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FARKLI KAYNAKLARDAN iZOLE EDILEN BAKTERILER KULLANILARAK
BAKTERIYEL SELULOZ URETIMI VE KARAKTERIZASYONU
(Yiksek Lisans Tezi)

Nazl1 Betiil YILDIRIM

AMASYA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
Ocak 2024

OZET

Yapilan arastirmalarda ve teknolojinin de ilerlemesiyle birlikte bitkiler olmadan da baz1 6zel
bakteriler tarafindan saf seliiloz fretilebildigi belirlenmistir. Seliilozun saf olarak elde
edilebilmesinin yan sira yiiksek su tutma kapasitesi gibi 6zellikleri de eklenince bu konu tizerinde
aragtirmalar giinden giine artmaktadir. Bu ¢alismada arastirma kapsaminda Amasya iline ait Amasya
Elmasindan yapilmis ev sirkesi, toprak ve kombocha cayindan izole edilen ve saflastirilan
bakterilerin BC iiretebilme yetenekleri Hestrin-Schramm besi ortamina ekimleri yapilarak 10 giin
inkiibasyon sonunda belirlenmistir. inkiibasyon sonunda besi ortamlarmin iizerlerinde pellet
olusturan izolatlar seliiloz tiretme bakimindan pozitif olarak belirlenmis ve izolatlar arasinda seliiloz
iiretme Ozellikleri karsilagtirilmasi yapilmistir. Elma sirkesinden yapilan izolasyon ¢alismasinda 39
bakteri izole edilip 15 tanesi seliiloz tiretmistir, topraktan ise toplam 15 bakteri izole edilip 4 tanesi
seliiloz tiretirken ve kombucha ¢ayindan ise 22 bakteri izole edilip 8 tanesinin bakteriyel seliiloz
rettigi tespit edilmistir. Toprak, sirke ve kombucha ¢ayindan her birinden en iyi bakteriyel seliiloz
ireten NBY-T7, NBY-E10, NBY-K1 kodlu izolatlar secilmistir. NBY-T7 izolatinin {irettigi
bakteriyel seliillozun yas agirligi 4.01 g/100ml iken kuru agirligi 0.056 g, NBY-E10 izolatin irettigi
bakteriyel seliilozun yas agirligr 11.22 g/100ml iken kuru agirligi 0.123g ve NBY-K1 izolatinin
iirettigi bakteriyel seliilozun yas agirligi 8.5 g/100ml iken kuru agirligr ise 0.09g’dir.  Su tutma
kapasiterileri ise sirasiyla %90,78 (NBY-T7), %98,9 (NBY-E10), %96,23 (NBY-K1) olarak
belirlenmistir. Se¢ilen bu izolatlarin MALDI TOF tan1 sonuglari ise; Enterobacter cloacae 13159 1
CHB (NBY-7T), Bacillus amyloliquefaciens ssp plantarum CICC 23985 b CICCC (NBY-E10) ve
Bacillus cereus DSM 31T DSM (NBY-K1) olarak tanilanmstir.Yapilan ¢alisma ile yiiksek su tuma
kapasitesine sahip bakteriyel selilloz eldesi gergeklestirilmis olup, iretilen BC’larin tanilama
islemleri ise FTIR analizi ve SEM goriintiileme yontemi ile yapilmistir.Yapilacak olan sonraki
calismalar ile bakterilerin farkli pH ve sicaklikta BC iiretme potansiyelleri belirlenebilir.

Sayfa Adedi - 61
Anahtar Kelimeler  : Bakteriyel seliiloz, Biyopolimer, Toprak bakterisi, Kombucha ¢ay1
Danisman : Dr. Ogr. Uyesi idris BEKTAS
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ABSTRACT

With the research and advancement of technology, it has been determined that pure cellulose can be
produced by some special bacteria without plants. In addition to the fact that cellulose can be obtained
in pure form, research on this subject is increasing day by day, considering its properties such as high
water retention capacity. In this study, the ability of bacteria to produce BC, isolated and purified
from household vinegar made from Amasya Apple, soil and kombocha tea from Amasya province,
was determined after 10 days of incubation by planting them in Hestrin-Schramm medium. At the
end of incubation, the isolates that formed pellets on the media were determined as positive in terms
of cellulose production, and the cellulose production properties were compared between the isolates.
In the isolation study conducted from apple cider vinegar, 39 bacteria were isolated and 15 of them
produced cellulose, a total of 15 bacteria were isolated from soil and 4 of them produced cellulose,
and 22 bacteria were isolated from kombucha tea and 8 of them produced bacterial cellulose. The
isolates coded NBY-T7, NBY-E10, NBY-K1 that produced the best bacterial cellulose from each of
soil, vinegar and kombucha tea were selected. The wet weight of the bacterial cellulose produced by
the NBY-T7 isolate is 4.01 g/100ml and its dry weight is 0.056 g, the wet weight of the bacterial
cellulose produced by the NBY-E10 isolate is 11.22 g/100ml and its dry weight is 0.123g, and the
wet weight of the bacterial cellulose produced by the NBY-K1 isolate is 8.5 g/100ml. Its dry weight
is 0.09g when it is 100ml. Water retention capacities were determined as 90.78% (NBY-T7), 98.9%
(NBY-E10), 96.23% (NBY-K1), respectively. The MALDI TOF diagnostic results of these selected
isolates are; It was identified as Enterobacter cloacae 13159 1 CHB (NBY-7T), Bacillus
amyloliquefaciens ssp plantarum CICC 23985 b CICCC (NBY-E10) and Bacillus cereus DSM 31T
DSM (NBY-K1). With the study, bacterial cellulose with high water retention capacity was obtained.
Identification of the produced BCs was carried out by FTIR analysis and SEM imaging method. With
the next studies, the potential of bacteria to produce BC at different pH and temperature can be
determined.

Number of Pages : 61
Keywords : Bacterial cellulose, Biopolymer, Soil bacteria, Kombucha tea
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, yanda agiklamalar1 verilmek iizere

asagida listelenmistir.

Simgeler

°C

%

mg

mL

Kisaltmalar

BS
SEM
FTIR
EPS
NA
NB
HSA

STK

Aciklama

Santigrat Derece
Yiizde

Gram

Miligram

Mililitre

Aciklama

Bakteriyel Seliiloz

Taramal1 Elekton Mikroskobu

Fourier Dontistimlii Kiz1l6tesi Spektroskopisi
Ekzapolisakkarit

Nutrient Agar

Nutrient Broth

Hestrin ve Schram Agar

Su Tutma Kapasitesi



1. GIRIS

Seliiloz 1838 yilinda Fransiz bilim insan1 Anselme Payen tarafindan kesfedilmistir. Payen
yapmis oldugu calismada ¢esitli bitki dokularin1 amonyak ve asit ile islem yapmis ardindan
bu dokulara sirasiyla su, alkol ve eter ile ekstraksiyon yapmis ve bu islemin sonucunda
geriye lifli bir yapinin kaldigini saptamistir. Bu yapinin nisasta ile izomerlik gosterdigini ve
molekiil formiiliinii (CeH100s)n olarak belirlemistir ve yapisal olarak B-D-glukoz
birimlerinden olusan yiiksek molekiiler agirliga sahip uzun zincirli polisakkarit oldugu
belirlenmistir (Park, Baker, Himmel, Parilla and Johnson 2010; Klemm, Heublein, Flink and
Bohn 2005).

Seliiloz dogada en ¢ok bulunan ve kolay bir sekilde elde edilebilen ucuz bir biyopolimerdir.
Bitki, hayvan, bakteri ve alg gibi ¢esitli canlilardan elde edilmektedir (Sekil 1.1). Bitkilerin
hiicre duvarinin yapisinda bulunan ve destek saglayan seliiloz; hemiseliiloz ve lignin gibi
polimerlerle birlikte yer alip, kompleks yap1 olustururlar bundan 6tiirii seliilozun saf olarak
elde edilmesi karmasik kimyasal yontemlere dayanmaktadir (Vasconcelos ve digerleri,

2017; Nobles, Romanovicz and Malcolm, 2001).

Sert Kereste |
Odun

Yumusak kereste l

Rami_]

K1 ve Pamuk ]
Bitki Jut
g Kenevir ]
[ Keten ]
Gri_]
/ Algler [ Yesil)

Kirmizi

Seliiloz :
Kaynag Kahverengi |
Hayvan —| Tulumlular |
Rﬁlzoﬁluml
Pseudomonasl

Acetobacter
Aerobacter

Gram Komogatael-bacter
Negatif xylinus

Agrabacterium

Bakteri
Achromobacter
Gram -

Sekil 1. 1. Seliilozun kaynaklarina gére siniflandirilmasi (Seddiqi ve digerleri 2021).



Seliilozun endiistriyel olarak iglenerek tiriine doniistiiriilmesinde en sik kullanilan pamuk ve
odundur. Pamuktan elde edilen seliiloz en saf haldeyken odunda ise saf bulunmadigindan
bir¢ok kimyasal kullanilmaktadir. Bu islem olduk¢a zahmetli, masrafli ve saflastirmada

kullanilan kimyasallarin atiklar1 gevreye zarar vermektedir (Saxena ve Brown, 1997).

Her gecen giin seliilozun gesitli kullanim alanlar1 artmakta geleneksel olarak kagit, boya ve
tekstil tiretiminde kullanilirken simdi ise tipta gida sanayisinde ve bircok endiistriyel
alanlarda 6nem kazanmistir. Bunun {izerine seliilozun yillik {iretiminin 99 milyon tona
ulagmistir. Artan talepler lizerine ormanlarin azalmasina ve tahribatina sebep olmaktadir.
Bunun iizerine bilim insanlar1 seliiloz tiretimi i¢in bitki olmadan da {iretebilmenin yollarin
aramiglardir. Seliiloz tretimi igin ikinci bir yol olarak; mikroorganizmalarin elde
edilebilecegi lizerine durmuslardir. Bir¢ok mikroorganizmalardan ekstrasellular (hiicre dis1)
polisakkarit (EPS) olan biyopolimerleri sentezleyebilmektedir ve bunun iizerine son 30 yilda
seliiloz iiretebilen bakteriler lizerine ¢aligmalar yer almaktadir (Akoglu, Karhan, Cakmake1

ve Cakar 2010).

Bakteriler tarafindan sentezlenen seliiloz bakteriyel selilloz (BS) olarak adlandirilir
(Lisdiyanti ve digerleri, 2006). Bakteriyel selilloz Acetobacter, Gluconacetobacter,
Rhizobium, Esherichia, Agrobacterium, Salmonella ve Sarcina gibi ¢esitli bakteriler
tarafindan tretilen ekstraseliiler (EPS) bir polimerdir. En iyi bakteriyel seliiloz iireten ve
ticari seliiloz itiretiminde kullanilan bakteri Acetobacter xylinum’dur (Yamada, 2000;
Yamada, Hoshino and Ishikawa, 1997; Valla ve Kjosbakken, 1981).

Bakteriyel seliilozun bitkisel seliilloza gore bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Bakteriyel
seliilozun yapisinda hemiseliiloz ve lignin bulunmadigindan oldukga saftir. Bitkisel seliiloza
gore fibrilleri daha ince ve ii¢ boyutlu ags1 bir yap1 gostermektedir. Bakteriyel seliilozun su
tutma kapasitesi, diizgiin liflere sahip olmasi ve bitkisel seliiloza gore daha kisa siirede
tiretilmesi gibi birgok Oonemli 6zelliginin bulunmasiyla yiiksek kalitede dayanikli kagit
tiretiminde, deri, kozmetik ve tekstil sanayisinde kullanim potansiyeline sahip olmustur
(Tabarsa, Sheykhnazari, Ashori, Mashkour and Khazaeian, 2017; Khandelwal and Windle,
2013; Akoglu, Karahan, Cakmakg¢1 ve Cakir, 2010).



