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Acetobacter xylinum>un SUSLARINDA SELULOZ URETIMI ILE YAG ASIDi
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Arif KAYA
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Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. M. Liitfii CAKMAKCI

Bu calismada, seliiloz tireten bakterilerin farkli glikoz konsantrasyonlarinda tirettikleri
seliiloz miktarlar1 ile yag asidi kompozisyonundaki degisimler arasindaki iligkinin
belirlenmesi amaglanmigtir. Calismada referans sus olarak Gluconacetobacter xylinus
NRRL B-759 ve Gluconacetobacter xylinus NRRL B-1034 kullanilmistir. Ayrica
Manisa-Salihli’den ev yapimi sirkeden izole edilen iki farkli Gluconacetobacter xylinus
susu kullanilmistir. Bu suslar kullanilarak farkli glikoz konsantrasyonlarinda seliiloz
miktarlar1 ve yag asidi kompozisyonlar1 belirlenmistir.

Denemeler sonucunda firetilen selilloz miktart 0,057 g/1 ile 2,400 g/l arasinda
bulunmustur. Glikoz konsantrasyonu ile selilloz miktar1 arasinda belli bir iligki
gozlenememistir. En yiiksek seliiloz tiretimi Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759
susundan elde edilmistir. Yerel suslarin seliiloz verimi digerlerine gore daha diisiik
diizeyde oldugu gozlemlenmistir.

Seliiloz iiretimi i¢in inkiibe edilen besi yerlerinden elde edilen hiicrelerde yag asidi
analizi yapilmistir. Analiz sonucunda en fazla miristik asit bulunmustur. Yag asidi
kompozisyonu ile; glikoz konsantrasyonunun degismesi ve seliilloz miktar1 arasinda bir
korelasyon bulunamamastir.

2007, 34 sayfa
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ABSTRACT

Master Thesis
DETERMINATION OF CELLULOSE PRODUCTION AND FATTY ACID
COMPOSITION IN Acetobacter xylinum STRAINS

Arif KAYA

Ankara Universty
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. M. Liitfii CAKMAKCI

In this study, the interactions between the production of bacterial cellulose and fatty
acid composition using cellulose producer bacteria in different glucose concentration
were determined. Gluconoacetobacter xylinus NRRL B-759 and NRRL B-1034 were
used as reference strains. In addition, two different Gluconoacetobacter xylinus strains
from home made cider in Manisa-Salihli were also used. Cellulose production and fatty
acid composition of all strains were investigated in various glucose concentrations.

Cellulose productions of strains were changed between 0,057 and 2,400 g/l. No
interaction between cellulose production and glucose concentrations was observed. The
best productive strain was Gluconoacetobacter xylinus NRRL B-759. Cellulose
production of other strains were lower than that of reference strains.

Fatty acid analysis of cells obtained from media using for cellulose production were
carried out. Miristic acid was found at high concentrations in all samples. No correlation
was found among fatty acid composition, cellulose production and variations of glucose
concentrations.

2007, 34 pages.
Key Words: G. xylinus, bacterial cellulose, fatty acid
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1. GIRIS

Seliiloz diinyada en ¢ok bulunan ve ekonomik degere sahip bir maddedir. Geleneksel
olarak seliiloz bitkisel kaynaklardan elde edilir. Pamugun % 94’{inden fazlasi, agacin %
50’sinden fazlasi seliilozdan olusmaktadir. Endiistride yaygin olarak kullanilan bu

yontemde lignin ve hemiseliillozun seliillozdan ayrilmasi gerekmektedir (Brown 1998).

Diger bir yontem ise seliilozun mikroorganizmalardan biyosentez yoluyla elde
edilmesidir. Bunlardan en ¢ok bilinenleri algler (Vallonia), kifler (Saprolegnia,
Dictystelinum discoideum) ve bakterilerdir (Acetobacter, Achromobacter, Aerobacter,
Agrobacterium, Alcaligenes, Pseudomonas, Rhizobium, Sarcinia, Zooglea) (Klemm et

al. 2001).

Diinyada kagit tiiketimi siirekli olarak artmaktadir. Avrupa Birligi iilkelerinde 1983
yilinda 41 milyon ton kagit tiiketilirken, 1996 yilinda bu deger 64 milyon tona ¢ikmaistir.
2010 yilinda bu degerin 105 milyon ton olacagi tahmin edilmektedir. A.B.D’de yillik
kagit tiketimi 100 milyon tondur. Cin’de kagit tiiketimi 26 milyon ton, Kanada’da 18
milyon ton ve Almanya’da 16 milyon tondur (Oztiirk 2005).

Her yil diinyada ormanlarin % 1.3°l yani yaklasik 40 milyon hektarlik alan kagit
iiretiminde kullanilmak iizere kesilmektedir. Bu Paraguay veya Isvicre biiyiikliigiinde

bir alandir (Oztiirk 2005).

Ayrica kagit fabrikalariin ciddi enerji tiiketimi ve gevreyi kirletmeleri s6z konusudur.
Uretim esnasinda 6nemli miktarda baca gazi emisyonu, atik su ve kat1 atik
olusmaktadir. Bu atik sularin BOI (Biyolojik Oksijen Ihtiyac1) degerleri oldukca
yiiksektir. Ayrica fosfor ve azot atik sulara karisip dogaya salinmaktadir (Oztiirk 2005).

Hizli niifus artisi, aga¢ ve bitkilerden seliiloz iiretiminin devam etmesi bir ¢ok alanda
diinya ¢apinda tehlikelere sebep olmaktadir. Bu olay dogrudan diinyanin karbon
dongiisiine etki etmektedir. Bu kosullar altinda diinya ¢apindaki karbon dongiisiinde

seliillozun yerini 1yi anlamamiz gerekir. Diinyadaki karbon dongiisii; atmosferdeki CO,



4an, fotosentez yoluyla ayristirilmasi, organik iiriinlere fiksasyonu arasinda ¢ok genis bir
etkilesim s6z konusudur. Endiistriyel c¢agin ortaya c¢ikmasiyla kiiresel 1sinma

tetiklenmistir (Brown 1998).

Agag ve hidrokarbonlarin yanmasi sonucu atmosfere yiiksek miktarda CO; salinmustir.
Yakitlarin yanmasi sonucu atmosfere 1850-1998 yillar1 arasinda karbondioksit olarak
270 milyar ton karbon atilmistir. Bu miktarin yarisinin fosil yakitlarin yanmasi sonucu,
geriye kalan kisminin ise ormanlarin yanmasi sonucu atmosfere atildig tespit edilmistir.
Atmosferde CO, konsantrasyonu %30 artmigtir. Yeryiiziiniin 1sinmasina sebep olan,
sera gazlarinin baslicalar1 insan kaynakli faaliyetlerden olugmaktadir. CO, emisyonunun
yarisinin bitki Ortiisii tarafindan yutulmasina karsin, CO, seviyesi her 20 yilda %10 artig

gostermistir.

Diinyada atmosfere atilan yillik karbon emisyon ve absorblama dengesi:

Emisyon

Fosil yakitlarin yanmasi 6,3 milyar ton

Ormanlarin tahribati 1,6 milyar ton

TOPLAM 7,9 milyar ton (29 milyar ton CO»/y1l)
Absorblama

Deniz ve goller 2,3 milyar ton

Artan biokditle 2,3 milyar ton

Atmosferde kalan 3,3 milyar ton

TOPLAM 7,9 milyar ton (29 milyar ton CO»/y1l)

1850’11 yillarda atmosferdeki karbon dioksit konsantrasyonu 285 ppm iken 2000’11
yillarda bu deger yaklasik olarak 360 ppm’e ¢cikmustir (Oztiirk 2005).

Fosil yakit kullanimindaki artis ile agac yetistirme ve kullanilmis kagitlarin geri
kazanilmasi ayni oranda gelismezse CO, konsantrasyonundaki artisin 2050 yilinda 500-

700 ppm arasinda olacagi tahmin edilmektedir (Oztiirk 2005).



Niifus artis hizina pararel olarak ormanlik alanlarin azalmasmin engellenmesi i¢in
alternatif kaynaklardan selilloz elde edilmesi gittikce Onem kazanmakta ve bir

zorunluluk haline gelmistir.

