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OZET

Bakteriyal seliiloz, bitkisel seliiloza alternatif olarak {retilen, basta tibbi
uygulamalar olmak tizere birgok uygulama alani olan ve hala gelistirilmeye ¢aligilan bir
biyopolimerdir. Bu ¢alismada sirke ¢esitleri kullanilarak seliiloz iireten asetik asit
bakterileri izole edilmistir ve seliiloz iiretim verimi en yiiksek olan ii¢ izolat secilmistir.
Bu {i¢ izolat elma ve liziimden yapilmis karisik sirkeden izole edilmis olup, izolatlarin
identifikasyonu i¢in hem geleneksel yontemler hem de 16S rDNA dizi analizi yapilmistir.
H4 (Komagataeibacter intermedius), HM3 (Komagataeibacter xylinus) ve M2
(Komagataeibacter xylinus) izolatlari ile hem statik kiiltiirde hem de ¢alkalamali kiiltiirde
bakteriyal seliiloz iiretimi yapilmuistir, seliiloz 6rneklerinin spesifik {iriin verim katsayisi
ve su tutma kapasiteleri incelenmis ve taramali elektron mikroskop (SEM) goriintiileri
elde edilmistir. Statik kiiltlirde iiretilen seliiloz 6rneginin Element Analizi, CP/MAS 13C
katt NMR, TGA, FT-IR ve XRD analizleri ile karakteristik 6zellikleri belirlenmis ve
kullanima uygun bulunmustur. Bu ¢alisma, Komagataeibacter intermedius bakterisiyle

seliiloz iiretimi ve karakterizasyonu konusunda tilkemizdeki ilk ¢aligmadir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyal seliiloz; Asetik asit bakterisi; Fermentasyon;

Komagataeibacter intermedius; Komagataeibacter xylinus



ABSTRACT

Bacterial cellulose, as an alternative to plant based cellulose, is a polymer which is
still trying to be improved while it has many applications including medical practices
foremost. In this study, different varieties of vinegar has been used to isolate acetic acid
bacteria that produces cellulose and three highest producers of cellulose have been
chosen. These three isolates have been isolated from apple and grape mixed vinegar.
Identification of these organisms were carried out both conventional methods and 16S
rDNA gene sequencing analyses. Isolates H4 (Komagataeibacter intermedius), HM3
(Komagataeibacter xylinus) and M2 (Komagataeibacter xylinus) were used to produce
bacterial celluose in both static and shaken culture. Spesific product yield coefficent and
water holding capacity of cellulose samples was examined. Scanning Electron
Microscope (SEM) photographs were obtained. In addition, the cellulose samples
produced in the static culture were characterized by Elemental Analysis, CP/MAS C
solid NMR, TGA, FT-IR and XRD analyses. All of the cellulose samples were found to
be convenient to use. Bacterial cellulose production by Komagataeibacter intermedius

and characterisation of the cellulose is the first report of Turkey.

Keywords: Bacterial cellulose; Acetic acid bacteria; Fermentation;
Komagataeibacter intermedius; Komagataeibacter xylinus
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1.GIRIS

Endiistriyel biyoteknoloji uygulamalarinin artmasiyla, 6zellikle son yillarda
mikrobiyal iiriin iiretiminde de orantili bir artis olmustur. Insanlar ¢ok eski ¢aglardan bu
yana basta peynir, ekmek, sarap, bira olmak iizere ¢esitli besin tirlinlerinin eldesinde
bilingsizce olsa da mikroorganizmalardan yararlanmislardir. Uygulanan molekiiler
yontemlerin gelistirilmesiyle tarimla iiretilen birgok {irliniin mikroorganizmalarca elde

edilmesi ve ekonomik olarak rekabet diizeyinin artmasi saglanmuistir.

Mikroorganizmalarin {irettigi, biyoteknoloji alaninda kullanilan en Onemli
materyallerden biri de polisakkaritlerdir. Bu polisakkaritlerin basinda da seliiloz yer
almaktadir. B-1,4 bagh glukoz monomerlerinden olusan seliiloz klasik yontemlerle
bitkisel kaynaklardan elde edilir. Pamugun % 94’iinden fazlasi, agacin %50’sinden
fazlas1 seliilozdan olusmaktadir. Diinya niifus artisina bakildiginda her gecen giin
seliiloza olan ihtiyacin da artacagi kolayca goriilmektedir. Klasik yontemlerle bitkilerden
seliilloz elde edilmeye devam edildik¢e artan seliiloz ihtiyacini karsilamak i¢in odun ve
pamuk yetistirilecek daha fazla alana ihtiya¢ duyulacaktir. Bu ihtiya¢ dogrudan diinyanin
karbon dongiisiine olumsuz etki etmektedir. Odun ve hidrokarbonlarin yanmasiyla
atmosfere ¢ok miktarda karbondioksit verilmesi kiiresel 1sinmayi tetiklemekte ve ekolojik
dengenin degismesine neden olmaktadir (Brown, 1998). Bu sebeplerden dolayi alternatif
kaynaklardan seliilloz elde edilmesi gittikce dnem kazanmis ve bir zorunluluk haline

gelmistir.

Seliilozun geleneksel olarak bitkisel kaynaklardan elde edilmesinin yaninda diger
bir yontem de mikroorganizmalardan biyosentez yoluyla elde edilmesidir. Bakteriyel
seliiloz, bitkisel kaynakli seliiloz ile ayn1 kimyasal yapiya sahiptir. Fakat mekanik
dayaniklilik, saflik, fibril ¢api, su tutma kapasitesi ve biyouyumluluk ozellikleri
bakimindan bitkisel seliiloza kiyasla tisttindiir (Shoda, vd., 2005; Chawla, vd., 2009).

Bu calismada biyoteknolojik yontemler kullanarak bakteriyel seliiloz tiretiminin
saglanmasi, farkli besiyerleri kullanilarak yiiksek seliiloz iiretme kapasitesine sahip
suslarin bulunup tanimlanmasi ve elde edilen bakteriyel seliillozun uygulama alaninin

arttirilabilmesi agisindan mekanik 6zelliklerinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Karbohidratlar

Karbohidratlar tabiatta en fazla bulunan makromolekiillerdir. Makromolekiillerin
en yogun olamidir. Hayvan, bitki ve bakteri metabolizmasinda hem yapisal hem de
metabolik olarak temel rol oynar. Karbohidratlar sakkaritler olarak da isimlendirilirler
ve bitkisel kaynakli gidalarda yaygin olarak bulunurlar. Dogada sadece ototroflar
tarafindan  sentezlenebilen karbonhidratlar, insanlar, hayvanlar ve birgok
mikroorganizma ig¢in ¢ok Onemli bir enerji ve karbon kaynagidir. En Onemli
karbohidratlardan biri glukozdur. Canlilarda ¢ok ¢esitli amaglar igin kullanilmaktadir.
Ormegin; hayvanlarda glukoz, glikojen seklinde depo edilerek enerji kaynagi olarak
kullanilmaktadir, bakteri ve bitkilerin hiicre duvar1 yapisinda yapisal element olarak
bulunur, yine bitkilerde glukoz, nisasta olarak depo edilir ve enerji kaynagi olarak
kullanilir (Goziikara, 1994).

Fotosentezle iiretilen karbohidratlarin bir kismi proteinler ve yaglar vb. diger
organik maddelere doniistiiriiliirken, geri kalan kisim ise polisakkaritler olarak seker
polimerlerine doniistiirtiliir. Dogada birgok tirtinde farkli molekiiler biiytikliik, sekil, yap1
ve ¢oziinilirlik gosteren cesitli kimyasal ve fiziksel ozelliklere sahip karbohidratlar
bulunur. Karbohidratlar, toksik olmadiklar1 i¢in kullanimlar1 gilivenlidir ve dogada
pargalanabilir 6zellikte olduklar1 i¢in g¢evre kirliligi agisindan geri doniisiimsiiz sorun

olusturmazlar (Saldamli, 1998).

Karbonhidratlar aktif aldehid veya keton grubuna sahip polihidroksi alkollerin
olusturdugu maddelerdir veya hidroliz edildiklerinde bu maddeleri veren yapilardir.
Karbohidratlarin kapali formiilleri, (CH20)n seklinde ifade edilir. Bazi karbohidratlar
(disakkaritler ve polisakkaritler) bu kapali formiile uymaz. Karbohidratlar karbon,
hidrojen, ve oksijen atomu disinda N(azot), S(kiikiirt) gibi elementleri de igerebilir.
Ayrica laktik asit (C3HeOz), formaldehit (CH20) gibi bazi bilesikler de bu formiile
uydugu halde karbohidratlar grubuna dahil degildir. Molekiildeki basit seker tinitelerinin

sayisina gore karbonhidratlar;
1.MonosakKkaritler

2.Disakkaritler



3.0ligosakkaritler
4.Polisakkaritler olmak iizere 4 sinifta incelenir (Saldamli, 1998).

Monosakkaritler: En basit karbonhidratlardir, basit sekerler olarak adlandirilir ve
daha basit sekerlere hidroliz edilemezler. Tek bir polihidroksi aldehit ya da keton
biriminden olusmustur. Glukoz, fruktoz, galaktoz, riboz, deoksiriboz, dihidroksiaseton,
gliseraldehit en onemli monosakkaritlerdir. Bunlarin i¢inde dogada en fazla bulunan
seker ise alt1 karbonlu olan D-glukoz’dur. Bazi monosakkaritler tabiatta serbest halde
bulunurlar. Kandaki glukoz ve meyvelerdeki friiktoz buna 6rnektir. Monosakkaritler
hiicresel isler icin en Onemli yakittir, ayrica diger monomerlerin (aminoasitler, yag

asitleri) sentezi i¢in ham madde olarak da goérev alirlar.

Monosakkaritler tatli, renksiz ve kristal yapidadir. Monosakkaritlerin tatli olma
ozellikleri molekiillerindeki hidroksil gruplarindan (-OH) kaynaklanir. Suda c¢ok
¢oziinlirler, polar yapida olmayan ¢oziiciilerde ise ¢6ziinmezler. Monosakkaritler
yapilarinda aldehid veya keton grubu tasimalarina gore aldoz ve ketoz olmak lizere 2
gruba ayrilirlar. Karbonil grubu(C=0) karbon zincirinin bir ucunda ise bu monosakkarit
bir aldehittir ve aldoz olarak adlandirilir. Fakat karbonil grubu karbon zincirinin ug
kisimlar1 disinda herhangi bir yerinde ise bu bir ketondur ve ketoz olarak adlandirilir

(Saldamli, 1998).

Disakkaritler: ki monosakkaridin glukozidik bagiyla bir molekiil su kaybederek
birlesmesinden disakkaritler olusur. Onemli disakkaritler maltoz, sukroz ve laktozdur.
Laktoz ve maltoz indirgen 6zellige sahipken sukroz bu 6zellikte degildir. Disakkaritler
suda kolayca erirler ve tatlilik dereceleri disakkaridin tiiriine gore degisiklik gosterir
(Goziikara, 1994; Saldamli, 1998).

Oligosakkaritler: Birkag monosakkaritin glukozidik bag ile birbirlerine baglanarak,
polimerize olmasindan oligosakkaritler meydana gelir. Hidroliz olduklarinda 2-10

monosakkarit olusturan karbohidratlardir. Onemli oligosakkaritlerden bazilar1 sunlardir:

e Raffinoz: Galaktoz-glukoz-fruktozdan olugsmus bir oligosakkarittir. Dogada
seker pancarinda ve birgok yiiksek organizasyonlu bitkide bulunur.
e Melezitoz: Glukoz-fruktoz-glukozdan olusmus bir trisakkarittir. Bitkilerin tatl

0z sularinda ve 6zellikle cam agacglarinda bulunmaktadir.



e Gentianoz: Glukoz-fruktoz-glukozdan olusmus bir trisakkarittir. ~ Gentian
denilen bitkinin kokiinde bulunmaktadir

e Planteoz: Galaktoz-fruktoz-glukozdan olusmus bir oligosakkarittir.

e Stakioz: Galaktoz-galaktoz-glukoz-fruktozdan olusmus bir tetrasakkarittir.
Indirgen olmayan bir tetrasakkarittir. Seftali ve soya fasiilyesinde
bulunmaktadir.

e Verbaskoz: Galaktoz-galaktoz-galaktoz-glukoz-fruktozdan  olusmus  bir
pentasakkarittir. Bir tetrasakkarit olan stakiozun galaktoz ucuna bir galaktoz
daha baglanmasiyla verbaskoz olusur.

e Linknoz: Galaktoz-glukoz-fruktoz-galaktozdan olusmus bir oligosakkarittir
(Goziikara, 1994).

Polisakkaritler: Cok sayida monosakkarit molekiiliinden meydana gelmis makro
molekiillerdir.  Oligosakkaritler gibi glukozidik baglarla baglanmis monosakkarit
polimerlerdir. Polisakkaritler asitlerle ve spesifik enzimlerle muamele edilerek tamamen
hidroliz olursa monosakkarit veya monosakkarit tiirevlerine (D-glukozamin, glukoronik
asit, N-asetil muramik asit, vb) ayrilmaktadir. Polisakkaritlerin yapisinda yer alan baslica
monosakkarit genellikle D-glukoz’dur. Fakat fruktoz, mannoz, ksiloz, arabinoz

yapilariyla da karsilagilmaktadir (Goziikara, 1994).

Polisakkaritlerdeki monosakkarit sayisi ¢ok genis bir araliga sahiptir ve
polisakkaritlerdeki monosakkarit sayisi polimerlesme derecesini gostermektedir. Yapida
yer alan zincir boyunca tekrar eden monosakkarit tinitelerine gore ve dallanma
derecelerine gore birgok farkli polisakkarit molekiilii bulunmaktadir.  Kimyasal
yapilarindan dolay1 polisakkaritler, homopolisakkarit ve heteropolisakkarit olarak iki

gruba ayrilir.

-Homopolisakkaritler: Bu polisakkaritlerin tamami ayni tip monosakkaritlerden
meydana gelmislerdir. Nisasta, glikojen, iniilin gibi bazilar1 depo formlar1 olarak islev
gortirler ve bunlar depo homopolisakkaritler olarak adlandirilirlar. Seliiloz ve kitin gibi
yapisal islev gorenleri de yapisal homopolisakkaritler olarak adlandirilirlar. Bunlara ek
olarak her iki islevi de saglayan mannan ve galaktan gibi homopolisakkaritler de

bulunmaktadir. Depo polisakkaritler (nisasta, glikojen) dallanma gosterirken yapisal



polisakkaritler (seliiloz) dallanma gostermemektedir (Nelson, vd., 2005; Goziikara,
1994).

-Heteropolisakkaritler: Cesitli monosakkarit birimlerinin polimerlesmesi ile
meydana gelen polisakkaritlerdir. ~ Heteropolisakkaritler tiim organizmalar igin
ekstraselliiler (hiicre dis1) destek saglamaktadir. Heteropolisakkaritlere 6rnek olarak
hemiseliiloz, glikomannoglikan, galaktomannoglikan ve bakteri hiicre duvarinda bulunan

peptidoglikan verilebilir (Goziikara, 1994).

Polisakkaritler, yiiksek molekiil agirligina sahip olup dogada rastlanan
karbohidratlarin ¢ogunu olusturmaktadir. Bu polisakkaritler ya depo gorevini iistlenerek
monosakkaritlerin depo edilmesini saglamakta ya da yapisal gérevdeyse hiicre duvari ve

bag dokusu yapisinda yer almaktadir (Goziikara, 1994).
Depo polisakkaritleri

a. Nisasta: En onemli bitkisel polisakkarittir. a-D-glukoz polimeridir.
Yapisal olarak amiloz ve amilopektin olmak tizere iki sekli vardir.

b. Glikojen: Hayvansal dokularda, ¢ogunlukla karaciger ve kaslarda depo
edilir. Bazi bakteri, alg ve mantar tiirlerinde de 6zellikle mayada bulunur. ao-D-
glukoz polimeridir.

C. Iniilin: D-Fruktozun (2-1) bag: ile polimerize olmasindan olusmustur.
Enginar, kara indiba, sogan ve sarimsak yumrularinda bulunmaktadir.

d. Dekstranlar: D-Glukozun polimeridir ve ¢ok dallanma gostermektedir.
Bakterilerde depo polisakkarit olarak bulunmaktadir.

e. Diger depo polisakkaritler: Fruktanlar (levanlar), mananlar, ksilan ve

arabinanlardir.
Yapisal polisakkaritler

a. Seliiloz: Glukoz birimlerinin $-1,4 glikozidik bagla baglanmasiyla ile
olusan diiz zincir yapisindaki homopolisakkarittir. B-D-glukoz polimeridir (Nelson
ve Cox, 2005). Fibroz, sert ve suda ¢Oziinmeyen yapidaki seliiloz ancak g¢ok
konsantre asitlerle 1sitildiginda pargalanarak disakkarit olan sellobioz ve D-glukoz

tinitelerine ayrilmaktadir. Seliiloz 6zellikle bitkisel yapida (govde, sap, dal ve hiicre



duvarinin dig kisminda) yer alan bir polisakkarittir. Pamuk, odun ve kagidin
yapisinda da genis 6l¢lide bulunur (Go6ziikara, 1994).

b. Glikopolisakkarit: Bakteri ve bazi mikroorganizmalarin hiicre duvari
yapisinda yer alirlar. Monosakkarit tiirevi ve peptidlerden olusmustur (Goziikara,
1994).

C. Glikoproteinler: Genellikle hayvan hiicre duvari yapisinda bulunmaktadir.
Karbohidrat ve protein kompleksinden olusmustur (Goziikara, 1994).

d. Asit  Mukopolisakkaritler: Birbirlerine benzer yapidaki bir grup
polisakkarittir. Bunlar iki tip tekrarlanan monosakkarit birimi igerirler. Bunlardan
en az biri karboksilik veya siilfirik olmak tizere asidik bir grup igerir. En yaygin
olarak bulunan asit mukopolisakkarit, hyaluronik asittir. Omurgalilarin bag destek
dokusunun hiicre membranlarinda ve ekstraseliiler sivisinda yani matriksde

bulunmaktadir (Goziikara, 1994).

Dogada yiiksek oranda rastlanan seliiloz bitkisel yapida yer almasinin yaninda bazi
mikroorganizmalar tarafindan ekstrasellular olarak sentezlenmektedir.  Bakteriyal
seliiloz, bitkisel kaynakli seliiloz ile ayn1 kimyasal yapiya sahiptir fakat fiziksel 6zellikleri
ve molekiiler yapist incelendiginde farkliliklar bulunmaktadir (Klemm, vd., 2001).
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2.2. Bakteriyal Ekstrasellular Polisakkaritler

Birgok mikroorganizma, ekstrasellular (hiicre dis1) polisakkaritler (EPS) olan
biyopolimerleri sentezleyebilmektedirler. Ekstrasellular polisakkaritler ya hiicre duvari
ile birlesmis yapidaki kapsiiler ya da biiyiik miktarlarda hiicre i¢inde olustuktan sonra
hiicre digina yani kiiltiir ortamina yayilan bagimsiz salgilar olarak iiretilen yapilardir
(Sutherland, 1998; Ramesh ve Tharanathan, 2003). Bu yiizden bu yapilar kapsiil ve slime
layer (c1vik tabaka) olarak isimlendirilir. Bu yapilar birgok farkli polisakkarit ve birkag
proteinden olusmaktadir. Genel olarak bu yapiya Glikokaliks de denir. Glikokaliks,
hiicre disinda polisakkarit igeren kisimdir fakat genellikle glikoproteinleri ve ¢ok fazla

sayida polisakkaritleri, polialkolleri ve aminosekerleri igerir (Brock ve Madigan, 1994).

Bazi bakteriler, alg, fungus ve mayalar bu polisakkaritleri sentezleme yeteneklerine
sahiptirler. Ekstrasellular polisakkarit hiicrenin dis kisminda bitisik olarak bulunan ve
sentezlendikten sonra hiicre disina ¢dziiniir veya ¢éziinemez sekilde birakilan polimerik
maddelerdir (Sutherland, 2001). Bakteriyal ekstrasellular polisakkaritlerin ¢ogunlugu
diizenli oligosakkaridlerin tekrarlanan birimlerinden olusmus heteropolisakkarit yapida,
bazilar1 ise tek tip sekerden meydana gelen bir homopolisakkarit yapidadir (Kenne ve
Lindberg, 1983). Seliiloz, gellan, ksantan, dekstran, pullulan ve siiksinoglukan bu
ekstrasellular polisakkaritlere 6rnektir ve ticari olarak da iiretilebilmektedir (Sutherland,
2001).

Mikrobiyal ekstrasellular polisakkaritler, birgok bakteri ve fungus cinsi tarafindan
uiretilebilmektedir (Lee, vd., 1997; Tavernier, vd., 1997). Organizmalarin ¢ogunda
bakteriyal polisakkaritler bulunmasina ragmen ¢ok azi ticari {irlin olarak
degerlendirilmektedir. Hem mikroorganizmalardan elde edilen hem de ticari olarak

onemli olan polisakkaritlere 6rnek olarak;

o seliiloz (Acetobacter xylinum)

o gellan (Pseudomonas elodea)

o ksantan (Xanthomonas campestris)

o stiksinoglukan (Rhizobium, Agrobacterium sp., Pseudomonas sp.)

o dekstran (Leuconostoc sp.)



o pullulan (Auerobasidium pullulans)

o alginatlar (Azotobacter vinelandii)

o velan (Alcaligenes sp.)

o emiilsan (Acinetobacter calcoaceticus)

o ramsan (Alcaligenes sp.) verilebilir (Crescenzi, vd., 1991).

Mikrobiyal polisakkaritlerin organizmalar {izerindeki etkisi incelendiginde
bakterinin olumsuz g¢evre sartlarindan korunmasinmi ve gesitli yiizeylere tutunmasini
sagladigi  goriilmektedir. Uretici  mikroorganizmalar tarafindan  katabolize
edilemediklerinden enerji kaynagi olarak kullanilmazlar fakat mikroorganizmay1 veya
ortami1 kurumaya karsi1 korur ve zararli ortamlardan uzaklastirirlar (Ophir ve Gutnick,
1994; Moriello, vd., 2003). Mikrobiyal polisakkaritler bakteriyi koruyucu bir ortii
seklinde sararak olasi tehlikelere karsi onlar1 korumakla birlikte ortamdaki metalik

iyonlarin tutulmasini da saglarlar (Denny, 1995; Gugliandola, vd., 2003).

Mikrobiyal polisakkaritlerin, mikroorganizmalar tarafindan iiretim ¢esitliligi fazla
olmasindan dolay1 kullanim alani da oldukg¢a genistir ve bu da ticari olarak iiretilmesini
onemli kilmaktadir. Mikrobiyal polisakkaritler fiziki ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1
yeni biyomateryaller gibi davranirlar ve kozmetik, tekstil, deterjan, gida, mayalanma
yapistirici, atik ve akarsu iyilestirmeleri, dere yatag: temizlemeleri gibi oldukca genis

kullanim alanlarina sahiptirler (Yalpani ve Sandford, 1987; Sutherland, 1998).

2.3. Bakteriyal Seliiloz
2.3.1. Bakteriyal seliilozun yapis1

Seliiloz, B-1,4 glikozidik baglariyla baglanmig D-glukopiranoz {initelerinin
dogrusal diziliminden olusan polimer bilesiklerdir. 2.000-14.000 arasinda glikopiranoz
biriminden olusur. Seliiloz, iki glukoz birimi igeren sellobiyozun izotaktik polimeridir.
Bu nedenle seliilozun zincirsel yapisindaki temel birim sellobiyoz olarak kabul edilebilir.
Glukoz initelerinin her birinde 2. 3. ve 6. karbonlarinda hidroksil gruplart bagh
bulunmaktadir. Buradaki hidroksil gruplart birbirlerine ya da O, N, S™ gruplarina
hidrojen baglari ile baglanmaktadirlar. Ayni zamanda seliilozun OH™ gruplarinda ve su
molekiillerinde de hidrojen baglar1 mevcuttur. Hidroksil gruplarinin burada sagladigi
durum, seliiloz yiizeyine hidrofobik 6zellik kazandirmasidir (Palonen, 2004). Seliiloz

zincirinin her iki sonunda da hidroksil gruplari bulunur ve farkli davranislar



gostermektedirler. C1 ile biten ug indirgen 6zellikte grup icerirken, C4 serbest hidroksil
grubuna sahip ug indirgen degildir (Akmaz, 2001).