1.1.Bakteriyel Seliiloz ve Ozellikleri

Brown 1886°da sirkenin fermente olmasini beklerken yiizeyde yari saydam, jelatinimsi bir
membran olustugunu fark etti ve bu olusan yapiy1 bir siirlii deneylerden gegirip bitkisel
selilloza benzedigini saptamistir. Bu yapmin olusmasin1 saglayan sirke bakterisine
Acetobacter xylinum (Gluconacetobacter xylinus) adini 6nermistir (Bielecki, Krystynowics,
Turkiewics and Kalinowska, 2001). Mikroorganizmalar tarafindan ekstrasellular olarak
sentezlenen seliiloza bakteriyel selilloz ya da mikrobiyal seliiloz denir (Chawla, Bajaj,

Survase and Singhal 2009) (Resim 1.1).

Resim 1.1. Bakteriyel seliiloz (Calismamizda elde edilen Bakteriyel Seliiloz)

Bakteriyel seliiloz, bitkisel seliillozla ayn1 kimyasal 6zellige sahipken fiziksel 6zelligi ve
molekiiler yapisinin farkli oldugu saptanmustir (Sekil 1.2) (Klemm, Schumann, Udhardt and
Marsch, 2001).
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Sekil 1.2.Seliilozun bitki ve bakterideki sentezi (Klemm, Schumann, Udhardt and Marsch,
2001).

Bakteriyel seliiloz bitkisel selillozdan farkli olarak yapisinda lignin ve hemiseliiloz
icermeyen tamamen saf bir ekzopolisakkarittir. Molekiiler yapisi bitkisel seliilozda oldugu
gibi ortalama 10.000 glikoz monomerlerinin B-1,4 glikozit baglariyla baglanmasiyla olusur.
Seliiloz farkl zincir uzunluklariyla olusan bir yapiya sahip olup aralarinda hidrojen baglari
bulundurur. Bu yapilarin en kiiciigii elemental fibril 40 seliiloz molekiiliiniin birlesmesidir.
Bu elemental fibrillerde birleserek daha biiylik mikrofibrilleri olusturur bunlarinda
yiginmasyla fibrilleri, fibrillerde seliiloz lamelleri olusur (Sekil 1.3). Ancak bakteriyel
seliiloz fibrilleri bitkisel seliiloza kiyasla 100 kat daha ince oldugu ve yapilarin bir araya
gelerek 3 boyutlu bir ag yapis1 goriilmektedir. Bakteriyel seliilozun {i¢ boyutlu ag yapisini
olusturan hidrojen baglar1 sayesinde bitkisel seliiloza gore su tutma kapasitesi ve hidrofilik

ozelligi daha fazladir (Sekil 1.4) (Hafizoglu, 1982; Du Toit ve Lambrects, 2002).
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Sekil 1.3. Seliilozun fibriller yapist (Kirici, 2000).

Sekil 1.4. Seliiloz iizerindeki hidrojen baglari. a) Hiicre i¢indeki hidrojen bagi b) molekiiller
arasi hidrojen baglar1 (Hakeem ve digerleri, 2014).

Yapilan ¢aligmalara gore bakteriyel seliiloz ile bitkisel seliiloz arasindaki farklar su sekilde

siralanmustir;

e Bakteriyel seliilozun bitkisel seliilloza gore polimerizasyon derecesi oldukca fazladir.
Polimerizasyon derecesi 2000-8000 arasinda olup bitkisel seliilozun polimerizasyonu ise
13000-14000 arasindadir (Valjama, Sild, Nutt, Pettersson and Johanson, 1999).

e Bakteriyel seliilozun kristallik derecesi %74- 96 arasindayken bitkisel seliilozda %40 -85
arasinda yer alir (Park, Baker, Himmel, Parilla and Johnson, 2010).



e Bakteriyel seliilozun fibril ag ¢api, bitkisel seliilozun yaklasik %1°1 kadardir. BS serit
seklinde fibrillerden olusur, seritlerin genisligi yaklasik 100 nanometre ve kalinlig1 3- 8

nm’dir (Yoshinago ve digerleri, 1997) (Resim1.2).

e BS gerilme kat sayis1 25 Gigapaskal (GPa) iken gerilme kuvveti ise 250 GPa’dir. Bu
ozelligi de bitkisel seliiloza gore mekanik kuvvetlere karsi direnme giiciiniin fazla oldugunu

gosterir (Strauss ve digerleri, 2001).

e BS su tutma kapasitesi yaklasik %95 iken bitkisel seliilozun ise %25-35 arasinda degisir
(Rebelo ve digerleri, 2018).

e BS yapisinda genis hidrojen kopriileri bulunur. Bu hidrojen baglar1 sayesinde kristalin
yapisini olusturur ve seliilozun yaklasik %85 ‘ni kapsar. Kristalinitenin fazla olmasi
Bakteriyel seliilozu suda ¢oziinememe, reaksiyonda direnglilik, sertlik ve elastiklik gibi

avantajli hale getirir (Ates, 1990).

e BSiiretimi ¢evre ve iklim kosullarindan bagimsiz olup iiretim sirasinda fiziksel 6zellikleri
kontrol edilebilir. Ornegin besi yeri bilesimi, fermentdr tasarimi gibi fiziksel kosullar
degistirilerek tiretilecek olan BS kuvvet ve yumusaklik gibi 6zellikleri ayarlanabilinir (Geyer
ve digerleri, 1994).

e Bitkisel seliilozdan seliiloz elde etmek kolay degildir saflik oran1 %80’den azdir ve
fiziksel ve kimyasal ayirma islemleri uygulanirken, bakteriyel seliiloz da seliiloz %99 saf
tiretilir yapisinda hemiseliiloz, lignin ve bitki 6zii yoktur (Fu, Zhang and Yang 2013; Zeng,
2014).

e BS makroskobik morfolojisi liretilme sartlarina baglhidir. Durgun kosullarda sivi besi
yerinin yiizeyinde seliiloz agin1 olustururken, ¢calkalamali kiiltiirde diizensiz tanecikli, y1ldiz

seklinde ve lifli ipgikler besi yerine ¢ok iyi dagilmis seklinde bulunur (Brown, 1976).

e Bakteriyel selillozun X-1s1n1 Kirmim yontemi (XRD), Fourier Doniisiimli KizilGtesi
Spektroskopisi (FTIR), Raman spektroskobisi ve niikleer manyetik rezonans spektoskopisi
(NMR) gibi yontemlerle analiz edilerek dort farkli formu bulunmaktadir: Seliiloz I, Seliiloz
II, Seliiloz IIT ve Seliiloz IV seklindedir (Lisdiyanti, Navarro, Uchimura and Komagata,
2001).



(a) Bakteriyal Seliiloz (x 20,000) (b) Bitkisel Seliiloz (x 200)

Resim 1.2. a) Bakteriyel seliiloz yapis1 b) Bitkisel seliilozun yapis1 (Bielecki, Krystynowics,
Turkiewics and Kalinowska 2001).

Bakteriyel seliiloz genel olarak suda ¢oziinemeyen, elastik ve gerilme-¢ekme mukavemeti
yiiksek olan bir polimerdir. BS un jelatinimsi bir yapida olmasinin sebebi yapisinda ytiksek
diizeyde su igermesindendir ve bu su molekiillerinin biiyilik boliimii seliiloza siki bir sekilde
bagli olmadigindan polimerin yavasga bastirilmasiyla fazla su disar1 atilir (Yamanaka,
Ishihara and Sugiyama, 2000; Watanabe, Tabuchi, Morinaga and Yoshinaga 1998; Johnson
ve Neogi, 1989; Gelin ve digerleri, 2007). Bakteriyel seliiloza istenilen 6zellikler sentez
sirasinda ya da kiiltiir edilirken kazandirilabilir. Ornegin iiretim asamasinda hidrofilik
maddelerin eklenmesiyle seliillozun hidrofilik 6zelligi artirilabilir (Yamanaka, 1990). BS
insan viicuduna zarar vermedigi bunun iizerine gida bilesiminlerinde, yenilebilir veya
antibakteriyel filmler halinde gida kaplamalarinda kullanma potansiyelini dogurmustur
(Akoglu, Karahan, Cakmak¢i ve Cakir, 2010). Sekil 1.5’te ise bakteriyel seliilozun

ozellikleri 6zetlenmistir.
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Sekil 1.5. Bakteriyel seliilozun 6zellikleri (Czaja, Romanovicz and Brown 2004; Jozala ve
digerleri, 2016).

1.2. Bakteriyel Seliiloz Sentezleyen Mikroorganizmalar

Seliiloz tireten baslica bakteriler; E.coli, Acetobacter, Salmonella spp., Zoogloea, Sarcinia,
Rhizobium, Achromobacter, Pseudomonas, Aerobacter, Alcaligenes, K.pneumoniae,
Alcaligenes, Agrobacterium ve Cyanobacteria tiirleridir (Klemm, Schumann, Udhardt and
Marsch, 2001; Rémling, 2002).

En etkin seliiloz iireten ve model mikroorganizma olarak kullanilan bakteri Acetobacter
xylinum’dur (Komagataeibacter xylinus). Tiim bakterilerde sentezlenen bakteriyel seliiloz
biyosentez basamaklari aynidir ama {iretilen polimerlerin yapist mikroorganizmaya gore
degisiklik gostermektedir (Cizelge 1.1.) (Ross, Mayer and Benzimen, 1991; Jonas ve Farah,
1998).

Acetobacter xylinum’un neden seliiloz {irettigine dair yapilan arastirmalar sonucunda;

seliiloz tanelerinin substrat diizeyinde koloniyi destekledigini, yabanci maddelere karsi



korudugu ve UV isimlarinin olumsuz etkilerinden korudugunu bildirmislerdir (Willam ve
Canon 1989).
Cizelge 1.1. BS iireten baz1 mikroorganizmalar ve iirettikleri seliilozun yapis1 (Jonas ve Farah,

1998).

Mikroorganizma Seliiloz Yapisi
Gluconoacetobacter Ekstrasellular pellik
Achromobacter Kisa fibriller
Sarcina Amorf seliiloz
Rhizobium Kisa lifler
Acetobacter Ekstrasellular pellik
Alcaligenes Seliiloz fibriller
Pseudomonas Belirgin fibril yok
Aeorobacter Seliiloz fibriller
Agrobacterium Kisa fibriller
Zooglea Belirgin fibril yok

1.3. Bakteriyel Seliillozun Biyosentezi

BS biyosentezi i¢in Gluconacetobacter xylinum bakterisi model olarak kullanilir ve temel
olarak 4 basamaktan meydana gelir. Bu basamaklarin her birinde ¢ok sayida enzim ve
diizenleyici proteinler yer alirlar. Seliilloz sentezinin baslica maddesi uridin difosfoglikoz
(UDPGIc)’dir. Glikoz polimerize olarak B-1,4 glukon zincirleri bir araya gelerek serite
benzer karakteristik bir sekle doniisiir ve bunlarin yiizlercesi bir araya gelerek seliiloz
zincirlerini olusturur ve tretilen seliiloz hiicreden disariya salinir (Sekil 1.6). (Kaya, 2007;

Live digerleri, 2013; Chawla, 2009).

