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Bu calismada, ev yapimi sirkelerden izole edilen seliiloz iireten mikroorganizmalarin
tanimlanmas1 ve bu mikroorganizmalar ile bitki caylar1 kullanilarak, diisiik maliyetli
mikrobiyal seliiloz iretimi, mikrobiyal seliiloz iiretimine etki eden faktorlerin
arastirilmasi1 ve seliilozun 6zelliklerinin belirlenmesi amaclandi. Sirke 6rneklerinden
izole edilen mikroorganizmalardan, seliiloz iiretim miktar1 en yiiksek olan bakteri ve
mayanin belirli oranlarda bir araya getirilmesiyle karigik kiiltiirler olusturuldu. Elde
edilen kiiltiirlerin mikrobiyal seliiloz liretim miktarlari karsilagtirildi. Mikrobiyal seliiloz
tretimindeki en etkili kiiltiirin Komagataeibacter europaeus ve Zygosaccharomyces
parabailii’nin 2:1 oraninda bir araya getirilmesi ile hazirlanan karigik kiiltiir oldugu
belirlendi. Hazirlanan bu kiiltiir ile ti¢ farkli bitki ¢ay1 (siyah gay, yesil ¢ay ve hibiskus
cayl) TUretim ortam1 olarak kullanilarak, mikrobiyal selilloz iiretim miktarlart
karsilastirildi. Bu baglamda; mikrobiyal seliiloz iiretimi i¢in alternatif iiretim ortami
olarak en etkili bitki ¢ayimnin %10 oranindaki yesil ¢ay oldugu belirlendi. Farkli karbon

kaynaklarindaki (glukoz, sukroz, laktoz, maltoz ve fruktoz)



mikrobiyal seliilloz liretim miktarlar1 karsilastirilarak, en yliksek mikrobiyal seliiloz
tiretiminin yesil ¢ay besiyerinde %10 glukoz ile gergeklestigi belirlendi. Yesil cay ve
glukoz ile hazirlanan temel besiyerine liretimin arttirilmasi amaciyla ilave azot kaynaklari

eklendiginde, mikrobiyal seliiloz iiretiminde 6nemli oranda bir artis saptanmadi.

Mikrobiyal seliiloz iiretimine etki eden uygun fizyolojik kosullarin belirlenmesi ve
tiretimin arttirilmasi amactyla farkli pH, ekim orani, sicaklik, ¢alkalama hizlar1 ve farkl
inkiibasyon siirelerinde mikrobiyal seliiloz iiretimi arastirildi. %10 yesil ¢ay ve %10
glukoz ile hazirlanan besiyerinde, mikrobiyal seliiloz iiretimi i¢in en uygun fizyolojik
kosullarim; pH 5, %20 kiiltiir konsantrasyonu, statik kosul, 30°C ve 168 saatlik
inkiibasyon oldugu belirlendi. Bu ¢aligmalar sonucunda, Hestrin & Schramm besiyerinde
elde edilen mikrobiyal seliiloz miktarinin yesil ¢ay besiyerinde 14,7 g/L’den 43,75 g/L’ye
yiikseldigi belirlendi. Isik faktoriiniin liretim iizerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla
karanlik ve aydinlik ortamlarda iiretim gergeklestirildi ve 1s18in mikrobiyal seliiloz
tiretiminde bir etkisinin olmadig1 belirlendi. Bunlara ek olarak, iiretimin arttirilmasi
amaciyla besiyerine askorbik asit ve bitkisel yaglar ilave edildi. Seliiloz iiretim
miktarinin, besiyerine %1 v/v orani ile eklenen %1 askorbik asit ile %2,4 artarak 44,8
g/L’ye ulastig1 belirlenirken, besiyerine ilave edilen %2 zeytinyagi ile tretimin %3,5
artarak 45,35 g/L oldugu belirlendi. Ayn1 zamanda zeytinyagi, aygicek yagi ve
hindistancevizi yaginin %2,5 konsantrasyona kadar mikrobiyal seliilloz iiretimini
arttirdigr saptandi. Calismada kullanilan ve atik durumuna gegen yesil ¢ay ayni {iretim
ortaminda tekrar kullanimi ile yiiksek miktarda mikrobiyal seliiloz tiretimi gergeklestirildi
ve disik maliyetli yesil caymm mikrobiyal seliiloz {iretiminde 10 kez iist {iste
kullanilabilirligi gosterildi. Calismamizda {iretilen seliloz SEM (Taramali Elektron
Mikroskobu) goriintiisii ve FTIR (Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi Spektroskopisi), TGA
(Termogravimetrik Analiz), analizleri ile karakterize edildi. Calisma sonunda ev yapimi1
sirkelerden izole edilen mikroorganizmalar ile olusturulan karigik kiltiir ile yesil ¢ay

ortaminda mikrobiyal seliiloz tiretiminin diisiik maliyet ile saglanabildigi gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Mikrobiyal Seliilloz, Komagataeibacter europaeus, Biyopolimer,

Sirke, Yesil cay
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The aim of this study is to identify cellulose producing microorganisms isolated from
homemade vinegars and to investigate the production of low cost microbial cellulose
using these microorganisms and herbal teas, factors affecting microbial cellulose
production and properties of cellulose. For this reason, bacteria with the highest cellulose
production and yeast were selected from the isolates and mixed cultures were prepared
by combining them in certain proportions. The microbial cellulose productions of these
cultures were compared. It was determined that the most effective culture for microbial
cellulose production was the mixed culture prepared by combining Komagataeibacter
europaeus and Zygosaccharomyces parabailii in a 2:1 ratio. Microbial cellulose
productions were compared using this culture and three different herbal teas (black tea,
green tea and hibiscus tea) as production medium. Accordingly; It was determined that
the most effective herbal tea as an alternative production medium for microbial cellulose
production was 10% green tea. By comparing the microbial cellulose productions of
different carbon sources (glucose, sucrose, lactose, maltose and fructose), it was
determined that the highest microbial cellulose production occurred with 10% glucose in



green tea medium. When additional nitrogen sources were added to the basic medium
prepared with green tea and glucose to increase production, there was no significant

increase in microbial cellulose production.

In order to determine the appropriate physiological conditions affecting the microbial
cellulose production and to increase the production, microbial cellulose production was
carried out at different pH, inoculum ratio, temperature, agitation rates and different
incubation times. In the medium prepared with 10% green tea and 10% glucose, it was
determined that the optimum physiological conditions for microbial cellulose production
were achieved at; medium with pH 5, inoculation ratio of 20% and incubation under static
conditions with an incubation period of 168 hours at 30°C. As a result of the study, it was
determined that the amount of microbial cellulose obtained in Hestrin & Schramm

medium increased from 14.7 g/L to 43.75 g/L in green tea medium.

In order to determine the effect of light on the production, production was carried out in
dark and lighted conditions and it was determined that light had no effect on microbial
cellulose production. Also in addition to these, ascorbic acid and vegetable oils were
added to the medium in order to increase the production. It was determined that the
cellulose production amount increased by 2.4% with 1% ascorbic acid added to the
medium with 1% v / v ratio and reached 44.8 g/L, while, it was determined that with 2%
olive oil added to the medium, the production increased by 3.5% to 45.35 g/L. It was also
found that olive oil, sunflower oil and coconut oil increased microbial cellulose
production up to 2.5% concentration. The high amount of microbial cellulose was
produced with the reuse of green tea, which was used in the study and became waste, in
the same medium again, and it was shown that the low-cost green tea can be used in
microbial cellulose production 10 times in a row. Cellulose produced in our study was
characterized by SEM (Scanning Electron Microscope) image, FTIR (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy) and TGA (Thermogravimetric Analysis) analyzes. As a result, it
was shown that microbial cellulose production can be achieved with low-cost green tea
medium using the mixed culture prepared with microorganisms isolated from homemade

vinegar.

Keywords: Microbial Cellulose, Komagataeibacter europaeus, Biopolymer, Vinegar,

Green tea
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1. GIRIS

Polimerler gibi sentetik materyallerin kullanimi gilinliik yasamin 6nemli bir pargasi haline
gelmis olsa da, petrol tiirevi olan bu materyallerin tiikketimi ekonomiyi ve ¢evreyi biiyiik
bir Olciide etkilemektedir. Bu nedenle gilinlimiizde siirdiiriilebilir dogal kaynaklardan
biyomalzemelerin  gelistirilmesi biiyiik 6nem kazanmistir. Diinya genelindeki
stirdiiriilebilir biyokiitlenin en 6nemli grubunu karbonhidratlar olusturmaktadir ve seliiloz

ise 10 milyon ton yillik iiretim ile diinyadaki en biiyiik biyokiitle kaynagidir [1].

Literatiire ilk olarak 1839 yilinda Fransiz kimyager Anselme Payen’in bitki dokular
tizerindeki ¢alismalar1 sonucunda giren ve kimyasal formiilii (CeH100s)n olan seliiloz,
kaynagi ne olursa olsun dallanmamis yapidaki B-D-glukopiranoz birimlerinin birbirine
(1-4) glikozid bagi ile baglanan polimer zincirlerinden olusmaktadir [2]. Selillozun en
biiyiik kaynagi ¢ok yillik odunsu bitkilerdir ve bitkisel seliiloz hemiseliiloz ve lignin ile
birlikte hiicre duvarint meydana getirmektedir [3]. Tekstil, kagit ve gida gibi ¢esitli
endiistrilerde birbirinden farkli malzememe ve uygulamada kullanilan seliiloz, yiiksek
kimyasal direng, fiziksel dayaniklilik ve termal stabilite gdstermesinin yani sira
biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilen bir polimerdir [4]. Ancak, glinimiizde
bitkisel kaynakli selillozun hem saf halde bulunmamasi hem de seliiloz eldesi i¢in
ormanlarin ve dogal kaynaklarin bertaraf edilmesi aragtirmacilari alternatif yontemler ve

kaynaklar ile seliiloz iiretimine zorlamaktadir.

Endiistrinin gelismesi, dogal kaynaklarin hizla tiikenmesi ve kiiresel 1sinma gibi 6nemli
cevresel problemlerin ortaya ¢ikmasi hiz kazanmakta, bu nedenle biyoteknolojik
yontemler ve mikroorganizmalar kullanilarak mikrobiyal iirlinlerin {iretimine olan ilgi
artmaktadir. Gegtigimiz 40 yildan giliniimiize kadar ise selillozun mikrobiyal

kaynaklardan tiretimi 6nemli bir hal almistir.

Mikrobiyal iiretim, seliilloz eldesinde en ¢ok tercih edilen yontemlerin basinda yer
almaktadir. Mikrobiyal seliiloz literatiire 1886 yilinda, sirke fermantasyonunu inceleyen
ve besiyeri ylizeyinde asetik asit bakterileri tarafindan sentezlenen seliillozu ‘’beyaz
jelatinimsi zar” olarak tanimlayan Brown tarafindan kazandirilmistir [5]. Sonraki yillarda
ise Oncelikli olarak farkli bakteri tiirleri gelmek iizere, fungus ve farkl alg tiirlerinin de
mikrobiyal seliiloz sentezledikleri saptanarak, seliiloz {iretimi i¢in mikroorganizmalarin

kullanim1 hiz kazanmistir [6].



Mikroorganizmalar tarafindan ekstraselliiler olarak sentezlenen bir biyopolimer olan
mikrobiyal seliiloz, bitkisel kaynaklardan elde edilen seliiloz ile ayn1 molekiiler yapida
olmasima ragmen, yapisinda hemiseliiloz, lignin ve pektin gibi diger bilesiklerin yer
almamasi, gostermis oldugu mekanik direng, su tutma kapasitesi ve polimerizasyon
derecesinin bitkisel seliiloza kiyasla daha yliksek olmasi nedeniyle, yiiksek kullanim
potansiyeline sahiptir [7]. Giiniimiizde seliilozun kullanildig1 her alanda kendine bir yer
bulan mikrobiyal seliiloz, bunlara ek olarak yapay kan damar1 gelistirilmesinde, kapsiil
formunda ilag iiretiminde, dis ile doku implantlarinda ve cesitli biyomedikal iirtinlerde,
kivam arttiric1 olarak gida endiistrisinde, adsorbent ve ayirici olarak g¢evre kirliliklerin
giderilmesinde, yliz maskesi ve peeling gibi kozmetik {irlinlerinde ayrica elektronik

endiistrinde de siklikla karsimiza ¢ikmaktadir [8, 9].

Basta sirke fermantasyonunda gorev alan ve baslica seliiloz iireticisi oldugu bilinen asetik
asit bakterileri olmak {izere; Rhizobium, Agrobacterium ve Sarcina cinslerine ait
bakteriler kullanilarak iiretilen mikrobiyal seliilozun iiretimi laboratuvar ortaminda ve
cevre kosullarindan bagimsiz olarak gerceklestirilmekte ve liretim asamasinda seliilozun
kullanim alanina gore farkli 6zellikleri barindiracak sekilde tasarlanmasina ve sonrasinda
kimyasal yontemler ile modifiye edilmesine olanak saglamaktadir [10, 11]. Ancak
mikrobiyal seliiloz iiretiminde kullanilan sentetik besiyerinin maliyetinin yiiksek olmasi,
bitkisel kaynakli seliiloz ile rekabet diizeyini ekonomik olarak engellemektedir. Bu
dogrultuda birbirinden farkli pek ¢ok alanda kullanilabilen, yenilenebilir ve siirdiiriilebilir
bir polimer olan mikrobiyal seliilozun, ticari olarak kullaniminin yayginlasabilmesi i¢in

tiretim maliyetlerinin en aza indirilmesi gerekmektedir.

Bugiine gelindiginde, diinyanin farkli yerinden pek c¢ok arastirmaci mikrobiyal seliiloz
iretimi i¢in diisiik maliyetli alternatif {iretim ortami arayigina girmistir ve bu dogrultuda
bir¢ok farkli hammadde ile gesitli {iretim ortamlarinin gelistirilmesi amaglanmaktadir.
Mikrobiyal seliiloz {liretimini hedef alan ¢alismalarda uygun mikroorganizmanin dogru
kaynaklardan izole edilmesi ve iiretim ortami olarak diisiik maliyetli hammadde seg¢ilmesi
ile beraber kosullarin optimize edilmesi, liretim oraninin arttirilmasi agisindan oldukga

biiylik 6nem tagimaktadir.

Diinya capinda yillik olarak 6,3 milyar kilogram c¢ay iiretilmekte ve 2025 yilina
gelindiginde bu miktarin 7,4 milyar kilograma ulasacagi tahmin edilmektedir [12].

Genellikle bitkilerin yapraklart kullanilarak elde edilen ve demlenerek kullanilan bitki
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caylari, igeriginde yer alan fenolik bilesikler, aminoasitler, antioksidan maddeler, mineral
ve vitaminler nedeniyle icecek olarak tiiketilmelerinin yani sira, zengin icerikleri ve
diisiik maliyetli olmalari nedeniyle endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalarda da tercih
edilmektedir [13, 14]. Bitki ¢aylar1 tekrar tekrar kullanilabilmeleri nedeniyle de ayrica
onem kazanmakta bu sebeple hem atik degerlendirilmesine yonelik ¢aligmalarda hem de
Ozellikle mikrobiyal seliiloz gibi yliksek maliyetli biyomateryallerin {iretiminde

yadsinamaz bir hammadde kaynagi haline gelmektedir [15-17].

Calismamizda, farkli illerden temin edilen ev yapimi sirkelerden mikrobiyal seliiloz
ireticisi olan ve mikrobiyal selilloz {iretimine yardimci oldugu diisliniilen
mikroorganizmalar izole edilerek, tanimlandi. S6z konusu bu mikroorganizmalarin farkli
oranlarda bir araya getirilmesi ile yiiksek miktarda mikrobiyal seliiloz tiretimi
gerceklestiren yeni bir kiiltiir olusturuldu. Olusturulan bu kiiltiir ve alternatif bir
hammadde olan bitki ¢aylari ile atik bitki ¢aylar1 tiretim ortami olarak kullanilarak, diigiik

maliyetli alternatif bir besiyeri gelistirilmesi amaglandi.

Bu baglamda calismamizin sonucunda, belirli oranlarda bir araya getirilerek hazirlanan
karisgik kiiltiir ile mikrobiyal seliiloz iiretiminde kullanilan bitki ¢aylar1 arasindan,
tiretimin en yliksek oldugu bitki ¢ay1 ve cay konsantrasyonu segilerek (%10 yesil cay),
bu bitki cay ile ¢esitli karbon kaynaklar1 ve karbon kaynagi konsantrasyonlart denenip,
en uygun karbon kaynagi belirlenerek (%10 glukoz) alternatif bir {iretim ortami
gelistirildi. Mikrobiyal seliiloz iiretiminin fizyolojik kosullardan etkilenmesi nedeniyle
pH degeri, sicaklik, ekim orani, inkiibasyon siiresi, ¢alkalama ve 1s1k gibi cesitli
parametrelerin optimize edilmesi saglanarak, diisiik maliyet ile kisa siirede mikrobiyal
seliiloz iiretimi gergeklestirildi ve elde edilen mikrobiyal seliilozun SEM, FTIR ve TGA

ile karakterizasyonu yaptirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Sirke

Gida endiistrisinde sik¢a kullanilan sirke, meyve, sebze, tahil ve siit iirlinleri gibi
karbonhidrat bazli hammaddelerin mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri
sonucunda Oncelikle alkole, ardindan ise asetik asite doniistiiriilmesi ile elde edilen
geleneksel bir lriindiir. Bir¢ok lilkede meyve, sebze ve tahil {riinleri gibi gesitli
hammaddelerden elde edilen sirkeler giinlik yasamda ve endiistride yaygin olarak

kullanilmaktadir [18].

Sirke iceriginde; asetik asit, laktik asit, malik asit ve sitrik asit gibi organik asitler,
melonoidler, niasinik asit, vitamin B1, B2 ve B12 gibi vitaminler, fenolik bilesikler,
kalsiyum, magnezyum ve ¢inko basta olmak {izere 21 farkli mineral ve alfaglukan gibi
pek ¢ok biyoaktif bilesen yer almaktadir [19]. Sirke igeriginde yer alan organik asitler ve
fenolik bilesikler sirkeye antikarsinojenik ve antibakteriyel 6zellik kazandirirken,
melanoidler metal iyonlarinin redokslanmasini engelleyip, serbest radikallerin ortadan
kaldrilmasini saglayarak, sirkenin antioksidan 6zelligi gostermesine sebep olurlar [20].
Bu nedenle sirke gida endiistrisinin yani sira geleneksel saglik uygulamalarinda da
kullanilmaktadir. ~ Sirke {iretiminde gorev alan mikroorganizmalar ve bu
mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri sonucu ortaya ¢ikan bu bilesikler, sirkenin
sahip oldugu antikarsinojenik, antimikrobiyal ve antioksidan &zelliklerin baglica

sebebidir [21].
2.1.1. Sirke Uretiminde Gorev Alan Mikroorganizmalar

Geleneksel sirke tiretiminde kullanilan baglica mikroorganizmalar asetik asit bakterileri
ve mayalardir. Ancak, sirke Tlretiminde kullanilan hammaddeye gore bu
mikroorganizmalarin yanm sira farkli mikroorganizmalarin da sirke olugsumunda goérev
aldig1 belirlenmistir [21]. Ornegin, hammadde olarak siit ve siit iiriinlerinin kullanildig
sirkelerin florasinda laktik asit bakterilerine de rastlanirken, piring ve bugday gibi
tahillarin hammadde olarak tercih edildigi sirkelerde ise kiiflerin de sirke olusumunda yer

aldig1 bilinmektedir [22].
2.1.1.1. Asetik Asit Bakterileri

Karbonhidrat ve alkolleri asetik asit fermantasyonu ile okside ederek asetik asit

olusumuna neden olan asetik asit bakterileri, Acetobacteriaceae familyasinin iiyesidir.



Guniimiizde; Acetobacter, Acidomonas, Ameyamaea, Asaia, Bombella, Endobacter,
Gluconacetobacter, Gluconobacter, Granulibacter, Komagataeibacter, Kozakia,
Neoasaia, Neokomagataea, Nguyenibacter, Saccharibacter, Swaminathania, Swingsia ve
Tanticharoenia olmak {izere tanimlanan 19 adet Asetik asit bakterisi cinsi bulunmaktadir
[5,6]. Oksijen ihtiyaci yoniinden tiir bazinda farklilik gozlemlense de genellikle zorunlu
aerobik ozellik gosteren asetik asit bakterileri, Gram negatif, sporsuz ve basil seklindeki
hareketli bakterilerdir. Asetik asit bakterilerinin tireme gosterdikleri sicaklik degeri 5°C
ve 45°C arasinda degisirken, iireme gosterdikleri pH degeri ise 3,0-6,5 araligindadir.
Asetik asit bakterilerinin metabolizmalarinda son elektron alicist oksijen olmasina
ragmen, oksijen konsantrasyonunun diisiik oldugu kosullarda hidrojen gibi alternatif
elektron alicilar1 kullanarak metabolik faaliyetlerini yavas da olsa siirdiirmeye devam

edebildikleri bilinmektedir [7,8].

Gilinlimiize kadar tamimlanmis olan 18 adet asetik asit bakterisi cinsi arasindan, sirke
tiretiminde kullanilan ve asetik asit fermantasyonunda gorev alan baslica asetik asit
bakterileri; Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter ve Komagataeibacter
cinslerine ait tiirlerdir [24]. Sirke bakterisi olarak bilinen ve etanol, asetat ve laktik asiti
tam olarak okside ederek asetik asit olusturan Acetobacter cinsi ise sirkeden izole edilerek
tanimlanan ilk bakteri cinsidir. Acetobacter cinsine ait bakteri tiirlerinin glukozu giiglii
bir sekilde fermente edemedikleri bilinmektedir. Sirke iiretiminde siklikla kullanilan
diger bir bakteri cinsi olan Gluconobacter cinsine ait bakteri tiirleri ise Acetobacter
cinsine kiyasla, glukozu kullanarak asetik asit fermentasyonu gergeklestirebilirken,
tiretim ortaminda asetat ve laktik asit bulunmasi durumunda, bu bilesikleri fermantasyon
ile okside edemezler. ilk olarak iki farkli alt grupta toplanan ancak sonrasinda iki farkl
cins olduklari belirlenen Gluconacetobacter ve Komagataeibacter cinslerinin ise etanolii
gicli bir sekilde okside ederek yiiksek asetik asit konsantrasyonuna sahip sirke
tiretiminde gorev aldiklar1 bilinmektedir [24]. Asetik asit bakterileri gida endiistrisinde
sirke liretimi amaciyla kullanimlarinin yani sira Acetomonas cinsine ait A. capsulata
tiiriiniin pigment ve Gluconobacter cinsine ait G.oxydans ve G. japonicus bakterilerinin
ise C vitamini gibi ekonomik degere sahip bilesiklerin iiretiminde, Acetobacter,
Gluconobacter, Gluconacetobacter ve Komagataeibacter cinslerine ait baz tiirleri ise

mikrobiyal seliiloz gibi 6nemli polisakkaritlerin iiretiminde kullanilmaktadir [9,10].



2.1.1.2. Mayalar

Sirke iiretiminde kullanilan baslica mikroorganizmalardan bir digeri ise mayalardir.
Mayalar, Ascomycetes veya Basidiomycetes sinifina ait funguslardir. Okaryotik ve tek
hiicreli olan bu mikroorganizmalar, oval/kiiresel morfolojiye sahip ve hareketsizlerdir.
Bakteri hiicrelerinden daha biiyiik olan mayalarin, kendilerine 6zgii iireme kosullari
bulunmaktadir [11,12,13]. Genellikle disik pH degerine sahip ortamlarda iireme
gOsteren mayalar i¢in optimum pH degeri 4,0 ile 7,0 arasindayken, en uygun sicaklik
degerinin ise 25-37 °C oldugu belirtilmistir [29]. Fakiiltatif anaerob olan mayalar, aerobik
kosullarda karbonhidratlari metabolik faaliyetleri i¢in kullanarak, karbondioksit ve su
olustururken, anaerobik kosullarda ise etil alkol fermantasyonu ile karbonhidratlari

kullanarak, karbondioksit ve etil alkol olusumuna neden olurlar [14,15].

Mayalar tarafindan fermantasyon sirasinda iiretilen diger bir bilesik ise asetik asittir.
Asetik asit iiretimi sirasinda, sirke ve alkollii icecekler gibi cesitli gida iiriinlerinin
aromalarini zenginlestiren ¢esitli alkoller ve esterler de iiretilir [29,33]. Ayrica, iiretim
ortamindaki diger mikroorganizmalarin aksine, metabolik faaliyetleri sona erdiginde
otolize ugrayan maya hiicrelerinin sahip oldugu proteinler, niikleik asitler ve lipitler, sirke

igeriginde yer alan diger mikroorganizmalar i¢in besin kaynagi haline gelir [29].

Sirke iceriginde bulunan mikroorganizma cinsleri sirke tiretiminde kullanilan
hammaddeye gore degiskenlik gostermektedir. Meyve sirkesinde en ¢ok bulunan maya
tirleri Saccharomyces ve Zygosaccharomyces cinslerine ait iken balsamik sirke ve bal
sirkelerinde Kluyveromyces cinsine ait maya tiirlerine rastlanmaktadir. Bunun yani sira
farkli ¢aligmalarda Hansenispora, Candida ve Pichia cinslerine ait maya tiirlerinin de

sirke florasinda yer alabildigi gosterilmistir. [6,12]
2.1.1.3. Laktik Asit Bakterileri

Hareketsiz ve Gram pozitif 6zellik gosteren laktik asit bakterileri, Firmucutes filumuna
ait probiyotik bakterilerdir. Hiicresel sekilleri basil veya kok olan laktik asit bakterileri,
metabolik faaliyetleri i¢in oksijen kullanmamalarina ragmen fakiiltatif anaerobiktirler.
Laktik asit bakterileri i¢in belirlenen optimal iireme kosullar1 genellikle 25-40 °C sicaklik
ve 4.0-6.0 arasinda degisen asidik pH'dir [15, 16, 17] Gida endiistrisinde fermente siit ve
sarkiiteri iirlinlerinin yapiminda kullanilan laktik asit bakterileri, siit ve siit iirtinlerinin
hammadde olarak kullanildig1 sirkelerin igeriginde de yer almaktadir. Kluyveromyces

cinsine ait birkag tiiriin haricinde sirkede yer alan bir¢ok mayanin, laktozu fermente



edemedigi bilinmektedir [38]. Bu nedenle 6zellikle siit ve peynir alt1 suyundan elde edilen
sirkelerde laktik asit bakterilerine siklikla rastlanmaktadir. Laktik asit bakterileri laktoz
bazli hammaddeyi hidrolize ederek glukoz ve galaktoz olusumunu saglamakta ve sirke
fermantasyonun ger¢eklesmesinde onemli rol oynamaktadir. Yapilan calismalarda;
Lactobacillus casei, L. paracasei, L. plantarum ve L. brevis sirke 6rneklerinden en ¢ok
izole edilen laktik asit bakterileridir [22,39].

2.1.1.4. Funguslar

Funguslar, spor ile ¢ogalan, tek hiicreli, hareketsiz okaryotik mikroorganizmalardir.
Kemoheterotrof mikroorganizmalar olan funguslarin enerji kaynagi organik maddelerdir.
Kiif olarak isimlendirilen bu funguslar filamentli bir yap1 gosterir ve ¢ogu zorunlu
aerobiktir. Funguslar i¢in belirlenen optimal tireme kosullar1 genellikle 25-40 °C sicaklik
ve 3.0-6.0 arasinda degisen asidik pH'dir [40]. Funguslar, tretikleri ¢esitli bilesenler
nedeniyle gida endiistrisinde kivam ve aroma arttirict olarak kullanimlarinin yani sira
pigment irettikleri i¢in renklendirici olarak da funguslardan yararlanilmaktadir [41].
Funguslar, genellikle tahil iriinleriyle elde edilen sirke g¢esitlerinin igeriginde yer
almaktadir  [24]. Ozellikle Rhizopus ve Mucor cinslerine ait fungus tiirlerinin
karbonhidratlarin hidrolize edilmesinde biiylik 6nem tasiyan amilaz ve glukoamilaz gibi
enzimlere sahip olmalar1 fermantasyon isleminin hizlanmasini saglamaktadir [25, 26].
Bitkisel tiriinler kullanilarak elde edilen sirkelerin igeriginde se seliilaz enzimi iireticisi
olan Aspergillus tiirlerine sikga rastlanmaktadir [44]. Aspergillus tiirlerinin seliiloz ve
nisastay1 hidrolize ederek yapi taglarina ayirmasi fermantasyonu kolaylastirmaktadir [45].
Bunlarin yani sira sirkede yer alan funguslarin sirkenin aromasini ve organik asit igerigini

de arttirdigi bildirilmektedir [24].