Bakteriyel seliiloz, diger kaynaklardan elde edilen seliilloza gore yiiksek kalitede ve
onemli ozelliklere sahiptir. Cok ince ag yapisi, yiiksek kristalize degerine ve 6nemli
oranda mekaniksel dirence sahiptir. Bu 6zelliklerinden baska uzun zincir yapisina sahip
olmasi, yiiksek oranda kimyasal safliga sahip, su tutma kapasitesi yiiksek, katlaninca
seklini koruyabilen, {iretim esnasinda modifikasyonlara uygun bir polimerdir. Bu
ozelliklerinden dolay1 kullanim alant ¢ok genistir. Dayanikli kagit {iretiminde, gida,
kozmetik ve deri sanayinde kullanma potansiyeli yiiksektir. Yiiksek su tutma
kapasitesinden dolay1 plastik cerrahide ve oOzellikle de yaniklarin tedavisinde
kullanilmas: iizerine kapsamli arastirmalar yapilmistir. Cok bagarili uygulamalari

olmustur (Bielecki et al. 2001).

Bakteriyel seliilozun bu kadar iistiin ozellikleri yaninda ekonomik agidan iiretim
maliyeti yiiksektir. Bu sebeple bakteriyel seliiloz {izerine yapilan arastirmalarin temel
noktalari; yliksek seliiloz {iretme kapasitesine sahip suslarin  bulunup, ucuz

hammaddeleri kullanarak seliiloz tiretiminin ekonomik yapilmasini saglamaktir.

Ulkemizde, bakteriyel seliiloz iizerine ¢alismalardan en onemlisi Ankara Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimiinde yapilmaktadir. Tiibitak’in
destekledigi “Seliiloz Uretiminde Kullanilacak Mikroorganizmalarin Izolasyonu,
Molekiiler Tanis1 ve Mikrobiyel Seliilozun Gida Sanayinde Kullanim Olanaklarinin
Aragtirilmas1” projesi bu konuda yapilan en kapsamli calismadir. Bu arastirma
projesinin amaci elde edilecek olan iistiin nitelikli bakteriyel seliilozun bagta gida sanayi
olmak tiizere degisik alanlarda uygulamalar1 i¢in yeni agilimlara yardimeci olmaktir.

Bunun yani sira bir kiiltiir koleksiyonu olusturmaktir.



Asetik asit bakterileri karbon metabolizmasi yoluyla asetil Co-A’y1 6nciil madde olarak
kullanarak hem seliillozu hem de yag asitlerini sentezlemektedir (Bielecki et al. 2001).
Burada saptanacak iligki ile yag asidi sentezi baskilanarak seliiloz iiretimini artirmak
miimkiin olabilir. Bu nedenle bu calismada asetik asit bakterilerinin seliiloz iiretimi ve

hiicresel yag asidi kompozisyonu arasindaki iliskinin belirlenmesi amag¢lanmaistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Bakteriyel Seliillozun Yapisi

Seliilloz  B-(1—4)-D-glucopyranose tinitelerinin ‘C, konformasyonunda dogrusal
dizilmis polimerlerdir. 2.000—14.000 arasinda glikopiranoz biriminden olusur. Kristal
formda bulunmaktadir. Molekiil icerisinde O3-H—O5’ ve O6—H-02’ ye seritler
arasinda O6—H-0O3’ hidrojen baglariyla baglanir. Bundan dolay1 ag yapisi sabit kalir.
Her glikopiranoz seridi bir sonraki sentezlenen zincirle ayn1 zamanda 180 ° doner. Tek
glikopiranoz seridi ne az hidrofiliktir, ne de ¢ok hidrofobiktir. Bu 6zelliginden dolay1

molekiil i¢i ve molekiiller arasi hidrojen baglariyla, sulu ¢ozeltilerde ¢oziinmez bir yap1

olusturur (http://www.lsbu.ac.uk/water/hycel.html 2006).

2.2 Bakteriyel Seliillozun Fiziksel Yapisi

Bakteriyel selilloz makromolekiiler yapr ve 6zellikleri bakimindan bitkisel seliilozdan
farklilik  gosterir. Bakteriyel seliillozun olgunlasmamis zincirleri, Onciil fibril
yapisindadir. Yaklasik olarak 1,5 nm genisligindedir. Bakteriyel seliiloz onciil fibrilleri
birikerek mikrofibrillere kristalize olur. Bunlar da y18in olusturarak serit halini alir. Bu
seritlerin boyutlar1 su sekildedir; kalinligt 3-4 nm, genisligi 70-80 nm olarak
bildirilmistir. Farkli arastiricilar 3,2 x 133 nm ve 4,1 x 117 nm olarak belirtmislerdir

(Bielecki et al. 2001).

Dogal seliiloz mikrofibrillerinin 1-25 nm genislik araliginda oldugunu ve yaklasik 10-
250 sayisinda zincirden olustugunu, 1-9 pum uzunlugunda ve 2.000-18.000 glikoz
biriminden olustugu belirtilmistir (Ross ef al. 1991).

Bakteriyel seliilloz, bitkisel seliilozdan cok yiiksek kristallenme indeksi degerine
sahiptir. Kristallenme indeksi % 60’1n {izerinde oldugu tespit edilmistir. Baska bir

arastirmada % 70 civarinda oldugu bulunmustur (Valjamae et al. 1999).



Polimerizasyon derecesi de seliilloz kaynagina ve hazirlanma prosediiriine gére 1.000 ile
15.000 arasinda degismektedir (Valjamae et al. 1999). Bakteriyel seliilozun
polimerizasyon derecesi 2.000 ile 6.000 arasinda degismektedir. Bitkisel seliilozun ise

13.000—14.000 arasindadir (Bielecki ef al. 2001).

2.3 Bakteriyel Seliiloz Ureten Bakteriler

Seliiloz; bitkiler, mayalar, funguslar, bakteriler ve bazi algler tarafindan yap1 ve enerji

depo materyali olarak sentezlenmektedir (Bielecki et al. 2001).

Seliiloz biyopolimeri degisik yollarla elde edilmektedir. Bunlardan en iyi bilineni
selilozun bitkilerden elde edilmesidir. Diger bir yol ise seliilozun gesitli
mikroorganizmalardan biyosentez yoluyla elde edilmesidir. Bunlardan en iyi bilinenleri
algler (Vallonia), kiifler (Saprolegnia, Dictystelium discoideum) ve bakterilerdir
(Acetobacte, Achromobacter, Aerobacter, Agrobacterium, Alcaligenes, Pseudomonas,
Rhizobium, Sarcinia, Zoogloea) (Klemm et al. 2001). Romling (2002)
Enterobactericeae grubundan Salmonella spp., E.coli, K.pneumoniae ve degisik

cyanobacteria tiirlerinin de seliiloz tirettigini belirtmistir.

Seliiloz tireten bu mikroorganizmalar i¢inde en etkin olan1t Gram negatif asetik asit
bakterisi Acetobacter xylinum dur. {lk defa 1886 yilinda A.J. Brown tarafindan seliiloz
tirettigi  bildirilmistir. Yamada et al. (1997) tarafindan yeni smiflandirmada adi
Gluconacetobacter xylinus olmustur (Kornmann et al. 2003). Bundan dolay1 bakteriyel
seliillozun biyosentezi, kristalizasyon islemleri ve yapisal 6zelliklerinin arastirilmasinda

model mikroorganizma olmustur (Klemm et al. 2001, Rezaee ef al. 2005).

2.4. Bakteriyel Seliiloz Uretimine Etki Eden Faktorler

2.4.1 Karbon kaynaklan

Acetobacter suslar1 ile bakteriyel seliilloz iiretiminde ana karbon kaynagi glikozdur.

Seliiloz biyosentezi icin diger karbon kaynaklar1 olarak; 5 ve 6 karbonlu



monosakkaritler, oligosakkaritler, nisasta, alkol ve organik asitler bildirilmistir (El-

Saied et al. 2004).

