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Bakteriyel Seliiloz Uretimi ve Karakterizasyonu

Gokhan GUNDUZ', Nejla ASIK', Deniz AYDEMIR', Aysenur KILIC?
Ozet

Bu caligmada bakteriyel selilloz (BC) Gluconacetobacter hansenii (Gossele et al.) kullanilarak, saf
seliiloz elde edilmis ve baz1 6zellikleri incelenerek literatiir ile karsilastirilmistir. Hestrin ve Schramm (HS)
ortaminda iki tekrarli olmak {izere 100 mI’lik deney ornekleri hazirlandi. 14 giinliik siire sonunda BC tabakas1
elde edilerek morfolojik ozellikleri SEM ile incelenmis, seliiloz zinciri ¢aplarinin 20 nm — 75 nm arasinda
oldugu belirlenmistir. Su tutma kapasitesi ise tam kuru agirliklarmin 91 — 109 kati olarak hesaplanmistir. Seliiloz
verimi ise sirasiyla 0,81 g/l ve 0,84 g/l olarak bulunmustur. Diger taraftan, XRD, FTIR ve TGA analizleri de
yapilmis ve MCC ile karsilastirilmis ve benzer yapida oldugu gériilmiistiir. Bu sonuglara gore, kullanilan sug’un
bakteriyel seliiloz iiretimi i¢in uygun oldugu sdylenebilir ve bu 6zellikleri sayesinde; gida, kozmetik, ilag, kagit
ve kompozit yapiminda hammadde ve dolgu maddesi olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Gluconacetobacter Hansenii, TGA, SEM, XRD, FTIR, Verim

The Production and Characterization of Bacterial Cellulose
Abstract

Some properties of bacterial cellulose (BC) Gluconacetobacter hansenii (Gossele et al.) after production
were determined and compared with microcrystalline cellulose (MCC). The BC test specimens were prepared
with standard Hestrin and Schramm (HS) medium. The obtained pellicels were evaluated after 14 days
incubation. According to SEM analysis the diameter of the cellulose fibrils were measured between 20 nm and
75 nm. The water holding capacity was calculated 91 to 109 times higher than dry weigth. The cellulose yield of
BC was between 0,81 g/l and 0,84 g/l. XRD, FTIR and TGA analysis were done and compared with MCC. The
obtained results and comparison between the strain and MCC showed similiraty. According to the results the
obtained BC can be used for food, cosmetic, medicine, paper and composites as raw material or filler.
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Giris

Seliiloz diinyada en fazla bulunan biyopolimerlerden birisidir. Odun, pamuk ve diger
lignoseliilozik bitkisel maddelerde bulunur. Seliiloz ayrica; algler, tulumlular (deniz canlilart)
ve bazi bakteriler tarafindan da sentezlenir (Moon et al., 2011).

Seliiloz I olarak da bilinen dogal bitki seliiloz nanofibrilleri bitki hiicresinin ¢eperinde
hemiseliilozlar ve lignin ile beraber bulunmaktadir. Bu durum, seliillozun elde edimesi i¢in
ilave kimyasal islemlerin yapilmasina ve maliyet artisina neden olmaktadir. Bakteriyel seliiloz
(BC) nanofibrilleri ise kristal yapida, yiiksek molekiil kiitleli, hidrojen baglar1 ile baglanmis
saf seliiloz I’e sahiptir. BC’deki seliiloz nanofibrillerinin Young modiili 138-150 GPa
civarinda olup ¢eligin (200 GPa) degerine yaklasmaktadir (Olsson et al., 2010, Wan et al.,
2007).

Diger taraftan, BC yiiksek derecede hidrofilik olup, su tutma kapasitesi kuru agirliginin

100 katina kadar ulasabilmekte ve daha kolay biyolojik pargalanabilme 6zelligi gostererek
dogal bitki seliilozundan farklilik gostermektedir (Gama et al., 2013).
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Gilintimiizde BC ile yapilan calismalarda tip ve eczacilik gibi alanlar da ©nem
kazanmaktadir. Ozellikle, yapay damar yapimi, hidroksiapatit ile kemik dokusunun
iyilestirilmesi, eklem protezleri ve yanik tedavisi, yara bantlar1 ve kozmetik gibi uygulamalari
yapilmaktadir (Wan et al., 2007; Svensson et al., 2005; Putra et al., 2009; Fu et al., 2013;
Jonas ve Farah, 1998; loelovich, 2013).

