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Ocak 2021

OZET

Bakteriyel selilloz bakteriler tarafindan uretilen bir biyopolimerdir. Benzersiz
ozelliklere sahiptir ve bitki seliilozuna gore oldukga saf olarak elde edilmektedir.
Biyoteknolojideki gelismelerle beraber bakteriyel seltilozun énemi ve kullanim alani
cesitliligi glin gectikge artmaktadir. Bu nedenle ¢aligmamizin birinci hedefi ev
yapimi sitke ve SCOBY (Symbiotic Colony of Bacterias and Yeasts) olarak da
bilinen kombucha mantari ¢ayindan, seltiloz treticisi olan mikroorganizmalarin izole
ve identifiye edilmesidir. Calismamizin ikinci hedefi ise tanimlanan bu bakterilerden
bakteriyel seliiloz uretiminin varliginin gosterilmesidir. Bu g¢aligmada, sirke ve
kombucha mantarindan kultir yontemi ile mikroorganizmalarin izolasyonu
yapilmustir. Izolasyon i¢in Hestrin Schramm (HS) kiiltiir ortaminda 30°C’de ve pH
6,0£0,02 kullamlmistir. Izole edilen suslarin identifikasyonu igin klasik ve
biyokimyasal testler uygulandi. Test sonuglarina gore Gluconacetobacter cinsine ait
olduklart belirlenen bakterilerin belirli oranlarda bakteriyel seliloz irettikleri
gozlenmistir. Ureme siiresince kiiltiir ortamn pH’s1 degismis ve kiiltiir yiizeyinde
membran tespit edilmigstir. Kalinlagan membranlarin karakterizasyonu FTIR analizi
ile yapilmistir. Bakteriyel seliloz oldugu saptanan membranlarin lif kalitesini
anlamak amaciyla kurutulup agirligr olguldiikten sonra distile su igerisine daldirilip
yag agirliklart olgtliip su absorbsiyon oranlart belirlenmistir. Caligmamiz sonucunda

hedeflenen bakteri tirlert izole edilmis ve seliloz tretimi gozlenmigtir.



Calismamizda elde edilen bakteriler hakkinda daha detayli bilgi elde edildikten sonra
urettikleri bakteriyel seliillozun kalitesini artirmak i¢in gerekli ¢aligmalar sonrasinda,

ham madde olarak kullanilabilecek yeni bir tiriin gelistirilmesi digtinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kombucha, Sirke, Gluconacetobacter, Bakteriyel Seltiloz
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ABSTRACT

Bacterial cellulose is a biopolymer produced by bacteria. It has unique properties and
is obtained quite pure compared to plant cellulose. With the developments in
biotechnology, the importance and usage area of bacterial cellulose is increasing day
by day. Therefore, the primary goal of our study is to isolate and identify cellulose-
producing microorganisms from homemade vinegar and kombucha mushroom tea,
also known as SCOBY (Symbiotic Colony of Bacterias and Yeasts). The second goal
of our study is to show the existence of bacterial cellulose production from these
bacteria. In this study, isolation of microorganisms was made from vinegar and
kombucha mushrooms by culture method. For isolation, Hestrin Schramm (HS)
culture medium at 30 © C and pH 6,0 £ 0,02 was used. Classical and biochemical
tests were applied for the identification of the isolated strains. According to the test
results, it was observed that bacteria that were determined to belong to the genus
Gluconacetobacter produced bacterial cellulose at certain rates. During the breeding,
the pH of the culture medium has changed and the membrane was detected on the
culture surface. Characterization of thickened membranes was made by FTIR
analysis. In order to understand the fiber quality of the membranes found to be
bacterial cellulose, they were dried and weighed, then immersed in distilled water,
their wet weight was measured, and water absorption rates were determined. As a

result of our study, targeted bacterial species were isolated and cellulose production



Vil

was observed. After obtaining more detailed information about the bacteria obtained
in our study, it is planned to develop a new product that can be used as a raw material
after the necessary studies to increase the quality of the bacterial cellulose they

produce.

Keywords: Kombucha, Vinegar, Gluconacetobacter, Bacterial Cellulose
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1. GIRiS

Seliiloz, ilk defa 1838’de Payen tarafindan kesfedilmesiyle beraber suda ¢oziinmeyen
ve hidrofilik 6zellik tagiyan lineer bir organik polisakkariti ortaya ¢ikarmigtir (Payen,
1838). Seliloz yap1 olarak D-glukopiranoz birimlerinin B-1,4-glikosidik baglar ile

baglanarak olusan yiiksek molektler agirligi olan polimerdir (Park ve ark, 2010).

Seliloz biyosferde en ¢ok bulunan yenilenebilir biyopolimerdir. Temel olarak
hayvan, bitki, bakteri ve alg gibi ¢esitli organizmalardan elde edilebilir (Peng ve ark.,
2017; Qiu ve Hu, 2013; Kim ve ark., 2015). Farkli kaynaklardan elde edilmesine
ragmen seliloz ayn1 kimyasal bilesime sahip olup, farkli fiziksel ozelliklerde de

bulunabilir (Vasconcelos ve ark., 2017).

Geleneksel olarak seltloz odundan elde edilmektedir ancak odunun yapisinda lignin,
hemiselilloz ve seliiloz bir arada bulunmaktadir. Dolayisiyla odundan selilloz elde
etmek amaciyla fazla maliyetli ve zararli kimyasallarin kullanildigr bilinmektedir. Bu
kimyasallar ilerleyen zamanlarda ¢evre kirliligine de neden olacagindan ve agaglarin
kesilmesine engel olmak amaciyla seliloz uretimi igin alternatif yollar tizerine

calistimaktadir (Brown, 2006).

Seliiloz ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan da uretilmektedir (Cannon ve Anderson,
1991). Bakteriyel seluloz, Acetobacter, Gluconacetobacter, Agrobacterium,
Rhizobium, Escherichia, Salmonella ve Sarcina gibi cesitli bakteriler tarafindan
uretilen ekstraseliler bir polimerdir (Yamanaka ve Watanabe, 1989; Cannon ve
Anderson, 1991). En 1iyi seliloz dureticileri arasinda Acetobacter xylinum
(sinonimleri: A.aceti ssp., A. xylinus) olmakla birlikte Gluconacetobacter turleri olan
G. hansenii, G. oboediens, G. europaeus, ve G. intermedius da seliloz ureten

bakteriler arasinda bulunmaktadir (Yamada, 2000; Yamada ve ark., 1997).

Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen selilloz, ¢ogunlukla bakteriyel seliiloz
(BS) olarak adlandirilir (Klemm ve ark., 2005; Lisdiyanti ve ark., 2006). Bakteriden
elde edilen seliloz bir¢ok avantaja sahip oldugundan odundan elde edilen selilloza

kars1 bir alternatif olusturmaktadir. Bakteriyel seliiloz oldukga saftir, yapisinda lignin



ve hemiseliloz igermez. Bundan dolayr 6zellikle kagit sanayisi i¢in olduk¢a 6nemli
ve maliyetli olan delignifikasyon islemine ihtiya¢ duyulmamaktadir. Bu nedenle

maliyet ve atik miktar1 azalmaktadir (Anonim, 2005).

Bakteriyel seliloz hidrofilik bir yapiya sahiptir. Su tutma kapasitesi agirliginin
yaklagik 500 katina ulasabilmektedir. Bakteriyel selilozun, mikemmel mekanik
kuvveti, diizgin lifli yapisi, biyolojik olarak pargalanabilir olmasi (biyo-bozunur),
kimyasal olarak olduk¢a saf olmasi, yiksek su tutma kapasitesi ve bitkilere kiyasla
daha kisa sturede uretilebilmesi gibi bircok onemli 6zelligi merak uyandirmaktadir
(Vandamme, 1998). Bu 6zelliklere dayanarak BS, lastik, kagit, tekstil, yiiksek kaliteli
hoparlér diyaframlari, ayirma membranlart ve elektronik kagit gibi ¢esitli
uygulamalarda kullanilmigtir (Tabarsa ve ark., 2017; Khan ve ark., 2013; Zhong ve
ark., 2013).

Biyoteknolojideki gelismelerle beraber bakteriyel selilozun énemi ve kullanim alani
cesitliligi glin gectikge artmaktadir. Bu nedenle ¢aligmamizin birinci hedefi ev
yapimi sitke ve SCOBY (Symbiotic Colony of Bacterias and Yeasts) olarak da
bilinen kombucha mantari ¢ayindan, seltiloz treticisi olan mikroorganizmalarin izole
ve identifiye edilmesidir. Caligmamizin ikinci hedefi ise tanimlanan bu bakterilerden

bakteriyel selilloz tiretiminin varliginin gosterilmesidir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Seliiloz
Seliiloz, ¢ogu yesil bitkilerin, g¢esitli alglerin hiicre duvart yapisinin temel bilegeni
oldugundan dogada en bol bulunan biyopolimerdir. (Khandelwal, 2013). B-1,4
yapisinda bag yapmis olan anhidroglikoz homopolimeridir. Bir¢ok B-1,4 baglantiya
sahip ve d-glikoz birimlerinden olusan dogrusal bir zincire sahip polisakkarittir
(Holtzapple, 2003). Bitki hiicre duvarlarinin mekanik kuvvetleri selilloz yapisina
baglidir. Bu o6zellik bir polisakkarit i¢in fazla sulu ortamlarda bile yari kristalli
agregasyon yapisini koruyabilmesine bagli oldugu bilinmektedir (Aravamudhan ve

ark., 2014, Zhang ve ark., 2013).

Seliiloz esasli urtinler ele alindiginda en sik kullanilan triinlere verilebilecek 6rnekler
kagit ve kartondur (Rose ve Palkovits, 2011). Uygun kosullarda seliiloz islendiginde
tirevleri olusturulabilir ve bir¢ok ticari Uriiniin tGretiminde kullanilabilir ( Kalia ve
ark., 2011). Insanlar eski zamanlardan beri yapay seliilozlu ipliklerin ve biyofilmlerin
tretimi igin ¢esitli sanayt malzemeleri kullanilmasiyla seltloz tirevi urtnlerin
tretimi ¢ok yonli bir hizmet vermektedir (Serra ve ark., 2013). Odundan seliilozun
elde edilmesi yiksek maliyetli oldugundan ve seliilozun olusumu hala iyi bir sekilde
anlagilamadigindan dolay1 aragtirmalar seltiiloz biyosentezine yoneliktir ( Li ve ark.,

2015).

Sekil 1. 1. Seliiloz yapisi (Geyer ve ark., 1994)



Selilozun kimyasal yapisina baktigimizda bir ucunda D-glukoz ve C4-OH grubu
non-indirgeyici ug, diger u¢ yani sonlanma ucunda C;-OH, indirgeyici aldehit yapisi
bulunmaktadir. Bu molekiiler yapt bazi énemli 6zellikleri belirler; pargalanabilirlik,
hidrofiliklik ve kimyasal degiskenlik. Ayrica yapisinda bulunan hidrojen baglari
seliiloza kristalimsi lif yapilari eklemektedir. Sekil 1.2.°de selilloz olusumunun doért
yolu gosterilmigtir. En sik kullanilan yol bitkilerden selilloz tretimidir. Pamuktan
elde edilen seliloz en saf haldedir. Fakat odunda selilloz, lignin ve diger
polisakkaritlerle bilesikler olusturur. Odunda saf halde bulunmamasindan dolay1
saflagtirma islemleri sirasinda bir¢ok kimyasal kullanilmaktadir. Odun disinda bazi
bakterilerden, alglerden ve mantarlardan da seliloz uretilir (Nobles ve ark., 2001).
Buna ek olarak 3,5 milyar yil boyunca siyanobakterilerinde selillozu

biyosentezledikleri bilinmektedir (Nakatsubo ve ark., 1996).

Sekil 1. 2. Selilloz olusumunun ana yollari (Nakatsubo ve ark., 1996)

Seliiloz yapisindaki hidroksil gruplan arasindaki ag hidrojen baglar ile olugmasindan
dolayr sirekli bir aragtirma konusu olmustur. Yapinin anlagilmasi igin X-1gin1
kirinimi, elektron mikroskopisi (SEM), NMR spektroskopisi gibi analiz yontemleri
uzun yillardir yogun bir gekilde kullanilmaktadir. Ayrica bu yontemler hem dogal
hem de dogal olmayan selilozlarin yapilarimin ayrintili analizi i¢in kullanilir

(Gardner ve Blackwell, 1974).



Selliloz sadece dogada bulundugu gibi degil farkli cesitlerde de bulunabilir. Seliloz
asetat, etilseluloz, hidroksipropil sellloz ve bakteriyel seliiloz 6rnek gosterilebilir.
Seliiloz asetat, 6nemli bir seliiloz esteridir. islenme sekline bagl olarak membranlar,
filmler ve lifler gibi uygulamalarda kullanilir (Esa ve ark., 2014). Etilsellloz,
anhidroglikoz birimlerinin Gizerindeki iyonik olmayan etil eter gruplarina degistirilen
bir seliiloz tirevidir. Ozellikle ilag salinim sistemlerinin mikrokapsiillemede maddeyi
bozulmaya karsi korumasi icin arastirmalar yapilmaktadir (Murtaza, 2012).
Hidroksipropil seliloz, hem organik c¢ozicide hem de suda c¢ozunebilir.
Kayganlastirici bir madde oldugundan dolayi suni gozlerde de kullanilir (Juchs ve
ark., 2010, McDonald ve ark., 2010, Sanford-Smith, 2003).

2.2 Bakteriyel Seliiloz

Bakteriyel seliloz (BS), bazi bakteriler tarafindan dretilen dogal hucre disi bir
polisakkarittir. Ilk olarak Brown tarafindan tanimlanmistir. Mycodermaaceti (sirke
mayasl) fruktozlu bir ortamda yetistirildiginde membran benzeri yapilar Ureten bir
organizma kesfetmistir. Bu organizmaya Acetobacter xylinum adini 6nermistir.
Brown’un orijinal makalesinde sirke mayasinin uygun sivi iginde buyirken tizerinde
jole benzeri yari saydam bir yapi fark etmistir. Olusan yapiyl bir dizi deney
sonrasinda pamuk selilozuna benzedigini gostermistir. Ayrica bu jelatinimsi
membrani yirtmaya calismasina ragmen oldukca sert oldugunu bulmustur (Brown,
1886).

Resim 1. 1. Bakteriyel seliiloz (BS) (Anonim, 2020)



Bakteriyel seltloz, odun selllozu ile ayni kimyasal formile sahiptir. Kimyasal
formili  (CeH100s)n olup P-1,4- glikozidik baglarla birbirine bagh glikoz
monomerlerinden olusan ekzopolisakkarittir (Phisalaphong ve Jatupaiboon,2008;
Sheykhnazari ve ark., 2011).

Cizelge 2. 1. Bakteriyel selulozun ayirt edici 6zellikleri (Krystynowicz ve Bieleck,
2001)

Ozellik Aciklama
- Lignin veya hemiseliloz yoklugu
Safhk -Tamamen  biyobozunur  ve  geri
donustardlebilir, yenilenebilir bir kaynak

- Ylksek dayanimli kristal seliiloz
- Boyutsal kararlilik
Mukemmel mekanik dayanim - Yuksek ¢ekme dayanimi
- Hafiflik
- Olaganustl dayaniklihk

- Ylksek su tutma kapasitesi
Olaganusti emicilik - Secici gozenek yapisi
- Yiiksek ytizey hacmi

- Fibril yapilarina ara asamalarinda
ekleme yapmak mimkdiindur
Biyosentezde direkt membran diizenegi - Son derece ince, mikron alti, optik seffaf

membranlar monte edilebilir

- Dinamik lif sentezi olusturma
yetenekleri

Seliloz oryantasyonu sirasinda - Tek eksenli guclendirilmis membranlar



Cizelge 2. 1. Bakteriyel sellozun ayirt edici 6zellikleri (Krystynowicz ve Bieleck,
2001) (Devam)

Ozellik Aciklama

- Boyalarin direkt kiiltir ortamina
sokulmasi

Selulozun dogrudan modifikasyonu - Modifikasyon sirasinda seltilozun
fiziksel Ozelliklerinin kontroli (molekuler

agirlik ve kristallik)

- Seltloz turevlerinin dogrudan sentezi

(6rnegin seliiloz asetat, karboksimetil
Seluloz Grunundn genetik modifikasyonu  seluloz, metil seltiloz vb.)

- Seliiloz kristalin allomorfunun kontroli

(seluloz I veya seltloz I1)

- Sellozun molekdl agirhginin kontroli

Yenilenebilir biyopolimerler, dogada yilda yaklasik 100 milyar tona yakin artis
gostermektedir (Klemm ve ark., 2005). Farkli seltloz tlrleri arasinda jel benzeri (g
boyutlu bir yapi olan bakteriyel seltiloz %60°in tzerinde yiksek kristallik derecesiyle
benzersiz bir 6zellik sunmasiyla dikkat cekmektedir. Yuksek sicakliklara kadar (340-
370°C) dayanabilir ve Young moduliine gore (en fazla 15 GPa) cekmeye Kkarsi
dayaniklihgr 200-300 MPa olmasi esnekliligini gostermistir. Buna ek olarak
bakteriyel selulozun genis yizey alaninin olmasiyla biyik miktarlarda sivilan
absorbe edebilir ve enzimlerle gucli etkilesimler kurabilir (Grande ve ark., 2009;
Klemm ve ark., 2005).

2.3 Bakteriyel Seltlozun Yapisi
X 1sini incelemelerine dayanarak polimerlerin oryantasyon durumlari tanimlanabilir.
BS membranlari tek kutuplu oryantasyon ve kurutma islemine bagh olarak ek bir
eksende yonlendirme bileseni sergiler. Cizim kosullarina bagl olarak tek eksenli

yonelim cizilerek elde edilebilir (Bohn ve ark., 2000).



1984°te VanderHart ve Atalla, Nitkleer Manyetik Rezonans (NMR) spektroskopisi
ile gesitli seliloz numunelerini arastirdi ve tim dogal selillozun hem Iy, hem de Ip
formlarinin bir kompleks oldugunu ve I¢'nin igeriginin BS’da yaklasik % 65
oldugunu bulmustur (VanderHart ve Atalla, 1984). I, -seltloz igeriginin azalmasinin
BS’da daha kugik mikrofiberlere yol agtigini gosterilmistir (Hirai ve ark., 2009).
Genel olarak, diizlemleri ile elyaf ylizeyine paralel tek yonla bir doku ve ¢ekme
yoninde eksensel bir bilesen bulunmustur. Islak numunelere kiyasla, numunelerin
agirlikca % 8-10 arasinda degisen konsantrasyonlarda NaOH ¢ozeltilerine
batinlmasiyla daha yiiksek bir BS deformasyonu elde edilebilir. Gelistirilmig
oryantasyon, hidrojen baglarinin olusturdugu fibriller arasi koprileme noktalarinin

sayisindaki NaOH kaynakl1 bir azalmadan kaynaklanmaktadir (Bohn ve ark., 2000).

BS, amorf yapisi nedeniyle agirlik¢a % 99 su igeren bir jeldir. Ne yazik ki, farkli BS
numunelerinin su tutma kapasitelerini karsilagtirmak zordur ¢lnkii farkli yontemler
kullanilmistir. Vakum altinda kurutmanin (10 mm H20 veya 98 Pa) 1slak agirligini
belirlemeden 6nce numuneyi stabilize etmek i¢in tercih edilmistir. Bu basit yontem,
olgimlerdeki standart sapmayi diger yontemlere kiyasla % 50 veya daha fazla
azaltmigtir (Schrecker ve Gostomski, 2005). Dielektrik spektroskopisine ve elektron
mikroskobuna gore, su molekiillerinin ¢ogu BS’a sikica baglanirken, BS jellerinde
bulunan agirlik¢a % 99 sudan sadece % 10’u serbest su gibi davranir (Gelin ve ark.,

2007).

BS jel membranlarinin absorpsiyon ozellikleri polivinilpirolidon veya gimis
nanopartikiiller iceren komplekse dahil edildiginde BS’un kristal yapist
degismemektedir. Damitilmis su ile yikanarak polivinilpirolidon, selilloz yapisinda
ve adsorbe edilmis giimiis miktarinda herhangi bir degisiklige neden olmadan BS ve
polivinilpirolidon kompozit jel filmlerinden kolayca ¢ikarilmistir (Baklagina ve ark.,

2005).

Son c¢alismalar, atomik kuvvet mikroskobunun, lif merkezinin bilinen bir kuvvetle
saptirildigt bir nano 6lgekli ti¢ noktali bukilme testi yaparak askiya alinan liflerin
elastik moduluna 6lgmek icin kullanilabilecegini gostermistir. Uygulanan susa gore
yer degistirmenin hesaplanmasiyla, tek bir BS fibrilinin sertliginin tahmin

edilebilecegi gosterilmistir. Bu kavrami gostermek i¢in 78 = 17 Gpa degerinde 35 ila



90 nm arasinda degisen BS liflerinin Young modullnu élgmuslerdir. Bu deger, ayr
ayri seliloz liflerinin mekanik mukavemetinden elde edilen tahminlerden 6nemli

oOlglide daha yuksektir.

Cizelge 2. 2. Bakteriyel ve bitki bazl seluloz dzelliklerinin karsilastiriimasi (Jing ve

ark., 2019)
Ozellikler Bakteriyel Bitki Referanslar
sellloz seltlozu
Cekme mukavemeti 20-300 25-200 Feng ve ark., 2015;

(MPa)

Gibson, 2012

Young moduldi Katman:20,000 25- 0.170 Lynd ve ark., 2002; Nishi

(MPa) Tek 1if:130,000 ve ark., 1990

Su tutma kapasitesi >05 >25-35 Rebelo ve ark., 2018;

(%) Islam ve ark., 2012;
Boulos ve ark., 2000;
Goto ve Yokoe, 1996

Liflerin boyutu (nm) 20-100 lim 6lgegi  Monika ve ark., 2011;
Genet ve ark., 2005

Kristallik (%) 74-96 40-85 Park ve ark., 2010

Bagil hidrofiliklik 40-50 20-30 Bishop, 2007

Saflik (%) >99 <80 Klemm ve ark., 2005

Polimerizasyon 14000-16000 300-10000  Tahara ve ark., 1997

derecesi

Gozeneklilik (%) >85 <75 Elham ve Amir, 2013

Toplam yuzey alani >150 <10 islam ve ark., 2012

(m2/g)

Alexander ve ark., 2002)
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Young moduli, daha once yayinlanmig verilere dayanarak ve tek bir fibrilin
modilini geri hesaplamak i¢in Krenchel analizi kullanilarak bir Raman bandi
kaymast igin bir kalibrasyon egrisinden tahmin edilmistir. Elde edilen deger (114
GPa) daha once bildirilenlerden daha yiiksektir, ancak kristalin seliiloz-I (130-145
GPa) modulunden gelen tahminlerden daha dugtktir (Hsieh ve ark., 2008).