1. Glikoz, glikokinaz enzimi ile glikoz -6-P’a (Fosfat) doniistir.
2. Glikoz-6-P, fosfoglukomutaz enzimi ile glikoz-1-P ‘a (Fosfat) doniisiir.
3. Glikoz-1-P, UDPGiIc pirofosforilaz enzimi ile UDPglikoz sentezlenir.

4. UDP-glikoz, seliiloz sentez enzimi ile seliiloza doniisiir (Holmes, 2004).
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Sekil 1.6. BS biyosentez mekanizmasi (Kaya, 2007).

1.4. Bakteriyel Seliiloz Uretim Yontemleri

BS istenilene uygun sekilde yumusak-sert, genis Olcekli-yar1 kesikli gibi ozellikler ve
maksimum {iretim i¢in mevcut liretim olan statik kiiltlire ek olarak, calkalamal1 kiiltiir, donen
disk reaktorii ve hava asansorii reaktorleri gibi sistemler gelistirilmistir (Cizelge 1.2)

(Shezad, Khan, Khan and Park, 2010; Tse ve digerleri, 2010; Zeng, 2014).



Cizelge 1.2. BS elde etme yontemleri
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a) statik kiiltir dizenegi

Bakteriyel seliiloz iiretiminde en ¢ok tercih edilen yontemdir.
Kiiltiir ortamu yiizey/hacim oranina baghdir (Bielecki,
Krystynowicz, Turkiewics and Kolinowska 2001).

Besi yeri tepsilere dokiiliir, bakteri asilanir BS 5-20 giin boyunca
yetistir. BS besi yerinin yiizeyini kaplar. Olusan BS yiizeyi
kapladigindan hiicrelere oksijen gegisini engeller ve bakterilerin
6lmesine neden olur (Trevina ve digerleri, 2020).

Sentez boyunca hareket ettirilmemesi gerekir buda takibi
zorlastirir.

Olgek biiyiitmek icin biiyiik alanlar gereklidir.

BS sentezinin kontrolii giictiir. Ciinkii sentez boyunca hareket
ettirilmemesi gerekir (Watanabe, Tabuchi, Moriaga and
Yoshinaga, 1998).

Calkalamali Kiiltiir Yontemi

c?l. %&l Fibrilleri

Besiyeri

b) CK. elde edilen seh’ilz

Bu kiiltiirleme sonucunda olusan BS kisa fibrilli, diizensiz sekilli
olusur. Siirekli karigtirildigindan BS fibrilleri biikiilmiis ve karigik
sekildedir. Olusan fibriller gii¢lii degildir (Amon ve digerleri,
2010).

Karigtirma hizi iyi ayarlanmalidir. Ayarlanmadig siiresince verim
diiger ve bakteriler mutasyona ugrayarak BS iiretmeyen mutantlara
doniisiir (Kouda, Yano and Yoshiaga 1997).

pH ve Sicakhk Problan

Donen Disk Reaktorii

Diskler

Y \
\ \
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Donen disk reaktdr diizenegi

Ortasinda donen bir safta sabitlenmis dairesel disklerin
yerlestirildigi kaptan olusur. Donen diskler besi ortamina temas
etmez bakterilerde bu disklere tutunur ve BS iiretir (Chao ve
digerleri, 1997).

Disklerin doniiyor olmasi bakterilerin oksijen ihtiyacini
kolaylastirir ve daha dayanikli ve miktarca fazla BS sentezlenir
(Krystynowicz ve digerleri, 2002).

Uretimin diskler arasindaki mesafe dar oldugu igin siirekli olamaz
ve dondigilinden dolayi iiretim sirasinda mutant bakteriler olusur
ve disklerin kirlenmesine sebep olur (Ruiz ve digerleri, 2000).
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Hava kaldirmali reaktor diizenegi

Diisiik enerji tiikketimi ile yliksek verimde BS firetimini saglar.
Olgek biiyiitmenin rahatlikla yapilabilmesi, karistirict olmamasi
sayesinde enerji maliyeti diisiiktlir (Chao ve digerleri, 2000).
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1.5. Bakteriyel Seliiloz Uretimine Etki Eden Parametreler

Bakteriyel seliiloz liretimi sirasinda besi yeri i¢erigindeki; karbon, azot, fosfat, kiikiirt gibi
tuzlarin varlig1 ve ¢evresel kosullar olarak da sicaklik, pH, fermentasyon siiresi, ¢6ziinmiis
oksijen miktar1 gibi durumlarinin BS verimliligini etkiledigini saptamislardir (Shado ve

Sugano, 2005).

1.5.1. Karbon ve azot kaynaklarin etKisi

BS iiretiminde en 6nemli etmenler karbon ve azot kaynaklardir (Bielecki, Krystynowicz,
Turkiewicz and Kalinowska 2001). Yapilan bir ¢alismada en fazla bakteriyel seliiloz
iiretiminin karbon ve azot kaynakli maya ekstratinda oldugu tespit edilmistir (Poyrazoglu ve
Biyik, 2007). Benzer ¢alismada monosakkarit karbon kaynaklarindan; D-glikoz, D-ksiloz ve
D-ksiloz / D-ksiliiloz igeren besi yerlerinde seliiloz {iretimleri incelenmis ve en iyi BS

iiretimin D-glikoz’ da oldugu tespit edilmistir (Ishihara ve digerleri, 2002).

BS verimliligi i¢in bagka bir calismada ise; disakkaritli karbon kaynaklarindan en iyi
iiretimin sirastyla friikktoz, maltoz, sakkoroz igeren besi yerlerinde gergeklestigi ve
galaktozun ise seliiloz iiretimi agisindan iyi bir karbon kaynagi olmadigini bildirmislerdir

(Cakmakg1, Karahan, Cakir, Glindogdu ve Akoglu, 2008).

Besi yeri ortamina karbon kaynagi olarak alkol kaynaklarindan; etanol, dietilen glikol, etilen
glikol ve gliserol kullanilmis ve en fazla BS iiretimi gliserol de olmustur (Keshk ve

Sameshima 2014).

Yapilan bu ¢aligmalarin ardindan karbon kaynaklarimin seliilloz miktarinin yani sira

seliilozun 6zellikleri iizerinde de etkili oldugu bulunmustur (Kesh ve Sameshrma, 2005).

Bakteriyel seliiloz liretimi yapan bakteriler azot gereksinimi duymaktadirlar ve bunun i¢in
maya eksrakti ve kazein hidrolizatlar1 gibi azot kaynaklar1 kullanilmaktadirlar. Azot
kaynaklarinin eldesi maliyeti artirdigindan diisiik maliyetli azot kaynaklari aranmistir bunun
lizerine kabak suyu, seker pancar atig1 ve beyaz peynir alt1 suyu gibi ucuz endiistri atiklari

caligmalarda kullanilmistir (Kesh ve Sameshima, 2005; Krystynowicz ve digerleri, 2000).
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1.5.2. Oksijen, pH ve sicakhgn etkisi

BS iiretimi igin uygun iiretim parametreleri 4-7 pH ve sicaklik 28-30° C olarak belirlenmistir

(Moonmagmee, 2002).

BS i¢in ortamda ¢ozlinmiis oksijen miktar1 onemli ve kisitlayici bir faktordiir. Yapilan bir
caligmada bir ortamda yeterince oksijen miktar1 yiiksek ve az oldugu ortamlar kullanilmas.
Yiiksek olan yerde glikoz karbon kaynagi olarak kullanildigindan ortamda glukonik asit
birikimi artmig ve seliiloz liretimi diismiistiir. Az oldugu ortamda ise kiiltiirlerin gelismesi
icin yeterli oran olmadigindan iiretim verimi diismistiir. Calisma sonucunda ortamdaki
oksijenin %10 oraninda oldugunda en yiiksek bakteriyel seliiloz iiretimi gergeklestigini
bildirmislerdir (Shirai ve digerleri, 1994). Bu parametrelerin disinda ortama asetik asit
ilavesinde bazi suslarin BS iiretimlerini ve selillozun su tutma kapasitesini artirdigini

saptamislardir (Toda, Asakura, Fukaya, Entani and Kawamura, 1997).

1.6. Bakteriyel Seliillozun Kullanim Alanlari

Bakteriyel seliilozun saf-gozenekli yapisi, yiiksek sivi emme kuvveti, yiliksek mekanik
mukavetli yapisi gibi 6zellikleri ile gelismis biyometaryal olarak ortaya ¢ikmistir (UI Islam,
2015).Bakteriyel seliilozun gida ve igecek isleme, fotokataliz uygulamalarinda, boya
sanayisinde, agir metal ¢ikarmada, biosensdr, kagit imalati, paketleme, filtrasyon malzemesi
olarak, tekstil olarak suni deri yapiminda, kozmetik sanayisinde; krem, tirnak cilalarinda tip

ve ilag alanlar1 gibi bir¢ok alanda kullanimi aragtirilmaktadir (Lin ve Lin, 2004) (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Bakteriyel seliilozun kullanim alanlar1

Seliiloz’ un jelatinimsi bir yapiya sahip olmasi, sivilar ve gazlara kars1 yiiksek gegirgenlige
sahip olmasi nedeniyle dermatolojik olarak giivenilir kabul edildiginden tibbi alanda
kullanimi olduk¢a yaygindir. Brezilya firmasi olan Biofill Produtos Biotechnologicos
bakteriyel seliilozla ilgili {i¢ {iriin piyasaya siirmiistiir. Ik {iriin dis eti hastaliklarinda ve dis
implant larinda kullanilmis (Resim 1.3), ikinci iiriin yapay deri olarak, {igiinciisii de ikinci

ve t¢iincti derece yaniklarin tedavisinde kullanilmistir (Ata ve Ali, 2017) (Resim 1.4).
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Resim 1.3. Bakteriyel seliilozun dis implant tedavisinde kullanilmas1 (Lazaridou, Biliaderis,
Roukas and Izydorczyk, 2002).

/"“w‘rﬂ!

Resim 1.4. Bakteriyel seliilozun yara tedavisinde yapay deri olarak kullanimi (Rodriguez,
Canales and Hidaolgo, 2005).

Bakteriyel seliilloz katmaninda bir gukur olusturacak sekilde tiretilmesiyle yapay kan damari
ve lreter olarak kullanilabilecegi ve diger yapay kan damarlarma gore daha az kan

pihtilagsma riski tasidigini bildirmislerdir (Klemm ve digerleri, 2001) (Resim 1.5).

Resim 1.5. Bakteriyel seliillozun yapay kan damari olarak kullanilmasi (Degeest ve De
Vuyst, 1999).



16

2012 yilinda Amin ve ark. bakteriyel seliiloz film olusturma 6zelliginden dolay1 farmasotik
kaplamalarda kullanilabilecegini ve bunun iizerine ilag tableti olusturmuslardir (Amin ve
digerleri, 2012). Bakteriyel seliiloz islenmis gidalarda kalorisiz katki maddesi olarak
kullanilabilir. Filipinler’de Nata de coco olarak kullanilmigtir. Nata coco yiiksek lif
iceriginden dolay1 tiiketicilerde serum lipit seviyesini ve kolestrolii diisiirdiigiinii

bildirmislerdir (Chau, Sugano, Kouda, Yoshinaga and Shoda, 2008) (Resim1.6.).

