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OZET

SIRKEDEN iZOLE EDILEN ASETIiK ASIiT BAKTERISI iLE SELULOZ
URETIMI VE BAKTERIYEL SELULOZ KARAKTERIZASYONU
YUKSEK LiSANS TEZi
BURAK TOP
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)

DENIZLi, ARALIK - 2018

Bu ytiksek lisans tezinde, liziim sirkesinden (Denizli-Cal) izole edilen ve
16S rDNA ile tir tayini yapilan Komagataeibacter xylinus bakterisinden
bakteriyel seliiloz (BS) tretimi ve karakterizasyonu yapilmistir. Besiyeri tipi,
farkli karbon kaynaklari, pH, sicaklik, ylizey alan1 ve inkiibasyon siirelerinin
seliiloz tretimine etkisi incelenmistir. En iyi BS tiretimine M1AO05P5 besiyerinde
30°C’de ve 1,06 cm™ yiizey alani/hacim oraninda ulasilmistir. 30°C ve 1,06 cm™
yiizey alant/hacim oraninda pH: 3,5°te inkiibasyonun 21. giiniinde 1,303 g/L BS
tiretilmistir. Tek karbon kaynagi olarak glukoz ilave edildiginde maksimum
iretim pH 6,5’te inkiibasyonun 14. giiniinde 2,3635 g/L olmustur. SEM
analizlerine gore M1AOS5PS5 besiyerinde seliiloz lifleri daha ¢ok fibril demetleri
halinde olup, pH 3,5’te elde edilen seliilozun fibril ¢ap1 34,87-45,97 nm arasinda
iken ayni besiyerinde pH 6,5°te 29,71-102,3 nm’dir. TGA analizleri, BS
orneklerindeki  dehidrasyon basamagindaki kiitle kaybinin 50°C-150°C
sicakliklart arasinda, ikinci bozunma basamaginin ise 215°C ile 228°C arasindaki
sicakliklarda bagladigini gostermistir. BS orneklerin elektriksel iletkenligi, 300-
400 K sicaklik araliginda incelenmis ve elektriksel iletkenliginin sicakliga tistel
olarak bagimli oldugu ve artan sicaklikla birlikte iletkenligin arttig1 goriilmiistiir.
Diger bir deyisle, BS tipik yari iletken davranisi géstermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Komagataeibacter xylinus, Bakteriyel seliiloz,
Seliiloz asetat, SEM, FT-IR, TGA, Elektrik iletkenligi



ABSTRACT

PRODUCTION OF CELLULOSE BY ACETIC ACID BACTERIA
ISOLATED FROM WINE VINEGAR AND CHARACTERIZATION OF
BACTERIAL CELLULOSE
MSC THESIS
BURAK TOP
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. NAZIME MERCAN DOGAN)

DENIiZLi, DECEMBER 2018

In this research, bacterial cellulose (BC) was produced and characterizated
from Komagataeibacter xylinus bacterium isolated from wine vinegar (Denizli-
Cal) and determined by 16S rDNA squence analysis. The effect of types of
nutrient, different carbon sources, pH, temperature, surface area and incubation
period were detected on production of bacterial cellulose. The best BS production
was found in M1AO5P5 medium at temperature 30°C and 1,06 cm™ surface
area/volume. Under these conditions (30°C and 1,06 cm™), BC was produced
1.303 g/L at pH 3.5 after 21 days incubation. When glucose as carbon source was
added in medium, the amount of BC was found 2.3635 g/L at Ph 6.5 after 14 days
incubation. According to SEM analysis, the diameters of bacterial cellulose fibers
produced in M1AO05P5 medium are 34.87-45.97 nm at pH 3.5 and 29.71-102.3 nm
at pH 6.5. TGA analysis showed that the weight loss in the dehydration step in the
BS samples started between 50°C and 150°C and the decomposition step started
between 215°C and 228°C. The electrical conductivity of the BS samples was
investigated in the temperature range of 300-400 K and the electrical conductivity
was exponentially dependent on the temperature and the conductivity increased
with increasing temperature. In other words, bacterial cellulose has shown typical
semiconductor behavior.

KEYWORDS:Komagataeibacter xylinus, Bacterial cellulose, Cellulose
acetate, SEM, FT-IR, TGA, Electrical conductivity
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1. GIRIS

(CeH1005), kimyasal formiiliine sahip olan seliiloz, tekrar eden D-glukozlarin
1 — 4 B- glikozidik baglarmi icerir. Cok sayida hidroksil gruplart bulundurmasina
ragmen suda ¢oziinmez. Bitkilerin hiicre c¢eperlerine katildigindan dogada en ¢ok
bulunan, yenilenebilir, diisiik maliyetli, biyouyumluluk ve biyobozunur 6zellikleri ve
genis kullanilabilirligi olan organik polimerdir. Bu nedenden dolay:1 seliilloz ve
tiirevleri; kagit, gida, ilag, tekstil gibi biiyiik endiistriyel alanlarda kendisine siklikla
yer bulmustur (Ang, 1991; Heindmaki ve dig., 1994; Ren ve dig., 2009).

Bitkisel kaynakli liflerdeki seliiloz miktar1 kaynaga gore degismekte ve
yapisinda cogunlukla lignin, pektin ve hemiseliiloz bulundurmaktadir. intramolekiiler
ve intermolekiiler hidrojen baglar1 sebebiyle termoplastik degildir, erime
sicakligindan once ayrisir. Seliiloz tiirevleri olan; seliiloz esterleri (Nitroseliiloz,
Seliiloz asetat) ve eterleri (Metilseliilloz, Etilseliiloz, Hidroksietilseliiloz,
hidroksipropilseliiloz, karboksimetilseliiloz) endiistriyel olarak kullanilmaktadir

(Huang ve Li, 1998; Stevens, 1999).

Kiiresel 1sinma, karbondioksit emisyonun artmasi, petrol bazli materyallerin
biyobozunurluklarinin uzun yillar almasi1 ve ¢evreyi kirletmeleri, niifus artigindan
kaynaklanan ihtiyaglarin ve ham madde ihtiyacinin giinden giine artmast gibi
sebepler bilim insanlarini biyomateryallere yonlendirmistir. Tam da bu noktada;
seker, nisasta ve selilloz gibi biyokiitle uygulamalari, plastik tiretiminde fosil
kaynaklari kullaniminin yerini alabilecek bir yaygin goriisii ortaya ¢ikarmistir. Buna
ragmen lretimlerinin maliyetli olmas1 ve endiistriyel uygulamalar sirasindaki ytiksek

sicakliklar dezavantaj yaratmaktadir.



Seliiloz, c¢ogunlukla bitkisel kaynaklardan ve onlarin atiklarindan elde
edildiginden, agaclarin ve ormanlarin kesilmesi, hemiseliloz ve ligninin
uzaklagtirilmasi sirasinda uygulanan asit-baz uygulamalar1 da global capta ¢evre
sorunlarmma  sebep  olmaktadir.  Hayatimizin  her  alaninda  bulunan
mikroorganizmalardan bazi bakteri tiirleri de bitkisel seliiloza alternatif olabilecek
hiicre dis1 polimerik madde olarak selilloz sentezlemektedirler. Bu nedenle,
giinimiizde “Bakteriyel Selilloz (BS)” iizerine yapilan c¢alismalar giderek

cogalmaktadir.

Bitkisel kaynakli seliiloz ile ayn1t molekiiler formiile sahip olmasina ragmen,
farkli makromolekiiler 6zellikler (lignin, pektin ve hemiseliillozdan serbest olmasi,
yilksek su tutma kapasitesi, yliksek polimerizasyon derecesi, yliksek mekanik
mukavemet, yliksek kristallilik) barindirmasi bakteriyel selillozun endiistriyel
kullanimindaki potansiyelini arttirmaktadir. Bu potansiyel goz 6niline alindiginda,
yapilan ¢alismalardaki artis1 gérmek miimkiin hale gelmektedir (Yamanaka, 1989;

Iguchi, 2000; Ul-Islam, 2012).



2. LITERATUR TARAMASI

Bakteriyel seliiloz ilk olarak 1886 yilinda Adrian J. Brown tarafindan
yaymlanmistir. Sirke fermantasyonu sirasinda besiyeri tlizerindeki zar tabakasi
olusumundan sorumlu organizma Bacterium aceti olarak adlandirilmistir. Sonraki
yillarda Acetobacteraceae ailesi Acetobacter, Gluconobacter, Acidomonas,
Gluconacetobacter, Asaia, Kozakia, Swaminathania, Saccharibacter, Neoasaia ve
Granulibacter cinsleriyle siniflandirilmistir. 16s rRNA sekanlama ve teknolojideki
ilerlemeler baz1 Gluconacetobacter cinslerinde flagella bulunmasindan dolay1 tekrar
adlandirilmigtir.  Son olarak 2014 yilinda Yamada flagellaya sahip hareketli
bakterilerinin Komagataeibacter olarak adlandirilmasini nermistir (Brown, 1886;
Yamada, 2008; Yamada, 2012; Yamada, 2014).

Acetobacter, Agrobacterium, Gluconacetobacter, Rhizobium,
Achromobacter, Alcaligenes, Aerobacter, Azotobacter, Salmonella, Escherichia ve
Sarcina cinsleri de selilloz iretmelerine karsin, Komagataeibacter xylinus
(Gluconacetobacter xylinus)’un farkli birgok karbon ve azot kaynaklarin1 kullanarak
yiikksek oranda bakteriyel seliilloz iiretim Kkapasitesi oldugundan halen model

organizma olarak kullanilmaya devam etmektedir (Rangaswamy, 2015).

Komagataeibacter xylinus; gram negatif, cubuk ve hareketsizdir. Krem renkli
yuvarlak, kenarlari diiz ya da piiriizlii koloni morfolojilerine sahiptir. Zorunlu
aerobdurlar ve oksijen varlifinda etanolii asetik asite, glukozu ise glukonik asite

cevirirler (Yamada, 2012).

Yiiksek seliiloz tiretim kapasitesi olan yeni bir bakteri tiiri bulabilmek i¢in
bilim insanlari, meyvelerden (liziim (Kojima ve dig., 1998) ve ¢iirtik {izim (Son ve
dig., 2002), elma suyu (Dellaglio ve dig. 2005) ve ¢iiriik elma (Hungunt ve Gupta,
2010), kavun (Kojima ve dig. 1998), limon ve papaya (Suwanposri ve dig.,2013),
cigeklerden (passiflora (Suwanposri ve dig.,2013)), fermente gidalardan (sirke
fermantasyonu atiklarindan (Aydin ve Aksoy, 2009), malt (Jia ve dig., 2004)),
iceceklerden (kombucha cayr (Nguyen ve dig., 2008)) bakteriyel seliilloz lireten

bakteri izole etmislerdir.



Bakteriyel seliiloz, bitkisel kaynakli seliiloz ile ayn1 molekiiler formiile sahip
olmasma ragmen; lignin, pektin ve hemiseliilozdan serbest olmasindan dolay1
safliginin yiiksek olmasi, yiiksek su tutma kapasitesi, katlama ve kaplamaya uyumlu
olmasi, transparan olmasi, yiiksek polimerizasyon derecesine sahip olmasi, yiiksek
kristallenme indeksi, nano 6lgekli fibril yapida olmasi, cekme mukavemetinin yiiksek
olmast gibi farklt makromolekiiler Ozellikler gostermektedir (Yamanaka, 1989;
Iguchi, 2000; Ul-Islam, 2012; Yano ve dig. 2005) Bakteriyel seliillozun mikrofibriler
yapist Muhlethaler tarafindan 1949 yilinda elektron mikroskop ¢alismalariyla
gosterilmistir (Muhlethaler, 1949).

Besiyeri ¢esitleri, bakteriyel seliiloz T{retimini etkileyen faktorler ve
optimizasyon kosullari, genetik ¢alismalar, yalnizca bakteri gelisimi igin degil ayni
zamanda seliiloz iiretiminin de verimini artirmaya yonelik ¢aligmalardir. Bakteriyel
seliiloz tiretim maliyetini diistirmek icin ¢ok sayida farkli besiyeri kombinasyonlari,
endiistriyel atiklar, meyve kabuklar1 gibi ucuz kaynaklar arastirilmaktadir (Cakar ve
dig. 2014). BS iiretiminde standart besiyeri olarak en cok tercih edilen Hestrin—
Schramm (HS) besiyeri, az miktarda karbon kaynagi ve sitrik asit igermekle birlikte
azot igerigi bakimindan zengindir. Literatiirde seliiloz {iretiminde karsilagilan bir
diger besiyeri olan Yamanaka besiyeri ise bol miktarda karbon kaynagi bulundurur
ve mineralce zengindir. Diger taraftan, Zhou besiyeri ise HS ve Yamanaka besi
yerlerinin kombinasyonlarindan olusmaktadir. Misir likorii ve friikktoz besiyert;
inositol, nikotinik asit, timin, pantotenik asit ve zengin mineral icerigiyle bilim
insanlart tarafindan biiylik capta iiretimler icin kullanilmistir. Literatiirde farkli
karbon kaynaklari, melas gibi atik materyaller veya ¢esitli besiyerlerinde seliiloz
tiretimi ile ilgili ¢alismalar mevcuttur (Jung ve dig. 2010, Hungund ve dig. 2010;
Gomes ve dig. 2013, Li ve dig. 2015). Enterobacter amnigenus GH-1 HS
besiyerinde 2.5 g seliiloz iiretirken, gelistirilmis ortamda seliiloz veriminin 4.1 g/l
oldugu bildirilmistir. Fruktoz, kazein hidrolisat, maya 6ziitii, disodyum fosfat, sitrat

ve metal iyonlarinin eklenmesinin seliiloz iiretimi i¢in uyarici oldugu bulunmustur.



