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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

LAKTIK ASIT BAKTERILERININ BAKTERIYEL SELULOZ URETIM
POTANSIYELININ ARASTIRILMASI VE OPTIMIZASYON CALISMASININ
YAPILMASI

Cansu GURSOY

Siilleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dal

Danmisman: Yrd. Dog. Dr. Aytiil SOFU

Bu calismada, siit iriinleri fermentasyon tUretiminde gorevli Laktik asit (LA )
bakterileri kullanilarak bakteriyel seliiloz (BS) liretme potansiyelinin arastirilmasi
hedeflenmistir. Calismada; BS'un ekonomik a¢idan iiretim maliyetini diisiirmek i¢gin
siit endistrisinin 6nemli bir atig1 olan ve aritilmadan dogaya verildiginde biiyiik
zararlar veren Peynir alti suyu (PAS) karbon kaynagi olarak degerlendirilmistir.
STM-7, LB-12, YC-380 ve Lactobacillus rhamnosus kultiirleri farkli sivi besiyeri
ortaminda, esit zamanlarda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucu besiyeri
yizeyinde olusan seliiloz peletinden bakteri hiicrelerini ve besiyeri bilesenlerini
uzaklastirmak icin NaOH ¢ozeltisi kullanilmistir. Son olarak agartma isleminden
sonra seliiloz siiziilerek kurutulmustur. Elde edilen sonuglar LA bakterilerinin
ylksek selliloz iiretme potansiyeline sahip oldugunu gostermis ve ucuz ham
maddeler kullanilarak seliiloz iiretiminin ekonomik olmasi saglanmistir. TAGUCHI
metodu kullanilarak organik kaynak konsantrasyonu, pH, sicaklik, inokiilasyon
miktar1 ve inkiibasyon siliresi parametrelerinin optimizasyon calismalari yapilarak
en iyi iretimin oldugu optimum ortam tesbit edilmistir.

Calismada 4 bakteri grubu arasinda en ytiksek verimle BS iiretimi gozlenen bakteri
Lactobacillus rhamnosus olarak bulunmustur. Taguchi metoduna gore Lactobacillus
rhamnosus bakterisi ile en iyi BS tretimi; PAS(%75)+MRS(%25) sivi besiyerinde,
%20 aktif kiiltiir asilamasi yapilarak ortam pH’15.0 oldugunda ve 12 giin inkiibasyon
siiresi olarak tespit edilmistir. L.rhamnosus ile lretilen BS'un hidrojel yapisindan
dolay1 su tutma kapasitesi yliksektir. FTIR sonuclarindaki OH gruplarina ait genis
bantlar bu durumu desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: Laktik Asit Bakterileri, Bakteriyel Seliiloz
2016, 90 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

RESEARCH OF CELLULOSE PRODUCTION POTENTIAL OF LACTIC ACID
BACTERIA AND MAKING THE OPTIMIZATION STUDY

Cansu GURSOY

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Bioengineering

Supervisor: Asst. Prof. Dr Aytiil SOFU

In the study, for decreasing bacterial cellulose production price, which is an
important waste of milk industry ve if it is not refined, it can damage nature is
evaluated as carbon source. ABT-4, STM-7, LB-12 ve YC-380 cultures are left to the
incubation in different stockplaces at the same time. NaOH solution is used for
removing cellulose bacterial cells which becomes at stock place surface at the result
of incubation ve stockplace combines. Finally, after the whitening operations,
cellulose is dried by filtering. The results shows that LA bacterials have high level
cellulose production potential ve using cheap raw materials make cellulose
production economical. TAGUCHI method using an organic source concentration, pH,
temperature, amount of inoculation ve incubation time of performing optimization
studies was determined optimum parameter setting that best production.

Working in 4 group of bacteria with high efficiency in the production of BS
Lactobacillus rhamnasus observed bacteria was found. With Lactobacillus rhamnosus
bacteria according to the method of Taguchi the best BS production:
PAS(%75)+MRS(%25) liquid medium, the culture is made %20 active inoculum
medium at pH 5.0 ve 12 days was determined as the incubation period. BS produced
by L.rhamnosus use of the hydrogel structure, water holding capacity is high. FTIR
results OH groups of the wide bands this supports.

Keywords: Bacterial Cellulose, LAB Culture, Whey
2016, 90 pages
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1. GIRIS

Biyoteknolojideki gelisen yontemlerle endistri ve bazi sanayi tUriinlerinin
teknolojik olarak iiretimine olanak saglanmaktadir. Seliilloz, endiistride
kullanilan en 6nemli kaynaklardan biridir. Seliiloz, bitkilerde hiicre duvarinda
temel yapr maddesi olarak bulunmakla birlikte ayrica bir biyopolimerdir.
Bitkilerin hiicre duvarlarinin ana bileseni olan seliiloz, § (1-4) bagh glukoz

molekiillerinden olusan bir polisakkarittir.

Seliloz agaclar ve pamuk bitkisinin islenmesi ve endiistriyel triinlere
dontstirilmesiyle olusmaktadir (Brown, 2004). Endistride yaygin kullanilan
yontemde, lignin ve hemiseliilozun ayirma islemleri ile selillozdan ayrilmasi
gerekmektedir (Saxena vd., 1997). Bu islem, zor ve masraflidir. Bilim insanlar1
bitkiler olmadan da seliiloz iiretebilmenin yollarin1 aramislardir. i1k kez Brown
tarafindan sirke fermantasyonu sirasinda, sivi yiizeyde olusan jelatinimsi
yapidan izole edilen Acetobacter xylinium’un, uygun bir besi ortaminda
uretildiginde, yiiksek miktarda ekstraseliiler jelatinimsi bir yap1 sentezlendigi
belirtilmistir (Brown, 1886; Bielecki vd., 2000). Bir asetik asit bakterisi olan
Gluconacetobacter tiirleri basta olmak tlizere; bazi bakteriler, mantarlar, algler ve
tulumlular olarak adlandirilan deniz canhlarinin da selilloz tretebildikleri
bilinmektedir. Son 30 yilda yapilan calismalar, seliiloz iirettigi bilinen bakteriler
tzerinde yogunlasmistir. Boylece; seliilloz tliretiminde ikinci yontem olarak,
selilozun cesitli mikroorganizmalardan biyosentez yolu ile elde edilmesi

tizerinde durulmaktadir (Klemm vd., 2001).

Seliiloz I olarak da bilinen dogal bitki seliiloz nanofibrilleri, bitki hiicresinin
ceperinde hemiseliilozlar ve lignin ile beraber bulunmaktadir. Bu durum,
seliilozun elde edilmesi i¢in ilave kimyasal islemlerin yapilmasina ve maliyet
artisina neden olmaktadir. Bakteriyel Seliilloz (BS) nanofibrilleri ise kristal
yapida, yiiksek molekiil kiitleli, hidrojen baglar1 ile baglanmis saf seliiloz I'e

sahiptir.



BS’deki seliiloz nanofibrillerinin Young modiilii 138-150 GPa civarinda olup
celigin (200 GPa) degerine yaklasmaktadir (Olsson vd., 2010, Wan vd., 2007).
Diger taraftan, BS yiiksek derecede hidrofilik olup, su tutma kapasitesi kuru
agirhginin 100 katina kadar ulasabilmekte ve daha kolay biyolojik
parcalanabilme 6zelligi gostererek, dogal bitki selillozundan farkhilik

gostermektedir (Gama vd., 2013).

Glinimtuzde BS ile yapilan ¢alismalar, tip ve eczacilik gibi alanlarda 6nem
kazanmaktadir. Ozellikle, yapay damar yapimi, hidroksiapatit ile kemik
dokusunun iyilestirilmesi, eklem protezleri ve yanik tedavisi, yara bantlar ve
kozmetik gibi uygulamalar1 yapilmaktadir (Wan vd., 2007; Svensson vd., 2005;
Putra vd., 2009; Fu vd., 2013; Jonas ve Farah, 1998; loelovich, 2013).

BS kurutulduktan sonra, ses dalgalarimi iyi bir sekilde iletebilmektedir. Bu
ozelliginden dolay1 BS'un akustik membran olarak kullanilabildigi belirtilmistir
(Hu wvd., 2014). BS, Nata de Coco ve Kombugca Cayr olarak da
degerlendirilmektedir. Nata de Coco gida olarak sekerlenerek tiiketilmekte,
Kombuga c¢aymnin ise fermantasyon sonucu olusan sivi kismindan
faydalanilmaktadir (Gih vd., 2012). Mihendislikte ise kompozit malzemeler
6nem kazanmis durumdadir. Bu nedenle, malzemelerin fiziksel ve mekanik
ozelliklerini iyilestirmek icin farkli dolgu maddeleri kullanilmaktadir. Bu dolgu
maddeleri inorganik veya organik olup farkli kullanim amaglarina doniiktiir. BS
icerisine ilave pargaciklar katilarak olusturulan kompozitler de elektronik alanda

kullanim alani bulmaktadir (Liang vd., 2012; Ates ve Aztekin, 2011).

BS’un artan 6neminden dolayi, tretim yontemleri gelistirilmeye calisilmistir.
Statik ve bioreaktodrlerde yapilan liretiminde; karbon kaynaklari, pH, sicaklik ve
karistirma hizi optimize edilmeye calisiimaktadir. Bu sayede, hem tiretim miktari
hem de fermantasyon kosullarinin kontrol edilmesi sayesinde seliillozun
yogunlugu, kristalitesi, membran gec¢irgenligi, cekme direnci gibi 6zelliklerinin
ayarlanabilmesi saglanabilmektedir. Diger taraftan, seliilozu {lireten bakteri

kaynaginin yapisinda degisiklikler yapilarak, verimin artmasi saglanabilmektedir



(Gamavd., 2013; Vandamme vd., 1998; Yamanaka vd., 2000; Watanabe vd., 1998;
Bungay ve Serafica, 2000; Hungund ve Gupta, 2010).

Laktik Asit Bakteri'leri (LAB), fermente siit iriinlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. LAB’lar geleneksel yontemle yapilan peynirlerde dogal olarak
bulunduklarindan olgunlasmada temel floray1 olusturmaktadirlar. LAB’lar
trlinlere 6zgi duyusal ve yapisal oOzellikler kazandirirlar. Ayrica LAB’lar
olusturduklar1 antimikrobiyal maddeler sayesinde saglig1 koruyucu ve terapotik
etki gostermektedirler. Geleneksel yontemle iretilen iirtinlerde dogal olarak
bulunan bu mikroorganizmalar, endiistriyel {triinlerde siite ¢ok farkl

kombinasyonlarda saf kiiltiir (starter kiiltilir) olarak ilave edilmektedirler.

Bu tez calismasinda; fermente gida tUriinlerinde, fermantasyondan sorumlu gras
ozellik gosteren yararl bakterilerden olan, laktik asit bakterilerinin (LAB), BS
liretim potansiyelinin arastirilmasi1 hedeflenmistir. Laktik asit bakterileri; stit
uriinlerinde, yaygin olarak saf kultiir olarak kullanilmaktadir. LAB’lar ¢ogu insan,
hayvan ve bitki gibi dogal ortamlardan izole edilebilen, belirli spesifik bir cevreye

adapte olmus ve hemen hemen dogal habitatta bulunan organizmalardir.

LAB’lar prokaryot, heterotrof ve kemo-organotrof olan canli grubu icinde yer
alirlar. LAB’lar gram (+), immobil, spor olusturmayan, aneorob fakat oksijene
toleranslari olan organizmalardir. Katalaz enzimini icermezler (bazilar1 katalaz
icerebilir),  nitrati  rediikte = etmezler,  sitokromoksidaz = enzimleri
bulunmamaktadir. Hidrokarbonlar:1 fermente ederek 6nemli miktarda laktik asit
uretmektedirler. Bu 6zelliklere uyan bakteriler arasinda 4 bakteri sinifi ayirt
edilebilmektedir. Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus ve Leuconostoc’lardir.
Baz1 laktobasil suslarinin hareketli ve endospor olusturdugu, baz
streptokoklarin aerob ortamda yasadigl, yine bazi laktobasil ve pediokok’larda

katalaz pozitif reaksiyon verdikleri bilinmektedir.

Diinyada ve tilkemizde fiziksel, kimyasal ve mekanik 6zellikleri daha iistiin, daha

hafif, daha az yer kaplayan, daha ucuz ve yeni islevlere daha uygun, iistiin



performans gosteren, katma degeri yliksek malzeme ihtiyaci stirekli artmaktadir.

Bu amagla hazirlanan tez ¢calismasinda;

e Kompleks organik madde igerigine sahip atik su olarak degerlendirilen
peyniralti suyu (PAS) kullanilarak icinde bulunan laktozun yeniden kazanilmasi
ve ham madde olarak kullanilmasi, bu ¢alismaya geri doniisiim - ¢evre dostu

uygulama avantaji saglamaktadir.

e BSiretiminde farkli bakteri gruplari ile 6zellikle asetik asit bakteri gruplari
ile cok sayida calisma bulunmaktadir. Siit lirtinleri fermantasyonu iiretiminde
gorevli olan laktik asit bakterileri (LAB) grubunda yer alan literatiirde BS
tiretimine yonelik daha 6nce ¢alisiilmamis Lactobacillus rhamnasus, Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus lactis ve YC-380 (Chr-Hansen) karisik Kkiiltiir
(Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus)

bakterileri kullanilarak bakteriyel seliiloz (BS) tiretimi gerceklestirilmistir.

e Tez galismasinda yapilan deneyler sonucunda 4 farkl bakteri kiiltiiri icinde
en yiiksek liretim potansiyeli gésteren Lactobacillus rhamnosus ile BS liretiminin
taguchi yontemi kullanilarak optimizasyon ve kimyasal ve fiziksel analizler ile

karekterizasyon ¢alismasi gergeklestirilmistir.

e Tez calismasinin ilk olarak gerceklesmesiyle ulusal ve uluslararasi literattire

kaynak olusturacaktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Seliilozun Yapisi

Seliiloz (3-(1-4) glikosidik baglarla birbirine baglh D- anhidroglikopiranoz
birimleri iceren lineer bir polimerdir. Her bir glikoz molekdilii birbirine 180°’lik
ac1 ile C1 ve C4 glikosidik oksijen baglar ile baghdir. Seliiloz selubiyozun dogal
polimeridir. Selubiyoz, seliilozdaki glikoz molekiillerini iceren tekrarlayan

yapisal birimdir (Maguire, A., 1997).

Seliiloz, yiiksek yapili bitkilerde hiicre duvari yapisini olusturan ve dogada en bol
bulunan organik maddedir. Pamuk yaklasik olarak saf seliillozdur ¢tinkii % 98’i
seliilozdan olusmaktadir. Ketenin % 80’i, odunun ise % 40- 50’si seliilozdan

olusur (Maguire, A., 1997).

Seliilozu, nisastadan ayiran 6zellik; seliilozdaki asetal baginin 8 olmasidir. Asetal
bagdaki bu farklilik insan sindiriminde ¢ok biiyiik bir farka neden olmaktadir.
insanlar, seliilozu sindiremez ¢iinkii  asetal baglarini parcalayacak enzime sahip
degildirler. Inek, at, koyun gibi hayvanlar ve toprakta bulunan bakteriler  asetal
baglarini parcalayacak bu enzime sahiptirler (Chaplin, M., 2006).

Seliiloz molekiilii genisletildiginde disarida hidroksil gruplar1 bulunan ve bu
sayede molekiil ici ve hiicre i¢i hidrojen baglari1 yapabilen diiz bir kurdele yapida
oldugu goriiltir. Bu kurdelenin ytlizeyi karbon atomlarina direkt bagh hidrojen
atomlar1 icermektedir ve bu nedenle hidrofobiktir. Sekil 2.1’de seliilozun

molekiiler yapisi gosterilmektedir (Geyer vd., 1994).



Sekil 2. 1. Seliilozun yapisi (Geyer vd., 1994)

Dogada selillozun yapisin1 ve o6zelliklerini, molekiillerin kristalin yapiya
birlesmesi ve yapisal liflere dontismesi belirler. Seliiloz lifleri diisiik ¢oztlnitrlige
sahiptir ve elastik degildirler. Acetobacter xylinum tarafindan sentezlenen
seliiloz, uzun lifler seklinde hiicre disina polimerize olur ve kimyasal olarak
bitkilerden elde edilen seliiloz ile ayn1 yapiya sahiptir. Her ikisi de § 1-4
glukandir. Bakteriyel seliilozu, bitkisel seliilozdan ayiran bir takim fiziksel
ozellikler vardir. Ornegin, kristallenme indeksi bitkisel seliiloza gére oldukca
yliksektir (%60'1n lizerinde) ve polimerizasyon derecesi bitkisel seliilozdan
farkhdir. Bakteriyel seliilozun polimerizasyon derecesi, bazi durumlarda 16000
ve 20000 arasinda degisirken, bitkisel seliillozunki genellikle 13000 ile 14000
arasinda degismektedir. Sekil 2.2’de bakteriyel ve bitkisel seltilozun yapisi
gosterilmektedir (Bielecki vd.,2001) .

(a) (b)

Sekil 2. 2. Bitkisel (a) ve Bakteriyel (b) seliilozun yapisi (Bielecki vd.,2001)



Seltilozun, paralel glukan zincirleri tasiyan mikrolifli yapidaki bu kristalografik
formu, Seliiloz I (dogal seliiloz) olarak bilinmektedir. Seliiloz I'in, iki formu
bulunmaktadir. Seliiloz I daha ¢ok alglerin ve bakteriyel seliilozun yapisinda
bulunurken, seliiloz If bitkilerin yapisinda yer almaktadir. Seliiloz I, paralel
glukan zincirlerine ve kuvvetli intramolekiiler hidrojen baglarina sahiptir.
Seliiloz II dogal seliillozun alkali maddelerle c¢o6ziilmesi, ¢okeltilmesi veya
muamele edilmesiyle ve daha sonra suyla yikanmasiyla elde edilir. Suyla yikama
prosesi seliilozu ¢ozmeden Seliiloz I'in Seliiloz [I'ye dontismesini saglar (Maguire,

1997).

Lif terimi elektron mikroskobunda gértilebilen en ince yapiy1 belirtmek icin
kullanilmaktadir. Dogal seliiloz lifleri 1 ila 25 nm arasinda degisen genislige (10-
250 zincir uzunlugunda) ve 2000-18000 glikoz iceren 1 ila 9 pm arasinda degisen
uzunluga sahiptir. Genellikle farkli mikroorganizmalar arasinda lif genisligi
degisim gosteriyor olsa da, ayni tirlerde birbirine olduk¢a yakindir. Liflerin
gorevi ve bulundugu yerler canlidan canliya farklilik gostermektedir. Bitkilerde
seliilloz lifleri polisakkarit yapidaki dayanikli hiicre duvarini olustururken,
Acetobacter xylinum’da lifler metabolik olarak inert ve oldukea saf olarak hiicre

disina salinmaktadirlar (Geyer vd., 1994).

2.2. Bakteriyel Seliilozun Ozellikleri

Acetobacter xylinum tarafindan sentezlenen seliilozu, agac¢lardan ve pamuktan
elde edilen seliilozdan ayiran bir takim 6zellikler vardir. Bu 6zellikler; kimyasal
olarak oldukca saf olmasi, hidrofilik olmasi, istenilen sekildeki seltilozun direkt
sentezlenebilmesi, yiiksek su tutma kapasitesi ve biyolojik olarak parcalanabilir
olmasi seklinde siralanabilir. Bunlara ilave olarak; Acetobacter xylinum’un seliiloz
sentezinde bir¢ok farkli substrati’nin kullanabiliyor olmasi ve olusan seliilozun
fiziksel ozelliklerinin Uretim esnasinda kontrol edilip ayarlanabiliyor olmasi,

bakteriyel seliilozun kullanim alanlarini arttirmaktadir (Geyer vd., 1994) .