CH,OH
: cHoH T\ [,
CH,OH T W o \ Llon RO
H @] sl OH HM O \
\ i/ —0 o KOH H 310 H
(! H OH
H OH
H  OH
-1

sellobiyoz Gnitest

Sekil 2.2. Seliiloz zincirinin kimyasal yapisi (Perez, vd., 2002).

Bakteriyal seliiloz, bitkisel kaynakl: seliiloz ile ayn1 kimyasal yapiya sahiptir fakat
fiziksel 6zellikleri ve molekiiler yapisinda farkliliklar bulunmaktadir (Klemm, vd., 2001).
Dogal kaynaklardan elde edilen seliiloz farkli zincir uzunluklarindan olusan bir yapiya
sahiptir. Zincirler arasinda hidrojen baglar1 bulunur. Seliiloz molekiilleri birbirleriyle
demetler halinde birleserek yapilar olustururlar. Bu yapilardan en kiigiigli elementel
fibrildir ve olusan bu demet ayn1 yonde uzanan 40 seliiloz molekiiliiniin birlesimidir.
Elementel fibriller (subfibriller) birleserek daha biiyiik demet olan mikrofibrilleri
olusturur. Mikrofibriller bir araya gelerek yigin halinde fibrilleri, fibriller de seliiloz

lamellerini meydana getirir (Hafizoglu, 1982).
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Seldloz Mibril

Sekil 2.3. Seliiloz fibriler yapis1 (Kirci, 2000).

Bakteriyal seliillozun fibril ag ¢apu, bitkisel seliilozun yaklasik % 1°1 kalinligindadir
ve bakteriyal seliilozun fibril ag ¢apinin 0.1 um oldugu bilinmektedir (Yoshinaga, vd.,
1997). Seliiloz fibrillerinin boyutu farkli arastirmacilara gore su sekildedir; Brown
vd.(1976)’na gore 3,2 x 133 nm, Zaar (1977)’e gore 3-4 nm x 70-80 nm, Yamanaka ve
Sugiyama (2000)’ya gore 4,1 x 117 nm, Bielecki vd.,(2001)’na gore ise 3,2 x 133 nm

ve 4,1 x 117 nm’dir.

Bakteriyal seliiloz ipliklerinin uzunlugu 1-9 pm, genisligi 1-25 nm, zincir sayist
aralig1 10-250 ve 2.000-18.000 say1 araligindaki glikoz biriminden meydana geldigi
bilinmektedir. Bu seliiloz iplikleri Gluconoacetobacter xylinum’da metabolik olarak inert

ve oldukgea saf olarak hiicre digina salinmaktadirlar (Ross, vd., 1991; Geyer, vd., 1994 ).
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(a) Bakteriyal seliiloz (x 20,000) (b) Bitkisel seliiloz (x 200)

Sekil 2.4. Bakteriyal seliiloz (a) ve bitkisel seliiloz (b) yapis1 (Bielecki, vd., 2001).

Bakteriyel seliiloz yapisinda genis hidrojen kopriileri bulunur (Geyer, vd., 1994).
Bu hidrojen baglar seliilozun kristalin yapisina neden olur. Seliilozun yapisinin %85’ini
kristalin bolge olusturur. Daha az diizenli olup seliilozun %15’ini olusturan kisim ise
amorf bolgedir (Ates, 1990; Ulbrik, 1991). Kristalinite seliiloza bir takim 6zellikler
kazandirir; suda ¢oziinememe, gerilme kuvveti, reaksiyonlara direnglilik, sert ve lifli yap1
bunlardan baglicalardir. Bu direnglilikten dolayr kristalin bdlge enzimatik
uygulamalarda dezavantajdir (Ryu ve Mandels, 1980). Amorf bdlgeler ise kolay
hidrolize olurlar (Tsao, 1978; Ulbrik, 1991).
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Sekil 2.5. a) Bakteriyal seliilozun i¢ zincirindeki hidrojen baglar1 b) Bakteriyal seliilozun
dis zincirindeki hidrojen baglar1 (Bielecki, vd., 2001).

Bakteriyel seliiloz, bitkisel seliilozdan Kristallenme indeksi ve polimerizasyon
derecesi bakimindan da farklidir. Bakteriyal selilloz ¢ok daha yiiksek kristallenme
indeksi degerine sahiptir. Kristallenme indeksinin farkli ¢caligmalara bakildiginda % 60-

%70 arasinda oldugu bildirilmistir (Valjamae, vd., 1999).

Polimer molekiillerinde birbirlerine baglanan monomer molekiillerinin sayisina
polimerizasyon derecesi denir. Glukoz monomerinden polimer seliiloz olusumu sirasinda
polimerizasyon derecesi (PD) 6 nin lizerindeyse sudaki ¢oziiniirliik azalir (Akmaz, 2001).
Seliilozun molekiiller aras1 giiglii hidrojen baglar1 sebebiyle ¢6ziinebilirligi PD
derecesinin artmasiyla diiser (Zhang, vd., 2006). Polimerizasyon derecesine bakildiginda
bitkisel seliillozdaki polimerizasyon 13.000-14.000 (Watanabe, vd.,1998), bakteriyal
seliilozdaki polimerizasyon 2000-6000 olarak bulunmustur (Teeri, 1997; Jonas ve Farah,
1998).
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Seliilozun, seliiloz I ve seliiloz II olmak iizere iki kristalize sekli vardir. Seliilozun
bu iki formu X-ray, niikleer magnetik rezonans (NMR), Raman spektroskopi ve Infrared
analizi ile goriilebilir (Johnson ve Neogi, 1989). Seliiloz I, paralel glukan zincirlerine ve
intramolekiiler hidrojen baglarina sahip mikro lifli yapidaki kristalografik formudur.
Seliiloz 1I, dogal seliillozun alkali maddelerle ¢oziilmesi veya muamele edilmesinin
ardindan suyla yikanmasiyla elde edilir. Suyla yikama agamasi Seliiloz I’in Seliiloz II’ye
seliilozu ¢6zmeden doniismesini saglar (Maguire, 1997). Seliiloz I’in de iki ayr1 formu
bulunmaktadir; seliiloz I, ve seliilloz Ig. Seliiloz I, genellikle bakteriyel selillozun ve
alglerin yapisinda yer alirken, seliiloz I bitkilerin yapisinda bulunmaktadir. CP/MAS
13C-NMR kullanilarak, seliiloz I, ve seliiloz Ig’nin ayrimi miimkiindiir. Statik kiiltiirde
olusan bakteriyal seliiloz, ¢alkalamali kiiltiirde olusan bakteriyal seliiloza gore daha fazla
seliiloz I, i¢erir (Watanabe, vd.,1998).

Bakteriyel seliillozun makroskobik goriintiisii kiiltiir sartlarina baglidir. Durgun
(statik) ve calkalamali kiltiirlerde olusan bakteriyal seliillozun taramali elektron
mikroskobundaki (SEM) goriinen yapisinda belirgin farkliliklar bulunur. Durgun
kosullarda s1v1 besi yerinin {ist yiizeyinde seliiloz tabakas1 olusur. Seliiloz fibrilleri daha
uzundur, bakteri hiicresinin yiizeyindeki porlardan disar1 ¢ikarlar ve kristalize olmus
mikrofibriller birbirlerine paralel biri digerinin iizerine yi1gilmis bir sekilde goriiniirler
(Jonas ve Farah, 1998). Durgun kiiltiirle olusan bakteriyal seliiloz fibrillerinin genisligi
daha uzundur (Johnson ve Neogi, 1989). Calkalamali kiiltiirlerde olusan bakteriyel
seliloz ise diizensiz, kivriml, kenarlar piriizlii, karistk graniiler goriinimdedir

(Yoshinaga, vd., 1997).
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Sekil 2.6. Durgun kiiltiirde bakteriyal seliiloz olusumu (Bielecki, vd., 2001).

Sekil 2.7. Calkalamali kiiltiirlerde bakteriyal seliiloz olusumu (Bielecki, vd., 2001; Czaja,
vd.,2004).

2.3.2. Bakteriyal seliilozun o6zellikleri

Bakteriyal seliiloz genellikle ¢oziinmeyen, gerilme direnci yiiksek ve elastik bir
biyopolimerdir. Bakteriyel seliiloz zarlar1 ¢ok hidrofilik bir yapiya sahiptir. Kuru
agirhiginin 60-700 kati1 arasinda su tutma kapasitesine sahiptir. Bu kapasite tiretim
yontemine gore farklilik gosterebilir. Durgun kosullarda iiretilen seliiloz zarinin toplam
agirliginin yalnizca % 1’1 seliiloz, geri kalan kismi ise sudur. Seliiloz liflerinin, sivi besi
yerine hiicre disina salinarak birlesmelerinden dolay1 toplam agirliktaki su oran1 ¢cok daha
fazladir ve bu s1vi igeriginden dolay1 bakteriyal seliiloz jelatinimsi bir goriintiiye sahiptir.

Bunlara ek olarak iiretim agsamasinda hidrofilik maddelerin eklenmesiyle bakteriyal
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seliilozun hidrofilik 6zelligi arttirilabilir (Yamanaka, vd., 1990; Geyer, vd., 1994;
Krystynowicz, vd.,1995,1997).

Bakteriyal seliiloza istenilen Ozellikler sentez sirasinda ya da Kkiiltiire edilirken
kazandirilabilir ya da ozellikleri gelistirilebilir, bu bakteriyal seliilozun en Onemli
ozelliklerinden biridir.  Uretim ydntemi, fermentdr segimi, besiyeri icerigi, hiicre
yogunlugu gibi kosullar sayesinde seliilozun 6zellikleri degistirilebilir. Bakteriyal seliiloz
bazi bilesikler ile birlestirilerek istenilen fizikokimyasal ozellikler elde edilebilir
(Yamanaka, vd., 1990). Bunun i¢in bazi yardimc1 materyaller; jelatin kollagen, pullulan,
aliminyum,heparin, alginatlar, poliakrilamid, polihidroksialkoller gibi bilesikler
kullanilir ve bunlar bakteriyal seliiloza emdirilerek, seliiloza adsorblanarak ya da
parcalanmis polimerle karistirilarak birlestirilir, bu sayede istenilen cesitli iiriinler elde
edilir (Bielecki, vd., 2001). Ayrica baz seliiloz tiirevleri; nisasta, dekstran, Siilfonik asit,
alkilfosfat benzeri diger polisakkaritler gibi bazi bilesikler, besiyerinin igine ilave
edildiginde, elde edilecek iiriiniin makroskobik morfolojisi, gerilme direnci, adsorblama
ozellikleri ve optik yogunlugu degisebilmektedir (Yamanaka ve Sugiyama, 2000).
Omegin; Listeria mesenteroides’den elde edilen dekstransukraz ve alternansukraz
kullanilarak bakteriyal selillozun enzimatik modifikasyonu gergeklestirilmistir.
Dekstransukraz ve alternansukraz enzimlerinin besiyerine ilave edilmesiyle A. xylinum
ATCC 10821 straini tarafindan 1,3; 1,4 ve 1,6’ya baglhh glukan monomerlerinden

meydana gelen ¢6ziiniir seliiloz sentezlenmistir (Kim, vd., 1999).

2.4. Bakteriyal Seliilloz Sentezleyen Mikroorganizmalar

Seliiloz; bitkiler, kiifler (Saprolegnia, Dictystelium discoideum) , bazi algler
(Vallonia) ve bakteriler tarafindan da sentezlenmektedir (Bielecki, vd., 2001). Seliiloz
sentezleyen baslica bakteriler; Acetobacter, Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium,
Alcaligenes, Pseudomonas, Rhizobium, Sarcinia, Zoogloea, Salmonella spp., E.coli,

K.pneumoniae ve degisik Cyanobacteria tiirleridir (Klemm, vd.,. 2001; Romling, 2002).

Seliiloz iiretim yeteneklerine bakildiginda bu mikroorganizmalardan en etkin olani
Acetobacter xylinum’dur. Ilk kez 1886 yilinda A.J. Brown tarafindan seliiloz irettigi
bildirilmistir. Once 1997 yilinda Yamada vd., tarafindan yeni yapilan siniflandirmayla
ad1 Gluconoacetobacter xylinus olmustur (Kornmann, vd., 2003). Ardindan yine Yamada

vd. tarafindan 2012 yilindaki yeni c¢aligmayla Komagataeibacter xylinus olarak
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isimlendirilmistir. Komagataeibacter xylinus bakteriyal seliilozun 6zellikleri, biyosentez
mekanizmas1 ve kristalizasyonu gibi 6zelliklerinin aragtirilip incelenmesinde model

mikroorganizma olarak kullanilmaktadir (Klemm, vd., 2001, Rezaee, vd., 2005).

Tiim bu bakterilerde sentezlenen bakteriyal seliilozun biyosentez mekanizmasi
aynidir fakat polimerin yapist organizmaya gore degisiklik gostermektedir (Ross,

vd.,1991; Jonas ve Farah, 1998).

Cizelge 2. 1. Bakteriyal seliiloz iireten bazi mikroorganizmalar ve iirettikleri selillozun

yapisi(Jonas ve Farah, 1998).

Organizma (genus) Seliiloz yapist Biyolojik gorev
Gluconoacetobacter Ekstrasellular pellik Aerobik ¢evrede tutmak
Acetobacter Ekstrasellular pellik Aerobik ¢evrede tutmak
Aerobacter Seliiloz fibriller Atik suda flokulasyon
Achromobacter Seliiloz iplikler Atik suda flokulasyon
Agrobacterium Kisa fibriller Bitki dokusuna birlesmis
Alcaligenes Seliiloz fibriller Atik suda flokulasyon
Sarcina Amorf seliiloz Bilinmiyor
Pseudomonas Belirgin fibril yok Atik suda flokulasyon
Rhizobium Kaisa lifler Birgok bitkiye birlesmis
Zoogloea Belirgin fibril yok Atik suda flokulasyon

2.4.1. Asetik asit bakterileri, kaynaklardan izolasyonu ve siniflandirilmasi
Mikrobiyolojide genelde asidik gidalarda bulunan, pH 5 degerinin altindaki pH

degerlerinde gelisebilen bakterilere asidofilik bakteriler denir. Asetik asit bakterileri

(AAB)’ de bu grupta yer almaktadir. Asetik asit bakterileri etanolii asetik aside okside

ederler.

Asetik asit bakterileri, 0,4-1 um genisliginde ve 0,8-4,5 um uzunlugunda boyutlara

sahiptir. Gram negatif ya da gram degisken 6zellik gosterirler. Metabolizmalari zorunlu
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aerobdur. AAB gelisimi i¢in en uygun sicaklik 25-30 °C, optimum pH degeri aralig1 5-
6,5’dur. Ayrica pH 3-4 arasinda da gelisim gosterebildikleri bilinmektedir. AAB, katalaz
pozitif ve oksidaz negatiftir. Elipsoidaldan ¢ubuk sekline kadar degisen goriiniimleri
vardir. Hareketli veya hareketsizdirler. Hareketli olanlarin peritrik veya polar flagellalar

bulunmaktadir. Endospor olusturmazlar (De ley, vd., 1984).

AAB, sekerli ortamlarda veya sirke, sarap, bira, bal, eksimis meyveler gibi etanol
iceren substratlarda gelisim gostermektedirler. Bu substratlarin {izerinde sekerleri ve
alkolii okside ederler. Ortamda son iiriin olarak organik asitlerin birikmesini saglarlar.
Etanolu asetik aside doniismesine ek olarak galaktozu galaktonik aside, sorbitolu sorboza,
glikozu glukonik aside, arabinozu arabonik aside doniistiirebilirler (Raspor ve Goranovic,
2008).

Cizelge 2.2. Asetik asit bakterilerinin genel 6zellikleri (De Ley, vd., 1984).

Ozellik Reaksiyon

Hiicre boyutu Genislik 0,4-1 um ve uzunluk 0,8-4,5 um
Gram boyama Gram negatif veya degisken
Oksijen ihtiyact Zorunlu aerob

Gelisim sicakligi ve pH 25-30 °C ve 5-6,5

Hiicre sekli Cubuk, elipsoidal, kivrimli
Hareketlilik Hareketsiz veya hareketli
Endospor Yok

Oksidaz Negatif

Katalaz Pozitif

Indol Pozitif

Jelatin Negatif

Etanol Asetik asite okside ederler

CaCOgz’l1 agarda Zon olusturur
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AAB, ilk sistematik siniflandirmasinda Acetobacter ve Gluconobacter olarak iki
cinse ayrilmistir. Ardindan taksonomik kriter ve molekiiler testler yeni siniflandirma
yapilmasin1 saglayarak Acetobacter ve Gluconobacter cinslerinin yiiksek filogenetik
benzerlige sahip oldugunu gostermis ve bunun sonucunda da “Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology” kitabinda Acetobacter ve Gluconobacter bakterileri
Acetobacteraceae ailesine dahil edilmistir. Acetobacter’in etanolu asetik aside ve
sonrasinda karbondioksit ve suya kadar oksitleyebilmesi fakat Gluconobacter’in asetik
asidi tamamen karbondioksit ve suya kadar oksitleyememesi bu iki cins arasindaki en
onemli farklardan birisidir (Guillamon ve Mas, 2011). DNA-DNA, DNA-RNA
hibridizasyonu ve 16S rDNA analiz gibi molekiiler tekniklere dayanarak yapilan son
siiflandirmaya gore asetik asit bakterileri, a-Proteobacteria’nin Acetobacteraceae
familyasi ig¢inde yer almaktadir. Acetobacteraceae altinda 15 cins tanimlanmigtir. Bu
cinsler sirasiyla su sekildedir: Acetobacter, Gluconobacter, Acidomonas (Urakami, vd.,
1989), Gluconacetobacter (Yamada, vd., 1997), Komagatabacter ( Yamada, vd., 2012),
Asaia (Yamada, vd., 2000), Kozakia (Lisdiyanti, vd., 2002), Saccharibacter (Jojima, vd.,
2004), Swaminathania (Loganathan ve Nair, 2004), Neoasaia (Yukphan, vd., 2005),
Granulibacter (Greenberg, vd., 2006), Tanticharoenia (Yukphan, vd., 2008) ve
Ameyamaea (Guillamon ve Mas, 2011), Acidocella (Yamada, vd., 2012),
Neokomagataea (Yamada, vd., 2012).

Asetik asit bakterileri izole edildigi bircok kaynak bulunmaktadir. Ameyamaea,
Acidomonas, Kozakia, Neoasaia, Saccharibacter, Swaminathania, Granulibacter,
Tanticharoenia ve Acidocella birer tiir igermektedir. Bu durum genel olarak asetik asit
bakterilerinin izole edildigi sirke, sarap ve meyve gibi kaynaklardan bu cinslerin ¢ok az
hatta nadiren izole edildigini gostermektedir. 1997 yilinda Yamada vd. yaptiklari
calismada Endonezyadaki bazi fermente gidalar, cicekler ve meyveler gibi farkh
kaynaklardan asetik asit bakterilerine ait olan 64 izolat elde edilmis ve bu bakterilerden
45 izolatin Acetobacter susu, 11’inin Gluconobacter susu, 8’inin Gluconacetobacter susu

oldugu belirlenmistir.

Sirke, bira, sarap, kefir, bal, kahve, cesitli meyveler gibi ¢ok cesitli kaynaklardan
asetik asit bakterilerinin simiflandirmas: yapilmistir. Bu dogal kaynaklardan asetik asit
bakterilerinin izolasyonu i¢in Hestrin ve Schramm (1954), Frauter ve Simonart (1952) bir

takim yontemler ve besiyerleri gelistirmislerdir (Swing, 1992; Du Toit ve Lambrechts,
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2002). Ayrica izolasyon sirasinda, besiyerine sikloheksimid, nisin gibi kimyasal
maddeler eklenerek maya ve laktik asit bakterilerinin inhibisyonu saglanmaktadir

(Swings, 1992; Du Toit, vd., 2002).

2007 yilinda kambugya c¢ayindan izole edilen sus Gluconacetobacter kombuchae
sp. nov. olarak adlandirilmis ve RG3" susu 16S rRNA gen dizilimi ydntemiyle analiz
edilmistir. Susun Gluconacetobacter cinsinden olup nitrojen baglayabilen ve seliiloz

iretebilen yeni bir tiir oldugu belirlenmistir (Debasree ve Gachhui, 2007).

2009 yilinda Tayland’da yapilan bir ¢alismada ise baldan 4 termotolerant (CMUI,
CMU2, CMU3, CMU4 ) AAB izole edilmistir. Izolatlar Gluconobacter olarak tespit
edilmistir. Ek olarak izolatlarin farkli sicakliklarda (30°C ve 37°C) etanol ve asetik asit
toleranslar1 arastirilmistir.  Sonuglar izolatlardan sadece CMU4’tin 30°C’de %10 (v/v)
etanol konsantrasyonuna ve 37°C’de %9 (v/v) etanol konsantrasyonuna kadar gelisim
gostererek en fazla toleransa sahip oldugunu fakat diger izolatlarin hepsinin %1 (v/v)
asetik asit konsantrasyonunda 30°C sicakliga kadar gelisim gosterebildikleri

belirlenmistir (Kappeng ve Pathom-Aree, 2009).

Elma sirkesiyle yapilan bir ¢alismada izole edilen asetik asit bakterilerinin tiirleri
A. pasteurianus, Ga. hansenii, Ga europaeus ve Ga. xylinus olarak belirlenmistir. 2010
yilinda yapilan bu ¢alisma elma sirkesi fermantasyonundan Gluconacetobacter cinsinin
sorumlu oldugunu gosteren ilk ¢alisma olarak bildirilmistir. Bunun sebebi ise elde edilen
izolatlarmm % 35,3’ini Ga. europaeus ve Ga. xylinus tiirlerinin olusturmasidir
(Fernandez-Pérez, vd., 2010a).
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Cizelge 2.3. AAB'nin siniflandirilmasi (Yamada, vd, 2012).

Cins Tiir Cins Tiir
Acetobacter A. cerevisiae Gluconacetobacter  Ga. azotocaptans

A. malorum Ga. johannae

A. orleanensis Ga. diazotrophicus

A. indonesiensis Ga. liquefaciens

A. cibinongensis Ga. sacchari

A. orientalis

A. senegalensis Komagatabacter K. saccharivorans

A. tropicalis K. xylinus

A. estunensis K. intermedius

A. oeni K. sucrofermentans

A. aceti K. nataicola

A. nitrogenifigens K. swingsii

A. pomorum K. europaeus

A. pasteurianus K. rhaeticus

A. peroxydans K. oboediens

A. fabarum K. hansenii

A. lovaniensis K. kombuchae

A. ghanaensis K. entanii

A. syzygii

Asaia As. krungthepensis

Gluconobacter  G. japonicus As. bogorensis

G. frateurii As. lannensis

G. thailandicus As. prunellae

G. wancherniae As. spathodeae

G. cerinus As. siamensis

G. roseus As. platycodi

G. oxydans As. astilbes

G. kanchanaburiensis

G. albidus Neokomagataea Ne. tanensis

G. sphaericus Ne. Thailandica

G. kondonii

Tanticharoenia T. sakaeratensis

Saccharibacter S. floricola Ameyamaea Am. Chiangmaiensis
Swaminathania Sw. Salitolerans Kozakia Ko. baliensis
Neoasaia N. chiangmaiensis Granulibacter Gr. bethesdensis
Acidocella Acidocella facilis Acidomonas Ac. methonolica

Asetik asit bakterilerinin tanimlanmas1 i¢cin DNA ve rRNA hibridizasyon

yontemleri, dizi analizleri ya da PCR yontemleri (RAPD-PCR, PCR-DGGE) gibi ¢esitli

molekiiler yontemler kullanilmaktadir. 2005 yilinda Dellaglio vd., tarafindan yapilan
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calismada elma suyundan 2 yeni tiir belirlenmis; Gluconacetobacter swingsii sp. nov. ve
Ga. rhaeticus sp. nov. olarak adlandirilmistir. DST GLO2T ve DST GLO1T kodlu bu iki
izolatin fenotipik ve kemotaksonomik 6zelliklerine bakilmasindan sonra 16S rRNA gen

dizilimi yontemi ile Gluconacetobacter cinsine ait 2 yeni tiir oldugu saptanmustir.