2.2. Seliiloz

19. yiizyilda Fransiz bilim insan1 Anselme Payen, yiiriitmiis oldugu bir ¢alismada bitki
dokularini ¢esitli kimyasallarla muamele etmis ve esnemeye kars1 direng gosteren kati bir
yap1 ortaya ¢ikmistir [1]. Payen, nisasta ile izomerik benzerlik gosteren bu yapinin
molekiiler formiilinii (CeH100s)n olarak belirlemis ve bu molekiilii seliiloz olarak
adlandirmistir [1]. Literatiire ilk defa bu calisma ile kazandirilan seliiloz, damarli

bitkilerin hiicre duvarini olusturan en 6nemli polisakkarittir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Bitki hiicresindeki seliilozun mikro yapisi [46]

Seliillozun diinya tizerinde en bol bulunan ve en kolay ulasilan dogal polimer oldugu
bilinmektedir [31]. Bitki hiicrelerinin yan1 sira, alglerin, denizlerde yasayan, boylari {i¢
santimetreyi gegmeyen ve tunikat olarak isimlendirilen hayvanlarin ve bazi bakterilerin

de seliiloz tirettigi bilinmektedir [32, 33].

Yasadigimiz ylizyilda ¢evreye zarar vermeyen, yenilenebilir malzemelere olan ilgi artmis
ve insanoglu siirdiiriilebilir kaynaklara yonelmistir. Bu baglamda, en biiyiik yenilenebilir
biyokiitle olarak kabul edilen selillozun yillik iiretiminin 99 milyon tona ulagmasi ve
seliiloza olan talebin her yil artmasi nedeniyle seliiloz iizerine yapilan ¢aligmalar hiz
kesmeden devam etmekte, seliilozun ¢esitli alanlarda kullanim1 yayginlasmaktadir [34].
Geleneksel olarak kagit, boya ve tekstil iirlinlerinin iiretiminde kullanilan seliiloz,
nanomateryal caligmalarinin artmasi ile birlikte, tipta, gida sanayiinde ve diger

endiistriyel alanlarda da kullanilabilir hale gelmistir [35, 36].

Seliiloz, ortalama olarak 10.000 adet glukoz molekiiliiniin birbirine 180°’lik a¢1 yaparak
glikosidik baglar ile baglanmasiyla olusan zincir formunda bir biyopolimerdir [37, 38] .
Seliiloz molekiilleri, glukoz monomerlerinde yer alan iic adet hidroksil grubunun
birbirlerine hidrojen baglar1 ile baglanmasiyla demet seklini almakta ve bu yapiya
mikrofibril adi verilmektedir [39]. Mikrofibriller bir araya gelerek makrofibrilleri ve

seliiloz liflerini meydana getirir [40]. Seliiloz, fibrillerinde yer alan hidroksil gruplar



nedeniyle oldukga hidrofiliktir. Seliilozu izomeri oldugu nigastadan ayiran en 6nemli fark,
seliiloz molekiiliinde yer alan glikosidik baginin  formunda olmasidir [40]. Bu 6zellik,
insanlarda B-glikosidik baglar1 parg¢alayan enzim bulunmadigi i¢in insanlar tarafindan

seliilozun sindirilmesini engellemektedir [41].

Seliiloz bitkilerde hemiseliiloz ve lignin gibi polimerlerle birlikte yer almakta ve bdylece
hiicre duvarina destek saglamaktadir [42]. Ancak bu polimerlerin seliilozla beraber
kompleks olusturmalar1 nedeniyle, seliillozun saf olarak elde edilmesi i¢in karmasik
kimyasal yontemler kullanilmaktadir [43]. Seliiloz saflastirma islemlerinde biiyiik
hacimlerde konsantre asit ¢ozeltileri ve yiiksek sicaklik kullanildigi i¢in maliyet artmakta
ve agiga cikan atiklar ¢cevreye zarar vermektedir [44]. Zahmetli ve maliyetli olan s6z
konusu saflastirma islemleri seliilozun genis kullanim alanini sinirlandirmaktadir. Ayrica
seliiloz tiretimi i¢in cogunlukla ¢ok yillik agaclarin tercih ediliyor olmasi, ormanlarin
tahrip edilmesine ve dogal dengenin bozulmasina neden olmaktadir. Bu sebeple

giiniimiizde seliiloz eldesi i¢in farkli kaynaklara yonelim baslamistir [45].

2.2.1. Mikrobiyal Seliiloz

Mikrobiyal seliilloz terimi ilk olarak, bitkisel kaynakli selillozun tanimlanmasindan
yaklasik elli y1l sonra, 1886 yilinda Brown tarafindan ortaya siirilmiistiir. Brown sirke
fermantasyonu sirasinda yiizeyde beliren yar1 seffaf membranin sirke bakterisi olarak da
bilinen Acetobacter xylinum (Gluconacetobacter xylinus) tarafindan tiretildigini ve bu

jelatinimsi yapinin bitkisel seliiloza benzedigini bildirmistir [46].

Bitkisel seliilozdan farkli olarak mikrobiyal seliiloz, lignin ve hemiseliiloz igermedigi i¢in
kimyasal olarak tamamen saf bir ekzopolisakkarittir. Tipk1 bitkisel seliilozda oldugu gibi
glukoz monomerlerinin B-1,4 glikozidik baglariyla baglanmasiyla olusur [47]. Ancak
mikrobiyal seliiloz fibrilleri bitkisel seliiloza kiyasla yaklagik 100 kat daha incedir ve
fibriller bir araya geldiginde ii¢ boyutlu bir ag yapisi gostermektedirler [48]. Bu iig
boyutlu ag yapisinda hidrojen baglarina sahip oldugu i¢in mikrobiyal seliilozun su tutma

kapasitesi ve hidrofilik 6zelligi bitkisel selillozdan kiyasla daha fazladir [49].

Bunlara ek olarak, bitkisel seliiloz ile karsilastirildiginda mikrobiyal seliilozun gostermis
oldugu kristallinite ve polimerizasyon derecesinin de olduk¢a fazladir oldugu
bilinmektedir [50]. Yapilan ¢aligmalarda, mikrobiyal selillozun kristallenme endeksinin

yaklagik % 70 oldugu ve polimerizasyon derecesinin 2000-8000 arasinda oldugu



gosterilmistir. Bitkisel seliilozda polimerizasyon derecesi ise 13000-14000 arasindadir
[50]. Mikrobiyal seliilozun, gerilme katsayisi olarak da bilinen Young modiil degeri
ortalama olarak 25 Gigapaskal (GPa) iken gerilme kuvveti ortalama olarak 250 GPa‘dir
[51]. Bu deger polipropilen gibi sentetik iplik¢iklerle karsilastirildiginda neredeyse 10 kat
fazladir ve bu 0Ozelligi de mikrobiyal selillozun mekanik kuvvetlere karst direnme
giiciiniin fazla olmasina olanak saglamaktadir [52]. Seliiloz yapisinda yer alan hidrojen
baglarinin neden oldugu bu 6zellikler, seliiloza kendi kuru agirliginin 700 kati kadar su
tutma Ozelligini de kazandirmaktadir. Dolayisiyla, mikrobiyal seliillozun su tutma

kapasitesi bitkisel seliilozun neredeyse 300 katidir [42].

Mikrobiyal seliilloz iiretimi ¢evre ve iklim kosullarindan bagimsizdir ve gelistirilip
modifiye edilebilir. Bu baglamda, mikrobiyal seliiloz iiretimi, bitkisel seliiloz tiretimi ile
kiyaslandiginda ortaya ¢ikan en O6nemli unsur mikrobiyal seliiloz tiretiminin kontrol

edilebilir olmasidir [45].

Mikrobiyal seliilozun fiziksel ozellikleri iiretim kosullarina bagli olarak degisiklik
gostermektedir. Seliilloz ilireten bakteriler, statik liretim ortaminda seliiloz fibrillerini
oksijen miktarinin yiiksek oldugu siv1 yiizeyinde tiretirler [53]. Seliiloz molekiillerinden
olusan zincirler, bakteri hiicresinden direkt olarak hiicre disina salinir. Sentezlenip hiicre
disina verildigi icin ekstraselliiler polisakkaritler olarak adlandirilan mikrobiyal seliiloz
molekiilleri kristalleserek once mikrofibrilleri ardindan da makrofibrilleri olusturur ve
stv1 besiyerinin ylizeyini kaplar [54]. Calkalamali {iretim ortaminda ise oksijen sivi
besiyerinin homojen bir sekilde bulundugu i¢in hiicre disina verilen seliiloz fibrilleri

kiireler veya iplikgikler gibi diizensiz sekillerde bulunurlar [55].

Mikrobiyal selillozun birbirinden; Raman spektroskopisi, X-151n1 Kirmim Yontemi
(XRD) niikleer manyetik rezonans spektoskopisi (NMR) ve Fourier Doniigimlii
Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) gibi yontemlerle analiz edilen dort farkli formu
bulunmaktadir [55].

Seliiloz 1, kesfedilen ilk mikrobiyal seliilloz seklidir ve mikrobiyal seliilloz denince akla
gelen ilk seliilloz formudur. Birbirlerine paralel sekilde uzanan $-1,4 glukan zincirlerinin
glikosidik bag ile bir araya gelmesiyle olusur (Sekil 2.2). Statik iiretim yontemiyle elde

edilen membran seklindeki seliilozdur [55].
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Selliloz |

Sekil 2.2. Seliiloz I’in yapis1 [55].

Seliiloz 1I, ¢alkalamali iiretim ortaminda meydana gelen ve birbirine paralel olarak
uzanmayan [-1,4 glukan zincirlerininin biraraya gelmesiyle olusan seliilloz formudur
(Sekil 2.3). Seliiloz II ayn1 zamanda dogal seliilozun yeniden kristallendirilmesiyle de
elde edilebilmektedir. Dogada Valonia ve Chaetomorpha spp. gibi alglerin yani sira bazi
mantarlar ve Sarcina ventriculi gibi bakteriler tarafindan da tiretilmektedir [54]. Seliiloz
II’de glukan zincirlerinin birbirine paralel olmamasi, yapinin hidrojen bag sayisim
arttirmaktadir. Hidrojen baglarinin artmasi ise seliiloz II'nin 1s1] islemlere ve mekanik
kuvvetlere kars1 olan dayanikliligini arttirirken, kristallenme katsayisini ve kristal

boyutunu ise azaltmaktir [55].

Seliloz Il

Sekil 2.3. Seliiloz II’nin yapis1 [55].
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Seliiloz I11, seliiloz I ve seliiloz IT formlarinin, amonyak veya aminlerle muamele edilerek,
modifiye edilmesiyle ortaya ¢ikan bir diger seliiloz formudur [56]. Seliiloz IV ise, damarli
bitkilerin hiicre duvarinda yer alan seliiloz formudur [57]. Ayn1 zamanda seliiloz II’nin

kimyasal olarak muamele edilmesiyle de elde edilebilmektedir [56].

2.2.2. Mikrobiyal Seliiloz Ureten Bakteriler

Damarli bitkilerin yan1 sira daha oOnce Selilloz II iiretiminde belirtildigi gibi
Chaetomorpha spp. ve Valonia gibi bazi alglerin ve molekiiler biyolojide model
organizma olarak kullanilan Dictyostelium discoideum gibi basit yapidaki tek hiicreli
Okaryotlarin da yiiksek saflikta seliiloz sentezledikleri bilinmektedir. Bakteriler gibi bu

canlilarin da {iretmis oldugu seliiloz, mikrobiyal seliiloz olarak adlandirilmaktadir [58].

Mikrobiyal seliiloz, Acetobacteraceae familyasindan G. xylinus basta olmak tizere
Agrobacterium, Achromobacter, Aerobacter, Azotobacter, Pseudomonas gibi Gram
negatif bakteriler ile Lactobacillus ve Sarcina ventriculi gibi Gram pozitif bakteriler
tarafindan tiretilmektedir (Cizelge 2.1.) [59, 60].
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Cizelge 2.1 Mikrobiyal seliiloz iireticisi bazt mikroorganizmalar, seliilozun yapist ve

seliiloz tiretiminin hiicresel gorevi [61].

Cinsler Seliilozun Yapisi Gorevi
Acetobacter Ekstraseliiler fibrillerden olugan | Oksijenli ortamda s1v1 yiizeyinde
membran kalmak
Achromobacter Fibriller Atik suda hiicrelerin bir arada

tutulmasi [62]

Aerobacter Fibriller Atik suda hiicrelerin bir arada

tutulmasi [61]

Agrobacterium Kisa fibriller Bitki dokusuna tutunma [63]

Alcaligenes Fibriller Atik suda hiicrelerin bir arada

tutulmasi [64]

Pseudomonas Mikrofibriller Atik suda hiicrelerin bir arada
tutulmasi [64]

Rhizobium Kisa fibriller Bitki dokusuna tutunma [62]

Sarcina Amorf Belirlenmemis [64]

Cizelge 2.1.de yer alan bakterilerin yani sira fotosentez yolu ile glukoz fireten
Synechococcus sp. isimli siyanobakterin de seliiloz sentezledigi bilinmektedir [65, 66].
Ayrica sicakligin yiliksek oldugu kiikiirtlii su kaynaklarinda monomerik yapida seliiloz
varliginin belirlenmesi, heniiz tanimlanamamis bazi litotrofik bakterilerin de seliiloz

sentezliyor olabilecegine isaret etmektedir [67].

Giliniimiize kadar yapilan c¢aligmalarda belirlenen en oOnemli seliiloz iireticisi
Acetobacteriacea familyasimna ait Gram negatif bir bakteri olan Gluconacetobacter
xylinus’dur. S6z konusu mikroorganizma mikrobiyal seliiloz {iretiminin arastirilmasi i¢in
model mikroorganizma olarak kullanilmaktadir [68]. Dogada G. xylinus ozellikle ¢igek,
meyve ve bunlarin ¢liriidiigli ortamlarda ve bu iiriinlerle beslenen meyve sinekleri gibi

canlilarin  da mikrobiyotasinda bulunmaktadir. S6z konusu bakteri, sirke
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fermantasyonunda gorev aldigi i¢in gida endiistrisinde de sikg¢a kullanilmaktadir [54].
Aerobik ozellik gosteren bu bakterinin genellikle mayalar gibi fermentatif aktivite
gosteren mikroorganizmalarla simbiyotik iliski i¢inde oldugu bilinmektedir. G.
xylinus’un seliiloz treticisi olmasmin yani sira bilinen en 6nemli 6zelligi asetik asit
tiretmesidir. Bu bakteriler daha dnce belirtildigi gibi oksijenli ortamda etanolii okside
ederek asetik asit olustururlar ve bu nedenle asetik asit bakterileri olarak adlandirilirlar

[69].

2.2.3. Mikrobiyal Seliiloz Sentezi

Diinya iizerinde en bol bulunan polimer olan seliilozun birincil kaynag bitkiler olmasina
karsin, iretim kolayligi nedeniyle bir¢gok aragtirmaci selillozun biyosentez
mekanizmasinin anlasilabilmesi i¢in asetik asit bakterilerini de model mikroorganizma

olarak kullanmustir [70].

Seliiloz biyosentezinin agiklanmasinda model mikroorganizma olarak kullanilan
G.xylinus’da mikrobiyal seliiloz biyosentezi sirasinda ilk olarak, seliiloz onciilii tiridin
difosfoglukoz sentezi gerceklesirken, sonrasinda glukoz monomerlerinin biraraya
gelmesiyle olusan 1,4-B-glukan zincirlerinin birbirlerine glikosidik bag ile baglanarak

polimerizasyonu ger¢eklesmektedir [71, 72].

G. xylinus, selilloz biyosentezi igin pentoz fosfat yolu ve sitrik asit dongilsiini
kullanmaktadir [73]. Pentoz-fosfat yolunu glukoz ve fruktoz gibi karbon kaynaklarinin
yani sira heksoz, gliserol ve piriivat gibi karbonhidratlarin oksidasyonunu igerirken, sitrik
asit dongiisii organik asitlerin ve organik asitlerden iiretilen iirlinlerin oksitlenmesinde

kullanilmaktadir (Sekil 2.4.) [74].
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Fruktoz

ﬂ

Fruktoz 1-Fosfat | C——> | Fruktoz 6-Fosfat | {————

Y

Fruktoz 1,6-Fosfat

O

Glukoz > | Glukoz 6-Fosfat |C————> | Fosfoglukonik Asit

)

Glukoz 1-Fosfat

UDP-Glukoz |::;. Seliiloz

Sitrik Asit

Dangi
Pentoz

Fosfat

Sekil 2.4. Glukoz ve Fruktozdan mikrobiyal seliiloz biyosentezinin sematik gosterimi

[75].

K. xylinus’da seliilozun biyosentezinden sorumlu olan seliiloz sentaz, bakteri hiicresinin
sitoplazmik membrani ile dis membran arasinda bulunmaktadir ve seliiloz, heksoz-
fosfatlardan olusturularak hiicre disina verilmektedir [76]. Seliilloz biyosentezinin
kontrolii glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi ile saglanirken mikrobiyal seliilozun
biyosentezinde 5 6nemli enzimin gorev aldigi bilinmektedir. Bunlar: glukokinaz, glukoz

permeaz, fosfoglukomutaz, UDP-glukoz pirofosforilaz ve seliiloz sentaz’dir [71], [77].

Sentez sirasinda ilk olarak glukoz, glukokinaz enzimi ile fosforilize edilerek glukoz-6-
fosfata doniistiiriiliir. Daha sonra fosfoglukomutaz enzimi, glukoz-6-fosfati izomerize
ederek glukoz-1-fosfati olusturur. Ardindan sentez isleminde anahtar gorevi géren UDP-
glukoz pirofosforilaz (UDP-G Pirofosforilaz), sentez isleminin onciilii olan iridin
difosfo-glukoz (UDP) bilesigini olusturur. Sentezin son basamaginda yalnizca bu islem
icin kullanilan seliiloz sentaz ile seliiloz polimerinin uzun zincirleri ilk olarak molekiiller
halinde sentezlenmektedir (Sekil 2.5.). Seliillozun uzayan zincir formunu alabilmesi,

zincirin indirgeyici ucuna aktif glukoz monomerlerinin eklenmesi ile ger¢eklesmektedir
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[78], [79]. Uzayan bu zincirler seliilozu olusturmak igin yaklasik 3,5 nm’lik demetler
halinde bir araya gelerek mikrofibrilleri olusturmaktadir [55].

TDP-z
Glukokinaz ~ Fosfoglukomutaz Pirefosforilaz

Ghukoz IID> Ghikoz 6-P |::> Glukoz 1-P
/

st g st

Sekil 2.5. Bakteri hiicresinde seliiloz biyosentezininin sematik gésterimi [71].

2.2.4. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi

Mikrobiyal seliiloz tiretiminde statik ve ¢alkalamali iiretim basta olmak {izere dort farkl

tiretim yontemi bulunmaktadir [80].

2.2.4.1. Statik Kiiltiir Yontemi ile Seliiloz Uretimi

Statik kiiltiir mikrobiyal seliiloz iiretiminde en ¢ok tercih edilen yontemdir. Statik kiiltiir
yontemi ile elde edilen seliillozun kristal boyutu ve kristallenme derecesi calkalamali
yontemle elde edilen seliiloz 1I’den ¢ok daha yiiksek oldugu bilinmektedir [81]. Bu
yontemde, ylizey alam1 genis bir kaba alinan besiyerine kiiltiirin  ekimi
gerceklestirildikten sonra statik tiretim ortaminda iiretim gerceklestirilmektedir (Sekil
2.6).
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Hava Boslugu J

Aktif Yiizey

Seliiloz Katmam
Besiyeri
Sekil 2.6. Seliiloz tiretiminde statik kiiltiir yonetiminin sematik gosterimi [60].

Bu yontemde seliiloz fibrillerinin birbirlerine paralel olacak sekilde bir araya gelmesi

nedeniyle Seliiloz I formundaki mikrobiyal seliiloz elde edilmektedir (Sekil 2.7.).

Sekil 2.7. Statik kiiltiir yontemi ile elde edilen mikrobiyal seliiloz [60].

Statik kiiltiir basit bir yontem olmasina ragmen bir¢ok dezavantaja da sahiptir. Bunlardan
ilki oksijen diflizyonunun statik kiiltiirde homojen olarak gergeklestirilememesidir.
Fermantasyon siiresince yiizeyi kaplayan membran seklindeki seliiloz, besiyerine oksijen
gecisini engellemekte ve bakteri hiicrelerinin 6lmesine neden olmaktadir [81]. Buna ek

olarak, Kkiiltiirin ortama ekimi gergeklestirildikten sonra iiretimin statik olarak
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siirdliriilmesi gerektigi i¢in modifiye edilemez ve kontrol amacgli yapilan olgiimler

gerceklestirilemez [60].

Mikrobiyal seliiloz eldesinde statik {liretim yoOnteminin kullanilmasinin diger bir
dezavantaji ise bu yontemin Olgek biiyiitmeye izin vermemesidir [82]. Bu yontemde
yiizey/hacim orani biiyilk 6nem tagimaktadir ve genis yiizey alanlarina ihtiyag

duyulmaktadir [60] [83].

2.2.4.2. Calkalamal Kiiltiir Yontemi ile Seliiloz Uretimi

Yiiksek miktarda mikrobiyal seliiloz iiretimi olmamasina ragmen endiistriyel liretim i¢in
en ¢ok tercih edilen yontem c¢alkalamali kiiltiirdiir. Mikrobiyal selilloz basliginda
anlatildigi gibi; calkalamali kiiltiir yonteminde, glukan zincirleri birbirlerine paralel
olmayacak sekilde bir araya geldigi i¢in seliiloz II olarak adlandirilan, kisa fibrilli,
diizensiz sekilli mikrobiyal selilloz formu elde edilmektedir (Sekil 2.8.). Calkalamali
kiiltiir ile edilen mikrobiyal selillozun polimerizasyon ve kristallenme derecesi statik
kiiltiir ile Uiretilen seliiloza kiyasla olduke¢a diisiiktiir. Bu nedenle mekanik kuvvetlere karsi
gostermis oldugu direncin de daha az oldugu bilinmektedir. Buna ragmen siispansiyon

vizkozitesinin ve su tutma kapasitesinin statik kiiltiir ile tretilen mikrobiyal seliiloza

kiyasla daha fazla oldugu gosterilmistir [84].

«<=h Duzensiz Mikrobiyal

Besiyeri P> CD Seltloz Fibrilleri

Sekil 2.8. Seliiloz tiretiminde ¢alkalamali kiiltiir yonteminin sematik gosterimi [84].
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Daha o6nce anlatildigi gibi calkalamali kiiltiir yonteminde model organizma olarak
kullanilan Gluconacetobacter tiirleri ile yapilan calismalarda bir¢ok problem ortaya
cikmaktadir. Bu problemlerin en Onemlisi ¢alkalamali kiiltiir yOnteminin stabil
olmamasidir [85]. Calkalamali kiiltiirde fermantasyon siiresince, kendiliginden mutasyon
geciren bakterilerin mikrobiyal seliiloz iliretmeyen mutant bakteriler haline gelmesiyle
kiiltir ortaminda seliiloz iireticisi olmayan bakterilerin popiilasyonu artmakta ve kiiltiir
daginik bir biiyiime modeli kazanmaktadir [86]. Bunun yani sira c¢alkalamali kiiltiir
yonteminde Gluconacetobacter tiirlerinin glukozu, ketoglukonik asit ve glukonik aside
dontistiirmesi nedeniyle kiiltiir ortaminda pH degeri diismekte ve sonug¢ olarak iiretim

kosullar degiserek maliyeti artmaktadir [87].

Calkalamali kiiltiir yonteminde oksijen difiizyon kapasitesinin ve calkalama hizinin
yiiksek olmasi ve ¢ok iyi ayarlanmasi gerekmektedir. Mikrobiyal seliiloz iiretim verimini
arttirmak i¢in fazla miktarda oksijene ve yiliksek hacimli calkalama giiciine ihtiyag

duyulmaktadir. Bu faktor de tiretim maliyetini arttirmaktadir [87].

2.2.4.3. Donen Disk Reaktorii ile Seliiloz Uretimi

Donen disk reaktorii ortasina donen bir safta sabitlenmis olan dairesel disklerin
yerlestirildigi bir kaptan olusmaktadir (Sekil 2.9.). Donen diskler kabin i¢indeki kiiltiir
ortamina temas etmekte ancak kiiltiiriin igerisine girmemektedir. Bakteri hiicreleri bir
slire sonra bu disklerin yilizeyine tutunur ve burada mikrobiyal seliiloz iretirler [36].
Disklerin doniiyor olmas1 bakteri hiicrelerinin oksijen aligverisini kolaylastirir ve kiiltiir
ortamindaki besinler diskler iistiindeki delikler sayesinde kolayca difiize olur. Disklerin
tizerinde yer alan bu delikler ayn1 zamanda daha biiyiik bir yiizey alan1 olusturdugu i¢in
bakteri hiicrelerine daha fazla tutunma saglar ve sonug olarak daha dayanikli yapiya sahip

mikrobiyal seliiloz elde edilebilmektedir [61].

Donen diskli reaktdr yonteminde statik kiiltiir yontemine kiyasla yiizey alan1 daha fazla
oldugu i¢in, birim alandan elde edilen seliilloz miktar1 daha fazladir. Yapilan ¢alismalar
bu yontemle elde edilen mikrobiyal seliilozun su tutma kapasitesinin statik olarak elde

edilenden iki kat daha fazla oldugunu gostermektedir [61].
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Ayrica bu yontemde, bakteriler tarafindan sentezlenen mikrobiyal seliiloz disklerin
tistiinde yer aldig1 i¢in kiiltiir ortami1 sonradan kontrol edilerek modifiye edilebilmektedir

[61].

Donen disk reaktor yonteminin dezavantajlari ise iiretimin diskler arasindaki mesafe dar
oldugu igin siirekli olmamasi, fermantasyon siirecinde tipki ¢alkalamali kiiltiirde oldugu
gibi mutant bakterilerin sayica artmasi ve bakteri hiicrelerinin donen sistem iizerinde

kirlenmelere neden olmasidir [61].

pH ve Sicakhk Problan

Diskler

Sekil 2.9. Seliiloz tiretiminde doénen disk reaktorii kullaniminin sematik gosterimi [36].

2.2.4.4. Hava Kaldirmah Reaktor ile Seliiloz Uretimi

Mikrobiyal seliiloz iiretiminde tercih edilen bir diger yontem ise; hava kaldirmali
reaktorlerdir. Bu yontem basit bir mekanik yapiya sahiptir ve diistik enerji tiiketimi ile
yiiksek verim saglamaktadir (Sekil 2.10.). Bu nedenle hava kaldirmali reaktoérler bircok
mikrobiyal fermantasyon isleminde tercih edilmektedir. Fakat hava kaldirmali reaktor
yontemi mikrobiyal seliiloz iiretiminde kullanilan besiyeri ortami gibi viskoz sivilar i¢in
uygun degildir. Bu yontemin mikrobiyal seliiloz iiretiminde kullanilmasi i¢in ¢esitli
modifikasyonlara gidilmis ve etkin bir karistirma hizi elde edilmistir [88]. Hava
kaldirmali reaktorde elde edilen mikrobiyal seliilozun; ¢alkalamali kiiltiir ile {iretilen kisa
fibrilli yapidaki selillozun aksine, eliptik sekillerde oldugu gosterilmistir. Bu eliptik
sekildeki mikrobiyal selillozun polimerizasyon derecesi statik kiiltiir yontemi ile elde
edilen seliiloza ¢ok yakindir. Ayrica hava kaldirmali reaktdr yonteminde hiicre bdliinme

hizinin da statik kiiltiir ydntemine kiyasla yiiksek oldugu belirtilmistir [89].
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Hava kaldirmali reaktdr yonteminin dezavantaji sistem kurulumunun uzun siiriiyor

olmasi ve verimin artmasi i¢in yapilan modifikasyonlarin maliyeti arttirmasidir [89].
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Sekil 2.10. Seliiloz tiretiminde Hava kaldirmali reaktoriin sematik gosterimi [88].