Ayrica pekmez, nigasta hidrolizati, seker kamisi suyu, hindistan cevizi suyu,
hindistan cevizi siitli, ananas suyu, portakal suyu ve nar suyu gibi meyve su
takviyesinin tretim maliyetini diislirerek, bakteriyel seliilozun ticari olarak biiyiik
Olgeklerde iiretilmesi i¢in dnemli bir rol oynayacagi da rapor edilmistir (Hungund ve
Gupta, 2010). Benzer sekilde zeytinyagi fabrikasi atik materyallerinden de umut

verici seliiloz tiretimi gergeklestirilmistir (Gomes ve dig. 2013).

Bakteriyel seliiloz iireten bakteri tiirleri tizerinde bakteriyel seliiloz verimini
artirmaya yonelik genetik manipiilasyonlar da yapilmistir. Konu ile ilgili yapilan bir
calismada, Leuconostoc mesenteroides’den alinan siikroz fosforilaz geninin
Acetobacter susuna aktarildiginda siikroz igeren besiyerinde 20. saatten sonra
bakteriyel seliiloz miktarinda artis gozlenmistir (Tonouchi ve dig. 1998). Diger
taraftan, E. coli’den alinan lacZ geni Acetobacter xylinus’ a eklendiginde peynir alti
suyunda 28 kat fazla BS {iretimi ve 160 kat B-galaktozidaz aktvitesi goriilmiistiir
(Bernardo ve dig. 2004).

Glikoz igeren besi yerlerinde karsilagilan sorunlardan bir tanesi inkiibasyon
sirasinda  Komagataeibacter bakterilerin - glikozu glikonik asite ¢evirmesidir.
Glikonik asit pH’1 diisiirdigiinden seliiloz liretiminin diistigli goriilmiistiir. Kuo ve
arkadaslar1 (2016) asetat tamponu ile pH’1 kontrol altina almaya ¢alismislar ve daha
fazla verim elde ettiklerini belirtmislerdir. Ayn1 zamanda, K. xy/inus’ un sitoplazmik
zarinda bulunan glikoz dehidrogenaz geni homolog rekombinasyon ile susturularak
mutant suslar elde edilmis ve mutant suslarin %230 daha fazla seliiloz iirettikleri

belirtilmistir (Kuo ve dig. 2015).

Calkalamali ve havalandirmali inkiibasyon uygulamalarinda genel kani, BS
tiretimindeki diisiislin, seliiloz tiretmeyen mutantlarin (sel -) hizli ¢ogalmalarindan
dolay1, seliiloz iireten bakterilerin (Sel +) oOniline gegerek BS veriminin diismesi
yoniindedir. Bu sorunun giderilmesi amaciyla son zamanlarda sel — mutantlarina sel
+ oOzellik kazandirma yoniinde bilimsel ¢alismalar yapilmaktadir (Krystynowicz ve

dig. 2002).



2.1  Bakteriyel seliillozun endiistriyel uygulamalari

Bakteriyel seliilozun ticari ve endiistriyel olarak iiretiminde One ¢ikan ilk
onemli nokta bakteriyel seliillozun yiiksek miktarlarda tiretilmesidir. Bunun i¢in bilim
insanlar1  biyoreaktorleri kullanarak yiiksek oranlarda verim elde etmeye
calismiglardir. Chao ve arkadaslar1 (2001) hava kopriilii biyoreaktor kullanarak 10.4
g/L bakteriyel selilloz elde etmislerdir. Buna ragmen yiiksek enerjiye ihtiyag
duyulmasi ve biyofilm olusumu uzun zaman almasi1 dezavantaj yaratmaktadir (Chao
ve dig. 2001). Hava kopriilii biyoreaktorlerde bakteriyel selillozun inkiibasyonu
sirasinda, safta yapismasindan dolayr homojenite problemi ortaya ¢ikmaktadir (Lin
ve dig. 2013). Bu yiizden ilk olarak Serafica ve arkadaslar1 donen disk
biyoreaktoriinii kullanmiglardir. Disklerin yiizeyi siirekli rotasyon ile besi yeri ve
hava arasinda yer degistirir. Bu sayede bakteriyel seliilozun statik inkiibasyonda
oldugu gibi mekanik 6zelliklerini kaybetmeden {iiretilmesi saglanmis olur. Biyofilm
reaktorleri, yiiksek biyokiitle yogunluguna sahip reaktdr sistemi olarak sermaye
maliyetini diisiirebilecek sistemler olarak goriilmekte iken, immobilize hiicrelerin

zamanla bozulmasi dezavantaj saglamaktadir (Serafica ve dig. 2002).

Pinto ve arkadaslar1 (2016) yaptiklar1 akut toksisite, sitotoksisite ve
genotoksisite calismalarinda BS’nin toksisitesine rastlamamiglardir (Pinto ve dig.
2016). Bu yiizden bakteriyel seliiloz; antimikrobiyal film (Dobre, 2012), yara
iyilesiminde (Wen ve dig. 2015), yapay deri ve cilt dokusu tamirinde (Fu ve dig.
2012), yapay kan damar1 (Wan ve dig. 2011), yapay kikirdak (Nimeskern ve dig.
2013), kardiyak protezler (Millon ve Wan, 2006), yapay kornea (Wang ve dig. 2010),
kontak lens (Levinson ve Glonek, 2010), kemik iyilesiminde (Zimmermann ve dig.
2011), dislerde kanal tedavisinde (Yoshino ve dig. 2013) kullanilmaktadir. Yanik ve
yara tedavisinde yeniden epitel doku olusumu o bélgenin nem tutmasiyla dogru
orantilidir (Winter, 1962). Yara iyilesiminde etkilerini test etmek igin, ticari olarak
kullanilan iriinlerle BS firiinleri karsilagtirllmig ve ’Biofill’’in gegici olarak cilt
yerine gegebilecek dzellikler gosterdigi belirlenmistir. Ustelik BS yiiksek oranda su
tutma kapasitesine sahip oldugundan, ameliyat sonrasi rahatsizlikta azalma, daha
hizli iyilesme, agrida ve enfeksiyonda azalma ve tedavi siiresinde kisalma gibi pozitif

klinik endikasyonlar da gostermistir (Jonas ve Farah, 1998).



BS, gida endiistrisinde ilk olarak Filipinler’de ‘’Nata de Coco’’ adiyla ticari
olarak kullanilmistir. Yapilan arastirmalar da Nata de Coco’nun bagirsak kanserini,
koroner damarlarda kan pihtilasmasimi ve glikoz intoleransini engelledigi de
bildirilmistir (Esa ve dig. 2014). Monascus mantar1 — BS kompleksi vejeteryanlar
icin et veya deniz tirlinleri yerine gegebilecek potansiyel gostermistir (Keshk, 2014).
BS, siikroz ve karboksimetilselilloz kombinasyonlariyla gida iiriinlerinin dagilmasi
engellenmistir. Bu ylizden potansiyel olarak diisiik kalorili katki, koyulastirici,
stabilizator, macun ve dondurma katkis1 olarak da kullanilabilecegi belirtilmistir

(Okiyama ve dig. 1993; 1992% 1992").

Calkalamali inkiibasyonda iiretilen BS’nin yiiksek kaliteli kagit liretiminde
uygun oldugu ilk olarak Johnson ve Neogi tarafindan 1989 yilinda yaymnlanmistir.
Daha sonraki c¢alismalarla da desteklenmistir. %15 BS eklenen kagit, saf kagit
hamuruna oranla yaklagik 4 kat daha fazla katlanma dayanikliligi ve yaklasik 2 kat
fazla gerilme kuvveti gostermistir (Iguchi ve dig. 2000). Shah ve Malcolm Brown
bakteriyel seliillozu elektronik kagit olarak kullanmislardir. BS tabaklari arasina
elektrokromik boyalar yerlestirilmistir. Daha sonra uygun voltaj uygulandiginda,
ayni acma kapama diigmesi gibi boyanin kagit ilizerinde goriinmesi veya
goriinmemesi saglanmistir. Bu uygulamanin tekstil ve elektronik goriintiileme
teknolojilerinde kullanilabilecegi dngoriilmiistiir (Shah ve Malcolm Brown 2005;

2004).

BS esnek bir matris olarak elektronik ve manyetik alanlarda da
kullanilmaktadur. Tyi seffaflik ve esneklige sahip olan ginko siilfit / BS / epoksi regine
nanokompozitinin yari iletken olarak optoelektronik biyomedikal uygulamalarda
potansiyeli oldugu belirlenmistir (Guan ve dig. 2016). Diger benzer bir yaklagim BS
membranlarinin  glikoz ve oksijen kullanarak elektrik akimi iireterek medikal
implantlar i¢in enerji kaynagi olarak kullanilmasidir. Oksijen indirgenmesi igin
kullanilan giimiis nanopartikiilleri iceren BS, giimiis nanopartikiillerden daha yiiksek

akim yogunlugu géstermistir (Zhang ve dig. 2015).


https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-004-1756-6#CR1
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-004-1756-6#CR1

Seliilozun yiliksek ekonomik degere sahip firiinlere doniisimii yesil ve
strdiiriilebilir kimya alanlarinda biyiik ilgi gormiis ve yeni teknolojilerin
gelistirilmesini saglamistir. Seliiloz tlirevlerine sentezlenirken yiiksek oranda saflik
aranmaktadir. Endistriyel anlamda seliiloz asetat; diisiik maliyetli, toksik ve yanici
olmayan, yenilenebilir ve biyobozunur 6zelliklerinden dolayr en onemli seliiloz
esterlerindendir. Seliiloz asetat, seliilozun siilfiirik asit varliginda asetik anhidrit ve
asetik asitle tepkimesiyle sentezlenir (Candido ve dig. 2017) ve daha 6nce bazi bilim
insanlar1 tarafindan bakteriyel seliillozdan sentezlenmis, asetilasyon yontemleri,
fiziksel ve termal Ozellikleri lizerinde caligilmistir. Bakteriyel seliilozun, seliiloz
asetat sentezinde bitkisel kaynakli seliiloza alternatif olabilecegi belirlenmistir
(Barud ve dig. 2008, Yamamoto ve dig. 2006; Kim ve dig. 2002; Tabuchi ve dig.
1998).

Teknolojideki hizli gelismeler selilloz asetatin 3D yazilmasina imkan
tanimistir. Pattinson ve Hart (2017) yaptiklar1 ¢alisma ile aseton igirisinde ¢6ziinmiis
seliloz asetati 3D yazic1i ile nesnelere doniistiirlip antimikrobiyal o6zellik
kazandirmiglardir. 3D yazildiktan sonra sodyum hidroksit ile muamele edilerek
hidrojen baglar1 geri kazandirilmis ve siklikla kullanilan akrilonitril biitadien strin
(ABS) ve polilaktik asit (PLA)’den daha gii¢lii ve sert materyal elde etmislerdir
(Pattinson ve Hart, 2017)



3. TEZIN AMACI

Bilindigi tizere seliiloz, yogun olarak bitki kaynaklarindan elde edilmektedir.
Bu da ciddi ¢evresel sorunlara yol agmaktadir. Ancak giinlik yasantimizin
vazgecilmez bir polimeri olan seliilozun yerini alacak bir bagka polimer de mevcut
degildir. Dolayisiyla seliiloz kaynaklarmin akilci olarak kullanilmast ya da

korunmasi stratejileri igine bakteriyel seliiloz tiretimi de dahil edilmelidir.

