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Ozet

Seliiloz diinyada en yaygm bulunan makromolekiiler yapilardan biridir ve genellikle bitkilerden elde edilir. Kagit
kullaniminin artmasi1 ve tip alanindaki bazi gelismelerden dolayi giiniimiizde aragtimacilar alternatif seliiloz
iretme yontemlerine odaklanmuslardir. Bakteriyel seliiloz formiil olarak bitkisel selilloz ile ayni olmasma
ragmen su tutma kapasitesi, polimerizasyon derecesi ve yiiksek saflik gibi bazi dzellikler bakimindan bitkisel
seliillozdan farklidir. Bu ¢ahsmada, besi yeri ve karbon kaynagi olarak seker pancan melasi kullanilarak
Gluconacetobacter  xylinus NRRL B-759 tarafindan bakteriyel seliiloz iretimi incelenmistir. Bu amagla,
bakteriyel seliiloz tiretiminde melas konsantrasyonunun etkisi (40-240 g/L) ve besi yerine etanol ilavesinin etkisi
(5-20 g/L) arastmilmistir. Sonu¢ olarak melas konsantrasyonunun artmasiyla 200 g/L konsantrasyona kadar
bakteriyel seliiloz liretiminin arttig1 ve daha sonra azaldigi goriilmiistiir. Etanol ilavesinin yapildigi ¢ahgmalarda
etanollii besi yerinde iiretilen bakteriyel seliilloz miktarinin etanolsiiz ortama gore en ¢ok 10 g/L etanol ilavesinde
arttig1 gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyel seliiloz, M elas, Etanol, Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759.

Bacterial Cellulose Production by Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759
Using Sugar Beet Molasses

Abstract

Cellulose is a macromolecular structure which is one of the most common in the world. It is usually obtained
from plants. Because of increasing use of paper and developments in the field of medicine, it has been focused
by the researches on alternative production techniques for the cellulose production. Bacterial cellulose with some
properties like high purity and high water holding capacity is a good alternative technique among those
production techniques. In this study, it has been investigated the bacterial cellulose production by
Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759 strains using sugar beet molasses as nutrient and carbon source. For
this purpose, the effect of the concentration (40-240 g/L) on molasses and addition of ethanol (5-20 g/L) on the
bacterial cellulose production has been studied. As a result, it has been observed that cellulose production
increases with increasing of the concentration of molasses until 200 g/L, and then decreases. The results of
ethanol addition experiments showed that the highest cellulose production has been obtained at ethanol
concentration of 10 g/L added to fermentation media containing molasses.

Keywords: Bacterial Cellulose, Molasses, Ethanol, Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759.

1. Giris

Genellikle bitkilerden elde edien seliiloz,
diinyada en ¢ok bulunan makromolekiildiir [1].
Bitkilerin  hiicre duvart yapismda bulunan
seliiloz sanayide genis kullanim alanlarma sahip
bir  biyopolimerdir.  Endiistride  kullanilan
seliilozlar genellikle pamuk (% 94 seliloz) ve
agactan (% 50°den fazla) elde edimektedir.
Bitkilerde seliiloz hemiseliiloz, lignin ve pektin
ile birlkte bulunur. Bu yiizden endiistride

selilozun kullanilmadan once bu yapilardan
ayrilmasi gerekir ve bu da ek maliyet ile birlikte
birgok kimyasal madde kullanmm gerektirir.
Giiniimiizde artan niifus ile birlikte seliiloza olan
ihtiyacm artmas1 da kacmilmazdr ve bunun
sonucu olarak ormanlarm daha fazla tahrip
edilmesi s6z konusudur. Bu ylizden, son yillarda
diinya iizerinde orman arazilerinin hwzla
azalmas1 ve biyoteknolojideki gelismeler bilim
insanlarm1  bitkiler olmadan selilloz {iretme
konusu lizerinde  yogunlagmalarma  sebep
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olmustur. Yapilan cahsmalarda algler, kiifler ve
bakterilerin seliloz iretebildigini fakat bunlar
arasinda  bakterilerin  endiistriyel ~ seviyede
seliiloz iiretilebildigi gorlilmiistiir.
Gluconacetobacter, Agrobacterium, Aerobacter,
Azotobacter, Rhizobium, Sarcina, Salmonella,
Enterobacter, Escherichia gibi birgok bakteri
tiirliniin ve birkag siyanobakter tiirliniin seliiloz
tirettigi yapilan caligmalarda bildirilmistir [2, 3].