Bakteriyel seliiloz liretiminde en biiyiik etkiyi karbon kaynaklar1 yapmaktadir (Bielecki
et al. 2001). Karbon kaynagi olarak mono-, di- ve polisakkaritler, alkoller, organik
asitler ve diger bilesikler karsilastirilmistir. Aragtirma sonucunda karbon kaynagi olarak
arabitol ve D-mannitol kullaniminda daha fazla bakteriyel seliiloz {iretimi tespit
edilmistir. Glikoz ile karsilastirildiginda arabitol kullaniminda 6,2 kat, D-mannitol

kullaniminda ise 3,8 kat daha fazla seliiloz tiretilmistir (Jonas and Farah 1998).

Yapilan bir aragtirmada karbon kaynagi olarak glikoz kullanilmistir. Farkli karbon
kaynaklar1 da kullanilarak bakteriyel seliilloz tretimi karsilastirilmistir. Calisma
sonucunda en yiiksek bakteriyel seliiloz verimi gliserol kullaniminda tespit edilmistir.
Bunu sirasiyla glikoz, fruktoz ve inositol izlemistir. Karbon kaynagi olarak glikoz
kullanilarak uygun konsantrasyonu belirlemek icin denemeler yapilmis. En yliksek
bakteriyel seliilloz iiretimi % 1 konsantrasyonda elde edilmistir. Glikoz
konsantrasyonunun yiikselmesi ile bakteriyel seliiloz veriminin diistiigii gozlenmistir

(Keshk and Sameshima 2005).

Yeni izole edilen Acetobacter sp. A9 ‘un bakteriyel seliiloz {iretimi i¢in fermentasyon
kosullarinin optimizasyonu icin yapilan bir calismada karbon kaynagi olarak % 2
oraninda glikoz, fruktoz, maltoz, seker, trenaloz, mannitol, arabitol, asetik asit, laktik
asit ve siiksinik asit kullanilmistir. Sonug¢ olarak en yiiksek verim 2,7 g/l ile glikoz
eklenen besiyerinden elde edilmistir. Bu degere en yakin 2,53 g/l ile fruktoz ve 2,57 g/l
ile trenaloz kullanilan besiyerlerinden elde edilen degerler izlemistir. Ayrica glikoz
farkl1 konsantrasyonlarda eklenerek bakteriyel seliiloz tiretimi izlenmistir. % 4 glikoz
konsantrasyonuna kadar seliiloz iiretimi artarken, daha fazla konsantrasyonlarda ise

seliiloz tiretimi diismiistiir (Son et al. 2001).

Statik kiiltiirde optimum fermentasyon besiyeri bilesiminin dizayn edilmesi ile ilgili bir

calismada farkli karbon kaynaklari bir arada kullanilmigtir. Fruktoz 70 g/1, glikoz 35 g/l



asetik asit 75 g/l kullanildiginda 28,4 g/1 seliiloz tiretimi bulunmustur (Vandamme et al.

1998).

Bakteriyel seliiloz tiretiminde D-xylose kullanimi ile ilgili bir ¢alismada 17 tane farkl
Asetik asit bakterisi kullanilmistir. D-xylose, D-glikoz ve D-xylose + D-xylulose
karisimiyla hazirlanan besiyerleri karsilagtirilmistir. D-xylose higbir Asetik asit bakterisi
tarafindan metabolize edilemedigi bulunmustur. D-glikoz igeren besiyerinde yliksek

bakteriyel seliiloz iiretimi belirlenmistir (Ishihara ef al. 2002).

2.4.2 Azot kaynaklar

Bakteriyel seliiloz lireten bakteriler azot kaynaklarina ihtiyag duymaktadir. Bunun i¢in
maya ekstrakti, misir 1slatma suyu ve kazein hidrolizatlar1 kullanilmaktadir. Hestrin and
Schramm (1954) tarafindan gelistirilen model besiyerinde maya ekstraktt ve pepton

kullanilmistir (Bielecki ez al. 2001).

Acetobacter sp. A9 susunun karistirmali kiiltiirlerde fermantasyon kosullarinin
optmizasyonu i¢in yapilan bir ¢calismada farkli azot kaynaklar1 kullanilmistir. Bu azot
kaynaklar1 sunlardir; et ekstrakti, misir 1slatma suyu, malt ekstrakti, polipepton, proteoz
pepton, tripton, maya ekstrakti, (NH;),SO4, NH4Cl ve KNO;’tiir. Biitlin azot kaynaklari
besiyerine % 0,5 oraninda eklenmistir. En yliksek bakteriyel seliiloz tiretimi 2,87 g/l ile
maya ekstrakti ile elde edilmistir. Polipeptonla 2,65 g/l ve misir 1slatma suyu ile 2,59 g/l
tiretilmistir. Bu sonuglara gore Acefobacter sp. A9 susu icin en iyi azot kaynagi, maya
ekstrakti bulunmustur. Maya ekstraktinin farkli konsantrasyonlarda bakteriyel seliiloz
iiretimine etkisi de incelenmistir. En iyi sonu¢ % 0,1 konsantrasyonda bulunmustur.

Daha yiiksek konsantrasyonlarda ise bakteriyel seliiloz iiretimi diismeye baslamistir

(Son et al. 2001).

Matsuoka et al. (1995) A. xylinum subsp. sucrafermentans BPR 2001 i¢in en uygun azot

kaynagi olarak misir 1slatma suyunu bildirmistir.



Uygun maya ekstrakti konsantrasyonunu belirlemek i¢in glikoz, fruktoz ve seker iceren
besiyerleri ile yapilan calismada en uygun konsantrasyon olarak % 4 bulunmustur

(Young et al. 1998).

Ayrica bazi amino asitlere ihtiya¢c duyuldugu belirlenmistir. Ornegin methionin ve
glutamat gibi. Methionin’in hiicre gelisimi ve seliiloz iiretimi iizerine énemli etkileri
oldugu gosterilmistir. Methionin igcermeyen besiyeri ile karsilastirildiginda % 90°nin
tizerinde hiicre gelisimi ve seliiloz tiretimi arasinda fark gozlemlenmistir (Jonas and

Farah 1998, El-Saied et al. 2004).

Farkli karbon kaynaklari ile azot kaynaklarinin uygun kombinasyonlarinin belirlenmesi
icin yapilan bir arastirmada seker ve mannitoliin eklendigi besiyerlerine azot kaynagi
olarak kazein hidrolizatlar1 ile pepton kullanilmistir. En yiiksek seliiloz iiretimi mannitol
kullanildiginda elde edilmistir. Degisik azot kaynaklarinin degerlendirilmesi sonucu
pepton/Amonyum siilfat ve kazein hidrolizatlariin uygun oldugu bulunmustur

(Ramana et al. 2000).

Acetobacter xylinum BPR 2001 i¢in karistirmali kiiltiirlerde besiyerindeki azot
kaynaklarinin etkisi arastirilmistir. % 0,24 (agirlik/hacim) toplam azot olacak sekilde
soytone, misir 1slatma suyu, maya ekstrakti ve pepton kullanilmistir. Sonug olarak hiicre
gelisimini ve seliiloz iiretimini misir 1slatma suyunun yiiksek oranda tesvik ettigi
belirlenmistir. Bundan dolay1 Acetobacter xylinum BPR 2001 susu i¢in en uygun azot
kaynagi misir 1slatma suyu olarak belirlenmistir. Arastirmada bu etkinin nereden
kaynaklandigin1 anlamak icin diger azot kaynaklar ile birlikte kimyasal kompozisyonu
incelenmistir. En 6nemli fark olarak misir 1slatma suyunun laktat icermesi bulunmustur.
Laktatin hiicre gelisimi ve seliiloz iiretimini tesvik ettigi belirlenmistir (Tsuchida and

Yoshinaga 1997).



2.4.3 pH’nin etkisi

Acetobacter xylinum suslarinin bakteriyel seliiloz liretimi i¢in optimum pH araligi 47
araliginda kabul edilmektedir. Hestrin and Schramm pH’nin 7’nin altinda olmasinin

onemli oldugunu belirtmistir (Jonas and Farah 1998).

Acetobacter xylinum BRCS5’in karistirmali kiiltiirlerde seliiloz tiretimi ile ilgili yapilan

bir ¢calismada besiyeri pH’s1 6.0 olarak kullanilmistir (Young et al. 1998).

