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OZET

Doktora Tezi

Xanthomonas campestris KULLANILARAK PIRINC KEPEGINDEN KSANTAN GAM
URETIMI

Ahmet Siikrii DEMIRCI

Namik Kemal Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Muhammet ARICI

Bu ¢alismada, endiistriyel atik maddelerin ekonomik olarak degerlendirilmesi diisiincesi ile
celtik isleme sanayiinin atik maddelerinden olan piring kepegi, enzimle hidrolize edildikten
sonra kullanilarak Xanthomonas campestris fermentasyonuyla ksantan gam iiretilmesi, ayni
zamanda kiiciik ve orta Olgekli isletmelerde piring kepeginin degerlendirilerek c¢evre

kirlenmesinin 6nlenmesi ve bu isletmelere bir katma deger saglanmasi amag¢lanmistir.

Arastirma kapsaminda; yag1 alinmis piring kepegi farkli sicaklik (25, 30, 35 ve 40 °C) ve pH
(4,5; 5,0 ve 5,5) degerlerinde farkli enzimlerle (a-amilaz, glukoamilaz, seliilaz ve ksilanaz)
hidrolize edilmis ve en yiiksek % 41,66 oraninda seker oranina ulasilmistir. Substrat olarak
hidrolize edilmis piring kepegi kullanilarak; Xanthomonas campestris NRRL B-1459 ile
lahanalardan izole edilen X. campestris pv. campestris ve X. axonopodis pv. vesicotaria
bakterileri ile ksantan gam tiretimi gerceklestirilmis ve en yiiksek ortalama verimler sirasiyla
21,87, 17,10, 5,60 g/L olarak belirlenmistir. Elde edilen gamlarin tampon ¢ozeltilerde farkli
sicaklik (20-100 °C) ve pH (3,5; 5,5; 7,0) degerinde viskozite degerleri incelenmis ve en
yiiksek viskozite degeri %1 gam ilavesiyle 20°C ve 5,5 pH’da ticari gamlarda 470 mPas, X.
campestris NRRL B-1459 i¢in 131 mPas ve X. campestris pv. campestris i¢in 139 mPas
olarak belirlenmistir. Ticari ve piring kepeginden iiretilen gamlar kullanilarak yapilan

mayonezlerin viskozite dl¢iimlerinde en yiiksek degerler % 1 oraninda gam ilave edilmis



mayonezlerde ticari gam icin 4640, X. campestris NRRL B-1459 i¢in 3020 ve X. campestris

pv. campestris i¢in 3120 mPas olarak belirlenmistir.
Genel olarak, piring kepeginin substrat olarak kullanilmasiyla yiiksek verimde ksantan gam
iretimi gerceklestirilmistir. Laboratuar sartlarinda iiretilen ksantan gamin farkli sartlarda

sagladig1 viskozite degerleri ticari ksantan gama kiyasla zayif bulunmakla birlikte, substratin

biraz desteklenmesi ve elde edilen gamin saflastirilmasiyla ticarilesme potansiyeli bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: Pirin¢g Kepegi, Enzimatik hidroliz, Viskozite, Mayonez, Ksantan gam,

Xanthomonas campestris

Y1l 2010, 75 sayfa
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ABSTRACT

XANTHAN GUM PRODUCTION BY Xanthomonas campestris FERMENTATION FROM
RICE BRAN

Ph.D. Thesis

Ahmet Siikrii DEMIRCI

Namik Kemal University
Natural and Applied Sciences Institute
Department of Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Muhammet ARICI

The main idea of this research is the evaluation of the industrial waste products economically.
In this research we aimed to use rice bran, the main waste product of paddy processing, in the
xanthan gum production by Xanthomonas campestris fermentation. Also it is aimed to prevent
environmental pollution and to provide additional profit in small and medium scale plants by

appreciating rice bran.

In this study, rice bran was hydrolized with different enzymes (a-amylase, glucoamylase,
cellulase ve xylanase) at various pH (4,5; 5.,0 ve 5,5) and temperatures (25, 30, 35 ve 40 °C).
The highest sugar content was reached with 41,66%. Xanthan gum was produced by X.
campestris NRRL B-1459, X. campestris pv. campestris and X. axonopodis pv. vesicotaria,
using hydrolized rice bran as carbon source and the best ones in term of productivity were
21.87, 17.10 and 5.60 g/L respectively. Viscosity measurements for the obtained xanthan
gums and commercial gum were carried out in gum solutions at various pH (3,5; 5,5; 7,0)
and temperatures (20-100 °C). The highest viscosity was reached in 1% gum solutions at
20°C, 5.5 pH for all gums and values are 470, 131 and 138 mPas respectively. The gums were

used making mayonnaise and measured their viscosity. The results for obtained from X.

iii



campestris NRRL B-1459 and X. campestris pv. campestris are 3020 and 3120 mPas

respectively. Using commercial gum in mayonnaise gave the highest viscosity (4640 mPas).

Generally, the use of rice bran as a substrate resulted in higher xanthan yield. Although
obtained at laboratory conditions xanthan gum presented lower viscosity than commercial
xanthan, if substrate is supported and purificated, the use of rice bran for xanthan gum

production has the potential to be effective commercial substrate.

Keywords: Rice bran, Enzymatic hydrolysis, Viscosity, Mayonnaise, Xanthan gum,

Xanthomonas campestris

Year 2010, 75 page
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1. GIRIS

Gida endiistrisinde gamlar; jellestirici, kivam artirici, stabilize edici ve siispansiyon
olusturucu ajanlar olarak genis bir sekilde kullanilmaktadir. Bu yaygin kullanimin 6nemli
nedenleri arasinda; gamlarin kaliteyi iyilestirmeleri ve gelistirilen yeni teknolojilerin
kullanilmasimma ve bu teknolojilerdeki {iiretim islem ekipmanlarinin uygulanmasina izin
vermeleri gibi fonksiyonlar1 sayilabilmektedir. Biitiin bu kullanimlarda gamlarin fiziksel
ozellikleri esas alinmaktadir. Gamlarin en 6nemli Ozellikleri arasinda, sulu g¢ozeltileri ve
siispansiyonlart jellestirme ve/veya kivam artirma kapasiteleri veya daha agik bir ifade ile
suyu kontrol edebilmeleri yer almaktadir. Gidanin dokusunu ve benzer 6zelliklerini etkileyen
hidrofilik karakterleri nedeniyle gamlar, gida sanayiinde degisik alanlarda kullanilmaktadirlar

(Zorba 2001).

Gamlarin Ozellikleri onlarin kimyasal igerikleri, molekiiler yapilar1 ve baglari, ortalama
molekiiler agirlik ve dagilimlarn tarafindan belirlenir. Birgok mikroorganizma ile iiretilen
polimerin verimi ve kinetigi, molekiiler agirligi, hem de onlarin saf yapilari, gelisme
kosullarindaki degisiklikler tarafindan etkilenebilir. Polimer sentezini etkileyen 6nemli ortam
degisiklikleri anlasilip kontrol edilerek, ekonomik bir yontemin planlanmasinda avantaj
olarak kullanilabilir. Pek ¢ok ekzopolisakkaritin temel karbonhidrat yapisi, gelisme kosullar
ile degismez, fakat temel karbonhidrat yapisina bagh gruplarin icerigi, 6rnegin agil ya da ketal
hareketler oldukca degisiklik gosterebilir. Agil ya da ketal gruplar gibi alt gruplardaki
degisiklikler polimerin 6zellikleri lizerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilir ve bundan dolay1
cesitli uygulamalarda etkili olabilir. Polimer performansini belirlemede ¢cok énemli olan diger
faktor polimerin molekiil agirligidir. Molekiil agirligi gelisme kosullart ile degisebilir
(Papagianni ve ark. 2001). Bugiin i¢in ticari ilgiye sahip olan mikrobiyal polisakkaritlerden

birkaci glukan, dekstran, pullulan, skleroglukan, aljinat ve ksantandir.

Bakteriyel heteropolisakkarit olan ksantan gamuin suda ¢Oziinebilmesi;  diisiik
konsantrasyonlarda yiiksek viskozite gdstermesi, pseudoplastik (non-Newtonian) akig
Ozelligine sahip olmasi; viskozitesinin sicaklik, asit ve alkalilere ve tuz etkisine farkedilebilir
sekilde kararli olmasi; polianyonik kolloid olmasina karsin katyonik bilesenlerin

notrallestirici etkisine duyarsiz olmasi; emiilsiyon ve siispansiyonlarin akigini diizenleyici,



kivam verici ve kararlilik kazandirici olmasi; metal iyonlartyla jel yapili kompleks
olusturmasi; farkli tuzlarla dispers sistemlerde birlikte kullanilabilmesi; koruyucu baglayici
ozellikleri, dokiilebilme ve pompalama kolayliklar1 saglamasi ve sagliga zararsiz olmasindan

dolay1 endiistride oldukca yaygin kullanim alanlarina sahip tek polisakkarittir (Kurt 1987).

Ksantan gam, biyoteknolojik olarak iiretilen polisakkaritlerin ilki olarak bilinmektedir.
Xanthomonas campestris NRRL B-1459 tarafindan {iretilen ksantan gamin, diger dogal
gamlar ile kiyaslanacak diizeyde benzer ve dnemli 6zellige sahip oldugu ortaya ¢ikarilmigtir.
Ksantan gamin, ilk tiretimi 1960’11 yillarda ABD’de baglamis olup, bugiin Japonya ve Avrupa
iilkelerinde bir¢ok iireticisi vardir (Zorba 2001). Ksantan gam endiistriyel maksatlar i¢in
1963°ten beri, Kelco (Merck) firmasinca da 1969°dan beri gida kalitesinde iiretilmektedir.
FDA (Food and Drug Administration) tarafindan 1969 yilinda ksantan gamin gidalarda
kullanilmasina izin verilmistir. Almanya’da ise 1981°den bu yana gida katki maddesi olarak
kullanilmasina izin verilmistir. En biiylik iretici firmalar; Kelco (USA), Pfizer (USA) ve
Phone Poulenc’dir (Fransa). Ksantan gam 1985’den beri Fransiz Mero-Roussebat Satra
firmas1 tarafindan gida kalitesinde iretilmektedir (Belitz ve Grosch 1992). Ksantan gam

endiistriyel olarak Xanthomonas campestris kullanilarak iiretilmektedir (Garcia-Ochoa ve ark.

2000).

Xanthomonas campestris 0,4-0,7 x 0,7-1,8 um kisa ¢ubuk seklinde ve tekli hiicreler halinde
hareketli, Gram negatif, optimum gelisme sicakligi 25-30°C olan, katalaz pozitif, sar1 pigment

olusturan bir bakteridir (Holt ve ark. 1994).

Gilinlimiize kadar ABD’de ksantan gamin uygulamalar1 ve iiretimi iizerinde tek basina
1600°den daha fazla patent bulunmaktadir. Bununla birlikte diger bitki orjinli polisakkaritler;
Oornegin aljinat, seliiloz, nisasta arabik gam ve guar gam ya da bakteriyel orijinli 6rnegin
aljinat, pullulan, jelan ve asetan, ksantan ile yarigsmaktadir. Ksantan gamin gidalarda kullanimi
1969°da Amerikan Gida ve ilag Idaresi yonetimi tarafindan onaylannmis ve 1980 yilinda
Avrupa Birligi’'nden E-415 kodu ile onay almistir. Diinyada, her yil 10.000-20.000 ton

ksantan gam ticari olarak tiretilmektedir (Becker ve ark. 1998).



Diger bakteriyel ekzopolisakkaritler gibi, ksantan gam da bitki orijinli polisakkaritlere 1yi bir
alternatiftir. Bununla birlikte bakteriyel polisakkarit iiretimleri, en dnemli bitki polisakkaritleri
(0rnegin; bitki orijinli alginat ve nisasta) ile karsilastirildiginda nispeten pahalidir. Ksantan
gamin bir avantaji bu bakteriyel iiriiniin niteliginin spesifik {liretici suslar1 ve fermentasyon
kosullar1 kullanilarak saglanabilmesidir. Ksantan gamin ticari basaris1 sadece reolojik
ozellikleri lizerine degil ayn1 zamanda ekonomik faktorler {izerine de temel alinmalidir.
Xanthomonas campestris pv. campestris ile gam tiretiminde farkli substratlarin kullanilabilme
imkani bulunmaktadir. Substratin doniisiim orami yiiksektir ve ksantan gamin son iiriine

doniisiimii ve geri kazanimi kolaydir ve bu nedenle de olduk¢a ucuzdur (Becker ve ark. 1998).

Gida, ilag ve atiklarin islenmesi gibi temeli biyoteknoloji olan endiistriler, diinyanin 6nde
gelen sorunlarindan yetersiz beslenme, saglik, cevre kirlenmesi ile yakindan iliskilidir.
Biyoteknoloji diinyadaki yenebilir kaynaklarin en iyi sekilde kullanilmasi igin esastir.
Endiistride ve oOzellikle biyoteknolojide hizla gelisen yontemler bazi sanayi iirlinlerinin

teknolojik olarak tiretimine imkan saglamaktadir.

Ksantan gamin endiistriyel tiretimi, kullanilan hammaddeler dolayisiyla olduk¢a pahaliya mal
olmaktadir. Gerek ksantan gam, gerekse biyo-islemle firetilen diger bazi maddelerin
tiretiminde ucuz hammadde temini 6nemli bir husustur. Bu maksatla tarimsal sanayii
atiklarinin degerlendirilmesi sik¢a bagvurulan bir metottur. Ksantan gam iiretiminde substrat
olarak tarimsal sanayii atiklarinin da kullanilabilecegi cesitli arastirmalarda ortaya konmustur.
Piring kepeginin etil alkol ve laktik asit gibi baz1 biyo-iiriinlerin iiretiminde substrat olarak
kullanildig: bilinmektedir. Kimyasal bilesimi itibariyle piring kepegi ksantan gam liretiminde

de kullanilabilecek tarimsal sanayi atiklarindan biridir.

Piring kepegi, ¢eltigin pirince islenmesi sirasinda elde edilen bir yan {iriin olup yiiksek oranda
yag yaninda protein, ham lif, ¢esitli vitamin ve minerallerce de son derece zengindir. Yiiksek
besin degerine ragmen, gida amagli kullanimi son derece smirli olup iilkemizde sadece
hayvan beslemede kullanilmaktadir veya dogaya atilarak énemli bir ¢evre sorununa sebep

olmaktadir (Daglioglu ve ark. 1998).

Diinyada iiretilen yaklasik 500 milyon ton ham g¢eltikten 35 milyon ton civarinda kepek

tiretilmektedir. Bu yaklasik 6 milyon ton yag, 5 milyon ton protein icermektedir. Baz1 kiigiik



istisnalar disinda piring kepeginden tam anlamiyla faydalanilamamaktadir. Celtik kepeginde
%?3-8 arasinda glukoz, fruktoz ve sakkaroz bulunmaktadir. Yagdan yararlanilamamasinin

sebebi, cok ¢abuk enzimatik bozulmaya sebep olmasindandir (Stirek 2002).

Yag1 alinmis piring kepeginin bilesiminde nisasta ve dekstrin (%46,7), seliiloz ve hemiseliiloz
(%11,3), protein (%18,4), yag (%1,4), kiil (%10,4) ve diger maddeler (%11,8) bulunmaktadir
(Tanaka ve ark. 2006). Celtigin pirince islenmesi sonucunda %8-14 kepek agiga ¢cikmaktadir
(Poyraz ve ark. 1993). Diinyadaki celtik iiretimi 2008 yilinda yaklasik 662 milyon ton olup,
en biiyiik tireticiler arasinda Cin, Hindistan, Japonya, Banglades, Vietnam ve Tayland gibi
iilkeler gelmektedir. Ulkemizde ise 2008 yili itibari ile geltik {iretimi 700 bin ton olup
(Anonim 2009) bundan elde edilen tahmini kepek miktar1 ise (ortalama %10) 70 bin ton
olarak tahmin edilmektedir. Yag1 alinmis kepek yiiksek miktarda nisasta ve seliilozik materyal
icermektedir. Enzimatik olarak bu polisakkaritlerin hidrolizi (sakkarifikasyonu) sonucunda
ksantan gam lretiminde X. campestris i¢in 6nemli bir karbon kaynagi haline gelmektedir.
Daha onceki arastiricilar bu yolla elde edilen materyalin laktik asit ve etanol iiretiminde
degerlendirilebilecegini belirtmislerdir (Moldes ve ark. 2000, Stenberg ve ark. 2000,
Nakamura ve ark. 2002, Taniguchi ve ark. 2005).

Tarimsal sanayi atiklarinin ekonomik olarak degerlendirilmesi diisiincesi ile celtik isleme
sanayiinin atik maddelerinden olan piring kepeginden Xanthomonas campestris kullanilarak
fermentasyon yolu ile ksantan gam {iretilmesi, ayn1 zamanda kiicik ve orta oOlgekli
isletmelerde piring kepeginin degerlendirilerek ¢evre kirlenmesinin Onlenmesi ve bu
isletmelere bir katma deger saglamasi acisindan da onem tagimaktadir. Arastirmada sadece
kiiltiir koleksiyonlarindan alinan bakteri susu degil, ayn1 zamanda dogal izolat, yerel sus X.

campestris susunun da kullanilmis olmasi aragtirmanin 6nemini arttirmaktadir.

Bu c¢alismada endiistriyel atik maddelerin ekonomik olarak degerlendirilmesi diisiiniilerek
celtik isleme sanayiinin atik maddelerinden olan piring kepeginden Xanthomonas campestris
kullanilarak fermentasyon yolu ile ekonomik degeri olan ksantan gam {iretilmesi
amaclanmigitir. Ayni zamanda ve gidalarda kullanim imkanlarinin belirlenmesi, kiigiik ve orta
Olcekli isletmelerde piring kepeginin degerlendirilerek cevre kirlenmesinin dnlenmesi ve bu

isletmelere bir katma deger saglanmasi amaglanmaistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Ksantan Gamin Kimyasal Yapisi

Ksantan gam seluloz tiirevi olarak tanimlanabilir. Ana zinciri 1,4-B-glukopiranoz
kalintisindan olugsmustur. Ortalama olarak her iki glukoz kalintis1 3. karbon atomunda yan
zincir olarak B- D-Manp- (1=4)- B- D-GlcpA(1=2)- a-D-Manp yapisinda bir trisakkarid
ihtiva eder. Ana zincire bagh olarak bulunan mannoz 6. karbon atomunda bagli olup, yaklasik
%350 mannoz kalintis1 piriivat ile 4,6- o (1-Carboxyethyliden)-D-mannosepyranose ketalize
halde bulunur. Molekiiler agirligi >10° Da’dir. Ksantan gam suda iyi ¢oziiniir. Yiiksek viskoz
cozeltileri psddoplastik 6zellik gosterir. Cozeltileri, emiilsiyonlar: ve jelleri yliksek bir donma
— ¢Oziinme stabilitesine sahiptir. Ayrica ticari ksantan gam, sarimsi toz halinde olup soguk ve
sicak suda ¢oziinlirken, siilfirik, nitrik ve asetik asitlerin %8’lik, hidroklorik asidin %10’luk,
fosforik asidin ise %25’lik cozeltilerinde kolaylikla ¢dziinebilen ksantan gamin ¢ozeltileri,
sicaklik yiikselmedigi siirece aylarca dayanikliligini siirdiirebilmektedir (Zorba 2001). Gam
safken renksizdir. Bakteri sar1 pigment de iiretir, fakat bunu organik solventlerle gidermek

miimkiindiir (Anonim 2007). Ksantan gamin kimyasal yapis1 Sekil 2.1’de verilmistir.
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Sekil 2.1. Ksantanin kimyasal yapisi.

Ksantan gam primer yapida bir heteropolisakkarit olup, 2,8:2,0:2,0 molar oraninda 2 glukoz,

2 mannoz ve 1 glukuronik asitten olusan ve tekrarlanan pentasakkarit yapisi igerir. Bu



polimerin ana zincirini 1 ve 4 pozisyonunda baglanan B-D-glukoz yapisi olusturur. Bu ana
zincirin kimyasal yapist selulozla 6zdestir. Trisakkarit kenar zincirleri, ana zincirdeki diger
glukoz artiklarinin O-3 pozisyonunda baglanan 2 D-mannoz yapist arasindaki D-glukoronik
asiti igerir. Yaklasik olarak terminal D-mannozun 1,5 kati, bilinmeyen dagitim ile 4-6
pozisyonunda keto grupla baglanan pilirivik asit ati1 icerir. D-mannoz, O-6 pozisyonunda
asetil grup igeren ana zincire baglanir. Asetik ve piirivik asit varligi bir anyonik polisakkarit
tirii tretir. Cizelge 2.1 Xanthomonas cinsine ait bazi bakteriler tarafindan liretilen cesitli

polisakkaritlerin ortalama bilesimlerini gostermektedir (Kennedy ve Bradshaw 1984).