Bakteriyel seliiloz s6z konusu oldugunda, 6zellikle bakterilerin kisa siirede
polimer iiretebilmeleri, seliillozun saflig1, yiiksek su tutma kapasitesine sahip olmasi
ve iretim siirecinde kolaylikla yeni diizenlenmeler yapilabilmesi gibi ¢ok sayida
avantajlar1 mevcuttur. Diger taraftan bakteriyel seliiloz, ¢evre korunmasina karsi
bitkisel seliiloza alternatif olarak kabul edilse de iiretim maliyeti fazladir. Bu nedenle
bakteriyel seliiloz ile ilgili arastirmalar, farkli mikroorganizmalardaki seliiloz
uretimi, farkli ¢evrelerden seliiloz ilireten yeni mikroorganizma izolasyonu, seliiloz
drettigit  bilinen mikroorganizmalarin  6zelliklerinin  1yilestirilip  iiretiminin
arttirtlmasina yonelik yeni diizenlemeler ya da g¢esitli ve ekonomik karbon
kaynaklarinda gelisebilen mikroorganizmalarin secimine yoneliktir. Biz de on
caligma niteligi tagiyan bu yliksek lisans tez projesinde, Denizli-Cal yoresine ait bir
sirkeden seliiloz iireten bakteri izole ederek, seliilozun karakterizasyonunu yapmayi
amagladik. Bu amaca yonelik, literatiirde seliiloz iiretiminde kullanildig:i bilinen
standart gelisme ortamlar1 kullanilmis ve yerel izolatimizin seliiloz iiretim kapasitesi
hakkinda bilgi elde etmek icin genel bir tarama yapilmistir. Elde edilen bakteriyel
seliilozun SEM, FT-IR ve TGA analizleri yapilarak yapist ve morfolojik goriinimii
incelenmis ve elektriksel iletkenligi arastirilmistir. Ayrica seliiloz asetat sentezi de
gerceklestirilerek endiistriyel uygulama alanlarinda kullanilabilirligi hakkinda 6n

bilgi hedeflenmistir.



4. MATERYAL VE METOD

41  Materyal

Seliiloz iireten asetik asit bakterileri, Pamukkale Universitesi Cal Meslek
Yiiksekokulu Gida Isleme Boliimii tarafindan, Cal ve bdlgesinden toplanan
liziimlerden 2015 yilinda yapilan sirkeden izole edilmistir. Izolasyon kaynagi, Dr.

Ogr. Uyesi Aysel Yesilyurt Er’den temin edilmistir.

4.2 Metod

4.2.1 Seliiloz Ureten Asetik Asit Bakteri Izolasyonu

Seliiloz iireten asetik asit bakterisi izolasyonunda Hestrin-Schramm (HS)
besiyeri, gelisme ve stok ortami olarak kullanilmistir (Hestrin ve Schramm, 1954).
HS besiyeri hazirlamak i¢in 20 g/L Glukoz, 2,7 g/L Na;HPO,, 1,15 g/L Sitrik asit, 5
g/L Pepton, 5 g/L Maya oziitii ve 14 g/L Agar (kat1 besiyeri i¢in) tartilmis ve 6 N
HCI ve NaOH ile pH=6’ya ayarlanmistir. Besiyeri, otoklavda 121°C’de 15 dakika

steril edilmistir.

Uziim sirkesinden alinan drnekler diliisyon yapilarak, hazirlanan HS agarli
besiyerlerine ekim yapilmistir. Farkli koloni tiplerine sahip 12 6rnek HS sivi
besiyerine ekilerek, besiyeri iizerinde jolemsi pelet tabakasi olusturup olusturmadigi

bakimindan gozlenmistir.
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4.2.2 Biyokimyasal ve Fizyolojik Testler

Izolatlarin, geleneksel gram boyama prosediirii ile gram &zellikleri, Carr ve
Frateur (Kalsiyum karbonat — etanol) besiyerleri ile de izolatlarin asetik asit

tiretimlerinin kontrolii saglanmistir.

Carr besi yeri; 30 g/L Maya o6ziitii, 0,022 g/L Bromkresol moru, 20 g/L Agar
ve 20 ml/L Etanol ile hazirlanmistir. pH 6’ya, %50 v/v H3PO4 ve 6 M KOH ile
ayarlanmistir. Besiyeri 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra, %2 v/v Etanol
sonradan ilave edilmistir. Iceriginde kalsiyum karbonat bulunan Frateur besiyeri ise
0,5 g /L Glukoz, 3 g/L Pepton, 5 g/L Maya 6ziitii, 15 g/L Kalsiyum Karbonat, 12 g/L
Agar ve 15 ml/L Etanol kullanilarak hazirlanmis ve %50 v/v H3PO4 ve 6 M KOH ile
pH=6’ya ayarlanmistir. Besiyeri, 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra, %1,5

v/v Etanol sonradan ilave edilmistir (Fugelsang ve Edwards, 2007).

Izolatlarin seliiloz {iretim aktivitesinin, besiyeri iizerinde gdzlemlenmesi
amaciyla seliilloza baglanan non spesifik bir flokrom olan flourescent brightener 28
(FB28, Calcoflour beyazi) HS besi yerine 0,2 g/L oraninda eklenerek UV altinda

incelenmistir (Rangaswamy ve dig. 2015).

4.2.3 1zole Edilen Suslarin Tanimlanmasi

Bakteriyel izolatlarin, tlir tayini 16S rDNA sekanslamasi ile yapilmustir.
Bakteriyel DNA izolasyonu igin, Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA

Purification Kit kullanilmigtir. DNA saflastirma asamalar1 asagida verilmistir.

e 0,25 g Seliilaz 1200 pl distile suda ¢oziilerek stok hazirlanmistir.

e Hazirlanan bu stoktan 200 pl alinarak, 5 ml bakteri kiiltiirii i¢ine ilave
edilmis ve seliiloz pelikiilii i¢indeki bakterilerin serbest kalmasi i¢in
30°C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir.

e 2 ml bakteri hiicre kiiltiirii 10 dakika 5000 X g’de santrifiij edilmistir.
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4.2.4

180 ul Digestion ¢6zeltisi ve 20 pl Proteinaz K eklenip homojen
¢ozelti olusana kadar vortekslenmistir. 30 dakika boyunca 56°C’de
calkalamali su banyosunda tamamen liziz olmasi saglanmistir.

20 ul RNase c¢ozeltisi eklenip 10 dakika boyunca vortekslenen
orneklere 200 ul Liziz ¢ozeltisi eklenmis ve homojen ¢ozelti elde
edinceye kadar ornekler tekrar vortekslenmistir.

Daha sonra 400 pl %350 etanol eklenip vortekslenerek lizat elde
edilmistir. Elde edilen lizat GeneJET Genomic DNA saflastirma
kolonuna aktarilarak, 1 dak. 6000 X g santrifiijlenmistir.

Orneklere, 500 ul etanol eklenmis yikama tamponu I konularak 1 dk
8000 x g satrifiij edilmistir. Daha sonra 500 pl etanol eklenmis yikama
tamponu II eklenmis ve 3 dk maksimum hizda santrifiijlenmistir.

200 pl Eliisyon tamponu eklenip oda sicakliginda 1 dk 8000 x g
satrifiijlendikten sonra elde edilen DNA analizler i¢in -20°C ye
kaldirilmastir.

16S rDNA Amplifikasyonu

PCR reaksiyon karisimi; 15 pl Taq polimeraz master mix (2X Amp Master
Taq Cat. No: 541-010), 2 ul 27F (forward) primer, 2 pl 1491R (reverse) primer,2 pl
529F (forward) primer, 5 pl bakteri DNA’s1 ve son hacim 30 pl olacak sekilde dH,O

ile tamamlanarak hazirlanmistir. Ik denatiirasyon 95°C’de 2 dakika, primer

baglanma 56°C’de 30 saniye, uzama 72 °C’de 1 dakika olarak 35 dongii ile PCR

tamamlanmistir. PCR f{irlinleri %1 agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmis, sekans

analizi igin TRIOGEN BIYOTEKNOLOIJI (Istanbul) firmasma gdnderilmistir.

Calismada kullanilan primerler Tablo 1°de verilmistir.
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Tablo 4.1: Calismada kullanilan primerler

Molekiil Agirlig

Verim

Birim

Sekans

T™MO

GC%

Hesaplanan

Olgiilen

oD

nmol

(W)

1491R

5-ACG
GCT ACC
TTGTTA
CGACTT-
3

59.4

47.62

6372.2

6378.3

6.5

30.0

0.05

27F

5-AGA
GTT TGA
TCC TGG
CTC AG-3

58.4

50.0

6148.0

6152.1

6.5

30.0

0.05

529F

5-GTG
CCA GCM
GCC GCG
G-3'

61.0

81.25

4896.2

4903.1

5.2

32.0

0.05

4.2.5 Agaroz Jel Elektroforezi

%1 lik hazirlanan agaroz jel soliisyonu, yaklasik 45-50 °C’ye sogutulduktan

sonra Etidyum bromid eklenerek jel kabmna dokiilmiis ve tarak yerlestirilmistir.

Polimerize olan jelden tarak c¢ikarildiktan sonra DNA o6rnekleri 5 pl yiikleme

tamponu ile karigtirllmis ve mikropipet yardimi ile kuyulara yiiklenmistir. Jelin

yiizeyini kaplayacak sekilde yiiriitme tamponu ilave edilerek 100V altinda 6rnekler

jelde yiritilmiistiir. Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra DNA bantlar jel

gorlintiileme cihazi ile goriintiilenmistir.
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4.2.6 Bakteriyel Seliiloz Uretimi ve Kiiltiir Sartlari

Bakteriyel seliiloz (BS) iiretimi i¢in HS besiyeri (Hestrin ve Schramm, 1954),
M1AO5P5 besiyeri (Cakar ve dig. 2014) ve Yamanaka besiyeri (Yamanaka ve dig.
1989) kullanilmistir. Ayrica HS besiyerine ksiloz, arabinoz, laktoz, mannitol, friikktoz

ve siikroz ilave edilerek BS {iretimine etkisi arastirilmistir.

Bakteriyel seliiloz iiretimi iizerine sicaklik (20, 25, 30 ve 35 °C), pH (3,5; 4,0;
4,5; 5,0; 5,5; 6,0 ve 6,5) ve inkiibasyon stiresi (4, 7, 14 ve 21 giin) gibi ¢evresel

faktorlerin etkisi de aragtirilmstir.

Yiizey alanmin BS iiretimine etkisinin incelenmesi i¢in 200 ml bakteri
kiiltiiri farkli boyutlardaki erlenmayerlerde (0,39 Cm'l, 0,66 Cm'l, 1,06 cm? ylizey

alani /hacim orani ile) gelistirilmistir.

4.2.7 Bakteriyel Seliillozun Temizlenmesi

Inkiibasyon siireci sonunda besiyeri yiizeyinde olusan bakteriyel seliiloz
nazikge alinarak 0,1 M NaOH igerisinde 80 °C’de 1 saat bekletilmistir. NaOH ile
muameleden sonra BS o6rnekleri notral pH’ya ulasana dek distile su yikanmustir
(McKenna ve ark. 2009). Notral pH’ya ulasan BS’ler, Thermo Fisher ModulyoD
Freeze Dryer ve Telstar LyoQuest ile liyofilize edilmistir. Liyofilize bakteriyel
seliiloz ornekleri FT-IR, TGA ve SEM analizleri i¢in -20°C’de saklanmuistir.

4.2.8 Bakteriyel Seliilozdan Seliiloz Asetat Sentezi

10 g liyofilize edilmis bakteriyel seliiloz i¢in; 0,5 g konsantre siilfiirik asit
iceren 50 ml asetik asit (%100) c¢ozeltisi karistirilarak, cam g¢ubuk yardimiyla
sellilozun ¢ozelti igerisinde homojen karigmasi saglanmistir. Yapilan 6n islemden
sonra 50 ml asetik anhidrit ve 20 ml asetik asit (%100) ¢ozeltisi eklenip, 50°C’de su
banyosunda bir gece bekletilmistir. Siire sonunda tepkime sonrasinda arta kalan
asetik anhidriti yikmak i¢in, ¢ozelti igerisine 60°C’de 25 ml asetik asit (%80)

cozeltisi eklenerek bu asamada herhangi bir ¢okelim olmamasina dikkat edilmistir.

14



25 ml distile su nazikge eklendikten sonra ilave 200 ml distile su daha eklenerek
seliiloz triasetatin beyaz toz halinde ¢Okmesi saglanmigtir. Distile suyun
eklenmesiyle olusan c¢okelti, filtrelenip yikandiktan sonra etliv igerisinde
kurutulmustur. Elde edilen kuru haldeki ¢okelti kloroform igerinde ¢oziilerek petri
kabi iizerine dokiilmiistiir. Kloroform havada ugurularak kurumasi saglanmis ve elde

edilen seliiloz triasetat analizler i¢in stoklanmistir (Braun ve dig. 2013).