5 a - % 8t e d
IN -'pr’.sf;'; o {1

vith \ e Coeo
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Resim1.6. Bakteriyel seliillozdan yapilan Nate coco (Mohite, Salunke and Patil, 2013).

Bakteriyel selilloz dondurma ve ¢ozdiirme isleminden sonra islevini kaybetmemesi
ozelliginden dondurma, mayonez gibi ¢esitli islenmis gidalarda kivam artirict ve su baglayici
olarak kullanilmaktadir (Kim ve digerleri, 2005). Bakteriyel seliiloz yiiksek nem tutma
ozelligi sayesinde gida iirlinlerinin raf dmriinii uzattig1, sert olmasi gereken gidalara sertlik
ve esneklik kazandirdig: bildirilmistir (Liu ve digerleri, 2009). Bakteriyel seliillozun vegan
iirlinleri i¢in hayvansal gida yerine kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada kirmizi pigmente
sahip olan Monascus purpureus tiiriiniin 6ziitii ile birlestirilen bakteriyel seliilozun tadi ve
rengi ayni sigir etine benzeyen yiiksek lifli, diisiik kalorili vegan et riinii olarak
hazirlamiglardir (Mohite, Salunke and Patil, 2013; Zahan ve digerleri, 2015). Bakteriyel
seliilloz sentezleyen bakteriler ile ¢esitli bitki ¢aylariyla fermente edilmesiyle oldukca
saglikl1 probiyotikli ¢ay olan kombucha ¢ay1 elde edilmistir (Yassine and Mohamad , 2016)
(Resim 1.7).
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Resim 1.7. Kombucha Cay1 (Hwang, Yang, Hwank, Pyun and Kim, 1999).

Bakteriyel seliiloz bir diyet lifi oldugundan 1992 yilinda Amerika Gida ve ila¢ Idaresi
tarfindan Genel olarak giivenli kabul edilen GRAS olarak kabul edilmistir (Glizel ve
Akpinar, 2018). Yapilan bir calismada bakteriyel seliiloz zincirleri kg1t hamuruna atilmas,
yirtilmaya ve yanmaya karsi direngli oldugu bildirilmistir. Bunun yani sira hasarli kagit
onarilmalarinda da kullanilmaktadir (Toda, Asakura, Fukaya, Endani and Kawamura, 1997)
(Resim 1.8).

Resim 1.8. Bakteriyel seliilozun kagit olarak kullanilmasi

Giliniimiiziin petrol tiirevli {irinlerinin sebep oldugu ¢evre kirliliginin 6niine ge¢mek tizere
statik kiiltiir ile gelistirilen bakteriyel seliiloz tabaklarindan poset ve gida ambalaj malzemesi
olarak kullanilmaya bagslanilmis, elde edilen {irliniin dayanikli olusu ve dogada 3 ay ile 1 yil
arasinda bozunmasi nedeniyle popiiler bir hale gelmistir (Bilgi, Bayir, Sendemir and Hames
2016) (Resim 1.9).
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Resim 1.9.Bakteriyel seliillozun gida ambalaji olarak kullanilmasi (Du ve digerleri, 2020).

Tekstil alaninda bakteriyel seliilozla yapilan degisik tasarimlar literatiir arasinda yer almistir

(Nam ve Lee, 2016) (Resim 1.10).

Resim 1.10.Bakteriyel seliilozla tekstil uygulamalar1 (Giizel ve Akpinar, 2018; Cobanoglu
ve digerleri, 2013).

Bakteriyel seliilozdan yiiksek kalitede ses membrani ve elektronik kagit elde edilmistir.
Bakteriyel seliiloz kullanilarak SONY tarafindan MDR-R10 isimli kulaklik tretilmistir
(Iguchi ve digerleri, 2000) (Resim 1.11).
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The King of Headphones

Resim 1.11. Bakteriyel seliiloz kullanilarak yapilan kulaklik (Iguchi ve digerleri, 2000).

Glin gectikge bakteriyel seliilozun kullanim alanlar1 artmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizin
birinci adimi farkli kaynaklardan (topraktan, ev yapimi sirke ve kombucha ¢ay1) bakteri izole
edilip ve izole edilen bakterilerin bakteriyel seliiloz iiretip iiretmedigini tespit etmektir. ikici
adimda ise seliiloz iireten bakterilerin MALDI-TOF ile tanilanmasi ve firetilen seliilozlarin

SEM ile fibril yapilarina bakilip FTIR analizi ile karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesidir.
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2. LITERATUR

1980°den giiniimiize kadar ¢calismalar1 devam eden Bakteriyel seliilozun tiretimi, 6zellikleri

ve uygulama alanlart ile ilgili ¢esitli calismalar yapilmistir.

Akoglu, Karahan, Cakmakg¢1 ve Cakir (2010), Bakteriyel seliilozun daha saf olmasi, daha iyi
su tutma kapasitesine sahip olmasi gibi Ozellikleriyle gida sanayisinde 6zellikle, diistk
kalorili tatli, cips ve sekerlemelerin iiretiminde; dolgunluk verici olarak tatli, dondurma ve
salata soslarinin bilesiminde, ayrica sosis ve etlerin kaplanmasinda giivenilir ve genis bir

kullanim potansiyeline sahip olacagini bildirmislerdir.

Giindiiz, Nejla, Aydemir ve Kilig (2015), Gluconaconacetobacter hansenii (Gossele vd.,)
kullanarak saf seliilz treterek bazi 6zelliklerini incelemistir. SEM ile incelemesi sonucu
seliiloz zincirinin ¢aplarinin 20nm-75nm oldugunu ve su tutma kapasitesinin tam kuru
agirliklarinin 91-109 kat1 oldugunu ve bu sonuglara gore kullanilan susun Bakteriyel Seliiloz

iiretimi i¢in uygun oldugunu bildirmislerdir.

Glindiiz, Aydemir, Nejla ve Giimiis (2016), ¢aligmalarinda CAS kayit numaras1 6318-58-3
olan silikon yag1 kullanilarak Bakteriyel seliiloz liretimine olan etkisini arastirmiglardir. Bu
amagla kontrol grubu olarak HS broth ve Gluconacetobacter hanseii (Kontrol-BC)
kullanilmis diger tarafta da HS broth+ Gluconacetobacter hanseii+ silikon yagi ilave edilmis
(Silikon-BC) ve iki grup inkiibasyona ayn1 giin ve saate birakilmig ve 14 giiniin sonunda elde
edilen Bakteriyel seliilozlarin su tutma kapasiteleri Kontrol-BC 68,31, Silikon-BC 173,82
kat1 olarak saptamislardir.Seliiloz verimleri ise Kontrol-BC 1,05 g /L iken silikon-BC’nin
1,234 g/L oldugunu ve bunun iizerine silikon yaginin bakteriyel seliiloz tiretiminde olumlu

etkiye sahip oldugunu saptamislardir.

Asik (2016), calismasinda Gluconacetobacter hanseii bakterisi kullanarak iki ayri besi
ortami kullanilarak bakteriyel seliiloz iiretimine olan etkisine bakmistir. Piyasadan temin
edilen havu¢ materyali kullanilarak besi ortami olusturulmus bir diger besi ortami ise
standart besi ortami olan HS broth kullanilmistir. Calisma sonucunda havuglu besi ortaminda
elde edilen BS agirligi1 1,21 gr iken HS brothlu besi ortaminda ki ise 0.69 gramdir.

Havucun bakteriyel seliiloz iiretiminde olumlu bir etkiye sahip oldugunu ve standart besi

ortamindan bagska besi ortamlarinda da bakteriyel seliiloz tiretebildigini bildirmistir.
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Giizel ve Akpinar (2017), yaptiklar1 ¢aligmada evsel sirkeden Komagataeibacter hanseii
GA2016 izole edip tanilamiglardir. Bu bakteri ile BS iiretilmis ve BS’ nin fiziksel, kimyasal
ve termal Ozelliklerini belirlemislerdir. Calisma sonucunda iiretilen BS’ nin yiiksek
kristaliteye sahip oldugu ve bitkisel seliiloza kiyasla lif ¢aplarinin yaklasik 120 kat daha ince

oldugu ve termal kalinliginin bitkisel seliiloza kiyasla daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Yilmaz (2017), Acetobacter xylinum tarafindan Bakteriyel Seliiloz sentezleme siiresinin 10
giin oldugunu saptamistir. Farkli karbon kaynaklart kullanilarak BS’nin {iretimini
degerlendirmistir. Besi yerine eklenen glikoz, friikktoz, mannitol, siikroz ve laktoz gibi basit
sekerlerden en yiiksek verimin siikroz i¢eren besi yeri oldugunu bildirmistir. Ayni calismada
melaslt besi yeri kullanilmis. Melash besi yeri i¢in seker konsantrasyonu 20g/L, 40 g/L ve
80g/L olarak ayarlanmis ve diisiik seker konsantrasyona sahip melasli besi yerinde BS

iiretimine ulagmistir.

Top (2018), ¢alismasinda tiziim sirkesinden izole edilen ve tanilanan Komagataeibacter
xylinus bakterisi tarafindan sentezlenen bakteriyel seliilozun iiretimi ve karakterizasyonunu
yapmuistir. Besi yerti tipi, farkli karbon kaynaklari, pH, sicaklik, ylizey alan1 ve inkiibasyon
stirelerinin seliiloz {iretimine olan etkisini arastirmistir. Calismasi sonucunda en iyi BS
iiretiminin 30°C, pH 6,5’te, 1,06 cm? yiizey alani/ hacim oraninda, tek karbaon kaynagi
olarak glikoz ilave edildiginde en iyi BS iretildigini bildirmistir. Elde edilen BS 6rneklerin
elektriksel iletkenligini, 300-400K sicaklik araliginda incelemis ve artan sicaklikla birlikte

iletkenliginin arttigini ve yari iletken davranis gosterdiklerini bildirmistir.

Tiryaki (2021), ¢aligmasinda ev yapimui sirke ve kombucha mantar1 ¢ayindan bakteri izole
etmis ve bu bakterinin hangisinin seliiloz ftreticisi oldugunu saptamak istemistir.
Calismasinin sonunda bakteriyel seliiloz iireten bakterilerin idendifikasyonu sonucunda

Gluconacetobacter cinsine ait olduklarini saptamistir.

Su ve digerleri, (2022), li¢ boyutlu izolasyon katmani yapisina sahip MXene/bakteriyel
seliiloz film kullanilarak kagit bazli bir basing sensorii hazirlanmis ve giyilebilir bir ses
dedektorli olarak algilama yetenegi de incelemislerdir. Hazirlanan cihaz, miikemmel
kapsamli mekanik algilama performansinin yani sira insan fizyolojik sinyallerinin dogru

tespitini de sergiledigini ve bir ses dedektorii olarak, yalnizca bogaz kaslarinin hareketini
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izleyerek farkli ses sinyallerini ve ses Ozelliklerini tanimakla kalmaz, ayni zamanda ses
iletiminin (ses dalgalar1 da denir) neden oldugu hava basinci dalgalar1 aracilifiyla cesitli
dogal sesleri ayirt ettigini ve ayrica miizik sinyallerini yakalama ve sunma yeteneginden
dolay1 ses gorsellestirme teknolojisinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica milimetre
Olceginde kalinlik, hafif ve bozunabilir ham maddeler, sensorii kullanisli ve tasimasi kolay

hale getirerek ¢evre koruma gereksinimlerini de karsiladigini bildirmislerdir.