Fermentasyon siiresi, hem bakteri sayist hem de seliiloz verimi tizerinde buyiik bir
etkiye sahiptir, ancak mekanik o6zellikler iizerinde sadece kugik etkiler de vardir, bu
da fermentasyon tekniginin ongoriilebilir ozelliklere sahip selilloz tretimi igin
saglam bir yontem oldugunu gostermistir. Fermentasyon siiresindeki bir artigin
mekanik mukavemette bir azalmaya yol agabilecegini gosterir ve Young modiiliiniin
once 96 saat boyunca artmast ve sonra azalmast NaOH ile yapilan muamelenin

mekanik ozellikler tizerinde minimal etkileri olmustur.

Tek eksenli gerilmedeki basarisizlik bolgesinin buytik olgekli lif hizalamasi ile
iligkili oldugu gosterilmistir, bu mekanik o6zelliklerin 6nemli bir belirleyicisidir.
Beklendigi gibi, tek eksenli gerilim altinda elastik modiilii ve basarisizlik stresi, ¢ift
eksenli gerilim altinda elde edilen degerlerden daha dusuktir. Cunku ¢ift eksenli

gerilim altinda bir fiber hizalama mekanizmast mevcut degildir.

Bakteriyel selilloz, viskoelastik bir malzeme gibi davranir, tek eksenli gerilim altinda
yaklagik % 20 susta ve 1,5 MPa stresinde kirllgan basarisizliga ulasilir (McKenna ve
ark., 2009). Sikistirma basincinin BS filmlerinin nihai mekanik 6zelliklerini kontrol
eden onemli bir parametre oldugu bulunmustur. Kaliplama basinci hafifge arttirilmig
gerilme mukavemeti ve deformasyon elde edilirken, modiil artan film gozenekliligi
ile neredeyse dogrusal olarak azalmistir. Bu davranig, interfibriller boglugu azaltan
ve boylece interfibriller baglanma olasiligini arttiran kalip sikistirma basinci altinda

daha yuksek yogunlagma ile iliskilidir (Retegi ve ark., 2010).

Pargalanmig BS’un fibril genisligini ve uzunlugunu degerlendirmek i¢in reolojik
analiz geligtirilmistir. Parcalanma igleminin erken sathasinda, BS pargaciklart gevsek
elyafli agregalar olusturur, ardindan kisa elyaflar treten pargalanmig fibriller kesilir.
Ote yandan, parcalanma siireci boyunca fibril genisligi siirekli olarak azalmistir.

Fibril yapist ile sispansiyon oOzellikleri arasindaki iliskiler analiz edilmistir.
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Pargalanmis bakteriyel seliiloz fibrilleri ne kadar ince ve uzun olursa, viskozite ve su

tutma kapasitesi de o kadar yuksek olmugtur (Ougiya ve ark., 1998).

2.4 BS Uretimi Yapan Mikroorganizmalar ve Kombucha Mantar
Bakteriyel seltloz, bazi bakteriler (Acetobacter, Gluconacetobacter, Aerobacter,
Alcaligenes, Achromobacter, Rhizobium, Agrobacterium, Pseudomonas, Zoogloea,
Sarcina), kifler (Saprolegnia, Dictystelinum discoideum) ve algler (Vallonia)
tarafindan uretilmektedir. Fakat en fazla bilinen tur Gluconacetobacter xylinus
(Acetobacter xylinum) turidir (Klemm ve ark.,, 2001). Ayrica bazi fototrofik
siyanobakterler tiirleride seltiloz uretmektedir (Sutherland, 2001; Branda ve ark,
2005). Ayni1 zamanda igerisinde kiikiirt bulunan sicak su kaynaklarinda karbonhidrat
yapisinda seliloz bulunmasiyla, bazi litotrofik bakterilerinde seliloz urettigi

disunilmektedir (Ogawa ve Maki, 2003).

Tarihsel veriler, BS’un, hindistan cevizi kremast olarak bilinen, Filipinler’de
geleneksel bir gida tretiminde uzun suredir kullanildigini gostermektedir (Lapuz ve
ark., 1967). Halen, BS diinyanin ¢esitli yerlerinde yiyecek olarak yaygin sekilde
kullanilmaya devam etse de, diger yandan benzersiz ozellikleri ve farkli uygulama
olanaklar nedeniyle akademik ve sanayide artan ilgiye sahiptir. Acetobacter xylinum
tarafindan turetilen BS, ilk olarak 1886’da, karbon kaynag olarak glukoz
kullanilarak, oksijen varliginda uretilen Brown tarafindan rapor edilmistir (Brown,

1886).

Yamada ve arkadaglarnn (1997) tarafindan onerildigi ve ardindan Uluslararast
Sistematik Bakteriyoloji Dergisi tarafindan onaylandigi gibi, Acetobacter xylinum,
16S ribozomal RNA’nin kismi dizilerinin analizine dayanan filojeni ozellikleri
nedeniyle yeniden siniflandirildi ve bilimsel olarak Gluconacetobacter xylinus olarak

kataloglandirildi (Yamada ve ark., 1997).

Acetobacteriaceae familyasina ait bu bakteri tirleri, morfolojik olarak basil
yapisindadir. Gram negatif, zorunlu aerobik, mannitol agarda parildayan ve piirtizsiiz
olan kii¢iikk koloni zinciri olusum kiimelerinde tek tek dizenlenmis olup patojenik
degillerdir. Bu familyaya ait bakteriler, mannitol, glukoz, sakaroz, fruktoz, galaktoz,

inositol, gliserol, (Sheyknazari ve ark., 2011; Ruka ve ark., 2012) gibi ¢esitli karbon
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kaynaklarini ve etanol (YYamada ve ark., 1997) gibi alkolleri tamamen okside edebilir

ve htcre disi olarak Uretebilirler. 25- 30° C ve pH 3- 7 arasindaki sicakliklarda kagit

hamuru Uretebilirler.

Cizelge 2. 3. Seluloz ureten mikroorganizmalarin tretim kosullari ve miktarlar
(Erminda ve ark., 2015)

Bakteri Susu

Acetobacter aceti subsp.
xylinus ATCC 23770

A.xylinum NBRC 13693

A.xylinum BPR 2001
(ATCC 700178)

Guconacetobacter
xylinus BCRC 12334

G.xylinus ATCC 23770

G.xylinus ATCC 23770

G.xylinus NRRL B-42

G.xylinus NRRL B-42

G.xylinum CGMCC
2955
G.xylinus CHOO1

Axylinum KJ1

Axylinum KJ1

Fermentasyon

Sekli

Statik
fermentasyon

Statik
fermentasyon

Calkalamali
kaltar
(135rpm)
Statik
fermentasyon

Statik
fermentasyon

Statik
fermentasyon

Statik
fermentasyon

Statik
fermentasyon

Statik
fermentasyon
Statik
fermentasyon

30L statik
kultdr
fermentori
10L
calkalamali
kultdr
fermentori

Karbon Kaynagi BS

(9/L)
Konjak tozu 2.1
Meyve suyu 59

Akgaagac surubu 15

Piring sarabi 10,4
Bugday samani 8,3
hidrolizatlar

Ladin hidrolizatlari 8,2

Biyodizel tretim 10
stirecinden olan
gliserol

Sarap yapimindan 8
elde edilen Uzim
kispesi

Sekerlenmis hlinnap 2,2
isleme endustrisinin
atik sulari
Aseton- biitanol- 13
etanol atik su
fermentasyonunda
Sekerlenmis yemek 18
sulari

Sekerlenmis yemek 16,8
sulari

Verim
(o/L/d)

0,26

0,42

0,07

1,48

1,18

0,59

0,71

0,57

0,37

0,19

3,6

3,36
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Bakteriyel seliloz, hidrojen bag@lari Uzerinden paralel olarak dizenlemeler
saglayabilir ve ¢ boyutlu bir a§ olusturabilir. Membranin morfolojisi dogrudan
ortama ve BS’un ekimi i¢in kullanilan falkonun biyikligune gore kolayca manipiile
edilebilen kalin bir film olusturdugu kiltir ortami ve havasina baglidir (Donini ve
ark., 2010; Ruka ve ark., 2012).

Resim 1. 2. Acetobacter aceti gram boyama (Kowser ve ark., 2015)

Arastirmacilar, potansiyel endistriyel uygulama ile biyopolimerleri Uretebilecek yeni
bakteri suslari aramaktadirlar (Ashtaputre ve ark., 1995). Pek ¢ok organizma seliiloz
uretme kabiliyetine sahip olmasina ragmen, Gluconacetobacter xylinus bakterileri,

endustriyel dlgekte seluloz Uretebildigi bilinen tirlerdendir (Klemm ve ark., 2005).

Ek olarak, diger G. xylinus, tdrlerinin seluloz Uretebilecekleri kabul edilir, ayrica
Escherichia coli, Salmonella spp. (Zogaj ve ark., 2001) ve Pseudomonas spp.
(Sutherland, 2001; Souza ve Garcia-Cruz, 2004) gibi bazi tlrlerin seliloz sentezi
genleri (MCsA, MCsB, MCsZ ve MCsC), G. xylinus’takilere benzerdir (Solano ve
ark., 2002). Her ne kadar bu turler bakteri selilozu Uretebilse de, cogunun potansiyel
olarak patojenik olmasi, bu biyopolimerlerin ticari kullanimini sinirlandirmaktadir
(Sutherland, 2001; Souza ve Garcia-Cruz, 2004).
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Cizelge 2. 4. Farkli yapilar ve biyolojik rollerle BS tretimi igin bakteri kaynaklari
(Brown, 1886; Jonas ve Farah, 1998)

BiYOLOJIK ROL

Fibril yapisi
Aerobacter Atik suda flokulasyon
Agrobacterium Bitkilere baglanma
Alcaligenes Atik suda flokulasyon
A. hansenii Fermantasyonu aerobik biyoreaktorlerde
Rhozobium Bitkilere baglanma
Serit yapisi
Acetobacter Aerobik ortamin bakimi
Achromobacter Atik suda flokulasyon

3D ag nanofiber
Gluconacetobacter Aerobik ortam

Amorf/ tanimlanmamis yapilar

Pseudomonas Atik suda flokulasyon
Sarcina Bilinmiyor
Zoogloea Bilinmiyor

Kombucha veya cay mantari, kdkenlerinin Cin’de olduguna inanilan fermente bir
icecek olup son zamanlarda dinyanin geri kalani arasinda hizla popilerlik
kazanmistir (Jayabalan ve ark., 2014). Bir bakteri (G. xylinus, A. xylinoiides ve
Bacterium gluconicum) kokultiriinin sekerle desteklenmis bir cay suyunun
fermentasyonu ile hazirlanan fermente bir icecektir (Dufresne ve Farnworth, 2000).
icecek, sekerli siyah cayda Kkiiltiirlenen kalin jole benzeri bir zarda bakteri ve
ozmofilik maya suslarinin simbiyotik bigcimde buyuttlmesiyle retilir (Jayabalan ve
ark., 2010). “Kombucha” terimi, icecek igin ticari olarak en ¢ok kullanilan isim olsa
da, Chainii grib, Ling zhi, Kocha kinoko ve kirmizi ¢ay mantari gibi diger isimlerle
de bilinmektedir (Malbasa ve ark., 2011). icecegin (retimi icin substrat, genellikle
20-28°C’ de minimum 7 giin olmak uzere aerobik kosullar statik olarak ¢ay mantar
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mati ile birlikte inkiibe edilir (Jayabalan va ark., 2007). Igecegin iiretiminde yer alan
ve mikoorganizmalarin izledigi ¢esitli metabolik yollara bagli olarak yan iriinlerden
elde edilen cesitli fermentasyon islemleri bulunmaktadir. Kombucha fermentasyonu,
bu tir ¢ yolun bir kombinasyonudur: Alkol, laktik ve asetik asit tiretimi. Bu yollar
esas olarak, fermentasyonun ozmotolerant mikroorganizmalar tarafindan baslatildig
ve nihayetinde aide toleransli tiirlerin hakim oldugu ortamda bir arada bulunan birkag

maya ve bakterinin varlig nedeniyle gerceklesir (Villareal-Soto ve ark., 2018).

Birgok aragtirmaci tarafindan yapilan caligmalarda Kombucha’nin kultiri iginde
Zygosaccharomyces, Candida, Kloeckera/ Hanseniaspora, Torulaspora, Pichia,
Brettanomyces/  Dekkera,  Saccharomyces,  Lachancea,  Saccharomycodes,
Schizosacharomyces ve Khiuyveromyces gibi bir¢cok maya tiri bulunmaktadir
(Chakravorty ve ark., 2016; Coton ve ark., 2017; Marsh ve ark., 2014a,b). Kombucha
cay kiltira bakterileri aerobik olan ve bu nedenle asetik asit olusturmak i¢in substrat
olarak alkolu kullanabilen asetik sit bakterileridir (Villarreal-Soto ve ark., 2018).
Ancak, mayanin aksine, bu bakteriler buyiumeleri ve aktiviteleri igin buyik
miktarlarda oksijene ihtiya¢ duyarlar (Villarreal-Soto ve ark., 2018). Cay, mantar
icerisinde bulunan bakteri ve maya kultirleri i¢in gerekli azot kaynaklarini

saglamaktadir (Sreeramulu ve ark., 2000).

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalara bakildiginda siklikla rapor edilen bakteri cinsinin
Gluconacetobacter ya da Komagataeibacter oldugu gorulmektedir. (Yamada ve ark.,
2012). Bu cinslere ait birkag¢ bakteri tiirlerinin de selilloz tretebildigi bilinmektedir.
Ozellikle Gluconacetobacter xylinus seliloz retimindeki verimi goz 6niine

alindiginda oldukga yaygin olarak kullanilmaktadir (Zhang ve ark., 2018).

Seliloz uretimi i¢in daha once karakterize edilen hemen hemen tim G. xylinus
suslart taze meyve kaynaklarindan izole edilmistir ve kombuchadan izolatlar
kapsamli bir gsekilde karakterize edilmemigtir. Meyvelerden elde edilen suglarin,
kombucha suglarinda oldugu gibi, statik kosullar altinda uzun vadeli alt kultirde
kullanilma olasiligr disiktir. Fakat caydaki bu tir uzun streli kultirin, diger
kaynaklarla kargilagilanlardan farkli seliiloz tiretme 6zelliklerine sahip bir tiir Gretmis

oldugu gozlemlenmistir (Nyugen ve ark., 2008).
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2.5 BS Biyosentezi ve Mekanizmasi

Bir¢ok mikroorganizma tiirii seliiloz Uretme yetenegine sahip olmasina ragmen, G.
xylinus biyopolimerler i¢in bir model organizma olarak kabul edilmektedir (Chavez
ve ark.,, 2004). BS biyosentezi ilk olarak B-1,4-glukan zincirindeki glikoz
kalintilarinin  polimerizasyonu, bunun ardindan glukan zincirlerinin dogrusal
kopralerine son veren zincirlerin hticre dig1 salgilanmasini ve glukan zincirlerinin
hidrojen kopriilerinden kristallesmesini igeren karmagik bir islemden olusur (Chavez
ve ark., 2004; Ross ve ark., 1991; Saxena ve ark., 1994). Van der Waals baglari,
seritler halinde hiyerarsik olarak diizenlenmigtir ve bu da mikrofiber olarak

adlandirilan sert bir ti¢ boyutlu yapinin olugmasina neden olur (Ross ve ark., 1991).

Bu bakteri tiirleri tarafindan uretilen BS, tek yonlu polarite ve degisken kalinliktaki
ozellikleri bulunmaktadir. Mikrofiberlerin G. xylinum igindeki kristalizasyon
mekanizmasi iki seliloz formuna yol agabilir; yonlendirilmis mikrofiberler paralel
diizen ile seltloz-I sentezlerken, antiparalel mikrofiberler ise seliiloz-II sentezler

(Chavez ve ark., 2004).

G. xylinus’ta BS sentezi sirastyla, oksidasyon fonksiyonu karbonhidratlari ve organik
asitlerin oksidasyonunu gergeklestiren pentozlara ve Krebs dongiisine baglidir
(Donini ve ark., 2010; Chavez ve ark., 2004; Ross ve ark., 1991). Bir ozellik G.
xylinus, glikolizi onleyen fruktoz-6-fosfat, fruktoz-1,6-bistosfatin fosforilasyon
reaksiyonunu katalizlemekten sorumlu olan bir enzim olan fosfofruktokinaz-1
eksikliginden dolay1 glikozu anaerobik olarak metabolize edememesidir. Bu nedenle,
G. xylinus tarafindan BS sentezi, dogrudan eksojen heksozun fosforilasyonuyla veya
dolayli olarak pentoz fosfat yolu ve glukoneogenez ile tretilen bir metabolik havuz
heksoz fosfatinin sonucudur. Seliilozun heksoz fosfat doniigimi dogrudandir ve ara

boliim karbon iskeletine bagli degildir (Donini ve ark., 2010; Ross ve ark., 1991).

Dis ortamdan sitoplazmaya tasinan glikozun donigimu, glikoz-6-fosfat,
fosfoglukomutaz veren enzim olan glukokinaz ile dort bakteriyel enzim tarafindan
katalize edilir. UDP-glikoz (UDPG) ve seliilloz sentazin (SS) sentezinden sorumlu
olan glikoz-6-fosfatin glikoz-1-fostata, UDPG pirofosforilaza (ayrica glikoz-1-fosfat

uridililtransferaz olarak da bilinir) reaksiyon izomerizasyonunu katalize eder, UDPG
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selilozun polimerizasyonundan sorumludur. Daha once belirtildigi gibi, seliloz

sentezi, glukoneogenez i¢in endojen kaynaklardan da meydana gelebilir.

G. xylinus’ta, endojen kaynaklardan sentez, oksaloasetat ile piruvat enzimi piruvat
karboksilazin etkisiyle pirtivata baglar. Piruvatin fosfoenolpiruvat ig¢indeki
dontigimi, fosfoenolpiruvat karboksikinaz enziminin etkisiyle dretilir (Donini ve
ark., 2010; Ross ve ark., 1991; Krystynowicz ve ark., 2005). SS sentezi reaksiyonu,
bakteriyel metabolizmada uretilen ATP’nin yaklagitk %10’unu tuketir. Boylece,
BS’un sentezi i¢in kullanilan enerji aerobik metabolizmadan gelir. SS tarafindan
kullanilan alt tabaka i¢in farkli segenekler vardir. (Donini ve ark., 2010; Chavez ve
ark., 2004). Terminal kompleksi (TK) olarak adlandirilan seliloz sentezinin
enzimatik kompleksi (Brown,1985; Okuda,2002), Gluconacetobacter spp. iginde
seliloz sentaz kompleksine karsilik gelen bir tiir membran protein tiri olusturur

(Sunagawa ve ark., 2012).

Onerilen bir hipotez, UDP-glikozun plazma zarmnin lipitlerine baglanmasidir (Donini
ve ark., 2010; Chavez ve ark., 2004). Bir digeri ise, ¢oziinir prekirsorin SS ile
dogrudan etkilesime girdigini dusinmektedir (Brown ve Saxena, 200). SS, BS'ler
olarak adlandirilan bir operon kromozomunda bulunan ¢ (AxCcSAB, AxCcSC ve
AxCcSD) veya dort (AxCcSA, AxCcSB, AxCcSC ve AxCcSD) protein alt

biriminden olusan bir protein kompleksidir.

Korunmug olan iki Asp tortusu (D), katalitik tortular i¢in siklikla goézlenen bir
pozisyon olan tahmin edilen ipliklerin karboksil-terminal (C-terminal) uglarindaki
ilmeklerde bulunur (Chavez ve ark., 2004, Romling, 2002). Alan B'deki hidrofobik
kiimelerin ikincil yap1 agisindan yorumlanmasi daha zordur. AxCcSA ve AxCcSAB,
glukotransferazlarda korunmus dizi motifi Gln (Q) Arg-Trp (R-W) ile birlikte
tanimlanan kataliz i¢in muhtemelen 6nemli olan alan, tek bir korunmus Asp (D-D-D)
tortusundan olusan bir motife sahiptir (Donini ve ark., 2010; Kawano ve ark., 2005).
SS’nin fonksiyonel bir analizi yoluyla, 83 kDa ile bu kompleksin A alt biriminin
katalitik aktivite gosterdigi gorilmektedir. 90 kDa’nin B alt birimi, pozitif bir
allosterik regiilator, siklik diguanosin monofosfat (c-di GMP) ile birlesererek seltiloz
sentezi hizint arttirir. C alt birimi (138 kDa) ve D (17 kDa) yapisal aktiviteye sahip

gorinmektedir. D alt birim tretimini kodlayan genin mutant suslarinin hala seltloz-11
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uretebildigi icin, seltiloz D alt biriminin gézenek olusumu ve ekstriizyonuyla iliskili
C alt biriminin islemin yeniden kristallesmesi ile iligkili oldugu varsayilmaktadir
(Saxena ve ark., 1994).

Sekil 1. 3. G. xylinus tarafindan seltlozun biyosentezine yonelik yolun varsayimsal
modeli (Wilton ve ark., 2002)

G. xylinus Bis-(3'-5") - siklik dimerik guanozin monofosfat (c-di-GMP), bakterilerde
ikinci bir kiresel haberci olarak kabul edilen bir selliloz biyosentez aktivatori olarak
tanimlanmistir (Ross ve ark., 1987). Hucredeki serbest c-di-GMP’nin seliiloz sentaz
BcsA'yi allosterik olarak aktive ettigi disunilmektedir. Bununla birlikte, hiicresel c-
di-GMP'nin % 90’1, seltloz sentaz ile yapisal olarak iliskili bir zar proteini olan c-di-
GMP baglayici protein BcsB ile geri donustimli olarak baglanir (Kimura ve ark.,
2001; Mayer ve ark., 1991). BcsB’den salinan c-di-GMP’nin seliiloz sentazina
yonlendirilmesi icin uzaysal yakinligin gerekli olduguna inaniimaktadir. Bagh ve
serbest c-di-GMP arasindaki denge, hucre i¢i potasyum konsantrasyonu ile module
edilir (Weinhouse ve ark., 1997). Serbest c-di-GMP seviyesi, iki PPi molekilinin
salinimi altinda iki GTP molekulini ve c-di-GMP’yi parcalayan fosfodiesteraz

A’nin (PDEA) dongusuni veren iki enzimin, diguanylat siklazin (DGC) karsit etkisi
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ile diizenlenir. Iki PPi molekili ve c-di-GMP’yi aktif olmayan 5-pGpG'ye
indirgeyen fosfodiesteraz A (PDEA) altinda aktif olmayan GTP'ye baglanir. G.
xylinus, her birt PDEA / DGC g¢ifti igeren ti¢ farkli operona sahiptir, bu da c-di-GMP
dongusune farkl seviyelerde katkida bulunur (Tal ve ark., 1998; Fujiwara ve ark.,
2013). Sekil 1.3 te, G. xylinus taratindan seliilozun biyosentezi i¢gin metabolik yolun

bir modelini temsil etmektedir.