4.2.9 Selilloz Asetatin Sabunlasma Reaksiyonu ile Ikame Derecesinin

Hesaplanmasi

Sentezlenen {iriiniin seliiloz asetat olarak karakterize edilmesi i¢in ikame
derecesi, sabunlasma reaksiyonu ile belirlenmistir (Filho ve dig. 2008). ikame
derecesi glikozidik birimlerdeki hidroksil gruplarinin yerini alan asetil gruplarinin
ortalama degeridir. Sabunlagma tepkimesi i¢in 0,1 g seliiloz asetat tartilmis, iizerine 5
ml NaOH (0,25 mol/L) ve 5 ml Etanol eklenerek oda sicakliginda 24 saat
bekletilmistir. Siire sonunda 10 ml HCl (0,25 mol/L) eklenmistir. 30 dakika
sonrasinda standart 0,25 mol/L NaOH kullanilarak titrasyon yapilmistir. Indikator
olarak fenolftalein kullanilmistir. Titrasyon, ¢6zelti tamamen pembeye donene kadar
devam etmistir. Titrasyon sonucunda asagida verilen denklem yardimiyla, seliiloz

asetattaki asetil gruplarinin orani yiizde olarak hesaplanmistir.

[(wbi+vby)pp—Vq fia] 43 -100

Mca

%AG =

(4.1)

(%AG= Yiizde asetil gruplari, Vb;=Sisteme eklenen hacimce NaOH miktari, Vb=
Hacimce titrasyonda harcanan NaOH miktar1, 4, =NaOH konsantrasyonu, V,=
Sisteme eklenen hacimce HCI miktari, u,= HCI konsantrasyonu, 43 = Asetil

grubunun molekiil agirligi, mq,= Seliiloz asetat 6rneginin agirligi)
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4.2.10 Bakteriyel Seliilozun Elektriksel Iletkenliginin Belirlenmesi

Bakteriyel seliilozun elektriksel iletkenligi, 300-410 K sicaklik araliginda
incelenmistir. Elektriksel ol¢iimleri yapilacak olan numunelere, elektriksel iletimi
saglamasi i¢in iletken ince teller glimiis pasta yardimi ile tutturulmustur. Omik
kontaklar1 alinan BS 6rnekleri Janis marka kriyostat icerisine yerlestirilmis, sicaklik
kontrolii ise LakeShore 331 sicaklik kontrol iinitesi ile saglanmistir. Sistemde akim

kaynagi olarak KEITHLEY 2400 akim-voltaj kaynak-olgiim cihazi kullanilmistir.

4.2.11 FT-IR, TGA ve SEM Analizleri

Liyofilize edilen bakteriyel seliillozun ve sentezlenen seliilloz asetatin elektron
mikroskop analizleri PAU-ILTAM ve Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Elektron
Mikroskop biriminde yaptirilmistir. Termal analizler Pamukkale Universitesi
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Nazzim USTA’nin laboratuarinda, FT-IR analizleri ise
Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma

Merkezi (KUBTUAM)’inde yapilmustir.
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5. BULGULAR

HS agar besiyeri yiizeyinde olusan farkli goriinime sahip toplam 12 izolat,
HS siv1 besi yerine ekimi yapilmis ve 30°C’de 3 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda yiizeyde pelet tabakasi olusturan 4 izolat seliilloz (+) olarak kaydedilmistir.
Mikroskop altinda incelendiginde gram negatif ve ¢ubuk olan izolatlar +4°C’ de
stoklanmustir. Izolatlarin koloni morfolojileri, yuvarlak, konveks ve koseleri diizdiir
(Sekil 5.1).

Sekil 5.1: Bakterilerin gram mikroskopisi (A) ve HS agar besiyerinde
koloni goriintimleri (B)
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HS besi yerinde pelet olusturan ve selilloz lrettigi diisiiniilen asetik asit
bakteri izolatlarinin, asetik asit iiretimleri test edilmek amaciyla Carr ve Freuter
besiyerine ekimleri yapilmistir. Inkiibasyon sonunda izolatlarin iirettikleri asit
nedeniyle besi yerinin rengi sariya donmiis ve asetik asit bakterileri olduklar
dogrulanmustir (Sekil 5.2 A ve Sekil 5.2 B). Izolatlarin Calcoflour Agara ekimleri
yapilmigtir. Besiyerinde bulunan Flourescent brightener 28, seliiloz liflerine
baglandigi igin seliiloz iireten koloniler UV 151k altinda parlayarak seliiloz {iretmeyen
kolonilerden ayrilmistir (Sekil 5.2 D). CaCOj3 igeren Freuter besiyerinde ise koloniler
etrafinda seffaf zonlar gozlenmistir (Sekil 5.2 C). Izolatlarin bazi biyokimyasal
testleri Tablo 5.1°de verilmistir.

Sekil 5.2: izolasyonda kullanilan besiyerleri. A ve B: Carr besiyerinde
gbzlemlenen renk degisimleri, C: CaCOj; igeren Frauter besiyerinde koloni
etrafinda olusan seffaf zonlar, D: Calcoflour (FB28) igeren HS besiyerinde

seliiloz pozitif bakteri kolonilerinin UV 151k kaynag: altinda goriiniimii

18



Tablo 5.1: izolatlarin biyokimyasal karakterizasyonunda kullanilan testler

S1 S2 S3 sS4
Katalaz + + + +
Oksidaz - - - -
indol Gretimi - - - -
Sodyum sitrat kullanimi - - - -
Metil kirmizisi - - - -
Voges-Proskauer - - - -
H,S olusumu - - - -
Ure kullanimi - - - -
Seliloz Giretimi + + + +
Jelatin hidrolizi - - - -
CaCO; ortaminda gelisim + + + +
pH= 2"de gelisim + + + +
Glikozdan asit olusumu + + + +
Siikrozdan asit olusumu + + + +
Fruktozdan asit olusumu - + + +
Laktozdan asit olugumu - - + +
Maltozdan asit olusumu + - - +
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M S4 G. xylinus
ATCC 10245

149IR- 1491R-  1491R- 1491R-
10000 529F 27F 529F 27F

Sekil 5.3: Jel goriintiileri A:izolatlarin DNA izolasyonu sonras jel goriintiileri, B: PCR
iirlinleri jel goriintiileri

Izole edilen suslarin tanimlanmasi i¢in Thermo Scientific GeneJET Genomic
DNA Purification Kiti kullanilarak DNA izolasyonu yapilmistir. DNA izolatlarinin,
16S rDNA sekanslamasinda siklikla kullanilan 1491R, 27F ve 527F primerleri
kullanilarak amplifikasyonu saglanmistir. Gluconacetobacter xylinus ATCC 10245
susu kontrol olarak kullanmilmistir. Jel goriintiileri Sekil 5.3 ve identifikasyon

sonuglar1 Tablo 5.2 ve Tablo 5.3’te verilmistir.
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Tablo 5.2: 1491R -27F primer PCR iriinlerinin sekans analizi (538 baz ¢ifti olarak
degerlendirilmistir)

Ornek | Tiir/Cins Max. | Total | Ortiisme | Ident | Erisim
kodu Skor | Skor | Orani Orani

S1- Komagataeibacter sp. 974 | 974 |97 100 LN884053.1
27F DS1MA.65B isolate
DS1MA.65B

Komagataeibacter sp. 974 | 974 | 97 100 LN884049.1
DS1MA.66
isolate DS1MA.66

Komagataeibacter sp. 974 | 974 | 97 100 LN884048.1
DS1MA.62A
isolate DS1IMA.62A

Komagataeibacter sp. 974 | 974 | 97 100 LN884045.1
DS1IMA.59B
isolate DSIMA.59B

Komagataeibacter xylinus | 974 | 974 |97 100 KX216693.1
strain
NBCR 13693

Komagataeibacter xylinus | 974 | 974 | 97 100 KX216690.1
strain
ATCC 10245

Komagataeibacter 974 | 974 | 97 100 KU695733.1
intermedius strain HM_06
16S

S2- Komagataeibacter sp. 974 | 974 |97 100 LN884053.1
27F DS1MA.65B isolate
DS1MA.65B

Komagataeibacter sp. 974 | 974 | 97 100 LN884049.1
DS1MA.66
isolate DS1MA.66

Komagataeibacter sp. 974 | 974 | 97 100 LN884048.1
DS1MA.62A
isolate DS1IMA.62A

Komagataeibacter sp. 974 | 974 | 97 100 LN884045.1
DS1MA.59B
isolate DS1IMA.59B

Komagataeibacter xylinus | 974 | 974 | 97 100 KX216693.1
strain
NBCR 13693

Komagataeibacter xylinus | 974 | 974 |97 100 KX216690.1
strain
ATCC 10245

Komagataeibacter 974 | 974 | 97 100 KU695733.1
intermedius strain HM_06
16S

S3- Komagataeibacter sp. 974 | 974 | 97 100 LN884053.1
27F DS1MA.65B isolate
DS1IMA.65B
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Tablo 5.2: 1491R -27F primer PCR iiriinlerinin sekans analizi (Devami)

Komagataeibacter sp.
DS1MA.66
isolate DS1IMA.66

974

974

97

100

LN884049.1

Komagataeibacter sp.
DS1IMA.62A
isolate DSIMA.62A

974

974

97

100

LN884048.1

Komagataeibacter sp.
DS1IMA.59B
isolate DSIMA.59B

974

974

97

100

LN884045.1

Komagataeibacter xylinus
strain
NBCR 13693

974

974

97

100

KX216693.1

Komagataeibacter xylinus
strain
ATCC 10245

974

974

97

100

KX216690.1

Komagataeibacter
intermedius strain HM_06
16S

974

974

97

100

KU695733.1

S4-
27F

Komagataeibacter sp.
DS1MA.65B isolate
DS1MA.65B

974

974

97

100

LN884053.1

Komagataeibacter sp.
DS1MA.66
isolate DS1MA.66

974

974

97

100

LN884049.1

Komagataeibacter sp.
DS1IMA.62A
isolate DSIMA.62A

974

974

97

100

LN884048.1

Komagataeibacter sp.
DS1MA.59B
isolate DSIMA.59B

974

974

97

100

LN884045.1

Komagataeibacter xylinus
strain
NBCR 13693

974

974

97

100

KX216693.1

Komagataeibacter xylinus
strain
ATCC 10245

974

974

97

100

KX216690.1

Komagataeibacter
intermedius strain HM_06
16S

974

974

97

100

KU695733.1
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Tablo 5.3: 1491R-529F primer PCR

tiriinlerinin sekans analizi (699 baz ¢ifti olarak

degerlendirilmistir)
Ornek | Tiir/Cins Max. | Total | Ortiisme | Ident | Erisim
kodu Skor | Skor | Oram Orani
S1- Komagataeibacter sp. 1291 | 1291 | 100 100 LN884048.1
529F | DS1IMA.62A isolate
DS1IMA.62A
Komagataeibacter xylinus | 1291 | 1291 | 100 100 KX216690.1
strain ATCC 10245
Komagataeibacter 1291 | 1291 | 100 100 KU686736.1
intermedius strain IM_07
S2 - Komagataeibacter sp. 1291 | 1291 | 100 100 LN884048.1
529F | DS1IMA.62A isolate
DS1IMA.62A
Komagataeibacter xylinus | 1291 | 1291 | 100 100
strain ATCC 10245 KX216690.1
Komagataeibacter 1291 | 1291 | 100 100 KU686736.1
intermedius strain IM_07
S3- Komagataeibacter sp. 1284 | 1284 | 100 99 LN884048.1
529F | DS1IMA.62A isolate
DS1IMA.62A
Komagataeibacter xylinus | 1284 | 1284 | 100 99 KX216690.1
strain ATCC 101¢245
Komagataeibacter 1284 | 1284 | 100 99 KU686736.1
intermedius strain IM_07
S4 - Komagataeibacter sp. 1291 | 1291 | 100 100 LN884048.1
529F | DS1IMA.62A isolate
DS1IMA.62A
Komagataeibacter xylinus | 1291 | 1291 | 100 100 KX216690.1
strain ATCC 10245
Komagataeibacter 1291 | 1291 | 100 100 KU686736.1
intermedius strain IM_07
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Izolatlarin {irettikleri seliiloz miktarlari, HS besiyerinde test edilmistir. BS
tiretim ile ilgili gorseller Sekil 4’te verilmistir. BS nin yas ve kuru agirliklar1 Tablo
5.4’te verilmistir. Izolatlarin iirettikleri seliilozlarm kuru agirliklari birbirine yakin
olmakla birlikte S4 bakterisinin diger izolatlardan daha fazla seliiloz {irettigi

belirlenmistir. Calismada, Komagataeibacter xylinus S4 bakterisi kullanilmistir.

Tablo 2.4: izolatlarm HS besiyerinde iirettigi seliilozun* yas ve kuru agirliklar1 (g/L)

Bakteri kodu Yas agirhik (g/L) Kuru Agirhik (g/L)
S1 52,858 0,253
S2 50,68 0,2586
S3 52,566 0,291
S4 57,45 0,3154
Ana Kaynak 195 1,378

*Bakteri izolatlar1 standart besiyerinde 3 giin inkiibe edilmislerdir.