Faria ve digerleri (2022), mikroplastik (MP) kirliliginin ¢agimizin en 6nemli sorunlarindan
biri haline geldigini ve atik su aritma tesislerindeki (AAT'ler) mevcut filtreleme sistemleri,
bakim prosediirleri c¢evreye zarar veren ve sirdiirilemez olan biyolojik olarak
parcalanamayan fosil bazli polimerik filtrelere dayanmaktadir. Bunun iizerine
caligmalarinda Bakteriyel seliiloz bazli biyopolimer gelistirdiler. Calismanin sonucunda, BC
biyopolimerlerinin MP'leri %99'a varan oranda uzaklastirma verimliligi sergiledigini ve

bircok siirekli dongii boyunca yliksek performansi korudugunu bildirmislerdir.

Jabbari ve Bakhtiari (2022), sinir yaralanmalar1 ve norodejeneratif bozukluklar ¢cok ciddi ve
maliyetli tibbi zorluk oldugu ve hasar gormiis sinir dokusu iyilesemeyebilir ve islevini geri
kazanamayabilir ve sinir dokusu sinir hiicresi yenilenmesini kisitlayabildigini
bildirmislerdir. Calismalarinda Bakteriyel seliilloz’un 1yi mekanik 6zellikleri, yiiksek su
tutmasi, biyouyumluluk, yiiksek kristallik, genis ylizey alani, yiiksek saflik, ¢ok ince ag
yapis1 ve seliilaz eksikligi nedeniyle insan viicudunda absorbe edilememesi gibi benzersiz
ozellikleri goz oOniine alarak ve uzun vadeli destek gerektiren norolojik yaralanmalar ve
bozukluklar i¢in umut verici bir tedavi olarak kabul edilebilecegini bildirmisler. Ancak
BC’nin elektriksel aktiviteden yoksun oldugunu fakat iletken yapilarla birleserek sinir
yenilenme hizin1 6nemli oOlgiide artirabilicegini ve elektriksel simiilasyonun, sinir

yenilenmesinin hizin1 ve dogrulugunu arttirmanin etkili bir yolu olabilecegini saptamislardir.

Pan, Li, Ma, Ma and Gao (2023), dogal bir biyokiitle olan bakteriyel selillozun, diisiik
maliyet, yenilenebilirlik, kolay islenebilirlik, biyolojik parcalanabilirlik ve yiiksek saflik gibi
avantajlarini g6z oniine alarak BC’nin bir substrat bir matris veya hidrojel formunda takviye
maddesi olarak hareket ettirilebilecegini ve giyilebilir sensorler ve akilli elektronikler igin

olumlu 6zellik saglayabilecegini bildirmisler.
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Zeng, Yang, Tong and Zhao (2023), bakteriyel seliilozun iyi biyouyumlulugu ve iistiin
mekanik 6zelliklerinden dolay1 genis uygulama alanlarina sahip oldugunu gz 6niine alarak
Gilimiis nanopartikiiller (AgNP) ile islevsellestirilen BS’nin yara iyilestirme tedavisinde

antimikrobiyal bir membran olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Ul-Islam ve digerleri (2023), ¢alismalarinda biyomedikal uygulamalar i¢in diisiik maliyetli
bakteriyel seliiloz bazli nar (Punica granatum L.) kabugu ekstrakti (PGPE) igeren
antibakteriyel kompozit gelistirmeyi amagladilar. Calismalar1 sonucunda BC-PGPE
kompoziti S.aureus ve E.coli biiyiimesinde sirasiyla %100 ve %50 azalmaya neden oldugunu
ve bu kompozitin umut verici bir antibakteriyel yara pansuman malzemesi olabilecegini

bildirmislerdir.

Zhang, Chen, Dong, Nie and Ma (2023), kovalent organik ¢ergeveler (COF'ler), benzersiz
yapilar1 ve 6zellikleri nedeniyle atik su aritiminda genis bir uygulama beklentisine sahiptir;
ancak saf COF membranlarinin hazirlanmasi, yiiksek sicaklik ve yliksek basingta olusan
COF tozlarinin ¢oziinmezligi ve islenemezligi nedeniyle biiyiik bir zorluk olmaya devam
etmistir.Bu caligmalarinda, bakteriyel seliiloz (BC) ve kendine 6zgii yapilar1 ve hidrojen
baglama kuvvetlerine sahip porfirin bazli COF kullanilarak siirekli ve hatasiz bir bakteriyel
seliiloz/kovalent organik cerceve kompozit membran hazirladilar ve ¢alismanin sonucunda
BC/COF kompozit membran, COF malzemelerinin su aritmadaki uygulamasi biiyiik
ol¢iide genisleten miikemmel boya ayirma etkilerine ek olarak olaganiistii kirlenme 6nleyici

ve antibakteriyel 6zelliklere sahip oldugunu bildirmislerdir.

Li ve digerleri (2023), galigmalarinda bakteriyel seliilozla yag-su emiilsiyon ayrimi igin
uygulamay1 ortaya koymuslardir. Bakteriyel seliiloz/ seliiloz nanokristalleri (CNC)
hidrojelleri daldirma ydntemiyle hazirladilar ve CNC eklenmesiyle BS hidrojellerinin
kristallerinin artirmasiyla %97,6 suda yag ve yagda su emiisyonlarini ayirmada verimliligi
artirdigin1 ve yag-su emiilsiyonlar1 i¢in ayirma akis hizini artirmak i¢in uygulanabilir bir

strateji saglayabilecegini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Bu c¢alismada ¢esitli kaynaklardan bakteriyel seliiloz iireten bakterilerin izolasyonu igin;
Amasya Merkezi Laboratuvarindan alinan toprak 6rmekleri, Amasya iline has elmalariyla

yapilan ev yapimi elma sirkesi ve hazir komboucha ¢ay1 kiti ve bu kaynaklardan izole edilen

bakteriler tez ¢alismasinda materyal olarak kullanildi (Resim 3.1).

& ETIK FARMA
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Resim 3.1.Laboratuvara getirilen toprak drnekleri, ev yapimi elma sirke ve kombucha kiti

3.1.1. Besi Ortamlar:

Nutrient Broth/ Agar

Bakteri izolasyonu ve saflastirma isleminde kullanilmistir. Ticari olarak satin alinan (Merck
1.05450) NB besiyeri i¢in 1000 ml saf suya 20 gr ve NA besi yeri i¢in 40 gr eklenerek
hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerlerinden NA otoklav yapilarak 9 cm ¢apina steril petri
kaplarina 15 ml gelecek sekilde dokiilmiistiir. NB ise 12 ml’lik cam tiiplere 10 ml eklenerek
121°C’de 15 dakika otoklav yapilmustir.
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HS ve HSA besiyeri (Hestrin ve Schram, 1957)

Glukoz 20 gr
Maya eksrakti S5gr
Pepton S5gr
Citrat 1,15gr
Na2HPO4 2.7gr
MgSO47H20 0,1gr
CaCl; 0,2 gr
NaCl 1gr

Ph 6

Saf Su 1000 ml

250 ml erlenlerde 100 ml olacak sekilde hazirlanan besi yeri duruma gore 0,1 M HCI yada
0,1 M NaOH eklenerek pH 6 olacak sekilde ayarlanmistir. Erlenlerin agizlar1 pamuk ve
alimiinyum folyo ile giizel bir sekilde kapatilarak. 121° C 1 atm’de 15 dakika boyunca
otoklavda steril edilmistir. Bu besiyeri Bakteriyel Seliiloz iiretimi igin belirleyici bir
besiyerdir. Ayn1 zamanda HSA i¢inde %1,5 gr olacak sekile agar eklenilmesiyle petrilere

dokiilerek bakterilerin izolasyonu igin kullanilmustir.

3.1.2. Kullanilan cozeltiler

Fizyolojik tuzlu su

NaCl 85 gr
Saf su 1000 ml

Saf su icersinde tuzun ¢oziilerek hazirlanmasidir. Bakteri izolasyonun da diliisyon

asamasinda ve bazi ¢aligmalarda seyreltme sivisi olarak kullanilir.

%20’lik gliserol cozeltisi
Gliserol 20 ml
Saf su 80 ml
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121° C°de 15 dakika otoklavlanip steril edilmistir. Bakterilerin stoklanmasinda eppendorff
tiiplerine konularak -20° C’de muhafaza edilir (Akgelik,2000).

%3’ litkk H202 ¢ozeltisi

Hidrojen Perosit 10 ml
Saf su 90 ml

Saflastirilan Bakteriyel seliillozu agartma isleminde kullanilir.

%4’liik NaOH cozeltisi

NaOH 49r
Saf su 100 ml

Bakterilerin tiretmis oldugu bakteriyel seliilozun saflagtirilmasinda kullanilir.

%6’ hik Asetik Asit cozeltisi

Asetik Asit 6 ml
Saf su 94 ml

Elde edilen BS saflastirilmasinda kullanilir.

3.2. Metot

3.2.1. Bakteri izolasyonu

Laboratuvara 9 adet toprak 6rnegi getirilmistir. Her biri havanda doviiliip 5 gr alinarak, 95
ml fizyolojik tuzlu su (%0,85 NaCl) icerisinde 60 dakika 125 dev dak ’da calkalayicida

calkalanmistir (Resim 3.2). Calkalama sonunda toprak érneklerinin bulunugu sividan, Elma

sirkesi ve Komboucha ¢ayindan diliisyon serileri hazirlanmistir.
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Resim 3.2. Toprak orneklerinin bakteri izolasyonu igin hazirlanmasi

S1vi 6rneklerinen 1 ml alinip igerisinde 9 ml fizyolojik tuzlu su bulunan 12 ml’lik tiiplere
aktarilmistir. Tiip karigtiricida karigtirildiktan sonra bu sekilde 10 katlik diliisyon serileri
hazirlanmistir. 104, 10° ve 10®diliisyon serilerinden 3 tekerriirlii olmak sartryla 100 pl
alinarak, NA besi ortami igeren petrilere drigalski yardimiyla yayma ekimi yapilarak 24 saat
30 C%de inkiibasyona birakilmistir (Resim 3.3.).

Resim 3.3.Bakteri izolasyonunun yapilmasi

Inkiibasyon sonunda koloniler morfolojik olarak degerlendirilip numaralandirmanin
sonunda farkli morfolojik yapiya sahip izolatlar 5ml NB igeren tiiplere 6ze yardimiyla tek
tek ekimleri yapilarak 24 saat 27 C%de inkiibasyona birakilarak gelisimleri saglanmistir
(Resim 3.4).
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Resim 3.4. NA ekilen bakterilerin inkiibasyon sonu goriintiisii ve numaralandirilmasi

Saflastirilan izolatlardan 100ul alinip ve 1000ul %30 gliserol igeren eppendorftf tiiplere

konularak -20 C°% de stoklanmustir.

3.2.2. zole edilen bakterilerin bakteriyel seliiloz iiretimlerinin arastirllmas: ve

kullanilacak olan bakterilerin belirlenmesi

Stoklanan bakterilerden 1000 pl alip BS iiretip iiretemediklerini belirlemek i¢in kullanilan
ve secici bir besiyeri olan HS broth 100 ml igeren erlenlere ekimleri yapilmistir (Hestrin-
Schram,1957) (Resim 3.5).