2.5.1 Bakteriyel Seliiloz Sentezi

Genomda iki bakteriyel seltloz sentaz operonu (bcs) tanimlanmistir, ancak sadece bir
tanesi (besl) yapisal olarak tamamlanmigtir (Saxena ve ark., 1994). Bu operon, endo-
1,4-beta-glukanaz enzimlerini kodlayan yedi genden olusur, bir homolog CMCax,
varsayillan bir beta glukosidaz endoglukanazdir. CPC, varsayilan alt dort birim
SS'dir: BCSA, BBRC, BCSC ve BCSD ve beta-glukozidaz. Ug¢ endoglukaz
tamimlanmis olmasina ragmen BS biyosentezindeki kesin islevi tam olarak
anlagilamamistir (Koo ve ark., 1998). Genomik Analiz, besD geninin operonun bir
pargast olarak korundugunu ve alti susun hepsinde tam olarak ayni uzunluga sahip
oldugunu gostermistir. Ilging bir sekilde, bu gen, kristal yapilani yakin zamanda
¢oztlmus olmasina ragmen, fonksiyonu hala spekulatif olan SS alt birimi D’yi

kodlamaktadir.

Aktif olarak seliiloz uireten hiicrelerde, yaklasik 50 selilloz sentezleyen ¢oklu enzim
kompleksi, bakteriyel liflerin uzunlamasina eksen boyunca tek bir sira halinde
diizenlenir. Bu dogrusal terminal kompleks, dis zarda 35 A gozenek olarak veya dis
yapt kirlldiginda gukurlar olarak dondurma kirigr kullanilarak elektron mikroskopisi

ile goruntulenebilir (Donini ve ark., 2010; Mayer ve ark., 1991).

G. xylinus tirinde seliloz sentaz kompleksi (BCS), sitoplazmik ve dig zar tizerinde
bir zar kompleksi kodlayan en az ti¢ gen, becsA, besB ve besC igeren bir operonda
kodlanan ¢ok bilegenli bir protein kompleksidir (BcsA) ve c-di-GMP baglayict
proteinin (BcsB), Sekil 1.4.’te gosterildigi gibi sitoplazmik zarda lokalize oldugu
disunilmektedir. (Kimura ve ark., 2001; Mayer ve ark., 1991; Roémling, 2002).
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Seluloz sentezine ve i¢ bakteri membrani boyunca tasinmasina, membrana entegre
katalitik BcsA alt biriminin (yesil) ve membrana sabitlenmis, periplazmik BcsB
alaninin (mavi) ve membrana bagh bélgelerin BcsB transmembran capasinin (mavi)
bir kompleksi aracilik eder. Glikosiltransferaz domaininin kahverengi oldugu
gosterilmistir (Morgan ve ark., 2013). BcsC’nin, dis zarda kompleks olusturdugu ve
bunun Oncesinde muhtemelen kompleks montajda rol oynayan tetratrikopeptid
tekrarlarini iceren buyik bir periplazmik alan olusturdugu tahmin edilmektedir
(Keiski ve ark., 2010; Omadjela ve ark., 2013).

Seluloz sentaz BcsA’ya karsilik gelen gen, turler arasindaki operon BS’larin en
korunmus geni olan 723-880 arasinda amino asit kalintisi sunan uzun bir dizi
tarafindan olusturulur. Amino terminal (N- terminal) ve karboksil terminal bolimleri
(C-terminal) ¢ok korunmaz, ¢linkii homoloji A ve B alanlarini kapsayan sik analiz
edilen D, D35Q (R, Q) ve RW motifi ile sinirh degildir (Romling, 2002). C-di-GMP
(Mayer ve ark., 1991) ile dolayli etkilesim ile iliskili BcsB proteini, tirler arasinda
daha az korunmaktadir. Bununla birlikte, BSsB proteinlerinin A. tumefaciens ve R.
leguminosarum bv. trifolii, birka¢c degismez kalintiya sahip proteinlerin tim
uzunlugu boyunca 6nemli homoloji (~% 40 benzerlik) gostermektedir. Bir alanin/

prolin bakimindan zengin alan, A. aeolicus hari¢ tim proteinlerin N-terminal
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bélgesinde bulunur. C-terminal u¢ kisimlarinda bulunan bir zar 6tesi domain, tum

BcsB proteinleri icin gesitli algoritmalar ile tahmin edilmistir (R6mling, 2002).

Onerilen model, glikozil terminal kalintisinin aktariimasindan ve ilavesinden sonra,
glikoz molekilindn Sekil 1.5.’de gosterildigi gibi kanali hizalamak icin asetil glukan
baglanmasi etrafinda donduginu dustundlir. Allosterik etkilesimlerin dénme yonune
rehberlik ettigine ve komsu birimin hidroksil gruplarinin oksijen atomlari arasindaki
(314 glukan ile komsu birimin hidroksil gruplarinin oksijen atomlari arasinda
molekdller arasi hidrojen bagina baglanan 180° dénme &zelligine neden olduguna

inaniimaktadir (Morgan ve ark., 2013; Nishiyama ve ark., 2002).

Sekil 1.5. Sellloz sentezi ve translokasyonu icin dnerilen model (Wilton ve ark.,
2015)

Bu polimerin kanala hareket etmesine izin vermek igin yeterli olabilir. Alternatif
olarak, uzatilmis glukanin translokasyonu icin UDP-glikoza UDP ile degistirme
gerekir. Kanali gectikten sonra, BcsA-blkim BcessB arayuziindeki uyariimis glukan
zinciri, CBD’lerin BcsB’si ile etkilesme (periplazmik karbonhidrat baglama alanlarr)
veya diger glukanlarla agregasyon ayrica polimerin tek yonli hareketine katkida
bulunabilir (Morgan ve ark., 2013).

2.6 BS Uretimine Etki Eden Faktorler

Bakteriyel selilozun 6nemli Uretim parametreleri vardir. Bu parametreler seltlozun
hem daha kaliteli hem de daha kisa sirede fazla verim alinmasi amaciyla
uygulanmaktadir. Cesitli fermentasyon yontemleri, karbon ve azot kaynaklari, pH,
sicaklik, oksijen ve karbondioksit basinci énemli etkenlerdir (Shoda ve Sugano,
2005).
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2.6.1 Fermentasyon Yontemleri

BS hazirligr i¢in mevcut yontemler arasinda statik, calkalamali ve biyoreaktor
sistemleri bulunmaktadir. Elde edilen bakteriyel seliilozun makroskopik morfolojisi,
mikro yapist ve Ozellikleri oldukga farklidir. Statik kiltir yontemi, besiyeri
cozeltisinin ylzeyinde jelatinimsi bir seliiloz membraninin birikmesiyle sonuglanir
(Rani ve Appaiah, 2011), ajite / ¢alkalama kultiirinde yildiz bi¢iminde, kiire benzeri,
topak benzeri veya dlizensiz sonuglara neden olur. (Watanabe, Tabuchi, Morinaga ve
Yoshinaga, 1998). Uygun yontemin se¢imi, BS’un nihai uygulamalarina ve ayrica

gereken fiziksel, morfolojik ve mekanik 6zelliklerine baglidir.

Statik kultir yontemi, BS tretimi icin geleneksel bir yaklasgimdir ve yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemde, uygun genis kaplara taze ve steril besin ¢ozeltisi
doldurulur ve 1-14 giin boyunca uygun sicaklik ve pH'da, yani 28-30°C ve 4 <pH
<7'de inkube edilir. Statik kultir yontemiyle tretilen BS yapr ve ozellikleri
bakimindan mitkemmel bir hidrojel tabakasi olarak bulunmaktadir. Statik kultirde,
BS membraninin kalinligi kualtir siiresindeki artigla artmaktadir. BS membrani besin
cozeltisinin yiizeyinde olustugundan, BS turetimi dogrudan hava-sivi arayiiziiniin
yizey alami ile ilgilidir. Seltlozun alt fibrilleri, 4. xylinum’un yuzeyindeki
mikrofibrillere kristalize edilen dogrusal olarak siralanmis gozeneklerden strekli
olarak tretilir. Bu nedenle, 4. xylinum popiilasyonunu destekleyen BS membraniyla,
ortigen ve i¢ ice gecmis seliloz seritleri icermekte olup, paralel fakat diizensiz
dizlemler olustururlar (Krystynowicz ve digerleri, 2002). Daha sonra seliloz,
ortamin yizeyi Uzerinde kalin bir zar haline gelir. Statik kiltir yontemi, diguk
kesme kuvveti ortamina sahip nispeten basit bir tekniktir, bu nedenle laboratuar

olgeginde BS olusumu i¢in en sik kullanilan tekniktir.

Yuksek maliyet ve diigik tretim hizi, statik kultir sistemlerindeki en 6nemli iki
temel sorundur. Bu sorunlart ¢ozmek i¢in ajite / ¢alkalamali bir kaltiir kullanilmasi
onerilmistir. Oksijen verilmesi dogrudan BS uretimi ile iligkilidir ve statik kultur
yonteminin buyik bir dezavantaji olarak bilinir. Bununla birlikte, asir1 oksijen
verilmesi BS olusumunda azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Ajite / ¢alkalamali
kiltarin tasariminin arkasindaki temel fikir, kultir sirasinda bakterilere oksijen

verilmesini arttirmaktir. Kaltiir ortamina oksijen verme oraninin artirmasina ragmen,
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hem c¢alkalamali hem de statik kultir ortaminda, esit bir siire boyunca ayn1 miktarda
BS duretilmesine neden oldugu bulunmustur. Ayrica, bazi ¢alismalar ajitasyon /
calkalama kulturti yontemi ile statik kultir yontemine goére daha az miktarda BS
uretildigini bildirmistir (Czaja Romanovicz ve Brown, 2004; Inagaki ve Phillips,

1989; Toyosaki ve digerleri, 1995).

Besi ortamina katkida bulunan faktorler seliloz olmayan bir mutantin ortaya
¢ikmasina ve ajitasyon kosullari altinda bakterilerin BS tretkenligini azaltabilecek
genetik dengesizlige ugradiklan gorilmustir (Chawla, Bajaj, Survase ve Singhal,
2009; Yang ve ark., 2014). Yapilan caligmalar, ajitasyon / calkalama kultira
yonteminin BS verimini arttirmak i¢in tim bakteri suslart i¢in uygun olmadigini
ortaya koymasina ragmen, bakterilerin 10 um ila 10 mm c¢apinda ve kiiresel olmak
tizere gesitli sekillerde BS Uretmesine izin vermistir. 1-9 mm ebadinda, 3-5 mm
ebadinda elipsoidal, yildiz seklinde, lifli siispansiyonlar, peletler veya diizensiz
kitleler gorilmustir. BS un boyutu ve sekli, kultiir ortamindaki donme hizi, kiltir
suresi ve katki tipleri ile iligkilidir (Watanabe vd., 1998). Dénme ile g¢alkalanan
kiltar sirasinda siirekli kesme kuvveti, kiiresel bir yapt olusturan ilk etkidir. Kultir
suresi, kiiresel BS’larin buyukligini ve miktarini etkileyen bagka bir faktordur.
Uretilen BS’lar siire uzadik¢a biiyiir. Bununla birlikte, 60 saat sonra gesitli
aragtirmacilar tarafindan baska bir boyut degisikligi gozlemlenmemistir (Czaja ve

ark., 2004; Hu ve Catchmark, 2010a; Hu, Catchmark ve Vogler, 2013).

Bakteri konsantrasyonunun, kiire benzeri BS’un buyukligini ve miktarini
etkileyebilecegi de bulunmustur. Daha yiiksek bir bakteri konsantrasyonu, daha fazla
BS kiiresinin tretimine yol agabilir (Hu ve dig., 2013). Ajite bir kiltiirde donme hizi
da kiire benzeri BS olusumunda 6nemli bir rol oynar. 100 rpm'den daha disik bir
donme hiz1 ile kire benzeri BS parcaciklarint bulmak zordur, daha ziyade
sentezlenen BS un diizensiz sekilleri gdzlenmistir. Yapilan deneyde, kiiresel BS sekli
125 rpm’de belirginlesmis ve kiire benzeri BS yaklagik 8 mm’dir, bu da diger
hizlardan daha biuyiiktir. Donme hizinin 150 rpm’ye yukseltilmesi, BS capin
yaklagik 2,5 mm’ye dusturmus sekildeki degisikligine neden olmustur. 200 rpm’nin
tizerindeki hizlarda, kiire benzeri BS olusumu engellenmis ve ¢apt 1mm olan birkag

birbirine bagli BS partiktli bulunmusgtur. Dénme hizi 200 rpm’den ¢ok daha biyiik
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oldugunda, kultir ortaminda neredeyse kiire benzeri herhangi bir BS
bulunamayabilir. Kisaca donme hizinin arttiilmast BS  dretim  miktarini

arttirmamistir (Hu ve Catchmark, 2010a).

Genel olarak, bakteri susunun dengesizligi, BS’un karigtirilmast sirasinda Newton
dist davramiglar ve yiiksek kesme kuvveti, ajite / calkalama yonteminin bazi
dezavantajlarindandir. Bununla birlikte, ajite kultir tarafindan turetilen BS, diisik
derecede polimerizasyon, dusiik kristallilik indeksi ve diigitk mekanik 6zellikler gibi
mikroyap1 ve ozelliklerinde bazi degisiklikler gostermektedir (Kouda ve ark., 1997a;
Kouda ve ark., 1997b; Kouda ve ark., 1998; Kouda ve ark., 2016). Kiire benzeri
BS’un mikro yapisi, diger kiltur yontemleriyle tiretilenden oldukga farklidir. Ctunki
BS olusum siireci ajitasyondan etkilenebilir. Kiire benzeri BS’un geometrileri, statik

ve ¢alkalanmus kiiltiirler arasinda oldukga farklidir.

Statik kulturde besleyicinin hava-sivi ara yuziinde bir BS zari olusturulabilirken,
ajite/ calkalama kiltirinde BS, pargacigin merkezinden uretilir ve daha sonra
disartya dogru gelisir. Bu nedenle, kiire benzeri BS’un mikro yapisinda katmanlt bir
yapt gozlenebilir. Kiire benzeri BS i¢ bolgesi bostur. Bakteriyel suslar da i¢eren
katmanli yapt iginde BS onemli o6lgide daha yogun lifler bulunmustur (Hu ve
Catchmark, 2010b). Bu sorunlara ragmen, bazi arastirmalar ajite kiltirin ekonomik

olgekli tretim i¢in en uygun teknik olabilecegini 6ne stiirmustir (Hu ve ark., 2013).

Daha once agiklandig gibi, ajite/ ¢alkalanan kulttrin, disik bir kesme gerilimi ve
yiksek bir oksijen transfer hizi indikleyerek kutle aktarim hizini arttirmasi
onerilmistir. Bununla birlikte, seliiloz olmayan bir mutantin ortaya ¢ikmasi genellikle
ajite / calkalama kultiriinde BS verimliliginin azalmasi ile sonuglanir. Bu tiir kultur
yontemleri, disik verimlilikleri ve yiiksek tretim maliyetleri nedeniyle yuksek
olgeklendirme i¢in sinurlt fayda saglayabilir. Ajite kiltir, statik kiltire kiyasla BS
tretimini belirgin bir sekilde arttiramaz. Bu sorunu ¢6zmek i¢in, endistriyel olgekte
uretim elde etmek ve BS uygulamalarini genisletmek, yiiksek verimlilik, disik
uretim maliyeti ve kisa ekim siiresi ile ekonomik bir tiretim strecinin olugturulmasi
gerekmektedir. Bu nedenle, oksijen kaynagini agmayi, kiiltir ortamina besin katmay1
ve kultir ortamint gelistirmeyi igeren bir¢ok ¢aligsma yapilmistir. BS tretimi, yiksek

oksijen veya besin ¢ozeltisi transfer orani ile stirekli yetistirme ile arttirilabilir.
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Bazi biyoreaktor kaltirlerinin yuksek seviyede BS irettigi bildirilmistir. Son
yillarda, BS’un fermentasyon siireci ve hazirlama teknolojisi hakkinda bazi
aragtirmalar, BS’ un bazi biyoreaktor kulttrlerini tanitmigtir (Campano ve ark., 2016;
Yang ve ark., 2014). Oksijenle zenginlestirilmig hava altinda BS tretmek, dénen bir
disk kullanmak veya biyofilm destegi gibi islevleriyle karakterize edilebilirler.

Oksijen iletimini arttirmak i¢in karigtirilmig bir depo biyoreaktorii kullanilmistir.
Ancak, bu yontem yuksek enerji titketimi gerektirir. Bir bagka yaygin fermentasyon
reaktord tipi hava kaldirmali biyoreaktordir. Dugik gic kaynagi kullanan bir hava
kaldirmali biyoreaktorii ilk olarak Chao ve arkadaslari tarafindan 1997'de
kullanilmistir (Chao ve ark., 1997). Bu reaktor enerji tasarrufludur ve BS tretimi
sirasinda yeterli miktarda oksijen saglayabildiginden karistirilan tank reaktorlerine
gore daha az kesme gerilimi uretir. Hava kaldirma biyoreaktorlerin kurulumuyla,

bakteriler 67 saat kultiirlendiginde, 3,8 g BS hasat edilmigtir.

Bagka bir c¢alismada, Chao ve arkadaglari (2000) hava kaldirma reaktoriiniin
verimliligini dahili bir dongl araciligiyla gelistirmig ve boylece 10,4 g/l BS en
yilksek konsantrasyonla toplanmistir. Bu sekilde elde edilen BS, calkalanmig bir
kiltarinkine benzer pellet formunda ve diigik mekanik mukavemete sahiptir. Daha
sonra, farklt fruktoz konsantrasyonlarinin BS tretim hiz1 tzerindeki etkisini
incelemek i¢in bir i¢ dongl hava tasima reaktori gelistirilmigtir (Chao ve ark., 2001).
Oksijenle zenginlestirilmis hava kullanimi ile BS tretim hizi saatte 0,093 g/l
yikselmis ve BS verimi % 11°den %18 e yikseltilmistir. Saatte 0,22 g/l en yiiksek
uretim orant ile % 35°lik en yitksek BS verimi 60-70 g/l fruktozda gozlenmistir.
Dahili dongii hava kaldirma reaktori kullanilarak, hava kaldirma biyoreaktoriine

kiyasla daha fazla miktarda BS tretilmistir.

Sekil 1.6.°da, bir i¢ ¢evrim hava kaldirmali reaktériinin ve bir modifiye hava
kaldirmali biyoreaktoriniin gematik diyagramlarini gostermektedir (Chao ve ark.,
2000; Wu ve Li, 2015). Bununla birlikte, tim bu hava kaldirmali reaktor tipleri,
eliptik pellet morfolojisi ile BS iiretmektedir (Chao ve ark., 2000).
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Sekil 1.6. Hava kaldirmali biyoreaktdr sematik gosterimi (Chao ve ark., 2000)

Daha fazla su tutma kapasitesine sahip BS membrani, modifiye edilmis hava
kaldirmali biyoreaktor yoluyla toplanmistir (Wu ve Li, 2015). Biyoreaktor, genel
hava kaldirmali biyoreaktdrde kullanilan basit ¢ekis borusu yerine dikddrtgen net
plakalar kullaniimistir. BS’un 6zellikleri, net plakalarin sayisi degistirilerek maniptle
edilebilir. Ornegin, BS daha fazla su tutma kapasitesi ve 6 net plaka kullanarak en
yiiksek Young modult gosterilmistir. Hava kaldirmali biyoreaktor ile BS olusumu
ortam/pellikil araylziinde gerceklesmelidir ve bakteri suslari, ortamin baska bir
yerinde BS olusumu gozlenmeyecek sekilde bu arayiize yakin olmahdir. Bu modifiye
edilmis hava kaldirmali biyoreaktorde, ortam iginde BS olusturulabilir ve
biyoreaktorde BS membrani elde edilmistir. Choi ve ark. (2009) tarafindan bir baska
modifiye edilmis hava kaldirmali tip kabarcik kolon biyoreaktori bildirilmistir. Bu
yontemle BS’u 2,27 g/l/giin yuksek verimlilikle tretmistir (Song ve ark., 2009). Bu
biyoreaktor dusik kesme gerilimi ve ylksek oksijen orani saglamaktadir.
Buyutalmis kiltir kosullarina saf oksijen verildiginde, BS seri retimi icin etkili bir
yontem ile 5,6-6,8 g/l Uretilmisir. Bununla birlikte, hazirlanan BS dusiik mekanik
Ozelliklere, dustk kristallige, dusuk molekiler agirliga ve disuk derecede

polimerizasyona sahiptir.
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Sekil 1.7. Donen disk biyoreaktorii sematik gosterimi (Serafica ve ark., 2002)

Donen bir disk biyoreaktor ile hazirlanan BS'un ilk raporu 2002 yilindadir (Serafica
ve ark., 2002). Bu tasarimda, donen bir merkezi saft izerine agilama igin bir girig ile
birka¢ dairesel disk takilmigtir. Donen bir disk biyoreaktorde, BS’a ve BS bazli
kompozitlerin ozelliklerini gelistirmek i¢in birgok farkli kati ve lif tiiri dogrudan
ortama eklenebilir ayrica seltiloza dahil edilebilir. (Kuure ve ark., 2005; Mormino ve
Bungay, 2003). Doner disk biyoreaktoriin amaci homojen bir yapiya sahip BS elde
etmektir. Donen disk biyoreaktorde, dairesel diskler yiizeyleri alternatif olarak hava
ve swvi ortam ile etkilesime girerken donmeye devam edebilir. Ek mekanik

mukavemete sahip BS, disk yiizeylerine yapisabilir.