Bakteriyel seliiloz, tiretim kosullarina gore farklilik gésteren, kuru agirhiginin 60

ile 700 kati1 arasinda su tutma kapasitesine sahiptir. Statik kiiltiirde iiretilen



seliiloz zarmin toplam agirhginin yalmzca % 1'i seliiloz, geri kalan kismi ise
sudur. Bunun nedeni, seliiloz liflerinin, sivi besi yerine hiicre disina salinarak
birlesmesidir. Bakteriyel seliillozun hidrofilik 6zelligi iiretimi esnasinda ya da

daha sonra hidrofilik maddelerin eklenmesiyle arttirilabilir (Geyer vd., 1994) .

Bakteriyel seliiloz, genis hidrojen baglarina sahip ag yapisinda oldugundan,
oldukc¢a kuvvetli mekanik giice sahiptir. Kopmaya ve seklini korumaya karsi
direnci, bir ¢ok sentetik ipligin gosterdigi direncten daha ytiksektir (Geyer vd.,
1994).

Bakteriyel seliillozun; makroskobik morfolojisi, Uretilme sartlarina baghdir.
Durgun kosullarda bakteri, seltiloz agini, oksijen acisindan zengin olan sivi
besiyerinin yilizeyinde olusturur. Seliilloz alt iplikcikleri, bakteri hiicrelerinin
yuzeyindeki gozeneklerden dogrusal olarak hiicre disina salinir, mikro
iplikcikleri olusturmak tizere kristal yap1 kazanir ve besiyerinin derinlerine
dogru uzanir. Birbirinin tstliine binerek ve birbirine sarilarak paralel, fakat
diizensiz bir sekilde uzanan deri benzeri bu zar, Ga. xylinus hiicrelerini destekler.
Calkalamal kiiltlirlerde olusan bakteriyel seliiloza gore durgun kiiltiirde olusan
bakteriyel seliilozun komsu iplikcikleri daha az dallanmis ve birbiriyle daha az
baglantihdir. Calkalamali kiltiirde diizensiz tanecikli, yildiz seklinde ve lifli
iplikcikler besiyerine ¢ok iyi bir sekilde dagilmis olarak bulunur. Agsi iplik¢ikler
1zgara benzeri bir yap1 olusturmak iizere birbirine baglanir ve hem diisey hem de

paralel dogrultuda uzanir.

Seliiloz dogada, yapisal olarak birbirinden farkl 4 sekilde bulunmaktadir;

e Seliiloz I, paralel sekilde uzanan (-1,4 glukan zincirlerini icerir. Ga. xylinus
tarafindan tretilen zar seklindeki seliilozdur. Kurutulmamis sekildeki seliiloz I,

dogal seliiloz olarak adlandirilir (Ross vd., 1991; Brown, 1999).

e Seliloz II birbirine paralel olarak uzanmayan (3-1,4 glukan zincirlerini igerir.

Ga. xylinus’un ¢alkalamali kiiltiirlerinde, seliiloz I'in yeniden kristallenme ya da



endiistriyel merserize olusturma islemlerinden sonra elde edilir (Ross vd., 1991;
Brown, 1999).
e Seliloz III, seliiloz I'in kimyasal olarak islenmesiyle elde edilir (Haigler ve

Weimer, 1991).

e Seliiloz 1V, yiiksek bitkilerin hiicre duvarlarinda bulunur ve seliiloz II'nin

kimyasal olarak islenmesiyle elde edilir (Haigler ve Weimer, 1991).

Seliiloz I ve II olarak bilinen bakteriyel seliiloz ¢esitleri birbirinden X-1sinlari,
niikleer manyetik rezonans, Raman spektroskopisi ve kizil otesi analizleri ile
ayrilabilmektedir (Johnson ve Neogi, 1989). Selilloz II'nin paralel yapida
olmamasi ve yliksek sayida hidrojen bagi icermesi 1s1l islemlere dayanikliligini
arttirmaktadir. Calkalamali kiltirde elde edilen seliiloz, durgun kiiltiirde
uretilene kiyasla daha disiik kristallenme katsayisi ve daha kiiglik kristal

boyutuna sahiptir (Watanabe vd., 1998).

Dogada seliiloz 11, baz algler, kiifler Sarcina ventriculi gibi bakteriler tarafindan

sentezlenmektedir (Jonas ve Farah, 1998).

Bunun yani sira dogal seliiloz I, seliiloz Ia ve Ig olarak adlandirilan iki kristal alt
allomorf yapidan olusmaktadir.Seliiloz Ia ve Ig kristal paketleri, molekiiler yapisi
ve hidrojen baglar1 acisindan birbirinden farklilik gosterir ve bu farkhiliklar
seliilozun fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini etkiler. Baz1 alg ve bakterilerden elde
edilen seliiloz bol miktarda Ia icerirken, pamuk ve odun Ig agisindan zengindir
(Saxena ve Brown, 2005). Ga. xylinus'un sentezledigi seliiloz, la daha fazla
miktarda olmak tlizere her iki yapiy1 da igerir. Bu yapilarin ayrimi 13CNMR
(Masuda vd., 2003), elektron kirinim (difraksiyon), kizil 6tesi spektroskopisi ve
X-1sinlar1 kirinimi (Bohn vd., 2000; Astley vd., 2001) ile yapilabilmektedir.

BS'un sentez siiresi de polimerin molekiiler o6zellikleri t{izerine etkilidir.
Biyosentez sliresi 6 gline kadar uzatildiginda, BS’un polimer olusum derecesi
artmaktadir. Sirenin 28 giine kadar uzamasi, polimer olusum derecesini

diistirmekte ve polidispersiteyi artirmaktadir (Strobin vd., 2004).



2.3. BS Ureten Bakteriler

BS, bazi bakteri cinsleri tarafindan uretilmekle birlikte, en fazla bilinenler Ga.
Xylinus suslaridir. Gram negatif bakterilerin yani sira bazi gram pozitif bakteriler
ve bazi fototrofik siyanobakterler de seliiloz iireticisidir (Sutherland, 2001;

Bielecki vd., 2004; Branda vd., 2005).

Seliilozun en verimli lreticisi, gram negatif, asetik asit bakterisi Acetobacter
xylinum’dur. Acetobacter xylinum ve onun tirettigi seltiloz yaklasik bir ytizyil 6nce
1886 yilinda Adrian Brown tarafindan kesfedilmistir ancak bakteriyel seliiloz
dikkatleri yirminci yiizyilin ikinci yarisindan sonra ¢ekmeye baslamistir. Hestrin
ve arkadaslar1 (1947 ve 1954) liyofilize Acetobacter hiicrelerinin bakteriyel
seliloz sentezledigini ispatlamalarinin ardindan Acetobacter xylinum seliloz
tretimi ¢alismalarinda model mikroorganizma olarak kullanilmaya baslanmistir.
Sekil 2.3'de Acetobacter xylinum’'un elektron mikroskobundaki goriintiisii yer

almaktadir (Brown, 2006) .

Sekil 2. 3. Acetobacter xylinum’un elektron mikroskobu gortntiisii (Brown
2006)

Bu bakteri dogada c¢iceklerin ve meyvalarin ylizeylerinde yer almaktadir,
saraplardan ve diger fermantasyon tirtinlerinde sirke iiretiminde ¢ok 6nemli bir
ticari 6neme sahiptir. Bunlar ¢ok kuvvetli aerobik (oksijene ihtiya¢c duyan)
organizmalardir ve genellikle maya gibi fermentatif organizmalarla aktivite

gerceklestikten sonra biiylimektedirler. En 6nemli karakteristik 6zelliklerinden
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bir tanesi; etanolii asetik asite okside etmeleridir, bu nedenle genellikle asetik
asit bakterileri olarak bilinmektedirler. Cizelge 2.1’de seliiloz sentezleyebilen
mikroorganizmalar ve sentez sonucunda olusan seliillozun yapisal ozellikleri

ozetlenmistir (Bielecki, 2001).

Cizelge 2. 1. Seltloz tiretebilen mikroorganizmalar ve olusan seliilozun yapisi
(Cakmakgi vd., 2008)

Cinsler Seliilozun yapisi

Acetobacter Seritlerden olusmus hiicre dis1 zar,
Achromobacter iplikgikler

Aerobacter iplikgikler

Agrobacterium Kisa iplikcikler

Alcaligenes iplikcikler

Pseudomonas Belirgin olmayan iplikcikler
Rhizobium Kisa iplik¢ikler

Sarcina Amorf seliiloz

Zoogloea Tanimlanmamis

Fotosentetik olmayan bu organizma; glikoz, gliserol ve diger organik substratlari
kullanarak bunlari saf seliiloza ¢evirmektedir. Tipik tek bir Acetobacter xylinum
hiicresi saatte ortalama 108 glikoz molekiiliinii seltiloza dontistiirmektedir. 3 (1-
4) glukan zincirleri hiicre disinda sentezlendiginden, bulunduklar: besi yerine

salinmaktadirlar (Bielecki, 2001).

Acetobacter xylinum’'un tek bir hiicresi, icerisinden glukan zincir polimerinin lif
seklinde birleserek ciktigi, lineer deliklere sahiptir. Bu yiizlerce delik glukan
polimer kablolar1 olusturmaktadir ve sonucta kurdele benzeri bir yap1 ortaya
cikmaktadir. Bu karisik lif ag1 birleserek ince zar olarak bilinen jelatin membrani
olustururlar. Sekil 2.4’de seliiloz olusumu esnasinda meydana gelen lineer glukan

zincirleri gosterilmektedir (Brown, 2006) .
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Sekil 2. 4. Lineer glukan polimerlerinin olusumu (Ross vd., 1991)

2.4. Laktik Asit Bakterileri

Laktik Asit Bakteri'leri (LAB) cogu insan, hayvan ve bitki gibi dogal ortamlardan
izole edilebilen, belirli spesifik bir cevreye adapte olmus ve hemen hemen dogal
habitatta bulunan organizmalardir (6rnegin; vajina, sicak kanlilarin bagirsagi,
feces, dudaklar meyve veya sebzelerde) (Holzapfel vd., 2001; Cakir, 2001;

Temmerman vd., 2004).

Ayrica LAB’lar fermente siit Uriinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Geleneksel yontemle yapilan peynirlerde dogal olarak bulunduklarindan
olgunlasmada temel floray1 olusturmaktadirlar. Uriinlere 6zgii duyusal ve yapisal
ozellikler kazandirirlar. Ayrica olusturduklar1 antimikrobiyal maddeler
sayesinde saghgi koruyucu ve terapotik etki gostermektedirler. Geleneksel
yontemle tretilen iiriinlerde dogal olarak bulunan bu mikroorganizmalar,
endustriyel Urlnlerde siite ¢ok farkli kombinasyonlarda saf kiiltiir (starter

kiiltiir) olarak ilave edilmektedirler.

LAB’lar, Firmicutes sinifina, alt sinif olarak Bacilli ve Lactobacillales takimina
aitlerdir. Prokaryot, heterotrof ve kemo-organotrof olan canl grubu icinde yer
alirlar. Gram (+), immobil, spor olusturmayan, aneorob fakat oksijene
toleranslari olan organizmalardir. Katalaz enzimini icermezler (bazilar1 katalaz
icerebilir),  nitrati  rediikte = etmezler,  sitokromoksidaz = enzimleri

bulunmamaktadir. Hidrokarbonlar: fermente ederek onemli miktarda laktik asit
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tiretmektedirler. Bu 6zelliklere uyan bakteriler arasinda 4 bakteri sinifi ayirt
edilebilmektedir. Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus ve Leuconostoc’lardir.
Baz1 laktobasil suslarinin hareketli ve endospor olusturdugu, baz
streptokoklarin aerob ortamda yasadigl, yine bazi laktobasil ve pediokok’larda
katalaz pozitif reaksiyon verdikleri bilinmektedir (Accolas, 1979; Braun vd. 1989;
Vandamme vd. 1996; Kilig, 2008).

Lactobacillales siniflandirmasinda, geleneksel bazli fenotipik siniflandirma ile
rRNA bazli filogenetik siniflandirma arasinda farkliliklar vardir. Tam genom, DNA
ve DNA-RNA hibridizasyonu ve GC iceren ¢alismalarda Lactobacillales yakin
iligkili gruplarin (Wood vd., 1995), Leuconostoc grup (Le. mesenteroides ve O.
oeni), Lactobacillus casei-Pediococcus grup (Lb. plantarum, Lb. casei, P.
pentosaceus ve Lactobacillus brevis), ve Lb. delbrueckii grup (Lb. delbrueckii, Lb.
gasserive Lb. johnsonii) (Vandamme vd., 1996); streptococci (S. thermophilus) ve
lactococci (Lc. lactis ssp. lactis and Lc. lactis ssp. cremoris) oldugu belirtilmektedir

(Wood ve Holzapfel, 1995).

Lactobacillales filogenetik agaci (Sekil 2.5.) olusmasinda tam genomunun
tanimlanmasi, onlarin evrimsel iligkilerinin daha kesin bir analizini

saglamaktadir (Makarova vd., 2006).

0. nehi L. delbrueckii

L. gasseri

Leuconostocaceae L. johnsonii

L. case

L. mesenleroides

Lactobacillaceae

P. penfosaceus
S. thermophilus
Lactobacillaceae

L. brevis
L. plantarum .laclis ssp. cremoris

Streptococcaceae

L. laclis ssp. lactis

005

B .subtilis
(outgroup)

Sekil 2. 5. Lactobacillaceae filogenetik haritas1 (Makarova vd., 2006)
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2.5. Bakteriyel Seliiloz Biyosentez Mekanizmasi

Seliiloz, dinyada en ¢ok bulunan biyokimyasal madde olmasina ragmen,
bitkilerdeki biyosentez mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Birgok
arastirmaci, Acetobacter tiirlerinin bakteriyel seliiloz tliretimini inceleyerek,
bitkilerdeki biyosentez mekanizmasi hakkinda fikir sahibi olmaya ¢alismistir.
Marx-Figini, hiicre duvar: seliillozunun ve bakteriyel seliilozun biyosentezini
kiyaslamistir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda; polimerizasyon derecesinin ve
bitkisel seliillozun molekil agirliginin sabit oldugunu ve bunlarin sentez
siiresinden, seliilloz veriminden ve reaksiyon kosullarindan etkilenmedigini

gostermislerdir.

Bu durumun; bakteriyel seliloz icin de aym1 sekilde olup olmadigini
arastirdiklarinda, seliillozun polimerizasyon derecesinin siire ile degistigini ve
hiicre sayisiyla paralel olarak bir artis gosterdigini saptamislardir. Hiicreler daha
hizli biiytirken polimerizasyon artmakta, biiytime durdugunda ise biyosentez de
sona ermektedir. Bu sonuglara dayanarak, bitkilerdeki ve bakterideki seliiloz

biyosentezinin farkli oldugunu ispatlamislardir (Zhu, 2005).

Acetobacter cinsi organizmalar mutlak aerop olup, genellikle meyvelerde,
sebzelerde, sirkede, meyve sularinda ve alkollii iceceklerde bulunmaktadir
(Skollek vd., 1998). Ga. xylinus, suda ¢oziinebilir ve toksik olmayan D-glikozu
kullanarak, birkag¢ giin icerisinde hiicre dis1 saf seliiloz iiretebilen ve patojen
olmayan bir bakteridir. Bu bakteri tarafindan tretilen seliilozun molekiiler
agirlig: bitkilerden elde edilen seliilozunki ile ayn1 olmasina ragmen, bitkilerden
elde edilen seltiloz polisakkaritinden farkl olarak lignin, pektin, hemiseliiloz ve
diger biyojenik yan triinleri icermemektedir. Hiicre dis1 mikrobiyel seliilozun
bitkisel seliillozdan ayrilan diger yanlar, yiliksek su tutma kapasitesi, 1slak fazda
iken yliksek mekanik dayanimi, tam bir ag yapisina ve ¢ok diizgiin bir miselli i¢
yapiya sahip olmasidir. Polimer matris, ¢evresindeki sulu ortamdaki besin
maddelerini yliksek dlizeyde absorbe edebildiginden, yapisinda yer alan bakteri
hiicrelerinin besin maddesi gereksinimini karsilamada etkilidir (Jonas ve Farah,

1998). Ayni zamanda Ga. xylinus’un sentezledigi seliillozun depo materyali gorevi
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ustlendigi ve aglik durumunda kullanilabildigi ileri strtilmektedir. Seliiloz lireten
bazi Ga. xylinus suslarinin siv1 besiyerindeki Kkiiltiirlerinde seliilozun
parcalanmasini saglayan ekzo ve endoglukanazlarin varligi belirlenmistir

(Okamoto vd., 1994).

Seliiloz tabakanin vizkozitesi ve hidrofilik 6zellikleri nedeniyle bakterileri koti
cevre kosullarina (su miktarinda azalma, pH degisimleri, patojenik
mikroorganizmalar vb.) karsi korudugu da bilinmektedir (Lynd vd. 2002).
Bunun yanmi sira BS'un bakteri hiicrelerini UV i1sinlarindan korudugu da
belirlenmistir. Asetik asit bakterilerinin 1 saat siireyle UV 1sinlarina maruz
birakilmasi sonucunda %23’ canliigini korumustur. Bu koruyucu polisakkaritin
uzaklastirilmasi canlilikta 6nemli bir azalmaya (sadece %3 canlilik) neden

olmustur (Ross vd., 1991).

Glnimiizde Acetobacter xylinum, seliiloz biyosentezi c¢alismalarinda model
mikroorganizma olarak kullanilmaktadir. Acetobacter xylinum’da iki ana karbon
metabolizmasi bulunmaktadir. Karbonhidratlarin oksitlenmesinde pentoz fosfat
dongiisii, organik asitlerin ve buna bagh iirtinlerin oksitlenmesinde ise sitrik asit
dongiisii gerceklesmektedir. Acetobacter xylinum’un anaerobik sartlarda glikozu
metabolize edememesinin nedeni; glikoliz i¢in gerekli olan fosfofruktokinaz
enziminin bulunmamasindan kaynaklanmaktadir. Okzaloasetat dekarboksilaz
enziminin  siradis1  dizenlenmesi sonucunda Acetobacter xylinum’da

glikoneogenez gerceklesmektedir.

Bu organizmada seliilloz heksoz fosfatlardan olusmaktadir. Heksoz fosfat
karbonundan seliiloz olusmasi1 ya da pentoz dongiisiiniin gerceklesmesi enerji
baglantii  kontrol mekanizmasi tarafindan gercgeklestirilmektedir. Bu
mekanizmada kontrol noktasi Adenozin trifosfata (ATP) hassas, Nikotinamid
adenin dintkleotidin (NAD)'ye bagh glikoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimidir.
Acetobacter xylinum’ da bulunan iki farkh glikoz-6-fosfat dehidrogenaz
enziminden sadece bir tanesi ATP tarafindan inhibe olmaktadir (Ross vd., 1991).
Acetobacter xylinum’da selliloz sentezinde en yakin seker niikleotit prekorsiri

tiridin difosfo glikoz (UDP-glikoz)’dur.
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Seliilloz sentezi, dis membran ile sitoplazmik membran arasinda
gerceklesmektedir. Uretilen seliiloz iplikcikleri, lipopolisakkarit membrandaki
120-150 A capindaki gozeneklerden hiicre disina salinmaktadir (Zaar, 1979).
Bakteri yilizeyindeki gozeneklerle baglantili olarak calisan seliilloz sentez
kompleksi, seliiloz sentezinde gorev almaktadir. Seliiloz sintaz ise bu islemdeki
en 6nemli enzim olarak kabul edilmektedir. Bu enzim, saflastirilmis ve seliiloz
iplikgiklerinin olusumu, senteze uygun in vitro kosullarda ispatlanmistir (Glaser,
1957; Lin vd., 1985). Cyclic diguanilmonofosfat (c-di-GMP) ise seliiloz sintazin
aktivatorii olan 6nemli bir molekildiir (Bureau ve Brown, 1987; Jonas ve Farah,

1998; Brown, 1999; Delmer, 1999; Camilli ve Bassler, 2006; Lee vd., 2007).

