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HURDA iNCIRDEN Gluconacetobacter xylinus ile BAKTERIYEL
SELULOZ URETIMi

YILMAZ, Merve

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Mehmet Yekta GOKSUNGUR

Ocak 2024, 86 sayfa

Bakteriyel seliiloz (BS), benzersiz yapisal ve mekanik 6zelliklere sahip, -1,4-
glikozidik baglardan olusan bir ekzopolisakkarittir. Bu g¢alismada, hurda incir
Gluconacetobacter xylinus ATCC 700178 tarafindan BS iretimi icin alternatif

diisiikk maliyetli substrat olarak kullanilmistir.

BS iiretiminde substrat olarak hurda incir ekstrakti kullanildiginda Hestrin-
Schramm ortam bilesenlerinin (maya ekstrakti, pepton, sitrik asit ve disodyum
fosfat) taranmasi ve etkisinin belirlenmesi igin Plackett-Burman (PB) tasarimi
kullanilmistir. PB tasarimiyla taranan bilesenler arasindan maya ekstrakti BS tiretimi
tizerinde 6nemli bulunmustur. Maya ekstrakti konsantrasyonunun, inokiilasyon
oraninin, baslangic pH degerinin, baslangi¢c substrat konsantrasyonunun ve
inkiibasyon sicakliginin bakteriyel seliiloz iretimine etkileri incelenmistir. Yanit
yiizey metodu (YYM) kullanilarak baslangi¢ substrat konsantrasyonu (40-80 g/L),
inkiibasyon sicakligi (25-30°C) ve pH (5.5-7.5) proses parametrelerinin BS
iiretimine olan dogrusal, iissel ve interaksiyon etkileri belirlenmistir. Yine YYM
kullanilarak s6z konusu parametrelerin maksimum BS konsantrasyonunun elde
edilebilecegi optimum seviyeleri belirlenmistir. Simdiye kadar bildirilen en yliksek
bakteriyel seliiloz konsantrasyonu arasinda yer alan maksimum BS konsantrasyonu
(8.45 g/L), fermantasyon degiskenlerinin optimum seviyelerinde (baslangi¢ pH 6.05,
baslangi¢ substrat konsantrasyonu 62.75 g/L, inkiibasyon sicaklig1 30°C) elde edildi.



viii

Optimum kiiltiir kosullari kullanilarak elde edilen BS 6rneklerinin morfolojisi,
yapisi ve kristalligi sirasiyla taramali elektron mikroskobu (SEM), zayiflatilmis
toplam yansima-Fourier doniisimli kizilotesi (ATR-FTIR) ve X-1smm1 kirinimi
(XRD) analizleri ile karakterize edildi. Bu ¢aligma atik incirlerden bakteriyel seliiloz
iiretimi iizerine yapilan ilk detayli ¢alismadir ve ¢aligmanin sonuglari atik incirlerin
bakteriyel seliilloz iiretimi igin etkili bir substrat olarak kullanilabilecegini

gostermistir.

Anahtar sozciikler: Bakteriyel seliiloz, Gluconacetobacter xylinus, hurda
incir, optimizasyon, Plackett-Burman tasarimi, yanit yiizey metodu, karakterizasyon



ABSTRACT

PRODUCTION OF BACTERIAL CELLULOSE BY
Gluconacetobacter xylinus USING WASTE FIGS

YILMAZ, Merve
MSc in Biotechnology

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Yekta GOKSUNGUR

January 2024, 86 pages

Bacterial cellulose (BC) is an exopolysaccharide consists of 3-1,4-glycosidic
bonds, with unique structural and mechanical properties. In this study, waste figs
were employed as alternative substrate for BC production. Gluconacetobacter
xylinus ATCC 700178 was used for BC synthesis.

Plackett-Burman (PB) design was used for investigating the significance of
Hestrin-Schramm medium components (peptone, yeast extract, citric acid and
disodium phosphate) when waste fig extract was employed in BC production. Yeast
extract emerged as a noteworthy factor in BC production during the screening of
components by PB design. The effects of yeast extract concentration, inoculation
ratio, initial pH value, initial substrate concentration and incubation temperature on
BC synthesis was determined. The linear, quadratic and interaction effects of
substrate concentration, (40-80 g/L), incubation temperature (25-35°C) and pH
(5.5-7.5) on BC production was determined using response surface methodology
(RSM). Maximum BC concentration of (8.45 g/L) which is among the highest
bacterial cellulose concentration reported so far was achieved at optimum
fermentation levels (initial pH 6.05, initial substrate concentration 62.75 g/L,

incubation temperature 30°C).

The structural characterization of BC samples obtained using the optimum
culture conditions were determined by Fourier transform infrared (ATR-FTIR),

scanning electron microscope (SEM) and X-Ray diffraction (XRD) analyses,



respectively. This study is the first detailed study on bacterial cellulose production
from waste figs which proved that waste figs were an alternative substrate for BC

production.

Keywords: Bacterial cellulose, Gluconacetobacter xylinus, waste fig,
optimization, Plackett-Burman design, response surface methodology,

characterization



Xi

ONSOzZ

“Hurda incirden Gluconacetobacter xylinus ile bakteriyel seliiloz tiretimi”
baslikli bu tez calismasinin deneysel asamalar1, Ege Universitesi Gida Miihendisligi
Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvarlarinda yapilmstr.

Tez galismasinda, bir atik olan hurda incir Gluconacetobacter xylinus ile
bakteriyel seliiloz {retiminde degerlendirilmis olup laboratuvar O6lgeginde
fermantasyon kosullarinin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Literatiir aragtirmasi
sonucunda, substrat olarak hurda incirin kullanilmasi ile gerceklestirilen bakteriyel
seliiloz tiretimi ve bu {iretim kosullarinin yanit yiizey metodu ile (YYM) optimize
edildigi herhangi calismaya rastlanmamustir. Ik defa gerceklestirilen iiretimden
elde edilecek olan optimizasyona ait verilerin iiriin konsantrasyonu degerlerini
iyilestirilmesi, iiretim maliyetini diisirmesi, biiylik Olgekte bakteriyel seliiloz
iiretiminde izlenilecek yola katkida bulunmasi ve literatiirdeki bir boslugu
doldurmas1 beklenmektedir. Ayrica hurda incirin katma degeri yiiksek bir {iriin
iiretilmesinde degerlendirilmesi, bu atigin elde edildigi Ege Bolgesi basta olmak
lizere tarimsal yoreler icin cazip bir ekonomik alternatif olusturacak ve atik

yonetimine yardimci olacaktir.

IZMIR
29 /01/2024
Merve YILMAZ
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1. GIRIS

Bakteriyel seliiloz, su tutma o6zellikleri, polimerizasyon derecesi, yliksek
kristallik, yiiksek ¢ekme mukavemeti, biyouyumluluk, saflik gibi 6zellikleri
nedeniyle biyomedikal, gida, kimya, tekstil, ¢cevre ve miihendislik alanlarinda
gesitli uygulamalara sahip, son zamanlarda olduk¢a dikkat ¢eken bir
biyomateryaldir.  Acetobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Pseudomonas,
Rhizobium, Aerobacter, Achromobacter, Azotobacter, Salmonella ve Sarcina gibi
bakteri cinslerince birincil metabolit olarak iiretilen bakteriyel seliillozun en verimli
tireticisi seliiloz calismalarinda model organizma olarak da kullanilmisg olan

Gluconacetobacter xylinus dur (Cerrutti et al., 2016; Castro et al., 2011)

Bakteriyel seliilozun sahip oldugu essiz 6zellikler sebebiyle ¢esitli alanlarda
onemli bir materyal olarak kullanimi uzun bir ge¢mise sahip olmasina ragmen
yiiksek fermantasyon maliyeti, diisiik tretkenlik ve pahali kiiltiir ortamlari
sebebiyle sanayilestirilmesi ve biiylik Ol¢ekte iiretimi giiniimiizde hala en biiyiik
zorlugu olusturmaktadir. Bu zorlugun ve eksikligin giderilmesi i¢in bu zamana
kadar tarim, gida, bira ve seker endiistrileri, tekstil ve kagit hamuru fabrikalarindan
elde edilen atiklar diisiik maliyetli substrat olarak bakteriyel seliiloz tiretiminde
degerlendirilmistir (Hussain et al., 2019). Fermantasyonda kullanilan ortamin
maliyeti, toplam harcamanin yaklagik olarak %50-65’ini olusturmaktadir. Bu
nedenle daha ucuz alternatif substratlarin biyoteknolojik proseslerde kullanilmasi
ile ilgili yapilan ¢aligmalar biiyiik 6nem tasimaktadir. Son yillarda ciddi kiiresel
cevresel sorunlar, atiklarin siirdiiriilebilir kullanimini arttirmaktadir. Atiklarin
bakteriyel seliilloz iretimi i¢in kullanilmasi ayni zamanda atik yOnetimine ve
tiretiminde kullanilan ortam maliyetinin disiiriilmesine yardimci olmaktadir

(Vazquez et al., 2013; Velasquez-Riano and Bojaca, 2017).

Hurda incir (Endistriyel incir), hasat oncesi, sonrast ve depolanmasi gibi
asamalarda olusan hasarlar nedeniyle deger kaybeden, gilines yanig1 orani fazla

olan, eksiyen, genel olarak pazar pay1 olmayan ¢atlak meyvelerdir.

Bu tezin calismasinin amaci, hurda incir diisiik maliyetli substrat olarak

kullanarak Gluconacetobacter xylinus ATCC 700178 ile bakteriyel seliiloz tiretimi



icin ortam bilesenlerinin ve fermantasyon parametrelerinin optimizasyonun
gerceklestirilmesidir. Bu dogrultuda calismada ilk olarak karbon kaynagi olarak
hurda incir ekstrakti kullanildiginda Hestrin-Schramm ortam bilesenlerinin (maya
ekstrakti, pepton, sitrik asit ve disodyum fosfat) taranmasi ve etkisinin belirlenmesi
icin Plackett-Burman tasarimi  kullanilmistir. Ardindan maya ekstrakti
konsantrasyonunun, inokiilasyon oranmnin, baslangic pH degerinin, baslangi¢
substrat konsantrasyonunun ve inkiibasyon sicakligmin bakteriyel seliiloz
tretimine etkileri belirlenmistir. Calismanin takip eden asamasinda, bakteriyel
seliiloz tiretiminde 6nemli parametreler olan baslangi¢ substrat konsantrasyonu,
inkiibasyon sicakligi, pH parametrelerinin bakteriyel selilloz sentezine olan
etkilerini belirlemek ve maksimum seliilloz iiretiminin elde edildigi noktalari
belirlemek amaciyla yanit yiizey metodu (YYM) kullanilmistir. Belirlenen
optimum kosullarda bakteriyel seliiloz tiretim kinetigi incelenmistir. SEM, ATR-
FTIR ve XRD analizleri ile optimum kosullarda elde edilen bakteriyel seliiloz

orneklerinin karakterizasyonu yapilmistir.

Literatiirde hurda incirden bakteriyel seliiloz {iretimi {izerine gerceklestirilen
detayli bir optimizasyon c¢alismasinin bulunmamasi nedeniyle ¢aligmadan elde
edilen verilerin literatiire katki saglamasi ve pilot 6lgekli iiretimlerde yol gostermesi

beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Bakteriyel Seliilozun Yapisi ve Ozellikleri

Selilloz dogada en bol bulunan biyopolimerdir. Diinya genelinde biiyiik
ekonomik 6neme sahiptir ve biyosferdeki en yaygin yenilenebilir biyolojik kaynak
olarak kabul edilmektedir. Ana endiistriyel kaynagini sert ve yumusak odun
agagclar1, pamuk, keten, jiit, rami ve kenevir gibi ¢ok hiicreli bitkiler olusturmakta
olup, bunlardan elde edilen seliilloz bazli malzemeler binlerce yildir kagit, yap1
malzemesi, enerji, tekstil ve mobilya alanlarinda temel miihendislik malzemeleri

olarak yaygin sekilde kullanilmigtir (Zhong, 2020; Mishra et al., 2022).

Seliilozun yapisal kimyasi ilk kez 1837 yilinda Fransiz kimyager Anselma
Payen tarafindan kesfedilmistir. Seliiloz, glukoziltransferaz tarafindan (-1,4
baglariyla baglanan glukoz molekiillerinin dogrusal bir polimeridir. Glukan
zincirleri hidrojen bag1 veya Van der Waals etkilesimleri yoluyla ¢esitli sekillerde
paketlenerek farkli seliiloz tiirlerini olusturabilmektedir. Seliiloz kristal formda
Seliiloz I, II, III, IV olarak bulunur. Seliiloz I bitki, bakteri, alg gibi kaynaklardan
dogal olarak elde edilirken Seliloz II ve III, Seliloz I’ kimyasal
modifikasyonundan iiretilir. Seliiloz IV 1s1l islemle iretilmektedir (Deshpande et
al., 2023). Glukan zincirlerinin dogadaki en yaygin diizenlenme bigimini Van der
Waals etkilesimleri yoluyla paralel katmanlar halinde istiflenmis hidrojen bagh
diizlemler olusturmaktir. Bu istiflenmis katmanlar seliiloz I mikrofibrillerini veya
dogal seliilozu meydana getirir ve bunlar daha sonra birleserek daha biiytik diziler
olusturabilir. Seliiloz I triklinik (Ia) ve monoklinik (If) olmak tizere iki ¢esit kristal
yapiya sahiptir. Seliiloz Ip esas olarak bitkilerde bulunmaktadir ve hiicre duvarinin
onemli bir yapisal unsurudur (O’Sullivan, 1997; Azizi Samir et al., 2005). Seliiloz
Io'nin hidrotermal iglemle alkali bir ¢ozeltide geri doniislimsiiz olarak seliiloz IB'ya
dontstiirtilebildigi bilinmektedir, bu da seliiloz IB'nin seliiloz la'ya gore nispeten
daha diisiik bir termodinamik kararlilig1 temsil ettigini gostermektedir. Seliiloz Ia
ve If'daki hidrojen baglanmasi farklidir, bu durum termodinamik kararliliklarindaki
farkliliklara atfedilmektedir (Watanabe et al., 2007; Kose et al., 2011; Moon et al.,
2011).


https://www.tandfonline.com/author/Deshpande%2C+Pooja

Bakteriyel seliiloz (BS), bitki seliilozu ile ayn1 molekiiler formiile (CeH100s)
sahiptir ve B-1—4 glukan zincirinden olusan dogrusal bir homopolisakkarittir.
Glukan zincirleri Sekil 2.1’de sunuldugu gibi giiclii molekiil i¢i ve molekiiller aras1
hidrojen baglar1 araciligiyla bir arada tutulur. Glukoz zincirlerinden mikrofibriller
meydana gelirken, bu mikrofibrillerin bir araya gelmesiyle seliiloz seritleri
olusmaktadir. Bu seritler ise sonrasinda lifler arasinda bosluk bulunan 3 boyutlu ag

seklinde bir yap1 meydana getirir (Esa et al., 2014).

OH OH

Sekil 2.1. Bakteriyel seliilozun molekiil i¢i ve molekiiler arast hidrojen baglar1 (Esa et al.,
2014).

Bakteriyel seliilozun mikrofibrilleri ilk olarak Muhlethalerin tarafindan 1949
yilinda tanimlanmais olup, bitki seliilozuna kiyasla yaklasik 100 kat daha incedir.
Kimyasal yapis1 bitki seliilozuna benzer olmasina ragmen hemiseliiloz, lignin,
pektin, arabinoz gibi bilesenleri igermemektedir. Bu nedenle bitkisel seliilozun
saflagtirmasinda kullanilan sert kimyasallara ve yiiksek sicakliklarin kullanimin
gerektirmez. Fermantasyon sonrasi bakteriyel seliiloz kolayca ayrilabilen bakteri
hiicreleri, artik besin ve metabolik yan tiriinleri icerir. Bu safsizliklarin giderilmesi

kolay ve diisiik enerjili bir islemdir (Gayathry et al., 2014).

Seliilozun benzersiz 3 boyutlu ags1 yapisi, yiiksek gerilme mukavemeti, genis
yiizey alani, yiiksek su tutma kapasitesi, miilkemmel gecirgenlik, esneklik,
dayaniklilik gibi farkli 6zellikler kazandirir. Seliilozun hidrofil 6zelligi, biyolojik

olarak parcalanabilir olmas1 ve kimyasal olarak modifiye edilebilmesi yapisinda



onemli miktar hidroksil grubu igermesine atfedilmektedir. (Heinze et al., 2018,

Romling and Galperin, 2015).

Bakteriyel seliilloz genellikle bitkisel seliilloza kiyasla daha yiiksek bir
polimerizasyon derecesine sahip olup bu polimerizasyon derecesi kullanilan bakteri
susuna, fermantasyon kosullarina ve besin kaynaklar1 gibi bir takim faktére bagh
olarak degismektedir. Pamuk, misir, bugday samant, jiit ve odun hamuru gibi bitki
seliilozu i¢in agirlik-ortalama polimerizasyon deresi (DPw) sirasiyla 15.000, 1700,
2600, 1900 ve 4000 DPw iken, farkli bakteri tiirleri i¢in polimerizasyon derecesi
16.000°dir. (Hallac and Ragauskas, 2011).

Bakteriyel seliiloz ayrica %90 seviyelerine varan yiiksek bir kristallik oranina
sahiptir. Kristal bolgeler bakteriyel seliillozun ana bilesenidir ve aralikli olarak kisa
diizensiz boliimler bulunmaktadir. Bu durum bakteriyel seliilozun yiiksek gerilme
mukavemeti ve esnekligine atfedilmektedir. Seliilloz I’1n seliiloz la ve seliiloz 1B
kristal yapilar1 biyolojik tiirlerde farkli oranlarda bir arada bulunur. Seliiloz Ia. ~0,6
kiitle orani ile bakteriyel seliillozda zenginken, seliiloz I ~0,8 kiitle orani ile yiiksek
bitkilerde baskindir. Bakterilerde seliiloz Ia oranlari cinslere ve tiirlere baglh olarak
degismektedir (Sijabat et al., 2020; Drahushuk et al., 1997; Moon et al., 2011).
Seliiloz  sentezleyen bakterilerin ¢ogu amorf seliiloz {retir, ancak
Gluconacetobacter de dahil olmak iizere birkag cins selilloz Ia mikrofibrilleri
tiretebilir. Gluconacetobacter'de, bu parakristalin selilloz mikrofibrilleri genis serit
yapilar1 ve daha biiyiik diziler halinde toplanabilir ve agirlikli olarak saf seliiloz Ia
olan kalin biyofilmlere yol acar. Ayrica, sicaklik, karistirma ve katki maddeleri gibi
fermantasyon faktorleri de bakteriyel seliillozdaki, selilloz Io ve If oranlarim

etkilemektedir (Yamamoto and Horn, 1994; Kose et al., 2011).

2.2. Bakteriyel Seliilozun Kullanim Alanlar:

Bakteriyal seliiloz dogal safligi, biyolojik olarak parcalanabilirligi,
biyouyumlulugu ve toksik olmamas1 gibi 6zellikleri nedeniyle ticari ilginin biiytik
oldugu cok yonlii bir biyomateryaldir. Diinya capinda patent bagvurularinin
1980°den beri her yil arttigi goriilmekte olup, 2020 yilinda yapilan patent

basvurulart 7371’ ulasmustir. Ustiin fiziksel ve mekanik 6zellikleri bakteriyel



seliilozu ¢esitli uygulama alanlari i¢in ideal malzeme haline getirmektedir (Gregory

etal., 2021).

