) bakteriyel seliillozunun tiretimini bir jar fermentoriinde melash
besi yeri kullanarak Acetobacter xylinum BPR2001 ile incelemislerdir. Melasin HoSO4 6n
islemine tabi tutulmasinin, muamele edilmemis melaslar1 kullanarak elde edilen degerlere

gore maksimum % 76 daha fazla seliiloz konsantrasyonu sagladigini ve spesifik biiyiime
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hizin iki kat arttirdigini belirlemislerdir. Bae ve Shoda (2005) H2SOy ile 1s1l islem gormiis
melastaki baslangictaki seker konsantrasyonlarini 23 ila 72 g/L arasinda degistirdiler ve
melasta daha diisiik bir konsantrasyon ile jar fermantorlerde etkili seliiloz iiretiminin
gergeklestigi sonucuna varmiglardir (Bae ve Shoda, 2005). Bae ve Shoda (2004), melasl
besi yerinde kesikli ve siirekli beslemeli fermantasyon ile bakteriyel seliillozunun iiretimini
de incelemislerdir. Yaptiklar1 ¢aligmada siirekli beslemeli sistemde saatte 6,3 g seker
besleme hiziyla maksimum BS iiretimini saglarken, kesikli beslemeli sistemde 5 kez 200 ml
melas besi yeri ekleyerek 7.82 g/L iiretim gerceklestigini gormiislerdir (Bae ve Shoda, 2004).
Keshk ve Sameshima (2006), bir Hestrin-Schramm ortaminda seker kamisi melast
kullanarak bakteriyel selillozunun iiretimini arastirmis ve seliiloz iiretimi i¢in melasin
glikozdan daha iyi bir karbon kaynagi oldugunu belirtmislerdir (Keshk ve Sameshima,
2006).

Premjet ve ark. (2007) sukroz, fruktoz, glikoz, azotlu bilesikler, azotlu olmayan asitler,
niikleik asitler, vitaminler, diger karbonhidratlar, mineraller ve renk maddeleri gibi seker
kamis1 melast bilesenlerini tek tek veya kombine halde Hestrin-Schramm ortamina
ekleyerek Acetobacter xylinum ATCC 10245 tarafindan BS {iretimine etkisini
arastirmiglardir. Hestrin-Schramm ortamina melastaki vitaminler, amino asitler, diger
karbonhidratlar, mineraller ve renkli maddeler eklenmesinin, karbon kaynagi olarak sukroz
ve fruktoz karisimi ile BS verimini arttirdigi sonucuna varmiglardir. Renkli madde,
bakteriyel seliillozunun iiretimini en etkili sekilde arttirmistir (Premjet, Premjet ve Ohtani,

2007).

Hornung ve ark. (2006), substratin kiitle transfer hizinin, bakterilerin mikrobiyal
biiylimesi, seliiloz olusumu ve substratin kullanimi iizerine etkisini arastirmiglardir. Artan
seliiloz tabakasi yoluyla glikozun difiizyonu icin temel bir model Onerilmistir. Model,
difiizyon direncindeki artisin gercekten onemli oldugunu dogrulanmakta, ancak diger
faktorlerin de hesaba katilmasi gerektigini belirtmektedir (Hornung, Ludwig, Gerrard ve
Schmauder, 2006a). Hornung ve ark. (2006) biiyiiyen seliillozun kap veya beher duvari ile
temas halinde oldugunu ve zamanla seliiloz agsagiya dogru besi yerini i¢ine aldigina dikkat
cekmislerdir. Bu duvar temasinin ortadan kaldirildigir deneyler gerceklestirmis ve birkag
hafta boyunca sabit bir iiretim orani tespit etmislerdir. Bu, duvarin normal ylizey kiiltiiriinde

olan roliiniin anlagilmasinin énemini ortaya koymaktadir (Hornung ve ark., 2006a).
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Bae ve Shoda (2005) ve Dongping ve ark. (2005), istatistiksel teknikler kullanarak
bakteriyel selillozunun {iretimi i¢in ortam parametrelerini optimize etmislerdir (Bae ve
Shoda, 2005; Dongping ve ark., 2005). Sun ve ark. (2005), kiiltiir kosulunun optimizasyonu
icin bir dizi istatistiksel yontem kullanip optimum besi yeri bilesimini (% olarak) sukroz 5,
protein pepton 1,5, sitrik asit 0,2, Na,HPO4 - 12H>0 0,2, KH2PO4 0,2, MgSO4 - 7H20 0,03,
alkol 1’de ve pH = 6,8, 28 °C’de 6 giin boyunca maksimum BS iiretimini 6 g/L olarak rapor
etmiglerdir (Dongping ve ark., 2005). Bae ve Shoda (2005), kiiltiir kosullarin1 optimize
etmek icin Box-Behnken tasarimini kullanarak % 4,99 fruktoz, % 2,85 maisir 1slatma surubu,
% 28,33 ¢oziinmiis oksijen ve % 0,38 agar ile BS iiretiminin 14,3 g/l oldugunu
belirlenmiglerdir (Bae ve Shoda, 2005).

Kim ve ark. (2006) hurma sirkesinden Gluconacetobacter sp. RKYS izole edip
maksimum BS {iretimini optimize etmislerdir. Kim ve ark (2006) seliiloz iiretimi i¢in
optimize edilmis besi yeri bilesimini gliserol % 1,5, maya ekstrat1 % 0,8, K;HPO4 % 0,3 ve
asetik asit % 0,3 olarak belirlemislerdir. Bu optimize edilmis besi yerinde karistirmali
kiiltiirde 144 st sonra 5,63 g/L seliiloz iiretilirken 144 st sonra statik kiiltiirde 4,59 g/L seliiloz
tiretilmistir (Kim, Kim, Wee, Park ve Ryu, 2006).

Cakar ve ark. (2014) yaptiklari bir calismada BS seliilloz {iretimi i¢in yeni
gelistirdikleri M1AOSP5 besi yeri ile farkli besi yerlerinde iiretilen seliilloz miktarlarini
karsilagtirmiglardir. Gelistirdikleri bu besi yerinde verimin diger besi yerlerine gore 5 kat
daha fazla oldugunu goézlemlemislerdir. Ayni calismada hammadde maliyeti olarak

gelistirilen besi yerinin daha ucuz oldugu vurgulanmistir (Cakar, Kati ve ark., 2014).

2.7.2. Azot Kaynagi

Azot hiicre metabolizmasinda gerekli ana protein bilesenidir ve bakterinin kuru hiicre
kiitlesinin % 8-14’1inili kapsamaktadir. Cesitli ¢aligmalarda BS iiretimine azot kaynaklarinin
etkisi arastirilmistir. Ramana ve ark. (2000) yaptiklart ¢alismada A. xylinum’da peptonun 4
g/L, kazeinin 5 g/L seliiloz iirettiklerini bildirmistir (Ramana ve ark., 2000). Matsuoka ve
ark. (1996) % 4 fruktozlu besi yerine % 0,15 misir 1slatma surubu ilavesinin seliiloz liretimini
uyarict etkiye sahip oldugunu goézlemlemislerdir. Bu durum diger azot kaynaklarinda
bulunmayan laktatin misir 1slatma surubunda var oldugunu gostermektedir. Ayrica ayni
caligmada ekstra azot ilavesinin biyokiitle liretimine katki1 sagladig1 fakat seliiloz {iretimini

azalttig1 goriilmiustiir (Matsuoka, Tsuchida, Matsushita, Adachi ve Yoshinaga, 1996).
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Yang ve ark. (1998), farkli karbon kaynaklarinda hiicre biiyiimesi ve seliiloz iiretimine
maya ekstrakti konsantrasyonunun etkisi aragtirmislardir. Karbon kaynagi 20 g/L iken, 5 ila
60 g/L arasinda maya ekstrakti besi yerine eklenmis ve besi yerine 40 g/ maya ekstrati
eklendiginde maksimum seliilloz konsantrasyonu (6,7g/L) elde edilmistir (Yang, Park,

Hwang, Pyun ve Kim, 1998).

2.7.3. pH’m Etkisi

Bakteriyel seliiloz tiretimi i¢in kiiltiir ortaminin optimum pH’s1 4-6 araligindadir ve
4’1in altindaki degerlerde BS iiretimi diismektedir (Masaoka ve ark., 1993). Kiiltiir ortaminda
glukonik asit, asetik asit veya laktik asit birikiminden dolay1 fermantatif {iretim sirasinda pH
azalir (Kongruang, 2008). Bu yiizden optimum aralikta pH kontrolii 6nemlidir. Viskoz besi
yeri genellikle pH sensoriine baglandiginda optimum pH’1 otomatik olarak diizeltmek zordur
ve bu da yanlis pH okumaya sebep olur. Noro ve ark. (2004) misir 1slatma surubunu (CSL),
cesitli tamponlama maddeleri igerdigi i¢in tamponlama ajani1 olarak kullanmiglardir.
Tamponlama kapasitesi ile CSL-fruktoz ortami kullanildigi zaman pH optimum aralikta

muhafaza edilebilir ve yiiksek BS iiretimi saglanir (Noro, Sugano ve Shoda, 2004).

Keshk ve Sameshima (2006) BS {iretilen besi yerinde inkiibasyondan 6nce ve sonra
pH degisimlerini incelemislerdir. Yaptiklar1 bu ¢alismada monosakkaritler ile hazirlanan
besi yerinde ortamin son pH degerinin baslangic pH degerinde daha diisikk oldugunu
gozlemislerdir. Ozellikle karbon kaynagi olarak glikoz kullanilan besi yerinde ortam pH
degerinin 3,9’a diistiigii gozlenmistir. Fakat, pH’daki bu diisiis BS iiretimine tek basina etki
etmemektedir (Keshk ve Sameshima 20006).

BS {iretimi i¢in optimum pH karbon kaynagina bagl olarak degisebilir. Hutchens ve
ark. (2007) bakterinin glikoz ile kiiltlirii yapildiginda optimum baslangic pH’nin 5,5
oldugunu bildirmislerdir. Fakat mannitol kullanildiginda optimum pH 6,5’dir (Hutchens,
Leon, O’Neill ve Evans, 2007).

Bakteriyel seliiloz iiretimi esnasinda ortamda bulunan glikoz fazlas1 glukonik asite
doniismektedir. Glukonik asit olusumu ortamin pH’1inda biiyiik bir diisiise neden olmaktadir.
Bu nedenle karbon kaynagi olarak glikoz kullanildiginda pH ayarlanmasi, proses verimi

tizerinde oldukga etkilidir (Cheng ve ark., 2011).
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Statik kesikli kiiltiir kosullar1 altinda, asetik asit ve glukonik asit i¢ine glikoz
doniisiimii etanol oksidasyonunu igeren G. xylinus’un solunum metabolizmasindan dolay1
kiiltir ortamimin pH’1 azalir. pH’daki bu azalma hiicre biiyiimesi ve seliiloz iiretimi i¢in
optimum aralikta pH’mn kontroliinii ¢cok 6nemli hale getirmektedir (Ha, Shah, Ul-Islam,
Khan ve Park, 2011; Kongruang, 2008). Fakat kesikli beslemeli kiiltlir (statik kiiltiir)
durumunda taze besi yerinin periyodik olarak eklenmesinden dolay1 pH yaklagik olarak sabit

kalabilir (Shezad ve ark., 2010).

2.7.4. Sicakhik

Mikroorganizmalar i¢in en Onemli ¢evresel faktorlerden biri kuskusuz sicakliktir.
Yapilan bir¢cok ¢alismada Gluconacetobacter xylinus susu i¢in optimum sicaklik 28-30 °C
arasindadir. Son ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢calismada birgok farkli sicaklikta (20-40 °C)
deneylerini gergeklestirmislerdir. 25 °C’de herhangi bir seliiloz iiretiminin olmadigini ve 35
°C’nin tizerindeki sicakliklarda ise seliilloz veriminin diistiigiinii gézlemlemislerdir (Son ve

ark., 2001).

2.7.5. Coziinmiis Oksijen

Kiiltiir ortaminda ¢6ziinmiis oksijen seliiloz {liretimini etkileyen 6nemli bir faktordiir.
Statik kiiltiirlerde substratlar tamamen diflizyon ile tasinmak zorundadir ve karbon kaynagi
genellikle ulasabilir oldugundan oksijene ulasabilirlik hiicre metabolizmast i¢in sinirlt hale
gelebilir ve seliiloz iiretiminde ve seliiloz kalitesinde negatif etkiye sebep olabilir (Shirai ve

ark., 1994).

Kouda ve ark. (1997) havalandirmali ve karistirmali kiiltiirde Acetobacter tarafindan
BS iiretiminde oksijen ve karbon dioksitin etkisini ¢alismislardir. Uretim hizi, besi yeri
viskositesi arttig1 i¢cin azalan oksijen transfer hizina baghdir. Seliiloz iiretim hiz1 yiiksek
oksijen basincindan etkilenmemesine ragmen seliiloz liretim hizi, ¢alisma basinci arttig1 i¢in

azalir (Kouda, Naritomi, Yano ve Yoshinaga, 1997).

Kiiltiirdeki ¢ozlinmiis oksijen karistirma hiziyla degisebilir. Tantratian ve ark. (2005)
kiiltiir ortaminda ¢ok diigiik oksijen seviyesinin kiiltiir biiylimesi icin gerekli oksijeni
saglamadigini ve seliiloz {iretimini azaltti§ini, kiiltiir ortaminda ¢ok fazla ¢ézlinen oksijen
bulunmasinin ise karbon kaynagi olarak glikoz kullanildiginda glukonik asit igerigi

arttirdigini ve bu yiizden BS iiretimini azalttig1 bildirmislerdir. Kesikli beslemeli kiiltiirde
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cok yiiksek seliiloz verimi % 10 c¢ozlinmiis oksijen doygunlugunda elde edilmistir

(Tantratian, Tammarate, Krusong, Bhattarakosol ve Phunsri, 2005).

Chao ve ark. (2001) 50 L hava kaldirmali reaktérde farkli fruktoz
konsantrasyonlarinda oksijenle zenginlestirilmis hava altinda BS {iretimini ¢alismislardir.
Baslangi¢ fruktoz konsantrasyonu 30 ila 70 g/L arasinda degistirildigi zaman en yliksek
seliiloz iiretim hiz1 (0,22 g/st) ve en yiiksek seliiloz konsantrasyonu (10 g/L) 60-70 g/L

fruktoz konsantrasyonlarinda gozlemlenmistir (Chao ve ark., 2001).

2.7.6. Diger Faktorler

Bakteriyel seliiloz tiretiminde kullanilan besi yerine etanol, laktik asit, sitrik asit gibi
organik asit ilavesi seliiloz verimini arttirmaktadir. Organik asitler yardimci substrat gorevi

yaparak hiicre biiyltimesini hizlandirmaktadirlar.

Son ve ark. (2001) BS iiretiminde etanol ilavesinin etkisini aragtirmiglardir. Organik
asitler icerisinde hiicre boliinmesini en ¢ok etanoliin arttirdigini gostermislerdir. Bunun
nedenini ise etanoliin seliiloz iliretmeyen mutant hiicrelerin (Cel-) olusumunu engellemesi
seklinde agiklamaktadirlar. Karistirmali yontemde olusan Cel- mutantlarin 6nlenmesi
seliiloz verimini 6nemli 6l¢iide arttirmaktadir (Son ve ark., 2001). Melas bir yan {iriin oldugu
i¢in; icerisinde istenmeyen demir, ¢inko, bakir, manganez gibi bir takim agir metaller ve
renk veren maddeler bulunmaktadir. Istenmeyen bu maddeler BS iiretiminin diismesine
neden olmaktadir. Bae ve Shoda (2004) bu maddelerden kurtulabilmek i¢in, fermantasyon
oncesi melasa bir takim &n islemler uygulamislardir. Iki asamadan olusan islemin ilk
asamasinda; melasi 120 °C’de 20 dk. otoklavladiktan sonra oda sicakliginda tiim gece
bekletip santrifiij uygulamislardir, ikinci asamada ise 4 N siilfiirik asit (H2SO4) ile muamele
edip biitiin gece bekleterek tekrar santrifiij uygulamislardir. Boylelikle istenmeyen bu
maddelerden biiyiikk Ol¢lide kurtulmayr basarmislardir (Bae ve Shoda, 2004). Benzer
amaglarla Lu ve ark. (2011) G. xylinus 186 kullanilarak gerceklestirilen fermantasyon
sirasinda alti farkli alkoliin uyarici etkisini arastirmiglardir. Olusan etkiler n-biitanol >
mannitol > gliserol > etilen glikol > metanol > n-propanol olarak siralanabilir. Fakat sonuglar
mannitoliin her konsantrasyonda BS iiretimini uyarirken n-biitanoliin sadece % 1,5 v/v’den
daha az konsantrasyonlarda eklendiginde BS iiretimini etkiledigini gostermistir (Lu ve ark.,
2011). Daha fazla ¢calisma agar ve asetan gibi polisakkaritler eklenmesiyle BS verimliligini

arttirmak ve kayma hizin1 azaltmak i¢in yapilmustir.
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Son ve arkadaslar1 Acetobacter sp. V6 kullanarak gerceklestirdikleri bir diger
calismada; magnezyum siilfat (MgSOs4. 7H20)’in da selilloz verimini arttirdigini
gostermiglerdir. Magnezyum iyonlarinin hiicresel metabolizmanin devam ettirilmesinde
onemli rol oynadig1 bilinmektedir. Magnezyum iyonlari; seliiloz sentaz enzimi i¢in aktivator
olan c-di-GMP igin gerekli oldugundan, ortama MgSQO4. 7H>O ilave edilmesi hiicre

biiylimesini ve seliiloz sentezini arttirmaktadir (Son ve ark., 2001).