Ayni zamanda seliiloz tiretiminde bir ¢esit hem baglayan Per-ARNT-Sim bdélgesi
sensori (hem-PAS) olan fosfodiesteraz A (PDEA) etkilidir. PDEA, anaerobik
kosullarda c-di-GMP’yi etkili sekilde hidrolize ederek, seliiloz sentezinin
engellenmesine neden olmaktadir. Su-hava arayiiziinde enzimin inaktif sekli olan
oxy PDEA’1n meydana gelmesi, seliiloz zarinin olusturulmasina imkan tanir (Tal

vd., 1998; Gilles-Gonzalez ve Gonzalez, 2004).

Mikrobiyel seliiloz, bes temel enzimatik dontlisiim sonucu olmaktadir (Sekil 2.6.).
Bunlar: Glikoz permeaz, glikokinaz, fosfoglikomutaz, UDP-glikoz pirofosforilaz ve
seliiloz sintaz enzimleridir. Seliiloz sintaz (UDP-glikoz: 1,4-D-glikoziltransferaz;
EC 2.4.1.12), sentez isleminin temel enzimi olarak kabul edilmektedir. Seliiloz
sentaz ve akraba enzimler, 2- glikoziltransferazlar ailesindendir. Bu aile, a bagh
UDP-seker vericilerini kullanarak, anomerik karbonda b baginin olusumunu da

iceren glikozil aktarim tepkimelerini gerceklestirir (Saxena ve Brown., 2000).

16



UDE-Glikor n— 000 B0 9 A

Zzlilaz sentaz

UDPG-piroieiorilas I
Glilkcoz-1-fostat
I ool ulooantaz

slukokinaz

—— Glikoz-6-fozfat m—— I o:fozlikonilasit

FRUKTOZ ——)  Friltoz-1.6-difosfat \
Friiletoz-1-Fo=Sat — it oG-S0 St A —-

{ishitzrens wdl., 1SSE]

Sekil 2. 6. Ga. xylinus’un seliiloz liretim mekanizmasi (Ishikawa vd., 1998)

Sentez islemi glikozun, seliiloz prekiirsori olan iridin difosfoglikoz (UDP-G)
sentezini takiben 3 (1-4) glukan zincirine polimerizasyonunu icerir. UDP glikoz
seliiloz Uretiminde 6nciil maddedir. UTP ve glikoz-1-fosfattan uretilmektedir.
UTP biyosentezi ise 5-florouridinle (5 FUR) artirilabilmektedir. A. xylinum subsp.
nonacetoxidans 757’'nin 5-FUR’e diren¢li mutantlarinin seliilloz iiretimleri
incelenmis ve mutant FUR-35’in dogal susa kiyasla %40 diizeyinde daha fazla
seliiloz trettigi belirlenmistir. FUR-35’de hiicre i¢i UTP, UDP-G miktarlar1 ve
karbamil fosfat sintetaz II (KFS) aktivitesi dogal susa kiyasla yiiksek
bulunmustur. Mutant susun selliloz liretiminin artmasi UTP biyosentezinin
artmasina bagh olarak UDP-G diizeyinin artisina baglanmistir (Ishikawa vd.,

1998).

Seliiloz uzun zinciri tek tek molekiiler olarak sentezlenir. Seliilozun olusumu
sirasinda iplikcikler hiyerarsik sirada biyosenteze ugrar. Tek tek seliiloz zincirleri
yaklasik 3,5 nm,‘lik bir ¢apa sahip temel fibrili (protofibriller) olusturmak tizere
bir araya gelir (Frey-Wyssling, 1954).

Kaynagina bagh olarak elementer liflerin ¢ap1 2-20 nm araliginda degisebilir ve

bunlarin  diizenlenmeleri, biyosentezi yoneten kosullarina  baghdir.
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Mikroiplikcikler elementer liflerin yi1gilmasi ile olusturulur ve ylizeyde serbest
enerjiyi azaltmak i¢in bir mekanizma olarak kullanilir. Bu agregasyon olgusu van
der waals kuvvetleri gibi intra ve inter molekiiler hidrojen baglari ile desteklenir
(Peterlin vd., 1970) . Mikrofibrilleri olusturmak i¢in toplanan seliiloz molekiilleri
kaynagina baghl olarak farkli yonelimleri vardir. Mikrofibril agregalar, amorf
bolgeleri olusturmak i¢cin az sirali zincirleri ile birlikte karmasik ve gii¢lii hidrojen
baglan ile stabilize edilmis siki bir sekilde istiflenmis kristalitleri olusturan

seliiloz zincirleri olusturmaktadir (Mazeau vd., 2003).

Molekiiler arasi etkilesimleri ve mevcut molekiiler yonelimlere bagh seliilozun
farkli polimorflar1 bulunabilir. Seliloz kaynagina bagh olarak igerigi
degistirilebilir alt1 polimorflar (I, II, III;, III 11, IVy, IVi) tesbit edilmistir (Brinchi vd.,
2013). Ana seliiloz, genel olarak seliiloz I kristal yapisina sahiptir. Ancak, daha
allomorphs lave I ‘ya boliiniir (Atalla vd., 1984). I monoklinik kristalli bir yapiya
sahip ise seliiloz la bir triklinik yapiya sahiptir (Debzi vd., 1991).

Yiksek bitkilerde seltiloz olusturucu hiicre duvarlar Ig a¢isindan zengin iken
mikrobik ve alg kaynaklardan elde edilen seliiloz, Ia agisindan zengindir. Bu
mikrofibriller, makrofibrils denilen biiyiik birimleri ve onlar da seliiloz liflerini

olusturmak i¢in bir araya gelirler.

2.6. Bakteriyel Seliiloz Uretim Teknikleri

Bakteriyel seliiloz tretimi icin degisik teknikler bildirilmistir. Ekonomik ve ticari
olarak wuygulanma potansiyeli olan statik ve karistirmali teknikler
kullanilmaktadir (Watanabe et al. 1998). Ayrica seliiloz tretiminde yatay
fermentorler, hava kaldirmali reaktorler ve donen disk reaktorleri de

kullanilmaktadir (Krystnowicz vd., 2002) .
Bakteriyel seliiloz'un tiretim teknigi secimi, elde edilecek biyopolimerin ticari

hedefine baglidir. Secilen kiiltiir teknigi; seliilozun yapisina, dolayisiyla fiziksel ve

mekaniksel 6zelliklerine dogrudan etki etmektedir (Krystnowicz vd., 2002).
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Bakteriyel seliiloz iiretiminde kullanilan geleneksel yontem statik yontemdir. Bu
yontem oldukca basittir ve zar halinde seliiloz liretmek icin en ¢ok tercih edilen
yontemdir. Statik yontemde inokiile edilmis besi yeri, yayvan kaplara dokiiliir ve
tizeri kapatildiktan sonra zar kabin yiizeyini sarana kadar, yaklasik 5 ila 20 giin
arasinda beklenmektedir. Yapilan arastirmalar, zarin sadece en iist kisminda
ireme oldugunu, zarin alt kisminda kalan hiicrelerin zamanla inaktif hale
gectigini ve oksijen yetersizligi nedeniyle 6ldigiinii gostermektedir. Sekil 2.7°de

statik yontem ile seliiloz liretimi sematize edilmistir (Krystnowicz vd., 2002) .

Hava Boslugu

Aktif Yiizey

I Seliiloz

Besi Yeri

Sekil 2. 7. Statik yontemle bakteriyel seliiloz tiretimi (Krystnowicz vd., 2002)

Statik yontemde seliiloz lifleri diizenli bir sekilde iist iiste birikir. Bu nedenle
karistirmali yontemlere kiyasla statik yontemle elde edilen seliilozun yapisinda
paralel glukan zincirlerine ve kuvvetli molekiil i¢i hidrojen baglarina sahip
Seliiloz I daha fazla bulunmaktadir. Ayrica statik yontemle elde edilen seliilozun
kristallenme indeksi ve kristal boyutu, karistirmali yontemle elde edilen seliiloza

gore daha fazladir (Bielecki,2001 ).

Statik yontem oldukca basit olmasina ve liretim sonucunda zar seklinde seliiloz
elde edilmesine ragmen bir ¢cok dezavantaja da sahiptir. Bunlardan en 6nemlisi
difiizyon sorunudur. Yiizeyde olusan zar seklindeki seliiloz besi yerine yeteri
kadar oksijen gecisine imkan vermemekte bu da alt kisimdaki hiicrelerin zamanla

6lmesine neden olmaktadir. Ayrica statik yontemde besi yeri inokiile edildikten
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sonra fermentasyon siiresi boyunca hi¢ hareket ettirilmemelidir. Bu da 6l¢iim
alinmasim1 hemen hemen imkansiz hale getirmektedir. Ornegin pH'n
ayarlanmasi ya da besi yerine ilave madde eklenmesi imkansizdir. Statik yontem
kullanilmasinda diger bir problem ise 6l¢cek biiylitme sorunudur. Bu yontemde
biiylik yiizey alanlarina ihtiya¢ duyuldugundan, biiyiik 6lgek liretimde statik
yontemin kullanimi olduk¢a zordur (Zhu, 2005) .

Statik kiiltiir kosullarinda yilizey/hacim orani 6nemlidir. Bu oran yiiksek
havalandirmadan (gereksizdir) ve diisiik havalandirmadan (hiicre gelisimine ve
seliiloz sentezine etki eder) korunmalidir. Arastirmacilar ytizey/hacim orani igin
0.7 cm'1-2.2 cm! araligindaki degerleri vermislerdir (Bielecki vd., 2001). Statik
kiiltirde bakteriyel selilloz sentezinin kontrolii ¢ok zordur. Onemli
parametrelerin strekli kontrol edilmesi gerekmektedir. Keto glikonik asidin
birikmesinden dolay1 pH dismektedir. Dolayisiyla bakteriyel seliiloz i¢in uygun
pH ortami da kaybolmaktadir. Bu sorunu ortadan kaldirmak igin asetik asit
kullanilmistir. Acetobacter spp. asetik asidi karbondioksit ve suya parcalamistir.
Sonucta istenen pH araligi saglanmistir (Watanabe vd., 1998). Sekil 2.8.’de statik

yontemle iiretilen seltiilozun mikroskobik yapisi gosterilmektedir.

Sekil 2. 8. Statik yontemle iiretilen seltilozun mikroskobik yapisi( Bielecki vd.,)

Ticari tiretim icin en fazla karigstirmali kiiltiir teknigi tercih edilmektedir. Fakat
ylksek bakteriyel seliiloz liretimi gerceklestirilememektedir. Statik yontemdeki
zar seklindeki seliilozun aksine karistirmali yontemde lifli yapida seliiloz
olusmaktadir. Hareketten dogan kuvvetlerin yuvarlak, diizensiz yapida seliiloz

olusumuna neden oldugu disiiniilmektedir. Statik yonteme kiyasla seliiloz
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mikrolifleri karistirmali yontemde daha ince, kristal buiyiikliikleri daha kiigiik ve
polimerizasyon derecesi daha azdir. Sekil 2.9’da karistirmali yontemle tretilen

seliiloz gosterilmektedir (Czaja vd., 2004 ).

Sekil 2. 9. Karistirmali yontem ile tiretilen seliiloz (Czaja vd., 2004)

Karistirmali kiiltlirlerde Acetobacter tiirleriyle yapilan seliiloz tiretiminde bir ¢cok
problemle karsilasilmaktadir. En biiylik problem kiiltiiriin stabil olmamasidir.
Zamanla selilloz lretim yetenegi azalmaktadir ve bir siire sonra seliiloz
liretmeyen mutantlarin miktar1 artmaktadir. Diger bir problem de Acetobacter
suslarinin glikozu, glikonik aside ve ketoglikonik asite dontstiirmesinden dolay1

maliyeti artirmasidir (Young vd., 1998).

Karistirmal kiiltiir kosullarinda bakteriyel seltiloz tiretiminde oksijen transfer
kapasitesi ve karistirma hizi ¢ok iyi ayarlanmalidir. Bakteriyel seliloz
verimliligini artirmak icin ytiksek oksijen teminine ve ytliksek hacimli karistirma
giiciine ihtiya¢ vardir. Bu yiiksek enerji sarfiyati gerektirmektedir. Uygun
karistiricida, kiltir sivisinin alani ile karistiricr giicii arasindaki fark kiigiik
olmalidir. Bu kiiltiir sivisinin vizkozitesinin indirgenmesi i¢cin 6nemlidir. Oksijen
transferi ile bakteriyel seliiloz tliretimi arasinda korelasyon vardir (Kouda vd.,

1997). Kanistirmal kiiltiirlerde bakteriyel seltiloz tiretiminde mikro yapida
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degisiklikler gozlemlenmistir. Polimerizasyon derecesi ve kristallenme indeksi
karistirmali kultiir kosullarinda tretilen bakteriyel seliilozda daha diisiik

bulunmustur.

Ayrica Young’'s modulii degeri de diisiik olarak belirlenmistir. Fakat su tutma
kapasitesi ve slispansiyon vizkozitesi daha ytliksek bulunmustur (Watanabe vd.,,
1998). Statik ve karistirmali kiiltiir kosullarinda iiretilen bakteriyel seliilozun ag
seklindeki yapisinin mikroskobik morfolojisi benzerlik gostermektedir. Fakat
dikkatli bir inceleme sonucunda bazi farkliliklar oldugu ortaya ¢ikmistir. Statik

kultir kosullarinda tiretilen bakteriyel seliillozun fibrilleri olduk¢a uzundur.

Karistirmali kiiltiir kosullarinda iiretilen seliilozun fibrilleri biikiilmiis ve karisik
sekildedir. Ayrica fibriller zayif goziikmektedir. Watanabe vd., (1998) yaptiklari
calismada her iki kosulda iiretilmis bakteriyel seliilloz o6rneklerini X-ray
difraktometri ile analizlerini yapmislardir. Sonucta statik kiltiir kosullarinda
tiretilen seliilozun kristallenme indeksi % 71, kristalitesi % 80, kristal boyutu 7,4
nm, polimerizasyon derecesini 14.400 olarak bulmuslardir. Buna Kkarsin
karistirmali kultiir kosullarinda tiretilen seltilozun kristallenme indeksi % 63,
kristalitesi 13 % 61, kristal boyutu 6,9 nm, polimerizasyon derecesini 10.900
olarak bulmuslardir. Ayrica seliiloz la orani statik kiiltiir kosullarinda iiretilen

bakteriyel seliilozda daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Bakteriyel seliiloz iiretiminde kullanilan bir diger yontem ise; hava kaldirmal
reaktorlerin kullanildig1 yontemdir. Hava kaldirmali reaktérler daha az kesme
gerilimi olusturdugundan, basit mekanik yapisindan, diisiik enerji tiilketiminden
ve yiiksek hiicre kiitle veriminden dolay1 bir ¢ok mikrobiyal fermentasyonda
tercih edilmektedir. Ancak hava kaldirmali reaktorler bakteriyel seliilloz besi yeri
gibi viskoz sivilar i¢in ¢ok uygun degildir. Chao ve arkadaslar1 i¢ bélmeli hava

kaldirmali reaktor kullanarak etkin bir karistirma elde etmeyi basarmislardir.

Ayrica deneylerinde besi yerinde ¢6zliinmiis oksijen miktarini arttirmak igin

oksijence zengin hava kullanmiglar ve verimin olduk¢a yiiksek oldugunu
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gostermislerdir. Sekil 2.10’da hava kaldirmali reaktérler kullanildiginda olusan

seliilozun mikroskobik yapisi gosterilmektedir (Chao, vd., 2001).

Sekil 2. 10. Hava kaldirmali reaktor kullanilarak tretilen seliiloz (Chao, vd.,)

Ayrica Chao ve arkadaslarn hava kaldirmali reaktorde tretilen bakteriyel
seliilozun; karistirmali reaktorde tretilen lifli yapidaki seliilozun aksine, eliptik
misket seklinde oldugunu gostermislerdir. Eliptik misket seklindeki seliilozun
polimerizasyon derecesi 16000°'dir ve bu deger statik yontemle elde edilen
seliiloza olduke¢a yakindir. Ayrica statik yontemdekinin aksine hava kaldirmal

yontemde hiicrelerin béliinme hizi ¢ok daha ytiksektir (Chao, vd., 2001) .

Bakteriyel seliiloz liretiminde donen disk reaktorlerin kullanimi da giin gectikce
yayginlagsmaktadir. Bu sistemde yarisina kadar inokiile edilmis besi yeri ile dolu
silindirik yatak bulunmaktadir. Yatagin icerisindeki diskler motor yardimiyla
dondiiriilmektedir. Hiicreler diskin yiizeyine adsorbe olmakta ve burada zar
yapisinda seliiloz olusturmaktadirlar. 8-12 saat sonra bitin hiicreler diskin
uzerine gecmekte, besi yerinde yaklasik olarak hi¢ hiicre kalmamaktadir. Ag
yapili ya da delikli diskler, kat1 disklere gore daha ¢ok tercih edilmektedir ¢iinkii
delikler daha fazla besi yerinin disk tizerinde tutulmasini ve daha hizli, kuvvetli
film olusumunu saglamaktadir. Statik yonteme kiyasla bu yontemle, birim alanda
daha fazla 1slak seliiloz elde edilmektedir ve elde edilen seliillozun su tutma
kapasitesi statik yontemle elde edilenin yaklasik iki katidir. Sekil 2.11."de dénen
disk reaktorii sematik olarak verilmistir (Zhu, 2005) .
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Sekil 2. 11. Dénen disk reaktort (Zhu, 2005)

Donen disk reaktorlerinin kullaniminin statik yonteme kiyasla bir takim
tstlinliikleri vardir. Her iki yontemde de birim alan basina yaklasik olarak esit
seliiloz tiretimi gerceklesmektedir ancak hacimsel hizlar donen disk reaktorlerde
daha fazladir. Disklerin diizgiin ayarlanmasiyla; ylizey alani/hacim orani yaklasik
5 kat arttirilabilir ve ayni miktardaki besi yerinden ¢ok daha fazla seliiloz
uretilebilir. Disk dondiikge diskin yaris1 besi yeriyle temas ederken, diger yarisi
da havayla temas etmektedir. Bu durum statik yontemde karsilasilan difiizyon

problemlerinin 6nlenmesini saglamaktadir.

Ayrica Uretim esnasinda seliiloz besi yerinde degil de diskin {zerinde
bulundugundan; seliiloz zarina herhangi bir zarar vermeden besi yerinden 6rnek
alinabilir ve besi yeri kontrol edilebilir. Ayrica substrat konsantrasyonu ve pH
ayarlanarak optimum kosullarin uzun siire devam etmesi saglanabilmektedir
(Zhu, 2005). Donen disk reaktorlerinin dezavantajlar: ise; diskler arasindaki
mesafenin zarin boyutlarin1 sinirlandirmast ve donme etkisiyle seliiloz

liretmeyen mutant hiicrelerin olusmasidir (Zhu, 2005) .
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2.7. Bakteriyel Selillozun Uretimine Etki Eden Faktorler

2.7.1. Karbon kaynaklari

Acetobacter suslar ile bakteriyel seliiloz iliretiminde ana karbon kaynagi
glikozdur. Seliiloz biyosentezi i¢in diger karbon kaynaklar1 olarak; 5 ve 6
karbonlu monosakkaritler, oligosakkaritler, nisasta, alkol ve organik asitler

bildirilmistir (El-saied vd., 2004).