2.2.5. Mikrobiyal Seliiloz Uretimini Etkileyen Faktorler

1950’11 yillardan giinlimiize kadar bir¢ok farkli bakteri ile g¢esitli besiyeri ve iiretim
yontemi kullanilarak mikrobiyal seliilloz iiretimi yapilmaktadir. Mikrobiyal seliiloz
tiretimi, kiiltiir ortamindaki bakterinin, ortamdaki karbon kaynaklarin1 hidrolize ederek
glukoz olusturmasi ve bu monomeri seliiloza polimerize etmesi ile gerceklestirilir. Ancak

biyosentez islemini etkileyen birgok faktor bulunmaktadir [90].

Mikrobiyal seliiloz {iretimine etki eden en dnemli faktorler, tiretimde tercih edilen karbon
ve azot kaynaklaridir. Mikrobiyal seliilozun biyosentezinde basta glukoz olmak tizere, 5-
6 karbona sahip monosakkaritler olan mannoz, galaktoz ve fruktoz, iki veya daha fazla
monosakkaritin bir araya gelmesiyle olusan maltoz, sukroz ve laktoz gibi disakkaritler,
nisasta gibi kompleks karbonhidratlar ile alkol ve organik asitler gibi bir¢cok karbon
kaynagi kullanilmaktadir [90], [91] Mikrobiyal seliiloz tiretimi i¢in iiretim ortaminda azot
kaynagina da ihtiya¢ duymaktadir. Mikrobiyal seliiloz iiretiminde azot kaynaginin

etkisinin arastirildig1 bircok ¢alismada, geleneksel olarak tercih edilen ticari besiyerinde
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azot kaynagi olarak kullanilan maya 0ziitii ve peptonun yerine gegebilecek azot
kaynaklar1 arastirilmaktadir [92]. Yapilan aragtirmalarda maliyeti yiiksek olan bu
bilesiklerin yerine peynir alt1 suyu, misir meserasyon sivist ve malt oziiti gibi diisiik

maliyetli alternatif kaynaklarin kullanilabilecegi gosterilmistir [68],[93],[94]

Mikrobiyal seliiloz tiretiminde kullanilan optimum sicaklik araligi; 25-30°C arasindadir.
Ancak yapilan ¢aligmalar mikrobiyal seliiloz iiretiminde sicaklik faktoriiniin etkisinin,
tercih edilen tretim yontemine gore de degiskenlik gOsterebilecegini ortaya
cikarmaktadir. Ornegin calkalamali kiiltiir yonteminde 30 °C’deki seliiloz iiretimi 37
°C’ye gore daha yiiksekken, statik kiiltiir her iki sicaklik degerinde de verim sabit
kalmistir [95]. Bunun yani sira, farkli sicakliklarda iiretilen mikrobiyal seliilozlarin su

tutma kapasitelerinin de birbirinden farkli oldugu bulunmustur [96].

Mikrobiyal seliiloz iiretimi siiresince kiiltiir ortamindaki glukozun bir kismi glukonik
asite doniismekte, bunun yani sira fermantasyon sirasinda bakteriler tarafindan cesitli
organik asitler de olusturulmaktadir [97]. Bu asitlerin olusumu fermantasyon ortaminin
pH degerini diisiirmekte ve sonug olarak seliiloz liretim verimi de etkilemektedir. Bu
nedenle fermantasyon ortaminda pH degerinin iyi ayarlanmasi gerekmektedir [96].
Yapilan caligsmalarda, mikrobiyal seliiloz iiretiminde tercih edilen optimum pH araliginin
4 ila 7 degerleri arasinda degistigi goriilmistiir. Ancak bir¢ok arastirmaci deneylerinde

pH 5-6 arasindaki degerleri tercih etmektedir [96].

Mikrobiyal seliiloz iiretimini etkileyen diger bir faktor ise oksijen miktar1 ve oksijenin
kiiltir ortami igindeki diflizyon hizidir [98]. Bakteri hiicrelerinin mikrobiyal seliiloz
biyosentez hizinin ve elde edilen seliiloz formunun oksijen diflizyonu ile dogrudan
dogruya iliskili oldugu bildirilmistir. Bunun yan1 sira ortamda karbondioksit miktarinin

artmasiyla biyosentez hizinin diistiigii ve hiicre gelisimin yavasladigi belirtilmistir [60].

2.2.6. Mikrobiyal Seliilozun Kullamim Alanlari

Mikrobiyal selilloz gostermis oldugu yiiksek derecede saflik, polimerizasyon,
kristallenme ve yiiksek su tutma kapasitesi gibi dikkat ¢eken 6zellikleri nedeniyle bir¢cok
farkli kullanim alanina sahiptir. Mikrobiyal seliiloz yaygin olarak; saglik, kozmetik, gida
ve kagit endiistrilerinde kullanilirken, giyim, elektronik ve akustik sistemleri gibi pek ¢cok

yeni kullanim alaninda da 6n plana ¢ikmaktadir [99].
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2.2.6.1. Tibbi Alanlarda Mikrobiyal Seliiloz Kullanimi

Jelatin benzeri bir yapiya sahip olan mikrobiyal seliiloz yiiksek mekanik direng
gosterirken, ayn1 zamanda da s1vilar ve gazlara karsi yiiksek gegirgenligini korumaktadir.
Bu 06zelliklerinin yani sira, biyolojik olarak uyumlu bir materyal olmast ve su tutma
kapasitesinin yiiksek olmasi nedeniyle dermatolojik olarak giivenilir olarak kabul edildigi
icin tibbi alanda kullanimi olduk¢a yaygindir. Mikrobiyal selillozun tibbi alanda ticari
olarak ilk kullanimi, Johnson & Johnson markasi tarafindan 1980 yilinda yapilmustir.
Marka mikrobiyal seliillozu yara iyilestirici ve Ortiicli olarak kullanmak istemis ancak

tiretimde karsilastig1 problemlerden dolay {iriinii piyasaya siirememistir [99].

Daha sonra bir Brezilya firmast olan Biofill Produtos Biotechnologicos,
Gluconacetobacter tarafindan iretilen mikrobiyal seliilozun ayni amagla kullanimini
aragtirarak piyasaya li¢ iriin ¢ikarmistir. Piyasaya siiriilen bu iriinlerden biri, dis eti
hastaliklarinda ve dig implantlarinda hizli bir iyilestirici olarak kullanilirken (Sekil 2.11.),
digerleri, yapay deri olarak ikinci ve lgilincii derece yaniklarin ve deri iilseri gibi
rahatsizliklarin olusturdugu 6nemli cilt problemlerinin tedavisinde kullanilmaktadir

(Sekil 2.12.) [100].

Sekil 2.11. Mikrobiyal seliilozun dis implanti tedavisinde kullanilmasi [101].
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Sekil 2.12. Mikrobiyal selillozun yara tedavisinde yapay deri olarak kullanimi1 [102].

Gegcici yapay deri ve iyilestirici olarak kullanilan mikrobiyal seliiloz, statik kiiltiir ile
tiretilmektedir. Statik kiiltiir ile elde edilen mikrobiyal seliilloz piiriizsiiz, gézenekli ve
elastik bir yapiya sahiptir. Su tutma kapasitesi yiiksek oldugu i¢in, nem i¢eren mikrobiyal
selillozun dokulara karsi gostermis oldugu uyum oldukg¢a yiiksektir. Steril edilebilir
olmast ve iyilesmeye destek saglamasi nedeniyle ikincil enfeksiyonlar1 onleyen

mikrobiyal seliiloz, yarali bolgede 1s1 yalitimi saglayarak, agriy1 da azaltmaktadir [103].

Mikrobiyal seliiloz katmanimin ortasinda bir ¢ukur olusacak sekilde tiretilmesiyle bu
materyalin yapay kan damar ve ireter olarak kullanilabilecegi ve diger yapay kan
damarlarina oranla daha diisiik kan pihtilasma riski tasidigr gosterilmistir (Sekil 2.13.).
Kalp atar damarlarinin sertlesmesi nedeniyle hastalara bypass islemi yapilmakta ve bu
damarlar, yapay damarlarla degistirilmektedir. Kullanilacak bu yapay damarlarin
ameliyat Oncesi ve sonrasindaki mekanik strese ve viicut icinde kan basincina karsi
direncli olmas1 gerekmektedir. Mikrobiyal seliilozun sahip oldugu yiiksek gerilme
direnci, s6z konusu materyalin bu alanda kullanilmasina olanak saglamaktadir. Bunun
yani sira, memelilerde seliiloz sindirim enzimi olan seliilaz olmadig1 ig¢in mikrobiyal
seliilozdan elde edilen materyaller viicut i¢inde sindirime ugratilamaz ve saglamligini
korumaktadir [103]. Propilen malzemelerden iiretilen yapay kan damarlari, kan akig
hizinin 6nce yavaslamasina daha sonra da durmasina neden olan trombotik lezyonlara

sebep olmaktadir. Fakat mikrobiyal seliilozdan iiretilen yapay kan damarlarinin su tutma
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kapasiteleri yiiksek oldugu i¢in trombotik lezyon olusumuna miisaade etmedigi

belirtilmektedir [95,103, 104].

Sekil 2.13. Mikrobiyal selillozun yapay kan damari olarak kullanilmasi [104].

2.2.6.2. Gida Endiistrisinde Mikrobiyal Seliilloz Kullanimi

Mikrobiyal seliilozun, 1992 senesinde Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA: Food and
Drug Administration) tarafindan, gida ve gida katki maddesi olarak kullanimi giivenli

olan maddeler smifina dahil edilmesiyle birlikte, gida endiistrinde kullanimi genis yer

bulmustur [105] [106].

Gilineydogu Asya lilkesi olan Filipinler’de hindistan cevizi ve ananasin karbon kaynagi
olarak kullanilmasiyla elde edilen mikrobiyal seliiloz, Nata de coco, nata de pana isimli
bir tath olarak tliketilmektedir (Sekil 2.14.). Bu tathnin iiretimi sirasinda
Gluconacetobacter xylinus tarafindan sentezlenen seliiloz tabakasi yikanip steril edilerek
seker surubu ve meyve aromalariyla tatlandirilmaktadir (Sekil 2.15.). Filipinler
bolgesinde geleneksel bir tatli olan Nata de coco’nun yiiksek lif icerigine sahip oldugu,
kandaki kolestrol seviyesini diisiirdiigii bilinmektedir [107].

Sekil 2.14. Nata de coco olarak satisi1 sunulan mikrobiyal seliiloz [107].
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Sekil 2.15. Nata de coco tiretimi [108].

Mikrobiyal seliiloz, dondurma ve ¢ozdiirme gibi islemlerde fiziksel 6zelligini korumasi
nedeniyle, dondurma, mayonez, hamur firiinleri ve g¢esitli islenmis gidalarda kivam
arttirici, su baglayict ve siispanse edici olarak da kullanilmaktadir [109]. Mikrobiyal
seliilozun nem tutucu 6zelligi sayesinde gida iiriinlerinin raf 6mriinii uzattig1, sert olmasi

gereken gida iriinlerinde, sertlik ve esnekligi diizenledigi bilinmektedir [110].

Mikrobiyal seliiloz bakteriler tarafindan sentezlendigi i¢in vegan ve vejetaryen lriinlerde
de hayvansal gidalarin yerine rahatlikla kullanilabilmektedir. Ozellikle kirmiz1 pigmente
sahip olan Monascus purpureus tiriiniin 6ziitii ile birlestirilen mikrobiyal seliilozdan,
kirmizi renkli tadi sigir etine benzeyen yiiksek lifli, disiik kalorili vegan et tiriinleri

hazirlanabilmektedir [107, 111].

Mikrobiyal seliiloz tireticisi bakterilerin ve ¢esitli bitki ¢aylarinin statik kiiltiir yontemiyle
fermente edilmesiyle oldukga saglikli oldugu bilinen, probiyotik ve prebiyotik 6zellikler
gosteren kombu ¢ay1 da elde edilmektedir (Sekil 2.16.) [113,104].
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Sekil 2.16. Mikrobiyal seliiloz iireticisi bakteriler ile cay ve sekerin fermente edilmesiyle

tiretilen kombu ¢ay1 [112].

2.2.6.3. Kagit ve Tekstil Endiistrisinde Mikrobiyal Seliiloz Kullanim

Fiziksel 6zellikleri nedeniyle mikrobiyal seliilozun kagit endiistrisinde 6nemli bir yeri
vardir. Mikrobiyal seliilozu olusturan mikrofiber zincirleri kagit hamuruna ilave
edildiginde yirtilmaya ve yanmaya karsi dayanikliligimin arttirdigi goriilmiistiir (Sekil
2.17.). Mikrobiyal seliiloz kagit hamuruna eklenerek birinci kalite kagit elde edilmenin

yant sira hasarli kagitlarin onarilmasi igin de kullanilmaktadir [114].

Sekil 2.17. Mikrobiyal selillozun kagit olarak kullanilmasi [115].
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Gliniimiizde petrol tiirevli iirlinlerin sebep oldugu ¢evre kirliliginin 6niine gegcmek igin
plastik malzemelerin yerine kullanabilecek dogal materyaller aranmaktadir. Plastik
posetler ve plastik iiriin kaplar1 gida endiistrisinde en ¢ok kullanilan petrol tlirevi
malzemelerdir ve bu materyallerin dogadaki bozunma siiresi neredeyse bir asir siirmekte,
karasal ve sucul yasam i¢in ciddi problemlere neden olmaktadir [50]. Son yillarda plastik
materyallerin yerine, statik kiiltiir ile {iretilen mikrobiyal seliiloz tabakalarinin poset ve
gida ambalaj malzemesi olarak kullanimi tercih edilmektedir (Sekil 2.18.) [116].
Mikrobiyal seliiloz hem dayanikli olmasi hem de dogada 3 ay ile 1 yil arasinda degisen
kisa siireler icinde bozunmasi nedeniyle plastik materyallere alternatif olarak One

strilmiisttr [117].

]
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Sekil 2.18. Mikrobiyal selillozun gida ambalaji olarak kullanilmas: [118].

Mikrobiyal seliiloz yirtilma ve yanmaya karst mekanik direng géstermesi ve gozenekli
bir yapiya sahip olmasi1 nedeniyle tekstil endiistrisinde de kullanilir hale gelmistir (Sekil

2.19).
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Sekil 2.19. Mikrobiyal seliillozun tekstil uygulamalarindaki kullanimi [115].

Mikrobiyal seliiloz iiretiminin tamamen dogal olmasit ve iiretim sonucunda atik
olugsmamasi nedeniyle giliniimiizde bircok moda markasi tarafindan tekstil alaninda da

kullanilmistir [119].

2.2.6.4. Elektronikte Mikrobiyal Seliiloz Kullanimi

Gilintimiizde teknoloji ve bilisim giin gectikge gelismektedir. Endiistriyel hammadde
arayisina dair rekabetin yiiksek olmasi yenilenebilir dogal materyallere olan ilgiyi
arttirmistir. Mikrobiyal seliiloz, sahip oldugu fiziksel 6zellikler nedeniyle teknolojik

bir¢ok iiriinde de kullanilmaya baslanmistir.

Sony firmasi, seliilozun ses iletkenligi olduk¢a yiiksek oldugu i¢in, mikrobiyal seliilozdan
hoparlor diyaframi ve kulaklik iiretmis ve iiretilen bu {riinler satis rekorlar1 kirmistir.
Bunun yam sira kagidin optik ozelliklerini tagimasi amaciyla gelistirilen elektronik
kagitlarin yapiminda ve OLED ekranlarda mikrobiyal seliilozun kullanilabilirligi
gosterilmigtir (Sekil 2.20.) [115]. Mikrobiyal seliillozun kitosan ve pullulan gibi farkli
polisakkaritler ile modifiye edilerek, sahip oldugu 6zelliklerin giiglendirilmesi ile elde
edilen bu nanokompozit materyaller de yari saydam olmalari, goriintiiyii ve sesi iletmeleri
nedeniyle, biyokatalizorler, elektronik kagitlar ve cesitli goriintileme cihazlarinda
kullanilmaktadir [120, 121].
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Sekil 2.20. Mikrobiyal seliillozdan elde edilen elektronik kagit 6rnegi [115].

2.3. Yesil Cay

Cay, Camellia sinensis bitkisinin yapraklar1 ve taze siirgiinlerinin hasat edildikten sonra
kurutulmasi ve su ile demlenmesi ile elde edilen aromatik bir i¢ecektir. Caygiller ailesine
ait, beyaz ¢igekli ve ¢ok yillik bir bitki olan Camellia sinensis bitkisi tropikal iklime sahip
olan bolgelere 6zgii bir bitki iken, bu bitki ile elde edilen ¢ay diinya lizerinde sudan sonra
en ¢ok tiiketilen igecektir [122]. Cay tarihinin giinimiizden 5000 yil oncesine kadar
dayandig1 diisiiniilmektedir. Cin imparatoru Shen Nung tarafindan hastaliklar1 tedavi
etmek amaciyla kesfedildigi diisliniilen bu icecek uzak dogudan diinyanin her yerine
yaytlmistir [123] [124]. Cay iiretimi, ¢ay bitkisinin bol yagis alan iklimlere 6zgii bir bitki
olmasi sebebiyle Cin, Hindistan, Endonezya, Japonya ve Kenya gibi iilkelerde 12 ay
boyunca devam ederken, Tiirkiye ve Iran gibi yiiksek enlemlerde yer alan iilkelerde ise 6
ay ile simirhdir [125]. Tirkiye’de siyah cay iiretimine, Batum ve Dogu Karadeniz
cevresine arastirma yapmak iizere gonderilen ziraat miithendisleri tarafindan 1917 yilinda
baslanirken, yesil ¢ay iiretimine ise, 1986 senesinde Artvin Arhavi Cay Fabrikasi’nda
baglanmistir [124]. Yesil c¢ay1 siyah c¢aydan ayiran en Onemli Ozellik tretim
basamaklarindaki farkliliklardir. Siyah ¢ayin aksine, yesil ¢ay iiretiminde, hasattan hemen
sonra fabrikaya getirilen ¢ay yapraklari direkt olarak kisa siireli yiiksek sicaklia maruz
birakilmakta ve enzim aktiviteleri durdurulmaktadir [126]. Enzimlerin inaktif hale
gecmesiyle birlikte yapraklarda bulunan klorofiller parcalanmadan kalmakta ve cay

rengini korumaktadir. Cay yapraklar1 siyah cay iiretimindeki gibi fermente edilmedigi
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icin yesil cay, siyah caya 6zgii aroma ve renge de sahip degildir. Yesil ¢cayin kendisine
0zgiin olmasindan sorumlu olan bilesikler polifenollerdir [127]. Kuru agirligin % 30’unu
olusturan yesil cay polifenolleri flavanol, flavandiol, flavonoid ve fenolik asitlerden
olusur. Ancak, yesil ¢caya ait polifenollerinin ¢ogu, katesinler olarak da bilinen miritesin
ve kuarsetin gibi flavonollerdir [128]. Bu polifenoller sicak suda ¢dziinebilir formda
olduklart i¢in insan sagligi i¢in de kullanilabilmektedir. Bu nedenle yesil ¢ayin diizenli
kullanimiyla birlikte kolestrol, tansiyon ve kalp rahatsizliklar1 gibi dolasim sistemi
rahatsizliklarma karst koruyucu etkisi oldugu disiiniilmektedir [129]. Yesil c¢ayin
antioksidan kapasitesi, fenolik madde icerigi yiiksek oldugu i¢in oldukga fazladir. Dahast,
yesil cay ve yesil ¢aydan elde edilmis olan katesin ve epikatesinlerin de, antikarsinojenik
etkisi oldugu, bunun yani sira oksidatif stres ve nérolojik hastaliklar1 6nlemede de etkili

olduklar1 gosterilmistir [130,131]
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Calismada Kullanilan Sirke Ornekleri

Bu ¢alismada, seliiloz {iireticisi mikroorganizmalarin izolasyonunun gergeklestirilmesi
amaciyla; farkli illerden temin edilen, elma sirkesi (Cubuk, Ankara, 2018; Polatl,
Ankara, 2018 ve Sazlica, Nigde, 2020), iiziim sirkesi (Ayas, Ankara, 2018), nar sirkesi
(Etimesgut, Ankara,2019) ve kiraz sirkesi (Etimesgut, Ankara, 2017) kullanildu.

3.2. Cahismada Kullanmilan Besiyerleri

Mikrobiyal seliiloz liretiminin ve tiretim kosullarini etkileyen faktorlerin arastirildigi bu
calismada ev yapimi sirke drneklerinden, mikrobiyal seliiloz iireten bakterilerin izole
edilmesi amaciyla Hestrin-Schramm besiyeri (HS), Hestrin-Schramm Agar besiyeri
(HSA), Glukoz, Maya o6ziitii ve Kalsiyum Agar (GYCA) besiyeri, Yamanaka Agar ve
Frateur Agar besiyerleri kullanilirken, mayalarin izolasyonu ise Malt Oziitii Agar besiyeri

kullanilarak gerceklestirildi [1, 2]

3.2.1. HS ve HSA Besiyeri (Hestrin-Schramm, Hestrin-Schramm Agar)

HS besiyeri icerigi g/L olarak;

D-Glukoz 20
Maya 06ziitii 5
Pepton 5

NapHPO4.12H,O 2,7
Sitrik asit 1,15

250 mI’lik erlenmayerde 100 ml olacak sekilde hazirlanan besiyerinin pH degeri 0,1 M
HCI ve 0,1 M NaOH ile pH 6’ ya ayarlanarak 110 °C’de 1,5 atm basingta 20 dakika
boyunca steril edildi. Bu besiyeri seliiloz lireticisi bakteriler i¢in se¢ici olmasinin yani sira
seliiloz iiretiminin belirlenmesi i¢in de kullanild1 [47]. HS besiyerine %1,5 g olacak

sekilde agar eklenmesi ile hazirlanan HSA besiyeri ise sterilizasyon sonunda steril
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petrilere dokiilerek, mikroorganizma izolasyonu ve makroskobik incelemeler igin

kullanildi.

3.2.2. GYCA Besiyeri (Glukoz, Maya oziitii ve Kalsiyum Agar)

GYCA besiyeri igerigi g/L olarak;

D-glukoz 50
Maya 06ziitii 10
CaCOs3 30
Agar 15

Asetik asit iireticisi olan bakteriler icin segici olan bu besiyeri 250 ml’lik erlenmayerde
100 ml olacak sekilde hazirlandi. Besiyerinin pH degeri 0,1 M HCI ve 0,1 M NaOH ile
pH 6’ya ayarlanarak 110 °C’de 1.5 atm basingta 20 dakika boyunca steril edildi [49].
Sterilizasyon sonunda steril petrilere dokiilerek, mikroorganizma izolasyonu ve

makroskobik incelemeler i¢in kullanildi.

3.2.3. Yamanaka Besiyeri

Yamanaka besiyeri, iceriginde farkli karbon, azot ve mineral kaynaklar1 bulundugu i¢in,
calismada kullanilan farkl: sirke ¢esitlerinden HS besiyeri kullanilarak izole edilemeyen

diger mikroorganizma tiirlerinin izolasyonu amaciyla kullanildu.

Yamanaka besiyeri icerigi g/L olarak;
Sukroz 50
Maya 06ziitii 5
(NH4)2S04 5
KH2PO4 3
MgSO4.7H20 0,005

Agar 15
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250 ml’lik erlenmayerde 100 ml olacak sekilde hazirlanan besiyerinin pH degeri 0,1 M
HCI ve 0,1 M NaOH ile pH 6’ ya ayarlanarak 110 °C’de 1,5 atm basincta 20 dakika
boyunca steril edildi. Sterilizasyon sonunda steril petrilere dokiilerek, seliiloz {ireticisi

bakterilerin izolasyonu amactyla kullanildi [50].

3.2.4. Frateur Besiyeri

Frateur besiyeri igerigi g/L olarak;
D-glukoz 5
Pepton 10
Maya 0ziitii 5
CaCO3 15
Agar 15

Hazirlanan besiyerinin pH degeri 0,1 M HCI ve 0,1 M NaOH ile pH 6’ ya ayarlanarak
110 °C’de 1,5 atm basingta 20 dakika boyunca steril edildi. Oda sicakliginda
sogutulduktan sonra, steril edilen besiyerine %3 etanol (%80 v/v) ilave edildi ve steril
petrilere dokiildi. Bu besiyeri, etanolii de karbon kaynagi olarak kullanan

mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in kullanildi [51].

3.2.5. Malt Oziitii Agar

Malt Oziitii Agar besiyeri igerigi g/L olarak;

Malt oziitii 30
Pepton 5
Agar 15

Hazirlanan besiyerinin pH degeri 0,1 M HCl ve 0,1 M NaOH ile pH 5.5’ e ayarlanarak
110 °C’de 1,5 atm basingta 20 dakika boyunca steril edildi ve steril petrilere dokiildii. Bu

besiyeri maya ve funguslarin izolasyonu i¢in kullanildi [51, 52].
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3.3. Cesitli Sirkelerden Mikroorganizmalarin izolasyonu

Bu ¢aligmada, sirkeden mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in De Wulf et al.’nin 6nerdigi
yontem kullanildi [48] . izolasyon kaynag: olarak kullanilan ev yapim sirkelerden steril
kosullar altinda 1’er ml alinarak, test tliplerinde hazirlanan 9 ml’lik HS besiyerine ekim
yapildi ve statik kosullar altinda 30°C’de 72 saat boyunca inkiibasyona birakild1
(MIPROLAB ® MLI120, Ankara/Tiirkiye). Inkiibasyon siirecinin sonunda, kiiltiirler seri
sulandirma yontemi ile 10°e kadar seyreltildi. Sulandirim yapilan tiiplerden 0,1 ml
alinarak izolasyon i¢in hazirlanan HSA, GYCA, Yamanaka Agar, Frateur Agar ve Malt
Oziitii Agar besiyerlerine tek koloni ekim teknigi ile ekildi ve 30 °C’de 168 saat boyunca
statik kosullarda inkiibasyona tabii tutuldu (MIPROLAB ® MLi120, Ankara/Tiirkiye).

Inkiibasyon siirecinin sonunda farkl1 koloni morfolojilerine sahip érnekler HS besiyerine
stvi1 siispansiyon ekim teknigi ile ekilerek, 30°C’de 72 saat statik kosullarda inkiibe edildi
(MIPROLAB ® MLI120, Ankara/Tiirkiye). inkiibasyonun ardindan besiyeri yiizeyinde

membran seklinde mikrobiyal seliiloz tabakasinin olusumu degerlendirildi.

HS besiyerinde seliiloz iirettigi belirlenen ve Gram boyama yontemiyle morfolojileri ve
gram Ozellikleri degerlendirilen izolatlar, HSA ve GYCA besiyerlerine ekilip, stok
kiiltiirler +4 °C’de muhafaza edildi. Ayrica, s6z konusu mikroorganizmalar diger
caligmalarda kullanilmak tizere %15°lik gliserollii HS besiyerine ekilerek, -20 °C’de
saklandi [53].

3.4. Mikrobiyal Seliiloz Uretiminin Belirlenmesi

Mikrobiyal seliiloz iiretiminin belirlenmesi amaciyla uygun iiretim ortaminda inkiibasyon
stirecinin tamamlanmast sonunda besiyeri ylizeyinde olusan mikrobiyal seliilozlar
toplanip distile su ile temizlendikten sonra, 10 dakika boyunca 4000 rpm’de santrifiij
edilerek besiyeri ve mikroorganizmalarin seliiloz tabakalarindan uzaklastirilmasi
saglandi1 [54]. Santrifiigasyonun ardindan seliiloz tabakalar1 30°C’de kurutulup hassas
terazi ile tartildi. Mikrobiyal seliiloz miktar1 kuru agirlik cinsinden g/L olarak asagidaki

formiile gore belirlendi.

Litrede Uretim (g/L) = Mikrobiyal Seliiloz Miktar1 (g/ ml) x 1000
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3.5. Sirkeden izole Edilen Mikroorganizmalarin Seliiloz Uretimlerinin Arastiriimasi

Izole edilen mikroorganizmalar HS besiyeri bulunan deney tiiplerine ekilerek 30° C’de
72 saat boyunca zenginlestirildi. 72 saatlik inkiibasyon siirecinin ardindan zenginlestirilen
kiiltiirler HS besiyerlerine %10 ekim orani ile ekildi ve statik kosullar altinda 30 °C’de
168 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda mikrobiyal
seliiloz tiretim miktar1 belirlendi. Boylece izolatlar arasindan seliiloz iiretim miktar1 en

yiiksek olan bakteriler seliiloz tireticisi olarak segildi.