Seliiloz tiretimine kimyasal ve ¢evresel faktorlerin (besiyeri tipi, inkiibasyon
stiresi, sicaklik, pH, karbon kaynaklari, yiizey alani/hacim) etkisi ¢alisilmis ve ilgili
sonuglar Tablo 5.6 — 5.10°da verilmistir.

Tablo 5.5: Komagataeibacter xylinus S4 bakterisinin HS besiyerinde inkiibasyon siiresine
bagli olarak tirettigi selillozun yas ve kuru agirliklari (g/L)

5. Giin 7. Giin 10. Giin 14. Giin
Bakteri Kuru Yas Kuru Yas Kuru Yas Kuru Yas
Susu Agirthk | Agirhk | Agirhk | Agirlik | Agirhik | Agirhk | Agirhk | Agirhik
S4 0,632 51,8 0,512 53,552 0,44 40,964 0,65 55,478
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Sekil 5.4: Bakteriyel seliiloz iiretimi ile ilgili goriintiiler. A: Izolasyon igin kullanilan sirke
ana kaynak, B: Seliillozun yikama asamasi, C: Liyofilize edilen ve stoklanan bakteriyel
seliiloz, D: izolasyon sonrasinda M1A0O5P5 besiyerinde Komagataeibacter xylinus S4

susunun 4 giinliik inkiibasyon sonunda iiretmis oldugu bakteriyel seliiloz
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Tablo 5.6: Komagataeibacter xylinus S4’iin karbon kaynagi ilaveli HS besiyerinde iirettigi
selillozun yas ve kuru agirliklar (g/L; sicaklik 30°C; baslangic pH 6; inkiibasyon siiresi 4

giin)

Karbon kaynaklari Yas Agirhik (g/L) | Kuru Agirhik (g/L) Son pH
Ksiloz 17,25 0,095 4,89
Arabinoz 8,88 0,026 5,22
Laktoz 8,78 0,018 5,57
Mannitol 22,6 0,1901 5,54
Fruktoz 33,1 0,233 5,35
Siikroz 32,41 0,273 5,45
Glukoz (HS; Kontrol) 57,45 0,3154 3,65

HS besiyerindeki glukoz yerine, karbon kaynagi olarak ksiloz, arabinoz,

laktoz, mannitol, fruktoz ve siikroz ilave edilerek bakterinin BS {iretimi test

edilmistir (Tablo 5.6).
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Tablo 5.7: Komagataeibacter xylinus S4’tin M1AO05P5 besiyerinde iirettigi seliilozun yas ve
kuru agirliklari (g/L; sicaklik 30°C; inkiibasyon siiresi 4 giin)

Yas Afrlik (g/L) | Kuru Agarhk (g/L) Ba{fﬁ,‘f“? Son pH
170,7 0,36 3,00 257
152,7 0,721 3,50 2,89
192,7 0,5415 4,00 3,15
195,55 0,6015 4,50 3,39
176,8 0,5345 5,00 354
184,9 0,619 5,50 3,68
180,65 0,522 6,00 37
158,6 0,753 6,50 3,75

pH’nin BS iiretimine etkisi incelendiginde besiyerinin baglangi¢ pH’s1 3 - 6,5
arasinda arastirilmis ve en iyi iretimin 3,5 (0,721 g/L) ve 6,5 (0,753 g/L)’ta oldugu
goriilmustir (Tablo 5.7). Buna gore her iki pH’da BS iiretimine sicaklik ve yiizey
alan etkisi beraber arastirilmistir (Tablo 5.8 — 5.9). Yiizey alami arttikca BS
tiretiminin arttig1 bulunmustur. En iyi tiretim 30°C” de gergeklesmistir (1,182 g/L).
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Tablo 5.8: Komagataeibacter xylinus S4’tin M1AOSP5 besiyerinde pH:3,5’ta {irettigi

seliilozun yas ve kuru agirliklar1 (g/L; inkiibasyon siiresi 4 giin)

Yiizey alani/Hacim* , Sicakhik Yas Agirhik (g/L) Kuru Agirhik (g/L)
Al, 20°C 23,265 0,2025
A2, 20°C 60,3045 0,315
A3, 20°C 93,054 0,674
Al, 25°C 66,0185 0,3065
A2, 25°C 117,911 0,5425
A3, 25°C 154,075 0,8065
Al, 30°C 136,878 0,6325
A2, 30°C 210,7815 1,038
A3, 30°C 228,5775 1,182
Al, 35°C 154,858 0,6285
A2, 35°C 193,65 1,007
A3, 35°C 96,7025 0,7165

*A: Yiizey alani/Hacim (A1: 0,39 cm™, A2: 0,66 cm™, A3: 1,06 cm™)
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Tablo 5.9: Komagataeibacter xylinus S4’tin M1AO5PS besiyerinde pH: 6,5 ’ta iirettigi

seliilozun yas ve kuru agirliklar1 (g/L; inkiibasyon siiresi 4 giin)

Yiizey Alani/Hacim*, Sicakhk Yas Agirhik (g/L) Kuru Agirhik (g/L)
Al, 20°C 33,038 0,124
A2, 20°C 51,2725 0,217
A3, 20°C 102,8955 0,5005
Al, 25°C 42,388 0,1535
A2, 25°C 128,008 0,5655
A3, 25°C 175,1765 0,771
Al, 30°C 86,347 0,2725
A2, 30°C 209,596 0,97
A3, 30°C 253,343 1,358
Al, 35°C 146,9185 0,6365
A2, 35°C 209,513 0,9045
A3, 35°C 263,8215 1,2795

*A: Yiizey alani/Hacim (Al: 0,39 cm?, A2: 0,66 cm™, A3: 1,06 Cm'l)
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Tablo 5.10: Komagataeibacter xylinus S4’tin M1AOSPS besiyerinde farkli inkiibasyon

siirelerinde tirettigi seliilozun yas ve kuru agirliklar: (g/L, A3*:1,06 cm™, 30°C)

Yas Agirhik (g/L) | Kuru Agirhk (g/L) Son pH

Baslangic pH:3,5

7. glin 117,085 1,145 3,11

14. giin 207,85 1,161 3,2

21. glin 204,1 1,303 3,12
Baslangic pH:6,5

7. glin 274,605 1,535 5,8

14. giin 463,8 2,3635 8,23

21. giin 335,6 1,8945 8,23

*A: Yiizey alani/Hacim (Al: 0,39 cm?, A2: 0,66 cm™, A3: 1,06 cm™)

Komagataeibacter xylinus S4’{in farkli besi yeri ortamlarinda iiretmis oldugu
bakteriyel seliilozun ipliksi yapilar1 ve farklilarinin incelenmesi amaciyla SEM
incelemeleri yapilmistir. Yapilan SEM analizlerinde Komagataeibacter xylinus

S4°ln iretmis oldugu bakteriyel

gostermektedir (Sekil 5.5 ve Sekil 5.6).

selilloz  Ornekleri

30

literatiir

ile uygunluk




EHT = 15.00 kv Zone Mag = 250 KX o EHT= 1500/ Zone Mag = 1000 KX
— H

EHT= 15000 ZoneMag= 1000 KX () EMT=15.00k¢  ZoneMag = 1000KX

Sekil 5.5: Komagataeibacter xylinus S4’tin farkli karbon kaynaklarindan iirettigi bakteriyel
seliilozlarin SEM goriintiileri. A; Ana kaynaktan alinan bakteriyel seliiloz, B; Standart HS
besiyeri, C; Fruktoz ilaveli HS, D; Siikroz ilaveli HS, E; Laktoz ilaveli HS, F; Mannitol
ilaveli HS
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Sekil 3.6: Komagataeibacter xylinus S4’tin farkli pH’lardaki M1AOQO5P5 besi yerinde iiretmis
oldugu bakteriyel seliillozun SEM goriintiileri. A; pH 3,5 B; pH 6,5

Bakteriyel seliilozdan sentezlenen seliiloz triasetatin sahip oldugu asetil
gruplarinin orani (4.1) denklemi kullanilarak %50.5 olarak bulunmustur (Sekil 5.7).
Bu 6rnegin karekterizasyonu FT-IR, TGA ve SEM analizleri ile yapilmustir.
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Sekil 5.7: Komagataeibacter xylinus S4’iin M1A0O5P5 besi yerinde
iiretmis oldugu bakteriyel seliillozdan elde edilen seliiloz asetat
goriintiileri A: Asetilasyon sonrast filtreleme islemi B: Kuru haldeki
bakteriyel seliiloz asetat, C: DS 50.5 SA

Bakteriyel seliiloz érneklerinin ATR-FTIR spektrumlart 400 ve 4000 cm*
dalga boylar1 arasinda ATR-FTIR spektrofotometre (Bruker Vertex 70V, Germany)
kullanilarak kaydedilmistir (Sekil 5.8).
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Sekil 5.8: Bakteriyel seliiloz 6rneklerinin FTIR grafikleri. A; Karbon kaynagi olarak monosakkaritler,
B; Karbon kaynagi olarak disakkaritler, C; Yikama prosediiriindeki farkli konsantrasyondaki NaOH’1n
etkisi, D; farkli pHlardaki M1AOS5P5 besiyerinde iiretilen bakteriyel seliiloz ve bakteriyel seliilozdan
sentezlenen seliiloz triasetat.
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Sekil 5.8: Bakteriyel seliiloz 6rneklerinin FTIR grafikleri. A; Karbon kaynagi olarak monosakkaritler,
B; Karbon kaynagi olarak disakkaritler, C; Yikama prosediiriindeki farkli konsantrasyondaki NaOH’1n
etkisi, D; farkli pHlardaki M1AO5P5 besiyerinde iiretilen bakteriyel seliiloz ve bakteriyel seliilozdan
sentezlenen seliiloz triasetat.
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Farkli deney kosullarinda {iretilen bakteriyel seliiloz 6rneklerinin 1s1l bozunma
karakteristikleri, Perkin-Elmer Diamond marka termogravimetrik analiz (TG/DTA)
cihazi ile elde edilmistir. Biitiin analizler dinamik azot ortaminda (200 ml/dk akis
hizinda), 50°C ile 600°C sicakliklar1 arasinda ve 20°C /dak 1sitma hiziyla seramik
numune kaplar kullanilarak gerceklestirilmistir. Analizlerde yaklagik Smg bakteriyel

seliiloz ornekleri kullanilmistir.

Tablo 5.11: Komagataeibacter xylinus S4 bakterisinin farkli karbon kaynagi ilaveli HS besi
yerinde tiretilen bakteriyel seliiloz 6rneklerinin TGA-DTA egrilerinden okunan bazi sonuglar

Karbon Kaynag Tonset (°C) Tofrset (°C) Tmax (°C) 550°C’de Piroliz Oram (%)
Ana Kaynak 214,49 325,84 287,46 36,8
HS-Fruktoz 227,91 299,92 266,76 45,71

HS-Ksiloz 227,11 290,72 268,25 43,97
HS-Sukroz 223,97 294,16 271,36 32,50
HS-Laktoz 221,32 318,48 286,64 18,021
HS-Arabinoz 216,9 279,22 259,72 43,53
HS-Mannitol 221,74 276,33 261,99 46,14
HS-Glukoz 227,23 288,1 272,72 34,19
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Sekil 5.9: Komagataeibacter xylinus S4 bakterisinin farkli karbon kaynag ilaveli HS
besiyerinde iiretilen bakteriyel seliilloz 6rneklerinin termogravimetrik ve diferansiyel termal

analiz egrileri
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Sekil 5.10: Komagataeibacter xylinus S4 bakterisinin M1A05P5 besiyerinde farkli pH
degerlerinde iiretilen bakteriyel seliiloz 6rneklerinin ve o 6rneklerden elde edilen bakteriyel
seliiloz temelli seliiloz asetatin termogravimetrik ve diferansiyel termal analiz egrileri
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Tablo 5.12: Komagataeibacter xylinus S4 bakterisinin M1AOS5P5 besiyerinde farkli pH
degerlerinde iiretilen bakteriyel seliiloz 6rneklerinin ve o 6rneklerden elde edilen bakteriyel
seliiloz temelli seliiloz asetatin TGA-DTA egrilerinden okunan bazi sonuglar

- ©C) - ©C) Toa C) 550°C’de Piroliz Oram
onse’ ° o) SEt ° max °
t f; (%)
M1AOQ05P5, pH3.5 308,85 379,12 356,67 12,42
M1AOQ05P5, pH6.5 301,27 375,38 349,15 2,89
BS — Seliiloz
. 332,52 395,02 367,11 15,36
triasetat
-9
® BS-1
10 v BS-2
B BS3 ©® e
° o .
11 4 ® o
11 ) ° o
g 12 - v
E
S 3 Vv
Vv
EQ [ | v v v
| vV v
14 - " n . v v V
LU |
| n
“ = @ m =
-15 A
'16 T T T T T T
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Sekil 5.11: Bakteriyel seliilozlarin elektriksel iletkenliginin sicakliga gore degisimi (BS-1:
HS besiyerinden elde edilen seliiloz, BS-2: M1AOPOS, pH: 3,5’tan elde edilen seliiloz; BS-3:

M1AOPOS, pH: 6,5’tan elde edilen seliiloz
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Biitiin sicaklik araliginda iiretilen seliilozlarin elektriksel iletkenliginin
sicaklik bagimliligs;

o = ggexp (—E,/kT) (5.1)

iletkenlik ifadesi kullanilarak analiz edilmistir. Burada o, bir sabittir, E; iletkenlik
i¢in termal aktivasyon enerjisi, kK Boltzman sabitidir. Bu ifadeye gore, Sekil 1’de
gosterilen Ln(c)-(1000/T) grafiginin lineer oldugu her degisik sicaklik bolgesi o
sicaklik araliklarindaki E, aktivasyon enerjilerini verecektir. Uretilen filmler icin
Sekil 1’den de goriilecegi lizere tek egim bolgesi dolayist ile tek aktivasyon enerjisi
s0z konusudur. Bakteriyel seliilozlar i¢in 310-410 K sicaklik araliginda hesaplanan
aktivasyon enerjileri; BS-1 i¢in 123 meV, BS-2 (pH 3.,5) i¢in 115 meV ve BS-3 (pH

6,5) i¢in ise 103 meV olarak hesaplanmustir.
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6. TARTISMA

Sunulan yiiksek lisans ¢alismasinin ilk asamasinda, ana kaynak ve bakteri
izolasyon ortami olarak kullamilan iiziim sirkesi 6rnegi, Pamukkale Universitesi Cal
Meslek Yiiksekokulu Gida Isleme Sarap Uretim Teknolojileri Béliimii Dr. Ogr.
Uyesi Aysel Yesilyurt Er’den temin edilmistir. Seliiloz iireten bakteriler standart HS
besiyeri yani sira Freuter besi yeri, Carr besi yeri ve Calcoflour beyazi igeren
besiyerleri kullanilarak izole edilmistir. izole edilen gram negatif ¢ubuk oldugu
belirlenen 4 bakteri susunun 16S rDNA analizleri sonunda Komagataeibacter xylinus
(Gen Bank No; KX216693.1 ve KX216690.1) oldugu belirlenmistir. izole edilen
suslar ~ Komagataeibacter  xylinus S1, Komagataeibacter  xylinus  S2,
Komagataeibacter xylinus S3 ve Komagataeibacter xylinus S4 olarak adlandirilmig
ve Pamukkale Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Bakteriyoloji Laboratuvari bakteri

kiiltiir koleksiyonuna eklenmistir.

Acetobacter grubu bakteriler, etanolu karbondioksit ve suya pargalarken,
Gluconacetobacter’ler son iiriin olarak asetik asit olustururlar. Ortamda olusan asetik
asit, Frauter besiyerinde bulunan CaCO3’1 pargalar ve bakteri kolonilerinin etrafinda
seffaf zon olusur (Sekil 5.2 C). Carr besiyerinde olusan asetik asit, pH indikatorii
olan boyanin renginin asitlikten dolay1 sariya dénmesini saglar (Sekil 5.2 A). Asetik
asit liretmeyen bakterinin gelisti§i besiyerinde ise renk degisimi gdzlenmemistir
(Sekil 5.2 B). Calcoflour beyazi (FB28) seliiloza baglanan non spesifik bir
flokromdur. Bakteri tarafindan sentezlenen seliilozik yapilara baglanarak UV altinda
goriintiilenmesini saglar. Bu nedenle izolatlarin boya bulunan ortamda gelistirilerek
seliiloz ireticisi olup olmadiklari gorsel olarak da test edilmistir (Sekil 5.2 D).
Seliiloz tirettigi tespit edilen izolatlara, K. xylinus bakterilerinin karakterize oldugu
baz1 biyokimyasal testler de uygulanmistir (Tablo 5.1). Izolatlarin biyokimyasal
ozellikleri genel olarak birbiriyle uyumlu iken, izolatlar arasinda sadece S1, fruktoz
ve laktozda, S2 izolati, laktoz ve maltozda, S3’te ise maltozdan asit olusumu
gbzlenmemistir. S4 izolatinin kullanilan tiim karbon kaynaklarinda asit olusturdugu
goriilmiistiir. K. xylinus tiiriiniin karbon kaynaklarindan asit olusturma 6zelliklerinin

degisken oldugu Lavasani ve dig. (2017) tarafindan da rapor edilmistir.
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Bakterilerin mikroskop goriintiileri ve agarli yilizeyde koloni morfolojileri
Sekil 1’de verilmistir. Tiir tayini yapilan bakteri izolatlarin HS besiyerinde seliiloz
iretimleri incelenmistir. Bakterilerin M1AOQO5P5 besiyerinde iirettikleri seliilozun
gorliiniimii, liyofilize edilmis seliilloz ve bakterilerin izole edildigi ana kaynak Sekil

4’te verilmistir.

Kullanilan izolatin hangi besiyerinde daha iyi seliiloz tirettiginin belirlenmesi
amaciyla, literatiirde seliiloz iiretiminde siklikla kullanilan bazi farkli besiyerleri (HS
besiyeri, M1AOSP5 besiyeri ve Yamanaka besiyeri) arastirllmistir. Ayrica HS
besiyerindeki tek karbon kaynagi olarak glukoz yerine siikroz, fruktoz, mannitol,
arabinoz, ksiloz ve laktoz ilave edilerek karbon kaynaklarnin bakteriyel seliiloz
tiretimine etkisi de incelenmistir. Buna ilaveten; sicaklik, pH, inkiibasyon siiresi ve
yiizey alani/hacim gibi cevresel faktorlerin etkileri de izole edilen yeni susun

bakteriyel seliiloz tiretimini arttirmak amaciyla aragtirilmigtir.

Bakterilerin seliiloz iiretim miktarlarinin belirlenmesi ve en yiiksek iiretim
yetenegine sahip izolatin segilmesi igin genel bir tarama yapilmistir. On denemelerde
bakterilerin 100 ml HS besiyerinde 30°C’de pH=6"da 3 giin inkiibasyon siiresi ile
belirlenmistir. Inkiibasyon sonrasinda iirettikleri seliilozun yas ve kuru agirliklari
hesaplanmis (Tablo 5.4) ve iiretilen seliillozun ortalama olarak birbirine yakin oldugu
gozlenmistir. En yiiksek seliilozu S4 (0,3154 g/L) bakterisi iiretirken, S1, S2 ve S3
izolatlar1 sirasiyla 0,253, 0,2586 ve 0,291 g/L seliilloz sentezlemistir. Yaptigimiz
calismalarda S4 izolatinin daha kararli oldugu, diger izolatlarin ise siklikla gelisim
problemi yasadigi goriilmiistiir. Bu nedenle ¢aligmalarimiz K. xylinus S4 {izerinden

devam etmistir.

Biiyiik dlgekte seliiloz iiretiminin gergeklestirilmesi i¢in uzun yillardir ¢ok
sayida calisma yapilmakla birlikte, seri iiretime gecilememesinin en biiyiik nedeni
hi¢ kuskusuz ekonomik ve ucuz iiretim teknolojisine sahip olunmamasidir. Esas
hedef, en diisiik maliyetle bakteriyel seliiloz liretmek i¢in yontemler gelistirmek ya
da mevcut iretici suslar1 modifiye ederek yiiksek tiretim kapasitesine ulagmaktir.
Ozellikle farkli karbon kaynaklar1 ya da atik materyaller kullanilarak iiretimi daha

cazip hale getirmek 6nemlidir.
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Yapilan 6n ¢aligmalarda hem stabil olmast hem de izolatin gelisim problemi
yagamamasi nedeniyle bakteriyel seliiloz tiretimi i¢in K. Xylinus S4 bakterisi segilmis
ve farkli karbon kaynaklarinda seliiloz iiretimi incelenmistir. Bunun i¢in standart HS
besiyerinde bulunan glukoz c¢ikarilmis, yerine %2 (w/v) oraninda laktoz, ksiloz,
arabinoz, mannitol, fruktoz ve siikroz ilave edilmistir. Aslinda seliiloz {ireten
bakterilerin bulundugu ortamda karbon ve azot kaynaklarimin olmasi ve ortamin
pH’sinin uygunlugu seliiloz iiretimi igin yeterli olmaktadir. Ancak bakterinin
bulundugu ortama karbon ve enerji kaynagi olarak farkli karbon kaynaklari ilavesi ile
selilloz iiretiminin artacagi da diisiiniilmektedir. Bu amagla yukarida belirtilen
miktarlarda HS besiyerine karbon kaynag: ilavesi ile seliiloz iretimi incelenmis, ilgili
veriler Tablo 5.6’de sunulmustur. Buna gore karbon kaynaklarinda seliiloz tiretimi
glukoz> siikroz> fruktoz> mannitol> ksiloz> arabinoz> laktoz seklinde siralanmustir.
Tablodaki veriler incelendiginde en iyi iiretim tek karbon kaynagi olarak glukoz
iceren ortamda gerceklesmistir. Bakteri glukozlu HS besiyerinde 0,3154 g/L seliiloz
tiretmistir. Glukozdan sonra seliiloz iiretimi iizerine siikroz (0,273 g/L), fruktoz
(0,233 g/L) ve mannitol (0,1901 g/L) olumlu etki yaparken tek karbon kaynagi
olarak HS besiyerine ksiloz (0,095 g/L), arabinoz (0,026 g/L) ve laktoz (0,018 g/L)

ilavesinin seliiloz liretimine olumlu yonde etki etmedigi goriilmiistiir.

Genelde seliiloz iireten bir¢ok bakterinin hiicre membraninda bulunan glikoz
dehidrojenaz enzimi, glukozu glukonik asit ve ketoglukonik asite doniistiirmektedir.
Enzim aktivitesi yiiksek olan tiirlerde olusan asit, kiiltiir ortamimn pH'sim
diistirmekte ve seliilozun tiretimi engellenmektedir. Bu nedenle de glukozun seliiloza
dontisiim verimi genel olarak iiretim siirecinde diismektedir (Trovatti ve dig. 2011,
Shigematsu ve dig. 2005, Jonas ve dig. 1998). Ancak glukoz dehidrojenaz enzim
aktivitesi diisiik olan bazi suslarda glukozdan yiiksek seliiloz iiretilebilmektedir. Seto
ve dig. (1997), glukoz igeren ortamda 3,1 g/L seliiloz lireten 757 susunun diisiik

glukoz dehidrojenaz aktivitesine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Hem bakterilerin farkli karbon kaynaklarinin bulundugu ortamda ilk olarak
tercih etmeleri hem de endiistride kolay ulasilabilir bir karbon kaynagi olmasi
nedeniyle glukoz siklikla kullanilir. Diger bir degisle, endiistriyel {iretimlerde karbon

kaynagi konsantrasyonu ¢ok calisilan bir konudur. Glukoz konsantrasyonunun

43



selliloz tiretimine etkisini aragtiran bir ¢aligmada, yiiksek bakteriyel seliiloz verimi
elde etmek i¢in baglangic glukoz konsantrasyonu artisi arastirilmistir. Glukoz artigina
bagli olarak glukonik asit konsantrasyonunda artis ve seliiloz veriminde azalma
olmustur. Aslinda tiiketilen glukoza kiyasla seliilloz veriminin azaldigi, depolanan
glukuronik asitin seliiloz verimini etkilemedigi de rapor edilmistir (Masaoka ve dig.
1993). Literatiirde farkli karbon kaynaklari, melas gibi atik materyaller veya cesitli
besiyerlerinde seliiloz iiretimi ile ilgili calismalar mevcuttur (Li ve dig. 2015, Gomes
ve dig. 2013, Ruka ve dig. 2012, Hungund ve dig. 2010, Jung ve dig. 2010).
Enterobacter amnigenus GH-1’in HS besiyerinde 2.5 g/L seliilloz fretirken,
gelistirilmis ortamda seliiloz veriminin 4.1 g/L oldugu bildirilmistir. Fruktoz, kazein
hidrolisat, maya Oziitii, disodyum fosfat, sitrat ve metal iyonlarinin eklenmesinin
seliiloz tiretimi i¢in uyarici oldugu bulunmustur. Ayrica pekmez, nisasta hidrolizati,
seker kamis1 suyu, hindistan cevizi suyu, hindistan cevizi siitii, ananas suyu, portakal
suyu ve nar suyu gibi meyve su takviyesinin iiretim maliyetini diisiirerek, bakteriyel
seliilozun ticari olarak biiyiik dlgeklerde iiretilmesi icin 6nemli bir rol oynayacagini
da rapor etmislerdir (Hungund ve Gupta, 2010). Benzer sekilde zeytinyag: fabrikasi
atik materyallerden de umut verici seliiloz tiretimi gergeklestirilmistir (Gomes ve dig.