Acetobacter  xylinum, selilloz iretiminde bir c¢ok farkli substrati
kullanabilmektedir. Bu nedenle literatiirde bakteriyel seliiloz liretiminde farkh
karbon kaynaklarinin kullanmildigi bir ¢ok calisma yer almaktadir. Seliloz
lretiminde standart olarak Hestrin ve Schramm besi yeri kullanilmaktadir ve
bilesiminde; % 2 (w/v) glikoz, % 0.5 (w/v) maya ekstrati, % 0.5 (w/v)
polipepton, % 0.27 (w/v) disodyum fosfat ve % 0.15(w/v) sitrik asit monohidrat
bulunmaktadir (Keshk ve Sameshima, 2005).

Bakteriyel seliiloz liretiminde en biiyiik etkiyi karbon kaynaklar1 yapmaktadir
(Bielecki vd., 2001). Oikawa vd., (1995) yaptiklari ¢alismalarinda; statik kiiltiirde
karbon kaynag olarak arabitol ve mannitol kullanildiginda glikoza oranla daha
yluksek verim elde ettiklerini belirtmislerdir. Bunun nedenini de, arabitol ve
mannitol kullanildiginda glukonik asit olusmamasina ve pH'in sabit kalmasina
baglamislardir. Ancak Son vd., (2001) karistirmali yontemle gerceklestirdikleri
deneylerinde; karbon kaynagi olarak fruktoz, trehaloz ve laktik asit
kullanildiginda glikozdan daha iyi seliiloz verimi elde ettiklerini gostermislerdir.
Bu sonuglar Shoda vd., (2004) yaptiklar1 ¢calisma sonucunda elde ettigi verilerle
paralellik gostermektedir. Shoda vd., (2004) da kullandiklar1 Acetobacter xylinum
BPR2001 isimli susun etkin olarak fruktoz kullandigini1 gostermistir.

Ramana vd., (2000) yaptiklar1 ¢alismada kullanilan karbon kaynaginin seliiloz
verimi lzerine etkisini arastirmislardir. Deneylerinde sorbitol, glikoz, galaktoz,
laktoz, asetik asit, mannitol, maltoz, nisasta ve sukrozu karbon kaynagi olarak

kullanmislardir. En yiliksek verimin mannitollii besi yerinde elde edildigini,
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mannitolden sonra en uygun karbon kaynaklarinin ise glikoz ve sukroz oldugunu
gostermislerdir. Sorbitol, galaktoz, maltoz, nisasta ve asetik asit kullanildiginda

ise verimin oldukca diisiik oldugunu belirtmislerdir.

Yapilan bir arastirmada karbon kaynagi olarak glikoz kullanilmistir. Farklh
karbon kaynaklar1 da kullanilarak bakteriyel seltiloz tiretimi karsilastiriimistir.
Calisma sonucunda en yiiksek bakteriyel seltiloz verimi gliserol kullaniminda
tespit edilmistir. Bunu sirasiyla glikoz, fruktoz ve inositol izlemistir. Karbon
kaynag1 olarak glikoz kullanilarak uygun konsantrasyonu belirlemek igin
denemeler yapilmis ve en yiliksek bakteriyel seliiloz tretimi % 1
konsantrasyonda elde edilmistir. Glikoz konsantrasyonunun yiikselmesi ile

bakteriyel seliiloz veriminin dustigi gozlenmistir (Keshk ve Sameshima, 2005).

Bakteriyel seliiloz tiretiminde D-xylose kullanimu ile ilgili bir calismada 17 tane
farkl asetik asit bakterisi tiru kullanilmistir. D-xylose, D-glikoz ve D-xylose + D-
xylulose karisimiyla hazirlanan besiyerleri karsilastirilmistir. D-xylose higbir
asetik asit bakterisi tarafindan metabolize edilemedigi bulunmustur. D-glikoz
iceren besiyerinde yiiksek bakteriyel seliiloz tiretimi belirlendigi belirtilmektedir

(Ishihara vd., 2002).

2.7.2. Azot kaynaklan

Bakteriyel seliiloz ilireten bakteriler azot kaynaklarina ihtiya¢ duymaktadir.
Bunun icin maya ekstrakti, misir 1slatma suyu ve kazein hidrolizatlari
kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢ok calisma standart Hestrin ve Schramm besi
yerinin gelistirilmesi lizerinedir. Bu besi yerinde azot kaynagi olarak kullanilan
maya ekstrati ve pepton yerine alternatif bir ¢ok azot kaynagi denenmistir. En
etkili azot kaynaginin misir surubu oldugu gériilmistiir. Bu nedenle bir ¢ok

biyoteknolojik proseste azot kaynagi olarak misir surubu kullanilmaktadir.

Son vd., (2001) seliilloz verimi tzerine kullanilan azot kaynaginin etkisini
arastirmislardir. Acetobacter sp. A9 ile gerceklestirdikleri deneylerinde; et

ekstratini, misir surubunu, malt ekstratini, polipeptonu, triptonu, maya
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ekstratini, amonyum siilfati, amonyum Kkloriirii ve potasyum nitrati kullanarak
verim hesabi1 yapmislardir. Misir surubu, polipepton ve maya ekstratinin, seliiloz
verimini 6nemli Olciide arttirdigin1 gostermislerdir. Maya ekstrati bir cok
biiytime faktoriiniin yanisira ok miktarda azot bilesimi icermektedir. Bu nedenle

en yiksek verim maya ekstrati kullanildiginda elde edildigi bildirilmistir.

Jonas vd. (1998) yaptiklar1 calismada Acetobacter sp. A9 inorganik azot
kaynaklarinda herhangi bir biiylime gostermemistir. Ancak maya ekstrati
oldukc¢a pahali bir substrattir. Misir surubu kullanildiginda elde edilen verim,
maya ekstrati kullanildiginda elde edilen verime olduk¢a yakindir. Bu nedenle
proses fizibilitesini arttirabilmek i¢in misir surubunun en etkili azot kaynagi

oldugunu bildirmislerdir.

Acetobacter xylinum BPR 2001 icin karistirmal kiiltiirlerde besiyerindeki azot
kaynaklarinin etkisi arastirilmistir. % 0,24 (w/v) toplam azot olacak sekilde
soytone, misir 1slatma suyu, maya ekstrakti ve pepton kullanilmistir. Sonug
olarak hiicre gelisimini ve seliiloz liretimini misir 1slatma suyunun ytksek oranda
tesvik ettigi belirlenmistir. Bundan dolay1 Acetobacter xylinum BPR 2001 susu
icin en uygun azot kaynagi misir 1slatma suyu olarak belirlenmistir. Arastirmada
bu etkinin nereden kaynaklandigini anlamak i¢in diger azot kaynaklari ile birlikte
kimyasal kompozisyonu incelenmistir. En 6nemli fark olarak misir 1slatma
suyunun laktat icermesi bulunmustur. Laktatin hiicre gelisimi ve seliiloz

tretimini tesvik ettigi belirlenmistir (Tsuchida ve Yoshinaga, 1997).

2.7.3. Organik asit ilavesi

Besiyerine etanol, laktik asit, sitrik asit gibi organik asit ilavesi seltiloz verimini
arttirmaktadir. Organik asitler yardimci substrat gorevi yaparak hiicre
biiylimesini hizlandirmaktadirlar. Acetobacter xylinum’da ylksek iiridin
difosfoglikoz fosforilaz aktivitesi goriilmektedir. Bu enzim glikozdan, bakteriyel
seliiloz lretimi icin gerekli prekiirsirin sentezini gerceklestirmektedir. Glikoz
temel olarak enerji Uretiminin aksine bakteriyel seliilloz iiretiminde

kullanilmaktadir. Laktik asitin; biliyiimenin ilk evrelerinde glikoz akisini,
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bakteriyel seliiloz tretimi icin gerekli seker metabolik yolunun aksine Krebs
donglisine yonlendirdigi disunulmektedir. Bu da hiicre biyiimesini

hizlandirmakta, daha ¢ok bakteriyel seltiloz tiretilmesine neden olmaktadir (Son

vd., 2003).

Son vd. (2001), bakteriyel seliiloz iiretiminde etanol ilavesinin etkisini de
arastirmiglardir. Organik asitler icerisinde hiicre béliinmesini en ¢ok etanoliin
arttirdigini gostermislerdir. Bunun nedenini ise; etanoliin seliiloz liretmeyen
mutant hiicrelerin (Cel-) olusumunu engellemesi seklinde agiklamaktadirlar.
Karistirmali yontemde olusan Cel- mutantlarin 6nlenmesi seliiloz verimini

onemli 6l¢iide arttirmaktadir.

Son vd. (2001), yaptiklar1 c¢alismada Acetobacter sp. V6 kullanarak
gerceklestirdikleri bir diger calismada; magnezyum siilfat (MgS0O4. 7H20)'1n da
selilloz verimini arttirdigini gostermislerdir. Magnezyum iyonlarinin hiicresel
metabolizmanin devam ettirilmesinde o6nemli rol oynadigl bilinmektedir.
Magnezyum iyonlari; seliilloz sentaz enzimi ic¢in aktivatér olan c-di-GMP icin
gerekli oldugundan, ortama MgSO4. 7H20 ilave edilmesi hiicre biiytimesini ve

seliloz sentezini arttirmaktadir.

2.7.4. pH'1n etkisi

Yapilan bir ¢ok deneysel ¢alisma sonucunda, bakteriyel seliilloz liretiminde
optimum pH araliginin 4 ila 7 arasinda degistigi goriilmistiir. Cogu arastirmaci
pH 5 ya da pH 6’da deneysel calismalarini gerceklestirmektedir. Bakteriyel
seliloz tretimi esnasinda ortamda bulunan glikoz fazlas1i glukonik asite
dontismektedir. Glukonik asit olusumu ortamin pH’inda buyiik bir diisiise neden
olmaktadir. Bu nedenle karbon kaynag1 olarak glikoz kullanildiginida pH

ayarlanmasi, proses verimi iizerinde oldukga etkilidir (Jonas vd., 1998).

Acetobacter xylinum BRC5’in karistirmali kiiltiirlerde seliiloz tliretimi ile ilgili

yapilan bir ¢alismada besiyeri pH’s1 6.0 olarak kullanilmistir (Young vd., 1998).
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Bakteriyel seliiloz tliretimi ile besiyerinin inkiibasyonu esnasinda ve sonrasinda
pH degisimlerinin birbiriyle etkilesimi incelenmistir. Monosakkaritlerle
hazirlanan besiyerlerinde son pH, baslangic pH’sindan disik oldugu
gozlemlenmistir. Ozellikle glikozdan hazirlanan besiyerlerinde pH 3,9’a kadar
dismektedir. Fakat pH'nin diisiisii tek basina seliloz iretimine etki

etmemektedir (Keshk ve Sameshima 2005).

Acetobacter sp. A9 ile seliiloz iiretiminde baslangic pH’s1 3-9 araliginda test
edilmistir. Seliiloz tiretiminin en yiiksek oldugu pH aralig1 4,5-7,5 oldugu
gozlemlenmistir. pH: 6,5'ta maksimum seliiloz verimine ulasimistir (Son vd,,

2001).

2.7.5. Sicaklhigin etkisi

Bakteriyel seliilloz tlretiminde optimum sicaklik aralig;; 25-30°C arasinda
degismektedir. Yapilan deneysel c¢alismalarda daha ¢ok 28-30°C arasindaki
sicakliklar kullanilmaktadir. Son ve arkadaslari yaptiklari calismada bir ¢ok farkli
sicaklikta (20-40°C) deneylerini gergeklestirmislerdir. 25°C’de herhangi bir
seliiloz lretiminin olmadigini ve 35°C’nin tlzerindeki sicakliklarda ise seliiloz

veriminin distigiinii gézlemlemislerdir (Son vd., 2001).

2.8. Bakteriyel Seliiloz Kullanim Alanlar

Yiksek saflik, giiclii mekanik 6zellikleri, 1slak fazda ytiksek su tutma kapasitesi
gibi siradisi fiziko-kimyasal 6zelliklerinden dolay1 bakteriyel seliiloz ¢cok 6nemli
kullanim alanlarina sahiptir. Bakteriyel seliilloz en yaygin olarak; gida, saglk,
kozmetik ve kagit endiistrisinde, giyim sektoriinde, ses sistemlerinde ve ¢cevresel

sistemlerde kullanilmaktadir (Klemm vd., 2001).

2.8.1. Medikal alanda bakteriyel seliiloz kullanimi

Bakteriyel seliiloz’un medikal alanda ticari kullanimiyla ilgili ¢alismalar ilk

olarak, 1980’li yillarin basinda Johnson & Johnson firmasi gerceklestirmistir.
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Farkl yaralarin iyilestirilmesinde bakteriyal seliiloz kullanimini arastirmislardir.
Ancak Johnson & Johnson firmasi iiretim veriminde ve biiyik o6lcek
fermentasyonda karsilastigi problemlerden dolayi, bu dénemde herhangi bir
iirlin piyasaya ¢ikarmamistir. Daha sonra Biofill Produtos Biotechnologicos adli
Brezilya firmasi, Acetobacter tarafindan sentezlenen bakteriyel seliilozun yara
iyilestirme sistemlerinde kullanimini arastirmis; Biofill®, Bioprocess® ve
Gengiflex® adl trtinleri piyasaya c¢ikarmistir. Bu iriinlerden Biofill® ve
Bioprocess®, ikinci ve ligiincii derece yaniklarin ve tlserin tedavisinda gegici
yapay deri olarak, Gengiflex® ise dis eti hastaliklarin tedavisinde

kullanilmaktadir (Czaja vd., 2006).

Durgun kiiltiirde iiretilen bakteriyel seltiloz, yanik bélge lizerinde iyilestirici bir

ozellige de sahiptir (Bielecki vd., 2000).

Bakteriyel seliiloz steril edilebilir, dokuya uyumludur, gézenekli, elastik ve elle
tutulmasi kolaydir, suyu adsorbladigi i¢in belli oranda nem igerir. Bu da yaralarin
daha hizh iyilesmesini saglar ayrica yarali bolgede ikincil enfeksiyonlarin
olusmasini engeller, yanan bolgedeki 1s1y1 adsorblayarak aciy1 ve agriy1 azaltir ve

dokuda yaranin yayilmasini engellemektedir (Krystynowicz vd., 2000).

Hayvansal orijinli tirtinlerdeki problemlerden dolay1 kollagen kaplayicilar yerine
bakteriyel seliiloz icerikli kaplayicilar kullanilmaktadir. Bu amacla kullanilan
bakteriyel seliiloz tUriinleri Xylos Corp. firmasi tarafindan Prima CelTM olarak
uretilmektedir. Bu polimer, Rensselaer Polytechnic Institute (USA)’de tlser
tedavisinde yara kapatici olarak uygulanmistir. Krystynowicz ve arkadaslari
tarafindan A. xylinum’'dan elde edilen seltilozun, farelerdeki yaralar iizerinde

iyilestirici etkisinin oldugu da belirtilmistir (Krystynowicz vd., 2000) .

Yamanaka ve arkadaslar1 ortasi ¢ukur 6zellige sahip olan bakteriyel seliiloz
fibrillerinin suni kan damarlar1 ve ilreterler olarak kullanilabilecegini de
onermislerdir. Kopeklerde aort ve boyun damarlarinin yerine antitrombik
ozellige sahip olan bakteriyel seliiloz iceren suni damarlar kullanilmistir

(Yamanaka vd., 1990).
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1990’ yillarin basinda Japonya ve Polonya’da bakteriyel seliilozun biyosentezi
ve kullanim alanlar ile ilgili ¢ok kapsamli calismalar yapilmaya baslanmistir.
Polonya hiikiimetinin de destekledigi bu ¢alismalar sonucunda ¢ok cesitli
bakteriyel selliloz yara sargl malzemeleri ortaya ¢ikarilmistir. Ayrica insanlar
tizerinde klinik ¢alismalar yapilmaya baslanmistir ve bu ¢alismalar hala devam
etmektedir. Sekil 2.12’de yanik bolgelere yerlestirilen bakteriyel seliiloz

gosterilmektedir.
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Sekil 2. 12. Yanik bolgelere yerlestirilen bakteriyel seliilozu gostermektedir

Czaja vd., (2004) arkadaslarn yaptiklari klinik ¢alismada, yaniklarda bakteriyel
seliiloz kullanimini aragstirmiglardir. Yaptiklari ¢alismada; kurumayan bakteriyel
seliloz membranlar1 ile geleneksel gazli bezlerin kullanilmasinin etkileri
karsilastirllmistir. Bakteriyel seliiloz yaraya ¢ok iyi yapismistir ve elastik
ozellikleri nedeniyle bulundugu yerin seklini kolaylikla aldig1 gérilmistiir (agiz,
burun gibi hareketli kisimlar da dahil). Ayrica bakteriyel seliilloz ortiisiiniin
yaranin etrafinda nem igin gerekli ortami yarattig1 ve yiiksek gézenekli yapisi
sayesinde yara sizintilarini absorpladigl da calismada gosterilmistir. Sekil 2.13
‘de yaniklarin tedavisinde kullanilmak iizere bakteriyel seliilozdan iiretilmis

eldiven goriilmektedir (Czaja vd., 2004).
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Sekil 2. 13. Yaniklarin tedavisinde kullanilmak tlizere bakteriyel seliillozdan
tretilen eldiven

Yapay kan damari olarak kullanabilmek icin bakteriyel seliilozu tiip formunda
sekillendirmislerdir. Cam tiipleri i¢ ice koyarak; bu katmanlar arasinda statik
kiiltiirde, Hestrin-Schramm besi yeri kullanarak seliilloz {iretmislerdir.
Olusturduklar1 deney diizenegi sayesinde Acetobacter xylinum tarafindan
bakteriyel seliiloz sentezlenirken, ayni zamanda olusan seliiloz damar seklini
alarak biiylimektedir. BASYC-tube adini verdikleri bu iiriin; mikrocerrahi
deneyleri icin gerekli 6zelliklere sahiptir. I¢ cap1 1 mm, uzunlugu 5 mm ve cidar
kalinligi ise 0.7 mm’dir. Cam tiipler besi yerinden uzaklastirilip, suyla yikamayla
gerceklestirilen basit bir saflastirma isleminden sonra, BASYC-tube 4°C’de 6 hafta
saklanabilmektedir. Sekil 2.14’de bakteriyel selillozdan yapilan yapay kan
damarlar goriilmektedir (Klemm vd., 2001).
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Sekil 2. 14. Bakteriyel seliilozdan yapilmis yapay kan damari (Klemm vd.,)

Plastik malzemelerden yapilan yapay kan damarlari trombotik lezyonlara neden
olmaktadir bu da damardan kan akisinin durmasiyla sonu¢lanmaktadir. Ancak
Klemm ve arkadaslari, bakteriyel seltilozdan yapilan yapay kan damarlarinda
trombotik lezyon gorilmedigini belirtmektedirler. Klemm bu durumu; bakteriyel
seliilozun yiiksek su tutma kapasitesine baglamaktadir. Bakteriyel seliiloz
agirliginin ortalama % 901 kadar su tutma kapasitesine sahip oldugundan, kan

ile cok iyi etkilesmektedir (Brown, 2003).

