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Yiksek Lisans Tezi

BAKTERIYEL SELULOZ URETIMI VE ENZIM TUTUKLANMASINDA
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Biyoloji Anabilim Dali

61+VII1I sayfa
2024
Danisman: Prof. Dr.Ozfer YESILADA

Bakteriyel seliiloz (BS) bazi bakteriler tarafindan sentezlenen bir eksopolisakkarittir. BS
seliiloz yiiksek saflik, yliksek su tutma kapasitesi, mekanik dayaniklilik, genis yiizey alani
gibi iistiin Ozellikleriyle olduk¢a dikkat ¢ekici bir biyopolimerdir. Bu polimer pek ¢ok
uygulamada kullanilabilmektedir. Uretimi ve uygulamalar iizerine pek ¢ok calisma vardir.
BS’nin mikroorganizma ve enzim tutuklanmasinda tutuklama ajani olarak kullanimina
yonelik caligmalar da vardir.

Bu c¢alismada, iyi bir BS fireticisi olan Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759
(Komagataeibacter xylinus) kullanilmistir. Calismada 6ncelikle bu bakterinin dut posasi
at1g1 oziitii besiyerinde BS liretim potansiyeli arastirilmistir. Bu amagla inkiibasyon siiresi,
sicaklik ve pH’nin BS {iretimi {izerine etkisi test edilmistir. Daha sonra elde edilen BS nin
karakterizasyonu yapilmistir.

Enzimleri tutuklamak i¢in ¢esitli matriksler (destek materyalleri) kullanilmaktadir. BS ¢evre
dostu bir polimerdir ve enzim tutuklama matriksi olarak ¢evre dostu materyallerin kullanimi
onemlidir. Bu nedenle, BS’nin enzim tutuklama matriksi olarak kullanilabilirligini test
etmek icin Trametes trogii ATCC 200800 ile tekrarli-kesikli kosullarda tiretilmis lakkaz
enzimi (pek ¢ok uygulamada kullanilabilen bir enzim) BS iizerine tutuklanmis ve
tutuklanmis enzimin optimum sicaklik ve pH’s1 saptanmistir. Daha sonra da, tutuklanmig
enzimin c¢evre kirliligi olusturan boyar maddelerin renk gideriminde tekrarli olarak
kullanilabilirligi arastirilmistir.

Sonuglar dut posast atig1 besiyerinin BS iiretiminde kullanilabilecek iyi bir dogal besiyeri
olabilecegini, bu ortamda iiretilen BS'nin lakkaz enzimini tutuklamak igin
kullanilabilecegini ve tutuklanmig enzimin tekstil boyalarinin renginin gideriminde tekrarli
olarak uygulanabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimler: Bakteri seliilozu, Boyar madde renk giderimi, Dut posasi atig1 6ziiti,
Lakkaz, Tutuklama
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Bacterial cellulose (BC) is an exopolysaccharide synthesized by some bacteria. It is a
remarkable biopolymer with its superior properties such as high purity, high water retention
capacity, mechanical strength and large surface area. This polymer can be used in many
applications and there are many studies on production of BC and its applications.

In this study, Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759 (Komagataeibacter xylinus), which
is a good BC producer, was used. In the study, firstly, the BC production potential of this
bacterium in the mulberry pomace waste extract medium was investigated. For this purpose,
the effects of incubation time, temperature and pH on BC production were tested. Then, the
obtained BC was characterized.

Various enzyme immobilization matrices (support materials) are used for the immobilization
of enzymes. BC is an environmentally friendly polymer and the use of environmentally
friendly materials as enzyme immobilization matrix is important.

Therefore, to test the usability of BC as an enzyme immobilization matrix, laccase enzyme
(an enzyme that can be used in many applications) produced under repeated-batch conditions
with Trametes trogiiATCC 200800 was immobilized on BC and the optimum temperature
and pH of the immobilized enzyme were determined. Then, the repeated use of the
immobilized enzyme in the decolorization of dyes that cause environmental pollution was
investigated.

The results showed that mulberry pomace waste extract medium can be a good natural
medium that can be used in BC production, BC produced in this medium can be used to
immobilize laccase enzyme, and the immobilized enzyme can be applied repeatedly in textile
dye decolorization.

Keywords: Bacterial cellulose, Dye decolorization, Immobilization, Laccase, Mulberry
pomace waste extract
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1. GIRIS

1.1 Seliillozun Tanim ve Yapisi

Seliiloz, diinyada yaygin olarak bulunan ve bitkiler, funguslar, algler, deniz canlilar1 ve
bakteriler tarafindan {iretilen dogal bir biyopolimerdir. D-glukopiranoz birimlerinin B-1,4
glikozidik baglarla baglanmasiyla olugsmaktadir. Bitkisel materyallerin yaklagik %331,
pamugun %90’1 ve odunun %40-50’si seliilozdan olusmaktadir (Glindiiz vd. 2015; Barud
vd. 2016; Jiyang vd. 2020; Pang vd. 2020).

Her yil diinya genelinde tiiketilen seliiloz miktar1 100 ila 150 milyar ton arasindadir (Hon.
1994). Secliilloz tiikketimi siirekli artmaktadir ve Kullanilan seliiloz esas olarak bitkisel

kaynaklidir. Bitkilerde seliiloz, hemiseliiloz ve lignin ile bir karigim olarak bulunur.

Odun ve hidrokarbonlarin yanmasiyla atmosfere ¢ok miktarda karbondioksit verilmesinin
en 0nemli sonuglarindan bir tanesi de kiiresel 1sinmadir. Kiiresel 1stnmay1 engellemenin en
temel yolu, yeryliziindeki fotosentezi arttirarak daha fazla karbondioksitin bitkiler tarafindan
kullanilmasini saglamaktir. Bu nedenle odun ve pamugun seliiloz iiretiminde kullanimini

sinirlandirmak i¢in alternatif yontemler aranmaktadir.

Bakteriler de seliiloz tiretebilirler. Bakterilerden elde edilen seliiloz birgok avantaja sahip
oldugundan bitkilerden elde edilen seliiloza karst 6nemli bir alternatif olusturmaktadir.
Bakteriyel seliiloz (BS), iiretildigi besiyerinin dogal aromasini ve pigmentini de kazanabilir

(Shi vd. 2014).

Bu calismada dogal ve zengin igerikli bir atik olan dut posasi atigindan elde edilen 6ziit ile
hazirlanan besiyeri kullanilarak Gluconacetobacter xylinus B759 susunun statik kosullarda
BS iiretim yetenegi arastirilmistir (Unlu vd. 2023). Kullanilan bakterinin seliiloz iiretim
yetenegi lizerine ¢esitli kosullarin etkisi de test edilmis ve bu amagla inkiibasyon siiresi,
sicaklik ve pH’nin seliiloz {iretimine etkisi incelenmistir. Daha sonra elde edilen bakteriyel
selilozun enzim tutuklama ajani olarak kullanilip kullanilmayacag: test edilmis ve
tutuklanmig enzimin boyar madde renk giderim yetenegi aragtirilmistir. Tez ¢alismalarinda
kullanilan dut posasi atig1 oziitii literatiir bilgilerimize gore bu tip bir ¢alismada ilk kez

kullanilmistir.



1.2 Bakteriyel Seliilozun Yapisi ve Ozellikleri

Bakteri metabolizmasinin ilk iiriinii olan BS’nin viskoz yapist ve hidrofilik 6zellikleri,
bakterileri kotii ¢evre kosullarina (su miktarinda azalma, pH degisimleri, patojenik
mikroorganizmalar vb.) ve UV 1sinina karsi korur (Coban vd. 2008; Giindiiz vd. 2015; Giizel
vd. 2018).

Bakteriyel seliiloz (BS) ve bitkisel seliiloz kimyasal yap1 agisindan benzerdir. Fakat fiziksel
Ozellikleri farklidir. BS, nanogbzenekli yapiya ve yiiksek safliga sahip bir polimerdir.
Ozellikle mekanik mukavemeti, alerjik olmama, seffaflik, dinamik fiber sekillendirme
yetenegi ve kaliplanabilirligi gibi 6zellikleri ile 6ne ¢ikmaktadir.BS’ nin yapisinda bitkisel
yapida bulunan lignin, hemiseliiloz veya pektin gibi bilesenler bulunmaz. Bakteriyel seliiloz
saf oldugundan, elde edilmesi i¢in pahali ekstraksiyon uygulamalarina ve yogun saflastirma
islemlerine gerek yoktur. Bu da, bitkisel seliiloza gore dnemli bir avantajdir (Shi vd. 2014;
Cazon vd. 2020; Fernandes vd. 2020; Pang vd. 2020). Uretimde tarimsal ve endiistriyel
atiklar gibi kaynaklar besiyeri olarak kullanilabildiginden, ¢evre kirliligi riski olusturan
atiklar da iiretim siirecinde besiyeri olarak degerlendirilebilir. Cevre dostu oldugundan ve

gida giivenligi problemi olusturmadigindan ¢ok genis kullanim alan1 vardir (Shi vd. 2014).

Bakteriyel seliiloz ¢esitli aerobik bakteriler tarafindan  sentezlenebilen ¢evre dostu
birekzopolisakkarittir. Dogada biyolojik olarak kolay parcalanabilir olmasi, bitki seliilozuna
gore yaklagik 100 kat daha ince yapist ve 20-100 nm capli {i¢ boyutlu fiber aglara sahip
olmasi 6nemli 6zellikleridir (Birben vd. 2019; Fernandes vd. 2020; Li vd. 2021).

BS, yapi olarak birkag bine kadar polimerizasyon derecesine sahip [-D-glukopiranoz
birimlerinden olusan bir homopolimerdir. Reaktif birincil ve ikincil hidroksil gruplari ile 6
tiyeli bir siklik yapidan olusur. -D-glukopiranoz halkasi, tim —OH gruplariin ekvatoral
pozisyonda mevcut oldugu, iki bitisik zincir arasindaki molekiiller aras1 H-baginda anahtar
rol oynayan bir sandalye konformasyonuna sahiptir. BS, tip la ve Ip seliiloz kristal
allomorflariin yani1 sira bazi para-kristal ve amorf alanlari igerir. Bitki seliilozu ile
karsilastirildiginda, BS, amorf seliiloz formuyla interpolasyon yapilan daha az kristalli bir
bolge ile ¢evrelenmis oldukga kristalli bir ¢ekirdekten olusur (Foresti vd. 2017; Wahid vd.
2021). Sekil 1’de BS’nin kimyasal yapisi, BS’nin ag benzeri yapisinin sematik gosterimi
veBS liflerinin sematik modellemesi goriilmektedir (Barud vd. 2016; Cacicedo vd. 2016;
Wahid vd. 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/aerobic-bacterium
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Sekil 1.1: (A) BS' nin kimyasal yapis1 (B) BS’nin ag benzeri yapisinin sematik gésterimi
(C) BS liflerinin sematik modellemesi.
BS’nin biyosentezi, ¢ok sayida enzimin ise karistig1 biyokimyasal bir siirectir. Bu siirecte;
seker birimleri 6nce UDP-glikoza dontistiiriilmekte ve daha sonra da seliiloz zincirlerine
polimerize edilmektedir (Gtizel vd. 2018; Islam vd. 2017). Biyosentez siirecinde oncelikle
glukoz, glukoz-6-fosfata dontstiiriiliir. Daha sonra glukoz-6-fosfatdan, glukoz-1-fosfat
sentezlenir ve glukoz 1-fosfattan da UTP kullanilarak UDP-glukoz sentezlenir. UDP-glukoz

da seliiloz zincirlerinin sentezinde kullanilir (Swingler vd. 2021).

1.3 Bakteriyel Seliiloz Uretiminde Kullanilan Besiyerleri

BS iiretimine iliskin yapilan aragtirmalar ek besin kaynaklari igeren sentetik ortamlarda veya
cesitli atiklar, dogal ham maddeler ve atiksular ile hazirlanmis besiyerlerinde

yiriitiilmektedir (Jozala vd. 2015).

BS verimi, maliyeti ve 6zelligi kullanilacak kiiltiir ortaminin ¢esidine ve igeriginebagl
olarak degisir. Tanimlanmis ortamlarin kullanildigi ¢alismalarda, oncelikle tanimlanmis
ortamlardaki degiskenleri optimize etmek ve ardindan da BS iiretimi iizerindeki etkisini
gormek icin azot kaynaginin yani sira kompleks karbon kaynaklarinin test edilmesinin iyi

bir strateji olacagi vurgulanmistir (Singhania vd. 2021). Sentetik besiyerleri kullanildig:
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zaman Dbesiyeri iceriginin zenginlestirilmesi, BS’nin {retimini ve Ozelliklerini
etkilemektedir. BS iiretimi gesitli sentetik besiyerlerinde test edilmistir. G. xylinus'un statik
kosullarda pirtivik asit, malik asit, laktik asit, sitrik asit ve siiksinik asit gibi organik asitler
eklenmis sentetik ve tanimlanmis besiyerlerinde iiretiminin, BS verimini 6nemli Slgiide
artirdig1 ve ayrica %4 etanol eklenmesinin de iiretimi indiikledigi rapor edilmistir (Lu vd.
2011). Uretim ortamina sitrik asidin yan1 sira etanoliin eklenmesi, sitrik asit déngiisiiniin

(TCA dongiisii) ana yan tiriiniinii azaltarak BS verimini arttirmaktadir (Li vd. 2012).

BS iiretiminde, BS kalitesi iizerinde olumlu etkisi olacak dogal ham maddelerin, atiklarin ve
atiksularin besiyeri olarak kullanilmasinin, hem islem maliyetini hem de g¢evre kirliligi
riskini azaltmak agisindan olumlu etkilerinin olacagi acgiktir. Yapilan cesitli ¢caligmalarda
tiitlin atig1 oziitli, akgaagac surubu, turunggil suyu, beyaz kabak suyu, limon 6zii artiklari,
¢in hurmasi sirkesi, elma sirkesi, kiispe asidi, pirin¢ kabugu, patates kabugu, hurma surubu,
bugday sapi, kahve kabugu, pamuk atiklar1 ve g¢esitli meyve atiklarinin besiyeri olarak
kullanim1 test edilmistir. Peynir alt1 suyu, vinas gibi atiksular ve melas gibi zengin icerikli
dogal ham maddelerin de iiretim ortami olarak kullanimi arastirilmaktadir (Coban vd. 2008;

Fernandes vd. 2020; Giizel vd. 2018; Pang vd. 2020).

1.4 Bakteriyel Seliiloz Uretiminde Kullamlan Bazi1 Mikroorganizmalar

Bakteri ile BS iiretimi ilk kez 1886 yilinda AdrianBrown tarafindan gerceklestirilmistir.
Brown, Bacterium aceti ile yaptig1 asetik asit fermentasyonu sirasinda kiiltiir ortaminin
yiizeyinde jelatinimsi bir zar oldugunu gozlemlemistir ve bu film hizla biiyiiyerek ortamin
yiizeyini kaplamistir. Bu aslinda ilk kez BS’nin kesfidir. BS iireten mikroorganizma
Acetobacter xylinumolarak adlandirilmistir. Bu bakteriye kesfedilmesinden bu yana gesitli
isimler verilmigtir. BS ireten bakteri A. Xxylinum olarak adlandirildiktan sonra
Gluconacetobacter xylinus olarak adlandirilmigtir. Giiniimiiz de ise Komagataeibacter
xylinus olarak siiflandirilmaktadir (Wahid vd. 2021).

Gluconacetobacter ve Acetobacter olarak bilinen Komagataeibacter ve ayrica
Agrobacterium,  Achromobacter, Aerobacter, Sarcina, Azobacter, Rhizobium,
Pseudomonas, Salmonella ve Alcaligenes cinsleri BS iiretebilmektedir. Bunlar arasinda
Gluconacetobacter cinsi en verimli BS iireticilerindendir (Zhang vd. 2017; Lin vd. 2020;
Chen vd. 2022; Singhania vd. 2022). G. xylinus olarak da bilinen K. xylinus yiiksek diizeyde
BS iireten bir tiirdiir (Lu vd. 2020). Belirtildigi gibi gram negatif bir bakteri olan K. xylinus
diger tiirlere kiyasla daha fazla ve ayrica yiiksek saflikta BS iirettiginden dolay1 ve {iiretilen
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BS de bitkisel seliiloza ¢ok benzedigi i¢in ¢ogu ¢alismada odak noktasi olmustur (Ahmed
vd. 2020).