Doner disk biyoreaktdr yoluyla hazirlanan BS homojen olmasina ragmen, verim,
statik kultirden elde edilenden 6nemli dl¢tide fazla degildir. Bu biyoreaktdrdeki BS
verimliliginin yaklasik 0,24 g/l/giin’e ulastig bildirilmistir. Uretilen BS, daha diisiik
kristallilik ve daha diigiik mekanik ozellikler sergilemis, ancak statik kiiltiir yoluyla
elde edilen BS’a kiyasla benzer su igerigi ve termostabilite sergilemigtir (Mormino
ve Bungay, 2003; Zahan ve ark., 2016). Genellikle biyoreaktorler, disklerin alaninin
yarisinin ortama daldinlmast ve diger yarisi atmosfere maruz kalacak sekilde
tasarlanmigtir. Bu nedenle, her hasattan sonra yeniden asilanirlar. Bununla birlikte,
donen bir disk biyoreaktorini (PCS-RDB) destekleyen plastik kompozitler, kiltiir
ortamina tamamen daldirilabilir ve bakterilerin tutturulmasi i¢in pirizli bir yuzey
saglayarak yiksek bir BS verimi saglar. Aslinda, PCS-RDB yeniden inokiilasyon
yapmadan BS duretebilir ve sonu¢ olarak en az bes dongt boyunca uretkenligini
korur. Bu biyoreaktor boylece BS u yari siirekli bir sekilde tiretebilir ve ticari tiretimi

kargilamak i¢in 6l¢eklendirilmesi kolaydir (Lin ve ark., 2014).
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Farkli katki maddelerine sahip PCS-RDB sistemlerinin etkinligini degerlendirmek
igin arastirmalar yapilmistir. Ornegin, BS iiretkenligini ve ozelliklerini arttirmak igin
PCS-RDB’ye karboksimetilseliloz (CMC), avicel, agar ve sodyum aljinat ilave
edilmistir. Ortamda CMC ve avicel mevcudiyetinin BS tretim hizin1 6nemli olgiide
arttirdigr bulunmustur. En ytksek BS tretimine (0,64 g / dilim) biyoreaktore % 0,8
avicel eklenerek ulagilmigtir (Lin ve ark., 2016). Pellet formundaki nihai BS benzer
su tutma kapasitesine sahiptir, ancak eklemeler olmadan bir biyoreaktor altinda elde

edilen BS’dan daha dugtk mekanik 6zelliklere sahip oldugu bulunmustur.

Dinamik kultirlerde, kultir sirasinda bakterilere uygulanan kesme geriliminin,
seluloz ureten hiicrelerden daha zenginlestirilmis ve Uretkenligi azaltan seltloz
negatif mutantlart énemli 6lgiide kolaylastirabildigi bulunmustur. Bu nedenle, basit
ve az kesme gerilimi Ureten statik kiltir, dusuk tretkenligine, uzun kultir siiresine

ve onemli kaynaklara ragmen BS’u elde etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.

Fermantasyon sirasinda, biyoreaktor zenginlestirilmis bir oksijen transfer kapasitesi
ile birlestirilebilirse, BS olusumuna basaril1 bir sekilde yol agabilir. Bu nedenle, BS
tretimi i¢in bir tir sirke Gretim ekipmani olan bir damlama yatag reaktorii de
kullanilmigtir (Lu ve Jiang, 2014). Statik kulttr ve ajitasyon/calkalama yontemleriyle
karsilagtirildiginda, damlama yatakli reaktor yiiksek oksijen konsantrasyonu ve
dusuk kesme kuvveti saglayabilir. Yiksek biyokitle yogunluklu sistemler saglayan
bu biyoreaktor, geleneksel bir statik kultirden daha buytk bir yiizey/hacim orani

saglayabilir.

Damlatmali yatak reaktorinden elde edilen BS, yiiksek derecede —OH birlesiminin
yant sira yiksek polimerizasyon, saflik, su tutma kapasitesi, gdzeneklilik ve termal
stabilite gibi mikemmel ozelliklere sahiptir. BS tretimini gelistirmek i¢in ¢esitli

katki maddeleri veya modifiye edilmis yontemler kullanilmigtir.

Diger biyoreaktorlerden toplanan BS, makroskopik morfoloji, mikroyapi, kristallik
derecesi, kimyasal yapi, polimerizasyon derecesi, saflik, su tutma kapasitesi,
gozeneklilik ve termogravimetrik yetenek gibi yapt ve ozellikler agisindan
karakterize edilmigtir. Cizelge 2.5.°te farkli reaktorlerin Uretim ozelliklerini,

modifikasyonlarini ve avantajlarini gostermektedir.
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Cizelge 2.5. Bazi reaktorlerin Gretim 6zellikleri, modifikasyonlari ve avantajlari

Modifikasyon

Yuksek oksijen

konsantrasyonu

Zenginlestirilmis
oksijenli dahili
dongi hava

asansoru

pH kontrolli
dahili dongu
hava asansori ve

glikoz ortami

Kontrolli pH /
Hestrin ve
Schramm
ortamina sahip
calkalama sisesi
Kontrolli pH
Havalandirma
hizina sahip
kabarcik kolon:
1.0vwm (30 L/
dak)

(Wang ve ark., 2019)

BS dretimi icin reaktorlerin avantajlari, Gretim

ozellikleri ve avantajlari

BS konsantrasyonu: 28 saatte 5,63 g/ L
Verimlilik: 0,20 g/ L Uretim 30 saat sonra kétuilesti
Avantajlar: Yuksek oksijen aktarim hizi, disutk giic

gereksinimi, daha yuksek verimlilik

Uretim: 67 saatlik kiiltirde 3,8 g veya 0,116 g/ L/ sa
Avantajlari: Essiz bir elips, yuksek hacimsel oksijen

transferi, yuksek hidrodinamik karakteristik

En yuksek tretim orani: 0,22 g/L / sa

En ylksek konsantrasyon: 60 g/L fruktozda 10,4 g/L
Avantajlari: Benzersiz bir elips olusturdu, ytksek
hacimsel oksijen transferi, yuksek hidrodinamik
karakteristik, distik mekanik dayanim

Membran tipi BS Uretir
Avantajlar: Yuksek su tutma kapasitesi, Young
moduli, ag plakalarinin sayisi degistirilerek

degistirilebilir

Avantajlari: Yuksek tretim: 5,6-6,8 g/ L/ 3 gln
Dusik mekanik ozellikler: 17,15 - 11,66 MPa
Dusuk kristallik:% 86 - 79,6

Dusiik molekiler agirlik ve polimerizasyon derecesi
Duslk kesme gerilimi, yiksek oksijen transfer hizi

Duslk konsantre ¢ozelti durumu kaltard

Referans

Chao ve
ark.,
1997

Chao ve
ark.,
2000

Chao ve
ark.,
2001

Wu & Li,
2015

Choi ve
ark.,
2009
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Cizelge 2.5. Bazi reaktorlerin Gretim 6zellikleri, modifikasyonlari ve avantajlari
(Wang ve ark., 2019) (Devam)

Modifikasyon BS uretimi igin reaktorlerin avantajlari, tretim Referans
oOzellikleri ve avantajlari

BS uretimi icin doner diskli biyoreaktorlerin tretim ozellikleri

Donen disk Tutarh bir Grln Mormino &

biyoreaktor Daha yiiksek ¢ekme dayanimi; BS gozenek Bungay,
boyutu: 10-15 pm; seliilozik matris saglam ve 2003; Zahan
guclu kahr ve ark., 2016

Donen diski Yari surekli bir sureg Lin ve ark.,

destekleyen Daha yiiksek verimlilik: 0,24 g/ L/ gin; dusuk 2014

plastik kristallik:% 66,9; daha diisuk mekanik 6zellik

kompozitler (Young modulli 372,5 MPa); statik kultdr ile

Biyoreaktor elde edilen BS’ye benzer su icerigi ve

termostabilite

Farkl eklemelerle ‘Yari strekli bir sureg, yeniden asilama yok; Lin ve ark.,
donen disk fruktoz konsantrasyonu 50°den 10 g/ L’ye 2016
biyoreaktori disuruldi; oksijen konsantrasyonu ve disk

destekleyen donus hizi fermentasyon sirecini gelistirir; BS

plastik uretkenligi: 0,64 g/ dilim; yiksek su tutma

kompozitler yetenegi (% 98.6-99); benzer gerilim ancak daha

dustk gerilim; sirasiyla% 0,8

karboksimetilseluloz ve avicel ile en ylksek BS

uretimi
Donen manyetik  Sellloz Gretemeyen mutantlarin sayisini Fijalkowski
alan artirmadi ve ark.,

Artan biyokimyasal 6zellikler; bakteri biyimesi 2015, 2016;

uzerinde olumlu etki; artan su molekulleri; Fijalkowski

degistirilmis mikro yapi ve gozeneklilik derecesi ve ark.,

ile BS elde edilmistir. 2017a,
2017b
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Cizelge 2.5. Bazi reaktorlerin Gretim 6zellikleri, modifikasyonlari ve avantajlari

(Wang ve ark., 2019) (Devam)

Modifikasyon BS dretimi icin reaktdorlerin avantajlari,
Uretim ozellikleri ve avantajlari

BS dretimi icin diger birkag biyoreaktoriin tretim 6zellikleri

Dondurme filtresi  Yliksek hiicre yogunlugu sellloz + hiicreleri bol

ile donatilmis miktarda seltloz - mutantlarina dénusebilir

biyoreaktor Daha yiiksek BS uretkenligi: 0,55’ten 1,61 g/ 1/
gun Hucre kutlesi: 5,65’ten 11,52 g/ L’ye (140
sa)

Fed batch BS dilimleri veya katman (3-4 cm);

prensibi En iyi zaman araligi: 6 saat

Yuksek cekme dayanimi: 114 N, DP: 5200;
Yuk diyagramindaki grafigin gradyani: 34,7
N/10mm

Biyofilm reaktori  Yiksek biyokitle yogunlugu;
Yuksek tretim: 7,059/ L
Daha yuksek kristallik:% 93;
Kristal boyutu: 5,2 nm
Daha iyi termal performans;
Su tutma yetenegi:% 95

Katki maddeli Y iiksek biyokutle yogunlugu;
biyofilm reaktér ~ Surekli BS Uretimi
Yuksek tretim: 13 g/L;
Dusuk kristallik:% 80
Kristal boyutu: 4,2 nm;
BS kagt tabakalar: daha yiiksek gerilme

mukavemeti ve Young moduili

Referans

Jung ve ark.,
2007

Hornung ve
ark., 2007

Cheng ve
ark., 2009

Cheng ve
ark., 2011
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2.6.2 Karbon ve Azot Kaynaklari

BS ireten mikroorganizmalarin biiylimesi igin gereken besinler karbon ve azot
kaynaklar, fosfor, kiikiirt, potasyum ve magnezyum gibi tuzlardir (Cherian var ark.,
2013). Bazen hiicre buyimesini ve Uretimini arttirmak i¢in amino asitleri ve
vitaminleri saglayan karmasgik bir besi ortam: da kullanmilmaktadir (Chawla ve ark.,,
2009). 1940-1960 yillann arasinda Kudiis’teki Ibranice Universitesindeki
aragtirmacilar, G. xylinus tarafindan uretilen selilozun basitlestirilmig tretim ve
miktar tayininin biyokimyasini yogun bir sekilde aragtirmistir. HS (Hestrin-
Schramm) olarak adlandirilan bu besi ortami ginimiizde yaygin olarak

kullanilmaktadir (Hestrin ve Schramm, 1954).

Bakteriyel seliloz iretiminde genel karbon kaynaklari arasinda glikoz, siikroz,
fruktoz, mannitol bulunur, fakat diger karbon kaynaklar arasinda arabinoz, arabitol,
etanol, sitrik asit, maltoz, etilen glikol, dietilen glikol, galaktoz, glikon lakton,
inositol, laktoz, gliserin, mannoz, metanol, rhamnoz, riboz, nisasta, siiksinik asit,
trehaloz ve ksiloz gibi c¢esitli kaynaklar agiklanmistir (El-saied ve ark., 2006;
Hutchens ve ark., 2006; Mikkelsen ve ark., 2009) ve Gluconacetobacter suslar ile
bakteriyel seltloz tiretimini en st diizeye ¢ikarmak i¢in aragtirilmistir (Ruka ve ark.,

2012).

En iyi verim, fed-batch fermentasyonda, karbon kaynagi olarak glikoz kullanilarak
50 saatlik yetistirme sturesinde 15,3 g/L seliloz elde edilmistir (Mikkelsen ve ark.,
2009). Acetobacter veya Gluconacetobacter xylinus tarafindan hiicre digi bakteri
selilozu olusumu i¢in ana karbon kaynagi glukozdur. Seltloz verimi, tiiketilen
glikoza gore belirlenir. Fruktoz, gliserol ve glikoz ile neredeyse ayni seliloz verimini

verdigi soylenmektedir (Masaoka ve ark., 1993).

Bir bagka aragtirmada, jel benzeri formlarda selilloz tretmek i¢in tek bir karbon
kaynag olarak sitrik asit uygulamasinin miimkin oldugunu, ancak karbon kaynagi
olarak hem glikozun hem de sitratin varliginda ilk 6nce glikozun tiiketilecegini ve
sitratin sadece glikoz tiketiminden sonra kullanacagini gostermigstir (Geyer ve ark.,
1994). Karbon kaynaklarinin 4. xyl/inum tarafindan seltloz iiretimi tizerindeki etkisi,

Cizelge 2.6.’da ozetlenmigtir (Jonas ve Farah, 1998).
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Cizelge 2. 6. Karbon kaynaklarinin A. xylinum tarafindan seltloz tretimi tzerindeki
etkisinin ylzde oranlar1 (Jonas ve Farah., 1998)

Karbon Kaynaklari Verim
(%0)

Monosakkaritler
D- Glukoz 100
D- Fruktoz 92
D- Galaktoz 15
D- Mannoz 3
D- Ksiloz n
L- Arabinoz 14
L- Sorbinoz n
Disakkaritler
Laktoz 16
Maltoz 7
Siikroz 33
Sellobiyoz 7-11
Polisakkaritler
Starch 18
Alkoller
Etanol 4
Etilen Glikol 1
Dietilen Glikol 1
Propilen Glikol 8
Gliserol 93
Myo- inositol 17
D- Arabitol 620
D- Mannitol 380
Organik Asitler
Sitrat 20
L- Malat 15
Siiksinat 12
Digerleri
Glukon- Lakton 62
O-Metil- Glukoz 0.5
Karbon Kaynagi Olmayan 2
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Romano ve arkadaglart bir karbon kaynag olarak glukoz, galaktoz veya ksiloz
kullanarak seliiloz verimi dl¢gulmiustir. Galaktoz ve ksiloz, ¢gogunlukla yavag biiytime
oranlart nedeniyle daha kiigik verimler vermistir. Siikkrozdan elde edilen bakteri
selilozunun verimi, glukozdan elde edilen verimin yarisi oldugunu, ayrica A.
xylinum'daki sikrozun daha digik aktivitesine sahip oldugunu da bulmuslardir

(Romano ve ark., 1989).

Seliiloz treten turlerin ayrica spesifik bir kompleks azot kaynagi gerektirmektedir.
Cogu aragtirma ¢aligmanin temelinde Hestrin ve Schramm tarafindan gelistirilen ve
% 31 oraninda maya 0zii ve pepton igeren ortam bulunmaktadir. Metiyonin ve
glutamat gibi bircok aminoasit gerektigi daima belirtilmektedir (Ishikawa ve ark.,

1995; Matsuoka ve ark., 1996).

Bir ¢aligmada metiyoninin, hiicre biiytimesi ve seliloz uretimi tGizerinde 6nemli bir
etkisi oldugunu gosterilmigtir.  Ayrica aminoasit igermeyen ortamlarla
karsilagtirildiginda, metiyonin hiicre biiytimesi ve seliloz tretimi verimin % 90'n1
olusturmaktadir (Matsuoka ve ark., 1996). Vitaminlerin azot kaynagi olarak
mikrobiyal selilloz sentezi tizerindeki etkisinin aragtiritlmasi, piridoksin, nikotinik
asit, p-aminobenzoik asit ve biyotin vitaminlerinin hiicre biiyimesi ve seliilloz tiretimi
i¢in en uyarict madde oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Fontana ve ark., 1991; Ishikawa

ve ark., 1995).

Kolin, betain ve yag asitlerinin (tuzlar ve esterler) tirevleri gibi A. xylinum suslar
tarafindan seliloz tretimini kuvvetle stimile eden diger bazi bilesikler de
tanmlanmistir (Hikawa ve ark., 1996) Misir dik likériniin (CSL) de A. xylinum
subsp. sucrofermentans BPR 2001 tarafindan selilloz tretimi i¢in uygun oldugu
bulunmugtur (Hwang ve ark., 1999). Sadece CSL’de tespit edilen laktat, diger azot
kaynaklarint  igeren kultir ortamina eklendiginde seliloz uretimi, CSL
ortamindakilere benzer seviyelere ¢ikmistir (Fontana ve ark., 1991). Ana karbon
kaynag olarak laktat kullanilan bir kultirde, tiketilen laktatin % 77’sinin CO2’te
oksitlendigini ve sadece % 6,9’unun bakteriyel seliiloza donistirildiguni tespit
etmistir. Bu laktatin bakteriyel seltiloz biyosentezi i¢in bir substrat olarak degil bir

enerji kaynag olarak islev gordiigini gostermektedir (Naritom ve ark., 1998).
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2.6.3 Sicaklik ve pH Etkileri

Bakterilerin bluytmesi ve BS un uretilmesi i¢in optimum pH kullanilan bakterinin
suguna baglidir, ancak genellikle pH’nin 4-7 araliginda oldugu gosterilmistir (Donald
ve ark., 1989). BS dretimi 4,5 ila 7,5 arasinda degisen genis pH araliginda
gozlendiginde en yitksek BS uretimi pH 6,5’te gergeklesmistir (Son ve ark., 2001).
Cogu arastirmact pH 5, (Ishikawa ve ark., 1995; Fiedler ve ark., 1989; Joris ve ark.,
1990) veya 6’y1 kullanmigtir (Hestrin ve Schramm, 1954; Masaoka ve ark., 1993).
Bununla birlikte, BS membranlarinin biyomedikal uygulamalari, yani Biofill ve
Gengiflex gibi firmalardaki endistriyel tretimi, BS kiltira sirasinda besiyerinin
kontaminasyonunu Onlediginden 4 ila 4,5 arasinda diigiik bir pH'ta gergeklestirilir

(Jonas ve Farah, 1998).

BS, genig bir pH araliginda tretilebilse de kiiltiir ortamindan bagimsizdir (Zeng ve
ark., 2011). Ayrica, kiltir ortaminin pH’sinin, gsekerin ve azot kaynaklarinin titketimi
sirasinda uretilen glukonik, asetik veya laktik asitler gibi sekonder metabolitlerin
birikmesinden dolay1 zamanin bir fonksiyonu olarak diigebilecegi de belirtilmelidir.
Bu nedenle, kultir ortamimin pH’simin maksimum BS verimi igin korunmasi
onemlidir. Bu baglamda, kiiltiir ortaminin pH’sin1 korumak i¢in kultiir ortamina bir
tampon olarak misir dik likorti eklenebilir. Bununla birlikte, viskoz misir dik likéri,
besiyerinin kultiir bilegenlerinin homojen olmayan sekilde karigmasina neden

olabilecegi gibi besiyerinin viskozitesinide arttirmaktadir (Noro ve ark., 2004).

Besiyerinin pH’sina ek olarak bakteri selilozu verimi sicaklia da baglidir.
Caligsmalar, seltloz uretimi ig¢in optimum buyume sicakliginin 25-30°C oldugunu
gostermistir (Cannon ve Anderson, 1991) Cogu yazar, 20°C ila 30°C arasindaki
sicaklik araligint kullanmigtir (Romano ve ark., 1989; Geyer ve ark., 1994). Hestrin
ve Schramm ortamindaki Acetobacter sp. A9 tarafindan uretilen BS'un verimine
sicakligin etkisi, Son ve arkadaglarn tarafindan arastirildiginda BS retimi igin
optimum stcakligin 30°C oldugu bulunmustur (Son ve ark., 2001). Kultiir sicakligint
25°C’ye dusirmek, BS verimini 30°C’ye kiyasla 6nemli olgiide azaltmazken,
sicakligr 35°C’ye yiikseltmek BS verimini digirmektedir (Wong ve ark., 1990).
Bakteriyel selillozun uretiminde sicakligin etkisiyle morfolojik ve kristal yapida

etkilenmektedir. Hirai ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada HS ortaminda A. xylinum
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ATCC 23769 dretilen BS’un 4°C’deki seliloz II yapist ile bant seklinde
olusturuldugu, diger yandan 28°C'de uretilen BS’un seliloz I seritleri oldugunu
bildirmistir (Hirai ve ark., 1997).

2.6.4 Oksijen ve Karbondioksit Etkisi

Kiultur ortamindaki ¢éziinmiis oksijen igerigi, hiicre metabolizmasi i¢in 6nemlidir ve
BS’un hem verimi hem de kalitesine baglidir (Shirai ve ark., 1994). Bununla birlikte,
ortamdaki yuksek ¢oztinmiis oksijen igeriginin, glukonik asit konsantrasyonunda bir
artisa yol agacag bildirilmistir (Tantatian ve ark., 2005). Bu da sonugta BS verimini
azaltan hiicre canliligint etkilemektedir. Dusik ¢oziinmiis oksijen igerigi ise bakteri

tremesini ve BS tretimini engellemektedir (Hwang ve ark., 1999).