Bakteriyel seliillozu arttirmak i¢in cesitli katki maddelerinin ilavesi ortam
viskozitesinin artmasiyla kayma kuvvetlerinin azalmasi (Bae ve Shoda, 2004),
kristalizasyon siirecinin inhibisyonu (Haigler, Brown ve Benziman, 1980) ve hiicre tipinin
degisimi (Park, Park, Jung, 2003) gibi durumlarda 6nerilebilir. Bira kiiltiir besi yerinde elde
edilen atik (Ha ve ark. 2008; Shezad ve ark. 2010) , piring sarabi1 damitimindan elde edilen
dip suyu (Wu ve Liu, 2012), polisakkaritler (Lee, Kim ve Yang, 2012; Shah, Ha ve Park,
2010), alkoller (Lu ve ark., 2011) gliserol (Jung ve ark., 2010; Mikkelsen, Flanagan, Dykes
ve Gidley, 2009) ve organik asitleri (Jung ve ark., 2010) igeren farkli kimyasal bilesenler BS
tiretimini arttirmak amaciyla fermantasyon ortamina ilave edilen katkilardan bazilaridir.
Cheng ve ark. (2009a) da A.xylinum’un siispanse hiicre kiiltliriinde elde edilenden 6,3 kat
daha fazla erlen yiizeyinde % 1 karboksimetil seliiloz (CMC) ilavesi ile BS’nin 8,2 g/L
tiretilebilecegini gostermislerdir (Cheng, Catchmark ve Demirci, 2009). Kiiclik peletler
bliylik parcalarin yerine reaktoriin i¢ginde olugmuslardir. Seliillozun iiriin alim1 kolay ve

stirekli BS tiretimi imkan1 sagladigindan dolay1 bu bir avantaj olarak goriilmiistiir.

Song ve ark. (2009) kontrol kiiltiir icinde 5,0 g/L ile karsilastirildiginda % 0,4 agar
sekerlestirilmis gida atiklar1 (SFW) ortamina eklendiginde maksimum BS iiretimi (5,8 g/L)
saglamiglardir (Song, Li, Seo, Kim ve Kim, 2009). Shah ve ark. (2010) da yiizeyi modifiye
edilmis reaktdrlerde (SMRs) ¢alismis ve maksimum BS {iretimini (5,03 g/L) % 2 agar ile
SMRs’de elde etmislerdir. Bu deger modifiye edilmeyen ortaminda elde edilenden (3,05
g/L) yaklasik 1,7 kat daha yiiksektir. Agar BS’nin temel yapisal karakterini koruyan, BS’nin
iretiminin ve verimliliginin artisiyla sonuglanan hiicre biiylime hiz1 ve viskozitedeki artistan

sorumludur (Shah ve ark., 2010).

Hu ve Catchmark (2010) kiiltiir ortamina 0,14 mg I-metilsiklopropen (MCP)
eklenmesiyle daha az biyokiitle tiretildigini ve BS verimi ekleme yapilmaya ortam % 25,4’e

kadar artirilabilir oldugunu gostermisglerdir (Hu ve Catchmark, 2010).
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2.8.  Bakteriyel Selillozun Kullanim Alanlar:
2.8.1. Medikal alanda BS’nin Kullanimi

Bakteriyel selillozun yapisal ve mekanik 6zellikleri ¢esitli uygulamalar i¢in onu
bitkisel seliilozdan daha iyi bir secenek yapmaktadir. Yaklagik olarak, BS lifleri 20-100 nm
capinda ve yiiksek yiizey alanina sahip yiiksek bir en-boy oranina sahiptir ve BS ¢ok yiiksek
bir su tutma kapasitesine sahiptir. Ustelik, biyouyumluluk, hidrofiliklik, seffaflik ve toksisite
gibi diger birka¢ belirgin 6zellik, biyotip ve biyoteknoloji de dahil olmak {izere gesitli
alanlarda BS’yi uygun bir materyal yapmaktadir (Dahman, 2009). Genel olarak, tibbi
uygulamalar i¢in bir biyomalzeme se¢imi esas olarak biyouyumluluk derecesine baglidir.
Ayni sekilde, 6nerilen bir tibbi bagvuru, belirli bir seliiloz yapisinin se¢imini desteklemelidir.
Ornegin, implante edilebilir seliiloz, bitki seliilozundan yapilmis bir kemik dokusu ve
hepatositleri destekledigi bildirilen bir seliiloz iskelesine cilt hiicrelerinin entegrasyonunu
kolaylastirmak ic¢in yapay deri ikameleri i¢in c¢apit 50-150 pum olan birbirine bagh
gozeneklerle yiiksek porozite gostermelidir (Kino, Sawa, Kasai ve Mito, 1998). Benzer
sekilde, gegici yara sargisi ortiisii i¢in seliiloz iyilesme siirecinde nano-gozenekli bir yapi
sergilemek ve yarayir nemli tutmak zorundadir. Cesitli in vivo ¢alismalarda, tavsan ve fare
gibi hayvan modellerinde mikrobiyal selillozun kullanimi incelenmistir (Oster ve ark.,
2003). Yapilan ¢esitli caligmalarda bakteriyel seliillozun ve kompozitlerinin kullanimi deri,

kan damari, kornea, kemik ve kikirdak gibi uygulamalarda kullanilabilecegi ifade edilmistir.

2.8.1.1.  Yara Iyilestirme Materyali Olarak BS Kullanimi

Yaralarin iyilesme siireci, dermisin onarimini ve epidermisin rejenerasyonunu
icermektedir (Balasubramani, Kumar ve Babu, 2001). Yanik tedavisinin temel hedeflerinden
biri, iyilesme hizin1 arttirmak ve hizli bir sekilde agr1 gidermeyi saglamak icin etkili bir yara
kapatma islemini hizla yerine getirmektir (Demling ve DeSanti, 1999; Jones, Currie ve
Martin, 2002; Prasanna, Mishra ve Thomas, 2004). Ek olarak, diizgiin bir sekilde iyilesme
siireci saglanmasi i¢in yaranin enfeksiyon kapmasi engellenmelidir (Gallin ve Hepperle,
1998; Latarjet, 1995). Piyasada bir¢ok farkli biyolojik ve sentetik yara ortiisii bulunmasina
ragmen en st diizey yara Ortiisii i¢in aragtirmalar devam etmektedir. Modern yara iyilestirme
alanindaki uygulamalar, miikemmel bir yara Ortli sistemi yapisal ve fonksiyonel olarak
otogreft dokuya benzer sekilde gelistirilmesi gerekmektedir (Balasubramani ve ark., 2001).

Etkili ozelliklerinden dolay1 BS son derece etkili bir yara Ortli malzemesi olarak

22



gosterilmistir. BS, kii¢lik boyutlu fibriller, 1slak dogasi, yiiksek derecede nano-gdzenekli
yap1 ve yaray1 kapatma kolaylig1 gibi benzersiz 6zelliklerinden dolay1 genis bir yara ortii
malzemesi olarak arastirilmistir. Bu 6zellikler, yaralar i¢cin nemli bir ortam saglamak,
antibiyotiklerin ve diger ilaglarin transferini kolaylastirmak ve enfeksiyonlara kars1 fiziksel

bir bariyer gorevi yapmak gibi bircok avantaja sahiptir.

Yara iyilesmesi, c¢esitli hiicre tipleri, hiicre dis1 matris (ECM) molekiilleri ve ¢dziiniir
bilesikler arasindaki karmasik etkilesimleri i¢eren dinamik bir siirectir. Yara iyilesmesi
homeostaz, inflamasyon, graniilasyon dokusu olusumu ve yeniden sekillendirme gibi bir dizi
etkinligin koordinasyonunu gerektirir (Eming, Smola ve Kreig, 2002). Ulser yarasinin
tyilesme siirecindeki sorunlarin ¢ogu, bu olaylarin bir veya daha fazlasinin diizgiin bir
sekilde gerceklesememesinden kaynaklanmaktadir. Yara iyilesmesindeki son aragtirmalar,
iyilesmeyi hizlandiran ve yara izini azaltan, yeni doku veya organ ikamelerini geligtirme
unsurlarin1 optimize ederek ve iyilesme siirecini yenileyerek ve onararak diizeltmeyen
sinyalleri belirleyerek siirecin iyilestirilmesine odaklanmistir. Ornegin, cilt yaralarmin
tyilesmesi, farkli doku tiplerinin, hiicre tiplerinin ve matris bilesenlerin yenilenmesini

gerektirir (Balasubramani ve ark., 2001).

Polonya’da yapilan bir ¢alismada kurutulmamis BS membran 2. derece bir yanik
tedavisinde kullanilmistir. Bu ¢alismada BS membranin gergekten diger ticari yara Ortlisti
malzemelerine gore; 1) yara yiizeyine uygun yapisma, 2) yara i¢in nemli bir ortam saglama,
3) aciy1 etkili sekilde azaltma, 4) epitel dokunun yeniden olusmasini ve graniilasyon dokusu
olusumunu hizlandirma ve 5) yara izi olusumunu azaltma gibi hususlarda daha etkili bir
performans gosterdigi goriilmistiir. BS nin yara ortii malzemesi olarak ilk ticari uygulamasi
1980'lerde Johnson & Johnson Company tarafindan gerceklestirilmistir. Biofill, XCell (Sekil
2.6) ve Bioprocess lriinleri zaten yara iyilesmesinde giincel uygulama i¢in ticari olarak
giinlimiizde ulasilabilmektedir. Biofill isimli BS iirliniin gelistiren Mayall ve ark. (1990) ve
Fontana ve ark. (1990) bir ¢caligmada Biofill {irliniinilin, yaniklar ve kronik iilser gibi deri
problemleri i¢in ¢ok basarili bir yara sargisi malzemesi oldugu kanitlanmistir (Fontana ve
ark., 1990; Mayall, Mayall, Mayall, Rocha ve Marques, 1990). Biofill'in diger yara sargisi
malzemelerinden agriy1 azaltmak, yarayi enfeksiyona karsi korumak, iyilesme siirecini
hizlandirmak ve tedavinin maliyetini azaltmak gibi cesitli yollarla daha etkili oldugu
gosterilmistir. Dahasi, diger cilt tedavilerine gore daha etkili oldugu kanitlanmistir. Bu

iriinler hemen hemen her ¢evreye uygundur ve yaranin davranigina gore emici veya serbest

23



Sekil 2. 6. Ticari olarak satilan XCell bakteriyel seliiloz

kalan s1v1 tarafindan uygun bir su dengesini koruyabildigi i¢in ideal bir nemlendirme saglar.
BS yara enfeksiyonunu engelleyen antimikrobiyal aktiviteye sahip olmamasina ragmen bu
glimiis nitrat ¢ozeltisine bakteriyel selillozu daldirarak BS {izerine kazandiran glimiis
nanopartikiilleri ile elde edilebilir. Giimiis nanopartikiiller ile selilloz membran bakteriye
kars1 antimikrobiyal aktivite saglar, boylece kronik yaralar ve yaniklar i¢in antimikrobiyal
yara materyali olarak kullanilabilir (Jung, Kim, Kim ve Jin, 2009). Giimiis nanopartikiilii

eklenmesinin etkisi Sekil 2.7°de gosterilmistir.

2.8.1.2.  ila¢ Salimm Sistemlerin ve Ila¢c Eksipiyam (Katki maddesi) olarak BS Film
Kaplama

Seliilloz, film olusturucu oOzelliklerinden dolayr farmasétik kaplamalarda
kullanilmaktadir. Buna ek olarak, BS sahip oldugu iiniform ve ultra ince fibréz ag yapist
nedeniyle yiiksek gerilme mukavemeti, elastite modiilii ve yiiksek 1slak mukavemet de dahil
olmak tizere arzu edilen mekanik oOzellikleri sergilemektedir. BS’nin yapisinda ve
ozelliklerinde herhangi bir degisiklik yapilmaksizin sterilize edilebilmesi de onemli bir
avantajdir (Hu ve ark., 2009; Wan ve ark., 2009). Yukarida bahsedilen 6zellikler, BS’yi bir
tablet film kaplama ajani olarak uygulamaya uygun bir malzeme yapmaktadir. Amin ve ark.
(2012), nispeten iyi film olusturucu 6zelliklere sahip olan ilag¢ tabletleri olusturmuslardir.
Farkl1 plastiklestiriciler veya polimerler gibi diger katkilar ile daha iyi 6zelliklere sahip
maddeler olusturulabilir (Amin, Abadi, Ahmad, Katas ve Jamal, 2012). Bu nedenle BS
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Sekil 2. 7. AgNOs nanoparcaciklarinin BS matrisi icerisine dahil edilmesi. Saf BS (a) herhangi bir mikrobiyal
inhibisyonu gostermezken, AgCl emdirilen edilen BS (b) pelikill ¢evresinde bir inhibisyon halkasi

goriinmektedir (Jung ve ark., 2009).

fonksiyonel olmayan farmasotik film kaplama ve siirekli ila¢ salinim sistemi i¢in potansiyel
bir uygulamaya sahiptir. Ayrica Kulkarni ve ark. (2012), Bakteriyel seliillozun tablet
formilasyonlar i¢in bir farmasoétik eksipiyan olarak uygun bir sekilde kullanilabilecegini
belirtmislerdir (Kulkarni, Anil Dixit ve Singh, 2012). BS, rastgele bir sekilde 3D boslukla
diizenlenmis nano Ol¢ekli fiberlerden olusur ve boylece agik gozenekli bir yapr saglar;
manyetik inorganik nanopartikiillerin ¢okelmesi icin bir sablon olarak kullanilir
(Pirkkalainen ve ark., 2008; Kari Pirkkalainen ve ark., 2007). ilag salinim uygulamalarinda
BS gibi yeni malzemelerin kullanimini belirlemeye yardimci olmasi i¢in BS, termo ve pH'ye
duyarli hidrojelleri tiretmek i¢in farkli oranlarda akrilik asit ile kombine edilmistir. Amin ve
ark. (2012), BS’nin hidrojellerinin kontrollii ilag salinim sistemi olarak umut vadeden bir

materyal oldugunu ifade etmislerdir (Amin, Ahmad, Halib ve Ahmad, 2012).

2.8.1.3. Yapay Kan Damar

Yapay kan damarlari, kan dolagimin1 diizeltmek i¢in sentetik malzemelerden yapilmis
borulardir (Sekil 2.8). Arterlerin sertlesmesinden dolay1 kalp c¢evresindeki koroner damar
tikaniklig1 olmasi durumunda, ilgili olan karmasik prosediirlere bagli 6liimciil risk tasiyan
bir bypass islemi gereklidir. BS vinyon, teflon ve sentetik elyaf Dacron gibi kimyasal olarak
sentetik materyallere kiyasla daha diigsiik bir kan pihtis1 riski tasidigi i¢in suni kan

damarlarinin sentezi i¢in kullanilabilir. BS bir¢ok sentetik malzemeye gore daha {istiin sekil
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tutma ve yirtilma direnci gibi yapay kan damarlarinin sentezi i¢in yararli birka¢ mekanik
ozellik sergiler. Polipropilen, polietilen tereftalat veya selofan gibi organik tabakalara
kiyasla, BS bir film veya tabaka haline getirildiginde dikkate deger bir mekanik mukavemet
sergilemektedir. Yapilan bir ¢alismada tiip sekilli bir BS kan damar1 yerine uygun bir
malzeme oldugu belirtilmistir (Klemm, Schumann, Udhardt ve Marsch, 2001). Ayrica,
seliiloz kanla temasta ¢ok iyi ¢alisir ve bu nedenle yapay kan damarlarinin yerini alabilir. BS
lifleri diiz kas, endotel ve fibroblast hiicrelerinin biiylimesini ve proliferasyonunu
destekleyerek canli bir kan damari olusturur. Mekanik Ozelliklerinin, dolagim sistemi
tarafindan olusturulan kuvvetlere dayanmasi i¢in uygun oldugu kanitlanabildiginden kan
damarlarinin iiretimi i¢in etkili oldugu diisliniilmektedir. Yapay olarak sentezlenen kan
damarlar1 (BASYC tiipleri) genellikle i¢ ¢ap1 1,0 mm, uzunlugu 5 mm ve cidar kalinlig1 0,7
mm'dir ve hiicrelerin yiizeylerinde biiyiimesine ve kan pihtilagsmasinin 6énlenmesine imkan
saglar. Yapay kan damarlarinin diger énemli 6zellikleri, yiiksek mekanik mukavemet,
mekanik gerilime diren¢ ve kan basincinin olmasidir. Sekil 2.9°da BASYC tiiplerin klinik

uygulamasi gosterilmistir.