Sirke Orneklerinden izole edilen ve HS besiyerinde zenginlestirilen maya tiirleri ise
GYCA besiyerine yayma plak ekim teknigi ile ekildi ve 30°C’de 72 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda beyaz renkteki GYCA besiyerinde
etanol iireterek renk degisikligine neden oldugu belirlenen maya izolatlar1 etanol iireticisi
olmalar1 nedeniyle seliiloz liretimine yardimci olabilecekleri dngoriilerek ¢alismaya dahil
edildi.

3.6. Mikrobiyal Seliiloz Uretiminde Kullamlacak Olan Mikroorganizmalarin

Belirlenmesi

Mikrobiyal seliilloz iiretiminde kullanilacak olan mikroorganizmalarin ve karigik
kiiltiirlerin belirlenmesi amaciyla, HS besiyeri kullanildi. HS besiyerine 30 °C’de 72 saat
boyunca inkiibe edilerek zenginlestirilen saf haldeki iki bakteri ve iki maya izolat1 farkl

oranlarda karistirilmasi ile hazirlanan farkl kiiltiirler ile ekim gerceklestirildi.

Cizelge 3.1.’de gosterildigi gibi, ilk olarak nar sirkesinden izole edilen CM1 kodlu maya
ve kiraz sirkesinden izole edilen CM2 kodlu maya, nar sirkesinden izole edilen ve
mikrobiyal seliiloz iireticisi oldugu belirlenenen CB1 kodlu bakteri ile 1:1, 1:2, 2:1
oranlarinda bir araya getirilerek karigik kiiltiirler hazirlandi. Daha sonra bu maya
izolatlar1, mikrobiyal seliiloz tireticisi oldugu belirlenen ve Kiraz sirkesinden izole edilen

CB2 kodlu bakteri ile ayni oranlarda bir araya getirilerek karisik kiiltiirler hazirlandi
(Cizelge 3.1)
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Cizelge 3.1. Mikrobiyal seliiloz iiretiminin arastirilmasi i¢in hazirlanan karigik kiiltiirler

Bakteri/Maya 1:1 (B/M) 1:2 (B/M) 2:1 (B/M)
CB1+CM1 1CB1/1CM1 1CB1/2CM1 2CB1/1CM1
CB1+CM2 1CB1/1CM2 1CB1/2CM2 2CB1/1CM2
CB2+CM1 1CB2/1CM1 1CB2/2CM1 2CB2/1CM1
CB2+CM2 1CB2/1CM2 1CB2/2CM2 2CB2/1CM2

Hazirlanan kiiltlirler ile son hacim %10 olacak sekilde HS besiyerlerine ekim
gerceklestirilerek, statik kosullarda 30 °C’de 168 saat boyunca inkiibasyon
gerceklestirildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda mikrobiyal seliiloz iiretim miktar1 (g/L)
belirlendi ve en yiiksek miktarda seliiloz iiretimini gergeklestiren kiiltiirler saptanarak,

calismaya bu karisik kiiltiirler ile devam edildi.

3.7. Mikrobiyal Seliiloz Uretiminde Kullamlacak Olan Mikroorganizmalarin

Tamimlanmasi
3.7.1. Mikroorganizmalarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Sirke orneklerinden izole edilen bakteriler, HSA, Frateur Agar ve GYCA besiyerlerine,
calismada kullanilmak iizere secilen maya izolatlar1 ise HSA, GYCA ve Malt Oziitii Agar
besiyerlerine tek koloni ekim teknigi ile ekildi ve 30 °C’de 168 saat boyunca inkiibe

edildi. Petrilerde olusan koloniler makroskobik ve mikroskobik yontemlerle incelendi.

Sirke Orneklerinden izole edilen mikroorganizmalarin Gram Ozelliklerinin  ve
morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla Gram boyama ve metilen mavisi boyama
yontemleri kullanildi. HSA ve GYCA besiyerlerinde 72 saat boyunca 30°C’de statik
kosullarda inkiibe edilen kiiltiirlerden alinan 6rnekler lam tizerine distile su ile yayilarak
preparat hazirlandi. Hazirlanan preparatlar Gram boyama ve metilen mavisi boyama
yontemleri ile boyanarak, 100x’lik objektifte incelendi. Bu yontemle izolatlarin Gram

ozellikleri ve morfolojileri belirlendi [55].

37



3.7.2. Mikroorganizmalarin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Sirke drneklerinden izole edilen bakterilerin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi ve
tir diizeyinde tanimlanmalar1 Bergey'in Sistematik Bakteriyoloji El Kitabi, 1984
(Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology) kriterleri esas alinarak yapildi [51,56]

3.6.2.1. Hareketlilik Testi

Sirke orneklerinden izole edilen bakterilerin hareketlilik &zelliklerinin belirlenmesi
amaciyla, deney tiiplerinde dik olarak dondurulmus olan 9 ml’lik yar1 katt HS
besiyerlerine, 72 saat boyunca HS besiyerinde 6n inkiibasyonu gerceklestirilen bakteri
kiiltiirlerinden, batirma ekim teknigi ile ekim yapild1. Kiiltiirler 72 saat boyunca 30 °C’de
statik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siirecinin sonunda bakterilerin hareketi
belirlendi. Besiyerinin tamamina yayilan lireme pozitif sonug¢ olarak degerlendirilirken,
izolatin yalnizca ekim ¢izgisi boyunca gozlenen iiremesi, negatif sonu¢ olarak

degerlendirildi [51].

3.7.2.2. indol Halkasi Olusumu

Indol, bir aminoasit olan triptofanin triptofanaz enzimi ile par¢alanmasi ile ortaya gikan
aromatik bir bilesiktir ve ortama ilave edilen kovaks ¢ozeltisi ile tepkimeye girerek
kirmiz1 renkte halka olusumuna neden olur (Sekil 3.1). Sirke 6rneklerinden izole edilen
bakterilerin triptofanaz enzimine sahip olup olmadiklarim1 belirlenmesi amaciyla, HS
besiyerinde iiretilen Kkiiltiirlerden 1’er ml alinarak, hazirlanan 9 ml’lik Triptonlu
besiyerlerine (20 g Tripton, 5 g NaCl, 1000 mL distile su) ekim yapild1 [51]. Kiiltiirler
30°C’de statik kosullar altinda 72 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siirecinin
sonunda kiiltiir ortamina, Triptofanin triptofanaz enzimi ile hidrolize edilmesiyle ortaya
cikan indol ile reaksiyona giren p-dimetilaminobenzaldehit bulunan kovaks ¢ozeltisi
damlatild1 ve tliplerde kirmizi halka olusumu degerlendirildi. Tiip yiizeyinde kirmizi
renkte halka olusumu triptofanaz enzimi varligin1 gostermesi nedeniyle pozitif sonug
olarak kabul edilirken, s6z konusu izolatin agik kahverengi halka olusumu ise negatif

sonug olarak degerlendirildi [51,57].
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Triptofonaz
Triptofan » Indol + Pirivik Asit + NH3
Deaminasyon

Sekil 3.1. Indol olusum mekanizmasi [51].

3.7.2.3. Karbohidrat Fermentasyonu Testi

izole edilen bakterilerin karbonhidratlari fermente etme 6zelliklerinin degerlendirilmesi
amaciyla glukoz, fruktoz, sukroz ve laktoz kullanildi. S6z konusu karbon kaynaklarini
iceren ve indikator olarak iceriginde fenol kirmizist bulunan sivi besiyerlerine %10
oraninda ekim yapildi ve kiiltiirler 30 °C’de 72 saat boyunca inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonucunda, karbonhidratlarin mikroorganizmalarin hidrolaz enzimleri
ile hidrolize edilmesi sonucunda asit olusumu nedeniyle, besiyeri renginin sartya donmesi
ve fermantasyon sonucunda ortaya ¢ikan gazin, durham tiiplerinde gaz kabarciklar

olusturmasi, pozitif sonug olarak kabul edildi [58].

3.7.2.4. Nitrat Rediiksiyonu Testi

Calismada izole edilen bakterilerin nitrati, nitrite rediikte etme 6zelliklerinin belirlenmesi
amacuyla, nitrat rediiksiyon testi yapildi. Sirke 6rneklerinden izole edilen bakteri 6rnekleri
Nitrat besiyerine (3 g Et 6ziitii, 5 g Pepton, 1 g KNO3, 1000 mL distile su) ekildi ve 30
°C’de 72 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltiirlerden 1’er ml
aliarak tzerlerine, ortamdaki nitritin varliginda karisiminin pembemsi-kirmizi renk
almasini saglayan siilfanilik asit ¢ozeltisi ve a-naftol ¢ozeltisi ilave edildi. S6z konusu
rengin olusumu nitrat rediiksiyonu i¢in pozitif sonu¢ olarak kabul edilirken, renk
degisiminin olmamasi negatif sonu¢ olarak degerlendirildi. Buna ek olarak nitratin
amonyaga kadar parcalanmasi durumunda gézlemlenebilecek sonucu elemek amaciyla,

test tiiplerine Nessler ayraci ilave edilerek test tiiplinde amonyak varlig arastirildi. Test
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tiipiinde renk degisimi pozitif sonug olarak degerlendirilirken, renk degisiminin olmamasi

negatif sonug olarak kabul edildi [58,59].

3.7.2.5. Jelatin Hidrolizi Testi

Sirke orneklerinden izole edilen bakteriler %10 jelatin igeren nutrient broth besiyerine
igne uglu 6ze kullanilarak ekildi ve 30°C’de 72 saat boyunca inkiibasyona birakildu.
Inkiibasyon siirecinin sonunda jelatin iceren besiyerinde jelatinin parcalanmasi ve
besiyerinin s1vi hale gelmesi mikroorganizmada jelatinaz enzimi varlig1 agisindan pozitif
sonu¢ olarak kabul edilirken, besiyerinin kati formunu korumasi negatif sonug¢ olarak

degerlendirildi. [58].

3.7.2.6. Katalaz Testi

Sirke orneklerinden izole edilen bakteri kiiltiirlinden alinan 6rnekler 6ze ile lam iizerine
yayildi. Kiiltiirlerin tizerine % 3’lik 1ml hidrojen peroksit ¢ozeltisi damlatilarak lam
yiizeyinde hava kabarciklarinin olusumu degerlendirildi. Hava kabarciklarinin olusumu

pozitif sonug olarak kabul edildi [58, 60].

3.7.3. Mikroorganizmalarin Genotipik Yontemlerle Tanimlanmasi

Sirke Orneklerinden 1zole edilen ve c¢alismada kullanilmak {izere secilen
mikroorganizmalar, genotipik yontemlerle tanimlandi. Bunun i¢in HS besiyerine ekilen
ve lireme hizinin diigiik olmasi nedeniyle standart DNA izolasyonu prorokiiliinden farkli
olarak, 72 saat boyunca 30 °C’de 100 rpm g¢alkalama hizinda inkiibasyona tabii tutulan
mikroorganizma kiiltiirleri kullanilarak DNA izolasyonu gergeklestirildi [61]. Agaroz jel
elektroforezi ile DNA bantlar1 gozlenen 6rnekler, 16S rRNA analizi ve 18S rRNA
analizlerinin gerceklestirilmesi i¢cin BM Biyoteknoloji Merkezi’'ne gonderildi ve tiir

bazinda tanimlama yapildi.
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3.7.3.1. DNA izolasyonu

Sirke orneklerinden izole edilen ve ¢alismada kullanilacak olan mikroorganizmalarin

DNA izolasyonlari, NucleoSpin ® Microbial DNA Kit (Macherey - Nagel) protokiilii ile

yapildi.

NucleoSpin ® Microbial DNA kiti DNA izolasyon protokolii:

HS besiyerine ekilen ve 72 saat boyunca 30 °C’de 100 rpm calkalama hizinda
inkiibasyona tabii tutulan mikroorganizma kiiltiirleri, steril ependorf tiiplere

aliarak, 8000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.

Santrifiij isleminden sonra siipernatant ortamdan uzaklastirildi ve pelete 40 ul

eliisyon tamponu eklenerek ‘NucleoSpin Bead Tube Type B’ye aktarildi.

Tiip icinde yer alan karisima, 40 pl MG tamponu (baglama tamponu) ve 10 pl
Proteinaz K eklendi. Bakteri izolatlar1 i¢in 4 dakika, maya izolatlar i¢in ise 12
dakika boyunca calkalanarak DNA disindaki hiicre materyallerinin par¢alanmast

saglandi.

Calkalama igleminin ardindan elde edilen homojen karigima 600 pl MG tamponu

eklendi ve karisim 12000 rpm’de 30 saniye boyunca santrifii edildi.

Santrifiij isleminin ardindan 500 pl 6rnek alind1 ve iginde silika membran bulunan
Mikrobiyal DNA Kolonu’na aktarildi, 12000 rpm’de 30 saniye boyunca
santrifijje tabii tutuldu. Boylece DNA’nin kolon igerisinde yer alan silika

membrana tutunmasi saglandi.

Kolon i¢inde yer alan silika membranin yikanmast BW (yikama tamponu) ve B5
(liziz tamponu) tamponlarindan sirasiyla 500’er pl ilave edilip 12000 rpm’de 30
saniye boyunca santrifiij gerceklestirildi. Santrifiij isleminden sonra DNA
kolonunun altindaki sivi uzaklastirilarak, kolonun yer aldig tiip tekrar 12000
rpm’de 30 saniye boyunca santrifiij edildi ve bdylece silika membranin

kurutulmasi saglandi.

Kurutma basamaginin ardindan DNA kolonu steril ependorf tiiplerinin i¢ine
yerlestirildi ve DNA’nin baglanmis oldugu silika membranin iistiine 100 pl
eliisyon tamponu ilave edilerek, kolon 12000 rpm’de 30 saniye boyunca santrifiije
tabii tutuldu. Boylece DNA’nin silika membrandan ayrilarak, steril ependorf

tiipliniin i¢ine aktarilmasi saglandi.
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izole edilen DNA &rnekleri jel elektroforezinde yiiriitiilmek {izere -20°C’de muhafaza

edildi.

3.7.3.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Sirke orneklerinden izole edilen ve c¢alismada kullanilacak olan mikroorganizmalardan

izole edilen DNA’larin gozlenmesi amaciyla agaroz jel elektroforez yontemi asagida

belirtilen sekilde uygulandi [15].

DNA fragmentlerinin ayrimi i¢in, 1 gram agaroz tartilarak, pH degeri 8,3’e
ayarlanan 100 ml 1X TBE tamponu ( Tris-Borik Asit-EDTA,; 10,8 g Tris Base,
5,5 g Borik Asit, 1,488 g EDTA) igerisine eklendi ve karisim mikrodalga firinda
eritildi. Homojen bir karigim elde edildikten sonra, hazirlanan jelin oda

sicakliginda 50-60°C’ye kadar sogutulmast saglandi.

Soguyan jele, DNA zincirlerine baglanarak DNA’nin UV g1k altinda
gbzlenmesini saglayan etidyum bromiir boyasindan 4 pl ( Smg/ml) ilave edildi ve
jel hava kabarcig1 olugsmayacak sekilde dikkatlice karistirilarak daha 6nceden
tarak yerlestirilmis olan yatay elektroforez tankina dokiildii ve polimerizasyonun

gerceklesmesi i¢in sogumaya birakildi.

Polimerizasyon isleminin ardindan tanka jelin {istiinii kaplayacak miktarda 1X

TBE tamponu eklendi. Boylece jel DNA yiiklemeye hazir konuma getirildi.

Yiiklemeye hazir konuma gelen jele ilk olarak, DNA orneklerinin dogru bir
sekilde yorumlanabilmesi amaciyla birinci kuyucukta olacak sekilde 5 pul 1kb
boyutundaki DNA marker’1 (Invitrogen- Thermo Fisher) yiiklendi. Devaminda ise
DNA orneklerinden 3 pl alindi ve 2 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak birer
kuyucuk aralik birakacak sekilde ylikleme gerceklestirildi.

Yiikleme isleminin ardindan elektroforez tanki glic kaynagina baglanarak

ornekler 100V altinda 1 saat boyunca yiiriitiildii.

Elektroforez isleminin tamamlanmasindan sonra jel, elektroforez tankindan

cikartilarak jel goriintiileme cihazina yerlestirildi ve DNA bantlar1 goriintiilendi.
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3.7.3.3. Molekiiler Tanimlama

Calismada kullanilan mikroorganizmalarin tiir bazinda tanimlamalari, gen dizileme

yontemi ile BM Biyoteknoloji Merkezi’nde (Ankara) yapildi.

3.8. Mikrobiyal Seliiloz Uretiminin Arastiriimasi
3.8.1. Zenginlestirme Besiyerine Ekim ve Uretim

Mikrobiyal seliiloz tiretiminde zenginlestirme ortami olarak kullanilan HS besiyerinde 30
°C’de 72 ve 168 saat siiresince On inkiibasyon gergeklestirildi. Komagataeibacter
europaeus ve Zygosaccharomyces parabailii’nin 2:1 oraninda bir araya getirilmesiyle
hazirlanan kiiltiir HS besiyerine %10 oraninda ekildi. 72 ve 168 saat siiren inkiibasyon
stirelerinin sonunda , %1 yesil cay besiyerine %10 oraninda ekilerek, statik kosullarda
30 °C de 168 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda,
besiyerleri lizerinde olusan mikrobiyal seliiloz tabakalar1 toplanip mikrobiyal seliiloz

tiretim miktar1 (g/L) belirlendi.

3.8.2. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi icin Alternatif Uretim Ortamlariin Arastiriimasi

Calismamizda mikrobiyal seliiloz {iretimi i¢in kullanilan ve ticari olarak temin edilen HS

besiyerine alternatif olacak tiretim ortaminin belirlenmesi hedeflenmektedir.

Mikrobiyal seliiloz iiretiminin gergeklestirilebilmesi i¢in alternatif bir besiyerinin
arastirilmasinin amaglandigi ¢alismamizda, liretim ortami olarak hibiskus ¢ayi, siyah cay
ve yesil ¢ay kullanildi. Bunun i¢in %1 c¢ay konsantrasyonu olacak sekilde hassas terazi
ile tartilan ¢ay yapraklar1 5 dakika boyunca 100°C’deki distile su ile demlendi. Demleme
siirecinin sonunda, hazirlanan her bir ¢aya %4 oraninda D-glukoz ilave edildi.
Besiyerinin pH degeri 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCl ile pH 6’ya ayarlanarak 110 °C’de 1,5
atm basingta 20 dakika boyunca steril edildi. Steril edilen cay besiyerlerine, HS
besiyerinde 168 saat boyunca zenginlestirilen, Komagataeibacter europaeus ve
Komagataeibacter europaeus ile Zygosaccharomyces parabailii’nin 2:1 oraninda bir
araya getirilmesiyle hazirlanan kiiltiirler %10 oraninda ayri ayr1 ekim yapildi ve

hazirlanan kiiltiirler 30 °C’de 168 saat boyunca statik inkiibasyona birakildi. Boylelikle,
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ayn1 zamanda farkli bitki caylarinda iki kiiltiiriin mikrobiyal seliiloz iiretim miktarlarinin

karsilastirilmasi saglandi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda mikrobiyal seliiloz {iretim miktar1 (g/L) belirlendi ve
mikrobiyal seliiloz iiretiminin en yiiksek oldugu c¢ay belirlenerek ¢alismaya bu cay ile

devam edildi.

3.8.3. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi icin Uygun Cay Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismamizda diisiik maliyetli mikrobiyal seliiloz {iretimi amaciyla 3 ¢esit bitki cay1
arasindan en yiiksek seliiloz iiretiminin gerceklestirildigi yesil ¢ay, liretim ortami olarak
kullanildi. Yesil ¢ay konsantrasyonunun mikrobiyal seliiloz iiretimine etkisini aragtirmak
amaciyla %1-%15 arasinda degisen konsantrasyonlarda yesil ¢ay, 5 dakika boyunca
100°C’deki distile su ile demlendi. Demleme siirecinin sonunda, hazirlanan her bir ¢aya
%4 oraninda D-glukoz ilave edildi. Besiyerinin pH degeri 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCl ile
pH 6’ya ayarlanarak 110 °C’de 1,5 atm basingta 20 dakika boyunca steril edildi. Steril
edilen ¢ay besiyerlerine, Komagataeibacter europaeus ile Zygosaccharomyces
parabailii’nin 2:1 oraninda bir araya getirilmesiyle hazirlanan ve HS besiyerinde 168 saat
boyunca zenginlestirilen kiiltiir ile %10 oraninda ekim yapildi. Hazirlanan kiiltiirler 30

°C’de 168 saat boyunca statik inkiibasyona birakild1.

Inkiibasyon siiresinin sonunda mikrobiyal seliiloz {iretim miktar1 (g/L) belirlendi ve
mikrobiyal seliilloz iiretiminin en yliksek oldugu cay konsantrasyonu belirlenerek

calismaya s6z konusu ¢ay konsantrasyonu ile devam edildi.

3.8.4. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi icin Uygun Karbon ve ilave Azot Kaynaginin

Belirlenmesi

3.8.4.1. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi i¢in Uygun Karbon Kaynaginin Belirlenmesi

Mikrobiyal seliiloz iiretiminde kullanilan karbon kaynaginin mikrobiyal seliiloz
iiretimine etkisinin arastirilmasi amaciyla, %10 yesil cay ile hazirlanan besiyerine %4
oraninda; D-glukoz, sukroz, laktoz, maltoz, fruktoz ve galaktoz ayri ayn ilave edildi.
Hazirlanan besiyeri 0,1 M NaOH ve 0,1 M HCl ile pH 6’ya ayarlanarak 110 °C’de 1,5
atm basingta 20 dakika boyunca steril edildi. Steril edilen besiyerlerine,

Komagataeibacter europaeus ile Zygosaccharomyces parabailii’nin 2:1 oraninda bir
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araya getirilmesiyle hazirlanan ve HS besiyerinde 168 saat boyunca zenginlestirilen
kiiltiir ile %10 ekim oraninda ekildi ve 30 °C’de 168 saat boyunca statik inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyon siirecinin sonunda mikrobiyal seliiloz iiretim miktarlar1 (g/L) belirlendi ve
mikrobiyal seliiloz tiretiminin en yiiksek oldugu karbon kaynagi belirlenerek calismaya

s0z konusu karbon kaynagi ile devam edildi.

3.8.4.2. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi i¢cin Uygun Karbon Kayna@

Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Mikrobiyal seliiloz iiretiminde en yiiksek verimin saglandigi karbon kaynaginin (D-
glukoz) farkli konsantrasyonlarinin mikrobiyal seliiloz iiretimi {izerindeki etkisinin
arastirtlmasi amaciyla %10 yesil ¢ay ile hazirlanan besiyerine se¢ilen karbon kaynagi %2-
%16 oraninda ayr1 ayr ilave edildi. Besiyerinin pH’s1 0,1 M HCl ve 0,1 M NaOH ile pH
6’ya ayarlanip 110 °C’de 1,5 atm basingta 20 dakika boyunca steril edildi. Steril edilen
besiyerlerine Komagataeibacter europaeus ile Zygosaccharomyces parabailii’nin 2:1
oraninda bir araya getirilmesiyle hazirlanan ve HS besiyerinde 168 saat boyunca
zenginlestirilen kiiltiir ile %10 oraninda ekilerek 30 °C’de 168 saat boyunca statik

inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siirecinin sonunda, mikrobiyal seliiloz iiretim miktarlar1 (g/L) belirlendi ve
mikrobiyal seliiloz iiretiminin en yiiksek oldugu karbon kaynagi konsantrasyonu

belirlenerek ¢alismanin devaminda kullanildi.

3.8.4.3. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi i¢in Ilave Azot Kaynaginin ve Konsantrasyonun

Belirlenmesi

Calismamizda mikrobiyal seliiloz {iretimi i¢in alternatif {iretim ortami olarak kullanilan
yesil ¢aya ilave edilen azot kaynaginin ve azot kaynagi konsantrasyonunun etkisinin
belirlenmesi amaciyla segilen ¢ay konsantrasyonu (%10 yesil ¢ay) ve karbon kaynagi
(%10 D-glukoz) kullanilarak hazirlanan yesil ¢cay besiyerine, sirastyla % 0,5, %1 ve %1.5
oraninda maya 0ziitii, pepton, KNOs, NH4SO3 ve kazein ayri1 ayri ilave edildi. Besiyerinin
pH’s1 0,1 M HCI ve 0,1 M NaOH ile pH 6’ya ayarlanip 110 °C’de 1,5 atm basingta 20

dakika boyunca steril edildi. Steril edilen besiyerlerine HS besiyerinde 168 saat boyunca
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zenginlestirilen Komagataeibacter europaeus ve Zygosaccharomyces parabailii 'nin 2:1
oranindan bir araya getirilmesiyle hazirlanan kiiltiir %10 ekim orani ile ekilerek 30 °C’de
168 saat boyunca statik inkiibasyona birakild. inkiibasyon siirecinin sonunda, mikrobiyal
selilloz iiretim miktar1 (g/L) belirlendi. Calismanin devaminda, mikrobiyal seliiloz
tiretiminin en yiiksek oldugu ilave azot kaynagi belirlenen konsantrasyonda besiyerine
ilave edildi.

3.9. Mikrobiyal Seliiloz Uretiminde Uygun Fizyolojik Kosullarin Arastirilmasi
3.9.1. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi icin Uygun Baslangi¢ pH Degerinin Belirlenmesi

Uretim ortamina ait baslangi¢ pH degerinin mikrobiyal seliiloz iiretimi iizerine etkisinin
arastirilmasi amaciyla pH 2,0 ile 8,0 arasinda degisen pH’ larda hazirlanan yesil cay
besiyerine (%10 yesil c¢ay, %10 glukoz), Komagataeibacter europaeus ve
Zygosaccharomyces parabailii’'nin 2:1 oranindan bir araya getirilmesiyle hazirlanan ve
HS besiyerinde 168 saat boyunca zenginlestirilen kiiltiir %10 oraninda ayr1 ayr1 ekildi ve
30 °C’de 168 saat boyunca statik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siirecinin sonunda,
mikrobiyal seliiloz tiretim miktar1 (g/L) belirlendi ve mikrobiyal seliiloz iiretiminin en

yiiksek oldugu pH degeri belirlenerek ¢calismanin devaminda bu pH degeri kullanildi.

3.9.2. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi i¢in Uygun Ekim Miktarinin Belirlenmesi

Kiiltirlerin farkli konsantrasyonlarimin mikrobiyal seliiloz iiretimi iizerine etkisinin
belirlenmesi amaciyla secilen ¢ay konsantrasyonu, karbon kaynagi ve pH degeri (%10
yesil ¢ay, %10 glukoz, pH=5) kullanilarak hazirlanan ¢ay besiyerine, Komagataeibacter
europaeus ve Zygosaccharomyces parabailii’nin 2:1 oraninda bir araya getirilmesiyle
hazirlanan ve HS besiyerinde 168 saat boyunca zenginlestirilen kiiltiir, %10-%30
arasinda degisen oranlarda ayr1 ayr1 ekilerek 30°C’de 168 saat boyunca statik
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon siirecinin sonunda, mikrobiyal seliiloz iiretim miktar
(g/L) belirlendi ve mikrobiyal seliiloz iiretimin en yiiksek oldugu ekim miktar

belirlenerek ¢alismanin devaminda segilen ekim miktar1 kullanildi.
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3.9.3. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi icin Uygun Sicakhgin Belirlenmesi

Inkiibasyon sicaklik degerinin mikrobiyal seliiloz iiretimi iizerine etkisinin belirlenmesi
amactyla segilen ¢ay konsantrasyonu, karbon kaynagi ve pH degeri (%10 yesil cay, %10
glukoz, pH=5 ) kullanilarak hazirlanan ¢ay besiyerine, Komagataeibacter europaeus ve
Zygosaccharomyces parabailii’nin 2:1 oranindan bir araya getirilmesiyle hazirlanan ve
HS besiyerinde 168 saat boyunca zenginlestirilen kiiltiir, secilen ekim orani (%20) ile ayr1
ayr1 ekilerek, 4°C, 25°C,30°C ve 37°C’lik etiivlerde, 168 saat boyunca statik inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siirecinin sonunda, mikrobiyal seliiloz iiretim miktar1 (g/L)
belirlendi ve mikrobiyal seliiloz iiretiminin en yiiksek oldugu sicaklik degeri belirlenerek

calismanin devaminda se¢ilen sicaklik degeri kullanilda.