Resim 3.5.1zole edilen bakterilerin HSB besi ortamina ekimleri
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Ekimi yapilan erlen kaplarinda bakteri gelisimini saglamak icin inkiibasyonda 27°C’de 10
glin inkiibasyona birakilmistir. Besi ortaminda gelisen bakterilerin besi yerlerinin
iizerlerinde jolemsi pelet tabakasi olusturup olusturamadigi bakimindan gézlemlenmistir.
Bakteriyel seliiloz tireten bakterilerin besiyeri yiizeyinde elastik, kaygan bir yap1 olusturdugu

gozlemlenmistir (Resim 3.6).

™

Resim 3.6. HSB ekimi yapilan bakterilerin inkiibasyona birakilmasi

3.2.3.Bakteriyel seliilozun saflastirilmasi ve iiretim miktarin belirlenmesi

HSB Besiyerinde 10 giin sonra elde edilen seliiloz partikiillerini ve tabakasini besi ortami
iizerinde bulunan bakteri ve diger bilesenlerden ayirmak i¢in temizleme islemi uygulandi.
Erlende olusan BS tabakasi ilk olarak siiziilerek etonol iginde tutulmustur (Zeng, 2014). BS
yapist bozulmadan etkili bir temizlik i¢in %3’liK NaOH 30 dakika boyunca 80°C’de
muamele edildi (Han, Shim and Kim, 2019). Siizme iglemi yapildi, siizme kagidinda kalan
Seliilozlar %5’lik asetik asitle yikanip notrlestirildi. Saflagtirma isleminin son basamagi olan
agartma islemi icin %5 H202, 90°C ve 110 rpm’de 60 dakika muamele gordii (Han, Shim
and Kim, 2019). Elde edilen seliilozlarin yas agirliklar1 hassas terazi ile tartildiktan sonra
kurutma islemi icinde 24 saat 35°C’de etiive birakildi ve kuru agirhg: hassas terazi ile

belirlenmistir.
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Kiiltiir ortaminda bakteriyel saflastirma i¢in en yaygin olarak kullanilan yontem su
sekildedir:

Elde edilen seliiloz 4000xg” de 20 dakika santrifiij edilerek fermentasyon sivisindan toplanir.

—

Kalan besiyerini uzaklastirmak i¢in deiyonize su ile yikanir.

—

Bakteri hiicrelerinden arindirmak igin 80° C’ de 0.1 M NaOH ile 20 dakika muamele edilir.

()

NaOH soliisyonu filtre edilir ve ardindan seliiloz %5 asetik asit ile notralize edilir.

—

Deiyonize su ile yikanir.

()

Saflagtirilan bakteriyel seliiloz hava/isi/dondurularak kurutulur (Bilecekei, Krystynowicz,

Turkiewicz and Kolinowska, 2005).

3.2.4. Bakteriyal seliilozun su tutma kapasitesinin belirlenmesi

Yas agirligt ve kuru agirligi belirlenen bakteriyal selilloz numunelerinin Su Tutma

Kapasitesi (STK) asagida verilen formiile gore hesaplanmistir (Shezad, Khan, Khan and
Park, 2010).

Yas Agirligi(g)—Kuru Agirligt
STK= YasAgrigig) k grign9) . 100
Yas Agirlik



31

3.2.5. Bakteriyel selillozun SEM (taramal elektron mikroskop) analizi

Bakteriyel seliiloz 6rneklerin liflerinin morfolojisi ve mikro yapisin1 gérmek i¢cin SEM
analizi yapilmigtir (Resim 3.7). Etiivde kurutulan BS 6rnekleri SEM goriintiileri i¢in hazir
hale getirilmis olup OMU Karadeniz Ileri Teknolojiler Arastirma ve Uygulama Merkezinde
(KITAM) morfoloji analizi i¢in taramali elektron mikroskobunda 10-30 kV aras1 bir ayar

diizeni uygulanarak goriintlisii alinmistir.

Resim 3.7.SEM cihazi

3.2.6. FTIR analizi

Caligmada iretilen bakteriyel selillozun kimyasal yapisini incelemek i¢in FTIR (Fourier
Transform Infrared Spektroskopisi) analizi yapilmistir. FTIR analizi Amasya Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Laboratuvarinda yapilmistir (Sekil 3.8). Oda
sicakliginda KBr pellet teknigi ile 4 cm™ ¢oziiniirlikkte, 4000-400 cm™ orta infrared

bolgesinde 2 cmaraliklar ile 16 tarama sayisiyla yapilmstir.
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Resim 3.8. FTIR analizinin yapildigi cihaz

3.2.7. MALDI- TOF MS cihaz ile mikroorganizma tiirlerinin tanilanmasi

Her drnekten en iyi Bakteriyel Seliiloz iireten 3 bakteri Hatay Mustafa Kemal Universitesi
Bitki Saghigr Klinigi Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde bulunan MALDI-TOF MS
(Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass Spectrometry, Bruker
Daltonics GmbH, Bremen, Almanya) mikroorganizma tanimlama cihazi kullanilarak

tan1lanmasi yapilmigtir.

MALDI-TOF MS son yillarda mikrobiyolojik tanilamada hizli ve gilivenilir olan matriks
yardimli lazer desorpsiyoniyonizasyon ugus siireli kiitle spektroskopi cihazidir (Ahmad,
Babalola and Tak 2012; Pavlovic ve digerleri, 2012). Analiz sonucunda, yiiksek olasilikli
tir teshisi; 2.000-3.000 (yesil renk), cins diizeyinde ve muhtemel tiir diizeyinde teshis;
1.700-1.999 (sar1 renk) arasindaki skala degerleri kullanilarak degerlendirilmistir (Uysal,
Kurt, Soylu, Kara ve Soylu, 2018).
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4. BULGULAR
4.1. Bakteri izolasyonu
Yapilan bakteri izolayon ¢aligmasinada 6rneklerin NA besi yerine ekimi sonucunda; farkli
morfolojik yapida topraktan 15, ev yapimi elma sirkesinden 39 ve kombucha ¢ayindan 22

bakteri izole edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1.Mikroorganima eldesinde kullanilan 6rnekler ve izole edilen izolat sayisi

Ornek Kaynak Izolat sayis1
Toprak A.U Merkezi Arastirma 15

Lab.
Elma sirkesi Amasya ili ev yapimi 39
Kombocha cay1 Hazir kit 22

4.2.Bakteriyel Seliiloz Ureten Bakterilerin Belirlenmesi

Farkli kaynaklardan izole edilen bakterilerin BS tiretebilme 6zelliklerini belirlemek igin 6zel
besi yeri olan HS broth besi yerine topraktan 15 izolat, elma sirkesinde 39 izolat ve
kombucha ¢ayindan izole edilen 22 izolat ekilmistir. 10 giinliik inkiibasyon siiresinden sonra
HS broth besi yeri iizerinde jolemsi pellet olusturanlar bakteriyel seliiloz iiretebilmesi
bakimindan pozitif olarak degerlendirilmistir. Yapilan bu degerlenirme de toprak
bakterinden 4 izolat, elma sirkesinde 15 izolat ve kombucha ¢ayindan ise 8 izolatin

bakteriyel seliiloz tirettigi tespit edilmistir (Cizelge 4.2) (Resim 4.1;4.2;4.3).

Cizelge 4.2. BS iireten bakteri izolatlarinin sayisi

Ornek Ekilen Sus sayis1 Pellet olusturan sayisi
Toprak 15 4
Elma sirkesi 39 15
Komboucha cay1 22 8

HS broth besi yerinde yiizey kiiltiir fermantasyon yontemi ile seliiloz {iretimleri

degerlenirilmis ve izolatlarin tirettigi seliiloz miktarlart (mg/ml) olarak hesaplanmustir.
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Resim 4.1. Kombucha Mantar1 Bakterilerin HSB ekiminin inkiibasyon sonunda goriintiisii
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Resim 4.2. Elma sirkesinin bakterilerinin HSB ekiminin inkiibasyon sonucundaki goriintiiler



Resim 4.3. Toprak bakterilerin HSB ekiminin inkiibasyon sonucundaki goriintiiler

36
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4.3. Bakteriyel Seliilozun Uretim Miktar1 ve Su Tutma Kapasitesinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan bakterilerinden, topraktan izole edilen 4 izolat, elma sirkesinden 15
izolat ve kombocha c¢ayinda izole edilen 8 izolatin bakteriyel selilloz irettigi
gozlemlenmistir. Uretilen bakteriyel seliilozlar hassas terazide tartilarak yas agirhiklar
belirlenmigstir. EIma sirkesinen izole edilen ve seliiloz iirettigi tespit eilen 15 izolatin
tirettikleri seliiloz miktarlarinin yas agrliklarimin 11.22-1.25¢g/100 ml arasinda degistigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.3). Kambucha ¢aymdan ve bakteriyel seliiloz iirettigi tespit edilen 8
izolatin trettigi seliilozun yas agirhiginin ise 8.5-1.71 g/100 ml arasinda degistigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.4). Topraktan izole edilen bakteri izolatlar1 arasinda ise 4 izolatin
bakteriyel seliiloz irettigi ve iiretilen selilloz miktarlarinin 4.01-1.98 g/100 ml arasinda

degistigi belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.3. Elma sirkesinden izole edilen bakterilerin iirettikleri bakteriyel seliilozun yas
agirliklart, kuru agirliklar: ve su tutma kapasiteleri

[zolat Kodlari Yas agirlig (g/100ml) Kuru Agirligi(g) 2)2) tutma kapasitesi
NBY-E3 3.192 0.06 81,20
NBY-E4 4.25 0.07 83,52
NBY-ES8 5.85 0.072 87,69
NBY-E10 11.22 0.123 98,90
NBY-E11 8.25 0,1 94,90
NBY-E14 6.02 0.182 93,68
NBY-E15 1.25 0,08 67.2
NBY-E16 5.69 0,073 83.22
NBY-E19 6.251 0,092 85.28
NBY-E22 6.916 0,088 87.27
NBY-E25 8.379 0,11 97
NBY-E30 7.714 0,21 97.27
NBY-E31 1.25 0,081 73.6
NBY-E33 3.79 0,064 83.11
NBY-E34 3.27 0,076 82.56

Elma sirkesinden izole edilen bakteri izolatlarinin iirettigi bakteriyel seliilozlarin su tutma
kapasiteleri degerlendirildiginde, iiretilen seliilozlarin su tutma kapasitelerinin %67,2-98,9
arasinda degistigi tespit edilmistir. Izolatlar arasinda en yiiksek oranda su tutma kapasitesine
sahip izolat NBY-E10 kodlu izolatin iirettigi seliiloz olurken, en diisiik su tutma kapasitesine

sahip seliilozu iireten NBY-E15 kodlu izolat olmustur.
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Cizelge 4.4. Kombucha ¢ayindan izole edilen bakterilerin tirettikleri bakteriyel seliilozun yas
agirliklar1 ve su tutma kapasiteleri

Izolat Kodlar1  Yas agirligi (9/100ml)  Kuru Su tutma kapasitesi
agirligi(g) (%)

NBY-K1 8.50 0,09 96.23
NBY-K3 3.11 0,058 81.35
NBY-K11 3.58 0,076 78.77
NBY-K13 5.48 0,066 87.95
NBY-K17 1.71 0,083 71.92
NBY-K20 5.54 0,072 87

NBY-K21 1.53 0,083 84.96
NBY-K22 1.28 0,094 85.93

Seliiloz iireten bakterilerin izolasyonu i¢in kullanilan Kombucha ¢aymdan ise 8 izolatin
bakteriyel seliiloz iirettigi ve lretilen bu bakteriyel seliilozlarin su tutma kapasitelerinin
%71,92-96,23 arasinda degistigi belirlenmistir. izolatlar arasinda en yiiksek oranda su tutma
kapasitesine sahip izolat NBY-K1 kodlu izolatin iirettigi seliiloz olurken, en diisiik su tutma

kapasitesine sahip seliilozu iireten NBY-K17 kodlu izolat olmustur.