Bakteriyel selilloz (BS) ile bitkisel seliiloz
ayni  molekiiler formiilii (C6H1005)n
paylasmasma ragmen, fizikokimyasal Ozellikleri
farklidr. Bitkisel seliloz ile karsilastrildiginda
BS vyiiksek su tutma kapasitesi, kristalinite,
porozite, polimerizasyon derecesi, yiiksek fiber
ag yapist ve yiksek saflik gibi oOzelliklere
sahiptir [4]. Bakteriyel selillozun gelismis
mekanik o6zellikleri, seliilozik fiberlerin esit ve
sirekli dagiimma baghdr. Bu ozellikler kiiltiir
kosullari, mikroorganizma ve fermantasyon besi
yeri bilesenleri gibi faktorlerden
etkilenmektedir. Bu son derece islevsel
biyopolimerin ¢ok yonli Ozelliklerinden dolay1
BS, doku mihendisligi doku iskelesi
uygulamalari, yara iyilestirme uygulamalari,
genis yaniklarda yapay deri, deri dokusu
onarmmi, mikrocerrahi i¢cin yapay kan damarlari,
kagit endiistrisi [5], dolgunlastirici ve stabilize
edici madde olarak gida endiistrisini de iceren
birgok alanda kullanimaktadir [6].

Bakteriyel  seliloz  iiretimini  karbon
kaynagi, azot kaynagi pH, sicaklk, ¢Oziinmiis
oksijen gibi cesith parametrelerden

etkilenmektedir. Yapilan cahsmalarda karbon
kaynagi olarak arabinoz ve ksiloz gibi pentozlar,
glikoz, friikktoz ve mannoz gibi monosakkaritler,
laktoz, siikroz ve maltoz gibi disakkaritler,
dekstran, levan ve nigasta gibi polisakkartiler;
kullamlmistir. Azot kaynagi olarak ise maya
ekstrati, pepton, kazamino asit ve musr islatma
suyu kullamlmistr. Cesiti uygulamalarda BS’
nin yliksek potansiyeline ragmen yiiksek BS

iretim  maliyeti endiistriyel uygulamalarm
engellenmesinde en biiytik sorundur.
Fermantasyon = ortamu  olarak  endiistriyel

atklardan ve yan tiriinlerden faydalamlmas: BS
tretimi  i¢gin  maliyet acismdan  rekabeti
gelistirebilir.  Son yillarda meyve suyu [7],
akgaagac¢ pekmezi [8], bugday sapi [9], ladin
hidrolizat1 [10], biyodizel iiretim prosesinden
ham gliserol, iiziim posasi, aseton-biitanol-
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etanol fermantasyonu atik suyu [11] ve melas
[12] gibi hammaddeler BS iiretim maliyetini
azaltmak i¢cin fermantasyon ortami olarak
yapilan ¢esitli caligmalarda kullanilmistir.

Bakteriyel seliloz iiretiminde kullanilan
karbon kaynagi, mikroorganizma tiirii ve azot
kaynagi gibi parametrelere bagh olarak elde
edilen selillozun o6zelliklerinde de farkhliklar
meydana gelmektedir [13]. Bu da kiiltiir
ortammda cesitli faktorleri degistirerek istenilen
ozellikte bakteriyel selilloz {iretimine olanak
saglar.

2. Materyal ve Metot
2.1. Mikroorganizma ve Kkiiltiir ortam

Cahgmada liyofilize haldeki
Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759 susu
ve melas ¢ozeltisi hazirlamak i¢in Elazig Seker
Fabrikasmdan alman % 50 seker i¢erigine sahip
melas kullaniimistir.