De Vero ve Giudici (2008) sirke kullanarak yaptigi ¢aligmada PCR-DGGE
molekiiler teknigi ile elde edilen izolatlarin Acetobacter, Gluconobacter ve

Gluconacetobacter cinsleri oldugunu tanimlamastir.

2.5. Bakteriyal Seliillozun Biyosentezi

Bakteriyel seliilozun biyosentezi temelde 4 basamaktan olusmaktadir. Bu
basamaklarin her kisminda ¢ok sayida 6zel enzim, katalitik ve diizenleyici protein
kompleksleri yer almaktadir (Chawla, 2009). Biyosentez islemi glukozun, iridin
difosfoglukoz (UDPGIc)’a sentezini de igerir ve ardindan B-1,4 glukan zincirine
polimerizasyonuyla devam etmektedir. Olgunlagsmamus B-1,4 glukan zincirleri bir araya
gelerek seride benzeyen karakteristik sekilli yapiya doniisiir. Bunlarin da yiizlercesi veya
binlercesi bir araya gelerek seliiloz zincirlerini olusturur (Bielecki, vd., 2001). Burada

UDPGlc, seliiloz sentezinin 6ncti maddesidir (Ross, vd., 1991).

e Birinci basamak: Glukoz, glukokinaz enzimi ile glukoz—6-P’a katalizlenir.

e ikinci basamak: Glukoz-6-P, fosfoglukomutaz enzimi ile glukoz-1-P’a
doniistir.

e Ugiincii basamak: Glukoz-1-P, UDPGIc pirofosforolaz enzimi ile
UDPGIc’ye katalizlenir.

e Dordiincii basamak: UDPGlc, seliiloz sentaz enzimi yardimiyla seliiloza

dontisiir (Ross, vd., 1991; Holmes 2004; Krystynowics, vd., 2005)

Gluconoacetobacter xylinum’da karbon metabolizmasi Pentoz fosfat dongiisii,
Krebs dongiisii ve Glikoneogenez ile baglantilidir. Karbonhidratlarin oksidasyonu i¢in
Pentoz Fosfat Dongiisii ve organik asitlerle buna bagl iiriinlerin oksitlenmesinde ise
Krebs Dongiisii rol alir. Seliiloz, karbon metabolizmasimnin son {riiniidiir.
Gluconoacetobacter xylinum 'da fosfofruktokinaz enzimi bulunmamaktadir. Bu nedenle
glikoliz gergeklesmez yani anaerobik sartlarda glikozu metabolize edememektedir.
Okzaloasetat dekarboksilaz enziminin farkli diizenlenmesiyle Gluconoacetobacter

xylinum’da glikoneogenez gerceklesmektedir (Ross, vd., 1991).
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Sekil 2.8. Ga. xylinum'da karbon metabolizmasi. CS, seliiloz sentaz; UGP, UDPGlc
pirofosforolaz; UDPGlIc, {iridin difosfoglukoz; Glc-(1)-P, glukoz-1-fosfat; PGM,
fosfoglukomutaz; Glc-(6)-P, glukoz-(6)-fosfat; G6PDH, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz;
PGA, fosfoglukonik asit; GK, Glukokinaz; PGI, fosfoglukoizomeraz; Fru-6-P, fruktoz-
6-fosfat; FBP, fruktoz 1-6-bifosfat fosfotaz; Fru-bi-P, fruktoz-1,6-bifosfat; FK,
fruktokinaz; 1PFK, fruktoz-1-fosfat kinaz; PTS, fosfotransferaz sistemi (Bielecki, vd.,
2001).

Bazi tiirler ise karbon kaynagi olarak fruktozu kullanirlar ve burada
fosfoglukoizomeraz yiiksek aktivite gosterir. Fruktoz, fruktoz-1-fosfata ve sonra fruktoz-
1,6-bifosfata katalizlenir (Bielecki, vd., 2001).

Seliiloz sentezinde UDPG-pirofosforilaz (UGP) 6nemli role sahip enzimlerden
birisidir.  UDPG-pirofosforilaz varliginda olusan UDPGlIc, seliiloz sentaz enzimi

tarafindan substrat olarak kullanilir. Cel (seliiloz liretmeyen fenotip) mutantlarla yapilan
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caligmalar, bu fenotiptekilerin UDPG-pirofosforilaz enzimine sahip olmadiklarin
gostermistir. Bu sayede UDPG-pirofosforilazin glikoz niikleotitlerini pargalayici aktivite

gosterebilen tek enzim oldugu belirlenmistir (Valla, vd., 1989).

2.6. Bakteriyal Seliiloz Uretim Yontemleri

Bakteriyal selilloz {iretiminde hangi yontemin kullanilacagi elde edilecek
biyopolimerin kullanilacagi alana baglidir. Kullanilan iiretim yontemine ve fermentor
cesidine gore TUretilen seliilozun yapisi, mekanik ve fiziksel 6zellikleri degisiklik
gostermektedir. Statik (durgun) kiiltiir ve calkalamali kiiltiir yontemleriyle bakteriyal
seliloz sentezi gerceklestirilir. ~ Ayrica bakteriyal selilloz sentezinin daha 1yi
optimizasyonu ve daha kolay kontrolii i¢in 6zel fermentorler; yatay fermentorler, donen
disk reaktorleri, donen biyofilm kontaktorler(RBC), spin filtre donanimli biyoreaktorler,
silikon membranl reaktorler, kiiresel kabarcik siitunlu (Fluidized Bed) biyorektorii ve
hava kaldirmali reaktorler kullanilabilmektedir (Yoshino, vd., 1996; Krystnowicz, vd.,
2002; Kim, vd., 2007; Jung, vd., 2007).

2.6.1. Statik kiiltiir

Statik kiiltiirde bakteriyal seliiloz iiretimi, kiiltiir ortaminin ylizey/hacim oranina
baghdir. Burada kiiltiir ortaminin yiizeyinde zar seklinde seliiloz olusumu gerceklesir.
Kuvvetli hidrojen baglarma ve paralel konumda glukan zincirlerine sahip yapidaki
seliiloz I olusumu durgun kiiltiirde daha ¢ok gozlemlenmektedir ve burada seliilozun
kristallenme indeksi diger yontemlere gore daha yiiksektir (Bielecki, vd., 2001,
Krystnowicz, vd., 2002; Sun, vd., 2005; Hornung, vd., 2006).

Statik kiiltiirle tiretim uygulamasi kolay ve ¢ok tercih edilen bir yontem olmasina
ragmen bir¢ok dezavantaji da vardir. Statik-batik kiiltiirde oksijen akimi istenilen sekilde
saglanamamaktadir ve fermentasyon sivisinin viskozitesinde artis olmaktadir. Kiiltiir
ortam1 yiizeyinde zar seklinde seliiloz olusumu besi yerine yeteri kadar oksijenin gegisine
izin vermemekte bu da yiizeyin altindaki hiicrelerin zamanla lmesine neden olmaktadir.
Diger bir sorun ise kiiltiir ortam1 pH kontroliiniin saglanmasidir. Kiiltiir ortaminda
glukonik asit veya laktik asit birikmesi nedeniyle pH’1n diismesi mikrobiyal biiyiimeyi ve
seliiloz olusumunu olumsuz etkileyecektir. Bu sorunu ortadan kaldirmak i¢in ortama
asetik asit ilave edilmistir. Acetobacter spp. asetik asidi karbondioksit ve suya

pargalamasi sonucunda pH diismemis, 5,5 olarak sabit kalmistir (Watanabe, vd., 1998).
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Statik kiiltiirde siv1 yiizeyinde sinirli oranda pellik olusumu olmasindan dolayi seliiloz
sentezi sirasinda ortam hareket ettirilmemelidir bu da kontroliin siirekli olmasin
engellemektedir. Bunlara ek olarak statik kiiltiirle iiretimde oOlgek biiylitme ve
fermentasyon siiresinin uzun olmasi problemleriyle de karsilasilmaktadir. Giintimiizde
statik kiiltiir ¢alismalari yaygin olarak devam etmekte, dezavantajlar giderilmeye
calisilmakta ve bu yontemle ticari seliiloz triinleri iiretilmektedir (Bielecki, vd., 2001,

Krystnowicz, vd., 2002; Shoda ve Sugano, 2005; Kongruang, 2008).

2.6.2. Calkalamah kiiltiir

Calkalamali kiiltiirle tiretim kullanilmaya ilk baslandig1 zaman seliiloz iiretimi i¢in
elverigli olmamistir. Calkalamali kiiltiir sirasinda spontan mutasyonlar nedeniyle ya da
seliiloz tretmeyen (Cel’) hiicrelerin, seliiloz iireten hiicrelere (Cel™) baskin gelmesi
nedeniyle seliiloz iiretiminde kayiplar yasanmistir. Bu da statik yonteme kiyasla seliiloz
veriminin daha diisiik olmasina neden olmustur (Johnson ve Neogi, 1989; Vandamme,
vd., 1998). Ancak arastirmacilar ¢alkalamali kiiltiirler i¢in uygun olan suslari izole
etmeyi basarmiglardir; bunlardan ilki de kirazdan izole edilen Acetobacter xylinum
BPR2001 adli izolattir. Ardindan 2003 yilinda Son ve arkadaslari sirkeden izole ettikleri
Acetobacter sp. V6 izolatinin 200 rpm hizinda galkalamali kiiltiirde seliiloz tiretim
yetenegini kaybetmedigini kanitlamiglar (Tsuchida ve Yoshinaga 1997; Son, vd., 2003).

4
BK 7.58¥m

(a) (b)

Sekil 2.9. Statik kiiltiir (a) ve ¢alkalamali kiiltiir (b) ile iiretilen bakteriyal seliilozun SEM
goriintiileri (Czaja, vd., 2004).
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Statik yontemde elde edilen zar yapisindaki seliilozun aksine ¢alkalamali kiiltiirde
karistiricinin - etkisiyle diizensiz yapida, lifli kiirecikler seklinde seliiloz olusur.
Calkalamali kiiltiirde seliiloz mikrofibrilleri daha ince ve polimerizasyon derecesi daha
distiktiir.  Lifli yapmin besiyeri viskozitesini arttirmasi, oksijenin homojen olarak
iletilmemesine neden olmasi yontemin dezavantajlarindan bazilaridir. Yiiksek karistirma
giicli enerji maliyetini artmasina neden olacaktir. Kiiltiir sivisi viskozitesinin diisliriilmesi
i¢in de besiyeri alani ile karigtirict giicii arasindaki fark en aza indirgenmelidir. Homojen
karistirma ve oksijen iletiminin saglanmasi i¢in karistiricinin sekli, yeri ve giicii ¢cok
onemlidir. Bu sebeplerden dolayi ve seliiloz tiretim kontroliiniin daha iyi saglanmasi igin
0zel fermentorler gelistirilmistir (Kouda,vd., 1997; Watanabe, vd., 1998; Jung, vd., 2005;
Chawla, vd., 2009).
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Cizelge 2.4. Bakteriyal seliiloz iiretiminde kullanilan reaktorler ve karsilagtiriimasi.

Reaktor tiirii Avantaj Dezavantaj Kaynak
Donen disk reaktor — Yiiksek hiicre Stirekli tiretim (Krystynowicz, vd.,
konsantrasyonu, olmadigindan 2002)
aerobik bakteriler kontaminasyon
icin uygun riski yliksek
Donen biyofilm Yiiksek hiicre Biiytik 6lgekli (Hofinger, vd.,
kontaktor (RBC)  konsantrasyonuve iiretim kisitl 2011)
verim, Uriniin
ayrismasinda
kolaylik
Karistirmali reaktér  Yiiksek hiicre Hicrelerde (Chao, vd.,
konsantrasyonu ve yiiksek direng, 2001(a); Noro, vd.,
verim, uzun siireli daha fazla 2004; Jung, vd.,
uretim karistirma 2007; Zinnanti, vd.,
gereksinimi 2009; Cheng, vd.,

Kiiresel kabarcik
stutunlu reaktor

Hava kaldirmali
reaktor

Uzun siireli iiretim
ve homojen parcacik
karisimi; diistik
direng

Yiiksek hiicre
konsantrasyonu ve
verim, diislik direng

Yiiksek enerji
maliyeti ve
biyofilm

olusturma siiresi

Biyofilm
olusturma siiresi

2011)

(Song, vd., 2009)

(Chao, vd., 1997,
2000, 2001b; Noro,
vd., 2004; Zuo, vd.,
2006; Cheng, vd.,
2009)

Bakteriyal seliilozun en yiiksek verimle iiretilmesi ve kontroliiniin iyi bir sekilde

saglanmasi icin ¢esitli 6zel fermentorler de gelistirilmistir.

Donen disk reaktorlerde,

yarist besiyerine batirilmis yarisi havayla etkilesim halinde olan ve motor yardimiyla

donen disklerden olusan bir yatak bulunur. Diskler dondiikge disklerin besiyerine ve

atmosfere armaruz kalan yiizeyi siirekli olarak degisir. Burada disk yiizeyine inokiile olan
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hiicreler besiyeri kismindan gerekli nutrientleri, atmosfer kismindan da ihtiya¢ duydugu
oksijeni alarak seliiloz iiretimini gerceklestirir. Ayrica burada seliilloz zarina zara
verilmeden besiyerinden kolaylikla 6rnek alinip kontrol altinda tutulabilmektedir

(Krystnowicz, vd., 2002; Mormino ve Bungay, 2003).

Donen biyofilm kontaktér (RBC), yatay bir saft iizerine monte edilmis bir dizi
dairesel diskten olusur. Burada da diskler dondiiriiliirken ekimi yapilan hiicreler hem
besiyeriyle hem de havayla temas halindedir. Digerlerine kiyasla hiicreler donerken daha
az kayma gerilmesine maruz kalirlar ve oksijen transfer sistemi burada daha iyidir (Kim,
vd., 2007).

Hava kaldirmali reaktorler dlgek biiyiitmenin rahatlikla yapilabilmesi, karistiric
olmamasi sayesinde enerji maliyetinin ve kesme geriliminin diisilk olmasi nedeniyle
seliiloz tiretiminde tercih edilen reaktdrler arasindadir. Viskozitesi yiiksek yani akiskan

olmayan besiyerlerinin kullanimi i¢in uygun olmamasi1 dezavantajlarindan birisidir

(Chao, 2000; Chao, 2001).

2.6.4. Siirekli kiiltiir

Bakteriyal seliiloz siirekli ve statik kosullar altinda da tretilebilir. Kiiciik ya da
biiytik tepsilerdeki Hestrin-Schramm besiyerine 28 °C’de inokiile edilen A. xylinum 2 giin
inkiibasyondan sonra yiizeyde pellik olusturur. Pellik toplanip bakteri hiicre duvarmni
denatiire etmek i¢in tamamen sodyum dodesil siilfattan (SDS) gegirilir. Ardindan pellik
35 mm h! hizla dénen bir silindire koyulur ve optimum sartlarin korunmas1 amaciyla her
8-12 saatte bir ortama taze Hestrin-Schramm besiyeri eklenir ve bu islem birkag hafta
boyunca devam eder. 2-3 giinliik inkiibasyondan sonra pellik olusumu baslar ve filament
¢ekme kuvveti daha giiglii bakteriyal seliiloz elde edilir (Sakairi, vd., 1998; Bielecki, vd.,
2001).

2.7. Bakteriyal Seliilozun Saflastirilmasi

Fermentasyon sonrasinda elde dilen bakteriyal seliiloz, hiicre ya da ortam bileseni
kalintis1 igerdigi i¢in saf degildir. Genellikle besiyeri sivisindan kazanilan islenmemis
selilloza bagli hiicreler bulunacagi icin verim yorumlamasi yapilirken buna dikkat
edilmelidir. Sodyum, potasyum hidroksit, sodyum Klorat, seyreltilmis asitler, H>O»,
organik ¢oziiciiler ya da sicak su gibi ¢ok farkli ajanlar tek baslarina ya da bilesik halinde

bakteriyal selillozun tamamen saf hale getirilmesi i¢in kullanilabilir (Yamanaka, vd.,
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1990; Bielecki, vd., 2005). Kiiltiir ortamindan bakteriyal seliillozun saflastiriimasinda en

yaygin olarak kullanilan yontem su sekildedir:

Pellik, 4000 xg’de 20 dakika santrifiij edilerek fermentasyon sivisindan toplanir

J

Kalan besiyerini uzaklastirmak i¢in deiyonize su ile yikanir

J

Bakteri hiicrelerinden arindirmak i¢in 80 °C’de 0.1 M NaOH ile 20 dak muamele
edilir

J

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

J

Deiyonize su ile yikanir

J

Saflagtirilan bakteriyal seliiloz hava/isi/dondurarak kurutulur (Bielecki, vd., 2005)

2.8. Bakteriyal Seliiloz Uretimine Etki Eden Faktorler

Bakteriyal seliiloz iretimini etkileyen faktorler arasinda besiyeri igerikleri, cevresel
kosullar ve yan {irtinlerin olusumu vardir. Genellikle yiiksek karbon ve sinirli oranda
niitrient igeren (genellikle azot) besiyerleri polisakkarit tiretimi igin uygundur. Yiiksek
verimli polisakkarit fermentasyonu, kullanilan karbon kaynaginin %60-80’inin ham
polimere doniismesine dayanir. Ortamin optimum icerik ve sartlarda tasarlanmasi
mikroorganizmanin gelisimi i¢in ¢ok dnemlidir ve bu durum {irtin olusumunu da tesvik
eder. Mikroorganizmanin gelisimi i¢in gerekli niitrientler; karbon, azot, fosfor, kiikiirt,
potasyum, magnezyum tuzlaridir ve gelisimini etkileyen ¢evresel kosullar; sicaklik, pH,
fermentasyon siiresi, ¢oziinmiis oksijen miktaridir (Ramana, vd., 2000; Shoda ve Sugano,
2005). Bazen hiicre gelisimini ve iiretimi arttirmak i¢in amino asit ve vitamin igerikli

kompleks besiyerleri de kullanilmaktadir (Matsuoka, vd., 1996).
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2.8.1. Karbon kaynag

Bakteriyal seliilloz iiretiminde en Onemli faktor karbon kaynagidir (Bielecki,
vd.,2001). Karbon kaynagi olarak en ¢ok glukoz ve siikroz kullanilmasinin yaninda
fruktoz, maltoz, nisasta, ksiloz benzeri karbohidratlar ve gliseroliin karbon kaynagi olarak

kullanildig1 ¢aligmalar da yapilmaktadir (Masaoka, vd., 1993).

Ishihara ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada A. Xxylinum IFO 15606 tarafindan
irettikleri bakteriyal seliilozda karbon kaynagi olarak ksiloz kullanmis ve 3.0 g/L’lik bir
verim elde etmiglerdir (Ishihara, vd., 2002). A. xylinum NCIM 2526 izolatindan
bakteriyal seliiloz {iretimi i¢in en uygun karbon kaynaklarinin glukoz, sukroz ve mannitol
oldugu bulunmustur (Ramana, vd., 2000). Kombugadan izole edilen Gluconacetobacter
xylinus susuyla maksimum bakteriyal seliiloz iiretimi karbon kaynagi olarak mannitol

kullanildiginda elde edilmistir (Nguyen, vd.,2008).

Acetobacter xylinum ATCC 10245 izolat1 kullanilarak farkli karbon kaynaklarinin
selilloz membran iiretim verimliliklerine bakilmistir. Karbon kaynagi olarak glukoz,
gliserol, arabinoz, etanol, ksiloz, galaktoz, laktoz, fruktoz, galaktoz, fruktoz, mannoz,
ramnoz, sorboz, methanol, inositol kullanilmistir. Calismanin sonunda dort ana karbon
kaynaginin verimlilikleri hesaplanmis ve ilave edilen substrat miktarina gore en yliksek

bakteriyal seliiloz verimi %28.7 ile gliserolde bulunmustur (Keshk ve Sameshima, 2005).

2.8.2. Azot kayna@

Azot, hiicre metabolizmasi i¢in gerekli olan proteinlerin ana bilesenidir ve bakteri
kuru hiicre kiitlesinin %8-14’iinii olusturur. Cesitli azot kaynaklarinin bakteriyal seliiloz
tiretimi tizerindeki etkisine bakildiginda A. xylinum ig¢in; kazein hidrolizat 5 g/L’lik bir

verim ve pepton 4.8 g/L’lik bir verim vermistir (Ramana, vd., 2000).

Yeast ekstrakt konsantrasyonlarinin farkli karbon ortamlarinda bakteriyal seliiloz
tiretimi lizerindeki etkisi incelenmistir. Ortamdaki yeast ekstrakt konsantrasyonu 5-60
g/L araliginda ve karbon kaynagi 20 g/L iken maksimum bakteriyal seliiloz verimi (6.7
g/L) yeast ekstrakt konsantrasyonu 40 g/L iken elde edilmistir (Yang, vd., 1998).

2.8.3. Sicakhik
Sicaklik hem biliylimeyi hem de iiretimi etkileyen 6nemli bir parametredir.

Maksimum bakteriyal seliiloz {iretimi i¢in polimerizasyon derecesinin (DP) ve su tutma



30

kapasitesinin en iyi oldugu optimum sicaklik 28 - 30 °C olarak gosterilmistir
(Wlochowicz, 2001; Hestrin ve Schramm, 1954). Acetobacter sp. A9 izolatinda 20 °C ile
40 °C arasinda seliiloz tiretimindeki degisim incelenmistir. Sonuca gore 25 °C’ in altinda
herhangi bir seliiloz tiretimi olmazken, 35 °C’ in istiinde ise seliilloz veriminde azalma

oldugu tespit edilmistir (Son, vd., 2001).

2.8.4. pH

Bakteriyal seliiloz iiretimi i¢in kiltlir ortaminin optimum pH degeri 4.0-6.0
araliginda olup pH 4.0’iin altinda seliiloz verimi diismektedir. Uretim boyunca pH’n
optimum aralikta tutulmasi énemlidir ¢ilinkii fermentasyon sirasinda ortamda glukonik

asit, laktik asit veya asetik asit birikmesi nedeniyle pH degeri diismektedir (Masaoka, vd.,

1993; Kongruang, 2008).

Bakteriyel seliiloz iiretim siirecinde besiyerinin inkiibasyon baslangicinda ve
sonrasinda pH degisimi incelenmistir. Karbon kaynagi olarak oOzellikle glukozun
kullanildig1 besiyerlerinde ortamda glukonik asit birikmesinden dolay1 pH 3,9’a kadar
diismektedir ve seliiloz iiretimi de dogrusal olarak azalmaktadir. Yapilan ¢aligmada
ortama lignosiilfonat ilave edildiginde glukonik asit birikiminin azaldigi, pH degerinin
diismedigi ve bakteriyal seliiloz liretiminin arttig1 goriilmiistiir. Bu durum lignosiilfonatta
antioksidan ve polifenolik bilesiklerin varligindan dolay1 glukonik asit olusumunun

engellenmesine dayandirilmistir. (Keshk ve Sameshima 2005).

2.8.5. Coziinmiis oksijen

Bakteriyal seliiloz iiretiminde ortamdaki ¢oziinmiis oksijen miktar1 6nemli ve
kisitlayici bir faktordiir. Ortamda ¢6ziinmiis oksijen miktar1 yiiksek oldugunda glukozun
karbon kaynagi olarak kullanildigi ortamlarda glukonik asit birikimi artmakta ve seliiloz
tiretim miktar1 diismektedir. Coziinmiis oksijen miktarinin diisiik oldugu ortamlarda ise
kiiltiirlerin geligsmesi icin yeterli oran saglanamadig: igin iiretim verimi diismektedir.
Yapilan ¢aligmalara gore en yiiksek bakteriyal seliilloz iiretim verimi %10 oraninda

¢oziinmiis oksijen miktarinda elde edilmistir (Shirai, vd., 1994; Hwang, vd., 1999).