Cizelge 2.1. Xanthomonas tiirleri tarafindan iiretilen polisakkaritlerin ortalama bilesimi (%).

Tiirler D-Glukoz D-Mannoz D-Glukuronik asit Piruvat Asetat
X. campestris 30,1 27,3 14,9 7,1 6,5
X. fragaria 1822 24,6 26,1 14,0 4,9 5,5
X. gummisudans 2182 34,8 30,7 16,5 4.7 10,0
X. juglandis 411 33,2 30,2 16,8 6,9 6,4
X. phaseoli 1128 30,9 28,6 15,3 1,8 6,4
X. vasculorum 702 34,9 30,2 17,9 6.6 6,3

Trisakkarit dallanmasi, polimer omurgasi ile yakin olarak siraya dizilmis sekilde
goziikmektedir. Sonlanan kati zincir tekli, ikili veya {iglii helezon olabilmektedir (Morris
1997, Milas ve Rinaudo 1979). Bu zincir kompleks bir yapr olusturmak ic¢in diger
polimerlerle etkilesim gosterir. Molekiil agirligi 2x10° - 20x10° Da arasinda degismektedir.
Bu molekiiler agirlik dagilimi, zincirler, olusan cesitli bireysel zincir toplami arasindaki
iliskiye baglidir. Uretimde kullanilan fermentasyon kosullarinin degiskenligi, ksantan gamin
molekiiler agirhigini etkileyen en dnemli faktordiir. Ksantan gam c¢ozeltileri, orta dereceli
sicakliklarda yiiksek viskoz egiliminde ¢oziinmesiyle elde edilir. Coziinme sicakligi,
molekiiler yapinin kontrolii ve diizenli yapilarin olusmasi ile viskoziteye énemli Olclide etki
eder. Ksantan gam molekiilii, ¢6ziinme sicakligina bagli olarak, helezon ve rastgele sarim
olmak iizere 2 yapida bulunur (Morris 1997, Horton ve ark. 1985, Garcia-Ochoa ve Casas
1994). Ksantan gam ¢ozeltisinin 6nemli bir 6zelligi, bitki galaktomannozlar (ke¢iboynuzu
gami ve guar gam) ile olan etkilesimleridir. Bu galaktomannozlardan birinin oda sicakliginda
ksantan gam ¢ozeltisine ilavesi, viskozitede sinerjik bir artisa sebep olmaktadir (Kovacs 1973,
Tako ve ark. 1984, Dea ve ark. 1986, Kang ve Pettit 1993, Maier ve ark. 1993, Casas ve
Garcia-Ochoa 1999).



Ksantan gami diger gamlardan ayiran en onemli Ozelligi, sicaklifa ve pH’ya olan
dayanikliliginin 6nemli Slgiide yiliksek olmasidir. Bu dayaniklilik, ksantan gami enzimler,
asitler, bazlar, yiiksek sicakliklar, dondurma ve c¢oziindiirmede ve uzun siireli karistirma

sonucunda olusabilecek bozunmaya karsi dayanikli kilmaktadir (Zorba 2001).

2.2. Ksantan Gamin Kullanim Alanlari

Ksantan gamin gida ve farmasdtik uygulamalar icin toksikolojik ve giivenlik 6zellikleri genis
Olgiide arastirllmigtir. Ksantan gam toksik ozellikte degildir ve gelismeyi inhibe etmez.
Alerjik bir 6zelligi yoktur ve deri veya goz tahrislerine ve kasinmalarina sebep olmaz. Buna
dayanarak ksantan gamin FDA tarafindan spesifik bir limit miktar1 olmaksizin gida katki
maddesi olarak kullanimi kabul edilmistir (Kennedy ve Bradshaw 1984). Avrupa Birligi 1980

yilinda ksantan gami gida emiilsifier/stabilizor olarak E-415 kodu ile kabul etmistir.

Ksantan gamin endiistriyel uygulamalarinin ¢ogu, diisiik polisakkarit konsantrasyonlarinda,
yiiksek viskozitede pseudoplastik solusyonlar elde edebilmek i¢in, ksantan gamin soguk ya da

sicak suda ¢ozlinebilme yetenegi iizerine temel alinmistir (Schroter ve ark. 2001).

Ticari olarak {iretilen baslica mikrobiyal polisakkarit olan ksantan gamin ¢esitli endiistriyel
tiretimlerde uygulama alan1 bulmasinin sebebi, diisiik konsantrasyonlarda (% 0,05 -1), genis
pH araliginda ve sicaklik stabilitesinde viskoz g¢ozeltiler olusturan reolojik 6zelliklerinden
kaynaklanmaktadir. Bu reolojik 6zellikler ksantan gamin dallanma gosteren yapisi ve yiiksek

molekiiler agirligindan kaynaklanmaktadir (Rottova ve ark. 2009).

Ksantan gam bu o6zelliklerinden dolay1 yag, farmasotik, kozmetik, kagit, boya ve tekstil
endiistrilerinde genis bir uygulama alan1 bulmustur. Bu uygulamalarda ksantan gam baslica,
viskozite kontrolii i¢in ya da bir flokullant olarak, jellestirici ve siispanse edici ajan olarak
kullanilmaktadir. Ksantan gam ayrica gida endiistrisinde de kullanilmaktadir. Ksantan gam
esasen bir stabilize edici, kalinlagtiric1, jellestirici ve emiilsifiye edici ajan olarak
eklenmektedir. Ayn1 zamanda buz kristali olusumunu 6nlemek i¢in ve bir yapiskan olarak da

kullanilmaktadir (Becker ve ark. 1998). Ksantan gam iceceklerde hem siispansiyon stabilitesi,



hem de eterik yaglarin emiilsiyon stabilitesi i¢in uygundur. Yiiksek termik stabilitesinden
dolay1 konserveler i¢in kullanilabilen bir stabilizatordiir. Nisasta jellerinde ksantan gam
ilavesi donma — c¢oziinme stabilitesini yiikseltmede ©nemlidir. Instant pudingler igin
keciboynuzu ¢ekirdegi unu, tetra natriumpyrophosphat ve siit jeli olusturmada ksantan gam
kullanilabilir. Psodoplastik o6zellikleri salata soslari igin ilging olabilir (Belitz ve Grosch
1992). Sos, surup, ¢ikolata, dondurma, instant gidalar, i¢ecekler, pasta, krema ve sekerler gibi
bir¢cok gida formiilasyonlarinda kullanilmaktadir (Dogan ve ark. 2007). Ksantan gam ayrica
stiriilebilir peynir iiriinleri i¢in de etkili bir stabilize edici olarak bulunmustur (Abd El- Salam
ve ark. 1994). Cizelge 2.2°de ksantan gamin gida ve diger uygulamalarda yaygin kullanim
listelenmistir. Sulu c¢ozeltilerde kalinlastirici, dispersleme ajant ve emiilsiyon ve
siispansiyonlarda stabilizor oOzellikleri ile ksantan gam farmasdtik formiilasyonlarda
kozmetikte ve ziraat triinlerinde kullanilmaktadir. Tekstil baski hamurunda, seramik
camlarda, patlayic1 formiilasyonlarinda ve pas ¢ikaricilarda da kullanim alan1 mevcuttur.
Cozeltilerin yiiksek viskoziteleri, polimerlerin suda ¢oziliniir 6zellikleri ksantan gamin yag
geri kazanimi yontemlerinin gelistirilmesinde ve petrol endiistrisinde de 6énemli uygulamalar

olusturmaktadir (Garcia-Ochoa ve ark. 2000).



Cizelge 2.2. Ksantan gamin fonksiyonlar1 ve kullanim alanlari.

Endiistri Fonksiyonlar: Kullanim alanlar

Gida

Firin trtinleri Yapisma, viicuttan yag Film olusumu, viskozite,
Icecekler uzaklastirma, tekstiir reoloji, kristallenmenin
Dondurulmus tatlilar diizenleyici ve stabilizor yavaglatilmasi

Az yagl, diistik kalorili Seker ve yag ikame maddesi, Siit proteinleri ile interaksiyon
gidalar, siit ve ayran stabilizor ve emulsifier

Evcil hayvan yemleri Yaglayici Reoloji ve yapistirma
Salga, surup Stabilizasyon ve kalinlastirma Reoloji

Kisisel Bakim

Kremler ve losyonlar Kalinlastiric Viskozite, film tabakasi
Takma dis Yapistirma Yiiksek viskozlu i¢ yiizey
Dis Macunu Vizkoziteyi arttirici, yayilma  Reoloji

Sampuan Kalinlastirict Viskozite

Farmakoloji

Stispansiyonlar Vizkoziteyi arttirici, yayilma  Reoloji

Endiistri

Ziraat Stispansiyon Reoloji

Temizleme ve cilalama Diisiik pH’da stabilizasyon Viskozite

Petrol

Petrol kuyusu ag¢ilmasi Stabilizasyon, kalinlastirma  Reoloji

Kaynak: www.procell.net/xanthangum.html (Anonim 2007).

2.3. Xanthomonas campestris

Xanthomonas, Pseudomonaceae familyasina ait bir cinstir. Bu cinsteki biitiin organizmalar
bitki patojenidir. Xanthomonas suslari, lahana, kaba yonca, fasulye gibi bitkileri de kapsayan
cok genis bir bitki grubunu enfekte etmektedir (Garcia-Ochoa ve ark. 2000). X. campestris
cins igerisinde ¢cok onemli bir tiirdiir. Bu tiir; konak¢iya bagli olarak, cografik dagilima ve

diger faktorlere gore pathovers (pvs)’lara sahiptir. Xanthomonas patovarlari bazi tarimsal


http://www.procell.net/xanthangum.html

onemi olan lahana, yonca ve fasiilye gibi bitkilerin biiyiik bir boliimiinii enfekte eder. Ornek
olarak; X. campestris pv. campestris lahana ve karnabaharda kahverengi kirmiz1 lezyonlara
sebep olmaktadir. X. campestris pv. oryzae geltik yapraklarinda solgunluga sebep olarak
Hindistan, Cin, Gliney ve Kuzey Amerika’da iiriin kayiplarina yol agmaktadir. X. campestris
pv. citri Asya, Giliney ve Kuzey Amerika’da narenciyede pamukg¢uk hastaligina ve dolayisiyla

ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Tseng ve ark. 1999).

Xanthomonas hiicreleri, tekli diiz ¢ubuk seklinde, 0,4- 0,7 um genisliginde ve 0,7-1,8 um
uzunlugunda olusmaktadir (Resim 2.1). Hiicreler hareketli, Gram negatif ve 1,7-3 pm
uzunlugunda polar bir flagellaya sahiptirler. Mikroorganizma kemoorganotrofik ve zorunlu
aerobtur. Bakteri nitrojeni tasityamaz ve katalaz pozitif, oksidaz negatiftir. Koloniler genellikle
sar1, plirlizsiiz ve yapiskan yapidadir (Bradbury 1984). Xanthomonas tiirleri glukozu okside
edebilme yetenegindedir ve glukoz yikimi i¢in Entner- Doudoroff yolu yaygin olarak
kullanilan bir metabolik yoldur. Trikarboksilik asit ve glikosilat dongiilerinin her ikisi de

mevcuttur (Garcia-Ochoa ve ark. 2000).

Hiicre yapisi diger Gram negatif hiicrelerinkilerle benzerlik gosterir. Sar1 pigmentler biitiin
Xanthomonas tiirlerinde mevcut olup bu 6zellik tiir bozulmasi oldugunda kaybolabilmektedir.
Cini miirekkebiyle boyanmasi ile cogu Xanthomonas izolatlarinin genellikle olduk¢a gevsek
olarak hiicrelerle birlesmis kapsular polisakkarit kapsiillere sahip oldugu goziikmektedir. Bu
kapsiiler polisakkarit ksantan gamdir. X. campestris endiistriyel ksantan iiretiminde en yaygin
olarak kullanilan mikroorganizmadir. X. campestris standart laboratuvar ortaminda geligir ve
cesitli tlir varyasyonlart siirekli kiiltiirlerde (Silman ve Rogovin 1972) ve kesikli kiiltiirlerde
(Cadmus ve ark. 1976) elde edilmektedir. Ug farkli tiir tanimlanmustir (Cadmus ve ark. 1976
ve 1978, Jeanes ve ark. 1976, Kidby ve ark. 1977, Slodki ve Cadmus 1978). L. Tiirii (Genis):
Bu tiir yapiskan, parlak sari, 4-5 mm ¢apinda koloniler olusturur. Bu tiir en iyi ksantan gam
verimini saglar ve ksantan gamin piriivat igerigi ¢ok yiiksektir. Sm Tiir (Kiiciik): Yapiskan,
koyu sar1, 2 mm ¢apinda koloniler olusturur. Ksantan gam verimi ve hiicrelerin piriivat icerigi
“L tiiri”nden disiiktiir. Vs Tiirii (Cok Kiigiik): Yapiskan ve viskoz olmayan, solgun sari
renkli, en biiylik 1 mm ¢apinda koloniler olusur. Bunlar ksantan gam {iretmezler. Sm ve Vs
tirleri genellikle L tilirliniin  yaslanmasi1 sonucu bozulmasindan kaynaklanmaktadir.
Dejenerasyon kotii muhafaza teknikleriyle hizlanabilmektedir. Ksantan gam daima L tiirii
kullanilarak tiretilir ve tiirin iyi muhafazas1 gerekmektedir. Mikroorganizmalarin kisa ve uzun

vadeli muhafazalar1 i¢in farkli teknikler gelistirilmistir (Jeanes ve ark. 1976). Bunlar; uzun
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vadeli koruma teknigi non-propagative bir tekniktir ve bu amacla liyofilizasyon ve %10 (v/v)
gliserin solusyonunda dondurma uygulamalari kullanilir. Kisa siireli muhafaza metodlar1 bazi
mikrobiyal gelismeye izin verir. Hiicreler kompleks kat1 besiyerinde (6rnegin YM agar) yatik
agar veya petrilerde 18-20 saat 25°C*de gelistirilir (Cadmus ve ark. 1976). Daha sonra yatik
agar veya petriler 4°C’de muhafaza edilir. Kiiltiir her 14 giinde bir, kiiltiiriin bozulmasini
onlemek amaciyla yeni besiyerine aktarilmalidir (Silman ve Rogovin 1970, Cadmus ve ark.
1976, De Vuyst ve ark. 1987a,b). Kiiltiir muhafazasinin kontrolii igin YM yatik agar 25°C’de
3 giin inkiibe edilir; saglam hiicreler parlak sari, 4-5 mm ¢apinda koloniler olusturur (Garcia-

Ochoa ve ark. 2000).

Jackson ve ark. (1998), Xanthomonas campestris MB245’in ¢imlerde gelisen yabani zararl
bir bocek ve bioherbisit gibi gelistiklerini, kiiltiiriin beslenme ve cevre faktorleri hakkinda
calismalar yaptiklarin1 bildirmislerdir. Xanthomonas campestris’in  optimum gelisme
sicakliginin 27 ile 30°C oldugunu (optimum 30°C) tespit etmislerdir. Sukroz, glukoz gibi
karbon kaynagini ve c¢esitli organik nitrojen kaynaklarini optimum olarak kullanabildiklerini,

cesitli vitamin ilavesinin ortam herhangi bir etki yapmadigini belirtmislerdir.

Resim 2.1. X. campestris’in elektron mikroskobundaki goriintiisii (x 12000) (Garcia-Ochoa
ve ark. 2000).
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2.3.1. Xanthomonas campestris’in Gelisme Besiyeri

X. campestris gelisimi i¢in kullanilan biitiin besiyerleri kompleks bilesimdedirler. En yaygin
olarak Y.M. besiyeri (Jeanes ve ark. 1976) ve Y.M.’ nin yari sentetik bir bi¢cimi olan Y.M.-T
(Cadmus ve ark. 1978) kullanilmaktadir. Gelisme her iki besiyerinde de aynidir ve elde edilen
maksimum biyo-kiitle verimleri birbirine yakindir fakat Y.M.-T agarda iki azot kaynagi

mevcut oldugu i¢in, bu besiyerinde bir dioksik gelisme modeli elde edilir (Santos 1993).

2.3.2. Xanthomonas campestris’in Gelisme Sicakhgi

X. campestris 25-30°C arasinda degisen sicakliklarda kiiltiire edilmistir (Garcia-Ochoa ve ark.
2000). Farkli yazarlar (Moraine ve Rogovin 1966, Shu ve Yang 1990 ve 1991, Santos 1993)
22-35°C araliginda, sicakligin gelisime etkisini incelemisler ve 28°C’nin optimum gelisme

sicaklig1 oldugunu belirtmislerdir (Santos 1993).

2.4. Ksantan Gamin Endiistriyel Uretimi

Kisaca ksantan gam; karbonhidrat, uygun bir azot kaynagi, potasyum fosfat ve diger iz
elementlerin bulundugu steril bir ortamda Xanthomonas campestris kullanilarak daldirmali
aerobik fermentasyon ile liretilen bir heteropolisakkaritdir. Fermentasyon sonrasinda iiretilen
polisakkarit, izopropil alkol kullanilarak ¢oktiiriilmekte ve ortamdan izole edilmektedir. izole
edilen polisakkarite, daha sonra kalint1 izopropil alkoliin uzaklastirilmasi i¢in santrifiij islemi
uygulanmakta ve devaminda kurutulmaktadir. Kurutulan ksantan gam, toz haline getirilmek

icin ogiitiilmekte ve eleklerde elendikten sonra paketlenmektedir (Zorba 2001).

Ksantan gam elde etme prosesi Cizelge 2.3’te gdsterilmistir. Ilk basta segilen mikrobiyal X.
campestris susu, istenilen ozellikleri korumak (siirdiirmek) amaciyla, ispatlanmis metodlarla
uygun uzun periyotlu koruma i¢in depolanir. Muhafaza edilmis az miktardaki kiiltiir, kati
ylizeylerde veya sivi besiyerlerindeki gelisimiyle genis biyoreaktorler i¢in inokulum elde
etmek amaciyla g¢ogaltilir. Mikroorganizma gelisimi ve ksantan gam {iretimi; kullanilan
biyoreaktor tipi, ¢alisma modu (kesikli veya siirekli), besiyeri bilesimi ve kiiltiir sartlart
(sicaklik, pH, ¢0zlinmiis hidrojen konsantrasyonu) gibi faktorlerden etkilenmektedir. Tipik

ksantan gam {iiretim prosesi anahtar basamaklar1 Cizelge 2.4’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.3. Ksantan gam {iretim akim semasi.

X campestris —» Gelistirme —>» Agilama —»  Fermentasyon —>
Pastorizasyon —» Hiicrelerin Uzaklastirilmasi —»  (Coktiirme —>»  Seperasyon
—»  Yikama-kurutma —>» KSANTAN GAM

Fermentasyon sonunda besiyeri; ksantan gam, bakteriyel hiicreler ve bir¢cok diger kimyasallari
icermektedir. Ksantan gamin elde edilebilmesi i¢in ilk once hiicreler, filtrasyon veya
santrifiigasyon yontemi ile uzaklastirilir (Flores Candia ve Deckwer 1999). Daha sonra
izopropanol, etanol ve aseton gibi maddeler, baz1 tuzlar ve pH ayarlayicilarin ilavesiyle
cokeltme islemi yapilir. FDA yoneltmelikleri gida kullaniminda ¢okeltmede isopropanolun
kullanimin1 6nermektedir. Cokeltmeden sonra, {iriin mekanik olarak sudan uzaklastirilir ve
kurutulur. Kurutulmus iriin 6giitilir ve paketlenir, su gegirgenligi diisik malzemelerde

ambalajlanir.