3.9.4. Mikrobiyal Seliilloz Uretimi icin Farkh Calkalama Hizlarimn EtKisinin

Belirlenmesi

Mikrobiyal seliiloz iiretimi i¢in uygun inkiibasyon yonteminin belirlenmesi amaciyla
secilen ¢ay konsantrasyonu, karbon kaynagi ve pH degeri (%10 yesil ¢ay, %10 glukoz,
pH=5 ) kullanilarak hazirlanan c¢ay besiyerine, Komagataeibacter europaeus ve
Zygosaccharomyces parabailii’nin 2:1 oranindan bir araya getirilmesiyle hazirlanan ve
HS besiyerinde 168 saat boyunca zenginlestirilen kiiltiir, secilen ekim oran1 (%20) ile ayr1
ayn ekilerek, 30°C’de 168 saat boyunca, 0 rpm, 50 rpm,100 rpm ve 200 rpm calkalama
hizlarinda 168 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siirecinin sonunda
mikrobiyal seliiloz tiretim miktar1 (g/L) belirlenerek, calkalama hizinin mikrobiyal
seliiloz iiretimine etkisi belirlendi ve ¢calismanin devaminda secilen inkiibasyon yontemi

kullanildi.

3.9.5. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi i¢in Uygun Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi

Inkiibasyon siiresinin, mikrobiyal seliiloz iiretimi iizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla
secilen ¢ay konsantrasyonu, karbon kaynagi ve pH degeri (%10 yesil ¢ay, %10 glukoz,
pH=5 ) kullanilarak hazirlanan ¢ay besiyerine, Komagataeibacter europaeus ve
Zygosaccharomyces parabailii’nin 2:1 oranindan bir araya getirilmesiyle hazirlanan ve
HS besiyerinde 168 saat boyunca zenginlestirilen kiiltiir, secilen ekim orani (%20 ) ile
ayr1 ayri ekildi. Ekﬁbasyon 30°C’de, statik ortamda, 24, 72, 120, 168, 240, 360 ve 480
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saat olacak sekilde gerceklestirildi. Inkiibasyon siirecinin sonunda mikrobiyal seliiloz
tiretim miktar1 (g/L) belirlenerek, inkiibasyon siiresinin mikrobiyal seliiloz iiretimine

etkisi belirlendi ve ¢aligsmanin devaminda segilen inkiibasyon siiresi kullanildi.

3.10. Mikrobiyal Seliiloz Uretimine Etki Eden Diger Faktorlerin Belirlenmesi

3.10.1. Uretim Ortamina Eklenen Cesitli Maddelerin Mikrobiyal Seliiloz Uretimine

Etkilerinin Arastirilmasi

Uretim ortamina ilave edilen farkli bilesiklerin, mikrobiyal seliiloz iiretimine etkisinin
belirlenmesi amaciyla hazirlanan ¢ay besiyerine (%10 yesil ¢ay, %10 glukoz, pH=5), %
1, % 1,5 ve % 2 oraninda farkli maddeler (Askorbik asit, Aycicek yagi, Zeytinyagi,
Hindistan cevizi yag) ilave edildi. Hazirlanan besiyerlerine, HS besiyerinde 168 saat
boyunca zenginlestirilen Komagataeibacter europaeus ve Zygosaccharomyces
parabailii 'nin kiltiird, %20 oraninda ayr1 ayr1 ekilerek, 30°C’de 168 saat boyunca statik
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siirecinin sonunda mikrobiyal seliiloz {iretim miktar

(g/L) belirlenerek, bu bilesiklerin mikrobiyal seliiloz iiretimine etkisi arastirildi.

3.10.2. Isggin Mikrobiyal Seliiloz Uretimine Etkisinin Belirlenmesi

Isigin mikrobiyal seliiloz iiretimi iizerine etkisinin saptanmasi amaciyla segilen cay
konsantrasyonu, karbon kaynagi ve pH degeri (%10 yesil ¢ay, %10 glukoz, pH=5)
kullanilarak ~ hazirlanan  ¢ay  besiyerine, Komagataeibacter europaeus ve
Zygosaccharomyces parabailii 'nin 2:1 oraninda bir araya getirilmesiyle hazirlanan ve HS
besiyerinde 168 saat boyunca zenginlestirilen kiiltiir, se¢ilen ekim orani (%20 ) ile ayri
ayri ekildi. Inkiibasyon, karanlik ve aydinlik ortamlarda 30°C’de 240 saat boyunca statik
olarak gerceklestirildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, mikrobiyal seliiloz {iretim miktar

(g/L) belirlenerek 15181 mikrobiyal seliiloz liretimine etkisi arastirildi.

3.11. Yesil Cayin Tekrar Kullanilabilirliginin Belirlenmesi

Calisgmamizda diisiik maliyetli mikrobiyal seliiloz iiretiminin saglanmasi amaciyla,
alternatif liretim ortami olarak kullanilan yesil ¢ayin, atik olarak tekrar

degerlendirilebilmesi de arastirildi. Bunun i¢in alternatif iiretim ortaminin hazirlanmasi
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sonucunda ortaya ¢ikan atik yesil cay yapraklar 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 kez tekrar
demlenerek kullanildi. Bunun i¢in se¢ilen ¢ay konsantrasyonu, karbon kaynag ve pH
degeri (%10 yesil cay, %10 glukoz, pH=5) kullanilarak hazirlanan ¢ay besiyerine
Komagataeibacter europaeus ve Zygosaccharomyces parabailii’nin 2:1 oraninda bir
araya getirilmesiyle hazirlanan ve HS besiyerinde 168 saat boyunca zenginlestirilen
kiiltiir, secilen ekim oran1 (%20 ) ile ayr1 ayr1 ekildi ve 30 °C’de 168 saat boyunca statik
inkiibasyon gerceklestirildi. Inkiibasyon siirecinin sonunda, mikrobiyal seliiloz iiretim
miktar1 (g/L) belirlenerek, atik yesil cayin mikrobiyal seliiloz iiretiminde kullanilabilirligi

arastirildi.

3.12. Mikrobiyal Seliilozun Yikanmasi ve Kurutulmasi

Belirlenen en uygun besiyerinde (%10 yesil ¢ay, %10 glukoz, pH=5), Komagataeibacter
europaeus ve Zygosaccharomyces parabailii’nin 2:1 oraninda bir araya getirilmesiyle
hazirlanan ve HS besiyerinde 168 saat boyunca zenginlestirilen kiiltiir ile ger¢eklestirilen
inkiibasyon siireci sonunda besiyeri yiizeyinde olusan mikrobiyal seliiloz tabakalar
toplanarak oncelikle distile su ile yikandi. Sonrasinda 70 °C’deki 0,1 M NaOH ¢d6zeltisi
icinde 1 saat bekletildi. Daha sonra % 1°lik asetik asit ile muamele edilen mikrobiyal
seliiloz, rengi acilip, pH degeri 7 olana kadar distile su ile birka¢ kez yikanarak 30 °C’de
kurutuldu [62].

3.13. Mikrobiyal Seliilozun Karakterizasyonu

Calisma sonucunda elde edilen ve temizlenip, kurutulan mikrobiyal seliilozun
ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla, Hacettepe Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama
ve Arastirma Merkezi’'nden (HUNITEK) hizmet alimi yapilarak, karakterizasyon
islemleri gergeklestirildi. Mikrobiyal seliilozun yiizey goriintiisii, taramali elektron
mikroskobu (SEM), yapisindaki elementler ve bu elementlerin birbiriyle baglanmalari ise
Fourier Doniistimlii Kiz1l6tesi Spektroskopisi (FTIR) ve termal kararhilik degeri ise

Termogravimetrik Analiz cihazi (TGA) ile karakterize edildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Endiistriyel iriinlere olan talep her gecen giin artmaktadir. Giiniimiizde, malzeme
biliminin en 6nemli ilgi alanlarindan biri siirdiiriilebilir dogal kaynaklardan, farkli ve
geligmis 6zelliklere sahip olan biyomateryallerin iiretilmesidir. Enerji, yakit ve malzeme
gibi endiistriyel dneme sahip olan triinlerin tiretimi i¢in hammadde olarak yenilenebilir
kaynaklara yonelim artmistir. Bu baglamda ise dogal kaynaklardan elde edilen
polisakkaritler ve polimerler malzeme ve materyal endiistrisinde 6nemli Ol¢lide 6ne
cikmaktadir. Seliiloz da dogada en bol bulunan biyopolimerlerden bir tanesidir ve bir¢ok
farkli uygulamada kullanilabilen tilkkenmez bir hammadde kaynagidir. Dogadaki
seliilozun ana kaynagi ¢ok yillik bitkiler olmasina karsin, bakteriler de hiicre disinda
seliiloz tiretebilmektedir. Bakteriler tarafindan {iretilen bu polimer mikrobiyal seliiloz
olarak adlandirilmaktadir ve bitkilerden elde edilen seliiloz ile kiyaslandiginda,
hemiseliiloz ve lignin gibi bilesiklerle bir arada bulunmamasi ve saflik derecesinin yiiksek
olmasi nedeniyle 6ne ¢ikmaktadir. Mikrobiyal seliiloz geleneksel olarak sentetik ve
yiiksek maliyetli besiyerleri kullanilarak iiretilmekte, bu da mikrobiyal seliilozun biiyiik
Olcekli kullanimini sinirlamaktadir. Bu noktada giintimiizde mikrobiyal seliiloz tiretimi
icin alternatif iiretim ortamlar1 arastirilmaktadir. Bu baglamda, ¢alismamizda farkl
sirkelerden izole edilen mikroorganizmalar ile olusturulan karisik kiiltiirler ile bitki

caylarindan hazirlanan iiretim ortaminda mikrobiyal seliiloz {iretimi amaglandi.

4.1. Cesitli Sirkelerden Mikroorganizmalarin izolasyonu

Mikrobiyal seliilozun Agrobacterium, Aerobacter, Achromobacter, Azotobacter,
Pseudomonas, Rhizobium ve Sarcina cinslerine ait bakteriler tarafindan sentezlendigi
bilinmesine ragmen, endiistriyel amacli mikrobiyal seliiloz tiretiminde en ¢ok kullanilan
bakteriler sirke bakterisi olarak da bilinen Acetobacter cinsine aittir ve bu bakterilerin
dogal kaynaginin sirke oldugu bilinmektedir [28, 63]. Bu baglamda bu galismada,
mikrobiyal seliiloz {ireticisi olan mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in ev yapimi; nar,
liziim, elma ve kiraz sirkeleri kullanildi. Ev yapimi sirkelerden steril kosullar altinda
aliman Ornekler, HS besiyerine ekilerek zenginlestirildikten sonra, seri sulandirma
yontemi ile seyreltilerek izolasyon i¢in hazirlanan HSA, GYCA, Yamanaka Agar, Frateur
Agar ve Malt Oziitii Agar besiyerlerine tek koloni ekim teknigi ile ekildi ve statik kosullar
altinda 30°C’de 72 saat boyunca inkiibasyona birakildi.
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iki farkli ilden temin edilen, ev yapimi 6 farkli sirke 6rneginden inkiibasyon siirecinin
sonunda farkli koloni morfolojilerine sahip oldugu belirlenen 15 adet mikroorganizma
izole edildi ve saf kiiltiirleri elde edilen bu izolatlar birer kod ile isimlendirildi (Cizelge
4.1). izolasyon sonrasinda ilk olarak, elde edilen 15 mikroorganizmanin HS besiyerinde

seliiloz tiretimleri degerlendirildi.

Cizelge 4.1. Farkli sirke Orneklerinden izole edilen mikroorganizmalar ve

mikroorganizmalara verilen kodlar.

Mikroorganizmanin Izole Edildigi Sirke Izole Edilen Mikroorganizmalar ve Kodlart
Elma Sirkesi (Cubuk, Ankara,2018) EB1, EM1
Uziim Sirkesi (Ayas, Ankara,2018) UBI1, UB2,UB3, UM1
Elma Sirkesi (Polatli, Ankara,2018) EB2, EB3, EB4
Nar Sirkesi (Baglica, Ankara,2019) CB1,CM1,
Kiraz Sirkesi (Baglica, Ankara, 2017) CM2
Elma Sirkesi (Nigde, 2020) CB2, NB1,NB2

HS besiyerinde seliiloz tiretimleri degerlendirilen bu 15 mikroorganizmadan, nar (CB1)
ve elma sirkelerinden izole edilen (CB2, EB1, EB2) bakterilerin mikrobiyal seliiloz
tirettigi, geriye kalan 11 izolatin ise HS besiyerinde seliiloz iiretmedigi saptandi. Seliiloz
iiretmeyen izolatlardan nar ve kiraz sirkesinden izole edilen (CM1, CM2) mayalarin ise
GYCA besiyerinde, etanol tireterek besiyerinin pH degerini degistirdikleri ve besiyerinde
renk degisimine neden olduklar1 belirlendi. Literatiir taramas1 yapildiginda, asetik asit
bakterileri tarafindan glukonik asit ve asetik aside okside edilen etanoliin {iretimini
gerceklestirdikleri icin, mikrobiyal seliiloz iiretiminde etkili olabilecekleri dngoriilen bu
mikroorganizmalar da ¢alismanin devaminda kullanilmak tizere, seliiloz iireticisi oldugu
belirlen bakteri drnekleri ile birlikte %15°1lik gliserollii HS besiyerine ekilerek, -20 °C’de
sakland1 [64 - 66].

4.2. Sirkeden izole Edilen Mikroorganizmalarin Seliiloz Uretimlerinin Arastirilmasi

Sirke orneklerinden izole edilen ve seliiloz iireticisi oldugu belirlenen nar sirkesi (CB1)
ve elma sirkesinden (CB2, EB1, EB2) izole edilen bakteri izolatlari, HS besiyerine

ekilerek 30 °C’de 168 saat boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinin sonunda, en
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yiiksek mikrobiyal seliiloz iiretim miktarinin 13,2 g/L olarak Ankara ilinden temin edilen
nar sirkesinden izole edilen bakteri (CB1) tarafindan gergeklestirildigi belirlenirken,
Nigde ilinden temin edilen elma sirkesinden izole edilen bakteriye (CB2) ait mikrobiyal
seliiloz tiretiminin 10,18 g/L oldugu belirlendi ve bu bakteriler ¢alismanin devaminda
kullanilmak iizere, mikrobiyal seliiloz iireticisi olarak secildi. izolatlar arasindan, en
diisiik mikrobiyal seliilloz iiretiminin Ankara’nin Cubuk ve Polath ilgelerinden temin
edilen elma sirkelerinden izole edilen bakteriler (EB1, EB2) tarafindan sirasiyla 3,31 g/L
ve 2,56 g/L olmak lizere gerceklestirildigi belirlendi (Sekil 4.1).

16 -
14 -

12 A

Mikrobiyal Seliiloz (g/L)

CB1 CB2 EB1 EB2
Mikroorganizmalar

Sekil 4.1. Sirke 6rneklerinden izole edilen bakterilerin HS besiyerinde mikrobiyal seliiloz

uretimleri

4.3. Mikrobiyal Seliilloz Uretiminde Kullanilacak Olan Mikroorganizmalarin

Belirlenmesi

Hemiseliiloz, lignin gibi ikincil bilesikler icermeyen saf bir biyopolimer olan mikrobiyal
seliillozun endiistride pek ¢ok kullanim alan1 bulunmaktadir. Ancak tiretimin diigiik verim
ve yiiksek maliyet ile gerceklestirilmesi seliilozun endiistriyel diizeyde kullanimi igin

biiyiik bir problem yaratmaktadir. Bu baglamda ¢alismamizin amaglarindan biri yiiksek
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verimle seliiloz iiretimidir. Mikrobiyal seliiloz endiistriyel olarak genellikle asetik asit

bakterilerinin saf kiiltiirleri ile tiretilmektedir [1].

Calismamizda, mikrobiyal seliiloz iiretim veriminin arttirilmasi amaciyla ev yapimi
sirkelerden izolasyonu gerceklestirilen mikroorganizmalarin hazirlanan  karisik

kiiltiirleriyle seliiloz iiretimi arastirildi.

Bunun i¢in Boliim 3.5.’de verildigi gibi izolatlarin farkli oranlarda bir araya getirilmeleri
ile hazirlanan kiiltiirler %10 ekim orani sabit kalacak sekilde HS besiyerine ekilerek statik
kosullar altinda 168 saatlik inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siirecinin ardindan, en

yiiksek miktarda seliiloz liretimini gerceklestiren kiiltiirler belirlendi.

Calismamizin sonuglarina gore optimizasyon Oncesinde, nar sirkesinden izole edilen
bakteri (CB1) ile yine nar sirkesinden izole edilen mayanin (CM1), 2:1 (2CB1/1CM1)
oraninda bir araya getirilmesiyle elde edilen kiiltiir ile HS besiyerinde 14,7 g/L
mikrobiyal seliiloz elde edildigi ve bu karigik kiiltiiriin arastirilan karigik kiilttirler
arasinda en yiikksek mikrobiyal seliiloz iiretimini gerceklestirdigi belirlendi. Nar
sirkesinden izole edilen bakterinin (CB1), HS besiyerindeki seliiloz liretim miktar1 14.05
g/L iken, bakteri ve mayanin 2:1 oraninda bir araya getirilmesiyle elde edilen kiiltiiriin
(2CB1/1CM1) kullanilmasiyla elde edilen selilloz miktarimin saf kiiltiire kiyasla %5
oraninda artt1g1 saptandi. Bu nedenle ¢aligmaya nar sirkesinden izole edilen bakteri (CB1)
ve nar sirkesinden izole edilen mayanin (CM1) 2:1 (bakteri/maya) oraninda bir araya

getirilmesi ile hazirlanan kiiltiir 2CB1/1CM1) ile devam edildi.

Bunun yani sira, nar sirkesinden izole edilen bakterinin (CB1) saf kiiltiirii ile elde edilen
seliilloz miktar1 14,01 g/L iken, kiraz sirkesinden izole edilen maya (CM2) ile 1:1, 1:2 ve
2:1 (bakteri/maya) oranlarda bir araya getirilmesiyle hazirlanan ii¢ kiiltiir ile elde edilen
seliiloz miktarmin sirasiyla; 13.3, 10.46 ve 11.6 g/L oldugu ve iiretimin saf kiiltiir ile

karsilastirildiginda diistiigli belirlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Karigik kiiltiirlerin HS besiyerinde seliiloz liretimlerinin belirlenmesi

Fan ve arkadaslar tarafindan, Komagataeibacter xylinus ile mikrobiyal seliiloz tiretimini
arastirdiklar1 bir ¢alismada, HS besiyerinde mikrobiyal seliiloz {iretiminin optimizasyon
sonrasinda 3,9 g/L oldugunu belirlenirken, Dubey ve arkadaslar1 ise Komagataeibacter
europaeus SGP37 ile iretimin 9,98 g/L olarak belirlemistir [67, 68]. Jacek ve
arkadaslarinin Komagataeibacter rhaeticus K3 susunu mikrobiyal seliiloz {ireticisi olarak
kullandiklar1 bir ¢alismada ise HS besiyerinde iiretimin 5,46 g/L oldugunu bildirilmistir
[69].

4.4. Mikrobiyal Seliilloz Uretiminde Kullamlacak Olan Mikroorganizmalarin

Tanimlanmasi

Calismanin devaminda kullanilacak olan mikroorganizmalarin tanimlanmasi ig¢in
izolatlarin; kiiltiirel, morfolojik ve biyokimyasal ozellikleri Bolim 3.5’de verildigi

sekilde arastirildi.
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4.4.1. Mikroorganizmalarin Morfolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

HSA, Frateur Agar ve GYCA besiyerlerine ekilen nar sirkesinden izole edilen seliiloz
tireticisi bakterinin (CB1), HSA ve Frateur besiyerinde krem renkte, kiigiik, konveks
yapida, mukoid ve diiz kenarli koloniler olusturdugu saptanirken, GYCA besiyerinde ise
beyaz renkte, kiigiik, konveks yapida, diiz kenarli koloniler olusturdugu belirlendi (Sekil
4.3 ve Sekil 4.4). Ayrica GYCA besiyerinde kalsiyum karbonatin asetik asit olusumu ile

coziilmesiyle birlikte besiyerinde seffaf zon olusumuna neden oldugu saptandi (Sekil

4.3).

HSA Besiyeri

GYCA Besiyeri

Sekil 4.3. Sirkeden izole edilen CB1 kodlu bakterinin HSA ve GYCA besiyerindeki

makroskobik goriintiisii.
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Frateur Besiyeri

Sekil 4.4. Sirkeden izole edilen CB1 kodlu bakterinin Frateur besiyerindeki makroskobik

goruntisu

Calismada kullanilmak tizere secilen ve nar sirkesinden izole edilen maya (CM1), HSA,
GYCA ve Malt Oziitii Agar besiyerlerine ekilerek, inkiibasyon siiresinin ardindan
makroskobik olarak incelendi. Incelemenin sonunda HSA besiyerinde, beyaz renkte,
biiyiik, konveks yapida ve diiz kenarli koloniler olusturdugu saptanirken, Malt Oziitii
Agar besiyerinde krem renginde kiiciik, konveks yapida ve diiz kenarli koloniler
olusturdugu belirlendi (Sekil 4.5). Bunun yan1 sira GYCA besiyerinde renk degisimine
neden oldugu gozlemlendi (Sekil 4.6).
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HSA Besivyeri MEA Besivyeri

Sekil 4.5. Sirkeden izole edilen CM1 kodlu mayanin HSA ve Malt Oziitii Agar (MEA)

besiyerindeki goriintiisii.

Sekil 4.6. Sirkeden izole edilen CM1 kodlu mayanin GYCA besiyerindeki goriintiisii

Sirke orneklerinden izole edilen ve c¢alismada kullanilmak {izere secilen bakteri ve
mayalarin makroskobik incelemelerle koloni morfolojileri belirlenirken, bakterilerin

Gram boyama yontemi, mayalarin ise Metilen mavisi ile boyanmasiyla mikroskobik
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olarak incelemeleri yapildi. Boyama yapildiktan sonra 100x’lik objektif ile incelenen
bakterinin Gram negatif, basil seklinde, kiigiik hiicre yapisina sahip oldugu saptandi.
Maya izolatinin ise biiyiik, elipsoidal bir hiicre yapisina sahip oldugu belirlendi (Sekil
4.7).

Sekil 4.7. Sirkeden izole edilen mikroorganizmalarin boyama sonucunda elde edilen

mikroskobik goriintiileri

a) Nar sirkesinden izole edilen bakterinin (CB1) Gram boyama yontemi ile

boyanmasi sonucunda elde edilen mikroskobik goriintiisii

b) Nar sirkesinden izole edilen mayanin (CM2) Metilen boyasi ile boyanmasi

sonucunda elde edilen mikroskobik goriintiisii

4.4.2. Mikroorganizmalarin Biyokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Sirke orneklerinden izole edilen bakterinin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi ve
tiir tanimlanmasi i¢in Boliim 3.5.3’de belirtildigi gibi Bergey Sistematik Bakteriyoloji
Kilavuzu, 1984 (Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology) kriterleri esas alinarak,
kullanilan testler buna gore yapildi ve Cizelge 4.2°de verilen sonuglar elde edildi. Elde
edilen sonuglar degerlendirildiginde nar sirkesinden izole edilen bakterinin asetik asit

bakterilerinden Acetobacter genusuna ait oldugu kabul edildi.
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Cizelge 4.2. Tanimlamada kullanilan 6zellikler

Ozellikler CB1
Hareketlilik -
Indol -
Glukoz Fermantasyonu (Asit ve Gaz Olusumu) +
Fruktoz Fermantasyonu (Asit ve Gaz Olusumu) +
Sukroz Fermantasyonu (Asit ve Gaz Olusumu) +
Laktoz Fermantasyonu (Asit ve Gaz Olusumu) +
Nitrat Reaksiyonu -
Jelatin Hidrolizi -
Katalaz Testi +

4.4.4. Mikroorganizmalarin Genotipik Yontemlerle Tanimlanmasi

Sirke Orneklerinden 1zole edilen ve c¢alismada kullanilmak {izere secilen
mikroorganizmalarin tanimlanmasindal6S rRNA ve 18S rRNA gen dizileme yontemi
kullanildi. Sonug olarak nar sirkesinden izole edilen CB1 kodlu bakteri, %99 benzerlik
orani ile Komagataeibacter europaeus ve nar sirkesinden izole edilen CM1 kodlu maya

ise %99 benzerlik orani ile Zygosaccharomyces parabailii olarak belirlendi.

4.5. Mikrobiyal Seliiloz Uretiminin Arastirilmasi
4.5.1. Zenginlestirme Besiyerine Ekim ve Uretim

Mikrobiyal seliiloz liretiminin arastirildigl pek ¢ok calismada, kullanilan kiiltiir iiretim
siiresinin kisaltilmasi ve kiiltiir miktarinin arttirilmasi i¢in 72 saat ile 240 saat arasinda
degisen On inkiibasyona tabii tutulmaktadir [70-72]. Zenginlestirme olarak isimlendirilen
bu iiretim basamagy, iiretim siiresini etkiledigi i¢in maliyeti etkileyen faktorlerden biridir.
Bu nedenle ¢calismamizda, iiretim siiresini kisaltmak ve maliyeti diisiirmek amaciyla iki

farkli zenginlestirme siiresi degerlendirildi. Bunun i¢in, Komagataeibacter europaeus ve
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Zygosaccharomyces parabailii’nin 2:1 oranindan bir araya getirilmesiyle hazirlanan
kiiltiir, zenginlestirme ortami olarak kullanilan HS besiyerinde 30 °C’de 72 ve 168 saat
boyunca inkiibasyona birakilarak, inkiibasyon siirecinin sonunda, HS besiyerine ekildi ve
statik kosullarda 30 °C de 168 saat boyunca inkiibasyona birakildi. 72 saatlik
zenginlestirme siireci sonunda 11.6 g/L (£ 0,25) seliiloz elde edilirken, 168 saatlik
zenginlestirme siireci sonucunda 14.9 g/L (+ 0,30) seliiloz elde edildi Calismanin
devaminda mikroorganizmalarin HS besiyerinde 30 °C’de 168 saatlik zenginlestirme

stiresi ile mikrobiyal seliiloz iiretimine devam edildi.

4.5.2. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi i¢in Alternatif Uretim Ortamlarimin Belirlenmesi

Mikrobiyal seliiloz geleneksel olarak, yiiksek maliyetli ticari besiyerleri kullanilarak
tiretilmekte, bu da mikrobiyal seliilozun biiyiik 6lgekli kullanimini sinirlamaktadir. Bu
noktada giiniimiizde mikrobiyal seliiloz iiretimi i¢in alternatif iiretim ortamlari
arastirilmaktadir. Bu baglamda, ¢alismamizda mikrobiyal seliiloz iiretimi i¢in kullanilan
ve ticari olarak temin edilen HS besiyerine alternatif olacak tiretim ortamlarinin

arastirilmasi hedeflendi.

Mikrobiyal seliiloz iiretiminin gergeklestirilebilmesi i¢in alternatif bir besiyerinin
arastirilmasinin amacglandigi ¢alismamizda, HS besiyerinin yerine, alternatif iiretim
ortami1 olarak %1 oraninda hibiskus ¢ayi, siyah ¢ay ve yesil ¢ay kullanildi. Hazirlanan
besiyerlerine Komagataeibacter europaeus ve Zygosaccharomyces parabailii nin 2:1
oranindan bir araya getirilmesiyle hazirlanan kangik kiltlir ve yalnizca
Komagataeibacter europaeus %10 oraninda ekilerek farkli bitki ¢aylarinda iki kiiltiiriin

mikrobiyal seliiloz tiretim miktarlarinin karsilagtirilmasi saglandi.
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Mikrobiyal seliiloz {iretiminin maliyetinin diisiiriilmesi amaciyla, {iretim ortami olarak
kullanilan bu 3 farkli bitki ¢ay1 arasindan en yiiksek seliiloz tiretiminin Komagataeibacter
europaeus ve Zygosaccharomyces parabailii’nin 2:1 oranindan bir araya getirilmesiyle
hazirlanan karigik kiiltiir tarafindan yesil ¢ay ile hazirlanan besiyerinde 4,9 g/L olarak
gerceklestirildigi belirlenirken, ayni besiyerinde Komagataeibacter europaeus tarafindan
2,4 g/L mikrobiyal seliiloz iiretimi oldugu belirlendi (Sekil 4.8). Bu nedenle ¢alismanin
devaminda, Komagataeibacter europaeus ve Zygosaccharomyces parabailii’nin 2:1
oranindan bir araya getirilmesiyle hazirlanan karigik kiiltliriin mikrobiyal seliiloz {ireticisi
olarak kullanilmasina devam edildi ve yesil ¢ay iiretim ortami olarak kullanildi. %1
oraninda yesil ¢ay ile elde edilen seliilloz miktari, HS besiyerinde elde edilen miktar ile
karsilastirildiginda oldukga diisiik oldugu i¢in alternatif tiretim ortami olarak secilen yesil
cay kullanilarak, ¢ay konsantrasyonu, karbon kaynagi, karbon kaynagi konsantrasyonu
ve ilave azot kaynagi gibi tiretimi etkileyen kosullar optimize edilerek yiliksek verim ve

diisiikk maliyet ile mikrobiyal seliiloz liretimi arastirildi.
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4 Komagataeibacter europaeus

Sekil 4.8. Farkli tiretim ortamlarinda mikrobiyal seliiloz {iretiminin belirlenmesi.