1.5 Bakteriyel Seliiloz Uretim Yéntemleri

1.5.1 Statik ve karistirmah Kiiltiir

Bakteriyel seliilloz, farkli fermentasyon kosullarinda, farkli uygulamalarla iiretilebilir.
Geleneksel olarak statik veya calkalamali kiiltlir yontemleri ile iiretilmektedir (Shi vd. 2014,
Campano vd. 2016; Giizel vd. 2020). Bakteriyel seliiloz statik kiiltiirde, ortam ve hava
arasindaki hava-sivi arayiiziinde aerobik bakteriler tarafindan ince bir film (seliiloz tabakasi)
seklinde tretilir (Cazon vd. 2020; Pang vd. 2020). Seliiloz iireten bakteriyel suslar statik
kiiltiir kosullarinda ¢alkalamali kiiltiirlere nazaran daha fazla seliiloz olusturabilir (Shi vd.,
2014; Giizel vd. 2018). Bununla birlikte statik kosullarda bakteri liremesi ve BS {iretimi
yavastir (Lee vd. 2014). BS iiretiminde ticari bagarinin elde edilmesinin dniindeki en 6nemli
engel biiyiik 6l¢ekli iiretiminde karsilagilan zorluklardir. BS fermentasyonunda ilk kullanilan
yontem statik yontemdir. Bu yontemde BS, hava/sivi ara yiizeyinde olusmaktadir. Statik
yontem kullanilarak verimi arttirmanin en 6nemli yollarindan biri de yiizey alaninin

genisletilmesidir. Bu da biiyiik 6lgekli tiretimde sorun yaratir (Son vd. 2001).

Statik liretimde bakteri iremesi ve BS tiretimi uzun bir zaman alir. Uygulamaya gore seliiloz
olusumu 5-15 giin alabilir. BS {iretiminde ihtiya¢ duyulan iiretim zamanini kisaltmak i¢in
calkalamali kiiltiir yapilabilmektedir (Lee vd. 2014). Karigtirma sirasinda daha fazla oksijen
saglanmasinin yani sira yeterli sivi, katt ve gaz karisimi saglanabilir. G. xylinus ¢ok fazla
oksijene ihtiyag duydugundan, karistirmayla hava sirkiilasyonunun saglanmasi verimi
arttirmaktadir. Ancak karistirmali kiiltliirde, karistiricinin olusturdugu kuvvet seliiloz
tiretmeyen mutant hiicrelerin olugsmasina bu da statik yonteme kiyasla verimin biraz daha
diisiik olmasimna neden olmaktadir. Ayrica statik yontemle zar yapisinda seliiloz elde
edilirken, karistirmal1 yontemde lifli yapida seliiloz tiretilmektedir. Lifli yapidaki bu seliiloz
ortam viskozitesinin artmasina, karistirma problemlerine ve oksijen transferinde sorunlara

neden olmaktadir (Son vd. 2001).

1.5.2 Bakteriyel seliiloz iiretimi icin biyoreaktorler

Biyoreaktorlerin tasarimi, BS'nin yapisini ve verimini belirlemede 6nemli bir faktordiir (Ul-
Islam vd. 2015). Biyoreaktorler kullanilarak BS {iretimi artirilabilir, bakteride mutasyon

olusmas1 engellenebilir ve ayrica iscilik azaltilabilir. Bu amagla test edilen biyoreaktorler
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arasinda tepsi biyoreaktor, karistirmali tank biyoreaktor, hava yiiklemeli biyoreaktdr, aerosol
biyoreaktor, membran biyoreaktor, doner (donen) disk biyoreaktdr ve doner (donen) tambur

biyoreaktor gibi biyoreaktorler sayilabilir (Lee vd. 2014).

Karistirmali tank biyoreaktorii, kiiltiir ortaminin mekanik karistiriciyla karistirildigi ve buna
bagli olarak oksijenin saglandig1 bir uygulamadir. Mekanik karistirma yapildig: icin oksijen
saglanmasi kolaydir. Bu, fermantasyon stirecini hizlandirir (Kouda vd. 1996;Chao vd. 2001,
Wahid vd. 2021). Pelet scklinde seliiloz olusur. Bu siirecin bir dezavantaji mekanik

karsitiricinin hiicreler lizerinde kesme gerilimi yaratmasidir.

Karistirmali tank biyoreaktoriinden farkli olarak, hava yiiklemeli biyoreaktérde ortama
oksijen saglanmast ve karigtirma, havalandirma ile yapilir. Hava yiiklemeli
reaktorlerdehavayla karistirma yapildig: i¢in kesme gerilimiazaltilip uygulanan oksijence
zengin hava sayesinde de besiyerindeki ¢6ziinmiis oksijen miktart arttirilmakta boylelikle
yiiksek seliiloz verimi elde edilmektedir. Hava yiiklemeli reaktdrlerde enerji ihtiyact daha

azdir (Cheng vd. 2002).

Tepsi biyoreaktor ise tepsi benzeri biyoreaktdrlerden olusan statik bir uygulamadir. Burada

kiiltiir ortaminin ylizeyinde jelatinimsi bir membran {iretilir(Chen vd. 2019).

Aerosol biyoreaktor, kiiltiir ortaminin oksijenle karistirildigi ve suslarin tiremesi ve BS
tretimini tesvik etmek icin BS pelikiillerinin yiizeyine piiskiirtiildiigli bir biyoreaktordiir
(Hornung vd. 2007; Wahid vd. 2021). Bu kiiltiir siiresini azaltir. Aerosol biyorektorde ylisek
kristalikte ve gerilme mukavemetine sahip BS iiretilir (Dudman. 1960; Wahid vd. 2021).

Membran biyoreaktorii kullanilarak da BS iiretilebilmektedir. Membran biyoreaktorde,
besinleri ve hiicreleri ayirmak i¢in hidrofilik bir polietersulfon membran kullanilir ve

bdylece hiicreleri etkilemeden besinler gecebilir (Lee vd. 2014; Wahid vd. 2021).

Doner (donen) disk biyoreaktoriinde diskler bir mil {izerine yerlestirilir ve mil bir motor
aracilifiyla dondiiriiliir. Disklerin yaklasik yarisi besiyeri igerisine batmis ve diger yarisi da
disarda kalacak sekilde tasarlanir. Disklerin siirekli belirli bir hizda dondiirtilmesi sirasinda
disklerin ylizeyi hem besiyerine girip ¢ikar. Disk ylizeyinde biyofilm seklinde iireyen
bakteriler digar1 ¢iktiginda sivi yiizeyde ¢6ziinmiis oksijeni alir. Besiyerine girdiginde ise

besin maddelerini oksitlerler ve bakteriyel seliiloz iiretimi gerceklesir (Glizel vd.2020).

Doner tambur biyoreaktorii, doner disk biyoreaktoriine benzer. Fakat burada, ayri1 ayri
disikler yerine tambur vardir ve bakterinin lireme siirecinde tambur yiizeyinde BS olusur.

Doniis hizi, havalandirma ve havalandirma kontrol edilir (Chen vd. 2019).
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1.6 Bakteriyel Seliilozun Kullanim Alanlari

BS; yiiksek nano gozenekli yapisi, ylizey fonksiyonel gruplari, yliksek safligi, yiiksek su
tutma kapasitesi, yiiksek kristal yapisi, ultra ince fiber ag yapisi, miikemmel gerilme
mukavemeti ve ¢cevre dostu olmasi gibi benzersiz fiziko-mekanik 6zellikleri nedeniyle farkl
alanlardaki uygulamalarda dikkate deger bir ilgi gérmektedir (Islam vd. 2017; Jusko vd.
2020).

1.6.1 Bakteriyel seliilozun medikal alanda kullanimi

Ozellikleri ve biyouyumlulugu nedeniyle BS, doku onarimi ve kontrollii ilag salinimi dahil
olmak tizere biyomedikal uygulamalarinda biiyiik ilgi uyandirmaktadir (Almeida vd. 2014;
Chen vd. 2022).

Deri, yapay kan damarlari, yapay kalp kapakeiklari, ilag tasiyicilari, genis yaniklari olan
hastalar i¢inyara sargilarinda ve dis implantlarinda BS kullanilmaktadir (Barud vd. 2016;
Jusko vd. 2020).BS; miikemmel biyouyumluluk, esneklik, yliksek gézeneklilik, iyi su tutma
kapasitesi ve iyi gaz ve sivi gecirgenligi gibi Ozelliklerinden dolayr yara iyilestirici
pansumanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Mevcut yara bakim malzemeleri, kuru yara
yiizeylerine yapisan gazli bezler gibi iyi emilim ve gegirgenlik gostermektedir. Bununla
birlikte, cikarildigi zaman yara bolgesinde travmaya ve hasara neden olabilir. Yiksek
saflikta kimyasal bilesime sahip bakteriyel seliilozlar ise cilt dostu ve mekanik agidan saglam
olmalar1 nedeniyle yara pansumani i¢in ideal adaylardir (Ahmed vd. 2020; Pang vd. 2020;
Ma vd. 2020; Islam vd. 2017).

BS membrani, modern yara oOrtiileri, yara dehidrasyonunun oOnlenmesi, iyilesmenin
desteklenmesi ve enflamatuar ve bagisiklik tepkilerinin azaltilmasi dahil olmak tizere ¢esitli
islevleri kolaylastirmak igin gelistirilmistir (Gutierrez vd. 2019). Bu membran, enfeksiyonu
onlemek ve lokal agriyr azaltmak igin kullanilabilecek miikemmel bir pansuman
malzemesidir (Sharma vd. 2019). Piyasada ¢esitli yara ortiileri bulunmaktadir. Yara pansuman
malzemelerinin antibakteriyel olmasi, rahatlik ve biyolojik olarak pargalanabilirlik
Ozelliklerini saglanmasi istenir. Fiziksel 0Ozellikler acisindan bakildiginda, BS'nin
miitkemmel biyouyumluluk, esneklik, yliksek gozeneklilik, su tutma kapasitesi, gaz ve sivi
gecirgenligi, ultra ince ve yliksek derecede diizenli nanofibril ag yapisi, hiicre dis1 matrisin
yapisal 6zelliklerini taklit etmektedir.Bu da, BS malzemesi kaplanmis bir yara bolgesine

hiicre go¢iinii kuvvetle destekler (Chen vd. 2022).
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Bakteriyel seliiloz, yanik bolge tizerinde iyilestirici bir 6zellige sahiptir. BS steril edilebilir,
dokuya uyumludur, gézeneklidir, elastiktir ve elle tutulmasi kolaydir. Suyu adsorbladigi igin
belli oranda nem igerir bu da yaniklarin daha hizli iyilesmesini saglar. Ayrica yanik bolgede
ikincil enfeksiyonlarin olusmasini engeller, yanik bolgedeki 1s1y1 emerek aciy1 ve agriyi

azaltir ve yaranin dokuda yayilmasini engeller (Giizel vd. 2018; Coban vd. 2008).

BS, sinir sisteminin Schwann hiicreleri ile iyi bir biyouyumluluga sahiptir. insan
osteoblastlarinin ve L1929 fibroblast hiicrelerinin yapismasin1 ve ¢ogalmasini destekler
(Islam wvd. 2017). BS’nin invivo biyouyumlulugunun ayrintili bir arastirmasi Wistar
sicanlart tizerinde yapilmistir. BS’nin membranlara subkutan implantasyonunun higbir
inflamasyon belirtisi gostermedigi ve 12 hafta boyunca seklini korudugunu gosterilmistir
(Islam vd. 2017). Kikirdagin siirli rejeneratif yetenekleri, doktorlar i¢in ¢esitli zorluklar
yaratir. Kikirdak replasmaninda kullanilan malzemeler sert, elastik, toksik olmamali ve
zamanla biyolojik olarak parcalanabilir olmalidir. Bu gereksinimler BS’yi kikirdak
replasmani icin ideal bir aday malzeme yapar. Bakteriyel seliilozda biiyliyen kikirdak
kondrositleri yiiksek proliferasyon ve kollajen tip II iiretimi gostermistir (Islam vd. 2017).BS
benzersiz Ozellikleri nedeniyle, kemik dokusu miihendisliginde ilgi ¢ekmektedir.BS
kompozitlerinin kemik hasarin1 onarma yetenegini gelistirmek i¢in, bir miktar kemik
hidroksiapatit, kemik iligi mezenkimi gibi onarim bilesenleri, kok hiicreler, biiyiime
faktorleri ve hiicre dis1 matriks proteini ve Ostrojen bakteriyel seliilloz yapilarina
emdirilmistir (Pang vd. 2020). Zaborowska ve ark. vaskiiler endotel biiyiime faktoriini
bakteriyel seliiloz iskelelerine dahil ederek yeni damar olusumunu, kemiklesmesini ve
olgunlagmasini arttirmak amaciyla fareler {izerinde yaptiklari ¢aligmalarda farelerde femoral

kiriklarda kemik olusumunu goézlemlemislerdir (Pang vd. 2020).

1.6.2 Bakteriyel seliilozun kagit endiistrisinde kullanimi

BS, cok iyi mekanik 6zelliklere sahip oldugundan iyi kalitede kagit tiretiminde kullanilir.
Bakteriyel seliiloz igerikli kagitlar, dolgu ve renk maddesi gibi katki maddelerini iyi
tutabilmelerinin yanisira elastik, gecirgen, yirtilmalara-yanmalara direngli ve suyu emme
ozelligine de sahiptirler.Tarihi dokiimanlarin tamirinde kullanilan el yapimi kagitlarin
fibrillerine az miktarda bakteriyel seliiloz ilave edilmesiyle yipranmaya direngli bir etki
yaratilmis olur. Ayrica bakteriyel selillozdan yiizey kaplamada kullanilan kagitlar da
iretilmistir. Bu kagitlar cilal, parlak, diizgiin ve gézenekli bir goriiniime sahiptir (Coban vd.

2008).



1.6.3 Bakteriyel seliilozun gida endiistrisinde kullanim

Gida endiistrisinde ¢esitli BS uygulamalarin1 gérebilmekteyiz. Bunlar arasinda en yaygin
uygulamalar olarak Giineydogu Asya’da geleneksel olarak iiretilen Nata de coco tatlis1 ve
Kombucha cay1 vardir.Nata de coco tatlis1 iiretiminde, elde edilen BS kiigiik pargalara
boliiniir ve Nata adi verilen seker surubuna batirilir. Bu {iriin, yumusak ve piiriizsiiz ylizeye
sahip bir tatli olup basit {iretim siireci nedeniyle tiim diinyada ¢ok popiiler hale gelmistir.
Nata de coco’nun yiiksek lif igeriginden dolay1 serum ve kolesterol diisiiriicii etki yaptig1 da

rapor edilmistir (Coban vd. 2008; Giizel vd. 2018; Sriplai vd. 2020).

Cin tarz1 kofteye BS eklenmesinin doku iizerinde olumsuz bir etkisinin olmamasinin yani
sira raf kararlilig1 6zellikleri agisindan da kontrol grubuna kiyasla benzer kalitede goriindiigi
gosterilmistir. Ayrica en az 1 aylik saklama siiresi boyunca nemini koruyabildigi i¢in
koftelere sululuk ve g¢igneme Ozelligi sagladigi da belirlenmistir (Lin vd. 2014; Shi vd.
2014).

Dogal kirmizi pigmentli kiif ile olusturulan Monascuse-BS kompleksinin lezzeti ete benzer
ve vejeteryanlar i¢in 6nemli bir gidadir (Lin vd. 2020; Shi vd., 2014; Giizel vd. 2018). BS,
1992 yilinda Japonya’da diyet iceceklere ilave edilmeye baslanmistir.

BS iiretebilen Acetobacter cinsi bakteriler ile ¢ay ve seker fermente edilmekte, iiriinler

Kombucha ya da Mangurya ¢ayi1 olarak tiiketilmektedir (Giizel vd. 2018).