Cizelge 2.4. Ksantan gam liretim prosesi anahtar basamaklar.

islem Basamaklar Olcii ve Uygulama Destekler
X. campestris Uzun siire; liyofilize, derin Tiir  1iyilestirilmesi;  kiiltiir
kiiltiirliniin korunmasi dondurucu. Kisa siire; kati yatik canliligi testi
agar yada petriler
Inokulasyon Calkalamali erlenler; inokulum Gelisme  besiyeri  bilesimi;
fermentorleri kontrollii ~ islem  kosullari;
kontaminantlar icin testler
Uretim asamas1 Biyoreaktor Cihaz dizayni; iiretim besiyeri
bilesimi; fermentasyon
kosullari; kontrollii uygulama
kosullar
Hasat Termal, kimyasal yada enzimatik: Hiicrelerin deaktivasyonu ve
santrifiij veya filtrasyon uzaklastirilmasinin
gelistirilmesi
Izolasyon Coktiirme, filtrasyon Ekstraksiyon ve saflagtirma

yontemlerinin geligtirilmesi

2.5. Ksantan Gamin Uretim Parametreleri

Ksantan gam {iretimi i¢in, X. campestris ¢esitli besin 6gelerine ihtiya¢ duyar. Bunlar;
potasyum, demir ve kalsiyum tuzlar1 gibi mikro elementler ve karbon, nitrojen gibi makro
elementlerdir. Glukoz ve sakkaroz karbon kaynagi olarak kullanilan maddelerdir. Bunun yan1
sira karbon kaynagi olarak nisasta, melas ya da misir surubunun enzimatik veya asidik

hidrolizatlar1 da kullanilmaktadir. Karbon kaynagi konsantrasyonu ksantan gam verimine
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onemli derecede etki etmekte ve %?2-4’liikk konsantrasyon tercih edilmektedir (Souw ve
Demain, 1980, De Vuyst ve ark. 1987a, Funahashi ve ark. 1987). Bu substratlarin yiiksek
konsantrasyonlart gelisimi inhibe etmektedir. Azot temel bir besin olup organik bilesiklerden
veya inorganik molekiillerden saglanabilmektedir. Polisakkarit iiretimi gerekli karbon kaynag:
dontistimii yiiksek karbon nitrojen orani gerektirir. Amonyum ve nitrat tuzlar1 gibi inorganik
azot kaynaklar1 ve maya ekstrakti, soya fasiilyesi peptonu ve kazein gibi azot kaynaklar1 da
ksantan gam {retimi i¢in uygundur. X.campestris’in fosfor gereksinimi besinsel
ihtiyaclarindan birisidir ve bu genellikle fosfat buffer formunda ilave edilir (Lachke 2004).
Davidson (1978) ksantan gam iiretiminde magnezyum ya da fosfat sinirlamasinin diisiik bir
piriivat igerigi ile sonug¢landigini belirtmistir. Xanthomonas campestris NRRL B-1459 ile
calisan Qadeer ve Baing (1989) (NH4),HPO, {in diger amonyum tuzlarindan daha verimli bir

azot kaynagi1 oldugunu belirtmislerdir.

Cesitli besinsel caligmalar Davidson (1978) ve Tait ve ark. (1986) tarafindan da
gerceklestirilmistir. Genellikle diisiik konsantrasyonlarda nitrojen ve karbon, ksantan polimer
iiretimine yardimci olmaktadir. Benzer sonuglar Souw ve Demain (1979) tarafindan da
ispatlanmistir. En iyi karbon kaynaklar1 sekerler (glukoz ve sukroz) ve en iyi nitrojen
kaynaklar1 15 mM konsantrasyonunda (daha yiiksek konsantrasyonda gelisme inhibe olur)
glutamat olarak gosterilmistir. Az miktarda organik asitlerin (6rnegin siiksinik ve sitrik)
besiyerine ilave edildigi zaman iiretimde artis olmaktadir (Souw ve Demain 1979). Bir
besinsel calisma (Garcia-Ochoa ve ark. 1992) gdstermistir ki nitrojen, fosfor ve siilfiir ksantan
gam {retimini etkilerken, nitrojen fosfor ve magnezyum gelisimi etkilemektedir. Optimal
tiretim besiyeri olarak sukroz (40 g/L), sitrik asit (21 g/L), NH4NOs (1,144 g/L), KH,PO4
(2,866 g/L), MgCl, (0,507 g/L), Na,SO4 (0,089 g/L), H3BOs (0,006 g/L), ZnO (0,006 g/L),
FeCl;.6H,0 (0,020 g/L), CaCO; (0,020 g/L) ve HCI konsantrasyonu (0,13 mL/L, pH NaOH
eklenerek 7,0’ye ayarlanmis) olarak tespit edilmistir (Garcia-Ochoa ve ark. 2000).

Uretim besiyerine mikroorganizmanim inokulasyonu su sekilde olmaktadir; mikroorganizma
oncelikle kompleks kat1 kiiltiir besiyerinden (genellikle YM agar) kiigiik hacimdeki (5 veya 7
mL) bir kompleks sivi besiyerine (genellikle YM) transfer edilir fakat inkiibasyon, ksantan
gam iiretimini 6nlemek i¢in <7 saat ile sinirlandirilir. Bu kiiltlir baz1 inorganik tuzlar (yar1
sentetik besiyeri) iceren 40-100 mL’lik besiyerine aktarilir; hiicreler iiretim fazinda
karsilagilacak yeni sartlara adapte olur (Santos 1993). Fermentor iiretimi i¢in inokulum hacmi,

kaptaki toplam s1v1 besiyerinin %5°1 ile %10’u arasindadir.

14



Ksantan gam tiretimi i¢in 25-34°C arasinda sicaklik gerekmektedir. Fakat 28°C kiiltiir igin,
30°C iretim igin en uygun sicakliklardir (Cizelge 2.5). Ksantan gam iiretimine sicakligin
etkisi genis bir sekilde arastirilmistir. Moraine ve Rogavin (1966), 28°C’nin liretim i¢in
optimum sicaklik oldugunu isaret etmistir. Cadmus ve ark. (1978), yiiksek kiiltiir sicakliginin
ksantan gam iiretimini arttirdig1 fakat piriivat i¢erigini diislirdligii sonucuna varmistir. Thonart
ve ark. (1985), optimum proses sicakligi 33°C, gelisim igin 25°C ve iiretim igin 30°C olarak
bildirmistir. Shu ve Yang (1990) optimum sicakligin final amacina bagli oldugunu iddia
etmistir. Yiiksek ksantan gam verimi igin, 31 ila 33°C arasinda bir sicaklik onerilmistir, fakat
gamda yiiksek piriivat i¢erigine ulagsmak i¢in 27-31°C’de kiiltiir daha iyi oldugu belirtilmistir.
Bununla beraber Shu ve Yang (1990), ksantan gam iiretiminde optimal sicakligin, kullanilan
iiretim besiyerine bagli oldugu sonucuna varmistir. Bir diger sicakligin etkisi ile ilgili
calismada (Garcia-Ochoa ve ark. 1997), daha Once belirtilen optimize {iretim besiyeri
kullanilarak, optimum iretim sicakhigi 28°C olarak bulunmus fakat 31°C’de de iiretim

performansinda fazla farklilik olmamaistir.
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Cizelge 2.5. Farkli biyoreaktorlerde ksantan gam iiretimi i¢in kullanilan islevsel sartlar
(Garcia-Ochoa ve ark. 2000).

Kaynaklar Biyoreaktor Sicakhk(°C) pH Hacim Hava akis oram1 N (rpm)
(L) (L/ dak)

Cadmus ve ark. Karistirmali 20-30 6,8 10 1.5 225-300

(1978) Tank (kontrollii)

Rogovin ve ark. 28 7 227 0.5 90-290

(1965)

Moraine ve 28 7 - 1 1000

Rogovin (1966)

Moraine ve 28 7,1 (NH,OH) 8 1 500-1000

Rogovin (1971) kontrollii

Moraine ve 28 7 (kontrollii) - - -

Rogovin (1973)

Souw ve 25 7 (kontrollii) - 0.5 500

Demain (1980)

Pinches ve 30 7 (kontrollii) 10 0.4 600

Pallent (1986)

De Vuyst ve 28 7 6 1 250-700

ark.(1987a,b)

Funahashi ve 30 7 6 1 350-1200

ark. (1987)

Peters ve ark. 28 7 (kontrollii) - 0.3 200-800

(1989)

Shu ve Yang 20-34 7 (kontrollii) - 1.16 800

(1990)

Pons ve ark.. 29 6,9 3.6 0.3,0.6 500-900

(1990) (kontrollii)

Kennedy ve ark. 30 7 (kontrollii) 35 0.5 400-600

(1982)

Schweikart ve 26 7 (kontrollii) 1.2 1 300-1300

Quinlan (1989)

Garcia-Ochoa 28 7 1.5 1 210-1200

ve ark.

(1997)

Pons ve ark. Bubble kolon 29 6,9 13 1,1.5 -

(1989) (kontrollii)

Suh ve ark. Airlift 28 7 (kontrollii) 50 7.7-54 -

(1992)

Kessler ve ark. 27 7 (kontrollii) 60-70 5-10 -

(1993)

Zaidi ve ark. Plugging 28 7 (kontrollii) 100 0.33 -

(1991) jet reactor

Cogu arastirict notr pH’nin X. campestris gelisimi i¢in optimum deger oldugu konusunda
gorilis birligindedirler. Baslangic gelisim fazi boyunca polisakkarit birikimi baslar ve
gelismeden sonra da devam eder. pH fermentasyon boyunca organik asit olusumuna baglh
olarak diiser. pH 5,0’in altina diiserse ksantan iiretimi ciddi oranda azalir. Bu sebepten
fermentasyon besiyerini, KOH, NaOH ve (NH4)OH ilavesi ile optimum pH 7,0’de kontrol
etmek gerekmektedir (Lachke 2004).

Papagianni ve ark. (2001), Xanthomonas campestris ATCC 1395 kiiltiirii vasitasiyla ksantan

gam {iretimi ve gelisim kinetigini tespit etmek amaciyla pH kontrolsiiz bir laboratuvar

fermentoriinde ¢alismislar, fermentasyonun 100-600 rpm karistirma hizinda yapildigini ve
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piriivat igerigini ve molekiil agirligini hesapladiklarini bildirmislerdir. Biokiitle seviyesi ve en
yiiksek {iriin oraninin hizin artisi ile meydana geldigini, ksantan gamin kimyasal yapisinin bu
dalgalanmadan etkilendigini, hizin artmasi ile piirivat i¢eriginin de arttigini bildirmislerdir.
Hizin artisinin ksantan gamin molekiil agirligi iizerine etkisinin dnemsiz oldugunu tespit

etmislerdir.

Ksantan gam {iretiminde g¢esitli tipte biyoreaktorler kullanilmistir (Cizelge 2.5). Fakat
karigtirmali fermentdr en yaygin olarak kullanilandir. Karigtirmali reaktdrlerde oksijen kitle
transferi, hava akis orani ve karigtirma hizindan etkilenmektedir. Cizelge 2.5. bu parametre
degerlerini gostermektedir. Karigtirmali fermentér kullanildigi zaman, hava akis orani
genellikle sabit degeri korunur (1 L/L dak). Buna karsin kullanilan ¢alkalama hiz1 degisiklik
gosterir (Garcia-Ochoa ve ark. 2000).

Ksantan gamin endiistriyel iiretimindeki temel problemlerden biri fermentasyon siiresince
kiiltiirin artan viskozitesidir. Bu durum oksijenin ve besinlerin kullanilabilirligini etkiler.
Xanthomonas campestris pv. campestris tiirleri zorunlu aerobiktir. Bu nedenle oksijen transfer
orani ksantan gam verimini etkiler. Suh ve ark. (1992) oksijen smirlamasi altinda ksantan
gamin molekiiler kitlesinin azaldigim1 kaydetmislerdir. Yeterli ¢alkalama havanin besiyeri
icinde 1yi bir sekilde dagilmasi i¢in gereklidir. Hiicre membrani boyunca besinlerin taginma
oraninin arttirtlmasi i¢in besiyerinin ¢alkalanmasi gereklidir (Lachke 2004). Baz1 arastiricilar
sabit hiz kullanmislar, bazilari da fermentasyon boyunca hiz1 degistirmislerdir. Hiz
programlanmasi kullanildig1 zaman, farkli arastiricilar farkli asamalar takip etmistir. Garcia-
Ochoa ve ark. (1997) sabit hava akis orani (1 L/L dak) kullanmis ve karistirici hizinin kiiltiir
performansi iistiindeki etkisini test etmistir. Karistirici hizi <500 rpm’de sabit iken ksantan
gam tretimi azalmistir. Ciinkli oksijen kitle transferi, sivi besiyeri viskozitesinin artmasi ile
sintirlanmagtir. Karistirict hizi >500 rpm’de sabit tutuldugu zaman, ksantan gam iiretimi yine
zaylf olmustur. Ciinkli hiicreler gii¢lii mekanik c¢alkalanmadan zarar gormiislerdir. Bu
problemin istesinden gelmek i¢in karistirict hizi fermentasyon basinda daha diisiik
degerlerden (200-300 rpm), ilerleyen zamanlarda daha yiiksek degerlere degistirilmistir. Asiri
calkalanmadan kaynaklanan ayni etkiler birgok diger fermentasyonlarda da rapor edilmistir

(Moo-Young ve ark. 1993, Chisti 1999).

17



Umasankar ve ark. (1996a), Xanthomonas campestris vasitasiyla ksantan iiretimi i¢in glukoz
fermentasyonunda hiz 300-500 rpm arasinda degistiginde hizin artis1 ile turbulans

derecesininde arttigini belirtmislerdir.

Cizelge 2.6 ksantan gam verimini; elde edilen konsantrasyonu ve cesitli tipteki
biyoreaktorlerdeki fermentasyon siiresini 6zetlemektedir. Biiyiik capta iiretimde cok farkli
tirde aygitlar kullanilmasina ragmen, karistirmali tanklarin ksantan gam iiretiminde en iyi
biyoreaktorler oldugu goriilmiistiir (Flores Candia ve Deckwer 1999). Mevcut proses sartlari
altinda, ksantan gam verimi ve son ksantan gam konsantrasyonu (birlikte) yiiksektir ve ayrica
fermentasyon digerlerine nazaran daha kisa siireye ihtiya¢c duymaktadir (Garcia-Ochoa ve ark.

1997).

Cizelge 2.6. Farkli biyoreaktorler ve sartlarda (Cizelge 2.5°de verilen) maksimum ksantan
konsantrasyonu ve verimi (Garcia-Ochoa ve ark. 2000).

Kaynaklar Biyoreaktor tipi YP (% w/w) t (h) CP (g/L)
Cadmus ve ark. (1978) Stirred tank 46 72-96 14
Rogovin ve ark. (1965) 67 96 15
Moraine ve Rogovin (1966) 70 96 15
Moraine ve Rogovin (1971) 73 40 14,6
Moraine ve Rogovin (1973) 75 96 29
Souw ve Demain (1980) 50 60 10,5
Pinches ve Pallent (1986) 76 45 17
De Vuyst ve ark. (1987a,b) 75 144 27,9
Funahashi ve ark. (1987) 66 96 30
Peters ve ark. (1989) 34 90 18,5
Shu ve Yang (1990) 81 52 19
Pons ve ark. (1990) 65 50 13
Kennedy ve ark. (1982) 45 69 22,5
Schweikart ve Quinlan (1989) 50 96 12,5
Garcia-Ochoa ve ark. (1997) 75 70 30
Pons ve ark. (1989) Bubble column 50 120 20
Zaidi ve ark. (1991) Plugging jet reactor <50 100 18
Suh ve ark. (1992) Airlift 50 80 25
Kessler ve ark. (1993) 45 49 25

Yp: Karbon kaynagi Gzerinde Uriin verim katsayisi (g/g)= Biomass/Substrat tiiketimi; t: zaman (h: saat)
CP (g/L): Ksantan konsantrasyonu (g/L)

Ksantan gamin fermentasyon besiyerinden geri kazanimi genellikle zor ve pahali bir iglemdir.
Final fermentasyon besiyeri 10-30 g/L ksantan gam, 1-10 g/L hiicreler ve 3-10 g/L arta kalan
besinler ve diger metabolitler icermektedir (Garcia-Ochoa ve ark. 1993). Yiiksek ksantan gam
konsantrasyonu sebebiyle, besiyeri yiiksek viskoziteli olabilmektedir. Yiiksek viskozite, sivi
besiyerinden biyokiitlenin uzaklastirilmasini gii¢lestirir. Bununla birlikte, aritilmis besiyerinin
geri kazanim belirtecler (ayirag) ile karistirmak viskoziteden dolay1 giigtiir. Proses igin sivi

besiyeri genellikle prosesin bazi asamalarinda seyreltilir (Kennedy ve Bradshaw 1984).
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Geri kazanim prosesinin ana agamasi1 mikrobiyal hiicrelerin deaktivasyonu ve uzaklastirilmasi
(veya lysis), biyopolimerlerin ¢oktiiriilmesi, suyunun uzaklastirilmasi, kurutulmasi ve
ogiitiilmesidir. Proses biyopolimerlere zarar vermeden yapilmalidir. Son iiriin genellikle kuru
toz veya konsantre sollisyon seklindedir. Deaktivasyon, lize veya hiicrelerin besiyerinden
uzaklagtirilmasi i¢in ¢ok sayida metot gelistirilmistir. Kimyasallarla muamele (alkali,
hipoklorid, enzimler), mekanik yontemler ve sicaklik uygulamalar1 kullanilmaktadir.
Yiikseltilmis pH’da kimyasal muamele {iriiniin depruvilasyonuna sebep olabilmektedir.
Enzimler kullanildigi zaman, besiyerinden uzaklastiriimas1 gerekmekte ve bu da masrafli
olmaktadir. Genellikle hiicreleri 6ldiirmek i¢in fermentasyon besiyeri pastorize veya sterilize
edilir (Smith ve Pace 1982, Garcia-Ochoa ve ark. 1993). Bu 1s1l islemler ayrica hiicrelerden
ksantan gamin uzaklastirilmasini arttirir.  Fermentasyon besiyerinin yliksek sicaklikta
pastorizasyonu genellikle mikrobiyal ekzopolisakkaritlerin 1s1l bozulmasina neden olur.
Besiyeri uygun sartlar altinda muamele gordiigii zaman (80 -130°C, 10-20 dak, pH 6,3-6,9),
termal bozulma ve hiicrelerde bozukluklar olmaksizin ksantan gam ¢6ziilmesi arttirilmis olur
(Smith ve Pace 1982). Yiikseltilmis sicaklik ayrica viskoziteyi diisiirerek, santrifiij ve
filtrasyon ile ¢6ziinmeyen maddelerin uzaklagtirilmasini kolaylastirir. Yiksek viskoziteli
ksantan gam besiyerleri i¢in, viskozite diisliriilmesi filtrasyondan once gelmelidir. Viskozite
seyreltme veya 1sitma ile azaltilmaktadir. Fermentasyon besiyeri genellikle suda, alkolde veya
alkol ile tuz karigimi ile ksantan gam c¢oktiiriilmesi i¢in gereken miktarlardan daha az
miktarlarla seyreltilir (Smith ve Pace 1982, Garcia-Ochoa ve ark. 1993). Seyreltilmis veya
isitilmis broth kati maddelerin uzaklastirilmasi igin filtre edilir. Filtrasyon alkol varliginda

daha iyi gergeklesir (Smith ve Pace 1982).

Polisakkaritlerin aritma ve izolasyonu icin kullanilan en yaygin teknik suda ¢oziiniir
solventler (alkol gibi) ile ¢oktiiriilmesidir (Smith ve Pace 1982). Alkol masrafi ve mevcut

kayiplar toplam iiretim maliyetine 6nemli katkida bulunmaktadir.

Polimer nemli bir ¢okelek olarak elde edildikten sonra kurutulur, ogiitiilir ve paketlenir.
Cokelti kesikli veya siirekli kurutucularda, vakum altinda veya soy gazi sirkiilasyonu ile
kurutulur. Bu ¢okelti i¢indeki organik solventlerin yanmasini Onler. En iyi ticari ksantan
gamlarin son nem igerigi %10 civarmdadir. Kurutmadan sonra, polimer 6giitiiliir. Ogiitmede
asir1 1smin Urlinii bozmamasina ve renk kaybma sebep olmamasma dikkat edilmesi

gerekmektedir (Smith ve Pace 1982). Son olarak, su gecirmez paket kullanilmali ¢iinkii
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ksantan higroskobik yapidadir ve hidrolitik bozulmaya ugrayabilmektedir (Garcia-Ochoa ve
ark. 2000).

Garcia-Ochoa ve ark. (1997), ksantan gam {iretimi i¢in bioreaktor tankinda, sicaklik, oksijen
kitle transferi, hiz1 ve pH kontrolii yaptiklarini, biomass, sukroz, ksantan ve nitrojeni deneysel
olarak ayarladiklarini ve en iyi sonucu sukrozun 40 g/L, sentetik ortamda ve 28°C sicaklikta,
pH 7 ile gergeklestigini bildirmislerdir. Hiz artis1 ile viskozitenin de degistigini
bildirmislerdir.

Jana ve Ghosh (1997), Xanthomonas campestris vasitasiyla ksantan gam {iretiminde sitrik asit
ilavesiyle etkilendigini, belirli oksijen altinda her litre i¢in 2,6 g sitrik asit ilavesi ksantan

tiretimini %8 arttirdigini bildirmislerdir.