Bakteriyel seliiloz kurutulduktan sonra, ses dalgalarini iyi bir sekilde iletebilmektedir.
Bu ozelliginden dolay1 bakteriyel seliilozun akustik membran olarak kullanilabildigi
belirtilmistir (Hu et al., 2014)

Bakteriyel seliiloz Nata de Coco ve Kombuca Cay1 olarak da degerlendirilmektedir.
Nata de Coco gida olarak sekerlenerek tiiketilmekte, Kombuga ¢aymin ise fermantasyon
sonucu olusan s1vi kismindan faydalanilmaktadir Goh et al., 2012).

Miihendislikte ise kompozit malzemeler 6nem kazanmis durumdadir. Bu nedenle,
malzemelerin fiziksel ve mekanik Ozelliklerini iyilestirmek i¢in farkli dolgu maddeleri
kullanilmaktadir. Bu dolgu maddeleri inorganik veya organik olup farkli kullanim amagclarina
doniiktiir. Bakteriyel seliilozun igerisine ilave parcaciklar katikarak olusturulan kompozitleri
de elektronik alanda kullanim alan1 bulmaktadir (Liang et al., 2012; Ates ve Aztekin, 2011).

Bakteriyel seliilozun artan Oneminden dolay1 tretim yontemleri gelistirilmeye
calisilmigtir. Statik ve bioreaktérlerde yapilan iiretiminde; karbon kaynaklari, pH, sicaklik ve
karistirma hizi optimize edilmeye calisilmaktadir. Bu sayede, hem tretim miktar1 hem de
fermantasyon kosullarinin kontrol edilmesi sayesinde seliilozun yogunlugu, kristalitesi,
membran gegirgenligi, ¢cekme direnci gibi 6zelliklerinin ayarlanabilmesi saglanabilmektedir.
Diger taraftan, seliilozu tireten bakteri kaynaginin yapisinda degisiklikler yapilarak da verimin
artmasi saglanabilmektedir (Gama et al., 2013; Vandamme et al., 1998; Yamanaka et al.,
2000; Watanabe et al., 1998; Bungay ve Serafica, 2000; Hungund ve Gupta, 2010).

Bu c¢alismada, katma degeri yiiksek alanlardaki kullanabilme imkanindan dolay1
bakteriyel seliilozun hammadde olarak {iretilmesi ve bazi o6zelliklerinin incelenmesi
amagclanmaktadir. Uretim sonunda taramali elektron mikroskobu ile morfolojisi
incelenecektir. Ayrica, FTIR, TGA, XRD analizleri yapilarak elde edilen sonuglar
mikrokristalin seliilloz (MCC) ile kiyaslanacaktir. Diger taraftan, bakteriyel seliilozun su
iligkileri ve verimi de incelenecektir. Elde edilen ve tanimlanan bakteriyel seliiloz bundan
sonra ¢esitli modifikasyonlara tabi tutulabilir.

Materyal ve Yontem

Materyal
Deney materyali olarak ATCC’den temin edilen Gluconacetobacter hansenii (Gossele
et al.) Yamada et al. (ATCC" 23769™) kullanilmustir (Sekil 1).

Sekil 1. ATCC’den temin edilen Gluconacetobacter hansenii (Gossele et al.) Yamada et al.
(ATCC® 23769™) kiiltiirii



Kargilagtirma i¢in kullanilan MCC, Sigma-Aldrich Co’dan temin edilmistir ve pargacik
boyutlart 26 — 96 pm (ortalama 50 pm) arasinda degismektedir

Yontem

Canlandirma Islemi ve Stok Kiiltiirii Hazirlanmasi (SK)

Liyofilizasyon islemine tabi tutulmus oOrnek olarak olarak gelen numuneden SK
hazirlanmasi i¢in 50 ml Hestrin ve Schramm (HS) ortami hazirlanmistir. HS igin 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,HPO,)
%0.115 (w/v) Citric Acid

Prosediir

Liyofilizasyon islemine tabi tutulmus cam tiipiin ucu, atesle 1sitilarak ve {izerine soguk
steril destile su damlatilarak c¢atlatilmis, agilan kisimdan igerisindeki pamuk bir cimbiz ile
cikarilmustir. I¢indeki bakteri 6rnegini HS igine aktarmak icin tiipiin igine 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 iglemler Laminar Hood (LH) icinde ve once otoklav uygulanarak yapilmistir
(121°C, 20 dakika). LH ve tiim kullanilan malzemeler cimbiz, eppendorf tiip, pastor pipeti vs.
steril olmasi i¢in deneyler dncesinde etanol ile temizlenerek 1 gece boyunca UV lambasi
altinda bekletilmistir.