Watanabe ve Yamanaka caligmalarinda, disik Oz gerilimleri altinda biyiyen
selilozun, yiksek Oz gerilimleri altinda biylyen seliiloza gore daha az tortuya sahip
olmasi gerektigini bulmuslardir. Ayrica, % 10’luk oksijen basincinin hiicre biiytimesi
tizerinde herhangi bir etkisi olmadan %25 oraninda daha yiiksek bir seliilloz tiretimine
yol actigin1 gosterdiler (Watanabe ve Yamanaka, 1995). Ajitasyon kultirde
bakteriyel seliloz tretimini arttirmak igin oksijen miktar i¢in etkili bir prosediir
belirlemek de 6nemlidir (Kouda ve ark., 1996; Kouda ve ark., 1997). Yiksek oksijen
basinct ve karbon dioksit basinci, mikrobiyal biylimeyi ve aminoasitler gibi diger
malzemelerin Uretimini inhibe ettigi de bildirilmistir (Akashi ve ark., 1979
Yabannavar ve ark, 1992). Asirt oksijen beslemesinin, dogrudan oksijen kullanimi
nedeniyle substrat kaybina bagli olarak bakteriyel selilloz verimliliginde bir

azalmaya yol agtig bildirilmistir. (Yamanaka, 1988).
2.7 BS Uretiminin lyilestirilmesi

Cesitli aragtirmacilar, bazi biyokimyasal sistemler ile selilozun verimliligini A.
xylinum’da arttirmaya c¢aligmiglardir. Bakteriyel seltloz tretiminin, kiltir ortamina
az miktarda bir seliilaz kompleksi ilave edilmesiyle arttirildigi bildirilmistir ve bu
etkinin endiistriyel uretime uygulanabilir olmasi beklenmektedir. Bununla birlikte,
sorumlu mekanizma hentiz tanmimlanmamistir ve bu etkiyle ilgili olarak kafa
kanigtirict spekiilasyonlar oldukga fazladir (Brown, 1988). “Seliilaz kompleksi”

endoglukanaz, ekzosellobioglukosidaz ve B-glukosidaz aktivitelerine ve seliiloz
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baglama yetenegine sahiptir. Fukaya ve arkadaglart bu seliilaz kompleksinin arttirici
etkisini seliloz baglama aktivitesine atfetmistir (Fukaya ve ark., 1994), ancak
Nakamura ve arkadaglart B-glukozidaz aktivitesine atfedilebildigini bildirmektedir
(Nakammura ve ark., 1993). Tonouchi ve arkadaslart endoglukanaz aktivitesinin,
seliloz baglama yeteneginin degil, bakteriyel selilloz Uretimini arttirdigl tespit
etmistir (Tonouchi ve ark., 1995). Calismalar ayrica, A. xy/inunm’un bakteriyel seliiloz
uretiminin CMC eklenerek arttirildigint ve urinin daha kuvvetli mekanik
mukavemete sahip oldugunu ortaya ¢ikarmislardir (Tajima ve ark., 1995; Sakairi ve
ark., 1998). Ticari bir stlfit hamur atik fraksiyonunun kiltire eklenmesinin, G.

xylinus'un seliloz Uretimi i¢in verimliligini arttirmigtir (Premjet ve ark., 1995).

Hem karbonhidratlart hem de diigik molekiiler lignostlfonat fraksiyonunu ortadan
kaldirmak i¢in saflagtirma etkilidir. Bir gozlem g¢aligmasi belirgin seltiloz verimliligi,
sodyum veya kalsiyum lignosilfonat ilavesiyle de gozlenmistir (Siripong ve ark.,
1995). Incelenen bes lignosiilfonat numunesi, 4. xylinum ATCC 0245’in bakteri
seliloz membran verimini, diger incelenen efektorlere (kalkoflor, kongo kirmizisi,
karboksimetil seltiloz, kafein ve teofilin) gore belirgin sekilde arttirmigtir. En yuksek

verim, % 0,7’lik bir sodyum lignostlfonat numunesi eklendiginde elde edilir.

Karboksimetil seliiloz, kafein ve teofilin, seliloz membran verimi Uzerinde diisiik
etkisi vardir, ancak kalkoflor ve kongo kirmizisinda olumsuz etkileri gorilmustir. X-
1sin1 kirmnim  analizi verilerinden yararlanarak, lignosilfonatin bakteriyel seliiloz
membran Uretimi i¢in yeni bir simulatér tiri olarak kabul edilmesini Onermistir,
cinki yalnizca seliloz membran verimliliginde degil, aym1 zamanda seliiloz

membranlarin kristalli§inde de artig potansiyeli tagimaktadir (Siripong ve ark., 1996).

Seliiloz uretimindeki kiltir kosullarindaki degisikliklerle Yoshinaga ve arkadaslar
kiltire karbonik asit ilavesinin hiicre buyimesini ve seliiloz tretimini arttirdigini
bulmuglardir (Yoshinaga ve ark., 1997). Kultir ortamina laktik asit eklenmesi de en
etkili olan yontemlerden biridir. Bu etki hem laktat dehidrogenaz taratindan ATP
olusumunu hem de TCA dongiisiinde uretilen piruvat tarafindan aktivasyonu da
aracilik eder. Genetik mithendisliginin ayrica seliiloz tGretimini arttirmak i¢in yararl
bir yaklagim saglamasi beklenmektedir. 4 xy/inum disindaki organizmalardan gesitli

karbonhidratlart kodlayan genlerin ekspresyonu, bakteriyel seliloz verimini
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artirabilen ve besin fiyatini azaltabilen mevcut karbon kaynaklarinin kapsamini
arttirmaktadir. Bir 6rnek gosterecek olursak, Acetobacter sp. siikrozun bir karbon
kaynagi olarak kullanilmasi ve seliloz dretiminin artmasiyla sonuclanmistir
(Tonouchi ve ark., 1998).

Cahsmalarda ilgili suslarin plazmitleri veya genis konakgi menzilli plazmitlerin
kullanilarak seltiloz Greten Acetobacter igin bir konak-vektor sistemi gelistirdi ve
bunlari seliloz Uretimini arttirmak icin seltloz sentaz genlerini tanitmak igin

kullaniimistir (Fujiwara ve ark., 1992; Valla ve ark., 1986).

2.8 Uygulama Alanlari
Bakteriyel seliiloz, bitki seliilozunun zorlukla kullanilabildigi ¢ok cesitli uygulamalar
sunmaktadir. Bunun baslica nedeni, kristallik yapisina sahip yuksek saflik derecesi,
yiksek su tutma kapasitesi ve islak haldeki mekanik mukavemettir. Temel
potansiyellere bakildiginda birgok bakteriyel seltiloz uygulamalari bulunmaktadir
(El-Saied ve ark., 2004).

Resim 1.3. Bakteriyel seltiloz uygulamalari



39

Seluloz, ylksek gerilme mukavemeti ve su icerigi gibi cesitli benzersiz dzellikler
sergilediginden, son yayinlarin bircogunda uygulamalarina veya cesitli alanlardaki
potansiyel uygulamalarina odaklaniimistir. White ve Brown (1989) ilk 6nce
bakteriyel selulozun 6zelliklerini ticari uygulamalar icin degerlendirmislerdir. Ana
hatlariyla belirtilen 6nemli 6zellikler arasinda, isleme sirasinda herhangi bir tadilat
gerekmemektedir, hi¢c kurutulmamis gibi yiksek su tutma kabiliyeti, herhangi bir
sekilde veya boyuta olusturulma kapasitesi, ¢ok cesitli substratlardan olusumu ve

sentez sirasinda kontrol edilebilen 6zellikleri bulunmaktadir.

281 Saglik

Yara iyilesmesi, ¢esitli hicre tiplerinin, hucre disi matriks (HDM) molekdllerinin ve
¢ozlndr bilesiklerin karmasik etkilesimini iceren dinamik bir surectir (Eming ve
ark., 2002). Winter (1962), yaranin nemli tutulmasi durumunda iyilesmenin ve
Ozellikle yeniden epitelizasyonun hizlandigini kesfetmistir. Benzersiz 6zellikleri
nedeniyle BS’un oldukca etkili bir yara ortusi malzemesi oldugu gosterilmistir
(Winter, 1962; Alvarez ve ark., 2004; Legeza ve ark., 2004; Czaja ve ark., 2006;
Czaja ve ark., 2007; Stanislaw ve ark., 2012).

Jonas ve Farah (1998), BS’un “Biofill” adli gecici bir deri ikamesi olarak etkinligi
uzerinde calismistir. Yaniklara ve diger cilt yaralanmalarina uygulandiginda bazi
klinik sonuclari tartismislardir. Biofill ®ameliyat sonrasi azalmis rahatsizlik, daha
hizli iyilesme, ani agrinin giderilmesi, enfeksiyon oraninin azalmasi ve en énemlisi
tedavi suresinin ve maliyetinin pozitif olarak degistigini gostermislerdir. Meftahi ve
ark. (2010), pamuklu gazh bezle kaplanmis, dogal seliiloz filmden % 30 daha fazla
su emme kabiliyeti sergileyen ve yara sargilari i¢in daha uygun yeni bir seltiloz filmi
rapor ettiler. Cozlnebilir karboksimetil seltloz koépik (CMCK) yara ortistnin
fonksiyonel endoskopik sinus cerrahisinde rutin nazal paketlemenin (RNP) yerini
aldigi bildirilmistir (Szczygielski ve ark., 2010). Sonuclar, CMCK vyara ortusinun
RNP ile karsilastirildiginda daha disuk lokalize agri ve postoperatif kanama olusumu
ile iliskili oldugunu gostermistir.
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BS’un ylksek su tutma kapasitesi, toksik olmamasi ve alerjik yan etkisi olmadigi igin
kozmetik endustrisinde muikemmel bir biyomateryal oldugunu belirtmislerdir
(Stanislaw ve ark., 2012).

\rtillciiil skin
Artificial corneu
Antimicrohial falin lor >voiinds

Artilicial inme
Artificial blood vessel

Artificial lieart valve IVfeniscu»

VVound drcssing
matirials

Resim 1.4. Bakteriyel seltloz saglk uygulamalari (Hanif ve ark., 2016)

BS pellikilinin memeli hicre kiltard icin bir substrat olarak uygulanabilirligi de
incelenmistir. Ilk  ayrintih rapor  Watanabe ve ark. (1993) tarafindan
yayinlanmistir. Membran  (zerinde plastik petri kaplarinda elde edilenle
karsilastirilabilecek sekiz cesit hiicre Kiiltiirii bulunmaktadir. iyonik yilk, zarin
purlzIGligt ve kolajenin adsorpsiyonu, membran ylzeyine hiicresel yapismayi

destekleyen énemli faktorlerdir.

Svensson ve ark. (2005), BS pellikili Gzerindeki sigir kondrositlerinin biyumesinin,
bu BS pellikilinln, si§ir kondrosit proliferasyonunu kollajenden gézlemlenenden
yaklasik %50 daha fazla destekledigini bildirmislerdir. Daha sonra, BS filmi
Uzerinde insan keratinositleri ve fibroblastlarin buyime yontemi gelistirildi
(Sanchavanakit ve ark., 2006). Sonuglar BS filminde ekimden sonra yasayan
keratinositlerin ve fibroblast hiicrelerinin ylzdesinin polistiren kiltir plakasinin
sonuclariyla karsilastirilabilir oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, sadece
keratinosit hicreleri BS filminin yuzeyine yayilabilirken, proliferatif fibroblastlar

kiimeler olusturur.


https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR204
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41

Olas! bir neden de fibroblastlarin BS filmine yapismasinin kendi aralarindan daha az
olmasidir (Backdahl ve ark., 2006), BS ve duz kas hucreleri (DKH) arasindaki
etkilesimini incelemiglerdir. BS’nin hem kompakt hem de gozenekli taraflarina
DKH’ler tutturulmustur. BS pellikle %99 su tutar ve bu nedenle hiicre blyimesi ve
cogalmasi icin alan birakir. Sonuclar, DKH’nin BS filmine yapistigini ve ¢ogaldigini
gosterdi. 2 haftalik uygulamadan sonra 40 pm DKH blyiumesi gozlenmistir. Cai ve
Kim (2010), saf BS’den daha fazla fibroblast hiuicre yapismasi ve proliferasyonu
olusturma Kkabiliyeti sergileyen bir BS/PEG kompoziti rapor etmistir. Hucre
blylmesi icin bir destek gorevi gormenin yani sira, modifiye edilmis BC filmi

yapisma onleyici ve anti-proliferatif malzeme olarak da uygulanabilir.

Extremina ve ark. (2010), antibiyotik imipenem (IPM), seliloz triasetat (STA)
sikismis (STA-IPM) bir zarinin gelistirdiklerini bildirmislerdir. Bakteriyel yapisma
testleri, Staphylococcus epidermidis’in STA-IPM’ye yapismasinda tek basina
STA’ya yapisma ile Karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh bir azalma
gbstermistir. Bu bulusla, yapisma onleyici ve ¢ogalma onleyici 6zelliklere sahip bir

BS membrani, in vivo klinik durumun daha iyi bir similasyonunu saglayabilir.

BS’un daha Once sadece dusik enflamatuar ve yabanci cisim reaksiyonlari
indUkledigi bildirilmistir (Klemm ve ark., 2001; Helenius ve ark., 2006 ). Bu nedenle
BS, geleneksel yoOntemler intimal hiperplazi, zayif kan akisi ve yizey
trombojenisitesine neden olabileceginden yeni bir biyosentetik vaskuler greft
materyali onermislerdir. Fink ve ark. (2010), geleneksel vaskdler greft, genisletilmis
poli tetrafloroetilen (ePTFE) ve poli etilentereftalat (PET) yerine BS kullanmis ve
sonucglar BS’un yuzeyinde daha yavas bir pihtilasma strecini gosteren en uzun

gecikme siiresini gostermistir.

Klemm ve ark. (2001) ayrica bir Bakteriyel Sentezlenmis Selilozun (BASYC ®
tibbi uygulamalar amaciyla  yetistirme sirasinda  boru seklinde
tasarlanmistir. Mikrocerrahi calismasinda, BS implantlari, sicanlarin karotis arterinin
1 yil boyunca yapay bir kusuruna baglandi. Bu uzun vadeli sonug, BS’un aktif
fibroblastlarin neointima ve blyimesi altinda birlesmesini gostermistir (Schumann

ve ark., 2009).BS halkalari domuz karotis arterine (PCA) kiyasla benzer gerilme
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sonuclart  (kopma stresi ve Young modult) gostermistir. BS fibrillerinin
oryantasyonu silikon tlpin egriligi ile daha da kontrol edilebilir (Putra ve
ark., 2008).

Bircok biyomedikal uygulamada, malzemenin zamanla insan viicudu tarafindan
metabolize edilebilen bir (riine donlsecedi biyo-emilebilirlik vurgulanir. Bir
biyolojik yonden resorbe edilebilir. BS, selulaz azaltan enzimlerin dahil edilmesi ile
gosterilmistir (Hu ve Catchmark 2011a ; Hu ve Catchmark 2011b ). Bu durumda,
coklu selulaz yukli BS filmleri dondurularak kurutulmus ve bozunma davranisi
incelenmistir. BS’un yaklasik %97°si, kullanilan seltilazlar icin en uygun aralkta
lokal bir pH”1 korumak icin tampon bilesenlerin de BS filmine dahil edildigi
durumda 7 gunlik bir sire boyunca glikoza donisturilmis. Bundan baska hayvan
calismalarinda kullanilabilir enzimler ile iliskili herhangi bir istenmeyen reaksiyonlar

ortaya ¢ikmamistir (Hu ve ark., 2011).

BS safligi ile birlikte yuksek bir su tutma kapasitesi, blyuk esneklik, yiksek islak
mukavemet ve uyumlulugu olarak essiz ¢zellikleri biyomedikal sahasinda ¢ok sayida
uygulama ile mikemmel bir biyomateryal oldugu gorialmustur (Klemm ve
ark., 2011 ; Petersen ve Gatenholm, 2011). Suni deri veya yara Ortlst gibi
biyomedikal uygulamalarin cogu, BS’un sadece statik kulturlerde dretilebilen bir
film veya membran olarak uygun bir sekilde olmasini gerektirir (Park ve
ark., 2009). Bununla birlikte, enzim immobilizasyon teknigi olarak Wu ve Lia
(2008) tarafindan BS peletlerinin kullanimi (ajitasyon kosullarindan kaynaklanan)

uzerinde bir arastirma yapilmislardir.

BS’da yetistirilen endotelyal hucreler, diz kas hicreleri, kondrositler ve
osteoprogenitor hicreler ileyapilan in vitro ¢galismalar, iyi hilcre yapismasi ve
malzemeye gO¢ oldugunu gostermistir. Ayrica, BS’un in vivo biyouyumlulugu
Helenius ve ark. (2006) ve daha sonra Mendes ve ark. (2009) tarafindan
gosterilmistir. Cai ve Kim (2010) ayrica bir BS/ PEG kompozitin yara sargisi veya
doku mihendisligi iskeleleri olarak biyouyumlulugunu degerlendirmistir. 48 saat
boyunca BS/PEG iskeleleri ile inkube edilen 3T3 fibroblast hucreleri, hiicre
yapismasi ve proliferasyonu olusturabilir ve saf BS'den ¢ok daha iyi biyouyumluluk
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gosterebilir. BS’un in vitro ve in vivo doku rejenerasyonu igin potansiyeli hala

arastiriimaya devam etmektedir ve buyuk umut vaat etmektedir.

Amin ve ark. (2012b), hidrojelleri BS ve akrilik asit ile Uretmek igin elektron 1sini
radyasyon teknigini kullanmistir. BS, hidrojele sisme &zelliklerini sinirlamadan
mekanik mukavemet saglarken, akrilik asit pH duyarlihgini  getirir. Termal
modifikasyonla birlikte bu modifikasyonlar hidrojellerin, cesitli yollardan hareket
eden antikorlar, antibiyotikler, enzimler ve hormonlarin verilmesi gibi birgok
biyomedikal ve farmasotik uygulamada ¢ok yonli malzemeler olarak kullanilmasina
izin verir. Ayrica, hidrojellerin viicut sicakhginda azalmis bir sislik gosterdiklerini ve

bunun sicaklik kontrolll ilag dagitimi icin uygulanabilecegini distndirmektedir.

2.8.2 Gida
Okiyama ve ark. (1992a, 1993b) gida endustrisinde BS icin koyulastirici ajanlar,
dustik kalorili tathlar, salatalar ve mamul gidalar gibi cesitli uygulamalar
onermistir. Ksantan zamki yerine bir cikolata icecegine %3’lik bir seliiloz macunu
ilave edilmis. Viskozite karsilastirmalari karistirildiktan sonra hemen hemen aynidir,
ancak 1sil islem, ksantan sakizi igecegi igin viskozitede ciddi bir duslse neden

olurken, seluloz igin herhangi bir viskozite azalmasi gbzlenmemistir.

Dondurmaya sellloz ilavesi, artan kayma gerilmesinin bir sonucu olarak erimeden
sonra akisl oOnler. Seliloz macunun tofu, macun c¢esnileri ve haslanmis balik
ezmesine eklendiginde benzer sonuclar gosterilmistir. Bu nedenle yazarlar, BS'un
gida endustrisinde yaygin olarak uygulanabilir oldugu sonucuna varmislardir. BS'un
“genel olarak giivenli” (GRAS) oldugu belirlenmis ve 1992 yilinda Gida ve ilag
idaresi tarafindan kabul edilmistir. Cesitli gida formiilasyonlarinda, ézellikle diisiik
kullanim seviyeleri, lezzet etkilesimlerinin olmamasi, koplk stabilizasyonu ve genis
pH aralifi, sicakhk ve donma-¢6zilme kosullarinda stabilite gerektiginde onemli
uygulamalara sahiptir. BS, sakaroz ve CMC gibi diger ajanlarla kombinasyon
halinde Gruntn dispersiyonunu arttirir. Potansiyel uygulamalar arasinda dusuk
kalorili katki maddesi, kivam arttirici, stabilizatér, doku degistirici, macun g¢esnileri

ve dondurma katki maddesi bulunur.


https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR4
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR164
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR166

44

Cizelge 2. 7. Bakteriyel selulozun gida uygulamalari (Hanif ve ark., 2016)
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destek

Hidrofobik ve
antimikrobiyal
paketleme

Referanslar

Iguchi ve ark.,2000

Chau ve ark.,2008;
Lin ve Lin 2004;
Stephens ve ark.,
1990

Juzlova ve ark.,
1996; Purwadaria ve
ark.,2010;

Wonganu ve
Kongruang, 2010
Okiyama ve ark.,
1992

Okiyama ve ark.,
1993

Okiyama ve
ark.,1993

Okiyama ve
ark.,1993

Okiyama ve
ark.,1993

Wu ve Lia, 2008;
Wu ve ark., 2013

Montealegre ve ark.,
2012; Nguyen ve
ark., 2009; Ton ve
Le2011

Chen ve ark.,2015

Dobre ve ark., 2012;
Jipa ve ark.,2012;
Tome ve ark.,2010



45

Yuksek kristalligi, yiksek su tutma kapasitesi, genis ylzey alani, esneklik, mekanik
mukavemet ve biyouyumluluk, BS’un hiicre immobilizasyonu igin bir destek olarak
kullaniimasini saglar (Rezaee ve ark., 2008a, b). Ton ve Le (2011a), BS lzerindeki
hareketsizlestirilmis mayalarin, serbest mayalara kiyasla, sarap fermentasyonu
sirasinda ¢ok daha yuksek metabolik aktivite ve olumsuz kosullara karsi direng
sergiledigini kanitladilar. Daha Sonra, Ton ve Le (201la) sarap yapiminda
tekrarlanan  bir parti  fermentasyonu gerceklestirmek icin BS (zerinde
hareketsizlestirilen sarap mayalarinin uygunlugunu arastirdi. Sonuglar, tekrarlanan
kesikli fermentasyonun 10 ardisik déngust sirasinda, hareketsizlestirilmis mayanin
seker alim oraninin 1,71 g/l/saat’ den (déngu 1) 3,28 g/l/ saate (dongi 7) yikseldigini
ve daha sonra 2,75 g/l/saat’e (dongi 10) disttiguni gosterdi. Sarap yapiminda maya
immobilizasyonunun uygulanmasinin, asilama preparatindaki maliyet azalmasi ve
mayalamanin sonunda mayanin basitce ayrilmasi nedeniyle tretim hattinin ekonomik

etkinligini arttirdigi sonucuna varmiglardir.

Son zamanlarda, Mikkelsen ve ark. (2011), ¢Ozlnur polisakkarit igeren BS
kompozitinin bir beslenme calismasinda bitki diyet liflerinin in vitro fermentasyonu
icin faydali bir model oldugunu bulmuslardir. George ve Siddaramaiah (2012), gida
ambalaj uygulamalari icin yenilebilir, biyolojik olarak parcalanabilen ve yuksek
performansli jelatin nanokompozit filmlerin Gretiminde BS nanokristallerinin
kullanilmasini 6nerdi. Benzer sekilde Yang ve ark. (2012a) gida paketleri ve su
sterilizasyonu icin antimikrobiyal bir malzeme olarak BS/giimis nanoparcacik
(AgNP’ler) kompozitinin kullanilmasini 6nerdi. Cizelge 2.7.’de gida uygulamari

ornekleri gosterilmistir.