1.6.4 Bakteriyel seliilozun diyet lifi takviyesi olarak kullanim

BS’un insiilin direncini, karaciger hasarini ve inflamasyonu azaltarak, antioksidan savunma
sistemini giliclendirerek, adipositokinlerin ve adipogenez 1ile iliskili proteinlerin
salgilanmasini diizenleyerek farelerde obeziteyi etkili bir sekilde inhibe ettigi bulunmustur.
BStakviyesi villus hiicrelerinin uzunlugunu, kolon mukozas: ve kas kalinligini etkili bir
sekilde artirabilir. Boylece kolonik diiz kas hiicrelerini apoptoza karsi koruyabilir. Bu
bulgular, bakteriyel selillozun kabizlig1 hafifletmek ve kisa zincirli yag asitleri ile bagirsak
mikrobiyotasin1 diizenlemek icin umut verici bir diyet lifi olarak kullanilabilecegini

gostermektedir (Shi vd. 2014; Lin vd. 2020).

1.6.5 Bakteriyel seliilozun gida ambalaji olarak kullanim

BS’ nin gida paketleme uygulamalarinda bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Poli laktik asit ile
birlestirilen bakteriyel seliilozun, gida paketlemesi i¢in artirilmis bir hidrofobiklik, 6zel

yiizey ve bariyer 6zelliklerine sahip oldugu gosterilmistir (Shi vd. 2014; Lin vd. 2020).



1.6.6 Bakteriyel seliilozun kozmetik uygulamalarda kullanim

Tiim seliilozlar dogal ortamda biyolojik olarak bozunabildigi i¢in BS, kozmetik alaninda
¢1gir agan arastirmalarin hedefi olmustur. BS; nemli bir ortam sagladigi, patojenlere karsi
etkili bir fiziksel bariyer oldugu, doku yenilenmesi i¢in iyi kosullar olusturdugu ve gegici
cilt yara ortiisii i¢in tavsiye edildiginden yaniklar dahil yara bakiminda 1980'den beri

kullanilmaktadir (Bianchet vd. 2020).

BS’nin beyazlatic1 etkisine bagli akne ve sivilce tedavisi saglayan bir maske elde etmenin
yani sira nemlendiriciler ve yaslanma karsiti ajanlar gibi hidrofilik aktiflerin cilde niifuz
etmesinde de kullanilabilecegi bildirilmistir. Yapilan bir ¢alismada BS iki ay boyunca
haftada ti¢ kez 69 goniillii iizerinde maske olarak kullanilmistir.Maske, cilde iyi bir yapisma
saglamistir ve cildin nem oranint %76 artirarak cilt tedavileri i¢in umut verici bir alternatif

olabilecegini ortaya konmustur (Islam vd. 2017; Bianchet vd. 2020).

Hyaluronik asit igeren bir BS maskesi de gelistirilmistir. Maske, cilt icin yiliksek
nemlendirme giicii gostererek, nem kaybini 6nlemis ve miikemmel cilt sonuglari saglamistir
(Bianchet vd. 2020). Kozmetik alaninda Mary Kay ™, Bio Enzymes ™ Leaders ™ gibi

firmalar biyo-seliiloz yiiz maskeleri iiretmektedir. (Fernandes vd. 2020).

1.6.7 Bakteriye seliillozun mikroorganizma ve enzim tutuklama destegi olarak

kullanimi

Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen bazi polimerler (seliiloz, hyaluronik asit, dekstran
ve skleroglukan vb.) biyoteknolojik siirecte basariyla kullanilabilmektedir. Bu polimerler
arasinda bulunan BS, son zamanlarda 6zellikle hiicrelerin ve gesitli biyoaktif maddelerin
tutuklanmasi1 (immobilizasyon) uygulamalarinda ilgi ¢ekmektedir. BS pargacigindaki
molekiiller diizenli, sirali ve {i¢ boyutlu bir yapidadir. Bu 6zellikler BS’yi mekanik ve
esneklik agisindan son derece gliclii kilar. BS, toksik degildir ve biyolojik olarak uyumludur.
Mikroorganizmalarin tutuklanmasinin énemli bir avantaji, tutuklanmis hiicrelerin tekrar
tekrar kullanilabilmesidir. Hiicre tutuklanmasinda kullanilan sentetik malzemeler (6rnegin,
poliakrilamid, poliiiretan, ve polietilen) biyolojik olarak parcalanamazlar ve hiicre agisindan
toksik etkileri olabilir. Dogal tasiyicilarin ise diisiik iretim maliyeti ve toksik olmamasi gibi
birgok avantaji vardir. Bununla birlikte, dogal tastyicilarin bazi sinirlamalar1 da vardir.
Kimyasal endiistriyel islemler sirasinda kararli degillerdir, heterojendirler ve bu nedenle de
on iglem gerektirirler. Ayrica, mekanik dayanikliliklar1 tatmin edici degildir ve hiicre

cogalmasinin yetersiz oldugu kabul edilmektedir. (Zywicka vd. 2016)
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Yapilan ¢alismalar BS’ nin tutuklama ve fermentasyon siirecini desteklemek amaciyla maya
icin bir tastyic1 olarak kullanilabilecegini gostermistir. Tutuklanmis mayalarin 6nemli
Olctlide yliksek metabolik aktivite sergiledigi ve fermentasyon sirasinda elverissiz kosullara
yiiksek direng gosterdikleri goriilmiistiir. Tutuklanmis mayalarin etkin bir sekilde tekrar
tekrar kullanilabildigini gosteren ¢aligmalar da mevcuttur. BS, Saccharomyces cerevisiae
tutuklanmasi i¢in tasiyici olarak kullanilmistir. G. xylinus'un farkli suslar tarafindan farkli
zaman dilimlerinde iiretilen BS {izerinde tutuklananS. cerevisiae nin alkol iiretimindeki

etkinligi rapor edilmistir (Zywicka vd. 2016).

BS, enzim tutuklanmasi g¢alismalarinda da kullanilmistir. Ozellikle lakkaz enziminin
tutuklanmasinda yiiksek islev gostermektedir. Lakkaz, yani p-difenol: dioksijen
oksidorediiktaz (EC 1.10.3.2), yaygin olarak Trametes cinsi funguslari tarafindan iiretilen
enzimdir. Lakkaz enzimi cesitli organik bilesikleri oksitlemede, atik su aritiminda,
biyoremediasyon ve spesifik 6zellikler gdsteren polimerlerin iiretiminde 6nemlidir (Drozd
vd. 2018).

Lakkaz yiiksek oksidasyon kapasitesinden dolayiarastiricilarin ilgisini cekmektedir. Ancak
serbest lakkaz enzimi sicaklik, metal iyonlart ve pH gibi dis cevresel faktorlerden
etkilenebilir. Ayrica serbest lakkazsivi ortamda ¢6ziindiigiinde onu bu ortamdan geri almak
zordur ve bu da enzimin tekrar tekrar kullanilmasini engellemektedir. Bu nedenle lakkaz
enzimihem tekrar tekrar kullanilabilmek hem de ¢esitli agilardan kararliligini saglamak i¢in
tutuklanir. Lakkaz, aktivitesini korumak i¢in tasiyici lizerine adsorpsiyon, ¢apraz baglama
ve kovalent baglama yoluyla tutuklanabilir ve boylece enzim tekrar tekrar kullanilabilir ve
ayrica toksik cevreleri 1yi tolere edebilir. Adsorpsiyon uygulamasi ek reaktifler gerektirmese
de, enzim ile tasiyici arasindaki etkilesim zayiftir ve enzimin tasiyicidan salinmasi kolaydir.
Capraz baglama yontemi ise enzim tutuklanmasinda kullanilan kararli bir yontemdir. En
yaygin kullanilan ¢apraz baglayici glutaraldehittir ve enzim ile tasiyici arasinda bir araci

olarak islev goriir (Qiao vd. 2022).

Lakkaz tutuklanmasinda kullanilacak tasiyicilarin ucuz, kolay elde edilebilir ve ¢evre dostu
olmalar1 avantaj saglar. BS, lakkaz enziminin tutuklanmasinda kullanilacak dogal ajanlardan
(desteklerden) biridir. Komagataeibacter xylinus suslari tarafindan sentezlenen BS, yiiksek
mekanik mukavemet, su emilimi i¢in biiyiikk kapasite ve diisiik safsizlik seviyesi gibi
benzersiz Ozellikleri sayesinde biyokatalizor tutuklanmasi i¢in ¢ok yonlii bir tastyict olarak

kabul edilir (Drozd vd. 2018).
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1.7 Enzim Tutuklama Yontemleri

Enzimatik reaksiyonlarda, ¢0ziiniir enzim kullanildig1 zaman reaksiyon sonrasi enzim
¢Ozlindiigli i¢in enzimi tekrar tekrar kullanabilmek miimkiin degildir. Tutuklanmis
(immobilize) enzimlerin kullanilmasi bu sorunu ¢ézer. Enzimleri tutuklayarak, tekrar tekrar
ve buna bagli olarak ekonomik bir sekilde kullanmak olasidir. Enzimleri adsorpsiyon, ¢capraz
baglama ve igeride tutuklama uygulamalari ile tutuklayabiliriz. Enzimlerin tutuklanmasi
genellikle kat1 matrislere adsorpsiyon ve/veya kovalent baglanma ile ve ayrica membran, jel
veya kapsiil igerisine alarak gerceklestirilir. Tutuklama genellikle, belirli islem kosullar

altinda enzim kararliliginin artmasiyla da sonuglanir (Chi Wu vd. 2008).

Enzim protein yapida biyolojik bir katalizérdiir. Dolayisiyla zararsiz organik bir bilesiktir.
Lakkaz, cesitli substratlarin (fenol ve aromatik gruplar gibi) oksidasyon reaksiyonunu
katalize edebilen, boylece molekiiler oksijeni H.O' ya indirgeyen bir enzimdir (Bassanini
vd. 2021). Lakkaz enzimi ¢ok 6nemli bir biyoteknolojik enzimdir. Bu enzimin serbest veya
tutuklanmig formunu ¢esitli uygulamalarda kullanabilmek igin arastirmalar yapilmaktadir
(Bakar vd. 2024; Kolak vd. 2023). Serbest lakkaz enzimini tekrar tekrar kullanabilmek ve
ayrica katalitik 6zelliklerini yararli yone gelistirmek i¢in yapilan tutuklama galigmalar1 giin

gectikce artmakta ve ¢esitlenmektedir.

Enzimleri kati malzemeler {lizerinde hareketsiz hale getirmek i¢in genellikle basit bir
adsorpsiyon yontemi benimsenmistir. Bu uygulamanin dezavantaji enzimlerin tasiyicidan
kolay ayrilmasidir. Bu problemi dnlemek i¢in, enzim molekiilleri kovalent baglama ile kat1
desteklere baglanabilir. Bunun da dezavantajlart bulunmaktadir. Genel olarak enzim
tutuklama stratejileri, tasiyicili ve tasiyicisiz uygulamalar igerir. Tasiyicisiz tutuklama,
basitliginden ve yiiksek aktiviteyi koruma 6zelligine sahip kararli katalizorler saglayan
6l¢eklenebilirligi nedeniyle ¢cok caziptir. Tastyicisiz tutuklanmis enzimler, enzimlerin ¢apraz
baglanmasiyla hazirlanabilir. Tasiyicili ve tasiyicisiz tutuklanmig enzimlerin avantajlari
birlestirerek endiistriyel uygulamalar i¢in uygun siirecler olusturulabilir (Fathali vd. 2019).
Lakkaz enzimini tutuklamak i¢in iceride tutuklama, adsorpsiyon, kovalent baglama ve

enzimlerin birbirine ¢apraz baglanmasi uygulamalari yapilmaktadir (Fernandez vd. 2013).

1.8 Lakkaz Enzimi

Lakkaz (EC 1.10.3.2), ilk olarak 1883 yilinda Yoshida tarafindan Rhus vernicifera agacinin

salgisinda kesfedilmis daha sonra ise 1985 yilinda Bertrand tarafindan fungal enzim (metal
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iceren oksidaz) olarak karakterize edilmistir (Thurston vd. 1994; Kyomuhimbo vd.
2023).Esas olarak ¢oklu bakir oksidazlardan olan bu enzim, funguslardan, ¢esitli bitkilerden,
bakterilerden ve boceklerden elde edilir. Bununla beraber, mikrobiyal kokenli olan lakkazlar
(6zellikle odun ciirtikgiilii funguslara ait), yiiksek oksidasyon yetenegi ve daha genis bir
substrat 6zgiilliigii nedeniyle ilgi cekmektedir (Morsi vd. 2020). Lakkaz, ¢ok ¢esitli aromatik
ve inorganik substratlarin oksidasyonunu es zamanli olarak oksijenin suya indirgenmesiyle
katalizleyen bir enzimdir (Rekuc vd. 2009).Bakir merkezlerine gore, bu enzimler tip 1
(mavi), tip 2 (normal) ve tip 3 (¢ift ¢ekirdekli) olmak tizere ti¢ gruba ayrilir. Tip 1 ve tip 2
lakkazlar bir Cu atomu igerirken, tip 3 iki Cu atomuna sahiptir (Ouzounis vd. 1991).
Lakkazlar, sentez/doniistim, tekstil isleme, gida endiistrisi, ila¢ endiistrisi, biyoremediasyon,
lignoseliilozik materyallerin modifikasyonu, yeni malzemelerin iiretiminin yani1 sira
biyosensorlerin ve biyoyakit hiicrelerinin yapimi, atik su aritimi, ve spesifik 6zellikler

gosteren polimerlerin iiretiminde biiyiik bir potansiyele sahiptir(Rochefort vd. 2004).

Lakkazlarin endiistride genis kullanimini tiretim maliyetleri, diisiik kararliliklari, pH ve
sicakliga karst hassasiyetleri ve yeniden kullanimlarindaki zorluklar gibi kosullar
engellenmektedir (Shokri vd. 2021). Lakkazlarinin yiiksek oksidasyon yetenegi 6nemlidir
ancak serbest lakkazlar sicaklik, metal iyonlarive pH gibi c¢evresel faktorlerden
etkilenebilmektedir. Ayrica serbest ve su da c¢oziiniir lakkazlar reaksiyon ortamindan
ayirmak zordur. Bu da tekrar tekrar kullanimini engellemektedir. Bu sorunlarin iistesinden
gelmek icin aragtirmacilar, lakkazlar1 tutuklamaktadirlar. Tutuklama; enzimlerin sicaklik, pH
ve depolama kararliliklarinin artirilmasi agisindan da 6nemlidir (Chen vd. 2015; Rahmani
vd. 2015; Shokri vd. 2021). Lakkazin tutuklanmasi tekrar tekrar kullanilabilmesini saglarken
ve aktiviteyi etkileyecek maddelere ve kosullara karsi hassasiyet gibi sorunlar1 da
¢ozer (Mokhtar vd. 2019 Zdarta vd. 2019). Tutuklama i¢in kullanilacak desteklerin ucuz,
kolay temin edilebilir ve ¢evre dostu olmalar1 avantaj saglar. BS,lakkazin tutuklanacagi
dogal tasiyicilardan biridir (Drozd vd. 2018). BS mikrofibrillerinin yogunlugu ve gézenek
boyutlar1 su tutma kapasitesinde ve su salinim hizinda farkliliklara neden olur (Drozd vd.
2018). Biyoteknolojik agidan 6nemli olan lakkazin BS’ye tutuklanmasinin arastirilmasi
uygulamanin yeniligi, uygunlugu ve ¢evresel avantajlari nedeniyle oldukca anlamlidir (Chen

vd. 2015).
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1.9 Boyar Maddelerin Renginin Giderimi

Boya, uygulandigi malzemeye renk vermek i¢in kullanilan organik bir bilesiktir. Boyalarin
evrensel bir 6zelligi, renk tiretmek i¢in goriiniir bolgedeki (400-700 nm) 15181 absorbe etme
veya yayma yetenekleridir. Ayrica rezonans ve dolayisiyla renk kazandirmak icin genellikle
karmagik bir aromatik konjuge sistem gereklidir. Bir boyanin bu aromatik halkalari,
kromoforlar olarak adlandirilan renk tasiyan gruplardan ve kromoforlarin rengini
yogunlastiran veya degistiren ve boyalarin sabitlenmesine izin veren koprii gruplari
(yardimci kromlar) gibi diger kimyasal gruplardan olusur (Herath vd. 2024).Giiniimiizde
boyalar tekstil, kagit, plastik, kauguk, otomotiv, denizcilik, gida endiistrisi, boya
endistrisigibi bir¢ok endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir.Boyalar genellikle onlar
1518a, oksidasyona ve biyolojik olarak parcalanabilen islemlere karst dayanikli kilan

karmagik bir yapiya sahiptir (Panda vd. 2021).