2.9. Bakteriyal Seliilozun Uygulama Alanlar
Bakteriyal seliilozun kimyasal saflik, yiiksek su tutma kapasitesi, dayanikliligi,

yiiksek kristallenme derecesi, genis ylizey alani, bakteri strainlerinin ucuz atiklarda
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gelisebilmesi gibi ozelliklerinden dolayr ¢ok cesitli ticari uygulamalar1 yapilmaktadir

(Legge, 1990; Shah ve Brown, 2005; Czaja, vd., 2006).

2.9.1. Tibbi alanda uygulamalar:

Durgun kiiltiirde iiretilen bakteriyal seliilloz yiiksek gerilme direnci sahip olmast,
yiiksek gozenekliligi, mikrofibril yapisi, toksik olmamasi, biyouyumlu olmasi, su
adsorbladig1 i¢in nemli ortam saglamasi, steril edilebilmesi, kullaniminin kolay olmasi
sayesinde yaralarin daha hizli iyilesmesini saglar, yanan bolgelerdeki 1s1y1 adsorblayarak

actyl, agriyr azaltir, yaranin dokuda yayilmasini ve enfeksiyon olugmasini engeller
(Bielecki, vd., 2001).

BASYC® (BActerial SYnthesized Cellulose), yapay kan damar1 olarak
kullanilmak tizere gelistirilmig bir biyomalzemedir. Durgun kiiltiirde cam tiipler i¢ ice
konularak boru seklinde bir iiretim saglanmistir. Deneysel mikro cerrahide kullanilmak

iizere hazirlanan BASYC® markali tiiplin i¢ yarigapt 1mm, uzunlugu Smm ve duvar

kalinligt 0.7mm’dir (Klemm, vd., 2001).

Sekil 2.10. BASYC®-farkli ¢aplara, farkli ¢eper kalinliklarina ve farkli uzunluklara sahip
tipler (Klemm, vd., 2001).

Ortas1 gukur Ozellikteki bakteriyal seliiloz fibrillerinin suni kan damarlar1 ve

ireterler olarak kullanilabilecegi sdylenmistir (Yamanaka, vd., 1990). Kopeklerde aort
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ve boyun damarlarinin yerine antitrombik 6zellige sahip olan bakteriyal seliiloz iceren
suni damarlar kullanilmistir. 1 aylik uygulamadan sonra bu suni damarlar ¢ikarilmis ve
i¢ yiizeyde trombinin adhezyonunun durumuna bakilmis ve bakteriyal seliiloz iceren kan
damarlarinin 6zelligini kaybetmeden isleyisini korudugu bildirilmistir (Bielecki, vd.,
2001).

Bakteriyal seliilozun, yanik ve iilser tedavisinde kullanimi i¢in gelistirilen ve bandaj
olarak kullanilan diger bir {iriin Biofill®’dir. Aciy1 almasi, yaray1r tamamen kaplamasi,
enfeksiyon riskini azaltmasi, ameliyat sonrasi sorunlari azaltmasi, iyilesme siiresini
kisaltmasi gibi ¢cok dnemli yararlarinin yaninda en biiyiik dezavantaji hareketli alanlarda

uygulandig1 zaman siirl esnekligidir (Holmes, 2004).

:QO.4/ 2/17 9:14AM

Sekil 2.11. Yanik bir ele mikrobiyal selilloz uygulanmasi (Czaja, vd., 2006).

“Biofill Produtos Bioetecnologicos” sirketi Acetobacter susu ile bakteriyal seliiloz
tiretimini ve uretilen seliilozun 6zelliklerini aragtirarak yeni yara iyilestirme {irlinlerini
gelistirmistir. Bu iiriinlerden Bioprocess® ve Biofill®; 3.derecede yaniklarin, iilserin

tedavisinde ve deri transpalantasyonun yapay deri olarak, Gengiflex®; dis eti dokusunun
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geri donilisimiinde ya da hastaliklarinin tedavisinde, Nexfill® yara ve yaniklarin

tedavisinde kullanilmaktadir (Czaja, vd., 2007).

“Lohmann & Rauscher” sirketi, enfekte olmayan, hydrobalance yara Ortii
malzemesi Suprasorb® X ve efekte olan risk altindaki yaralar i¢in %0.3 polihekzametilen
biguanid i¢eren antimikrobiyal yara Ortii malzemesi Suprasorb® X + PHMB firiinlerini
gelistirmistir.  Bowil Biotech sirketi bakteriyal seliilozu kullanarak CELMAT®
Wound/Eye/Face iirliniinii sulu yara 6rtii malzemesi ve CELMAT® Wound/Eye/Face H
tirtiniinii sodyum hiyaliironat igeren yara ortii malzemesi olarak iiretmistir. Cerrahi yama
biyomalzemesi olarak Securian® ve BioCelltrix tirtinleri tiretilmistir (Czaja, vd., 2006;
Ludwicka, vd., 2016).

XCell®’i antimikrobiyal yara Ortii malzemesi olarak 2003 yilinda Amerikada
satisa sunulmustur (Czaja, 2006). 18 iilser hastasi tizerinde XCell® kullanilarak yapilan
arastirmada 16 hastanin 13’iinde yarada biiylik oranda iyilesme, 1 hastada tam iyilesme

gbzlenmistir, 2 hasta uygulama prosediiriine uymadig1 i¢in degerlendirmeye alinmamistir

(Brown ve Punchello, 2003).

2.9.2. Gida endiistrisinde uygulamalari

Kimyasal olarak saf olan bakteriyal seliilloz yumusak dokusu, yiiksek lif icerigi,
modifikasyonlara uyumlulugu gibi bir¢ok 6zelligi sayesinde gida endiistrisinde stabilize
edici olarak, diisiik kalorili tatli (Nata de Coco), cerez ve sekerlemelerin {iretiminde;
dolgunluk verici ve kivam arttirict olarak dondurma ve salata soslarinin bilesiminde,
ayrica sosis benzeri gidalarin kaplanmasi gibi genis bir kullanim alani vardir (Dursun,

vd., 2006; Akoglu, vd., 2010)

Bakteriyal seliiloz gida endiistrisinde ticari olarak ilk kez Nata De Coco olarak
Filipinlerde kullanilmigtir. Nata De Coco hindistan cevizi suyunun fermantasyonu sonucu
olusan seffaf, kalin jel halindeki seliillozun kiip seklinde kesilmesi ve sukrozlu seker
surubuna batirilmasiyla hazirlanan bir tatlandiricidir (Sutherland, 1998). Ardindan buna
benzer diyet iiriinii olarak kullanilan farkli meyvelerden, meyve sularindan ve bitki
Ozlerinden {irtinler iiretilmistir. Nata De Pina ananastan tiretilen bu tiriinlerden biridir
(lguchi, vd., 2000).
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Gida endiistrisinde yapilan diger bir ¢calismada fermente Tiirk sucuguna diisiik yag
orani ve standartlara uygun iiriin elde etmek amaciyla bakteriyel seliiloz ilave edilmistir.
Bakteriyal seliiloz kullanimiyla yag miktar1 ve rutubet kaybi1 azaltilmistir (Akoglu, vd.,
2010).

Kombuga cayindan elde edilen bakteriyal seliilloz igerikli baska bir gida tirlinii
Chinese Kombucha’dir. Bu iiriin ¢ay ya da seker ekstrakti fermentasyonu sonucunda
gelisen asetik asit bakterilerinden iiretilir. Fermentasyon sonunda ylizeyde olusan

pelligin insan saglig1 icin 6nemli etkileri oldugu belirlenmistir (Iguchi, vd., 2000).

2.9.3. Kagit endiistrisinde uygulamalari

Bakteriyal seliiloz icerikli kagitlar oldukga kiiciik seliiloz mikrofibrillerinden
olustugu i¢in ¢okga direng ve dayanikliliga sahiptir. Bunlarin yaninda dolgu ve renk
maddesi gibi katki maddelerini iyi tutabilmeleri, elastik, gecirgen ve suyu emme
ozelligine de sahiptirler (Iguchi, vd., 1988; Ougiya, vd., 1997). Bakteriyal seliiloz igerikli
cok iyi mekanik dayanima sahip birinci kalite kagit elde edilebilmesiyle beraber bazi
dezavatajlar1 da bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlisi iiretim maliyetinin yiiksek olmasi
nedeniyle ancak ileri derecede Ozelliklere sahip 6zel kagitlarin iiretiminde bakteriyal

sellilozdan yararlanilabilmesidir.

Bakteriyel seliilozun kagit endiistrisindeki en 6nemli uygulamalarindan biri de
elektronik kagit tiretimidir. Elektronik kagit, kullanilan klasik kagidin kontrast ve
yansiticiliginin yiiksek olmasi, esnek ve tagmabilir olmasi gibi optik 6zellikleriyle ve
bilgisayar ekranlarinin dinamik 6zelliklerinin bir araya getirilmesi amaglanan {iriindiir
(Shah ve Brown, 2005). Elektronik kagit iiretimi i¢in Brown ve Shah, bakteriyel seliiloz
katmaninin i¢ine doniisiimlii renk degisimi saglayan elektronik boyay: eklemislerdir.
Daha sonra bu katmani seffaf elektrotlarin arasina yerlestirmislerdir. Radyo sinyalleriyle
gonderilen yazi ve grafikler elektrik akiminin verilmesiyle elektronik kagit {izerinde yazi
ve grafige donistiiriilmektedir. Akim verilmeden 6nce diiz beyaz bir kagit gibi goriinen
sistem, elektrotlara elektrik akimi verilmesiyle boyanin rengi koyulasir ve elektrik akimi
kesildikten sonra da rengini korur. Ters akim uygulandiginda ise renk agilarak tekrar
renksiz hale doner. Diisiik enerji tiiketimi ve normal kagittaki ayni goriiniimiin elde

edilmesi bu sistemin 6nemli avantajlarindandir (Shah ve Brown, 2005).
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2.9.4. Diger genel kullanim alanlari

Kimyasal olarak pamuga benzeyen seliilozik nanoliflerden olusan dokunmamis
mikrobiyal (Microbial Non Woven -MNW) iiriinler {izerine ¢alismalar yapilmaktadir.
Pamuga kiyasla daha yiiksek saflik ve yogunlukta olmasi, yliksek su kapasitesi, seklini
korumasi, yiiksek gerilme kuvveti ve yas halinde daha biiyiik yiizey alanina sahip olmasi
gibi ayricaliklart vardir. Dokunmamis mikrobiyal {irliniin yapisina ve fizikokimyasal
ozelliklerine gore tekstil, gida, tip, ilac ve elektronik alanlarinda kullanilmasi

amaclanmaktadir (Cobanoglu, vd., 2013).

Sekil 2. 12. Mikrobiyal seliilozdan olusan dokunmamus trtinler. . A: Kiiltiir ortamindan
mikrobiyal seliilozun toplanmasi, B ve C: Seliillozik materyalin yap1 iskelesi iizerine
alinmasi ve kurutulmasi, D: Beslenme ile kontrolii saglayanabilen bir renk cesitliligi E

veF: Sarap fermentasyonundan elde edilen elbise (Cobanoglu, vd., 2013).

Bakteriyal seliiloz akustik zar olarak da kullanilmaktadir. Burada bakteriyal
selilozun yiiksek ses hizi, yiiksek icsel kayip oOzellikleriyle beraber kendisine ozel
dayaniklilig1 ses geciren membran (kagit diyafram) olarak kullanilmasini saglamstir.
Acetobacter acti susuyla iiretilen bakteriyel seliiloz kullanilarak Sony tarafindan MDR-
R10 isimli kulaklik tiretilmistir (Iguchi, vd., 2000).
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Ayrica ayirma islemlerinde membran olarak, toksik maddelerin ortamdan
absorplanarak uzaklagtirllmasinda, biyokatalitlerin immobilizasyonunda, interferon,
interlokin-1, sitostatik ve monoklonal antibiyotikleri iiretmek i¢in kullanilan hiicre
kiiltiirlerinde, kozmetik sektoriindeki kremlerde kullanilmak {izere bakteriyal seliilozla

ilgili birgok ¢alisma yapilmaktadir (Iguchi, vd., 2000).
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3. LITERATUR OZETi

Bakteriyal seliilozun iiretimi, 6zellikleri ve uygulama alanlar ile ilgili ¢caligmalar
1980’lerde baslamistir ve giiniimiizde hala devam etmektedir. Ulkemizde de kisitl sayida

olmakla beraber bu alanda gesitli ¢alismalar yapilmistir.

Poyrazoglu (2007), bakteriyal seliiloz tiretimi icin Acetobacter pasteurianus ve
Acetobacter lovaniensis suslarimi kullanmistir. Karbon ve azot kaynagi, inkiibasyon
sicakligi ve pH degerlerini degistirerek seliiloz tiretim verimini optimize etmeye
calismistir. Yaptigi calismada Acetobacter pasteurianus ile en yiiksek %18 verime sahip
bakteriyal seliiloz iiretmis olup bakteriyal seliiloz 6rneklerinin yapisint NMR ve FT-IR

spektrofotometre analizleri ile incelemistir.

Kaya (2007), ¢alismasinda durgun kosullarda Acetobacter xylinum (giiniimiizdeki
adi Komagataeibacter xylinus) tarafindan bakteriyal seliiloz tiretmis ve farkli glukoz
konsantrasyonlarinda iiretilen seliiloz miktariyla yag asidi kompozisyonu arasinda iligki

olup olmadigi belirlenmesi tizerine bir ¢aligma yapmustir.

Yilmaz (2007), farkli karbon kaynaklari kullanarak statik kosullarda Acetobacter

xylinum tarafindan bakteriyel seliiloz tiretimiyle ilgili caligmustir.

Aydin ve Aksoy (2015), calismalarinda ¢iiriikk erikten izole ettikleri
Gluconacetobacter hansenii P2A susu ile hem statik hem de ¢alkalamali kosullarda
bakteriyal seliilloz iiretimini gerceklestirmis ve bu iiretimin kinetik modellenmesini

yapmiglardir.

Asik (2016), farkli hacimlerdeki besiyerlerinin bakteriyal seliiloz {iretimi {izerine
etkisini arastirmustir.  Calismasinda statik kosullarda Gluconacetobacter hansenii
(ATCC® 23769™) susuyla temel besiyeri olan Hestrin ve Schram (HS) ve havug ilaveli

besiyeri kullanarak tiretim gerceklestirmistir.

Yapilan ¢alismalar ve yillara gore alinan bazi patentler EK 1’ de verilmistir.



4.1. Materyal
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Bu calismada bakteri izolasyonu amaciyla farkli bolgelerden toplanmis sirkeler

materyal olarak kullanilmustir.

Kemal Kiikrer Fabrikasi’ndan iiziim sirkesi, Izmir

Taris’ten tiziim sirkesi, ev yapimi iiziim sirkesi, elma sirkesi, kiraz sirkesi, ali¢ sirkesi ve

elma-tiziim karisimiyla yapilan sirke olmak tizere 8 farkli sirke 6rnegiyle ¢alisilmistir.

Bu amagla izolatlarin sayis1 ve bu izolatlarin elde edildigi sirke 6rnekleri ¢izelge 4.1 ‘de

verilmigtir.

Cizelge 4. 1. Calismada kullanilan 6rnekler, kaynaklar ve izolat sayilari.

Ornek Kaynak Izolat Sayisi
Uziim Sirkesi Kemal Kiikrer 46
Uziim Sirkesi [zmir Taris 5
Uziim Sirkesi Karaman 15
Elma Sirkesi Karaman 62
Elma Sirkesi [zmir 37
Elma+Uziim Sirkesi Karaman 32
Kiraz Sirkesi [zmir 20
Alig Sirkesi Sivas 16

4.1.2. Besiortamlari

4.1.2.1. HS broth (Hestrin ve Schramm, 1957)

Glukoz

Yeast ekstrakt
Polipepton
NaxHPO4

Sitrik asit

% 2

% 0,5
% 0,5
% 0,675

% 0,115



39

Distile su 100 ml

Besiyeri igerikleri distile suda ¢ozdiirtip pH’1 6,0 + 0,1°¢ (0,1M HCI) ayarlanmis ve
1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
Besiyerine, otoklavlandiktan sonra maya inhibisyonu i¢in 100 ppm sikloheksimid
filtreden gecirilerek ilave edilmistir. Bu besiyeri izolatlarin bakteriyal seliiloz

iiretimlerinin arastirilmasinda kullanilmastir.

4.1.2.2. HS agar (Hestrin ve Schramm, 1957)

Glukoz % 2
Yeast ekstrakt % 0,5
Polipepton % 0,5
NazHPO4 % 0,675
Sitrik asit % 0,115
Agar % 1,5
Distile su 100 ml

Besiyeri igerikleri distile suda ¢ozdiiriip pH’1 6,0 + 0,1°e (0,1M HCI) ayarlanmis ve
1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
Besiyerine, otoklavlandiktan sonra maya inhibisyonu i¢in 100 ppm sikloheksimid
filtreden gegirilerek ilave edilmistir.  Bu besiyeri izolatlarin bakteriyal seliiloz

tiretimlerinin arastirilmasinda kullanilmistir.

4.1.2.3. HSM (modifiye besiortam) (Hestrin ve Schramm, 1957)

Glukoz % 2

Yeast ekstrakt % 0,5

Kazein pepton + Meat pepton % 0,25 + % 0,25)
NaxHPO4 % 0,675

Sitrik asit % 0,115

Agar % 1,5
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Distile su 100 ml

Besiyeri igerikleri distile suda ¢ozdiiriip pH’1 6,0 £ 0,1°¢ (0,1M HCI) ayarlanmis ve
1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
Besiyerine, otoklavlandiktan sonra maya inhibisyonu i¢in 100 ppm sikloheksimid
filtreden gecirilerek ilave edilmistir. Bu besiyeri izolatlarin bakteriyal seliiloz

tiretimlerinin arastirilmasinda kullanilmastir.

4.1.2.4. Mannitol agar (Du Toit, 2002)

Mannitol % 2,5
Yeast ekstrakt %1
Agar %15
Distile su 100 ml

Besiyeri igerikleri distile suda ¢ozdiiriip pH’1 6,0 = 0,1°e (0,1M HCI) ayarlanmis ve
1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
Besiyerine, otoklavlandiktan sonra maya inhibisyonu icin 100 ppm sikloheksimid
filtreden gecirilerek ilave edilmistir. Bu besiyeri izolatlarin bakteriyal seliiloz

tiretimlerinin arastirilmasinda kullanilmistir.

4.1.2.5. Kalsiyum karbonat(CaCO3)-Etanol besiortanm (Frateur, 1950)

Etanol % 3
CaCO3 % 2
Yeast Ekstrakt % 2
Agar % 2
Distile su 100 ml

Besiyeri igerikleri distile suda ¢ozdiiriip pH’1 6,0 + 0,1°¢ (0,1M HCI) ayarlanmis ve
1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Bu
besiyeri bakteri izolatlariin etanolii karbon kaynagi olarak kullanilabilirliginin tespitinde

kullanilmistir.
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4.1.2.6. Bromcresol green’li besiortamm (Carr, 1968)

Etanol % 2
Yeast Ekstrakt % 3
Bromcresol green % 0,0022
Agar % 2
Distile su 100 ml

Besiyeri icerikleri distile suda ¢6zdiiriip pH’1 6,0 + 0,1°¢ (0,1M HCI) ayarlanmis ve
1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Etanol
besiyerine otoklav isleminden sonra filtrelenerek ilave edilmistir. Bu besiyeri, asetik asit
bakterilerinden Acetobacter ve Gluconobacter genuslarinin birbirinden ayirt edilmesinde
kullanilmistir (Carr, 1968).

4.1.2.7. Nutrient broth

Et Ekstrakti 39
Pepton 50
Distile su 1000 ml

Ticari olarak hazir alinan besiyeri igerigi distile suda ¢6zdiiriildiikten sonra pH 6,8+
0,1’¢ (0,IM HCI) ayarlanmis ve 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir. Bu besiyeri, biyokimyasal testlerde ve Kkiiltiirel
karakteristiklerin saptanmasinda kullanilmak tizere mikroorganizmalarin 24 saatlik

kiiltiirlerinin gelistirilmesinde kullanilmistir.

4.1.2.8. Nutrient agar

Et Ekstrakti 39
Pepton 50
Agar 159
Distile su 1000 ml

Ticari olarak hazir alinan besiyeri igerigi distile suda ¢6zdiirtildiikten sonra pH 6,8+
0,1’¢ (0,IM HCI) ayarlanmis ve 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir. Bu besiyeri, biyokimyasal testlerde ve kiiltiirel
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karakteristiklerin saptanmasinda kullanilmak iizere mikroorganizmalarin 24 saatlik

kiiltiirlerinin gelistirilmesinde kullanilmistir.

4.1.2.9. Karbohidrat fermentasyon ortamlar: (Tamer, vd., 1989)

Karbohidrat fermentasyon denemelerinde glukoz, sukroz, fruktoz ve laktoz’ dan
5’er gram alinarak 1L Nutrient broth’a ilave edilmistir. Hazirlanan besiyerleri durham
tipi igeren tiiplere dagitilmis ve 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

4.1.2.10. Tripton broth
Tripton 109

Distile su 1000 ml

Ticari olarak hazir alinan besiyeri igerigi distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra 1,1
atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Bu besiyeri

indol {iretiminin saptanmasinda kullanilmistir.

4.1.2.11. Nutrient jelatin

Et Ekstrakti 309
Pepton 59
Jelatin 4g
Distile su 1000 mi

Ticari olarak hazir alinan besiyeri igerigi distile suda ¢ozdiirtildiikten sonra pH 6,8+
0,1’¢ (0,IM HCI) ayarlanmis ve 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir.  Bu besiyeri izolatlarin, jelatinaz aktivitelerinin

saptanmasinda kullanilmistir.

4.1.2.12. Nitrat broth

Et Ekstrakti 3g
Pepton 59
KNO3 19

Distile su 1000 ml
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Ticari olarak hazir alinan besiyeri igerigi distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra pH 7,0+
0,1’¢ (0,IM HCI) ayarlanmis ve 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir. Bu besiortami nitrat rediiksiyonunun saptanmasinda

kullanilmustir.

4.1.2.13. Triptoz fosfat broth

Triptoz 209
Glukoz 20
NaCl 59
Na2HPO4 2,5¢
Distile su 1000 ml

Besiyeri igerikleri distile suda ¢oziiliip, pH’1 7,3+ 0,1°e (0,1M NaOH) ayarlanmis
ve 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Bu

besiyeri katalaz testi i¢in kullanilmistir.

4.1.2.14. Triptoz fosfat agar

Triptoz 20 g
Glukoz 29
NaCl 59
Na2HPO4 2,54
Agar 15¢
Distile su 1000 ml

Besiyeri igerikleri distile suda ¢oziiltip, pH’1 7,3+ 0,1°e (0,1M NaOH) ayarlanmis
ve 1,1 atmosfer basing altinda 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Bu

besiyeri katalaz testi i¢in kullanilmistir.

4.1.3. Kullamilan ¢ozeltiler

4.1.3.1. Fizyolojik tuzlu su
NaCl 859

Distile su 1000 ml



44

Fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi, sodyum kloriir distile su igerisinde ¢oziilerek
hazirlanmistir (Tamer, vd., 1989). Bakteri izolasyonunda ve diger bazi ¢alismalarda

seyreltme s1visi olarak kullanilmistir.

4.1.3.2. %20’lik gliserol cozeltisi
Gliserol 20 ml

Distile su 80 ml

Gliserol ve distile su karistirtlip 1,1 atmosfer basing altinda 121 °C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir (Akgelik, 2000). Izolatlarin  stoklanmasinda

kullanilmastir.

4.1.3.3. a-Naftol cozeltisi
a-Naftol 59

Etanol (% 95) 100 ml

o-Naftol, etanolde ¢dziilerek hazirlanmistir. izolatlarin nitrat indirgenmesi testinde

kullanilmistir.