Sekil 2. 8. Farkli ¢ap, uzunluk ve duvar kalinligina sahip BASYC tiipleri (Klemm ve ark., 2001)
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Sekil 2. 9. Bir mikrosinir cerrahisinde BASYC tiipiin uygulamasi (Klemm ve ark., 2001)

Kardiyovaskiiler greftlerin pratikte gelisimi, sentetik greft ve cevredeki dokular
arasindaki uyumsuzlugu sinirlamistir. Bu dezavantaj, degistirilen dokulara yakin 6zelliklere
sahip biyomalzemelerin gelistirilmesi ile iistesinden gelinebilir. Yiiksek biyouyumluluk
gosteren, istenen tibbi Ozelliklerin sergilendigi bir anizotropik BS-PVA (polivinil alkol)
nanokompozit sentezlenmistir. Nanokompozitlerin mekanik o6zellikleri, anizotropi gibi
materyali ve isleme parametrelerini kontrol ederek genis yelpazede cesitlendirilmistir.
Fizyolojik araliktaki hem c¢evresel hem de eksensel yonlerde oOzellikleri yakindan
eslestirilmis ve fizyolojik yiikiin 6tesinde daha fazla gerilmeye kars1 direng saglanmistir. Bu
gozlemler BS-PVA nanokompozitlerin anizotropi derecesinin kardiyovaskiiler sistemden
diger bag dokularina kadar degisen yumusak dokularin mekanik 6zelliklerine yakindan
uyacak sekilde kontrol edilebilecegi sonucuna gotiirmiistiir. Bununla birlikte, yapay kan
damarlarinin gelistirilmesinden 6nce, BS dahil olmak {izere degerlendirilecek olan materyal,
endotel hiicre proliferasyonunu ve trombojenik 06zellikleri destekleme potansiyeli
bakimindan konvansiyonel greft materyalleri ile karsilastirilmalidir (Ul-islam, Khan,

Khattak, Ullah ve Park, 2015).

2.8.1.4. Doku iskelesi

Doku miihendisligi yaklagimlarinda doku rejenerasyonunun basarisini belirleyen
anahtar unsur, yeni biiyliyen dokularin yani sira hiicrenin tutulmasini, yayilmasi,
migrasyonu, proliferasyonu ve farklilagsmasi i¢in yapisal destek saglayan ii¢ boyutlu bir doku
iskelesinin gelistirilmesidir. Iskelet hiicre hareketine ve biiyiiyen hiicrelere besin
maddelerinin taginmasina izin veren birbirine bagli gdzenek ag1 igermesi ayrica énemlidir.

Istenilen bir doku tiiriiniin olusturulmasi i¢in diizgiin {ic boyutlu yap1 icerisinde hiicrelerin
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gelisimini saglayan iskele iizerine hiicreler ekilir. in vitro olarak gelistirilen bu doku yapisi

viicudun etkilenen alanina implante edilir (Ul-islam ve ark., 2015).

Daha onceki caligmalar, iskele materyalinin biyolojik olarak parcalanabilir olmasi
gerektigini ve boylelikle hiicreler ¢ogaldik¢a implante edilen materyalin yerini alacagini
gostermislerdir. Fakat genellikle doku iskelesi bozunma hizi hiicrelerin olusum hizindan
daha yiiksektir. Bu problem, biyolojik olarak uyumlu, gozenekli ve normal doku fonksiyonu
icin gerekli mekanik ozellikleri igeren kalici iskele malzemesinin gelistirilmesi yoluyla
asilabilir. Kolajen, aljinat, hiyaliironik asit, fibrin tutkal1 ve kitosan gibi dogal polimerler ve
Poliglikolik asit (PGA), poli laktik asit (PLA), polivinil alkol (PVA), polihidroksi etil
metakrilat (pHEMA) ve poli (N-izopropilakrilamid) (pNIPAA) gibi sentetik polimerler de
dahil olmak iizere doku iskelesi tasariminda cesitli malzemeler denenmistir (Keshk, 2014).
Yapilan 6n ¢aligmalar, BS’nin doku miihendisliginde iskelet gelisiminde miikemmel bir
malzeme gorevi gorebilecegini gostermistir. Hem saf BS hem de modifiye edilmis BS iskele
materyali olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bazi ¢aligsmalar saf
BS’nin hiicre kiiltiirii ya da doku miihendisligi i¢in etkisiz bir substrat oldugunu gostermistir,
clinkii hiicreler BS’ye uymaz ve dolayisiyla ¢ogalamazlar. Serumda ve sodyum hidroksit
gibi elektrolitik ¢ozeltilerle saf BS 1slatildiktan sonra hiicreler yapismaya ve ¢ogalmaya
baslamig ve BS’nin iskelet gelisiminde bir hiicre kiiltiirii substrati olarak kullanilma
kabiliyetini kanitlamistir (Watanabe ve ark., 1993). G. xylinus, biyo-uyumluluk, mekanik
mukavemet ve biyobozunabilirlik gibi benzersiz 6zelliklerinden dolay1 iskele i¢in yeni bir
malzeme lreticisi olarak degerlendirilmistir. Dogal ve kimyasal olarak modifiye edilmis BS
(fosforile ve siilfonatli BS) sigir kondrositleri kullanilarak degerlendirilmistir. Sonuglar,
modifiye edilmemis BS’ nin yaklasik % 50 seviyesinde kondrosit cogalmasini destekledigini
ve mekanik ozellikler acisindan 6nemli avantajlar sagladigini ortaya koymustur. Doku
kiiltiirii plastigi ve kalsiyum alginat ile karsilastirildiginda saf BS, kondrosit olusumunda

belirgin olarak daha yiiksek seviyelerde ¢ikmustir.

2.8.1.5. Kemik ve Kikirdak Rejenerasyonu

Dogal kemik, hidroksiapatitle (HAp) takviye edilmis bir kollajen matrisinden olusur.
Ciddi hasar goren kemik dokular1 genellikle iyilesme siireciyle yenilenmek zordur. Her yil,
diinya capinda iki milyondan fazla kemik grefti ameliyati1 yapilmaktadir ve bunlarin maliyeti

15 milyar dolarin iizerindedir. Benzer sekilde, kikirdak, kollajen ve proteoglikanlardan
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olusan bir matriste gdmiilii olan kondrosit sadece bir tiir hiicreden olusan avaskiiler bir
dokudur. Yetiskin kikirdak dokulari, yliksek derecede farklilasmig ve boliinmeyen
kondrositlerin seyrek dagilimina bagl olarak sinirli kendini onarma kapasitesine sahiptir.
Buna ek olarak, kendine onarma siireci yavas bir matris devri, diisiik progenitor hiicrelerinin
temini ve vaskiiler beslenme eksikligi nedeniyle engellenir. Kemik transplantasyonu,
otogreft, allogreft veya oreksenogreft ile yapilir ve allogreft ile oreksenogreft bagisiklik
reddi problemiyle kars1 karsiyadir. Maksimum basar1 sans1 olmasina ragmen, otogreft, donor
dokularin kisith kullanilabilirligi, boyutu ve sekli, ayn1 zamanda otojen kemiklerin
cikarilmas: sirasinda cerrahi agri nedeniyle siklikla kaginilir. Bu nedenle, biiyiik kemik
hasarlarinin onarimi i¢in uygun olmayabilir (Deng, Hong-wen ve Liu, 2005). Ayrica,
metallerden, biyoaktif camlardan, aliimina seramiklerinden, kalsiyum stlfattan, poli
(glikolik asit), poli (laktik asit), polikaprolakton, kalsiyum fosfat, kollajenden ve dogal
mercanlardan veya seramiklerden yapilmis sentetik greftler optimal mekanik ozellikler
saglamamaktadir (Zimmermann, LeBlanc, Sheets, Fox ve Gatenholm, 2011) , zayif toplam
osseointegrasyon gosterirler ve sonunda enfeksiyon veya yorulma yiikii nedeniyle basarisiz
olur. Bu kisitlamalar, daha biiyiik, daha karmasik yapilara kolayca islenebilen ve doku
miithendisligi yoluyla dogal onarim mekanizmasina rehberlik edecek yeni kemik greft
materyalleri i¢in biiytik bir klinik gereksinimi ortaya ¢ikarir. Birkag sentetik polimer su anda
biyomedikal miihendisliginde kullanilmaktadir ve bozunma siiresi gibi bazi Onemli
Ozellikleri polimer igsleme siirecinde iyilestirilebilmektedir. Doku miihendisligindeki iskelet
hiicre proliferasyonunu destekleme ve yeni biiyliyen dokularin seklini tanimlamanin yani
sira hiicrelerin farkli fonksiyonlarini korur. BS, biyouyumluluk, kuru ve 1slak haldeki yiiksek
cekme mukavemeti, ince fibril aglari, yiiksek kristallik ve kaliplanabilirlik nedeniyle, kemik
ve kikirdak dokularinin yenilenmesi i¢in doku miihendisligi uygulamalarinda bir iskele
olarak kullanmilmistir (Béckdahl ve ark., 2006). Calismalar, BS’nin kemik ve kikirdagin
onemli bilesenleri olan endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve kondrositler gibi birkag hiicre
tipinin biliyiimesini destekledigini gostermistir. BS ayrica bu hiicrelere toksik olmayan bir
etki gostermistir. Bununla birlikte, BS ile iligkili 6nemli sinirlamalar, yogun bir agdan gelen
nanofibriller hiicre infiltrasyonunu sinirlandirabilmesidir. Sorun, birbirine bagh
gozeneklerin bir ag olusturan A. xylinum fermantasyonu sirasinda porojenlerin eklenmesiyle
BS’ye gozeneklilik kazandirilarak asilmistir (Bickdahl, Esguerra, Delbro, Risberg ve
Gatenholm, 2008).
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2.8.2. Elektrik Materyalleri

Bakteriyel seliilozun iletken olmayan bir materyal oldugu bilinmektedir fakat bazi
iletken materyalleri seliilozun igerisine eklendiginde seliiloz iletkenlik 6zelligi kazanir.
Miiller ve ark. (2011), oksidant olarak FeCl3.6H>O kullanarak in situ oksidatif
polimerizasyon araciligiyla iletken polipirol (PPy) ve polianilinin (PANI) ile birlikte BS
yiizeyini kaplamislardir. Sonug¢ olarak bir c¢ekirdek-kabuk yapisi ile BS nanofiberin
yiizeyinde stirekli bir iletken tabaka olusturmuslardir. Kompozitin elektrik iletkenligi,
reaksiyon zamaninin yani sira oksidant ve monomer konsantrasyonuna baghdir (Miiller,

Rambo, Recouvreux, Porto ve Barra, 2011).

Liang ve ark. (2012), baslangi¢c materyali olarak BS kullanarak yiiksek iletkenlige
sahip ve uzayabilen kompozit iiretmek icin basit ve ucuz bir metot gelistirmislerdir.
Hazirlanan pirolizlenmis BS (p-BS)/polidimetilsiloksan (PDMS) kompoziti ticari karbon
nanotlip ve grafen temelli kompozitlerden ¢cok daha yiiksek olan 0,20-0,41 S/cm’lik
iletkenlik sergilemistir. Kompozitlerin olaganiistii elektromekanik o6zelliklerinin, P-BS
aerogellerinin elektronlarin hizla hareket edebilecegi birbiriyle baglantili yollar saglayan
giiclii ve 6nceden olusturulmus 3D aglarindan kaynaklandigina diistiniilmektedir (Liang ve

ark., 2012).

2.8.3. Manyetik Materyaller

Manyetik nanomateryaller biyomedikal, veri depolama ve ara¢ uygulamalar i¢in
gelistirilmistir. Manyetik nanopartikiiller ile kombine edilmis BS materyalleri giiniimiizdeki
arastirmalarin ilgi odagidir. Onceden kullanilan metotlarda nanopartikiiller ile polimer
matriks direk olarak karigtirilmaktaydi fakat giliniimiizde bir¢ok yeni metot ortaya
cikmaktadir. Yiiksek mekanik mukavemet saglamamin diginda fibr6z ag yapisi partikiilleri
tutmak i¢in destek yapisi saglayan BS fiberleri ile nanopatikiillerin ¢cokelmesi i¢in reaksiyon
haznesi olarak kullanilabilen mikro/nanopor bosluklar sunmaktadir. Vitta ve ark. (2010) Ni-
klor hegzahidratin kimyasal rediiksyionu ile oda sicakliginda Ni partikiillerini tutmak i¢in
destek materyali olarak BS kullanmiglardir (Vitta ve Drillon, 2010). Nikel ile yiiklenen

BS’nin oda sicakliginda ferromanyetik oldugu bulunmustur.
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2.8.4. Cevre ve Tarim alanlarinda BS Uygulamalari

Patel ve Suresh (2008), akrilik bir disk {izerinde BS sentezleyip kesikli ve siirekli
sistemde pentaklorofenoliin deklorinasyon iizerindeki etkisini incelemislerdir (Patel ve
Suresh, 2008). Nitratlar gibi inorganik kirleticiler de BS-destekli Pd-Cu katalizorii

kullanarak azot ve amonyaga indirgenebilir (Sun ve ark., 2010).

2.8.4.1. Boya Giderimi icin BS Kullanim

Boya giderme icin adsorban olarak BS kullanilmistir. Bir azo boya olan anilin mavisi
icin BS ile boya giderimi ¢aligmasi yapilmistir. Bu ¢alismada Gluconoacetobacter hansenii
tarafindan tiretilen BS, pH 7'de 10 dakika i¢inde 100 mg/L konsantrasyonlardaki boyay1 %
90'a kadar renksizlestirdigi gorilmiistiir (Sekil 2.10) (Mohite ve Patil, 2014). Vyjayanthi ve
Suresh, (2010), donen bir katalizor temas reaktoriinde drimaren kirmizisi boyasinin
renksizlestirilmesi i¢in kullanmiglardir ve pH 2'de 25 dakika sonunda 100 mg/L’lik boyanin
% 90 oraninda giderdigini rapor etmislerdir (Vyjayanthi ve Suresh, 2010).

2.8.4.2.  Agir Metallerin Giderimi Icin Bakteriyel Seliiloz Kullanin

BS, civa (Rezaee, Derayat, Mortazavi, Yamini ve Jafarzadeh, 2005), arsenik
(Rezaee, Abbas ve Asadikaram, Gholamreza ve Mirzai, Mohammad ve Naimi, Nayera ve
Dargahi, Rosa ve Sadegi, 2008), kadmiyum (Min, Xiao-Hui ve De-Zhou, 2011) ve kursun
(Zhu ve ark., 2011) gibi agir metallerin uzaklastirilmasi icin kullanilmistir. Bu
uygulamalarda BS’nin etkili bir adsorban olma potansiyeli oldugu belirtmislerdir. Reed ve
ark., (1994) yaptiklar1 bir ¢alismada bakteriyel seliilozun civa adsorpsiyonun oldukga hizl
oldugunu bulmuslardir ve 10 dakikadan fazla olan islem siiresinin adsorpsiyon hizi {izerinde
herhangi bir etkiye sahip olmadigin1 gostermislerdir (Reed ve Arunachalam, 1994). Yapilan
baska bir ¢calismada arsenik adsorpsiyonu, BS ile arsenik arasindaki kompleks olusumunun
bir sonucu olarak alkal pH araliginda hizli bir sekilde ger¢eklesmektedir (Lopez-Delgado,
Pérez ve Lopez, 1998).
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Sekil 2. 10. Anilin mavisi boya giderimi; (a) muamele edilmemis, (b) BS ile muamele edilmis (Mohite ve Patil,
2014)

BS’nin Pb? *igin biyo-adsorpsiyon kapasitesi 132 mg/g olarak belirlenmistir, bu deger
sorbentler i¢in bildirilen degerlerle karsilastirilabilir bir degerdir (Mohite ve Patil, 2014). BS
adsorpsiyon kapasitesi aktif karbon (30 mg/g) (Srivastava, Gupta ve Mohan, 1997), yiiksek
firm ¢amuru (79 mg/g) (Gabriels, 1990) ve yiiksek firm ciirufu (40 mg/g) gibi Pb? " icin
siklikla kullanilan adsorbentlerin adsorpsiyon kapasitesinden daha yiiksektir. (Wallace,
Arthur ve Terry, 1998).