1 hafta sonunda Sekil 2°de goriilen HS karigimi tizerinde olusan BC tabakasi steril
eldiven ile alinarak HS i¢ine sikildi. SK i¢in hazirlanan bakteri kiiltiirti, %80 Gliserin ve %20
Destile Su karisimi ile beraber karigtirilarak 0.5 ml (Gliserin+Destile Su) ve 1.0 ml Bakteri
kiiltiirti seklinde hazirlanip 1.5 ml’lik eppendorf tiipler icine aktarildi ve -80°C’de muhafaza
edildi.

Sekil 2. Bir haftalik bekleme siiresi sonrasinda canlandirma islemi sonucunda olugsan BC
tabakasi ve stok kiiltiirii

Calismada Kullanilan Bakteriyel Seliilozun Uretimi

100 ml olmak {tizere iki tekrarli HS hazirlandi. Hazirlanan HS 250 ml’lik
erlenmayer’lere konularak igerisine daha 6nce hazirlanan (SK)’den birer adet ilave edildi ve
27°C, % 65 Bagil Nem’de beklemeye alindi. Bu karisim 14 giin bekletildi ve daha sonra
icerisinden yiizeyde olusan BC — tabakasi alinarak 1 saat kaynatildi ve %2°lik NaOH ile 80°C
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derecedeki su banyosunda 2 saat bekletildi. Daha sonra, akan suyun altinda 1 gece durulandi
ve destile su ile tekrar durulanarak pH 7’ye sabitlendi.

BC veriminin incelenmesi

Durulanan BC — tabakasi 20 dakika egimli bir diizlemde bekletilerek fazla suyun
uzaklagmasi saglandi. Daha sonra tartilan numuneler kilitli poset i¢cine konularak -15 de
donduruldu. Dondurulan numuneler dondurularak kurutuldu ve daha sonra SEM, TGA, XRD
ve FTIR analizlerine tabi tutuldu (Sekil 3).

SEM Analizi

Dondurularak kurutulan deney parcalari vakum ortaminda altinla kaplanarak SEM
analizine tabi tutulmustur. SEM analizi i¢in 2000 V - 4000 V arasi gii¢c ve (BSED detektor Z
Cont. yiiksek vakum ile) 1-2 kV arasi bir ayar diizeni uygulanarak goriintli alinmistir.

Sekil 3. Dondurularak kurutulmus olan BC numunesi.

TGA Analizi

TGA analizi i¢in, SII Model TG/DTA 7200 EXSTRA (Made in Japan) kullanilmistir.
Dondurularak kurutulan bakteriyel seliilozun termal 6zellikleri; 5,14 mg numune
hazirlanarak, 10°/dak ile 25 — 650°C arasinda azot ortaminda yapilarak belirlenmistir. DTG
egrisi ise MS Excel Ofis programi kullanilarak hazirlanmigtir.

XRD Analizi

XRD Analizi, PANalytical EMPYREAN (Made in Netherlands) cihazi kullanilarak
yapilmistir. X — Isini tiipiiniin bakir hedefi vardir ve tiip voltaji 40 kV’dir. Tarama hiz1 5°/dak
ve tarama aralig1 10° - 50° arasinda belirlenmistir. Kristalinite degerinin belirlenmesi i¢in
Segal tarafindan kullanilan pik yiiksekligi (Peak height) metodundan ve Curve Fitting
metodundan yararlanilmistir. BC i¢in, 26 = 10° — 25°; MCC i¢in, 26 = 10° — 30° haricindeki
lineer bolgeler hesaplama dis1 birakilmustir.

Segal Metodu:
CI =100 X % [96]

o

Burada BC ve MCC igin sirastyla, Io9 20 agisinin en yiiksek oldugu 14.08° ve 22.68°
deki pik degerini ve Ion.cr ise 20°nin 18.84° ve 18.61° deki taban ¢izgisindeki kristal olmayan
bolgesinde meydana gelen kirinim yogunlugunun degeridir (Cheng et al., 2009; Terinte et al.,
2011).