Acetobacter sp. A9 ile seliiloz tiretiminde baslangi¢ pH’s1 3-9 araliginda test edilmistir.
Seliiloz tiretiminin en yiiksek oldugu pH aralig1 4,5-7,5 oldugu gézlemlenmistir. pH:

6,5’ta maksimum seliiloz verimine ulasilmistir (Son ef al. 2001).

Bakteriyel seliiloz {iretimi ile besiyerinin inkiibasyonu esnasinda ve sonrasinda pH
degisimlerinin  birbiriyle etkilesimi incelenmistir. Monosakkaritlerle hazirlanan
besiyerlerinde son pH, baslangi¢ pH’sindan diisiik oldugu gdzlemlenmistir. Ozellikle
glikozdan hazirlanan besiyerlerinde pH 3,9’a kadar diismektedir. Fakat pH’nin disiisii,

tek basina seliiloz liretimine etki etmemektedir (Keshk and Sameshima 2005).

Birgok arastirmaci pH: 5,0-6,0 araligin1 6nermektedir (Jonas and Farah 1998).

2.4.4 Sicakhigin etkisi

Bakteriyel seliiloz iiretimi i¢in uygun sicaklik araligi 25-30 °C’dir. Birgok arastirmaci

28-30 °C sicaklik derecelerini kullanmaktadir (Jonas and Farah 1998).
Acetobacter sp. A9 i¢in farkli sicaklik derecelerinin etkisi standart besiyeri ile test

edilmistir. Bakteriyel seliiloz liretimi i¢in optimum sicaklik derecesi olarak 30 °C

bulunmustur (Son et al. 2001).
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Jonas and Farah (1998) 24 °C’de fermentasyon islemini takip etmisler. ilk 72 saatte
seliiloz tiretimini % 50 fazla oldugunu, fakat sonug itibartyla istenilen sonucun elde

edilemedigini bildirmislerdir.

2.5 Bakteriyel Seliiloz Uretim Teknikleri ve Karsilastirilmasi

Bakteriyel seliiloz iiretimi i¢in degisik teknikler bildirilmistir. Ekonomik ve ticari olarak
uygulanma potansiyeli olan statik ve karistirmali teknikler kullanilmaktadir (Watanabe

et al. 1998).

Bakteriyel seliilozun iiretim teknigi se¢imi elde edilecek biyopolimerin ticari hedefine
baghdir. Segilen kiiltiir teknigi seliillozun yapisina, dolayisiyla fiziksel ve mekaniksel

ozelliklerine dogrudan etki eder (Krystynowics et al. 2002).

Bakteriyel seliiloz statik kiiltiir kosullarinda iiretildiginde jelatinimsi membran, kiiltiir
ortaminin ylizeyinde birikir. Buna karsin karigtirmali kiiltiir kosullarinda iiretilen
bakteriyel seliiloz degisik boyutlarda (10 um-1 mm) ve sekillerde (yuvarlak, elipsoit,
serit seklinde veya yildiz benzeri) ¢ok iyi ¢Ozlinmiis siispansiyon halinde olusur

(Watanabe et al. 1998).

Statik  kiiltiir kosullarinda  yiizey/hacim orant 6nemlidir. Bu oran yiiksek
havalandirmadan (gereksizdir) ve diisiik havalandirmadan (hiicre gelisimine ve seliiloz
sentezine etki eder) korunmalidir. Arastirmacilar yiizey/hacim orani igin 0.7 cm™- 2.2

cm™ arahigindaki degerleri vermislerdir (Bielecki ez al. 2001).

Statik kiiltiirde bakteriyel seliiloz sentezinin kontrolii cok zordur. Onemli parametrelerin
stirekli kontrol edilmesi gerekmektedir. Keto-glikonik asidin birikmesinden dolay1 pH
diismektedir. Dolayisiyla bakteriyel seliiloz i¢in uygun pH ortami da kaybolmaktadir.
Bu sorunu ortadan kaldirmak i¢in asetik asit kullanilmistir. Acetobacter spp. asetik asidi
karbondioksit ve suya parcalamistir. Sonugta istenen pH aralig1 saglanmigtir (Watanabe

et al. 1998).
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Ticari iiretim i¢in en fazla karigtirmali kiiltiir teknigi tercih edilmektedir. Fakat yliksek
bakteriyel selilloz {iretimi gerceklestirilememektedir. Karistirmali  kiiltiirlerde
Acetobacter tiirleriyle yapilan seliiloz iiretiminde bir ¢ok problemle karsilagilmaktadir.
En biiyiikk problem Kkiiltiirlin stabil olmamasidir. Zamanla seliiloz iiretim yetenegi
azalmaktadir ve bir siire sonra seliiloz liretmeyen mutantlarin miktar1 artmaktadir. Diger
bir problemde Acetobacter suslarinin glikozu, glikonik aside ve ketoglikonik asite

dontistiirmesinden dolay1 maliyeti artirmasidir (Young et al. 1998).

Karigtirmali kiiltiir kosullarinda bakteriyel seliiloz tiretiminde oksijen transfer kapasitesi
ve karistirma hizi ¢ok iyi ayarlanmalidir. Bakteriyel seliiloz verimliligini artirmak igin
yiiksek oksijen teminine ve yliksek hacimli karistirma giiciine ihtiya¢ vardir. Bu ytiksek
enerji sarfiyati gerektirmektedir. Uygun karistiricida, kiiltiir sivisinin alani ile karistirict
giicii arasindaki fark kiiciik olmalidir. Bu kiiltiir sivisinin vizkozitesinin indirgenmesi
icin 6nemlidir. Oksijen transferi ile bakteriyel seliiloz iiretimi arasinda korelasyon vardir

(Kouda et al. 1997).

Kanigtirmali kiiltiirlerde bakteriyel seliiloz iiretiminde mikro yapida degisiklikler
gbzlemlenmistir. Polimerizasyon derecesi ve kristallenme indeksi karistirmali kiiltiir
kosullarinda iiretilen bakteriyel seliilozda daha diisiik bulunmustur. Ayrica Young’s
modulii degeri de diisiik olarak belirlenmistir. Fakat su tutma kapasitesi ve siispansiyon

vizkozitesi daha yiliksek bulunmustur (Watanabe et al. 1998).

Statik ve karistirmali kiiltiir kosullarinda iiretilen bakteriyel seliilozun ag seklindeki
yapisinin mikroskobik morfolojisi benzerlik gostermektedir. Fakat dikkatli bir inceleme
sonucunda bazi farkliliklar oldugu ortaya ¢ikmustir. Statik kiiltiir kosullarinda iiretilen
bakteriyel seliilozun fibrilleri olduk¢a uzundur. Karistirmali kiiltiir kosullarinda tiretilen
seltilozun fibrilleri biikiilmiis ve karisik sekildedir. Ayrica fibriller zayif gdziikmektedir.
Watanabe et al. (1998) yaptiklar1 ¢alismada her iki kosulda iiretilmis bakteriyel seliiloz
orneklerini X-ray difraktometri ile analizlerini yapmislardir. Sonugta statik kiiltiir
kosullarinda iiretilen seliilozun kristallenme indeksi % 71, kristalitesi % 80, Kkristal
boyutu 7,4 nm, polimerizasyon derecesini 14.400 olarak bulmuslardir. Buna karsin

karigtirmali kiiltiir kosullarinda tiretilen seliillozun kristallenme indeksi % 63, kristalitesi
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% 61, kristal boyutu 6,9 nm, polimerizasyon derecesini 10.900 olarak bulmuslardir.
Ayrica seliiloz Ta orani statik kiiltlir kosullarinda iiretilen bakteriyel selillozda daha fazla

oldugu tespit edilmistir.