2.8.4.3. Tarim Uygulamalar:

Yapilan bazi arastirmalarda topraga bir biyopolimer uygulanarak topragin kalitesinde
bir artis oldugu goriilmiistiir. Abdelhak, (2016) bir poliakrilamid-seliiloz karisiminin su
tutma kapasitesi ve gelistirilmis toprak oOzelliklerine iliskin olumlu sonuglar verdigini
belirlemislerdir (Abdelhak, 2016). Seliiloz, topragin maksimum su tutma kapasitesini
(MWHC) olumlu yonde etkilemektedir (Patil, Salunke, Patil ve Salunkhe, 2011). Fakat

BS’nin kullanimi toprak iyilestirmeleri i¢in uygulanmamustir.

2.8.5. Kagit Sanayi Uygulamalar

Bilindigi gibi kagitlar bir takim prosesler araciligiyla agaclardan elde edilmektedir. Bu
prosesler ile agacin yapisinda bulunan lignin ve hemiseliiloz seliilozdan ayrilmaya calisilir.
Seliilozdan lignin ve hemiseliillozun uzaklastirilma miktar iiretilecek kagidin kalitesini de

etkilemektedir. Yani seliilloz yilizdesi ne kadar yiiksekse iiretilen kagit da o kadar kaliteli
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olacaktir. Fakat bu prosesler hem ¢ok yiiksek su tiikketimi hem de bir takim kimyasallarin

kullanimin1 gerektirmektedir. Ayrica ¢cevreye oldukga zarar1 vardir.

Yiiksek yansiticilik, yumusaklik, hafiflik ve kolay tasinabilirlik, genis goriis agis1 ve
saf ve tekdiize doga gibi BS’nin benzersiz fiziksel ve mekanik 6zellikleri, elektronik kagit
uygulamalarin1 ortaya ¢ikarmistir (Shah ve Malcolm Brown, 2005). BS kagitlari, gida
endiistrisi, ev dekorasyon iiriinleri i¢in biyolojik olarak parcalanabilir ambalajlar olarak
kullanilabilir. Statik veya karistirmali kiiltiir kosullarindan elde edilen BS kagitlar, ayn1 6zel
yag direnci Ozelligine sahiptir ve ambalajlama endiistrisinde kullanilmak tizere faydali
olabilir (Suwannapinunt, Neelobon ve Burakorn, Jirapon ve Thaenthanee, 2007). Basta ve
El-Saied atese dayanikli fosfat igeren BS gelistirmislerdir. Bu modifiye edilmis BS, spesifik
kagidin hazirlanmasi i¢in degerli bir iiriindiir, bunun yaninda bir dolgu maddesi olarak

islevini yerine getirir (Basta ve El-Saied, 2009).

Mikrobiyal seliilloz kagitlarda bir baglayici olarak arastirilmistir ve seliiloz
mikrofibrillerinin son derece kiigiik kiimelerden olustugu icin, bu 6zellik kagida entegre
edildiginde hamurun mukavemetine ve dayanikliligina biiylik ol¢iide katkida bulunur.
Japonya'daki Mitsubishi Kagit Fabrikalar1 ile birlikte Ajinomoto Co., kagit {irlinleri i¢in

mikrobiyal seliiloz gelistirmede aktif olarak ¢alismaktadir.

2.8.6. Ayirma ve Atik Saflastirma

BS kompozitleri, bir saflagtirma veya ayirma membrani olarak muazzam bir potansiyel
gostermistir. BS’nin gdzenekli membrani, etkili ayirma 6zelliklerine sahip diger polimerik
malzemelerle birlestirildiginde ideal bir durum ortaya koyar. BS kompozitleri, ayirma
membranlar1 gibi uygulamalar i¢in iyon degisimi 6zelliklerine sahip akrilik asit (AAc) ile
hazirlanmigtir. Ticari membranlarla karsilagtirildiginda, BS-AAc kompozit membranlar
gelismis elektrokimyasal Ozelliklere sahiptir ve metal iyonlariyla baglanarak ve eser
metalleri ayirarak agir metaller i¢in mitkemmel emilme kabiliyetleri gostermistir. Biyolojik
olarak pargalanabilir malzemelerle BS kompozitlerinin hazirlanmasi etkili bir stratejidir.
Iyon degisimi ve agir metal absorpsiyonu dzellikleri ile bu kompozitler atiksu aritimi ve

saflastirma i¢in etkili bir sekilde kullanilabilir (Choi ve ark., 2004).

Ayirma amaciyla BS membranlarinin gelistirilmesiyle afinite kromatografisinde
onemli bir uygulama ortaya c¢ikmistir. Rasemik karigimlardan arzulanan izomerlerin

ayrilmasi i¢in molekiiler olarak damgalanmis polimerler ile BS kompozitleri kullanilabilir.

33



MIP (Molecularly Imprinted Polymer) nanoparcaciklari, kompozit sentez tekniklerinden
herhangi biri vasitasiyla BS’ye emdirilebilir. Bu BC-MIP kompozitleri, arzulanan
enantiyomerleri rasemik bir karisimdan alip ayirmayi gergeklestirebilecek cok sayida
baglanma alani igerir. Jantarat ve ark. (2008) MIP mikrokiirelerini (S-propranolol segici),
molekiiler tanima bolgelerinin kontrollii tahsisi ve kullanilabilirligi ile goézenekli bir BS
matrisinde basariyla saglamiglardir (Jantarat, Tangthong, Songkro, Martin ve Suedee, 2008).
Benzer sekilde baska bir ¢alismada, S-propranolol enantiomerinin ayrilmasi i¢in BS-MIP
kompozit membranlar gelistirilmistir. Kompozitler enantiosegici ayirma i¢in basariyla

kullanilmistir (Bodhibukkana ve ark., 2006).

2.8.7. Gida Sanayi

Kimyasal olarak saf seliiloz, dolgunlastirici ve stabilize edici ajan olarak islenmis
gidalarda kullanilabilir. Gida endiistrisinde mikrobiyal seliilozun ilk kullanimi, Filipinler'de
nata de coco'da idi. Mikrobiyal seliillozun jel benzeri 6zellikleri, insan bagirsak yolundaki
sindirilemezligi ile birlikte, bunu ¢ekici bir gida katki maddesi yapmistir (Budhiono, Rosidi,
Taher ve Iguchi, 1999). 1970'lerde, Monascus sp.’nin énemli bir metaboliti olan monacolin
K (mevinolin) belirlendi ve kolestrol sentezini inhibe ettigi gosterildi. Acetobacter
xylinum’dan hazirlanan bakteri seliiloz liriinii Nata, Filipinler'de ve diger iilkelerde popiiler
bir atigtirmaliktir. Ayrica, yumusak dokusu ve yiiksek lif icerigi nedeniyle, gida isleme
alaninda yaygin olarak kullanilir. Monacolin K ve bakteriyel seliillozun fonksiyonel
Ozelliklerini birlestiren Monascus-nata kompleksi, potansiyel bir fonksiyonel gida

maddesidir (Ng ve Shyu, 2004; Stephens, Westland ve Neogi, 1990).

1992'de mikrobiyal seliiloz Japonya'daki diyet iceceklerine dahil edilmistir.
Asetobakter ¢ay ekstraktinda ve sekerde maya ile birlikte yetistirilmistir. Bu, gelismis saglik
ihtiyaclari i¢in bir kombucha veya Mancgurya ¢ay1 olarak tiiketilir (Chawla ve ark., 2009).
Sekil 2.11°de kambucha c¢ay1 ve Nata de coco gosterilmistir.

2.9. Literatiir Ozeti

Seliiloz biyosentezinde karbon kaynagi en dnemli proses parametresidir ve seliiloz
sentezinde en ¢ok; 5 ve 6 karbonlu monosakkaritler, oligosakkaritler, nisasta, alkol ve
organik asitler kullanilir. Mono-, di- ve polisakkaritler, alkoller, organik asitlerin kullanildig:

bir ¢calismada, karbon kaynagi olarak arabitol ve D-mannitol kullaniminda daha fazla BS
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tiretimi gozlemlenmistir. Glikoz ile karsilagtirildiginda arabitol kullaniminda 6,2 kat, D-

mannitol kullaniminda ise 3,8 kat daha fazla BS iiretilmistir (Jonas ve Farah, 1998).

Carreira ve ark. (2011) yaptiklar1 calismada BS {iretimi i¢in uygun karbon ve besin
kaynag1 olarak sarap ve kagit hamuru sektdriiniin artiklarmi kullanmustir.  Uziim
kabuklarinin sulu ekstrakti ve siilfit kagit hamur likoriinii kullanarak 96 saatlik fermantasyon
sonunda 20 g/L sekerden sirasiyla 0,6 ve 0,3 g/L BS tiretmislerdir (Carreira ve ark., 2011).

Keshk ve Sameshima (2005), BS iiretimine farkli karbon kaynaklar1 etkilerini
arastirmiglardir. Yaptiklar1 bu calisma sonucunda en yiiksek BS fiiretimi, karbon kaynagi
olarak gliserol kullanildiginda elde edilmistir. Bunu sirasiyla glikoz ve fruktoz izlemistir.
Gliserolden yiliksek miktarda BS iiretilmesi, ortamdaki karbon kaynaginin tiiketim hiziyla
ilgili olabilecegi diisiiniilmiistiir. BS tiretiminde kullanilan karbon kaynagi ¢esidinin seliiloz
tiretiminde tek etken olmadigini, besi yerindeki karbon kaynaklarinin tiiketim hizinin da
seliiloz iiretiminde 6nemli bir parametre oldugunu gézlemlenmistir (Keshk ve Sameshima,

2006).

Huang ve ark. (2016), lipid fermentasyon atik suyu ile 25,591 mg/L yiiksek kimyasal
oksijen ihtiyac1 (COD) degeriyle (maya biyokiitle ayrildiktan sonra fermentasyon sivi kiiltiir
ortami1), Gluconacetobacter xylinus tarafindan BS {iretimi i¢in substrat olarak kullanilmistir.
Bes gilinlilk fermentasyon siiresi sonunda en yiliksek BS iiretimi 0,659 g/l olarak
bulunmustur. Gluconacetobacter xylinus susu fermentasyon sirasinda lipid fermentasyon
atik suyu icersinde bulunan monosakkarit ve polisakkaritleriden faydalanabilir (Huang, Guo,

Xiong, Wang ve Shi, 2016).

Acetobacter sp. A9 susunun BS {iretiminde fermentasyon kosullarinin optimizasyonu
icin yapilan bir ¢aligmada karbon kaynagi olarak 20 g/L konsantrasyonlarinda glikoz,
fruktoz, maltoz, seker, trenaloz, mannitol, arabitol, asetik asit, laktik asit ve siiksinik asit
kullanilmis ve elde edilen sonuglara gore en yiiksek BS tiretimi 2,7 g/L ile glikozlu besi

yerinde elde edilmistir. Glikozu 2,57 g/L ile trenaloz ve 2,53 g/L ile fruktoz izlemistir.
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Sekil 2. 11. Kambucha ¢ay1 (sol) ve Nata de coco (sag)

Ek olarak ayni ¢alismada farkli konsantrasyonlardaki glikozun besi yerine eklenmesiyle BS
iiretimi tizerine etkisi arastirilmis ve BS iiretiminin 40 g/L glikoz konsantrasyonuna kadar
artt1g1, daha yiiksek glikoz konsantrasyonlarinda ise substrat inhibisyonu goézlenerek BS
iretiminin azaldig1r gozlemlenmistir. Yine ayni1 ¢alismada besi yeri ortamima % 1,4 (v/v)
etanol ilavesinin etanolsiiz besi yerine gore BS iiretimini yaklasik 4 kat arttirarak 15,2 g/L’ye

cikardig1 gbzlemlenmistir (Son ve ark., 2001).

Hungung ve ark. (2013) Gluconacetobacter persimmonis susu kullanarak ucuz ve ikili
karbon kaynaklar1 kullanarak BS iiretmeye calismislardir. ikili karbon kaynag: kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada glikoz, fruktoz, sukroz, maltoz, laktoz, mannitol, inositol ve gliserolii
1:1 sekilde kombine etmislerdir. Bu ¢alismanin sonucunda en yiiksek BS iiretimi 8,79 g/L
ile fruktoz ve sukroz kombinasyonunda elde edilmistir. Yaptiklart diger ¢aligmada ise BS
iretimi icin alternatif ucuz karbon kaynagi olarak farklt meyve sular1 (karpuz, kavun,
domates, portakal iceren), melas, nisasta hidrolizati ve kokonat siitii kullanmislardir. Bu
caligmanin sonunda ise fruktoz-sukroz kombinasyonuna yakin olarak 8,08 g/L BS’i kavunlu

meyve suyundan elde etmislerdir (Hungund ve ark., 2013).

Chao ve ark. (2001) oksijenle zenginlestirilmis hava beslenmesiyle 50 litrelik bir hava
kaldirmali reaktorde farkli fruktoz konsantrasyonlarinda BS {iretimini incelemislerdir.
Baslangi¢ fruktoz konsantrasyonu 30 ile 70 g/L arasinda degistirilerek elde edilen sonuglara
gore en yliksek BS iiretim hiz1 0,22 g/st oldugu tespit edilmistir. Bu kosullarda 60 g/L fruktoz
konsantrasyonunda en yiiksek 10 g/l BS {iretilmistir (Chao ve ark., 2001).

Tsouko ve ark. (2015) Komagataeibacter sucrofermentans DSM 15973 susu
kullanarak kesikli fermantasyon ile sekerleme atiklari ve biyodizel yan irlinleri ile

hazirladiklar1 fermentasyon ortaminda yiiksek verimle BS iiretmislerdir. Calismada ham
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gliserol ve aygigegi kiispesi hidrolizat1 kullanilarak 25 g/l baslangic seker
konsantrasyonunda 13,3 g/ BS elde edilmistir (Tsouko, Kourmentza, Ladakis ve

Kopsahelis, 2015).

BS’nin fiziksel ve kimyasal yapisinda besi yeri ve karbon kaynagina bagli olarak
farkliliklar goriilmektedir. Mohammadkazemi ve ark. (2015) yaptiklari ¢alismada
Gluconacetobacter xylinus PTCC 1734 susu ile Hestrin-Schramm, Yamanaka ve Zou besi
yerlerinde ve karbon kaynagi olarak glikoz, mannitol, hurma surubu, sukroz ve gida
safliginda sukroz kullanilmisgtir. Calisma sonucu iiretilen seliilozlara FE-SEM, XRD ve TGA
analizleri uygulanarak BS’nin termal stabilite, kristalinite ve morfolojik o6zellikleri
belirlenmistir. Analizlerden elde edilen sonuglara gore en yiiksek verim mannitol
kullaniminda saglanmistir. Maksimum termal stabilite Hestrin-Schramm besi yerinde
mannitol kullanildiginda elde edilmistir. Bunlara ek olarak Hestrin-Schramm besi yerinde
tiretilen BS’lerin kristaliniteleri diger besi yerlerinde iiretilen BS’lere gore daha yiiksek

oldugu gozlemlenmistir (Mohammadkazemi, Azin ve Ashori, 2015).

Poyrazoglu ve ark. (2011), Acetobacter lovaniensis HBB5 susu kullanarak BS
tiretimine ¢esitli azot ve karbon kaynaklarinin etkilerini arastirmislardir. Calismada karbon
kaynag olarak glikoz, mannitol, fruktoz, sukroz ve etanol kullanilirken azot kaynag1 olarak
maya ekstrati, kazein hidrolizat1 ve amonyum siilfat kullanilmistir. Karbon kaynaklari
arasinda en yiiksek verim glikoz kullanildiginda saglanirken bunu fruktoz, sukroz ve etanol
takip etmistir. Azot kaynaklarinda ise en yiiksek verim maya ekstrati ile saglanmistir. % 2
glikoz ve % 0,5 maya ekstrat1 iceren HS besi yerinde 7 giin sonunda 0,040 g/L (kuru agirlik)
BS iiretilmistir (Poyrazoglu ve Biyik, 2011).

BS {iretim verimini kullanilacak mikroorganizma tiirtine bagl olarak sicaklik ve pH
gibi fiziksel parametrelerde etkileyebilmektedir. Erbas ve ark. (2015), Acetobacter xylinus
23769 susu i¢in sicak su ekstraksiyonu ile kizil ak¢a agactan elde ettikleri sivida sicaklik
(26, 28 ve 30 °C) ve pH'nin (5, 6, 7 ve 8) BS iiretimi lizerine etkisini arastirmistir.
Acetobacter xylinus 23769 asidofilik bir bakteri olmasina ragmen 28 °C’de pH 5°de 0,1 g/L
BS iiretirken pH 8’de 0,15 g/LL BS iirettigi gozlemlenmistir (Erbas, Kiziltas ve Gardner,
2015).