Gida alaninda, geleneksel tatli, vejetaryen et, gida katki maddeleri ve gida
ambalaj1 gibi potansiyel kullanim alanlar1 mevcuttur. Bakteriyel seliillozun yapisi
ve islevi kullanilan fermantasyon yontemine gore farkliliklar gdstermektedir. Statik
yontemlerle tiretilen pelikiil seklindeki seliiloz cogunlukla tath ve gida bilesenleri
icin hammadde olarak kullanilirken, ¢alkalamali yontem ile iiretilen bakteriyel
seliiloz hidrokolloid yapiya sahip olup, igeceklerde kivam arttirici ve siispansiye

ajanlar1 olarak kullanilabilmektedir. (Azeredo et al., 2019; Zhong, 2020).

1992°den beri Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafindan "genel olarak giivenli
kabul edilen" (GRAS) olarak siniflandirilan bakteriyel seliiloz, diyabet, obezite ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin riskini azaltma potansiyeli olan yiiksek lif i¢ceren bir
polimer olarak goriilmektedir. Gida alanindaki en eski kullanimlarinda biri ‘nata de
coco’ adi verilen geleneksel bir Filipin tathisinin iiretimidir. Bu tathida karbon
kaynag1 olarak Hindistan cevizi suyu kullanilir ve fermantasyon sonrasi elde edilen
seliilozlar kiip seklinde kiiciik parcalara ayrildiktan sonra seker surubu kullanilarak
tatlandirilir. Bunun disina gida endiistrisinde su baglayici, jellestirici, koyulastirici,
siispansiyon ve stabilize edici madde olarak kullanimlari mevcuttur. Guo et al.
(2018) galigmalarinda bakteriyel seliillozu yag igerigini azalma i¢in dondurmada
kullanmiglardir ve erimeye karsi daha yiiksek direng ile stabilite ve reolojik
ozelliklerde 1yilesme gozlemlemislerdir. Sahip oldugu ags1 ve gozenekli yapisi
sayesinde havadaki toz ve mikroorganizmalari filtreleyerek gidalarin saklanmasi ve
raf Omriinli uzatmak i¢in gida ambalaji olarak kullanimi da aragtirilmaktadir (Iguchi

et al., 2000; Shi et al., 2014; Klemm et al., 2006).

Bakteriyel seliiloz sahip oldugu biyouyumlulugu, toksik olmamasi, yara
bolgesindeki nemi muhafaza etme ve gaz molekiillerinin gecisine izin verme gibi
ozellikleri nedeniyle yara iyilesmesi, doku miihendisligi ve ila¢ taginimi gibi
biyomedikal alanlarda biyobazli bakteriyel selilloz malzemelerine yonelik artan
talep dikkat ¢ekmektedir. Hiicresel yapismayi, hiicre proliferasyonunu ve gocii
uyararak hizli yara iyilesmesini saglamasi nedeniyle doku miihendisligi ve yapay

kan damarlar1 alanlar1 basta olmak tizere bir¢ok biyomedikal uygulamada



kullanimlar1 6ne ¢ikmaktadir. Dig implantlari, yara pansuman malzemesi, yapay
deri, kemik, kikirda, retina ve kornea gibi uygulamalar1 ¢alisilmig olup, piyasada
deri nakli, periodontal dokularin iyilestirilmesi, ikinci ve li¢ilincii derece iilser
tedavisinde uygulanan pek ¢ok ticari iiriin mevcuttur. Kozmetik alaninda yiiz
maskelerinde, kisisel temizlik formiilasyonlarinda ve kontak lenslerde
kullanilmistir. Bunlarin disinda, ayni1 zamanda tekstil, kagit endiistrisi, havacilik,
ingaat mithendisligi gibi ¢esitli alanlarda uygulamalara sahiptir. (Wang et al., 2017;
El-Gendi et al., 2022; Ullah et al., 2016; Choi et al., 2022)

2.3. Gluconacetobacter xylinus

Bakteriyel seliiloz, Gluconacetobacter, Sarcina, Rhizobium, Agrobacterium,
Pseudomonas gibi farkli bakteri tiirleri disinda algler ve mantarlar tarafindan da
sentezlenebilen bir ekzopolisakkarittir. Bunlar arasinda, Gluconacetobacter xylinus
(6nceki adiyla Acetobacter xylinus) en verimli bakteriyel seliiloz iireticisi olup,
endiistriyel Olcekte seliiloz iiretebildigi bilinen tek tiirdiir. 1886 yilinda Adrian J.
Brown tarafindan kesfedilen, birincil metabolitin bir pargasi olarak i¢ ice gegmis
hiicre dis1 seritler seklinde seliiloz iireten gram negatif, ¢ubuk yapili ve aerobik
bakteridir. En son bakteri sistematiginde G. xylinus, asetik asit bakterilerinin bakteri
sistematigine yaptig1 katkilardan dolayr japon mikrobiyolog Dr. Kazuo
Komagata'nin onuruna adlandirilan Komagataeibacter cinsi altinda birlestirilmistir.

(Hussain et al. 2019, Zhong, 2020).

Gluconacetobacter tiirlerinin yetistikleri dogal ortamlarin arasinda meyveler,
cigekler ve bozulmus gidalar yer alir. Tek bir G. xylinus bakterisi 200000 glukoz
tinitesini B-1,4 glukan zincirleri vasitasiyla polimerlestirebilir ve bu siirede polimer
zincirlerini 1 saniyede nanofiberler halinde diizenleyebilme kapasitesine sahiptir.
(Chenetal., 2011). Bakteri tarafindan sentezlenen seliiloz aginin mikroorganizmay1
UV 1silarindan korudugu, oksijence zengin ortama temasini sagladigi, diisiik su
icerigi ve patojen mikroorganizmalar gibi istenmeyen ¢evresel kosullardan
korudugu bilinmektedir. Okamoto et al. (1994) tarafindan aslinda bakteriyel
seliilozun, besinlerin azalmas1 durumunda mikroorganizma i¢in tiiketilebilecek bir

besin rezervuari olarak da rol oynadigi one siiriilmiistiir (Avcioglu et al., 2021).



Sekil 2.2' de bakterilerden elde

sunulmustur.
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Sekil 2.2. G. xylinus tarafindan salgilanan 3 boyutlu ag yapisi (de Oliveira Barud et al., 2016).

Gluconacetobacter xylinus farkli karbon ve azot kaynaklarindan nispeten

yliksek seliiloz iiretebilme kapasitesi nedeniyle bakteriyel selilloz biyosentezi ve

yapist lizerine yapilan calismalarda model mikroorganizma olarak yaygin bir

sekilde calisilmistir. Glikoz, fruktoz, siikroz, mannitol gibi karbon kaynaklarindan

25°C ila 30 °C arasindaki sicakliklarda ve 3 ila 7 arasindaki pH'da bakteriyel seliiloz

iiretebilmektedir. Belirli azot kaynaklart ile selilloz verimi maksimize edilir (Castro

et al., 2011). Cesitli suslarin farkli substratlardan elde edilen seliiloz verimleri

Cizelge 2.1°de gosterilmigtir.

Cizelge 2.1. Cesitli suslarin bakteriyel seliilloz verimleri (Lee et al., 2013).

Mikroorganizma

A. xylinum BRC 5
G. hansenii PJK (KCTC 10505
BP)
G. hansenii PJK (KCTC 10505
BP)
Acetobacter sp. V6
Acetobacter sp. A9
A. xylinum BPR2001
A. xylinum BPR2001
A. xylinum BPR2001

Karbon
kaynagi
Glikoz
Glikoz

Glikoz

Glikoz
Glikoz
Melas
Fruktoz
Fruktoz

ilave

Etanol, oksijen

Oksijen

Etanol

Etanol
Etanol
Yok
Agar oksijen
Agar

Inkiibasyon
siiresi (saat)
50
48

72

192
192
72
72
56

Verim/(g/L)

15.30
1.72

2.50

4.16
15.20
7.82
14.10
12.00



A. xylinum ssp. Fruktoz Oksijen 52 10.40
sucrofermentans BPR2001

A. xylinum ssp. Fruktoz Agar oksijen 44 8.70
sucrofermentans BPR2001

A. Xylinum E25 Glikoz Yok 168 3.50

G. xylinus K3 Mannitol Yesil cay 168 3.34

G. xylinus IFO 13773 Glikoz Lignosiilfonat 168 10.10

A. xylinum NUST4.1 Glikoz Sodyum aljinat 120 6.00

G. xylinus IFO 13773 Melas Yok 168 5.76

Gluconacetobacter sp. RKY5 Gliserol Yok 144 5.63

2.4. Bakteriyel Seliilozun Biyosentezi

Bakteriyel selillozun biyosentezi, p1-4-glukan zincirindeki glukoz
kalintilarinin  polimerizasyonu sonrasi zincirlerin hiicre disina salgilanmasi,
hidrojen kopriileri ve Van der Waals kuvvetleri araciligiyla glukan zincirlerinin
hiyerarsik olarak seritler halinde diizenlenmesi ve kristallesmesi, mikrofibril ad1
verilen sert ii¢ boyutlu yapinin olusmasiyla sonuglanan karmasik bir siiregten
meydana gelmektedir. G. xylinum’daki mikrofibrillerin kristallesme mekanizmasi
2 seliloz formunun olusmasini saglar. Mikrofibrillerin paralel olarak
diizenlenmesiyle seliiloz I sentezlenirken, antiparalel olarak diizenlenmesinde

seliiloz II formu elde edilmektedir (Mensah et al., 2022).

G.xylinus’da seliiloz iiretimi glukoneogenez ile birlikte hiicrenin fizyolojik
durumuna gore pentoz-fosfat veya Krebs dongiisii gerceklesir. Pentoz-fosfat
dongiisii karbonhidratlarin oksidasyonunu igerirken, Krebs dongiisii oksalosiiksinat
ve o-ketoglutarat gibi asetat tiirevi karbonhidratlarin, yag ve proteinlerin
oksidasyonunu igerir. Ancak, G. xylinus glikozu anaerobik olarak metabolize
edemez ciinkii glikoliz i¢in gerekli olan fosfofruktoz kinazdan yoksundur (Lustri et
al., 2015).

Di1s ortamdan sitoplazmaya tasinan glukozun doniisiimii dért enzim katalizli
reaksiyon igerir. ilk olarak bir glikoz molekiilii glukokinaz tarafindan glikoz 6-
fosfata (glikoz 6-P) doniistiiriiliir. Bir glukoz 6-P molekiili fosfoglukomutaz

tarafindan glukoz 1-fosfata (glukoz 1-P) izomerize edilir. Glukoz 1-P molekiili,
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pirofosforilaz tarafindan katalize edilen {iiridin difosfat glukozu (UDP-glukoz)
olusturmak i¢in tiridin trifosfat (UTP) ile reaksiyona girer. UDP-glukoz daha sonra
selilloz sentaz A tarafindan katalize edilerek dogrusal 1,4 glukan zincirlerine
donustirilir ve bu zincirler siklik-di GMP tarafindan aktive edilir. Hiicre ici
polimerizasyondan sonra selilloz polimer zincirleri, Van der Waals kuvveti ve
hidroksil gruplart ile anhidroglukoz birimlerindeki oksijen atomlar1 arasindaki
molekiil i¢ci ve molekiiller aras1 hidrojen bagi tarafindan yonlendirilen bir kendi
kendine birlesme siirecini takiben bakteriler tarafindan hiicre zarindan disar atilir.
Bakteriyel selilloz iiretiminde disakkaritler gibi diger karbon kaynaklari
kullanildiginda glukoz ve fruktoz gibi monosakkaritlere hidrolize edilirken, fruktoz
kullanildiginda bir dizi enzimatik reaksiyon yoluyla fruktoz1-fosfat (fruktozl1-P),
fruktoz 6-P ve glukoz 6-P'ye doniistiiriiliir (Mensah et al., 2022); Swingler et al.,
2021; Zhong, 2020). Glikoz ve fruktozdan bakteriyel seliiloz I ve II biyosentezinin

sematik diyagrami Sekil 2.3’te sunulmustur.

Ik olarak Gluconacetobacter xylinum’da tanimlanan becsABCD operonu,
bakteriyel seliiloz biyosentez yolundan sorumlu dort gen icermektedir. BcsABCD
operonunun ilk geni olan bcsA, seliilloz sentaz enziminin katalitik alt biriminin
kodlanmasindan sorumlu iken ikinci gen olan bcsB, seliilloz sentaz iizerinde
bulunan ve c-di-GMP'ye baglanan diizenleyici bir alt birimin iiretiminden
sorumludur. Bu etkilesim seliiloz iiretimini tetikledigi i¢in 6zellikle ¢ok 6nemlidir.
Diger iki gen olan besC ve besD maksimum bakteriyel seliiloz iiretimini saglayan
hiicre ytizeyindeki glukanin taginmasi ve paketlenmesinden sorumludur (Mishra et

al., 2022, Omadjela et al., 2013).
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Sekil 2.3. Glikoz ve fruktozdan bakteriyel seliiloz I ve II biyosentezinin sematik diyagrami
(Swingler et al., 2021).

2.5. Bakteriyel Seliiloz Uretim Yontemleri

Bakteriyel seliloz en yaygin statik ve calkalamali fermantasyon
yontemleriyle tiretilmektedir. Her iki yontemle iiretilen seliillozun morfolojileri ve
ozellikleri birbirinden oldukga farkli olmasi nedeniyle kullanilacak olan yontem
bakteriyel seliilozun nihai uygulamalarinin yaninda istenilen fiziksel, morfolojik ve
mekanik 6zelliklere gore belirlenmektedir. Statik fermantasyon yonteminde seliiloz
hava-sivi ara yiizeyinde jelatinimsi bir pelikiil seklinde olusurken calkalamali
fermantasyon yonteminde, sekil ve boyutu uygulanan donme hizina bagli olarak
diizensiz kiiciik peletler seklinde iiretilir. Iki yontemle iiretilen bakteriler seliilozlar
farkli morfoloji ve ozelliklere sahip olsa da 3 boyutlu ag yapisin1 korumaktadir

(Azeredo et al., 2019).

Her iki yoOnteminde avantajlart ve dezavantajlar1 mevcuttur. Statik
fermantasyon yontemi, diisiik kesme kuvveti ortamina sahip olan nispeten basit bir
teknik olmasi nedeniyle laboratuvar dlgeginde seliiloz iiretimi i¢in en ¢ok tercih
edilen yontemdir. Statik fermantasyonda mikroorganizmalar siirekli yiiksek
verimde bakteriyel seliiloz tiretmek icin daha yiiksek genetik stabiliteye sahiptir.

Fakat tiretim verimliligi fermantasyon yontemi tarafindan sinirlanabilir. Ortamda
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iretilen seliiloz membran bakterileri hapsetme egilimindedir, bu da oksijen
tedarikini sinirlar ve besinler siirekli olarak tiiketilir, boylece konsantrasyonlari
zamanla azalir, bu da BS tiretimini sinirlar. Calkalamali yontemde oksijenin stirekli
olarak ortama karismasi saglanir, boylece seliiloz statik kiiltiire kiyasla daha yiiksek
verimle iiretilir ve bu da maliyetin diisiiriilmesine katkida bulunur. Calkalamali
fermantasyon yontemi, biiylik olcekli endiistriyel iiretime kolayca genisletilebilir
olmasina ragmen bu iiretim yontemi bakterilerin seliiloz {iretmeyen mutantlara
dontismesine neden olabilmekte ve iiretim veriminin azalmasina sebep olmaktadir.
Bunun yani sira c¢alkalamali yontemle firetilen selillozun polimerizasyonu ve
kristalinitesi statik yontemle iiretilene gore daha azdir. CP/MAS 13C NMR analizi
sonucunda calkalamali yontemle iiretilen seliilozun seliiloz Io'nin oraninin, statik
yontemle iiretilene gore daha diisikk oldugu goriilmiistiir. Fakat calkalamali
yontemde elde edilen seliiloz daha yiiksek su tutma kapasitesine ve siispansiyon

viskozitesine sahiptir. (Krystynowicz et al., 2002; Zhong, 2020; Lahiri et al., 2021).

Statik ve c¢alkalamali fermantasyon yontemlerindeki smirlamalarin
iistesinden gelmek i¢in 6zellestirilmis biyoreaktorler kullanilmaktadir. Bakteriyel

seliiloz iiretimi i¢in ¢esitli biyoreaktorlerin tasariminda odaklanilan temel zorluklar;

e Hava-sivi arayiizeyini arttirmak,

e Kayma gerilimi nedeniyle selilloz iiretmeyen mutantlarin
calkalamada artmasi,

o Karistirmali kiiltiirler ¢ogunlukla pelet seklinde seliiloz iiretmesi ve
nihai seliiloz seklinin diisiik mekanik mukavemeti ve kristalligi
nedeniyle daha az uygulamaya sahip olmasi,

e Oksijen transfer orani olarak siralanabilir (Blanco Parte et al., 2021).

Bakteriyel seliilloz tiretiminde fermantasyon icin kontrollii parametrelere
sahip biyoreaktor sistemleri daha yiiksek iiretkenlik, diisiik tiretim maliyeti ve
fermantasyon siiresini kisaltma gibi avantajlar sunar. Karigtirmali tank tipi
biyoreaktorler oksijen transferi igin yiiksek hacimsel kiitle transfer katsayilari
saglamasi nedeniyle bakteriyel seliilozun ticari tiretiminde ilgi ¢eken bir reaktor
cesididir. Oksijen ve besin maddelerinin uygun sekilde kanalize edilmesi i¢in

bolmelere ve karistiricilara sahip olan bu reaktdérde, kayma gerilimi sonucu
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kristalinite indeksi, Young modiilii ve polimerizasyon derecesi statik yontemle
tiretilen seliiloza kiyasla daha diisiik olan lifli formda seliiloz iiretir. Ancak yiiksek
hiicre yogunluguna sahip lifli bakteriyel seliiloz miktarinin ortamda artmasi ortamin
viskozitenin artmasina ve oksijen transferinin sinirlanmasina neden olur. Bu durum
daha yiiksek karigtirma giici gerektirir ve bu da yiliksek enerji gereksinimi

olusturur. (Shoda ve Sugano, 2005; Cheng et al., 2009).