2.8.3 Kagit
Johnson ve Neogi (1989) ajitasyon kiltiirtinden dretilen ylksek dalli, retikile BS
peletlerinin yuksek kaliteli kagit Gretimi icin uygun oldugunu bildirmistir. Ayrica
cam elyaflari, kalsiyum karbonat ve bakir tozu igeren kompozitler
gelistirdiler. Yamanaka ve Watanabe (1994) ayrica, kagit hamuruna parcalanmis
BS’un eklenmesinin daha ylksek gerilme mukavemetine sahip bir kagit

olusturulmasini mimkin kildigini géstermistir.


https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR176
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR177
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR213
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR213
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR146
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR64
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR241
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR103
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR237
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Bakteriyel seluloz fragmanlarinin da kagit hamuru kagitlarini guclendirmek ve
katlanma dayaniklihgini arttirmak icin etkili oldugu bulunmustur (Iguchi ve
ark., 2000). BS’un %15 ilavesiyle, kompozit kagit saf kagit hamuru kagidina kiyasla
yaklasik dort kat daha ylksek katlanma dayaniklihgi sergilemistir. Ek olarak, Young
modull BS ilavesiyle 2,0°dan 3,5GPa’ya yikseltildi. Calismada CMC-BC kagidinin
mekanik dayanimi da degerlendirilmistir. Sonuglar, CMC-BC kagit tabakalarinin
normal kagitlara kiyasla daha yulksek gerilme mukavemeti ve Young moduli
sergiledigini gostermistir (Cheng ve ark., 2011). Hu ve ark. (2011), anilinin oksidatif
polimerizasyonu ile yerinde yeni bir iletken polianilin/bakteriyel seliloz (PANI/BC)
nanokompozit membran sentezlemistir. Gutierrez ve ark. (2012b), TiO2 iletken
ozelliklerinin  deg@erlendirilmesi nanopartikiller ve TiO 2/BC hibrit inorganik/
organik lifler olusturmuslardir. Sonuclar, TiO2/BC hibrit liflerinin, uygulanan
voltajin isaretinden (-3, 0 ve 3V) bagimsiz olarak uygulanan yanlihga yanit verdigini

gostermektedir.

2.8.4 Kozmetik

Kozmetik, insan vicudunun bazi organoleptik Ozelliklerini iyilestirmek icin
kullanilan maddelerdir. Kozmetik, normal vicut fonksiyonlarini veya yapisini
etkilemeden insan vicuduna uygulanan, goriinust degistirmek, cekiciligi arttirmak,
vicut kisimlarini temizlemek veya glzellestirmek icin uygulanan Grlnleri igerir
(Hasan ve ark., 2012). Su anda, kozmetiklerin ¢ogu masteriler tarafindan, érnegin
parabenlerle iliskili toksisite endiseleri gibi vicut Uzerindeki kotu etkileri gbz 6nunde
bulundurmadan guzelliklerini artirmak i¢in kullanilmaktadir (Nagel ve ark., 1977;
Darbre ve Harvey, 2008).

Tuketicilere zararh etkilerden kagcinmak igin bitkisel veya dogal icerikler kullanan
dogal cilt bakim Urtnleri 6nerilmektedir (Hasan ve ark., 2012). Bu baglamda, seliiloz
fibriller, herhangi bir yilzey aktif madde eklenmeden, su iginde yag (O/W)
emulsiyonunu stabilize etmek igin kozmetikte uygulanir. Bu tir formulasyonlar,
herhangi bir yizey aktif madde bulunmadigindan hassas cilt icin tahris edici
olmayabilir (Hasan ve ark., 2012). BS’un kozmetikte kullanim icin istisnai bir
alerjenik olmayan biyopolimer oldugu da bildirilmistir. BS yliz maskeleri, biyolojik

olarak parcalanabilirligi, dusik toksisitesi ve cildi nemlendirme yetenedi nedeniyle


https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR98
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR40
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR93
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR70
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kuru cildi tedavi etmek i¢in kozmetik Urinler olarak buyik ilgi gormektedir

(Amnuaikit ve ark., 2011).

Yapilan bir ¢aligmada, bir grup gonilliiden 25 dakika streyle yiizlerine nemli havlu
koymalari istenirken, ikinci gruba ayni donem igin yar1 saydam BS yiiz maskeleri
uygulamasi tahsis edilmistir. Sonraki hafta, gruplar alternatif tedaviye degistirildi.
Cildin donuklugu, dokusu, elastikiyeti, sebum igerigi, nem igerigi ve deskuamasyon
seviyeleri, havlu ve deneme urinini uygulamadan once ve 5 dakika sonra
cikarildiktan sonra rutin cilt danigmanligi i¢in kullanilan bir sistem kullanilarak
degerlendirildi. BS maskesiyle ilgili kullanicti memnuniyeti de arastirildi. BS
maskeleri, tek bir tedavide cildin nem igerigini nemli havlulara gore 6nemli olgiide
artirdi. Derinin diger ozellikleri tizerinde higbir belirgin etki gozlenmedi. BS yiiz
maskeleri, memnuniyet derecelendirme Ol¢egine gore S5 tUzerinden 4 civarinda

derecelendirilmigtir. BS maskesi, cildin nem igerigini artirmak i¢in kullanilabilir.

Anket tabanli ¢alismada kullanici memnuniyeti ile ilgili yanitlar, BS yiiz maskesinin
tiketici i¢in kabul edilebilir oldugunu ortaya koymustur (Amnuaikit ve ark., 2011).
Benzer sekilde, gliserin igeren ve igermeyen BS, insan deneklerde cilt tahrisi
potansiyeli agisindan degerlendirildi (Almeida ve ark., 2014). Hafif cilt tahrisi olan
birkag denek disinda, sifir klinik skorla transepidermal su kaybi (yani bariyer
bozulmasinin olmamasi) ve eritem agisindan anlamli bir fark yoktu. Dahasi, gliserin
ilavesi, cildi nemlendirme etkisinin énemli 6l¢iide daha yiksek olmasini sagladi, bu

da yiiz maskesini nemlendirme potansiyelini ortaya koydu (Almeida ve ark., 2014).

Bir patentte, BS yiiz maskesi gozler, agiz ve burun i¢in deliklerle tretilmigtir. Yazar,
boyle bir maskenin cildi giizellestirme amagli, cildi besleyici, nemlendirici ve
kozmetik etkiler i¢in tekrarlanan veya uzun sureli kullanim i¢in uygun olabilecegini
iddia etti (Zhong, 2008). Benzer sekilde, ginseng 6zleri iceren BS membranindan
olusan yiz maskesi, 30 yas st kadinlarda nem hissi, genel kullanici memnuniyeti
ve cilt elastikiyeti agisindan umut verici sonuglar gostermistir (Lee ve ark., 2011).
Domuz derisi kullanilarak yapilan soyma testi Gizerine, BS bazli jelin kagit maskeye
gore biyolojik olarak uyumlu ve daha az yapiskan (agrisiz soyulmus) oldugu ortaya

¢iktt (Aramwit ve Bang, 2014).
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Cizelge 2. 8. Bakteriyel selulozun kozmetik uygulamalari (Hanifve ark., 2016)

Kozmetik Urin

Yz maskesi

Yz maskesi

YUz maskesi

Yz maskesi

Yz maskesi

Yuz firgasl

Yuz firgasl

Kozmetik olarak

aktif bilesenler
icin tastyici
Fondoten

makyajl

Kisisel temizlik

urtind
Kisisel temizlik
urdind

Kontak lens

Kontak lens

BS formu

BS levhalar
BS-gliserin

kompozitler

BS membrani
BS-ginseng
BS-serisin
kompozitler
Pudrali BS

BS parcalari

BS pargalari

BS pargalari

BS lifleri

BS pargaciklari

Rejenere BS

BS bazli hidrojel

BS'un Amaci

Nemlendirici

Nemlendirici

Nemlendirici

Nemlendirici ve tastyici

ipek serisin icin
nemlendirici ve tasiyici

Viskozite arttirici

Nemlendirici, sebum
emici ve cilt peelingi
Kozmetik olarak aktif
bilesenin cilt ylzeyi ile
temas slresini uzatir
Daha az sayida rotus ve
daha az miktar
gerektiren stabil makyaj
Hassas ciltler igin
ylzey aktif madde
icermeyen emlsiyon
Temizleme ve pul pul
dokulme

Film olusturan ajan

Film olusturan ajan

Referanslar

Amnuaikit ve
ark., 2011
Almeida ve
ark., 2014
Zhong, 2008

Lee ve ark.,
2011
Aramwit ve
Bang, 2014
Hasan ve ark.,
2012

Lin ve ark.,
2015

Lin ve ark.,
2015

Lin ve ark.,
2015

Ougiya ve
ark., 1997

Heath ve ark.,
2012
Levinson ve
Glonek, 2010
Li ve ark.,
2010
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Hazirlanan jel, ilagh kozmetiklerde kirisiklik oOnleyici, yaslanma onleyici ve
nemlendirici yiiz maskesi gibi potansiyel uygulamalar bulabilir. Yukandaki
caligmalart g6z oniinde bulundurarak, bahsedilen uygulamaya ek olarak, BS bazli
membranlarin ayrica kseroz, atopik dermatit ve sedef hastaligi dahil olmak tzere
cesitli cilt durumlarimin  tedavisinde de kullamilabilecegini ve boylece
farmakoterapiye ek olarak nemlendirici etkiye ihtiyag duyuldugunu belirtmek

gerekir.

Toz BS ve zeytinyagi, askorbik asit (Vitamin C), aloe vera 6ziiti ve toz haline
getirilmis yapigkan piring gibi dogal bilesenler igeren bir yiiz yikama jeli formiile
edilmigtir (Hasan ve ark., 2012). Hem ticari hem de formile edilmis yiiz yikama
jelleri, plaka-plaka reometresini kullanarak kesme incelmesi davranigt gosterir
(Newtonian olmayan sivi). Formiile edilmis yiiz yikama jelleri, ticari olana kiyasla
daha digik kesme hizlarinda nispeten daha yiksek viskoziteye sahiptir, ancak her
ikisi de daha yiitksek kesme oranlarinda neredeyse karsilagtirilabilir viskozitelere
sahiptir. Test edilen numuneler 30°C’de 10 dakika sonra kuruma kapasitesine

sahiptir.

Ana bilesen olarak BS igeren bu yeni formiile edilmis yiiz peelingi, dogal igerikli yiiz
fircalamanin gelistirilmesi i¢in kozmetik formulatorlerinin dikkatini ¢ekiyor ve cilt
icin givenli hale getiriyor. Ayrica Lin ve ark. (2015), agirlik¢a % 0,05-1,0 araliginda
BS film parcalarini igeren kozmetik oldugunu iddia etti. Kozmetikte BS
fragmanlarin1 ekleyerek sadece kozmetikte bulunan aktif bilesenlerin transdermal
nifuzunu iyilestirmekle kalmadi, ayn1 zamanda cildi nemlendirme islevi, sebum
emilimi ve cilt soyulmasini da sagladi. Yiksek su tutma kapasitesi ve iyi gaz
gegirgenligi nedeniyle BS’un, salisilik asit gibi nemlendiriciler veya kojik asit veya
ursolik asit gibi hiyalironik asit beyazlatict bilesenler, kirigiklik onleyici gibi
kozmetik agidan aktif bilegenler i¢in uygun bir tasiyict oldugu da iddia edilmistir.
Ayrica yazarlara gore BS bazli formilasyon, dudak, cilt ve tirnak bakim trtinleri ve
uzun Omurli parfum tasariminda kapsamli uygulamalar bulabilir (Lin ve ark. 2015;

Tournilhac ve Lorant, 2003).

Kisisel temizlik formiilasyonlarinin amaci kiri temizlemek, sebumu ve eksojen

kirleticileri azaltmak ve kot koku ve cilt mikroflorasini kontrol etmektir. Hijyenik
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faydalara ek olarak, bu tur formiilasyonlardaki yiizey aktif maddeler cilt bilesenlerine
zarar verir ve yikamadan sonra stratum korneumda dolagabilir (Kuehl ve ark., 2003;
Walters ve ark., 2012). Bu, 6zellikle hassas cilt durumunda alerjik reaksiyonlara ve
cilt tahrisine yol agabilir (Draelos ve ark., 2013; Kuehl ve ark., 2003). Bu baglamda,
calkalanmig kultir kosullarinda (Ag-BS) biyosentezlenen BS, incelenen tiim seliiloz
bazli malzemeler arasinda O / W emiilsiyonu i¢in en yiiksek stabilize edici etkiyi

sergilemistir (Ougiya ve ark 1997).

BS ince fibrillerin, bir iskele yapist ve mekanik bir bariyer gorevi gorerek yag
damlaciklarinin birlesmesini kesintiye ugrattigi kanitlandi. Bu nedenle emiilsiyon,
yizey aktif maddeler (6rn., Sorbitan monolorat) durumunda oldugu gibi ara yuzey
gerilimini azaltmadan stabilize edildi. Daha ince fibrilleri sayesinde Ag-BS, diger
selilloz bazli malzemelerden mekanik bariyer formundaki yag damlaciklarinin daha
genis bir yizey alanini koruyacaktir. Ayrica bu emiulsiyon, sicaklik ve pH
degisimlerine karst ve ksantan zamki ve sorbitan monolorat bazli formulasyonlara
kiyasla tuz ilavesine karsi da stabildi. Bu O/W tipi emiilsiyonun potansiyel
uygulamalarindan biri, Ozellikle hassas ciltler i¢in vicut pargalarini temizleme

trtinlerinin formiilasyonu olabilir.

Bir patentte, hem BS ag1 hem de katyonik bir polimer, 6rnegin katyonik nisasta
turevleri ve katyonik seliloz tiirevleri veya bunlarin karigimlarini igeren sivi matris,
yani su, bir kopiiklestirici yizey aktif madde ve bir harici yapilandirma maddesinden
olusan kisisel bir temizleme formilasyonu talep edilmistir (Heath ve ark., 2012). Bu
tir bilesimler, herhangi bir istenmeyen ince ince tabaka veya siimiiksi el hissi
olmaksizin 1yi kopirme ve kolayca durulama ozellikleri sagladi. Partikulli
maddelerin varligi, ciltte herhangi bir tahris veya hasar olmaksizin, yumugatma
yararlar ile temizligi ve pul pul dokilmeyi iyilestirir. Yaklagik pH 4,0 degerinin
altinda salisilik asit formiilasyonlarn i¢in 6zellikle tercih edilir (Heath ve ark., 2012).
Bu tir formulasyon, ozellikle tiketicinin el hissinin o6nemli oldugu vicut
kisimlarinda herhangi bir tahrig olmaksizin hassas ciltler i¢in viicut temizligi i¢in
kullanilabilir. Bu tir formulasyonlar cilt lekelerini ve sivilceleri temizlemek ve
onlemek i¢in kullanilabilir. Bunlar ayn1 zamanda pul pul dokilme veya asirt cilt

buyiimesi olan cilt durumlarinin tedavisi i¢in de kullanilabilir (Heath ve ark., 2012).
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2.8.5 Diger Uygulamalar

Yamanaka ve Watanabe (1994), ilk gida disi degeri yiksek uygulama olan akustik
transduserler alanindaki BS ve kompozitlerinin potansiyel ve olasi uygulamalarini
bildirmistir. Young Modil olarak 6lciilen BS’un oladanusti sekil tutma kabiliyeti,
malzemenin ylksek i¢ kaybi ile birlestiginde, hoparlér diyaframlari igin
idealdir. Yeni diyaframlar iki ayirt edici 0zellik gosterdi: yiksek sonik hiz ve distk
dinamik kayip ve Sony Corp tarafindan hoparlorler ve kulakliklar olarak pazarlandi
(Iguchi ve ark., 2000).

BS’un bir filtrasyon malzemesi olarak spesifik uygulamasi Takai (1994) tarafindan
incelenmistir. PEG, CMC, karboksimetil kitin ve diger seliiloz esasli polimerler gibi
cesitli polimerler, materyalleri basitgce baslangi¢ ortamina ilave ederek seliiloza dahil
edildi. Bu polimerlerin bazilari ¢ok ylksek c¢o6ziinen reddi gosterdi, bu da onlari

ultrafiltrasyon ve pervaporasyon icin yararh kilar.

Baska bir ¢alisma, BS’un filtrasyon &zelliklerinin degerlendirilmesine odaklandi ve
diyaliz membrani olarak yararliligini test ettiler (Shibazaki ve ark., 1994). Rejenere
selulozdan yapilan ticari bir diyaliz membrani ile karsilastirildiginda, BS filmi
onemli Olciide daha yiiksek bir niifuz etme orani ve daha biylk bir molekdler agirhk
kesmesi gosterdi. Malzemenin rejenere seluloz ile karsilastirildiginda ilave bir yarari,
ilave mekanik mukavemetin daha ince bir zarin kullaniimasina izin vermesiydi. Yeni
BS kompozitlerini yapmak icin diger bilesenlerle modifikasyon ve dahil etme, BS
uygulamalarinin  spektrumunu genisletir. Bir grafit film, BS’un pirolizi ile
hazirlanmistir (Yoshino ve ark., 1996). Cok yiksek elektrik iletkenligine sahip,
oldukca grafitize edilmis bir film, 2.900 ° C'de piroliz ile yapilmistir.

Shah ve Brown (2005), iletken yol saglamak i¢in mikrofibrillerin etrafina iyonlar
birakarak ve daha sonra mikro yapi icindeki elektrokronik boyalari hareketsiz hale
getirerek bir elektrik iletken (veya yari iletken) BS tabakasi Urettiler. Cihazin e-kitap
tabletleri, e-gazeteler, dinamik duvar kagitlari, yeniden yazilabilir haritalar ve

ogrenme araclari gibi cesitli uygulamalara yayilma potansiyeli vardir.


https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR237
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR98
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR211
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR195
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR246
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR191
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Cizelge 2. 9. Bakteriyel seltilozun diger uygulamalari (Lin ve ark., 2013)

Tar

Aciklama

Akustik donusturacu diyafram

Akustik hoparlor
diyaframi

Filtreleme

Filtrasyon malzemesi

Diyaliz zan

BS membrani akustik
filmleri islemek igin
uygulanabilir

Ultraretikuler yapisini
kullanarak kirliligi sizmek
icin kullanthir

CO6zunen maddeler veya
ozmoz ile difuizyon igin
kullanilabilir

Elektriksel iletkenlik uygulamasi

Elektronik kagit

Diger uygulama

Enzim immobilizasyonu

Fotokataliz uygulamasi

Biyosensor

BS, nanoaltin ve nanokarbon
gibi nanopartikiller ile
birlestirilirse iyi bir elektrik
iletkenligi sergiler.

BS, enzimi kullanarak
immobilize etmek igin iskele
saglar, BS yuzeyinde
kimyasal modifikasyon

Modifiye BS, CdS elementi
ile birlestirilerek saglam
gorindr 1s1ga duyarh
fotokatalistler olarak umut
verici bir adaydir.

Biyoreaksiyonu tespit etmek
icin biyosensor olarak

Referanslar

Yamanaka ve Watanabe,
1994; Iguchi ve ark., 2000

Takai, 1994; Chen ve
ark., 2009a, b

Shibazaki ve ark., 1994

Hu ve ark., 2011;
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b; Choi ve ark., 2012;
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ve ark., 2010;
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ark., 2011; Nogi ve Yano
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2008; Ummartyotin ve
ark., 2012

Wu ve Lia, 2008

Yang ve ark., 2011
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ve ark., 2012c; Vitta ve
ark., 2010
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Yoon ve ark. (2006) ayrica yiksek elektrik ileten polimerik membranlar tretmek icin
BS pellikdllerine ¢ok duvarl karbon nanottpleri (MWCNT ’ler) dahil etmistir. Baska
bir uygulama amperometrik glikoz sensorii bir zar gibidir (Ammon ve
ark. 1995 ). Hem in vitro hem de in vivo testler BS ve ahsap selllozdan yapilan
sensorleri  Kkarstlastirdi. Tim veriler, BS'dan yapilan membranlarin, ahsaptan

yapilanlardan alti ila yedi kat daha uzun siire dayanikli oldugunu gosterdi.

BS uygulamalari pelet tipini nadiren kullansa da, BS boncuklari (0,5-1,5 mm) enzim
immobilizasyonu i¢in  bir substrat olarak da kullanilmistir  (Seo ve
ark., 2009 ). Hareketsizlestirilmis  glukoamilaz, pH degeri ve sicakliktaki

degisikliklere karsi stabilitesini gostermistir.

Seo ve ark. (2009), bolmesiz bir mikrobiyal yakit hiicresi (NCMFC) rapor etmis ve
katot materyali olarak yari gecgirgen seliiloz asetat filmi benimsemis olup, protonlari
secici bir sekilde tutabilmekte ve bdylece anot ve katot arasindaki redoks potansiyel
farkini muhafaza edebilmektedir. Selliloz asetatin hidrofilikligi de degistirilebilir.

Matama ve ark. (2010), tasarlanmis bir kutinazlarin, hidroksil grubunun seliiloz
asetat elyaflari Uzerine ikame derecesini gelistirebilecegini bildirmistir. Fiber
yizeyindeki hidroksil gruplarinda bir artis, 24 saatlik bir islemden sonra sirasiyla
diasetat icin %25 ve triasetat i¢in %317 idi. BS uygulamalarindaki son egilimler, bu
biyomateryalin ¢ok yonluligind artiran yeni nano kompozitlerin olusumunda
yatmaktadir. Mikro/ nano partikillerinin farkli tipte seltloz lifler olusmasi sirasinda
bakteriler, kultlr ortami icinde stspansiyon haline edilebilir (Grande ve ark., 2009;
Sun ve ark., 2010; Trovatti ve ark., 2010; Zhijiang ve Guang, 2011; Ashori ve
ark., 2012; Yang ve ark., 2012c).

