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OZET

Yiksek Lisans Tezi

FARKLI BESi ORTAMI VE YUZEY-HACIM ORANLARI KULLANILARAK
BAKTERIYEL SELULOZ URETiMi VE KARAKTERIZASYONU

Nejla ASIK

Bartin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu
Orman Endiistri Miihendisligi Anabilim Dah

Tez Damismam: Dog. Dr. Gékhan GUNDUZ

Bartin - 2016, sayfa: XVI + 59

Bu calismada, farkli derinlik ve hacimlerde 2 ayr1 besi ortami kullanilarak bakteriyel
seliloz (BS) iiretimine olan etkisi arastirilmigtir. Bu amagla, ATCC’den temin edilen
Gluconacetobacter hansenii  (ATCC® 23769™) ve piyasadan temin edilen havug
materyalleri kullanilmistir. Karsilastirma olarak BS iiretiminin standart besi ortami olan
Hestrin ve Schram (HS) kullanilmistir. Hazirlanan iki farkli besi ortamlarma (HS ve
havuctan elde edilen besi ortami) Gluconacetobacter hansenii bakterisi ilave edilerek 10

giin bekletilmistir.

Olusan BS tabakalarinin morfolojik 6zellikleri SEM ile incelenmistir. Su tutma kapasitesi
(STK) BS-H 210, 310, 360 ve 410 ml’lik hacim miktarlar1 i¢in sirasiyla; 38.60, 35.38,
36.35 ve 37.28 olarak bulunmustur. BS-Kontrol 210, 310, 360 ve 410 ml’lik
hacimlerindeki verimi ise sirasiyla; 69,07, 77,05, 71,17 ve 55,77 olarak bulunmustur.

Seltloz verimleri BS-H 210, 310, 360 ve 410 ml’lik hacim miktarlarindaki verimi
sirastyla; 1,19 g, 1,35 g, 1,33 g, ve 1,21 g olarak belirlenmistir. BS-Kontrol 210, 310, 360
ve 410 mI’lik hacimlerindeki verimi ise sirasiyla; 0,61 g, 0,51 g, 0,63 g, ve 0,65 g olarak

belirlenmistir.

Vi



Diger taraftan, termal analiz sonuclaria gore elde edilen BS’lerin, DTGmax pik degerleri

ve Tyso degerleri genellikle 330°C — 370°C arasinda oldugu belirlenmistir.
XRD sonuglarina gére BS-H ve BS-K kristal indekslerinin sirasiyla; % 77 - %87 ve 78 -
86 arasi oldugu tespit edilmistir. Kimyasal bag yapisinin literatlr ile karsilastirildiginda

uyumlu sonuglar gosterdigi belirlenmistir.
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Bilim Kodu

502.15.01

Vil



ABSTRACT

M. Sc. Thesis

THE PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF BACTERIAL
CELLULOSE WITH DIFFERENT NUTRIENT SOURCE AND SURFACE -
VOLUME RATIOS
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In this research, commercially available, carrot juice was explored as alternative feedstock
for production of bacterial cellulose (BC) by Gluconacetobacter hansenii (ATCC®
23769™). Two types of culture media were used: Hestrin—-Schramm and the carrot juice

medium and these culture media were incubated statically for 10 days.

The effect of the different volumes of media on the microbial process and the utilization of
the substrates by the bacteria, were also examined. The produced BC was analyzed using
X-ray diffraction (XRD), scanning electron microscopy (SEM), thermogravimetric

analysis (TGA), and Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR).

The water holding capacity (WHC) did not vary greatly with 210 mL (38.6 %), 310 mL
(35.4 %), 360 mL (36.4 %) and 410 mL (37.3 %) of carrot juice media, however the WHC
of 310 mL HS media (77.1 %), actually achieved a greater WHC, compared to 410 mL of
HS media (55.8 %). BC produced in the carrot juice media showed higher yields than
cellulose produced in HS media, with values of 1.19 g, 1.35 g, 1.33 g and 1.21 g for media
with 210 mL, 310 mL, 360 mL and 410 mL, respectively. According to XRD and TGA

results, there were no significant differences in the crystallinity and thermal stability of
viii



cellulose produced between HS and the carrot juice medium. FT-IR of BC from HS and
carrot juice medium also demonstrated a similar spectrum to alpha cellulose and

microcrystalline cellulose.
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BOLUM 1

GENEL BiLGILER

1.1 Giris

Bakteriyel nanoseliiloz (BNS) kullanim alani bakimindan gelisen ve kendine 0zgi
Ozellikleri olan bir nano malzemedir. BNC cesitli bakteriler tarafindan iiretilmektedir,
bunlar arasinda en dnemlisi 1886 yilinda A. J. Brown tarafindan kesfedilen gram-negatif
ve asetik asit bakterileri ile gruplanan a-proteobakterisi olan Acetobacter xylinum’dur. Bu
sus uzun yillar bu isimle adlandirildiktan sonra ATCC laboratuvar susu olan ATCC 23769
olan ve giiniimiizde ismi Gluconacetobacter hansenii olarak degistirilmis olan tiirdiir (lyer
vd., 2010; Gama vd., 2013).

Bu bakteriler, sekerler ve bitkisel karbonhidratlarin sentezinin oldugu her yerde
bulunabilir. Buna 6rnek olarak, ciirliyen meyvelerin yiizeyleri ve pastorize edilmemis ve

sterilize edilmemis olan meyve sulari verilebilir.

BNS, odundan firetilen nanoseliilloz ile molekiiler ve morfolojik bakimdan benzerlik
gostermektedir. Diger taraftan, bitkilerin trettigi seliilozda bulunan hemiseliiloz ve lignin
bakterilerin irettigi saf haldeki seliilozda bulunmaz. Genis yiizey alan1 ve hidrofilik
yapisindan dolay1 bakterilerin iirettigi seliiloz nanofibriller yiiksek diizeyde su tutma
kapasitesine sahiptir bu da onlar1 kuvvetli bir hidrojel yapmaktadir. BNS tekstil iiriinler,

kozmetik, gida ve saglik alanlarinda genis bir kullanim alan1 bulmustur.

Bu kullaniminda 6zellikle tip ve eczacilik gibi alanlarda son yillarda 6nemli caligsmalar
yapilmaktadir. BNS toksik olmayan hidrojel yapisi ve iyi derecede olan mekanik
Ozelliklerinden dolayr ozellikle, (biyosentezi sirasinda kazandirildigi 3 boyutlu tiip
seklindeki yapisindan dolay1) yapay damar yapimi, hidroksiapatit ile kemik dokusunun
iyilestirilmesi, eklem protezleri ve yanik tedavisi, yara bantlar1, kozmetik ve ses dalgalarini
uygun oranda iletmesinden dolay1 6zellikle akustik zar olarak Kkullanabilmektedir (Wan
vd., 2007; Svensson vd., 2005; Putra vd., 2009; Fu vd., 2013; Jonas ve Farah, 1998;
loelovich, 2013; Gama vd., 2013; Hu vd., 2014).



Hidrojel — Bakteriyel seliiloz yapimi Sekil 1’°de gosterilmistir (Qazi vd., 2014).

_OH

Co H(()) OH A
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Sekil 1: Bakteriyel seliilozun anilin polimerizasyonu ile ilgili sematik gosterim. (BC
Hidrojel. (a) ve (b) BS 6zii olan ve dist Polianilin (PAni) ile kaplanmis SEM
goruntisu.

Polimer kompozit malzeme yapiminda ise bu malzemelerin fiziksel, mekanik, teknolojik
ozelliklerini  gelistirmek ve maliyetleri diistirmek amaciyla dolgu maddeleri

kullanilmaktadir.

Bakteriyel selilloza ait olan elastikiyet modiiliiniin (Young Modiilii) 35-90 nm
genisligindeki fibriller dikkate alindiginda 75+15 GPa, bir bagka ¢alismada ise 114 GPa
oldugu belirlenmistir (Guhados vd., 2005; Hsieh vd., 2008). Diger taraftan, 170 nm
capindaki liyosel (aga¢ hamurunun N-Metilmorfolin N-oksit i¢inde ¢oziiliip spinlenerek
elde edilen lif) liflerinin young modiiliiniin 93 GPa oldugu hesaplanmistir (Cheng ve
Wang, 2008). Eichhorn ve Young (2001) ise yaptiklar1 bir arastirmada mikrokristalin

seliiloza ait olan young modiiliiniin 25+4 GPa dolaylarinda oldugunu bulmuglardir.

Cesitli malzemelere ait olan young modiilii degerleri (GPa) ise Tablo 1 ve Tablo 2’de
gosterilmistir (URL-1, 2003).



Tablo 1: Cesitli malzemelere ait olan young modiilii degerleri (GPa).