Boyalar temel olarak iyonik ve iyonik olmayan boyalar olarak siniflandirilir. Boyalar ayrica
renklerine ve kimyasal yapiya bagli fonksiyonel gruba gére de siniflandirilir. Iyonik boyalar
ayrica katyonik ve anyonik boyalara ayrilir. Iyonik olmayan boyalar; Vat boyalar1 ve dispers
boyalar olarak ikiye ayrilabilir. Genel olarak iyonik boyalar reaktiviteleri ve kanserojen

dogalar1 nedeniyle daha yiiksek risk olusturur (Panda vd. 2021).

Boyalar kimyasal yapilarina veya kromofor gruplarina gore ise azo (monoazo, diazo, triazo,
poliazo), antrakinon, ftalosiyanin, triarilmetan, indigoid, diarilmetan, oksazin, azin, tiyazin,
ksanten, nitro, nitrozo, metin, indamin, tiyazol, indofenol, aminoketon, lakton, hidroksi
keton stilben ve kiikiirt boyalari.olarak siniflandirilir (Herath vd. 2024). Tekstil boyalarinin
kimyasal yapilarina ve uygulamalarina gore smiflandirilmas: Sekil 1.2°de goriilmektedir

(Benkhaya vd. 2020).
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Renk indeksi (R.l.) numarasi

Tekstil boyalarinin siniflandinimasi

SN

Kimyasal yapilarina gére Uygulamalarina gére
- Kromofor/Oksokrom - Reaktif boyalar
- Vat boyalar

- SUlfur boyalar

- Dispers boyalar

- Asit boyalar

- Temel boyalar ve direkt boyalar

Sekil 1.2: Tekstil boyalarinin siniflandirilmasi

Gliniimiizde birgok endiistriyel alanda cesitli sentetik boya tiirleri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Tekstil boyalari, tekstil ve boyama endiistrisinin atik sularindaki ana
kirleticilerdir. Kullanilan boyalarin yaklasik %5-10"u atik su ile ¢evreye salinmaktadir
(Boran vd. 2019). Bu endiistrilerden yiiksek miktarlarda boya igeren atik su olusmaktave bu
atik sular desarj edildiginde su kaynaklarinda onemli 6l¢iide kirlilige neden olup insan
saglhigini da ciddi sekilde tehdit etmektedir (Secula vd. 2008). Boyar maddelerin
uzaklastirilmasi, 6nemli bir gevresel sorundur ve zorunluluktur. Siirdiiriilebilir ve uygun

¢oztimler igin atik sudaki zararl kirleticileri uzaklastirarak ¢evreyi korumak gereklidir.

Enzimatik bozunma (biyolojik) ve adsorptif (fiziksel) boya giderme en etkili boya giderme
teknikleri olarak kabul edilmektedir. Enzimlerin yiiksek aktivitesi, segiciligi, etkinligi,
giivenligi ve 0zgilliigli nedeniyle boyar maddegideriminde kullanilmasi, zararh
kimyasallarin nazik katalitik kosullarda giderimi agisindan 6nemlidir (Asgher vd. 2008).
Boyar maddelerin renginin gideriminde enzim kullanmanin baslica avantajlari, enzimlerin
hizli renk giderme yetenekleri ve elverissiz kosullar altinda bile aktivitelerini
stirdiirebilmeleri olabilir (Yesilada vd. 2014). Lakkazin boya renk giderimi igin etkili bir
enzim oldugu rapor edilmistir (Yesilada vd. 2014). Daha once belirttigimiz gibi serbest
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lakkazin tekrar tekrar kullanilamama gibi dezavantajlara sahip olmasi (Huang vd. 2023), bu

enzimin boyar madde gideriminde tutuklanarak kullanilmasini da 6ne ¢ikarmaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Giizel ve Akpinar (2018) yapmis olduklari ¢aligmada narenciye kabuklarindan (limon,
mandalina, portakal ve greyfurt kabuklari) hazirladiklar1 ortamlarda Komagataeibacter
hansenii GA2016’nin bakteriyel seliilozun iiretimini ve karakterizasyonunu arastirmislardir.
Kabuklar seyreltik asit ile hidrolize edilmis ve hidrolizatlar BS iiretimi i¢in kullanilmistir.
BS diretimi, statik kosullar altinda 28-32 °C'de 21 giin boyunca gergeklestirilmistir.
Calismada BS verimleri 9%2,06-%3,92 arasinda bulunmustur. Narenciye kabugu
hidrolizatlarinda iiretilen BS'lerin FTIR spektrumlarinin, ticari olarak iiretilen BS'ye benzer
oldugu bulunmustur. Bu caligmanin sonuglari, narenciye kabuklarindan iiretilen tiim
BS'lerin yiiksek su tutma kapasitesine, ince fiber ¢apina, yiiksek sicaklik kararliligina ve

yiiksek kristaliteye sahip oldugunu gostermistir (Giizel vd. 2018).

Bir diger ¢alismada Souza ve arkadaglar1 (2020) Hestrin ve Schramm besiyeri (HS), kaju
meyvesi suyu ve soya fasulyesi melasini kullanarak Gluconacetobacter xylinus ile bakteriyel
seliiloz tiretimini test etmislerdir. Statik inkiibasyonla iiretilen BS; X-1s1n1 kirmnimi, FITR ve
termogravimetrik analiz ile karakterize edilmistir. Caligmada karbon kaynagi olarak kaju
meyvesi suyu (20 g/L) ve azot kaynagi olarak soya melas1 (10 g/L) kullanilan ortamlardaki
BS {iretiminin (4,50 g/L), HS ortamlarindakinden (4,03 g/L) daha yiiksek oldugu rapor
edilmistir. Morfolojik analizler, tarimsal-endiistriyel yan iriinlerle tretilen bakteriyel
seliilozlarmm, HS ortamindan elde edilen BS tabakalarina benzer oldugunu gostermistir

(Souza vd. 2020).

Atykyan ve arkadaslar1 yaptig1 ¢alismada (2020) besiyeri olarak melas kullanmislar ve statik
ortamda Gluconacetobacter sucrofermentans’in dogal ve tutuklanmis formlar1 kullanilarak
elde ettikleri BS’lerin yapisal farkliliklarint Raman ve Fourier Doniistimii Kizilotesi (FT-IR)
spektroskopisi kullanarak aragtirmiglardir. Caligmada bakteriyel seliilozun iiretiminde melas
ortamma %1.5 etanol (%75.62) ilavesinin kristaliteyi arttirdigi belirlenmistir. Ayrica
bakteriyel seliiloz kristalitesinin ¢alkalamali ve havalandirmali ortamda statik ortamdan
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Statik ortamda elde edilen BS kristallik derecesi %73.5

iken calkalamali ve havalandirmali ortaminda sirasinda bu deger %75.6 olarak
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hesaplanmistir. Maksimum BS igerigi, melas ve dogal hiicreler iceren iiretim ortamina %0.5

askorbik asit eklendiginde gozlenmistir (Atykyan vd. 2020).

Barshan ve arkadaslar1 (2019) ise yaptiklar1 ¢alismada, Komagatacibacter xylinus PTCC
1734 susu ile vinas ortaminda BS {iretimini aragtirmislardir. Optimize edilmis kosullarda
tiretilen BS (%40 vinas ve 10 giin) karakterize edilmis ve Hestrin-Schramm ortaminda
tiretilen BS ile karsilastirilmistir. Taramali elektron mikroskobu ile BS'nin 3 boyutlu ag
yapist dogrulanmistir. Ortalama fibrillerin ¢apinin 30-120 nm araliginda oldugu tespit
edilmistir. Calismada bir atik su olan vinasin, iiretim i¢in ucuz ve uygun bir karbon kaynagi

olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (Barshan vd. 2019).

Bir diger ¢alismada, Jozala ve arkadaslar1 (2015) ¢lirlimiis meyve ve peynir alt1 suyu gibi
endiistriyel atiklar ve standart kiiltiir ortam1 olarak da HS besiyerinde Gluconacetobacter
xylinus’un BS iiretimini aragtirmiglardir. Ayrica, farkli kosullarda iiretilen BS’ nin yapisini
da belirlemislerdir. Calismada en yiiksek BS verimi (60 mg/mL) ¢iiriik meyve kiiltiirii ortami1
ile elde edilmistir. Sonuclar ¢iirlik meyvenin BS iiretimi i¢in kullanilabilecegini gostermistir

(Jozala vd. 2015).

Rangaswamy ve arkadaslar1 (2015) ¢alismalarinda ¢iiriik meyve ve ciiriik sebze gibi dogal
kaynaklardan 30 seliiloz {ireticisinin izolasyonunu gerceklestirilmislerdir. Ciiriik nar, ¢liriik
tatli patates ve ¢iiriik patatesten elde edilen Gluconacetobacter sp. RV28, Enterobacter sp.
RV11 ve Pseudomonas sp. RV 14 bakteri izolatlar1 morfolojik ve biyokimyasal analizlerle
tanimlanmustir. Gluconacetobactersp. RV28’nin BS iiretim verimi sicaklik, pH, ekim
miktari, calkalama, karbon ve azot kaynaklar1 gibi c¢esitli faktorler ve kosullarda test
edilmistir. Bu sus, optimum iireme kosullarinda (30 °C sicaklik, pH 6.0, %?2 siikroz, %0.5
pepton ve ekim miktar1 %5) 4.7 g/L selilloz {iretmistir. Mikrobiyal seliilozun
karakterizasyonu ise taramali elektron mikroskobu (SEM) ile yapilmistir (Rangaswamy vd.
2015).

Bir diger ¢alismada daha ucuz ve ikili karbon kaynaklar1 kullanarak Gluconacetobacter
persimmonis ile BS tiretimi test edilmistir. Calismada BS iiretimi i¢in ananas, nar, kavun,
karpuz, domates, portakal gibi ¢esitli meyve sularinin yani sira pekmez, nisasta hidrolizati,
seker kamis1 suyu, hindistan cevizi suyu, hindistan cevizi siitii bakteriyel seliiloz liretiminde
alternatif karbon kaynagi olarak kullanilmistir. Bunlar icerisinde kavun, 8.08 g/L ile en
yiiksek seliiloz verimini vermistir. Ayrica glukoz, fruktoz, siikroz, maltoz, laktoz, mannitol,

inositol ve gliserol ikili karbon kaynaklar1 olarak ikili kombinasyonda (1:1) kullanilmigtir.

18



Bu ikili karbon kaynaklarindan, fruktoz ve siikroz (1:1) kombinasyonu 8.79 g/L ile en
yiiksek seliiloz verimini vermistir. Bu ¢alismada dogal ucuz karbon kaynaklar1 kullanilarak

BS iiretim ortaminin maliyeti diistiriilmeye ¢alisilmistir (Hungund vd. 2013).

Tsouko ve arkadaglar1 ¢alismalarinda (2015) biyodizel ve sekerleme endiistrilerinden gelen
atik ve yan trlinleri fermantasyon ortami olarak kullanarak BS’nin yiiksek verimle iiretilip
tiretilemeyecegini test etmislerdir. Caligmada ilk olarak, ticari sekerler ve ham gliserol
kullanilarak sentetik ortamda Komagataeibacter sucrofermentans DSM 15973 bakteri
susunun kesikli fermentasyonu arastirilmistir. Bu ortamda en yiiksek BS konsantrasyonu
ham gliserol i¢in 3.2 g/L ve sakkaroz i¢in de 4.9 g/L olarak elde edilmistir. Fermantasyon
ortami olarak ham gliserol ve ay¢i¢cegi unu hidrolizatlarinin kombinasyonu, 13.3 g/L' lik BS
iiretimi ile sonuglanmistir. Benzer sonuglar (13 g/L), sekerleme endiistrisinden iiretilen un
acisindan zengin hidrolizatlar kullanildiginda da elde edilmistir. Bu calisma, biyodizel
endiistrisinden gelen yan {irlinlerin ve sekerleme endiistrilerinden gelen atiklarin, ticari besin
kaynaklartyla iiretilenlerle benzer 6zelliklere sahip BS iiretimi i¢in besin kaynagi olarak

kullanilabilecegini gostermistir (Tsouko vd. 2015).

Bir diger calismada Carreira ve arkadaslar1 (2011) ¢esitli atiklar1 kullanarak yiiksek kalitede
BS iiretimini arastirmiglardir. Bu amagla iiziim kabuklar1 6ziitli, peynir alt1 suyu, ham
gliserol ve siilfit kagit hamuru sivisin1 BS {iretimi i¢in ekonomik karbon ve besin kaynaklari
olarak degerlendirmiglerdir. Sarap ve kagit hamuru endiistrilerinin atiklarmin kullanildigi
ortamlarda elde edilen BS miktarlar sirastyla 0.6 ve 0.3 g/L iken, bu miktar biyodizel ham
atig1 ve peynir alti suyu i¢in 96 saatlik inkiibasyondan sonra yaklasik 0.1 g/L olarak
belirlenmistir. Calisma sonuglari, ham gliserol ve iiziim kabuklar kiiltiir ortamina diger
besin kaynaklarmin (maya 0ziitii, azot ve fosfat) eklenmesi ile BS iiretiminin sirasiyla

yaklagik %200 ve %100 oraninda artirilabilecegini gostermistir (Carreira vd. 2011).

Gluconacetobacter xylinus ile yapilan bir ¢calismada BS iiretiminde substrat olarak lipid
fermentasyon atik suyu kullanilmistir. 5 giinlilk fermentasyondan sonra, en yiliksek BS
verimi 0.659 g/L olarak elde edilmistir. Lipid fermentasyon atik suyunda {iretilen BS
numunelerinin kristalliginin fermentasyon sirasinda kademeli olarak arttig1 gézlemlenmis,
FE-SEM, FTIR ve XRD analizleri geleneksel HS ortamindakine kiyasla BS yapis1 tizerinde
az bir etkinin oldugunu gostermistir. Bu c¢alismada karbonhidrat polimeri igeren lipid
fermantasyon atik sularinin BS iiretimi i¢in besiyeri olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir

(Huang vd. 2016).
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Mohammadkazemi ve arkadaglarinin (2015) yaptiklar1 calismada karbon kaynaklarinin ve
kiiltiir ortaminin BS’nin {iretimi ve yapisal Ozellikleri iizerindeki etkileri incelenmistir.
Fermantasyon ortami olarak ise Hestrin-Schramm, Yamanaka ve Zhou ortamlarini
kullanmislardir. Bu ortamlara hurma surubu, glukoz, mannitol, siikroz vegida safliginda
siikroz olmak tlizere bes farkli karbon kaynagi eklemislerdir. Bakteri olarak
Gluconacetobacter xylinus PTCC 1734 susu kullanmilmis ve bu ortamlarda BS
nanofibrilleri sentezlenmistir. Uretilen tiim BS tabakalari; termogravimetrik analiz (TGA),
X-1s1n1 kirinmmi (XRD) ve alan emisyon taramali elektron mikroskobu (FE-SEM) ile kuru
agirlik belirlenmesi, biyokiitle liretim verimi, sicaklik kararliligi, kristalite ve morfoloji
acisindan karakterize edilmis ve iyi bir azot kaynagi olan mannitoliin en yiiksek iiriin
etkinligine sahip oldugu belirlenmistir. Kompozitlerin sicaklik kararliliginda en yiiksek artis
ise Hestrin-Schramm ortaminda mannitol kullanildiginda elde edilmistir. Ayrica Hestrin-
Schramm ortaminda olusan BS'nin kristalitesi diger ortamlara gore daha yiiksek olmustur

(Mohammadkazemi vd. 2015).