Cizelge 4.5. Topraktan izole edilen bakterilerin ftrettikleri bakteriyel selillozun yas
agirliklart, kuru agirliklar1 ve su tutma kapasiteleri

Izolat Kodlari Yas agirhigi (g/100ml)  Kuru Agirhig Su tutma kapasitesi
NBY-T2 3.01 0,063 85.71
NBY-T7 4.01 0,056 96
NBY-T9 2.82 0,076 90.78
NBY-T11 1.98 0,091 89.39

Topraktan izole edilen ve bakteriyel seliiloz tirettigi tespit edilen 4 izolat arasinda, %90,78
ile en yiiksek su tutma kapasitesine sahip bakteriyel seliilozu iireten NBY-T7 kodlu izolat
olurken, en diisiik su tutma kapasitesine sahip bakteriyel seliilozu (89.39) NBY-T11 kodlu
izolat tiretmistir. Farkli kaynaklardan izole edilen bu bakteriler arasinda en yliksek miktarda
NBY-K1, NBY-E10, NBY-7T kodlu izolatlarin iirettigi bakteriyel seliilozlar segilerek

karakterizasyonu ve mikroorganizmalarin tiir tayini yapilmistir.
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4.4.Bakteriyel Seliillozun Saflastirilmasi ve Kurutulmasi

Bakteri izolatlar1 tarafindan tiretilen BS’lerin saflastirilma islemi tamamlandiginda seffaf bir
gdriiniime sahip saf seliiloz elde edilmistir. Kurutma islemin de etiivde 35°C’de 24 saat

bekletilerek yapilmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Yiiksek miktarda seliiloz iireten izolatlardan elde edilen BS’nin saflastiriimasi
ve kurutulmasi

Ornek

Ad BS Saflastirilmis BS Kurutulmus BS
1

NBY
-K1

NBY
-E10

NBY-
T7
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4.5 Bakteriyel Seliilozun SEM Gériintiileri

Bakterilerin irettigi bakteriyel selilloz 6rnekleri lizerine yapilan SEM analizi ile BS nin
ylizey yapisinin morfolojisi belirlenmesi igin yapilmistir. BS nin farkli bolgelerinden alinan
farkli (10000 x-30000x) biiyiitmeli SEM goriintiileri incelenmistir. Bu BS goriintiilerin
literatiirde yapilan gesitli benzer ¢alisma sonuclarindaki bakteriyel seliiloz yapist ile iplik
formuna sahip oldugu goriilmektedir. Bunun yani sira goriintillerde BS yapisi igerisinde

bulunan liflerin nanometre boyutunda ve 28.1 ile 67.3 nm arasinda degistigi belirlenmistir
(Resim 4.4-4.5 ve 4.6).

100nm KITAM
SEM WD 10.7mm

Resim 4.4. NBY-K1 kodlu izolatin tirettigi seliillozun SEM goriintiisii (x30.000)
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X 10,000

Resim 4.5. NBY E-10 kodlu izolatin {irettigi seliilozun SEM goriintiisii (x10.000)

100nm KITAM
7.0kV SEI SEM WD 10.8mm

Resim 4.6. NBY T-7 kodlu izolatin iirettigi seliilozun SEM goriintiisti (x30.000)
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4.6.Bakteriyel Seliillozun FTIR Analizi

Elde edilen bakteriyel seliilozlarin FTIR spektrumu belirlenmis olup, elde ettigimiz FTIR
sonucu, standart bakteriyel seliiloz ve ticari seliiloz ile kiyaslanmistir (Sekil 4.1). Yapilan
caligmalarda BS icin karakteristik pik degerlerinin 3400-3440 cm™ °de hidroksil gruplari (-
OH), 2800-2900 cm™ °de metilen gerilme titresimini (-CH2-), 1620-1640 cm™ ’de
karboksilik gruplar varligmi (COOH), 1420-1440 cm™ *de karbonil gruplarm varligini
(C=0), 1160 cm™ *de C-O-C ve 1040-1068 cm™* *de seker halkasinin CO-C ve C-O-H germe
titresimi ifade ettigi belirtilmektedir (Park and Jung 2003b; Halib, Igbal, Amin and Ahmad,
2012; Gao ve digerleri, 2014; Gayathry ve Gopalaswamy, 2014).

Bacterial cellulose

Commercial cellulose 1420-1440cm-'

100 =

3400-3440 cm™!

o -
<
—
<5}
=
s 50+ 1620-1640cm”!
= 2800-2900 cm!
- p—
=
= < 1040-1068cm™"!
=S
| -
Fl
0 -

v T ]
1000 500

L L

L) T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500

Wavenumber(cm™)

Sekil 4.1.Standart seliilozun ve bakteriyel seliilozun FTIR spektrumu (Gao ve digerleri ,
2022).

Kurutulmus BS 6rneklerinden NBY-K1 6rneginin FTIR spektofotometre analiz sonucuna
gore 3410 cm™ bant bélgesi O-H gerilmesi, 2921 cm™ bant bolgesi C-H gerilmesini, 1645
cm! bant bolgesinde absorblanan su molekiillerinin titresiminden olusan H-O-H gerilmesini,
1542 cm™ bant bolgesi C-O-C ve C-H gruplarini gostermistir (Sekil 4.2) (El-Saiede, ve
digerleri , 2008; Cakar, Ozer, Aytekin and Sahin 2014; Mohite ve Patil, 2014; Khattak ve
digerleri, 2015 (a); Khattak,Khan, Ul-Islam, Wahid and Park, 2015 (b); Li ve digerleri, 2015;
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Lim ve digerleri, 2016; Machado, ve digerleri, 2016; Yang ve digerleri, 2016; Yim, Song

and Kim, 2016).
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Sekil 4.2.NBY-K1 izolati tarafindan tiretilen bakteriyel seliiloz FTIR analiz sonucu

Kurutulmus BS 6rneklerinden NBY-E10 6rneginin FTIR spektofotometre analiz sonucuna
gore 3435 cm™ bant bolgesi O-H gerilmesi, 2921 cm™ bant bolgesi C-H gerilmesini, 1740
cm! bant bolgesinde absorblanan su molekiillerinin titresiminden olusan H-O-H gerilmesini,
1644 cm™ bant bolgesi C-O-C ve C-H gruplarmi gostermistir. (Sekil 4.3). (El-Saiede ve
digerleri, 2008; Cakar, Ozer, Aytekin and Sahin 2014; Mohite ve Patil, 2014; Khattak ve
digerleri, 2015 (a); Khattak, Khan, Ul-Islam, Wahid and Park, 2015 (b); Li ve digerleri,

2015; Lim ve digerleri, 2016; Machado ve digerleri, 2016; Yang ve digerleri, 2016; Yim,
Song and Kim, 2016).

550
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Sekil 4.3. NBY-E10 izolat: tarafindan iiretilen bakteriyel seliiloz FTIR analiz sonucu

Kurutulmus BS 6rneklerinden NBY-T7 6rneginin FTIR spektofotometre analiz sonucuna
gore 3439 cm™ bant bdlgesi O-H gerilmesi, 2921 cm™ bant bdlgesi C-H gerilmesini, 2921
cm bant bolgesinde absorblanan su molekiillerinin titresiminden olusan H-O-H gerilmesini,
1642 cm™ bant bolgesi C-O-C ve C-H gruplarini gostermistir. (Sekil 4.4). (El-Saiede, ve
digerleri, 2008; Cakar, Ozer, Aytekin and Sahin 2014; Mohite ve Patil, 2014; Khattak ve
digerleri, 2015 (a); Khattak, Khan, Ul-Islam, Wahid and Park, 2015 (b); Li ve digerleri,
2015; Lim ve digerleri, 2016; Machado, ve digerleri, 2016; Yang ve digerleri, 2016; Yim,
Song and Kim, 2016).
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Sekil 4.4.NBY-7T izolat1 tarafindan iiretilen bakteriyel seliiloz FTIR analiz sonucu.

Bu sonuglara gore literatiir de yer alan bakteriyel seliilozun FTIR spektrumu ile ¢alisma
sonucunda elde edilen bakteriyel seliiloz 6rneklerinin degerleri ile uyum i¢inde oldugu

gOriilmiistiir.

4.8. Bakterilerin MALDI-TOF Analiz Sonuglari

Yapilan bu ¢alismada MALDI-TOF analizi ile bakteri izolatlarmin tiir diizeylerinde
teshisleri yapilmistir. Protein kiitle parmak izini kullanan MALDI-TOF, bakteri izolatlarinin
tanilanmasinda hizli ve hassas bir yontemdir. Tanilama sonuglarina gore farkli kaynaklardan
izole edilen ve dretigi selillozun karakterizasyonu yapilan 3 izolat: NBY-K1 Bacillus
amyloliquefaciens ssp amyloliquefaciens CICC 10075 CICC, NBY-E10 Bacillus
amyloliquefaciens_ssp_plantarum CICC 23985 b CICC, NBY-7T Enterobacter cloacae
13159 1 CHB oldugu bulunmustur (Cizelge 4.7).
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Analiz sonucunda benzerlik indeksi 2.3-3 arasi yiiksek olasi tiir teshisi, 2.0-2.29 arasi

giivenilir cins diizeyinde teshis ve muhtemel tiir diizeyinde teshis, 1.7-1.99 aras1 muhtemel

cins diizeyinde teshis, 0.0-1.69 aras1 giivenilmez teshis olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.7. Bakterilerin MALDI-TOF tan1 sonuglari

Bakteri . Benzerlik NCBI
Kodu MALDI-TOF Tan1 Sonucu indeksi No
NBY-K1 Bacillus cereus DSM 31T DSM 2.357 1396

i Bacillus amyloliquefaciens_ssp_plantarum CICC
NBY-E10 23985 b CICC 2.249 279145
NBY-T7 Enterobacter cloacae 13159 1 CHB 2.399 550
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5.TARTISMA