Statik kiiltiir kosullar ile ilgili olduk¢a basarili arastirmalar yapilmistir. Karigtirmali
kiiltiir kosullarinda ise bircok problem ortaya c¢ikmistir. Suslarin stabil olmamasi,
bakteriyel seliilozun non-Newtonian davranig gostermesi, 0zel olarak oksijen temin
edilmesi gerekliligi gibi problemler. Mikro yapidaki diizensizlik karistirma esnasinda
hareket kuvvetinden dolayr olusmaktadir. Selillozun yapisinda olusan degisiklikleri
kargilastirmak icin X-ray difraksiyon analizleri yapilmistir. Karigtirmali kiiltiirlerde,
karigtirma sirasinda olusan stres kosullarindan dolayi, olgunlasmamis mikrofibrillerin
kristalizasyonunu islemi karigmaktadir. Seliiloz Ia ve Iz kisimlarinin kesin tanimlanmasi
icin FT-IR spektra uygulanmistir. Karistirmali kiiltiir kosullarinda {iretilen seliillozdan
hazirlanan orneklerde Seliilloz lo. miktar1 diisiik c¢ikmistir. Acetobacter suslarinin
karistirma esnasinda maruz kaldiklar1 c¢evresel stres Selilloz Io azalmasini

aciklayabilmektedir (Czaja et al. 2004).

2.6 Bakteriyel Seliilozun Biyosentezi

Bakteriyel seliilozun biyosentezi, bir¢ok adimdan olugmaktadir. Cok sayida enzim,
katalitik kompleksler ve diizenleyici proteinler i¢erir. Bunlarin birgogunun yapist heniiz
tam olarak tanimlanmamistir. Bu islem uridin difosfoglikoz (UDPGlc) sentezini de
igermektedir. UDPGIc, seliiloz sentezinin Oncii maddesidir (Ross et al. 1991). Daha
sonra glikoz polimerize olarak B-1,4-glukan zinciri olusur. Olgunlasmamis bu zincirler
bir araya gelerek tipik serit benzeri yapiya doniisiir. Bunlarin, binlercesi bir araya
gelerek seliiloz zincirlerini olusturur. Bakteriyel selilloz daha sonra hiicreden disariya

salgilanir (Bielecki et al. 2001).

Bakteriyel seliiloz sentezi dort basamakta olusur:
e Glikoz, glukokinaz enzimi (E.C. 2.7.1.2) ile glikoz-6-fosfata fosforilize olur.
e Glikoz-6-fosfat, fosfoglukomutaz enzimi (E.C. 5.4.2.2) yardimiyla, glikoz-1-

fosfat doniisir.
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e Glikoz-1-fosfat, UDPG-pirofosforilaz enzimi (E.C. 2.7.7.9) yardimiyla UDP-
glikoz sentezlenir.

e UDP-glikoz, seliilloz sentaz enzimi (E.C. 2.4.1.12) yardimiyla seliiloza

doniistir.
Seliiloz sentaz
UDP- Glikoz — SELULOZ
A
UDPG-pirofosforilaz
Glikoz-1-fosfat
1 Fosfoglukomutaz
Glukokinaz
GLIKOZ |— Glikoz-6-fosfat — Fosfoglukonik asit
A

FRUKTOZ |— Fruktoz-1,6-difosfat

A

l TCA

Fruktoz-1-fosfat — Fruktoz-6-fosfat «——> | dongiisii

Sekil 2.1 Seliillozun biyosentezi (Ross et al. 1991, Holmes 2004, Krystynowics
et al. 2005)

2.6.1 Seliiloz oncii maddesinin sentezi

A.xylinumun karbon metabolizmasimin son f{iriinii seliilozdur. Hiicrenin fizyolojik
durumuna bagl olarak pentoz fosfat dongiislinii veya krebs donglislinii igerir.
Glukoneogenesis ile birbirine baglanir. Asetik asit bakterileri kritik enzim olan
fosfofruktokinazi sentezleyemediginden dolay1 glikolizisi gerceklestirememektedir.

Bakteriyel seliiloz liretimi diger anabolik islemlerle girisim yapmaz (Ross et al. 1991).
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A.xylinum, degisik karbon kaynaklarini 6rnegin; heksozlar, gliserol, dihidroksi aseton,
purivik asit ve dikarboksilik asidi seliilloza doniistiiriir. Genellikle % 50 etkinlikle
gergeklestirir.  Son olusan bilesikler krebs donglisiine girer ve oksalasetat
dekarboksilasyondan dolayi piirivat yoluyla glikogenesis iizerinden heksozlara doniisiir.
UDPGIc seliilozun 6ncii maddesidir. Birgok mikroorganizma ve bitkilerde bulunur

(Bielecki et al. 2001).

Seliiloz sentezinin son agsamasinda goriillen UDPG pirofosforilaz enziminin ¢ok énemli
oldugu bildirilmistir. Selilloz negatif mutantlarda bu enzim o6zellikle aranmis ve

bulunamamastir (Bielecki et al. 2001).

A. xylinum suslar1 arasinda pirofosforilaz aktivitesi farklilik gostermektedir. Cok yiiksek
tiretim etkinligi gosteren suslarda pirofosforilaz aktivitesinin yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Ornegin; A.xylinum sp. sucrofermentans BPR2001 susunda gdzlemlenmistir.
Bu sus aym zamanda karbon kaynagi olarak fruktozu tercih eder, yiiksek
fosfoglukoizomeraz aktivitesi gosterir ve fosfotransferaz sistemine sahiptir. Bu sistem
fruktozun, fruktoz-1-fosfata doniismesini hizlandirir. Ayrica fruktoz-1,6-difosfata da

dontstiiriir (Bielecki et al. 2001).

2.6.2 Seliiloz sentaz

A.xylinum’da seliiloz sentaz enzimi; tipik, membrana baglanmis bir proteindir. Molekiil
agirhgr 400-500 kDA olarak hesaplanmistir (Lin and Brown 1989). Stoplazmik
membrana sikica baglanmistir. Burada bulunmasindan dolay1 seliiloz sentazin
saflastirilmasi ¢ok zordur. Membran fraksiyonlarindan izole edilebilmesi i¢in dncelikle
seliiloz sentazin ¢dziindiiriiliip saflastirilmasina gerek duyulmaktadir. izolasyonu igin
digitonin veya deterjanlar 6rnegin; triton x-100 kullanilarak membrandan uzaklastirilir.
Tyrosinele muamele edildikten sonra seliiloz {izerine tutulmus sekilde elde edilir (El-

Saied et al. 2004).

Lin and Brown (1989) tarafindan yapilan calismalarda saflastirilmis seliiloz sentaz

preparatlarinda alt birimlerin ii¢ farkli tipten olustugunu ortaya koymuslardir. Bunlar
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sirastyla 90, 67 ve 54kDa molekill agirligina sahiptir. Saxena and Brown (1989)
polipeptitlerin sadece iki tip oldugunu ve 83 ve 93 kDa molekiil agirliga sahip
olduklarin1 bildirmislerdir. Son sonucun daha uygun oldugu yapilan arastirmalar
sonucunda ortaya ¢ikmistir. Seliilloz sentaz operonun yapisiyla ilgili olarak Wong et al.
(1990) rapor ettigine gore iki genin, bcsa ve besb’nin boyutlari, her iki alt {initenin

agirliklarina uygun gelmektedir.

2.7 Biyosentez Mekanizmasi

A.xylinum ve diger seliiloz lireten organizmalar bitkilerde dahil olmak {izere yar1 kararl
seliiloz I’in sentezinde iki ara basamak bulunur. Ilk basamakta glikoz molekiillerinin
dogrusal olarak 1,4- B-glukan zincirine polimerize olmasidir. Ikinci basamak
olgunlasmamis polimer zincirlerin bir araya gelmesi ve kristalize olmasidir (Bielecki et

al. 2001).

2.7.1 1,4- B-glukan zincirinin polimerize olmasi

Bakteriyel seliillozun formasyonu, seliilloz sentaz kompleksleriyle A.xylinum un
sitoplazmik membraninda dogrusal olarak dizilir. Bu kompleksler 200.000’den fazla
glikozun 1,4- B-glukan zincirine polimerize olmasini saglar. Polimerizasyon islemi
oldukca hizl yiirlimektedir. Reaksiyon mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. Bu

konuda farkli hipotezler ortaya konmustur (Bielecki e al. 2001).

Bakteriyel biyosentezde bu islem sitoplazmik membranda bulunan ii¢ enzim ile
yapilmaktadir. Bunlar; selilloz sentaz, lipid pirofosfat:UDPGIlc fosfotransferaz

(LP:UDPGIc-PT ) ve lipid pirofosfat fosfohidrolaz (LPP)’dur.