KATKI MATERYALLER YOUNG MODULU
MALZEMELER DEGERLERI
Metaller Fe Katkih Dokme Demir 165-180
Karbon Celigi 200-215
Diisiik Alasimh Celik 201-217
Paslanmaz Celik 189-210
Fe Katkisiz Aliiminyum Alagimlari 68-82
Bakir Alagimlari 112-148
Kursun Alasimlari 12.5-15
Magnezyum Alagimlari 42-47
Nikel Alagimlar1 190-220
Titanyum Alagimlari 90-120
Cinko Alagimlart 68-95
Seramikler Camlar Borosilikat Cam 61-64
Seramik Cam 64-110
Silis Camu 68-74
Sodakalsik Canm 68-72
Gozenekli Tugla 10-50
Beton (tipik) 25-38
Tas 6.9-21
Teknik Aliimina 215-413
(Aliiminyumoksit) 302-348
Aliilminyum nitriir 400-472
Bor karbiirii 140-155
Silikon 300-460
Silisyum karbiir 280-310
Silisyum nitriir 600-720
Tungsten karbiir
Kompozitler Metal Aliminyum/Silikon karbiir 81-100
Polimer (CFRP)* 69-150
(GFRP)** 15-28
Dogal Dogal Bambu 15-20
Malzemeler Deri 0.1-0.5
Odun (/) 6-20
Odun (1) 0.5-3

*Karbon fiber takviyeli plastik(CFRP), **Cam lifi takviyeli plastik (GFRP)




Tablo 2: Cesitli malzemelere ait olan young modiilii degerleri (GPa).

POLIMER MATERYALLER YOUNG MODULU
TiPi DEGERLERI
Elastomerler Butil Kaucuk 0,01 -0,002
EVA 0,01-0,04
izopiren (IR) 0,0014 — 0,004
Dogal Kaucuk (NR) 0,0015 - 0,0025
Neopiren (CR) 0,0007 - 0,002
Poliiiretan Elastomerler 0,002 - 0,003
(elPU) 0,005 - 0,02
Termoplastkler | Silikon Elastomerler 1,1-29
ABS 16-2
Seliiloz Polimerler (CA) 0,2-0,424
1y0n0mer @D 2,62-3,2
o Naylonlar (PA) 22,44
2 Polikarbonat (PC) 35-42
2 PEEK 0,621 - 0,896
S Polietilen (PE) 2,76 - 4,14
a PET 2,24 -38
Akrilik (PMMA) 25-5
Asetal (POM) 0,896 — 1,55
Polipropilen (PP) 2,28 3,34
Polistiren (PS) 1,31-2,07
Politiretan Termoplastik 2,14-414
(tpPU) 0,4 -0,552
Termosetler PVC 2,35-3,075
Teflon (PTFE) 2,76 - 4,83
Epoksiler 2,07-4,41
Fenolikler
Polyesterler
Polimer Esnek polimer kopiigii (VLD) | 0,0003 — 0,001
5 Kopikler Esnek polimer kopiigii (LD) | 0,001 - 0,003
% Esnek polimer kopiigii (MD) 0,004 - 0,012
S Sert polimer képiigii (LD) 0,023-0,08
g Sert polimer kopiigii (MD) 0,08 -0,2
= Sert polimer koptgii (HD) 0,2-0,48
=W

Diger taraftan, cevreye daha az zarar veren lriinler tercih edilmektedir. BNS’un dogal
olmas1 ve yiiksek diren¢ Ozelliklerinden dolayr genis bir kullanim alani bulunmaktadir.
Elektronik sanayisinde ise BNS iletken parcgaciklar ile muamele edilerek kullanilmaktadir
(Liang vd., 2012; Ates ve Aztekin, 2011). Sekil 2°de Seliilozun biiyiikten kiigiige akis
diyagrami ve Sekil 3’de kristalin selillozun kimyasal yapisinin molekiiller arasi ve

molekiiller i¢i hidrojen baglarinin semasi gosterilmistir (Lin ve Dufresne, 2014) .
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Sekil 3: Kristalin seliilozun kimyasal yapisinin molekiiller aras1 ve molekiiller i¢i hidrojen

baglarinin sematik gosterimi.




Diger taraftan, gida sanayisinde Nata de Coco ve Kombuga Cayi olarak da bilinmektedir.
“Nata” bircok iilkede kullanilan lokal bir kelimedir ama genel anlamda Ispanyolca’da
krema anlamina gelmektedir. Nata de Coco ise Ozellikle Filipinler’de yaygin olarak
kullanilan beyaz, sakizimsi, jelatinimsi olan ve Hindistan cevizinden besi kaynagi olarak
yararlanilan, asetik asit bakterileri yardimiyla iiretilen bir gida ¢esididir. Uretimi 1990’l1
yillarda Filipinler’de baslayip ¢evre iilkeler de yayilmistir. Giliniimiizde Filipinler,
Endonezya, Vietnam, Cin, Malezya Tayland’da yaygin olarak tiretilmektedir. 1991 yilinda
Japonya’da gencler arasinda diyet i¢ecegi olarak taninmis ve moda haline gelmistir. Nata
de Coco saf seliilozun kalin tabakalar halinde statik kiiltiir sartlarinda iiretilmesiyle elde
edilmektedir. Elde edilen bu tabaka kii¢iik kiipler halinde kesilerek kaynatilip, daha sonra
serbetle muamele edilip tatli bir gida g¢esidi olarak piyasaya sunulmaktadir. Piyasada
yiiksek lif orani, diisiik yag ve kalori miktar1 yiiziinden tercih edilmektedir. Uretimi, biiyiik
— ortak ve el yapimi kiigiik isletmelerde yapilmaktadir (Sekil 4).

Sekil 4: Kiip halinde dogranmis Nata de Coco (URL-2, 2016).

Nata de Coco iiretimi i¢in asagidaki regete tavsiye edilmektedir:
o Hindistan cevisi rendesi 1 (kg), 2 (litre) su ile muamele edilip siiziilecek
. Kesme seker 2 (kg)
o Asetik asit 500-600 (ml)
o Starter 6 (litre)
o Su 26 (litre)



Bu malzemelerle hazirlanan karisim 28-32 °C araliginda 8-10 giin siireyle bekletildikten
sonra olusan 1.5 (cm) kalinlifindaki bakteriyel seliilloz tabakasi elde edilir ve yikanip
serbetlendikten sonra satis i¢in hazirlanir. Kombuga c¢ayr ise, Gluconacetobacter
xylinus’un siyah ¢ay ile yapilan fermentasyon sonucu olusan sivi kismi ise Kombuga gay1

olarak degerlendirilmektedir (Goh vd., 2012; Gama vd., 2013; URL-3, 2016).

1.2 Calismanin Amaci

Statik yontemde bakteriyel seliiloz iiretiminin kiigiik-orta boy sanayi dlceginde (KOBI)
gerceklestirilmesi. Diisiik iiretim maliyeti ile bu biiylikliikte bir dlgekte yaygin iiretim
imkanlarin1 ortaya cikarmak. Biiylik ve monopol yaratacak liretimden ziyade genis
kesimlerin istifade edebilecegi standart kalitede lirlin ortaya ¢ikarmak. Meyve ve sebze
tiretiminde meydana gelen atiklari, ayn1 zamanda da ana tirlinlerini karbon ve azot kaynagi
olarak kullanmak. Yiyecek sanayisinin disinda katma degeri daha yiiksek iirlinler elde
etmek. Elde edilen hammaddenin uluslararasi 6l¢ekte fiyat-kalite bakimindan rekabet
edebilir durumda olmasi. Ozellikle, kozmetik ve tip alanlarinda disa bagimlilig1 azaltacak
ve ihracat imkani dogurabilecek iirlinlerin ve patentlerin gelistirilmesi. Calismanin 6nemi
Tiirkiye’de statik yontemle kitlesel bi¢imde iiretilemeyen ve bu nedenle gida, kozmetik —

tip alanlarinda kullanilamayan bir hammaddenin {iretilmesi olmaktadir.

Bakteriyel seliilloz maskeleri ve tabakalar1 (Sheet) Tirkiye’de iiretilmeyen ve ithal edilen
triinlerdir. Bu nedenle, yurt ici iiretiminde rekabet edebilirlik tesvik edilecektir. Diger
taraftan, siirekli ve ucuz hammadde temini nedeniyle patent ihtimali bulunan tip
uygulamalari (yara bandi, yanma yaralarinin tedavisi ve farkli hastaliklar) i¢in daha fazla
arastirma yapilip patent alinabilecektir. Bilindigi iizere, bakteriyel seliiloz tabakalari
(sheet) farkli ilaclarla muamele edilip yara tedavisinde kullanilmaktadir. Bu amagla, baz
hastaliklarin tedavisinde su an i¢in kullanilamayan bu iiriinlerin yapimi i¢in hammadde
olarak bol sayida iiretim yapilabilecektir. Calismanin bir yonii de bu aragtirmalari

yapmaktir.

1.3 BNS Kullanim Alanlari

Bakteriyel Seliilloz (BS) kullanim alanlari son yillarda gelismistir. Farkli sanayi

alanlarindaki uygulamalar1 Tablo 3’de verilmistir.



Tablo 3: Bakteriyel seliiloz (BS) kompozitleri ve kullanim alanlari.