Umasankar ve ark. (1996b), Xanthomonas campestris ile ksantan gam {iretiminde
fermentasyonda maksimum {iriin elde etmisler ve {riinii etkileyen ana faktoriin beslenme
olarak belirlemisler, diger faktorlerin ise fosfat 6,0 g/ ve Mg 0,2 g/L ile zenginlestirme

oldugunu bildirmislerdir.

Esgalhado ve ark. (1995), Xanthomonas campestris vasitasiyla polimer tiretimini optimum pH
ve sicaklik kullanarak yapmuslar, pH 6,0-7,5 ve sicakligi 25-27°C olarak belirlemislerdir.
ksantan iiretilirken besin kivamlilik indeksi, pH ve sicaklik 7,0-8,0 ve 25-30°C oldugunu 3,2
g/l hiicre optimum konsantrasyonunda polisakkarit konsantrasyonunun 17,7 g/L ve

kivamlilik indeksinin 100 mPas oldugunu belirtmislerdir.

Psomas ve ark. (2007), ksantan gam iiretimi optimizasyonu yaptiklari ¢alismalarinda optimum

gam tiretimin 600 rpm, 30°C ve 72 saat sonunda oldugunu bildirmislerdir.

2.6. Ksantan Gam Cézeltilerinin Ozellikleri

Ksantan gam soguk ve sicak suda son derece kolay ¢ozilinebilen bir maddedir ve bu 6zellik
ksantan molekiiliiniin polielektrolit yapis1 ile ilgilidir. Ksantan gam ¢6zeltileri, diisiik polimer

konsantrasyonlarinda dahi oldukc¢a yiiksek viskoz yapidadir. Bu 6zelliklerinden dolay1 ¢ogu
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endiistriyel uygulamalarda kullamima uygundur. Ozellikle gida endiistrisinde koyulastirict
(kalinlastiric) ve siispansiyon ve emiilsiyon stabilizasyonunda kullanilmaktadir. Ksantan gam
cozeltilerinin kalinlagtirma yetenegi viskozite ile alakalidir; yiiksek viskozite akisa izin
vermez. Ksantan gam ¢ozeltiler pseudoplastiktir. Viskozite ayrica sicakliga (Erime ve dlglim
sicakliklar1), biyopolimer konsantrasyonuna, tuzlarin konsantrasyonuna ve pH’ya da baglidir.

Ksantanin diger 6zellikleri Cizelge 2.7°de verilmistir.

Cizelge 2.7. Ticari ksantan gamin tipik fiziksel 6zellikleri.

Ozellik Deger

Fiziksel Durum Kuru, krem renkli toz
Nem (%) 8-15

Kiil (%) 7-12

Nitrojen (%) 0,3-1

Asetat igerigi (%) 1,9-6,0

Pruvat igerigi (%) 1,0-5,7

Monovalent Tuzlar (g/L) 3,6-14,3

Divalent Tuzlar (g/L) 0,085-0,17

Viskozite (cP) 13-35

(15,8 s, C,= 1 g/L, Tp=25°C, Ty=25°C)

Ksantan gam c¢ozelti viskozitesi, hem viskozitenin Ol¢lildiigi sicakliga hem de gamlarin
¢oOziindiigi sicakliga baglidir. Viskozite, sicakligin artmasiyla diiser. Cozelti viskozitesi ayrica
polimer ¢oziinme sicakligina da baghdir; ¢6ziinme sicakliginin 40°C’ye yiikselmesi ile
viskozite diger. 40-60°C arasinda sicakligin artmasi ile viskozite yiikselir. Daha
yiikseksicakliklarda (>60°C), sicakligin yiikselmesi ile viskozite diiser (Garcia-Ochoa ve ark.

2000).

Cozeltideki tuzlarin varli@i ksantan viskozitesini etkiler. Diislik polimer konsatrasyonunda,
coOzeltiye az miktarda tuz ilavesi ile viskozite biraz diisiis gosterir. Bu 6zelligin intermolekiiler
elektrostatik gliclerin azaltilmasina sebep olan molekiil etkilesimlerinin azalmasindan
kaynaklandig1 bildirilmistir (Smith ve Pace 1982, Milas ve ark. 1985). Ksantan gam
viskozitesi, tuz igerigi %0,1°1 (w/v) gectiginde tuz konsantrasyonundan bagimsizdir (Kang ve

Petit 1993).
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Ksantan gam ¢ozeltilerin viskoziteleri pH 1-13 arasindaki degisikliklerden etkilenmezler. pH
9 veya istiinde, ksantan yavas yavas deasetile olur (Tako ve ark. 1984), pH 3’den diisiik
durumlarda ksantan piirivik asit asetil gruplart kaybeder (Bradshaw ve ark. 1983).
Deasetilasyon ve depruvilasyonun ksantan gam viskozitesi tizerinde hemen hemen hig etkisi
yoktur. Deasetile veya depruvilate ksantan gam, dogal ksantan gam ile benzer reolojik

ozellikler gosterir (Garcia-Ochoa ve ark. 2000).

Bitki polisakkaritleri ile ksantan gam arasinda 6zel bir iligki bulunmaktadir. Ksantan gam
bitkisel polisakkarit c¢ozeltilerine ilave edildigi zaman sinerjistik bir viskozite yiikselisi
gozlenmistir. Bu gamlardan galaktomannan ksantan helezon olarak baglanir ve jolede daha
kat1 molekiiler bir yap1 olusturur. Bu kayda deger 6zellik, ksantan gamin dondurma, pastorize
tirtinler, ¢esitli dondurulmus tatlilar gibi bir¢cok giinliik uygulamalarda kullanilmasia imkan
vermektedir. Kec¢iboynuzu ¢ekirdegi gami daha az galaktoz zincirlerine sahip oldugu i¢in guar
gama nazaran daha fazla tercih edilir. Optimal sinerji i¢in keg¢iboynuzu g¢ekirdegi gamina
oranindan (50:50) ¢ok daha yiiksek oranda guar gam (80:20) gerekmektedir. 55°C’ye kadar
1sitma ve sogutma ile bu gibi ¢ozeltiler termal olarak ii¢ boyutlu stabil jeller olustururlar. Bu

jeller akmazlar ve mekanik hasarlardan etkilenmezler (Lachke 2004).

Casas ve ark. (1999), ksantan/keciboynuzu ¢ekirdegi gam karigimi soliisyonlarinin viskozitesi
tizerine farkli degiskenlerin etkisini ¢alismiglardir. Ksantan gam ve locust bean gam
molekiilleri arasindaki etkilesimden dolay1, bu karisimlarda yiiksek viskozite gézlenmistir. En
yiksek viskozite, ksantan gam 40°C ve locust bean gam 80°C’de eritildiginde ve
ksantan/locust bean orani 2:4 (w/w) ve toplam 1,5 kgm™liik bir polisakkarit konsantrasyonu

ile elde edilmistir.

2.7. Farklh Hammaddelerin Kullanilmasiyla Ksantan Gam Uretimi

El-Saied ve ark. (2002), X. campestris NRRL-B 1459 ile ksantan gam {iretimi ¢aligmalarinda
karbon kaynagi olarak %2 ve %4 oranlarinda glukoz, fruktoz, mannoz, galaktoz, arabinoz,
laktoz maltoz, sukroz, rafinoz ve nisasta kullanmis ve erlende 30°C 200 rpm 72 saatte ksantan
gam verimini arastirmislardir. Calismada % 2 karbon kaynagi olarak kullanildiginda en

yiiksek verimin 11,99 g/L ile sukroz ve 10,8 g/L ile glukoz ile saglandig1, %4 karbon kaynag1
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olarak kullanildiginda ise sirastyla verimlerin 14,3 g/LL ve 13,15 g/L olarak bulundugunu

belirtmislerdir.

Lopez ve ark. (2001), zeytin yag1 atiginin zeytin yag1 liretimi sirasinda ¢evre kirliligine sebep
oldugunu, bu yiizden Xanthomonas campestris NRRL B1459-S41.41 vasitastyla ksantan gam
iiretimi icin substrat olarak kullanmislar, maksimum ksantan gam iiretimi i¢in %30-40 atik
konsantrasyonunda 4,4 g/L {iriin olustugunu tespit etmislerdir. Nitrojen ilavesi ve/veya tuz
ilavesinde {iriinde Onemli bir miktarda artis oldugu maksimum 7,7 g/L‘ye ciktigini
bildirmislerdir. Sonug¢ olarak dengeli bir sekilde nitrojen ve tuz kullanilmasi sonucunda hem
diisiik maliyetli ksantan gam tliretimi gerceklestirilebilecegini hem de ¢evre kirliligi sorununun

yok edilebilecegini tavsiye etmislerdir.

Leela ve Sharma (2000), ksantan gam iiretimi i¢in sentetik besin ortaminda farkl
sicakliklarda (25-40°C) iiretim yapildigin1 maksimum iiretim i¢in 25-30°C’nin ve pH 7,0-7,5
olmasi gerektigini ve sentetik ortamda 15,654 g/L iiretim yapildigini bildirmislerdir.

Stredansky ve Conti (1999), tarimsal atiklar1 veya tirlinleri, islenmis malt, elma piiresi, liziim
ptiresi, turunggil kabugu gibi ¢ok diisiik maliyetli iirlinleri iceren Xanthomonas campestris ile
ksantan gam iiretimi {izerine ¢aligmalar yaptiklarini, iiretimde geleneksel daldirma ustiliini

sectiklerini ve sonugta 32,9-57,1 g/L arasinda ksantan gam trettiklerini bildirmislerdir.

Moreno ve ark. (1998), kavun, karpuz, kabak ve domatesden olusan hidrolize edilmis 4 farkl
atiktan Xanthomonas campestris ile ksantan gam iretimini karsilastirmislar, kiltiiriin
gelisimi, ksantan biyosentezi, kinetigi ve kimyasal bilesimini incelemisler, sonucta; kavun
atiginin ksantan gam iiretimi i¢in en iyi substrat oldugunu bildirmislerdir. Burada {iretilen
ksantan gamin ticari bir degeri oldugunu, hidrolize edilen atik maddelerin ksantan gam

iretimi i¢in 1yi bir karbon kaynagi olabilecegini 6nermislerdir.

Nitschke ve ark. (1997), Xanthomonas campestris izolatlari ile peynir alt1 suyundan (hidrolize
edilmemis ve filtre edilmemis) laktoz kullanilarak ksantan gam {irettiklerini, iiretimde %0,5
K,HPOy4, %0,01 MgSO4 ve %1 peynir alti suyundan olusmus besiyerinde 14 g/kg ksantan

gam lretimi i¢in gelistirdiklerini bildirmislerdir.
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Rajeshwari ve ark. (1995), Xanthomonas campestris ile ksantan gam iiretimi i¢in modifiye
hurma sekeri ve islenmis misir likdriinde calismislar, karbon ve hidrojen oranlar ile seker

konsantrasyonu arttik¢a verimin de arttigini bildirmislerdir.

Aric1 ve ark. (2006), peyniraltt suyu tozu kullanarak X. campestris fermentasyonu ile ksantan
gam lretmeye ¢aligmislar, ancak diisiik verim almiglardir. Diislik verimi, kullanilan bakterinin

laktozu yeterince kullanamamasina baglamislardir.

Moreira ve ark. (2001), Xanthomonas campestris ile geleneksel yolla 18 yeni tiirde
biyopolimer sentezini, viskozite ve kromotografik modelini analiz ettiklerini bildirmislerdir.
Uriinlerin 2,3 den 8,3 g/L arasinda degistigini %3 (W/V) sulu solusyon viskozitesi 25, 45 ve
65°C’de 6, 12, 30 ve 60 rpm olarak belirlediklerini, biitin biyopolimerlerin pseudoplastik
davranisa sahip olduklarini, sicaklik arttiginda 3 farkli viskozite modeli gosterdigini,
viskozitesi artan polimerlerin yiiksek mannoz konsantrasyonuna sahip oldugunu beyan
etmislerdir. Ayrica sicakligin yiikselmesi ile de viskozite de kiiciik bir yiikselme oldugunu
bildirmislerdir. Sonu¢ olarak da iiriin iizerine 24-96 saat fermentasyon etkisi, viskozite ve
biopolimer bilesimi belirlendigini, 24 saatte biopolimerin yiiksek viskozite gosterdigini fakat

en yliksek 72 saatte oldugunu belirtmislerdir.

Liakopoulou-Kyriakides ve ark. (1999), Xanthomonas campestris ile ksantan gam iiretimi igin
kestane unu kullandiklarini, kestane ununda veya ¢oOziiniir sekerde (%33,5) ve nigastada
(%53,6), 28°C’de 200 rpm pH 7,0’de tretimi gergeklestirdiklerini bildirmislerdir. Ancak
ksantan gamin maksimum tiretimi i¢in 600 rpm ve 28°C’de 45 saatte 3,3 g/100 mL oldugunu

beyan etmislerdir.

Prell ve ark. (1995), Xanthomonas campestris gelismesi ve ksantan gam {iretimi i¢in farkli

azot kaynaklar1 lizerinde ¢alismalar, kiiltivasyon ile maksimum iiriin elde etmislerdir.
Rajeshwari ve ark. (1995), Xanthomonas campestris vasitasiyla ksantan gam iiretimi igin

modifiye ortamda hurma sekeri ve islenmis misir likoriinde ¢alismiglar karbon ve hidrojen

oranlari ile seker konsantrasyonu arttik¢a iriiniinde gelistigini bildirmislerdir.
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Yoo ve Harcum (1999), Xanthomonas campestris NRRL B-1459 ile ksantan gam tiiretimi i¢in,
ek bir substrat olarak atik seker pancari pulpunun kullanilabilirligini incelemislerdir.
Fermentasyon sonrasinda seker pancari pulpunun ksantan gam eldesi i¢in verimli bir substrat

olarak kullanilabilecegi gortilmistiir.

Papi ve ark. (1999), X. campestris’in gelisimi ve ksantan gam {retimi ic¢in ¢esitli
diliisyonlardaki (%10, 25, 35, 50, 75) seftali brothunu denemislerdir. Bu diliiyonlar hem
islenerek saf hale getirilen hem de islenmemis seftali brothu ile hazirlanmigtir. Saf seftali
brothunun X. campestris’in gelisimi ve ksantan gam iiretimi i¢in ¢ok iyi bir substrat oldugu

bulunmustur. En yiiksek ksantan gam verimi %50’lik saf seftali brothu ile elde edilmistir.

Galindo ve Salcedo (1996) ksantan gam fermentasyonu iizerine Tween 40, Tween 80, Chaps
ve Triton X-100 deterjanlarmin etksini incelemislerdir. Incelenen tiim deterjanlar 24 saatlik
kiltire eklendiginde, deterjan icermeyen kontrol ile karsilastirildiginda son ksantan gam
konsantrasyonunun arttig1 belirlenmistir. Triton kullanimi fermentasyon siiresince oksijen
konsantrasyonunun ve fermentasyon brothunun viskozitesinin daha yiliksek olmasma yol
acmustir. Bir deterjanin, ornegin Triton X-100’lin az miktarlarda eklenmesi ksantan gam
fermentasyon maliyetini azaltan ve daha yiiksek nitelikte bir polimer sentezine izin veren

umut verici bir yol olabilecegi tespit edilmistir.

Lo ve ark. (1997), hiicre gelisimi ve ksantan gam iiretimi iizerine ortamdaki glukoz/yeast
extract oraninin (G/YE) etkilerini ¢alismiglardir. Genelde, ksantan gam {iriinii ve spesifik {iriin
oran1 ortamdaki artan G/YE ile artmis, fakat hiicre miktar1 ve spesifik gelisme orani artan

G/YE kadar azalmistir.

Letisse ve ark. (2001), ksantan gam tiretimi i¢in Xanthomonas campestris ATCC 13951 ile bir
kesikli fermentasyon stratejisi gelistirmisledir. Temel ortam bilesenlerinin tiimii baglangigta
saglanmistir. Tek seker kaynagi olarak sukroz kullanilmistir. Ardisik olarak tiiketilen azot
kaynaklarmin, (soya fazulyesi hidrolizatlari, amonyum ve nitrat tuzlar1)) ortamin
optimizasyonunu daha fazla kolaylastirdigr goriilmiistiir. Bu calismada ksantan sakizinin

sukrozdan yeterli miktarda iiretilebilecegi goriilmiistiir. Fermentasyon siiresince miimkiin
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oldugu kadar az ilave yapilmasi ve ayni zamanda iiriin degerlerine karsi ekonomik

onceliklerin g6z ontlinde tutulmasi gerektigi vurgulanmistir.

Moosavi ve Karbassi (2010), karbon kaynagi olarak seker pancari melasi kullanarak farkli
Xanthomonas tiirleri ile ksantan gam iiretimi olanaklarini arastirmis ve seker pancar1 melasi
bazli 50g/kg sakkaroz konsantrasyonundaki besiyerinde Xanthomonas campestris pv.
campestris bakterisi kullanarak en yiiksek gam verimini (19,8 g/L) elde etmislerdir. Farkl
izolatlardan elde edilen gamlar ve ticari gam kullanilarak hazirlanan mayonez Orneklerin

viskoziteleri karsilastirilmis ve farklilik belirlenmemistir.

Woiciechowski ve ark. (2004), manyok kiispesi hidrolizatindan Xanthomonas campestris ile
farkli azot kaynaklar1 kullanarak ksantan gam iiretimi gergeklestirmislerdir. Manyok kiispe
baslangi¢ konsantrasyonu yaklasik 20 glukoz/L. olan besiyerinin ksantan gam {iretimi i¢in en
1yi substrat konsantrasyonu oldugu belirlenmistir. Potasyum nitrat destekli besiyeri ile 72 saat

fermentasyon sonundaki gam verimi 14 g/L olarak belirlenmistir.

Rottava ve ark. (2009), 10 farkli Xanthomonas tiirii ile ksantan gam tiretimi gerceklestirmisler
ve en 1yi verimi sirasityla X. campestris pv. campestris 1078 (9,67 g/L), X. campestris pv.
campestris 254 (9,49 g/L) ve Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae 1230 (8,93 g/L)
ile elde etmislerdir. X. campestris pv. magniferaeindicae kullanilarak elde edilen gamlar en

iyi viskoziteyi saglamigtir.

Padilha (2003), X. axonopodis pv. manihotis 289 ve X. campestris pv. campestris CA110

kullanarak ksantan gam iiretim verimlerini sirasiyla 7,9 ve 6,8 g/L olarak belirlemislerdir.

Kalogiannis ve ark. (2003), karbon kaynagi olarak seker pancari melasinin kullanildigi
K,HPO4, maya ekstarkti, triton 80 ile desteklenmis besiyerinde X. campestris ATCC 1395 ile
ksantan gam iiretimi gergeklestirmislerdir. Besin ortamina K,HPO, ilavesi gam iiretimine
onemli bir pozitif etki gostermis ve maksimum verim 175 g/L melas ve 4 g/l K,HPO4

varliginda notr pH ‘da 24 saat sonunda 53 g/L olarak bulunmustur.
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Papoutsopoulou ve ark. (1994)’ nin ksantan gam iiretimi i¢in peynir alti suyu kullandiklari
calismada diisiik verim elde etmislerdir. %50 w/w peynir alt1 suyu iceren besiyeri ile X.
campestris XLM 1521 kullanilarak yapilan fermentasyon sonunda 1,2 g/100mL gam tiretimi

gergeklestirmislerdir.

Mesomo ve ark. (2009), X. campestris pv. mangiferaeindicae IBSBF 1230 ile peynir alt1 suyu
kullanarak ksantan gam iiretimi fermentasyon sartlarinin optimizasyonu lizerinde ¢alismislar
ve en yiiksek verimi 28°C, 390 rpm, 1,5 v/v hava ve 7,2 baslangi¢c pH ‘da 72 saat sonunda 36
g/L olarak tespit etmislerdir. En yiiksek viskozite degeri 30 g/L gam ile 25°C’de 1831,34

mPas olarak elde edildi.

Peyniralti suyunun substrat olarak kullanildig1 bir baska ¢alismada besin ortamimin % 0,1
(w/v) MgSO4 x 7TH,0 ve % 2 (w/v) KoHPOy ile desteklenmesi ile 72 saat sonunda maksimum
verim 25 g/L olarak tespit edilmistir (Silva ve ark. 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Pirin¢ Kepegi ve Enzimler

Piring kepegi, Uzunkoprii’de (Edirne) bulunan bir celtik isleme tesisisinden saglanmistir.
Enzimatik hidroliz i¢in kullanilan enzimler (Cellulase [CELLUCLAST BG; firetici firma
tarafindan bildirilen enzim aktivitesi= 3500 EGUP/g; EGU= Cellulase Units], Gluco-amylase
[AMG 800 BG; fiiretici firma tarafindan bildirilen enzim aktivitesi= 800 AGU/g; AGU=
Amyloglucosidase Units], Alpha-amylase [FUNGAMYL 2500 SG; iiretici firma tarafindan
bildirilen enzim aktivitesi= 2500 FAU-F/g; FAU= Fungal Alpha Amylase], Xylanase
[PENTOPAN 500 BG; iiretici firma tarafindan bildirilen enzim aktivitesi= 2700 FXU/g;
FXU= Fungal Xylanase Units]; NOVOZYMES, DENMARK) POLEN Gida tarafindan temin

edilmistir.