Azot, yesil cay Oziitiiniin yaklasik %6’sin1 olugturmaktadir ve cay yapraklarinda, niikleik
asitler ve amino asitlerin olusumunda da gorev almaktadir [73]. Yesil ¢ayin toplam azot

igceriginin yaklasik %50’°sini kafein ve kafeinle iliskili olan alkoloidler gibi bilesikler
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olusturmaktadir. Buna ek olarak ¢ay igeriginde yer alan katesinlerin de yliksek oranda
azot igerdigi bilinmektedir [74]. Bu baglamda mikrobiyal seliiloz iiretim ¢aligmalari

arastirildiginda, yesil ¢ayin azot kaynagi olarak degerlendirildigi goriillmektedir.

Literatiirde, seliiloz treticisi olarak kombucha karigik kiiltiiriiniin kullanildig1 ve yesil
cay, siyah ¢ay, misir piiskiilii ¢ay1 ve rooibos ¢ayinin kullanildig1 bir ¢alismada, diger
bitki caylar1 ile kiyaslandiginda yesil cay ile seliiloz iiretim veriminin %243’e kadar
ulastig1 belirtilmektedir. Ayni ¢alismada siyah cay ile elde edilen mikrobiyal seliiloz
kalinliginin yesil caydakinden fazla oldugu ve mikroorganizmalarin ¢ay1 azot kaynagi

olarak kullandig bildirilmistir [75].

Moda endiistrisinde kullanilmak tizere, kombucha karisik kiiltiirii ile mikrobiyal seliiloz
iiretiminin arastirildig1 bir caligmada ise, siyah ¢ay ve yesil ¢ay azot kaynagi, sukroz ise
karbon kaynagi olarak kullanilarak 28 °C’de, statik kosullar altinda inkiibasyon
gerceklestirilmistir. Bu g¢aligmada da calismamiza paralel olarak, en yiiksek seliiloz

tiretim miktarinin yesil cay ile elde edildigi belirlenmistir [76].

Yim ve arkadaslari, kombucha karisik kiiltiirii ile azot kaynagi olarak yesil ¢ay, karbon
kaynagi olarak ise glukoz kullanildiginda mikrobiyal seliiloz iiretiminin artmasini, yesil
cayin antioksidan aktivitesinin fazla olmasi ve azot iceriginin diger ¢aylardan yiiksek

olmasi ile agiklamaktadir [75].

Yesil cay olarak isimlendirilen Camellia sinensis bitkisi, en ¢ok flavonoid barindiran
bitkilerden biri olmasinin yani sira igeriginde binlerce bilesen bulunmaktadir. Bu
bilesenlerin basinda katesinler, flavonoller, fenolik asitler, ve proantosiyanidinler
gelmektedir [77, 78]. Polifenollerin yani sira ¢ay iceriginde potasyum, magnezyum, klor,
fosfor ve bakir gibi elementler ile eser miktarda lipid ve karbonhidrat da bulunmaktadir.
Ozellikle cay bitkisinden elde edilen yesil ¢ay, igerik bakimindan en zengin ¢ay cesidi
olarak bilinmektedir. Igeriginde yer alan 4000°den fazla bilesen, yesil cayin antioksidan,
antiinflamatuar ve antidiyabetik etki gostermesinin baslica nedenidir [79, 80]. Bu
baglamda yesil ¢ayin zengin icerigi ve yukarida belirtildigi gibi azot kaynagi olarak da
onemli olmasi ¢calismamizda en yliksek seliiloz tiretim ortaminin yesil ¢gay olmasi nedeni

olarak belirtilebilir.
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4.5.3. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi icin Uygun Cay Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Bir¢ok bilim insani1 tarafindan mikrobiyal seliiloz iiretiminde geleneksel olarak kullanilan
ve maliyetinin yliksek olmasi nedeniyle tliretimi sinirlandiran HS besiyerinin yerine daha
diisiikk maliyetli ve daha yiiksek verim ile mikrobiyal seliiloz tiretiminin saglanmasi i¢in
alternatif iiretim ortamlar1 arastirmaktadir. Ozellikle son yillarda mikrobiyal seliiloz
tiretiminde bitki ¢caylarinin kullanilmasi arastirilmaktadir. Siyah ¢ay, roobios ¢ay1 ve yesil
cay gibi bitki ¢aylari, %0,25 ile %15 arasinda degisen konsantrasyonlarda mikrobiyal
selilloz tretiminde kullanilmig ve iretimde kullanilan bitki ¢ayr kadar bitki cay1
konsantrasyonunun da etkili oldugu belirlenmistir. Bu nedenle c¢alismamizda da
mikrobiyal seliiloz iiretimi i¢in alternatif {iretim ortami olarak secilen yesil cay icin
oncelikle uygun cay konsantrasyonu arastirilarak c¢ay konsantrasyonun mikrobiyal

seliiloz iiretimindeki etkisi degerlendirildi.

Calismamizda, alternatif iiretim ortami olan yesil ¢cayin %1-%15 arasinda degisen
konsantrasyonlar1 kullanilarak, en yliksek mikrobiyal seliiloz iiretiminin saglandigi ¢ay
konsantrasyonunun %10 oldugu ve Sekil 4.2°de belirtilen HS besiyerinden elde edilen
mikrobiyal seliiloz miktar1 ile kiyaslandiginda, %10 oraninda yesil ¢ay konsantrasyonu
kullanilarak elde edilen seliilozun litrede yaklasik olarak %110 daha fazla oldugu
belirlendi. Yesil caym %1 konsantrasyonu ile elde edilen mikrobiyal seliilloz miktari ile
karsilastirlldiginda, %10 yesil ¢ay ile iiretimin, 6 g/L’den, 30,75 g/L’ye c¢iktig1 ve
iretimin %500 arttig1 ve ¢cay konsantrasyonun mikrobiyal seliiloz tiretimi i¢in etkin bir

parametre oldugu belirlendi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Farkli Yesil cay konsantrasyonlarinda mikrobiyal seliiloz iiretimlerinin

belirlenmesi

Fahim ve Montazer Komagataeibacter xylinus ile mikrobiyal seliiloz tiretimini
arastirdiklar1 bir ¢alismada azot kaynagi olarak %3 yesil ¢ay kullanarak 0,24 g/L seliiloz
elde ederken, Garza ve arkadaslari kombucha karigik kiiltiirii ile azot kaynag: olarak
kullanilan %0,36 konsantrasyonundaki yesil ¢ay ve dekstroz ile 10 g/L seliilloz elde
etmistir [81,82].

Yim ve arkadaslari, kombucha karigik kiiltiirii ile azot kaynagi olarak yesil cayin
kullanildig1 bir calismada 9%0,2 ile %0,3 arasinda degisen cay konsantrasyonlarini
denemis ve en yiiksek {retimin %0,25 yesil ¢ay ile elde edildigini, cay
konsantrasyonunun mikrobiyal seliiloz iretiminde ve mikrobiyal seliilloz kalinliginda
etkili oldugunu bildirmistir [75]. Komagataeibacter xylinus ile tekstil endiistrisinde
kullanilmak iizere mikrobiyal seliiloz tiretimi gergeklestirilen baska bir ¢alismada ise %10
yesilcay ve %5 sukroz ile 13,8 g/L. mikrobiyal seliiloz iiretimi gerceklestirildigini ve
tiretilen seliilozun tekstilde kullanilan pamuk kumaslara kiyasla daha esnek ve dayanikli

oldugu bildirilmistir [83].

64



Mikrobiyal seliiloz tiretiminde alternatif besiyeri olarak kullanilan yesil ¢ayin igeriginde
yaklasik olarak %10 azot bulundurmaktadir. Bu baglamda, yesil ¢ay konsantrasyonunun
artmasi paralel olarak azot kaynagiin artisidir. Azot kaynagi mikroorganizmalarin
iiremesini, metabolik faaliyetlerini, primer ve sekonder metabolitlerin {iretiminin
etkilemektedir [84]. Ancak iiretim ortaminda fazla miktarda azot bulunmasi
mikroorganizmalar i¢in toksik etki yaratarak iiremenin durmasina neden olabilmektedir
[85]. Buna ek olarak ortamdaki azot kaynaginin artmasiyla birlikte pH degerinin arttig1
ve besiyerinin asetik asit bakterileri i¢in olumsuz bir hal aldigi bilinmektedir [86].
Calismamizda, tiretimde kullanilan ve igeriginde azot bulundugu i¢in Komagataeibacter
europaeus ve Zygosaccharomyces parabailii tarafindan azot kaynagi olarak kullanilan
yesil ¢cay konsantrasyonun artmasiyla, iiretimin artmasi beklenirken, mikrobiyal seliiloz
tiretiminin, %11 ve %15 konsantrasyonlar1 arasinda diistiigii saptandi. Caligmamizdaki
sonuglara paralel olarak, azot kaynagi olarak siyah ¢ayimn kullanildigi bir ¢aligmada, azot
kaynagi konsantrasyonun mikrobiyal seliiloz iiretimine olan etkisinin belirlenmesi
amactyla % 0,5-12 oraninda siyah ¢ay kullanilmis ve en yiiksek seliiloz tiretiminin %1
siyah cay ile elde edildigi belirlenmistir. Mikrobiyal seliiloz tireticisi olarak kombucha
karigik kiiltliriiniin kullanildigr bu ¢alismada mikrobiyal seliiloz iiretim veriminin azot
kaynagimin artan konsantrasyonlarinda diistiigii belirlenmis bu diisiis pH degerinin
yiikselmesi ve azot konsantrasyonun artiginin mikroorganizmalar iizerinde toksik etKi

olusturmasi ile degerlendirilmistir [87].

4.5.4. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi icin Uygun Karbon ve ilave Azot Kaynagmin

Belirlenmesi

Mikrobiyal seliiloz iiretim miktar: iiretimde kullanilan mikroorganizma kadar iiretim
ortami ile de iligkilidir ve iiretimi etkileyen en 6nemli parametreler karbon ve azot
kaynaklaridir. Bu nedenle alternatif iiretim ortami olarak yesil ¢ayr kullandigimiz
calismamizda, iiretim ortaminda farkli karbon ve ilave azot kaynaklari kullanilarak
yiiksek verimli mikrobiyal seliiloz eldesi ve mikrobiyal seliiloz iiretimini etkileyen

faktorlerin arastirilmasi amaglandi.
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4.5.4.1. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi i¢cin Uygun Karbon Kaynaginin Belirlenmesi

Mikrobiyal seliiloz iiretiminde uygun karbon kaynaginin belirlenmesi, iiretim veriminin
arttirtlmasi ve iiretim siiresinin azaltilmasi i¢in oldukc¢a onemlidir. Yesil cayda, eser
miktarda lipid ve karbonhidrat bulundugundan ortama ilave edilmesi gereken uygun

karbon kaynaginin arastirilmasi gerekmektedir [79, 80].

Calismamizda, yesil cay besiyerinde karbon kaynagimin mikrobiyal seliiloz iiretimi
tizerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla farkli karbon kaynaklar1 kullanildi.
Mikrobiyal seliiloz tiretimi i¢in, 6 farkli karbon kaynagi %4 oraninda, %10 yesil ¢aya
ilave edilerek hazirlanan besiyerlerinde, en yiiksek mikrobiyal seliiloz iiretiminin glukoz
iceren besiyeri ortaminda 30 g/L olarak gerceklestigi belirlendi. Glukozlu besiyerinden
sonra en yiiksek seliiloz iiretimi ise glukoz gibi bir monosakkarit olan fruktozun karbon
kaynag olarak kullanildig: besiyerinde, 20,8 g/L olarak elde edildi. Galaktozun karbon
kaynag1 olarak kullanildig1 besiyerinde mikrobiyal seliiloz iiretimi gozlenmezken, en
diisiik seliiloz tiretimi sirasiyla maltoz (4,25 g/L), laktoz (5,32 g/L) ve sukroz (10,6 g/L)
disakkaritlerinin kullanildig1 besiyerlerinde gergeklestigi belirlendi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Mikrobiyal seliiloz {iretimi igin uygun karbon kaynaginin belirlenmesi.
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Ozellikle karbon kaynag1 gibi substratlar, mikrobiyal seliiloz biyosentezininin siiresini
etkilemektedir. Asetik asit bakterilerinin mikrobiyal seliiloz iiretiminde karbon kaynagi
olarak monosakkaritleri tercih ettigi bilinmektedir [88],[89],[90]. Mikrobiyal seliiloz
iiretiminde en ¢ok kullanilan karbon kaynaginin ise glukoz oldugu ve glukozun diger
karbon kaynaklarinin aksine, sadece bir enerji kaynagi olarak degil, ayn1 zamanda
mikrobiyal seliilozun sentezlenmesinde Oncii olarak gorev aldigi pek ¢ok calisma ile

gosterilmektedir [91- 93].

Bir monosakkarit olan galaktozun, suda ¢oziiniirliigliniin az olmas1 nedeniyle asetik asit
bakterileri tarafindan kullanilamamasi, bu monosakkaritin karbon kaynagi olarak
kullanildig1 besiyerinde, mikrobiyal seliiloz iiretiminin gerceklestirilememesini
aciklamakta ve bu monosakkaritin mikrobiyal seliiloz iiretimi i¢in uygun bir karbon

kaynagi olmadigini ortaya ¢ikarmaktadir [94].

Disakkaritler seliiloz iiretimi i¢in karbon kaynagi olarak kullanildiginda, mikrobiyal
seliiloz biyosentezi disakkaritlerin glukoz ve fruktoz gibi monosakkaritlere hidroliz
edilmesi ile baglamakta ve biyosentez siiresi uzamaktadir, bu nedenle disakkaritlerin
kullanildig1 besiyerlerinde mikrobiyal seliiloz {iretimi monosakkaritlerin kullanildig:

besiyerlerine kiyasla daha diistiktiir [94-96].

4.5.4.2. Mikrobiyal Selilloz Uretimi i¢in Uygun Karbon Kayna@

Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Mikrobiyal seliiloz tiretiminde kullanilan karbon kaynaginin konsantrasyonu da tiretimde
kullanilan karbon kaynagi gibi seliiloz liretimini etkileyen onemli faktorlerden biridir.
Calismamizda, %10 yesil ¢ay ile mikrobiyal seliiloz liretimi i¢in en uygun karbon kaynagi
olarak segilen glukozun, %2-16 arasinda degisen konsantrasyonlarla ilave edilmesiyle
hazirlanan besiyerlerinde, en diisiik mikrobiyal seliiloz iiretiminin %2 glukoz iceren
besiyerinde, 12,8 g/L olarak gergeklestigi belirlenirken, en yiiksek mikrobiyal seliiloz
iiretiminin, %10 oraninda glukoz igeren besiyeri ortaminda, 40,5 g/L olarak gerceklestigi
ve besiyerine ilave edilen glukozun %4’den %10’a ¢ikarilmasi ile mikrobiyal seliiloz
tiretiminin  yaklasik olarak %150 arttig1 belirlenerek, calismaya %10 glukoz

konsantrasyonu ile devam edildi.
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Mikrobiyal seliiloz iiretiminin, besiyerine ilave edilen glukoz orani %10’a ulasana kadar
arttig1 belirlenirken, glukoz oraninin arttirilmasiyla birlikte iiretimin azaldig belirlendi

(Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Mikrobiyal seliiloz iretimi igin uygun glukoz konsantrasyonunun

belirlenmesi.

Besiyerinde kullanilan karbonhidrat kaynagi konsantrasyonunun, mikrobiyal seliiloz
tiretimi iizerinde onemli bir etkisi oldugu bilinmektedir ve karbonhidrat kaynagi
konsantrasyonunun optimize edilmesi, mikrobiyal seliiloz iiretimini arttirmak i¢in énemli
bir parametredir [96, 97]. Mikrobiyal seliilozun iiretiminde kullanilan HS besiyerine ilave
edilen glukoz miktart %2 iken, bu oranmin arttirilmasiyla daha fazla seliiloz iiretimi

gerceklestigi bilinmektedir [98,99].

Garza ve arkadaslar1 kombucha karisik kiiltiirii ve yesil cay ile mikrobiyal seliiloz
iiretimini arastirdiklari calismada en yiiksek seliiloz tiretiminin %12,5 glukoz ile 12,8 g/L
olarak gerceklestigini ve calismada kullanilan karbon kaynagmin seliiloz iireticisi
mikroorganizma ve mikrobiyal seliiloz liretimi i¢in olduk¢a dnemli oldugunu bildirmistir.

[81]. Kombucha karisik kiiltiirii ile mikrobiyal seliiloz {iretiminin arastirildig1 baska bir
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calismada ise siyah cay ile hazirlanan besiyerine %10 ile %45 arasinda degisen
konsantrasyonlarinda sukroz ilave edilmis ve en yiiksek seliiloz iiretim veriminin %20
sukroz konsantrasyonu ile %1 olarak elde edildigi belirtilirken, artan sukroz

konsantrasyonlarinin tiretimi diisiirdiigii gosterilmistir [100].

Yapilan bir calismada besiyerindeki karbonhidrat kaynagi konsantrasyonunun
artmasiyla, hiicre i¢i ozmotik basing degerinin degismesi ve su aktivitesi azalmasi
nedeniyle mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen polisakkarit iiretiminin azaldigi
gosterilmistir [101,102]. Buna ek olarak Schramm ve arkadaslari, artan glukoz
konsantrasyonunun, besiyerindeki glukonik asit miktarini arttirarak, ortamimnin pH

degerini diigiirdiigiinii ve seliiloz tiretimini engelledigini belirtmistir [103].

45.4.3. Mikrobiyal Seliilloz Uretimi icin Uygun Ilave Azot Kaynagmmn ve

Konsantrasyonun Belirlenmesi

DNA, RNA ve niikleik asitler gibi 6nemli bir¢ok molekiiliin yapitagini olusturan azot, bu
bilesiklerin yan1 sira enzimlerin ve proteinlerin de ana bilesenlerinden bir tanesi olmasi
nedeniyle mikroorganizmalar igin hayati Oneme sahip olan bir elementtir [84].
Mikroorganizmalar gelisimleri i¢in gerekli olan bu elementi, toprak ve atmosfer gibi
farkli kaynaklardan, organik asitler, tuzlar ve amino asitler gibi farkli formlarda temin

edebilmektedir [104].

Mikrobiyal seliiloz iiretiminin arastirildigi pek c¢ok calismada, iiretimde kullanilan
geleneksel besiyeri olan HS besiyerindeki azot kaynaklari olan pepton ve maya 6ziitiiniin
yerine KNOs, NH4SOs, kazein ve soyton gibi farkli azot kaynaklar1 kullanilarak farkli
azot kaynaklarmin {retimdeki etkisi degerlendirilmistir [105, 106]. Yapilan bu
caligmalarda kullanilan farkli azot kaynaklarinin ilave edildikleri besiyerlerinde tiretimi
onemli dl¢iide arttirmasi nedeniyle ¢alismamizda, iiretimde etkili olduklar1 belirlenen bu
azot kaynaklar yesil ¢ay ile hazirlanan besiyerine ilave edilerek, ilave azot kaynaklarinin
mikrobiyal seliilloz tretimindeki etkileri degerlendirildi [107, 108]. Bu baglamda,
mikrobiyal seliiloz iiretimi i¢in alternatif bir iiretim ortaminin belirlenmesinin
amagclandig1 calismamizda, seliiloz iiretim miktarinin arttiritlmasi amaciyla %10 yesil cay
ve %10 glukoz ile hazirlanan besiyerine % 0.5, 1 ve 1.5 oranlarinda 5 farkli azot kaynagi
ilave edildi. Hazirlanan bu besiyerlerinde en yiiksek tiretimin %0.5 oranindaki KNOs ile

41.3 g/L olarak gerceklestirildigi belirlenirken, yesil ¢ay ile hazirlanan besiyerine ilave

69



edilen farkli azot kaynaklartyla mikrobiyal seliiloz tiretiminin 40,5 g/L’den 41,3 g/L’ye
ciktig1 ve dnemli 6l¢iide degismedigi, buna ek olarak ilave azot kaynagi konsantrasyonun

artmastyla mikrobiyal seliiloz liretiminin diistiigii belirlendi  (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Mikrobiyal seliiloz iiretimi icin uygun ilave azot kaynaginin ve

konsantrasyonunun belirlenmesi.

Boliim 4.5.2.°de de anlatildig1 gibi alternatif {iretim ortami olarak kullanilan yesil ¢ayin
ve yesil ¢ay igeriginde yer alan katesinlerin azot i¢erdigi bilinmektedir [73,74]. Azot,
mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleri ve iiremeleri i¢in dnemli bir faktér olmasina
ragmen, iretim ortamma ilave edilen fazla miktardaki azotun mikroorganizmalar
iizerinde toksik etki olusturdugu ve besiyerinin pH degerini diisiirerek liretimi olumsuz
etkiledigi gdsterilmistir [86]. Uretim ortami olarak kullanilan yesil ¢ay konsantrasyonun
artmasi ile birlikte mikrobiyal seliiloz {iretiminin diismesinde oldugu gibi, iiretim
ortamina ilave edilen azot kaynaginin konsantrasyonun artmasiyla birlikte iiretimin
diistligii ve iiretim ortamina eklenen ilave azot kaynaginin iiretim maliyetini arttirmasina
ragmen mikrobiyal seliiloz iiretiminde kayda deger bir artis saglanmamasi nedeniyle

calismaya liretim ortamina farkli azot kaynagi ilave edilmeden devam edildi.
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4.6. Mikrobiyal Seliiloz Uretiminde Uygun Fizyolojik Kosullarin Arastiriimasi

Giliniimiizde endiistriyel {iriinlere olan talep her gecen giin artmaktadir. Bununla birlikte
endiistride petrol kaynakli hammaddelerin kullanilmasi ekonomik ve c¢evresel anlamda
bliyiik bir endise yaratmaktadir. Bu nedenle, enerji, yakit ve malzeme gibi endiistriyel
Oneme sahip olan {irtinlerin liretimi i¢in hammadde olarak yenilenebilir kaynaklara
yonelim artmistir. Bu dogrultuda mikrobiyal seliiloz, yiiksek su tutma kapasitesi, mekanik
kuvvetlere kars1 yiiksek direng gostermesi ve oldukga hidrofilik olmasi1 nedeniyle oldukca
ilgi cekmektedir. Mikrobiyal seliilozun endiistriyel kullaniminin 6niindeki en biiyiik
engel ise iiretim maliyetidir ve iiretim maliyetinin diisliriilmesi ise uygun iiretim

ortamlarinin kullanilmasi ve iiretim kosullarinin optimize edilmesine baglidir.

Calismamizda K. europaeus ve Z. parabailii’nin 2:1 oraninda bir araya getirilmesi ile
elde edilen karigik kiiltlir tarafindan, diisiik maliyet ile yiiksek miktarda mikrobiyal
seliiloz iiretiminin saglanmasi amaciyla gelistirilen alternatif besiyerinde, liretim verimini
en ist diizeye c¢ikarmak icin azot ve karbon kaynagi gibi parametrelerin yani sira,
besiyerinin pH degeri, ekim orani, inkiibasyon sicakligi ve inkiibasyon siiresi dahil olmak
lizere diger parametreler ve bu parametrelerin mikrobiyal seliiloz {iretimi iizerine olan

etkileri de arastirildi.

4.6.1. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi i¢cin Uygun pH Degerinin Belirlenmesi

Mikrobiyal seliiloz tiretimini etkileyen onemli faktorlererden biri liretim ortaminin pH
degeridir. Besiyerinin pH degeri mikroorganizmalar i¢in yasamsal onem tasimakta ve
hiicre zarinin gegirgenligini, besin maddelerinin hiicre i¢ine alinimini, primer ve sekonder
metabolitlerin sentezini etkilemektedir [109,110]. Optimum pH degerinin belirlenmesi
besin maddelerinin ¢oziinlirliigli ve mikrobiyal selilloz iiretiminin arttirilmasi igin

gereklidir.
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Besiyerinin baglangic pH degerinin mikrobiyal seliiloz iiretimine olan etkisinin
arastirilmasi amaciyla, %10 yesil ¢ay ve %10 glukoz igeren besiyerinin pH degeri 2.0-
8.0 arasinda hazirlanarak, HS besiyerinde 168 saat boyunca zenginlestirilen K. europaeus
ve Z. parabailii kiiltiirii ile %10 oraninda ekim gergeklestirildi. Farkli pH degerlerinde
hazirlanan bu besiyerlerinde en yiiksek mikrobiyal seliiloz iiretiminin pH 5’de 40,95 g/L.
oldugu belirlenirken, pH degerinin artmasiyla birlikte seliiloz liretim miktarinin azaldigi
belirlendi. Calismada kullanilan mikroorganizmalarin iiremeleri icin gerekli olan
optimum pH degeri genellikle hafif asidik pH degerleri olmasina ragmen oldukga asidik
olan pH degerlerinde de nispeten biiyiik miktarda mikrobiyal seliilloz iiretimi

gerceklestirildigi belirlendi. (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Mikrobiyal seliiloz {iretimi igin uygun baslangi¢ pH degerinin belirlenmesi.

Zahan ve arkadaslari, Komagataeibacter xylinus ile doner disk reaktoriinde mikrobiyal
selilloz iretimini arastirdiklart caligmada, calismamiza paralel olarak en yiiksek
mikrobiyal seliiloz iiretiminin pH 5 degerinde elde edildigini belirtirken, en diisiik
tretimin ise pH 3,5 ve 7,5 degerlerinde elde edildigini bildirmistir [111].

Komagataeibacter xylinus ile pH degerinin mikrobiyal seliiloz iiretimine olan etkisinin
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arastirildig1 bagka bir ¢aligmada ise glukozun glukonik aside metabolize edilebilmesi i¢in
en uygun pH degerinin 4,5 oldugu belirlenirken, mikrobiyal seliiloz {iretimi i¢in optimal

pH degerinin 5,5 oldugu belirlenmistir [112].

Acetobacter senegalensis ile mikrobiyal seliiloz tiretiminin arastirildig: bir ¢alismada pH
4’iin altinda ve pH 9’da mikrobiyal seliiloz iiretimi gézlenmezken, en yiiksek seliiloz
tiretiminin pH 4,5 degerinde elde edildigi belirtilmistir [105]. Calismamiza ait sonuglara
paralel olarak literatiirdeki calismalarda da mikrobiyal seliiloz {iretimi igin bazik pH
kosullarinin uygun olmadigi belirlenirken, mikrobiyal seliiloz liretiminin diisiik pH
degerlerinde devam etmesi mikrobiyal seliiloz iiretiminin endiistriyel Olcekte
gerceklestirilmesi sirasinda olduk¢a arzu edilen bir durumdur [113, 114]. Ciinki
inkiibasyon stiresi uzadik¢a besiyerinin pH degerinin diismesi liretimlerde sik¢a rastlanan
ve tlretimi olumsuz etkileyen bir parametredir. Buna ek olarak mikrobiyal seliiloz
tiretiminin diisiik pH araliklarinda gergeklestirilmesi, ¢ogu mikroorganizma bu kadar
diisiik pH ortaminda yasayamadigi i¢in mikrobiyal kontaminasyonu sinirlama avantaji

sunmaktadir [114].

Mikrobiyal selilloz {iretimi i¢in optimum pH''m degerinin {iretimde kullanilan
mikroorganizmaya bagl oldugu bilinirken, ancak iiretimin genellikle notr ila hafif asidik

pH araliginda oldugu pek ¢ok ¢alisma ile gosterilmektedir [36, 115, 116].