Kiziltas ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir galismada (2015) Acetobacter xylinus 23769 susu igin
odun sicak su dziitlerinden nispeten diisiik maliyetli olan bir kiiltlir ortam1 gelistirmislerdir.
Odun sicak su 6ziitli esas olarak monomerik sekerler, organik asitler ve organiklerden olusur.
Bu aragtirmada farkli pH (5, 6, 7 ve 8) ve sicakliklarin (26, 28 ve 30 °C) etkileri de
incelenmistir. En 1yi BS tiretimi (0.15 g/L), pH 8.0 ve 28 °C sicaklikta elde edilmistir
(Kiziltas vd. 2015).

Birben (2019) yaptig1 tez calismasinda Kombucha cayindaki karigik kiiltiirden seliiloz
tireticisi bakteri olan Komagataeibacter saccharivorans LN886705 susunu ve bunun yani
sira Brettanomyces anomalus KY103303 ve Brettanomyces bruxellensis MH393498
mayalarini izole etmistir. Elde edilen mikrobiyal seliiloz ile Malasit Yesilli, Bromfenol
Mavisi, Bismark Kahverengisi Y, Oranj G, Reaktif Mavi 221, Akridin Turuncusu, Trifan
Mavisi, Reaktif Yesil 19 ve Indigo Karmin boyar maddelerinin renklerinin giderimleri
arastirilmistir. En yiiksek renk giderimi Trifan Mavisi ve Akridin Turuncusu boyalart i¢in
belirlenmistir. Mikrobiyal seliiloz kullanilmasi sonucunda Trifan Mavisi ve Akridin
Turuncusu boyalarinin yarim saatteki renk giderim oranlarinin sirasiyla %75 ve %79, bir
saatteki oranlarin %89 ve %80 ve yirmi dort saatteki oranlarinda %99 ve %93 oldugu rapor

edilmistir (Birben, 2019).

Boran (2022) ¢alisgmasinda Gluconacetobacter xylinus ile iiretilmis saf bakteriyel seliilozun

yas ve kuru formlariin renk giderimindeki etkinligini arastirmistir. Caligmada Reaktif Mavi
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171 (200 mg/L), Remazol Parlak Mavi R (150 mg/L) ve Chrocion Yesil H-E4BD (100 mg/L)
boyalarinin renginin giderimi test edilmistir. Calismada, en yiiksek renk giderimi oranlari
30°C, 150 rpm' de 24 saatlik inkiibasyondan sonra Reaktif Mavi 171, Remazol Parlak Mavi
R ve Chrocion Yesil H-E4BD boyalar1 i¢in sirastyla %51, %52 ve %54 olarak yas BS ile ilk
kullanimda elde edilmistir. Bu degerler ayni boyalar i¢in ilk kullanim sonunda BS' nin kuru
formlart icin ise %11, %21 ve %20 olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda BS’nin yapisi ve

morfolojisi SEM, XRD ve FTIR analizi ile belirlenmistir (Boran, 2022).

Zywicka ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada (2016) cesitli Gluconacetobacter xylinus suslari
ile iiretilen kuru ve yas formdaki BS’leri maya tutuklamasi i¢in destek materyali olarak
kullanmislardir. Calismada ti¢ farkli Gluconacetobacter xylinus susundan 72, 120 ve 168.
saatlerde elde edilen BS membranlari Saccharomyces cerevisiae’nin tutuklanmasi igin
kullanmilmistir. Calisma ayrica BS yiizeyine maya tutuklanmasinda etkili olan fermentasyon
islemi ile birlikte glukoz tiiketimi ve alkol {iretiminin analizlerini de igermektedir. 3 giinliik
inkiibasyondan sonra elde edilen yas BS membranlari, maya tutuklanmasinda tasiyici olarak
en uygun Ozellikleri géstermistir. Bu ¢alismanin sonuglari, tutuklanmis maya hiicrelerinin
sayisinin seliiloz sentezleyen susun tipine, seliiloz formuna ve sentez sliresine bagh
oldugunu gostermektedir. Ug giin inkiibasyon sonras elde edilen yas formdaki BS’nin maya
tutuklamasi i¢in en uygun 6zelliklere sahip destek materyali oldugu belirlenmistir. Formuna
bakilmadan BS {izerine maya hiicrelerinin tutuklanmasi serbest hiicrelere karsin iiretilen

alkol miktarin1 artirmistir (Zywicka vd. 2016).

Chen ve arkadaslar1 (2015) dogal BS’nin lakkaz enzimi tutuklama ajanit olarak
kullanilabilmesini test etmislerdir. Gluconacetobacter tarafindan sentezlenen BS, mannitol
iceren ortamda statik olarak iiretilmis ve saflastirma isleminden sonra BS’nin dondurulup
kurutulmus formu kullanmilmistir. Calismada Trametes versicolor lakkazi fiziksel
adsorpsiyon ve glutaraldehit ile ¢apraz baglanma yoluyla bakteriyel seliiloza tutuklanmaigtir.
ABTS substrat olarak kullanildiginda adsorpsiyon ile tutuklanmis lakkaz i¢in optimum pH
3.5 olarak belirlenirken caprak baglama oOrneginde pH 4.0 olarak tespit edilmistir.
Tutuklanmis lakkazin yedi kez kullanimdan sonra bile aktivitesini %69 oraninda korudugu

gozlenmistir (Chen vd. 2015).

Frazao ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada ticari lakkaz enzimini kuru bakteriyel seliiloza
adsorpsiyonla tutuklamislardir. Enzim konsantrasyonun lakkaz tutuklamasinda onemli
oldugunu belirtmislerdir. Tutuklanmis lakkazin uygulama kararliginin yiiksek oldugu ve

ABTS kullaniminda baslangic aktivitesinin %86’sin1 7 biyokatalitik dongii siirecinde
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korudugu rapor edilmistir. Tutuklama sonucunda Vmax degeri de 9.9 kat diismiistiir (Frazao
vd. 2014).

Yiiksek maliyet ve diisiik islem kararlilig1 lakkazin tekstil boyalarinin renginin gideriminde
olas1 kullanimini sinirlayan en énemli zorluklardir. Bu nedenle ¢esitli ¢alismalarda lakkazi
tutuklamak icin farkli desteklerin (matriks) kullanimi da test edilmistir. Ornegin Bakar ve
arkadaslar1 (2024) bu zorluklarin iistesinden gelmek i¢in ¢aligsmalarinda poli-vinilpirolidon
(PVP) kapli manyetik nanopartikiiller (MNP'ler) iiretmis ve karakterize etmislerdir. Bu
calisma Trametes trogii ATCC 200800 susunun irettigi lakkaz enziminin, Fe304/PVP
MNP'ler iizerine tutuklanmasini arastiran ilk calismadir. Lakkazin bu matriks iizerine
basarili bir sekilde tutuklanmistir. Tutuklanmis lakkazin biyokimyasal oOzellikleri ve
kararhilig1 saptanmis ve ayrica iki farkls tekstil boyasinin (RBBR ve Indigo Karmin) tekrarli
gideriminde verimliligi ortaya konmustur. Tutuklanmis lakkaz yedi kez tekrarli kullanimdan
sonra orijinal aktivitesinin yaklagik %58'ini korurken, oda sicakliginda 28 giin depolamanin
ardindan orijinal aktivitesinin %25'e kadarin1 korumustur. Lakkaz tutuklanmis matriksten 20
mg kullamldig1 zaman, tekrarli kullanim siirecinde RBBR (8. tekrar) ve Indigo Karmin (6.
tekrar) i¢in ilk kullanimda sirasiyla %78 ve %76 renk giderimi elde edilirken son kullanimda

her iki boya i¢in de %32 oraninda renk giderimi elde edilmistir (Bakar vd. 2024).

Kolak ve arkadaslar1 ise yaptiklar1 c¢alismada lakkaz tutuklamak igin polikaprolakton
(PCL)/polietilenimin (PEI) elektrospun fiberleri yeni, ucuz, ¢evre dostu ve siirdiiriilebilir bir
malzeme olarak 6nermislerdir. Bu fiberler, elektrospinleme teknigi ile optimize edilmis ve
hazirlanmigtir. Calismada lakkaz icermeyen ve lakkaz tutuklanmis elektrospun fiberlerin
morfolojisini ve yapisini arastirmak amaciyla karakterizasyon c¢aligsmalart yapilmistir. Ham
lakkaz enzimleri, beyaz ciiriikk¢lil funguslar olan T. trogii (TT) ve T. versicolor (TV)’dan
elde edilmistir. Elektrospun fiberler yaklasik 560 nm ortalama ¢apa sahip piiriizsiiz bir yiizey
gosterirken lakkaz tutuklamasi sonrasi daha biiylik ¢aplar goézlemlenmistir. Tutuklama
lakkazin depolama ve islem kararliligi gibi ozelliklerini arttirmistir. Ayrica lakkaz
tutuklanmis PCL/PEI/TTL ve PCL/PEI/TVL nin, Orange Il ve Malasit Yesili boyalarinin
renginin gideriminde olduk¢a etkili oldugu belirlenmistir. PCL/PEI/TTL’nin pH 5 ve
50°C’de 8 kez tekrarli kullanim sonrasinda dahi Orange Il ve Malasit Yesili boyalarinin
rengi sirastyla %86 ve %46 oraninda giderilebilmistir. Sonuglar bu yontemle etkili bir

biyolojik sistemin elde edilebilecegini gostermektedir (Kolak vd. 2023).

Yapilan diger bir ¢calismada, Kobalt (Co) ve Bakir (Cu) bazli metal-organik ¢erceveler
(MOF) hazirlanmis ve lakkaz iki farkli MOF {izerinde kapsiilleme yoluyla tutuklanmistir.
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Karakterizasyon sonuglar1 lakkazin MOF desteklerine iyi bir sekilde tutuklandigim
gostermistir. Tutuklanmig lakkazlar etkin gekilde tekrarli olarak kullanilabilmistir.
Tutuklanmis biyolojik sistem yiiksek sicaklikta kararli kalamis ve ayrica yiiksek depolama
kararlilig1 gostermistir. Ornegin; Lac/Co-MOF ve Lac/Cu-MOF, oda sicakliginda 4 haftalik
depolamanin ardindan aktivitelerinin %58'den fazlasin1 korumuslardir. Lac/Co-MOF ve
Lac/Cu-MOF’un 12 kez tekrarli kullanimdan sonra bile baslangi¢ aktivitelerinin %57 ve
%356's11 koruduklari belirlenmistir. Lac/Co-MOF'un Reaktif Mavi 171 ve Reaktif Mavi 198
boyalar1 i¢in renk giderim aktivite degerleri 5. tekrarda sirasiyla %78 ve %61 olarak

saptanmistir (Birhanli vd. 2022).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Bakteriyel Seliiloz Uretiminde Kullanilan Mikroorganizma

Calismada bakteriyel seliiloz iiretimi i¢in Gluconacetobacter xylinus NRRL B- 759
(Komagataeibacter xylinus) susu kullanilmistir. Bu sus, Hestrin Schramm (HS) agar i¢eren
petrilerde 30 °C’de 48 saat iiretildikten sonra +4 °C buzdolabinda depolanmakta ve her ay
diizenli olarak taze HS agar besiyerine pasajlanarak devamliligi saglanmaktadir. Calismada
kullanilan HS agar besiyerinin igerigi sdyledir (g/L); glukoz (20 g), pepton (5 g), maya 6ziitii
(59), NazHPO4 (2.7 g), sitrik asit (1.15 g), agar (15 g). Bu ¢alismada kullanilan bakteri Inonii
Universitesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji Laboratuvarinda saf kiiltiir olarak muhafaza

edilmektedir.

3.2 Calisma Boyunca Kullanilacak Stok Asilama Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Calismada bakteri iiretimi icin HS s1v1 besiyeri ortami1 kullanilmistir. Bu ortam (g/L); glukoz
(20 g), pepton (5 g), maya oziitii (5 g), NaoHPO4 (2.7 g), sitrik asit (1.15 g) igermektedir. G.
xylinus stok kat1 kiiltiiriinden 6ze ile bir miktar alinarak steril kosullarda 50 ml HS sivi
besiyeri igeren 250 mL’lik erlenlere ekim yapilmis ve 6rnekler 30 °C’de 10 giin boyunca
statik olarak inkiibe edilmistir. 10 giin sonra elde edilen kiiltirden 1 mL alinarak 50 mL HS
iceren 100 mL’lik erlenlere transfer edilmistir. Ornekler 30 °C’de 10 giin boyunca statik
olarak inkiibasyona birakilmistir. 10 giinliik inkiibasyonun ardindan elde edilen bu kiiltiir

calisma boyunca stok bakteri kiiltiirii olarak kullanilmistir.

3.3 Bakteriyel Seliiloz Uretiminde Kullanilan Fermentasyon Ortami

Dut posasi atig1 0Oziitli, bakteriyel seliiloz {iretiminde fermentasyon ortami olarak
kullanilmistir. Bu ortam, diisiik maliyetli atik bir yan iiriin ve dogal ve zengin igerige sahip
olmasi sebebiyle tercih edilmistir. Dut meyvesi; flavonlar, flavonoller, izoflavanoller,
stilbenler, lignanlar, tanenler, antosiyaninler, katesinler gibi polifenoller ag¢isindan
zengindir.Ayrica dut yapragi ve meyveleri; proteinler, karbonhidratlar, lipitler, vitaminler,

mineraller (demir, bakir, ¢inko, potasyum, sodyum, magnezyum, kalsiyum ve manganez),
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aminoasitler ve organik asitler gibi bilesenlere sahiptir (Rohela vd. 2020). Calismada
kullanilan dut posast atiginin oziitlinli elde etmek i¢in dutlar dncelikle ezilip kaynatilarak
pekmez elde edilmis ve daha sonra da geriye kalan posa kurutularak dut posasi atigi
olusmustur (Sekil 3.1). Bu atiktan 80 g alinarak 1000 mL distile su iginde 10 dk
kaynatildiktan sonra siiziilmiis ve dut posasi atig1 6ziitii elde edilmistir. Elde edilen 6ziit, BS

tiretiminde temel fermentasyon ortami olarak kullanilmistir (Unlu vd. 2023).

Sekil 3.1: Kurutulmus dut posasi atig1

3.4 Bakteriyel Seliilozun Uretimi ve Saflastiriimas:

Boliim 3.3” te bahsedildigi gibi hazirlanan dut posasi atig1 6ziitii 40’ar mL olacak sekilde
250 mL’lik erlenlere eklenmis ve tiim ortamlar 121 °C’de 20 dakika boyunca otoklavize
edilmistir. Ortamlar steril edildikten sonra her bir erlene G. xylinus kiiltiiriinden 1’er mL
olacak sekilde ekilmistir ve kiiltiirler 30°C’de 10 giin boyunca statik olarak inkiibasyona
birakilmigtir. 10. giiniin sonunda, olusan bakteriyel seliiloz tabakalar siiziilmiis ve ardindan
birkag kez distile su ile yikanmistir. Elde edilen bu BS tabakalari, saflagtirmak amaciyla 0.1
N NaOH igerisine konularak 2 saat boyunca 75 °C’ye ayarlanmis su banyosunda
bekletilmistir. 2 saat sonunda BS tabakalar1 birka¢ defa distile su ile yikanarak saf BS
tabakalar1 elde edilmistir. Elde edilen BS 6rnekleri -20 °C’de derin dondurucuda bekletilmis
ve daha sonra da bu BS 6rnekleri 16 saat boyunca liyofilize edilmistir. Calisma boyunca elde
edilen tiim BS tabakalar1 bu sekilde saf ve kuru formda elde edilmistir. Her bir BS 6rneginin
agirhigr hesaplanarak g/L cinsinden belirlenmistir. Caligmalar 3 tekrarli olacak sekilde

yiritilmistir.
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3.5 Cesitli Kosullarin Bakteriyel Seliiloz Verimi Uzerine EtKisi

3.5.1 inkiibasyon siiresinin bakteriyel seliiloz iiretimi iizerine etkisi

Inkiibasyon siiresinin BS verimi iizerine etkisini test etmek amaciyla dut posas1 at181 dziitii
(40 mL /250 mL erlen) besiyerlerine G. xylinus (1 mL) ekilmis ve kiiltiirler 30 °C’de statik
kosullarda 20 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon siirecinde 3, 5, 7, 10, 15 ve 20. giinlerde

BS ornekleri alinarak saf ve kuru formdaki BS’lerin agirliklari belirlenmistir.