3.1.2. Mikroorganizmalar

United States Department of Agriculture, Research - Education and Economics Agricultural
Research Service, Microbial Genomics and Bioprocessing Research Unit (ABD)’den
saglanan Xanthomonas campestris NRRL B-1459 ve Dr. Mustafa Mirik’in (NKU Ziraat
Fakiiltesi Bitki Koruma Bdliimii) lahanadan izole ettigi iki adet X. axonopodis pv. vesicotaria
ve X. campestris pv. campestris) kiiltlirleri hidrolize piring kepeginden ksantan gam iiretimi
arastirmalarinda kullanilmiglardir. Resimlerde (Resim 3.1, 3.2 ve 3.3) arastirmada kullanilan

mikroorganizma kolonilerinin besiyeri iizerindeki goriintiileri goriilmektedir.
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Resim 3.1. Xanthomonas campestris NRRL B-1459.

Resim 3.2. X. axonopodis pv. vesicotaria Resim 3.3. X. campestris pv. campestris

3.2. YONTEM

3.2.1. Pirin¢ kepeginin yaginin uzaklastirilmasi

Piring kepeginin yaginin uzaklagtirilmasi i¢in Sokslet ekstraksiyon metodu uygulanmus,
kepegin yag1 hekzan ekstraksiyonuyla uzaklastirildiktan sonra kurutma dolabinda 70°C’de

kurutulmus ve kullanilincaya kadar kiiflenmenin engellenmesi maksadiyla buzdolabinda

muhafaza edilmistir.
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3.2.2. Yag1 alinmis pirin¢ kepeginin enzimatik hidrolizi

Yagsiz piring kepegi (50 g) alinip 1/20 oraninda sulandirildiktan sonra pH’s1 ayarlanmus,
enzimlerden alfa amilaz (125-1250 FAU/L), gluko amilaz (40-400 AGU/L), seliilaz (175-
1750 EGU/L) ve ksilanaz (135-1350 FXU/L) ilave edilmis ve fermentore konulmustur.
Fermentor sicakligi 25°C, 30°C, 35°C ve 40°C; karistirma hiz1 175 devir/dakika (rpm) olarak
sabit tutulmus, sulandirilmis kepegin pH’s1 0,1 N HCI ile 4,5; 5,0 ve 5,5 olacak sekilde
ayarlanmigtir. Belirlenen bu parametrelerde hidroliz 12 saat boyunca gergeklestirilmistir.
Sicaklik ve pH se¢imi enzimlerin optimum calismalarina uygun olarak yapilmig, dort enzim
icin (literatiir ve Uretici firma tarafindan bildirilen) optimuma en yakin olan ortak degerler
g6zoniinde bulundurulmustur. Ayrica fermentoriin yogunlugunu azaltmak i¢in hidroliz islemi
ayni zamanda calkalamali inkiibatérde ayni sartlarda gergeklestirilmistir. Enzimlerin spesifik
aktivitelerinin belli olmasina ragmen, optimum hidroliz degerinin belirlenmesinde farkli
konsantrasyonlarda enzim kullanilarak hidroliz sartlarinin optimizasyonu yapilmistir. Biitiin

denemeler iki tekerriir olarak yapilmistir.

3.2.3. Seker Analizi

Piring kepegi ve hidrolize piring kepeginde seker analizinde Lane-Eynon metodu

uygulanmistir (Cemeroglu 1992).

3.2.4. Xanthomonas campestris izolatlarinin gelistirilip kiiltiire alinmasi

Sentetik besin ortamima (GYE= Glucose Yeast Extract Broth) (Glukoz 20 g, Maya ekstrakti
10 g, CaCO; 20 g, Distile su 1000 mL, pH 7,0) (Liakopoulou-Kyriakides ve ark. 1999).
Xanthomonas campestris NRRL B-1459’un liyofilize kiiltiirii ile Dr. Mustafa Mirik’in
lahanadan izole ettigi iki adet Xanthomonas izolatlari inokiile edilmis ve 28°C’de 24-39 saat
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra agar ilave edilmis (16 g/L) GYE besiyerine tek koloni
diigiirme yontemi ile ekimleri yapilmustir. Kiiltiirler 4°C’de muhafaza edilmis ve 2 haftada bir

taze kiiltiire alinmustir.
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3.2.5. inokiilasyon

GYE agarda yeni gelistirilmis kiiltiirden, icerisinde 100 mL YM (Yeast extract-Malt) broth
(maya ekstrakt1 3,0 g/L, pepton 5,0 g/L, malt ekstrakt 3,0 g/L, glukoz 20 g/L, pH 7,0) besiyeri
iceren 500 mL’lik erlenlere inokiilasyon yapilmistir. Kiiltiir karistirmali inkiibatorde 28-
30°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Hazirlanan sivi kiiltiir fermentasyon kiiltliriiniin %10’u

olacak sekilde fermentasyon besiyerine inokiilasyon i¢in kullanilmistir (Yoo ve Harcum
1999).

3.2.6. X. campestris izolatlarimin ksantan gam iiretim yeteneklerinin belirlenmesi

Xanthomonas campestris NRRL B-1459 ve Dr. Mustafa Mirik’in lahanadan izole
Xanthomonas izolatlar1t GYE besiyerinde gelistirilmis ve ksantan gam liretim denemelerinde
kullanilmigtir. Bakteri, alternatif olarak YM (Yeast extract-Malt) agar Medium (10 g/L
Glukoz, 3 g/L Yeast extract, 5 g/ Peptone, 15 g/L Agar, 3 g/ Malt Extract)
gelistirilmiglerdir (Rodriguez ve Aguilar 1997). Ksantan gam iiretiminde kullanilan

besiyerinin bilesimi asagida verilmistir (Liakopoulou-Kyriakides ve ark. 1999).

Sucrose* 40 g
Citric acid 2,1g
KH,PO4 2,866 g
MgCl, 0,507 g
Na,SO4 0,089 g
H;BO; 0,006 g
ZnO 0,006 g
FeCl; 6 H,O 0,020 g
CaCOs 0,020 g
HCl 0,13 mL

Yukarida verilen maddeler 1000 mL suda ¢oziindiiriilmiis ve fermentor tankina konularak
121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.
(* sakkaroz yerine denemelerde 40 g/L seker olacak sekilde hidrolize piring kepegi siizlintiisii

kullanilmigtir).
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3.2.7. Xanthomonas campestris NRRL B-1459 ve Xanthomonas campestris pv. campestris
ve X. axonopodis pv. vesicotaria izolatlarimin ve Kkiiltiiriiniin hidrolize pirin¢ kepeginden

ksantan gam iiretim yeteneklerinin belirlenmesi ve fermentasyonun optimizasyonu

Boliim (3.2.6) bilesimi verilen besiyerinde sakkaroz (sukroz) yerine 1 litre besiyerinde 40
gram seker olacak sekilde piring kepegi hidrolizati kullanilmistir. pH’s1 7,0’ye ayarlanan
besiyeri fermentdriin (Braun Biostat B; Resim 3.4) tankiyla birlikte otoklavlanmis (121°C°de
15 dakika), bakteri kiiltiirii ile agilanmis (%10 sivi kiiltiir) ve fermentasyona birakilmistir.
Fermentasyon sirasinda olusan kdpiigiin engellenmesi i¢in otoklavda steril edilmis misir 6zii

yagi1 kullanilmistir (Lee ve Kim 2004).

Resim 3.4. Fermentasyonun gerc¢eklestirildigi fermentdr.

3.2.8. Fermentasyon parametreleri

Maksimum bakteri gelisimi i¢in optimum pH 7,0, sicaklik 30°C, hava akis hiz1 0,5, 1 ve 1,5
L/dak. ve karistirma hiz1 200 rpm olarak kullanilmistir.
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3.2.9. Ksantan gamin ortamdan izolasyonu, saflastirilmasi ve kurutulmasi

Fermentasyon sonunda besin ortami santrifiij edilmis (10.000 rpm, Hettrich Universal 32R),
stipernatant sogutulmus (4°C) isopropanol (érnek:isopropanol; 1:2) kullanilarak ksantan gam
coktiirilmek suretiyle kazanilmais, filtre kagidindan siiziilmiistiir. Bir gece firinda kurutulan
(70°C) ksantan gam tartilarak {iriin verimi hesaplanmigtir (Kawahara ve Obata 1998,

Stredansky ve Conti 1999).

3.2.10. Gam ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Viskoziteye etkilerinin belirlenmesi amaciyla; Xanthomonas campestris NRRL B-1459,
Xanthomonas campestris pv. campestris bakterilerinden elde edilen ksantan gam ve ticari
ksantan gam sulu ¢6zeltileri %0,1, %0,25, %0,5 ve %1 oranlarinda 100 mL suda 20°C’de 30
dakika karistirilarak hazirlanmistir (Dogan ve ark. 2007).

3.2.11. Mayonez orneklerinin hazirlanmasi

Mayonez Ornekleri kiitlece %71 misir yagi, %10 taze yumurta sarisi, %1 tuz, %1 seker ve
%17 iiztim sirkesi kullanilarak Aluko ve Mclntosh (2005) tarafindan belirtilen metoda gore
hazirlanmistir. Xanthomonas campestris NRRL B-1459, Xanthomonas campestris pv.
campestris bakterilerinden elde edilen ksantan gam ve ticari ksantan gam igeren mayonez
ornekleri, yumurta sarisinin kiitlece %0,5 ve %1 oraninda gam ile yer degistirmesi ile elde
edilmistir. Kuru bilesenler (gam, tuz ve seker), beher icinde toplam sirke miktarinin 1/3 ile 15
dakika siire ile karistirilmistir. Bu karisim yumurta sarisina ilave edilmis ve 5 dakika siire ile
karistirilmistir. 'Yag, karisima emiilsiyon olusturmak igin damla damla siirekli karigtirmak
suretiyle ilave edilmistir. Yagin tamamu ilave edildikten sonra 5 dakika siire ile karistirmaya
devam edilmistir. En son olarak geriye kalan sirke de ilave edilmis ve bir 5 dakika daha
karistirilmistir. Son iiriinde pH 3,2 olarak oSlgiilmiistiir. Viskozimetre 6lgiimleri mayonez

ornekleri hazirlandiktan hemen sonra gergeklestirilmistir.

3.2.12. Viskozite Ol¢iimleri

Xanthomonas campestris NRRL B-1459, Xanthomonas campestris pv. campestris

bakterilerinden elde edilen ksantan gam ve ticari ksantan gam orneklerinin farkli pH’lardaki

33



(3,5; 5,5; 7,0) ve sicakliklardaki (20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100°C) tampon
cozeltilerinin ve ayn1 gamlarla liretilen mayonez 6rneklerinin viskozitelerit AND SV10 vibro

viskozimetrede 6l¢iilmiistiir.

Viskozimetre ¢alisma prensibi:

Bu tip viskozimetrede 6l¢iim; bir 6rnege daldirilmis sensor plakalarin genisligini kontrol
ederek ve sensor plakalarin hareket etmesi i¢cin gerekli elektirik akiminin dlgiilmesi ile
gergeklestirilir. Sekil 2°de goriildiigli gibi ince sensorler akigkanin i¢ine daldirilir. Yayl ince
levhalar diizenli olarak titresince genislik; sensor levhalar ve akiskan arasinda olusan
stirtlinme kuvvetine karsilik olarak degisir. Vibro Viskozimetre sabit genislik saglayabilmek
icin siirticii elektrik akimini kontrol eder. Siirtiinme kuvveti direkt olarak viskoziteyle orantili
oldugu i¢in, sabit genislik saglamak i¢in yayl ince levhalar1 hareket ettiren elektrik akimi da
akiskanin viskozitesiyle dogru orantilidir. Vibro viskozimetre sensor plakalarinin sabit bir
frekansda titrestirilmesi i¢in gerekli olan elektriksel giic miktarini Olcerek viskozite ile

elektriksel gii¢ arasindaki pozitif korelasyonu kullanarak 6l¢iim yapmaktadir (Anonim 2005).

> Spring plate

Displacement
-~ sensor

Electromagnetic
drive

Temperature
| | sensor

\

N

Sample
" .

_Vibrator

i ( Sensor Plate)
irection of
“— yibration ———>

(@) (b)

Resim 3.5. (a) AND SV10 vibro viskozimetre parcalari, (b) Viskozite 6l¢lim basamaklari
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3.2.13. istatistik Analizler

Viskozite degerine etki eden; ilave edilen gam tiiri, pH ve sicaklik faktorleri; Tesadiif
Parseller Deneme Planinda 3x3x9 faktoriyel diizenlemede hesaplanmistir. Yapilan varyans
analizi sonucunda Gam ¢esidi x pH x sicaklik interaksiyonu (p< 0,05) istatistik olarak énemli
bulunarak tiim alt grup ortalamalar1 ayr1 ayrt DUNCAN c¢oklu karsilagtirma testi ile analiz
edilmistir (Soysal 1992). Istatistik analizleri 2 tekerriirlii olarak MTB 14 ve MSTAT paket
programi ile yapilmistir (MINITAB 2000).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Yag1 Alinmis Pirin¢ kepegi Enzimatik Hidrolizinin Optimizasyon Sonugclar:

Yagi alinmis piring kepegi 12 saat boyunca farkli sicaklik ve pH degerlerinde, farkli
konsantrasyonlardaki enzimler kullanilarak hidroliz edilmistir. Bu siire sonunda piring
kepeginin seker oraninda meydana gelen degismeler Cizelgeler (4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4.) ve
Sekillerde (4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4) verilmistir.

Cizelge 4.1. Yagsiz piring kepeginde litreye 1250 FAU a-amilaz + 400 AGU glukoamilaz +
1750 EGU seliilaz + 1350 FXU ksilanaz uygulamasinda farkli pH ve sicaklikta zamana bagli
olarak seker miktarindaki degisim (%).

pH  Sicaklik % Toplam Seker
O
Saat 0 1 2 3 4 6 10 12
25 8,00 20,80 21,00 22,50 24,90 26,35 27,50 27,50
4,5 30 8,00 20,12 21,24 26,32 27,00 28,50 28,50 27,00
35 8,00 22,51 25,27 29,00 32,09 32,15 30,00 30,0
40 8,00 19,20 20,20 21,80 22,35 22,50 22,40 22,12
25 8,00 21,52 22,30 24,10 26,47 27,00 28,15 28,45
5 30 8,00 22,52 24,00 27,80 30,31 30,50 30,50 30,00
35 8,00 33,33 35,71 37,75 38,46 38,46 38,46 36,25
40 8,00 21,30 22,32 24,20 26,17 26,50 26,20 26,20
25 8,00 25,50 27,70 29,15 30,00 34,25 37,00 37,15
55 30 8,00 27,44 29,15 35,50 38,42 39,75 39,90 39,90
35 8,00 35,71 37,45 38,50 40,00 41,66 41,60 41,50
40 8,00 23,10 24,90 27,50 29,00 31,40 31,70 31,50
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Sekil 4.1. Yagsiz piring kepeginde litreye 1250 FAU a-amilaz + 400 AGU glukoamilaz +
1750 EGU seliilaz + 1350 FXU ksilanaz uygulamasinda farkli pH ve sicaklikta zamana bagh
olarak seker miktarindaki degisim (%).

Cizelge 4.2. Yagsiz piring kepeginde litreye 625 FAU a-amilaz + 200 AGU glukoamilaz +
875 EGU seliilaz + 675 FXU ksilanaz uygulamasinda farkli pH ve sicaklikta zamana bagl
olarak seker miktarindaki degisim (%).

pH  Sicaklik % Toplam Seker
O
Saat 0 1 2 3 4 6 10 12
25 8,00 17,40 18,25 20,55 21,13 22,30 23,00 24,15
4,5 30 8,00 19,22 21,15 25,00 25,45 26,20 26,35 26,50
35 8,00 21,95 24,50 27,13 27,70 27,70 27,75 27,70
40 8,00 16,80 17,02 19,24 20,05 20,50 20,40 20,12
25 8,00 26,55 27,30 29,45 31,00 32,15 32,10 32,00
5 30 8,00 30,56 31,45 34,21 34,66 35,14 35,20 35,00
35 8,00 32,25 35,00 36,20 37,95 38,00 38,10 38,00
40 8,00 20,20 21,25 23,44 26,50 28,10 28,00 27,95
25 8,00 16,25 17,75 20,80 23,64 24,40 28,50 31,30
55 30 8,00 34,20 35,42 36,30 38,00 38,50 38,70 38,75
35 8,00 37,14 37,14 38,20 39,00 39.75 38,90 37,00
40 8,00 21,00 22,50 25,10 27,20 28,44 28,30 28,30

37



N W w B e
w (=} w (=} W
I I I I ]

Toplam seker (%)
[\
f=]

154---

*—pH 4,5; 25°C
X—pH 5; 25°C

——pH 5,5;25°C

—8—pH 4,5; 30°C

®—pH 5; 30°C

——pH 5; 35°C

pH 5,5; 30°C

pH 4,5; 35°C

pH 5,5; 35°C

-—pH 5; 40°C

pH 4,5; 40°C

pH 5.5; 40°C

seker miktarindaki degisim (%).

2

3

4

Zaman (saat)

Sekil 4.2. Yagsiz piring kepeginde litreye 625 FAU a-amilaz + 200 AGU glukoamilaz + 875
EGU seliilaz + 675 FXU ksilanaz uygulamasinda farkli pH ve sicaklikta zamana bagl olarak

6

10

12

Cizelge 4.3. Yagsiz piring kepeginde litreye 250 FAU a-amilaz + 80 AGU glukoamilaz + 350
EGU seliilaz + 270 FXU ksilanaz uygulamasinda farkli pH ve sicaklikta zamana bagli olarak

seker miktarindaki degisim (%).

pH  Sicakhk % Toplam Seker
4®)
Saat 0 1 2 3 4 6 10 12
25 8,00 15,15 16,42 16,80 17,20 20,00 20,10 19,85
4,5 30 8,00 19,49 19,65 19,70 19,78 22,51 22,73 23,19
35 8,00 20,20 23,40 25,50 25,75 25,62 25,50 23,00
40 8,00 12,80 15,20 16,80 17,05 20,50 20,40 19,72
25 8,00 17,50 18,25 19,40 20,84 22,00 22,00 22,00
5 30 8,00 19,62 19,71 20,00 22,32 23,10 22,15 22,85
35 8,00 21,40 25,50 27,50 30,75 31,00 30,80 31,00
40 8,00 16,20 17,42 19,25 20,75 21,00 21,42 21,00
25 8,00 18,90 20,42 21,73 23,92 24,50 24,50 24,40
55 30 8,00 20,93 25,60 27,15 28,72 28,40 27,00 26,44
35 8,00 23,10 28,42 30,70 32,50 32,15 32,00 32,00
40 8,00 18,20 20,30 21,15 22,24 22,10 22,00 22,00
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Sekil 4.3. Yagsiz piring kepeginde litreye 250 FAU a-amilaz + 80 AGU glukoamilaz + 350
EGU seliilaz + 270 FXU ksilanaz uygulamasinda farkli pH ve sicaklikta zamana bagli olarak

Zaman (saat)

seker miktarindaki degisim (%).

Cizelge 4.4. Yagsiz piring kepeginde litreye 125 FAU a-amilaz + 40 AGU glukoamilaz + 175
EGU seliilaz + 135 FXU ksilanaz uygulamasinda farkli pH ve sicaklikta zamana bagli olarak

seker miktarindaki degisim (%).

pH  Sicaklik % Toplam Seker
Q)
Sagt 0 1 2 3 4 6 10 12
25 8,00 8,70 9,02 9,30 9,75 10,20 10,00 10,12
4,5 30 8,00 10,10 13,15 16,44 17,02 16,90 16,50 16,50
35 8,00 10,85 14,00 17,10 17,50 17,50 17,55 17,42
40 8,00 7,80 8,02 8,80 9,05 10,50 10,40 10,12
25 8,00 9,25 10,12 10,25 10,75 11,30 11,42 11,25
5 30 8,00 10,85 14,25 18,00 18,20 18,55 19,00 19,00
35 8,00 11,30 15,15 17,50 19,00 19,70 19,72 19,75
40 8,00 8,20 9,12 9,25 9,75 10,90 10,42 10,25
25 8,00 11,00 14,20 18,45 19,40 20,05 20,72 20,50
55 30 8,00 11,00 15,25 19,00 20,40 22,30 22,50 22,50
35 8,00 11,70 16,15 19,55 21,00 23,00 23,90 23,75
40 8,00 9,20 11,30 15,15 16,40 17,14 17,00 16,50
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Sekil 4.4. Yagsiz piring kepeginde litreye 125 FAU a-amilaz + 40 AGU glukoamilaz + 175
EGU seliilaz + 135 FXU ksilanaz uygulamasinda farkli pH ve sicaklikta zamana bagl olarak
seker miktarindaki degisim (%).