Aytekin ve ark. (2014), Gluconacetobacter xylinus FCO1 susunu kullanarak statik yari

kesikli tiretim ile melashi besi yerinde BS’nin verimliligini arttirmaya g¢alismislardir.
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Yaptiklart bu c¢aligma sonucunda statik yar1 kesikli {retim yontemiyle 7 giinliik
fermantasyon siiresi sonunda en yiiksek 1,637 g/L BS iiretmislerdir. Elde edilen bu sonuglara
gore kesikli proses ile kiyaslandiginda melasli besi yerinde statik yari kesikli sistemde daha

yiiksek BS iiretimi gdzlemlenmistir (Cakar, Ozer, Aytekin ve Sahin, 2014).

Literatiirde yapilan ¢aligmalar incelendiginde kullanilan seker tiirli, mikroorganizma
tiirli, fermantasyon sekli, sicaklik ve pH gibi parametrelerin BS iiretimi iizerinde etkili
oldugu goriilmiistiir. Yapilacak olan bu calismada statik kiiltiir tekniginde 6nemli bir
problem olan oksijen transfer sorununu, gelistirilecek kademeli kolon statik kiiltiir teknigiyle
giderilip, seliiloz veriminin arttirilmasi hedeflenmistir. Calismada karbon kaynagi olarak ise
farkl1 tiirden sekerleri igeren seker pancari melast kullanilarak BS iiretimi

gergeklestirilecektir.

2.10. Seker Pancari Melasi

Melas, seker kamisi ve seker pancarindan sekerin ekstraksiyonu sirasinda tiretilen
koyu renkli, tatli, suruplu yan iiriiniidiir. Melas, kullanilan hammaddenin cesitliligine veya
sekerin miktarina bagli olarak renk, tat ve besin icerigi bakimindan farklilik gdsterebilir
(URL-1, 2016). Melas koyu renkli ve kivamli bir maddedir ve kuru madde igerigi ¢esitli
faktorlerden etkilenmesine ragmen ortalama % 77-82 civarindadir ve genellikle % 50 seker
icerigine sahiptir (URL-2, 2013). Melas, 6zellikle kalsiyum, magnezyum ve potasyum gibi
diger onemli mineralleri igeriyor olsa da, énemli bir demir igerigine sahiptir. Bu besin
maddelerinin miktar1 melasin ¢esitliligine ve melas1 elde etmek icin kullanilan isleme
baghdir (URL-1,2016). Melas genellikle organik giibre liretiminde temel hammadde olarak
kullanilir. Endiistride komiir sanayinde, toz komiiriin tag komiir prosesinde baglayici olarak
da kullanim1 mevcuttur. Melas, bunlarin haricinde hayvan yeminde olduk¢a 6nemli bir
kullanim olanagina sahiptir (URL-3, 2017). Melasin sirke, hamur mayasi, ilag sanayi, insaat
harglari, kozmetik sanayi igilebilir kalitedeki direk damitilan igkilerde vb. alanlarda
kullanimi mevcuttur. Bunun diginda melas sahip oldugu seker iceriginden dolay:
fermantasyon islemlerinde ucuz bir hammadde kaynagi olarak son yillarda 6nemli dlgiide

kullanilmaya baglanmistir (URL-4, 2017).

Seker pancari igerigi su, % 47-60 oraninda toplam seker (sukroz), vitamin, protein,

amino asit ve bakir, ¢cinko, demir, magnezyum ve kalsiyum gibi ¢esitli agir metaller vardir
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(Goksungur ve Zorlu, 2009). Tablo 2.3’de seker pancart melasinin kimyasal bilesimi

verilmigtir. Sekil 2.12°de seker pancar1 melasi ve seker pancari gosterilmistir.

Tablo 2. 3. Seker Pancar1 Melast Kimyasal Bilesimi (Keshk, Razek ve Sameshima, 2006; Yilmaztekin,

2009)

Parametre Bilesim
Briks (Toplam ¢0zlinmiis madde) (%) 80-83
Toplam Seker (%) 48-57
Indirgen Seker (%) 0,1-2,7
Kurumadde (%) 73-79
Kiil (%) 8-10
Fosfor (%) 0,05-0,3
Kalsiyum (%) 0,2-0,5
Sodyum (%) 1
Potasyum (%) 3-5
Siilfiir (%) 0.5
Protein (%) 11-12
Ozgiil agirlik 1,4
pH 5-7

Sekil 2. 12. Seker pancar1 melasi (a) ve seker pancari (b)
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Mikroorganizma ve Kiiltiir Ortami

Calismada kapsamindan kullanilacak olan liyofilize haldeki Gluconacetobacter
xylinus NRRL B-759 susu ARS Kkiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Calismalarda
kullanilacak melas Elazig Seker Fabrikasindan temin edilmistir. Calismalarda kullanilan
melasin Ozellikleri Tablo 3.1°de gdosterilmistir. Yapilan deneysel c¢alismalar sirasinda
kullanilan kimyasallar glikoz (Tekkim), maya ekstrati (CHEMSOLUTE), pepton (LABM),
sitrik asit (Tekkim), asetik asit (Merck), NaOH (Tekkim), gliserol (Merck), NaHPO4
(Tekkim,, asetik asit (Merck), sukroz (Carlo Erba), fruktoz (Carlo Erba),

Calismalarda kullanilan cihazlar santrifiij (NUVE), etiiv (NUVE), inkiibatér (Termal),
vorteks (VELP), otoklav (LAB Companion), pH metre (Thermo), hassas terazi (BEL),
HPLC (Shimadzu), laminer flow kabin (Bilser), -80 °C dolab1 (NuAire)’dir.

3.2. Besi yerinin Hazirlanmasi, Susun Canlandirilmasi ve Saklanmasi

Liyofilize haldeki Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759 susun canlandirilmasi ve
stok kiiltiiriiniin yapilmasi i¢in literatiirde sik¢a kullanilan Hestrin & Schramm besi yeri (HS
besi yeri) tercih edilmistir. Liyofilize haldeki susun viyalden ¢ikarilma basamaklar1 Sekil

3.1°de gosterilmistir.

HS besi yerinin igerigi agirlik/hacimce % 2 glikoz, % 0,5 pepton, % 0,5 maya ekstrati,
% 0,27 NapHPO4, % 0,15 sitrik asit olup distile su ile besi yeri hazirlandiktan sonra
Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759 susu icin pH 5’e¢ 1 N asetik asit ¢ozeltisi ile
ayarlanmistir. Hazirlanan bu besi yeri daha sonra 121 °C’de 15 dk boyunca otoklavlanarak
steril edilmigstir. Steril besi yerinden 250 ml’lik bir erlene 50 ml alinarak liyofilize haldeki
Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759 susu igerisine steril sartlar altinda ekilmistir. Ekim
islemi tamamlandiktan sonra kiiltiir 7 giin boyunca 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Bu
siire sonunda besi yerinde seliloz olusumu gozlemlenmistir. Seliiloz olusumu

gozlemlendikten sonra bu kiiltiiriin % 60’lik steril gliserol ¢ozeltisiyle stok kiiltiirii

Tablo 3. 1. Calismada kullanilan seker pancart melasinin 6zellikleri

Parametre Deger
Toplam Kat1 Madde % 78,90
Toplam Seker Icerigi % 50,82
Toplam Coziinmiis Kat1 Madde % 60,6
pH 8,1

40



yapilmistir. Eppendorf tiiplere 100 pl kiiltiirden koyulduktan sonra iizerine hazirlanan
gliserolden 1000 ul yavasca ilave edilip -80 °C’de saklanmaya birakilmistir. Elde edilen bu

stoklar daha sonraki seliiloz iiretim ¢alismalarinda kullanilmistir.
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Sekil 3. 1. Liyofilize Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759 susunun viyalden ¢ikarilmasi
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Statik ve Kademeli kolon statik kiiltiir ¢alismalarinda kullanilacak olan seker pancari
melast besi yerlerinden 200 g/L seker igerigine sahip melas stok ¢ozeltileri hazirlanmis ve

pH 5’e ayarlanarak steril hale getirilmistir.

3.3. Fermantasyon Siiresinin Belirlenmesi

Fermantasyon g¢alismalarindan 6nce fermantasyon siiresinin belirlenmesi amaciyla
hazirlanan stoklardan biri, i¢erisinde 10 ml HS besi yeri bulunan 50 mI’lik erlene ekilmistir
ve statik kiiltiirde 30 °C’de 3 giin bekletilmistir. Daha sonra i¢cinde 18 ml taze besi yeri
bulunan baska bir erlene 6nceki kiiltiirden 2 ml ekim yapilmis ve yine ayni kosullarda 3 giin
daha bekletilmistir. Bu islemlerin sonunda HS besi yerinde kontrollii 10 set ile fermantasyon
siiresi belirleme ¢alismasi yapilmustir. Igerisinde 45 ml HS besi yeri bulunan 250°lik erlene
5 ml son kiiltiirden ekim yapilarak statik kiiltiirde 30 °C’de 20 giin boyunca kiiltiirdeki seker
tilkketimi ve seliiloz olusumu incelenmistir. Bunun ig¢in belirli zaman araliklarinda
kiiltiirlerden 6rnekler alinarak seker analizi ve olusan seliiloz miktar1 belirlenerek bu islemler
sonucunda kademeli kolon sistemi i¢in gerekli kademeler arasi gegis siiresi belirlenmistir.
Kademeler arasi gecis siiresi belirlendikten sonra stok melas ¢ozeltisi 20-120 g/L seker
konsantrasyonlara seyreltilmistir. Ayrica 20 giin boyunca HS besi yerinde meydana gelen

pH degisimleri de incelenmistir.

3.4. Melastaki Seker Konsantrasyonunun Uretime Etkisinin Arastirilmasi

Melastaki seker konsantrasyonunun Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759 susu
tizerindeki substrat inhibisyonunu arastirmak {izere 20-120 g/L seker igerigine sahip melas
cozeltileriyle 250 ml’lik erlenlerde 50 ml’lik besi yeri hacminde % 10 inokiilasyon yapilarak
fermantasyon stiresi belirleme calismalarinda elde edilen optimum siirede BS iiretimi

incelenmistir.

3.5. Optimizasyon Calismalari

Fermantasyon kosullarin optimizasyonunun saglanmasi amaciyla 6nemli istatistiksel
Ozelliklere sahip merkezi birlesik tasarim (Central Composite Design) uygulanmistir. Design
Expert programi1 yardimiyla elde edilen verilerin istatistiksel analizleri yapilmistir. Caligma
kosullarin1 optimize etmek amaciyla inokiilasyon miktar1 (% 5-15), kiiltiir hacmi (100-250
ml) ve melastaki seker konsantrasyonu (20-120 g/L) i¢cin RSM analizi yapilmigtir. RSM
sartlar1 Tablo 3.2°de verilmistir.
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Tablo 3. 2. Optimizasyon i¢in RSM deney sartlari

Ornek Adi Konsan tﬁ;‘:;znu L) % inokiilasyon Kiiltiir hacmi (ml)
1 40 7 130
2 100 7 130
3 40 13 130
4 100 13 130
5 40 7 220
6 100 7 220
7 40 13 220
8 100 13 220
9 20 10 175
10 120 10 175
11 70 5 175
12 70 15 175
13 70 10 100
14 70 10 250
15 70 10 175
16 70 10 175
17 70 10 175
18 70 10 175
19 70 10 175
20 70 10 175

3.6. Kademeli Kolon Statik Kiiltiir Calismalari

Bu calismada statik kiiltiir ile BS tiretiminde 6nemli bir yeri olan oksijen transferi
sorununun Oniine ge¢cmek amaciyla bir kademeli kolon statik kiiltiir (KKSK) sistemi
tasarlanmistir. Optimum fermantasyon siiresi, RSM analizi ve substrat inhibisyonuna sebep
olan seker konsantrayonlar1 belirlendikten sonra KKSK ile BS iiretim c¢aligmalari
yapilmigtir. KKSK sistemin ¢alismalar1 kademeler arasi gegis siiresi 10 giin, inokiilasyon
miktart % 15, 500 ml kiiltiir hacmi, 30 °C’de ve pH 5’de 20-100 g/L seker igerigine sahip
melasli besi yerlerinde yapilmistir. 10 giin sonunda kademeler arasi gegis vanalar yardimiyla
saglanmistir. Tasarlanan sistemle geleneksel statik kiiltiiriin karsilastirilmas1 amaciyla ayni
kosullarda statik kiiltiir calismalar1 yiiriitilmiistiir. Tasarlanan KKSK sistemi Sekil 3.2°de

gosterilmistir.

3.7. Bakteriyel Seliilozlarin Saflastirilmasi ve Kurutulmasi

Yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen BS’ler kiiltiir ortamindan ayrildiktan sonra
distile su yikanmis ve daha sonra 4100 rpm’de 15 dk boyunca santrifiijlenerek seliiloz
icerisindeki besi yeri kalintilarinin  ve hiicrelerin  uzaklastirilmasi  saglanmistir.
Santrifiijlenen seliiloz ornekleri 0,1 N NaOH ile 90 °C’de su banyosunda 1 saat

bekletilmistir. Bu siire sonunda seliiloz 0,1 N asetik asitle notrallestirilip iyice yikanmistir.
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Sekil 3. 2. Kademeli kolon statik kiiltiir sistemi

BS ornekleri daha sonra 70 °C’de agirlig sabitleninceye kadar kurutulmaya birakilmastir.

3.8.  Seker Analizi

Kademeler aras1 gegis siiresini belirlemek i¢in HS besi yeri ile yapilan fermantasyon
stiresi belirleme ¢alismalar1 sonrasinda seker analizi Shimadzu LC-20 A marka HPLC cihazi
kullanilarak yapilmistir. Analizler ICE-COREGEL-87H3 kolon (300 mm uzunluk, 7.8 mm
cap, 20,0 ul hacim) kullanilarak, kolon sicakligi 45 °C’de 0,600 ml/dk akis hiziyla ve mobil
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faz olarak 0,05 M’lik H»SOj4 kullanilarak gerceklestirilmistir. Analiz edilecek ornekler
icerisindeki partikiillerin ve hiicrelerin uzaklastirilmas: amaciyla kiiltiirden alinan 6rnekler
once 10000 rpm’de santrifiijlenmis daha sonra 0,22 mikronluk siringa filtrelerinden
gecirilmistir. Ornekler bu islemler uygulandiktan sonra HPLC analizi i¢in uygun hale
gelmisgtir. Standart egrileri % 100 saf sakkaroz, glikoz ve fruktoz ¢ozeltileri kullanilarak
hazirlanmistir. Sonuglar standart ¢ozeltilerin kalibrasyon egrilerine gore enstriimantal olarak

hesaplanmustir.

3.9. Bakteriyel Seliilozun Karakteristik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Deneyler sonucunda firetilen bakteriyel seliilozlarin karakteristik ve morfolojik
ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla XRD, TGA, SEM, FTIR ve mekanik ¢ekme testi

yaptirilmis ve su tutma kapasiteleri hesaplanmastir.

3.9.1. Su Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Bakteriyel selilloz orneklerin su tutma kapasiteleri sallama (shake) metodu
kullanilarak ol¢tilmiistiir (Schrecker ve Gostomski, 2005). BS ornekleri pens kullanarak
saklama kabindan ¢ikarilarak asir1 yilizey suyunu gidermek i¢in iki kez sallanmistir ve daha
sonra tartilmigtir. Tartilan BS ornekleri daha 70 °C’de agirligi sabitleninceye kadar
kurutulmustur. BS 6rnekleri kurutulduktan sonra su tutma kapasitesi asagidaki formiil

kullanarak hesaplanmistir;

Kuruma sirasinda giderilen su kiitlesi (g)

(1

Su Tutma Kapasitesi =
p Bakteriyel seliilzoun kuru agirlig: (g)

3.9.2. FTIR analizi

Bakteriyel seliilozun fonksiyonel gruplarini belirlemek i¢in yapilan FTIR analizleri,
ATI Unicam Mattson 1000 cihazi kullanilarak yapilmistir. Absorpsiyon modunda, 4000-400
cm’! frekans araliginda, 4 cm™ ¢dziiniirliik ile numune basina toplam 50 kiimiilatif tarama

yapilmustir.

3.9.3. X-Isinlar1 Kirinimi (XRD)

Bakteriyel seliiloz Orneklerinin kristalinite indeksini belirlemek icin elde edilen
ornekler XRD analizine tabi tutulmustur. Analizler ODTU Merlab’da yaptirilmistir. XRD
analizleri, 45 kV voltaj ve 40 mA elektrik akimi ile ¢alistirilan bir Ni ile filtrelenmis CuKa
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(1.540562A) radyasyon kaynagina sahip yiiksek c¢oziiniirliiklii X-1g1m1 kirinim 0Slgeri ile
gerceklestirilmistir. Deneyler tarama araligi 5-70°, tarama hiz1 2 derece/dakika ve grazing
acis1 0.016° kosullarinda yiiriitiilmistiir. Kristalinite indeksi (Cr.I) ve yiizde kristalinite

asagidaki denklem ile belirlenmistir;

1200—Iam
Cr.l=
200

x100 )

Burada Iboo, 20'da yaklasik 22 © 'de zirve toplam yogunlugudur ve l.m, 20'da yaklasik

18 °’de taban ¢izgisinin yogunlugudur.