Curve Fitting Metodu:
O =100 % "!IE“."'pE'ﬂ.i'{ oF e pedk 2 [%}

Lion—cr tior pEak & * Loy peak

Bu esitligin hesaplanmasinda ise BC ve MCC igin sirasiyla; [ . yeqi 1 birinci pik
degerinin altindaki kirinim alanmi (26 = 11.79° — 16.60°) ve (20 = 12.78° - 18.62°), I, psai 2
ise ikinci pik degerinin altindaki kirinim alaninin yogunlugunu gosteriyor (20 = 20.58° —
24.45°) ve (20 = 18.62° — 25.49°). I ..., ise kristalin olmayan bolgelerdeki kirinim
yogunlugunu alanini1 gésteriyor (Ibbett et al., 2008).

FTIR Analizi

Dondurularak kurutulup hazirlanan Bakteriyel Seliilozun FTIR analizi (4000—-800 cm™)
Shimadzu IRAffinity-1 FTIR (Made in Japan) kullanilarak 4 cm™ ¢6ziiniirliikte ve numune
basina 32 tarama ile yapilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Rutubet Degerleri ve Verime Ait Sonuclar

Deneyler sonucunda 2 adet numuneye iliskin yas agirlik (20 dk 45° egimli bir diizlemde
bekletildikten sonra) sirastyla 7,44 g ve 9,26 g olmustur. Tam kuru (freeze dried) agiliklari ise
sirastyla 0,081 ve 0,084 g olarak belirlenerek BC verimi sirasiyla 0.81 ve 0.84 g/l olarak
hesaplanmistir (Cizelge 1). Verim i¢in asagidaki Tablo 1°deki degerlerle karsilastirma
yapildiginda biiyiik degisim oldugu gézlemlenmektedir. Bunun nedeni bakteri kiiltiirtiniin tiiri
ve canlilik durumu olarak soylenebilir.

Cizelge 1. BC ve farkli karbon kaynaklarina iligkin verim degerleri

inkiibasyon Ortami (Medyum) Uretim Metodu  Verim (g/I) Siire Kaynak
(giin)
HS Statik 2.1 13 (Castro et al., 2011)
Ananas Kabugu Statik 2.8 13 (Castro et al., 2011)
HS Statik 8.3 7 (Keshk, 2014)
HS+(%0.5) Vitamin C Statik 15.6 7 (Keshk, 2014)
HS Statik 2.5 4 (Fabio et al., 2013)

SEM Analizine Ait Bulgular
SEM sonuglar1 Sekil 4’da gosterilmistir.




Sekil 4. a) BC’un x 5000 biiytitmedeki goriintiisii, b) BC’un x 15000 biiytitmedeki goriintiisii,
¢) BC’un x 30000 biiytitmedeki goriintiisii ve seliiloz zinciri ¢aplari, d) BC’un x 30000
biiylitmedeki goriintiisii

Elde edilen SEM sonuglarina gére standart BC elde edilmis ve seliiloz zinciri ¢aplarinin
20 nm — 75 nm arasinda oldugu belirlenmistir. Farkli literatiirdeki SEM goriintiileri ile
karsilastirma yapildiginda benzer yapida olduklari sdylenebilir (Sekil 5) (Castro et al., 2011).
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Sekil 6. TGA analizi grafigi



Cizelge 2. TGA degerlerine iliskin sicaklik degerleri

Toro Toso DTG pax Kiitle Kaybi
69 O 69 (%)
BC 95.9 337 3443 88,9
MCC 89.1 350 356.9 95,9

Seliilozun degradasyon pik degeri 330°C — 370°C olarak bilinmektedir. Termal analiz
sonuclarina gére BC ve MCC i¢in, DTGy pik degerleri sirasiyla 344,3°C ve 356.9 °C olarak
belirlenmistir ve seliilozun literatiir degerleri ile uyum gostermektedir (Sekil 6) (Halib et al.,
2012). To,10 degeri ise sirastyla 95.9 °C ve 89.1 °C olarak belirlenen deney materyalinin T%50
degerleri de 337°C ve 350 °C olarak 6l¢tilmiistiir. Kiitle kaybi ise sirasiyla, %88.9 ve %95.9
olarak bulunmustur (Cizelge 2). Bu sonuglara gére, BC’nin termal kararliliginin saf MCC’ye
gore daha erken sicakliklarda degrade oldugu buna karsin daha az kiitle kaybina ugradigi
belirlenmistir.