4.1.3.4. Siuilfanilik asit cozeltisi

Silfanilik Asit 8¢g
Glasiyal Asetik Asit 294 ml
Distile su 706 ml

Once 294 ml glasiyal asetik asit ve 706 ml distile su karistirilip iizerine 8 g
siilfanilik asit ilave edilmis ve iyice calkalanmustir. Izolatlarin nitrat indirgenmesi

testinde kullanilmistir.

4.1.3.5. Kovaks ayiraci

Para-Dimetil Aminobenzaldehit 5¢
Amil veya Biitil Alkol 75 ml
Hidroklorik asit (% 37) 25 ml

Ticari olarak hazir alinan ¢ozelti indol testi i¢in kullanilmistir.

4.1.3.6. % 3’liik H2O» (% 30)
Hidrojen peroksit 10 ml
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Distile su 90 ml

%30’luk hidrojen peroksitten 10 ml alinip 90 ml distile su ile karigtirilarak katalaz

testi icin kullanilmastir.

4.1.3.7. % 1’lik Tetrametil-p-fenilen diamin dihidroklorid cozeltisi

Tetrametil-p-fenilen diamin dihidroklorid 1g

Distile su 100 ml

1 g Tetrametil-p-fenilen diamin dihidroklorid, 10 ml distile su iginde ¢6ziilerek
hazirlanmistir (Tamer, vd., 1989). Oksidaz testinde kullanilmistir.

4.1.3.8. % 5’lik Fenol cozeltisi
Fenol (kati) S5¢g

Distile su 100 ml
5 g fenol, 100 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Toplam seker tayini i¢in kullanilmistir.

4.1.3.9. % 97°lik H2SO4

% 97’lik siilfuirik asit, toplam seker tayini i¢in kullanilmistir.

4.1.3.10. 10-100pug/mlP’lik Glukoz standart cozeltileri
10,20,30,40,50,60,70,80,90,100 pg/ml’lik glukoz ¢ozeltileri hazirlanmstir.

Toplam seker tayininde standart egrinin ¢ikarilmasinda kullanilmistir.

4.1.3.11. % 4’liik NaOH cozeltisi
NaOH 49

Distile su 100 mi

NaOH, distile suda coziilerek hazirlanmustir.  Uretilen bakteriyal seliilozun

saflastirilmasinda kullanilmistir.

4.1.3.12. % 6°hik Asetik asit cozeltisi
Asetik asit 6 ml

Distile su 94 ml

Uretilen bakteriyal seliilozun saflastirilmasinda kullanilmistir.
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4.1.3.13. TE tamponu

Tris-HCI (pH 8) 10 Mm
EDTA (pH 8) 1mM
Distile su 100 ml

Tris-HCI ve EDTA, distile suda ¢o6ziilerek hazirlanmigtir. DNA izolasyonu i¢in

kullanilmistir.

4.1.3.14. Soliisyon I cozeltisi

Sarcosyl %1
NaCl 05M
SDS %1
Distile su 100 ml

Kimyasallar belirtilen oranlarda alinip distile su icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Bu soliisyon DNA izolasyonunda kullanilmistir.

4.1.3.15. P:C:1 (25:24:1) cozeltisi

Fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) ticari olarak hazir alinarak DNA

izolasyonunda kullanilmigtir.

4.1.3.16. Sodyum asetat cozeltisi ( 3M, pH 5,2)
Sodyum asetat 24,6 ¢

Distile su 100 ml

Sodyum asetat distile su icerisinde ¢oziildiikten sonra pH 5,2’e ayarlanmistir. Bu

¢ozelti DNA izolasyonunda kullanilmigtir.

4.1.3.17. isopropanol

DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir.

4.1.3.18. % 70°lik Etil alkol
Etil alkol 70 ml

Distile su 100 ml

DNA izolasyonu i¢in kullanilmastir.
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4.1.3.19. RNase cozeltisi (20 pg/ml)
RNase 0,029

Distile su 1ml
DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir.

4.1.3.20. % 1’lik Agaroz jel cozeltisi
Agaroz 0,409

Distile su 40 ml

Agaroz, distile su icerisinde ¢oziilerek hazirlanmigtir. DNA ekstraksiyonu ve PCR

sonuclarinin agaroz jel elektroforezinde incelenmesinde kullanilmaistir.

4.1.3.21. IX TAE (Tris-Asetik Asit-EDTA ) buffer

Trizma base 48,4 ¢
EDTA 7444
Asetik asit 11,42 mi

Trizma base ve EDTA tartildiktan sonra belirtilen miktarda asetik asit eklenmis ve
toplam hacim distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmigtir. Agaroz jelin hazirlanmasinda

kullanilmastir.

4.1.4. Kullamilan boyalar

4.1.4.1. Kristal vivolet bovyasi

Kristal Violet 290
% 95’lik Etil Alkol 20 ml
Amonyum Oksalat 0,849
Distile su 80 ml

2 g kristal violet 20 ml % 95’lik etanolde ¢oziilmiistiir. Ayr bir yerde 0,8 g
amonyum oksalat 80 ml distile suda ¢oziiliir ve bu ¢bzelti alkolde ¢6ziilmiis olan kristal
violete ilave edilmistir (Tamer, vd., 1989). Bakteri hiicrelerinin Gram boyamasinda

kullanilmastir.

4.1.4.2. Safranin boyasi
Safranin 0,259
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% 96’11k Etanol 10 ml
Distile su 100 mi

Safranin etanolde ¢6ziildiikten sonra distile su ilave edilerek iyice karistirilmistir ve
sonra filtre kagidindan siiztliirek kullanilmigtir (Tamer, vd., 1989). Bakteri hiicrelerinin

Gram boyamasinda kullanilmistir.

4.1.4.3. ivodiir (lugol) cozeltisi

Iyot (I) 19
Potasyum iyodiir (KI) 2¢g
Distile su 1000 ml

Potasyum iyodiir distile suda ¢oziildiikten sonra iizerine iyot eklenmis ve iyice
karistirtlmistir - (Tamer, vd., 1989). Bakteri hiicrelerinin Gram boyamasinda

kullanilmistir.

4.1.4.4. % 5°lik Malasit yesili bovya cozeltisi
Malasit Yesili 5¢g

Distile su 100 ml

Distile su i¢inde boya ¢o6ziilerek hazirlanmistir (Tamer, vd., 1989). Endospor

boyamada kullanilmistir.

4.2. Metotlar

4.2.1. Bakteri izolasyonu

Asetik asit bakterilerini izole etmek icin kaynak olarak kullanacagimiz sirke
orneklerinin 6 tanesi ev yapimi olup 2 tanesi islem gérmemis olarak fabrikadan alinmistir.
Orneklerin her birinden aseptik kosullarda 10’ar ml alinarak 250 ml’lik erlenlerde
hazirlanan 90 ml Hestrin-Schramm (HS) Broth besiyerine inokiile edilmistir. Besiyerine
maya ve kiif tiremesini 6nlemek amaciyla 50 mg/l sikloheksimid eklenmistir. Durgun
kosullarda 30°C’de 3-5 giin inkiibasyona birakilarak zenginlestirilmistir. Inkiibasyon
sonunda iki farkli yontem izlenerek izolasyon gerceklestirilmistir. Ilk olarak besiyeri
tizerinde olusan pellik steril FTS soliisyonu igerisine alinip vortekslenerek tamamen

pargalanmasi saglanmistir. Parcalanan pellik 6rnekleri steril FTS soliisyonu ile 10%°e
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kadar seyreltme yapilmistir. Ardindan her seyreltmeden 0,1 ml alinarak HS Agar, HSM
Agar ve Mannitol besiyerlerine yayma plak yontemine gore homojen sekilde dagilmasi
saglanarak ekim yapilmistir. Ikinci yontemde ise pellik kism1 alinmadan inkiibasyon
stiresi sonunda her 6rnekten 0,1 ml alinarak aymi (HS Agar, HSM Agar ve Mannitol)
besiyerlerine yayma plak yontemiyle ekim yapilmistir. Her iki yontemde de ekimi yapilan
ornekler 30°C’de 3-5 giin inkiibe edildikten sonra olusan koloniler incelenmistir
(Schramm, 1954; Johnson ve Neogi, 1989; Du Toit, 2002). Kolonilerden asetik asit
bakterilerinin morfolojisine uyan beyaz-bej-krem renkli, yapiskan, diizgiin kenarli olanlar
secilmigtir. Safliklarmin kontrolii i¢in tekrar ekimi yapilip emin olunduktan sonra saf

izolatlar %20 gliserol igerisine alinarak -80°C’de saklanmistir.

4.2.2. Bakteriyal seliiloz iireten asetik asit bakterilerinin secilmesi

Stogu yapilan asetik asit bakterilerinin koloni morfolojisindeki, beyaz-krem-bej
renkli, diizgiin kenarli, yapiskan ve 2,5-3mm ¢apli kolonilere Gram boyama yapilmistir.
Boyama sonucunda gram negatif izolatlar segilerek, (CaCO3)-Etanol besiortamina
ekilmistir ve 30°C’°de 3-7 giinliik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinde asetik
asit iiretebilen tiirlerin ayrilmasi, Kolonileri etrafinda CaCO3’1n ¢6ziinmesi sonucu seffaf
zonlar olusturan izolatlarin se¢ilmesiyle saglanmistir (Sievers, vd., 2005). Segilen
izolatlarin bakteriyal seliiloz tiretim yetenekleri arastirilip, karsilastirilmistir. Bu amacla
30 °C’de 48-72 saat boyunca HS Broth’lu tiiplerde aktiflestirilen izolatlarin yogunlugu
vitek ile 10*e ayarlanmis ve ayarlanan izolatlardan 1 ml almarak 250 ml’lik erlenlerde
hazirlanan 100 ml HS besiyerine inokiile edilerek durgun kosullarda 30°C’de 10 giin
inkiibe edilmistir. Besiyerinin {ist kisminda pellik olusup olusmadigina bakilmistir.
Pellik olusturan izolatlar, seliiloz iireten izolatlar olarak kabul edilerek tanimlamak
amaciyla biyokimyasal testlere tabi tutulmus ayrica lrettikleri seliilozun analizi de

yapilmistir.

4.2.3. izolatlarin tammlanmasi

4.2.3.1. Kiiltiirel 6zellikler

HS Agar’da 30°C’de 48-72 saatte gelistirilen izolatlar koloni morfolojisi ve renk

bakimindan incelenmistir.
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4.2.3.2. Morfolojik testler

A. Gram boyama

Gram boyama i¢in preparat hazirlarken, HS Agar’da 24 saatte gelistirilen taze
kiiltirler 6ze yardimiyla alinip lam {izerine bir damla distile su ile yayilarak havada
kurumas1 beklenmis ve geleneksel Gram boyama yontemi ile boyanmistir. Sonra
100x’lik immersiyon objektifinde incelenmistir. Inceleme sonucuna gére mor renkte
olanlar Gram pozitif, pembe-kirmiz1 renkte gériinen bakteriler ise Gram negatif olarak
kabul edilmistir (Tamer, vd., 1989).

B. Endospor boyama

Endospor boyamada izolatlar HS Agar’da 48—72 saat gelistirilmistir. Kiiltiirler 6ze
yardimiyla alinip lam {izerine bir damla distile su ile yayilarak havada kurumasi
beklenmistir. Hazirlanan preparat tamamen kuruduktan sonra bek alevinden ii¢ kez
gecirilerek fikse edilmistir. Ardindan preparat lizerine malasit yesili ilave edilip sicak su
buharinda 5 dakika bekletilmistir ve distile su ile yikanmigtir. Preparatlar 30-60 saniye
safranin boyasi ile boyanip sonra distile su ile yikanmistir. Preparatlar havada
kurutulduktan sonra 100x’lik immersiyon objektifinde incelenmistir.  inceleme
sonucunda yesil renkli goriinen kisimlar endospor, pembe olarak boyanan kisimlar ise

hiicrenin vejetatif kismidir (Oner, 1984).

4.2.3.3. Biyokimyasal testler

A. Katalaz testi

Katalaz testi bakterilerin katalaz enzimine sahip olup olmadiklarmni gosteren,
ortamdaki hidrojen peroksidin su ve oksijene ayrilmasi temeline dayanan bir testtir. HS
Agar’da 30°C’de 24-48 saatte gelistirilmis olan taze kiiltiirlerin iizerine birkag damla
%3’lik hidrojen peroksit (H202) ilave edilerek gaz kabarcigi olup olmadig
gozlemlenmistir. Test sonucunda gaz kabarcigir olusturan izolatlar katalaz pozitif,

olusturmayalar ise katalaz negatif kabul edilmistir (Akgelik, vd., 2000).
B. Oksidaz testi

Nutrient agarda 24 saatte gelistirilen kiltiirler bir 6ze yardimi ile alinarak filtre
kagidinin tizerine yayillmistir. Ardindan filtre kagidina taze olarak hazirlanan % 1°lik

Tetrametil-p-fenilen diamin dihidroklorid ¢6zeltisinden birkag damla damlatilmistir. 10
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saniye beklendikten sonra mavi-menekse bir renk olusturan izolatlar oksidaz pozitif,

olusturmayanlar negatif kabul edilmistir (Tamer, vd., 1989).
C. indol testi

Indol testi icin HS Agar’da 30°C’de 24 saatte gelistirilen kiiltiirlerden, Tripton
broth’lu ortama inokule edilmistir. Bu tiipler 30°C’de 48 saat inkiibasyondan sonra her
tiipe Iml kloroform ilave edilip tiipler iyice calkalanmistir. Ardindan her tiipe birkac
damla kovaks ¢ozeltisi damlatilmistir. Tiiplerin lizerinde olusan kirmizi renk indol

{iretimi igin pozitif sonug olarak kabul edilmistir (Oner, 1984; Tamer, vd., 1989).
D. Nitrat rediiksiyonu

Nutrient Agar’da 24 saatte gelistirilen kiiltiirler Nitrat Broth’lara inokiile edilmistir.
Kontrol olarak da bir tiip inokiile edilmeden birakilmistir. Tipler 30°C’de 4-6 giin
inkiibasyona birakilmistir. Ikinci giinden itibaren test tiiplerine steril kosullarda her
kiiltiirden ayr1 ayr1 1’er ml aktarilarak {izerlerine 3 damla siilfanilik asit ¢ozeltisi ve 2
damla a-naftol ¢ozeltisi eklenmistir. Ortamda nitrit varsa nitrit ile siilfanilik asit ve a-
naftol ¢ozeltileri karigimi pembe-kirmizi renkli bir bilesik olusturarak nitrat rediiksiyonu

i¢in pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Tamer, vd., 1989).
E. Jelatin hidrolizi

Nutrient Agar’da 24 saatte gelistirilen kiiltiirlerden Nutrient Jelatin igeren tiiplere
igne oze ile dik ekim yapilmigtir. Tiipler 30°C’de 15 giin kadar inkiibe edilerek bu siire
sonunda buzdolabinda 1-2 saat birakilmistir. Buzdolabindan ¢ikartilan tiiplerde jelatinin
hidrolize edildigi durumlarda jelatinli ortamin siv1 halinde kalip katilasmadig goriiliirse
pozitif jelatin hidrolizasyonu, jelatinli besiyerinin katilastig1 durumlar ise negatif olarak

degerlendirilmistir (Tamer, vd., 1989).
F. Karbohidrat fermentasyonu

Karbohidrat fermentasyon denemelerinde karbon kaynaklar1 olarak D(+) glukoz,
laktoz, fruktoz, sukroz kullanilmistir. HS Agar’da 30°C’de 48-72 saatte gelistirilen
izolatlar indikator olarak fenol igeren ve durham tiiplerinin bulundugu Nutrient Broth
besiyerine inokiile edilerek 30°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

stiresi sonunda durham tiiplerindeki gaz olusumuyla beraber besiyeri renginin sariya
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donmesi  karbon kaynaklarinin  fermentasyonu igin  pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir (Tamer, vd., 1989).

4.2.4. Bakteriyal seliilozun iiretimi, saflastirilmasi ve iiretim miktarinin belirlenmesi

Seliilozdaki mikroliflerin karsilastirmali olarak incelenebilmesi igin statik yontem
ve karistirmali yontemle iki sekilde tiretim yapilmistir (Shoda ve Sugano, 2005; Bae ve
Shoda, 2005; Aydin ve Aksoy, 2015). Pellik olusturarak seliiloz tirettigi kabul edilen
izolatlar, 5 ml HS Broth besiyerine ekilerek durgun kosullarda 48-72 saat 30°C’de inkiibe
edilmistir. Siire sonunda izolatlardan 1 ml alinarak 250 ml’lik erlenlerde hazirlanan 100
ml HS besiyerine inokiile edilerek hem durgun kosullarda 30°C’de 10 giin hem de
calkalamali ortamda 120 rpm 30°C’de 10 giin inkiibasyona birakilmistir. Fermentasyon
tamamlaninca besiyeri yiizeyinde olusan pellik uygun yontemle toplanmis ve 3000 xg’de
15 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilip pellet distile su ile yikanmistir. Daha
sonra pellik 80°C’de 1 saat % 4’liilk NaOH ile muamele edilmistir. Bu adima seliilozun
sicak alkali islemi denilebilir ve bu saflastirma adimina dayanikli olmasi sayesinde iglem
sonucunda elde edilen {iriin ortam bilesenlerinden ve bakteri hiicrelerinden arindirilmis
seliiloz olarak kabul edilmistir. Ardindan % 6’lik asetik asit ile yikanmistir. Bakteriyal
seliilozun rengi tekrar agilip, berraklasana ve siizlintli notral nitelige ulasana kadar distile
su ile tekrar tekrar yikanmistir. Elde edilen bakteriyal seliilozun tizerindeki fazla su
egimli bir diizlemde tutularak uzaklastirildiktan sonra yas agirligi hassas terazide
tartilmistir. Yas agirhigr belirlenen bakteriyal seliilozda karsilagtirma amaciyla iki farkli
kurutma yontemi denenmistir. Yontemlerin birinde -20°C’de bir gece dondurulmasindan
sonra liyofilize edilerek kurutulmus ve kuru agirligi da hassas terazi ile belirlenmistir
(Ishihara, vd., 2002). Digerinde ise 80°C’de sabit agirliga gelinceye kadar bekletilerek

kurutulmus ve yine kuru agirligi hassas terazi ile belirlenmistir (Cetin, 2008).

4.2.5. Bakteriyal seliilozun su tutma kapasitesinin belirlenmesi
Yas agirlig1 ve kuru agirlig belirlenen bakteriyal seliiloz numunelerinin Su Tutma

Kapasitesi (STK) verilen (%) Esitlik 4.1°¢ gore hesaplanmustir (Shezad, vd., 2010) :
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BS yas agirligl — BS kuru agirligi
g1 = B yas agirhgi (g) girhg (g)

BS kuru agirhigi (g)

(4.1)

4.2.6. Hiicre kuru agirhginin belirlenmesi

Fermentasyon sonunda hiicre kuru agirligini belirlemek amaciyla pelligi toplanan
fermentasyon sivis1 +4°C’de 4000 xg’de 10 dk santrifiij edilmistir. Daras1 6l¢iilmis olan
kapta siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet 80 °C’de bir gece kurutulmustur. Hassas
terazi ile tartilarak kuru hiicre agirhgi belirlenmistir (Gerhardt, vd., 1981; Tamer, vd.,
1989).

4.2.7. Bakteriyal seliilozun spesifik iiriin verimi katsayisinin belirlenmesi
Spesifik iirlin verimi katsayisi, verilen (%) Esitlik 4.2°ye gore hesaplanmistir

(Gerhardt, vd.,1994).

A i Yp Bakteriyal seliilozun kuru agirligi (mg)
Spesifik tiriin verimi katsayisi (—) = — —
X Hiicre kuru agirligi (mg)

(4.2)

4.2.8. Bakteriyal seliilozda toplam seker analizi

Elde edilen bakteriyal seliiloz numunelerinde toplam seker analizi fenol-siilfirik
asit yontemi ile Dubois (1956) ve Kim (1994)’e gore yapilmustir. Oncelikle glukoz
standart egrisinin ¢ikartilmasi i¢in D(+) Glukoz stok c¢ozeltisinden, 10-100 pg/ml
araliginda glukoz iceren ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan her glukoz ¢ozeltisinden
L’er ml alinarak tizerlerine 1ml % 5°lik fenol ¢ozeltisi eklenip karigtirilmistir. Karisima
hizlica 5 ml konsantre H2SO4 (%97) eklenerek 10 dakika bekletilip ¢alkalanmis ve 25-
30°C’lik su banyosunda 15-20 dakika tutulmustur. Ardindan hazirlanan bu ¢6zeltilerin
absorbans1 spektrofotometrede 470 nm’de Olglilmiis ve standart egri ¢ikartilmustir.
Liyofilize edilmis bakteriyal seliiloz numuneleri ise 5 ml konsantre H>SOs iginde
¢cozlilmistir.  Coziilen selillozdan belirli oranlarda seyreltme yapilmistir.  1ml

seyreltilmis 6rneklerden alinarak glukoz ¢ozeltilerine yapilan islemlerin aynilar yapilmis
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ve 470 nm’de absorbanslar1 Ol¢lilmiistiir. Cikartilan standart egriden yararlanilarak

bakteriyal seliilozlardaki toplam seker miktarlar saptanmustir.

4.2.9. Bakteriyal seliillozun SEM (taramal elektron mikroskop) analizi

Liyofilize edilerek kurutulan ve etiivde kurutulan bakteriyal selillozun SEM
goriintiileri i¢in numuneler vakum uygulanarak altin ile kaplanmis ve analize hazir hale
getirilmistir. Analizler i¢in ZEISS ULTRA PLUS marka taramali elektron mikroskobu
kullanilmistir (Mohite ve Patil, 2014).

4.2.10. Bakteriyal seliilozun element analizi

Liyofilize bakteriyal seliilloz 6rnekleri ayn1 miktarlarda tartilarak element analizi
Anadolu Universitesi Spektroskopi Laboratuvarinda VARIO ELIII ELEMENT ANALIZ
CIHAZI (C, H, N, S) kullanilarak yapilmistir (Klemm, vd., 2001; Yoon, vd., 2006;
Castro, vd., 2012).

4.2.11. Bakteriyal seliillozun CP/MAS 13C kati NMR analizi

Liyofilize bakteriyal selilloz numunelerinin CP/MAS 13C Katt NMR Analizi
ODTU Merkezi Laboratuvari, AR-GE Egitim ve Olgme Merkezi'nde yaptirilmustir.
Analiz i¢cin BRUKER BIOSPIN Ultrashield TM yiiksek ¢oziintirliikli dijital 300 MHz
NMR spektrometresi kullanilmistir (Tokoh, vd., 2002; Hesse, vd., 2005; Mohite ve Patil,
2014).

4.2.12. Bakteriyal seliilozun termo-gravimetrik (TG) analizi

Liyofilize bakteriyal seliiloz érneklerinin TG analizi Aksaray Universitesi Bilimsel
ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde yapilmistir. Analiz i¢in Hitachi
EX/TG/DTA 7300 markali cihaz kullanilmistir. Ornekler yeterli miktarda alimarak 30°-
1000°C arasinda sicaklik artis hizi 30°C/dak, azot gazi kullanarak ve oksidasyonu
onlemek amaciyla azot gazinin akis hiz1 50 ml/dak olacak sekilde ayarlanarak yapilmigtir

(Mohite ve Patil, 2014).

4.2.13. Bakteriyal seliilozun FT-IR analizi

Liyofilize bakteriyal seliiloz numunelerinin FT-IR (Fourier transform infrared
spectroscopy) analizi Perkin Elmer Spectrum 100 markali FT-IR cihazi ile yapilmistir.
Yeterli miktarda liyofilize bakteriyal seliilloz 6rnegi potasyum bromiir (KBr) ile

karistirilarak seffaf goriiniimde kiigiik bir table halinde preslenmistir. Analiz 4 cm™
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¢oziiniirliikte 4000 — 400 cm ™ dalga sayisinda &lgiimler alinarak gergeklestirilmistir (
Mohite ve Patil, 2014).