3.9.4. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Deneyler sonucunda elde edilen bakteriyel seliilozlar kurutulduktan sonra TGA
Ol¢timleri yaklasik 10 mg Ornekler alinarak 20 ml/dk azot akis hiziyla 10 °C/dk 1sitma
hizinda 25-950 °C araliginda Perkin Elmer Pyris 1 cihazi kullanilarak ODTU Merlab’da
yaptirilmistir.

3.9.5. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Uretilen BS 6rnekleri liflerinin morfolojisi ve mikro yapisi ¢aligmasi igin SEM analizi
yapilmistir. Incelemeden 6nce numuneler 15-20 mm kalinliginda altin tabakasi ile
kaplanmustir. Ornekler Firat Universitesi Merkez Laboratuvari biinyesinde bulunan JEOL

JSM -7001F marka taramali elektron mikroskobu ile incelenmistir.

3.9.6. Cekme Testi

Bakteriyel selillozun mekanik dzellikleri Universal Test Makinas1 (Zwick UTM-ZW)
kullanilarak ODTU Merlab’da yaptirilmuistir.  Kurutulan BS  ornekleri iki taraftan
kelepcelenerek 0.1 N/dk kuvvetle ¢ekme deneyine tabi tutulmustur. Daha sonra gerilme ve

uzama formiilleri kullanilarak Young modiilleri hesaplanmistir.
F
o= 4)

Burada ¢ gerilmeyi, F uygulanan kuvveti, A kuvvet uygulanan kesit alan1 temsil

etmektedir.

AL
€= E (5)
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Burada € uzamayi, AL uzama miktarini, L, baslangi¢ uzunlugunu temsil etmektedir.

Young modiili;

o | Q

(6)

formiilii ile hesaplanmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Fermantasyon Siiresinin Belirlenmesi

HS besi yeri kullanilarak yapilan fermantasyon siiresi belirleme c¢aligsmalar1 statik
kiiltiirde 30 °C’de yliriitilmiistiir. Bu amagla 20 giin boyunca 2 giinde bir iiretilen BS ve
tiikketilen glikoz miktar1 6l¢iilmiistiir. Bu stireler sonunda zamanla olugan BS ve tlikenen

glikoz konsantrasyon degerleri Sekil 4.1°de gdsterilmistir.

Sekil 4.1°de goriildiigii gibi 10. giine kadar BS {iretimi artarak 3,07 g/L’ye ulagsmistir
ve sonraki giinlerde BS miktarinda bir degisim gozlemlenmemistir. Glikoz tiiketimine
bakildiginda ayn1 sekilde 10. giline kadar besi yeri igerisindeki glikoz miktarinin yaklasik
olarak 5 g/L’ye kadar diistiigii sonraki giinlerde glikoz tiikketiminin ¢ok fazla degismedigi
goriilmektedir. 20 giinliik kiiltiir stiresi boyunca HS besi yerinin pH degerindeki degisim

incelenmis ve Sekil 4.2°deki grafik elde edilmistir.
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Sekil 4. 1. HS besi yerinde zamanla olusan BS ve tiikkenen glikoz konsantrasyonlari
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Sekil 4. 2. Zamanla HS besi yerinin pH’1nda meydana gelen degisim

Sekil 4.2°ye bakildigindan baslangic pH degeri 5 olan HS besi yerinde zamanla pH 3,5
seviyelerine diistiigii gorilmektedir. BS iiretiminde karbon kaynagi olarak glikoz
kullaniminda yan iirin olarak glukonik asit olustugu bilinmektedir (Kongruang, 2008).
Olusan glukonik asit besi yeri pH degerini diislirerek mikroorganizmanin seliiloz liretimini
engelledigi bilinmektedir. Glukonik asit olusumu da 10 giinden sonra BS olusumunu
durdurarak daha az verim elde edilmesine sebep olmustur. pH diismesi ile azalan BS
veriminin bir sebebinin de statik kiiltiirde besi yeri ortaminin yiizeyinde meydana gelen BS
tabakasinin hava transferini engellemesi oldugu diisiiniilmektedir (Shirai ve ark., 1994).
Melasl besi yeriyle yapilacak olan kademeli kolon statik kiiltlir caligmalarinda kademeler
arasi gecisin 10 giinde bir yapilmas1 bu veriler 1s181inda uygun bulunmustur. Sekil 4.3’de HS

besi yerinde Uretilen 1slak halde BS 6rnegi gosterilmistir.
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Sekil 4. 3. HS besi yerinde iiretilmis 1slak haldeki BS 6rnegi
4.2.  Melastaki Seker Konsantrasyonunun Uretime Etkisi

Cok yiiksek substrat konsantrasyonlarinin mikroorganizmalar iizerinde inhibisyona
sebep oldugu bilinmektedir. G. xylinus NRRL B-759 susunun substrat inhibisyonuna maruz
kaldig1 konsantrasyonu belirlemek i¢in 20-120 g/L seker konsantrasyonuna sahip melas
coOzeltileriyle hazirlanan besi yerlerinde 250 ml’lik erlenlerde 10 giinliik kiiltiir siiresi
sonunda elde edilen sonuglar Sekil 4.4°de gosterilmistir

Sekil 4.4°de goriildigi gibi 20-120 g/L seker konsantrasyonlarinda hazirlanan melaslt
besi yerlerinde G. xylinus NRRL B-759 susunun 100 g/L seker konsantrasyonuna kadar
stirekli olarak BS iiretimini devam ettirdigi goriilmektedir. Daha yiiksek konsantrasyonda
ise susun substrat inhibisyonuna ugradig1 goriilmektedir. Bu nedenle kademeli kolon statik
kiltiir caligmalarinda 20-100 g/L seker icerigine sahip melasli besi yerinin kullanilmasi

uygun bulunmustur.
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Sekil 4. 4. Melastaki seker konsantrasyonunun seliiloz tiretimine etkisi
4.3. Optimizasyon Calismalari

Calismada BS iiretimi iizerine énemli etkileri olan parametrelerin incelenmesi igin
onemli istatistiksel ozelliklere sahip merkezi birlesik tasarim (Central Composite Design)
uygulanmistir. Caligmalar sonucunda elde edilen veriler kullanilarak Design Expert
programi1 ve RSM ile istatistiksel analizler yapilip bir optimizasyon modeli ortaya
cikarilmaya calisilmigtir. Optimizasyon kapsaminda inokiilasyon miktart (% 5- 15)
melastaki seker konsantrasyonu (20-120 g/L) ve kiiltiir hacmi (100-250 ml) parametreli
arastirllmistir.  Bu parametreler icin kiiltiir siiresi fermantasyon siiresi belirleme
calismalarinda belirlendigi gibi 10 giin olarak se¢ilmistir. Programin vermis oldugu deneyler
ve bu deneylerde elde edilen sonuglar Tablo 4.1°de verilmistir.

Istatistiksel modelin uyum derecesi belirtme katsayis1 (R) ve ¢oklu korelasyon
katsayisina (R?) bakilarak degerlendirilir. Coklu korelasyon katsayisi degeri 1’e ne kadar
yakin ise model degerleri ve deneysel degerler arasindaki iliski o kadar iyidir. Istatistiksel
analiz sonucu dngériilen modelin R? degeri 0,938’dir. Bu deger modelin 6ngordiigii degerler
ile deneysel verilerin uyumunu ifade eder. Modele eklenen bagimsiz degiskenlerin her biri

R? degerinin artmasina neden olabilir. Bu durum da modelin agiklayiciliginin daha iyi ifade
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Tablo 4. 1. Optimizasyon c¢alismalarin sonucu elde edilen veriler

Deney No Seker % Kiiltiir Tartilan BS Verim

konsantrasyonu (g/L) | inokiilasyon | hacmi BS (g) (g/L) (%)

1 40 7 130 0,377 2,90 7,25
2 100 7 130 0,453 3,48 3,48
3 40 13 130 0,45 3,46 8,65
4 100 13 130 0,461 3,55 3,55
5 40 7 220 0,435 1,98 4,94
6 100 7 220 0,652 2,96 2,96
7 40 13 220 0,525 2,39 5,97
8 100 13 220 1,344 6,11 6,11
9 20 10 175 0,298 1,70 8,51
10 120 10 175 0,685 391 3,26
11 70 5 175 0,311 1,78 2,54
12 70 15 175 0,48 2,74 3,92
13 70 10 100 0,543 5,43 7,76
14 70 10 250 0,41 1,64 2,34
15 70 10 175 0,38 2,17 3,10
16 70 10 175 0,391 2,23 3,19
17 70 10 175 0,38 2,17 3,10
18 70 10 175 0,383 2,19 3,13
19 70 10 175 0,387 2,21 3,16
20 70 10 175 0,385 2,20 3,14

edilmesi anlamina gelebilir. Sonugta kullanilan modele katkisi olmayan degiskenler de
dikkate almarak diizeltilmis R? (Adj. R?) olarak adlandirilan daha gergek¢i bir R? degeri
hesaplanir. R? degeri 0,938 iken diizeltilmis R? degeri 0,89°dur. RSM ile hesaplanan
istatistiksel degerler Tablo 4.2°de verilmistir.

Yeterli kesinlik degeri (Adeq. precision) sinyal giiriiltii oranini temsil etmektedir. Bu
degerin 4’iin listiinde olmasi ¢aligmada bulunan sinyal giiriiltii oran1 (12,3534) yeterli sinyale
isaret etmektedir. Kodlanmig degerler cinsinden belirlenen son kuadratik model denklemi
asagida gosterilmistir. Bu denklemde bagimsiz degiskenlerin isaretleri ve katsayist BS
verimini etkileme 6l¢iisii olarak kabul edilir. Buna gore konsantrasyon ve hacim etkilesimi
(AC) kuadratik denklemi en ¢ok etkileyen parametredir. Tablo 4.3’de RSM ile hesaplanan

istatistiksel degerler verilmistir.

BS verimi (%) = (3,13566) + (-1,3277xA) + (0,79697xB) + (-1,0219xC) + (1,305x AxC) +
(0,5775xBxC) + (1,0074xA2) + (0,06872xB2) + (0,71395xC2)

Tablo 4. 2. Modelin uygunlugunun degerlendirilmesinde kullanilan istatistiksel verileri

Standart sapma 0,70728 R? 0,93819
Ortalama 4,358 Adj R? 0,89324
CV.% 16,2295 Pred R? 0,64268
Press 31,8112 Adeq. Precision 12,3534
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Tablo 4. 3. Incelenen bagimsiz degiskenler ve birbirleriyle etkilesiminin BS iiretimine etkileri

p-degeri

Kaynak Kareler toplam Kareler ortalamasi F degeri Prob>F

Model 83,52 10,44 20,87 <0,0001

A- Konsantrasyon (g/L) 24,08 24,08 48,13 <0,0001
B- Inokiilasyon (% v/v) 8,67 8,67 17,34 0,0016
C- Hacim (ml) 14,26 14,26 28,51 0,0002
AC 13,62 13,62 27,23 0,0003
BC 2,67 2,67 5,33 0,0413
A? 14,63 14,63 29,24 0,0002
B2 0,07 0,07 0,14 0,7193
C? 7,35 7,35 14,68 0,0028

Modelin F degerinin 20,87 olmasi modelin 6nemli oldugunun bir géstergesidir. Prob>F
degeri 0,05’den kiiciik olan degerler BS iiretiminde Onemli olan parametreleri ifade
etmektedir. F degerinin 0,1’den biiylik oldugu parametrelerde model i¢in 6nemsiz olarak
degerlendirilmektedir. Buna gore Prob>F degeri 0,0001°den kiigiik olan seker
konsantrasyonu (A), 0,0016 olan inokiilasyon miktar1 (B), 0,0002 olan kiiltiir hacim (C),
0,0003 olan melastaki seker konsantrasyonu-kiiltiir hacmi (AC), 0,0413 olan inokiilasyon
miktari-kiiltiir hacmi (BC), 0,0002 deger sahip A2 ve 0,0028 degere sahip C? BS verimi
lizerine etkilidir. B? ifadesi igin hesaplanan Prob>F degeri ise 0,1’den oldukca yiiksek
ciktigindan bu degerin etkili olmadig1 sdylenebilir. Sekil 4.5°de BS verimi iizerine etkisi
olan parametrelerin grafikleri verilmistir. BS verimine seker konsantrasyonun etkisinin
gosterildigi grafikte (C), seker konsantrasyonundaki artiginin  verimi azalttigini
gdstermektedir. Inokiilasyon miktarinin BS iizerine etkisinin gosterildigi grafikte (D) ise
inokiilasyon miktarinin artmasiyla veriminde arttigir goriilmektedir. Kiiltiir hacminin BS
tiretimine etkisinin gosterildigi grafikte de (E) hacmin artmasiyla BS veriminin azaldigi
goriilmektedir. Fakat Tablo 4.1°de 1, 3 ve 5 nolu deney sonuglari incelendiginde ayni1 seker
konsantrasyonu ve kiiltiir hacminde inokiilasyon miktar1 artarsa kiiltiirden elde edilen BS
miktari1, konsantrasyonu ve verimin arttig1 sonucuna varilir. Ayni seker konsantrasyonu ve
ayni1 inokiilasyon miktarinda kiiltiir hacmi arttiginda iiretilen BS miktar1 artar fakat {iretilen
BS konsantrasyonu ve verim azalir. Dolayisiyla kiigiik kiiltiir hacminde calisarak daha
yiiksek verim elde edilir. Fakat 6lgek biiylitme géz Oniine alindiginda kiigiik hacimlerde
statik kiiltiir teknigiyle ¢alismak oldukca fazla alan ihtiyac1 doguracaktir. Bu da statik kiiltiir
teknigi i¢cin onemli bir dezavantajdir. Bu yiizden daha yiliksek bir hacimde verimini

arttirmaya ¢alismak énemlidir.
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Sekil 4. 5. BS verimi iizerine seker konsantrasyonu ve kiiltiir hacmin etkisi (A), BS verimi lizerine inokiilasyon
miktar1 ve kiiltiir hacminin etkisi (B), BS verimi iizerine seker konsantrasyonunun etkisi (C), BS verimi {izerine
inokiilasyonun etkisi (D) ve BS verimi {izerine kiiltiir hacminin etkisi (E)

Yapilan optimizasyon calismalar1 sirasinda kullanilan program sinir sartlarinda
caligarak daha yiiksek bir verim elde edilecegini gostermistir. Programin verdigi dogrulama

deneyi sonucu Tablo 4.4°de verilmistir.

Tablo 4. 4. Dogrulama deneyi sonucu

Seker Elde
Konsantrasyonu Inokiilasyon Kiiltiir Beklenen edilen Yaklasma
(g/L) Miktar (%) Hacmi Verim (%) Verim (%)
(%)
120 15 250 10,91 8,2 75,16
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Bu dogrulama deneyinin amaci optimizasyon ¢alismalarinda elde edilen verilerin
dogrulugunu kontrol etmek i¢indir. Tablo 4.4’de goriildiigli gibi programin sinir sartlarin
bekledigi BS verimi % 10,91°dir. Fakat elde edilen verim % 8,2 olarak bulunmustur. Bu
degerin beklenen degere cok yakin olmadigr goriilmektedir. G. xylinus NRRL B-759
susunun substrat inhibisyonuna ugradig1 konsantrasyonun belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligma
incelendiginde, 100 g/L seker konsantrasyonundan sonra G. xylinus NRRL B-759 susunun
substrat inhibisyonuna ugradig goriilmektedir (Sekil 4.4). Bu nedenle Tablo 4.4’de verilen
kiiltiir kosullarinda beklenen verime ulasilamamasi normal bir durumdur. Ciinkii bu
konsantrasyonda mikroorganizma inhibisyona ugramis ve daha diisiik bir verimde BS

tiretimi gergeklestirmistir.

4.4. Kademeli Kolon Statik Kiiltiir (KKSK) Calismalarn

Aerobik kosullar altinda zamanla besi yeri hava ara yiizeyinde olusan bakteriyel
selillozun oksijen transferini engellemesi ve mikroorganizmanin havasiz kalarak karbon
kaynagini tam olarak tiiketemeden BS iiretimin durmasiyla sonu¢lanmaktadir. Dolayisiyla
statik kiiltiir tekniginde verimin diisiik olmasi ka¢inilmaz hale gelmektedir. Yapmis
oldugumuz bu calismada kademeli bir sistem ile problemin Oniine gecerek verimin

geleneksel statik kiiltiir teknigine gore arttirilmasi amaglanmastir.