3.5.2 Sicakhigin bakteriyel seliiloz iiretimine etkisi

Bakteriyel seliiloz iiretimine sicakligin etkisini test etmek i¢in bakteri farkli sicakliklarda
(20, 25, 28, 30, 32, 35 ve 40 °C) 15 giin statik olarak inkiibe edilmis ve bu siiregte iiretilen
BS ornekleri saf ve kuru formda elde edilmis ve bakteriyel seliiloz agirliklart g/L olarak

hesaplanmustir.

3.5.3 pH’ min bakteriyel seliiloz iiretimi iizerine etkisi

pH’nin BS verimi iizerine etkisini test etmek amaciyla hazirlanan dut posast atig1 6ziitii
besiyerlerinin pH’lari, NaOH ve HCl ile pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0 olacak sekilde

ayarlanmistir. Tim bu ortamlar 121 °C’de 20 dk otoklavize edilmistir.

Sterilizasyon isleminden sonra 1’er mLG. xylinus ekilen bu ortamlar 32 °C’de 15 giin
stiresince statik olarak inkiibe edilmistir. 15 giin sonrasinda elde edilen BS tabakalar
saflagtirthp kuru formlar1 elde edildikten sonra bakteriyel selilloz verimi agisindan

kiyaslanmistir.

3.6 Bakteriyel Seliillozun Karakterizasyonu

Bakteriyel seliloz ve ayrica lakkaz tutuklanmis selilloz yapilarmin = kimyasal
karakterizasyonu Perkin Elmer Spektrum 2 FTIR spektroskopisi ile belirlenmistir.
Spektrum analizleri 400-4000 cm-1 araliginda 4 cm-1 ¢oziiniirliik ile gergeklestirilmistir.
FTIR analizlerinde numuneler ATR modu ile analizlenmistir. BS ve modifiye BS yapilarinin
kristalite yapilart X 1s1n1 kristalografisi ile belirlenmistir. X 15101 kristalografisi analizlerinde
Rigaku RAD W-Dmax2 powder X 1sin1 diffraktometre cihazi kullanilmistir. 2 © (theta)
degerleri 2 ° ile 80 ° araliginda 0.04 ° duyarlilikla belirlenmistir. X 1511 kristalografisi
analizinde Cu K alfa radyasyonu (A = 2,2897 angstrom kullanildi) kullanilmigtir. Morfolojik

analizler sirasinda ise Leo-Evo 40 SEM analiz cihazi kullanilmistir. SEM analizleri sirasinda
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her bir numune 20 nm altin paladyum ile kaplanmistir. Analizler, 1000x, 5000x ve 10000x
olmak tizere gerceklestirilmis ve birbirleri ile kiyaslanmistir. Elde edilen fiber yapilarinin
detayli karakterizasyonu sirasinda park sistem XE100 AFM analizleri gergeklestirilmistir.
Bu analizler sirasinda non kontakt mod kullanilmis ve 40 um x 40 pm, 20 um x 20 um, 10
pum x 10 pum metre boyutlarinda olacak sekilde farkli biiyiitmeler uygulanmistir. Enzim
tutuklanmig BS yapisinda enzim miktarinin tespiti ve termal Ozelliklere enzim
tutuklanmasinin etkisini gorebilmek i¢cin DTA ve DSC analizleri gergeklestirilmistir. DTA
analizlerinde Shimadzu DTAS50 cihazi kullanilmis ve analizler 10°/dak. 1sitma hizi ile hava
atmosferi kullanilarak gerceklestirilmistir. DSC analizleri Shimadhzu DSC-60 model bir
DSC cihaz1 ile yapilmistir. Analizler 5°/dak. 1sitma hizinda 20-400 °C araliinda
gerceklestirilmistir. DSC analizlerinde statik hava atmosferi kullanilmistir. Hem DSC hem
de DTA analizlerinde alfa-Al>O3 referans maddesi tercih edilmistir. X 1gin1 kristalografisi ve
SEM analizleri Inénii Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi’nde (IBTAM)

hizmet alimi ile gerceklestirilmistir.

3.7 Bakteriyel Seliilloz Tabakalarina Lakkaz Enziminin Tutuklanmasi

3.7.1 Lakkaz enzim kaynaginin elde edilmesi

Bakteriyel seliilloza enzim tutuklamasi calismasinda Trametes trogii ATTC200800’iin
lakkaz enzimi kullanilmistir. Bu ¢alismada kullanilan lakkaz enzimi T. trogii’nin tekrarl
kesikli fermentasyonu siirecinde 4. tekrarda elde edilen enzim kaynagidir. Bu amagla
oncelikle yatik agarda tiretilmis T. trogii kiiltiirii tizerine steril distile su eklenmis ve kiiltiir
steril kosullarda 6ze ile homojenize edilmistir. Daha sonra bu kiiltiirden 100 mL Sabouraud
Dextroz Broth/250 mL erlen olacak sekilde hazirlanmis besiyerine ekim yapilmis ve kiiltiir
5 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir, homojenizatdr ile diisiik devirde
homojenize edilmis ve homojenize kiiltirden 600 mL Sabouraud Dextroz Broth (SDB)
iceren 1000 mL’lik erlene 7 mLekilmistir. Hazirlanan bu kiiltiir 30 °C’ de 150 rpm’ de 5 giin
boyuncainkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi elde edilen peletler steril sartlarda siiziilmiis
ve tekrarl kesikli siiregte kullanilmistir. Bu siiregte 0.5 mM bakir igeren (CuSOs, 5 H20)
stok bazal ortam (SBM) fermentasyon ortami olarak kullanilmistir. Elde edilen fungal
peletler steril kosullarda hazirlanmis 250 ml’lik erlenlere 30 ar gram olacak sekilde eklenmis
ve lizerlerine steril 50’ser ml SBM + 0.5 mM Cu ilave edilmistir. Kiiltiirler 24 saat boyunca
30°C 150 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Her 24 saatte kiiltiir sivisi siiziiliip

uzaklagtirllmig ve peletlerin iizerine tekrar steril taze SBM ortami eklenmistir. Her bir
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tekrarda (24 saat) uzaklastirilan kiiltiir sivilart depolanmustir. 4. tekrarda elde edilen kiiltiir

stvist ise enzim kaynagi olarak kullanilmistir (Yesilada vd. 2014b).

3.7.2 Lakkaz enziminin bakteriyel seliiloz tabakalari iizerine tutuklanmasi

Liyofilize BS tabakalar1 (5 mm x 5 mm) boyutlarinda kesilmis ardindan lakkaz enzimi bu
tabakalarin tizerine tutuklanmistir. Tutuklama islemi sirasinda adsorpsiyon ve sonrasinda

glutaraldehit ile kovalent baglama yapilmistir.

Tutuklanma asamasinda bakteriyel seliiloz 6rneklerinin tizerine 10 mL lakkaz enzim kaynagi
eklenmis ve 6rnekler 30 °C 100 rpm’de 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonrast Ornekler buzdolabinda 24 saat boyunca bekletilmistir. 24 saat sonra Orneklerin
tizerine 0.5 mL % 2.5 glutaraldehit soliisyonu eklenip 30°C 100 rpm’de 2 saat boyunca
inkiibe edilmistir. 2 saat sonunda lakkaz tutuklanmis bakteriyel seliilloz tabakalar
(lakkaz/BS) siiziilmiis ve pH 4.0 sodyum asetat tamponuyla yikanmistir. Elde edilen bu
ornekler c¢aligmada kullanilacak lakkaz tutuklanmis bakteriyel seliiloz Ornekleridir.
Lakkaz/BS ornekleri kullanilana kadar buzdolabinda + 4 °C’de muhafaza edilmistir (Unlu
vd. 2023).

3.8 Optimum pH ve Sicakhgin Belirlenmesi

Bakteriyel seliiloza tutuklanmis lakkaz enziminin optimum pH degerini saptamak ig¢in
calismalar pH 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 5.5 ve 6.0 araliklarinda yiiriitiilmiistiir. Bunun i¢in
lakkaz/BS igeren reaksiyon ortamlarinda lakkaz aktivitesi, farkli pH araliklarinda ve 40
°C’de 1 dakika siiresince belirlenmistir. Tutuklanmis lakkaz enziminin optimum sicaklik
degeri ise pH 4.0’da 20, 25,30, 35, 40, 45, 50, 55 ve 60 °C’lerde 1 dakika siiresince
saptanmistir (Unlu vd. 2023).

3.9 Bakteriyel Seliiloza Tutuklanms Lakkaz ile Boyar Madde Renk Giderimi

Cahsmalan

Caligsmada tekstil boyalar1 olan azo boyalar1 Reaktif Mavi 171 (RB 171), Reaktif Mavi 198
(RB 198) ve Reaktif Siyah 5 (RB 5) kullanilmigtir. RB 171 boyasinin stok soliisyonu 200
mg/L. boya konsantrasyonunda pH 3.0 sodyum sitrat tamponu ile hazirlanirken RB 198
boyasinin stok soliisyonu 150 mg/L boya konsantrasyonunda pH 4.0 sodyum asetat tamponu
ile hazirlanmigtir. RB 5 boyas1 ise 30 mg/L boya konsantrasyonunda pH 3.0 sitrat

tamponunda hazirlanmistir. Tiim boyalarin oncelikle spektrofotometrik olarak maksimum
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dalga boylar1 belirlenmistir. RB 171 boyasinin maksimum dalga boyu 616 nm, RB 198
boyasinin 629 nm ve RB 5 boyasinin dalga boyu ise 598 nm olarak saptanmigtir.
Lakkaz/BS’nin tekrarli kullanim siirecinde bu ii¢ boyanin rengini giderim aktivitesi test
edilmistir. Bu amagla, lakkaz/BS 6rnekleri 12 kuyucuklu plate igerisine 3, 6 ve 12 parga
olacak sekilde eklenmis ve her bir kuyucuga 3 mL boya soliisyonu ilave edilmistir. Ardindan
ornekler 40 °C ve 160 rpm’de RB 171 boyasi i¢in 45 dakika ve RB 198 ve RB 5 boyalari
icin de 60 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Her bir uygulama sonrasi (tekrar) boya
soliisyonu uzaklastirilarak lakkaz/BS oOrneklerinin {izerine taze boya sollisyonu tekrar
eklenmistir. Calisma her RB 171 ve RB 198 boyalari igin 8 tekrarli, RB 5 boyasi iginse 3
tekrarl1 olacak sekilde yiiriitilmistir. Her {i¢ boyanin maksimum dalga boyundaki
absorbans degisimi spektrofotometrik olarak belirlenip yiizde renk giderimi olarak ifade

edilmistir.

3.10 Lakkaz Aktivitesinin Saptanmasi

Tutuklanmig lakkaz enziminin aktivitesinin hesaplanmasi i¢in 2,2’-azino-bis(3-etilbenz-
tiazolin-6-stilfonik asit) (ABTS)’ nin enzimatik oksidasyonu bagli olarak 420 nm’de olusan
absorbans degisimi saptanmis ve buna bagli olarak da enzim aktivitesi hesaplanmistir. 1
umol substrati 1 dakikada {irtine doniistiiren enzim miktar1 bir tinite (U) olarak ifade

edilmistir (Birhanli vd.2006; Boran vd. 2011).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bakteriyel seliiloz yiiksek saflik, yliksek su tutma kapasitesi, mekanik dayaniklilik, genis
yilizey alan1 gibi {istiin 6zellikleriyle oldukga dikkat ¢ekici bir biyopolimerdir. Bu iistlin
Ozellikleri sayesinde biyomedikal uygulamalar, biyomalzeme iiretimi, gida, kozmetik ve
tutuklama gibi bir¢ok alanda uygulamalar1 bulmaktadir (Drozd vd. 2018; Revin vd. 2018;
Bagewadi vd. 2020; Boran, 2022).

Bakteriyel seliiloziin bu avantajlarinin yani sira 6nemli bir dezavantaji temel iiretim
ortaminin yiiksek maliyetli olmasi sebebiyle iiretim maliyetinin yiiksek olmasidir. Bu da
BS’nin biiyiik 6l¢ekli tiretimini kisitlamaktadir. Bu nedenle, BS nin {iretimi siirecinde diisiik
maliyetli veya ek bir maliyet getirmeyen besiyerlerinin kullanilmas: 6ne ¢ikmaktadir.
Aragtirmacilar iiretim maliyetini azaltmak i¢in ¢esitli ucuz ham maddelerinin veya atik
tirtinlerin kullanimina yonelmektedir. Bundan dolayi, tez ¢alismasinda ucuz, dogal ve zengin

icerikli dut posasi atig1 oziitii besiyeri olarak kullanilmistir.

4.1 Optimizasyon Kosullarinin Bakteriyel Seliiloz Uretimine Etkisi

Uretimde kullanilan besiyeri gesidi ve ayrica inkiibasyon siiresi, sicaklik ve pH gibi {iretim
kosullar1 BS iiretim verimini etkilemektedir. Bu nedenle, tez ¢alismasinda farkli {iretim

kosullarinin BS tiretimine etkisi test edilmistir (Unlu vd. 2023).

4.1.1 Inkiibasyon siiresinin bakteriyel seliiloz iiretimine etkisi

Boliim 3.2. deki gibi hazirlanan dut posasi atig1 6ziitii ortamlari i¢in iiretim siirecinde 3, 5,
7, 10, 15 ve 20. giinlerde BS iiretimi incelenmistir. Bu amagla, ilgili giinlerde BS 6rnekleri
stizlildiikten sonra birka¢ kez distile suyla yikanmis ve saf BS 6rneklerini elde etmek i¢in
elde edilen bakteriyel seliilozlar 0.1 N NaOH igerisine konulmus ve 75 °C’de su banyosunda
2 saat boyunca bekletilmistir. 2 saatin sonunda elde edilen saf seliiloz 6rnekleri distile su ile
birkag kez yikanarak nétralize edilmistir. ilgili giinlerde elde edilen saf BS &rnekleri -20 °C
derin dondurucuda dondurulduktan sonra 6rnekler 16 saat boyunca liyofilize edilerek saf,
kuru formda BS 6rnekleri elde edilmistir. Elde edilen bu 6rnekler tartilarak BS verimi g/L

olarak hesaplanmistir. Calismada Sekil 4.1’ de goriildiigii gibi BS verimi agisindan en etkin
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inkiibasyon siiresi 15 giin olarak belirlenmistir (0.674 g/L). BS verimi 3, 5, 7, 10, 15 ve 20.
giinler i¢in sirastyla 0.095, 0.445, 0.627, 0.644, 0.674 ve 0.613 g/L olarak hesaplanmustir.

7 10 15 20

Inkiibasyon siiresi (giin)

Seliiloz miktar1 (g/L)

Sekil 4.1: Bakteriyel seliiloz iiretimine inkiibasyon stiresinin etkisi
4.1.2 Sicakhi@in bakteriyel seliiloz uiretimine etkisi

Sicaklik, BS tiretimini etkileyen bir diger faktordiir. Bu nedenle sicakligin bakteriyel seliiloz
verimi iizerine etkisini test etmek amaciyla kiilttirler 20, 25, 28, 30, 32, 35 ve 40 °C’de 15
giin statik olarak iiretilmis ve yukarida belirtildigi gibi elde edilen saf, kuru BS 6rnekleri

tartilarak agirliklart belirlenmistir.