2.8.2. Kagit endiistrisinde bakteriyel seliillozun kullanilmasi

Bakteriyel seliiloz, ¢ok iyi mekanik ozelliklere sahip oldugundan birinci kalite
kagit tretiminde kullanilir. Bakteriyel seliiloz igerikli kagitlar, dolgu ve renk
maddesi gibi katki maddelerini iyi tutabilmeleri yaninda ayni zamanda elastik,
gecirgen, yirtilmalara-yanmalara direngli ve suyu emme 6zelligine de sahiptirler

(Iguchi vd., 1988). Tarihi d6kumanlarin tamirinde kullanilan el yapimi kagitlarin
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fibrillerine az miktarda bakteriyel seliiloz ilave edilmesiyle yipranmaya direncli

bir etki yaratilmis olur (Krystynowicz vd., 1999).

Bakteriyel seliillozu % 1 oraninda igeren kagitlar ISO 9706:1994 standardinda yer
almaktadir. Ayrica; bakteriyel seliilozdan, ylizey kaplamada kullanilan kagitlar da
tretilmistir. Bu kagitlar cilaly, parlak, diizgiin ve gézenekli bir goriiniime sahiptir.
Yiizde 3 oraninda bakteriyel seliiloz iceren kaplama kagitlari, % 20 oraninda
kaplamaya sahip olan rotogravuer kagitlarina benzer yiizey direncine ve cila
ozelliklerine sahiptir (Johnson ve Neogi, 1989). Bakteriyel seliilozun kagit
endiistrisinde en o6nemli kullanim alanlarindan biri de, elektronik kagit

yapimidir.

Bilgi ve iletisim ¢aginda yasadigimizdan dolayi, giiniimiizde iletisim i¢in en ¢ok
bilgisayar ekranlari, televizyon ekranlar1 ve tabiki kagitlar kullanilmaktadir.
Ancak insanlar hala bilgileri bilgisayardan okumak yerine, kagida basip okumay1
tercih etmektedirler. Kagidin bilgi okumada tercih edilmesinin nedenleri;
kontrast ve yansiticiliginin yiiksek olmasi, esnek ve tasinabilir olusu, maliyetinin
disiik olmasi ve genis goriintliileme acisidir. Bilgisayar ekranlarinin
dezavantajlar1 ise; disik yansiticilik, yiiksek maliyet ve yiiksek enerji

tuketimidir.

Ayrica ekranlar uzun siire kullanildiginda gozlere de zarar vermektedir. Bu
nedenle kagidin istenilen optik 6zelliklerini ve geleneksel gosteri ekranlarinin
dinamik o6zelliklerini birlestirecek, elektronik gosteri ekranlar olusturulmaya
calisilmaktadir. Literattirde, bu tiir elektronik gosteri ekranlar i¢cin ‘elektronik

kagit’ terimi kullanilmaktadir (Shah ve Brown, 2005).

Elektronik kagit ilk defa, Palo Alto Arastirma Merkezi'nde (PARC) Xerox
uzmanlarinca gelistirilmistir. ‘Gyricon’ isimli iriinleri, 5 normal dosya kagidi
kalinliginda olan bir plastiktir. Bi-chomal tanecikler zit elektrik akimi tasiyan bir
siyah ve bir beyaz yarim kiireden olusmaktadir. Radyo sinyalleriyle gonderilen
yazl ve grafik elektrik akimi sayesinde, elektronik kagit tizerinde yazi ve grafige

dontstiirilmektedir. Elektronik kagidin icerigi bir ¢cok defa degistirilebildiginden
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tekrar tekrar kullanilabilmektedir. Sekil 2.15’de elektronik kagitlar

gorilmektedir (Cunningham, 2006).

Sekil 2. 15. Elektronik kagitlar (Cunningham, 2006)

Elektronik kagit ile gazete ve dergiler, televizyon gibi ayn1 anda okuyucularina
ulasabilecekler ve giin icerisinde elektronik kagida basilan gazetelerde yer alan
haberler glincellenebilecektir. Ayrica bu teknolojinin reklam panolarina ve
etiketlere de uygulanmasi hedeflenmektedir. Reklam panolarinda yer alan
bilgiler radyo dalgalar1 araciligiyla, tek tusla uzaktan giincellenebilecektir.
Ornegin siseye yapistirilan etiketler yeni fiyat ve ambalaj bilgisiyle yiiklenip
tekrar kullanilabilecektir. Elektronik kagit teknolojisinin gazete, dergi, kitap,
poster, medya, yayincilik, reklam ve pazarlama sektorlerinde yeni bir donemi

baslatmasi beklenmektedir (Cunningham, 2006).

Glintimiizde elektronik kagit yapiminda esnek plastikler kullanilmaktadir. Brown
ve Shah yaptiklar1 ¢alisma ile, elektronik kagit yapiminda kagit benzeri yapilar
kullanilmasi yerine direkt bakteriyel seliiloz kullanimini arastirmislardir.
Yaptiklar1 deneysel calismada ii¢c temel hedef belirlemislerdir. Oncelikle
bakteriyel seliilozun, elektro-optik etkilerde kullanilabilmek icin iletkenligini

arttirmay1 denemislerdir.

Bunun icin, mikrobiyal seliillozu cesitli iletkenlerle uyarmislardir. Bu uyarici
iletkenler, s1v1 besi yerine eklenmis ve sivi durumunda film olusumu esnasinda

selilozun yapisina katilmistir. Diren¢ degerleri farkli konsantrasyonlar
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kullanilarak kalibre edilmistir. Bu prosesten sonra membranlar, kagida benzer
optik ve yapisal 6zelliklerinin elde edilebilmesi icin kurutulmustur (Shah ve

Brown, 2005).

ikinci hedef olarak seliilozun yapisina déniisiimlii renk degisimi saglayan
elektronik  boyalar1  katmislardir.  Kullandiklar1t  elektronik  boyalar,
elektrokromik boyalar kategorisinden se¢mislerdir. Elektrokromik boyalar
elektrik akimi uygulandiginda optiksel degisime neden olan boyalardir. Temel
olarak dontlstimli redoks reaksiyon mekanizmasiyla; termodinamik olarak
dayanikli ayni fiziksel kosullarda, madde iki farkli durumda bulunmaktadir. Bu
iki farkli hal absorpsiyon duzeylerinde farklilik gostererek giin 1s181inda farklh
renklerin olusmasina neden olmaktadir. Bu iki hal, uygun elektrolitik ¢evrede
elektrik akiminin uygulanmasiyla elde edilmektedir. Secilen boya asagida

gosterilen reaksiyonla degisime neden olmaktadir (Shah ve Brown, 2005).

Hal A ( renksiz) + e- Hal B (koyu mavi hal)

Olusturulmaya ¢alisilan kagittaki temel fikir; akim uygulandiginda B durumunun
olusmasidir. Koyu durum olan B hali ilave gii¢ uygulanmadan bulundugu durumu
korumaktadir. Ters akim uygulandiginda ise; renksiz olan A hali yeniden
olusmaktadir. Elektronik gosteri ekranlarina bir sekil ytklendiginde ya da
gosterildiginde, giic kaynagi kapatilsa da bu sekil varligini korumaktadir.
Elektronik boya katilmis, iletken bakteriyel seliiloz tabakalar1 temel elektronik
kagit birimlerini olusturmaktadir (Shah ve Brown, 2005).

Hareketli, kalem seklinde elektrotlar kullanilarak elektronik kagit iizerine yazi
yazilabilmektedir. Bu yazilar saklanabilmekte ve ters akim wuygulanarak
silinebilmektedir.  Elektrotun kagida degdigi yerlerde boya renk
degistirmektedir. Ters akim uygulandiginda ise yazilar otomatik olarak yok
olmaktadir. Bu prensip, tekrar yazilabilir kagidin temelini olusturmaktadir.
Elektronik duvar kagitlarinda, reklam panolarinda, gazetelerde ve kitaplarda bu

sistemin kullanilmasi hedeflenmektedir.
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2.8.3. BS’un gida endiistrisinde kullanimi

Karbonhidratlar insan viicudunda bulunan temel biyokimyasal bilesiklerdir.
Monosakkaritler ya da polisakkaritler olarak yer alirlar. En ¢ok bilinen
monosakKkaritler glikoz, galaktoz ve fruktoz iken, en ¢ok bilinen polisakkaritler
ise seliiloz, nisasta ve glikojendir. Bu polisakkaritler insan metabolizmasinda ¢ok

biiylik bir 6neme sahiptir (Garcia ve Bountox, 2006).

Polisakkarit teknolojisi son yillarda biiytik gelismeler gostermistir ve bir ¢ok ileri
teknoloji ile tiretilen iirtinler olusturulmustur. Bunlardan bir tanesi de bakteriyel
seliilozdur. Bakteriyel seliiloz gida endiistrisinde temel olarak kivam arttirici,
stabilizor, baglayicy, jel yapicy, yag degistirici olarak kullanilmaktadir. Bakteriyel
seliilloz kullanilarak diisiik kalorili dondurmalar ve cipsler yapilmakta ayrica

soslara da bakteriyel seliiloz ilave edilmektedir (Garcia ve Bountox, 2006).

BS 1992’de ABD Gida ve ila¢ Dairesi (Food ve Drug Administration) tarafindan
GRAS olarak kabul edilmistir. Bu nedenle de gidalarda kullanima son derece

elverislidir. BS'un geleneksel bazi iirtinlerde yer aldig1 bilinmektedir.

Bakteriyel seliiloz Filipinler’de uzun yillardir Nata-de-coco isimli leziz bir tath
olarak tiretilmektedir ve ¢ok tercih edilmektedir. Bitkisel seliiloz ve BS kimyasal
olarak ayni1 yapida olmalarina ragmen, BS'un serum lipitleri ve kolesterol
diistirme etkisinin bitkisel seliilozdan daha yiiksek oldugu da bulunmustur (Chau
vd., 2008). Ayrica bagirsak kanseri, kalp damar hastaliklar1 kroner trombotise
kars1 koruyucu olduguna ve idrarda glikoz diizeyinin ani yiikselisini
engelledigine inanilmaktadir. Bu nedenle Nata de coco sadece Asya’da degil
Diinya’da da popiiler hale gelmistir. Nata-de-coco beyaz, jelatinimsi bir gidadir.
Tath meyve salatalarinda, meyve kokteyllerinde, dondurmalarda ve iceceklerde
cok miktarda kullanilmaktadir. Sekil 2.16’da bakteriyel seliilozdan tiretilen Nata-

de-coco isimli tatlinin ambalaji goriilmektedir (Garcia ve Bountox, 2006).
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Sekil 2. 16. Nata-de-coco isimli tath (Garcia ve Bountox, 2006)

Nata-de-coco tiretiminde hindistan cevizi suyuna Acetobacter xylinum eklenerek
fermentasyon gerceklestirmektedir. Fermentasyondan sonra ayirma, temizleme
ve paketleme islemleri yapilmaktadir. Yag ve kolesterol icermediginden ve
ylksek diyet lifi icerdiginden dolay1 6zellikle Japonya’da ¢ok tercih edilmektedir
(Garcia ve Bountox, 2006).

BS igeren diger bir gida iliriinii Kambogya ya da Mangurya ¢ayidir. Cay oziitii ve
seker iceren ortamda mayalar ve Acetobacter’in gelismesiyle olusur. Yiizeyde
olusan zar, saglk icin yararli BS ve enzimleri igerir. Bu iiriiniin bazi kanser
tiirlerine karsi1 koruyucu olduguna inanilmaktadir (El-Saied vd., 2004; Khan vd.,

2007).

2.8.4. BS’un diger kullanim alanlar

Bakteriyel seliilozdan olusan ilk hoparlor diyaframini gelistirmeyi Sony ve
Ajinomoto firmalar1 ortaklasa gerceklestirdikleri c¢alismalar sonucunda
basarmiglardir. Bakteriyel seliilozun kendine has boyutsal dayanikliligi ses
geciren membranlarin yapilmasina neden olmustur. Sekil 2.17°de bakteriyel
selilozdan tretilmis diyaframin kullanildigi kulaklik goriilmektedir (Brown,

2006).
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The King of Headphones

Sekil 2. 17. Sony tarafindan uretilen, bakteriyel seliiloz diyaframinin kullanildig:
kulaklik

Yukarida goriilen, MDR-R10 isimli Sony tarafindan iretilen kulaklikta
Acetobacter acti tarafindan iretilen bakteriyel seliiloz diyafram olarak
kullanilmistir. Bakteriyel seliiloz diyaframlarinin avantaji; aliminyum ve
titanyum diyaframlariyla ayni ses hizin1 Uretmelerinin yaninda, kagit
diyaframlarin sagladig sicak, hassas sesi de liretebiliyor olmasidir (Garcia ve

Bountox, 2006).

Bakteriyel seliilloz organik ve inorganik malzemeler ile bakteriyel kompozit
olusturur. Kompozitlerinin uzun siire su tutma potansiyeline sahip olmasi yara
iyilesmesinde biyiik 6nem tasimaktadir. BC-Ch kompozitleri ile sicanlarda
yapilan deneyde cilt yaralarini iyilestirmis, kompozitlerin hayvan hicreleri
uizerinde herhangi bir toksik etki yaratmadigi goértilmisttr (Lin., 2013).

BC-Ch kompozitleri biyouyumlulugu, hiicre yapismasi ve c¢ogalmas1 gibi
ozellikleri arttirmis, yanik ve lilser yaralarinda yara pansumani olarak

kullanilmistir (Ciechanska., 2004).

Bakteriyel seliiloz ayrica tekstil sanayinde suni deri ve diger tekstil {iriinlerinde
adsortif materyal olarak, kozmetik sanayinde ise kremlerin, toniklerin, tirnak

cilalarinin emilimini kolaylastirmada da kullanilir (Jonas ve Farah, 1998).
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2.9. Taguchi Yontemi Uygulanarak Deney Tasarimi

Taguchi yontemi Dr. Genichi Taguchi tarafindan 1950’ler de siire¢ eniyileme
teknigi olarak gelistirilmistir. “Taguchi'nin kalite alanina getirmis oldugu en
dikkat cekici katki, kalite sistemini liretim 6ncesi (off-line) ve tliretim siireci (on-
line) olarak ikiye ayirarak bir triiniin kalitesini ve miisteri memnuniyetini,
lretim oncesindeki asamada tasarim ve gelistirmenin miikemmelligi ile yakindan

ilgili oldugunu gosteriyor olmasidir” (Ranjit, 1990).

Taguchi yontemi farkli parametrelerin, farkli seviyeleri arasindan en iyi
kombinasyonu saptamak icin olduk¢a kullanish bir yontemdir. Her bir
parametrenin, her bir seviyesini iceren tiim kombinasyonlar icin oldukga fazla
deneysel calisma yapilmasi gereken durumlarda Taguchi yonteminde ortogonal
dizi tablosu kullanilarak (Cizelge 2.2.) cok daha az sayida deneysel ¢alismayla

sonuca ulasmak mimkiindiir (Giiral, 2003).

Kalite miihendisliginde tasarim kalitesi (robust design) 3 temel slrece

dayanmaktadir. Bunlar ;

-Dikey dizilim (orthogonal arrays)
-Sinyal-gtiriiltii oram (S/N ratio)

-Kay1p fonksiyonu (loss function)“dur.

Taguchi tasariminda bir tiriiniin kalite saglama seviyesi hem iiriin tasarimi hem

de stire¢ tasarimini kapsayan 3 tasarim tizerine kurulmustur. Bunlar;

-Sistem tasarimi: kavram olusturma asamasidir.
-Parametre tasarimui: iiriin ve siireg i¢in hedef olusturma asamasidir.
-Tolerans tasarimi: sonucu istenen hedefe ulasilamadiginda yapilan ilave

calismalardir.

Sistem tasarimi: Bu adimda eldeki biitiin materyaller degerlendirilirken mevcut

teknolojik yenilikler arastirilir ve sistem igerisinde kullanabilirligi lizerine
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fizibilitesi yapilir. Bu adimda amag¢ en az maliyetle en iyi iirlin tasarimi ve

maksimum miusteri memnuniyetidir (Gokge, 2009).

Cizelge 2. 2. Taguchi ortogonal dizi se¢cim tablosu (Gokge, 2009)

Seviye Sayisi

P=2 |[s=2 P=2 [S=3 P=2 [S=4 P=2 [S=5
P=3 [S=2 | L4 [P=3 [S=3 |L9 [P=3 |[s=4 P=3 | S=5
P=4 |S=2 P=4 |S=3 P=4 |S=4 |L16 |[P=4 |s=5 |L25
P=5 |S=2 P=5 |S=3 P=5 |S=4 P=5 |S=5
P=6 [S=2 | L8 [P=6 |[S=3 P=6 | S=4 P=6 |S=5
P=7 |S=2 P=7 |s=3 |L18 [p=7 |s=4 P=7 |S=5
P=8 | S=2 P=8 |S=3 P=8 | S=4 P=8 | S=5
P=9 |S=2 P=9 |S=3 P=9 |S=4 |L32 [p=9 |[s=5
P=10 | S=2 | L11 [ P=10 |S=3 P=10 | S=4 P=10 | S=5 | L50
P=11 | S=2 P=11 | S=3 P=11 | S=5
P=12 | S=2 P=12 |S=3 |L27 P=12 | S=5
P=13 | S=2 P=13 | S=3

P=14 | S=2 | L16 | P=14 |S=3

P=15 | S=2 P=15 |S=3

P=16 | S=2 P=16 | S=3

P=17 | S=2 P=17 |S=3

P=18 | S=2 P=18 | S=3

P=19 | S=2 P=19 |S=3

P=20 | S=2 p=20 |s=3 |L36

P=21 | S=2 P=21 |S=3

P=22 | S=2 P=22 |S=3

P=23 | S=2 P=23 |S=3

P=24 | S=2

P=25 | S=2

p=26 | s=2 | 32

P=27 | S=2

P=28 | S=2

P=29 | S=2

P=30 | S=2

P=31 | S=2




Parametre tasarimi: Siire¢ iyilestirme ve gelistirmenin en o6nemli adimi
parametre tasarimidir. Bu adimda uretilecek ya da gelistirilecek olan tiriiniin
ozelliklerinin en iyi seviyeye getirilebilmesi icin iiretimde kullanilan
parametrelerin iyilestirilmesi saglanir. Parametrelere en iyi seviyeler segilir.
Uretim esnasinda iiriiniin kalitesini olumsuz etkileyecek kontrol edilemeyen
etkiler belirlenir ve bunlara kontrol edilemeyen parametre adi verilir. Ardindan
bu parametrelerin etkileri en kii¢iiklenir. Bu adimda parametreler bloklanirken

Taguchi“nin gelistirmis oldugu ortagonal diziler kullanilir.

Ayn1 zamanda sinyal giiriltii oram1 (S/N - Signal/Noise ratio) analizi ile de
hesaplama yapilabilir. Parametreler belirlendikten sonra Cizelge 2.2’de ki
Taguchi ortagonal dizisinden bir dizi segmek gerekmektedir. Bu tabloya gore, bir
arastirmaci 5 parametreye sahipse ve her bir parametrenin 3 seviyesi oldugu
kabul edilirse L18 dizisi en uygun dizi olarak secilir. Cizelge 2.2’de L16 ve L32
dizileri 4 seviyeli deneyler icin kullanilmaktadir. Cizelge 2.2'nin disinda kalan
parametre ve seviyeler icin deney sartlari daha zor oldugundan parametre ya da
seviye kigiultilerek uygun diziye getirilmesi gerekmektedir. Ayn1 zamanda
ortalamalar ve giiriiltii orani (S/N) degerleri de hesaplanarak kaydedilir (Gokge,
2009).