Uygulama Kullanilan Kompozit Malzeme Kullanim Yeri Kaynak/Patent
Alani
Elektronik Grafit nanoplatelet Elektrik iletkenligi (Zhou vd., 2013)
Elektronik Poly-4-styrene siilfonik asit Redox pil (Gadim vd., 2014)
Elektronik Poliiiretan Isik emici diyot (Film Ummartyotin vd., 2012)
tabakasi)
Elektronik - Biyosendr Feng vd., (2012), Yang vd.
(Biyoreaksiyon tespiti (2012c), Vitta vd.
igin) (2010)
Kozmetik Katyonik Polimer Kozmetik Malzemesi (Fuvd., 2013) / [US
2011/0039744 A1] (Heath vd,
2011)
Kozmetik BS Membran (Zar) Kozmetik Malzemesi (Fuvd., 2013) / [ZL
200610075040.8] (Zhong, 2008)
Kozmetik Gliserin Katkili BS Kozmetik Malzemesi (Fu vd., 2013) / [JP 2009077752]
(Nakamura vd., 2009)
Biyomedikal  Citosan Nanofilm (Fernandes vd., 2009)
Biyomedikal ~ Hidroksiapatit Kemik dokusu (Tazi vd., 2012)
Biyomedikal  Giimiis nano pargaciklar Antimikrobik yara (Zhang vd., 2013; Wu vd., 2014)
tedavisi
Biyomedikal  Parafin Kemik dokusu yapimi (Zaboroweska vd., 2010)
kalip
Biyomedikal =~ Bakteriyel Seliiloz Hidrojel Soguk Paketi-Cold Pack (Fuvd., 2013) / [ZL
201020239963.4] (Li et al., 2011)
Biyomedikal =~ BS Nano Giimiis Anti Mikrobik Maske (Fuvd., 2013) / [ZL
200910149665.8] (Zhong, 2011)
Biyomedikal =~ Kolajen ve Hidroksiapatit Katkih ~ Kemik ve Bag Dokusu (Fuvd,, 2013) / [WO
Emilebilir BS Kompozitleri 2011150482] (Saska vd., 2011)
Biyomedikal ~ Hidroksiapatit Modifikasyonlu BS  Kemik ve Bag Dokusu (Fuvd., 2013) /[CN
200910036754.1] (Lin vd., 2009)
Biyomedikal ~ Karboksimetil — BS Kompoziti Yapay Damar (Fuvd., 2013) / [CN
200910126692.3] (Cao vd., 2009)
Biyomedikal ~ BS Heparin Kompoziti Yapay Damar (Fuvd., 2013) / [CN

200910067684.6] (Wan vd.,
2009)

Sekil 5’de yarali yiiz ve viicuda uygulanmis bakteriyel selilloz gosterilmektedir. Bu

uygulama, viicut hatlarina uyumlu, rutubet saglayict ve act dindirici 6zellik gostermektedir

(Czaja vd., 2007). Sekil 6°de ise kozmetik maske uygulamasi gosterilmistir.
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Sekil 5: Yaral1 viicut (a) ve yiize (b) uygulanmis bakteriyel seliiloz (Czaja vd., 2007).



Sekil 6: Bakteriyel seliilozdan imal edilen maske 6rnegi.

1.4 Bakteriyel Seliiloz ve Biyosentezi

Bakteriyel seliilozun sentezi, spesifik olarak katalitik ve regiilator protein kompleksleri ve
enzimler ile regiile edilen ¢ok basamakli bir islemdir. Sentez islemi glikozun seliiloz
onciilii olan iridin difosfoglukoz (UDPGIc) sentezini takiben B-1,4 glukan zincirine
polimerizasyonunu igerir. Bitkilerde seliiloz, membranda bulunan seliiloz sentaz enzimi ile
plazma membraninda sentezlenirken, A. Xylinum bakterisinde selilloz sentaz enzimi
sitoplazmik membranda bulunur ve seliiloz ekstraseliiler olarak sentezlenir. Acetobacter
xylinum tarafindan sentezlenen seliiloz, pentoz fosfat yolu veya Krebs dongiisiiniin, karbon
metabolizmasinin son iriinidir. Glukoz, glukokinaz enzimi ile glukoz—6-P’a katalizlenir.
Glukoz-6-P, fosfoglukomutaz enzimi ile glukoz-a-1-P’a doniisiir. Glukoz-a-1-P, UDPGIc
pirofosforolaz enzimi ile UDPGIc’ye Kkatalizlenir. Bu son enzim (UDPGIc pirofosforolaz),
seliiloz sentezinde en 6nemli olan enzimlerden biridir. Seliilloz sentezlemeyen ve fenotipik
olarak (Cel-) olan mutant hiicrelerde bu enzimin eksik oldugu belirtilmis ve bu durum
deneysel olarak da gozlenmistir. Bakteriyel seliiloz {iretimini etkileyen en o6nemli
faktorlerden biri kullanilan karbon ve azot kaynaklaridir. Seliiloz {iretiminde pahali besi
ortam1 bilesiklerinin yerine; beyaz kabak suyu, seker pancari atig1 veya peynir alti suyu
gibi ucuz endiistriyel atiklar da kullanilabilecegi belirtilmis ve bu atiklarin kullanildig
caligmalar yapilmistir. Ayrica, besi ortamina piridoksin, nikotinik asit, paminobenzoik asit

ve biotin gibi vitaminler eklenerek, bakteriyel seliiloz sentezinde etkisi aragtiritlmistir. Sekil
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7’de bakteriyel biyosentezinin basitlestirilmis akis diyagrami, gosterilmistir (Coban ve

Biyik, 2008; Yoshinaga vd., 1997).

UDP- Glukoz ——4| Seluloz

T

Glukoz-1-fosfat

T

GLUKOZ | Glukoz-6-fosfat —> Fosfoglukonik asit

T

FRUKTOZ — Fruktoz-1.6-difosfat

l T ‘,

Fruktoz-1-fosfat —>  Fruktoz-6-fosfat > 7C4 déngiisii

Sekil 7: Bakteriyel seliilozun biyosentezinin basitlestirilmis akis diyagrama.

1.5 Uretim Yontemleri

BNS diretilmesi i¢in farkli birgok yontem kullanilmaktadir bu yontemler statik ve
karistirmali tiretim olarak 2’ye ayrilabilmektedir. Statik kiiltiir iiretiminde fermantasyon
daha fazla insan giicii gerektiren kaplarda yapilmaktadir ve Sekil 8’de gosterilmistir

(Chawla vd., 2009). Tablo 4’de bazi tiretim metotlar1 ve 6zellikleri verilmistir;
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Sekil 8: Bakteriyel seliillozun statik kiiltiir ile tiretimi (URL-4, 2016).

Tablo 4: Bakteriyel seliiloz tiretim yontemleri ve karsilagtirmalart.

Reaktor Avantaj Dezavantaj Verim Uretim Kaynak
Tiirii
Airlift Yiiksek hiicre Yiiksek enerji gideri  0,056-0,116 3,8— Chao vd., (1997,
konsantrasyonu ve verim,  ve biyofilm g/lls 87g1 20 Zgglb)'
diisiik makaslama direnci olusturma siiresi (2002% Ishida vd.,
(2003), Noro vd.,
(2004), Zuo
vd., (2006)
Rotating  Yiiksek hiicre Siirekli tiretim 0,015 5,35 (Krystynowicz
Disc  konsantrasyonu, aerobik olmadigindan g/l gn V4. 2002)
bakteriler i¢in uygun (fasilali)
kontaminasyon riski
yiiksek
Biofilm  Yiiksek hiicre Biiyiik olgekli 0,82¢g Hofinger ~ vd,
konsantrasyonu ve verim, iretimde kisitlama (seliiloz (2011)
iriiniin ayrilmasinda kuru)/
kolaylik m?/s
Fluidized Uzun siireli {iretim ve Yiiksek enerji gideri 0,08 5,8 Song vd., (2009)
Bed homojen pargacik karigimi;  ve biyofilm gll/s g/l
diisiik makaslama direnci olusturma siiresi
Stirred Yiiksek hiicre Hiicrelerde yiiksek 0,058-0,23  4,57-13 Chengvd.,
Tank  konsantrasyonu ve verim,  makaslama direnci, gllis g/l \(/2(1011), Zinnanti
uzun siireli liretim daha fazla (2009), Chao vd.,
karigtirma (2001a), Jung
gereksinimi vd., (2007), Noro

vd., (2004)
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Sekil 9’da Airlift biyoreaktorii ve Sekil 10°da donen disk biyoreaktori (DDB)
gosterilmistir. DDB’de en fazla verim rotasyon hizinin 4 d/dk oldugu ve yiizey alaninin

hacmine oraninin 0.71 cm-1 oldugu sartlarda belirlenmistir (Krystynowicz vd., 2002).
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Sekil 9: 50 I'lik Air lift biyoreaktorii (birimler mm). 01 inokiilasyon noziilii, 02 gaz ¢ikisi,
03 noziiller, 04 noziil sensdrii, 05 ve 06 sirasiyla su giris ve ¢ikisi, 07 numune

alim noziilii, 08 sicaklik sensorii, 09 drenaj, 10 izleme penceresi, 11 taslak tiipii
(Chao vd., 1997).