FTIR Analizine Iliskin Bulgular

FTIR analizi hidrojen baglarinin kuvvetini ve bu bag ile baglanmis kisimlarin
incelenmesi i¢in 6nemlidir. FTIR analizine iligkin grafik Sekil 7°de verilmistir. Analiz
sonucunda elde edilen degerler, saf seliilozun pik degerleri ile karsilastirilmistir. Bu degerler;
3000 cm™, 3350 cm™ ve 3400 cm™ - 3500 cm™ arast O-H bagini, 2880 cm™, 2800 cm™ - 2900
cm™ arast C-H bagini, 1100 cm™ - 1160 cm™ C-O-C bagmni, 1035 cm™ - 1060 cm™ arasi C-O
bagmni, 1300 cm™ C-H bagini ve 1400 cm™ CH, bagimi gostermektedir (Fabio et al., 2013;
Halib et al., 2012).

Diger bir ¢alismada pik degerleri sirasiyla, 1375 ecm™ (C-H bagim), 1335 cm™' (O-H
bagmni), 1315 cm™' (CH, bagini), 1277 em™' (C-H bagini) ve 1225 em™' (O-H bagini) yapi
icerisinde bulunan kristalin bolgelere isaret etmektedir (Castro et al., 2012).

Calismada kullanilan bakteri kiiltiirtinden elde edilen seliillozun pik degerleri sirasiyla,
3346 cm™', 2895 cm™', 1417 em, 1311 em™, 1161 ecm™', 1056 cm™', 1033 cm ' olarak
bulunmustur ve saf seliiloza olan uygunlugu kanitlanmistir. Ayn1 ¢alismada, MCC ile elde
edilen pik degerleri sirasiyla, 3336 cm ', 2895 cm ™', 1417 cm ™!, 1313 em ™', 1161 ¢cm™', 1053
cm ' ve 1029 cm™' olarak bulunmustur.

Bu sonuglara gore, iiretilen BC saf MCC FTIR degerleri ile uyum iginde oldugu
belirlenmistir.
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Sekil 7. BC’ye ait FTIR analiz grafigi



XRD Analizine Iliskin Bulgular
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Sekil 8. BC’ye ait XRD analiz grafigi (*Segal metodu, ** Curve Fitting metodu)

Analizler sonucunda, iki ana pik degeri belirlenmistir. Bu pik degerleri BC ve MCC igin
sirastyla; 14.29°, 22.5° ve 14.93°, 22.68° olarak bulunmustur. Kristalinitesi ise BC ve MCC
icin sirastyla; Segal metodunda % 71 ve % 76, Curve fitting metodunda ise % 66 ve % 80
degerini vermistir (Sekil 8). Bulunan degerler Cizelge 3°deki degerler ile karsilastirildiginda
birbirine yakin oldugu gortilmiistiir.

Cizelge 3. Seliiloza ait kristalinite degerleri

Test Ornegi Kristalinite (%) Kaynak
Pamuk 78 (Terinte et al., 2011)
BC 82 (Keshk, 2014)
BC 75 (Grande et al., 2009)
MCC 77 (Keshk, 2014)
Oneriler

Deneyler sonucunda degerlendirilen numunelerin yas agirliklart 7,44 g 9,26 g olarak
belirlendi. Tam kuru agiliklar1 (dondurularak kurutulmus) ise 0,081 g ve 0,084 g olarak
Ol¢tlmiistiir. Verim ise sirasiyla 0,81 g/l ve 0,84 g/1 olarak bulunmustur. Su tutma kapasitesi
ise % 9085 ve % 10923 olarak belirlenmigstir. Diger bir ifadeyle, tam kuru agirliklarinin 91 —
109 kat1 kadar su tutabilmektedir. SEM analizi sonuglarina gore fibril ¢aplar1 ortalama 20 nm
— 75 nm olarak 6l¢tilmistiir. Bu degerler nanoseliiloz eldesi bakimindan uygun bulunmustur.
Bakteriyel seliilozun; FTIR, XRD, TGA analizi sonucunda MCC ile uyumlu oldugu
gozlemlenmistir. Elde edilen seliiloz bu 6zellikleri sayesinde; gida, kozmetik, ilag, kagit ve
kompozit yapiminda hammadde ve dolgu maddesi olarak kullanilabilir.

Semboller

BC : Bakteriyel Seliiloz

MCC : Mikrokristalin Seliiloz

HS : Hestrin-Schramm

SK : Stok Kiiltiir

SEM : Scanning Electron Microscopy
FTIR : Fourier Transform Infrared Spectroscopy
XRD : X-ray Diffraction

TGA : Thermogravimetric Analysis
nm : Nanometre

mg : Miligram
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