Tolerans tasarimi: Tolerans tasariminda parametre belirleme c¢alismalari
sonucu istenilen hedefe ulasilamadiginda yapilan ilave ¢alismalardir. Bu asamada
gozlenen degerlerden faydalanilarak driintin hedef degerden sapma

gostermesinin getirdigi kayiplar bulunarak sapmalar azaltilir (Gokge, 2009).

Taguchi kayip fonksiyonu olarak bilinen ve ayn1 zamanda guriiltii orani1 (S/N
Sinyal/Noise ratio) fonksiyonu olarak da ifade edilen 3 farkli amaca uygun
fonksiyon bulunmaktadir. Buna gore, amacin “en kii¢tik en iyi”, “en biiytk en iyi”
ve “nominal en iyi” olmasina gore asagidaki esitlikler (Es. 2.1.-2.5.) kullanilarak

S/N oranlar1 hesaplanir.

42



En diistik (kiiciik) en iyi oldugu durumda:

S/y =-10log (337 y?) (2.1)

En yiiksek (biiytik) en iyi oldugu durumda:

$/y = —10log (%Zl‘yiz) (2.2)

Nominal en iyi oldugu durumda:

S/y = 10log (%) (2.3)

— 1lan

Y =, di=1Yi (2.4.)
1 -

§* = 1 =1 (vi = ¥)? (2.5)

Esitliklerde yi: Performans yanitinin i. gézlem degeri, n: bir denemedeki test
sayis], Y:Gozlem degerlerinin ortalamasi ve S2: Gozlem degerlerinin varyansini

ifade etmektedir.

Literatiir incelendiginde Taguchi yontemiyle gerceklestirilen bircok calismaya
rastlanmaktadir. Ornegin dért adet iki seviyeli, bir adeti ise dort seviyeli olan bes
faktoriin performans karakteristigine olan etkilerini arastirmak iizere Taguchi
yontemi kullanilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda bir firmanin imalat siireci
iyilestirilerek firmanin iyilesme neticesinde onemli oranda kar elde etmesi

saglanabilmistir (Ross vd., 1989).

Dovey ve Matthews (1998) calismalarinda matkap uglarinin PVD (Physical Vapor
Deposition) teknigi kullanilarak TiN(Titanium Nitrit) kaplamasi uygulamasinda
performans istatistigi olarak kayip fonksiyonunu ele almislardir. Taguchi
yontemi uygulamasi sonucunda, kaplama maliyetlerinde %25 oraninda bir artis
olmasina ragmen matkap uclarinin paslanmaya karsi olan dayanimlarinda

%40’k bir kalite saglanmistur.
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Yang ve Tarngin (1998) gerceklestirdigi baska bir calismada, S45C ¢elik barlarin
tornalanma stlirecinde Kkesici takim parametrelerinin en iyi seviyelerinin
belirlenmesi icin Taguchi yontemi kullanilmistir. Her biri ti¢ seviyeli li¢ temel
faktoriin tornalama islemi tizerindeki etkilerini gormek i¢cin L9(34) ortogonal dizi

uygulanmistir.

Bagka bir calismada Kagnicioglu, termik santrallerden c¢ikan kiikiirtdioksit
gazinin giderilmesi i¢in sitrat yonteminin kullanilmasini arastirmistir. Yontemin

en iyi sonuclar1 Taguchi yontemi yardimiyla bulunmustur (Kagnicioglu, 1998).

Ke vd. (2002) ise, ¢calismalarinda manyetik alanin kuvveti ve diizgunligiini
gosterge olarak kullanarak, ince tip CD/DVD siiriicii icin en iyi manyetik tasarimi

Taguchi Yontemini uygulayarak 6nermislerdir

Baska bir calismada Durmaz (2008), kaucuk isleme prosesinde Taguchi
yontemini kullanarak kalite kayiplarini énlenmeye calismistir. Uriinii ve siireci
etkiledigi diisiiniilen yedi adet faktor belirlenmis, L16 ortogonal dizisi se¢ilmis,
denemeler beser kez tekrar edilmis ve hata faktorlerinin etkileri belirlenmeye
calisilmistir Calisma sonucunda hatali ¢ikan triin sayisy, en iyi tretim sartlar

saglandiginda %60 azalmistir.

Taguchi yonteminin ¢ok farkli alanlarda bir ¢ok c¢alismada kullanildigi ve
calismalar neticesinde silire¢ veya Uuriin performanslarinda 6nemli iyilesmeler
saglanabildigi gorilmektedir. Yontemin gerek genis kullanim alanina sahip
olmasi, gerekse daha az deney yaparak hem zaman kazanci, hem de daha az
maliyetle sonuclarin elde edilmesine imkan saglamasi gibi avantajlar sunmas;,

tez kapsaminda Taguchi yonteminin kullanilmasinda etkili olmustur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Tez c¢alismasinda Lactobacillus rhamnasus (DSM, DELVO-ADD 100R,
Netherlands), Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (Lb. 12, Chr Hansen,
Denmark), Streptococcus thermophilus (STM-7, Chr Hansen, Denmark) ve
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus (YC-380,
Chr Hansen, Denmark) bakteri kultiirleri kullamilmistir. Besiyeri amaciyla
organik kaynag olarak Peynir alti suyu (PAS) Isparta Unsiit Firmasindan temin

edilerek +4 °C’de buzdolabinda saklanmistir.

3.2. Yontem

Tez calismasi 5 asamada gerceklesmistir. Her bir asamada uygulanan prosedir

asagida ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

3.2.1. Bakterileri kiiltiir yontemi ile 6nzenginlestirme

MRS Broth-Siv1 besiyeri (Lactobacillus Broth acc. To De Man, Rogosa and Sharpe,
Merck, USA 1.10661) (Merck, Darmstadt, Germany) bilesimi; kazein 10,0 g/L; et
ekstrakti 8,0 g/L; maya-kiif ekstrakt1 4,0 g/L; D(+) glukoz 20,0 g/L; K2HPOa4 2,0
g/L; Tween 80 1,0 g/L; di-Amonyum hidrojen stlfat 2,0 g/L; sodyum asetat 5,0
g/L; MgS04 0,2 g/L; MnS04 0,04 g/L.

MRS s1v1 besiyeri hazirlanisi; Dehidre besiyeri 52,2 g/L olacak sekilde damitik su
icinde manyetik karistiric1 yardimu ile eritilip, otoklavda (ALP, Japonya) (Sekil
3.1.) 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Hazirlanmis besiyeri berrak ve kahve
renkli olup 25°C’de pH’1 5,7 + 0,2°dir.
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Sekil 3. 1. Otoklav ile sterilize islemi

Calismada Lactobacillus rhamnosus, STM-7 (S. thermophilus), LB-12 (L. lactis) ve
YC-380 (Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus)
bakteri kiiltiirleri kullanilmigtir. On aktiflestirme islemi icin; bakteri stok
kiltirleri, toplam hacim 10 ml olacak sekilde, MRS siv1 besiyeri icinde % 10

oraninda asilanmis ve 24 saat 37°C’de etlivde bakteriler kiiltiire edilmistir.

MRS s1v1 besiyerinde inkiibasyon tamamlandiktan sonra mikroorganizma optikal
yogunlugunu belirlemek amaciyla 600 nm UV spektrofotometre (Sekil 3.2.)
kullanilmistir. Spektrofotometre, optik teknige dayali olarak ¢alisan bir cihazdir.
Bu cihaz, istenilen dalga boyuna sahip bir 151k olusturur ve 15181 6zel olarak
hazirlanmis bir kiivet icine konulmus 6rnekten gecirir ve 6rnekten gecen 15181n
siddetini olcer. Ol¢iim yapilacak érnek bu ézel hazirlanmis olan kiivetlere
konulur. Daha sonra spektrofotometre cihazinin i¢cinde 6zel hazirlanmis odaya
yerlestirilir. Cihaz calismaya basladiginda 1s1k kaynagindan o6lglim yapilacak
molekiillere gore ayarlanmis dalga boyunda 151k odaya odaklanir, oda iginde
bulunan kiivetin icinden gecen bu 151k, hassas algilayicilar tarafindan algilanir.

Ornek icindeki molekill miktar1 algilayicalya ulasacak 151k miktarim
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degistirecektir. Algilayicinin algiladigi 1s1k miktarina gore Optik Dansite (OD)
degeri verir. Bu calismada spektrofotometre, bir soliisyondaki ¢6ziinmiis
maddelerin derisimlerinin ve saflik derecelerinin belirlenmesi ve bakteri

sayisinin 6l¢iilmesi amaciyla kullanilmistur.

Vi

Sekil 3. 2. UV spektrofotometre ile mikroorganizma yogunlugu dl¢iimii

3.2.2. PAS’dan proteinlerin uzaklastirilmas1 ve  besiyerlerinin

hazirlanmasi

PAS’dan 121 °C'de 20 dakika denatiirasyonla proteinler uzaklastirilmistir.

Asagidaki oranlarda 3 farkli besiyeri hazirlanmistir.

1. Besi yeri: %50 PAS - %50 MRS

2. Besi yeri: %75 PAS - %25 MRS

3. Besiyeri: % 100 PAS

3.2.3. Bakteriler’den kiiltiir yontemi ile BS iiretimi

Calismada kullanilan 4 farkli bakteri grubu icin asagidaki oranlarda besiyerleri

34%x19 cm cam tavalarda son hacim 100 ml olacak sekilde hazirlanmis ve 28 °C’

de 10 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir (Cakmakei vd., 2008).
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® %50 (PAS) + %50 (MRS) + %10 aktiflestirilmis kiltiir + pH 5

® %25 (PAS) + %75 (MRS) + %10 aktiflestirilmis kiltir + pH 5

o %75 (PAS) + %25 (MRS) + %10 aktiflestirilmis kiiltiir + pH 5

e %50 (PAS) + %50 (MRS) + %10 aktiflestirilmis kiiltiir + pH 5 + % 5
Gliserol

o %25 (PAS) + %75 (MRS) + %10 aktiflestirilmis kiltir + pH 5 + % 5
Gliserol

e %100 PAS (MRS) + %10 aktiflestirilmis kiiltiir + pH 5 + % 5 Gliserol

3.2.4. BSiiretiminin optimizasyon analizi

Seliiloz tUretim kosullarini optimize edebilmek i¢in; farkli pH, farkli karbon
kaynaklari, karbon kaynaklarinin farkli konsantrasyonlar1 ve farkl kiiltiir

kosullar1 denenmis ve seltiloz veriminin en yiiksek oldugu kosullar saptanmistir.

Deney tasarim ve analiz yontemi olarak Taguchi yontemi kullanilmistir. Bu

yontemin ana basamaklari,

(1) faktor ve etkilesimlerin belirlenmesi,

(2) her bir faktoriin seviyelerinin belirlenmesi,

(3) uygun orthogonal matrisin secilmesi,

(4) faktor ve etkilesimlerin orthogonal matrislerin siitunlarina aktarilmas;,
(5) deneylerin yapilmasi,

(6) verilerin analizi ve optimal seviyelerin belirlenmesi, ve

(7) dogrulama deneylerinin yapilmasidir (chen vd., 1996).

3.2.5. Taguchi deney tasarimi

BS iiretim potansiyeli gosteren kiiltiir se¢imi ¢alismasinda, en fazla BS tliretimi

Lactobacillus rhamnosus bakterisinden elde edildigi i¢cin ¢calismalar bu bakteri

lizerinden yapilmigtir.
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Taguchi teknigiyle en uygun parametreler secilerek, seltiloz veriminin en yiiksek
oldugu kosullarin saptanmasi amag¢lanmistir. Literatiir bilgileri incelenerek
belirlenen parametreler ve bunlarin seviyeleri Cizelge 3.1'de verilmistir.
Deneylerde 4 farkli parametre olan pH, organik kaynak konsantrasyonu, aktif

kiltir miktari, inkiibasyon siiresi ve her bir parametre i¢in de 3 ayr seviye

belirlenmistir.

Cizelge 3. 1. Deney Faktorleri ve Seviyeleri

Faktorler Seviye 1 Seviye 2 Seviye 3
Organik Kaynak Kons.(A) PAS+MRS PAS+MRS PAS+MRS
%50 %50 %25 %75 %75 %25
AKktif Kiiltiir Miktar (B) %10 %20 %30
pH (C) 5.0 55 6.0
inkiibasyon Siiresi (D) 8 (giin) 10 (giin) 12 (giin)

Cizelge 3.1'deki parametreler dikkate alinarak deneysel ¢alisma icin en uygun
tasarim olarak Taguchi L9 orthogonal dizin se¢ilmistir. Minitab 16 yazilimi

yardimiyla belirlenen L9’luk deney Cizelge 3.2’de goriilmektedir.

Cizelge 3. 2. Taguchi L9 orthogonal deney tasarimi

Deney No | Organik kaynak | AKktif kiiltiir pH inkiibasyon
konsantrasyonu siiresi
1 50 10 5 8
2 50 20 5.5 10
3 50 30 6 12
4 25 10 5.5 12
5 25 20 6.0 8
6 25 30 5.0 10
7 75 10 6.0 10
8 75 20 5 12
9 75 30 5.5 8
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Taguchi deney tasarimi dikkate alinarak deneysel ¢calisma icin Sekil 3.3’de

9 adet (34x19 cm) cam tava hazirlandu.

Sekil 3. 3. Cam tavalarin (34x19) hazirlanma islemi

Lactobacillus rhamnosus bakteri grubu icin Taguchi deney tasariminda bulunan
parametreler ve seviyelere bagh olarak besiyerler 34x19 cm cam tavalarda son
hacim 100 ml olacak sekilde hazirlanmis ve Sekil 3.4’de inkiibasyona

birakilmistir.

Sekil 3. 4. Inkiibasyon islemi

3.2.5.1. BS’ un ayrilmasi

Inkiibasyon islemi sonrasinda 1 M NaOH (Sigma Aldrich, Germany) soliisyonu ile
bakteri hiicrelerinden seliiloz uzaklastirilmis, 4 saat stireyle 60 °C’ye hazirlanmis
su banyosunda 0,1 M NaOH soliisyonu ile agartma islemi yapilmistir (Cakmakg1

vd., 2008) .
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Sekil 3. 5. BS 'un ayrisma islemi

Son olarak; iiretilen BS, slizme islemi ile ayristirilarak 28 °C’de kurumaya

birakilmistir (Cakmakei vd., 2008).

Sekil 3. 6. Kurutulmus BS

3.2.5.2. Analizlerin yapilmasi

3.2.5.2.1. Su birakma ozelligi

Seliilozun su birakma 0zelliginin belirlenmesinde, Watanabe vd. (1998)

tarafindan Onerilen yontem esas alinmistir. Seliiloz 6rnekleri, 28 °C’de kurutma
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kagidi lizerinde kurumaya birakilmis ve 10 saat boyunca her saat basi agirliklari

Olctilerek su birakma oranlari hesaplanmistir.

Sekil 3. 7. Kurumaya birakilmis seliiloz

3.2.5.2.2. Viskozite

Inkiibasyon sonucunda elde edilen mikrobiyel seliiloz, yikama ve kurutma
islemlerinden sonra laboratuar tipi degirmende (Retsch GE) 6giitiilerek, 40 mesh
boyutunda parc¢alanmistir. Vizkozimetre 6l¢timleri 35 ml hazneli kiivetlerde
gerceklestirilip 3,5 gr seliiloz saf su ile 35 ml'ye tamamlanarak siispansiyon elde
edilmistir. %10’luk bu siispansiyondan her defasinda 1/1 oraninda seyreltilmis
ve viskozimetrik degerleri (Vibro Viscometer SU-10), 20-21 °C aralifinda, 30
Hertz frekansta, sabit titresimde, her 5 sn’de bir okuma yapilarak mPa.s

cinsinden olciilmiistiir (Watanabe vd. 1998)

3.2.5.2.3. Termal analiz

Termal gravimetrik analiz, sicaklik dogrusal olarak artirildiginda analiz yapilan
maddenin agirhik kaybini 6l¢gmektedir. Yontem, numunenin agirlik kaybina
ugradigl sicaklign saptamaktadir. Bu kayip o6rnegin bozundugunu ya da
buharlastigini gostermektedir. Ayrica agirlik kaybinin olmadigi sicakhigl da

gosterir. Bu da materyalin 1s1l kararlilik durumunu ifade eder (Kebapgi, 2012).
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Mikrobiyel seliillozun termal bozunma davranislari TGA/TDA cihaz1 (Perkin

Elmer diamond, USA) kullanilarak 0-900 °C araliginda incelenmistir.

3.2.5.2.4. Coziiniirliik testleri

Cesitli coziiciiler kullanilarak mikrobiyel seliillozun ¢6zinirlik o6zellikleri
belirlenmistir. Coziiniirliik testleri icin kullanilan ¢o6ziciiler toluene, aseton,
kloroform, benzen, karbon tetrakloriir, dimetilformamittir. Denemede 10 ml
¢oziici icerisine 0.1 g 6rnek konulmus ve tiipler oda sicakliginda 24 saat siireyle
calkalanarak, ¢oziiciilerdeki ¢oziinme yetenekleri tespit edilmistir (Cakmakgei vd.,

2008).

3.2.5.2.5. FT-IR analizi

Deneysel calismalar sonucunda elde edilen BS orneklerinin elementel
iceriklerinin tesbit edilmesi amaciyla FT-IR Spektroskopisinde gortintillenmistir.
Seliiloz o6rnegine ait FT-IR bantlarindaki elementel C igeriginin sayisal
yluzdesinden saf seliiloz elde edilip edilmedigi sonucuna varilmistir. FTIR analizi
Siileyman Demirel Universitesi Deneysel ve Gozlemsel Ogrenci Arastirma ve

Uygulama Merkezi laboratuarinda yapilmistir.

3.2.5.2.6. Fe -SEM analizi

Siv1 besiyerinde 28 °C’de 10 giin inkiibasyon sonunda elde edilen ve kurutulan
seliloz oOrneklerin ylizey yapisinin belirlenmesinde taramali elektron
mikroskobu kullanilmistir. Fe-SEM analizi Isparta Siileyman Demirel Universitesi
Enerji Arastirmalar1 ve Arastirma Uygulama Merkezinde yapilmistir. TEM ile
goruntiileri ti¢ boyutlu inceleyerek numunelerin mikro yapilari ve morfolojisini

degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Tez kapsaminda gergeklestirilen ¢alismalarin bulgular1 3 bélim altinda
toplanmistir. Her béliimde calismanin teorik alt yapisi ve amaci tanimlanarak

elde edilen bulgular tartisilmigtir.

4.1. BS Uretimi ve Saflagtirilmasi

BS tliretiminde en yiiksek verimin elde edildigi tiretim kosullarinin belirlenmesi
icin 4 farklh bakteri kiilttri ile MRS broth ve PAS besiyerlerinin farkl bilesimleri
kullanilarak laboratuvar kosullarinda gergeklestirilmistir. LAB’lar durgun kiiltiir
kosullarinda farkli biiytikliikteki kaplarda selilloz iiretim miktarlari
belirlendikten sonra medikal alandaki bazi denemelerde kullanilmak iizere yiizey
alan1 genis sterilize edilebilir cam tavalarda biiyltik Olgekte iiretimler

gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon sonucu iiretilen seliiloz énce siiziilerek besiyerinden ayrilmis, daha
sonra agartma islemi uygulanarak rengi beyazlatilmistir. Seliiloz iiretiminde
uygulanan iiretim (durgun kiiltiir), stizme, renk agma, kurutma ve toz haline

getirme islemleri sirasiyla Sekil 4.1 - 4.8’de goriilmektedir.