Bakteriyel seliiloz nanokompozitlerinin in situ biyoprodiksiyon ve bilesimi hakkinda
bir patent de bulunmaktadir (Laborie ve Brown, 2008). Elektronik cihazlarda BS
kullanimi ile ilgili kapsamli calismalar vardir (Nogi ve Yano, 2008 ; Feng ve
ark., 2012; Juntaro ve ark., 2012). Son calismalar ayrica esnek optoelektronik ve
fotonik cihazlar igin nanoselilozun substrat olarak potansiyelini ortaya

koydu. Legnani ve di§. (2008), SiO2 esnek bakteriyel seliiloz sayfasini kullanarak bir


https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR245
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR5
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR187
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR187
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR141
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR67
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR206
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR216
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR252
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR9
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https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR125
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR160
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR59
https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR108
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organik 1sik yayan diyot (OLED) aygiti hazirlamistir. Maksimum 1sima 1200 cd/m
olarak olgulmustir. Ummartyotin ve ark. (2012) ayrica substrat olarak seffaf bir
bakteriyel seltiloz nanokompozit film kullanilarak OLED ekranin basarili bir sekilde

uretildigini bildirmistir.


https://link.springer.com/article/10.1007/s10570-013-9994-3%23ref-CR219
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

3.1.1 Kimyasallar

NaCl (Merck), Glikoz (Merck),Yeast Ekstrat (Lab M), Pepton (Merck), Na2HPO4
(Merck), Sikloheksimid (Sigma), Agar-Agar (Merck), Bromkresol purple (Sigma),
Sitkroz (Merck), Maltoz (Merck), Fruktoz (Riedel d.h), Mannitol (Merck), Arabinoz
(Merck), Iniilin (Alfasol), Galaktoz (Merck), Sorbitol (Merck), Dipotasyum fosfat
(Merck), Lisin Iron Agar (Fluka), Urea broth (Fluka), Jelatin (Merck), Sitrik asit
(Merck), Laktoz (Merck), Krisatal viole, Lugol (Merck), Etanol (Merck), Bazik
Fuksin, Hidrojen peroksit %30’luk (Merck), Buffered pepton (Himedia), Metil red
(Merck), KOH (Merck), a-naftol (Merck), Lisin Iron Agar (Fluka), Urea Broth
(Fluka).

3.1.2  Ornek temini
Calismamizda ticari olarak satin alinan kombucha mantart ve ev yapimi olarak

uretilen sirke kullanilmigtir.

3.1.3 Besi ortamlari ve hazirlanisi

1- Hestrin- Schramm Broth

Glikoz 20g/L

Yeast Ektract 5¢/L

Pepton 5¢/L
Disodyum hidrojen fosfat 2,7g/LL

Sitrik Asit 1,15g/L
Distile su pH 6,0+ 0,02

Bu besiyeri bakterilerin gelistirilmesi amaciyla kullanilmistir. Besiyeri malzemeleri
tartildiktan sonra distile su eklenip karnistirildiktan sonra pH ayarlanmigtir.
Hazirlanan besiyeri tiplere Sml olacak sekilde dagitilmistir ve otoklavda 121° C’de

15 dakika steril edilmistir.



2- Hestrin-Schramm Agar
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Glikoz 20g/L

Yeast Ektract 5¢/L

Pepton 5¢/L
Disodyum hidrojen fosfat 2,7g/LL

Sitrik Asit 1,15g/L
Sikloheksimid 50 mg/L
Agar 15g/L

Distile su pH 6,0+ 0,02

Bu besiyeri bakteri izolasyonunda kullanilmigtir. Besiyeri malzemeleri tartildiktan
sonra erlen igerisine alinmistir ve Ttzerine distile su eklenip karistinlmistir.

Hazirlanan besiyerinin pH’st ayarlandiktan sonra agar eklenmistir ve tekrar

kangtinlmistir. Besiyeri 121° C de 15 dakika otoklavlanmugtir,

petrilere besiyeri dagitilmigtir.

3- Karbonhidrat Fermentasyon Ortamlar

Steril edilmis

Yeast Ektract 5¢/L
Pepton 5¢/L
Disodyum hidrojen fosfat 2,7g/LL
Sitrik Asit 1,15g/L
Bromkresol purple % 0,04¢g
Karbonhidratlar % 2g
Distile su

Bu besiyeri identifikasyon testi i¢in kullanilmistir. Karbonhidratlar1 eklemeden bu
besiyeri hazirlandi. Daha sonra tarttimi ayr ayrt yapilan karbonhidratlar (glukoz,
sikroz, maltoz, fruktoz, mannitol, laktoz, arabinoz, iniilin, galaktoz ve sorbitol)
eklendi ve tiiplere 2ml olacak sekilde dagitilmistir. Hazirlanan besiyeri 121°C de 5
dakika otoklavlanmistir. Otoklavlanamayan karbonhidratlar igin filtre kullanilarak

besiyeri steril edilmistir.
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4- Jelatin Agar

Pepton 5¢/L

Meat ektract 3g/L

Jelatin 4g/L

Agar 15g/L
Distile su pH 7,4+ 0,02

Bakterilerin jelatinaz aktivitelerini gozlemlemek amaciyla hazirlanmistir. Tiplere
Sml bolunen besiyeri karistinldiktan sonra pH’s1 ayarlandi. Besiyeri 121°C de 15

dakika otoklavlanmisgtir.

5- Lisin Iron Agar

Lisin Iron Agar 32g/L.

Distile su

Bakterilerin lisin kullanip kullanmadigini tespit etmek amaciyla yapilmistir.
Hazirlanan besiyeri tuplere Sml bolunip 121° C de 15 dakika otoklavlandi.

Besiyerinin donmasi i¢in 45°lik agiyla yatik agar hazirlandi.
6- Urea Broth

Urea broth 38,7g/L

Distile su

Bakterilerin ureli ortamdaki gelisim durumlarint incelemek i¢in kullanildi.
Hazirlanan besiyeri uygun filtre kullanilarak steril edildi ve tiiplere Sml olacak
sekilde bolundu.

7- Glukoz Fosfat Pepton

Buffered Pepton Tg/L
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Dekstroz 5¢/L
Dipotasyum fosfat S5¢/L.
Distile su pH 6,9+ 0,02

Bu besiyeri metil red ve voges proskauer testleri i¢in hazirlandi. Hazirlanan
besiyerinin pH’s1 ayarlandiktan sonra tiiplere Sml olacak sekilde boluniip 121° C de

15 dakika otoklavlandi.
3.1.4 Cozeltiler ve Boyalar

1- Fizyolojik Tuzlu Su

NaCl 0,85g

Distile su 100ml

2- Metil Red Indikatorii

Metil red 0,1g
Etil alkol 300ml
Distile su 200ml

3- %70’1ik Etanol

Etil alkol 70ml

Distile su 30ml

4- %4’liikk NaOH Cozeltisi

NaOH 4g

Distile su 100ml
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5- g-naftol Cozeltisi

a-naftol 5g

Etil alkol 100ml

6- %40’ ik KOH Cozeltisi

KOH 40g

Distile su 100ml

7- Kristal Violet Bovyasi

1-Kristal viole 2g
%95’1ik etanol 20ml

2-Amonyum okzalat 0,8g

Distile su 80ml

Bu iki ¢6zelti hazirlandi ve karigtirildi,

8- Bazik Fuksin Bovasi

Bazik fuksin g
Distile su 1L
3.2 YONTEM

3.2.1 Bakteri izolasyonu
Kombucha mantari ¢ayindan ve ev sirkesi oOrneklerinden bakteri suslarinin
izolasyonunun yapilmasi islemi i¢in kiltir yontemi kullanildi. HS broth besiyerine
(pH: 6,0+0,02) iki paralel olmak iizere ¢aydan ve sirkeden 1ml alinip sivi besiyerine

eklendi. Bakterilerin ortam kosullarina uyum saglamasi ve ¢ogalmasi i¢in 24 saat
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boyunca 30°C’de inktibasyona birakildi. Bu tiplerden HS agara drigalski yardimiyla
yayma ekim yapildi ve 48 saat 30°C’de inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda koloniler morfolojik olarak degerlendirildi ve segilen
kolonilerin her birinden HS Broth besiyerine ekildi. Tupler 30°C’de 7 giin
inkiibasyona birakildi. Aktiflegsen kiltirlere Gram boyama yontemi kullanilarak
mikroskobik olarak inceleme yapildi. Gram negatif basil goriilen tiiplerden HS Agara
¢izgi ekim yapildi. Koloniler tekrar segilip HS Broth besiyerine aktarildi ve 30°C de
3 gln inkiibasyona birakildi. Aktiflesen kiiltiirden Gram boyama yapildiktan sonra
stok almak amaciyla ikinci aktiflik yapildi. Inkiibasyon sonrasinda 600ul steril
gliserol igerisine 400ul kultir eppendorf tiplerine eklendi. Tiipler vortekslendikten

sonra agizlar parafilmlenerek -20°C’de muhataza edildi.

3.2.2 Bakterilerin Identifikasyonu

Bakterilerin tanimlanmasi i¢in klasik ve biyokimyasal identifikasyon yéntemlerinden
yararlanildi. Bu yontemleri belirlemek i¢in Bergey’s Manual of Systematic

Bacteriology (1984) kitabindan yararlanildi.

3.2.2.1 Morfolojik Ozellikleri

Bakterilerin koloni morfolojisini gozlemledikten sonra Gram boyama yapilarak
mikroskop morfolojileri incelendi. Sivi besiyerinden alinan izolatlar lam izerine
yayildiktan sonra kurutulup bek alevinden gegcirilerek fiksasyonu yapildi. Hazirlanan
preparat kristal viole ile 1 dakika boyunca muamele edildi ve distile su ile yikandi.
Daha sonra preparat liigol ¢ozeltisinde 1 dakika bekletildi ve distile su ile yikandi.
Preparat etil alkol igerisine daldirilarak 10-15 saniye muamele edildikten sonra
distile su ile tekrar yikandi. Son olarak preparat bazik fuksin ile 30 saniye boyandi ve
distile su ile yikandi. Havada kurutulan preparatlarin tzerine immersiyon yagi

damlatilarak mikroskopta goruntilendi (10X, 40X ve 100X).
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3.2.2.2 Biyokimyasal Ozellikleri
Tir tanilama i¢in Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (1984) ve Sievers, M.

ve Swings, J. (2015) kriterleri referans alinarak sonuglar buna gore belirlenmisgtir.

Karbonhidrat fermentasyonu

Bakterilerin hangi sekerleri fermente edebildigi metabolizmanin bulundugu o bakteri
susu i¢in olduk¢a dnemlidir. Bakterinin tireyebilecegi besiyerine testi yapilacak olan
karbonhidratlar (glukoz, sikroz, maltoz, fruktoz, mannitol, laktoz, arabinoz, iniilin,
galaktoz ve sorbitol) ayr1 ayr eklendi. Inkiibasyon sonunda sekeri fermente ettiyse
ortam pH’st 5,5 sinir degerinin altina diigmektedir. Saf kiiltiirlerden tek karbonhidrat
igeren ortama inokiilasyon yapildi. Inkiibasyon sonrasinda besiyerinin sar1 renge

donmesi pozitif, renk degisimi olmamasi negatif olarak degerlendirildi.
Katalaz testi

Tiip i¢indeki siv1 besiyerinde gelistirilen mikroorganizmalar 6ze yardimi ile alindi ve
temiz bir lam tizerine konuldu. Uzerine %30’luk H20zilave edildi ve karistirildi. Gaz

kabarciklarinin olmasi pozitif olarak degerlendirildi.
Ure testi

Ure broth besiyeri hazirlandi ve 6ze ile inokiilasyon yapilarak 24 saat boyunca
30°C’de inkubasyona birakildi. Besi ortamindaki renk degisimi gozlemlendi.
Besiyerinin rengi pembeye donerse pozitif, her hangi bir degisiklik olmazsa negatif

olarak degerlendirildi.

Lisin dekarboksilaz testi

Lisin iron agar hazirlanarak tiplere bolindi ve otoklavlandi. 45°lik agiyla
besiyerinin donmasi beklendikten sonra yatik agarin hem yiizeyine sirme hem de
dibine daldirma islemi yapildi. 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda tiiplerin dip
kisminda sart renk olmast negatif, viole olmasi pozitif, siyah olmasi ise H2S
oldugunu gosterir. Yatik agarin yizeyinde kirmizi- kahverengi renk olusumu lisin

deaminasyonunu olarak degerlendirildi.

Metil red testi
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Glukoz fosfat pepton besiyerine inokiilasyon yapilarak 30°C’de 96 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplerin lizerine hazirlanan metil red ¢ozeltisinden
birka¢ damla eklendikten sonra karistirildi. Belirgin kirmiz1 bir renk olusumu pozitif

olarak degerlendirildi.

Voges proskauer testi

Glukoz fosfat pepton besiyerine besiyerine inokiilasyon yapilarak 30°C’de 96 saat
inkiibasyona birakildi. Uzerine %40’likk KOH hazirland: ve ilave edilerek karistirildi.
Daha sonra igerisine ¢ok az miktarda a-naftol ¢ozeltisi damlatildi. 15 dakika i¢inde
stvinin Ust yizeyinde kirmizi halka olusumu pozitif, halkanin olugmamast negatif

olarak degerlendirildi.
Jelatinaz testi

Jelatinli besiyerinde tireyen bakterilerin jelatinaz aktivitesi varsa koloni etrafinda zon
olusumu gozlemlenir. Mikroorganizma igne 6ze ile alinip tiptn ig¢indeki besiyerine
batirildi. 24 saat gegtikten sonra her giin diizenli olarak kontrol edildi. Koloni
etrafinda jelatinin dekompoze olarak yart sivi kivama gelmesi incelendi. Jelatinde

boyle bir sivilagma pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.3 BS Saflastirma

HS broth besiyerinde olustugu gozlemlenen seltloz partikilleri santrifiij tiplerine
alindi ve 4000g’de 20 dakika boyunca santrifiij yapildi. Kalan kiltiri uzaklastirmak
amaciyla deiyonize su ile yikandi. Seliloz igerisine hapsolmus bakterileri
uzaklagtirmak i¢in 30 dakika boyunca 80°C’de 0,1M NaOH ile islendi. Cozelti
suzilldi ve icerindeki selilozlar alinip %5’lik asetik asit ile noétrallestirildi. Son

olarak distile su ile bolca yikandi ve kurutma iglemi i¢in hazirlandi.
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3.2.4 BS Karakterizasyonu

Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi
Kurutulmus bakteriyel selilloz érneklerinin FT-IR analizi Thermo Scientific Nicolet

IS50 cihazi ile HITU Bilimsel Teknik Uygulama ve Arastirma Merkezi
Laboratuarinda yapildi.

Su Absorbsivon Orani (SA0)

Kuru BS numuneleri distile su igerisine daldirildi ve oda sicakliginda 100 rpm’de
surekli olarak karistirildi. Kuru agirliklart bilinen 6rnekler distile su igerisinden alindi
ve hizlica kurutma kagidina birakilip alindi. Numunelerin tartimi yapildi. Su

absorbsiyon orani asagidaki formdl ile hesaplanir:
wi-w
SAO (%):T x 100

W (g), kuru BS numunesinin agirhgidir; W1 (g), BS suyu emdikten sonraki
agirhigidir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1 Mikroorganizma izolasyonu Sonuglari
Calismamizda kombucha mantari ve ev yapimi sirkeden bakteriyel seltiloz Gretmi
yapanbilen mikroorganizmalarin izolasyonu yapildi. Kombucha ve ev sirkesinden
alinan ornekler ile yapilan calismalar sonucunda toplam 13 sus izole edildi. izole
edilen mikroorganizmalar krem renkli, mukoz yapida ve konveks Kkoloni

morfolojisine sahiptir.

Resim 4. 1 Koloni morfolojisi 6rnekleri

411 Gram boyama sonuglari
Yapilan gram boyama sonuglarinda mikroorganizmalarin gram negatif ve kisa basil

morfolojide oldugu gorilmistar.

A B

Resim 4. 2.YNT-1 (A) ve YNT-2 (B) suslarinin isik mikroskobu gérintuleri



Resim 4. 3. YNT-3(A) ve YNT-4 (B) suslarinin 151k mikroskobu goruntileri

A B

Resim 4. 4. YNT-5 (A) ve YNT-6 (B) suslarinin isik mikroskobu gorntleri

Resim 4. 5. YNT-8 (A) ve YNT-11/1a (B) suslarinin isik mikroskobu goruntuleri
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Resim 4. 6. YNT-11/1b (A) ve YNT-12 (B) suslarinin isik mikroskobu gortntaleri

Resim 4. 7. YNT-14/1b(A) ve YNT-14/2a(B) suslarinin 151k mikroskobu goruntileri

Resim 4. 8. YNT-14/2b susunun 1sik mikroskobu goruntusu
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Cizelge 4. 2. izolatlarin biyokimyasal ézellikleri (Devam)

Testler

° = X
N ()

= i i 2 3 £ €y 5
B u — S X 3 g =— 8
| p o > &6 4 X 9 <

Suglar w s = A
YNT-6 + - - - - -
YNT-8 + - - - - -

YNT- 11/1a  + - - -
YNT- 1/1b  + - - - - -
YNT-12 + - - - - -
YNT- 14/1b  + , - - - -
YNT- 14/2a  + ’ - : - -
YNT- 14720 + - - - - -

+: pozitif, - negatif

Yapilan karbonhidrat fermentasyon ve diger biyokimyasal testler litaratlrdeki veriler
ve Sievers ve Swings (2015) kriterleri ile kiyaslandiginda, izole edilen 13 susun 4
tanesi Gluconacetobacter xylinus, 3 tanesi Gluconacetobacter hansenii, 2 tanesi
Gluconacetobacter oxydans, 2 tanesi Gluconacetobacter sucrofermentans ve 2 tanesi
Acetobacter tropicalis turu ile benzerlik gostermektedir. Benzelik oranlari Cizelge
4.3.’te verilmistir.

Cizelge 4. 3 izole edilen suslarin benzerlik oranlari

Suslar Benzerlik Oranlari (%)
YNT-1, YNT-2, YNT-4, YNT-5 Gluconacetobacter xylinus (% 98- 99)

YNT-3, YNT-8, YNT-14/2a Gluconacetobacter hansenii (% 87- 95)
YNT-11/1b, YNT-14/1b Gluconacetobacter oxydans (% 77- 82)
YNT-12, YNT-14/2b Gluconacetobacter sucrofermentans (% 87- 90)
YNT-11/1a, YNT-6 Acetobacter tropicalis (% 84- 89)

4.1.3 Bakteriyel Seltloz Karakterizasyonu

Elastik, ¢cekme kuvvetine karsi direngli ve lifli bir yapi 6zelliklerine sahip seliiloz

uretimi gozlendi.
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Uretilen bakteriyel seliiloz 6rnekleri Resim 4.8. ve Resim 4.9.’da gosterilmistir.

Resim 4. 9. Uretilen bakteriyel seliiloz érnekleri-1

Resim 4. 10. Uretilen bakteriyel seliiloz érnekleri-2

Cahismamizda elde edilen bakteriyel seltlozlarin karakterizasyon calismalari
yapilmistir. Bunun icin FTIR ve su absorbsiyon oranlari belirlenmistir. FTIR analizi
hidrojen bag kuvvetinin degerlendirilmesi icin 6nemlidir. Analiz sonucunda elde

edilen grafik Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.°de gosterilmistir. Analiz sonucunda elde edilen
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degerler, saf selillozun pik degerleri ile kiyaslanmigtir. Kombuchadan izole edilen

bakteriler tarafindan tretilen seliloz i¢in; 3340 cm™, 2919 ecm™, 1651 cm™!, 1426 cm-
1

2

1205 cm™, 1160 cm™, 664 cm™ olarak bulunmustur. Sirkeden izole edilen
bakteriler tarafindan tretilen seliiloz i¢in; 3453 cm™, 2917 cm™, 1641 cm™!, 1423 cm

11205 em™, 1162 cm™, 627 cm™ olarak bulunmustur.

%T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 650§
cm-1
Name Description
ynt2k-2 itr SPA  *ynt2k-2 itr

Sekil 4. 1. Kombuchadan izole edilen mikroorganizmanin tirettigi bakteriyel

seliilozun FTIR analizi

%T

20
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 400
1

Name  Description
ynt1s.SPA  *yntls

Sekil 4. 2. Sirkeden izole edilen mikroorganizmanin trettigi bakteriyel seliilozun
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Bakteriyel sellloz, lifli yapisindan dolayi yiiksek su absorbsiyon oranina sahiptir.
Kuru agirhiginin yaklasik 700 katina kadar suyu absorbe edebilir. Elde edilen
sonuclar Cizelge 4.4.’te gosterilmistir. Analiz sonucunda su absorbsiyon oranlari %
200- 340 arasinda oldugu bulunmustur.

Cizelge 4. 4. HS besiyerinde uretilen bakteriyel seliiloz agirhklari (30°C’de
pH: 6,0°da 15 glinlik inkibasyon sonucu)

Suslar Yas Agirhik (g/L) Kuru Agirlik (g/L)
YNT-1 0,241 0,059
YNT-2 0,146 0,041
YNT-3 0,285 0,078
YNT-4 0,093 0,024
YNT-5 0,257 0,059
YNT-6 0,114 0,038
YNT-8 0,087 0,021
YNT- 11/1a 0,063 0,016
YNT- 11/1b 0,091 0,023
YNT-12 0,165 0,045
YNT- 14/1b 0,102 0,032
YNT- 14/2a 0,237 0,054
YNT- 14/2b 0,108 0,036

Gunlmuzde polimerlerin hem dretimde hem de kullanim alanlarinda birgok
avantajinin oldugu bilinmektedir. Uretim maliyetinin yiiksek olmasi ve saflik
derecesinin  dustik olmasi en Onemli sorunlar arasindadir. Biyoteknoloji
uygulamalariyla beraber sorunlarin ¢oguna ¢6zim bulunmustur. Bakteriyel seliilozun
uretimiyle doku miuhendisliginden elektronik kagit yapimina, gida drinlerinden
kulakhk diyaframina kadar bircok farkli alanda kullanimi vardir (Tabarsa ve ark.,
2017; Khan ve ark, 2013; Zhong ve ark., 2013). Bu nedenle verimli
mikroorganizmalarin izolasyonu ve kaliteli bakteriyel selilozun dretimi oldukga

Onemlidir.
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Giiniimiizde seliiloz birgok alanda kullanilmaktadir. Uretim maliyeti yiiksek ve elde
etme asamasinda kullanilan kimyasallar ¢evreye zarar vermektedir. Ayrica diger bir
cevresel etki ise agaglarin kesilmesiyle ortaya ¢ikan sorunlardir. Bunlara ek olarak
tretim sirecinin uzun olmast da dezavantajlari arasindadir. Bilim insanlart da
biyoteknolojinin ilerlemesiyle beraber selilloz tretebilen mikroorganizmalari izole
etmislerdir. Onceki calismalarin gogunda giiriiyen meyveler (Dellaglio ve ark.,2005)
sebzeler, cicekler, sirke, meyve sulart (Jia ve ark., 2004) , fermente gidalardan (Park
ve ark., 2003) ve alkollii igecekler tizerinde bulunan Gluconacetobacter cinsi olarak
yeniden siniflandirilan bir Acefobacter xylinum susunu kultirleyerek seltloz
uretimini tarif etmektedir. Bu ailenin Uyeleri etanolii asetik asite donustiirir.
Gluconacetobacter spp.’yi 1zole etmek i¢in ¢esitli girisimlerde bulunulmusgtur. Asetik
asit bakterilerinin habitatlar1 ve biyolojileri, bu bakterilerin endiistride neden oldugu
onemli ekonomik kar ve zararlar nedeniyle nispeten 1yi bilinmektedir. Asetik asit
bakterilerini tanimlamasindan bu yana, bu organizmalar hakkinda genis bir literatiir
birikmistir. Bu bilgi, en son Asai (1968) taratindan bir¢cok kez incelenmigtir. Dogada,
asetik asit bakterileri ozellikle sekerli veya alkolli ¢ozeltilere iyi adapte olmusg
gorinmektedir. Eski literatiirde sirke tretiminde kullanilan asetik asit bakterilerine
bira ve saraplardaki rollerine odaklanmaktadir. Diger nisler ¢i¢ek, meyve, art kovan,
“cay mantar’” ve hurma gsarabidir. Asetik asit bakterilerinin izolasyonu ve bunlarin
Gluconobacter cinsine ya da Acefobacter cinsine atanmast genellikle ¢ok az sorun

yaratir.