@ P . (b)

3 %)

Sekil 10: Bakteriyel seliillozun dénen disk biyoreaktoriindeki (DDB) sentezi. (a) DDB’deki
iiretim sekli (b) 7 giinliik iiretim sonrasi elde edilen BS (Krystynowicz vd., 2002).
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Sekil 11: (a) 5 I'lik karistirmali tankli biyoreaktor ile (b) 2 spin filitreli karistirmali tankli
biyoreaktor ile karsilagtirilmasi. (C) ve (d) 6’11 pervane sirasiyla iistten ve yandan
gortintiisti. (e) ve (f) 3’li pervanenin sirasiyla {istten ve yandan goriintiisii. (Q)
gozenek acikligi 38 pum olan spin filitresinin yandan gorintiisti (Jung vd., 2007).
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Sekil 12: 50 I'lik kiiresel kabarcik siitunlu (Fluidized Bed) biyorektdrii. 1 Inokiilasyon
noziilii, 2 buhar manometresi, 3 hava ¢ikisi, 4 enjeksiyon noziilii, 4 asit ve alkali
girisi, 5 termometre, 6 transfer pompasi, 7 DO elektrodu, 8 pH elektrodu, 9 ve 10
su jakleri, 11 hava girisi, 12 numune noziilii, 13 hava filitresi, 14 kontrol {initesi,
15 asit kabi, 16 alkali kabi, 17 su banyosu, 18 buhar iinitesi, 19 kompresor, 20
hava hiz1 6lgtimii.
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Sekil 13: Karistirmali tank b1y0reaktoru (Foto: Nejla Asik, 2016).

Bakteriyel seliilozun fermantasyonunu etkileyen bir¢ok faktor bulunmaktadir. Bunlar;
karbon kaynaklari, azot kaynaklari, oncli molekiiller (Aminoasitler, suda c¢o6ziinen
polisakkaritler), ¢6ziinmiis oksijen, pH (4-6), sicaklik (28°C-30°C) siralanabilir (Chawla
vd., 2009). Diger taraftan, farkli karbon kaynaklarma G. medellensis’in HS ortaminda
farkli karbon kaynaklar1 ile modifiye edilmis ortamina iliskin verim degerleri degerleri

Tablo 5’de verilmistir (Castro vd., 2012).
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Tablo 5: Bakteriyel seliiloz iiretiminde G. medellensis’in HS ortaminda farkli karbon
kaynaklar1 ile modifiye edilmis ortamina iliskin verim degerleri.

Karbon Kaynag Kuru Seliiloz Uretimi (g/1)
Maltoz 0,1
Glukoz 3,0
Fruktoz 0,4
Selobiyoz 0,1
Manitol 0,4
Ksiloz 0,1
Siikroz 2,0
Galaktoz 0,1

1.6 Bakteriyel Seliiloz Uretiminin Gelecegi ve Perspektifler

Bakteriyel seliiloz (BS), odundan ve pamuktan seliiloz elde ile ilgilenen sanayi i¢in 6nem
tasimaktadir. Bunun bir nedeni de bu alanlarin farkli amaglarla kullanilma imkanindan
dogmaktadir (sehirlesme ve sanayilesme alanlari). Fakat, BS halen istenilen sanayi
Ol¢eginde tretilememektedir. BS iiretiminin ekonomik fizibilitesi agirlikli olarak iiretim
yontemine baglhidir. Biyoreaktor se¢cimi ve fermantasyon sartlar istenilen {iriiniin diizgiin
ve homojen olmast bakimindan énemlidir. Diger taraftan, enerji giderleri de 6nemli bir yer
almaktadir. Bir mukayese yapmak gerekirse airlift reaktoriin isletme giderleri karigtiricili
tanki olan reaktdriin 1/6’s1 kadardir. Farkli ihtiyaglara cevap vermek icin bazi durumlarda
airlift ve karistiricili reaktdrlerin kombine olarak kullanilmasi miimkiindiir. Diger taraftan,
donen diskli, dénen biyofilm, silikon zarli, spin filter tiirli reaktorlerle iiretim yapmak da
yararli sonuglar vermektedir. Karbon kaynaklarinin maliyetinin diisiik tutulmasi amaciyla

ozellikle gida yan tiriinleri veya artik, atiklardan yararlanma yoluna gidilmektedir.

Karistirmali tanklarda yapilan iiretimlerde seliiloz liretmeyen mutantlarin olugmasi bir
sorun olarak goriilmektedir. Bu nedenle, genetik olarak saglam bakterilerin se¢ilmesine
oncelik verilmektedir. BS verimini arttirmanin diger bir yolu ise bakterinin genetik
modifikasyonlara gidilmesidir. G. xylinus’un sayisini ikiye ¢ikarma siiresi (doubling time)

E. coli ve B. subtilis’e gore iki kat daya yavastir. Bu nedenle, daha hizli boliinebilen bu
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bakteriler ile genetik modifikasyon verimi arttiran bir segcenek olabilecektir. Genetik olarak

modifikasyonlarin 6zellikle gida sanayisinde dikkate alinmasi gerekmektedir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

Deney materyali olarak ATCC’den temin edilen Gluconacetobacter hansenii (ATCC®
23769™) ve piyasadan temin edilen havug kullanilmistir (Sekil 14, Sekil 15).

Sekil 14: ATCC’den temin edilen Gluconacetobacter hansenii (ATCC® 23769™) kiiltiirii.

Sekil 15: Deneylerde kullanilan havug.
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2.2 Metot

2.2.1 Canlandirma islemi

Liyofilizasyon islemine tabi tutulmus 6rnek olarak gelen numuneden SK hazirlanmasi i¢in

50 ml Hestrin ve Schramm (HS) ortami hazirlanmistir. HS i¢in asagida verilen formiil

uygulamistir (Hestrin ve Schramm, 1954).

% 2 (w/v) D-Glucose

% 0.5 (w/v) Peptone

% 0.5 (w/v) Yeast Extract

% 0.27 (w/v) di-Sodium Hydrogen Phosphate (Na,HPQO,)

% 0.115 (w/v) Citric Acid

2.2.2 Stok kiiltiiriiniin hazirlanmasi (SK)

Liyofilizasyon islemine tabi tutulmus cam tiipiin ucu, atesle 1sitilarak ve iizerine soguk
steril destile su damlatilarak catlatilmis, acilan kisimdan igerisindeki pamuk bir cimbiz ile
cikarilmistir. Icindeki bakteri 6rnegini HS igine aktarmak igin tiipiin icine 1-2 damla HS
damlatilmis ve hazirlanmis olan 50 ml HS i¢ine konulup c¢alkalanmis ve 27°C sicaklik %65

bagil nem olan ortamda sarsilmayacak sekilde 1 hafta beklemeye alinmistir.

Biitiin islemler Laminar Hood (LH) ig¢inde ve once otoklav uygulanarak yapilmigtir
(121°C, 20 dakika). LH ve tiim kullanilan malzemeler cimbiz, eppendorf tiip, pastor pipeti
vs. steril olmasi i¢in deneyler oncesinde etanol ile temizlenerek 1 gece boyunca UV

lambasi altinda bekletilmistir.

1 hafta sonunda Sekil 20°de goriilen HS karigimi iizerinde olusan BS tabakasi steril eldiven
ile alinarak HS igine sikilmistir. SK i¢in hazirlanan bakteri kiiltiirii, % 80 Gliserin ve % 20
Destile Su karisimu ile beraber karistirilarak 0,5 ml (Gliserin+Destile Su) ve 1,0 ml Bakteri
kiiltiri seklinde hazirlanarak 1,5 ml’lik eppendorf tiipler icine aktarilmis ve -80°C’de

muhafaza edilmistir.
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Sekil 16: Bir haftalik bekleme siiresi sonrasinda canlandirma islemi sonucunda olusan BS
tabakasi ve stok kiiltiirii.

2.2.3 Cahsmada Kullanilan Bakteriyel Seliilozun Uretimi

100 ml iki adet HS besi ortami hazirlanarak (destile su igerisine 2 g glikoz, 0,5 g peptone,
0,5 g yeast, 0,27 g di sodyum h. phospate, 0,115 g sitrik asit) 121°C’de 20 dk
otaklavlanmistir. Otaklav sonrasinda hazirlanan besi ortaminin sicakligr 30 °C’nin altina
diisiince 3.GS’dan birer adet ilave edilip ¢alkalanarak aktiflesmesi i¢in 30°C sicaklikta

%65 bagil nemde iklimlendirme dolabinda 4 giinliik bekleme siiresine alinmistir.

2.2.4 Deney Setlerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak olan derinliklerin belirlenmesi, havug besi ortaminin ve

karsilastirma i¢in HS besi ortaminin hazirlanmasi;

Deney kaplarinin boyutlar1 ve hacim degerleri;
17,5x11,5x 1,5cm =210 ml
17,5x 11,5 x 2,0 cm = 310 ml
17,5x11,5x 2,2 cm = 360 ml
17,5x11,5x2,5cm =410 ml

HS besi ortami igin; Her biri tiger tekrarli olmak {izere toplam; 3300 ml destile su, 66 g
glikoz, 16,5 g yeast, 8,91 g di sodyum hidrojen fosfat ve 3,80 g sitrik asit kullanilarak besi
ortami hazirlanmistir. Deneylerde kullanilacak kaplar ve besi ortami kontaminasyonu

Oonlemek amaciyla 121°C’de 20 dakika otoklav islemine tabi tutulmustur. Besi ortam1 daha
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sonra % 5’lik starter ilavesiyle farkli derinliklerde olacak sekilde deney kaplarina
konulmustur. Bu numuneler bundan sonra 30°C sicaklikta % 65 bagil nemde 10 giin

bekletilmistir.