Bir diger yaygin reaktor tiirli, oksijenin reaktdr tabanindan fermantasyon
ortamina siirekli olarak aktarildigi ve mikroorganizmanin gelismesi ve iirlin
tiretmesi i¢in yeterli oksijen saglayan hava kaldirmali biyoreaktordiir. Karistirmali
tank tipi reaktoriine gore daha az kayma gerilimi ve fazla enerji verimliligi saglar.
Bununla birlikte, hava kaldirmali biyoreaktor sistemlerinde daha diisiik oksijen
transfer hizlar1 elde edilebilmektedir. Klasik biyoreaktor tiplerinde (iiretilen
selilozun reaktoriin degisik kisimlarina yapigmasi, bunun da homojeniteyi
azaltmas1 ve pelet seklinde seliiloz iiretimi gibi dezavantajlarina ¢éziim olarak
doner diskli reaktorler kullanilabilmektedir. Disklerinin yiizeyinin yarisi besiyerine
batirilirken diger yaris1 atmosfere maruz kalacak sekilde tasarlanmistir. Diskler
stirekli olarak dondiikge, disklerin yiizeyi besiyeri ve atmosfer arasinda gidip gelir
ve disk yiizeyinde bulunan hiicreler besiyerine daldirildiklarinda besin alirlar ve
ortamdaki oksijeni kullanabilirler. Bu durum statik kiiltiirlerin ~ difiizyon
sinirlamalarin1 azaltir ve bakteriyel seliilozun disklere yapisik sekilde iiretilmesi

sayesinde ortam ¢alisma sirasinda kontrol edilebilir (Wu et al., 2015; Chawla et al.,
2009).

(A) Stirred tank bioreactor (B) Rotating disk bioreactor (C) Airlift bioreactor
@ motor BC sheets
motor
. [\ [\ ] air bubble
medium (riser)
thermal draft tube
jacket aerator
asitit agitator medium
agitator shaft
(grain-like) BC pellets BC sheets (thin layer) BC pellets
—\/> =
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Sekil 2.4. Biyoreaktorler ve iiretilen bakteriyel seliilozlarin sekilleri A) karigtirmali tank tipi
biyoreaktdér B) doner disk biyoreaktdr C) hava kaldirma biyoreaktor (Blanco Parte
et al., 2020).

2.6. BS Sentezine Etki Eden Faktorler

BS verimini arttirmak i¢in ¢Ozlinmiis oksijen, pH, sicaklik gibi cesitli
parametrelerin optimize edilmesi gerekmektedir. Kullanilan kiiltiir kosullarina
bagli olarak firetilen bakteriyel seliilozun mikro yapisint belirleyen Kristallik
indeksi (CI), kristalit polimorfu, seliiloz lo oranlart gibi 6zelikleri etkilenmektedir
(Pandit et al., 2021).

Sicaklik, mikroorganizmanin normal homeostatik fizyolojisini etkileyen en
onemli parametrelerden biridir. Yiiksek sicakliklarda mikroorganizmanin protein
ve niikleik asit gibi hiicre bilesenlerini denatiire olabilirken, diisiik sicakliklar hiicre
gelisimi icin diisiik enerji saglayarak hiicresel metabolizmay1 yavaslatabilir. Bu
nedenle fermantasyon sicakliginin kontrolu seliiloz verimini i¢in biiyiik 6neme
sahiptir. G. xylinum biiyiimesi igin gereken optimum sicaklik 25°C ile 30°C
arasindadir (Pa’e et al., 2018). Volova et al. (2018), K. xylinus B-12068 susu i¢in
hiicre biiylimesi ve bakteriyel seliiloz tiretimi i¢in optimum sicaklik araliginin 28-
30°C oldugunu, fizyolojik sicaklik araliginin ise 20-37°C oldugunu gostermistir.
Zahan et al. (2015) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, A. xylinum ile 5-40°C
arasinda farkli sicakliklarda denemeler gerceklestirmis olup optimum sicaklik 28°C

olarak belirlenmistir. 5°C ve 40°C’ de bakteriyel seliiloz iiretimi gozlenmemistir.

Seliiloz iiretimine etki eden bir diger faktor ortamdaki ¢ozlinmiis oksijendir.
A. xylinum oksijen bazli metabolizmaya sahip zorunlu aerobik bir bakteridir. Bu
nedenle enerji elde etmek ve glukozu seliiloza doniistiirmek i¢in oksijene ihtiyag
duyar. Oksijen kaynagi, bakterinin gelisimi ve seliiloz iiretimi icin kisitlayict
faktordiir. Cok yliksek konsantrasyonda ¢6ziinmiis oksijen glukonik asit iiretimini
desteklerken, ¢ok diisiik oksijen konsantrasyonun mikroorganizmanin gelismesi
icin gerekli oksijenin yoklugundan bakteriyel seliilloz {iretimi olumsuz etkilenir

(Pandit et al., 2021).
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Bakteri tiiriine bagli olarak hiicre liremesi ve bakteriyel seliilloz sentezi igin
optimum pH degeri genellikle 4.0-7.0 arasindadir. Fermantasyon ortaminin pH’s1
karbon ve azot kaynaklarinin tiikenmesi sirasinda glukonik, asetik ve laktik asit gibi
ikincil metabolitlerin birikmesiyle zamanla degisebilmektedir. Bu nedenle seliiloz
verimi i¢in pH’nin fermantasyon siiresince izlenmesi ve kontrolu onerilmektedir

(Azeredo et al., 2019).

Fermantasyon sirasinda mikroorganizmalar gelismek i¢in karbon kaynagi,
azot kayna8i ve cesitli eser elementlere ihtiyag duyar. Bakteriyel seliiloz
tiretimindeki diger bir kritik faktor fermantasyon ortaminin bilesimidir. Cesitli
monosakkarit, oligosakkaritler, alkoller ve asitler gibi fakli karbon kaynaklar1 G.
xylinus suslar1 tarafindan bakteriyel seliiloz verimini artirmak igin arastirilmustir.
Ornegin en yiiksek seliiloz verimi G. xylinus ATCC 53524 susunda siikroz ve
gliserol kullanildiginda elde edilirken, Acetobacter sp. 4B-2 susu igin siikroz, G.
xylinus ATCC 10245 igin ise en iyi karbon kaynagi gliserol olarak belirlenmistir
(Mikkelsen et al., 2009; Pourramezan et al., 2009; Keshk and Sameshima, 2005).
Seliiloz sentezinde bir diger Onemli bilesen azot kaynagidir. Seliilloz verimini
yiikseltmek i¢in kullanilan azot kaynagi bakteri tiirline gore degismektedir. Coban
and Biyik (2011) caligmalarinda en yiiksek seliiloz iretimini Acetobacter
lovaniensis HBBS5 susu i¢in maya ekstraktinda tespit ederken, Rani ve Appaiah
(2011) ise G. hansenii UACO9 i¢in misir maserasyon sivist (CSL) en etkili bir azot
kaynag1 olarak belirlemistir. Nikotinik asit, pridoksin, p-aminobenzoik asit ve
biyotin benzeri vitaminler hiicresel metabolizma ve bilylimenin diizenlenmesinde

yine etkili olup seliiloz verimi arttirabilmektedir (Lahiri et al., 2021).
2.7. Alt Akim islemleri

Fermantasyon sonrasi elde edilen bakteriyel seliiloz, ortam bilesenleri,
bakteri hiicreleri ve metabolik yan {iriinler gibi baz1 safsizliklar1 icermektedir. Bu
nedenle yiiksek saflikta bakteriyel seliiloz eldesi icin saflastirma islemi
gerekmektedir. Uretim sonrasi dncelikle seliiloz kiiltiir ortamindan ayrilir. Statik
fermantasyonla {retilen seliilloz pelikiili sivi-hava araylizeyinden basitge
toplanabilirken, calkalamali kiiltiir ile iiretilen seliiloz filtrasyon ve santrifiij ile

ortamdan ayrilabilir. Saflastirmada en yaygin kullanilan prosediir, 15-20 dakika
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boyunca 100 °C'de NaOH/KOH/Na2CO3 gibi ¢ozeltilerle alkali islemidir. Ardinda
cozeltiden izole edilen seliilloz notral pH degerine ulasana kadar saf su ile yikanir.
Saflastirilmis bakteriyel seliilloz oda sicakliginda, etiivde kurutma, dondurarak
kurutma ve siiperkritik kurutma gibi farkli yontemlerle sabit tarttma kadar
kurutulabilir.  Gerekli saflastirma seviyesi, uygulamanin tiiriine bagli olarak
degisebilmektedir. T1ibbi uygulamalara yonelik saflastirmalar, gida ve gida ambalajt

uygulamalarina gore daha titiz bir prosediir gerektirmektedir (Chawla et al., 2009;

Azeredo et al., 2019).
2.8. Bakteriyel Seliiloz Uretiminde Atiklarin Kullanimi

Bakteriyel seliilozun sahip oldugu essiz 6zellikler sebebiyle ¢esitli alanlarda
onemli bir materyal olarak kullanimi uzun bir ge¢cmise sahip olmasina ragmen
yliksek fermantasyon maliyeti, diisiikk {iretkenlik ve pahali kiiltiir ortamlari
sebebiyle sanayilestirilmesi ve biiylik Olgekte iiretimi gliniimiizde hala en biiyiik
zorlugu olusturmaktadir. Bu zorlugun ve eksikligin giderilmesi i¢in bu zamana
kadar tarim, gida, bira ve seker endiistrileri, tekstil ve kagit hamuru fabrikalarindan
elde edilen atiklar diisiik maliyetli substrat olarak bakteriyel seliiloz {iretiminde
degerlendirilmistir (Hussain et al., 2019). Fermantasyonda kullanilan ortamin
maliyeti toplam harcamanin yaklasik olarak %50-65’in1 olusturmaktadir. Bu
nedenle toplam {iriin maliyetini diisiirmek i¢in daha ucuz olan alternatif {iretim
ortamlarinin kullanimi biiyiik 6nem tagimaktadir. Son yillarda ciddi kiiresel
cevresel sorunlar, atiklarin siirdiiriilebilir kullanimini arttirmaktadir. Atiklarin
bakteriyel seliiloz iiretimi i¢in kullanilmasi ayni zamanda atik yoOnetimine ve
iretiminde kullanilan ortam maliyetinin disiiriilmesine yardimci olmaktadir
(Vazquez et al., 2013; Velasquez-Riano and Bojaca, 2017). Cizelge 2.2’de gesitli
endiistriyel ve tarimsal atiklarin farkli Gluconacetobacter xylinus suslarinin
kullanilmasiyla gerceklestirilen ¢alismalarda iiretilen bakteriyel seliilloz miktarlari

sunulmustur.

Yapilan literatiir taramas1 sonucunda, incir kullanilarak BS iiretimi hakkinda
sadece bir ¢alisma bulunmaktadir. Abol-Fotouh et al. (2021), Komagataeibacter
saccharivorans MDI1 kullanarak hurma, incir ve seker kamisi melasi

substratlarindan bakteriyel nanoseliiloz iiretimi gerceklestirmistir. Incir ekstrakti
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elde etmek i¢in hidrotermal ekstraksiyon yontemini kullanmiglardir. Calismada

herhangi bir optimizasyon teknigi kullanmadan melas ortaminda 3.9 g/L ile en

yuksek BS iiretimini elde ederken, hurma ve incir ekstraktlarindan sirasiyla 3.1 ve

1.1 g/L olarak elde edilmistir.

Cizelge 2.2. Cesitli atiklardan bakteriyel seliiloz tiretimi gerceklestirilen bazi calismalar (Hussain et

al., 2019; Urbina et al., 2021).

Substrat (Atik)

Atik duryan kabugu

Bugday samaninin
enzimatik hidrolizati

Ekstrakte hurma surubu

Portakal kabugu sivisi ve
portakal kabugu

hidrolizati

Uziim kiispesi

Seyreltik Dip Suyu
(Thin stillage)

Melas

Keg¢iboynuzu ve kuru
fasulye ortami

Atik maya biyokiitlesi

Pullulan polisakkarit
fermantasyonu sonrast
atik suyu
Lipid fermantasyon atik
suyu
Detoksifiye edilmemis
ham gliserol
Biyodizel endiistrisinden

gliserol

Mikroorganizma

Gluconacetobacter xylinus
CHo01
Acetobacter xylinus ATCC
23770
Acetobacter xylinum 0416
MARDI
Gluconacetobacter xylinus
BCRC 12334

Gluconacetobacter xylinus
NRRL B-42
Gluconacetobacter xylinus
BCRC 12334

Acetobacter xylinum BPR2001

Gluconacetobacter xylinus
ATCC 700178
Gluconacetobacter xylinus
CHO001

Gluconacetobacter xylinum BC-

11

Gluconacetobacter xylinus
CHO001
Gluconacetobacter xylinus
BNKC19
Gluconacetobacter xylinus
DSM 46604

Maksimum

BS iiretimi

2.67g/lL

8.3¢g/L

5.8 g/L

3.40 g/L

8.0¢g/L

6.26 g/L

5.30g/L

3.2¢9/L

2.9 g/L

1.177 g/L

0.659 g/L

12.31 g/L

2.87 g/L

Referans

Luo etal.,
(2017b)
Chenetal.,
(2013)
Lotfiman et al.,
(2016)
Kuo et al.,
(2017)

Vazquez et al.,
(2013)
Wu and Liu,
(2013)
Bae and Shoda,
(2005)
Bilgi et al.,
(2016)
Luo etal.,
(2017a)
Zhao et al.,
(2018)

Huang et al.,
(2016)
Soemphol et al.,
(2018)
Adnan, (2015)
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Tiitlin atiklar Acetobacter xylinum ATCC 5.2 g/L Yeetal., (2019)
23767
Patates kabugu Gluconacetobacter xylinum 2.61g/L Abdelraof et al.,
ATCC 10245 (2019)
Kahve kiraz kabugu Gluconacetobacter hansenii 8.2g/L Rani and
UACO09 Appaiah (2013)
Icki fabrikas1 atik suyu Gluconacetobacter oboediens 8.5g/L Jahan et al.,
(2017)
Uziim posas1 ve misir Acetobacter xylinum NRRL B- 6.7 g/L Cerrutti et al.,
maserasyon S1vist 42 (2016)
Seker kamigi ile Gluconacetobacter 2.59/L Urbina et al.,
karistirilmis elma posasi medellinensis 1D13488 (2017)
Mango kabuklar Komagataeibacter xylinus 6.32 g/L Garcia-Sanchez
etal., 2020
Clirik muz Komagataeibacter 4.81 g/L Molina-Ramirez
medellinensis NBRC 3288 etal., 2018
Cirtik domates Gluconacetobacter hansenii 3.71¢g/L Fatima et al.,
PJK KCTC 10505BP 2021
Misir sap1 Acetobacter xylinum ATCC 2.86 g/L Cheng et al.,
23,767 2017
Havug suyu Gluconacetobacter hansenii 1.35¢/L Giindiiz and
ATCC 23,769 Asik, 2018
Pamuk esasl1 atik Gluconacetobacter xylinus 10.8 g/L Hong et al.,
tekstiller ATCC 23,770 2012
Narenciye kabugu ve Komagataeibacter xylinus 5.7 g/L Fan et al., 2016
posasi CICC 10,529
Silempe Komagataeibacter xylinus 7.02 g/L Barshan et al.,
PTCC 1734 2019
2.9. Hurda incir

Latince ismi (Ficus carica L.) olan incir meyvesi tipik olarak Akdeniz

kiyilarinda yetisen bir meyvedir. Incirin yetigmesi icin en uygun iklim ve ekolojik

kosullar, Ege Bolgesi'ndeki Biiyiikk ve Kiicik Menderes havzalarinda

bulunmaktadir; bu havzalarda incir iiretimi yapilan en 6nemli ille ise Aydin ve
[zmir’dir. Ege Bélgesi'nde incirler kurutularak, diger bolgelerde ise daha ¢ok taze

olarak degerlendirilmektedir (Gengdag vd., 2019). Giineste veya firinlarda
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kurutularak iiretilen kuru incir, diinya genelinde yaygin olarak iiretilen kurutulmus
meyveler arasinda yer alir; zengin seker igerigi (%48 fruktoz ve glukoz), zorunlu
aminoasitler, tiyamin, karoten, riboflavin ve farkli mineralleri icermesiyle dikkat
ceker. Ayrica, diistik yag igerigi incir meyvesinin kurutulmasini kolaylastirmaktadir
(Gengdag vd., 2019; Slatnar vd., 2011). Kuru incirin bilesimi ve besin degerleri

Cizelge 2.3'te sunulmustur.

Cizelge 2.3. Kuru incirin bilesimi ve besin degerleri (Anonim, 2020).

Kuru incir Besin Degerleri Adet (20 g)
Karbonhidrat (g) 11,6
Protein (g) 1,2

Yag (g) 0,5

Lif (g) 1,8
Vitamin A (mg) 6,4
Vitamin C (mg) 2

Demir (mg) 0,5

Incirlerin sergilerde bulunan kerevetlerde, giines altinda kurutulmasi (dogal
kurutma) sirasinda ortaya c¢ikan ve hurda olarak tabir edilen endiistriyel incirler
ayrilmakta ve kalan saglam incirler depolara kaldirilarak siniflama iglemine tabi
tutulmaktadir. Hurda incir, taze incirin hasat ve depolama gibi asamalarda fiziksel
hasara ugrayarak taze tiikketim 6zelligini kaybetmesiyle ortaya ¢ikan iiriin olarak
tanimlanmaktadir. Hurda incir siifina ayrilan meyveler genel olarak pazar pay1
olmayan, eksiyen, akan, rengi koyulagmis, gilines yamigi orani fazla ve catlak
meyvelerdir. Besin degerinin yiiksek olmasi sebebiyle 6zellikle hurda incirler alkol
iretiminde, recel, marmelat ve ezme gibi formilasyonlarin olusturulmasinda
kullanilmaktadir (Anonim, 2022; Gharibzahedi et al., 2019). Buna bagli olarak
tilkemizde de hurda incirin farkli degerlendirilme yontemleri Cizelge 2.4.’de

verilmistir.

Cizelge 2.4. Hurda incirin degerlendirilme yontemlerine gore isletmelerin dagilimi (Avsar ve

Yalgin, 2007).
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Hurda iIncir  Degerlendirilme Isletme Sayis1 (Adet)
Yontemleri

Yerel Pazar 20

Ezme

Kesme

Recel ve marmelat
Sirke ve alkol

= = W o

Ege Ihracatci Bilgileri verilerine gore iilkemizde iiretilen kuru incirlerin
yaklasik %80’1 ihra¢ edilmekte ve bu ihracatin da yaklasik %50’si Avrupa Birligi
iilkelerine gerceklestirilmektedir. Yilda yaklasik 90.000 ton iiretim karsiliginda 70
bin ton kuru incir ihrag eden tilkemize yilda 250 milyon dolara yakin d6viz girdisi
saglandig belirtilmektedir (Anonim, 2022). Cizelge 2.5’te iilkemizde yillara bagl
olarak kuru incir iiretim miktarlar1 verilmistir. Cizelge 2.6 ‘da sezonlar itibari ile

Tiirkiye geneli kuru incir ve hurda incir ihracat1 detayli olarak verilmistir.

Cizelge 2.5. Tiirkiye’de yillara bagli kuru incir tiretim miktar1 (Anonim, 2020).

Yillar Uretim Miktari (Ton)
2009/10 56.590
2010/11 58.662
2011/12 55.653
2012/13 56.935
2013/14 61.909
2014/15 69.731
2015/16 74.505
2016/17 72.000
2017/18 78.200
2018/19 80.000
2019/20 87.010

Cizelge 2.6. Farkli yillarda Tiirkiye’de kuru incir ihracati (Anonim, 2022).