Ilk reaksiyon basamagi, LP:UDPGIc-PT ile katalizlenmektedir. Bu reaksiyonda lipid
monofosfattaki fosfat grubu, UDPGIc’deki glikoza transfer olarak baglanir. UMP ve
lipid pirofosfat-a-D-glikoz olusur. UMP bu reaksiyonun ikincil {irlinii olarak serbest

kalir.
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Ikinci reaksiyon basamagmi seliiloz sentaz (CS) katalize eder. Glikoz birimlerinin
polimerizasyonlar1 gerceklesir ve seliiloza doniislir. Bu reaksiyon basamaginda lipid
pirofosfat glukopiranozil {nitelerindeki D-glikozun 4-hidroksil grubu, diger lipid
pirofosfat glukopiranozil iinitesindeki D-glikozun 1-hidroksil grubuna baglanir. Bu
asamada glikoz birimleri transferlerle konfigurasyonu degisir ve 3-1,4 bagiyla disakkarit

olur.

Uciincii reaksiyon basamagini ise lipid pirofosfat fosfohidrolaz (LPP) Kkatalize
etmektedir. Lipid pirofosfattan fosfat gruplari hidrolize olur. Lipid monofosfatin
fosfati, UDPGIc’ye baglanarak lipit pirofosfat glukopiranosil iinitesine doniisiir. Bu
liclincii reaksiyon dongilisiinde uygun uzunlukta B-1,4-glukan zinciri olusur. Bu
mekanizma glikoz birimlerinde anumerik karbonun konfigurasyonun degismesinide
igerir.  B-1,4-glukan  zincirinin  akseptorii, daima tek o-D-glikoz birimidir.
Polimerizasyon sisteminde iki LPP molekiiliinden biriyle baglanir. Bunun anlami zincir
uzamasi indirgenmis ucta olusur. Olgunlagsmamis seliilloz zincirlerinin indirgenmemis

uclari hiicreden disariya dogru uzar (Han and Robyt 1998).

2.7.2 Seliiloz zincirlerinin biraraya gelmesi ve Kkristalizasyonu

Glikopiranoz molekiillerinin 1,4- B-glukan zincirine polimerize olmasiyla bakterilerde
selilloz sentezi tamamlanir. Seliillozun miikemmel yapisi ve sahip oldugu o6zellikler,
polimer zincirlerin salgilanmasi, bu zincirlerin salgilanmasi ve bir araya gelerek alacagi
supramolekuler yapiya bagldir. Bu islemde selilloz sentazin multimerik

komplekslerinin kendine 6zgii organizasyonu ¢ok énemlidir (Bielecki et al. 2001).

A.xylinum hiicreleri dakikada 2 nm zincir olusturur. Her bakteri hiicresi saatte 10® glikoz
molekiiliinii 1,4- B-glukan zincirine polimerize edebilir. Boslukta B -1,4 -glukan
zincirleri birbiri ardina dizilir. ilk asamada 10-15 olgunlasmamis B -1,4 -glukan zinciri
bir araya gelerek onciil fibril formunu alir. Bu forma ayn1 zamanda protomikrofibril de
denir. 1.5 nm ¢apindadir. Bu halde ¢ubuk seklinde degildir. Sola donmiis tiglii heliks
seklindedir. Bir sonraki agsamada y1gin seklini alir ve gevsek bir haldedir. Yaklasik 1000

civarinda zincir bir araya gelerek serit halini alir (Ross et al. 1991, Bielecki et al. 2001).
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2.8 Karbohidrat Metabolizmasi ile Yag Asidi Sentezi Arasindaki Iliski

Asetik asit bakterileri krebs dongiisii yada pentoz fosfat izyolunu glikoneogenesisle
birlikte yiiriiterek seliilozu olusturmaktadir. Krebs dongiisiiniin baslangi¢ maddesi olan
asetil-CoA ayni1 zamanda yag asidi sentezinin de Onciil maddesidir. Asetik asit
bakterileri karbon metabolizmasi yoluyla hem selilozu hem de yag asitlerini

sentezlemektedir (Bielecki ef al. 2001).

Glikolitik yol reaksiyonlar1 sonunda ve fermentasyon reaksiyonlarinin son
basmaklarinda piriivik asit ortaya ¢ikmaktadir. Bu madde pek c¢ok bilesigin

sentezlendigi 6nemli bir kavsak noktasinda bulunmaktadir.

Pirtivik asitin asetil-CoA’ya doniismesi, karbohidrat metabolizmasinda yer alan en
karmasik reaksiyonlardan birisidir. Piriivatin asetil-CoA’ya oksidasyonunu katalizleyen
piriivat dehidrogenaz enzim sistem, 3 enzimin bir arada bulundugu komplike bir

sistemdir.

Karbohidrat ve lipit metabolizmasinda rol alan bu bilesige asetil-CoA ad1 verilmistir.
Asetil-CoA, asetilasyon ve kondensasyon reaksiyonlarina katilmaktadir. Koenzim A,
asetatin sitrik asit dongiisiine girmesine, yaglarin sentezine, asetilasyon reaksiyonlarina,
steroidlerin sentezine ve diger bazi Onemli metabolik reaksiyonlarda 6nemli rol

oynamaktadir.

Asetil-CoA yag asidi sentezine girmek i¢in bir CO, molekiiliiniin asetil-CoA
karboksilaz enzimi aracilii ile molekiile katilmasiyla malonil-CoA meydana gelir.
Asetil-CoA karboksilaz kompleks bir enzimdir. Yag asidi sentezinde ilk ve regiilasyonu

saglayan bir enzimdir.

Yag asidi sentezinin baglangicinda, asetil-CoA’daki metil karbonuna CO,’in

baglanmasiyla malonil-CoA meydana gelir. Malonil-CoA yag asidi sentezinde Oncii
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molekiildiir. Yag asidi sentezinde zincir uzamasi malonil-CoA’dan iki karbonun zincire

katilmasi ile olmaktadir.

Malonil-CoA, asetil-CoA ile 3-Ketoagil-ACP sentetaz enzimi yardimiyla asetoasetil-
CoA bir sonraki kademede B-hidrosibutiril-CoA’ya, daha sonra krotonil-CoA’ya, bir
sonraki sathada ise butiril-CoA’ya doniismektedir. Iki karbonla baslayan yag asidi
sentezi dort karbonlu bilesik haline doniismekte ve butiril-CoA’ya 1mol su katilmasiyla
dort karbonlu butirik asit serbest hale gegmektedir. Tekrar asetil-CoA ilavesi ile zincir

uzamakta ve 16-24 karbonlu yag asitleri sentezlenmektedir.

Yag asidi sentetaz sisteminin normal {iriinii olan palmitik asit uzun zincirli yag
asitlerinin &nciil molekiiliidiir. iki karbon daha ilave edilerek 18 karbonlu stearik asit
yada daha fazla karbon ilave edilerek daha uzun zincirli yag asitleri meydana

gelmektedir.

Yedi malonil-CoA’nin ve bir asetil-CoA’ nin reaksiyona girmesiyle dort yag asidi
sentez basamaginin yedi defa tekrar etmesi ile 16 karbonlu palmitil-S-ACP
sentezlenmektedir. Palmitil-S-ACP zincir uzamasi ile olusan 16 karbonlu yag asididir.

Yag asidi biyosentez hizi, asetil-CoA’dan malonil-CoA sentezi yapan Asetil-CoA

karboksilaz tarafindan ayarlanmaktadir (Goziikara 2001).

2.9 Bakteriyel Seliilozun Kullamim Alanlar

Bakteriyel seliiloz, uzun zincir yapisina sahip, diger kaynaklardan elde edilen seliiloza
gore kimyasal olarak daha saf, su tutma kapasitesi yiiksek, katlaninca seklini
koruyabilen, iiretim esnasinda modifikasyonlara uygun GRAS olarak kabul edilen bir
polimerdir. Bakteriyel seliillozun temel 6zelliklerini su sekilde siralayabiliriz;

e Kimyasal olarak yiiksek safliga sahiptir.

e Yiiksek kristalize derecesine sahiptir.

e Agac pulpundan elde edilen seliilozdan daha biiyiik yiizey alanina sahiptir.

e 300’den 900 kgm™’e kadar yogunluktadir.

e Diistiik kagit yogunlugunda yiiksek gerilme direncine sahiptir.
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e Yiiksek absorbansa sahiptir.

e Yiiksek su tutma kapasitesine sahiptir.

e Yiiksek elastikiyet, esneklik ve dayaniklilik gosterir.
e Toksik degildir.

e Metabolik olarak inorttiir.

e Biyolojik olarak uyusabilmektedir.

e Biyolojik olarak parcalanabilmektedir.

o Fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay1 kolayca uyum saglar.