2013).

Seliilozun yapisi, morfolojik goriinlimii, polimerizasyonu, kristallenmesi de
bakteriyel seliillozun endiistrinin hangi alaninda kullanilacagini belirledigi igin
onemlidir. Mikkelsen ve dig. (2009) ile Ramirez ve dig. (2017)’lerine goére seliilozun
yapist karbon veya azot kaynak tipinden etkilenmemektedir. Diger taraftan, yliksek
sicaklik ve santrifiijleme ile in vitro sentezlenen seliilozun yap1 olusumu ve zincir
uzunlugunun etkilendigi ve bu tiir faktorlerin tartisilmasi gerektigi de vurgulanmistir
(Penttila ve dig. 2016). Ortama gliserol ilavesiyle kristallik indeksinde artis olurken,
bakteriyel seliilozun su tutma kapasitesinde ve viskositesinde azalma olmustur (Jung
ve dig. 2010). Mohammadkazemi ve dig. (2015) yillanmis surup, glukoz, mannitol,
silkroz ve gida slikrozunu kiyaslamiglar; mannitol ve siikrozlu ortamda en yiiksek
selilloz tretimine ulagsmislardir. Seliilozun termal stabilitesi mannitollii ortamda
maksimum olmustur. FESEM mikrograflarinda da mannitol ve siikroz igeren
ortamlarda tretilen BS liflerinin arasindaki giliglii ara yiizey yapismasini

gostermislerdir. Bu da aslinda bakteri tiiriiniin, tipinin ve hatta sus farkliliginin
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selillozun yapisi, morfolojisi ya da iiretim verimini etkileyen onemli faktorler

oldugunu gostermektedir.

Model organizma olmasina ragmen K. xylinus ile seliiloz iiretimi igin
optimum kosullar heniliz olusturulamamistir. Her bakteri izolatinin optimizasyon
sartlar1 kendi icinde yapilmalidir. Bu da yiiksek ol¢ekte liretime neden hizli bir
sekilde gecilemedigini gostermektedir. Tablo 5.6°da da goriildiigi iizere, K. xylinus
S4 bakterisi kullanilan karbon kaynaklari arasinda glukoz, siikroz, fruktoz ve
mannitolde daha iyi seliiloz iiretirken, laktoz, arabinoz ve ksilozun seliiloz liretimi
icin iyi bir karbon kaynagi olmadigi bulunmustur. Bu sonucun, ilgili karbon
kaynaklarmin bakteri tarafindan ¢ok 1iyi metabolize edilememis olmasindan
kaynaklanabilecegi diistintilmistiir. Diger taraftan ortamdaki karbon kaynaklarimin
tiketim oranm1 da selilloz verimini etkilemektedir (Keshk ve Sameshima 2005).
Calismamizda ortama ilave edilen karbon kaynaklarinin ne kadarinin bakteri
tarafindan tiiketildigi arastirnlmamistir. Ancak laktoz, arabinoz ve ksilozlu ortamda
seliiloz tiretiminin diisiik olmasinin, bakterinin bu karbon kaynaklarinda gelismesine
ragmen yeterli oranda tiiketmedigi icin selilloz iiretiminin az oldugu kanisina
varilmigtir. Bu karbon kaynaklariin aksine siikroz ve fruktozlu ortamda mannitole

kiyasla az da olsa bir artis oldugu goriilmiistiir.

Tonouchi ve dig. (1996), yaptiklari bir ¢alismada fruktozun seliiloz tiretimini
artirdigin1 rapor etmislerdir. pH direngli Komagataeibacter medellinensis ile yapilan
bir diger ¢alismada ise farkli konsantrasyonlarda glukoz, fruktoz ve siikrozlu ortamda
tiretim seviyeleri glikoz > siikroz > fruktoz seklindedir (Ramirez ve dig. 2017).
Hungund ve Gupta (2010), karbon kaynagi olarak glikoz, fruktoz, laktoz, siikroz,
mannitol, maltoz ve inositolun BS iiretimine etkisini incelemisler ve en yiiksek
verime fruktozlu ortamda elde etmislerdir. Mikkelsen ve dig. (2008) de glukoz,
mannitol, gliserol, fruktoz, siikroz ve galaktoz ilavesi ile modifiye ettikleri HS
besiyerinde seliiloz iiretimini arastirmiglar ve G. xylinus ATCC 53524’un 96 saatlik
fermentasyon sonunda siikroz ve glukozlu ortamda en yiiksek BS iiretimini rapor
etmislerdir. Tiim caligmalar dikkate alindiginda bakteri tipi, cinsi, kullanilan besiyeri
icerigi ya da karbon kaynaklarinin seliiloz iretiminde farkliliklar olusturdugu
anlasilmaktadir. Bu da her bakteri izolatina gére optimizasyon ¢aligmalarinin detayli

olarak yapilmasi gerektigini gostermektedir. Ancak genel olarak ¢alismamizdan elde
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edilen verilerle literatiir verileri kiyaslandiginda bakterilerin glukoz, siikroz ve

fruktozlu ortamu tercih ettigini gostermektedir.

Literatiirde seliiloz iiretimi i¢in standart HS besiyeri disinda Yamanaka ve
MI1AOS5PS besiyerleri de kullanilmaktadir (Yamanaka ve dig. 1989, Cakar ve dig.
2014). Calismamizda izolatimizin HS besiyeri disinda literatiirde kullanilan farkli
besiyeri tiplerinde de seliiloz iiretimleri taranmigtir. K. xylinus S4 izolat1 Yamanaka
besiyerinde seliiloz tiretmezken, M1AO5P5 besiyerinde pH: 3-6,5 araliginda 0,36-
0,75 g/L miktarinda seliiloz tiretmistir. HS besiyerinde maksimum 0,3157 g/L (pH:
6) seliiloz iiretirken M1AO5P5 besiyerinde maksimum 0,75 g/L (pH: 6,5) seliiloz
tretmistir. M1AOS5SP5 besiyerinde aynm1 zamanda baslangic pH’larinin seliiloz
tiretimine etkisi de test edilmis ve en iyi pH degerleri saptanmistir. Bakteri pH:3,5’te
0,721 g/L seliiloz tiretirken pH: 6,5’te 0,753 g/L seliiloz tiretmistir. Birbirinden farkli
iki pH araliginda iiretilen seliilloz miktarinin yakin olmasi nedeniyle her iki pH
secilerek sicaklik, ylizey alani ve inkiibasyon siireleri calisilmis ve seliiloz
tiretimindeki degisiklik arastirilmistir. Tablo 5.8 ve Tablo 5.9’da verilen sonuglara
gore seliiloz tiretimi i¢in en 1yi sicaklik ve ylizey alani/hacim orani sirasiyla 30°C ve
1,06 cm™ “dir. Buna gore BS iiretimi en iyi pH, sicaklik ve yiizey alani/hacim
oraninda pH: 3,5’te inkiibasyonun 21. giiniinde 1,303 g/L ve pH 6.5’te inkiibasyonun
14. giinlinde 2,3635 g/L olarak belirlenmistir. Bizim ¢alismamizin aksine Cakar ve
dig. (2014) M1AOS5PS5 besiyerinde pH 6 ve iizerinde inkiibasyonun ilk giinlerinde
bakteriyel seliiloz veriminin diistiiglinii belirtmislerdir. K. xylinus S4 bakterisi ise pH
6,5’te da seliiloz iiretmeye devam etmis ve inkiibasyonun 14. giinlinde maksimum
seliilloz (2,3635 g/L) iirettigi gézlenmistir. S4 bakterisinin BS miktarinda pH 3,5’e
gore pH 6,5’te yaklasik olarak %81,4 oraninda bir artis olmustur. Ayrica yiizey

alani/hacim oranindaki artisa bagli olarak BS miktarinda da artis olmustur.

Bakteriyel selillozun morfolojik karakterizasyonu SEM analizleri ile
gerceklestirilmistir. SEM analizleri Akdeniz Universitesi Elektron Mikroskop Birimi
ile Pamukkale Universitesi ILTAM merkezinde yapilmistir. Bakterilerin izole
edildigi ana kaynak ile glukoz, mannitol, siikroz, laktoz ve fruktoz ilaveli HS besiyeri
ve MI1AOSPS besiyerinde {iretilen bakteriyel seliilozun morfolojik goériiniimii ve

fibriler yapisin1 gosteren mikrograflar Sekil 5.5 ve Sekil 5.6’da verilmistir.
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Bakteriyel seliilozun genel morfolojik goriiniimii birbirine benzerlik gosterse
de fibril kalinliklarinin farkli oldugu anlasilmaktadir. Liflerin kalinliklart 29,71 nm
ile 102,3 nm arasindadir. Mannitol hari¢ diger ortamlardan elde edilen seliilozun
fibriler yapisinin ince oldugu goriilmiistiir. Ayrica her bir besiyerindeki seliilozun
fibril dagilimi ve ara yiizey yapismasi farklilik gostermistir. Tek karbon kaynagi
olarak laktozlu ortamda iiretilen seliilloz hari¢ diger karbon kaynaklarinda daha
kararli ve kompakt ag yapis1 dikkati ¢ekmistir. Diger bir degisle, laktozlu ortamda
daha seyrek fibriler yap1 gézlenmis ve fibrilin ¢apinin 64.75 nm oldugu bulunmustur.
Mannitol i¢eren ortamda ise oldukga ilging olarak tek eksenli yonlendirilmis seliiloz
seritleri gézlenmis olup seliiloz lifleri arasindaki giiglii ara yiizey yapismasi sekil 5’te
goriilmektedir. Diger taraftan M1AOSPS5 besiyerinde seliiloz lifleri daha ¢ok fibril
demetleri halinde olup, pH 3,5’te elde edilen seliilozun fibril ¢ap1 34,87-45,97 nm
arasinda iken ayn1 besiyerinde pH 6,5°te 29,71-102,3 nm’dir. Jung ve dig. (2010b)’ne
gore BC ornekleri, ultra ince seliiloz fibrillerinden olusan retikiile yapidadir. Gliserol
ilaveli ortamdan elde edilen BC seritlerinin ortalama genisligi yaklagik 65-80 nm
iken, glukoz ortaminda yaklasik 75-90 nm’dir. Vazquez ve dig. (2013), modifiye HS,
gliserol ve melas iceren ortamdan elde edilen seliillozun fibriler ag yagisinda oldugu
ve fibril ¢capinin 35-70 nm arasinda degistigini rapor etmislerdir. Bir baska ¢alismada
ise Acetobacter xylinum seliilozik fibrillerinin 128-207 nm arasinda degistigi ve saf
mikrokristalin seliiloz fibrilleriyle benzerlik gosterdigi bildirilmistir (Gayathry ve
Gopalaswany, 2014).

BS orneklerin FT-IR analiz sonuglari birbirine benzerdir (bkz. Sekil 5.8).
Dalga boylari 3329-3352 cm™ arasindaki piklerin OH uzamasi, 2876-2898 cm™ arasi
asimetrik CH, uzamasi, 1649-1666 cm™ aras1 absorbe haldeki su, 1458 cm™’daki
pikin CHy’nin simetrik uzamasi veya yiizeydeki karboksilat gruplari olabilecegi,
1425-1435 cm™’daki pikin diizlem i¢i HCH, OCH uzamasi, 1357-1378 cm™’daki
zayif pikin CH, 1332 cm™’daki pikin diizlem i¢i CHs veya OH egilmesi, 1160- 1168
cm ™’ daki pikin C-O-C asimetrik uzamasi, 1110-1112 cm™’daki pikin C-C halkasi
uzamas1, 1041-1046 cm™’daki pikin karbonhidratlardaki C-O egilmesi ve 888-900
cm > daki pikin seker birimleri arasindaki - glikozidik baglarimi ifade etmektedir. Bu
sonuglar literatiirle benzerlik gostermektedir (Barud ve dig. 2008, Gea ve dig. 2011,
Vazquez ve dig. 2013).
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Elde edilen bakteriyel seliiloz oOrneklerinin termokimyasal doniistimi
sirasinda 1s1l bozunma davranislarini daha iyi anlamak amaciyla Orneklerin
Termogravimetrik analizleri (TGA) yapilmistir. TGA analizi sonuglar1 6rnek
geometrisi, ornek kiitlesi ve 1sitma hiz1 gibi birgok parametreye bagli oldugundan
dolay1 yapilan, analizler sirasinda bu parametrelerin ayni1 olmasina dikkat edilmistir.
Besiyerinde farkli karbon kaynaklari kullanilarak elde edilen bakteriyel seliiloz
orneklerinin  sicaklik degisimine kars1 kiitlesindeki azalma belirlenmis ve
termogravimetrik ve diferansiyel termal analiz egrileri Sekil 5.9’da verilmistir.
Ayrica TGA ve DTG egrilerinden elde edilen bozunmanin baslangic sicakligi,
bozunmanin bitis sicakligi, maksimum bozunma sicakligi ve 6rnegin 550°C sicakliga

1sitilmasi sonrasindaki piroliz degeri gibi bazi sonuglar Tablo 5.11°de verilmistir.