Biitiin Kuru Ezme Kuru Incir Hurda/Kavrulm Toplam Kuru
Incir us/Diger Kuru Incir

incir
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Sezon = Mikta =~ Tutar = Miktar =~ Tutar = Miktar Tutar Miktar  Tutar
r (ton)  (1000$ (ton) (1000$) (ton) | (1000%) (ton) (1000%)
)
2014/ | 42.390 @ 153.03 6.605 9.966 502 972 52.151 = 171.523
15 6
2015/ | 42.427 @ 149.83 4.433 6.908 652 1.384 50.210 165.634
16 5
2016/ @ 49.883 = 205.25 7.206 10.758 686 1515 @ 62.637  230.505
17 5
2017/ | 49.812 @ 244.55 8.466 14.190 1.453 4.307 64.742 = 278.154
18 6
2018/ | 42.966 @ 195.84 10.127 14.900 2.017 4.381 59.978  228.783
19 5
2019/ | 51.537 @ 209.12 11.678 16.680 1.363 2.806 69.706 =~ 241.796
20 0
2020/ | 52.540 @ 221.09 12.946 18.379 1.280 2.605 72.038  256.563
21 7
2021/ = 36.501 @ 162.24 6.398 9.028 940 1.893 47.147 = 183.100
22 8
*02 Nisan 2022 tarihi itibariyle.

2.10. Plackett-Burman Tasarimi

Bakteriyel seliiloz arastirmalarinda ana hedeflerden biri ekonomik olarak
uygun bir lretim gergeklestirilmesidir. Fermantasyon ortami ve kosullari {iriin
konsantrasyonunu, verimini, alt akim islemlerinde {irlin ayrimmin kolayligini ve
maliyetini onemli 6l¢iide etkilemektedir. Bu nedenle bakteriyel seliiloz sentezi i¢in
ortam bilesenlerinin ve fermantasyon parametrelerinin optimizasyonu iiretim siireci

i¢in biiylik 6neme sahiptir (Hegde et al., 2013).

Istatistiksel temellere dayali deneysel tasarimlarin, geleneksel ydntemlere
kiyasla daha verimli oldugu kanitlanmis olup, her seferinde bir faktoriin
degistirilirken diger faktdrlerin sabit tutuldugu geleneksel yontemlerin zaman alici,
karmasik, pahali, faktorler arasi1 etkilesimlerin dikkate alinmamasi gibi
dezavantajlara sahiptir. Ote yandan istatistiksel deneysel tasarimlar, belirli
hedeflere ulagsmak i¢in bir¢ok faktoriin ayn1 anda calisabildigi sistematik ve etkili

deneme plan1 sunmaktadir. Bu istatistiksel tasarimlar arasindaki Plackett-Burman
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(PB) tasarimi, toplam deney sayisini biiyiik dl¢lide azaltan, ¢ok sayida degisken
arasindan 6nemli faktorlerin belirlenmesinde kullanilan etkili bir tarama yontemidir
(Mohammad et al., 2021; Vaidya et al., 2003). 1946 yilinda Plackett ve Burman
tarafindan bulunan iki seviyeli kesirli faktoriyel tasarimdir. Bu tasarim, “n” sayida
deneyle “n-1” sayida bagimsiz degiskeni degerlendirilmesine olanak tanir. Deney
sayisinin 4’iin kat1 olmasi gerekmektedir. Plackett-Burman tasariminda, deneyler
sirasinda konsantrasyonu degisen “gercek degiskenler” ve hatay1 tahmin etmek i¢in
kullanilan deneyler sirasinda konsantrasyonu sabit kalan “sahte (dummy)
degiskenler” olmak {lizere iki tiir degisken vardir. Cizelge 2.7°de 6rnek olarak 12
deney sayili, 11 degiskenli PB tasarimi1 deneme denesini sunulmustur. Cizelgedeki
yatay satirlar denemeleri temsil ederken, dikey siitiinlar degiskenlerin diisiik veya
yiiksek seviyelerinden birini temsil eder. Plackett—Burman tasarim sonuglarinin
varyans analizi (ANOVA) ile 6nemli faktorler belirlenip optimizasyonun bir
sonraki adimi i¢in kullanilabilmektedir (Vanaja and Shobha Raniet, 2007; Wang

and Wan, 2009; Plackett and Burman, 1946).

Cizelge 2.7. Plackett-Burman tasarimina ait 12 deney ve 11 adet faktorlii deneme deseni (Singh et
al., 2017).

Deney | X1 | X2 | X3 | X4 | X5 | X6 | D1 | D2 | D3 | D4 | D5
1 - + - - - + + + - + +
2 + - - - + + + - + + -
3 - - - + + + - + + - +
4 - - + + + - + + - + -
5 - + + - - + + - + - -
6 + + + + + + - + - - -
7 + + - + + - + - - - +
8 + - + + - + - - - + +
9 - + + - + - - - + + +

10 + + - + - - - + + + -
11 + - + - - - + + + - +
12 - - - - - - - - - - -
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2.11. Yamt Yiizey Metodu (YYM)

1951 yilinda Box ve Wilson’ca gelistirilen YYM, istenilen metabolitlerin
iiretim siireglerini optimize etmek amaciyla faktoriyel tasarimlar1 kullanmaktadir.
YYM, cesitli bagimsiz degiskenlerin etkisinin degerlendirilmesi ve degiskenlerin
optimum degerlerinin belirlenmesi i¢in model olusturmaya yonelik giiclii ve etkili
matematiksel yaklagimdir. Biyokimyasal ve biyoteknolojik siireclerde YYM,
fermantasyon degiskenlerini optimize etmek ve modellemek i¢in basariyla
kullanilmis olup, son zamanlarda bu yontemin kullanimini kolaylastiran Design
Expert ve Minitab gibi cesitli yazilimlar sayesinde, farkli mikrobiyal iiriinlerin
optimizasyonunda kullanilan yaygin bir yontem haline gelmistir. Ayrica yeni
iriinlerin tasarimi, gelistirilmesi ve formiile edilmesinin yani sira mevcut iriin

tasarimlarinin  iyilestirilmesinde de Onemli uygulamalara sahiptir (Nassiri

Mahallati, 2020; Breig and Luti, 2011).

YYM’unda modeller, faktorler (bagimsiz degiskenler) ve cevap (bagimli
degiskenler) arasindaki baglantiy1 acgiklayan deneysel tasarimdaki verilere bagli
olarak olusturulur. YYM’ nun optimizasyon i¢in kullanilmasi birka¢ asamayn1 igerir.
Deneysel tasarimda optimizasyon deneyi tasarlanmadan once etkili olan faktorler
ve bu faktorlerin seviyeleri belirlenir. Faktorlerin seviyeleri model dogrulugu
tizerindeki etkisi nedeniyle énemlidir. Optimizasyon deneyleri genellikle Box-
Behnken tasarimi (BBD), merkez compozit tasarim (CCD) ve fraksiyonel
faktoriyel tasarim (FFD) gibi deneysel tasarimlarla arastirilmaktadir. Bu tasarimlar
arasindaki fark deneysel noktalarin se¢imine ve deney sayisina baghidir. Bagimsiz
ve bagimli degiskenler arasindaki matematiksel iliski bir model denklemi kurularak
belirlenmektedir. Birinci dereceden polinominal denklemler genellikle yetersiz
kalmaktadir. Yanit ylizeyi metodolojisi i¢in, merkezi bir bilesik tasarim veya Box-
Behnken tasarimindan elde edilen deneysel sonuglara dayali olarak ¢esitli
faktorlerin bir yanit izerindeki etkilerini tanimlamak i¢in genellikle asagida verilen
ikinci dereceden bir polinom modeli (Denklem (1)) 6nerilir (Wang and Wan, 2009;
Huerta-Ochoa et al., 2018).

k k
y =0+ Z BiXi + Z B + Z BijXiX; 1)
o1 o1

i<j
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Burada y tahimini cevap, Bo sabit katsayi, xi ve Xj bagimsiz degiskenleri, B,
Bii, Bij sirastyla dogrusal, kuadratik ve interaksiyon etkilesim katsayilaridir. Modelin
yeterliliginin kontroliinde regresyon katsayisinin (R?) ve diizeltilmis regresyon
katsayismin (R%qj) belirlenmesi igin, tahmini kalint1 hata kareler toplam1 (PRESS)

ve model uyumsuzlugu (lack of fit) testi gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir

(Breig and Luti, 2011).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Geregler
3.1.1. Mikroorganizma

BS iiretimi i¢in kullanilan Gluconacetobacter xylinus ATCC 700178 (bu
bakterinin ismi Komagataeibacter xylinus olarak degistirilmistir ancak ¢ogu yeni
literatiirde bile eski ismi kullanildig1 igin, tez ¢alismasinda da eski ismi verilmistir)
bakterisi, E.U., Biyomiihendislik Béliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Elif Esin
HAMES’den temin edilmistir. S6z konusu sus 20 g/L glukoz, 5 g/L maya ekstrakti,
5 g/L pepton, 1.15 g/L sitrik asit ve 2.7 g/L NazHPOa4 (pH 5.0) igeren ve bakteriyel
selilloz iiretiminde en yaygin kullanilan standart Hestrin ve Schramm (HS)
ortaminda ¢ogaltilmistir (Hestrin ve Schramm, 1954). 48 saat boyunca 30°C’ye
dereceye ayarlanmis inkiibatorde (Niive, EN 400, Tiirkiye) statik olarak gelistirilen
kiiltiir her 4 haftada bir Hestrin ve Schramm besiyeri kullanilarak tazelenip, 4°C’de
muhafaza edilmistir. Inokulum kiiltiiriindeki hiicre sayis1 6,50x10° cfu/mL’dir
(Mikkelsen et al. 2009). Sekil 3.1°de G. xylinus’un gram boyama sonrasi 100x

biiytitiilmiis mikroskop goriintiisii gériilmektedir.

Sekil 3.1. G. xylinus ’un gram boyama sonrast 100x biiyiitiilmis mikroskop goriintiisii.
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3.1.2. Substrat

Calismada substrat olarak kullanilan hurda incir Istk Tarim A.S.-Izmir
tarafindan tedarik edilmis ve bilesimi,70.42+1.26 suda ¢oziiniir kKuru madde (briks),
0.6+0.03 su aktivitesi (aw), 15.8+1.05 nem igerigi (%), 3.4+0.4 protein miktari (%),
2.6+0.4 kiil miktar1 (%) olarak tedarikgi firma tarafindan beyan edilmistir. Hurda
incirler ekstraksiyon islemine kadar +4 °C sicaklikta, buzdolabinda bozulmadan
muhafaza edilmistir. Hurda incirlerin UV 1sik altindaki goriintiilerinden de (Sekil
3.2) gortilebilecegi lizere incirler UV 151k altinda mavi floresans renk vermemekte

ve dolayisiyla aflatoksin icermemektedir.

Sekil 3.2. Firmadan temin edilen hurda incirlerin UV 151k altindaki goriintiileri

3.1.3. Enzim

Yapilan  ekstraksiyon denemelerinde 40 g/ baslangic  seker
konsantrasyonundan itibaren, 6zellikle pH degerinin 6.5’a ayarlanmasiyla bir
jellesme goriilmistiir. Bunun sebebinin incir meyvesindeki pektin gibi polimerik
maddeler oldugu disiiniilmiistiir. Bu jellesmenin engellenmesi ve homojen bir
ekstrakt elde etmek maksadiyla pektinaz ve seliilaz aktiviteleri igeren ticari bir
enzim preparati olan Rapidase FC (DSM Food Specialties B.V., Hollanda) enzimi
kullanilmistir.  Bu enzim Aspergillus niger pektinazlari ve Trichoderma
longibrachiatum seliilolitik aktivitelerinin siv1 bir karisimi olup, optimum sicakligi
45-55 °C ve optimum pH'st 4.0-5.0 araligindadir. 1 litre incir ekstraktina 0.2 mL
Rapidase FC ticari enzimi (tedarik¢i tarafindan beyan edildigi gibi 150-200 g/ton)
eklenmis ve 45 °C/1 saat inkiibe edilmistir.



27

3.1.4. Kimyasallar

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasallar, Ek 1° de listelenmistir.

3.1.5. Ekipmanlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar, Ek 2” de verilmistir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Fermantasyon Ortaminin Hazirlanisi

Bakteriyel seliiloz tiretiminde kullanilan hurda incirin, mikroorganizma
tarafindan kullanilabilir hale getirilmesi i¢in ekstraksiyon islemi gerekmektedir. Bu
amagla 50 gram hurda incir, 80°C’ye 1sitilmisg 250 mL saf su ile yiiksek devirli bir
pargalayicit kullanilarak 1 dakika diisilk devir, 3 dakika yiiksek devirde
pargalanmistir. 30 dakika beklemenin ardindan karisim slizme bezi ile siiziilmiis,
kalan s1v1 kisim 15 dakika boyunca 6000 rpm’de santrifiij edilmistir. Elde edilen
hurda incir ekstrakti goriintiisii Sekil 3.3’te sunulmustur. Ardindan elde edilen st
faz 20 g/L glikoz igerecek sekilde uygun oranlarda saf su ile seyreltilerek
fermantasyon ortami olarak kullanilmistir. Aksi bildirilmedigi stirece biitiin
fermantasyon denemelerinde 20 g/L glikoz orani korunmustur. Denemelerde, 250
mL.’lik erlenmayerler igerisinde 100 mL fermantasyon ortami hazirlanmis ve
otoklavda sterilizasyon islemi (121°C/15 dakika ) sonrasi asilama igin hazir hale
getirilmigtir. Ekim igleminin %2 (v/v) oramin gerceklestirilmesinin ardindan,

30°C’de bir hafta statik olarak inkiibasyon islemi uygulanmaistir.
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Sekil 3.3. Fermantasyon ortami olarak kullanilan hurda incir ekstrakti.

3.2.2. Plackett-Burman Tasarimiyla Onemli Besiyeri Bilesenlerinin

Belirlenmesi

Calismanin ilk asamasinda karbon kaynagi olarak hurda incir ekstraktinin
kullanildig1r Plackett-Burman tasarimiyla (Minitab Statistical Software (Release
13.20), Hestrin ve Schramm besiyeri bilesenlerinden (glikoz harig) bakteriyel
seliiloz {iretimi icin 6nemli olanlarin tespiti gergeklestirilmistir. iki seviyeli bir
tasarim olan Plackett-Burman tasariminda kullanilacak Hestrin ve Schramm
besiyeri bilesenlerinin diisiik (-) ve yiiksek (+) seviyeleri yapilan diger
caligmalardaki degerlere gore belirlenmis ve Cizelge 3.1.’de sunulmustur. Bu
istatistiksel deneme igin yiiksek seviyeler orjinal Hestrin ve Schramm ortamindaki
konsantrasyonlar olarak se¢ilmis olup, diisiik seviyeler ise, yiiksek seviyelerin 1/10
oranina denk gelecek sekilde sec¢ilmistir. Sekil 3.4.°de de gosterilen 8 farkl
fermantasyon ortami1 (pH 5) ile fermentasyon deneyleri (30°C/7 giin)

gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Plackett-Burman tasariminda denenen besiyeri bilesenlerinin diistik (-) ve yiiksek (+)

seviyeleri
Bilesen Diisiik seviye (g/L) Yiiksek seviye (g/L)
¢ ()
A-Maya ekstrakti 0.5 5.0
B-Pepton 0.5 5.0

C-Sitrik Asit 0.115 1.15
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D- NazHPO4 0.27 2.7

Sekil 3.4. Plackett-Burman deneme desenine gore hazirlanan fermantasyon ortamlari

3.2.3. Fermantasyon ve Uretim Parametreleri

Cesitli parametrelerin  bakteriyel selilloz iiretimi {izerine etkilerinin
incelenmesi amaciyla fermantasyon denemeleri gerceklestirilmistir. Incelenen
tiretim parametreleri Cizelge 3.2°de sunuldugu gibi sirastyla maya ekstrakti (3, 5,
7,10, 13, 15 g/L), inokiilasyon orani (%1, 2, 3, 4 (v/v)), pH (4.0, 5.0, 6.0, 6.5, 7.0),
substrat konsantrasyonu (20, 40, 60, 80 g/L) ve inkiibasyon sicakligidir (25, 30, 35
°C). Fermantasyon denemeleri statik kiiltiir yontemi ile 100 ml.’lik fermentasyon

ortamlarinda (30°C/7 giin) yapilmistir.

Cizelge 3.2. Bakteriyel seliiloz iiretiminde etkileri incelenen parametreler ve deger araliklar1.

Parametreler Degerler

Maya ekstrakti (g/L) 3,5,7,10, 13,15
Inokiilasyon oran1 % (v/v) 1,2,3,4

pH 4.0,5.0,6.0,6.5,7.0
Baglangig substrat konsantrasyonu (g/L) 20, 40, 60, 80
Inkiibasyon sicaklig1 (°C) 25, 30, 35

Ik olarak Plackett-Burman deneylerinden elde edilen sonuglara gore
bakteriyel seliiloz tiretiminde istatistiksel onemi belirlenen, azot kaynagi olarak
eklenen maya ekstrakti konsantrasyonun etkisi incelenmistir. Hurda incir

ekstraktinin %2 glukoz olacak sekilde seyreltilmesi ile hazirlanan fermantasyon
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ortamlarina maya ekstrakti 3, 5, 7, 10, 13, 15 g/L oranlarinda eklenmis, 30°C’de,
%?2 inokiilasyon oraninda, pH degeri 5 olacak sekilde fiiretim denemeleri
gerceklestirilmis ve en yiiksek iiretiminin oldugu maya ekstrakti konsantrasyonu

tespit edilmistir.

Seliiloz iiretimi i¢in maya ekstraktinin optimum konsantrasyonunun
belirlenmesinin ardindan inokiilasyon oraninin iiretime etkisini incelemek amaciyla

farkl as1 oranlarinda (%1, 2, 3, 4 (v/v)) denemeler gerceklestirilmistir.

Bakteriyel seliiloz iiretiminde baslangi¢c ortam pH’sinin etkisini incelemek

icin farkli pH degerlerinde (4.0, 5.0,6.0, 6.5, 7.0) denemeler yapilmuistir.

Baslangi¢ substrat konsantrasyonun bakteriyel seliilloz iiretimine etkisinin
belirlenmesi icin 20, 40, 60 ve 80 g/L substrat (hurda incir ekstrakti) iceren
fermantasyon ortamlarina 10 g/L maya ekstrakti ilave edilerek fermantasyon
ortamlar1t hazirlanmistir. Hurda incir ortaminda yiliksek pH’larda jellesmesi
sebebiyle ortama Rapidase FC (Aspergillus niger ve Trichoderma.
longibrachiatum, optimum pH 4.0-5.0, optimum sicaklik 10-55 °C) eklenmistir ve
geri kalan optimizasyon denemelerinde enzim eklenerek devam edilmistir. Hurda
incir ekstrakti (pH 4-5) enzim ile 45°C’de 1 saat muamele edildikten sonra

fermantasyon ortamlar1 hazirlanmasinda kullanilmistir.

Onceki denemelerde belirlenen optimum kosullarda bakteriyel seliiloz
iiretimine inkiibasyon sicakliginin etkisini incelemek i¢in 25°C, 30°C ve 35°C’de

denemeler gergeklestirilmistir.