Sekil 4. 1. Petride BS tliretimi
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Sekil 4. 2. Beherde BS tiretimi

Sekil 4. 3. Cam tavalarda (biiytik hacimde) BS tretimi
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Sekil 4. 4. BS ‘un slizme islemi

Sekil 4. 5. BS'un stizme isleminden sonraki gérinimi
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Sekil 4. 6. NaOH ¢ozeltisinde agartma islemi

Sekil 4. 7. Kuru BS goriinimi
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Sekil 4. 8. Toz halindeki BS'un gériintimi

4.1.1. Farkl kiiltiirlerden BS iiretim sonug¢lari

Inkiibasyon islemi sonunda Lactobacillus rhamnosus ve YC-380 bakterileri ile
yapilan calismalar BS tretim potansiyelinin oldugunu gosterdi. En ytliksek
verimle BS iiretimi Lactobacillus rhamnosus %75 (PAS) + %25 (MRS) + %10
aktiflestirilmis kultiir + pH 5 (3,06 g) numunesinden elde edildi ve bu sebepten
BS {retim calismalarina Lactobacillus rhamnosus bakterisi ile devam edildi.

Cizelge 4.1’de ¢alisilan 4 bakteri grubuna ait BS tiretim sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4. 1. BS liretim miktarlari

Bakteri Grubu BS Uretim Miktari
Lactobacillus rhamnosus 3.06g

YC-380 2.18¢g

LB-12 Og

STM-7 Og
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4.2. L.rhamnosus BS ve YC-380 Kiiltiirii BS'un Baz Fiziksel ve Kimyasal
Ozellikleri

4.2.1. Su birakma o6zelligi

Deney c¢alismalar1 sonucunda gozle goriilebilen BS tiretimi YC-380 kiiltiiri ve
L.rhamnosus bakterileri tarafindan gercgeklestirilmistir. Bu 2 farkli bakteri
kiiltiiriintin irettigi selilozda su birakma o6zellikleri incelenmistir. Uretilen
seliiloz besiyerinden ayrilip, suyu siiziildiikten sonra tartilarak yas agirhigi
belirlenmistir. Buna gére 100 ml besiyerinden YC-380 bakterisi tarafindan 2,18
g BS liretimi gerceklesmis, L.rhamnosus bakterisi tarafindan ise 3,06 g (1.4 kat
daha fazla) BS iiretimi gerceklesmistir (Sekil 4.9.). Bakteriyel seliiloz verimi yas
agirligin zaman orantisina bagl olarak hesaplanmaktadir (Cakmakgi vd., 2008) .
YC-380 kiiltirt BS verimi 44,54 g/l, L.rhamnosus bakterisi i¢in 60,4 g/l olarak

belirlenmistir.

YC-380 ve L.rhamnosus Seliilozlarinin Su Birakma
Karakteristikleri
3.5
3
'?n 2.5
=
=z
|
-
pl=Ts)
< 15
&
> 1
0.5 .
. ol H B m
3 4 5 6 7
B YC-380 2.18 1.03 0.77 0.19 0.15 0.067 0.067
B L.rhamnosus| 3.06 1.09 0.62 0.45 0.33 0.27 0.22
Zaman (h)

Sekil 4. 9. YC-380 ve L.rhamnosus bakterilerinin iirettigi seliilozun su birakma
ozellikleri
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Sekil 4.9 incelendiginde, YC-380 bakterisinin lirettigi seliilozun 1. saat sonundaki
su birakma orani1 %52,76 iken, L.rhamnosus bakterisinin iirettigi seliilozun su
birakma orani %64,4 olarak tespit edilmistir. Kurutma siiresi boyunca
selillozlarin su birakma oranlan sirasiyla %21,13 ve %Z28,4 olarak tesbit

edilmistir.

YC-380 bakterisinin tirettigi seliillozun 5. saat sonunda su birakma islemi sona
ermistir. L.rhamnosus bakterisinden elde edilen seliilozun ise bu siirece 7. saatte
ulastig1 belirlenmistir. Buna gore L.rhamnosus’dan elde edilen BS'un su tutma
kapasitesinin, YC-380 kiiltiirinden elde edilen BS’a gore daha yiiksek oldugu

gorilmektedir.

Cakmakgei vd. (2008) asetik asit bakterileri ile yapmis olduklari ¢alismada A0602

susundan elde edilen BS’un 8. saat sonunda su birakmasi sona ermistir.

4.2.2. Viskozite

L.rhamnosus BS ¢ozeltisinin viskozitesi
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Sekil 4. 10. L.rhamnosus BS ¢ozeltisinin viskozitesi
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YC - 380 BS ¢ozeltisinin viskozitesi
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Sekil 4. 11. YC-380 BS ¢ozeltisinin viskozitesi

L.rhamnosus ve YC-380 BS c¢ozeltilerinin viskozite degerleri incelendiginde
L.rhamnosus’dan elde edilen BS ¢6zeltisinin viskozite degeri 0. Saniye’de 36 mPa.s
iken YC-380’den elde edilen BS ¢6zeltisinin 0. Saniye’de viskozite degeri 22 mPa.s
bulunmustur. Iki grafikte’de BS ¢ozeltilerinin seyreltilmesi ile viskozite
degerlerinde lineer bir diisiis gézlenmistir. baslangica gore 3. dakikada bir azalis

oldugu ve viskozitenin 36 mPa.s’den 31,2 mPa.s’a diistiigu belirlenmistir.

Cakmakg1 vd. (2008) asetik asit bakterileri ile yapmis olduklari calismada bizim
sonuc¢larimizdan farkli olarak irettikleri seliillozun %10’luk ¢6zeltisinin
viskozitesinde baslangica gore 3.dakikada bir artis oldugu ve viskozitenin 10,43
mPa.s’den 12,35 mPa.s’ye yiikseldigi belirlenmistir. Ayrica bizim ¢alismamizda
da oldugu gibi s6z konusu seliiloz ¢6zeltisinde viskozite zamana bagh olarak

degisim gostermemistir.

61



4.2.3. FTIR sonuclar

Analiz sonuclarina gore, L.rhamnosus’dan elde edilen BS oOrneginin FTIR
spekturumunda gorillen 3200-3600 cm deki genis bant molekil i¢i ve
molektller arasi hidrojen bag1 0-H gerilme, 3100-2700 cm! deki gozlenen bant
C-H gerilme, 1625 cm-! de gorilen karakteristik bant hidroksil grubuna komsu -
O- gerilme ve 1450 cm-! civarindaki bant ise diizlem i¢i C-O-H egilme titresimini
gosteren banttir. 2926 cm-! de alifatik C-H’lere ait bandin siddetinin fazla olmasi
alifatik karbon gruplarinin (CHz2) ¢ok fazla bulundugunun gostergesidir C-O-C
bandi ise 1156 cm dalga boyunda goriilmektedir (Sekil 4.12.). Mikrokristalli
seliiloz ve bambu lifleri ile yapilan bir calismada (Wang vd., 2007), H bagh OH
gruplar1 3340-3412 cm-! dalga boyunda goriilmekte ve tez calismasinda ise daha
genis bant aralig1 goriilmiis ve C-H gerilimi ise tez calismasina benzer sekilde
2968-2900 cm! arasinda gergeklestigi gorilmiistiir. Diger bir calismada ise 1630
cm-! bandinin suyun absorblanmasi ile ilgili oldugu ortaya konmustur (Sun vd.,

2008).

L.rhamnosus ve YC-380 bakterisinden elde edilen seliiloz drneklerine ait FTIR
bantlar1 birbirine benzemekle birlikte, 2900 ve 1625 cm-! de mevcut bantlarin
siddetlerinde farklhilik gozlenmistir. YC-380 kiiltlirii 6rneginde 1561 cm! de
gorilen bandin L.rhamnosus 6rnegine gore zayif olmasi konjuge dien yapisinin ve
aromatik yapilarin (glikoz halkasi) daha diisiik oranda oldugunu géstermektedir.
2900 cm de alifatik C-H'lere ait bandin L.rhamnosus’dan elde edilen seliilozda
daha siddetli oldugu saptanmistir. Bu pikin siddetinin fazla olmasi alifatik karbon

gruplarinin (-CHz-) daha fazla bulundugunun goéstergesidir.
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Sekil 4. 12. L.rhamnosus bakterisinin trettigi selilozun FTIR diyagrami

Y¥L-380

Sekil 4. 13. YC-380 bakterisinin tirettigi seliillozun FTIR diyagrami
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4.2.4. Termal ozellikler

L.rhamnosus ve YC-380 kiiltiriinin urettigi seliilozlarin termal bozunma
davranislari incelenmis ve bozunma sicakliklar1 belirlenmistir. Her iki numune
de iki bozunma sicakhg gostermistir (Sekil 4.14. ve 4.16.). ik bozunma
sicakliklar1 290°C’de gozlenmistir. Bu sicaklikta dekarboksilasyon ve
demetoksilasyon yoluyla CO, CO2, H20, CH4, CH30H gibi basit yapilar
uzaklagmaktadir. Ikinci bozunma 780°C’de gozlenmistir. Bu basamakta
muhtemelen daha yavas bir sekilde aromatik bilesenler ayrilmaktadir. Bu
basamagin aromatik yapilarin fazla oldugu diisiiniilen L.rhamnosus 6rneginde
siddetli olmas1 FTIR analiz sonuglarini destekler nitelik tasimaktadir. Bu sonug,
uretilen bakteriyel seliiloz 6rnekleri arasinda farkhiliklarin bulunabilecegini

gostermektedir. Elde edilen sonuclar Sekil 4.14 ve 4.16’da verilmistir.
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Temperature ("C)

Sekil 4. 14. L.rhamnosus’dan elde edilen seliilozun termal analiz diyagrami
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Sekil 4. 15. L.rhamnosus’dan elde edilen seliillozun TGA ve DTG grafigi
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Sekil 4. 16. YC-380’den elde edilen seliilozun termal analiz diyagrami
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Sekil 4. 17. YC-380’den elde edilen seliilozun TGA ve DTG grafigi

Ciftci vd. (2015), Nanokil katkih PVA/Kitosan nanoliflerin sentezi ile ilgili
yaptiklari ¢alismada 25°C- 900°C sicaklik araliginda elde edilen sicakliga bagh %
kiitle degisim grafiginde bizim calismamizda oldugu gibi 2 adimda bozunma
gorilmektedir. Ciftci vd. (2015), ilk asamada yapidan %10’luk kiitle kaybinin
nem kaybindan kaynaklandig1 ve yaklasik 210-500 araliginda gercgeklesen
%?75’lik kiitle kaybinin ise yapinin zincirlerinde meydana gelen bozunmadan
kaynaklandigini diisiinmiislerdir. Karacay vd, (2012) ilk asamada meydana gelen
kiitle kaybinin su kaybi oldugunu, ikinci asamadaki kaybin ise pirojenik ayrisma

ve molekiler zincirlerinin ablasyonuna karsilik geldigini diistinm{istiir. Cakmake1
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vd., (2008) A0602 ve B-759 suslar ile iirettigi seliilozlarin termal bozunma
davranslarini incelemis ve bu tez ¢alismasinda da oldugu gibi iki bozunma
sicaklig1 goriilmiistiir, calismada bizim ¢alismamizdan farkl olarak ilk bozunma

sicaklig1 2900C’de goriilmektedir.

4.2.5. Cozuniirlik testi sonuclari

Seliilozun ¢o6zlinmesi pek cok faktére baghh bulunmaktadir. Bunlar arasinda
seliilozun yapisi, molekiil agirligi ve orijini gelmektedir. Pek ¢ok arastirmaci
seliilozun inorganik ve organik ¢oziictilerdeki davraniglari tizerinde arastirmalar

yapmistir (Laszkiewicz, 1998).

Cesitli ¢oziiciilerde ¢oztinme 6zelligi, BS’un tekstil sanayinde kullanimi agisindan
onem tasimaktaysa da organizma farkliliklarinin seltilozun bilesimi tizerindeki
etkilerini ortaya koymak acisindan da onemlidir. Her iki bakterinin iirettigi
seliiloz 6rneklerinin ¢ézlniirliik testleri i¢in toluene, aseton, kloroform, benzen,
karbon tetrakloriir ve dimetilformamit ¢oziiciileri kullanilmistir. Denemede 10
ml ¢6zicl igerisine 0.1 g 6érnek konulmus ve tiipler oda sicakliginda 24 saat
stireyle calkalanarak, coziiciilerdeki ¢6ziinme yetenekleri tespit edilmistir.
Coziiniirlik testi sonucunda, iki bakterinin de irettigi seliiloz’un 80°C su

banyosunda sadece toluen ¢oéziiclistinde ¢6ziindiigli belirlenmistir.

4.2.6. Fe-SEM analizi sonuclari

L.rhamnosus bakterisine ait Fe-SEM elektron mikroskobu goriintiileri iirettigi
seliilozun yapisinin, x400 ve x24000 biiylitme ile elde edilen goriintiiler sirasiyla

Sekil 4.18 ve 4.19’de verilmistir.

Sekiller incelendiginde seliillozun lifleri bir tubuler bir ag yapisi olusturdugu
tespit edilmistir. Bu goriintiilerdeki seliiloz lifler, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerin
saptanmasiyla pekistirilmistir. Bunlar arasinda FTIR pikleri, ¢esitli ¢ozgenlerdeki

coziniirliik 6zellikleri sayilabilir.
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/ HV mode g vac mode ) WD d;t mag []
:07:40 PM | 30.00 kv SE Low vacuum | 10.5 mm | LFD | 400 x SDU_HITEM

Sekil 4. 18. BS'un Fe-SEM elektron mikroskobu goriintiisii (x400)

1/14/2016 HV mode vacmode | WD det | mag [ ——5m —
4:20:18 PM | 10.00kV | SE | Lowvacuum | 9.8 mm | LFD | 24 000 x SDU_HITEM

Sekil 4. 19. BS'un Fe-SEM elektron mikroskobu goriintiisii (x24000)
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4.3. BS Uretiminin Optimizasyonu

Calismada, Taguchi metodu ile L9 (3**4) standart ortogonal dizisinde belirlenen
farkli pH, organik kaynak konsantrasyonu, aktif kiiltiir miktari, inkiibasyon
siiresine gore deneyler gerceklestirilmistir. Modele gore 9 deney t¢ kez tekrar
edilerek yapilmis ve degerlerin ortalamasi alinmistir. Taguchi metodu
kullanilarak ara deney sonuglar tiiretilmistir. Bunun sebebi deney verilerinin
genel degerlendirmelerini yapabilmektir. Sonugta 9’u deney sonucu 55’i tahmin
edilerek 64 adet en yliksek verim sonuglari elde edilmistir. Bulunan sonuglar

literattir verileri ile karsilastirilmistir.

4.3.1. Deneysel bulgular ve taguchi performans analizi

Taguchi metodu L9 deney tasarimina gore pH, organik kaynak konsantrasyonu,
aktif kiiltiir miktar1 ve inkiibasyon siiresi ile deneyler yapilmis ve BS miktar1 yas

agirlik degerleri bulunmus ve Cizelge 4.2’de tablo halinde verilmistir.

Cizelge 4. 2. Taguchi L9 modeline gore elde edilen deney sonuglari

Deney No | PH Organik Aktiflestirilmis | Inkiibasyon | BS
kaynak kons. kiltir stiresi miktari

1 5,0 25 10 8 0.06 gr

2 5,0 50 20 10 1.13 gr

3 5,0 75 30 12 0.67 gr

4 55 25 20 12 0

5 55 50 30 8 0.23 gr

6 55 75 10 10 0

7 6,0 25 30 10 0

8 6,0 50 10 12 5.41 gr

9 6,0 75 20 8 0
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4.3.2. Taguchi S/N analizi optimizasyonu

Deney tasarimina gore yapilan deney sonucglart Taguchi metodu ile
sinyal/giiriiltii (S/N) oranlari optimize edilmistir. Dr. Genichi Taguchi tarafindan
gelistirilen bu yaklasimda, sonuclari analiz edebilmek icin S/N orani olarak
bilinen bir istatistiksel performans o6l¢iisii kullanilir. S/N oranindaki S sinyal
faktorind, N ise girulti faktoriini ifade etmektedir. Sinyal faktori sistemden
alinan gercek degeri, gurilti faktori ise deney tasarimina katilamayan fakat

deney sonucuna etki eden faktorleri ifade etmektedir.

4.3.2.1. pH, organik kaynak konsantrasyonu, aktif Kkiiltiir, inkiibasyon

suiresi’nin BS miktar1 S/N orani

Taguchi metodu ile elde edilen tiim optimizasyon girdi parametrelerinin BS
miktar1 degerlerinin S/N oranlari grafiksel olarak Sekil 4.20°de verilmistir. S/N
oraninin nominal olmasi tercih edilmistir. BS miktar1 deney parametrelerinin,
S/N oraninin en yiiksek degerinde en ytiksek, en diisiik S/N oraninda da ise en

diisiik degerdedir.

Main Effects Plot for Means

Data Means
pH Organik Kay. Kan.
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1,5

1,0
e — / N
]
$ 0,04 . . . : . .
= 5,0 5,5 6,0 25 50 75
£ Akt Kakeir Inkiibasyon Suresi
3 2,0 4

1,5

1,04

0.5 1 \i———c ./_/—/'/

0,04

10 20 30
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12

Sekil 4. 20. BS miktar1 degerleri S/N orani
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Cizelge 4. 3. Deneylerden elde edilen ve tahmin edilmis BS miktarlar:

Deney pH Organik kaynak Aktif kiiltir | inkiibasyon BS
No parametresi konsantrasyonu parametresi suresi miktar1
1 5.0 50 10 8 229g
2 5.0 50 10 10 257g
3 5.0 50 10 12 422g
4 5.0 50 20 8 085¢g
5 5.0 50 30 8 077 g
6 5.0 25 10 8 0.06g
7 5.0 75 10 8 0.26g
8 5.0 25 20 8 -1.38¢g
9 5.0 25 30 8 -146¢g
10 5.0 25 10 12 1.99¢g
11 5.0 25 20 10 -1.10 g
12 5.0 25 20 12 -1.10g
13 5.0 75 20 8 -1.83 g
14 5.0 75 30 12 0.67g
15 5.0 75 10 10 0.54¢g
16 5.0 75 10 12 219¢g
17 5.0 75 20 10 -090¢g
18 5.0 75 20 12 0.74 ¢
19 5.0 75 30 10 098¢g
20 5.0 50 10 12 422g
21 5.0 25 20 8 -1.38¢g
22 55 50 10 8 1.75¢g
23 5.5 25 10 8 -048¢g
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Cizelge 4. 4. Deneylerden elde edilen ve tahmin edilmis BS miktarlar1 (Devam)

Deney pH Organik kaynak Aktif kiiltir | inkiibasyon BS
No parametresi konsantrasyonu parametresi suresi miktar1
24 5.5 75 10 8 -0.28¢g
25 5.5 50 20 8 030g
26 5.0 75 30 12 0.67g
27 5.5 50 10 10 203g
28 5.5 50 10 12 3.68¢g
29 5.5 25 10 10 -020g
30 5.5 25 10 12 144¢g
31 5.5 25 20 8 -193g
32 5.5 25 20 10 -1.65g
33 5.5 25 20 12 Og
34 5.5 25 30 8 -2.00g
35 5.5 25 30 10 -1.72 g
36 5.5 25 30 12 -0.07 g
37 5.5 75 20 8 -1.72 g
38 5.5 75 30 8 -1.80 g
39 5.5 75 20 10 -144 ¢
40 5.5 75 20 12 0.20g
41 5.5 75 30 10 -1.52¢g
42 5.5 75 30 12 012g
43 5.5 50 20 8 030g
44 5.5 50 20 10 0.58¢g
45 6.0 75 20 8 Og
46 6.0 75 30 10 0.20g
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Cizelge 4. 5. Deneylerden elde edilen ve tahmin edilmis BS miktarlar1 (Devam)

Deney pH Organik kaynak Aktif kiiltir | inkiibasyon BS
No parametresi konsantrasyonu parametresi suresi miktar1
47 6.0 75 10 12 337g
48 6.0 75 20 8 Og
49 6.0 50 10 8 348¢g
50 6.0 25 10 8 1.24¢g
51 6.0 75 10 8 144¢g
52 6.0 50 20 8 2.03g
53 6.0 50 30 12 3.88¢g
54 6.0 50 10 10 3.76¢g
55 6.0 50 10 12 541¢g
56 6.0 25 20 8 -020g
57 6.0 25 20 10 0.07g
58 6.0 25 20 12 1.72¢g
59 6.0 75 20 10 0.28¢g
60 6.0 75 20 12 193¢
61 6.0 75 30 8 -0.07 g
62 6.0 75 30 10 0.20g
63 6.0 75 30 12 1.85¢g
64 6.0 50 30 12 3.88¢g

Taguchi L9 modelindeki BS iiretim optimizasyonu icin yapilan deneylerden

deney sonuclar1 elde edilmistir. Ayni1 parametreler kullanilarak deney
calismasinda yapilmayan farkli kombinasyonlardaki sonug¢lar tahmin edilmis ve

veri sayisi 64’e tamamlanmistir.
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Cizelge 4.3’de elde edilen toplam 64 adet BS iiretim miktar1 sonuglari verilmistir.
Cizelgede 6,11, 14, 33, 38, 41, 46, 48 ve 55. satirlar deneysel ve geri kalan satirlar

tahmin verilerini icermektedir.