4.6.2. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi icin Uygun Ekim Miktarinin Belirlenmesi

Biyopolimerlerin iiretimindeki en 6nemli faktorlerden biri de, uygun metabolik aktiviteye
sahip olan mikroorganizmalarin ortamda yeterli miktarda bulunmasidir [91]. Ekim
oraninin arttirilmasi, adaptasyon fazmin (lag fazi) uzunlugunu kisalttigi igin,
mikroorganizmalar tarafindan daha fazla miktarda ekzopolisakkarit iiretimine olanak
saglayarak, fermantasyonun toplam siiresini de kisaltmaktadir. Bu dogrultuda,
calismamizda ekim oraninin mikrobiyal seliiloz iiretimine olan etkisinin arastirilmasi
amaciyla, hazirlanan besiyerine K. europaeus ve Z. parabailii 'nin 2:1 oranindan bir araya
getirilmesiyle hazirlanan ve HS besiyerinde 168 saat boyunca zenginlestirilen kiiltiir ile
%10, %15, %20, %25 ve %30 oraninda ekim gergeklestirildi. Inkﬁbasyon suresinin
sonunda, en yiiksek mikrobiyal seliiloz tiretiminin %20 ekim oraniyla 41,85 g/L oldugu
belirlenirken, ekim oranin %30’a ¢ikarilmasiyla birlikte seliiloz tiretim miktarinin 41.1

g/L ‘ye diistiigii belirlendi (Sekil 4.14)
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Sekil 4.14. Mikrobiyal seliiloz iiretimi i¢in uygun ekim oraninin belirlenmesi.

Bilgi ve arkadaglarinin Komagataeibacter xylinus ile bakteriyel seliiloz iretimini
arastirdiklari ¢alismasinda ekim oraninin bakteriyel seliiloz iiretimine olan etkisi yaklasik
%10 olarak belirlenmistir. Ayni ¢alismada, en yiiksek seliiloz tiretiminin %15 ekim orani
ile gerceklestigi belirtilirken, ekim orani arttik¢a besiyeri pH degerinin, inkiibasyon siiresi
boyunca daha hizh diistiigii ve seliiloz tiretim veriminin azaldigi belirtilmistir [117]. Du
ve arkadaslarina ait bir ¢caligmada ise ekim oranin artmasiyla birlikte seliiloz {iretiminin
de artacagi ongoriilmiis, fakat ¢alismanin sonucunda ekim oranin artmasiyla birlikte
tiretimin diistiigli saptanmistir. Bu ¢alismada Bilgi ve arkadaslarinin aksine, {iretimin
dengeli bir sekilde sabitlenmesi ve ardindan diigmesi nedeniyle ekim oraninin mikrobiyal

seliiloz iiretiminde etkili oldugu belirtilmistir [118].

Gluconacetobacter kombuchae ile mikrobiyal seliiloz iiretiminin arastirildigir bir
calismada, %1 ile %7 arasinda degisen ekim oranlar1 kullanilarak ekim oraninin
mikrobiyal seliiloz {iretimi lizerindeki etkisi degerlendirilmistir. Bu ¢alismada en yiiksek
selilloz tiretimi %5 ekim orami ile gerceklestirilirken, ekim oraninin arttirilmasi ile

tiretimin diistiigli gozlemlenmistir [119]. Birgok arastirmaci bu diistisiin sebebini, tiretim
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ortamindaki mikroorganizma miktarinin fazla olmasi nedeniyle ortamdaki besin
miktarinin hizla azalmasi ve oksijen miktarin diisiisii nedeniyle mikrobiyal seliiloz gibi
ekzopolisakkaritlerin sentezinin tamamlanamamasi olarak agiklamaktadir [120- 122].
Yapilan bu arastirmalar ¢alismamizda oldugu gibi, ekim oranin da mikrobiyal seliiloz
tiretiminde etkili oldugunu gostermekte ve ekim oranin artmasiyla birlikte mikrobiyal

seliiloz iiretiminin diistigiinii desteklemektedir.

4.6.3. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi i¢cin Uygun Sicakhgin Belirlenmesi

Inkiibasyon sicakligi, mikrobiyal seliiloz gibi ekzopolisakkaritlerin iiretiminin
gerceklestirildigi mikroorganizmalarin besiyeri igerigini metabolize edebilme hizlarina
etki gostermektedir [107]. Asetik asit bakterileri i¢in en uygun tireme sicakliginin 25-30
°C oldugu ve mikrobiyal seliiloz iiretimi i¢in en uygun sicaklik araliginin da bu dereceler
arasinda degistigi bilinmektedir [63,64 ,87]. Inkiibasyon sicakliginin en uygun degerlerin
altina inmesi metabolik aktiviteyi diislirecegi gibi, en uygun degerlerin iistiine ¢cikmasi da
mikroorganizmalarin 6liimiine neden olmaktadir. Bu baglamda, inkiibasyon sicakliginin

optimize edilmesi mikrobiyal seliiloz iiretiminin arttirilmast ve tretim siiresinin

kisaltilmasi i¢in oldukc¢a 6nemli bir parametredir.

Calisgmamizda, inkiibasyon sicakligmin mikrobiyal seliilloz iretimine etkisinin
belirlenmesi amaciyla, hazirlanan yesil ¢cay besiyerine HS besiyerinde 168 saat boyunca
zenginlestirilen K. europaeus ve Z. parabailii kiltiiriiniin ekimleri gergeklestirilerek,
4°C— 37 °C aras1 degisen sicakliklar degerlerinde, statik inkiibasyon gerceklestirildi.
Inkiibasyon siirecinin sonucunda, 30°C’de seliiloz iiretimi 41,41 g/L iken, 25 °C’de ise
yaklagik %5 diiserek 39,2 g/L olarak belirlendi. 4 °C ve 37 °C’de ise mikrobiyal seliiloz
tretimi goriilmedi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Mikrobiyal seliiloz iiretimi i¢in uygun inkiibasyon sicakliginin belirlenmesi.

Mezofilik bakteriler grubunda yer alan asetik asit bakterilerinin, mikrobiyal seliiloz
tiretimi i¢in optimal sicaklik araligi olarak 25 ile 30 °C’yi tercih ettigi bilinmektedir
[125],[126]. Wang ve arkadaslar1 Komagataeibacter sp. ile en yiiksek seliiloz tiretiminin
30 ° C’de elde edildigini bildirirken, Giizel ve arkadaslart Komagataeibacter hansenii
icin de ayn1 sicaklikta en yiiksek seliiloz tiretimini gergeklestirdigini bildirmistir [115],
[127]. Gluconacetobacter xylinus ile mikrobiyal seliiloz iiretiminin gerceklestirildigi pek
cok calismada iiretim i¢in optimal sicaklik aralifinin 25 ile 30 °C arasinda degistigi
gosterilmistir [128], [129]. Literatiir aragtirmalari, asetik asit bakterilerinin mikrobiyal
seliiloz tiretimi i¢in tercih ettigi optimal sicaklik degerinin tiir bazinda degistigini gésterse
de, pek cok arastirmada caligmamizdaki sonuglara paralellik gostererek mikrobiyal
seliiloz tiretimi i¢in optimum sicaklik aralii 25 ile 30°C arasinda bulunmaktadir. Buna
ek olarak, inkiibasyon sicakliginin artmasi asetik asit bakterileri ic¢in fenotipik
degisikliklere neden oldugu gibi Komagataeibacter cinsine ait bakterilerin yiiksek
sicakliklarda yiiksek miktarda etanol fermantasyonu gergeklestirerek besiyerinin pH

degerini de degistirdigi gosterilmistir [130].
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4.6.4. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi i¢in Farklh Calkalama Hizlarinin Arastiriimasi

Mikrobiyal seliiloz biyosentezi aerobik kosullarda gerceklesen olduk¢a 6nemli bir
stirectir. Mikrobiyal seliiloz iiretiminin gerceklestirilebilmesi i¢in inkiibasyon ortaminda
yiiksek miktarda oksijen gerekmektedir. Mikrobiyal seliiloz tiretiminde kullanilan kiiltiir
yontemleri baslica statik ve calkalamali kiiltiir yontemleridir ve mikrobiyal seliillozun

morfolojisi, tiretimde kullanilan kiiltiir yontemine bagli olarak degismektedir. [131,132].

Bu dogrultuda calismamizda, c¢alkalama hizinin mikrobiyal seliilloz iiretimine olan
etkisinin arastirilmasi amaciyla, hazirlanan yesil ¢ay besiyerine HS besiyerinde 168 saat
boyunca zenginlestirilen K. europaeus ve Z. parabailii kiltirinin ekimleri
gerceklestirilerek, 30°C’de farkli g¢alkalama hizlarinda inkiibasyon gergeklestirildi.
Inkiibasyon siirecinin sonunda statik kiiltiir yontemi ile elde edilen mikrobiyal seliiloz
miktar1 41,8 g/L olarak belirlenirken, denenen ii¢ farkli ¢alkalama hizinda da mikrobiyal

seliiloz tiretiminin gergeklesmedigi gézlemlendi.

Statik kiiltiir ile elde edilen mikrobiyal seliiloz, kiiltiir yilizeyini kaplayan bir membran
seklindeyken, ¢alkalamali kiiltiir ile elde edilen seliiloz ise diizensiz sekiller ve kiitleler

halindedir (Sekil 4.16).

Sekil 4.16. Calkalamali kiiltiir yontemi ile elde edilen mikrobiyal seliiloz

Statik kiiltiir yontemiyle elde edilen mikrobiyal seliillozun iiretim verimi daha yiiksek
olmasina ragmen dogru havalandirma yontemleri kullanildiginda mikrobiyal seliilozun

biiyiik 6lgekli, endiistriyel {iretimi i¢in galkalamali kiiltiir yontemi kullanilmaktadir [133].
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Calkalamali iiretimde oksijen transferinin artmasi nedeniyle, seliiloz iiretiminin de
artmasi beklenirken birgok ¢aligmada tiretimin diistiigii gosterilmektedir [99, 134]. Bunun
en Oonemli sebebinin ¢alkalamali kiiltiirde bakteri hiicrelerinin kendiliginden mutasyona
ugrayarak seliiloz sentezinde gorev alan fosfoglukomutaz ve iiridin difosfoglukoz
pirofosforilaz enzimlerinin inaktive hale ge¢cmesi oldugu bildirilmistir [134].
Arastirmacilar tarafindan bu problemin Oniine gecilmesi ve mutasyonun etkisinin
azaltilmas1 i¢in farkli stratejiler gelistirilmektedir. Bunlar arasinda en Onemlileri
besiyerine etanol ve agar gibi takviyelerin ilave edilmesi, liretimde mutasyona direncli
suslarin kullanilmasi, mutasyona direngli suslarin gelistirilmesi ve ¢alkalamali iiretim
yonteminin farkli pervane tipleri ve inkiibatorler kullanilarak modifiye edilmesidir

[66,135,136].

4.6.5. Mikrobiyal Seliiloz Uretimi i¢in Farkli inkiibasyon Siirelerinin Arastiriimasi

Inkiibasyon siiresi mikrobiyal seliiloz iiretim miktarin1 ve sentezlenen seliiloz fibril
yapisini etkilemekle birlikte tiretim maliyeti i¢in de olduk¢a 6nemli bir parametredir.
Inkiibasyon siiresinin diisiiriilmesi, {iretim i¢in kullanilan hammadde ve harcanan enerji
miktarini da azaltmaktadir. Bu dogrultuda diisiik maliyetli mikrobiyal seliiloz iiretiminin
gerceklestirilmesi i¢in ucuz iiretim ortami kadar inkiibasyon siiresinin de kisaltilmasi
onem kazanmaktadir. Caligmamizda, inkiibasyon siiresinin mikrobiyal seliiloz {liretimine
olan etkisinin arastirilmasi amaciyla, hazirlanan yesil cay besiyerine HS besiyerinde
zenginlestirilen K. europaeus ve Z. parabailii kiiltiiriiniin ekimleri gergeklestirilerek,
30°C’de farkli siirelerde inkiibasyon gerceklestirildi. Inkiibasyon siireglerinin
tamamlanmasinin ardindan, 240 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 168 saatlik
inkiibasyon siiresine kiyasla %5 artis ile 43,75 g/L seliiloz elde edilirken, artan stirelerde
iretimde yalmizca %1 artis oldugu ve bunun sabitlenerek devam ettigi belirlendi
(Sekil.17). inkiibasyon siiresinin kisa tutulmast, iiretimin maliyetini de azaltacag1 igin 168

saatlik inkiibasyon siiresi tercih edildi.
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Sekil 4.17. Mikrobiyal seliiloz tiretimi i¢in uygun inkiibasyon siiresinin belirlenmesi.

Bitkisel kaynakli seliiloz eldesi ile kiyaslandiginda mikrobiyal seliiloz iiretiminin oldukca
kisa siirede ve diisiik maliyetle gerceklestigi bilinmektedir. Sheykhnazari ve arkadaslari
inkiibasyon siiresinin artmasiyla birlikte mikrofibril yapisinin ve demet sayisinin
azaldigin1 belirtirken en yiiksek seliiloz tiretiminin 7 ve 10 giinliik inkiibasyon siireleri

arasinda gerceklestigini belirtmislerdir [137].

Ruka ve arkadaslart Komagataeibacter xylinus ile mikrobiyal seliiloz {iretimi veriminin,
14 giinliik inkiibasyon siiresi boyunca dogrusal olarak arttigini ve bu biiyiimenin ¢ogunun
ilk yedi giinde meydana geldigini belirtirken, 14. giinden itibaren ise seliiloz {iretiminin
sabitlendigini belirtmislerdir [138]. Komagataeibacter xylinus ile mikrobiyal seliiloz
tiretimini arastirildigi bir caligmada en yliksek iiretimin 15. giinde elde edildigini artan
giinlerde ise tretim miktarmin sabitlendigi gosterilmistir [139]. Arastirmacilar
inkiibasyon siiresinin tiretimde kullanilan sus, tiretim ortami, sicaklik ve pH gibi farkli
faktorlerden etkilendigini bildirirken birgok calisma, calismamizin sonuglarina paralel
olarak inkiibasyon siiresinin artmasiyla birlikte {iretim miktarinin sabitlendigini

belirtmektedir [87,140,141].
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4.7. Mikrobiyal Seliiloz Uretimine Etki Eden Diger Faktorlerin Belirlenmesi
4.7.1. Isigin Mikrobiyal Seliiloz Uretimine Etkisi

Mikroorganizmalarin ortamdaki 118a gore farkli ¢evre kosullarinda farkli tepkiler verdigi
bilinmekte ve mikroorganizmalarin 15181 algilama ve tepki verme yetenegi evrimsel
olarak korunan bir mekanizma olarak kabul edilmektedir [142]. Mikrobiyal biiylime ve
sekonder metabolitlerin tiretimi i¢in sicaklik, pH ve oksijen miktar1 gibi g¢evresel
faktorlerin  yam1 sira 1s1tk da  oldukga Onemlidir [143]. Mikroorganizmalar,
ekzopolisakkaritler ve pigmentler gibi sekonder metabolitleri; sicaklik, basing ve 151k gibi
cevresel etmenlere kars1 bir yanit olarak iiretmektedir [144]. Ornegin bakteriyel ve fungal

pigment {iretiminde sicaklik kadar 15181n da etkili oldugu belirtilmektedir [145].

Literatiirde, 1s18in mikrobiyal seliilloz iiretimi {izerindeki etkisine dair bir ¢alisma
olmamasia ragmen, probiyotik ve prebiyotik Ozelliklere sahip olmasi nedeniyle
giiniimiizde kullanimi olduk¢a yayginlasan ve mikrobiyal seliiloz {iiretiminde de
kullanilan kombucha ¢aymnin iiretimi geleneksel olarak karanlik ortamlarda
gerceklestirilmektedir [146, 147]. Bu baglamda ¢alismamizda, 118 mikrobiyal seliiloz
tiretimine olan etkisinin belirlenmesi amaciyla, hazirlanan yesil cay besiyerine (%10 yesil
cay, % 10 glukoz, pH=5) , HS besiyerinde zenginlestirilen K. europaeus ve Z. parabailii
kiiltiirtiniin ekimleri yapilarak, 30°C’de karanlik ve aydinlik etiiv ortamlarinda 168 saatlik
statik inkiibasyon gergeklestirildi. Inkiibasyon siirecinin sonunda, karanlik ve aydinlik
tiretim ortaminda elde edilen mikrobiyal seliiloz miktarlar sirasiyla 43,80 g/L ve 43,78
g/L oldugu ve iiretim ortamlar1 arasinda fark olmadigi gézlemlenmedi. Bu dogrultuda,

151&1n mikrobiyal seliiloz tiretimi lizerinde bir etkisi olmadig1 sonucuna varildi.

4.7.2. Uretim Ortamina Eklenen Cesitli Maddelerin Mikrobiyal Seliiloz Uretimine

Etkilerinin Arastirilmasi

Uretim ortamma ilave edilen farkli maddeler, mikrobiyal seliiloz iiretimini
etkilemektedir. Uretim ortamina eklenen az miktardaki endoglukonaz enziminin,
mikrobiyal seliiloz {retimini ve polimerin kristalizasyon derecesini degistirdigi
bilinmektedir [148]. Literatiirde agar, karboksimetil seliiloz, sodyum aljinat ve
ksiloglukan gibi farkli maddelerin besiyerine ilave edilmesiyle birlikte, hem statik hem

de calkalamali iiretimlerde mikrobiyal seliiloz liretiminin arttigi belirtilmektedir [149],
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[150], [151]. Calismamizda da iiretim ortami1 olarak hazirlanan ¢ay besiyerine (%10 yesil
cay, %10 glukoz, pH=5) Askorbik asit, ay¢igek yagi, zeytinyagi, hindistancevizi yaglari
ayrt ayr1 %0.5, %1 ve %]1.5 oranlarinda ilave edilerek bu maddelerin mikrobiyal seliiloz
iiretimine olan etkisi arastirildi. Uretim ortamina ilave edilen askorbik asitin ii¢ farkl
konsantrasyonda da mikrobiyal seliiloz tiretiminin dogrusal olarak arttirdig1 belirlendi.
Besiyerine ilave edilen %0,5 oraninda askorbik asit ile tiretim miktar1 %1.02 artarak, 43,8
g/L’den 44,2 g/I.’ye ulastig1 belirlenirken, askorbik asitin %1 ve % 1.5 oranlarinda ilave

edilmesiyle tiretimin sirasiyla %2.4 ve %3 oraninda arttig1 belirlendi (Sekil 4.18).

Uretim ortamina ilave edilen C vitamini konsantrasyonu %0,5’den %]1’e ¢ikarildiginda
tiretim miktar1 yaklasik olarak %6 artarken, konsantrasyonun %1’den %1,5 degerine
cikarilmasi ile bu artisin yalnizca % 0,6 oraninda oldugu ve iiretim maliyeti dikkatte
alindiginda, iiretim maliyetininin arttirilmamasi amaciyla C vitamininin daha yiiksek
konsantrasyonlari iiretim ortamina ilave edilmedi. Calismamiza paralel olarak, literatiirde
de yapilan caligmalarda, iiretim ortamina en fazla % 0,5 oraninda askorbik asit ilave

edildigi belirlendi [152].
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Sekil 4.18. Askorbik asitin mikrobiyal seliiloz iiretimine etkisi.
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C vitamini olarak da bilinen Askorbik asit giiclii bir antioksidan olmasinin yani sira
enzimatik reaksiyonlar i¢in indirgeyici bir ajan olarak gdorev almaktadir ve bu nedenle
farkli mikroorganizmalarin ve ekzopolisakkaritlerin tiretiminde kullanilmaktadir [153].
Keshk ve arkadaslar1 calismamizdaki sonuglara paralel olarak, endiistriyel liretim ortami
olarak kullanilan HS besiyerine %0,5 oraninda ilave edilen askorbik asitin (C vitamini)
mikrobiyal seliiloz iiretimini yaklagik 2 katina ¢ikardigin1 ve bunun askorbik asitin
antioksidan o6zellik gostermesinin yani sira, glukuronik asit iiretimini diisiirmesiyle
birlikte tiretim ortaminin pH degerindeki degisimin yavaglamasiyla iliskili oldugunu

belirtmistir [152].

Komagataeibacter xylinus ile mikrobiyal seliiloz iiretiminin arastirildigi baska bir
caligmada ise {iretim ortamina tamamlayici ajan olarak ilave edilen %0,04 oranindaki
askorbik asitin iiretim verimini arttirdigi, ayrica liretim ortamina ilave edilen askorbik
asitin mikrobiyal seliilozun kimyasal yapisinda bir degisiklik meydana getirmemesine
ragmen, termal kararlik ve kristalizasyon derecesini Onemli oOlgiide etkiledigi

belirlenmistir [154].

Mikrobiyal seliiloz eldesinde, besiyerine eklenen farkli maddelerin tiretimi etkiledigi
bilinmektedir. Bu baglamda calismamizda iiretim ortamina, literatiirde etkili olduklari
gosterilen, bitkisel yaglar (zeytinyagi, aycicek yagi, hindistancevizi yagi) ve askorbik asit
ilave edildi. Yesil cay ile hazirlanan temel besiyerine %2 oraninda zeytinyagi ilavesiyle
tretimin %3,5 arttig1 gosterilirken, artan yag konsantrasyonunda {iiretimin diistiigii

belirlendi.

Calismamizda askorbik asite ek olarak iiretim ortamina, aycicek yagi, zeytinyagi ve
hindistancevizi yag1 olmak iizere ii¢ farkl bitkisel yag, %1, %1.5 ve %2 oranlarinda ilave
edilerek, bu bitkisel yaglarin da mikrobiyal seliiloz iiretimi iizerine etkisi arastirildi.
Caligsma sonucunda, {iretim ortamina %2 oraninda zeytinyag ilave edilmesi ile liretimin
%3,5 artarak 43,8 g/L’den, 45,35 g/L’ye ulastig1 belirlenirken, ayni orandaki aygigek yagi
ile tiretimin %3 artarak 45,25 g/L’ye, hindistancevizi yagi ilavesiyle ise %1,5 artarak 44,5
g/L’ye ulastig1 belirlendi. Bunun yani sira, liretim ortamina ilave edilen yag oranin

artmasi ile iiretim miktarmin diistiigii belirlendi (Sekil 4.19).

82



46
45
44 = T T

43

42

41

40

39

Mikrobiyal Seliiloz (g/L)

38

37
1 1,5 2 2,5

Besiyerine ilave Edilen Yaglar (%)

u Aycicekyagl wZeytinyagl i Hindistan ceviziyag:

Sekil 4.19. Bitkisel yaglarin mikrobiyal seliiloz iiretimine etkisi.

Zywicka ve arkadaslari, Komagataeibacter xylinus’un HS besiyerine %1 oraninda
bitkisel yag eklenmesi ile %500 oraninda daha fazla seliiloz iirettiginin ve iretilen
selilozun yagsiz ortamda {iretilen selilloza kiyasla daha yiiksek gerilme Kkuvveti
sergiledigini gdstermistir. Arastirmacilar bu durumun ardindaki mekanizmayi, liretim
ortamina ilave edilen %1 oranindaki yagin tiim kiiltiir ortam1 ylizeyini kaplamamasi
nedeniyle mikrobiyal seliilloz biyosentezinin ilk asamasinda oksijen gecisini saglayarak
seliiloz iiretmesine izin verilmesi ve sonrasinda ise oksijenli ortam ve besiyeri arasinda
bir membran olusturarak bakterilerin oksijene ulasimini kolaylastirmasi olarak
aciklanmustir. Uretim ortamina ilave edilen yag gesitleri ile iretim miktarmin degismesini
ise, ilave edilen bitkisel yaglarin yogunluklarmin farkli olmas ile iligkilendirilmistir.
Bunun yani sira ayn1 ¢alismada, ¢alismamizdaki sonuglara benzer olarak, yag hacminin
arttirilmasi ile biyosentezin ilk agsamasinin sekteye ugramasi nedeniyle tiretimde énemli

bir diisiis belirlenmistir [155].

83



4.8. Yesil Cayin Tekrar Kullanilabilirliginin Arastirilmasi

Biyoteknolojik ¢alismalarda atik malzemelerin pigment, antibiyotik ve biyopolimerler
gibi degerli bilesiklerin biyosentezi i¢in hammadde olarak kullanilmasi, yenilenemeyen
malzemelerin kullaniminin azaltilmasi ve gevreye verilen zararin en aza indirilebilmesi
amaciyla olduk¢a 6nemlidir. Bu dogrultuda, ¢alismamizda mikrobiyal seliiloz iiretimi
icin Uretim ortami olarak kullanilan ve atik durumuna gecgen yesil ¢ay yapraklarinin
mikrobiyal seliiloz iiretiminde tekrar kullanilabilirligi arastirildi. Bunun i¢in tiretimde
kullanilan cay yapraklar1 10. deme kadar tekrar tekrar demlenerek mikrobiyal seliiloz
tretimi i¢in belirlenen besiyeri (%10 yesil ¢ay, % 10 glukoz, pH=5) hazirlandi.
Hazirlanan besiyerine, HS besiyerinde zenginlestirilen K. europaeus ve Z. parabailii
kiiltiirintin %20 oraninda ekimleri yapilarak, 30°C’de 168 saatlik statik inkiibasyon
gerceklestirildi. Inkiibasyon siirecinin sonunda ilk kez demlenen yesil ¢ay ile mikrobiyal
seliiloz tiretimi 43,75 g/L olurken en diisiik iiretimin 10. dem ile 11,5 g/L olarak elde
edildigi ve tretimin dem sayisinin artmasiyla birlikte dogrusal olarak diistigi
gozlemlendi. Bu diislise ragmen 10. dem ile elde edilen mikrobiyal seliiloz miktarinin HS
besiyerinde elde edilen miktar ile ayni1 oldugu belirlendi (Sekil 4.20). Elde edilen bu
sonuclar, kullanilmis ve atik durumuna ge¢mis olan cay yapraklari kullanilarak
hazirlanan besiyerinin dahi iyi bir iiretim ortami olabilecegini ve bu nedenle mikrobiyal
seliiloz tiretimi icin diisilk maliyetli denebilecek bir ortam olarak hizmet edebilecegini

gostermektedir.
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Sekil 4.20. Yesil ¢ay dem sayisinin mikrobiyal iiretimine etkisi

Sharma ve arkadaglari, kombucha karisik kiiltiirii ve %S5 siyah cay ile mikrobiyal seliiloz
iretiminin arastirildigi bir calismada, iiretim ortami olarak 2. kez demlenen cay
yapraklarinin kullanilmasiyla 12,8 g/L mikrobiyal seliiloz elde ederken, ilk kez demlenen
cay yapraklari ile bu miktarin 13,3 g/L oldugunu ve ikinci dem ile {iretimin yalnizca %4
oraninda diistiigiinii bildirmistir. Calismamizda ise ilk kez kullanilan yesil cay ile elde
edilen seliiloz miktar1 43,75 g/L iken, ikinci kez demlenerek kullanilan yesil ¢ay ile %3,5
diisiis ile 42,15 g/L mikrobiyal seliiloz elde edildi. Calismamizdaki sonuglara paralel
olarak, bu c¢alismada da atitk c¢aymn mikrobiyal selilloz iiretiminde tekrar

degerlendirilmesiyle tiretim maliyetinin diistiriildiigi belirtilmistir [156].

Atik yesil cayin kombucha karigik kiiltiiri ile mikrobiyal seliilloz iiretiminde
degerlendirildigi baska bir ¢alismada ise yesil ¢ay yapraklariin ikinci kez demlenmesi
ile 21 g/L mikrobiyal seliiloz elde edildigi belirlenirken bu degerin ilk kez demlenen siyah
caya kiyasla daha yiiksek oldugu belirtilmistir, bu durum yesil ¢ay igerigindeki azot ve

antioksidan madde miktarinin siyah ¢aya kiyasla fazla olmasi ile agiklanmistir [15].
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Diinya ¢apinda yillik ¢ay tiikketimi yaklasik olarak 2,5 milyon tondur ve tiiketilen ¢ay
tiirlerinin % 20'sini yesil cay olusturmaktadir. Tiiketimin ardindan atik haline gelen cay
yapraklar1 genellikle ¢ope atilmakta ve evsel atiklarla birlikte yakilarak bertaraf
edilmektedir. Atiklarin yakilmasi pahali oldugu gibi ¢evresel sorunlara da neden
olmaktadir. Ustelik atik haline gegen degerli materyallerin degerlendirilmesi cevresel ve
ekonomik acidan oldukca avantajlidir. Atik yesil cay igerigi yesil cay icerigiyle tamamen
aynidir, ancak demleme sayisinin artmasiyla birlikte icerik konsantrasyonu azalmaktadir
bu nedenle, atik yesil ¢ay yapraklar1 yiiksek organik madde ve nitrojen igerigi nedeniyle
toprak  verimliliginin  arttirlmast amaciyla kompostlama malzemesi olarak
kullanilmasimin yan1 sira kiimse hayvanlart icin yem malzemesi olarak da
degerlendirilmektedir [157,158]. Atik yesil ¢ay yapraklari endiistriyel biyoteknoloji
calismalarinda da siklikla kullanilmaktadir. Ornegin yapilan farkli ¢alismalarda, atik ¢ay
yapraklarindan ile etkili ve diigiik maliyetli adsorbent materyal olarak yararlanilmaktadir
[159]. Buna ek olarak biyoplastikler gibi ¢esitli ekzopolisakkaritlerin {iretiminde de diisiik
maliyetli hammadde olmasi nedeniyle yesil cay yapraklari tercih edilmektedir [160].