4.2.14. Bakteriyal selillozun XRD analizi

Liyofilize bakteriyal selilloz 6rneklerine XRD (x 1sm1 difraksiyonu) analizi

yapilmigtir. Kirmmim diyagramlart Bruker-D8 ADVANCE markali cihaz kullanilarak

alimmustir. Caligilan voltaj ve akim biiyiikliigl sirastyla 40 kV 40 mA’dir. Numuneler
5°-50° 20 araliginda 0,02°/dk tarama hizinda incelenmistir ( Mohite ve Patil, 2014).

4.2.15. Ribotiplendirme

Ug izolat da iiretici firmanin [Riboprinter (Mikrobial Characterisation System,

DuPont Qualicon, Wilmington; De)] 6nerdigi sekilde analize hazirlanmistir.

1)

2)

3)

4)

5)
6)

Analiz edilecek ornekler HS agara ekilmis ve 30°C’de 24-48 saat inkiibe
edilmistir.

Inkiibasyon sonunda firmanin protokolii dogrultusunda 200 ul rnek soliisyonu
bulunan tiiplere HS agarda gelisen kiiltiirlerden alinarak 5 saniye vortekslenmistir.
Bu islem iki kez tekrarlanmistir.  Tiip icerisindeki hiicre yogunlugunun az ya da
¢ok olmamasina dikkat edilmistir.

Bu siispansiyondan 30 pl alinarak cihazin kendi tiiplerine aktarilmis ve 25 dakika
1styla muamele edilmistir.

Ardindan her bir tiipe 5 pl lysing agent A ve 5 pl lysing agent B soliisyonlarindan
ilave edilmis ve Ornekler cihaza yiiklenmistir. Isil islem sonunda analiz
baslamistir.

24-30 saat sonunda sonuglar degerlendirilmistir.

Genetik parmak izi yontemi kullanilarak EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilen
kromozamal DNA fragmentleri boyutlarina gére ayrilmis, isaretli rRNA operon
problari ile hibridize olmustur. Bilgisayar ortaminda kayitli referans marker
fragmentleri ile izolatlardan elde edilen fragmentler karsilastirilarak izolatlarin

ribotipleri belirlenmeye ¢aligilmistir.

4.2.16. 16S rRNA sekans analizi

4.2.16.1. Genomik DNA ekstraksiyonu (Sharma, vd., 2005)

1)

Seliiloz iireten se¢ilmis izolatlar HS besiyerine ekilmis ve 30°C’de 48-72 saat

inkiibe edilmistir.
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2) Steril 1,5 mI’lik santrifiij tiiplerine 200 pl TE tamponu konulmustur.

3) Steril tek kullanimlik 6ze ya da kiirdan yardimiyla izolatlar santrifiij tiiplerine
aktarilmastir.

4) Santrifiij tiiplerine 400 ul Soliisyon I ilave edilerek iyice karistirilmistir.

5) Tiplere 3 ul RNAse ilave edilerek 70°C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan
37°C’deki su banyosunda 10 dakika daha inkiibe edilmis ve 5 dakikada bir hafifce
calkalanmustir.

6) Tiiplere esit hacimde fenol:kloroform:izoamilalkol (25:24:1) ilave edilmis ve ters
diiz yapilarak yavasca karistirilmisgtr.

7) 10.000 g’de 5 dakika 37°C’de santrifiij edilmis ve siipernatant yeni bir santrifiij
tiiptine alinmustir.

8) 0,1 hacim 3M sodyum asetat (pH 5,2) ve 0,6 hacim soguk isopropanol ilave
edilerek 4-6 kez alt iist edilip yavas yavas karistirilmistir.

9) 10.000 g’de 5 dakika 37°C’de santrifiij edilmis ve siipernatant atilmuistir.

10) Tiiplere 1 ml soguk %70°lik etanol ilave edilmis ve 10.000 g’de 3 dakika 37°C’de
santrifiij edilerek pellet yikanmistir.

11) Pellet havada kurutulduktan sonra 50 ul steril distile suda ¢oziilmesi saglanmustir.

12) Elde edilen genomik DNA o6rnegi agaroz jelde yuriitilmek tizere -20°C’de

saklanmugtir.

4.2.16.2. Polimeraz zincir reaksiyonu ve 16S rRNA genlerinin dizi analizleri

Ekstraksiyonu yapilan genomik DNA’larin 16S rRNA gen bdlgesi dizi analizi i¢in
27F ve 1492R primerleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

gerceklestirilmistir. Reaksiyon bilesenleri, miktarlari ve primerler asagidaki gibidir:

2,5 mM ileri primer 1pul
©2,5 mM geri primer 1l
eKalip DNA 1l
eNiikleaz icermeyen steril distile su 9,5 ul
2,5 mM dNTP mix 12,5 pl

Toplam reaksiyon hacmi: 25 pul
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PCR kosullari:
On denatiirasyon 94°C 3dk
Denatiirasyon 90°C 30 sn
Baglanma 55°C 1 dk
Uzama 72°C 2 dk
Son uzama 72°C 10 dk
Cizelge 4.2. Calismada kullanilan primerler.
Primerler Baz Dizilimi (5°-3°)
27F AGAGTTTGATCATGG CTC AG
1492R TACGGT TACCTTGTT ACGACTT

Genomik DNA ornekleri ve reaksiyon sonucunda elde edilen PCR iiriinleri %1°lik

agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir.
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5. BULGULAR

Calismada Cizelge 4.1 *de gosterildigi gibi 8 adet sirke 6rneginden HS, HSM ve
Mannitol besiyerlerine ekim yapilarak toplam 233 saf izolat elde edilmistir. Bu saf
izolatlar %20’lik gliserolde stoklanmistir. Elde edilen 233 izolatin kalsiyum karbonat
(CaCO3)-etanol besiyerine ekimi yapildiktan sonra besiyerindeki CaCO3’in
coziinmesiyle kolonileri etrafinda seffaf bolgeler olusturmasiyla asetik asit iiretme
yeteneklerine bakilarak secilim yapilmistir (Sievers, 2005). Kalsiyum karbonat
(CaCO3)-etanol besiyerine ekimi yapilmasi sonucu bunlardan 178 adedi asetik asit
tiretme yoniinden pozitif olmasina ragmen 55 adedi negatiftir. Bu 178 izolata Gram
boyama yapilmis ve 65’1 Gr(-) olarak belirlenmistir. Ayrilan 65 izolatin HS besiyerinde,
yiizey kiltiir fermentasyon yontemi ile seliiloz tiretimlerine bakilmis ve seliiloz tiretim

miktar1 (mg/ml) olarak en fazla olan M2, HM3, H4 kodlu izolatlar se¢ilmistir.

Segilen ii¢ izolatin hem geleneksel hem de molekiiler yontemlerle identifikasyonu
yapilmigtir.  Dizi analizi sonucunda H4 Komagataeibacter intermedius (6nceden
Gluconacetobacter  intermedius), HM3 Komagataeibacter xylinus  (6nceden
Gluconacetobacter xylinus), M2 Komagataeibacter xylinus oldugu bulunmustur. Her ii¢
izolatin iirettigi bakteriyal seliiloz saflastirilmistir. Seliilozlarin agsi1 yapist SEM’de
gorlintiilenmistir. Ardindan elde edilen her seliiloza elemental analiz, CP/MAS 13C Kati

NMR, FT-IR, TGA ve XRD analizleri yapilmigstir.

5.1. Morfolojik Ozellikler
Gram boyama sonucunda her li¢ izolat da Gr(-) olarak saptanmustir (Sekil 5.1).

Endospor boyama sonucunda hig¢birinin endospor igermedigi belirlenmistir.
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Sekil 5. 1. Komagataeibacter intermedius straininin Gram boyama goriintiisii.

5.2. Kiiltiirel Ozellikler

Izolatlarin HS, HSM,Mannitol agar ve Kalsiyum Karbonat(CaCO3)-Etanol agara
ekimleri yapilmis ve 30 °C’de 48-72 saat boyunca inkiibasyonun ardindan kiiltiirel
ozellikleri gozlemlenmistir. Izolatlar HS, HSM ve Mannitol agar’daki kolonileri kiigiik,
yuvarlak, krem-bej renkli, pigmentsiz ve yiiksek sekildedir (Sekil 5.2).

Sekil 5. 2. HSM agar'da Komagataeibacter xylinus koloni gelisimi.
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Kalsiyum Karbonat(CaCO3)-Etanol agar’da ise asetik asit bakterilerinin
metabolizmast sonucu olusan asetik asitin, besiyerindeki CaCO3’1 c¢ozerek zon
olusturmas1 beklenmektedir (Sievers, vd., 2005). Calistigimiz izolatlarin olusturdugu

zonlar da Sekil (5.3)’te verilmistir.

Sekil 5. 3. Kalsiyum karbonat (CaCOs)-Etanol Agar'da Komagataeibacter xylinus'un

olusturdugu zon goriintiisii.

Segilen izolatlarin Acetobacter, Gluconobacter ya da Gluconacetobacter olarak
cins diizeyinde tanisinin yapilabilmesi i¢in bromcresol green’li besiyerine ekimi
yapilmustir. Besiyerindeki gelisim sonucunda indikator boyanin rengi yesilden sariya

dondiigii igin izolatlarin Gluconacetobacter oldugu saptanmistir (Carr, 1968).

5.3. Biyokimyasal Ozellikler
Izolatlarin biyokimyasal tanimlanmasinda kullanilan &zellikler ve yapilan testler

Cizelge (5.1)’de verilmistir (De Ley, vd., 1984 ve Swings, 1992).
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Cizelge 5.1. H4, HM3 ve M2 izolatlarinin tanimlanmasinda kullanilan taksonomik

ozellikler.
Ozellikler H4 HM3 M2
Gram boyama ) ) )
Hiicre diizeni Tekli Tekli Tekli
Hiicre sekli Kisa ¢ubuk Kisa ¢ubuk Kisa ¢ubuk
Koloni formu Yuvarlak, mat Yuvarlak, mat Yuvarlak, mat
Hareketlilik () () ()
Endospor ¢) ) )
Oksijen ihtiyaci Zorunlu aerob Zorunlu aerob Zorunlu aerob
Kahverengi pigment ) ) )
olusumu
Katalaz testi +) (+) (+)
Oksidaz testi Q) ) )
Indol testi ) ) ()
Jelatin hidroliz testi () () ()
Nitrat indirgenmesi ) ) )
Galaktoz fermentasyonu (+) (+) +)
Fruktoz fermentasyonu (+) (+) +)
Laktoz fermentasyonu (+) (+) (+)
Sukroz fermentasyonu ¢) ) ()
Etanoliin asetik aside (+) (+) (+)
oksidasyonu
CaCO3’l1 besiyerinde zon +) (+) (+)
olusturma
Bromcresol green’li Yesil— Sari Yesil =& Sari Yesil = Sar1

besiyerinde, indikator
boyanin renk degisimi
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5.4. Bakteriyal Seliiloz Uretimi
Bakteriyal seliiloz durgun kosullarda tiretildigi zaman Sekil (5.4)’ te verildigi gibi
besiyerinin iist ylizeyinde zar seklinde olusur. Calkalamali kiiltiirde tiretim yapildiginde

yuvarlak kiire seklinde olusumlar gdzlenmektedir.

Sekil 5. 4. Statik kiiltiirle Komagataeibacter intermedius'un (H4) irettigi bakteriyal

seliilozun, HS besiyerinin {ist yiizeyinde olusumu.

5.5. Bakteriyal Seliilozun Saflastirilmasi ve Kurutulmasi
Saflastirilan bakteriyal seliiloz tabakalar1 seffaf bir gériintime sahiptir (Sekil 5.5 ve
Sekil 5.6).
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Sekil 5. 6. Calkalamali kiiltiirle Komagataeibacter intermedius‘un tirettigi yas bakteriyal
seliiloz (H4).

Bakteriyal selillozun kurutulmast hem liyofilizator kullanilarak hem de 80 °C’de

sabit agirliga gelinceye kadar yapilmistir (Ishihara, vd., 2002; Cetin, 2008).
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Sekil 5. 7. Saflastirilmis bakteriyal seliiloz 6rneklerinin (H4, HM3,M2) liyofilizatorde

kurutulmasi.

Sekil 5. 8. 80°C'de kurutulmus Komagataeibacter intermedius'un {irettigi saf bakteriyal

seliillozun (H4) goriintiisii.
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5.6. Bakteriyal Seliilozun Uretim Miktar1

Komagataeibacter intermedius (H4), Komagataeibacter xylinus (HM3),
Komagataeibacter xylinus (M2) suslarinin HS besiyerinde statik ve ¢alkalamali
kosullarda gelistirilmesiyle elde edilen BS miktarlar1 (g/100ml) Cizelge (5.2) ve Cizelge
(5.3)’te verilmistir. Statik kosullarda 100ml HS besiyerinde iiretilen bakteriyal seliiloz
orneklerinden H4, HM3 ve M2’nin yas agirliklart sirasiyla 4,682, 3,756 ve 3,325; kuru
agirliklar1 0,0526, 0,0437 ve 0,0383’tlir. Calkalamali kiiltiirle 100 ml HS besiyerinde
iretilen bakteriyal seliiloz 6rnekleri H4¢, HM3€, M2%’nin yas agirliklar1 3,070, 2,123 ve
2,217; kuru agirliklar1 0,0357, 0,0269 ve 0,0264 tiir.

Cizelge 5.2. Statik kosullarda tiretilen BS yas ve kuru agirligi (g/100ml).

Ornek ad1 BS yas agirhig: (g/100ml) BS kuru agirhig: (g/100ml)
H4 4,682 0,0526
HM3 3,756 0,0437
M2 3,325 0,0383

Cizelge 5. 3. Calkalamal1 kosullarda {iretilen BS yas ve kuru agirlig1 (g/100ml).

Ornek ad1 BS yas agirhi@ (g/100ml) BS kuru agirhig: (g/100ml)
H4¢ 3,070 0,0357
HM3¢ 2,123 0,0269
M2¢ 2,217 0,0264

5.7. Bakteriyal Seliilozun Su Tutma Kapasitesi
Su Tutma Kapasitesi (STK) verilen Esitlik 4.1°e gore hesaplanip Cizelge (5.4)’te
verilmistir (Shezad, vd., 2010). Statik kosullarda iiretilen bakteriyal seliiloz numuneleri

olan H4’tin %88, HM3’iin %85 ve M2’nin %86; calkalamali kosullarda iiretilenler
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H4%nin %85, HM3%nin %78 ve M2%nin %83 su tutma kapasitesi sahip olduklar:

saptanmistir.

Cizelge 5. 4. Statik ve ¢alkalamali kosullarda iiretilen BS su tutma kapasiteleri.

Ornek ad1 Su Tutma Kapasitesi (%)
H4 88
HM3 85
M2 86
H4¢ 85
HM3¢ 78
M2¢ 83

5.8. Hiicre Kuru Agirhigi ve Uretim Farkiihgina Gore Degisimi

HS broth besiyerine inkiibe edilen Komagataeibacter intermedius (H4),
Komagataeibacter xylinus (HM3), Komagataeibacter xylinus (M2) suslarinin
inkiibasyon siiresi sonunda fermentasyon sivis1 ayrilarak elde edilen kuru hiicre agirhigi
statik ve calkalamali kosullar i¢in ayr1 ayn tartilarak Cizelge (5.5) ve Cizelge (5.6)’da
verilmistir.  Bu verilere gore daha sonra bakteriyal selilloz yiizde verimleri

hesaplanmuistir.

Cizelge 5. 5. Statik kosullardaki fermentasyon sonucunda elde edilen hiicre kuru

agirliklar.

Ornek ad1 Hiicre kuru agirhig (g/100ml)
H4 0,234
HM3 0,297

M2 0,304
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Cizelge 5. 1. Calkalamal1 kosullardaki fermentasyon sonucunda elde edilen hiicre kuru

agirliklari.
Ornek ad1 Hiicre kuru agirhgi (g/100ml)
H4¢ 0,201
HM3¢ 0,214
M2¢ 0,177

5.9. Bakteriyal Seliilozun Spesifik Uriin Verim Katsayisi

Elde edilen BS verimleri kuru hiicre agirligma ve bakteriyal selillozun kuru
agirh@ina gore Esitlik (4.2) kullanilarak hesaplanmis ve Cizelge (5.7)’de verilmistir.
Statik kosullarda tiretilen H4, HM3 ve M2 verimleri sirasiyla %22, %15 ve %13 olarak
hesaplanirken ¢alkalamal1 kosullarda iiretilen H4%, HM3¢ ve M2¢ verimleri %18, %12

ve %15 olarak hesaplanmustir.

Cizelge 5. 2. Statik ve ¢alkalamali kosullarda iiretilen BS verim degerleri.

Ornek adi Y (9/g9) Verim (%)
H4 0,22 22,0
HM3 0,15 15,0
M2 0,13 13,0
H4¢ 0,18 18,0
HM3¢ 0,12 12,0

M2¢ 0,15 15,0
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5.10. Toplam Seker Analizi

10-100  pg/ml araliginda hazirlanan  standart  glukoz  ¢oOzeltilerinin
spektrofotometrede 470 nm dalga boyunda okunan absorbans degerleri Cizelge (5.8)’de
verilmis ve bu degerlere gore olusturulan standart egri grafigi de Sekil (5.9)’da

gosterilmistir.

Cizelge 5. 3. 10-100 pg /ml araligindaki standart glukoz ¢ozeltilerinin 470 nm'de okunan

absorbans degerleri.

Glukoz (pg/ml) Absorbans (470 nm)
10 0,102
20 0,166
30 0,193
40 0,264
50 0,362
60 0,471
70 0,506
80 0,594
90 0,642

100 0,734
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Sekil 5. 9. Toplam seker analizi igin 470 nm dalga boyundaki degerlerden elde edilen

standart egri.

Standart egriye gore Komagataeibacter intermedius (H4)’un irettigi bakteriyal
seliilozun icerigindeki toplam seker miktar1 383,7 (g/100ml), Komagataeibacter xylinus
(HM3)’un iirettigi bakteriyal seliilozun igerigindeki toplam seker miktar1 213,9 (g/100ml)
ve Komagataeibacter xylinus (M2)’un irettigi bakteriyal seliilozun igerigindeki toplam

seker miktar1 197,1 (g/100ml) olarak hesaplanmuistir.

Cizelge 5. 4. Izolatlarin iirettigi bakteriyal seliiloz miktar1 ve seliilozlarmn toplam seker

miktari.
eg:?;edgge Hiicre  Polisakkarit
" 0,
Ornek polisakkarit lfu i ‘fu v Y (p/x) v /o
miktart agirhgi agirhgi erim
(g/100mI) (g/100ml)  (g/100ml)
H4 383,7 0,234 0,0526 0,22 22,0
HM3 213,9 0,297 0,0437 0,15 150

M2 197,1 0,304 0,0383 0,13 13,0
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5.11. Bakteriyal Seliillozun SEM (Scanning Elektron Mikroskop) Goriintiileri

Hem statik hem de ¢alkalamali kiiltiirle iiretilen bakteriyal seliiloz 6rneklerinin ags1
yapilar1 taramali elektron mikroskobunda goriintiilenmistir (Sekil (5.10), Sekil (5.11),
Sekil (5.12), Sekil (5.13), Sekil (5.14)).

Sekil 5. 10. Calkalamali kiiltiirle iiretilen BS (HM3%), SEM goriintiisii (x20000).



Sekil 5. 12. Calkalamali kiiltiirle iiretilen BS (HM3%), SEM goriintiisii (x 50000).
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Sekil 5. 14. Statik kiiltiirle iiretilen BS (HM3), SEM gériintiisii (x 2000).
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5.12. Bakteriyal Seliilozun Element Analizi

Liyofilize edilerek kurutulmus bakteriyal selilloz 6rneklerinin karakterizasyonu
i¢cin yapilan analizlerden biri olan element analizi sonuglar1 Cizelge (5.9)’ da verilmistir.
Buna gére H4 6rneginin %0,565 N, %44,55 C, %6,448 H, %0,140 S; HM3 Grneginin
%0,556 N, %43,50 C, %6,745 H, %0,202 S; M2 6rneginin %0,585 N, %44,34 C, %6,521

H, %0,184 S elementelerini igerdigi belirlenmistir.

Cizelge 5. 5. Bakteriyal seliiloz 6rneklerinin element analiz sonuglari.

Ornek adi Agirlik (mg) N (%) C (%) H (%) S (%)

H4 2,3450 0,565 44,55 6,448 0,140
HM3 2,4360 0,556 43,50 6,745 0,202
M2 2,3480 0,585 44,34 6,521 0,184

5.13. Bakteriyal Seliilozun CP/MAS '3C Kati NMR Analizi
Seliiloz alt1 karbonlu genel bir yapiya sahiptir ( Perez, vd., 2002). Bu alt1 karbonlu
yapt Sekil 5.15°de gosterilmistir.

HO HO
H 0 H 0 o\
H H
\ OH H 0 OH H
0 H H
H OH H o

Sekil 5. 15. Seliilozun alt1 karbonlu genel yapisi.

Liyofilizatorde kurutulmus bakteriyal seliiloz numunelerinin (H4, HM3, M2)
CP/MAS 3C kat1 NMR spektrofotometre analiz sonuglar1 sirasiyla Sekil (5.16), Sekil
(5.17) ve Sekil (5.18)’de verilerek alt1 karbonun da yerleri gosterilmistir.
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Sekil 5. 16. H4 numarali BS 6rneginin CP/MAS *C kat:1 NMR analizi sonucu.
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Sekil 5. 17. HM3 numarali BS 6rneginin CP/MAS 3C kat1t NMR analizi sonucu.
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Sekil 5. 18. M2 numarali BS 6rneginin CP/MAS 3C kat: NMR analizi sonucu.

Analiz sonuglarina gore her li¢ numunenin de karbon degerleri ayni araliklardadir.
105-100 ppm’de C1’in, 90-80 ppm’de C4’iin, 75-65 ppm’de C2, C3,C5’in, 65-60 ppm’de
C6’nin oldugu bulunmustur (Sekil (5.16), Sekil(5.17), Sekil (5.18)).

la
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Sekil 5. 19. I, orani fazla olan ve Ig oran1 fazla olan seliillozun CP/MAS *C katit NMR

analiz sonucu farki (Kono, vd., 2002).

Seliiloz 1., bakteriyel seliilozun yapisinda daha yiiksek oranda bulunmaktadir ve
seliiloz I, dan farkli olarak seliiloz I ‘nin CP/MAS 3C kat1 NMR analizi sonucunda en
belirgin fark olarak C1’de ikili ii¢lii sinyaller alinmaktadir (Kono, vd., 2002).
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5.14. Bakteriyal Seliillozun TG Analizi

Termo-gravimetrik analiz (TGA), programlanmis 1sitma sisteminde artan sicakliga
gore numune agirhigmin oSlgiilmesine dayanan siirekli bir islemdir. TGA egrileri
olusturulurken sicakliga karsi yiizde kiitle kaybina gore ¢izilir ve dekompozisyon
adimimin basladigr sicaklik goriilmiis olur. Termal bozunma sicakligi numunenin
molekiil agirligi ve kristallenme derecesi gibi yapisal parametrelerden etkilenir (Mohite
ve Patil, 2014). TG analiz grafikleri ve TG egrisinin tiirevi olan DTG egrileri Sekil (5.20),
Sekil (5.21) ve Sekil (5.22)’de verilmistir.