Taguchi deney dizayni ile yapilan deney ve tahmin verileri degerlendirildiginde;

12

Cizelge 4. 6. En yliksek BS tiretimi

Deney 6.0 %50 10 541¢g
sonucu
Tahmin 5.0 %50 10 12 422 ¢
sonucu

Cizelge 4. 7. En diisiik BS tiretimi

sonucu

Tahmin 5.5 %25 30 8 -200g

sonucu

pH, organik kaynak konsantrasyonu, aktif kultiir ve inkiibasyon siiresi

parametreleri kullanilarak olusturulan taguchi analizi sonucunda Cizelge 4.4’de
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en yliksek BS tiretimi %50 organik kaynak konsantrasyonu, %10 aktif kiiltiir, 12
gln inkiibasyon siiresi ve pH 6 besiyeri ortaminda (5,41 g), Cizelge 4.5'de en
diisiik BS tliretimi ise %25 organik kaynak konsantrasyonu, %30 aktif kiiltiir, 8

giin inkiibasyon siiresi ve pH 5.5 besiyeri ortaminda (-2,00 g) bulunmustur.

Taguchi deney dizayni1 sonucu verilen tahmin degerlerinin dogrulama testleri
gercek deneyler yapilarak gercgeklesmistir. Gercek deneyler sonucunda elde
edilen verilerle, tahmin verileri karsilastirllmis ve aralarindaki iliski en kigiik
kareler metoduna gore 0,9919 bulunmustur. Cizelge 4.7’de ki grafikten %99’luk
dogruluk pay1 elde edilmistir.

Cizelge 4. 8. Gergek ve tahmin verilerinin karsilastirilmasi

pH Organik Aktif inkiibasyon | Deney | Tahmin
kaynak kiiltir suresi sonucu | sonucu
Kons. BS BS
miktar1 | miktari
5.0 %25 10 12 1,09¢g 199¢g
5.0 %25 10 8 001g 0,06¢g
5.0 %75 10 8 022¢g 0,26¢g

Cizelge 4. 9. Gercek ve tahmin verilerin dogrulama grafigi

1.5 4

25
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Taguchi metodu sonucuna gore BS iiretim miktarini en ¢ok etkileyen

parametrenin sirasiyla;

e organik kaynak konsantrasyonu,
¢ inkiibasyon siiresi,
e pH,

o aktif kiiltiir miktar1 olarak bulunmustur.

60 |
55
80
pH
50 o
0 Organik kaynak kons.

BS miktan

Sekil 4. 21. pH ve organik kaynak konsantrasyonuna bagh BS miktari

Yukaridaki Sekil incelendigin de pH 5,8 iken organik kaynak konsantrasyonu
%40 oldugu durum da BS miktar1 4,3 g dir.
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20

2 ? a Aktif kaltar

BS miktar 4

Sekil 4. 22. pH ve aktif kiiltiire bagli BS miktar1

Yukaridaki Sekil incelendigin de pH 5,5 iken aktif kiiltlir miktar1 %10 oldugu
durum da BS miktar1 5 g dir.

Organik kaynak

kons. 40

20

> Aktif kiiltar

BS miktan s

Sekil 4. 23. Organik kaynak konsantrasyonuna ve aktif kiiltiire bagh BS miktar:

Yukaridaki Sekil incelendigin de organik kaynak konsantrasyonu %70 iken aktif

kultir miktar1 %25 oldugu durum da BS miktar1 2 g dir.
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CUN

Organik kaynak

kons. @ | 12
20

10

inkiibasyon siiresi
4
BS miktan o

Sekil 4. 24. Organik kaynak konsantrasyonuna ve inkiibasyon siiresine bagh BS
miktari

Yukaridaki Sekil incelendigin de organik kaynak konsantrasyonu %70 iken

inkiibasyon siiresi 10 giin oldugu durum da BS miktari 2 g dir.

Aktif kaltar

10

Inklibasyon siresi

BS miktan 2

Sekil 4. 25. Aktif kiiltiir ve inkiibasyon stiresine bagh BS miktari

Yukaridaki Sekil incelendigin de aktif kilttir miktar1 %20 iken inkiibasyon stiresi

10 giin oldugu durum da BS miktar1 0. 2 g dir.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu tez calismasinda Laktik asit bakteri grubuna ait Lactobacillus rhamnosus
(DSM, DELVO-ADD 100R, Netherlands), Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus
(Lb. 12, Chr Hansen, Denmark), Streptococcus thermophilus (STM-7, Chr Hansen,
Denmark) ve karisik kiltiir olan Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ve
Streptococcus thermophilus (YC-380, Chr Hansen, Denmark) bakteri kiiltiirleri

kullanilmistir.

Laktik Asit Bakteri’leri (LAB) ¢ogu insan, hayvan ve bitki gibi dogal ortamlardan
izole edilebilen, belirli spesifik bir cevreye adapte olmus ve hemen hemen dogal
habitatta bulunan organizmalardir (6rnegin; vajina, sicak kanlilarin bagirsagi,
feces, dudaklar meyve veya sebzelerde) (Holzapfel vd. 2001; Cakir, 2001

Temmerman vd. 2004).

Ayrica LAB’lar fermente siit tUriinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Geleneksel yontemle yapilan peynirlerde dogal olarak bulunduklarindan
olgunlasmada temel floray1 olusturmaktadirlar. Uriinlere 6zgii duyusal ve yapisal
ozellikler kazandirirlar. Ayrica olusturduklar1 antimikrobiyal maddeler
sayesinde saghgi koruyucu ve terapotik etki gostermektedirler. Geleneksel
yontemle tretilen iirtinlerde dogal olarak bulunan bu mikroorganizmalar,
endiistriyel Uriinlerde siite ¢ok farkli kombinasyonlarda saf kiiltiir (starter

kiiltilr) olarak ilave edilmektedirler.

Tez kapsaminda ti¢ bolim seklinde gerceklestirilen ¢alismalarin bulgular 3

boliim altinda toplanmuistir.

Tez kapsamindaki ¢alisma 3 asamada gergeklestirilmistir.

5.1. Farkl Kiiltiirlerden BS iiretimi

Farkli Kiiltiirlerin BS tretim potansiyelleri arastirilarak en verimli iiretim yapan

bakteri kiiltiirii tesbit edilmistir. Inkiibasyon islemi sonunda Lactobacillus
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rhamnosus ve YC-380 bakterileri ile yapilan ¢alismalar BS tiretim potansiyeli
gosterdi. En ytliksek verimle BS tretimi Lactobacillus rhamnosus %75 (PAS) +
%25 (MRS) + %10 aktiflestirilmis kultir + pH 5 (3,06 g) numunesinden elde
edildi ve bu sebepten BS liretim ¢alismalarina Lactobacillus rhamnosus bakterisi

ile devam edildi.

BS tretim ¢alismalar1 sonucunda Lactobacillus rhamnosus 3.06 g, YC-380 2.18 g
BS iiretimi gosterirken, LB-12 ve STM-7 bakteri kiltiirleri BS tiretim potansiyeli
gostermediler. Karisik kiiltiir olan Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ve
Streptococcus thermophilus (YC-380) bakteri kiiltiiri BS tretim potansiyeli
gosterirken tek tek bakteri kiiltirleri kullanildiginda BS iretimi

gozlenememektedir.

5.2. L.rhamnosus BS ve YC-380 Kkiiltiirii BS'un Bazi Fiziksel ve Kimyasal
Ozellikleri

Su birakma 6zelligi

Deney calismalar1 sonucunda gozle goriilebilen BS iiretimi YC-380 kiiltiira ve
L.rhamnosus bakterileri tarafindan gerceklesmistir. Bu 2 farkli bakteri
kiiltiiriintin iirettigi selillozda su birakma o6zellikleri incelenmistir. Uretilen
seliiloz besiyerinden ayrilip, suyu siiziildiikten sonra tartilarak yas agirhigi
belirlenmistir. Buna goére 100 ml besiyerinden YC-380 bakterisi tarafindan 2,18
g BS liretimi gerceklesmis, L.rhamnosus bakterisi tarafindan ise 3,06 g (1.4 kat
daha fazla) BS iiretimi gerceklesmistir. Bakteriyel seliiloz verimi yas agirhigin
zaman orantisina bagh olarak hesaplanmaktadir (Cakmakg1 vd., 2008) . YC-380
kultirti BS verimi 44,54 g/l, L.rhamnosus bakterisi icin 60,4 g/l olarak

belirlenmistir.

YC-380 bakterisinin trettigi seliillozun 1. saat sonundaki su birakma orani
%152,76 iken, L.rhamnosus bakterisinin trettigi seliilozun su birakma orani %64,4
olarak tespit edilmistir. Kurutma siiresi boyunca seliilozlarin su birakma oranlari

sirasiyla %21,13 ve %28,4 olarak tesbit edilmistir.
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YC-380 bakterisinin trettigi seliillozun 5. saat sonunda su birakma islemi sona
ermistir. L.rhamnosus bakterisinden elde edilen seliilozun ise bu siirece 7. saatte
ulastig1 belirlenmistir. Buna gore L.rhamnosus’dan elde edilen BS'un su tutma
kapasitesinin, YC-380 kiiltiirtinden elde edilen BS’a gore daha yiiksek oldugu

gorilmektedir.

Cakmakgei vd. (2008), asetik asit bakterileri ile yapmis olduklar: calismada A0602

susundan elde edilen BS’un 8. saat sonunda su birakmasi sona ermistir.

Viskozite

L.rhamnosus ve YC-380 BS c¢ozeltilerinin viskozite degerleri incelendiginde
L.rhamnosus’dan elde edilen BS c¢ozeltisinin viskozite degeri 0. Saniye’de 36
mPa.s iken YC-380’den elde edilen BS ¢6zeltisinin 0. Saniye’de viskozite degeri 22
mPa.s bulunmustur. Iki grafikte’de BS cézeltilerinin seyreltilmesi ile viskozite
degerlerinde lineer bir diislis gozlenmistir, baslangica gore 3. dakikada bir azalis

oldugu ve viskozitenin 36 mPa.s’den 31,2 mPa.s’a dustiigi belirlenmistir.

FTIR analizi

L.rhamnosus ve YC-380 bakterisinden elde edilen seliiloz drneklerine ait FTIR
bantlar1 birbirine benzemekle birlikte, 2900 ve 1625 cm-! de mevcut bantlarin
siddetlerinde farklihik gozlenmistir. YC-380 kiiltiiri 6rneginde 1561 cm-! de
gorilen bandin L.rhamnosus 6rnegine gore zayif olmasi konjuge dien yapisinin ve
aromatik yapilarin (glikoz halkasi) daha diisiik oranda oldugunu géstermektedir.
2900 cm! de alifatik C-H'lere ait bandin L.rhamnosus’dan elde edilen seltilozda
daha siddetli oldugu saptanmistir. Bu pikin siddetinin fazla olmasi alifatik karbon

gruplarinin (-CHz-) daha fazla bulundugunun goéstergesidir.

Mikrokristalli seliiloz ve bambu lifleri ile yapilan bir ¢calismada (Wang vd., 2007),
H bagh OH gruplarnn 3340-3412 cm dalga boyunda goriilmekte ve tez

calismasinda ise daha genis bant araligi goriilmiis ve C-H gerilimi ise tez
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calismasina benzer sekilde 2968-2900 cm-! arasinda gerceklestigi goriilmiistiir.
Diger bir ¢alismada ise 1630 cm-1 bandinin suyun absorblanmasi ile ilgili oldugu

ortaya konmustur (Sun vd., 2008).

Termal ozellikler

L.rhamnosus ve YC-380 kiiltiiriiniin trettigi seliilozlarin termal bozunma
davranislari incelenmis ve bozunma sicakliklar1 belirlenmistir. Her iki numune
de iki bozunma sicakh@ gostermistir. [k bozunma sicakliklar1 290°C’de
gozlenmistir. Bu sicaklikta dekarboksilasyon ve demetoksilasyon yoluyla CO, COz,
H20, CH4, CH30H gibi basit yapilar uzaklasmaktadir. ikinci bozunma 780°C’de
gozlenmistir. Bu basamak da muhtemelen daha yavas bir sekilde aromatik
bilesenler ayrilmaktadir. Bu basamagin aromatik yapilarin fazla oldugu
distniilen Lrhamnosus oOrneginde siddetli olmasi FTIR analiz sonuglarini
destekler nitelik tasimaktadir. Bu sonug, iiretilen bakteriyel seliiloz 6érnekleri

arasinda farkliliklarin bulunabilecegini gostermektedir.

Ciftci vd. (2015), Nanokil katkili PVA/Kitosan nanoliflerin sentezi ile ilgili
yaptiklari ¢alismada 25°C- 900°C sicaklik araliginda elde edilen sicakliga bagh %
kiitle degisim grafiginde bizim calismamizda oldugu gibi 2 adimda bozunma
gorilmektedir. Ciftgi vd. (2015), ilk asamada yapidan %10’luk kiitle kaybinin
nem kaybindan kaynaklandig1 ve yaklasik 210-500 araliginda gerceklesen
%75’lik kiitle kaybinin ise yapinin zincirlerinde meydana gelen bozunmadan
kaynaklandig1 diisiinmislerdir. Karagay vd, (2012) ilk asamada meydana gelen
kiitle kaybinin su kayb1 oldugunu, ikinci asamadaki kaybin ise pirojenik ayrisma

ve molekiiler zincirlerinin ablasyonuna karsilik geldigini diistinmuistiir.

Cozuniirlik testi

L.rhamnosus ve YC-380’in trettigi BS orneklerinin ¢oziinirlik testleri icin
toluene, aseton, kloroform, benzen, karbon tetraklorir ve dimetilformamit
cozictleri kullanilmistir. Coziiniirliik testi sonucunda, iki bakterinin de lrettigi

selilozun 80°C su banyosunda sadece toluen c¢oziiciisiinde ¢oziindigi
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belirlenmistir. Cakmak¢1 vd. (2008), asetik asit bakterileri ile yaptiklar
mikrobiyel seliiloz iretim ¢alismasinda bu calismadaki benzer c¢oziicileri

kullanmis tirettikleri seltiloz bu ¢alismada oldugu gibi toluende ¢éziilmiustir.

Fe-SEM analizi

L.rhamnosus bakterisine ait Fe-SEM elektron mikroskobu gorintileri
incelendiginde seliilozun liflerinin tubuler bir ag yapisi olusturdugu tespit
edilmistir. Bu goruntiilerdeki seliiloz lifler, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerin
saptanmasiyla pekistirilmistir. Bunlar arasinda FTIR pikleri, ¢esitli ¢ozgenlerdeki

¢oziintrlik o6zellikleri sayilabilir.

5.3. L.rhamnosus BS tiretiminin Taguchi Metodu ile Optimizasyonu

Taguchi metodu sonuglar1 pH, organik kaynak konsantrasyonu, aktif kiiltiir ve
inkiibasyon siiresi parametreleri'nin BS iiretiminde oOnemli oldugunu
gostermistir. FTIR spektroskopisi ve SEM goriintilleri BS {retiminin

gerceklestigini desteklemektedir.

Deney sonuclarinin pH, organik kaynak konsantrasyonu, aktif kiiltir ve
inkiibasyon siiresi parametreleri kullanilarak olusturulan taguchi analizi
sonucunda BS tiretim miktarini en ¢ok etkileyen parametrenin organik kaynak
konsantrasyonu oldugu tesbit edilmistir. Ger¢cek deneylerle elde edilen BS tiretim
miktar1 sonuglarin1 taguchi analizi ile elde edilen tahmini deney sonuglari
desteklemektedir. En ytliksek BS iiretimi %50 organik kaynak konsantrasyonu,
%10 aktif kiiltiir, 12 giin inkiibasyon siiresi ve pH 6 besiyeri ortaminda 5,41 g
bulunmustur, bu deger gercek deneyler sonucunda elde edilmis olup taguchi
metoduna gore olusturulan tahmini deney degeri ile aynidir. Ayrica tahmin
verilerinin R2 analiz sonucu 0,9919 dogruluk orani verdigi icin sonu¢lar dogru

kabul edilir.

En dugtik BS tretimi %25 organik kaynak konsantrasyonu, %30 aktif kiiltiir, 8

glin inkibasyon siiresi ve pH 5.5 besiyeri ortaminda -2,00 g bulunmustur.
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Taguchi analizi ile elde edilen tahmini deney sonuglarina gore organik kaynak
konsantrasyon, aktif kiiltiir, ve inkiibasyon siiresi sabit tutuldugunda pH 5.0’da
BS iretim miktar1 0,15 g iken pH 5.5'de 2,03 g olarak bulunmustur, pH

degerindeki artis BS iiretim miktarini olumlu yonde etkilemistir.

Taguchi analizi ile elde edilen tahmini deney sonug¢larina gore pH, aktif kiiltiir ve
inkiibasyon siiresi sabit tutuldugunda organik kaynak konsantrasyonu %50’de
BS iiretim miktar 3,94 g, organik kaynak konsantrasyonu %25 oldugunda ise BS
tretim miktar1 0,96 g olarak bulunmustur organik kaynak konsantrasyonundaki

azalma BS tUretim miktarini olumsuz yonde etkilemistir.

L.rhamnosus bakterisi tarafindan tiretimi gerceklestirilen BS ¢evre dostu gras bir
bakteri tarafindan tretildigi icin ambalaj materyali olarak gida sanayide medikal
sektoriinde, yara tedavisi, ila¢ kaplama, damar tretimi vb., alanlarda
kullanilabilme potansiyeli ortaya konmustur. Tez ¢alismasi sonucunda elde
edilen BS’un hidrojel yapis1 ve su tutma kapasitesinin yiiksek olmasi vb.,
ozelliklerinden yaralanarak, medikal ve gida sanayinde kullanilmak tizere farkl
polimerle fonksiyon kazandirilmis nanolif, nanokarbon iiretimi daha sonraki

yapilacak calismalar arasinda yer almaktadir.
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