Bakteriyel seliilozun 1s1l bozunma davranisi dehidrasyon ve ana polimer
aginin depolimerizasyonu gibi kiitle kayb1 basamaklarindan meydana gelir (de
Oliveira ve dig., 2017). Bakteriyel selilloz 0Orneklerindeki fiziksel olarak
adsorplanmis ve hidrojen bagiyla baglanmis su molekiillerinin (yani seliiloz
fibrillerine bagli olan su molekiilleri) kaybiyla iliskili olan dehidrasyon
basamagindaki kiitle kaybi, 50°C- 150 °C sicakliklari arasinda gergeklesmektedir. Bu
sonuglar literatiirde ayn1 konuda yapilan diger ¢alismalarda bulunan sonuglarla da
uyumludur (Faria-Tischer ve dig. 2016, Vazquez ve dig. 2013, George ve dig. 2011,
Barud ve dig. 2007). Seliilloz, orta termal kararlilia sahip bir polimer olarak
simiflandirilabilir ve genellikle selilloz 250°C-350°C sicakliklar1 arasinda hizlh
sekilde kimyasal ayrigsmaya ugramaktadir (Klemm ve dig. 1998). Daha yiiksek ytizde
kiitle kaybinin oldugu ana bozunma basamag biitiin bakteriyel seliilloz 6rneklerinde
215°C ile 290°C sicakliklar1 arasinda gerceklesmistir. Ikinci bozunma basamaginin
verilen sekillerden goriilecegi gibi 215°C ile 228°C arasindaki sicakliklarda basladigi
gozlenmektedir. Ayrica orneklerin termal analizinden elde edilen DTG egrileri bu
bozunmanin maksimum agirlhik kaybi hizinin 260°C-288°C sicaklar1 arasinda
oldugunu gostermektedir. Farkli karbon kaynaklariyla elde edilen bakteriyel seliiloz
orneklerinde bozunmanin sonlandig1 sicaklik degerleri ise tabloda goriildiigli gibi
277°C ile 326°C sicakliklart arasindadir. Bu degerler literatiir sonuglart ile
karsilastirildiginda goreceli olarak diisiik degerlerdir (Vazquez ve dig. 2013, Halib ve
dig. 2012, Surma-Slusarska ve dig. 2008, Barud ve dig. 2007, Sun ve dig. 2005). Isil

bozunma davranigini; seliiloz fiberlerinin oryantasyonu, kristalinitesi ve molekiiler
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agirligl gibi bazi yapisal parametrelerin etkiledigi bilinmektedir (Barud ve dig.
2007). Bu yapisal parametrelerin yaninda; orneklerin saflagtirilmasinda kullanilan
temizleme prosediiri, Orneklerin termal analize hazirlanma yontemi, 6rneklerin
morfolojisi, drnek boyutu vb. gibi birgok sebep de 1si1l bozunma davranisina etki
edebilmektedir (Bottom, 2008). Yukarida deginilen literatiire gore goreceli bu
sapmanin biyiik Ol¢iide Orneklerin saflastirilma yOnteminden kaynaklandigi
distiniilmektedir. Clinkili; yapilan caligmanin bir diger bolimiinde elde edilen
bakteriyel seliiloz Orneklerinin temizlenmesinde uygulanan yikama prosediirii
degistirilerek elde edilen bakteriyel selilloz Orneklerinin bozunma basamaginin
literatlirdeki elde edilen sonuglara daha uyumlu oldugu goriilmiistiir. Yapilan bu
degerlendirmenin dogrulugunu tabloda verilmis olan; Grneklerin 550°C sicakliga

1sitilmasi sonrasindaki piroliz degerlerinin yiiksek olmasi da desteklemektedir.

Seliiloz triasetat termal analizlerde farkli davraniglar gostermistir. Bakteriyel
seliilozun 550°C’de piroliz oranlar1 %2,89 - 12 arasinda degismekte iken seliiloz
triasetatin piroliz oram1 %15,36 olarak bulunmustur. Maksimum kiitle kayb1
369°C’de gerceklesmistir. Sentez sonrasinda yiiksek sicakliklara karsi seliiloza gore
bir direng olustugu ve daha az kiitle kaybina ugradigini sdyleyebiliriz. Termal analiz
sonuglar1 da seliiloz asetat sentezini dogrulamaktadir. Yaptigimiz caligmada
asetilasyon siiresi 24 saat olarak calisilmistir. Barud ve digerleri (2008)’ne gore,
asetilasyon siiresi ile termal analizde kiitle kaybi arasinda anlamli iliskiler
bulunmaktadir. Arastirmacilar, 1 saat, 6 saat ve 24 saat asetilasyon siirelerinde
caligmiglar ve 24 saat asetilasyon siiresinde kristalliligin ve termal stabilitenin

artigin1 rapor etmislerdir.

Glinlimiizde organik veya inorganik komponentlerle modifiye edilmis
biyopolimerler, organik elektronik materyal {iretimi ve tip i¢in umut verici, essiz
kompozitlerdir. Sensorler, esnek elektrotlar, iyi mekanik 6zellige sahip iletken esnek
ekran uygulamalarinda polimerik filmler, elektrolit jeller, kapasitorler, karbon
nanotup veya hiicre rejenerasyon Ozellikleri nedeniyle doku miihendisligi gibi yeni
potansiyel uygulama alanlar1 da BS temelli malzemelerin 6nemli ¢alisma konularini
olusturmaktadir (Kotatha ve dig. 2018, Ccorahua ve dig. 2017, Zhou ve dig. 2017,
Lee ve dig. 2015, Feng ve dig. 2012, Liang ve dig. 2012, Shi ve dig. 2012, Hu ve dig.
2011).
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Bu amagla ¢alismamizda K. xylinus S4 bakterisinden elde edilen 3 adet
bakteriyel seliiloz orneklerin elektriksel iletkenligi, 300-400 K sicaklik araliginda
incelenmistir. Sekil 5.11°de BS 6rneklerin elektriksel iletkenliklerinin sicakliga bagl
degisimi verilmistir. BS’lerin elektriksel iletkenliginin sicakliga iistel olarak bagimli
oldugu ve artan sicaklikla birlikte iletkenliklerinin arttig1 agik¢a goriilmektedir. BS
rneklerinin oda sicakligindaki dzdirengleri BS-1 igin, 1,23x10° Q-cm, BS-2 (pH 3,5)
icin 1,03x10° Q-cm ve BS-3 (pH 6,5) i¢in ise 2,80x10% Q-cm olarak bulunmustur.
Sonu¢ olarak, bakteriyel seliilozun sicaklia bagl elektriksel iletkenlik

Olctimlerinden tipik yari iletken davranigi gosterdigi anlagilmistir.
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7. SONUC VE ONERILER

Diinya niifusundaki artisa bagl olarak her gecen giin artan seliiloz ihtiyaci, 6zellikle
alternatif seliilloz ham materyallerin {iretiminin gerekli oldugunu gdstermektedir.
Ozellikle diinyadaki bitkisel kaynaklarin gittikce tiikenmesi, seliiloz iiretimi i¢in yeni
kaynaklar bulunmasinin oldukg¢a akillica olacagini gostermektedir. Hi¢ kuskusuz
bakterilerden iiretilen seliiloz, heniliz ucuz ve ekonomik degildir. Ancak insanoglu
diinya kaynaklarini akilci bir sekilde kullanmak zorunda oldugunu bilmektedir. Bu
calismada Denizli Cal bolgesinden seliiloz lireten asetik asit bakterisi izole edilmistir.
Bakterinin tiir tayini yapilmis, 16S rDNA sekansina gore Komagataeibacter xylinus
oldugu tespit edilmistir. Elde edilen izolatin seliiloz iiretim yetenegi farkli karbon
kaynagi ilaveli HS besiyerinde ve M1AO5PS5 besiyerinde incelenmistir. Elde edilen
bakteriyel seliilozun SEM, FT-IR ve termal analizlerle karakterizasyonu yapilmis ve
elektriksel iletkenligi aragtirilmigtir. Mannitol ilaveli HS besiyerinde tek yonli
seliiloz fiberler ve fibrillerin arasindaki ara yiizey yapigmasi belirlenirken, diger
karbon kaynaklarinda ve M1AO5P5 besiyerinden elde edilen bakteriyel selillozun
fibrillerinin ags1 goriinlimde oldugu SEM ve FESEM analizleriyle gosterilmistir.
Modifiye edilmemis dogal seliilozun yari iletken 6zelligi ve seliiloz asetat iiretimi,
yerel izolatin iizerinde ¢alisilmaya deger oldugunu gostermektedir. Ozellikle daha
detayli calismalar yapilarak, daha biiyiik 6lceklerde iireterek, bakteriyel seliilozun
ornegin iletken Ozelligi  gelistirilerek doku miihendisliginden  malzeme
miihendisligine kadar genis bir yelpazede degerlendirilebilecegi anlasilmaktadir.
Ayrica elde edilen seliiloz asetatin 6zellikle 3 boyutlu yazict i¢in 6nemli bir dogal

materyal olarak {lizerinde ¢alisilmaya deger olmasi heyecan vericidir.
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9. EKLER

EK A

HS besi yeri:

20 gr/l Glukoz

2,7 gr/l Disodyumhidrojenfosfat

1,15 gr/l Sitrik asit

5 gr/l Pepton

5 gr/l Maya oziitii

14 gr/l Agar (kat1 besiyerleri i¢in)

pH 6 ( HCI ve NaOH kullanilarak ayarlanmaistir.)

HS besiyeri igerigi olarak farkli C kaynaklar1 ( Ksiloz, Arabinoz, Laktoz,

Mannitol, Fruktoz ve Siikroz) ile modifiye edilmistir.

Carr besi yeri:

30 gr/l Maya oziiti

0,022 gr/l Bromcresol green (Bu ¢alismada Bromcresol purple kullanilmustir.)
20 gr/l Agar

20 mL/I Etanol

pH 6 (pH H3PO4 ve KOH kullanilarak ayarlanmaistir.)

Etanol yiiksek sicaklik ve basing altinda bozulacagindan besi yeri 121 °C’de
15 dakika steril edildikten sonra %2 v/v Etanol (20 mL) eklenmistir.
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Frauter (CCE) Besi yeri:

0.5 gr /l Glukoz

3 gr /I Pepton

5 gr/l Maya oziitii

15 gr/l Kalsiyum Karbonat

12 gr/l Agar

15 mL/I Etanol

pH 6 (pH H3PO4 ve KOH kullanilarak ayarlanmaistir.)

Etanol yiiksek sicaklik ve basing altinda bozulacagindan besi yeri 121 °C’de
15 dakika steril edildikten sonra %1.5 v/v Etanol (15 mL) eklenmistir.

HS - Flourescent brightener 28 besi yeri :

22 gr/l Glukoz

3,38 gr/l Disodyumhidrojenfosfat

1,255 gr/l Sitrik asit

5 gr/l Pepton

5 gr/l Maya Oziitii

14 gr/l Agar (kat1 besiyerleri i¢in)

0.2 gr/l Flourescent brightener 28

pH 6 ( HCI ve NaOH kullanilarak ayarlanmistir.)
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M1AO05P5 Besi yeri:

10 gr/l Glukoz

10 gr/l Maya oziitii

7 gr/l Pepton

1.5 ml/I Asetik asit

5 ml/I Etanol

Besi yeri iceriginde bulunan asetik asit 118,1 °C ’de kaynama noktasina
ulastigindan ve Etanol yliksek sicaklik ve basing altinda bozulacagindan

dolay1, 105 °C’de 20 dakika steril edildikten sonra Etanol eklenmistir.

Yamanaka Besi yeri:

50 gr/1 Siikroz

5 gr/l Maya 6ziitii

5 gr/l (NHg4)2 SOy

3 gr/l KH, PO,

0.05 gr/l MgSQO,.7H,0
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EK B

Genelet Genomic DNA Purification Kit
Glacial Acetic acid (%100)

Chloroform

Hydrochloric acid (%37)

Sulfuric acid (% 95-97)

Bacteriological Peptone

Citric acid -1- hydrate

D(+) Glucose monohydrate
di-sodiumhydrogen phosphate dihydrate
Etihidium bromide

Agarose

Trizma Base

Bromocresol Purple

Cycloheximide

Cellulase from Aspergillus niger
Fluorescent Brightener 28

Fenol Ftalein Indicator

Thermo Scientific
Merck

Isolab

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Oxoid
Riedel-de Haen
Sigma Aldrich
Merck

Sigma Aldrich
Nzytech

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Tekkim
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