Cizelgeler ve sekillerden de goriilebilecegi gibi, en yliksek hidroliz degerine pH’nin 5,5’¢
ayarlandig1 yagsiz piring kepegi siispansiyonunda hidrolizin 6. saatinde ve 35°C’de
ulagilmistir. Litreye 1250 FAU a-amilaz + 400 AGU glukoamilaz + 1750 EGU Seliilaz +
1350 FXU ksilanaz ilave edilerek yapilan denemelerde (birinci deneme) 5,5 pH’ya ayarlanan
ortamda 6. saat sonunda %41,66 toplam seker verimine ulagilmistir (Cizelge 4.1. ve Sekil
4.1.). Aynm1 pH degerinde litreye 625 FAU a -amilaz + 200 AGU glukoamilaz + 875 EGU
Seliilaz + 675 FXU ksilanaz ilave edilerek yapilan hidroliz denemelerinde de (ikinci deneme)
6. saat sonunda maksimum toplam seker verimine (%39,75) ulasilmistir (Cizelge 4.2. ve Sekil
4.2.). Ikinci denemede kullanilan enzim konsantrasyonu ile birinci denemede kullanilan enzim
konsantrasyonu arasinda toplam seker verimi bakimindan ¢ok Onemsiz bir fark oldugu i¢in
pirin¢ kepegi hidrolizinde ikinci enzim konsantrasyonlar1 (litreye 625 FAU a -amilaz + 200
AGU glukoamilaz + 875 EGU Seliilaz + 675 FXU ksilanaz) kullanilmigtir.

Sicaklik olarak 35°C ve pH olarak da 5,5 enzimlerin faaliyeti i¢in optimum parametreler
oldugu tespit edilmistir. Diisiik (25°C) ve yiiksek (40°C) sicakliklarda, daha diisiik
konsantrasyonlarda enzim kullanimi ile gerceklestirilen denemelerde toplam seker verimi
diisik bulunmustur. Bu sicakliklarda ve diisiik enzim konsantrasyonlarinda da 5,5 pH

degerinin optimum oldugu tespit edilmistir.
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Yagsiz piring kepeginin hidroliz caligmalarinda elde edilen seker miktar1 ksantan gam
iiretiminde bakterinin kullanmas1 i¢in gerekli olan karbon kaynagina ulasilmistir ve ksantan

gam iiretim ¢aligmalar1 bu seker konsantrasyonlarinda gergeklestirilmistir.

Tanaka ve ark. (2006) yagi alinmis piring kepeginden simultane sakkarifikasyon ve
fermentasyon yolu ile D-laktik asit tiretimi gergeklestirdikleri calismada; 6,7 g m™ amilaz ve
33 g m” selilaz (toplam kons. 10,0 g m™) enzimleri ile 28,5 kg m™ toplam seker
tiretmislerdir. Piring kepeginin sakkarifikasyonuna pH nin etkisini de arastirmiglar 4,5 — 5,0
ve 6,8 pH’da yaptiklar1 ¢alismalar sonunda en uygun pH nin 5,0 oldugunu ve bu pH da

toplam seker miktarinin 37 kg m™ ve glikoz mikarinin 20 kg m™ e ulastigin bildirmislerdir.

Benzer bir ¢aligmada Taniguchi ve ark. (2005) ayn1 yontemlerle sterilize edilmemis yagsiz
piring kepeginden L-laktik asit {iretimi gergeklestirmisler ve hidroliz i¢in 6,7 g¢ m™ amilaz ve
33 g m” seliilaz enzim karisimn kullanilarak pH 4,5°te yaklasik 20 kg m™ toplam seker
miktarina ulagmiglardir. Seker konsantarasyonu ilk 4-8 saat arasinda yiikselme gostermis ve 8.

saatin sonunda diislise ge¢cmistir.

4.2. Hidrolize Pirin¢ Kepegi Kullamlarak Ksantan Gam Uretiminin Optimizasyonu
Ksantan Gam Uretiminin Yapilmas, Besiyerinden Izolasyonu-Kurutulmasi

4.2.1. Bakterilerin Ksantan Gam Uretim Yeteneklerinin Belirlenmesi

Bakterilerin ksantan gam {iretim yeteneklerinin belirlenmesi ¢calismalarinda diger parametreler

sabit, hava akis hizi: 0,5; 1 ve 1,5 L/dak olarak alinmustir.

4.2.1.1. Xanthomonas campestris NRRL B-1459’un Ksantan Gam Uretimi

Alinan sonuglar Cizelge 4.5 ve Sekil 4.5°de goriilmektedir. Hava akis hizinin 0,5 L/dak
kullanildig1 ve substratin sakkaroz olmasi durumunda ortalama olarak 7,50 g/L gam {iretimi
gergeklesirken, ayni akis hizinda substratin HPK olmasi durumunda verim ortalama olarak
12,35 g/L olarak gerceklesmistir. Hava akis hizinin 1,0 L/dak kullanildigi ve substratin

sakkaroz olmasi durumunda ortalama olarak 12,35 g/L gam fliretimi ger¢eklesmis, ayni akis
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hizinda substratin HPK olmasi durumunda verim ortalama olarak 21,87 g/L. olarak
bulunmustur. Hava akis hizinin 1,5 L/dak’ya ¢ikarilmasi ksantan gam veriminde (19,37 g/L),
1 L/dak’lik hava akis hizina gore onemli bir fark olusturmamistir. Hava akis hizi iirlin
verimini 6nemli dl¢lide etkilemektedir. Substrat olarak sakkaroz (karsilastirma maksadiyla) ve
Hidrolize Piring Kepegi (HPK) kullaninmi durumunda da aymi etki goriilmektedir. NRRL B-

1459 susunun {iirettigi ksantan gam 6rnegi Resim 4.1°de goriilmektedir.

Cizelge 4.5. Substrat olarak sakkaroz ve Hidrolize Piring Kepegi kullaniminin ve hava akis
hizinin X. campestris NRRL B-1459 susunun ksantan gam verimi iizerine etkisi (g/L).

Denemeler 0,5 L hava/dakika 1,0 L hava/dak 1,5 L hava/dak
Sakkaroz HPK* Sakkaroz HPK Sakkaroz HPK
1 7,40 11,50 12,20 20,30 12,50 18,00
2 7,60 9,40 12,50 22,90 12,20 18,50
3 10,40 21,80 12,20 20,20
4 9,10 22,50 12,00 20,80

Ortalama  7,50+0,141 10,14+1,086 12,35+0,212 21,87+1,144 12,22+0,206 19,37+1,337
+SD

*HPK: Hidrolize Piring Kepegi

25

Ksantan gam verimi (g/L)

Sakkaroz Sakkaroz HPK Sakkaroz HPK

0.5 L/dak 1 L/dak 1.5 L/dak
Substrat/Hava akis hizi

Sekil 4.5. Substrat olarak sakkaroz ve Hidrolize Piring Kepegi kullaniminin ve hava akis
hizinin X. campestris NRRL B-1459 susunun ksantan gam verimi lizerine etkisi (g/L).
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Resim 4.1. Xanthomonas campestris NRRL B-1459 susunun {irettigi ksantan gam.

4.2.1.2. Xanthomonas campestris pv. campestris’in Ksantan Gam Uretimi

Alinan sonuglar Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6’da goriilmektedir. Hava akis hizinin 0,5 L/dak
kullanildig1 ve substratin sakkaroz olmas: durumunda ortalama olarak 5,90 g/l gam {iretimi
gergeklesirken, ayni akis hizinda substratin HPK olmast durumunda verim ortalama olarak
8,00 g/L olarak gerceklesmistir. Hava akis hizinin 1,0 L/dak kullanildigr ve substratin
sakkaroz olmasi durumunda ortalama olarak 11,00 g/L gam fiiretimi ger¢eklesmis, ayni akis
hizinda substratin HPK olmasi durumunda verim ortalama olarak 17,10 g/L olarak
bulunmustur. Hava akis hizinin 1,5 L/dak’ya ¢ikarilmasi ksantan gam veriminde (16,12 g/L),
1 L/dak’lik hava akis hizina goére Onemli bir fark olusturmamistir. X. campestris pv.
campestris izolatinin ksantan gam iiretim yeteneginin NRRL B-1459 susuna yakin oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. Substrat olarak sakkaroz ve Hidrolize Piring Kepegi kullaniminin ve hava akig
hizinin X. campestris pv. campestris izolatinin ksantan gam verimi tizerine etkisi (g/L).

Denemeler 0,5 L hava/dakika 1,0 L hava/dak 1,5 L hava/dak
Sakkaroz HPK* Sakkaroz HPK Sakkaroz HPK
1 6,10 7,70 10,40 17,50 12,50 16,50
2 5,00 8,30 11,60 16,70 12,20 17,70
3 12,20 15,50
4 12,00 14,80

Ortalama+SD  5,90+0,778 8,00+0,424 11,00+0,849 17,10+0,565 12,22+0,206 16,12+1,260

*HPK: Hidrolize Piring Kepegi

18

164+ -————————————————————~———————~—~—~—~—~—~—~—~—~—~—~—~§F

14 4

Ksantan gam verimi (g/L)

= P

o N IN o © [S) N
T
|
|
|

- ‘
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

- ‘
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

Sakkaroz Sakkaroz Sakkaroz HPK

0.5 L/dak 1 L/dak 1.5 L/dak
Substrat/Hava akis hizi

Sekil 4.6. Substrat olarak sakkaroz ve Hidrolize Piring Kepegi kullanimimin ve hava akis
hizinin X. campestris pv. campestris izolatinin ksantan gam verimi tizerine etkisi (g/L).

4.2.1.3. Xanthomonas axonopodis pv. vesicotaria’mn Ksantan Gam Uretimi

X. axonopodis pv. vesicotaria izolatiyla yapilan arastirmalarda alinan sonuglar Cizelge 4.7 ve
Sekil 4.7°de gorilmektedir. Burada X. axonopodis pv. vesicotaria izolatinin ksantan gam
tiretim yeteneginin NRRL B-1459 susuna gore oldukca diisiik oldugu belirlenmis olup,
bundan sonraki denemelerde sézkonusu izolatla ¢alisilmaya devam edilmemistir. Bu izolatla

yapilan ¢alismalarda; hava akis hizinin 0,5 L/dak kullanildig1 ve substratin sakkaroz olmasi
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durumunda ortalama olarak 2,50 g/L gam iiretimi ger¢eklesirken, ayni akis hizinda substratin
HPK olmasi1 durumunda verim ortalama olarak 3,20 g/L olarak gerceklesmistir. Hava akig
hizinin 1,0 L/dak kullanildig1 ve substratin sakkaroz olmasi durumunda ortalama olarak 5,10
g/l gam {iretimi gerceklesmis, ayni akis hizinda substratin HPK olmast durumunda verim

ortalama olarak 5,60 g/L olarak bulunmustur.

Cizelge 4.7. Sustrat olarak sakkaroz ve Hidrolize Pirin¢g Kepegi kullaniminin ve hava akis

hizinin X. axonopodis pv. vesicotaria izolatinin ksantan gam verimi tizerine etkisi (g/L).

Denemeler 0,5 L hava/dakika 1,0 L hava/dak
Sakkaroz HPK* Sakkaroz HPK

1 2,40 3,10 4,90 5,50

2 2,60 3,30 5,30 5,70

Ortalama+SD 2,50+0,141 3,20+0,141 5,10+0,282 5,60+0,141

*HPK: Hidrolize Piring Kepegi

Ksantan gam verimi (g/L)

A: 0,5 L/dakika hava akis hiz1 + Sakkaroz, B: 1,0 L/dakika hava akis hiz1 + Sakkaroz
C: 0,5 L/dakika hava akis hiz1 + HPK, D: 1,0 L/dakika hava akis hiz1 + HPK

Sekil 4.7. Sakkaroz ve Hidrolize Piring Kepegi kullaniminin ve hava akis hizinin X
axonopodis pv. vesicotaria izolatinin ksantan gam verimi lizerine etkisi.
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Fermentasyon parametrelerinden hava akis hizinin 0,5 L/dak’ya diisiiriilmesi ksantan verimini
olumsuz olarak etkilemistir. Literatiirde belirtilen (Garcia-Ochoa ve ark. 2000) 1,0 mL/dak’lik
hava akis hiz1 oldukga iyi sonug vermis ve laboratuar sartlarinda ksantan {iretimi bu parametre
ile yuriitilmiistiir. Hava akis hizinin 1,5 L/dak’ya yiikseltilmesi ksantan gam verimini olumlu

olarak etkilememistir.

Kargilagtirma maksadiyla substrat olarak sakkaroz da kullamilmistir. HPK ile yapilan
denemelerde alinan verim sonuglarinin sakkarozdan daha yiliksek ¢ikmasi siirpriz olarak
karsilanmistir. Bunun sebebi hidrolize olan piring kepegi iceriginin glukozdan olusmasi ve
glukozun bakteri i¢in sakaroza nazaran daha 1iyi bir karbon kaynagi olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Kullanan bakteri izolatlarindan X. axonopodis pv. vesicotaria izolat1 ksantan gam iiretimi
bakimindan yetersiz kalmistir. Bundan sonraki calismalarda bu bakterinin kullanilmasina
gerek duyulmamustir. Bununla beraber; X. campestris pv. campestris izolat, NRRL B-1459’a
yakin verimi ile 6nemli bir ksantan gam iiretim potansiyeline sahip olarak degerlendirilmistir.
Calisilan bakteriler igerisinde NRRL B-1459 susu, en yiiksek ksantan gam verimine

ulagmustir.

Sonraki denemelerde sicaklik ve pH parametreleri ile degistirilmeden {iretim yapilmustir.
Optimum hava akis hizinin tespitinden sonra ilgili bakteri(ler) ile ksantan gam iiretimi

gerceklestirilmistir.

Arastirmacilarin ¢ogu, Xanthomonas campestris’in gelisimi i¢in nétral pH degerinin optimum
oldugu konusunda goriisbirligine varmiglardir. Ksantan gam iiretimi boyunca, ksantandaki
asidik gruplar nedeniyle, pH noétral degerden yaklasik 5’e¢ kadar diismektedir. Bazi
arastirmacilar bu islem i¢in pH kontroliiniin gerekli olmadigini belirtirken, bazilar1 da KOH,
NaOH ve NH4OH gibi alkaliler ile pH nin kontrol edilmesi gerektigini dnermislerdir (Garcia-
Ochoa ve ark. 2000). Garcia-Ochoa ve ark. (1995) pH kontroliiniin hiicre gelisimini
arttirdigin1 fakat ksantan gam iiretimi tizerinde etkili olmadigin1 gostermislerdir. pH kontrol
edildiginde, ksantan gam tiiretimi durgun faza ulasildiginda durmustur ve bu etki pH kontrolii
icin kullanilan alkaliye bagli olmamistir. pH kontrol edilmedigi zaman gam iiretimi, gelisimin
durgun fazi boyunca siirmiistiir. Bazi yazarlar kontrolsiiz pH’da ksantan gam iiretimi

denemislerdir (De Vuyst ve Vermeire 1994, Papagianni ve ark. 2001) fakat cogunluk pH 6-8
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arasinin proses i¢in optimum oldugunu belirtmislerdir (Casas ve ark. 2000, Esgalhado ve ark.
1995, Gupte ve Kamat 1997). Bu ¢alismada fermentasyon 0,2 N NaOH ile pH 7’ye

ayarlanarak kontrollii olarak ger¢eklestirilmistir.

Ksantan gam iiretimi {lizerinde sicaklifin etkisi bir¢ok aragtirmaci tarafindan calisilmistir.
Garcia-Ochoa ve ark. (2000), Moraine ve Rogovin (1966) optimal iiretim sicakliginin 28°C
oldugunu gostermislerdir. Cadmus ve ark. (1978) daha yiiksek bir fermentasyon sicakliginda
ksantan gam liretiminin arttigin1 fakat piruvat igeriginin ise diistiiglint belirtmislerdir. Thonart
ve ark. (1985) calismalarinda, ksantan gam tretimi i¢in optimum sicakhigin 33°C oldugunu
kaydetmislerdir. Shu ve Yang (1990) ek olarak ksantan gam iiretimi i¢in optimal sicakligin,
kullanilan {iretim ortami iizerine bagli oldugunu dogrulamislardir. Garcia-Ochoa ve ark.
(1997) sicakligin etkisi {izerine yaptiklari ¢alismada, kullandiklar1 ortam i¢in optimal iiretim
sicakliginin 28°C oldugunu, fakat 31°C’deki iiretim performansimnin ¢ok farkli olmadigini

gOstermislerdir. Bu ¢alisma boyunca fermentasyon i¢in kullanilan sicaklik 30°C’dir.

Ksantan gam iiretimi i¢in ¢esitli tipte biyoreaktorler kullanilmaktadir. Bunlar i¢in en yaygin
olarak kullanilan ¢alkalamali reaktorlerdir. Calkalamali reaktorlerde oksijen transfer orani;
hava akim orami ve calkalama hizi tarafindan etkilenir. Baz1 arastirmacilar sabit bir hiz
kullanirken bazilar1 fermentasyon siiresi boyunca hiz1 degistirmislerdir (Garcia-Ochoa ve ark.
2000). Garcia-Ochoa ve ark. (2000) daha once yaptiklari ¢aligmada belirttiklerine gore
fermentasyon siiresince sabit bir hava akim oranit kullanmiglar (1 L/L dak) ve kiiltiir
performansi ilizerine ¢alkalama hizinin etkisini incelemislerdir. Calkalama hizi 500 rpm’in
altinda sabit oldugunda, ksantan gam iiretimi besiyeri viskozitesinin artmasi ile sinirlanan
oksijen transferinden dolayr azalmistir. Calkalama hizi 500 rpm’in iizerinde sabit
tutuldugunda ise mekanik karigtirmanin siddetinden dolayr hiicreler zarar gordiigii igin
ksantan gam {iretimi zayif olmustur. Bu yiizden calkalama hizi fermentasyon baslangicinda
diisiik degerlerden (200-300 rpm) daha sonra yiiksek degerlere ¢ikarilmistir. Bu ¢alismada
karistirma hizi 250 rpm de sabit tutulmus hava akim oranmi da ¢ farkli (0,5-1-1,5 L/dak)
degerde denenmistir. Strekli verilen steril hava akimi nedeniyle karistirmadan
kaynaklanabilecek oksijen smirlamasi ortadan kaldirilmistir. Hava akis hizinin 0,5 L/dak
olmasi durumunda verimin diistiigii fakat elde edilen verim agisindan 1 L/dak ile 1,5 L/dak
arasinda fark gorlilmedigi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak 1 L/dak hava akim hizinin

fermentasyon i¢in optimum deger oldugu belirlenmistir.
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Gupte ve Kamat (1997) yaptiklar1 calismada, fermentasyon ortamina inokulasyon miktarinin,
biyopolimer verimi tizerindeki etkisini incelemislerdir. %1, 2, 5, 10 ve 20’lik inokulumlar1 ele
almiglar ve en yliksek polimer verimini %10’luk inokulum sonucunda elde etmislerdir. Bir
baska caligmada Leela ve Sharma (2000) %5 ile %20 inokiiliim arasinda ¢aligmiglar ve
yliksek inokiiliimiin; besinlerin ve boslugun bakterinin aktif gelisimi i¢in yeterli olmadigindan
gerekli olmadigini belirlemislerdir. En yiiksek verimi % 10 inokiiliimde ger¢eklestirmislerdir.

Bu ¢alismada inokulum orani %10 olarak kullanilmistir.