Giiniimiizde popiiler calismalar i¢inde yer alan ve ticari {iriin olarak pazarlanan bakteriyel
seliloz o6nemli bir biyopolimerdir.1886 ‘da Brown sirke fermantasyonu {izerine
caligmasinda izole ettigi Acetobacter xylinum tarafindan ve iizerinde yaptigi ¢aligmalar
sonucunda bitkilerde ki seliilozla ayn1 ve daha ince fibrillere sahip olan bu yapiya bakteriyel
selilloz adi vererek caligmalarin ilk basamagini olusturmustur ve hala bunun {izerine
caligmalar devam etmektedir (Toyosaki ve digerleri, 1995; Klemm, Huplein, Frink and Bohn
2005). Bakteriyel seliiloz bitki seliilozundan daha ince fibrillere sahip olmasindan 6tiirii su
emme kapasitesi, elastik yapisi ve kendi seklini korumasi gibi 6zelliklerinden dolay1 ¢alisma
kapsami oldukga genislemistir tiptan gidaya ve kumas endiistrisi gibi alanlarda ham madde
olarak Onemli bir yer almaktadir (Magaritis ve Pace 1985; Coban ve Biyik
2008).Calismamiza benzer bir sekilde yapilan bir ¢alismada Giirsoy (2016), siit tirlinlerinde
fermantasyonda gorevli olan Laktik asit bakterlerinin bakteriyel seliilloz iiretme
potansiyellerini arastirmistir. Elde edilen sonuglara gore laktik asit bakterilerinin yiiksek
seliiloz iiretme potansiyeline sahip oldugunu gostermistir. Calismasinin sonucunda en iyi
bakteriyel seliiloz iireten bakterinin Lactobacillus rhamnosus oldugunu Ve iretilen BS’un
hidrojel yapisinin su tutma kapasitesinin yiiksek oldugunu ve FTIR sonuglarindaki OH
gruplarina ait genis bantlar bu durumu desteklegini bildirmistir. Jahan, Kumar, Rawat and
Saxena (2012), ¢iiriik bir meyveden izole edilen bir bakteri ile bakteriyel seliiloz (BC)
iretimi ve proses optimizasyonu sunmuslardir. Seliiloz tiretici bakterilerin izolasyonu ve
taranmasi, toprak, ¢iiriik meyveler, sebzeler ve sirke gibi farkli dogal kaynaklardan izole
edilip, Hestrin-Schramm ortam1 kullanilarak seliiloz iiretimi agisindan taranan toplam 200
bakteri izolat1 elde etmislerdir. izolatlar arasinda yiiksek miktarda seliiloz iireten bakteriyi
molekiiler yontemler kullanarak Gluconacetobacter sp. olarak tanimlamiglardir. Besiyeri
pH’s1, sicaklik, ¢calkalama, karbon/nitrojen kaynaklari ve indiikleyiciler de dahil olmak iizere
kiiltiir kosullarinin optimizasyonundan sonra BC {iiretiminin 0,52'den 4,5 g/l'ye (8,65 kat
artig) biiyiik 6l¢iide artirildigini bildirmislerdir. Calismamizda kullandigimiz NBY-7T kodlu
izolat Enterobacter cloacae 13159 1 CHB iirettigi bakteriyel selillozun yas agirligi 4,01
g/100 ml ve kuru agirligi ise 0,056 gr’dir. Literatiir ¢alismalarinda Ma ve digerleri, (2012),
Enterobacter sp. FY-07, aerobik ve anerobik kosullar altinda BC iiretebildigini anoksik
oksijenle sinirl1 ve havandirilmis kosullar altinda 30°C” de 72 saat siireyle statik ekimde
seliiloz tiretimin 5 g/I’yi astigim1 ve Enterobacter sp’nin BC firetimi i¢in oksijene gerekli

olmadigin1 gostermislerdir. FTIR ve SEM analizleri sonucu BS mikro yapisinin
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Gluconacetobacter xylinum tarafindan tiretilen BS ile benzer oldugunu bildirmiglerdir. Bir
diger ¢alismada ise Ago, Yamane, Hattori, Ono and Okajima (2006), Enterobacter sp
calkalayic1 kosullar altinda iiretimini gerceklestirip ve SEM analizi sonucu fibrillerinin
caligmamiza  benzer sekile 3um c¢apinda ¢ok sayida fibril  gOsterdigini
bildirmislerdir.Bacillus amylliquefaciens’in BS iiretiminin arastirildig: bir ¢alismada Zhu ve
digerleri (2019), Bacillus amylliquefaciens’in BS iiretimini ve verimini artirmak amaciyla
cesitli karbon ve nitrojen kosullarini arastirdilar ve D-glikoz ve maya ekstraktinin BS {iretimi
icin 6nemli bir etkiye sahip oldugunu ve Bacillus amylliquefaciens BS verimi 7,88 g/l
ulastigini bildirmiglerdir.Calismamizda ise NBY-E10 kodlu izolat Bacillus amylliquefaciens
iirettigi bakteriyel seliilozun yas agirligt 11,22 g/100 ml ve kuru agirligi ise 0,123 gr olarak
tespit edilmistir. Li ve digerleri, (2023), Bacillus cereus ve Komagataeibacyer xylinus’la
birlikte kiiltiirlenmesiyle BC iiretmigler ve Bacillus cereus tarafindan iretilen BC 1,2’den
4.4 ¢/L’ye ulastigini bildirmislerdir. NBY-K1 kodlu izolat Bacillus cereus iirettigi bakteriyel
seliilozun literatiir ¢alismasindan farkli olarak yas agirligi 8.50 g/100 ml ve kuru agirhigi ise
0,09 gr’ dir. Calismamizda kullandigimiz {i¢ izolatta literatiirde elde edilen degerlerden daha
yiiksek bir degerde seliiloz tirettigi belirlenmis olup bu farkin izolatlar arasindaki genetik
farkliliklar olabilecegi diislinlilmektedir. Su tutma kapasitesi bakteriyal seliillozun en énemli
ozelliklerinden birisidir. Gida endiistrisinde ve 6zellikle de tibbi alanda uygulanabilmesi i¢in
su tutma kapasitesinin olabildigince yiiksek olmasi gerekmektedir (Vandamme ve digerleri,
1998; Ciechanska, 2004; Ul-Islam ve digerleri, 2012). Calismamizda tirettigimiz bakteriyal
seliiloz 6rneklerinin su tutma kapasiteleri %67,2 ile 98,9 arasinda degistigi hesaplanmustir.
Lin ve digerleri (2014), iirettikleri bakteriyal seliilozun analizinde su tutma kapasitesini %89
olarak bildirmislerdir. Kwak vd., (2015), Acetobacter sp. susuyla bakteriyal seliiloz tiretimi
iizerine yaptiklar1 calismada elde ettikleri seliilozun su tutma kapasitesini %70 olarak
bildirmislerdir. Ercaliskan (2017), calismasinda statik ve ¢alkalamali kosullarda bakteriyel
seliiloz elde etmistir. Statitik kosullarda su tutma kapasitesi %88 iken calkalamali kiiltiirde
%85 oldugunu bildirmistir. Elde ettigimiz sonuclar literatiirdeki ¢alismalarla paralellik
gosterip, degerlendirmelere bakildiginda sahip olduklar: yiiksek su tutma kapasitesine gore
tibbi alandaki ve gida endiistrisindeki uygulamalar i¢in uygundur (Lin ve digerleri, 2016;
Kwak ve digerleri, 2015).

Calismamizda elde edilen BS orneklerinin ags1 yapisi SEM ile gorintiilenmistir. Fibril

yapilarinin bitkisel seliilloza gore daha ince ve diizensiz oldugu gozlenmistir.
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Bakteriyel seliilozun FTIR spektrumundaki pik siddetine gore polimorfik yapisi ortaya
konulmustur (Mohite ve Patil, 2014). Cakar, Ozer, Aytekin ve Sahin (2014),
Gluconacetobacter xylinus susuyla yar1 siirekli prosesle tirettikleri bakteriyal seliilozun FT-
IR analizi sonucunda 3415¢cm™! bant bolgesinde O-H grubunun, 2999 cm™! bant bolgesinde
C-H gruplarinin, 1058 cm™!' bant bolgesinde C-O-C grubunun, 1664 cm™' bolgesinde
karboksilik asit ve 1431 cm™! bolgesindeki bantta karboksilat gruplarmm oldugunu
gostermislerdir.Khattak, Khan, Ul-Islam, Wahit and Park (2015b), yaptiklar1 ¢alismada
iirettikleri bakteriyal seliilozdaki O-H gruplarmin 3356-3365 cm™! araligindaki bantlarda, C-
H gruplarinm 2885 cm™' bolgesindeki bantta, CH2 gruplarinin 1420 cm™' bolgesindeki
bantta oldugunu bildirmislerdir. Kuo ve digerleri (2016), Gluconacetobacter xylinus susu
kullanarak tirettikleri bakteriyal seliilozun karakterizasyonunda FT-IR analizini 4000 — 400
cm! dalga sayisinda aldiklar 6l¢iimler sonucunda 3430-3435 cm ™! bolgelerindeki bantta O-
H gruplarinin, 2927-2949 cm™! bant bolgesi araliklarinda C-H gruplarmin, ~1050 cm™! bant
bolgesinde C-O-C ve C-O-H gruplarimin oldugunu gostermislerdir. Yim, Song and Kim
(2016), yaptiklar1 ¢alismada 3300 cm ! bant bélgesinde O-H gruplarmmn, 2880 cm™! bant
bolgesinde C-H gruplarmin, 1057 cm™!' bant bolgesinde C-O-C ve C-O-H gruplarinin
oldugunu bildirmislerdir. Calismamiz sonucunda elde edilen FTIR sonuglar1 belirtilen

bulgularla paralellik gostermistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu ¢alismada diinyada ve iilkemizde 6nem kazanan biyopolimer olan bakteriyel
selilozun farkli kaynaklardan ve farkli mikroorganizmalardan sentezlenebildigini
gostermek amaglanmistir. Calisma ile asagidaki sonuglara varilmastir.

-Yapilan ¢alisma ile bakteriyel seliiloz ele edilmistir.

-Uretilen bakteriyel selillozun mikroorganizmalar arasinda farkliliklar oldugu tespit
edilmistir.

-Elde edilen BS tabakalarinin SEM goriintiileri incelendiginde ilgili literatiirler de belirtildigi
gibi nano liflerden olustugu gézlenmistir.

-Yapilan FTIR analizi sonucunda yapimn ticari selilloz ile aym Ozellikleri tasidigi
gozlenmistir.

-Elde ettigimiz bakteriyel seliilozun karakterize edilmesi sonucun da elde edilen piklerin
bakteriyel seliiloz ile Ortiistligii tespit edilmistir.

-Izole ettigimiz ve bakteriyel seliiloz iirettigi tespit edilen bakteriler kodlari ile birlikte NBY -
K1 Bacillus cereus DSM 31T DSM, NBY-E10 Bacillus amyloliquefaciens_ssp_plantarum
CICC 23985 _b CICC, NBY-7T Enterobacter cloacae 13159 1 CHB olarak tanilanmustir.
-Yapilan bu ¢alisma ile kagidin ana maddesi olan seliilozunda bakteriler tarafindan iiretilerek
elde edilebilecegi sonucuna varilmistir.

-Her {i¢ izolatta SEM ve FTIR analizleriyle bitkisel kaynakli seliilozdan farkli oldugu
gozlemlenmistir. Bitkisel seliilozda lignin varken, bakteriyel seliillozda gozlenmemistir ve
daha 6nce yapilan ¢alismalarla paralellik gostermis ve bu ¢aligmalar1 desteklemistir.
-Yapilan ¢aligmada bitki seliilozuna gore daha ¢ok ve daha ince fibrillere sahip, su tutma
kapasitesi ve esnekligi yiiksek bir iiriin elde edilmistir.

-Bitkiden seliillozu ayirabilmek oldukg¢a zor ve masraflidir bakteriler ise ekzopolisakkarit
olarak ylizey de BS f{iretiyorlar ve BS’u besi ortamindan ve bakteriden ayirmak oldukga
kolay bir yontemlerle saglanmaktadir. Yapilacak olan bir sonraki ¢alismalar ile ¢alismada
kullanilan bakterilerin farkli sartlar altinda faha fazla seliiloz iiretebilecegi {izerine

aragtirmalar yapilabilir.
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