Bu {istiin 6zelliklerinden dolay1 ¢ok genis kullanim alanina sahiptir (Brown 1998).

Gida alaninda uygulamalari: Filipinlerde yaygin olarak tiiketilen Nata de Coco adh
gidanin iiretiminde, Japonya’da diet iceceklerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu gida
plazmada kolestrolii diisiiriicii ve bazi kanser tiirlerine etkisi oldugu bilinmektedir.
Ayrica fonksiyonel gida katkisi olarak kullanilmaktadir. Koyulastirict ve kalori
diisiiriicii olarak rol oynar (El-Saied ef al. 2004).

Medikal uygulamalari: Statik kiiltiirden elde edilen seliilloz ped, modern yanik
tedavisinde kullanilabilecek kalitede kullanima hazir bir sargi malzemesidir. Bu
materyal sterilize edilebilir, biyolojik olarak uyumlu, gozenekli, elastik, kullanim1 ve
saklanmas1 kolay, salgilar1 emebilen, optimum rutubeti temin edebilir. ikincil
enfeksiyonlardan ve mekaniksel yaralanmalardan koruyabilmektedir. Ayrica yenilenen
dokulara yapismaz. Yaniklarda sicagi emerek aciyr hafifletmeye yardimci olur.
Bakteriyel seliiloz pedleri tedavi ic¢in kullanilan preparatlarin taginmasi i¢in ¢ok

uygundur ve iyilesme siirecini hizlandirmaktadir (Bielecki et al. 2001).

Bu amagla Biofill, Bioprocess, Gengiflex gibi patent almis ticari markalar medikal

uygulamalarda kullanilmaktadir (Jonas and Farah 1998).

Kagit sanayinde; dayanikli ve yiiksek kalitede kagit tiretiminde kullanilmaktadir (Brown
1998).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizmalar

Gluconacetobacter xylinus (S1): Manisa/Salihli’den ev yapimu sirkeden izole edilmistir.
Gluconacetobacter xylinus (S2): Manisa/Salihli’den ev yapimu sirkeden izole edilmistir.
Glucanacetobacter xylinus 759 NRRL B-759 (Synonyms: Acetobacter xylinus,
Acetobacter aceti subsp. xylinus) ve

Glucanacetobacter xylinus 1034 NRRL B-1034 (Synonyms: Acetobacter xylinus,
Acetobacter xylinus subsp. xylinus)

suslart Amerika Tarim Bakanlig: kiiltiir koleksiyonlari standart suslarindan olup Ankara

Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida Miihendisligi boliimiinden temin edilmistir.

3.1.2 Besiyeri

Hestrin and Schramm (1954) tarafindan Onerilen besiyeri kullanilmistir. Besiyeri
bilesimi su sekildedir:

e Pepton: 05¢g

e Maya ekstrakt: 05¢g

e Na,HPO4.12H,O: 0.675¢g

e Sitrik asit 0.15g.

e Safsu: 1000 ml.
pH:6.0 (1 N NaOH ve 1 N HCl ile ayarlanmistir.)

Glikoza bagl seliiloz iiretimini takip etmek icin sirasiyla % 0, % 2, % 4, % 6 oraninda

glikoz eklenmistir. Erlenlere 75 ml olarak dagitilmistir. 121 °C’de 15 dakika otoklavda

sterilize edilmistir.
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3.1.3 inkiibasyon kosullari

Stok kiiltiirden 6nce agarli besiyerine (Caso brotha 15 g/l agar eklenerek hazirlanmistir)
siirme yapilarak 30 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Burada amag tek koloni
diismesini saglamaktir. Caligmalar saf kiiltiirler kullanilarak yapilmistir. Tek koloniden
caso brotha ekim yapip aym sekilde 30 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Seliiloz tiretimi amaciyla bu sekilde aktiflestirilen kiiltiirden, besiyerlerine % 1 oraninda

ekim yapilmis ve 30 °C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Seliiloz miktarimin belirlenmesi

Inkiibasyon sonunda selilloz miktar1 Son et al. (2001) tarafindan onerilen sekilde
yapilmistir. Asetik asit bakterileri tarafindan olusturulan seliilozu, besiyerinden ayirmak
icin 5000 devir/dakika’da 10 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifiij sonunda
iistteki faz atilmistir. Cokelen seliilloz tizerine saf su eklenerek iki kere daha ayni
kosullarda santrifiij edilmistir. Seliilozdan bakterilerin uzaklastirilmasi1 amaciyla 50 ml
0.5 M NaOH eklenerek 90 °C’lik su banyosunda 1 saat bekletilmistir. Bu islemi
takiben, darasi alinmis kaba filtre kagidindan siiziilmiistiir. Kaba filtre kagidindan
NaOH tamamen uzaklastirilincaya kadar saf su ile yikanmistir. Siizme islemi bittikten
sonra kaba filtre kagidi 105 °C’de sabit agirliga gelinceye kadar tutulmustur. Daha
sonra sogumast icin desikatorde yeterince bekletildikten sonra hassas terazide
tartilmistir. Aradaki fark hesaplanarak litrede selilloz miktar1 gram olarak

hesaplanmustir.

3.2.2 Yag asidi kompozisyonunun belirlenmesi

3.2.2.1 Bakteri hiicrelerinin toplanmasi

Inkiibasyon sonunda kiiltiir ortami, yag asidi kompozisyonu analizinde kullanilacak

bakteri kiiltiiriinii elde etmek amaciyla santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda iistte kalan
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kisim atilmistir. Saf su eklenerek iki kere daha santrifiij edilmistir. Bu sekilde hiicreler

toplanmustir.

3.2.2.2 Yag asitlerinin metillestirilmesi

Yag asitlerinin metillestirilmesi Sasser (1990)’1n 6nerdigi sekilde yapilmistir.
Kullanilan ¢ozeltiler:
e (ozelti 1: (Sabunlastirma) 45 g sodyum hidroksit, 150 ml metanol ve 150 ml
saf su ile hazirlanmastir.
o (ozelti 2 (Metillestirme): 325 ml 6.0 N hidroklorik asit ve 275 ml metanol ile
hazirlanmigtir. Ortam pH’smnin 1.5’un altina diismesi ve yag asitlerinin
metillesmesini saglamak i¢in kullanilmistir.
e (ozelti 3 (Ekstraksiyon): 200 ml hekzan ile 200 ml metil tert-biitil eter ile
hazirlanmistir. Yag asitlerinin metil esterlerinin gaz kromotografisi ile analizi i¢in
organik faza alinmasi i¢in kullanilmistir.
o (ozelti 4 (Yikama): 10.8 g sodyum hidrosit 900 ml saf suda c¢oziilerek

hazirlanmistir. Kirlilik olusturan etkenlerin uzaklastirilmasi i¢in hazirlanmistir.

Analiz Yontemi

e Hiicrelerin toplanmasi: Kiiltliir ortami santrifiij edilerek cokelekte hiicreler
toplanmistir. Buradaki hiicrelerden 40 mg alinarak temiz bir tiipe alinmistir.

e Sabunlastirma: Tiipe 1.0 ml ¢ozelti 1 eklenmistir. Temiz bir kapakla sikica
kapatilarak vortekste 5-10 saniye karistirilmistir. Sonra kaynayan su banyosunda 5
dakika tutulmustur. Tekrar vortekste 5-10 saniye karistirilip kaynayan su
banyosuna konarak 25 dakika daha bekletilmistir. Siire sonunda tiip hemen
sogutulmustur.

e Metillestirme: Sogutulan tiipe 2.0 ml ¢ozelti 2 eklenmis ve kapagi sikica
kapatildiktan sonra 80 °C + 1 ‘lik su banyosunda 10+1 dakika bekletilerek yag
asitlerinin metillesmesi saglanmistir.

e Ekstraksiyon: Sogutulmus tiiplerin kapaklar1 agilarak 1.25 ml ¢ozelti 3

eklenmis ve tiipler tekrar kapatilmistir. Sonra alt-iist olacak sekilde yavasca 10
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dakika karigtirilmigtir. Bu islemden sonra alt kistmdaki sulu faz pipet yardimiyla
alinarak uzaklastirilmistir.

e Yikama: Tiipte kalan organik fazin tizerine 3.0 ml ¢ozelti 4 eklenmistir. 5
dakika alt-iist olacak sekilde karistirma isleminden sonra kapak agilarak {istteki
organik fazin 2/3’1 pipet yardimiyla alinarak gaz kromotografisinde analiz igin
viallere alinmustir.