Calsmada kullanmlan Hestrin & Schramm
besi yeri (HS besi yeri) icerigi agrlk/hacimce
% 2 glikoz, % 0.5 pepton, % 0.5 maya ekstrati,
% 0.27 Na,HPO,, % 0.15 sitrik asit olup distile
su il besi yeri hazrlandiktan sonra
Gluconacetobacter xylinus NRRL B-759 susu
icim pH 5¢ 1 N asetik asit c¢ozeltisi ile
ayarlanmistir. Hazirlanan besi yeri 121 °C’de 15
dk boyunca otoklav ile steril edilmigtir. Steril
besi yerinden 50 ml almarak 250 ml erlene
konulmugtur ve steril sartlar altnda liyofilize
haldeki Gluconacetobacter xylinus NRRL B-
759 susunun ekimi yapihmistr. Ekim yapildiktan
sonra statik kiiltlirde 30 °C* de 7 giin boyunca
inkiibasyona brrakilmis ve bu siire sonunda
seliloz  olusumu  gbzlemlenmistir.  Seliiloz
olusumu gozlemlendikten sonra bu kiiltiiriin %
60’ hk steril gliserol ¢ozeltisiyle stok kiiltiirii
yapimistir.  Eppendorf tiiplere 100 pl kiiltiir
koyulduktan sonra lizerine hazirlanan
gliserolden 1000 ul yavasga ilave edilip -80
°C’de saklanmaya brakimustir. Elde edilen bu

stoklar ~ daha sonraki  seliloz  iiretim
cahgmalarmda kullanimistr. 200 g/L  seker
konsantrasyonunda  melas  stok  ¢ozeltisi

hazirlamak i¢in 1 L’lik balon jojeye 400 g melas
tartilarak koyulmustur. Daha sonra 1 N asetik
asit ¢ozeltisi ile pH = 5’ e ayarlanip, 121 °C’de
15 dk sterilizasyon islemi uygulanmustir. Steril
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edilen melas ¢ozeltisi 40, 80, 120, 160, 2000 ve
240 g/L konsantrasyonlara seyreltiimistir.

2.2. Fermantasyon siiresinin belirle nmesi

Fermantasyon cahsmalarmdan once
fermantasyon siiresinin belirlenmesi amaciyla
hazirlanan stoklardan biri, icerisinde 10 ml HS
besi yeri bulunan 50 mI’lik erlene ekilmistir ve
statik kiiltlirde 30 °C’ de 3 giin bekletilmistir.
Daha sonra i¢cinde 18 ml taze besi yeri bulunan
baska bir erlene oOnceki Kkiiltirden 2 ml ekim
yapilmis ve yine aym kosullarda 3 giin daha
bekletilmistir. Bu islemlerin sonunda melash
besi yerinde kontrollii 10 set ile fermantasyon
siiresi belirleme calismasi yapilmustrr. Igerisinde
45 ml melash besi yeri bulunan 250’lik erlene 5
ml son kiiltirden ekim yapilarak statik kiiltiirde
30 °C’de bir siire boyunca Kkiiltiirdeki seker
tiketimi ve seliloz olusumu incelenmistir.
Bunun icin  belri zaman aralklarinda
kiiltirlerden ornekler almarak seker analizi ve
olusan selilloz miktar1 belirlenerek bu iglemler
sonucunda  optimum  fermantasyon  siiresi
belirlenmitir.

Fermantasyon siireleri belirlendikten sonra
yapilan fermantasyon iglemlerinde farkh melas
konsantrasyonlarmda (40-240 g/L) ve farkh
miktarda etanol ilaveli (5-20 g/L) besi yerlerinde
seliloz iiretimi incelenmistir. Fermantasyon
sonrast elde edilen  bakteriyel selilloz
saflastirimigtir.

2.3. Seliilozun s aflas tirllmas1 ve kurutulmasi

Fermantasyon siliresi sonunda iretilen
bakteriyel  seliilozlar  kurutulmadan  &nce
seliilozlar besi yerinden ayriimis ve daha sonra
seliilozdan hiicreleri tamamen uzaklastrmak
icin 4200 rpm’ de 15 dk santrifiij islemi
uygulanmustir.  Santrifiijlenen selillozlar 0.1 N
NaOH ile 90 °C’deki su banyosunda yaklagik
olarak bir saat Dbekletimisti. Bu islem
sonrasmda seliloz 1 N asetikk asit ile
nétrallestirilip ti¢ kez distile su ile yikanmustir.
Son olarak bakteriyel seliiloz 70 °C’ deki etiivde
agirhgr sabitleninceye kadar kurutulmustur.