Deneyler kapsaminda yapilan fermantasyon siiresi belirleme calismalari, G. xylinus
NRRL B-759 susunun substrat inhibisyonuna ugradigi seker konsantrasyonun belirlenmesi
ve istatistiksel optimizasyon ¢aligsmalar1 neticesinde tasarlanan kademeli kolon statik kiiltiir
sistemi i¢in gerekli sartlar belirlenmeye ¢alisilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda 20-100 g/L
seker igerigine sahip melas ¢ozeltisi ile % 15 inokiilasyon ve 500 ml kiiltiir hacminde KKSK
sisteminde caligmalar yapilmistir. Kademeler aras1 gegis siiresi 10 giin olarak belirlenmistir.
Optimizasyon c¢alismalarinda kiiltiir hacmi maksimum 250 ml se¢ilmesine ragmen KKSK
sistemiyle yapilan ¢aligmalarda kiiltiir hacminin 500 ml’ye ¢ikarilmasi uygun bulunmustur.
Bunun amaci tasarlanan KKSK sisteminin etkinligini arttirmaktir. Tablo 4.5’de KKSK

sisteminin farkli kademelerinde {iretilen BS miktarlar1 gosterilmistir.
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Tablo 4. 5. KKSK sisteminde tiretilen BS miktarlar1

Seker 1.Kademede | 2.Kademede 3.Kademede 4.Kademede Toplam Verim
Kons. iiretilen BS iiretilen BS iiretilen BS iiretilen BS (g (g/g)
(g/L) (2 (2) (€] (2)

20 0,697 0,050 0 0 0,747 0,0747
40 1,171 0,114 0 0 1,285 0,06425
60 1,432 1,165 0,282 0 2,879 0,096

80 1,612 1,815 0,791 0 4,218 0,10545
100 1,920 1,970 0,9023 0,335 5,127 0,10254

Tablo 4.5’de verilen degerler 500 ml’lik kiiltiir ortaminda elde edilen bakteriyel
seltilozlarin kurutulduktan sonraki agirliklaridir. 20 g/L seker konsantrasyonuna sahip
melasl besi yerinde KKSK sisteminde yalnizca iki kademe tiretim gergeklesmistir. 20 g/L
seker konsantrasyonunda elde edilen toplam 0,747 g BS 0,697 g gibi ¢ok biiyiik bir kismi 1.
kademede iiretilirken sadece 0,05 grami 2. kademede iiretilmistir. 40 g/L seker
konsantrasyonuna sahip melasli besi yerinde iiretilen BS miktarlar1 incelendiginde durum 20
g/l seker konsantrasyonuna sahip besi yerindeki durumdan ¢ok farkli degildir. Bu
konsantrasyonda da iiretilen toplam 1,285 g BS 1,171 g’1 1. kademede iiretilmistir. 60 ve 80
g/l seker konsantrasyonuna sahip melasli besi yerlerinde 3 kademede seliiloz iiretimi
gozlemlenmistir. 60 g/L seker konsantrasyonuna bakildigindan sirasiyla 1. kademede 1,432
g, 2. kademede 1,165 g ve 3. kademede 0,282 g BS olusumu mevcuttur. Bu konsantrasyonda
kademeler arasi gegislerde seliiloz liretimi siirekli diismiistiir. 1 ve 2. kademeler arasinda
tiretilen BS miktarindaki diistis 2 ve 3. kademedekinden azdir. 80 g/L seker
konsantrasyonunda ise son kademede diger konsantrasyonlardaki besi yerlerine kiyasla daha
yiiksek BS iiretimi gézlemlenmistir. Bu konsantrasyonda toplam 4,218 g BS elde edilmistir.
4 kademe iiretiminde gerceklestigi 100 g/L seker konsantrasyonuna sahip melasl besi
yerinde 1. kademede 1,92 g, 2. kademede 1,97 g, 3. kademede 0,9023 g ve 4. kademede
0,335 g olmak {izere toplamda 5.17 g BS elde edilmistir. Bu konsantrasyonda 4. kademe
sonunda kiiltlir kabinda neredeyse hi¢ sivi besi yeri kalmadigindan ¢alisma bu basamakta
sonlandirilmigtir. Goriildiigii gibi seker konsantrasyonunun artmasiyla BS’nin tiretildigi
kademe sayis1 da artmistir. Verim degerleri incelendiginde 100 g/L seker konsantrasyonunda
verimin artmadigi Bunun sebebinin

goriilmektedir. substrat inhibisyonu oldugu

diistiniilmektedir. Sekil 4.6’da  KKSK sisteminin bir kademesinde iiretilen BS

gosterilmektedir.
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Sekil 4. 6. KKSK sisteminin bir kademesinde tiretilen BS

Tasarlanan KK SK sistemi ile geleneksel statik kiiltiir teknigini karsilastirmak amaciyla
farkli konsantrasyonlarda yapilan ¢alismalar elde edilen BS miktarlarin1 gosteren veriler

Tablo 4.6’de verilmistir.

KKSK sisteminden 20 g/ seker konsantrasyonuna sahip melasli besi yerinde
geleneksel statik kiiltiirde 1,487 g/L seliiloz iiretilirken KKSK sisteminde % 0.47 gibi ¢cok
diisiik bir artigla 1,494 g/L’ye ulasmistir. 40 g/L konsantrasyonda ise 20 g/L seker
konsantrasyonuna sahip besi yerine gore daha iyi bir artis gozlenmis olup KKSK sisteminde
geleneksel statik kiiltiire % 5.33 artigla tiretilen BS miktar1 2,57 g/L’ye ulasmistir. 60 g/L
seker konsantrasyonuna sahip melasli besi yerinde ise statik kiiltiirde 5,12 g/L. olan BS
miktart KKSK sisteminde % 12,46’lik bir artigla 5,758 g/ olmustur. 80 g/L seker
konsantrasyonda iiretilen BS {iretimi incelendiginde kademeli kolon statik kiiltiir sisteminde

BS {iretimi % 17.49’°1uk bir artisla 8,436 g/L BS iiretilmistir. Tasarlanan kademeli kolon

Tablo 4. 6. Geleneksel statik kiiltiir ve KKSK sisteminde iiretilen BS miktarlar1 ve statik kiiltiire gore artig
degerleri

Statik kiiltiirde KKSK Sisteminde
Seker Kons. (g/L) iiretilen BS (g/L) iiretilen BS (g/L) Artis yiizdesi (%)
20 1,487 1,494 0,47
40 2,440 2,570 5,33
60 5,120 5,758 12,46
80 7,180 8,436 17,49
100 8,400 10,250 22,02
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statik kiiltiir sisteminin geleneksel statik kiiltiire gore en yliksek artis1 gosterdigi besi yeri
100 g/L seker igerigine sahiptir. Bu seker konsantrasyonunda geleneksel statik kiiltiirde 8,4
g/L olan BS miktar1 KKSK sisteminde 10,25 g/L’ye ulasarak % 22,02°lik bir artis
gostermistir. Elde edilen sonucglardan yola cikilarak G. xylinus NRRL B-759 susunun
substrat inhibisyonuna ugramadig yiiksek konsantrasyonlara kadar BS iiretimini kademeli
kolon statik kiiltiir sisteminde geleneksel statik kiiltiire gore arttirmada basarili oldugunu
sOylenebilir. Tablo 4.6’da goriildiigi gibi 40 g/L ve altindaki seker konsantrasyonunda
KKSK sistemi BS iiretimini arttirmada ¢ok etkin degildir. 60, 80 ve 100 g/L seker
konsantrasyonlarinda KKSK sistemi geleneksel statik kiiltlir yontemine gore daha etkindir.
Elde edilen sonuglar literatiirde melas kullanilarak yapilan ¢alismalar ile kiyaslandiginda
yapilan bu c¢alismada melasli besi yerinde iiretilen BS miktarinin daha fazla oldugu
sOylenebilir (Bae ve Shoda, 2004; Cakar, Kati ve ark., 2014; Yilmaz, 2007). Literatiirdeki
caligmalarda da melas kullanilmasina ragmen yapilan bu c¢alismada daha yiiksek miktarda
BS diretiminin kullanilan mikroorganizmadan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Yilmaz
(2007) ¢alismasinda melastaki seker konsantrasyonu arttikca BS {iretiminin azaldigi ve 80
g/L seker konsantrasyonunda ise hi¢ BS iiretmedigi goriilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan
G. xylinus NRRL B-759 susunun ise daha yiliksek konsantrasyonlarda BS iirettigi

goriilmektedir.

Kiiltiir sonrasinda sivi besi yerinden alman Orneklere seker analizi uygulanmstir.
Seker analizi sonucu elde edilen toplam seker miktarin1 gosteren veriler Tablo 4.7°de

gosterilmigtir.

Tablo 4.7°de goriildiigii gibi 20 g/L baslangic seker konsantrasyonuna sahip melaslh
besi yerinde kiiltiir stiresi sonunda ortamda kalan seker miktar1 geleneksel statik kiiltiirde 9,3
g/L iken KKSK sisteminde bu deger 8,87 g/L’dir. Tablo 4.5’e bakildiginda bu konsantrasyon
icin KKSK sisteminde % 0,47°lik bir artis goriilmektedir. Dolayisiyla seker analizi

Tablo 4. 7. Toplam seker konsantrasyonlar1

Melastaki Baslangic Seker Statik Kiiltiir Kalan Toplam KKSK Kalan Toplam Seker
Konsantrasyonu (g/L) Seker (g/L) (g/L)
20 9,3 8,87
40 18,53 17,77
60 24,12 19,32
80 33,7 21,43
100 44,12 27,3
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sonucunda geleneksel statik kiiltiir ile KKSK sistemi arasindaki kalan toplam seker miktari
arasindaki farkin fazla olmamasi beklenen bir sonugtur. Ayni sekilde 40 g/L baslangic seker
konsantrasyonuna sahip besi yerinde de kalan toplam seker miktar1 arasindaki fark azdir. 60
g/L seker konsantrasyonuna sahip besi yerine bakildiginda kiiltiir sonunda statik kiiltiirde
24,12 g/ KKSK sisteminde 19,32 g/L toplam seker miktar1 vardir. KKSK sisteminde 4.8
g/L daha fazla seker tiiketilmesi BS {iretiminde % 12,4611k bir artisa sebep olmustur. 80 g/L
baslangi¢ seker konsantrasyonuna sahip melasli besi yerinde kalan toplam seker miktari
geleneksel statik kiiltlir de 33,7 g/L iken KKSK sisteminde bu deger 21,43 g/L’dir. Bu da iki
sistem arasinda BS iiretimine % 17,49’luk bir farka sebep olmustur. 100 g/L seker
konsantrasyonda ise statik kiiltiir 44,12 g/ KKSK sisteminde 27,3 g/L seker kalmistir.
KKSK ve geleneksel statik kiiltiir tekniginde kiiltiir sonunda kalan seker miktar ile iki sistem
arasinda elde edilen BS miktar1 kiyaslandiginda arada biiyiik bir fark gériilmektedir. Ornegin
100 g/L seker konsantrasyonuna sahip besi yerinde geleneksel statik kiiltiir ve KKSK
sisteminde kalan seker konsantrasyonu arasindaki fark 16,82 g/L’dir. ki sistem arasinda
tiretilen BS arasindaki fark ise 1,85 g/L’dir. Zamanla statik kiiltiirde besi yeri igerisinde
selilloz olusturmayan mutantlarin olusumu, pH’daki degisimler ve besi yeri igerisinde
biriken CO. selilloz olusumu gibi olumsuz etkenlerin ortamdaki sekerin tamami
kullanilmadan BS {iretimini durdurdugu diistiniilmektedir. Statik kiiltiirle kiyaslandiginda
KKSK sisteminin bu olumsuz etkenlerden daha az etkilendigi elde edilen veriler 151831nda
sOylenebilir. Bu ¢alismada tasarlanan KKSK sisteminin geleneksel statik kiiltiire gére daha
yiiksek miktarda BS iiretimi saglayarak statik kiiltiirde karsilagilan oksijen transfer

probleminin olumsuz etkilerinin giderilmesinde basarili oldugu sdylenebilir.

4.5. Uretilen BS’lerin Karakteristik Ozellikleri
4.5.1. Su Tutma Kapasitesi

BS’nin su tutma kapasitesi yara Ortii materyali olarak biyomedikal uygulamalar i¢in
cok onemli bir parametredir. Bakteriyel seliilozlarin su tutma kapasitelerindeki farkliliklar
seltilozun gozenekliligi ve yiizey alaniyla iliskilidir. Kademeli statik kiiltiir ve geleneksel
statik kiiltiirde elde edilen BS 6rnekleri gerek saflagtirma basamaklar1 uygulandiktan sonra
kurutulmadan once 1slak halde ve 70 °C’de sabit tartima gelene kadar kurutulduktan
orneklerin su tutma kapasiteleri hesaplanmistir. Bu agamalar sonunda elde edilen bakteriyel

seliilozun su tutma kapasiteleri Tablo 4.8’da verilmistir.
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Tablo 4. 8. Farkli kiiltiir teknikleriyle elde edilen bakteriyel seliillozlarin su tutma kapasiteleri

Seker Konsantrasyonu (g/L) Statik Kiiltiir KKSK
20 108,3 973
40 95,5 101,6
60 89,8 83,5
80 87,3 89,1
100 83,8 95,0

Tablo 4.8’de goriildiigii gibi elde edilen BS’lerin su tutma kapasiteleri 83,5 ile 108,3
arasinda degismektedir. Daha yliksek yiizey alan1 ve gdzenek boyutu BS icerisine alinan ve
tutulan su miktarmi arttirir. Bu tezde KKSK ve geleneksel statik kiiltiirden elde edilen
BS’lerin su tutma kapasiteleri literatiirdeki baz1 ¢alismalarda bulunan degerlerden diisiik
(Tsouko ve ark., 2015) bazilarindan ise yliksektir (Yoshinaga ve ark., 1997). Su tutma
kapasitesini seliiloz iiretim yontemi, mikroorganizmanin tiirii, fermantasyon kosullar1 ve

BS’nin saflagtirilmasinda kullanilan yontemler etkilemektedir.

4.5.2. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Sonuclari

Uretilen BS 6rneklerinin morfolojik karakterizasyonu SEM kullanilarak incelenmistir.
HS ve melasli besi yerinde iiretilen BS arasindan segilen iic O6rnege SEM analizi

uygulanmistir. Analiz sonucunda elde edilen SEM goriintiileri Sekil 4.7°de gosterilmistir.