3.2.2.3 Gaz kromotografisi ile yag asidi analizi

Gaz kromatografisi analizleri Agilent 6890 serisi gaz kromotografisi cihazinda, FID
dedektor ve DB 1 (30.0 m x 250 um x 0.25 pm) kolon kullanilarak yapilmaistir.
e Gaz kromotografisi kosullar1 asagida belirtildigi gibidir:
o Inlet: 220 °C, Akis: 11.2 ml/dak.
o Tasiyici gaz: Helyum
o Firin sicakligi: 150 °C’de 3 dakika, 5 °C/dakika artigla 180°C, 0.5 °C
/dakika, 200 °C’de 15 sabit tutulmustur (Anonim 1996).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Seliilloz Miktar1 Sonuclar:

Calismamizda % 0, % 2, % 4 ve % 6’lik glikoz igeren besiyerleri hazirlanmistir. Bu
besiyerlerine, tohum kiiltiirden % 1 oraninda asilama yapilmis ve daha sonra 30 °C’de 7
giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun iigiincii ve dordiincii giinlerinden
itibaren besiyerinde bulaniklik ve pelikiil olusumu gdzlemlenmeye baslanmistir. G.
xylinus NRRL B-759 susunda olusan pelikiil elips seklinde kalin bir tabaka halinde
olusmustur. Diger suslarin olusturdugu pelikiiller ise yiizeyde olusmakla birlikte

besiyerine dagilmis bir goriiniim vermistir.

Sekil 4.1 G.xylinus NRRL B-759 % 6 glikoz igeren besiyerinde inkiibasyon sonrasi
gorunimul.

Seliiloz miktarin belirlenmesi i¢in Son ef al. (2001) tarafindan Onerilen yontem

kullanilmuastir.
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Sekil 4.2 Ortalama seliiloz miktarlarinin glikoz konsantrasyonuna gore degisim grafigi

Glikoz konsantrasyonu ile selilloz miktar1 arasinda bir iliski oldugu Keshk and
Sameshima (2005) ve Son et al. (2001) tarafindan bildirilmekle birlikte G.xylinus (S1)
susunda seliiloz tiretiminin % 4 glikoz konsantrasyonuna kadar arttigi, % 6 glikoz
konsantrasyonundan itibaren diistiigii gézlenmistir. Benzer sekilde G.xylinus NRRL B-
1034 ve G.xylinus (S2) susunda; % 4’e kadar artmis, % 6 glikoz konsantrasyonunda ¢ok
az bir diisiis olmustur. Ancak G.xylinus NRRL B-759 susunda % 6 glikoz
konsantrasyonunda en yliksek miktarda seliilloz iiretimi tespit edilmistir. Glikoz
konsantrasyonu arttik¢a seliiloz liretimi de artmistir. Bu noktadan hareketle suslara gore
karbon kaynagi konsantrasyonunda farkliliklar gézlenmistir. Buradan da endiistriyel
tiretimlerde suslarin karbon kaynaklarimi kullanim oranlarmin belirlenmesi gerektigi

sonucuna ulagilmistir.

Burada dikkati ¢ceken husus % 0 glikoz konsantrasyonunda seliiloz iretiminin saptanmis
olmasidir. Benzer bulgular Keshk and Sameshima (2005) tarafindan yapilan
calismalarda da elde edilmistir. Organizmalar ortamda karbon bulunmadiginda

proteinlerin biinyesindeki karbonu da kullanarak metabolit tiretebilmektedir.
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4.2 Yag asidi kompozisyonu sonug¢lari

Inkiibasyon sonunda besiyerleri santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriilmiis ve saf su ile iki
kez yikanmistir. Gaz kromotografisinde analiz edebilmek i¢in yag asitleri metillestirme
islemine tabi tutulmustur. Metillestirme isleminden sonra gaz kromotografisi cihazina

enjeksiyon yapilarak ornekler analiz edilmistir.

Cizelge 4.1 Yag asidi kompozisyonu tablosu

Glikoz |?* 14.0* |141* |16.0* |17.0* |18.2*
kons.
1034 |Kontrol [10,277 |60,705 [8453 |6,115  |2458  |12,917
2 11,756 63,612 (2,388  [9,150  |2,581 | 11,631
4 18,487 [58,882 (4,318  |4191 [4,018 2,870
6 14,254 [71,142 4,653  [6219  [4,043 2,324
sl |Kontrol |17,779 |74,770 2,009
2 16,681 | 74,360 0933 (4,104 [0526
4 16,308 | 73,161 1,546 2,511 [1,848
6 16,133 71,972 2613 2,085 [2474
759 |Kontrol |18,230 |77,700
2 17,843 | 76,898 1,341
4 16,456 | 77,928 1,823
6 17,797 70,703 1,887
s2 _ |Kontrol |16,386 | 77,073 2,426
2 14,906 | 74,647 3675  |2,445 |2766
4 15,887 | 74,688 0,893 3,457
6 17,301 | 71,426 4892 |1,845 [8547

* (12:0 Laurik asit, 14:0 Miristik Asit, 14:1 Miristoleik asit, 16:0 Palmitik asit, 17:0
Margarik asit, 18:0 Stearik asit, 18:1 Oleik asit, 18:2 Linoleik asit). Laurik asit, stearik
asit ve oleik asit bulunamadigindan tablodan cikarilmistir. Yag asidi analizleri iki
paralel yapilmis olup ortalamalar1 tabloda gosterilmistir.
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Sekil 4.3 Yag asitlerinin glikoz konsantrasyonuna bagli degisimi grafigi

Sekil incelendiginde 14.0 Miristik asidin ve 17.0 Margarik asidinin tim suslarda %
oranlarinin fazla oldugu saptanmistir. Diger yag asitlerinin ise suslarin o6zelliklerine

gore farklilik gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.4 G.xylinus NRRL B-1034 susuna ait yag asidi kromotogrami

Yag asidi kompozisyonu sonuglari incelendiginde miristik asit en fazla bulunan yag
asidi oldugu saptanmustir. Fakat bu yag asidinden Once gelen yag asitleri ise standart

olmadig1 i¢in belirlenememistir.

Uzerinde durdugumuz yag asitlerindeki degisimin, glikoz konsantrasyonu ve seliiloz
miktar1 arasindaki iliskinin saptanmasi bu asamada ortaya konamamistir. Ancak daha
ileride yapilacak olan ¢aligmalarda yag asitleri konsantrasyonlar1 esas alinarak miktar
belirlenmeye calisildiginda sonuglarda farkliliklarin ~ belirlenmesinin -~ miimkiin

olabilecegi, kromotogramlarin incelenmesinden anlagilmis bulunmaktadir.
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5. SONUC

1.  Bu c¢alismada kullanilan referans suslardan G.xylinus NRRL B-759 ile en yiiksek
seliiloz iiretim miktarina ulasilmistir.

2. Glikoz miktar1 belli bir konsantrasyondan sonra seliiloz iiretim miktarina etki
etmemektedir. Yiiksek konsantrasyonlar gereksiz maliyete sebep olabilir.

3. Yag asidi kompozisyonunda glikoz konsantrasyonuna bagli bir degisim
gozlemlenmemistir.

4.  Seliiloz miktarindaki degisim ile arastirilan yag asitlerinin miktarlarindaki degisim
arasinda iligski kurulamamastir.

5. Bu sonuglarin yag asitleri konsantrasyonu esas alinarak belirlenmesi gerektigi

diistiniilmektedir.
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