3.2.4. Yamit Yiizey Metodu (YYM)

Maksimum bakteriyel selilloz iiretimi amaciyla baglangig substrat
konsantrasyonu, pH, ve sicaklik faktorlerinin optimum seviyeleri YYM
kullanilarak belirlenmistir. Plackett-Burman tasarimi sonucunda istatistiksel 6neme
sahip oldugu tespit edilen maya ekstraktinin seliiloz {iretimi iizerine etkisi, ikinci
dereceden bir polinomiyal fonksiyon ile agiklanamayacagi i¢in optimizasyon

deneylerine dahil edilmemistir. Maya ekstraktinin parametre olarak alindigi bir
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istatistiksel optimizasyon denemesinde, model uyumsuzlugu istatistiksel olarak
onemli ¢ikacak ve model kullanilamayacaktir. Cizelge 3.3.’de optimizasyonu
yapilan bagimsiz degiskenler ve bu degiskenlerin 6n denemelerle belirlenen
seviyeleri verilmistir. Calismada, ylizey merkezli istatistiksel tasarim tarafindan
verilen 20 deneme gergeklestirilmis olup, bu denemelerin 6 tanesi merkez noktada
gerceklestirilen tekrar denemeleridir. Kullanilan seviyeler -1, 0 ve +1 olarak
sembolize edilmistir, 0 merkez noktasidir. Her faktére ait merkez noktasindaki

gercek seviye degeri Denklem 2’ye gore belirlenmistir.

o __ Gergek seviye - (yiiksek seviye + diisiik seviye) /2
KOdlanml$ deger - (yliksek seviye — diisiik seviye) /2 (2)
Proses degiskenlerinin bakteriyel seliiloz iiretimine etkisini belirlemek i¢in
kullanilan ikinci derece polinomiyal denklem Y = B0 + B1X1 + P2Xo + P3Xs +
B1iX12 + P22Xoz + PazXsz + Pr2XeXe + P13XeXsz+ P23X2Xs seklinde olup, bu
denklemde bulunan B0, B1, B2........ B23 regresyon katsayilarini, Xi, Xz, X3

bagimsiz degiskenleri ifade etmektedir.

Elde edilen bu modelin, deneysel verilere olan uyumu varyans analizi
(ANOVA) ile belirlenmistir. YYM ile bulunan modelin uygulanip
uygulanamayacagi uyum eksikliginin (lack of fit) 6nemsiz olmasi ile (P>0.05) ve

regresyondan kaynaklanan varyasyonun énemli olmasi (P<0.05) ile belirlenmistir.

Cizelge 3.3’te optimizasyon denemelerinde kullanilan baslangi¢c substrat

konsantrasyonu, pH ve sicaklik seviyeleri verilmistir.

Cizelge 3.3. YYM’de kullanilan parametreler ve seviyeleri.

Faktorler Bagimsiz degiskenler Seviyeler

-1 0 +1
Xi Substrat konsantrasyonu (g/L) 40 60 80
X2 pH 5.5 6.5 7.5

X3 Sicaklik (°C) 25 30 35
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3.2.5. Analitik Yontemler

3.2.5.1. Substrat analizleri

Hurda incirden elde edilen ekstraktin 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in, toplam
seker ve protein yapilmistir. Protein tayini, Tecator Digestion System 6 1007
Digestor ve Kjeltec System 1002 Distilling Unit cihazlari ile (Kjeldahl yontemi)
yapilmistir (Kjeldahl, 1883).

3.2.5.2.1. Toplam seker tayini

Hurda incir ekstraksiyonu islemi sonucunda elde edilen siv1 ekstrakta uygun
oranlarda seyreltme yapildiktan sonra Fenol-Siilfirik Asit yontemi (Dubois et al.,
1956) kullanilarak seker tayini gerceklestirilmistir. Bu amagla 0, 20, 40, 60, 80, 100
png/mL olacak sekilde standart c¢ozeltiler hazirlanip, standart bir grafik
olusturulmustur. Elde edilen bu grafik yardimiyla 6rnekteki toplam seker miktari
sakkaroz cinsinden belirlenmistir. Tiim okuma islemleri spektrofotometre (Thermo
Scientific, Genesys 10S UV-Vis) kullanilarak 490 nm. dalga boyunda
gerceklestirilmistir.

3.2.5.1.2 HPLC Yontemi ile Toplam Seker ve Karbon Profilinin

Belirlenmesi

Hurda incir ekstrakti numunelerinin toplam seker ve karbon profilinin
belirlenmesinde, T.C. Tarim ve Orman Bakanlhig1 SGS Istanbul Ozel Gida Kontrol
Laboratuvari’ndan hizmet alimi yapilmistir. HPLC 1200 Infinity Series- RID
Dedektor ile AOAC 977.20 analiz metodu kullanilarak gerceklestirilmistir.
Cihazda, Inertsil NH2, 5 um, 4,6x250mm (UP) kolon kullanilmistir.

3.2.5.2. indirgen Seker Tayini

Bakteriyel seliiloz iiretim kinetigi asamasinda, fermantasyon sonunda
ortamindaki indirgen seker (glikoz) miktarinin belirlenmesi i¢in, dinitrosalisilik asit

(DNS) yontemine (Miller, 1959) gore 0.09, 0.18, 0.27, 0.36 mg/mL glikoz igeren
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standart ¢ozeltiler hazirlanmis ve 540 nm’de spektrofotometrik olarak (Thermo
Scientific, Genesys 10S UV-Vis) absorbans degerleri okunmus, standart grafik

yardimiyla 6rnekteki indirgen seker konsantrasyonu belirlenmistir.

3.2.5.3. Bakterivel Seliiloz Tavini

Fermantasyon sonrasi bakteriyel selilloz miktarini tayin etmek oncelikle
iretilen seliiloz hava-sivi arayiizeyinden toplanip ve musluk suyu ile yikanmistir.
Ardindan %?2’lik NaOH c¢ozeltisi icinde 2 saat kaynatildiktan yikanip ve tekrar
%?2’lik NaOH ¢ozeltisinin i¢inde 30 °C’de 2 giin bekletilmistir. Yikanan bakteriyel
seltilozlar sabit tartima kadar 60°C’de etliivde kurutulup ve iiretim miktar

belirlenmistir.

3.2.5.4. pH

Orneklerin pH degerleri WTW Series pH 720 marka pH metre kullanilarak

Olclilmiistiir.

3.2.5.5. Sodyvum Dodesil Siilfat- Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE)

Optimum sartlarda elde edilen bakteriyel seliiloz Ornegine uygulanan
saflagtirma yonteminin etkinliginin incelenmesi amaciyla SDS- poliakrilamid jel
elektroforezi gergeklestirilmistir. Fermantasyon sonrasi elde edilen seliillozdan
saflagtirma Oncesi ve sonrasi 6rnek alinmis olup bu drnekler 1 giin tamponla (20
mM Tris pH 8.0, 100 mM NaCl) karistirtldiktan sonra iist fazlar yiikleme boyasiyla
95°C’de 10 dk kaynatilarak kuyulara ytliklenmistir. Elektroforezde %12’luk ayirma
jeli ile %5’lik toplama jeli kullanilmistir. 20 pl 6rnegin jele yiiklenmesinin
ardindan, 6nce 80 voltta 10 dk, sonrasinda 120 voltta 80 dk elektrik alan altinda
yuritilmiistir. Markor (belirteg, cetvel) olarak Thermo Scientific™ PageRuler™
Unstained Protein Ladder kullanilmistir. Elektroforez sonrasi jel, Coomassie-

Brilliant ile boyanmig ve goriintiilenmistir.
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3.2.5.6. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Saflastirllmis ve kurutulmus bakteriyel seliilloz 6rneklerinin morfolojik
ozellikleri, 7.50 kV hizlandirilmis voltajda taramali elektron mikroskobu (Thermo
Scientific Apreo S, USA) kullanilarak incelenmistir. Ornekler iletkenligi artirmak
icin 7 nm altin-paladyum tabakasi ile kaplanmustir. Analiz, Ege Universitesi-
Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvart Uygulama ve Arastirma

Merkezi’nde (MATAL) hizmet alimi ile gerceklestirilmistir.

3.2.5.7. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektrometresi Analizi

Optimum kosullarda elde edilen kurutulmus bakteriyel seliiloz 6rneginin kizil
oOtesi spektrumlari, Zayiflatilmis Toplam Yansima (ATR)- FTIR cihaz1 (Perkin
Elmer Spectrum Two, ABD) kullanilarak 600-4000 cm™ dalga boyunda 4 cm™
¢oziiniirlikkte Slciilmiistiir. Analiz, Ege Universitesi-Merkezi Arastirma Test ve
Analiz Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde (MATAL) hizmet alim1
ile gerceklestirilmistir.

3.2.5.8. X-Isim1 Kirinim (XRD) Analizi

Saflastirilmis ve kurutulmus bakteriyel seliilloz 6rneklerinin XRD analizleri,
Ultima IV model Rigaku marka X-1gin1 difraktometresi ve Cu Ka radyasyonu (A =
1.542 nm) kullanilarak 10°-45° (20) tarama araliginda gergeklestirilmistir. Analiz,

Ege Universitesi Giines Enerjisi Enstitiisii’nde hizmet alimu ile gergeklestirilmistir.

3.2.5.9. istatistiksel Degerlendirme

Denemelerden elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS programi (SPSS
Inc., SPSS Statistics 25.0, Chicago, ABD) kullanilarak Duncan Testi ile
gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Substrat Analizleri

Calismada substrat olarak kullanilan hurda incir ekstraktinin bilesimi Cizelge

4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Hurda incir ekstrakti kompozisyonu ve kullanilan yontemler.

Bilesen Miktar Analiz Metodu
Toplam seker (%) 9.36+0.01 Fenol- Siilfirik asit yontemi
Toplam Seker ve Karbon Profili (g/100g) HPLC (AOAC 977.20)
o Toplam Seker 8.63
e  Fruktoz 4.33
e  Glukoz 4.30
Protein (%) 4.13+0.49 Kjeldahl yontemi (6.25)

4.2. Plackett-Burman Tasarimiyla Onemli Besiyeri Bilesenlerinin

Belirlenmesi

Plackett-Burman tasarimiyla, karbon kaynagi olarak hurda incirin
kullanildig1 fermantasyon ortamina eklenen Hestrin ve Schramm besiyeri
bilesenlerinden (Cizelge 4.3.) bakteriyel seliiloz {iretimi i¢in istatistiksel dneme
sahip olanlarin tespiti gerceklestirilmistir. Incelenen besiyeri bilesenlerinin diisiik
(-) ve yiiksek (+) seviyelerinin programa girilmesiyle elde edilen PB deneme deseni
ve bu deneme desenine gore gergeklestirilen iiretim sonuglar Cizelge 4.2°de

sunulmustur.

Cizelge 4.2. Hurda incir ile hazirlanan fermantasyon ortaminda yapilan PB deneme deseni ve

fermantasyon sonucu iiretilen bakteriyel seliiloz miktarlar

Bakteriyel
2 © £ < 2 é Seliiloz
[} %‘ S "5_ ~ T .
= s & 2 = 5 Miktari
o =< o = g
= » (g/L)
1 - - + - 0.64
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2 - - - - 0.42
3 + + - - 2.45
4 + - + + 2.15
5 + - - + 2.38
6 . + - + 1.1
7 - + + + 1.17
8 + + + - 2.17

Yukarida verilen bakteriyel seliiloz miktarlar1 incelendiginde en yiiksek
iiretim miktarinin 3 numaral1 besiyerinde (2.45 g/L), en diistik tiretim miktarinin ise

2 numarali besiyerinde (0.42 g/L) oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Bakteriyel seliiloz iiretimi i¢in tahmini etki degerleri ve katsayilar

Faktor Etki Katsay1 Sh kat * T P

Sabit 3.76000 0.05995 62.72 0.000
Maya ekstrakti 1.45500 0.72750 0.05995 12.14 0.001**
Pepton 0.32500 0.16250 0.05995 2.71 0.073
Sitrik asit -0.05500 -0.02750 0.05995 -0.46 0.678
Na2HPO4 0.28000 0.14000 0.05995 2.34 0.102

*Sh kat, standart katsayilari

Bakteriyel seliiloz iiretimi iizerine etkisi incelenen 4 besiyeri bilesenin her
birinin 6nem seviyesinin Ol¢iilmesi i¢in varyans analiz (ANOVA) tablosu
incelenmistir. Cizelge 4.4.” de her bir bilesenin bakteriyel seliiloz iiretimi i¢in
program tarafindan hesaplanan etki degerleri ve katsayilar1 verilmistir. Katsayilar
incelendiginde sitrik asit bileseninin bakteriyel seliiloz iiretiminde negatif etkiye
sahip oldugu, diger 3 bilesenin pozitif etkiye sahip oldugu goriilmektedir.
Bilesenlerin istatistiksel olarak onemi p degerine gore belirlenmektedir ve p
degerinin 0.05’ten kiiglik olmasi (P>0.05) bilesenin proses iizerinde dnemli bir
etkiye sahip oldugunu kanitlamaktadir. Cizelge 4.3 de verilen sonuglara gore sitrik
asit, pepton ve NaHPOs igin hesaplanan P degerinin 0.05’den biiyiik olmasi, bu
besin maddelerinin bakteriyel seliiloz iiretiminde istatistiksel olarak Oonemli bir
etkiye sahip olmadigin1 gostermektedir. Bu sebeple iiretime herhangi anlamli bir
etkisi olmayan bu bilesenler fermantasyon ortamindan maliyeti azaltmak amaci ile

cikarilmigtir. P degerlerinin 0.05’ten kii¢iik oldugu besiyeri bilesenlerinden maya



37

ekstraktinin bakteriyel seliiloz iiretiminde istatistiksel olarak 6nemli bir bilesen

oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.4. Bakteriyel seliiloz i¢in varyans analizi (R-Sq = 98,2%  R-Sqg(adj) = 95,7%, p<0.05)

Kaynak SD?  KTP Diiz. KT® Diiz. KO F P

Ana etkenler 4 4.60815 4.60815 1.15204 40.07 0.006**
Artik hata 3 0.08625  0.08625  0.02875

Toplam 7 4.69440

2 Serbestlik derecesi,” Kareler toplam1,® Diizeltilmis kareler toplam1,® Diizeltilmis kareler

ortalamasi

Cizelge 4.4’ de verilen ANOVA sonucuna gore p degeri (p=0.006<0.05), %5
giiven araligindadir. Bu nedenle elde edilen modelin istatistiksel olarak 6nemli

oldugu sonucuna varilir.

Bilgi et al. (2016), keciboynuzu ve kuru fasulye kullanarak seliiloz sentezinde
onemli faktorleri degerlendirmek i¢in PB tasarimini kullanmis ve protein
konsantrasyonu, fermantasyon siiresi ve inokulum oraninin bakteriyel seliiloz
tretiminde Onemli parametreler oldugunu belirlemislerdir. Zeng et al. (2011),
substrat olarak akgaagac surubu kullanarak BS iiretiminde kiiltiir kosullarini
istatistiksel olarak optimize etmislerdir. Plackett-Burman tasarimimi kullanarak,
fermantasyon siiresi, akcaaga¢ surubu konsantrasyonu, ¢alkalama hizi ve inokulum

boyutunun BS iiretimi lizerinde 6nemli etkileri oldugunu bulmuslardir.

Hedge et al. (2013), Plackett-Burman tasarimi sonucunda HS bilesenlerinden
karbon kaynag: glikoz ve azot kaynaklar1 pepton ve maya ekstraktinin bakteriyel
seliiloz iiretimde 6neme sahip oldugunu bildirmislerdir. Ayni ¢alismada elde edilen
sonuglara gore azot kaynaklar1 karsilastirildiginda, Gluconacetobacter
persimmonis tarafindan gergeklestirilen seliiloz liretimi i¢in en iyi azot kaynaginin
maya ekstrakti olarak bulunmus ve icerigindeki bol miktardaki nitrojen bilesenleri

ve bliylime faktorlerinin seliiloz iiretimini uyardig1 sonucuna varilmistir.

Calderon-Toledo et al. (2021), PB tasarimiyla Komagataeibacter rhaeticus
SU12 susunun kullanildig1 seliiloz iiretimde inkiibasyon siiresi, maya ekstrakti,

etanol ve atitk mango ekstrakti konsantrasyonlarmin istatistiksel olarak O6nemli
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oldugunu tespit etmislerdir. Saleh et al. (2020), yaptiklar1 ¢calismada PB tasarimi
sonucu K. hansenii AS.5 ile gergeklestirilen seliilloz iiretiminde Gneme sahip

faktorleri MgSO4, etanol, pH ve maya ekstrakti olarak belirlemislerdir.

Tez ¢alismasinda, HS besiyeri besin maddeleri bakteriyel seliiloz iiretimi i¢in
taranmis olup bakteriyel seliiloz liretiminde tek 6nemli faktor maya ekstrakti olarak
bulunmustur. Yapilan literatlir ¢aligmasi neticesinde, maya ekstraktinin
icerigindeki bol miktardaki nitrojen bilesenleri ve proteinlerin bakteri hiicrelerinin
%8-14'inti olusturmas1 gibi nedenler azot kaynaklarinin G. Xxylinus'un

biliylimesinde, dolayistyla seliiloz iiretiminde 6nemli olmasini desteklemektedir.

4.3. Maya Ekstrakti Konsantrasyonunun Bakteriyel Seliiloz Uretimine

Etkisi

Azot protein molekiillerinin yapisal bilesenidir ve bir¢ok bakteri tiirii i¢in
hiicre gelisimi ve seliilloz biyosentezinde ¢ok 6nemlidir (Chawla et al., 2009).
Plackett-Burman tasarimi sonucunda bakteriyel seliiloz iiretiminde istatistiksel
olarak 6nemli tek bilesen maya ekstrakti olarak tespit edilmistir. Maya ekstrakti
konsantrasyonunun bakteriyel seliiloz iiretimi iizerine etkisini arastirmak amaciyla
cesitli konsantrasyonlarda (3-15 g/L) maya ekstrakti igeren fermantasyon
ortamlarinda denemeler gerceklestirilmistir. Maya ekstraktlari, hurda incir
ekstraktinin 20 g/L olacak sekilde seyreltilmesi ile hazirlanan fermantasyon
ortamlarina uygun oranlarda eklenmis ve pH 5.0 degerine ayarlanmasinin ardindan

30°C’de 7 giin statik olarak iiretim gergeklestirilmistir.

Sekil 4.1°de de goriildiigii lizere, maya ekstrakti konsantrasyonu G. xylinus
ATCC 700178'in BS iiretimi lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Bakteriyel seliiloz
iiretimi en yliksek 15 g/L. maya konsantrasyonunda, 4.03 g/L olarak elde edilmesine
ragmen 10 g/L, 13 g/L ve 15 g/L konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak fark
olmadig1 tespit edilmistir. Bu sebeple ekonomik ve islemin uygulanabilirligi
acisindan fermantasyon denemelerinde 10 g/L konsantrasyonun kullanilmasina
karar verilmistir ve sonraki denemelerde bu konsantrasyon iizerinden devam

edilmistir.
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Son et al. (2001), ¢esitli nitrojen kaynaklarinin bakteriyel seliiloz {iretimine
etkisini aragtirmiglardir. Calismada misir maserasyon sivist (CSL), polipepton ve
maya ekstrakti eklenen ortamlarda, diger azot kaynaklarina kiyasla ¢ok daha yiiksek
iretim gézlemlenmis olup, maya ekstraktini (2,87 g/L) Acetobacter sp. A9 i¢in en

uygun azot kaynagi olarak belirlemiglerdir.