Farkli karbon kaynagi ve farkli mikroorganizmalar tarafindan iiretilen BS’nin
morfolojk ve fiziksel 6zelliklerinde farkliliklar goériilmesi normaldir. Ciinkii bu faktérler BS
fibrilleri lizerinde etkilere sahiptir. Geleneksel statik kiiltiir ve KKSK sisteminde 100 g/L
seker konsantrasyonuna sahip besi yerlerinden alinan 6rnekler ve HS besi yerinden alinan
orneklerin SEM goriintiileri alinmistir. SEM goriintiileri incelendiginde geleneksel statik
kiiltir ve KKSK sisteminde elde edilen BS oOrneklerinde daha yogun bir fibril yapisi
goriilmektedir. Fakat HS besi yerinde iiretilen BS’de ise fibril yogunlugu daha azdir.
Mohammadkazemi ve ark. (2015) farkli besi yerlerinde farkli karbon kaynaklar1 kullanarak
elde ettikleri BS’nin morfolojik 6zelliklerini incelemislerdir. Bu ¢alismada kullanilan farkli
karbon kaynaklari ile elde edilen baketriyel seliillozun SEM goériintiilerinde biiyiik farklar
gorilmiistir (Mohammadkazemi ve ark., 2015). Bu durum farkli ortamlarda {iretilen
BS’lerin literatiir ile uyumlu SEM goériintiilerine sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica
SEM goriintiileri incelendiginde {iretilen tiim BS’lerin nanofibril yapisinda oldugu sonucuna
varilmistir. Literatiirde yapilan caligmalarda benzer sonuglar elde edilmmistir (Erbas ve ark.,

2015; Huang ve ark., 2016; Yan ve ark., 2017; Yang ve ark., 2013).
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Sekil 4. 7. 100 g/L seker konsantrasyonunda statik kiiltiirde (a), KKSK (b) ve HS besi yerinden iiretilen BS (c)
4.5.3. FTIR Analizi Sonuclari

FTIR analizi molekiiler bag karakterizasyonu ile ¢esitli organik bilesiklerin
yapisindaki fonksiyonel gruplari, iki bilesigin ayni olup olmadigini, bilesigin yapisindaki

baglarin yerini ve durumunu belirlemede kullanilan bir yontemdir. Bu yodntemde
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molekiildeki fonksiyonel gruplarin belirlenmesinde daha 6nceden belirlenmis, hangi dalga
boyu araliklarinda hangi fonksiyonel grubun oldugunu belirten korelasyon tablosu olarak
adlandirilan tablolar vardir. Bu tablolar yardimiyla FTIR analiz uygulanan o6rnegin
fonksiyonel gruplar1 belirlenebilir ve bu sayede iki maddenin ayni olup olmadigi
belirlenebilir. Bu tezde geleneksel statik kiiltiir, kademeli kolon statik kiiltiir ve HS besi
yerinden elde edilen BS’lerin fonksiyonel gruplar ve birbirleri arasindaki benzerlikler 4000-
400 cm™ dalga boyu araliginda incelenmistir. Elde edilen grafiklerin yorumlanmasinda bir
korelasyon tablosu (Maréchal ve Chanzy, 2000) yardimiyla fonksiyonel gruplar
belirlenmistir. FTIR analizi sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.8’de gosterilmistir.
Grafikler incelendiginde KKSK (A), geleneksel statik kiiltiir (B) ve HS (C) besi yerinde
iiretilen bakteriyel seliilozlarin hepsinde 3400 cm™ bandinda seliilozun hidroksil grubu (-
OH) gerilme titresim frekansina karsilik gelmektedir. BS ¢ok sayida yiiksek oranda polar
hidroksil grup igermektedir. Dolayisiyla molekiiler zincirler molekiil i¢i ve molekiiller arasi
hidrojen baglar1 ile etkilesime girmektedir (Maréchal ve Chanzy, 2000). Calismalar
sonucunda elde edilen tiim Ornekler, tipik bir seliiloz tip I’in C-H baginin absorpsiyon
spektrumuna karsilik gelen yaklasik 2900 cm™ dalgaboyunda pik olustugu Sekil 4.8’de
goriilmektedir. Korelasyon tablosu incelendiginde ii¢ 6rnek i¢in de 1430 cm™! bandinda metil
ve metilenin asimetrik deformasyon titresimi igin, 1367 ¢m™ bandinda ise CH: egilme
titresimi igin pik olusumu goriilmektedir. Ayrica 1055 cm™’deki bant seker halkasmnin C-O-
C ve C-O-H gerilme titresimi ifade etmektedir (Nelson, O’Connor, 1964; Park, Park ve Jung,
2003).

Sonug olarak Sekil 4.8 incelendiginde 100 g/L seker konsantrasyonuna sahip melasl
besi yerinde KKSK ile geleneksel statik kiiltiirden ve HS besi yerinden elde edilen BS’lerin
yapisinda farklilik goriilmemektedir. Dolayisiyla kullanilan KKSK sisteminin bakteriyel

seliilozun islevsel gruplari {izerine negatif bir etkisinin olmadig1 sdylenebilir.

Bu analiz sonucunda 100 g/L seker konsantrasyonu sahip melasl besi yerinden KKSK
ve geleneksel statik kiiltlir yontemi ile HS besi yerinden elde edilen bakteriyel seliilozun

fonksiyonel gruplar1 arasinda bir fark olmadig grafiklerden agikca goriilmektedir.
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Sekil 4. 8. KKSK (A), geleneksel statik kiiltiir (B) ve HS (C) besi yerinden elde edilen BS 6rneklerinin FTIR
analizi sonuglari
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4.5.4. TGA (Termogravimetrik Analiz) Sonuclar

Termogravimetrik analiz yontemi kontrollii olarak 1siya tabi tutulan bir 6rnegin
agirliginin sicaklik ile degisimini 6l¢iildiigli bir yontemdir. Bu yontem kontrol edilebilen bir
atmosfer ortaminda gergeklestirilir. Termogravimetrik yontemlerde sicaklik degisiminin
ornek kiitlesinde degisim olusturmasindan dolay1 biiyiik dlgiide yliksetgenme ve bozunma
reaksiyonlari ile buharlagma, desorpsiyon ve siiblimlesme ile sinirlidir. TGA sonucunda elde
edilen grafigi termal bozunma egrisi grafigi ya da termogram denir. TGA seliiloz gibi ¢esitli
polimerlerin bozunma mekanizmalar1 hakkinda bilgiler vermektedir. Ayrica 6rneklerin
karakteristik bir bozunma sekli oldugundan 6rneklerin tanimlanmasinda da kullanilabilir.

Deneyler sonucunda kademeli kolon statik kiiltiir, geleneksel statik kiiltiirden 100 g/L
seker konsatrasyonuna sahip melasli besi yerinden elde edilen birer 6rnek ile HS besi
yerinden elde edilen bir BS 6rnegine TGA uygulanmistir. Deneyler her bir BS 6rnegi igin
20 ml/dk azot akis hiziyla 10 °C/dk 1sitma hizinda 25-950 °C araliginda yapilmistir. TGA

uygulanan 3 BS’nin termal bozunma egrileri Sekil 4.9°da verilmistir.

Sekil 4.9°da goriildiigi gibi HS besi yerinden elde edilen bakteriyel seliillozun termal
bozunma grafiginden 20-150 °C arasinda az bir miktar kiitle kayb1 meydana gelmistir. Ayni
sekilde KKSK ve geleneksel statik kiiltiir yonteminde elde edilen BS 6rnekleri i¢cinde 20-
150 °C arasinda diigiik bir kiitle kaybi1 goriilmektedir. Bu sicakliklar arasindaki kiitle
kaybmin sebebi Ornekler igerisindeki kalinti suyun buharlasmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Yaklasik olarak 240-500 °C arasindaki bolgede her ii¢ 6rnek iginde kiitle
kaybinin fazla oldugu goriilmektedir. HS besi yerinden elde edilen BS 6rneginde bu sicaklik
araligindan yaklasik % 60’11k bir kiitle kayb1 oldugu goriilmektedir. KKSK i¢in bu sicaklik
bolgesinde meydana gelen kiitle kayb1 yaklasik olarak % 53 iken geleneksel statik kiiltiirden
elde edilen BS i¢in bu deger yaklasik % 58°dir. Bu sicaklik bolgesinde meydana gelen kiitle
kaybmin glikoz birimlerinin depolimerizasyonu, bozunmasi ve dehidrasyonunu igeren
seliiloz bozunma reaksiyon dizisinden meydana geldigi diisiiniilmektedir (Vasconcelos ve

ark., 2017).
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Sekil 4. 9. HS (A), KKSK sistemi 100 g/L seker konsantrasyonuna sahip melasli besi yerinden alinan BS 6rnegi
(B) ve Geleneksel statik kiiltirde 100 g/l seker konsantrasyonuna sahip melasl besi yerinden alinan BS
orneginin (C) termal bozunma grafikleri
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500 °C’den sonraki bdlgede ise karbonlu kalintilarin oksidasyonu ve pargalanmasiyla
iligkili olup diisiikk molekiil agirlikli gaz halindeki iirlinlerin iiretildigi disiiniilmektedir.
Toplam kiitle kayb1 incelendiginde ise HS besi yerinden elde edilen BS 6rneginin toplam
kiitle kayb1 % 85,4 iken KKSK sisteminden elde edilen BS 6rneginin % 95,067, geleneksel
statik kiiltiirden elde edilen BS 6rneginin ise % 99,73 diir. Bu degerlere bakildiginda HS
besi yerinden elde edilen 6rnegin KKSK ve geleneksel statik kiiltiirde 100 g/L seker
konsantrasyonunda melasl besi yerinde iiretilen bakteriyel seliilozlara gore daha yiiksek kiil
igerigine sahip oldugu goriilmektedir. Melasin igerisinde sukroz, fruktoz ve glikoz oldugu
bilinmektedir. HS besi yerinde karbon kaynagi olarak glikoz bulunmaktadir. Termal
bozunum davraniginin, molekiil agirligi, kristalinitesi ve lif yonelimi gibi bazi yapisal
parametrelerden etkilendigi bilinmektedir (Segal, Creely, Martin ve Conrad, 1959). HS besi
yeri ile melash besi yerinde KKSK ve geleneksel statik kiiltiirde elde edilen BS’lerin
termostabilitesindeki farklilifin  besi yerleri igerisindeki karbon kaynaklarindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

4.5.5. X Isinlan Difraksiyonu (XRD) Sonuc¢lar

Maddelerin kristal yapis1 {i¢ boyutlu uzayda diizgiin olarak tekrarlanan bir sekli temel
alan atomik bir yapidan olusur. Dolayisiyla kati maddelerin kristal yapilari, yapisinda
bulundurdugu atom gruplarinin veya molekiillerinin katiya 6zgii olacak geometrik bir
diizende bir araya gelmesiyle meydana gelmektedir. Malzemelerin atomik seviyede
yapilarim1  goriintiilemek yiiksek c¢Oziiniirlikklii elektron mikroskoplar1 ile miimkiin
olabilmektedir. Fakat maddenin yapisindaki bilinmeyen yapilar1 belirlemek ya da yapisal
parametreleri incelemek i¢in XRD gibi kirinim teknikleri kullanilir. X 1ginlar difraksiyonu
kat1 maddelerin kristal yapilarinin degerlendirilmesinde en ¢ok kullanilan tekniktir (Arslan,
2010). Caligmalar sonucunda 100 g/L seker konsantrasyonuna sahip melasli besi yerinde
KKSK sistemi ve geleneksel statik kiiltiirden elde edilen BS 6rnekleri ile HS besi yerinde
elde edilen BS’nin XRD analizleri yaptirilmistir. Bu 6rnekleri i¢in elde edilen grafikler Sekil

4.10’da gosterilmistir.
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Sekil 4. 10. HS (A), KKSK sistemi 100 g/L seker konsantrasyonuna sahip melasli besi yerinden alinan BS
ornegi (B) ve Geleneksel statik kiiltiirde 100 g/L seker konsantrasyonuna sahip melasli besi yerinden alinan
BS 6rneginin (C) XRD kirinim grafikleri
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Genel olarak statik kiiltlirde iiretilen bakteriyel seliilozlarin difraktogramlari X-1gin1
kiriimlarinda seliiloz I'e verilen {i¢ ana karakteristik pike sahiptir ve bu pikler yaklasik
olarak 20 = 14°, 16° ve 22° noktalarindadir (Keshk ve Sameshima, 2006). Bu 20 noktalar1
sirastyla 110, 110 ve 200 kristalografik diizlemlere karsilik gelir. Sekil 4.10’daki kirmnim
diyagramlarinda goriildiigii gibi analiz edilen ii¢ 6rnegin de seliiloz I’in varligini belirten {i¢
karakteristik kirinim piki olusturdugu goriilmektedir. XRD analizi sonucu elde edilen

verilerden yola ¢ikilarak 3 6rnek i¢in hesaplanan kristaliniteler Tablo 4.9’da verilmistir.

Tabloda da goriildiigii gibi sirasiyla iiretilen BS 6rneklerinin kristaliniteleri KKSK %
96,37, geleneksel statik kiiltiir % 96,07, HS % 84,45 olarak hesaplanmistir. En diisiik
kristalinite HS besi yerinde iiretilen BS’de goriiliirken KKSK ve geleneksel statik kiiltiirde
100 g/L seker konsantrasyonuna sahip melasl besi yerinde {iretilen BS’lerin kristalinite
degerleri birbirine ¢ok yakindir, HS besi yerinde iiretilen BS’ye gore daha yiiksek bir
kristaliniteye sahiptir. HS besi yerinde iiretilen BS’nin kristalinite degerinin diger 6rneklere
gore diigiik olmasi besi yeri i¢eriginin farkliligindan kaynaklandig diistintilmektedir. Tsouko
ve ark. (2015) cesitli karbon kaynaklar1 kullanarak iiretikleri BS 6rnekleri i¢in en yiiksek
kristalinete degerini % 88 bulmustur (Tsouko ve ark., 2015). Cheng ve ark. (2009) ise
yaptiklar1 ¢aligmada elde ettikleri bakteriyel seliilozun kristalinite degerini % 93 olarak
bulmuslardir (Cheng ve ark., 2009). Bu calismada KKSK ve geleneksel statik kiiltiirde
melasl besi yerinde elde edilen BS orneklerinin kristaliniteleri literatiirdeki degerlerden
yiiksek olarak bulunmustur. Ayrica KKSK sisteminde iiretilen 6rnek ile geleneksel statik
kiiltiirde iiretilen Orneklerin kristalinite degerleri arasindaki farkin c¢ok diisiik oldugu
goriilmektedir. Bu ylizden tasarlanan sistemin bakteriyel seliilozun kristalinitesi {izerine

olumsuz bir etkisinin olmadig1 sdylenebilir.

Tablo 4. 9. HS, KKSK ve statik kiiltiirden elde edilen 6rneklerin kristalinite degerleri

Ornek Adi Kristalinite (%)
HS 84,45
KKSK 96,37
Statik Kiiltiir 96,07
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4.5.6. Cekme Testi Sonuclan

Calismada HS besi yerinden ve 100 g/L seker igerigine sahip melasli besi yerinden
KKSK ve geleneksel statik kiiltiirle elde edilen bakteriyel seliilozlara mekanik ¢ekme testi
uygulanmistir. Analiz sonucunda elde edilen Young Modiilii (E:), gerilme (o) ve kopmada

uzama (¢) verileri Tablo 4.10’da verilmistir.

Young modiilii malzemenin dayanimimin o6lgiisiidiir. HS besi yerinden alinan BS
ornegi icin Young modiilii degeri diger drneklere gore diisiiktiir. Dolayisiyla bu besi yerinde
elde edilen BS 6rneginin dayanimi diisiiktiir. En yiiksek Young modiilii 1860 MPa ile KKSK
sisteminde 100 g/L. seker konsantrasyonuna sahip melash besi yerinde elde edilmistir.
Literatiirdeki bazi ¢aligmalar incelendiginde sukroz ve maya ekstrakti bakimindan zengin bir
besi yerinde 4. xylinum ile iiretilen BS NaOH ile muamele edildikten sonra kurutulan
Ornegin analiz sonucunda gerilmesi 43,68 MPa elde edilmistir (George, Ramana, Sabapathy
ve Bawa, 2005). Bagka bir ¢alismada ise G. hansenii ile glikoz, pepton ve maya ekstrakti
olan besi yerinden elde edilen seliilozun gerilmesi 76,7 MPa bulunmustur (Gayathry ve
Gopalaswamy, 2014). Elde edilen sonuglari literatiir ile uyumludur. Sekil 4.11°de gerilme-

uzama grafikleri verilmistir.

Tablo 4. 10. Calismalar sonucunda elde edilen BS 6rneklerinin mekanik ¢ekme testi sonuclari

Ornek Adi Young Modiilii (Er) Gerilme (o) (MPa) Uzama (g) (%)
(MPa)
HS 457 54,3 3,1
KKSK 1860 68,5 3
Statik Kiiltiir 1240 54,7 13
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Sekil 4. 11. HS besi yeri (A) KKSK (B) ve geleneksel statik kiiltiirden (C) elde edilen bakteriyel seliilozlarin
Gerilme/Uzama grafikleri
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Statik kiiltiirde besi yeri lizerinde olusan seliiloz, oksijen transferini olumsuz yonde
etkilemekte ve sonug olarak diisiik bir BS iiretim verimine sebep olmaktadir. Bu ¢alismada
oksijen transfer probleminin 6niine gecerek BS verimi arttirilmaya calisilmis ve besi yeri
olarak seker fabrikasi atii olan melas kullanilarak daha ekonomik bir BS {iretimi
gerceklestirmek amacglanmistir. Calismalarda elde edilen sonuglar ve Oneriler asagidaki gibi

Ozetlenebilir:

» Melas yaklasik olarak % 50 oraninda toplam seker icerigine sahip bir atiktir ve
BS iiretmede kullanilan kompleks besi yerlerine gére daha ekonomiktir.

» Yapilan bu tez caligmasinda gelistirilen KKSK sistemi ile nispeten yiiksek
seker konsantrasyonlarinda BS {iretimini arttirmada basar1 saglanmistir. 100
g/L seker konsantrasyonunda statik kiiltiir teknigine gore KKSK sisteminde %
22,02’1ik bir artis saglanmustir.

» Sonug olarak oksijen transferi probleminin 6niine gegilerek seliiloz iiretimi igin
pozitif girdi saglanmstir.

> Uretilen BS’lerin XRD, TGA, SEM, FTIR, ¢ekme testi ve su tutma gibi
karakteristik 6zellikleri literatiirle uyumlu oldugu goriilmiistiir.

» Bu calismada kullanilan melasa herhangi bir hidroliz islemi uygulanmamustir.
Melasa c¢esitli hidroliz islemleri uygulayarak KKSK sisteminde seliiloz
tiretimine etkileri incelenebilir.

» Gelistirilen bu sistemde farkli sanayi atik ve yan iriinleri kullanilarak BS

seliiloz liretimine etkileri incelenebilir.
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