H4, HM3 ve M2 numunelerinin ii¢li de 30-100 °C arasinda az miktarda kiitle kaybi1
yasamaya baglamistir. Ardindan H4 ve M2 bakteriyal seliiloz numunelerinin kiitleleri
200°C’ye kadar stabildir (Sekil 5.20 ve Sekil 5.21). Sekil (5.22)’de verilen HM3
bakteriyal seliiloz numunesi ise 190°C’ye kadar stabil kalmigtir. Ortam sicakligir 200
°C’ye yaklagtiginda her ii¢ 6rnegin de yapisindaki lifler fiziksel olarak emdikleri suyu
geri vermeye baslamislardir. Kristalin alanlar genellikle suyu absorblamadiklari i¢in bu
absorblanan su seliilozun yapisindaki amorf bdlgelerle iliskilendirilmistir. Burada
absorblanan su kademeli olarak azalir. 200°C’den sonra kiitle kayiplar1 hizla artis
gostermistir. H4 numunesi i¢in kiitle kayb1 330 °C’de maksimum degere ulagsmis olup bu
sicaklikta yaklasik %93 kiitle kayb1 olmustur. HM3 numunesi i¢in sicaklik 316,5°C’ye
ulagtiginda kiitle kaybr maksimum degere ulasmistir ve kiitle kaybinin yaklagik %95
oldugu belirlenmistir. M2 numunesi i¢in kiitle 329°C’de maksimum degerlere ulagsmis

bu bu sicaklikta yaklasik %90 kiitle kayb1 olmustur (Sekil 5.20, Sekil 5.21, Sekil 5.22).
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Sekil 5. 20. H4 bakteriyal seliiloz numunesine ait TGA ve DTG grafigi.
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Sekil 5. 21. HM3 bakteriyal seliilloz numunesine ait TGA ve DTG grafigi.
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Sekil 5. 22. M2 bakteriyal selilloz numunesine ait TGA ve DTG grafigi.

5.15. Bakteriyal Seliilozun FT-IR Analizi

Liyofilize bakteriyal seliiloz 6rneklerinden H4 6rneginin FT-IR spektrofotometre
analiz sonucuna gore 3400 cm™ bant bolgesi O-H gerilmesini, 2919 cm™ bant bolgesi C-
H gerilmesini, 1638 cm™ bant bolgesinde absorblanan su molekiillerinin titresiminden
olusan H-O-H gerilmesini, 1056 cm™ bant bolgesi C-O-C ve C-O-H gruplarim
gbstermistir. Ayrica seliiloz I igin karakteristik olan 1429 cm™ bant bdlgesinde CH:
diizlem igi egilme titresimine ve 1163 cm™ bant blgesinde asimetrik gerilmeden olusan
C-O-C titresimine rastlanmistir (Sekil 5.23). Ve beklendigi gibi her ii¢c numunede de
bakteriyal seliiloz i¢in karakteristik olmayan, Seliiloz II formu i¢in karakteristik olan 3488
cmt ve 3447 cm™® bant bolgelerinde O-H tepe noktalarina rastlanmanmustir (El-Saied, vd.,
2008; Cakar, vd., 2014; Mohite ve Patil, 2014; Khattak, vd., 2015(a); Khattak, vd.,
2015(b); Li, vd., 2015; Lin, vd., 2016; Machado, vd., 2016; Yang, vd., 2016; Yim, vd.,
2016).
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Sekil 5. 23. H4 bakteriyal seliiloz 6rneginin FT-IR spektrofotometre analiz sonucu.

HM3 &rneginin FT-IR spektrofotometre analiz sonucuna gére 3350 cm™ bant
bolgesi O-H gerilmesini, 2919 cm™ bant bolgesi C-H gerilmesini, 1638 cm™ bant bolgesi
absorblanan su molekiillerinin titresimi olusan H-O-H gerilmesini, 1060 cm™ bant balgesi
C-O-C ve C-O-H gruplarmi gostermisti. HM3 numunesinde de seliilloz I igin
karakteristik olan 1428 cm™ bant bolgesi CH2 diizlem i¢i egilme titresimini ve 1163 cm
! bant bolgesi asimetrik gerilmeden olusan C-O-C gruplarmi gdstermistir (Sekil 5.24) (EI-
Saied, vd., 2008; Cakar, vd., 2014; Mohite ve Patil, 2014; Khattak, vd., 2015(a); Khattak,
vd., 2015(b); Li, vd., 2015; Lin, vd., 2016; Machado, vd., 2016; Yang, vd., 2016; Yim,
vd., 2016).
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Sekil 5. 24. HM3 bakteriyal seliiloz 6rneginin FT-IR spektrofotometre analiz sonucu.

M2 6rneginin FT-IR spektrofotometre analiz sonucuna gore 3350 cm™ bant bolgesi
O-H gerilmesini, 2918 cm™ bant bolgesi C-H gerilmesini, 1650 cm™ bant bolgesi
absorblanan su molekkiillerinin titresiminden olusan H-O-H gerilmesini, 1059 cm™* bant
bolgesi C-O-C ve C-O-H gerilmelerini gostermistir. Seliiloz I igin karakteristik olan 1429
cm™ bant bolgesinde CHz ve 1163 cm™ bant bdlgesinde asimetrik gerilmeden olusan C-
O-C gruplarina rastlanmistir (Sekil 5.25) (El-Saied, vd., 2008; Cakar, vd., 2014; Mohite
ve Patil, 2014; Khattak, vd., 2015(a); Khattak, vd., 2015(b); Li, vd., 2015; Lin, vd., 2016;
Machado, vd., 2016; Yang, vd., 2016; Yim, vd., 2016).
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Sekil 5. 25. M2 bakteriyal seliiloz 6rneginin FT-IR spektrofotometre analiz sonucu.

Bakteriyal seliiloz icin karakteristik olan pikler ve bu piklerin yapidaki hangi
baglar1 ifade ettigi her ii¢ 6rnek icin de Sekil (5.26)’da gdsterilmistir.
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Sekil 5. 26. Bakteriyal seliilloz 6rneklerinin FT-IR spektrofotometre analiz sonuglarinin

karsilastirmas.
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Calismamizdaki sonuglar Machado ve ark. (2016)’nin yaptigi ¢alismada elde
ettikleri bulgular1 desteklemektedir. Bu calismaya gore 3350 cm™ bant bolgesi O-H
baglarini, 2893 cm™ bant bolgesi C-H gruplarini, 1650 cm™ bolgesi H-O-H gruplarin,
1425 cm™ bant bolgesinde CH2 ve 1160 cm™ bant bolgesinde C-O-C gruplarina
rastlanmistir (Sekil 5.27).

Transmittance (a.u.)

T T - -i T - T T T T T - T : L T y
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm'1)

Sekil 5. 27. Bakteriyal seliiloz membranlarinin FTIR analizi (Machado, vd., 2016). G-
BC: Gluconacetobacter xylinus tarafindan sentezlenen bakteriyal seliloz. K-BC:

Komagataeibacter rhaeticus tarafindan sentezlenen bakteriyal seliiloz.

5.16. Bakteriyal Seliillozun XRD Analizi

Calismamizda elde ettigimiz liyofilize bakteriyal seliillozun XRD analizi
sonuglarma gore Sekil (5.28)’de H4 6rneginin kirinim pikleri 14,5° 16,7°: 22,5°; Sekil
(5.29)’da HM3 o6rneginin kirmmim pikleri 14,6% 16,8% 22,7° ; Sekil (5.30)’da M2
orneginin kirmim pikleri 14,6°: 16,7°: 22,8° olarak saptanmistir ve her ornekte seliiloz
I’in karakteristik kristalin ylizeyleri sirasiyla (101) : (101°) : (002) gosterilmistir.
Sonuglar Sekil (5.31)’de verilen Khattak(2002) nin yaptiklar1 ¢calismadan elde ettikleri
verileri desteklemektedir.
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Sekil 5. 28. H4 numarali bakteriyal seliiloz 6rneginin XRD analizi grafigi.
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Sekil 5. 29. HM3 numaral1 bakteriyal seliiloz 6rneginin XRD analizi grafigi.
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Sekil 5. 30. M2 numaral1 bakteriyal seliilloz 6rneginin XRD analizi grafigi.
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Sekil 5. 31. Glucanoacetobacter xylinum tarafindan iiretilen bakteriyal seliilozun XRD
analizi grafigi (Khattak, vd., 2015).
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5.17. 16S rRNA Sekans Analizi

5.17.1. Genomik DNA ekstraksiyonu
Sharma ve ark (2005)’a gore H4, HM3 ve M2 izolatlarinin genomik DNA
ekstraksiyonu yapilmistir. DNA ekstraksiyonu 6rneklerinin agaroz jelde yiirtitiildiikten

sonraki goriintli Sekil (5.32)’de verilmistir.

10,000 bp

Sekil 5. 32. M2, HM3 ve H4 izolatlarinin toplam DNA ekstrasksiyonu sonrasi agaroz jel
elektroforezinde goriintiisii. Marker olarak 10,000 bp’lik DNA kullanilmustir.

5.17.2. Polimeraz zincir reaksiyonu ve 16S rRNA genlerinin dizi analizleri

16S rRNA gen bolgesi dizi analizi i¢in DNA ekstrasiyonu 6rneklerinden, 27F ve
1492R primerleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) kurulmustur. PCR
ornekleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiiliip goriinti sonucu Sekil (5.33)’de

verilmistir.
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Marker M2 HM3 H4

Sekil 5. 33. M2, HM3 ve H4 izolatlarinin PCR goriintiisii.

PCR iriinleri, 27F ve 1492R primerleri kullanilarak 16S rRNA’ya goére dizi
analizleri  gergeklestirilmistir. Bu dizi analiz sonuglart gen bankasindaki

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) niikleotid blast programi ile karsilastirilarak

analizi yapilmis ve bu analiz sonucuna gore H4 Komagataeibacter intermedius (6nceden
Gluconacetobacter intermedius), HM3 Komagataeibacter xylinus  (6nceden

Gluconacetobacter xylinus), M2 Komagataeibacter xylinus olarak tanimlanmustir.

Cizelge 5. 6. H4, HM3 ve M2 izolatlarinin dizi analizleri sonras1 belirlenen en yakin gen

bankas1 temsilcileri.

. .. g Eslesen baz  Benzerlik Gen Bankasindaki en
Izolat adx Dizi uzunlugu .. . o
sayisi yiizdesi yakin karsihgi

H4 1414 1354/1386 %98 Komagataeibacter
intermedius strain 1-6

HM3 1245 1147/1182 %97 Komagataeibacter
xylinus strain ATCC

10245
M2 1389 1278/1299 %98 Komagataeibacter

xylinus strain ATCC
10245



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252196
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252196
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5.18. Ribotiplendirme
Calismamizda 3 izolatin otomatik ribotiplendirme ile benzerliklerine bakilmistir.

EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilmis 5-50 kb biiytikliigiindeki fragmentlerden olusan
ribotip profilleri Sekil (5.34)’de verilmistir.

RiboPrint ® Pattern
1 kbp 5 10 15 50
L T

L L 1 Jrofs: Juofr-Jagr§r g §4

| i]H4

| J =3

I | B

Sekil 5.34. izolatlarin ribotiplendirme profilleri

Ribotiplendirme sonuglart ile 16S rRNA dizi analizi sonuglar1 birbirini
desteklememistir. Bunun sebebi ise Komagataeibacter intermedius, Komagataeibacter
xylinus’un ve daha oOnceki adlar1 (sinonimleri) olan Gluconacetobacter xylinus,
Gluconacetobacter intermedius 'un cins ve tiir seviyesinde otomatize ribotiplendirme

veritabaninda bulunmamasidir.
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6. TARTISMA

Uzerinde yogun arastirmalar yapilan ve giiniimiizde ticari iiriin olarak pazarlanan
biyopolimerler i¢inde en 6nemlilerinden biri bakteriyal seliilozdur. Bakteriyal seliiloz
biyosentezinin ilk adimi Brown’un 1886’da sirke fermantasyonu {izerine yaptigi
arastirmalarda Acetobacter xylinum’un (giincellenmis yeni adi Komagataeibacter
xylinus) trettigi seliilozik biyofilmin yiiksek yapili bitkilerin irettiklerine benzer
oldugunu kesfetmesiyle atilmistir ve giiniimiizde hala bu konudaki caligmalar devam
etmektedir (Toyosaki, vd., 1995; Klemm, vd., 2005). Bakteriyal seliiloz olduk¢a giiglii,
katlaninca seklini koruyan ve esnek olan bir yapiya sahiptir. Bu nedenle ¢esitli kullanim
alanlar1 olup; kagit, kumas, gida ve tibbi malzeme endiistrisinde ham madde olarak
onemli bir yere sahiptir. (Margaritis ve Pace, 1985; Sutherland, 1996, Coban ve Biyik,
2008).

Calismamizda bitkisel seliiloza alternatif olarak kabul edilen bir biyopolimer olan
bakteriyal seliilozun; ¢esitli kaynaklardan izole edilen bazi asetik asit bakterileri
tarafindan en yliksek verimle iiretilmesi ve bakteriyal seliilozun karakterizasyonu

tizerinde ¢alisilmustir.

Calismamizda Kemal Kiikrer, Izmir Taris, Karaman, Izmir ve Sivas’tan temin
edilen iiziim, elma, kiraz, ali¢ sirke Ornekleri kullanilarak asetik asit bakterileri izole
edilmistir. Asetik asit bakterileri ise dogada genellikle seker ve alkol orani yiiksek
ortamlarda bulunmaktadir. Bu yiizden asetik asit bakterilerinin ¢igek, meyve, bal ve
ozellikle iiziim, elma, hurma sarabindan ve sirkesinden izole edilebilecegi belirtilmistir
(Swings, 1992). Gullo ve ark. (2006), balzamik sirkeden Gluconacetobacter xylinus,
Acetobacter pasteurianus ve Acetobacter aceti suslarini izole etmistir. Poyrazoglu
(2007), sarap, sirke, iiziim, elma ve tursu suyundan Acetobacter pasteurianus ve
Acetobacter lovaniensis tiirlerini elde etmistir. Fernandez-Pérez ve ark. (2010), sirkeden
103 asetik asit bakterisi izole edip bunlardan en yiiksek oranda Gluconacetobacter
europaeus susunu tanimladiklar1 belirtilmistir. Wu ve ark. (2012), geleneksel Cin sirkesi
ile yaptiklari ¢aligmada 58 adet asetik asit bakterisi izole etmis ve Acetobacter
senegalensis, Acetobacter indonesiensis, Acetobacter malorum, Acetobacter orientalis ve
Gluconobacter oxydans tiirlerini tanimlamistir. Yetiman ve Kesmen (2015), iiziim ve

elma sirkesinden Komagataeibacter hansenii, Komagataeibacter europaeus ve
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Komagataeibacter xylinus tiirlerini elde etmistir. Lin ve ark. (2016), ananas, elma ve

guava meyvelerinden Komagataeibacter intermedius susunu izole etmistir.

Izolasyon isleminde temel zenginlestirme besiyeri olarak iginde glukoz, yeast
ekstrakt, polipepton, NaH2PO4 ve sitrik asit bulunan HS Broth kullanilmistir (Hestrin ve
Schramm, 1957). Koloni gelisimleri ve gelisimlerin incelenmesi i¢in HS Agar, HSM
Agar ve Mannitol Agar besiyerleri kullanilmigtir (Hestrin ve Schramm, 1957; Du Toit,
2002). Besiyerinde kiigiik, yuvarlak yiiksek sekilli, krem-beyaz renkte olan koloniler
secilmistir. Elde ettigimiz izolatlarin identifikasyonu taksonomik o6zelliklerine gore
yapilmistir.  Identifikasyon sonucuna gore izolatlarin asetik asit bakterisi oldugu
belirlenmistir. Elde ettigimiz asetik asit bakterilerinin Gram negatif, ¢ubuk sekilli,
katalaz pozitif, oksidaz negatif olduklar1 goriilmiistiir. Ardindan bu izolatlar tekrar HS

Broth besiyerine ekilerek en fazla miktarda bakteriyal seliiloz tireten ii¢ izolat secilmistir.

Calismamizda kullandigimiz i¢ izolatin da kalsiyum karbonat, etanol, yeast
ekstrakt ve agar iceren besiyerinde asetik asidin kalsiyum karbonati ¢dzmesi sonucu
ortamda seffaf zon olusturduklari gézlemlenmistir (Frateur, 1950; Sharafi, vd., 2010).
Carr 1968 yilinda Acetobacter, Gluconobacter ve Gluconacetobacter strainlerini
birbirinden ayirmak i¢in, bromcresol green igeren kati besiyerini kullanmistir ( Carr,
1968; Sharafi, vd., 2010). Bu besiyerinde, Acetobacter tarafindan {iretilen asetik asit,
indikatér boyanin rengini yesilden maviye doniistirmekte, Gluconobacter’lerde asetik
asit, indikatér boyanin rengi inkiibasyon siiresince yesilden sariya sonra tekrar yesile
doniistiirmekte, Gluconacetobacter’lerde ise indikatér boyanin rengi yesilden sariya
dontismektedir (Carr, 1968; Sharafi, vd., 2010). Literatiirdeki bu bilgilere bakilarak
calisngimiz {i¢ izolatin bromcresol green’li besiyerindeki gelisimi incelendiginde,
besiyerinin rengi yesilden sartya donmiistiir ve izolatlarimizin Gluconacetobacter

genusundan olduklar1 belirlenmistir.

Calistigimiz asetik asit bakterilerinin identifikasyonu oncelikle fizyolojik ve
biyokimyasal Ozelliklerine bakilarak taksonomi ile yapilmistir. Bunlarin sonucunda
bakterilerimizin Gluconacetobacter genusuna ait oldugu belirlenmistir.  Fakat bu
metotlar zamanla cliriitiilebilir ve kesin gilivenilir sonuclar vermeyebilir (Gonzalez, vd.,
2004). Klasik taksonomi sonuglarini desteklemesi ve kesin sonuglar alabilmek igin

molekiiler yontemlere basvurulmustur. Yapilan dizi analizi sonuglar1 gen bankasindaki
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) Nucleotide Blast programi ile karsilastirilmis H4

izolatt Komagataeibacter intermedius (6nceden Gluconacetobacter intermedius), HM3
izolat1 Komagataeibacter xylinus (6nceden Gluconacetobacter xylinus) ve M2 izolati

Komagataeibacter xylinus olarak tanimlanmuistir.

Calismamizda seliiloz iiretimini belirlemek i¢in en uygun temel besiyeri olan HS
Broth (Hestrin ve Schramm, 1957) kullanilmistir. En uygun besiyerini belirlemek icin
HS Broth, HSM Broth (modifiye besiyeri) (Hestrin ve Schramm, 1957) ve Mannitol
Broth (Du Toit, 2002) kiiltiir ortamlarinda tiretim yapilmis ve en fazla bakteriyal seliiloz
tiretim verimi HS besiyeri ile saglanmistir. Bu yiizden tiretim ¢alismalarina HS Broth ile
devam edilmistir. Bakteriyal seliiloz {iiretimi genellikle statik kiiltiir kosullarinda
gerceklestirilir (Bae ve Shoda, 2005). Statik kosullarda iiretilen seliiloz besiyeri-hava
arayiizeyini tamamen kaplayan bir biyofilm, zar seklindedir (Schramm ve Hestrin 1954,
Toyosaki ve ark 1995). Statik kosullarda selillozun tiim yilizeyi zar seklinde
kaplamasindan dolay1 olusan oksijen yetersizligi gibi dezavantajlarin giderilmesi i¢in
calkalamali kiiltiirle de bakteriyal seliiloz tiretimi yapilmaktadir (Park ve ark 2003, Czaja
ve ark 2004, Aydin ve Aksoy 2014). Watanabe ve ark. (2000), Acetobacter xylinum BPR’
mn s1vt HS besiyerinde ve CSL-Fruktoz olarak modifiye edilmis besiyerinde, durgun ve
calkalamali kosullarda seliiloz olusumunu incelemistir. Czaja ve ark. (2004), HS
besiyerinde statik ve calkalamali kiiltiir kullanarak iki yontemle iiretilen bakteriyal
selillozun karakterizasyonunu yapmislardir. Ruka ve ark. (2012), yiiksek verimli
bakteriyal seliiloz iiretiminde statik yontemle ve HS, HS-CSL modifiye besiyerinde
tiretim yapmiglardir. Mohite ve Patil (2014), 120 rpm’de ¢alkalamali kiiltiirle HS besiyeri
kullanarak irettikleri bakteriyal seliilozun yapisini, fiziksel, mekanik ve termal
karakterizasyonunu incelemislerdir. Wu ve Li (2015), Gluconacetobacter xylinus susu
tarafindan hava kaldirmali biyoreaktor kullanarak HS besiyerinde bakteriyal seliiloz
iretimini incelemislerdir. Khattak ve ark. (2015), palmiye 6ziinden seker kamisi liretimi
sirasinda olusan atik kaynagi kullanilarak hem statik hem de 200 rpm’de calkalamali
kiiltirle bakteriyal seliiloz tretimi tzerine ¢alismislardir.  Liu ve ark. (2015),
caligmalarinda calkalamali ve statik kiiltiirle bakteriyal seliiloz {iretimi arasindaki
metabolik farkliliklar1 gostermek i¢in iki yontemle de iiretim gerceklestirmislerdir. Kuo
ve ark. (2016), asetat tamponu kullanarak Gluconacetobacter xylinus tarafindan

bakteriyal seliilloz iiretiminin arttirllmasini saglamak amaciyla statik kiiltiirle ve HS


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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besiyerini kullanarak tiretim yapmiglardir. Yang ve ark. (2016), li¢i ekstraktini alternatif
bir besiyeri hammaddesi olarak kullanmis ve besiyerine ilave ederek statik kiiltiirle HS
besiyerinde bakteriyal seliiloz tiretimi gergeklestirmislerdir (Watanabe, vd., 2000; Czaja,
vd., 2004; Ruka, vd., 2012; Mohite ve Patil, 2014; Wu ve Li, 2015; Khattak, vd., 2015;
Liu, vd., 2015; Kuo, vd., 2016; Yang, vd., 2016). Yaptigimiz ¢calismada H4, HM3 ve M2
izolatlariyla bakteriyal selilloz iiretimi hem statik hem de ¢alkalamali kosullarda

gergeklestirilmis ve liretim verimleri, su tutma kapasiteleri karsilastirilmistir.

100 ml’lik HS Broth besiyerinde yapilan iiretim sonucunda statik kiiltiirle yapilan
calismada H4, HM3 ve M2 bakteriyal seliiloz numunelerinin kuru agirliklart sirasiyla
0,0526, 0,0437 ve 0,0383; calkalamali kiiltiirle iiretimde ise H4%, HM3%, M2%’nin kuru
agirliklart sirastyla 0,0357, 0,0269 ve 0,0264 olarak belirlenmistir. Bu degerlerle spesifik
iriin verim katsayilart hesaplanmigtir.  Statik kiiltiirde iiretilen bakteriyal seliiloz
numunelerinin verimleri H4 i¢in %22, HM3 i¢in %15 ve M2 ig¢in %]13; calkalamali
kiiltiirle iiretilen numunelerin verimleri H4% igin %18, HM3€ i¢cin %12 ve M2% i¢in %15
olarak bulunmustur. Uretim calismalarinda bakteriyel seliiloz verimi sus ve besiyerine
bagh olarak kaynaklarda belirtilen bulgularda 0.01-0.4 g.g* arahiginda degismektedir
(Shoda ve Sugano 2005; Bae ve Shoda 2005; Chawla, vd., 2009). Bu ¢alismada elde
edilen tiriin verimleri, her iki iiretim kosulu i¢in de belirtilen araliklardadir. Daha once
yapilmis caligmalara bakildiginda elde ettigimiz bakteriyal seliiloz numunelerinin
cogunda daha yiiksek tretim verimi sagladigimiz belirlenmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde her ic numune i¢in de statik kiiltiirle daha yiiksek {iretim verimi elde
edilmistir. Bunun sebebinin galkalamali kiiltiirde olusan kesme gerilmesi, olusan lifli
yapinin besiyerinin viskozitesini arttirmasi, oksijenin homojen olarak iletilmemesi ve
spontan mutasyonlar ya da seliiloz iiretmeyen hiicrelerin baskin hale gelip suslarin
stabilitesinin bozulmasi nedeniyle seliilloz iiretim kapasitelerinde azalma oldugu
diistintilmektedir (Park,vd., 2003; Czaja, vd., 2004; Biyik, 2007; Aydin ve Aksoy, 2015).