2.4. Uretilen seliilozlarin fonksiyonel
gruplarinin belirlenmesi

BS filmlerinin FTIR analizleri, ATl Unicam
Mattson 1000 cihazi kullandarak yapilmistir.
Absorpsiyon modunda, 4000-400 cm? frekans
aralginda, 4 cm? ¢oziiniirlik ile numune basmna
toplam 50 kiimiilatif tarama yapilmustir.

3. Sonuglar ve Tartisma

HS besi yerinde fermantasyon siiresini
belirlemek i¢cin statik kiiltlirde 30 °C’ de
cahsilmg ve optimum fermantasyon siiresi
belirlenmistir. Bu amagla 20 giin boyunca 2
giinde bir iiretilen bakteriyel selilloz ve tiiketilen
glikoz miktar1 belirlenmistir. Bu siireler sonunda
zamanla olusan bakteriyel seliloz ve tiikenen

glkoz konsantrasyon degerleri Sekil 1’de
gosterilmistir.
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Sekil 1. HS besi yerinde zamanla olusan bakteriyel
seliiloz ve tlikenen glikoz konsantrasyonlar

Sekil 1’de goriildigi gibi 10. giinden sonra
fazla miktarda selilloz iiretimi gozlenmedigi i¢in
fermantasyon siiresi 10 giin olarak kabul
edimigtir.  Optimum  fermantasyon  siiresi
belirlendikten sonra bu siire melas ortami i¢in de
kullamlmistr. Bu amagla, farkh miktarlarda
melas konsantrasyonunun ve etanol ilavesinin
bakteriyel seliiloz iiretimine etkisi incelenmistir.
Etanolin kullamlmadig1 deney i¢in farkh melas
konsantrasyonlarinda {iretilen selilloz miktarlari
ile % verim degerlerini gosteren bir grafik Sekil
2’de gosterilmistir. Sekil 2’deki verim degerleri
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melastaki  seker  konsantrasyonuna  gore
hesaplanmustir.
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Sekil 2. Melas konsantrasyonuyla iiretilen seliiloz
konsantrasyonunun ve yiizde verim degigimi

Farkh melas konsantrasyonlarmda yapilan
caligmalarda 200 g/ melas konsantrasyonuna
(100 g/L seker icerigine karsihk gelir) kadar
tiretilen bakteriyel selilloz miktarlarmm arttig
daha sonraki konsantrasyonlarda ise azaldig
gorlilmiistiir.  Bunun  sebebi ¢ok  yiiksek
konsantrasyonlardaki melasm sus iizerinde
substrat inhibisyonu olabilir. Sekil 2’de yiizde

verim degerleri incelendiginde melas
konsantrasyonu artig1 ile verim degerlerinin
strekli olarak azaldigi goriilmektedir. Bazi

cahsmalarda statik kiiltiir ile BS iiretiminde
meydana gelen selillozun kiiltiir ~ortamma
transfer olan havayr engelledigi sonucuna
ulasimistr [5, 14-17]. Sekil 2’de &zellikle 200
g/l melas konsantrasyonun altmdaki verim
degerlerindeki  diiglisiin ~ kiiltlir ~ ortaminda
meydana gelen bu hava azligindan kaynaklandig1
diistiniilmektedir.

Sekil 3’de farkh miktarda etanol ilavesinin
bakteriyel selilloz iiretimine etkisi gosterilmistir.
Sekil 3’den goriildiigii gibi, cahsilan tiim melas
konsantrasyonlarmda en yiiksek bakteriyel
seliiloz tiretim degerlerine 10 g/L etanol eklenen
besi yerlerinde ulagilmistir. Naritomi ve ark.’nin
etanol ilavesinin seliloz {iretimine  etkisini
arastirdiklar1 bir c¢alismada seliiloz iiretiminde
fruktozlu besi yerine 10 g¢/L etanol ilavesinin
selilloz {iretimini arttrmak i¢in optimum deger
oldugunu  bulmuglardr [18]. Bu durum,
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gerceklestirilen bu calismada etanol ilavesi igcin
elde edilen sonuclarm literatiir ile uyumlu
oldugunu gostermektedir.