Sekil 4.2°de de goriildiigii gibi BS miktar1 32 °C’ye kadar artarken 35 °C’ de azalmaya
baslamistir. Hatta 40 °C’de BS olusumu goézlenmemistir. Calismada en yiiksek BS miktari
32 °C’de 1.01 g/ L olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.2: Bakteriyel seliiloz iiretimine sicakligin etkisi
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4.1.3 Baslangic pH’sinin bakteriyel seliiloz iiretimine etkisi

Ortam pH’sinin BS iiretimine etkisini test etmek amaciyla iiretim ortami olan dut atig1
Oziitlintin pH’s1 NaOH ve HCl ile ayr1 ayr1 olmak iizere pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0, 8.0 ve 9.0
olarak ayarlanmistir. Sterilizasyon sonrasi bakteri ekimi yapilan 6rnekler 32 °C’de 15 giin
boyunca statik olarak inkiibe edilmistir. Sekil 4.3’de goriildiigii gibi en yiiksek BS miktari
pH 8.0 ortaminda 1.701 g/L olarak tespit edilirken pH 3.0, 4.0, 5.0, 6.0,7.0 ve 9.0
ortamlarinda sirastyla 0.293, 0.849, 1.288, 1.293, 1.352 ve 1.058 g/L kuru BS belirlenmistir.

25 ¢
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Sekil 4.3: Bakteriyel seliiloz iiretimi iizerine pH’ nin etkisi

Calismanin bundan sonraki asamalarinda BS {iretimi i¢in en uygun iiretim kosullar1 olan pH

8.0, 32 °C ve 15 giinde tiretilen saf BS 6rnekleri kullanilmistir.

Sekil 4.4’ de dut atig1 6ziitli ortaminda optimum kosullarda tiretilmis saf yas ve kuru BS

ornekleri goriilmektedir.
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Sekil 4.4: Dut atig1 6ziitii ortaminda optimum kosullarda iiretilmis saf formda yas (a ve b)
ve kuru (liyofilize) (c ve d) bakteriyel seliiloz 6rnekleri.

4.2 Bakteriyel Seliiloza Lakkaz Enziminin Tutuklanmasi

Enzimler uygulamalarda serbest ve tutuklanmig olarak kullanilabilmektedir. Eger uygulama
icin uygun ise ve ek avantajlar getiriyorsa enzimin tutuklanmis olarak kullanilmasi daha 6ne
¢ikmaktadir. Bir enzimin tutuklanmis olarak kullaniminin tekrar tekrar kullanilabilme,

enzimin iirlinden ayr1 kalmasi, kararlilik ve ekonomiklik gibi 6nemli avantajlar1 vardir.
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Lakkaz, bakir igeren bir fenoloksidaz enzim olup bir¢ok uygulamada kullanilan 6nemli bir
enzimdir (Pezzellavd. 2015). Lakkazin hem serbest hem de tutuklanmis formda kullanimina
yonelik c¢alismalar vardir (Yesilada vd. 1998; Yesilada vd. 2014b; Ulu vd. 2020).
Tutuklanmis enzimin serbest enzim kullanimina kiyasla 6ne ¢ikan avantajlarindan dolay1
son yillarda bu enzimin dogal bir materyal olan BS’ye tutuklanmasina yonelik de caligsmalar

one ¢ikmaktadir (Sampaio vd. 2016).

Bu tez ¢alismasinda Trametes trogii ATCC200800 susunun tekrarli kesikli tiretiminin 4.
tekrarindan elde edilen ham lakkaz enzimi, G. xylinus B759’un optimum kosullarda 15 giin
tiretimi sonucu elde edilen liyofilize BS’ye tutuklanmistir. Enzim BS’ye fiziksel adsorpsiyon

ve gluteraldehitle kovalent baglama uygulamasi sonucu tutuklanmistir (Unlu vd. 2023).

4.3 Enzim Tutuklanmamis Bakteriyel Seliilloz ve Lakkaz Enzimi Tutuklanms

Bakteriyel Seliiloz Orneklerinin Karakterizasyonu

BS’nin yapis1 oncelikle kimyasal olarak karakterize edilmistir. Bu karakterizasyon islemi
icin FTIR spektroskopisi kullanilmis ve elde edilen FTIR spektrumu lakkaz tutuklanmis BS
yapisina ait FTIR spektrumu ile kiyaslanmistir. Her iki yapiya ait FTIR spektrumlari
kiyaslamali olarak Sekil 4.5°’de verilmistir. Bu spektrumlara bakildiginda enzim
tutuklanmamis BS yapisina ait spektrumda, 3000-3600 cm™ araliginda seliiloz yiizeyinde
bulunan serbest OH gruplarinin H bag1 gerilme titresimleri belirgin bir bant piki olarak
goriilmektedir. Ayrica BS yapisinda bulunan alifatik CHz {initelerine ait CH gerilme titresimi
2800-2950 cm™ araliginda izlenmektedir. Heksoz iiniteleri arasinda bulunan C-O-C ve
heksoz tniteleri dahilinde bulunan C-O-C eterik gerilme titresimleri yaklasik 1030 ve 1053
cm’de keskin pik olarak goriilmektedir. CC ana zincir titresimleri ise 1315 cm™ civarinda
tespit edilmistir. BS yapisindaki beta 1,4 bag1 ise 662 cm™’de ince ve keskin olarak
goriilmektedir. Bu sonuglar elde edilen yapinin bir seliiloz molekiilii oldugunu bize

1

ispatlamaktadir. Ayrica 555 cm™ civarinda alifatik CH diizlem i¢i egilmesi piki de

goriilmektedir (Atykyan vd. 2020).

Sekil 4.5’deki enzim tutuklanmig BS yapisina ait FTIR spekturumunda ise seliiloz
yapisindan kaynaklanan yaklagik 3600, 2950, 1050 ve 660 cm™ deki piklere ilaveten enzim
yapisindaki proteinlerden kaynakli olarak 1640 amid 1 piki 1550 amid 2 piki goriilmektedir.
Ayrica peptid bagindan kaynakli olarak, 1430 cm™ civarinda CN gerilme titresimi
goriilmektedir. 3000-3300 cm™* araliginda CN yapisina ait gruplarin H bag1 gerilme titresimi

de seliiloz yapis1 iizerine tutuklanmis enzim yapisini ispatlamaktadir.
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Sekil 4.5: Enzim tutuklanmamis bakteriyel seliiloz (a) ve lakkaz tutuklanmis bakteriyel
seliiloz (b) yapilarina ait FTIR spektrumlari

Calisilan orneklerin Xray analizleri de yapilmis ve enzim tutuklanmamis BS yapisina ait
Xray spektrumu ile enzim tutuklanmis BS yapisina ait Xray spektrumu kiyaslamali olarak
Sekil 4.6’da verilmistir. Elde edilen spektrum ftizerinde 2 temel seliiloz piki net olarak
goriilmektedir. Birinci pik 110 piki olup 14,58 °, 2. pik ise 200 piki olup 22,50 ° degerinde
goriilmiistiir. Bu 2 pikin varligi literatiirle uyumlu olup BS yapisin1 dogrulamaktadir. Enzim
tutuklanmasindan sonra elde edilen piklerin keskinligi azalmakta ve daha amorf bir karakter
olugmaktadir. Enzim tutuklanmasiyla beraber pik yapisinda bir degisme olmamakla birlikte
pik siddetleri diismiistiir. Enzim tutuklanmis yapida 14,78 ° ve 22,50 ° degerlerinde 110 ve
200 pikleri goriilmiistiir. Amorf karakterin artisin1 kontrol etmek amaciyla her iki yapida da
% kristalite degerleri hesaplanmistir. % kristalitenin belirlenmesinde asagidaki formiil

kullanilmigtir (Terinte vd. 2011).

I 200 —I non—cr
— 0
C= 100. o0 [%]

Yapilan hesaplamaya gore enzim tutuklanmamis seliiloz yapisina ait % kristalite degeri
%93.28, enzim tutuklanmis yapida ise %83.42 olarak saptanmistir. Bu diisiisiin nedeni enzim
yapisinin seliiloz zincirleri arasimna dahil olarak ikinci etkilesimleri azaltmasidir. Amorf

karakterdeki artig ayn1 zamanda yapiya dahil olan enzimin yapisini da ispatlamaktadir.
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Sekil 4.6: Enzim tutuklanmamis bakteriyel seliiloz (a) ve lakkaz tutuklanmis bakteriyel
seliiloz (b) yapilarina ait Xray spektrumlari

Caligmada ayrica orneklerin fiber yapilar1 da belirlenmistir. Bu amagla, BS fiber yapilarina
ait morfolojik Ozellikler ve fiber boyut Ol¢limleri SEM analizleri ile detayli olarak
incelenmistir. Farkl biiylitmelerde alinan SEM 6l¢timleri Sekil 4.7°de verilmistir. Sekil 4.7
incelendiginde diizgiin dagilima sahip fiber ag yapis1 oldugu goriilmektedir. Ozellikle fiber
boyutlart yaklagik 130-150 nm araliginda degismekte olup yer yer fiber birlesmeleri
nedeniyle fiber kalinhiginin da arttifi goriilmektedir. Ancak, elde edilen BS membran
yapisinin biiyiik cogunlugu belirgin bir boyut araliginda elde edilmis fiber yapilarindan
olugmaktadir. Bu yap1 enzim tutuklanmis BS yapisiyla kiyaslandiginda enzim tutuklanmis
yapida fiberlerin boyutlarinin yaklagik 5-10 nm kadar arttig1 ve fiber yapilarinin birbiri
icerisine gecerek daha diizgiin bir ylizey olusturdugu goriilmektedir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8).
Ayrica yiizeyde, enzim yapisina ait proteinlerin bazi kiimelenmeler seklinde birikim yaptig1
izlenmektedir (Sekil 4.8). Bu degisim enzim tutuklanmamis BS yapisina ait SEM
goriintlisiiyle kiyaslandiginda enzimin yiizeye net bir sekilde tutundugunu bize

ispatlamaktadir.
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Sekil 4.7: Enzim tutuklanmamas seliiloz yapisina ait farkl biiyiitmelerdeki SEM
goriintiileri
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Sekil 4.8: Lakkaz tutuklanmis bakteriyel seliiloz yapisina ait farki biiyiitmelerdeki SEM
goriintiileri
BS seliiloz yapisindaki fiber boyutlarinin enzim baglanmasiyla olan degisimi SEM yapisinda
net olarak goriilmesine ragmen bu fiber yapisindaki boyut degisimini daha detayh
belirleyebilmek i¢in farkl: biiyiitmelerde AFM olgiimleri gerceklestirildi. AFM o6l¢iimlerine
gore elde edilen yiizey goriintiileri ve ylizey puriizlilikk dlgtimleri Sekil 4.9 ve 4.10°da
verilmistir. Sekil 4.9°daki AFM goriintiilerine gére BS membran ylizeyindeki fiber yapilar
net bir sekilde goriilmektedir. Fiber yapilarinin belirli bir yonde degil gelisigiizel bir dagilim

gosterdigi ancak siireklilik arz ettigi gozlenmistir. Bu yap1 {lizerine enzim tutuklanmasi
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gerceklestikten sonra ise yilizeydeki fiber yapisinin kismen dagildigt ve yiizey
plrtizliligiiniin azaldigi gortilmektedir. Bunun fiber yapisinin dagilmasindan kaynakli
olmadig1 sadece ylizeye baglanan enzimin fiber yapisi iizerine kaplanmasindan kaynakli

oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.9: Enzim tutuklanmamis bakteriyel seliiloz (a) ve lakkaz tutuklanmis bakteriyel
seliiloz (b) yapilarina ait AFM goriintiileri
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Yiizey yapisindaki piiriizliiliigiin degisimi Sekil 4.10°da net olarak goriilmektedir. Enzim
tutuklanmamus fiber yapisindaki yiizey piiriizliilik degeri yaklasik olarak 110 nm civarinda
iken enzim tutuklanmis BS’ nin yiizey yapisinda tutuklanmis protein tabakalarindan kaynakli
olarak piriizliiliik degerinin yer yer 80 nm yer yer de 90 nm degerine diistiigii tespit edildi.

Tiim bu degisimler yiizeye baglanan enzimin varligini bize ispatlamaktadir (Unlu vd. 2023).

Sekil 4.10: Enzim tutuklanmamis bakteriyel seliiloz (a) ve lakkaz tutuklanmis bakteriyel
seliiloz (b) yapilarna ait yilizey piiriizliiliik degisimi 6l¢timleri
Enzim tutuklanmis sistemlerde diger bir 6nemli bulgu ise enzim tutuklanmamis BS ve enzim
tutuklanmig BS’lerin termal kararliliklaridir. Bu nedenle yapilan ¢alismada, serbest ve

tutuklanmis enzim yapilari icin DSC ve DTA 6lgtimleri ger¢eklestirilmistir (Unlu vd. 2023).

Elde edilen DTA 6l¢iim sonuglart Sekil 4.11°de gosterilmistir. Enzim tutuklanmamis BS
yapisina ait DTA termograminda 2 temel ekzotermik pik goriilmektedir. Birinci pik 215 °C’
de baglayip 357 °C’ de sonlanmaktadir. 1. pik BS yapisinda bulunan capraz baglanma

noktalarinin  kirilmasi ve 3 boyutlu seliilloz kristalinin  yapisinin  dagilmasindan
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kaynaklanmaktadir. 2. pik ise 357 °C’ de baslayip 413 °C’de sonlanmakta olup tiim
polimerik yapimi termal degradasyonundan kaynaklanmaktadir. ilgili yapiya lakkaz
enziminin tutuklanmasiyla pik siddetlerinde énemli dlgiide diisiis goriilmiistiir. Ozellikle 1.
pik yapisinda enzim molekiillerinin yapiya dahil olmasiyla, 3 boyutlu kristalin yapinin
degismesi nedeniyle pik siddetinde 6nemli bir azalma goriilmiistiir. 2. pik ise seliilloz ve
lakkaz yapilarinin birlikte bozulmasindan kaynakli olup olduk¢a geniglemistir. Pik

siddetindeki bu genisleme yapiya lakkaz gruplarinin da dahil oldugunu ispatlamaktadir.
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Sekil 4.11: Enzim tutuklanmamis bakteriyel seliiloz (a) ve lakkaz tutuklanmis bakteriyel
seliiloz (b) yapilarina ait DTA termogramlari

Sekil 4.12°deki DSC termogrami incelendiginde ise 6zellikle 240 ve 380 °C araliginda
belirgin ve net bir pik goriilmektedir. Bu pik 6zellikle BS yapisindaki beta 1,4 baglarinin
kirtlmasindan kaynaklanan ve 3 boyutlu yapinin dagilmasina neden olan piktir. Saf BS
yapisina ait termogramda olduk¢a siddetli goriilmesine ragmen enzim tutuklanmis BS
yapisinda, bagli enzim gruplarinin 3 boyutlu yapiya dahil olmasinda kaynakli olarak pik
siddetinin belirgin oranda azaldig1 goriilmiistiir. Tlim bu bulgular yapidaki enzimin varligin

ispatlamaktadir (Unlu vd. 2023).
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Sekil 4.12: Enzim tutuklanmig bakteriyel seliiloz (a) ve lakkaz tutuklanmis bakteriyel
seliiloz (b) yapilarina ait DSC termogramlari

4.4 Bakteriyel Seliilloza Tutuklanmis Lakkaz Enziminin Aktivite Calismalar:

4.4.1 Tutuklanms lakkaz enziminin optimum sicakhgmn belirlenmesi

Sicaklik enzim aktivitesini etkileyen onemli bir faktordiir. Enzimin optimum sicaklik
ihtiyac1 enzimin elde edildigi tiir hatta susa bagli olarak degisebilmektedir (Yesilada vd.
2014a). Enzimin tutuklanmasi da enzimin sicaklik araligin1 degistirebilmektedir (Lassouane
vd. 2019). Bu nedenle ¢alismada oncelikle BS’ye tutuklanmis lakkaz’in optimum sicaklik
arali@ arastirilmistir. Bu amagla enzim aktivitesi 20-60 °C sicaklik araliginda izlenmistir.
Sekil 4.13°de goriildiigii gibi tutuklanmig enzimin optimum sicaklik araligi 40 °C olarak
belirlenmistir (Unlu vd. 2023).