Leela ve Sharma (2000) farkli sekerleri (glukoz, sukroz, maltoz, fruktoz, ksiloz, arabinoz,
galaktoz, laktoz, inositol, sorbitol ve nisasta) karbon ve enerji kaynagi olarak kullanarak
ksantan gam liretimi gerceklestirmisler ve maksimum ksantan gam iiretiminin glukoz, sukroz
maltoz ve nisasta ile oldugunu ve glukozun bunlarin biraz daha iistiinde verim sagladiginm
tespit etmiglerdir. Bununla beraber Lilly ve ark. (1958) %]1-5 aras1 glukoz konsantrasyonunun
gam iretimi icin uygun olabilecegini bildirmisledir. Funahashi ve ark. (1987)’de glukoz
konsantrasyonun 30 ve 40 g/kg oldugunda yiiksek gam tiiretimi gergeklestirmislerdir. Ksantan
gam {retiminde baslangi¢ glukoz konsantrasyonu onemlidir ve 50 g/kg ve lstlii glukoz
konsantrasyonlarinda hiicre gelisimi ve ksantan gam iiretiminin inhibe edildigi rapor
edilmistir Sonug olarak; %2-5 arasindaki glukoz konsantrasyonunun ksantan gam iiretimi i¢in
etkili oldugu sOylenebilir. Daha diisiik konsantrasyonlarin maksimum hiicre gelisimi i¢in
yeterli olmadigi, katabolik engelleme sebebiyle glukoz artisi ile ksantan gam {iretiminin artig

gostermedigi bildirilmistir (Wernau 1981).

Yapilan bu ¢aligmada da literatiirlere uygun olarak optimum verimi ve yaklasik 40 g/L glukoz
miktarini saglayacak sekilde tiretim besiyerine hidrolize piring kepegi ilave edilerek iiretim
gerceklestirilmistir. Sonuglardan da goriildiigii iizere hidrolize piring kepegi ile yapilan liretim
caligmalarinda elde edilen verimin iiretim besiyerine sakkaroz ilave edilerek iiretilen gam
veriminden 6nemli oranda yiiksek tespit edildigi goriilmektedir. Bu durum da; literatiirlerde
belirtilen glukozla iiretimin iistiinliigline paralel olarak hidrolize edilen piring kepeginin seker

igeriginin tamamen glukozdan olugmasindan kaynaklanmaktadir.

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda ¢ok farkli substratlar ksantan gam iiretimi i¢in kullanilmistir.
Xanthomonas campestris NRRL B-1459 ile yapilan ¢alismalarda Moreno ve ark. (1998)
substrat olarak kavun kullanmis; verimi 1,6 g/L. olarak belirlemistir. Bilanovic ve ark.

(1994)’nin narenciye atig1 ile yaptiklar tiretimde 12 g/L’lik bir verim elde edilmistir. Lopez
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ve ark. (2001) 4 farkli X. campestris tiiriin zeytin atiksuyundan ksantan gam iiretimini
denemisler ve besin kaynagi % 7 zeytin atik suyu kullanildiginda 7 g/L ksantan gam tiretimi
ile X. campestris NRRL B-1459 S4LII’'nin en dikkate deger tiir oldugu belirlenmistir. Peynir
altt suyunun substrat olarak kullanildig1 ¢aligmalarda Molina ve ark. (1993) 14 g/L’lik bir
verim elde ederken, Papoutsopoulou ve ark. (1994) X. campestris XLM 1521 ile 100 mL
peyniraltt suyunda maksimum 1,2 g gam {iretimi gergeklestirmislerdir. Substrat olarak
hidrolize piring kepegi kullanilan bu ¢alismada X. campestris NRRL B 1459 ile ksantan gam
tiretiminde elde edilen maksimum verim degeri 21,87 g/L, yukarida belirtilen farklh

substratlardan elde edilen rakamlardan yiiksek bulunmustur.

Peyniralt1 suyununun kullanildig1 bagka bir ¢alismada maksimum ksantan gam tiretimi % 0,1
(w/v) MgSO4x7H,0 ve %2.0 (w/v) K;HPO4 kullanilarak 72 saat sonunda 25 g/L olarak rapor
edilmistir (Silva ve ark. 2009). Nery ve ark. (2008) ise farkli Xanthomonas izolatlar ile
mozzarella peyniralti suyunu substrat olarak kullanarak gam iiretimi konusunda

calismislardir. Maksimum ksantan verimini 21,91 g/L olarak bulmuslardir.

Kalogiannis ve ark. (2003) karbon kaynagi olarak seker pancari melasindan X. campestris
ATCC 1395 ile ksantan gam iiretimini aragtirmiglardir. Besin ortamima K,HPO, ilavesi
ksantan iiretimine 6nemli katki yapmistir. Maksimum ksantan gam tiretimi 175 g/L. melas, 4

g/L K,HPOy ile nétr pH’da 24 saatte 53 g/L olarak belirlenmistir.

Stredansky ve Conti (1999), tarimsal atiklar1 veya triinleri, islenmis malt, elma piiresi, tizim
piiresi, turunggil kabugu gibi ¢ok diisiik maliyetli tirlinleri iceren Xanthomonas campestris ile
ksantan gam iretimi iizerine ¢aligmalar yaptiklarini, liretimde geleneksel daldirma usiiliinii

sectiklerini ve sonugta 32,9 - 57,1 g/L arasinda ksantan gam iirettiklerini bildirmislerdir.

Abd El-Salam ve ark. (1994) lahanadan Xanthomonas campestris E-NRC-3 izole ederek seker
kamig1 melasi ile ksantan gam iiretimini arastirmislardir. En yiiksek verim, melasin %25’lik
konsantrasyonu ile hava/ortam orani 3:2 oldugunda, 450 rpm’de ve 3 giin inkiibasyon

periyodu ile saglanmistir. Elde edilen polimer verimi 70,5 g/L olarak hesaplanmuistir.

Bu calismada elde edilen verim degeri Kalagiannis ve ark (2003), Stredansky ve Conti (1999),
Abd El-Salam ve ark. (1994) ve Silva ve ark. (2009)’nin buldugu degerlerden diisiik ¢cikarken
Nery ve ark (2008)’ nin tespit ettigi verim oraniyla yakin bulunmustur.
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Farkli Xanthomonas tiirleri ile standart liretim besiyerinde yapilan ¢alismalarda Rottava ve
ark. (2009) 10 farkli Xanthomonas tiri ile ksantan gam iiretimi ilizerinde calismis ve en
yiiksek verimi Xanthomonas campestris pv. mangiferaeindicae 1230 (8,93 g/L), X. campestris
pv. campestris 254 (9,49 g/L) ve X. campestris pv. campestris 1078 (9,67 g/L) olarak

belirlemislerdir.

Padilha (2003) ise X. axonopodis pv. manihotis 289 ve X. campestris pv campestris CA110
tiirleri ile ksantan gam iiretimi yapmis ve verimleri sirastyla 7,9 g/L ve 6,8 g/L olarak tespit
etmislerdir. Bulunan degerler bu ¢alismada elde edilen verim degerinden oldukca diisiiktiir.

Bu calismada ksantan gam iiretiminde karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilan hidrolize
piring kepeginin substrat olarak kullanilmasinin ¢ok uygun ve elde edilen gam veriminin

oldukea yiiksek oldugu belirlenmistir.

4.3. Ksantan gam orneklerinin farkh pH ve sicakhiktaki tampon cozeltilerdeki davranis:

(%0,1’lik ¢ozelti)

Ksantan gam orneklerinin (ticari ve calismada iiretilen gamlar) farkli oranlarda ¢ozeltileri
(%0,1, %0,25, %0,5 ve %1) degisik pH degerlerinde (3,5; 5,5; 7) ayarlanarak, 20°C’den
baslamak iizere 100°C’ye kadar 1sitilmis ve viskozitelerindeki degismeler 2 tekerriirlii olarak
incelenmistir. Cizelgeler (4.8, 4.9, 4.10, 4.11) ve Sekiller (4.8, 4.9, 4.10, 4.11)’de ksantan gam
orneklerinin belirlenen ortalama viskozite degerleri goriilmektedir. Diisiik ksantan gam
konsantrasyonunda gerek ticari gam ¢oOzeltileri, gerekse laboratuarda iiretilen gam
cozeltilerinin ayn1 pH ve sicaklikta ortalama viskozite degerleri arasinda belirgin bir fark
goriilmemektedir. Genel olarak biitin pH degerlerinde sicaklik arttikca viskozitede diisiis
tespit edilmistir. Bu konsantrasyonda, pH degeri 7’ye ayarlanan ¢ozeltilerde viskozitenin daha
stabil kaldig1 goriiliirken, ticari ksantan gamla NRRL B-1459 susunun iirettigi gamin 7 pH’da
hemen hemen ayni1 viskoziteyi sagladigi tespit edilmistir (Cizelge 4.8, Sekil 4.8).

Viskozite degerine etki eden; gam ¢esidi, pH ve sicaklik faktorleri; Tesadiif Parseller Deneme
Planinda 3 faktorlii olarak hesaplanmistir. Yapilan varyans analizi sonucunda Gam ¢esidi x
pH x sicaklik interaksiyonu (p< 0,05) istatistik olarak énemli bulunmustur. Bu durumda tiim
alt grup ortalamalart DUNCAN coklu karsilastirma testi ile analiz edilmistir. Ornegin ilave

edilen gam faktoriiniin 1. seviyesinde (Ticari), pH faktoriiniin 1. seviyesinde (pH 3,5)
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sicaklikla degisen viskozite ortalamalar1 arasindaki farkin istatistik olarak 6nemli olup

olmadig1 belirlenmistir. Bu islem tiim alt grup kombinasyonlar1 i¢in ayr1 ayr1 uygulanmistir.

Cizelge 4.8. Ticari ve piring kepeginden {iiretilen ksantan gamlarin farkli pH ve sicakliklardaki
tampon c¢ozeltilerde gosterdikleri ortalama viskozite degerleri (mPas) (Ksantan gam

konsantrasyonu %0,1).

Gam
pH Ticari X.campestris NRRL B-1459 X.campestris pv. campestris
Sl:fé«)hk 3,5 55 7,0 3,5 55 7,0 3,5 55 7,0
20 2,66 3934 5 ) 56750 3,758 496" 327 3,81¥B1 3 QX
30 2,187 328¥Ab 389 ) 157Bb 3,085 3678 287 3248 3 638
40 1,917« pgp¥Ac 3 1pxABeq gs7Be 2,814 302%¢ 2 49vA¢ 2,53%5¢ 3,20
50 1,80°%% 2747 g pxAdq 76YBed 2,548 9 55xBd 5 o p¥Ad 2,15 2,84
60 1,828 268 260 7B 2480 2407 2,02%¢ 2,07°°% 2,64
70 1,997 281 g s7vae 1,794 2,614 2378 1,88“ABet p 1g¥¢d s ¥ABC
80 17280 p a7t g syxAde ggyAdel g g7xAd p q7xAde ] YAt 1,938 2,45
90 1,64 250" 2 55%¢ 1,60%A" 2,30 235 1,70%A¢ 1,76°F 2,40°5°
100 1,604 2,00 230" 1,554 1,80%%  2,15%8" 1,65%¢ 1,59°°¢ 2,00
*p<0,05

(a-), (x-z), (A-C) alt gruplarda, farkl: harf ile gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05).

Tampon ¢ozeltilere ilave edilen her bir gam ¢esidi faktorii ve pH degerinde; farki sicakliklarla
(20-100°C) degisen ortalama viskozite degerleri karsilastirilirken kiigiik harfler kullanilmistir
(a-f). % 0,1 oraninda gam ilave edilmis ¢ozeltilerin viskozite sonuclarinda her siitunda farkl

harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik istatistiki olarak énemlidir (p<0,05).

Her bir pH (3,5; 5,5; 7,0) ve sicaklik (20-100°C); ilave edilen farkli gam g¢esitleri ile degisen
ortalama viskozite degerleri karsilagtirilirken biiyiik harfler (A-C) kullanilmistir. Her hiicrede
farkli harflerle gosterilen ortalama viskozite degerleri arasindaki farklilik istatistiki agidan

onemli bulunmustur (p<0,05).

Her bir sicaklik (20-100°C) ve gam c¢esidi ilavelerinde (ticari, NRRL B-1459, X. campestris
pv. campestris), farkli pH degerleri ile degisen viskozite degerleri ortalamalari
karsilagtirilirken (x-z) harflendirmesi kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen ortalama

viskozite degerleri arasindaki fark istatistiki agidan énemlidir (p<0,05).

% 0,1 oraninda gam ilave edilmis c¢ozeltilerin ortalama viskozite degerleri Cizelge 4.8’de

verilmistir. En yiiksek viskozite degeri ortalamasi ticari gam ilave edilmis ¢ozeltide 20°C’de
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pH 7°de 5,12 mPas olarak ve ilave edilen diger gam cesitlerine gore istatistiki olarak farkli
belirlenmistir. En diisiik ortalama viskozite degeri X. campestris NRRL B-1459 bakterisinden
elde edilen gamin kullanildigi ¢ozeltide, pH 3,5’da ve 100°C’de 1,55 mPas olarak
belirlenmistir. Viskozite degerleri arasindaki farkliliklar ayrintili  olarak ¢izelgede

belirtilmistir.

%0.1

W 200C
W 300C
400C
500C
H600C
700C
W 800C
900C
m1000C

Viskozite (mPaS)
w

pH 3.5 pH 5.5 pH 7 pH 3.5 pH 5.5 pH 7 pH 3.5 pH 5.5 pH 7

Ticari gam NRRL B-1459 gami X.campestris pv. campestris gami
Ksantan gam/pH

Sekil 4.8. Ticari ve piring kepeginden iiretilen ksantan gamlarin farkli pH ve sicakliklardaki
tampon ¢oOzeltilerde gosterdikleri ortalama viskozite degerleri (mPas) (Ksantan gam
konsantrasyonu %0,1).

4.4. Ksantan gam orneklerinin farkh pH ve sicakhiktaki tampon cozeltilerdeki davranis:
(%0,25’1ik ¢ozelti)

Ksantan gam konsantrasyonu 9%0,25 olan c¢ozeltilerin farkli sicaklik ve pH degerlerinde
sagladiklar1 ortalama viskozite degerleri Cizelge 4.9 ve Sekil 4.9’da goriilmektedir. Bu
konsantrasyondaki ksantan gam c¢ozeltilerinin gosterdikleri viskozite davranmigi diisiik
konsantrasyona (%0,1) gore oldukca farkli tespit edilmis, laboratuar sartlarinda iiretilen

gamlar ticari ksantan gama gore diislik viskozite saglamiglardir.
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Cizelge 4.9. Ticari ve piring kepeginden iiretilen ksantan gamlarin farkli pH ve sicakliklardaki
tampon c¢ozeltilerde gosterdikleri ortalama viskozite degerleri (mPas) (Ksantan gam
konsantrasyonu %0,25).

Gam
Ticari X.campestris NRRL B-1459 X .campestris pv. campestris
pH
Sicaklik 3,5 5,5 7,0 3,5 55 7,0 3,5 5,5 7,0
(K9)
20 14,742 255 )5xAb 6,588 6,852 7,04%52 6,00°52 7,345 745752
30 13,94 24,1 253%b 5 gyBeP 6,85 7,00%B® 5,80°82 7,24788 7,32°88
40 9,954 90 3vAc  yxAa 4 gpBe g 43xBe 6,86 5 10yB®  6,80%°  7,05F®
50 8,507Acd 18944 2o g¥Ac 4 5vB¢ 5,35%P 6,595  475yB™ 6,505  6,85PP
60 8,907¢ 20*AC 16,72 480" 6,50 637" 480yB™ 6,528  6,73*B®
70 7,700 157 15,84 3900 6008 5980 4 00yBY 6,05 6,055
80 6,702 10,8AT 9 15%¢ 33584 53880 5,55 Bed 3,560 54084 5 65
90 6,30 9,04 ggo¥ic 3 3Bd 5,008 5,09*B4 3,438 51084 5 13%B¢
100 6,25 90t 672%M 319 436" 5,02*P 3,080 44580 5058
*.
p<0,05

(a-g), (x-z), (A-C) alt gruplarda, farkl: harf ile gosterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

Tampon ¢ozeltilere ilave edilen her bir gam ¢esidi faktorii ve pH degerinde; farki sicakliklarla
(20-100°C) degisen ortalama viskozite degerleri karsilastirilirken kiigiik harfler kullanilmigtir
(a-g). % 0,25 oraninda gam ilave edilmis ¢ozeltilerin viskozite sonuglarinda her siitunda farkl

harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik istatistiki olarak énemlidir (p<0,05).

Her bir pH (3,5; 5,5; 7,0) ve sicaklik (20-100°C); ilave edilen farkli gam ¢esitleri ile degisen
ortalama viskozite degerleri karsilastirilirken biiyiik harfler (A-C) kullanilmistir. Her hiicrede
farkli harflerle gosterilen ortalama viskozite degerleri arasindaki farklilik istatistiki acidan

onemli bulunmustur (p<0,05).

Her bir sicaklik (20-100°C) ve gam ¢esidi ilavelerinde (ticari, NRRL B-1459, X. campestris
pv. campestris), farkli pH degerleri ile degisen viskozite degerleri ortalamalar
karsilastirilirken (x-z) harflendirmesi kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen ortalama

viskozite degerleri arasindaki fark istatistiki acidan 6nemlidir (p<0,05).
En yiiksek viskozite degeri ortalamasi 27 mPas degeri ile ticari gam ilave edilmis ¢ozeltide

40°C’de pH 7,0’da tespit edilmistir. En diigiik ortalama viskozite degeri 3,05 mPas degeri ile

X. campestris pv. campestris bakterisinden elde edilen gamin kullanildigi ¢ozeltide, pH 3,5’da
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ve 100°C’de belirlenmistir. Viskozite degerleri arasindaki farkliliklar ayrintili olarak

cizelgede belirtilmistir.
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Ticari gam NRRL B-1459 gami X.campestris pv. campestris gami

Ksantan gam/pH

Sekil 4.9. Ticari ve piring kepeginden iiretilen ksantan gamlarin farkli pH ve sicakliklardaki
tampon c¢ozeltilerde gosterdikleri ortalama viskozite degerleri (mPas) (Ksantan gam
konsantrasyonu %0,25).

4.5. Ksantan gam orneklerinin farkh pH ve sicakhiktaki tampon cozeltilerdeki davranisi

(%0,5°lik ¢ozelti)

Ksantan gam konsantrasyonu %0,5 olan c¢ozeltilerin farkli sicaklik ve pH degerlerinde
sagladiklar1 ortalama viskozite degerleri Cizelge 4.10 ve Sekil 4.10°da goriilmektedir. Bu
konsantrasyondaki gam ¢ozeltilerinin gosterdikleri viskozite davranist da %0,25°1ik ¢ozeltide
oldugu gibi tespit edilmis, laboratuar sartlarinda iiretilen gamlar ticari ksantan gama gore
diisiik viskozite saglamislardir. Laboratuarda {iretilen gamlarin gosterdikleri viskozite

davraniglar1 arasinda belirgin bir farklilik bulunamamustir.
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Cizelge 4.10. Ticari ve piring kepeginden firetilen ksantan gamlarin farkli pH ve
sicakliklardaki tampon ¢ozeltilerde gosterdikleri ortalama viskozite degerleri (mPas) (Ksantan
gam konsantrasyonu %0.5).

Gam
pH Ticari X.campestris NRRL B-1459 X.campestris pv. campestris
S‘fﬁ‘é‘)"k 3,5 5,5 7,0 3,5 5,5 7,0 3,5 5,5 7,0
20 goyAs 83,90“ 9544 42,117°% 45199 51,3482 47 50"8 53%Ba
30 85,6"°  87,15™A 8830  37,62"  39,07%°  46,33° 434" 45,10 51,10
40 74,802 78,05YA°  81,05™¢ 32,187  42,15"®°  44,76"°  38,5° 43238 4850
50 63,10 66" 70*Ad 28,760 373284 3808 33 pvBd 388 39 70°B¢
60 68,40 64,10 6278 2787°°% 36,501 37,12%F¢  34,0"®d 378 38258¢
70 55200 53,40 58,907 2620 31,88 31,941 29 52¥8c 304581 33 584
80 43,90%¢ 50%A 5148 21,90"" 26,7657 28.43*% 25048 2580 27
90 35700 41,129%¢ 4524 17,76 20,14C¢  19,83%BT  ppoBe 22,480 Bt
100 324 34,76""" 40N 16,03°%¢ 18,71 17,7780 188 20,005 19,05*Bf
*p<0,05

(a-1), (x-2), (A-C) alt gruplarda, farkl harf ile gésterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

Tampon ¢ozeltilere ilave edilen her bir gam ¢esidi faktorii ve pH degerinde; farki sicakliklarla
(20-100°C) degisen ortalama viskozite degerleri karsilastirilirken kiigiik harfler kullanilmistir
(a-1). % 0,50 oraninda gam ilave edilmis ¢ozeltilerin viskozite sonuglarinda her siitunda farkl

harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik istatistiki olarak 6nemlidir (p<0,05).