Havug besi ortami i¢in; Havu¢ — Su orani 1-1,5 olarak alimmuistir ve her biri tiger tekrarli
olmak iizere toplam; 2790 ml destile su ve 4200 g havu¢ rendesi kullanilmistir. Su ve
rendelen havug 5000 ml’lik erlenmayerde karistirilarak 10 dakika kaynamaya birakilmistir.

Soguduktan sonra havug-su karigim siiziiliip sikilarak havug besi ortami elde edilmistir.

Deneylerde kullanilacak kaplar ve besi ortami kontaminasyonu oOnlemek amaciyla
121°C°de 20 dakika otoklav islemine tabi tutulmustur. Besi ortami daha sonra % 5°lik
starter ilavesiyle farkli derinliklerde olacak sekilde deney kaplarina konulmustur. Bu

numuneler bundan sonra 30°C sicaklikta % 65 bagil nemde 10 giin bekletilmistir.

2.2.5 Bakteriyel Seliilozun Eldesi, Yas — Kuru Agirhgmin, Veriminin ve Su Tutma

Kapasitesinin Belirlenmesi

Sentezlenen BS siv1 ortamindan vakum filitrasyonu uygulanarak ayrilmis ve destile su ile 1
saat kaynatilmigtir. Buradan alinan numuneler % 2’lik (0,5 mol) NaOH ile 80°C’de 2 saat
muamele edilmistir. Bu sekilde i¢inde kalabilecek olan bakteri hiicreleri tamamen
uzaklastirilmistir. Elde edilen numuneler daha sonra akan musluk suyu altinda 1 gece
boyunca yikanmig ve ertesi giin destile su ile tekrar yikanip durulanarak pH né6tr hale
getirilmistir (Huang vd., 2016).

Durulanan BS - tabakasi 20 dakika egimli bir diizlemde bekletilerek fazla suyun
uzaklagsmasi saglanmistir. Daha sonra yas agirliklar tartilarak belirlen numuneler Kilitli
poset igine konularak -15’de 48 saat dondurulmustur ve freeze-dry (0,454 mBar ve -55°C)
islemine tabi tutularak kurutulmustur. Bakteriyel seliiloz verimi ise daha sonra bu
kurutulmus degerler iizerinden hesaplanmistir. Su Tutma Kapasitesi (STK) asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplanmistir (Shezad vd., 2010);

. BS yas agirlign (g): 20 dakika 45° egimli bir diizlemde bekletilen pH

notralize edilmis yas numuneler
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. BS numunesinin kuru agirligi (g): Freeze-dry islemine tabi tutulmus
numune

Su tutma kapasitesinin hesaplanmasinda (%) Esitlik 1 kullanilmistir:

BS yas agirligl (g)—BS numunesinin kuru agirligi (g)

STK = BS numunesinin kuru agirlig1 (g) (1)
Verimin hesaplanmasinda (g/1) Esitlik 2 kullanilmigtir:

. Deney sonunda her bir kap icinden alinan tam kuru BS agirlig1 (g)x1000
Verim = y pic girhig (g) @)

Her bir s1v1 besi ortaminin hacmi (ml)

Bu numuneler daha sonra SEM, TGA, XRD ve FTIR analizlerine tabi tutulmustur. Sekil
17 ve sekil 18’de dondurularak kurutulmus BS 6rnekleri bulunmaktadir.

Sekil 18: Dondurularak kurutulmus BS-Kontrol 6rnegi.
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2.2.6 SEM Analizi

Dondurularak kurutulan numuneler vakum uygulanarak altin ile kaplanmistir (Quorum,
UK). Analizler i¢in Quanta FEG 450, Netherlands marka taramali elektron mikroskobu
kullanilmistir. Taramalarda, 5 kV giic, x30000, x50000 ve x200000 biiyiitme oranlar1

uygulanmigtir.

2.2.7 TGA Analizi

TGA analizi, SIl Model TG/DTA 7200 EXSTAR (Made in Japan) markali cihaz ile
yapilmistir. Numuneler 5 mg agirlikta hazirlanarak 600°C’a kadar 10°C/dk olacak sekilde
azot gazi kullanilarak (oksidasyonu onlemek amaciyla, 20 ml/dk akis hizi) yapilmistir
(Erbas Kiziltas vd., 2015). Analizlerde kullanilan numuneler tesadiifi sekilde 3 tekrarh

olarak secilmistir.

2.2.8 FT-IR Analizi

Attenuated Total Reflectance Fourier-Transform InfraRed (ATR-FTIR) spektroskopi
analizi, bakteriyel seliilloz numuneleri iizerinde, Shimadzu IRAffinity - One FTIR
spectrometer (Made in Japan) marka cihaz ile yapilmigtir. Universal ATR donanimli olan
bu analiz cihazi ile 4 cm ™ ¢oziiniirliikte numune bagina 200 tarama altinda 4000 — 800
cm* dalga sayisinda ol¢iimler gergeklestirilmistir. Analiz 6ncesinde numuneler 90 °C ve

vakum altinda 24 saat kurutulmustur (Erbas Kiziltas vd., 2015).

2.2.9 XRD Analiz

XRD Analizi, (Model EMPYREAN, Philips PANalytical, Netherlands) cihazi kullanilarak
yapilmistir. Analizde yiiksek ¢ozliniirlikli X-151m1 difraktometresi (Bakir hedefli X-151m1
tiipiinesahip, Ni-filitreli, Ka: 1.54 A) 45 kV — 40 mA degerlerinde radyasyon kaynag
olarak kullanilmistir. Numuneler, 10°-50° 26 tarama araliginda 5°/dk tarama hizinda
incelenmistir. Bakteriyel seliiloza ait kristalinite endeksinin belirlenmesi (C.l.) Segal
tarafindan kullanilan pik yiiksekligi (Peak height) metodundan ve Curve Fitting
metodundan yararlanilarak yapilmistir (Keshk, 2014; Terinte vd., 2011; Ibbett vd., 2008).

24



Cl = 100 x 2220~ Tnoncr o1 ©)

IOZO

Burada, loyp difraksiyon yogunlugunun en biiyiik oldugu bélgedir (26, 16° - 18° arasi). Inon-
or iS€ difraksiyon yogunlugunun en diistik oldugu (26, 14° - 15°) arasindaki amorf bolgedir
(Esitlik 3).

Curve fitting metodunda ise:

cl = 100 x Icrpeak 1t Ier peak 2 [%] (4)

Inon—cr + Icrpeak 1+ ler peak 2

Bu esitligin hesaplanmasinda ise BS-H ve BS-Kontrol; ¢ peai  birinci pik degerinin
altindaki kirinim alanini (20 = 13° — 14° arasi) Ve l¢r peake ise ikinci pik degerinin altindaki
kirmim alanimin yogunlugunu gosteriyor (20 = 16° - 18°). lnoncr iSe kristalin olmayan

bolgelerdeki kirinim yogunlugunu alanini gosteriyor (Ibbett vd., 2008) (Esitlik 4).
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BOLUM 3

BULGULAR

3.1 Verime iliskin Bulgular
Deneyler 3 tekrarli yapilmistir ve en yiiksek verim esas alinmistir. Deney sonunda elde
edilen BS-H 210, 310, 360 ve 410 mI’lik hacim miktarlarindaki verim sirasiyla; 1,19 g,

1,359, 1,33 g, ve 1,21 g olarak belirlenmistir.

BS-Kontrol 210, 310, 360 ve 410 m1’lik hacimlerindeki verim ise sirasiyla; 0,61 g, 0,51 g,
0,63 g, ve 0,65 g olarak belirlenmistir. Deneylere ait bulgular Tablo 6’de verilmistir.

Tablo 6: BS verim degerleri (kuru agiliga gore).

Bakteriyel Seliiloz Verimi (g/1)

Hacim (ml) BS-Kontrol BS-H (%) Degisim
210 0,61 1,19 95
310 0,51 1,35 164
360 0,63 1,33 111
410 0,65 1,21 86

Deney sonunda elde edilen numunelerin yas (20 dakika 45° egimli bir diizlemde
bekletildikten sonra) agirliklart BS-H 210, 310, 360 ve 410 ml’lik hacim miktarlart i¢in
sirastyla; 9,90 g, 15,28 g, 17,93 g ve 19,14 g olarak bulunmustur. Tam kuru agirliklari ise
sirasiyla; 0,25 g, 0,42 g, 0,48 g ve 0,50 g olarak bulunmustur.