Fermentasyon, en eski gida saklama yontemlerinden biridir. Ayrica gidanin
givenligini saglamak i¢in gerekli olan digik maliyetli bir enerji koruma
sistemidir. Fermentasyon sirasinda bir¢ok biyokimyasal degisiklik meydana gelir ve
besleyici bilegikleri dolayisiyla biyoaktivite ve sindirilebilirlik gibi Grtinin bazi
ozelliklerini etkileyebilir. Son zamanlarda, bu biyoproses yiyecek ve igcecek
endustrilerindeki bitkilerden biyoaktif bilesiklerin iretimi ve ekstraksiyonu igin
uygulanmigtir (Hur ve ark, 2014). Kombucha ¢ay1 fermentasyonu dogal bir
fermentasyon olarak diigiiniilebilir, ¢inkii fermentasyon sureci, belirli bir miktarda
kombucha fermentasyonu eklenerek baglatilir (Jayabalan ve ark., 2014; Chakravorty
ve ark., 2016; Dufresne ve ark., 2000; May ve ark., 2019). Bu uygulama, ayni


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1750-3841.14068%23jfds14068-bib-0023
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zamanda eksi hamur, fermente etler ve tahillar, su kefiri ve stut kefiri gibi diger
bir¢ok dogal gida fermentasyon isleminin tretimi i¢in de kullanilan geri tepme olarak
adlandirlir (Hutkins, 2006; Laureys ve Du Vuyst, 2014). Bu uygulama, kombucha
fermentasyonunun belirli kogullari altinda geligen mikroorganizmalart seger. Kombu
cayr fermentasyonu tipik olarak ¢ok cesitli igerikler ve tariflerle ev dizeyinde
gercgeklestirildiginden, kombuchadan elde edilen mikroorganizmalarin ¢esitliligi ¢ok
genistir (Jayaban ve ark., 2014; Coton ve ark., 2017; Greenwalt ve ark., 2000;
Chakravorty ve ark., 2016; De Flippis ve ark., 2018; Liu ve ark., 1996; Gaggia ve
ark., 2019). Kombucha fermentasyonlarindaki en karakteristik mikroorganizmalar
asetik asit bakterileri ve mayalardir. Laktik asit bakterileri olusabilir, ancak her
zaman bulunmadiklart i¢in kombucha mikrobiyal ekosisteminin énemli bir pargast
gibi goriinmemektedir. Ipliksi mantarlar (kiifler) de bazen ortaya cikabilir, ancak
mikotoksinlerle ve saglikla ilgili olumsuz etkilerle iligkili olduklari i¢in bozucu

mikroorganizmalar olarak kabul edilir (Murhy ve ark., 2018).

Kombucha, bir¢ok geleneksel fermente gida arasinda poptler bir igecektir. Ortamda
bulunan bakteri ve mayalar, kirletici mikroorganizmalarin biyimesini engelleyebilen
gii¢lii bir simbiyoz olusturur (Vitas ve ark., 2013). Iki asamadan olusur: yiizen bir
biyofilm ve eksi sivi faz. Asetik asit, glukonik asit ve etanol sividaki ana
bilesenlerdir, ancak ayn1 zamanda buyik su emme kapasitesi nedeniyle biyofilmde
de bulunur (Czaja ve ark., 2006). Aerobik kosullar altinda kombuchanin simbiyotik
konsorsiyumu, birka¢ asit, aminoasit, vitamin ve bazlardan olusan hafif karbonatli,
hafif eksi ve ferahlatict bir igecekte 7 ila 10 ginliik bir stre i¢inde sekeri ve ¢ay1
donistirebilmektedir (Malbasa ve ark., 2011). Kombucha ¢ay kiltirinin baskin
bakterileri, asetik asit olusturmak i¢in alkolii substrat olarak kullanabilen aerobik
bakteriler olan asetik asit bakterileridir. Bu bakteriler, buytmeleri ve aktiviteleri i¢in
buyiik miktarlarda oksijene ihtiya¢ duyar. Metabolik streg, asetaldehitin etanole ve
asetaldehit hidratin asetaldehit dehidrojenaz enzimi ile asetik aside donustirilmesine
dayanir (Jayabalan ve ark., 2007). Asetik asit bakterilerinin bilinen 17 cinsi olmasina
ragmen kombuchada bulunanlar;  Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter

ve Komagataeibacter cinslerine aittir (Wang ve ark. 2015).

2

Ozellikle, Komagataeibacter ~ xylinus’un ~ kombucha  fermentasyonunun en

karakteristik mikroorganizmasi oldugu ve seliloz zarmmin tretiminden sorumlu


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1750-3841.14068%23jfds14068-bib-0068
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1750-3841.14068%23jfds14068-bib-0016
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1750-3841.14068%23jfds14068-bib-0037
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1750-3841.14068%23jfds14068-bib-0024
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oldugu duginilmektedir (Jayabalan ve ark., 2014; Gaggia ve ark., 2019). Bununla
birlikte, bu  mikroorganizma literatiirde =~ Acefobacter  xylinum, Acetobacter
aceti subsp., Gluconobacter xylinus, Gluconacetobacter xylinus gibi bazi ek tirler

vardir (Robert ve ark., 2013; Sayers ve ark., 2019).

Calismamizda kombucha ¢ay1 ve sirke érneklerinden 13 bakteri susu elde edilmistir.
Klasik ve biyokimyasal identifikasyon caligmalari sonucunda izolatlarin 4 tanesi
Gluconacetobacter xylinus, 3 tanesi Gluconacetobacter hansenii, 2 tanesi
Gluconacetobacter oxydans, 2 tanesi Gluconacetobacter sucrofermentans ve 2 tanesi
Acetobacter tropicalis tiri ile benzerlik gostermektedir. Ev yapimi sirkeden toplam
5 tane izolat elde edilmistir. Bunlardan ikist Gluconacetobacter xylinus ile %98,
digerleri ise Gluconacetobacter hansenii ile %95 benzerlik gostermektedir. Aydin
ve Aksoy (2009)’un yaptigt calisgmada sirkeden elde edilen orneklerin
Gluconacetobacter xylinus ve Gluconacetobacter hansenii oldugu gortlmustir.
Guzel ve Akpinar (2017)’1n ¢aligmasinda evsel sirkeden izole edilen ve bakteriyel
seliloz uretebilme yetenegine sahip olan bakterinin Komagataeibacter hansenii
oldugu tanimlanmistir. Kim ve ark. (2017), tarafindan narenciye meyve sularindan
yapilan ¢alismada Gluconacetobacter sp. gel SEA623-2 susu izole edilmistir. Zhao
ve ark. (2018)’'nin ¢aligmasinda, Cin hurmasi sirkesinden izole edilen bakteriyel
seluloz ureten suslarin G. xylinus olarak tanimlanmigtir. Kombucha mantar1 ¢ayindan
toplam 8 tane izolat elde edilmistir. Bunlardan ikisi Gluconacetobacter xylinus ile
%98, bir tanesi Gluconacetobacter hansenii ile %87, iki tanesi Gluconacetobacter
oxydans ile %77- 82, iki tanesi Gluconacetobacter sucrofermentans ile %87-90 ve
iki tanesi Acetobacter tropicalis ile %84- 89 oraninda benzerlik gostermektedir.
Revin ve ark. (2018)’nin ¢aligmasinda kombucha ¢ayindan G.sucrofermentans B-
11267’ nin bakteriyel kiltiri izole edilmigtir. Benzer sekilde Machado ve ark.
(2018)’da kombucha c¢ayindan Komagataeibacter rhaeticus izole etmislerdir.
Goruldugi gibi yapilan ¢alismalarin ¢ogunda evsel sirke ve kombucha c¢ay1
kullanilmigtir. Bunlara ek olarak Rangaswamy ve ark (2015)'nin ¢aligmasinda
curimiis meyvelerden ve sebzelerden bakteriyel seliilloz trettigi gozlemlenen ondan
fazla bakteri izole edilmigtirr Bu izolatlardan yapilan testler sonucunda
Gluconacetobacter spp RV28 adini verdikleri bakterileri elde etmislerdir. Literattrde

benzer bir¢ok yayin olmasina ragmen genellikle tek bir tir lzerine g¢alisma
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yaptlmistir. Calismamizi digerlerinden ayiran 6zellik ise her iki kaynaktan izole

edilen suslarin ve bunlarin trettigi bakteriyel seliilozun karsilagtirilmasidir.

Bakteriyel seliloz birgok kaynaktan elde edilmesine ragmen kombucha cayinda
bulunan diger mikroorganizmalarla simbiyotik iliski i¢erindedir. Bu nedenle tretim
kosullarinda sirkeye gore bazi farkliliklar bulunmaktadir. Ev yapimi sirkelerde
icerisinde bulunan asit kombucha ¢ayinda bakteriyel bir atik olarak iretilmektedir.
Bu nedenle bir sture sonra ortamda bulunan mikroorganizmalar iremeyi durdurur
hatta olurler. Her mikroorganizma gibi bulunduklari ortamin pH’s1 oldukga etkilidir.
Genellikle Gluconacetobacter igin optimum pH 4,0 ile 6,0 arasindadir (Kadere ve
ark., 2008). Calismamizda pH 6,0+0,02 ayarlandiktan sonra inkiibasyona birakilan
orneklerin tizerinde seliiloz pelletleri olugmaya basladiginda ortam pH’sinin 5,4+0,02
oldugu gozlemlenmistir. Caydan izole edilen suslarda pH 6,0+0,02 ayarlanmig ve
seliloz pelletleri olustugunda ortam pH’s1 5,7+0,02 olarak ol¢ulmustir. Her iki
ornekte 20 ginlik inkibasyon sonunda kalin bir selilloz tabakasi olugmustur.
Omekler sivi yiizeyinden alindiktan sonra ortam pH’si tekrar olgiildiigiinde her
ikisinde de ciddi bir asidik ortam olugsmamig ve 0,5 ile 0,8 arasinda bir pH dustsu

gozlemlenmistir.

Calismamizda ortam sicakligr degistirilmemis olup optimum sicaklik olan 30°C’de
sabit tutulmustur. Cinki sicaklik, hiicre biyimesi ve seliloz tretimini dogrudan
etkiledigi i¢in ¢ok dénemli bir rol oynamaktadir. Sicakligin seliloz tretimi tizerindeki
etkisini Gluconacetobacter spp. suslarinda oldukga net goriilmektedir (Rangaswamy
ve ark., 2015). Literatiirde bulunan ¢aligmalarda gz 6niine alinarak karbon kaynag:
olarak glukoz kullanilmistir. Glukozun yani sira siikroz ve mannitol en sik kullanilan
karbon kaynaklari arasindadir. Bakteriyel seliloz verimini artirmak igin farkl
kaybon kaynaklarida kullanilmigtir. Rangaswamy ve ark. (2015)’nin ¢aligmasinda
karbon kaynaginin selilloz uretimi tUzerindeki etkisini incelemek igin, maltoz,
mannitol, stikroz, laktoz, glukoz ve fruktoz gibi karbon kaynaklari, standart Hestrin-
Schramm ortaminda %2 (w/v) oraninda takviye edilmistir. Test edilen tim suslar
karbon kaynaklarini kullanmigtir ve en az yizde verim laktozdan olmustur. En
yiiksek seltiloz tretimi sitkrozda gozlenmis, ardindan mannitol 1,58-2,35 g/L seliiloz

verimi vermigtir. Kim ve ark. (2017), caligmalarinda ¢esitli meyve sulari kullanak
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besi ortam1 hazirlamiglardir. Optimum kiiltiir ortamini1 30°C’de %10 narenciye suyu,
%10 sukroz, %1 asetik asit ve %]l etanol, pH 3,5 seklinde belirlemislerdir.
Gluconacetobacter sp. SEA623-2 tarafindan statik bir kultiirde tretilen BS, hava/sivi
yizeyinde bulunur ve kiltur siiresi ile birlikte kalinligr arttig gosterilmistir. Ring ve
ark. (1987)’ nin g¢aligmasinda HS kiltiir ortaminda A.xylinum bakterisinin seliiloz
tiretebilme yetenegini ve mannitol, sorbitol, fruktoz, galaktoz, gliserol, laktoz, maltoz
gibi farkli karbon kaynaklarini kullanarak bakteriyel selilloz tiretebilmeyi denemistir.
Yapilan bir¢ok ¢aligmaya bakildiginda verimi en yiiksek karbon kaynagi glukozdur

ve ¢alismamizda bunu desteklemistir.

Izole edilen bakteri suslarini tamimlamak igin yaptigimiz gesitli biyokimyasal testler
sonucunda literatirde bulunan ¢aligmalarla karsilastirma yapilmigtir. Yapilan gram
boyama yontemiyle izole edilen mikroorganizmalarin gram-negatif, kisa basil
olduklan goriilmustiir. Izole edilen bakterileri standart HS kiltiir ortamindaki
cogaltma igleminden sonra tiiplerden alinan bir miktar 6érnegin tizerine %30’ luk H202
damlatilmistir. Bu islem sonucunda kabarcik olusumu gozlemlendi ve katalaz pozitif
oldugu kaydedilmistir. Ureaz testi igin kiiltiir ortaminda inkiibe edilen bakterilerin
uremedigi ve buna bagli olarak kiltiir ortamin renginin pembe olarak kalmasi test
sonucunun negatif oldugunu gostermektedir. Metil red ve voges proskauer testleri
icin besiyeri hazilandi. Her ikisi iginde belirte¢ olarak hazirlanin kimyasallar tiiplere
eklendiginde kirmizi halka olsumu gozlenmediginden test sonuglarinin negatif
oldugu kaydedildi. Son yapilan lizin dekarboksilaz testi i¢in besiyerine inkiibe edilen
mikroorganizmalarda tiplerin dipleri sarimsi renkte oldugundan dolay1 negatif sonug
elde edilmistir. Du ve ark.(2018) yaptigi ¢alismada asetat oksidasyonu, laktat
oksidasyonu, katalaz reaksiyonu, indol testi, gliserol ketogenezi, arginin dehidrolaz,
lisin dekarboksilaz i¢in pozitif ve MR-VP, jelatin sivilagtirma, nitrat azaltma igin
negatif sonu¢ vermistir. D-glukoz, D-sukroz, D-fruktoz, D-maltoz, D-trehaloz ve D-
mannoz, tek karbon kaynagi olarak kullanilabilir, ancak L-arabinoz, laktoz, galaktoz,
rafinoz, D-ksiloz ve D-riboz kullanilmaz. Bu sonuglar G. xylinus’un karakteristigine
uygun olarak bulunmustur. Kim ve ark. (2017)’nin yaptig1 identifikasyon ¢alismalar
ve referans olarak kullaniklart mikroorganizmalarda arjinin dihidrolizi, lizin

dekarboksilaz, indol, ireaz, jelatin sivilasirma, ONPG ve nitrat rediksiyon
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testlerinin sonucu negatiftir. Bu sonuglara dayanarak Gluconacetobacter xylinus’a ait
suslarin = %98- 99; Gluconacetobacter hansenii’ye ait suslarin  %87- 95;

Gluconacetobacter  oxydans’a ait suglarin = %77- 82;  Gluconacetobacter

sucrofermentans’ a ait suslarin %87- 90 ve Acetobacter tropicalis’e ait suglarin %84-
89 oraninda benzerlik gosterdigi belirlendi ve literatirdeki diger ¢alismalarla

desteklenmisgtir.

FTIR spektrumunda molekiler bag yapilarinin karakterizasyonu yapilarak organik
bilesiklerin yapisindaki fonksiyonel gruplar, yapiyr olusturan baglarin durumu ve
baglanma yerleri belirlenmektedir (Fabio ve ark., 2013). BS membraninin ¢esitli
fonksiyonel gruplarinin tepe pozisyonlart Sekil 4.1. ve Sekil 4.2.°de gosterilmistir.
3500-3250 cm'1’deki bant molekiiler arast ve molekiler i¢i hidrojen baglarin
gostermektedir. BS membrani onceki gozlemlere uyan sirasiyla 3453 cm™ ve 3340
cm’1’de -OH gerilmesi i¢in karakteristik pik gostermistir. BS deki yuksek polar
hidroksil gruplarinin varligt nedeniyle, molekuler baglar arast ve molekiiller arasi
hidrojen baglar ile etkilesime girer (Jung ve ark., 2010). BS membranlar sirasiyla
2917 ecm! ve 2919 ecm™’de -CH gerilme titresimi igin pik gostermistir. 3000- 2800
cm ™’ deki absorbsiyon baglart CH, ve CHj3 fonksiyonel gruplarinin simetrik ve anti-
simetrik -CH esnemesini gosterir (Shahabi ve ark., 2015). -CH grubunun varligy,
daha once bildirildigi gibi, 1450-1200 cm™’de -CH biikiilme titresimlerine karsilik
gelen birkag zirvenin ortaya ¢ikmasiyla daha da desteklendi (Ul-Islam ve ark., 2011).
Karboksilik gruplarin varligt 1620- 1650 cm™’de goriilmektedir. BS membraninda
COOH igin sirastyla 1641 cm™ ve 1651 cm™’de gorilen piklerin varlig1 ile
desteklenmistir. Karbonil grubunun varligi 1420- 1440 cm™’de pik verir ve BS
membranlart sirastyla 1423 cm™ ve 1426 cm™’de pik verdi. 1160 cm™> de C-O-C
gerilme titresiminden kaynaklanan pikler 1162 cm™ ve 1160 cm™” de vermistir (Park
ve ark., 2003b; Halib ve ark., 2012; Gao ve ark., 2014; Gayathry ve Gopalaswamy,
2014). Ek olarak, yaklasik 1150-600 cm™’deki bir baska karakteristik pik,
selilozdaki C-O-C gruplari i¢in uzanan anti-simetrik koprilye baglanir. Bu degerler
onceden bildirilmis olan bakteriyel seliloza uygundur (Gomes ve ark., 2013; Coban
ve Biyik, 2011; Amin ve ark., 2014; Lin ve ark., 2014b). Calismamizda elde

ettigimiz FT-IR sonuglan literatiirde bildirilen sonuglar ile tutarlidir.
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HS besi ortaminda duretilen bakteriyel selilozun olduk¢a verimli oldugu
gozlemlenmigtir. Cogu ¢alismada selillozun su absorbsiyon kapasitesinin yuzdesi
verilmigtir. Kaliteli bir BS membraninin su absorbsiyon kapasitesi %95’
bulmaktadir (Rebelo ve ark., 2018; Islam ve ark., 2012). Calismamiz su absorbsiyon
kapasitesini ve BS membraninin kalitesinin iyi bir derecede oldugunu

desteklemektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu calismada kombucha cayindan ve sirkeden selilloz tretimine sahip
olacag dusiniilen mikroorganizmalarin izolasyonu yapilmistir. Elde edilen suslarin
klasik ve biyokimyasal yontemler ile identifikasyon c¢aligsmalan yapilarak izolatlarin
Gluconacetobacter spp. oldugu belirlenmistir. Inkiibasyon sonucunda elde edilen

yapinin bakteriyel seliiloz oldugu FTIR analizi ile desteklendi. Sonug olarak;

1. Kombucha ¢ay1r ve sirtkede Gluconacetobacter cinsi mikroorganizmalarin
bulunugu goézlemlenmistir.

2. lIzole ettigimiz mikroorganizmalanin G. xylinus, G. hansenii, G. oxydans G.
sucrofermentans ve Acefobacter tropicalis turleri ile % 77- 99 arasinda
benzerlik gostermektedir.

3. Izole edilen suslarin her birinin farkli oranlardabakteriyel seliiloz iiretimine
sahip oldugu belirlendi. Aym1 kosullar altinda bagslatilan inkiibasyon siireci
izlendiginde bakterilerin ireme hizlarinda farkliliklar oldugu ve farkli pH
kosullarinda degisiklik gosterdikleri tespit edildi.

4. Bakteriyel seliloz yapist FTIR analizi ile desteklendi. Ayrica izolatlarin

yitksek su absorbsiyon oranlarina sahip oldugu belirlendi.

Bu c¢aligmada bakteriyel seliloz urettigi bilinen bazi mikroorganizmalarin,
kombucha mantart ve ev sirkesinden izole edilip tanimlamasi hedefine
ulagilmistir. Bu tez ¢aligmast ile hem mikroorganizmalarin hem de bakteriyel
selilozun 6nemi vurgulanmistir. Ticari olarak bakteriyel selilloz tretim igin
gerekli ortam kosullarinin saglanmasi, daha hizli Gretim, verimi artirimi oldukga
onemlidir. Bakterilerim gelisim kosullarini etkileyen faktorlerde modifikasyonlar
yapilarak aktif olarak kullanilabilen daha kaliteli tretim yapmak mumkiin
gorinmektedir. Caligmamizin ¢evreye zararli olmadigt bilinen polimerlerin

kullanilmasi konusunda da farkindalik olusturulacag: diigiinilmektedir.
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