Her bir pH (3,5; 5,5; 7,0) ve sicaklik (20-100°C); ilave edilen farkli gam g¢esitleri ile degisen
ortalama viskozite degerleri karsilagtirilirken biiyiik harfler (A-C) kullanilmistir. Her hiicrede
farkli harflerle gosterilen ortalama viskozite degerleri arasindaki farklilik istatistiki agidan

onemli bulunmustur (p<0,05).

Her bir sicaklik (20-100°C) ve gam g¢esidi ilavelerinde (ticari, NRRL B-1459, X. campestris
pv. campestris), farklh pH degerleri ile degisen viskozite degerleri ortalamalar
karsilastirilirken (x-z) harflendirmesi kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen ortalama

viskozite degerleri arasindaki fark istatistiki agidan 6nemlidir (p<0,05).

En yiiksek ortalama viskozite degeri ticari gam ilave edilmis ¢ozeltide 20°C’de pH 7,0’de 95
mPas olarak tespit edilirken, en diisiik deger X. campestris NRRL B-1459 bakterisinden elde
edilen gamin kullamldigi ¢ozeltide, pH 3,5°da ve 100°C’de 16,03 mPas olarak belirlenmistir.

Viskozite degerleri arasindaki farkliliklar ayrintili olarak ¢izelgede belirtilmistir.
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Sekil 4.10. Ticari ve piring kepeginden iiretilen ksantan gamlarin farkli pH ve sicakliklardaki
tampon c¢ozeltilerde gosterdikleri ortalama viskozite degerleri (mPas) (Ksantan gam
konsantrasyonu %0,5).

4.6. Ksantan gam orneklerinin farkh pH ve sicakhktaki tampon cozeltilerdeki davranisi

(%1’lik ¢ozelti)

Ksantan gam konsantrasyonu %1 olan c¢ozeltilerin farkli sicaklik ve pH degerlerinde
sagladiklar1 ortalama viskozite degerleri Cizelge 4.11 ve Sekil 4.11°de goriilmektedir. Bu
konsantrasyondaki gam ¢ozeltilerinin gosterdikleri viskozite davranist da %0,25 ve %0,5’1ik
cozeltilerde oldugu gibi tespit edilmis, laboratuar sartlarinda iiretilen gamlar ticari ksantan
gama gore diisik viskozite saglamiglardir. Laboratuarda iiretilen gamlarin gdsterdikleri
viskozite davranislart arasinda belirgin bir farklilik bulunamamaistir. Genel olarak biitiin pH

degerlerinde sicaklik arttik¢a viskozitede diisiis tespit edilmistir.

56



Cizelge 4.11. Ticari ve piring kepeginden firetilen ksantan gamlarin farkli pH ve
sicakliklardaki tampon ¢ozeltilerde gosterdikleri ortalama viskozite degerleri (mPas) (Ksantan
gam konsantrasyonu %1,0).

Gam
pH Ticari X .campestris NRRL B-1459 X .campestris pv. campestris
Sl:f(l:()llk 3,5 5,5 7,0 3,5 5,5 7,0 3,5 5,5 7,0
20 450" 470 465 1077 131 90,65 115" 139*B2 9675
30 432980 445780 g40¥AP 98BP 1268 7547 100,05®® 1158 7747
40 410" 423 400 85,3 86 72,18 89 4*B¢ g8 B 72,5780
50 34078 372XA0 3e3vAd gy ¥BA g3 4xBb g yBbe 74¥B4 84,58 71,3¥Bb
60 35580 34578 365%A0 g 4xBd 7075 65,4™5¢ 70,659 70,9*84 65,8"5¢
70 200AT 31 AT 305%A¢ 53¥Be 61,98 543988 g5 yBe g3 HaxBle 55xBd
80 245788 pg4xAe p5sYAT 4 QYBT 5584 338 44,1220 55708 3387
90 215740 245%h o3 pvAE 99 q¥Be 39 g¥BC  17,77BT 31782 418 18,78
100 193¥A1 200 212%Ah 2508 9g 5XBf 18¥81 25,798 31,158 19 3B
*p<0,05

(a-1), (x-2), (A-C) alt gruplarda, farkl harf ile gésterilen ortalamalar arasindaki farklar istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

Tampon ¢ozeltilere ilave edilen her bir gam ¢esidi faktorii ve pH degerinde; farki sicakliklarla
(20-100°C) degisen ortalama viskozite degerleri karsilastirilirken kiigiik harfler kullanilmistir
(a-1). % 1,0 oraninda gam ilave edilmis ¢dzeltilerin viskozite sonug¢larinda her siitunda farkl

harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik istatistiki olarak énemlidir (p<0,05).

Her bir pH (3,5; 5,5; 7,0) ve sicaklik (20-100°C); ilave edilen farkli gam ¢esitleri ile degisen
ortalama viskozite degerleri karsilastirilirken biiyiik harfler (A-C) kullanilmistir. Her hiicrede
farkli harflerle gosterilen ortalama viskozite degerleri arasindaki farklilik istatistiki acidan

onemli bulunmustur (p<0,05).

Her bir sicaklik (20-100°C) ve gam ¢esidi ilavelerinde (ticari, NRRL B-1459, X. campestris
pv. campestris), farkli pH degerleri ile degisen viskozite degerleri ortalamalar
karsilastirilirken (x-z) harflendirmesi kullanilmistir. Farkli harflerle gosterilen ortalama

viskozite degerleri arasindaki fark istatistiki acidan 6nemlidir (p<0,05).

En yiiksek ortalama viskozite degeri ticari gam ilave edilmis ¢ozeltide 20°C’de pH 5,5’da 470
mPas olarak tespit edilmistir. En diigiik ortalama viskoizte degeri ise X. campestris NRRL B-
1459 bakterisinden elde edilen ksantan gamin kullanildig1 ¢6zeltide, pH 7,0’de ve 90°C’de
17,7 mPas olarak belirlenmistir. Viskozite degerleri arasindaki farkliliklar ayrintili olarak

cizelgede belirtilmistir.
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Sekil 4.11. Ticari ve piring kepeginden tiretilen ksantan gamlarin farkli pH ve sicakliklardaki
tampon c¢ozeltilerde gosterdikleri ortalama viskozite degerleri (mPas) (Ksantan gam
konsantrasyonu %1.0).

Distik ksantan gam konsantrasyonunda (%0,1) gerek ticari gam c¢oOzeltileri, gerekse
laboratuarda iiretilen gam cozeltilerinin ayn1 pH ve sicaklikta ortalama viskozite degerleri
arasinda belirgin bir fark goriilmemistir. Yiiksek konsantrasyonlarda laboratuar sartlarinda
tiretilen ksantan gam Ornekleri ticari ksantan gama gore daha diigiik viskozite degerleri
gostermistir. Genel olarak biitiin pH degerlerinde sicaklik arttik¢a viskozitede diisiis tespit

edilmistir.

Garcia-Ochoa ve ark. (2000) ksantan gam ¢ozeltilerinin viskozitesinin, viskozitenin 6l¢iildiigi
sicakliga ve ksantanin eridigi sicakliga bagli oldugunu, viskozitenin, sicakligin artmasi ile
azaldigini ve bu davranigin 10-80°C arasinda tamamen tersine oldugunu belirtmislerdir.
Yapilan bu caligmada da gam tampon ¢ozeltilerinin viskoziteleri sicakligin artmas ile diisiis

gostermistir.

Ksantan gam cozeltilerinin viskozitesinin, polimer konsantrasyonunun artmasi ile kuvvetli bir
sekilde arttig1 belirtilmis ve bu davranis, molekiiller arasi etkilesimle iliskilendirilmistir
(Garcia-Ochoa ve ark. 2000). Bu calismada; labarotuar sartlarinda iiretilen gam ve ticari

gamdan 4 farkli oranda ilave edilmis c¢ozeltiler hazirlanmistir. Her iki gam icin de; ilave
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edilmis ¢ozeltilerin viskozitelerinde gam konsantrasyonunun artisina bagli olarak ciddi bir

bicimde artis tespit edilmistir.

Ksantan gam ¢ozeltilerinin viskozitesi, pH’nin 1-13 arasinda degismesinden etkilenmemistir.
pH 9 ya da daha yiiksek bir degerde, ksantanin yavas yavas deasetile oldugu, pH 3’den daha
diisiik bir degerde iken piirivik asit asetil gruplari kayboldugu ve deasetilasyon ya da
depiirivilasyonun her ikisinin de ksantan gam ¢ozeltilerinin viskozitesi iizerindeki etkisinin
cok az oldugu belirtilmistir. Deasetile ya da depiirivile olmus ksantanin orijinal ksantana
benzer reolojik ozellikler gosterdigi kaydedilmistir (Moreira ve ark. 2001). Caligmamizda
sulu gam cozeltilerinin viskozite degerleri 3 farkli pH degerinde (pH 3,5-5-7) ol¢iilmiistiir.
Sonuglar incelendiginde viskozite degerlerinin pH artis1 veya azalisindan etkilenmedigi ve pH

degeri ile linear bir iligki sergilemedigi goriilmektedir.

Moreira ve ark. (2001) yaptiklar1 calismada farkl: tiirlerden elde edilen biyopolimerlerin %3
(w/w) oranindaki sulu ¢ozeltilerinin viskozitelerini ve ticari ksantanin viskozitelerini 6, 12, 30
ve 60 rpm’de ve 25, 45 ve 65°C’de Brookfield tipi viskozimetre ile olgmiislerdir. Bu
sonuclara gore devir sayisinin atmasi ile Olgiilen viskozite degerinde bir azalma olmustur.
Bazi tiirlerden elde edilen polimerin viskozitelerinde sicakligin artmasi ile viskozite degerinde
azalma, bazi tiirlerden elde edilen polimerin viskozitelerinde ise sicaklifin artmasi ile
viskozite degerinde artma olmustur. En yiiksek viskozite degeri 25°C’de 26.000 mPas ve
65°C’de 27.000 mPas olarak belirlenmistir.

Nery ve ark. (2008) farkli Xanthomonas izolatlar1 ile mozzarella peyniralti suyunu substrat
olarak kullanarak gam {retimi konusunda yaptiklar1 c¢alismada; %0,5-%2 gam
konsantrasyonlu ¢ozeltilerde 25-65°C’de ve 25-1000 s kesme hiz1 (shear rate) ile viskozite

Olclimlerinde maksimum viskozite 57,30 mPas olarak belirlenmistir.

Rottava ve ark. (2009) 10 farkli Xanthomonas tiri ile ksantan gam diiretim calismasi
yapmustir. Bu tiirlerden iiretilen gamlar %3’liik sulu ¢ozeltilerde kullanilmis ve viskoziteleri
Olciilmiistiir. En yiiksek visoziteyi X. campestris pv. mangiferaindicae 1230 (yaklasik 1800
mPas) goOstermistir. Ayrica X. axonopodis pv. manihotis 1182 (yaklasik 1000 mPas) ve
Xanthomonas sp. 1537 (yaklasitk 900 mPas) de yiiksek viskozite gostermistir. Bununla
beraber diger viskozite degerleri X. campestris pv. campestris 254 i¢in 104 mPas; X

campestris pv. arracaciae i¢in 71 mPas; X. melonis igin 108 mPas ve X. campestris pv.
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campestris 1167 igin 173 mPas olarak belirlenmistir. Navarrete ve Shah (2001) % 1,4x10*liik
¢ozeltilerde 24°C’de 100 cp viskozite elde ederken, Ashtaputre ve Shah (1995) biyopolimerin
%35°’lik ¢ozeltisinde 30°C’de yaklasik 200 mPas viskozite degeri belirlemislerdir.

Rogovin ve ark. (2004), %3 dekstroz ihtiva eden besin ortaminda % 5 X. campestris NRRL-B
1459 inokulasyonu ile aerob ortamda 28°C 96 saatte gam Uretimi gergeklestirmiglerdir. %1-2
polimer iceren sulu c¢ozeltilerin viskoziteleri sirasiyla 3000 cP ve 11000 cP olarak

belirlenmistir.

Yaseen ve ark. (2005), farkli gam c¢ozeltilerinin reolojik 6zelliklerini incelemis ve ksantan
gam ¢ozeltilerinin (% 0,05; 0,1 ve 0,5 konsantrasyonlarda) viskozitleri sirasiyla 16,62; 29,03

ve 92,59 mPas olarak belirlemislerdir.

Sonug¢ olarak; laboratuar sartlarinda iiretilen ksantan gam ornekleri ve ticari ksantan gam
orneklerinin farkli oranlarda ¢ozeltileri (%0,1; 0,25; 0,5 ve 1) degisik pH degerlerinde (3,5;
5,5; 7) ayarlanarak, 20°C’den baslamak iizere 100°C’ye kadar 1sitilmis ve viskozitelerindeki
degismeler incelenmistir. Gam konsantrasyonunun artmasi ile ¢dzeltilerin viskozitelerinde
onemli artig goriilmiistiir. Biitiin ¢ozeltilerin sicakligr arttik¢a viskozitelerinde diisiis oldugu
belirlenmistir. pH degisimi ile tampon ¢dzeltilerin viskoziteleri arasinda linear bir etki tespit

edilememistir.

Hidrolize piring kepegi kullanilarak iiretilen ksantan gamlarin tampon ¢ozeltilerde gdstermis
oldugu viskozite degerleri genel olarak ticari ksantan gama nazaran diisiikk olarak
kaydedilmesine ragmen, viskozite degerlerinin kayda deger oldugu ve ticari gama alternatif
olabilecegi diigiiniilmektedir. Ksantan gam iiretiminde alternatif substrat olarak piring kepegi

degerlendirilebilir mahiyette bulunmustur.

4.7. Ksantan gam orneklerinin model gida olarak mayonezde kullanimi

Mayonez iretiminde farkli konsantrasyonlarda (%0, %0,1, %0,25, %0,5, %1) kullanilan
ksantan gam Orneklerinin {riiniin viskozitesine etkileri Cizelge 4.12 ve Sekil 4.12°de
goriilmektedir. Laboratuar sartlarinda iiretilen ksantan gamlarin birbirlerine kiyasla viskozite
lizerine belirgin bir istiinliikleri goriilmezken, ticari ksantan gama gore iirline daha diisiik

viskozite saglamiglardir.
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Cizelge 4.12. Ticari ve piring kepeginden iiretilen ksantan gamlar kullanilarak yapilan
mayonezlerin viskozite degerleri (mPas).

Ksantan gam Ticari gam  X.campestris = X.campestris Kontrol
konsantrasyonu NRRL B- pV. (Ticari
1459 campestris mayonez)
%0 - - - 1590
%0,1 1680 1610 1640 -
%0,25 1800 1760 1820 -
%0,5 2800 1920 2020 -
%]1,0 4640 3020 3120 -

5000

4500 A

4000

3500 -

3000 + = %0

9%00.1
W %0.25
M %0.5
W %1

2500 -

2000 -

Viskozite (mPaS)

1500 +

1000 +

500 A

.
Ticari gam NRRL B-1459 gami X.campestris pv. campestris Kontrol (gam yok)

Mayonez ornekleri

Sekil 4.12. Ticari ve piring kepeginden firetilen ksantan gamlar kullanilarak yapilan
mayonezlerin viskozite degerleri (mPas).

Model gida olarak seg¢ilen mayonez liretiminde kullanilan ksantan gam 6rnekleri kullanilabilir
bulunmustur. Urettigimiz mayonezlere % 0,1 lik gam ilavesinin, piyasada satilan mayonez
ornegi (kontrol) ile yakin viskozite degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. Bu sonugtan

dolay1 % 0,1’lik gam ilavesi mayonez yapiminda onerilebilecek bir orandir.

Kayacier ve Dogan (2006), yaptiklar1 ¢alismada salep ilavesi (%0, %0,05 ve %0,1) ile guar
gam, ksantan gam ve aljinat ¢ozeltileri (%0,25, 0,50, 0,75 ve 1,0) hazirlamislar ve reolojik
ozelliklerini incelemislerdir. Orneklerin viskozite degerleri gum ve salep miktarinin
artmasiyla artis gostermistir. En yiiksek viskozite degeri (8.244 mPas) salep katilmamis

aljinat ¢ozeltilerinde belirlenmistir.
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Bir diger calismada Zhao ve ark. (2009), 4 farkli ksantan gam oraninin (% 0,025; 0,050;
0,075; 0,100 ve 0,125) krem santinin tekstiirel 6zellikleri iizerindeki etkisini incelemis ve en

yiiksek viskozite degeri % 1’°lik krem santi 6rneginde (57,83 N s) tespit edilmistir.

Choi ve Yoo (2009), ksantan gamin farkli konsantrasyonlarda (%0,2-0,6 (w/w)) tatli patates
nisastas1 ezmesindeki reolojik etkilerini incelemislerdir. 25°C’deki viskozite degerleri %0,2;

0,4 ve 0,6’lik konsantrasyonlar i¢in sirasiyla 0,80; 0,92 ve 0,97 Pas olarak belirtilmistir.

Bu c¢alismada Xanthomonas campestris NRRL B-1459, Xanthomonas campestris pv.
campestris bakterilerinden elde edilen ksantan gam ve ticari ksantan gam Ornekleri farkl
konsantrasyonlarda (% 0; 0,1; 0,25; 0,50 ve 1,0) mayonez denemelerinde kullanilmis ve gam
katilmamis kontrol mayonez Ornekleriyle karsilastirilmistir. Laboratuar sartlarinda iiretilen
gamlarin birbirlerine kiyasla viskozite iizerine belirgin bir {stiinliikleri goriilmezken, ticari

ksantan gama gore iiriine daha diisiik viskozite saglamiglardir.
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5. SONUC ve ONERILER

Gida ilag ve atiklarin islenmesi gibi temeli biyoteknoloji olan endiistriler, diinyanin 6nde
gelen sorunlarindan yetersiz beslenme, saglik, cevre kirlenmesi ile yakindan iliskilidir.
Biyoteknoloji diinyadaki yenilenebilir kaynaklarin gelecekte en iyi sekilde kullanilmasi i¢in
esastir. Ulkemizde tarimsal sanayii atiklari g¢ogunlukla degerlendirilmedigi gibi tabiata

atilarak ¢evre sorunlarina da sebep olmaktadir.

Ksantan gamin endiistriyel tiretimi, kullanilan hammaddeler dolayisiyla olduk¢a pahaliya mal
olmaktadir. Gerek ksantan gam, gerekse biyo-islemle firetilen diger bazi maddelerin
tiretiminde ucuz hammadde temini 6nemli bir husustur. Bu maksatla tarimsal sanayii
atiklarinin degerlendirilmesi sik¢a bagvurulan bir metottur. Ksantan gam iiretiminde substrat
olarak tarimsal sanayii artiklarinin da kullanilabilecegi ¢esitli arastirmalarda ortaya

konmustur.

Bu aragtirmada endiistriyel artik maddelerin ekonomik olarak degerlendirilmesi ayn1 zamanda
kiiciik ve orta Olcekli isletmelerde piring kepeginin degerlendirilerek ¢evre kirlenmesinin
Onlenmesi ve bu isletmelere bir katma deger saglanmasi amaciyla geltik isleme sanayiinin atik
maddelerinden olan piring kepeginin enzimatik hidrolizasyonundan sonra Xanthomonas

campestris kullanilarak fermentasyon yolu ile ksantan gam iiretimi gergeklestirilmistir.

Genel olarak, piring kepeginin substrat olarak kullanilmasiyla yiiksek verimde ksantan gam
tretimi gerceklestirilmistir. Laboratuvar sartlarinda iiretilen ksantan gamin farkli sartlarda
sagladig viskozite degerleri ticari ksantan gama kiyasla zayif bulunmakla birlikte, substratin
ek besin maddeleriyle biraz desteklenmesi ve elde edilen gamin saflastirilmasiyla ticarilesme

potansiyeli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Diinyada iiretilen yaklasik 662 milyon ton ham g¢eltikten 46 milyon ton civarinda kepek
iiretilmektedir. Ulkemizde ise bu rakam yaklasik 49 bin ton olarak tahmin edilmektedir. Baz1
kiiciik istisnalar disinda piring kepeginden tam anlamiyla faydalanilamamaktadir. Bu ¢aligma
ile hem piring kepeginin degerlendirelebilecegi ve kullanimi her gegen giin artan fakat
tilkemizde tiretilmeyen ksantan gamin diisiik maliyetle iiretilebilecegi ispat edilmis olup iilke

ekonomsine de kazang saglayabilecek bir ¢calisma olmustur.
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Piring kepeginin ksantan gam iiretiminde substrat olarak kullanilabilecegi ve yliksek verimle
gam {retilebilecegi belirlenmistir. Ayrica, iilkemizde iiretimi olmayan bu Onemli katki

maddesinin tarimsal sanayi artiklarindan tiretilmesi, yatirimcilara bir 151k tutacaktir.
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