Su tutma kapasitesi bakteriyal seliilozun en 6nemli 6zelliklerinden birisidir. Gida
endiistrisinde ve ozellikle de tibbi alanda uygulanabilmesi i¢in su tutma kapasitesinin
olabildigince yiiksek olmasi gerekmektedir (Vandamme, vd., 1998; Ciechanska, 2004;
Ul-Islam, vd., 2012). Calismamizda da iirettigimiz bakteriyal seliiloz 6rneklerinin tibbi
alanda uygulanabilirliginin belirlenebilmesi i¢in su tutma kapasiteleri dl¢tilmiistiir. Su

tutma kapasiteleri statik kosullarda iiretilen bakteriyal seliiloz numuneleri i¢in H4’ilin
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%88, HM3’iin %85 ve M2’nin %86; ¢alkalamali kosullarda iiretilenler icin H4% nin %85,
HM3%nin %78 ve M2%nin %83 olarak hesaplanmistir. Lin ve ark. (2014), iirettikleri
bakteriyal seliilozun analizinde su tutma kapasitesini %89 olarak bildirmislerdir. Kwak
ve ark. (2015), Acetobacter sp. susuyla bakteriyal seliiloz iiretimi {izerine yaptiklari
calismada elde ettikleri seliilozun su tutma kapasitesini %70 olarak bildirmislerdir. Elde
ettigimiz sonuglar literatiirdeki calismalarla paralellik gosterip, degerlendirmelere
bakildiginda sahip olduklar1 yliksek su tutma kapasitesine gore tibbi alandaki ve gida
endiistrisindeki uygulamalar i¢in uygundur (Lin, vd., 2014; Kwak, vd., 2015).

Uretilen bakteriyal —seliloz numunelerinin  toplam seker analizi igin
spektrofotometrik fenol-siilfiirik asit metodu kullanmilmistir (Biyik, 2007). Glukoz
¢ozeltilerinden olusturulan standart egriye gére Komagataeibacter intermedius (H4)’ un
trettigi bakteriyal seliilozun icerigindeki toplam seker miktart 383,7 (g/100ml),
Komagataeibacter xylinus (HM3)’ un irettigi bakteriyal seliilozun igerigindeki toplam
seker miktar1 213,9 (g/100ml) ve Komagataeibacter xylinus (M2)’ un iirettigi bakteriyal
seliilozun igerigindeki toplam seker miktar1 197,1 (g/100ml) olarak hesaplanmistir.

Statik kiiltiirle yaptigimiz iretimde besiyeri ylizeyinde biitiin bir zar seklinde
seliiloz olusumu olurken; c¢alkalamali kiiltiirle yaptigimiz {retimde diizensiz, lifli
kiirecikler seklinde seliiloz olusumu gozlemlenmistir. Bakteriyal seliilozun ags1 yapisi,
taramali elektron mikroskobu (SEM) ile goriintiilenmistir. Calismamizda, hem durgun
kiiltiirde hem de ¢alkalamali kiiltiirde elde edilen seliiloz, liyofilize edilerek kurutulmus
ve ti¢ boyutlu ags1 yapilari taramali elektron mikroskobu ile goriintiilenmistir. Goriintiiler
kiyaslandiginda ¢alkalamali kiiltiirle iiretilen bakteriyal seliiloz liflerinin ince ve daha
diizensiz yapida olduklari; statik kiiltiirle tretilen selillozun calkalamali yontemle

iretilene kiyasla daha diizenli ve kalin ags1 yapiya sahip olduklar1 goriilmiistiir.

Bakteriyal seliiloz numunelerinin karakterizasyonu i¢in Element Analizi, CP/MAS
13C katt NMR, TGA, FT-IR ve XRD analizleri yapilarak, elde ettigimiz bakteriyal

seliilozlarin dogrulugu literatiir verileriyle kiyaslanarak tespit edilmistir.

Saflagtirilmig seliilozun elemental bilesimine bakilmistir ve bulgularimiz diger
arastirmacilar tarafindan bildirilen bilesim kaynaklarini desteklemektedir. Klemm ve ark.
(2001) galigmalarinda bakteriyal selillozun element analiz sonucunu %42,39 C ve %6,39

H olarak bildirmislerdir. Yoon ve ark. (2006), seliillozun elemental analiz sonucunda
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%45,44 C, %6,42 H ve %0,57 N igerdigini gozlemlemislerdir. Castro ve ark. 2012 yilinda
yaptiklari ¢alismada elde ettikleri bakteriyal seliillozun element analizi sonucunda %44.2
+1.6 C, %6.3+0.25 Hve %0.39 +0.04 N igerdigini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda
ise numunelerimizden H4 6rneginin %0,565 N, %44,55 C, %6,448 H, %0,140 S; HM3
orneginin %0,556 N, %43,50 C, %6,745 H, %0,202 S; M2 6rneginin %0,585 N, %44,34
C, %6,521 H, %0,184 S elementelerini icerdigi belirlenmistir. Yaptigimiz ve buna
paralellik gosteren diger galismalardaki sonuglar degerlendirildiginde saf bakteriyal
seliilozun yiiksek oranda karbon elementini, igerigindeki karbonun yaklasik 1/7’si kadar

hidrojen elementini ve ¢ok az oranda nitrojen ve kiikiirt elementini i¢erdigi goriilmiistiir

(Klemm, vd., 2001; Yoon, vd., 2006; Castro, vd., 2012).

Seliiloz I, birbirine paralel zincir yapilardan olusan dogal seliiloz olup iki ayri
allomorf formu bulunmaktadir; bunlar seliiloz I, ve seliiloz Ig’dir. Yap1 olusurken hangi
oranda birlesecekleri tiire ve kaynaga gore farklilik gosterirken, Seliiloz I, genellikle
bakteriyel seliillozun ve alglerin yapisinda baskin olup, seliiloz Ig bitkilerin yapisinda
baskin olarak bulunmaktadir (Zugenmaier, 2001; Nishiyama, vd., 2003). Besiyeri
bilesiminin degistirilmesiyle Ga. xylinus tarafindan iretilen seliiloz I, miktarinin

etkilendigi gozlemlenmistir (Klemm, vd., 2006).

Elde ettigimiz bakteriyal seliiloz 6rneklerinde seliiloz I, ve seliiloz Ig’nin ayrimini
saglamak ve karakterizayonu i¢cin CP/MAS 3C kat1 NMR analizi yapilmistir. Kono ve
ark. (2002), seliiloz triasetat polimorflarinin (CTA I ve CTA II) kati NMR analizi
sonucunda; CTA I i¢in 102 ppm’de C1’in, 63 ppm’de C6’nin oldugunu ve CTA 1II i¢in
100 ppm’de C1’in, 65-67 ppm’de C6’nin oldugunu gostermislerdir. Hesse ve Jager
(2005), ¢alismalarinda seliilozun katt NMR analizini yaparak 105 ppm’de C1, 90 ppm’de
C4, 76-70 ppm’de C3, C2, C5 ve 65 ppm’de de C6’nin oldugunu gostermislerdir. Keshk
ve Sameshima (2006), tirettikleri bakteriyal seliilozun kati NMR analizi sonucunda; 105
ppm’de CI1, 90 ppm’de C4, 78-70 ppm’de C3, C2, C5 ve 65 ppm’de C6’nin oldugunu
bildirmislerdir. Lopes ve ark. (2014), selillozun kati NMR analizi sonucuna gore 105
ppm’de C1, 90 ppm’de C4, 80-75 ppm’de C3, C2, C5 ve 70-65 ppm’de de C6’nin
oldugunu bildirmislerdir. Castro ve ark. (2015), elde ettikleri seliilozun katt NMR analizi
sonucunda; 102-108 ppm’de C1, 81-93 ppm’de C4, 60-70 ppm’de C6’nin oldugunu
bildirmislerdir (Kono, vd., 2002; Hesse ve Jager, 2005; Keshk ve Sameshima, 2006;
Lopes, vd., 2014; Castro, vd., 2015). Calismamizda elde ettigimiz bakteriyal seliilozun
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CP/MAS BC kati NMR analizine gére 105-100 ppm’de C1°in, 90-80 ppm’de C4’iin, 75-
65 ppm’de C2, C3,C5’in, 65-60 ppm’de C6’nin oldugu bulunmustur. Bu sonuglar
referans caligmalarin sonuglariyla paralellik gostermektedir. Buna gore numunelerimizin

seliiloz I, formunu igeren bakteriyal seliiloz 6rnekleri oldugu belirlenmistir.

Ticari bitkisel seliilozun XRD analizinde karakteristik kirinim piki seliiloz Ip
formunda 34,5° olarak bildirilmistir. Bakteriyal seliillozun sahip oldugu Seliiloz I
yapisindaki tipik karakteristik difraksiyon pikleri daha 6nce yapilan XRD galigsmalarinda
14°:16° : 23° civarinda ve kristalin yiizeylerinin ise sirastyla (101) : (101°) : (020) oldugu
belirlenmistir (Zugenmaier, 2001; Nishiyama, vd., 2003). Castro ve ark. 2012 yilinda
Gluconacetobacter medellensis  genusu ile irettikleri bakteriyal —seliilozun
karakterizasyonunda XRD kirinim pikleri 14,4°: 16,7°: 22,5° olarak bildirmislerdir. Ruka
ve ark. (2012), Gluconacetobacter xylinus tarafindan maksimum verimde bakteriyal
seliiloz tiretimi tizerine yaptiklari ¢alismada XRD kirinim piklerini 14° : 16,8°: 23° olarak
gostermiglerdir. Mohite ve Patil (2014) yaptiklar1 galismada Gluconacetobacter hansenii
tarafindan iiretilen bakteriyal seliilozun XRD kirinim pikleri 14,56°: 16,87°: 22,74° olarak
saptamiglardir. Li ve ark. 2015 yilinda Acetobacter xylinum kullarak iirettikleri bakteriyal
selitloz orneklerinin karakterizasyonu sonucu XRD kirmnim piklerini 1)14,6° : 16,9° :
22,9° 2)14,75° : 16,7° : 22,9° ve 3)14,45° : 16,7° : 22,65° olarak bildirmislerdir. Khattak
ve ark. (2015) ¢alismasinda Glucanoacetobacter xylinum kullanarak tirettikleri bakteriyal
seliilozun XRD analizi sonucunda kirinim pikleri 14,62° : 16,55° : 22,72° olarak
bildirmiglerdir. Yang ve ark. (2016) ligi ekstrakti kullanarak yaptiklar1 ¢alismada
Gluconacetobacter xylinus tarafindan iretilen seliilozun XRD kirinim piklerini 14,4° :
16,7° : 22,5° olarak saptamiglardir. Lin ve ark. (2016) fermente meyve suyu kullanarak
Komagataeibacter intermedius tarafindan iretilen bakteriyal selilozun XRD analiz
sonucunda kirmnim piklerini 14,4° : 16,7° : 22,5° olarak bildirmislerdir (Castro, vd., 2012;
Ruka, vd., 2012; Mohite ve Patil, 2014, Li, vd., 2014; Khattak, vd., 2015; Yang, vd.,
2016; Lin, vd., 2016). Calismamizda irettigimiz seliiloz 6rneklerinin XRD analizi
sonuglarina bakildiginda H4 6rneginin kirimim pikleri 14,5° : 16,7° 22,5° HM3
orneginin kirinim pikleri 14,6° : 16,8°: 22,7°; M2 6rneginin kirimim pikleri 14,6° : 16,7°:
22,8° olarak saptanmustir. Elde ettigimiz bu sonuglar daha 6nce yapilan ¢alismalardaki

bulgular ile cok benzer hatta bazi ¢alismalarla ayn1 sonuglar elde edilmistir.
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Bakteriyal seliilozun polimorfik yapist FT-IR spektrumundaki piklerin siddetine ve
konumuna goére ortaya konulur (Mohite ve Patil, 2014). Cakar ve ark. (2014),
Gluconacetobacter xylinus susuyla yari siirekli prosesle iirettikleri bakteriyal seliilozun
FT-IR analizi sonucunda 3415cm™' bant bolgesinde O-H grubunun, 2999 cm™ bant
bolgesinde C-H gruplarmin, 1058 cm™* bant bdlgesinde C-O-C grubunun, 1664 cm™
bolgesinde karboksilik asit ve 1431 cm™! bolgesindeki bantta karboksilat gruplarinin
oldugunu gostermislerdir. Khattak ve ark. (2015b), yaptiklar1 ¢alismada iirettikleri
bakteriyal seliilozdaki O-H gruplarmin 3356-3365 cm™! araligindaki bantlarda, C-H
gruplarmin 2885 cm™! bolgesindeki bantta, CHz gruplarinin 1420 cm™' bolgesindeki
bantta oldugunu bildirmislerdir. Kuo ve ark. (2016) Gluconacetobacter xylinus susu
kullanarak tirettikleri bakteriyal seliilozun karakterizasyonunda FT-IR analizini 4000 —
400 cm ™! dalga sayisinda aldiklar dlgiimler sonucunda ~3430-3435 cm™! bolgelerindeki
bantta O-H gruplarmin, ~2927-2949 cm™ bant bolgesi araliklarinda C-H gruplarmin,
~1050 cm ! bant bélgesinde C-O-C ve C-O-H gruplarmin oldugunu géstermislerdir. Yim
ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada 3300 cm™! bant bolgesinde O-H gruplarinin, 2880
cm™! bant bélgesinde C-H gruplarinin, 1057 cm™* bant bélgesinde C-O-C ve C-O-H
gruplarinin oldugunu bildirmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz bakteriyal
seliiloz 6rneklerinin FT-IR analiz sonuglari, kaynaklarda belirtilen bulgularla paralellik

gostermistir.

Calismamizda tirettigimiz bakteriyal seliiloz numunelerinin karakterizasyonu i¢in
yaptigimiz Termo-gravimetrik analizine gore H4 numunesinin maksimum kiitle kaybi
sicaklik 330°C’ye ulastiginda, HM3 numunesi i¢in maksimum kiitle kayb1 316,5 °C’de ve
M2 &rnegi i¢in ise maksimum kiitle kaybinin 329 °C’de oldugu saptanmuigtir. Halib ve
ark. (2012) iirettikleri bakteriyal seliilozun TG analizinde Tmax 342 °C’de maksimum kiitle
kayb1 degerine ulasildigini bildirmislerdir. Mohite ve Patil (2014), elde ettikleri
bakteriyal selillozun mekanik ve termal karakterizayonunda TGA sonucunda 303 °C’de
maksimum kiitle kaybi degerine ulastiklarini gostermislerdir. Lin ve ark. (2016),
Komagataeibacter intermedius susuyla trettikleri bakteriyal selillozun TG analizinde
maksimum kiitle kaybinin oldugu Tmax degerini 315°C olarak bildirmislerdir. Yapilan
caligmalar bakteriyal seliilozun termal analizinde karakteristik bozunma sicakliklarinin
genellikle 300-360 °C arasinda oldugunu gostermistir. Bizim de elde ettigimiz sonuglar

verilen bu degerler arasinda olup daha dnce yapilan ¢alismalar1 desteklemektedir.
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7.SONUC

Bu galisma, tiim diinyada ve son yillarda iilkemizde de 6nem kazanan, bitkisel
seliiloza alternatif olarak iiretilen, ¢ok ¢esitli uygulama alanina sahip olan ve 6zellikle
tibbi alandaki uygulamalar giin gegtikge artan bir biyopolimer olan bakteriyal seliilozu
iiretmek amaciyla yapilmistir. Calismada farkli fermentasyon yontemleri kullanarak
yiiksek verimde bakteriyal seliiloz iiretimi, yiiksek seliiloz iiretme kapasitesine sahip
asetik asit bakteri suslarimin tanimlanmasi ve iretilen bakteriyal seliilozun mekanik

Ozelliklerinin arastirilmasi iizerine ¢alisilmistir.

Bu amagla calismada asetik asit bakterilerinin izolasyonu i¢in alkol ve seker orani
yiiksek en iyi ve ekonomik kaynak olan c¢esitli sirke ornekleri kullanilmistir. Farkl
besiyerleri kullanilarak ¢ok cesitli asetik asit bakterileri elde edilmistir. izole edilen asetik
asit bakterilerinin dncelikle klasik taksonomiye gore identifikasyonu yapilmis, morfolojik
ve biyokimyasal 6zelliklerine bakilmis ardindan seliiloz {iretim yetenekleri incelenmistir.
Seliiloz iiretim verimi en yiiksek olan H4, HM3 ve M2 izolatlar1 secilmis ve ¢alismaya

bu izolatlarla devam edilmistir.

Segilen izolatlarin klasik taksonomiye gore identifikasyonu, yapilan dizi analiziyle
molekiiler olarak da desteklenmistir. Molekiiler identifikasyonda 16s rRNA sekans
analizine gére H4 izolati Komagataeibacter intermedius (6nceden Gluconacetobacter
intermedius), HM3 izolati Komagataeibacter  xylinus (6nceden Gluconacetobacter

xylinus), M2 izolati Komagataeibacter xylinus olarak tanimlanmustir.

Komagataeibacter intermedius (H4) ve Komagataeibacter xylinus (HM3 ve M2)
suslarindan hem statik kiiltiirle hem de ¢alkalamal kiiltiirle bakteriyal seliiloz iiretimi
yapilarak {retilen seliilozlarin verimleri karsilastirilmigtir. En yiliksek verim
Komagataeibacter intermedius strain (H4) tarafindan statik kiiltiirle yapilan iiretimle
saglanmistir.  En diigiik ylizde verim Komagataeibacter xylinus (HM3) izolati

kullanilarak calkalamali kiiltiirle yapilan iiretimde saptanmustir.

Saflagtirilan bakteriyal seliiloz 6rneklerinin igerdigi toplam seker miktarlarina ve su
tutma kapasitelerine bakilmigtir. Bakteriyal seliiloz 6rneklerinin %78-88 arasinda yiiksek

su tutma kapasitesine sahip olduklar1 belirlenmistir.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252196
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631252196
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Her ii¢ izolatla tretilen bakteriyal selilloz numuneleri saflagtirilip liyofilize
edildikten sonra taramali elektron mikroskobunda incelenmis, statik ve calkalamali

kiltiirle iiretilen seliilozlarin ags1 yapilarindaki farkliliklar goriintiilenmistir.

Urettigimiz seliilozun gelecek ¢aligmalarda gelistirilebilmesi, uygulama alanlarinda
kullanilabilirliginin arttirabilmesi i¢in mekanik 6zellikleri incelenmistir. Statik kiiltiirle
daha yiiksek verim elde edildigi i¢in mekanik testlerde kullanilmak iizere bakteriyal
seliiloz tiretimi statik kiiltiirle yapilmistir. Elemental analizi, CP/MAS 13C kati NMR
analizi, TG analizi, FT-IR ve XRD analizi yapilan bakteriyal seliiloz numuneleri literatiir

degerleri ile paralellik gostermis, daha 6nce yapilan ¢alismalari desteklemistir.

Yurt disinda bakteriyal seliiloz tiretimi konusunda ¢ok fazla ¢aligma yapilmasina
ragmen lilkemizde c¢ok sinirli sayidadir. Yaptigimiz calisma ile lilkemizde ilk kez
Komagataeibacter intermedius susu izole edilip, bu izolatla bakteriyal seliiloz iiretimi ve
karakterizasyonu yapilmistir. Bunlara ek olarak bakteriyal seliilozun {istiin 6zelliklerinin
ortaya ¢ikartilmasi agisindan yapilan karakterizasyon analizleri de 6nemlidir. Daha 6nce
Komagataeibacter xylinus susuyla c¢alisilmasina ragmen tiretilen seliillozun bu sekilde

genis kapsamli karakterizasyonu agisindan ¢alismamiz lilkemizde yine bir onctidiir.

Gelecek calismalar goz oniine alindiginda daha yiiksek verimlilikte bakteriyal
seliiloz tiretimi i¢in statik kiiltlirle tiretim yapilacaksa dlgek biiylitme sorunu ve besiyeri
iceriginin zenginlestirilmesi iizerinde c¢aligsmalar yapilabilir ya da calkalamali kiiltiirde
kiiltiir stvisinin viskozitesinin diisiiriilmesi saglayarak 1yi bir oksijen iletimi saglayan 6zel
fermentdrler kullanilabilir. Bu sayede {iretilecek olan bakteriyal seliiloz en yiiksek

verimlilikte ticari alanlarda kullanilabilecek miktarlarda tiretilebilir.

Ulkemizde bakteriyal seliiloz iiretimiyle ilgili calismalar hala ¢ok azdr.
Calismamizda bakteriyal seliiloz iiretiminin gerceklestirilmesi; gelecek c¢aligmalarda
ekonomik daha fazla kaynak kullanarak seliiloz iiretim verimliliginin arttirilmasi,
tiretimindeki farkliliklarla yeni Ozellikler kazanmaya cok elverigli olan bakteriyal
seliilozun mekanik 6zelliklerinin gelistirilmesi, bu gelisen mekanik 6zellikler sayesinde
uygulama alanlarinin daha da ¢esitlilik kazanmasi ve tip alaninda kullaniminin

yayginlastirilmasina katkida bulunulmasi acgisindan 6nemlidir.
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Ek 1: Bakteriyal seliilozla ilgili ¢alismalarda alinan bazi patentler.

Yayin
Patent no | Bulus sahibi Bashk | Aciklama
tarihi
Liu Dongmei,
] Gluconacetobacter
Wang Chao, Fei ) _ o
] xylinum ve karisik Bir tir odun sirkesi
CN Yongtao, Li
o floradan yiiksek basili ve karigik kiiltiir
103060229 | Jiahui, Huang o ] 2014
) verimli bakteriyal fermentasyonundan
B Danhua, Wu Hui,
] seliloz fermentasyon BS iiretimi
Tang Yugian, Yu
) metodu
Yigang
- , Bakteriyal seliiloz
Pei-Ying  Chen, | Igine kapsiil o
Us Jinn Lai st matriksine,
Inn-1s al, erlestirilmis
¥y ] Y . fonksiyonel bilesikler
201203086 | Hsu-Chou Hsiao, | bakyeriyal seliiloz | 2012 ) _
iceren kapsiillerin
49 Al Yan-Hwa Chu, | kompoziti ve bunlarin
B ) yerlestirilmesiyle BS
Chii-Cherng Liao | hazirlanmasi
kompozit iiretimi
Metal tuzlari i¢eren
Barbara R. Evans, . . soliisyon igerisine BS
] Elektrik ve elektronik
us Hugh M. O'Neill, | yerlestirilmesi ve
) cihaz  iretimi igin
7955759 Valerie Malyvanh 2011 BS’un metalle
bakteriyal seliilozun )
B2 Jansen, Jonathan kaplanarak elektronik
metalle kaplanmasi _
Woodward cihaz yapiminda
kullanilmasi
) A. xylinum’un
Iki asamali yontemle
CN ) . cogaltilmasi ve ananas
Yu Shujuan, Liu | ananas kabugu
101671708 ] . . 2010 kabugu suyuyla
Dongmei, Hui Wu | suyundan  bakteriyal
A fermentasyonu sonucu

seliiloz Uretimi

BS iiretimi
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Liu  Sixin, Li
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modifiye edilmesiyle
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Bassat A., Bruner
Acetobacter  suslar
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] kullanilarak
6429002 Aloni Y., Wong | iireten Acetobacter | 2002
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Yang, Z.F., .
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A. xylinum 'un statik

kosullarda
Tabuchi,M., sentezledigi seliiloz,
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JP Matsuoka, M.,
) Bakteriyal seliiloz BS’nin, Acetobacter
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A Yoshinaga, F.
metionin igeren s1vi
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Seliiloz sentaz A. xylinum’dan seliiloz
Ben Bassat, A.,
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005268274 | Calhoon, R.D., o o
ekspresyonu igin 1993 niikleik asit sekanslar1
USA Fear, A.L., o
) niikleik asit sekanslari ve genlerin izolasyonu
Benziman, M.
ve metotlar i¢in metotlar
Bakteri hiicrelerinin,
) ) ) ) siv1 besiyerinden
David F. Ring, Mikrobiyal
UsS ] ) o uzaklastirilmasi ve
Wilson Nashed, polisakkaritlerin 1987
4655758 A seliiloz pelliginin
Thurman Dow iiretim metodlari
¢esitli amaglar i¢in
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Iguchi, M.,
] ) BS istenilen sekle
Mitsuhashi, S., Bakteriler tarafindan
EP ) sokulabilen
Ichimura, K., iretilen seliilozdan
0200409 o 1986 | materyallerin {iretimi
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A3 icin  mitkkemmel bir

M., Yamanaka, S.,

Watanabe, K.,
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