Carreira et al. (2011), tarimsal ormancilik endiistrilerinde elde edilen ¢esitli
atiklar1 bakteriyel seliilloz tiretiminde degerlendirmistirler. Substrat olarak ham
gliserol kullanildiginda, en yiiksek iyilesme kiiltiir ortamina maya ekstrakti+

KH2PO4 karisimi eklendiginde gozlemlenmistir.

Bekatorou et al. (2019), frenk {iziimii atig1 ekstraktina nitrojen kaynaginin
(pepton ve maya ekstrakti) eklenmesinin bakteriyel seliiloz verimini iki katina
¢ikardigini bildirmistirler. Kurosumi et al. (2009) portakal ananas gibi ¢esitli meyve
sularina pepton ve maya ekstrakti eklemistir. Bahsedilen nitrojen kaynaklarinin
eklenmesiyle bakteriyel seliiloz iiretiminde artis gézlemlemislerdir. Literatiirdeki
bulgularla tutarli olarak sonuglar, maya ekstraktinin K. xylinus ATCC 700178

tarafindan bakteriye seliiloz sentezini destekledigini kanitlar niteliktedir.
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Sekil 4.1. Farkli maya ekstrakti konsantrasyonlarmin bakteriyel seliiloz tiretimine etkisi
(Fermantasyon kosullari: 30°C, pH 5.0, 20 g/L glukoz, %2 inokiilasyon orani, 7

giin)
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4.4. Inokiilasyon Oranmin Bakteriyel Seliiloz Sentezine EtkKisi

Bakteriyel seliilloz iiretimine inokiilasyon oranmin etkisini incelemek
amaciyla 20 g/L glukoz, 10 g/LL maya ekstrakti i¢ceren fermantasyon ortamlarina
%1, 2, 3 ve 4 (v/v) oranlarinda ekim yapilmis ve 30°C’de 7 giin statik kiltiir
yontemi ile BS iiretimleri gergeklestirilmistir. Sekil 4.2.”den de goriilebilecegi gibi
en yiiksek bakteriyel seliiloz miktar1 (3.5 g/L) %2 (v/v) inokiilasyon oraninda elde
edilmistir. %?2’den diisiik ve yiiksek inokiilasyon oranlarinda bakteriyel seliiloz
iiretiminde azalma gozlenmistir. Fermantasyon ortamina fazla inokiiliim asilanmasi
besin maddelerinin kullaniminda bakteriler arasinda rekabete yol agtigr ve bu
nedenle bakteriyel biiyiime ve bakteriyel seliiloz iiretiminin olumsuz etkilendigi
diisiiniilmektedir. Inokulum oranin belirli bir diizeyin altinda olmas1 durumunda da
fermantasyon ortaminda seliiloz sentezleyen bakteri hiicrelerinin sayisi sebebiyle

fermantasyonun etkinligi diisebilmektedir (Rahman et al., 2021).

Ramgaswamy et al. (2015), Gluconacetobacter sp. RV28 susunu kullanarak
%1-10 (v/v) arasinda degisen as1 oranlarinin bakteriyel seliiloz {iretimine etkisini
incelemisler ve %35 as1 oran1 degerinin {istiinde ve altin tretimin distigiini
belirtmiglerdir. Alemam et al. (2021), K. xylinus SB3.1°1n as1 oraninin etkisini
incelemek amaciyla %1 ile %12 arasinda de8isen oranlarda iiretim
gergeklestirmisler ve 3.1 g/L verim elde ile optimum asi oranini %8 olarak
belirlemislerdir. Rahman et al. (2021), immobilize Gluconacetobacter kombuchae
kullanarak %1 ile %7 (v/v) arasinda degisen inokiiliim oranlarinda gergeklestirilen
15 giinliik inkiibasyon sonunda en yiiksek tiretimi %5 1inokiiliim oraninda elde

etmislerdir.
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Sekil 4.2. Farkli inokiilasyon oranlariin bakteriyel seliiloz tiretimine etkisi (Fermantasyon
kosullari: pH 5.0, 30°C, 10 g/L maya ekstrakti, 20 g/L glukoz, 7 giin)

4.5. Farkh Baslangi¢c pH Degerlerinin Bakteriye Seliilloz Sentezine Etkisi

Besin ¢oziniirliigii, besin alimi, enzim aktivitesi ve oksidatif-indirgeyici
reaksiyonlari gibi faktorleri dolayisiyla mikroorganizmanin fizyolojisinde etkileyen
pH icin bakteriyel seliilozun sentezinde 6nemli bir parametredir (Panesar et al.,
2012). Bakteriyel seliiloz tiretiminde farkli pH degerlerinin etkisini incelemek
amaciyla secilen pH araliklarinda (4.0-7.0) denemeler gerceklestirilmistir.
Sterilizasyon sonrasi ortamlarin pH degerlerinde diisiis goriilmesi sebebiyle
sterilizasyon oOncesi ve sonrasi Ol¢limler alinarak istenilen pH degerlerine
ulasilmigtir. Steril fermantasyon ortamlarina %2 (v/v) oraninda bakteri asilanmis ve
30°C’ de 7 giin fermentasyon gergeklestirilmistir. Uretim sonunda elde edilen
bakteriyel seliiloz miktarlar1 Sekil 4.3.’de sunulmustur. En yliksek bakteriyel
seliiloz tiretimi pH 6.5’te (5.11 g/L) elde edilirken, en diisiik bakteriyel seliiloz
tretimi pH 7°de (2.14 g/L) gézlenmistir.

Elde edilen sonuglar, G. xylinus ATCC 700178’in genis bir pH spektrumunda
(4.0-6.5) onemli miktarlarda bakteriyel seliiloz iirettigini ve en yiiksek seliiloz
konsantrasyonun pH 6.5'te oldugu gostermektedir. Son et al. (2001), Acetobacter
sp. A9 kullanarak ortamin pH degerinin seliiloz sentezi iizerindeki etkisini

arastirmiglardir. En yiiksek seliiloz konsantrasyonunu (3,8 g/L) baslangic pH 6.5
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degerinde, sonuglarimizla paralel olarak elde edilmiglerdir. Benzer sekilde
Hungund and Gupta (2010), G. xylinus ile standart HS besiyerinde gergeklestirdigi

tiretim i¢in optimum baslangi¢c pH degerini 6.5 olarak belirlemistir.

Rani and Appaiah (2011), seliiloz tiretimi i¢in farkli baslangic pH degerlerini
test etmislerdir ve G. hansenii kullanarak sabit kosullar altinda en yiiksek iiretimi
(7.40 g/L) baslangic pH 5.5 degerinde elde etmislerdir. Yang et al. (2019), G.
xylinus ile baslangi¢ pH degerinin seliiloz tiretimi tizerindeki etkisini incelemis ve
pH 5.0°de 5.68 g/L olarak en yiiksek seliiloz konsantrasyonunu bulmuslardir.
Ayrica pH 3.0'den 5.0’e yiikseldikce seliiloz iiretiminin arttigin1 ve pH 8,0'de
bakteriyel seliiloz sentezinin neredeyse sifir oldugunu belirtmislerdir. Rangaswamy
et al. (2015), HS ortamimi kullanarak Gluconacetobacter sp. RV28 susu ile
gercgeklestirdigi tiretimde pH etkisini arastirmis ve optimum pH 6.0 degerinde 2.10

g/L bakteriyel seliiloz verimi elde etmistir.

Tez kapsaminda seliiloz tiretimine etkisi incelenen 4.0, 5.0, 6.0, 6.5 ve 7.0
baslangi¢ pH degerlerinin bir haftalik fermantasyon sonrasi nihai degerleri sirasiyla
3.51, 4.02, 4.19, 444 ve 4.54 olarak olglilmistiir. G. xylinum tarafindan
gerceklestirilen bakteriyel seliiloz sentezinde hiicre zarina bagl glikoz dehidrojenaz
enzimi, glikozu oksitler ve pH degerinin 3.0’e kadar diigmesine neden olan
glukonik asit dretilir. pH’daki bu diisiis bakteriyel seliilloz iiretimini inhibe
edebilmektedir (Bilgi et al., 2016; Zeng et al. 2011). Krystynowicz et al. (2022),
bakteriyel seliiloz tiretiminde glikozun 6nemli bir kisminin keto ve glukonik asitlere
metabolize edildigini ve sonucunda fermantasyon ortaminin asitliginin pH 3.5’e
diisiirdiigii bildirmislerdir. Zeng et al. (2011), bakteriyel seliiloz iiretimi i¢in karbon
kaynag1 olarak glikozun kullanildig1 tamponlu fermantasyon ortaminin pH'inin
3.7’ye distiigiinii bildirmislerdir. Hurda incir ekstraktinin substrat olarak
kullanildig1 bu tez ¢aligmasinda fermantasyon sonrasi ortamlarin pH degerlerinin
yalnizca 4.0-4.5 seviyelerine (baslangi¢ pH degeri 4.0 olan ortamlar harig) diistiigii
goriilmiistiir. Bu duruma besin ve bilesenlerle zengin kompleks hurda incir

fermantasyon ortaminin tamponlama kapasitesinin neden oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.3. Farkli pH degerlerinin bakteriyel seliiloz tiretimine etkisi (Fermantasyon kosullar:
30°C,10 g/L maya ekstrakti, %2 inokiilasyon orani, 20 g/L glukoz, 7 giin)

4.6. Baslangi¢c Substrat Konsantrasyonunun Bakteriyel Seliiloz Uretimi

Uzerine Etkisi

Bakteriyel seliiloz iiretimine baslangi¢ substrat konsantrasyonunun etkisini
incelemek amaciyla 20, 40, 60 ve 80 g/L substrat (hurda incir ekstrakti)
konsantrasyonlarinda fermantasyon ortamlar1 hazirlanmistir. Fermantasyon
ortamlarinin dncedeki denemelerde optimum olarak belirlenen pH 6.5 degerine
ayarlanmasinin ardindan, 40, 60 ve 80 g/L substrat konsantrasyonlara sahip
besiyerlerinde muhtemelen pektin gibi kompleks bilesiklerin varligindan
kaynaklanan yogun bir jellesme goriilmiistiir. Bu jellesmenin giderilmesi amaciyla
baslangi¢ substrat konsantrasyonu, inkiibasyon siiresi ve inkiibasyon sicakliginin
etkisinin incelendigi denemelerde fermantasyon ortamlarina “3.2.Yéntemler”
boliimiinde ayrintili olarak aciklandig: lizere, pektinaz ve seliilaz aktiviteleri igeren
ticari bir enzim preparatt (Rapidase FC) eklenerek ilerlenmistir. Enzim ile
jellesmesi 6nlenmis fermantasyon ortamlarinda 30°C’ de 7 giin statik olarak {iretim
gerceklestirilmistir. Sekil 4.4’de fermantasyon sonunda elde edilen seliilozlarin
goriintiisii verilmistir. Deneme sonunda elde edilen bakteriyel seliiloz miktarlar
Sekil 4.5 sunulmus olup, en yiiksek bakteriyel seliilloz miktar1 60 g/L. substrat
konsantrasyonunda 7.5 g/L olarak bulunmustur. 60 g/L substrat konsantrasyonun

altinda ve tizerindeki degerlerde seliiloz iiretiminde azalma gozlenmistir. 20, 40 ve
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80 g/ Dbaslangic substrat konsantrasyonlarinda elde edilen seliiloz

konsantrasyonlar1 sirasiyla 6.40, 6.98 ve 6.26 g/L’dir.

Sekil 4.4. Baslangic substrat konsantrasyonu denemesinde fermantasyon sonrasi iiretilen
bakteriyel seliilozlar

Sonuglarimizla benzer sekilde, Son et al. (2001) ve Rani and Appaiah (2011),
bakteriyel seliiloz tiretiminin %4 glikoz konsantrasyonuna kadar arttigini1 ancak
%4’1in izerindeki konsantrasyonlarda iiretimin azaldigini bildirmislerdir. Yang et
al. (2019), Gluconacetobacter xylinus KCCM 41431 ile saf ve ham gliserolden
statik kiiltiir kosullarinda bakteriyel seliilloz {iretimini incelemistir. Gliseroliin
iretime etkisi i¢in 5 g/L, 10 g/L, 20 g/L, 30 g/L, 40 g/L ve 50 g/L konsantrasyonlar1
arastirilmis ve en yiiksek 20 g/L gliserol konsantrasyonunda 5.68 g/L seliiloz elde
etmisglerdir. Ayrica gliserolin 30 g/L'den daha yiiksek konsantrasyonlarinda
inhibitor etkisi gosterdigini bildirmislerdir. Masaoka et al. (1993), yiiksek substrat
konsantrasyonlarinda bakteriyel seliilloz tiretimindeki azalmaya, fermantasyon
ortaminda olusan asir1 glukonik asit iiretiminin neden oldugunu bildirmistir. Bu
asir1 iiretim, ortam pH'sinin optimum seviyelerin altina diismesine neden olmus ve

sonug olarak biiylimeyi ve BS liretimini engellemistir.
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Sekil 4.5. Baslangic substrat konsantrasyonunun bakteriyel seliiloz iiretimine etkisi
(Fermantasyon kosullari: 30°C, %2 inokiilasyon orani, 10 g/L maya ekstrakti, pH
6.5, 7 giin)

Calismada, Rapidase FC enziminin atik incir ekstraktinin hazirlanmasina
dahil edilmesinin, 60 g/ baslangi¢ seker konsantrasyonu ve pH 6.5 kosullari
altinda seliiloz konsantrasyonu 5.11'den 6.40 g/L’ye arttirmasina yol actig
gorlilmiistiir. Bu artig, incir ekstraktindaki seker ve diger besin maddelerinin
¢Ozliniirliigiiniin artmasina ve sonug olarak bu besin maddelerinin K. xylinus igin
daha erisilebilir ve kolay kullanilabilir hale gelmesine baglanabilir. Mahmoodi et
al. (2017), elma suyunun pektinazla muamelesi sonucu dogal sekerin arttirildigini
bildirilmistir. Uygun miktarda enzim ile elma suyundaki ¢oziinlir sekerin %7

oraninda artmistir.

Incirin (Ficus carica L.) tohum, kabuk, posa gibi yan iiriinleri, fenolik asitler,
ucucu bilesikler, antosiyanin, pektin ve fisin gibi pek ¢ok biyoaktif bilesen
icermektedir. Koyulastirici, renklendirici, emiilgatdor ve jellestirici olarak
uygulamalara sahip pektin, incir kabuklarinin hiicre duvarinda baskin olan
kompleks bir polisakkarittir (Ayuso et al., 2022). Pektinin jellesmesini pektinin
yapis1 disinda, seker konsantrasyonu, sicaklik, pH ve capraz baglama ajanlarinin
varlig1 gibi faktorler etkilemektedir. Yiiksek metoksi pektinler 3.5’tan diisiik pH
degerlerinde ve %55 ten yiiksek seker konsantrasyonlarinda jellesme gosterirken,

diisiik metoksi pektinler Ca?* gibi iki degerlikli katyonlarin varliginda ve 3.0-7.0
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gibi genig bir pH aralifinda jellesme gostermektedir. (Alba et al., 2015;
Gawkowska et al., 2018).

Gharibzahedi et al., (2019), Ficus carica kabugundan diisiik metoksi pektin
(DE = 33.65%) ekstrakte elde etmislerdir. Yang et al. (2018), tarafindan yapilan
caligmada diisiik metoksi pektinin jellesmesi pH 3.5’tan 9.5 degerine artirilarak
incelenmistir. Galakturonik asit kalintilarinin ayrisma derecesindeki bir artig
ardindan pektinin esterlesmesinin giderilmesiyle baglantili olan jel sertliginde bir

artis gozlenmistir. Calisma en kompakt jellesmeye pH 8.5 da elde etmislerdir.

Sadia et al. (2014), tarafindan yapilan ¢alismada kuru incir ekstraktinda
potasyum, magnezyum, kalsiyum, fosfor ve Demir gibi elementlerin yiiksek
konsantrasyonlarda bulundugu belirtilmistir. Ayrica galismada Ficus carica'nin test
edilen tiim meyveler arasinda en yiiksek kalsiyuma (10,94 + 2.75) mg/g kuru
agirlik) sahip oldugu tespit edilmistir. Genel olarak diisitk metoksi pektinlerin
jellesmesi, Ca?*, Fe** ve Mg?", vb. gibi baslica iki degerlikli ve ii¢ degerlikli
katyonlarin varligini gerektirir (Gawkowska et al., 2018).

4.7. Farkh inkiibasyon Sicakhklarimin Bakteriyel Seliiloz Uretimine
Etkisi

Inkiibasyon sicakligi hem mikrobiyal biiyiime hem de bakteriyel seliiloz
iiretiminde ¢ok dneme sahiptir. Inkiibasyon sicakligmin seliiloz iiretimine etkisini
aragtirmak amaciyla 25, 30 ve 35 °C'de, 60 g/L baslangic sekeri (pH 6.5) ve 10 g/L
maya ekstrakti igeren hurda incir ekstraktt ortamlarinda denemeler
gerceklestirilmistir. Sekil 4.6.’dan da goriilecegi iizere en yiiksek seliiloz iiretimi
7.50 g/L ile 30 °C'de elde edilirken, 5.59 ve 4.87 g/L bakteriyel seliiloz

konsantrasyonlari sirastyla 25 ve 35 °C'de elde edilmistir.