BS-Kontrol 210, 31 0, 360 ve 410 m1’lik hacim miktarlarinda yas agirliklar sirasiyla; 9,11
0, 12,56 g, 16,06 g, ve 15,33 g olarak bulunmustur. Tam kuru agirliklar ise sirasiyla; 0,13
g, 0,16 g, 0,23 g, ve 0,27 g olarak bulunmustur. Deneylere ait bulgular Tablo 7’da

gosterilmistir.
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Tablo 7: BS’a ait yas - kuru agirlik degerleri.

BS-H BS-Kontrol

Hacim (ml) Yas Agirhik (g) Kuru Agirhk (g) Yas Agirhik (g) Kuru Agirhk (g)

210 9,90 0,25 9,11 0,13
310 15,28 0,42 12,56 0,16
360 17,93 0,48 16,06 0,23
410 19,14 0,50 15,33 0,27

Su tutma kapasiteleri (STK) % olarak BS-H 210, 310, 360 ve 410 ml’lik hacim miktarlari
icin sirasiyla; 38,60, 35,38, 36,35 ve 37,28 olarak bulunmustur.

BS-Kontrol 210, 310, 360 ve 410 ml’lik hacimlerindeki verimi ise sirastyla; 69,07, 77,05,
71,17 ve 55,77 olarak bulunmustur. Deneylere ait bulgular Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8: BS’a ait su tutma kapasite degerleri.

Su Tutma Kapasitesi (%)

Hacim (ml) BS-H BS-Kontrol
210 39,6 69,07
310 35,38 77,05
360 36,35 71,17
410 37,28 55,77
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Sekil 19: Havug besi ortaminda elde edilen yas BS 6rnegi.

Sekil 20: Deneylerde kullanilan havug besi ortamindan elde edilen yag BS 6rnekleri.
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Sekil 21: Deneylerde kullanilan havug besi ortamindan elde edilen yas BS tabakasi.

Sekil 22: Deneylerde kullanilan havug besi ortamindan elde edilen BS tabakalarinin yas
agirliklar tartilarak dondurucuya alinmadan 6nceki hali.

3.2 BS-H SEM Analizine iliskin Bulgular

BS numunelerine ait olan SEM goriintii analizleri x30000, x50000 ve x200000 biiyiitme

uygulanarak yapilmistir.

Sekil 23, Sekil 24, Sekil 25’de 210 ml BS-H o6rnegi i¢in sirastyla; x30000, x50000 ve
x200000 biiylitmedeki SEM analizi sonuglar1 gosterilmistir. Diger seliiloz 6rnekleriyle
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kiyaslandiginda benzer yapida olduklart goriilmiis ve ags1 yapisinin diger orneklere gore

daha siki oldugu belirlenmistir. Zincir ¢aplar 6l¢iilmiis ve ortalama zincir ¢aplar1 38,75 nm
olarak bulunmustur.

,0
N

5

K7

TN
\\ ¢ N\

WD: 399 mm
SEM MAG: 30.0 kx Det: InBeam

View field: 9.22 ym

A

) - Y N

SEM HV: 5.0 kV
SEM MAG: 50.0 kx
View field: 5.54 pm

WD: 3.99 mm

MAIA3 TESCAN
Det: InBeam

BARTIN UNIVERSITY

Sekil 24: 210 ml BS-H i¢in SEM analizi (x 50000).
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SEM HV: 5.0 kV WD: 3.99 mm Ll | MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 200 kx Det: InBeam 200 nm
View field: 1.38 ym BARTIN UNIVERSITY

Sekil 25: 210 ml BS-H icin SEM analizi (x 200000).

Sekil 26, Sekil 27, Sekil 28’de 310 ml BS-H 06rnegi icin sirasiyla; x30000, x50000 ve
x200000 biiylitmedeki SEM analizi sonuglari gosterilmistir. Diger seliiloz ornekleriyle
kiyaslandiginda benzer yapida olduklar1 ve diger drneklere gore daha siki ags1 yapisinin
oldugu belirlenmistir. Zincir ¢aplar1 dlglilmiis ve Ortalama zincir ¢aplar1 39,4 nm olarak

belirlenmistir.

X ! C > : - A I B

)~ v .Aw » )~ W\ i X 1§

SEM HV: 5.0 kV WD: 4.04 mm L] | MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 30.0 kx Det: InBeam

View field: 9.24 ym BARTIN UNIVERSITY

Sekil 26: 310 ml BS-H i¢in SEM analizi (x 30000).
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SEM HV: 5.0 kV
SEM MAG: 50.0 kx
View field: 5.53 ym

SEM HV: 5.0 kV WD: 4.05 mm MAIA3 TESCAN

SEM MAG: 200 kx Det: InBeam
View field: 1.38 ym BARTIN UNIVERSITY

Sekil 28: 310 ml BS-H i¢in SEM analizi (x 200000).

Sekil 29, Sekil 30, Sekil 31°de 360 ml BS-H 6rnegi i¢in sirasiyla; x30000, x50000 ve
x200000 biiyiitmedeki SEM analizi sonuglar1 gosterilmistir. Diger seliiloz 6rnekleriyle
kiyaslandiginda benzer agsi yapida olduklari goriilmiistiir. Zincir ¢aplar1 6lgiilmiis ve

Ortalama zincir ¢aplar1 42,15 nm olarak saptanmustir.
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A WD: 3.71 mm
SEM MAG: 30.0 kx Det: InBeam
View field: 9.24 ym

SEM HV: 5.0 kV WD: 3.72 mm I MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 50.0 kx Det: InBeam 1um
View field: 5.53 ym BARTIN UNIVERSITY

Sekil 30: 360 ml BS-H i¢in SEM analizi (x 50000).
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gOnm |

10019 nm

SEM HV: 5.0 kV WD: 3.72 mm MAIA3 TESCAN

SEM MAG: 200 kx Det: InBeam 200 nm
View field: 1.38 ym BARTIN UNIVERSITY

Sekil 31: 360 ml BS-H icin SEM analizi (x 200000).

Sekil 32, Sekil 33, Sekil 34’de 410 ml BS-H 6rnegi i¢in sirasiyla; x30000, x50000 ve
x200000 biiylitmedeki SEM analizi sonuglari gosterilmistir. Diger seliiloz ornekleriyle
kiyaslandiginda benzer agsi yapida olduklart goriilmiistiir ve ags1 yapinin iyice birbirine
kenetlendigi belirlenmistir. Zincir g¢aplar1 Ol¢lilmiis ve Ortalama zincir ¢aplar1 62,02 nm

olarak tespit edilmistir.

SEM HV: 5.0 kV WD: 4.00 mm | MAIA3 TESCAN

SEM MAG: 30.0 kx Det: InBeam
View field: 9.24 ym BARTIN UNIVERSITY

Sekil 32: 410 ml BS-H i¢in SEM analizi (x 30000).

34



SEM HV: 5.0 kV WD: 4.00 mm MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 50.0 kx Det: InBeam
View field: 5.54 ym BARTIN UNIVERSITY

- .V~
" Y, w
/ \ . y
SEM HV: 5.0 KV wp:400mm ||| MAIA3 TESCAN

SEM MAG: 200 kx Det: InBeam 200 nm
View field: 1.38 ym BARTIN UNIVERSITY

Sekil 34: 410 ml BS-H i¢in SEM analizi (x 200000).

3.3 BS-Kontrol SEM Analizine iliskin Bulgular

Sekil 35, Sekil 36, Sekil 37°de 210 ml BS-Kontrol 6rnegi i¢in sirasiyla; x30000, x50000 ve
x200000 biiyiitmedeki SEM analizi sonuglar1 gosterilmistir. Diger seliiloz ornekleriyle
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kiyaslandiginda benzer yapida olduklar1 goriilmiistiir. Zincir ¢aplari dl¢iilmiis ve ortalama

zincir ¢aplar1 47,35 nm olarak bulunmustur.

SEM HV: 5.0 kV
SEM MAG: 30.0 kx
View field: 9.24 ym

WD: 3.96 mm
Det: InBeam

WD: 3.96 mm
SEM MAG: 50.0 kx Det: InBeam

View field: 5.54 pm

Y-
[ |
1um

-4

MAIA3 TESCAN

BARTIN UNIVERSITY

< 4 A
MAIA3 TESCAN

BARTIN UNIVERSITY

Sekil 36: 210 ml BS-Kontrol i¢in SEM analizi (x 50000).
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SEM HV: 5.0 kV WD: 3.96 mm | MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 200 kx Det: InBeam
View field: 1.39 ym BARTIN UNIVERSITY

Sekil 37: 210 ml BS-Kontrol i¢gin SEM analizi (x 200000).

Sekil 38, Sekil 39, Sekil 40°da 310 ml BS-Kontrol 6rnegi igin sirasiyla; x30000, x50000 ve
x200000 biiyiitmedeki SEM analizi sonuglar1 gosterilmistir. Zincir ¢aplart 6l¢iilmiis ve

ortalama zincir ¢aplar1 30,59 nm olarak belirlenmistir.

B S
SEM HV: 5.0 kV WD: 4.12 mm
SEM MAG: 30.0 kx Det: InBeam
View field: 9.23 pm BARTIN UNIVERSITY

Sekil 38: 310 ml BS-Kontrol i¢in SEM analizi (x 30000).
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N
SEM HV: 5.0 kV WD: 4.10 mm MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 50.0 kx Det: InBeam 1 pm
View field: 5.54 ym BARTIN UNIVERSITY

Sekil 39: 310 ml BS-Kontrol i¢in SEM analizi (x 50000).