Uretilen BS (g/L)

—— Etanolsiz
—&—5 g/L etanol

—e— 10 g/L etanol

[}

—— 15 g/L etanol

—8—20 g/L etanol

100 150 200 250

Melas Konsantrasyonu (g/L)

0 50 300

Sekil 3. Melas konsantrasyonu ve etanol ilavesinin
seliiloz tiretimine etkisi

Etanolstiz, 5 ve 10 g/L etanol igeren
ortamlarda  gerceklestirilen calsmalarda en
yiksek BS iiretim miktarmm 200 g/ melas
konsantrasyonunda  oldugu  Sekil  3’den
goriilmektedir. Diger taraftan yiiksek etanol (15
ve 20 g/L) ilavesiyle  ger¢eklestirilen
cahgmalarda ise en yiiksek BS {iretimi 160 g/L
melas konsantrasyonunda elde edimistir. 15 ve
20 g¢/L etanol ilavelerinde bakteriyel seliiloz
tretiminin  diistiigli goriimektedir. Bu duruma
yilksek konsantrasyonlarda etanol ilavesi ile
kiiltlir ortammda etanoliin dezenfektan etkisinin
sebep oldugu diisiiniilmektedir.

Bakteriyel selillozun fonsksiyonel gruplar
4000-40 cm? dalga boyu arahgmda FTIR
analizleri ile belirlenmistir. Sekil 4’ de 11 g/L
etanollii ve etanolsiiz besi yerlerinden iretilen
bakteriyel selillozlar icin FTIR spektrumlari
gosterimigtir.  0-160 g/l araligmda melas
konsantrasyonu ve farkli oranlarda etanol
icerigine sahip besi yerlerinde sentezlenen
bakteriyel selillozlarm hepsinde 3400 cm™
bandinda selillozun  hidroksil grubu (-OH)
gerilme titresim frekansma karsiik gelmektedir.
Bakteriyel seliiloz yiiksek oranda polar hidroksil
grup icerir. Bu ylizden molekiiler zincirler
molekiil i¢ci ve molekiiller arasi hidrojen baglar
ile etkilesime girmektedir [19]. Tiim numuneler,
tipik seliiloz tip I’in C-H bagmm absorpsiyon
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spektrumuna karsiik gelen 2900 cm? dalga
boyunda pik verdigi goriilmistir. 1430 cm*
bandi metil ve metilenin asimetrik deformasyon
titresimi i¢in 1367 cm™’ deki bant CH2 egilme

halkasmm C-O-C ve C-O-H gerilme titresimi
icin etanol iceren ve icermeyen besi yerlerinde
farkli konsantrasyonlarda {iretilen bakteriyel
seliilozlarm karakteristik bantlarmi

titresimi  icin 1055 cm™’deki bant seker  gOstermektedir [20, 21]
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Sekil 4. Farkh sartlarda iiretilen bakteriyel selillozlarm FTIR analiz sonuglari (A: 40 g/L Melas,
B: 40 g/L Melas + 10 g/L Etanol, C: 80 g/L Melas, D: 80 g/L Melas + 10 g/L Etanol, E: 120 g/L

Melas, F= 120 g/L Melas + 10 g/L Etanol,

G: 160 g/L Melas, H= 160 g/L Melas + 10 g/L

Etanol).

Genel olarak bakildigimda etanol ilavesi
yapiimadan elde edilen bakteriyel seliiloz yapisi
ile etanol ilavesi yapilan besi yerinde Tiretilen
bakteriyel selilloz yapis1 arasinda belirgin bir
farkhlik gozlenmemistir. Bu da etanol ilavesi ile
tretilen bakteriyel selillozun iglevsel gruplar
arasinda pek  bir farkin olmadigm
gostermektedir.
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