Rani and Appaiah (2011), seliiloz iiretimi icin farkli sicakliklar (18-40 °C)
incelemis ve en yiiksek seliiloz konsantrasyonunu 27 °C'de 7.04 g/L olarak
bulmuslardir. Rangaswamy et al. (2015), Gluconacetobacter sp. RV28 susunu
kullanarak bakteriyel seliiloz sentezi i¢in 20 ila 45 °C arasinda sicakligin etkisini

arastirmistir ve ideal sicakligin 28-30°C arasinda oldugunu bildirmislerdir. Son et
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al. (2001), Acetobacter sp. A9 igin 25-30 °C arasinda sicakligin iiretime etkisini
incelemis ve en yiiksek iiretimin 30 °C'de ger¢eklestigini bildirmislerdir. Hungund
and Gupta (2010), HS ortaminda 14 gilin boyunca 28, 30, 32 ve 35°C’de sicakligin
tiretime etkisi incelemistir ve G. xylinus NCIM 2526'in seliiloz iiretimi i¢in
optimum sicaklik degerini 30°C olarak bildirmislerdir. Alemam et al. (2021), 15 ila
40°C arasinda inkiibasyon sicakliginin etkisini arastimigtir. K. xylinus SB3 ile

gergeklestirilen seliiloz tiretimi i¢in optimum sicakhigir (5.2 g/L) 30°C olarak

belirlemislerdir.
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Sekil 4.6. Farkli inkiibasyon sicakliklarinin bakteriyel seliiloz iiretimine etkisi (Fermantasyon
kosullari: 60 g/L glukoz, 7 giin, %2 as1 orani, 10 g/ maya ekstrakti, pH 6.5)

4.8. Bakteriyel Seliilloz Uretiminin Yamt Yiizey Metodu (YYM) ile
Optimizasyonu

Yapilan 6n denemeler sonucunda bakteriyel seliiloz liretiminde etkili olan
proses parametreleri olarak baglangi¢ substrat konsantrasyonu, pH ve sicaklik tespit
edilmistir. Bu bagimsiz degiskenlerin etkilerinin incelenmesinde ve optimum
seviyelerinin belirlenmesinde YYM kullaniimistir. YYM’nda kullanilan deneysel
tasarim noktalar1 ve analizden elde edilen sonuglar Cizelge 4.6’da, varyans analiz

tablosu Cizelge 4.7°de verilmistir.
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Cizelge 4.6. G. xylinus 700178 ile bakteriyel seliiloz iiretiminde kullanilan deneysel tasarim ve

cevaplar
Faktorler
Deney Bakteriyel Seliiloz
Sirast Substrat pH Sicakhik Miktar: (/L)
Konsantrasyonu (g/L.)
1 60 7.5 30 6.35
2 80 7.5 35 341
3 80 6.5 30 6.67
4 60 6.5 35 5.07
5 40 7.5 25 4.01
6 80 55 25 4.19
7 60 6.5 30 7.50
8 60 55 30 7.69
9 40 6.5 30 6.52
10 60 6.5 25 5.79
11 60 6.5 30 7.62
12 40 7.5 35 2.80
13 40 5.5 35 3.64
14 60 6.5 30 7.70
15 40 5.5 25 4.18
16 60 6.5 30 7.93
17 80 7.5 25 3.44
18 60 6.5 30 7.67
19 60 6.5 30 7.66
20 80 55 35 531

Cizelge 4.7. Ikinci dereceden model denklemin istatistiksel analizi (R>= 0.988)

Kaynak SD KT Diiz. KT Diiz. KO F P
Regresyon 9 60.1902 60.1902 6.6878 180.58 0.000
Lineer 3 3.0401 3.0401 1.0134 27.36 0.000
ikinci 3 55.3916 55.3916 18.4639 498.54 0.000
derece
Etkilesim 3 1.7584 1.7584 0.5861 15.83 0.000
Artik hata 10 0.3704 0.3704 0.0370
Uyum 5 0.2710 0.2710 0.0542 2.73 0.148

eksikligi
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Saf hata 5 0.0994 0.0994 0.0199
Toplam 19 60.5606

SD: serbestlik derecesi, KT: kareler toplami, Diiz. KT: diizeltilmis kareler toplami, Diiz. KO:

diizeltilmis kareler ortalamasi

Deneysel ve tahmin edilen verilerin ne derece uyumlu oldugunu gosteren
iliski katsayis1 degeri (R?) 0.988 olarak bulunmus olup elde edilen deger deneysel
verilerin %98.8 dogrulukta ifade edilebilecegini gostermektedir. Bu sonug,
gerceklestirilen matematiksel ve istatistiksel calismanin bakteriyel seliiloz

tiretiminde kullanilabilecegini kanitlamaktadir.

Cizelge 4.7 incelendiginde F testinin anlamli (P<0.05), uyum eksikligi
degerinin (lack of fit) ise 6nemsiz oldugu (P>0.05) goriilmektedir. Bu veriler
olusturulan modelin Gluconacetobacter xylinus ATCC 700178 hiicreleri ile BS

tiretimini bagari ile agiklayabildigini gostermektedir.

Deneylerde elde edilen verilere regresyon analizi uygulanmasiyla bulunan
regresyon katsayilarinin (Cizelge 4.8) kullanilmasiyla elde edilen ikinci dereceden

denklem asagida verilmistir.

Y=-108.011 +0.277X1 +9.174X5 +5.292X3-0.0025X12-0.5918X»2-0.087 X32-
0.01025X1X2 +0.00355X1X3-0.0455X5X3

Y= Bakteriyel seliilloz konsantrasyonu

X1, X2, X3 = Incelenen parametrelerin gercek seviyeleri (sirasiyla substrat

konsantrasyonu, pH ve sicaklik)

Cizelge 4.8. Bakteriyel seliiloz miktarlar1 igin tahmini regresyon katsayilar

Terim Katsayilar SH kat. T P

Sabit -108.011 0.06616 115.672 0.000
Substrat 0.274520 0.06086 3.073 0.012
pH 9.17364 0.06086 -8.216 0.000

Sicaklik 5.29151 0.06086 -2.268 0.047
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Substrat*Substrat -0.00254205 0.11605 -8.762 0.000
pH*pH -0.591818 0.11605 -5.100 0.000
Sicaklik *Sicaklik -0.0872727 0.11605 -18.801 0.000
Substrat*pH -0.0102500 0.06804 -3.013 0.013
Substrat*Sicaklik 0.00355000 0.06804 5.217 0.000
pH*Sicaklik -0.0455000 0.06804 -3.344 0.007

SH kat. : Standart Hata Katsayilari

Cizelge 4.8.’deki P degerlerinden de anlasilabilecegi tizere (P<0.05), substrat
konsantrasyonu, pH ve sicaklik parametrelerinin BS iiretimine olan etkileri
istatistiksek olarak O6nemli diizeydedir. Parametrelerin katsayilari incelendigi
zaman, en yiiksek katsayiya (9.174) sahip olan pH parametresinin prosese olan
etkisinin en fazla oldugu goriilmektedir. pH parametresini, sirasiyla substrat
konsantrasyonu (0.277) ve sicaklik (5.292) izlemektedir. Aynmi tabloda her ii¢
parametrenin lssel etkilerinin ise énemli oldugu goriilmektedir. Parametrelerin
iissel etkilerinin negatif olmasi, parametre konsantrasyonu arttikca BS iiretiminin
belirli bir noktaya kadar artacagini, daha sonra ise azalacagini gostermektedir.
Cizelge 4.8.deki parametreler arasindaki interaksiyon etkileri incelendigi zaman,
biitiin interaksiyonlarin istatistiksel olarak 6nemli oldugu (P<0.05) goriilmektedir.
Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9’daki es yiikselti ve yiizey grafiklerinde parametrelerin bir
tanesi sabitken, diger iki parametredeki artisin BS iiretimine olan etkisi
incelenmistir. Biitiin parametrelerin seviyeleri diisiikten yliksege giderken seliiloz
konsantrasyonunun arttig1, belirli bir orta noktadan sonra ise parametre
seviyelerinde yapilan artisin  BS  konsantrasyonunu olumsuz etkiledigi

goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Sabit substrat konsantrasyonunda (60 g/L), sicaklik ve pH’nin es yiikselti egrisi ve

51

Bakteriyel Seliiloz (g/L)

Substrat Konsantrasyonu: 60 g/L

ylizey grafigi




" Stcaklik (*C)

35
34
33
32
31
30
29
28
27
26
25
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Sekil 4.9. Sabit sicaklik degerinde (30°C) substrat konsantrasyonu ve pH es yiikselti egrisi
ve yiizey grafigi
Modelin verdigi regresyon katsayilarindan matriks ¢oziimlemesi yapilarak
parametrelerin maksimum BS konsantrasyonunu veren degerleri olan; baslangi¢
substrat konsantrasyonu 62.75 g/L (X1), pH 6.05 (X2) ve sicaklik 30.0 °C (X3)
degerleri elde edilmistir. Bu kosullarda yine aynmi denklem kullanilarak
fermantasyon sonunda maksimum 8.36 g/L bakteriyel seliiloz tiretilebilecegi model
tarafindan belirtilmistir. Bu veriler Gluconacetobacter xylinus ATCC 700178’susu
ile hurda incir ekstrakti ile hazirlanan fermantasyon ortaminda maksimum

bakteriyel seliiloz iiretimi i¢in en uygun seviyelerdir.
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Dogrulama deneyi, model kullanilarak elde edilen optimum baglangi¢ substrat
konsantrasyonu (62.75 g/L), baslangi¢ pH (6.05) ve sicaklik (30.0 °C) seviyeleri ile
atik incir ortami kullanilarak yapilmistir. Fermantasyonun 7. giiniinde, model
kullanilarak elde edilen degerden (8.36 g/L) minimum diizeyde daha yiiksek olan

8.45 g/L'lik bir bakteriyel seliilloz konsantrasyonuna ulasilmistir.

Tez c¢alismast kapsaminda elde edilen nihai Dbakteriyel seliiloz
konsantrasyonundan (8.45 g/L), daha diisiik ve yiiksek olan bazi ¢alismalar Cizelge
4.9 da gosterilmistir. Cizelge 4.9’dan da anlasilacagi gibi yapilan bu ¢alismadaki
bakteriyel seliiloz konsantrasyonu, literatiirde elde edilen en yiiksek degerlerden bir

tanesidir.

Cizelge 4.9. Farkli substratlardan elde edilen bakteriyel seliiloz miktarlari

Substratlar Bakteriyel seliiloz iiretimi | Referanslar

Melas 3.9¢/L Abol-Fotouh et al., 2020
Hurma ekstrakti 3.1¢g/L Abol-Fotouh et al., 2020
Incir ekstrakti 1.1g/L Abol-Fotouh et al., 2020
Kegiboynuzu ve kuru fasulye 1.8¢g/L Bilgi et al., 2016
Akgaagag surubu 151 g/L Zeng etal., 2011
Sekerlenmis  hiinnap  isleme | 2.25g/L Lietal., 2015
endiistrisinin atik suyu

Ananas kabugu suyu 2.8 g/L Castro et al., 2011
Ladin hidrolizati 8.2 ¢g/L Guo et al., 2013

Ananas kalintilar 3.24 g/L Algar et al., 2014

Tiitlin atig1 ekstrakti 5.2g/L Yeetal., 2019

Pamuk bazli atik tekstiller 10.8 g/L Hong et al., 2012

Frenk {izimii atig1 ve peynir alt1 | 18.9 g/L Bekatorou et al., 2019

suyu karigimi

4.9. Bakteriyel Seliiloz Uretim Kinetigi

G. xylinum ile bakteriyel seliiloz iiretimi kinetigi, on giinlik inkiibasyon
siiresince optimize edilmis kosullar altinda incelenmistir. Baslangic substrat

konsantrasyonu 62.75 g/L, pH degeri 6.05 olarak ayarlanmistir. 250 mL’lik
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erlenlerde 100 ml’lik fermantasyon ortamlarma %2 inokiilasyon oraninda ekim

yapilmis olup, 30 °C on giin boyunca inkiibe edilmistir.

Bakteriyel seliiloz iiretiminin, ortamda bulunan glukoz konsantrasyonu ve
pH’nin zamana bagh degisimini veren grafik Sekil 4.10°da goriilmektedir.
Fermantasyon ortamindaki indigen seker DNS yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Basglangigta ortamda 62.50 g/L konsantrasyonda bulunan indirgen seker,
fermentasyon boyunca mikroorganizmanin kullanimina baglh olarak 7. giinde 8.9
g/L, 10. giinde ise 4.4 g/L degerine diismiistiir. Glukoz konsantrasyonundaki bu
diisiis, ortamda bulunan sekerlerin beklenildigi gibi mikrobiyal iireme ve BS
tiretiminde kullanildigin1  gostermektedir.  Sekil 4.10°da  sunulan grafik
incelendiginde baslangicta 6.05 olan pH degeri, glukoz miktar ile 3. Giine kadar
hizla diigsmiis, ardindan 3.74-3.58 pH degerleri arasinda sabit kalmistir.  G. xylinus
ile bakteriyel seliiloz sentezinde glukoz dehidrojenaz enzimi, glukozu oksitler ve
pH’da diisiise neden olan glukonik asit tiretmektedir (Bilgi et al., 2016; Zeng et al.
2011). Krystynowicz et al. (2022), bakteriyel seliiloz tiretiminde glikozun 6nemli
bir kisminin keto ve glukonik asitlere metabolize edildigini ve ortam pH degerinin
3.5 seviyelerine disiirdiigi bildirmistir. Bu dogrultuda glukozun bir kisminin
glukonik asite doniistiigii ve ortamin pH degerini diislirdiigii fakat besin ve
bilesenlerce zengin kompleks hurda incir fermantasyon ortaminin tamponlama
kapasitesi sayesinde pH degerinin 3.60 seviyelerinde sabit kaldig1 diistiniilmektedir.

Grafige gore pH diisiisiiniin seliiloz {iretimini inhibe etmedigi goriilmektedir.

Elde edilen sonuglara gore 10 giinliik fermantasyon siirecinde maksimum
bakteriyel selilloz miktar1 9.62 g/L olarak bulunmustur. En yiiksek {iretimin
10.glinde elde edilmesine ragmen iiretilen seliilozlarin icerdikleri besiyeri ve
mikroorganizma gibi safsizlarin 7.glinden itibaren yeterince giderilemedigi

gorilmiistiir.

Alemam et al. (2021), K. xylinus SB3.1 ile maksimum seliiloz {iretimi elde
etmek amaciyla 1-10 giin arasinda farkli inkiibasyon siirelerinin iiretime etkisini
incelemistir. Tim inkiibasyon siirelerinde seliiloz iiretimi gozlenmis fakat en
yiiksek iiretim 8. Giinde 3.12 g/L olarak elde etmislerdir. Aswini et al. (2020),

Acetobacter senegalensis MAT1 susu ile inkiibasyon siiresinin bakteriyel seliiloz
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iiretimine etkisini 2-30 giin arasinda arastirmustir. Inkiibasyon siiresinin artistyla
bakteriyel seliilozun iiretiminin kademeli olarak arttigin1 ve sonug olarak en yiiksek

{iretimin 30 giinde (17 g/L) elde edildigini bildirmislerdir.

Yanti et al. (2018), sivi sago atigindan bakteriyel seliilloz {iretimini
incelemistir. Acetobacter xylinum LKNG6 ile seliiloz iiretimine inkiibasyon siiresinin
etkisi 5 ila 20 giin arasinda aragtirilmistir ve 15. gliniinde maksimum (13.85 g/L)
iretimi elde etmislerdir. Fermantasyon siiresinin 15 giiniin iistiine ¢iktiginda
iretimde azalma goézlenmis olup, inkiibasyon siiresi uzadik¢a ortamdaki besin
maddelerinin azaldig1 dolayisiyla bakteri biiyiimesi ve seliiloz liretiminin azaldigini

belirtmislerdir.
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Sekil 4.10. G. xylinum ATCC 700178 ile bakteriyel seliiloz {iretim kinetigi (Fermantasyon
kosullari: 62.50 g/L glukoz, 7 giin, %2 inokiilasyon orani, 10 g/L maya ekstrakti,
pH 6.5)

4.10.Sodyum Dodesil Siilfat Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Fermantasyon sonrasi elde edilen bakteriyel seliilloz hiicreler ve ortam
bilesenleri gibi safsizliklar1 icermektedir. Bu safsizliklarin uzaklastirilmasinda en
yaygin olarak sodyum hidroksit ya da potasyum hidroksit c¢ozeltileri ile alkali
muamele kullanilmaktadir. Tez kapsaminda saflastirma yontemi olarak seliilozlar

%2’lik NaOH c¢ozeltisi i¢inde 2 saat kaynatildiktan ve tekrar taze %2’lik NaOH
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¢ozeltisinin i¢inde 30 °C’de 2 giin bekletilip yikanmistir. YYM sonrast belirlenen
optimum kosullarda iiretilen bakteriyel seliilozdan saflastirma Oncesi ve sonrast
ornek alinip elektroforez islemine tabi tutulmustur. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil
Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforez), proteinler ve niikleik asitler gibi biyolojik
molekiillerin elektrik alan altinda, agirliklarina gore ayrilarak goriintiilenmesini
saglayan bir yontemdir. Elde edilen -elektroforez goriintiisii Sekil.4.11°de
sunulmustur. S1 ve S2 bakteriyel selillozun saflastirma oncesine drnegine aitken
S3 ve S4 saflastirma sonrasi ornege aittir. Elektroforez goriintiisii incelendiginde
beklendigi gibi S1 ve S2’de ¢esitli molekiiler agiliklarinda bantlar olusurken, S3 ve
S4 igin jelde bant olusmadigi goriilmektedir. Bu durum saflastirma isleminin

hiicresel safsizliklarin giderilmesinde basarili oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.11. Optimum sartlarda elde edilen bakteriyel seliilloz 6rneginin SDS-PAGE bantlar1
(M:Protein markorii, S1 ve S2 saflagtirilma islemi uygulanmamis bakteriyel
seliiloz 6rnegi, S3 ve S4 saflastirilmis bakteriyel seliilloz 6rnegi)
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4.11. Bakteriyel Seliillozun Taramal Elektron Mikroskobu Analizi

Saflastirilip kurutulmus olan bakteriyel seliiloz 6rneklerinin morfolojisi SEM
analizi ile incelenmistir. Standart HS ortaminda iiretilen bakteriyel seliiloz 6rnegine
ait SEM analizi goriintiisli Sekil 4.12°de sunulurken, belirlenen optimum kosullarda
hurda incir ekstrakti ortamindan elde edilen bakteriyel seliiloz 6rnegine ait SEM
analizi goriintlisii Sekil 4.13’te sunulmustur. SEM gortintiileri 100.000x biiytlitme

ile alinmustir.

HV spot | WD usecase mag O det mode e — 1L
7.50kV 9.0 14.3mm Standard 100000x ETD SE EGE-MA

TAL

Sekil 4.12. Standart HS ortamindan elde bakteriyel seliiloz 6rneginin 100.000 kat biiyiitilmiis
SEM goriintiisii

O det r

O 5/29/2023 HV pot WL ise case  mag node
10:57:11AM  7.50kV 9.0 143 mm Standard 100000x ETD SE

Sekil 4.13. Optimum kosullarda hurda incir ekstrakti ortamindan elde edilen bakteriyel
seliiloz drneginin 100.000 kat biiyiitiilmiis SEM goriintiisii
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Farkli substratlarin  kullanildigi ortamlardan elde edilen bakteriyel
selilozlarin fibril ¢ap1 ve morfolojik goriinimi gibi O6zellikleri farklilik
gostermektedir (Lektemiir Alpan ve ark., 2022). Bakteriyel seliilozun ince liflere
sahip olmas1 polimerin gerilme mukavemetini ve uzama 6zelliklerini artirmasinin
yaninda su buhar1 gegirgenligini azaltir ve daha diizgilin bir yap1 olugsmasini saglar.
Seliiloz fibril ¢apinin daha ince olmasi nedeniyle polimerin yiizey alani artar bu
sayede daha gozenekli bir hidrojel tabakasi saglanir (Giizel and Akpinar, 2018).
Hestrin ve Schramm ortaminda elde edilen bakteriyel seliilozun fibril ¢ap1 24-42
nm arasinda olup, ortalama fibril ¢ap1 33 nm olarak bulunmustur. Hurda incir
ekstrakti ortamindan elde edilen bakteriyel seliiloz fibril ¢ap1 ise 30-49 nm arasinda
degismek olup, ortalama fibril ¢ap1 44 nm’dir. Her iki ortama ait mikrograflar
incelendiginde, rastgele diizenlenmis seritler halinde ultra ince liflerden olusan 3
boyutlu ag yapist goriilmektedir. SEM analizi sonucunda HS ve hurda incir
ortamindan elde edilen bakteriyel seliiloz liflerinin ¢aplar1 arasinda 6nemli bir

farklilik gériilmemis olup literatiirle benzerdir.