SEM HV: 5.0 kV WD: 4.10 mm MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 200 kx Det: InBeam 200 nm
View field: 1.39 ym BARTIN UNIVERSITY

Sekil 40: 310 ml BS-Kontrol i¢in SEM analizi (x 200000).

Sekil 41, Sekil 42, Sekil 43’de 360 ml BS-Kontrol 6rnegi i¢in sirasiyla; x30000, x50000 ve
x200000 biiyiitmedeki SEM analizi sonuglar1 gosterilmistir. Zincir ¢aplari dlgiilmiis ve

ortalama zincir gaplar1 46,31 nm olarak tespit edilmistir.
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SEM HV: 5.0 kV WD: 4.00 mm
SEM MAG: 30.0 kx Det: InBeam
View field: 9.23 pm

- / & S / 4
7 F [ i A "9 Q' >
SEM HV: 5.0 kV WD: 4.00 mm || MAIA3 TESCAN

SEM MAG: 50.0 kx Det: InBeam 1um
View field: 5.54 ym BARTIN UNIVERSITY

Sekil 42: 360 ml BS-Kontrol i¢in SEM analizi (x 50000).
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SEM HV: 5.0 kV WD: 4.00 mm | MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 200 kx Det: InBeam
View field: 1.38 ym BARTIN UNIVERSITY

Sekil 43: 360 ml BS-Kontrol i¢gin SEM analizi (x 200000).

Sekil 44, Sekil 45, Sekil 46°da 410 ml BS-Kontrol 6rnegi igin sirastyla; x30000, x50000
ve x200000 biiylitmedeki SEM analizi sonuglar1 gosterilmistir. Zincir ¢aplart dl¢iilmiis ve

ortalama zincir ¢aplar1 38,53 nm olarak saptanmustir.

SEM HV: 5.0 kV WD: 4.02 mm
SEM MAG: 30.0 kx Det: InBeam
View field: 9.21 ym BARTIN UNIVERSITY

Sekil 44: 410 ml BS-Kontrol i¢in SEM analizi (x 30000).
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SEM HV: 5.0 kV N | MAIA3 TESCAN

SEM MAG: 50.0 kx Det: InBeam 1um
View field: 5.53 ym BARTIN UNIVERSITY
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29.61 nm
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30.82 nm
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61.58 nm 518§ nm

SEM HV: 5.0 kV WD: 4.03 mm LB MAIA3 TESCAN

SEM MAG: 200 kx Det: InBeam 200 nm
View field: 1.38 ym BARTIN UNIVERSITY

Sekil 46: 410 ml BS-Kontrol i¢gin SEM analizi (x 200000).

SEM analizi sonuglarina gore (Sekil 23-46 aras1), BS-H ve BS-Kontrol test 6rneklerine ait
numunelerin goézenekli ve agsi yapida olduklari belirlenmistir. iki test orneginin de
birbirine benzer yapida oldugu anlasilmistir. BS-H 0Orneginden elde edilen SEM
gorintiileri BS-Kontrol 6rneginden elde edilen SEM goriintiilerine gore ags1 yapisinin daha

yogun ve daha sik oldugu gortilmiistiir.
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3.4 TGA Analizine Iliskin Bulgular

Calismada sekiz farkli (A, D, F, H, KA, KE, KG ve KH) bakteriyel seliiloz tipi hazirlanmis
ve bu omeklerin termal kararliliklart TGA-DTG analizi ile arastirilmistir. Ornekler
zamanin bir fonksiyon oldugu analizde 1sinin artmasiyla birlikte 30-100°C sicakliklar
arasinda kiiclik miktarlarda kiitle kaybina ugramaya baslamistir. DTG egrileri de
incelendiginde bu sicakliklarda kiitle kaybimnin oldugu goze carpmaktadir. Genellikle
biyolojik kokenli materyallerde rutubet igerigi yliksek oldugundan bu sicakliklarda
uharlagsma ya da yapidaki suyun uzaklasmasiyla su igerigi kadar biyolojik materyaller
kiitlg_kaybina ugrarlar. Bu kaylp yapida meydana gelen bir bozunma olmayip yap1
icerisindki suyun uzaklagsmasindan kaynaklanmaktadir. Gerek TGA gerekse DTG

incelendigindg 100°C sicakliktan sonra 200°C sicakliklara kadar sabit bir egri gosteren

Weigh loss (%0)

0 T T T T 1
30 130 230 330 430 530

Temperature (°C)

Sekil 47: BS numunelerine ait TGA grafigi.
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Tablo ¥ TGA degerlerine iliskin sicaklik degerleri.

Analiz Toe10 (°C)/ Toss0 (°C) DTGmax (°C) Kiitle Kayb1 (%)
A 259 335,7 335,3 75,9
KA 4279 328,3 52,6
D 278,6 366,2 348,2 64
260,8 330,3 336,2 77,2
267,2 355,7 354,2 80,2
250,5 3418 336,5 75,5
271,5 348,6 344,3 83,4
266,9 353,9 347,8 69,8

Seliillozun degredasyon pik degeri 330°C — 370°C olarak bilinmektedir. Termal analiz
sonuglarma gore elde edilen BS’lerin, DTGmax pik degerleri ve Toso degerleri genellikle bu
sicakliklar arasinda oldugu belirlenmistir. Sadece KA i¢in elde edilen Tyso degeri 427°C
olarak belirlenirken, DTGnmax degeri 330°C yakin bir sicaklikta oldugu saptanmistir. Toyo
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degerlerine bakildiginda en yiiksek termal kararlilik 278,6°C ile D numunesinde elde
edilmistir. En diisiik Toy0 degeri ise 250,5°C ile KG numunesi i¢in oldugu bulunmustur.
Kiitle kayiplar1 incelendiginde ise en yiiksek kalint1 miktar1 ise %52,6 ile KA degerinde
saptanirken en az kalinti miktar1 ise %83,4 ile H numunelerinde oldugu bulunmustur.
Sonug olarak hazirlanan BS igerisinde en iyi termal kararlilik degerlerinin KA ve D
numunesi i¢in elde edildigi ve bu numunelerin yiiksek termal kararlilik istenen yerlerde

kullanilabilecegi soylenebilir.

3.5 FT-IR Analizine iliskin Bulgular

FT-IR analizi hidrojen baglarinin kuvvetini ve bu bag ile baglanmis kisimlarin incelenmesi
icin onemlidir. FT-IR analizine iliskin grafik Sekil 49 ve Sekil 50°de verilmistir. Bu
degerler; 3000 em?, 3350 cm™ ve 3400 cm™ - 3500 cm™ arasi O-H bagini, 2880 cem?
2800 cm™ - 2900 cm™ aras1 C-H bagmni, 1100 cm™ - 1160 cm™ C-O-C bagimi, 1035 cm™ -
1060 cm™ aras1 C-O bagini, 1300 cm™ C-H bagin1 ve 1400 cm™ CH; bagim gostermektedir
(Halib vd., 2012; Gomez vd., 2013).

Diger bir ¢alismada pik degerleri sirasiyla, 1375 em * (C-H bagini), 1335 cm * (O-H
bagini), 1315 cm ™' (CH, bagimi), 1277 cm ™ (C-H bagini) ve 1225 cm * (O-H bagini) yap1

icerisinde bulunan kristalin bolgelere isaret etmektedir (Castro vd., 2012).

Baska bir calismada, 2900 degeri hidroksil (-OH) gruplari varliginda CHy’e isaret
etmektedir. Diger taraftan, 3300 - 3400 cm™ arasi ise molekiil i¢i hidrojen bagim
gostermektedir. Bu deger, hidrojen baglarinin desenini aydinlatmas: bakimindan
onemlidir. Hidrojen baginin artan kuvvetiyle azalan bir frekansta (siklikta) farkli hidroksil

gruplari tek band seklinde uzar (Sturcova vd., 2004).

1430 ve 1660 cm™ degerleri ise karboksilat gruplart ve karboksilik asit gruplarimin
yiizeydeki varhigini gostermektedir. 1045 - 1065 cm™? arasindaki degerler ise seker
halkasinin, eter C-O-C ve C-O-H (stretching vibration) uzama vibrasyonunu

gostermektedir (Moosavi-Nasab vd., 2010).
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Calismada bulunan FT-IR analizine iliskin degerler Tablo 10 ve 11°de, pik degerleri BS-H
ve BS-K i¢in sirasiyla Sekil 49 ve Sekil 50°de verilmistir.