Calisgmamizda da mikrobiyal seliiloz iiretimi igin yiiksek maliyete sahip olan HS
besiyerinin yerine yesil ¢ay kullanilarak iiretim maliyeti azaltilirken, dem sayisinin

arttirilmasi ile maliyetin 1yice distiriildiigli belirlendi.

86



4.9. Mikrobiyal Seliilozun Karakterizasyonu

Calisma sonucunda elde edilen ve yikanip, kurutulan mikrobiyal seliilozun karakterizasyon
islemleri, Hacettepe Universitesi ileri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde

(HUNITEK) gerceklestirildi.

Calismada elde edilen mikrobiyal seliillozun yiizey morfolojisinin incelenmesi, taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile analiz edildi. Mikrobiyal seliilozun yapisinin, rastgele ve
diizensiz bir sekilde bir araya gelen, nanofiberlerden olusan ii¢ boyutlu bir ag yapisi
gosterdigi belirlendi (Sekil 4.21). Mikrobiyal selillozun yapisinda yer alan nanofiberler,
mikrobiyal seliilozun gerilme mukavemeti, su buhari gecirgenligi, esneklik, gerilme direnci

ve su tutma kapasitesi gibi bazi avantajlar saglamaktadir [161,162].

SEM HV: 3.0 kV WD: 5.74 mm GAIA3 TESCAN
2

View field: 6.92 pm Det: SE 2pym
SEM MAG: 30.0 kx |Date(m/dly): 08/09/19 HUNITEK |\

gy

Sekil 4.21. Mikrobiyal seliilozun taramali elektron mikroskobu goriintiisii (30.0 kx).

Fourier Dontistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) taramasi ile ¢alismada elde edilen
mikrobiyal seliillozun yapisindaki elementler ve bag yapisi incelendi (Sekil 4.22). FT-IR

spektrumlarindaki piklerin konumu ve yogunlugu calismamizin sonunda, farkli ¢aligmalar
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ile elde edilen ve polimerik bir form gosteren mikrobiyal seliilloz 6rnekleri ile 6zdes yapiya
sahip olan mikrobiyal seliilozun elde edildigini dogrulamaktadir [163, 164]. Mikrobiyal
selilloz o6rneklerinin karakteristik olarak yaklasik 3340, 2930, 1650 ve 1050 cm™ dalga
boyunda pikler verdigi bilinmektedir [165]. 3280 ve 3340 cm™ araliginda gériilen pik, tip 1
seliilozun zincir i¢i ve zincirler arasi hidrojen baglarmin gerilme titresimlerini ve hidroksil
gruplarmin (-OH) varligimi gosterirken, 2915 ile 2930 cm™? bandinda goriilen pik,
hidroksimetil gruplarinin varligina isaret etmektedir [166, 167]. 1650 cm™ ve 1420 cm™
araliginda gozlenen pik degeri, mikrobiyal seliiloz fibrilleri tarafindan adsorbe edilmis su
molekiiliiniin, O-H baglanmalarin1 gostermekteyken, 1750 ile 1050 arasinda goriilen pikler,
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen tip 1 seliilozun icerdigi CH2 molekiillerinin
katlanmalarim1 gdstermektedir [166, 168]. Ayrica grafikte goriilen 897 cm™ dalga boyunda
goriintlilenen pikin seliiloz I i¢in karakteristik bir pik degeri oldugu ve B-glukozidik baglarin

antisimetrik faz dis1 halka gerilmesi ile iliskilendirildigi bilinmektedir [169] .

000 3500 ’ Tzo00 2500 2000
Dalgaboyu Degerleri {cm-1)

Sekil 4.22. Mikrobiyal seliillozun Fourier Doniistimlii Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR)
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Calismada tiretilen mikrobiyal seliilozun termal kararlilik degeri TGA metoduyla elde edildi
(Sekil 4.23). Analiz sonucunda ortaya cikan verilere gore, yaklasik olarak %5 olan ilk kiitle
kaybinin 200-225 °C arasindaki sicaklikta goriilmektedir. Bu kiitle kaybinin nedeni iiretilen
mikrobiyal seliiloz tarafindan absorbe edilen suyun buharlagsmasidir [170]. Yaklasik olarak
%10 olan ikinci kiitle kaybi, hidroksil ve hidroksi metil gruplarinin par¢calanmasi nedeniyle
yaklasik 215°C ile 375°C arasindaki sicaklik degerlerinde gergeklesirken, {i¢lincii ve son
kiitle kayb1 ise, piran olarak isimlendirilen, glukoz monomerlerindeki alt1 karbonlu halkasal
yapilarmin yikilmasi nedeniyle 375°C ile 600°C araligindaki yiiksek sicaklik degerlerinde
goriilmektedir [171]. Termogravimetrik analiz yontemi sonucunda elde edilen mikrobiyal
seliilozun yaklagik olarak 200-400°C araliginda, yiiksek termal karakterizasyon sergiledigi

belirlendi.

o 100 200 300 400 500 600 700
Sicaklk (C)

Sekil 4.23. Mikrobiyal seliilozun TGA analizi

Toplam kiitle kaybi, bakteriyel seliilozun kiitlesinin yaklasik %80’ine denk gelmektedir ve
dekompozisyon ve depolimerizasyon gibi termal bozulmalarla iliskilendirilmektedir [172].
Analiz sonucunda, mikrobiyal seliillozun kiitlesinin yaklasik %85’ini depolimerizasyon ve

dekompozisyon sonucunda kaybettigi belirlendi [173].
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Polimerik malzemelerin gostermis oldugu termal karalilik, polimerin sicakliga dayanma ve
mekanik 6zelliklerini belirli bir sicaklik araliginda muhafaza etme kabiliyeti ile iligkilidir
[174]. Mikrobiyal seliillozun gostermis oldugu bu 6zellik, polimerik zincirdeki molekiiler
agirh@i, kristalizasyon derecesi ve kimyasal yapisindan biiyiikk 6l¢iide etkilenmektedir.
Termal stabilite degeri mikrobiyal seliilozun kullanim alanin1 da etkilemektedir. Termal
kararlik derecesi 200-375 °C arasinda degisen mikrobiyal seliiloz-¢inko nanokompoziti
antibakteriyel uygulamalarda kullanilirken, termal kararlilik derecesi 200-450°C olan

mikrobiyal seliiloz doku miihendisliginde kullanilmaktadir [175].
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5. YORUM

Enerji, malzeme ve yakit gibi 6nemli endiistriyel iirlinlerde petrol tiirevi sentetik iirtinlerin
kullanilmas1 beraberinde gevre kirliligi ve enerji krizi gibi nemli problemleri getirmistir.
Bu problemlerin en aza indirilmesi ve insanlarin dogaya verdigi zararin hafifletilebilmesi
acgisindan malzeme ve polimer biliminin en 6nemli ilgi alanlarindan biri, yenilenebilir
dogal malzemelerden elde edilen ve fonksiyonel 6zelliklere sahip olan biyomateryallerin
olusturulmasidir. Bu baglamda seliiloz, diinyada en bol miktarda bulunan biyopolimer
olmasi, siirdiiriilebilir ve parcalanabilir bir materyal olmasi nedeniyle pek ¢ok alanda
kullanilmaktadir. Endiistride kullanilan seliilozun biiyiik bir kism1 odunsu bitkilerden
elde edilmektedir. Bu da, her gegen giin yanginlar, dogal afetler, tarim ve kentlesme
nedeniyle orman alanlar1 azalmaktadir. Ayrica, bitkilerden elde edilen seliilozun lignin,
hemiseliiloz ve pektin gibi bilesiklerle bir arada bulunmasi saf haldeki seliilozun eldesi
icin is yikiinii ve yliksek olan maliyeti daha da arttirmaktadir. Bu nedenle, kagit
sanayisindeki degismez hammadde olmasinin yani sira, tekstil ve paketleme gibi pek ¢ok
farkli endiistriyel alanda kullanilan seliilozun farkli dogal kaynaklardan elde edilmesi
elzemdir. Bu noktada, Mikrobiyal seliiloz, bitkisel kaynaklardan elde edilen seliiloza 1yi
bir alternatif olmaktadir. Mikrobiyal seliiloz, bitkisel seliiloz ile kiyaslandiginda
gostermis oldugu yiiksek su tutma kapasitesi, mekanik direng¢ ve polimerizsyon derecesi
gibi sahip oldugu pek ¢ok 6zellikler nedeniyle gelecekte bitkisel seliilozun yerini almaya

adaydir [176].

Funguslar ve algler tarafindan da sentezlendigi bilinen mikrobiyal seliiloz basta asetik
asit bakterileri olmak iizere, Agrobacterium, Aerobacter, Achromobacter, Azotobacter,
Rhizobium ve Sarcina gibi farkli bakteri cinsleri tarafindan ekstraseliiler olarak
sentezlenmektedir. Kimyasal formiilii, bitkisel seliiloz ile ayn1 olan mikrobiyal seliiloz,
iklim, sicaklik ve bitki patojenleri gibi ¢evresel faktorlere bagli olmaksizin, laboratuvar
ortaminda kesintisiz olarak iiretilebilmekte ve liretim sonunda da kullanim alanina gore
kimyasal yontemler ile modifiye edilebilmektedir. Ayrica, mikroorganizmalarca
ekstraseliiler olarak sentezlenen mikrobiyal seliiloz hemiseliilloz gibi bilesiklerden

bagimsizdir ve bu nedenle herhangi bir saflastirma islemine ihtiya¢ duyulmamaktadir [4].

Mikrobiyal seliiloz, mekanik kuvvetlere karsi direncli, gozenekli, biyouyumlu ve
parcalanabilir bir biyopolimer olmasi sebebiyle bitkisel seliilozun kullanildig1 her alanda

kullanilmasmin yani sira, tip, kozmetik, elektronik ve gida endiistrileri gibi pek cok



alanda tercih edilmektedir [8]. Mikrobiyal seliilozun ticari olarak iretilmesi igin
genellikle sentetik besiyeri kullanilmakta bu da {iretim maliyetini arttirarak ticari tiretimi
sinirlandirmaktadir.  Mikrobiyal seliilozun iiretiminde etkin mikroorganizmanin
saptanmasi ve uygun besiyerinin belirlenip kullanilmasi, iiretimi arttirnp maliyeti
diisiirerek, mikrobiyal seliilozun birgok farkli alanda, ticari olarak kullanimina olanak
saglamaktadir. Bu baglamda, mikrobiyal seliiloz {iretebilen mikroorganizmalarin
belirlenmesi ve diisiik maliyetli {iretim ortamlarinin arastirilmasi son yillarda onemle

arastirilan bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Giliniimiizde diinya ¢apindaki yillik ¢ay iiretimi 6,3 milyar kilograma ulasmakta ve cay
iceriginde yer cesitli maddeler nedeniyle gida endiistrisinin yani1 sira biyoteknolojik
uygulamalar i¢in de bir hammadde haline gelmektedir. Son yillarda yenilenebilir
kaynaklarin  alarm  vermesiyle birlikte 0Ozellikle endiistriyel biyoteknoloji
uygulamalarinda dogal ve ucuz hammaddeler kullanilarak, mikrobiyal {riinlerin
tiretilmesi ile ilgili arastirmalarin sayisinda artis olmus, ¢ay da siirdiiriilebilir ve ucuz bir
hammadde olmasi nedeniyle mikrobiyal seliiloz iiretimi gibi pek ¢ok aragtirmanin konusu

haline gelmistir [177].

Calismamizda, seliiloz tireticisi olan mikroorganizmalarin yasamlarini siirdiirebilmeleri
i¢in dogal bir ortam olan ev yapimi sirkelerden mikrobiyal seliiloz iireticisi olan bakteriler
ve etanol iireticisi olmalari nedeniyle mikrobiyal seliiloz iiretimine yardimc1 olan mayalar
izole edilerek bu mikroorganizmalar ile karigik kiiltiirler olusturuldu. Bu karisik
kiltiirlerin mikrobiyal seliiloz iiretimleri karsilastirildiginda, en yiiksek {iretimin
Komagataeibacter europaeus ve Zygosaccharomyces parabailii nin 2:1 oraninda bir
araya getirilmesi ile olusturulan karisik kiiltiir ile elde edildigi belirlendi ve ¢aligmanin
devaminda bu kiiltiir seliiloz iireticisi olarak secildi. Bu kiiltiir mikrobiyal seliiloz
iiretiminde, alternatif ve ucuz liretim ortami olarak kullanilmak iizere segilen ti¢ farkli
bitki ¢ay1 (siyah cay, yesil ¢ay ve hibiskus ¢ayi) ile hazirlanan besiyerine %10 oraninda
ekildi ve en yiiksek miktarda iiretimin, 30 °C’de gerceklestirilen 168 saatlik statik
inkiibasyon sonucunda % 10 yesil ¢ay ve % 10 glukoz kullanilarak hazirlanan besiyerinde
40,5 g/L gergeklestigi belirlendi. Uretim ortami olarak kullanilan yesil cayin optimize
edilmemis kosullarda dahi sentetik HS besiyerinden ¢ok daha etkili bir iiretim ortami
oldugu belirlendi. Mikrobiyal seliiloz {iretimi i¢in uygun fizyolojik kosullarin pH 5°de,
%20 kiiltiir konsantrasyonunda statik olarak 30 °C’de 10 gilinde gerceklestigi saptandi.



Mikrobiyal seliiloz iiretiminde, tiretim ortami olarak tercih edilen alternatif hammaddenin
icerigi ve hammadde konsantrasyonu olduk¢a 6nemlidir. Bu baglamda ¢alismamizda
kullanilan yesil ¢ay igeriginin fenolik bilesikler, amino asitler, vitamin ve mineraller
acisindan zengin olmasi, buna ek olarak antioksidan aktivitesinin diger ¢aylara kiyasla
fazla olmasi, tiretimin arttirilmasini etkileyen baslica parametrelerden bir tanesidir. Yesil
cay, igeriginin zengin olmasinin yani sira, yillik iiretim miktarmin fazla, maliyetinin
diisiik olmas1 ve kolaylikla temin edilebilmesi nedeniyle de mikrobiyal seliiloz liretiminde
tercih edilebilir uygun bir hammadde olarak belirlendi. Calismamizda, iiretim ortami
olarak kullanilan yesil ¢ay konsantrasyonun %]1’den %10’a arttirilmastyla birlikte elde
edilen mikrobiyal seliiloz miktarinin %500 arttig1 ve bu miktarin sentetik besiyeri ile elde

edilen miktardan %110 fazla oldugu saptandi.

Mikrobiyal seliiloz iiretiminin arttirilmasinda iiretim ortamina eklenen karbon kaynagi ve
karbon kaynagi konsantrasyonu da biiyiik 6nem tasimaktadir. Calismamizda, mikrobiyal
seliiloz treticisi olan kiiltiirlin karbon kaynagi olarak kolay metabolize edilebilen bir
bilesik olan glukozun kullanilmasiyla mikrobiyal seliiloz iiretiminin arttirdig1 saptandi.
Glukoz konsantrasyonunun %4’den %10’a ¢ikarilmasi ile mikrobiyal seliiloz {iretiminin
%150 oraninda artt1g1 belirlendi. Buna ek olarak glukoz konsantrasyonun %10’dan fazla
konsantrasyonlara ¢ikarilmasi ile liretim miktarinin hiicre i¢i ozmotik basing degerinin

degismesi ve su aktivitesi azalmasi nedeniyle diistiigli gézlemlendi.

Mikrobiyal seliiloz iiretiminin en yliksek verim ile gerceklestirilmesinde, liretim ortamina
eklenen ilave azot kaynaklarinin da etkisi de arastirildi. Calismamizda, temel besiyeri
olarak kullanilan ve igeriginde yaklasik olarak %10 oraninda azot bulunan yesil ¢aya
ilaveten, liretim ortamina organik ve inorganik azot kaynaklar1 eklenerek mikrobiyal
seliiloz tiretim miktarlar1 degerlendirilmis ve ilave azot kaynaklariyla birlikte liretimin
yalnizca %2 oraninda artti1 saptanirken, bu ilave azot kaynaklarinin liretim maliyetini
onemli Olclide arttirdigi belirlendi. Calismamizda diisiik maliyet ile yiiksek verim
hedeflendiginden caligmanin devaminda, iiretim ortami1 olarak secilen yesil cay

besiyerine ilave azot kaynagi eklenmedi.

Mikrobiyal selilloz iiretiminde uygun pH degerinin, {retimde kullanilan
mikroorganizmaya gore degistigi bilinse de, bu araligin 4,5 — 6,5 oldugu bilinmektedir.
Mikrobiyal seliiloz iiretimi sirasinda inkiibasyon siiresinin uzamasiyla birlikte besiyerinin
pH degeri diismektedir. Bu nedenle mikrobiyal seliiloz liretiminin diisiik pH degerlerinde

gerceklesmesi hem bu problemi ortadan kaldirmakta hem de bir¢ok mikroorganizma



disiik pH’larda yasayamadigi i¢in mikrobiyal kontaminasyonu onlemektedir. Bu
baglamda calismamizda mikrobiyal seliilloz iiretimin pH=5’de gerceklesmesi avantaj

saglamaktadir.

Ekstraseliiler polimerlerin iiretimindeki diger bir 6nemli faktoérde {iretimde kullanilan
mikroorganizmanin ortamda uygun ve yeterli miktarda bulunmasidir. Uretim ortamina
ekilen mikroorganizma miktarimin fazla olmasi adaptasyon fazini kisaltip, tiretimi
arttirarak avantaj saglayacagi gibi, esigin asilmasi besin rekabetini arttirarak iiretimi
olumsuz etkileyebilmektedir. Calismamizda %10 yesil ¢ay ve % 10 glukoz ile hazirlanan
ve pH=5 olan iiretim ortaminda ekim oraninin %10’dan % 20’ye ¢ikarilmasi ile liretimin
%2,5 arttig1 belirlenirken, artirillan ekim oranlarinda ise liretimde Onemli bir artig

goriilmedigi ve sonrasinda ise sabitlendigi saptandi.

Ekzopolisakkaritlerin iiretiminde inkiibasyon sicakliginin mikroorganizmalarin besiyeri
icerigini metabolize edebilme yetenekleri iizerinde etkin oldugu dolayisiyla iiretimi
etkiledigi bilinmektedir. Mikrobiyal seliiloz iiretiminde tercih edilen potent suslar olan
asetik asit bakterilerinin tiremeleri i¢in uygun sicaklik aralig1 25-30 °C’dir ve mikrobiyal
seliloz tretimi de bu sicaklik araliginda gerceklesmektedir. Calismamizda
Komagataeibacter europaeus ve Zygosaccharomyces parabailii ile hazirlanan karisik
kiiltiir ile 30°C’de 41,4 g/L mikrobiyal seliiloz elde edilirken 25 °C’de bu miktar 39,2
g/Ldir. Kiltirtin diistik sicaklikta da yiiksek miktarda iiretim gergeklestirmesi; s6z
konusu tiirlerin degisen sicaklik araliginda da mikrobiyal seliiloz iiretiminde etkili
olabileceklerini gostermektedir. Boylece s6z konusu kiiltiiriin, oda sicakligi olarak kabul
edilen 25 °C’ye dahi adapte olabilecegi ve sicaklik kontroliiniin zor oldugu biiytlik

inkiibasyon ortamlarinda kullanilabilecegini isaret etmektedir.

Mikrobiyal selillozun iiretiminde kullanilan kiiltiir yontemi, elde edilen seliilozun
morfolojik yapisini etkilemektedir. Statik kiiltiir yontemi ile membran seklinde seliiloz
elde edilirken, calkalamali kiiltiir yontemi ile diizensiz sekillere sahip olan seliiloz
kiitleleri elde edilmektedir. Farkli morfolojilerde elde edilen seliilozlarin kullanim
alanlar1 da farklidir. Ornegin membran seklindeki seliiloz, kagit, yapay kan damari, doku
ve dis implanti gibi tirlinlerde tercih edilirken, diizensiz sekillerdeki seliiloz ise gidalarda
kivam arttirict olarak kullanilmaktadir. Mikrobiyal selilloz biyosentezi aerobik
mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilmektedir ve {iretim i¢in inkiibasyon ortamina
oksijen girisi gerekmektedir. Bu nedenle mikrobiyal seliiloz iiretiminde siklikla

calkalamali kiiltiir yontemleri de tercih edilmektedir. Ancak iiretimin ¢alkalamali kiiltiir



yontemi ile gergeklestirilmesi, iiretim i¢in gerekli olan enerji miktarini ve buna baglantili
olarak maliyeti arttiracagi igin dikkat edilmesi gereken bir husustur. Calismamizda, statik
kiltiir yontemi ile membran seklinde,41,8 g/L seliiloz elde edilirken, ¢alkalamali kiiltiir
yontemiyle diizensiz kiitleler halinde tiretilen seliillozun, kurutulduktan sonra kiitlesinin

yaklagik %99 unu kaybederek 0,0025 g/L seliiloz elde edildigi belirlendi.

Inkiibasyon siiresi biyopolimerlerin iiretim miktarin1 ve sentezlenen polimerin yapisini
etkilemekle birlikte iiretim maliyeti i¢in de olduk¢a 6nemli bir parametredir. Inkiibasyon
siiresinin kisaltilmasi, tiretim i¢in kullanilan hammadde miktarin1 ve harcanan enerjiyi
azaltacagi i¢in, diisitk maliyet ile gergeklestirilmesi istenen liretim uygulamalarinin es
gecilemeyecek bir basamagidir. Calismamizda, {iretim siiresinin 168 saatten 240 saate
c¢ikarilmast ile tiretimin %35 oraninda arttif1 ancak inkiibasyon siiresinin arttirilmasi ile
{iretim miktarmin sabitlendigi goriildii. inkiibasyon siiresinin uzatilmasiyla birlikte iiretim
maliyeti artacagi i¢in, mikrobiyal seliiloz iiretimi i¢in slirenin dikkatli se¢ilmesi gerektigi
sonucuna varildi. Inkiibasyon siiresinin uzatilmastyla birlikte iiretim maliyeti artacag
icin, mikrobiyal seliiloz iiretimi i¢in en uygun inkiibasyon siiresinin 168 saat olduguna

karar verildi.

Farkli ¢evresel kosullara adapte olmus mikroorganizmalarin ¢evre kosullarindan
etkilendigi ve farkli ¢evre kosullarinda farkli tepkiler verdigi bilinmektedir. Isik da
mikroorganizmalar i¢in metabolik faaliyetlerini etkileyen 6nemli bir dis etkendir. Cay ve
kombucha karisik kiiltiirii ile elde edilen fermente bir icecek olan ve mikrobiyal seliiloz
tiretiminde de kullanilan kombucha iiretiminin geleneksel olarak karanlik ortamlarda
gergeklestirildigi bilinmektedir. Bu dogrultuda ¢alismamizda 1s18in mikrobiyal seliiloz
tretiminde etkili olabilecegi degerlendirilerek karanlik ve aydinlik ortamlarda iiretim
gerceklestirildi. Literatiirde de bu konuda yapilan bir ¢aligmaya rastlanmadi. Calisma
sonucunda iki ortamda da aym1 miktarda mikrobiyal seliiloz elde edildi ve 1s181n
mikrobyal seliiloz {iretimi {izerinde bir etkisi olmadig1r saptandi. Boylece, iiretimin

karanlik ve aydinlik inkiibasyon ortami fark etmeksizin gergeklestirilebilecegi gosterildi.

Mikrobiyal seliilloz eldesinde, besiyerine eklenen farkli maddelerin tiretimi etkiledigi
bilinmektedir. Bu baglamda ¢alismamizda {iretim ortamina, literatiirde etkili olduklari
gosterilen, bitkisel yaglar (zeytinyagi, aycicek yagi, hindistancevizi yagi) ve askorbik asit
ilave edildi. Yesil cay ile hazirlanan temel besiyerine %2 oraninda zeytinyag: ilavesiyle
tretimin %3,5 arttig1 gosterilirken, artan yag konsantrasyonunda tiretimin dustiigii

belirlendi. Besiyerine, ekzopolisakkaritlerin iiretiminde de kullanilan askorbik asitin



ilavesiyle iiretimin arttig1 belirlenirken, askorbik asit konsantrasyonun %0,5’den %1’e
cikarilmasi ile seliiloz iiretimi %6 artarken, %1’den %]1,5’a ¢ikarilmasiyla {iretimin
yalnizca %0,6 oraninda artmasi1 ve askorbik asitin daha yiiksek konsantrasyonlarda
kullanilmasiyla birlikte tiretim maliyetinin yiikselmesi nedeniyle iiretim ortamina daha

fazla miktarda askorbik asit ilavesi yapilmadi.

Biyoteknolojik uygulamalarda atik malzemelerin degerli materyallerin biyosentezi i¢in
hammadde olarak kullanilmasi, petrol tiirevi sentetik malzemelerin kullaniminin
azaltilmasi, g¢evreye verilen zararin en aza indirilebilmesi ve {iretim maliyetinin
diisiiriilebilmesi amaciyla olduk¢a Onemlidir. Calismamizda kullanilan yesil cay
yapraklarinin 10. deme kadar tekrar kullanilmasiyla birlikte, mikrobiyal seliiloz
tiretiminde yesil ¢ayin yani sira atik yesil ¢aymn da kullanilabilecegi ve yiiksek miktarda
seliiloz elde edilebilecegi gosterildi. Yesil cayin ilk kez kullanilmasiyla 43,75 g/L seliiloz
elde edilirken, ayn1 ¢ayin 10. kez kullanilmasiyla birlikte 11,5 g/L seliiloz elde edildigi
ve bu miktarin sentetik besiyerinde elde edilenden yalnizca 0,5 g/L diisiik oldugu
saptandi. Boylece, hem yesil cayin hem de atik yesil ¢ay yapraklarinin alternatif {iretim
ortam1 olarak kullanilabilecegi ve diisiik maliyet ile mikrobiyal seliilloz {iretiminin

gerceklestirilebilecegi gosterildi.

Sonug¢ olarak calismamizda, dogal ortamlarindan izole edilen ve tanimlanan
mikroorganizmalarin belirli oranlarda bir araya getirilmesi ile olusturulan karigik kiiltiir
ile mikrobiyal seliiloz liretimi gergeklestirildi ve; diisiik maliyetli ve kolay temin edilebilir
bir hammadde olan yesil ¢ay iiretim ortami olarak alternatif bir besiyeri hazirlandi.
Hazirlanan bu besiyeri kullanilarak, mikrobiyal seliiloz iiretimine etki eden kosullar
arastirildi ve bu kosullarin optimize edilmesiyle, kisa siirede, diisiik maliyetli seliiloz

tiretimi gergeklestirildi.

Calismamizda, mikrobiyal seliiloz liretimi i¢in etkinligi belirlenen ve dogal ortamlarindan
izole edilen mikroorganizmalarin (Komagataeibacter europaeus ve Zygosaccharomyces
parabailii) belirli oranlarda bir araya getirilmesiyle hazirlanan karisik kiiltiir ile
literatiirde mikrobiyal selilloz {iretiminin arastirildigt  benzer bir c¢aligmaya
rastlanmamistir. Bu baglamda; hem mikroorganizmalarin belirli oranlarda bir araya
getirilmesi ile hazirlanan karigik kiiltiiriin hem de yesil caymn mikrobiyal seliiloz
iiretiminde kullanimi i¢in yeni bir alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Calismamizda
elde edilen sonuclar etkin kiiltiir ve diisiik maliyet ile mikrobiyal seliiloz iiretimini

hedefleyen calismalara katki saglayacaktir.
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