Volova et al. (2018), Komagataeibacter xylinus B-12068 susunu kullanilarak
cesitli iiretim kosullarinda ve farkli karbon kaynaklariyla bakteriyel seliiloz {iretimi
gerceklesmistir. En diisiik mikrofibril ¢apini ortalama 40 nm olarak galaktoz ile
zenginlestirilmis HS ortamindan elde ederlerken, en yiiksek mikrofibril ¢apini
ortalama 74 nm ile siikrozla zenginlestirilmis ortamdan iiretmislerdir. Vazquez et
al. (2013), cesitli karbon kaynaklarindan elde edilen bakteriyel seliilozlarin 35-70

nm arasinda degisen fibril caplarina sahip olduklarini bildirmislerdir.

Cheng et al. (2016), Acetobacter xylinum ile karbon kaynagi kiispe (bagas)
hidrolizat1 kullanarak seliiloz iiretimi gerceklestirmistir ve SEM analizi sonucu
fibril ¢apin1 30-80 nm arasinda oldugu tespit etmislerdir. Jittaut et al. (2023), ananas
kabugu ve muz ekstrakti gibi tarimsal atiklardan Gluconacetobacter xylinus ile
seliiloz tiretimi gergeklestirmis ve elde edilen seliiloz fibril ¢aplarinin 40-70 nm
arasinda degistigini bildirmistir. Li et al. (2015), Gluconacetobacter xylinum
CGMCC No.2955 ile atik hiinnap suyu kullanarak 6 giinliik inkiibasyon sonrasi
elde ettikleri bakteriyel seliilozlarin fibril ¢apinin 3-14 nm arasinda oldugunu

bulmuslardir. Surma-Slusarska et al. (2008), Acetobacter xylinum tarafindan
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sentezlenen seliiloz fibrillerinin 70 ila 200 nm arasinda degisen caplara sahip

oldugunu bildirmislerdir.

4.12. Bakteriyel Seliillozun Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi

(FTIR) Analizi

Belirlenen optimum kosullarda hurda incir ekstraktindan elde edilen
bakteriyel seliilozun 6rneginin yapisindaki fonksiyonel gruplarin tanimlanmasinda
azaltilmis toplam yansima-Fourier doniisiim kizil6tesi (ATR-FTIR) spektroskopisi

kullanilmistir. Analize ait sonuglar1 Sekil 4.14’te sunulmustur.

FTIR spektrumundaki 3346 cm™ ve 2894 cm™ bolgesindeki pikler sirasiyla
OH gruplarinin ve C—H gruplarinin gerilme titresimlerini ifade eder (Atykyan et al.
(2020). 1424 cm™ bolgesindeki pik, CH2 simetrik biikiilme ve ylizey karboksilat
gruplart ile iligkilendirilir. 1314 cm™"’deki bant CH» salinimina karsilik gelir. 1161
cm"'deki bant, selilloz C—O—-C képriileri ile 1056 cm™'deki bant ise eter C-O-C
islevleriyle iliskilendirilmektedir. 1108 cm™deki bant C-O baginin gerilmesini
ifade eder (Vazquez et al. 2013). 1000-1200 cm™! bolgesindeki bantlar, C-O-C
gerilmesi ve C-O titresimleriyle baglantilidir. 847 cm™! bdlgesindeki pik ise p-1,4
bag titresimlerini karakterize etmektedir. (Atykyan et al. (2020).

Cesitli ¢alismalarda, saf seliiloz i¢in 3350 cm™ ve 3400 cm™- 3500 cm
bolgesindeki piklerin O-H gerilmesini, 2800 cm™- 2900 cm™iin C-H gerilmesini,
1160 cm™in C-O-C gerilmesini, 1035 cm™ -1060 cm™’in C-O gerilmesini, 1300
cm™’in C-H biikiilmesini, 1400 cm™ CH, biikiilmesini temsil ettigini bildirilmistir
(Ramirez-Flores et al., 2009; Marchessault and Sundararajan, 1993). Tez calismasi
kapsaminda elde edilen bakteriyel seliiloz 6rneginin, saf bitkisel seliiloz ile benzer
kimyasal baglara ve fonksiyonel gruplara sahip oldugu goriilmektedir. Spektrum
seliiloz I'e 6zgii pikler gdstermistir. Literatiir arastirmasi sonucunda, melas, elma ve
yesil ile siyah ¢ay karisimi, tofu sivi atig1 ve piring yikama suyu, mango kabugu
gibi alternatif fermantasyon ortamlarinin bakteriyel seliiloz tiretiminde kullanildig:
cesitli ¢alismalar sonuglarimizi desteklemektedir. (Cakar et al., 2014; Atykyan et
al., 2020; Amorim et al., 2023; Apriyana et al., 2019, Hasanin 2013). Bakteriyel
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selilozun FTIR spektrumlari, G. xylinum ATCC 700178 tarafindan iiretilen

malzemenin seliiloz oldugunu kanitlar niteliktedir.
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Sekil 4.14. Gluconacetobacter xylinus ile hurda incir ekstrakti ortamindan iiretilen bakteriyel
seliilozun ATR-FTIR spektrumu

4.13. Bakteriyel Seliilozun X- 1s51m1 Kirimmm (XRD) analizi

Caligmada elde edilen bakteriyel seliilloz 6rneklerinin kristal yap1 analizinde
X-1s1m1 kirinimi (XRD) kullanilmistir. Standart HS ortaminda {iretilen bakteriyel
selilloz 6rnegine ait X-151m1 difraktogrami Sekil 4.15°te sunulurken, belirlenen
optimum kosullarda hurda incir ekstrakti ortamindan elde edilen bakteriyel seliiloz

ornegine ait X-151n1 difraktogrami Sekil 4.16°te sunulmustur.

Seliilozun yapis1 kristal olarak adlandirilan diizenli ve amorf olarak
adlandirilan daha az diizenli bolgelerden olugsmaktadir. X-1g1n1 difraktogramlarinda
ornegin kristal bolgesi keskin kirmnim piki olustururken, amorf bolgesi daginik
pikler olusturmaktadir (Park et al., 2010). Uluslararas1 Kirinim Veri Merkezi
(ICDD®), dogal selillozun kirmim piklerinin 26 =14.90°, 16.49° ve 22.84°
civarinda bulundugunu ve bunlarin sirasiyla (001), (110) ve (002) kristal
diizlemlerine karsilik geldigini belirmektedir (Rusdi et al., 2022). Sekil 4.13 ve
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Sekil 4.14’te sunulan difraktogramlar incelendiginde HS ortamindan elde edilen
seliiloz i¢in XRD pikleri 26 = 14.60°, 16.65° ve 22.85°'de bulunurken, hurda incir
ortaminda XRD pikleri 20 = 14.55°, 16.40° ve 22.85°'de bulunmustur. Bu pikler,

elde edilen orneklerin seliiloz I yapisinda oldugunu gostermektedir.

Amorim et al. (2023) ve Vazquez et al. (2013) diisikk maliyetli iiretim
ortamlarindan  bakteriyel seliiloz tiiretimi {izerine yaptiklar1 c¢alismada
sonuglarimizla benzer pikler elde etmis olup iiretilen seliilozlarin seliiloz I kirilma

profili gosterdiklerini belirtmislerdir.

Standart HS ortamindan ve Hurda incir ekstrakti ortamindan elde edilen
bakteriyel seliilozlarin kristalinite derecesi sirastyla %61 ve %70 olarak
bulunmugtur. Karbon kaynagi, pH, calkalama hizi, iiretim yontemi, fermantasyon
siiresi, sicakli ve kurutma yontemi gibi parametreler iiretilen bakteriyel seliilozun
kristalligini etkilemektedir. Bakteriyel seliiloz iiretimine yonelik calismalarda,
farkli substratlardan ve mikroorganizmalardan firetilen bakteriyelin seliilozlarin
kristallik derecesinin %46.7 ile %91.62 arasinda degistigi belirtilmektedir (Volova
et al. 2018; Giizel and Akpinar, 2018).

HS

intensity(a.u.)

10 20 30 40
20 (°)

Sekil 4.15. Standart HS ortamindan elde edilen bakteriyel selilloz 6rnegine ait X-1s1n1
difraktogrami
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Sekil 4.16. Belirlenen optimum kosullarda hurda incir ekstrakti ortamindan elde edilen
bakteriyel seliiloz 6rnegine ait X-151n1 difraktogrami
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5. SONUC

Son yillarda, diinya ¢apindaki ekonomik ve g¢evresel problemler nedeniyle
siirdiirtilebilir biyobazli kaynaklara yonelim artmaktadir. Bu baglamda bakteriyel
seliiloz degerli tirtinler tiretmek i¢in gida, biyomedikal ve endiistriyel biyoteknoloji
gibi sektorlerde biiyiik potansiyele sahip siirdiiriilebilir bir biyomalzeme olarak 6n
plana ¢ikmaktadir. Ancak yiiksek fermantasyon maliyeti, pahali kiiltiir ortamlar1 ve
diisiik iiretkenlik gibi nedenler biiyiik 6lcekte endiistrilesmesini zorlastirmaktadir.
Bu zorlugun iistesinden gelmek i¢in tarim, gida, bira ve seker endiistrileri, tekstil
fabrikalar1 gibi ¢esitli endiistrilerden elde edilen atiklarin diisiik maliyetli substrat
olarak bakteriyel seliiloz gibi biyoiiriinlerin tiretiminde degerlendirilmesine yonelik

calismalara odaklanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, hurda incir bakteriyel seliiloz tiretiminde substrat olarak
degerlendirilmis  olup, Gluconacetobacter xylinus ATCC 700178 ile
gergeklestirilen iretim i¢in ortam bilesenleri ve fermantasyon parametreleri
optimize edilmistir. Calismada ilk olarak Plackett-Burman tasarimi kullanilarak
hurda incir ekstraktinin karbon kaynagi olarak kullanildig1 fermantasyon
ortamlarina, tasarim sonucu elde edilen deneme desenine gore eklenen Hestrin-
Schramm ortam bilesenlerinden (maya ekstrakti, pepton, sitrik asit ve disodyum
fosfat) bakteriyel seliiloz iiretiminde onemli etkiye sahip olanlar belirlenmistir. PB
tasarimiyla taranan bilesenler arasinda sadece maya ekstrakti seliiloz iiretiminde
istatistiksel olarak onemli bulunmus olup iiretime herhangi anlamli bir etkisi
olmayan geri kalan HS bilesenleri fermantasyon ortamindan maliyeti azaltmak
amaci ile ¢ikarilmistir. Ardindan maya ekstrakti konsantrasyonunun, inokiilasyon
oranmin, baslangic pH degerinin, baslangic substrat konsantrasyonunun ve
inkiibasyon sicakliginin seliiloz iiretime etkileri incelenmistir. Bu parametrelerin en
yliksek seliiloz tretiminin gerceklestigi seviyeleri, maya ekstraktt 10 g/L,
inokiilasyon oran1 %2, pH 6.5, baslangi¢ substrat konsantrasyonu 60 g/L,
inkiibasyon sicakligi 30°C olarak bulunmus olup bu kosullar altinda iiretilen seliiloz

miktart 7.50 g/L olarak bulunmustur.

Calismanin  ikinci asamasinda, baslangic substrat konsantrasyonu,

inkiibasyon sicakligi, pH parametrelerinin bakteriyel seliiloz iiretimine etkilerinin
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incelenmesi i¢in se¢ilmis ve bu amagla YYM kullanilmistir. Modelin verdigi
noktalarda deneyler yapilmis ve elde edilen verilerin istatistiksel ve matematiksek
olarak islenmesi ile ikinci dereceden polinomiyal bir denklik elde edilmistir.
Modelin iliski katsay1 degeri olan R? degeri 0.988 olarak bulunmus olup, bu deger
modelin seliiloz iiretimini bagari ile agikladiginin bir gostergesidir. Modelin verdigi
regresyon katsayilar1 kullanilarak 3 degisken i¢in matris ¢oziimlemesi yapilmis ve
sonug¢ olarak baslangic pH 6.05, baslangic substrat konsantrasyonu 62.75 g/L,
inkiibasyon sicakligi 30°C maksimum BS konsantrasyonunu elde etmede
parametrelerin optimum seviyeleri olarak belirlenmistir. Onceden 7.50 g/L olarak
elde edilen BS konsantrasyonunun, optimizasyon sonrasit 8.45 g/L. seviyesine
ulasmasi, YYM’nin bakteriyel selilloz optimizasyonunda basarili bir sekilde

kullanilabilecegini gostermektedir.

Optimum kiiltiir kosullar1 kullanilarak elde edilen BS oOrneklerinin
morfolojisi, yapisi ve kristalligi sirasiyla SEM, ATR-FTIR ve XRD analizi ile
karakterize edildi. SEM analizi sonucunda, standart HS ortaminda elde edilen
bakteriyel seliilozun ortalama fibril ¢ap1 33 nm olarak bulunurken, hurda incir
ekstrakti ortamindan elde edilen bakteriyel seliiloz ortalama fibril ¢ap1 44 nm olarak
bulunmus olup her iki ortama ait mikrograflar incelendiginde, rastgele diizenlenmis
seritler halinde ultra ince liflerden olusan 3 boyutlu ag yapis1 goriilmiistiir. FTIR
analizi bakteriyel seliiloz 6rneginin saf bitkisel seliiloz ile benzer kimyasal baglara
ve fonksiyonel gruplara sahip oldugu gostermektedir. Standart HS ortamindan ve
Hurda incir ekstrakti ortamindan elde edilen bakteriyel seliilozlarn kristalinite
derecesi sirastyla %61 ve %70 olarak bulunmustur. XRD VE FTIR sonuglari

orneklerin seliiloz I yapisinda oldugu gostermistir.

Bu caligma, substrat olarak hurda incir kullanilarak bakteriyel seliiloz {liretim
kosullarinin optimize edildigi ilk detayli calismadir. Bu sebeple calismadan elde
edilen sonuglarin iiriin konsantrasyonu degerlerini iyilestirmesi, liretim maliyetini
diistirmesi, pilot iiretim ig¢in izlenecek yola ve literatiire katki bulunmamasi

beklenmektedir.

Calisma hurda incirlerin bakteriyel seliiloz iiretimi i¢in uygun maliyetli ve

verimli bir substrat oldugunu gostermistir. Hurda incirler, katma degeri yiiksek
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bagka biyotiriinlerin {iretilmesi i¢in bir substrat gorevi gorebilir. Ayrica gerekli
kosullarin saglanmas1 durumunda aflatoksinli hurda incirlerinde bakteriyel seliiloz
iiretiminde kullanilmas1 miimkiindiir. Hurda incirin katma degeri yiiksek bir {iriin
iiretilmesinde degerlendirilmesi bu atigin elde edildigi Ege Bolgesi basta olmak
lizere tarimsal yoreler icin cazip bir ekonomik alternatif olusturacak ve atik

yoOnetimine yardimci olacaktir.
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tecriibelerini benimle paylasip yardimini asla esirgemeyen, her zaman anlayis ve
sabirla yol gosteren kiymetli danigman hocam sayin Prof. Dr. Mehmet Yekta
GOKSUNGUR’a tiim destegi ve bana ogrettigi her sey icin minnet ve

tesekkiirlerimi sunarim.

Tez savunma jiirisinde yer alarak goriislerini ve desteklerini paylasan degerli
hocalarim sayin Prof. Dr. Sait SARGIN’a ve ayni zamanda tezde kullanilan
mikroorganizmanin tedarigini de saglayan sayin Prof. Dr. Elif Esin HAMES’e
tesekkiirlerimi sunarim. Yiiksek lisans siirecimde degerli bilgi birikimi ve
Onerilerini esirgemeyen, bana farkli bir bakis agis1 kazandiran saym Dog. Dr.

Burcu KAPLAN TURKOZ’e ¢ok tesekkiir ederim.

Yiiksek lisansa bagladigim ilk giinden itibaren igtenligiyle hep yanimda olan,
ilk defa geldigim bu sehre alismami saglayan, tiim stresli zamanlarimda bana
destek olan iyi ki tanidigim degerli arkadasim Seda SARIYILDIZ’a ¢ok tesekkiir
ederim. Ayni c¢aligma ortamin1 paylagtigim desteklerini hep hissettigim beni
motive eden, bu siiregte ¢ok giizel anilar biriktirmemi saglayan, hayatimda hep
olacak kiymetli arkadaslarrm Bahar BAKAR, Meltem GELEN, Ezgi Ebrar
KARATOPAN, Eylem Ece HENDERSON ve Biisra CETINKAYA’ya cok

tesekkiir ederim.

Yasadigim her tiirlii zorlukta kosulsuz yanimda olan, bana ne kadar sansh
oldugumu hissettiren c¢ok degerli annem Ayse YILMAZ, babam Hiiseyin
YILMAZ ve abim Mert YILMAZ’a maddi ve manevi tiim destekleri i¢in yiirekten

minnettarim.

Bu tez ¢alismasi, 2220183 nolu TUBITAK 1002-A Hizli Destek Modiilii
kapsaminda ve TUBITAK Bilim Insan1 Destek Programlar1 Baskanligi (BIDEB)
2210-D Yurt igi Sanayiye Yénelik Yiiksek Lisans Burs Programi kapsaminda

desteklenmistir. Calismanin daha iyi sartlarda ve kapsamli olarak gerceklesmesini
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saglayan aldigimiz tiim malzemeler ve burs desteklerinden 6tiirii TUBITAK ‘a cok

tesekkiir ederim.

Tez galismasinda kullanilan hurda inciri temin eden Isik Tarim A.S.’ye ¢ok

tesekkiir ederim.

29/01/2024

Merve YILMAZ
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EK 1. Kullanilan Kimyasallar

Cizelge E. 1. Calismada kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ad1 Firma Marka Katalog Numarasi
Hurda Incir Isik Tarmm A.S -
Fenol Merck, Almanya 100206
Siilfirik asit (H2SO4) Merck, Almanya 100731
Hidroklorik asit (HCI) Sigma-Aldrich, ABD 258148
Sodyum hidroksit Merck, Almanya 106469
(NaOH)

Maya ekstrakti Oxoid, Almanya LP0021
Pepton - -
Sitrik asit Sigma-Aldrich, ABD 251275
Disodyum hidrojen fosfat - -
(Na2HPO4)

Etanol Tekkim, Tirkiye 200650




EK 2. Kullanilan Cihazlar

Cizelge E. 2. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Marka

Analitik terazi Shimadzu, BL-320H

Dijital Hassas Terazi (Hassasiyet: 0.001), Japonya

Biyogiivenlik kabini Esco, Labculture, Class 1l BSC, ABD
Buzdolab Bosch, KGN56VW30N, Almanya

Etiiv Memmert, UN 55, Almanya

Hassas terazi Precisa, XB 220A, Isvicre

Manyetik karistiric WiseStir, MSH-20D, Witeg, Almanya
Mikroskop Leica, DM 750, Mannheim, Almanya
Otoklav Hirayama HG-50, Saitama, Japonya

pH metre WTW Inolab 7110, Almanya

Santrifiij Hettich Universal 320 R, Tuttlingen, Almanya
Spektrofotometre Thermo Scientific, Genesys 10S UV-VIS, ABD
Statik inkiibator Niive, EN 400, Tiirkiye

Calkalamal inkiibator Certomat® BS-1, Sartorius Stedim, Almanya