—AQ10ml) =B (310ml) C (360ml) D (410 ml)

:{:.
=
T T ! T I
= = = g = = = =t
= 7 8 & & ] = E "
Wavenumber (1/cm)
Sekil 49: BS-H i¢in FT-IR analizi grafigi.
Tablo 10: BS-H igin FT-IR analizi pik degerleri (cm™).
Analiz Dalga Sayisi (cm™)
A (210 ml) 1031, 1056 1107, 1163 1315, 1336, 1369, 1425 2919 3342
B (310 ml) 1056, 1033 1107, 1163 1427, 1336, 1315, 1371 2916 3346
C (360 ml) 1053, 1029 1109, 1161 1315, 1342, 1375, 1421 2914 3346
D (410 ml) 1056, 1031 1109, 1161 1315, 1338, 1369, 1427 2018 3340
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Sekil 50: BS-Kontrol igin FT-IR analizi grafigi.
Tablo 11: BS-K i¢in FT-IR analizi pik degerleri (cm™).
Analiz Dalga Sayisi (cm™)
KA (210 ml) 1028, 1055 1107, 1159 1315, 1336, 1371, 1421 2916 3336
KB (310 ml) 1056, 1033 1110, 1161 1425, 1336, 1317, 1361 2018 3350
KC (360 ml) 1056, 1033 1109, 1163 1317, 1340, 1369, 1423 2920 3336
KD (410 ml) 1055, 1031 1109, 1161 1315, 1336, 1369, 1425 2895 3334

FT-IR sonuglarindan, BS-H ve BS-Kontrol degerlerinin birbirine benzer ve ayn1 kimyasal

baglara sahip olduklar1 belirlenmistir.

3.6 XRD Analizine iliskin Bulgular

X-Isin1 Kirmnim yontemi (XRD), her bir kristalin fazin kendine 6zgii atomik dizilimlerine

bagl olarak, X-1sinlarin1 karakteristik bir diizen ig¢erisinde kirmasi esasina dayanir. Her bir

kristalin faz i¢in bu kirinim profilleri bir nevi parmak izi gibi o kristali tanimlar. En basit
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yorumlama, elde edilen verilerin daha 6nceden bilinen bir referans malzemeye ait verilerle

karsilastirmak suretiyle yapilandir.

BS-H i¢in analizler sonucunda (Sekil 51), her bir analiz (210 ml, 310 ml, 360 ml ve 410
ml) i¢in iki ana pik degeri belirlenmistir. Bu pik degerleri sirastyla; 13,91°: 16,72°, 13,87°:
16,70°, 13,87°: 16,72° ve 13,93°: 16,75° olarak bulunmustur. Kristal indeksleri ise
sirastyla; Segal metodunda % 86, % 86, % 82 ve % 83 Curve fitting metodunda ise % 80,
% 79, % 77 ve % 77 olmustur.

BS-Kontrol i¢in analizler sonucunda (Sekil 52), her bir analiz (210 ml, 310 ml, 360 ml ve
410 ml) icin iki ana pik degeri belirlenmistir. Bu pik degerleri sirasiyla; 13,99°: 16,78°,
13,91°: 16,74°, 14,00°: 16,77° ve 13,89°: 16,68° olarak bulunmustur. Kristal indeksleri ise
sirastyla; Segal metodunda % 86, % 86, % 85 ve % 82 Curve fitting metodunda ise % 80,
% 80, % 78 ve % 78 olmustur (Cheng vd., 2009; Terinte vd., 2011; Ibbet vd., 2008).

e A (210 m) e B (310 ml)
~C(360ml) e} (410 ml)
s E
)
&
-
N
_—-/ L A
10 15 20 25 30 35 40
26 derece

Sekil 51: BS-H i¢in XRD analizi grafigi.
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Sekil 52: BS-Kontrol i¢in XRD analizi grafigi.
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BOLUM 4

SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan deneyler sonucunda degerlendirilen numunelerin yas agirliklar1 (g) olarak BS-H
i¢in, 210, 310, 360 ve 410 ml’lik hacim miktarlarinda sirasiyla; 9,90, 15,28, 17,93, 19,14
olarak belirlenmistir. Ayn sekilde, bu degerler BS-Kontrol numuneleri igin sirasiyla; 9,11,
12,56, 16,06, 15,33 (g) olarak belirlendi (Sekil 53). Tam kuru agiliklar1 (dondurularak
kurutulmus) ise BS-H i¢in 210, 310, 360 ve 410 ml’lik hacim miktarlarinda (g) olarak
sirasiyla; 0,25, 0,42, 0,48, 0,50 ve BS-Kontrol i¢in; 0,13, 0,16, 0,23, 0,27 olarak
Olctlmiistiir (Sekil 54).

25 - -1
—¢—BS-H YA =3= BS-KYA —=g—BS-HKA <=d= BS-KKA
- 0,9
20 - - 0,8
- 0,7
&0 15 - - 06 2
2 2
p— S
5 05
< =
S 10 - - 04 E
- 0,3
5 A - 0,2
- 0,1
O T T T O
210 310 360 410
Hacim (ml)

Sekil 53: Yas - Kuru agirlik analizi.

Verim degerleri ise BS-H igin, 210, 310, 360 ve 410 ml’lik hacim miktarlarinda sirasiyla;
1,19, 1,35, 1,33, 1,21 (g/l) olarak belirlenmistir. Aym sekilde, bu degerler BS-Kontrol
numuneleri i¢in sirasiyla 0,61, 0,51, 0,63, 0,65 (g/1) olarak 6l¢iilmiistiir. Bu sonuglara gore,
verimin havug¢ besi ortaminda kontrol 6rneklerine gére daha yiiksek oldugu sdylenebilir.

Bu bakimdan, havu¢ besi ortaminin alternatif bir karbon kaynagi olarak kullanilmasi
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tavsiye edilebilmektedir. Diger taraftan, artan hacim miktarinin yine verim {izerinde

olumlu bir etki yaptig1 belirlenmistir.

2 7 —¢—BS-H
-4l- BS-K
1,8 -
1,6
1,4 -
3 12 - / \
£
0,8 -
0,6 7 .----- ,—o—o’. --------- .
-‘-.———
0,4 -
0,2 T T T
210 310 360 410
Hacim (ml)

Sekil 54: BS kuru madde verim analizi.

Su Tutma Kapasitesi (STK) ise BS-H ig¢in, 210, 310, 360 ve 410 ml’lik hacim
miktarlarinda (kuru agirligina oranla) sirasiyla; 38,6, 35,38, 36,35, 37,28 kati olarak
belirlenmistir. Ayn1 sekilde, bu degerler BS-Kontrol numuneleri i¢in sirasiyla; 69,07,
77,05, 71,17, 55,77 kat1 olarak Slgtilmiistiir (Sekil 55). Buna gore, BS-Kontrol 6rneklerinin
STK’larmin yaklasik iki kati oldugu belirlenmistir. Bunun nedeninin, amorf bdlgelerin

fazla olmasi ile ilgili oldugu XRD analiz degerlerine gore soylenebilir.

50



10 ——BSH
100 - - &~ BS-K
90 -
g 80 - m-
g 70 " -"“-wl\
g -1 .‘ \\\
o S
© ~
¥ 60 Seo
©
g |
E 50 -
>
40 - R
—— —— —
30 -
20 : . .
210 310 360 410
Hacim (ml)

Sekil 55: BS su tutma kapasitesi analizi.

SEM analizi sonuglarma gore fibril c¢aplar1 ortalama 40 nm — 75 nm arasit olarak
Olctilmiistir. Bu degerler, literatiir degerleri ile Ortiismektedir ve elde edilen bu
nanoselilloz; gida, kozmetik, ilag, kagit ve kompozit yapiminda hammadde ve dolgu

maddesi olarak kullanilabilmektedir.

Termal analiz sonuglarima goére elde edilen BS’lerin, DTGmax pik degerleri ve Tyso
degerleri genellikle bu sicakliklar arasinda oldugu belirlenmistir. Sadece KA i¢in elde
edilen Tyso degeri 427°C olarak belirlenirken, DTGnax degeri 330°C yakim bir sicaklikta
oldugu saptanmistir. Genellikle hazirlanan BS’ler seliilozun literatiir degerleri ile uyum

gostermektedir (Halib vd., 2012).

XRD analizi sonuglar1 literatiir ile karsilastirildiginda uyumlu sonuclar gostermistir ve

kristal indeksi yiiksek degerler arasinda yer almaktadir (Tablo 12).
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Tablo 12: Farkli seliiloz kaynaklarina ait olan (%) kristal indeksi degerleri.

Ornek Kristalinite (%0) Kaynak
Pamuk 78 (Terinte vd., 2011)
Bakteriyel Seliiloz 82 (Keshk, 2014)
Bakteriyel Seliiloz 75 (Grande vd., 2009)
Bakteriyel Seliiloz 79 (Carreira vd., 2011)
Bakteriyel Seliiloz 78 (Shezad vd., 2010)
Bakteriyel Seliiloz 85-93 (Cheng vd., 2009)
Bakteriyel Seliiloz 84-89 (Czaja vd., 2004)
Bakteriyel Seliiloz 63-81 (Sheykhnazari vd., 2011)
Bakteriyel Seliiloz 74-85 (Amin vd., 2014)
Bakteriyel Seliiloz 80 (Gomes vd., 2013)
Mikrokristalin Seliiloz 77 (Keshk, 2014)
Mikrokristalin Seliiloz 79 (Amin vd., 2014)

FT-IR degerleri ise literatiir ile uyumlu sonuglar gosterdiginden, kimyasal olarak 6nemli

bir farkliligin olmadig1 soylenebilir.
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