120
100
80
60 r
40
20 r

O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 )
20 25 30 35 40 45 50 55 60

Sicaklik (°C)

Aktivite (%)

Sekil 4.13: Tutuklanmis lakkaz enziminin farkli sicakliklardaki lakkaz aktivite degerleri
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4.4.2 Tutuklanms lakkaz enziminin optimum pH’smin belirlenmesi

pH, enzim aktivitesini etkileyen bir diger onemli faktordiir (Yesilada vd. 2014a).
Tutuklanmig enzimin optimum pH araliginin degisebilecegi rapor edilmistir (Teerapatsakul
vd. 2017; Lassouane vd. 2019;Ulu vd. 2020) Enzim aktivitesi reaksiyon pH’sindan
etkilendiginden bakteriyel seliiloza tutuklanmig lakkaz enziminin optimum sicaklik aralig
da aragtirnlmistir. Bu amagla farkli pH degerlerinde (pH 2.5-6.0) enzim aktiviteleri
belirlenmistir. Yapilan ¢alismada en yiiksek lakkaz aktivitesi pH 3.0’ de gozlemlenmistir
(Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: Tutuklanmig lakkaz enziminin farkli pH’lardaki lakkaz aktivite degerleri

Tutuklanmis enzimin optimum pH ve sicaklik araligindaki kaymanin sebebi kullanilan
destege baglanmasina bagli olarak enzim konformasyonunda olusan degisim olabilir (Patel
vd. 2014). Enzimin tutuklandig destek tipi ve mikrogevrenin degisimi de optimum ihtiyaci

etkileyebilmektedir (Lassouane vd. 2019).

4.5 Bakteriyel Seliilloza Tutuklanmms Lakkaz Enziminin Boyar Madde Renk Giderim
Etkinligi

Tekstil fabrikalar1 boyamada kullandiklar1 boyar maddelerin, renk azalmasina kars1 direngli
olmasini istemektedir. Bu nedenle, tekstil fabrikalarinin kullandiklar1 ve boyama sonrasi
tekstil fabrikasi atiksular1 igerisinde kalan boyar maddeler geleneksel yontemlerle
renklerinin giderilmesine karsi oldukga direnclidir. Bundan dolayi, boyar maddelerin rengini

gidermek i¢in etkili bir biyoteknolojik sisteme ihtiya¢ vardir. Beyaz ciiriik¢iil funguslar ve
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bunlarin enzimleri ile ¢esitli boyalarin rengini giderimine yonelik ¢alismalar yapilmaktadir
(Yesilada vd. 2010; Bakar vd. 2024). Lakkaz enzimi boyar maddelerin rengini gidermek
amacli olarak yogun bir sekilde test edilmektedir. Bu enzim c¢ogu uygulamada serbest
formda kullanilmakla birlikte yiiksek maliyet, diisiik kararlilik ve tekrarli kullanilamama
gibi dezavantajlar1 oldugundan tutuklanmis olarak kullanimina yonelik olarak ¢aligsmalar da
yapilmaktadir. Serbest enzimin bu tip dezavantajlarinin iistesinden gelmek i¢in lakkaz
enzimi tutuklanmis formda kullanilabilir. Bu ¢alismada T. trogii lakkaz enzimi liyofilize
bakteriyel seliiloz iizerine tutuklanmis (lakkaz/BS) ve tutuklanmis enzim renk giderimi
etkinligi acisindan test edilmistir (Unlu vd. 2023). Oncelikle lakkaz/BS tabakalar1 Smm x
5mm boyutlarinda kesilerek 3, 6 ve 12 par¢a seklinde 12 kuyucuklu mikroplate igerisine
konulmustur. Bunun iizerine, Reaktif Mavi 171 (RB 171), Reaktif Mavi 198 (RB 198) ve
Reaktif Siyah 5 (RB 5) boya cozeltileri eklenmis ve tutuklanmis enzimlerin tekrarli
kullanima siirecinde renk giderimi izlenmistir. Calisma, 40 °C ve pH 3.0’de yiirlitiilm{istiir.
RB 171 boyasinin renginin giderimi siirecinde lakkaz/BS 6rneklerinin tizerine 3’er mL pH’s1
3.0 olan boya ¢ozeltisi eklenip 6rnekler 40 °C 160 rpm’de 45 dakika inkiibe edilmistir. 45
dakika muamele sonrasi tutuklanmis enzim iceren kuyucuklardan boyar madde ¢ozeltisi
uzaklastirilmis ve kuyucukta kalan lakkaz/BS ornekleri {izerine tekrar 3 mL taze boya
cozeltisi eklenmistir. Bu siire¢ 8 kez tekrarlanmistir. Sekil 4.15°te gorildiigii gibi ilk renk
giderim uygulamasinda 3, 6 ve 12 parca lakkaz/BS Ornekleri i¢in renk giderim ytizdeleri
strastyla %85, %91 ve %93 olarak belirlenmistir. Tutuklanmis enzimin 8. kullaniminda dahi
renk aktivitesinin halen yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu kullanimda 3, 6 ve 12 parga
lakkaz/BS ornekleri i¢in renk giderim yiizdeleri sirasiyla %43, %71 ve %78 olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.15: Tutuklanmig lakkazin (3, 6 ve 12 parca) tekrarli kullanim siirecinde RB 171
boyasinin renginin giderimi

RB 171 boyasmin Lakkaz/BS ile tekrarli olarak muamele edilmesine bagli olarak her
kullanim sonras1 boyar maddenin renginin giderimine ait fotograflar ve spektrofotometrik

tarama sonuglar1 Sekil 4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.16: Tutuklanmis lakkazin (3, 6 ve 12 parca) tekrarli kullanimi siirecinde RB 171
boyasinin renginin giderimine ait fotograflar ve spektrofotometrik taramalar. K: enzimle
muamele edilmemis boya ¢ozeltisi (kontrol), a: 3 adet lakkaz/BS parcasi, b: 6 adet

lakkaz/BS parcasi, c: 12 adet lakkaz/BS parcasi
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Calismada ayrica tutuklanmis lakkaz enziminin tekrarlt kullanimi siirecinde RB 198
boyasinin rengini giderim aktivitesi de test edilmistir. Bu ¢alismada enzim-boya muamele
siiresi 1 saat olarak kullanilmis ve calisma 8 kez tekrarli olacak sekilde farkli miktarlarda
lakkaz/BS pargalari (3, 6 ve 12 parga) ile yiiriitiilmiistiir. Diger ¢alismada oldugu gibi her bir
kullanimda ortamdaki boya ¢ozeltisi uzaklastirilip lakkaz/BS 6rneklerinin {lizerine tekrar 3
mL taze RB 198 boya ¢ozeltisi eklenmistir. Sekil 4.17°de goriildiigii gibi tiim kullanimlarda
etili bir sekilde renk giderimi ger¢eklesmistir. i1k kullanimda 3, 6 ve 12 parca lakkaz/BS ile
strastyla %61, %71 ve %83 renk giderimi elde edilirken 8. kullanimda bu degerler sirasiyla

% 38, %44 ve %51 olarak belirlenmistir.

100 r ® 3 parga ® 6 parga 12 parga

0 “““““““
1 2 3 4 5 6 7 8

Tekrar kullanim sayisi

iy (o)) (o]
o (@) o
T T T
H

Renk giderimi (%)

N
o
T

Sekil 4.17: Tutuklanmis lakkazin (3, 6 ve 12 parca) tekrarli kullanim siirecinde RB 198
boyasinin renginin giderimi

RB 198 boyasinin Lakkaz/BS ile tekrarli olarak muamele edilmesine bagli olarak her
kullanim sonrasi boyar maddenin renginin giderimine ait fotograflar ve spektrofotometrik

tarama sonuglar1 Sekil 4.18’da verilmistir.
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Sekil 4.18: Tutuklanmis lakkazin (3, 6 ve 12 parca) tekrarli kullanimi stirecinde RB 198
boyasinin renginin giderimine ait fotograflar ve spektrofotometrik taramalar. K: enzimle
muamele edilmemis boya ¢ozeltisi (kontrol), a: 3 adet lakkaz/BS pargasi, b: 6 adet
lakkaz/BS parcasi, c: 12 adet lakkaz/BS parcasi
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Calismada tutuklanmis enziminin tekrarli kullanimi silirecinde RB 5 boyasmin rengini
giderim aktivitesi de test edilmistir. Bu ¢alismada da enzim-boya muamele siiresi 60 dakika
olarak kullanilmis ve calisma 3 kez tekrarli olacak sekilde farkli miktarlarda lakkaz/BS
parcalar1 (3, 6 ve 12 parca) ile test edilmistir. Diger caligmalardaki gibi her bir kullanimda
ortamdaki boya ¢0zeltisi uzaklastirilip lakkaz/BS 6rneklerinin iizerine tekrar 3 mL taze RB
5 boya ¢ozeltisi eklenmistir. Sekil 4.19°da goriildiigl gibi ilk kullanimda 3, 6 ve 12 parga
lakkaz/BS ile sirasiyla %41, %72 ve %87 renk giderimi elde edilirken 2. kullanimda bu
degerler sirasiyla % 10, %28 ve %71 olarak belirlenmistir. 3. kullanimda ise renk giderimi

degerleri sirasiyla %7, %10 ve %35 olarak bulunmustur.
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Sekil 4.19: Tutuklanmis lakkazin (3, 6 ve 12 parca) tekrarli kullanim siirecinde RB 5
boyasinin renginin giderimi

RB 5 boyasinin Lakkaz/BS ile tekrarli olarak muamele edilmesine bagli olarak her kullanim
sonras1 boyar maddenin renginin giderimine ait fotograflar ve spektrofotometrik tarama

sonuclar1 Sekil 4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.20: Tutuklanmis lakkazin (3, 6 ve 12 parca) tekrarli kullanimi siirecinde RB 5
boyasinin renginin giderimine ait fotograflar ve spektrofotometrik taramalar. K: enzimle

muamele edilmemis boya ¢ozeltisi (kontrol), a: 3 adet lakkaz/BS parcasi, b: 6 adet
lakkaz/BS pargasi, c: 12 adet lakkaz/BS parcast
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5. SONUC VE ONERI

Seliiloz bitkilerin yani1 sira bazi bakteriler tarafindan da tiretilmektedir. Bakterilerin iirettigi
selilloza bakteriyel seliiloz (BS) denilmektedir. BS ekzopolisakkarit olan polimer bir
materyaldir. Bu polimerin bitki seliilozundan énemli bir farki da saf olmasidir. BS pek ¢ok

uygulamada kullanilabilecek ¢evre dostu bir polimerdir.

BS’nin yiiksek saflik, yiiksek su tutma kapasitesi, mekanik dayaniklilik, genis yiizey alani
gibi istiin 6zellikleri onun 6ne ¢ikmasina neden olmustur. Biyomedikal uygulamalar,
biyomalzeme iiretimi, gida, kozmetik ve tutuklama gibi bir¢ok alanda kullanim potansiyeli
bulunmaktadir. Bu nedenle bu ekzopolisakkaritin iiretimi ve ¢esitli alanlarda kullanilmasina

yonelik ¢aligmalar yapilmaktadir.

Sentetik ve dogal kaynaklar1 BS iiretimi i¢in besiyeri olarak kullanmak miimkiindiir. Dogal
besiyerleri sentetik besiyerlerine gore ucuz kaynaklar oldugundan ¢esitli dogal
besiyerlerinin BC iiretiminde kullanilmasina yonelik ¢aligmalar artmaktadir. Bu nedenle bu
tez ¢alismasinda, dogal bir besiyeri olarak dut posasi atig1 6ziitii (DPAO) kullanilmis ve
verimli bir BC iireticisi olan Gluconacetobacter xylinus NRRL B- 759 (Komagataeibacter
xylinus) un bu besiyerinde tiretimi siirecinde BS firetimi incelenmistir. Yapilan ¢alismada
oncelikle inkiibasyon siiresi, sicaklik ve pH’ nin BS iiretimine etkisi test edilmistir. Calisma
sonuglart DPAO’den hazirlanan besiyerinde BS iiretilebilecegini ve kosullar optimize
edilerek BS iiretim veriminin indiiklenebilecegini gdstermistir. DPAO ucuz ve dogal bir
kaynak oldugundan {iiretimde besiyeri olarak kullanilmasi maliyeti diisiirecek 6nemli bir

unsurdur.

BS’nin enzim tutuklanmasinda tutuklama matriksi olarak kullanimina ve bunun tekrar tekrar
kullanilabilme potansiyeline yonelik caligmalar yapilmaktadir. Tutuklamanin 6nemli
avantajlar arasinda tutuklanmig enzimin tekrar tekrar kullanilabilmesi ve buna bagli olarak
uygulamaya ekonomiklik saglamasi sayilabilir. Enzimleri tutuklamak igin ¢esitli matriksler
(destek materyalleri) kullanilabilmektedir. Tutuklama matriksleri arasinda sentetik
tutuklama matrikslerinin yani sira dogal tutuklama matriksleri de vardir. Dogal matrikslerin

en 6nemli avantajlar1 ¢cevre dostu olmalaridir.
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BS c¢evre dostu bir polimerdir. Bundan dolayi, ¢alismanin ikinci asamasinda, optimum
kosullarda tiretilen BS’nin lakkaz enzimini tutuklama matriksi olarak kullanilabilirligi test
edilmistir. Lakkaz enzimi biyoteknolojik olarak c¢ok Onemli bir enzimdir ve enzim
biyoteknolojisi, gida biyoteknolojisi, fermentasyon biyoteknolojisi, ¢evre biyoteknolojisi ve
tibbi biyoteknoloji gibi cesitli uygulamalarda kullanim potansiyeli bulunmaktadir. Bu
nedenle, iyi bir lakkaz iireticisi oldugu bilinen Trametes trogii ATCC200800’iin tekrarli-
kesikli kosullarda iiretimi siirecinde lakkaz enzimi iiretilmis ve ham lakkaz enzimi elde
edilmistir. Daha sonra elde edilen lakkaz enzimi fiziksel adsorpsiyon ve glutaraldehitle
uygulamasiyla BS’ye basarili bir sekilde tutuklanmistir. Hem BS hem de lakkaz
tutuklanmig-BS; FTIR analizleri, Xray analizleri, SEM analizleri, AFM o6l¢iimleri, DSC ve
DTA ol¢limleri kullanilarak karakterize edilmis ve enzimin BS iizerine basarili bir sekilde

tutuklandigi gosterilmistir.

Sicaklik ve pH enzim aktivitesini etkileyen énemli faktorlerdir. Herhangi bir uygulama
yapilmadan once kullanilacak biyolojik katalizériin optimum sicaklik ve pH araliginin
belirlenmesi onemlidir. Bu nedenle, BS iizerine tutuklanmis enzimin optimum sicaklik ve
pH degerleri saptanmistir. Caligma sonucu enzimin en yiiksek aktivitesi 40 °C ve pH 3.0°de

belirlenmistir.

Tekstil ve boyama fabrikalar1 gibi fabrikalarin atiksularinin igerisinde boyamada kullanilan
boyar maddeler bulunur ve bu atiksular alict su ortamlarina verildiklerinde g¢evre kirliligi
olustururlar. Boyar maddelerden gelen renk de alici su ortamlarinda renklenmeye yol
actigindan fotosentez/solunum dengesini bozan 6nemli bir kirlilik gostergesidir. Bu nedenle,
boyar maddelerin yikimina ve renginin giderimine yonelik c¢ok sayida arastirma
yapilmaktadir. Lakkaz enzimi de bu amagla test edilen ¢ok dnemli bir enzimdir. Bundan
dolay1, bu tez ¢alismasinda olusturulan BS’ye tutuklanmis lakkaz enziminin boyar madde
renk gideriminde tekrarli kullanilabilirligi arastirilmistir. Sonuglar, BS’ye tutuklanmis

lakkaz enziminin boyar madde renk gideriminde kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Sonug olarak, dogal bir besiyeri olan DPAQO ¢evre dostu ve ucuz bir besiyeri olarak BS
tiretiminde kullanilabilir ve elde edilen BS’ye lakkaz enzimi tutuklanarak boyar madde renk
giderim uygulamalarinda kullanilabilir. DPAQO’niin farkli uygulamalarda da besiyeri olarak
kullanilabilecek olmasi ve BS’nin farkli biyolojik sistemleri tutuklamak i¢in de tutuklama

matriksi olarak kullanilabilecek olmasi ¢alismanin 6nemini ortaya koymaktadir.
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